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TBG : Tiroksin Baglayici Globiilin
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TSH : Tiroid Stimiilan Hormon
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Ty : 3,5,3°,5°-Tetraiyodotironin (tiroksin)
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1. GIRIS ve AMAC

Otoimmiin tiroid hastaliklar1 iginde Graves hastalifi, tirotoksikozun, Hashimoto
hastalif1 ise hipotiroidinin en sik goriilen sekilleridir. Basedow-Graves Hastalid1 (Toksik
diffiiz guatr); diffiiz guatr, tirotoksikoz, infiltratif oftalmopati (orbitopati, ekzoftalmi) ve
infiltratif dermopati ile karakterize klinik bir sendromdur (1-5). Graves hastaliginimn
etyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Hastaligin otoimmiin patogenezinde Ts (Ts, CD8+)
hiicrelerindeki defekt nedeniyle Th (T4, CD4+) hiicreleri B lenfositlerini tiroid otoantikor
sentezi i¢in uyarir (1,2,6). Graves hastaliginda CD8+ T hiicreleri (T supresor-sitotoksik)
azalir. Fizyolojik sartlarda Th1 hiicreleri hiicresel immiinite ile iligkili olup (makrofajlar ve
sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonu gibi) predominant olarak hiicresel immiin cevabi
bagslatan IFN-y basta olmak lizere TNF-«, ve -B, IL-1, IL-2, IL-8, IL-12 ve IL-18 salgilar.
Th2 hiicreleri ise humoral immiinite ile iligkili olup baslica IL-4 olmak iizere IL-3, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-13 ve TGF-B salgilar (2,3,5,7-10). Th2 sitokinleri Thl cevabini inhibe
ederken, Thl sitokinleri de Th2 aracilikli cevabin gelismesini inhibe ederler. Yapilan ilk
calismalarda Graves hastaliginda Th1/Th2 sitokin dengesinin Th2 sitokin cevab: yoniinde
degisiklik gosterdigi (11) fakat daha sonra yapilan ¢ok yeni ¢aligmalarda ise mikst bir
Th1/Th2 cevabinin oldugu ileri stiriilmiigtir (9,12-14). Bu degisiklikler Graves hastaliginin
patogenezinde humoral immiinitenin anahtar rol oynadig fikrini desteklemekle birlikte
hiicresel immiinitenin de 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir. B hiicreleri tiroid
stimiilan antikorlar, anti TPO ve anti Tg salgilarlar. Bu antikorlar Graves hastalifinda
yaklasik % 90 oraninda bulunur (1,4,5). Graves’li hastalardan alinan periferik kan ve tiroid
lenfositleri in vitro TSHR Ab iiretebilirler (15-17). Hastaligin tedavisinde otoimmiin
stirecin baskilanmasi tedavi hedeflerinden birisidir (3,17-18).

An siitii (Royal jelly); geng is¢i bal arisinin hipofarengeal glandindan salgilanan
lapa-jel kivaminda homojen bir maddedir. Ana bilegenleri; su (% 57-70), protein (%12-15
ve kuru agirhigin %17-451), sekerler (%12 ve kuru agichigin %18-52si), lipidler (%3-7 ve



kuru agurhgin % 3.5-19°1) ve mineral tuzlart (kuru agirligin % 2-3)’dir (19-22). Oral
yoldan veya enjeksiyon seklinde kullanlabilir. Ar: siitiinii alan bireyler genel bir iyilik hali
hissetmislerdir. Yorgunluga karst direng artmug, entellektiiel performanslar: (daha yiiksek
Ogrenme kapasitesi ve daha iyi hafiza) ylikselmis ve mental durumda diizelme olmustur.
Diger bir ifadeyle an siitiiniin genel bir stimiilan olarak etki ettigi, immiin cevab: ve genel
viicut fonksiyonlarim diizelttigi ileri stirtilmiistiir (19). Hayvan ve insanda yapilan in vitro
¢aligmalarda ar siitiiniin antimikrobiyal ve antioksidan etkisi (23-24), insilin benzeri
etkiler (25), antitiimor aktivitesi (26), vazodilatatdr aktivitesi (27) ve antiallerjik etkilerinin
(28) yaninda kan basmcinin diizenlenmesi (29), fertilite, sekstiel istek ve performansin
artirilmasi (30), hemopoetik disfonksiyona kars: koruyucu aktivite ve anemi tedavisi (31),
ateroskleroz ve hiperlipidemi tedavisi (antihiperkolesterolemik aktivite) (32-33), yara
iyilesmesi (34), biiylime ve gelisme {izerinde olumlu etkileri (fibroblastlarda biiylimeyi
uyarict aktivite ve cilt turnoveri igin stimiilan aktivite) (19) oldugu gézlenmistir. Sver ve
ark. tarafindan yapilan bir calismada fare ve siganlarda ar1 siitiiniin potansiyel
immiinomodiilat6r oldugu ileri stirtilmiistiir (20). Oka ve ark. tarafindan yapilan daha yeni
bir c¢alismada ise ar1 siitiinlin immiinize farelerdeki immiinomodiilatdr etkileri
degerlendirilmis ve sonu¢ olarak ari siitiniin antijen-spesifik IgE yapimu ve mast
hiicrelerinden histamin salgisim deprese ettigi, makrofaj fonksiyonlarinda ve Th1/Th2
hiicre cevaplarinda diizelmeye yol agtigi ileri siiriilmistir (21). An siitiinlin etki
mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle birlikte 10-hidroksi-2-dekenoik asid (10H2DA),
royalisin ve apisin dahil yapisindaki bazi maddelerin bu farmakolojik aktiviteleri gosterdigi
saptanmustir (35-37). Son 3 yilda ardarda yapilan 6nemli bazi galigmalarda ar siitliniin
antiallerjik, antiinflamatuar ve immiinmodiilator etkileri teyid edilmistir (38-41).
Otoimmiin tiroid hastaliklarinda an siitiiniin kullammina dair literatiirde herhangi
bir deneysel ya da klinik ¢aligma mevcut degildir. Biz bu ¢calismamizda Basedow-Graves
hastaliinda an siitiiniin otoimmiinite tizerindeki etkisini degerlendirmeyi ve tedavi dozunu

belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. TIROID BEZi

2.1.1. EMBRIiYOLOJIi

Embriyoner yasamin birinci ayimnin sonunda tiroid bezi gelisimine baglar. Tiroid
bezi Onbarsaktan gelisir ve normal servikal pozisyonuna dolambagh bir yolla iner. Ik
olarak, embriyoner hayatin yaklagik 4. haftasinin sonunda 1. ila 2. faringeal keselerin
arasinda farinksin ventral yiiziinlin tam orta ¢izgisi lizerinde evaginasyon ile bir kese olarak
gelisir. Bu evaginasyon bir tiip olusturacak sekilde uzanir, 6ne ve asagiya inerek hyoid
kemigin Oniine gelir. Boyundaki inisine devam etmeden 6nce hyoid kemigin etrafinda bir
“loop>” yapar. Iki tane lateral tomurcuk ve bunlan birbirine baglayan dar ve ¢ukur bir
boyun seklindeki tiroglossal duktus olusur. Bu tomurcuklardan lateral loblar meydana
gelir. Her iki lobun arasinda tiroid isthmusu vardir. Fétal yasamin 7. haftasinda tiroid
isthmus ile birbirine baglanan 2 lobiillii bir organ olarak taninabilir. Tiroid folikiilleri bu
evrede gelisir. Ayrica tiroid bezi iginde {iglincli  brankial keseden kokenini alan
parafolikiiler hiicreler vardir. Bu nedenle folikiiler ve parafolikiiler hiicrelerin orijinleri
farklidir. Farinks ile boynun 6n kismi arasindaki yol tiroglossal ductus olarak
belirlenmigtir. Tiroglossal ductus tiibiiler yapisim kaybeder ve tedricen solid bir sap halini
alir ve 6. haftada atrofiye ugrar. Fakat onun faringeal baglantisi erigkinlerde dilin arkasina
dogru bir gukur (foramen caecum) olarak kalir. Bu go¢ sirasinda herhangi bir yerde aberran

tiroid dokusu olabilir. Ancak en sik foramen caeccum’un arkasinda bulunur (1,42-43).



2.1.2. ANATOMI

Tiroid C5-T1. vertebralar diizeyinde, boynun 6n-alt kisminda yerlesmis, endokrin
bir bezdir. Agirligi ortalama 20-22 g’dir. Normal bir tiroid bezi, arada bir isthmus ile
birlesmis iki yan lobdan olugmustur. insanlarin %40’inda isthmustan hyoid kemige lobus
piramidalis denilen bir tiroid bez dokusu uzanir. Loblar ortalama 4-5 cm uzunlugunda, 2-4
cm genisliginde ve 1.5-3.0 cm kalinligindadir. Isthmusun yiiksekligi 1.5-2 cm, genisligi 2
cm. kalinligr ise 0.5-1 cm’dir. Bazen, o6zellikle tiroid bezinin biiytidigii kosullarda,
genellikle solda ve orta ¢izginin dis tarafinda isthmustan yukari1 dogru parmak gibi uzanan
piramidal lob bulunur. Tiroid bezi biitiin endokrin bezlerde oldugu gibi, damarlanma
bakimindan son derece zengindir ve 4-6 ml/g/dakika kan akimina sahiptir. Arterleri a.
carotis eksterna’nin dali olan a. tiroidea superior, a. subklavia’nin dali olan a. tiroidea
inferior ve trunkus brakiosefalikus veya arcus aortadan ¢ikan a. tiroidea ima’dir. Arterlerin
hepsi birbirleriyle anastomoz yaparlar. Ven6z drenaj superior, medius ve inferior tiroid
venlerine agilan yiizeysel bir pleksusla gerceklesir. V. tiroidea superior ve medius internal
juguler vene, v. tiroidea inferiorlar ise brakiosefalik venlere dokiiliirler. Lenf damarlar

dogrudan dogruya duktus torasikus ve duktus lenfatikus dekster’e dokiiliir (1,44-45).

2.1.3. HISTOLOJi

Tiroid dokusu; liimende jelatinimsi bir madde olan kolloid ihtiva eden basit bir
epitelyal kiire seklindeki folikiillerden yapilmistir. Tiroid hormonlarint sentezleyen ve
sekrete eden epitel hiicrelerine folikiil hiicreleri ad1 verilir. Folikiil hticreleri, tiroglobiilin
(Tg)’e bagh depo hormonlarimi igeren kolloidin etrafinda tek bir tabaka halinde
siralanmugtir. Tiroid folikiillerinin morfolojik goériiniimii bezin bdlgesine ve fizyolojik
aktivitesine gore degisir. Aym anda prizmatik epitelle doseli folikiiller yaninda hiicrelerin
fonksiyon durumuna bagh olarak kiibik ya da yassi epitelle g¢evrili ve i¢i kolloid dolu
folikiiller de bulunur. Follikiillerin 20-50 tanesi biraraya gelerek lobiilleri olustururlar.
Lobiiller bag dokusu ve kapsiille gevrilidir. Tiroid follikiilleri arasinda kalsitonin hormon
sentezi yapan parafolikiiler hiicreler (C hiicreleri ) yer alir. Folikiilleri saran zengin kan ve
lenf kapilerlerinin endotelleri diger endoteller gibi fenestrate tiplidir ve bu durum bezden

salgilanan tiroid hormonlarinin kana geg¢isini kolaylastirmaktadir (1,45).



2.1.4. TIROID HORMONLARININ SENTEZi VE SALGILANMASI (Sekil 1)

Tiroid bezi tarafindan tiroid hormonlarinin sentez ve salmiminda baglica 6
basamak vardir: (1)iyodiiriin kandan tiroid hiicresi icine bazal membran yoluyla aktif
transportu (iyot tutulmasi); (2) tiroglobulin iginde iyodiirlin oksidasyonu ve tirozil
rezidiilerinin iyodinasyonu; (3) tiroglobilin iginde iyodotirozin molekiillerinin
kenetlenmesi (coupling) ile T3 ve T4 olugmast; (4) tiroglobtilinin proteolizi ile serbest
iyodotirozinlerin ve iyodotironinlerin salimimi; (5) tiroid  hiicresi iginde
iyodotirozinlerin deiyodinasyonu; (6) belirli durumlarda tiroid iginde 5’-deiyodinasyon

ile T4’tin T3 e doniismesi (1,46).

I. Tiroglobulin Sentezi

Tiroid hormon sentezinde 6nciil molekil tirozin aminoasitidir. Ancak bu sentez
serbest tirozinlerden degil Tg molekiilii yapisindaki tirozinler tizerinden gerceklesir. Tg,
folikiil hiicreleri tarafindan sentezlenen, tetramerik yapida 660 kDa’likk biliylik bir
glikoproteindir. Tg sentezi diger proteinlerin sentezine oldukg¢a benzerlik géstermektedir.
Tg molekiilii folikiil hiicresi ribozomlarinda sentezlendikten sonra golgi aparatinda
glikozillenir ve tersiyer yapisini kazanir. Tg, golgi aparatindan itibaren bir vezikiil igine
alimir ve bu vezikiil hiicrenin apikal yiizeyine dogru hareket eder. Tg iceren vezikiil
hiicrenin apikal membranina geldigi zaman bu iki membran birbirleriyle kaynagir
ekzositoz ile Tg molekiilii folikiil ltiimenine salinarak kolloid damlaciklar1 halinde
depolanir (1,46).

Tiroid hiicresi tiroid stimiillan hormon (tirotropin, TSH) ile uyarilirsa apikal
membranda mikrovilliis igeren membran pargalar1 kolloid igine g¢ikintilar yapar. Bu
cikintilarin aralarindaki membran parcalarinin eriyerek birlesmesi sonucu ortalarinda
kalan bir miktar kolloid pargasinin ¢evrildigi goriiliir. Bu sekilde meydana gelmis ve

i¢inde kolloid olan vezikiil daha sonra hiicre igine alinir (46-47).

IL. Iyodiirlerin Yakalanmasi
Diyetle agizdan alinan iyot barsakta iyodiirler (I') haline ¢evrilerek emilir. Kanda

dolagan iyodiir, tiroid bezi tarafindan tutulur. Bu basamak hormon sentezindeki ilk hiz



sinirlayici basamaktir. Tiroid bezi i¢indeki iyodiir plazmaya gore yaklagik 25 kat daha
fazladir. yot eksikligi durumlarinda bu oran 500 misli kadar olabilir (1,46-47). iki ortam
arasindaki bu konsantrasyon farki nedeniyle iyot, enerjiye bagimli iyot transport
mekanizmasi (iyot pompasi, Na‘, K'-ATPaz) ile tiroid hiicresi igine alinarak konsantre
edilmektedir. Bu olay TSH tarafindan stimiile edilir. Bromiir, tiyosiyanat, perklorat, nitrit
ve perteknetat gibi anyonlar iyod pompasimi inhibe ederler. Normalde tiroid bezi
tarafindan tutulan iyodiir hizla folikiil hiicresine girer, okside ve organifiye olur.
Konjenital olarak tiroid peroksidaz (TPO) enziminde bir defekt oldugunda, Hashimoto
tiroiditinde, antitiroid ilag (ATI) kullamldiginda ve asinn miktarda iyod alindiginda iyot,
tirozin molekiilleriyle birlesemez. Perklorat iyodla yarisir. Bunu anlamak igin perklorat
bosaltma testi yapilabilir. Once hastada RAIU’i olgiiliir. Hastaya oral olarak potasyum
perklorat verilir. Bundan sonra tekrar uptake Olglimii yapilir. Eger iyot tutulmasinda
%15°den fazla bir diisme olursa organifikasyon defekti var demektir (1).

Iyot, ayrica gastrik mukozamin paryetal hiicreleri, meme bezlerinin glandiiler
epiteli, tiikrikk bezleri ve koroid pleksus tarafindan tutulur. Ancak bu dokularda tiroid

hormon sentezi yapilamaz (1,46-47).
III. iyodiirlerin iyot Haline Oksidasyonu ve Organifikasyonu

Hiicre igine almnan iyodiir, apikal membrandaki TPO enzimi Kkatalizérligtinde
hidrojen peroksid (H,O,) ile oksitlenerek aktif iyoda (I°) doniistiiriiliir (oksidasyon).
Elektron mikroskopik galigmalarda iyodun oksidasyon ve organifikasyonunun kolloid
icinde ve apikal membranda meydana geldigini gosteren bulgular vardir. Aktif iyot, daha
sonra folikiil liimeni i¢indeki kolloide gegerek Tg’e bagli bazi tirozin molekiilleri ile
birlestirilir (iyodinasyon, organifikasyon). Bu reaksiyon da TPO enzimi tarafindan
katalizlenir. Tirozin aminoasidinin aromatik yan zincirinin 3. karbon atomuna bir iyot
baglanmasiyla monoiyodotirozin (MiT)’ler ve yine tiroperoksidaz enziminin katalizledigi
2. bir reaksiyonla da monoiyodotirozinlerin aromatik cekirdeginin 5. karbon atomunun
iyotlanmasi ile de diiyodotirozinler (DIT) sentezlenir. Bu basamak TSH ile stimiile
olurken, propiltiyourasil (PTU), metimazol ve lityum tarafindan inhibe edilir. Peroksidaz
enziminin konjenital eksikliginde tiroid bezinin radyoaktif iyod uptake (RAIUY’i artar.



Ancak iyod organifiye olamaz. Bu defektle beraber hipotiroidi ve sagirhik varsa “Pendred
sendromu’’ adi verilir (1,46).

Asir1 miktarda alinan iyod gegici olarak organifikasyonu inhibe edebilir. Buna “Wolf-
Chaikoff’’ etkisi denir. Ama kisa bir siire sonra tiroid bu etkiden kurtulur. Buna kacis

(escape) fenomeni adi verilir (46).

IV. Kenetlenme (Coupling)

Iyodotirozinlerin kenetlenerek iyodotironinleri olusturmasi coupling olarak ifade
edilir. Peroksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile iki DIT molekiilii birlestirilerek
tetraiyodotironin (T4), bir MIT ve bir DIT birlestirilerek triiyodotironin (T3) sentezlenir.
ATI’lar bu basamagi da inhibe ederler (1,46). Iki MIT molekiilii birlestirilemez,

birlestirilse dahi olusan tironin bilesigi aktivite gdsteremez.

V. Tiroid hormonlarimin salinimi

Uzerinde MIT, DIT, T3 ve T4 molekiillerini bulunduran ve bir preprohormon olarak
ifade edilen Tg molekiilleri folikiil liimenindeki kolloid i¢inde ihtiya¢ duyuluncaya dek
muhafaza edilir. Normalde Tg yapisindaki T4:T3 oram 13:1 kadardir. Tiroid hiicrelerinin
liimene bakan apikal bolgelerindeki mikrovilliisler aracilifiyla kolloid pinositoz yoluyla
tiroid hiicresi i¢ine alinir. Hiicre apikalinde olusturulan kolloid dolu endositik vezikiiller
lizozom ile birlestirilir. Proteolitik enzimlerin araciligiyla Tg pargalamr. Iyodotirozinler ve
iyodotironinler Tg’den ayrilir. Serbest hale gegen tiroid hormonlar folikiil hiicresinin
bazal membranindan hiicre dis1 ortama salinirlar ve buradan kana gegerler. Bu salgi iginde
az miktarda serbest iyot, Tg, MIT ve DIT bulunabilir. Buna karsilik hiicrede kalan
iyodotirozinler deiyodinazlar tarafindan deiyodine edilirler ve iyodiirler agiga ¢ikar. Bu
sekilde agiga ¢ikan iyodiirler tekrar hormon sentezinde kullanilirlar. Konjenital olarak
deiyodinaz enziminde bir kusur varsa MIT ve DIT kana salirlar. Bunlar metabolik
olarak inaktif olduklari i¢in iyot kaybina sebep olurlar (1,46,48).

Periferik kanda bulunan tiroid hormonlarinin tamamina yakini 3 grup spesifik
proteinlere baglanarak taginirlar. Bunlar tiroksin baglayici globiilin (TBG), tiroksin
baglayan prealbiimin (TBPA) ve alblimindir. TBG, her molekiili basina bir baglanma



bélgesi icerir ve T4’lin yaklagik %80’ini ve T3’lin de yaklasik %55’ini baglar. TBPA’in
tiroid hormonlarimi baglama sabiti TBG’den 2 kat kiigiiktlir, ancak kanda daha fazla
miktarda bulundugu i¢in T4’iin %15 ve T3’iin %25’ini baglar. Albiimin baglama sabiti en
diisiik olamidir ve T4 iin %35 ve T3’iin %20’sini baglayabilir. T4 {in yaklagik %0,03°4, T3’lin
%0,3’i serbest halde dolasir. Metabolik olarak aktif olan hormonlar serbest hormonlardir.
(1). Baglayict proteinler tiroid hormonlarmi yikimdan ve bobrekler ile atilmaktan
koruyarak bir dolasim rezervi olustururlar. Ayn: zamanda organizmayr ani hormon
degisikliklerine kargt da korurlar. T4 plazma proteinlerine daha fazla baglandif1 igin

yarilanma 6mrii T3’den daha vzundur.
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VI. Hedef hiicreye baglanma

Tiroid hormonlarinin sadece serbest formlar1 hedef hiicreye girebilir. Hiicrelere
giris direkt difiizyonla veya aktif transportla olabilir. Hiicrede esas etkili olan T5’diir. Ty,
daha ziyade bir prohormon olarak kabul edilir. Normal tiroid bezi tiroid dis1 T3 havuzunun
sadece %20°sinden sorumludur, geri kalan kismu ise periferik dokularda T4’iin, Ts’e
¢evrilmesiyle olusur. Bu olaya monodeiyodinasyon adi verilir. 5'-deiyodinaz enzimi
katalizorliigtinde T4’tin dig tirozil halkasindan bir iyot koparilir. T3, T4’iin en az on kati
kadar aktiftir. Hiicre iginde tiroid hormonlarinin temel etkisi ¢ekirdek iizerinedir. Ayrica
hiicrede plazma zari, sitoplazma ve mitokondride tiroid hormonlarimi baglayan proteinlerin
varligt goOsterilmistir. Ancak bu baglanmalarin fizyolojik etkileri heniiz ortaya
konulamamustir. Tiroid hormonlari gekirdekteki spesifik reseptérierine baglanirlar. Aktive
olan reseptdr tiroid hormonlarina duyarli genlerin 6niinde yerlesen spesifik cevap
elemanlarin1 taniyarak gen transkripsiyonunu uyarir. Tiroid hormonlar1 memelilerde
protein, lipid ve karbohidrat metabolizmasinda gérevli spesifik proteinlerin ve enzimlerin
sentezini uyararak bazal metabolizmay1 ve oksijen tiiketimini artirirlar. Buna bagli olarak
mitokondriyal aktivasyon artar, Na’-K'-ATPaz aktivitesi artar ve plazma membran
fonksiyonlar1 dinamiklesir (1,46,49).

VII. Tiroid hormonlarmin metabolizmasi

Tiroid hormonlannin biyolojik aktivitesi yapisindaki iyot atomunun yerlesimine
baghdir. Gergekten T4’tin dis halkasindaki iyodun, 5’-deiyodinasyonu ile en aktif tiroid
hormonu olan 3,5,3’ triiyodotironin (T3) olugmaktadir. Halbuki T,’tin i¢ halkasindaki “5
deiyodinasyon™u ile olusan 3,3'.5' triiyodotironin (reverse-Ts;, rT3) biyolojik olarak
inaktiftir. Daha ileri deiyodinasyon, molekiiliin biyoaktivitesinin kaybina neden olur.
Tiroid hormonlan deiyodinatif ve nondeiyodinatif mekanizmalar ile metabolize edilir.
Deiyodinasyonla gorevli 3 adet deiyodinaz vardir (1,46,49):

a) Tip 1 (1,5')—deiyodinaz: Karaciger, bobrek, tiroid ve kaslarda bulunur. En énemli
fonksiyonu plazmaya Ts’den T; saglamasidir. Tirotoksikozda yiikselen bu deiyodinazin

aktivitesi PTU tarafindan engellenir.
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b) Tip 2 (2,5')-deiyodinaz: Beyin ve hipofizde bulunur. Fonksiyonu merkezi sinir
sisteminde ve adenohipofizde hiicre i¢i T3 diizeyini sabit tutmasidir. PTU’den etkilenmez,
fakat dolasimdaki T4’e hassastir. Serum T, diizeyi yiikselince, enzim yogunlugu diiserek
beyni agirt T etkisine kars: korur. Dolasimdaki T4 diizeyi de bu mekanizma ile ayarlanir.
Gergekten beyin ve adenohipofizdeki Ts yogunlugunun azalmasi tiroid hormonlarim
kontrol eden mekanizmay:1 ayarlar.

c) Tip 3 (3,5)-deiyodinaz : Plasenta ve merkezi sinir sisteminde bulunur. Fonksiyonu,
T4 1 biyoinaktif olan rT3’e, T3’li de biyoinaktif olan 3,3’ diiyodotironine ¢evirerek fetus ve
beyni T4 deki degisikliklere kars1 korumasidir.

Hiicre igerisine giren serbest T3 ve Ts’e doniisen T, spesifik aktivitesini gosterdikten
sonra deiyodinasyon ile iyodunu kaybeder. T4 {in %80°i deiyodinasyona ugrar ve %35’°i
Ti’e, %45°’1 rTs’e doniiglir. Geriye kalan kisim inaktif diiyodotironin’e (T;) sonra
monoiyodotironine  doniigiir. Deiyodinize edilen T; ve T4 deaminasyon ve
dekarboksilasyona ugratilarak triiyodoasetik asit (TRIAC) ve TETRAC metabolitlerine
dontistiiriilir. Bu esnada bir miktar tironin de olugur. Karacigerde glukuronidasyona
ugrayip safraya atilir. Az miktarda ST, safra ve idrar yoluyla elimine edilir. Tiroid
hormonlarinin daha kiigiik bir miktarinin da karaciger ve bgdbrekte sulfonasyon ve

deiyodinasyon ile inaktivasyonu saglanir ve viicuttan atilir.

2.1.5. TIROID FONKSIYON TESTLERI

a) Serum Total T4 (TTy) ve Serbest T4 (ST4), Serum Total T3 (TT3) ve Serbest T3
(STs), ve TSH

Tirotoksikozda serum total veya serbest T4 seviyesi yiiksek, TSH konsantrasyonu
disiiktiir. TSH diizeyinin diisiik olmasina ragmen T, seviyesi normalse T; tirotoksikozu
olabilir. Serum tiroid hormon diizeylerini degerlendirirken tiroid hormonlarin1 baglayan
proteinlere dikkat edilmelidir. Serumda bu proteinlerin, zellikle TBG’in artmast, total Ty
ve T3 konsantrasyonunun artmasina yol agar. Gebelik, konjenital TBG fazlaligi, hepatit,
hepatoma, HIV enfeksiyonu, dstrojen, eroin, klofibrat, S-fluorourasil kullanimi serum TBG
seviyesini artirir. Nadir bir durum olan familyal disalbiiminemik hipertiroksinemide ise

albliminin tiroksine affinitesi ve dolayisiyla total serum T,’{i artmistir (1). Ayrica akut
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psikiyatrik ve tibbi hastaliklarda, hipofiz bezinde tiroid hormonuna direng oldugunda,
propranolol, amiodaron, radyokontrast madde kullaniminda ve tiroid hormonlarina karsi
antikor gelistiginde serum T4 seviyesi yiikselir (1,50).

Dogustan TBG eksikligi, androjen, steroid kullanimu ve kronik karaciger hastaligi
varsa serumda TBG seviyesi azalir. Yukarida belirtilen durumlarin hepsinde hastalar
klinik olarak 6tiroid durumdadir ve genellikle serum TSH konsantrasyonlar1 normaldir

(1,50).

b) Tiroid otoantikorlar

Tiroid hastaliklarinin aragtirilmasinda immiinolojik aragtirmalarin da 6nemli yeri
vardir. Antitiroid otoantikorlar1 Basedow-Graves hastaligi, Hashimoto tiroiditi, primer
hipotiroidi ve basit (toksik olmayan) guatr gibi 6nemli ve sik gériilen hastaliklarda tespit
edilebilirler. Bu antikorlar antitiroglobiilin (Anti Tg), antitiroid peroksidaz (Anti TPO),
tiroid reseptdr otoantikorlar1 (TSH-R Ab) ve tiroid “growth” immiinglobiilinleridir (TGI).
TSH-R Ab, Basedow-Graves hastaliginin patofizyolojisinde rol oynayan ve folikiil
hiicrelerinde bulunan TSH reseptorlerine karsi gelisen antikorlardir (1,51-52). Stimiilan ve
blokan olmak tizere 2 ayri alt tipi vardir. Stimiilan tipine aym zamanda tiroid stimiilan
immiinglobiilinler (TSI) de denir. TSH R antikorlar1 Graves hastaliginda % 85-95 oraninda
bulunur. Normal populasyonda ise bulunmaz. Bu antikorlar Graves hastaligimin
patogenezinde son derece 6nemlidirler. Stimiilan TSH R antikorlan tiroid bezindeki TSH
reseptorlerine baglanarak TSH benzeri etki gosterir ve sonugta tiroid bezi stimiile olarak
tiroid hormon sentezini artirirlar. TSI’ler tiroid bezini stimiile ederek Graves hastaligina
neden olur. Anti Tg, Basedow-Graves hastalarinin %50-70’inde ve otoimmiin tiroiditli
hastalarin yaklagik %80-90°1inda artmig olarak bulunur. Normal populasyonda ise % 5-20
oraninda saptanmigtir. Anti TPO, tiroid peroksidazina karsi gelisen ve Basedow-Graves
hastalarinin  %50-85’inde saptanan antikorlardir. Otoimmiin tiroiditli hastalarda bu
antikorlar yaklasitk %90-100 oraminda goriliirler. Ancak bu antikorlar normal

populasyonun %15-20’sinde bulunabildigi i¢in spesifik degildirler.
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c) TRH testi

Giiniimiizde olduk¢a duyarli yontemlerle TSH tayini yapilabildigi i¢in arttk TRH
testine gerek duyulmamaktadir. Ama TSH’1n hafifce baskilanmis, T3 ve T4 seviyelerinin
ise hafif¢e artmig oldugu “sinirda hipertiroidi” tanisinda hala degerlidir. Hastaya 200-500
ug TRH i.v yoldan verilir. Enjeksiyondan 6nce, enjeksiyondan 30, 60 ve 90 dakika sonra
kan alinir. Bu 6rneklerde TSH tayini yapilir (17). Normalde TSH, TRH enjeksiyonundan
sonra bazal diizeye gére 2-4 kat artar veya en az 5 pU/ml’yi asar (19). Ayrica 20-30.
dakikalarda maksimum seviyeye ulasan TSH, 60-90. dakikalarda normal diizeye iner.
Hipertiroidide hipofiz bezi tiroid hormonlar1 tarafindan siiprese edildigi i¢in TRH
enjeksiyonundan sonra TSH yukardaki seviyelere artmaz. Yagh ve depresyonda olan
hastalar ile kortikosteroid veya dopamin kullanan vakalarda hatali pozitif sonuglar elde
edilebilir (1,50).

d) Radyoaktif iyot uptake testi (RAIU)

RAI’un agizdan verilmesinden sonraki belirli zamanlarda tiroid bezi tarafindan ne
oranda tutuldufunun aragtirilmasidir. Sivi veya kapsiil formundaki radyoniiklidin oral
olarak verilmesinden 4 ile 24 saat sonra, tiroid bezinden uptake cihazi ile yapilan eksternal
sayim ile verilen aktivitenin ne kadarinin bez tarafindan tutuldugu o6lgiiliir. RAIU igin I-
131 veya I-123 kullanilabilir. RAIU’i yasanilan bolgeye ve diyetle alinan iyot oranina gére
degismekle birlikte, normalde, I-131 ile ilk 4-6 saatte %5-15 ve 24. saatte de %30
civarindadir. Dozdan sonraki ilk 4 saatlik 6l¢limler radyoiyodun, folikiil hiicreleri
tarafindan yakalanmasimi (trapping) ve organifikasyonunu gosterirken, 24 saatlik Slgiimler
ise organik olarak baglanmis iyodun hormon sentezine girig ve salinma oramni yansitir.
Bununla birlikte hizli turnover durumunda 4 saatlik RAIU’i yiiksek iken 24 saatlik RAIU’i
normal bulunabilir (53).

Bu test tirotoksikoz nedeni arastirilirken kullanilir. Tiroid bezinin uptake 6rnedine gére
tirotoksikozlar1 a) yiiksek 1-131 uptake’i ile ve b) diigiik I-131 uptake’i ile karakterli
tirotoksikozlar olarak simflandirmak miimkiindiir. Uygun tedavi yonteminin se¢ilmesinde
bu aymrim 6nemlidir. I-131 tedavisine tabi tutulacak tirotoksikoz vakalarinda bezin I-131°i

yakalama kapasitesini meydana g¢ikarmada yararlidir. T3 ve T4 supresyon testleri, TSH
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stimiilasyon testi ve perklorat bosaltma testlerinde tiroidin fonksiyonel degisiklikleri bezin

I-131 uptake’i ile izlenir (53).

e) T3 supresyon testi

Bu test tiroid otonomisini arastirmak igin kullamilir. Once 24 saatlik uptake
saptanir, sonra 7 giin siireyle giinde 75-100 ug T3 agizdan verilir. Tekrar 24 saatlik uptake
lgtimii yapilir. RAI tutulumunun bazal seviyeye gore en az %50 azalmas tiroidin veya

tiroiddeki bir nodiiliin siiprese olabildigini, otonom ¢aligmadigini gosterir (54).

f) Tiroid sintigrafisi

Tiroid sintigrafisi tiroid dokusunun fonksiyonu ve yapisi hakkinda bilgi sahibi
olma-miz1 saglar. Sintigrafi tiroid bezinin bilyiikliigiini, soliter veya multiple nodiilleri ve
bunlarin fonksiyonel olup olmadiklarimi, ektopik tiroid ve substernal guatr varligum
arastrmak  igin kullanilir. Bu amagla kullanilan baslica radyofarmasétikler sunlardir:
Teknesyum-99m-Perteknetat, Iyod-131, Iyod-123, Talyum-201, Tc-99m SESTAMIBI
(53).

Tc-99m Perteknetat 140 keV enerjisinde, yarilanma Omrii altt saat olan ve yalniz

gamma 1511 veren ideal bir radyofarmasétiktir (1,55)

g) Tiroid ultrasonografisi

Ultrasonografi (USG) tiroid bezinin yapisini belirlemek icin kullanilan basit ve hizl
bir metoddur. Cok yiiksek frekansl: ses dalgalarinin viicudda yansimasi esasina dayanir.
USG birgok klinik durumda kullanilir: 1) Palpe edilmesi gii¢c veya siipheli olan nodiillerin
varligim gostermede, 2) Kanser riski yiiksek olan (daha 6nce radyasyon tedavisi gérmiis
olanlar gibi) okiilt hastaliklarin gosterilmesinde, 3) Nodiiliin kistik, solid veya kalsifiye
olup olmadigim belirlemede, 4) IIAB (Ince igne aspirasyon biyopsisi)’ye yol géstermede,
5) Malignensiye bagli tiroidektomiden sonra tiroid lojunun ve servikal lenf nodlarinin
incelenmesinde ve 6) Ektopik tiroid dokusunun degerlendirilmesinde USG ¢ok Onemli

bilgiler saglar. Ayrica Basedow-Graves veya sicak nodiilii olan hastalarda tedavi amaciyla
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verilecek olan RAI miktarmi belirlemek igin tiroid voliimiiniin hesaplanmasinda USG’den

yararlanilabilir (1,56).

2.1.6. BASEDOW-GRAVES HASTALIGI

Tirotoksikoz; endojen ve/veya ekzojen kaynakli tiroid hormon fazlalifinin neden
oldugu bir sendromdur. Hipertiroidi ise tiroid bezinden asirt miktarda tiroid hormonun
sentez ve sekresyonuna bagli olarak- olusan klinik bir tablodur. Eriskin populasyonda
prevalans %1.8 olup kadin/erkek oranmi 4-10/1°dir. Klinik hipertiroidi prevalans: kadinlarda
~%0.5 olup hayat boyu hipertiroidi riski kad1Mar&a % 5 ve erkeklerde % 1°dir. Yillik
insidansi ise kadinlarda ~%0.4, erkeklerde %0.08°dir (1,5,57).

Tirotoksikozun nedenleri arasinda en sik olarak goriilen durum Basedow-Graves
Hastalig1 (toksik diffiiz guatr)’dir. Basedow-Graves Hastaligy; diffiiz guatr, tirotoksikoz,
infiltratif oftalmopati (orbitopati, ekzoftalmi) ve infiltratif dermopati ile karakterize klinik
bir sendromdur. Kadinlarda erkeklere gére yaklagik 5 kat daha fazla goriiliir. Prevalans,
kadinlarda %1.2°dir. Zirve insidans 20- 40 yaslan arasindadir (1,5).

a) Etyoloji ve Genetik: Graves hastalii etyolojisi bilinmeyen otoimmiin bir hastaliktir.
Giiglii bir ailevi yatkinlik s6z konusudur. Graves’li hastalarin akrabalarinin ~%50’sinde
tiroid otoantikorlar1 (+)’dir. Siklikla beyazlarda HLA-DR3 ve HLA-B8, siyahlarda HLA-
B17 ve sar1 irkta HLA-B5 ve Bw46 (+)’tir. Class II HLA-DR3 haplotipi, relatif riski 2-6
kat artirir. Graves hastalifi ile HLA DQA1*0501 haplotipi arasinda birliktelik
gOsterilmigtir. Bunun aksine HLA DR B1*07 ekspresyonunun hastaliktan koruyucu oldugu
goriilir. Iki yeni derlemede Graves hastaliginin genetifi su ana kadar yapilan biiyiik
calismalarin 15181 altinda 6zetlenmistir. (2,6). Buna gére ¢ok sayida genetik faktorlerin
Graves hastalifinin gelisme riskine katkida bulundugu goriiliiyor. Monozigot ikizlerde
hastaligin penetransi yaklasik %30’dur. Graves hastalifi ve Hashimoto tiroiditi olan
hastalarda sitotoksik T lenfosit antijen-4 (CTLA-4) gen polimorfizmi bulunmustur (6,58).
Her 2 hastalik igin relatif risk ~ 2 kat artar. Aym gen polimorfizmi Tip 1 DM’da da
saptanmustir. Graves hastalifina 6zgii bir gen lokiisti kromozom 20q11°de bulunur. Ayrica
5q31-g33 ve 18921 lokiislerininde otoimmiin tiroid hastalif1 i¢in &nemli gen lokiisleri
oldugu gosterilmistir. Min6r lokiis ise kromozom 8’de 8q24 alanindadir ve bu alanda ilging

olarak Tg geni vardir. Yeni yapilan bir ¢alismada Tg geninin familyal otoimmiin tiroid
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hastalifina egilim olusturan tiroide 6zgli ilk gen oldugunu ortaya koymustur. Ancak
bugiine kadar Tg sekans degisikligi ile otoimmiin tiroid hastalifi arasindaki iligki
calistimamistir. TPO ve TSH reseptdr (TSH-R) gen polimorfizmi ile Graves hastalig1
arasinda ise iligki bulunamamugtir (59).

b) Patoloji: Tiroid folikiillerinde hipertrofi ve hiperplazi vardir. Epitel kolumnardir ve
kolloid azalmustir. Folikiiler kolloidde taraklagma goriiliir. Tiroidde degisebilir derecede
lenfosit infiltrasyonu olup bazen germinal merkez olusumu ile birliktedir. Dolayisiyla
germinal merkezli biiyiik lenfoid folikiiller ve diffiiz lenfoplasmositik infiltratla gevrili
hiperplastik tiroid folikiilleri gézlenir. Lenfositik infiltratlarda IL-2, IFN-y, TNF-a, 1L-4,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-13 ve IL-15 dahil bir dizi sitokinler iretilir (9). Thl veya Th2
cevabindan birinin hakimiyeti yoktur. Tiroid hiicreleri I[FN-y ile stimiilasyondan sonra
class II molekiillerini eksprese ederler. T ve B  hiicreleri disinda tiroidde
monosit/makrofajlar ve dendritik hiicreler de birikir. Muhtemelen daha sonra anlatilacak
olan kostimiilator sinyallerin saglanmasindan sorumlu antijen sunan hiicreler (APC) olarak
major bir role sahiptirler. Lenfositik infiltrattaki Thl hiicrelerinin tirettigi 1L-1, IFN-y,
TNF-o’nin tirositleri stimiilasyonundan sonra tiroid hiicreleri tarafindan {iretilen tiroid-
hiicre-kaynakli monosit kemoatraktan-1 (MCP-1) muhtemelen monositlerin birikmesinden
sorumludur. Dendritik hiicre kaynakli IL-1 ve IL-6 ayn1 zamanda tiroid hiicre biiylimesini
inhibe eder (1,8,9). Timus, lenf diigiimleri ve dalakta da lenfoid hiperplazi bulunabilir.

¢) Patogenez: Tiroid hiicre membranindaki TSH R’e kars: antikorlar (TSHR Ab) vardir ve
tiroid stimiilan antikorlar olarak davranirlar (TSH-R Ab [stim]). Tiroid hiicresinin biiyiime
ve fonksiyonunu artirirlar. Genetik predispozisyon zemininde akut atag tetikleyen cevresel
faktorler agik degildir. Otoimmiiniteyi baglatan bazi gevresel faktorler; gebelik (6zellikle
postpartum peryot), iyot fazlaligi (ozellikle iyot eksikligi bolgelerinde iyotlama
programlar1 sonrasi), RAI sonrasi1 ve g¢ocuklarda boyuna radyoterapi yapilmasi, lityum
tedavisi, viriis ve bakteri infeksiyonlar1 (Yersinia enterokolitika ile TSH-R’l arasinda
immiinolojik y6nden benzer proteinler vardir) ve glukokortikoid kesilmesi, stress ve sigara
sayilabilir. Graves’li hastalardan alinan periferik kan lenfositleri ve tiroid bezindeki
lenfositler in vitro TSHR Ab iirebilirler (15,16). TSHR Ab’leri vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF) ve reseptoriiniin lokal ekspresyonunu artirarak tiroidin

vaskiilaritesini artirirlar.
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Tiroid Otoantijenleri: En 6nemli tiroid antijenleri; Tg, TPO, TSH-R ve sodyum-iyot
simporter (NIS) antijenleridir (1,3).

1. Tg: 660 kDa’luk bu glikoprotein tiroid hiicrelerince sentez edilir ve iginde T3 ve Ty
iiretimi gergeklesir. Her bir Tg molekiilti ~ 100 tirozin rezidiisii igerir, ¥4’1i iyotlanmustir.
Insan Tg’nin sekans: tayin edilmistir. Tg i¢indeki T ve B hiicre epitoplarinin yeri hala belli
degildir. Iki benzer alt birimden olusur, 330 kDa’lik her birim, 2 majér B hiicre epitopuna
(konformasyonel) ve 1 minGr epitopa sahiptir. Son c¢aligmalar Tg geninin otoimmiinite
gelisiminde 6nemli bir rolii oldugunu gostermistir.

2. TPO: 103 kDa’luk bu molekiil tiroid hormon sentezinde anahtar enzimdir (tirozinlerin
iyodinasyon ve couplingi). TSH etkisiyle sentezi artar. Tiroid mikrozomal antijen
TPO’dur. Apikal membranda bulunur. Molekiil i¢inde multipl T ve B hiicre epitoplar:
vardir. A ve B olmak iizere 2 major antikor baglanma domaini igerir.

3. TSH-R: 764 aminoasitlik bir glikoproteindir. G protein-coupled reseptor ailesinin bir
iiyesidir. TSH veya anti-TSH-R Ab, cAMP iizerinden sinyal iletimine neden olur. Tiroid
hiicreleri uyarilir. Bu reseptor bir hiicre ylizey (membran) reseptoriidiir. Bir
ekstramembran6z kismi, 7 transmembran boliimii ve bir intraselliiler kismi vardir ve bu
bolim adenilat siklazin Gs baglama birimine baglamir. Uzerinde multipl T ve B hiicre
epitoplar1 (genellikle konformosyonel) bulunur. N-Terminal alana baglanan antikorlar
stimiilan etkiye neden olur. Gergekte stimiilan antikorlarin membrandaki TSH reseptoriine
degil, TSH-R’niin dolagima dokiilen serbest A alt birimine baglandigi 2002 yilinda
gOsterilmistir (60). Transmembran bélgeyi igermeyen immiinolojik aktiviteye sahip 6zel
bir TSH-R varyant: tiroid dig1 yerlerde (orbita) olabilir. TSH-R transkriptleri retrobulber
yag dokusunda ve Graves pretibial dermopatisinde de gdsterilmistir. Bu nedenle Graves
oftalmopati ve dermopatisinin patogenezinde rol oynama olasilifn yliksektir. Hiicre
yiizeyine komsu 261-370 ve 388-403 no.lu aminoasitlere baglanma aktiviteyi bloke eder.

4. NIS: 65 kDda agirhgindaki bu molekiiliin TSH etkisiyle aktivitesi artar. NIS, folikiil
hiicrelerinin bazolateral membraninda bulunur ve iyot transportunu saglar. Tiyosiyanat ve
perklorat aktivitesini engeller. Graves hastalign ve sicak nodiilerde NIS artarken, soguk
nodiillerde, Hashimoto tiroiditinde ve iyod yetmezlii guatrinda diisiiktiir. NIS antikorlart
Graves’li hastalarda %10.7 ve Hashimoto tiroiditinde ise %20.8 oraninda bulunmusgtur.
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Graves Hastahg Patogenezinde Lenfositler ve Sitokinlerin Rolii

Sitokinler, baglica inflamatuar hiicreler tarafindan tretilen fakat aym zamanda
immiin olmayan hiicreler tarafindan da sentezlenen ve salgilanan bir grup polipeptidlerdir.
Inflamatuar ve immiin reaksiyonlarin baglamasinda ve koordinasyonunda anahtar bir role
sahiptirler (9).

T helper (yardumci T hiicreleri, Th), salgiladiklar: sitokin profillerine ve efektor
fonksiyonlarina gore Thl ve Th2 olmak tizere iki alt gruba ayrilirlar. Thl hiicreleri
hiicresel immiinite ile iligkili olup (makrofajlar ve sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonu
gibi) predominant olarak hiicresel immiin cevabi baglatan IFN-y basta olmak tizere TNF-a.,
ve -B, IL-1, IL-2, IL-8, IL-12 ve IL-18 salgilar. Bu sitokinler tirosit destriiksiyonunu
artirirlar. Thl hiicreleri, gecikmis tip hipersensitivite ve farelerde IgM2den IgG’ye antikor
simiflarindaki bir degisikligin olugsmasinda araci bir rol oynar. Th2 hiicreleri ise humoral
immiinite ile iligkili olup baslica IL-4 olmak tizere IL-3, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 ve TGF-
B salgilar. Th2 hiicreleri, B hiicre farklilagmas: ve antikor yapimindan sorumludurlar. B
hiicrelerindeki antikor yapimin1 IgM’den IgG1 ve IgE’ye degisim seklinde uyarirlar. Th2
sitokinleri tirosit destrikksiyonunu Onlerler, humoral immiin cevap olustururlar, Thl
sitokinleri ise immiin cevab1 inhibe ederler ve antiinflamatuar etki gosterirler. T
hiicrelerine ilaveten B hiicreleri, makrofajlar, monositler ve dendritik hiicreler dahil diger
inflamatuvar hiicreler de sitokin liretme yetenegine sahiptirler (6,7,9).

Son yillarda otoimmiin tiroid hastaliklarmin patogenezinde sitokinlerin rolii yogun
bir sekilde aragtirilmistir. Graves hastalifinda sitotoksik T lenfositlerindeki (Ts, Ts) defekt
nedeniyle Th (T4); B lenfositlerini tiroid otoantikor sentezi i¢in uyarir. B hiicreleri tiroid
stimiilan antikorlar (TSI), anti TPO ve anti Tg salgilarlar. Otoreaktif T lenfositlerden
salinan sitokinler ise inflamasyona neden olurlar (2,7,9,11,61-62).

Graves hastaliginda CD8+ T hiicreleri (T supresor-sitotoksik) azalirken Th2 sitokin
ekspresyonu artmistir. Bu nedenle tirositte harabiyet yoktur ve yasami devam eder.
Ozellikle fazla miktarda salgilanan IL-4 ve IL-10, tirositleri Thl immiin cevaptan
(inflamatuar etki) korurlar. Bu antiinflamatuar etkiyi T hiicre anerjisi yaparak, sitotoksik
cevabi suprese ederek ve Thl cevabi Th2 cevaba doniistiirerek yaparlar. O nedenle IL-10,
otoimmiin tiroid harabiyetini Onleyen potansiyel bir tedavi segenegidir. Sitotoksik

lenfositler (6ldiiriicii hiicreler) ve sitotoksik antikorlar tiroid dokusu, orbita fibroblastlarda
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ve orbita kas dokusunda bulunurlar. Folikiiler harabiyet olmaksizin nonhomojen lenfosit
infiltrasyonu vardir (1,5).

Graves hastalifinda immiin cevabin tipini belirlemek amaciyla serum sitokin
seviyelerindeki degisiklikler de incelenmistir. Bu ¢aligmalarin avantaji, immiin cevap daha
spesifik oldugunda hastahigin erken sathasinda sitokin profilini analiz etme imkanim
saglamaktir. Bununla birlikte serum sitokin seviyeleri intratiroideal veya retrobulber
sitokin profilini yansitmayabilir. Gravesli hastalarin serumlarinda kontrollere gére serum
IFN-y, TNF-a, soluble IL-2 reseptor (SIL-2R), IL-4, IL-5, IL-6, soluble IL-6 reseptor (sIL-
6R), IL-8 ve IL-10’un artti1 bulunmustur (12-14). Bu durum hastalikta mikst bir Th1/Th2
cevabl oldugunu gostermektedir. Diger bazi aragtirmalarda ise Th2 cevabimn arttif
(11,62-64) ya da Graves hasta serumlarinda IL-12 ve IL-18 artisginin eslik ettigi Thl
cevabin hakim oldugu (13,65-66) gozlenmistir. Sitokin seviyeleri ile hastalik relapsi
arasindaki iligki de incelenmis ve Graves hastalif1 niiksii olan hastalarda serum IL-13
seviyesi yiiksek bulunmustur (67). Bir ¢alismada Gravesli hastalarda yiiksek saptanan
serum IL-6 seviyeleri ile hastalik aktivitesi arasinda korelasyon saptanmugstir (68). Diger
arastirmacilar ise Gravesli hastalarda serum TNF-a, IL-1B, sIL-2R, IL-6, sIL-6R, ve IL-10
seviyelerinin kontrollere gore yiiksek oldugunu gozlemisler, fakat bu seviyeler ile hastalik
ciddiyeti, aktivitesi, siiresi ve sigara i¢imi arasinda bir iligki tesbit edememislerdir (69-71).
Diger bir ¢aligmada ise kortikosteroidlerle tedavi edilen Graves oftalmopatili hastalarda
steroid tedavisinden sonra IL-4 ve IL-10 seviyelerinde artma bulunmus ve bu sitokinlerin
hastaligin remisyonunda Snemli bir role sahip oldugu ileri siirlilmiistiir (70). Yukardaki
calismalar Graves hastalifinda mikst bir Thl ve Th2 cevabina neden oldugu diislincesini
desteklemektedir. Niiks Graves hastalifinda saptanan yiiksek IL-13 seviyeleri hastalik
rekiirrensinde Th2 cevabimn Onemli bir rol oynadigimi géstermektedir. Bu durum aym
zamanda Graves hastalifindaki Th2 cevabimin konvansiyonel Th2 sitokini olan IL-4’den
ziyade IL-13 aracilifryla olduguna isaret edebilir. Diger yandan steroid tedavisinden sonra
IL-4 ve IL-10°da artma, ve IL-18’de azalma tedaviye cevabi dnceden tahmin etmede bu
sitokinlerin bir markér olarak kullanilabilecegini gosterir (9).

T Hiicre Kostimiilasyonu ve Otoimmiin Hastaliklar: Bilindigi gibi bagigiklik
sistemi organizmay1 infeksiyonlara ve tiimorlere kargi savunmada 6zellesmis rolleri olan
hiicreler ve molekiillerin olusturdugu bir organizasyondur. Yabanci bir antijene kars:

bagisiklik sisteminin verdigi cevap iki sekildedir. 1- dogal immiin cevap, 2- edinsel
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(kazanilmig) immiin cevap. Dogal immiin cevapda fagositik hiicreler (nétrofiller,
monositler ve makrofajlar, dendritik hiicreler), inflamatuar aracilar1 salgilayan hiicreler
(eozinofiler, bazofiller ve mast hiicreleri) ve dogal dldiiriicii hiicreler (NK) gibi hiicresel
komponentler ve kompleman, akut faz proteinleri, sitokinler (interferonlar) gibi molekiiler
komponentler rol oynarken edinsel (adaptif) immiin cevapda kan hiicrelerinden T
lenfositleri ve B lenfositleri (Ig ve antijen-spesifik antikorlar iiretir) ve antijen sunan
hiicreler (makrofaj, dendritik hiicre gibi) yer alir. T lenfositleri de iki alt gruba ayrilir.
Yardimeci (helper) T lenfositleri (Th) ve sitotoksik T lenfositleri (Ts) (5,6,9).

Immiin cevap olusturmak igin heniiz aktive olmamug biitiin virgin T lenfositler
immiin cevaba baglarken iki sinyale ihtiyag gosterirler. 1. sinyal T hiicre aktivasyonunu
saglar. Antijen sunan hiicre (APC); MCH ile birlikte antijenin T hiicrelerine sunulmasinda
rol oynar (Sekil 2). Aktivasyon sirasinda T hiicre reseptorii (TCR) stimiilasyonu
zorunludur, fakat yeterli degildir. T hiicresinin tam olarak aktivasyonu igin 2. bir sinyale
ihtiyag vardir. S6z konusu olan bu kostimiilatér sinyaller, nonpolimorfik proteinlerin
karsilikli etkilesimine bagli olup aktivasyon kaskadinin baslamasi, devam etmesi ve
diizenlenmesinde rol alirlar. Bu kostimiilator sinyal yollari i¢inde en iyi tanimlanan B7:
CD28/CTLA-4 (Sitotoksik-T lenfosit-iligkili-4) kostimiilator yoludur (Sekil 2 ve 3). CD28
ve CTLA-4; iki lenfosit yiizey molekiiliidiir. CD28 (stimiilatdr bir 2. sinyal ileticisi) hem
istirahatteki ve hem de aktive olmus T hiicreleri tarafindan eksprese edilir. T lenfositi
tizerindeki CD28 molekiiline APC iizerindeki B7 molekiiliiniin baglanmasi, T hiicre
aktivasyonunu kostimiile ederek, hiicre yasami igin gerekli sitokinlerin ve sitokin
reseptorlerinin ekspresyonuna neden olur (Sekil 3). CD28’in aksine CTLA-4 yalmzca aktif
T hiicreleri tarafindan eksprese edilir. CD28’den farkli olarak CTLA-4 bir inhibitdr 2. bir
sinyal transdiiseri (ileticisi) olabilir ve T hiicre aktivasyonunu sonlandirabilir. CD28
baglanma yoklugunda naive T hiicreleri tizerindeki TCR’nin MHC class II molekiilii ve
antijenik epitop ile karsilikli etkilesimi T hiicresinde anerjiye yol agar. T hiicresi paralize
olur ve bir cevap olusmaz (Sekil 4) Benzer sekilde CTLA-4’{in iggali T hiicre anerjisi ile
sonuglanir. Anerjinin indiiksiyonu, otoimmiin cevaplarin &nlenmesinde 6nemli bir
mekanizmadir. Diger 6nemli membran-bagli kostimiilator sinyaller de mevcuttur. Ornegin
CD40 ile CD40 ligandi ve APC’den kaynaklanan sitokinler (IL-1 gibi) arasindaki
etkilesmeler onceden aktive olan T (“hafiza”) hiicreleri i¢in kostimiilator olarak etki

edebilir. Boylece antijen sunumundan sonra gonderilen kostimiilatdr sinyallere bagli olarak
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farkli sonuglar ortaya ¢ikabilir. CD40; T hiicresine bagli B hiicresi lizerindeki kostimiilator
aktivitenin hizli indiiksiyonu i¢in hem gerekli ve hem de yeterlidir. Bu kostimiilator
aktivite, hem B7-1 ve hem B7-2’den farkli ve hem de CD28’den bagimsizdir (72-74).

B7 antijenlerinin ekspresyonu B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86) ile diizenlenir.
Uyarilmamig APC’ler genelde B7-1 ve B7-2 molekiilleri yoniinden negatiftir. Aktivasyon
sonrasi dendritik ve epidermal Langerhans hiicreleri ile, B hiicreleri ve makrofajlarda B7-1
ve B7-2’nin ekspresyonu artar (75).

Akut veya kronik immiin cevaplarin cogunda B7-2 molekiils B7-1°den daha erken
uyarilir ve seviyeleri daha yiksektir. B7-1 ve B7-2 molekiilleri T hiicrelerinin
proliferasyonu, IL-2 yapimi ve hiicre ylizeyinde IL-2 reseptorlerinin ekspresyonunu
kostimiile edebilir. B7-1 ve B7-2 antagonistleri in vivo ve in vitro olarak immiin cevaplarn
durdurabilir ve antikor yapimim bloke edebilir (76).

B7-CD28 yolunun Tip 2 Th hiicrelerinin olusumunda, Tip 1 Th hiicre olusumundan
daha 6nemli oldugu gosterilmistir. Ciinkii CD28 negatif farelerde IgG1l’in miktar
azalmigtir. B7 molekiillerinin kostimiilatér giici CD4 T lenfositiyle sinirli degildir. B7
molekiilleri, CD4 T hiicrelerinden gelen harici sinyalin yoklugunda da CD8 T hiicrelerini
kostimiile edebilir (77).

B7 molekiilleri, 6zellikle B7-1, otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynar.
Bir modele gore B7-1; oncelikle Thl hiicreleri igin bir kostimiilator olarak etki ederken,
B7-2; Th2 hiicrelerinin yapimin: indiikler. Bir hipotez olarak Graves hastalifinda, TSHR
antijeni APC iizerindeki MHC-HLA Class II molekiilleri ile TCR’ne sunulur ve bu
potansiyel olarak otoreaktif T hiicrelerinin gelismesine yol agar. Immiin cevabin
ilerleyebilmesi i¢in APC lizerindeki B7 ve T lenfosit lizerindeki CD28 molekiillerinin
karsilikli etkilesiminin yer aldig: bir kostimiilator sinyal gereklidir. B7 ile CTLA-4’{in
karsilikl etkilesimi; biiyiik oranda TCR’nin azalmas: yoluyla T hiicrelerinde bir azalmaya
neden olur (anerji). CD28 ile CTLA-4 arasindaki dengesizlik ise agresif bir immiin cevaba
neden olarak Graves hastalifimimin gelismesine yardim eder. Daha 6nce de ifade edildigi
gibi Graves ve Hashimoto tiroiditi olan hastalarda CTLA-4 gen polimorfizmi bildirilmistir
(6,58). Ayrica Graves hastalarinda tiroid hiicreleri IFN-y ile stimiilasyondan sonra class II
molekiillerini eksprese ederler. Tiroid hiicreleri B7-1 ve B7-2 kostimiilatér molekiillerini
eksprese edemezler. Tirositler, kostimiilasyonun gerekmedigi T hiicreleri i¢in APC’ler

olarak fonksiyon gorebilirler (3) (Sekil 5).
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Gravesli hastalarda tirositler iizerinde Bel-2 ekspresyonu artmis ve Fas ekspresyonu

azalmigtir. Buna kargilik Hashimoto tiroiditli hastalara ait lenfositler tizerinde Fas artmig

Bcl-2 azalmistir. Bu durum infiltre lenfositlerde apopitotik Sliime yol agacak ve tiroidin

inflamatuar cevaplarin etkilerinden kurtulmasimi saglayacaktir (3). Sekil 6’da tirositler ile

immiim sistem arasinda sitokinler araciliiyla gergeklesen karsilikli

gosterilmigtir.
Ag tutul, Kostimfilasyon sinyali
g i:l eu ml::: ve 87-1 (CD80), B7-2 (CD8S)
® ] Kestimlasyon resepiérd
[ ] CD28. CTLA

Ag sunan hiicre

(makrofaj veya

dendritik hiicre)
CD4+Th1
hiicresi

\@f— MHC Class II molekili
Antijenik peptid (epitop)
o ve B zincir igeren
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CD4+ Th2

hiicresi

-’

(TNE-B, IFN-y, 1L-2)  Thl sitokinleri & Tha sitokinleri  (IL~4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13)
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Aktivasyon; gecikmis tip hitcresine farklilagmast;

hipersensitivite reaksiyonu Mikst sitokinler, sitotoksisiteye ADb iiretimi
olugturmak iizere dier hicreler  aracilik eden CD8+ T hiicreleri
de aktive edilir. ve NK hiterelerinin

aktivasyonunda da yer alir

Sekil 2. Antijen sunumu ile baslayan normal immiin cevapta anahtar elemanlar (3).

Otoimmiin cevabin sekli uyarilmis T helper hiicresinin sitokin profiline baghdir.

etkilesim
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Sekil 3. APC ile CD4" T hiicre aktivasyonunda anahtar molekiiller
arasindaki etkilesmeler (3).
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Sekil 5. Tiroid hiicreleri tarafindan
MHC class II ekspresyonundan
sonra alternatif sonuclar (3).
Naive T hilcrelerinin aktivasyonu
I¢in kostimiilasyon gereklidir.
MHC class IT molekiilii/antijenik
epitop ile etkilesim sonucu anerji
meydana getirilebilir ({ist panel:
periferik tolerans).
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Sekil 6. Tiroid hiicreleriyle immiin sistem arasinda sitokinler vasitasiyla karsihkh etkilesim.
IL-1, TNF ve IFN-y’ya cevap olarak kompleman regtilatuvar proteinlerin ekspresyonu kompleman
ekspresyonu uygun sartlarda T hiicre anerjisini indiikleyebilir. Diger sitokin araciliklt olaylar da
otoimmiin progesi artiracaktir (3).
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d) Klinik Bulgular
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Basedow-Graves’li hastalarda goriilen semptom ve bulgularin siklifi ve ciddiyeti

hastadan hastaya degisir (Tablo 1 ve 2).

Tablo 1. Graves’li hastalarin klinik 6zellikleri (1,5,57)

Genel
Sicak intoleransi
Terleme
Yorgunluk
Uyusukluk
Tremor
Diffliz guatr
Nodiiler guatr
Kardiyovaskiiler
Carpinti
Dispne
Goglis agris
Tagikardi
Atrial fibrilasyon
Sistolik hipertansiyon
Kalp yetmezIligi
Gastrointestinal
Istah artisa ragmen
kilo kaybi
Diyare, steatore
Kusma
Genitoiiriner
Poliiiri ve polidipsi
Infertilite
Amenore

Noromuskiiler

Cabuk yorulma

Hiperaktivite

Kas gligstizltigii (proksimal )
Koreoatetoz

Hipokalemik periyodik paralizi
Myastenia gravis

Psikiyatrik

Asiri duyarlilik
Sinirlilik

Asir1 huzursuzluk
Duygusal kararsizlik
Psikoz

Dermatolojik

Ince, nemli ve sicak cilt
Kagint1

Palmar eritem

Pretibial miks6dem
Saclar ince ve nemli
Onikoliz

Vitiligo

Parmaklarda ¢omaklagma

Giz bulgulan

Ust gozkapag1 spazmu,
Konversiyon bozuklugu,
Oftalmopati
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Tablo 2. Tirotoksikozlu hastalarda semptom ve fizik bulgularin  gériilme
siklig1 (1,5,57)

Semptomlar % Fizik bulgular %
Sinirlilik 99 Tagikardi 100
Terleme artist 91 Guatr 100
Sicaga agiri hassasiyet 89 Deri degisiklikleri 97
Carpint1 89 Tremor 97
Yorgunluk 88 Tiroid tizerinde ifiirim 77
Kilo kaybi 85 Goz belirtileri 71
Tagikardi 82 Atrial fibrilasyon 10
Dispne 75 Splenomegali 10
Istah artiss 65 Jinekomasti 10
Goz sikayetleri 54 Hepatomegali 8
Bacaklarda sisme 35

Hiperdefekasyon 33

Diyare 23

Istahsizlik 9

Kabizlik 4

Kilo alma 2

e) Tedavi (1,5,18,57)

Hipertiroidi tedavisinde ii¢ segenek vardir. 1) ATI tedavisi, 2) Cerrahi tedavi ve 3) RAI
tedavisi. Vakanin durumuna gére bu y6ntemlerden biri segilir. Bir tedavi ydnteminin
ardindan bir diger yontemi uygulamak da sik yapilan bir islemdir. Her y6ntemin kendine

Ozgti tistlinliikleri ve sakincalar vardir.
ATI Tedavisi

Tiyotire, tirenin oksijen atomu yerine kiikiirt atomunun girmesi ile elde edilen bir bile-
siktir. ATI’larin 6nemli bir grubu tiyotire grubu ilaglardir. Bu bilesikler molekiillerinde bir
kismuni tiyoiirenin olusturdugu bes tiyeli (imidazol) ve alt1 iiyeli (tiyotirasil) heterosiklik
halka igerirler. PTU, metimazol ve karbimazol gliniimiizde kullanilan ATI’lardir. Meti-

mazol, karbimazoliin aktif metabolitidir.
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ATI’larn etki mekanizmasi (1,5,18)
1- Tiroid ici etkiler

a) Tiroid hormon sentezinin inhibisyonu: Iyodun iyodinasyon ve organifikasyonu ile
iyodotirozinlerin coupling’ini inhibe ederler.

b) Muhtemelen Tg yapisii degistirirler ve Tg sentezini de inhibe ederler.
2- Tiroid dis1 etkiler

a) PTU; periferik dokularda ve tiroidde Tip 1-5' deiyodinaz enzim aktivitesini inhibe
ederek T4 — T3 doniistimiinii engellerler.

b) Immiinsupresif etki: ATI’larin in vitro lenfosit transformasyonunda inhibisyon,
lenfosit, monosit ve nétrofil fonksiyonu iizerine ve IL-2 gibi solubiil molekiillerin
olusumu tizerinde inhibitér etkileri vardir. Bu ilaglar kompleman aracilikli tiroid hiicre
hasarinda, ve T hiicre cevabinda 6nemli olan serbest radikal olusumunda inhibisyona,
Graves hastaliginin baglamasi ve stirdiiriilmesinde 6nemli olabilen tiroid hiicreleri
tizerindeki MHC Class II (HLA-DR) ekskpresyonunda inhibisyona, tiroid hiicre
kiiltirlerinde MHC Class I mRNA konsantrasyonlarinda azalmaya, supresér T hiicre
sayisinda artma (normale gelme), helper T hiicre ve NK hiicre aktivitesinde azalmaya,
tiroid i¢inde aktif T hiicre sayisinda azalma ve in vivo TSHR Ab ve anti TPO
konsantrasyonlarinda azalmaya neden olurlar. Tirositlerden proinflamatuar molekiillerin
salimmim azaltirlar. IL-18, sIL-2 reseptorleri ve soluble IL-6 reseptdr dahil baz
sitokinlerin ve soluble sitokin reseptdrlerinin serum konsantrasyonlar1 da ATI tedavisine
cevap olarak azalir. Serum antikor konsantrasyonlan ve T hiicre alt tiplerindeki bu
degisiklikler hastalarin hepsinde goriilmez ve hastadan hastaya degisebilir. Bunun
nedeni agik degildir. Yukandaki degisiklikler hastalar 6tiroid déneme gegtiklerinde
meydana gelir. Eger immiinitenin degismesinden tirotoksik durum sorumlu ise
tirotoksikozun diizelmesiyle immiinitedeki degisiklikler azalmaya egilim gdsterecektir.
Graves tirotoksikozunun potasyum perkloratla tedavisi de ATI tedavisine benzer bir
sekilde serum TSHR AB’larinda azalmaya neden olur. Fakat perklorat da
immiinsupresif etkilere sahip olabilir. Ayrica PTU veya karbimazolle tedavi edilen

hastalarda serum tiroid hormon konsantrasyonundaki azalmalar benzer olmasina ragmen
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karbimazolle tedavi edilen hastalarda serum TSHR Ab konsantrasyonlarindaki
azalmalar ve supresér T hiicre sayisindaki artmalar daha belirgindir. Bu sonuglar
ATP’larin immiin sistem {izerindeki etkilerinin tiroid fonksiyonundan bagimsiz
oldugunu gostermektedir. Tedavi sonrast TSHR Ab, IgE ve IL-13 diizeyi yiiksek kalan

hastalarda relaps daha sik goriilir.
2.2. ARI SUTU

Arn siitli, geng is¢i bal arlarimin (4dpis mellifera) hipofarengeal (yutak alti) ve
mandibiilar (alt cene) bezlerinde yapilan ve salgilanan, ar1 kovaninn 6zel bir maddesidir.
Geng larvalarin ve erigkin kralige arilarin temel gida kaynagidir. Isci arinin (hemsire ar1)
kralige (bey) artya doniistimiiniin yegane sorumlusudur. Aym koloniden dogan is¢i arilar
ile kralige arilar arasinda genetik olarak bir farklilik yoktur. Hemsire (Nurse) arilar olarak
adlandirilan bir grup ari, an siitli yapiminda ham madde olarak kullanmak iizere biiyiik
miktarda ar1 poleni ve nektar (bal 6zii) yerler. Miiteakiben an siitiinii farengeal bezlerinden
salgilarlar. An siitii kralice olacak geng larvalara is¢i arilar tarafindan dogrudan yedirilir
(Sekil 7). Kralice ar1 larvasi bu diyete bagladiktan hemen sonra daha biiyiik, iistiin bir ariya
dontisiir (Kralice ar1) (Sekil 8). Bu déniisiimde rol oynayan faktér ya da faktérler (“Queen
determinator”)’in ne oldugu yapilan bir ¢ok calismaya ragmen ortaya konamamustir. Ari
stitintin seker icerigi (gen¢ kralige ar1 larvalarinda daha yiiksek) veya vizkositesinin

Onemli oldugu ileri siiriilmiigse de bu durum ispatlanamamigtir (19-21,78).
2.2.1. An Siitiiniin Fiziksel Ozellikleri

Ar siitli sudan zengin, lapa-jel kivaminda homojen bir maddedir. Sari, beyazimsi renkte
veya hafif renkli, keskin fenolik kokulu ve karakteristik eksi bir tada sahiptir. Yogunlugu ~
1.1 g/emdiir. Suda kismen ¢cozliniir. Viskozitesi su igerifine ve yasa gbre degisir. Oda
sicakliginda veya buzdolabinda 5°C’de depolandifinda yavas olarak daha viskdz hale
gelir. Depolanmis an1 siitlinde komponentlerin ¢6kmesine bagli olarak kiigiik graniiller
olusur (19).



Sekil 7. Is¢i arilar tarafindan yapilan an siitii kralige ariya takdim
ediliyor (19).

Sekil 8. a) Ari siitiinde yiizen 3 giinliik kralice larva (19). Hiicre {iriin igin
hemen hemen hazir. b) 5 giinliik kralige larva. Eriskin halinden hemen dnce.
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2.2.2. An Siitiiniin Bilesimi

Arn siitlinlin bilesimi Tablo 3’de gosterilmistir. Azotlu maddelerin ortalama %
73.9’u proteinlerdir. 6 majoér proteinin 4’1 glikoprotein yapisindadir. Azotlu maddelerin %
2.3’11 serbest amino asitler ve % 0.16°s1 peptidlerden olusur. Amino asitlerin hepsi insan
i¢in esansiyel olup toplam 29 amino asit ve tiirevleri ayirt edilmistir. Aspartik asid ve
glutamik asid en fazla bulunur. Serbest amino asitler icinde ise prolin ve lizin en yiiksek
miktardadir. An siitlinde ayrica kollajen ve gamma globulin (bagigiklik sisteminin anahtar
bir elemani), glukoz oksidaz, fosfataz ve kolinesteraz gibi pek ¢ok sayida enzim ve insiilin
benzeri bir madde de bulunmaktadir (19,79-80).

Tiim gekerlerin % 90’1 fruktoz ve glukoz olusturur. Siikroz igerigi degiskendir.
Maltoz, trehaloz, melibioz, riboz ve erloz da bulunmaktadir.

Lipid fraksiyonunun % 80-90’1mu1 serbest yag asitleri (FFA) olusturur. Cogu kisa
zincirli (8-10 karbon atomlu) hidroksi yag asitleri veya dikarboksilik asitlerdir. Bu yag
asidleri ar1 stitiiniin biyolojik O6zelliklerinden sorumludur. Baglica bulunan asid, 10-
hidroksi-2-dekenoik asittir. Bunu onun satiire esdegeri olan 10-hidroksidekenoik asit takip
eder. Yapisinda bulunan esansiyel yag asitleri (6zellikle ®-3) kanda kolesterol seviyesini
diistiren bilesenlerdir. FFA’lara ilaveten lipid fraksiyonunda bazi nétral lipidler, steroller
(kolesterol dahil) ve ar1 balmumu ekstraktlarina benzer hidrokarbonlarin sabunlasamayan
bir fraksiyonu da saptanmastir (19).

Arn siitiiniin total kil igerigi taze agirligin yaklasik % 1°i veya kuru agirlifinin
yaklagik % 2-3’iidiir. Temel mineral tuzlar, K, Ca, Na, Zn, Fe, Cu ve Mn’dir. An siitii
vitaminlerden olduk¢a zengindir. Taze afirlifinin gram: bagina pantotenik asid 159-265
mcg, niacin 48-88 pg, thiamin 1.44-6.7 pg, riboflavin 5-24 pg, pridoksin 1-48 pg, folik
asid 0.13-0.53 pg, inozitol 80-350 pg ve biotin 1.1-19.8 ug bulunmaktadir. C vitamini ise
eser miktarda bulunur. An siitiinde A, D, E ve K vitaminleri ise bulunmaz. An siitiinde
insan iireme hormonlarinin varligi gosterilememistir. Ancak son zamanlarda ¢ok duyarh
radyoimmunolojik metodlarla ¢ok kiigiik miktarlarda testosteron saptanmigtir (0.012 g/g
taze agirlik). Bu kiigiik miktarin da biyolojik etkisi gosterilememistir (19).

An siitinde saptanan diger bilesikler; iki heterosiklik madde (biopterin ve
neopterin), serbest baz seklinde bazi niikleotidler, adenozin, iiridin, guanozin, iiridin ve

sitidin, AMP, ADP ve ATP, asetil kolin (1 mg/g kuru agirlik) ve glukonik asid (taze
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agirhigin % 0.6°s1) de bulunmaktadir. Bu saptanan fraksiyonlar disinda heniiz bilinmeyen

ve izole edilemeyen fraksiyonlar da vardir (19).

Tablo 3. Ar Siitiiniin Bilesimi (19,80)

Minimum Maksimum
Su % 57 % 70
Proteinler (N x 6.25) Kuru agirligin % 17’si Kuru agirhigin % 45°i
Sekerler Kuru agirligin % 18’si Kuru agirligin % 52’si
Lipidler Kuru agirligin % 3.5%i Kuru agirligin % 19°u
Mineraller Kuru agirligin % 2’si Kuru agirligin % 3’ii

2.2.3. An Siitiiniin Fizyolojik Etkileri

[k kez 1950°nin baslarinda 6zellikle Fransiz an yetistiricileri tarafindan ar1 siitiiniin

yararlarini 6ven makaleler yayinlanmaya baglamistir. Giiniimiizde genis 6lgiide bilinmekte

ve tilketilmektedir. Ancak an siitiniin klinik etkileri ile ilgili bilimsel bilgiler ciddi

derecede eksiktir.

2.2.4. Dogrulanmamis Bulgular

A siitliniin genglestirici etkileri oldugu (200-500 mg/giin oral veya dil alt1, 1-2 ay

stireyle alindiginda), yorgunluga kars: direnci ve entelektiiel performans: (yiiksek dgrenme

kapasitesi ve daha iyi hafiza) artirdi1, mental durumu (kendine giiven, iyi hissetme ve

ofori) diizelttigi ve genel olarak kiginin kendini iyi hissetmesine neden oldugu ileri

siiriilmiigtiir. Immiin cevab1 ve genel viicut fonksiyonlarmi diizelten genel bir uyarici

olarak etki etmektedir. Kisisel gbzlem ve bilimsel olmayan literatiirde ar1 siitiiniin tonik
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etkili (zindelik ve kuvvet ilact) oldugu, istahi ve kan basincimi diizenledigi, dolayisiyla
hipertansiyon ve hipotansiyonda kullanilabilecegi, anemiyi (kansizlik) diizelttigi, kan
lipidlerini dustirdtigti, arterosklerozu azalttifi, cinsel istek ve giicli artirdidi, grip
hastaligina karg: iyi geldigi, cilt saglig agisindan cilt kingikliklarmi 6nledigi ve yag bezleri
salgisini normale dondiirdtigiine dair bulgular mevcuttur (22,23,26,32,33,81). Fakat tiim bu

yararl etkiler yeterli sayida bilimsel ¢alismalarla heniiz yeterli 6l¢iide desteklenmemisgtir.

2.2.5. Bilimsel Baz1 Deliller

An siitii ile ilgili olarak bilimsel literatiirde yaklasik 200 civarinda makale
yaymlanmis olup bunun yaklasik %40°1 son 10 yildaki ¢aligmalara aittir. Bu galismalarin
¢ogu Japon, Cin, Alman ve Cekoslovak kaynaklidir.

An siitli farelere 3 g/kg/glin gibi yiiksek dozlarda enjekte ediliginde bile toksik
degildir. Mutajenik de degildir. Onceki yillarda cilde uygulandiginda allerjik kontakt
dermatit vakalar bildirilmesine ragmen, intramuskiiler ve intraperitoneal enjeksiyonlar
ciddi allerjik reksiyonlar nedeniyle terkedilmistir (82). Giinlimiizde en siklikla oral ve
eksternal olarak (kozmetiklerde) kullanilir. 10-hidroksi dekenoik asid insan viicudu
disinda ve deney ortaminda (in vitro) antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Antibakteryal,
fungisidal ve antiviral etkisi vardir. Bakterilerden E.Coli, Salmonella, Proteus, Basillus
Subtilis ve S. Aureus’a kars1 etkili oldugu gésterilmistir. An siitiindeki gii¢lii antibakteryel
proteine royalisin ad1 verilmistir. Agizdan ya da parenteral (kas i¢i veya damardan) yoldan
kullanilabilir. Cilde de uygulanabilir (Sekil 9). Koyu Renkli cam sisede 10-15-20 g’lik
paketler halinde spatiille (1 spatiil: 250-500 mg) agizdan kullanilabilir. 2400 mg’lik

kapsiilleri de mevcuttur.



Sekil 9. A siitii iceren gesitli tiriinler (19). Vial, s1ivi sekilleri, yogurt, sabun,
sampuan, gece ve giindiiz kremlerine katki maddesi olarak kullanilabilir.

a) Agizdan kullanilmas:

Tavuk, bildircin ve tavsanlarda iireme iizerinde pozitif etkiler bildirilmigtir.
Tavsanlar 100-200 mg/kg an siitii ile takviye edilmis normal bir diyete fertilite ve
embriyonik gelismede artma ile cevap vermislerdir. Diyetin yiiksek dozlarda (0.2 g)
liyofilize (dondurularak kurutulmus) ar siitii ile takviyesinden sonra Japon bildircinlar
daha erken seksiiel olgunluga ulagmislar ve daha fazla yumurta yumurtlamiglardir. 5 mg ari
siiti/kg gida kullanilarak yumurta iiretimi, fertilite ve kuluckadan g¢ikan civciv sayisi
artmigtir. Fakat diger bir aragtirmada 10-40 mg/giin gibi yiiksek dozlarda an siitii ile erkek
veya disi iireme organlarinda histolojik degisiklikler ve kilo alma gozlenmemistir (83).

Farelerin biiyiime hizlar1 1 g/kg gida ar siitii ile hafifce artmistir, fakat daha yiiksek
dozlarda azalmistir. 1 kg gidaya 5 mg an siitii takviyesi ile tavuk. keklik ve siiliinlerde
agirhk artislari bildirilmis, ratlarda mide igine dogrudan 10, 20 veya 40 mg ar siitii enjekte

edildiginde agirhk artis1 gozlenmistir (84).
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7 giinliikten daha kii¢tik olan buzagilara 0.02 g ar siitli verilmesi kontrol grubuna
gbre 6 ay sonra % 11-13 daha fazla agirhik kazanc: saglamistir. Tedavi edilen buzagilarda

mortalitenin daha diisiik oldugu ve enfeksiyonlara daha direngli oldugu gosterilmistir (85).
b) Enjeksiyon seklinde kullanim

i.v. enjeksiyonlar an siitlindeki asetilkoline bagli olarak hafif vazodilatasyon ve
sonug olarak hipotansiyona neden olurlar. An siitii soliisyonlarinin enjeksiyonlar1 oral
kullamima gore daha yiiksek kan seker seviyelerine yol agar. Ratlarda insiilin benzeri
hipoglisemik etki gosterilememistir. Kobaylarda 100-300 mg/kg viicut agirlig: ar1 siitii ile
kilo artiglart bildirilmistir. Kedilere enjekte edilen kiigiik dozlar Hb konsantrasyonu ve
eritrosit sayisim artirmig, farelerde 10 mg/kg’lik tekrarlanan dozlar motor aktivite ve kilo
kazancim uyarmustir. Bununla birlikte farelerde 100 mg/kg’hk tekrarlanan dozlar kilo
kaybina ve serebrokortikal hiicre metabolizmasinda bozulmaya yol agmistir. Yapilan bir
¢alismada disi koyunlarda an siitii (kapsiil ve enj.)+progesteron tedavisi ile ovulasyon hiz:

ve fertilitenin (dogurganligin) kontrol grubuna gére arttig1 bulunmustur (30).
2.2.6. Hayvan Caliymalar:

Arn siitli deneysel olarak ateroskleroz olusturulmus tavsanlarda plazma kolesterol
ve TG seviyelerini, arteryel kolesterol depozitlerini azaltir. Normal tavsanlarda ise plazma
lipid seviyelerine etkisi yoktur. Yiiksek kolesterollii diyetle beslenen hayvanlardé kan
kolesterol igerigini azaltabilir. Tavsanlarda kemik iyilesmesini hizlandinr. Cilt
lezyonlarimin  iyilegmesi hizlanir ve farelerde antiinflamatuar etki gosterilmistir.
Streptozotosinle diyabetes mellitus olusturulmus ratlarda yara iyilesmesini hizlandirir.
Akut fazda kapiller gegirgenligi inhibe eder ve inflamasyonun kronik fazinda graniilasyon
dokusu olusumunu azaltir (34). Tiimér hiicre kiiltiirlerinde 10-hidroksidekenoik asid ve
baz1 dikarboksilik asidlerin inhibitor etkisi gozlenmigtir. Profilaktik ve terapétik olarak
farelerde tlimor biiylimesinde inhibisyona (yavag biiyliyen ve solid tiimérler) yol
agmaktadir (19).

Siganlarda biiytik dozlarda an siiti kullanildiginda 6liim oram yiiksektir. Daha
kiigiik dozlarda strese neden olur, fakat 6ldiiriicii degildir. Adrenal bezlerde biiyiime,
gastrointestinal tilserler ve lenfatik dokularda hipertrofiye neden olabilirler (19).
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An siitiiniin 1ginlanmig farelerde makrofajlari ve hemopoetik (kan yapici) kok
hiicrelerinin aktivasyonu yoluyla hemopoetik fonksiyon bozukluguna karsi ve endojen

sepsise kars1 koruyucu aktiviteye sahip oldugu da gosterilmistir (31).

2.2.7. insan Cahsmalar

Insanda yapilan ilk galigmalarin (1959-1962) bilimsel kiymetini degerlendirmek
¢ok zordur. Test yontemlerinin ayrintilari, tedavinin etkinligini degerlendirmede kullanilan
parametreler ve yan etkiler eksiktir. Ar siitiiniin tesir mekanizmalar1 kesin olarak
bilinemiyor.

An siitlinlin aterosklerozlu insanlarda serum lipidleri seviyesinde azalmaya neden
oldugu gosterilmigtir. Ayrica insanlarda cinsel istekte artmaya yol agar. Ulkemizde
Cukurova Universitesi Ziraat ve Tip Fakiiltesinde Kaftanoglu ve Tanyeli tarafindan yapilan
bir arastirmada 16semi, lenf bezi kanseri ve karaciger kanseri olan ve 4-7 yaglar1 arasinda
olan 8 cocukta 1 g/giin olarak kahvaltidan 6nce agizdan kullanilan ar stitli tedavisi ile
kanda l6kosit (beyaz kiire), parcal1 16kosit (n6trofil) ve lenfositlerin anlamli olarak arttifs,
¢ocuklarin genel durumlarinin diizeldigi ve kilo aldigi bildirilmistir (86). Yamada ve
ark.lar1 ar1 siitiintin insan lenfositlerindeki immiinglobiilin yapimim uyardigim ve meme
kanserli hastalarda IgM ve IgG’yi artirdiini gostermislerdir (87). Japonya’da National
Fisheries Universitesinden Nagai ve ark.lar1 bal arisi iiriinlerinden bal, ari siitii ve
propolis’in deneysel ortamda antioksidan etkisini arastirmiglar ve bu etkinin saf bal ve
propolisde an siitiine gére daha fazla oldugunu, hiicre i¢in toksik olan serbest radikallerin
(super oksit radikali gibi) uzaklagtirilmasinda ise propolis ile ar siitiiniin en etkili oldugunu
gostermiglerdir (24). Immiinmodiilatér (bagisiklik sistemi fonksiyonlarim diizenleyici)
tesirleri ile ilgili olarak yakin zamanlarda yapilan bilimsel ¢alismalardan biraz daha

ayrintili bahsetmek yararli olacaktir,
2.2.8. An Siitii, Otoimmiinite ve inflamasyon

Fizyolojik kosullarda makrofajlardan salgilanan IL-12, ThO hiicrelerinin Thl
hiicrelerine doniistimiinii hizlandirir, Th2 hiicrelerine farklilasmasini ise suprese eder,

dolayisiyla IL-4 yapimim baskilar. Diisiik glutatyon (GSH) seviyelerine sahip
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makrofajlarda IL-12 yapim azalir. PGE, Thl cevabuu baskilar, antijen-spesifik Ig E
yapumim artirir Mast hiicrelerinden ¢esitli inflamatuar aracilarin (histamin gibi) salinimi Ig
E’nin hiicre ylizeyindeki yiiksek affiniteli Ig E reseptorlerine baglanmasiyla baglar. Mast
hiicre grantillerinden salinan histamin damar gegirgenligini artirir ve sonugta allerjik
reaksiyonlar alevlenir. Mast hiicre degraniilasyonu makrofajlarda yapilan ve bir damar
genisletici olan nitrik oksit (NO) ile baskilanr.

Otoimmiin hastaliklarda Ts (CD8+, T supresor-sitotoksik) lenfositlerdeki defekt
nedeniyle Th (T4, CD4+), B lenfositlerini otoantikor sentezi yapmak iizere uyarir. T
hiicreleri azalir, T, hiicreleri artar. Th1/Th2 orami Th2 lehine bozularak azalir. IFN-y
seviyesi azalir, IL-4 seviyesi artar. Makrofaj fonksiyonlar1 bozulur, IL-12 yapim azalir ve
GSH seviyeleri diiger (88).

Sver ve ark. lan 7 giin araliklarla 1 ya da 2 kez i.m. 0.4 ml veya i.v. 0.025 ml an
sitiinii ratlara (siganlara) verdiklerinde serum total protein ve Ig seviyelerinin kontrol
grubuna gore azaldigiu (immiinsupresif etki), immiinizasyondan 7 giin 6nce ve hemen
sonra s.c. 0.1 ml an slitli verilen farelerde ise plak olusturan splenosit sayisinin tedavi
verilmeyen kontrol grubuna gore immiinizasyondan 7 giin 6nce an siitii verilen farelerde
arttifini (immiinstimiilasyon) ve immiinizasyondan hemen sonra ar1 siitii verilen farelerde
azalmakla birlikte kontrol grubuna gore yiiksek kaldigimi bildirmiglerdir (20). Aym
¢alismada 0.1 ml s.c. ar1 siitii enjeksiyonu yapilan farelerde lenf nodu agirhigi artarken
(immiinstimiilasyon) dalak agirlifi degismemis, periferik kan lenfosit sayis1 artarken
notrofil sayist azalmustir. Sonug¢ olarak ar siitiiniin farelerde antikor yapimim ve
immiinkompetan hiicre proliferasyonunu uyararak veya ratlarda humoral immiin
fonksiyonlar1 deprese ederek bu immiinmodiilatsr 6zellikleri gosterdigini, farkli sonuglarin
hayvan modellerinin tiirii ile iligkili olmasina ragmen muhtemelen an siitiiniin dozunu ve
uygulama yolunu degistirerek sonuglarin tersine dondiiriilebilecegini ileri siirmiislerdir.
Ayrica an siitlinlin ratlarda Ig seviyelerini diislirme mekanizmasini agiklamak iizere ar
stitlindeki 10-HDA bagta olmak iizere muhtemelen diger serbest yag asitlerinin B lenfosit
hiicre membranina selektif sekilde baglanarak bu hiicrelerden antikor sekresyonunu
engelleyebilecegini belirtmislerdir.

Japon arastirmaci Oka ve ark.lar bagigiklik sistemi uyarilmis farelerde 1 g/kg
dozda ve agizdan verilen ar siitiiniin immiinmodiilatér etkilerini incelemisler, sonucta ari

stitliniin antijene spesifik IgE yapimini ve mast hiicrelerinden histamin serbestlesmesini
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baskiladifini dolayistyla allerjik reaksiyonlarin engellendigini, makrofaj fonksiyonlarmnimn
diizeldigini (IL-12, GSH, ve NO yapiminda artma, PGE, yapiminda azalma), ve Th1/Th2
hiicre cevabimin da Thl lehine diizeldigini, dolayisiyla otoimmiinitenin iyilestigini
gostermiglerdir (21). Kataoka ve ark. lari da benzer sonuglar elde etmiglerdir (28). Bu
¢aligmada aym zamanda ovalbiimin(OVA)/Alum-immiinize fareye intraperitoneal ar siitii
verilmesi hem OVA-spesifik IgG ve IgE yapimininda ve hem de OVA ile uyarilmis dalak
hiicreleri tarafindan IL-4, IL-5 ve IL-10 yapiminin inhibisyonuyla sonuglanmistir. Ilging
olarak OV A-spesifik IL-2 yapimi ar siitii ile degismemesine ragmen OV A-stimiile dalak
hiicreleri tarafindan IFN-y yapiminin inhibe oldugu goriilmiis sonugta an siitii verilmesinin
hem Thl ve hem de Th2 cevaplarinda down regiilasyona yol agabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Taniguchi ve ark. atopik dermatit benzeri cilt lezyonlar olusturulmus deneysel fare
modelinde ar1 siitiintin bu tip cilt lezyonlarinin gelismesini suprese ettigini ve bunun
mekanizmasinin muhtemelen dalak hiicrelerinden IFN-y yapiminda azalma ve dorsal cilt
lezyonlarinda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonundaki artmaya bagli
oldugunu bildirmislerdir (89). Ayn: aragtirmact grubu (Okamoto ve ark.) ayni yil yaptiklart
bir bagka ¢aligmada ise ar1 siitiintinlin antiallerjik aktivitesinin hangi komponentine bagh
oldugunu bir seri kolon kromotografisi kullanarak aragtirmiglar ve IL-4 yapimim suprese
eden 70 kDa’luk bir glikoproteini saflastirmiglardir. Bu proteine majér royal jell protein-3
(MRJP3) adim vermislerdir. Aym g¢aligmada bu proteinin, T hiicre proliferasyonunda
inhibisyonla birlikte bu hiicrelerden IL-4 yaninda IL-2 ve IFN-y yapimimi da suprese
ettigini, MRJP3’{in kendisinin yabanc1 bir protein olarak antijen dzelligi olmasina ragmen
intraperitoneal verilmesinin immiinize farelerde serum anti-OVA IgE ve IgG1 seviyelerini
inhibe ettigini ve sonug olarak MRJP3’iin in vitro ve in vivo giiglii immiin cevaplan
diizenleyici (immiin modiilatsr ve immiin regiilatér) etkilere sahip olabilecegini
gostermislerdir (41).

Simuth ve ark. ar siitlintin major proteinlerinden apalbiimin-1 (6zellikle 55 kDa’lik
monomerik formunun) ve apalbiimin-2’nin hiicre kiiltiir ortaminda fare makrofajlarindan
TNF-o salimmum uyardigim bildirmigler ve an balindaki fizyolojik aktif proteinlerin
biyolojik yararlanma amaciyla kullanlabilecegini ileri stirmiisleridir (39). Bilindigi gibi
TNF-a, immiin cevapta 6nemli olan sitokin aracilikli gen aktivasyonunda rol oynayabilir.
Ayrica hiicre proliferasyonu ve inflamasyon gibi nemli hiicresel olaylarin regiilasyonunda

baglatici bir faktdr olarak temel bir role sahiptir.
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Kohno ve arkadaglar1 sitokin seviyesinde ar siitiiniin antiinflamatuar etkilerini
incelemek amaciyla lipopolisakkarid ve IFN-y ile uyarilmis fare peritoneal makrofaj kiiltiir
ortamma ar siitii slispansiyonlarinin siipernatanlarini ilave etmigler ve sonugta doza
bagiml olarak aktive makrofajlarda TNF-a, IL-6 ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokin
yapiminin inhibe oldugunu goézlemisler ve ar1 siitliniin antiinflamatuar etkilere sahip
oldugunu ileri stirmiiglerdir (38). Bu antiinflamatuar faktorii “bal arisi royal jelly-kaynakli
antiinflamatuar faktor” (HBRJ-AIF) olarak adlandirmuglar ve kromatografik analizde bu
madde i¢in Snemli bir adayin MRJP3 olabilecegini ifade etmislerdir

Literatiirde Graves hastaligi dahil otoimmiin tiroid hastaliklarinda an siitiiniin

etkinliginin degerlendirilmesine ait deneysel ya da klinik bir ¢aligma bulunmamaktadir.

2.2.9. An Siitiiniin Yan Etkileri

Insanda yapilan bilimsel galigmalarda nadir de olsa am siitiine bagli astma,
anafilaksi ve 6liim, eozinofilik gastroenterit, hemorajik kolit ve kontakt dermatit vakalar
bildirilmigtir. Burada en 6nemli faktér muhtemelen kullanilan ar siitii dozu ve kullanilan
preparatin seklidir (82).

Goriildtigii tizere bal arisinin 6nemli iirlinlerinden biri olan an siitii ile ilgili bilgiler
son 10 yilda yapilan ciddi ¢alismalara ragmen son derece eksiktir. Insan tizerindeki etkiler
ve yan etkiler yeterince aragtirilmamigtir. Bu konuda bilimsel zemini iyi hazirlanmis genis

kapsamli yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.

2.2.10. An Siitiiniin Depolanmasi

An siitliniin kisith bir raf dmrii vardir. An siitiiniin aktivite sekli ve gergek etkileri
bilinmediginden uzun siireli depolanma sonrasi biyolojik etkinligindeki degisikliklere ait
bilgiler mevcut degildir. Bununla birlikte uzun siireli depolamaya bagli olarak daha yiiksek
asit titresi, daha biiyiik insoliibiil fraksiyonu, daha az serbest amino asit ve daha az glukoz
oksidaz gibi yapisal degisiklikler meydana gelir (90). Sogutma ve dondurma kimyasal
degisiklikleri geciktirir ve azaltir. Kurutup dondurulmus ar siitii en dayamkli sekil
olmasina ragmen yine de bazi degisiklikler meydana gelir. Yukardaki biligilerin 15181

altinda ar1 siitli igin minumum tedbir 0 ila 5°C arasinda sogutarak saklamaktir. Halen en iyi
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yontem miimkiinse pek ¢ok ev tipi dondurucularinda olan —17°C’nin altindaki bir
sicaklikta depolamaktir (19).

An sitli emiilsifiye bir {irtin oldugundan ve hiicresel bir doku icermediginden
dondurma &zel bir sorun olusturmaz ve yaygin olarak ev tipi dondurucular kullanilabilir.
Uriin aktivitesine ait emniyet sinirlarimi tayin eden kriterler olmamasina ragmen depolama
ve raf 6mrii miimkiinse 6zel olarak muhafaza edilmelidir. Avrupada satilan iiriinler i¢in
tiretimden sonra Onerilen depolama siiresi buzdolabinda ortalama olarak 18 aydir. —170
°C’de depolanan iiriinlerde depolama 24 ay’a uzatilabilir. Uriin eritildikten ve
paketlendikten sonra bir sogutucuda 12 aydan daha uzun stire depolanmamalidir (19).

Kurutulmus dondurulmug ar1 siiti ve an siitii iceren iiriinler genellikle oda
sicakliginda bazen birkag yil stireyle saklanabilir. Kurutulmus dondurulmus ar1  siitli
taze lirline gére bariz bir sekilde daha dayaniklidir. Ik 2 ayhik siirede oda sicakliginda
depolama esnasinda herhangi bir bozulma olmadigi bildirilmistir. Bu nedenle bu gibi
durumlarda degisiklikleri en aza indirmek i¢in soguk depolama tavsiye edilir ve iirlinler
rafta miimkiinse kisa siireli olarak saklanmalidir (19).

2.2.11. An siitii soliisyonunun goriiniimii ve larval deri fragmanlar

1 g an siitli yaklasik 20 ml distile su i¢inde seyreltilir. Soliisyon berrak oluncaya
kadar damla damla konsantre sodyum hidroksit soliisyonu ilave edilir. Béylece koyu sari,
yesil daha nadir olarak sarimsi pembe veya pembe renkli alkalin bir soliisyon elde edilir.
Fragmanlar sivi iginde erimeden kalir. Sulu kisim tortusundan ayirmak i¢in dikkatlice
dokiiliir ve filtre edilir. Filtre edilen kalintilar mikroskop altinda larval deri fragmanlari

olarak gézlenebilir.



39

3. MATERYAL VE METOD

3.1 Calismada Kullanilan Cihazlar

Sogutmal1 santrifiij (Suprafuge 22, Heraeus)
Mikrosantrifiij (Microfuge 18, Beckman-Coulter)
Terazi (Oertling, NA164)

Derin dondurucu (Nuaire)

Semiotomatik pipetler (Biohit, Genex, Htl)
COy’li etiiv (Binder)

pHmetre (Hanna)

Laminar airflow (Holten)

Inverted mikroskop (Nikon)

ELISA okuyucusu (Anthos Labtec Instruments)
Flow sitometre (Coulter)

Kan sayimi cihazi (GenS, Beckman-Coulter)

3.2. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

RPMI, HBSS, PBS, Ficoll paque (d= 1.077g/ml), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2yl)-2,5-
difenil tetrazoliyum bromiir (MTT), izopropanol, fétal calf serum, L-glutamin SIGMA;
dipotasyumbhidrojen fosfat, potasyumdihidrojen fosfat ve sodyumklorir MERCK

firmalarindan temin edildi.
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3.3. Caliymanin Planlanmasi

3.3.1. An siitii (Royal Jelly) temini: Calismada kullandigimiz ari siitii drnekleri
mevsiminde taze olarak (Haziran 2004) S.S. Trabzon Merkez Tarimsal Kalkinma
Kooperatifinden temin edildi. An siitii alikotlanarak —85°C’deki derin dondurucuda

calisilincaya kadar saklandi.

3.3.2. An siitiiniin immiinite iizerindeki etkisinin (stimiilasyon, inhibisyon ya da

immiinmodiilasyon) dl¢iilmesinde etkin konsantrasyonunun saptanmasi.

3.3.2.1. Saglikh bireylerden kan drneklerinin alinmasi

Bu amagla K.T.U. Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Check-up poliklinigine bagvuran
ve yapilan klinik ve laboratuar degerlendirmede herhangi bir hastalif1 saptanmayan 4 adet

normal saglikli birey alind:.

3.3.2.2. Lenfosit izolasyonu (91)

Aseptik steril ¢aligma ortaminda steril konik santrifiij tiipiine 3 ml saf ficoll eklendi.
Dort saglikli bireyden 9 ml’lik EDTA’l vakumlanmig kan tiiplerine konulmak iizere
holder sistemi ile koldan periferik venden 9 ml kan alindi. Yapisinda tiipteki EDTA’y1 da
barindiran 9 ml periferik kan enjektdr yardimiyla tiipiin cidarlarindan asagiya dogru
yavagga akitildi. Islem tamamlandiktan sonra 800 g’de 18°C’de 25 dakika siireyle santrifiij
edildi. Santrifiij tiiplerinde yogunluk gradientine gére ayrilan kan elemanlar1 yukaridan
asagiya dogru plazma, lenfosit+tmonosit, ficol, graniilositler ve eritrositler olmak iizere
ayrildi. Pipet yardimiyla plazma uzaklastirildiktan sonra ayri bir konik santrifiij tiipiine 5
ml besi yeri (RPMI) konuldu. Besi yerinin bulundugu konik santrifiij tiipiine lenfosit ve
monosit hiicre kanigimi eklenip 800 g’de 18°C’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi.
Tiipteki siipernatan atilarak ficol uzaklastirildi. Ficol’tin hiicreye zararimi iyice onlemek
i¢in bu yikama iglemi bir kez daha tekrar edildi. Sonugta tiipteki pelette yikanmis lenfosit
ve monosit karisimi elde edildi. Lenfosit ve monositler 4 saat uygun besi yeri (RPMI) ile

doku kiilttirti sisesinde 37°C’de inkiibe edildi. Plastik adezyon gdsteren monositler
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lenfositlerden kolayca ayrildi. Doku kiiltiirii sisesi hafifce galkalanip steril pipetlerle sivi
ayrildi. Sonugta %99 saflikta lenfositler elde edildi.
Lenfosit izolasyonundan sonra Coulter GenS cihazinda hiicre sayimi yapilarak,

hiicre sayis1 10/ul’ye ayarlands.
3.3.2.3. Ar siitii rneklerinin hazirlanmasi (38)

Dondurulmus ar1 siitii 6rnegi derin dondurucudan alinip oda sicaklifinda ¢6ziinmesi
saglandiktan sonra 4 g tartilip hacmi PBS ile 8 ml’ye tamamlandi (500 mg/ml). 10.000
g’de 10 dakika santrifiijlendi. Bu 6rnekten 500, 400, 200, 100, 50, 25, 10, 5 ve 2.5
mg/ml’lik diliisyonlar PBS ile hazirlandi. 0 (sifir) konsantrasyon i¢in PBS ¢ozeltisi
kullamldi.

3.3.2.4. Ari siitii ile lenfosit hiicre kiiltiirii

An siitli 6rnekleri laminar airflow’da 0.2 p’luk poru olan membran filtrelerinden
stiziilerek sterilize edildi. Hiicre kiiltiiri siselerine 240 pl her bir saglikli bireyin
lenfositlerini igeren izolasyon 6rnegi ve 60’ar pl gesitli konsantrasyonlardaki ar siitii
ornekleri ilave edildi (1:5 diltisyon). Siselerin hacmi RPMI 1640 ile 3 ml’ye tamamlanda.
Hiicre kiilttrti siseleri invert mikroskopta kontrol edilerek %5 CO,, %95 su buhari
saglayan CO, inkiibatdriine yerlestirildi ve 72 saat siire ile inkiibe edildi.

3.3.2.5. MTT Testi

MTT testi, mitokondriyal aktivitesi devam eden canli hiicrelerin sayisiu ve
proliferasyon yetenegini tanimlamak i¢in kullanilir (92). MTT stok ¢ozeltisi 5 mg/ml
konsantrasyonunda HBSS iginde ¢6ziildii, birkag dakika vortekslendi ve steril filtrasyon ile
bir siseye transfer edildi. 3.3.2.4. kesiminden elde edilen hiicre kiiltiirii sigelerinden
hiicreler ELISA kuyucuklarma 100’er pl ilave edildi. Uzerlerine 10’ar pl MTT c¢ozeltileri
konuldu. Kuyucuklar 37°C’de 4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras: kuyucuklar
aspire edildi. Kuyucuklara 200’er pl izopropanol ilave edildi. Karistirici iizerinde 10 ila 20
dakika ajite edildi. Kuyucuklardaki absorbanslar ELISA okuyucusunda 620 nm’lik
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referans filtreye karsilik 540 nm’lik dalga boylarinda okundu. 0 konsantrasyon dahil biitiin
konsantrasyonlar igin en az 5 deneyin ortalama ve standart sapmas: hesaplanarak MTT

testi sonucu hastalarda kullanilabilecek optimum ar1 siitii konsantrasyonlar saptandi.

3.3.3. Graves’li hastalarda an siitiiniin otoimmiinite iizerindeki etkisi ile ilgili

c¢alismalar

3.3.3.1. Graves’li hastalarin secimi

K.T.U. Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklar1 Bilim Dali Poliklinigine bagvuran, yeni tam konmus ve hi¢ tedavi almamig
Basedow-Graves’li 6 hasta calismaya dahil edildi. Hastalarin demografik verileri ve
laboratuar 6zellikleri Tablo 4’de verilmigstir. Graves hastalign tams1 hipertiroidi
semptomlar1 (¢arpinti, terleme, ellerde ince tremor, sinirlilik, sicaga tahammiilsiizliik ve
zayiflama gibi), fizik muayene bulgulan (diffiiz guatr, endokrin oftalmopati gibi) ve tipik
laboratuvar bulgular: (serum serbest T3 ve T, artis1 ve diigikk TSH, Anti TPO ve/veya Anti
Tg ve/veya TSH-R otoantikorlar: pozitifligi, tiroid sintigrafisinde radyoaktif maddenin
diffiiz artmus tutulumu) ile kondu. (Sekil 10 ve 11).

Rutin laboratuar analizleri K.T.U. Farabi hastanesi Klinik Biyokimya
laboratuarinda kemiliiminesans immunoassay yontemi ile Roche E-170 (TT3, TT4, STj,
ST,), DPC Immulite 1000 (Anti TPO ve anti Tg) kullanilarak, radyoreseptér assay yontemi
ile Brahms kiti kullanilarak (TSH R Ab) yapildi.

3.3.3.2. Graves’li hastalardan kan drneklerinin alinmasi ve lenfosit izolasyonu

Graves’li hastalardan kan 6rneklerinin alinmasi ve lenfosit izolasyonu 3.3.2.1 ve

3.3.2.2 kesimlerinde agiklandig: sekilde yapilmustir.
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Tablo 4. Graves’li hastalarin demografik verileri ve laboratuar bulgular

Hasta No 1 2 3 4 5 6
Adi1 Soyadi CXK S.T S.H E.T SK Y.A
Yas 26 31 26 40 45 51
Cinsiyet E E K K K E
TT3 6.5 6.4 4.1 6.5 54 4.7
(N: 0.8-2.0 ng/ml)

TT4 22.8 18.6 17.5 24.9 16.9 21.2
(N: 5.1-14.1 pg/dl)

ST3 23.1 21.2 13.7 32.6 24.5 22.6
(N: 1.8-4.6 pg/ml)

ST4 7.8 4.3 4.3 6.4 4.1 5.4
(N: 0.9-1.7 ng/dl)

TSH 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
(N: 0.27-4.2 uU/ml)

Anti TPO 643 235 864 16.0 16 441
(N: <34 1U/ml)

Anti Tg 41.8 238 46.1 294 <20 938
(N: <115 TU/ml)

TSHRAb 255 8.8 9.30 14.0 58 2.5

(N: 0-10 U/L)
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Sekil 10. 1 no.lu hastada Graves oftalmopatisi. Periorbital 6dem, iist géz kapaginda

retraksiyon ve egzoftalmi izleniyor.
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Sekil 11. Sekil 10’daki hastanin tiroid sintigrafisi. Tiroid bezinde bilateral diffiiz hiperplazi
ve radyoaktif madde tutulumu her 2 lobda artmis olarak izleniyor.

3.3.3.3. An siitii ile Graves’li hastalarin lenfosit hiicre kiiltiirii. 0, 25, 400 mg/ml’lik
ar1 stitii 6rnekleri 3.3.2.4 kesiminde anlatildig1 gibi hastalardan elde edilen lenfositlerle 72

saat stireyle inkiibe edildi.
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3.3..3.4. Hiicre kiiltiirii ve siipernatanlan ile yapilan testler

a. MTT testi

3.3.2.5 kesiminde anlatildig: gibi yapildi.

b. Sitokin diizeyleri

Thl markérleri olarak IFN-y (Cat No: KAC1231), TNF-a (Cat No: KAC1751) ve
IL-12 (Cat No: KAC1561), Th2 markorleri olarak I1L-4 (Cat No: KAC1281) ve IL-
10 (Cat No: KACI1321) kitleri Biosource (Belgika) firmasindan temin edildi.
Sitokin diizeyleri tiretici firmanm metod kitapgiklarina gére immunoenzimometrik

assay (EASIA) yontemiyle yapildi.

c. TSH Reseptor antikoru (TSHR Ab)

3.3.3.1 kesiminde verildigi gibi Radyoreseptér yontemiyle ticari Brahms kiti
kullanilarak tayin edildi.

3.3.3.5. Hasta serumlari ile yapilan testler

Hasta serumlarinda yontemleri 3.3.3.4 kesiminde verilen sitokin diizeyleri ¢alisildi.

3.3.4. istatistiksel Analiz

Verilerin istatiksel analizinde SPSS-11 ( SPSS Inc. Release 11.0, Chicago,USA)
versiyon istatistik paket programu kullamildi. Gruplar i¢indeki farklihigy belirlemede
nonparametrik varyans analizi (Kruskal-Wallis Test) yapildi. Sonuglar tablolarda ki-kare
ve p degeri verilerek gosterildi. Grup igindeki konsantrasyonlar arasindaki farklili
belirlemede Wilcoxon testi kullanildi. Sonuglar tablolarda W ve p degeri verilerek

gosterildi. p < 0.05 ise anlamlilik sinin olarak kabul edildi.
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4- BULGULAR

4.1. An siitiiniin immiinite iizerindeki etkisinin (stimiilasyon, inhibisyon ya da
immiinmodiilasyon) él¢iilmesinde etkin konsantrasyonunun saptanmasi.

Deneylerimizde kullanacagimiz etkin ar siitii konsantrasyonunu tesbit etmek
amactyla 3.3.2.3 kesiminde agiklandig1 sekilde hazirlanan 0-500 mg/mI’lik an siitleri ile
inkiibe edilen saglikli bireylere ait lenfosit hiicre kiiltiirlerinde yapilan MTT testi sonuglar
Tablo 5°de verilmistir.

Tablo 5°de goriildigt gibi 0, 2.5, 5 ve 100 mg/ml’nin sonuglar birbirine yakindir.
10-50 mg/ml konsantrasyonlar arasinda absorbans degerlerinde azalma vardir. 200-500
mg/ml arasinda maksimum absorbanslar elde edilmistir. Ancak 500 mg/ml’lik
konsantrasyonda hiicre canlilifi kismen kayboldugundan, 0, 25 ve 400 mg/ml’lik
konsantrasyonlarin daha sonraki deneylerde kullanilmasina karar verilmistir.
Tablo 5. Saglikl: bireylere ait lenfosit hiicre kiiltiirlerinde ari siitii ile 72 saatlik inkiibasyon

sonrasinda elde edilen MTT testi sonuglar: (absorbans).

An siitii konsantrasyonu (mg/ml) Absorbans [n=4, i(ﬂ:SD)]
0 0.182 (0.05)
2,5 0.177 (0.06)
5 0.170 (0.04)
10 0.164 (0.06)
25 0.166 (0.02)
50 0.162 (0.02)
100 0.188 (0.03)
200 0.215 (0.05)
400 0.270 (0.02)

500 0.300 (0.03)




4.2. Hiicre kiiltiirii ve siipernatanlarn ile yapilan testler

4.2.1. MTT testi
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Gravesli hasta 6rneklerinden izole edilen lenfosit hiicre kiiltiiriinde 0, 25 ve 400

mg/ml’lik ar siitii ile 72 saat inkiibasyon sonucu elde edilen MTT testi sonuglar1 Tablo

6°da verilmigtir. MTT testine ait kuyucuklardaki goriintii Sekil 12°de verilmistir.

Tablo 6. Graves’li hastalarda MTT testi sonuglar1 (Absorbansx10%), [n=10, X(+:SD)]

Hasta Kontrol* 0 25 400

CK 96.5 (10.6) 114.9 (13.6) 139.1 (12.2) 174.4(9.4)
S.T 119.8 (10.5) 104.1 (9.5) 116.2 (13.2) 222.9(20.2)
S.H 126.5 (16.6) 121.8 (17.0) 137.3 (21.9) 222.8(10.5)
E.T 138.2 (10.6) 106 (12.3) 138.6 (12.5) 170 (17.5)
SK 89.5(4.1) 72.1 (8.8) 75.6(12.0) 178.9(11.8)
Y.A 88.7 (6.6) 81.4 (7.6) 89.5 (14.8) 183.2(15.8)
X (£SD) 109.9 (21.1) 100.1 (19.4) 116.1 (27.7) 192.0(24.3)**

* Kontrol 6rneklerinde PBS yerine RPMI kullamiimustir.

**Kruskal-Wallis ki-kare=13.978, p=0.03
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Sekil 12. MTT testi

Her bir konsantrasyonda hastalar i¢in elde edilen tablonun altinda verilen genel
ortalamalarin Kruskal-Wallis varyans analizinde anlaml fark bulunmusgtur. Bu farkin hangi
konsantrasyondan kaynaklandii Wilcoxon testi ile incelendiginde 400 mg/ml’lik
konsantrasyonun kontrol, 0 ve 25 mg/ml’lik Orneklerden anlamli farkli oldugu
bulunmustur (her biri igin Wilcoxon w=21.0, p=0.004). Dolayisiyla lenfositleri en fazla
etkileyen, proliferasyon yetenegini en fazla artiran konsantrasyonun 400 mg/ml oldugu
anlagilmaktadir. 400 mg/ml’lik ar siitiintin lenfositler ile 72 saatlik inkiibasyonu
sonucunda elde edilen mikroskopik goriintii Sekil 13°de verilmistir.
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Sekil 13. 400 mg/m! konsantrasyonda ar1 siitii ile muamele edilen lenfositlerin 72 saatlik
inkiibasyon sonrasindaki mikroskopik goriintimii (x100).

4.3. Sitokin diizeyleri

Lenfosit hiicre kiiltiiriiniin an siitii ile 72 saat inkiibasyonu sonucunda elde edilen
supernatanlarda bulunan Th]l markorii sitokinler (IFN-y, TNF-(X.,.IL-12) ile Th2 markérii
sitokinler (IL-4, IL-10)’in diizeyleri Tablo 7°de verilmistir. Her bir konsantrasyon ve her
bir hasta i¢in bulunan Tablo 7°deki veriler grup haline getirildiginde, elde edilen sonuglar
ve istatistik karsilagtirmalar1 Tablo 8’de verilmisgtir.
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Tablo 8. Tablo 7°deki sitokin diizeylerinin grup ortalamalar1 [n=6, X(+:SD)]
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Parametere 0 25 400 Ki-kare p=

IFN-y 1.90 (0.52) 1.56 (0.47) 3.42(1.04)* 10.62 0.005
TNF-a 25.13 (12.39) 15.55 (8.66) 8.70 (6.83)** 6.48 0.039
IL-12 14.58 (6.67) 13.29 (8.97) 11.04(8.22) 1.06 0.589
I1-4 16.36 (10.92) 7.89(8.19) 3.89(5.80) 5.51 0.063
IL-10 10.58 (3.18) 9.96 (6.82) 6.49 (3.74) 2.85 0.241

* JFN-y i¢in 400-0 arasinda Wilcoxon w=25, p=0.010, 400-25 arasinda w=22, p=0.006

** TNF-a i¢in 400-0 arasinda w=25, p=0.025

Tablo 8’e gore IFN-y konsantrasyonlar1 25 mg/ml’lik ar1 siitii konsantrasyonu harig

artiy egilimi gosterirken, diger Dbiitlin sitokinlerin konsantrasyonlar1 0-400 mg/ml’lik

konsantrasyonlar arasinda azalma egilimi gostermistir. Bu artma ve azalmalar en fazla 400

mg/ml’lik konsantrasyonda maksimum ya da minumum olmustur. Sitokinlerden ar siitii

konsantrasyonlarina gére anlamli farkliliklar IFN-y ve TNF-o’da bulunmustur. IL-4

konsantrasyonlart da azalmakla birlikte, anlamlilik sinirinda (p=0.05) kalmustir.

Calismamizda Th1/Th2 sitokin diizeylerinin orani da arastirildi. Bu oranlar Tablo 9°da

verilmistir.

Tablo 9. Hiicre kiiltiir supernatanlarinda elde edilen Th2/Th2sitokin oranlarinin grup

ortalamalar1 [n=6, i(iSD)]

Parametere 0 25 400 Ki-kare p=

IFN-y/ IL-4 0.27 (0.38) 1.96 (03.84) 13.22 (14.15)* 7.33* 0.026
IFN-y/ IL-10 0.18 (0.04) 0.26 (0.28)  1.61 (2.82)** 7.67** 0.022
TNF-a/IL-4 4.34 (6.55) 33.29 (71.27) 46.97 (65.48) 0.85 0.650
INF-o/IL-10  2.67 (1.56) 246 (2.57) 2.86(4.48) 145 0.480
IL-12/1L-4 2.40 (4.09) 23.63 (49.11) 76.45 (86.01) 1.29 0.530
IL-12/1L-10 1.37 (0.65) 1.42 (1.15)  1.96 (1.05) 1.38 0.502

* Fark 0-400 arasindadir (w=23.5, p=0.013), ** 0-400 arasinda w=26.5, p=0.045
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Varyans analizinde Th1/Th2 oranlaridan IFN-y/ IL-4 ve IFN-y/ IL-10 i¢in anlaml
grup farkliligy bulunmustur. Grup igindeki farkliik 400 mg/ml’lik konsantrasyondan
kaynaklanmaktadr.

4.4. TSHR Ab sonuclar:

Lenfosit hiicre kiiltiiriiniin a1 siitii ile 72 saat inkiibasyonu sonucunda elde edilen

supernatanlarda 6lgiilen TSHR Ab diizeyleri Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Hiicre kiiltiir supernatanlarinda elde edilen TSHR Ab diizeyleri*

Hasta TSHR Ab (IU/ml)
0 25 400
CK 29 27.5 16
S.T 34 25 19
S.H 28 29 14
E.T 36.5 36 17.5
SK 31 27 16
Y.A 33 28 15.0
X (#SD) 31.943.2 28.8+3.8 16.6+1.8

* Ki-kare= 12.82, p=0.002

Hasta sonuglar tek tek incelendiinde her bir hasta igin 400 mg/ml konsantrasyonda ari
stitii ile muamelede en diisik Ab diizeyleri bulunmustur. Varyans analizinde gruplar
arasinda belirgin anlamli farkliklar ortaya c¢ikmustir. Bu farklilik yine 400 mg/ml’lik
konsantrasyondan kaynaklanmaktadir (hem 400-0 arasinda ve hem de 400-25 arasinda
w=21, p=0.004).

4.5. Hasta serumlan ile yapilan testler

Hasta serumunda 6lgiilen sitokin diizeyleri Tablo 11°de verilmistir.



Tablo 11. Hasta serumundaki sitokin diizeyleri
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Hasta IFN-y TNF-o IL-12 IL-4 IL-10
(IU/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
CK 2.57 15.60 12.9 1.88 4.97
S.T 0.10 9.96 14.7 8.70 2.90
S.H 0.35 3.52 20.6 78.1 5.90
ET 1.00 17.50 16.4 39.5 3.50
SK 0.47 11.30 74 8.30 26.70
Y.A 0.10 16.20 9.4 11.0 0.30
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5- TARTISMA

Graves hastaligy; hipertiroidi, diffliz guatr, oftalmopati ve seyrek olarak dermopati
ile kendini gosteren otoimmiin bir hastaliktir. Bu bulgular, ¢esitli kombinasyonlar halinde
ve farkl: siklikta goriiliirler. Tant aninda hepsinin bir arada olmasi gerekmez. Tirotoksikoz
nedenleri arasinda %70-85’lik oranla en sik goriilenidir. Bu oran iyot alimu ile ilgili olarak
cografi degisiklikler gosterir. Iyot yetersizligi bolgelerinde, Graves hastalip1 yine birinci
stray1 korumakla birlikte, toksik multinodiiler guatr ve toksik adenomun goriilme siklig,
endemik olmayan bélgelere gore daha fazladir (42). Hastaligin patogenezinde humoral ve
hiicresel immiin cevaplar yer alir. TSHR ADb seviyeleri artmustir ve tiroid dokusu aktif T ve
B hiicreleri ile infiltredir (1,5,9). Baz1 gézlemlere dayanarak Graves’li hastalarda B hiicre
aktivasyonu ve humoral immiin cevap hakimiyeti oldugu ileri siiriilmiistiir. Hastalarin
tiroid bezlerinde ve Graves oftalmopatili hastalarin ekstraokiiler kaslarinda IgE birikir (93-
94). Aktif B hiicre markorii olan CD23+ hiicre sayisi artar. IgE sentezi igin bir diizenleyici,
B ve T hiicreleri promot6rii ve kan hiicreleri i¢in bir diferansiyasyon faktorii olarak etki
eden solubiil CD23 (sCD23) bazi Graves hastalarinda artar (95). Graves hastalifinda
periferik kan lenfosit alt tipleri sayis ile ilgili olarak literatiirde geliskili sonuglar vardir.
Baz caligmalarda CD4+ artarken CD8+ hiicreler azalmis, dolayisiyla CD4/CD8 orani
artmis (96-98), diger bazi caligmalarda ise CD4+ ve CDS8+ hiicrelerin birlikte arttigi
bulunmustur (99-100). Th alt tipleri ile yapilan ¢alismalarda ise Th2 cevabi artarken
(11,98) Thl cevabin azaldig: (11,98), arttigr (101) ya da degismeden kaldigr (102)
bulunmustur.

ATI’lar Graves hastaliginin baslamas: ve siirdiiriilmesinde énemli olabilen tiroid
hiicreleri tizerindeki MHC Class II (HLA-DR) ekspresyonunda inhibisyona, supresér T
hiicre sayisinda artmaya (normale gelme), helper T hiicre ve NK hiicre aktivitesinde
azalmaya, tiroid i¢inde aktif T hiicre sayisinda azalma ve in vivo TSHR Ab ve anti TPO

konsantrasyonlarinda azalmaya neden olurlar. Tirositlerden proinflamatuar molekiillerin
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salimimini azaltirlar (14,103). IL-1, sIL-2 reseptérleri, IL-6 ve solubiil IL-6 reseptdr (101)
dahil baz1 sitokinlerin ve solubiil sitokin reseptorlerinin serum konsantrasyonlar: da ATI
tedavisine cevap olarak azalir. Yeni bir ¢alismada Diez ve ark. lar1 Graves’li hastalarda
serum TNF-a ve serum TNFR-1 konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gore arttigim ve
ATI ile tedaviden sonra serum TNF-a ve serum TNFR-1 konsantrasyonlarimin anlaml
olarak azalarak normale dondiigiinii bildirmiglerdir (104).

Sitokinler (monokinler, lenfokinler) hiicreler arasinda soluble sinyaller olarak
parakrin ve endokrin bir tarzda etki gosteren kiiciik, glikoprotein yapisinda kimyasal
maddelerdir. Immiin savunmada, immiin ve inflamatuar cevaplarin olusumu ve devaminda
temel bir role sahip olduklarindan bu polipeptid mediyatorlerin otoimmiin hastaliklarin
gelismesi ve devaminda yer alabilecegi ileri siirtilmiistiir (61). IL-2, IL-6 ve TNF-a. gibi T
hiicresi kaynakli sitokinler, lenfositlerin pek c¢ok fonksiyonlarina aracilik ederler. Bu
nedenle onlarin her biri immiin olaylara farkli derecelerde katkida bulunur. Makrofajlar ve
ilgili hiicre tipleri TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin 6nemli kaynaklarndir
(105). Sitokinlere cevapta intraselliiler sinyaller hiicre yiizey reseptorleri tarafindan
saglanir. Bununla birlikte sitokin reseptorleri hiicre yiizey formlarmin proteolitik
pargalanmasindan kaynaklanan solubiil formlarda da mevcutturlar. Sitokinlerin insan tiroid
fizyolojisindeki ve hipertiroidi durumlarindaki rolii yeteri kadar anlagilamamigtir. Graves
hastaliginda intratiroidal lenfositler ve tiroid folikiil hiicreleri tarafindan yapilan farkli
sitokinlerde artma vardir (106-107). Th2 sitokin hakimiyetine yol agan immiin regiilasyon
bozuklugunun hastalifin patogenezinde 6nemli oldugu ileri siirlilmiistiir (108). Ayrica
sitokin seviyelerinin endokrin durumla iyi bir korelasyon gosterdigi goriilmektedir. Hatta
sitokinler Graves hastalifinda aktivasyon ve remisyon markorleri olarak fonksiyon
gorebilirler (109). Diger yandan hipertiroksineminin sitokinler {izerindeki etkisini
degerlendirmek zordur. Ciinkii ATI’lar sitokin yapimim degistirirler (110).

An siitii, is¢i bal arilarinin hipofaringeal bez ve mandibiilar bezlerinden salgilanur.
Kralige ar1 ve larvalan i¢in yegane gidadir. Kimyasal analizi yapildiginda ari siitiiniin
yapisinda baglica protein, sekerler, lipidler, vitaminler, mineraller ve serbest amino asitler
yer alir (35-37). 10-hidroksi-2-dekenoik asit, royalisin ve apisin dahil igindeki baz
maddelerin bu farmakolojik aktiviteleri gosterdigi bulunmustur. Baglica 5 tip an siitii
proteini (major royal jelly proteins, MRJPs; MRJP1-5) cDNA klonlama ve sekanslama
teknikleri ile karakterize edilmistir. Ar siitliniin antitiimor, antibakteryel, antiallerjik,
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antihiperkolesterolemik, insiilin benzeri ve yorgunluga karsi farmakolojik &zellikleri
oldugu bildirilmistir (40). Yakin zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ise ar1 siitiiniin in vitro
ve in vivo antiinflamatuar ve immiinmodiilatér etkisinin oldugu gosterilmistir (38-41).

Biz c¢alismamizda Basedow-Graves hastalifinda ar1 siitiinlin otoimmiinite
tizerindeki etkisini periferik kan lenfosit hiicre kiiltiirlerinde sitokinler (lenfokinler) ve
tiroid otoantikorlar1 diizeyinde degerlendirmeyi amagladik.

Bilindigi gibi MTT testi, mitokondriyal aktivitesi devam eden canli hiicrelerin
sayisini ve proliferasyon yetenegini tanimlamak igin kullamlan bir testtir (92). Biz de
Graves’li hasta 6rmeklerinden izole edilen lenfosit hiicre kiiltiiriinde ar siitii ile 72 saatlik
inkiibasyon sonucunda tiim hastalarda 400 mg/ml’lik konsantrasyondaki ari siitliniin
absorbansi anlamli olarak artirdigini bulduk. Diger bir ifadeyle 400°liik konsantrasyondaki
ar1 siitli canli lenfosit sayisin1 ve proliferasyon yetenegini artirmaktadir. Kontrol, 0 mg/ml
ve 25 mg/ml’lik konsantrasyonlar1 arasinda ise bir farklilik saptamadik. Ar siitiiniin sahip
oldugu antijenik 6zelligi ve dolayisiyla yabanci bir protein olarak lenfosit proliferasyonunu
artirmasi beklenen bir sonugtur.

IFN-y; aktif T ve NK hiicreleri tarafindan tiretilen gercek bir lenfokindir. Yapisal ve
fonksiyonel olarak tip 1 (alfa/beta) interferonlardan farklidir. Bariz antiviral ve hiicre
biiylimesini diizenleyici aktivitelerine ragmen immiinmodiilatér 6zelliklerinin en &nemli
olduguna inanilmaktadir. Makrofaj fonksiyonunun temel aktivatoriidiir (makrofaj aktive
edici faktér, MAF). Sitotoksik (ve muhtemelen supres6ér) T hiicrelerinin biiylime ve
farklilagmasinda 6nemli bir role sahiptir. B hiicre matiirasyon faktorii olarak da etki eder.
Aynica Ig izotip yapimim diizenler ve Ig E cevaplarim inhibe eder. Entegre sitokin aginda
sitokinlerle ya sinerjistik (TNF-a gibi) ya da antagonistik (IL-4 gibi) yolla etkilesir (111)

Thl hiicreleri baglica IFN-y salgilarlar. Diger bir ifadeyle IFN-y, ana Thl
sitokinidir. Th2 hiicreleri tarafindan salgilanmaz. IFN-y; TSHR gen ekspresyonunu down
regiile edebilir. Béylece in vivo tiroid fonksiyonlarinda genel bir inhibisyona neden olabilir
(112). IFN-y dahil sitokinlerin tiroid hormon sentezinde yer alan tiim molekiiller {izerinde
etkisi vardir. IFN-y, TNF-a ve IL-1’in her {igili de tiroid folikiil hiicre kiiltiiriinde NIS gen
ekspresyonunu ve iyodiir tutulumunu inhibe eder (113-114). TPO gen ekspresyonu ve Tg
yapimi in vivo iyot organifikasyonunu etkileyebilen, in vitro tiroid folikiiler hiicrelerin

sitokin tedavisi ile azalir (115). Sonu¢ olarak sitokinler tiroid folikiiler hiicre
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proliferasyonunu etkileyebilirler ve genel olarak tiroid hormon yapiminda yer alan
molekiillerin ekspresyon ve fonksiyonunu inhibe ederler (9).

Graves hastalaninda yapilan degisik ¢aligmalarda serum IFN-y seviyesinin arttigi
(12), azaldig1 (61) ve degismeden kaldig1 (11,116) bildirilmistir. IFN-y, IL-2 ve TNF-a
gibi Th1 sitokinler in vitro tiroid B hiicreleri tarafindan antitiroid antikor yapimim suprese
ederler (117). Celigkili bulgular olmasina ragmen ¢ogunlugun goriisii; Graves hastaliginin
Th2 sitokinler tarafindan baglatildigi ve Thl sitokinler tarafindan ise regiile edildigidir.
ATI veya RAI ile tedaviden sonra serum IFN-y seviyelerinin yiiksek kaldig: ancak
Th1/Th2 oranimin saglikli kontrollere gére daha diisiik yani Th2 lehine oldugu saptanmustir
(118-119).

An siitliniin IFN-y tizerindeki etkisini degerlendiren sinirli sayida ¢alisma vardir.
Oka ve arkadaslari immiinize farelerde 1g/kg dozda agizdan verilen an siitiiniin
immiinmodiilatdr etkilerini aragtirmislardir (21). Immiinize farelerde normal farelere gére
CD4+ T hiicrelerinden IFN-y yapiminin suprese oldugunu ve IL-4 yapimimn arttigim, ari
siitli verildikten sonra Th1/Th2 hiicre cevap dengesinin Th2’den Thl lehine diizeldigini
(IFN-y’min artip IL-4’tin azaldigini) bildirmislerdir. Taniguchi ve ark.lan atopik dermatit
benzeri cilt lezyonlar: olusturulmus deneysel fare modelinde ar siitiiniin bu tip cilt
lezyonlarinin gelismesini suprese ettigini ve bunun mekanizmasinin muhtemelen dalak
hiicrelerinden IFN-y yapiminda azalma ve dorsal cilt lezyonlarinda indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (INOS) ekspresyonundaki artmaya bagh oldugunu bildirmislerdir (89). Kronik
atopik dermatitte IFN-y’nin patogenetik rolii ile ilgili olarak IFN-y’nin lezyonlu ciltte
inflamatuar hiicrelerin toplanmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi ileri siiriilmiigtiir. Ayn1
aragtirmacilar tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise ari siitiinden saflastirdiklar
MRJP3 proteininin T hiicre proliferasyonunda inhibisyon, ve bu hiicrelerden IFN-y, IL-2
ve IL-4’lin yapimim suprese ettigini saptamislardir (41). IFN-y, ve TNF-a.; tiroid folikiil
hiicresinin bliylime ve proliferasyonunu inhibe eder (120).

Biz calismamizda periferik kan lenfosit hiicre kiiltiirlerinin ar1 siitii ile 72 saat
inkiibasyonundan sonra elde edilen hiicre kiiltiirii supernatanlarinda 8lgtiigiimiiz IFN-y
seviyelerinin 25 mg/ml’lik konsantrasyonda degismezken 400 mg/ml’lik ar siitii
konsantrasyonunda belirgin olarak arttiini bulduk. Bizim IFN-y ile ilgili sonuglarmmiz
Gravesli hastalarda ari stittiniin Th1/Th2 dengesini Th2 sitokinden Thl sitokin cevabina
dogru yer degistirttigini gostermektedir. Yukaridaki olumlu etkileri (supresér T
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hiicrelerinin biiytime ve farklilagmasi, IgE cevabinda inhibisyon ve in vitro tiroid B
hiicreleri tarafindan antitiroid Ab yapiminda supresyon gibi) dikkate alindifinda ar
stitiniin IFN-y seviyesini artirici etkisini yararl: bir etki olarak degerlendirebiliriz.

TNF-o; nétrofiller, makrofajlar, aktif T ve B hiicreleri, NK hiicreleri, lenfokinle
aktiflestirilen Oldiiriicti hiicreler ve diiz ve ¢izgili kas hiicreleri tarafindan tiretilen bir
sitokindir. Septik sok sendromu, kaseksi, AIDS gibi pek ¢ok hastalifa aracilik eder ve bazi
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde yer alir. TNF-a, antijenle uyarilmig IL-2 ve IL-6 ile
birlikte T lenfositlerinin aktivasyon ve proliferasyonunda gerekli olan ikincil sinyalin
onemli bir bolimiinii olustururlar. TNF-a, tiroid folikiil epitel hiicreleri, fibroblaslar ve
tiroid igindeki lenfositler tarafindan da salgilanabilir (120-121). Pek ¢ok immiinolojik
aracili inflamatuar hastaliklarin patogenezinde agir1 miktarda TNF-a iiretildigi saptanmigtir
(104,122). Ormegin TNF-o’mun romatoid artritin klinik semptomlarmin ortaya ¢ikmasinda
anahtar bir rol oynadigi gosterilmistir. Ciinkii TNF-a; proinflamatuar sitokin kaskatinin
tepesinde yer alir. Romatoid artritli hastalarin anti- TNF-a antikorlan ile tedavisi hastalik
aktivitesinde dramatik bir azalma ile sonuglanmigtir (123).

TNF-a sistemi hipofiz-tiroid aksinin diizenlenmesinde rol oynayabilir. Insan tiroid
hiicreleri lizerinde TNF-a reseptorleri gosterilmistir (124).

Graves’li hastalarda intratiroideal lenfositler ve tiroid folikiil hiicreleri tarafindan in
vivo TNF-o tiretimi gosterilmigtir (121,125-126). Yapilan degisik c¢aligmalarda bu
hastalarda serum TNF-a seviyelerinin yiiksek (101,104,127) veya normal sinirlarda (102)
oldugu bildirilmistir. ATI’lar immiinsupresif etkilerini TNF-a,, IL-1 ve IL-6 gibi baz
inflamatuar sitokinlerin yapimim engelleyerek gosterirler (9,18). Diez ve ark.lar1 ATI, RAI
veya cerrahi ile tedaviden sonra 6tiroid hale gelen Graves’li hastalarda serum TNF-o
seviyelerinin azalarak saglikli kontrollerdeki seviyelere geldigini gostermislerdir (104).
Ancak plazma TNF-o’nin yart 8mrii kisadir ve bu sitokinin doku seviyeleri patofizyolojik
durumlarla daha yakindan iligkilidir (128).

An siitlinlin - TNF-o lizerindeki etkisini degerlendiren simirli sayida caligma
yapilmustir. Daha 6nce Tonks ve ark.lar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada %1°lik ar1 balinin
insan monosit hiicre dizilerinde TNF-o salinmmim uyardifi, suni balin ise (dogal balda
bulunana benzer glukoz ve fruktoz karigimi) TNF-o salimimini saglamada yetersiz oldugu

bildirilmistir (129). Kohno ve ark.lar1 lipopolisakarid ve IFN-y ile uyarilmig fare perioneal
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makrofaj kiiltlir ortamina ar1 siitli siispansiyonlarinin supernatanlarini ilave ettiklerinde
doza bagh olarak aktive makrofajlarda TNF-o, IL-6 ve IL-11’in yapiminin inhibe
oldugunu gdstermigler ve bdylece ar1 siitiiniin otoimmiin hastaliklarin yasam kalitesinin
diizelmesinde etkili bir diyet suplementi olabilecegini ileri siirmiislerdir (38). Simuth ve
ark.lan ise ar siitlinlin major poteinlerinden apalbiimin-1 (6zellikle 55 kDa’lik monomerik
formunun) ve apalbiimin-2’nin hiicre kiiltlir ortaminda fare makrofajlarindan TNF-a
salimmini uyardigimi bildirmigler ve bal arilar1 ve insanlarda immiin cevap i¢in gerekli
genlerin sitokin aracili aktivasyonunda TNF-a’nin nemli bir rol oynayabilecegini, ayrica
TNF-o’'nin  hiicre proliferasyonu ve inflamasyon gibi Onemli hiicresel olaylarin
diizenlenmesine istirak eden bir faktér olarak temel bir role sahip olabilecegini
belirtmiglerdir (39).

Biz ¢alismamizda periferik kan lenfosit hiicre kiiltiirlerinin ar1 siitii ile 72 saat
inkiibasyonundan sonra elde edilen hiicre kiiltiirli supernatanlarinda Slgtiigtimiiz TNF-a.
seviyelerinin ar1 siitii konsantrasyonu arttik¢a giderek azaldigini bulduk. Bu azalma 400
mg/ml’lik konsantrasyonda en belirgin olup istatistiki anlamlilik bu konsantrasyondan
kaynaklanmaktadir. Graves hastalarinda TNF-o’nin azalmas: hastalik remisyonuna ya da
yukarida ifade ettigimiz gibi hastalik aktivitesinde bir azalmay1 gosterebilir. Bu nedenle an
stitlintin bizim hastalarimizda periferik kan lenfosit hiicre kiiltiirtindeki bu etkisi tedavi
edici ve remisyonu saglayici bir etki olarak diistiniilebilir.

IL-12; baslica B lenfositleri, monosit, makrofaj ve dendritik hiicrelerde tiretilir. In
vivo, otoimmiin hastaliklarda, bakteryel ve paraziter hastaliklara direngte, HIV dahil
antiviral cevaplarda, tiimére karsi immiinitenin baglamasinda majér bir rol oynar. NK
hiicreleri ve T hiicrelerinin sitotoksik aktivitelerini artirir. IL-12; IFN-y yapimi ve Thl
sitokin cevabmn gii¢lii bir nedenidir (130). IL-12’nin otoimmiin hastaliklardaki rolii
belirsizdir. Bununla birlikte IL-12; IL2R ekspresyonunda ve Thl proliferasyonunda énemli
bir role sahiptir (131). Nakamishi ve ark. lar1 Gravesli hastalarda hipertiroidi durumunda
serum sIL2R seviyelerinin arttifim bildirmiglerdir (132). Bazi arastirmacilar da tip 1
diyabetes mellitus, romatoid artrit ve inflamatuar barsak hastaligi gibi Thl- aracilikl
otoimmiin hastaliklarin kemirgen modellerinin patogenezinde IL-12’nin 6nemli bir rolii
oldugunu géstermislerdir (133-135).

Yapilan diger baz1 ¢alismalarda Graves’li hastalarda serum IL-12 seviyelerinin

arttig1 (13,66) ve degismeden kaldig1 (116) bulunmustur. Kocjan ve ark. lar1 ise yeni tam
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konan Graves’li hastalarda mononiikleer hiicre kiiltiir supernatanlarinda saglikli kontrollere
gore IL-12 seviyesinin daha diisiik, Th2 sitokinleri IL-4 ve IL-10’un yiiksek oldugunu ve
dolayisiyla Th1/Th2 orammin diisik oldugunu bildirmisler, sonu¢ olarak Graves’li
hastalarda sitokin yapiminin Th2 sitokin cevabina dogru sistemik bir kayma gosterdigini,
dolayisiyla hastalifin patogenezinde TSHR Ab’lart ve humoral immiinitenin anahtar bir rol
oynadigim belirtmislerdir (11). Jones ve. ark. lar1 Graves’li hastalara tedavi amaciyla
verdikleri RAI tedavisinden 55 giin sonra serum IFN-y ve IL-4 seviyelerinin arttigim, IL-
12 seviyesinin ise degismeden kaldigimi bildirmiglerdir (119). Ajjan ve ark. lart Graves
hastaligt ve Hashimoto tiroiditli tiroid bezinde IL-12p40 ekspresyonu oldugunu
gostermislerdir (136). Tamaru ve ark. lar1 Graves’li hastalarda hipertiroidi durumunda
serum IL-12 seviyesinin arttigin1 ve hastalarin 5 tanesinde MMI ve PTU ile tedavisinden
sonra 6tiroid déneme dogru gegilirken IL-12 seviyesinin azaldigini bildirmislerdir (65).

Literatiirde art siitiiniin IL-12 tizerindeki etkisini degerlendiren sadece bir ¢aligmaya
rastladik. Daha Once bahsettigimiz ve Oka ve arkadaglarn tarafindan an siitiiniin
immiinmodiilatr etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan bu galigmada immiinize
farelerde ar1 siitiintin antijene spesifik Ig E ve mast hiicrelerinden histamin serbestlesmesini
baskiladigi, dolayisiyla allerjik reaksiyonlarin engellendigi, makrofaj fonksiyonlarinin
diizeldigi (IL-12, GSH ve NO yapiminda artma, PGE; yapiminda azalma) bulunmustur
(21). Ancak bu galismada lenfositlerde Th1 sitokini olarak I1.-12 yapimi aragtirilmamastir.

Biz ¢alismamizda periferik kan lenfosit hiicre kiiltiirlerinin ar1 siitli ile 72 saat
inkiibasyonundan sonra elde edilen hiicre kiiltiirli supernatanlarinda olgtiigtimiiz 1L-12
seviyelerinin ar1 siitii konsantrasyonu arttik¢a giderek azaldigini, fakat bu azalmanin
istatistiki olarak anlamli olmadigim bulduk.

IL-4; Th2 lenfositleri ve mast hiicre prekiirsorlerinde iretilir. Baglica Th2
sitokinidir. Thl hiicreleri IL-4 liretmezler. [L-4; Thl lenfositlerindeki IFN-y yapimim
diizenler, timositlerin ve olgun lenfositlerin proliferasyonunu uyarir. Fakat IL-2 ile
indiiklenmis periferik T lenfositleri proliferasyonunu engeller. IL-4; B hiicreleri tlizerinde
solubiil CD-23 yapimi vasitasiyla biliylime faktor aktivitesine ve IgE, IgM ve IgGl
yapimina yol ag¢an diferansiyasyon aktivitesine sahiptir. IL-4; TNF-a, IL-1, IL-6, PGE;, G-
CSF yapimini engeller. Sitokin aginda anahtar bir sitokin olup antiinflamatuar 6zellikler
gosterir ve muhtemelen allerji mekanizmalarinda yer alir. Astmatik hastalarin

akcigerlerindeki IL-4 ve IL-13; IgE, IgG ve IgM sekresyonunu uyarir (137-138).
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Graves hastalarinda yapilan degisik ¢aligmalarda serum IL-4 seviyesinin arttif
bulunmustur (12,118,119). Kocjan ve ark.lar1 Graves’li hastalarda periferik kan lenfositleri
kiiltiir supernataninda IL-4 seviyelerini saglikli kontrollere gére yiiksek bulmuslardir (11).
Mysliwiec ve ark.lar1 Graves’li hastalarda Th2 sitokinlerinden IL-4 ve IL-10’un arttigini,
aktif Graves oftalmopatili hastalarda steroid tedavisinden sonra da IL-4/IFN-y, IL-4/TNF-
o, IL-10/TFN-y, ve IL-10/TNF-o. oraninda artma oldugunu, dolayisiyla bu sitokinlerin
hastalik remisyonunda bir rolii olabilecegini ileri stirmiislerdir (70). Komiya ve ark.lar ise
Graves’li hastalarda MMI ile tedavi sirasinda ve tedaviden 18 ay sonra remisyon ve
rekiirrens dénemlerinde serum IL-4 seviyelerinde bir farklilik saptamamiglardir (67). Aym
¢alismada IL-6 ve IL-10 ile hastalifin remisyon ve rekiirrensi arasinda bir korelasyon
g6zlenmemstir.

An siitiintin Th1/Th2 hiicre cevaplan {izerindeki etkisi ilk kez 2001 yilinda Oka ve
ark.lan tarafindan arastirilmistir (21). Bu arastirmacilar immiinize farelerde 1g/kg dozda
agizdan verilen ar1 siitiiniin immiinmodiilatr etkilerini aragtirmiglardir (21). Immiinize
farelerde normal farelere gére CD4+ T hiicrelerinden IFN-y yapiminin suprese oldugunu
ve IL-4 yapimumn arttiini, ari siitii verildikten sonra Th1/Th2 hiicre cevap dengesinin
Th2’den Thl lehine diizeldigini (IFN-y’min artip IL-4’tin azaldigini), dolayisiyla
otoimmiinitenin iyilestigini bildirmislerdir. Ayni yil yapilan diger bir ¢alismada Kataoka
ve ark.lan ise immiinize farelere an siitii verdiklerinde antijene spesifik 1gGl ve IgE
yapiminin inhibe oldugunu ve antijenle uyarilmig dalak hiicreleri tarafindan Th2 sitokinleri
IL-4, IL-5 ve IL-10 yapuminin da inhibe oldugunu saptamiglardir (28). Cok daha yeni
olarak Okamoto ve ark.lar1 an siitliniiniin antiallerjik aktivitesinin hangi komponentine
bagli oldugunu bir seri kolon kromotografisi kullanarak arastirmiglar ve IL-4 yapimim
suprese eden 70 kDa’luk bir glikoproteini saflagtirmiglardir. Bu proteine MRJP3 adim
vermislerdir. Aym ¢alismada bu proteinin, T hiicre proliferasyonunda inhibisyonla birlikte
bu hiicrelerden IL-4 yaminda IL-2 ve IFN-y yapimim da suprese ettigini, MRJP3’iin
kendisinin yabanci bir protein olarak antijen 6zellifi olmasina ragmen intraperitoneal
verilmesinin immiinize farelerde serum anti-OVA IgE ve IgG1 seviyelerini inhibe ettigini
ve sonug olarak MRJP3’iin in vitro ve in vivo giiclii immiin cevaplan diizenleyici (immiin
modiilatdr ve immiin regiilatodr) etkilere sahip olabilecegini gostermislerdir (41).

Biz ¢alismamizda periferik kan lenfosit hiicre kiiltiirlerinin ar siitii ile 72 saat

inkiibasyonundan sonra elde edilen hiicre kiiltiiri supernatanlarinda &lgtligtimiiz IL-4
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seviyelerinin doza bagli olarak ar siitii konsantrasyonu arttik¢a giderek azaldigini ve bu
azalmanin 400 mg/ml’lik konsantrasyonda en belirgin oldugunu bulduk. Fakat bu azalma
istatistiki olarak anlamli olmamakla birlikte anlamlilik simirina ¢ok yakindi (p=0.06). Bu
sonu¢ muhtemelen vaka saymmizin kiicik (n=6) olmasindan kaynaklanmaktadir. Arn
stitiiniin Th2 sitokini IL-4 yapimin: lenfositlerden suprese etmesi yararh ve tedavi edici bir
Ozellik olarak degerlendirilebilir. Ciinkii relaps olan Graves hastalarinda IL-6, IL-10 ve IL-
13 gibi Th2 sitokinleri hastalifin aktivitesi ile iligkili olarak artmaktadir
(14,63,68,69,101,104).

IL-10; T lenfositleri (baglica Th2), monositler, makrofajlar ve B hiicreleri
tarafindan tiretilen bir lenfokindir. APC ile aktive edilen Thl hiicrelerinin sitokin sentezini
inhibe eder. In vitro aktif monositler ve makrofajlar tarafindan yapilan monokinlerin (TNF-
a, IL-1, IL-6 ve IL-8) c¢ok giiglii bir inhibitdriidiir. IL-10; B lenfositlerinin plazma
hiicrelerine doniismesinin bir sonucu olarak B lenfositlerinden gok yiiksek Ig G yapimina
neden olur. Diger bir ifadeyle IL-10, B hiicreleri i¢in giiglii bir stimiilandir (139). IL-10;
NK hiicrelerinden antijenle inditklenmis IFN-y yapimini inhibe eder. Bu etkiyi dogrudan
ve IFN-y yapimu tizerinde TNF-a ve IL-12’nin uyarici etkilerini inhibe ederek yapar.

IL-10; Graves hastalifinda otoantikor yapiminda muhtemelen major bir etkiye
sahiptir. Bu hastalarda yapilan degisik caligmalarda serum IL-10 seviyesinin arttig
bulunmustur (12,63,64,70). Kocjan ve ark.lar1 Graves’li hastalardan elde edilen
mononiikleer hiicre kiiltlir supernatanlarinda saglikli kontrollere gore IL-10 seviyesinin
ylksek ve IFN-y/IL-10 ile IL-12/IL-10 oranlannmn diisiik oldugunu bildirmislerdir (11).
Takeoka ve ark.lan tedaviye direngli Graves hastaliginda IL-4 seviyesi yiiksek degilken
IL-10 seviyesinin yiiksek kaldifin1 gstermiglerdir (62). Mysliwiec ve ark.lar1 Graves
oftalmopatisinde IL-10 seviyelerinin arttigini bulmuslar ve steroid tedavisinden sonra bu
seviyenin daha da arttifim bildirmiglerdir (63). Komiya ve arklar1 ise Graves hastaliginda
serum IL-10 ve IL-6 ile remisyon ve rekiirrens arasinda bir korelasyon bulamamuglardir
(67). Daha sonra Mysliwiec ve ark.lar tarafindan yapilan diger bir ¢aligmada steroidle
tedavi edilen Graves oftalmopatisinde tedaviden sonra IL-4 ve IL-10°da artma ve IL-
18°deki azalmanin bu sitokinlerin hastalik remisyonunda énemli olabilecegi ve tedaviye
cevabi dnceden tahmin etmede yararh bir markér olabilecegini ileri stirmiislerdir (64).

Literatiirde an siitiintin IL-10 tizerindeki etkisi ile ilgili olarak sadece bir ¢alisma

vardir. Katooka ve ark.lar1 tarafindan yapilan bu calismada ovoalbiimin(OVA)/Alum-
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immiinize fareye intraperitoneal yoldan an siitii verilmesi dalak hiicreleri tarafindan IL-10,
IL-4 ve IL-5 yapiminda inhibisyona yol acmustir (28). Ancak bu ¢alismada Th2 sitokini
olarak IL-10 yapimi aragtirilmamustir.

Biz calismamizda periferik kan lenfosit hiicre kiiltirlerinin an siiti ile 72 saat
inkiibasyonundan sonra elde edilen hiicre kiiltiiri supernetanlarinda olgtiiglimiiz IL-10
seviyelerinin doza bagh olarak ar siitii konsantrasyonu arttik¢a giderek azaldigini, fakat bu
azalmamn istatistiki olarak anlamli olmadigini bulduk. Ancak anlamlilik diizeyi IL-4 gibi
sinirda degildi. Yine de bu sonucun vaka sayisindaki azliga bagli oldugunu diisiinliyoruz.

Daha 6ncede belirttigimiz gibi Graves hastaliginda Th hiicre sitokin cevabi yapilan
calismalarda farkli bulunmustur. Bu otoimmiin hastalikta genel olarak Th2 sitokin cevabi
artmakta (11,116,118), Thl sitokin cevab1 ise azalma, artma ve degisiklik g@stermeden
kalma seklinde olmaktadir. Fakat bu hastalarda genel olarak Th1/Th2 oraninin azaldig:
(Th2 sitokin tarafina kayma) ve ATI tedavisinden sonra bu oranin normale déndiigii (14)
ya da degismeden kaldig: (118) kabul edilebilir. Kocjan ve ark.lar1 tarafindan yapilan ¢ok
yeni bir ¢alismada ise yeni tani alan Graves’li hastalarda Th1/Th2 sitokin dengesindeki
degisikligi degerlendirmek amaciyla tedavi dncesi ve MMI ile tedaviden 1 yil sonra &tiroid
dénemde periferik kan mononiikleer hiicre kiiltlirlerinin siipernatanlarinda IFN-y, IL-12,
IL-4 ve IL-10 seviyelerini 6lgmiigler, tedavi sonrasinda IFN-y ve IL-4’lin daha da arttigini
fakat her 2 grupta Th1/Th2 orani arasinda fark olmadigim, saglikh kontrollere gore tedavi
sonrasi Graves’li hastalarda hiicre kiiltiir supernatanlarinda IL-4’iin daha yiiksek, IL-12’nin
ise daha diistik oldugunu, IL.-12/IL-4 oraninin da daha diisiik oldugunu bulmuslardir (118).
Sonug olarak Th1/Th2 oraninda MMI ile tedavi sonrasi anlaml bir degisiklik olmadigmi
ve bu ilacin immiinmodiilatér etkisine kars1 bir fikrin desteklenebilecegini bildirmislerdir.

Biz de ¢alismamizda ar siitliniin Th1/Th2 orani iizerindeki etkisini degerlendirdik.
0 mg/ml’lik konsantrasyondan itibaren 400 mg/ml’lik konsantrasyona dogru gidildik¢e
Th1/Th2 oraninin Th1 lehine degistigini gozledik. Bu degisme IFN-y/IL-4 ve IFN-y/IL-10
oranlarinda istatistiki olarak anlamli bulundu. An siitii ile buldugumuz bu sonu¢ ATI
tedavisine bagli olarak remisyona giren Graves hastalarindaki sonu¢ ile uygunluk
gostermektedir.

Graves hastaligini patogenezinde Th2 sitokinlerin (6zellikle IL-4, IL-10 ve IL-13)
B hiicrelerini TSHR Ab sentez ve sekresyonuna neden olacak sekilde stimiilasyonu son

derece Gnemlidir. TSHR Ab’lan tiroid folikiil hiicrelerini stimiile ederek guatr ve
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hipertiroidi olusmasina yol agar (67,140). TSHR-stimiilan antikorlar, TSH gibi hem
adenilat siklaz-cAMP ve hem de protein kinaz C-fosfoinozitid sinyal iletim sistemlerini
aktive ederler. Sonugta tiroid hormon sentez ve sekresyonu, Tg salinimi ve tiroid folikiil
hiicresinde iyod tutulmasi, organifikasyon, protein sentezi ve folikiil hiicre biiylimesi
meydana gelir (§). Graves hastalifinin aktivitesi ile serum TSHR Ab konsantrasyonu
arasinda pozitif bir korelasyon vardir. Antikor seviyelerinin ¢ok yliksek oldugu hastalarda
klinik tablo daha agir seyretmekte, tedaviye cevap daha ge¢ ve uzun siirede olmakta ve
nihayet niiks daha sik olarak goriilmektedir (5,141-144). ATI’lar ile tedaviden sonra serum
TSHR Ab seviyeleri azalir. PTU, B lenfositlerinden Ig saltmmini azaltir ve supresér T
lenfositlerinin sayisii artinr (145). MMI ise RAI ile tedavi edilen Graves’li hastalarda
serum TSHR Ab konsantrasyonlarindaki artmay: engeller (5). Bu etki generalize
immiinsupresyondan ziyade organa spesifik bir etkidir. Diger bir ¢alismada PTU veya
karbimazolle tedavi edilen Graves’li hastalarda serum tiroid hormon konsantrasyonlarinda
benzer azalmalar g6zlenmis, fakat karbimazolle tedavi edilen hastalarda serum TSHR Ab
konsantrasyonlarinda daha fazla azalmalar ve supresér T hiicre sayisinda artmalar
saptanmistir (146). Bu durum immiin sistem {izerindeki etkinin indirekt olarak tiroid
fonksiyonundan bagimsiz oldugunu gostermektedir. Tedavi sonrasi antikor seviyelerinin
normale dondiigii hastalarda remisyon siiresi daha uzun iken TSHR Ab yiiksekliginin
devam ettigi hastalarda relaps orani daha yiiksektir (141,142). TSHR Ab’nin kayboldugu
durumlarda bile relaps oram yaklasik %30-50dir (147).

Daha once de ifade edildigi gibi Graves hastaliginda ar1 siitiniin etkinliginin
degerlendirildigi bir ¢aligma literatiirde yoktur. Bu konuda ilk olan mevcut ¢alismamizin
ilging ve en 6nemli sonuglarindan biri de periferik kan lenfosit hiicre kiiltiirlerinin ar1 siitli
ile 72 saat inkiibasyonundan sonra elde edilen hiicre kiiltiirli supernatanlarinda Sl¢tiigtimiiz
TSHR Ab seviyelerinin doza bagli olarak ari siitii konsantrasyonu arttik¢a giderek azalmasi
ve bu azalmanin 400 mg/ml’lik konsantrasyonda en belirgin olmasidir. Bu durum
muhtemelen ar1 siitiiniin dogrudan B lenfositlerinde antikor yapimini inhibe etmesine ya da
hiicre kiiltiir ortaminda ar1 siitiiniin etkisiyle azalan IL-4 ve IL-10’un B lenfositleri
lizerindeki stimiilan etkisinin azalmasina baglidir. Ayrica art siitii etkisiyle artan Thl
sitokini IFN-y’nin in vitro tiroid B hiicreleri tarafindan tiroid antikor yapimim suprese

ettigi bildirilmistir (148). Bu sonu¢ ¢ok Onemlidir. Ciinkii Thl /Th2 sitokin oranindaki
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dengesizlik sonugta humoral immiinite {izerinden Graves hastalifinda goriilen
bozukluklara yol agmaktadir. Humoral immiinitede en 6nemli rol TSHR Ab’a aittir.

Calismamizin dikkat ¢ekici sonuglarindan birisi de ar1 siitiinin 0 mg/ml’lik
konsantrasyonunda ve buna bagli olarak 25 ve 400 mg/mlI’lik konsantrasyonlarinda lenfosit
hiicre kiiltiirlerinden salgilanan sitokin diizeylerinin hastalar arasinda genis bir aralikta
degiskenlik gostermesidir. Bu durum aym an siitii konsantrasyonuna sahip hastalar
alinarak grup olusturdugumuzda gruplar arasindaki anlamlilik diizeylerine olumsuz y6nde
tesir etmistir. Ornegin, IL-4 seviyesi ar siitii konsantrasyonu arttik¢a azalmasina ragmen
hastalar arasindaki baglangi¢ degerleri ¢ok farkli oldugundan (0 konsantrasyonda IL-4
diizeyinin S.H adli hastada 30,4 pg/ml iken E.T adli hastada 1.8 pg/ml olmas: gibi)
istatiksel anlamlilik ancak smnirda kalmistir (p=0.06). Bu durum nasil agtklanabilir?
Bilindigi gibi periferik kan T hiicre populasyonunun analizi tiroid otoantijenlerine spesifik
olmayan lenfositlerinin ¢ogunun dahil edilmesi ile olumsuz etkilenmeye yol agabilir. Hatta
intratiroideal populasyon bu gibi olumsuz etkilenmelerden serbest olmayabilir. Bu nedenle
supernatantin igine gegen sitokin saliniminin 6lgiilmesi amaciyla hiicrelerin ayrilmasimdan
sonra in vitro kiiltiir, sitokinlerin kantitatif olarak 6l¢iilmesinde RT-PCR metoduna gore
belirgin avantajlara sahiptir. Fakat CD4+ hiicreler gibi hiicre topluluklarini aritmak icin
biiyiik miktarda hiicre gerekir ve herhangi bir in vitro sisteme ait artefaktlardan
temizlenmemis olabilir (8).

Calismamizdaki ilging sonuglardan birisi de Graves’li hastalarin sadece yarisinda
TSHR Ab artmis olarak bulunurken ve 2, 3, ve 6 no’lu hastada antikor seviyeleri normal
iken bu hastalarin periferik kan lenfosit hiicre kiiltiir supernatanlarinda 6l¢tiigimiiz TSHR
Ab diizeylerinin yiiksek olarak saptanmasi idi. Bu sonu¢ Graves hastalif1 tanisinda serum
TSHR Ab seviyelerine gore lenfosit kiiltir supernatanlarinda 6lgiilen TSHR Ab
seviyelerinin ¢ok daha Onemli, giivenilir ve degerli oldugunu gostermektedir. Ancak
pratikte kullamm kolaylig1 dikkate alindiginda yine de serum TSHR Ab seviyeleri tercih
edilebilir.
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6- SONUCLAR VE ONERILER

1) An siitiiniin Graves’li hastalarin periferik kan lenfosit hiicre kiiltiirlerinde 72 saatlik
inkiibasyonu sonrasinda hiicresel toksisiteye neden olmayacak etkin konsantrasyonlari

MTT testi ile belirlendi.

2) Lenfositleri en fazla etkileyen, proliferasyon yetenegini en fazla artiran konsantrasyonun

400 mg/ml oldugu bulundu.

3 ) An siitii konsantrasyonu artarken lenfositlerden iiretilen ve salgilanan sitokinlerden
IFN-y artig gosterirken; TNF-a, IL-12, IL-4 ve IL-10 azalmislardir. Sitokinlerden ar
siitii konsantrasyonuna gére anlamli farkliliklar IFN-y ve TNF-o’da bulunmugtur. IL-4

konsantrasyonlar1 da anlamlilik sinirinda kalmistir.

4 ) Graves hastaligmin patogenezinde, aktivasyon ve remisyon doénemlerinde Thl/Th2
sitokin oranlar 6nemli bir gostergedir. Incelenen oranlar igerisinde IFN-y/IL-4 ve IFN-
v/IL-10 oranlar1 konsantrasyonlara gore anlamli farkliliklar gostermistir.

5) An siiti Graves’li hastalarda Thl/Th2 sitokin oramini Thl sitokin yoniine
kaydirmaktadir. Dolayisiyla art siitii kullammi Graves tedavisinde ve remisyon

saglanmasinda etkili olabilir.

6 ) Graves hastaliginin patogenezinde en 6nemli faktor, TSHR Ab diizeylerinin artmasidir.
An siitii ile muamele edilen lenfositlerden TSHR Ab diizeyleri ar siitii konsantrasyonu
arttikga beirgin anlamli azalmalar gostermistir. Bu sonu¢ ari siitliniin TSHR Ab

diizeylerini diistirmede bir ATI gibi etki edebilecegini gostermektedir.

7 ) Gerek sitokin ve gerekse TSHR Ab diizeylerini etkileyen ve farklilik meydana getiren

ar1 siitii konsantrasyonu 400 mg/ml olarak bulunmustur.
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8 ) An siitiiniin otoimmiin hastaliklarda immiinmodiilatér etkili olabilecegi sonucuna

varilmustir.

9 ) An siitiiniin immiinmodiilator etkisinin hangi bilesen/bilesenlerden kaynaklandigini
arastirmak amaciyla gesitli izolasyon yontemleri kullanilarak etken bilesik/ler ayrilabilir

ve hiicre kiiltiirlerinde denenebilir.

10) Hicre kiltirleriyle ar1 stitii ve ¢esitli ATI’lar muamele edilerek etkileri
karsilastirilabilir.
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7-0ZET

OTOIMMUN TiROID HASTALIKLARINDA ARI SUTU
(ROYAL JELLY)’NUN OTOIMMUNITE UZERINDEKI ETKINLIGININ
ARASTIRILMASI

Otoimmiin tiroid hastaliklar i¢inde hipertiroidinin en sik goriilen nedeni Basedow-
Graves hastaligidir. Graves hastalifi etyolojisi tam olarak bilinmeyen organ spesifik
otoimmiin bir hastaliktir. Hastalifin patogenezinde en dnemli roli TSHR Ab oynar. Bu
antikorun TSH reseptorlerini asirt stimiile etmesiyle hipertiroidi ve guatr meydana gelir.
Graves hastaligimmin patogenezinde sitokinlerin rolii son yillarda yogun olarak
aragtirilmistir. Art siitii, geng, isci bal arlarimin (4pis mellifera) hipofarengeal ve
mandibiilar bezlerinde yapilan ve salgilanan, lapa-jel kivaminda homojen bir maddedir. Ar
siitliniin ~ antitimér, antibakteryel, antiallerjik, antiinflamatuar, immiinomodiilator,
antihiperkolesterolemik, insiilin benzeri ve yorgunluga karsi farmakolojik ozellikleri
oldugu bildirilmistir. Biz bu ¢alismamizda Graves hastaliginda ar siitiinfin otoimmiinite
tizerindeki etkisini periferik kan lenfosit hiicre kiiltiir ortaminda degerlendirmeyi ve tedavi
dozunu belirlemeyi amagladik.

Calismanin ilk asamasinda ar1 siitliniin immiinite {izerindeki etkisinin (stimiilasyon,
inhibisyon ya da immiinmodiilasyon) ol¢iilmesinde etkin konsantrasyonu bulmak igin 4
normal saglikli bireyde periferik kandan lenfosit hiicre izolasyonu yapildi. An siitiiniin 0-
500 mg/ml aralikta diliisyonlar1 hazirlandi. Her bir saglikli bireyin lenfositlerini iceren
izolasyon rnegine degisik konsantrasyonlardaki an siitii 6rnekleri ilave edildi. 72 saatlik
inkiibasyon sonrasinda MTT testi yapildi. Calismanin ikinci asamasinda K.T.U. Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim

Dali Poliklinigine bagvuran, klinik ve laboratuar bulgulariyla yeni tani konmus ve hig
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tedavi almamis Graves’li 6 hasta ¢aligmaya dahil edildi. Bu hastalarda periferik kan
lenfosit izolasyonunu takiben 0, 25 ve 400 mg/ml’lik konsantrasyonlardaki ari siitii
ornekleri hastalardan elde edilen lenfositlerle 72 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast lenfosit hiicre kiiltiiriinde MTT testi, hiicre kiiltiir supernatanlarinda ise Thl
sitokinlerinden IFN-y, TNF-a ve IL-12, Th2 sitokinlerinden IL-4 ve IL-10 diizeyleri
EASIA yo6ntemiyle, TSHR Ab diizeyleri ise radyoresepttr yontemiyle tayin edildi.

An siitiintin Graves’li hastalarin periferik kan lenfosit hiicre kiiltiirlerinde 72 saatlik
inkiibasyonu sonrasinda hiicresel toksisiteye neden olmayacak etkin konsantrasyonlari
MTT testi ile belirlendi ve lenfositleri en fazla etkileyen, proliferasyon yetenegini en fazla
artiran konsantrasyonun 400 mg/ml oldugu bulundu. An siitli konsantrasyonu artarken
lenfositlerden {iretilen ve salgilanan sitokinlerden IFN-y artis gosterirken; TNF-a, 1L-12,
IL-4 ve IL-10 azaldi. Sitokinlerden ar1 siitii konsantrasyonuna gére anlamli farkliliklar
IFN-y ve TNF-a’da bulundu. IL-4 konsantrasyonlar1 da anlamlilik siurinda kaldi. Graves
hastalifinin patogenezinde, aktivasyon ve remisyon donemlerinde 6nemli bir gdsterge olan
Th1/Th2 sitokin oranlan igerisinde IFN-y/IL-4 ve IFN-y/IL-10 oranlar1 da ari siitii
konsantrasyonlarina gére anlamli farkliliklar gosterdi. An siitii Graves’li hastalarda
Th1/Th2 sitokin oramini Thl sitokin yoniline kaydirdi. Dolayisiyla ar siitli kullanimi
Graves tedavisinde ve remisyon saglanmasinda ATI’lara benzer sekilde etkili olabilir. Ar1
stitli ile muamele edilen lenfositlerden TSHR Ab diizeyleri ar1 siitii konsantrasyonu arttik¢a
belirgin anlamli azalmalar gosterdi. Bu sonug ari siitliniin TSHR Ab diizeylerini diigtirmede
bir ATI gibi etki edebilecegini gostermektedir. Gerek sitokin ve gerekse TSHR Ab
diizeylerini etkileyen ve farklilik meydana getiren an siitii konsantrasyonu 400 mg/ml
olarak bulundu.

Sonug olarak, ar siitiiniin Graves hastalifinda immiinmodiilator etkili olabilecegi

sonucuna varildi.
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8- SUMMARY

INVESTIGATION OF EFFECTS OF ROYAL JELLY ON AUTOIMMUNITY IN
AUTOIMMUNE THYROID DISEASES

Among autoimmune thyroid diseases, Basedow-Graves’ disease is the most
frequent cause seen in hyperthyroidism. Graves’ disease is an organ-specific autoimmune
disease with unknown etiology.

TSHR Ab plays the most important role for the pathogenesis of Graves’ disease.
Hyperthyroidism and goiter occur when the antibody stimulates excessively for TSH
receptor. Recently, role of cytokines for the pathogenesis of Graves’ disecase has been
studied extensively. Royal jelly (RJ) is a creamy product secreted by young nurse worker
bees (Apis mellifera) and it is synthesized in the hypopharyngeal and mandibular glands.
RJ has been reported to have such pharmacological characteristics as anti-tumor, anti-
bacterial, anti-hypercholesterolemic, anti-allergic, anti-inflammatory, immunomodulatory,
insulin-like, anti-fatigue properties. Major aim of the present study is to evaluate the effect
of RJ on autoimmunity in peripheral lymphocyte culture and to establish the therapeutic
doses.

In the first phase, lymphocyte cell isolation from 4 voluntary healthy subjecs was
performed to find effective concentration on immunity (stimulation, inhibition or
immunomodulation). Serial dilutions of the RJ were prepared (0-500 mg/ml). Each isolated
lymphocyte cells were treated with above diluted samples. MTT test was carried out after
incubation of 72 hours. In the second phase, 6 patients with Graves’ disease who newly
diagnosed by clinical and laboratory methods admitted to Endocrinology and Metabolic
Disease Clinic of Medical Faculty, K.T.U and untreated.
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RJ samples of 0, 25 and 400 mg/ml were incubated in a culture medium for 72
hours with isolated lymphocytes obtained from the patients. After incubation, MTT test in
lymphocyte cell culture, Thl cytokines IFN-y, TNF-a and IL-12, and Th2 cytokines IL-4
and IL-10 levels by EASIA method, TSHR Ab by radioreceptor method were determined.

Concentration affecting lymphocytes to proliferate was found to be 400 mg/ml by
MTT test after incubation of 72 hours in cell culture medium. Of cytokines produced and
secreted from lymphocytes IFN-y increased, whereas, other cytokines decreased as RJ
concentration increases. Significant differences according to RJ concentration were found
only for IFN-y and TNF-a. IL-4 concentrations were kept at border of significancy. Of
Th1/Th2 cytokines ratios which they are important markers for activation and remission
periods of Graves’ disases, IFN-y/IL-4 and IFN-y/IL-10 ratios were also exhibited
significant differences with various RJ concentrations. RJ treatment in lymphocytes from
patients with Graves’ disease was shifted the Th1/Th2 cytokine ratio to the side of Thl
cytokine. Therefore, RJ use in the treatment and establishing a remission of Graves’
disease may be effective as a manner of antithyroid drug treatment. TSHR Ab levels of
lymphocytes cell culture supernatants treated with RJ showed significantly clear decreases
as concentration increases. Also, the result may suggest that RJ may exert an effect similar
to an antithyroid drug for decreasing TSHR Ab levels. RJ concentration which affects both
cytokin and TSHR AbD levels was found to be 400 mg/ml.

It was concluded that RJ may be effective as an immunomodulatory agent in

Graves’ disease.
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