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OZET

UNLU M. Hipotiroidi Hastalarinda Endotel Disfonksiyonu ve Oksidatif Stres.
Kirikkale Universitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, Uzmanlik Tezi, 2015

Hipotiroidi, tiroid hormonlarmin serumda normal diizeyinin altinda
bulunmasi sonucu gelisen klinik tablodur. Tiroid hormonlar1 organizmada oksidan ve
antioksidan dengenin diizenlenmesinde ¢ok Kkritik role sahiptir. Literatiirde hipotiroidi
hastalarinda oksidatif stres ve endotel disfonksiyonu ile ilgili arastirmacilarin farkli

sonugclar elde ettigi cok sayida ¢aligma mevcuttur.

Hipotiroidi hastalarinda endotel disfonksiyonunu ve oksidatif stresi
degerlendirebilmek i¢in, biz bu ¢alismaya Nisan 2014 ile Eyliil 2014 tarihleri arasinda
yeni tan1 almis 40 hipotiroidi hastasi ile 40 saglikli kontrolii dahil ettik ve hipotiroidi
hastalar1 ile saglikli kontrollerin serum TSH, FTs, MDA, NO, Hcy ve ADMA

parametreleri arasindaki iliskiyi inceledik.

Calismamizin sonunda hipotiroidi hastalarinda saglikli kontrollere gore
istatistiksel olarak anlamli artmis serum MDA diizeyi ve istatistiksel olarak anlamsiz
artmig serum NO, Hcy ve ADMA diizeyi bulunmustur. Bizim g¢alismamiza gore
hipotiroidide artmis oksidatif strese bagli lipid peroksidasyonunda artis ve bunun

sonucunda kardiyovaskiiler risk gelismistir.

Anahtar Kelimeler: Hipotiroidi, MDA, NO, Hcy, ADMA, endotel disfonksiyonu,
oksidatif stres



ABSTRACT

UNLU M. Endothelial Dysfunction and Oxidative Stress in Patients with
Hypothyroidism. Kirikkale University Faculty of Medicine Department of
Biochemistry, Thesis, 2015

Hypothyroidism is a clinical situation in which serum thyroid hormone
levels are lower than normal levels. Thyroid hormones play critical role in regulating
oxidant and antioxidant balance in organism. In literature, there are so many studies
about endothelial dysfunction and oxidative stress in hypothyroid patients in which

researchers have established very different results.

In order to determine endothelial dysfunction and oxidative stress in
hypothyroid patients, we included 40 newly diagnosed hypothyroid patients and 40
healthy controls between April 2014 and September 2014. In this study we evaluated
the relationship between serum TSH, FT4, MDA, NO, Hcy and ADMA parameters.

As a result of our study, we found statistically significant high serum
MDA levels in hyphothyroid patients than healthy controls and statistically insignificant
high serum NO, Hcy and ADMA levels in hyphothyroid patients than healthy controls.
According to our study, hypothyroidism raises cardiovaskuler risk via elevated lipid

peroxidation and oxidative stress.

Keywords: Hypothyroidism, MDA, NO, Hcy, ADMA, endothelial dysfunction,

oxidative stress



1. GIRIS VE AMAC

Hipotiroidizm, tiroid hormonlarinin yetersiz salinmasi sonucu organizmada
yetersiz tiroid hormon bulunmasi ile olusan hipometobolik durumdur [1]. Amerika
Birlesik Devletleri’nde yapilan klinik bir ¢alismada populasyonun % 0,3’iinde yiiksek
serum tiroid stimulan hormon (TSH) diizeyi, diisiik serbest serum tetraiyodin hormon
(FT4) diizeyi ile karakterize klinik hipotiroizm; %4,3’tinde ise normal serum TSH

diizeyi, diisiik serum FTa diizeyi ile karakterize subklinik hipotiroidizm saptanmustir [2].

Organizmada hiicrelerin gelismesi ve organlarin diizenli ¢aligmasinda gorevli
tiroid hormonlari, dokularda biyokimyasal reaksiyonlari hizlandirarak metabolik hizi
artirirlar. Bazal metabolik durumda metabolizmanin oksijen (O,) tiikketiminin ciddi
hipotiroidizmli hastalarda %40’a varan oranda azalabildigi, bunun tam tersine serum
tiroid hormon diizeylerinin yiikselmesi ile karakterize tirotoksikozlu hastalarda
metabolizmanin oksijen tiiketiminin %25 ila %50 oraninda artabildigi saptanmistir [3].
Hipotiroidi hastalarinda istirahat enerji tliketiminin tedavide verilen tiroid hormon
dozuyla orantili sekilde degistigi gozlenmistir [4]. Metabolizma enerji tiiketimi ve O,
tiiketimi {izerinde belirleyici olan tiroid hormonlarinin, ¢ogu O;’den koken alan serbest
radikal iiretimi ve bu serbest radikallerin metabolizma iizerine etkileri iizerine bir ¢ok
bilimsel c¢alisma yapilmis ve ortaya c¢ok farkli sonuglar ¢ikmigtir [5-15].
Hipotiroidizmde oksidatif metabolizmanin azalis1 ile beraber serum lipoprotein ve lipid
diizeylerinde artis goriilmektedir [9, 13, 16]. Hipotirodizmde metabolizmanin
yavaglamas1 sonucu azalan serbest radikal tretimi ile oksidatif stresin azaldigini
gosteren bilimsel ¢alismalar oldugu gibi [17-19], hipotiroidizmde artan lipoproteinlerin
lipid peroksidasyonu ve oksidatif stresi artirdigini gosteren galismalar da bulunmaktadir

[5, 9, 10, 20].

Bir veya daha fazla eslenmemis elektron (€°) igeren, bagimsiz olarak bulunabilen
herhangi bir kimyasal madde serbest radikal olarak degerlendirilir [21]. Serbest
radikaller, organizmada en fazla O;,’den aerobik solunum sonucu olusur ve organizmada
antioksidan defans mekanizmalari ile kontrol altina alinirlar [22]. Organizmada kontrol
altina alinamayan serbest radikaller biitiin hiicresel yapilara zarar verirler, bu durum

oksidatif stres olarak adlandirilir [23]. Hiicresel proteinlere, karbonitratlara, lipidlere
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verilen zararla olusan oksidatif stresin basta kardiyovaskuler sistem hastaliklari olmak

tizere bir ¢ok hastaliga neden oldugu bilinmektedir [24].

Organizmada tiroid hormonlar1 O, tiiketimini artirarak serbest radikal iiretimini
artirirlar. Bununla beraber tiroid hormonlari ortamda bulunan serbest radikallerin
kontrol altina alinmasi igin gerekli olan antioksidan maddelerden olan A ve E vitamini
gibi vitaminlerin sentezinde, antioksidan enzim seviyelerinin diizenlenmesinde ve
antioksidan proteinlerin sentezinde goérev alirlar [1]. Bu ¢alismamizda tiroid
hormonlarinin organizmada oksidan ve antioksidan denge {iizerine olan karmasik
etkilerini degerlendirmeye aldik. Ayrica hipotiroidizm tedavisinin olast faydalarini

oksidatif stres iizerinden ortaya koymaya galistik.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Hipotiroidizm

Tiroid bezinin aktivitesinin azalmasi sonucu yetersiz tiroid hormon salinimi
sonucu olusan klinik tabloya hipotiroidizm denir. Toplumda %2-%15 arasinda goriilen
hipotiroidizm kadinlarda daha sik goriilmekle beraber her iki cinste de yasla birlikte

goriilme siklig1 artar.

Tiroid hormon biyosentezindeki defektler veya tiroid bezine zarar veren
durumlar sonucu olusan hipotiroidiye primer hipotiroidi, hipofiz veya hipotalamus

bezindeki bozukluklara bagli gelisen hipotiroidiye sekonder hipotiroidi ad1 verilir.

Primer hipotiroidi tiroid hormonlar1 olan T4 (tetraiyodotironin) ve T3
(trityodotironin) biyosentezinin bozulmasi nedeniyle olusur. Iyotun vyeterli olarak
karsilandig1 bolgelerde hipotiroidininin en sik nedeni otoimmun tiroidittir (Hashimoto
Tiroiditi). Sik goriilen diger nedenler arasinda iyot eksikligi, bas-boyun bolgesine
uygulanan radyasyon, dogustan tiroid bezinin gelismemesi ve tiroid hormon
biyosentezinin bozulmasina neden olan ilaglar yer alir. Primer hipotirodide saglam olan
hipofizden salgilanan TSH yiiksekligine diisiik yanit veren tiroid bezinde kompansatuar
olarak biiylime goriilebilir ve bu durum guatr olarak adlandirilir. Primer hipotiroidi
guatrli ve guatrsiz olarak goriilebilir. Primer hipotiroidide serum TSH diizeyi normal
degeri olan 0,27-4,2 pU/mL’den yiiksek, serum FT4 diizeyi normal degeri olan 1-1,6
ng/dL’den diisiik ve serum FT3 (serbest trityodotironin) diizeyi normal degeri olan 2,6-
4,4 pg/mL’den diisiik bulunur.

Sekonder hipotiroidi, hipofiz bezinden yetersiz TSH salinmasi nedeniyle tiroid
bezinden yetersiz T4 ile T3 salinmasi sonucu olusur ve primer hipotiroidiye gore ¢ok
nadir goriiliir. Sekonder hipotiroidide serum TSH diizeyi diisiik veya normal, serum

FT4 diizeyi diisiik ve serum FTs diizeyi diisiik veya normal bulunur.
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2.1.1. Tiroid Hormonlari

Tiroid bezinden baslica T3 ve T4 hormonu salgilanir. Tiroid hormonunun sentezi
igin intrensek substrat olan tiroglobulin ve ekstrensek substrat olarak iyot gereklidir.
Iyot, folikiiler hiicrelere aktif transportla alinir ve bu basamak tiroid hormon sentezinde
hiz kisitlayict basamaktir. Folikuler hiicreler bu iyot uptake basamaginda iyotu
plazmaya gore 30 kattan daha fazla bir oranda konsantre ederler. Tiroid bezinde
konsantre edilen iyot, tiroid peroksidaz enzimi (TPO) ile H,O, ve NADPH kullanilarak
okside ve aktive edilir. Aktif iyot, tiroglobulin (Tg) tizerindeki tirozin rezidiilerine TPO
ile H,O; kullanilarak baglanir. Iyotlanma ilk 3. pozisyondaki tirozin iizerinde olur ve 3-
monoiodotirozin (MIT) olusur. Iyotlanma ikinci olarak 5. pozisyondaki tirozin iizerinde
olur ve 3,5-diiodotirozin (DIT) olusur. Bu basamaga organifikasyon denir. Bundan
sonra iyotlanmis olan bu tirozin molekiilleri birbirleri ile TPO veya coupling enzimi ile
birlestirilirler. DIT lerin birlesmesi ile 3,5-3°5" T4 olusur. Bir DIT ile bir MIT birlesmesi
ile 3,5-3” T3 veya 3-3°,5’ triiyodotironin (rT3) olusur. Tg iizerinde bagl olan DIT, MIT,
T3 ve Ta serbestleserek sistemik dolasima katilirlar. Tiroid hormon sentezindeki her
basamak TSH tarafindan diizenlenir. TSH tiroid folikuler hiicrelerinin say1 ve hacminin
artmasini saglar. Uzamis TSH stimiilasyonu tiroid bezinde vaskulariteyi artirarak

hipertrofik tiroid biiylimesi olarak adlandirilan guatra yol agar.

T4 kanda %99.97 oraninda, T3 ise kanda %99.8 oraninda kanda proteinlere bagh
olarak taginir. Tiroid hormonlar1 kanda tiroksin baglayan globiilin (TBG), tiroksin
baglayan prealbumin (TBPA, transtiretin) ve albumine bagli olarak taginir. Kanda T4’{in
yalnizca %0,03°1, T3’lin ise yalnizca %0,2’si serbest olarak bulunurlar ve aktivite
gosterirler. Tastyic1 proteinlerin T4’e daha yiiksek afinite gostermesi nedeni ile T4’lin
yar1 Omrii daha uzundur ve aktivitesi T3’e gore daha disiiktir. T4 kendisinden 3-8 kat
daha aktif olan ve dokulara daha hizli yayilabilen T3’e 5’deiyonidizasyon ile doniistir.

Bu doniisiim baslica karacigerde olmaktadir.

Tiroid hormonlart viiciitta hiicresel metabolizmalar1 hizlandirarak bazal
metabolik hizi diizenlerler, kemik olusumunu ve rezorpsiyonunu artirirlar, fetiisiin
mental ve somatik gelisiminde rol oynarlar, miyokard hiicrelerinin kasilma giiciinii ve
kasilma sayisimi artirirlar, bagirsak ve mide motilitesini diizenlerler, hormona duyarh
lipaz enzimini uyararak yag dokusundan serbest yag asidi salimimini artirirlar, protein
sentezini artirirlar, glikojenolizi ve glukoneogenezi artirarak hiperglisemiye neden
olurlar [1, 25-27].
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2.1.2. Hipotiroidizm simiflandirmasi

Tablo 1: Hipotiroidizm Siniflandirmasi

Primer Hipotiroidi

Santral Hipotiroidi (Sekonder ve Tersiyer)

-Hashimoto tiroiditi

-Hipofizyal TSH Eksikligi

-Endemik iyot eksikligi

-Kitle olusturan lezyonlar (kraniyofarinjiyoma, hipofiz
adenomu, menenjiyom, disgerminom )

-Tiroid agenez veya displazisi

-Infiltrasyon ~ olusturan  lezyonlar  (sarkoidoz,
tiiberkiiloz, toksoplazmoz, hemokromatoz, sistinoz,

sifiliz)
-Iyatrojenik (cerrahi, radyoaktif iyot) -Hipofiz atrofisi
-Antitiroid ilaglar (lityum, thionamid) -Iyatrojenik (cerrahi, radyasyon)
-Subakut (gecici) tiroidit -Hipotalamik TRH Eksikligi
-Hormon sentezinde kalitsal defektler -Konjenital defektler

-Tiroid bez infiltrasyonu (amiloidoz, sistinoz,-Travma
sarkoidoz, hemokromatoz, skleroderma, Riedel
Strumasi)

-TSH’ya cevapsizlik -Idiyopatik

-Tiroid hormon tedavisinin ani kesilmesi

-Iyot asir1 alimi

2.1.3. Hipotiroidizm Klinigi

Tiim organizmada tiroid hormon yetersizligi sonucu bir dizi degisiklikler
meydana gelir. Hipotiroidizmde genel bir uyusukluk hali, tisiime hissi, kilo alma, deride
kuruluk, bradikardi, kalp debisinde azalma, periferik 6dem, solunum darligi, plevral
asit, karaciger fonsiyon testlerinde yiikseklik, kaslarda kuvvetsizlik ve paresteziler,

kadinlarda menstriiasyon bozukluklari, cocuklarda gelisme ve zeka geriligi goriilebilir

[3].

2.1.4. Hipotiroidizm Laboratuvar Bulgular:
Hipotiroidizmde serum T4 ve T3 hormon diizeyleri diisiik bulunur. Serum TSH

hormon diizeyi primer hipotiroidide yiiksek, sekonder ve tersiyer hipotiroidide diisiik
olarak tespit edilir. Kronik otoimmun tiroiditlerde antitiroid peroksidaz antikor
(AntiTPO) ve antitiroglobulin antikor (AntiTg) pozitif olarak bulunabilir. Kronik
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otoimmun tiroiditlerin guatrla birlikte olan formu Hashimoto tiroiditi, guatr gériilmeyen
formu atrofik tiroidit olarak adlandirilir. Kronik otoimmun tiroiditte tiroid otoantikorlar
olan AntiTPO’ya ve AntiTg’ye bagli olarak tiroid fonksiyonu bozulur. Hipotiroidizmin
en sik goriilen tiirii Hashimoto tiroiditidir. Hashimoto tiroiditi goriilme siklig1 yasla
birlikte artmakla birlikte hastalarin %95°1 kadindir ve populasyonun %2’sini etkilenir.
Hashimoto hastaligi asemptomatik olarak baslar, AntiTPO ve AntiTg pozitifliginin
artmasiyla birlikte semptomatik hale gelir. Klinigi hafif bir guatrdan yaygmn bir
miksédem tablosuna kadar ilerleyebilir. Tersiyer hipotiroidide tirotiropin salgilatici
hormon (TRH) seviyesi diisiik olarak bulunur. Hipotiroidi hastalarinda sedimentasyon
yiiksekligi, karaciger fonksiyon testlerinde yiikseklik, poliklonal hipergamaglobulinemi
veya antiniikleer antikor (ANA) pozitifligi goriilebilir [28]. Hipotiroidizmde serum

kolesterol ve trigliserid degerleri artmis olarak bulunur [29].

2.2. Serbest Radikaller

Atomun yapisinda ¢ekirdegin etrafinda zit hareketli olarak ¢iftler halinde hareket
eden belirli enerji diizeyinde e”’lar bulunur [30]. D1s yoriingelerinde bir veya daha fazla
ortaklanmamig € igeren molekiiller veya atomlar serbest radikal olarak degerlendirilir
[31]. Serbest radikaller tamamlanmamis oktet ve eslenmemis e nedeni ile kimyasal
olarak ¢ok etkinlerdir, kararsizdirlar ve protein, lipit, karbonhidrat, DNA gibi
maddelerle hiicre iginde ve hiicre disinda ¢ok sik olarak reaksiyona girerler [32].
Bununla birlikte serbest radikaller otokatalitik reaksiyon ile normal molekiilleri serbest

radikallere doniistiirerek zincirleme reaksiyon baslatabilirler [33].

Serbest radikaller organizmada en ¢ok Oy’den olusurlar. O2’nin yapisinda
eslenmemis iki € bulunur. Bu eslenmemis e’lar paralel spinde oldugu i¢in O,
reaktivitesi maskelenmis bir radikal olarak degerlendirilir. Organizmada kimyasal enerji
ve 1s1 elde edilmesi i¢in karbon icerikli maddeler O, ile okside edilir [21]. Molekiiler O,
bu reaksiyonda indirgenir ve sonugta reaktif oksijen tiirleri (ROS) meydana gelir. ROS
serbest radikal olabilirler veya olmayabilirler fakat kimyasal olarak g¢ok aktiftirler
[7, 31].
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Serbest radikaller kimyasal olarak ti¢ sekilde olusurlar:
1- Normal bir molekiilden veya atomdan e’ ¢ikarilmasi:
X > e + X' (katyon)
2- Normal bir molekiile veya atoma e eklenmesi:
X + e - X' (anyon)
3- Normal bir molekiiliin kovalent baginin ayrilmast:

XY > X°®(radikal) + Y* (radikal)[34]

2.2.1. Singlet Oksijen

Molekiiler oksijenin kimyasal olarak uyarilmis haline singlet oksijen denir.
Paylasilmamis € icermemesi nedeni ile serbest radikal olarak degerlendirilmemekle
birlikte kimyasal olarak molekiiler O,’den ¢ok daha fazla aktiftir. Ozellikle hiicrede
doymamig yag asitleri ile kimyasal tepkimeye girerek peroksil radikalini meydana
getirerek lipit peroksidasyonunu (LPO) ¢ok ciddi diizeyde baslatabilmektedir.
Tepkimeye girebildikleri diger bilesikler arasinda DNA, kolesterol, fenol, bilirubin,
karoten, metiyonin, histidin gibi bilesikler yer almaktadir [35]. Singlet oksijenin
meydana gelmesi fotokimyasal reaksiyonlarda 6nem arz etmektedir [21]. Ultraviyole
isinlarmin fotosensitizasyon etkisi ile singlet oksijen iiretimini potansiyalize eden 6-
tiyoguanin gibi kanser ilaglari, singlet oksijenin hizli bolinen kanser hiicrelerinin
DNA’lar1 iizerinde toksik etki olusturmast amaci ile kanser tedavisinde

kullanilmaktadirlar [36].

2.2.2. Siiperoksit (0O,")

O,°*” molekiiler O2’nin bir € almas1 sonucu olusur. Hiicre i¢inde normal hiicresel
reaksiyonlar ve hiicre disinda endotel hiicreleri, lenfositler ve fibroblastlar tarafindan
baslica sitokrom Pgsg sistemi tarafindan olusturulan O,°" zayif bir oksidandir. O,*
askorbik asit ve tiyol gibi bilesikleri zayif oksitleyebilir. Diisiik pH’da protonlanarak
daha giiclii oksidan hidroperoksil radikaline dontigebilir [21, 34]. Genel olarak
oksitleyici, baz1 metal iyonlarini indirgeyici etkileri olan O,° oksidatif strese neden olan

reaksiyonlar1 baglatabilir [35]. O,* fizyolojik bir bilesik olan nitrik oksit (NO®) ile
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reaksiyona girerek oldukca gii¢lii doku hasarina yol agan peroksinitrit radikalini
(ONOQ) olusturabilir [37].

2.2.3. Hidrojen Peroksit (H20,)

Molekiiler O,’ye iki € eklenmesi veya O,°ye bir e eklenmesi sonucu peroksit
(0,%) olusur. O,*ye iki proton eklenirse H,O, meydana gelir. H,O, organizmalarda en
sik olarak siiperoksit dismutaz enzimi (SOD) tarafindan katalizlenen O2°”in
dismutasyonu sonucu olusur. Urat oksidaz, glukoz oksidaz ve d-amin oksidaz gibi
enzimlerle oksijene e  eklenmesi ile H,O, olusabilir. H,O, yiiksiiz ve kovalent bir
yapida olmakla birlikte oldukca stabildir, diisiik oksidan ve rediiktan 6zellik gostermesi
nedeni ile serbest radikal olarak degerlendirilmez; fakat ortamda Fe?* veya diger gegis
metallerinin varliginda “Fenton reaksiyonu” sonucu veya O,°’nin varliginda “Haber-
Weiss reaksiyonu” sonucu en oksidan ve reaktif serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikali (OH®) olusturabilmesi nedeni ile ROS olarak degerlendirilir. Hiicre zarindan
kolaylikla gegebilen H,O; hiicrelerden katalaz, glutatyon peroksidaz ve bazi peroksidaz

enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarla uzaklastirilir [21, 35].
H,0,+ Fe®* > OH® + OH™ + Fe** (Fenton Reaksiyonu)

H,O,+ 0, > OH® + OH + O, (Haber-Weiss reaksiyonu)

2.2.4. Hidroksil Radikali (OH®)

OH® radikali bir oksijen atomu ile bir hidrojen atomunun kovalent olarak
baglanmas1 sonucu olusur ve organizmada bulunan en kuvvetli oksidandir.
Organizmada Fenton reaksiyonu, Haber-Weiss reaksiyonu, yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyonla suyun hemolitik ayrilmast sonucu, ONOO”’nun pargalanmasi veya
hipoklordz asidin (HOCI) O, ile reaksiyonu sonucu olusabilir. OH® radikali son derece
kararsiz ve giiglii bir oksidandir. OH® radikalinin suya indirgenmesi ile ortama biiyiik
bir enerji agiga ¢ikar. Organizmada yag asidi gibi maddelerden proton koparan OH®

radikali yeni serbest radikaller meydana getirir [38].
HOCI+ 0, - OH® + CI' + 0,

H,O (iyonize edici radyasyon) >OH® + H*
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2.2.5. Hipokloroz Asit (HOCI)

HOCI organizmada miyeloperoksidaz enzimi igereren aktive edilmis notrofil
hiicrelerinde H,0,’den ve klorit iyonundan (CI) olusur [39]. HOCI’den demir iyonu
bagimli veya demir iyonundan bagimsiz olarak bir e vericisi ile reaksiyonundan
hidroksil radikali olugabilmektedir [40, 41]. Aktive edilmis notrofillerden ekstraseliiler
alana salinan miyeloperoksidaz enzimi, ortamda bulunan H,0’leri HOCI’ye ¢evirerek
LPO’yu, protein oksidasyonunu ve diger serbest radikal reaksiyonlarini baslatabilir
[42].

H.0, + CI" (miyeloperoksidaz) > HOCI + OH
HOCI + 0,*” > OH®* + CI'+ O, (demir iyonundan bagimsiz)

HOCI + Fe?* > OH® + CI" + Fe*" (demir iyonuna bagimlr)

2.2.6. Reaktif Nitrojen Tiirleri

Nitrik oksit organizmada ¢ok farkli gorevleri olan kimyasal bir mediatordiir.
Nitrik oksit (NO®) nitrik oksit sentaz enzimi (NOS) tarafindan L-arginin
aminoasidinden endotel hiicrelerinde, sinir hiicrelerinde, makrofajlarda, diiz kas
hiicrelerinde ve daha ¢ok cesitli hiicrede sentezlenir. Organizmada vazodilatasyonda,
platelet agregasyonunun regulasyonunda ve sinirsel iletimde nérotranmitter olmak tizere
bir ¢ok aktivitede gorev alir. NO*® kiiciik bir molekiil olmasi ve lipofilik dzellik tasimasi
nedeni ile hiicre zarindan kolaylikla geger. Yar1 omrii ¢ok kisa olan NO® nun etkileri

lokaldir [43].

NOS’un organizmada iNOS (indiiklenebilir NOS), eNOS (endotelyal NOS) ve
NNOS (noronal NOS) olmak {izere ii¢ izoformu bulunmaktadir. NOS izoformlarimin
timii L-arjinininden NO°® sentezini katalizler. eNOS tarafindan sentezlenen NO°®
vazodilatasyonun temel mediatoriidiir. nNOS tarafindan {iretilen NO® néronal sinyal
iletiminde rol alir. Fizyolojik siirecte ekprese edilmeyen iNOS inflamatuar siirecte

eksprese edilir ve iNOS tarafindan sentezlenen NO® hiicresel toksisitede rol alir [44].

NO® organizmada O ile reaksiyona girerek nitrite (NO), nitrata (NOg), nitroz
okside (N,0), nitrojen diokside (NO,®) veya O,” ile reaksiyona girerek ONOOya
dontigebilir. Meydana gelen bu bilesiklerden NO,™ ve NOj3’ stabildir, reaktiviteleri azdir.
Nitroz oksit (N20O) kuvvetli bir oksidandir ve NO® ile reaksiyona girerek daha zayif
oksidan olan dinitrojen triokside (N,O3) doniisiir [45].
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2NO* + 0, > ZNOZ.

NOZ. +NO* > N,O3

ONOO’ organizmada protonlanarak peroksinitréz aside (ONOOH) doniisiir.
ONOOH parcalanarak ortama kuvvetli oksidan ozelligi bulunan NO,°®, OH® veya
nitronyum iyonu (NO;") radikalini meydana getirebilir [46].

H* + ONOO™ - ONOOH

OH®+ NO,* ¢ ONOOH - HO +NOy"

NO®’nun sistein aminosidine ait tiyol gurubu ile kovalent bag kurmasi S-
nitrozilasyon olarak isimlendirilir ve proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonunda
¢ok Onemli bir mekanizmadir [47]. S-nitrozilasyona ugramis baglar, metal-sistein
formunda veya sistein-sistein formunda olabilir [48]. NO® metabolitleri iizerinden
prooksidan ozellik gdstermesi ile birlikte gecis metalleri ile gergeklestirdigi
nitrozilasyon reaksiyonu ile kuvvetli oksidanlarin ortaya c¢ikmasini engelleyerek

antioksidan 6zellik de gostermektedir [49].

NO®’nun stabil oksidatif metabolitleri olan NO,’nin konsantrasyonu Griess
reaksiyonu ile ve NO;’ilin diizeyi Cortas ve arkadaslarini metodu ile serumda 6l¢iilerek
NO*® tayini yapilabilmektedir [50].

2.3. Serbest Radikallerin Etkileri
Serbest radikaller kimyasal olarak c¢ok aktiftirler ve organizmada lipidler,
karbonhidratlar, proteinler ve niikleik asitlerler ile reaksiyona girerek ilgili molekiiliin

yapisinda hasar olustururlar [22].

Biyolojik sistemlerde poliansatiire yag asitlerinin (PUVA) serbest radikaller ile
oksidasyonuna LPO denmektedir. PUVA’da bulunan metilen bagindan (-CHy-) bir
hidrojen atomu (H®) koparilmasi ile LPO baslar. H® koparilmasi ile PUVA’da ¢ift bag
ve ¢ift bagda bulunan karbon atomunda (C) serbestlenmemis bir € olusur. Olusan bu
yapidan H® koparilmasi kimyasal olarak kolaylasir ve peroksidasyona daha hassas bir
yapt olusur. Olusan karbon merkezli yapt konjuge dien olusturmak ic¢in yeniden

yapilanir ve O3 ile birleserek peroksil radikalini (LOO") meydana getirir. LOO™ diger
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PUVA’lardan H® koparacak kadar aktiftir ve bu sayede zincirleme reaksiyon baslar.
Zincirleme reaksiyonu durduracak bir antioksidan devreye girmedigi veya substrat

tiikenmedigi miiddetge reaksiyon devam eder [21].

LPO aldehid ve karbonil bilesiklerinin meydana gelmesi ile son bulur. Meydana
gelen bilesiklerden olan malondialdehitin (MDA) hiicre yiizeyinde ¢apraz baglanma ve
agregasyona neden olmast MDA nin karsinojenik ve mutajenik etkilerini ortaya koyar
[51]. MDA diizeyi, MDA’ ’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 90-95C°’de reaksiyona

girerek pembe renkli kromojeni olusturmasi ile dlgiilebilmektedir [52].

Serbest radikaller, icerdikleri aminoasit kompozisyonlarma bagli olarak
proteinleri oksitlemektedirler. Metiyonin, sistein ve serin gibi kiikiirt iceren aminoasitler
serbest radikallerle etkilesime en duyarli aminoasitler olmakla birlikte, bu
aminoasitlerin serbest radikallerle etkilesmeleri sonucu karbon merkezli serbest

radikaller ve siilfiir radikalleri meydana gelebilmektedir [35].

Iyonize edici ajanlarla olusan serbest radikaller DNA’nin yapisin1 bozarak
hiicre 6liimiine veya hiicre mutasyonuna neden olabilir [34]. 6-tiyoguanin gibi kanser
ilaglar serbest radikaller olusturup DNA {izerine toksisite gostererek kanser hiicrelerini

6ldiirmeyi hedefler [36].

2.4. Antioksidanlar

Fizyolojik dozda organizmanin enfeksiyon ajanlarina veya yabanci cisimlere
kars1 korunmasini saglayan oksidan ajanlar belirli bir dozu astiklarinda organizmanin
yapisint  olusturan proteinleri, lipidleri, karbonhidratlari ve DNA’y1 oksitleyerek
organizmaya zarar verirler [53]. Antioksidanlar organizmada oksidasyona bagl
olusabilecek zararlar1 6nlemekle gorevli maddelerdir ve gorevlerini oksidan maddelerin
ortaya ¢cikmasini engelleyerek veya ortamdaki oksidan maddeleri etkisizlestirerek yerine

getirirler [30].

Antioksidanlar, yapilarina gore enzim olanlar veya enzim olmayanlar, gorev
yaptiklar1 yere gore hiicre i¢i veya hiicre disi, fonksiyonlarma gore de oksidan
maddelerin ortaya c¢ikmasini engelleyenler veya oksidan maddeleri etkisiz hale

getirenler olarak siniflandirilabilirler [30, 34, 40, 54].
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2.4.1. Enzim Antioksidanlar

2.4.1.1. Katalaz (CAT)
CAT hiicrede sitozolde ve peroksizomlarda bulunan, H,O,i H,O ve O,’ye
ceviren reaksiyonu katalizleyen, HEM grubu igeren bir enzimdir [21, 35].

2H,0, > 0+ 2H,0 (katalaz)

2.4.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px sitoplazmada bulunan, tetramerik yapida, HzOz’i H,O’ya ¢eviren ve
selenyum igeren bir enzimdir. GSH-Px katalizledigi reaksiyonlarda glutatyonu (GSH)
proton vericisi olarak kullanir ve bu reaksiyonlarda GSH yiikseltgenmis glutatyona
(GSSG) doniisiir [55].

H.O, + 2GSH - 2H,0 + GSSG (Glutatyon peroksidaz)

GSH-Px lipid peroksitleri alkole indirgeyerek lipid peroksidasyonunu

sonlandiran reaksiyonu katalizler [56].

LOOH + 2GSH - LOH + GSSG (Glutatyon peroksidaz)

2.4.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GSSG-Rd)
GSSG-Rd sitoplazmada ve mitokondride bulunan, GSH-Px tarafindan
katalizlenen reaksiyonlarda ortaya ¢ikan GSSG’leri GSH’a indirgeme reaksiyonunu

katalizleyen enzimdir [57].

GSSG + NADPH - 2GSH + NADP® (Glutatyon rediiktaz)

2.4.1.4. Sitokrom Oksidaz
Sitokrom Oksidaz mitokondride bulunan, e transport zincirinin (ETZ) son
basamaginda O,°’nin H20’ya doniisiim reaksiyonunu katalizleyen enzimdir ve O,*nin

¢ok daha oksidan OH® radikaline doniismesini engeller [58].

0, + 4H" + 4e > 2H,0  (Sitokrom oksidaz)
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2.4.1.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
SOD, metalloprotein yapisinda; sitoplazmada, mitokondride ve hiicre dis1 alanda
farkl1 izoenzimleri bulunan, O,*’nin H,0, ve O, ye doniisiim reaksiyonunu katalizleyen

enzimdir ve O,*’nin ¢ok daha oksidan OH® radikaline doniismesini engeller [30, 59].

20,° + 2H" >  HyO, + O, (Siiperoksit Dismutaz)

2.4.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

2.4.2.1. Askorbik Asit

Organizmada askorbik asidin baglica gorevleri 0,° ve OH® radikalleri ile
reaksiyona girerek bu oksidanlarin etkisini kaldirmak ile oksidan tokoferoksil radikalini,
a-tokoferole doniistiirerek tokoferoksil radikalinin etkisini kaldirmaktir. Askorbik asit
bu reaksiyonlari siirekli dehidroaskorbik aside ve tekrar askorbik asite doniiserek yerine

getirir [35, 60].

2.4.2.2. B-karoten (A Vitamini onciilii)
B-karoten organizmada A vitamininin onciil maddesidir ve OH®, O,* ve singlet

oksijen gibi serbest radikallerin etkilerini azaltarak antioksidan 6zellik gosterir [35].

2.4.2.3. a-tokoferol (E Vitamini)

Organizmada a-tokoferoliin baslica gorevi hiicre zarinda bulunan fosfolipidleri
02* ve OH® gibi radikallerin oksidan etkilerine karsi korumaktir. a-tokoferol LPO
zincirini sonlandirdigr i¢in zincir kirict ajan olarak adlandirilir. a-tokoferol, antioksidan
etki gosterdigi reaksiyonlarda zayif radikal tokoferoksil radikaline doniisse de bu etki

askorbik asit, ubikinon ve glutatyon tarafindan tersine ¢evirilir [35, 61, 62].

2.4.2.4. Seruloplazmin

Seruloplazmin serumda bakir tagimakla goérevli bir proteindir. Seruloplazmin
Fe?’i Fe**’e okside ederek Fe**’iin transferine baglanmasim saglar ve Fe?* vasitasi ile
retilebilecek ROS’a  karst  koruyucu etki  gosterir  [63].  Seruloplazmin
miyeloperoksidaza spesifik olarak baglanarak HOCI radikalinin tiretimini durdururabilir

[63, 64].
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2.4.2.5. Haptoglobin
Hemoglobulin molekiilii, bulundurdugu HEM grubu ve demir iyonlar1 ile LPO
stirecini  baglatabilir. Haptogobulin hemoglobuline baglanarak antioksidan aktivite

gosterir [65].

2.4.2.6. Albumin

Albumin serumda bir¢ok molekiiliin tasinmasinda goérev alir. Albumine bagl
olarak taginan bakir iyonlar1 (Cu 2*) oksidan etki gosteremezler. Albumine bagl olarak
taginan yag asitleri de peroksidasyondan korunmuslardir. Ayrica albumin kuvvetli bir

HOCI yakalayicisidir [66].

2.4.2.7. Urik Asit
Urik asit Cu **ve Fe ?* gibi oksidasyona neden olan iyonlar ile peroksil, alkoksil

ve HOCI gibi radikalleri baglayarak antoksidan 6zellik gosterir [66].

2.4.2.8. Transferrin
Transferrin serumda Fe**iin taginmasinda gorevlidir ve transferine bagh Fe**

serbest radikal iiretimine katki saglayamaz [63].

2.4.2.9. Laktoferrin
Laktoferrin organizmada nétrofiller tarafindan ortama verilir ve serbest demiri

baglayarak antioksidan 6zellik gosterir [66].

2.5. Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA)

ADMA kimyasal formiilii CgH13N4O; olan endojen olarak proteinlerin arjinin
rezidiilerinin metillenmesi ile meydana gelen stabil bir molekiildiir [67]. ADMA stabil
bir molekiil olmasi nedeni ile hiicreler arasi serbest¢e dolasip etkilerini ¢ok farkli yerde
gosterebilir. Hiicre iginde protein arjinin metiltransferaz enzimi (PRMT 1)
tarafindan sentezlenen ADMA, dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz  enzimi
(DDAH) ile yikilir ve idrar ile organizmadan atilir [68]. Protein yikimi ile
sentezi artan ve arjininden NO sentezini yarigsmali olarak inhibe eden ADMA
endotel  gevsemesini  engeller, endotel adhezivitesini  artirir  ve
vazokonstriiksiyona bagli hipertansiyona neden olur [69]. Kronik bdbrek
yetmezliginde serum ADMA diizeyi artmaktadir ve gelisen vaskiiler

komplikasyonlardan ADMA sorumlu tutulmaktadir [70].
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Sekil 1: Asimetrik Dimetil Arjinin

2.6. Homosistein (Hcy)

Hcy metiyoninin sisteine doniisiimii sirasinda ortaya ¢ikan ara iriin bir
aminoasittir [71]. Kimyasal formiili C4HgNO,S olan Hcy protein sentezine katilmaz
[72]. Hcy, kofaktorii B6 vitamini olan ve transsiilfiirasyon reaksiyonu gergeklestiren
sistation B sentaz enzimi (CBS) ile sisteine veya kofaktorii B12 vitamini olan ve
remetillasyon reaksiyonu gerceklestiren metiyonin sentaz enzimi (MS) ile metiyonine
cevrilebilir [73].

Hiperhomosisteinemi plazma Hcy diizeyinin 15 umol/L’den yiiksek olmasi
durumu olarak tanimlanir [74]. Hcy LPO’ya yol agarak trombosit agregasyonuna ve
endotel disfonksiyonuna neden olur [75]. Hcy’nin tromboza neden olan olasi
mekanizmalar1 arasinda protein C inaktivasyonu, prostasiklin sentez inhibisyonu, Von
Willebrand ve Faktor V olusumu yer almaktadir ve Hey kardiyovaskiiler hastaliklar igin

bagimsiz bir risk faktorii olarak degerlendirilmektedir [76].

COOH COOH
HC — CH, — CH, HC — CH,

| : |

NH- I NH2 I

NH; S NH, SH NH, S

I I I I I I
HC — CH; — CH; HC — CH; — CH; HC — CH; — CH,

I I I

COOH COOH COOH

homocystine homocysteine cysteine-homocysteine

Sekil 2: Homosistin Homosistein ve Sistein-Homosistein [77]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler
1- Otomatik pipetler (20ul, 100ul, 1000ul ve 10-200 ul 8’li otomatik pipet)

2- Otomatik pipet uglar

3- Cobas e601 kemiluminesans cihazi

4- Manyetik Karistiric

5- Shaker (IKA-Schuttler MTS 2)

6- Vortex (Velp Scientifica)

7- pHmetre

8- Hassas terazi (Shimadzu AY?220)

9- Otomatik strip yikayici (Biotek Instruments Inc.)
10- Mikro 22R Hettich santrifiij cihaz1

11- Niive NF1000R Sogutmal1 santrifiij cihazi

12- Mikroplate spektrofotometresi (uQuant, Biotec)

13- Benmari (Niive ST402)

3.2. Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler
1- Dodesil siilfat (Merck)

2- Asetik asit %100 (Merck)

3- Sodyum asetat trihidrat (Carlo Erba)
4- Tiyobarbiturik asit (TBA) (Merck)
5- Tetrametoksipropan (TMP)(Sigma)
6- Vanadyum kloriir (VCls) (Merck)
7- Sodyum nitrat (HI-media)
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8- Siilfanilamid (Sigma-Aldrich)
9- N-(1-Naptil) etilendiamin dihidroklorit (NEDD) (Sigma)

10- Hidroklorik asit (Merck)

3.3. Yontemler

Bu calismamizda hasta grubuna Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Endokrinoloji Poliklinigine veya Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Dahiliye
Poliklinigine bagvuran yas ortalamalari 42,5+13,91 olan, yeni hipotiroidi tanisi alan
ancak daha Once hipotiroidi tanist veya tedavisi almamis, kronik hastalik veya ilag
kullanim Oykiisii olmayan, bilinci acik, koopere, oryante, gebe olmayan, 18 yasindan
biiylik ve 70 yasindan kiigiik olan 10 erkek ve 30 kadin olmak {izere 40 hasta dahil
edildi. Saglikli kontrol grubuna da Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji
Poliklinigine veya Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Dahiliye Poliklinigine
bagvuran yas ortalamalar1 36,7+13,27 olan, daha dnce hipotiroidi tanis1 veya tedavisi
almamis, kronik hastalik veya ila¢ kullanim Oykiisii olmayan, bilinci agik, koopere,
oryante, gebe olmayan, 18 yasindan biiyiikk ve 70 yasindan kiiciik olan 12 erkek ve 28
kadin olmak tizere 40 saglikli kontrol dahil edildi.

Serum TSH diizeyi normal diizeyin (0,27-4,2 nU/mL) {izerinde olan ve serum
FTs diizeyi normal diizeyin (1-1,6 ng/dL) altinda olan hastalar klinik hipotiroidi olarak
kabul edildi.

Serum TSH ve FTs diizeyi Roche-Cobas otomatik kemiluminesans cihazi ile
ayni giin i¢inde ¢alisildi ve ¢alisilan serum numuneleri -80°C’de MDA, NO, ADMA ve
Hcy diizeyi olgiilecegi giline kadar saklandi. MDA, NO, ADMA ve Hcy diizeyi serum
numuneleri -80°C den ¢ikarilip oda sicakligina getirildikten sonra ayni giin igerisinde

calisildi.
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3.3.1.1. Serum MDA Diizeylerinin Ol¢iilmesi
Yagi’nin yontemi modifiye edilerek ¢alisildi [78].

Reaktifler:
1- % 8,1 w/v, Dodesil Siilfat (DS): 810 mg DS 10 mL distile suda ¢6ziildii.

2- %20 viv, pH 3,5 Asetik Asit (AA) : 14,4 mL AA, 1,84 gr sodyum asetat pH

ayarlanarak toplam hacim 80 mL olacak sekilde hazirlandi.

3- % 0,53 wlv, Tiyobarbitiirik Asit (TBA): 424 mg TBA 80 mL distile su
icinde ¢oziildii.

Standartlar:

10 pmol/mL standart igin 82 pL tetrametoksipropan (TMP), 40 mL distile su ve

40 damla %37 HCI karistirildi, distile su ile total hacim 50 mL’ye tamamlandi. Bu

standart ¢ozeltiden;

100 nmol/mL, 50 nmol/mL, 25 nmol/mL, 12,5 nmol/mL, 6,25 nmol/mL, 3,125

nmol/mL, 1,5625 nmol/mL seri diliisyonlar hazirlandh.
Testlerin Calisiimasi:

1- Vidali kapakli cam tiiplere 50 pL numuneler ve standartlar pipetledikten
sonra tiiplere 50 pL DS, 375 uL AA, 375 uL TBA ve 150 pL distile su
eklendi. Reaktif korii i¢in bir tiipe 50 pL DS, 375 uL AA, 375 pL TBA ve
200 pL distile su pipetlendi.

2- Tipler karistirilip agizlar kapatilarak sicakligi 95°C’ye getirilmis benmaride
1 saat bekletildi.

3- Tipler benmariden ¢ikarilip oda sicakligina geldikten sonra 3500 rpm de 10
dakika santrifiij edildi.

4- Ust fazlardan numune pipetlenerek primer dalga boyu 532 nm, sekonder 700

nm olacak sekilde bikromatik 6l¢iim yapildi.
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5-

Standart absorbanslar kullanilarak ¢izilen grafikten elde edilen formiilden

numune MDA konsantrasyonlart nmol/mL birimi iizerinden hesaplandi.
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3.3.1.2. Serum NO Diizeylerinin Ol¢iilmesi

Miranda ve arkadaglarinin yontemine gore ¢alisildi [79].

Reaktifler:

1-

2-

80 mL Etanol

Vanadyum kloriir (VCl3): 320 mg VClIs, 36,68 mL distile su i¢ine eklenip,
3,32 mL %37’lik HCI ile 40 mL’ye tamamlandi.

%0,1 N-(1-Naphthyl)etilendiamin dihidroklorit (NEDD): 10 mg NEDD 10

mL distile suda ¢oziildii.

% 2 Siilfanilamid: 200 mg siilfanilamid, 1,136 ml %37’1ik HCI 8,864 mL

distile su ile 10 mL ¢o6zelti hazirlandi.

Standartlar:

17 mg sodyum nitrat 100 mL distile suda ¢6ziilerek 2 mM sodyum nitrat

standart ¢ozeltisi hazirlandi. Bu standart ¢ozeltiden 200 pmol/L, 100 pmol/L 50
umol/L, 25 pumol/L, 12,5 umol/L, 6,25 pmol/L, 3,125 umol/L olacak sekilde seri

diliisyonlar hazirlandi.

Testlerin Calisilmasi:

1-

2-

Deproteinizasyon: 200 pL serum 600 pL etanol ile eppendorf tiip iginde

vortekslendi.

Eppendorflar +4°C’de 3000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
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Analiz Analiz Kori
Numune 100pL 100uL
VCI3 100uL 100uL
Siilfanilamid 50ulL -
NEDD 50uL -
Distile su 100uL

Deproteinizasyon sonucu olusan siipernatandan ve standartlardan 100 pL

analiz ve numune korii kiivetine pipetlendi.

Her iki kiivete 100 pL VCI; eklendi. 50 pL Siilfanilamid ve 50 pL NEDD

analiz kiivetine eklendi. 100 pL distile su numune korii kiivetine kondu.
30 dakika 37°C’de inkiibasyon yapildi.

540 nm’de mikroplate okuyucuda absorbans Ol¢iimii yapildi. Analiz
absorbanslarindan kor absorbanslari ¢ikarildi. Standartlar kullanilarak ¢izilen
grafikten elde edilen formiilden numune NO konsantrasyonlari pmol/L

birimi iizerinden hesaplandi.

Sonuglar diliisyon faktorii ile ¢arpilarak konsantrasyonlar hesaplandi.

250
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3.3.1.3. Serum ADMA Diizeylerinin Olgiilmesi

1-

2-

O-

10-

11-
12-

-80°C sicaklikta tutulan serum numuneleri testlerin calisilacagi giin
cikarilarak oda sicakligina getirildi.

Testler Elabscience marka Human ADMA ELISA kiti ile ELISA-sandwich
teknigi kullanilarak calisildi.

Oda sicakligina gelen serum ornekleri vortekslenerek homojenize edildikten
sonra insan ADMA’ya spesifik antikor igeren 96 kuyucuklu ¢alisma kitine
aktarildi.

Kitte bulunan 5umol/L konsantrasyonundaki standart, standart dilusyon
tamponuyla seri dilue edildi ve 2,5umol/L, 1,25umol/L, 0,625umol/L,
0,313umol/L, 0,156umol/L, 0,078umol/L ve 0 umol/L konsantrasyonda
standart sollisyonlar1 hazirlandi.

Kuyucuklara 50ul standart, ¢alisma veya kontrol grubu ornekleri konuldu.
Reaktif korii olarak ayrilan kuyucuklara 50ul sample diluent koyuldu.
Kuyucuklara 50 pl biotin soliisyonu koyuldu ve kuyucuklar 37°C sicaklikta
45 dakika inkiibasyona birakildu.

Kuyucuklar hazirlanan yikama solisyonu ile otomatik ELISA plate
yikayicist (ELX50, BIO-TEK Instruments) ile 3 kez yikandi.

Kuyucuklara 100pul HRP-konjugat soliisyonu koyuldu ve kuyucuklar tizerleri
kapatilarak 37°C sicaklikta 30 dakika inkubasyona birakildi.

Kuyucuklar hazirlanan yikama soliisyonu ile ELISA plate yikayicisi
(ELX50, BIO-TEK Instruments) ile 3 kez yikandi.

Kuyucuklara 90ul substrat soliisyonu koyuldu ve kuyucuklar tizerleri
kapatilarak 37°C sicaklikta 15 dakika inkubasyona birakildi.

Kuyucuklara 50ul stop soliisyonu koyuldu.

Kuyucuklar 450 nm dalga boyunda okundu ve ¢izilen standart grafiginden

elde edilen formiilden numune ADMA konsantrasyonlar1 hesaplandi.

2
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3.3.1.4. Serum Hcy Diizeylerinin Ol¢iilmesi

1-

2-

O-

10-

11-

-80°C sicaklikta tutulan serum numuneleri testlerin ¢alisilacagi giin
cikarilarak oda sicakligina getirildi.

Testler Elabscience marka Human Homocystein ELISA Kiti ile ELISA-
sandwich teknigi kullanilarak ¢alisildi.

Oda sicakligina gelen serum ornekleri vortekslenerek homojenize edildikten
sonra insan Hcy’ye spesifik antikor iceren 96 kuyucuklu calisma Kitine
aktarildi.

Kitte bulunan 40 pmol/L konsantrasyonundaki standart, standart dilusyon
tamponuyla seri dilue edildi ve 20 pumol/L, 10 umol/L, 5 umol/L, 2,5
umol/L, 1,25 pumol/L, 0,625 umol/L ve 0 umol/L konsantrasyonda standart
soliisyonlar1 hazirlandi.

Kuyucuklara 100ul standart, ¢alisma veya kontrol grubu 6rnekleri konuldu.
Reaktif korii olarak ayrilan kuyucuklara 100ul sample diluent koyuldu.
Kuyucuklar iizerleri kapatilarak karistiricida bir siire karistirildiktan sonra
37°C sicaklikta 90 dakika inkubasyona birakildi.

Kuyucuklardaki sivilar aspire edildi, kuyucuklara 100pul biotin soliisyonu
koyuldu ve kuyucuklar 37°C sicaklikta 60 dakika inkiibasyona birakildi.
Kuyucuklar hazirlanan yikama soliisyonu ile otomatik ELISA plate
yikayicist (ELX50, BIO-TEK Instruments) ile 5 kez yikandi.

Kuyucuklara 100pul HRP-konjugat soliisyonu koyuldu ve kuyucuklar tizerleri
kapatilarak 37°C sicaklikta 30 dakika inkubasyona birakildi.

Kuyucuklar hazirlanan yikama soliisyonu ile ELISA plate yikayicisi
(ELX50, BIO-TEK Instruments) ile 5 kez yikandi.

Kuyucuklara 90ul substrat soliisyonu koyuldu ve kuyucuklar iizerleri
kapatilarak 37°C sicaklikta 15 dakika inkubasyona birakildi.

Kuyucuklara 50ul stop soliisyonu koyuldu.
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12- Kuyucuklar 450 nm dalga boyunda okundu ve ¢izilen standart grafiginden

elde edilen formiilden numune Hcy konsantrasyonlar1 hesaplandi.

2 2
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0,5 —
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3.4. Istatistiksel Incelemeler

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 11 programu ile yapildi. ki grup arasindaki
farkliliklar Independent-Samples T testi, Mann-Whitney U testi ve Chi-square testi ile
analiz edildi. Parametreler arasindaki iligkinin degerlendirilmesinde Pearson’s

Correlation testi kullanildi. p<0,05 olan analiz sonuglari istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma grubuna yas ortalamasi 42,5£13,91 olan 40 (10 erkek ve 30 kadin)
hipotiroidi hastas1 ve yas ortalamasi 36,7+13,27 olan 40 (12 erkek ve 28 kadin) saglikli

olmak {izere toplam 80 kisi alindu.

Tablo 2: Calisma grubunun yas ortalamalar1 ve cinsiyet dagilimlar

Cinsiyet Yas

E K (SD)

Hipotiroidi Hasta 10 30 42,5
(n:40) (%25) (%75) (13,91)

Saglikli kontrol 12 28 36,7
(n:40) (%30) (%70) (13,27)

p>0,05 (ki-kare testi)

Her iki grup arasinda yas agisindan anlamli fark yoktu. (p=0,06).

Her iki grup arasinda cinsiyet agisindan anlamli fark yoktu. (p=0,616).
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Tablo 3: Hipotiroidi Hasta ve Saglikli Kontrol TSH, FT4, ADMA, Hcy, MDA
ve NO (ort+SD)

TSH | FT4 |ADMA| Hcy | MDA NO
(rU/mL)|(ng/dL) ((pmol/L)|(pmol/L)|(nmol/mL)|(umol/L)

Hipotiroidi Hasta 18,269*| 0,815* | 0,405 | 11,47 19,86* | 26,27
(n:40) +28,345| £0,207 | £0,179 | £8,52 | +24,06 | £15,21

med:7,45 |med:0,855/med:0,342| med:9,1 | med:10,49 |med:21,32
min:4,24 |min:0,023| min:0,187| min:6,46 | min:1,42 |min:11,01
max:100 [max:0,984max:0,869| max:59 | max:98,48 | max:.73,7

. 1,7132*| 1,22* | 0,358 9,74 9,98* 22,02
Sagh?# jé;)ntrol +0,808 | £0,16 | 0,126 | +3,37 | +9,607 | £14,17
med:1,53 | med:1,23 |med:0,352| med:8,69 | med:5,66 |med:15,06
min:0,57 | min:1 |min:0,104| min:4,17 | min:1,23 | min:8,18
max:4,03 | max:1,56 |max:0,877| max:20,4 | max:38 max:61,4

*: Hipotiroidi hasta grubu saglikli kontrol grubundan anlamli farkli p<0,05

Hipotiroidi hasta grubunun serum TSH diizeyi saglikli kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0,001).

Hipotiroidi hasta grubunun serum FTs diizeyi saglikli kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p=0,000).

Hipotiroidi hasta grubunun serum ADMA diizeyi ile saglikli kontrol grubunun
serum ADMA diizeyi arasinda istatistiksel fark bulunmadi (p=0,188).

Hipotiroidi hasta grubunun serum Hcy diizeyi ile saglikli kontrol grubunun

serum Hcy diizeyi arasinda istatistiksel fark bulunmadi (p=0,235).

Hipotiroidi hasta grubunun serum MDA diizeyi saglikli kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0,02).

Hipotiroidi hasta grubunun serum NO diizeyi ile saglikli kontrol grubunun

serum NO diizeyi arasinda istatistiksel fark bulunmadi (p=0,201).
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Tablo 4: Hipotiroidi Hasta Grubu YAS, TSH, FTs, ADMA, Hcy, MDA ve NO

korelasyonlari

YAS | TSH FT4 |ADMA| Hcy | MDA | NO

YAS ([r| - 0,115 -0,162 | -0,125 | 0,368 | 0,029 | 0,198
p| - 0,48 0,317 | 0,442 | 0,02*| 0,86 | 0,22

TSH |r| 0,115 - -0,852 | -0,213 | 0,042 |-0,128| 0,133
p| 0,48 - 3,2E-12*| 0,186 | 0,797 | 0,431 | 0,414

FT4 |r|-0,162| -0,852 - 0,141 | 0,051 | 0,059 |-0,209
p| 0,317 | 3,2E-12* - 0,386 | 0,755 | 0,718 | 0,195
ADMA |r|-0,125| -0,213 0,141 - -0,157| 0,101 |-0,009
p| 0,442 | 0,186 0,386 - 0,335 | 0,537 | 0,955

Hcy |r|0,368 | 0,042 0,051 | -0,157 - -0,19 |-0,144
p|0,02* | 0,797 0,755 | 0,335 - 0,242 | 0,377

MDA |r| 0,029 | -0,128 0,059 | 0,101 | -0,19 - 0,117
p| 0,86 | 0,431 0,718 | 0,537 | 0,242 - 0,471

NO |r[0,198 | 0,133 -0,209 | -0,009 |-0,144| 0,117 -
p| 0,22 | 0,414 0,195 | 0,955 | 0,377 | 0,471 -

*: p<0,05 diizeyinde belirgin korelasyon mevcut.

Hipotiroidi hasta grubunun serum TSH diizeyi ile serum FTs diizeyi arasinda

istatistiksel olarak anlaml negatif korelasyon bulundu (p=3,24E-12) (r= -0,852).

Hipotiroidi hasta grubunun YAS diizeyi ile serum Hcy diizeyi arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon bulundu (p=0,02) (r=0,368).
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Tablo 5: Saglikli Kontrol Grubu YAS, TSH, FT4, ADMA, Hcy, MDA ve NO

korelasyonlari
YAS | TSH | FT4 |ADMA| Hcy | MDA NO
YAS |r| - |0,015| 0,09 | -0,06 |0,187 | 0,209 | 0,056
p| - [0925| 058 | 0,714 | 0,25 | 0,195 | 0,734
TSH |r|0,015 - |-0,063| 0,152 |-0,039| -0,047 | 0,194
p|0,925| - 0,701 | 0,35 |0,814| 0,773 | 0,23
FTs |r| 0,09 |-0,063| - -0,088 | -0,2 | -0,016 | 0,015
p| 0,58 | 0,701 - 0,59 |0,217 | 0,922 | 0,926
ADMA |r|-0,06 | 0,152 |-0,088 - 0,138 | -0,03 0,09
p|0,714| 0,35 | 0,59 - 0,394 | 0,858 | 0,582
Hcy |r(0,187|-0,039| -0,2 | 0,138 - -0,186 | -0,044
p| 0,25 | 0,814 | 0,217 | 0,394 - 0,252 | 0,787
MDA |r 0,209 -0,047|-0,016| -0,03 |-0,186 - 0,374
p|0,195| 0,773 | 0,922 | 0,858 | 0,252 - 0,018*
NO |r|0,056| 0,194 | 0,015| 0,09 |-0,044| 0,374 -
p|0,734| 0,23 | 0,926 | 0,582 | 0,787 | 0,018* -

*: p<0,05 diizeyinde belirgin korelasyon mevcut.
Saglikli kontrol grubunun serum MDA diizeyi ile serum NO diizeyi arasinda

istatistiksel olarak anlaml pozitif korelasyon bulundu.
(p=0,018)(r=0,374).
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Tablo 6: Serum TSH diizeyi >12,6 olan Hipotiroidi Hasta Grubu ve serum TSH
diizeyi <12,6 olan Hipotiroidi Hasta Grubu YAS, TSH, FT4, ADMA, Hcy, MDA ve NO
(ort=SD)

TSH FT+ | ADMA| Hcy MDA NO

YAS | wU/mL)| (ng/dL) |(mol/L)(smol/L)(nmol/mL) (mol/L)

Hipotiroidi Hasta 41,6 | 6,755* | 0,89* | 0,433* | 11,233 | 21,121 |23,745*
TSH<12,6 +14,833| £2,091 | £0,072 | £0,184 | +9,32 | +£24,149 | +£13,49
n:30

( ) med:41 | med:5,92 |med:0,925|med:0,362| med:9,33 | med:11,05 |med:19,27
min:19 | min:4,24 | min:0,743 | min:0,242 | min:6,55 | min:1,42 min:11,01
max:67 | max:12 [max:0,984|max:0,869| max:59 max:98,48 | max:63,12

S 45,2 | 52,81* | 0,589* | 0,319* | 12,056 | 16,101 |33,853*
Hipotiroidi Hasta 1£10,901| +41,22 | £0,307 | 0,136 | +5,82 | +24,666 |+17,984
TSH>12,6
(n:10) med:43 |med:31,38| med:0,708 med:0,287| med:10,4| med:8,66 |med:29,51
min:33 |min:13,73|min:0,023 | min:0,187 | min:6,46 | min:4,18 |min:12,04
max:68 | max:100 | max:0,91 | max:0,664| max:26 max:85,4 |max:73,7

*: TSH diizeyi<12,6 olan hipotiroidi hasta grubu TSH diizeyi>12,6 olan hipotiroidi
hasta grubundan anlamli farkli p<0,05

Serum TSH diizeyi<12,6 olan hipotiroidi hasta grubunun YAS diizeyi ile serum
TSH diizeyi >12,6 olan hipotiroidi hasta grubu YAS diizeyi arasinda istatistiksel fark
bulunmadi (p=0,552).

Serum TSH diizeyi<12,6 olan hipotiroidi hasta grubunun serum TSH diizeyi
serum TSH diizeyi >12,6 olan hipotiroidi hasta grubunun serum TSH diizeyinden
istatistiksel olarak diistik bulundu (p=2,757E-06).

Serum TSH diizeyi<12,6 olan hipotiroidi hasta grubunun FT4 diizeyi serum TSH
diizeyi >12,6 olan hipotiroidi hasta grubunun serum FTs diizeyinden istatistiksel olarak
yiiksek bulundu (p= 0,000157).

Serum TSH diizeyi<12,6 olan hipotiroidi hasta grubunun serum ADMA diizeyi
serum TSH diizeyi >12,6 olan hipotiroidi hasta grubunun serum ADMA diizeyinden

istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p=0,01482).
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Serum TSH diizeyi<12,6 olan hipotiroidi hasta grubunun serum Hcy diizeyi ile
serum TSH diizeyi >12,6 olan hipotiroidi hasta grubu serum Hcy diizeyi arasinda
istatistiksel fark bulunmadi (p=0,521).

Serum TSH diizeyi<12,6 olan hipotiroidi hasta grubunun serum MDA diizeyi ile
serum TSH diizeyi >12,6 olan hipotiroidi hasta grubu serum MDA diizeyi arasinda
istatistiksel fark bulunmadi (p=0,211).

Serum TSH diizeyi<12,6 olan hipotiroidi hasta grubunun serum NO diizeyi

serum TSH diizeyi >12,6 olan hipotiroidi hasta grubunun serum NO diizeyinden
istatistiksel olarak diisiik bulundu (p=0,036).

39



5. TARTISMA

Insan organizmasinda bazal metabolik hizin ve enerji tiiketiminin artirilmas,
esas olarak tiroid hormonlari ile diizenlenir. Oksijenli solunumun insan organizmasinda
enerji tretiminde ana yol oldugu ve bu yol sirasinda ROS meydana geldigi
diistintildiigiinde, bu mekanizmay1 diizenleyen tiroid hormon diizeyi oksidatif stresle
iliskilendirilmistir [12]. Yapilan bazi bilimsel c¢alismalarda oksijenli solunumun
hizlandig1 hipertiroidide, oksidan maddelerin iiretim hizinin artmasina bagh oksidatif
stresin gelisecegi, tam tersi bir durum olan hipotiroidi durumunda ise oksidan
maddelerin ortaya ¢ikis hizinin azalmasina bagli olarak oksidatif stresin azalacagi
yoniinde sonuglar elde edilmistir. Buna karsit sonuglar ortaya koyan bilimsel ¢alismalar
da literatiirde mevcuttur. Bu bilimsel calismalara goére metabolik hizin azaldigi
hipotiroidi durumunda organizmada bulunan lipid, karbonhidrat ve kolesterol gibi
organizmanin temel bilesenlerini olusturan unsurlarin turnover siiresinin uzamasi
oksidasyonun yolunu agmaktadir ve hipotiroidi oksidatif strese neden olmaktadir. Bu
goriisii destekleyen nitelikteki yayinlar hipotiroidide antioksidan iiretimin azaldigini ve
oksidan maddelerin gerek antioksidanlar tarafindan gerekse organizmadan bosaltim ve
solunum vb, sistemler ile uzaklastirilmasinin azalmasindan oOtiirii oksidatif stresin

arttigin1 belirtmislerdir.

Venditti ve arkadaslart hipotiroid, hipertiroid ve saglikli kontrol ratlarda
oksidatif stresi degerlendirmek tizere kas, kalp ve karaciger dokularinda MDA diizeyi
calismiglardir ve MDA diizeylerini hipertiroid ratlarin kalp ve karaciger dokularinda
hipotiroidi ve saglikli kontrol ratlarin MDA diizeyine gore artmig, kas dokusunda ise
sadece hipertiroid ratlarda hipotiroidi ratlara gore yiiksek bulmuslardir. S6z konusu
caligmada saglikli kontrol ve hipotiroid grubun arasinda MDA diizeyi agisindan fark
bulunmamistir. Tiroid hormonunun en 6nemli 6zelliklerinden biri oksijenli solunumu
hizlandirmasidir.  Tiroid hormonu bu etkisini oksijenli solunumda gorev alan
komplekslerin sayisin1 ve aktivitesini artirarak gosterir. Oksijenli solunumun hizlanmasi
sonucu ubikinon kisminda superoksit tiretimi artar. Siiperoksit kendisinden ¢ok daha
oksidan hidroksil radikalinin de i¢inde bulundugu serbest radikallere doniiserek oksidan
stresi artirir. Metabolik yavaslamanin 6n planda oldugu hipotiroidide tam tersi bir

durum beklenebilir fakat hipotiroidide azalmis antioksidan iiretimi oksidan-antioksidan
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dengesini bozarak oksidatif stresi artirabilir. Venditti ve arkadaglarinin ¢alismasinda
antioksidan sistemin tamami goz Oniine alindiginda her iki hipotiroid ve hipertiroid
durumunda antioksidan kapasitenin birbirinden ayr1 ve bagimsiz komponentlerinin
azalmas1 nedeni ile antioksidan kapasite oOtiroid durumuna gore azalmis olarak

degerlendirilmistir [12].

Goudonnet ve arkadaglarinin ¢alismasina gore prooksidan olarak etki gosteren
ksenobiyotiklerin metabolizmasindan sorumlu karacigerde bulunan mikrozomal P-450
enzim miktariin hipotiroid ratlarda arttig1 ve hipotiroidide bu sayede antioksidan etki

saglandig1 gosterilmistir [80].

Tiroid hormonlar1 Vitamin A, Vitamin E, B-karoten gibi antioksidan
vitaminlerin sentezinin ve yikiminin diizenlenmesi ile birlikte antioksidan enzimlerin
diizeyinin diizenlenmesinde onemli rol oynar. Serum lipid ve kolesterol diizeyleri
hipotiroidide 6tiroid ve hipertiroid duruma gore belirgin olarak yiiksektir. LDL
kolesterol reseptorlerinin azaldigt hipotiroidide serumda dolasan LDL’nin dmrii uzar ve
LDL oksidasyona daha agik hale gelir. Constantini ve arkadaglarinin g¢aligmasinda
hipotiroid hastalarda kolesterol diizeyi normal olan kontrollere gore artmis lipid
peroksidasyonu gozlenmistir [5]. Bizim ¢alismamizda buldugumuz hipotiroid hastalarda

saglikli kontrollere gore artmig serum MDA diizeyi bu ¢alismayla uyumludur.

Nedrebo ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada hipotiroid hastalarin serum
kreatinin (Cr) diizeyi saglikli kontrollere ve hipertiroid hastalara gore istatistiksel olarak
yiiksek, hipertiroid hastalarin ise serum Cr diizeyi saglikli kontrollere gore diisiik
bulunmustur. Bu c¢aligmada hipotiroid hastalarin serum Hcy diizeyi yiiksek olarak
bulunmus ve bu durum ¢ok degiskenli analizlerde serum Cr yiiksekligi ile
aciklanamamistir ve Hey yiiksekligi hipotiroid hastalarda bagimsiz bir kardiyovaskiiler
risk faktorii olarak degerlendirilmistir [81]. Biz ¢alismamizda hipotiroidi hastalarinin
serum Hcy diizeyini saglikli kontrollere gore istatistiksel olarak anlamsiz bulduk fakat
hipotiroidi hastalarinin serum Hcy diizeyinin yasla birlikte istatistiksel olarak arttigini
tespit ettik.

Lien, Nedrebo ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada tiroid kanseri nedeni ile
tiroidektomi geciren hastalarin tiroid hormon tedavisi 6 hafta kesilerek hastalar
hipotiroid hale getirilmis ve bu hastalarin plazma Hcy, serum Cr, ve serum kolesterol

diizeyi Olcililmiistiir ve daha sonra bu hastalar tiroid replasmani ile 6tiroid duruma
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getirilerek ayn1  parametreler tekrar ¢alisilarak  aradaki istatistiksel fark
degerlendirilmistir. Hipotiroid hale getirilmis bu hastalarin serum Cr, serum Hcy ve
serum kolesterol diizeyi birbirine paralel ve siirekli olarak artmus, tiroid replasmani ile
bu degerler hizla en bastaki degerlerine geri donmiistiir. Tiroid hormonlar kardiyojenik
ajanlardir ve kardiyak outputu artirip sistemik direnci azaltarak renal kan akimini
artirirlar. Bu calismaya gore hipotiroidi nedeniyle artmis kas kitlesinden Hcy ve Cr
tiretiminin artmas1 6 haftada olas1 gortinmemektedir ve hipotiroidi hastalarinin bobrek
fonksiyonlarinin azalmasi sonucu Hcy klerensinin azalmasi, serum Hcy diizeyinin
yiikselmesinin olas1 nedenidir. Kolesterol diizeyi degisikliklerinin de olas1 nedeni tiroid
hormonlarinin kolesterol metabolizmasini artirma yoniindeki rolii olabilir [82].
Diekman ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 6tiroid hale getilen hipertiroid hastalarin
serum Cr ve Hcey diizeyi artmus, 6tiroid hale getirilen hipotiroid hastalarin ise serum Cr
ve Hcy diizeyi azalmistir [83]. Hiperhomosisteinemi serum Hcy diizeyinin 15 umol/L
diizeyinin tlizerinde olmasi durumudur. Hiperhomosisteinemi genetik defektlerden,
bobrek yetmezliginden veya B12 vitamini, folik asit eksikligi gibi nedenlerden
kaynaklanabilir. Hey diizeyinin artisinin yapilan bazi arastirmalarda endotel bagiml
vazomotor yanit1 bozarak kan damarlarinin fonksiyonlarini bozdugu gosterilmistir ve bu
durum Hcy diizeyinin artisinin aterosklerozu baslatmaktan ziyade aterosklerozun

komplikasyonlarini artirdigini ortaya koymustur [74].

Bakker ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada serum tiroid homon diizeyinin LDL
diizeyini insiilin direncinden bagimsiz olarak distirdiigiinii belirtmiglerdir. Tiroid
hormonlarinin karaciger {izerinde kolesterol sentezini artirici etkisi mevcuttur fakat bu
etki tiroid hormonlarinin karaciger ve periferik LDL reseptorlerinin sayisini artirarak
LDL klerensini artirmasiyla tersine c¢evrilir, net etki serum kolesteroliinii azaltma
yoniindedir [84]. Tanis ve arkadaslarmin yaptigi ¢alisma bu goriisii destekler nitelikte
tiroid hormon replasmaninin serum TG diizeyini HDL diizeyini etkilemeden belirgin
diistirdiigiinii ortaya koymustur [85]. Bakker ve arkadaslarina gére yapilacak daha
biiyiilk saha caligmalari, normal TSH diizeyi hedeflenmesinden ziyade normal TSH
diizeyi araligmin i¢inde en diisiik TSH diizeyinin hedeflenmesinin daha dogu olacag:

seklindedir [84].

L-argininden sentezlenen NO, endotel bagimli gevseme faktoriiniin giiglii
vazodilatasyon etkisinden sorumludur. Endojen sentezlenen ADMA, NOS enziminin

giiclii bir inhibitoriidiir. Hermenedilgo ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada serum
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NO diizeyi hipertiroid hastalarda hipotiroid hastalardan ve normal saglikli kontrollerden
belirgin olarak diisiik, bununla beraber serum ADMA diizeyi hipertiroid hastalarda
hipotiroid ve normal saglikli kontrollerden belirgin olarak yiiksek olarak bulunmustur.
Hipertiroidide ylikselen serum ADMA diizeyinin serum NO diizeyini baskiladigi
diistiniilmiistir ve bu iligkiyi incelemek i¢in yapilan korelasyon analizlerinde
istatistiksel olarak serum T4 diizeyi ile serum ADMA diizeyinin dogru orantili (p<<0,001
r=0,6), serum T4 diizeyi ile serum NO diizeyinin ise ters orantili (p<0,005 r=0,31)
oldugu tespit edilmistir. Hipotiroid hastalar ile saglikli kontrol hastalar arasinda serum
ADMA ve NO diizeyi arasinda istatistiksel bir farka rastlanmamistir. Yiiksek ADMA
diizeyinin olasi nedenleri arasinda azalmis renal atilim, artmis sentez veya azalmis
yikim gosterilebilir. Hermenedilgo ve arkadaslarinin yaptigi bu ¢alismada gruplar arasi
serum Cr degeri arasinda istatistiksel bir fark olmamasi dolayisi ile serum ADMA
diizeyinin yiiksekligi sentez veya degradasyona baglanmistir. Var olan kanitlara gore
ADMA argininin metillenmesinden daha ¢ok metile proteinlerin yikimi sonucu olusur.
Tiroid hormonlarmin PRMT | enzim aktivitesini artirnp, DDAH enzim aktivitesini
azaltarak serum ADMA diizeyini yiikselttikleri iddia edilebilir [86].

Biz ¢alismamizda hipotiroidi hastalari ile saglikli Kontroller arasinda serum NO
ve ADMA diizeyi arasinda istatistiksel fark tespit etmedik fakat serum TSH diizeyleri,
tist sinir olarak kabul ettigimiz 4,2 pU/mL diizeyinin 3 kati olan 12,6 pU/mL diizeyinin
tizerinde bulunan ileri hipotiroidi hastalarinda hipotiroid hastalarina gore istatistiksel
olarak anlamli serum ADMA diizeyi diisiikliigii ve anlamli serum NO diizeyi yiiksekligi
tespit ettik.

In vitro ¢aligmalarda T4’{in apoprotein B’ye spesifik olarak baglandigi ve
LDL’yi oksidasyondan korudugu gosterilmistir [87]. Bizim g¢alismamizda hipotiroid
hastalarin serum MDA diizeyinin saglikli kontrollerden yiiksek olmasi bu bilgi ile

uyumludur.

Hipotiroidide arteryal diyastolik kan basincinin atmasi ve hiperkoagiilabiliteye

yatkinlik da kardiyovaskiiler riskleri artirmaktadir [88].

LDL reseptorlerinin T3 hormon baglama bolgesi bulunur, tiroid hormonlan ile
sayilar1 ve aktiviteleri artirilir. Tiroid hormonlar1 kolesterol ester transferaz enzimini

(CETP) aktive ederek HDL den VLDL ye kolesterol esteri, VLDL’den HDL’ye TG

transferini saglar ve lipoprotein lipaz enzimi ile TG igerigi zengin lipoproteinler olan
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silomikronlari (CM) ve VLDL’yi yikar ve ortamdan uzaklastirir. Hipotiroidide azalmis
CETP aktivitesi ile serum HDL diizeyi artis1 ve azalmis hepatik trigliserit lipaz (HTGL)
aktivitesi ile TG igerigi zengin CM ve VLDL artis1 goriliir. Ayn1 zamanda tiroid
hormonlar1 hiicre ¢ekirdeginde tiroid hormon baglanma bolgesine baglanarak sterol
diizenleyici baglayici protein (SREBP-2) sentezini artirir. SREBP-2 LDL reseptor up-
regulasyonundan sorumludur ve hipotiroidi de azalmis SREBP-2 sentezi LDL
reseptOrlerinin sayisinin azalmasina dolayist ile artmis serum LDL, IDL ve VLDL
diizeyine neden olur. Liberopoulos ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada levotiroksin
(LT4) tedavisinin hipotiroidi hastalarinda goriilen bu serum lipid diizeyi bozukluklarini
diizelttigi vurgulanmistir [89]. Mugi ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada bu verilerle
uyumlu olarak hipotirodi hastalarinin serum ApoB-48 diizeyi hipertiroid ve normal
kontrollerden belirgin yiiksek olarak bulunmustur. ApoB-48 proteini CM ve CM
kalintilarinda (CMR) bulunur. Organizmada CMR birikmesi ateroskleroz plaginin
olugsmasi ile iligkilendirilmistir ve bu nedenle serum ApoB-48 diizeyi oOlgiilmesi

kardiyovaskiiler risk diizeyini ortaya koyabilir [8].

Singh ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada tedavi Oncesi hipotiroid hastalarin
serum TG, TC, LDL, MDA ve Hcy diizeyinin saglikli kontrol gruba gore istatistiksel
olarak anlaml yiiksek, serum HDL diizeyi ise saglikli kontrol gruba gore istatistiksel
olarak anlamli diisiik bulunmustur [20]. Carantoni ve arkadaslarinin ¢alismasinda da
hipotiroidi hastalarinda serum HDL diizeyi diisik bulunmustur [90]. Wang ve
arkadaslarinin subklinik hipotiroid, subklinik hipertiroid ve 6tiroid hasta gruplar ile
yaptig1 ¢alismada serum TSH diizeyi ile serum HDL diizeyi arasinda korelasyon tespit
edilmemigtir [16]. Bilimsel g¢alismalar hipotirodi hastalarinda serum HDL diizeyi

tizerinde ¢ok celigkili sonuclar ortaya koymaktadir.

Yilmaz ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada deneysel olarak hipotirodi haline
getirilmis ratlarda MDA diizeyini karacigerde kontrol grubuna goére artmis, kalp ve
beyin dokusunda ise azalmis olarak tespit etmislerdir. Bu c¢alismada kontrol grubunun
MDA diizeyinin yaslanma ile birlikte bobrek, kas ve tiroid dokusunda degismedigi,
beyin, timilis ve kalp dokusunda arttif1, karaciger ve plazmada ise azaldigi rapor

edilmistir [15].

Oge ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada tedavi 6ncesi hipertiroid ve hipotiroid
hastalarin LDL’lerinde dien miktarmin yiiksek oldugunu, her iki grubun &tiroid hale

getirilmesi ile bu diizeylerin mormale dondiigii ve her iki hipotiroid ve hipertiroid
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durumun da LDL oksidasyonuna bagl kardiyak hastalik riskini artirabilecegi rapor
edilmistir [91].

Cetinkaya ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada subklinik hipertiroidi hastalarinin
serum MDA ve SOD diizeyi normal kontrol gruba gore yiiksek bulunmus, SOD
yiiksekliginin organizmanin artan oksidatif strese kars1 korunma amagh gergeklestirdigi

diistinilmiistir [92].

Yapilan bilimsel ¢alismalarda hipertiroidinin neden oldugu kardiyak output
artisinin endotel iizerinde olusturdugu stres artmis NO iiretimine sebep olmaktadir,
hipotiroidide tam tersi bir durum s6z konusudur. Tiroid hormonlarinin NOS sentezini
nongenomik olarak artirmasi faktorlerden biri olarak degerlendirilebilir. Tiroid hormon
bozukluklarinin bébrek fonksiyonlari, su ve tuz metabolizmasi lizerine etkileri vardir.
Hipotiroidide artmis su ve tuz atilimi sonucu azalmis tuz ve su tutulumu goriiliir.
Hipotiroidinin deneysel arteryal hipertansiyondan koruyucu etkisi bu sekilde
aciklanabilir [11].

Literatiirdeki calismalarda hipotiroidinin serum NO ve ADMA diizeyi ile
iligkisinde birbirine zit sonuglar mevcuttur. Arikan ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada
hipotiroid ve hipertiroid hasta grubunun ikisinde de normal kontrol grubuna gore serum
ADMA diizeyinin arttig1 ve hipertiroid hastalarin serum ADMA diizeyinin yasla birlikte
artt1g1 tespit edilmistir [69].

Cakal ve arkadaglarimin yaptigi calismada subklinik hipotiroid ve belirgin
hipotiroid hastalarin tedavi 6ncesi ve sonrasi plazma Hcy diizeyi ¢alisilmis, subklinik
hipotiroid hastalarin ve saglikli kontrollerin plazma Hcy diizeyi benzer cikarken,
belirgin hipotiroid hastalarin plazma Hcy diizeyi saglikli kontrollerden yiiksek ¢ikmigtir
ve hipotiroid hastalarin plazma Hcy diizeyleri LT4 tedavisi ile diismiistiir [93].
Orzechowska-Pawilojc ve arkadaglarnin yaptigi calismada tedavi Oncesi hipotiroid
hastalarinin serum Hcy diizeyi saglikli kontrole gore yiiksek fakat istatistiksel olarak
anlamsiz ¢ikmistir ve hipotiroidi hastalarinin serum Hcy diizeylerinin LT4 tedavisi ile

diistiigli gosterilmistir [94]. Bu ¢alisma sonuglart bizim ¢alismamizla uyumludur.

Turhan ve arkadaslarinin yaptig1 calismada subklinik hipotiroidi hastalarinin
serum Hcy diizeyini saglikli kontrollerden istatistiksel olarak anlamsiz bulunmus ve
subklinik hipotiroidi hastalarinin artmis koroner hastalig riskinin

hiperhomosisteinemiden ¢ok hiperlipidemi nedeni ile olabilecegini belirtilmistir [95].
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Coria ve arkadaslarinini yaptigr calismada serumda tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyona giren maddeler (TBARS) hipotiroid, subklinik hipotiroid ve 6tiroid hastalar
arasinda fark gostermezken, serum NO diizeyi hipotiroid hastalarda subklinik hipotiroid

ve Otiroid hastalara nazaran yiiksek tespit edilmistir [96].

Ittermann ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada subklinik hipotiroid hastalarin
serum TSH diizeyinin okside LDL/LDL oranini degistirmedigini tespit etmislerdir ve
serum TSH diizeyinin, LDL oksidasyonundan daha ¢ok LDL nin iiretimini ve klerensini

etkiledigini belirtmislerdir [97].

Okside lipidler c¢ok potent proaterosklerotik mediatordiirler [98] ve arter
duvarini olusturan endotel hiicrelerinde bir dizi degisiklige neden olarak, arter duvarina
makrofajlarin ve monositlerin go¢ etmesi ile birlikte aterosklerozdan sorumlu kopiik
hiicrelerinin olusumuna neden olurlar [7, 99]. Endotel disfonksiyonu, endotel bagiml
vazodilatasyonun bozulmasina bagli olarak damar duvarinda plak olusumu ve ilerlemesi

ile karakterize bir durumdur ve aterosklerozun erken belirtecidir [100].

Tiroid hormonlar1 B-karotenin A vitaminine doniisiimiinii artirict etkiye sahiptir.
Aktuna ve arkadaslarinin yaptigi calismada hipotiroid hastalarin serum B-karoten diizeyi
otiroid ve hipertiroid hastalara gore artmis olarak bulunmustur. Hipotiroid hastalarda
artmis serum lipid omrii ve azalmis serum A vitamini artmis okside lipid diizeyini

aciklayabilir [101].

Tejovathi ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada hipotiroidi hastalarinin plazma
ADMA ve MDA diizeyleri Gtiroid hasta grubundan belirgin yiiksek, hipotiroidi
hastalarinin plazma NO diizeyleri ise Otiroid hasta grubundan belirgin diisiik
bulunmustur. Bu ¢aligmada hipotiroid hastalarinda MDA ve ADMA arasinda pozitif bir
iligki bulunmasi, hipotiroidide oksidatif stresin endotel disfonksiyonunda kuvvetli bir

etkisi oldugunu diisiindiirmiistiir [10].

Yeni ortaya c¢ikan veriler vaskiiler endotelin tiroid hormonlarinin hedefi
oldugunu ve endotelyal NO iiretiminin hipertiroidide ortaya ¢ikan vazodilatasyonda rolii
oldugunu gostermektedir. Elde edilen deliller hipotiroidinin lipid peroksidasyonu gibi
birgok alanda hipertiroidinin tam tersi bir etki olusturmadigini gostermektedir. Bizim
calismamizda serum NO diizeyinin saglikli kontrollerden istatistiksel olarak anlamsiz

bulunmasi bu durumlardan biri olarak degerlendirilebilir.
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Santi ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada serum TBARS diizeyleri subklinik
hipotiroid hastalarda kontrol hastalarina gore artmis olarak bulunmakla birlikte
subklinik hipotiroid hastalarin serum TBARS diizeyinin serum LDL, TSH ve TC diizeyi
ile orantil1 olarak arttigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada TC diizeyleri kontrol alinan
subklinik hipotiroid hastalarin serum TSH ve TBARS iliskisinin anlamsiz hale gelmesi
subklinik hipotiroid hastalarda artmis LPO’nun yiiksek serum lipid diizeyi nedeni ile

olustugunu distindtirmiistiir [9].
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6.SONUC VE ONERILER

Hipotiroidi  hastalarinda oksidatif stresi ve endotel disfonksiyonunu
degerlendirmek i¢in yaptigimiz bu calismada ¢ok 6nemli oldugunun diisiindiigiimiiz
verilere ulastik. Yavaglayan metabolik hizla birlikte azalmig oksidatif siireci beklenen
hipotiroidi bize bu ¢alismada tam tersi sonuglar vermistir. Hipotiroidide azalan oksidan
stirece ragmen, antioksidan sistemin daha fazla azalmasi, ortaya artan bir oksidan durum

¢ikarmaktadir.

Hipotiroidi hastalarinda serum MDA diizeyinin saglikli kontrollere kars1
istatistiksel olarak yiiksek bulmamiz, halihazirda hiperlipidemi nedeni kardiyovaskiiler
riski artirdigi bilinen hipotiroidinin kardiyovaskiiler sistem riskini ¢ok daha fazla
artirdigin1 bize diisiindiirmiistiir. Hipotiroidide yaslanmis, okside olmus ve reseptdrleri
tarafindan taninamayarak organizmadan eliminasyonu iyice azalmis kolesterol ve lipid
tirtinleri hipotiroidinin kronik zemininde en Onemli risk olarak degerlendirilebilir.
Organizmada sistemik kan dolagimma ihtiyag duymayan organ veya doku
bulunmamaktadir, dolayisi ile sistemik dolasim {izerine tehdit olusturan hipotiroidinin
tedavisi ¢ok 6nemlidir ve bu tedavinin diizenlenmesinde tiroid hormonlar1 ile birlikte

antioksidan tedavi ve serum lipid diizeyini diisiirlicii tedavi faydali olabilir.

Biz bu c¢alismada endotel fonksiyonlarinin degerlendirilmesi amaci ile
calistigimiz serum NO ve ADMA diizeyi ile bagimsiz kardiyovaskiiler risk faktorii
olarak degerlendirilen serum Hcy diizeyini hipotiroidi hastalar ve saglikli kontroller
arasinda anlamsiz olarak bulduk. Hipotiroid hastalarinin yasla birlikte Hey diizeyinin
istatistiksel olarak yiikseldigini tespit ettik ve serum TSH diizeyi, normal diizeyin st
sinirt 4,2 pU/mL’nin 3 katt olan 12,6 pU/mL’nin tizerindeki hipotiroidi hastalarinin
serum ADMA diizeyleri diger hipotiroidi hastalarin serum ADMA diizeyine gore
istatistiksel olarak diisiik, serum NO diizeyleri ise diger hipotiroidi hastalarin serum NO
diizeyine gore istatistiksel olarak yiiksek bulduk. Bu konuda yapilacak daha genis saha
caligmalari, degisken 6zellik gosteren bu parametrelerin daha ayrintili degerlendirilmesi

icin gereklidir.
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Bu caligma 1s181inda 6nerilerimiz:

1-

2-

Hipotiroidi tedavisi, tan1 sonrasinda ivedilikle baslatilmalidir.

Hipotiroidi tedavisinde normal diizey igerisinde en diisik TSH diizeyi

hedeflenmelidir.

Hipotiroidi tedavisinde oksidatif stres diisiiniilerek antioksidan destegi g6z

Ontinde bulundurulmalidir.

Hipotiroidi tedavisinde serum lipid diizeylerinde miimkiin olan en diisiik

diizey hedeflenmelidir.

Hipotiroidi hastlarinda serum Lp(a), Hcy diizeyi gibi yeni parametreler rutin

olarak degerlendirilmelidir.

Hipotiroidi {izerine yapilan bilimsel ¢alismalarin sayis1 artirilarak hipotiroidi

tanisinin ve tedavisinin standartlar1 daha bilimsel olarak belirlenmelidir.

Hipotiroidi tedavisinde kullanilmasi onerilen antioksidan tedavinin
hipotiroidi tedavisindeki niteligini ve yerini belirlemek {iizere yapilacak

bilimsel ¢alismalar artirilmalidir.
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