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OZET

YOLDAS, A. (2018). Deneysel Hipertiroidi Olusturulan Siganlarda Farkli Dozlarda
Selenyum Uygulamasinin Selenoproteinler ve Bazi Immiin Parametreler Uzerine Etkisi.
Biyofizik ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Selenyum, organizmada immiin yanitin regiilasyonunda ve tiroid bezinin korunmasi ve
normal fonksiyonlarini siirdiirmesinde dnemli rolii olan bir elementtir. Hipertiroidizm,
tiroid bezinden tiroid hormonlarinin asir1 liretilmesi ve kana yiiksek diizeyde salinmasi
ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Hipertiroidizm, reaktif oksijen tiirlerinin ortaya ¢ikmasini
hizlandirarak, ¢esitli dokularin antioksidan savunma sistemlerinde degisikliklere yol
acmaktadir. Sitokinler ise normal ve patolojik kosullarda (stres, cerrahi operasyon,
inflamasyon) immiin yanitin diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadirlar. Bu amagla
calismamizda farkli dozlarda selenyum uygulamasinin bazi selenoproteinler ve immiin
parametreler tiizerine etkilerini deneysel hipertiroidide incelemeyi amagladik.
Calismamizda siganlar 6 deney grubuna ayrildi. GRUP I. Kontrol grubu, GRUP-II:
Hipertiroidi (0,4 mg L- tiroksin /100 gr yem) GRUP IlI: (0,5 mg/kg Na,SeOs/yem),
GRUP-1V: (1 mg/kg Na,SeOsz/yem), GRUP V: (L- tiroksin ve 0,5 mg/kg Na,SeOs/
yem), GRUP VI: (L- tiroksin ve 1 mg/kg Na,SeOs/yem). 30 giin siiren deney sonunda
hayvanlardan kan 6rnekleri alindi. FT3, FT4, TSH ve selenyum diizeyleri; selenoprotein
olarak glutatyon peroksidaz-1 (GPx1), selenoprotein P, immiin parametre gostergesi
olarak IL-IB, IL-6, IL-18 ve TNF-a diizeyleri 6l¢iildii. L-tiroksin uygulanan hipertiroidi
grubunda anlamli diizeyde FT3 ve FT4 diizeylerinin arttigit TSH diizeylerinin ise
azaldig tespit edildi. Uyguladigimiz 1mg/kg selenyum dozunun hipertiroidide azalmig
olan selenoprotein P ve GPx1 diizeylerini hipertiroidi+Se2 grubunda diizelterek kontrol
degerine yaklastirdigin1 saptadik. Hipertiroidide plazma TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-18
seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek bulundu. TNF-a
ve IL-6 seviyelerinin, 1 mg Na2SeO3 verilen grupta hipertiroidi grubuna gére anlamli
olarak azaldig1 saptandi. Sonug olarak; hipertiroidi ile birlikte alinan selenyum dozunun
konsantrasyonu iyi ayarlandiginda antioksidan savunmada etkili ve inflamasyonu
onleyici olabilecegini sOyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Hipertiroidi, Selenyum, Selenoprotein, Sitokin, Immiin sistem.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No:39880
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ABSTRACT

YOLDAS, A. (2018). The Effects Of Different Selenium Doses On Selenoproteins And
Immune Parameters At Experimental Hyperthyroidism In Rats. Istanbul University,
Institute of Health Science, Biophysics Department. Doctoral Thesis. Istanbul.

Selenium (Se), is intensively involved in the immune response, it also has important
roles in maintaining the normal function of thyroid. Hyperthyroidism is over production
of thyroid hormones from the thyroid gland and blood. Hyperthyroidism accelerates
reactive oxygen species production, induces changes in the antioxidant protective
systems of body. Cytokines important in the regulation of immune responses under
normal and pathological conditions (stress, surgery, inflammation). The present study
was designed to investigate the effects in hyperthyroidism with different doses of Se on
selenoproteins and some immune parameters. Rats were distributed into 6 groups;
Group I (control), Group Il (L-thyroxine (0.4 mg/100 gr fodder)), Group I11 (0.5 mg/kg
Na2Se03), Group IV (1 mg/kg Na2SeO3), Group V (L-thyroxine and 0.5 mg/kg
Na2Se03), GroupVI (L-thyroxine and 1 mg/kg Na2SeO3). After 30 days treatment,
blood samples were taken to determine the IL-IB, IL-6, TNF-a, IL-18, selenoprotein P
and GPx1 levels. FT3 and FT4 concentrations were significantly higher and TSH
concentration was lower than that in the control group. IL-IB, IL-6, TNF-a, IL-18 were
increased significantly in the hyperthyroid group when compared to the control group.
Co-administration of 1 mg/kg Na2SeO3 with L-thyroxine significantly decreased the
elevated T3 and T4 levels. 1 mg/kg Na2SeO3 treatment significantly increased the
lowered TSH concentration in hyperthyroid group. 1 mg/kg Na2SeO3 treatment
decreased the elevated IL-IB, IL-6, TNF-a, IL-18 levels in rats with hyperthyroidism.
After treatment with Se decreased GPx1 levels and selenoprotein P levels were
significantly increased in the GroupVI. Our results indicate that suitable doses of Se
application may be useful in preventing inflammation and protective agent against
oxidative stress in hyperthyroid rats.

Key Words: Hyperthyroidism, Selenium, Selenoproteins, Cytokines, Immune system

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 39880.
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1. GIRIS VE AMAC

Selenyum viicudumuzdaki biitiin dokularda bulunmakta ve temel olarak antioksidan,
antiinflamatuvar, immiinregiilatér ve endokrin fonksiyonlarin diizenlenmesi i¢in hem
yapisal hem de bir¢ok enzimin kofaktorii olarak rol almaktadir (Stawicki ve ark. 2007;
Utomo ve ark. 2004). Yapilan ¢alismalarda selenyumun bazi kanser tiirlerinde 6zellikle
tiroid, prostat kanserlerinde koruyucu etkinligi oldugu, erkek fertilitesini arttirdigi,
kardiyovaskiiler mortalitede azalmaya yol actif1 ve astimda inflamatuvar mediatorlerin
yapimini baskiladigi gosterilmistir (Brown ve Arthur 2001). Selenyum biyolojik
etkilerini yapisindaki selenosistein aminoasitlerini igeren selenoproteinler yoluyla
gostermektedir. Tiroid bezi, selenyum konsantrasyonunun en yiiksek seviyelerde oldugu
dokulardan biridir (Yen 2001). Ozellikle son yillarda selenyumun tiroid hormon
metabolizmas1 lizerine etkileri olduk¢a merak uyandirmaktadir. Tiroid hormon
metabolizmasinin bozulmast genel olarak organizmanin immiin sisteme cevap
olusturamamasi ya da kendi kendini baskilamasi sonucu otoimmdin tiroid hastaliklarinin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Darimont ve ark. 1998). Yapilan g¢alismalarda
selenyum diyetinin immiin sistem ajani olan T hiicre fonksiyonu igin esansiyel bir
aktivator oldugu, immiin sistemi uyardigi, T hiicre proliferasyonunu aktive ettigi ve
dogal antitiimor ajani gibi gorev yaptigi bildirilmistir (Hoffmann ve ark. 2010). T
hiicreleri oksidatif strese olduk¢a duyarhidirlar ve reaktif oksijen tiirevlerinin
proliferasyon yetenegi iizerine baskilayici etkinlik gosterebilmektedirler (Carlson ve
ark. 2010). Spesifik hormonlarin sentez ve salimiminda gorevli endokrin sistem
metabolik yanitlarin diizenlenmesinde ©nemli rol oynamaktadir. Ayni zamanda
sitokinlerin salinimiyla immiin hiicrelerin aktivitesini de modiile etmektedirler. Birgok
noroendokrin hiicrelerin biyolojik aktivitesi sitokinlerle sitiimiile edilebilirken, immiin
hiicreler farkli hormonlara, noérotransmitterlere, noropeptitlere baglanabilirler.
Sitokinler, hipotalamus-hipofiz-adrenal ya da tiroid aksisini sitiimiile edebilirler (Klein
ve ark. 2006; Schaefer ve Klein 2011).

Bu bilgiler 151g8inda ¢alismamizda; uygulanan farkli dozlardaki selenyum diyetinin
deneysel hipertiroidi olusturulan siganlarda, selenoproteinler ve immiin sistem {izerine
olan etkilerini karsilagtirmali olarak incelemeyi, aralarindaki iligkilerin ortaya

cikarilmasini ve literatiire katki saglamay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiroid Fizyolojisi

Tiroid bezi trakeanin Oniinde, larinksin hemen altina yerlesmis endokrin bir
organdir. Yapisal olarak kelebege benzer. Yutkunmakla hareket edebilir ve 2 lobdan
olusur (lobus dexter ve lobus sinister). Loblar istmus ile birbirine baghdir (Sekil 2-1).
Insanda yaklasik 20-30 gr agirhginda bir bezdir. Kadimlarda biraz daha biiyik ve

agirdir. Gebelik ve mensturasyon esnasinda da bir miktar biiyiir.

— Epiglotis
vz ¥ Hiyoid kemik

l

‘!
- Larinks
P

YU

% Lateral Lob
1‘ Tiroid Bezi Istimusu

Trakea

—

Piramidal Lob

QR

Tiroid Bezi

l
-

Sekil 2-1:Tiroid Bezi (Patton ve Thibodeau 2010).

Mikroskopik olarak bakildiginda tiroid bezi 200 mikron ¢apinda ve ortalama 2-
40 folikiilden olusan lobiillere boliinmiistiir. Eriskin bir tiroid bezinde yaklasik olarak
3x10° folikiil oldugu saptanmistir. Folikiiller, sferik sekillidir ve tek katli epitel hiicre
tabakasi ile kaplidir. Folikiil liimeni kolloid ad1 verilen protein yapida bir madde igerir.
(Sekil 2-2). Kolloid, tiroid hormonlarinin depolanmasini saglayan, tiroglobulin (TG)
igeren bir sivi bilesenidir. Tiroid folikiil hiicreleri tiroksin (T4) ve triiyodotronin (T3)
iretir ve salgilar. T4 ve T3 tirozin amino asidinin iyotlanmasi ile olusan
iyodotironin’lerdir. Tiroid bezinde, folikiil hiicrelerinin (tirosit) duvarinda ¢ok az sayida

kalsitonin sentezleyen ve salgilayan parafolikiiler hiicre (C hiicreleri) bulunur.



Kalsitonin, paratiroid bezinden salgilanan parathormon ile birlikte viicudun kalsiyum

miktariin ayarlanmasinda gorev alir (Agar 2017).
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Sekil 2-2: Tiroid Folikiil Hiicreleri (Guyton ve Hall 2015).

Tiroid bezi embriyoda ilk olusan endokrin organdir. Gebeligin 7.haftasinda ilk olarak
koklendigi ve istmusun olustugu goriilmiistiir. Tiroksin hormonu sentezinin ise 10.
haftalarda basladigi saptanmis ve bu evrede iyot aliminin gerekli oldugu tespit edilmistir

(Agar 2017).

2.2. Tiroid Hormonlariin Yapim ve Sentezi

Tiroid bezi tarafindan salgilanan hormonlarin yaklasik % 90’1 tiroksin (T4) ve % 7’si
trityodotironindir (T3). Bunlar iyot igeren amin yapidaki hormonlardir. T4’tin hemen
hemen tamami karaciger, beyin, kahverengi yag dokusu gibi bircok dokuda

deiyodinasyona ugrayarak T3’e doniisiir.



2.2.1. Iyot Hemostaz1

Iyot, atomlar1 giiclii elektron baglama enerjileri ve cok yiiksek elektron gekici
ozellikleri ile viicutta bulunan en agir atomik kiitleye sahip elementtir. Iyot, viicuda
oncelikle gidalarla beraber alinir. Baglica iyot kaynaklari iyotlu tuz, deniz iirtinleri, siit
tirtinleri, tahillar, patates ve mineral tabletleridir (Pennington ve Young 1991). Tiroid
fonksiyonlarinin normal diizeyde ¢alismasi icin giinliik olarak, bebeklerde 90 pg/giin, 6-
12 yas c¢ocuklarda 120 pg/giin, yetiskinlerde 150 pg/giin, gebelik ve siit verme
durumunda ise 250 pg/gin iyot alinmasi1 gereklidir. Son yillarda sofra tuzuna iyot
eklenerek, giinliik diyetle alinan doz 500 pg’a yiikselmistir. Serumda serbest iyot
seklinde ya da proteine bagli sekilde bulunur ve tiroid bezinde depo edilir. Diyetle
alinan iyot tiroid hormonlarinin sentezi i¢in gereklidir. Diyetle alinan iyot miktar1 az
oldugunda tiroid hormon iiretimi azalir. Kandaki T4 ve T3 hormon diizeylerinin
azalmas1 nedeniyle hipofiz ilizerindeki negatif geri bildirim engellenir. Bunun
sonucunda hipofizden salgilanan TSH miktar1 kronik olarak artar. TSH artisi, tiroid
folikiil hiicrelerini stirekli uyarir. TSH uyarimi tiroid folikiil hiicrelerinin genislemesine

ve guatr olusumuna neden olur (Barrett ve ark. 2010; Newsome ve Hickmen 2010).

2.2.2. Tiroid folikiil hiicrelerine iyodiir tasinmasi1 (iyodun organifikasyonu) ve

tiroid hormonlarinin sentezi

T4 ve T3 folikiil limeninde depolanmig olan tiroglobulindeki (TG) tirozin
kalitlarinin Kimyasal degisimi sonucu olusur. TG isimli biiyiik glikoprotein yapidaki
molekiiliin sentezi tirosit hiicresinin graniillii endoplazmik retikulumunda gergeklesir,
diiz endoplazmik retikulum ve ekzositik vesikiillerle golgiye transfer edilir.
Tiroglobulin, intraselliiler olarak apikal bolgeye transfer edilirken dimerizasyon ve
glikolizasyon iglemine ugrar.

Iyodiirler, tiroid bezine kan yoluyla gelir ve folikiil hiicrelerinin bazal memraninda
bulunan sodyum-iyodiir simporteri (NIS) denen bir aktif tasima kanal sistemi ile folikiil
epitel hiicresine tasmir. Burada hiicre icine her seferinde iki Na* iyonu ile birlikte bir I
iyonu girer ve tiroid epitel hiicrelerinin kolloidine geger. Na-1 Simporter (NIS)
(Chambard ve ark. 1983) denen ikincil tasmma sistemi Na'-K*-ATPaz bagimli bir



sistemdir. ATP, Na"’un hiicre i¢i ve dis1 konsantrasyonunun devami i¢in kullanilr.
NIS’in aktif hale gelmesiyle folikiil hiicrelerindeki iyodiir konsantrasyonu plazmaya
gore 20-40 kat daha biiyiikk miktara ulasir (Barrett ve ark. 2010; Okuyucu ve Alagam
2012). Tiroid bezi en aktif oldugu durumda hiice i¢i iyot konsantrasyonu 250 kata kadar
yiikselebilir. Pompanin aktivitesi TSH ile kontrol edilir. TSH tiroid hiicrelerinde NIS
aktivitesini artirir. NIS araciligi ile folikiil hiicrelerinin i¢ine alinan iyodiir iyonlar1 hizla
apikal membrana diffiize olarak pendrin denen bir CI/I" zit tasiyicisi ile folikiil igine
tasinir (Whitley 2001).

Iyodiir iyonlar, hidrojen peroksit (H,O,) ve peroksidaz enzimi ile iyota
oksitlenirler. Bu oksitlenme folikiiler hiicrelerde olur. Okside olmus iyot tirozin amino
asidine baglanmaya hazir hale gelir. Bu olaya iyodun organifikasyonu denir. Plazma
inorganik iyot miktari 0,8-6 pg/L arasinda degisir. (Newsome ve Hickmen 2010).
Tirozine baglanan iyot sayisina gore farkli hormon formlar1 olusur. Tirozin
aminoasidine bir iyot baglandigi zaman monoiyodotirozin (MIT), iki iyot baglandiginda
diiyodotirozin (DIT) olusur (Sekil:2-3 ve Sekil:2-4). (Isgér 2000). Bunlar inaktif
formdadir. T3, bir monoiyodotirozin (MIT) ve bir diiyodotirozin (DIT)’in birlesmesiyle
meydana gelirken, T,4, iki DIT in birlesmesiyle olusur.

21 + HEO — I2

T roit

peroksidaz Monoiyodotirozin (MIT)

|
I2 N HD_@.CHECHCDDH — HD_@.CH3CHCDDH
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NH, NH,

I
HDCHEI‘.I]HCDDH
I "

Diiyodotirozin (DIT)

Sekil 2-3: Iyodun organifikasyonu ve MIT, DIT olusumu (isgér 2000).



MIT + DIT = Triiodotironin (T3)
DIT + DIT = Tiroksin (T4)
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Sekil 2-4: Tiroid hormonlar1 ve molekiil formiilleri
(http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/endocrine/thyroid/chem.htm)

Oksidasyon, organifikasyon ve baglanma tepkimeleri tiroid peroksidaz enzimi
(TPO) ile katalizlenir. Tiroid hormonlarinin sentezi tamamlandiktan sonra, her bir TG
molekiilii 30 kadar T4, az sayida da T3 molekiilii bulundurur. Boylece tiroid hormonlari
folikiilde, viicudun normal tiroid gereksinimini 2-3 ay boyunca karsilayacak miktarda
depo edilir. Tiroid bezi, tiroid hormonlarini salgilamak i¢in uyarildiginda folikiil
hiicrelerinin apikal membraninda etkin bir sekilde pinositoz olusur. Apikal membrandan
cikan yalanci ayaklar folikiil liimenine ulasarak apikal membran reseptorii megalin
araciligr ile Kiigiik bir kolloid pargasini folikiil hiicresine alir. Folikiil hiicresine alinan
kolloid damlacig1 hiicre igindeki lizozomlarla kaynasir ve TG yapisindaki aminoasitleri
hidrolize ederek T4, T3, DIT, MIT ve az miktarda ters T3 sitozolin igine salgilanir. T4
ve T3 folikiil hiicrelerinden kapiller dolasima gecer. DIT ve MIT ise folikiil
hiicrelerinde hizla deiyodine edilerek tekrar TG nin iyodinasyonu i¢in kullanilir. Tiroid

hormonunun sentez asamalart Sekil 2-5’de gosterilmistir (Guyton ve Hall 2015).
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Sekil 2-5: Tiroid hormonunun sentez agamalar1 (Guyton ve Hall 2015).

Tiroid icerisindeki organik iyot konsantrasyonu arttikga iyot alimi baslangicta
artarken, daha sonra azalma egilimi gosterir. Yiiksek miktarda iyodid aliminda (8-10
mg/giin insanda) iyodid organifikasyonunda belirgin bir diisiis meydana gelir. Bu
duruma Wolff-Chaikoff etkisi denir. Burada iyodidin tirozil rezidiilerine baglanmasi ile
tiroglobulin seviyesi diiser ve hormon sentezinde azalma olur (Thomas 1997).

2.3. Tiroid Hormonlarinin Metabolizmasi

Dolasimdaki T3lin %80°1 baslica karaciger, bobrek ve iskelet kasinda olmak
iizere periferik dokularda T,’iin T3 e deiyodinasyonu sonucu olusmaktadir. T4 *iin cogu

T ’den sentezlenir. Insanda Ts-iin yar1t dmrii bir hafta iken, T3 ’iin yar1 omrii 24 saatten



daha azdir. Periferal dokularda T, inaktif halde bulunur. Iyodotironin deiyododinaz
enzimi vasitasiyla bir iyot halkasi ayrilma reaksiyonu gergeklesir ve T3’e doniisiir.
Tiroid hormonlar {izerine 3 farkli deiyodinaz enzimi etkilidir. Bunlar selenosistein
iceren selenoproteinlerdir.

Deiyodinaz 1: Karaciger, bobrek, tiroid ve hipofizde yiiksek konsantrasyondadir ve
T4t T3 e doniistiiriir.

Deiyodinaz 2: Beyin, hipofiz ve kahverengi yag dokusunda T3 olusumuna Katilir.
Ayrica beyinde astroglialarda bulunur ve néronlarin T3 kaynagidir.

Deiyodinaz 3: Beyinde ve iireme organlarinda bulunur. Biiyiik olasilikla RT3’iin kan ve
dokulardaki kaynagidir (Arthur ve Beckett 1999).

Tiroid hormonlar1 dolasima verildiginde oncelikle karacigerdeki plazma proteinlerine
baglanirlar. Tiroksin baglayici globulin, tiroksin baglayici prealbumin ve az miktarda
tiroksin baglayic1 albumin ile baglanarak dokulara tasinir, metabolik yolaklarda gorev
alirlar ve isleri bitince en ¢ok karacigerde, daha sonra bobrek ve iskelet kasinda depo
edilirler, yikima ugrayarak yapisal molekiillerine ayrilirlar. Bu yikim sonucu agiga
¢ikan iyotun biiyiik bir boliimii yeniden tiroidde kullanilmak tizere geri gelir (Ganong
2010; Guyton ve Hall 2015).

2.4. Tiroid Hormonlarimin Salgi Mekanizmasi

Tiroid hormonlarmin sentez ve salgisi iki farkli feedback mekanizmasi ile
kontrol edilir. Birincisi, hipotalamus-hipofiz-tiroid aks1 (HPTA) {izerinden olur (negatif
geri bildirim). Bu sistemle plazma FT3 ve FT4 diizeylerinin normal seviyelerde
tutulmas1 saglanir. Tiroid hormonlarinin diisiik kan seviyesi TRH ve TSH
salgilanmasimi artirirken, kandaki yiiksek seviyeleri ise TRH ve TSH salgilanmasini
baskilar. Ikincisi ise tiroid otoregiilasyon sistemidir. Tirotropinden bagimsiz olarak
intratiroidal iyodin havuzunu ve bezin tiroid hormon sentezini kontrol eder. Ayrica
hipotalamusa gelen limbik uyarilar, atmosferik 1s1 vb. gibi cevresel degisimler de
hormon salgr diizeninde etken faktorlerden sayilabilir. Tiroid hormonu salgi

mekanizmasi Sekil 2-6 ‘da gosterilmistir (Guyton ve Hall 2017).
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Sekil 2-6: Tiroid hormon salgi mekanizmasinin diizenlenmesi (Guyton ve Hall 2017).

2.4.1. Tirotropin Salgilattirict Hormon (TRH)

Sentezlenme uyarist oncelikle hipotalamusun paraventrikiiler niikleuslarinda yer
alan parvoselliiler noronal sistem tarafindan tirotropin salgilattirict hormonun,
hipotalamusta proTRH olarak sentezlenmesi ile baslar. TRH hipotalamusun medyan
cikintisinda sonlanan sinir uglarindan salgilanir. Daha sonra hipotalamiko-hipofizel
portal damar ile hipofizin 6n lobuna tasinir. On hipofizde TSH salgilayan bez
hiicrelerindeki TRH reseptorlerine baglanarak TSH’nin sentezlenmesini uyarir.
TRH’nin yar1 Oomrii ¢ok kisadir. Bu hormon, hedef hiicre yiizeyinde reseptore

baglanarak fosfolipaz C iizerinden etkisini gosterir (Guyton ve Hall 2017).

2.4.2. Tiroid Uyarict Hormon (TSH)
TSH, 6n hipofizdeki tirositlerin gelismesini kontrol eder. Ayni zamanda

tirositlerde T3-T4 hormonlarinin yapimi ve dolasima salinmasini, tiroid peroksidaz ve
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triglobulin (TG) proteinlerinin yapimini, TG molekiillerinde proteolizisi arttirir. Folikiil
hiicrelerine  iyot transportunu hizlandirir, iyodun oksidasyonunu diizenler,

iyodotirozinlerin yapimini ve iyot baglanmasini kontrol eder.

TSH’nin salinmasi belirli bir ritm i¢inde gergeklesir. Saglikli bir insanda uykudan
birkag saat once serum TSH diizeyi yiikselmeye baslar, gece maksimum diizeye ulasir,
sabaha dogru azalir ve 6glen saatlerinde minimum diizeye diiser. Bu durum TSH’ nin
“sirkadiyen ritmi” olarak tanimlanmistir (Kaynaroglu 1996). Tiroid hormonlari,
memelilerde biiylime, gelisme, enerji tiiketiminin kontrolii, viicut 1sis1 ve cinsel
olgunlagsmay1 diizenleyen bir hormon sistemidir. Bu hormonlar 6zellikle embriyonal
donemde iskelet ve beyin gelisiminde kritik rol listlenmekte olup; eksikliklerinde bir¢cok
gelisim problemi ortaya ¢ikmaktadir. Tiroid hormonlari, eritrositlerde 2,3-
difosfogliserat konsantrasyonunu arttirarak oksijenin dokulara salinmasina aracilik
ederler. Ayrica ATP sentezi ve kullaniminin artmasina ve dolayisiyla oksijen ve enerji
tiikketiminin artmasina sebep olurlar. Bu sebeple metabolik hizlandiricidirlar (Onat ve

ark. 2006; Adam 2012; Dillmann 2010).

2.5. Tiroid Hormonlarmmin Etki Mekanizmasi

Viicutta tiroid hormon reseptorleri bir¢ok organda yaygin bir sekilde bulunur.
Tiroid hormon reseptdrleri DNA iizerinde yerlesik konumdadir ve herbir hedef hiicre
i¢in tiroid hormon yanitina 6zel bulunan elementler olarak yerlesmislerdir. insanda iki
farkl1 tiroid reseptor (TR) geni vardir. Kodlanmig reseptorleri ise birkag gesittir. Bunlar
TRal, TRbl, TRb2, TRb3’ diir ve farkli dokularda gorevlidirler. Tiroid hormonlarinda
asil etkiyi serbest T3 (FT3) gosterir. Serbest T4 (FT4) ise bir 6ncii hormondur. Bu
hormonlarin etki mekanizmalart ve siddetleri farklilik gdstermektedir. FT3, FT4’ den

yaklasik 4 kat daha giigliidiir, ama kandaki stabilitesi daha kisadir (Ganong 2010).

2.6. Tiroid Hormonlarmin Fizyolojik Etkileri

Tiroid hormon reseptorleri viicudun tiim hiicrelerinde bulunur. Yagda eridikleri
i¢in hiicre membranindan gegerek niikleustaki reseptorlerine baglanirlar. Niikleustaki

reseptorler ¢ogunlukla T3’e 6zgldiir. T3 reseptorleri yar1 yartya hormonla doygunluga
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ulastig1 zaman gen transkripsiyonu baslar ve protein sentezi hizlanir (Lee ve ark. 1997).
Mitokondride oksidatif solunum zincirindeki enzimlerin transkripsiyonunu ve diger bazi
enzimlerin sentezini arttirir. ATP sentezi uyarilmis olur, boylece oksijen kullanma hizi
yani bazal metabolizma hiz1 artar (Lee ve ark. 1997; Woldstein ve ark. 1960). Tiroid
hormonlar1 O, tiiketimini ve enerji tretimini arttirir. Hiicrelerde 1s1 miktar1 da artar.
Tiroksin hormonunun kandaki yogunluguna bakilarak metabolik hiz 6l¢iilebilir. Tiroid
hormonlar1 ayn1 zamanda metabolizmada karbonhidrat, protein, yag metabolizmasi
tizerinde etkindir. Viicutta solunum sistemi, kardiyovaskiiler sistem, iskelet kas sistemi
ve kemik gelisimi, biiyiime hormonlar iizerinde diizenleyici ve aktive edici etkinliklere
sahiptir. Cocuklarda biiyime hormonu (GH=STH) ile birlikte iskelet gelisimine
yardimet olur. Kardiyovaskiiler Sistem {izerinde diizenleyici etkileri vardir. 3 adrenerjik
reseptorlerinin sayisini artirir. Dolasimdaki katekolaminlere yanit hizini artirir. o-MHC
(o—miyozin heavy chain-miyozin agir zincir) oranmi artirir. ATP  kullanimini
kolaylastirarak kaslara gerekli enerjiyi saglar. Kalp atim hizi ve kasilma giicii artar. Kan
akimi ve kalp debisi artar. Periferik damarlarda dilatasyona sebep olur ve sistolik
basincin artip, diastolik basincin diismesine neden olur (Guyton ve Hall 2017). Merkezi
sinir sisteminde sinir gelisimi ve biiylimesi tiizerine kritik etkiye sahiptir. Sinir
terminalleri ve sinapslarin olusumu, dendritlerin ve dendritik uzantilarin biiyiimesi,
miyelinizasyon gelisiminde tiroid hormonlar1 etkindir. Neonatal evrede hipotiroidi
olusumunda bebekte sinir sitemi gelismediginden zeka geriligi, motor katilik ve ayrica

sagirlik-dilsizlik gorilir (Thomas 1997).

2.7. Tiroid Hastaliklar:

2.7.1. Hipotiroidizm:

Tiroid bezinin yetersiz ¢alismasi nedeniyle hormon diizeyinin diisiilk olmas1 ya
da hormona karsi doku yiizeyinde direng gelismesi sonucu ortaya ¢ikan klinik bir

bozukluktur. Ug farkl sekilde smiflandirilabilir:

a)Primer Hipotiroidi: Hipotiroidi olusumu tiroid bezi kaynakli ise bu duruma primer
hipotiroidi denir. Primer hipotiroidi; otoimmiin tiroid hastaligi, hashimoto tiroiditi,
iyot eksikligi, ilaclar, tiroid bezi gelisiminde veya tiroid hormon sentezinde diizensizlik

ve bozukluk sonucu olusabilir.
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b)Sekonder Hipotiroidi: TSH salgisinin yetersizligi sonucu gelisir. Hipofiz tiimorleri,
hipofiz cerrahisi, radyoterapi sekonder hipotiroidi sebepleri arasinda sayilabilir.
c)Tersiyer Hipotiroidi: Hipotalamusta sentez edilen ve salinan TSH yetersizligi
sonucu nadir gelisebilir. Iyot eksikligi ve otoimmiin tiroid hastalig1 (Hashimoto tiroidi)
en sik goriilen hipotiroidi nedenleridir ( Saglam ve Cakir 2012 ; Ozata 2005).

2.7.2. Hipertiroidizm:

Bazi metabolik bozukluklar nedeniyle tiroid bezinden asir1 miktarda hormon
salgilanmasi sonucu kanda tiroid hormonunun artmasi durumuna tirotoksikoz, tiroid
bezinin fazla ¢alisip asir1 hormon iiretmesine de hipertiroidi denir (Tiroid Hastaliklar
Tan1 ve Tedavi Kilavuzu 2016). Hipertiroidi; Graves hastaligi, iyoda bagl hipertiroidi,
Plummer hastaligi (Toksik MNG), toksik adenom (TA), tiroid kanserleri, metastatik
fonksiyonel tiroid kanseri, TSH salgilayan tiimorler sebepleriyle olusabilir. Tirotoksikoz
nedenleri ise, tiroiditler, ekzojen tiroid hormonu fazlahigi olarak gosterilebilir. Graves’
hastalig1 (vakalarin yaklasik %80'inde), hipertiroidinin diger yaygin goriilen otoimmiin
bozukluk bi¢imidir. Bu hastalikta tiroidi sitimiile eden ve fazla hormon
sentezlenmesine yol agan immunglobulin G antikoru (IgG antikoru) asir1 {retilir. Bu
antikorlar, TSH’in baglandig1 reseptorlere baglanarak cAMP sistemini siirekli aktive
edip hipertiroidiye neden olurlar (Unal 2000).

Hipertiroidinin basglica belirtileri; bazal metabolizma hizinda artma, guatr, kilo
kaybu, tasikardi, istahin artis1, palpitasyon, asir1 terleme, sicaga dayaniksizlik, anksiyete,
sinirlilik, ¢arpint1, tremor, giigsiizliik, ishal, gozlerde asir1 siskinlik olarak sayilabilir
(Guyton ve Hall 2011). Yas ilerledikge goriilme sikligi artar ve kadinlarda daha
yiiksektir. Vakalarin %15°1 60 yas tizerindedir. Taniy1 koymak i¢in TSH ve sT4 (FT4)
bakilir. sT4 normal bulundugunda T3 bakilir. Normal TSH ve yiiksek sT4 bulunmasi,
TSH adenomu veya tiroid hormon direncini gosterir.

Selenyumun tiroid metabolizmasi iizerindeki énemi ve Se-I-TH metabolizma
iligkisi bir¢ok arastirma ile ortaya koyulmustur ( Hotz ve ark.1997; Watt ve ark. 2013)
Tiroksin (T4) hormonunun, biyolojik agidan aktif hormon olan trityodotronine (T3)
dontlistimiinu saglayan deiyododinaz enziminin biyolojik aktivitesi i¢in selenyum

gereklidir (Arthur ve Beckett 1999). Selenyum konsantrasyonu tiroidde diger
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dokulardan 6zellikle de karaciger ve bobrekten daha yiiksektir. Bu da selenyumun tiroid
bezi icin fonksiyonel oldugunu gosterir. Selenyum, proteinlerin genis alaninin aktif

boliimiinde selenosistein olarak toplanir.

2.8. Selenyum

Selenyum 1817 yilinda Isvegli kimyager Jons Jacob Berzelius tarafindan
kesfedilmistir. Eser element olarak fonksiyonlari daha sonraki yiizyilda tanimlanmaya
baglanmistir. Viicudumuzda bir¢ok enzimin kofaktoriidiir ve antioksidan olarak bir¢ok
hayati fonksiyonlarda gérev alan esansiyel bir eser elementtir (Kutsky 1981).

Selenyum enfeksiyon hastaliklarinda, organizmanin immun cevap vermesinde
prostaglandinlerin sentezlenmesini baskilar. Ureme ve fertilizasyonda, sperm gelisimi
ve spermatozoa olusumunda etkendir. Hiicresel biiylime ve gelisme, transkripsiyon
faktorlerinin ¢alismasinda hiicresel sinyalizasyonda o6nemli rol {istlenir. Biyolojik
roliiniin ise viral mutasyonlar (Beck 2001); kanser (Combs 2001; Garland ve ark. 1993,;
Gromadzinska ve ark. 2008); kardiyovaskiiler hastaliklar (Rayman 2000; Saxena ve
Jaiswal 2007) gibi durumlari 6nleyici 6zellikte oldugu gosterilmistir. Ayrica endokrin
sistemde optimal fonksiyonlarda inflamasyon cevap olusumunda kritik rol tstlenir
(Beckett ve Arthur 2005; Mc Kenzie ve ark. 2002). Selenyum genellikle diyetle
organizmaya alinir. Bira mayasi, tahillar, karaciger, tereyagi, balik, kirmizi et,
sebzelerde bulunur. Ayrica kozmetik malzemelerinin iginde de bulunur. Bunlarin
icindeki selenyumun deriden de emilmesi miimkiindiir. Glinliik diyet i¢inde 0,1 pg
Se/giin biitlin memeli organizmalar i¢in normal biliylime ve gelismede yeterli oldugu
belirlenmistir (World Health Organization, 1996) Okaryotlarda Se’un en &nemli formu
selenoproteinleri olusturan selenosisteindir (Sec). Selenosistein 21.aminoasit olarak
belirlenmistir ve sistein amino asidinde bulunan siilfiir atomlarindan birinin yerine
selenyum atomu geg¢mesiyle olusur (Wessjohann ve ark. 2007) (Sekil 2-7). Selenyum
enzimlerin yapisindaki selenosistein gruplarinin amino grubunda bulunarak fonksiyon

gosterir.
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Sekil 2-7: Selenosistein Molekiil Formiilii (Wessjohan ve ark. 2007).

2.9. Selenyumun Viicutta Emilimi ve Kullanimi

Se organizmada organik formda, besinlerde selenometiyonin, selenosistein, Se-
metil-selenosistein ve Se’un disiilfit dimeri selenosistein seklinde ya da inorganik Se
olarak bulunmaktadir (Bjornstedt ve ark. 1997). Selenyumun organik formlarinin
formiilleri Sekil 2-8’de gosterilmistir (Mehdi ve ark. 2013). Selenosisteinler, biyolojik
pH' da anyonik halde bulunur ve bu sayede elektron aligverisi yoluyla biyolojik redoks

reaksiyonlarinin gergeklesmesini saglarlar (Bock ve ark. 1991).

0O HSe
Se
r OH
H,C OH HoN
NH, O
Selenometiyonin Selenosistein

Sekil 2-8: Selenyumun organik formlar: (Mehdi ve ark. 2013)
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Selenyum bulundugu forma gére emiliminde degisiklik gosterir. Inorganik
selenyumum absorbsiyonu pasif olarak gerceklesebilmesine ragmen, organik form olan
selenometiyonin  aktif aminoasit transfer metabolizmast sayesinde absorbe
olabilmektedir. Sodyum selenit igindeki Se oral olarak alindiginda ratlarda %95 ile
%100 oraninda gastrointestinal sistemde duedonumda en yiliksek oranda emilir.
Duedonumdan sonra jejenum ve iliumda da az miktarlarda emilim olur, midede pek
emilim saglanamaz (Whanger ve ark. 1976). Absorbe olan selenyum 6nce plazmaya
gecer ve plazmadan gerekli dokulara transfer edilir. Bu selenyum en yiiksek miktarda
karaciger, bobrekler ve kas dokusunda depolanir (Thomson ve Stewart 1973).
Selenyumun viicuttan atilimi en fazla idrarla, daha sonra feges ve hava yoluyla
solunuma verilmesi ile olur. Selenyum viicuttaki metbolik yollar1 Sekil 2-9’da

anlatilmistir (Bansal ve Kaushal 2014).

Selenoproteinler

Se alimi .-
Genel Viieut Proteinleri 0, 0,
I
. Sel

Selenometiyonm_—h Selenometiyonin =~ "t Tttoooooooos > HSe enit
havuzu
GSH GSH GSH CH,
758¢SG GSSeH
Selenit tirevleri GSSeSG ¢
(5e03)-2 GssG  Selenodiguanin (555G Selenopersilfid (355G
Bosaltun Formlars

CH,SeH
l Metilselenol

Dimetil selenyum(CH3)2 Se (Solumda

'

Trimetil selenyum (CH3)3 Set (idrarda )

Sekil 2-9: Selenyumun Metabolik Yollar1 (Bansal ve Kaushal 2014).

Selenyum yetersiz diyetle beslenen sicanlarda biiylime ve gelisme geriligi, sag
dokiilmesi, karaciger nekrozu, testikiiler atrofi, aspermatogenezis, multiple skleroz, gece
korligii, defektif immun cevap, malarya ve ¢ocuklarda ani 6liim sendromu (sudden

infant death) ve tireme sorunlari gozlenir (McCoy ve Weswig, 1969; Hurt ve ark. 1971).



16

Karaciger nekrozu, selenyum igeren bir enzim olan glutatyon peroksidazin eksikligi
nedeniyle gelisen lipid peroksidasyonundan kaynaklanmaktadir. Ayrica pankreas,
karaciger ve bobrek dejenerasyonu, kalp ve kas dokusu hasarlanmalar1 goriilebildigi
rapor edilmistir (Hafeman ve Hoekstra 1977).

Selenyum hem mutajenik hem antimutajenik etki gosterebilir. Biyolojik
sistemlerde iz miktarda bulunan selenyum bir radikal oksijen toplayici gibi davranir,
ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda oldugunda ise, bazi sistemlerde toksik etki
gosterir.  Ozellikle in vitro memeli hiicrelerinde mutasyonlara sebep oldugu
gosterilmistir.  Se  eksikligi  sebebiyle goriilen Keshan hastaligt  (endemik
kardiyomiyopati) Cin'de sik goriilen bir kalp kas1 hastaligidir. Yine Se eksikligi sonucu
genellikle 5-13 yas grubu ¢ocuklarda Kashin-Beck hastaligi denen bir hastalik ortaya
¢ikmaktadir (Levander ve Beck 1997). Se eksikliginde tirnaklarda beyazlasma, kas
agrilari, kas zayifligi, deri ve saglarda renk kaybi (agarma) goriiliir (Aydin 1997). Se
ayrica toksik agir metallerin etkisini yok eder. Kadmiyum ve civanin toksik etkisini
onledigi saptanmistir (Rayman 2000). Selenyum da fazla miktarda alindiginda toksik
etki gosterebilir. Eser miktarda biyolojik sistemde antimutagenik ve oksijen radikal
sisteme karst koruyucudur fakat yiliksek konsantrasyonda mutasyona sebep olur.
(Kramer ve Ames 1988).

Selenyum endiistride sodyum selenat ve sodyum selenit formlarinda
kullanilabilmektedir. Bunlardan sodyum selenit molekiil agirhigi 172,95 olan, Na,SeO3
formiilii ile gosterilen, suda ¢oziilebilir 6zelikte bir kimyasaldir (85 g/100g su 20 °C’ de)
(Mackison ve ark. 1981). Sodyum hidroksit ve selenius asidinin sulu ¢ozeltisinin 60° -
100° C’de sodyum kloriir ve selenyum oksit karigimi ile kaynatilmasi ve
buharlastirilmasi islemi sonucu elde edilmektedir (Merck Index 1983). Sodyum selenit
igindeki Se atomu +4 oksidasyon degerliklidir. Selenyum alkali soliisyon i¢inde yavasca
+6 degerlikli hale oksitlenir. Selenat iyonlarina hidroklorik asit ya da Na-kloriir
eklenmesi sonucu selenat iyonlarmin rediiklenmesi ile selenit olusur (Kirk-Othmer
1982). Sodyum selenit, kiimes ve ¢iftlik hayvanlarmin beslenmesinde biiylimeyi
destekleyici olarak kullanilan bir maddedir.

Selenyumun dimetil selenitten selenide metilasyon ya da oksidasyon ile
metabolize edilmesi rat karaciger ve bobrek dokusunda deneysel olarak gosterilmistir.

Glutatyon varligin1 gerektiren glutatyon-glutaredoksin ve tiyoredoksin sistem ve
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NADPH tarafindan uyarilan reaksiyon, asagidaki adimlar1 igerir; (Ganther
19714a;1979D).

1) Selenotrisiilfid tiirevi olusturmak igin selenit ve glutatyon arasinda enzimatik
olmayan bir reaksiyon gergeklesir;

2) Selenotrisiilfid yiiksek glutatyon varliginda selenopersiilfiire indirgenir veya NADPH
ve glutatyon rediiktaz vasitasiyla indirgenir;

3) Kimyasal olarak kararsiz selenopersiilfit elemental selenyuma ayrisir ya da
selenopersiilfit glutatyon rediiktaz sistemi ile hidrojen selenide indirgenir;

4) Hidrojen selenit, metil transferaz enzimi ile metillenerek dimetil selenit olusturur.

Maya ve bitkiler Sec'i igermez ve selenoprotein yapilar1 yoktur (Heras ve ark. 2011).
Ancak yapilan bir ¢calisma, kizilcik bitkisinin mitokondriyal genomunun analizinde iki
kopya selenosistein ekleme dizisi (SECIS) ve tRNA-Sec (Fajardo ve ark.2014).
varhigini ortaya koymustur. Bitkiler, selenat veya selenit formunda topraktan Se emer ve
SeMet 'i sentezleyebilirler. Bu da dogal yem katki maddelerinde Se'un esas olarak
SeMet formunda oldugunu gosterir (Rayman 2004; Combs 2001) Omurgalilar Se’u
SeMet ve diger Se-amino asitler seklinde ya da Se’ un metillenmis formlar1 olarak
besinlerden alirlar. Ciftlik hayvanlart Se’u inorganik olarak yemleriyle sodyum selenit
ya da selenat olarak ya da organik olarak mayalardan alirlar. Metabolize edilmeleri ise
biraz farklidir. Ornegin, sodyum selenit bagirsakta pasif olarak emilirken ileumda daha
etkin bir sekilde absorbe edilir fakat SeMet aktif transport mekanizmalari ile absorbe
edilir; enterosit hiicre membranindan gegerek biitiin ince bagirsak membranindan emilir
(Pesti and Combs 1976; Wolffram 1999) Se bilesiklerinin hiicrelere emiliminin anyon
tastyicilar ile gerceklestigi diistiniilmektedir. Se'nin diyetten alindig1 formdan bagimsiz
olarak, selenoproteinlere katilacak sekilde metabolize edilmesi gerekir. (Wirmli ve
ark.1989; Huang ve ark. 1994; Vendeland ve ark. 1994)

Selenyum TH metabolizmasinin  kontroliinde rol oynar. Bu kontroli
selenoproteinler adi verilen selenosistein tiirevlerinin (Sec) yapisina kofaktor olarak

baglanarak yapar. Tiroid bezi viicutta en yiiksek miktarda selenoprotein igeren dokudur.
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2.10. Selenoproteinler:

2.10.1. Selenoprotein Biyosentezi:

Selenoproteinler bir¢ok metabolik dongiide anahtar enzimlerin yapisinda
bulunurlar. Giliniimiizde insanda 25 tane farkli selenoprotein kodlama geni
tanimlanmistir fakat heniiz yarisinin iglevi tam olarak agiklanamamistir (Schomburg ve
ark. 2004; Kryukov ve ark. 2003).

Selenoproteinlerin; Sec UGA kodonunun nukleusda mRNA’ ya sifrelenmesi ve
tRNA’ nin serin atomu ile sarj edilerek tRNA[Ser]Sec molekiiliinii olusturmasi ile
baslayan ve bir¢ok mekanizma ile devam eden biyosentez siireci vardir. Normalde
mitokondride UGA triptofan molekiiliinii kodlar. Niiklear genomda ise, UGA
seleneosisteini kodlar. Bununla beraber genetik kodlamada bilindigi gibi translasyon
mekanizmasinin sonlandirma kodonu UGA, UAA ve UAG kodonlaridir. Fakat,
UGA’nin selenosistein i¢in kullandig1 proteinlerin mRNA’s1 farklidir. mRNA’da SECIS
(Seleno Cysteine Insertion Sequence) elementi igerdigi formunda ribozom UGA’y1
bitim kodonu olarak algilamaz. Bunun yerine selenosisteinil-tRNA’daki selenosisteini

proteinin yapisina dahil eder.
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Sekil 2-10: Memeli hiicrelerinde Secl biyosentez mekanizmasi (Squires ve Berry 2008).
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Sec biyosentezi serin atomunun seril-tRNA sentetaz enzimi ile Sec-
tRNA[ser]sec ‘dan Seril-tRNA][ ser]sec. ‘e doniisiimii ile baslar. Fosfoseril- tRNA kinaz
bu kompleksi fosforile eder. Fosfat daha sonra selenyum donérii selenid ile yer
degistirir. Selenosisteil-tRNA[Ser]Sec molekiiliinii olusturulmak iizere polipeptid
zincirine devredilir. Sec biyosentezi Sekil 2-10’da anlatilmaktadir (Squires ve Berry
2008).

Selenat indirgenme mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olsa da selenidin
diyetle alinan selenometiyoninden liyaz aktivitesi ile tiretildigi ve Sec biyosentezi igin
onemli bir kaynak oldugu bilinmektedir. Selenid selenofosfat sentetaz enzimi ile
monoselenofosfata doniistiiliir. Monoselenofosfat selenyumun aktif donoridir ve
selenyumun seril-tRNASec’den Sec-tRNASec ‘ya transferinden sorumludur (Hoffmann
ve Berry 2005).

Selenoprotein sentezi birgok 06zel yapisal protein ve elangasyon faktorlerini

icerir. Memeli hiicrelerinde bulunan faktorler sunlardir:
+ RNA’ya baglanmada SECIS element,

Transkripsiyon asamasinda Sec-6zel elongasyon faktor,
Sec-tRNASec,
SBP2 (SECIS-baglayici protein 2),
Ribozomal protein L30,
43-kDa RNA-baglayici protein,
Coziinebilir karaciger antigen proteini,
Selenofosfat sentetaz 1 (SPS1),
Selenofosfat sentetaz 2 (SPS2) (Kim ve Stadtman 1995; Low ve ark.
1995).

- F F F F F F &

Bunlardan SPS2 bir selenoprotein tiirevidir ve kendi bagina kendi
trankripsiyonunu regiile edebildigi ve diger selenoproteinlerin iiretimini de yapabildigi
goriilmiistiir (Guimaraes ve ark. 1996) SPS1’ in ise kendi basina sentez yetenegi
olmadig1 fakat Sec geri doniislimiinde selenyumun geri kazanilmasindan sorumlu

oldugu disiiniilmektedir (Tamura ve ark. 2004).
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2.10.2. Selenoproteinlerin Yapisi ve Selenoprotein Cesitleri:

Giliniimiizde 50°den fazla selenoprotein ¢esidi tanimlanmigtir (Labunskyy ve ark.
2014). Selenoproteinler yapisal olarak iki grupta siniflandirilabilirler. Siniflandirma Sec
atomunun lokalizasyonuna goére yapilir. Bir tanesi proteinin C-terminal ucunda lokalize
olan formudur ve kapali form olarak da adlandirilir. Bunlar TrxRS’lar, selenoprotein
S,R,0,I ve K’dir. Diger grupta ise Sec N-terminal ucunda konumlanmistir. Bu grupta
iIse GPxs, DIOs, selenoprotein H, M, N, T,U,W, SPS2, Sepl°dir. Bu farkli motifler ve
yapisal govde, onlarin farkli redoks reaksiyon zincirlerinde yer aldigin1 gostermektedir.
Plazmada selenoproteinlerde bulunan total selenyum icerigi 8 pg/dL olarak ol¢iilmiistiir.

(Novoselov ve ark. 2007; Ferguson ve ark. 2006).

2.10.2.1. Glutatyon peroksidazlar:

En onemli selenoprotein ailelerinden biridir. Se igerdigi kesfedilen ilk memeli
proteinidir. GPx’lar hidrojen peroksidazi ve organik hidroperoksidazlarin indirgenme
reaksiyonlarini katalizleyerek, peroksitlerin bozunmasini ve suya doniistimiinii saglarlar
(Lubos ve ark. 2011). Bu sayede hiicreleri oksidatif hasarlardan korumus olurlar ve
hiicresel redoks homeostazisinin siirdiiriilmesini saglarlar. Biitiin GPX izoformlari
yiiksek derece korunan selenosistein, triptofan ve glutamin dizileri vasitasiyla temelde
ayni katalitik mekanizmay1 gostermektedirler (Aumann ve ark. 1997; Brigelius-Flohe
1999).

GSH-Px
H,O, + 2GSH — GSSG +2H,0 (|)

GSH-Px
ROOH +2GSH —  GSSG+ROH + H,0 (II)

GPx mekanizmas1 hala biitiiniiyle anlasilamamustir. Oncelikli substrat olarak
glutatyon olmasina ragmen plazmada oldukca diisiik konsantrasyonda bulunur. Hiicresel
oksidatif stres diizeyi arttiginda oksitlenmis glutatyon olarak plazma kompartimanina

salimir. Glutatyon reduktaz ve GPx ile kombinasyon yaparak redoks dengesini diizenler.
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Indirgenmis glutatyonu hiicre icine geri gdnderir ya da GPX substrati olarak
kullanilmasini saglar (Arthur 2000; Negro ve ark. 2008).

GPx’lar tetramerik selenoprotein yapisindadir. Her bir GPx farkli bir
selenoproteindir. Bunlar Selenoglutatyon Peroksidaz Ailesi olarak tanimlanirlar.
Memelilerde 8 tane izoformu oldugu bulunmustur. Bunlardan 5 tanesi (GPx1, GPx2,
GPx3, GPx4, GPx6) aktif bolgesinde Sec rezidiisii igerir. Diger ii¢c tanesi de (GPX5,
GPx7, GPx8) aktif bolgesinde Sec yerine Cis igerir (Kryukov ve ark. 2007). Bunlardan
GPx1 hiicre sitoplazmasinda bol miktarda bulunur ve oksidatif hasar1 6nlemede gorev
yapar. H,O,’ yi indirgeyerek aktivitesini azaltir. H,O, organizmada hiicre ¢ogalmasi
apoptozis, strese karst cevap olusumu, mitokondriyal fonksiyonlarla ilgili birgok
mekanizma ve dongiide 6nemli bir sinyal molekiilidiir (D'Autreaux ve ark. 2007; Lubos
ve ark. 2011). H,O, yiikselmesi hiicresel sinyalizasyonu bozar ve gereginden fazla
GPxI1 iretimi indirgeyici strese sebep olabilir. GPx1 6nemli bir selenyum deposudur.

Bilinen GPx’larin organizmadaki lokalizasyonu ve fonksiyonlar1 su sekilde
siralanabilir: (Stawicki ve ark. 2007) .

1. Glutatyon peroksidaz 1 (GPx1) Sitozolde, Kkaraciger, eritrosit yapisinda
bulunur. H,O, ‘nin GSH’ a bagh detoksifikasyonunda ve viral enfeksiyonlarda
kritik role sahiptir.

2. Glutatyon peroksidaz 2 (GPx2) karaciger ve gastrointestinal sistemde bulunur.
Kullanilan organik hidroperoksitlere kars1 savunmada ilk diizeydedir. Apoptozis
ve hiicre ¢ogalmasiyla ilgilidir.

3. Glutatyon peroksidaz 3 (GPx3) Plazma, bagirsak epiteli, anne siitii, adrenal
bez, akciger lavaj sivisi igeriginde, renal proximal tiibiillerin yapisinda
bulundugu tespit edilmistir. Ekspresyonunun hipoksi ile indiiklendigi ve
oksidatif stres mekanizmasinda ve tiimoral yapilarda diizenleyici olarak gorev
aldig1 diisiiniilmektedir. Bobrekler tarafindan sentezlenir ve plazmaya salgilanir.

4. Glutatyon peroksidaz 4 (GPx4, PHGPx) Sitozolik, niikleer ve mitokondrial
izoformlar1 mevcuttur. Testisler, akciger, kalp ve beyin dokusunda ekpresyonu
yapilir. Sperm orta-parcanin yapisal komponentidir. Biyomembranlar1 koruyan
antioksidanlarla ilgili oldugu, fosfolipidleri oksidasyon ortamindan korudugu
soylenmektedir. Redoks sinyal mekanizmasinda ve apoptozis, inhibisyon,

lipooksigenaz gibi diizenleyici mekanizmalarla ilgilidir. Sperm hiicre kapsiilii
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mitokondrisinde yapisal role sahiptir ve fertilitede c¢ok Onemlidir. Erken
embriyonik evrede GPx4 eksikligi 6ldiiriicii olabilir.

5. Glutatyon peroksidaz 5 (GPx5) epididimisde bulunur. GPx izoformlari igeren
selenosisteinler i¢in yedekleyici olarak islev goriir. Membrana bagli olarak ya da
salgilanmis olarak temin edilir.

6. Glutatyon peroksidaz 6 (GPx6) Bowman kapsiilii, olfaktor epitel, embriyonik
dokularda bulunur. Koku almada etkili enzim mekanizmasinda rol oynar.

7. Glutatyon peroksidaz 7 (GPx7) meme dokusunda bulundugu gosterilmistir.
Gogils kanserlerinde oksidatif strese karsi savunmada gorevlidir.

8. Glutatyon peroksidaz 8 (GPx8) GPx8 geni tarafindan kodlanmis insanlarda

bulunan bir enzimdir. Endoplazmik retikulumda bulunur.

2.10.2.2. Tiyoredoksin rediiktazlar:

Tiyoredoksini (Trx) indirgemekle gorevlidirler. Tiyoredoksin rediiktazlar (TrxR)
hiicresel proteini regiile eder, tiol redoks diizeyini denetlerler, Trxlerin oksidasyonunu
azaltirlar. Selenoproteinlerden bazi tipleri 6rn; SelR ve SelP, Trx’ 1 elektron donérii
olarak kullanir ve okside olmus proteinlerin ve lipitlerin detoksifikasyonunda redoks
ciftleri formunu olusturur.

Glutatyon peroksidazlar ve tiyoredoksin reduktazlar antioksidan metabolizmada
rol oynarlar. Tirositlerin {rettigi hidrojen peroksitten tiroid bezini koruduklar
belirtilmektedir. Bu enzimlerin her biri genomun farkli yerlerinde lokalizedir ve
glutatyon varliginda hidroperoksitleri katabolize ederler. Herbirinin farkli bir substrata
afinitesi vardir. Memelilerde ii¢ ¢esit TrxR selenoenzimi bulunmustur:

1. Tiyoredoksin rediiktaz 1 (TR1, Txnrd1) Sitozolde bulunur. Sitozolik
tiyoredoksinlerin okside formunu indirger. N-terminal ucunda en az 6
farkl1 izoformu vardir (Tamura ve Stadtman 1996),

2. Tiyoredoksin/glutatyon rediiktaz (TGR,TR2,Txnrd3) Sitozolde
bulunur. Tiyoredoksin ve glutaredoksin i¢in spesifik sistemlerde c¢esitli
reaksiyonlar1 katalizler. Spermatidlerde eksprese edilir (Lee ve ark.
1999),
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3. Tiyoredoksin rediiktaz 3 (Txnrd2, TR3) Mitokondride bulunur.
Mitokondriyal tiyoredoksinin ve glutaredoksin 2’nin okside formlarini
indirger (Sun ve ark. 2001).

Tiyoredoksin reduktazlarin fizyolojik bir substrati olan tiyoredoksinler, hiicre
biiylimesini arttirir ve apoptozisi inhibe ederler. Diger tiol redoks sistemi olan glutatyon
reduktaz/glutatyon sistemi gibi TrxR/Trx sistemide reaktif oksijen tiirleri ve elektrofilik
tiirlerden dolay1 olusan hasarlardan hiicresel makromolekiilleri korurlar (Mustacich ve
Powis 2000). Ayrica yapilan ¢alismalarda kiiltiir hiicrelerinde ortama Se eklendiginde
TrxR aktivitesinin arttig1 ve buna bagl olarak hiicrelerin biiylime hiz1 tizerinde belirgin
bir artig olabildigi gosterilmistir (Gallegos ve ark. 1997).

Tiyoredoksin rediiktazlar, tirositlerde H,O, nin zararl etkilerine karsi koruyucu
olabilir. Bu selenoenzim ayrica bir biiyiime faktoriinii ve hiicredeki biyolojik etkileri ya
dogrudan ya da tiyoredoksin ile etkileyebilir. Artmis H,O, tiretimi ile ilgili olarak sinyal
yollar1 tirositlerde tiyoredoksin rediiktazin sentezini sitiimiile edebilir. Ayn1 zamanda
potansiyele sahip antioksidan rolii tiyoredoksin rediiktaz ve tiyoredoksine IDI faaliyeti
icin indirgeyici esdegerlik saglayabilir (Howie ve ark. 1998). Tiol rediiksiyon sistemi,
tiyoredoksin ve glutatyon-glutaredoksin sistemleri okside SBP2 igin ¢ok iyi bir elektron
vericisidir. Siddetli oksidatif stres SBP2’nin niiklear akiimiilasyonunu uyarir ve Sec’in
icine birlesmesini bloke eder (Papp ve ark. 2007). Yiiksek ihtimalle bu durum
selenoprotein sentezinde SBP22’i kontrol ederek redoks durumunu ve trafiginden

hiicreleri korur (Papp ve ark. 2006).

2.10.2.3. Iyodotironin deiyodinazlar:

Iyodotironin deiyodinazlar {i¢ tiirdiir. Tip 1 ve Tip Il iyodotironin
deiyodinazlar tiroid hormon metabolizmasinda goérevlidirler. T4’in T3 e doniisiimiinii
aktive ederler Tip IIl iyodotironin deiyodinaz ise T3’i inaktive eder. Bu
selenoenzimlerin ekspresyonu embriyonik gelisim ve metabolik regiilasyon ile kontrol
edilir. T4, tiroksin hormonu bir 6n molekiildiir ve tip 1 ya da tip 2 selenodeiyodinaz
enzimleri ile aktive edilerek 3,5,3” triiyodotironin (T3) hormonuna dontistiiriiliir (Larsen

ve Zavacki 2012). T3 sirkiilasyonunda iiretilen deiyodinasyon enzimlerinden tipl
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iyodotironin 5’-deiyodinaz (DIO1), en ¢ok Kkaraciger, bobrek, tiroid yapisinda
ekpresyonu yapilir (Bianco ve ark. 2002). DIO2’nin tiroid, beyin, kahverengi yag
dokusu, retina, iskelet-kas sisteminde, DIO3’iin ise ¢ogunlukla hamilelik esnasinda
uterus, plasenta, embriyonik karacigerden, embriyonik beyin dokusu ve deri yiizeyinden
ekspresyonu yapildigi belirlenmistir  (Larsen ve Zavacki 2012). Aminoasit
dizilimlerindeki ufak farklar digsinda biitiin DIOS’lar yapisal olarak birbirine benzerler
ve onemli integral membran proteinlerindendir. Aktif bolgesinde Sec bulunur. DIO1 ve
DIO3 plazma membraninda lokalizedir, DIO2 ise ER membraninda bulunur (Baqui ve
ark. 2000; Baqui ve ark. 2003). Burada Sec molekiilii DIO’nun Katalitik aktivitesini
stirdirmesi i¢in zorunlu bir molekiildiir ve selenyum direk olarak DIOs’larin
regiilasyonunu diizenlemekte esas elementtir (Bates ve ark. 2000; Kaohrle 2005). Se

eksikliginde DIOs diizeyleri artar. Ozellikle tiroid bezinde DIO1 diizeyi artar.

2.10.2.4. Selenoprotein P

Plazmadaki selenyumun %50’sini olusturur ve tasiyict protein olarak bilinir.
(Burk ve Hill 2005). Vaskiiler endotelyal hiicreler ile baglantilidir. Peroksinitratlar
tarafindan zarar goérmiis endotelyal hiicrelerin antioksidani oldugu diistintilmektedir.
Selenyumun dokulara transferinde ve depolanmasinda gorevlidir. En yiiksek oranda
karacigerde iiretilir ve plazmaya salgilanir. Bir¢ok dokuda sentezlendigi tespit
edilmistir. Yarilanma Omrii olduk¢a hizlidir. Sigan plazmasinda 3-4 saattir. Diger
selenoproteinlerden farkli olarak SelP her bir protein yapisinda ortak Sec reziidiileri
icerir. Ornegin insandaki 10 Sec rezidiisii ile zebra baligindaki 17 Sec rezidiisii
homologdur (Burk and Hill 2005; Kryukov ve ark. 2003). Tamamen Se doygunluguna
erisilmis durumda insanda Selenoprotein P diizeyi, 67 pg/dL, GPx-3 1-2 pug/dL olarak
Olglilmiigtiir (Burk ve ark. 2003). SelP agir metal selatorii olarak da goérev yapar
(Sasakura ve Suzuki 1998). Biiyiik ihtimalle toksik olmayan Se-metal kompleksleri
norotoksisiteyi engellemektedir (Whanger 2001). SelP hiicreleri peroksinitrit aracili
oksidasyon ve nitrasyona kars1 korur (Arteel ve ark. 1998). In vitro ortamda direkt
olarak fosfolipid hidroperoksitleri indirger ve bir antioksidan olarak gorev yapar
(Takebe ve ark. 2002). Endoteliyal hiicreleri (Atkinson ve ark. 2001) ve astrositleri
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(Steinbrenner ve ark. 2006) oksidatif hasardan korur ve disik yogunluklu
lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu inhibe eder (Traulsen ve ark. 2004).

Bunlarin disinda diger bazi 6nemli selenoproteinler ve fonksiyonlar1 Tablo 2-
1’de gosterilmistir.

Tablo 2-1: Selenoproteinlerin yerlesim yerleri ve fonksiyonlar:1 (Kasaikina 2012).

Selenoprotein H (SelH) Nukleusta bulunur. Trx-benzeri protein yapisindadir. Hiicreleri
H20,’ den korur. Mitokondriyal biyogenezi arttirir.

Selenoprotein | (Sell) Membranda bulunur. Fonksiyonu bilinmiyor.

Selenoprotein K (SelK) Endoplazmik retikulum (ER) membraninda bulunur. Ca*

hiicre icine akisin1 kontrol eder. immiin hiicre fonksiyonlarm etkiler.

Selenoprotein M (SelM) ER’da bulunur. Oksidatif stresten noronlar1 korur.

Selenoprotein N (SelN, SEPN1, SelN1) ER membraninda, iskelet kaslarinda, kalp
akciger ve plasentada eksprese edilmistir. Intraseliiler Ca+2salg11at1c1 kanallarinin redoks
durumunu kontrol eder. Rryanodine reseptor (RyR), ve bunun i¢in Ca**homeostasisini

etkiler. Konjenital miyopatiye neden olan SelN geninde mutasyonlari 6nler.

Selenoprotein O (SelO) Mitokondride bulunur. Fonksiyonu bilinmiyor.

Selenoprotein R (SelR, MsrB1, Selx1) Sitozolde bulunur. Metiyoninde methionine-R-

sulfoksit residiilerini azaltir.

Selenoprotein S (SelS, SEPS1, VIMP, SELENOS) ER membraninda bulunur.

Proinflamatuvar sitokinleri diizenleyici ve glukoz metabolizmasinda gérevlidir.

SPS2 Sitozolde bulunur. Selenofosfat sentezinde gorevlidir.

Selenoprotein T (SelT) ER ve golgide bulunur. Redoks regiilasyonu ve hiicre

adhezyonunda 6nemli rol oynar.

Selenoprotein V (SelV) Sitozolde bulunur. Fonksiyonu tam bilinmiyor. Spermatidlerde

eksprese edilir.

Selenoprotein W (SelW) Sitozolde bulunur. Iskelet kasi ve diger dokularda ekprese

edilir.

15 kDa selenoprotein (Sepl5) ER’da bulunur. UDP-glukoz:glikoprotein ile glikozil

transferaz ile iliski halindedir.
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2.11. Selenyum ve Tiroid Metabolizmasi

Selenyum tiroid metabolizmasinin kontroliinde nemli bir etkinlige sahiptir. Bu
kontrolii selenoproteinler adi verilen selenosistein tlirevlerinin (Sec) yapisina kofaktor
olarak baglanarak yapar. Tiroid bezi viicutta en yiiksek miktarda selenoprotein i¢eren
dokudur. Selenoprotein sentezinin regiilasyonu, giinliik selenyum alimina bagli olarak
mRNA stabilitesine gore diizenlenir. Diisiik Se diyetle beslenenlerde GPx1 diizeyinin
diistiigii gorilmistiir. Bu durum mRNA miktarindaki eksiklik ve dolayisiyla protein
sentezi miktarindaki diisiis arasinda bir koreleasyon olmasi ile agiklanabilir. Selenyum
takviyesi selenosistein yapisina dahil olarak Sec-tRNA diizeyinin ve sonugcta
selenoprotein sentezinin artmasina sebep olur (Driscoll ve Copeland 2003).

Plazmada selenyum diizeyinin az oldugu durumlarda T3/T4 oraninda azalma,
TSH miktarinda artis goriilmiistiir. Selenyum eksikligi olan sican ve sigirlarda plazma
T3 miktarinin azalmig, T4 konsantrasyonunun ise artmis oldugu tespit edilmis ve
selenyumun tiroid hormon metabolizmasini etkileyebilecegi disiiniilmiistir. Bu
degisiklikler, T4’tn T3’e doniisimiinii saglayan karaciger ve bdobrekteki tip |
iyodotironin  deiyodinaz (IDI) enziminin aktivitesindeki diisiis ile baglantili
bulunmustur. Bu gézlemler IDI’nin bir selenoenzim oldugu fikrini dogurmustur. Daha
sonra yapilan deneysel caligmalar ile bu durum kanitlanmistir (Arthur ve ark. 1999;
Beckett ve Arthur 1994 ; Larsen ve Berry 1995).

Selenyum ve iyot, tiroid hormonlarinin normal fonksiyonu i¢in gereklidir. Tiroid
hormonlarinin sentezinde tiroglobulin {izerinde tirozil kalintilar1 iyodinasyona ugrar ve
tiroid folikiil liimeninde depolanir. Bu reaksiyon, tiroid peroksidaz (TPx) ile katalize
edilir ve reaksiyon sonucu tirositler i¢in oldukga zarar verici olan hidrojen peroksit
(H20,), yiiksek miktarda tretilir. H,O, tretimi tiroid hormon sentezi sirasinda
sinirlayict bir etken olarak etkinlik gosterir. Bu TSH aktivitesi ile ikincil tasiyict
sistemler kullanilarak kontrol edilir. Tiroglobulin ve H,O, iyodinasyonu tirositlerin
apikal membrani tizerinde gergeklesir. Burada bir yandan H,O, iyodinasyon reaksiyonu
i¢in kullanilir, diger yandan da hiicre i¢i GPx, TrxR ve katalaz enzimleri ile H,O,’in
tirositlere difflize olmasini indirgemek i¢in organize olurlar. Selenyum burada

deiyodinazlar vasitasiyla T3 {iretimini diizenler. Tirositlerdeki selenoprotein
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ekspresyonundaki degisiklikler de TSH hormonu tarafindan stimule edilir (Ruseva ve
ark 2013). Bu degisiklikler sunlardir:

¢ Kalsiyum fosfoinositol sinyal yolu aktivasyonu
% H,0; iiretiminin stimiilasyonu
% GPx1 ve TrxR1 ekspresyonunun stimulasyonu
% GPx3 sekresyonun inhibisyonu

% Burada sadece GPx4’ {in ekpresyonunun TSH’dan etkilenmedigi goriilmustiir.
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Sekil 2-11:Tirosit hiicreleri igindeki selenoproteinlerin ekspresyonu ve TSH
reseptorlerinin stimiilasyonu ile hormon salgilanmasi (Beckett ve Arthur 2005).

Sekil 2-11’de TSH sinyal mekanizmasi anlatilmaktadir. TSH stimiile eden

hiicreler Ca>/ fosfoinositol yolunun aktivasyonu ile hidrojen peroksit {iretimini sitiimiile
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eder ve GPxl ve TRI1 ekspresyonu baslar. GPx3 salgilanmasi engellenir. Bu
degisiklikler hiicrelerdeki antioksidan koruma sisteminin ¢alismasin arttirir. Tirositleri,
hidrojen peroksitin zararli etkisinden yani peroksidatif hasardan korumaya calisir.
CAMP sinyal yolu ise D1 (ve insanda D2) ekspresyonunu stiimiile eder ve dncii hormon
tiroksinin (T4) metabolik aktif hali triiyodotironinin (T3)’e deiyodinasyonunu saglar
(Beckett ve Arthur 2005).

Tirositler siirekli olarak H,O, ve lipid hidroperoksitlerin potansiyel toksik
konsantrasyonlarina maruz kalmaktadirlar. H,O, sitotoksik etkileri tiroid hiicreleri
tizerinde kaspaz-3 bagimli apoptozisi uyarir ve nekroz gelisir. Selenyum eksikligi
H,0;’nin sitotoksik etkisini arttirir (Demelash ve ark. 2004). Se alimi yeterli diizeyde
oldugunda hiicre ici GPx ve TRx sistemleri tirositleri peroksitlerin zararli etkilerinden
korur. Yine iyot eksikligi veya hipertiroidizmde TSH reseptorii sinyallerinin asirt
uyarilmasi ile H,O; iiretiminde artis meydana gelirken, kalsiyum-fosfoinositol sinyal
yolu aktivasyonu GPx1 ve TR1 iiretimini situmiile eder ve bdylece antioksidan koruma

sistemi regiile edilmis olur (Howie ve ark. 1998).

2.12. Sitokinler

Sitokinler, molekiiler agirliklar1 8-40.000 Dalton arasinda degisen glikoprotein
yapidaki kii¢iik yapisal olmayan proteinlerdir. Lenfositlerin meydana getirdigi
sitokinlere lenfokin, monositlerin meydana getirdigi sitokinlere ise monokin,
kemotaktik aktiviye sahip olanlara kemokin denir (Dinarello 1999). Immiin modulator
kapasiteye sahiptirler. Hiicresel gog ve hiicre farklilasmasini kontrol ederler. Sitokinler
en yiiksek miktarda T hiicreleri (Th cells) ve makrofajlardan olmak tizere, biitiin niiklear
hiicreler tarafindan iiretilip salgilamirlar (Watkins ve Maier 1999). Ozellikle yabanci
antijenlere ve ajanlara kars: organizmanin reaksiyonlarmi diizenlerler. Immun sistemin
regililasyonunda ve inflamatuvar olaylarda 6nemli rol oynayan molekiillerdir. Sitokinler
hiicreler arasi iliskileri sistemik veya lokal olarak diizenleyebilirler. Bazilar1 klasik
hormon gibi davranarak belirli hiicreler tarafindan kana veya ¢esitli hiicresel sivilara
salgilanip viicudun diger bolgelerindeki hiicrelerin transmembran reseptorlerine

baglanirlar. Etki yollar {i¢ sekilde olmaktadir:
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1. Otokrin etKi bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin ayni hiicre iizerine etkisi;

2. Parakrin etki belli bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin yakindaki komsu
hiicreye etkisi

3. Endokrin etki dolasima salinan sitokinlerin uzaktaki hiicrelere etkisi (Zhang ve
An 2007).

Bagisiklik sisteminin regiilasyonu, yaralarin iyilesmesi, kemik formasyonu ve
hiicresel metabolizmanin degistirilmesi gibi biyolojik olaylarda rol oynamaktadirlar.
Biiylime faktorleri hiicre boliinmesi lizerinde pozitif etki gosterirken, bazi sitokinlerin
hiicre bolinmesini engelleyici etkileri bilinmektedir. Belli bir hiicrenin yiizeyinde
mevcut olan reseptorler, bu hiicrenin hangi faktdrlere cevap verecegini belirlerler.
Sitokinler, salimimlarini sinirlayarak kontrol altinda tutabilen kisa siireli etki gdsteren
yapilardir.  Onciil molekiiller olarak depolanmazlar ve ihtiyag halinde gen
transkripsiyonunun uyarilmasi ile sentezleri baslar. Sentezlenen sitokinler hizlica
salmirlar ve degisik hiicre tiplerine etki ederler. Sitokinler genellikle birbirlerinin
fonksiyonlarini etkilerler. Birbirini antagonize edebilirler ya da additif etkili ve ya
sinerjik etki gosterebilirler (Zlotnik ve ark. 2000).

Sitokinlerin tanimlanmasi fonksiyonel benzerliklerine ve etki mekanizmalarina
gore yapilmaktadir. Sitokinler baslica su ana gruplara ayrilmaktadir:

Interferon icerenler (o, P ve y), TNF (TNF-a ve TNF-B), koloni sitiimiilan
faktorleri (graniilosit koloni uyarici faktor [G-CSF] ve graniilosit makrofaj koloni
uyarici faktor [GM-CSF]), biiylime hormonlar1 (TGF-B ve PDGF). Dogal bagisiklik
mediatorleri 16kositler ve makrofajlar tarafindan tretilirler. Baglicalart IL-1, TNF-a, IL-
6, IL-12, IL-18 (CXCL8), G-CSF ve GM-CSF ‘dir (Gabay ve Kushner 1999).
Endotelial hiicreler ve dokulardaki lokositler tarafindan aktive edilirler. Kazanilmis
immunitede ise CD4" T hiicreleri tarafindan aktive edilir ve iiretilirler. Bir diger grup
kemokinler, diisilk molekiiler agirlikli sitokinlerden olup transmembran proteinleri ile
beraber etkileserek rhodopsin-G-protein cifti reseptorleri ile kombinasyon yapar ve
16kosit goglinii diizenlerler (Zlotnik ve ark. 2000).

Sitokinlerin farklilasmast Thl ve Th2 hiicreleri tarafindan olur. Ayrica etki
mekanizmalarina gére pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar olarak smiflandirilirlar.
Pro-inflamatuvar sitokinler aktive makrofajlar tarafindan firetilirler ve inflamasyon

reaksiyonlarina iist diizeyde miidahele ederler. Bunlar IL-1, IL-6 ve TNF-a’ dir. IFN-y
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ve TNF-a, Thl hiicreleri tarafindan farklilasirlar. Thl hiicreleri, hiicre i¢i patogenlere
kars1 makrofajlar1 aktive eder ve immun cevap olusumunu baslatir. Anti-inflamatuvar
sitokinler ise immiin diizenleyici molekiil serisidir ve pro-inflamatuvar sitokinlerin
cevabini kontrol ederler. Anti-inflamatuvar sitokinler IL-1, IL-4, IL-10, IL-11 ve IL-13
interferon-alfa, 1L-6 ve doniistiiriicti bitylime faktorii (TGF)-B; kosullara gore pro ya da
anti-inflamatuvar sitokinler gibi islev goriirler. IL-1, TNF-a ve IL-18’in 6zel
reseptorleri pro-inflamatuvar sitokinleri inhibe edebilirler (Zhang ve An. 2007). Th2
hiicrelerince ise IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-17, IL-23 ‘lin farklilagmalar1 gerceklesir
(Mosmann ve ark. 1986).

2.12.1. Tiimor Nekrozis Faktor—Alfa (TNF-a)

TNF-o dogustan gelen ve sonradan kazanilmig immunitede kritik rol oynayan
onemli pro-inflamatuvar sitokinlerdendir. Farkli tip hiicreler tarafindan tiretilir. Bunlar
makrofajlar, monositler, T hiicreleri, diiz kas hiicreleri, B hiicreleri, adipositler ve
fibroblastlardir. Bunlar arasinda IL-1, IL-6, IL-8 ve graniilosit makrofaj koloni uyarici
faktor (GM-CSF) sayilabilir (Butler ve ark.1995).

TNF-a tip T [tiimor nekroz faktor reseptor tip I (TNF-RI); p55] ve tip 11 (TNF-
RII; p75), olmak {izere iki alt birim ile biyolojik fonksiyonlarini gosterir (Aggarwal
2003). insanda TNF-o. geni kromozom 6’ nin kisa kolunda konumlanmustir ve 1.7 kb
TNF-a mRNA ‘s1 26 kDa molekiil agirliginda transmembran proteini olup 233
aminoasit i¢eren bir protein kompleksidir. C-terminal ucundan proteoilitik kirpilmalar
ile 157 a.a.’lik aktif (olgun) TNF-a tiretilmis olur (Grell ve Scheurich 2001). TNF-a
kaseksi denen metabolik bir hastaliga yol agtig1 i¢in ayn1 zamanda kasektin olarak da
adlandirtlir (Hotamisligil ve ark. 1993). TNF patojenlere karsi biyolojik savunma
mekanizmasinda rol alir. Dolagimdaki yar1 dmrii 14-18 dakikadir. Hiicresel diizeyde
hiicresel yasami siirdiirme, proliferasyon, diferansiyasyon, farkli kosullar nedeniyle
olusan apoptotik ve nekrotik hiicresel 6liimlerde oldukga etkili 6zelliklere sahiptir
(Goeddel ve ark.1986; Fiers 1991).

TNF-o ‘nin, TNF siiper ailesinin (TNFSF) 18 tane, TNF reseptor form (TNFR)
stiper ailesinin (TNFRSF) ise 28 tane iiyesi vardir. Bunlar gesitli hiicre ve dokulara uyan
ligand ve reseptorleri igerir. Sinyal reseptorleri, sahte reseptorler ve bagimsiz reseptorler

olarak siniflandirilirlar (Wu ve Hymowitz 2009).
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TNFR1 ve TNFR2 iki yiizey reseptorii onemli sinyal yollarinda gorevlidir ve
apoptotik aktiviteyi diizenler, inflamasyonda NF-kB aktivasyonunu, stres aktive edici
protein kinazlarin (SAPKS) aktivasyonunu diizenler. TNF baglayici protein (TNF-BP),
transmembran TNF reseptoriiniin ¢oziinebilir formudur ve TNF’nin inhibitoriidiir. TNF
reseptorleri noron ve glialarda da bulunur. TNF-o inflamatuvar ve noropatik
hiperalgesiya (agriya asir1 duyarlilik) durumlarinda 6nemli role sahiptir (Boka ve ark.
1994). TNF patojenleri tanima tlizerine kemokin ve adhezyon molekiillerinin {iretim ve
iist diizey regiilasyonunda gérevlidir. Immun ve inflamasyon cevapta proteinlerin
ekspresyonunu hedef alan NF-kB ailesinin transkripsiyon faktorlerini aktive eder.
Enfeksiyon durumunda, kemokin ve adhezyon molekiilleri, inflamasyon hiicrelerinden
olan graniilosit, monosit, lenfosit hiicrelerinin ¢abuk iyilesmesinde kritik role sahiptir.
Agir patojen reaksiyonlarinda septik sok meydana gelebilir, TNF-a ya da TNFR
eksikligi bu durumlart hafifletir (Yeh ve ark.1999). Hayvan deneylerinde TNF-a’nin
renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAS) ve sinir sistemini aktive edebildigi ve
hipertansiyona sebep oldugu gosterilmistir (Zhang ve ark. 2002).

TNF-a ve IL-1’in T lenfositlerin ve polimorfoniiklear 16kositlerin (PMN)
endotele yapismasim arttirdigi  belirlenmistir (Wang ve ark. 1994). In vivo
uygulamalarda TNF-a’nin endotelin kasilip gevsemesini baskiladigi ve endotelyal
hiicrelerde vasodilator gorevinde olan NO seviyelerini diisiirdiigii goriilmustiir (Johnson
ve ark. 1994; Zhang ve ark. 2002). NO seviyelerindeki azalma arteriyel ROS
olusumunu arttirir. Damarlarda pihtilasmaya sebep olarak doku gegirgenligini azaltir.
TNF-o nin NO iiretimi ile endotel fonksiyonunun bozulmasi, ateroskleroz,
hipertansiyon, diyabet hastalarinda vazomotor islevlerde bozulma, protrombotik ve
hiperproliferasyon durumlari olusumuna katkida bulundugu diistiniilmektedir (Corda ve
ark. 2001; Muzaffar ve ark. 2003).

2.12.2. Interlokin-1 Beta ( 1L-1p)

IL-1 ailesi toplamda 11 alt birime sahiptir. Bunlardan en 6nemlileri IL-1a ve
IL-1p aktivasyon sitokinleridir, IL-1RA reseptdr antogonisti ise inhibitor mediatoriidiir.

IL-1, kaspaz-1 enzim mekanizmasina bagh olarak islem goriir ve aktive edilir. IL-1p
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enfeksiyon ve yaralanmalarda savunma mekanizmasinda 6nemli potansiyele sahip bir
sitokindir. IL-1p birincil asamada monosit ve makrofajlardan, ayn1 zamanda T hiicreleri,
NK hiicreleri, endotelial hiicreler, mikroglial hiicreler, fibroblastlar, astrositler, adrenal
kortikal hiicreler, pankreas B hiicrelerinde (Heitmeier ve ark. 2001); dendritik hiicreler
ve ¢esitli dokularda tretilir (Dinarello 1996; Sasaki ve ark. 2002).

IL-1B inaktif halde 31 kDa agirlginda bir proteindir. NF-Kb sinyal yolunun
aktivasyonu ile uyarilir. Biyolojik inaktif formu sitozolde lokalizasyon gosterir
(Takeuchi 2010). Caspaz-1 enzimi ile kesilerek aktif formu 17.5 kDa agirliginda olan
bir proteine doniistiiriiliir. Inaktif caspaz-1 inflamassome denen &ncii molekiiliin
ayrilmasi ile aktiflesir (Sekil 2-12). Bunu takiben IL-1p ve IL-18 de aktiflesir ve
etkinliklerini gosterebilirler. Bu nedenle inflamassome molekiilii dogustan ya da
sonradan edinilmis Immiin bagisiklik i¢in O6nemli bir kontrol mekanizmasidir
(Thornberry ve ark. 1992; Barker ve ark. 2011; Lamkanfi ve ark. 2011). IL-1a, IL-1B
‘ya kiyasla biyolojik olarak aktif formda bulunur ve kalpain enzimi ile aktif molekiil
tiretir. Aminoasit dizilimine gore insanda IL-1a ile IL-1p %22, IL-1a ile IL-1Ra %18,
IL-1B ile IL-1Ra %26 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Burger ve ark. 2006).

A. IL-1_p processing B. Conventional secretion
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Sekil 2-12: inflamassome’un déniisiimii ve protein sekresyonu yollarini gdsteren sema

(A) kaspaz-1 aktivasyonu ve IL-1p sekresyonu (B) salgilanan proteinlerin ER ve golgide lokalizasyonu ve transferi
(Castejon ve Brough 2011).
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IL-1B diizeyindeki ani artig ates, hipotansiyon, adrenokortikotiropik (ACTH)
hormonun salgilanmasi ve ¢esitli inflamasyon ve immiin cevap sitokinlerinin {iretimine
sebep olabilir (Li ve ark. 2008). IL-1B, otoimmun hastaliklarda inflamasyonla ilgili
genlerin ekspresyonunu situmule eden bir proinflamatuvar sitokindir. Ozellesmis
yiiksek affiniteli hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak pleotiropik etki gosterirler. Yani
T lenfosit on uyarici, B hiicre proliferasyonu, damarlarda l6kositlerin endotele
yapismasi, fibroblastlarin biiylimesi, adhezyon molekiilleri indiiksiyonu, otokrin veya
parakrin yollarla diger inflamatuvar sitokinlerin liretiminin baslatilmasi ve hiicresel
biiyiimeyi inhibe etme gibi 6zellikleri vardir (Onozaki ve ark. 1985; Gramantieri ve ark.
1999). Ayrica tiimor gelisimi, niiklear genom tlizerinde DNA etkinliginin azaltilmasi,
protein sentezi inhibisyonu, intraselliiler enerji iiretimini azaltmak gibi bir¢ok
mekanizmada etkendir. B hiicre apoptozisini uyarabilir ve nekroz olusturur (Sparre ve

ark. 2004).

2.12.3. Interlokin-6 (I1L-6)

IL-6 pleitropik etki gosteren inflamasyon, immun cevap ve hematopoezde
onemli bir sitokindir. Insanda 212 aminoasit igerir. 7p21. kromozomda
konumlanmigtir. Esas molekiil 20 kDa agirhigindadir, glikolizasyon ile 21-26 kDa
arasinda molekiil agirlhigina ulasir (Kishimoto 1989). Doku inflamasyonu sonucu IL-6
sentezlenmeye basladiginda karaciger uyarilarak hepatosit hiicrelerinde ¢esitli akut faz
proteinleri seri olarak sentezlenmeye baslar. Bunlar C-reaktif protein (CRP), serum
amiloid A (SAA), fibrinojen, haptoglobin ve al-antikimotripsindir (Heinrich ve ark.
1990). Bunlarin yanisira fibronektin, albumin ve transferrin iiretimini azaltir. Kemik
iliginde megakaryositlerin olgunlasmasini ve trombosit salinmasini uyarir (Ishibashi ve
ark. 1989). Kronik inflamasyonlarda lenfosit ve osteoklastlar1 uyarir (Kotake ve ark,
1996) bunun sonucunda da kemik erimesi ve osteoporoza yol agabilir (Poli ve ark.
1994). CD4'T hiicrelerinin farklilasmasini destekler. CD4'T hiicrelerinin Th17’ye
farklilagsmasi i¢in zorunlu olan transforme biiylime faktorii (TGF)-b ile kombinasyon
yaptig1r gosterilmistir (Korn ve ark. 2009). T folikiiler hiicre farklilagmasimi ve IL-21

iiretimini destekler. Immunoglobulin (Ig) sentezini regiile eder (Ma ve ark. 2012).
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2.12.4. interlokin-18 (1L-18)

Interlokin-18 (IL-18), ilk kez 1989’da "IFN-y-indiikleyici faktor" olarak tarif
edilmistir (Nakamura ve ark. 1989) ve T lenfosit yardimci hiicrelerin gelisimini
tetikleyen Ozelliklere sahip oldugu bulunmustur. Oncelikle serum faktdriiniin IL-12
oldugu diisiiniilmiis fakat 1995'de (Okamura ve ark. 1995) aminoasit diziliminin
birbirlerine hi¢ benzemedigi klonlama ile gosterilmis ve ayri bir sitokin IL-18 olarak
adlandirilmustir. Ug boyutlu yapist ile IL-1 ailesi ile 6zellikle de IL-1p ile giiclii bir
benzerlik gosterdigi ve ayni enzimler tarafindan islenebildigi goriilmiistiir (Bazan ve
ark. 1996).

IL-18 6ncii molekiilii, 24 KD molekiiler agirliga sahiptir ve aktif molekiile bolen
hiicre igi sistein-proteaz-kaspaz-1 tarafindan islenir. IL-1B 6ncii molekiilii, inaktif pro-
kaspaz-1’in ilk olarak niikleotid-baglama alani ve 16sin agisindan zengin tekrar pirini
iceren protein-3 (NLRP3) ile aktif kaspaz-1'e aktive edilir. IL-18 prekiirsoriiniin %
80'inden fazlasinin hiicre i¢inde islenmemis halde kalmasina ragmen, aktif kaspaz-1’in
ayrilmasiyla islevsel 1L-18’in monosit / makrofajlar tarafindan sentezlenmesi uyarilmis
olur (Fantuzzi ve ark. 1999). IL-18 molekiilii iki alt birimden olusur. Bunlar IL-18Ra ve
IL-18RP birimleridir. Bunlardan IL-18 in olgunlagsmis formunu aktive eden IL-18Ra
daha zayif baglanma afinitesi gosterir. Hiicrelerdeki oncii molekiilii, ekpresyonunu
yapan IL-18Rp zinciri hiicre sinyalizasyonunda yiiksek afinite ile baglanan komplekstir.
Hem olgun hem de propeptit formlarinda 1L-18, %64 aminoasit sekansi 6zdesligi
gosterir. Ratlardan izole edilen IL-18 ile insan genomundaki IL-18’in aminoasit dizilisi
%91 benzerlik gosterir. Insanda 193 aminoasit ile kodlanirken, ratlarda 194 aminoasit
ile kodlandig1 belirlenmistir (R&D Systems' 1998 Catalog).

IL-18 mRNA’s1 olduk¢a genis konumlanmuistir. T hiicreleri, B hiicreleri,
makrofajlar, Kupferr hiicrelerinden tiretimi yapilir (Tsutsui ve ark. 1996). TNF
tiretimini sitiimiile ederek 1L-18 Fas ligandlar1 diizenleyerek, dogal oldiiriicii (NK)
hiicreleri, T hiicreleri, miyelomonositik hiicreleri aktive eder (Dao ve ark. 1997).
Makrofajlar ve dendiritik hiicreler aktif IL-18’in serbest birakildigr birincil
kaynaklardir. Inaktif prekiirsérii mezensimal hiicrelerin intraselliiler béliimiinde kalirlar
Ayrica Fas ligand, niiklear faktor-kB (NF-kB)’ 1n niiklear translokasyonunda etkendir
(Matsimoto ve ark. 1997). Insanda makrofaj hiicrelerinde HIV-1 viriisiine kars1 diger

proinflamauvar sitokinleri uyarir, sistemik cevap olusumunu tesvik eder. Makrofaj
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hiicreleri ile beraber Keratinositlerin; dokunma duyularmin situmulasyonu ile
fonksiyonel IL-18 iiretimine basladig1 goriilmiistiir, bu da 6zellikle atopik dermatit gibi
dermatolojik ve immiin kaynakli hastaliklarda, alerjen temasi sonucu inflamasyonda IL-

18’in de rol oynadigini gostermektedir (Stoll ve ark. 1997).

2.13. Hipertiroidi ve Immiin Sistem

Tiroid hormonlar1 normal B lenfosit gelisimi (Dorshkind ve Horseman 2000) ve
humoral immiin cevap (Fabris ve ark. 1995) i¢in gereklidir. Tiroid hormonlarinin
fizyolojik etkileri, glukokortikoidler, somatostatin ve sitokinler araciligiyla degisebilir.
Sitokinlerden IL-1, IL-6, TNF-a inflamatuvar olaylar tetikler. CRH ve ACTH salgisini
arttirict etkileri vardir. TSH hormonunu tetikleyen ve baskilayan hormonal sistem

faktorleri Sekil 2-13°de gosterilmistir.
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Sekil 2-13: TSH hormon sentezinin regiilasyonu ve sekresyonuyla ile iliskide olan &nemli

faktorler (DA: dopamin; SS: somatostatin; o-AD: o adrenerjik yolu).kirmzi sitiimiilasyonu mavi oklar
inhibisyonu gostermektedir (Miko$ ve ark. 2014).
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Sitokinlerin artistyla beraber kortizol hormonu da artis gosterir. Bu durumda
tiroid hormonlar1 sentezlenmesi yavaslar ve genel metabolizma da yavaslar. Immun
sistemin stres kosullarinda baskilanmasi organizmada enfeksiyonlara davetiye ¢ikarir
(Sternberg ve Licinio 1995; Mastorakos ve ark. 1993; Baybutt ve Holsboer 1990). Bu
esnada IL-1 ve IL-6’nin yikict etkilerinin arttigi goriilmiistiir. Tiroid hormonlari,
bliylime hormonlar1 ve biiyiime faktorleri azalir, kemik yikimi artar. IL-1 hipofizin 6n
lobunda yaygmn reseptor dagilimi gostermektedir ve sitokin uyarilmasiyla
adenohipofizin pek ¢ok hormonu salgilanmaktadir. Bu nedenle tiroid hormonlarinin IL-
1 salgisint arttirdigi goriilmiistiir. Tiroid hormonlarinin pek ¢ok fonksiyonunu IL-1
araciligiyla yaptigr goriilmistiir. IL-1 salgisinin ardindan IL-6 salgisinin arttig1 fotal ve
yenidogan doneminde hiicrelerin ¢ogalmasi, dokularin gelisimi ve biiylimesi agisindan
regiilator etki gosterdigi bildirilmistir (Dunn 1993; Ciccimarra 1994). IL-6 hipofiz
hormonlarmin salgilanmasini diizenler. On hipofiz bezinde ACTH salgisini arttirir, GH

ve TSH salgilanmasini baskilar (Ciccimarra 1994).
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Immiiin sistemin stimiilasyonu
v
Otoantikorlarin APC hiicrelerini tanimasi
v
immiin sistem direncinde azalma
Tiroid sisteminde degisiklikler
INF-y
IL-12 X
TNF-a. IL-4
IL-1B IL-5
INF-y IL-6
IL-2 IL-10
IL-12 IL-13
CD40L CD40L
Tirositlerin apoptozise Filtre edilmis
ugramasi lenfositlerin
Lenfositler filtre edilmez apoptozise ugramas
tirositler ugramaz
v v
Tirositlerin imha Tirositlerin
edilmesi cogalmasi .
v v
HT GD

Sekil 2-14: Kronik Otoimmun Tiroidit (cAIT) ve Graves’ hastaligi (GD) (Mikos ve ark. 2014).

Sitokinler lenfositler ve tiroid folikiiler hiicreler tarafindan iiretilirler. In vitro
yapilan deneysel ¢alismalarda IL-1, IFN-y ve TNF-o tarafindan tiroid folikiiler
hiicrelerin uyarilmasiyla sitokin iretilebildigi gosterilmistir. Bu da aktivite artisi ile
birlikte in vivo olarak pro-inflamatuvar hiicrelerin artan infiltrasyonunu
diistindiirmektedir. Bu sitokinler tiroid folikiiler hiicrelerinin yiizeyindeki adhezyon
molekiillerinin ekspresyonunu arttirir, bu da nitrik oksit (NO) ve prostaglandin (PG)
tiretimini sitlimiile edebilir. Boylece AITD’ de inflamatuvar cevapta artigla sonuglanir

(Sekil 2-14). Graves’ hastaliginda ise IL-1p tiroid epitel hiicrelerinde ve fibroblastlarda
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hiyaluronik asit tiretimini uyarir, bu da guatrin gelisimini tesvik eder (Natt ve Bahn
1997; Rasmussen 2000; Hunt ve ark. 2000; Gianoukakis ve ark. 2008). Deneysel olarak
yapilan tiroid doku immunohistokimyasinda; tiroid bezinden izole edilen ve IFN-y
bulunan, tiroid endotel hiicre kiiltiirlerinin ig¢inde IL-1, IL-6 ve TNF-a seviyesinde
artma ve tiroid folikiil hiicrelerinin varligi gorilmiistir. IL-1 ve IL-6 tiroid folikiiler
hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirir. TSH tirositler iizerinde inhibitor etki gosterebilir
(Ajjan ve ark.1996).

Makrofajlar ve NK hiicreleri, dogustan gelen immiinitede 6énemli fonksiyonlara
sahiptirler. Ancak T lenfosit aktivasyonundan sonra ortaya ¢ikan adaptif immiin yanit,
NK hiicrelerinin ve makrofajlarin fonksiyonel regiilasyonu ve proliferasyonu icin de
onemlidir (Janeway ve ark. 2001). IL-18 ve IL-12, makrofajlar tarafindan salgilanir ve
T lenfositler ve NK hiicreleri tarafindan IFN-y {iretimini indiikler (Dinarello 1999;
Germann ve Rude 1995). Bu nedenle bu sitokinler, makrofajlarin ve NK hiicrelerinin
aktivasyonuna ve proliferasyonuna yonelik adaptif immiin yanitin GSnemli
etkileyicileridir. Burada IFN-y, inflamatuvar hiicrelerin infiltre edilmesiyle parakrin
tarzinda etki ederek intratiroidal olarak iiretilir (Weetman 1994, Heuer ve ark. 1996).
IFN-y, tiroid folikiiler hiicrelerdeki major doku uyusmazlik kompleksi smif II
molekiillerinin ve adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu gii¢lendirir. (Weetman
1994). Ayrica otoimmiin tiroid yikiminda IFN-y 'nin dogrudan rolii tiroid-spesifik IFN-y
transgenik farelerinde belgelenmistir (Caturegli ve ark. 2000). IFN-y' ye yanit veren
tiroidlerin lenfositik spontan otoimmiin tiroidit gelisimi ve NOD.H-2h4 farelerinde
tirosit proliferasyonunun inhibisyonu igin gerekli oldugu bildirilmistir (Yu ve ark. 2006)
Hipertiroidi nedeniyle olusan tiroid yapisindaki ve fonksiyonundaki bozukluklarda, IL-
18 ve IFN-y arasindaki intratiroidal iliskilerin lokal immiin cevab1 destekleyici etkinlik

saglayabildigi diisiiniilebilir.



40

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlari

Calismada, Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’'nden temin
edilen, bakimi ve barinmasi saglanan ortalama 250 + 15 gr agirhiginda toplam 48 adet
sigan kullanildi. Deneyin devamliligi agisindan ve deney sonunda degerlendirilecek
materyalin elde edilmesi acisindan Wistar-Albino erkek siganlar tercih edildi.
Hayvanlar deney siiresince; 22 + 2 °C oda sicakliginda, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
olacak sekilde rutin yasam alaninda polietilen kafeslerde bakildi. Siganlar yem ve
musluk suyu kisitlamasi olmadan ad libitum olarak beslendi.

Literatiir incelemeleri sonucunda selenyumun toksik etkisi ve doz ayarlamasi
titizlikle yapilarak hayvanlar i¢in iki farkli dozda (0,5 mg ve 1 mg Na,SeO3) sodyum
selenit iceren yemler hazirlandi. Aym sekilde hipertiroidi olusumunun saglanmasi igin

L- tiroksin verildi (0,4 mg/100 gr/yem) (Yiicel ve ark. 2009).

3.2. Deney gruplari

Toplam 48 adet erkek sigan her grupta 8 hayvan olmak {izere 6 deneysel gruba ayrildi.

Igme sulari cesme suyu ile giinliik hazirlanarak verildi.

Grup | kontrol grubu deney siiresince standart sigan yemi ve ¢esme suyu verildi.

Grup 11: 30 giin siireyle L-tiroksin (0,4 mg/100 gr yem) olacak sekilde hipertiroidi
olusturuldu.

Grup I11: Standart igme suyu ve 0,5 mg/kg sodyum selenit (Na,SeO3) 30 giin boyunca
yemlerine ilave edildi.

Grup 1V: Standart igme suyu ve 1 mg/kg Na;SeO3 30 giin boyunca yemlerine ilave
edildi.

Grup V: 30 giin siireyle 0,4 mg/100 gr yem L-tiroksin ve 0,5 mg/kg Na,SeO3 yem ile
beslendi.

Grup VI: 30 giin siireyle 0,4 mg/100 gr yem L- tiroksin ve 1 mg/kg Na,SeOs; ile
beslendi.
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3.3. Numunelerin alinmasi ve saklanmasi:

30 giin siiren deneysel ¢alisma sonunda hayvanlara ketamin hidrokloriir (50
mg/kg) uygulanarak anestezi yapildi. Daha sonra dekapitasyon yapilarak hayvanlardan
kan ornekleri alindi. Kalp dokusundan alinan kan ornekleri sari jelli tiiplere aktarilarak
10-15 dk bekletildikten sonra 3500 x g de 5 dk santrifiij edilerek serum elde edildi ve
ayrilan serumlar paketlenerek biyokimyasal analizlerin yapilacagi giine kadar -80 °C’de

saklandi.

3.4. Kullanilan Kitler ve Kimyasallar

L-Tiroksin (Sigma-Aldrich,T-2376)
Sican Free T3 Eliza Kiti (SunRed)

Sigan Free T4 Eliza Kiti (SunRed)

Sigan TSH Eliza Kiti (SunRed)

Sican GPx Eliza Kiti (SunRed)

Sican Selenoprotein P Eliza Kiti (SunRed)
Sican IL-1p Eliza Kiti (SunRed)

Sigan IL-6 Eliza Kiti (SunRed)

Sican 1L-18 Eliza Kiti (SunRed)

Sican TNF-a Eliza Kiti (SunRed)
Sodyum Selenit (Sigma)

Selenyum Standart Cozeltisi (Chem-Lab)
Fosfor Standart Cozeltisi (Chem-Lab)
Nitrik Asit (Merck)

Perklorik Asit (Ridel-De Haén)

3.5. Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800)
Eliza Okuyucu (BioTek DARS800)

Eliza Yikayict (DAW50 ELISA WASHER)
ICP-OES (ICAP 6000 Serisi, Thermo)
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Biyokimya Analiz Cihazi (Roche Cobas Modiiler ¢ 702)
Etiiv (Elektrohelios)

Ayarlanabilir Otomatik Pipet Seti (Eppendorf)

Derin Dondurucu (-80°C Rua Instruments)

Santrifiij (Hettich-Universal 30 RF)

Deiyonize Su Cihazi (Niive NS104)

Vorteks (Vortex Mixer Vm-20)

Hassas Terazi (Scaltec)

3.6. Sarf Malzemeleri

Deney tiipii (8,5 ml BD Vacutainer Jelli Tiip)

Enjektorler (2 ml, 5 ml, 10 ml; SET inject)

Eppendorf tiipleri (1,5 ml; Labosel)

Parafilm (PM-996, 4 IN.x125 FT.; Pechiney Plastic Packaging)
Pipet uglar1 (Beyaz, sar1, mavi; Labosel)

Distile su

3.7. Yontemler

Alman orneklerde serum FT3, FT4, TSH ve selenyum diizeyleri; selenoprotein
olarak glutatyon peroksidaz-1 (GPx1), selenoprotein P, immiin parametre gostergesi
olarak IL-1B, IL-6, 1L-18, TNF-a diizeyleri olgiildii. Olgiimler 450 nm dalga boyunda
BioTek DAR800 model ELISA cihaz1 ile spektrofotometrik yontemle yapildi.
Selenyum diizeyleri ICP-OES Thermo (Indiiktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon
Spektroskopisi-6000 Thermo ) cihazi ile dl¢iildii.

3.8. Tiroid Hormonlari Olgiimii:

Tiroid hormon diizeyleri ¢ift antikor sandwich sistemine goére ELISA prensibi ile
FT3 i¢in Sunred 201-11-0738, FT4 i¢in Sunred 201-11-0338, TSH i¢in Sunred 201-11-
0181 katalog numaral1 ticari kitler ile 6lgtildii. Numuneler 6lgiimden 6nce 30 dakika oda

sicakliginda bekletildi.
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v" Oncelikli olarak tablodaki miktarlarda standartlar her bir parametre i¢in ayr1 ayri
hazirland1 (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: FT3, FT4, TSH tayini i¢in kullanilan standart soliisyonlarin hazirlanisi

FT3 FT4 TSH
12.8ng/mL|120ng/mL |4IU/L | StandartNo.5 | 120ul Orijinal Standart + 120ul Standart seyreltici
6.4ng/mL |60ng/mL |2 IU/L |Standart No.4|120ul Standart No.5 + 120ul Standart seyreltici
3.2ng/mL |30ng/mL |1 1U/L |Standart No.3|120ul Standart No.4 + 120ul Standart seyreltici
1.6ng/mL |15ng/mL |0.5 IU/L |Standart No.2 | 120ul Standart No.3 + 120ul Standart seyreltici
0.8ng/mL | 7.5ng/mL |0.25IU/L | Standart No.1|120ul Standart No.2 + 120ul Standart seyreltici

v" Olgiimler, kit icerisindeki serbest T3 (FT3)’ e 6zgii bir antikor ile kaplanmus

olan mikrokuyucuklu plakaya sirasiyla asagidaki islemler ile pipetleme
yapilarak uygulandi.

Kor ve standartlar ¢ift kuyucuklu olarak ¢alisildi.

Ik kuyucuga (kor) sadece kromojen A ve B soliisyonlar1 ve durdurma soliisyonu
eklendi.

Ikinci kuyucuga (standart), 50 pl standart soliisyonu, 50 pl biotin ile kombine
edilmis streptavidin-HRP koyuldu.

Ornek kuyucuklarma sirasiyla tayin edilecek hormonlar igin 40 pl 6rnek
koyuldu. Ayni kuyucuklara sirasiyla 10 pl antikor ve 50 pl streptavidin-HRP
eklendi.

Daha sonra kuyucuklarin tizeri membranla kapatildi ve hafif¢e karigtirilarak
37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi dolunca membran
kaldirildi ve DAWS50 Elisa Yikayicida yikama yapildi.

Sonra biitiin kuyucuklara 50 ul Kromojen A, 50 ul Kromojen B eklendi. Hafif
bir sekilde karigtirtldi. 37°C ‘de 10 dk karanlikta inkiibasyon yapildi.
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v Son olarak 50 pl durdurma soliisyonu, reaksiyonu durdurmak i¢in kuyucuklara

eklendi. 15 dk sonra 6l¢iimler yapildi. Sivi renginin 6nce mavi sonra da eklenen

asit nedeniyle sartya dondiigi goriildii.

v Kor kuyucugu 0 (sifir) olarak referans alindi. Spektrofotometrede 450 nm’da
optik dansite (OD) 6l¢iildii.

Renk olusumunun FT3 konsantrasyonu ile pozitif koreleasyon gosterdigi goriildii. Bu
sonuglara gore standart egrileri ¢izildi (Sekil 3-1). Serbest T4 (FT4) ve TSH hormon

diizeyleri de ayni prosediirle dlgililerek sonuglara gore grafikleri cizildi (Sekil 3-2 ve
Sekil 3-3).
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Sekil 3-1: FT3 6l¢iimii kalibrasyon grafigi
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Sekil 3-2: FT4 dl¢timii kalibrasyon grafigi
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Sekil 3-3

: TSH 6l¢timii kalibrasyon grafigi
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3.9. Selenoproteinlerin Ol¢iimii:
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Selenoprotein olarak glutatyon peroksidaz-1 (GPx1) ve selenoprotein P (SelP)
sirasiyla Sunred 201-11-1705, Sunred 201-11-1158 katalog no’lu ticari kitlerle, ¢ift
antikor sandwich sistemine gore BioTek DAR800 model ELISA cihazi ile 6l¢iildii.

v' Olgiimler kit igerisindeki serbest GPx1 ve SelP’ ye 6zgii antikorlar ile kaplanmis

olan mikrokuyucuklu plakaya asagidaki islemlerle pipetleme yapilarak sirasiyla

su sekilde uygulandi.

v" Oncelikli olarak tablolardaki miktarlarda standartlar her bir parametre icin ayri

ayr1 hazirlandi (Tablo 3-2).

Tablo 3-2: GPx ve SelP tayini i¢in kullanilan standart soliisyonlarin hazirlanigi

GPx1

SelP

120ng/mL

1600ng/mL

StandartNo.5

120ul orijinal Standart + 120ul Standart seyreltici

60ng/mL

800ng/mL

Standart No.4

120ul Standart No.5 + 120pul Standart seyreltici

30ng/mL

400ng/mL

Standart No.3

120pul Standart No.4 + 120ul Standart seyreltici

15ng/mL

200ng/mL

Standart No.2

120pul Standart No.3 + 120pul Standart seyreltici

7.5ng/mL

100ng/mL

Standart No.1

120ul Standart No.2 + 120ul Standart seyreltici

Kor ve standartlar ¢ift kuyucuklu olarak calisildi.

Ik kuyucuga (kér) sadece kromojen A ve B soliisyonlar1 ve durdurma soliisyonu

eklendi.

Ikinci kuyucuga (standart) 50 pl standart soliisyonu, 50 pl biotin ile kombine

edilmis streptavidin-HRP koyuldu.

Ornek kuyucuklarina 40 pl érnek koyuldu. Ayni kuyucuklara sirastyla 10 pl
GPx1 antikor, 50 ul Streptavidin—HRP eklendi.

Daha sonra kuyucuklarin iizeri membranla kapatild1 ve hafifce karistirilarak 37

°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi dolunca membran
kaldirildi ve DAWS50 Elisa Yikayicida yikama yapildi.

Sonra biitiin kuyucuklara 50 pul Kromojen A, 50 ul Kromojen B eklendi. Hafif
bir sekilde karistirildi. 37°C ‘de 10 dk karanlikta inkiibasyon yapildi.
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v Son olarak 50 pl durdurma soliisyonu, reaksiyonu durdurmak i¢in kuyucuklara
eklendi. 15 dk sonra dl¢limler yapildi. Sivi renginin dnce mavi sonra da eklenen
asit nedeniyle sartya dondiigi goriildii.

v" Kor kuyucugu 0 (sifir) olarak referans alindi. Spektrofotometrede 450 nm’da
optik dansite (OD) 6l¢iildii.

v" Renk olusumunun GPx1 ve SelP konsantrasyonu ile pozitif koreleasyon
gosterdigi goriildii. Bu sonuglara gore standart egrileri ¢izildi (Sekil 3-4 ve Sekil
3-5).
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Sekil 3-4: GPx1 o6l¢iimii kalibrasyon grafigi
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Sekil 3-5: SelP dlctimii kalibrasyon grafigi
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3.10. immiin Parametrelerin Ol¢iimii

Immiin parametre gostergesi olarak TNF-o  (Sunred 201-11-0765 ), IL-IB
(Sunred 201-11-0120), IL-6 ( Sunred 201-11-0136), IL-18 (Sunred 201-11-0118)
diizeyleri enzim immiin assay (ELISA) yontemiyle si¢anlara 6zel ticari kitlerle tayin
edildi. Olgiimler 450 nm dalga boyunda BioTek DAR 800 model ELISA cihaz ile
olciildii.

Enzim ile isaretlenmis antikorlara 6rnek ve standartlar herbir parametre i¢in tablodaki

miktarlarda hazirlanarak ilave edildi (Tablo 3-3; Tablo 3-4; Tablo 3-5; Tablo 3-6).

!

37 °C de 60 dakika inkiibasyon yapildu.

!

Kuyucuklar 5 kez yikandi ve kromojenik soliisyonlar A ve B ilave edilerek 10 dakika

37°C de reaksiyonun gergeklesmesi beklendi.

Reaksiyonu durdurma soliisyonu eklendi.

15 dk sonra dl¢timler yapildi. Stvi renginin 6nce mavi sonra da eklenen asit nedeniyle
sartya dondiigli  goriildi. Kor kuyucugu O (sifir) olarak referans alindi.

Spektrofotometrede 450 nm’da optik dansite (OD) olciildii.

!

Bu sonuglara gore standart egrileri ¢izildi (Sekil 3-6; Sekil 3-7; Sekil 3-8; Sekil 3-9).



Tablo 3-3

: TNF-a tayini i¢in kullanilan standart soliisyonlarin hazirlanist
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640 ng/L | Standard No.5 120ul Orjinal Standart + 120ul Standart seyreltici
320 ng/L  |Standart No.4 120ul Standart No.5 + 120ul Standart seyreltici
160 ng/L |Standart No.3 120ul Standart No.4 + 120ul Standart seyreltici
80 ng/L Standart No.2 120ul Standart No.3 + 120ul Standard seyreltici
40 ng/L Standart No.1 120ul Standart No.2 + 120ul Standard seyreltici

Tablo 3-4: IL-1B tayini i¢in kullanilan standart soliisyonlarin hazirlanist

4800pg/L  |Standart No.5 |120ul Orjinal Standart + 120pul Standart seyreltici
2400pg/L  [Standart No.4 |120ul Standart No.5 + 120ul Standart seyreltici
1200pg/L  |Standart No.3 | 120ul Standart No.4 + 120pul Standart seyreltici
600pg/L Standart No.2 | 120pul Standart No.3 + 120ul Standard seyreltici
300pg/L Standart No.1 | 120l Standart No.2 + 120ul Standard seyreltici

Tablo 3-5: IL-6 tayini i¢in kullanilan standart soliisyonlarin hazirlanis

320pg/ml | Standart No.5 120ul Orjinal Standart + 120ul Standart seyreltici
160pg/ml |Standart No.4 120ul Standart No.5 + 120ul Standart seyreltici
80pg/ml | Standart No.3 120ul Standart No.4 + 120ul Standart seyreltici
40pg/ml  |Standart No.2 120ul Standart No.3 + 120ul Standart seyreltici
20pg/ml | Standart No.1 120ul Standart No.2 + 120ul Standart seyreltici

Tablo 3-6: IL-18 tayini i¢in kullanilan standart soliisyonlarin hazirlanist

80ng/L

Standart No.5

120ul Orjinal Standart + 120ul Standart seyreltici

40ng/L

Standart No.4

120ul Standart No.5 + 120ul Standart seyreltici

20ng/L

Standart No.3

120pul Standard No.4 + 120ul Standard seyreltici

10ng/L

Standart No.2

120ul Standart No.3 + 120ul Standart seyreltici

5ng/L

Standart No.1

120ul Standart No.2 + 120ul Standart seyreltici
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IL-6

0,9
0,8 _

, 0.6 //
0,5

0,4 yd

0,3 '

0,2 /

o1 |

0 /

0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon( pg/mL)

Absorba

Sekil 3-8: IL-6 dl¢limii kalibrasyon grafigi
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Sekil 3-9: IL-18 dl¢limii kalibrasyon grafigi

3.11. Kanda Selenyum Diizeyi Ol¢iimii:

Selenyum diizeyleri 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’nda
bulunan ICP-OES (Indiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektroskopisi-ICAP
6000 Serisi-Thermo) cihazi ile 6l¢iildii.
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Transfer Mercekleri
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Sekil 3-10: ICP-OES cihaz1 sematik goriiniimii (Analytical Instruments. 2013).

ICP-OES teknigi, elementlerin aym1 anda kantitatif tayininde kullanilir.
Kaynakta, argon gibi reaksiyona girmeyen gazlardan, frekansi ve enerjisi yiiksek
iyonlagsmis bir plazma iretilmektedir. Plazmanin merkezine dlgimii yapilacak 6rnek
element verildiginde, ¢ok yiiksek sicakliga (6000-10000 K) ulastirilir. Bu yiiksek
sicaklik elementlerin atomlarini uyarir ve ayrigma, atomlagsma ve uyarilma islemleri
meydana gelir. Sonugta da bu elementler kendilerine 6zgii frekansta 1sin yayarlar. Bu
1s181n siddeti, 6rnekteki elementlerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Elektronlar
bulunduklar1 enerji diizeylerinden bir {istteki enerji diizeylerine ¢ikarlar. Elektronlar bu
enerji diizeyinde kararsizdirlar. Yaklagik 10-15 saniye igerisinde tekrar eski enerji
seviyelerine donerler. ICP tekniginin esasi, tekrar kendi enerji diizeylerine donerken
yaydiklar1 (emisyon) 1sinlarin analiz edilmesine dayanir. Bu 1silar her element igin
Ozeldir ve farkli dalga boyundaki bu 1sinlar toplayici bir mercek vasitasiyla vakumlu bir
spektrofotometre iinitesine gelirler. Bu isinlar ICP fototiipiinde sinyaller olusturur,
olusan bu sinyaller bilgisayar ortamina aktarilarak sayisal degerler seklinde okuma
yapilir.  ICP cihaz1 torch (plazma) denen i¢ ige gegmis ti¢ adet kuartz borudan olusur.
En genis boru cap1 yaklasik 2,5 cm’dir. Argon gazi en distaki boru ile 15 L/min hizla

tasinir ve boylelikle plazma beslenir, sogumasini saglayarak kuartz tiipiiniin erimesini
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onler ve korur. Ortadaki boru, organik numunelerle ¢alisirken yardimci gaz olarak
plazmaya 1L/min argon gazi tasir. En igteki boru ise 0,3-1,5 L/min araliginda numuneyi
plazmaya tasir (Sekil 3-10) (Kagar ve Inal 2008; Atakuru 2009; Kelesoglu 2011).

Tayini yapilacak Se elementinin standart stok soliisyonundan (1000 mg/L) Tablo 3-7°de
gosterilen standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Bu standart ¢ozeltiler ve kor olarak %
0,3’liik HNO3 deiyonize su ile 6lglime uygun katsayilarda sulandirildi. Se elementi igin
kalibrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil 3-11). Se i¢in 196,090 nm dalga boyu segilerek
Olgtimler yapildi. Elde edilen sonuglar sulandirma katsayisi ile garpilarak (x 10) ppm
cinsinden ifade edildi.

Tablo 3-7: Se standart degerleri

Standart 1 |Standart 2 | Standart 3 |Standart 4 | Standart 5

Selenyum 0.01 ppm |0.05 ppm 0.1 ppm 0.25 ppm |0.5 ppm
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100§
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|'|I"." = = = = = = = = = - =
1 005 01 0O 02 02 03 03 04 045 05 05 06

Sekil 3-11: Se kalibrasyon grafigi

3.12. istatiksel Yontemler:

Sonuglar SPSS 21.0 paket programi ile, Mann-Whitney U testi ve Student’s-T Testleri

kullanilarak istatiksel olarak degerlendirildi. Sonuglar ortalama + standart sapma
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(M£SD) olarak verildi ve anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi. Sonuglar tablo

ve grafik olarak gosterildi.



4. BULGULAR
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Deney sonucunda elde ettigimiz bulgular ve istatistiksel degerlendirmeler

asagida verilmistir.

4.1. Tiroid Hormon Diizeylerine Ait Bulgular:

Tablo 4-1: Tiroid hormon diizeyi sonuglari

Kontrol HT Sel Se2 HT+Sel HT+Se2
FT3(ng/ml) | 1,51+0,29 | 1,91£0,352 1,64+0,36 | 1,70+0,29 | 1,89+0,36 1,69+0,26
FT4(pmol/l) | 8,62+1,95 | 11,76+2,33> | 9,94+1,21 | 9,42+1,61 | 10,1+1,1 9,45+0,65¢
TSH(mlU/) | 0,79+0,13 | 0,65£0,13¢ | 0,69+0,09 | 0,71+0,07 | 0,68+0,13 0,80+0,08e

*Kontrol grubu; HT (Hipertiroidi grubu (0.4 mg/100 gr L-tiroksin); Sel grubu (0.5 mg/kg
sodyum selenit (Na2SeO3); Se2 grubu (1mg/kg sodyum selenit (Na2SeO3); HT+Sel grubu
(0.4mg/100gr L-tiroksin+0.5mg/kg Na2SeO3); HT+Se2 grubu (0.4 mg/100 gr L-tiroksin
+1mg/kg Na2SeO3). %p<0,05 ,°p<0,05"p<0,05 kontrole gore, °p<0,05 ve °p<0,05 hipertiroidi

grubuna gore anlamliliklar.

Tiroid hormon diizeylerinden FT3 diizeyinin, gruplar arasi karsilastirilmasinda,
hipertiroidi olusturulan grubun FT3 degerinin kontrol grubuna gére anlamli olarak
arttig1 goriiliirken; selenyum uygulanan ve hem Se hem L-tiroksin uygulanan gruplar
arasinda istatistiksel bir fark saptanmadi (Tablo 4-1 ve Sekil 4-1).

FT4 diizeyinin hipertiroidi grubunda kontrol grubuna goére anlamli diizeyde
arttigr gortldi (p<0,05); HT+Se2 grubunda ise FT4 diizeyinin hipertiroidi grubuna
gore anlamli olarak azaldigi saptandi (p<0,05). Diger gruplar arasinda ise anlamli bir

farklilik saptanmadi (Tablo 4-1 ve Sekil 4-2).
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Gruplar arasindaki TSH diizeylerini karsilagtirdigimizda; hipertiroidi grubunun
TSH diizeyinin kontrol grubu degerine gore anlamli sekilde azaldigi saptandi (p<0,05);
selenyum verilen gruplarda TSH degerlerinde kontrol grubuna goére herhangi bir
anlamlilik saptanmadi. Ayni sekilde kontrol grubu ve HT+Sel grubu arasinda ve
HT+Sel grubu ile hipertiroidi grubu arasinda da TSH degerinde anlamli bir farklilik
goriilmedi. Oysa HT+Se2 grubunda TSH diizeyinin hipertiroidi grubuna gore anlamli
olarak arttig1 (p<0,05) ve bu degerin kontrol grubu degerine yaklastigi saptandi.
HT+Sel ile HT+Se2 arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo 4-1 ve Sekil 4-3).

FT3

2.57

a*

ng/mL

Kontrol HT Sel Se2 HT+Sel HT+Se2

Sekil 4-1: Serbest T3 (FT3) diizeyi: Kontrol grubuna gére HT grubu (a).( * p<0,05).



FT4

159

b*

ng/mL

Kontrol HT Sel Se?2 HT+Sel HT+Se2

Sekil 4-2: Serbest T4 (FT4) diizeyi: Kontrol grubuna gére HT grubu (a), HT grubuna gore
HT+Se2 (b). (* p<0,05).

TSH

1.0 9

mlU/L

Kontrol HT Sel Se2 HT+Sel HT+Se2

Sekil 4-3: TSH diizeyi: Kontrol grubuna gére HT grubu (a), HT grubuna gére HT+Se2 (b).(*
p<0,05).



4.2. Selenoproteinlere Ait Bulgular:

4.2.1. Glutatyon Peroksidaz-1 (GPx1) Bulgular:
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GPx1 diizeyinin hipertiroidi grubunda kontrol grubuna goére anlamli diizeyde

azaldig1 goriildii (p<0,05). Kontrol grubu ile Sel ve Se2 gruplan karsilastirildiginda

anlaml bir farklilik saptanmadi. Hipertiroidi grubu ile HT+Sel grubu arasinda anlamli

bir farklilik gorilmezken HT+Se2 grubunda, hipertiroidi grubuna goére anlamli olarak

artma saptandi (p<0,05). Sel grubuna gore, HT+Sel grubunda ve Se2 grubuna gore

HT+Se2 grubunda GPx1 diizeylerinde anlamli olarak azalma saptandi (sirastyla p<0,01;
p<0,001) (Tablo 4-2 ve Sekil 4-4).

Tablo 4-2: Serum GPx1 diizeyi

Kontrol HT Sel Se2 HT+Sel HT+Se2
GPx1(ng/ml) |23,43+2,81 [17,98+3,27%|26,46+3,54 |26,38+3,02 |18,55+1,95¢ [21,22+1,01"¢
GPx1

40 7

304
- a*
E 504
D
c

10 A

O 1 | L
Kontrol HT Sel Se2 HT+Sel HT+Se2

Sekil 4-4: GPx1diizeyleri.Kontrol grubuna goére HT grubu (a), HT grubuna gore HT+Se2 (b),
Sel grubuna gére HT+Sel (c), Se2 grubuna gére HT+Se2 (d) anlamliliklar.* p<0,05

“p<0,01 ""p<0,001
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4.2.2. Selenoprotein-P (SelP) Bulgulari:

Selenoprotein-P diizeyinin hipertiroidi grubunda kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde azaldigi goriildii (p<0,05); kontrol grubu ile Sel ve Se2 gruplarn
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik saptanmadi. Hipertiroidi grubu ile HT+Sel
grubu arasinda anlamli bir farklilik goriilmezken, HT+Se2 grubunda, hipertiroidi
grubuna gore SelP diizeyinde anlamli artma goriildii ( p<0,05). (Tablo 4-3 ve Sekil 4-5).

Tablo 4-3: Serum SelP diizeyi

Kontrol HT Sel Se2 HT+Sel HT+Se2

SelP(ng/ml)  |274,2428,8 |242+28,3° [280+£30  |291+£20,7 |266,4+46,5 |272423,1°

SelP

400 A

300

200

ng/mL

100

Kontrol HT Sel Se?2 HT+Sel HT+Se2

Sekil 4-5: SelP diizeyleri. Kontrol grubuna gore HT grubu (a), HT grubuna gére HT+Se2 (b)
anlamliliklar.* p<0,05



4.3. Iimmiin Parametre Bulgular::

4.3.1. TNF- o Bulgular:
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TNF-a diizeyinin, hipertiroidi grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde

arttig1 saptandr (p<0,01). HT+Sel ve HT+Se2 grubunda hipertiroidi grubuna gore TNF-

a diizeyinde anlamli azalma goriildi (sirasiyla; p<0,001 ve p<0,05). HT+Sel grubunda

Sel grubuna gore anlamli bir fark saptanmazken; HT+Se2 grubunda Se2 grubuna gore

TNF-a diizeyinde anlamli olarak artma goriildi (p<0,01) (Tablo 4-4 ve Sekil 4-6).

Tablo 4-4: Serum TNF-a diizeyi

Kontrol HT Sel Se2 HT+Sel HT+Se2
TNF-a(ng/ml) [76,73+13,22(105,6+17,76* | 67,9 +11,1  |63,4+8,9 [80,7+ 11,01° |75,25+ 9,8°°
TNF-ALFA
150 -
a**
100 4
b * % % C d
50 4
0 1 L
Kontrol HT Sel Se?2 HT+Sel HT+Se2

Sekil 4-6: TNF-a diizeyleri: Kontrol grubuna gore HT grubu (a), HT grubuna gére HT+Sel (b),
HT grubuna gore HT+Se2 (c¢), Se2 grubuna gore HT+Se?2 (d) anlamliliklar.* p<0,05
“p<0,01 ""p<0,001
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4.3.2. IL-1p Bulgular:

Interlokin-1f diizeyinin hipertiroidi grubunda kontrol grubuna gére anlaml

diizeyde artmis oldugu goriildii (p<0,05); diger gruplar arasinda istatistiksel olarak bir
anlamlilik saptanmadi (Tablo 4-5 ve Sekil 4-7).

Tablo 4-5: Serum IL-1p diizeyi

Kontrol HT

Sel Se2 HT+Sel HT+Se2

IL-1B(pg/L) |978,9+189 |1201+219,1° (10114252

1003+159,6|1086+166,3 |1050+232,4

IL-1Beta

1500 - ax

1000 A
=
(@]
o

500 -

0-

Kontrol HT Sel Se?2 HT+Sel HT+Se2

Sekil 4-7: IL-1p diizeyleri: Kontrol grubuna gére HT grubu (a), anlamliliklar * p<0,05
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4.3.3. IL-6 Bulgular:

Interlokin-6 diizeyinin, hipertiroidi grubunda kontrol grubuna gére anlamli
diizeyde artmis oldugu goriildii (p<0,01). HT+Se2 grubunda ise Se2 grubuna goére
anlamli diizeyde artis oldugu goriiliirken (p<0,05); hipertiroidi olusturulan gruba gore
anlaml1 olarak azalma oldugu saptandi (p<0,001). HT+Sel grubunda Sel grubuna gore
bir anlamlilik saptanmadi (Tablo 4-6 ve Sekil 4-8).

Tablo 4-6: Serum IL-6 diizeyi

Kontrol HT Sel Se2 HT+Sel HT+Se2

IL-6(pg/ml) |51,39+4,48 |74,99+4,44° |50,36+4,75 |42,38+2,1 |59,71+5,12 |50,64+2,80°

100
80 -
b* C***
. 60 -
E
[=)]
= 40-
20 -
O-
Kontrol HT Sel Se2 HT+rSel HT+Se?2

Sekil 4-8: IL-6 diizeyleri. Kontrol grubuna gore HT grubu (a), Se2 grubuna gére HT+Se2 (b),
HT grubuna gére HT+Se2 (c) anlamliliklar.* p<0,05 ~p<0,01 ~"p<0,001
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4.3.4. IL-18 Bulgulari:

IL-18 degerinin hipertiroidi grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
artmis oldugu goriildii (p<0,05); HT+Se2 grubunda ise hipertiroidi olusturulan gruba
gore 1L-18 diizeyinde anlamli azalma oldugu tespit edildi (p<0,05). HT+Sel grubunda
ise hipertiroidi grubu ile karsilastirildiginda istatistiki bir fark saptanmadi. Sel ve Se2
grubu ile HT+Sel ve HT+Se2 gruplari arasinda da IL-18 diizeyinde anlamli bir farklilik
saptanmadi (Tablo 4-7 ve Sekil 4-9).

Tablo 4-7: Serum IL-18 diizeyi

Kontrol HT Sel Se2 HT+Sel HT+Se2

IL-18(ng/L) |21,45+3,82 |27,13+3,74* |21,98+4,34 |21,56+2,08 |25,8+4,21 |23,6+2,84"

IL-18

40 1

ng/L

Kontrol HT Sel Se?2 HT+Sel HT+Se?2

Sekil 4-9: IL-18 diizeyleri. Kontrol grubuna gore HT grubu (a), HT grubuna gére HT+Se2 (b)
anlamliliklar.* p<0,05
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4.4. Selenyum Diizeyi Bulgulari:
Selenyum diizeylerinde hipertiroidi grubunda, kontrol grubuna gore anlamli
olarak azalma oldugu goriildii (p<0,05). Sel grubuna gére HT+Sel grubunda ve Se2

grubuna gore HT+Se2 grubunda da selenyum diizeylerinde anlamli olarak azalma

goriildii (p<0,05) (Tablo 4-8 ve Sekil 4-10).

Tablo 4-8: Serum Se diizeyi

Kontrol HT Sel Se2 HT+Sel HT+Se2

Se (mg/L) |5,77+0,45 |5,01+0,64° |6,08+0,5 6,78+0,63 |5,66+0,71° |6,07+0,34°

Selenyum

Kontrol HT Sel Se2 HT+Sel HT+Se?2

Sekil 4-10: Selenyum diizeyleri. Kontrol grubuna gére HT grubu (a), Sel grubuna gére HT+Sel
(b), Se2 grubuna goére HT+Se2 (c) anlamliliklar.* p<0,05
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5. TARTISMA

Tiroid bezinden salgilanan hormonlar viicutta hemen hemen biitiin sistem ve
organlarin iglevlerini diizene sokmakta ve metabolizmanin kontroliinde etkilidir. Tiroid
hormonlarinin enerji olusumu, biliylime, gelisme, viicut 1s1 dengesinin ayarlanmasi ve
devamliligi, her tiirlii metabolik faaliyetler, baska hormonlarin etkileri ve enzimlerin
normal bir sekilde regiilasyonunun devaminin saglanmasinda onemli etkileri vardir.
Tiroid hormonlarinin agir1 tiretilmesi durumu olarak bilinen hipertiroidizm metabolik bir
bozukluk olarak ortaya c¢ikabildigi gibi otoimmun bozukluklar sonucu da gelisebilir.
Tiroid metabolizmasindaki bu bozukluk o6zellikle tirosit hiicrelerinin oksidatif hasara
ugramasi nedeniyle cesitli sonuglar dogurabilir. Bazal metabolizmada bozukluk,
carpmnti, bulanti, kusma etkileri olur. ileri seviyelerde tiroid bezinde tiiméral yapilar
gelisebilir. Immiin yanitlar, antikor iiretimi, lenfosit proliferasyonu ve serbest
radikallerin tiretimi artmaktadir. Oysa proinflamatuvar belirtegler, antioksidan enzimler
ve aktiviteleri azalmaktadir. Burada koruyucu mekanizmalarin ve antioksidan
metabolizmada anahtar enzimlerin caligmasini saglayacak selenyum gibi esansiyel
elementlerin varliginin yeterli diizeyde ve dogru olarak calisip ¢alismadigr dnemlidir.
Selenyum bagl enzimler antioksidatif ve antiinflamatuvar 6zellikleri ile burada sistemi
regiile ederler (Negro 2008).

Yaptigimiz literatiir taramalarinda selenyumun hipertiroidide selenoproteinler ve
immiin sistem {izerine etkilerini birlikte inceleyen c¢ok az calismaya rastladik. Bu
nedenle c¢alismamizda, deneysel hipertiroidi olusturdugumuz siganlarda antioksidan
olarak selenyumu farkli dozlarda uygulayarak hipertiroidi durumunda selenyumun
immiin yanitlarina etkisini ve antioksidan 6zelligi olan selenoproteinler {izerine etkisini
arastirmayi planladik.

Yapilan ¢aligmalarda deneysel hipertiroidi siganlarda ya gidalarina (Yiicel ve
ark. 2009) ya da igme sularina (Bozhkov ve Nikitchenko 2014; Varedi ve ark. 2014). L-
tiroksin katilarak ya da subkutan L-tiroksin enjeksiyonu yapilarak olusturulmaktadir
(Halapas ve ark. 2007; Navas ve ark. 2014; Messarah ve ark. 2011; Karakog 2015).
Calismamizda 30 giin boyunca L-tiroksin sigcanlarin yemlerine 0,4 mg/100 gr eklenerek
(Yiicel ve ark. 2009), yedikleri yem miktarlar1 takip edildi. Hipertiroidi olusup
olusmadig1 serum FT3, FT4 ve TSH diizeyleri Olgiilerek degerlendirildi. Kontrol grubu
sicanlarla karsilastirildiginda L-tiroksin uygulanan hipertiroidi gruplarinda FT3 ve FT4
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diizeylerinin anlamli olarak artmasi, TSH diizeylerinin ise anlamli olarak azalmasi
caligmamizda L-tiroksin uygulamasi ile deneysel hipertiroidi olusturuldugunu
gostermektedir (Tablo 4-1). Kontrol grubu ile karsilastirdigimizda HT grubunda FT3
ve FT4’ de anlamli artis saptanirken sadece selenyum uyguladigimiz ve hipertiroidi
olustururken selenyumu birlikte uyguladigimiz HT+Sel ve HT+Se2 gruplarinda FT3 ve
FT4 diizeylerinde anlamli bir farklilik saptanmamistir. Yine ayni sekilde kontrol grubu
ile karsilastirildiginda HT grubunda, TSH diizeyinin azaldig1 saptanmis diger gruplarda
anlamlililik saptanmamustir. HT grubu ile diger gruplarin karsilagtirilmasinda ise
HT+Se2 grubunda sadece FT4 diizeyinde anlamli azalma TSH diizeyinde ise anlaml
artig gorillmustiir (Tablo 4-1; Sekil 4-1; Sekil 4-2; Sekil 4-3).

Gilinlimiizde selenyum insan saglig1 acisindan ve hastaliklarda tedavi amach
olarak kullanilmaktadir. Selenyumun hipertiroidi dahil birgcok metabolik ve otoimmiin
hastaliklarda tedavi edici oldugu klinik ¢alismalarla gosterilmistir (Bal ve ark. 2015;
Hawkes ve Keim 2003; Tirosh ve ark. 2007; Amara ve ark. 2010). Se konsantrasyonu
tiroid bezinde, karaciger ve bobrekten ve diger dokulardan daha fazladir (Stawicki ve
ark. 2007; Utomo ve ark. 2004). Bu da onun tiroid bezinde 6nemli fonksiyonlari
oldugunu gostermektedir. Selenyum tiroid hormon sentezini diizenler, oksidatif stres
sartlarinda tiroid biitiinliiglini korur ve nontiroidal dokularda prohormon T4’iin
biyolojik aktif T3 ya da onun inaktif isomeri rT3’iin aktif T3’e doniisiimiinde hormon
metabolizmasini kontrol eder. Tiroksinin (T4) trityodotironine (T3)’e doniisiimiinde rol
oynayan deiyodinaz enzimlerinin aktif merkezinde bulunurlar (Arthur ve ark. 1999;
Beckett ve Arthur 1994; Larsen ve Berry 1995). Selenyumun otoimmiin tiroid
hastaliklarinda otoimmiin prosesleri durdurmakta faydali bir rol oynayacagi
diisiiniilmektedir (Watt ve ark. 2013). Besinsel kaynakli Se eksikliginde hastalarda
otoimmiin tiroid yikiminda baslatici ya da devam ettirici etkisi oldugu, otoimmiin
genetik hastaliklara yatkinlik sagladigi hipotezini gliglendirmektedir (Koéhrle ve Gértner
2009).

Yapilan birgok calismada hipertiroidili hastalarda plazma selenyum diizeyinin
diisiik oldugu gosterilmistir (Aihara ve ark. 1984; Reglinski ve ark. 1992). Wertenbruch
ve ark. (2007) ise tedavi edilen bir grup Graves’ hastasinda, Se diizeylerinin arttigini ve

bdylece Graves’ hastaliginda Se’un pozitif etkisini gézlemlemislerdir.
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Biz de selenyumun farkli dozlarda etkinligini arastirmayr amagladigimiz
calismamizda, hipertiroidi olusturdugumuz sicanlarda Se diizeylerinde azalma tespit
ettik. Farkli dozlarda selenyum verdigimiz Sel ve Se2 gruplarindaki siganlarda ise
plazma selenyum konsantrasyonlarinin arttigini saptadik. Fakat bu artis anlaml
bulunmadi. Hipertiroidi grubu ile karsilastirildiginda hipertiroidi olustururken ayni
anda antioksidan olarak farkli dozlarda selenyum uyguladigimiz siganlarda HT+Sel
grubu ve HT+Se2 gruplarinda anlamli bir farklilik saptanmazken sadece Se verilen
gruplarin karsilastirilmasinda, Sel grubuna goére HT+Sel grubunda ve Se2 grubuna
gore HT+Se2 grubu arasinda anlamli azalma saptadik. HT+Sel ve HT+Se2 gruplarinda
ise Se diizeylerinin arttigini tespit ettik (Tablo 4-8 ve Sekil 4-10). Buna gore selenyum
diizeyinin diisme nedeninin hipertiroidi gruplarinda selenyumun substrat olarak
kullanilmas: ile miktarinda azalma meydana geldigini diisiinebiliriz. Selenyumun tiroid
hormon metabolizmasini etkileyebilecegi ilk defa siganlarda ve sigirlarda selenyum
yetersizliginden dolay1r plazmada artmis T4 konsantrasyonu ve azalmig T3

konsantrasyonlarinin saptanmasi ile gosterilmistir (Arthur ve Beckett 1999).

Olivieri ve ark (1996) selenyum takviyesinin plazma T4 diizeyini azalttigini
fakat T3 ve TSH konsantrasyonlarinin selenyum statiisii ve tedavisi ile etkilenmedigini
rapor etmislerdir. Biz de ¢alismamizda hipertiroidi ile birlikte selenyum uygulamasinda
Img’lik doz verdigimiz HT+Se2 grubunda T4 konsantrasyonunda azalma saptadik.
Simgir ve ark. (2010) selenyum uygulamasi ile tiroid hormon konsantrasyonlarinda
anlaml bir farklilik saptamamigslar fakat yiiksek TSH diizeylerinin kayboldugunu ve
tiroglobulin konsantrasyonunun anlamli olarak azaldigini bulmuslardir. Chanoine ve
ark. (2001) selenyum takviyesinin hipotalamo-hipofiz hattinda tiroid hormonlarinin geri
doniistimiinti gelistirdigini ve kalint1 tiroid dokusunun situmulasyonunu azalttigini,
muhtemelen hiicresel seviyede T4’iin T3’e donilisiimiinii dnermektedirler (Bates ve ark.
2000). Selenyum biyolojik aktif tiroid hormonu T3’iin sentezi ve par¢galanmasini kontrol
eden deiyodotironin deiyodinazlar igin gereklidir (Larsen ve Berry 1995).
Calismamizda FT4’de azalma gormemiz uyguladigimiz bu konsantrasyondaki

selenyumun T4’{in T3’e doniisiimiinde etkili oldugunu gostermektedir.

Lipit peroksidasyonu kanda tiroid hormonlarinin yiikselmesiyle serbest radikal
olusumlarinin artmasina baglidir (Hoch 1988). Si¢anlarda deneysel hipertiroidide
(Ytcel ve ark. 2009; Gredilla ve ark. 2001; Venditti ve ark. 2006; Venditti ve Di Meo
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2006) ve Graves’ hastaliginda oksidatif stres gosterilmistir (Komosinska-Vassev ve ark.
2000). Bununla beraber bir¢ok ¢alismada 6rnegin, melatonin (Baydas ve Meral 2005),
vitamin E (Seven ve ark. 1996), GSH (Maddaiah 1990), selenyum (Arthur ve ark. 1991)
ve kafeik asid feniletil ester (CAPE) (Mohamadin ve ark. 2006) gibi gesitli ajanlarin
hipertiroidide oksidatif hasar1 onledigi belirtilmistir. Nordio (2017) yaptig1 ¢alismada
Graves’ orbitopatisi olan hastalarda selenyumu karnitin ile birlikte verdiklerinde
hastalarin yasam kalitesinin arttigini, hipertiroidi ile ilgili semptomlar1 ve
kardiyovaskiiler riski azalttigin1 ve overt hipertiroidi gelisimini dnleyebilecegini beyan
etmislerdir.

Selenyum tiroid metabolizmasinda enzimler tarafindan kofaktér olarak
kullanilir.  Selenoperoksidazlar ve tiyoredoksin rediiktazlar hormonlarin sentezi
sirasinda tretilen peroksidazlardan tiroid bezini korurlar (Arthur ve Beckett 1999). Bu
nedenle birgok caligmada organizmada selenyumun oOnemi degerlendirilmektedir.
Selenyum biyolojik etkilerini yapisindaki selenosistein aminoasitlerini  igeren
selenoproteinler yoluyla gostermektedir (Utomo ve ark. 2004; Brown ve Arthur 2001).
En Onemli selenoprotein ailesi glutatyon peroksidazlar, tiyoredoksin rediiktazlar ve
iyodotironin deiyodinazlardir. Glutatyon peroksidazlar ve tiyoredoksin rediiktazlar
tiroid bezindeki tirositler tarafindan iretilen hidrojen peroksit ve reaktif oksijen
tiirlerinden tiroid bezini koruyarak, tiroid fonksiyonlariin diizgiin bir sekilde devaminm
saglamak i¢in kompleks bir defans sistemi olustururlar (Bacic ve ark. 2004). Tiroid
hormon sentezi i¢in fonksiyonel yapilar olan tirosit kiimelerinden olusan folikiiller,
yiiksek molekiil agirlikli protein olan tiroglobulin sentezlerler. Bunlar folikiil iginde
depolanir ve salinirlar. Tiroid hormonlarimin  sentezi tiroglobulindeki tirosil
kalintilarinin iyodinasyonunu ve bu iyot tlirevlerinin birlesmesini gerektirir. Bu
reaksiyon tirosit icinde degil apikal membranin yiizeyindeki folikiiler liimende yer alir
(Hetzel ve ark. 1997; Arthur ve ark. 1999). Tiroglobulin istiindeki tirosil kalintilarinin
iyodinasyonu yiiksek konsantrasyonda hidrojen peroksit olusumunu ve ayrica
membranin luminal tarafinda lokalize olmus bir enzim olan tiroid peroksidazin etkisini
gerektirir. H,O, olusumu muhtemelen tiroid hormon sentezinin kontrolii igin ¢ok
onemlidir ve ikincil haberci sistemlerinin etkilesmesiyle olusan bir kompleks agla
regiile edilir. Tirosit boylece yiiksek konsantrasyonda H;O;‘e ve sonug olarak toksik
lipit hidroperoksitlere maruz kalir. Bununla birlikte, H,O,‘in varligi ve daha sonra

peroksidatif hasar tirositlerdeki selenoenzim sistemleriyle azaltilir. Ekstraselliiler GPx
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folikiiler liimene tirositler tarafindan salgilanir ve apikal membranda tiroid peroksidaz
i¢in H,O, durumunu regiile edebilir (Howie ve ark. 1995). Intraselliiler GPx, H,O, ve
tirositlerdeki lipit hidroperoksitlerin etkisini ortadan kaldirabilir ve bezi oksidatif
hasardan koruyabilir. GPx aktivitesinin karacigerde %99’un iizerinde azalmasi fakat
sadece tiroidde selenyum yetersizligi olan si¢anlarda 50% ile azalmasi anlamlidir
(Bermano ve ark. 1995).

Selenoproteinler selenyumun taginmasi, tiiketilmesi, apoptosiz, hiicre cogalmasi
ve kanser, kas hiicresi fonksiyonlari, inflamasyon ve oksidasyon gibi bir¢ok olayda rol
almaktadirlar (Labunskyy ve ark. 2014). Selenyum eksikligi olan farelerle yapilan
caligmalarda ornegin akciger doku hasarinda, viral enfeksiyonlarda selenyum yeterli
beslenen farelere gore artis gozlenmistir (Beck MA ve ark. 2001). Aym sekilde
miyokarditiste farelerin koksaki viriisiine yakalanma orani yiikselmistir (Beck MA ve
ark. 1995). Selenyum eksikliginde inflamasyona ugrayan dokularda oksidatif stres
diizeyinde artma, niiklear faktor B ekspresyonunda ve kemokin mRNA ekspresyonunda
artma goriilmustiir (Hayashi 1993; Makropoulos ve ark. 1996). Son yillarda selenyumun
tiroid hormon metabolizmasi lizerine etkileri arastirilmakta ve yapilan calismalarda
selenyumun immiin sistem ajani olan T hiicre fonksiyonu igin esansiyel bir aktivator
oldugu, immiin sistemi uyardigi, T hiicre proliferasyonunu aktive ettigi ve dogal bir
antitimor ajan1 gibi gérev yaptigi bildirilmistir (Negro 2008). Biz de ¢alismamizda
farkli konsantrasyonlarda uyguladigimiz selenyumun selonoproteinler {izerine etkisine
hem hipertiroidide hem de hipertiroidi ile birlikte Se uyguladigimiz gruplardaki
siganlarda selonoprotein P ve GPx1 seviyelerine bakarak degerlendirmeye calistik.

Biz calismamizda farkli konsantrasyonlarda selenyum verdigimiz gruplarda
GPx1 diizeyinde anlamli bir farklilik saptayamadik. Oysa hipertiroidi ile birlikte
Img’lik konsantrasyonda selenyum uyguladigimiz HT+Se2 grubunda hipertiroidi
grubuna gore azalmis olarak saptadigimiz GPx1 degerinin arttigin1 ve kontrol grubu
siganlarda saptadigimiz degerlere yaklastigini gordiik (Tablo 4-2 ve Sekil 4-4). Bu da
bize bu konsantrasyonda uygulanan selenyumun hipertiroidi tedavisinde etKkili
olabilecegini gostermektedir. Selenoproteinlerin fizyolojik ve patofizyolojik etkileri
selenyum statiisii ile yakindan ilgilidir. Clinkii Se, GPx1 enziminin katalitik integral bir
komponenti oldugu i¢in enzim aktivitesinde de etkisi vardir (Rotruck ve ark. 1973;
Flohe've ark.1973). Chanoine ve ark (2001) hipotiroidili ve L-Tiroksin takviyesi alan

hastalarla yaptiklart ¢alismada, selenyum suplementasyonu sonrasinda plazma
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selenyum konsantrasyonlarinda %74’ liik artis saptarken selenoenzim aktivitesinin bir
gostergesi olan glutatyon peroksidaz aktivitesinde artis izlememislerdir. Ancak serum
TSH diizeyindeki yiikseklik ortadan kalkmis, tiroglobulin konsantrasyonu ise anlamli
olarak azalmistir. Tiroid hormon konsantrasyonlarinda ise degisiklik saptamamuislardir.
Buna dayanarak, selenyumun tek basma periferal T4’den T3’e doniisiim igin yeterli
gelmedigini bununla birlikte dolayli olarak hipotalamo-pitiiiter seviyede tiroid hormon
geri bildirim mekanizmasini iyilestirdigini ayni zamanda tiroid bezinin uyarilmasini
azalttigin1  bildirmislerdir. Ayrica hiicre icindeki T4’den T3’¢ doniisimi ise
arttirabildigi iddia edilmistir (Chanoine ve ark. 2001). Fakat Howie ve ark (1998) ise
TSH reseptorii sinyallerinin asir1 uyarilmast ile HyO, {iiretiminde artis meydana
gelebildigini, boylece kalsiyum-fosfoinositol sinyal yolu aktivasyonu GPx1 ve TR1
iiretiminin situmiile edildigini ve bdylece antioksidan koruma sisteminin de regiile

edildigini sdylemislerdir.

Symth (2003), tiroid hastaliklar1 ve gogiis kanseri hastalari ile ilgili yaptigi
calismada plazmada selenyum diizeyinin az oldugu durumlarda T3/T4 oraninda azalma,
TSH miktarinda artis oldugunu ve eritrosit GPx aktivitesinde ise diisiis oldugunu
gostermistir. TSH miktarindaki bu artisin ise H2O- {iretiminin artmasina sebep oldugunu
belirtmistir. Selenoproteinlerin mRNA’daki regiilasyonu giinliik selenyum alis miktar
ile dogrudan iliskilidir. Kohrle (2005) ise organizmada selenyum eksikliginin GPx1
uretiminde diislise sebep oldugunu ve protein eksikliginin mRNA eksikligi ile

koreleasyon gosterebildigini sdylemislerdir.

Vrca ve ark. (2004), Graves’ hastaliginda selenyum takviyesinin tedavide etkili
olabilecegini diisiindiiklerini sdylemislerdir. Graves’ hastaliginda oksidatif stresin arttig1
ve serbest radikalleri temizleyici 6zelligi nedeniyle selenyum takviyesinin enzimatik
antioksidan aktiviteyi arttirabilecegine dair kanitlar mevcuttur. Duntas ve ark. (2006),
otoimmiin tiroiditi olan hastalarda selenyum uygulamasinin muhtemelen GPx
aktivitesini arttirarak ve artmis olan H,O, seviyelerini azaltarak immiin yanitin

diizenlenecegini gostermislerdir.

Selenyumun kanserden koruyucu etkinligi i¢in kullanilmasi gerekli dozun 200
mcg/giin ve plazma GPx aktivitesini normal seviyeye ulastirmak i¢in gerekli dozun ise
90 mcg/glin oldugu gosterilmistir (Rayman 2000; Levander 1997; Duffield ve

ark.1999). Ancak selenyumun tiroid hastaliklari iizerindeki etkileri ile ilgili yapilan
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deneysel uygulamalarda 200 mcg/giinliik dozda verilmistir (Simsir ve ark. 2010). Bu
durum galismamizda hipertiroidi ile birlikte uyguladigimiz Img’lik selenyum dozunun

GPx aktivitesinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda selenoprotein P’nin baslica fonksiyonunun karacigerden
periferal dokulara selenyum transportu oldugu gosterilmistir (Schomburg ve ark. 2003;
Hill ve ark. 2003). Se yetersiz micelarda baz1 semptomlarin 6r. koordinasyon kayb1 ve
erkeklerde kisirlik gelistigi belirtilmistir (Hill ve ark. 2004; Olson ve ark. 2005). Biitiin
bu semptomlar kisirlik hari¢ diyetle Se takviyesi sonrasi iyilestirilmistir (Kasaikina ve
ark. 2012). Insanlarda yapilan ¢alismalarda prostat kanseri ve akciger kanserinde diisiik
SelP {iretiminin bu kanser tiirleri i¢in risk olusturdugu gosterilmistir (Cooper ve ark.
2008; Gresner ve ark. 2009 ). SelP eksikligi micelarda nérodejenerasyona (Valentine ve
ark. 2008), Alzheimer hastaligina yol agabilmektedir (Bellinger ve ark. 2008). Ayrica
bir antioksidan enzim olarak tiroid bezi fonksiyonlar1 ig¢in gereklidir. Selenoproteinler
tiroid hormon aktivitesini onu inaktive etmekle gésterirler (Bianco ve ark. 2002).

Biz calismamizda hipertiroidili si¢anlarda kontrol grubu siganlara gore SelP
kosantrasyonlariin disiik oldugunu saptadik. Uyguladigimiz her iki selenyum dozunun
sicanlarda SelP konsantrasyonunu anlamli olarak degistirmedigini gordikk. Oysa
hipertiroidi ve selenyum uygulamasinin birlikte yapildig sigcanlarda 0,5 mg’lik dozun
etkili olmamasina ragmen, 1 mg’lik dozun SelP seviyesini arttirdigini ve kontrol
seviyesine yaklastirdigini saptadik (Tablo 4-3 ve Sekil 4-5). Aym sekilde hipertiroidi
modelinde siganlarda SelP kosantrasyonlarinin diisiik olmasi tiroid durumunun Se
metabolizmasi {izerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Beckett ve
Peterson (1991) yaptiklar1 ¢alismada hipertiroidili hastalarin hipertiroidi sebebine
bakilmaksizin 6tiroidili hastalardan daha diisiik seviyelerde plazma Se ve eritrosit GPx
diizeyine sahip olduklarini ve tedavi bir 6troid durumuna diizeldiginde selenyum
belirteclerinden GPx’in de normale dondiigiinii rapor etmislerdir. Diisiik Se durumu
hipertiroidinin nedeni olmayabilir fakat hipertiroidizm muhtemelen selenoproteinlerin
yar1 omriinii degistirerek selenyumun plazmadaki miktarini azaltir (Arthur ve Beckett,
1999).

Calismamizda hipertiroidide azalmis olan SelP diizeyinin selenyum takviyesi ile
diizelmesi hipertiroidide artmis olan oksidatif hasarin bu enzimin aktivasyonu ile
diizelebilecegini gostermektedir. Federige ve ark. (2017), HT ve GD’li Graves’

oftalmolojisi bulunan hastalarla yaptiklar1 c¢alismada serum SelP diizeyini diisiik
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bulmusglardir. Bu durumun immiinolojik ataklar sonucu oOlusan serbest radikallerin
iretimini azaltmak amaciyla selenyum tiiketiminde artisla baglantili olarak, inflamasyon
reaksiyonlarin bir sonucu olabilecegini sdylemislerdir. Bizim c¢alismamizda da
hipertirodili ve hipertiroidi+Se her iki doz alan grupta da kontrol grubuna gore SelP
diizeyini diisiik bulmamiz bu bilgilerle paralellik géstermektedir (Tablo 4-3 ve Sekil 4-
5).

Yapilan ¢aligmalarda tiroid bezi i¢inde tiroid epitel hiicrelerinin salgiladigr TNF-
a, IL-1 ve diger inflamatuvar sitokinler gosterilmistir. Bunlardan TNF-a, adhezyon
molekiillerinin ve diizenleyici molekiillerin ekspresyonunu indiikleyebilir ve T
hiicrelerini aktive eder (Ajjan ve ark. 1996; Aust ve ark. 1996; Senturk ve ark. 2003;
Weetman ve ark. 1997). Hipertiroidizm ve proinflamatuvar sitokinlerle ilgili birgok
calisma mevcuttur ancak sonuglar celigkilidir. Bazi c¢alismalarda hipertiroidide
proinflamatuvar sitokinlerin arttig1 bazi ¢calismalarda ise artis olmadig1 soylenmektedir
(Salvi ve ark, 2000). Ozginar ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada hipertiroidi ile IL-1 ve

TNF-a arasinda pozitif korelasyon bulmuslardir.

Oksidatif stres lipid peroksidasyonunu tetikler ve gesitli inflamatuvar yollar
aktiflestirir. Serbest radikaller immiin ve inflamatuvar yanitin baslica yolu olan NF-«xB
yolunu uyarir ve bu da TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin artmasina neden olur (Barnes ve
Karin 1997). Selenyumun NF-xB yolunu inhibe ederek sitokin fiiretimini ve
inflamasyonunu azaltmas: ile ilgili mekanizma tam olarak aydinlatilamamustir. Yine de
antitiroid ilaglarla Dbirlikte sinerji i¢inde immiin diizenleyici olarak selenyum
kullanilmasimin, GD ve GO’lu hastalarda potansiyel yarar sagladigi disiinilebilir
(Duntas 2012).

Gomaa ve El-Aziz (2016), hipertiroidili ratlarla yaptiklar: ¢alismada hipertiroidi
grubunda TNF-o diizeyinin arttigint bulmuglardir. Tiroid hormonlarindaki artigin
metabolizmay1 situmiile ettigi ve asir1 ROS tiirleri iiretimiyle beraber anitoksidanlarin
tretiminin artist ve oksidatif stres indeksinde yiilkselmeye sebep olabilecegini
belirtmislerdir. Bu dengesizligin de proteinler ve DNA gibi makromolekiillerin oksidatif
hasara ugramasina sebep oldugu belirtilmistir (Ourique ve ark. 2013). Biz de
calismamizda hipertiroidili grupta TNF-a diizeyini olduk¢a yiliksek bulduk. Selenyum
takviyesi ile bu degerlerin kontrol grubuna yaklastigini tespit ettik (Tablo 4-4 ve Sekil
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4-6). Bu da selenyumun antioksidan sistemde etkili oldugunu ve immiin yaniti

diizenleyebilecegini kanitlamaktadir.

IL-1’in kendi bagina Tg (Yamashita ve ark. 1989) ve TPO’nun (Ashizawa ve
ark. 1989) regiilasyonunu azaltarak tiroid hiicrelerinin fonksiyonuna etki edebildigi
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda iyodidin organifikasyonunu (Sato ve ark. 1990), ve Na+/I-
simporterini (NIS) inhibe edebildigi (Ajjan ve ark. 1998 ) ve tiroid hormon transfer
sirkiilasyonunu azalttigi bildirilmistir (Enomoto ve ark. 1990). Bu bilgilere gore
calismamizda IL-1PB diizeyinin hipertiroidi grubunda olduk¢a yiliksek bulunmasi ve
hipertirodi ile birlikte selenyum verilen gruplarda anlamli bir degisiklik saptanmamasi,
selenyumun antioksidan mekanizmada etkin oldugunu ve burada savunma
mekanizmasini aktive ederek proinflamatuvar gostergelerinden biri olan IL-1p
seviyesini normale yaklastirdigin1 soyleyebiliriz (Tablo 4-5 ve Sekil 4-7). IL-1f’nmn
TNF-a ve IL-6 sekresyonunu sitiimiille ederek tiroid fonksiyonunu etkiledigi
bildirilmistir. Bunu epitel gecirgenligini ve gecis yollarindaki protein kavsaklarim
degistirerek yapar. OR.ZO-1 ve Claudin JAM-A tiroid epitel sikligini, tirosit
hiicrelerinin gecirgenligini, kavsak proteinlerinin ekspresyonunu ve lokalizasyonunu
diizenleyerek tiroid otoimmiinitesinin patogenezinde kritik rol oynadig1 goriilmiistiir Bu
bakimdan tiroid hiicrelerine benzerlik gosterdigi, IL-1 gen ekspresyonu ile tiroid
bezindeki bozukluklarin arasinda etkilesim oldugundan siiphe edilmektedir (Rebuffat ve
ark.2013).

IL-6 tiroid bezi tarafindan da tiretilir. TSH ve TSH reseptor antikorlart ile ve IL-
1 tarafindan situmiile edilir (Aust ve ark. 1996). Yapilan ¢aligmalarda IL-6 diizeyinin
yiiksek bulunmasi 6rnegin, Graves’ hastaliginda IL-6 diizeyindeki artigin fazla olmasina
gore hastaligin boyutunun da ileri diizeyde oldugunu gostermektedir (Heuer ve ark.
1996; Bartalena ve ark. 1994). Serumda IL-6 diizeylerinin artmas1 Graves’ hastaliginda
(GD) ve Toksik Nodiiler Guatri (TNG) da igeren hipertiroidizmde gosterilmistir (Salvi
ve ark. 1996; Celik ve ark. 1995; Lakatos ve ark. 1997). IL-6'nin sitotoksik T-hiicreleri,
megakaryositler ve diger hemopoetik hiicreler tizerinde proliferasyon ve farklilasma ile
beraber immunglobulinlerin yapiminin uyarilmasi i¢in plazma hiicrelerini aktive ettigi
bildirilmistir. 1L-6 {iretimi immiin sistemi harekete geg¢iren 6nemli bir sinyaldir. 1L-6
pleitropik etkileri olduk¢a genis olan ve birgok nordendokrin degisikliklere sebep
olabilen bir sitokindir (Turnbull ve Rivier 1999; Papanicolaou 2000; Hopkins 2003). Bu
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yiizden IL-6 tiroid deiyodinaz enzimlerini inhibe ederek D1, D2 ve D3 ROS iiretimini
arttirarak intraselliiler kofaktor glutatyonu tiiketir (Wajner 2011). Calismamizda IL-6
diizeyi hipertirodi olusturdugumuz grupta kontrol grubuna gore oldukca yiiksek
bulunmustur. Bu durum hipertiroidinin inflamasyonu arttirdiginin  bir gostergesi
sayilabilir. Bizim calismamizda Hipertiroidi+Se2 grubunda Se2 grubuna gore IL-6
diizeyinin anlamli diizeyde yiiksek bulunmasi selenyumun dozunun yetersiz kaldigini ya
da etkinliginin az oldugunu disilindiirebilir. Yine calismamizda Hipertiroidi+Se2
grubunda hipertiroidi grubuna gore IL-6 diizeyinin anlamli derecede azalma gdstermesi
selenyum yiiksek dozunun immiin sistem regiilasyonunda Onemli etkinlik
gosterebilecegini  yani inflamasyonu azalttigina dair bilgilerle de paralellik
gostermektedir (Tablo 4-6 ve Sekil 4-8). Gasparian ve arkadaslar1 (2002) yaptiklar
calismada niiklear faktor kappa-B (NFkB) sinyal yolunun artmis inflamatuvar yanitla
iligkili oldugunu ve bu sinyal yolunun aktivasyonunun ise IL-6 ve TNF-a iiretimi ile
anlamli sekilde iligkili oldugunu bulmuslardir. Huang ve ark. (2012) ise Se'nin
selenoprotein gen ekspresyonunu modiile ederek NFkB 'nin aktivasyonunu inhibe

edebilecegini sdylemislerdir.

Calismamizda IL-18 diizeyinin hipertiroidi grubunda kontrol grubuna gore
artmig oldugunu gordiik (Tablo 4-7 ve Sekil 4-9). Bu da hipertiroidide immun
modiilatér olan IL-18 sentezinin arttigin1 dogrulamaktadir. Miyauchi ve ark. (2000)
serum IL-18 diizeyinin Graves’ hastaliginda hipertiroidizmde anlamli bir sekilde artmis
oldugunu ve methimazole (MMI) ya da  propiltiyourasil (PTU) ile tedavi
uygulandiginda azalma oldugunu rapor etmislerdir. Poptawska-Kita ve ark. Graves’
hastalarindan olusan hipertiroidi grubunda IL-6 ve IL-18 diizeylerini kontrol grubuna
gore yiiksek bulmuslardir. Caligmamizda ayni sekilde IL-18 diizeyinin Hipertiroidi+Se2
grubunda hipertiroidi grubuna gore anlamli olarak azaldigin1 saptadik. Buradan
inflamasyonda yiikselen sitokin diizeyinin selenyumun yiiksek doz uygulandiginda
azalma gostermesi hipertiroidide selenyumun tedavi edici etkinligi olabilecegini

desteklemektedir.

Calismamizda uyguladigimiz selenyumun, doza bagli olarak hipertiroidide
azalmis olan selenoprotein diizeylerini arttirarak normal seviyelere yaklastirmasi ve
yine ayn1 sekilde hipertiroidide yiikselmis olan immun parametreleri normal seviyelere

cekmesi selenyumun hipertiroidi tedavisinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sonug olarak; hipertiroidili hastalara uygun dozlarda Se takviyesinin yapilmasi
antitiroid ilaglarin etkisini arttirabilir ve antitiroid ilaglarla birlikte antioksidanlarin
uygulanmasi, tiroid fonksiyonlarinin daha hizli bir sekilde normale donmesine, klinik
bulgularin kontrol edilmesine ve hipertiroidide gozlenen inflamasyonun onlenmesine

katk1 saglayabilir.
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