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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
GH : Graves Hastalig

TSH: Tiroid Stimulan Hormon
TFT: Tiroid Fonksiyon Testleri
ST3/fT3: Serbest T3 hormonu
ST4/fT4: Serbest T4 hormonu
TRADb: TSH Reseptor Antikoru
OITH: Otoimmiin Tiroid Hastalig1
TPO: Tiroid peroksidaz

Tqg: Tiroglobulin

RNA: Riboniikleik asit

MiRNA: MicroRNA

DNA: Deoksiriboniikleik asit
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
NK: Natural killer

ATI: Antitiroid ilag

MMI: Metimazol

PTU: Propiltiourasil

DTK: Diferansiye tiroid karsinomu
MTK: Mediiller tiroid kanseri

LT4: Levotiroksin



FNDCS5: Fibronektin tip 111 domain 5

PKMH: Periferal kan mononiikleer hiicreleri
ERa: Ostrojen reseptor alfa

TSLP: Timik stromal lenfopoetini

Hb: Hemoglobin

AKS: Aclik kan sekeri

ALT: Alanin amino transferaz

LDL: Diisiik yogunluklu (low dansity) lipoprotein
HDL.: Yiiksek yogunluklu (high dansity) lipoprotein
BMI: Viicut kitle oran1 (Body Mass Index)

CK: Kreatin kinaz

FDNC: Fibronectin type Ill domain-containing protein (Tip 3 fibronektin

iceren protein)

GREAT: Graves’ Recurrent Events After Therapy (Tedavi sonrasi olan Graves

niiksleri)

TBII: Thyrotropin binding inhibiting immunoglobulins (Tirotropin baglanti

inhibitdr immunglobulini)
WHO: Diinya Saglik Orgiitii
CAS: Klinik Aktivite Skoru

INDIGO: Investigation of Novel biomarkers and Definition of the role of the
microbiome In Graves’ Orbitopathy (Graves orbitopatisi’ni 6ngorebilecek yeni

biyobelirteglerin arastirmasi)
PDGF: Platelet Derived Growth Factor (Trombosit iligkili biiyiime faktorii)

PDCD: Programmed Cell Death (Programlanmis hiicre 6liimii)



TABLOLAR DiZiNi
Tablo 1. GREAT ve GREAT+ skorlama sistemleri
Tablo 2. PREDIGO skorlama sistemi

Tablo 3. ¢cDNA sentezi i¢in reaksiyon karisiminda kullanilan malzemeler ve

miktarlar
Tablo 4. Gergek-zamanli PCR ¢aligmasi igin reaksiyon karigimi
Tablo 5. Irisin Eliza kiti icerisinde bulunan ekipmanlar

Tablo 6. iIrisin Eliza kiti icin standart konsantrasyonu ve standart ¢aligma

konsantrasyonlari

Tablo 7. Ornekleme grubumuzun cinsiyet ve yas durumu

Tablo 8. Calisma igin kan alindigi siradaki laboratuar bulgulari.

Tablo 9. Hasta ve kontrol grubu serum irisin diizeyleri

Tablo 10. Hastalarin tiroid hormon durumlarina gore serum irisin diizeyleri

Tablo 11. Graves hastalarinin oftalmopati durumuna gore serum irisin

diizeyleri
Tablo 12. Relaps yasamis ve yasamamis Graves hastalarinin irisin diizeyleri

Tablo 13. Graves hastalarinin tiroid bezi boyutlarina gore serum irisin

diizeyleri

Tablo 14. Graves hastalarinin tiroidde nodiil varligina gore serum irisin

diizeyleri

Tablo 15. Graves hastalarinin aldiklar1 tedavi modellerine gore serum irisin

diizeyleri

Tablo 16. Graves hastalarinin TRAb pozitif/negatif oluslarina gore irisin

diizeyleri

Tablo 17. Hasta ve kontrollerin miRNA diizeyleri



Tablo 18. Calismadaki tiim bireylerin cinsiyetlerine gére miRNA diizeyleri
Tablo 19. Hastalarin tiroid hormon durumlarina gére miRNA diizeyleri
Tablo 20. Graves hastalarinda oftalmopati varligina gére miRNA diizeyleri
Tablo 21. Graves hastalarinda relaps durumuna gére miRNA diizeyleri
Tablo 22. Hastalarin tiroid boyutuna gore miRNA diizeyleri

Tablo 23. Hastalarin nodiil varligina gére miRNA diizeyleri

Tablo 24. Hastalarin tedavi sekillerine gore miRNA diizeyleri

Tablo 25. Hastalarin TRAD diizeylerine gore miRNA diizeyleri



OZET
Graves hastalarinda microRNA ekspresyonu ve
Irisin diizeylerinin arastirllmasi

Dr. Aysegiil Mer¢ Cetinkaya

Tiroid fonksiyon bozuklugu halinde serum irisin diizeyleri ve
mikroRNA(miRNA) ekspresyonlarinda degismeler oldugu saptanmustir. Irisin,
yeni kesfedilen egzersiz kaynakli PGC — 1 alfa mevcudiyetinde saptanan
hormon benzeri bir adipo-myokin regiilatérdiir. PGC — 1 alfa viicuttaki her bir
organin enerji metabolizmasinda ve metabolik hastaliklarin diizenlenmesinde
onemli rol oynayan bir maddedir. Bu sebeple PGC — 1 alfa ve dolayisiyla
irisinin  hipo/hipertiroidi gibi metabolizma iligkili hastaliklarda serum
seviyelerinde anlamli degisiklikler olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica son
zamanlarda  posttranskripsiyonel —asamada  genlerin  ekspresyonlariin
regiilasyonunda gorev alan miRNA’lar ¢ok dikkat c¢ekmektedir. Birgok
otoimmiin hastalik i¢in 6n tamida anlamli bir belirte¢ olarak kabul
edilmektedirler. Bunun {izerine Graves Hastaligi(GH) gibi otoimmiin tiroid
hastaligi(OITH) olan kisilerde yapilan ¢alismalarda da, miRNA ekspresyonu
yoniinden anlamli sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismada GH tanisin1 yeni alan
ya da mevcut tanili hastalardaki irisin diizeyleri ile miRNA ekspresyonlarina
bakilarak klinikte faydali olabilecek yeni bir tanisal ve takipsel belirtec elde
edebilmeyi amagladik. Calismaya GH tanili 30 hasta dahil edildi. Tiim hastalar
ve saglikli kontrollerde irisin diizeyi ile belirlenen miRNA ekspresyonlarina
bakild1 ve aralarindaki farklilik incelendi. Hasta ve kontrol grubu arasinda ne
irisin diizeyi ne de secili miRNA ekspresyonlar1 agisindan anlamli bir fark
tespit edilmedi. Ultrasonografi ile olgiilen tiroid hacimlerine gore serum irisin
seviyeleri karsilagtirildiginda, normal boyutta tiroid bezi olanlar ile biiylimiis
tiroid bezi olanlar arasinda anlaml farklilik izlendi (p 0,014). Oftalmopatisi
olan hastalar ile tan1 sonrasi relaps yasamig hastalarin serum irisin seviyeleri

oftalmopatisi olmayan ve relaps yasamayanlara gore daha yiiksek saptandi,
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ama istatistiksel agidan sinirda p degerine sahipti (p degerleri sirasiyla 0,069 ve
0,07). Relaps yasamis hastalar ile hi¢ relaps yasamamis hastalar arasinda miR-
154 ekspresyonunda anlamli dlgiide farklilik saptandi (p 0,035). miR-22 kadin
hastalarda erkeklere gore anlamli 6l¢iide daha yiiksek saptandi (p 0,035). Tim
bu sonuglara gore irisin, miR-22 ve miR-154" in Graves hastalig1 i¢in yeni
prognostik belirtegler olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu diisiincenin
anlamli Ol¢iide kanitlanabilmesi i¢in hasta poplilasyonunun daha genis
tutulmasi ve sadece yeni tani olan, heniiz tedavi almamis hastalar ile ¢aligilmasi

gerektigi diigiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Graves hastaligi(GH), Otoimmiin tiroid
hastaligi(OITH), irisin, mikro RNA(miRNA)



SUMMARY
Investigation of microRNA expression and
Irisin levels in Graves' patients

Dr. Aysegiil Mer¢ Cetinkaya

In the case of thyroid dysfunction, serum miRNA and Irisin levels were found
to vary. Irisin is a hormone-like adipo-myokin regulator identified in the
presence of newly discovered exercise-induced PGC-1 alpha. PGC - 1 alpha is
a substance that plays an important role in energy metabolism of each organ in
the body and regulation of metabolic diseases. Therefore, it was thought that
PGC - 1 alpha and Irisin levels may vary in metabolism related diseases such
as hypo / hyperthyroidism. In addition, recently microRNAs are noticed as
involving in the regulation of expression of genes in the posttranscriptional
stage. For many autoimmune diseases, they are accepted as a diagnostic
marker. On the other hand, there are recent researchs showing miRNA
expression in autoimmune thyroid diseases, such as Graves' Disease. In this
study, we aimed to obtain a new diagnostic and follow-up marker that could be
helpful in clinical practice by looking at miRNA expression and Irisin levels in
Graves' disease A total of 30 patients of GH who is newly diagnosed or who
had been diagnosed previously and actively treated or previously treated were
included to study. Irisin and determined miRNA levels were measured in all
patients. The same markers were also observed in the 30 control group
individuals selected with the previously specified exclusion criteria. Irisin and
miRNA levels were compared between these two groups. There was no
significant difference between these groups’ irisin and selected miRNAs levels.
There was a significant difference between irisin levels of patients’ whose
thyroid volume was measured normal and enlarged (p: 0.014). Patients with
opthalmopathy or relapse had a higher serum irisin levels than patients who
had no optahmopathy or relapse, but this wasn’t a significant difference
(respectively p: 0.069, p: 0.07). There was a significant difference between the
miR-154 expression of the patients with relapse and without relapse (p: 0.035).
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According to these results, miR-22, miR-154 and irisin may be new prognostic
markers for Graves’ disease. However, in order to prove this hypothesis,

studies with larger population including newly diagnosed patients are needed.

Key words: Graves' disease(GD), Autoimmune thyroid disease(AITD), Irisin,
microRNA(MIRNA)



1. GIRIS VE AMAC

Otoimmiin tiroid hastaliginin iki ana grubundan birini olusturan Graves
hastaliginin etyolojisinde genetik ve ¢evresel faktorler 6nemli yer tutmaktadir.
Bu hastaligin siddeti ve semptomlar1 birgok faktore bagli degisebilmektedir.
Klinikte hipertiroidi ile goriilmektedir. Bilindigi tizere tiroid hormonlar
viicutta metabolizmay1 diizenleyen en dnemli faktorlerden birisidir. Bu sebeple
de, metabolizmay1 etkileyen diger faktorler ile olabilecek iligkisi Onem
tasimaktadir. Son donemde artmis oranda irisin ve tiroid fonksiyonlarinin
iliskisinin arastirilmasi da iste bu sebepledir. Irisin, yeni kesfedilen egzersiz
kaynakli PGC-1 alfa mevcudiyetinde saptanan hormon benzeri bir adipo-
myokin regiilatdrdiir. PGC—1 alfa viicuttaki organlarin enerji metabolizmasinda
ve metabolik hastaliklarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir maddedir
(1). Bu sebeple PGC-1 alfa ve dolayisiyla irisinin metabolizma iliskili
hastaliklarda  serum  seviyelerinde anlamli  degisiklikler olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Irisin, myositler tarafindan salgilanir ve miyositlerden diger
viicut dokularina bazi sinyaller iletir. Bu iletilen sinyallerle metabolizma ve
termogenez diizenlenir (2). Irisin ve tiroid hormonlarinin metabolizma iizerinde
benzer etkileri oldugu bilindiginden dolayr aralarinda potansiyel
karsilikli(mutual) iligkinin  olup olmadigimin arastirilmas1  gerektigi

diistiniilmektedir.

Son zamanlarda GH gibi sebebi tam anlagilamayan hastaliklarin
mekanizmasinda epigenetik faktorlerin 6nemli rol oynadigi ortaya c¢ikmistir.
Epigenetik faktorler, posttranskripsiyonel agamada genlerin ekspresyonlarinin
regiilasyonunda gorev alirlar. miRNA’larin da bu regiilasyonda 6nemli rolleri
vardir (3). Bu sebeple, OITH nin siddeti ve seyri ile miRNA ekspresyonlari

arasinda bir iliski olup olmadigi arastirilmaya baslanmistir.

Irisinin tiroid fonksiyonlar1 ile bir iliskisi oldugu varsayiminimn
giiclenmesi; miRNA iligkili c¢alisma sonuglarinda miRNA’larin  OITH
tedavisinde hedef olabilecegi, hastaligin aktivite ya da progresyonunu
gosterebileceginin anlasilmasi {izerine biz de ¢alismamizda Graves hastalarinin
irisin ve miRNA diizeylerine bakarak GH’nin tedavi, survey ve progresyonu

acisindan yeni belirtecler elde edebilmeyi amagladik.
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2. GENEL BILGILER
2.1 Graves Hastahg

GH, hipertiroidi ve diffiiz guatr ile karakterize antikor aracili otoimmiin
bir hastaliktir, oftalmopati ve dermatopati eslik edebilir (4,5). Endokrin
hastaliklar i¢inde diabetes mellitustan sonra ikinci siklikta goriliir (6). Tiroid
stimulan hormon(TSH) reseptor antikoru(TRADb) %90’inda pozitif saptanir.
Ayrica diger OITH belirtegleri de pozitif olabilir (Anti-TPO veya anti-Tg).

Patogenezinde otoimmiinite 6nemli bir faktdr olarak goriilmektedir.

Periferik kan mononiikleer hiicreleri(PKMH) T hiicreleri, B hiicreleri,
monositler ve daha kiiglik miktarlarda NK hiicrelerinden olusur. GH’in
patogenezinde bu immiin hiicreler tirositlere karsi tiroid dokusu i¢ine infiltre
olup otoantikorlar {iretirler. Sonrasinda tiroid bezi bu otoantikorlar ile anormal
uyarilarak asir1 tiroid hormonu iretir ve hipertiroidiye sebep olur.
Hipertiroidinin; tiroid bezinin biiylimesi ve genel olarak immiin cevabin
uyarilmast gibi bircok agidan O6nemli fizyolojik etkileri vardir. Tiim bu

patogenez sonucunda da, GH gelisimi ve alevlenmesi goriiliir (3,7).

GH en sik orta yas (20-40 yas) kadinlarda goriiliir. Yetiskinlerde yillik
insidans, bdlgenin iyot durumuna gore degismekle birlikte ortalama 1-
10/100.000 olarak bildirilmektedir. GH nin etyolojisinde genetik ve cevresel
multifaktoriyel etkenler vardir (4). Genetik kdkeni olan GH’nda, aileden bir
bireyde OITH varsa, diger bireylerde de olma olasiligi artmustir. Ozellikle
kadinlar risk altindadir. Hastaliktan tek bir genetik bozukluk sorumlu degildir,
poligenik veya kompleks bir genetik bozukluk oldugu varsayilir. GH’nin
bircok calismada siklikla emosyonel stres sonrast ortaya ¢iktigi
gozlemlenmistir. Bu durum, stres aninda immiinsupresyon olmasi ve stres
sonrasi immiin bir alevlenmenin olmasi ile iligkilendirilmistir. Hamilelikte

ortaya ¢ikan immiinsupresyon da siklikla hastalik seyrini olumlu etkilemektedir

(8).

Oftalmopati hastalarin ¢ogunda tani aninda veya hipertiroidi tedavisi
baslandiktan sonraki ilk 6 ay icerisinde goriiliir. Cogunda goéze kum ka¢gma

hissi, fotofobi, asir1 goz yasarmasi gibi hafif g6z semptomlari, %70’ inde bulgu



olarak goriiniimde degisiklik mevcuttur. Hastalarin %3-5 inde gérmeyi tehdit
edebilecek ciddi tutulum mevcuttur. En sik bulgu st goz kapagi
retraksiyonudur (%90-98). Orbitopatinin degerlendirilmesinde ‘aktivite’ ve
‘siddet’ ibareleri kullanilir. Aktivitenin hesaplanmasinda inflamasyon bulgular1
puanlanarak yapilan ‘Klinik Aktivite Skoru’ (CAS) kullanilir. Fonksiyonel ya

da kozmetik degisiliklerin derecesi ise hastalik siddeti ile tanimlanir (18).

GH’nin %90’inda tiroperoksidaza karsi antikorlar bulunur (anti-TPO)
(9,10). Tiroglobuline kars1 antikorlar ise daha diisiik oranlarda, yaklasik olarak
hastalarin %50’sinde saptanir (11). GH’nda tiroid stimiilanlarin IgG yapisinda
olduklar1 ve TSH’dan farkli olarak TSH reseptoriinii uzun siireli hedef aldiklari
fark edilmistir (12). Gelistirilen Slglim sistemleri, tedavi edilmemis Graves
hastalarinin  %95’inden fazlasinda TSH reseptor antikorunun saptanmasini
saglamistir (13). Bu immiinoglobulinlerin GH’nin patogenezindeki 6nemini
gosteren en giiclii kanitlar sunlardir: 1) Etkilenen hastalarin IgG’lerinin invitro
tiroid hiicresel aktivitesini stimiile etmesi, 2) Gebe kadinlarda fetusa otoantikor
gecisi sonucu hipertiroidizm olusmas1 (14). Bu antikorlar tiroid hiicre
membranindaki antijenik bolgelere baglanarak adenilat siklazi aktive ederler ve
boylece tiroidde biiylime, vaskiilarite artist ve hormon hipersekresyonu ile

sonuclanan bir dizi olay1 baglatirlar.

GH'nin tirotoksik kliniginin gidisi de oldukca degiskendir. Bazi
hastalarda tirotoksikoz farkli ciddiyetlerde devam ederken, bazilarinda degisen
siklik, ciddiyet ve siirede siklik remisyonlar goriilebilmektedir. Bu siklik
ozellik de tedavideki zorluklardan biridir. Remisyon olasiligim
degerlendirmede Otiroidi saglamak i¢in gerekli antitiroid ilag dozu, baslangi¢
tiroid fonksiyon testleri, tiroid bezinin voliimii, TRAb diizeyi, baslangigta
oftalmopati varligr degerlendirilen faktorler olmakla birlikte yeterli degildir.
Bu nedenle klinik gidisin veya tedaviye cevabin dngoriilmesini saglayacak her
belirleyici, tedavi karar1 ve hastalik takibine 6nemli bir katki saglayacaktir
(15). Bu konuda 2016 yilinda bir ¢alisma yaymlanmis ve Graves hastaliginin
niiks riskini ongdrdiiren ve dolayisiyla terapotik yaklasima yardimci olacak
tedavi Oncesi bulgular ile ilgili bir skorlama sisteminden bahsedilmistir (16).

GREAT ismi verilen ve 4 basit klinik parametre ile yapilan skorlamada hastalar
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0 ile 6 arasinda puanlamaya tabi tutularak niiks riski acisindan 3 sinifa
ayrilmistir; class I’ de %16, class II’ de %44, class III’ te ise %68 oraninda
niiks riski oldugu saptanmistir (Tablo 1). Skorlamada niiks riski ag¢isindan
tedavi Oncesinde bakilmasi Onerilen parametreler yas, WHO’ ya gore guatr
boyutu, TBII ve fT4 diizeyidir. Skorlamaya 5.degisken olarak genetik testlerin
(PTPN22, HLA vs.) de eklenmesi halinde skorlama GREAT+ olarak
isimlendirilmektedir ve bu skorlamada hastalar 0 ile 10 arasinda puanlanarak
niiks orani agisindan 4 ayr1 smifa ayrilmaktadir. Class I’ e diisen hastalara
tedavi sonrasi ongoriilen niiks riskinin diisiik oranda olmasi sebebiyle ATI
tedavisi Onerilmektedir. Bu smifa genetik testler eklendiginde remisyon/niiks
acisindan cok az faydasi olmaktadir. Halbuki class II’de genetik testler
eklendiginde terapétik yaklasim i¢in destekleyici bilgiler elde edilebilmektedir.
Bu hastalarin genotipleme sonrasinda %33’l yeniden siniflandirilarak diisiik
risk grubuna (GREAT+ class I+ ve II+) diismekte ve ATI tedavisi
onerilebilmektedir. %5’ lik ¢ok az bir kisim hasta yeniden siniflandirma sonucu
%84 niiks oranina sahip olan ¢ok yiiksek risk grubuna (GREAT+ classIV+)
diismekte ve AT] tedavisine alternatif olarak ablatif tedavi onerilebilmektedir.
Yine de bu hastalarda nihai tedavi karari, hasta tercihi ve komorbid hastalik
durumuna gore aliabilir. GREAT skorlamasinin en yiiksek riskli grubu olan
class I’ e tedavi sekli olarak oncelikle RAI ve cerrahi, yani ablatif tedaviler
onerilmektedir. Goriiniise gore, GREAT+ skorlamasinin en biiylik faydasi
GREAT class II’ de goriilmiistiir; genotipleme sonrasit 98 hastanin 37’sinin
tedavi yonetiminde degisime gitmek gerekmistir (16). Tedavi ydnetiminde
genotipleme kaynakli yapilan degisiklikler, niiks riski yaklagik %25 civari
olanlarda ATI tedavisinin makul bir tedavi olabilecegi ancak bu riskin %75 ve
daha fazla olmasi halinde kesinlikle tiroid ablasyonu yapilmasi gerektigi

varsayimina dayanmaktadir.



Tablo 1: GREAT ve GREAT+ skorlama sistemleri

Parametre GREAT sistemi GREAT+ sistemi

Yas
>40 0 0
<40 1 1
Serum fT4 diizeyi, pmol/l
<40 0 0
> 40 1 1
Serum TBII diizeyi, IU/L
<6 0 0
6-19,9 1 1
>20 2 2
Guatr boyutu *
0-1 0 0
-1 2 2
HLA polimorfizmi **
0 0
1-2 2
3(LD) 3
PTPN22
Wild tip 0
C/ID 1
Maksimum skor 6 10

Class 1+:0-2

Class1: 0-1

Class 11+:3-4
Risk siniflandirmasi Class11:2-3

Class Il1+:5-6

Class I11:4-6

Class IV+:7-10

* WHO- Grade I: Palpabl veya gériinen guatr yok, Il: boyun normal poziyonda iken palpabl,
ancak goriilemeyen guatr (nodiiler durum eslik edebilir), III. Boyun normal pozisyonda iken

hem goriilebilen hem de palpe edilebilen guatr.
** HLA subtipleri DQB1-02, DQA1-05, and DRB1-03.
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Ayrica Graves orbitaopatisini  6ngérmek adma da calismalar
yiiriitilmektedir. Heniiz 2018’de, Wiersinga ve arkadaglari tarafindan,
PREDIGO adi verilen ve yeni GH tanis1 konmus hastalarda Graves orbitopatisi
acisindan risk degerlendirmesi yapmay1 saglayan bir skorlama sistemi
tammmlanmastir (17). Bu skorlamada hastalar klinik aktivite skoru, TBII
(tirotropin bloke inhibitdr Ig) diizeyi, tedavi Oncesi semptomatik gecen
hipertiroidik  stire ve sigara kullanimi agisindan  degerlendirilerek
puanlandirilmaktadir (Tablo 2). Maksimum skor 15 puan olup, sistemin pozitif
ve negatif prediktif degerleri sirastyla 0.28 ile 0.91°dir. PREDIGO’ ya gore,
tan1 aninda Graves orbitopatisi olmayan hastalarda ATI baslandiktan sonraki 18
aylik donemde orbitopati gelisme ihtimali %15°tir. Bu sonuca gore, PREDIGO
ile Graves orbitopatisi gelismesi degil de gelismemesi ihtimalinin tahmin

edilmesinin daha dogru olacag diistiniilmektedir (17).

Tablo 2: PREDIGO skorlama sistemi

Sinir degerler Skor
CAS 0 0
>1 5
<2U/L 0
TBII 2-10 U/L 2
>10 U/L 5
<lay 0
Hipertiroidi semptomlarinin siiresi 1-4 ay 1
>4 ay 3
Sigara kullanim Yok 0
Var 2
Maksimum skor = 15




211 Tanm

Graves hastaliginda otoimmiin uyariya bagli artmis bir liretim, yani

hipertiroidi s6z konusudur.

Hipertiroidizm tanist anamnez ve fizik muayene ile baglar. Taniyi
kesinlestirmek icin ilk yapilacak laboratuvar testi TSH ve sT4 olmalidir. sT4
normal bulundugunda sT3 bakilmalidir. Laboratuvar olarak hipertiroidi
tanisinin dogrulanmasi sonrasinda, etyolojiye yoOnelik ayirici tani testlerinin
basinda 99mTc tutulum veya RAI tutulumu gelmelidir. Boylece, diisiik
tutulumlu tirotoksikozu (tiroiditler, egzojen tiroid hormon kullanimi) normal-
yiiksek tutulumlu hipertiroididen (Graves hastaligi, Toksik multinodiiler guatr,

Toksik adenom) ayirmak miimkiin olabilir (18).

Tipik laboratuvar ve klinik bulgularin varliginda, sonografik bulgular da
destekliyorsa (tiroid inferno paterni ve heterojen parankim), Ozellikle goz
bulgular1 da varsa Graves tanisi sintigrafi veya tutulum bakilmadan da

konulabilir.

TRADb, GH tanisinin kesin olmadigi durumlarda, dzellikle sessiz tiroidit

- GH ayiric1 tanisinda yararl olabilir.

Tiroid sintigrafisi, TMNG tanisinda hiperaktif nodiilleri gdstermede
yararli olabilir. Bezde liretimin artmis oldugu durumlarda T3 daha belirgin

olarak artar iken, tiroiditlerde genelde T4 artis1 daha belirgindir (18).
2.1.2.  Tedavi

Graves hastaligina bagl hipertiroidi tedavisinde 3 se¢enek mevcuttur:
Medikal (antitiroid ilag) tedavi, radyoaktif iyot tedavisi, cerrahi tedavi. Bu
yontemler hasta bazinda ve hastanin yasi ile ailenin olasi gebelik planlariyla
birlikte disiiniilmeli, tedavi sekline hasta ile beraber karar verilmelidir.
Tedavilerin her birinin iyi ve kotli yanlar1 oldugu hastalara ayrintili sekilde

anlatilmalidir.
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2121 Medikal tedavi (Antitiroid ilac)

Antitiroid ila¢ tedavisi GH’da primer tedavidir. Hasta &tiroid olduktan
sonra uzun siire (12-24 ay) kullanilmalidir. Ulkemizde antitiroid ilag olarak 2
ajan kullanilmaktadir: Metimazol(MMI) ve propiltiourasil(PTU). EtKisini
metimazole metabolize olarak gosteren karbimazol ise llkemizde

bulunmamaktadir.

PTU sadece gebelik ya da gebelik planlayip tedavinin bitmesi
beklenemeyecek olan durumlar ve tirotoksik kriz gibi 6zel durumlarda
kullanilmalidir. MMI” nin major yan etki olasiliginin PTU’ ya gore daha az
olmas1 ve giinde tek doz kullanilabilmesi PTU’ ya istiinliik saglamasinda rol
almaktadir. Hem MMI hem PTU’ nun immiin sistem iizerine direkt etkisi uzun
siireli remisyon ihtimaline destekte bulunur. Bu sayede hastalar 18-24 ay ATI
alip 6tiroid tutulduktan sonra otoimmiin olayin remisyonu beklenir. ATI,
ablatif tedaviye hazirlik olarak gegici olarak da kullamlabilir. Uzun siireli ATI
tedavisi verilmesi planlanan hastalar baslangicta 3-6 hafta araliklarla kontrol
edilerek doz azaltilmasi yapilir ve etkin en az doz bulunmaya caligilir.

Sonrasinda da hasta 1.5-2 aylik araliklarla takip edilir.

ATI tedavisinde baz1 yan etkileri goriilebilir. PTU nun major yan etkisi
olarak agraniilositoz ve toksik hepatit goriilebilecegi gibt MMI'nin major yan
etkisi olarak da kolestatik sarilik goriilebilir. Hastalar bu yan etkiler agisindan
mutlaka uyarilmali, tedaviyi alirken bogaz agrisi, ates, sarilik, karin agrisi,
mide bulantist ve idrar renginde koyulagma sikayetleri olmasi halinde ilacini
keserek hemen doktoruna bagvurmasi sdylenmelidir. Bunlar haricinde en sik
goriilebilecek mindr yan etkilerse sunlardir: Kasinti, deri dokiintiisii, artralji.
Tiim bu olas1 yan etkiler sebebiyle ATI tedavisi baslanmadan 6nce hastalarin
mutlaka bazal hemogram ve transaminaz diizeylerine bakilmalidir ve hastanin

degerleri tedavi i¢in uygunsa tedaviye baslanmalidir.

Uzun siireli ATI tedavisi karar1 alman hastalarda ortalama tedavi siiresi
18-24 aydir. Aktif oftalmopatisi olan, ablatif tedaviyi kabul etmeyen hastalar
gibi 6zel durumlarda bu siire uzatilabilir. TRAb negatiflesmeden ATI tedavisi

kesilmemelidir. ATI tedavisinin en biiyiikk dezavantaji yiiksek niiks



oranidir(%30-70). Yeterli siire ve dozda ATI tedavisi sonrasi niiks olmas1 ya da
ATI ile ciddi yan etki goriilmesi halinde vakit kaybetmeden hastaya ablatif

tedavi yontemleri 6nerilmelidir (18).
2.1.2.2  Radyoaktif Iyot Tedavisi

Ablatif tedavi karar verilen hastalarda RAI veya cerrahi tercihi, hasta
gorlisi ve onay1r alinarak, hastalarin diger o6zellikleri gozden gegirilerek
bireysel diizeyde yapilmalidir. RAI ig¢in gebelik ve emzirme mutlak
kontrendikasyonlardir. Gorece kontrendikasyonlar ise; oftalmopati, biiyiik

guatr, intratorasik guatr ve malignite kuskusu varligidir.

RALI tedavisi, ileri yas ve kardiyovaskiiler hastalik varligi haricinde
genellikle ayaktan yapilmaktadir. Bayan hastalarda tedaviden 48 saat dnce test
yapilarak mutlaka gebelik ekarte edilmelidir. Geng¢ ve hafif hipertiroidik
hastalar ATI ile hazirlik yapilmadan RAI tedavisine verilebilir. ATI ile hazirlik
yapilan hastalardaysa, RAI oOncesinde ilacit kesilmelidir. MMI 48 saat Once,

PTU 7 giin 6nce kesilir. RAI sonrasinda genellikle ATI tedavisine devam edilir.

RAI tedavisinin etkisi 6-8 hafta iginde goriilmeye baslar. Bu sebeple
tedavi etkinliginin belirlenmesi i¢in 2 ay sonra kontrol tiroid fonksiyon testleri
ile hastalar degerlendirmelidir. Kalic1 hipotiroidi gelisen hastalara levotiroksin
replasmani baslanir. Sonrasinda ilk 6 ayda 6-8 haftalik araliklarla tiroid
fonksiyon testlerinin kontrolii goriilerek doz titrasyonu yapilir. RAI tedavisinin
etkinliginin degerlendirilmesi i¢in ilk 6 ay beklenmesi gerekir. 6.aym sonunda
hasta halen toksikse 2. doz RAI planlanmalidir. RAI tedavisi alan hastalarin ilk

6 ayda gebe kalmamasi gerekmektedir (18).
2.1.2.3 Cerrahi tedavi

Hipertiroidi tedavisinde ablasyona karar verildikten sonra cerrahi veya
RAI arasinda karar verilmesi gerekir. Cerrahi oncesi ATI tedavisi ile
miimkiinse Gtiroid hal saglanmali ve tedaviye beta bloker eklenmelidir. Burada
yapilacak olan cerrahi total tiroidektomidir. Eslik eden diferansiye tiroid
karsinomu(DTK) veya kuvvetli siiphe halinde sentinel lend nodu

diseksiyonu(SLND) da eklenebilir (18).
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Cerrahi endikasyonu olan durumlar sunlardir:

¢ Biiyiik ve/veya intratorasik guatr, basi belirtisi, kanser kuskusu
e ATI yan etkisi

e Eslik eden DTK veya MTK

e RAI tedavisini reddetme

e Erken donemde gebelik beklentisi

e Ciddi Graves oftalmopatisi

Cerrahi tedavinin akut donemde kanama, gegici ya da kalict
hipoparatiroidi, nervus recurrens hasarlanmasi, anesteziye bagli bazi yan etkiler
gibi baz1 olas1 komplikasyonlari mevcuttur. Bu komplikasyonlarin sikligi daha
¢ok cerrahi teknigine baglidir. Kalic1 hipotiroidi ise cerrahinin beklenen ve
istenen sonucudur. AT tedavisi post operatif dosnemde hemen, beta bloker
tedavisi de kademeli olarak azaltilarak kesilmeli ve hastaya LT4 baglanmalidir.
Post operatif donemde 6-8.haftada kontrol tiroid fonksiyon testlerine bakilarak

doz ayarlamasi yapilir (18).
2.2 Irisin

[risin beyaz yag dokusunu kahverengi yag dokusuna gevirerek enerji
harcanmasmi saglayan termojenik bir proteindir. Ik olarak 2012 yilinda
yapilan bir calismada (19) egzersiz ile iskelet kasindan kigiyi metabolik
hastaliklardan koruyan bir protein salimimi oldugunun kesfedilmesiyle
taninmisti. Bu membran proteinine FNDCS5 ismi verilmis ve bu proteinin
dolagima proteoliz sonrasi karistig1 anlagilmustir, proteolitik iiriiniine de Irisin
ismi verilmistir. Bu isim bir mitolojik kahraman olan Iris’ten gelmektedir.
Egzersiz kaynakli PGC-1 alfa mevcudiyetinde saptanan bu hormon benzeri
madde bir adipo-myokin regiilatordiir. PGC-1 alfa viicuttaki organlarin enerji
metabolizmasinda ve metabolik hastaliklarin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynayan bir maddedir (1). PGC-1 alfa ve dolayisiyla irisinin metabolizma
iligkili pek ¢ok hastalikta serum seviyelerinde anlamli degisiklikler olabilecegi
diistiniilmiis ve bu sebeple irisin ile metabolik hastaliklar arasindaki iliskiyi
arastiran pek ¢ok calisma yapilmistir. Yeni tani tip 2 diabetes mellitus tanili

hastalar ile normal glukoz toleransl kontroller arasinda yapilan karsilagtirmada



tip 2 diabetes mellituslu hastalarin irisin seviyeleri anlamli olarak azalmis
saptanmistir. Ayrica obez hastalar ile normal viicut Kitle indeksli hastalarda
yapilan kiyaslamada ise, irisin seviyeleri viicut agirligi ve viicut kitle indeksi
ile pozitif korele saptanmustir. Polikistik over sendromlu hastalarda yapilan bir
calismada ise, metabolik sendrom agisindan risk faktorii bulunmayan normal
viicut agirlikli hastalarda irisin seviyeleri kontrollere oranla artmis saptanmistir

(20).
2.2.1 Irisin ve tiroid iliskisi

[risin, myositler tarafindan salgilanir ve miyositlerden diger viicut
dokularina bazi sinyaller iletir. Bu iletilen sinyallerle de metabolizma ve
termogenez diizenlenir (2). Bilindigi lizere iskelet kasi tiroid hormonlarinin
temel hedeflerinden birisidir. Metabolizmay1 etkiledigi bilinen bir¢ok faktor
vardir. Irisin ve tiroid hormonlari viicutta birgok benzer etki yaptiklari igin
aralarinda olabilecek potansiyel karsilikli(mutual) iliskinin arastirilmasi
gerektigi diisiiniilmektedir. Bu sebeple de tiroid disfonksiyonu olan hastalarda
serum irisin konsantrasyonlarinin bakildigi bir ¢alisma yapilmistir (2). Calisma
sonucunda ortalama serum irisin  seviyeleri hipotiroidili hastalarda
hipertiroidililere gdre daha diisiik saptanmustir. Irisin ile TSH seviyeleri
arasinda negatif korelasyon, ft4 ile irisin arasinda pozitif korelasyon
saptanmistir. Bu ¢alisma serum irisin konsantrasyonunun tirometabolik durum

ile yakindan iligkili oldugunu gostermistir (2).

Fareler ilizerinde yapilan bagka bir calismada ise, hem hipo hem de
hipertiroidideki erkek farelerin serum irisin diizeylerinde artis trendi oldugu

saptanmugtir (21).

Asikar hipertiroidi halinde olan 41 Graves hastasinda irisin ve
myostatin diizeylerine bakilan bagka bir ¢alismada (22) ise, serum irisin
diizeyleri kontrol gruba nazaran yliksek saptanmistir. Myostatin seviyelerinde
ise istatiksel farklilik saptanmamistir. Irisin diizeyleri ile serbest T3 - T4 (fT3,
fT4) ve TRADb arasinda pozitif, TSH arasinda ise negatif korelasyon
saptanmistir. Bu sonuglar, artmis irisin diizeylerinin hipertiroidideki artmis

enerji metabolizmasinda katkisi oldugunu distindiirmiistiir (22).
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Tiim bu sebeplerle obezite, diabetes mellitus, hipo-hipertiroidi gibi pek
cok metabolik hastalik i¢in yeni tedavi stratejileri gelistirilmesinde irisinin

onemli bir hedef olabilecegi ongoriilmektedir (1).
2.3 MiRNA

Mikro RNA’lar genis ve kiiclik, 19-25 niikleotidden olusan, protein
kodlamayan (non-coding), yiiksek derecede korunmus, regiilatuar RNA’lardir
ve posttranskripsiyonel asamada gen ekspresyonunun regiilasyonunda 6nemli
rolleri ~ vardir. ~ Bu  ekspresyonlar immiin  fonksiyonlar,  hiicre
oliimii, farklilasmasi, gelisimi, proliferasyonu ve metabolizmasin1 da igeren
genis biyolojik olaylar dizisinde yer alir (19,23). Bu sebeple bircok hastalik
icin On tanida Onemli bir belirte¢ olarak kabul edilmektedirler. miRNA’lar
posttranskripsiyonel agamada mRNA’lara baglanarak mRNA’nin inhibe ya da
degrade olmasini saglamakta ve olusan mRNA’nin proteine doniismesini
engellemektedirler. Yakin geg¢miste spesifik dokularda tanimlanmig
miRNA’larin serumu da iceren farkli viicut sivilarinda da tespit edildigi
olmustur. Ilging olarak, serumda dolasan bu miRNA‘lar hormon benzeri
etkilere sahip olup salindiklari hiicrelerden daha uzaklarda da cevaplara sebep
olabilmektedir (25). Ekstraselliiler miRNA’lar hiicre-hiicre haberlesmesindeki
mediatdrlerden olabilir. Farkli otoimmdiin hastaliklar ile miRNA’lar arasindaki
iliskilere bakilan ¢alismalarda, miR-16 sistemik lupus eritematozis ve romatoid
artritte (26,27), miR-22 ise multipl sklerozda artmis olarak saptanmistir (28).
Iste tiim bu verilere gore, miRNA’larin rollerinin anlagilmasi, hastalik
patogenezi ve klinik seyri acisindan Onemlidir ve bize bu konularda yeni

bilgiler saglayabilir.
2.3.1 miRNA ve tiroid iliskisi

Son zamanlarda Graves hastaligt gibi sebebi tam anlasilamayan
hastaliklarin mekanizmasinda epigenetik faktorlerin 6nemli rol oynadig: ortaya
cikmistir.  Epigenetik  faktorler, posttranskripsiyonel asamada genlerin
ekspresyonlarinin  regiilasyonunda gérev alirlar.  miRNA’larin da bu
regiilasyonda Onemli rolleri vardir. Buna dayanarak son donemde artan

miRNA’lar ile 1ilgili yapilan arasgtirmalarda miRNA’larin  otoimmiin



hastaliklarda 6nemli rol oynadiklar1 raporlanmistir. Serum miRNA diizeylerinin
sistemik lupus eritamatozis, romatoid artrit, crohn hastaligi ve multipl skleroz
gibi otoimmiin hastaliklarda ayirt ettirici profil gosterdikleri birgok ¢alismada
gosterilmistir (26,27,28). Otoimmiin tiroid hastalig1 olan hastalarin tiroid bezi
dokularinda ve GH olanlarin PKMH’de bazi miRNA‘lar regiile olmaktadir
(23,29). Ayrica tiroid bezi tiimorleri ve normal dokudaki farkli miRNA
ckspresyonlar1 da gosterilmistir (27).

Liu ve arkadaslart PKMH’nde farkli miRNA ekspresyonunun GH ile
iliskili oldugunu gostermislerdir. Bu da GH tedavisini ydnlendirmedeki
hedeflerden biri olabilir (24). Bu c¢alismada saglikli kisiler, aktif GH olan
kisiler ve remisyonda GH olan kisilerde kisilerde sistemik olarak farkli
eksprese olan 3 PKMH miRNA taranarak dogrulanmistir. miR-154, miR-376b
ve miR-431 normal kontrollere gére GH’da suprese olarak tespit edilmistir. Bu
arada, primer PKMH Kkiiltiirlerinde bu 3 miRNA T3 tedavisi ile de suprese
olabilir (24). T3 ve T4 tedavisi, dogustan ya da kazanilmig immiin cevaplari
genomik ve non-genomik yollarla regiile edebilir (30). Bu calismada T3’lin
immiin sistem regiilasyonunu miRNA yoluyla modiile edebilecegi yeni bir
olasilik olarak ortaya c¢ikmistir Bu miRNA’larin down regiilasyonu,
proinflamatuar ve imminolojik cevaplart tetikleyip GH gelisimini

alevlendirebilir.

Yamada ve arkadaslari, OITH’da farkli miRNA’lar1 tanimlayan ilk
calismayr yapmuslardir (31). Bu galismada, kontroller ve OITH olanlarin
serumlarinda immun aracili 4 miRNA’nin (miR-16, miR-22, miR-375 ve miR-
451) farkli ekspresyonlart arastirilmisti. miR- 22, miR-375 ve miR-451
seviyelerinin Hashimato tiroiditi ve Graves hastaligi olanlarda kontrollerle
karsilastirildiginda artmis oldugu gozlenmistir. Iste bu sonuclardan dolayz,
miRNA’larin OITH tedavisinde hedef, aktivite ve progresyonunu gostermede

belirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD

Calismaya Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Endokrinoloji ve
Metabolizma poliklinigine bagvuran ve GH tanisi olan ya da bu taniy1 yeni alan
30 hasta dahil edildi. Hastalar hormonal durumlari, otoantikor diizeyleri, klinik
ozellikleri (oftalmopati varligi, relaps-remisyon durumu), tiroid hacimleri ve

aldiklar1 tedavi gekillerine gore gruplandirilarak ayr1 ayr1 incelendi.

Aktif viral hepatiti olan(HBV-HCV), aktif HIV enfeksiyonu olan, DM

tanis1 olan, aktif KOAH veya astim tanisi olan hastalar calismaya dahil

edilmedi.

Calismaya dahil edilen tiim katilimcilardan sabah 8.30-10.30 saatleri
arasinda, 8-12 saatlik aglik sonrasi jelli vakumlu tiipe vendz kan oOrnekleri
alindi. Kanlar alindiktan hemen sonra laboratuvara ulastirildi. Vakumlu jelli
tipe alinan kan pihtilasmasi i¢in 20 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Bekletilen kanlar 2000 g’de 7 dakika santrifiij edildi. Hastalardan elde edilen
serum Orneginden ayni giin ALT (alanin amino transferaz), kreatinin, glukoz,
HDL (yliksek dansiteli lipoprotein), LDL (diisiik dansiteli lipoprotein), total
kolesterol, trigliserid, insiilin, TSH, fT3, fT4 ve tiroid otoantikor (anti-Tg, anti-
TPO, TRADb) diizeylerine bakildi. Serum ft3, ft4, TSH ve insiilin diizeyleri
otoanalizorde (Roche, Cobas 8000 e602 Modiiler Analizér, Mannheim
Almanya) elektrokemiliiminans immiinél¢iim (ECLIA) yontemi ile g¢alisild.
Anti-TPO ve anti-Tg diizeyleri otoanalizérde (Abbott Architect i2000 Immiin-
Analizor, Amerika Birlesik Devletleri) kemiliiminans immiindl¢iim (CLIA)
yontemi ile calisildi. TRAb diizeyi otoanalizérde (Gamma Sayici, PC-RIA
MASS Stratec ,Belgika) Radyolmmiindlgiim (RIA) yontemi ile galisildl
(Normal aralik: 0-14 U/L). Total kolesterol, HDL, LDL ve trigliserit diizeyleri
otoanalizorde (Roche Cobas 8000 ¢702 Modiiler Analizér, Mannheim
Almanya) enzimatik, kolorimetrik yontem ile calisildi. CBC tiipiine alinan

vendz tam kan drneginden hemogram dl¢timii yapildi.

Calismaya katilan tiim bireylerden belirlenen miRNA’ lar ve irisin
calisilmak iizere de kan alindi ve alinan serum Ornekleri santrifiij edildikten

sonra -20 derecede saklandi. Calisma sonunda bu serum Orneklerinden



belirlenen miRNA ve irisin diizeyleri ¢aligildi. Caligilacak miRNA’ lar literatiir
taranarak OITH ve spesifik olarak Graves hastalari ile yapilan ¢alismalardan
anlamli sonug elde edilen miRNA’ lar arasindan secildi. Sonug¢ta miR-22, miR-
376, miR-154, miR-375 ve miR-451 isimli bes adet miRNA’ nin ¢alisilmasina

karar verildi.

Ayrica hasta grubun tiroid bezi volim durumu da ultrasonografi ile
Ol¢lim yapilarak degerlendirildi. Ultrasonografi ile bezin 3 farkli boyutu
ol¢iildii ve Brunn formiili* kullanilarak tiroid voliimii hesaplandi (*: En x Boy
x Derinlik X m/6). Hesaplanan bu sonuglar ile de hastalar, ortalama bez
voliimiine gore degerlendirilerek, normal ve biiylimiis tiroid bezi olanlar olarak

2 gruba ayrildi.
3.1 Kontrol ve Hasta Kan Orneklerinden Lokosit izolasyonu

Kontrol ve Hasta kan ornekleri 2 adet 2 ml’lik hemogram tiipiine
alinmis ve ayni giin 16kosit izolasyonu i¢in Tibbi Biyoloji anabilim dalinda
isleme tabi tutulmustur. 2 adet hemogram tiipiindeki toplam 4 ml kan 6rnegi 15
ml’lik santriflij tiipiine aktarilarak son hacim 10 ml’ye RBC lizis tamponu
(89,9 gr NHA4CI; 10 gr KHCO3; 2 ml 0,5 M EDTA) eklenerek tamamlanmustir.
Santrifiij tiipleri santrifiij cihazina yerlestirilerek 2500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda tlip igerisindeki supernatan
kistm uzaklastirllmis ve kalan pelet ilizerine 10 ml RBC lizis tamponu
eklenmistir. Tipler tekrar santrifiij cihazina yerlestirilerek 2500 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Ikinci santrifiij isleminden sonra da tiiplerin
icerisindeki supernatan kisim uzaklastirilmig ve pelet iizerine 10 ml RBC lizis
tamponu eklenmigstir. Tiipler tekrar santrifiij islemine tabi tutulmustur. Bu
islemler temiz bir pelet elde edilene dek 3 ya da 4 kez tekrarlanmistir. En son
asamada, tiiplerin igerisinde kalan temiz pelet {izerine 500 pl Trizol kimyasali
eklenmis ve drnekler 1,7 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine mikropipet yardimi ile
aktarilmistir. Ornekler RNA izolasyonu islemine dek -20°C’deki derin

dondurucuda saklanmustir.
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3.2 Kontrol ve Hasta Orneklerinden RNA izolasyonu

Kontrol ve hasta orneklerinden RNA izolasyonu “Trizol ile RNA
izolasyonu” protokolii uygulanarak gerceklestirilmigtir. Trizol ile RNA

izolasyonu protokolii asagida belirtilen sira ile uygulanmistir.

Bir énceki metotta -20°C’de Trizol icerisinde saklanan 6rnekler derin
dondurucudan ¢ikartilarak ¢oziilmesi saglanmis ve oda sicakliginda 10 dakika

inkiibasyona birakilmistir.

1,7 mI’lik mikrosantrifiij tiipleri i¢erisindeki homojenat {izerine 100 ul
kloroform eklenmis ve mikropipet yardimiyla pipetaj yapilarak oda

sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin ardindan tiipler +4°C’ye ayarlanmis sogutmali

santrifiijde 15.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir.

Santriflij isleminden sonra tiipler igerisinde olusan en istteki
renksiz/seffaf faz mikropipet yardimi ile alinarak temiz ve steril mikrosantrifiij

tiipiine aktarilmistir. Renksiz ve seffaf bu faz RNA nin bulundugu fazdir.

Toplanan bu fazin iizerine 500 pl izopropanol yavas eklenmis ve pipetaj

yapilmistir. Ardindan 6rnekler 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Inkiibasyon siiresinin ardindan tiipler +4OC’ye ayarlanmis sogutmali

santrifiijde 15.000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij isleminden sonra tilipler igerisindeki siipernatan kisim

uzaklastirilmis ve pelet tizerine 500 pl %70’lik soguk etanol eklenmistir.

Tiipler tekrar +4OC’ye ayarlanmis sogutmali santrifiijde 15.000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij isleminden sonra tiiplerin igerisindeki
slipernatan atilmistir. Tiiplerin kapaklar1 agilarak ortamda kalan fazla alkoliin

buharlagsmas1 saglanmaistir.

Son olarak pelet iizerine 40 ul RNaz-DNaz igermeyen su eklenerek

RNA’lar homojenize edilmistir.



RNA oOrnekleri diger bir deney asamasina kadar saklanmadan Once,
RNA’larin kalitesi ve konsantrasyonu nanodrop cihazi ile tespit edilmistir.
Nanodrop cihazinda oncelikle 1 ul RNaz-DNaz igermeyen su cihazin kaidesi
iizerine damlatilmis ve korleme yapilmistir. Ardindan kontrol ve hasta RNA
orneklerinden de sirasiyla 1 pl alinarak nanodrop cihazina aktarilmis ve

orneklerin hem konsantrasyon hem de saflik degerleri 6l¢iilmiistiir.

3.3 Kontrol ve Hasta RNA orneklerinden miRNA
komplementer DNA (cDNA) sentezi

Kontrol ve hasta orneklerinden cDNA sentezi “Tagman MicroRNA
Reverse Transcription Kit”inin (Applied Biosystems, ABD) protokoliine bagli
kalinarak asagidaki gibi gerceklestirilmistir.

e RNA 6rnekleri -20 °C’den ¢ikartilip buz tizerine almmus ve erimeleri

saglanmistir.

e Kontrol ve hasta drnekleri i¢in hazirlanan steril 0,25 ml’lik PCR
tiiplerine, kit icerisinden ¢ikan malzemeler asagidaki tabloda belirtildigi sekilde

kullanilarak 7 pl’lik reaksiyon karigimi hazirlanmistir.

Tablo 3: cDNA sentezi igin reaksiyon karisiminda kullanilan

malzemeler ve miktarlar

Malzeme cin alinnas: goreken mktar
dNTP karisimi 0,15 ul

Revers transkriptaz enzimi 1l

10X RT Tamponu 1,5 ul

RNaz inhibitori 0,19 ul

Niikleaz igermeyen su 4,16 pl

TOPLAM HACIM 7l

e 7 pl’'lik reaksiyon karigimi igerisine her bir miRNA’nin ilgili

primerinden 3 pl ilave edilmistir.
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e Kontrol ve hasta grubu i¢in olusturulan mikrosantrifiij tiipleri
icerisine ilgili RNA o&rneklerinden 5 pl eklenerek toplamda 15 pl’lik hacim

elde edilmistir.

e Hazirlanan PCR tiipleri, PCR cihazina (Techne, INGILTERE)
yerlestirilerek 16°C 30 dk, 42°C 30 dk ve 85°C 5 dk olacak sekilde cDNA

sentez islemi gerceklestirilmistir.

e cDNA sentez islemi bittikten sonra tiipler -20°C’deki derin

dondurucuda saklanmustir.

3.4 MiRNA-22, -154, -375, -376b ve -451 gen ekspresyonunun

ger¢ek-zamanh PCR yontemi ile tespiti

Her bir 6rnek icin elde edilen cDNA’lar kullanilarak miRNA-22, -154,
375, -376b ve -451 miRNA’larinin ekspresyonlar1 StepOne Plus gergek-
zamanli PCR cihazi (Applied Biosystems, ABD) kullanilarak analiz edilmistir.

e Oncelikle asagidaki tabloda belirtilen reaksiyon karisimi hazirlanip,

96 kuyucuklu plakadaki kuyucuklara 20 ul olacak sekilde dagitilmistir.

Tablo 4: Gergek-zamanli PCR ¢aligsmasi igin reaksiyon karisimi

Reaksiyon karisimi icin
Komponent o
gerekli miktar

Tagman Small RNA Assay

(20X) 1l
cDNA 6rnegi

1,33 ul
Tagman® Universal PCR
Master Mix II (2X), no UNG} 10 pl

Niikleaz icermeyen su
sermey 7,67 ul

TOPLAM HACIM

20 ul




e Hazirlanan 96 kuyucuklu plaka ger¢cek-zamanli PCR cihazina
yerlestirilip, 95°C’de 10 dk ve 40 déngii boyunca 95°C 15 sn ve 60°C 60 sn

olacak sekilde isleme tabi tutulmustur.

3.5 Enzim-bagh immiinosorbent Analizi (ELIZA) Yontemi ile

Irisin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismamizda kontrol ve hasta kan ornekleri igerisinde jel bulunan
kirmizi kapakli biyokimya tiipiine aktarilmis ve 2500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda meydana gelen serumlar 1,7 ml’lik
mikrosantrifiij tiipiine mikropipet yardimi ile aktarilmis ve Eliza deneyi

gerceklesene dek -20°Cdeki derin dondurucuda saklanmustir.

Kontrol ve hasta serum Orneklerinden irisin miktar1 belirlemek igin
gerekli Eliza kit ticari olarak elde edilmistir (YL Biont, CIN). Kitin icerisinde

bulunan ekipmanlar asagidaki tablo 5’de 6zetlenmistir.

Tablo 5: Irisin Eliza kiti ierisinde bulunan ekipmanlar

Kit ile saglanan ekipmanlar 96 reaksiyon Saklama Kosulu
Mikroeliza stripleri 1 Adet 2-8°C
Standart soliisyonu (32 ng/ml) 0,5 ml x 1 sise 2-8°C
Standart diliient 3mlx 1 sise 2-8°C
Streptavidin-HRP reaktifi 6 ml x 1 sise 2-8°C
Kromojen sollisyon A 6 ml x 1 sise 2-8°C
Kromojen soliisyon B 6 ml x 1 sise 2-8°C
Stop soliisyonu 6 ml x 1 sise 2-8°C
Yikama soliisyonu 20 ml (30X) x 1 sise | 2-8°C
Biotin ile isaretlenmis anti-Irisin | 1 ml x 1 sise 2-8°C
antikoru

Irisin ELIZA kiti igerisindeki stok standart konsantrasyonu asagidaki
tabloda 6zetlenmistir (Tablo 6). Stok standarttan, standart diliient ile agsagidaki

tabloda bulunan standart ¢alisma konsantrasyonu hazirlanmaistir.
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Tablo 6: Irisin Eliza kiti icin standart konsantrasyonu ve standart

caligma konsantrasyonlari

Stok standart
Kit ada Standart calisma konsantrasyonlari
konsantrasyonu
Irisin 32 ng/ml 16 ng/ml | 8 ng/ml 4 ng/ml 2 ng/ml

Irisin Eliza kiti icin asagidaki protokol uygulanmustir:
Standart, kor ve 6rnek sayis1 kadar mikroeliza strip ¢ikartilmistir.

Kontrol ve hastalara ait serum ornekleri -20°C’den cikartilip oda
sicakliginda ¢oziilmiistiir.

Tablo 6°de hazirlanan standart ¢alisma konsantrasyonlarindan 50 pl
kuyucuklara aktarilmis ve tizerine 50 pl Streptavidin-HRP eklenmistir.

Kontrol ve hasta serum 6rneklerinden 40 pl ilgili kuyucuklara eklenmis
ve iizerine 10 pl anti-Irisin antikoru aktarilmistir. Daha sonra ilgili kuyucuklara
50 ul Streptavidin-HRP eklenmistir.

Kor i¢in birakilan kuyucuklara ilk etapta herhangi bir uygulama
yapilmamustir.

Mikroeliza stripleri, kitin icerisinden ¢ikan seffaf etiket ile kapatilarak
37°C°de 60 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon esnasinda, 30X konsantrasyonda bulunan “yikama
tamponu” distile su ile 1X konsantrasyona diliie edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan, striplerin iizerindeki seffaf etiket cikarilarak,
kuyucuklardaki sivi dokiilmiis ve 1X konsantrasyondaki yitkama tamponundan
yaklagik 300 pl kuyucuklara ilave edilerek 30 sn oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan yikama tamponu tekrar dokiilmiistir. Bu islem,
kuyucuklarin iyi sekilde yikanmasi icin 5 kez tekrar edilmistir.

Kor, ornekler ve standart i¢in ayrilan kuyucuklarin igerisine 50 pl
kromojen soliisyon A ve kromojen soliisyon B eklenmistir. Mikroeliza stripleri,
orbital ¢alkalayicida nazikge, kisa bir siire i¢in ¢alkalanmistir ve 37°C’de 30 dk
karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir. Etkili bir renk degisiminin olmasi

icin bu agsama karanlik ortamda gergeklestirilmistir.



Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 50 pl “Stop Soliisyonu”
eklenerek reaksiyonun sonlanmasi saglanmistir. Stop soliisyonu eklendikten

sonra kuyucuklarin igerisinde olugan mavi renk, sar1 renge doniismiistiir.

Reaksiyon sonlandirildiktan sonra 10 dakika igerisinde mikroeliza
striplerinin 450 nanometrede ELIZA okuyucu cihazinda okutulma islemi

gerceklestirilmistir.

Elde edilen absorbans degerleri excel dosyasina aktarilmustir. ilk olarak
standart ve Orneklerden elde edilen absorbans degerlerinden korlerin
bulundugu absorbans degerleri  ¢ikartilarak  normalizasyon  islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra standartlardan elde edilen absorbans
degerleriyle, “Standart Egim Grafigi” ¢izilmistir. Bu grafikten elde edilen “y =
ax + b” egim denkleminden Orneklere ait absorbans degerlerine karsilik gelen

konsantrasyon degerleri hesaplanmistir.

Bu calisma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar:
Anabilim Dali'nda 23.02.2016 tarihli ve 60116787-020/14502 numarali etik

kurul onayi ile kesitsel olarak yiirlitiilm{istir.
3.6 Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS paket programiyla analiz edilmistir. Stirekli degiskenler
ortalama + standart sapma ve kategorik degiskenler say1 ve yilizde olarak ifade
edilmistir. Parametrik test varsayimlari saglandiginda bagimsiz  grup
farkliliklarm karsilastirilmasinda Iki Ortalama Arasindaki Farkin Onemlilik
Testi; parametrik test varsayimlari saglanmadiginda ise bagimsiz grup
farkliliklarin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U Testi ve Kruskal Wallis
Varyans Analizi kullanilmistir. Stirekli  degiskenler arasindaki iligkilerin
incelenmesinde Pearson ve Spearman korelasyon analizleri kullanilmistir.
Kategorik degiskenler arasindaki farkliliklar ise Ki kare analizi ile
incelenmigtir. Tiim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismaya Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Endokrinoloji ve
Metabolizma poliklinigine Graves Hastalig1 6n tanisi / tanisi ile bagvuran ve
sonrasinda medikal, cerrahi ya da radyoaktif iyot tedavileri uygulanan 30 hasta
dahil edildi. Hastalarin 21'i kadin (%70) ve 9‘u erkek(%30) olup yas ortalamasi
38,8 + 10,0 (y1l) idi (Tablo 7).

Tablo 7: Ornekleme grubumuzun cinsiyet ve yas durumu

Hasta grubu Kontrol Toplam P degeri
grubu
(n=30) (n=60)
(n=30)
Kadin 21 18 39
Erkek 9 12 21 0,417
BMI (kg/m?) 26,5+ 3,8 26,5+55 0,634
Yas 38,8+ 10,0 36,0+ 12,0 0,124
ortalamasi

Calismamizdaki hastalar klinik o6zellikleri ile tanmimlandiginda, 7
hastanin(%23,3) oftalmopatisi mevcut olup, kalan 23 hastanin(%76,6)
oftalmopatisi yoktu. 16 hasta(%53,3) tan1 aldiktan sonra hi¢ relaps yasamamis
iken, 14 hasta(%46,6) tedavisi sirasinda en az 1 kez relaps yasamis idi.
Hastalarin  17'si(%56,6) medikal tedavi almaktayken, 5'i(%16,6) RAI,
8'1(%26,6) ise cerrahi tedavi almis idi.

Calismamizdaki hasta ve kontrol grubunun biyokimyasal ve hormonal
degerleri tablo 8’de sunulmustur. Buna gére Graves hastalarinda tespit edilen
ortalama TSH, hemoglobin ve LDL degerleri kontrol grubua gore anlamli
Ol¢iide diisiik bulunmustur (p degerleri sirastyla 0.005, 0.003, 0.03). Graves
hastalarinin ortalama fT4 ve anti-Tg degerleri, kontrol grubuna goére anlamli

Olciide daha yiiksek saptanmistir. (p degerleri sirasiyla 0.043 ve 0.002)



Calismamizda hasta grubu ve kontrol grubu arasinda trombosit, 16kosit,

trigliserid, insiilin, fT3 ve anti-TPO degerleri agisindan istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmamustir (Tablo 8).

Tablo 8: Calisma i¢in kan alindig: siradaki laboratuar bulgular

GH Grubu Kontrol Grubu
(n=30) (n=30) P degeri
Ort+=SD Ort+SD
Hemoglobin (g/dL) 12,6+2,2 13,8+2,0 0,003*
Lokosit (x10°/L ) 6,4+1,6 7,4+1,8 0,033
Trombosit (x10°/L) | 252,8+72,0 273,0+439,6 0,195
Kreatinin (mg/dl) 0,6+0,1 0,8+0,1 0,01*
Achk Kan Sekeri 98,2+ 11,5 92,0+ 8,4 0,026*
(mg/dl)
Insiilin (MU/L) 14,1 £ 17,6 11,3+64 0,551
Trigliserid (mg/dl) 118,5+79,7 1345+ 71,6 0,246
LDL (mg/dl) 95,7 + 333 115,0 = 33,3 0,030*
TSH (mU/L) 1,5+2.2 1,9+ 0,9 0,005*
FT4 (ng/dI) 2,2+1,7 13+0,1 0,043*
FT3 (ng/dI) 70+75 33+0,4 0,623
Anti TPO (1U/d1)) | 179,4 +217,1 32,9+443 0,201
Anti Tg (1U/d1)) 230,2 +298.0 32,9+ 56,0 0,002*
TRAD (U/L) 21,4+31,3

*=P<(.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli.




Hormonal durumlarina gore hastalarin  5’i(16,6) hipotiroidik,
12°51(%40) otiroidik, 13°1(%43,3) hipertiroidik idi. Graves hastalig1 igin
spesifik  bir otoantikor olan TRAb seviyelerine gore hastalar
siniflandirildiginda ise, hastalarin 5’1(%16,6) TRAb(+), 25°1(%83,3) ise
TRADb(-) idi. Ultrasonografi bulgularina bakildiginda, hastalarimizin
19’unun(%63,3) tiroid bezi normal biiyiikliikte iken, 11’inin(%36,6) tiroid bezi
biliylimiis idi. 10 hastanin(%33,3) tiroid bezi yapisinda nodiil ya da nodiiller
mevcut iken, 20 hastanin(%66,6) bez yapisinda nodiil yoktu. Nodiilii olan
hastalar nodiil 6zelliklerine gore degerlendirilerek gerekli goriilenlerde ince

igne aspirasyon biyopsisi ile degerlendirildi, hi¢birinde malignite saptanmadi.

Calismamizda Graves hastalar1 ile kontrol grubu arasindaki irisin
diizeyleri karsilastirildi. Hasta grubun irisin seviyesi ortalamasi 5,9 + 2,9 ng/ml
iken, kontrol grubunun irisin seviyesi ortalamasi 6,8 = 3,1 ng/ml olarak
saptandi ve bu 2 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi
(Tablo 9).

Tablo 9: Hasta ve kontrol grubu serum irisin diizeyleri

Hasta Kontrol
P degeri
(n=30) (n=30)
irisin(ng/ml) 59+29 6,8 £3,1 0,634

Hasta ve kontrol gruplari, kendi igerisinde, irisin ve diger parametre
diizeyleri arasinda olasi bir iligki agisindan da degerlendirildi. Hasta grubunun
irisin diizeyleri ile serumda bakilan hemogram, glukoz, insiilin, lipid profili,
AST, ALT, kreatinin, TSH, fT4, fT3, anti-Tg, anti-TPO, TRAb diizeyleri ve
diger kayit altina alman veriler (yas, BMI, boy, bel ¢evresi, viicut agirligi)
arasinda anlamli bir iliski tespit edilmedi. Kontrol grubunda ise, irisin diizeyleri
ile iki parametre arasinda anlamli iligki saptandi: Anti-Tg ile pozitif yonde
kuvvetli (p: 0.034, r: 0.845), trombosit diizeyi ile de pozitif yonde orta kuvvetli
iliski (p: 0.019, r: 0.424) saptandi.



Graves hastalar: kendi igerisinde hipotiroidik, dtiroidik ve hipertiroidik
olanlar olarak 3 gruba ayrilip irisin diizeyleri ile tiroid hormonlarinin iliskisi
seviyeleri hipertiroidik ve

incelendiginde hipotiroidik hastalarin irisin

otiroidiklere goére biraz yiiksek bulundu ancak ii¢ grup arasinda istatistiksel

acidan anlaml farklilik saptanmadi (Tablo 10).

Tablo 10: Hastalarin tiroid hormon durumlarina gore serum irisin

diizeyleri
Hipotiroidik | Otiroidik | Hipertiroidik
GH GH GH P degeri
(n=5) (n=12) (n=13)
irisin(ng/ml) 85+1,8 56+0,8 5,3+0,6 0,166

Hastalar klinik 6zelliklerine gore gruplandirilarak da degerlendirildi.
Oftalmopatisi olan hastalarda oftalmopatisiz gruba gore irisin diizeyleri daha
yiiksek saptandi, ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 11). Ayrica
relaps yasamis hastalarin irisin seviyeleri, tan1 aldiktan belli bir siire sonra
remisyona girmis ve remisyonda seyretmeye devam eden hastalara gore daha

yiiksek saptandi, ancak yine istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 12).

Tablo 11: Graves hastalarinin oftalmopati durumuna gore serum irisin

diizeyleri
Oftalmopatisi Oftalmopatisi
olan GH olmayan GH
P degeri
(n=7) (n=21)
irisin(ng/ml) 8,1 +43 53+2,1 0,069
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Tablo 12:

Relaps yasamis

ve yasamamis Graves hastalarmin irisin

diizeyleri
Relaps yasamis | Relaps yasamamis
GH GH P degeri
(n=14) (n=16)
irisin(ng/ml) 7,0£3,7 50£1,7 0,07

Hastalarin ultrasonografi ile tiroid boyutlar1 degerlendirilerek bez
boyutu ile irisin diizeyleri arasindaki iliskiye bakildiginda ise, istatistiksel
olarak anlamli bir sonu¢ elde edildi: Tiroid boyutu biiyiik olanlarda normal
boyutlu olanlara nazaran irisin diizeyleri daha diisiik saptandi (p: 0,014) (Tablo
13). Ultrasonografi ile degerlendirme sirasinda bez yapisinda nodiil saptanan

hastalar da oldu. Bu hastalarda olas1 bir nodiil varlig1 - irisin iligkisi arastirildi

ancak anlamli bir fark elde edilmedi (p: 0,502) (Tablo 14).

Tablo 13: Graves hastalarinin tiroid bezi boyutlarina gére serum irisin

diizeyleri
Normal boyutlu Biiyiimiis tiroid P degeri
tiroid bezi olan GH bezi olan GH
(n=19) (n=11)
Irisin(ng/ml) 6,9+3,3 43+0,7 0,014*

*=P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml.

Tablo 14: Graves hastalarinin tiroidde nodiil varligina gére serum irisin

diizeyleri
Nodiilii olan Nodiilii olmayan
GH
GH P degeri
n=20
(n=10) ( )
Irisin(ng/ml) 6,1 +34 5,9+2,7 0,502




Hastalar aldiklar1 tedavilere gore medikal, radyoaktif ve cerrahi tedavi
alanlar olarak ii¢ gruba ayrildi. Tedavi sekli ile irisin arasinda olabilecek bir
iliski arastirildi, ancak anlamli bir sonug elde edilmedi (p: 0,384) (Tablo 15).

Tablo 15: Graves hastalarinin aldiklar1 tedaviye goére serum irisin

diizeyleri
Medikal RAI Cerrahi P degeri
tedavi tedavisi tedavi
(n=17) (n=5) (n=8)
Irisin(ng/ml) 55+24 4,6 £0,5 7,6 £4,2 0,384
Calismamizdaki Graves hastalarinin = 5’i1(%16,6) TRAb pozitif,

25’1(%83,6) TRAD negatif idi. Bu hastalarin irisin diizeyleri ile TRAb arasinda
anlaml1 fark saptanmadi (p: 0,829) (Tablo 16).

Tablo 16: Graves hastalarinin TRAb pozitif/negatif oluslarina goére

irisin diizeyleri

TRAD (+) GH TRADb (-) GH P degeri
(n=5) (n=25)
Irisin(ng/ml) 6,2+ 4,0 59+28 0,829

Graves Hastaligi 6n tanis1 ya da tanisi olan ve sonrasinda medikal,
cerrahi veya radyoaktif iyot tedavileri uygulanan yine ayni1 30 hastanin miRNA
diizeylerine de bakildi. Hastalarin 21'1 kadin (%70) ve 9‘u erkek(%30) olup yas
ortalamas1 38,8 £ 10,0 (y1l) idi (Tablo 7). Hasta ve kontrol grubunda 6nceki
caligmalardan yapilan derlemelere gore segilen 5 farkli miRNA diizeyi
degerlendirildi. Gruplar arasinda miRNA diizeyleri acisindan anlamli fark
saptanmadi (Tablo 17). Ancak caligmaya katilan bireyler cinsiyetlerine gore
gruplara ayrildiginda, bazi miRNA diizeylerinde bu 2 grup arasinda anlaml
fark oldugu goriildii. Kadin bireylerde saptanan miR-22 ve miR-375 diizeyleri
erkek bireylere gore anlamli 6l¢iide daha yiiksek saptandi. (Tablo 18).
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Tablo 17: Hasta ve kontrollerin miRNA diizeyleri

Hasta Kontrol P degeri
(n=30) (n=30)
hsa-miR-376b 341+ 1,5 33,8+1,3 0,401
hsa-miR-154 33,0+ 14 32,7+1,3 0,400
miR-451 19,0+ 2,0 19,1+1,9 0,872
miR-375 340+ 1,1 340+1,0 0,900
miR-22 22,9+ 1,2 22,5+1,0 0,226

Tablo 18: Calismadaki tiim bireylerin cinsiyetlerine gore MIRNA

diizeyleri
Kadin Erkek P degeri
(n=39) (n=21)
hsa-miR-376b 33,7+ 1.4 344+1,5 0,075
hsa-miR-154 329+1,4 32,7+ 1,1 0,628
miR-451 19,4 +2,0 18,4+ 1,6 0,073
miR-375 342+1,2 33,7+0,7 0,016*
miR-22 229+ 1,1 223+ 1,0 0,035*

*=P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml.

Hastalarn miRNA diizeyleri ile c¢alismamizda baktigimiz diger
parametreler de karsilagtirildi: miR-376b, miR-154, miR-451 ve miR22
diizeyleri ile anti-Tg diizeyleri arasinda negatif yonde orta kuvvetli iliski
saptandi (sirasiyla p: 0.041, r: -0.375, p: 0.019, r: -0.425, p: 0.014, r: -0.442, p:
0.001, r: -0.563). miR-376b ve miR-154 diizeyleri ile Hb diizeyleri arasinda
pozitif yonde orta kuvvetli iligki saptandi (sirasiyla p: 0.002, r: 0.550, p: 0.02,
r: 0.549). miR-376b ile HDL diizeyi arasinda negatif yonde orta kuvvetli (p:



0.016, r: -0.445), miR-451 ile HDL diizeyi arasinda ise pozitif yonde orta
kuvvetli (p:0.044, r: 0.376) iliski saptandi. miR-451 ile AKS arasinda negatif
yonde orta kuvvetli iliski (p: 0.021, r: -0.427) saptandi. miR-22 ile fT3
diizeyleri arasinda da, negatif yonde orta kuvvetli iliski saptand1 (p: 0.046, r: -
0.367). Hastalarin miRNA diizeyleri ile geri kalan diger parametreler ile

aralarinda anlamli fark saptanmadi.

Kontrollerin miRNA diizeyleri de c¢alismamizda bakilan diger
parametreler ile karsilagtirildi: miR-451, miR-375 ve miR-22 diizeyleri ile yas
arasinda pozitif yonde orta kuvvetli bir iliski saptandi1 (sirasiyla p: 0.026, r:
0.405, p: 0.004, r: 0.511, p: 0.02, r: 0.423). miR-451 diizeyleri ile anti-TPO
diizeyleri arasinda ise, pozitif yonde kuvvetli bir iligki saptandi (p: 0.05, r:

0.812).

Calismamizdaki Graves hastalar1 tiroid fonksiyonlarina gore ti¢ gruba
ayrildi: Hipotiroidik, 6tiroid ve hipertiroidik olanlar. Bu ii¢ grup arasindaki
miRNA’larin  diizeyleri kiyaslandiginda hipertiroidik hastalarin = miR-22
seviyelerinin diger iki grup hastaya gore daha diisiik oldugu saptandi, ancak

istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide degildi (Tablo 19).

Tablo 19: Hastalarin tiroid hormon durumlarina gére miRNA diizeyleri

Hipotiroidik | Otireidik GH | Hipertiroidik
GH (n=12) GH P degeri
(n=5) (n=13)
hsa-miR-376b 342+1,4 341+1,3 340+ 1,9 0,989
hsa-miR-154 33,0+ 0,8 33,2+0,9 32,7+ 1,8 0,250
miR-451 18,6 £1,6 200£1,9 183+1,9 0,127
miR-375 342+0,8 34,1+0.,8 339+14 0,880
miR-22 23,0£0,6 23,6+ 1,0 222 +1,2 0,064
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Hastalar

Oftalmopatisi olanlar ile olmayanlarin miRNA seviyelerine bakildiginda, iki
grup arasinda anlamh fark saptanmadi (Tablo 20). Tedavi sonrasi remisyona
girip sonra relaps yasamis hastalar ile halen remisyonda olan hastalarin miRNA
diizeyleri de karsilastirildi. Bu iki grup arasinda miR-154 diizeyinde anlamli
fark elde edildi. Relaps yasamis olan hastalarin miR-154 diizeyleri halen
remisyonda olanlara gore anlamli olarak yiiksek saptandi (p: 0.035) (Tablo 21).

Tablo 20: Graves hastalarinda oftalmopati varligina gore miRNA

kliniklerine

gore de

siiflandirilarak  degerlendirildi:

diizeyleri
Oftalmopatisi Oftalmopatisi P degeri
olan GH+ olmayan GH+
(n=7) (n=23)
hsa-miR-376b 341+ 14 34,1+1,6 1,000
hsa-miR-154 33,1+£0,9 33,0+1,5 0,598
miR-451 18,9 +£2,3 19,1+1,9 0,811
miR-375 33,6 £1,0 342+ 1,1 0,288
miR-22 23,4+0,8 22,8+1,3 0,207

Tablo 21: Graves hastalarinda relaps durumuna gére miRNA diizeyleri

Relaps
Relaps yasams
yasamamis
hastalar P degeri
hastalar
(n=14)
(n=16)

hsa-miR-376b 345+ 1,4 33,7+1,7 0,214
hsa-miR-154 335+1,5 32,5+1,0 0,035*
miR-451 18,9+ 1,8 19,1 +£2,2 0,802
miR-375 340+1,2 34,1+1,0 0,869
miR-22 23,1 + 1,1 227+13 0,208

*=P<(.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml.




Graves hastalari, tiroid boyutlart ve bezdeki nodiil varligi ile miRNA

diizeyleri arasinda iligki agisindan da degerlendirildi. Ne bez boyutu ne de

tiroidde nodiil varlig1 ile miRNA diizeyleri arasinda anlamli farklilik saptandi

(Tablo 22-23).

Tablo 22: Hastalarin tiroid boyutuna goére miRNA diizeyleri

Tiroid bezi

normal boyutlu

Tiroid bezi

bilyiimiis hastalar P degeri
hastalar
(n=11)

(n=19)
hsa-miR-376b 339+1,3 345+ 1,9 0,299
hsa-miR-154 33,1+ 1,5 328+1,1 0,589
miR-451 19,2+ 1,8 18,8 +2,4 0,639
miR-375 342+ 1,0 33,7+ 1,2 0,206
miR-22 23,1+1,2 226+1,1 0,361

Tablo 23: Hastalarin nodiil varligina gére miRNA diizeyleri

Nodiilii olan Nodiilii olmayan P degeri
hastalar hastalar
(n=10) (n=20)
hsa-miR-376b 34,1 £2,0 34,1 +1,3 0,931
hsa-miR-154 33,0+1,7 330+1,2 0,935
miR-451 19,6 +1,7 18,7 +2,1 0,262
miR-375 343+1,3 33,9+ 1,0 0,439
miR-22 23,0+0,9 229+13 0,875
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Hastalar medikal, radyoaktif ve cerrahi tedavi alanlar olarak ti¢ gruba

ayrilarak karsilagtirildiginda,

anlamli bir iligski saptanmadi (Tablo 24).

miRNA diizeyleri ile tedavi sekilleri arasinda

Tablo 24: Hastalarin tedavi sekillerine gore miRNA diizeyleri

Medikal RAI tedavisi Cerrahi P degeri

tedavi (n=5) tedavi

(n=17) (n=8)
hsa-miR-376b 341+1,8 341+1,4 342+ 14 0,946
hsa-miR-154 329+ 1,6 329+1,4 33,1+£0,8 0,777
miR-451 18,7+ 1,8 19,4 +£2,0 19,4+£2)5 0,673
miR-375 342 +1,1 33,8+0,9 33,9+ 1,2 0,572
miR-22 22,8+ 1,2 22,5+ 1,5 23,4+0,7 0,230

Calismamizda bulunan 5 (%16,6) TRAb pozitif, 25 (%83,6) TRAb
negatif hastada TRAD ile miRNA diizeyleri arasi iligski de degerlendirildi, ancak

anlamli sonug elde edilmedi (Tablo 25 ).

Tablo 25: Hastalarin TRAbD diizeylerine gére miRNA diizeyleri

TRADb (+) GH TRADb (-) GH
P degeri
(n=5) (n=25)
hsa-miR-376b 342+1,4 34,1+ 1,6 0,957
hsa-miR-154 32,6 +£0,6 33,1+ 1,5 0,552
miR-451 17,9 +£2,0 19,2+1,9 0,229
miR-375 33,3+ 1,0 342+1,1 0,096
miR-22 225+1,1 23,0+£1,2 0,416




5. TARTISMA

Bilindigi iizere Graves hastalig1 etyolojisi, klinigi, prognozu ve siddeti
farkli birgok faktore bagli olabilen otoimmun bir tiroid hastaligidir. Klinikte
siklikla hipertiroidi seklinde goriiliir (4,5). Siddetli olgularda remisyonu
saglamak oldukga zor olabildigi gibi, remisyon sonrasi tekrarlayan relapslar, bu
relapslar sirasinda da ani gorme kaybmna kadar farkli kliniklere sebep
olabilecek siddette oftalmopatiler goriilebilmektedir (15). GH’nin tani ve
prognoz tayininde degerlendirilebilen belirte¢ ve bulgular hem kisitli hem de
yetersizdir. Bu sebeple halen bu hastaligin tanisi, prognozu, tedavisi agisindan
yeni bir kesif saptayabilmek adina pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Biz de bu
calismada, benzer amaglarla daha 6nceden yapilmis ¢alismalart refere alarak
yeni biyobelirtegler bulabilmeyi amagladik. Refere aldigimiz calismalardan
anlamli sonuglar elde edilmesine gore sectigimiz irisin ve 5 adet miRNA

diizeyini inceledik.

GH relapsinin tedavi dncesi Ongoriilebilirligini arastiran bazi ¢alismalar
yapilmustir. Struja ve arkadaslart GH’ da tedavi 6ncesi varolan ve ATI tedavisi
kesildikten sonraki niiksii Ongoren faktorler ile ilgili Temmuz 2015°te
Cochrane, EMBASE ve PubMed’ de yaymlanmig 54 ¢aligmayi derleyerek yeni
bir ¢alisma yapmuslardir (32). Bu ¢alismada toplam 7595 katilimc1 mevcut
olup, 3696’ sinda relaps goriilmiistiir (%48,7). Bu hastalarda orbitopati varligi,
sigara kullanimi, ultrasonografi ile 6l¢iilen tiroid hacmi, WHO’ ya gore guatr
boyutu, fT3, tT3, TRADb ve TBII seviyeleri ile relaps arasinda anlamli 6l¢iide
iliski saptanirken, cinsiyet, yas, baslangi¢c tT4 seviyesi ile arada onemli bir
iliski saptanmamustir (32). Geng yas, biiyiik guatr, sigara kullanimi, erkek
cinsiyet, yiiksek antikor seviyeleri ve ciddi biyokimyasal hastalik varlig
(fT4/tT4/fT3/tT3/TRAb/TBII yiiksekligi) GH da ATI kesildikten sonra yasanan
niiksleri Ongordiriicti risk faktorleri olarak daha Onceki g¢alismalarda da
gosterilmistir (Burada bahsedilen ATI tedavisinde ila¢ doz ya da tip kisitlamasi
yoktur) (33). Yine Struja ve arkadaslarinin az 6nceki ¢aligmadan sadece 3 ay
sonra yayinladigi retrospektif baska bir c¢alismada ise, yakin donemde
aciklanmis ve GH’ nin tedavi sonrasi niiksiinii 6ngdrdiigii iddia edilen GREAT

skorlama sisteminin dogrulugu incelenmistir (34) (GREAT: Graves’ Recurrent
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Events After Therapy). GREAT skorlamasinda yas, T4 diizeyi, TBII diizeyi ve
WHO kriterlerine gore guatr derecesi ile degerlendirme yapilmaktadir. Bu
skorlamaya 5.degisken olarak genetik testler (PTPN 22, HLA) eklendiginde
skorlama GREAT+ olarak adlandirilmaktadir (16). Buna gore hastalar risk
durumu agisindan 3 sinifa ayrilir; 0-1 puan alanlar class I, 2-3 puan alanlar
class Il, 4-6 puan alanlarsa class III olarak siniflandirilmigtir. Skorlamaya gore
class I'de %16, class II’de %44, class III'te %68 niiks riski mevcut iken,
GREAT+ skorlamasina gore class I’de %4, class II’de %21, class III'te %49,
HLA polimorfizmi ya da PTPN22 pozitifligi olan class IV+’te ise %84 niiks
riski mevcuttur (16). Struja ve arkadaslarinin yaptigr bu calismada, 371’
(%50,1) relaps yasamis 741 Graves hastas1 mevcuttur. Bu hastalar ortalama
olarak 25,6 + 33,5 ay takip edilmis ve ATI tedavisi baslangici ya da ATI
tedavisinin kademeli olarak kesilmesinin ortalama 14 + 22 ay sonrasinda niiks
yasamiglardir. Caligma sonucunda GREAT skorlamasina gore class I, II ve III’
te olan hastalarin sirasiyla % 33.8, % 59.4 ve % 73.6” sinda relaps izlenmis ve
relaps ile artmis GREAT skoru arasinda anlamli dlgiide giiclii bir iliski oldugu
dogrulanmistir (34). Dolayisiyla bu calisma da gostermistir ki, GREAT
skorlamasinin GH niiks riskini éngérmede ve baglangi¢ tedavisinin se¢iminde

yiiksek oranda gecerliligi mevcuttur.

Oftalmopati, Graves hastalifi icin sadece relaps aninda goriilen bir
bulgu degil, tan1 aninda da saptanabilen bir bulgudur. Yeni GH tanis1 konmus
hastalarda Graves orbitopatisi gelisme ihtimalini ongoren bir skorlama sistemi
tamimlanmistir. PREDIGO olarak isimlendirilen bu skorlamada CAS, TBII
diizeyi, semptomatik gecen hipertiroidik siire ve sigara kullanimi temel
degiskenlerdir. Maksimum skor 15 puandir. Bu skorlama sisteminin pozitif ve
negatif prediktif degerleri sirasiyla 0.28 ile 0.91°dir. PREDIGO’ ya gore, tani
aninda Graves orbitopatisi olmayan hastalarda ATI baslandiktan sonraki 18
aylik dénemde orbitopati gelisme ihtimali %15’tir. Bu sonuca gore, PREDIGO
ile Graves orbitopatisi gelismesi degil de gelismemesi ihtimalinin tahmin
edilmesinin daha dogru olacagi diisliniilmektedir (17). Giiniimiizde Graves
hastaliginin tanisi, prognozu ve siddet tayininde asikar hipertiroidi varligi,

TRADb pozitifligi, oftalmopati varlig1 gibi 6l¢eklerden faydalanilmaktadir. GH



tani, siddet, prognoz ve niiks tayininde elimizdeki tetkiklerin kisitli kalmasi ve
bu konuda halen pek cok arastirma yapiliyor olusu, ayrica yeni yapilan
calismalarda Graves hastaligimin etyolojisinde metabolik ve epigenetik
faktorlerin etkili olabildiginin saptanmas iizerine, biz de Graves hastalari ile
saglikli kontrollerde serum irisin ve miRNA diizeylerini degerlendirdik. Bu
degerlendirmedeki amacimiz, irisin ve miRNA’ larin Graves hastaliginin tan,
siddet, prognoz ya da niiksi i¢in faydali birer belirteg olarak
kullanilabileceklerini gostermektir. Degerlendirmemiz sonucunda, hasta ve
kontrol grubu arasindaki irisin ile se¢ili MIRNA seviyelerinde farklilik
izlenmedi. Hastalarin kendi igerisindeki hormonal durum, otoantikor
pozitifligi, klinik durum ve tedavi sekline gore karsilastirilmalarinda da anlamli
bir fark izlenmedi ancak oftalmopatisi olan grup ile relaps yasamis gruplarda
irisin seviyeleri daha yiiksek idi (sirasiyla p: 0.069, p: 0.07). Yine relaps
yagsamis hastalarda miR-22 ve miR-154 ekspresyonu yiiksek saptandi (sirasiyla
p: 0.208, p: 0.035).

Irisin ve tiroid hormonlariin metabolizma iizerine bilinen etkilerinden
dolayi, aralarinda olabilecek bir iliski agisindan aragtirmalar yapilmaktadir.
2014 yilinda Polonya’da M.Ruchala ve arkadaslar1 tiroid disfonksiyonu olan
hastalarda serum irisin konsantrasyonlarina bakmistir ve hipotiroidik hastalarda
hipertiroidiklere gore serum irisin diizeylerini daha diisiik saptamiglardir, ancak
istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide degildir (p: 0,0726) (2). Aymi c¢alismada,
irisin miyosit kaynakli oldugundan dolayi, irisin ile kreatin kinaz(CK)
seviyeleri arasinda korelasyon olup olmadigina da bakilmistir. Hipotiroidi ya
da hipertiroidisi olan 20 hasta ile yapilan bu ¢alismada (10 hipotiroidik, 10
hipertiroidik) hasta serumlarinda TSH, ft3, ft4, anti-TPO, TRAb, CK ve irisin
diizeylerine bakilmistir (Bu calismaya dahil edilen hipotiroidik hastalar
icerisinde OITH olanlar oldugu gibi yetersiz medikal tedavi alan, tiroidektomi
olmus ya da radyoaktif iyot tedavisi almis olanlar da mevcuttur). Calisma
sonucunda ortalama serum irisin  seviyeleri hipotiroidili hastalarda
hipertiroidililere gore daha diisik iken, ortalama serum CK seviyeleri
hipotiroidi grubunda hipertiroidi grubuna gore anlamli sekilde yiiksek
saptanmustir (p: 0.004). Irisin ile TSH seviyeleri arasindaysa orta kuvvette
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negatif korelasyon saptanmistir (p: 0.023, r: -0.49). Dolayisiyla hipotiroidide
TSH artarken irisinde azalma, hipertiroidide de TSH azalirken irisinde artma
goriilmiistiir. Ayrica ft4 ile irisin arasinda orta kuvvette bir pozitif korelasyon
(p: 0.036, r:0.48) saptanmustir ki, bu bir dnceki sonucu desteklemektedir. Bu
sonuglar dogrultusunda da, serum CK seviyesi ile fT3 - fT4 arasinda negatif
korelasyon saptanmistir. Bu calisma gostermistir ki, serum irisin
konsantrasyonu tirometabolik durum ile yakindan iliskilidir (2). Tiroid
fonksiyonlar1 6tiroid hale dondiirtildiikten sonra halen serum irisin seviyesinde
anormallikler devam ediyor mu yoksa diizeliyor mu anlayabilmek icinse daha

detayli aragtirmalara ihtiya¢ vardir.

Fareler iizerinde yapilan baska bir caligmada ise, tiroid disfonksiyonu
ile irisin seviyeleri arasindaki iligkiye bakilirken, es zamanli olarak egzersizin
de irisin seviyesine etkisi arastirilmigtir (21). Sedanter yasayan farelerin hem
hipotiroidik hem de hipertiroidik olanlarinda serum irisin seviyelerinin
otiroidiklere gore anlamli dl¢lide daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica akut
egzersiz sonrasi da serum irisin seviyesinde artis izlenmistir. Kronik egzersiz
sonrasinda ise, ne hipotiroidik ne de hipertiroidik farelerde anlamli serum irisin
degisikligi olmamistir. Serum irisin seviyelerinde hem hipotiroidi hem de
hipertiroidide izlenen bu up regiilasyonun muhtemelen oksidatif stres ve/veya
myopatiye cevap olarak ortaya ¢iktigi, akut egzersizin de irisin seviyesini yine
oksidatif stres ile iligkisi sebebiyle artirdigi disiiniilmistir. Calisma
sonucunda, tiroid hormon disfonksiyonu ile serum irisin seviyesi arasinda

belirgin bir iliski saptanmamusgtir (21).

Onceden yapilan baska bir calismada T3’ iin kas iizerine etkili oldugu,
kasta bulunan ve FDNCS5’ 1 indiikleyen PGC-1 adli bir proteni uyardig
raporlanmistir (35) (FDNC: Fibronectin type 111 domain-containing protein) .
Bu degerlendirmeler sonucunda, bu ¢alismada dolasimdaki irisin seviyelerini
belirleyen ana faktoriin Graves hastaligi oldugu diisiintilmiistiir. Tim bu
sonuclar, artmis irisin diizeylerinin  hipertiroidideki artmis  enerji

metabolizmasinda katkis1 oldugunu diisiindiirmiistiir (22).

2016 yilinda ise, Panagiotou ve arkadaslarinin yaptigi baska bir

caligmada, tiroid hormonlarinin serum irisin seviyeleri tlizerine etkisi



incelenmistir (36). Bu ¢alisma 2 koldan siirdiiriilmiistiir: Bir koldan kesitsel
olarak subklinik hipertiroidik bireyler ile o6tiroidik bireyler arasinda
karsilastirma yapilmis, diger koldan ise prospektif olarak tiroidektomi olup
levotiroksin tedavisi altinda olan ve 5 haftaligina tedavisi kesilen hastalar
(Grup A) ile rekombinan insan TSH ile stimiilasyon yapilan hastalar (Grup B)
karsilagtirtlmistir. Ne subklinik hipertiroidili hastalar ile otiroid hastalar
arasinda ne de levotiroksin tedavisi kesilerek hipotiroidiye sokulan hastalar ile
rekombinan TSH stimulasyonu yapilarak hipotiroidiye sokulan hastalar
arasinda irisin agisindan farklilik tespit edilmemistir. Sonug olarak, fizyolojik
ve suprafizyolojik araliktaki tiroid hormon diizey degisimlerinin serum irisin
seviyelerini etkilemedigi izlenmistir . Bu nedenle, tiroid hormonlart ile irisinin
metabolik etkilerinin  biiyiikk ihtimalle birbirinden bagimsiz oldugu
distintilmustiir (36). Bizim g¢alismamizda da, ne hasta ve kontrol grubu
arasinda ne de hastalarin kendi aralarinda hormonal durumlan ile yapilan

karsilastirmalarinda anlamli farklilik izlenmemistir (sirasiyla p: 0.297, p:

0.166).

Yine 2016 yilinda bu kez Tiirkiye’de (Ankara, Gazi Universitesi,
Endokrinoloji ve Metabolizma Bilim Dal1) yapilan baska bir calismada, asikar
hipertiroidi halinde olan 41 Graves hastasinda irisin ve myostatin diizeylerine
bakilmis ve serum irisin diizeyleri kontrol gruba gore anlamli Olgiide daha
yiksek saptanmistir (p degeri 0,003) (22). Myostatin seviyelerinde ise,
istatiksel agidan anlamli bir farklilik saptanmamustir (p degeri 0,21). Irisin
diizeyleri ile fT3, fT4 ve TRAb arasinda pozitif, TSH arasinda ise negatif
korelasyon saptanmistir (sirasiyla p: 0.03, p: 0.02, p: 0.02, p: 0.006). Bizim
calismamizda irisin seviyelerinde anlamli farklilik tespit edilememesinin,
caligmalar arasi1 farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. 2 ¢alisma
bu sebeple kiyaslandiginda, hastalarin yas ve BMI ortalamalar1 oldukg¢a
yakinken; yukaridaki c¢alismada sadece hipertiroidik hastalar bulunmakta,
bizim ¢alismamizda ise 5 hipotiroidik, 12 &tiroidik, 13 hipertiroidik hasta
bulunmaktadir. Hastalarimizin tiroid hormon durumlarina gore irisin seviyeleri
incelendiginde, hipertiroidik hastalarda 6tiroidik ve hipotiroidik olanlara

kiyasla daha diisiik irisin seviyeleri (5,3+0,6 ng/dl) saptanmistir, ancak sonug

51



istatistiksel agidan anlaml 6l¢iide degildir (p: 0,166). Yukaridaki ¢alismada 26
kadin (%63,4), 15 erkek (%36,6) hasta bulunmaktayken bizim ¢alismamizda
21 kadin (%70), 9 erkek (%30) mevcuttur. Yani iki ¢alisma arasinda cinsiyet
acisindan da anlamli bir fark yoktur. Calismamizin verilerine gore, hasta grupta
cinsiyet ile irisin arasindaki iliski incelendiginde erkeklerde kadinlara gore
daha disiik irisin seviyeleri saptanmistir, ancak istatiksel olarak anlamli l¢tide
degildir (p degeri 0,178). Elde ettigimiz bu sonuca gore, bu ¢alismadaki hasta
popiilasyonunun %63.4’{inii kadinlarin olusturdugu diisiliniildiigiinde, irisin
seviyelerinin hasta grupta kontrole nazaran yiiksek ¢ikmasi beklenen bir
sonuctur. Bizim ¢aligmamizda da kadin hastalarin erkek hastalara orani
yiiksektir ancak irisin seviyeleri bahsedilen ¢alismada oldugu gibi, hastalarda
kontrollere ya da hipertiroidik hastalarda diger hastalara gore daha yiiksek
saptanmamistir. Bu farkin nedeninin de, bu ¢alismadaki kan 6rneklerinin anti
tiroid tedavi baslamadan alinmasi olabilecegi disiiniilmiistiir. Yani bu
caligmadaki hastalarin tiimii yeni tan1 ve tedavi dncesi donemdedir. Oysa bizim
calismamizdaki 30 Graves hastasimnin 5’1 (%16,6) radyoaktif iyot tedavisi
almis, 8’1 (%26,6) de cerrahiye gitmis idi. Halihazirda 17°si (%56,6) de
medikal tedavi almaktaydi. Bu sonuglar iizerine irisinin dolagimdaki tiroid
hormon diizeylerinden mi yoksa uygulanan tedavi sekillerinden mi etkilenerek
boyle farkli seviyeler gosterdigi merak konusu uyandirmaktadir. Belki de
calismamizda cerrahi ya da RAI tedavi ile ablasyon yapilmis hastalar oldugu
icin ortalama irisin seviyesi onceki ¢alismadaki gibi yiiksek saptanamamis

olabilir.

Kocik ve arkadaglar1 2017’ de farkl tiroid disfonksiyonlarinda irisin ve
kas metabolizmasi arasindaki iligkiyi arastirmiglardir (37). 119 hasta ile 45
saglikli kontroliin dahil edildigi calismadaki hastalarin 55° 1 hipertiroidik, 64’ i
ise hipotiroidiktir. Hipotiroidik olan hastalar, hipotiroidide olma siirelerine gore
uzun siireli hipotiroidisi olan OITH tanili hastalar (n=32) ve kisa siireli
hipotiroidisi olan ablatif tedavi (cerrahi veya RAI) almis hastalar (n=32) olarak
2 gruba ayrilmistir. Hipertiroidik hastalarin ise hepsini aktif Graves hastalari
olusturmaktadir. Bu 119 hastanin serumunda irisin seviyesi ile birlikte tiroid

hormonlari, CK, distrofin ve titin seviyeleri de incelenmistir. Ayrica i¢lerinden



toksik ve toksik olmayan multinoduler guatri, GH ve tiroid papiller kanseri
olan toplam 80 hastanin da doku orneklerinde FDNCS5 ekspresyonlari
incelenmistir. Uzun siireli hipotiroidisi olan hastalarin serum irisin seviyesi geri
kalan hasta grubuna goére anlamli 6lglide daha diisiik saptanmistir (p<0.001).
Gruplar arasinda serum distrofin ve titin seviyeleri acisindan da anlamli
farklilik saptanmistir (swrasiyla p degerleri 0.020 ve 0.022). OITH olanlarda
serum distrofin seviyeleri saglikli kontrollere gore daha diisiik olup (p: 0.071),
serum titin seviyeleri de OITH ve GH olanlarda daha diisiik saptanmistir
(swrasiyla p degerleri 0.068, 0.057). Hipotiroididen otiroidiye geciste serum
irisin seviyelerinde artis, kas kiitlesinde azalma izlenirken, hipertiroididen
otiroidiye gegiste serum irisin seviyelerinde anlamli degisim olmayip (p: 0.213)
yag kiitlesinde artis izlenmistir. Calisma sonucu, Serum irisin Seviye
degisiklerinin uzun siireli hipotiroidi ile iligkili olup, bu durumun da 6ncelikle
uzamis myopati sonucunda olabilecegini desteklemistir. Nitekim bu varsayimla
ayni yonli olarak, bizim ¢alismamizda da kisa siireli hipotiroidisi olan ablatif
tedavi almis hastalar mevcuttur ve serum irisin seviyelerinde anlamli farklilik
izlenmemistir. Yine yukarida bahsedilen ¢alisma sonucunda tiroid bezindeki
FDNC5 gen ekspresyonu ile serum irisin seviye degisikliklerinin biiytiik
ihtimalle bir iligskisi olmadigi, her ne kadar metabolik siire¢ iizerine onemli
etkisi olsa da tiroid malignitesi gelisiminde FDNCS5 gen ekspresyonunun etkisi

olmadig saptanmistir (37).

Yukarida bahsedilen son 2 c¢alismadan sonra GH ve serum irisin
seviyesi arasindaki iligkiyi inceleyen literatiirdeki 3. g¢alisma bizim
caligmamizdir. Diger iki calismadan farkli olarak, Graves hastalar1 sadece
tiroid hormonlar: ile serum irisin seviyeleri arasindaki iliski acisindan degil,
hastalifin diger klinik ve laboratuar belirtegleri (oftalmopati varligi, relaps
varligi, tiroid hacmi, tiroidde nodiil varligi, TRAb pozitifligi) ile uygulanan
tedavi sekilleri (ATI, RAI cerrahi) agisindan da olabilecek iliskiler agisindan
incelenmistir. Daha once Struja ve arkadaslari, Graves hastalarini olasi niiks
belirtegleri agisindan degerlendirmis; fT3, tT3, TRAb, TBIl seviyeleri,
orbitopati varligi, sigara kullanimi, ultrasonografi ile dlgiilen tiroid hacmi ve

WHO’ ya gore guatr boyutu ile relaps arasinda anlamli 6l¢iide iligki saptamisti
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(32). Biz de hastalarimizi hormonal durum (hipertiroidik, 6tiroidik,
hipotiroidik), TRAb pozitifligi, oftalmopati varligi, relaps durumu,
ultrasonografi ile dlgiilen tirod hacmi ve alinan tedavi sekline (medikal, RAI,
cerrahi) gore smiflandirdik. Bu siniflarin irisin seviyelerini arasinda olabilecek
iliskiler acgisindan degerlendirdik. Daha Once hi¢ yapilmamis olan bu
degerlendirmeyi yaparak, irisinin Graves hastalig1 i¢in prognostik bir belirteg
olabilecegini gostermeyi amagladik. Bunun sonucunda yeni bir bulgu olarak,
serum irisin diizeyi ve Graves hastalarinin tiroid boyutlar1 arasinda anlamli bir
sonug elde edilmistir. Ultrasonografi ile tiroid boyutlari incelenen hastalarin
irisin seviyeleri karsilastirildiginda, biiyiik tiroid bezine sahip olanlarin normal
boyutta tiroid bezi olanlar ile arasinda anlamli fark elde edilmistir (p: 0.014).
Tiroid bezi normal boyutta olanlarin serum irisin seviyeleri, bliyiimiis tiroid
bezi olanlara gore istatistiksel agidan anlaml 6l¢tide daha yiiksek saptanmistir
(Tablo 7). Baslangigta bahsettigimiz Graves hastaligi ile irisin seviyesi
arasindaki iliskinin degerlendirildigi daha once yapilmis olan caligmalarda,
hastalarin  tiroid boyutlar1 ile irisin arasinda herhangi bir inceleme
yapilmamistir. Dolayisiyla bizim ¢alismamizda yapilan bu degerlendirme su

ana kadar tek ve ilktir.

Calismamizda oftalmopatisi olan hastalarin  irisin  seviyeleri,
oftalmopatisi olmayanlara gore daha yiiksek saptanmustir (p degeri 0,069). Yine
ayn1 sekilde relaps yasamis hastalarin serum irisin diizeyleri, hi¢ relaps
yasamamis hastalara gore daha yiiksek saptanmistir (p degeri 0,07). Ancak her
iki sonug da, istatiksel agidan anlamli 6l¢iide degildir. Tedavi almamis ve kadin
cinsiyetin agirlikta oldugu yeni ¢aligmalarda bu istatistiki fark daha anlaml
Olgiilere ulasabilir. Ayrica elde ettigimiz bir diger sonug ise, cerrahiye giden
hastalarin serum irisin seviyelerinin diger tedavi yontemlerini almis hastalara
gore daha yliksek saptanmis olmasidir. Ancak bu sonug da istatistiksel olarak
anlaml ol¢iide degildir (p degeri 0,384). Cerrahiye giden hastalarin genellikle
hastalik siddeti fazla olan, medikal tedavi ile remisyona girememis ya da relaps
yagsamis hastalar oldugu diistiniiliir ise, irisinin Graves hastalig1 i¢in prognostik
bir belirteg olabilecegi olasiligi giiclenmektedir. Ve yine daha fazla sayida,

sadece cerrahi olmus ya da sadece hipertiroidik hastalar ile yapilacak baska bir



caligmada bu sonuglarin anlamli diizeylere ulasabilecegi diistiniilmektedir. Tim
bu sonuglar 1s1¢inda, serum irisin diizeyi ile Graves hastaliginin prognozu

arasinda bir iligki oldugu varsayilabilir.

Yapilan bazi c¢alismalarda otoimmiin tiroid hastalifi olan hastalarin
tiroid bezi dokularinda ve Graves hastaligi olan bireylerin kan mononiikleer
hiicrelerinde genis ve kiigiik, 19-25 niikleotidden olusan, protein kodlamayan
(non-coding), yiiksek derecede korunmus bazi regiilatuar RNA’ larin eksprese
oldugu saptanmustir (23,29). Bu regiilatuar RNA’ lar posttranskripsiyonel
asamadaki gen ekspresyonunun regiilasyonunda gorev almakta olup, bu
ekspresyonlar immiin fonksiyonlar ile hiicrelerin  6liimi, farklilagmasi,
gelisimi, proliferasyonu ve metabolizmasini da igeren genis bir biyolojik
olaylar dizisinde yer almaktadir (23,24). Bu sebeple birgok hastalik ig¢in 6n
tanida Dbelirleyici bir belirteg olarak kabul edilmektedirler. Calisma
sonucumuzda miR-376b, miR-154, miR-451 ve miR22 diizeylerinin anti-Tg
diizeyleri ile negatif yonde orta kuvvette iligkili saptanmasi da otoimmiinite ile
miRNA’ larin 6ngoriilen bu iliskisini dogrular nitelikte olmustur (sirastyla p:
0.041, r: -0.375, p: 0.019, r: -0.425, p: 0.014, r: -0.442, p: 0.001, r: -0.563).
Ancak calismamiz sonucunda, bakilan diger otoantikorlar olan anti-TPO ve
TRAD ile segili miRNA’ lar arasinda anlamli bir iligski saptanmamis olup, bu da

arastirilmaya acik bagka bir konuyu olusturmaktadir.

Liu ve arkadaslar periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PKMH)
farkli miRNA ekspresyonlarinin Graves hastaligi ile iliskili oldugunu
gostermislerdir (24). Bu durumda, miRNA’ lar Graves hastaliginin tedavisini
yonlendirmedeki hedeflerden biri olabilir. Tlging olarak bu miRNA’ lar farkli
sitokin ve kemokin yolaklarinda yer aliyor olabilir Bu ¢alismada
PKMH’de farkli miRNA ekspresyonlarin1 géstermek igin saglikli bireyler
(n=35), yeni tan1 (n=41) ve remisyonda (n=13) Graves hastalarinda miRNA
microarray, kantitatif RT-PCR ve hiicre kiiltiirii kullanilmistir. Graves hastalari
ve saglikli kisilerde sistemik olarak farkli eksprese olan 3 PKMH miRNA
taranarak dogrulanmistir. miR-154, miR-376b ve miR-431 saglikli kontrollere
gore yeni tan1 Graves hastalarinda suprese olarak tespit edilmistir (p degerleri

sirastyla 0.017, 0.001 ve 0.008). Ek olarak, bu miRNA ekspresyonlari
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remisyondaki Graves hastalarinda yeni tani olanlara gore daha yiiksek
diizeylerde saptanmistir. Bu arada, saglikli bireylerin PKMH kiiltiirlerinde bu 3
mMiRNA ekspresyonlar1 akut (24 saat) ve kronik (7 gtin) T3 tedavisi ile direkt
olarak inhibe olmustur (24). T3 ve T4 tedavisinin dogustan ya da kazanilmig
immiin cevaplar1 genomik ve non-genomik vyollarla regiile edebildigi
bilinmektedir (30). Dolayisiyla bu calismada T3’in  immiin sistem
regiilasyonunu miRNA yoluyla modiile edebiliyor olabilecegi ortaya ¢ikmistir.
Nitekim bizim c¢aligmamizda da fT3 ile miR-22 arasinda negatif yonde orta
kuvvetli iligki saptanmustir (p: 0.046, r: -0.367). Bu miRNA’larin g¢esitli
kemokin ve sitokin sinyal yollarinda rol aldigi tahmin edilmektedir. Bu
nedenle, Graves hastaliginda bu miRNA’larin  down regulasyonu
proinflamatuar ve immiinolojik yanitlar1 siddetlendirerek hastalik gelisimini
siddetlendirebilir. Ayrica bu miRNA’lar tarafindan hedeflenen genler klasik
olarak immunolojik yollarda (kemokin ve sitokin sinyal yollar1 ya da G protein
ve Wnt sinyal yollar1 gibi) yer almaktadir. Bu yolaklarin GH patogenezinde rol
aldig1 gosterilmistir. Ornegin; G protein Sgen T393C polimorfizminin Graves
hastaliginin klinik gidisi ile iligkili oldugu gosterilmistir (38). Ayrica kronik
Graves oftalmopatisinde Wnt yolu genlerinin upregiile oldugu da
raporlanmistir (39). Bu tahmin edilen yollar yukaridaki c¢alisgmada GH
patogenezindeki molekiiler mekanizmalar agisindan daha fazla ipucu vermis,
Graves hastaliginin yeni belirtecleri ve tedavi hedefleri olabilecek, GH ve T3
tedavisi ile etkilenebilen miRNA’ lar oldugunu gostermistir (24). Liu ve
arkadaslarinin bu ¢alismasindan yola ¢ikarak, biz de hasta ve kontrol
grubumuzda miR-154 ve miR-376b diizeylerine baktik. O ¢alismada miR-154
ve miR-376b diizeylerini Graves hastalarinda kontrollere gore anlamli dlgiide
azalmig saptamiglardi ancak bizim c¢alismamizda hasta ve kontrol grubu
arasinda bu miRNA’ lar agisindan anlamli bir fark elde edilmedi (p degerleri
sirasiyla 0,400 ve 0,401). Fakat bizim ¢alismamizda farkli olarak yeni bir bulgu
saptanmigtir: Relaps yasamis hasta popiilasyonunda miR-154 seviyeleri
anlamli Olglide yiiksek saptanmistir (p: 0.035). Bu c¢alismadaki hasta
popiilasyonunda 41 asikar hipertiroidili(%75,9), 13 remisyonda(%?24,1) hasta
bulunmaktadir. Bu asikar hipertiroidideki hastalardan herhangi bir anti tiroid

tedavi baslanmadan once kan Ornekleri alinmigtir. Remisyondaki hastalarin



hepsinin tedavisi ise, metimazol kullanimidir. Bizim ¢aligmamizdaki hastalarin
ise, cogu hipertiroidiktir (n=13)(%43,3). Remisyonda olan hastalarimizin da bir
kismi medikal tedavi (metimazol) ile diger kismi ise ablatif tedaviler (RAI
veya cerrahi) ile remisyona girmislerdir. Bu ¢alismadaki 41 asikar hipertiroidik
Graves hastasi da TRADb pozitiftir, ancak bizim c¢alismamizda, yeni tani /
tedavisiz hastamizin az olmasi sebebiyle TRAb negatif hasta orani daha
fazladir (n=25, 9%83,3). Bu c¢alismada ayrica sOyle bir ¢ikarimda da
bulunulmustur; miR-154 ekspresyonu hastalar remisyona girdiginde normale
geri donmiis, yani artmistir. Bizim c¢alismamizdaki hasta popiilasyonu bu
calismaya gore daha kiigiik bir grup olup, oran olarak remisyondaki hasta bizim
grubumuzda daha fazladir. Iste bu sebeple calismamizda saptadigimiz anlamli
olglide yiiksek miR-154 ekspresyonunun, yani iki ¢alisma arasindaki bu olasi
celiskinin, aradaki hormonal durum, TRAb durumu ve tedavi sekli farkindan
kaynaklaniyor olabilecegi diistiniilmistiir. Yine, yeni tani hasta oranimizin
diisitk olmasinin da bu farklilikta pay1 olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
bizim caligmamizdaki hastalarin tedavi ¢esitliligi ve elde edilen sonuglar,
uygulanan tedavi sekillerinin de miRNA’lar {izerine etkisinin arastirilmasi
gerektigini diisindiirmiistiir. Yine uygulanan tedavi sekline gore remisyona
kadar gecen siire, yani hipertiroidi doneminin de miRNA ekspresyonu iizerine
etkisi olabilir ki daha 6nce de bahsettigimiz PREDIGO’ da tedavi Oncesi
hipertiroidik ve semptomatik olunan siirenin Graves orbitpatisi geligsme riski ile
orantili oldugu belirtilmistir (17). Yukarida bahsettigimiz Liu ve arkadaslarinin
yaptig1 bu ¢alismadakinden farkli olarak bizim ¢alismamizda hastalar sadece
remisyon durumu ile degil, diger prognostik faktorler ile miRNA diizeyleri
arasinda olabilecek iligkiler agisindan da degerlendirildi. Bu degerlendirme
yapilirken yukarida bahsettigimiz Struja ve arkadaslarinin ¢alismasi (32) refere
alinarak hastalar oftalmopatisi olup olmamasi, relaps yasayip yasamamasi,
aldig1 tedavi sekli, hormonal durumu ve ultrasonografi ile Olgiilen tiroid
hacmine gore karsilastirildi. miR-154 diizeylerinde relaps yasamis hastalarda
anlaml oOlclide ylikseklik saptanirken diger higbir prognostik belirteg ile

bakilan miRNA’ lar arasinda anlamli iligski saptanmadi.
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Yamada ve arkadaslarmin yaptigi baska bir ¢alismada, OITH olan
hastalarda mikroarray ve kantitatif PCR analizi ile tan1 ve tedavide potansiyel
hedef olarak miRNA diizeyleri tanimlanmistir. Bu OITH’ da dolasan farkli
miRNA’ lar1 tanimlayan ilk ¢alismadir (31). Bu ¢alismada, saglikli kontroller
(n=20) ve OITH olanlarin (27 hasta Hashimato tiroiditi, 17 hasta GH)
serumlarinda bircok miRNA’ nin farkli ekspresyonlar1 arastirilmigtir. immun
aracili 4 miRNA (miR-16, miR-22, miR-375 ve miR-451) se¢ilmis ve real-time
PCR ile valide edilmistir miR- 22, miR-375 ve miR-451 seviyelerinin
Hashimato tiroiditi hastalarinda istatistiksel agidan anlamli 6l¢iide artmis
oldugu gozlenmistir. Diger taraftan, miR-16, miR-22, miR- 375 ve miR-451
diizeyleri de kontroller ile karsilagtirildiginda Graves hastalarinda anlaml
Olciide daha yiiksek saptanmistir. Bu calismada raporlanan bir kistm miRNA’
lar daha 6nce baska otoimmiin hastaliklarda da raporlanmistir (31). Ornegin;
miR-16 sistemik lupus eritematozis ve romatoid artritte (26,27), miR-22
multipl sklerozda artmustir (28). miR-16 niikleer faktér kappa B (NF-jB) sinyal
yolagini regiile eder Ki, bu da inflamatuar sitokin ve kemokinlerin {iretiminden
sorumludur (40). Ancak yine de miR-16’nin immiin cevaptaki rolii hakkinda
cok az sey bilinmektedir. miR-22, Ostrojen reseptor alfa (ERa) mRNA’sin1
hedef alarak T hiicre farklilagmasinda gerekli olan Ostrojen sinyalinin
bastirilmasini saglar (41,42). Yani ERa aracili Ostrojen sinyali, otoantijen
spesifik yardimci T hiicre (Thl ve Th17’yi igeren) cevabi ile karakterize
immiin regiilatuar etki ile iliskilidir. Th17 hiicreleri, OITH’ nin da yer aldig1
otoimmiin hastaliklarin patogenezi ve siddeti ile iliskilidir (27,43,44).
Dolayisiyla, serum miR-22 ekspresyonu OITH’da immiin sistemin
aktivasyonunun arttirtlmasinda rol oynuyor olabilir. Ayrica bu calismada
serum miR-375 ekspresyonunun OITH olanlarda saglikli kontrollere gore
anlamli Olglide arttigi ve timik stromal lenfopoetini (TSLP) regiile ettigi de
gosterilmistir. TSLP dogustan ve edinilmis Th2 immiin fonksiyonunu baglayan
onemli bir sitokindir (45,46). Anti-miR-375, TSLP mRNA’y1 azaltirken,
mimic-miR-375 TSLP mRNA’y1 arttirir. TSLP’ nin uyardigi dendritik hiicreler
Th2 fenotipindeki T hiicreleri indiikleyebilir. Graves hastalig1 olanlarda TSLP
ekspresyon seviyeleri artmistir ve bu da TH17 farklilagmasini arttirir. miR-451

ile immiinregiilasyon arasindaki iligki genel anlamda bilinmemektedir. Ancak



ilging olarak miR-451 seviyeleri sistemik lupus eritematozis ve romatoid artrit
gibi hastaliklarda artmistir (26,27,28). Bu ¢alismalarla paralel olarak mevcut
calismada da miR-451 seviyelerinin OITH olanlarda saglikli kontrollere
kiyasla anlamli Ol¢lide arttigi gosterilmisti. Bu sonuglar ile, miR-451’in
otoimmiin reaksiyon ile uyumlu olabilecegi diisiiniilebilir. Th1/Th2 ve Th17’
nin OITH patogenezinde rol oynayabilecegi 6ngoriisii, OITH’ da bu miRNA
diizeylerinin artmasi ile desteklenmistir. Bu miRNA’ larin OITH tedavisinde
hedef ya da OITH aktivite ve progresyonunu gostermede bir biyobelirteg
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu sonuglar {izerine biz de ¢alismamizdaki hasta
ve kontrol grubunun miR-22, miR-375 ve miR-451 ekspresyonlarini
degerlendirdik. Bizim ¢alismamizda da, bu ¢alismada oldugu gibi miR-22 ve
miR-375 diizeyleri hastalarda kontrollere gore daha yiiksek saptandi, ancak
istatiksel agidan anlamli degildi (sirasiyla p : 0.226 ve 0.900) (Tablo 11). Elde
ettigimiz sonucun istatistiksel olarak anlamsiz olmasinin, bu ¢alisma ile bizim
calisgmamiz arasindaki bazi farkliliklardan kaynaklanabiliyor olabilecegi
diisiiniildi. Bu c¢alismada sadece kadin bireylerden kan alinmis ve hasta
popiilasyonunun hepsi yeni tani, yani hipertiroidik bireylerden olusturulmustu.
Halbuki bizim ¢alismamizdaki hastalarin sadece 13’1 hipertiroidik (%43.3),
digerleri ise hipotiroidik ve otiroidik idi. Yine bizim c¢alismamizda sadece
kadm bireyler degil, her iki cinsiyetten de hasta ve kontrol kabul edilmisti;
hastalarin ¢ogu kadin olmakla beraber az da olsa erkek hastalarimiz da vardi
(21 kadin, 9 erkek hasta). Toplamda 39 kadin (%65) 21 erkek (%35) mevcuttur
Ki, yine bizim ¢alismamizda miRNA’larin cinsiyet ile iliskisi arastirildiginda
mir-22 ve miR-451 kadinlarda daha yiiksek, miR-376b ise daha disiik
saptanmigtir (sirasiyla p: 0.035, p: 0.073, p: 0.075). Bu ¢alismadaki tim
hastalar yeni tani, yani heniiz tedavi almamis iken, bizim hastalarimizin bir
kism1 yeni tan1 almakla birlikte ¢ogu tedavi almis ya da almakta olan hastalardi
(17°si medikal tedavi, 5’i RAI, 8’i cerrahi). Ayrica yine bu galismadaki
hastalarin hepsi TRAD pozitif iken, bizim ¢alismamizdaki hastalarin sadece 5’1
(%16,6) TRAD pozitiftir. Calismamizda TRAD pozitif hasta oraninmin diisiik
olmasmin sebepleri ise, yeni tan1 hastamizin az olmasi, hastalarimizin
neredeyse yarisinin ablatif tedavi almis olmasi (5’1 RAIL 8’i cerrahi) (18) ve

hastalarimizin sadece 13’iinlin asikar hipertiroidide, 17’sinin ise remisyonda
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olmasidir (12’si 6tiroid, 5’1 hipotiroid). Dolayisiyla, bu calisma ile kendi
calismamiz arasindaki farkliliklar, hastalarin hem tiroid hormon durumlarinda
hem de cinsiyet durumlarinda farklilik olmasindan kaynaklanabiliyor olabilir.
Kadin cinsiyette Graves hastaligimin daha sik gorildigii ve daha siddetli
seyredebildigi zaten bilinmektedir (18). Yine bir 6nceki ¢alisma ile yapilan
kiyaslamada da sdyledigimiz gibi, bizim ¢aligmamizda farkli tedaviler almig
olan hastalarin olmasi ve iki ¢alisma arasinda farkli sonuglar goriilmesi, tedavi
sekli ile miRNA ekspresyonlar1 arasinda olabilecek iligkilerin aragtirilmasi
gerektigini disiindiirmektedir. Tedavi ile remisyona kadar gecen hipertiroidik
stirenin de, antitiroid tedaviye baslanana kadar gegen hipertiroidik donemin
niiksii etkiledigi gibi bu miRNA’ lar iizerinde etkili olabilecegi ve dolayisiyla

da GH prognozunu etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda miR-22 diizeyleri ile ilgili elde edilen sonuglar, her ne
kadar istatistiksel agidan anlamli 6l¢iide olmasa da, miR-22 diizeyinin Graves
hastaliginin prognozu agisindan yol gosterici olabilecegini diisiindiirmektedir.
Cinkii calismamizda miR-22 diizeyleri, hem relaps yasamis hem de
oftalmopatisi olan hastalarda diger hastalara gore daha yiiksek saptanmustir,
ancak istatistiksel acidan anlamli 6l¢iide degildir (p degerleri sirasiyla 0,208 —
0,207). Yine miR-22 diizeyleri tedavi sekline gore kiyaslandiginda cerrahiye
giden hastalarda medikal tedavi ve RAI tedavisi alanlara gore daha yiiksek
saptanmistir (p degeri 0,230). Calismamizin hasta ve kontrol sayisinin azligi
diistintildiiglinde, daha fazla sayida hasta ile yapilacak yeni bir ¢alismada,
refere aldigimiz c¢alismadaki gibi sadece kadin ve hipertiroidik hastalarin
kanlar1 kabul edilecek olursa, istatistiksel olarak da anlamli sonuglar elde

edilebilecegi diisiiniilmektedir.

MIiRNA’lar ile Graves hastaligi iliskisi ile ilgili yapilan daha yeni
caligmalara bakildiginda ise, bizim calismamizin bitiminden yakin bir siire
sonra Biscarini ve arkadaslarinin INDIGO’ yu referans alarak yaptiklar1 bir
calisma yaymlanmistir (INDIGO: Investigation of Novel biomarkers and
Definition of the role of the microbiome In Graves’ Orbitopathy). Toplam 33
Graves hastas1 ve 13 saglikli kontrol ile yaptiklar1 bu ¢calismada, GH ve Graves

orbitopatisi gelisimini Ongordiirebilecek miRNA ve proteinler bulmayi



amaglamiglardir (47). Dahil edilen 33 Graves hastasinin 19’ unun orbitopatisi
mevcuttur. Toplamda 3025 miRNA ile 1886 protein saptanmis ve i¢lerinden 5
miRNA ile 20 protein potansiyel biyobelirte¢ olarak belirlenmistir. Belirlenen
bu potansiyel biyobelirtegler miR-19 15038, hsa-miR-22-3p, hsa-miR-27a-3p,
hsa-miR-182-5p, hsa-miR-6748-3p isimli miRNA’ lar ile Zonulin, Alfa-2
makroglobulin, Beta-2 glikoprotein 1 ve Fibronektin isimli proteinlerdir (47).
Bu potansiyel biyobelirteglerin GH’nin erken tani ve prognozu icin faydali
olabilecegi diistiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda miR-22 diizeylerine
bakilmig iken, bu ¢alismada miR-22-3p diizeyleri incelenmistir. Her 2
caligmada da sonuglarin orbitopatisi olanlarda farklilik géstermesi, bu mi-RNA’
nin Graves orbitopatisini Ongordiirebilecek potansiyel bir biyobelirteg

olabilecegi fikrini kuvvetle desteklemektedir.

Graves hastaliginin tanist ve prognozu hakkinda yapilan diger
aragtirmalarda calismamiza dahil etmedigimiz baska pek cok miRNA’dan
bahsedilmistir. 2016 yilinda Jianhui Li ve arkadaslar1 ATI kesiminden sonraki
ilk 1 yilda goriilen Graves hastaligi niiksiiniin TRAb ve miR-346 ekspresyonu
ile &ngoriilebilirligini arastirmiglardir (48). Onceden yapilan ¢alismalarda
Graves hastalarinda miR-346 ekspresyonu saglikli kontrollere gore artmis
seviyede saptanmisken, bu calisma miR-346 ile GH niiksii arasindaki iliskiye
bakan ilk c¢alismadir. Toplam 103 yeni tant Graves hastasi ile yapilan bu
calismada, ATI kesildikten sonraki ilk 1 yil icerisinde 67 hasta remisyonda
seyrederken, 36 hastada (%35) relaps yasanmistir. Calisma sonucunda, tani ve
tedavi kesiminde mediana gore daha yiikksek miR-346 ekspresyonu gosteren
hastalarda relapssiz sagkalim daha fazla izlenmistir (p degerleri sirasiyla 0.034
ile 0.001). Tedavi kesiminde TRAb seviyeleri mediana gore diisik olan
hastalarda da ayni sekilde yine relapssiz sagkalim daha fazla izlenmistir (p<
0.001) . Sonug olarak, tan1 anindaki TRAb ve miR-346 seviyeleri ile, tedavi
kesimindeki TRAD seviyesi relaps ile anlamli 6l¢iide iligkili saptanmistir (48).
mMiR-346 ile GH arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alisma daha 6nce de yapilmis
ve serum miR-346 seviyesi GH’ da anlamli 6l¢iide down regiile saptanmistir
(49). Graves hastaliginin tan1 ya da relapsinda sik goriilen bir klinik durum

olan orbitopati iizerine de pek c¢ok calisma yapilmistir. Daha 6nceleri yapilan
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caligmalarda miR-146 ile tiroid iliskili orbitopatiye sebep olan CD4+ T
lenfositler arasinda bir iliski olabileceginden bahsedilmesi sebebiyle, J. Hu ve
arkadaslar1 aktif tiroid orbitopatisi olan 60 hasta ile saglikli kontroller arasinda
mMiR-146a ekspresyonu farkini incelemistir (50). Calisma sonucunda
goriilmiistiir ki, aktif tiroid orbitopatisi olan hastalarin CD4+ T hiicrelerinde
miR-146a ekspresyonu downregule haldedir. Aymi ¢alismada hiicre
membranina tutunan, tirozin baglanan bir kismi olan ve hiicre kaderinde
belirleyici bir rolii olan Numb isimli bir proteinin, miR-146a’nin hedefi
olabilecegi de saptanmistir. Daha 6nceki galismalarda hem bu proteinin hem de
miR-146a’nin apoptoziste etkili oldugu ayri ayri gosterilmistir. Bu ¢alismada
da miR-146a’nin Numb protein ekspresyon seviyesini etkilediginin
dogrulanmasi iizerine, tiroid orbitopatisindeki etkisini bu yolla gosteriyor
olabilecegi diislinlilmiis ve bu yeni saptanan bilgi sayesinde tiroid orbitopatisi
tedavisinde yeni hedefler gelistirilebilecegi savunulmustur (50). Daha Gnce
yapilan baska bir ¢alismada ise, Graves orbitopatisi olan hastalarin miR-146a
ekspresyonlart  orbitopatisi olmayanlara gore anlamli Olgiide yiiksek
saptanmistir (p: 0.032) (51). In vitro ortamda orbital yag dokusunda saptanan
bu artmis ekspresyon, daha o6nce ayni miRNA’nin hastalikli dokularda da
artmis olarak saptanmis olmasi nedeniyle, sebep degil sonug¢ olarak
degerlendirilmis ve miR-146a’nin inflamatuar stres halinde upregiile olan anti-
inflamatuar etkili bir miRNA olduguna kanaat getirilmistir (51). Literatiirde
miR-146a ile GH ve orbitopatisi arasindaki iliskiyi inceleyen daha pek ¢ok
calisma mevcuttur (52, 53, 54, 55, 56, 57). Yine tiroid iliskili orbitopati ile ilgili
yapilan bagka bir calismada, tiroid iliskili orbitopatisi olan 26 hasta,
orbitopatisi olmayan 10 hasta ile kiyaslanmig ve aralarinda miR-21
ekspresyonu farki olup olmadigina bakilmistir (Orbitopatisi olmayan bireylerin
tiroild hastast m1 yoksa saglikli birey mi oldugundan calismada
bahsedilmemistir) (58). Calisma sonucunda, tiroid iligkili orbitopatisi olan
hastalarda digerlerine goére daha yliksek miR-21 ekspresyonu saptanmistir.
Orbital dokulardan alinan Ornekler in vitro ortamda ekilerek, miR-21’in bu
dokulardaki fibroblastlarin proliferasyon, diferansiasyon ve apoptozisinde
etkisi izlenmis ve sonucunda miR-21’in orbital dokudan elde edilen bu

fibroblastlarin tiim kaderini etkiledigi goriilmiistiir. Es zamanli olarak TGF-B1°



in miR-21 ekspresyonu iizerine etkisi de incelenmis ve TGF-B1 ile indiiklenen
kollajen sentezini miR-21’in regiile ettigi saptanmistir. Tiim bu sonuglar, miR-
21 ile orbital kas fibrozu arasinda bir iliski oldugunu 6ngérmektedir ve bu
Ongori tiroid iliskili orbitopati i¢in yeni bir terap6tik hedef olabilir (58). Baska
bir tiroid orbitopati ¢alismasinda ise, PDGF-BB’ nin hiicre ¢ogalmasi ve orbital
fibroblastlar tizerine pozitif etkisi arastirilmigtir (PDGF: Platelet Derived
Growth  Factor, trombosit iliskili biiyime faktori) (59). PDGF,
myofibroblastlarin proliferasyon ve surveyini saglayarak, doku onarimi ve
fibrotik hastaliklarda 6nemli rol oynayan bir dimerik proteindir. PDGF-BB ise,
bu proteinin aktif orbital fibroblastlarin proliferasyonunda ve IL-6 ile
hyaluronan iiretmesinde etkili olan en potent izoformudur. In vitro ortamda
orbital yag dokusundan elde edilen fibroblastlar {izerinde yapilan bu ¢aligmada,
es zamanli olarak PDCD4 ve miR-21 ekspresyonlarina da bakilmistir (PDCD:
Programmed Cell Death, programlanmig hiicre 6liimii). Sonug¢ olarak PDGF-
BB’ nin orbital fibroblastlar iizerindeki etkisini miR-21 iligkili PDCD4

ekspresyonunu down-regiile ederek gosterdigi saptanmistir (59).

Hiratsuka ve arkadaglar1 2016 yilinda GH’nin klinik aktivitesi ile
dolasimda bulunan miRNA’ larin iliskisini arastiran ilk ¢alismay1 yapmislardir
(60). Bu ¢alismada miRNA’ larin yani sira, eksozomlarin da GH patogenezi ve
klinigindeki olas1 fonksiyonlar1 da incelenmistir. Bilindigi lizere eksozomlar,
hiicre zarindan koparak ayrilan, hiicrenin fonksiyonuna gore farkli maddeler
tasiyabilen ve bdylece hiicreler arasi transport saglayabilen, 30-100 nm
biiyiikliiginde keseciklerdir (61,62). Bu g¢alismaya intraktabl ve remisyonda
olan 7’ser Graves hastas1 ile 7 saglikli kontrol dahil edilmistir. Intraktabl
hastalarda saglikli kontrollere kiyasla 29, remisyondaki hastalarda yine saglikli
kontrollere kiyasla 35, intraktabl hastalarda remisyondakilere kiyasla ise 14
farkli miRNA ayristirilmigtir. Tiim bu miRNA’ lar icerisinden ancak birkag
tanesinde anlamli farkliliklar saptanmigtir. Remisyondaki hastalar intraktabl
gruba gore kiyaslandiklarinda, miR-23b-5p ve miR-92a-39 seviyelerinde
anlamli Olciide yiikseklik, let-79-3p ve miR-339-5p seviyelerindeyse anlamli
Olciide diisiikliik izlenmistir (p degerleri <0.05). Calismanin bir diger kolunda

degerlendirilen eksozomlar ile ilgili ise, intraktabl hastalar ile remisyondaki
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hastalar ve saglikli kontroller kiyaslanmiglardir. Sonug olarak ise, IL-1B, IL-6
ve TNF-a ekspresyonunu saglayan miRNA’lart en fazla uyararak bu
sitokinlerin ~ ciddi  artistn1 saglayan  eksozomlar intraktabl  Graves
hastalarininkiler olmustur. Calismanin nihai sonucunda, dolasimda bulunan
farkli miRNA seviyelerinin intraktabl GH ile iliskili oldugu ve intraktabl
hastalarin eksozomlarinin GH patogenezinde 6nemli rol oynayan immun

hiicreleri aktiflestiriyor olabilecegi gosterilmistir (60).

Ne yazik ki bizim ¢aligmamizda maliyet sebebiyle bahsettigimiz tiim bu
miRNA ile Graves hastalig1 iligkisini arastiran caligmalardaki gibi fazla sayida
miRNA calisilamamistir. Bu kisitlama sebebiyle calismamizda bakilmak iizere
miRNA’ lar belirlenirken ilgili ¢alismalarda anlamli sonuglar elde edilen

miRNA’ lardan derleme yapilmistir.



6. SONUC

% Hasta ve saglikli kontrol grubunun serum irisin seviyeleri arasinda

anlamli farklilik izlenmedi.

% Oftalmopatisi olan hastalar ile relaps yasamis hastalarin serum irisin
seviyeleri oftalmopatisiz hastalar ve relapssiz hastalara gore daha yiiksek
saptandi1 ancak istatistiksel agisindan anlamli 6l¢iide degildi (sirasiyla p: 0.069,

p: 0.07).

¢ Hipotiroidik hastalarin serum irisin seviyeleri hipertiroidik ve

otiroidiklere gore biraz daha yiiksek saptandi ancak istatistiksel agidan anlamli
bir farklilik degildi (p: 0.166).

% Tiroid hacmi artmis olan hastalarin serum irisin seviyeleri normal

hacimde tiroidi olan hastalara gore daha diisiik saptandi (p: 0.014).

% Tedavi sekli, tiroidde nodiil varligi, otoantikor pozitifligi ile serum

irisin seviyeleri arasinda anlaml iligki izlenmedi.

% Hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda se¢ili miRNA

ekspresyonlar1 agisindan anlamli farklilik izlenmedi.

% Calismaya katilan tiim bireyler arasindan kadin cinsiyette olanlarin
miR-22 ve miR-375 ekspresyonlari erkeklere gére anlamli 6l¢iide daha yiiksek
saptand1 (sirasiyla p: 0.035, p: 0.016).

% Hastalarin miR-376b, miR-154, miR-451 ve miR22 diizeyleri ile
anti-Tg diizeyleri arasinda negatif yonde orta kuvvetli iliski saptandi (sirastyla

p: 0.041, r: -0.375, p: 0.019, r: -0.425, p: 0.014, r: -0.442, p: 0.001, r: -0.563).

% Hastalarda miR-22 ekspresyonu ile serum fT3 diizeyleri arasinda
negatif yonde orta kuvvetli iligki saptandi (p: 0.046, r: -0.367).

% Hipertiroidik  hastalarin miR-22  ekspresyonu otiroidik  ve
hipotiroidik hastalara gore daha diisiik saptandi, ancak istatistiksel olarak

anlaml 6l¢iide degildi (p: 0.064).
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% Relaps yasamis hastalarin miR-154 ekspresyonu relaps yasamamis

olanlara gore anlaml1 6l¢iide daha yiiksek saptandi (p: 0.035).

% Oftalmopati varligi, tedavi sekli, tiroid hacmi, tiroide nodiil varligi,
otoantikor pozitifligi ile miRNA ekspresyonlar1 arasinda anlamli iliski

izlenmedi.
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