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1.AMAC ve KAPSAM

Graves Hastaligi (GH) ve Toksik Multinodiller Guatr (TMNG), fonksiyonel
olarak tirotoksikoza yol a¢malarina ragmen, tiroid dokusundaki histopatolojik

degisiklikler ve klinik seyirleri agisindan farklilik gostermektedir.

Graves hastaliginin patogenezinde Tiroid Stimiulan Hormon Reseptorii’ne
(TSHR) karsi gelisen vereseptorii uyaranimmiin-globilin G (IgG) antikoru
su¢lanmaktadir. TSHR niin viicut tarafindan bir antijen olarak algilanmasi, hiicresel
immunitenin uyarilmasi ile baslayan otoimmun bir yanita yol agmaktadir. Tiroid
dokusunun histopatolojik incelemesinde goriilen yaygm lenfositik infiltrasyon
otoimmuniteyi desteklemektedir. Hastalarm bir kisminda orbitopati ve dermopati gibi
bulgularin tirotoksikoza eslik etmesi ve bu bulgularin derecesinin hastalar arasinda
farklilik gostermesi nedeniyle, GH oldukga heterojen klinik bulgular sergilemektedir.
TMNG’nin patogenezinde ise, tiroid hiperplazisiyle baslayan, nodiil olusumu ile devam
eden ve nodiiliin otonom fonksiyon kazanmasi ile sonuglanan ilerleyici bir siirecin rol
aldig1 diistiniilmektedir. Otonom fonksiyon gosteren nodiillerin bir kisminda TSHR
mutasyonu ve G-protein mutasyonu saptanmis olsa da, ¢ogunun altinda yatan sebep
heniiz bilinmemektedir. TMNG’nin, iyot eksikligi gibi cevresel faktorlerle genetik

faktorlerin etkilesimi sonucunda ortaya ¢iktigma inanilmaktadir.

Calismada GH ve TMNG hastalarindan olusan iki hasta grubunun tiroid doku
protein profillerini karsilastirmak amaglanmistir. Bu farkli proteinlerin hastaliklarin
patogenezi ve klinik gidisleri ile iligkisini gostererek yeni caligmalara zemin

hazirlayabilecegi diistintilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Graves Hastahg

Tirotoksikoz terimi, herhangi bir nedenle kanda fazla miktarda bulunan tiroid

hormonuna maruz kalmasi sonucu ortaya ¢ikan fizyopatolojik durumlar1 tanimlamak

icin kullanilir ve genel bir terimdir. Hipertiroidizm ise, tirotropik bir uyarici ya da tiroid

dokusunun otonom asir1 fonksiyon gostermesi sonucunda tiroid hormonlarinin fazla

miktarda sentezi ve sekresyonu ile ortaya ¢ikan bozukluk durumudur (1). Tablo-2.1’de

tiotoksikoz sebepleri gosterilmistir.

Devamh Hormon Uretimi (Hipertiroidizm)

Gecici Tiroid Hormonu Fazlahg:
(Tirotoksikoz)

Diisiik TSH, Yiiksek RAIU

Diisiitk TSH, Diisiik RAIU

Graves Hastalig1 (Basedow Graves hastaligi)

Toksik multinoduler guatr

Toksik adenoma

Koryonik gonadotropine bagli

Gestasyonel hipertiroidizm

Gebeligin fizyolojik hipertiroidizmi
TSH reseptér mutasyonuna bagl
ailesel gebelik hipertiroidizmi

Trofoblastik timorler

TSH reseptor veya G protein mutasyonu ile iligkili
kalitimsal oto-immuin olmayan hipertiroidizm

Tiroidit
Otoimmdin
Lenfositik tiroidit
Hashimoto tiroiditinin akut
alevlenmesi
Viral

Subakut (graniilomatdz, agrili,
postviral) tiroidit

[laca bagl veya tiroidit iliskili
Amiodaron
Lityum, alfa IFN, IL-2, GM-CSF

Infeksiyoz tiroidit

Diisiitk TSH, Diisiik RAIU

Eksojen tiroid hormonu

Iyota bagh hipertiroidizm (Jod-Basedow etkisi)

Amiodaron iligkili hipertiroidizm

latrojenik asir1 replasman
Tirotoksikoz factitia

Tiroid hormon igeren besinlerin alinmasi




Hamburger tirotoksikozu

Struma Ovarii

Metastatik fonksiyone tiroid karsinomu

Normalveya yuksek TSH

TSH salgilayan hipofiz tiimorleri

Tiroid hormon direnci

Tablo-2. 1. Tirotoksikoz sebepleri (Kaynak 1’den uyarlanmistir.)

Graves Hastaligi (GH), iyot alimi yeterli olan iilkelerde 40 yas altindaki
hastalarda tirotoksikozun en sik sebebidir. Diger yaygin sebeplerin basinda tiroiditler ve
otonom tirod noddlleri gelir. GH, oftalmopati ve dermopatinin eslik ettigi, diffuz guatr

ve hipertiroidi ile karakterize bir hastaliktir. GH tirotoksikozlarin % 50-80’ini olusturur.

Robert Graves 1835 yilinda toksik diffiiz guatr1 ilk kez tanimlamistir (2).
Bununla birlikte, az tanmmus bir Ingiliz hekim olan Caleb Hillier Parr, 1825’te benzer
bir sendromu yaymlamistir (3). 1840 yilinda, Almanya’da Carl A. von Basedow,
“Exophthalmos durch Hypertrophie del Zellgewebes in der Augenhohle,” yani orbita
dokusunun hipertrofisine bagli gelisen ekzoftalmus vakalarmi bildirmistir (4). Boylece
sendromun ekzoftalmus, guatr ve carpinti triadini igeren tanimini yapmistir. \Von
Basedow gozdeki degisikliklerin dikkat c¢ekiciliginden dolay1 ekzoftalmusu hastaligin
temel bulgularindan biri olarak tanimlamistir. Carl A. von Basedow’un tanimi zamanla
yayilmis ve Ingilizce konusmayan Avrupa iilkelerinde hastalik hala Basedow hastalig1

olarak anilmaktadir.

2.1.1.Graves Hastaliginin Patogenezi

Graves hastalarmin serumlarinda tirotropinden farkli bir tiroid uyaric1 faktor
bulunmasinin ardindan, bu faktériin bir immiin-globllin G (Ig G) antikoru oldugu
kesfedilmistir (5). Hastalarin serumlarinda tiroid stimiilan hormon reseptdriine (TSHR)
kars1 gelismis oto-antikorlar bulunur. TSHR, tiroid dokusundan bagka adipositler,
fibroblastlar, kemik dokusu ve bir ¢ok bagka dokuda da eksprese olur. TSHR yedi




transmembran alt birim icerir ve G-protein ile eslesmistir (6). Anti-TSHR oto-
antikorlarinin TSHR’ne baglanmasi ve reseptorii uyarmas: sonucunda tiroid
hormonlarinin asir1 sentezi ve sekresyonu gergeklesir (15). GH’da, uyarict TSHR oto-
antikorlar1 yaninda, bazal adenilat siklaz aktivitesini ve tiroid stimulan hormon (TSH)
aracil siklik adenozin monofosfat (cAMP) yapimini baskilayict TSHR oto-antikorlar1
da saptanmistir (7). Nitekim, pek c¢ok hipotiroidi vakasinda yiiksek diizeyde TSH
baskilayici oto-antikor saptanmustir. Hashimoto Hastaligin’da gérilen apoptozis veya T
hiicre aracili hasardan farkli olarak, bu oto-antikorlar TSH baglanmasini baskilayabilir,
ya da TSH baglanmasmi miiteakip bir basamagi etkileyerek tiroid aktivitesini
onleyebilir. Erken g¢alismalar uyarict TSHR oto-antikorlarinin IgG1 smnifina sinirh
oldugunu; baskilayict TSHR oto-antikorlar1 veya diger tiroid antijenlerine (tiroid
peroksidaz gibi) kars1 gelisen oto-antikorlar i¢in boyle bir sinirlama olmadigini ve tiroid
doku hasarma ikincil gelisebileceklerini géstermistir (8-10). Bazi hastalarda uyarici ve
baskilayic1 TSHR oto-antikorlarmin her ikisi de bulunabilir. Bu durumda net biyolojik
etki, her iki oto-antikorun goreceli konsantrasyonlarina bagli olarak ortaya ¢ikabilir.
GH’da oto-antikorlar genellikle uyarict niteliktedir (11). Uyarict oto-antikor ilk kez,
uzun etkili tiroid uyarani (LATS) olarak tanimlanmistir. Daha sonraki calismalar
LATS’in tiroidi infiltre eden lenfositlerden sentezlenen bir immunglobulin (Ig)

oldugunu géstermistir (12).

TSHR G-protein reseptor ailesinin bir tiyesidir ve follikiil uyarici hormon (FSH),
insan koryonik gonodotropin (hCG), luteinize edici hormon (LH) gibi polipeptid
hormon reseptorlerine yapica ¢ok benzer. Bu yapisal benzerlige ragmen sadece TSHR
bir oto-antijen gibi etki gosterir. Bu 6zellik, TSHR’niin onu otoimmiin hedef haline
getiren benzersiz bir 6zelligi olup olmadig1 sorusunu akla getirmistir. TSHR niin immun
sistemin hedefi olmasina yol acan faktorler hala netlik kazanmamistir. Ancak, TSHR
dimerizasyon ve molekiil i¢i ayrisma gibi bir dizi kompleks post-translasyonel degisime
ugrayarak boliiniir ve iki alt-linite yapismna ayrigir. Bu post-translasyonel degisimlerin
reseptOriin  antijenitesini  degistirecegi ve bir oto antijen gibi algilanmasini
saglayabilecegi distiniilmiistiir (13). TSHR peptidlerinin ‘’Major Histocompatibility
Complex II”’ (MHC-II) molekiilleri ile sunulmasi, timusta negatif seleksiyondan
kagmay1 basarmig antijen spesifik CD4+ T hiicrelerinin aktiflesmesine yol agar. Boyle

bir aktivasyon TSHR’ne karsi immun toleransin ortadan kalkmasina ve stimulan



antikorlarm iiretimi ile sonuglanan oto immunitenin ortaya ¢ikmasina yol acar. Oto
immun yanitin ortaya ¢ikmasinda TSHR’niin alt Unite yapilarina ayrigsmasi yaninda
baska 6nemli immunolojik faktorler de gerekir. Ciinkii self reaktif CD4+ T hicreler
negatif seleksiyondan kagmis olsalar da, dolasimda inaktif halde tutulabilirler. Etkili bir
antijen sunumu i¢in, antijenik peptidlerin MHC molekiilleri ile sunulmas1 yetmez. Ayni
zamanda inflamatuvar siireci baslatan sinyalin gii¢lii olmas1 gerekir. Sinyal yeterince
giiclii oldugunda inaktif T hiicrelerini uyaracak ikinci bir sinyale ihtiya¢ vardir. Ciinkii,
yardimct T hiicrelerinin fenotirik ayrismasi, CTLA4 ve “’Programmed Cell Death
Protein 1°> (PD1) tiretimi gibi immun yaniti baskilayan mekanizmalar bu streci
durdurmaya c¢alisacaktir.

Spesifik bir otoimmun yanitta, gerekli olan unsur, antijene 6zglii T
lenfositlerdir. T hiicrelerinin aktivasyonu antijenik peptidlerin MHC molekiilleri
vasitastyla sunulmasmi gerektirir. MHC geni, 6. kromozomun kisa kolunda yerlesmistir.
Pek ¢ogu immiin yanitin diizenlenmesinde rol alan yiiz kadar geni kodlar. MHC genleri
ii¢ ana gruba ayrilir. Sinif I pek c¢ok hiicre yiizeyinde eksprese olan histokompatibilite
genlerini icerir (HLA-A, HLA-B, HLA-C). Sinif II sadece 16kosit ve immdin hicreler
yuzeyinde eksprese olan histokompatibilite genlerini icerir (HLA-DR). Sinif III, baz1
kompleman faktorleri, sitokinler ve lenfosit ylizey molekiilleri gibi immiin yanitta rol
alan molekulleri kodlayan heterojen bir grup gen icerir. Antijenik peptidlerin MHC
molekiilleri vasitasiyla sunulmasi “’ Antigen Presenting Cell’” (APC) denilen 6zellesmis
bir grup hiicre tarafindan yapilir. Normalde, CD8+ T hiicreler MHC sinif I molekiilii ile,
CD4+ T hiicreler ise MHC sinif II molekiilii ile kompleks olusturur. Antijen tarafindan
uyarilan CD4+ yardimci T hiicreleri aktive olduklarinda salgiladiklar: sitokinlere gore
yardime1 T hiicresi 1 (Thl) ve yardimc1 T hiicresi 2 (Th2) olarak iki gruba ayrilir. Thl
gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonunda gérev alip; timor nekrotizan faktor-f3 (TNF-
B), interferon-y (IFN-y), ve interlokin-2 (IL-2) salgilar. Th2 humoral immiin yanitta rol
alip; interlokin-4 (IL-4), interlokin-5 (IL-5), interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-13 (1L-13)
salgilar (14). Graves hastalarimda yapilan ¢aligmalar, hem dolasimda hem de tiroid
dokusu i¢inde aktive T hiicrelerinin varligint gdstermistir. Graves hastaliginda tiroid
dokusundaki T hiicrelerine yiizey monoklonal antikor fenotipi a¢isindan bakildiginda,
hiicrelerin cogunlugunun CD4+ T hiicreler oldugu goriilmiistiir. Tiroid dokusu i¢indeki

bu CD4+ T hiicreler salgiladiklar1 sitokinler acisindan degerlendirildiginde Thl tipi



hiicrelerdir. Oysa GH gibi, tiroid uyarici oto-antikorlarin tiroid hiperfonksiyonu ve tiroid
hiicre hiperplazisi yaptig1 bir hastalikta, hiimoral immun yanitin daha 6n planda olmasi
beklenirdi. GH’da Thl hiicrelerin interlokin-10 (IL-10) araciligi ile B lenfositleri

uyararak antikor yapimina neden olabilecegi ileri stirtilmiistiir (15-18).

T hiicreleri bir immiin yanitin baslangicinda ilk sinyali, TCR molekillerinin
antijen sunan hiicrelerin yiizeyindeki MHC molekiilleri ile etkilestiginde alirlar. MHC
ile kompleks olusturduktan sonra sitokin salgilamak i¢in bir uyarana daha ihtiyag
duyarlar. T hicre yuzeylerindeki CD28 molekuliinin antijen sunan hicrelerin
yiizeylerindeki spesifik ligandlar olan B7.1 (CD80) ve B7.2 (CD86) ile etilesimi
sayesinde T hiicrelerin uyarilmasi gerg¢eklesir. Diger yandan, bu etkilesimle birlikte T
hicrelerin yiizeylerinde baskilayici 6zelligi olan CTLA-4 ekspresyonu artar. CTLA-4,
yapisal olarak CD28’e benzer ve B7.1 ve B7.2 molekiiliine 100 kat daha fazla affinite
ile baglanir. Yiiksek affinite nedeniyle CTLA-4, B7.1 ve B7.2 molekiiliine baglanmak
icin CD28 ile yarigir. Bu durum, negatif uyarici varliginda ya da devam eden pozitif
uyaricinin  yoklugunda T hiicre yanitinin azalmasma yol agar. Uyaric1 molekiillerin
varligi otoimmiinitenin yoniinii belirlemede kritik 6neme sahiptir. Ciinkii, uyaric1
molekiillerin yoklugu antijen spesifik T hiicrelerin anerjisi ya da ortadan kaldirilmasi ile
sonuglanir. Graves hastaliginda tiroid hiicrelerinde B7.1 (CD80) ve B7.2 (CD86)
molekdillerinin eksprese edilmedigi gosterilmistir (19). Bu durumda, profesyonel
APC’nin eksprese ettigi bagka ko-stimulator molekiiller olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
Antijen sunumu iizerine yapilan bir c¢alismada, B7 molekiilii gibi ko-stimulator
sinyallerin yoklugunda ve profesyonel APC tarafindan baglatilmis immiin yanit
varliginda, MHC smif II eksprese eden tiroid hiicrelerinin T lenfosit aktivasyonu devam
ettirdigi belirtilmistir (20-21). GH’da tiroid hiicreleri antijenlerin kaynag1 ve uyarici oto
antikorlarm hedefidir. Ayn1 zamanda tiroid i¢cindeki otoimmuniteyi degistiren bazi
molekiillerin sentez yeridir. GH’da tiroid hiicrelerinin antijen sunan hiicreler gibi MHC-
II eksprese etmeleri, otoimmuniteyi bu olayin bagslatmis olabilecegi hipotezini
dogurmustur. Daha sonraki ¢aligmalar, bu durumun tiroid dokusunu infiltre eden T
lenfositlere ikincil gelistigini gdstermistir. MHC-I1 ekspresyonu otoimmunitenin devam

ettirilmesi ve guclendirilmesinde 6énemlidir. Tiroid hiicrelerinin, antijen sunan hucre



varliginda ya da yoklugunda, T lenfositleri uyarici kapasiteye sahip oldugu
ispatlanmustir (22-35).

Graves hastaliginda tiroid hiicreleri MHC molekiilii eksprese ettikleri gibi CD 40 gibi
bir ko-stimilator eksprese ediyor olabilirler (26). Makrofajlar, dendritik hiicreler ve
hatta B lenfositler gibi profesyonel antijen sunan hicreler, tiroid dokusundaki lenfositik
infiltrat icinde goriilebilir ve otoimmiiniteye katkida bulunurlar (27). immuniteyi uyaran
sinyallerin aksine, B7 molekili sitotoksik T lenfosit yizeyindeki CTLA-4 ile
reaksiyona girdiginde immiin reaksiyon baskilanmaktadir. Bu yiizden, CTLA-4’lin

yoklugu abartili bir immiin yanita yol agar.

2.1.2 Graves Hastahgi Gelisimine Neden Olan Faktorler

Graves hastalig tiroid antijenlerine immiin toleransin ortadan kalktig1 genetik,
hormonal ve cevresel faktorlerin birlikteliginde ortaya cikan multifaktoriyel bir

hastaliktir.

2.1.2.1 .Genetik Faktorler

Graves hastaliginin genetik temeli ile ilgili bilgiler ikiz ¢alismalar1 ve aile
calismalarindan elde edilmistir (28). Graves hastaliginin monozigotik ikizlerdeki
konkordans orani yaklasik %20 olup, dizigotik ikizlerde bu oran daha diisiiktiir (29).
Son 20 yilda biyomedikal geligmeler hastaligin genetik temeline 151k tutmustur. Bu

calismalarin sonuclar1 agagida 6zetlenmistir.

Lokus Yazarlar

Kanitlanmis

CTLA-4 Furugaki, Ueda, Vaidya, Yanagawa
HLA SmfII Ban, Chen, Simmonds, Wongsurawat
PTPN22 Heward, Smyth, Velaga




TSHR Dechairo

Kanitlanmay1 bekleyen

CD25 Brand

IDDM2 Taylor

LMP2 Heward, Vives
TCR-p Pickerill, Zhang
TPO Ludgate, Pirro
Kanit olugturmayan

CD40 Heward, Houston, Jacobson
FOXP3 Ban, Owen

Tg Collins, Tomer
TNFB Nakkuntod
Vitamin D reseptor Collins, Stefanic

Tablo 2.2. Graves Hastalig1 i¢in arastirilan gen bolgeleri (kaynak 21’dan uyarlanmistir)

Farkli toplumlarda HLA gen bolgesi ile GH arasindaki iligskiyi gosteren pek ¢cok
calisma bulunmaktadir. Erken ¢aligmalar HLA-B8’in GH ve klinik seyri ile iliskisini
belirtmistir. Beyaz rkta GH ile HLA-DR3 ve HLA-DQA1*0501 arasinda pozitif bir
iligki bulunurken, HLA-DRB1*0701’ in hastaliga kars1 koruyucu oldugu bildirilmistir
(30-31).

CD40, timor nekrozitan faktor ailesinin bir tiyesidir. B hiicrelerinde ve diger
antijen sunan hicrelerde eksprese edilir. B hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu, antikor
sekresyonu, immunglobulin smifinin belirlenmesi, affinite ve immun hafiza olusumu
gibi olaylarda rol alir. Caligmalar CD40 bdlgesinde bir polimorfizmin GH ile iliskili
oldugunu gostermistir (32).

CTLA-4, immun yanitin sonlandirilmasinda rol alan bir T-hicre yizey
proteinidir. CTLA-4 molekulini kodlayan gen 2. kromozomun uzun kolunda; 2933
bandinda bulunur ve immiin cevabin down regiilasyonunda rol oynar. Pek ¢ok caligma

CTL-4’tin GH, otoimmun tiroidit ve tiroid antijenlerine kars1 oto-antikor uretimi ile




iligkisini gostermistir. CTLA-4 geninin birkag varyanti tanimlanmis olup bunlar
arasinda 60. pozisyondaki CTLA-4 polimorfizmi daha fazla iligkili bulunmustur (33-
35). Ancak, bu gendeki defektin TSHR’ne 6zgii immun yanit1 nasil ortaya ¢ikardigi

heniiz netlik kazanmamustir.

PTPN22 T-hiicre aktivasyonunun gii¢lii bir inhibitoriidiir. 1. kromozomum kisa
kolunda; 1p13 bandinda bulunan PTPN22 geni LYP olarak bilinen proteini kodlar.
Genin 620. kodonundaki tek bir niukleotid polimorfizmi GH ve otoimmun tiroidit

yaninda bagka otoimmun hastaliklarla da iliskili bulunmustur.

Tiroglobulin  (Tg) tiroid hormonlarmm preklrsoridur ve tiroid
otoimmiinitesinde baslica antijendir. Tg geninin sekans analizleri ¢ok sayida tek
nukleotid missense (kayip?) polimorfizmi gostermis olup, Tg proteinindeki aminoasit
varyantlarmin otoimmiin tiroid hastaliginin patogenezinden sorumlu olabilecegi

diistiniilmiistiir.

2.1.2.2. Cevresel ve Endojen Faktorler

Graves hastaligimin etyopatogenezinde bir¢ok cevresel ve endojen faktor rol
oynamaktadir. Otoimmunite gelisiminde enfeksiyonun olasi rolii konusunda, ‘’birlikte
otoimmunite gelisimi’’ ya da “’'molekiiler taklit’” gibi fikirler ortaya atilmistir. Belirli
bir enfeksiyonun Graves hastaligini baslattigina dair kanit yoktur. Uzunca bir siire Y.
Enterocolitica gibi enfeksiydzetkenlerin Graves hastaligina yol agtigi sdylense de, bunu
kanitlayacak yeterli kriter bulunmamistir (36). Tiroid bezinin kendi enfeksiyonlar1
(subakut tiroidit, konjenital rubella, hepatit C gibi) tiroidin otoimmin fenomeni ile
baglantili olabilir. Deneysel hayvan ¢aligmalarinda viral ajanlarin tiroid hastaligni
tetikledigi gosterilse de Graves hastaliginda enfeksiydz ajanlarin rolii kanitlanmamaigtir
(37-38). insan T hiicreli lenfotrofik virus (HTLV-1) enfeksiyonu ile birlikte otoimmiin
tiroid hastalig1 bildirilmistir. Ancak, bunda tiroid enfeksiyonundan ¢ok immiin hiicre

degisikliginin rolu olabilir.



GH genellikle biiylik bir emosyonel stres veya ani bir korku sonrasi ortaya ¢ikar.
Bazi kaynaklar stresin belirsiz bazi mekanizmalar ile immun sistemi baskiladigmi
savunmaktadir. Bu durum, kortizoliin ya da immun hiicre seviyesinde kortikotropin
salict hormon (CRH) aktivitesinin sonucu olabilir. Kontrol gruplar1 ile
kiyaslandiklarinda GH hastalarmin ¢ogunda hastaligin ortaya ¢ikisindan dnceki 12 ay
icinde biiyiik bir stres hikayesi vardir.

GH kadmlarda daha sik goriiliir (K/E: 7/1-10/1) ve puberteden sonra daha
asikar hale gelir. Bu sebeplerden dolay1 kadin cinsiyet hormonlarmin patogenezde rol
oynayabilecegi  diisiiniilmektedir. ~ Aslinda  androjenler  otoimmun tiroiditi
baskilamaktadir (39). Ancak hastalik menapozdan sonra da ortaya ¢ikmaya devam eder
ve pek cok erkekte de goriiliir. Erkeklerde ortaya ¢iktiginda, hastalik daha ileri yasta,
daha agir ve daha fazla oftalmopati ile birlikte goriilme egilimindedir. Bu gbézlemler,
ostrojenden ¢ok X kromozomunun sorumlu olabilecegini diisiindiiriir. Kadinlar 2X
kromozomu sebebiyle iki kat fazla genetik yatkinlik gosterir. Genetik caligmalar X
kromozomu iizerindeki bir lokusu tanimlasa da, genis 6l¢ekli caligmalara ihtiyag vardir.
Kadin hiicreleri farkli X kromozomlarini farkli dokularda farkli derecelerde inaktive
edebilirler. GH’da X kromozomunun inaktivasyonu farkli immun yanitlara yol agmada
onemli bir faktérdir (40).

Iyot eksikligi bdlgelerinde iyot replasmaninin GH’n1 tetikledigi gosterilmistir.
Bunlarm yani sira bazi ilaglar (lityum, retroviral tedavi, Campath 1H monklonal

antikorlar) immiinolojik etkileriyle GH i¢in risk olusturmaktadir (41).

2.1.3. Graves Hashgimin Semptom ve Klinik Bulgular

Graves Hastaligi, hem tiroide 6zgii hem de tiroid dis1 semptom ve klinik
bulgulara yol agan bir hastaliktir.

Tiroide 6zgii semptomlar arasinda siklikla hipertiroidinin yol agtig1 sinirlilik,
halsizlik, carpmti, dispne, kilo kaybi, sicak intoleransi, yorgunluk, istah artisi,
oligomenore, terleme ve diyare vardir (42). Tiroid bezi genelde simetrik olarak
biiylimiistiir. Bazen gercek nodiilleri hiperplastik gland lobullerinden ayirt etmek zor
olabilir. Guatr boyutu kisiden kisiye farklilik gosterebilir. Bazi hastalarda normal



boyuttayken, bazilarinda juguler venlere baski yapacak kadar biiyiimiis olabilir. Bu
hastalarda Pemberton isareti (kollar yukar1 kaldirildiginda juguler venlerin sigmesi)
pozitif saptanabilir. Artmis kan akim1 sebebiyle bez lizerinde tril saptanabilir.

Tirotoksik hastalarin ciltleri sicak, nemli ve incedir. Palmar eritem goriilebilir.
Saclar ince ve kirilgan olup hastalarin yaklagik %40’ inda 6tiroidizm saglandiktan sonra
bile aylarca devam eden diffiiz alopesi gorulebilir.

En sik goriilen kardiyak bulgular sinus tasikardisi ve palpitasyondur. Tiroid
hormonlarinin kalp {lizerine pozitif inotropik ve kronotropik etkileri vardir. Kardiyak
out-put artis1, nabiz basincinda genisleme, aortta sistolik tiflirtime sebep olabilir. Kalbin
artmis is yukii oksijen gereksinimini artirarak altta yatan kalp hastaligi olanlarda veya
yaslilarda, anjina ve kalp yetmezligine yol agabilir (43). EKG bulgular1 non spesifik
olup; sinus tagikardisi, PR uzamasi, QT kisalmasi, ST elevasyonu goriilebilir.

Katabolizma artist ve kilo kaybi sebebiyle halsizlik ortaya ¢ikabilir.
Gastrointestinal motilite artigi, barsak hareketlerinde artma ve diyareye sebep olabilir.
Diyare ve steatore kilo kaybina katkida bulur.

Uykusuzluk ve irritabilite basta olmak (zere yorgunluk, ajitasyon,
konsantrasyon giicliigii gdriilebilir. ince distal tremor, derin tendon reflekslerinde artma
ve klonus diger bulgular arasindadir.

Kas gii¢siizliigii, myopati, kemik rezorpsiyonu, ilimli hiperkalsemi ve daha sik
olarak hiperkalsiiiri kas-iskelet sistemi bulgular1 arasindadir. Agir tirotoksikoz
durumunda kadinlarda oligomenore/amenore, ovulasyonun bozulmasi ve infertilite
goriilebilir. Erkekler jinekomasti, libido ve sperm sayisinda azalma goriilebilir.

Tiroide 6zgl bulgulara bazen oftalmopati veya dermopatinin tiroid dis1 bulgular: eslik
edebilir. Bazi1 hastalarda ise, hipertiroidi semptom ve bulgular1 olmadan, sadece
infiltratif hastaligim semptomlar1 vardir. Bu hastalar, gézde batma ve yabanci cisim
hissinden g6z kirelerinde 0ne dogru biiyiimeye kadar degisen goz yakinmalari ile
bagvururlar. Von Basedow Graves, vakalarinda pretibial bolgede gode birakmayan,
kirmizi-kahverenkte, plak/nodul ile karakterize bir cilt bulgusunu da bildirmistir. Tiroid
dermopati olarak adlandirilan bu bulgu, hemen her zaman oftalmopati ile birlikte
gorilmekte olup patogenezi bilinmemektedir. Genellikle tibia éninde goriilse de
viicudun bagka bdlgelerinde de olabilir. Histopatolojik incelemede subkutan dokuda

hyaluronik asit birikimi ve bazen buna eslik eden lenfosit infiltrasyonu saptanabilir.



Graves oftalmopatisinde oldugu gibi, TSHR sorumlu antijen olarak kabul edilmektedir.
Hastalarin serumlar1 kullanilarak yapilan ¢alismalarda pretibial fibroblastlarda TSH-
baglayici alanlar bulunmustur (44). Ayrica, pretibial bolgeden alman fibroblastlarda
TSHR mRNA ekspresyonu ve TSHR immunreaktivitesi saptanmistir (45).

Tiroid akropagi, agwr ve uzun zamandir varolan oftalmopati ve pretibial
miksddem vakalarinda goriiliir. El ve ayak parmaklarmin distal falankslarinda sisme,
comaklagma, parmak cildinde renk degisikligi ve kalinlasma ile karakterizedir. Cilt
icinde glikozaminoglikan birikimi vardir. Gortintiileme yontemleri ile subperiostal yeni
kemik olusumu goriilebilir. Patogenezi bilinmemekle beraber, ortaya atilan hipotezler

oftalmopati ve dermopati ile benzerdir.

2.2. Graves Oftalmopatisi

Graves oftalmopatisi (orbitopatisi), genellikle GH’na bagli hipertiroidizmi olan
hastalarda goriilen bir g6z hastaligidir. Graves oftalmopatisi, ayn1 zamanda “’tiroid
iligkili oftalmopati’> veya ’’tiroid goz hastaligi’” olarak da isimlendirilir. Ciinkdi,
hastalik bazen kronik otoimmun tiroidite bagl hipotiroidi vakalarinda ya da 6tiroid
hastalarda da gorulebilir.

Klinik olarak kanitlanmis oftalmopati, g6z kapagi bulgular1 dikkate
alinmadiginda, Graves hastalarinda %10-25 oraninda goriiliir. G6z kapag1 bulgular1 tani
kriterleri olarak alinirsa, Graves hastalarmin %30-45’inde goriiliir. Asikar goz hastaligi
bulunmayan hastalarda bilgisayarli tomografi veya yukar1 bakista g6z i¢i basing artisi
tan1 kriteri olarak kullanildiginda tanmi orani %70’1i bulur. Fizik muyenede asikar
bulgular1 olmayan hastalarin %71’inde manyetik rezonans goriintiileme ile ekstraokiiler
kas genislemesi saptanabilir. Graves hastalariin %5’inden azinda ciddi g6z hastalig1

vardir (46-48).

Graves oftalmopati hastalarinin yaklasik %10’unda hipertiroidi goriilmezken,
hastalarin ¢ogu anti-THSR antikoru veya anti-TPO antikoru gibi otoimmun tiroid
hastaligini gosteren kanit vardir. Hipertiroidizmden bagimsiz olarak, hastalarin yaklasik
%85’inde 18 ay i¢inde Graves oftalmopatisi semptom ve bulgular1 asikar hale gelir.

Graves oftalmopatili hastalarin tanimladig1 semptomlar gézde kum batma hissi, 151k



hassasiyeti, sulanma artisi, ¢ift veya bulanik gérme, goz arkasinda basing hissidir. Fizik
muayenede ekstraotler kas disfonksiyonu, proptosis, periorbital ve goz kapagi 6demi,
konjonktival kemozis ve kizariklik, lid lag ve retraksiyon, kuruluga bagl keratit goriiliir.
Hastalarin cogunlugunda oftalmopati hafif iken, %3-5 kadar hasta agr1 ve ¢ift gormeden
tam gorme kaybina kadar degisen bulgular gosterir (49)

Graves oftalmopatisini derecelendirmek i¢cin bazi smiflama sistemleri
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en iyi bilineni NO SPECS siniflamasidir. Bu
smiflamanin dezavantaji, derecelendirme i¢in kullanilan tanimlarin yetersiz ve keyfi
olmasidir. Tablo-2.3’te siniflama gosterilmistir.

1989 yilinda Mourits ve ark. immunsupresif tedaviye yanit verebilecek
hastalar1 tanimlamak i¢in yumusak doku inflamasyonunun derecelendirmesinde bir
puanlama sistemi gelistirdiler. Klinik aktivite skoru (KAS), olarak adlandirilan bu
sisteme gore >4 olan skor, kortikosteroid tedavisine yanit verebilecek hastalar1 segmek

i¢in kullanildi (Tablo-2.4).

Sinif | Derecesi

0 No physical signs or symptoms (Semptom ve bulgu yok)

I Only signs [eyelid retraction] (Sadece semptomlar var: gézkapagi
retraksiyonu gibi...)

1 Soft tissue involvement (Yumusak doku tutulumu 0: yok, a: minimum, b: orta,
c: ileri)

Il Proptosis (Proptozis 0: yok, a: minimum, b: orta, c: ileri)

IV | Extraocular muscle signs (Ekstraokuler kas tutulumu 0: yok, a: ug¢ bakis
kisith, b: belirgin kisithlik, c: goz kiiresinin sabitlenmesi)

\ Corneal involvement (kornea tutulumu O: yok, a: noktalanma, b: tlserasyon,
c: nekroz, perforasyon)

VI | Sight loss (gorme kayb1 0: yok, a: VA: 0.63-0.5, b: VA: 0.4-0.1, c: VA< 0.1
— NLP]

Tablo-2.3. NO SPECS siniflamasi

Klinik Aktivite Skoru

G0z kiiresi arkasinda agr1 G6z kapaginda inflamatuvar sisme

GOz kiiresi hareketlerinde agr1 | Kartinkul inflamasyonu

Go6z kapaginda kizariklik Son 1-3 ayda proptoziste >2 mm artis




Konjoktivada kizariklik Son 1-3 ayda gorme keskinliginde azalma

Kemozis Son 1-3 ayda goz hareketlerinde >8 derece azalma

Tablo-2.4. Klinik Aktivite Skorlamasi (Her degerlendirme kriteri i¢in 1 puan verilerek
toplam skor elde edilir)

Graves oftalmopati orbita goriintiilemesi yag doku, intraokuler ve ekstraokuler
kas dokular1 ile orbita i¢indeki yumusak dokuda hacim artisin1 gosterse de, bazi
hastalarda yag doku artisi, bazilarinda ise kas doku artisinin daha 6n planda oldugu
saptanmigtir. Orbita kemikleri yumusak dokudaki bu hacim artisina eslik
edemediginden goz kiiresinin 6ne dogru cikmasina yol acgarak dogal bir orbital
dekompresyon saglar. Orbital septum ve ekstraokiiler kaslarin tutucu etkisi nedeniyle
proptozis derecesi sinirlanir. Proptozis derecesinin daha ¢ok yag doku hacmindeki artig
ile iligkili oldugu ileri siirtilmiistiir. Orbital doku hacminde artis, proptozis yaninda,
venoz ve lenfatik drenaji bozarak periorbital ve konjonktival 6deme de yol agar (50).

Ekstraokiiler kaslarin histolojik incelemesi kas liflerinin normal yapida
oldugunu ancak, kas liflerini ayiran bag dokusunun 6demli oldugunu gostermistir. Bu
perimisyal dokular, baslica hyaluronan ve kondroitin siilfat gibi glukozaminoglikanlar1
icerir. Glukozaminoglikanlarm artis1 orbital doku hacminde artisa katkida bulunmaktadir.
Orbital hacim artisinin kas liflerine kronik baskisi sonucunda, hastaligin ileri

evrelerinde ekstraokiler kaslar bazen atrofik ve fibrotik bir hal alabilir.

2.2.1.Graves Oftalmopatisi Gelisimine Neden Olan Faktorler

Graves hastalig1 genetik olarak kompleks bir otoimmun hastaliktir ve siipheli
genler ile genetik dis1 faktorlerin etkilesimi sonucu gelistigi diisliniilmektedir. Son on
yilda yapilan g¢alismalar hastaligin gelisimi agisindan siipheli birka¢ geni ortaya
koymustur. Bu genler arasinda MHC sinif II allelleri (HLA-DR3, DQA1*501,
DQB1*0201 vs), sitotoksik T lenfosit antijen (CTLA-4), T hiicre reseptor B (TCR-p)
zinciri, timor nekrotizan faktor-p (TNF-B) ve Ig agir zincir genleri bulunur. Ayrica,
Graves oftalmopati hastalarmin orbitasinda yeni yag hiicresi olusumu (adipogenez) ve

TSH reseptor ekspresyonunun artmig olmasi nedeniyle adipogenezle iligkili gen



peroksizom proliferator-iligkili reseptdor y (PPAR-y) ve TSH reseptor genleri de

arastirtlmigtir (51).

Graves oftalmopatili hastalarda iki IL-23R polimorfizmi oldugu goériilmiis ve
oftalmopatisiz hastalarla kiyaslandiginda anlamli bulunmustur. Serum soluble CTLA-4
konsantrasyonu, ciddi oftalmopatide ilimli oftalmopatiye gore daha yiiksek seviyede
bulunmus ve bu yiikseklik kismen Jo31 ve CT60 gibi CTLA-4 gen polimorfizmlerinin
varhigi ile agiklanmistir (52). Asya populasyonunda bu polimorfizm ve iki farkli tek
nukleotid polimorfizmi (318/T ve 49A/G) Graves oftalmopatisi ile iliskili
bulunmamistir (53). Farkli populasyonlarda bu genlerin replikasyonunun farkli olmasi
dogru olmadigin1 gdéstermemektedir, cilinkii degerlendirme sirasinda farkli wrklarda
enfeksiyon ajanlar1 farkli immun-yanit polimorfizmlerine yol agmis olabilir. Sonug
olarak bir otoimmun hastalik farkli populasyonlarda farkli genlerle iliskili
olabilmektedir. Pro(12)Ala peroksizom proliferator-iliskili reseptér y (PPAR-y) gen
polimorfizminin dagilimi Graves oftalmopatili hastalarda adipogenezin genetik
predispozisyonunu belirlemek i¢in yapilmistir (54). Oftalmopatili ve oftalmopatisiz
GH’da bu polimorfizm esit olarak bulunmustur, ancak Graves oftalmopati hastalarinda
polimorfizmin varlhigi daha hafif ve daha az aktif hastaliga isaret etmektedir. Caligmalar
GH ile iliskili pek ¢ok genin varligimi gostermis olsa da, Graves oftalmopatisinin
fenotipini belirleyen genetik faktorler bulunmaktadir. En son yapilan tiim genom
calismalari, farkli kromozomlar tizerindeki ti¢ iligkili lokusun GH agisindan genetik
yatkinliga yol agabilecegini one siirse de, Graves oftalmopati agisindan ailevi faktorlerin
varligini desteklememistir (55).

Tiim bulgular Graves Oftalmopatisinin, temelinde genetik ve genetik dis1
faktorler bulunan kompleks bir hastalik oldugunu gdstermektedir. Bugiine kadar
tanimlanmis olan polimorfizmlerin hi¢biri GH’n1 dnleyici veya tedavi edici genetik bir
testin yapilmasi gerektigini ispatlamamustir. 114 Graves oftalmopatili hastadan olusan
bir aile c¢aligmasi, ciddi oftalmopati gelisiminde ailesel faktorlerin asil rolii
oynamadigimni  desteklemektedir (56). Bahsedilen genlerin transkripsiyon ve
translasyonunu etkileyen postgenetik mekanizmalar Graves oftalmopati gelisiminde

sorumlu olabilir.



Sigara iciciligi ile Graves oftalmopati arasindaki ¢arpici iliskiyi ortaya koyan
calismalar yapilmistir. Bir grup arastirmacit GH ve oftalmopatili hastalarin %64 iiniin,
asikar oftalmopatililerin % 47.9’unun, toksik MNG hastalarinin %23.6’sinin, 6tiroid
MNG hastalarinin %30.4’tintin, Hashimoto tiroiditlilerin % 33.5’inin ve normal
kontrollerin %27.8’inin halen sigara igicisi oldugunu ya da sigarayi birakmis oldugunu
gostermistir (57). RAI veya antitiroid ilag tedavisi almakta olan yeni tan1 konulmus
Graves Hastaliginda sigara icmek Graves oftalmopatisi i¢in en dnemli risk faktorii
olarak tesbit edilmistir (58). GO tanil1 hastalarda yapilmis bir ¢aligmada radyoaktif iyot
ile tedavi edilmis sigara i¢icilerinde GO gelisimi ve progresyonunda artis saptanmaistir.
Bu calismada sigara, GO acisindan radyoaktif iyot tedavisine ek bir risk getirmistir.
Radyoaktif iyot tedavisi steroid ile birlestirildiginde Graves oftalmopati progresyonu
sigara igmeyenlerde %63.8 ve igicilerde %14.9 oraninda 6nlenmistir (59). Pasif sigara
iciciler veya ikinci derece sigara igicilerin GO iligkisi Avrupa iilkelerinde cocukluk ¢agi
GO arastiran bir ankette dolayli olarak degerlendirilmistir. Bu calismada, sigara icme
prevalanst > %25 olan toplumlarda <10 yas c¢ocuklarda GO gelisme orani oldukca
yiiksek (%52) saptanmustir. Sigara igme prevalansi diisiik olan tilkelerde (%19) bu oran
diistik bulunmustur (60).

Bu iligkinin altinda yatan neden bilinmese de, sigara icicilerinde igmeyenlere
gore tiroidin daha biiyiik oldugu ve daha yiiksek tiroglobulin seviyeleri oldugu
goriilmiistlir. Orbital hipoksi veya sigaradaki serbest radikaller orbital fibroblastlarda
proliferasyona yol agiyor olabilir (61). Buna bagli olarak orbital dokuda
glikozaminoglikan gibi hidrofilik makromolekiillerin birikimi artmaktadir (62). Sigara
icicilerinde IL-1 reseptor antagonisti seviyesi igmeyenlerden daha diisiiktiir ve bu durum
orbital inflamasyon (izerinde IL-1’in negatif etkilerinin artmasina yol agabilir (63-64).
Ayrica Graves oftalmopati ve hipertiroidizm olan hastalar sadece hipertiroidizm
olanlarla kiyaslandiginda IL-6 reseptor seviyesi daha yliksek bulunmustur. Ancak sigara
icen ve icmeyen graves oftalmopatili hastalar arasinda IL-6 reseptor seviyesi agisindan
fark saptanmamustir (65). Dolayisiyla IL-6 reseptor seviyesindeki artig, sebepten ¢cok
orbital hastalik varligmi gostermektedir.

Graves hipertiroidisi ve GO arasindaki yakin klinik iliski, her iki durumda da
altta yatan sebebin tiroid ve orbitada bulunan TSH reseptorlerine karsi gelisen

immunreaktivite oldugunu diisiindiirmektedir. Orbital adipoz dokunun TSHR icermesi



fikri, Gine domuzu retro orbital adipoz dokusuna veya orbital konnektif doku
membranina TSH baglanmasimi gosteren erken caligmalara dayanmaktadir (66-67).
GO’de TSHR’niin bir otoantijen olarak diisliniilmesinin sebebi etkilenen orbital dokuda
eksprese olmasidir. Bu dokularda TSHR niin oldugunu tanimlayan ¢aligmalarda pek
cok yontem kullanilmustir. Calismalarin sonuglart GO ve normal orbital adipoz dokunun
her ikisinde de TSHR mRNA ve protein oldugunu gostermistir (68). Normal orbital
adipoz dokularla karsilastirildiginda, GO adipoz dokusunda TSHR ekspresyonunun
daha fazla oldugu gosterilmistir . Ayrica klinik aktivite skoru ile pozitif bir korelasyon
saptanmustir (69).

TSHR antikorlar1 iki farkli metod ile dl¢iilebilir. “’Tirotropin baglayici inhibitor
immunglobulin®> (TBII) saflastirilmis veya rekombinan TSHR’lerine TSH
baglanmasini inhibe eden hasta immunglobulin miktarin1 6lgmek i¢in kullanilir.
Boylece reseptorl hedefleyen tiroid-stimule edici immunglobulin (TSI) ve tiroid bloke
edici antikor diizeylerini dlger. Ikinci metod hiicre kiiltiiriinde TSHR-stimiile edici ve
bloke edici antikorlarin cAMP iiretimi {izerindeki etkilerine gore ayirimlarini saglar. Bu
yontem nétral TSHR antikorlarmmi da olger. TSHR stimiile edici ve bloke edici
antikorlarin tiroid fonksiyonu ftizerine fizyolojik etkileri anlagilmis olsa da, bu
otoantikorlarin orbita ve dermal fibroblastlardaki TSHR sinyalini nasil etkiledigi hala
acik degildir. Heniiz 6l¢iilebilir olmayan TSHR antikorlar1 adenilat siklaz disinda baska
yolaklar1 kullaniyor olabilir. Bu durum GO yaninda tiroid dermopati ve akropaki gibi
tiroid dis1 bulgulara da yol agiyor olabilir.

Graves Hastalig1 olan 100 hastada TBII ve TSI ile GO arasindaki iliski Khoo ve
ark. tarafindan bildirilmistir (70). Sigara igmeyen hastalarda yapilan bu ¢alismada
birinci, ikinci, ¢linct ve dordiincii TSI ¢eyreklerinde GO prevalansi sirasi ile %20,
%36, %52 ve %64 bulunmustur. Bu hasta grubunda TBII ve GO arasinda bir iliski
saptanmamistir. Noh ve ark. (71) ile Goh ve ark.’nin (72) ¢alismalarinda okuler
bulgulari olan ve olmayan hipertiroidizmli hastalar1 karsilastirdiklar1 caligmalarinda GO
ile TSI arasinda benzer sekilde giiclii bir iliski tesbit edilmistir. Kung ve ark. tarafindan
bildirilen bir ¢calismada RAI sonrasi yeni gelisen GO ile TRAb arasinda korelasyon
olmadig1 bildirilmistir (73). Mourits ve ark. ile Gerding ve ark. tedavi edilmemis orta
derecede GO olan, 6tiroidi saglanmis ve heniiz tedavi edilmemis hastalarla yaptiklar1

calismalarinda, TSI ve TBII ile oftalmopatinin klinik aktivite skoru arasinda kuvvetli ve



direk bir korelasyon bulmuslardir. Ayrica otoantikor titreleri ile propitozis arasinda da

anlamli bir iligki tespit etmislerdir. (74-75).

2.3. Toksik Multinoduler Guatr

Toksik multinoduler guatrin patogenezini, onun Onciilii olan 6tiroid
multinodiiler guatrdan ayr1 diisiinmemek gerekir. Hastaligin iki 6nemli 6zelligi olan
yapisal-fonksiyonel ¢esitlilik ve fonksiyonel otonomi zaman i¢inde ortaya ¢ikar. Uzun
zaman icerisinde Otiroid multinodiler guatr ilerleyerek subklinik hipertiroidizm ve
sonrasinda TMNG gelisir. Otonom fonksiyonunun artmasi hastaligin 6tiroid evreden
toksik evreye gecisine sebep olur. Ancak bu degisikligin mekanizmalari heniiz tam

olarak anlasilmamistir.

2.3.1. Toksik Multinoduler Guatr’in Patogenezi

Multinodiiler guatrin prevalansi, iyot eksikligi olan bdlgelerde daha fazladir.
MNG’de nodiiller benign olup; WHO smiflamasina gore, histolojik a¢idan enkapsiile
lezyonlar (ger¢ek adenomlar) ya da kapsiil icermeyen adenomatdz nodiiller seklinde
tamimlanmaktadir (76). Nodulleri; sintigrafik incelemelerdeki iyot tutulum oranlarina
gore, fonksiyonel agidan “sicak’,  “normo-aktifl”,  “’soguk” olarak
smiflandirilabilirler. Tiim tiroid nodiillerinin yaklasik % 50-85’1 soguk, %401
sintigrafik olarak tanimlanamaz ve % 10’u sicak olup ortamdaki iyod kaynaklarinin
cografi olarak gdOsterdigi dagilim cesitliligine paralel olarak prevalansi
degisebilmektedir (77-78).

Otiroid ve toksik multinodiiler guatr klinik, patolojik ve molekiiler agidan
farkli ozellikler barindiran miks nodiillerden olusan hastaliklardir. Bu yilizden ayni
bezde hiper/hipo/normal fonksiyon gdsteren tiroid nodilleri bulunabilir. Multinoduler
guatrda her bir nodiiliin fonksiyonel Ozelliklerinin toplam dengesi hastanin tiroid

fonksiyon durumunu gosterir. Bu durum 6tiroidizm (normal TSH ve normal serbest



tiroid hormon diizeyleri), subklinik hipertiroidizm (diisiik ya da suprese TSH ve normal
serbest tiroid hormon diizeyleri), asikar hipertiroidizm (suprese TSH ve yiiksek tiroid
hormon diizeyleri) tablolar1 ile karsimiza ¢ikabilmektedir. Fonksiyonel durum sabit
olmamakla beraber TMNG tanili hastalarin cogunda uzun zamandan beri MNG Oykiileri
vardir (79). Genelde MNG olusumu iki agamada gerceklesir: guatra yol agan tiroid epitel
hiicre proliferasyonun yaygin artist ve nodiillere yol agan tiroid epitel hiicre
proliferasyonunun fokal artis1. Yaygimn proliferasyon agisindan en sik sebepler iyot
eksikligi veya diger guatrojenik uyarilar iken, fokal proliferasyon i¢in bilinen en sik
uyaran somatik bir mutasyon varligidir.

Otiroid guatr gelisimi biiyiik olasilikla tiroid hiperplazisi ile baslayan ve nodiil
olusumuna kadar devam edebilen ilerleyici bir siiregtir. Bu yiizden tiroid fizyolojisi ve
hormon sentezinde 6nemli rol oynayan genlerdeki defektler iyot eksikliginde guatr
gelisimine yol agabilirler. Bu defektler acil bir yanit olarak dishormonogeneze ve
dolayli olarak dishormonogenezin geg¢ bir neticesi olarak, bir maladaptasyon olan, nodiil
olusumuna yol agar (80). Tiroid bezindeki spontan mutasyon orani, diger organlardan
(karaciger ile karsilastirildiginda) yaklasik 10 kat daha yiiksektir. Spontan mutasyon
oranlarmin fazla olmasi, replikasyon hizinm yiiksekligi; mutasyon tamirini onleyerek
tiroidin mutajenik yiikiinli arttirir. BOylece, tirosit fizyolojisinde temel rol oynayan
genlerde rastlantisal degisim ve etkilenmeler ortaya ¢ikar. Tiroid hormon sentezinde rol
alan proteinleri kodlayan genler arasinda tiroglobulin (TG) geni, tiroid peroksidaz
(TPO) geni, sodyum-iyod simporter (SLC5A5) geni, Pendred Sendromu (SLC26A4)
geni, TSH reseptor (TSHR) geni, iyodotirozin deiyodinaz (DEHAL1) geni ve tiroid
oksidaz 2 (THOX2) geni bulunur. Otiroid guatr olan hastalarda TG geni, SLC26A4 ve
SLC5AD5 genlerinde mutasyonlar saptanmistir (81-84).

Iyod eksikligine bagli gelisen tiroid hiperplazili hayvan modellerine gore,
fonksiyonel aktivite artisinin yaninda tiroid hiicre sayisinda da dnemli bir artig vardir.
Bu iki olay mutasyonlarin ortaya ¢ikigini yonetmektedir (85). Tiroid hormon sentezinin
H202 ve serbest radikal iiretiminde artisa yol a¢tig1 ve bu durumun DNA hasarina ve
mutasyonlara yol agtig1 bilinmektedir (86)

Somatik mutasyonlarin saptanmasi yaninda, otonom tiroid nodiilleri ve soguk
tiroid nodiillerinin klonal temelinin tanimlanmasina dayanarak, tiroid nodiil

olusumunun basamaklar1 gosterilmistir (sekil-2.1).
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Sekil-2.1. Tiroid Nodiilii Olusum Hipotezi

Iyot eksikligi, guatrojenik gidalarla beslenme ya da otoimmiin olaylar diffiiz
tiroid hiperplazisine neden olur. Tiroid hiperplazisinin bu basamaginda hidrojen
peroksit etkisine bagli olarak olusan DNA hasar1 sonucunda artmis proliferasyon
mutasyon ylikiinde daha fazla artisa yol agar. Bu spontan mutasyonlarin bazilari; cAMP
kaskadinin aktivasyonunu saglayarak biiyiime ve fonksiyonu stimiile eder. Sonug olarak
blylmekte olan tiroid dokusunda IGF-1, TGF-B, epidermal biyume faktori gibi
biiyiime faktorlerinin gen ekspresyonlar1 artar. Biiylime faktorlerinin birlikte
uyarilmastyla hiicreler boliinerek, kiigiik klonlar olustururlar. Mutasyon tasiyan kiiciik
Klonlar, blytme faktorlerinin gen ekspresyonu olmadan kendi kendilerini stimile
ederek cogalmaya baglarlar. Daha sonra olusan bu kiigiik odaklar nodiil formasyonuna
dontiglirler. Bu somatik mutasyonlarm bazilar1 TSH-R mutasyonlaridir ve tiroid
nodullerinin otonom fonksiyon artisia yol agar. Hiperfonsiyone tiroid adenomlarinda
TSHR aktivasyonuna yol agan somatik nokta mutasyonlarinin varlig1 ilk olarak Parma
ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir (87). Farkli caligmalarda, otonom fonksiyone
tiroid nodiillerindeki Gso. mutasyonlarinin ve TSHR’ niin prevalansi sirasiyla % 8-75

ve % 8-82 olarak bildirilmistir (88-90)



Bu mekanizmanin alternatifi olarak, iyot eksikligine maruz kalindiginda guatr
gelismeyen bireylerde tiroid dokusu hiperplazi olmaksizin adaptasyon sagliyor olabilir
(91-94). Bu adaptasyonun mekanizmasi tam olarak anlasilmasa da, fare modellerinden
elde edilen verilerle, iyot eksikligine yanit olarak TSHR mRNA, NIS ve TPO
ekspresyonlarinda artigin tiroid hiicrelerindeki iyot dongiisiinde artmaya yol actigi
sonucuna varilmistir (95). Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii gibi faktorlerin artmasi
sonucunda tiroid kanlanmasinin artmasi, tiroid dokusunun iyod eksikligine adapte
olmast i¢in ek mekanizmalardir (96). Yakin zamana kadar Gtiroid guatrin iyot
eksikliginin sonucu olarak ortaya ciktig1 bilinmekteydi. Otiroid guatr gelisiminde bazi
guatrojenler ve sigara en onemli cevresel risk faktorleridir (97-98). Sigara etkKisi,
tiyosiyanatm tiroid dokusuna iyot alimmi yarismali inhibisyon yoluyla engellemesi
sonucu ortaya ¢ikar (99). Etyolojik agidan 6nemli olan diger faktorler cinsiyet, yas ve
artmus viicut kitle indeksidir (100). Bir guatrojenin etkisi iyot eksikliginin derecesine
baghdir ve bu yiizden iyot eksikligi bolgesel ve kisisel farklilik gosterir. Cevresel
faktorler ve kisisel genetik faktorlerin etkilesimi en sonunda guatrin ortaya ¢ikisinda rol
oynar. Kadinlarda ve monozigotik ikizlerde yiiksek oranda goriilmesi genetik yatkinligi
gosterir (101). Erken yaslarda 6tiroid guatrin ailesel yigilma gostermesi gii¢lii genetik

bag1 6ne siirse de, ¢evresel faktorler de katkida bulunmakta veya tetiklemektedir.

2.4. Proteomiks Yontemine Genel Bakis

Proteomiks yOntemi, hiicrelerde veya viicut sivilarindaki proteinlerin
gosterilmesi ve belirli sartlar altinda biyolojik sistemde olusan degisikliklerin protein
diizeyinde incelenmesidir. Proteomiks terimi, ilk kez 1997 yilinda, *’genomiks’’ ile

benzesen bir kelime bulmak amaciyla kullanilmistir. Proteom, belirli bir zamanda bir



organizma veya sistem tarafindan iiretilen proteinlerin tamamini tanimlamak igin
kullanilan bir terimdir. Proteom (PROTein-genOME), ilk kez 1994°te Marc Wilkins
tarafindan, bir genomun ifade ettigi tim proteinleri tanimlamak i¢in dnerilmis ve 1995
yilinda doktora tezinde kullanilmistir (102-103). Biyolojik sistemlerin incelenmesinde,
“genomiks’> ve “’transkriptomiks’’ten sonraki basamak proteomiks’tir. Bir
organizmanin genomu, ortaya ¢ikan proteinlerin translasyon sonrasi degisimleri
hakkinda bilgi veremediginden hastaliklarla iliski kurmamiza yardimci olmaz. Insan
genomunda yaklagik 30.000 gen olmasina ragmen, en az 60.000 fonksiyonel
polimorfizm nedeniyle ortaya ¢ikan proteinler inanilmaz bir ¢esitlilik gosterir. Ayrica,
genomun degismeyen yapisimin tersine, proteomun igerigi bir hiicreden digerine ve
ilerleyen zaman igerisinde degisir. Transkriptomiks alanindaki en son bilgiler, RNA’nin
tamaminin proteine doniistiiriilmedigini géstermistir. 23 farkli insan hiicre dizisi igeren
bir calismada, protein ekspresyonunun yalnizca %33’iiniin RNA ile iliskili oldugu
goriilmiistiir. mRNA proteine doniismeden dnce hizlica ortadan kaldiriliyor, yetersiz
translasyona ugruyor veya bu sirada degisim geciriyor olabilir. Degisim sadece
RNA’nin translasyon basamaginda degil, translasyon sonrasinda gerceklesir.
“Translasyon sonras1t modifikasyon’’, ’alternatif splicing’’ gibi degisimler sonucunda
tek bir transkriptten birden fazla protein Uretilebilir. Translasyon sonrasi modifikasyon
cogu kez proteinlere karbonhidrat ve fosfat gibi gruplarin eklenmesi (glikozilasyon,
fosforilasyon, asetilasyon vb.) ile olur. Bu modifikasyonlar1 incelemek igin
“fosfoproteomiks’’, ’glikoproteomiks’’ gibi metodlar kullanilir (104).

Proteomiks c¢aligmalari, hastalik evresi, tedavi, yas ve cinsiyet gibi pek cok i¢
ve dis etken karsisinda protein ekspresyonunun degisimini, hiicre ve doku seviyesindeki
yerini, yapt ve fonksiyonlarini anlamamiza yardimci olacak bir yontemdir. Bunlarin
Otesinde, proteomiksi cazip bir calisma metodu kilan sebep, yeni biyobelirteg
arayislaridir. Patolojik durumlara bagli olarak ekspresyonu degisen bir protein, yiiksek
riskli bireyleri tesbit etme yaninda erken evrede tani koyma ve prognozu belirleme
imkani veren bir biyobelirteg olabilir. “’Food and Drug Administration ¢’ (FDA)’a gore
biyobelirteg, normal biyolojik durumun, patojenik durumun veya tedaviye yanitin
gostergesi olan, herkes tarafindan oOlgiilebilen ve degerlendirilebilen bir 6zelligi

tanimlar. Ideal bir biyobelirtec belirli bir hastalik icin yiiksek Ozgiinliikte ve



hassasiyette, standart sonug verebilir ve kolay kullanilir olmalidir (105). Ancak giinluk
klinik pratigimizde kullandigimiz biyobelirtegler bu 6zelliklere sahip degildir.
Bir proteomiks c¢alismasinda izlenecek ana basamaklar Sekil-2.2’de

gosterilmistir.
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Sekil-2.2. Proteomiks ¢alismalarin adimlar1. Kisaltmalar: SDS; Sodyum Dedosil Siilfat,
2D; iki boyutlu, HPLC; High-performance Liquid Chromotography, IP;
Immunoprecipation, CE; Capillary electrophorsis, TOF; Time of Flight, MS; Mass
spectrometer

1. Orneklerin Hazirlanmas1: Kullanilan 8rnek materyaline uygun bir protokol ile protein
Oziitleri elde edilir. Proteomiks calismasinda uygun Ornek numunesi belirlemek
onemlidir. Yapilmis klinik ¢aligmalarda viicut sivilari (kan, idrar, amniyon sivisy, BOS
vb.), doku Ornekleri ve hiicre kiiltlirleri kullanilmistir. Dokularm, her biri kendi
proteomuna sahip, farkli sathalarda bulunan bir¢ok farkli hiicreden olusmasi, proteom
calismalarinda problemler ortaya ¢ikmaktadir. Bu sorunu agsmak i¢in hiicre kiiltiiriiyle
calismalar yapilmistir.

2. Proteinlerin ayristirilmasi: Agaroz ve poliakrilamid jelde veya kromotografi ile jelsiz
ortamda peptid ve proteinler ayrigtirtlir. Kullanilan yontemler arasinda SDS jel
elektroforezi, 2D-JE, High-Performance Liquid Chromotography (HPLC),

Immunopresipitasyon (IP), kapiller elektroforez (CE) sayilabilir.



Giliniimiizde yaygin kullanilan 2D-JE, ilk kez 1970’lerde yiizlerce proteini ayni
anda gosterebilmesinden dolay gelistirilmistir. Bu yontem ile proteinler iki basamaktan
olusur. ilk basamakta Izoelektrik Fokuslama (IEF) denilen yontemle izoelektrik
noktalarina, ikinci basamakta ise poli-akrilamid jel elektroforezle molekiil agirliklarina
gore ayristirilirlar. 1980’lerde ticari Immobilize pH Gradient (IPG) striplerinin
kullanilmaya baglanmasi, bu yontemin daha kolay uygulanmasini saglamistir. Sabit pH
gradienti altinda giiglii bir elektrik akimi verilmesinin ardindan proteinler stripler
uzerinde hareket ederler. Pozitif yiiklenen proteinler katoda dogru, negatif yiiklenenler
ise anoda dogru hareket ederek izoelektirk noktalarmna (pl) ulastiklarinda yiiklerini
kaybeder ve dururlar. Boylece her bir protein kendilerine ait pI’larinda odaklanmis olur
(Sekil-2.3). Ikinci basamakta, proteinler SDS-PAGE iizerinde molekiil agirliklarma
gore ayrilirlar. 2D-JE’in en 6nemli avantaji tek jel lizerine yiizlerce ve hatta binlerce
proteini aynit anda gérmemizi saglamasidir. Proteinlerin jel iizerinde ayrilmasimdan
sonra goranur hale gelmeleri i¢in Commassie, glimiis veya floresan boyalarla
(SyproRuby, Cye) boyanmasi gerekir. Jeller arasinda farkli yogunluk gosteren spotlar
secilerek, karsilastirilan 6rneklerin protein ekspresyonlarindaki farklilik tesbit edilir
(106).

Giliniimiizde kullanilmaya baglanan yeni bir yaklasim “’differential in-gel
electrophoresis’> (DIGE) yontemidir. Bu yontemde calisilacak &rnek gruplari ve
bunlarin karisimdan olusan bir internal kontrol 2D-JE 6ncesi floresan boya ile boyanir.

Bu yontem ile jeller arasindaki varyasyonlar en aza diizeye indirilmis olur.
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Sekil-2.3. IPG striplerinde proteinlerin fokuslanmasi. (a) Tek protein, (b) Protein karigimi.

3. Kiitle Spektrometresi: Iyon kaynag, analizator ve dedektdr olmak iizere ii¢ boliimden
olusur. Analiz edilecek molekiillerin iyonize edilmesinin ardindan analizor tarafindan
kiitle/yiik (m/z) orania gore ayrilmasi ve dedektdr tarafindan tesbit edilmesi gerekir.
Cesitli yontemlerde kullanilan iyon kaynaklar1 arasinda MALDI ( Matrix Assisted
Laser Desorption lonization), SELDI (Surface-Enhanced Laser Desorption lonization,
ESI (Electrospray lIonization) bulunur. Kiitle analizcileri: ‘’Magnetic Sector Mass
Spectrometers, Quadrupole Mass Spectrometers, Time-of-Flight Mass Analyzers
(TOF), Trapped-Ion Mass Analizorleri, Hibrid MS’’dir.

MALDI ydnteminde, kat1 bir matrix {izerine tasinmis olan proteinler lazerle
iyonlastirilarak gaz fazina tasinir. Iyonize proteinler, elektrik ortamda hareketlenir ve
hiz kazanir. Her bir iyonun hizy, kiitle ve yiikiine bagh olarak degisir. Iyonlarm kiitle/yiik
oranlar1 dedektdr tarafindan kaydedilir.

SELDI-TOF yonteminde proteinler 2D-JE gibi yontemleriyle ayrilmadan direkt

spektometre tarafindan saptanir. Proteinler protein biyog¢ipinin kat1 yiizeyinde yakalanir.



Bir dizi yikama isleminden sonra elde edilen peptid veya proteinler, tipki MALDI de

oldugu gibi TOF/MS ile ile analiz edilir.

4. Verilerin degerlendirilmesi: Bu basamak biyoinformatik ile iligkilidir. Elde edilen

m/z oranlar1 veri bankalar1 ve arama motorundaki yazilimlar kullanilarak tanimlanir.
Dumont ve ark.’nin 1990’larda primer kdpek tiroid hiicre kiiltiirlerinde ilk kez

2D-JE yapmalarindan sonra, in vitro tiroid hiicre sistemleri iizerine yapilan yaymlarin

sayist hizla artmistir.



3. GEREC ve YONTEMLER

Calisma, Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali,
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali Endokrinoloji polikliniginde
Graves hastaligi tanisi ile takip edilmekte olan 12 hasta (n=12, grup G) ve kontrol grubu
olarak TMNG tanisi ile takip edilen 12 hasta (n=12, grup T) ile gerceklestirilmistir.
Calismaya dahil edilen Graves hastalarinin yas ortalamasi 36 + 9,9, TMNG hastalarinin
yas ortalamasi 54 + 12,7 yildir. Her iki hasta grubunun cinsiyet ve yas dagilimlari
Tablo1 ve Tablo2’de gdsterilmistir.

Olgulara bilgilendirilmis onam formu imzalatilarak bu c¢alismaya goniillii olarak

katilmalar1 saglanmistir. Calismamizin lokal etik kurul bagvurusu ve onay1 mevcuttur.

Grup G Hasta sayis1 ve yiizdesi Yas Ortalamasi
(n ve %) (yiD£SD
Kadin 9 ve %75 358+ 11,3
Erkek 3 ve %25 37 = 51
Toplam 12 36 +£ 99

Tablo3. 1. Graves Hastalarmin yas ve cinsiyet dagilimi

Grup T Hasta sayist/yiizdesi Yas Ortalamasi
(nve %) (yi)=SD
Kadin 8 ve %66.4 50,2 £ 13
Erkek 4 ve %33.6 62 + 8,6
Toplam 12 54 + 12,7

Tablo3.2. TMNG Hastalarimin yas ve cinsiyet dagilimi

Caliymaya alman hasta ve kontrol grubunun klinik, laboratuar bulgular1 ve
gorlintiileme tetkikleri retrospektif olarak dosyalarindan elde edilmistir. Graves
hastalarinin 7-36 ay (ortalama 26,3 ay), TMNG hastalarinin 0-60 ay (ortalama 13 ay)
antitiroid ila¢ ile takip edildikleri, anti-tiroid tedavi kesildikten sonra Kklinik ve
biyokimyasal olarak hastalik bulgularinin ortaya c¢ikmasi nedeniyle tekrar
degerlendirilen hastalara kalici tedavi olarak operasyon karar1 verildigi saptanmistir.
Dosya verileri incelenerek hastalarin oftalmopati varligi, oftalmopatiye yonelik tedavi

secenegi, ek otoimmiin hastaliklar1 ve ailede otoimmiin tiroid hastalik varligi,



kullandiklar1 antitiroid ilaglar belirlenmis; oftalmopati tanisinin muayene bulgusu,
hertel oftalmometre ve/veya ortiba MR incelemesi ile konuldugu, NO SPECS ve klinik

aktivite skorlamasi ile oftalmopati derecesinin belirlendigi saptanmustur.

Tiim hastalar antitiroid tedavi ile 6tiroidizm saglandiktan sonra opere edilmistir.
Operasyon zamani Onceden belirlenerek, operasyon sirasinda aliman taze tiroid doku
orneklerinin PBS tamponu i¢inde klinik arastirma birimine ulagmasi saglanmistir. Doku
ornekleri s1v1 nitrojen tanki icinde dondurulduktan sonra tiim 6rneklerin ayn1 zamanda

incelenmesi i¢in —80 C’de saklanmustir.

3.1. Graves Hastalar1 ve TMNG Hastalarinin Protein Profillerinin Proteomiks

Yontemler Kullanilarak Karsilastrilmasi

-80C’de saklanan dokular es zamanli ¢alisilmak iizere dondurucudan c¢ikarildi ve

asagida siralanan basamaklar dogrultusunda proteomiks yontemler uygulandi.

1. Tiroid 6rnek materyallerinden protein izolasyonu yapmak icin, dokular fiziksel ve
kimyasal metodlar kullanilarak pargalandi. T-Per® Tissue Protein Extraction Reagent
(Thermo Scientific, ABD) ile kimyasal, Blut Blander (Next Advance, ABD) cihazinda
0.5 mm Zirkonyum boncuklar (Glass Beads Next Advance, ABD) ile fiziksel
parcalama yapild1.

2. Tez calismamizdan Once rastgele sec¢ilen tiroid doku ornekleri ile yaptigimiz on
calismada, dokularm yiliksek miktarda protein igcerdigini ve Ornekler arasinda protein
icerigi acisindan biiyiik farklilik oldugunu gordiik. Bu ylizden 2D-JE sirasinda jellere
uygun miktarda protein yukleyebilmek icin her bir 6rnegin protein konsantrasyonu
olciildii. Olciim igin BioRad tarafindan ’RC-DC protein assay’’ ad1 altinda ticari olarak

kullanima sunulan degistirilmis Lowry assay(Lowry et al. 1951) yontemi kullanildi.

3. On galismada edindigimiz bir baska sonug da, drneklerin yiiksek oranda tiroglobulin
icerdigi ve tiroglobulin miktarmm Ornekler arasinda varyasyon gosterdigiydi.
Tiroglobulin nedeniyle diger proteinler jeller {izerine daha az miktarlarda yiikklenmis ve
ayrica jel lizerindeki protein spotlarmin bir kismi1 bu yiiksek miktardaki tiroglobulin

nedeniyle kapanarak okunamamisti. Bu yiizden, her bir 6rnegin protein miktar1 bir



dizeltme yontemi kullanilarak jellere yiiklendi. Diizeltme igin kullandigimiz yontem,
Vimentin ile normalizasyondur. VVimentin hiicre membran iskeletinde bulunan internal
bir protein olup, hiicrelerde esit miktarda bulunur. Vimentin ile Western Blot

yapildiktan sonra, 6rnek miktarlar1 hesaplanan bir diizeltme katsayisina gore ayarlandi.

4. Protein Ozutlerini tuzlar, niikleik asitler, iyonik deterjanlar ve lipid gibi maddelerden

temizleyebilmek i¢cin “’The ReadyPrep 2-D Cleanup’’ adinda ticari protein ¢oktiirme
kiti (BIO-RAD) kullanildu.

5. Iki boyutlu jel elektroforezinin (2D-JE) birinci boyutunda proteinler izoelektrik
Fokuslamaya (IEF) tabi tutuldu. Bu islem igin 11 cm’lik, pH 3-10 Immobilize pH
Gradient (IPG) stripler (pH 3-10 ve pH 5-8 ReadyStrip, BioRad) kullanildi.

6. 2D-JE’ nin ikinci boyutunda proteinler % 12 SDS poliakrilamid jellere yerlestirilerek
elektroforeze tabi tutuldu (35 mA 30 dk, 48 mA 5 saat + 16 °C’de).

7. 2D-JE iizerinde aymrimi ve haritalamasi yapilan proteinleri goriiniir hale getirmek i¢in
0zel bir kimyasal madde ile boyama yapildi. Yiiksek tekrarlanabilirlik, diisiik jeller aras1
varyasyon ve spotlar i¢cin yiiksek sensitivite gdsteren ideal bir boya oldugundan,

SyproRuby (BioRad, ABD) tercih edildi.

8. Boyama sonrasi goriiniir hale gelen spotlarin jel tizerinde goriintilenmesi VersaDoc
MP4000 sistemi (BioRad, ABD) ile gerceklestirildi.

9. PDQuest Advanced programi kullanilarak spotlarin analizi yapild1.

10. Istatistiksel olarak anlamli olan spotlarin kesimi Spot-kesici otomatize sistem

(Exquest Spot Cutter, Bio-Rad, ABD) ile gerceklestirildi.

11. Kesilen spotlara jel iginde Tripsin ile tekrar kesim yapilarak peptidlere ayrildi.(in
gel digestion).

12. Proteinlerin tanimlanmasi i¢in MALDI-TOF kiitle spektrometrisi kullanildi.

Boylece peptidlerin kitle/yik (m/z) oranlari tanimlandi.

13. MASCOT yazilim1 kullanilarak elde edilen m/z oranlarma goére proteinler

tanimlandi.



14. Internet (http://www.expasy.org) iizerinden erisilen veri bankasi ile proteinlerin

“Swiss protein number’’ (Swiss prot no) degerleri kullanilarak hiicre igindeki

lokalizasyonlari, gérevleri, molekiil agirliklari ile ilgili bilgiler elde edildi (Tablo 4.1).

14. Bu proteinlerin metabolik yolaklar1 ve bulunduklar1 kompartmanlarm belirlenmesi
icin, elde edilen veriye IPA (Ingenuity Pathways Analysis) uygulandi. Bu analiz i¢in

“’http://www.ingenuity.com/products/ipa’’ internet adresinden erisilen veri bankasi

kullanildi. TPA, arastirmacilara kendi verilerine uyan biyolojik mekanizmalari,
fonksiyonlar1 ve yolaklar1 tanimlamalarini saglayan bir analiz yontemidir. Boylece
bilimsel literatiiriin kolayca taranmasi, verilere uygun yolak modellerinin kurulmasi,
deneysel verilerin hizlica analiz edilmesi, arastirmalarin paylasilmas1 ve diger
arastirmacilarla isbirligi yapilmasimi miimkiin kilar. IPA yontemi ile, tanimladigimiz
proteinlerin kanonik yolak analizleri (Sekil 4.2), yolaklardaki proteinlerin birbirleriyle
iliskisini gosteren 3 boyutlu resimleri (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5), proteinlerin ortak
oldugu bagska hastaliklar ve sistemlerle (Tablo 4.3) ilgili veriler elde edildi.

4. BULGULAR


http://www.expasy.org/
http://www.ingenuity.com/products/ipa

Bu calismada Graves Hastaligi (G grubu) ve Toksik Multinoduler Guatr (T
grubu) tanilt hastalarin tiroid doku 6rnekleri 2 DE-Jel Elektroforez teknigi kullanilarak
karsilastirildi. Her bir grupta bulunan 12 doku 6rneginden elde edilen jellerin 7’°ser
tanesinde protein spotlar1 analiz edilebilir goriintii kalitesinde saptandi. Her bir grup igin
degerlendirmeye 7 jel alindi. Goriintiiler PDQuest Advance yazilimiyla analiz edildi.
Jeller iizerinde yaklagik 330 protein spotu saptandi. Manuel olarak yapilan eslestirmeler
sonucunda manali olanlar analize alindi. G grubunda T grubundan farkl: olan 23 adet
protein spotu saptandi. Bu spotlarin bazilarinin ayni proteine ait olmasi, bazilarinin ise
albimin ve sitokeratin gibi kontaminasyonu gdsteren proteinlere ait olmasi nedeniyle
15 spot anlamli kabul edildi. Sekil 4.1°de jellerin analizi sirasinda elde edilen
sablonlarda bu spotlarin bir kismi goriilmektedir. Ancak, sablon jeller {izerinde
ekspresyonlar1 agisindan farklilik gdsteren bu spotlarin bazilarinin T grubundaki tiim
jeller tizerinde gériillmemesi nedeniyle regiilasyon oranlari sayisal olarak hesaplanamadi
ve up-regiilasyon yizdeleri verilemedi. Bunun yerine, spotun iki gruptaki tum jellerde
bulunup bulunmadigma bakildi ve buna gore bir regiilasyon degeri saptandi (Tablo-4.1).
MALDI-TOF cihaz1 ile tamimlanan verilerin incelenmesi Ve proteinlerin
isimlendirilmesinden sonra hiicre igindeki yerlesimleri ve fonksiyonlar1 hakkinda
bilgiye ulasildi (Tablo-4.2).

Regiile olan proteinler arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarabilmek i¢in IPA analizleri
yapildi. Kanonik yolak analiziproteinlerin en fazla enerji metabolizmasi (Glikoliz 1, 2-
ketoglutarat dehidrogenaz kompleksi, dalli zincrli a-ketoasid dehidrogenaz kompleksi,
kreatin fosfat biyosentezi) ve tiroid hormon biyosentezi ile iliskili oldugunu
gostermistir (Sekil 4.2). IPA analizleri sonuglari ise, proteinlerin baslica iki yolakta
gorev aldigini géstermistir. Bunlardan birincisi hiicre biytimesi-farklilagsmasi ile iliskili
olan yolaklar (Sekil 4.3), ikincisi enerji metabolizmast ile iliskili yolaklardir (Sekil 4.4).
Bu iki agm birlestirilmesi sonucu ortaya ¢ikan protein yolaklar1 arasindaki etkilesimler

sekil Sekil 4.5’tegOsterilmistir.
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Sekil-4.2. (A) Graves Hastaligi (G) ve TMNG (T) gruplarinin jellerinden hazirlanan ana sablonlar.
(B) Sablonlarda farklilik gésteren protein spotlart Ana Sablon G’de beyaz oklarla gosterilmistir.
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Sekil-4.3. Ana sablonlardan elde edilen spotlarin tek sablonda gdsretilmesi

Swiss G grubu T grubu
Prot no protein adi gen simgesi | (+) jel sayis1 | (+) jel sayist
Q13228 | Selenium-binding protein 1 SELENBP1 7 1
P02545 Prelamin-A/C LMNA 6 1
P40121 Macrophage-capping protein CAPG 7 0
P12277 Creatine Kinase B-type CKB 4 0

Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A
P55809 | transferase OXCT1 7 0

Dihydrolipoyl dehydrogenase,
P09622 mitochondrial DLD 7 0
P06733 | Alpha-enolase ENO1 5 0
P52565 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 ARHGDIA 7 3
P32119 Peroxiredoxin-2 PRDX2 8 4
P07858 | Cathepsin B CTSB 4 0
P02647 | Apolipoprotein A-I APOALl 2 0
P07339 | Cathepsin D CTSD 4 3
P04792 Heat shock protein beta-1 HSPB1 5 4
P00915 | Carbonic anhydrase 1 CAl 2 2
P60174 | Triosephosphate isomerase TPI1 4 2

Tablo 4.1. Proteinler ve eksprese olduklari jel sayisi



Swiss

Prot hiicredeki MA
No Protein adi yeri (kDA) gen simgesi Gorevi
Q13228 | Selenium-binding protein 1 N/SIM 52 SELENBP1 | Protein transportu
Niikleer ¢ati, kromatin diizenlenmesi, niikkleer membran ve telomer yapisinda énemli rol
P02545 | Prelamin-A/C N 74,139 LMNA oynar
P40121 | Macrophage-capping protein SIN 38,499 CAPG Makrofaj fonksiyonlarinda rol oynar
Iskelet kasu, kalp, beyin ve spermatozoa gibi yiiksek eneji ihtiyaci olan dokulara enerji
P12277 | Creatine kinase B-type S 42,644 CKB saglar
Succinyl-CoA:3-ketoacid Keton cisimcigi katabolizmasinda anahtar enzimdir
P55809 | coenzyme A transferas Mit 56,158 OXCT1
Dihydrolipoyl dehydrogenase, Dall1 zincirli aminoasitlerin katabolizmasinda rol alir. Spermatozoanin kapasitasyonu
P09622 | mitochondrial Mit 54,177 DLD sirasinda hiperaktivasyonda rol alir
47,169 Glikoliz, plaminojen aktivasyonu, transkripsiyon da rol alarak; buytmenin kontrold,
hipoksiye tolerans, alerjik yanit ve fibrinolitik sistemde rol alir. Immunglobulin {iretimini
P06733 | Alpha-enolase SIM ENO1 uyarir.
Hucre proliferasyonu, apoptozis, gen ekspresyonu gibi biyolojik olaylarda anahtar roli
P52565 | Rho GDP-dissociation inhibitor 1 | S 23,207 ARHGDIA | oynayan Rho protein ailesinin fonksiyonunda dizenleyicidir.
Metabolizma sirasinda iiretilen peroksidleri ortadan kaldirir. Bityiime faktorlerinin ve TNF
P32119 | Peroxiredoxin-2 S 21,892 PRDX2 o’nin sinyal kaskadinda rol alir.
P07858 | Cathepsin B S (Liz) 37,822 CTSB Protein turnoverinda rol alir. Tumdr invazyonu ve metastazini gosterir.
P02647 | Apolipoprotein A-I Sec 30,778 APOALl Dokulardan karacigere kolesterol tagmmmasini saglar
Hiicre ici protein turnoverinda rol alir. Meme kanseri ve Alzheimer patogenezinde rol
P07339 | Cathepsin D Liz 44,552 CTSD oynar.
P04792 | Heat shock protein beta-1 SIN 22,783 HSPB1 Stres direnci ve aktin biitiinliigiinde rol alir.
P00915 | Carbonic anhydrase 1 S 28,87 CAl Karbon dioksidin hidrasyonunda rol alir.
P60174 | Triosephosphate isomerase S 30,791 TPI1 Glukoneogenez ve glikolizde rol alir.

Tablo 4.2. MALDI-TOF analizi ile tanimlanan proteinlerin gorevleri ve hiicre igi lokalizasyonlar1. Kisaltmalar: N; Nukleus, S; Sitoplazma,

M; Hiicre Membrani, Mit; Mitokondri, Liz; Lizozom, Sec; Sekrete edilen.



http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/locations/SL-0170
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Sekil 4.4. Proteinlerin Canonical yolak anal



Sekil 4.5. IPA analizi sonucu hiicre biiyiimesi, farklilagmasi, motilitesi ile
ilgili yolaklar (Kirmizi, ekspresyonu artmis proteinleri gostermektedir)
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Sekil 4.6. IPA analizi sonucu enerji metabolizmasi basta olmak tizere
cesitli yolaklar (Kirmizi, ekspresyonu artmis proteinleri
gostermektedir.)
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Sekil 4.7. Her iki yolagin birlestirilmesi ile yolaklarin etkilesimi




IPA sonucuna molekiiler ve hiicresel fonsiyonlar agisindan bakildiginda,
proteinlerin biiylik kismi hiicre biiyilimesi, proliferasyonu, farklilasmasi ve hareketi ile
iliskili bulundu. Ayrica bu proteinlerin 11 tanesi Endokrin sistem bozukluklari ile, 13
tanesi gastrointestinal hastaliklarla, 12’si inflamatuvar hastaliklar ile, 10’u hematolojik
hastaliklar ile, 12’si immunolojik hastaliklar ile iliskili bulundu. Bu sistemlerden
ozellikle endokrin sistem ve gastrointestinal sistem hastaliklarinda rol alan protein
sayisinin oldukca fazla oldugu goriildii. Tablo 4.3°te bu hastaliklar, ilgili proteinler,

sayis1 ve p-degerleri verilmistir.

Sistem Tgili hastalik/bozukluk p-degeri Protein isimleri Protein
sayis1

Endokrin/GIS | Pankreatit 1.86x10° | ALB, APOA1, CAPG, 6
CTSB, CTSD, PRDX2

Endokrin Dilate 9,91x10* | LMNA 1

KMP+hipergonadizm

Endokrin/GIS | Tip 1DM 1.44x10° | ALB, APOAL, CAL, CTSB, 5
HSPB1

Endokrin Insulin direnci 1.54x10° | ALB, APOAL, CAl, LMNA 4

Endokrin/GIS | MODY 2,97x10° | APOAL 1

Endokrin/GIS | Tip 2 DM 3,93x10° | ALB, APOAL, CAl 3

Endokrin Pankreatik tumor 6,00x10° | CTSB, CTSD, ENO1 3

Endokrin Metabolik sendrom 7,02x10° | APOAL, CA1l 2

Endokrin Testis hipoplazisi 1,87x10? | ARHGDIA 1

GIS Sindirim sistemi timarleri 8,07x10* | ALB, ARHGDIA, CAPG, 8
CTSB, CTSD, ENOI,
SELENBP1, TPI1

GIS Mandibuloakral disostozis | 9,91x10* | LMNA 1

GiS Karaciger amiloidozu 2,97x10° | APOA1 1

Gis Islet hiicre tiimorleri 2,97x10° | CTSB 1

GIS Hepatoselller karsinom 1,09x10° | ALB, CTSB, TPI1 3

GIS Kolorektal karsinom 1,24x10° | ALB, ARHGDIA, CAPG, 5
CTSB, SELENBP1

Tablo 4.3. Proteinlerin iliskili oldugu iki sistem: endokrin ve GIS. Ilgili proteinlerin

sayist ve p-degerleri verilmistir.



5. TARTISMA

Graves Hastaligi (GH) ve Toksik Multinodiler Guatr (TMNG), fonksiyonel
olarak tirotoksikoza yol agmalarina ragmen, patogenezleri, tiroid dokusunun
histopatolojik goriiniimii ve klinik seyirleri acisindan farklilik gdstermektedir.
Calismamizda, GH ve TMNG’de hastalarin tiroid dokusunda eksprese olan
proteinlerin farkli olabilecegi diisiincesiyle, dokularin protein profilleri proteomiks

yontemler kullanilarak karsilastirilmistir.

Calismanm sonunda GH’nin tiroid dokularindan elde edilen proteinlerin
TMNG hasta grubunun tiroid dokularinda ya ¢ok diisiik diizeyde ya da hi¢ eksprese
olmadigi saptanmistir.Calismamizda TMNG hasta grubunun doku 6rnekleri, nodiil ve
nodiil dis1 alanlar dikkate alimmaksizin rastgele elde edilmistir. Bu durum
sonuc¢larimizi etkilemis olabilir ancak, yine de protein ekspresyonunun 6zelligi, bu iki
hasta grubunun patogenez ve klinik gidisindeki farklilig1 izah edebilir. Fakat bunun
normal tiroid doku Ornekleri ve isaretleme yontemi ile gosterilen fonksiyonel
nodiillerden elde edilen doku ornekleri ile yapilan diger ¢alismalarla desteklenmesi

gerekir.

Calismamizda eksprese edilen proteinler GH nin dokularindan elde edildigi

icin, tartismaya bu proteinlerin GH ile iliskisi tizerinden devam edilecektir.

Insan tiroid dokusunun proteomiks ydntemlerle calisilmasi sirasinda sikga
karsilan problemler vardir. Bunlardan ilki, tiroid proteomunun oldukca genis bir
protein profilini igermesidir. Bu ¢esitlilik, en yiiksek miktarda bulunan Tiroglobulinin
(yaklasik 75 mg/ml) diisiik miktarda bulunan interldkinlerden (<1 ng/ml) yaklasik 108
kat fazla olmasindan anlasilabilir. ikinci problem, doku icerisindeki mikro-
makrofollikiiler yapilarin Tiroglobulin igeriginin farkli olmasi1 ve hiicre digindan gelen
ylksek miktardaki Tiroglobulin nedeniyle, her bir 6rnegin Tiroglobulin miktarlarmin
biiyiik oranda degiskenlik gostermesidir. Ugiincii problem, dokunun heterojen
yapisinin  (follikiiller, strome, kan damarlari, eritrositler vs) proteom paternini
etkilemesi ve spesifik protein up-regilasyonu ve down-regilasyonu igin uygun cut-off

degerlerin belirlenmesini engellemesidir. Krause ve ark. dokularin tiroglobulin



iceriginin tiroid proteomunu etkilememesini veya az diizeyde etkilemesini saglamak
icin tiroglobulini dokudan uzaklastrrmak amaciyla “’centrifugal ultrafiltration’’,
“’size-exclution chromotogtaphy’ ve ’laser-capture microdissection’” gibi farkl
yontemler kullanmiglardir (112). Bu yontemlerden, bir kisminin dokuya hasar
vermesi, bir kismmin ise iyi sonu¢ vermemesi nedeniyle kullanilmasi uygun
bulunmamuistir. Tiroid kanserli hastalar1 igeren ¢calismalarinda bu problemi asmak i¢in
dokularin tiroglobulin igerigini diizeltmeyi tercih etmislerdir. Sofiadis ve ark.,
calismalarinda yiiksek miktardaki tiroglobulinden kaynaklanan bdyle bir sorun
yagamadiklarini ve bunun muhtemelen ¢alismalarinda kullandiklar1 fraksiyonlama
islemi srasinda tiroglobulin igeren vesikiillerin stoplazmik proteinlerle beraber
fraksiyonlanmamasimdan kaynaklandigmi belirtmislerdir (113). Arastrmamizin 6n
calismalarinda, jeller iizerine esit miktarda protein yliklememize ragmen, dokularin
yiksek miktarda tiroglobulin igermesi nedeniyle spot sayilarinin degiskenlik
gosterdigini biz de fark ettik. Bu problemi asmak i¢in hiicre iskeletinde esit miktarda
oldugunu bildigimiz B-aktin ve Vimentin gibi proteinlerle Western Blot yaparak
dokularin protein miktarini diizelttik ve diizeltme sonrasi 6rneklerin 2D-JE deneylerini
tekrarladik. Bu yOntem, spotlarm sayisini artirmus ve daha net gorinmelerini

saglamistir.

Yapilan 2D-JE galismasinda anlamli degisim gosteren 15 adet protein spotu
tesbit edildi. Bu spotlarin bazilari GH grubunda yiiksek seviyede eksprese olurken,
kontrol grubunda ya diisiik seviyede eksprese oldu ya da hi¢ ekspresyon gostermedi.
Proteinlerin baslica iki yolakta gorev aldigi saptandi. Bunlardan birincisi hiicre
buyumesi-farklilasmast ile iligkili olan yolaklar [Prelaminin A/C (LMNA),
“’Makrophage Cappin Protein”” (CAPG), alfa enolaz (ENOI1), “’Rho GDP-
dissociation inhibitor 1°> (ARHGDIA), Peroxiredoxin 2 (PRDX2), Catepsin B
(CTSB), Catepsin D (CTSD), Apolipoprotein A1 (APOA1), “’Heat shock Protein 1
(HSP B1)]; ikincisi enerji metabolizmas: ile iliskili yolaklardir [Selenyum baglayici
protein 1 (SELENBP1), Kreatin kinaz B (CKB), Suksinil-KoA:3-ketoasid Koenzyme
A transferaz 1(OXCT1), Dihidrolipoil dehidrogenaz (DLD), Karbonik Anhidraz
(CA1l), Triozfosfat izomeraz (TPI1)].

Calismamiz disinda, literatiirde benign tiroid hastaliklar1 ve 6zellikle GH’da

yapilmig sadece birkac proteomiks ¢aligmasi bildirilmistir. Mevcut ¢aligmalarin ¢ogu



malign tiroid hastaliklar1 ve malignite agisindan riskli olan soguk tiroid nodiilleri ile
iligkilidir. Graves Hastalig ile ilgili az sayidaki ¢aligmadan biri Matheis ve ark. (114)
tarafindan bildirilmistir. Bizim ¢alismamizdan farkli olarak, tiroid dokusu yerine
Graves oftalmopatili ve normal hastalardan elde edilen gézyasi; 2D-JE teknigi yerine
SELDI-TOF teknigi kullanilmistir. Calisma sonucunda Graves oftalmopatili hastalarin
g0z yasinda bazi proteinlerin ekspresyonunun azaldigini (nasopharyngeal carcinoma-
associated PRP4 (NCAPRP), proline-rich protein 4 (PRP4), f2-microglobulin) ve baz1
proteinlerin ise arttigin1 (Cistatin C, Lysozyme C) gostermislerdir. Bu ¢alisma ve
bizim ¢aligmamizin sonuclar1 karsilastirildiginda ortak bir protein bulunmamaktadir.
Hastaligin hedef organlarindan tiroid dokusu ve g6z kiiresinde tanimlanmis ortak
antijene (TSHR) ragmen iki dokudaki protein profilleri oldukg¢a farklilik gostermistir.
Bu durum Matheis ve ark.’nm kullandiklar1 6rnek materyalinin (gbz yasi) protein
iceriginin farkli olmasindan veya kullandiklar1 teknikten (SDS-JE ve SELDI-TOF
yontemi)  kaynaklaniyor olabilir. SELDI-TOF yonteminin, prefraksiyonlama
teknikleri kullanilmadigi takdirde fazla miktarda bulunan proteinlerin disindakileri
saptayamamasi ve protein pikleri arasindaki ekspresyon farkini ¢ok iyi ayiramamasi
gibi baz1 dezavantajlar1 vardir. Bizim ¢alismamizda tiroid hastaliklarmin proteomiks
calismalarinda yaygin kullanilan yontem olan 2D-JE yontemi ve protein spotlarinin
analizi i¢in MALDI-TOF yéntemi kullanilmistir. Ayrica proteinlerin ayristirilmasi
calismamizda iki basamakta gergeklestirilmistir. Bu durum sonuglarimizi giiglii
kilmaktadir.

Calismamizin sonucunda buldugumuz hiicre biiyiimesi-farklilagmasi ile iliskili
yolaklarda gorev alan proteinlerden <’Prelamin A/C*> (LMNA), nukleusun ana
bilesenlerinden biridir. Nukleusu cevreleyen i¢c memebrana cati gorevi yaparak
seklini ve biitlinliiglinii korur. Bu yapisal roliin yaninda LMNA, DNA replikasyonu,
transkripsiyonu ve tamirinin diizenlenmesinde rol alir (115). LMNA genindeki
mutasyonlar Emery-Dreifuss Muskuler Distrofisi, familyal partial lipodistrofi,
premature yaslanma veya progeroid sendromlarma (Hutchinson-Gilford progeria
sendromu) yol acar. ‘’Macrophage-capping protein’> (CAPG), aktin dizenleyici
protein CAP-G olarak da bilinir. Kalsiyuma duyarli bir protein olup aktin
filamentlerinin kancali uclarina baglanir, kas hiicreleri disindaki hiicrelerde aktine

baglt hiicre hareketini kontrol eder. Makrofaj fonksiyonlarinda 6nemli rol oynar.



Tiroid dokularmin histopatolojik incelemesi, dokularda yogun lenfosit infiltrasyonu
oldugunu gostermistir. Graves hastaligmin patogenezinde spesifik bir immun yanitin
oldugunu bilmekteyiz. CAPG’nin hasta grubunda yiiksek saptanmasi, dokuda artmig
inflamasyonun bir sonucu olarak lenfositlere antijen sunumunda gorev alan
makrofajlarin varligina isaret eder. Bu durum, GH’deki otoimmun yanitta
makrofajlarin 6nemini gostermektedir. Literatiirdeki pek ¢cok proteomiks c¢aligmasi,
CAPG proteinini kolanjiyoseliler karsinom, hepatoseliiler karsinom ve gastrik
tumorler gibi malign hastaliklarda tedavi direnci, vaskiiler ve lenf nodu metastazi ile
iliskilendirmistir (116-118). ’Alpha-enolase’” (ENO1), enolaz 1 olarak da bilinen ve
pek ¢ok dokuda bulunan bir glikolitik enzimdir. Biyumenin kontroll, hipoksiye
tolerans, alerjik yanitlar, fibrinolizin aktivasyonu gibi bagka fonksiyonlar1 da vardir.
Immunglobulin tretimini uyarir. Endoplazmik retikulum ve golgi tasiyict
vezikiillerinin birlesmesinde gorevli olan ‘’MBP-1-interacting protein 2A°" (MIP-
2A) ile etkilesim i¢indedir. Ilging olarak, Hashimoto ensefalopatisinde ENO1 tanisal
bir belirteg olarak bildirilmistir(119). Bizim ¢alismamizda bu proteinin yiiksek
saptanmas1 dokudaki otoimmuniteye bagli artmis immunglobulin iiretiminin;
tirotoksikoza bagl olarak artmis protein sentez ve salgisinin sonucu olabilir. Cesitli
malign hastaliklarda (meme, bas-boyun, akciger ve karaciger gibi) ekspresyonunun
tumor progresyonu ile korele oldugu gosterilmistir (120-121). “°Rho GDP-
dissociation inhibitor 1°> (ARHGDIA), hiicre proliferasyonu, apoptozis, gen
ekspresyonu gibi biyolojik olaylarda anahtar roli oynayan Rho protein ailesinin
fonksiyonunda diizenleyicidir. Rho proteinlerinin GDP/GTP degisimlerini diizenler.
Glioma hicrelerinde hiicre gocunii ve invazyonunu inhibe eder. Bu proteinin kolon ve
prostat kanserinin metastazi ile ve oral skuamoz hiicreli kanserlerde kotii prognoz ile
iliskisini gosteren ¢alismalar vardir (122-123). Apolipoprotein A-1 (APOAL),
HDL’ninyapisinda bulunan 6nemli bir proteindir. HDL nindokulardan karacigere
taginmasinda rol alir. GH’da serum APOA1 parcaciklarinin nasil degistigini gdsteren
cok fazla ¢aligma yoktur. Deneysel ¢calismalar hipotiroidizmde karaciger ve intestinal
dokuda APOAI mRNA sentezinin azaldigi1 ve tiroid hormon tedavisi ile
transkripsiyonun arttigmi gostermistir (124-125). Klinik ¢aligmalarm sonuglar1 serum
APOALI diizeyi ve tiroid hormonu arasindaki iligkiyi ortaya koyamamistir (126-127).

Literatlrde hipertiroidiye bagli olarak HDL diizeylerinin azalmis, normal, artmis



oldugunu bildiren ¢aligmalar vardir (128-130). GH’da tirotoksikoz nedeniyle lipoliz,
hepatik lipogenez, kolesteroliin karacigerde safra asitlerine doniisimi ve
adipositlerdeki LDL reseptor sayisi artar. Tirotoksikozun kolesterol ve trigliseridlerin
turnovermin artirmasi ve metabolizmay1 hizlandirarak kilo vermeyi saglamasi HDL
disinda diger serum kolesterol diizeylerinin degisimini biiyiik oranda agiklar.
Calismamiz, hipertiroidizmin insan tiroid dokusunda APOAI degisimini gosteren ilk
calisma olabilir ve sonuglarimiz, ¢esitli dokularda tiroid hormonunun APOAI mRNA
diizeyini artirdigini gésteren hayvan deneyleri ile uyumludur (130). “’Peroxiredoxin-
2>’ (PRDX2),metabolizma sirasinda iretilen peroksidleri ortadan  kaldirir ve
antioksidan olarak hiicreleri korur. Biiylime faktorlerinin ve TNF o’nin sinyal
kaskadinda rol alir. Hasta grubumuzda daha yiliksek diizeyde olmak {izere her iki
grupta da bu proteinin artmis ekspresyonu artmig hormon sentezinin gosterir. Clnka,
tiroid hormonunun sentez basamaklarinda Tiroid peroksidaz (TPO), H2O. gerektiren
bir islemle, iki tane I ‘u okside ederek kolloid igindeki tiroglobulin rezidiilerine
eklenmesini saglar. Bu sentez basamaginda gereken H.O, Tiroid Oksidaz 1 ve 2
(THOX1 ve THOX?2) tarafindan saglanir. Tirotoksikoz sirasinda bu sentez
basamaklarmin daha fazla ve daha hizli ¢alismasi ile olusan oksijen radikallerinin
ortadan kaldirilmas1 PRDX2 ekspresyonunu artirmistir. Malign hastaliklarla (malign
mezotelyoma, 6zefagus kanseri ve meme kanseri) ilgili ¢alismalarin sonuglar1 timor
dokularinda PRDX ekspresyonunun arttigini gostermistir (131-132). Bu ¢aligmalar
PRX’lerin Zhang ve ark.(133) tarafindan kanser radyoterapisinin hedefi olarak
onerilmesinin ardindan artmustir. Ciinkii, PRDX hicrelerin reaktif oksijen
radikallerinden temizlenmesinin yam sira proliferasyonu ve yasam siirelerine de
etkilidir. Tiroid maligniteleri ile ilgili yapilmis proteomiks ¢aligmalarimda en cok
ortaklasilan protein Peroxiredoxin’dir. Sofiadis ve ark.’min (113) follikiler
adenomlar1 follikiiler tiroid Ca , papiller tiroid Ca ve tiimor disindaki normal tiroid
dokusu ile kiyasladiklar1 ¢alismalarinda, PRDX6 ekspresyonunu follikiler adenom
dokularinda, papiller ve follikiiler tiroid Ca’ya gdre ¢ok az yogunlukta saptamislar ve
follikiiler adenom agisindan bir belirteg olabilecegini soylemiglerdir. Brown ve ark.
(134) papiller tiroid Ca ve follikuler tiroid Ca hastalarinin tiroid dokularinda
Difference Gel Electrophoresis (DIGE) yontemi ile protein ekspresyonunu

karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda PRDX 2’nin papiller tiroid Ca grubunda daha az



eksprese oldugunu saptamislardir. Bu ¢alismalarm sonuglarma goére PRDX
ekspresyonundaki degisiklikler tiroid malignitelerinde tutarli goriinmemektedir.
Krause ve ark.’mmm (135) soguk tiroid nodiilleri ve normal tiroid dokusunu
karsilastirdiklar1 galismanin sonuglar1 bizim sonuglarimizla uyumludur. Bu ¢aligmada
H202-oksidasyon sistemi ile ilgili proteinlerin [PRDX-2 ve PRDX-6, glutatyon S-
transferaz I1 (GST-IT) ve DJ-1] ekspresyonunda artis saptamislardir. Soguk tiroid
nodiillerinde tiroid hormon tiretimi ile ilgili proteom verilerinin biiyiik degiskenlik
gostermesinden dolayi, bu proteinlerin artisini malignite belirteci olarak kabul
etmeden 6nce, nodullerde tiroid hormon sentezinin gesitli basamaklarini arastirmas;
tiroid epitel membraninda azalmig NIS ve tiroid dokusu iginde iyot eksikligini, bunu
kompanse etmek i¢cin TPO ve ThOX1/2 diizeylerinin arttigmni, bu sirada oksijen
radikallerinin arttigmni, artmig hormon {iretme ¢abasina ragmen son Urinlin yetersiz
kalmasi sonucu T3-T4 diizeyinin azaldigini, hormon sentezi azaldigindan Tg
turnoverinin arttig1 ve buna bagl artmis Tg iiretim ve yikiminin bazi saperonlari
arttirdigini saptamiglardir. Calismamizda ekspresyonunu yiiksek saptadigimiz diger
proteinler olan “’Catepsin B** (CTSB), ¢’Catepsin D’ (CTSD) ve‘’Heat Shock
Protein p°° (HSPp) bu iliski i¢erisinde diistinlilecek olursa, her Ug¢ proteinin de hiicre
ici protein turnoverinda ve artan stres siirecinde rol almasi, hipertiroidi nedeniyle
artmis tiroksinin salinmasi, artmis Tg turnover1 ve artmig Tg yikimu ile iligkilidir.
Krause ve ark. ‘nin detayli ¢calismasinda kompansatuvar bir mekanizma olarak tiroid
hormon sentezinin artmasmin sonucu olarak CTSB ve HSP90B’in da artacagina dair
tesbitleri calismamizin bu sonucunu desteklemektedir (135).

Enerji metabolizmasi ile ilgili olan diger yolakta yer alan “’Selenium-binding
protein 1 “(SELENBPL1), golgi cisimcigi iginde protein transportunda rol aldigi
diigtiniilen bir proteindir. Selenyum, Iyodotironin deiyodinazlar 1-3, Glutatyon
peroxidazlar, Tioredoxin reduktazlar gibi enzimlerin yapisina Selenosistein rezidisu
olarak katilir. Iyodotironin deiyodinazlar (DIO), tiroid hormonlarinin aktivasyonunda
ve inaktivasyonunda rol alan bir enzimdir. Tiroid hormonunun seviyesine gére bu
enzimlerin ekspresyonlar1 degisir. Hipertiroidi durumunda hem T4’ T3 e doniistiiren
IDO2, hem de fazla olan T3’i inaktif rT3’e doniistiiren IDO3 artmistir. Bu sebeple
calismamizda selenyumu kullanan IDO’lar SELENBPI diizeyini artirmistir. Bunun

yaninda, tiroid hormon sentezi sirasinda ortaya ¢ikan reaktif oksijen radikallerinden



tirositleri korumak i¢in bir selenoprotein olan glutatyon peroksidazin dokuda artmasi
SELENBPI1 artisina katkida bulunur. Pedersen ve ark. (136) tarafindan bildirilen bir
toplum caligmasinda yeni tant konulan GH’da serum selenyum diizeyleri diisiik
saptanmistir. Caligmada serum selenyum konsantrasyonu tiroid dokusundaki
selenyumun direk gostergesi olmasa da, sonuglarimiz ile birlikte degerlendirildiginde,
GH’da selenyum kullaniminin artmasma baglh olarak dokuda SELENBP1 diizeyinin
de artabilecegi fikrini destekler. Literatiirdeki malign tiroid hastaliklarmin proteomiks
caligmalarina bakildiginda Sofiadis ve ark (113) ile Brown ve ark.’nin (134)
calismalar1 papiller tiroid Ca’da SELENBPI’in azaldigmi gostermistir. Ayrica,
literatirde SELENBP1 ekspresyonunun androjenler ile azaldigmi (137) ve 6strojen
tarafindan diizenlendigini bildiren ¢alismalar vardir (138). GH sirasinda goriilen
hipertiroidi, Ostrojen diizeylerinde artisa yol acarak SELENBPI diizeylerinin
yiikseltebilmektedir. Tiim bu mekanizmalar GH’da tiroid dokusunun SELENBP1
ekspresyonunun artisina katkida bulunuyor olabilir.  <’Succinyl-CoA:3-ketoacid
coenzyme A transferas®> (OXCT1), ¢Creatine kinase B-type’” (CKB),
“Dihydrolipoyl dehydrogenase’” (DLD), ¢’Triosephosphate isomerase’’ (TPI1)
proteinlerinin fonksiyonlarisirasiylaketon cisimcigi katabolizmasi, yiiksek eneji
ihtiyaci olan dokulara enerji saglanmasi, dalli zincirli aminoasitlerin katabolizmas1 ve
glukoneogenez/glikolizin bir basamagi olarak siralanabilir. Bu proteinlerin artisi ilk
bakista, tiroksikozun tetikledigi katabolik siire¢ nedeniyle glikoliz, lipoliz ve proteoliz
gibi yolaklarin aktiflestigini diisiindiirse de, IPA sonuglar1 bu proteinlerin bazi
sistemlerin hastaliklar1 ile iliskilerinisaptamistir. Buna gére en fazla proteinin
ortaklasildig1 hastaliklar; glukoz metabolizmas ile ilgili olup pankreatit, tip IDM, Tip
2 DM, insulin direnci, metabolik sendrom ve MODY’dir. Genel bilgimiz, GH’na Tip
1 DM’un eslik edecegini desteklemektedir. Ancak ¢alismamizin sonuglar1 GH na eslik
eden diyabetin patogenezinde otoimmiinite disinda diger nedenlerin de s6z konusu
olabilecegini diisiindiirmektedir. Calisma grubumuzu olusturan hastalarin tibbi
kayitlarindan diyabet dykiisti olmadig1 saptanmistir. Ancak hasta sayimizin az olmasi,
bu hastalarin prospektif olarak izlenmemesi nedeniyle kesin bir sonuca varilamaz. Tip
2 DM, bilindigi ilizere insulin direnci ile baglayan bir siirecin daha ileri asamalarini
kapsar. Giincel bilgiler iskelet kasi, hepatosit ve adipositlerde insiilin direncininin

hastaligin patofizyolojisindeki en 6nemli basamak oldugunu gostermistir (139-140).



Adipoz dokunun yalnizca lipid deposu olmadigmi, cesitli sitokinleri (adipokin)
salgilayan ve insulin direncini diizenleyen bir sekretuvar organ oldugu artik
bilinmektedir (141). Adipoz dokuda trigliserid artigina bagl hipoksi ve makrofaj
infiltrasyonundan ~ sonra, = makrofajlar ~ “’Nuclear ~ Factor  (NF)-«B’’nin
immunomodulator etkisiyle ‘’monocyte chemoattractant protein’> (MCP1), IL-6, and
TNF-a, gibi sitokinleri salgilar. Bu ii¢ sitokinin insulin direnci gelisimdeki rolleri pek
cok calisma ile gosterilmistir (142-143). TNF-a, insulin duyarli dokularda “’Jun N-
terminal kinase 1’ (JNK1) sinyal yolaklarini aktiflestirmektedir. Sitokinler yaninda
JNK1 aktivasyonu da insulin direncinden sorumlu tutulmustur. Verilerimizin IPA
sonuglari, proliferasyon ile ilgili yolaklarda saptanan proteinlerin JINK, NF-xB, IL-1
ve insulin saliniminda rol alan PI3K gibi molekiiller ile iliskili oldugunu gostermistir.
Karacigerdeki Kuppfer hiicreleri adipoz dokudaki makrofajlarin karsiligi olan
hicrelerdir. Makrofajlar IL-1 etkisiyle M1 makrofajlarina, IL-4 ve IL-13 etkisiyle M2a
makrofajlarina doniistirler. Hayvan deneyleri, yliksek yag diyetiyle beslenme sonrasi
veya obesite sirasinda adipoz dokudaM1l makrofajlarmin arttigini, oysa zayif
hayvanlarda adipoz dokuda M2a makrofajlarinin arttigin1 gostermistir (144). Bu
bilgiler 1s1ginda, insulin direnci ve sonrasinda gelisen DM’un immun
mekanizmalarinda inflamasyonun ve Ozellikle de makrofajlarin varligr one
cikmaktadir. GH’da makrofajlar, dendritik hicreler ve hatta B lenfositler gibi
profesyonel antijen sunan hucrelerin, tiroid dokusundaki lenfositik infiltrat icinde
goriilebildigi  ve otoimmiiniteye katkida bulunduklar1 bilinmektedir (124).
Mekanizmasi tam anlasilamamis olmakla beraber, Graves oftalmopatide gz kuresi
arkasindaki derin adipoz doku ve tiroid dokusunun ortak antijenitasimasi, benzer
inflamatuvar degisikliklerin her iki dokuda da olabilecegini diisiindiirmektedir. GH’da
immun mekanizmalarin visseral doku adipositleri veya hepatositler gibi insuline
duyarli dokularda da benzer degisikliklere yol agabilecegi fikrini akla getirmektedir.
Ancak bu varsayim ileri ¢alismalarin konusu olmaya adaydir.

Calismamizin 6énemli bir sonucu, hiicre proliferasyon yolaklar ile iliskili olan
proteinlerin bir kisminin gesitli timorlerin proteomiks ¢alismalarinda da ortak protein
olarak saptanmasidir. Bu sonug 6ncelikle, benign bir hastalik oldugunu diisiindiigiimiiz
GH’da tirotoksikozun yol a¢tig1 metabolizma artisinin hiicre proliferasyonunu ve

cesitli proteinlerin sentezlerini arttirdigini, buna eslik eden molekiiler mekanizmalarin



malign  hastaliklardaki  hiicre  proliferasyonu sirasinda da  kullanildigini
diistindiirmiistiir. Nitekim, IPA sonuglarinda proteinlerin sistem hastaliklar: ile
iliskilendirilmesinin ardindan, bazi proteinlerin pankreas tiimorii, hepatoseliiler
karsinom ve kolorektal kanserler gibi timdrlerle ortak proteinler oldugu saptanmustir.
Ancak caligmaya aldigimiz hastalarin tibbi 6zge¢mislerine bakildiginda es zamanl
malign hastalik 6ykiisii bulunmamakla beraber, tiroid dokularmin patolojik inceleme
sonuclarinda insidental bir malignite de saptanmamistir. GH’da tiroid disinda
malignite riskinin arttigini gosteren bir ¢alisma Szychtave ark. tarafindan bildirilmistir.
Endokrin hastaliklar nedeniyle hastaneye yatirilan 2003 kadmn hastanin tibbi kayitlarini
retrospektif olarak incelemisler, TSHR antikoru ve antiTg antikoru diizeylerinin meme
kanserli hastalarda daha fazla oranda yiiksek oldugunu bulmuslardir (145). Meme
dokusunun embriyolojik kdkeni ektoderm olmasina ragmen, tiroid dokusu gibi iyot
yakalayabilme 6zelligine sahiptir ve laktasyon sirasinda siitiin iyot igerigini bu yolla
saglamaktadir (146). Ayn1 zamanda meme yag dokusunda TSHR niin bulunmasi, GH
gibi bu reseptorii hedefleyen bir patolojik durumun meme dokusunda da degisiklige
yol acacagini diisiindiirmektedir (147). Ozellikle diisiik dereceli meme kanserlerinde,
THSR antikoru siklikla pozitif saptanmistir (148). Ostrojene benzer sekilde, tiroid
hormonlar1 da hem normal meme dokusunda farklilasmay:r hem de meme kanseri
hicrelerinde proliferasyonu etkilemektedir (149-150).Bunun yaninda, 17p-6stradiol’
Un normal tiroid dokusunda ve tiroid tiimorlerinde biiylime faktorii bagimli sinyal
yolagini aktive ettigi gosterilmistir (151).

Calismamizin IPA sonuglari, GH ve 6strojen arasindaki iliskiyi dogrulayarak,
enerji metabolizmasi ile ilgili protein yolaginda ortak molekiiliin Beta Ostradiol
oldugunu gostermistir. GH nin dogurgan cagdaki geng kadinlarda daha sik goriilmesi
Ostrojenin tiroid hiicreleri Uzerindeki etkisinin GH’nin etyolojisinde Onemli
olabilecegini diislindiirmektedir. Ayrica erkek hastalarin yaklasik %10’unda rastlanan
jinekomasti ve libido azalmasi gibi bulgular hiperdstrojenemiyi desteklemektedir.
Erkek hastalarda bu bulgulara tiroid hormonlar1 yol agiyor olabilir. Bunun yaninda,
tirotoksikozun seks hormonu baglayici globulin (SHBG) konsantrasyonunu artirarak
plazmada yiksek oranda SHBG’e baglanan testosteron ve dihidrotestosteron
metabolik klirenslerini azaltmasi ve sonugta artanandrojenlerin 6éstrojen uriinlerine

doniismesi bir diger mekanizma olarak diisiiniilebilir.(152-153).



6. SONUC ve ONERILER



Calismamizda, GH ve TMNG hastalarinin tiroid doku 6rneklerinin protein
profilleri proteomiks yontemler kullanilarak karsilagtirilmagtir.

Calismanm sonunda GH’nin tiroid dokularindan elde edilen proteinlerin
TMNG hasta grubunun tiroid dokularinda ya ¢ok diisiikk diizeyde ya da hi¢ eksprese
olmadig1 saptanmistir.

GH grubunda saptadigimiz proteinlerden hiicre proliferasyon yolaklart ile ilgili
olanlarmbazilar1 pankreas timor, hepatoseliiler karsinom ve kolorektal kanserler gibi
timorlerle; enerji metabolizmasi yolaklari ile ilgili proteinlerin bazilari ise pankreatit,
tip 1DM, Tip 2 DM, insulin direnci, metabolik sendrom ve MODY gibi glukoz

metabolizmas1 hastaliklari ile iliskilendirilmistir.

GH’da tiroid dis1 malignitelerin goriilme sikligi ile ilgili daha kesin bilgiler elde
etmek i¢in, genis Olgekli caligmalara gereksinim duyulmaktadir. Hastalarin
takiplerinde malignite agisindan siipheli semptom ve bulgular dikkatle

degerlendirilmelidir.

GH’na siklikla Tip 1 DM’un eslik etmesine ragmen, GH ile birlikte goriilen
diyabetin patogenezinde otoimmiinite disinda baska mekanizmalar rol aliyor olabilir.
Dolayisiyla ,bu hastalarin diyabetlerinin tedavi planinda bu durum goz Oniinde

bulundurulmalidir.

Graves Hastalig1 ile ilgili proteomiks caligmalarimin az sayida olmasi ve
giinimiize kadar yapilmis c¢alismalarin daha ¢ok tiroid malignitelerini igermesi
nedeniyle literatlirden elde edilen bilgi smirhidir.Calismamizin sonuglart GH’ nin

patogenez ve klinik gidisini anlamaya yonelik gelecek arastirmalara 1s1k tutacaktir.

7. OZET



GH diffiiz guatr, hipertiroidi, baz1 hastalarda goriilen oftalmopati ve dermopati
ile karakterize otoimmun bir hastaliktir. GH’nin patogenezinden Tiroid Stimiilan
Hormon Reseptorine (TSHR) karsi gelisen antikorlarin rol aldigi otoimmun
mekanizmalar sorumlu tutulmakta; TMNG’nin ise, zaman i¢inde otonomi kazanarak
toksik evreye gecen 6tiroid multinodiiler guatrdan kaynaklandigina inanilmaktadir.
Giinlimiizde mekanizmalar1 tam anlagilmamis olmakla birlikte, etyoloji ve
patogenezlerinin farkli oldugu bilinen GH ve TMNG’nin, hastalarin tiroid
dokusundafarkli  protein  ekspresyonlarna yol agacaklar1  diistiniilmiistiir.
Calismamizda, GH ve TMNG hastalarmin tiroid doku 6rneklerinin protein profillerini
proteomiks yontemler kullanarak karsilagtirmak ve farklilik gosteren proteinlerin

hastaliklarin patogenezindeki roliinii arastirmak amaglanmistir.

Calismaya, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dall,
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali polikliniginde Graves hastaligi
tanis1 ile takip edilmekte olan 12 hasta (n=12, grup G) ve kontrol grubu olarak TMNG
tanisi ile takip edilen 12 hasta (n=12, grup T) alinmustir. Calismaya dahil edilen Graves
hastalarinin yas ortalamasi 36 £ 9,9; TMNG hastalarinin yas ortalamas1 54 + 12,7 yil
olarak bulunmustur. Hastalarin tiroid dokusu Orneklerinden elde edilen oziitlerin
protein icerigi iki boyutlu jel elektroforez (2D-JE) teknikleri kullanilarak
ayristirildiktan sonra, proteinler MALDI-TOF kiitle spektrometrisi ile tanimlanmustir.
MASCOT yazilimi kullanilarak isimlendirilen proteinlerin fonksiyonlar1 ¢esitli veri

bankalarmin internet erisimleri kullanilarak belirlenmistir.

Caliymamizin sonunda GH grubunda 15 adet protein spotunun TMNG grubuna
gore fakli eksprese oldugu goriilmiistiir. Bu proteinlerin hiicre icerisinde iki metabolik
yolakta rol aldiklar1 saptanmustir. Birincisi hiicre biylmesi-farklilasmasi ile iligkili
olan yolaklar [Prelaminin A/C (LMNA), “’Makrophage Capping Protein’’ (CAPG),
alfa enolaz (ENOI), “Rho GDP-dissociation inhibitor 1> (ARHGDIA),
Peroxiredoxin 2 (PRDX2), Catepsin B (CTSB), Catepsin D (CTSD), Apolipoprotein
Al (APOA1), “Heat shock Protein 1 (HSP P1) proteinlerilve digeri enerji
metabolizmasi ile iliskili [Selenyum baglayici protein 1 (SELENBP1), Kreatin kinaz
B (CKB), Suksinil-KoA:3-ketoasid Koenzyme A transferaz 1(OXCT1), Dihidrolipoil



dehidrogenaz (DLD), Karbonik Anhidraz (CAl), Triozfosfat izomeraz (TPI1)

proteinleri]yolaklardir.

Calismamizin sonucunda, hiicre proliferasyon yolaklar1 ile iliskili olan
proteinlerin bir kismigesitli timorlerin proteomiks ¢aligmalarinda da saptanmistir. Bu
calismamizin dnemli bir sonucudur. GH’da tirotoksikozunmetabolizma artis1 ve hiicre
proliferasyonuna yol agtigi, bu sirada kullanilan molekiiler mekanizmalarin malign
hastaliklardaki hiicre proliferasyonu sirasinda da kullanildig1 distiniilebilir ancak,
toksik multinoduler guatrda da tirotoksikoz olmasina ragmen bu proteinler eksprese
edilememistir. Diger yandan sonuclarimiz ¢esitli veri tabanlarinda analiz edildiginde
eksprese edilen proteinlerin pankreas timori, hepatoseliiler karsinom ve kolorektal
kanserler gibi timdorlerle iliskili oldugunu gosterilmistir. Calismamizdan elde ettigimiz
bir diger 6nemli sonug ise, eksprese edilen proteinlerinpankreatit, tip 1DM, Tip 2 DM,
insulin direnci, metabolik sendrom ve MODY gibi glukoz metabolizmasi ile ilgili
hastaliklarla iligkilendirilmesidir. GH’na siklikla Tip 1 DM un eslik ettigi bilinmekle
beraber, ¢alismamizin sonuglar1 GH ile birlikte goriilen diyabetin patogenezinde

otoimmiinite diginda diger nedenlerin de s6z konusu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Graves Hastalig1 ile ilgili proteomiks ¢aligmalarmin az sayida olmasi ve
glinimiize kadar yapilmis caligmalarin daha ¢ok tiroid malignitelerini arastirmasi
nedeniyle literatiirden elde edilen bilgi sinirlidir. Sonuglarimiz, daha genis calismalarla
desteklenmeyi gerektirmektedir ve GH’nin patogenezini anlamaya yonelik gelecekte

yapilacak aragtirmalar agisindan umut vericidir.

Anahtar Sozcukler:Graves Hastaligi (GH), Tiroid Stimilan Hormon Reseptori
(TSHR), Toksik Multinodiiler Guatr (TMNG), 2 boyutlu jel elektroforez (2D-JE)

8. SUMMARY



Graves’Disease is an autoimmune disease characterized by diffuse goiter and
hyperthyroidism even though it shows symptoms of ophthalmopathy and dermopathy
in some patients. Autoimmune mechanisms which contain antibodies developed
against Thyroid Stimulating Hormone Receptor (TSHR) are held responsible for
thepathogenesis of GD and TMNG is believed to be caused by euthyroid multinodular
goiter gaining autonomy in time and going into toxic stage. With their mechanisms
still not fully comprehended today, GD and TMNG are known to have different
etiologies and pathogenesises and they are considered to cause different protein
expressions in thyroid tissues of the patients. This study compares the protein profiles
of GD and TMNG patients’ thyroid tissue samples using proteomics methods and
investigates the role of the differentiating proteins in the pathogenesis of the diseases.

12 patients (n=12, group G) diagnosed with Graves’ disease and followed in
Kocaeli University Faculty of Medicine Internal Diseases Department, Endocrinology
and Metabolic Diseases Polyclinic and 12 patients (n:12, group T) diagnosed with
TMNG and followed as the control group are incorporated into the study. The average
age of the Graves’ disecase patients is 36 = 9.9 and the average age of the TMNG
patients is 54 = 12.7. The protein content of extracts obtained from the patients’ thyroid
tissue samples was separated with two-dimensional gel electrophoresis (2D-GE)
method and the proteins were identified via MALDI TOF mass spectrometer. The
proteins were named by MASCOT software and their functions were determined by

using the internet connection of various data banks.

At the end of the study, 15 protein spots in GD group were observed in different
expression than those of TMNG’s. These proteins were detected to play role in two
different metabolic pathways in cell. The first one is cellular growth-differentiation
related pathways [Prelaminin A/C (LMNA), ¢Makrophage Capping Protein’’
(CAPG), alfa enolaz (ENO1), “’Rho GDP-dissociation inhibitor 1> (ARHGDIA),
Peroxiredoxin 2 (PRDX2), Catepsin B (CTSB), Catepsin D (CTSD), Apolipoprotein
Al (APOA1), “’Heat shock Protein B1 (HSP B1) proteins] and the other is energy
metabolism related [Selenium-binding protein 1 (SELENBP1), Creatine kinase B
(CKB), Suksinil-KoA:3-ketoasid Koenzyme A transferaz 1(OXCT1), Dihidrolipoil



dehidrogenaz (DLD), Carbonic Anhydrase (CAL), Triosephosphate Isomerase (TPI1)

proteins] pathways.

As a result of the study, some of the proteins related to cell proliferation
pathways were detected in the proteomics studies of various tumors. This is a
significant result of the study.It could be considered that thyrotoxicosis in GD causes
metabolism increase and cell proliferation and the molecular mechanisms used in the
meantime are also used during the proliferation of malign diseases. However, these
proteins could not be expressed even though toxic multinodular goitre, too, has
thyrotoxicosis.On the other hand, when the results were analyzed in various databases
the expressed proteins were observed to be related to pancreas tumor and tumors such
as hepatocellular carcinoma and colorectal cancer. The other significant result of the
study is that the expressed proteins are correlated to pancreatitis, TIDM, T2DM,
insulin resistance, metabolic syndrome and diseases related to glucose metabolism
such as MODY. While it is known that GD is usually accompanied with DM Type 1,
the results of the study suggest that there could be other causes for the pathogenesis of

diabetes seen with GD other than autoimmunity.

The information in literature is limited since there are few proteomics studies
about Graves’s disease and the studies up to now have rather researched thyroid
malignancies. The results need to be backed up by more comprehensive studies and
the results are promising in terms of future studies as to understanding the pathogenesis
of GD.

Keywords: Graves’ disease (GD), Thyroid Stimulating Hormone Receptor (TSHR),
Toxic Multinodular Goitre (TMNG), Two-dimensional Gel Electrophoresis (2D-GE).
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