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OZET

HIiPERTIROIDIiZMDE MTOR VE NRF2 SINYALIZASYONUNUN FERRPTOZ
UZERINE ETKILERI

Merve CANAYAKIN DEGIRMEN

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti, Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Ceyhan HACIOGLU

Temmuz 2024, 63 sayfa

Tiroit, viicuttaki tiim hiicreler lizerinde gelisme, biiyiime ve metabolizmay1 diizenlemek
icin hareket eden tiroit hormonlari tiroksin (T4) ve triiyodotironin (T3) iiretiminden
sorumlu bir endokrin bezdir. Hipertiroidizm, dokunun asir1 miktarda dolasimdaki tiroit
hormonuna maruz kaldig1 patolojik bir sendromdur. Hipertiroidizm nedeniyle
mitokondrinin oksidatif metabolizmasi hizlanmakta ve reaktif oksijen tirlinlerini (ROS)
arttirmaktadir. ROS’daki artis oksidatif strese neden olabilir. Niikleer faktor eritroid 2 ile
iliskili faktor 2 (NRF2), oksidatif strese karsi hiicre koruyucu reaksiyonlarin baslatilmasi
icin redoks duyarl olarak aktiflesen ilk ve en 6nemli transkripsiyonel aktivatér olup
antioksidan tepkinin ana diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir. Ferroptoz, demir
selatorleri ve lipofilik antioksidanlar tarafindan kontrol edilen, hiicrelerin antioksidan
kapasitesi azaldiginda hiicre i¢i lipid ve ROS birikimi ile karakterize bir tiir diizenlenmis
hiicre oliimii seklidir. Hiicreler ferroptoza maruz kaldiginda, antioksidan sistemde
GPX4'in hem ekspresyonu hem de aktivitesi azalacaktir. NRF2 hem lipid
peroksidasyonunun hem de ferroptozun kritik bir hafifleticisidir. Ferroptoz
diizenleyicileri arasinda yer alan rapamisin proteininin memeli hedefi 1 (MTORC1),
evrimsel olarak korunmus serin-treonin kinaz enerji dengesi, biiyiime faktorleri, besinler
ve oksijendeki degisiklikleri algilayarak hiicre dongiisii ilerlemesini ve biiylimesini
modiile eder. Rapamisin proteininin memeli hedefi (MTOR), tiroit hiicrelerinde iyodiir
alimin1 da diizenleyen fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K)/Akt yolunun asagi akis
efektoridiir.  Yiirlitmekte oldugumuz tez g¢alismamizda hipertiroidizm hastalarinda
ferroptoz yolaginin incelenmesi hedeflenmistir. Calismamizda hipertiroidizm hastas1 90
kisi ve kontrol grubu 90 kisi olmak tizere 180 kisi seklinde toplamda iki grup
olusturulmustur.

Calismamizda kullandigimiz biyokimyasal parametrelerimiz uzun zincirli yag asidi-KoA
ligaz 4 (ACSL4), glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), MTOR, NRF2, total
antioksidan durumu (TAS) ve total oksidan durumu (TOS) seklinde olup Enzim baglh
immiinosorbent deneyi (ELISA) metodu ile analizi yapilmistir. Ulagilan veriler 1s1¢inda
hipertirodizmli hastalarin serumlarinda, kontrol grubunda yer alan hastalarin serumlarina
kiyas ile ACSL4, MDA, MTOR ve TOS biyokimyasal parametrelerde artis goriilmiistiir.
Ote yandan GSH, NRF2 ve TAS biyokimyasal parametrelerinde kontrol grubuna gore
diisiis oldugu bulunmustur. Sonuglarimiza gore hipertiroidizmli kisilerde yapilan serum
analizlerine gore ferroptoz sinyal yolagmin indiiklendigi tespit edilmistir. Yapilan bu
calisma ile hipertiroid kosullarinin olusturdugu ferroptozun baskilanmasi i¢cin MTOR
yolaginin inhibisyonu NRF2 yolaginin indiiksiyonu iizerine detayli calismalar yapilarak
hastalarda meydana gelen hasarlara katki saglayabilecegi 6n goriilmektedir.
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ABSTRACT

EFFECTS OF MTOR AND NRF2 SIGNALING ON FERRPTOSIS IN
HYPERTHYROIDISM

Merve CANAYAKIN DEGIRMEN
Diizce University
Graduate Education Institute, Department of Medical Biochemistry
Master's Thesis
Supervisor: Ass. Rofessor Ceyhan HACIOGLU

July 2024, 63 pages

The thyroid is an endocrine gland responsible for the production of thyroid hormones,
thyroxine (T4) and triiodothyronine (T3), which act on all cells in the body to regulate
development, growth, and metabolism. Hyperthyroidism is a pathological syndrome
where the tissue is exposed to excessive circulating thyroid hormones. Due to
hyperthyroidism, mitochondrial oxidative metabolism accelerates, increasing reactive
oxygen species (ROS). The increase in ROS can cause oxidative stress. Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (NRF2) is the primary and most important transcriptional
activator that is redox-sensitive and activates to initiate cell-protective reactions against
oxidative stress, being considered the main regulator of the antioxidant response.
Ferroptosis is a type of regulated cell death characterized by intracellular lipid and ROS
accumulation when the antioxidant capacity of cells decreases, and it is controlled by iron
chelators and lipophilic antioxidants. When cells are subjected to ferroptosis, both the
expression and activity of GPX4 in the antioxidant system will decrease. NRF2 is a
critical mitigator of both lipid peroxidation and ferroptosis. Among the regulators of
ferroptosis is the mammalian target of rapamycin complex 1 (MTORCI), an
evolutionarily conserved serine-threonine kinase that modulates cell cycle progression
and growth by sensing changes in energy balance, growth factors, nutrients, and oxygen.
The mammalian target of rapamycin (MTOR) is a downstream effector of the
phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) /Akt pathway, which also regulates iodide uptake
in thyroid cells. Our ongoing thesis project aims to investigate the ferroptosis pathway in
patients with hyperthyroidism. Our study comprises a total of two groups: 90 patients
with hyperthyroidism and 90 individuals in the control group, making a total of 180
participants.

The biochemical parameters used in our study include long-chain fatty acid-CoA ligase
4 (ACSL4), glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), MTOR, NRF2, total
antioxidant status (TAS), and total oxidant status (TOS), all of which were analyzed using
the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method. Based on the obtained data,
it was observed that there was an increase in the biochemical parameters ACSL4, MDA,
MTOR, and TOS in the serum of patients with hyperthyroidism compared to the serum
of individuals in the control group. On the other hand, it was found that the biochemical
parameters GSH, NRF2, and TAS decreased compared to the control group. According
to our results, it was determined that the ferroptosis signaling pathway is induced based
on the serum analyses conducted on individuals with hyperthyroidism. This study
suggests that detailed studies on the inhibition of the MTOR pathway and the induction
of the NRF2 pathway could contribute to mitigating the damage caused by ferroptosis
under hyperthyroid conditions.
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1. GIRIS

Tiroit, tiroit hormonlar1 ad1 verilen T4 ve T3 iliretiminden sorumlu bir endokrin bezdir [1].
Boyun bolgesinde nefes borusunun 6n kisminda yer almaktadir. Goriinimi kelebek
sekline benzemektedir [2]. Tiroit hormonlarinin viicuttaki tiim hiicreler iizerinde gelisme,
bliylime ve metabolizmay1 diizenleme gorevleri vardir. Viicut dokularin oksidatif
metabolizmalarinit normal diizeyde tutmak i¢in hareket ederken, homeostazda da 6nemli
etkileri bulunmaktadir [1]. Tiroidin c¢alismas1 hipotalamus-hipofiz-tiroit aksinda
tirotiropin salgilatict hormon (TRH), tiroit uyaricit hormon (TSH) ve T4 ile T3 arasindaki
negatif geri bildirim mekanizmasi ile kontrol edilmektedir. Tiroit hormon iiretimi ve/veya
salgilanmasindaki dengesizlik, bedenin islevlerinde bozukluklara neden olabilmektedir.
Tiroit hormonlarinin az miktarda salgilanmasiyla kan dolasiminda meydana gelen tiroit
hormonlar1 yetersizligine hipotiroidizm, fazla salgilanmasi sonucunda tiroit
hormonlarinin diizeylerinde goriilen artigla karakterize durums ise hipertiroidizm
denmektedir [1]. Hipertiroidizm sik rastlanilan, kanda tiroit hormonlarinin asir1 derecede
yiikselmesi sonucu ¢evre dokularin yiiksek diizeyde hormon etkisinde kalmasiyla ortaya
cikan, hipermetabolizmayla sonuglanan, fizyolojik, biyolojik klinik bulgularin
olusturdugu bir durumdur. Viicut metabolizmasinda genel bir hizlanma durumu goriiliir.
Bazi kaynaklara gore bu sendromu tariflemek icin ‘tirotoksikoz’ terimi de
kullanilabilirken, baz1 kaynaklara gore ise hipertiroidizm, tirotoksikozun bir alt kiimesidir
ve ¢cogu kez hipertiroidizme bagli olarak tanimlanir [1], [3], [4]. Hipertiroidizmin sebebi
olan hastaliklar tiroit bezi kaynakli olabilecegi gibi, hipofiz ya da hipofiz dis1 sebeplerle
de meydana gelebilmektedir [1].

Hiicreler yasamin ana diizenleyici birimleridir. Hiicre boliinmesi, farklilagsmasi,
fonksiyonel 6zellikleri ve sonugta hiicre 6liimii yasam i¢in ¢ok kritik dneme sahiptir [5].
Cok hiicreli organizmalarda hastaliklarin 6nlenmesi i¢in doku ve organlarda uygun hiicre
sayisinin devam ettirilmesi gerekmektedir. Hiire sayisindaki denge yeni hiicre olusumu
ve sabit bir 0liim hiz1 ile denge saglanir [6]. Hiicre o6limii, memeli gelisiminin,
homeostazisinin ve hastaliginin ¢esitli yonlerinde kritik 6neme sahiptir ve diger biyolojik
siireclerle sik1 bir sekilde biitiinlesmistir [7]. Cok hiicreli organizmalardaki hiicreler,

viicut icin artik gerekli olmayan veya kusurlu durumdaki hiicrelerin kontrollii yikimi
1
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programlanmis hiicre 6liimii ad1 verilen hiicre 6liim mekanizmalar1 tarafindan kontrol
edilir [8]. Programli hiicre 6liimii (PHO), cok hiicreli organizmalarda embriyonun
olusmasi ve gelismesi, doku homeostazi, immiin yanit ve normal gelisim siire¢lerinin
temelini olusturmakta ve kanser gibi hastaliklarin 6nlenmesinde kritik rol oynamaktadir.
Programlanmis hiicre 6liimiiniin en iyi ¢alisilan sekli apoptoz olarak bilinirken; piroptoz,
nekroz ve ferroptoz gibi cesitli PHO tiirleri de tanimlanmustir [9], [10].

Ferroptoz; son yillarda daha ¢ok arastirilan, demire bagimli, lipid peroksidasyonu ve
artmis oksidatif stres ile karakterize, kontrollii ve programli bir hiicre 6liimii bi¢imidir
[10], [11], [12]. Tlk olarak 2012 yilinda, Dixon ve arkadaslari tarafindan kesfedilmis olup
biyokimyasal ve genetik olarak, bilinen diger hiicre 6liim mekanizmalar1 olan apoptoz,
otofaji ve klasik nekrozdan farklidir [12]. Ferroptozun en 6nemli morfolojik nitelikler
arasinda mitokondride gozlenen kiigiilme ve membran yogunlugu vardir. Ferroptozda
otofajide gozlemlenen sitoplazmik vakuolizasyon, apoptozda gozlemlenen kromatin
kondenzasyonu ve nekrozda gozlemlenen hidrojen peroksit ile indiiklenen morfolojik
nitelikler ile karsilagilmamaktadir. Ayrica, ferroptoz yolu ile olusan hiicre yikimi, apoptoz
ve otofaji intibitorleri ile engellenememektedir [11]. Ferroptoz hiicre i¢i serbest demir
miktarindaki ytikselis ve GSH ile GPX4'in redoks icerigini asan ROS birikimine baglh
lipid peroksidasyonundan kaynaklanmaktadir. Lipid peroksidasyonu ferroptozun bir
biyobelirteci olmakla beraber lipit liretimi aslinda hayatta kalmanin temelidir [10], [11].
Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan yiiriitiilen bir pozitif geri besleme
zincir reaksiyonudur. Siiperoksit (O2), peroksit (H2O2ve ROOH) ve serbest radikaller
(HO've RO-) dahil olmak iizere ROS, c¢oklu doymamis yag asitlerini hedefleyerek
lipitlerin peroksidasyonuna neden olmaktadir [10]. Bu nedenle ROS, ferroptozun
diizenlenmesinde gorev alan diger ¢ok kritik faktorlerden biridir [13]. Hiicre i¢i artan
ROS miktart hem hiicre biitlinliigline hem de hiicre i¢i organel membranlarinin hasar
gormesine neden olmakta ve bdylece ferroptozu uyarmaktadir. Hiicre i¢i demir ise
hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde oldukca 6nemlidir. Ancak hiicre i¢i demir
birikimi, oksidatif fosforilasyonun yan iiriinii olan hidrojen peroksit ile demirin Fenton
reaksiyonlarina girmesine ve lipitler i¢in oldukca tehlikeli olan peroksitlerin olusmasina
neden olmaktadir. Ozellikle demire bagli fenton reaksiyonu ile iiretilen hiicre ici ROS
ferroptozda ana ROS kaynagini olusturmaktadir [10]. Sonugta demir, lipidler ve ROS
hiicre sag kaliminda yeri doldurulamaz bir rol oynamaktadir [10], [11]. Ferroptoz demir
selatorleri ve lipofilik antioksidanlar ile inhibe olur. Bu durum ferroptozun en dénemli

ozelligidir ve ferroptozu diger oksidatif hiicre yikimlarindan farkli kilar [11].
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Ferroptozun hem indiiksiyonu hem de inhibisyonu yoluyla farmakolojik modiilasyonu,
ilaca direncli kanserlerin, iskemik organ yaralanmalarinin ve asir1 lipid peroksidasyonuna
bagl diger dejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in biiyiik potansiyele sahiptir [5].
Ferroptoz diizenleyicilerinden biri MTORCI1’dir. MTOR hiicre biiylimesini, hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini, besin alimini, protein sentezini ve otofajiyi diizenleyen
korunmusg bir serin treonin kinazdir [14]. Bu protein, adim1 1972'de Streptomyces
hygroskopikus'tan izole edilen bir bilesik olan rapamisinden almistir. Rapamisinin
MTOR"u inhibe ettigi ve antibakteriyel, antifungal, immiinosupresif, antitimdr ve
gerontoprotektif aktiviteler sergiledigi bulunmustur [15]. MTORCI inhibitorleri, kanser
de dahil olmak tlizere cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmigtir [16]. Ferroptoz
hassasiyetini kontrol eden diger metabolik yollardan biri de NRF2’dir [13],[7]. NRF2,
gen promotdr bolgelerindeki antioksidan tepki elemanlarim1i (ARE'ler) taniyarak ve
bunlara baglanarak ¢ok cesitli hiicresel proteinleri diizenleyen bir ana transkripsiyon
faktortidiir [17]. NRF2 kisa omiirlii bir proteindir (yar1 6miir, ~15 dakika); aktive edici
faktorlerin yoklugunda, NRF2 her yerde bulunur ve proteazomal bozulmaya
ugrar. Ayrica NRF2/ARE, MTOR"u pozitif olarak diizenler. Bu ilk olarak Shibata ve ark.
tarafindan gosterilmis olup MTOR f{izerindeki NRF2 etkisinin en belirgin mekanizmasi
Bendavit ve arkadaglar tarafindan onerilmistir [15].

Hipertiroidizm ve tirotoksikoz, tiroit hormonlarinin asir1 {iretimi ve/veya salinimi ile
karakterize olup, tiroit hormonlarinin yiiksek konsantrasyonlari, periferik dokularin asir1
uyarilmasina neden olarak metabolizmada genel bir artisa ve enerji ve oksijen talebinin
artmasina neden olmaktadir [18]. Hipertiroidizm/tirotoksikoz ayni zamanda OS ile ve
tiroit hormonlarinin hedef dokularinda NRF2 sinyallemesinin aktivasyonu ile iligkilidir.
Spesifik olarak, tiroit hormonu uygulamasinin sigan karacigerinde NRF2 aktivasyonunu
indiikledigi ve bu aktivasyonun ROS temizleyici N-asetil sistein ile 6n tedavi ile
baskilandig1 birkag yildir bilinmektedir [18]. M. Zhang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
bir ¢alismada ise rapamisin tedavisinin hipertiroidizm iizerindeki etkisi tiroit
otoantikorlari, fonksiyonu ve patolojisi ile degerlendirilmistir ve rapamisin tedavisi
hipertiroidizm sikligint %87,5'ten %25'e disiirdiigli gorilmustiir [19]. Bu tez,
literatiirdeki ¢alismalardan yola ¢ikarak hipertiroidizmli hastalardaki MTOR ve NRF2
sinyalizasyonun ferroptoz iizerine olan etkilerini ¢esitli biyokimyasal test yontemleri ile

aragtirmay1 hedeflemektedir.
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1.1. TIiROIT

1.1.1. Tiroit Bezi Embriyolojisi

Tiroit bezi gebeligin licilincli haftasinda barsak sisteminin bir uzantis1 olarak gelisen
viicudun ilk endokrin bezidir [20]. Gestasyonun besinci haftasinda sag ve sol loblara
boliiniir. Ayrica, besinci hafta boyunca faringeal keseden ultimobransiyal cisimler ortaya
cikarak parafolikiiler ~C-hiicrelerine farklilagmaktadir. Bu hiicreler kalsiyum
homeostazinda gorev alir [21]. Hiicresel farklilasma ve olgunlasma, tiroit 12. gebelik
haftasinda fonksiyonel olarak olgunlasana kadar devam eder. Yaklasik 30-35. haftalarda
hipotalamus, hipofiz ve tiroit aks1 fonksiyonel olarak aktif hale gelir [22]. Tiroit bezi
embriyolojik gelisimini tamamladiktan sonra bir kapsiil ile ¢evrelenir. Bu kapsiil fibroz
yapidadir ve bez igine yaptig1 uzantilarla bez de lobiilasyonlar yapar. Bu lobiillerde tiroit
bezinin yapisal ve fonksiyonel birimleri olan folikiiller bulunur [20], [22]. Folikiillerin ici
kolloid ile doludur, etrafinda tek sira kolumnar-kuboidal hiicre ile ¢evrilidir ve en dista
da bu epiteli gevreleyen bazal membran bulunur. Tiroit bezi tiroaminler olarak

adlandirilan T4 ve T3 adinda iki hormon salgilar [20].

1.1.2. Tiroit Bezi Anatomisi

Tiroit bezi boynun 6n alt bolgesinde 5, 6 ve 7. vertebralarin hizasinda nefes borusunun
oniinde yer almaktadir [2]. Yapist itibariyle kelebege benzemekte olup damardan oldukga
zengin, H veya U harfine benzeyen, kahverengi-kirmiz1 renkli parankimal bir organdir
[2], [23]. Ug béliimden olusmaktadir. Isthmus; trakeanin ikinci ve tigiincii halkasini orter.
Lateral loblar; tiroit kartilajdan baslayip altinci trakea halkasina kadar uzanir. Piramidal
lob; isthmustan yukari dogru c¢ikinti yapan, genelde sol tarafta bulunan ve tiroidin
embriyololojik silirecinden bir kalintiyr temsil eden ek bir lop goriilebilmektedir.
Piramidal lob inferior tiroglossal duktusun par¢asindan kaynaklanir ve insanlarin yaklasik
%40’ 1nda goriliir [24], [25]. Normal tiroit bezi ortasindan ince bir yapi1 olan isthmus ile
birbirine baglanan simetrik olan lateral sag ve sol iki lobdan olusmaktadir [23], [21].

Tiroit bezi son derece zengin bir kanlanma agina sahiptir ve bobrekten 6 kat ve beyinden
yaklasik 3-4 kat daha fazla vaskiiler oldugu tahmin edilmektedir. Tiroit bezi iki ana arter
tarafindan beslenir. Bu arterler inferior ve superior tiroit arterlerdir. Tiroit bezinin venleri
ise inferior, superior ve lateral tiroideal venlerdir. Vena tiroidea siiperior ve lateralis
sistemde vena jugularis interna’ya dokiiliirken, vena tiroidea inferior ise direkt olarak sol
vena brakiosefalikaya dokiiliir [24]. Her iki tiroit lobunun siiperior ve inferior
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komsulugunda, posteriorda birer tane olmak iizere genellikle 4 tane paratiroid bezi
bulunmaktadir [22]. Paratiroit bezleri ovas sekilli ve sar1 kahverengi renktedir. Paratiroid
bezlerinin biiyiikligli 5-7 mm iken, 35-40 mg agirligindadir. Paratiroid bezlerinin
kanlanmasi yiiksek oranda inferior tiroit arterin dallarindan olmaktadir. Siiperior tiroit

arter ise st bezlerin %20 kadarinin beslenmesinden sorumludur [26].

1.1.3. Tiroit Bezi Fizyolojisi

Tiroit bezinin temel gorevi, viicuttaki metabolik siireclerin diizenlenmesi i¢in gerekli
tiroit hormonlar1 olan T4 ve T30 tretmektir [27]. Hormon liretimi ve salinimi siireci
hipotalamo-hipofiz-tiroit arasindaki negatif feed-back mekanizmalariyla kontrol
edilmektedir [28]. Tiroit bezinden hormon salinimin1 TSH ve TRH kontrol eder [2]. TSH
hipofiz 6n loptan salgilanan glikoprotein yapili bir hormondur. Bazofil hiicreleri
tarafindan {iretilir. TSH kontrolii ise hipotalamustan salgilanan tirotropin salgilattiric
hormon ile saglanir [2]. Hipofiz bezinden salgilanan TRH aracilig: ile 6n hipofiz bezi
uyarilarak TSH salinir. TSH’a yanit olarak tiroit bezinde biliylime, T3 ve T4
hormonlarinin {iretimi ve salinimi pozitif uyarim sonucunda artar. Artan T3 ve T4
hormonlar1 negatif geri bildirim ile 6n hipofizde bulunan tirotropik hiicrelerin TRH
reseptorlerini asagi regiilasyona ugratir, TRH azalmasina yanit olarak TSH salinimi da

azalarak homeostaz saglanmaktadir (Sekil 1.1) [28].
. NEGATIF FEEDBACK
- e I3
S @~ @7

Sekil 1. 1. Negatif Feed-back Mekanizmasi

1.1.4. Tiroit Hormon Metabolizmasi

Tiroit hormonu sentezindeki ilk basamak iyot basamagidir [27]. Oral alinan iyot plazma
proteinlerine baglanarak tasinir, tiroit folikiil hiicrelerinden igeri sodyum-iyot simporter

ile alinir [28]. Viicut i¢in alinmasi gereken glinliik iyot miktar1 150 pg olup bunun 120ug’1
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tiroit bezi tarafindan alinir ve 80 pg’1 T3 ve T4’iin yapimi i¢in kullanilir, cogunlugu renal
yolla viicuttan uzaklastirilir [2]. Tiroit folikiiler hiicresi icerisine alinan iyot, hidrojen
peroksit ve tiroit peroksidaz (TPO) tarafindan organifikasyon reaksiyonu ile reaktif iyot
atomuna doniisiir. Reaktif iyot atomu, TPO’yu da igeren bir dizi reaksiyon ve eter bagi
baglanmasi sonucu tiroglobulin (TG) proteini ile birleserek, i¢cerdigi iyot atomu sayisina
gore T3 ve T4 olarak isimlendirilen tiroit hormonlarini olusturur (Sekil 1.2) [28]. Tiroit
bezinden salinim gosteren baglica hormon T4 (%90) hormonudur. Tiroksin hormonunun
deiyodinasyonu ile birlikte T3 (%10) olusumu meydana gelir [29]. Dolasimda yiiksek
oranda T4 bulunur, dolagimdaki T3 hormonlarinin ise biiyiik ¢ogunlugu periferal dolagim
sirasinda T4’ten doniigmiistiir. Dolasimda bulunan T3 ve T4 hormonlarimin her ikisi de
aktif formdadir ancak hiicre ¢ekirdegindeki tiroit hormon reseptorleri T3 i¢in 10 kat fazla

afiniteye sahiptir, bu nedenle T3 daha aktiftir [28].

-
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Sekil 1. 2. Tiroit Hormon Sentezi.

T4'lin cogu daha sonra T3'lin daha aktif formuna doniismesine ragmen, her ikisi de hedef
hiicreleri degisen derecelerde uyarma ile etkiler [2]. Tiroit hormonlar1 neredeyse insan
viicudundaki tiim hiicrelerin ¢alismasinda rol alirlar. Bu hormonlarin baglica gérevleri
bazal metabolizmanin hizina etki etmek, protein sentezini diizenlemek, uzun kemik
gelisimine biliylime hormonlariyla sinerjik etkileserek fayda saglamak, sinir sisteminin
olgunlagsmasin1 saglamak ve hiicrelerin katekolaminlere (6rnegin adrenalin) karsi
gecirgenliginin  arttirmaktir [30]. Tiroit hormonlar1 insan viicudundaki hiicrelerin

gelisiminde ve farklilasmasinda da etkilidir. Ayrica viicudun enerji depolarinin kontrol
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ederek; protein metabolizmasini (anabolik etki), yag metabolizmasini (kolesterol yikimi)
ve karbonhidrat metabolizmasini (glikojenolizi arttirir, hepatik glukoneogenezi artirir,
bagirsaktan glikoz absorbsiyonunu artirir) etkiler [30]. Tiroit bezinden salgilanan T3
hormonu ¢ok Onemlidir. Hamilelerde bebegin merkezi sinir sisteminin gelismesinde
etkilidir. Ayrica dokularin insiiline kars1 afinitelerini azaltarak instilin yikimint hizlandirir
[2]. Tiroit folikiilleri arasinda veya tiroit folikiillerinin duvar icinde, parafolikiiler
hiicreler olarak da bilinen kiiciik C hiicreleri bulunur ve kalsitonin olarak bilinen
polipeptit hormonunu salgilar. Kalsitonin kalsiyum metabolizmasinda etkili olan
hormondur [2]. Hipokalsemiye yol agan iskelet ve diger dokularda kalsiyum ve fosfatin

birikmesine yardimci olur. Bu fonksiyon parathormonun tersidir [22].

Yetersiz ¢alisan bir tiroit bezinin sebep oldugu hipotiroidizmin semptomlar1 baslica
bradikardi, soguk intoleransi, kabizlik, yorgunluk ve kilo alimi olarak kendini gosterir.
Tiroit bezi fonksiyonunun artmasinin neden oldugu hipertiroidizm ise kilo kaybi, 1s1
intoleransi, ishal, sinirlilik semptomlariyla karsimiza ¢ikar. Iyot, ince bagirsakta emilen
temel bir eser element olup T3 ve T4'lin ayrilmaz bir parcasidir. Azalan iyot alimi, iyot
eksikligine ve tiroit hormon sentezinin azalmasina neden olabilir. Iyot eksikligi kretinizm,
guatr, miksddem komasi ve hipotiroidizme neden olabilir [22]. Iyot ihtiyac1 ekmek ve
tuza katilan katkilar ile balik, siit, yumurta gibi besinlerden karsilanir. Tiroit viicudun
icerdigi iyodun %90’dan fazlasin1 depolar ve plazma iyot kaybmin 1/3’linden

sorumludur. Kalan plazma iyotu ise bobrekler araciligi ile viicuttan atilir [26].

1.1.5. Tiroit Hastaliklar:

Tiroit hormonu insan viicudunda hem homeostazda hem de biiylime ve gelismede 6nemli
etkilere sahiptir. Bu nedenle, tiroit hormon sentez ve/veya salgilanmasindaki herhangi bir
diizensizlik viicudun islevlerinde agir bir bozukluga yol acabilmektedir. Tiroit bezi
hastaliklar1 hekimlerin en sik karsilastigi endokrinolojik anormalliklerden biridir [1].
Tiroit bezi hastaliklarinin degerlendirilmesi oncelikle fizik muayene ile tiroit fonksiyon
testleri yapilmakta olup, tiroit dokusu fizik muayeneyle degerlendirilse de gelisen
teknoloji sayesinde ultrasonografi fizik muayenenin 6nemli bir parcasi haline gelmis
bulunmaktadir [24]. Tiroit hastaliklar1 genel olarak; guatr, tiroidit, hipertiroidi, hipotiroidi

ve tiroit kanseri olmak tizere 5 ana grupta incelenmektedir [1].



1.1.5.1. Guatr

Guatr terimi, tiroit bezinin diizensiz ve anormal biiyiimesini ifade etmektedir [31]. Iyot
alimindaki veya tiroit hormon sentezindeki herhangi bir bozukluk sonucunda tiroit
bezindeki siskinlik ile karakterizedir. Guatra neden olabilecek faktorlerin arasinda iyot
yetersizligi, selenyum yetersizligi, genetik egilim, tiroit bezinin iltihapli hastaliklar
(Hashimoto veya Tiroiditler), psikiyatrik hastalarin kullandig: lityum ilaci, gebelik (iyot
yetmezligi olan bolgelerde) ve hipofiz bezinden asir1 TSH hormon salgilanmasi
bulunmaktadir. Kadinlarda erkeklere oranla daha sik karsilasilmaktadir [1]. Guatrin
klinik belirtileri, guatrin biiyiikliigli ve tiroit disfonksiyonu yapmasina baglidir. Guatr
hastalig1, diffiiz (basit) guatr ve nodiiler guatr olarak goriilebilmektedir. Diyetle eksik iyot
alinmasina bagli olarak tiroit hormonlarmin yetersiz sentezlenmesi ve TSH salgisinin
artmasi sonucu ortaya ¢ikan hastaliga non-toksik veya basit guatr anlamina gelen Gtiroit
guatr denir. Sonugta, tiroit bezi biiylimesi olur, nodiil olusumu goriilmemektedir [1].
Hastanin yakinmalart tiroit biiylikliigii sebebiyle olup yutma ve solunum gii¢liigii ve nadir
olarak ses kisilmasi da olabilmektedir [4]. Iyot eksikligi olan bolgelerde niifusun %10’dan
fazlasinda guatr ortaya ¢ikiyorsa, bu guatrlara endemik guatr, bu bolgelere de endemik
bolgeler denir [30]. Endemik guatr 6nlenebilir bir hastaliktir [26]. Tiroit nodiilleri, tiroit
bezinde olusan ve bezin normal dokusuna benzemeyen, farkli biliyiikliikte, yuvarlak veya
oval Kkitlelerdir. Bu nodiiller iyot eksikligi nedeniyle olabilecegi gibi tiroit hormonu
etkisizligi sonucu olarak da olusabilmektedir. Tiroit nodiilii saptandiginda; TSH
diizeyinin kontroliinlii saglamak, tiroit ultrasonografisi yaparak nodiiliin 6zelliklerinin
degerlendirilmesi saglamak gerekmektedir [29]. TSH Olgiimii hastanin tiroit

fonksiyonlarimi gostermesinin yaninda malignite riski yoniinden de bilgi vermektedir [1].
1.1.5.2. Tiroiditler

Tiroidit, tiroit bezi iltihaplandiginda ortaya ¢ikan, kana fazlaca tiroit hormon salinimi ile
karakterize gecici bir tirotoksikoz sebebidir [32], [33], [34]. Genellikle agrili veya agrisiz
kategorilere ayrilabilen bircok tiroidit tiirii vardir [32]. Tiroititlerin cogunlukla hepsinde
tiroit follikiiliiniin normal yapis1 bozulmaktadir. Her bir tiroitit tipinin kendine 6zgii
histolojik 6zelligi vardir. Tiroititler, baglangi¢ hizina gore akut, subakut ve kronik tiroitit
olarak smiflandirilmaktadir [1]. Ayrica sessiz (agrisiz, postpartum) tiroidit, dogum

sonrasi tiroidit, riedel tiroiditi ve diger tiroiditler de mevcuttur [35].



1.1.5.2.1. Akut Tiroidit

Akut tiroidit bakteriyel veya fungal enfeksiyonlar sonucunda olusan iltihabi bir tiroit bezi
hastaligidir [1]. Genellikle malniitrisyonlu ¢ocuklarda, bakimsiz yaslilarda ve immiin
sistemi c¢esitli nedenlerle baskilanmis kisilerde goriiliir [23]. Klinikte ates, tek tarafli
siddetli agri, tek tarafli sislik (tipik olarak sol tarafli) ile karsimiza ¢ikar. Tanisinda tiroit
fonksiyon testlerinden ziyade akut sistemik hastalik ve sepsisin biyokimyasal bulgular
goriilir [35]. Tedavisinde abse drenaji ve antibiyoterapi kullanilan y&ntemlerdir [26].

Tedaviden sonra genellikle tam iyilesme olur [35].
1.1.5.2.2. Subakut Tiroidit

Subakut tiroidit agrili tiroit bezi hastaliklarinin en sik nedenidir [32]. Gegirilmis bir viral
enfeksiyonun ardindan gelistigi diistiniilmektedir. Genellikle tiroidit bulgularinin ortaya
¢ikmasindan 2-8 hafta 6nce gegirilmis iist solunum yollar1 enfeksiyonu mevcuttur [35].
Yaygin semptomlar boyun agrisi veya rahatsizligi, palpasyonda hassasiyet ve 6tiroidizm,
hipotiroidizm gibi durumlardir [32]. Klinik olarak kulaga ve ¢eneye yayilan bogaz agrisi,
ses kisiklig1, yutma giicliigli yaninda fizik muayenede boyunda agr1 ve hassasiyet vardir

[34]. Tedavisinde steroidler ve adrenokortikotropik hormon kullanilir [26].
1.1.5.2.3. Sessiz Tiroidit

Sessiz tiroitit hashimoto tiroititinin bir alt grubu olarak kabul edilmektedir [1].
Semptomlart hafiftir ve 4-8 hafta sonra azalmaya baglamaktadir. Tiroit bezinde agr1 veya
hassasiyet yoktur. Bazi hastalarda ise hi¢ semptom goriilmemekte hastalik rutin tetkikler
sirasinda saptanabilmektedir. Hastalarin yarisinda kii¢iik bir guatr sekillenmistir [1].
Tiroit fonksiyon testleri hastaligin fazlarina gore degiskenlik gosterir. Hastalarin bir
kisminda anti-tiroit peroksidaz antikorlar1 saptanabilir. Kadinlar erkeklerden dort kat
daha fazla etkilenmektedir ve diyetle iyot aliminin yiiksek oldugu bdlgelerde yasayan

kisilerde risk artmaktadir [23].
1.1.5.2.4. Dogum Sonrasi Tiroidit (Postpartum)

Fetal tiroit hiicrelerine kars1 olusan antikorlarin annenin tiroit bezinde biriktigi otoimmiin
bir olusumdur. Annede pozitif tiroit peroksidaz antikoru veya diger otoimmiin
hastaliklarin varligi bir risk faktoriidiir [32]. Yaygin bir otoimmiin bozukluktur,
hashimoto tiroiditinden sonra en yaygin ikinci otoimmiin tiroidit tipidir. Dogumdan
sonraki bir y1l iginde bir otoimmiin mekanizma tarafindan indiiklenen yikici bir tiroidittir.

Postpartum tiroidit gecgiren hastalarda senede bir defa tiroit fonksiyon test kontrolii
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yapilmalidir [35]. PPT de tiroit hassasiyeti ve agris1 goriilmez, bildirilen semptomlar

arasinda yorgunluk, ¢arpinti, 1s1 intoleransi ve sinirlilik bulunur [23].
1.1.5.2.5. Kronik Tiroidit (Hashimato Tiroiditi)

Kronik lenfositik tiroidit ya da otoimmiin tiroidit olarak da adlandirilmaktadir [25].
Diinya’da yeterli iyot olan bolgelerde hipotiroidizmin en sik nedenidir ve kadin olmakla
ve yasla siklig1r artmaktadir [33]. Tiroide karsi olusan otoantikorlar hastaliga sebep
olmaktadir [35]. Otoimmiin/Hashimoto tiroiditi i¢in tani testleri, hastalarin %90'inda
bulunan tiroit peroksidaz antikorunu ve %20 ila %350'sinde bulunan tiroglobulin
antikorunu igerir. Tiroit fonksiyon testleri, yliksek TSH ve diisiik T3 ve T4 ile hipotiroidi
tablosunu gosterir [32]. Esas tedavi medikal olup hipotiroidizm tedavisinde hastalar
yasam boyu giinliik levotiroksin kullanir. Cerrahi tedavi malignite siipheli vakalarda,

ciddi servikal basi oldugunda veya kozmetik nedenlerle yapilir [23].
1.1.5.2.6. Riedel Tiroidit

Tiroidin tlimiinii tutan kronik inflamatuar bir hastaliktir ve nadir goriilmektedir [26].
Tiroit bezinin sertligini ve biiyiikliigiinii azaltmak ve iist solunum yolu semptomlarin
gidermek amaciyla kullanilan glukokortikoidler tedavinin temelini olusturur [23]. Ancak
trakeal ve 0zofageal obstruksiyon varsa bulgular1 gidermek amacli cerrahi miidahale

gerekebilmektedir [26].
1.1.5.3. Hipotiroidizm

Hipotiroidi, tiroit hormonu iiretimi azalmasi veya nadiren normal seviyedeki tiroit
hormonlarinin etkisizligi sonucu ortaya ¢ikan, metabolizmada yavaslama ile karakterize
bir hastaliktir [36]. Hastalarda kilo artisi, uykuya egilim, egzersiz kapasitesinde azalma
ve soguga karsi intolerans, yorgunluk, kotii hafiza gibi belirtiler mevcuttur [1], [33].
Hipotiroidizm semptomu olan her hastada ilk bakilmasi gereken tetkik TSH’dir. Asikar
hipotiroidizm yiiksek TSH ve diislik serbest T4 diizeyi ile iligkili olup, normal serbest T4
ve artmis TSH subklinik hipotiroidiyi gostermektedir. Diisiik TSH veya beklenmeyen
durumla normal olan TSH seviyelerine eslik eden diisiik serbest T4 diizeyleri varligi
sekonder hipotiroidi durumunu gosterir ve hipotalamus-hipofiz yetmezliginin gii¢lii bir
destekleyicisidir [33]. Hipotiroidizm bir¢ok durumda kalicidir, tan1 kesinlestikten sonra
tedavi edilmelidir. Tedavisi genellikle 6miir boyu stirer [26]. Giiniimiizde hipotiroidi

tedavisinde tercih edilen ilag levotiroksin (LT4)’dir [28].
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1.1.5.4. Tiroit Kanserleri

Tiroit kanseri tiroit nodiillerinin %7-15"inde goriiliir [3]. Tiroit nodiilii tespitinin amaci,
tiroit kanseri (malign nodiiller) olan vakalar1 belirlemektir. Giiniimiizde en yaygin
goriilen malign endokrin tiimdrdiir ve tiim kanser hastalarinin %3,8’ini temsil etmektedir
[20]. Tiroit kanserleri klinik ve prognoz yas, tiimdr alt tipi, hastaya ait faktorlere gore
degismekle birlikte genellikle iyi diferansiye tiroit kanserleri uzun siiredir var olan, yavas
ilerleyen, asemptomatik bir seyre sahiptir [20]. Kadinlarda erkeklerden 3 kat daha sik
goriiliir [29]. Tiroit parankimi iki ana hiicre tipinden olusur; diferansiye tiroit kanserine
(DTK) yol agan tiroit folikiiler hiicreleri ve mediiller tiroit kanserine (MTK) yol acan
parafolikiiler veya C hiicreleridir [22]. Tiroit kanserlerinden; papiler tiroit kanseri en sik
goriilen tiptir, ikinci olarak ise folikiiler tiroit karsinomu en sik goriilmektedir [20]. En iyi
prognoz gosteren tip PTK’dir [29]. Ses kisikligi, agri, yutma gii¢liigl, sislik, boyun
asimetrisi tiroit kanserlerinin baslica klinik belirtileridir [29]. Tiroit kanseri i¢in risk
faktorleri arasinda guatr ve tiroit nodiilii varligi, belirgin bir tiroit hikayesi, tiroitit veya
hipertiroidizm varhig1 diistiniilmektedir. Endemik guatr bdlgeleri veya iyot aliminin
yiiksek oldugu alanlar dahil iyot dengesizligi olan bolgeler ile zayif beslenme kosullarinin
oldugu bolgelerde ve ayrica 6zellikle bas ve boyun bolgesine iyonize radyasyona maruz
kalmus kisilerde tiroit kanserine daha sik rastlanilmaktadir [1]. Oliim orani son birkag
yilda sabit kalirken, insidans1 diinya ¢apinda istikrarl bir sekilde artmaktadir [22]. Tiroit
kanserinin klinik bagvuru bulgusu palpe edilen veya daha siklikla boyun ultrasonografi
(USQ) ile saptanan bir nodiildiir. Tiroit kanserinin kesin tanis1 gogunlukla tiroit ince igne
aspirasyon biyopsisi (TIIAB) ile konulmaktadir. Tiroit karsinomlarinin birinci basamak
tedavisi cerrahidir. Tiim yiiksek riskli hastalarda cerrahiden sonra kalan tiroit hiicrelerini
yok etmek i¢in genellikle oral olarak uygulanan radyo-iyodin 6nerilir [37]. Tiroit kanseri
tedavisinde giincel yaklasimda kullanilan tedavi segenekleri cerrahi yaklasim, radyoaktif
iyot tedavisi (RAI) disinda kemoterapi (KT), hormonal tedavi, kinaz inhibitdrleri ve takip
seklinde siniflandirilabilmektedir [29].

1.1.5.5. Hipertiroidizm ve Tirotoksikoz

Hipertiroidizm tiroit hormonlarmin yiiksek diizeyde sentezlenmesi ve salgilanmasi

sonucunda T4’iin, T3’lin veya her ikisinin birlikte kan konsantrasyonlarinin yiiksek

olmasidir [38], [24]. Ortaya ¢ikan bulgular genellikle kalp atiminda hizlanma, ellerde

titreme, carpintt hissi ve kontrolsiiz kilo kayb1 olarak goriilmektedir [28]. Hipertiroidi

biyokimyasal ciddiyetine gore asikar (klinik) ve subklinik hipertiroidi olarak
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simiflanmaktadir. Asikar hipertiroidide baskilanmig TSH, yiliksek ST4 ve/veya ST3 vardir
[39]. Subklinik hipertiroidide, diisitk TSH diizeylerinin yaninda normal seviyede ST3 ve
ST4 konsantrasyonu vardir [24]. Hipertiroidizm yagla birlikte artar ve kadinlarda 10 kat
daha fazla goriliir [38], [24]. Tedavi edilmemis hipertiroidi durumunda osteoporoz,
frajilite fraktiirleri, embolik olaylar, atriyal fibrilasyon ve kardiyovaskiiler disfonksiyon
gelisebilmektedir [39]. Hipertiroidizmin sinir sistemi iizerine ciddi etkileri olabilir.
Degisen zihinsel durum ve biligsel bozukluk ortaya ¢ikabilir. Hipertiroidizmde tani
anamnez ve fizik muayene ile baslar. Taniy1 kesinlestirmek igin ilk bakilacak tetkikler
TSH ve ST4‘tlir. ST4 normal bulunursa ST3 bakilmalidir [38]. Hipertiroidi tanisi
kesinlestikten sonra etiyolojik arastirma i¢in radyoaktif isaretli teknesyum veya iyot ile
tiroit sintigrafisi yapilmahdir [39]. Tedavi igin anti-tiroit ilag (ATI), cerrahi, RAI tedavisi
ve semptomatik tedavi kullamilabilir [28]. ATI olarak ¢ogu hastada metimazol (MMI),
gebelikte, gebelik planlayan hastalarda ve tirotoksik krizde ise propiltiyourasil (PTU)
kullanilmahidir [39]. Radyoaktif iyot tedavisi glivenli ve uygun maliyetlidir [38].
Radyoaktif iyot tedavisinde amag hastada 6tiroidizm saglamaktir Kontrendikasyonlarin
baslicalar1 gebelik, gebelik plani, emzirmedir [28]. Tiroidektominin Oncelikli tercih
edildigi durumlar; tiroit bezinin gok biiyiik olmas1, bas1 semptomlarinin olmasi, RA[ i¢in
kontrendikasyonu olmasi, Graves oftalmopatisi olmasi, 18 yasin alti ve hastanin
operasyon istemesidir [28].

Tirotoksikoz kanda yiiksek derecede tiroit hormonu bulunmasi ile karakterize durumdur.
Eger tirotoksikoz tiroit bezinin asir1 tiroit hormonu sentezlemesinden kaynaklaniyorsa bu
tabloya hipertiroidi, bunun disindaki nedenlerden (6rnegin tiroidite bagli tiroidde
depolanmis hormonlarin kana salinmasiyla olusan tablodaki gibi) kaynaklaniyorsa
hipertiroidi olmayan tirotoksikoz denir. Tirotoksikozun en sik sebebi Graves hastaligidir
[34] Tirotoksikoz tanisinda en sik kullanilan laboratuar incelemeleri serum tiroit hormonu
ve TSH diizeyi Olciimleridir. Tirotoksikozlu bir hastada hipertiroidizm bulunup
bulunmadigina tiroitde radyoiyot tutulumu testi ile bakilir  [4]. Goriintiileme
yontemlerinden teknesyum-99m (99mTc) veya RAI tutulumu tirotoksikozun ayirici tanisi
icin yol gostericidir. Tutulumun normal ya da artmasi hipertiroidizm (toksik adenom,
toksik multinodiiler guatr ya da Basedow-Graves) diislindiiriirken azalmis tutulum ise
artmus iiretime bagli olmayan tirotoksikozlar lehinedir [28]. Tedavi secenekleri ATI, RAI,
cerrahi ve semptom kontrolii i¢in kullanilan ilaglardan olusur. En sik kullanilan antitiroit
ilaglar tiyonamidler; PTU ve MMUI’dir [38]. Tirotoksikozun etkin ve hizli tedavisi

cerrahidir. Ozellikle oftalmopatisi olan hastalarda total tiroidektomi en ideal cerrahi
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yontemdir. Medikal ve radyoaktif iyot tedavisinin basarisiz oldugu hastalar i¢in cerrahi
midahale diisiiniilmelidir [26]. Tiroit firtinas1 meydana gelen hastalarin tedavisinde hizl
sivi replasmani, beta-blokorler, antitiroit ilaglar, steroidler ve iyot soliisyonlari

kullanilmaktadir [26].
1.1.5.6. Graves Hastalig

Tirotoksikozun en sik rastlanan sebebi Graves hastaligidir [34]. Hastaligin olusumunda
genetik faktorler onceliklidir [3]. Her yasta goriilme ihtimali vardir ve kadinlarda daha
stk karsilasilir [4]. TSH reseptorlerini uyaran tirotropin reseptdr antikorlarinin tiroit
hormon sentezini artirdig1 otoimmdiin bir hastaliktir [34]. Graves hastalig tiroit otoantikor
varlig1 ile bezde bulunan otoreaktif lenfositlerle karakterizedir [24]. Tirotoksikoz tanisi
konulmus olan bir hastada orbitopati, dermopati, akropati gibi Graves hastalig1 i¢in tani
konulmasini saglayan bulgular varsa ileri bir teste ihtiya¢ kalmaz. Eger bu bulgular yoksa
TSH reseptor antikoru (TRAD) taniya yardimci olur [3]. Graves hastaliginin tedavisinde
semptom ve altta yatan hipertiroidizmin kontrolii icim ATI ile medikal tedavi, radyoaktif
iyot tedavisi ve total tiroidektomi temel tedavi yontemleridir [3]. Tedavi siirecinde niiks
sik goriiliir. 12 aydan uzun siire antitiroit ilag titrasyonu, immiinosupresif ajanlar, vitamin
D, selenyum ve sigaray1 birakma Graves hastalarinda niiksii 6nlemek icin faydali

bulunmustur [37].

1.2. HUCRE BUYUMESIi, COGALMASI VE OLUMU

1.2.1. Hiicre Dongiisii

Hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, fonksiyonel 6zellikleri ve sonucta hiicre 6liimii
yasam i¢in kritik 6neme sahiptir [5]. Bir hiicrenin genomunu kopyalayarak biiyiidiigii ve
boliinerek genetik olarak birbiri ile 6zdes iki yavru hiicrenin meydana getirdigi olaylar
zincirine hiicre dongiisii denmektedir [40], [41]. Hiicre dongiisiindeki siire¢ hiicre dis1
biiylime sinyalleri, hiicrenin boyutu, DNA biitiinliiglinlin kontrolii gibi mekanizmalari
iceren oldukca diizenli bir siirectir [42]. Hiicrelerin yasami siirekli bir dongii seklinde
devam etmektedir [8]. Bu dongili hiicre bliylimesi, iiremesi ve hiicre onarimi igin
gereklidir. Dongiideki mutasyonlar, aksamalar ve eksiklikler sebebiyle kanser gibi ciddi

hastaliklar meydana gelebilmektedir [40].

Hiicre dongiisii G1 fazi, S fazi1 (sentez), G2 fazini igeren interfaz evresi ve M fazi (mitoz

ve sitokinez) olarak bilinen mitotik evre olmak {izere dort asamadan olugsmaktadir (Sekil
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1.3) [40], [43]. interfazda hiicre biiyiir, kromozomlarmi ¢ogaltir ve hiicre boliinmesine
hazirlanir. Interfaz GO, G1, S ve G2 faz1 olarak dért evreden olusur [8]. Interfazin ilk
evresi olan G1’de hiicre DNA sentezine hazirlik i¢in protein sentezi ve organel sayisi
artirir. Boliinmeye uygun olan hiicre, S evresine dogru ilerleyerek boliinme yoluna girer.
Belirli dis sinyaller tarafindan uyarilmayan hiicre ise GO olarak isimlendirilen dinlenme
evresine girer [41]. S faz1 sirasinda, DNA replikasyonu meydana gelir ve her bir
kromozom, iki kardes kromatit haline gelecek sekilde kopyalanir [40]. Mitoz i¢in hazirlik
evresi olan G2'de protein/lipid sentezi gerceklesir ve bu durum ortalama 4 saat civari
siirmektedir. G2/M kontrol noktasinda DNA replikasyonu sonrasinda olusan DNA ¢ift
sarmal kiriklar1 onarilir ve hiicre boliinmesinin tamamlanmasi i¢in mitoz evresine gegis
olur [41]. Daha kisa siiren ikinci periyot ise hiicrelerin genetik materyalinin boliindigii
ve sitokinezin olustuu M fazi olarak adlandirilan mitozdur [8]. M evresi; profaz,
prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere bes evrede gergeklesen mitozla
baslayip sitokinez ile sonlanmaktadir [40]. M fazi1 da tamamlandiktan sonra hiicre

boliinmesi gergeklesir ve geriye iki hiicre kalir, hiicre dongiisii yeniden baslayabilir [8].
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Sekil 1. 3. Hiicre Dongiisti.

1.2.2. Hiicre Oliim Yolaklar:

Hiicreler gelisim siirecleri de dahil olmak iizere ¢esitli durumlarda diizenlenmis hiicre
6limii bi¢cimlerine maruz kalmaktadirlar. Hiicre olimii islevsel yonlerine gore kaza
sonucu hiicre dliimii (ACD) ve diizenlenmis hiicre 6liimii (RCD) olarak ayrilir. Kaza
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sonucu hiicre 6liimii, herhangi bir olast kontrol mekanizmasini asan beklenmedik saldiri
ve yaralanma ile tetiklenebilmekte iken diizenlenmis hiicre 6limi fizyolojik kosullarda
ortaya c¢ikar ve programlanmis hiicre olimii olarak da bilinir [44]. Cok hiicreli
organizmalarda bir hiicre zarar goriirse veya o hiicreye daha fazla ihtiya¢ duyulmazsa,
hiicre i¢i 6liim programi devreye girer ve hiicre agamali bir sekilde oliir. Bu yiizden bu
siire¢c ‘Programli Hiicre Oliimii’ adim1 almustir [45]. Programlanmis hiicre 6liimii, cok
hiicreli organizmalarda ¢esitli fizyolojik siiregler i¢cin ¢ok Onemlidir. Programlanmis
hiicre Oliimiiniin kuralsizlastirilmasi, kanser ve ndrodejenerasyon gibi bir¢cok insan
hastaligiin gelismesine katkida bulunur [9]. Hiicre Oliimii Adlandirma Komitesi’ne gore
programlanmig hiicre dliimleri nekroz, otofaji, apoptoz, ferroptoz basta olmak iizere

toplam 11 farkli mekanizma seklinde gerceklesir [8].
1.2.2.1. Nekroz

Hiicreler ani sekilde hasar gordiiklerinde siserek ve patlayarak oSliirler ve igeriklerini
etrafa dagitarak yangisal (iltihapli) bir yanit olustururlar. Bu 6lim sekline ‘nekroz’
denilmektedir [45]. Nekroz tip III hiicre dliimiidiir ve tip I ve II gibi diger mekanizmalarin
eslik ettigi 6liim bi¢imlerine gére daha hizli olarak ilerlemektedir. Nekrozda hiicrelerde
otofaji ve apoptozda gozlemlenen morfolojik olaylar goriilemezken, bazen yiiksek

oksidatif stres ve hiicresel hacimde artig goriilebilmektedir [11].
1.2.2.2. Otofaji

Otofaji, Yunanca kendi kendini yeme anlamina gelmektedir [46]. Gereksiz veya islevsiz
hiicresel bilesenleri ortadan kaldiran diizenlenmis bir mekanizma olan otofaji ayni
zamanda metabolik substratlar1 geri doniistiiriir. Hiicresel ve organizma homeostazinin
korunmasi i¢in temel molekiiler bir yoldur [47]. Otofaji, hiicre i¢i bilyiik molekiillerin ve
organellerin bir kesecik i¢ine alinarak lizozomlara génderilmesi ve burada lizozomlar ile
birleserek parcalanmasini saglayan bir mekanizmadir [46]. Lizozomlardaki hiicre ici
proteinleri ve organelleri tutmak, par¢alamak ve geri doniistiirmek i¢in besin yoksunlugu
ve stres tarafindan uyarilmaktadir. Bu bozunma seklinin temel islevleri, metabolitlerin
geri donilisiimili ve saglanmasi yoluyla metabolizmay1 siirdiirmek, protein ve organel
kalitesini kontrol etmek ve hiicre ici bakterileri ortadan kaldirmaktir [47]. Ug tip otofaji
bilinmektedir. Bunlar; mikrootofaji, saperon aracili otofaji ve makrootofajidir [45].
Mikrootofaji, secici organellerin bozulma siirecinde rol oynar ve lizozomlar tarafindan

sitozolik igerigin direkt olarak parcalanmasi ile gerceklesir [46]. Saperon aracilt otofaji,
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proteinlerin lizozoma getirildigi biyokimyasal bir siirectir [45]. Makrootofaji ise,
iizerinde en ¢ok calisilan otofaji tipi olarak PHO ile iliskilendirilir. Biiyiik hiicresel
yapilarin veya organellerin ¢ift membranli otofagozom ig¢ine alinarak ve lizozomlar ile

birleserek otolizozom meydana getirmesi ve sindirilmesi islemidir [46].

1.2.2.3. Apoptoz

Apoptoz programlanmig bir hiicre 6liimii sekli olup, hiicrenin dogal bir mekanizmasidir.
Organizmanin gorevini tamamlamis, ihtiyag duymadigi veya hasarlanmis hiicreleri
zararsiz bir sekilde ortadan kaldirmasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen ytiksek
derecede diizenlenmis, adenozin trifosfat (ATP) bagimli ve enzim aracili bir siiregtir [48].
Normal sartlarda organizmanin gelisimi ve yaslanma siirecinde homeostaziyi saglama
gbrevi goriiyor olsa da ayn1 zamanda organizmanin savunma mekanizmasinda da gérev
almaktadir [45]. Apoptozda morfolojik olarak hiicre membrani saglam kalir [48].
Hiicredeki organeller de membran gibi bozulmadan kalir [48]. Apoptozun ilk baglarinda,
hiicre kiiclilmesi ve sitoplazma yogunlagsmasi goriiliir. Apoptozun bir diger dikkat ¢ceken
Ozelligi hiicrede piknoz durumu denilen ¢ekirdek biiziismesidir. Piknoz, kromatin
yogunlagsmasinin bir sonucudur. Daha sonra karyoreksis adi verilen kromatinlerin
sitoplazmada dagilmast ve hiicre pargalarmin apoptotik cisimlere ayrilmasi gelir [8]. Olen
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, apoptotik cisimlerin kendiliginden pargalanip sekonder
nekroz olusumunu dolayisi ile immiin cevabi Onler ve dokunun yeniden sekillenmesini
saglar. Apoptozun belki de en dikkat cekici 6zelligi, oldukca diizenli dogasidir [44].
Bir¢ok hastalikta kontrol edilemeyen hiicre Oliimii veya hiicre c¢ogalmasi temel
mekanizmalardan oldugu i¢in bir¢cok hastaligin giincel tedavisinde apoptoz dnemli yer

tutmaktadir [48].
1.2.2.4. Ferroptoz Oliim Yolag

Ferroptoz Ilk olarak 2012 yilinda, Dixon ve arkadaslar1 tarafindan erastin bilesiginin
fibrosarkoma hiicrelerindeki etkisinin arastirilmasi sirasinda kesfedilmistir [7], [12].
Demir bagimli lipid peroksidasyonu ve artmis oksidatif stres ile karakterize diizenlenmis,
kontrollii bir hiicre 6lim mekanizmasidir [11]. Ferroptozun tiimdrijenez ve kanser,
norodejenerasyon, doku hasar1 ve enfeksiyonla iliskili oldugu bilinmekte olup kanser
hiicrelerinde metabolik yeniden programlanmanin ferroptoza karst kazanilmis
duyarlilikla ilgili oldugu ve bu nedenle ferroptozu hedeflemenin tiimor baskilanmasinda

onemli roliiniin olacag: belirtilmektedir [10]. Ferroptozda hiicre hacminin kii¢lilmesi ve
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artan mitokondriyal membran yogunlugu dahil olmak iizere hiicre i¢ci ROS, lipid
peroksitleri ve demir diizeylerinin artisi, rediikte glutatyonu okside eden enzimlerden
ozellikle GPX4 eksikligi, XCT sisteminin inhibisyonu gibi bazi1 genlerin transkripyon
diizeylerindeki belirli degisiklikler ile karakterize edilmektedir [49], [12]. Ferroptozun
morfolojik  6zelligi, apoptoz sirasinda rastlanan hiicre biiziilmesinden ve
kabarciklanmadan farkli olarak hiicre sismesidir. Bu tiir hiicre 6liimii, demir selatorleri
(deferoksamin) ve E vitamini gibi antioksidanlarla ya da sentetik bir inhibitdr olan
ferrostatin-1 (Fer-1) ile inhibe edilebildigi gibi NRF2 gibi hiicresel transkripsiyon
faktorleri ile de inhibe edilebilmektedir [12]. Ferroptozun baslatilmasi ve yliriitiilmesi,
amino asit, lipid ve demir metabolizmasinin kesisiminde yatmaktadir, ancak ferroptoz

duyarlilig1 ayn1 zamanda diger birkag yol ve siire¢ tarafindan da modiile edilir [7].

1.2.3. Ferroptozun Molekiiler Temelleri
1.2.3.1. Feroptozun Lipid Peroksidasyonu Yolu Ile Diizenlenmesi

Lipit Uretimi, hayatta kalmanin temelidir ve lipid peroksidasyon yolu ferroptozun
diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir [10], [50]. Lipid peroksidasyon dongiisii
doymamis yaglardan hidrojenin kopmasiyla meydana gelen lipid radikallerini
bulundurmaktadir [11]. Calismalar, ferroptozun arasidonik asit (AA) ve epinefrin gibi
spesifik polifosforile fosfatidiletanolamin (PE) igeren ¢oklu doymamis yag asitlerini
(PUFA'lar) tercihli olarak oksitledigini gostermektedir [50]. PUFA'lar, lipit
peroksidasyonuna duyarli olup ferroptozun yiiriitiilmesi igin gereklidir [7]. PUFA'larin
bollugu ve lokalizasyonu, hiicrelerde meydana gelen lipit peroksidasyonunun derecesini
ve ferroptozun islevselligini belirler [7]. Serbest PUFA'lar, lipit sinyal aracilarinin sentezi
icin gerekli substratlardir, ancak ferroptotik sinyaller haline gelmek icin membran
fosfolipitlerine esterlestirilmeleri ve oksidasyona ugramalari gerekmektedir [7].
Ferroptozda goriilen lipid peroksidasyonu demir bagimli olup, non-enzimatik olarak
gerceklesmektedir. Hiicrede bulunan ferr6z demir ile doymamais lipid yapili molekiiller
fenton reaksiyonuna girerek lipid radikallerini olusturmaktadirlar [12]. Bu lipid
radikalleri oksijenasyona ugrayarak lipid peroksi-radikallerini meydana getirerek diger
doymamis yaglardan hidrojenin kopmasina sebebiyet vermektedir. Sonrasinda lipid
peroksitler, lipid oksi radikalleri ve hidroksi radikallerine parcalanabilmektedir [11].
Lipidlerin enzimatik oksidasyonunda siklooksijenazlar (COX), lipooksijenazlar (LOX)

ve sitokrom p450 enzimleri gorev almaktadir. Bunlardan ferroptoz icin en énemli olant
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demir iceren LOX enzimleridir. Ozellikle ALOX15 enziminin ferroptotik hiicre
6limiinde membran lipidlerinin oksidasyonundan sorumlu oldugu bildirilmektedir [12].
Lipid peroksidasyonu sonucunda bir grup aldehit yapili oksidasyon iirlinii olusmaktadir.
MDA, 4-hidroksihekzenal (4-HHE) ve 4- hidroksinonenal (4-HNE) bu {iriinlerden en
yaygin olanlaridir. MDA olduk¢a mutajenik bir {iriindiir ve 6zellikle aragidonik asit ile
daha biiyiikk PUFA molekiillerinin peroksidasyonu sonucu olugmaktadir. Hiicrede yiiksek
miktarda MDA birikimi diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi patolojik
olaylarla iligkilendirilmektedir [12]. Lipid bilesimini diizenleyen anahtar bir enzim olan
ACSL4 ferroptozun yiiriitilmesine katkida bulundugu gosterilmistir. Lipid
peroksidasyon yolu sirasinda ACSL4, endoplazmik retikulum ile iliskili oksijenasyon
merkezinde oksitlenmis PE iireterek ferroptozu tesvik eder ve ACSL4, AA veya AdA asil
Co-A tiirevlerini iiretmek icin AA veya adrenalinin (AdA) baglanmasini katalize eder.
Daha sonra lisofosfatidilkolin asiltransferaz 3 (LPCAT?3) ile PE'ye (AA-PE ve AdA-PE)
esterlestirilerek AA-PE ve AdAPE, lipit hidroperoksit tiretmek {izere 15-lipoksijenaz (15-
LOX) tarafindan oksitlenir ve bu sonugta ferroptoza yol acar [50]. Lipid
peroksidasyonuna sebebiyet veren substratlar olan ¢oklu doymamis yag acil
fosfolipidlerin (PUFA-PL) azalmasi, demir selatorleri, lipofilik antioksidanlar ve lipid
peroksidasyon inhibitorleri, ferroptoz inhibitorleri olarak bilinmektedir [11]. Ayrica
lipofilik antioksidanlar, lipid radikal ara iiriinlerini baskilayarak ve lipid peroksitlerini
direkt olarak hidrojen atom transferi ile lipid alkollerine indirgeyerek ferroptotik hiicre

Oliimiinii engellemektedir [11].
1.2.3.2. Ferroptozun Amino Asit ve Glutatyon Metabolizmas: ile Diizenlenmesi

Amino asit metabolizmasi1 ferroptozun diizenlenmesi i¢in O6nemlidir [50]. Membran
lipidlerini ve diger molekiillerin oksidasyona ugramasini engelledigi i¢in hiicrede GSH
varlig1 6nem kazanmaktadir. GSH, sistein, glutamat ve glisinden tiiretilen bir tripeptittir
[51]. Hiicreler GSH’1 sentezleyebilmek i¢in bazi aminoasitlerin varligina ihtiyag
duymaktadirlar ve bunlarin arasinda sistein hiz smirlayict onciidiir. Sistein aminoasiti,
hiicre i¢inde yeterli diizeyde bulunmadigindan, hiicre disindan da sistein alinmasi
gerekmektedir. Bu transportu, XCT sistemi saglamaktadir [8], [12]. Sistem Xc disiilfit
bagli heterodimer yapida olan bir Na*? bagimli membran sistein-glutamat tasiyicisidir ve
bir hafif zincir (XCT, SLC7A11) ve bir agir zincir alt biriminden (SLC3A2) olusmaktadir
[49]. Hiicre i¢i glutamat, hiicre disina taginirken, Xc sistemi hiicre disi sisteini hiicre i¢ine

tagir, sonrasinda GSH sentezi i¢in sistein haline doniisiir. Sisteinin hiicreye alimi, GSH
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sentezi i¢in 6nemli bir adimdir ve GSH {iretimi, hiicrelerin, oksidatif stres yanitlarinin
neden oldugu hasardan korunmasi ig¢in kritik bir Oneme sahiptir [49]. GPX4
viicudumuzdaki bir lipit onarim enzimidir. GPX4, potansiyel olarak toksik lipid
hidroperoksitleri (L-OOH) toksik olmayan lipid alkollere (L-OH) doniistiirerek demir ve
oksijene bagli lipit peroksidasyonuna direng gosterir ve ferroptoz diizenlemesinde anahtar
enzim olarak gorev yapar. GSH, GPX4 icin bir kofaktdr ve sentetik bir substrattir ve
GPX4'in artan oksidatif stres sirasinda hiicre zarlarinin lipid peroksidasyonunu
diizenlemesi i¢cin gereklidir [50]. GSH biyosentezi ve GPX4’lin diizgiin ¢alismasi,
ferroptozu kontrol altinda tutmaktadir. GPX4 inhibisyonu ile sonuglanan kosullar
ferroptotik hiicre 6limiinli hassaslagtirmakta ve tetiklemektedir. Tiimor hiicrelerinde
GPX4 baskilanmasi ferroptozu indiikleyebilir [10], [52]. Glutamin-sistein sentaz
aktivitesi, sistein konsantrasyonu ve GSH geri besleme inhibisyonu, dogrudan GSH
sentezini diizenler, boylece GPX4'in enzimatik aktivitesini etkiler [10]. Glutamat ve
glutamin de ferroptozun 6nemli diizenleyicileridir [7]. Glutamat, GSH 'nun sentezi i¢in
gerekli olan 6nemli bir ham maddedir ve alimi1 esas olarak sistein/glutamat tasima kompleksi
Sistem Xc’e baghidir [10]. Hiicre dis1 glutamatin birikmesi, fizyolojik baglamlarda
ferroptozu tetiklemek icin dogal bir tetikleyici gorevi gorebilir. Yiiksek hiicre disi
glutamat konsantrasyonlar1 Sistem Xc'yi inhibe eder ve ferroptozu indiikler; bu belki de
glutamatin sinir sisteminde yliksek konsantrasyonlara biriktiginde toksik etkilerini
aciklar. Glutamin, insan dokularinda ve plazmasinda dogal olarak yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur ve glutaminoliz yoluyla bozunmasi, trikarboksilik asit (TCA)
dongiisii i¢in yakit ve lipid biyosentezi gibi temel biyosentetik islemler i¢in yap: taslar
saglar. Glutamin yoklugunda veya glutaminoliz inhibe edildiginde, sistein agligi ve
sistein ithalatinin bloke edilmesi, ROS, lipit peroksidasyonunun ve ferroptozun

birikmesini tetiklemede basarisiz olur [7].
1.2.3.3. Ferroptozun Demir Metabolizmast ile Diizenlenmesi

Demir, serbest radikal olusumunda ve lipit peroksidasyonunun yayilmasinda rol
oynayabilen redoks aktif bir metaldir. Hiicre i¢i demir, hiicresel fonksiyonlarin yerine
getirilmesinde oldukg¢a 6nemli olup ferroptotik hiicre 6liimii demire ihtiya¢ duyan bir
hiicre yikim bigimi olarak bilinmektedir [10], [11], [50]. Yiiksek demir seviyeleri, ROS
tarafindan Fenton reaksiyonu {ireterek ferroptoza katkida bulunur [49]. Viicutta
dolasimdaki transferrine bagli bigimde bulunan ferrik demir (Fe3™) transferrin reseptorii

1 (TFR1) yolu ile hiicrelere alinmaktadir. TFR1 bir membran proteinidir [11]. Fe3* daha
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sonra endozomlarda STEAP3 ile ferrdz demir (Fe**) ye doniistiiriilebilir [13]. Ferrdz
demir sonrasinda, SLC11A2 seklinde de isimlendirilen DMT1 vasitasiyla, endozomun
icinden sitoplazmadaki bir kararsiz demir havuzuna aktarilmaktadir [11]. Artan demir,
bir demir depolama protein kompleksi olan ferritin icinde veya hem de depolanabilir [49].
Ferritin iki alt birim igerir; bunlar FTL (hafif zincir) ve FTH1 (agir zincir)’dir [10].
Demirin digar1 atilmasi, SLC11A3 seklinde de isimlendirilen bir demir akig pompasi olan
ferroportin vasitasi ile meydana gelmektedir [11]. Niikleer reseptor koaktivatorii 4
(NCOAA4), ferritinin lizozomal otofajik doniistimii i¢in secici bir reseptordiir. Hiicre igi
demirler tiikendikten sonra ferritin, NCOA4 yoluyla otofajik bozunmaya ugrar ve boylece
artan serbest demir seviyelerine Fe** saliir. Bu siire¢, Fenton reaksiyonu yoluyla
ferroptozu tesvik eden, ROS birikimi ve lipit peroksidasyonuyla sonug¢lanan
ferritinofajidir [13]. Ferroptoz regiilasyonunda rol oynadig1 gosterilen bir diger protein
ise hiicre i¢i demir diizeylerine yanit olarak aktif veya inaktif olan IREB2 (Demire duyarl
eleman baglayici protein 2) molekiiliidiir. Bu protein hiicre i¢i demir diizeyleri diisiik
oldugunda aktifleserek demir metabolizmasinda rol alan mRNA’larin translasyonunu
regiile etmekte ve sonucta demir miktarin1 arttirmaktadir. IREB2 demir
metabolizmasmin en Onemli transkripsiyon faktorii konumunda bulunmaktadir.
IREB2’nin RNA interferans metodu ile baskilanmasi neticesinde demir metabolizmasiyla
alakali gen ekspresyonunun biiylik miktarda arttigi ve bu olayin erastin kaynakli
ferroptozu engelledigi kanitlanmistir. Bu veriler, hiicrede ferroptozun uyarilmasi i¢in
demirin alinmasi ve yararlanilmasina gereksinim duyuldugunu ispat etmektedir. Kanser
hiicrelerinde demir diizeylerinin artis gdstermesinden hareketle organizmanin, bu yiiksek
orandaki demiri kullanarak bir ¢esit adaptif hiicre 6liimii gelistirdigi ve bdylece ferroptozu

kansere kars1 bir savunma mekanizmasi olarak kullandigi diistiniilmektedir [11].
1.2.3.4. Ferroptozun ROS Metabolizmasi Ile Diizenlenmesi

Hiicrede ¢esitli metabolik olaylar sonucunda olusan en dis orbitallerinde eslesmemis
elektronu bulunan radikal, iyon veya molekiillere ROS adi verilir [8]. ROS
konsantrasyonunun; hiicrenin kendi antioksidan sistemlerini kullanarak bunlari
detoksifiye etme yeteneginin listesinden geldiginde ortaya ¢ikan dengesizlige oksidatif
stres denilmektedir [18]. OS'ye bagli bozukluklar birgok dokuyu etkileyebilir, 6zellikle
de dis ortamla (6rn. akciger) dogrudan temas halinde olan dokular1 etkileyebilir, normal
fizyolojilerinin (6rn. kas) aracilar1 veya yan flriinleri olarak yliksek miktarda serbest

radikal tretir [18]. Hiicre icinde cesitli biyokimyasal olaylar sonucunda olusgan ROS
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elimine edilmedigi takdirde énemli hiicresel yapilar1 oksidasyona ugratarak fonksiyon
bozukluklarina ve/veya 6liime neden olmaktadir. Bunun engellenmesi i¢in ROS tiirevleri
hiicrede bulunan antioksidan etkili glutatyon tarafindan non-toksik formlara
dontstiirilmektedir [12]. Hiicrede oksidatif stresi azaltmak, hiicreyi buna kars1 korumak
ve hiicreden ROS tiirlerini temizlemek i¢in yer alan antioksidan sistemleri; siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), GSH, GPX, glutatyon rediiktaz (GR) seklinde karsimiza
cikmaktadir [10], [11]. Hidroksil radikalleri (OH-) ve hidroperoksitler (ROO), oksidatif
stres sirasinda lizozomal membranlarin biitiinliiglinii tehlikeye atarak hiicre sagkalimini
ve lipidleri etkileyen en yaygin iki ROS'dur [10]. ROS, ferroptozda anahtar sinyaller
olarak kabul edilen redoks reaksiyonlarindan kaynaklanan oksidanlardir ve ferroptozda
hiicre i¢inde bulunan kararsiz Fe+2 iyonlar1 H202 ile fenton reaksiyonuna girerek lipitler
icin oldukga tehlikeli olan ROS tiirevlerinin iiretilmesine sebep olmaktadir. Hiicre igi
artan ROS miktar1 hem hiicre biitiinliigline hem de hiicre i¢i organel membranlarinin hasar
gormesine neden olmakta ve bdylece ferroptozu uyarmaktadir [10], [13]. Tutarli bir
sekilde, ferroptoz inhibitorleri (ferrostatin gibi) ve cesitli antioksidanlar veya ROS
temizleyicilerin tiimii, hiicresel ROS birikimini ve ferroptotik hiicre 6liimiinli tamamen

engelleyebilir [9].
1.2.3.5. Ferroptoz duyarliligini kontrol eden diger metabolik yollar

Ferroptoz bircok yolak tarafindan diizenlenmektedir [49]. Yakin zamanda
farkli ferroptoz diizenleyicileri de kesfedilmistir, bunlarin arasinda MTORCI, hiicre
bliylimesi ve metabolizmasinin merkezi bir kontroloriidiir. MTORCT inhibitérleri, kanser
de dahil olmak iizere cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir [16]. Cok sayida
calisma, MTORCI1, AMPK, p53, BAP1 ve diger bazi diizenleyicilerin, XCT
ekspresyonunun modiile edilmesinde ve ferroptozun diizenlenmesinde 6nemli roller
sergiledigini gostermektedir [30]. Cesitli caligmalar ise, NRF2'nin demir, lipit ve amino
asit metabolizmasi vb. cesitli fonksiyonlar1 nedeniyle ferroptozun diizenlenmesinde son

derece onemli bir rol iistlendigini kanitlamistir [53].

1.3. MTOR VE NRF2

1.3.1. MTOR

Rapamisinin memeli hedef proteini olarak adlandirilan MTOR (memeli veya rapamisinin

mekanik hedefi) ilk olarak 1995 yilinda RT Abraham'in laboratuvari tarafindan rapor
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edilmis olup fosfatidilinositol 3-kinazla iliskili kinaz (PIKK) protein ailesinin bir
parcasidir [13]. MTOR tiim hiicre tiplerinde her yerde eksprese edilen nispeten biiyiik
(259 kDa) ve yiiksek oranda korunmus serin/treonin protein kinazdir. Bu protein,
adin1 1972'de Streptomyces hygroskopikus'tan izole edilen bir bilesik olan rapamisinden
almistir [16]. Tiim 6karyotlarda hiicre bliylimesi ve boliinmesini biiyiime faktorleri dahil
olmak {izere enerjiyi, stresi ve besin bollugunu cevresel girdiler esliginde kontrol
etmektedir [54]. Arastirmalar, MTOR'un, protein sentezinden otofajiyi diizenlemeye
kadar bir¢ok temel hiicre siirecininin diizenlenmesinde ve diizensiz MTOR
sinyallemesinin, yaglanma siirecinin yani sira kanser ve diyabetin ilerlemesinde de
merkezi bir rol aldigin1 gostermistir [55]. Bircok insan kanseri tiiriinde siklikla serbest
birakilir [56]. Hiicre biiylimesi ve apoptozun merkezi bir diizenleyicisi olan MTOR,
hiicrelerde MTORC1 ve MTORC2 olarak bulunmaktadir [13], [16], [17]. MTORCI1
temel olarak, raptor (MTOR ile iligkili diizenleyici protein) ve mLST8'den (memeli
oldiiriicti Sec13 protein 8, ayrica GBL olarak da bilinir) olusur [13]. MTORCT hiicresel
anabolik siireclerin diizenleyicisi olarak, biliyiime faktorleri, amino asitler, lipid
metabolizmast ve enerji kaynaklari gibi ¢cok sayida sinyali entegre ederek otofaji gibi
hiicre biiylimesi ve metabolizmasi i¢in dnemli olan ¢esitli biyolojik siirecten sorumlu
onemli bir protein kompleksidir [30], [17], [57]. Niikleotid, lipit ve protein sentezini
diizenlemek i¢in besinleri, bliylime faktorlerini ve hiicresel enerjiyi algilar; otofajiyi
inhibe eder ve hiicre biiylimesini tesvik eder [58]. Protein sentezi oldukca enerji tiikketen
bir siirectir ve bu nedenle besin ve enerji mevcudiyeti ile siki bir sekilde koordine edilmesi
gerekir. MTORCI1 protein sentezini diizenlemek i¢in ¢ok c¢esitli ¢evresel ipuglarini
birlestiren bir anahtar sinyal diigiimii olarak bilinir [S1]. MTORC2, karmasik islev i¢in
gerekli olan li¢ benzersiz protein olan Rictor (MTOR'un rapamisin-duyarsiz yoldast),
mSinl (memeli stresi ile aktive olan harita kinaz etkilesimli protein 1) ve Protor (Rictor
ile gozlenen protein)’dan olusup, rapamisine duyarl degildir [59]. MTORC2'nin hiicre
hayatta kalmasini ve proliferasyonunu kontrol ettigi bilinmektedir. MTOR aktivitesinin
inhibisyonu, kanser hiicrelerinin kritik derecede énemli bir 6zelligi oldugu i¢in, kanser
karsit1 terapdtikler de dahil olmak {izere, son yillarda yogun anti-kanser klinik
arastirmalariin hedefi olmustur [17]. MTOR modiilatorleri I16semi vb. dahil olmak iizere
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. MTOR modiilatorleri ile ferroptoz arasinda
da bir korelasyon vardir. AZD8055, MTOR"un yeni ATP rekabet¢i inhibitoriiniin bir
modiilatorii olup, p70S6K ve 4E-BP1 yolu yoluyla ferroptozu indiikler. MTOR

inhibisyonu, farkli asag1 yonlii yollar yoluyla otofajiye veya ferroptoza yol agabilir ve
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otofajiye bagli olarak artan hiicre i¢i lipit peroksidasyonu da ferroptoza yol agabilir.
Ayrica MTOR, ISCU yoluyla ISC olusumunu yukart dogru diizenleyebilir, bu da demir
tasinmasiyla iliskili genlerin ekspresyonunun azalmasina neden olur ve ferroptozu inhibe

eder [13]. Sonug olarak MTOR ile ferroptoz arasindaki iliski géz ardi edilemez.
1.3.1.1. MTOR ve Ferroptoz

MTORCI sinyalinin diizensiz mekanik hedefi, ferroptoz direnci ve tiimor olusumunda
kritik bir rol oynamaktadir [57]. Arastirmalarda MTORCI1'in kanser hiicrelerinde
ferroptozun negatif diizenleyicisi olarak gorev yaptigi bulunmustur. Ornegin Zhang ve
arkadaslar1 sisteinin mTORCI1 sinyalini aktive ederek GPX4 protein sentezini
destekledigini ve ferroptoz direncini arttirdigini bildirmislerdir. Ayrica MTORC!1'in,
sterol diizenleyici element baglayici protein 1/stearoil-KoA desatiiraz 1 eksenini yukari
dogru diizenleyerek de ferroptoz direncini destekledigi de rapor edilmistir [57]. GPX4,
demire bagimli ferroptozun diizenledigi hiicre 6limiiniin inhibisyonunda birgok role
hizmet eder. Caligmalar, MTOR sinyal yolu ile GPX4 ifadesi arasindaki etkilesimleri
tanimlamis ve klasik ferroptoz aktivatorii RSL3'in kullanimmin ayrica MTOR
aktivasyonunu bloke edebildigini gostermistir. MTOR yolunun ROS
uretimini diizenleyerek demir aracili hiicre Olimiini 6nledigi  gosterilmistir
[52]. GPX4'in farmakolojik ve genetik baskilanmasi, MTOR sinyal yolu inhibisyonunun
yeni bir mekanizmas1 yoluyla ferroptozu, DNA hasarimi ve in vitro hiicre canliliginin
azalmasin indiikler [60]. I3K/AKT/MTOR sinyal yolunun inhibisyonu ferroptozu tesvik
eder. Fosfoinositid 3 kinaz (PI3K)/protein kinaz B (AKT)/rapamisinin memeli hedefleri
(MTOR)sinyal yolu ¢esitli tiimorlerde aktive edilir veya inhibe edilir. PI3K/AKT/MTOR
yolunun, redoks homeostazisini koruyarak hiicre i¢i oksidatif stresin diizenlenmesinde rol
oynadigt rapor edilmistir [13]. Huilin Liao ve arkadaslar1 2024 yilinda tiimdrlerde
MTORCI ve ferroptoz iizerine yaptig1 ¢alismada; MTOR inhibisyonu kosullart altinda,
sistein girisini 6nlemek icin sistem Xc'y1 inhibe etmek {izere sinif I FIN'in kullanilmasinin
ferroptozu inhibe ettigi sonucuna ulasilmistir. Ferroptozun MTOR ile yakin iliskisi vardir.
Bu nedenle, MTOR ile iligkili ilaglarin kullanilmasi, c¢esitli tiimorlerin tedavisinde
ferroptoz olusumunu tesvik etmek miimkiindiir [13]. GPX4 ve MTOR'un kombine
hedeflemesi ferroptoza yol agar. Ferroptozun Onemli bir diizenleyicisi olan
GPX4, AMPK/MTOR aracilifiyla hiicresel otofajiyi indiikleyebilen selenosistein
olmadan aktive edilemez. MTOR sinyal yolunun inhibe edilmesinin, hiicrelerde

ferroptozu inhibe etmek icin GPX4 ve SOD ekspresyonunu yukari regiile ettigi
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bulunmustur. Ayrica. MTORCI inhibisyonunun GPX4 ekspresyonunu asagi regiile
edebilecegi One siiriilmiistir. MTORC1'in, NRF2 birikimine yol acan KEAPI
baglanmasinm1 etkinlestirmek ve bdylece antioksidan yolu ydnlendirmek igin P62'yi
kolaylastirabildigi rapor edilmistir. MTORCI1'in inhibisyonu, hiicreleri NRF2 aracili
sinyal yoluna gdre bagimsiz bir mekanizma olarak ferroptoza karsi1 daha duyarli hale
getirir. (Sekil 1.4) Yani MTOR bircok faktor tarafindan diizenlenir ve MTOR, ferroptozu

diizenlemek i¢in bunlarla etkilesime girer [13].
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Sekil 1. 4. MTORCI1 ve Ferroptoz.
1.3.1.2. MTOR ve Tiroit

Tiroit hormonlarinin 2 formu, T4 ve T3, enerji kullanimini kontrol eden metabolik
stirecleri diizenlemektedir [60]. Tiroit hormonlar, in vivo mitokondriyal oksijen tiiketimi
yoluyla hiicresel OS modiile etmektedir. OS hem hipo hem de hipertiroid durumlarinda
rol oynar [62]. Degisen TH seviyeleri, ROS temizlenmesinde dengesizlige yol acan
antioksidan enzimlerin oraninda ince degisikliklere neden olmaktadir. Asirt ROS
birikimi, ¢evrelerinde bulunan proteinler, lipidler ve DNA iizerinde bozucu etkilere neden
olmaktadir [62]. Metabolik olarak aktif dokularda, mitokondri (mitofaji) gibi hasarl
organellerin verimli bir sekilde yenilenmesi i¢in otofaji gereklidir. Otofaji, aktive edilmis
MTORCI tarafindan ULK 1'in fosforilasyonu yoluyla MTOR yolu tarafindan inhibe edilir
[61]. PI3K/AKT/MTOR geleneksel bir otofaji yoludur [63]. T3, MTOR'u inhibe ederek
otofajiyi indiikler [61]. MTOR ve tiroit hastaliklar1 arasindaki iliskiyle ilgili yapilan
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caligmalara bakilacak olursa; Wangensteen ve arkadaglari tarafindan yapilan bir
calismada, MTOR aktivasyonunun, tiroit hormonu fazlaliginin neden oldugu kalp
hipertrofisinde rol oynadigr ve bu durumun MTOR inhibitorii rapamisin tarafindan
Onlenebildigi rapor edilmistir. Tiroit hormonunun NHE-1 proteini ekspresyonunu
arttirmigtir  ve NHE-1 inhibisyonu ile hipertiroid kalp hipertrofisinin 6nlenmistir.
Boylece rapamisin ile MTOR inhibisyonu hem in vitro hem de in vivo olarak tiroit
hormonunun neden oldugu kalp hipertrofisini 6nledigi gosterilmistir [64]. Otoimmiin bir
hastalik olan Graves hastalig1 (GD), yetiskinlerde hipertiroidizmin ana nedenidir [19]. M.
Zhang ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada rapamisin tedavisinin hipertiroidizm
tizerindeki etkisi tiroit otoantikorlari, fonksiyonu ve patolojisi ile degerlendirilmis ve
rapamisinin, Graves orbitopatisi farelerinde yoriingepatiyi ve hipertiroidizmi etkili bir
sekilde iyilestirdigi goriilmiistiir [19]. Tiroit kanseri su anda diinyada endokrin kanserinin
en yaygin seklidir ve tiim endokrin malignitelerin %90'mmdan fazlasini olusturur [52].
Tiroit kanserinin en yaygin tiirii papiller tiroit karsinomudur (PTC) [52]. MTOR sinyali,
diger klinik olarak agresif tiroit kanseri tiirlerinde aktive edilir. PI3K/Akt/mTOR yolunun
asir1 aktivasyonu mediiller tiroit kanserinin patogenezinde hayati bir rol oynar. Tiroit
kanserlerinin tiim histolojik tipleri arasinda en yaygin ve Onemli olanlardan biri
PI3K/AKT/MTOR yoludur [60]. Aktive edilmis MTOR, PTC'nin gelisiminde ve

ilerlemesinde rol oynar [60].

1.3.2. NRF2

NREF2, gen promotor bolgelerindeki ARE’leri tantyarak ve bunlara baglanarak ¢ok cesitli
hiicresel proteinleri diizenleyen 1iyi bilinen bir ana transkripsiyon faktoriidiir ve redoks
homeostazisi sistemlerinin ana diizenleyicisidir [15]. Ayn1 zamanda NFE2L2 olarak da
adlandirilmakta olup ‘niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2° ‘nin kisaltilmasidir
[53]. Simdiye kadar alt1 NF-E2 (niikleer faktor eritroidden tiiretilmis) protein
tanimlanmistir, bunlardan en c¢ok calisilan1 NRF2'dir. NRF2 kisa omiirlii bir proteindir
(yar1 omiir, ~15 dakika); aktive edici faktorlerin yoklugunda, NRF2 her yerde bulunur ve
proteazomal bozulmaya ugrar [15]. NRF2, Neh1 (NRF2-ECH homoloji alani-1) ila Neh7
olarak adlandirilan yedi yiiksek oranda korunmug homoloji alanina sahip 605 amino asit
igerir [53]. Genel olarak Keapl-NRF2 sistemi, OS'ye hiicresel yanit i¢in ¢ok dnemli bir
mekanizmadir[65]. Viicut oksidatif strese girdiginde veya cok sayida elektrofil veya
sitotoksik ajan varsa NRF2, Keapl baglanma bdlgesinden salinir ve hizla c¢ekirdege

aktarilir, ardindan promotor bolgedeki antioksidan yanit eleman1 (ARE) ile etkilesime
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girer. Hedef genin sentezini gergeklestirir ve daha sonra oksidatif stresi dengelemek ve
hiicresel redoks homeostazisini siirdiirmek i¢in transkripsiyonel yolu aktive eder [50].
NREF?2 oncelikle Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1 (KEAP1) tarafindan diizenlenir.
Bir dizi hastalik ve bozukluk i¢in terap6tik ve onleyici ilaglarin gelistirilmesinde Keap1-
NRF2 protein-protein etkilesimi (PPI), ARE kontrollii sito-koruyucu oksidatif stres
tepkisi enzimlerinin yukari regiilasyonu icin bir hedef olarak ortaya ¢ikmistir [62].
NRF2/ARE, MTOR'u pozitif olarak diizenler. Bu ilk olarak Shibata ve arkadaslari
tarafindan arastirilmis olup bu yazarlar, yapisal olarak aktive edilmis NRF2'ye sahip
mutant hiicre hatlarinin, MTORCI1'i aktive eden kiigiik G-proteinlerine ait RagD
proteininin yukar1 regiile edilmis ekspresyonunu gdsterdigini gostermistir. Daha
sonra Sasaki ve arkadagslari, NRF2'nin RagD ifadesinin diizenlenmesine ve dolayisiyla
MTORCI aktivitesine dahil oldugunu dogrulamislardir. MTOR iizerindeki NRF2
etkisinin en belirgin mekanizmasi Bendavit ve arkadaslari, MTOR'un promotoriinde
ARE dizisini tanimlayan gen ve NRF2'min bu genin ekspresyonunu dogrudan

diizenleyebilecegini gostermistir [15].

Ferroptoz bir¢ok yolak tarafindan diizenlenmektedir. Sun ve arkadaslarinin 2016 yilinda
yaptiklari ¢aligmada, p62-Keap1-NRF2 yolunun, NRF2'nin ekspresyonunu diizenleyerek

karaciger kanser hiicrelerinde ferroptoza duyarlilig1 diizenledigini bulmuslardir [49].
1.3.2.1.NRF2 ve Ferroptoz

NRF2, antioksidasyonda anahtar rol oynayan iyi bilinen bir transkripsiyon faktoriidiir ve
ferroptoz i¢in 6nemli bir diizenleyicidir [50]. NRF2, ferroptozu bir¢cok yonden diizenler.
Oncelikle GPX4 ifadesini ve islevini dogrudan veya dolayli olarak
diizenleyebilir. NRF2'nin GPX4 ve peroksizom proliferatorle aktiflestirilen reseptor
gama (PPARY) yolunun sentezini ve fonksiyonunu dogrudan etkileyerek ferroptozu
diizenledigi elde edilmistir. Ferroptoz i¢in bilinen diizenleyici faktdrler arasinda,
viicuttaki temel demir depolama proteini ferritinin hafif ve agir zincirleri (FTL/FTH1) ve
hiicre dis1 atik hiicrelerden sorumlu ferritin (SLC40A1), NRF2 tarafindan kontrol
edilmektedir [50]. NRF2 hedef genleri lipid peroksidasyonunu ve serbest demir
birikimini 6nlemektedir. NRF2'nin yikilmasi, kanser hiicrelerini ferroptoza kars1 duyarl
hale getirmek icin yeterlidirr. NRF2'nin farmakolojik inhibisyonu, ferroptoz
indiikleyicilerle kombinasyon halinde kullanilabilir [66]. Hiicrenin antioksidan, demir ve
ara metabolik durumunun tamamina NRF2 hedef genleri tarafindan aracilik edilebilecegi

gercegi 6zellikle 6nemlidir. Inhibisyonu ferroptozu baslatan en kritik hedeflerden ikisi
26


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7145749/#R104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7145749/#R104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7145749/#R9

olan XCT ve GPX4'lin NRF?2 tarafindan diizenlenecegi iyice belirlenmistir. Bu nedenle,
lipid peroksidasyonu ve ferroptozun yaygin oldugu hastaliklarda NRF2'yi hedeflemek
son derece gecerli bir yaklasim olmaya devam etmektedir [66]. Su ana kadar ferroptoza
katilan hemen hemen tiim genler, GSH regiilasyonu (System Xc ve GPX4 gibi), demir
regiilasyonu (FTH1 (ferritin agir zincir 1), FTL (ferritin hafif zincir) ve FPN1 (ferroz
demir ihracat¢ist ferroportin 1), NADPH rejenerasyonu [GO6PD (glikoz-6-fosfat
dehidrojenaz)] ve MEI (malik enzim 1) dahil olmak iizere NRF2'nin transkripsiyonel
regiilasyonunda yer almaktadir [53]. Erastin, sistin-glutamat tagima reseptorii ve voltaja
bagimli anyon kanali gibi birden fazla molekiilii modiile ederek hiicre ferroptozunu
indiiklemekte ve transkripsiyon faktorii NRF2 antioksidan gen transkripsiyonunu tesvik
ederek ferroptoza karsi koymaktadir [67]. Ferroptozu baskilamak i¢in antioksidan
transkripsiyon faktorii NRF2'yi hedeflemek, nérodejeneratif kontrol icin ¢ekici yeni bir
secenektir. NRF2'yi hedeflemenin kanser hiicreleri baglaminda anti-ferroptoz etkileri
gostermektedir [50]. Ferroptoz, noérodejeneratif hastaliklarin ilerlemesini tesvik ederken,
NRF2 ve hedef genlerinin (Ho-1, Nqo-1 ve Trx) ekspresyonu yaslanmayla birlikte
azalmustir [50].

1.3.2.2. NRF2 ve Tiroit

H202 gibi ROS’lar, normal tiroit hiicresi gogalmasinin yani sira tiroit folikiiler hiicreleri
tarafindan salgilanan ana hormonlarin, T3 ve T4 sentezi i¢in gereklidir. Bununla birlikte,
kontrolstiz bir ROS fazlaligi, iltihaplanma ve kanser de dahil olmak iizere genis bir
hastalik yelpazesinin patogenezinde yer alan bir faktér olan OS’ye neden olabilir [68].
Tiroit bezinin oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirlerine siirekli maruz kalmasi sebebiyle
kendi homeostazisini korumak amagl antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir.
Ciinkii hem hormon dengesini korumak i¢in reaktif oksijen tiirlerini iiretmesi gerekirken
hem de ROS konsantrasyonu fizyolojik diizeylerin iizerine ¢iktiginda hiicrelere zarar
vereceginden tim dokular gibi ROS’a karsi da kendini savunmak zorundadir [18].
Stiperoksit anyonlar1 ve hidrojen peroksiti iceren ROS'un tiroit fonksiyonu iizerinde hem
fizyolojik hem de patolojik etkileri vardir. Fizyolojik olarak ROS, cesitli hiicresel
stireclerde ikincil haberci olarak gorev yapar ve tiroit hormonunun sentezinde rol oynar.
Bununla birlikte, suprafizyolojik seviyelerde asir1 ROS {iretimi DNA hasarina yol
acabilir ve potansiyel olarak tiroit kanserinin baslamasina ve ilerlemesine katkida
bulunabilir [65]. NRF2, asirt ROS’un neden oldugu OS'ye kars: etkili olan 6nemli bir

transkripsiyon faktoriidiir [65]. Tiroidin temel endojen antioksidan sistemlerden biri,
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transkripsiyon faktdrii NRF2 ve bunun sitoplazmik inhibitorii Keapl merkezli yoldur.
Tiroit ve diger dokular arasindaki bir fark, ROS'un 6ncelikle fizyolojisinin bir yan iirlinii
degil, onun vazgecilmez bir parcasit olmasidir. Tiroit folikiiler hiicreleri aktif olarak
H>0, iyodiirii sirayla oksitleyen, Tg i¢indeki tirozin kalintilarini iyodiirlemekte ve Tg'nin
iyotlu tirozin kalintilarin1 T4 ve T3 olusturmak iizere birbirine baglayan bir dizi redoks
reaksiyonunu kolaylastirmaktadir [18]. Tiroit folikiiler hiicrelerindeki antioksidan
fonksiyonuna ek olarak, NRF2'nin tiroit hormon sentezinin iki merkezi yoniinii de
etkiledigi bulunmustur [18]. Farelerde ve kiiltiirlenmis folikiiler hiicrelerde yapilan
caligmalar, NRF2'nin, fareler tarafindan iiretilen ana protein olan tiroglobulinin (Tg) hem
bazal hem de TSH indiikledigi intratiroidal bollugu iizerinde ¢arpict bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir [68]. Bir yandan, yukari1 akis giiclendiricisindeki iki ARE
araciligiyla tiroglobulini (Tg, tiroit hormonlarinin 6ncii proteini) kodlayan genin
transkripsiyonunu dogrudan yukari regiile eder ve boylece tiroiddeki Tg protein
bollugunu pozitif olarak diizenler [18]. NRF2'nin bir diger ¢arpici etkisi ise tiroit hormon
sentezinde 6nemli bir adim olan Tg iyotlanmasini azaltmasidir; NRF2 farelerde, 6zellikle
iyot fazlaligina tepki olarak tiroiddeki iyotlu Tg seviyeleri oldukca artar. NRF2, tiroit
folikiil fizyolojisinin 6nemli bir diizenleyicisi olarak ortaya ¢ikmakta, hormon sentezi i¢in
gerekli olan Tg diizeylerini artirmakta ve asir1 iyotlanmasini 6nlemekte olup 6zellikle iyot
asir1 yliklenmesi kosullarinda intratiroidal oksidatif hasara kars1 korumaktadir [68]. (Sekil

1.5)
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Sekil 1. 5. NRF2’nin Tiroit Hormon Sentezindeki Rolii.

Hipertiroidizm, tiroit hormonlar1 T3 ve T4'lin asir1 salgilanmasiyla karakterize bir
endokrin bozukluk olup hipertiroidizmin ROS artisina sebep olduguyla ilgili calismalar
mevcuttur. Costila ve arkadaslar hipertiroidizm durumunun olusturdugu oksidatif stresin
NRF2’ye etkisi iizerine ¢aligma yapmuslardir. Hipertiroid kosullar1 altinda ROS Keap-
1/NRF2 kompleksinin siilfhidril gruplarini oksitlemektedir. Serbest NRF2, hipertiroid
durumunda aktivitelerini artiran iki kinaz olan PKC ve ERK tarafindan fosforile
edilebilir. Fosforile edilmis NRF2, hiicre ¢ekirdegine yer degistirir ve antioksidan enzim
genlerinin transkripsiyonunu aktive eder. Antioksidan enzimlerin artan ekspresyonu,
hipertiroid kosullarinin olusturdugu oksidatif stres seviyelerinin azaltilmasina katkida

bulunmustur [69]. Tiim bu bilgilere dayanarak ¢alismamizda hipertiroidizmli hastalarda

MTOR ve NRF?2 sinyalizasyonunun ferroptoz iizerine etkileri arastirilacaktir.
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2.  MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYAL

2.1.1. Arastirmanin Yeri ve Siiresi

Aragtirmamiz Diizce Universitesi Uygulama ve Arastirma Merkezi Aile Hekimligi
Polikliniginde takip edildi. Bu hastanenin tercih edilme nedeni ilde yer alan en kapsamli
ve donanimli egitim ve arastirma hastanesi olmasindan otiirtidiir. Aragtirma Aralik 2022
tarihinde basladi ve Mart 2023 tarihine kadar yaklasik olarak 4 aylik siirede yiiriitiildii.
Yiiriitmekte olunan bu tez ¢alismasi sirasinda hipertiroidizmli hastalarin MTOR, NRF2,
MDA, GSH, ACSL4, TAS, TOS diizeyleri, kontrol grubu hastalarindaki diizeylerle
karsilagtirilarak hipertiroidizmli hastalardaki MTOR ve NRF2 sinyalizasyonunun

ferroptoz iizerindeki etkisinin arastirilmast amaci ile ilgili tez ¢calismasi yapilmaistir.

2.1.2. Arastirmanin Orneklemi

Diizce Universitesi Uygulama ve Arastirma Merkezi Aile Hekimligi Poliklinigine Aralik
2022 / Mart 2023 tarihleri arasinda bagvuran 90 hipertirodizmli ve 90 saglikli kisiden

olusmaktadir.

Calismaya katilan bireyler i¢in dahil olma kriterleri ve disinda tutulma kriterleri ise;
Dahil olma kriterleri:
e 18-65 yas araliginda, TSH <0.5 mUI/L olan subklik hipertioridi veya klinik
hipertiroidili;
e QGraves Hastalig1
e Toksik Adenom

e Toksik multinoduler guatrl hastalar

Disinda tutulma kriterleri:

e 18 yas alt1 ve 65 yas lizeri,
e Subakut tiroidit, Sessiz tiroidit, postpartum tiroiditli olgular
e Aktif enfeksiyon hastaligi bulunanlar

e Kollojen doku hastalig1 bulunanlar
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e lyatrojenik hipertiroidili vakalar

e Anemili vakalar

e Akut sistemik hastalig1 bulunanlar
e Malignitesi olan olgular

e Alkolikler

e Renal yetmezlikli,

e Kronik karaciger hastalikli

e Gebeler

e Elektrolit imbalansh
Biyokimyasal Analizler

Arastirma verilerinin toplanma siireci maddeler halinde asagidaki gibi agiklanmistir.

e Aragtirmada ilk veriler, Diizce Universitesi Uygulama ve Arastirma Merkezi Aile

Hekimligi Poliklinigine bagvuran hipertiroidizmli hastalar iizerinden en az 12-14

saatlik aclik sonras1 alinan kan tetkikleri ile saglandi.

e Biyokimyasal Olclimler, tiim sterilizasyon sartlar1 saglanmis kan orneklerinde

enzimatik kalorimetrik yontem ile IDS analyzer B0728 otoanalizrii cihazi

kullanilarak Diizce Egitim ve Arastirma Hastanesi, Biyokimya Laboratuvarinda

gerceklestirildi. Aliman kan ornekleri aseptik kosullara dikkat edilerek Diizce

Universitesi Biyokimya Anabilim Dalinda 4°C’de ve 3000 rpm devir ile 15 dakika

siireyle santrifiije edildi. Ayrilan serum 6rnekleri -80°C’de ¢alisma zamanina kadar

saklandi, tiim Ornekler toplandiginda birlikte analiz edildi. Analiz siireci,

hipertiroidizm hastaliklar1 ¢aligma kosullarinin tiim risklerini kontrol altina alarak

gerceklesti. Biyokimyasal parametrelerden poliklinik tarafindan rutin istenenler
otoanalizérde; MTOR (LSBio, katalog numarast LS-F13334), NRF2 (LSBio,
katalog numaras1 LS-F9480), MDA (LSBio, katalog numaras1 LS-F25697), GSH
(Elabscience, katalog numarasi E-BC-K030-S), ACSL4 (FineTest, katalog numarasi
EH6088), total antioksidan (TAS) (Elabscience, katalog numaras1 E-BC-K801-M),
total oksidan (TOS) (Elabscience, katalog numaras1 E-BC-K802-M) diizeyleri ticari

ELISA analiz kitleri kullanilarak Biotech cihazinda &l¢iimii gerceklestirildi.

2.1.3. Arastirmada Etik Konular

Yapilmis olan tez ¢alismamizin siireci boyunca Diizce Universitesi Uygulama ve
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Arastirma Merkezi Aile Hekimligi Anabilim Dali Bagkanligina basvuran ve deneye
katilma kriterlerini karsilayan 90 hipertiroidizmli hasta ve 90 saglikli birey olmak tizere
toplamda 180 kisiden olusuyordu. Calismanin planlanma programi siirecinde Diizce
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 20.02.2023 tarihli 2023/23 karar
numarasi ile gerekli izinler alind1. Bu siiregte ¢calismaya dahil olan her bir hasta ile ¢calisma

ile ilgili bilgilendirmeler yapilarak aydinlatilmis onam formu imzalatildi.

2.1.4. Arastirmanin Smirhhklar:

Yapilan calismanin smirliligi, calismaya katilanlarin tek merkezden ve smir sayida

sec¢ilmis olmasidir.

2.1.5. ELISA Testi Prosediirii

Tez ¢alismamizda ACSL4 (FineTest, katalog numarast EH6088), GSH (Elabscience,
katalog numaras1 E-BC-K030-S), MDA (LSBio, katalog numaras1 LS-F25697), MTOR
(LSBio, katalog numarasi LS-F13334), NRF2 (LSBio, katalog numaras1 LS-F9480),
TAS (Elabscience, katalog numarast E-BC-K801-M) ve TOS (Elabscience, katalog
numarasi E-BC-K802-M) kitlerini kullanilmistir. Kit kriterlerimiz ise maddeler seklinde
asagida belirtilmistir.

2.1.5.1. Serum ACSL4 Seviyelerinin Ol¢iimii

ACSL4 kiti ELISA testi prosediirii kit kriterleri asagida yer alan Cizelge 2.1°de

gosterilmistir.
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Cizelge 2. 1. ACSL4 analizi sirasinda kullanilan reaktifler.

Insan ACSL4 (Uzun Zincirli Yag Asidi Acil Koenzim A Sentetaz Ligaz 4) ELISA Kiti
. Miktar
Reaktifler Saklama Durumu
48 ton / 96 ton
- . 6 serit x 8 kuyu/ 12 2-8°C'de 1 ay
On Kaplamali Mikroplak serit x 8 kuyu -20°C'de 6 ay
o . . 2-8°C'de | ay
Liyofilize Standart 1 sise / 2 sise -20°C'de 6 ay
Biotin etiketli Antikor o -
(Konsantre, 100X) 60 mcl / 120 mcl 2-8°C (Dogrudan Isiktan Kaginin)
HRP-Streptavidin Konjugati o <
(SABC, 100X) 60 mcl / 120 mcl 2-8°C (Dogrudan Isiktan Kaginin)
TMB Substrat Sml/ 10 ml 2-8°C (Dogrudan Isiktan Kaginin)
Numune Seyreltme Tamponu 10 ml /20 ml 2-8°C
Antikor Seyreltme Tamponu Sml/10 ml 2-8°C
SABC Seyreltme Tamponu Sml/10 ml 2-8°C
Reaktif Durdur 5ml/ 10 ml 2-8°C
Yikama Tamponu(25X) 15 ml /30 ml 2-8°C
Plaka Kapatici 3 parga /5 parga
Uriin Aciklamasi rya/ 1
kopya

ACSLA4 kiti ELISA testi prosediirii kiti i¢in standartlarin hazirlanmasi Sekil 2.1°de yer

almaktadir.

Standan
{ode:E002
S':'age 8%

e

3

| V

Zero tube 1/2 1/4 1/8 116 1/32 1/64

Sekil 2. 1. ACSL4 Standart soliisyonlarinin hazirlanmasinin sematik gosterimi.

ELISA kiti buzdolabindan yaklasik 20 dakika énce alindi ve oda sicakligma (18-25°C)
dengelendi. 30ml konsantre yikama tamponu deiyonize veya damitilmis suyla 750ml
yikama tamponuna seyreltildi ve iyice karistirildi. Standart, pilot numune ve kontrol
(bos) kuyucuklarini sirasiyla dnceden kaplanmis plaka {izerine yerlestirildi ve ardindan

konumlar1 kaydedildi. Her standart kuyucuga 100 ul eklendi. Ayrica kontrol (bos)
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kuyucuguna 100 pl numune seyreltme tamponu eklendi. Daha sonra her numune
kuyucuguna 100 pl numune eklendi. Plakay1 kapatip 90 dakika boyunca 37°C'de inkiibe
edildi. Kapagi ¢ikarip, plaka temiz, emici bir kagit lizerine iki veya ii¢ kez vuruldu.
Daldirma olmadan her bir kuyucuga 350 pl yikama tamponu eklendi. Yikama adimi iki
kez tekrarlandi. Her kuyucuga 100 pl biyotin etiketli antikor ¢aligsma soliisyonu eklendi.
Plaka kapatildi ve 37°C'de 60 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan ii¢ kez yikandi.
Her kuyucuga 100 pul SABC calisma soliisyonu eklendi. Plaka kapatild1 ve 30 dakika
boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Bes kez yikandi. Her bir kuyucuga 90ul TMB Substrat
eklendi, plaka kapatildi ve 10-20 dakika i¢inde karanlikta 37°C'de inkiibe edildi. Her
kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi. Renk hemen sariya dondii. Optik yogunluk
(OD) 450 nm'de bir mikroplaka okuyucuda analiz edildi.

2.1.5.2. Serum GSH Seviyelerinin Olgiimii

GSH kiti ELISA testi prosediirii kit kriterleri asagida yer alan Cizelge 2.2°de

gosterilmistir.
Cizelge 2. 2. GSH analizi sirasinda kullanilan reaktifler.
Boyut 2
Reaktifler Bilesen (100 tahlil)
Reaktif 1 Asit Reaktifi 45 mL x 2 sise
Reaktif 2 Fosfat Toz x 2 sise
Reaktif 3 DTNB Coziimii 30 mL x 1 sise
Reaktif 4 Tuz Reaktifi .
Toz x 4 sige
Reaktif 5 GSH Standard1 3,07 mg x 2 sige
Reaktif 6 GSH Standart Stok Seyreltici 6 mLx 1 sise

GSH kiti ELISA testi prosediirii kiti igin standartlarin hazirlanmas1 asagida yer

almaktadir.

Reaktifleri kullanmadan Once oda sicakligina gelmesi saglandi. Fosfat uygulama
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sollisyonunun hazirlanmasi i¢in bir sise fosfat 75 mL ¢ift damitilmig suyla tamamen
¢oziildii. Tuz reaktifi uygulama soliisyonunun hazirlanmasi i¢in bir sise tuz reaktifi 10
mL ¢ift damitilmis suyla ¢oziildii. GSH standart stok uygulama ¢éziimiiniin hazirlanmasi
icin 100 pL GSH standart stok seyrelticisi 900 pL c¢ift damitilmis suyla seyreltildi. 1
mmol/L GSH standart ¢6zeltisinin hazirlanmasi i¢in bir sise GSH standard1 10 mL GSH
standart stok uygulama soliisyonuyla ¢oziildii. 20 umol/L standart ¢ézeltinin hazirlanmast
icin her tiip i¢cin 1 mL 20 pmol/L standart soliisyon hazirlandi. Numunenin 6n iglemi: 0,7
mL numune alindi, 0,7 mL asit reaktifi eklendi ve iyice karistirildi. 4500%g'de 10 dakika
boyunca santrifiijlendi. Tespit i¢in siipernatant toplandi. Bos tiip 5 mL'lik tiiplere 1 mL
asit reaktifi eklendi. Standart tiip 5 mL'lik tiiplere 1 mL 20 umol/L. GSH standart ¢ozeltisi
eklendi. 1,25 mL fosfat uygulama soliisyonu, 0,25 mL DTNB soliisyonu eklendi ve her
tiipe 0,05 mL tuz reaktifi uygulama soliisyonu iyice karistirildi ve oda sicakliginda 1 5
dakika bekletildi. Spektrofotometre su sekilde ayarlandi: ¢ift damitilmig su ile sifirlandi
ve her tiipiin OD degerleri 420 nm'de 6lgiildii.

2.1.5.3. Serum MDA Seviyelerinin Ol¢iimii
MDA kiti ELISA testi prosediirii kit kriterleri asagida yer alan Cizelge 2.3’de

gosterilmistir.

Cizelge 2. 3. MDA analizi sirasinda kullanilan reaktifler.

Reaktifler Miktar

Kaplamali 96-kuyucuklu Serit Plakas1 ]

Standart (Liyofilize) 2 sise

Referans Standardi ve Numune Seyreltici 1 sise x 20 ml

Biyotinlenmis Tespit Antikoru (100x) Lsi 120 ul
sise X B

Antik lticisi
Saptama Antikoru Seyrelticisi I sise x 14 ml

HRP Konjugat: (100x) 1 sise x 120 pl

HRP Konjugat Seyreltici 1 sise x 14 ml

Yikama Tamponu(25x) 1 sise x 30 ml

TMB Substrat 1 sise x 10 ml

Durdurma Soliisyonu 1 sise x 10 ml

Yapiskan Plaka Kapaticilar 4

Kullanim Kilavuzu
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MDA kiti ELISA testi prosediirii kiti icin standartlarin hazirlanmas1 Sekil 2.2°de yer
almaktadir.

Transfer Volume 25yl 25ul 25ul 25l 25ul 25ul 25ul

'AY0Y0Y0YAYAYAYH"

2504l
Sample

Diluent™ 0Ol 225l 225 225 225l 225 225 pl 225l
Dilution  1:1 1:10 1:100 1:1K 1:10K 1:100K 1:1,000K 1:10,000K

Sekil 2. 2. MDA Standart soliisyonlarinin hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Tiim reaktifler ve numuneler ilave bir islem yapmadan oda sicakligina getirildi. Tiim reaktifler,
calisma standartlar1 ve numuneler gerektigi gibi hazirlandi. Kuyucuk bagia 50 pl standart, bos
veya numune eklendi. Her kuyucuga 50 ul 1x biyotinlenmis antikor eklendi, {izeri kapatildi. Plaka
kapatici ile iyice karistirildi ve 37°C'de 45 dakika inkiibe edildi. Her kuyucuktan siv1 aspire edildi
ve 3 kez yikandi. Her kuyucuga 100ul 1x HRP Konjugat calisma soliisyonu eklendi, kapagi
kapatildi. Yeni bir plaka kapaticiyla kaplandi ve 30 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Her
bir kuyucuktan siv1 aspire edildi ve 5 kez yikandi. Her kuyucuga 90 ul TMB Substrat eklendi,
yeni bir plakayla kapatildi. 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Isiktan korundu ve optimum renk
gelisimi saglanana kadar periyodik olarak izlendi. Her kuyucuga 50ul durdurma soliisyonu
eklendi. Mavi rengin sar1 renge doniistiigii gortildii. Her kuyucugun OD degeri 450 nm'ye

ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanilarak belirlendi.
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2.1.5.4. Serum MTOR Seviyelerinin Olciimii

MTOR kiti ELISA testi prosediirii kit kriterleri asagida yer alan Cizelge 2.4 ‘de

gosterilmistir.
Cizelge 2. 4. MTOR analizi sirasinda kullanilan reaktifler.
Miktar
Reaktifler
96 ton
Kaplamali 96-kuyucuklu Serit Plakas1 1
Standart (Liyofilize) 2 sige
Numune Seyreltici 1 sise x 20 ml
Test Seyreltici A 1 sise x 10 ml
Test Seyreltici B 1 sise x 10 ml
Saptama Reaktifi A I sise x 120 ul
Saptama Reaktifi B 1 sise x 120 pl
Yikama Tamponu (25x) 1 sise x 30 ml
TMB Substrat 1 sise x 10 ml
Durdurma Soliisyonu 1 sise x 10 ml
Yapiskan Plaka Kapaticilar 4
Kullanim Kilavuzu 1

MTOR kiti ELISA testi prosediirii kiti i¢in standartlarin hazirlanmas1 Sekil 2.3’de yer

almaktadir.

Transfer Volume 25l 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul

'AYAYAYAYAYAAYA"

250pl

Sample
Diluent™ 0 pl 225l 225 225l 225yl 225l 225 pl 225l
Dilution 1:1 1:10 1:100 1:1K 1:10K 1:100K 1:1,000K 1:10,000K

Sekil 2. 3. MTOR Standart soliisyonlarinin hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Tiim reaktifler ve numuneler ilave bir islem yapmadan oda sicakligina getirildi. Tiim
reaktifler, calisma standartlar1 ve numuneler gerektigi gibi hazirlandi. Kuyu basina 100

ul standart, bos veya numune eklendi, tizeri bir kapakla kapatildi. 2 saat boyunca 37°C'de
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inkiibe edildi. Her kuyucugun s1visi aspire edildi. Her kuyucuga 100 pl Tespit Reaktifi A
calisma soliisyonu eklendi, plaka kapaticiyla ortiildii 37°C'de 1 saat inkiibe edildi. Her
kuyucuktan sivi1 aspire edildi ve 3 kez yikandi. Her kuyucuga 100 ul Reaktifi B ¢calisma
soliisyonu eklendi, yeni bir plaka kapaticiyla ortiildii ve 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.
Her bir kuyucuktan s1vi aspire edildi ve 5 kez yikandi. Her kuyucuga 90 pul TMB Substrat
soliisyonu eklendi, yeni bir kapakla kapatildi ve 37°C'de 10-20 dakika inkiibe edildi.
Optimum renk gelisimi saglanana kadar periyodik olarak 1s1ik verildi ve izlendi. Her
kuyucuga 50 pl Durdurma Soliisyonu eklendi. Mavi rengin sar1 renge doniistiigii goriildii.
Her kuyucugun OD degeri 450 nm'ye ayarlanmig bir mikroplaka okuyucu kullanilarak

belirlendi.
2.1.5.5 Serum NRF2 Seviyelerinin Olgiimii
NRF2 kiti ELISA testi prosediirii kit kriterleri asaida yer alan Cizelge 2.5°de

gosterilmistir.

Cizelge 2. 5. NRF2 analizi sirasinda kullanilan reaktifler.

Miktar
Reaktifler
96 ton
Kaplamali 96-kuyucuklu Serit Plakasi 1
Standart (Liyofilize) 2 sise
Numune Seyreltici 1 sise x 20 ml
Test Seyreltici A 1 sise x 12 ml

Test Seyreltici B 1 sise x 12 ml

Saptama Reaktifi A 1 sise x 120 pl
Saptama Reaktifi B 1 sise x 120 pl
Yikama Tamponu (30x) 1 sise x 20 ml
TMB Substrat 1 sise x 9 ml
Durdurma Soliisyonu 1 sise x 6 ml
Yapigkan Plaka Kapaticilar 4
Kullanim Kilavuzu 1

NRF2 kiti ELISA testi prosediirii kiti igin standartlarin hazirlanmasi1 Sekil 2.4’de yer

almaktadir.
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Transfer Volume 25pl 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25yl

AYAYAYAYAYAYAYA

250l

Sample

Diluent™ 0 pl 225l 225l 225 pl 225 pl 225 pl 225 pl 225l
Dilution 14 1:10 1:100 1:1K 1:10K 1:100K 1:1,000K 1:10,000K

Sekil 2. 4. NRF2 Standart soliisyonlarinin hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Tiim reaktifler ve numuneler ilave bir islem yapmadan oda sicakligina getirildi. Kuyu
basima 100 pl standart, bos veya numune eklendi. 1 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi.
Her kuyucuga 100ul tespit reaktifi A ¢alisma soliisyonu eklendi. 37°C'de 1 saat inkiibe
edildi. Her kuyucuktan s1v1 aspire edildi ve 3 kez yikandi. Her kuyucuga 100 pl saptama
reaktifi B ¢aligma soliisyonu eklendi. 30 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Her bir
kuyucuktan sivi aspire edildi ve 5 kez yikandi. Her kuyucuga 90 pl TMB Substrat
soliisyonu eklendi ve 37°C'de 10-20 dakika inkiibe edildi. Optimum renk gelisimi
saglanana kadar periyodik olarak 1s1k verildi. Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu
eklendi. Mavi rengin sar1 renge doniistiigii goriildii. Her kuyucugun OD degeri 450 nm'ye

ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 6l¢iildii.
2.1.5.6. Serum TAS Seviyelerinin Ol¢iimii

TAS kiti ELISA testi prosediirii kit kriterleri asagida yer alan Cizelge 2.6’da

gosterilmistir.
Cizelge 2. 6. TAS analizi sirasinda kullanilan reaktifler.
Boyut 2
Reaktifler Bilesen 96 T)
Reaktif 1 Tampon Cozeltisi 30 mL x 1 sise
Reaktif 2 Kromojenik Ajan 5mL x 1 sise
Reaktif 3 2 mmol/L Standart 4mL x 1 sisge
Mikroplak 96 kuyu
Plaka Kapatici
2 adet
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TAS kiti ELISA testi prosediirii kiti i¢in standartlarin hazirlanmas1 Cizelge 2.7°de yer

almaktadir.

Cizelge 2. 7. TAS Standart soliisyonlarinin hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Madde
1 2 3 4 5 6 7 8
Konsantrasyon
(mmol/L) 0 | 04 |08 1,2 1,4 1,6 1,8 2

2 mmol/L standart (uL)| O 40 | 80 12 140 160 180 200

%060 etanol (uL) 200 | 160 | 120 | 80 60 40 20 0

Tiim reaktifler ve numuneler ilave bir islem yapmadan oda sicakligina getirildi. Standart
kuyucuguna farkl konsantrasyonlarda 10 pL standart eklendi. Numune kuyucuguna 10
pL numune eklendi. Her kuyucuga 200 pL tampon soliisyonu eklendi. Mikroplak
okuyucuyla her bir kuyucugun OD degerleri 660 nm’de 6l¢iildii. A1 olarak kaydedildi.
Sonrasinda her kuyucuga 20 pL kromojenik ajan eklendi. 5-6 kez tekrar tekrar emdirildi
ve curpildi. 37°C'de 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Her kuyucugun OD degerlerini
mikroplaka okuyucuyla 660nm'de dl¢iildii.

2.1.5.7. Serum TOS Seviyelerinin Olgiimii

TOS kiti ELISA testi prosediirii kit kriterleri asagida yer alan Cizelge 2.8°de

gosterilmistir.
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Cizelge 2. 8. TOS Standart soliisyonlarinin hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Boyut 2
Reaktifler Bilesen 96 T)
Reaktif 1 Kromojenik Ajan 24 mL x 1 sise
Reaktif 2 Substrat 6 mL x 1 sise
Reaktif 3 200 pmol/L H202
Standart 1 mL x 1 sige
Mikroplak 96 kuyu
Plaka Kapatici 2 adet

TOS kiti ELISA testi prosediirii kiti igin standartlarm hazirlanmasi Cizelge 2.9°da yer

almaktadir.

Cizelge 2. 9. TOS Standart soliisyonlarinin hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Madde
1 2 3 4 5 6 7 8
Konsantrasyon 0 10 20 40 50 60 80 100
(umol/L)
200 pmol/L H202 0 10 20 40 50 60 80 100
standard1 (uL)
Cift damitilmis su 200 190 180 160 150 140 120 100
(uL)

Tiim reaktifler ve numuneler ilave bir islem yapmadan oda sicakligina getirildi. Standart

kuyucuguna farkli konsantrasyonlarda 20 pL standart eklendi. Numune kuyucuguna 20
pL numune eklendi. Her kuyucuga 200 pL. kromojenik ajan eklendi. Mikroplak
okuyucuyla 5 saniye boyunca tamamen karistirildi ve her birinin OD degerleri 590 nm’de
Ol¢iildii. Al olarak kaydedildi. Sonrasinda her kuyucuga 50 pL substrat eklendi.
Mikroplak okuyucuyla 5 saniye boyunca tamamen karistirildi ve 37°C'de 5 dakika
boyunca inkiibe edildi. Her kuyucugun OD degerlerini mikroplaka okuyucuyla 590 nm'de
olgtldi.

2.1.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen veriler GraphPad Prism 8 programi kullanilarak bilgisayar ortaminda bir
istatistik uzmanindan danigmanlik alinarak analiz edilip degerlendirme saglanacaktir.

Gruplarin karsilagtirilmasinda ise (Kolmogrov-Simirnov sonuglarina gore) ¢ testi
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kullanimistir. Verileri ortalama + SD olarak sunulacaktir. 0.05'ten kiigiik herhangi bir p

degeri istatistiksel analiz olarak anlamli kabul edilecektir.

42



3. BULGULAR

3.1. ELIiSA KiTLERIi ANALiZ SONUCLARI

3.1.1. Hipertiroidizm Hastalarindaki Serum ACSL4 Seviyeleri

Kontrol grubu hastalar ve hipertiroidizmli hastalardaki ACSL4 sonuclar1 agagida yer alan
Sekil 3.1°de istatiksel acidan degerlendirilmeye alinmistir. Kontrol grubu ve
hipertiroidizmli hastalar arasindaki ACSL4 verileri normal dagilim gostermistir. Kontrol
grubu ortalama ACSL4 degeri 99,2 pg/ml olarak bulunmustur. Hipertiroid grubu
ortalama ACSL4 degeri 528 pm/ml olarak bulunmustur. Kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda hipertiroidizmli hastalardaki ACSL4 seviyelerinde % 432,25 bir artis
goriilmiistiir (p=0,0001).

. 800
E
(=Y} * * X
= 600-
e |
ot
=
S. 400-
=
L
w2
N 200
WD
=
0- T

Kontrol Hipertiroid

Sekil 3. 1. Hipertiroidizmli hastalardaki ACSL4 seviyeleri.
(***p=0,0001 kontrol grubuyla karsilagtirildiginda)

3.1.2. Hipertiroidizm Hastalarindaki Serum GSH Seviyeleri

Kontrol grubu hastalar ve hipertiroidizmli hastalardaki GSH sonuglar1 agagida yer alan
Sekil 3.2°de istatiksel agidan degerlendirilmeye alinmistir. Kontrol grubu ve
hipertiroidizmli hastalar arasindaki GSH verileri normal dagilim gostermistir. Kontrol
grubu ortalama GSH degeri 63,6 mmol/L olarak bulunmustur. Hipertiroid grubu ortalama
GSH degeri 10,8 mmol/L olarak bulunmustur. Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda
hipertiroidizmli hastalardaki GSH seviyelerinde % 83,01’lik bir diislis goriilmiistiir (p
=0,0001).
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Sekil 3. 2. Hipertiroidizmli hastalardaki GSH seviyeleri.
(***p=0,0001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda)

3.1.3. Hipertiroidizm Hastalarindaki Serum MDA Seviyeleri

Kontrol grubu hipertiroidizm hastalarindaki MDA sonuglar1 agagida yer alan Sekil 3.3°de
istatiksel agidan degerlendirilmeye alinmistir. Kontrol grubu ve hipertiroidizmli hastalar
arasindaki MDA verileri normal dagilim gostermistir. Kontrol grubu ortalama MDA
degeri 88,8 ng/ml olarak bulunmustur. Hipertiroid grubu ortalama MDA degeri 534 ng/ml
olarak bulunmustur. Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda hipertiroidizmli hastalardaki

MDA seviyelerinde % 501,35’lik bir artis gortilmiistiir (p =0,0001).
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Sekil 3. 3. Hipertiroidizmli hastalardaki MDA seviyeleri.

(***p=0,0001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda)
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3.1.4. Hipertiroidizm Hastalarindaki Serum MTOR Seviyeleri

Kontrol grubu hipertiroidizm hastalarindaki MTOR sonuglar1 asagida yer alan Sekil
3.4°de istatiksel agidan degerlendirilmeye alinmistir. Kontrol grubu ve hipertiroidizmli
hastalar arasindaki MTOR verileri normal dagilim gostermistir. Kontrol grubu ortalama
MTOR degeri 161 pg/ml olarak bulunmustur. Hipertiroid grubu ortalama MTOR degeri
585 pg/ml olarak bulunmustur. Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda hipertiroidizmli
hastalardaki MTOR seviyelerinde % 263,35°lik bir artis goriilmiistiir (p =0,0001).
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Sekil 3. 4. Hipertiroidizmli hastalardaki MTOR seviyeleri.
(***p=0,0001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda)

3.1.5. Hipertiroidizm Hastalarindaki Serum NRF2 Seviyeleri

Kontrol grubu hipertiroidizm hastalarindaki NRF2 sonuglar1 agagida yer alan Sekil 3.5°de
istatiksel agidan degerlendirilmeye alinmistir. Kontrol grubu ve hipertiroidizmli hastalar
arasindaki NRF2 verileri normal dagilim gostermistir. Kontrol grubu ortalama NRF2
degeri 2,2 ng/ml olarak bulunmustur. Hipertiroid grubu ortalama NRF2 degeri 0,8 ng/ml
olarak bulunmustur. Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda hipertiroidizmli hastalardaki

NREF?2 seviyelerinde % 63,63’liik bir diislis gérilmiistiir (p =0,0001).
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Sekil 3. 5. Hipertiroidizmli hastalardaki NRF2 seviyeleri.
(***p=0,0001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda)

3.1.6. Hipertiroidizm Hastalarindaki Serum TAS Seviyeleri

Kontrol grubu hipertiroidizm hastalarindaki TAS sonuglar1 asagida yer alan Sekil 3.6’da
istatiksel agidan degerlendirilmeye alinmistir. Kontrol grubu ve hipertiroidizmli hastalar
arasindaki TAS verileri normal dagilim gostermistir. Kontrol grubu ortalama TAS degeri
1,108 mmol Trolox Equiv./L olarak bulunmustur. Hipertiroid grubu ortalama TAS degeri
0,556 mmol Trolox Equiv./L olarak bulunmustur. Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda
hipertiroidizmli hastalardaki TAS seviyelerinde % 49,81°lik bir diisiis goriilmistiir (p
=0,0001).
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Sekil 3. 6. Hipertiroidizmli hastalardaki TAS seviyeleri.

(***p=0,0001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda)
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3.1.7. Hipertiroidizm Hastalarindaki Serum TOS Seviyeleri

Kontrol grubu hipertiroidizm hastalarindaki TOS sonugclar1 agagida yer alan Sekil 3.7°de
istatiksel ac¢idan degerlendirilmeye alinmistir Kontrol grubu ve hipertiroidizmli hastalar
arasindaki TOS verileri normal dagilim gostermistir. Kontrol grubu ortalama TOS degeri
15,2 pmol H2O> Equiv./L olarak bulunmustur. Hipertiroid grubu ortalama TOS degeri
56,8 umol H>O2 Equiv./L olarak bulunmustur. Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda
hipertiroidizmli hastalardaki TOS seviyelerinde % 273,68 ‘lik bir artis goriilmiistiir (p
=0,0001).
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Sekil 3. 7. Hipertiroidizmli hastalardaki TOS seviyeleri.

(***p=0,0001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda)
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4. TARTISMA

Ferroptoz GSH ve GPX4'lin redoks igerigini asan ROS birikimine hiicre i¢i demir asir1
yiiklenmesine bagli siddetli lipid peroksidasyonundan kaynaklanan programli hiicre 6lim
seklidir [10]. Literatiirde lipid bilesimini diizenleyen anahtar bir enzim olan ACSL4’lin
ferroptozun yiiriitiilmesine katkida bulundugu bildirilmistir [11]. Ferroptoz hakkindaki
raporlara gore, ACSL4 ferroptoz i¢in bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir ve ferroptozu
destekleyebilir [70]. ACSL4'ln proferroptoz etkisi esas olarak AA ve AdA
metabolizmasinda ve lipid peroksidasyonunda oynadig1 kritik rolden kaynaklanmaktadir
[71]. AA da dahil olmak iizere PUFA'lar1 tercihen substrat olarak kullanmakta ve
koenzim A (KoA) ile tiyoesterifikasyon yoluyla AA’yr aktive ederek AA
metabolizmasinin  ilk adim reaksiyonu olan arasidonil-KoA'y1r iiretmektedir.
Lizofosfatidilkolin asiltransferaz 3 (LPCAT3) ve LOX, arasidonil-KoA'larin zarlardaki
fosfolipitlere dahil edilmesinde ve bu fosfolipitlerin oksidasyonunda rol oynamaktadir.
Bu nedenle, ACSL4, PUFA metabolizmasinda 6nemlidir [70]. Yapilan bir calismada yag
asidi metabolizmasinin bir grup enzim tarafindan anabolik ve katabolik yollar tarafindan
saglandig1 bildirilmis, ACSL ailesinin acil-KoA’lar olusturmak i¢in yag asitlerini katalize
etmekte oldugu ifade edilmistir ve ACSL4 ferroptoza karsi hassasiyetle
iligskilendirilmistir. ACSL4 inhibe edildiginde ferroptoz direnci artarken ACSL4’ilin gen
aktarimi yolu ile saglanan asir1 aktivasyonu kanser hiicrelerinde ferroptoz duyarliligina
neden olmustur. Ferroptoz duyarl: hiicreler nispeten yiliksek ACSL4 ifadesine sahipken
direngli hiicreler ¢ok diisiik seviyede ya da hic ACSL4 ifade etmemistir. ACSL4’lin
baskilanmasi ile ferroptoz biiyiik 6l¢iide azalmistir. ACSL4 ekspresyonun inhibe edilmesi
ile yalnizca MDA iretimi azalmistir, demir birikiminde farklilik goriillmemistir.
ACSL4’1lin ekspresyonunun indiiklenmesi ile MDA seviyesi ylikselmistir demir birikimi
bu parametre ile de degismemistir. Bu bulgular ACSL4’lin lipit peroksidasyonunu
arttirarak ferroptoza katkida bulundugunu gdstermektedir [72]. Kagan ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢aligsmada, spesifik olarak ACSL4 tarafindan fosfolipite katilan arasidonik asit
lipit peroksidasyonunun, ferroptoza aracilik ettigi gosterilmistir [73]. Bu calismalara
dayanarak bizim calismamizda ferroptoz lipit yolaginda gorevli ACSL4 diizeyleri

aragtirtlmis olup kontrol grubuna gore kiyaslandiginda hipertiroidizmli hastalardaki
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ACSLA4 seviyelerinde % 432,25 bir artig goriilmiistiir.

GSH, GPX4 i¢in bir kofaktor ve sentetik bir substrattir ve GPX4'lin artan oksidatif stres
sirasinda hiicre zarlariin lipid peroksidasyonunu diizenlemesi i¢in gereklidir. Sentetik
kiigiik molekiil bilesigi erastin, sistin-glutamat antiporterinin (sistem Xc°) aktivitesini
inhibe ederek ferroptozu tetikleyebilir ve bu da sentezi sistein gerektiren baglica hiicresel
antioksidan olan GSH tiikenmesine yol agabilir. Bu nedenle, ferroptoz hiicresel redoks
homeostazinin kaybindan kaynaklanir. Ayrica, sitozolik ROS yerine lipit
ROS/peroksitlerin ferroptozda daha 6nemli roller oynadigi ve lipit ROS'un temizlenmesi
icin gerekli bir enzim olan GPX4’iin inaktivasyonunun, hiicresel sistein ve GSH igerikleri
normal olsa bile ferroptozu indiikleyebilecegi goriilmektedir [9]. GSH, protein olmayan
tiyol gruplariin yaklasik %90' i1 temsil etmektedir, oksidatif ve serbest radikal aracili
hasara karst koruyucudur ve GSH sistemi viicuttaki oksidatif strese karsi en 6nemli
endojen savunma sistemidir. GSH biyosentezi ve GPX4 “lin diizgiin ¢aligmasi, ferroptozu
kontrol altinda tutmaktadir. GPX4 inhibisyonu ile sonug¢lanan kosullar ferroptotik hiicre
Olimiinii hassaslastirmakta ve tetiklemektedir [10]. Hiicre i¢i GSH igerigindeki fark,
hiicresel ferroptoz duyarliliginin degisimini dogrudan etkiler. GSH seviyesi yiiksek
oldugunda, hiicre i¢i ROS azalir ve hiicre antioksidan uzmanligindadir, GSH seviyesi
diistiigiinde ise hiicre i¢i ROS seviyesi yiikselir ve hiicre oksidatif stres durumundadir
[74]. SCL7A11 ifadesinin baskilanmasi ya da hedef ajanlarla inhibe edilmesi hiicre i¢ine
sistein alimini sinirlar. Bunun sonucunda hiicre icinde GSH tiikenmesine sebep olur. GSH
tilkkenmesi lipitlerin oksitlenmesi sonucu lipit peroksidasyonuyla sonuglanir [10]. Sun ve
arkadaslar1 GSH tiilkenmesinin insan RPE hiicrelerinde stres kaynakli erken yaslanma
(SIPS) ve hiicre 6liimii tizerindeki alt akis etkilerini inceledikleri bir ¢alismasinda ilk kez,
GSH tiikenmesinin RPE hiicrelerinde ferroptozu indiikledigini gostermistir [75]. Liu ve
arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada ferroptozun klinik ortamlarda sag kalimi ve
prognozu engelledigine dair giderek artan kanitlar vardir. Raporlar ferroptozun GPX4 ve
ACSLA4 tarafindan negatif olarak diizenlendigini ileri stirmiistiir [76]. GPX4, lipit
hidroperoksitleri toksik olmayan lipit alkollere indirgemek i¢in kofaktorii olarak GSH'yi
kullanir, boylece cift fosfolipit katmanlarinin biitiinliiglinii korur ve ferroptozu dnler.
GPx4'in farmakolojik veya genetik olarak inaktivasyonu, toksik lipit peroksitlerin
siddetli birikimine yol acar ve ferroptozu tetikler [77]. Kumar ve arkadaslar
calismalarinda hipertiroid hastalarinda hiicrelerin 6nemli bir antioksidani olan GSH/tCr

oraninda artis ve bu oranin takipte hastalarda artma egilimi gosterdigini bulmuslardir.
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Yiiksek tiroit hormon seviyelerinin (hipertiroidizm) oksidatif strese neden oldugu
bildirilmiglerdir. GSH'deki artis, muhtemelen artan oksidatif stresi dengelemek i¢in lokal
GSH iretiminin yukar1 regiilasyonunu veya GSH yikiminda asagi regiilasyonu
yansitabilidigi kanaatine varmislardir [78]. Er tarafindan yapilan ¢alismada subklinik ve
klinik hipotiriodi ve hipertiroidili hastalarda serum GSH diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde azalma gostermistir. Hipertiroidili ve hipotiroidili hastalarda lipid
peroksidasyonunun son iriinii olan MDA seviyelerinin artmasi ve GSH tiiketimi bu
hastaliklarin oksidatif strese yol agtigr ve bu parametrelerin oksidatif streste siddetin
gostergesi olarak kullanilabilecegini gostermektedir [79]. Adal1 ve arkadaslar1 yaptiklart
bir calismada hipertiroidili hastalarda GSH aktivitesinin kontrol grubuna gore diisiik
oldugunu rapor etmislerdir ve hipertiroidi tedavisi sonrast GSH aktivitesinin tedavi
Oncesine gore arttigini géstermislerdir [80]. Konukoglu ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir
calismada hipertiroidili hastalar1 ilk kontrolde ve 4 haftalik propiltiyourasil (PTU)
tedavisi sonras1 degerlendirmisler ve tedavi Oncesi grubun eritrosit GSH seviyelerini
diisiik bulmuglardir. Ayrica tedavi sonrast GSH seviyelerinin anlamli diizeyde arttigini
gostermiglerdir [81]. 2007 yilinda Kiran tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada GSH
aktivitesinin hipertiroidili ve hipotiroidili hastalarda sirasi ile %73 ve %46 oraninda
azaldig1 gosterilmistir [82]. Literatiirdeki bu calismalara dayanarak bizim yaptigimiz
caligmada ise ferroptoz lipit yolaginda gorevli GSH diizeyleri arastirilmis olup kontrol
grubuna gore kiyaslandiginda hipertiroidizmli hastalardaki GSH seviyelerinde %
83,01’lik bir diislis gorilmiistiir.

MDA, coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif bozunmasinda lipid peroksidasyonu
sonucunda olusan aldehit yapili oksidasyon {iriiniidiir [12]. MDA, HNE ve F2-
izoprostanlar, OS’in, yani lipit peroksidasyonunun yaygin olarak kabul edilen
biyobelirtegleridir [83]. MDA membran bilesenlerinin ¢apraz baglanmasina ve
polimerizasyonuna neden olmaktadir ve bu durum da deformasyon, hiicre ylizey
bilesenlerinin kiimelenme egilimi gibi membran 6zelliklerini degistirebilmektedir. Bu
etkiler MDA’ ’nin neden mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklamaktadir
[4]. Adana ve arkadaslarinin ¢alismasinda hipertiroidi ve hipotiroidili hastalar ile
hipertiroidi iken PTU ile 6tiroid hale getirilen ve hipotroidi iken L-Tiroksin kullanarak
otiroid hale getirilen hasta gruplarinda eritrosit SOD, GSH-PX, CAT, MDA ve serum
MDA diizeyleri dl¢lilmiis olup hipertiroidili grupta kontrol grubuna gore eritrosit CAT,
MDA ve serum MDA diizeyleri istatiksel olarak yiiksek bulunmustur. PTU ile tedavi
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edilen hipertiroidili grupta ise eritrosit CAT, MDA ve serum MDA diizeylerinin kontrol
grubu diizeylerine yaklastig1 goriilmiistiir. Sonug olarak tiroit hastaliklarinda oksidan-
antioksidan dengesini bozulabilecegi ve bunun da organizmayir olumsuz olarak
etkileyebilecegi diistiniilmistiir [84]. Yilmaz ve arkadaslar1 deneysel hipotiroidizmli
ratlarin kas ve karaciger dokularindaki MDA seviyelerinin kontrol gruplarindan yiiksek
oldugunu gostermislerdir [85]. Venditti ve arkadaslar karaciger, kalp ve iskelet kasinda
MDA seviyelerini arastirmislar ve hipertiroitli hastalarda MDA seviyelerinde artis,
hipotiroitli hastalarda diislis gozlemlemislerdir [86]. Cetinkaya ve arkadaslar1 ise
subklinik hipertiroidili hastalarin serum MDA diizeylerini incelemisler ve kontrol
grubuna gore subklinik hipertiroidili hastalarin MDA diizeylerini anlamli olarak yiiksek
bulmuslardir [87]. Karabag tarafindan yapilan bir calismada hipertiroidizm ve
hipotiroidizmli hastalarda serum MDA seviyeleri belirgin bir sekilde artmistir. Tiroit
hormon seviyelerindeki bu degisimler serbest radikal olusumunu tetiklemis ve MDA ve
protein karbonil gruplarinda yiikselmeye sebep olmustur [4]. Er tarafindan yapilan bir
calismada serum MDA diizeyleri subklinik, klinik hipotiroidi ve subklinik, klinik
hipertiroidili hastalarda artarken, serum GSH diizeyleri azalmaktadir sonucu bulunmustur
[79]. Calismamizda ferroptoz lipit yolaginda gorevli MDA diizeyleri arastirilmis olup
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda hipertiroidizmli hastalardaki MDA seviyelerinde
% 501,35’lik bir artis goriilmiistiir.

Yakin zamanda kesfedilen ferroptoz diizenleyicilerden olan MTOR ve NRF2 diizeyleri
de calismamizdaki kontrol grubu ve hipertiroidizmli hasta grubunda analiz edilmis ve
yorumlanarak calismamiz desteklenmistir. Gegtigimiz on yillar, MTOR ve PCD
arasindaki diizenleyici baglantilarin gelismis bir sekilde anlasilmasini saglamistir.
MTOR, otofaji icin iyi karakterize edilmis bir inhibitdrdiir. PCD, otofajiye bagh
mekanizmalar aracilifiyla MTOR tarafindan diizenlenebilir. Ancak, MTOR'un protein
sentezinde, hiicresel metabolizmada ve karmasik sinyal aglariyla etkilesimlerde oynadigi
temel roller g6z oniine alindiginda, MTOR, otofajiden bagimsiz olarak PCD'yi dogrudan
diizenleyebilir. Ornegin, MTOR'un ana alt akis efektdrleri olan p60S6K ve 4E-BP1, Bcl-
2 protein siiper ailesi ve antioksidan sistem gibi énemli PCD ile iliskili molekiillerin
sentezine katilir. Dahasi, MTOR ile diger sinyal eksenleri arasindaki etkilesimler de hiicre
Oliimiinii diizenlemede 6nemli 6lglide rol oynar [88]. MTORCI inhibisyonunun, GPX4
protein seviyelerini azaltarak, kanser hiicrelerini GPX4 inhibit6rleri tarafindan
indiiklenen ferroptoza karsi duyarli hale getirip getiremeyecegi iizerine yapilan Lei ve

arkadaglarinin  ¢alismasinda MTORCI1 inhibisyonunun kanser hiicrelerini veya
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tiimorlerini ferroptoza karst duyarli hale getirdigini gostermistir [16]. Peng ve arkadaslari
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada mitokondriyal ROS'un kombine tedavinin neden
oldugu ferroptozun ana uygulayicisi oldugu ve ROS'un MTORCI fonksiyonunu
baskilamak i¢cin AMPK yolunu aktive ettigi, xCT lizozomal bozulmay1 tesvik ettigi ve
sonucta ferroptoza neden oldugu gosterilmektedir [30]. Bu c¢alismalarda MTOR
baskilanmasiin ferroptoza duyarliligi artirdigi gosterilmigsse de bu durumun aksi ile
karsilagilan caligmalar mevcuttur. Sanchez ve arkadaslarinin hipertiroidizm hastalarinda
beslenme degisikliklerinin hipotalamik MTOR sinyalizasyonunun bozulmasiyla iliskili
olup olmadigin1 degerlendirmek amagli yaptiklart ¢alismalarinda bulduklart veriler
hipertiroid durumunda artan beslenmenin tiroid hormonu kaynakli MTOR
sinyallemesinin yukar1 diizenlenmesiyle iliskili oldugunu gostermistir [89]. Kuzman ve
arkadaslarinin bir calismasinda, T4’tin MTOR'u ve p70S6k sinyallemesini aktive ettigi
gosterilmigtir [90]. Bizim c¢aligmamizda ise kontrol grubuna gore kiyaslandiginda

hipertiroidizmli hastalardaki MTOR seviyelerinde % 263,35°lik bir artig goriilmistiir.

Viicutta redoks homeostazinin korunmasina yonelik iki 6nemli yol, GSH ve tiyoredoksin
antioksidan yollaridir. GSH sadece NRF2 tarafindan diizenlenmekle kalmaz, tiyoredoksin
bazli antioksidan sistem (TXNI1, TXNRDI) de NRF2 tarafindan diizenlenir ve bu,
NRF2'nin proteinlerin redoks durumunu diizenledigini gosterir. Ozellikle énemli olan,
GPX4 sentezi ve islevi, hiicre i¢i demir homeostazisi ve lipid peroksidasyonu temizliginin
tiimiintiin NRF2 hedef genleri tarafindan aracilik edilebilmesidir [50]. NRF2 antioksidan
protein ifadesini dogrudan diizenleyebilen 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Birkag
yazar, NRF2'nin diger dokulardaki antioksidan enzimlerin ifadesine katilimini
tanimlanmistir. Hipertiroid farelerin lenfoid dokusunda NRF2'nin fosforilasyonunda
onemli bir artis bulunmustur. Hipertiroid farelerin lenfoid dokusunda PKC aktivitesinde,
PKC'nin klasik izoenzimleri o, B ve y'nin protein ekspresyonundaki artisla iligkili bir artis
Costilla ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢galismada bulunmustur. Bu enzimler lenfoid
hiicrelerde eksprese edilir ve aktiviteleri Ca ** ve fosfolipitlere baglidir [69]. Bendavit ve
arkadaglar1 bir ¢alismalarinda NRF2'nin MTOR promotdriine baglanabildigini ve NRF2
indiiksiyonunun MTOR promotdriinii diizenleyebildigini gostermektedir. Bu g¢alisma
p65'in MTOR promotoriine baglandigini ve NRF2 tarafindan MTOR diizenlenmesinde
rol oynadigimi gosteren ilk rapordur. Cevresel stresi algilama NRF2 sistemi ile
metabolizmada Onemli bir hiicresel protein olan MTOR arasinda bir baglanti

bulunmaktadir [17]. Thanas ve arkadaslar tarafndan yapilan bir ¢alisma tiroit alaninin
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mevcut odakl incelemesi, KEAP1/NRF2 sisteminin tiroit patolojileri i¢in biyobelirtegler
ve/veya ilac¢ hedefleri arayisinda da faydali olabilecegini 6ne siirmektedir [18]. KEAP1-
NRF2 sistemi, ferroptozda bir transkripsiyonel savunma mekanizmasidir. Durgun
kosullar altinda, transkripsiyon faktérii NRF2, KEAP1 ile baglanmasi nedeniyle UPS
aracilifiyla siirekli olarak parcalanir. Oksidatif strese ve elektrofilik strese yanit olarak,
KEAP1 inaktive olur ve bu da NRF2'nin stabilizasyonuna ve ardindan birgok sitoprotektif
genin ekspresyonunun transkripsiyonel aktivasyonuna yol acar. NRF2 ayrica GSH
saliniminda rol oynayan genleri baskilayarak RSL3, erastin ve ML162 tarafindan in vitro
indiiklenen ferroptozu tesvik eder. Chen ve arkadaslarinin bir ¢aligmasindaki bu bulgular,
NRF2'nin ferroptozda transkripsiyona bagli bir islevi oldugunu gostermektedir [91]. Song
ve arkadaglar1 ¢alismalarinda NRF2'nin ferroptozla ilgili yollar {izerindeki diizenleyici
etkisini PPI ag analizi yoluyla daha da dogrulamislardir [S0]. Son yillardaki ¢caligmalar
NRF2'nin bollugu ferroptoza kars1 hiicre duyarlilig ile iliskili olan PPARy (peroksisom
proliferatdr aktive reseptor-y) yoluyla lipid metabolizmasmin diizenlenmesine dolayl
olarak katildigini ileri siirmiistiir. Dolayisiyla, bol miktarda yukar1 ve asagi akis
efektoriiyle, NRF2 sinyal yolunu hedeflemek ferroptozu etkili bir sekilde
etkileyebilmekte, NRF2 sinyal yolunu diizenleyerek ferroptozu destekleyen veya
engelleyen terapilerin uygulanabilmesine yol gostermektedir [53]. Bizim yaptigimiz
calismada kontrol grubuna goére kiyaslandiginda hipertiroidizmli hastalardaki NRF2
seviyelerinde % 63,63liik bir diisiis goriilmistiir.

ROS protein, karbohidrat ve lipid molekiillerinde oksidatif hasara sebep olmaktadir.
Tiroit hormonlarinin etkisiyle meydana gelen ROS, lipidler, proteinler, niikleik asitler ve
karbonhidratlar iizerine etkilidirler. Serbest oksijen radikalleri 6zellikle tiroit hormonlari
ile indiiklenir ve oksidatif strese sebep olarak sonugta lipid peroksidasyonunu
artirmaktadir. Arastirmacilar tiroit hormon seviyelerinin ylikseldikge, serbest radikal
artistn1 ve hipertiroidizmin semptomlarini atesledigini 6ne siirmiiglerdir [4]. Tiroit
hormonu oksijenli solunumu hizlandirmaktadir ve tiroit hormonu bu etkisini oksijenli
solunumda gorev alan komplekslerin sayisini ve aktivitesini de artirmaktadir. Oksijenli
solunumun hizlanmasi sonucu siiperoksit iiretimi artar ve siiperoksit serbest radikallere
dontiserek oksidan stresi artirir. Venditti ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda antioksidan
sistemin tamami g6z Oniine alindiginda hipotiroid ve hipertiroid durumunda antioksidan
kapasitenin birbirinden ayr1 ve bagimsiz komponentlerinin azalmasi nedeni ile

antioksidan kapasite 6tiroid durumuna goére azalmis olarak degerlendirilmistir [92]. 2010
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yilinda Petrulea ve arkadaslarinin hipertirodizmin oksidatif stres parametrelerine etkisini
aragtirdiklari ¢aligma sonucunda tirotoksik grupta serumda karbonil protein diizeylerinin
kontrol grubuna gore artmis, SH gruplari, GSH ve SOD tiroksin tedavisiyle anlamli
olarak azalmis ve deneysel hipertiroidizmin artmis oksidatif stres ve antioksidan sistem
bozuklugu ile birlikte oldugu kanaatine varilmigtir [93]. Karabag’in 2006 yilinda yaptigi
caligmasinin sonucunda hipertiroidizm ve hipotiroidizmli hastalarda serum MDA ve
protein karbonil seviyeleri belirgin bir sekilde artmis, SH diizeyleri ise azalmistir. Protein
SH gruplar oksidasyon zincirini kirma 6zelligine sahip 6nemli antioksidanlardandir.
Tiroit hormon seviyelerindeki bu degisimler serbest radikal olusumunu tetiklemis ve
protein karbonil gruplarinda yiikselmeye sebep olmustur ayni1 zamanda viicudu oksidatif
stresten koruyan dogal bir antioksidan olan SH gruplarindaki diislis oksidatif hasarin
Oonemli bir gostergesi oldugu sonucuna ulasilmistir [4]. Viicutta ROS olusumunu ve
ROS’un meydana getirdigi oksidatif hasar1 dnlemek i¢in “antioksidan savunma sistemi”
ad1 verilen savunma mekanizmalar1 geligmistir. Serbest radikallerin uyardig1 oksidatif
strese karsi antioksidan savunma sistemi bir biitiin seklinde miicadele eder. Oksidatif
hasar1 6nlemek icin dokular GPX4, CAT ve SOD gibi ¢ok sayida antioksidan enzim
icerirler. Total antioksidan kapasiteye en biiylik katki, plazmadaki antioksidan
molekiillerden gelmektedir. Albumin, iirik asit ve askorbik asit insan plazmasindaki total
antioksidan durumun %85’inden fazlasinmi olusturmaktadir. Plazmada antioksidanlar
etkilesim icindedir. Bu etkilesimden dolay1 ve antioksidan molekiiller genelde sinerjik
calistiklari i¢in antioksidanlarin tek baslarina gosterecegi etki beraber gosterecegi etkiden
daha azdir. Antioksidan molekiillerin toplam o6l¢iimii daha kolay ve net bir sonug
verebilecegi i¢in tiim viicuttaki antioksidan durumu degerlendirmek i¢in total antioksidan
kapasite Olclimleri yapilmaktadir [94]. Bu bilgilere dayanarak bizm c¢alismamizda
hipertiroidizmdeki oksidatif stresi degerlendirmek i¢in TAS ve TOS diizeyleri incelenmis
olup kontrol grubu ortalama TAS degeri 1,108 mmol Trolox Equiv./L olarak
bulunmustur. Hipertiroid grubu ortalama TAS degeri 0,556 mmol Trolox Equiv./L olarak
bulunmustur. Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda hipertiroidizmli hastalardaki TAS
seviyelerinde %49,81’lik bir diisiis goriilmiistiir. Antioksidan molekiillerdeki gibi oksidan
molekiiller de birbiriyle etkilesime girmesi sebebiyle konsantrasyonlarini ayri ayri
Olecmek saglikli bir sonug vermeyebilir. Oksidan molekiillerin konsantrasyonlarini da ayr1
ayr1 0lgmek maliyetli ve zaman alic1 olmasi sebebiyle TOS 6l¢iimii tercih edilmektedir
[95]. Kontrol grubu ortalama TOS degeri 15,2 pmol H>O> Equiv./L olarak bulunmustur.
Hipertiroid grubu ortalama TOS degeri 56,8 pmol H>O> Equiv./L olarak bulunmustur.
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Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda hipertiroidizmli hastalardaki TOS seviyelerinde

%273,68 ‘lik bir artig goriilmiistiir.
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5.  SONUC VE ONERILER

Calismamizda kontrol grubu ve hipertiroidizmli hasta gruplarinda lipit peroksidasyonu
diizeyini aragtirmak i¢in ACSL4, GSH ve MDA analizleri yapilmistir. Hipertiroidizmli
hastalarda ACSL4 ve MDA diizeylerinde artis, GSH diizeylerinde diisiis goriilmiistiir. Bu
sonuglar lipit peroksidasyonunun ve oksidatif stresin hipertiroidizmli hastalarda daha
yuksek oldugunu gostermektedir. Saglikli bireylere kiyasla hipertiroidizmli bireylerde
GSH seviyelerinin azalisi, ACSL4 ve MDA seviyelerinin artis1  birlikte
degerlendirildiginde hipertioidizmin ferroptozu indiikledigi diistintilebilir. MTOR ve
NRF2’nin ferroptoza olan etkileriyle ilgili c¢alismalara dayanarak hastalarda bu
parametrelere de bakilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda MTOR seviyelerinde
artis NRF2 seviyelerinde diisiis goriilmiistiir. Ancak MTOR normalde protein sentezini
desteklemektedir ve GSH ve GPX4 sentezini destekledigi gosteren caligmalarin da
mevcut oldugu gosterilmistir. Tim viicuttaki antioksidan ve oksidan durumu
degerlendirmek i¢in kontrol grubuyla karsilastirildiginda hipertirodizmli bireylerin serum
TAS konsantrasyonu istatiksel olarak diisiik; TOS konsantrasyonu istatiksel olarak
yuksek bulunmustur. MTOR, ACSL, MDA ve TOS seviyelerinin artmasi, GDH, NRF2
ve TAS, seviyelerinin azalmasi lipit peroksidasyonunun ve oksidatif stresin
hipertirodizmli hasta grubunda daha yiiksek oldugunu ve ferroptozun indiiklendigini
gostermektedir. Ancak; hipertiroit durumunda MTOR seviyeleri artmasina ragmen
degisen oksidan dengeyle hipertiroitli kisilerde ferroptoz mekanizmasi artmistir. Bizim
calismamizdaki onemli bir eksiklik budur aslinda. Buradan yola ¢ikarak daha ileri
caligmalarin yapilmasi kanaatine varilmistir. Bu hastalarda demir ve ferritin seviyelerinin

takibinin yapilmasi aslinda ferroptoz mekanizmasi hakkinda daha fazla bilgi saglayabilir.
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