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Deneysel Calisma / Experimental Study

Deneysel postnatal hipotiroidinin larenkse etkisi:
Tiroid hormon reseptorleri degisiyor mu?

Laryngeal effect of experimental postnatal hypothyroidism:
do thyroid hormone receptors change?
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oz
Amag: Bu calismada deneysel olarak olusturulan postnatal hipotiroidik sicanlarda larenksteki histopatolojik degisiklikler ve tiroid hormon reseptorleri.

Gerec ve Yontemler: Bu randomize prospektif calismada gebe Wistar albino siganlari takibe alinarak, yenidogan 20 Wistar albino si¢can yavrusu ¢alisma
icin alindi. Yavrular rasgele iki gruba ayrildi: Grup 1’deki (metimazol (MMI) ile indiiklenen hipotiroidi grubu) yavrular 19-22 giin anne siti ile beslendikleri
i¢in, anne ve yavrulara 90. giine kadar MMI ilaveli su verildi. Grup 2'de (kontrol grup), anne ve yavrular 90. giine kadar MMI icermeyen su ile beslendi.
Yavrular 90 gunlik olunca dekapite edilerek, larenksleri ¢ikarildi. Larenksleri édem, enflamasyon, goblet hiicreler ve tiroid hormon reseptérleri (TR-o.,
TR-B) agisindan degerlendirildi.

Bulgular: Grup 1 igin dokuz, grup 2 igin sekiz larenks drnekleri ¢caligildi. Hipotiroidi grubunda enflamasyon agisindan hafif diizeyde daha distk anlaml bir
fark gézlendi (p=0.009). Hipotiroidi grubunda TR-o, TR-B ve édem anlamli diizeyde daha fazla idi (p=0.002, p=0.029, p=0.029). Goblet hiicreleri agisindan
gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.637).

Sonug: Hipotiroidide olusan ses degisikligi mekanizmasina isik tutar nitelikte histopatolojik olarak larenkste 6dem artisi ve tiroid hormon reseptérlerinde
artis bulundu.

Anahtar Sézclikler: Hipotiroidizm; larenks; tiroid hormon reseptéri.

ABSTRACT

Obijectives: In this study, we aimed to investigate the laryngeal histopathological alterations and thyroid hormone receptors in rats with experimentally-
induced postnatal hypothyroidism.

Materials and Methods: In this prospective, randomized study, pregnant Wistar albino rats were followed and newborn 20 Wistar albino rat pups were
included in the study. The pups were randomly divided into two groups: In group 1 (methimazole (MMI)-induced hypothyroidism group), the mothers and
pups were given MMI added water up to 90" day, as the pups were fed with breast milk for 19 to 22 days. In group 2 (control group), the mothers and pups
were fed with MMI-free water up to 90" days. When the pups were 90 days of age, they were decapitated and their larynx was removed. Their larynx was
evaluated for edema, inflammation, goblet cells, and thyroid hormone receptors (TR o, TR B).

Results: Nine larynx samples for group 1 and eight for group 2 were studied. There was a significant difference in inflammation between the groups with
slightly lower in the hypothyroidism group (p=0.009). The TR-a, TR-B, and edema were significantly higher in the hypothyroidism group (p=0.002, p=0.029,
p=0.029). There was no significant difference in the Goblet cells between the groups (p=0.637).

Conclusion: Histopathologically increased laryngeal edema and increased thyroid hormone receptors were found, shedding light on the mechanism of
voice changes in hypothyroidism.
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Deneysel postnatal hipotiroidinin larenkse etkisi

Hipotiroidinin etkilerinden biri de vokal kord-
lar1 etkileyerek ses degisikliklerine neden olma-
sidir.¥ Seste kabalasma progresif seyreder ve
konusmada ¢abuk yorulma dikkat ¢eker."! Hafif
hipotiroidide tani daha zor olup bazen ses degisik-
likleri tek semptom olabilir.”! Hipotiroidili hasta-
larin ses analizlerinin yapildig1 bir ¢calismada ses
degisikligi ve kekemelik saptanmigstir.” Ayrica
dogustan hipotiroidili yenidoganlarin aglama
seslerinin analizi ses kalitesinin etkilendigini
ortaya koymustur.” Hipotiroidinin hangi meka-
nizmalar ile ses degisikligine neden oldugunu
aragtiran ¢alismalarin sayist yetersizdir.>¢”l Bu
calismalarda One stirtilen mekanizmalar; vokal
kordlarda miks6demat6z kalinlasma, krikotiroid
kasin 6demi ve vagus sinirinin ambiguous cekir-
deginin 6demidir.*”! Larenkste tiroid hormon
reseptorlerinin arastirildigi tek calisma bulun-
maktadir.”! Bu ¢alismada iki insan kadavrasinin
larenkslerinde tiroid hormon reseptorleri saptan-
muistir.’! Ritter® 1967 yilinda siganlarda hipotiroi-
di olusturarak larenksteki histopatoloji etkilerini
koloidal demir boyanma agisindan arastirmaistir.
Bizler bu ¢alismada, deneysel postnatal dénem-
de olusturulan hipotiroidi modelinde larenkste
ddem, enflamasyon gibi histopatolojik degisik-
likleri ve tiroid hormon reseptérlerinin durumu-
nu aragtirmay1 amagladik.

GEREC VE YONTEMLER

Calisma igin agirliklar1 250-300 g arasinda
degisen alt1 aylik disi Wistar albino sican-
lar gebelik agisindan takibe alindi. Siganlarin
gebelik karar1 vajinal smearda meni tespiti ile
konuldu. Yirmi yenidogan Wistar albino sican
yavrusu prospektif randomize olarak secildi
ve iki esit gruba ayrildi. Hipotiroidi grubu
(n=10); Metimazol (MMI) (MMISC-205747A,
SantaCruzBiotechnology, Inc., Dallas, TX)
(0.025% wt/vol) ile indiiklenmekteydi. Sigan
yavrulari1 19-22 giin anne siitii ile beslendikleri
i¢in hem anne hem de yavrular 90. giine kadar
aynt MMI ekli giinlik su icti. Kontrol grubu
(n=10); Bu grupta hem anne hem de yavrular
MMI icermeyen su ile beslendi. Her iki grupta-
ki yavrular 90 giinliik olunca dekapite edilerek
larenksleri ¢ikarilda.

Histopatolojik incelemede doku ornekleri
hematoksilen eozin ile boyand: ve tiim alan-
lar dikkate alinarak larenks ytiizey epitelinde
goblet hiicrelerinin durumu, submukozal 6dem
ve enflamasyon degerlendirildi. Goblet hiicre-
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lerinde azalma; var yok seklinde degerlendi-
rildi. Submukozal 6dem ve enflamasyon; dort
dereceli subjektif skorlama ile tanimlandi. Buna
gore; derece 0 normal, derece 1 hafif, derece 2
orta, derece 3 siddetli olarak kabul edildi. Daha
sonra bu skorlamalar; derece 0 ve 1 bir grubu
(yok-hafif), derece 2 ve 3 diger grubu (orta-sid-
detli) olusturacak sekilde iki alt gruba ayrilarak
degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmede
bu alt gruplar kullanildi.

Tiroid hormon reseptorleri (TR-alfa (TR-o)
ve TR-beta (TR-B); 1/300; mousemonoclonal;
sc-56873, SantaCruzBiotechnology) immu-
nohistokimyasal boyama ile degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal boyama igin lizinli lam-
lara kesitler alindi. Uygulama islemi manuel
olarak streptavidin-biotinperoksidaz yontemi ile
yapildi. Boyali preparatlar 151tk mikroskopisi ile
degerlendirildi. Tiim alanlardaki boyanma igin
hafif, orta ve siddetli seklinde subjektif bir skor-
lama yapildi. Niikleer boyanmanin yogun oldu-
gu alanlarda sitoplazmik boyanma da degerlen-
dirildi. Baz1 6rneklerde larenkse komsu alanlar-
da tiroid dokusu vardi ve bu tiroid dokusu da
internal kontrol olarak kullanildi.

Istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel analizler Windows i¢in IBM
SPSS 19.0 versiyon yazilim programi (IBM
Corporation, Armonk, NY, USA) kullanilarak
yapildi. Tanimlayic1 istatistikler sican sayisi
50min altinda oldugu icin say1 olarak verildi.
Gruplara gore karsilastirmada Fisher’in ki-kare
testi kullanildi.

Calismanin etik onayr Adnan Menderes
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan (64583101/2014/136) alinmisgtir.
Calisma Helsinki Deklarasyonu ilkeleri uyarinca
gerceklestirildi.

BULGULAR

Hipotiroidi grubu i¢in dokuz, kontrol grubu
icin sekiz sicandan alinan larenks Ornekleri
calisildi. Her iki gruptan toplam ti¢ 6rnek, doku
hasar1 nedeniyle ¢alisilamad.

Hipotiroidi grubundaki tiim 6rneklerde enf-
lamasyon, yok-hafif iken, kontrol grubunda sekiz
ornegin t¢giinde yok-hafif, besinde orta-siddetli
olarak saptandi. Enflamasyon acisindan gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd:
(p=0.009) (Sekil 1).
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Sekil 1. Kontrol grubunda hem epitelde hem de epitel alti dokuda
yogun enflamasyon goriilmekte (H-E x 200).

Odem hipotiroidi grubundaki sicanlarin
besinde orta-siddetli, doérdiinde yok-hafif iken
kontrol grubunda tiimiinde yok-hafif olarak
saptandi. Odem agisindan gruplar arasinda fark-
Iilik istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.029)
(Sekil 2).

Goblet hiicreleri hipotiroidi grubunda 6rnek-
lerin dordiinde normal, begsinde azalmis, kont-
rol grubunda besinde normal, tigiinde azalmis
bulundu. Goblet hiicreleri agisindan gruplar ara-
sinda anlaml farklilik saptanmadi (p=0.637).

TR-o; hipotiroidi grubunda ikisinde yok-hafif,
yedisinde orta-gsiddetli iken kontrol grubunda
tamaminda yok-hafif olarak saptandi. TR-o ag1-
sindan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
anlamliydi (p=0.002), (Sekil 3).

RO AR SR,
Sekil 2. Hipotiroidi grubunda epitel altinda 6dem ve fibromiksoid
materyal birikimi izlenmekte (H-E x 100).
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TR-B; hipotiroidi grubunda doérdiinde yok-
hafif, besinde orta-siddetli iken kontrol grubun-
da tamaminda yok-hafif olarak saptandi. TR-B
acisindan gruplar arasindaki farklilik istatistik-
sel anlamliyd1 (p=0.029).

TARTISMA

Hipotiroidinin klinik bulgularindan biri ses
karakteristiklerinde degisiklikler ortaya ¢ikar-
masidir. Tiroid hormon replasmaninin hipo-
tiroidisi olan hastalarda ses karakteristikleri-
ni olumlu yoénde degistirdigi saptanmistir.!
Hipotiroidideki ses karakteristiklerinde degi-
sikliklere neden olan patofizyolojik mekaniz-
malar tartismalidir ve ortaya konabilen kesin
bulgular yoktur. One siiriilen olasit mekaniz-
malardan bazilari; hipotiroidide vokal kord-
larda miksomat6z materyalin birikimi, kriko-
tiroid kasta 6dem ve vagus sinirinin ambigu-
ous ¢ekirdeginde 6dem gelisimidir.*”! Vokal
kordun lamina propria tabakasinda mukopo-
lisakkarit artisi ile beraber sivi igerigi arta-
rak vokal kord kiitlesi artmaktadir. Reinke
alaninda 6dem ve vokal kas giicii kaybina
bagl seste yorgunluk ve kabalasma olusabil-
mektedir.®”) Ancak bu degisikliklere neden
olabilecek patofizyolojik ¢alismalar kisitlidir.
Literatiirde tiroid hormon reseptérlerinin ses
kisiklig: ile iliskisini arastiran bir ¢alismaya
rastlanmamigtir. Biz bu c¢alismada larenkste
enflamasyon, 6dem ve goblet hiicrelerinin
yani sira patofizyolojide rol oynayabilecegini
distindigiimiiz, tiroid hormon reseptorlerin-
deki degisikligi arastirdik.

5 2 .
—h o N

= =1 Rl N o VAF
Sekil 3. Hipotiroidi grubunda TRol immiin boyamasi ile yogun
boyanma izlenmekte (TRal x100).



Deneysel postnatal hipotiroidinin larenkse etkisi

Tiroid hormonu T3, etkisini hiicre ¢ekirdegin-
de bulunan tiroid hormon reseptérlerine bag-
lanarak gosterir. Bu niikleer reseptorler, tiroid
hormonlarinin fizyolojik aktivitelerinde &nemli
bir mediatordiir."” Tiroid hormon reseptorleri
icin insanda alfa ve beta olmak {iizere iki adet
genin varlig1 saptanmigtir. 1ki insan kadavrasi-
nin larenksinde tiroid hormon resptérleri ile ilgi-
li yapilan bir calismada TR-o ve TR-3 arastirilmaig
ve laminapropria, kartilaj ve glandiiler doku-
larda TR-a'nin yogun oldugu bulunmustur.?
Tiroid beta reseptorii de lamina propriada yogun
bulunmustur.®! Tiroid beta reseptdrii daha ¢ok
beyin, kalp, karaciger, bobrek, hipofiz ve hipo-
talamik dokuda saptanmigtir.'” Hipotiroidisi
olan sicanlarin hipofiz bezlerinde tiroid hor-
mon reseptorlerinin 6tiroid olanlara gore arttigi
saptanmigtir.'! Hipotiroidi olusturulan sigan-
larin beyinlerinde de tiroid hormon reseptor-
lerinde artis saptanmustir.’? Hipotiroidisi olan
sicanlarin epididimlerinde TR-o. ve TR-B resep-
torlerinin arttig1 saptanmistir.'® Biz de ¢alisma-
mizda benzer sekilde hipotiroidi olusturulan
sicanlarin larenkslerinde hem TR-o’da hem de
TR-B’da normal gruba gore artis saptadik. Hem
bizim bulgularimiz hem literatiirdeki ¢aligmalar
hipotiroidinin, tiroid reseptorlerinde bir artisa
neden oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak
reseptorlerdeki bu artisin ses karakteristikle-
rindeki degisikler gibi klinik bulgulara hangi
mekanizmalarin yol a¢tig1 hala agik degildir ve
aragtirilmasi gerekmektedir. Diger bulgularimiz-
la birlikte ele aldigimizda bizim 6ngoriimiiz bu
reseptor artisinin 6dem olusumunda enflamas-
yondan farkli bir mekanizmay1 tetikledigidir.

Calismamizda enflamasyon agisindan hipoti-
roidi grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir
farklilik saptandi. Sonuglarimiza gore hipotiroi-
dik grupta enflamasyon kontrol grubuna kiyas-
la belirgin olarak baskilanmisti. Billon ve ark.
nin™! hipotiroidi ve ateroskleroz iligkisi ile ilgili
deneysel ¢alismasinin sonuglar: bu konuya agik-
lik getirmektedir. Yazarlar bu ¢alismada TR-o'nin
antienflamatuvar etkisini ortaya koymuslardir.*
Calismamizda da hipotiroidi grubundaki tiroid
reseptorlerindeki artisin bu gruptaki enflamasyon
azalmasina neden olabilecegi diistiniildii. Ancak
bu parametreler arasindaki iligki say1 yetersizligi
nedeniyle istatistiksel olarak arastirilamadi.

Hipotiroidik hastalarin 6zellikle reinke
odemi ile iligkili olabilecegi belirtilmigtir.”
Calismamizda 6dem agisindan hipotiroidi gru-
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bunda kontrol grubuna kiyasla belirgin artis
gortildi. Diger bulgular ile birlikte degerlendi-
rildiginde goblet hiicrelerinde farklilik olmama-
s1, ddemin goblet hiicrelerinin salgilarina bagl
gelismedigini dustindiirdi. Yine hipotiroidik
grupta enflamasyonun azalmis olmas: da enfla-
masyon disinda bir mekanizma ile 6demin artti-
g1 diistindiirdii.

Larenkste tiroid hormon reseptérlerinin sap-
tanmasinin klinik agidan énemli sonuglar dogu-
rabilecegini diistinmekteyiz. Ozellikle hastalarin
tedaviden fayda gérme oranlarinin bu reseptor
yaniti ile iligkili olabilecegi g6z 6niinde bulundu-
rulmalidir. Bu klinik fayday1 destekleyen calis-
malardan biri, hipotiroidik sicanlarin ciltlerin-
deki TR-o0 ve TR-B farkliliklarina gore retinoid
tedavisine yanitin degistiginin saptanmasidir.!!
Ayni calismada TR-o ve TR-B farkliliklarina gore
cilt proliferasyon, diferansiyasyon ve enflamas-
yon yanitlarinin degistigi gosterilmistir.l'

Larenkste tiroid hormon reseptérlerinin
bulunmasi, tiroid hormonunun larenks gelisi-
minde, fizyolojisinde ve fonksiyonunda rol alma
olasiligini bize diistindtirdii.

Bu bulgular 1s1¢inda hipotiroidik hastalarin
ses problemlerinde, larenksteki tiroid hormon
reseptdr yanitlarinin da goz oniinde bulunduru-
labilecegi diistintilmektedir.

Sonug olarak, hipotiroidide olusan ses kisikli-
ginin mekanizmasina ve ilerideki tedavilere 1s1k
tutacak sekilde, hipotiroidik sicanlarin larenk-
slerinde artmis 6dem bulgulari ve tiroid hormon
reseptorlerinde artis saptanmuistir.
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