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OZET

HIPOTIROIDILI ve HIPERTIROIDILI HASTALARDA CA | ve CA Il
OTOANTIKORLARI ile OKSIDATIF STRES PARAMETRELERI
ARASINDAKI ILISKININ INCELENMESI

Organizmanin kendi doku antijenlerine karst immiin cevap olusturmasina
otoimmiinite, otoimmiinizasyonun rol oynadigi hastaliklara otoimmiin hastaliklar
denilmektedir. Olus mekanizmasi kesin olarak bilinmeyen bu tiir hastaliklarin tanisinda
organizmanin kendi dokularma kars1 olusan otoantikorlarin  belirlenmesinden
yararlanilmaktadir. Karbonik anhidraz, CA, (E.C.4.2.1.1) organizmalarda yaygin olarak
bulunan, aktif bdlgesinde Zn™ iyonu iceren bir metaloenzimdir. CA otoantikorlarinin
varlig1 bir¢ok otoimmiin temelli hastalikta ortaya ¢ikarilmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin
biyomolekiillerle reaksiyonu sonucunda olusan patolojik duruma oksidatif stres denir.
Oksidatif stres ile otoimmiin hastaliklar arasinda énemli bir iligki vardir.

Calismamizda tiroid hastalarinda oksidatif stres belirtegleri ile anti-CA | ve anti-
CA 1I diizeylerini 6l¢iip, bu parametreler arasinda bir korelasyon olup olmadiginin ve
bu parametrelerden tiroid hastaliginin tanisinda kullanilabilirliginin  belirlenmesi
amaglandi. Caligmaya 39 hipotiroidili ve 69 hipertiroidili toplam 108 hasta ile 52
saglikli kisi alindi. Gruplara ait serum oOrneklerinde anti-CA |, anti-CA I, total
antioksidan seviye (TAS), total oksidan seviye (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI),
protein karbonil grubu ve eritrosit paketlerinde SOD, katalaz diizeyleri 6lgtildii.

Hipotiroidi ve hipertiroidili hastalarda anti-CA I, anti-CA 1l, TOS, OSI, SOD
kontrol grubuna gore yiiksek diizeyde tespit edildi ve aralarindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p<0.001). Ayrica, hem hipotiroidili hem de hipertiroidili hasta
grubunda anti-CA | ve anti-CA 1I arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif bir
korelasyon bulundu (p=0.0001). Hipertiroidili hasta grubunda ise anti-CA | ve anti-CA
Il ile protein karbonil grubu diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon goriildii. Sonug
olarak anti-CA | ve anti-CA 1l degerleri tiroid hastaliginin erken teshisisinde belirteg
olarak kullanilabilecegi, ancak oksidatif stres parametrelerinin bu amacla
kullanilamayacag1 sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Karbonik anhidraz, karbonik anhidraz otoantikorlar,

otoimmiinite, oksidatif stres belirtegleri, tiroid hastaligi.



SUMMARY

THE INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN THE
CARBONIC ANHYDRASE | AND Il AUTOANTIBODIES AND THE
OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN THE PATIENTS WITH
HYPOTHYROIDISM AND HYPERTHYROIDISM

Autoimmunity is the immune response of an organism against its own tissue antigens and the
disease that results from such an aberrant immune response is termed as an autoimmune disease. The
mechanisms of these diseases are not well known and, determinaton of autoantibodies towards their own
tissues are used for their diagnosis.

Carbonic anhydrase, CA, (E.C.4.2.1.1) is a zinc containing metalloenzyme which is widely
distributed among all types of organisms and has the physiological function of hydration of CO, and
dehydration of H,CO3. CA autoantibodies have been shown in many autoimmune based diseases.

Oxidative stress is the pathological situation which appears as the result of the reactions of the
reactive oxygen species with biomolecules. The correlation between oxidative stress and autoimmune
diseases is very important.

In this study, it was aimed to determine the presence of any correlation between anti-CA | and
anti-CA 11 levels and oxidative stress markers after determining their levels in thyroid diseases and also to
see if these parameters could be used for diagnosis of this disease.

Total 108 patients of which 39 with hypothyroid and 69 with hyperthyroid were included to this
study. Our control group consisted 52 healthy persons. In the sera of these groups the levels of anti-CA I,
anti-CA 11, total antioxidant, total oxidant status (TAS, TOS) oxidative stress index (OSI), protein
carbonyl group and for erythrocyte hemolysates superoxide dismutase and catalase were measured.

The anti-CA 1, anti-CA II, TOS, OSI, SOD levels of the both groups with hypothyrid and
hyperthyroid were found to be higher than the control group. The difference between these groups were
statistically significant (p<0.001). In addition, for both hypothyrid and hyperthyroid groups an important
positive corelation between anti-CA | and CA 11 values (p=0.0001) were found. In the hypotyroid group a
negative correlation between protein carbonyl group levels and anti-CA | and anti-CA 11 values were
seen.

In conclusion, in early diagnosis of thyroid diseases, anti-CA | and anti-CA 11 values could be used
as a marker, whereas, oxidative stress parameters could not be used for this purpose.

Key words: Carbonic anhydrase, carbonic anhydrase autoantibodies, autoimmunity, oxidative

stress markers, thyroid disease.



3. GIRIS ve AMAC

Karbonik anhidrazlar (CA, EC 4.2.1.1., karbonat hidroliyaz), aktif bolgesinde
Zn*? iyonu ihtiva eden ve karbondioksidin hidratasyonu ile bikarbonatin
dehidratasyonunu kapsayan iki fizyolojik reaksiyonu Kkatalizleyen monomerik
proteinlerdir. Solunum, doku ve akcigerlerdeki CO; /bikarbonat transportu, pH ve CO,
hemeostazisi, timorlesme ve daha bircok fizyolojik, patolojik olaylarla bu enzim
iligkilidir (1).

Yapilan arastirmalarda, ¢esitli otoimmiin tiroid hastalikli kisilerden alinan serum
numunelerinde CA I ve CA II'ye kars1 otoantikorlarin gelistigi goriilmiis, ancak, antikor
olusum mekanizmalar1 agiklanamamustir. Fuji ve arkadaslarinin 2007 yilinda SOD geni
cikarilmis farelerde yaptiklar: bir ¢calismada, eritrositlerde artmis oksidatif strese bagli
olarak CA II’ye karsi antikor olustugunu ve bu antikor olusumunu N-asetilsistein
kullanimi ile azaldigin1 géstermislerdir (2). Anti-CA II’ye nispeten ¢ok daha az sayida
olmakla beraber, otoimmiin pankreatit, kronik pankreatit ve Sjogren’s sendromu gibi
hastalarin serumlarinda CA I antikorlarinin da varligi bildirilmistir (3,4,5).

Tiroid hastaliklar1 tiroid hormonlarinin asir1 salinimi (hipertiroidi) ve tiroid
hormonlarinin eksikligi (hipotiroidi) ile ilgili durumlar1 ve tiroidin kitle lezyonlarim
igerir (6,7). Organizmanin kendi doku antijenlerine karg1 immiin cevap olusturmasina
otoimmiinite, otoimmiinizasyonun rol oynadigi hastaliklara da otoimmiin hastaliklar
denilmektedir. Olus mekanizmasi kesin olarak bilinmeyen bu tiir hastaliklarin tanisinda
organizmanin kendi dokularina karsi olusan hiicresel tip immiin cevap ve
otoantikorlarin belirlenmesinden yararlanilmaktadir (8).

Tiroid hormonlar1  birgok memeli tiirlinde  enerji  metabolizmasini
hizlandirmaktadir. Tiroid hormonlarinin enerji metabolizmas1 {izerindeki etkisinin
oksijen tiiketiminde, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda ve bazi mitokondriyal
solunum zinciri bilesenlerinin aktivite ve sayisinda degisikliklere sebep olarak,
mitokondriyal solunumu arttirma seklinde oldugu bilinmektedir. Tiroid hormonu ile
indiiklenen hipermetabolik durumun sebep oldugu hizlanmis mitokondriyal elektron
transportu ubikinon bolgesindeki siliperoksit olusumunu artirir. Olusan siiperoksit
radikalleri ¢esitli enzimler vasitasiyla hidroksil radikallerini de iceren bir¢ok reaktif

tiirlerin olusumuna onciiliik eder (9,10,11,12).



Hipertiroidili ve hipotiroidili hastalarda oksidatif stres parametreleri degisik
calismalarda incelenmistir (13,14,15). Hipertiroidide olusan hipermetabolik durum lipid
peroksidasyonuna zemin hazirlamaktadir ve oksidatif metabolizmada artis olmaktadir.
Hipotiroidide metabolik baskilanma sonucu serbest radikal olusumunun azaldigi ve
dokularin lipid peroksidasyonuna kars1 korundugu rapor edilmistir (7,16,17).

Literatiirde otoimmiin tiroid hastaliklarinda anti-CA | ve anti-CA II’nin
arastirildig1 sadece bir calisma mevcuttur. Bu ¢alismada Graves hastalarinin %25’inde
anti-CA 1I otoantikorlar1 pozitif olarak bulunmus ve bu antikorlarin Graves hastaligi
patogenezinde rol alabilecegi ileri siiriilmistiir (18). Bununla birlikte literatiirde
otoimmiin tiroid hastaliklarinda karbonik anhidraz otoantikorlar1 ile oksidatif stres
parametreleri arasindaki iliskiyi inceleyen bir ¢caligma mevcut degildir. Bu ¢alisma bu
yniiyle orijinal bir ¢aligmadir.

Bu tez ¢alismasinda, tiroid hastaliklarinda oksidatif stres belirtegleri (TAS, TOS,
CAT, SOD, protein karbonil grubu) ile CA I ve CA II otoantikorlarinin diizeylerinin
oOl¢iillip, bu parametreler arasinda bir iligkinin olup olmadiginin ve bu parametrelerden
tiroid hastaliginin  tanisinda  yararlanilip, yararlanilamayacaginin  belirlenmesi

amaclanmustir.



4.GENEL BIiLGILER
4.1.Karbonik Anhidraz

4.1.1. Karbonik Anhidraz Fizyolojik Fonksiyonlar:

Karbonik anhidraz (karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1) biitiin organizmalarda yaygin
olarak bulunan ve aktif bolgesinde Zn*? iyonu igeren bir metaloenzimdir. Ilk defa sigir
eritrositlerinde kesfedilen karbonik anhidraz, canlilarda CO,’nin hidratasyonu ve HCO3’

"1n dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir olarak katalizleyen 6nemli bir enzimdir (1).

CA

—

CO,+H,O0O == HCO;+H®

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir; daha sonraki yillarda,
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sigan eritrositleri, sigan tiikriigii, sigir kemigi, sigir
16kositleri, sigir kemik iligi, ¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis ve
birgok kaynaktan karakterize edilmistir. Son olarak enzimin memelilerdeki molekiil
kiitlesinin 30 000 Da civarinda oldugu tespit edilmistir (19).

CA enzimi eritrositleri de i¢ine alan pek ¢ok dokuda pH diizenleyici enzim olarak
karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak iizere bir¢ok metabolik olayda rol
oynamaktadir. Doku/organlar ile akciger arasindaki CO,/bikarbonatin respirasyonu ve
transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda, pH ve CO; homeostazinda, elektrolit
sekresyonunda, biyosentetik reaksiyonlarda (glukoneogenez, lipogenez ve iire sentezi),
kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, tiimor olusumu ve diger birgok fizyolojik ve

patolojik olayda gorev alir (1).
4.1.2.Karbonik Anhidraz Izoenzimleri

Canlilarda bes farkli bilinen yapisal CA ailesi vardir. Bunlar; a-CA (omurgalilar,
bakteriler, algler ve yesil bitkilerin sitoplazmasinda), B-CA (¢ogunlukla bakteriler,
algler, tek ve cift ¢enekli bitkilerin kloroplastlarinda), y-CA (temel olarak archealarda
ve bazi bakterilerde), 6-CA (bazi deniz diatomlarinda) ve yakin zamanda bulunan ¢
tirleridir. Bunlardan en fazla bilineni alfa ailesidir. Memelilerde bulunan alfa tipi
CA’larin doku dagilimi, hiicre igi yerlesimleri ve kinetik 6zellikleri farkli on alt1 ayri
(CA 1-XVI) izoenzimi tarif edilmistir. Bunlarin bes tanesi sitoplazmik (CA I, II, III, VII
ve XII1), iki tanesi mitokondriyal (CA VA, VB), bir tanesi salgisal (CA VI), dort tanesi



membrana bagh (CA IV, IX, XII ve XIV), ii¢ tanesi nonkatalitiktir (VI11, X, XI). CA
XV’in ise katalitik aktivitesinin diisiik oldugu ve CA-IV ile benzer 6zelliklere sahip
oldugu belirlenmistir. CA VIII, IX ve XII izozimlerinin tiimorojen oldugu belirlenmistir
(20,21).

Genelde, insanda bulunan CA izoenzimlerinin incelenmesi sonucu izoenzimler
ortaya ¢ikarilmistir. CA-I, insan eritrosit hiicrelerinde bulunan bir izoenzimdir ve insan
kanindan saflastirildiginda, miktar1 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir (22,23).
Insan eritrositlerinde CA II’den yaklasik 6 kat daha bol bulunan, fakat aktivitesi CA
II’nin %15’ kadar olan bir izoenzimdir (Kcy = 2.10%s™). Saglam vetiskin eritrositlerinde
CA |, toplam CA aktivitesinin yaklasik % 50 ‘sini olusturmaktadir. CA 1, kalin barsagin
epitelinde, kornea epitelinde, lenste, ter bezlerinde ve yag dokusunda bulunur. CA |
insan fetal eritrositlerinde bulunmaz. Kirmiz1 kan hiicrelerinde hemoglobinden sonra en
bol bulunan protein olmasina ragmen higbir hematolojik anormallikler onun eksikligi
sonucu ortaya ¢ikmaz. CA I izoenziminin fizyolojik 6nemi belli degildir. Diger CA
izoenzimlerinin ve baska mekanizmalarin CA 1 eksikligini telafi edebildigi tahmin
edilmektedir (24). Eritrositlerde CA-I izoenzimi yaninda CA-Il izoenzimi de
bulunmaktadir. CA-1 izoenziminin fizyolojik fonksiyonu CA-II kadar agik degildir. CA-
I eksikligi sendromu belirlenmis, fakat herhangi bir klinik semptomla ilgisi
bulunamamustir (23,24). CA-Il izoenzimi karbonik anhidrazin en ¢ok c¢alisilan
formudur. CA 11, alfa sinifi CA ailesinin maksimum CO; hidrasyonu turnover sayisina
sahip, Kkatalitik aktivitesi en yiiksek olan iiyesidir. Katalitik etkisi, aktif bolgesindeki
¢inko iyonlarinin ¢ histidin rezidiisiiyle koordinasyonuyla gerceklesir (25). CA 11,
bobrek tubulus hiicrelerinde, gozde processus siliariste, eritrositlerde, mide
mukozasinda, beyinde, karacigerde, pankreatik kanal ve endotel hiicrelerinde,
trombositlerde ve spermatozoada bulunur. CA II, ayrica safra kesesinin epitel
hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Bazi hiicrelerde CA 11, asit-baz dengesinde i¢in
temel bir rol oynar. Uriner asidifikasyon i¢in H' salgilayan renal tubuler ve H"
salgilayan gastrik parietal hiicrelerinde etkindir. CA II, pankreas sivisi i¢in pankreatik
kanal hiicrelerine HCO3 temin eder (26). CA I ayn1 zamanda bobrekte, eritrositlerde ve

karacigerde proksimal tubiillerde CO; degisimine katkida bulunur (27).



4.2.Tiroid Bezi ile Tlgili Genel Bilgiler

Endokrin bezlerin en biiyiigii olan tiroid bezinin agirhigi kisiler arasinda
degismekle birlikte, yaklasik 25-30 g kadardir (28). Tiroid birbirinden bagimsiz ¢alisan
iki endokrin sistem igerir. Biri folikiiler hiicrelerden, digeri parafolikiiler hiicrelerden
olusur. Follikiiler hiicreler tiroksin (T4) ve triiyodotironin (T3), parafollikiiler hiicreler
kalsitonin hormonu yapar ve salgilarlar. Tiroid hormonlarinin yapimimn iistlenen kisma
tiroid follikiilii adi verilir

T3 ve T4lin yapimi, salinmasi, taginmasi ve diizenlenmesi tiroid uyarici
(stimiilan) hormon (thyroid stimulating hormone; tirotropin; TSH), TSH’nin yapimi ve
salimmasi ise tirotiropin salici hormon (thyrotropin releasing hormone; TRH) ve T3-
T4’lin kontrolii altindadir. Bilindigi gibi TRH hipotalamustan, TSH ise hipofizden
salgilanir (22).

4.3.Tiroid Hastaliklar:

Tiroid hastaliklarinin degerlendirilmesinde genellikle kullanilan testler TSH (
normal smurlari: 0.27-4.2 plU/mL), serbest T4 (normal sinirlari: 0.9-1.7 ng/dL) ve
serbest T3’diir (normal sinirlari: 1.8-4.6 pg/dL). Normal TT3 degeri 0.8-2.0 ng/mL ve
TT4 degeri ise 5.1-14.1 pg/dL’dir (18).

TSH diizeyi tiroid fonksiyonlarinin iyi bir gostergesidir. Giiniimiizde kullanilan
modern o6l¢iim yontemleri ile ¢ok kii¢iik miktarlardaki TSH konsantrasyonlar1 dahi

saptanilabilmektedir.
4.3.1.Hipotiroidi

Hipotiroidi en sik goriilen klinik tiroid fonksiyon bozuklugu olup (29). tiroid
hormonlarinin eksikligi veya nadiren etkisizligi sonucu ortaya ¢ikar. Bu hastalikta
metobolik bir yavaslama soz konusudur (6). Hipotiroidi bebeklik (kretinizm) ve
cocukluk doneminde (Jiivenil hipotiroidi ve jiivenil miksédem) ortaya ¢iktiginda kayda
deger biiyiime ve gelisme geriligine sebep oldugundan erken tani ve zamaninda tedavi
onemlidir (6,7).

Hipotiroidi, primer tiroid patolojisine bagli olarak primer hipotiroidi (tiroid bezi

kokenli) veya sekonder hipotiroidi (hipofiz kaynakli TSH yetersiz) veya tersiyer



hipotiroidi (hipotalamus kaynakli, TRH yetersiz) gibi simiflandirilabilir. Bazen tiroid
hormonlarinin periferik etkisizligine bagl: da olusabilmektedir (16,30).

4.3.1.1. Hipotiroidide Metabolizmadaki Degisiklikler

Enerji metabolizmasinda olusan yavaslama O, tiiketiminde azalmaya, bazal
metabolizma hizinin diismesine, istah azalmasina, bazal beden 1sisinin azalmasina ve
soguk intoleransina neden olur (7,16).

Protein sentezinde ve yikilmasinda azalma s6z konusudur. Kemik ve yumusak
dokularda biiylime duraklamasi, hem biiylime hormonunun sekresyonunun, hem de,
etkisinin azalmasi sonucu olusur (17).

Lipidlerin sentez ve yikim hiz1 diigmiistiir. Post-heparin lipolitik aktivite azalmus,
lipidlerin yikim bolgelerine gegisi yavaslamistir. Primer hipotiroidide kolesterol
yiiksekligi mevcuttur. Trigliseridlerde artis olabilir. Yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL)
kolesterol ve serbest yag asitleri azalmistir, diisik dansiteli lipoprotein (LDL)

yiikselmistir. Serbest yag asitlerinin mobilizasyonu yavaslamistir (7,16,17).
4.3.1.2. Hipotiroidi Tanis1

Tanida 6nemli parametreler tiroid hormonlari ve TSH’dir. Tiroid hormonlarinin
total ve serbest fraksiyonlari dl¢iiliir (6,16).

Serbest T4 (ST4) diisiik ve TSH degeri yiiksek ise primer hipotiroidi tanisi konur.
Serum T3 diizeyleri degiskendir. Primer hipotiroidizmde, T3 azalmas1 T4’e gore daha
azdir ve bu da tanida Onemsizdir. Yiiksek TSH diizeyine ragmen, normal ST3 ve
genellikle ST4 diizeyi subklinik hipotiroidi gostergesidir (7,30).

Sekonder hipotiroidide TSH azalmasinin  yanisira, diger o6n hipofiz
hormonlarindan adrenokortikotropik hormon (ACTH), folikiil uyaran hormon (FSH),
luteinizan hormon (LH), biiyiime hormonu (GH) azalmasi da s6z konusudur (6,7,30).

Tiroid otoantikorlari, otoimmiin hipotiroidinin tanisin1 kesinlestirir. Tiroid
peroksidaz antikoru (anti-TPO) ve tiroglobulin antikorlarinin (anti-TG) pozitif olmasi

Hashimoto tiroiditini diistindiirtir (7,16).



4.3.2. Hipertiroidi

Hipertiroidi, tiroid hormon yapiminin ve salgilanmasinin artigiyla olusan klinik
tablodur (7). Hipertiroidinin en sik formu olan otoimmiin kaynakli Graves hastaliginda,
hipertiroidiye tiroid stimiilan immunglobulinler yol agarlar. Graves hastaliginda tespit
edilebilen TSH-R Ab tiroid dokusunda degisik etkileri goriiliir. Bunlardan en 6nemlisi,

tiroid hormon sentezini artirmalaridir (6,16,30).
4.3.2.1.Metabolizmadaki Degisiklikler

Enerji metabolizmas: ve 1s1 olusumu normale nazaran daha ¢ok uyarilir. Bu
durumda bazal metabolizma hizini, istahi, bazal viicut 1sisini1 artirirken, sicaga
tahammiilii azaltir. Gida alimi arttig1 halde kilo kayb1 s6z konusudur. Bunun sebebi ise
Kisinin kendini asir1 enerjik hissetmesidir. Fakat saglikli bir bireye gére daha ¢abuk
yorulurlar (16, 6).

Protein sentezinde artis mevcuttur fakat katabolizma derecesi daha ¢ok
arttigindan, viicut doku proteinleri parcalanir. Idrarla azot atimi artar ve negatif azot
dengesi olusur. Trigliserid ve kolesterol sentezi artmistir, fakat yikim hiz1 daha fazla

oldugundan plazma yag asidi diizeyi yiikselir, kolesterol diizeyi diiser (7,17).
4.3.2.2 Hipertiroidi Tams1

Tiroid stimulan hormon tespit edilemeyecek kadar diisiik veya baskilidir. ST3 ve
ST4 diizeyleri yiiksektir. Tiroglobulin diizeyi yiiksektir (7,6).

Otoimmiinitenin varligim1 tespit etmek igin, anti-TPO ve anti-TG antikorlari
istenebilir (6).

4.4, Otoimmiinite

Immiin sistemin baslica gérevi viicudun kendisine yabanci antijenleri tanima ve
onlara kars1 immiin cevap olusturmasidir. B ve T tipi lenfositler ile makrofajlar immiin
cevap olusumundan ve denetiminden sorumludur. Canlilar normalde kendi doku
antijenlerine kars1 immiin cevap vermemektedir. Ancak, bazi patolojik durumlara bagh
olarak hiicre reseptorlerinin bozulmasi ile veya immiin cevap iiriinlerinden bazilariin
degisik aktivite gostermesi ile, organizmada degisen doku antijenlerine karsi immiin

cevap olusmaktadir. Organizmanin kendi doku antijenlerine karsi immiin cevap



olusturmasina otoimmiinite, otoimmiinizasyonun rol oynadig1 hastaliklara da otoimmiin
hastaliklar denilmektedir. Olus mekanizmas1 kesin olarak bilinmeyen bu tiir
hastaliklarin tanisinda organizmanin kendi dokularina karsi olusan hiicresel tip immiin

cevap ve otoantikorlarin belirlenmesinden yararlanilmaktadir (8).
4.4.1.0toimmiin Hastaliklarda iImmiinopatolojik Mekanizmalar

1- Immiin sistem araglariyla dogrudan temas halinde olmayan hiicre i¢i maddeler
organizma tarafindan “kendisine ait” olarak taninmamis olabilir. Bunlar dolagima
karistiklar1 takdirde bir immiin cevaba yol agabilirler. Sempatik oftalmide etkili olan bir
mekanizmadir; normal olarak goziin igerisinde bulunan ve dolasima karismayan bir
antijenin dolasima katilmasi bagisiklik cevabina neden olmaktadir (8).

2- Organizmanin “kendisine ait” olarak tanidig1 antijenler; kimyasal, fiziksel veya
biyolojik degisikliklere ugrayarak bu ozelliklerini kaybedebilirler. Mesela, temas
dermatitinde oldugu gibi bazi kimyasal maddeler, viicut proteinleriyle birleserek onlari
immiin cevab1 meydana getirebilecek hale sokabilmektedir (8).

3- Otoimmiinite olusumunda hiicresel immiin cevabin 6nemi de biiytiktiir. T ve B
lenfositler normalde organizmanin kendi doku antijenleri ile uyarilmamaktadir. Bu olay
gelisme siirecinde otoantijenlerle temas sonucu anerji (cevapsizlik) olusmasiyla ve
yetiskin donemde ise otoantijene 6zgiil supresor T hiicresi olugsmasiyla agiklanmaktadir.
Gelisim sirasinda bir mutasyonla supresor T lenfositlerin fonksiyonlarinin azalmasi
sonucu, T lenfositlerin B lenfositleri siirekli aktive etmesi ile otoantikorlar
sentezlenmektedir. Lepra, sifiliz, tiiberkiiloz gibi kronik bakteri infeksiyonlarinda
adjuvant gibi kuvvetli ve devamli uyarim yapan antijenler, B lenfositleri normal dis1

uyararak otoantikorlarin sentezine neden olmaktadir (8).
4.4.2.0toimmiin Hastaliklar

Otoimmiin hastaliklart klinik yonden hastaligin bulundugu organlar bakimindan 2
gruba ayirabiliriz. Bunlardan bazilarinda hastalik bir organda goriilmektedir. Tiroid
hastaliklar1 (Hashimoto Hst, Graves hst), pernisiyéz anemi, Addison, juvenil diabet
gibi... Bu otoimmiin hastaliklara organa 6zgiil otoimmiin hastaliklar denir. Birden fazla

organ tutulumu varsa organa 6zgiil olmayan veya sistemik otoimmdiin hastaliklar denir.
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Bunlara ornek olarak romatoid artrit, skleroderma ve SLE (Systemic Lupus
Erythematosus) verilebilir (8).

4.4.3.0toimmiin Hastaliklarin Olusumunda Etkin Olan Faktorler
4.4.3.1.Genetik Faktorler

Otoimmiin hastaliklarin patogenezinde genetik, immiinolojik ve viral faktorler rol
oynamaktadir. Ia (I region associated) antijenleri makrofaj ve lenfositlerde bulunan ve
MHC genleri tarafindan kontrol edilen bir antijendir. Otoimmiinitenin patogenezinde

HLA antijenlerini yoneten gen lokuslarinin rolii oldugu belirlenmistir (8).
4.4.3.2.immiinolojik Faktorler

Otoantijenler baskilandigi veya fonksiyonlar1 bozuldugu zaman otoimmiin
hastalik olusmamaktadir. Yapisal olarak anormallik kazanan otoantijenler veya ilag gibi
yabanci bir madde ile birleserek capraz reaksiyon verebilen otoantijenler, hiicre
membraninda molekiil yapisi degisen otoantijenler, Epstein-Barr virusu, bakteri
lipopolisakkaridleri gibi poliklonal aktivatorlerin T veya B lenfositleri dogrudan

uyarimiyla otoimmiin hastalik olusmaktadir (8).
4.4.3.3. Hiimoral immiin Cevap

Eritrositlere kars1 olusan antikorlarin, eritrositlerle birlesmesi ve komplemanin da
aktivasyonu sonucu, sitolitik etki ile doku hasar1 olmaktadir ve bu tiir hastaliklara
otoimmiin hemolitik anemi denilmektedir. Eritrositlere karsi olusan antikorlar
eritrositlerle birlestiginde bu eritrositlerin dalak ve karaciger fagositer hiicreleri
tarafindan tutulma ve tahrip edilmeleri hizla artmaktadir. Eritroblastozis fetalisde de
mekanizma aynidir. Tiroid hiicre membran antijenlerine karst olusan plasentadan
gecebilen LATS antikorlarinin Fab kisimlari, tiroid hiicrelerini siirekli uyararak
neonatal hipertiroidiye neden olmaktadir. Spermleri aglutine eden antikorlar, spermlerin

servikal mukus i¢ine girmesini engelleyerek steriliteye yol agmaktadir (8).
4.4.3.4. immiin Kompleksler

Doku antijenlerine karsi olusan antikorlar ile anti-niikleer antikorlarin kanda

dolasan antijen-antikor kompleksi olusturarak bunlarin bobrek glomeriil kapillerlerinde
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birikmeleriyle glomeriilonefrit; damar endotellerinde birikmeleri sonucu da vaskiilitler
meydana gelir. Sistemik lupus eritromatozda DNA-antijen-antikor, romatoid artritte
romatoid faktor-lgG kompleksleri hastaligin olusumundan sorumlu tutulmaktadir. Viral

infeksiyonlarda immiin kompleks olusumuna daha sik rastlaniimaktadir (8).
4.4.3.5 Hiicresel Immiin Cevap

Hiicresel otoimmiin cevapta lenfokinler, hiicre i¢i paraziti olabilen bakteri ve viriis
enfeksiyonlarindan sonra gelisen geg tip asir1 duyarlilik reaksiyonlari ve lenfosit-hedef
hiicre iligkileri rol oynamaktadir. Freund adjuvanti karistirilarak verilen beyin dokusu
ile deney hayvaninda ansefalomiyelit olusturulmakta ve bu hasta hayvanin lenfositleri
normal hayvanlara nakledildiginde ayni lezyonlar gelistirilebilmektedir. Lezyonlarin
olusumunda hiicresel cevabin ve NK hiicrelerinin rolii oldugu sanilmaktadir. Kuduz

asisindan sonra goriilebilen ensafalit olgularinda da ayni mekanizma diisiiniilmektedir

(8).
4.4.3.6.Viral Faktorler

Bazi viriislere duyarli hayvan ve insanlarda kalici kronik tipte viral infeksiyonlar
gelismektedir. Yavas virlislerin otoimmiin hastaliklarla ve immiin komplekslerin
olusumuyla iliskisi kesin bilinmektedir. Fare lenfositik koriyomenenjit viriisii, kalict
kronik viral infeksiyon ve immiin komplekslerin olusumuna neden olmaktadir. Ayn
mekanizma ile hepatit B virusu poliartrit nodoza, Epstein-Bar virusu infeksiyoz
mononiikleoz ve Burkitt lenfomasi olusturmaktadir. infeksiyoz mononiikleozlu
hastalarin B lenfositlerinin yiizeyinde bulunan Epstein-Bar viriisiiniin viral antijen
reseptorlerine (CD21) karsi duyarlilasmis atipik T lenfositleri bulunmaktadir (8).

Kuru ve Creutzfeldt-Jacop hastaliginda immiin kompleksler olusmaktadir. Antijen

antikor kompleksleri glomerul membraninda ve kan damar duvarlarinda birikmektedir

(8).
4.4.4.0toimmiin Tiroid Hastaliklarinin Patogenezi

Otoimmiinite; immiin sistemin kendi organ, doku, hiicre, protein veya
lipoproteinine yonelik immiin reaksiyon gdstermesidir. Normalde tiim doku organlara

kars1 intrauterin yagamdan bagslayan bir self-tolerans bulunmaktadir. Bu toleransin
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sonradan yok olmasi ya da yetersiz kalmasi ile o doku ya da molekiile karst immiin
reaksiyon ortaya ¢ikmaktadir. Boylece; ilgili doku, organ ya da molekiilde fonksiyonel
yetersizlik, inflamatuar siirecin aktivasyonu, hiicre apopitozunun tetiklenmesi gibi
olumsuzluklarla karsilagilmaktadir. Otoimmiinitenin nedeni a¢ik olmamakla birlikte
cogu olguda genetik yatkinlik mevcuttur. Otoimmiin hastaligir olan bireylerin birinci
derece akrabalarinda da bu bireylerinkine benzer otoimmiin hastaliklara toplumun genel
ortalamasindan daha yiliksek oranda rastlanmasi genetik faktorlerin oynadigi roliin
Onemini vurgulamaktadir. Ancak genetik yiikiin yani sira kisisel yatkinlik da goz ardi
edilmemelidir. Otoimmiin hastalifa sahip bireylerde diger otoimmiin hastaliklarin da
gozlenmesi sik rastlanilan bir durumdur (Graves ve Hashimoto hastalarinda tip 1 DM’
in daha fazla saptanmasi gibi) (31).

Graves hastaligi etyolojisinden tiroidi sitimiile eden IgG tabiatindaki TSH-R
Ab’lar1 sorumludur. T-lenfositler tiroiddeki antijenlere karsi sensetif hale gelerek B-
lenfositlerin bu antijenlere karsi antikor olusturmasimni saglarlar. TSH-R Ab’lan
patogenezde en 6nemli unsur olmakla bereber anti-TPO ile anti-Tg antikorlarinin da
kismi bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir (32).

Hashimoto tiroiditi, tiroid bezinin otoimmiin, inflamatuar kronik bir hastaligidir.
Bu hastalik tiroid spesifik CD4 (+) T hiicrelerinin aktivasyonu ile baglar. Aktive olan bu
hiicreler CDg (+) sitotoksik T hiicreler ve otoantikorlarin olusumunu tesvik ederler.

Bunlar da tiroid folikiil hiicrelerine zarar verirler (32).
4.4.5. Karbonik Anhidraz | ve II’nin Otoimmiin Hastahklarla iliskisi

Sjongren’s sendromu, idiopatik kronik pankreatit, primer blliyer siroz (PBC),
renal tiibiiler asidozu igeren kuru gland sendromu veya otoimmiin ekzokrinopati adi
verilen hastalik grubunda farkli organlarin duktal epitel hiicrelerinde eksprese edilen
yaygin bir antijene karsi otoimmiin bir cevabin varolabilecegi ileri stiriilmistiir (33,34).
Bu organlardan elde edilen ekstraktlarin gesitli hayvan tiirlerine farkli adjuvantlarla
immiinizasyonuyla bazi immiin hastaliklar olusturulmustur. Ancak bu ekstraktlardaki

uyarici antijenin yapisi tanimlanamamistir (35,36).

Ik kez 1991 yilinda, Inagaki ve arkadaslar1 tarafindan sistemik lupus erithematos
(SLE) ve Sjogren sendromlu hastalarin serumlarinda CA II otoantikorlarinin varligi

gosterilmistir (37). Nishimori ve arkadaslar1 Sjogren sendromlu hastalarda pankreas,
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tikriik bezi, bobrek ve 6zofagus gibi ekzokrin organlarin ekstraklarinda, CA II’ye
baglanan monoklonal bir antikorun varligim gostermiglerdir (38). Yine aym
arastirmacilar 1994 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada insan CA II'yi PL/J 1rki farelere
immiinize ederek otoimmiin sialoadeniti olusturmay: basarmislardir (39). Daha sonraki
yillarda Ueno ve arkadaslart CA II immiinizasyonuyla immiin aracilikli kolanjit
olusturmuslardir (40).

Bu ¢alismalar1 takiben, polimiyosit, sistemik skleroz, endometriosis, otoimmun
kolanjitis (AIC), kronik viral hepatit, diyabet gibi gesitli hastaliklarda CA otoantikorlari
belirlenmis ve hastalarin serumlarindan saflagtirilmistir (41). Bazi hastaliklar igin bu
antikorlarin giivenilebilir bir teshis gostergesi olabilecegi ileri siiriilmiistir (42).
Ozelikle AIC ile antimitokondrial antijeni negatif PBC hastalarm ayriminda
kullanilabilecegi ifade edilmistir (43).

CA 1I otoantikorlarinin yukarida bahsedilen hastaliklarin patolojisindeki rolii
anlasilamamistir. Bazi arastirmacilara gore, hastaligin patolojik seyrine bagli olarak
olusan doku harabiyetinin bir sonucu olarak CA II’ye karsi bir antikor
olusturulmaktadir. Fakli olarak bazi aragtirmacilar ise, olusan antikorlarin CA II’ye
kars1 olusmadigmi, ancak, molekiiler taklitten (molecular mimicry) dolayr farkli bir
antijene karsi iiretilmis antikorun CA ile ile capraz reaksiyon verdigini ve bu antijenin
membrana bagl diger CA izoenzimleri (CA IV, IX, XII) olabilecegini ileri siirmislerdir
(38).

Anti CA II’ye nispeten ¢ok daha az sayida olmakla beraber, otoimmiin pankreatit,
kronik pankreatit ve Sjogren’s sendromu gibi hastalarin serumlarinda CA [
antikorlarinin da varligi bildirilmistir (3,4,5). CA I otoantikorlarinin da yukarida ifade
edilen hastaliklarin patolojisindeki rolii CA II’de oldugu gibi anlasilamamustir.

Karbonik anhidraz enzimi tiroid hiicrelerinde de bulunmaktadir. Otoantikorlar
hiicrelere reseptor aracilikli endositoz ile alinabilirler. Boylece anti-CA 1I antikorlari
tiroid hiicrelerine girebilir ve CA aktivitesini inhibe edebilir. Bu durumda ise CA

inhibisyonu nedeniyle I transportu ve tiroid hormon sentezi artabilir (18).
4.5. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirlerinin biyomolekiillerle tepkimeye girmesi sonucunda olusan

toksik etkiler nedeniyle gelisen patolojik duruma ‘oksidatif stres’ denir (44,45).
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Tiroid hormonlar1  bir ¢ok memeli tirlinde enerji metabolizmasini
hizlandirmaktadir (9,10). Tiroid hormonlari enerji metabolizmasi {izerindeki bu etkisini
oksijen tiikketimini, oksidatif fosforilasyonu i¢eren bazi mitokondiriyal solunum zinciri
komponentlerinin aktivite ve sayisinda bir cok degisiklik yaparak, mitokondiriyal
solunumu arttirarak  gostermektedir (9,11). Tiroid hormonu ile indiiklenen
hipermetabolik durumun sebep oldugu hizlanmis mitokondriyal elektron transportu
ubikinon bdlgesinde siiperoksit olusumunda artig ile sonug¢lanir. Olusan siiperoksit
radikalleri lipid peroksidasyonunun serbest radikal siirecini hizla baslatan hidroksil
radikallerini de iceren bir¢ok reaktif tiirlerinin olusumuna onciiliik eder (9,12).

Oksidatif stres sadece oksijen radikallerinin tiretimindeki artigla olusmaz. Viicutta
oksijen radikallerinin sentezinde artis olmasa dahi indiiksiyonlar sonucu artan NO
sentezi tek basina oksidatif strese neden olabilir. Nitrik oksit (NO) kaynakli reaktif
tirler de oksijen radikalleri gibi lipid peroksidasyonunu baslatabilir. DNA’da zincir
kirilmalart ve baz modifikasyonlarina neden olabilecegi gibi metal iyonlarinin
oksidasyonunu degistirebilir, proteinleri oksitleyebilir ve antioksidan tiikketimine sebep
olabilirler (44).

Nitrik oksidin oksidasyonu sonucu olusan ve oksidatif streste etkili olan baslica
reaktif tiirler azot dioksit (NO,), peroksinitrit (ONOQY), diazot trioksit (N,O3z) ve
nitroksil iyonudur (NO") (44,46).

4.6.Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Canli hiicrelerdeki protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi maddelerin
oksidasyonunu oOnleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar denir.
Antioksidanlar serbest radikallerin zararl etkilerine kars1 organizmayi korurlar ve buna
antioksidan savunma denir (46,47,48).

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonlarini engelleyerek ve/veya reaktif
oksijen tiirlerini toplayarak, lipid peroksidasyonunu inhibe ederek, peroksitleri alkol
gibi nonradikal iriinlere doniisiimiinde etkin rol oynayarak etkilerini gosterirler.
Membran lipidlerine etki ederek peroksit olusturabilen singlet oksijeni baskilayabilir ya
da temizleyebilirler. Okside substratin oksidasyonunu geciktirir veya inhibe ederler

(47,49).
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Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olmak iizere iki gruba ayrilirlar.
Ayrica enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar. Hiicrelerin hem sivi

hem membran kisimlarinda bulunurlar (47,50).
4.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) (E.C. 1.15.1.1)

Stiperoksit dismutaz, siiperoksitin hidrojen perokside dismutasyonunu katalize
eden bir metaloenzimdir. Insanda SOD’nin iki tip izoenzimi mevcuttur. Sitozolde
dimerik, Cu ve Zn igeren izomeri (Cu-Zn SOD) ile mitokondride tetramerik, Mn iceren
izomeri mevcuttur (Mn-SOD). Prokaryotlarda Fe iceren bir izomeri daha vardir (Fe-
SOD). Ayrica 1982 yilinda glikoprotein yapisinda olan ekstraselliiller SOD (EC-SOD)
tanimlanmustir (47,51). SOD’1n katalizledigi reaksiyon soyledir:

SOD
202 "+2H" ———— » H202+ O2

4.6.2. Katalaz

Katalaz yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Daha ¢ok
peroksizomlarda bulunur. Karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kas ve eritrositlerde
aktivitesi yiiksektir. Indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit, metil ve etil hidroperoksitler
gibi kii¢iik molekiillere kargidir. Biiyiikk molekiillii lipid hidroperoksitlere etki etmez
(47,52).

CAT

v

2H202

2H20+ O2

4.6.3. Total Antioksidan Seviye

Bu 6l¢iim yonteminde 2,2 - azinobis - (3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid)
radikali  (ABTS radikali)  kullanilmaktadir. ABTS  radikali, antioksidan
konsantrasyonuna ve antioksidan kapasiteye gore mavi ve yesil rengini kaybetmektedir.
Bu renk degisikligi, absorbans degeri 660 nm’de Olgiilerek degerlendirme
yapilmaktadir. Bu o6l¢iim metodunun prensibi hidrojen peroksit varliginda ABTS
molekiiliiniin ABTS" molekiiliine okside olmasina dayanmaktadir. Renk degisimi drnek

icindeki antioksidan miktar ile iliskilidir (53).

16



4.6.4. Total Oksidan Seviye

Ornekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak olgiilmektedir.(53).
4.6.5. Protein Karbonil Grubu

Proteinler serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir.Proteinlerin lizin,
arjinin, prolin ve threonin rezidiilerinin yan zincirlerinin metal katalizli oksidasyonu
protein karbonil tlirevlerinin olusumuna yol acar. Protein karbonilleri sadece
proteinlerin direkt oksidasyonu ile degil, ayni zamanda indirgeyici sekerler ve
PUFA’nin oksidasyon iiriinleri ile proteinlerin fonksiyonel gruplarinin etkilesimi ile de
olusabilirler. Bu reaksiyonlar sonucunda albiimin ve immiinoglobiilin G gibi ¢ok sayida
distilfit baglar1 igeren proteinlerin tersiyer yapilart bozulur. Yapilart bozulan proteinler
normal fonksiyonlari meydana getiremezler. Enzimler protein yapisinda
olduklarindan enzim aktivitelerinde degisiklik meydana gelir.

2,4-dinitrofenilhidrazin (DNP) karbonil gruplar1 ile birlestiginde renkli bir
hidrazon olugsmakta ve olusan bu hidrazonun absorbansi 360 nm dalga boyunda

okutulmaktadir.(15).
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5.GEREC ve YONTEM
5.1.Geregler
5.1.1. Kullamilan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Tablo 1. Tez calismasinda kullanilan cihazlar ve laboratuar malzemelerin
Ozellikleri.

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler Uretici Firma

Vorteks Niive, NM 110

Santrifiij Heraeus

Magnetik Karistiric Ikamag RH

ELISA okuyucusu VERSA max

Otomatik pipet,10-100 uL Eppendorf research
Otomatik pipet,100-1000 uL Eppendorf research
Otomatik pipet,1-5 mL Eppendorf research
Mikro dalga firin Altus ALMD 171

pH metre Hanna Instruments
ELISA yikayicisi Diagnostics Pasteur LP 35
Saf su cihazi Aquatron 4 AD

Hassas analitik terazi Metler Toledo AB 204-S
Deney tiipleri SH&GLASS
Spektrofotometre Beckman-Coulter
Kuartz Kiivet Agilent Technologies
Sogutmali santrifiij Allegra 64R Centrifuge
ELISA pleyti Bioscience
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5.1.2.Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tablo 2. Kullanilan kimyasal maddeler iiretici firmalar ve {iriin kodlar1

Kullamilan Kimyasal Maddeler

Uretici firma, iiriin kodu ve safhigi

Guanidin Hidroklorid

DNPH

Sodyum karbonat (Na,CO3)
Stilfiirik asit (H,SO4)

Ksantin

EDTA

Nitroblue tetrazolium (NBT)
Bovin Serum Albumin (BSA)
Amonyum siilfat ((NH4)2SOy)
Bakir kloriir (CuCly)

Ksantin oksidaz

Etanol

Siit tozu

Tween-20

Fosforik Asit (H3POy)

Sitrik Asit (CeHsO7.2H20)
Sodyum bikarbonat(NaHCO3)
Trolox

Hidroklorik asit (HCI)
Hidrojen peroksit (H20,)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)
Potasyum klortir (KCl)
Disodyum hidrojenfosfat heptahidrat
(Na2HPO4.7H20)

Amresco, 3494311
ALDRICH %97

Lancaster %98, 13098

Carlo Erba, %96 (d=1.84 g/mL)
Sigma, X-0626

Carlo Erbo Reagent, Code No 303227
Sigma, 97596L5

Sigma, Lot#058K0726
Merck, Art 1216

Lancaster, 13167

Sigma, Lot#SLBB1574V
Sigma, Lot#34870, %99.8
Pinar

Sigma, %10, P8942

Merck, Art 563, %85

Sigma, C-1909, Lot 47H0808
Merck, >%99,5 (6329)

Fluka, 56510

Merck, 314, %37

Sigma, A6011

Merck, Art 4871

Merck, Art 4935

Merck, A547474
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5.2.Yontemler
5.2.1. Numunelerin Toplanmasi

Calismaya, KTU Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklar klinigine bagvuran ve yapilan tetkikler sonucu hipotiroidi veya hipertiroidi
tanist konulmus, yas ortalamasi 50.5 + 19.9 yil olan 21’1 kadin 18’1 erkek toplam 39
hipotiroidili hasta ve yas ortalamasi1 47.1 + 14.5 yil olan 29’u kadin 40’1 erkek toplam
69 hipertiroidili hasta ile goniillii olarak ¢aligmaya katilan, yas ve cinsiyet yoniinden
hasta grubuyla eslestirilmis yas ortalamas: 49.34 + 15.46 yil olan 52 saglikl1 kisi katildi.
Tiroid hastaliginin tanisinda kullanilan biyokimyasal parametreler ve demografik
bilgiler Tablo 3’de gosterildi.

Tablo 3. Tiroid hastaliginin tanisinda kullanilan biyokimyasal parametreler ve demografik

ozellikler
o TSH ST3 ST4
Hasta Cinsiyet Yas Ort.
N=0.27-4.2 N=1.8-4.6 N=0.9-1.7
Sayist  Kadin (%) Erkek (%0) (y1l)
pIU/mL pg/dL ng/dL
Hipotiroidi 39 21 (54) 18 (46) 50.5+19.9 59 +£41 1.96+£1.1 0.57+0.25
Hipertiroidi 69 29 (42) 40 (48) 47.1+£145 0.023+£0.051 7.94+54 2.69+1.52

Calismaya katilan kisiler, daha énce KTU Tip Fakiiltesi insan Etik Kurulu’nda
onaylanan 2012/90 nolu rapora uygun olarak c¢alisma hakkinda bilgilendirildi ve
aydinlatilmis onamlar1 alindi. Bireylerin her birinden biyokimya ve CBC tiiplerine
alinan kan 6rnekleri Tibbi Biyokimya AD Arastirma Laboratuvari’nda 3 000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrast serum ve plazmalar ayrildi. CBC tiiplerinde
plazmalar: ayrilmis kanlara yaklasik ti¢ kati hacimde %0.9°luk NaCI eklenerek 3 000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu yikama islemi ili¢ kez tekrarlanarak plazma
artiklar1 uzaklastirildi.

Bu sekilde elde edilen serum, plazma ve eritrosit paketleri c¢alisma

gerceklestirilene kadar -80° °C de sakland.
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5.2.2. Karbonik Anhidraz Otoantikorlarinin ELISA Yontemiyle Tayini

Calisma gruplarindaki bireylerin CA | ve CA Il otoantikorlarinin belirlenmesinde
Hosoda ve arkadaslari tarafindan gelistirilen ELISA yontemi bazi kiigiik degisiklikler
yapilarak kullanildi (54). Her numune i¢in dlgtimler iki kez tekrarlandi.

Kullanilan Cozeltiler

1. Kaplama tamponu: A ¢ozeltisi: 0.2 M Na,CO3 (2.12 g / 100ml), B ¢ozeltisi:
0.2 M NaHCO3; (1.68 g/ 100ml). 8 mL A ¢ozeltisi ve 17mL B ¢ozeltisi alindi ve pH 9.6
ya ayarlanip distile su ile son hacim 100mL’ye tamamlandi. Oda sicakliginda muhafaza
edildi.

2. Birinci yikama tamponu (PBS ¢ozeltisi): 0.8 g (0.14 M) NaCl, 0.02 g (2.7
mM) KCI, 0.02 g (1.5 mM) KH,;PO, ve 0.2169 g (8.1 mM) Na;HPO,4.7H,0 tartilip bir
miktar distile suda ¢oziildiikten sonra NaOH ¢ozeltisi ile pH 7.4 olarak ayarlandi.
Distile su ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

3. Ikinci yikama tamponu (Tween-20-PBS cozeltisi): (0.14 M) 0.8 g NaCl,
(2.7 mM) 0.02 g KClI, (1.5 mM) 0.02 g KH,PO4 ve (8.1mM) 0.2169 g Na;HPO,.7H,0
tartilip bir miktar distile suda ¢oziildii ve pH 7.4’¢ NaOH ile ayarlandi. 50 pL tween-20
eklendi. Distile su ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

4. Bloklama tamponu: Ug gram siit tozu 100mL PBS’ de ¢éziilerek hazirlandi.

5. Seyreltme tamponu: Bir gram siit tozu 100mL PBS’ de ¢oziilerek hazirlandi.

6. Sitrat-fosfat tamponu: 0.1 M (2.101 g) sitrik asit (C¢HgO7.H,0), 0.2 M (3.12
g) sodyum hidrojen fosfat (NaH,PO4.2H,0) tartildi ve pH 4.8’¢ ayarlandi. Son hacim
distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. Substrat ¢ozeltisi hazirlamak igin kullanildi.

7. Antikor (konjugat) cozeltisi: 5 uL Horseradish peroksidaz takili tavsan anti-
human IgG antikoru alindi ve bloklama tamponu ile 10 mL’ye tamamlandi.

8. Substrat c¢ozeltisi: 10 mg orto-phenlylene-diamine pH 4.8 olan sitrat - fosfat
tamponunun 25 mL’sinde ¢oziildii. Kullanilmadan hemen once ¢o6zeltiye 10puL,
%30’1luk hidrojen peroksit ilave edildi.

9. 2 M siilfiirik asit cozeltisi: %98’lik H,SO4’ten 10.8 mL alimp deiyonize

suyla 100 mL’ye tamamlandi. Reaksiyonu durdurmak i¢in kullanildi.
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Deneyin Yapilisi

1. Kaplama tamponunda seyreltilen ve konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde
hazirlanan CA 1 veya CA II ¢ozeltilerinden 50°ser uL ELISA pleytindeki kuyucuklara
aktarildi. 18 saat + 4 °C’da inkiibasyona birakild: (Kaplama yapilirken her serum drnegi
icin dort kuyucuk ayrilir ve bu kuyucuklarin ikisi CA | veya CA 11 ile kaplanir, ikisi
kaplanmaz. Sonuglar degerlendirilirken kapli olan kuyucuklarin  absorbans
degerlerinden kaplanmamis olan kuyucuklarin absorbans degerleri ¢ikartilir).

2. Pleyt PBS tamponu (birinci yikama ¢6zeltisi) ile beser dakika arayla ii¢ kez
yikandi. Yikama islemi su sekilde yapildi: Once ELISA yikayicisinda pleyt bir kez
yikandi ve ardindan sekizli pipetle 200 uL yikama tamponu kuyucuklara pipetlendi ve
calkalayicida bes dakika ¢alkalandi ve ardindan ELISA yikayicisinda yikandi. Bu islem
ti¢ kez tekrarlandi.

3. Yikama isleminin ardindan kuyucuklara 200 pL bloklama tamponu ilave edildi
ve oda sicakliginda iki saat calkalayicida inkiibasyona birakildi.

4. Bloklamanin ardindan Pleyt tween-20 igeren PBS tamponu (ikinci yikama
¢ozeltisi) ile aynen ikinci basamakta izah edildigi gibi ti¢ kez yikand:.

5. Sonra hasta ve kontrol grubu serumlar1 %1 BSA ihtiva eden seyreltme
tamponunda 1/200 oraninda seyreltildi ve her bir seyreltilmis serum 6rnegi iki kuyucuk
CA Il kaplanmamuis ve iki kuyucuk CA II kaplanmis olmak tizere toplam dort kuyucuga
ayr1 ayr1 100 pL pipetlendi ve iki saat oda sicakliginda calkalayicida bekletildi.

6. Inkiibasyonun ardindan pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci yikama
¢ozeltisi) ile ikinci basamakta izah edildigi gibi ii¢ kez yikandi.

7. Kuyucuklara %1 siit tozu ihtiva eden seyreltme tamponuyla 1/2000 oraninda
seyreltilmis antikor ¢ozeltisinden (horseradish peroksidaz takili tavsan anti-human IgG
antikoru) 100’er pL ilave edildi ve oda sicakliginda bir saat ¢alkalayicida bekletildi.

8. Inkiibasyonun ardindan pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci yikama
¢ozeltisi) ile ikinci basamakta izah edildigi gibi ii¢ kez yikandi

9. Pleytlere 100 pL substrat ¢ozeltisi ilave edildi. 30 dakika oda sicakliginda
karanlikta bekletildi.

10. 100 pL 2 M H,SOq biitiin kuyucuklara pipetlenerek reaksiyon durduruldu.
ELISA okuyucusunda 485 nm’de absorbans okundu.
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CA kaplanmis kuyucuklarda okunan absorbanslarin ortalamasindan CA
kaplanmamis kuyucuklarda okunan absorbanslarin ortalamas: ¢ikarilarak sonuglar elde
edildi. Boylece serumlardaki anti-CA miktarlari 485 nm’deki absorbans artigi olarak

hesaplandi.
5.2.3.Eritrosit Antioksidan Enzimler

Deneylere baslamadan once hasta ve kontrol gruplarindaki bireylere ait eritrosit
paketlerindeki hemoglobin degerleri o6lgiildii. Olgiim KTU Tip Fakiiltesi Klinik
Biyokimya Laboratuvari’nda Beckman Coulter LH 750 tam otomatik kan sayim cihazi

ile kendi orijinal soliisyonlar1 kullanilarak yapildi.
5.2.3.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

Siiperoksit dismutaz aktivitesinin tayini, Sun ve Oberley’in metoduna gore yapildi
(55). Bu metod, ksantin-ksantin oksidaz sisteminin olusturdugu siiperoksit radikallerinin
nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgeyerek olusturdugu mavi-mor rengin 560 nm de
verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak olgiilmesi esasina dayanir. Ortamdaki
SOD aktivitesi ne kadar yiiksek ise ortamdan o kadar ¢ok siliperoksit uzaklastirilacagi
i¢in reaksiyondan sonra olusan rengin siddeti daha az olmalidir.
Kullanilan Cozeltiler

1. 0.3 mmol/L ksantin ¢ozeltisi: 0.0456 g ksantin tartildi ve 1 L deiyonize suda
¢Ozildii.

2. 0.6 mmol/L EDTA cozeltisi: 0.056 g EDTA tartild1 ve 250 mL deiyonize suda
¢Ozildii.

3. 150 pM NBT cozeltisi: 1.2265 mg NBT tartildi ve 10 mL deiyonize suda
¢ozildi. NBT giinliik taze hazirlandi ve SOD reaksiyon Karisimina en son eklendi

4. 400 mM Na,COg cozeltisi: 2.12 g Na,COs tartildi ve 50 mL deiyonize suda
¢Ozildii.

5. 1g/L BSA: 100 mL deiyonize suda 0.1 g BSA ¢oziildii.

Yukaridaki bes ¢ozelti karistirilarak SOD reaksiyon karigimi elde edildi.

6. 167 U/L ksantin oksidaz c¢ozeltisi: 27.3 U/mL’lik orijinal siseden 12.2

pL alinip 2 mL ye tamamlandi. Ksantin oksidaz giinliik hazirlandi.
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7. 0.8 mmol/L CuCl; ¢ozeltisi: 0.027 g CuCl, tartildi ve 250 mL deiyonize suda
¢ozildi. Ginliik taze hazirlandi. Spektrofotometrik 6l¢iimden hemen once, olusan
reaksiyonu durdurmak i¢in kullanildi.

8. 2 mol/L amonyum siilfat: 13.2 g amonyum siilfat 50 mL deiyonize suda

¢oziildii. Ksantin oksidaz enziminin diliisyonunda kullanildi.
Deneyin Yapilisi

Tablo 4’de ifade edildigi gibi pipetlemeler ve islemler yapildi.
Tablo 4. SOD aktivitesi 6l¢iimii i¢in reaksiyon karigimi

Cozeltiler Miktar(mL)
Reaksiyon karisim 2.45
Numune/Standart 0.5
Ksantin oksidaz 0.05

25 °C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi(karanlikta).
Bakar kloriir 1.00

560 nm’de absorbans 6l¢iildii.

Hesaplamalar % inhibisyon olarak hesaplandi. sekil 1’°deki standart grafigi SOD
aktivitesinin logaritmas: alinarak sekil 2’deki lineer standart grafigine doniistiiriildii. Bu
standart grafiginden yararlanilarak % inhibisyonlar SOD aktivitesine doniistiiriildii.
Sonuglar hemoglobin miktarina boliinerek U/g Hb olarak hesaplandi.

%inhibisyon=(A kér—A numune)/A kor x100 (1)

90 1
80
70 ma
= 607 R’ =0,0882
E‘x 50
= a0
i 30 -
= 20
10
0 . . ; ; .
0 1 2 3 4 5
SOD Aktivitesi (U/mL)

Sekil 1. SOD aktivitesi i¢in standart konsantrasyonuna kars1 % inhibisyon grafigi
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Sekil 2. SOD aktivitesi i¢in standart konsantrasyonlarin logaritmasina karsi % inhibisyon
grafigi.

5.2.3.2. Katalaz (CAT) Aktivitesi Tayini

Hidrojen peroksidin oksijen ve suya hidrolizini katalizleyen katalaz aktivitesinin
tayininde Aebi’nin metodu Kkullanild: (56). 240 nm’de H,O,’nin bozulmasi sonucu
absorbanstaki diisiis takip edildi.

Cozeltilerin Hazirlanmasi

1. 50 mM fosfat tamponu (pH 7.06): 81 g KH,POy,, 1L ve 8.90 g Na,PO4.2H,0,
1L deiyonize suda ¢ozildi. Bu c¢ozeltiler sirasiyla 1:1.5 oraninda karigtirildi.
Gerektiginde asit veya baz ilavesiyle pH 7.0’a ayarlandi.

2. 30 mM hidrojen peroksit: 0.34 mL %30’luk H,0, alinarak fosfat tamponu ile

100 mL’ye tamamland1. Giinliik hazirlandi.
Deneyin Yapilisi

Eritrosit paketleri hemoglobin konsantrasyonu 5g/dL olacak sekilde seyreltilerek

hemolizatlar hazirlandi ve Tablo 5°de ifade edildigi gibi pipetlemeler yapild:.
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Tablo 5. Katalaz aktivitesi 6l¢limii igin reaksiyon karigimi.

Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 1.00 -
Numune 2.00 2.00
H,0; -- 1.00

Hidrojen peroksit ilave edilir edilmez 30 s boyunca 240 nm’de absorbanslardaki
diistis izlendi. Katalaz aktivitesinde birim olarak birinci derece reaksiyon hiz sabiti (k)
kullanildi. 10 s’lik zaman araligi igin asagidaki formiilden yararlanilarak aktivite
hesaplandi. Seyreltme faktori ile ¢arpildi. Eritrositlerde gram Hb basina aktivite hesabi
yapildi (k / g Hb).
k=0.153xlog A1/A; s g Hb (2)

A1=10 s sonraki absorbans A2=20 s sonraki absorbans
5.2.4.Protein Karbonil Diizeyi Tayini

Protein karbonil icerigi Levine ve ark. tarafindan 2,4 dinitrofenilhidrazin (DNPH)

ile protein karbonillerinin reaksiyonu ile belirlenmistir (57).

Kullanilan Cozeltiler

1. % 20’lik TCA: 30 g TCA tartild1 150 mL saf suda ¢oziildii.

2.% 10’luk TCA:15 g TCA tartild1 150 mL saf suda ¢oziildii.

3.10 mM DNPH cézeltisi: 0.198 g DNPH tartildi 100 mL 2.5M HCI ‘de ¢6zildii.

4.2 M HCI cozeltisi: % 37’lik HCI ‘den 52 mL alind1 250 mL ‘ye tamamlanda.

5. Etanol-etil asetat cozeltisi (1:1) (360 mL): 180 mL etonol ile 180 mL etil
asetat karigtirildi.

6.20 mM KH,PO,: 0.2729 KH,PO, tartildi ve 100 mL’ye saf suyla tamamlandi.

7.6M Guanidin hidrokloriir: 57.3g guanidin hidrokloriir 80mL 20mM KH,PO,’
de ¢oziildii ve pH TFA ile 2.3’e ayarlandi. Son hacim 20mM KH,PO, ile 100 mL’ye

tamamlandi.
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Deneyin Yapilisi

1. Her numune i¢in numune korii hazirlandi. Serum 6rnekleri 1:10 oraninda serum
fizyolojik ile seyreltildi. Numune ve numune korleri i¢in hazirlanan ependorflara 100’er
uL serum eklendi.

2. Numuneye 500 pLL DNPH, numune koériine ise 500 uLL HCI ilave edildi.

3. Numuneler ve numune korleri karanlik ortamda bir saat calkalayicida
inkiibasyona birakildi.

4. Inkiibasyonun ardindan 500 pL soguk %20 ‘lik TCA buz iizerine alman
numune ve numune korlerine ilave edildi. TCA ilave edildikten sonra buz iizerinde 15
dakika inkiibasyon islemi gergeklestirildi.

5. 11 000 rpm’de bes dakika +4 °C ‘de santrifiij edildi.

6. Silipernatan atildi pellet iizerinden devam edildi. Pellet 500 puL %10 TCA ile
yine buz {izerinde ¢oziildii.

7. 11 000 rpm’de bes dakika +4 °C ‘de santrifiij edildi.

8. Siipernatan kisim atildi pellet 500 pL etanol:etil asetat ile ¢oziildii. 3000 rpm
‘de 7 dakika santrifiij edildi. Bu basmak ii¢ kez tekrar edildi.

9. Pellet 250 pL guanidin hidroklorit ile ¢oziildiikten sonra 37 °C’de 10 dakika
inkiibasyona birakild.

10. Pleyte 220 uL. numune ve numune korleri yiiklendi ve 360 nm ‘de 6lgiim
yapildi. Es. 3’e gore konsantrasyon hesaplandi.

AAbs=axbxc (3)

5.2.5.Total Antioksidan Seviye (TAS) Tayini

TAS seviyeleri iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ticari kolorimetrik
assay kit (Rel Assay, Ref. RL27, Tiirkiye) kullanilarak olgiildii. Orneklerin
absorbanslar1 660 nm dalga boyunda VERSA max tunable microplate reader (Designed
by molecular Divices in California, USA) kullanilarak belirlendi. Serum TAS seviyeleri
mmol Trolox equivalent/L cinsinden verildi.

Total Antioksidan Seviye=[(AAbsStd1)-(AAbs numune)]/[(AAbs Std1)-(AAbs Std2)](4)
Deneyin Yapihisi
Tablo 6’deki pipetlemeler ve islemler yapildi.
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Tablo 6. TAS 6l¢iimii i¢in reaksiyon karigimi

Numune(pL) Standart(pl) Kor(plL)

Numune 10

Standart - 10 -

Kor - - 10

Reaktif 1 166 166 166
660 nm’de absorbans dl¢iimii ELISA okuyucusunda yapildi (A1).

Reaktif 2 25 25 25

10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir ve 660°’nm de 6l¢iim yapilir(A2).

5.2.6.Total Oksidan Seviye (TOS) Tayini

TOS seviyeleri iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ticari kolorimetrik assay
kit (Rel Assay, Ref. RL27, Tiirkiye) kullanilarak 6lgiildii. Orneklerin absorbanslari 530
nm dalga boyunda VERSA max tunable microplate reader (Designed by molecular
Divices in California, USA) kullanilarak belirlendi. Serum TOS seviyeleri umol H,0;
equivalent/L cinsinden verildi.
Total Oksidan Seviye = (AAbs numune/AAbs Std2)x20x20umol H,O, Equivalent/L (5)
Standart Hazirlanisi

Standart 2 Hazirlamisi: 800 mM’lik stoktan 25 pL alinir 5 mL deiyonize suya
ilave edilir. Hazirlanan ¢ozeltiden 25 pL alinir 5 mL suya ilave edilerek 40.000 kat
seyreltme yapilir. 20 mM’lik standart 2 ¢ozeltisi elde edilir.
Deneyin Yapihis1

Tablo 5’deki pipetlemeler ve islemler yapildi.
Tablo 7. TOS 6l¢timii i¢in reaksiyon karigimi

Numune(pL) Standart(pL) Kor(uL)
Numune 30 - -
Standart - 30 -
Kor - - 30
Reaktif 1 200 200 200

530 nm’de absorbans 6l¢iimii ELISA okuyucusunda yapildi (A1).
Reaktif 2 10 10 10
10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir ve 530°’nm de 6l¢iim yapilir(A2).
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5.2.7.Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

TOS’nin TAS’ye oran1 alinarak OSI degeri hesaplandi. Hesaplama sirasinda, TAS
degerlerinin birimi, mmol Trolox equivalent/L cinsinden pmol Trolox equivalent/L
cinsine dontstiirtildii.

OSI =[(TOS, umol H,0; equivalent/L)/(TAS, mmol Troloxequivalent/L)x100] formiilii
kullanilarak hesaplandi (6).

5.3. istatistiksel analiz

Hasta gruplari ile kontrol grubu arasinda degerlerin normal dagilima uygunluklari
Kolmogorow Simirnov testiyle tespit edildikten sonra uygulanacak istatistiki yontem
belirlendi. Normal dagilima uymayan (anti-CA 1, anti-CA 1lI, TOS, OSI, protein
karbonil grubu, SOD) parametrelerindeki karsilagtirmalar Student-t testi ile normal
dagilima uyan (TAS, Kkatalaz) parametrelerindeki karsilastirmalar ise Mann Whitney-U
testi ile yapildi. Veriler aritmetik ortalama + standart hata olarak sunuldu. Korelasyon
analizleri i¢in Spearman korelasyon analiz testi kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Hipotiroidi, Hipertiroidi ve Kontrol Grubunda Anti-CA |, Anti-CA 11, SOD,
Katalaz, TAS, TOS, OSI, Protein Karbonil Grubu Diizeyi Sonuclar

Tez calismamizda hipotiroidi, hipertiroidi ve kontrol grubuna ait serum
orneklerinde anti-CA 1, anti-CA 1l, TAS, TOS, OSI, protein karbonil grubu ve eritrosit
paketlerinde SOD, katalaz diizeyleri 6l¢tildii. Sonuglar Tablo 8’de gosterildi.

Tablo 8. Hipotiroidi, hipertiroidi ve kontrol grubunda anti-CA I, anti-CA Il, SOD,
katalaz, TAS, TOS, OSlI, protein karbonil grubu diizeyleri

Parametreler Gruplar

Kontrol Hipotiroidi Hipertiroidi
n 52 39 69
Anti-CA | 0.126 + 0.033 0.202+0.141*  0.167 +0.072*
Anti-CA 1l 0.090 + 0.039 0.220 + 0.169**  0.161 + 0.136**
SOD 16.1+15.9 226+ 12.1% 25.0 £ 18.2%
Katalaz 0.586 + 0.181 0.652+0.217  0.595+0.178
TAS 1.95 +0.30 1.91 +0.30 1.88+0.25
TOS 0.929 + 0.22 210+ 1.44%* 2,15+ 1.40%*
OSI 0.049 + 0.01 0.111 +0.073**  0.117 + 0.09**
Protein karbonil grubu 0.900 £ 0.87 0.221 +£0.09 0991 £1.15

* P =0.001 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda)
**P =0.0001 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda)

Hipotiroidi  ve  hipertiroidi ~ gruplart mevcut parametreler agisindan
degerlendirildiginde aralarinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir (P>0.05).
Hipotiroidi grubu ile hipertiroidi grubu istatistiksel olarak karsilastirildiginda sirasiyla
SOD aktivitesi i¢cin p=0.892, anti-CA | i¢in p=0.135, anti-CA Il i¢in p=0.055, protein
karbonil grubu diizeyi i¢in p=0.245, TOS i¢in p=0.648, OSI i¢in p=0.732, katalaz i¢in
p=0.097 ve TAS i¢in p=0.674 olarak belirlendi.

30



6.1.1. Karbonik Anhidraz | Otoantikor Sonuglari

Karbonik anhidraz | otoantikor bulgular1 Sekil 3 ve Tablo 8’de gosterildi.
Hipotiroidi ve hipertiroidi hastalarinda anti-CA I diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek

seviyede belirlendi ve aralarindaki fark istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bulundu

(p<0.001). Hipotiroidide anti-CA I diizeyi 0.202 = 0.141, hipertiroidide 0.167 + 0.072,
kontrol grubunda ise 0.126 + 0.033 olarak belirlendi.
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Serum anti-CA | diizeyleri (A %)
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o
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Kontrol Hipotiroidi Hipertiroidi

Sekil 3. Hipotiroidi, hipertiroidi ve kontrol grubunda anti-CA 1 diizeyleri. Hipotiroidi ve

hipertiroidi hastalarinda anti-CA | seviyeleri kontrol grubuna gore p<0.001
diizeyinde farklhidir.

6.1.2. Karbonik Anhidraz Il Otoantikor Sonuglari

Hipotiroidi ve hipertiroidi hastalarinda anti-CA Il diizeyleri kontrol grubuna gore

yiiksek seviyede belirlendi ve aralarindaki fark istatistiksel olarak olduk¢a anlamli

bulundu (p<0.001). Hipotiroidide anti-CA Il diizeyi 0.220 + 0.169, hipertiroidide 0.161
+ 0.136, kontrol grubunda ise 0.090 + 0.039 olarak belirlendi (Sekil 4) (Tablo 8).
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Sekil 4. Hipotiroidi, hipertiroidi ve kontrol grubunda anti-CA 1I diizeyleri. Hipotiroidi
ve hipertiroidi hastalarinda anti-CA II seviyeleri kontrol grubuna gore p<0.001
diizeyinde farklidir.

6.1.3. Siiperoksit Dismutaz Ol¢ciim Sonuclar:

Hipotiroidi ve hipertiroidi hastalarin SOD aktivitesi diizeyleri kontrol grubuna
gore daha yiiksek seviyede tespit edildi ve aralarindaki fark istatistiksel olarak oldukca
anlamli bulundu (p<0.001). Hipotiroidide SOD aktivitesi diizeyi 22.6 + 12.1

hipertiroidide 25.0 + 18.2 ve kontrol grubunda ise 16.1 + 15.9 olarak belirlendi (Sekil 5)
(Tablo 8).
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SOD diizeyleri (EU /gHb)

Kontrol Hipotiroidi Hipertiroidi

Sekil 5. Hipotiroidi, hipertiroidi ve kontrol grubunda SOD diizeyleri. Hipotiroidi ve

hipertiroidi hastalarinda SOD aktivitesi kontrol grubuna gore p<0.001 diizeyinde
farklidir.
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6.1.4. Katalaz Sonuclar:
Hipotiroidide katalaz aktivitesi 0.652 + 0.217, hipertiroidide 0.595 + 0.178 ve
kontrol grubunda ise 0.586 + 0.181 olarak belirlendi (Sekil 6) (Tablo 8).

Katalaz dizeyleri (k/gHb)

0,9 +
0,8
0,7
0,6

0,5
0,4
0,3 -
0,2
0,1

Kontrol

Hipotiroidi

Hipertiroidi

Sekil 6. Hipotiroidi, hipertiroidi ve kontrol grubunda katalaz diizeyleri

6.1.5. Total Oksidan Seviye Sonuglari

Hipotiroidi ve hipertiroidi hastalarinda TOS diizeyleri kontrol grubuna gore

yiiksek seviyede belirlendi ve aralarindaki fark istatistiksel olarak olduk¢a anlamli

bulundu (p<0.001). Hipotiroidili hastalarda TOS diizeyi 2.10 + 1.44, hipertiroidide 2.15

+ 1.40, kontrol grubunda ise 0.929 + 0.22 olarak belirlendi (Sekil 7) (Tablo 8).

TOS diizeyleri (umol H202 equiv./L)

0

4 -
3,5 1
3
2,5 4
2
1,5 1

1 4

0,5 1

*% *%
T
1

Kontrol Hipotiroidi Hipertiroidi

Sekil 7. Hipotiroidi, hipertiroidi ve kontrol grubunda TOS diizeyleri. Hipotiroidi ve
hipertiroidi hastalarinda TOS kontrol grubuna gore p<0.001 diizeyinde farklidir.

33



6.1.6. Total Antioksidan Seviye Sonuclari

Hipotiroidili hastalarda total antioksidan seviye dizeyi 1.91 + 0.30,
hipertiroidide 1.88 &+ 0.25 ve kontrol grubunda ise 1.95 + 0.30 olarak belirlendi (Sekil 8)
(Tablo 8). Hipotiroidi ve hipertiroidi hastalarinin total antioksidan seviyeleri ile kontrol

grubunun total antioksidan seviyesi arasindaki fark istatistiksel ac¢idan anlaml

bulunmada.
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Sekil 8. Hipotiroidi, hipertiroidi ve kontrol grubunda TAS diizeyleri
6.1.7. Oksidatif Stres Indeksi Sonuclar

Hipotiroidi ve hipertiroidi hastalarinda OSI diizeyi kontrol grubuna gore daha
yiiksek seviyede tespit edildi ve aralarindaki fark istatistiksel olarak oldukca anlamli
bulundu (p<0.001). Hipotiroidide OSI diizeyi 0.111 £+ 0.073, hipertiroidide 0.117 +
0.09 ve kontrol grubunda ise 0.049 = 0.01 olarak belirlendi (Sekil 9) (Tablo 8).
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Sekil 9. Hipotiroidi, hipertiroidi ve kontrol grubunda OSI diizeyleri. Hipotiroidi ve
hipertiroidi hastalarinda OSI kontrol grubuna gore p<0.001 diizeyinde farklidir.
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6.1.8. Protein Karbonil Grubu Sonugclar:

Hipotiroidili hastalarin serum protein karbonil grubu diizeyi 0.221 + 0.09,
hipertiroidide 0.991 + 1.15 ve kontrol grubunda ise 0.900 + 0.87 olarak belirlendi (Sekil
10) (Tablo 8). Hipotiroidi ve hipertiroidi hastalarinin protein karbonil grubu diizeyleri
ile kontrol grubunun protein karbonil grubu diizeyleri arasindaki fark istatistiksel agidan

anlamli bulunmadi.
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Sekil 10. Hipotiroidi, hipertiroidi ve kontrol grubunda protein karbonil grubu diizeyleri
6.2. Hipotiroidili ve Hipertiroidili Hastalarin Anti-CA | ve Anti-CA II Diizeyleri ile
TAS, TOS, OSI, Protein Karbonil Grubu, SOD, Katalaz Diizeylerine Mliskin

Korelasyon Sonuglari

Calismamizdaki hipotiroidili ve hipertiroidili hastalarin anti-CA | ve anti-CA 11
diizeyleri ile TAS, TOS, OSI, protein karbonil grubu, SOD, katalaz diizeylerine iliskin
korelasyon sonuglar1 Tablo 9 ve Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 9. Hipotiroidili hastalarin anti-CA | ve anti-CA 1I diizeyleri ile TAS, TOS, OSI,
protein karbonil grubu, SOD, katalaz diizeylerine iliskin korelasyon sonuglari

Protein
ANti-CA1  Katalaz  SOD :?Ltt))%n” TAS  TOS osl
002 -0.069 20.056 0087  -012 20.109
ANti-CA | (0.46)  (0.375) (0.39) 034 (029  (0.302)
0.82 005 -0.20 20.09 032  -0.04 2011
Anti-CAIl (0.0001) (041)  (0.18) (0.34) 0.06) (042)  (0.30)
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Tablo 10. Hipertiroidili hastalarin anti-CA | ve anti-CA II diizeyleri ile TAS, TOS, OSI,
protein karbonil grubu, SOD, katalaz diizeylerine iliskin korelasyon sonuglari

Protein
Anti-CA |l Katalaz SOD karbonil TAS TOS OSlI
grubu
Anti-CA | 0.07 -0.032 -0.035 0.064 -0.052 -0.023
(0.34)  (0.424) (0.016) (0.35) (0.38) (0.44)
Anti-CAIl 0572 -0.17 -0.14 -0.45 -0.09 0.12 -0.17

(0.0001) (0.15)  (0.20)  (0.002) (0.29)  (0.24)  (0.13)

6.2.1. Hipotiroidili Hasta Grubunda Anti-CA I ve CA II Diizeyleri Arasindaki
Korelasyon Sonuglari
Hipotiroidili hasta grubunda anti-CA 1 ile CA II arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 pozitif bir korelasyon saptanmustir (r =0.82, p=0.0001) (Sekil 11) (Tablo 9).

r=0.82
p=0.0001
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o

Serum anti-CA | diizeyleri (A*?)

Sekil 11. Hipotiroidi grubunda anti-CA | ve CA II diizeyleri arasindaki korelasyon

6.2.2. Hipertiroidili Hasta Grubunda Anti-CA I ile CA II Diizeyleri Arasindaki
Korelasyon Sonuglari

Hipertiroidili hasta grubunda anti-CA 1 ve CA 1I arasinda istatistiksel olarak

anlamli pozitif bir korelasyon saptanmistir (r =0.572, p=0.0001) (Sekil 12) (Tablo 10).
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Sekil 12. Hipertiroidi grubunda anti-CA | ve CA Il diizeyleri arasindaki korelasyon

6.2.3. Hipertiroidili Hasta Grubunda Anti-CA I Diizeyleri ile Protein Karbonil

Grubu Diizeyleri Arasindaki Korelasyon Sonuglar:

Hipertiroidili hasta grubunda anti-CA 1 diizeyleri ile protein karbonil grubu
diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon tespit edilmistir (r =-0.035, p=0.016) (Sekil
13) (Tablo 10).

3,5 1 r=-0.035
b4 p=0016
3 1 'S 'S
PR
2,5 .
2 ¢ *
.o .
1,5 A

*

.
¢ s ge8s o0 t o

Protein karbanil grubu diizeyleri
(nmol/mg)

Serum anti-CA I diizeyleri (A*®)

Sekil 13. Hipertiroidi grubunda anti-CA I diizeyleri ve protein karbonil grubu diizeyleri
arasindaki korelasyon
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6.2.4. Hipertiroidili Hasta Grubunda Anti-CA II Diizeyleri ile Protein Karbonil

Grubu Diizeyleri Arasindaki Korelasyon Sonuclari

Hipertiroidili hasta grubunda anti-CA 11 diizeyi ile protein karbonil grubu
diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon tespit edilmistir ( r=-0.45, p = 0.002) (Sekil
14) (Tablo 10).

3.5 7 o r= -0.45
34 o p=0.002
* o
2,5 - ’:
*
2 ’0 . *
1,5 -

Protein karbonil grubu diizeyleri
(nmol/mg)

Serum anti-CA Il diizeyleri (A*?)

Sekil 14. Hipertiroidi grubunda anti-CA |1 diizeyleri ve protein karbonil grubu
diizeyleri arasindaki korelasyon

6.3. ROC Analizi Sonuclar
6.3.1. Hipotiroidi Grubu ile Kontrol Grubu Arasinda Anti-CA | Sonuglari

Hipotiroidi grbu ile kontrol grubu arasinda anti-CA I diizeyi ROC analizi sonucu

Sekil 15°de gosterilmistir.
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Sekil 15. Hipotiroidi grubu ile kontrol grubu arasinda anti-CA I sonuglari
Hipotiroidi-kontrol arasinda AUC=0.729, sensitivity=48. Spesificity=92.3, PPV=
75 (95% Cl, 46.6-93.1), NPV=78.7 (95% ClI, 66.3-88.1).

6.3.2. Hipertiroidi Grubu ile Kontrol Grubu Arasinda Anti-CA | Sonuglari

Anti_CA |

100
> 80 2
> 60F
‘» Z
% 40 - AUC=0.639

{95% Cl, 0.584-0.782)
(0p] B En iyi cutoff degeri >0.16
20F/
) T T T T

0 40 80
100-Specificity
Sekil 16. Hipertiroidi grubu ile kontrol grubu arasinda anti-CA I sonuglari

Hipertiroidi-kontrol arasinda AUC=0.689, sensitivity=40. Spesificity=90.4, PPV=
76.2 (95% ClI, 52.8-91.8), NPV=66.2 (95% CI, 54.0-77.0).
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6.3.3. Hipotiroidi Grubu ile Kontrol Grubu Arasinda Anti-CA Il Sonuglari

Anti-CA I

100 |-
> 80 a
= e0F
2 40f

— AUC=02828
$ : En b eutor desen 20,09
20H
OH

0 40 80
100-Specificity
Sekil 17. Hipotiroidi grubu ile kontrol grubu arasinda anti-CA 1l sonuglari
Hipotiroidi-kontrol arasinda AUC=0.828, sensitivity=84. Spesificity=66, PPV=
55.3 (95% ClI, 74.6-97), NPV=89.2 (95% ClI, 38.1-71.6).

6.3.4. Hipertiroidi Grubu ile Kontrol Grubu Arasinda Anti-CA Il Sonug¢lar:

Anti-CA Il
100 F
. 80F
z 60F
‘W Z
5 40 I
20F] " |
0_'.4..|...|...|...|...|
0 40 80

100-Specificity
Sekil 18. Hipertiroidi grubu ile kontrol grubu arasinda anti-CA 1l sonuglari
Hipertiroidi-kontrol arasinda AUC=0.719, sensitivity=65. Spesificity=78, PPV=
70.3 (95% ClI, 52.8-84.3), NPV=73.6 (95% CI, 59.5-84.8).
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6.3.5. Hipertiroidi Grubu ile Hipotiroidi Grubu Arasinda Anti-CA | Sonuglari

Anti_CA |

100
80
60
40
20

0

AUC=0568
(95% ClI,0.440-0.691)
En iyi cutoff dederi <=0.19

Sensitivity

0 40 80

100-Specificity
Sekil 19. Hipertiroidi grubu ile hipotiroidi grubu arasinda anti-CA I sonuglari

Hipertiroidi-hipotiroidi arasinda AUC=0.568, sensitivity=82.5. Spesificity=40,
PPV=68.7 (95% CI, 53.6-81.5), NPV=58.8 (95% ClI, 32.9-81.6)

6.3.6. Hipertiroidi Grubu ile Hipotiroidi Grubu Arasinda Anti-CA Il Sonug¢lari

Anti-CA |

100
80
60
40
20

0

ALC=0.623
(95% Cl, 0.494.0.740)
En iyi cutoff dederi<=0.19

Sensitivity

100-Specificity
Sekil 20. Hipertiroidi grubu ile hipotiroidi grubu arasinda anti-CA Il sonuglar1
Hipertiroidi-hipotiroidi arasinda AUC=0.623, sensitivity=80. Spesificity=48,
PPV=71.1 (95% CI, 55.5-83.8), NPVV= 60 (95% CI, 35.4-81.4).
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7. TARTISMA ve SONUC

Karbonik anhidraz (karbonat hidroliyaz, E.C.4.2.1.1) biitiin organizmalarda
yaygin olarak bulunan ve aktif bdlgesinde Zn*? iyonu igeren bir metaloenzimdir.
Canlilarda CO7’nin hidratasyonu ve HCO3 1n dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir
olarak katalizlemektedir (1). Memelilerde bulunan CA’larin doku dagilimi, hiicre i¢i
yerlesimleri ve kinetik Ozellikleri farkli on alti ayr1 (CA I-XVI) izoenzimi tarif
edilmistir (20). CA | insan eritrosit hiicrelerinde bol bulunan izoenzimdir (24). CA 1l
ise, bobrek tubulus hiicrelerinde, gozde, processus siliariste, eritrositlerde, mide
mukozasinda, beyinde, karacigerde, pankreatik kanal ve endotel hiicrelerinde,
trombositlerde ve spermatozoada olmak iizere organizmada yaygin olarak bulunur (26).

Tiroid hastaliklar1 tiroid hormonlarinin agir1 salinimi (hipertiroidi) ve tiroid
hormonlarinin eksikligi (hipotiroidi) ile ilgili durumlar1 ve tiroidin kitle lezyonlarini
igerir (6,7). Organizmanin kendi doku antijenlerine kars1 immiin cevap olusturmasina
otoimmiinite, otoimmiinizasyonun rol oynadigi hastaliklara da otoimmiin hastaliklar
denilmektedir. Hashimoto ve Graves hastaligi gibi tiroid hastaliklar1 otoimmiin
ozelliktedir (8).

CA 1 ve 1II otoantikorlarinin otoimmiin hastaliklarin patolojisindeki rolii
anlasilamamistir. Bazi arastirmacilara gore, hastaligin patolojik seyrine bagl olusan
doku harabiyetinin bir sonucu olarak karbonik anhidraza karsi bir antikor
olusturulmaktadir. Diger taraftan bazi arastirmacilara gore ise, meydana gelen antikorlar
molekiiler taklitten (molecular mimicry) dolay:r farkli bir antijene karsi tretilmis
antikorun CA ile ile ¢apraz reaksiyon vermesinden kaynaklanmaktadir (38).

Reaktif oksijen tiirlerinin biyomolekiillerle tepkimeye girmesi sonucu gelisen
patolojik duruma ‘oksidatif stres’ denir (44,45). Organizmada serbest radikallerin
olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirtlma hizi bir denge i¢indedir ve bu durum
oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif stres, oksidan/antioksidan dengenin
oksidanlar lehine kaymasi sonucunda gelisir (58).

Tiroid hormonlar1 bircok memeli tiiriinde dokularda bazal enerji metabolizmasini
hizlandirmaktadir (8,9) Tiroid hormonlar1 enerji metabolizmasi iizerindeki bu etkisini
oksijen tiiketimini arttirarak ve oksidatif fosforilasyonu igeren bazi mitokondriyal
solunum zinciri bilesenlerinin aktivite ve sayisinda degisiklige sebep olarak

gostermektedir (8,10).
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Hipertiroidi tiroid hormon yapiminin artistyla olusan klinik tablodur (29). Enerji
metabolizmast ve 1s1 olusumu normale nazaran daha ¢ok uyarildigindan, bazal
metabolizma hizi artmaktadir. Olusan hipermetabolik durumun mitokondriyal elektron
transport bolgesinde siiperoksit radikalinin olusumunda artisa yol ac¢tigi bildirilmistir.
Artan siiperoksit radikalleri lipid peroksidasyonunun baslamasinda rol oynayan radikal
tiirlerinin olusumuna zemin hazirlamakta ve mitokondride serbest radikal olusumunu
hizlandirmaktadir bundan dolay1 oksidan artisin1 dengelemek iizere antioksidan koruma
sisteminde de degisiklikler olmaktadir (9,11,12).

Hipotiroidide ise, tiroid hormon seviyesindeki azalma bazal metabolizma hizinin
diismesine ve metabolik baskilanmaya yol agmaktadir. Bunun sonucu olarak, serbest
radikal olusumunun azaldigr ve dokularin lipid peroksidasyonuna karsi korundugu
bildirilmigtir (11). Diger taraftan, hipotiroidi hastalarinda artmis T3 seviyesi
belirlenebilir. T3’iin testis haric, biitiin dokularda kismen Na'-K* ATPaz’1 uyararak
oksijen tiikketimini ve 1s1 Uretimini arttirdigi belirtilmigtir. T3’lin bu etkisi bazal
metabolik hizda artisa neden olmaktadir (58).

Calismamizda, tiroid hastalarinda oksidatif stres belirtegleri ile anti-CA | ve anti-
CA II diizeylerini 6l¢lip, bu parametreler arasinda bir korelasyon olup olmadiginin ve
bu parametrelerden tiroid hastaliginin tanisinda yararlanilip yararlanilamayacaginin
belirlenmesi amacglanmustir.

Calismamiz sonucunda, hipotiroidi ve hipertiroidili hastalarda anti-CA | ve anti-

CA I diizeyleri kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmus ve aralarindaki fark

istatistiksel olarak anlamli goriilmiistiir (p<0.001). Hastalarin serumlarindaki yiiksek

anti-CA 1 ve anti-CA 1I diizeyi hastaligin siddeti ile ilgili olabilir. Ayrica, otoimmiin
tiroid hastaliklarinin, genellikle, diger otoimmiin hastaliklarla beraber goriilmesi
(59,60,61) yiiksek anti-CA | ve anti-CA 1I diizeyleri ile iliskilendirilebilir. Cesitli
otoimmiin hastaliklarda da CA 1 ve/veya CA II’ ye karsi otoantikor gelistigi
gosterilmistir (3,37,62-65). Boliimiimiizde 2005 yilinda yapilan ¢alismada romatoid
artritli hastalarin yaklasik % 50 ‘sinde CA II otoantikorlar1 pozitif bulunmustur (8).
Graves ve Hashimoto hastalig1 ile ilgili yapilan bir calismada da CA I ve CA 1I
otoantikorlarinin varlig: tespit edilmistir. Bu ¢alismada Graves hastalarinda anti-CA |

ile anti-CA Il diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif bir korelasyon
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belirlenmistir (18). Bu iliski CA I ve Il enzimleri arasinaki hemolojinin bir yansimasi
olabilir.

Katalaz aktivitesi kontrol grubuna gore daha yiiksek olmasina ragmen bu
degisiklik istatistiki olarak anlamli degildir. Bélimiimiizde romatoid artritli hastalarla
yapilan caligmada da katalaz aktivitesi yoniinden herhangi bir degisiklik bulunmamaistir
(66). Yapilan gesitli ¢calismalarda ise hipertiroidili hastalarin eritrosit katalaz aktivitesi
kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (13,14,67-69). Mansour ve
arkadaslarinin romatoid artritli hastalarla yaptig1 caligmada ise katalaz aktivitesinde
diislis belirlenmistir (70).

Bu hastalarin SOD aktivitesi diizeyleri ise, kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak olduk¢a anlamli yiikseklikte daha tespit edilmistir ve aralarindaki fark

istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bulunmustur (p<0.001). Hipertiroidili hastalarin

SOD aktivitesinin yiiksek bulunmasinin nedeni, tiroid hormonlarindan dolayr bazal
metabolizmadaki artig olabilir. Hipotiroidili hastalarin SOD aktivitesinde enerji
metabolizmasindaki yavaglamaya paralel olarak diisiis beklendigi halde bu hastalarin
SOD aktivitelerindeki artig yiiksek T3 diizeyinden kaynaklanmis olmasi miimkiindiir.
Hipertiroidili hastalarda eritrosit SOD aktivitesinin kontrol grubundan diisiik (71)
oldugunu gosteren c¢aligmalarin yani1 sira, SOD aktivitesinin yilikseldigini gdsteren
calismalar da mevcuttur (13,68,69,72). Katalaz aktivitesinde SOD aktivitesindeki artiga
paralel bir degisim beklenildigi halde 6nemsiz bir artig gdzlemlenmistir.

Hipertiroidi ve hipotiroidi hastalarinda total oksidan seviye bazal metabolik
hizdaki artisa paralel olarak kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.
Hipertiroidi ve hipotiroidili hastalarla yapilan caligmalarda MDA seviyelerindeki
anlamli artislar oksidatif stresin baska bir ifadeyle oksidan seviyenin arttigini
gostermesi bakimindan ¢alismamizda elde edilen bu sonu¢ normal gériilmektedir (16).

Calismamizda protein karbonil grubu diizeylerinde kontrol grubuna goére anlamli
sonuclar elde edilememistir. Bu durum, deneysel bir hatadan veya kullanilan kimyasal
bilesiklerden kaynaklanmis olabilir. Das K. ve arkadaslar1 hipotiroid olusturulan ratlar
tizerinde calismiglar ve hipotiroidili ratlara propisil ve T3 uygulamalari sonucu
mitokondriyal karbonil miktarinda kontrol grubuna gore anlamli artiglar belirlemislerdir
(11). Bir baska calismada Venditti ve ark. hipertiroidili ratlarin kalp ve karacigerlerinin

protein karbonil diizeylerinde anlamli artiglar bulmuslardir (73). Yapilan bir diger
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calisma sonucu da subklinik hipotiroidili hastalarin protein karbonil diizeylerinde
anlamli artig  bildirilmigtir  (15). Ancak c¢alismamizda anlamli bir degisim
gozlenmemistir. Oksidatif strese paralel olarak protein karonil grubu diizeylerinde
anlamli artis beklendigi halde bunun ger¢eklesmemesi, yukarida da ifade edildigi gibi
deneysel bir hatadan veya kullanilan kimyasal bilesiklerden kaynakli olabilir. Bu
yiizden protein karbonil grubu diizeyi ile diger parametreler arasindaki iliskinin
tartisilmasi anlamsiz olacaktir.

Calismamizda her iki hasta grubunun total antioksidan seviyesinde kontrol
grubuna gore herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Total antioksidan seviyenin
azaldig1 bazi ¢aligmalar da mevcuttur. Romatoid artritli hastalarla yapilan ¢calismada da
hasta gruplarmmin total antioksidan seviyelerinde kontrol grubuna gore diisiis
belirlenmistir (66).

Aslinda TAS ve TOS birbiriyle baglantili parametrelerdir. Birisindeki artis
digerinde diismeyle sonuglanir. RA’li hastalarla yapilan bir ¢aligmada artan oksidatif
strese karsi total antioksidan seviyede azalma bildirilmistir (66). Ozellikle TAS
beslenme rejimiyle ¢ok yakindan iligkili oldugundan TAS ile ilgili elde edilen sonuglar
istikrarli olmayabilir dolayist ile TAS ve TOS’un bu hastaliklarin erken belirteci olarak
kullanilmalar1 uygun degildir. Ancak anti-CA | ve anti-CA Il seviyeleri , 6zellikle anti-

CA I’ nin bu amagla kullanilmasinin 6nerilebilecegi kanaatine varilmistir.
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