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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TIROID HASTALIKLARINDA TSHR (D727E) VE INTERLOKIN 1
RESEPTOR ANTAGONISTI (ILIRNVNTR) POLIMORFIZMLERININ
BELIRLENMESI

Bahar GURSU

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Duygu YASAR SIRIN

Otoimmiin hastaliklarin igerisinde Hashimoto tiroiditi tiroidit hastaliklar1 arasinda en
stk goriilenidir. Yapilan c¢alismalarda hastaligin olusmasinda genetik faktorlerin 6nemi
gosterilmistir. Calismalarda TSHR ve IL1RN arastirilan genler arasinda yer almaktadir. Bu
genlerde olusan D727E ve IL1IRNVYNTR polimorfizmleri Hashimoto tiroiditi riskine katkida
bulunabilecegi ve hastaliga yatkinlik ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bu
calismaya 55 Hashimoto tiroidit tanis1 konulan bireyler ile 49 saglikli kontrol dahil edilmis
olup DNA izolasyonu standart fenol kloroform yontemi ile gergeklestirilmistir. TSHR geni
D727E polimorfizmi PZR — RFLP, ILLRNYNTR polimorfizmi ise PZR yéntremi kullanilarak
tespit edilmistir. PZR ve kesim {irlinleri agaroz jel elektroforezi uygulanarak polimorfizmler
goriintiilenmistir. Elde edilen sonuglara gore; TSHR geni D727E polimorfizmi hasta ve
kontrol gruplari arasinda istatistiki bir anlamlilik bulunmazken, ILLRNYNTR polimorfizminin
hastalikta risk faktorii olabilecegi bulunmustur. Bulgularimiz ILIRNVNTR polimorfizminin

daha biiyiik hasta gruplarinda ¢alisilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Hashimoto tiroiditi, TSHR, TSHR D727E polimorfizmi, IL1RN,
ILIRNVNTR polimorfizmi, PZR, RFLP.

2017, 66 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

ESTABLISHMENT OF THE POLYMORPHISMS OF TSHR (D727E) AND
INTERLEUKIN 1 RECEPTOR ANTAGONIST (ILIRNVNTR) IN THYROID
DISEASES

Bahar GURSU

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Duygu YASAR SIRIN

Among the autoimmune thyroiditis Hashimoto thyroiditis is the most common one.
Previous studies show that genetic factors are important in developing Hashimoto thyroiditis.
TSHR and IL1RN genes are among those which are currently investigated in studies. D727E
and ILIRNYNTR polymorphisms in these genes are thought to contribute to risk of Hashimoto
thyroiditis, and to be related to predisposition towards this disease. In this study, TSHR gene
D727E polymorphism was revealed through PCR-RFLP method for DNAs isolated from the
blood of both patients and healthy subjects (55 patients, 49 subjects). ILIRNVNTR
polymorphism was visualized through gel electrophoresis for PCR products. According to the
results; while TSHR gene polymorphism does not indicate any difference between patients
and controls, ILLRNVYNTR polymorphism is found to be a risk factor in this disease. However,
a definite judgement is difficult to make due to restricted number of patients and small size of

control group.

Keywords: Hashimoto thyroiditis, TSHR, TSHR polymorphism, IL1IRN, ILIRNVNTR
polymorphism, PCR, RFLP.
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: Interlokin 1reseptdr antagonist protein

: Interldkin 1 gen
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: Ultraviole
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Thl

: Distile su

: Sodyum klortir
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: Tris — borate - EDTA

: Restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi
: Bovin serum albumin
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: T helper (yardimet) hiicre 1
: Adenin

> Timin

: Guanin
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Vi



ICINDEKILER

OZET ..ottt i
A B ST RACT ettt ettt r e Rt e be Rt e R e et e Rt eRe e teen e e Re e teeneenneenns I
TESEKKUR ..ottt ettt ettt ettt ettt et e tanas iii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......cccoovviiiiiicseecseseee iv
ICINDEKILER ........ooooiieeeee ettt ettt eenes vii
SEKIL DIZINT.......cooiiiiieioeeeeeeeeee ettt viii
CIZELGE DIZINI......o.oiioioeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt en e en s X
Lo GIRIS ettt 1
2. KURAMSAL TEMELLER ..ot e 3
2.1. Tiroid Bezi ve FONKSIYONIATT.......c.cooviiiiiiiiiiiciicie e 3
2.2, THPORAIEIET ..ot 5
2.2.1. Tiroiditlerin SiflandirilmMast..........ocviiiiiiiiiiii e 5
2.3. OtoimMMUN TIrOTAILIT .....eiiiieiii e 5
2.4, HaSNIMOTO TIFOTAITE ...ttt 6
2.5. Tiroid Uyarict Hormon Reseptor (TSHR) Polimorfizmi .......coccovvvvivninininic e 11
2.6. Interlokin 1(ILIRN) Gen POIMOI IZIN ......ccvvecvereieciiceeieecieseeee et 12
3. MATERYAL Ve YONTEM ......cooouiiiniiiiiinieniiesieississiese s 16
B MIAEEIYAL ...t e e 16
3.1.1. Kullanilan CINAzZIAr. .........c.oooiiiiiiie e e 16
3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler...........ccoovoiiiiiiiiiiiiiic s 17
3.1.3. Kullanilan ¢ozelti ve tamponlar..........ccccovviiiiiiiiiie i 18
3.1.4. Kullantlan GOZEILIIET ........covuiiiiiiiie ettt ettt 19
3.1.5. Kullanilan primerler .......ooueiiiiiniiiieiiie it 21
3.1.6. Kullanilan bilgisayar programlari..........ccccceeoerieiiiiiiienieeeee s 21
3.1.7. Kullanilan restriksiyon enZimIert ........ccoouiiiieiiiiiieiie e 21
318, HASTA GIUDU ... s 21
I o) 1175 1 o PP PP PP PP PP 23
3.2.1. Kandan DNA 1ZOIASYONU........cuiiiiiiiiiiisieiieee e 23
3.2.2. Polimeraz zincir reaksSiyonu (PZR) .......ccoooiiiiiie i 24
3.2.3. AQAroz Jel eleKtrofOreZI........cuoiiiiieiieie s 26
3.2.4. PZR iirlinlerinin RFLP yontemi ile KeSimi.........cccociiiiiiiiiiiiiii 26
3.2.5. IStatiStiKSEl ANALZIET .......c.ceeeeeeeeeeccceeeeee e e s s s s s s s s s s s s e s s s s s s nans 28
4. ARASTIRMA BULGULARI .......ooiiiiii et 29
4.1, HASEA GIUDU ...ttt bbbt b ettt et 29
4.2. PZR Ve RFLP SONUGIATT ..cvviiiiiiiiieitie ittt sttt 30
4.2.1. TSHR D727E polimMOrfiZmMi ..c.coviiiiiiiiiece e 30
4.2.2. ILIRNYNTR DOIMOITIZMI ..o 31
4.3, Istatistiksel ANAliZ SONUGIATT ......ccvevivivieeeceeeceeteeceetceeecee ettt ee et ettt et st ee et esereresns 32
4.3.1. TSHR D727E POlIMOITIZIMI c.couviiiiiiiiii et 32
4.3.2. ILIRNYNTR DOIIMOIFIZIMI ..ttt 47
5. TARTISMA Ve SONUC ......ooiiiiiiiiie ittt st sse et sre e teesnee s 58
B. KKAYNAKLAR ...ttt b et e bt et e b e nbe e e bt e sbeenbesneees 60
L0 YZ@) O 031 | 15RO 66

vii



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 2.1: Tiroid Bezi (MOUSE 2012) .......ccuiiiiiirieiiiiiisiesieee ettt 3
Sekil 2.2: Tiroid Hiicreleri (WWw.tIPfaKUItESI.ONG) .....oovveiiieieiiiesiiee e 4
Sekil 2.3: Hashimoto tiroiditi’nin olas1 patojenik mekanizmasi (Cotran ve ark. 1999)............. 9
Sekil 2.4: TSHR geni (http://www.genecards.org/cdn/genomic-location/TSHR-gene.png) ...11
Sekil 2.5: Tiroid uyarict hormon reseptorii (TSHR) geninde belirlenen polimorfizmler......... 12

Sekil 2.6: ILIRN geni (http://www.genecards.org/cdn/genomic-location/IL1RN-gene.png) . 13
Sekil 2.7: VNTR polimorfizminin ¢esitli alellerinin IL1RN gendeki pozisyonunun sematik
diyagrami (Jaiswal ve ark. 2012) ....ccooviiiiiiiiiii 14
Sekil 3.1: HSP92 II (Nlalll) restriksiyon enziminin tanima bolgeleri ve kesim noktalari....... 27
Sekil 4.1: TSHR D727E polimorfizmi i¢in PZR iiriinlerinin HSP92 II restriksiyon enzimi ile

kesiminin %2,5’1uk agaroz jel elektroforezi SONUGIAIT .........ccccvvvrveiieiiieieniiiias 30
Sekil 4.2: ILIRNVNTR polimorfizmi i¢in PZR iiriinlerinin %?2’lik agaroz jel elektroforez

103810163 F- 3 S OPPRR 31
Sekil 4.3: TSHR D727E polimorfizmi genotip degerlendirme grafigi ..........ccocccvvvevirieinnnne 33
Sekil 4.4: TSHR D727E polimorfizmi allel degerlendirme grafigi.........cccoevvvriieniiniinnnnnnn 33
Sekil 4.5: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri yas degerlendirme grafigi ................ 34

Sekil 4.6: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri cinsiyet degerlendirme grafigi ......... 35
Sekil 4.7: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri aile oykiisii degerlendirme grafigi ...36
Sekil 4.8: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri sigara kullanimi degerlendirme grafigi

.................................................................................................................................. 36
Sekil 4.9: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri alkol kullanimi degerlendirme grafigi

.................................................................................................................................. 37
Sekil 4.10: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri FT3 degerlendirme grafigi............. 38
Sekil 4.11: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri FT4 degerlendirme grafigi............. 38
Sekil 4.12: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri TSH degerlendirme grafigi ............ 39
Sekil 4.13: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri AntiTG degerlendirme grafigi ....... 40
Sekil 4.14: TSHR D727E polimorfizmi klinik veri AntiTPO degerlendirme grafigi .............. 40

Sekil 4.15: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri yas degerlendirme grafigi.41
Sekil 4.16: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri cinsiyet degerlendirme

EEATIZT oot 42
Sekil 4.17: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri aile dykiisii degerlendirme
EEATIZT et 42
Sekil 4.18: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri sigara kullanimi
degerlendirme grafiSi.......cccociiiiiiiiiiiiii 43
Sekil 4.19: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri alkol kullanim1
degerlendirme grafiSi.......cccocviiiiiiiiiiiiii e 44

Sekil 4.20: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri FT3 degerlendirme grafigi44
Sekil 4.21: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri FT4 degerlendirme grafigi45
Sekil 4.22: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri TSH degerlendirme grafigi

.................................................................................................................................. 46
Sekil 4.23: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri AntiTG degerlendirme

oY 0 TP TUPTOPRTUPTPTRROPN 46
Sekil 4.24: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri AntiTPO degerlendirme

oY 0 TP PP OPRTUPPTRRORN 47
Sekil 4.25: ILIRNYNTR polimorfizmi genotip degerlendirme grafigi ........c.coocvvvvvevercuernennnns 48
Sekil 4.26: ILLRNYNTR polimorfizmi allel degerlendirme grafifi ..........ococovvevevvirevircrnriinnnns 49
Sekil 4.27: ILIRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri yas degerlendirme grafigi .................. 49
Sekil 4.28: ILLRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri cinsiyet degerlendirme grafigi........... 50

viii


file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642375
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378

Sekil 4.29: ILIRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri aile ykiisii degerlendirme grafigi .....51
Sekil 4.30: ILLRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri sigara kullanimi degerlendirme grafigi
.................................................................................................................................. 51
Sekil 4.31: ILLRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri alkol kullanimi degerlendirme grafigi52
Sekil 4.32: ILIRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri yas degerlendirme grafigi.....53
Sekil 4.33: ILLRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri cinsiyet degerlendirme grafigi
.................................................................................................................................. 54
Sekil 4.34: ILLRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri aile dykiisii degerlendirme
EEATTGT oottt ae e 55
Sekil 4.35: ILLRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri sigara kullanimi degerlendirme
EEATTGT 1ottt 56
Sekil 4.36: ILLRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri alkol kullanim1 degerlendirme
EEATTGT oottt 57


file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Bahar-Şekil%20Dizini.docx%23_Toc421642378

CIZELGE DIZINi

Cizelge 3.1: PZR asamasinda kullanilan primerler ve Tm (melting temperature) dereceleri..21
Cizelge 3.2: Olgulara ait veriler ve klinik bulgulari...........cccocoiiiiiiiiiii 22
Cizelge 4.1: TSHR D727E polimorfizmi genotip oranlar1 ve ki-kare testi p degeri................ 32
Cizelge 4.2: TSHR D727E polimorfizmi allel oranlar1 ve ki-kare testi p degeri..................... 33
Cizelge 4.3: TSHR D727E polimorfizminin Hardy-Weinberg esitligine uyumu.................... 34
Cizelge 4.4: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri yas degerlendirmesi ve ki-kare testi
O (S14<) o E PR 34
Cizelge 4.5: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri cinsiyet degerlendirmesi ve ki-kare
17T 8 I 6 (7505 o SO PP 35
Cizelge 4.6: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri aile dykiisii degerlendirmesi ve ki-
&) (SR TS I (ST P SO PPR 35
Cizelge 4.7: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri sigara kullanim1 degerlendirmesi ve
Ki-Kare teSt P AE@EETT vevevirieriieiieieiesie sttt sttt 36
Cizelge 4.8: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri alkol kullanim1 degerlendirmesi ve
Ki-Kare teSth P de@eTTurruueiierrrieeiieriiseeeeties e e s eese s e e rernn e e e s eer e s e s errnneeeeenes 37
Cizelge 4.9: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri FT3 degerlendirmesi ve ki-kare testi
[ (<0< o LU PT P URPUPRTPRPOPRPURN 37
Cizelge 4.10: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri FT4 degerlendirmesi ve Ki-kare
LEe B I Ol (<105 o PP P PR PRSPPI 38
Cizelge 4.11: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri TSH degerlendirmesi ve ki-kare
LEe B I oI (<105 o PP PR PR PP RPPRPR 39
Cizelge 4.12: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri AntiTG degerlendirmesi ve ki-kare
LEe B I oI (<105 o PP PR PR PR 39
Cizelge 4.13: TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri AntiTPO degerlendirmesi ve ki-
KAre teStL P A@GETT . .eeiuvieiiiiiie ettt 40
Cizelge 4.14: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri yas degerlendirmesi ve ki-
Kare teSt P A@ZEIT ..ouvvivviiiiiiiie i 41
Cizelge 4.15: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri cinsiyet degerlendirmesi
VE Ki-Kare testi P AeGEIT . ..veveuiieieiiiiiiieieeieie et 41
Cizelge 4.16: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri aile oykiisii
degerlendirmesi ve ki-kare testi p deZeri.......ccovvvviiiiiiiiiiiiiii e 42
Cizelge 4.17: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri sigara kullanimi
degerlendirmesi ve ki-kare testi p deZeri.......ccoovvveiiiiiiiiiiiiiii s 43
Cizelge 4.18: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri alkol kullanim1
degerlendirmesi ve ki-kare testi p deZert .......coovverieieiiiiciiiercec e 43
Cizelge 4.19: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri FT3 degerlendirmesi ve
Ki-Kare teSth P deGOTT. .. cuveveiiiiiiiiiesii et 44
Cizelge 4.20: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri FT4 degerlendirmesi ve
Ki-Kare teSth P deGOTT. .. cuvereiiiiiiiiiesiieieeee e 45
Cizelge 4.21: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri TSH degerlendirmesi ve
Ki-Kare TESt P dEGOTT...ccuveureieieiiiiiesiceieeeee e 45
Cizelge 4.22: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri AntiTG degerlendirmesi
Ve Ki-Kare testi P ACZEI ....cveveriiriiiiiiiiiiieieiee s 46
Cizelge 4.23: TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri AntiTPO degerlendirmesi
Ve Ki-Kare testi P AeZeT ....eveveiiiiiiiiiiiiiieieiee s 47
Cizelge 4.24: ILLIRNYNTR polimorfizmi genotip oranlar1 ve ki-kare testi p degeri.................. 48



Cizelge 4.25:
Cizelge 4.26:

Cizelge 4.27:
Cizelge 4.28:
Cizelge 4.29:
Cizelge 4.30:
Cizelge 4.31:
Cizelge 4.32:
Cizelge 4.33:
Cizelge 4.34:

Cizelge 4.35:

ILIRNVNTR polimorfizmi allel oranlar1 ve ki-kare testi p degeri..........coovuvnnnen. 48
ILLRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri yas degerlendirme ve ki-Kare testi p

4 [T <4<) o H TSP PP RTROPRPRN 49
ILLRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri yas degerlendirme ve ki-Kare testi p

4 (1453 o E RO UPRRPPRPPRN 50
ILLRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri aile dykiisii degerlendirme ve ki-kare
[0S 8 6 (TSSOSO PPUPRRPPRPPRN 50
ILLRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri sigara kullanimi degerlendirme ve
Ki-Kare teSti P ACZETT...ucuuiieeieiieiiesteeiee st et te e sre e 51
ILLRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri alkol kullanim1 degerlendirme ve ki-
& (SRS A I (S0 RSO TURRPPRRPPI 52
ILLRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri yas degerlendirme ve ki-kare
[0S 8 6 (TSSO USSP PR RPPRRPPR 53
ILLRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri cinsiyet degerlendirme ve
Ki-Kare teSth P ACZETT...ucveieeieiieiie e ettt ettt ra e 54
ILLRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri aile dykiisii degerlendirme
VE Ki-Kare testi P deZeri....covuiveiiiiiiiiiiieiieieie s 55
ILLRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri sigara kullanimi
degerlendirme ve ki-kare testi p deZeri......cocovereiiiiieiiiiiie e 56
ILLRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri alkol kllanim1 degerlendirme
Ve Ki-Kare teSti P deZeri....ccueiviiueiiiiiiiieiieieiesie e 57

Xi



1. GIRIS

Hashimoto tiroiditi (HT) tiroid bezinin lenfositlerce infiltrasyonu sonucu olusan ve
tiroid hormon bozuklugu ile sonuglanan toplumda en sik rastlanilan otoimmiin bir tiroidittir

(ili¢in ve ark. 1996).

Hashimoto tiroiditi hastaliginin olusmasinda genetik ve c¢evresel faktorler 6nemli rol
oynamaktadir (Chistiakov 2005). Ancak genetik faktorler, hastaligin olusumunda daha agir
basmaktadir (Chiovata ve Martino 2001). Hastalarin ailelerinde de genellikle hipotiroidi,
Graves, Hashimoto gibi hastalik Oykiisii bulunmaktadir. Kardesler arasinda hastaligin
tekrarlama siklig1 normalden 20 kat daha fazla olmaktadir. Monozigotik ikizlerde goriilme
olasiligi daha yiiksektir. Toplumda goriilme sikligi % 2’dir. Kadinlarda erkeklerden daha
siklikla goriilmektedir. En sik orta yaslarda ortaya cikar (Tunbridge ve Vanderpump 2000,
Wang ve ark. 2004).

Yas ilerledik¢e hastaligin insidansinin artmasi hastalikta cevresel faktorlerin etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. HT olusumunu tetikleyen gevresel faktorler; iyot alimi (Rose
ve ark. 1997, Rose ve ark. 2002), bakteri ve viriis enfeksiyonlar1 (Mine ve ark. 1997, Tomer
2002), sitokin tedavisi (Kakizaki 1999) ve gebeliktir (Imaizumi ve ark. 2001, Tomer 2002).
Epidemiyolojik ¢alismalar (Boukis ve ark. 1983) ve hayvan g¢alismalarinda (Harach ve ark.
1985, Allen ve ark. 1987) diyet ile alinan iyodun etyolojideki rolii iyi tanimlanmis olup,
tiroidit olusumunu tetikleyen en 6nemli ¢evresel faktor olarak bildirilmistir (Keskindemirci
2010).

HT, T hiicre iligkili otoimmiinitenin tipik bir 6rnegi olarak kabul edilir. Bu hastalikta T
helper (Thl) hiicrelerinin baskin olmasi sonucunda tiroid bezindeki tersiyer lenfoid
folikiillerin ektopik formasyonu ve tiroid folikiillerinin yikimi1 meydana gelmektedir (Orgiazzi
2000, Phenekos ve ark. 2004). Yapilan ¢aligmalarda polimorfizmlerin hastalik riskine katkida
bulunabilecegi ortaya konmustur. Otoimmiinitenin nasil tetiklendigi ve hastaligin
etyolojisinde hangi genetik faktorlerin rolii oldugu tam olarak aciklanabilmis degildir.
Otoimmiinitenin Tiroid uyarict hormon reseptér (TSHR) geni ve interldkin reseptdr
antagonisti 1 (ILLRN) geni ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Pirro ve ark. 1995, De
Roux ve ark. 1996).



TSHR geninde ¢ tip polimorfizm belirlenmistir. Bunlar TSHR’niin ekstraseliiler
domainin 36. pozisyonundaki D36H polimorfizminde aspartik asitin histidine doniisiimii ve
57. pozisyondaki P52T polimorfizminde prolinin treonine doniisiimii ile meydana gelir.
Intraseliiler domainde yer alan D727E polimorfizmi de aspartik asitin glutamik asite
doniistimii ile gergeklesir (Tonacchera ve Pinchera 2000, Tomer and Davies 2003, Ban and
Tomer 2005, Jacobson and Tomer 2007). ILIRN geninde ise VNTR (Degisken sayili bitisik

tekrarlar) polimorfizmi gériilmektedir (Tarlow ve ark. 1993).

TSHR geni D727E polimorfizmi ve ILIRNYN™R polimorfizminin Hashimoto
tiroiditinin ortaya c¢ikmasinda rol oynayan genetik faktorler olabilecegi diisiiniilmektedir.
Daha 6nce bu polimorfizmlerin Hashimoto tiroiditi ile iligkisi arastirilmis ve c¢aligsmalarin

bazilarinda anlamli sonuglar oldugu bildirilmistir (Yin ve ark. 2008).

Yapilan literatiir taramalarinda Hashimoto tiroiditi hastaliginda etken olabilecek
genlerin polimorfizmerini arastiran bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Fakat ¢aligmamiza konu
olan gen bolgelerindeki polimorfizmlerin arastirildigi ¢aligma sayisinin oldukga sinirl oldugu
goriilmistiir. Bu nedenle ¢alismamizda Hashimoto tiroiditi hastalarinda TSHR ve IL1RN gen
bolgelerinde fonksiyonel polimorfizm olup olmadiginin arastirilmasit ve bu polimorfizmin

Tiirk populasyonundaki sikligiin belirlenmesi amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Tiroid Bezi ve Fonksiyonlari

Tiroid bezi insan viicudundaki en biiyiik endokrin organdir. En 6nemli gorevi tiroid

hormonlarinin salgilanmasini saglamaktir (iligin ve ark.1996).

Tiroid bezinin embriyolojik olarak gelisimi 3. haftada baslamaktadir. Fetal tiroid
dokusu; gebeligin 10. haftasinda iyodu konsantre etme 6zelligi kazanir ve tiroksin iiretimine

baslar (Iligin ve ark.1996).

Tiroid bezi boynun alt kisminda trakeanin 6n yiizlinde, larinksin hemen asagisinda,
tiroid 6n grup kaslarinin arkasinda bulunmaktadir ( Sekil 2.1.). Normal bir eriskinde tiroid
bezi agik kahverengi renginde olmaktadir ve agirligi 15- 20 gr arasinda degismektedir. Bez
sag ve sol olmak tizere iki lobtan olusmaktadir ve bunlar istmus denen boliimle birbirine
bitisik halde bulunurlar (Meller ve Becker 2002). Loblar yaklasik olarak 4 cm uzunlugunda, 2
cm genisligindedir. Tiroidin kalinlig1 loblarda 20- 40 mm olup, istmusta 2- 6 mm’dir.

Sekil 2.1. Tiroid Bezi (Mousa 2012)

Tiroid, farkli biyiikliiklerdeki folikiillerden meydana gelmektedir. Tiroid bezinin
fonksiyonel yapisini olusturan her bir folikiil, i¢i kolloid dolu bir bosluk etrafinda tek sira
dizilen kiibik epitel hiicreleri ve bu epitelyumu saran bazal membrandan olusmaktadir (Henry
1997). Folikiil hiicresine tirosit ad1 da verilmektedir. Bir tiroid folikiiliinde temel olarak {ig tip
hiicre bulunmaktadir. Bu hiicreler; folikiiler liimenle ve de bazal membranla iliskide olan

normal folikiil hiicresi ve oksifilik hiicreler (Hiirthle) ve liimenle iliskide olmayan fakat bazal



membranla iligkide olan parafolikiiler hiicrelerdir. Ayn1 zamanda bu hiicreler A, B ve C
hiicreleri olarak da adlandirilir. Tiroid folikiilii ve tiroid hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Sekil 2.2’de gosterilmistir. A hiicresi normal bir folikiil hiicresidir. Tiroid (tirosit)
hormonlarinin yapimi ve salinimidan sorumludur. Tiroid uyarict hormon (TSH) hormonunun
etkisi altindadir. B hiicresi (Askanazy hiicresi, Hiirthle hiicresi, onkosit) ¢ok miktarda
serotonin toplamaktadir. TSH reseptorii igerip tiroglobulin sentezi yapabilmektedir fakat
fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. C hiicresi (parafolikiiler hiicre) ise tirokalsitonin
hormonunun yapimi ve salinimindan sorumludur. TSH’nin kontroliinde degildir (Rhodin

1995, Henry 1997).

Follikiiller

S Follikil Kibik spitel

Parafollikiiler hiicreler

Sekil 2.2. Tiroid Hiicreleri (www.tipfakultesi.org)

Tiroid bezi folikiil hiicreleri iki tane hormon iretir ve dolasima salgilar. Bu
hormonlardan bir tanesi tiroksin (Ts), digeri ise triiyodotironin (T3) dir. Hiicre icerisinde T3
hormonu etkili oldugundan dolayr T4 hormonu hiicreye girmeden once Tz hormonuna
dontismektedir. T4 ve Tz hormonlart; viicudumuzun metabolizmasini diizenler ve ayrica
metabolizmanin hizint kontrol ederler. Tiroid hormonlari normal biiyiime ve santral sinir
sistemi gelisimini saglayarak Kalp hizin1 diizenlerler. Bunun yaninda su atilimini ve enerji
tiketimini, 1s1 Uretimini, vicut agirligini ve lipit metabolizmasini diizenlerler. Tiroid
hormonlar1 karbonhidrat metabolizmasinda glukoz emilimini arttirir, glikolizi uyarir, glukoz
salinimina etki ederler (Isgér 2000, Guyton ve Hall 2001). Yag metabolizmasinda serum
kolestroliinii diisiiriir, lipoprotein yapimini arttirir (Dumont 2005). Protein metabolizmasinda

protein yapim, yikim ve aktivasyonunda rol oynarlar (Dumont 2005). Kalsiyum ve fosfor



metabolizmasinda kalsiyumun bagirsaklarda emilimini azaltarak kalsiyumun atilimim
saglarlar (Gokhan 1989, Noyan 2005). Biiyiime metabolizmasinda ise DNA ve RNA sentezini
arttirma ve biiylime faktorleri sentezini arttirma gibi etkileri vardir (Yilmaz 1999, Guyton ve
Hall 2001).

Tiroid bezinin kontrolii normal fizyolojik kosullar altinda hipotalamus — hipofiz
ekseninde saglanmaktadir. Hipotalamustan salgilanan tirotropin salgilatan hormon (TRH)
hipofiz bezini uyarir ve bir hipofiz hormonu olan tiroid uyarict hormonun (TSH) tiretilmesini
ve salgilanmasini saglar. Kan dolasimindaki tiroid hormonlar1 azalmaya basladiginda
hipofizden TSH salgis1 artar. Eger dolasimda tiroid hormon salgisi artmaya baslarsa

hipofizden TSH salgis1 azalir (Kopp 2001) .
2.2. Tiroiditler

Tiroiditler; inflamasyon, fibrozis veya lenfositik infiltrasyonun baskin oldugu, tiroid
bezinin islevini etkileyen farkli nedenlere bagli olarak meydana gelen hastaliklardir.
Tiroiditlerde, tiroidal inflamasyonun sebep oldugu farkli klinik tablolar ortaya ¢ikmaktadir
(Dayan ve ark. 1996).

2.2.1. Tiroiditlerin Smiflandirilmasi

Tiroiditlerin bir¢gogunda hastaligin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle

smiflandirma;

Akut tiroidit

Subakut tiroidit

Kronik tiroidit

Hashimoto tiroiditi (otoimmiin tiroidit, kronik lenfositik tiroidit)
olarak kabul edilmektedir (Dayan ve ark. 1996).
2.3. Otoimmiin Tiroiditler

Otoimmiinite; bagisiklik sisteminin kendi doku ve organlarina karsi immiin reaksiyon
gostermesidir. Immiin sistem kendisine ait antijene karsi reaksiyon gdstermezken, yabanci

antijeni hemen tanir ve savunmaya gecer. Viicudun, tiim doku ve molekiillerine karsi
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toleransli olmasimni saglayan mekanizmalar vardir. Yeterli toleransin olugmamasi veya
sonradan yok olmasi, viicudun kendi doku veya molekiillerine karst immiin reaksiyon
olusturmasina sebep olmaktadir. Bu reaksiyon sonucunda ilgili doku, organ veya molekiilde
fonksiyonel bozukluk, inflamasyon veya apoptoz gibi olaylarla karsilasiimaktadir
(Bekfilavioglu 2009, Kabalak 2009).

Otoimmiinitenin nedeni tam olarak bilinmese de, temelinde genetik yatkinligin oldugu
bilinmektedir. Otoimmiin hastaligi olan bireylerin birinci derece akrabalarinda da benzer

hastaliklarin normalden daha siklikta goriilmesi genetik faktorlerin roliinii kanitlamaktadir

(Kabalak 2009).
2.4. Hashimoto Tiroiditi

Hashimoto tiroiditi ilk kez 1912 yilinda Japon bilim adami Hakaru Hashimoto
tarafindan tanimlanan tiroid bezinde lenfosit infiltrasyon sonucu olusan ve tiroid hormon
bozuklugu ile ortaya ¢ikan toplumda en sik rastlanilan otoimmiin tiroidittir (ilicin ve
ark.1996). Hakaru Hashimoto’nun opere ettigi 4 hastanin materyallerini degerlendirdigi
raporu 1912 yilinda yayinlanmistir. Bu hastalarda tiroid bezinin plazma hiicreleri ve
lenfositlerce infiltre oldugu, parankimde atrofi, fibrozis ve eozinofilik dejenerasyonun
gelistigi gorilmiistiir. Daha sonraki yillarda benzer hasta gruplarinda antitiroid antikorlarin
gosterilmis olmasi nedeniyle patogenezinde otoimmiinitenin rol oynadig1 sonucuna

ulasilmistir.

Hashimoto tiroiditinde sik bulgu hafif bir guatr ve Anti tiroid peroksidaz (AntiTPO)
yiiksekligidir. Hastalarin %75’inde Otiroid guatr vardir. Tiroid bezi biiyiimesi genellikle
asemptomatik olarak seyreder. Tiroid bezi difiiz olarak biiylimiistiir, orta sertliktedir ve lastik
kivamindadir. Klinige basvuran hastalarin %20’sinde hipotiroidi bulgulari mevcuttur ya da
yillar igerisinde gelisme ihtimali vardir. Hashimoto tiroiditi lenfoma gelisimi igin bir risk
tagimaktadir. Asimetrik bez biiylimesi, agri, ses kisikligi, lenf nodu gelisimi tiroid

lenfomasinin olma olasiligini akla getirmektedir (Zimmerman 1986).

Hashimoto tiroiditi, otoimmiin koékenli oldugu diisliniilen diger tiroid hastaliklari,
Graves hastaligi ve primer tiroid atrofisi ile yakindan iliskilidir (DeGroot 2001). Ayni
hastada Hashimoto tiroiditi yaninda Graves hastaligi da goriilebilmektedir (Tamai ve ark.
1989). Hipotiroidizmden hipertiroidizme gegis olabilecegi iyi bilinmektedir (Takasu ve ark.
1990). Bunun tam tersi de miimkiin olmaktadir (Kraiem ve ark. 1992). Bir y1l hipotiroidi olan
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ertesi yil Graves hipertiroidisi tablosunda olan sonra tekrar hipotiroidiye donen hastalar

bildirilmistir (Tamai ve ark. 1980).

Hashimoto tiroiditinde; normalde yabanci maddeler ile savasma gorevini iistlenmis
bagisiklik sistemimizin irettigi antikorlarin hiicumuna maruz kalmaktadir. Tiroid bezi
icerisinde T4 ve T3 hormonlarinin yapiminda rol oynayan tiroid peroksidaz adli enzim
bulunur. Hasimoto tiroiditinde bagisiklik sistemi bu enzimi tanityamaz ve ona karsi antiTPO
antikorunu iretir. T4 ve T3 hormonlari tiroid bezi igerisinde tiroglobulin molekiiliine bagl
halde depolanir. Normal kisilerin tiroglobulininde bir sorun yoktur. Hashimoto tiroiditinde
hastanin immun sistemi tiroglobuline (TG) kars1 antitiroglobulin (antiTG) antikoru iiretir.
AntiTG ve antiTPO antikoru Hashimoto tiroiditi olan kisilerde tiroid bezine gidip tiroid bezini
tahrip etmeye baglar. Haghimoto tiroiditine yol acan antiTPO ve antiTG tiroidin biiyiik bir

kismini tahrip edebilir. Sonugta tiroid hormon {iretimi azalir ve hipotiroidi gelisir.

Hashimoto tiroiditinde lenfositlerin tiroid antijenlerine karsi duyarlilastigi ve bu
antijenlerle etkilesen otoantikorlarin olustugu goriiliir. HT’de en sik goriilen otoantikorlar
antiTG, antiTPO ve TSHR bloke edici antikordur. Hastaligin basinda antiTG yiiksek olup
antiTPO hafif yiiksek seyreder. Devam eden siiregte antiTG kaybolabilir fakat antiTPO
dolasimda uzun yillar mevcut kalabilmektedir. HT nin patolojisi normal tiroid yapisini
tamamen bozan agir lenfosit infiltrasyonu ile karakterizedir. Folikiiler epitel hiicreleri
biiylimiistiir ve mitokondrilerin doldugu eosinofilik sitoplazmaya sahiptirler. Bezin yikimi
serbest tiroksin (sT4) ve serbest triiyodotironin (sT3) de azalmaya ve TSH’ da artmaya sebep
olmaktadir. Baslangigta TSH’nin yiikselmesi tiroid bezinde biiyiime ya da guatra neden olarak
yeterli hormon TUretimini saglamaktadir. Zamanla guatrli ya da guatrsiz hipotiroidism
gelisebilmektedir. HT ailesel olup diger otoimmiin hastaliklarla da iligkili olabilmektedir.
Kadin : Erkek orani 4:1 olarak goriiliir. Cogu zaman tiroid bezi ¢ok biiyiimeden durumun
farkina varilamayabilir. Daha yasli hastalar kiigiik sert bir tiroid bezi ile kendini gosterebilir

(Barbesino ve Chiovato 2000, Muller ve ark. 2001, Rapoport ve McLachlan 2001).

Serum tiroid hormonu ve TSH degeri, hastaligin siddetine gore degisiklik
gostermektedir. TSH’ daki ylikselme, tiroid yetersizligini gosteren ilk bulgu olabilir. TSH
yiikselmesi ile beraber total ve serbest T4 te diisme gerceklesirse hipotiroidizm gelismis
demektir. Hastalarin %90’ inda antiTPO; yani antimikrozomal ( AMA ) antikorlar bulunur. 24
saatlik RAIU (Radyoaktif iyodin uptake) olgularin %20’sinde diisiik, digerlerinde normal



veya yiiksek olabilir. Yiikselmis uptake tiroidde iyot konsantrasyonunun azaldigini ya da

organifikasyonda bir eksiklik oldugunu gosterir (Oguz ve ark. 2002, Charles ve ark. 2005).

Tiroglobulinin hormon komponenti onu immunojenik hale getirir. Sonu¢ta mevcut
olan antikorun baglanma yetenegi tasimakta oldugu hormon yogunlugu ile iliskilidir. Cogu
immiinglobulin G (IgG) yapisinda olmakla birlikte immiinglobulin M (IgM) ve
immiinglobulin A (IgA) tipinde de antitiroglobulin bulunmaktadir. Saglikli bireylerin
kaninda yiiksek konsantrasyonlarda bulunabilen antitiroglobulin antikorlar1 komplemani fikse
etmezler. Biyolojik aktivitesinin yapilan calismalarda fazla olmadigi belirlenmis olsa da
saglikli bireylerde poliklonal olan bu antikor kronik otoimmiin tiroiditli bireylerde oligoklonal
karakterde bulunmaktadir. Hamile kadinlarin serumlarinda yiiksek konsantrasyonda bulunan
antitiroglobulin antikoru, bu kisilerin hamilelik doneminde normal serum konsantrasyonuna
sahip bireylere gore yiiksek olmasi postpartum tiroidit gegirme ihtimalinin daha yiiksek
oldugunu gostermektedir. Kronik otoimmiin tiroiditli bireylerin %80 — 90’inda serum
otoimmiin antikor konsantrasyonu yiiksektir fakat antiTG antikoru diizeyinin nadiren antiTPO
kadar yiiksek oldugu bildirilmistir (Bravermann ve Utiger 2005).

AntiTPO antikorlar1 da antiTG gibi daha ¢ok IgG vasfindadir. AntiTG antikorundan
farkli olarak serumdaki konsantrasyonu kronik otoimmun tiroiditde hastalik aktivitesi ile
baglantilidir. Bu antikorlar komplemani fikse edebilir ve tiroid hiicrelerine baglanarak in vitro
olarak onlar1 yok edebilmektedirler. Benzer olayin in vivo oldugu kabul edilirse hipotiroidi
gelisiminde rol oynadiklar1 diisiiniilebilir. TSH reseptor antikorunun da otoimmun tiroid
hastaliginda direkt olarak patolojik rolii oldugu diisiiniilmektedir. Tirotropin reseptoriinii
stimule edebilen ya da bloke edebilen biyolojik aktivitesi vardir. Uyaric1 aktivite, TSH
agonisti gibi hareket etmesi sebebiyle Graves hastaliginda tirotoksikoz ve guatrin nedenidir.
Bloke edici aktivite ise kronik otoimmun tiroiditli bazi hastalarda hipotiroidinin

gelismesinden sorumludur (Bravermann ve Utiger 2005).

Biitiin otoimmun hastaliklarda oldugu gibi Hashimoto tiroiditinin olugsmasinda internal
(genetik) ve eksternal (cevresel) faktorlerin zararli bir etkilesimi s6z konusudur (Sekil 2.1.).
Ancak genetik bilesim bu kompleks hastaligin olusmasinda daha agir basmaktadir. Hastalarin
ailesinde genellikle Hashimoto hastaligi, guatr, hipotiroidi ve ya Graves hastalif1 oykiisii
bulunmaktadir. Kardesler arasinda hastaligin tekrarlama riski normale gore 20 kat daha
fazladir. Monozigot ikizlerde % 30 - % 60 birliktelik olur. Cevresel faktorlerden yiiksek iyot

alimi, selenyum eksikligi, sigara, metaller ve kronik hepatit C gibi etkenlerin rolii oldugu
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diistiniilmektedir. Toplumda gorilme sikligi  %2°dir. Olgularin = %95’ini  kadinlar
olusturmaktadir. En sik orta yas grubunda goriiliir, 40-65 yaslarda goriilme siklig1 artmaktadir
(Wang ve Crapo 1997, Tunbridge ve Vanderpump 2000). HT’nin olasi patojenik

mekanizmasi Sekil 2.3’te sematize edilmistir.

| Genetik Yatkinhk l

G <: Cevresel Faktérler

I immiin Toleransin Bozulmas: l iyot
Enfeksiyon
{} Hamilelik

Sitokin Tedavisi

Otoreaktif T helper (Th) Hiicreleri ve
Otoantikor Ureten B Hiicrelerin Salinimi

U

Tiroid Dokusunda immiin
Hiicrelerin Birikimi

0

Tiroidte Th1 Araah Otoimmiin
Cevap Olusumu

0

| Tirositlerin Hasan I

0

| Hashimoto Tiroiditi |

Sekil 2.3. Hashimoto tiroiditi’nin olas1 patojenik mekanizmasi (Cotran ve ark. 1999)

HT, diger otoimmiin hastaliklarla birlikte goriilebilmektedir. Bunlar; Graves hastaligi,
tip 1 diyabet, adrenokortikal yetmezlik, sistemik lupus eritromatdz (SLE), romatoid artrit,

pernisiydz anemi ve Sjogren sendromu 1°dir (Mark ve Robert 1999).

Hashimoto tiroiditinde supressor T hiicrelerindeki genetik defekt sonucunda hiicresel
immunitenin bozulmasi s6z konusudur. Bu defekt sonucunda supressér T lenfositleri,
yardimci T lenfositlerini baskilayamazlar. Aktive olmus yardimer T lenfositleri B lenfositleri
ile etkilesime girer ve interferon-gama (INF-y)’y1 da igeren birgok sitokin salgilarlar. Bu
sitokinler tirositleri uyararak major doku uygunluk kompleksi (MHC-II) yiizey antijenlerinin
olusmasma yardimci olurlar. Ayrica aktive olmus B lenfositleri tiroid antijenleri ile

reaksiyona giren antikorlar meydana getirirler (Volpe 1991).



HT olusumuna sebep olan genetik etkenlere karsi, hiicresel ve hiimoral immiin cevap
birlikte rol oynamaktadir. HT’de tiroid bezi yaygin olarak lenfositik ve plazma hiicreleri ile
infiltre edilmistir. Bu hiicrelerden lenfositlerin %60’m1 T lenfositleri, %30’unu B lenfositleri,
T lenfosit popiilasyonunu ise CD4" ( yardimer ), CD8" ( sitotoksik ) ve CD8* (supresor)
hiicreleri olusturmaktadir (LaFranchi 2004).

Supresor 6zellige sahip CD8" T hiicreleri HT de sayica azalmis durumdadir. Bu
hiicrelerin azalmasi, organizmanin kendi doku antijenlerine karsi olan toleransin da
azalmasina sebep olur. Bu defekt sonucu supresor CD8" T lenfositleri, yardimec1 CD4" T
lenfositlerini suprese edemez hale gelir (Colin ve ark. 2006, Keskindemirci 2010). Aktive
olmus yardimc1 CD4" T lenfositleri B lenfositleri ile etkilesirler ve aktive olan B lenfositleri
birgok tiroid antijenine karsi antikor tretirler, bu da tiroid dokunun tahrip edilmesine neden
olmaktadir (Dayan ve ark. 1996, Birinci 2009).

Genetik faktorlerin rolii Hashimoto tiroiditinin en ¢ok arastirilan yonlerinden birisi
olmasina ragmen cevresel faktorlerde hastaligin olugsmasinda 6nemli etkiye sahiptir. Cevresel
faktorlerden en onemli etkiye sahip olani artmig iyot alimidir. Iyotca zengin olan
tiroglobulinler daha fazla antijenik 6zellik gostermektedir. Bu da tiroid otoantikorlarinda
yiikkselmeye sebep olmaktadir. Genetik olarak hassasiyeti olan kadinlara potasyum iyodiir
verilmesi, serum tiroid otoantikor seviyesinde artmaya ve tiroidde lenfositik infiltrasyona yol
acabilmektedir. HT, iyot alimimin ¢ok oldugu iilkelerde hipotiroidizmin en sik nedenidir.
Gilintimiizde iyot eksikliginin giderilmesi ve fazlalagsmasi ile otoimmiin tiroidite bagl guatr

sikliginin giderek arttigi goriilmektedir (Laurberg ve ark. 1991).

Bir diger c¢evresel faktor de enfeksiyondur. Enfeksiyonlarin otoimmiin tiroid
hastaliklarint uyardigi bilinmektedir. Hastalarda bakteriyel ya da viral enfeksiyon oykiisii
saptanabilir. Belli basli enfeksiyon etkenlerinin Yersinia enterocolitica, Coxsackie B viriisi,
retroviriisler ve Helicobacter pylori oldugu bilinmektedir (Antonelli 2004, Tomer ve Huber
2009).

Hamilelikte sessiz kalan tiroidit hastaligi dogum sonrasinda olusabilmektedir. Bu
nedenle postpartum tiroidit olarak adlandirilmaktadir. Postpartum siirecinin ilk aylarinda HT
goriilebilmektedir. Bu durumun gebelik siiresince immiin sistemin baskilanmasi ile dogumdan
sonraki ilk aylarda T hiicre aktivasyonunun artmasindan ileri geldigi kabul edilmektedir
(Stagnaro ve ark. 1992).
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Hashimoto tiroiditine neden olan genetik etmenlerin arastirildigi bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Genetik ¢alismalarin biiyiik bir ¢ogunlugu hastalikla iligkili olabilecek aday

genlerdeki polimorfizmlerin belirlenmesini amaglamaktadir.

Daha once yapilan calismalarda Hashimoto tiroiditinde PARP-1(Poli [ADP-riboz]
polimeraz 1) gen polimorfizmi ve Hashimoto tiroiditi hastalarinda IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y
diizeyleri ve D vitamini reseptdr gen polimorfizmi aragtirilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda
PARP-1 geninin Hashimoto tiroiditi patogenezinde rol oynayan aday genlerden birisi oldugu
bulunmustur (Karakurt 2012). IL-2, IL-4, IFN-y i¢in Hashimoto tiroiditi olan grupla kontrol
grubu arasinda anlamli farkliliklar oldugu goriilmiis, IL-5 icin istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadigi bulunmustur. D vitamini agisindan Hashimoto tiroiditi olan hastalarda
saglikli kontrollere gore D vitamini diizeyleri agisindan bir farklilik gézlenmemistir. MHC-
HLA (Major doku uygunluk kompleksi — insan 16kosit antijen) kompleksiyle ilgili genlerle
HT’nin iligkisi gosterilmig, fakat bu gen poliformizmlerinin rolleri tam olarak
anlagilamamustir (Giileryiliz 2014). Ayrica hastaligin genetigi ile ilgili CTLA-4 (Sitotoksik T —
lenfosit antijen 4 ), MHC, HLA gibi spesifik genlerde aragtirilmistir (Allahabadia ve Gough
1999). CTLA-4 geni T hiicre yiizeyindeki molekiilii kodlayan immiin bir gendir. Genin T
hiicre cevabi iizerinde negatif etkisi vardir. HT’nde bu gen polimorfizmiyle negatif etki

ortadan kalkmakta ve sitotoksik hiicre yikimi1 meydana gelmektedir (Kotsa ve ark. 1997).

Yapilan bu calismalarda polimorfizmlerin hastaligin genetigi ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Calismamizda hastaligin olusmasinda TSHR gen ve interlokin 1 reseptor

antagonisti (ILLRN) gen polimorfizmlerinin iligkisinin olup olmadig1 arastirilmistir.
2.5. Tiroid Uyaric1 Hormon Reseptor (TSHR) Polimorfizmi

Tiroid uyarict hormon reseptdr (TSHR) protein kodlayan bir gendir. Bu genin etkileri
hipertiroidismin birkag tipine sebep olur. Kromozom 14931 de konumlanan tiroid spesifik bir
gendir (Tomer ve ark. 1997). TSHR proteini tiroid i¢in 6nemli otoantijen olarak kabul edilir

ve otoimmiin tiroid hastaliginin patogenezinde énemli rol oynar (Davies ve ark. 2005).

Chr 14
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Sekil 2.4. TSHR geni (http://www.genecards.org/cdn/genomic-location/TSHR-gene.png)
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Anti TSHR otoantikorlarinin HT tanisindaki énemi bilinmektedir. Bu faktor dikkate
alimarak HT’nde TSHR geni, aday gen analizi yapilarak incelenmis ve TSHR geninde {i¢
yaygin polimorfizm tanimlanmistir (Tonacchera ve Pinchera 2000). Bunlardan ikisi,
TSHR’niin ekstraseliiler domainin 36. pozisyonudaki D36H polimorfizminde aspartik asitin
histidine doniisiimii ve 57. pozisyondaki P52T polimorfizminde prolinin treonine
doniistimiidiir. Ekstraseliiler domain, TSH hormonu ve TSHR otoantikorlarinin baglandig:
bolgedir. Teorik olarak bu bdlgedeki amino asit dizisinin, TSHR’ndeki T hiicre epitoplarini
degistirdigi diisiinlilerek; ozellikle ekstraseliiler domainin arastirildigi ifade edilmektedir.
Intraseliiler domainde yer alan D727E polimorfizminde, aspartik asit glutamik asite
dontismektedir (Tonacchera and Pinchera 2000, Tomer and Davies 2003, Ban and Tomer
2005, Jacobson and Tomer 2007). TSHR geninde belirlenen polimorfizmler Sekil 2.5’te

sematik olarak gosterilmistir.

D727E polimorfizminin fonksiyonel analizi TSH’dan sorumlu yiiksek siklik adenozin
3’5’ monofosfat (CAMP) ile 6nemli derecede iliskili oldugu agiga ¢ikmistir (Gabriel ve ark.
1999). Birgok iliskili ¢alismada Hashimoto tiroiditinin TSHR D727E polimorfizmi ile iliskili
oldugu onaylanmistir (Muhlberg ve ark. 2000, Ban ve ark. 2002).

roe g — {44 p—-—HH——— -

Asp3EHis AspT2TG
PraSaThr

Sekil 2.5. Tiroid uyarici hormon reseptorii (TSHR) geninde belirlenen polimorfizmler
(Robin ve ark. 2006)

Rusya beyaz 1tk populasyonunda, D727E ile HT arasinda anlamli bir iligkinin
saptandigi (Chistiakov ve ark. 2002) ancak bunu izleyen ¢alismalarin bu veriyi
desteklemedigi ifade edilmektedir (Ban ve ark. 2002). Bu sebeple, TSHR geninin HT i¢in bir
mindr duyarlilik geni oldugu belirtilmektedir (Ban and Tomer 2005).

2.6. Interlékin 1 reseptor antagonisti (ILLRNYNTR) Polimorfizmi

Interlokin 1 (IL-1) sitokin ailesinin bir {iyesidir. Immiinolojik reaksiyonlarda ve
inflamasyonun baslamasinda 6nemlidir. En gii¢lii inflamator sitokin olarak adlandirilir. 1L-1

reseptoriine baglandiginda hiicrede sinyallesme baglar. IL1Ra proteini kromozom 2 de
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lokalize olan IL1IRN geni tarafindan kodlanmaktadir. ILIRN geni kromozomal lokalizasyonu

Sekil 2.6’da gosterilmistir.

Chr 2
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Sekil 2.6. ILLRN geni (http://www.genecards.org/cdn/genomic-location/IL1RN-gene.png)

IL1RN’nin intron 2 bolgesindeki polimorfizm (rs2234663) 86 baz ¢iftlik birbiri ardina
cesitli tekrarlara sebep olmaktadir (VNTR) (Tarlow ve ark. 1993) (Sekil 2.7.). VNTR’lar
ardisik olarak tekrarlayan baz dizileridir. Genellikle 10 — 100 baz giftlik uzunluktan olusan
tekrar birimleridir. VNTR lokuslar1 gen iginde sifrelenmeyen yani amino asit dizisi
okunmayip protein olarak kodlanmayan dizilerdir. Bu lokuslarin en 6nemli 6zellikleri tekrar
sayilarinin ve tekrar birimlerindeki niikleotid dizilerinin degisim gostermesidir. Bu nedenle
biiylik oranda alellik varyasyon gosterirler. VNTR lokuslar1 yiliksek polimorfik 6zellikleri
nedeniyle 6nemli genetik belirleyiciler olarak kabul edilirler. Hashimoto tiroiditi agisindan
popiilasyondaki alel frekansina bagli olarak paternal yansimalar yapabilmesi ve yiiksek
oranlarda yeterli polimorfizm elde edilebildigi i¢in 6nemlidir (Hoelzel 1998, Tuli ve ark.
2001).
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Chromosome 2

{ "-\]'R Intron2 \
]
( | _
s'crcaGeaacacTccTaT — R [R[R| R | R | R |— IL_IR)S'(:;izf,}':S -

IL-1RN4 to a 500-bp fragment

crcaceaacacrectarT— R [ R [ R R [ R | P

IL-1RN1 to a 410-bp fragment
(Four copies)

i N . 5-
CTCAGCAACACTCCTAT n“n IL-1RN3 to a 325-bp fragment

(three copies)

CTCAGCAACACTCCTAT i ::’“‘;'02;‘;':':)"““““'

IRN 551
CTCAGCAACACTCCTAT—E— IL-1RNG6 to a 155-bp fragment

(one copy)

CTCAGCAACACTCCTAT—I R | R | R | R I—

| R 86bp repeat sequence (ATCCTGGGGAAAGTGAGGGAAATATGGAAATCA
| CATGGAACAACATCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGGAGTA ACTGGGTAGTGTGC)

Sekil 2.7. VNTR polimorfizminin cesitli alellerinin ILIRN gendeki pozisyonunun sematik
diyagrami (Jaiswal ve ark. 2012)

ILIRN geninde 86 baz ciftlik (bg) tekrarlara bagl olarak alti farkli allel olustugu
belirlenmistir (Tarlow ve ark. 1993). Bunlar; Allel 1 (Al) 410 bg uzunlugunda ve dort tekrar,
Allel 2 (A2) 240 bg¢ uzunlugunda ve iki tekrar, Allel 3 (A3) 325 bg uzunlugunda ve ii¢ tekrar,
Allel 4 (A4) 500 b¢ uzunlugunda ve bes tekrar, Allel 5 (A5) 595 bg¢ uzunlugunda ve alti
tekrardan olusur. En yaygin alleller allel 1 ve allel 2 olarak belirlenmistir (Vamvakopoulos ve
ark. 2002; Steinkasserer ve ark. 1991). En yaygin genotipler ise A1Al ve A1A2’dir. Allel 2’
nin bir¢ok otoimmiin hastaligin patogenezi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Blakemore ve ark.

1995, Fang ve ark. 1999).

Yapilan ¢alismalarda Hashimoto tiroiditi hastaligmin  basinda ILIRNVNTR
polimorfizmi ile antiTPO antikorunun iiretimi arasinda iliski oldugu bulunmustur. Bu ilk
sonuglara gore ILIRNYNTR polimorfizminin Hashimoto tiroiditi yatkinhig: ile iliskili oldugu

diistiniilmektedir (Blakemore ve ark. 1995, Fang ve ark. 1999).

Yapilan literatiir ¢aligmalarinda Hashimoto tiroiditi hastaliginda polimorfizmlerin
arastirilldigr bir ¢ok caligma bulunmaktadir. Fakat TSHR ve IL1RN gen bolgeleriyle ilgili

aragtirmalarin sayist oldukg¢a sinirlidir. Dolayisiyla bu galismanin amacit Hashimoto tiroiditi
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hastalarinda TSHR ve IL1RN gen bdlgelerinde fonksiyonel polimorfizm olup olmadiginin

arastirilmasidir.

Polimorfizmlerin belirlenmesinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon
fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemleri kullanilacaktir. PZR DNA veya RNA
pargasinin in vitro sartlarda kopyalanmasina dayanan {i¢ asamadan olusan bir yontemdir.
RFLP ise DNA’y1 6zgiil bolgelerden kesen restriksiyon enzimleri kullanilarak yapilan kesim
islemidir. ILIRNYNTR polimorfizmi i¢in PZR yontemi uygulanmustir. Cogaltilan bolge daha
sonra agaroz jel elektroforezi yontemi ile goriintiilenmistir. TSHR geni D727E polimorfizmin
belirlenmesinde PZR-RFLP yontemi uygulanmigtir. Calismamizda RFLP HSP92 I
restriksiyon enzimi kullanilarak gergeklestirilmistir. HSP92 |1 restriksiyon enzimi Tip 1l
enzim grubuna girmektedir. Tip Il grubu enzimler ¢ift iplikli DNA’da spesifik niikleotid
dizilerine baglanirlar ve belli bir uzunlukta iki iplik¢ikte kesme yaparlar. HSP92 11 enzimi

““5'CATG 3*" >’ tanima bolgesinden kesim yaparak yapiskan ug olusturur.

3'GTACY'
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan cihazlar

Buzdolab1 +4°C, Profilo, Tiirkiye

Derin Dondurucu -20°C, Vestel, Tiirkiye
Distile su cihazi, GFL, Almanya

Ultrasaf su cihazi, Millipore, ABD
Elektroforez gii¢ kaynagi, Cleaver, Ingiltere
Elektroforez giic kaynagi, Thermo, ingiltere
Hassas terazi, Ohaus, ABD

Is1 dongii cihazi, Techne TC Plus, Ingiltere
Isiticili manyetik karistirici, WiseStir, Kore
Kar buz makinasi, Bluewave BW, Cin
Mikrosantrifiij, Cleaver, Ingiltere
Mikrosantrifiij, Sigma, Almanya

Otoklav, Tek Bal, Tiirkiye

Otomatik pipet seti, Axygen, ABD

pH metre, Hanna H1221, Romanya
Sogutmali mikrosantrifiij, VWR, Almanya
Sogutmali mikrosantrifiij, Hettich, Almanya

Sogutmali santrifiij, Niive, Tiirkiye

16



Vorteks, WiseMix, Kore

Yatay elektroforez tanki, Thermo, ABD

Yatay elektroforez tanki, Cleaver, Ingiltere

UV kaynagi, Vilberlourmat, Fransa

Termal dongii cihazi, AB Proflex, ABD

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Agaroz, Sigma, ABD

Etanol, Sigma, ABD

Fenol, Merck, Almanya

izoamilalkol, Sigma, ABD

Kloroform, Sigma, ABD

Deoksiribontikleik asit trifosfat (ANTP) set, MBI Fermentas, Litvanya
DNA belirte¢ (100 bg’lik), Thermo, Almanya
EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit), Sigma, ABD
Etidyum bromiir, Sigma, ABD

HCL, Sigma, ABD

NaCl, Sigma, ABD

SDS, MP Biomedicals, France

Borik asit, Calbiochem, Germany

BSA, Sigma, ABD

Fikol, Sigma, ABD
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Brom fenol mavisi, Fisher Scientific, ABD

Ksilen siyanol, Sigma, ABD

Turuncu G, Sigma, ABD

Etil alkol, Sigma, ABD

Magnezyum klortir, Sigma, ABD

HSP92 Il restriksiyon enzimi Promega, USA

Tag DNA polimeraz enzim seti, MBI Fermentas, Litvanya
Tris, Sigma, ABD

Yiikleme tamponu, MBI Fermentas, Litvanya

3.1.3. Kullanilan ¢ézelti ve tamponlar

Yiikleme tamponu (Fermantas, Litvanya)

Tris-HCI pH 7,6

% 0,03 bromfenol mavisi

% 0,03 ksilen siyanol FF

% 60 gliserol

60 mM EDTA igeren yiikleme tamponu Fermantas (Litvanya) firmasindan temin edildi.
10X reaksiyon tamponu (Fermantas, Litvanya)

100 mM Tris-HCI (pH 8.8)

500 mM KClI

0,8 % Nonidet P40

2 mM MgCI; igeren Tagq DNA polimeraz enzim seti i¢erisinde hazir olarak alindi.
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TE tamponu

10 mM Tris-HCI (pH 7.4)

1 mM EDTA ( pH 8.0) karistirilarak son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlandi.
25 mM MgCl. (Fermantas, Litvanya)

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan 25 mM MgCl. Tag DNA polimeraz enzim Kiti

icerisinde hazir olarak alindi.
10 mM dNTP (Fermantas, Litvanya)

Her biri 100 mM olan ANTP, dGTP, dCTP ve dTTP soliisyonlarindan 10’ar mikrolitre ve
steril dH20’dan 60 mikrolitre alinarak 500 mikrolitrelik steril ependorf tiip icerisinde son

hacim 100 pl olacak sekilde karistirilarak hazirlandi.
3.1.4. Kullanilan cozeltiler

Soliisyon 1

10 mM Tris-HCI (pH 7.6)

10 mM KCI

10 mM MgCI; karistirilarak son hacim 100 ml olacak sekilde hazirland:.
Soliisyon 2

10 mM Tris-HCI (pH 7.6)

10 mM KCI

10 mM MgCl,

0.5mM NaCl

% 0.5 SDS

2 mM EDTA karistirilarak son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlandi.
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Etidyum bromiir ¢ozeltisi
Etidyum bromiir final konsantrasyon 10 mg/ml olacak sekilde distile su igerisinde hazirlandi.
5X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu
54 g Tris baz
27,5 g Borik asit
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0)
Cozelti 1 litreye dH20 ile tamamlandi.

1X TBE hazirlamak i¢in 5X TBE stogundan 200 ml alind1 ve distile su ile 1000 ml’ye

tamamlandi.

RFLP tamponu

10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
10 mM MgCl;

50 mM NaCl

0,1 mg/ml BSA karistirilarak son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlandi.
Yiikleme boyasi

%10 Fikol® 400

% 0,25 Bromofenol Mavisi
% 0,25 Ksilen siyanol

% 0,4 Turuncu G

10 mM Tris-HCI (pH 7.5)

50 mM EDTA karistirilarak son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlanda.
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3.1.5. Kullanilan primerler

Calismanin PZR asamasinda kullanilan primerler IDT Tecnologies, ABD’den temin

edilmistir.

Cizelge 3.1. PZR asamasinda kullanilan primerler ve Tm (melting temperature) dereceleri.

POLIMORFIZM PRIMER DIiZILERI (5" —3") Tm
(€)
F-
GTCAGCAATTCTGAACAAGCC |
D727E R-TTCTTTGGGGTTAGATGGG
F-CTCAGCAACACTCCTAT
ILIRNYWTR [ R-TCCTGGTCTGCAGGTAA 58

3.1.6. Kullanilan bilgisayar programlari
PASW® Statistics 18 (SPSS 16.0)
3.1.7. Kullanilan restriksiyon enzimleri

Restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmlerinin tayininde kullanilan HSP92 I

restriksiyon enzimi Promega, USA’dan temin edilmistir.
3.1.8. Hasta grubu

Calismaya dahil edilen hasta grubu 55 kisiden olugmaktadir. Kontrol grubu 49 saglikli
bireyden olusmaktadir. Hastalar Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Pendik Egitim ve
Arastirma Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar:
Bilim Dali kliniginde Hashimoto tiroiditi teshisi konmus kisiler arasindan secilmistir.

Olgulara ait veriler ve klinik bulgular: Cizelge 3.2’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.2. Olgulara ait veriler ve klinik bulgular1

_ Aile Anti | Anti

No Yas | Cinsiyet | Oykiisii Sigara | Alkol FT3 FT4 | TSH TG TPO
1 42 K + - - - - - - -

2 36 K - - - 358 | 0,71 | 2,86 176 | >1077
3 28 K + - - - - - - -

4 57 K - + - 2,9 0,99 | 3,04 |>2533 | >1077
5 71 E - + + 3,2 0,89 | 3,15 1 193
6 36 K + - - 3,5 1,29 | 0,08 1,9 310
7 55 K - - - 402 | 091 | 1,73 1,4 |>1077
8 37 K - + - 3,3 0,85 | 2,07 7,2 222
9 66 E - - - 3,69 | 0,76 | 5,17 278 107
10 33 K + - - 3,5 1,04 | 1,41 205 12,4
11 46 K + - - 3,55 0,6 3,01 329 850
12 35 K + - - 291 ] 094 | 2,19 1,2 31
13 33 K - + + 327 | 0,75 | 1,31 2 >1077
14 42 K + - - 343 | 092 | 2,75 163 262
15 19 K + - - 294 | 087 | 1,67 | <0,9 341
16 31 K + + - 3,01 0,9 2,36 | 8,69 272
17 26 K + - - 2,9 0,51 52 380 |>1077
18 21 E + - + 3,7 0,67 | 2,52 | 189 92
19 52 E - + - 3,02 | 0,78 | 0,39 98 155
20 52 K + - - - - - - >1024
21 43 K - - - - - - - -
22 47 K - + - - - - - -
23 32 K - - - 3,6 0,81 | 885 | 8,14 784
24 44 K - - - 2,77 0,6 5,38 10 64
25 32 K - + - - - - - -
26 40 K - - - - - - - -
27 45 E - + - 3,75 1,11 1,27 1,39 358
28 59 K + + - 2,79 | 0,95 | 5,82 9,9 119
29 44 K - - - 332 ] 086 | 152 | 20,53 | 324
30 38 K - - - 335 |1 0,89 | 3,75 | <09 180
31 48 K - + - 5,36 | 16,65 57 | >4000 | >600
32 27 K - - - 1,5 0,66 | 2,72 | 18,6 270
33 21 K + - - 2,94 1 9,25 1,9 1013
34 24 K - - - 4,37 0,79 4,11 103 327
35 41 K - - + 448 | 1,05 | 1,23 523 971
36 45 K + - - 365 ]| 091 | 1,63 258 442
37 28 K + - - 251 | 0,77 | 3,19 88 1,86
38 41 K - + - 3,46 | 058 | 3,38 |1728 | 5,160
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39 21 K

40 38 K

41 37 E

42 32 K 0,7 5,02

43 36 K +

44 30 K + - - 1,28 | 2,86 2,44 3,5 97
45 59 K 3.2 0,76 8,6 - 236
46 42 K +

47 48 E + 2,68 | 0,56 | 15,55 14 994
48 67 E 2,5 1,17 1,56 1 405
49 35 K +

50 18 K +

51 35 K + + 2,33 - 44
52 39 K + 5,45 | 0,77 1,38 3,1 13
53 55 K 4 0,9 0,19 47 1077
54 21 K 5,6 0,9 116
59 42 K

3.2. Yontem
3.2.1. Kandan DNA izolasyonu

Calismada kullanilan kan &rnekleri Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Pendik Egitim
ve Arastirma Hastanesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dali Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklart Bilim Dali kliniginden alindi. Kan 6rnekleri alinarak EDTA’ tiip ig¢inde + 4 °C’

de caligmaya girinceye kadar saklandi.

Calismaya katilan bireylerden 1/100 hacimde 0,5 mmol/L sodyum EDTA igeren
tiplere 5 ml kan alindi. Daha sonra tiiplin hacmi Soliisyon 1 kullanilarak 10 ml’ye
tamamlandi. Buna ilaveten 120 pl nonidet P40 hiicrelerin lizis’i i¢in ortama eklendi. Tiip
birkag defa tersyiiz gevirilerek iyi bir sekilde karistirildi. Niikleer peleti ¢oktiirmek igin 2000
rpm’de 10 dakika ¢evirildi. Pelet oynatilmaksizin siipernatant dokiildii. Pelet 800 pl soliisyon
2 ile hafif bir bi¢cimde siispanse edildi. 1,5 mI’lik Eppendorf tiipiine aktarildi. 400 pl fenol
ilave edilerek 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Ust faz temiz bir Eppendorf tiipiine
aktarildi ve tizerine 400 pl fenol: kloroform: izoamilalkol (1:1:1) solusyonu karistirildi. 12000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Ust faz temiz bir eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine 700 pl

kloroform / izoamilalkol (1:1) eklenerek tersyiiz edilip karistirildi.
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Tekrar 12000 rpm’de santrifiij edildikten sonra {ist faz temiz bir eppendorf tiipiine
aktarildr. Iki hacim % 100 etanol ilave edilerek tiip tersyiiz edildi. ( Bu asamada DNA goriiniir
hale gelmektedir ). Elde edilen DNA Pasteur pipetinin kapatilmis bir ylizeyi ile 1 ml % 70
etanol igeren bir Eppendorf tiipiine transfer edildi. Calkalanarak iyice yikanmasi saglandi.
Tiipler 15000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek DNA’nin ¢okmesi saglandi. Etanol ortamdan
uzaklastirildi. Ornekler 37 °C’lik etiivde birkag dakika bekletilerek kurutuldu. Ardindan DNA
TE tamponda ¢oziildi (John ve ark. 1988).

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu ilk olarak Kary Mullis ve ark. (Mullis ve ark. 1986)
tarafindan uygulanan ve hedef DNA veya RNA pargasinin 20-30 nt’lik oligoniikleotit
primerler kullanilarak in vitro sartlarda kopyalanmasina dayanan bir yontemdir. Bu yontem ti¢

asamadan olusur:
1. Cift iplikli DNA’nin denatiirasyonu,
2. Primerlerin DNA iizerinde kendilerine 6zgii bolgelerine baglanmast,
3. Yeni DNA zincirlerinin sentezi.

Polimeraz zincir reaksiyonunun ilk asamasinda cift iplikli DNA yiiksek sicakliklarda
(95-100°C) denatiire edilir. Denatiirasyon asamasindan sonra reaksiyon ortami kullanilan
primerlere 6zgli baglanma sicakligina diisiirtiliir ve oligontikleotit primerler komplementer
bolgelere baglanir. Son asamada Taq DNA polimeraz uygun tampon, uygun sicaklik ve dort
cesit ANTP varliginda primerleri 5' — 3' yoniinde uzatmaya baslar. Her dongii sonucunda ilgili

DNA bolgesi iki katina ¢ikar (Schochetman ve ark. 1988).

PZR yéntemi ile TSHR D727E ve ILIRNVNTR polimorfizmlerini igeren ilgili gen

bolgesinin amplifikasyonu gergeklestirildi. Bunun i¢in PZR reaksiyon karigimlar1 hazirlandi.
TSHR gen polimorfizmi igin;
50 pl'lik bir reaksiyon karigimi

e 0,1-1 pg kalip DNA
e 10XPZR tamponu

e 10 pmol ileri ve geri primerlerini
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200 uM dNTP karigimi
1,5 mM MgCl;

1 {inite Taq polimeraz enzimi

dH20 igermektedir.

IL1RN gen polimorfizmi i¢in;
25 ul'lik bir reaksiyon karisimi

e 0,1-1 pg kalip DNA

e 10XPZR tamponu

e 10 pmol ileri ve geri primerlerini

e 200 uM dNTP karisimi

e 1,5mM MgCl;

e | iinite Taq polimeraz enzimi

e dH20 igermektedir.

Bu islem 0,2 ml'lik eppendorf tiiplerinde ve buz iizerinde gergeklestirildi. Ornekler 1s1

dongii cihazina yerlestirilerek, asagida belirtilen program uygulandi.
TSHR D727E gen polimorfizmi i¢in;

95 °C’de 5 dakika on denatiirasyon

95 °C’de 30 saniye................ ( denatiirasyon )
60 °C’de 30 saniye................ (‘eslesme ) 35 dongi
72 °C’de 30 saniye................ (sentez )

72 °C’de 10 dakika final uzamasi olarak uygulandi.

25



ILLRNYNTR gen polimorfizmi igin;

96 °C’de 1 dakika 6n denatiirasyon

94 °C’de 1 dakida................ ( denatiirasyon )
58 °C’de 1 dakika................ (eslesme ) 35 dongii
72°C’de 1 dakida................ ( sentez )

72 °C’de 5 dakika final uzamasi olarak uygulandi.
3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi ile DNA tayininde ¢6ziinmiis haldeki DNA pargalari; elektrik
akiminda jelde olusan porlar sayesinde biiyiiklikleri, yiikleri ve bi¢imlerine gore farkli
hizlarda hareket etmektedirler. Bu sayede c¢esitli boyutlardaki DNA molekiilleri
tanimlanabilmektedir. Jel olusturmada kullanilan agarozun konsantrasyonu degistirilerek jelde
olusacak olan porlarin ¢aplar1 ayarlanabilmektedir. Bu nedenle kiigiik DNA fragmanlari igin
yiiksek agaroz konsantrasyonu, biiylik DNA fragmanlari i¢in diisiik agaroz konsantrasyonu ile
agaroz jeller hazirlanarak DNA parcalarinin ayrilmasi saglanmaktadir. Ayrica agaroz jel
hazirlanirken DNA’nin goriiniir hale gelmesi i¢in etidyum bromiir (EtBr) kullanilmaktadir.
Agaroz jeldeki EtBr, DNA’ya baglanarak 300-360 nm dalga boylu UV 151k altinda fluoresan
etki gosterir ve bu sayede DNA agaroz jelde goriiniir hale gelmektedir (Sambrook ve Russell
1989).

Bu calismada PZR ile amplifiye edilen iiriinlerin dogrulugunu tespit etmek igin jel
elektroforezi uygulandi. Bu amagla 50 ml 1x TBE igerisinde 1 g agaroz isiticili manyetik
karistiricida ¢ozilindiiriildii. Konsantrasyonu 10mg/ml olan EtBr’den 2,5 ul ilave edilerek jel
diizenegine uygun taraklar takilarak dokiildii. Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarildi
ve diizenek icerisinde 1x TBE bulunan tanka yerlestirildi. Kuyucuklara 6rnekler ve belirteg
DNA yiikleme boyast ile karistirilarak yiiklendi. Yiiklenen DNA 6rnekleri 30 dakika 130 volt
sabit voltajda yiiriitiildii ve olusan DNA bantlar1 UV 1s1k altinda incelenerek fotografi ¢ekildi.

3.2.4. PZR iiriinlerinin RFLP yontemi ile kesimi

Restriksiyon enzimleri DNA’y1 6zgiil bolgelerden kesen, dogal olarak bakterilerde

bulunan ve yabanct DNA’ya kars1 savunma gorevi goren enzimlerdir. Bugiin bilinen 100°den
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fazla kesim yiizeyine sahip 4000 askin restriksiyon enzimi bulunmaktadir. Herbiri izole
edildikleri tiire gore adlandirilmakta ve aymi tiirden izole edilen restriksiyon enzimlerinin
birbirinden ayirt edilebilmesi i¢in numaralandirilmaktadir. Tanima yiizeyleri genellikle 4 - 6
baz ¢ifti uzunlugunda ve kesim sonucu kiit veya yapiskan u¢ olusmaktadir. Geleneksel olarak;
N herhangi bir niikleotid i¢in, R purinler i¢in, Y primidin i¢in, A, T, C, G 0zgiil bazlar i¢in
kullanilarak 5' — 3' olarak yazilmaktadir (Cooper 1997, Connor ve Smith 1997).

TSHR geni D727E polimorfizminin belirlenebilmesi i¢in PZR sonrasinda HSP92 11
enzimi ile kesim gergeklestirildi. Kesim termal dongii cihazinda dort saat siire ile inkiibe

edildi. HSP92 II enzimini tanima bolgeleri Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

Her bir kesim i¢in reaksiyon tiipiine;

10X Tampon

Asetile BSA (bovin serum albumin)

Restriksiyon enzimi

dH20 eklenmistir.

Kesim iiriinleri % 2,5’luk agaroz jel elektroforezinde gorintiilendi.

Mlalll

5 ... CCACGAGATGAGGCAGGGTCTCCACAACATGGAAGATGTCTATGAACTGATTGAAAACTC ... 3
Fadl 1 F2a0 I Fz2a0 | k270 I Fza0 I k230 | k300
... GETGCTCTACTCCGTCCCAGAGGTGTTGTACCTTCTACAGATACTTGACTAACTTTTGAG ... 57

Mlalll

Sekil 3.1. HSP92 II (Nlalll) restriksiyon enziminin tanima bdlgeleri ve kesim noktalari
(Roberts ve Macelis 1991)
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3.2.5. istatistiksel analizler

Tez c¢alisma kapsamindaki hasta ve kontrol gruplarinin PZR ve RFLP sonuglarindaki
farkliliklarin anlamli olup olmadigi Ki-kare testi ile degerlendirildi ve ‘‘p’’ degerinin
0,05’den kiigiik oldugu durumlar anlamli olarak kabul edildi. Ayrica TSHR gen polimorfizmi
i¢in toplam populasyonun (hasta ve kontrol grubu) Hardy-Weinberg esitligi ile uyumlulugu
kontrol edildi ve ‘‘p’’ degerinin 0,05’den kii¢iik oldugu durumlarin Hardy-Weinberg esitligi
ile uyumlu olmadig1 kabul edildi (Rodriguez ve ark. 2009). Istatistik hesaplar1 i¢in SPSS 16.0
bilgisayar programi kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Hasta Grubu

Calismaya Hashimoto tiroiditi tanis1 konulmus 55 hasta dahil edilmistir. Hastalarin
47’si kadin 8’1 erkektir. Hastalarin 23 tanesinde aile 6ykiisii bulunmaktadir. 13 tane hastada
sigara kullanimi mevcutken alkol kullanimi1 4 hastada mevcuttur. Hastalarin yas ortalamasi 72
+ 18 arasinda oldugu belirlenmistir. Bu hastalardan 39’u 45 yas alti, 13’1 45-60 yas arast, 3
tanesi 60 yas isti olarak belirlendi. TSHR D727E polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol
grubundaki bireylerin FT3, FT4, TSH, AntiTG ve AntiTPO degerleri dikkate alinarak tek tek
degerlendirildi. 14 tane hastanin FT3, FT4, TSH, AntiTG ve AntiTPO degerleri mevcut
degildir. ILIRNYNTR polimorfizmi igin hasta ve kontrol grubunda yas, cinsiyet, aile dykiisii,

sigara ve alkol degerleri incelendi.

Kontrol grubuna 49 kisi dahil edilmistir. Kontrol grubunun 24’tinii kadinlar, 25’ini
erkekler olusturmaktadir. 12 kiside aile oykiisii (Graves, HT, hipotiroiditi) bulunmaktadir.
Sigara kullanan 21 kisi, alkol kullanan 21 kisi mevcuttur. Bireylerin yas ortalamasi 83 + 18

arasinda oldugu belirlenmistir.
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4.2. PZR ve RFLP Sonuclari

4.2.1. TSHR D727E polimorfizmi

Arastirma kapsaminda hasta ve kontrol gruplarinin kan dokusundan izole edilen
DNA’larin TSHR D727E polimorfizmi ile ilgili bolgeleri PZR ile ¢ogaltildi ve kesimi yapildi.
Beklenen bantlar %2,5’1uk agaroz jel elektroforezinde gosterildi.

Sekil 4.1.’de 13 olguya ait PZR-RFLP ve agaroz jel elektroforezi sonucu 6rnek olarak
verilmistir. Tiim hasta ve kontrol bireylerinde genotip belirlenmis, sonuglar Cizelge 4.1.’de

Ozetlenmistir.

Sekil 4.1. TSHR D727E polimorfizmi i¢in PZR iiriinlerinin HSP92 I restriksiyon enzimi ile

kesiminin %2,5’1uk agaroz jel elektroforezi sonuglari

Kesim sonucunda CC genotipleri i¢in 255, 51 ve 21, GG genotipi i¢in 276 ve 51, CG
genotipi i¢in 276, 255, 51 ve 21 bg’lik bantlar olustu.
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4.2.2. ILIRNVNTR polimorfizm

Arastirma kapsaminda hasta ve kontrol gruplarinin kan dokusundan izole edilen
DNA’larin ILIRNYNTR polimorfizmi ile ilgili bolgeleri PZR ile cogaltildi ve %2’lik agaroz jel
elektroforezinde gosterildi (Sekil 4.2).

500 bp
400 bp -

300 bp -
200 bp -

Sekil 4.2. ILIRNYNTR polimorfizmi i¢in PZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel elektroforezi

sonuglari

Cogaltilan ilgili gen bolgelerinin jel sonucunda beklenildigi gibi 595 bg, 500 bg, 410
be, 325 bg ve 240 bg’lik bantlar olustu.
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4.3. Istatistiksel Analiz Sonuclar:

Calisilan polimorfizmler igin Hashimoto hastasi1 55 kisi ile saglikli 49 bireyden olusan
kontrol grubu arasinda, tez kapsamindaki polimorfizmlerin genotipleri ve alleleri agisindan
anlamlilik analizleri ki-kare testi ile yapildi. TSHR D727E polimorfizmi igin toplam
popiilasyonun Hardy-Weinberg esitligine uyumlulugu kontrol edildi.

4.3.1. TSHR D727E polimorfizmi

TSHR D727E polimorfizmi kapsaminda 55 bireyden olusan hasta grubunda 45 CC
(wild typen), 9 CG (heterozigot genotip), 1 GG (homozigot genotip); 49 bireyden olusan
kontrol grubunda ise bu oranlar sirasiyla 44 CC ve 5 CG olarak belirlendi (Cizelge 4.1). Ki-
kare testi sonucuna gore hasta grubu ile kontrol grubu arasinda genotip (Cizelge 4.1) ve allel
(Cizelge 4.2) agisindan istatistiksel olarak bir anlamlilik tespit edilemedi. Toplam
popiilasyonun Hardy-Weinberg esitligi ile uyumlu olmadig: tespit edildi. Klinik veriler ile
TSHR D727E polimorfizmi genotipleri kiyaslandiginda higbir klinik veri ile genotipler

arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik tespit edilemedi.

Cizelge 4.1. TSHR D727E polimorfizmi genotip oranlari ve ki-kare testi p degeri

D727E Genotipleri Toplam p
cC CG GG
Hasta Say1 45 9 1 55
Kontrol Sayi 44 5 - 49 0,232
Toplam Say1 89 14 1 104
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50

Hasta

Sekil 4.3. TSHR D727E polimorfizmi genotip degerlendirme grafigi

Hasta_kontrol

Kontrol

D727E

Hce
Hcc
Oeo

Cizelge 4.2. TSHR D727E polimorfizmi allel oranlari ve ki-kare testi p degeri

D727E Allelleri Toplam p
C G
Hasta Say1 99 10 109
Kontrol Say1 93 5 98 0,069
Toplam Say1 192 15 207
1004 D727E
2

807

Hasta

Sekil 4.4. TSHR D727E polimorfizmi allel degerlendirme grafigi

Hastakontrol

Kontrol
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Cizelge 4.3. TSHR D727E polimorfizminin Hardy-Weinberg esitligine uyumu

Genotip Beklenen Gozlenen Ki-kare p
CcC 88,62 89
CG 14,77 14 5,99 0,595
GG 0,62 1

Cizelge 4.4. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri yas degerlendirmesi ve ki-kare testi

p degeri
YAS
45> 45-60 60< Toplam p
D727E  HOMOZIGOT 1 0 0 1
HETEROZIGOT 7 1 1 9 0,207
WILD TYPE 31 12 2 45
Toplam 39 13 3 55

40

30+

HOMOZIGOT

Sekil 4.5. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri yas degerlendirme grafigi

HETEROZIGOT
D727E

WILD TYPE

YAS

M 45
I 45-50
Ceo<
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Cizelge 4.5. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri cinsiyet degerlendirmesi ve Ki-kare
testi p degeri

CINSIYET
K E Toplam p

D727E HOMOZIGOT 1 0 1

HETEROZIGOT 6 3 9 0,207

WILD TYPE 40 5 45
Toplam 47 8 55
a0 CINSIYET

|1

He

30

0=
HOMOZIGOT HETERQZIGOT WILD TYPE

DT727E
Sekil 4.6. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri cinsiyet degerlendirme grafigi

Cizelge 4.6. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri aile 6ykdisii degerlendirmesi ve Ki-

kare testi p degeri

AILE OYKUSU
+ - Toplam p
D727E HOMOZIGOT 1 0 1
HETEROZIGOT 2 7 9 0,230
WILD TYPE 20 25 45
Toplam 23 32 55
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AILE_GYKUSD
|-+
m-

207

HOMOZIGOT HETEROZIGOT WILD TYPE
D727E

Sekil 4.7. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri aile dykiisii degerlendirme grafigi

Cizelge 4.7. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri sigara kullanimi degerlendirmesi ve

Ki-kare testi p degeri

SIGARA
+ - Toplam p

D727E  HOMOZiGOT 0 1 1

HETEROZiGOT 3 6 9 0,661

WILD TYPE 10 35 45
Toplam 13 42 55
a0 SIGARA

g

20

HOMOZIGOT HETEROZIGOT WiILD TPE
D727E

Sekil 4.8. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri sigara kullanim1 degerlendirme grafigi
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Cizelge 4.8. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri alkol kullanimi degerlendirmesi ve

ki-kare testi p degeri

ALKOL
+ - Toplam p
D727E  HOMOZIGOT 0 1 1
HETEROZIGOT 1 8 9 0,861
WILD TYPE 3 42 45
Toplam 4 51 55

50

40

20

HOMOZIGOT

HETEROQZIGOT

WILD TYPE

ALKOL
[ k3

D727E
Sekil 4.9. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri alkol kullanim1 degerlendirme grafigi

Cizelge 4.9. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri FT3 degerlendirmesi ve Ki-kare testi

p degeri
FT3
23-42 2,3> 4,2< Toplam p
D727E HOMOZIGOT 1 0 0 1
HETEROZIGOT 5 2 1 8 0,094
WILD TYPE 25 0 3 28
Toplam 31 2 4 37
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FT3

Wz3-42
H 2 3=
04 .2<

2071

TI

T
WILD TYPE

HETEROZIGOT
D727E

HOMOZIGOT

Sekil 4.10. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri FT3 degerlendirme grafigi

Cizelge 4.10. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri FT4 degerlendirmesi ve ki-kare
testi p degeri

FT4
08-18 0,8> 1,8< Toplam p
D727E  HOMOZIGOT 1 0 0 1
HETEROZIGOT 3 4 1 8 0,682
WILD TYPE 15 13 1 29
Toplam 19 17 2 38
151 FT4
Wos-15
Eos=
11 5=

WiILD TYPE

HETEROZIGOT
D727E

HoMOZIGOT

Sekil 4.11. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri FT4 degerlendirme grafigi
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Cizelge 4.11. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri TSH degerlendirmesi ve ki-kare

testi p degeri

TSH
0,3-3,04 0,3> 3,04< Toplam p
D727E HOMOZIGOT 1 0 0 1
HETEROZIGOT 5 0 3 8 0,820
WILD TYPE 16 2 13 31
Toplam 22 2 16 40
20 TSH
Wo3-304

M 03
C3,04=

HOMOZIGOT

HETEROZIGOT

WiILD TYPE

DT27E
Sekil 4.12. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri TSH degerlendirme grafigi

Cizelge 4.12. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri AntiTG degerlendirmesi ve Ki-

kare testi p degeri

AntiTG
116> 116< Toplam P
D727E  HOMOZIGOT 0 1 1
HETEROZIGOT 7 1 8 0,160
WILD TYPE 18 10 28
Toplam 25 12 37
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ANTITG

W16
M116<

207

HOMOZIGOT HETEROZIGOT WiILD TYPE
D72TE

Sekil 4.13. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri AntiTG degerlendirme grafigi

Cizelge 4.13. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri AntiTPO degerlendirmesi ve Ki-
kare testi p degeri

AntiTPO
9> 9< Toplam p
D727E  HOMOZIGOT 0 1 1
HETEROZIGOT 0 8 8 0,625
WILD TYPE 3 28 31
Toplam 3 37 40
a0 ANTITPO
[
Ho<
20
10=
o HOMOZIGOT HETEROZIGOT WiILD TYPE

DT72TE

Sekil 4.14. TSHR D727E polimorfizmi hasta klinik veri AntiTPO degerlendirme grafigi
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Cizelge 4.14. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri yas degerlendirmesi ve Ki-

kare testi p degeri

YAS
45> 45-60 60<2 Toplam P
D727E  WILD TYPE 34 7 3 44
HETEROZIGOT 3 2 0 5 0,380
TOPLAM 37 9 3 49

40

30+

YAS

il 45>
Il 45-60
[Cle0<2

wild type heterozigot
D727E

Sekil 4.15. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri yas grafigi

degerlendirme

Cizelge 4.15. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri cinsiyet

degerlendirmesi ve ki-kare testi p degeri

CINSIYET
K E Toplam P
D727E  WILD TYPE 21 23 44
HETEROZIGOT 3 2 5 0,480
Toplam 24 25 49
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CINSIYET

Hx
We

wild type heteroziget
D727E

Sekil 4.16. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri cinsiyet degerlendirme
grafigi

Cizelge 4.16. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri aile Oykiisii

degerlendirmesi ve ki-kare testi p degeri

AILE OYKUSU
F - Toplam p
D727E  WILD TYPE 11 33 44
HETEROZIGOT 1 4 5 0,644
Toplam 12 37 49
a0 AILE_YKOSO
[ B
|-
wild type heterozigot

D727TE

Sekil 4.17. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri aile dykiisii degerlendirme
grafigi
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Cizelge 4.17. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri sigara kullanimi

degerlendirmesi ve Ki-kare testi p degeri

SIGARA
+ - Toplam p
D727E  WILD TYPE 17 27 44
HETEROZIGOT 4 1 5 0,99
Toplam 21 28 49

SIGARA

B
=-

207

o=
wild type heterozigot

D727E

Sekil 4.18. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri sigara kullanimi

degerlendirme grafigi

Cizelge 4.18. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri alkol kullanimi

degerlendirmesi ve Ki-kare testi p degeri

ALKOL
+ - Toplam P
D727E  WILD TYPE 19 25 44
HETEROZIGOT 2 3 5 0,638
Toplam 21 28 49
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ALKOL

wild type heterozigot
D727E

Sekil 4.19. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri alkol kullanimi

degerlendirme grafigi

Cizelge 4.19. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu Klinik veri FT3

degerlendirmesi ve Ki-kare testi p degeri

FT3
2,3-4,2 Toplam p
D727E  WILD TYPE 44 44
HETEROZIGOT 5 5
Toplam 49 49

wild It\ma haar::zigm
D727E

Sekil 4.20. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri FT3 degerlendirme grafigi
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Cizelge 4.20. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri FT4 degerlendirmesi ve
Ki-kare testi p degeri

FT4
0,8-1,8 Toplam P
D727E  WILD TYPE 44 44
HETEROZIGOT 5 5
Toplam 49 49

[ 1]

M\ultype heter Io:igot
D727E

Sekil 4.21. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri FT4 degerlendirme grafigi

Cizelge 4.21. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri TSH degerlendirmesi ve

Ki-kare testi p degeri

TSH
0,3-3,04 3,04 Toplam P
D727E  WILD TYPE 43 1 44
HETEROZIGOT 5 0 5 0,898
Toplam 48 1 49
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TSH

Wo3-304
SEN

40

30+

209

o=
wild type heterozigot

D727E

Sekil 4.22. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri TSH degerlendirme grafigi
Cizelge 4.22. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri AntiTG degerlendirmesi

ve Ki-kare testi p degeri

ANTITG
116> Toplam P
D727E  WILD TYPE 44 44
HETEROZIGOT 5 5
Toplam 49 49

50

407

30

20

[ 1]

widtype heterozigol
D727E

Sekil 4.23. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri AntiTG degerlendirme

grafigi
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Cizelge 4.23. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri AntiTPO degerlendirmesi

ve Ki-kare testi p degeri

ANTITPO
9> o< Toplam p
D727E  WILD TYPE 40 4 44
HETEROZIGOT 5 0 5 0,641
Toplam 45 4 49

ANTITPO

[CEB
Hao=

40

30

20

wild type heterozigot
D727E

Sekil 4.24. TSHR D727E polimorfizmi kontrol grubu klinik veri AntiTPO degerlendirme
grafigi

4.3.2. ILIRNVNTR polimorfizm

ILLRNYNTR polimorfizmi kapsaminda 55 bireyden olusan hasta grubunda 32 A1A1, 15
AlA2, 4 A1A3, 2 Al1A4 genotipi; 49 bireyden olusan kontrol grubunda ise bu oranlar
sirastyla 7 A1AL, 3 A2A2, 20 A4A4, 2 A4A5, 1 A3A4, 6 A1A2,1 A1A3, 1 A2A4 ve 1 A1A4
genotipi olarak belirlendi (Cizelge 4.4). 2 hastada ve 7 kontrol grubu bireyde sonuglar
degerlendirilemedi. Ki-kare testi sonucuna gore hasta grubu ile kontrol grubu arasinda genotip

(Cizelge 4.4) ve allel (Cizelge 4.5) agisindan istatistiksel olarak anlamlilik tespit edildi.
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Cizelge 4.24. ILLRNYNTR polimorfizmi genotip oranlar1 ve Ki-Kare testi p degeri

IL1IRN Genotipleri Toplam p
AlAl | A1A2 A1A3 | A1A4 | A2A4  A3A4  A4A5 | AdA4  A2A2
Hasta | Say1 | 32 15 4 2 0 0 0 0 0 53
Kontrol | Say1 | 7 6 1 1 1 1 2 20 3 42 0,000*
Toplam | Say1 | 39 21 5 3 1 1 2 20 3 95
*: [statistiksel olarak énemli p degeri.
a0 ILTRM
Wat1az
Ea1az
[WESEN
W aias
T B Aaas
30 O a4as
B
" Hasta_kontrol o
Sekil 4.25. ILIRNYNTR polimorfizmi genotip degerlendirme grafigi
Cizelge 4.25. ILLRNYNTR polimorfizmi allel oranlar1 ve Ki-kare testi p degeri
IL1IRN Allelleri Toplam p
Al A2 A3 A4 A5
Hasta Say1 85 15 4 2 0 106
%
Kontrol Say1 22 13 2 45 2 84 0,000*
%
Toplam Say1 107 28 6 47 2 190
%

*: Istatistiksel olarak 6nemli p degeri.
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ILTRN

WAt
Eaz
Oaz
[ Y
Oas

1001

a0

407

HASTA KONTROL
HASTAKONTROL

Sekil 4.26. ILIRNVNTR polimorfizmi allel degerlendirme grafigi

Cizelge 4.26. ILIRNVNTR polimorfizmi hasta klinik veri yas degerlendirmesi ve ki-Kare testi p

degeri
YAS
45> 45-60 60< Toplam P
ILIRN Al1A1 24 7 1 32
AlA2 10 3 2 15
A1A3 2 2 0 4 0,698
AlA4 2 0 0 2
BOS 1 1 0 2
Toplam 39 13 3 55
251 YAS
W 45
Il 45-60
O 60=
20
15
10
-
o
ATA1 A1AZ A1A3 AlAd BOS

IL1IRN
Sekil 4.27. ILIRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri yas degerlendirme grafigi
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Cizelge 4.27. ILIRNVNTR polimorfizmi hasta klinik veri cinsiyet degerlendirmesi ve ki-kare
g

testi p degeri

CINSIYET
K E Toplam p
ILIRN  Al1A1 31 1 32
A1A2 10 5 15
A1A3 3 1 4 0,035*
A1A4 2 0 2
BOS 1 1 2
Toplam 47 8 55

*: Istatistiksel olarak 6nemli p degeri.

40

304

20

107

AlA1

A1A2

A1A3
IL1RN

ATA4

BOg

CINSIYET

W
[=]3

Sekil 4.28. ILIRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri cinsiyet degerlendirme grafigi

izelge 4.28. ILIRNVNTR polimorfizmi hasta klinik veri aile &ykiisii degerlendirmesi ve ki-
g p

kare testi p deger

AILE_OYKUSU
i - Toplam p

ILIRN  A1A1 13 19 32

A1A2 4 11 15

A1A3 3 1 4 0,193

A1A4 2 0 2

BOS 1 1 2
Toplam 23 32 55
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204 AILE_OYKUSU

|+
|-

154

Am A1A2 A1A3 A1A4 BOS
IL1RN

Sekil 4.29. ILIRNVNTR polimorfizmi hasta klinik veri aile dykiisii degerlendirme grafigi

Cizelge 4.29. ILLIRNVNTR polimorfizmi hasta klinik veri sigara kullanimi degerlendirmesi ve

Ki-kare testi p degeri

SIGARA
+ - Toplam P
ILIRN  Al1A1 7 25 32
A1A2 5 10 15
A1A3 0 4 4 0,483
A1A4 0 2 2
BOS 1 1 2
Toplam 13 42 55
2 SIGARA
g
o
" A181 a1A2 A1A3 A1ad BOS

IL1RN

Sekil 4.30. ILLRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri sigara kullanim1 degerlendirme grafigi
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Cizelge 4.30. ILIRNVNTR polimorfizmi hasta klinik veri alkol kullanimi1 degerlendirmesi ve
g

Ki-kare testi p deger

ALKOL
+ - Toplam p

ILIRN AlA1l 2 30 32

AlA2 2 13 15

Al1lA3 0 4 4 0,828

AlA4 0 2 2

BOS 0 2 2
Toplam 4 51 55

304 ALKOL

20

0- l mm

A1 a1A2 A3 And BOS
IL1RN

Sekil 4.31. ILIRNYNTR polimorfizmi hasta klinik veri alkol kullanimi degerlendirme grafigi
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Cizelge 4.31. ILLIRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri yas degerlendirmesi ve ki-
kare testi p degeri

YAS
45>0 45-60 60< | Toplam p

ILARN A1A1 6 1 0 7

A4A4 15 5 0 20

A1A2 4 1 1 6

A1A3 1 0 0 1

AlA4 1 0 0 1 0,760

A2A2 3 0 0 3

A2A4 1 0 0 1

A3A4 1 0 0 1

A4A5 2 0 0 2

BOS 3 2 2 7
Toplam 37 9 3 49

— YAS

W45
E 4560
Cle0<

A1AT A4A4 A1AZ ATA3 ATA4 A2A2 A2A4 A3A4 A4AS BOS
IL1RN

Sekil 4.32. ILIRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri yas degerlendirme grafigi
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Cizelge 4.32. ILIRNVNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri cinsiyet degerlendirmesi ve
g P

ki-kare testi p degeri

CINSIYET
K E Toplam P
ILIRN  Al1A1 4 3 7
A4A4 10 10 20
A1A2 3 3 6
A1A3 0 1 1
Al1A4 1 0 1 0,868
A2A2 2 1 3
A2A4 0 1 1
A3A4 0 1 1
A4A5 1 1 2
BOS 3 4 7
Toplam 24 25 49

CINSIYET

[
(=]

A1AT A4A4 A1A2 ATA3 A1A4 AZAZ AZA4 A3A4 AMAS BOS
IL1RN

ekil 4.33 . ILIRNVNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri cinsiyet degerlendirme grafigi
P
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Cizelge 4.33. ILLRNVNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri aile dykiisii degerlendirmesi
g p

ve Ki-kare testi p degeri

AILE_OYKUSU
+ - Toplam p

ILIRN  AlAl 1 6 7

AdA4 8 12 20

AlA2 0 6 6

Al1lA3 0 1 1

AlA4 0 1 1 0,536

A2A2 0 3 3

A2A4 0 1 1

A3A4 0 1 1

A4AS5 1 1 2

BOS 2 5 7
Toplam 12 37 49
12 AH_E_zYKUSU

5

A1A1 A2A4 ATAZ A1A3 A1A4 AZA2 A2A4 A3A4 AJAS BOS
IL1RN

Sekil 4.34. ILIRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri aile dykiisii degerlendirme

grafigi
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Cizelge 4.34. ILIRNVNTR polimorfizmi kontrol grubu Klinik veri sigara kullanimi

degerlendirmesi ve ki-kare testi p degeri

SIGARA
+ - Toplam p

ILIRN  Al1A1 3 4 7

A4A4 7 13 20

A1A2 2 4 6

A1A3 0 1 1

A1A4 0 1 1 0,399

A2A2 2 1 3

A2A4 1 0 1

A3A4 1 0 1

A4A5 0 2 2

BOS 5 2 7
Toplam 21 28 49

SIGARA
a

12,57

10,0

AAT A4A4 A1AZ A1A3 A1A4 AZA2 A2A4 A3A4 A4AS BOS
IL1RN

Sekil 4.35. ILIRNVNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri sigara kullanimi degerlendirme

grafigi
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Cizelge 4.35.

ILIR

NVNTR

polimorfizmi  kontrol

degerlendirmesi ve ki-kare testi p degeri

grubu klinik veri

ALKOL
i - Toplam p
ILIRN  Al1A1 2 5 7
A4A4 10 10 20
A1A2 4 2 6
A1A3 0 1 1
AlA4 0 1 1 0,461
A2A2 1 2 3
A2A4 1 0 1
A3A4 1 0 1
A4A5 0 2 2
BOS 2 5 7
Toplam 21 28 49
104 ALKOL
g

IL1RN

ATAT A4AA ATAZ ATA3 ATA4 AZAZ AZAA A3SA4 AAAS BOS

alkol

kullanimi

Sekil 4.36. ILIRNYNTR polimorfizmi kontrol grubu klinik veri alkol kullanimi degerlendirme

grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Hashimoto tiroiditi otoimmiin bir hastaliktir. Hashimoto hastaligina yatkinlik gevresel

ve genetik faktorlerin kombinasyonu ile belirlenir.

Son senelerde, yapilan ¢alismalarda Hashimoto tiroiditinde bir¢ok polimorfizmin
etkisi arastirilmis fakat TSHR ve ILIRNVNTR gen polimorfizmi ile yapilan ¢alismalara
rastlanilmamigtir. Sadece Ines Zaaber ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir c¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alisamada Hashimito hastaliginda TSHR VE [ILIRN gen
polimorfizmlerindeki risk ve prognozu incelenmistir. 202 hasta ve 249 saglikli kontrol grubu
ile yapilan calisma sonucunda TSHR gen polimorfizminin Hashimoto tiroiditi i¢in bir
anlamlilik ifade etmedigi sonucuna ulagmislardir. Biz 55 hasta ve 49 saglikli kontrol grubu ile
yapmis oldugumuz c¢alismada Ines Zaaber ve arkadaslarina benzer bir sekilde TSHR gen
polimorfizminin Hashimoto tiroiditi olusumunda bir etkisi olmadigim belirledik (Zaaber ve

ark. 2013).

Ayni makalede Ines Zaaber ve arkadaslari ILIRN gen polimorfizminin Hashimoto i¢in
risk faktorii olabilecegini, hastaligin olusmasinda etkili olabilecegini gostermislerdir.
Yaptigimiz ¢alismalar sonucunda IL1RN gen polimorfizmi i¢in anlamli sonug elde ettik.
ILIRN gen polimorfizminin hastalikta rolii oldugunu tespit ettik. Makalede ILIRN
allellerinden en sik olanlar1 A1 ve A2, genotip olarak en yaygin olanlari A1Al ve A1A2
olarak belirlenmistir. Bizim bulgularimiza gore ise en sik goriilen allel A1 ve A4, genotip

olarak A1A1 ve A4A4 olarak belirlenmistir (Zaaber ve ark. 2013).

Ines Zaaber ve arkadaslart klinik parametreler olarak sadece yas ve cinsiyeti goz
Oniine alarak degerlendirme yapmistir. Hem TSHR hem de ILIRN polmorfizmi igin
Hashimoto tiroiditi agisindan anlamlilik bulamamislardir. Klinik parametreler olarak bizim
calismamizda TSHR gen i¢in yas, cinsiyet, sigara, alkol, aile oykiisii, FT3, FT4, TSH,
AntiTG, AntiTPO degerleri incelenmitrir. TSHR gen polimorfizmi i¢in anlamli sonuca
ulasilamamistir. ILIRN gen i¢in yas, cinsiyet, alkol, sigara, aile 0ykiisii incelenmistir. Ines
Zaaber ve arkadaslarmin aksine IL1RN gen polimorfizmi i¢in hasta grubunda cinsiyet

parametresi anlamli sonug vermistir (Zaaber ve ark. 2013).

Yin ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir calismada da Graves hastaliginda TSHR

reseptor gen etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda TSHR geninin Graves hastaligi ile
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iligkili olabilecegini, Hashimoto hastalig1 ile bir iliskisi olmadigini gdstermislerdir (Yin ve
ark. 2008)

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore;

e TSHR gen polimorfizminin Hashimoto tiroiditi hastaliginin olugsmasinda bir etkisi
olmadig1 gosterilmistir.

e ILIRNVNTR polimorfizminin Hashimoto tiroiditi hastalimin olusmasinda etkili
oldugu gosterilmistir.

e ILIRNYNTR polimorfizmi i¢in hasta grubunda klinik parametrelerden cinsiyet igin

anlamli sonug elde edilmistir.

ILIRN genindeki VNTR polimorfizmlerinin daha biiyiik hasta gruplarn ile ¢alisilmasi, HT
patolojisine olan etkisinin kesinlestirilmesine olanak saglayacaktir. Ayrica Tirk
populasyonunda sikligin belirlenmesi, daha ileri ¢alismalarin, klinik takipte kullanilabilecek

yeni parametreler gelistirilmesinin Oniinii agacaktir.
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