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DENEYSEL HiPOTIROID OLUSTURULAN RATLARDA LEVOTIROKSIN
UYGULAMASININ OKSIDATIF STRES VE SITOKIN DUZEYLERI UZERINE
ETKIiSi

Caglar Kaan BOZBEK

Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2021
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Meryem SENTURK

OZET

Bu c¢alismada, deneysel hipotiroidizm olusturulan ratlarda levotiroksin (L-Ty)
uygulamasinin, serum serbest triiyodotironin (fT3), serbest tiroksin (fT,), tiroid stimiile
edici hormon (TSH) ile serum total antioksidan kapasite (TAK), serum total oksidan
kapasite (TOK), oksidatif stres indeksi (OSI) diizeyleri ve siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi ile karaciger malondialdehit (MDA) ile sitokinlerden tiimor nekrozis faktor-
alfa (TNF-0) ve interlokin-6 (IL-6) diizeyleri iizerine etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Caligmada 48 adet 39 giinliik erkek Wistar albino ratlar rastgele kontrol,
hipotiroidili ve levotiroksin (L-T,) ile tedavi edilmis hipotiroidili grup olmak {izere her
bir grupta 16 rat olacak sekilde 3 gruba ayrilmigtir. Kontrol grubundaki ratlara 1 mL
serum fizyolojik ve hipotiroidi grubundaki ratlara 28 giin boyunca 6-n-propil tiyourasil
(PTU) 10 mg/kg/glin dozunda intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Levotiroksin ile
tedavi edilmis gruba ise hipotiroidi olusturulmasinin ardindan 15 giin boyunca 5 pg
levotiroksin 1 mL sodyum kloriir (NaCl) i¢inde sulandirilarak intraperitoneal olarak
uygulanmistir. Calisma sonunda ratlardan serum ve karaciger numuneleri alinmistir.
Hipotiroidizmli grupta serum fTs, fT,, TAK diizeylerinin ve SOD (P<0,001)
aktivitesinin kontrol grubuna gore istatistiki onemde diisiis gosterdigi, serum TSH,
TOK, OSI (P<0,001) ile karaciger MDA (P<0,01), TNF-a ve IL-6 (P<0,001)
diizeylerinin Onemli oranda artis gosterdigi saptanmustir. Hipotiroidizmli gruba
levotiroksin uygulamasi ile diisen serum {T3, fT4, TAK diizeylerinin ve SOD (P<0,001)
aktivitesinin artis gosterdigi, artan serum TSH, TOK, OSI ile doku MDA (P<0,01),
TNF-a ve IL-6 (P<0,001) diizeylerinin ise diisiis gosterdigi ve kontrol seviyelerine
yaklastigr belirlenmistir. Sonu¢ olarak; levotiroksin uygulamasinin ratlarda PTU
kaynakli hipotiroidizme kars1 etkili oldugu, lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve
antioksidan durumu arttirdigi, inflamatuar belirteclerin seviyelerini en aza indirerek

sicanlarda PTU kaynakli olusabilecek karaciger hasarina karsi korunmasini sagladigi
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ortaya konulmustur. Bu nedenle; levotiroksinin hipotiroidizmin tedavisinde potansiyel

terapotik kullaniminin uygun olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hipotiroidizm, levotiroksin, oksidatif stres, rat, sitokin.
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EFFECT OF LEVOTHYROXINE ADMINISTRATION ON OXIDATIVE
STRESS AND CYTOKINE LEVELS IN RATS WITH EXPERIMENTAL
HYPOTHYROID

Caglar Kaan BOZBEK

Erciyes University, Institute of Health Sciences
Veterinary Biochemistry
Master of Science, August2021
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Meryem SENTURK

ABSTRACT

In this study, levothyroxine (L-T4) administration in rats with experimental
hypothyroidism, serum free triiodothyronine (fT3), free thyroxine (fT,), thyroid
stimulating hormone (TSH) and serum total antioxidant capacity (TAC), serum total
oxidant capacity (TOC), oxidative stress index (OSI) and superoxide dismutase (SOD)
activity, liver malondialdehyde (MDA) and the effects of cytokines on tumor necrosis
factor-alpha (TNF-o) and interleukin-6 (IL-6) levels. In the study, 48 male Wistar
albino rats, 39 days old, were randomly divided into 3 groups as control, hypothyroid
and hypothyroid group treated with levothyroxine (L-T,), 16 rats in each group. The rats
in the control group were injected with 1 mL of saline and the rats in the hypothyroid
group were injected intraperitoneally with 6-n-propyl thiouracil (PTU) at a dose of 10
mg/kg/day for 28 days. In the group treated with levothyroxine, after hypothyroidism
was established, 5 pg of levothyroxine was diluted in 1 mL sodium chloride (NaCl) and
administered intraperitoneally for 15 days. At the end of the study, serum and liver
samples were taken from the rats. In hypothyroidism group, serum fT3, fT4, TAK levels
and SOD (P<0.001) activity decreased statistically compared to the control group,
serum TSH, TOC, OSI (P<0.001), liver MDA (P<0.01), TNF-o and IL-6 (P<0.001)
levels were found to increase significantly. In the hypothyroidism group, decreased
serum fT3, fT4, TAK levels and SOD (P<0.001) activity decreased with levothyroxine
administration, increased serum TSH, TOC, OSI and tissue MDA (P<0.01), TNF-a and
IL-6 (P<0.001) levels were found to decrease and approach control levels. In
conclusion; It has been shown that levothyroxine administration is effective against
PTU-induced hypothyroidism in rats, inhibits lipid peroxidation and increases

antioxidant status, minimizes the levels of inflammatory markers and protects against



PTU-induced liver damage in rats. Because; The potential therapeutic use of

levothyroxine in the treatment of hypothyroidism is thought to be appropriate.

Key Words: Hypothyroidism, levothyroxine, oxidative stress, rat, cytokine.
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1. GIRIS VE AMAC

Hipotiroidizm, tiroid hormonlarinin  yeterli miktarda tiroid bezi tarafindan
tiretilememesinden kaynaklanabilecegi gibi yetersiz TSH wuyarimi sonucunda da
goriilebilen klinik bir tablodur. Hipotiroidizm, tiroid bezinin yetmezligine bagli olarak
ortaya ¢ikiyorsa primer hipotiroidizm, hipotalamus ya da hipofiz bezinin yetersiz TSH
uyarimina bagl olarak ortaya ¢ikiyorsa da sekonder hipotiroidizm adi verilir (Baskal,

2000; Uzunalimoglu, 2005; Ersoy, 2014; Derhem, 2019).

Primer hipotiroidizm tiroid bezi kokenli olup bezin fonksiyonel yetersizligi, sekonder
hipotiroidizm hipofiz bezinin yetersiz TSH salgilamasi, tersiyer hipotiroidizm ise TRH
eksikligi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica tiroid hormonlarinin ya dokularda
reseptorlere baglanma hatasina bagli olarak ya da tiroid hormonlarinin asir1 tiiketimine

bagli olarak sekillenebilmektedir (Bagkal, 2000; Uzunalimoglu, 2005).

Tiroid hormonlarmin  hiicredeki  oksidant/antioksidant  dengesini  diizenledigi
belirtilmektedir. Tiroid hormonlarinin agir1 salgisinin serbest radikallerin olusumuna yol
actig1 bildirilmektedir. Hipertiroidizmde hiicrelerin enerji ihtiyact ve oksidan birikimi
gozlemlendiginde, bu durumun hiicre i¢i oksidatif stresi sekillendirdigi saptanmistir
(Dariyerli ve ark., 2004). Ayrica, tiroid hormon tedavisinin sitokinler {izerindeki
etkisini belirten ¢eliskili sonuglar bildirilmistir (Diez ve ark., 2002; Aksoy ve ark.,
2013).

Sik goriilen bir endokrin sistem hastaligi olan hipotiroidizmin, istisna durumlar disinda
tedavisi levotiroksin ile yapilmaktadir (Giingér ve ark., 2013). Levotiroksin, tiroid
hormon replasman tedavisinde ¢ok kullanilan bir ilag olmasina ragmen, uygun tedavi

protokolleri hala kesinlesmemistir (Kiling ve ark., 2015).

Bu bilgiler 1s18inda hipotiroidli ratlara levotiroksin uygulamasinin serum T3, T4, TSH
(Aydm ve ark., 2010; Wu ve ark., 2011; Ye ve ark., 2017; Glombik ve ark., 2021),
TAK (Salama ve ark., 2013; Ates ve ark., 2016; Muthu ve ark., 2017; Salami ve



ark.,2019) diizeyleri ve serum SOD (Rousset ve ark., 2004; Jena ve ark., 2012; Pan ve
ark., 2013; Panda ve ark., 2020; Hosny ve ark., 2021) aktiviteleri ile doku MDA
diizeyleri (Salama ve ark., 2013; Kandir, 2015; Muthu ve ark., 2017; Abdel-Wahhab ve
ark., 2019; Salami ve ark., 2019; Sahin ve ark., 2019; Panda ve ark., 2020) tizerine
olumlu etkileri bilinmektedir. Hipotiroidli ratlara levotiroksin uygulamasinin serum
TOK, OSI (Ates ve ark., 2016) ve doku sitokin (Chaalal ve ark., 2014; Panda ve ark.,
2020; Hosny ve ark., 2021) diizeyleri iizerindeki etkisini gosteren sinirli sayida
caligmaya ulagilmistir. Bu alandaki eksikligi gidermek ve ilerde yapilacak calismalara
basamak olmasi1 amaciyla bu calismada, deneysel hipotiroid olusturulan ratlarda
levotiroksin uygulamasinin serum fT3, fT4, TSH, TAK, TOK, OSI diizeyleri ile SOD
aktivitesi ve doku MDA, TNF-a ve IL-6 diizeyleri {izerine etkileri arastirilmis olup, elde

edilen bulgularin bu konudaki ¢aligmalara katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GLANDULA THYROIDEA (TiROID BEZI)

Embriyonik gelisim siireci igerisinde, endokrin bezler igerisinde ilk gelisen bez olan
tiroid bezi (glandula thyroidea) yaklasik 15-20 gram agirhiginda viicutta bulunan en
biiyiik endokrin bez olmakla beraber beyinden sonra en ¢ok kanlanan dokudur. Krikoit
kikirdagimin altinda trakeya ve larenksin saginda ve solunda iki lobdan meydana
gelmekte ve bu iki kismi birlestiren piramidal sekilde H harfine benzer isthmus denen
boliimden olusmaktadir. Tiroidin temel yapisi folikiil denilen cesitli fonksiyonel
boliimlerden olugmaktadir. Tiroid bezinin aktivitesi hipofiz bezinin kontolii ile
diizenlenmekte olup baslica hormonlar: tiroksin ve trityodotironinlerdir (Kamel, 2000;
Meller ve Becker, 2002; Dursun, 2008; Eiler, 2008; Oztiirk, 2008; Noyan, 2011;
Akcakaya ve ark., 2012; Saglam ve Cakir, 2012; Altun, 2013; Hadie ve ark., 2013;
Sekil 2.1; Sekil 2.2).

Tiroid fokikiilleride Tiroid stimiile edici hormon (TSH)'in etkisi altinda olan A
hiicreleri normal folikiil hiicresi olup tiroid hormonlarmin sentezi, salinimi ve
tasinmasinda gorevlidir. B hiicreleri olarak da adlandirilan oksifilik hiicreler (Askanazy
hiicresi, Hiirthle hiicresi, onkosit) tiroglobulin sentezleyebilmesi ve serotonin
toplayabilmesine ragmen fonksiyonu fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Bazal
membranla iligkisi bulunup liimenle iligkisi buluna C hiicreleri ya da bilinen adiyla
parafolikiiler hiicreler tirokalsitonin hormonunun yapimi ve saliniminda sorumlu olup
tiroid stimiile edici hormonun kontroliinde degildir. C hiicrelerinin sitoplazmasi agik
renkli oldugu i¢in aydinlik hiicreler olarakda isimlendirilmektedir (Greenspan, 2004;

Agarwall ve ark., 2013).

Tiroid bezi fonksiyonlarimin diizenlenmesinde ilk basamak hipotalamustan tirotropin
salgilatict  hormonun (TRH) sentezlenmesidir. Tirotropin salgilatict hormonun
hipotalamusta proTRH halinde sentezlendikten sonra TRH, tirotrop hiicrelerdeki TRH

reseptoriine baglanarak TSH geninin transkripsiyonuna devaminda TSH’1 sentezler.



TSH ise T3 ve T %in yapimini, salimmini, taginmasini ve diizenlenmesi kontrol
etmektedir. T3 ve T, hormonlar1 ise viicutta metabolizma hizinin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadirlar. Tiroid salgisinin eksikligi, bazal metabolizma hizinin
diismesine; fazlalig1 ise bazal metabolizma hizinin artmasina yol actig1 icin tiroid bezi
organizmanin biiylimesi ve gelismesinde temel rol oynamaktadir (Deal ve Volkoff,

2020).

Sekil 2.1. Tiroid anatomisi (Ak¢akaya ve ark., 2012)
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Sekil 2.2. Tiroid bezi (Hadie ve ark.,2013)
2.2. TiROID BEZi UZERINE ETKiLi HORMONLAR

2.2.1. Tirotropin Salgilatict Hormon (TRH)

Tirotropin salgilatict hormon, hipotalamusda paraventrikiiler ¢ekirdegin medial

kisimlarinda proTRH olarak sentezlenmektedir. Salgilanan proTRH daha sonra beynin



farkli bolgelerinde posttranskripsiyonel islemlerden gecerek aktif TRH haline
gelmektedir. Tirotropin salgilatict hormon ise hipotalamusun median eminensinde
depolanarak vendz sistem aracilifiyla anterior hipofize ulagsmaktadir. Hipofizde TSH
sentezini gliclii bir sekilde uyarmaktadir. TRH uyarici etkilerini, TSH salgilanmasinda
ve sirayla T3 ve T4, prolaktiny ACTH ve kortizol (atlarda), vazopressin ve GH
salgilanmasinda gostermektedir (Uysal, 2000; Giiney, 2004; Eiler, 2008; Deal ve
Volkoff, 2020; Sekil 2.3).

2.2.2. Tiroid Stimiile Edici Hormon (TSH)

Tiroid stimiile edici hormonun (TSH), glikoprotein yapisinda bir hormon olup hipofiz
bezinde tirotrof hiicreler tarafindan yapilmaktadir. Tiroid uyarict hormonun sentez ve
salinmasinda, TRH, a-reseptor etkili katekolaminler ve vasopressinler uyarici etkiye
sahipken; somatostatin, dopamin ve tiroit hormonlart ise baskilayici etkiye sahiptir.
Tiroid uyarict hormon, tiroid bezini uyararak T3 ve T, hormonlarinin sentezlenmesini ve
salgilanmasini saglamakla beraber bezin morfolojisini, fonksiyonunu ve vaziikiiler
yapisinida etkileyen bir hormondur. Tiroid stimiile edici hormon tirositlerin gelisimini,
tirositlerde tiroit peroksidaz ve tiroglobulin yapimini, tiroglobulin proteolizisini, iyodun

tutulmasin1 ve organifikasyonunu, iyodotirozinlerin yapimini uyarmakta ve kontrol

etmektedir (Erdogan, 2000; Eiler, 2008; Oztiirk, 2008; Altun, 2013; Sekil 2.3).



T3 + T4

Sekil 2.3.Hipotalamus — Hipofiz — Tiroid Hatt1 (Kandir,2015)

2.2.3. Tiroid Hormonlari

Tiroid hormonlarinin ana maddesi iyot ve tirozindir. Iyot, iyodiir formunda ince
barsaklardan emilip kan dolasima gectikten sonra tiroid bezi tarafindan alinmaktadir.
Tiroid bezindeki folikiiler hiicreler icerisinde bulunan ve iyot pompasi denilen bir
mekanizma ile iyodun konsatre edilmesinden sonra peroksidaz enzim sistemiyle
oksitlenip tirozine baglanmasi sonucu T4 olarak bilinen tiroksini ve T3 olarak bilinen
triiodotironin  hormonlarin1  sentezlerken, kalsitonin hormonu ise parafolikiiler

hiicrelerden sentezlenmektedir (Oztiirk, 2008; Kolanci, 2009; Mehmetoglu, 2013).

Tiroid hormonu, tiroid bezi tarafindan aktif olmayan formu olan tiroksin (T,) olarak
salgilanir. Tiroksin liretimi, hipotalamusta tiretilen tirotiropin salgilatict hormonun etkisi
altinda olan hipofiz bezi tarafindan salgilanan tiroid stimiile edici hormonun (TSH) ile
diizenlenir. Tiroksin perifer dokulara ulastiginda deiyonizan enzimi tarafindan biyolojik
olarak aktif form olan triiyodotironin (T3)'e donistiiriiliir (Coceani, 2013; Filis ve ark.,
2018).



Bu nedenle, tiroid bezinin birincil iiriinii T4 olmasma karsin, biyolojik olarak aktif
formu T3'diir (Sekil 2.4). Aktif olan bu form salgilanan T, iin tiroid dis1 dokular olan
karaciger ve diger perifer dokularda T3 e doniistiiriilmesiyle elde edilmektedir. Tiroid
fonksiyonlart acisindan da Ts’e gore T4 ¢cok daha onemlidir (Leonard ve ark., 2000;

Kolanci, 2009; Mehmetoglu, 2013).

Bir miktar T4 ise revers Ts'e (I'Ts) doniismektedir. Inaktif form olan rT3'iin stres,
travma, myokard infarktiisii, diabetes mellitus gibi durumlarda artis1 s6z konusu
olmaktadir. Hiicrelere kadar tasiyict proteinlerle tasman tiroid hormonlar1 serbest
kaldiktan sonra hiicre igerisine girmektedir. Hiicre icerisinde nukleus’da TH
reseptorlerine baglanan T3 mRNA'nin transkripsiyonu ve protein sentezini
baslatmaktadir. Tiroid hormonlarinin bu fonksiyonlar1 dikkate alindiginda herhangi bir
sebepten eksikliginde gelisim anomalileri sekillenmektedir (Weiss ve Refetoff, 2000;
Oztiirk, 2008)

NH2 NH2
CDOH | CODH

3,3’5—Tr1md0—L—Thvr0mne Thymxme
(T4} (Ty)

Sekil 2.4. 3,3’5-Triiyodo-L-Tironin (T3) ve Tiroksin (T4) (Yen, 2001)

2.3. TIROID HORMONLARININ BiYOSENTEZIi

Kanda bulunan iyot, folikiiller tarafindan tiroid bezine alindiktan sonra tiroperoksidaz
enzimi ile okside olarak aktiflesmektedir. Aktiflesen iyot, tiroglobulin igerisinde
oksitlenmis olan iyot tirozin artiklariyla birleserek 3-monoiyodotirozin'i (MIT) ve 3,5-
diiyodotirozin'i (DIT) olusturmaktadir. Bu reaksiyona organifikasyon'da denilmektedir.
Inaktif olan MIT ve DIT’lardan, iki adet DIT molekiiliiniin birlesmesiyle 3,5,3",5 -
tetraiyodotironin (tiroksin, T4) olusurken, bir DIT ve bir MIT in birlesmesiyle 3,5,3"-
trityodotironin (T3) olusmaktadir (Kamel, 2000; Eiler, 2008; Kolanci, 2009).



Bu reaksiyonlarin tamami ise TSH'in kontrolii altinda ger¢eklesmektedir. T, ve T3
sentez edildikten sonra tiroglobiilin igerisinde kolloid boslugunda depo edilmektedir

(Kamel, 2000; Eiler, 2008; Kolanci, 2009; Sekil 2.5).
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Sekil 2.5.Tiroid bezinde hormon sentezi ve salgilanmasi (Noyan, 2011)

2.4. KANDA TiROID HORMONLARININ TASINMASI

Triiyodotironin ve T, tiroid bezinden salgilandiktan sonra biiyiik bir kismi plazma
proteinlerine geri doniisiimlii olarak baglanip dolasimda bulunurken c¢ok az bir kismi
(total T3'lin %0,03"ii ve total T4{in %0,31i) ise serbest halde bulunmaktadir. Dolagim
icerisinde proteine bagli iyot (PBI) dl¢limii yapilarak dolasimda tiroid hormonunun
diizeyi hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir. Tastyic1 proteinlerin amaci, tiroit
hormonlarinin tiroit bezi disinda depolanmasini ve hormonlarin hedef bolgelere
tasinmasini saglamaktir. Dolasimda T,4'lin konsantrasyonu T3z'den yaklasik yetmis kat

fazla olmasina ragmen, T3, T4 den dort kat daha aktiftir (Hulbert, 2000; Oztiirk, 2008;
Noyan, 2011; Mehmetoglu, 2013).



Tiroid hormonlar1 dolasim sisteminde bulunan tiroksin baglayici globiilin (TBG),
transtiretin veya tiroksin baglayici prealbiimin (TTR veya TBPA), albiimin ve
lipoproteinler olarak adlandirilan plazma proteinlerine baglanarak tasinmaktadir. Bu
proteinlerin baglica gorevi salgilanan tiroid hormonlarinin iiriner yolla kaybinin
Onlenmesi, organizmada {retilen tiroid hormonlarinin iiretim veya bozulmasinda
meydana gelecek ani degisikliklerden ve iyot yetersizliginden korumaktir (Hulbert,

2000; Kamel, 2000; Mehmetoglu, 2013; Deal ve Volkoft, 2020).

Tiroksin baglayicit globiilin (TBG), tiroid hormonlarinin baglanmasini saglayan en
onemli protein olup karacigerde sentezlenmektedir. T, ve T3'ii baglamaktadir.
Tiroksinin (T4) TBG’ ye olan affinitesi T3’e gore ¢ok daha yiiksek oldugu i¢in T4’lin
%70’1, TBG tarafindan tasinmaktadir. TBG’ nin dolasimdaki i¢indeki yogunlugu, TTR’
ye gore 20 kat az olmasina ragmen T,’e duydugu affinite TTR’ ye gore 100 kat fazladir
(Kamel, 2000; Altun, 2013).

Tiroksin baglayici prealbiimin veya TBPA ise T, affinitesi T3 den ¢cok daha fazla oldugu
icin sadece T, baglayip tasidigi kabul edilmekle birlikte beyin sivisi igerisinde tiroid
albiimin ise T4 U Ts'e gore daha iyi baglamaktadir. Cabuk ayrilabildigi icin
hormonlarin taginmasinda 6nemlidir (Kamel, 2000; Altun, 2013). Kisaca T4, T3'e gore

tastyici proteinlere ¢ok daha iyi baglanmaktadir (Kamel, 2000).

Tasiyict proteinler, dolasimda plazma igerisinde akut degisiklige maruz kalmalar
durumunda serbest T4 (ST4), T4 ve T3 konsantrasyonunda degisiklige neden olmaktadir.
Bu hormonlar, karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasinin yani sira bir¢ok sistemde
diizenleyici rol oynadigindan diizensizliginde ¢esitli patolojik vaziyetleride beraberinde

getirebilmektedir (Moreno ve ark., 2008; Mehmetoglu, 2013).
2.5. TIROID HORMONLARININ METABOLIZMASI

Dolagimdaki T3’iin yaklasik % 15°1 tiroid bezi tarafindan tiretilmektedir. Diger % 85’lik
kisim ise karaciger tarafindan T,’lin dis halkasindan bir iyodun kaybedilmesi sonucu
T3’e doniismesi seklinde tiretilmektedir. Eger Tslin dis halkasindaki iyot karaciger
disinda ayrilirsa reverse T3 (r'Ts) meydana gelmektedir. rT3 ise metabolik olarak
inaktifdir (Kamel, 2000).

T4in %80°1 T3 ve rT3%e (%3571 T3, %451 rT3) donistiiriiliirken kalan %20 lik kismi1

ise karaciger tarafindan inaktivasyonu saglanarak safraya salinmaktadir (Kamel, 2000).
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Tiroksinin (T,4) etkili olabilmesi ve hiicreye girebilmesi i¢in aktif olan T3’e doniisimii
gerekmektedir. Bu doniisiin 5' deiyodinaz enzimleri ile saglanmaktadir. Ug tip
deiyodinaz enzimi bulunmaktadir. Dalak, karaciger ve diger dokularda bulunan Tip 1 5'
deiyodinaz enzimini plazmaya T3 saglamaktadir. Hipofiz ve beyinde bulunan Tip 2 5'
deiyodinaz enzimi ise sinir sistemi ve adenohipofizde hiicre i¢i T3 seviyesini sabit
tutmaktadir. Tirozin halkasmin 5 ya da 3 pozisyonundaki iyodun ayrilmasini
gergeklestiren Tip 3 5' deiyodinaz enzimi T,'ii biyoinaktif form olan rT3%e, T5'i de
biyoinaktif form olan 3,3' diiyodotironine ¢evirerek fetiis ve beyni T, de meydana gelen
ani degisikliklere kars1 korumaktadir (Kologlu, 1996).

2.6. TIROID HORMONLARININ GENEL ETKIiLERI

Tiroid hormonlari, dokularin metabolizma hizini ve oksijen kullanim hizini artirmasina
ragmen; beyin, testis, dalak ve uterus'un oksijen kullanim hizin1 artirmamaktadir.
Ayrica T3 ve T, salgisindaki artis solunum sayisini da artirarak kabondioksit (CO,) ve
1St Uretimini artirmaktadir. Tiroid hormonlari, kemiklerdeki osteoklastlart ve
osteoblastlart etkiledigi i¢cin hem kemik yikimmi hem kemik olusumunu
kolaylastirmakta, bobreklerde potasyum, kalsiyum ve fosfor atilmasini artirmakta,
bobrek islevini kolaylastirmakta ve idrarla daha fazla su ¢ikarilmasina neden
olmaktadir. Tiroid hormonlart karbonhidrat metabolizmasinda birgok basamagi
etkilemektedir. Bagirsaklardan glikoz emilimini artirmakta, glikojenin glikoza
parcalanmasini artirmakta ve kan glikoz seviyesini yiikseltmektedir. Ayrica tiroid
hormonlar1 karbonhidrat olmayan bilesiklerden glikoz sekillenmesini de artirmaktadir.
Tiroid hormonlar lipid metabolizmasint hemen hemen biitiin evrelerini etkilerken daha
cok parcalanmasini etkilemektedir. Bu yiizden tiroid hormonu fazlaliginda lipid
depolar1 azalmakta ve kanda lipid diizeyi diismektedir. Tiroid hormonlar1 protein sentez
hizim1 da artirmakta dolayisiyla enzim sentezindeki artis diger metabolik olaylar1 da
artirmaktadir. Tiroid hormonlarinin kalp kasi (miyocard) hiicrelerinin zarinda f-
adrenerjik reseptorlerinin sikligini artirarak kalbin hem atim sayisini, hem de kasilim

giiclinili artirmaktadir (Kamel 2000; Eiler, 2008; Noyan, 2011).
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2.7. TIROID FONKSiYON BOZUKLUKLARI
2.7.1. Hipertiroidizm

Tiroid bezinin gereginden fazla ¢alisarak fazla hormon sentezlemesi sonucu dokularin
asir1 miktarda tiroid hormonlar ile karsilagmasi ile goriilen biyokimyasal ve klinik
bulgudur. Hipertiroidizmin, diffuztoksik guatr, toksik multinodiiler guatr, tek
toksiknodiil ve tiroid bezinin tiroiditisten zarar gormesi gibi bir¢ok nedeni
bulunmaktadir. Klinik bulgulara ilaveten total T3 ve T, tayini ile teshis konulmaktadir
(Oztiirk, 2008; Noyan, 2011; Mehmetoglu, 2013; Aliyev ve ark., 2014; Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. TSH diizeylerine gore tiroid fonksiyon bozukluklarinin ayirici tanisi
(http://temd.org.tr/admin/uploads/tbl_kilavuz/20190426165340
2019tbl_kilavuze72e4ddf38.pdf. Erisim tarihi: 02.09.2019).

2.7.2. Hipotiroidizm

Hipotiroidizm, tiroid hormonlarinin yeterli miktarda tiroid bezi tarafindan
iiretilememesinden kaynaklanabilecegi gibi yetersiz TSH uyarimi sonucunda da
gortlebilen klinik bir tablodur. Hipotiroidizm, tiroid bezinin yetmezligine bagli olarak

ortaya ¢ikiyorsa primer hipotiroidizm, hipotalamusun ya da hipofiz bezinin yetersiz


http://temd.org.tr/admin/uploads/tbl_kilavuz/20190426165340%202019tbl_kilavuze72e4ddf38.pdf
http://temd.org.tr/admin/uploads/tbl_kilavuz/20190426165340%202019tbl_kilavuze72e4ddf38.pdf
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TSH uyarimina bagli olarak ortaya ¢ikiyorsa da sekonder hipotiroidizm adi

verilmektedir (Bagkal, 2000; Uzunalimoglu, 2005; Ersoy, 2014; Derhem, 2019).

Primer hipotiroidizm tiroid bezi kdkenli olup bezin fonksiyonel yetersizligi, sekonder
hipotiroidizm hipofiz bezinin yetersiz TSH salgilamasi, tersiyer hipotiroidizm ise TRH
eksikligi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica tiroid hormonlarinin ya dokularda
reseptorlere baglanma hatasina bagli olarak ya da tiroid hormonlarinin asir1 tiiketimine

bagli olarak sekillenebilmektedir (Baskal, 2000; Uzunalimoglu, 2005).

Sik goriilen bir endokrin sistem hastaligi olan hipotiroidin, istisna durumlar disinda
tedavisi levotiroksin ile yapilmaktadir (Giingoér ve ark, 2013). Heniiz uygun tedavi
protokolleri tam gelismemesine ragmen levotiroksin tiroid hormonlarinin replasman

tedavisinde oldukg¢a fazla kullanilmaktadir (Kiling ve ark., 2015).

Salami ve ark., (2019), tarafindan yapilan calismada hipotiroidi olusturulan ratlarda
PTU uygulamasi hipotiroidide serum total T3 seviyesini anlamli derecede diigiirmiis,

levotiroksin uygulanmasi sonucu serum total T3 seviyesini anlamli derecede artirmigtir.

Lipid peroksidasyonu, hiicre zarinda radikallerden iiretilmekte ve plazmada kolaylikla
belirlenebilmektedir. Oksidatif stresin indikatorii olarak kabul edilen MDA ise lipid
peroksidasyonun Ol¢iimiinde kullanilmaktadir. Antioksidanlarinda, lipid
peroksidasyonla ve cesitli hastaliklarla iliskisi oldugu saptanmistir. Tiroid hormonlari
ise hiicredeki oksidant/antioksidant dengesinin korunmasini saglamaktadir. Tiroid
hormonlarinin  asir1  salgis1  serbest radikallerin  olusumuna yol ag¢maktadir.
Hipertiroidizmde hiicrelerin enerji ihtiyaci ve oksidan birikimi gozlemlendiginden, bu
durumda hiicre i¢i oksidatif stres sekillenmektedir (Dariyerli ve ark., 2004). Ratlarda
yapilan farkli caligmalarda, hipotiroidili hayvanlarda MDA diizeyinin arttigi, SOD
diizeyinin ise azaldig1 belirlenmistir (Kosova ve ark, 2013; Pan ve ark., 2013, Kong ve

ark., 2015; Sahin ve ark., 2019).

Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) gibi enflamatuar mediatorler
hipotiroidizm ile iliskilendirilmistir (Zhou et al., 2018). IL-6, fibroblastlar, T lenfositler,
endotel hiicreleri ve monositler tarafindan salgilanan bir pleiotropik sitokindir ve farkli
hedef hiicrelerde birden fazla biyolojik aktiviteye sahiptir. Zhou ve ark.,(2018),
tarafindan radyoaktif iyot (**'I) kaynakli hipotiroidizm olusturduklari ratlarda vaskiiler
enflamasyonda ¢ok onemli bir rolii bulunmakla beraber hipotiroidili ratlarda IL-6

konsantrasyonunun arttigir goézlenmistir. Monosit-makrofaj hiicreleri tarafindan ifade
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edilen bir sitokin olan TNF-a, tiroid fonksiyon bozuklugu olan hastalarda aktive
edilmektedir ve hipotiroidili hastalarda yiiksek konsantrasyonda TNF-o bulunmaktadir.
Viicut agirhigmm anlamli derecede artmis oldugu gozlemlenen ratlarda, **1 ile tedavi
edilen hipotiroidi ratlarda serum TNF-o ve IL-6 diizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, yiliksek IL-6 seviyelerine yol agmistir. Tedavi edilen hipotiroidizmli
ratlarda, TNF-o seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi belirlenmistir

(Zhou et al., 2018).

Hajje ve ark., (2014) tarafindan yapilan c¢alismada ise 30 adet Wistar albino rat
kullanilmig olup, kontrol grubu (n=10) ve hipotiroidizmi uyarmak igin 6-propil-2-
tiourasil (PTU) (n=20) uygulanan grup olarak ikiye ayrilmistir. Ratlarin igme sularina 6
hafta boyunca PTU verilmistir. Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve IL-6 gibi
enflamatuar markorlerin serum seviyeleri énemli Ol¢lide artmistir. PTU'nun 6 hafta
stireyle uygulandigi grupla kontrol grubundaki ratlarin fT3 ve fT, seviyelerindeki
diisiisiin ve TSH seviyeleri anlamli sekilde artisin hipotiroidizm olusumuna neden
oldugu tespit edilmistir. Hipotiroidizm, plazma enflamatuar belirtecleri CRP ve TNF-a
ve IL-6'da 6nemli artislara neden olurken, hipotiroidi tersine ¢cevirmek bu seviyeyi daha
da arttirdi. Kardiyoprotektif bir adiposit tiirevi sitokin olan adiponektin seviyesi, PTU

ile tedavi edilen ratlarda anlamli olmayan bir sekilde artmistir (Hajje ve ark., 2014).
2.8. OKSIDATIF STRES VE HIPOTIROIDiZM
2.8.1. Oksidatif Stres

Organizmanin normal metabolizmasi sonucu olusan serbest radikaller ve reaktif oksijen
tiirevleri (ROT) ile viicudun savunma mekanizmasi olan antioksidan sistem arasinda
hassas bir denge bulunmaktadir. Oksidatif denge olarak da adlandirilan bu denge
saglandig siirece organizma serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu denge yang,
enfeksiyon ve stres gibi herhangi bir sebeple antioksidan sistemin yetersiz kaldigi
durumlarda serbest radikallerin lehine bozuldugunda hiicrelerde ve dokularda hasara
neden olarak oksidatif stres olarak adlandirilan durumu agiga ¢ikarmaktadir. Bunlar;
serbest radikaller, siiperoksit anyonu (O; "), hidrojen peroksit (H,0), peroksil radikali
(ROO), hipoklordz asit (HOCI), singlet O, (02™), alkil radikali (R), ve hidroksil
radikali (HO') gibi eslesmemis elektron igeren atom ya da molekiillerdir. Bu molekiiller
asir1 reatif ve kisa Omirliidiirler. Serbest radikal olmayan tekil oksijen, molekiiler

oksijen ve hidrojen peroksit oksidatif olan reaksiyonlar1 baslatabilme ve serbest radikal
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olusturabilme kapasiteleri bulunmaktadir. Kararsiz yapida olan ve hemen kararl1 yapiya
ulagmak isteyen bu tanecikler kisa 6miirlii olmalarina ragmen yapilarindaki dengesizlik
nedeniyle oldukca aktif olup hiicre bilesenleri ile etkilesim halinde olabilmekte ve
reaksiyon sonucu olusturduklari bilesikler toksik 6zellik tasimaktadir. Serbest radikaller
lipitler, proteinler, niikleik asitler ve DNA {izerine etkisi bulunmaktadir (Aydin ve ark.,
2001; Morena ve ark., 2002; Cevik, 2004; Stocker ve Keaney Jr, 2004; Altan ve ark.,
2006; Karaca ve Giider, 2009; Sonat ve ark., 2013; Tabakoglu ve Durgut, 2013;
Yurdakul ve Saritas, 2013; Halliwell ve Gutteridge, 2015; Igme ve ark., 2015; Aslani ve
Ghobadi, 2016; Bozukluhan ve ark., 2016; Sekil 2.7; Sekil 2.9; Sekil 2.10; Sekil; 2.11).
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Sekil 2.7. Oksidatif stres (Altan ve ark., 2006).

Organizma serbest radikaller, sigara dumani, c¢evre kirliligi, kontamine gidalar,
pestisitler, solventler, ozon, iyonize radyasyon, ultraviyole 1sinlar gibi ekzojen kaynakli
olabilecegi gibimetabolizma sonucu, kronik rahatsizliklar,enfeksiyonlar, yaslhilik, stres,
egzersiz gibi endojen kaynakli olabilmektedir (Ghiselli ve ark., 2000; Sonat ve ark.,
2013; Tabakoglu ve Durgut, 2013; Aslani ve Ghobadi, 2016; Sekil 2.8)
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Sekil 2.8.Viicudumuzdaki Serbest Radikallerin Ana Kaynaklari ve Serbest
Radikal Hasarin Sonuglar1 (Young ve Woodside, 2001)
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Sekil 2.9.Radikallerin yol agtig1 hiicre hasar1 (Antmen, 2005).



Ftkenler: Radyasyon; Ksenobiyotikler; Elektron
transportu

Antioksidanlar 4=

Sonuglar: Mutasyon; Sitotoksisite (apoptoz,

nekroz); Sitostaz; Proliferasyon

Tamtir_—|—

Hedefler&Uriinler: DNA; dal kiriklari;
baz lezyonlari; capraz baglanmalar

o

|

oH
Y
» o

Hasar ajanlari: ROS/RNS

'0,
Singlet Oksijen 1 Br

Siiperoksid 2H'

1 / ‘ n /
| NO /)<m-~

3o 5 2
HO, SH%H HO® - HO

HOCKHOBrY
Hipohaloz asidler

Hidrojen peroksid

Hidroperoksil radikali peroksinitrit  Hidroksil radikali

©

l' . "fienin glikol

Is1k Myeloperoksidaz; w N
Eozinofil peroksidaz 8-okso-guanin ©
0, .
0, . > o ——y 10:+0; " —

Hidroksimetilurasil

Antioksidanlar
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Sekil 2.11. Reaktif oksijen tiirlerinin hiicre ve dokular {lizerine etkileri (Giirsoy, 2008).
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2.8.1.1. Malondialdehit (MDA)

Biyomolekiillerin tamami serbest radikaller tarafindan etkilenmektedir fakat lipidler
serbest radikallere kars1 ¢ok daha hassas olmaktadir. Hiicre membranindaki yag asitleri
ve kolestrollerin doymamis baglar1 serbest radikallere karsi ¢ok daha kolay bir sekilde
reaksiyona girebilmekte ve peroksidasyon {riinlerini olusturabilmektedir. Lipid
peroksidasyon olarakda adlandirilan poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi
kendini devam ettiren zincir reaksiyonlar1 olarak ilerledigi i¢in oldukg¢a zararli
olmaktadir. Ayrica lipid peroksidasyonun sonucu hiicre membran hasar1 ve aldehitleri
tiretilmesi ile diger hiicre bilesenlerinin hasar1 s6z konusudur (Halliwell ve Gutteridge

1984).

Oksidatif stresin organizmada lipid, protein ve DNA gibi makro molekiillerin yap1 ve
fonksiyonlarinda degisikliklere yol agtigi bildirilmektedir (Venditti ve ark., 1999).
Oksidatif stresin siddetinin degerlendirilmesinde ¢esitli parametreler kullanilmaktadir.
Lipid peroksidasyonunun terminal bir bilesigi ve organizmada karsinojenik etki
gosteren malondialdehit (MDA), lipid peroksiasyonunun bir gostergesi olarak hiicresel
hasarin siddetini belirlemede yaygin olarak kullanilan parametrelerden birisidir
(Cighetti ve ark., 2002; Fang ve ark., 2002; Moreno ve ark., 2003; Cevik, 2004; Fujii,
2005; Feng ve ark., 2006; Sonat ve ark., 2013; Bozukluhan ve ark., 2016; Sentiirk
(Gtiltekin) ve Uyanik., 2016)

Serbest radikaller hiicre zarinda bulunan yag asitlerinin lipid peroksidasyonuna neden
olurken ayn1 zamanda hiicre zarinda ki yag asitlerini de etkileyerek yeni radikallerin
olusmasima neden olmaktadir. Bununla beraber agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak
lipid peroksitlere dontistiirmektedir. Lipid peroksitlerden en iyi bilineni arasidonik
asidin oksijenasyonu ya da doymamis yag asitlerinin oksidatif yikim1 sonucu olusan
malondialdehit (MDA), proteinlerin serbest amino gruplari ile fosfolipidlerle ve niikleik
asitlerle hem in vivo hem de in vitro ortamda tepkimeye girebilir (Chancerelle ve ark.,
1998; Bozukluhan ve ark., 2016).

Coklu doymamis yag asitlerinin zincirleme reaksiyonu olan lipid peroksidasyonu dort

asamadan olusmaktadir:

Baslatma asamas1: HO’nin, bir yag asitinin metilen kismindan bir hidrojen atomu (H")

kopararak bir lipid radikali olusturdugu;



18

flerleme asamas1: Olusan lipid radikaline O, ilavesiyle ger¢eklesen zincirleme reaksiyon

ile lipid peroksil radikali (LOO") ve lipid peroksit (LOOH)’in olusturdugu;

Yikim agamasi: Tek elektron {izerinden yeniden yapilanmaya bagli olarak lipidin yikimi1

sonucu MDA, 4-hidroksinonenal, 4-hidroksi-2,3-transnonenal gibi tiriinlerin olustugu,

Sonlandirilma  asamasi:  Zincir  reaksiyonunun  antioksidanlar  tarafindan

gergeklestirilmesi.

Lipid peroksidasyon ve prostoglandin biyosentezinde dogal olarak meydana gelen
mutajenik ve karsinojenik Ozellikli bir maddedir (Marnett, 1999). Hiicredeki lipid
peroksidasyon iiriinleri i¢inde en ¢ok sentezlenen (Feng et al., 2006) ve perokside olmus
lipidlerde olusan en 6nemli aldehit bilesiklerinden biri olan MDA, trombositlerde
arasidonik asit katabolizmasi esnasinda biiylik dl¢iide reaktif olarak olusan kisa zincirli
bifonksiyonel bir aldehittir (Sekil 2.4). Lipid peroksidasyon diizeylerinin saptanmasinda
siklikla kullanilan MDA miktar tayini tiyobarbiitirik asit testiyle dl¢iilmektedir (Sentiirk
(Giiltekin) ve Uyanik., 2016).

H O
C— CH> C
= ~.
O H

Sekil 2.12. Malondialdehitin kimyasal yapisi.

2.8.2 ANTIOKSIDANLAR

Farkli kaynaklardan serbest radikallere maruz kalmak organizmada bir dizi savunma
mekanizmasi gelistirilmesine neden olmaktadir (Valko ve ark., 2007). Reaktif oksijen
tirleri (ROS)'larinin ve bunlarin organizmada meydana getirdigi hasar1 dnlenmesi
amaciyla antioksidan sistem olarak isimlendirilen savunma mekanizmasi gelistirilmistir.
Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olup oksidadif hasar sonucunda meydana

gelen hasari etkisiz hale getirmektedirler (Altan ve ark., 2006).
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Enzimatik antioksidan savunma sistemi siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT)"1 igerir (Valko ve ark., 2007; Karaca ve Giider, 2009;
Sonat ve ark., 2013; Aslani ve Ghobadi, 2016). Enzimatik olmayan antioksidanlar ise
gidalardan aldigimiz a-tokoferol (Vitamin E), askorbik asit (Vitamin C), glutatyon
(GSH), karotenoidler, flavonoidler gibi antioksidanlardir (Valko ve ark., 2007; Sonat ve
ark., 2013; Aslani ve Ghobadi, 2016).
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Sekil 2.13. Antioksidan savunma sistemi (Altan ve ark., 2006).

Organizmada normal sartlarda endojen ve ekzoken kaynakli serbest radikallerin neden
oldugu oksidatif strese kars1 antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir. Antioksidan
molekiiller organizmay1 zararl reaksiyonlara karsi korumaktadirlar. Total antioksidan
kapasitesi (TAK), biyolojik materyallerde mevcut olan antioksidanlarin hiicre
membranlarini ve diger hiicresel bilengenleri oksidatif hasara kars1 koruma kapasitesinin
bir gostergesidir. Oksidatif stresin toplam degeri ise total oksidan kapasite (TOK) olarak
ifade edilmektedir. Bu durum, asir1 reaktif oksijen tiirlerinin veya nitrojen tiirlerinin
iiretimi ya da antioksidan tampon mekanizmasinin eksikligi sonucu olusmaktadir.

Organizmada olusan oksidan duruma karisi redoks ayarini siirdiirebilmesinde kan
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oldukca onemlidir. Serum ya da plazma igerisindeki farkli antioksidanlarin ayri1 ayri
O0lecmek komplike tekniklere ve yiiksek maliyete neden olmaktadir. Antioksidanlarin tek
baslarina ayr1 ayr1 6l¢iimiinden daha degerli bilgiler veren ve antioksidan 6zelliklere
sahip maddelerin toplam aktivitesini yansitan total antioksidan kapasitesi (TAK) ve
total oksidan kapasite (TOK) o6l¢limii pratik ve ucuz oldugu igin tercih edilmektedir
(Ghiselli ve ark., 2000; Erel, 2004; Stocker ve Keaney Jr, 2004; Tarpey, 2004)

Total oksidan kapasite seviyesinin, TAK seviyesine oranlanmasiyla oksidatif stres
indeksi (OSI: Oxidative stress index) hesaplanmaktadir. OSI viicudun oksidan

antioksidan dengesinin yoniiniinii belirtmektedir.
OSI Hesabu:
OSI=TOK (umol H202 Eg/L) / TAK (umolTroloxEq/L) x 100

seklinde  hesaplanmustir  (https://www.relassay.com/e-catalog.  Erisim  tarihi:
22.07.2021).

2.8.2.1. Siiperoksid Dismutas (SOD)

Serbest radikallere kars1 organizmada ilk savunma islemini superoksid dismutaz (SOD)
siiperoksid radikalini detoksifiye etmektedir. En etkin intraseliiler enzimatik

antioksidanlardan biridir (Tabakoglu ve Durgut, 2013; Sonat ve ark., 2013)

Stiperoksid dismutaz (SOD)'un iki ayri1 izoenzimi bulunmaktadir. Bunlardan bakir-
¢inko (Cu-Zn) iceren tipi sitozolde, mangan (Mn) iceren tipi ise mitokondride yerlesim
gostermektedir. Oksijenin suya indirgenmesi sirasinda radikal olusumunu 6nlemektedir

(Fujii ve ark., 2005; Kim ve ark., 2018)

Stiperoksid Dismutaz (SOD), oksijenden ilk olusan ve reaktif bir iirliin olan siiperoksit
anyonunun molekiiler oksijene ve daha az reaktif bir {irlin olan hidrojen perokside
dontistiirerek radikallerin etkisini azaltmis olmaktadir (Karaca ve Giider, 2009; Sonat ve

ark., 2013).

20, +2H'>H,0, + O,

Sekil 2.14. Siiperoksit Dismutaz reaksiyonu

(Aslankog ve ark., 2019)
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2.8.3. SITOKINLER

Sitokinler 20-30 kilodalton (kDa)’dan daha az molekiil agirligina sahip hiicresel
diizenleyici peptit veya glikoproteinlerdir. Biyolojik fonksiyonlar1 kontrol eden
sitokinler hiicre biiylimesi, iyilesmesi, immun sistemin aktive edilmesi ile enfeksiyonlar
gibi c¢esitli uyarilara karsi salgilanarak oldukg¢a hayati bir rol oynamaktadir. Uyarilan
hiicrelerden oldukca kisa siirede salgilanirlar fakat depolanmazlar (Giines, 1999;
Yenisey ve ark., 2006; Oztopalan ve ark., 2017; Akdogan ve Yontem, 2018; Onel ve
Yildirim, 2021).

Etkileri lokal ve sistemik olan sitokinler hormonlara benzemekle beraber tam anlamiyla
hormon degillerdir. Belirli hiicreler tarafindan salgilanip dolasim sistemi araciligiyla
farkli bolgelerdeki reseptorlere baglanarak etkisini gosterebilir veya lokalize etki
gosterebilir. Bu etki otokrin veya parankin etkidir (Giines, 1999; Akdogan ve YOntem,
2018).

Sitokinler yapisal ve islevsel ozelliklerine gore interleukinler (IL), interferonlar (IFN),
transforme biiyiime faktorii-beta (TGF-p), tiimor nekrozis faktori siiper ailesi (TNFSF),
koloni stimiilan faktdrler (CSF) olarak cesitli sekillerde adlandirilmaktadir (Onel ve
Yildirim, 2021).

Sitokinler baslica su ana gruplara ayrilmaktadir: (Giines, 1999)

1) Biiyiime faktorleri (Epidermal biiylime faktori, EGF; Platelet orijinli biiyiime
faktorii, PDGF; insiilin benzeri biiyiime faktorii-1, IGF-1; Iniisilin benzeri biiyiime
faktorii-2, IGF-2; Sinir biiyime faktorii, NGF; Asidik fibroblast biiylime faktorii, aFGF;
Basik fibroblast biiyiime faktorii, bFGF; Neurolokin; Amfiregulin; Hepatosit biiyiime
faktorii, HGF v.b.)

2) Lenfokinler (interlokin-1a, IL-1a; II-1B; IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8; IL-
9; IL10; IL-11; IL-12; IL-13; IL-14; 1L-15)

3) Koloni sitimiile eden faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni sitimiile eden faktor, GM-

CSF; Graniilosit-CSF; Multi-CSF; Eritropoietin, EPO; Losemi inhibitor faktor, LIF)
4) Transforme edici biiylime faktorleri (TGF-a; TGF-B)
5) Tiimor nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-B)

6) Interferonlar (IFN-o; IFN-B; IFN-y) (Giines, 1999; Sekil 2.15).
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wyarrna, dite kas hierelen, kenfosither vie kondrositler
ierinde wyanci ek yapima

Fibroblast proliferasvomw, tiimirler igin sitotoksik

Hemostaz, kollajen sentezi, proliferasyonda. girevli,
kemotaktik Geelligivle epitel hocrelen ve tom kkositlen
eikiler

Hematopoezi wyanr

B hicreleri ve IgE sentezing uyanr

B lenfosit ve eozinofil stimillasyonn
Inflamasyon

Pre-B ve pre-T hilcrelerini uyanr
T hiicreleri ve nitrofil igin kemotaktik fakadediir

Thiy hibcrelerinin interferon-y ve diger sitokinlerin
sefitezing inhibe eder

Sekil 2.15. Baz1 biiyiime faktorleri ve sitokinlerin kaynaklari ve gorevleri (Oztopalan ve

ark., 2017)

2.8.3.1. Tiimor Nekrozis Faktor alfa (TNF- a)

Tiumor Nekrozis Faktor, Siiper-Ailesi (TNFSF), yangi, apoptozis, hiicre proliferasyonu

ve immun sistemin uyariminin dahil oldugu hem dogal hem de kazanilmis bagisiklikta

oldukca dnemli bir role sahiptir Sitokin olarak kabul edilebilecek TNFSF iiyelerinden
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olan TNF-a, lenfotoksin (LT)-a, LT-B ve B hiicre aktive edici faktdr (BAFF)'diir (Onel
ve Yildirim, 2021; Sekil 2.16).

Tiumor nekrosiz faktor-alfa (kasektin), mast hiicreleri, makrofajlar, monositler, endotel
hiicreleri, B hiicreleri, T hiicreleri ve fibroblast dahil olmak iizere bir¢ok baska hiicre
tarafindan salgilanmaktadir (Yenisey ve ark., 2006; Sacu ve Bildik, 2009; Onel ve
Yildirim, 2021).

Apoptoz Aktivasyon/inflamasyon Apoptoz

Sekil 2.16. TNF-a nin etki mekanizmasi (Degirmencioglu, 2007)

2.8.3.2. Interl6kin-6 (I1L-6);

Interlokinler, Idkositler arasinda iletisimi saglayan sitokinler olarak bilinmektedirler
(Baykal ve ark., 1998). Interlokin-6 (IL-6) pleotropik bir sitokindir. Dendritik hiicreler,
monositler, makrofajlar ve aktive olmus T hiicreleri, endotel hiicreleri, osteoklastlar,
fibroblastlar, mast hiicreleri ve timositler tarafindan sentezlenmektedir (Baykal ve ark.,

1998; Sekil 2.17).
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Interlokin-6, 20 kilodalton (kd) agirhiginda dortlii alfa heliks yapida bir proteindir,
aralarinda monositler, makrofajlar, T hiicreleri ve mast hiicrelerninde bulundugu bir ¢ok
hiicrenin uyarilmas: sonucu olusturulan sitokindir (Dalkili¢c ve ark., 2012; Onel ve

Yildirim, 2021).

QNS BXPIBRRION

Sekil 2.17. IL-6'nin Etki Mekanizmasi (Degirmencioglu, 2007)



3. GEREC VE YONEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Demirbas malzemeler

© 0 N o 0o b~ w DD

ELISA okuyucu (Biotek)

Santrifiij (Niive)

Sogutmali santrifiij (Niive NF 32R)

Hassas terazi (Ohaus)

Sonikator (Sonics, Vibta cell)

Deiyonize su cihazi (Milipore)

Derin dondurucu

Buzdolab1

Otomatik pipetler (Socorex, Tek kanalli ve Cok kanallr)

10. Shaker (Biosan Mini Shaker PSU-2T)
11. Benmari (Trade Raypa)
12. Buz makinas1 (ITV 1Q 85C)

3.1.2. Sarf malzemeler

© © N o g b~ w0 DR

fT3 ELISA Kiti (Elabscience, Katalog No: E-EL-0079)

fT, ELISA Kiti (Elabscience, Katalog No: E-EL-0122)

Rat TSH ELISA Kiti (Elabscience, Katalog No: E-EL-R0976)
TBA (Merck 1.08180.0025)

SOD ELISA Kiti (Rel assay, Katalog No: RLD0123)

TAK (Rel Assay, RL0017)

TOK (Rel Assay, RL0024)

Rat TNF-a ELISA Kiti (Elabscience, Katalog No: E-EL-R0019)
Rat IL-6 ELISA Kiti (Elabscience, Katalog No: E-EL-R0015)

10. Kan alma tiipii
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11. Distile su
12. Ependorf tiip
13. Enjektor
3.1.3. Hayvan Materyali

Calisma icin Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Komitesi’nden
(ERU HADYEK) onay alind1 (28.08.2019 tarih ve karar no: 19/148). Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezi’nden temin edilen 48 adet 39 giinliik erkek Wistar albino rat her bir grupta 16
hayvan olacak sekilde 3 gruba ayrildu.

3.1.4. Barinma ve Yetistirme Kosullar

Ratlar polikarbonat kafeslerde (her kafeste 3-4 rat olacak sekilde), kaba talas altliklarda,
arastirma merkezinin sahip oldugu konvansiyonel deney hayvani barindirma sartlarinda
[kontrollii sicaklik (21£2°C), nem (%50+5), hava degisimi (saatte 12 devir), 151k (12
saat aydinlik, 12 saat karanlik)] barindirildi.

3.1.5. Deneme Diizeni

Calismada Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ERU DEKAM)’nden alinan 39 giinliik 48 adet erkek Wistar albino ratlar materyal
olarak kullanildi. Ratlar her grupta 16 adet rat bulunacak sekilde kontrol grubu,
deneysel hipotiroidizm olusturulmus grup ve deneysel hipotiroidizm olusturulduktan
sonra levotiroksin ile tedavi edilmis grup olmak iizere rastgele 3 gruba ayrildi. Her bir
kafeste 4 adet olacak sekilde ratlar yerlestirildi. Deneyler siiresince tiim gruplardaki
ratlar musluk suyu ve standart rat yemi ile kisitlama yapilmaksizin beslendi. Ratlar

deneylerin ilk gilinlinden bitimine kadar 3’er giin araliklarla tartildi ve agirliklari

kaydedildi.

Kontrol grubu hayvanlara 100 ml’sinde 1 ml 0.1 N NaOH igeren serum fizyolojik
sollisyonu her bir hayvana 500 pl olacak sekilde 28 giin siireyle intraperitoneal
enjeksiyonla uygulandi. Deneysel hipotiroidizm grubundaki 16 sigana 28 giin boyunca
tiroksinin (T,) trityodotironine (T3) donilisiimiinii engelleyen tiollenmis urasil kaynakli
bir antihipertiroid ila¢ olan 6-n-propil tiourasil (PTU, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) 0.1 N NaOH’de ¢ozdiiriiliip hazirlandiktan sonra 10 mg/kg canli agirlik/giin

hesabiyla intraperitoneal olarak enjekte edildi. Levotiroksin ile tedavi edilen
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hipotiroidizmli grupta  6nce hayvanlarda hipotiroidizm olusturuldu. Takiben bu
hayvanlara 15 giin siireyle her bir hayvan i¢in 5 pg levotiroksin 1 ml NaCl i¢inde

sulandirilarak intraperitoneal olarak enjekte edildi (Tahmez ve ark., 2000).

Tablo 3.1. Deneme gruplart.,

Deney ) Tekrar Sayis1
Hayvan Adedi/ Grup

Gruplan (Varsa)

Grup | 16 adet / Kontrol -

Grup Il 16 adet / 10 mg/kg PTU -

Grup Il 16 adet / 10 mg/kg PTU / 5 pg Levotiroksin -

3.1.6. Orneklerin Toplanmasi

Denemenin sonunda, 12 saat a¢ birakilan hayvanlardan, analizleri yapilacak
parametrelerin diizeylerini etkilemeyen pentobarbital (40 mg/ kg, canli agirlik)
anestezisi sonrasi, kalplerinden punksiyon yoOntemiyle serum i¢in antikoagulantsiz
tiiplere ortalama 3-4’er ml kan alindi. Kan 6rnekleri yaklasik 45 dakika oda isisinda
bekletildikten sonra 3000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi.
Denemenin sonunda hayvanlarin karaciger dokular1 alindi. Serum o6rneklerinde; T3,
fT4, TSH, TAK, TOK diizeyleri ve SOD aktiviteleri ile karaciger 6rneklerinde; MDA,
TNF alfa ve IL-6 diizeyleri belirleninceye kadar numuneler -80 °C’lik derin

dondurucuda saklandi.
3.1.7. Karaciger Dokusunda Homojenatlarin Hazirlanmasi

Malondialdehit ve sitokin parametreleri i¢in alinan karaciger dokusu kan ve benzeri
artiklarindan distile su ile arindirilarak soguk % 0.9’luk NaCl ile yikandi ve kurutma
kagidi ile kurutuldu. Kurutulmus dokular alimunyum folyolara sarilarak -80°C’ de
muhafaza edildi. Analize hazirlik esnasinda karaciger dokusu yaklasik 0.1 gr olacak
sekilde hassas terazide tartilarak {izerine 1/10 oraninda fosfat tamponu (0,9 mL) eklendi.

Cam homojenizator ile once kiigiik parcalara ayrildi. Homojenat iceren tiipler 7.000
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rpm, +4°C’de 5 dk santrifiij edilerek, elde edilen siipernatantlar MDA, TNF-a ve 1L-6

analizleri yapilincaya kadar -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2. YONTEM
3.2.1. Serum Serbest Triiyodotironin (fT3) Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum T3 diizeyleri ELISA cihazinda (BioTek, uQuant) ticari ELISA kiti kullanilarak
(Elabscience, katalog no: E-EL-0079) belirlenmistir.

Prensip

Bu ELISA kitinde yarigmali-ELISA yontemi kullanilmaktadir. Bu kitle beraber
saglanan mikro ELISA plakalarn fT * ile daha 6nceden kaplanmistir. Ornekteki T3
450nm=2nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmiis, daha sonra numunedeki

T3 konsantrasyonu 6rneklerin standart OD egrisi ile karsilastirilarak belirlenmistir.
Islem

Analiz Oncesi biitiin reaktifler ve ornekler oda sicakligina (18-25°C) getirilmistir.
Standart ve 6rnek olarak belirlenen kuyucuklarin her birine 50 pL standart ve ornekler
eklenmistir. Bu kuyucuklarin her birine hizli bir sekilde 50 pL biyotinlenmis tespit-Ab
sollisyonu eklenip, plakanin iizeri kapatilarak 37°C’de 45 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki ¢ozelti aspire edilmis ve her bir kuyucuga 350 pL
yikama soliisyonu eklenip 1-2 dakika bekletildikten sonra aspire edilmistir. Yikama
islemi 3 kez tekrar edildikten sonra plaka temiz bir kurutma kagidinahafif¢e vurularak
kurutulmugtur. Kurutulmus plaka tizerindeki kuyucuklarin tamamma 100uL HRP
konjugat eklenip, plakanin iizeri kapatilarak 37°C'de 30 dakika boyunca inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kuyucuktan c¢ozelti aspire
edilmistir. Yikama islemi, yukarida belirtildigi sekilde 5 kez tekrar edildikten sonra
90uL substrat reaktifi eklenip, plakanin iizeri kapatilarak 37°C'de 15 dakika
inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 uL stop
soliisyonu eklenmistir. Daha sonra vakit kaybetmeden 450nm’deokunarak sonuglar

hesaplanmistir (Sekil3.1).
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Serum fT;  y=21866x2- 93,759x + 96,407

120 R2=0,8947

100 e
80
60
40
20

-20

Sekil 3.1. Serum T3 lin optik dansite egrisi

3.2.2. Serum Serbest Tiroksin (fT,) Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum Ty (serbest tiroksin) diizeyleri ELISA cihazinda (BioTek, uQuant) ticari ELISA
kiti kullanilarak (Elabscience, katalog no: E-EL-0122) belirlenmistir.

Prensip

Bu ELISA kitinde yarigmali-ELISA yontemi kullanilmaktadir. Bu kitle beraber
saglanan mikro ELISA plakalar1 fT, ile daha &nceden kaplanmistir. Ornekteki T,
450nm + 2nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiis, daha sonra
numunedeki fT4 konsantrasyonu orneklerin standart OD egrisi ile karsilastirilarak

belirlenmistir.
islem

Analiz oOncesi biitiin reaktifler ve Ornekler oda sicakligina (18-25°C) getirilmistir.
Standart ve 0rnek olarak belirlenen kuyucuklarin her birine 50 pL standart ve ornekler
eklenmistir. Bu kuyucuklarin her birine hizli bir sekilde 50 pL biyotinlenmis tespit-Ab
soliisyonu eklenip, plakanin iizeri kapatilarak 37°C’de 45 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki ¢ozelti aspire edilmis ve her bir kuyucuga 350 pL
yikama soliisyonu eklenip 1-2 dakika bekletildikten sonra aspire edilmistir. Yikama
islemi 3 kez tekrar edildikten sonra plaka temiz bir kurutma kagidina hafif¢e vurularak

kurutulmustur. Kurutulmus plaka tizerindeki kuyucuklarin tamammna 100 pLL HRP



30

konjugateklenip, plakanin iizeri kapatilarak 37°C'de 30 dakika boyunca inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kuyucuktan c¢ozelti aspire
edilmistir. Yikama islemi, yukarida belirtildigi sekilde 5 kez tekrar edildikten sonra 90
pL substrat reaktifi eklenip, plakanin iizeri kapatilarak 37°C'de 15 dakika inkiibatdrde
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu
eklenmistir. Daha sonra vakit kaybetmeden 450 nm'de okunarak sonuglar

hesaplanmustir (Sekil 3.2).

Serum fT, y=25735x2-102,59x + 100,67
R2=0,9636
120

100 o
80 |
60
40
20

oL e LI SR

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
-20

Sekil 3.2. Serum fT,'iin optik dansite egrisi

3.2.3. Serum Tiroid Stimiile Edici Hormon (TSH) Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum TSH diizeyleri ELISA cihazinda (BioTek, uQuant) ticari ELISA kiti kullanilarak
(Elabscience, katalog no: E-EL-R0976) belirlenmistir.

Prensip

Bu ELISA kitinde sandvig-ELISA yontemi kullanilmaktadir. Bu kitle beraber saglanan
mikro ELISA plakalart rat TSH'a 06zgli bir antikorla daha Onceden kaplanmustir.
Ornekteki TSH 450nm + 2nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak &lgiilmiis, daha
sontra numunedeki TSH konsantrasyonu Orneklerin standart OD egrisi ile

karsilastirilarak belirlenmistir.
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Islem

Analiz Oncesi biitiin reaktifler ve Ornekler oda sicakligina (18-25°C) getirilmistir.
Standart ve o6rnek olarak belirlenen kuyucuklarin her birine 100 pL standart ve drnek
eklenip, plakanin lizeri kapatilarak 37°C'de 90 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki ¢dzelti aspire edilmis ve hizli bir sekilde 100 pL
biyotinlenmis tesbit-Ab soliisyonu eklenip, plakanin iizeri kapatilarak 37°C'de 1 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki ¢ozelti aspire edilmis ve her bir
kuyucuga 350 pL yikama soliisyonu eklenip 1-2 dakika bekletildikten sonra aspire
edilmistir. Yikama islemi 3 kez tekrar edildikten sonra plaka temiz bir kurutma kagidina
hafifce vurularak kurutulmustur. Kurutulmus plaka tizerindeki kuyucuklarin tamamina
100uL HRP konjugat eklenip, plakanin tizeri kapatilarak 37°C*de 30 dakika boyunca
inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kuyucuktan ¢dzelti
aspire edilmistir. Yikama islemi, yukarida belirtildigi sekilde 5 kez tekrar edildikten
sonra 90 pL substrat reaktifi eklenip, plakanin iizeri kapatilarak 37°C'de 15 dakika
inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 uL stop
sollisyonu eklenmistir. Daha sonra vakit kaybetmeden 450nm’'de okunarak sonuclar

hesaplanmustir (Sekil 3.3).

y = 15,1312 + 8,5543x + 0,5998
Serum TSH R — 0.9998

0 0,5 1 15 2 2,5

Sekil 3.3. Serum TSH 1n optik dansite egrisi
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3.2.4. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Belirlenmesi

Doku MDA seviyesi, 90-100°C'de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona dayanan bir
yontemle belirlenmistir. Tiyobarbitiirik asit test reaksiyonunda, MDA veya MDA
benzeri maddeler ve TBA, 532 nm'de maksimum absorpsiyon ile pembe bir pigment
tiretimi ile reaksiyona girmistir. Reaksiyon, pH 2-3'te 90°C'de 15 dakika boyunca
gerceklestirilmistir. Numune, proteinin ¢okelmesi i¢in iki hacim soguk %10 (a/h)
trikloroasetik asit ile karistirllmistir. Cokelti santrifiijleme ile ¢okelti haline getirilmis ve
slipernatantan bir kisim esit hacimde % 0,67 (a/h) TBA ile 10 dakika kaynar su
banyosunda bekletilmistir. Sogutulduktan sonra absorbans 532 nm'de okunmustur

(Janero, 1990; Sekil 3.4).

0.120

0.100 4 y = 0.0022x + 0.0005
12 =0.9999

0.080

0.060 -

Absorbance (532 nm)

0.040

0.020 -

0.000

50
MDA (uM)

Sekil 3.4. Malondialdehit’in Standart Kalibrasyon Egrisi.

3.2.5. Serum Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitelerinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz’in rolii, oksidatif enerji siiregleri sirasinda iiretilen toksik radikalin
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirmaktir. Bu yontem,
kirmizi bir formazan boyasi olusturmak tizere 2-(4-iyodofenil)-3 (4 nitrofenol)-5

feniltetrazolim klortir ile reaksiyona giren siiperoksit radikalleri tiretmek i¢in ksantin ve
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ksantinoksidaz kullanilmistir. Siiperoksit dismutaz aktivitesi daha sonra bu reaksiyonun

inhibisyon derecesi ile 6l¢iilmiistiir.

3.2.6. Serum Total Antioksidan Kapasitesinin (TAK) Belirlenmesi

Total antioksidan seviyeleri ticari olarak temin edilebilen kitler (Relassay, Tiirkiye)
kullanilarak ol¢iilmiistiir. Serum TAK seviyeleri, hidroksil radikalinin baslattig1 serbest
radikal reaksiyonlarma kars1 numunenin antioksidan etkisi ile dl¢iilmektedir. Ornekteki
antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini renksiz ABTS formuna
indirgemektedir. 660 nm'deabsorbans degisikligi, numunenin toplam antioksidan
seviyesi ile ilgilidir. Ol¢iim, geleneksel olarak E vitamini analogu olan Trolox Esdegeri
olarak adlandirilan stabil bir antioksidan standart cozelti ile kalibre edilmekte ve
sonuglar pmol TroloxEq / L olarak ifade edilmektedir (https://www.relassay.com/e-
catalog. Erisim tarihi: 22.07.2021).

3.2.7. Serum Total Oksidan Kapasitesinin (TOK) Belirlenmesi

Serum TOK diizeyleri ticari olarak temin edilebilen kitler kullanilarak Ol¢iilmiistiir.
Serum TOK seviyesinin 6l¢iimiinde ise numunede bulunan oksidanlar, demirli iyon-
selatorkompleksini demir iyonuna oksitlemektedir. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon
ortaminda bol miktarda bulunan gii¢lendirici molekiiller tarafindan uzatilir. Ferrik iyon,
asidik bir ortamda kromojen ile renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak
Olctilebilen renk yogunlugu, numunede bulunan oksidan molekiillerin toplam miktari ile
ilgilidir. Test hidrojen peroksit ile kalibre edilir ve sonuclar litre bagsina mikromolar
hidrojen peroksit esdegeri (umol H202 Esdegeri / L) olarak ifade edilir
(https://www.relassay.com/e-catalog. Erisim tarihi: 22.07.2021).

3.2.8. Serum Oksidatif Stres indeksi (OSI) Diizeylerinin Belirlenmesi

Total oksidan seviyesinin TAK'a orant oksidatif stres indeksi (OSI) olarak kabul
edilmektedir. Hesaplama icin elde edilen TAK birimi pumol/L'ye doniistiiriilmiis ve OSI
degeri asagidaki formiile goére hesaplanmistir (https://www.relassay.com/e-catalog.
Erisim tarihi: 22.07.2021; Sekil 3.5).


https://www.relassay.com/e-catalog
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OSiis » newindcator for oxidative strees.
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Sekil 3.5. OSI degeri hesaplama ((https://www.relassay.com/e-catalog.
Erigim tarihi: 22.07.2021)

3.2.9. Doku Tiimor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a) Diizeylerinin Belirlenmesi

Karaciger TNF-a (timdr nekrozis faktor alfa) diizeyleri ELISA cihazinda (BioTek,
uQuant) ticari ELISA kiti kullanilarak (Elabscience, katalog no: E-EL-R0019)

belirlendi.
Prensip

Bu ELISA kitinde sandivig-ELISA yontemi kullanilmaktadir. Bu kitle beraber saglanan
mikro ELISA plakalart rat TNF-a’a 6zgl bir antikorla daha onceden kaplanmistir.
Ornekteki TNF-a 450nm + 2nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dlgiilmiis, daha
sonra numunedeki TNF-o konsantrasyonu Orneklerin standart OD egrisi ile

karsilastirilarak belirlenmistir.
islem

Analiz Oncesi biitliin reaktifler ve Ornekler oda sicakligina (18-25°C) getirilmistir.
Standart olarak belirlenen kuyucuklarin her birine 50 pL standart + 50 pL streptavidin
HRP, ornek olarak belirlenen kuyucuklarin her birine 40 pL 6rnek + 10 pL TNF-a
antibody + 50 pL streptavidin HRP eklenmistir. Plakanin tizeri kapatilarak 37°C*de 60
dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki ¢ozelti aspire
edilmis ve her bir kuyucuga 350 pL yikama soliisyonu eklenip 1-2 dakika bekletildikten
sonra aspire edilmistir. Yikama islemi 5 kez tekrar edildikten sonra plaka temiz bir

kurutma kagidina hafifge vurularak kurutulmustur. Kurutulmus plaka iizerindeki
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kuyucuklarin tamamina 50 pL kromojen A + 50 puL kromojen B eklenip, plakanin {izeri
kapatilarak 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibatorde karanlik ortamda bekletilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklenmistir. Daha

sonra hizli bir sekilde 450nm’de okunarak sonuglar hesaplanmistir (Sekil 3.6).

y = 185,79x2 + 1365,7x - 6,4445
Doku TNF-a R>=0,9999
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Sekil 3.6. Doku TNF-a'nin optik dansite egrisi

3.2.10. Doku IL-6 (Interlokin-6) diizeylerinin belirlenmesi

Karaciger IL-6 (Interlokin-6) diizeyleri ELISA cihazinda (BioTek, uQuant) ticari
ELISA kiti kullanilarak (Elabscience, katalog no: E-EL-R0015) belirlendi.

Prensip

Bu ELISA kitinde sandivig-ELISA ilkesini kullanmaktadir. Bu kitle beraber saglanan
mikro ELISA plakalar1 rat IL-6 (Interlokin-6)'ya ozgii bir antikorla daha 6nceden
kaplanmugtir. Ornekteki IL-6 (interlokin-6) 450nm <+ 2nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiis, daha sonra numunedeki IL-6 konsantrasyonu

orneklerin standart OD egrisi ile karsilastirilarak belirlenmistir.
Islem

Analiz Oncesi biitiin reaktifler ve ornekler oda sicakligina (18-25°C) getirilmistir.

Standart olarak belirlenen kuyucuklarin her birine 50 pL standart + 50 pL streptavidin
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HRP, o6rnek olarak belirlenen kuyucuklarin her birine 40 pl. 6rmek + 10 puL I1L-6
antibody + 50 pL streptavidin HRP eklenmistir. Plakanin tizeri kapatilarak 37°C*de 60
dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki ¢dzelti aspire
edilmis ve her bir kuyucuga 350 pL yikama soliisyonu eklenip 1-2 dakika bekletildikten
sonra aspire edilmistir. Yikama islemi 5 kez tekrar edildikten sonra plaka temiz bir
kurutma kagidina hafif¢e vurularak kurutulmustur. Kurutulmus plaka iizerindeki
kuyucuklarin tamamina 50 pL kromojen A + 50 puL kromojen B eklenip, plakanin {izeri
kapatilarak 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibatorde karanlik ortamda bekletilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklenmistir. Daha

sonra hizli bir sekilde 450 nm"de okunarak sonuglar hesaplanmistir (Sekil 3.7).

Doku IL-6 Y =62,012x2 + 167,38x - 3,4084
R?=0,9996

800 .

Sekil 3.7. Doku IL-6'nin optik dansite egrisi



4. BULGULAR

4.1. KAN PARAMETRELERI
4.1.1. Serum Serbest Triiyodotironin (fT3) Diizeyleri

Serum fT3 diizeyleri hiptiroidli grupta istatistiki onemde diisiis gostermistir. Hipotiroidli
gruba levotiroksin uygulamasi diisen fT3; diizeyinin kontrol seviyesine gelmesini

saglamistir (P<0,001; Sekil 4.1; Tablo 4.1).

Serum fT3 (pg/ml)

4,5

N

3,5

w

2,5

N

15

[E=Y

0,5

Kontrol PTU PTU+Levotiroksin

Sekil 4.1. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T,4 uygulanan ratlarda serum fT3 diizeyleri.
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4.1.2. Serum Serbest Tiroksin (fT,) Diizeyleri

Serum fT, diizeyleri hiptiroidli grupta istatistiki onemde diisiis géstermistir. Hipotiroidli
gruba levotiroksin uygulamasi diisen fT, dilizeyinin kontrol seviyesine gelmesini

saglamistir (P<0,001; Sekil 4.2; Tablo 4.1).

Serum fT4 (pg/ml)
50
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(]

Kontrol PTU PTU+Levotiroksin

Sekil 4.2. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T,4 uygulanan ratlarda serum fT, diizeyleri.
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4.1.3. Serum Tiroid Stimiile Edici Hormon (TSH) Diizeyleri

Kontrol grubuna gore hipotiroidli grupta serum TSH diizeyleri istatistiki dnemde artis
gostermistir. Hipotirodli grupta artan serum TSH diizeyi levotiroksin uygulamasi ile
Oonemli oranda diislis gostermis ve serum TSH degerleri kontrol grubu degerlerine

yaklagtirmistir (P<0,001; Sekil 4.3; Tablo 4.1).

Serum TSH (pg/ml)
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45 ¢
40
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20
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Kontrol PTU PTU+Levotiroksin

Sekil 4.3. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T4 uygulanan ratlarda serum TSH diizeyleri.
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Tablo 4.1. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T, uygulanan ratlarda serum fT3, fT, ve

TSH diizeyleri.
Parametre Kontrol PTU PTU+L-T,4 P
n:16 n:16 n:16
Serum fT3 (pg/ml) 4,38 £0,16° 0,94+0,13° 4,01£0,11° Fhk
Serum fT, (pg/ml) 42,70+ 1,78° | 10,57 +1,23% | 40,79 +2,05° ko
Serum TSH (pg/ml) 16,44+ 0,81% | 42,465 +1,83°| 28,64 +1,23" ke

***: P<0,001

¢ Ayni satirda farkl harf tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir.
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4.1.4. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

Kontrol grubuna gére PTU uygulanarak hipotiroid olusturulan grupta karaciger MDA
diizeyi istatistiki 6nemde yiikselmistir. Hipotiroidizm olusturulan gruba levotiroksin
uygulamasi artan karaciger MDA diizeyini diisiirmiis, kontrol grubu degerlerine

yaklagtirmistir (P<0,01; Sekil 4.4; Tablo 4.2).

Doku MDA (nmol/L)

[&)]

(€]
QU

S

w
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=

Kontrol PTU PTU+Levotiroksin

Sekil 4.4. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T,4 uygulanan ratlarda doku MDA diizeyleri.
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4.1.5. Serum Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Kontrol grubuna gore serum SOD aktivitesi hipotiroidli grupta istatistiki onemde diisiis
gostermistir. Hipotiroidli ratlara levotiroksin uygulamasi serum SOD aktivitesinde
yiikselme saglamis ve kontrol grubu diizeyine yaklastirmistir (P<0,001; Sekil 4.5; Tablo
4.2).

Serum SOD (U/ml)
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20
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Kontrol PTU PTU+Levotiroksin

Sekil 4.5. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T, uygulanan ratlarda serum SOD aktivitesi.
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4.1.6. Serum Total Antioksidan Kapasite (TAK) Diizeyleri

Serum TAK diizeyleri kontrol grubuna gore hipotiroidli grupta énemli diizeyde diisiis
gostermistir. Hipotiroidli gruba levotiroksin uygulamasi diisen serum TAK diizeylerini

artirarak kontrol seviyelerine ulagmasini saglamistir (P<0,001; Sekil 4.6; Tablo 4.2).

Serum TAK (mmol/L)
1,6
14
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
Kontrol PTU+Levotiroksin

Sekil 4.6. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T, uygulanan ratlarda serum TAK diizeyleri.
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4.1.7. Serum Total Oksidan Kapasite (TOK) Diizeyleri

Serum TOK diizeyi kontrol grubuna gore hipotiroidli grupta istatistiki nemde bir artis
gostermistir. Hipotiroidli gruba levotiroksin uygulamasi serum TOK diizeyini kontrol

grubu diizeyine ulastirmistir (P<0,001; Sekil 4.7; Tablo 4.2).

Serum TOK (umol/L)
14

12

10

o]

»

SN

N

Kontrol PTU PTU+Levotiroksin

Sekil 4.7. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T, uygulanan ratlarda serum TOK diizeyleri.
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4.1.8. Serum Oksidatif Stres indeksi (OSI) Diizeyleri

Serum OSI diizeyi kontrol grubuna gore hipotiroidli grupta istatistiki nemde bir artis
gostermistir. Hipotiroidli gruba levotiroksin uygulamasi serum OSI diizeyini kontrol

grubu diizeyine ulastirmistir (P<0,001; Sekil 4.8; Tablo 4.2).

Serum OSI
1,6

14

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Kontrol PTU PTU+Levotiroksin

Sekil 4.8. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T, uygulanan ratlarda serum OSI diizeyleri.



Tablo 4.2. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T4 uygulanan ratlarda doku MDA, serum

TAK, TOK, OSI diizeyleri ve serum SOD akivitesi.

Parametre Kontrol PTU PTU+L-T,4 P
n:16 n:16 n:16

Doku MDA 4,65+ 0,35a 6,82 + 0,55b 5,45 + 0,42a *x

(nmol/L)

Serum SOD 34,65+ 1,36 ¢ 10,27+ 1,43 a 22,04 £2,12 b *xk

(U/ml)

Serum TAK 1,33+0,05" 0,91 +0,02° 1,24 +0,02° *okok

(mmol/L)

Serum TOK 7,76 £ 0,44 F 12,32 £0,74 b 9,59 + 0,84 a fakaled

(umol/L)

Serum OSI 0,59 + 0,042 1,35+ 0,08°" 0,77 £ 0,072 fakaie

**: P<0,01 ***: P<0,001

¢ Ayni satirda farkl harf tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir.
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4.1.9. Doku Tiimor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a) Diizeyleri

Kontrol grubuna gore hipotiroid olusturulan grupta karaciger TNF-a diizeyi istatistiki
onemde yiikselmistir. Hipotiroid olusturulan gruba levotiroksin uygulamasi ile artan
karaciger TNF-o diizeyi istatistiki Onemde diismiis, kontrol grubu degerlerine

yaklagmistir (P<0,001; Sekil 4.9; Tablo 4.3).

Doku TNF-a (pg/ml)

Kontrol PTU+Levotiroksin
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Sekil 4.9. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T, uygulanan ratlarda doku TNF-a diizeyleri.
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4.1.10. Doku Interl6kin-6 (1L-6) Diizeyleri

Kontrol grubuna gore hipotiroid olusturulan grupta karaciger IL-6 diizeyi istatistiki
onemde yiikselmistir. Hipotiroid olusturulan grup levotiroksin uygulamasi ile artan
karaciger IL-6 degerlerini onemli diizeyde diislirmiis, kontrol grubu degerlerine

yaklasmustir (P<0,001; Sekil 4.10; Tablo 4.3).

Doku IL-6 (pg/ml)
1200

1000 c

800 a
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Kontrol PTU PTU+Levotiroksin

Sekil 4.10. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T,4 uygulanan ratlarda doku IL-6 diizeyleri.



49

Tablo 4.3. Kontrol grubu ile PTU, PTU+L-T, uygulanan ratlarda doku TNF-ao ve 1L-6

diizeyleri

Parametre Kontrol PTU PTU+L-T,4 P
n:16 n:16 n:16

Doku TNF-a 4114,78 + 150,65% | 5178,58 +88,86° | 4667,73 + 190,52° | ***

(pg/ml)

Doku IL-6 (pg/ml)

745,2549 £ 16,57

929,85 £19,24°

843,17 +83,87°

*kk

***: P<0,001

¢ Ayni satirda farkl harf tasiyan degerler arasindaki fark onemlidir.



5. TARTISMA VE SONUC

Tiroid hormonlari, hem hiicrelerin normal biiylime ve gelismelerinde hem de
yetiskinlerde protein, yag ve karbonhidrat metabolizmalarinin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynadigi bilinmektedir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK551611/. Erigim
tarihi: 30.07.2021). Tiroid hormonlarinin yeterli miktarda tiroid bezi tarafindan
tretilememesinden ya da yetersiz TSH wuyarimi sonucunda, hipotiroidizm

sekillenebilmektedir (Baskal, 2000; Uzunalimoglu, 2005; Ersoy, 2014; Derhem, 2019).

Hipotiroidizm ve hipertiroidizmin deneysel olarak olusturulmasinda cesitli ilaclar
kullanilmaktadir. Bunlarin en yaygin olarak kullanilanlari Levotiroksin (L-tiroksin) ve
6-n-propil tiourasil (PTU) dir. Levotiroksin TSH1 diisirmede etkili oldugundan, primer
hipotiroidizmi tedavi etmede kullanilmaktadir (Emerson, 2018). 6-n-propil tiourasil ise
tiroid bezi tarafindan tiroid hormonu salgilanmasini artirarak ve T,'iin aktif Ts'e
doniistimiinii saglayan 5'deiodinaz enzimini inhibe ederek hipertiroidizmi tedavi eden
tiyoamid tiirevi bir ilag olarak bilinmektedir (Nakamura ve ark., 2007). Bu nedenle,
PTU tiroid hormonlarinin sentezini inhibe eder; spesifik olarak, T,'lin T3'e donlistimiinii
engellemektedir (Moriyama ve ark., 2007). Cesitli arastirmacilar, PTU nun primer
hipotiroidizme neden oldugunu gostermistir (Aydin ve ark., 2010; Wu ve ark., 2011;
Salama ve ark., 2013; Hajje ve ark.,2014; Akhondali ve ark., 2015; Ye ve ark., 2017;
Abdel-Wahhab ve ark., 2019; Salami ve ark., 2019; Sahin ve ark., 2019; Ozmen ve
Topsakal, 2020; Panda ve ark. 2020; Glombik ve ark.,2021). Sunulan ¢alismada da,
kandaki fT3 ve fT,’lin yan1 sira TSH seviyesi de Olgiilerek bir hipotiroidizm modeli
sekillendigi ortaya konmustur. PTU ile muamele edilen hayvanlarda Onceki
calismalarda belirtildigi gibi T3 ve fT, seviyeleri 6nemli Ol¢iide azalirken, TSH
konsantrasyonu artti (Aydin ve ark., 2010; Wu ve ark., 2011; Salama ve ark., 2013;
Hajje ve ark.,2014; Ye ve ark., 2017; Abdel-Wahhab ve ark., 2019; Salami ve ark.,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK551611/

o1

2019; Sahin ve ark., 2019; Panda ve ark. 2020; Glombik ve ark.,2021). Bu degisimler

hipotiroidizmin sekillendigini gésteren en 6nemli verilerdendir.

Ye ve ark., (2017), Sprague-Dawley ratlarin igme sularina %0,05 canli agirlik/hacim
PTU ilavesi ile hipotiroidi olusturduktan sonra gavaj yoluyla 2 pg levotiroksin
uyguladiklarinda, hipotiroidi ile diisen fT3 ve fT,4 diizeylerinin 6nemli oranda arttigini,
hipotiroidi ile artan TSH diizeyinin ise 6nemli oranda distiigiinii bildirmislerdir.
Glombik ve ark. (2021) tarafindan, icme sularina %0,05’lik PTU ilavesi ile hipotiroidi
olusturulan erkek Wistar Kyoto ratlara intraperitonel (i.p.) 1,5 mg/kg/mL levotiroksin
ilavesinin diisen fT3 ve fT, diizeylerini 6nemli oranda artirdigi, artan TSH diizeyini ise
onemli oranda diisiirdiigii belirlenmistir. Aydin ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada,
Wistar albino ratlara gavaj yolu ile 10 mg/kg canli agirlik/giin PTU uygulamasinin T3
ve fT, diizeylerini digiirdiigiinii, TSH diizeyini ise yiikselttigini; ratlara 1,5 mg/kg/mL
levotiroksin uygulamasinin ise T3, fT,4 diizeylerini artirdigini, TSH diizeylerini ise
diisiirdiigiinii ve normal seviyelere getirdigini belirlemislerdir. Wu ve ark. (2011) Wistar
albino ratlarin icme sularina % 0,2 canli agirlik/hacim PTU ilave ettikleri ¢alismada,
hipotiroidli gruplara fakli dozlarda levotiroksin (20 pg/kg, 50 pg/kg and 100 pg/kg, i.p.)
uygulamiglar ve uygulama sonunda fT3 ve fT, diizeylerinin 6nemli oranda arttigi, TSH
diizeyinin de 6nemli oranda diistiigiinii saptamiglardir. Bu ¢alismada da,10 mg/kg canli
agirlik/glin PTU ile hipotiroidi olusturulan Wistar albino ratlara 5 pg levotiroksin
uygulamasinin, hipotiroidi ile diisen fT3 ve fT, diizeylerini nemli oranda artirdigi, artan
TSH diizeyini ise 6nemli oranda diisiirdiigii ve normal diizeylere getirdigi tespit

edilmistir.

Tiroksin (T4) ve triiyodotironin (T3) gibi tiroid hormonlarinin, bazal hiicresel
metabolizma hizinda ¢ok Onemli bir rol oynadigi ve enerji metabolizmasi,
mitokondriyal aktivite ve oksijen tiikketiminin ana diizenleyicisi olarak kabul edildigi
bildirilmektedir (Martinez et al. 2001; Mullur et al. 2014). Sik goriilen bir endokrin
sistem hastalif1 olan hipotiroidizimde, azalan hormon diizeyleri sebebiyle metabolik
hizin yavasladigi belirtilmektedir (Costantini ve ark., 1998, Giingér ve ark, 2013).
Hipotiroidizm durumunda yavaslayan bazal metabolizmanin, insan ve farkli canlh
tiirlerinde reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ile antioksidan savunma sisteminde
degisikliklere sebep oldugu bildirilmektedir (Venditti ve Di Meo 2006). Tiroid hormon

seviyelerindeki degisikliklerin karaciger, kalp, iskelet kaslar1 ve beyin dahil olmak iizere
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farkli organlarda oksidatif stresi indiikleyebilecegi vurgulanmaktadir (Beheshti ve ark.
2017; Baghcheghi ve ark. 2017). Bu nedenle, tiroid hormon seviyelerindeki degisimden
kaynaklanan hipotiroidizmin de birgok organ iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu
(Erden ve ark., 2001; Santi ve ark., 2010; Monnereau ve ark., 2013; Faraji Shahrivar ve
ark., 2016; Obradovi¢ ve ark., 2016) ve oksidatif stres seviyesinin artmasina neden
olabilecegi farkli ¢alismalarla gosterilmistir (Santi ve ark., 2010; Cattani ve ark., 2013;
Reddy ve ark., 2013; Kong ve ark., 2015; Sajadian ve ark., 2016; Valcheva-Traykova ve
Bocheva, 2016; Abdel-Wahhab ve ark., 2019). Bununla birlikte, antioksidan savunma
sisteminde meydana gelebilecek zayiflama durumunda da oksidatif stres artigi ve buna
bagl olarak lipid, protein ve DNA {izerinde oksidatif hasarlarin meydana gelebilecegi
belirtilmektedir (Kalyanaraman 2013). Hipotiroidizmli hastalarda yapilan bir ¢alismada,
MDA degerlerinde artis gozlendigi, SOD aktivitesinde ise herhangi bir degisim
olmadigi bildirilmistir (Erdamar ve ark., 2008). Torun ve ark.(2009), hipotiroidli
hastalarin plazma ve hipokampus dokusunda MDA seviyesinin yiikseldigini ve O2-'yi
H20.'ye doniistiirerek temizlemede rol oynayan baslica enzim olan SOD aktivitesinin
ise diistiiglinii saptamislardir. Ratlarin igme sularina PTU ilavesi ile deneysel olarak
hipotiroidizm olusturulan ¢aligmalarda, hipotiroidizmli grupta serum, plazma ve doku
(beyin, bobrek, karaciger, hipokampiis) MDA diizeylerinin artis gosterdigi belirtilmistir
(Salama ve ark., 2013; Kandir, 2015; Muthu ve ark., 2017; Abdel-Wahhab ve ark.,
2019; Salami ve ark., 2019; Sahin ve ark., 2019). Bir diger calismada da, i¢gme sularina
% 0,05’lik PTU ilavesi ile hipotiroidizm olusturulmus erkek Wistar ratlarin
bobreklerinde TBARS diizeyinin arttigi, buna karsin SOD1 ve SOD2’nin mRNA
ekspresyonlarinin azaldigr saptanmistir (Jena ve ark 2012). Pan ve ark. (2013)
tarafindan erkek Sprague dawley ratlarin igme sularina % 0,05°lik PTU ilavesi ile
hipotiroidizm olusturulmus, hipotiroidli gruplara gavaj yolu ile 0,02 pg/g 28 giin
boyunca levotiroksin verilmistir. Calismada hipotiroid ile artan serum ve hipokampiis
MDA diizeylerinin levotiroksin uygulamasi ile normal seviyelere yaklastigi, hipotiroid
ile azalan serum SOD aktivitelerinin levotiroksin uygulamasi ile yiikselme gosterdigi,
azalan hipokampiis SOD aktivitesinin ise levotiroksin uygulamasi ile daha da diistiigii
belirtilmistir. Hosny ve ark. (2021) yapmis olduklar1 ¢alismada, erkek wistar albino
ratlarin igme sularma % 0,05’lik PTU ilavesi ile hipotiroidizm olusturmuslar,
hipotiroidli gruplara gavaj yolu ile 20 mg/kg levotiroksin 30 giin boyunca vermislerdir.

Calisma sonunda hipotiroidli gruptaki ratlarin beyin korteks ve hipokampiisiinde hem
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MDA diizeyinin hem de SOD aktivitesinin arttig1, levotiroksin uygulamasi ile artan
MDA diizeyinin distiigii, SOD aktivitesinin sayisal olarak artis gdosterdigi
belirlenmistir. Panda ve ark. (2020) Wistar ratlarin icme suyuna % 0,05°’1lik PTU ilavesi
ile hipotiroidizm olusturmus, hipotiroidli ratlarin karaciger MDA diizeylerinin énemli
oranda arttigini, karaciger SOD diizeylerinin ise Onemli oranda azaldigini tespit
etmislerdir. Bununla birlikte, ayn1 calismada (Panda ve ark., 2020) ratlara intraperitonel
olarak levotiroksin (0.1 mg/kg/day) uygulamasmin ise artan doku MDA diizeyini
azalttigi, doku SOD aktivitesini ise artirdigi bildirilmistir. Yasam i¢in gerekli oldugu
diistiniilen birincil hiicresel antioksidan enzimlerin SOD, katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) oldugu ve bu enzimlerin farkli ROS tiirlerinin detoksifikasyonundan
sorumlu olmalarindan dolay1, aktivitelerinin 6l¢iilmesinin genellikle oksidasyon
durumunu yansittigi belirtilmektedir (McCord ve ark., 1971). Genellikle, ROS aracili
oksidatif hasarda, SOD siiperoksit anyonunun (O,—) H,O,'ye doniistiigii ve bunun da
CAT ve GPx tarafindan detoksifiye edildigi bildirilmeltedir (Paital, 2018). Hipotiroid
olusturulan grupta SOD, CAT ve GPx gibi hepatik antioksidanlarin aktivitelerinin
arttig1, karacigerde artan Ts iiretiminde olasi rollerinin oldugu bildirilmis, bunun
nedenin de, hayvan modellerinde hepatik antioksidan enzim sisteminin tiroid
hormonlarinin periferik metabolizmasi ve karaciger fonksiyonu ile etkilesime
girmesinden kaynaklandig1 belirtilmistir (Kelly, 2000). Sunulan c¢alismada da PTU
uygulamas: ile artan doku MDA diizeyinin levotiroksin uygulamasi ile énemli oranda
azaldigi, PTU uygulamasi ile azalan serum SOD aktivitesinin ise levotiroksin
uygulamasi ile arttigi belirlenmistir. Bu bulgular, oksidan ve antioksidan sistem
arasindaki dengesizligin hipotiroidizmde artan oksidatif streste 6nde gelen bir faktor
olabilecegini ve levotiroksin uygulamasinin oksidatif stres belirtecini normal seviyelere
tyilestirebilecegini, bdylece antioksidan aktivitelerini arttirict etki gosterebilecegini

diistindiirmektedir.

Tiroid hormonlarinin metabolizmay1 diizenlemesinin yani sira antioksidan enzim sentez
ve yikiminda etkili oldugu da bilinmektedir (Costantini ve ark., 1998, Giingor ve ark,
2013). Hipotiroidili hastalarda yapilan bir calismada serum TAK diizeylerinde sayisal
bir diisiis goriilmesine ragmen, fark olmadig tespit edilmistir (Torun ve ark, 2009).
Deneysel olarak hipotiroidizm olusturulan (igme suyuna, 100 mg/L PTU) gebe Wistar
albino ratlarin yavrularinda, dogumu takiben 5, 10 ve 20. giinlerde yapilan arastirmada

hipotiroidizmli grupta beyin total antioksidan diizeylerinin degiskenlik gdstermedigi
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belirtilmistir (Salami ve ark., 2019). Deneysel olarak hipotiroidizm olusturulan (igme
sularina %0,05 canli agirlik/hacim PTU, 6 hafta) ratlarda, hipotiroidizmli grupta serum
TAK diizeylerinin 6nemli oranda yiikseldigi (Muthu ve ark., 2017),karaciger vebobrek
TAK diizeylerinin 6nemli oranda diistiigli (Salama ve ark., 2013; Muthu ve ark., 2017)
belirtilmistir. Muthu ve ark. (2017) tarafindan Wistar ratlarda PTU (igme suyuna, %
0,05 w/v) uygulamasi ile olusturulan hipotiroidi grubunda, plazma MDA/TAK oraninin
arttig1 bildirilmistir. Hipotiroidli hastalarda yapilan bir ¢alismada (Ates ve ark., 2016),
serum TAK diizeyinin diisiik, TOK ve OSI diizeylerinin anlamli olarak daha yiiksek
oldugu belirtilmistir. Hipotiroidizmli hastalara levotiroksin uygulamasinin diisen TAK

diizeyini artirdigi, ylikselen TOK ve OSI degerlerini ise diistirdiigii saptanmustir.

Hipotiroidizmde yiiksek diizeyde oksidatif stresin ¢esitli nedenlere bagl olabilecegi gibi
en onemli nedeninin, yliksek oksidatif strese neden olan kronik inflamasyon olabilecegi
vurgulanmigtir. T ve B lenfositlerin Hipotiroidizm patogenezinde aktif rol oynadig1 ve
NADPH oksidaz (NOX) enzimini aktive ederek reaktif oksijen radikallerinde artisa
neden olabilecegi diisiintilmektedir (Jackson ve ark., 2004; Bedard ve Krause, 2007).
Aslinda bu, vahsi tip farelerde, T hiicre reseptorlerinin antijenler veya mitojenler
tarafindan uyarilmasi yoluyla T hiicrelerinde H,O, ve siiperoksit anyonlarindaki artigin
gosterilmesiyle kanitlanmistir (Devadas ve ark., 2002). Ayrica, hipotiroidizmde TSH
hormonun fazlaliginin dogrudan oksidatif stresi tetikledigi bilindiginden, hipotiroidizm
durumlarinda artan oksidan diizeyinin TSH'da gozlenen artisa bagli olabilecegi
vurgulanmaktadir (Carmeli ve ark., 2008; Haribabu ve ark., 2013). Bununla birlikte,
hipotiroidizmde yiiksek oksidatif stresin bir baska nedeninin tiroid hormonlarinin

eksikligi olabilecegi belirtilmistir (Baser ve ark., 2014).

Tiroid hormonlarinin SOD, CAT ve GSPx gibi antioksidan enzim diizeylerini etkileyen
enzimatik olmayan antioksidan molekiilleri (He ve ark., 2017) artirarak serbest oksijen
radikali temizligine katki sagladigi (Fernandezvs ark., 1988) ve enzimatik olmayan
antioksidan molekiiller olan mitokondriyal ayrigmayan proteinlerin uyarilmasina neden

oldugu diistiniilmektedir (Rousset ve ark., 2004).

Hipotiroidizmdeki yliksek oksidatif stresin, asir1 iyot alimina ve otoimmiin yanita bagli
olabilecegi, oksidan bir radikal olan H,O;’1n, tiroid epitel hiicrelerinde tiroid hormon
sentezi sirasinda iyodiir oksidasyonu i¢in gerekli oldugu bildirilmektedir. Yiiksek iyot

aliminin asir1t H,O; iiretimine neden oldugu ve bu durumda viicutta oksidan radikallerin
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yiikselmeye basladigi belirtilmektedir (Burek ve Rose, 2008). Asir1 otoimmiin yanitin
ayrica inflamasyonu abartarak oksidatif stresi arttirdigi veya doku hasarinmi artirarak

tiroid hormon sentezinde azalmaya neden oldugu diisiiniilmektedir.

Hipotiroidizmin TNF-a ve CRP gibi plazma proinflamatuar belirteglerle iliskisi bazi
calismalarda da gosterilmistir (Tuzcu ve ark., 2005; Zoccali ve ark., 2005; Enia ve ark.,
2007; Dizdarevi¢-Bostandic ve ark., 2013; Hajje ve ark.,2014, Panda ve ark. 2020).
Bununla birlikte, birka¢ c¢alisma, tiroid hormon tedavisinin bu belirtecler tizerindeki
etkisini ¢eligkili sonuglarla bildirmistir (Diez ve ark., 2002; Aksoy ve ark., 2013). PTU
ile indiiklenen hipotiroid si¢anlarda, oksidatif strese bagli olabilen inflamatuar bir
durum gosteren serum, plazma TNF-a (Rizos ve ark., 2011; Muthu ve ark., 2017; Zhou
ve ark., 2018) ve IL-6 (Rizos ve ark., 2011; Zhou ve ark., 2018; Abdel-Wahhab ve ark.,
2019) ile hippokampiis TNF-0. ve IL-6 (Chaalal ve ark., 2014) diizeylerinde 6nemli bir
artis gozlendigi belirlenmistir. Wistar ratlarin igme sularina 6 hafta boyunca 0,1 g/100
mL PTU eklenerek hipotiroidizm olusturulan calismada, hipotiroidli grupta plazma
TNF-a ve IL-6 diizeylerinin 6nemli diizeyde artis gosterdigi, hipotiroidli gruba 6 mg/ml
levotiroksin uygulamasinin ise artan plazma sitokin diizeylerini daha da yliikselttigi
bildirilmistir (Hajje ve ark.,2014). Wistar ratlarda yapilan bir diger calismada ise igme
suyuna % 0,05’lik PTU ilavesi ile hipotiroidizm olusturulmus, hipotiroidli ratlarin
karaciger TNF-o ve IL-6 diizeylerinin onemli oranda arttigi, levotiroksin (0.1
mg/kg/day, ip) uygulamasinin ise artan sitokin diizeylerini azaltici etki gosterdigi

belirlenmistir (Panda ve ark. 2020).

Ratlarda yapilan bir ¢alismada, Levotiroksin ile tedavinin PTU tarafindan indiiklenen
hipokampal TNF-o seviyesindeki artisi geri getiremedigi saptanmistir (Hosny ve
ark.,2021). Sunulan ¢alismadaki veriler, hipotiroid si¢anlarda inflamatuar belirteglerin
indiiklendigini acik¢a gostermektedir; en 6nemlisi, bu inflamatuar durumu levotiroksin
tedavisi 1le onemli miktarda azalma gostermistir. Levotiroksin uygulamasinin hipotiroid
sicanlarda hem TNF-o hem de IL-6 diizeylerini azaltmasi levotiroksinin anti-

inflamatuar etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

Bu calisma ile 5 pg levotiroksin uygulamasinin ratlarda PTU kaynakli hipotiroidizme
kars1 etkili oldugu, lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve antioksidan durumu
arttirdigi, inflamatuar belirteclerin seviyelerini en aza indirerek ratlarda PTU kaynakli

olusabilecek karaciger hasarina karsi korunmasini saglayabilecegi ortaya konulmustur.



56

Bu bilgiler 1s181inda hipotiroidli ratlara levotiroksin uygulamasinin serum T3, T4, TSH
(Aydm ve ark., 2010; Wu ve ark., 2011; Ye ve ark., 2017; Glombik ve ark., 2021),
TAK (Salama ve ark., 2013; Ates ve ark., 2016; Muthu ve ark., 2017; Salami ve
ark.,2019) diizeyleri ve serum SOD (Rousset ve ark., 2004; Jena ve ark., 2012; Pan ve
ark., 2013; Panda ve ark., 2020; Hosny ve ark., 2021) aktiviteleri ile doku MDA
diizeyleri (Salama ve ark., 2013; Kandir, 2015; Muthu ve ark., 2017; Abdel-Wahhab ve
ark., 2019; Salami ve ark., 2019; Sahin ve ark., 2019; Panda ve ark., 2020) iizerine
olumlu etkileri bilinmektedir. Hipotiroidli ratlara levotiroksin uygulamasinin serum
TOK, OSI (Ates ve ark., 2016) ve doku sitokin (Chaalal ve ark., 2014; Panda ve ark.,
2020; Hosny ve ark., 2021) diizeyleri iizerindeki etkisini gosteren smnirli sayida
calismaya ulasilmistir. Bu alandaki eksikligi gidermek ve ilerde yapilacak calismalara
basamak olmasi amaciyla bu calismada, deneysel hipotiroid olusturulan ratlarda
levotiroksin uygulamasinin serum fT3, fT4, TSH, TAK, TOK, OSI diizeyleri ile SOD
aktivitesi ve doku MDA, TNF-a ve IL-6 diizeyleri {izerine etkileri arastirilmis olup, elde
edilen bulgular levotiroksinin hipotiroidizmin tedavisinde potansiyel terapotik
kullaniminin uygun olabilecegi, bununla birlikte yapilacak yeni calismalara katki

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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