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OZET

Karakurt, F. (2012). Hashimoto Tiroiditi Hastalarinda Adiponektin Diizeyleri
Uzerine PARP-1 Gen Polimorfizmlerinin Etkisinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Tiroid bezinin kronik inflamatuar otoimmiin hastalifi olan Hashimoto tiroiditi,
tiroiditlerin en sik goriilenidir. Avrupa popiilasyonundaki ikiz ¢alismalarindan; hastaligin tek
yumurta ikizlerinde,ikiz olmayanlara gore %55 konkordans orani gostermesi hastalikta
genetigin onemini gostermektedir. Poli(AD-riboz)polimeraz aday genlerden birisidir fakat
mekanizma aydinlatilabilmis degildir. Diger taraftan,leptin ve adiponektinin otoimmiin
hastaliklarin  patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. Son senelerde PARP-1’in
adiponektin diizeylerini diisiiriip inflamasyonu etkiledigine dair bulgular vardir.Bu bélge
icindeki bazi polimorfizmlerin PARP-1 konsantrasyonun yani sira aktivitesini de etkiledigi
ileri stirilmistiir. Bu polimorfizmler ile baz1 otoimmiin/inflamatuar hastaliklar arasindaki
iligki aragtirilmis ve bu polimorfizmlerin hastalik riskine katkida bulunabilecegi ortaya

konmustur.

Calisma kapsaminda hasta ve saglikli bireylerin kanlarindan (141 hasta,150 kontrol)
DNA izolasyonu yapilarak PARP-1 geni C410T ve G1672A polimorfizmleri PZR-RFLP
yontemi ile genotiplendirilmistir. Ger¢ek zamanli PZR ile mRNA diizeyleri ol¢iilmiistiir.

Serum Orneklerinden ELISA y6ntemi ile leptin ve adiponektin seviyeleri tespit edilmistir.

Elde edilen sonuclara gore; C410T polimorfizmi hasta ve kontrol gruplari arasinda
anlamlilik gostermezken, G1672A polimorfizmi G/G genotipinin hasta grubunda yiiksek
oldugu ve G allelinin hastalikta risk faktorii oldugu bulunmustur. Adiponektin seviyesi
hasta ve kontrollerde farklilik gostermezken, leptin seviyesi hasta grubunda kontrollere gore
daha yiiksek bulunmustur. Bu da leptinin inflamasyonla pozitif korelasyon gosterdigini
kanitlamaktadir. PARP-1 geni C410T ve G1672A polimorfizmlerinin mRNA diizeylerini

etkilemedigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hashimoto tiroiditi, PARP-1, Polimorfizm, Leptin, Adiponektin

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No:7061
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ABSTRACT

Karakurt, F. (2012). PARP-1 Gene Polymorphisms Effects on Adiponectin
Levels in Hashimoto Thyroiditis Patients. Istanbul University, Institute of Health

Science, Medical Biology Department.

Hashimoto thyroiditis is an autoimmune disease of the thyroid gland, which is the
most common. Europen population’s twin studies shows that monozygot twins shows
%?55concordance rate than the twins without monozygot, it demostrates the importance of
the genetics in disease. Poly (ADP-ribose) polymerase gene is the one of the candidate gene
but the mechanism is not elucidated yet. On the other hand, leptin and adiponectin has been
shown to play a role in pathogenesis of many autoimmune disease.In recent years there’s an
evidence that PARP-1 decrease adiponectin levels and influences the inflammation.It has
been suggested that some polymorphisms which are in the promoter region affects
concentration and also the enzymatic activity.The relationship between these
polymorphisms (C410T, C1362T, G1672A) and some autoimmune/inflammatory diseases

investigated and these polymorphisms may be contribute the diesease’s risk.

We isolate the blood of patients and healthy people’s DNA (141 patients and 150
control).PARP-1 gene promoter region polymorphisms C410T and G1672A were
genotyped from DNA by PCR-RFLP methods. mMRNA levels were measured by Realtime
PCR. Samples of serum leptin and adiponectin levels were determined by ELISA.

Acording to the result; C410T polymorphism is not seem any difference between
patients and controls.G1672A polymorphism G/A genotype is lower in control grup andG
allele is the risk in disease. Adiponectin level is not seem any difference in patients and
controls,leptin is higher in patients than controls.This means that there is a correlation
between leptin and inflammation. PARP-1 gene’s C410T and G1672a polymorphism doesnt
effect of MRNA levels.

Key Words: Hashimoto thyroiditis, Polymorphism, Inflammation, Leptin, Adiponectin

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No:7061



1. GIRIS VE AMAC

Hashimoto tiroiditi (HT), en sik goriilen tiroidit tipidir. HT, kronik olarak
seyreden inflamatuar bir otoimmiin hastaliktir. Bir¢ok otoimmiin hastalikla benzer
bicimde HT’ nin multifaktdriyel bir hastalik oldugu bilinmektedir. Avrupa
popiilasyonunda yapilan ¢alismalarda tek yumurta ikizlerinde hastalik goriilme oraninin,
hasta olmayanlara gore %55 daha fazla goriildiigi bildirilmistir. Otoimmiin tiroiditler,
genetik ve cevresel faktorlere bagli olarak gelisir. Ailesel tiroid Oykiisii olan bireylerde
HT goriilme sikligi, normal popiilasyona oranla daha fazladir. Bununla birlikte, bazi
alerjik hastaliklar, kromozomal anomaliler veya otoimmiin hastaliklarin HT

prevelansini arttirdigi bildirilmistir.

Otoimmiin hastaliklar, organizmanin kendi hiicre ve dokularina kars1 uzun siireli
immiin cevap ve inflamasyon olusmasindan kaynaklanmaktadir. inflamasyon, hiicreler
ve vaskiiler dokularin hasara kargi yanitin1 igeren kompleks bir reaksiyondur. Son
senelerde, yapilan ¢alismalarda immiin cevap ile adipoz doku arasinda bir iliski oldugu
gosterilmistir. Adipoz dokunun sadece pasif enerji deposu olmadigi, aktif bir endokrin
organ olarak fonksiyon gordiigli anlagilmis olup, adipokinler olarak adlandirilan ¢ok
cesitli biyoaktif maddeleri iirettigi bilinmektedir. Ozellikle leptin ve adiponektinin ¢ok
sayida otoimmiin hastaligin (Romatoid Artrit, Sistemik Lupus Eritromatdz, Tip 1
Diyabet gibi) patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir. Leptin, akut enfeksiyonlarda
inflamatuar immiin sistem hiicrelerini aktive ederek konagi zararli etkilerden korur.
Adiponektin, antiinflamatuar bir molekiildiir. Adiponektin baskilayici etkisini TNF-a,

IL-6 ve bazi adezyon molekiillerinin ekspresyonu iizerinden gerceklestirir.

Otoimmiin hastaliklardan biri olan HT patogenezinde genetik ve cevresel
faktorlerin rol oynadigi bilinmesine ragmen, hastalikligin etyolojisinde hangi genetik
faktorlerin rolii oldugu tam olarak agiklanabilmis degildir. PARP-1, aday genlerden
birisidir. PARP-1 enziminin interlokin genlerini transkripsiyonel diizeyde diizenlemek
suretiyle otoimmiinitede inflamatuar siirecte rol oynadigi bilinmektedir ancak

mekanizmasi tam olarak aydinlatilabilmis degildir.



Son senelerde, PARP-1’ in adiponektin seviyelerini disiiriip, leptin seviyelerini
arttirarak inflamasyonu etkiledigine dair bulgular vardir. Diger taraftan PARP-1 geni

susturulmus sigcanlarin, inflamasyona kars1 korundugu gosterilmistir.

PARP-1 konsantrasyonunun genin promotdr bolgesiyle dogrudan iliskili oldugu
bilinmektedir. Promotdr bolge igindeki bazi polimorfizmlerin PARP-1 konsantrasyonu
ile birlikte aktivitesini de etkiledigi ileri siiriilmiistiir. Bu polimorfizmler (C410T,
C1362T ve G1672A) ile baz1 otoimmiin/inflamatuar hastaliklar arasindaki iliskiler
arastirilmis ve bu polimorfizmlerin hastalik riskine katkida bulunabilecegi ortaya

konmustur.

Ancak literatiirde ilgili polimorfizmlerin HT ile iligkisini kuran bir ¢caligmaya
rastlanamamistir. Bu ¢alismada PARP-1 geninin promotor bolgesindeki C410T,
G1672A tek gen polimorfizmlerin hastalik i¢in bir risk faktérii olup olmadiginin
gosterilmesi ve sozii edilen bu polimorfizmlerin, hastalarin serum leptin ve adiponektin
seviyeleri ile iligkisinin aragtirtlmasinin yani sira bu polimorfizmlerin genin mRNA
diizeylerine etkisinini olup olmadiginin arastirilmasi hedeflenmistir. Elde edecegimiz
sonuclar ile HT’ nin etyolojisini anlamak ve s6zii edilen polimorfizmlerin hastalik ile
iliskisini ortaya koymak ag¢isindan literatiire katkida bulunmay1 amaglamaktayiz. PARP-
1 geni polimorfizmleri, leptin ve adiponektin seviyeleri ile HT arasindaki iliskiyi

arastirmig herhangi bir ¢alisma olmadigindan ¢alismamiz 6nciil nitelik tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tiroiditler

Tiroiditler, inflamasyon, fibrozis veya lenfositik infiltrasyonun baskin oldugu,
tiroid bezinin farkli etyolojik nedenlerine bagli olarak ortaya c¢ikan inflamatuar
hastaliklardir. Tiroiditler, tiroidal inflamasyonun neden oldugu farkli klinik tablolarin

ortaya ¢ikmasina neden olurlar (1).

2.1.1. Tiroiditlerin Smiflandirilmasi
Tiroiditlerin ¢ogunda hastaligin nedeni tam olarak bilinmediginden uluslararasi
smiflandirma yapilamamistir (2). Ancak, genelde kabul goéren siniflandirma sekli;

hastaligin klinik seyrine gore akut, subakut ve kronik olarak siniflandirilmasidir (1).
- Akut tiroidit
- Subakut tiroidit
- Kronik tiroidit

- Hashimoto tiroiditi ( Kronik lenfositik tiroidit, Otoimmiin tiroidit )

2.2. Otoimmiin Tiroiditler

Otoimmiinite; bagisiklik sisteminin kendi doku ve organlarina karsi immiin
reaksiyon gdstermesidir. Immiin sistemin en 6nemli 6zelliklerinden biri, kendine ait
olan1 yabancidan ayirabilmesidir. Immiin sistem kendisine ait antijene karsi reaksiyon
gostermezken, yabanci antijeni hemen tanir ve savunmaya gecer. Viicudun, tiim doku
ve molekiillerine karsi toleransli olmasi saglayan mekanizmalar vardir. Yeterli
toleransin olusmamasi1 veya sonradan yok olmasi, viicudun kendi doku veya
molekiillerine karst immiin reaksiyon olusturmasina neden olmaktadir. Bu reaksiyon
sonucunda ilgili doku, organ veya molekiilde fonksiyonel bozukluk, inflamatuar siirecin

aktivasyonu veya hiicre apoptozu gibi olaylarla karsilasiimaktadir (3,4).

Otoimmiinitenin nedeni tam olarak bilinmese de, temelinde genetik yatkinlig
barindirmaktadir. Otoimmiin hastalig1 olan bireylerin 1. derece akrabalarinda da benzer
hastaliklarin toplumun genel ortalamasindan daha yiiksek oranda goriilmesi genetik

faktorlerin roliinii kanitlamaktadir (4).



2.3. Hashimoto Tiroiditi

Hashimoto tiroiditi, ilk kez 1912 yilinda Dr. Hakaru Hashimoto tarafindan tiroid
bezinde biiyiime olan dort kadin hastada tanimlanip, “Struma Lymphamotosa” olarak
adlandirilmigtir. Bu hastalarda tiroid bezinin plazma hiicreleri ve lenfositlerce infiltre
oldugu, parankimde fibrozis, atrofi ve eozinofilik dejenerasyonun gelistigi goriilmustiir
(5,7). Yillar sonra benzer hasta gruplarinda antitiroid antikorlarin gésterilmis olmasiyla
patogenezde otoimmiinitenin rol oynadigi sonucuna varilmistir (2). Diffiiz
lenfoplazmositik infiltrasyon, farkli derecelerde tiroid fonksiyon bozukluklari,
dolagimda tiroid antijenlerine karsi olusan antikorlarin varlhig: ile karakterize olan bu
hastalik “kronik otoimmiin tiroidit” olarak da adlandirilmaktadir. Tiroid bezine karsi

olusan anormal hiicresel ve hiimoral immiin yanit, hastaligin gelisimine neden olur (6).

2.4. Epidemiyoloji

HT prevalansi, hastaligin tanisi i¢in kullanilan kriterlerin farkli olmasina,
calismanin yapildig1 bolgenin ¢evresel kosullarina, cinsiyete ve yas faktorlerine bagl
olarak degisiklik gostermektedir. Son yillarda hastaligin goriilme siklig1 giderek
artmaktadir. Bunun nedenleri arasinda; giiniimiizde tanida daha gilivenilir testlerinin

kullanilmasi ve diyetle alinan iyot miktarinin artmasi yer almaktadir (8).

HT, iyot alimimim ¢ok oldugu iilkelerde hipotiroidizmin en sik nedenidir (9,10)
Gilintimiizde iyot eksikliginin giderilmesi ile otoimmiin tiroidite bagli guatr sikliginin
giderek arttig1 goriilmektedir (10). Ulkemizde de iyot eksikliginin giderilmesi amaciyla

yapilan iyot proflaksisiyle otoimmiin tiroiditlerin prevalansinda artis saptanmistir (11).

HT, en sik orta yas grubunda olmak iizere her yas grubunda goriilebilmektedir.
Genel popiilasyonun %2’ sinden fazlasinda goriilen HT, kadinlarda erkeklerden daha
stk goriilmektedir. HT, kadinlarda morbiditeden sorumlu en sik goriilen otoimmiin

hastalilardan birisidir (12,13).

Otoimmiin tiroiditler, genetik ve genetik olmayan faktorlere bagli olarak
olusmaktadir. Ailesinde tiroid hastaligi Oykiisii olan bireylerde Hashimoto tiroiditi

gelisme riski normal popiilasyona gore daha fazladir (14,15,16).

Hashimoto hastalig1 saptanan bireylerin 1. derece yakinlarinda bu hastaligin
goriilme siklig1 %18-33 olup, bu bireylerdeki tiroid antikor pozitifligi oran1 toplumun

ortalama degerlerine gore daha yiiksek bulunmustur (17,18).



2.5. Hashimoto Tiroiditi Patogenezi

T hiicre aracili otoimmiinite ile olusan HT’ de, genetik ve ¢evresel faktorler
onemli rol oynar (19). Biitiin otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi HT olusumunda da
genetik ve ¢evresel faktorlerin zararli etkilesimi s6z konusudur. Ancak genetik

faktorler, hastaligin olusumunda daha agir basmaktadir (17).

Otoimmiin olaymn nasil tetiklendigi heniiz bilinmemekle beraber yas ilerledikce
hastaligin  insidansinin  artmasi  ¢evresel  faktorlerin  etkili  olabilecegini
distindiirmektedir. HT olusumunu tetikleyen gevresel faktorler; iyot alimi (20,21),
bakteriyal ve viral enfeksiyonlar (22,23), sitokin tedavisi (24) ve gebeliktir (25,26).
Epidemiyolojik ¢alismalar (27,28) ve hayvan g¢alismalarinda (29,30,31) diyet ile alinan
iyodun etyolojideki rolii iyi tanimlanmis olup, tiroidit olusumunu tetikleyen en 6nemli

cevresel faktor olarak bildirilmistir (32).

HT olusumunu etkileyen genetik faktorlere karsi, hiicresel ve hiimoral immiin
cevap birlikte rol oynar. HT’ de tiroid bezi yaygin olarak lenfosit ve plazma hiicreleri ile
infiltre edilmistir. Bu hiicrelerden lenfositlerin %60’ m1 T lenfositler, %30’ unu B
lenfositler, T lenfosit popiilasyonunu ise; CD4" (yardimei), CD8" (sitotoksik) ve CD8"
(siipresor) hiicreler olustururlar (33). (Sekil 2-1)

HT> de genetik defekt sonucunda hiicresel immiinitenin bozulmasi soz
konusudur. Siipresér 6zellige sahip CD8" T hiicreleri HT’ de sayica azalmistir. Bu
hiicrelerin azalmasi, organizmanin kendi doku antijenlerine kars1 olmasi gereken
toleransin da azalmasma neden olmaktadir. Bu defekt sonucu siipresor CD8* T
lenfositleri, yardime1 CD4" T lenfositlerini siiprese edemez (2,32). Aktive olmus
yardimc1 CD4" T lenfositleri B lenfositleri ile etkilesime girer ve aktive olan B
lenfositleri ¢esitli tiroid antijenlere karsi antikor iiretirler, bu da tiroid dokunun

haraplanmasina neden olur (6,8).

Yardimer CD4" T lenfositler bakteriyel antijenlerle uyarildiginda, INF-y’ y1 da
iceren birgok sitokin salgilanir. IFN-y, tiroid hiicreleri tarafindan MHC (Major
Histocompatibility Complex) sinif II molekiillerinin ekspresyonunu indiikler (19). Bu
sitokinler, tirositleri uyararak MHC-II ylizey antijenlerinin olusmasini saglar ve boylece
tiroid hiicreleri, T hiicrelerine antijen sunan hiicreler haline gelir. MHC molekiilleri HT

olusumunda 6nemli rol oynar (19,32).
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Sekil 2-1: Hashimoto tiroiditi’nin olasi patojenik mekanizmas (34)

2.6. Inflamasyon
Inflamasyon, hiicreler ve vaskiiler dokularm hasara karsi yanitini igeren
kompleks bir reaksiyondur. Herhangi bir uyaran, plazmada bulunan ve hiicrelerden

serbestlesen bazi kimyasal mediatorleri tetikleyerek inflamasyonu baslatir (35).

Klasik immiin davranista etkili olan lenfositler; T lenfositler ve B lenfositler
olarak iki gruba ayrilirlar. B lenfositler antikor iiretiminden sorumlu iken, T lenfositler;
antijen tanima, B lenfositlerin farklilagmasini stimiile etme, immiin reaksiyonu
baskilama, sitotoksisiteyi dogrudan ya da dolayli olarak modifiye etme gibi

fonksiyonlar1 yerine getirmektedir (4,35).



T lenfositleri iki tiirli immiin yanit olustururlar. Thl yolunda IFN-y, TNF-a
sentezi; Th2 yolunda ise, B lenfositlerin stimiilasyonu, ayrica IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
IL-13 sentezi ger¢eklesmektedir (34). (Sekil 2-2)

Th1 proinflamatuar
sitokinler

ii hiicresel immiinite
antijen IFN-y
4 / TNF-a otoimmiin hastaliklar

’ makrofajlar ™
6

N\, Th2 }
CcD4+ antiinflamatuar

- . sitokinler ) )
T hiicresi hiimoral immiinite
IL-4 —
IL-5 alerjik hastaliklar

makrofajlar ¥

Sekil 2-2: inflamasyonda Th1 ve Th2 yolu (36)

Thl yolu, hiicresel bagisiklikta rol oynar. Makrofajlarin aktive olmasini saglar
(37). Sitotoksik CD8" T hiicrelerinin ve makrofajlarin etkinligini arttirir. Ayrica, IFN-y

ve TNF-a salinimindan sorumludur (36).

Th2 yolu, hiimoral bagisiklikta rol oynar. Allerjik hastaliklarin gelisiminde rolii
vardir (38,39). Lenfosit membraninda bulunan CDA40L proteini ile B lenfosit
membraninda bulunan CD40 proteinleri birlesir. Bu birlesme ile antijenik sinyal B
lenfosite gecer ve B lenfositler, antijene spesifik antikor liretmeye baslar (40,41). Bunun
yani sira B lenfositleri IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13’ iin salinim1 indiikler (36).

2.7. Adipoz Doku
Yag dokusu, bag dokusunun &zel bir tipidir ve adiposit olarak adlandirilan lipit

dolu hiicrelerin gevsek olarak baglanmasiyla olusur (42).

Adipoz dokunun enerji depolama, yagda eriyen vitaminleri depolama, fiziksel
koruma, termogenezis fonksiyonlarina ek olarak; giiniimiizde adipositlerden ve adipoz
stromal hiicrelerden sentezlenen protein yapili molekiillerin (adipokinler) sayesinde

otokrin, parakrin ve endokrin etkilerinin oldugu da gosterilmistir (43).



Yag dokusu bir endokrin organ olarak da gorev yaparak, yag hiicresinden;
leptin, resistin, TNF-o, adiponektin, adipsin, IL-6, PAI-1 (Plazminojen Aktivator
Inhibitér-1), TGF-a (Transforming Biiyiime Faktorii-o), anjiyotensinojen, ASP
(Asilasyon Stimiile Edici Protein), IGF-I (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktérii), PG 12
(Prostaglandin 12), PG F2a (Prostaglandin F2a), gibi ¢ok sayida protein salgilandigi
saptanmustir (44,45,46,47). (Sekil 2-3)
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Sekil 2-3: Adipositlerden salgilanan metabolitler (50)

Adipoz doku, asil olarak glikoz ve lipid metabolizmasinin merkez bolgesidir.
Adipositler bol miktarda glikoz ve yag asidini alarak trigliseritleri sentezlerler. Adipoz
dokudaki yiiksek trigliserit varligi daha genis adipositlerin olusumuna neden olarak
hiicresel stres cevabini baglatir ve inflamatuar sinyal yollar1 aktive olur. Serumda
serbest yag asitlerinin miktarinin artmasi ve serbest yag asitlerinin yikim iiriinleri,
proinflamatuar yollar tetikler. Sonug¢ olarak, sitokin sekresyonu artar ve inflamasyon
olusur (48,49). Ozellikle obez bireylerde kardiyovaskiiler hastaliklar ve insiilin direnci
gibi inflamasyonun anahtar rol oynadigi klinik durumlarin daha fazla goriilmesi, yag

dokusu ile inflamasyon arasinda bir iligski oldugunu diistindiirmektedir (48,51)



2.8. Leptin

2.8.1. Leptinin Yapisi
Leptin, ilk kez 1994 yilinda Zhang ve arkadaslari tarafindan obez farelerden
klonlanarak elde edilmis olup, adiposit kokenli sinyal faktorii olarak tanimlanmistir
(52). Leptin, baslica beyaz yag hiicrelerinde adipoz spesifik ob (obezite) geni tarafindan

sentezlenerek sekrete edilen bir hormondur (53).

Viicut agirhigmin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan leptin, hipotalamustaki
spesifik reseptorler iizerinden etki ederek istahi azaltir ve enerji harcanmasini arttirir
(54). Serum leptin seviyeleri ile viicut kitle indeksi (VKI) arasinda pozitif korelasyon

oldugu ve leptinin viicut yag kitlesini yansittigi gosterilmistir (55).

Leptinin ilgili oldugu reaksiyonlar istah ve besin alimi ile smurli degildir.
Sempatik sistem aktivasyonu (56), cinsel gelisim tizerine etkisi, karacigerde insiilinin
fonksiyonunu engellemesi, pankreastan insiilin sekresyonunu inhibe etmesi, kemik
gelisimi ve damarlarda anjiyogenezi uyarmasi, kemik iliginde hematopoez iizerine
olumlu etkisi ve immiin sistemin diizenlenmesinde rol aldigi pek ¢ok calismada

gosterilmistir (57,58).

2.8.2. Leptin ve inflamasyon
Leptin, immiin sistemin yanitinda lenfositleri ve monositleri aktive ederek etkili
olmaktadir. Bakteriyel antijenlere benzer sekilde makrofajlar1 aktive eder, makrofajlarin
fagositik aktivitelerini arttirir ve makrofajlardan proinflamatuar ve antiinflamatuar
sitokinlerin sekresyonunu uyarir. Leptin, T lenfositlerin proliferasyonu ve gelismesi igin

gerekli olup T hiicre yanitini1 da diizenler (53,59,61). (Sekil 2-4)
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Sekil 2-4: Leptinin immiin sistem ve inflamasyon iizerine etkisi (60)

Leptinin dogal ve kazanilmis immiinitede 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.

Dogustan gelen bagisiklikta leptinin asil etkisi; proliferasyonun aktivasyonu ve
monositler/makrofajlarin aktivasyonu, nétrofillerin kemotaksisi, bu hiicrelerden oksijen
radikallerinin salinimi1 ve NK (Natural Killer) hiicrelerinin aktivasyonudur (62). Ancak,
leptinin sitokin tiretimi {izerine etkisi halen tartisilmaktadir. Bazi ¢alismalar gosterir ki;
gelismis proinflamatuarlarin iiretimi fare ya da insan monositler/makrofajlarinin leptin
ile inkiibasyonu TNF-a, IL-6, IL-8 sitokinlerinin salinimi etkilemektedir (63, 64, 65,66).

Kazanilmis bagisiklikta leptin, naif T hiicre proliferasyonu ve IL-2
salgilanmasini stimiile eder ve bellek T hiicrelerinin proliferasyonunu etkiler. Bellek T

hiicrelerinde leptin, immiin yanitt IFN-y ve TNF-a sekresyonu ile Thl hiicrelerine dogru
ilerletir (62,66). (Sekil 2-5)
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Sekil 2-5: Leptinin dogal ve kazanilmis bagisikhktaki rolii (66)

2.9. Adiponektin

2.9.1. Adiponektinin Yapisi
Adiponektin, 1990' da dort grup tarafindan farkli deneyler kullanilarak
tamimlanmustir. Saito ve ark. tarafindan klonlanan ve GBP 28 (Gelatin Binding Protein
28 gene) ad1 verilen genin, daha 6nce Maeda ve arkadaslarinca tanimlanan “APM 1
(Adipose Most Abundant Gene Transcript 1)” ile ayni gen oldugu bildirilmistir. Bu
yiizden litaratiirde adiponektin, GBP28, ACRP30 (Adipocyte Complement Related
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Protein 30), AdipoQ, APMI1 geni gibi degisik isimlendirmeler yer almaktadir
(67,68,69,70).

Adiponektinin tanimlanmasi ilk defa 1995 yilinda Scherer ve arkadaslar
tarafindan yapilmistir (69,71). Adiponektin; 3q27 bolgesinde, 3 ekzon ve 2 introndan

olusan bir gendir ve 244 aminoasit igermektedir (72).

Adiponektin, NH: terminalinde bir sinyal par¢acigi bulunur. Bu parcacigi, tiirler
arasinda farklilk gosteren kisa bir bolge takip eder. Ugiincii bolge yapr olarak
kollajenoz proteinlere benzer. Doérdiincii parga COOH terminal kisminda C1q benzeri

globiiler bolgedir (73, 74). Adiponektinin molekiiler yapist Sekil 2-6° da gosterilmistir.

Sinyal Kollajen Benzeri
Bolimii Bolge Globiiler Bolge
- A )
1 17 45 110 244

Sekil 2-6: Adiponektin proteininin molekiiler yapisi

Adiponektinin glikoz ve lipit metabolizmasi iizerine olan etkileri ile insiilin
direncini azalttif1 disiiniilmektedir. Adiponektinin glikoz ve enerji metabolizmasi

tizerine etkisi kadar, immiin sistemi de diizenleyici rolii bulunmaktadir (75).

2.9.2. Adiponektin ve inflamasyon
Adiponektinin inflamasyon ve immiin cevapta baskilayict rol oynadig
bilinmektedir (75). Adiponektin, T Ilenfosit ¢ogalmasini azaltir (76), ayrica

prostoglandin sentezini indiikleyerek B lenfosit gelisimini baskilar (77).

Farkli toplumlarda adiponektin seviyesi ile kronik inflamasyon arasindaki
iliskiyi gosteren ¢ok sayida ¢alisma yapilmigtir. Adiponektin, endotelyal NF-kB sinyal
iletimini bir cAMP bagimli yol ile adenilat siklazi ya da protein kinaz A’ y1 bloke
ederek inhibe ettigi ve aterogenezis ile iliskili olarak inflamatuar cevaba katildigi
distiniilmektedir. Tiim bu ¢alismalar adiponektinin hematopoezis ve inflamatuar

cevapta onemli bir protein oldugunu gostermektedir (78,79,80).
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Adiponektin, sitokinlerden TNF-a ekspresyonunu inhibe ederken, TNF-a ve IL-
6 da adiponektinin tiretimini baskilamaktadir (81,82,83).

Adiponektin, makrofajlarin fagositik kapasitesini azaltir. Ayrica, immiin sistem
tizerine adaptif etki ederek T hiicre aktivasyonunu ve proliferasyonunu inhibe eder.
Monositlerden, makrofajlardan ve dendritik hiicrelerden IL-10 ve IL-1 reseptor
antagonisti (IL-1Ra) salimini indiikler (84,85,86,87,88). (Sekil 2-7)

TMF-o ve IL-6 Giretiminde azalma
IL-10 ve IL-1RA iiretiminde artma

A

Monosit

i

ADIPONEKTIN == Adezyon molekiillerin

down-regilasyonu

Endotel

Sekil 2-7: Adiponektinin immiin sistem ve inflamasyon iizerine etkisi (86)

2.10. PARP Siiperailesi

2.10.1. PARP Siiperailesinin Genel Yapisi
Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), islevsel ve son derece iyi korunmus, 135
kDa agirliginda bir protein olup 1014 amino asitten meydana gelmektedir. Yapisinda 3
farklt bolge igermektedir. Bu bolgeler; N terminal ucunda yer alan “DNA baglayici
bolge”, merkezde bulunan “Otomodifikasyon bolgesi” ve C teminal ucunda yer alan
“Katalitik bolge”dir (89,90).

Poli ADP-ribozilasyon mekanizmasi, farkli genlerle ifade edilen ve 18 iiyesi
bulunan genis bir enzim ailesi ile siirdiiriilmektedir (91,94). Insan PARP ailesi
proteinlerinin karakterizasyonu, insan PARP Katalitik bolgesi kullanilarak, protein veri

tabaninin (NCBI) arastirilmasina dayanmaktadir (92).
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PARRP ailesinin biitiin iiyelerinin yap1 ve fonksiyonlarini anlamak i¢in ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. PARP-2, PARP- 3, PARP-4 ve diger PARP enzimleri ile ilgili
calismalara kiyasla en ¢ok ¢alisilan protein PARP-1" dir (89).

2.10.2. PARP-1 Proteini
PARRP ailesinin prototip enzimi Poli (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1)’ dir. 40
y1l 6nce Chambon, Weill ve Mandel tarafindan kesfedilmistir (93).

PARP-1, yiiksek oranda korunmus niikleer bir proteindir. PARP-1, 113 kDa
agirhi@inda bir protein olup, 1g41-g42 kromozom bdlgesinde kodlanmaktadir. PARP-1,
23 eksona sahiptir (89,94). (Sekil 2-8)
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Sekil 2-8: PARP-1 proteininin kromozom iizerindeki konumu

PARP-1 proteininin yapisinda 3 bolge bulunmaktadir (89,95,96). Bu bolgeler;

e N terminal ucunda yer alan DNA baglayic1 bolge: 42 kDa olup, PARP’ 1n, hasarli
DNA iizerinde bolgesini tanimasi i¢in gereklidir. ilk ¢inko parmak hem tek hem de
cift iplikteki kiriga baglanir, ikinci ¢inko parmak ise yalnizca tek iplik kiriklarim

tanimaktadir.

e Merkezde bulunan otomodifikasyon bdolgesi: 16 kDa olup, poli ADP-ribozilasyon
bolgesini icermektedir ve PARP’ in DNA ile baglantisin1 diizenler. Ayrica, DNA
hasar tamiri ve hiicre siklusu kontrol noktasi proteinlerinin bir¢ogunda bulunan

BRCAL (Breast cancer 1) C-terminal motifini de igermektedir.

e C terminal ucunda yer alan katalitik bolge: 55 kDa olup, NAD’ i baglandig:
bolgedir. Bu bolge, NAD" baglanma, ADP-ribozil transferi reaksiyonlari igin
gereklidir. (Sekil 2-9)
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DNA Baglayic Otomodifikasyon Katalitik Alt Birim
Alt Birim Alt Birimi
Cinko hilgesi Aktif billge
FI. Fll NLS BRCT

- I N
f'ﬁ*é e ! N K
L A . . N "
g _g: i "'\.\_+ 5 1 ";"\.\_"'\. %

Sekil 2-9: PARP-1 proteininin genel yapis1 (89)

PARP-1, tek veya ¢ift zincirli DNA kiriklarin1 baglamak i¢in DNA hasar

sensorii ve sinyalleme molekiilii olarak gorev yapmaktadir (99,100). PARP-1, DNA

hasarina karsi en uygun ve etkili hiicresel yanit icin poli ADP-ribozilasyon olayini

gerceklestirmektedir ve yapilan calismalar gostermistir ki; PARP-1, poli ADP-

ribozilasyon mekanizmasinin %90’ i1 yiirtitmektedir (89).

2.10.3. Poli ADP Ribozilasyon

Poli ADP-ribozilasyon, PARP enzim ailesi tarafindan katalizlenen ve 6karyotik

hiicrelerde bulunan proteinlerin en etkili post-translasyonel modifikasyondur.

Poli ADP ribozilasyonun biyolojik fonksiyonlar1 dokuz ana baglik altinda

Ozetlenebilir:

1. DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi

2. Transkripsiyonun diizenlenmesi

3. Apoptozdaki rolii

4. Hiicre i¢i asirt NAD" tiiketimi sonucunda nekrotik hiicre 6liimii ve patolojik
durumlardaki rolii

5. Sentromer fonksiyonlarinin diizenlenmesi

6. Telomer uzunlugunun diizenlenmesi

7. Protein degredasyonunun diizenlenmesi

8. Sentrozomal fonksiyon

9. Endozomal vezikiil aligverisinin diizenlenmesidir (89,97,98).
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Poli ADP-ribozilasyon, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) bagimli bir
enzim olan PARP’ lar tarafindan katalizlenen ve DNA zincir kiriklar: ile aktive olan

hizl1 bir hiicresel cevaptir (101).

PARP enzim ailesi, reaksiyon boyunca substrat olarak kullandigt NAD"™ 1n
“nikotinamid” kismint koparip, kalan ADP-riboz molekiillerini birlestirerek 200
tiniteden daha uzun poli (ADP-riboz) (PAR) polimerlerini sentezlemektedir (102,103).
(Sekil 2-10) Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinin biiyiik ¢ogunlugunda koenzim
olarak gorev yaptig1 bilinen NAD*/NADH biyomolekiilleri cok yonlii kullanilmakta ve
cesitli. ADP-ribozil transfer reaksiyonlarinda substrat olarak gorev yapmaktadir (89).
Reaksiyon sonunda bu polimerler poli (ADP-riboz) glikohidrolaz (PARG) enzimi
tarafindan degrede edilir (102,103).

Akseptir NAD*
protein Nam Ada
[

I
Rib Rib

I I
P — P
"“f'* PARG" PARPs
RIb Rib
] ]
P —P
. Nam
ADP-riboz
Ado Ade
B .. i |
T gib H:h2—1F|ih Rib
! | [} 1 !
P —FP P —P
o
Ade Ade Ade Ade Ade
1 i X s i f | . I
Taw rmiE —'mn mib® — R mb2 —'mis RZ— "R Rib
| | cE ] I [0 | | v} I I i ] 1 ]
P—FP P —P P —P P — P P—P

Poli (ADP-riboz)

Sekil 2-10: Poli ADP-riboz yapisi (89)

Poli ADP-ribozilasyon mekanizmasi, iyonize radyasyon, alkile ajanlar ve
oksidanlar tarafindan indiiklenen DNA hasarina en hizli hiicresel yaniti vermektedir
(95). DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin varliginda poli ADP-ribozilasyon ¢ok nadir
gerceklesen bir olaydir, ancak DNA hasar1 100 kat artarsa bu mekanizmanin aktivitesi

de artmaktadir. DNA kiriklarinin poli ADP-ribozillenmesinde en etkin rolii iistlenen
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PARP ailesi iiyesi enzimi PARP-1’dir. PARP-1’ in, DNA zincir kiriklar1 sonucunda
aktive olmasi ile gen anlatimi artmaktadir. PARP’ lar, NAD"* 1 nikotinamid ve riboz
arasindaki glikozidik baglarini pargalayarak, hedef proteinlerin glutamik asit, aspartik
asit ve lizin rezidiillerine ADP-riboz iinitelerinin kovalent olarak eklenmesini
saglamaktadir (89). Bu olay proteinlerin konformasyonu degistirerek DNA ile olan
baglantilarin1 diizenler. DNA kiriklarina baglanan PARP-1, kendisinin ve diger DNA
tamir mekanizmasi proteinlerinin aktivasyonunu saglayarak DNA’ y1 degredasyondan
korur ve DNA tamirini baslatir (89,104). (Sekil 2-11)

DNA ZINCIR KIRIGI
DIYET NIKOTINAMID &%
Y SERBEST ADP-RIBOZ
" 5
%3‘* PARP-1akeif b/ &
\y L
' 2 Y
| L |
| Y 1‘
, l \
AIEOTIANID POLI-ADP RIBOZILASYON ’ PARG
MONONUKLEOTID R EARSICOND 3

)

.l\

1A

1'\'\"

L %
2 \ - PARP-1
NIKOTINAMID .,  inaktif
ADENIN v
DINUKLEOTID
NAD +
\: 7
"2 NADH & -
C 3 POLI (ADP-RIBOZ) POLIMERLER
¥ ADP/ATP

Sekil 2-11: PARP-1 proteininin DNA zincir kirigina etkisi

2.11. PARP-1 - inflamasyon

Inflamatuar immiin cevap, bakteriyel lipopolisakkaritler (LPS), siiperantijenler
veya giiclii antioksidanlar gibi farkli uyaranlara yanit olarak asir1 proinflamatuar gen
ekspresyonu ile karakterizedir. Bu uyaranlar, gen anlattminin  Yyeniden
programlanmasinda Kkritk rol oynayan NF-kB ve diger strese duyarli transkripsiyon

faktorler aracilif ile sinyal yolaginin efektor hiicre ¢ekirdegine kaymasina neden olur.
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Son zamanlarda, PARP-1’in dogustan gelen bagisiklikta dnemli bir rol oynadig ileri
striilmiistiir. PARP-1, inflamatuar cevap sirasinda gen anlatiminin diizenlenmesi i¢in
gereklidir (105). Bu konudaki en iyi ¢alismalar PARP-1 geni susturulmus farelerde
(PARP-1 -/-) yapilmistir. Bu fareler ile yapilan calismalar, farelerin inflamatuar
bilesenlerde bozukluklara neden olan deneysel degisikliklere karst kendilerini

koruyabildiklerini gostermektedir (106).

Son zamanlarda, in vivo ortamda spesifik NF-kB bagimli gen anlatimi igin
PARP-1 in gerekli oldugu disiiniilmektedir (116). PARP-1 ve NF-kB alt birimlerinin
protein-protein etkilesiminin yonetimi, koaktivatér fonksiyonu igin gerekmektedir
(117), bu da in vivo ortamda kappa-B bagimli gen anlatiminda PARP-1’ in yeni ve
onemli transkripsiyonel koaktivator roliinii agiklamaktadir (107). PARP-1, DNA
baglanma ve transkripsiyon kompleksin olusumunu hizlandirarak promotor bolge NF-
KB aktivitesini kolaylastirir (107,108). Enzimatik aktivite icin PARP-1" in NF-kB ile
etkilesiminin gerekli olup olmadigma dair farkl fikirler vardir. Baz1 ¢alismalara gore;
enzimatik olarak islevsiz PARP-1, NF-kB aktivasyonunu kolaylastirir (96). Diger
calismalara gore ise; cesitli hiicre tiplerinde PARP-1’ in enzimatik aktivitesi NF-kB
odakli gen transkripsiyonunu baskilar (109,110,111). Mekanizmasi ne olursa olsun,

PARP-1 inhibitérlerinin antiinflamatuar etkileri kanitlanmistir (112,113,114,115).

Immiin cevapta NF-kB, TNF-a, iNOS, IL-1p, IL-2, IL-6 ve IL-8 ekspresyonunu
diizenler. PARP-1 ise, NF-kB bagimli transkripsiyonu diizenleyerek, inflamasyonda
onemli rol oynayan inflamatuar mediatorlerin (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 ve pek c¢ok

sitokinin) sentezinde rol oynar (118).

2.12. PARP-1 Gen Polimorfizmleri

PARP-1 gen polimorfizmleri bircok g¢aligma i¢in arastirma konusu olmustur.
PARP-1 geninde ¢esitli polimorfizmler saptanmistir (119). Bunlar; 2. eksonda C414T
(Asp81Asp), C333C (Leu54Phe), 7. eksonda C11023T (Ala284Ala), G1171A
(Val334ile), 8. eksonda G1227A (Lys352Lys), C1300T (Pro377Ser), 17. Eksonda
C2444T (Val762Ala), 21. eksonda A2990G (Lys940Lys) “dir.

Bu polimorfizmlerinden en ¢ok c¢alisilmig olan1 17. Ekson 762. kodondaki

C2444T tek niikleotidlik degisimdir. Enzimin aktivitesini etkilemesi sebebiyle bir¢ok
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inflamatuar/otoimmiin hastalikta incelenmis ve anlamli sonuglar elde edilmistir (120).
Genin promotor bolgesinde ise belli polimorfizmler dikkate alinmistir. Bunlar; C410T,
C1362T ve G1672A noktalarindaki tek niikleotidlik polimorfizmlerdir (122). (Sekil 2-
12)

PARP-1 Genomik DNA

Eksonil Ekson10 Ekson23
1kb
|-
CORAT CCAAT COAAT
ITATA TATA TATA Eksonl Ekson?

> <}
-2 (- -6s0-——

RN

CA10T 8 G15T2A
[AHO{A) C13aT

Sekil 2-12: PARP-1 geni promotor bolgesi ve tespit edilen polimorfizmler (121)

Bazi  inflamatuar/otoimmiin  hastaliklarda PARP-1  promotér  bdlge
polimorfizmleri arastirilmig ve elde edilen sonuglara gore, bu polimorfizmler ile bazi

hastaliklara yatkinligin baglantili oldugu gosterilmistir (122). (Tablo 2-1)
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Tablo 2-1: PARP-1 geni promotor bolge polimorfizmleri ve inflamatuar hastaliklar

Hastalik Hasta ve Kontrol Polimorfizm Sonug¢
Sayisi
) 146 Hasta Ca10T C/T genotipi hastalikta risk faktoriinii
Parkinson i
161 Kontrol G1672A azaltir ve T alleli koruyucu rol oynar.
(123)
] C410T C410T polimorfizminde C/T, C1362T
i 213 Ispanyol Hasta
Romatoid C1362T polimorfizminde C/C genotipleri
Artrit 242 Kontrol
G1672A hastaliga yatkinlig1 arttirir. (122)
C410T ve G1672A haplotiplerinin IL1A
263 Ispanyol Hasta |~ CA410T C898T polimorfizminde T alleli ile
Alzhemir G1672A o
293 Kontrol |\ \ ~ggg7 | iliskisi Alzheimer hastalig1 riskini
arttirmaktadir. (124)
Serebral 213 Japon Hasta calot CHDT, GLET, IR
. . P C1362T polimorfizmlerinde hasta-kontrol
Infarksiyon 374 Kontrol C1672A
arasinda anlaml fark yoktur. (121)
PARP-1 geni promotor bolge C410T ve GIl672A polimorfizmlerinin

genotiplerinin popiilasyonlara gore goriilme sikliklar1 farklidir. C410T ve G1672A
polimorfizmleri igin popiilasyonlara gore genotiplerin ve allellerin goriilme sikliklari
Tablo 2-2 ve Tablo 2-3” de verilmistir (125,126).
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Tablo 2-2: C410T genotiplerinin ve allellerinin popiilasyonlarda goriilme sikhig

Orneklerin Tespiti Genctip Detaylan Alleller

ss# Poptlasyon Cc Cic EI' TiT C L

3511353717 ENSEMBL_Watson Avrupa 1.000 1.000
| |

ENSEMBL Venter Avrupa 1.000 1.000
. 1 |

55165301117 YR Afrika 1.000 1.000

| 1

55165860395 CEL Kafkas 1.000 0.500 0.500

35167543579 PGP Giiney Kalahari 1.000 0.500 0500

Tablo 2-3: G1672A genotiplerinin ve allellerinin popiilasyonlarda goriilme sikhig

Omeklerin Tespiti Genotip Detaylan Alleller

ssif Popiilasyon GG GA E G i
5511372291 ENSEMBL_Watson Avrupa 1.000 1.000

| |

55119229595 YRI Afrika 1.000 1.000

B | ]

55165301090 YRI Yoruba (lbadan-Nijerya) 1.000 0.500 0.500

]

55165860385 CEU Kafkas 1.000 0.500 0.500

L]

2.13. PARP-1 Gen Anlatim Diizeyleri

PARP-1 gen anlatiminin nihai mekanizmasi heniiz bilinmemektedir. Yapilan
calismalarda, PARP-1" in kanser gelisimini engelleyici gorev yaptigr ve PARP-1 gen
anlatim diizeylerinin kanserli dokularda normal dokulara gore arttig1 gosterilmistir. Bu
caligmalar, inflamasyon ve kanserde transkripsiyon faktorii NF-kB’ nin PARP-1 ile
baglantili oldugunu ve PARP-1" in, NF-KB’ nin transkripsiyonel aktivasyonu ig¢in

gerekli oldugunu gostermektedir (128,129).

PARP-1 geninde multitranskripsiyon bdlgeleri olan CCAAT/TATA kutulart 3
set olarak promotor bolgede lokalize olmasi, promotdér bodlge polimorfizmlerinin
(C410T, C1362T, G1672A) gen anlatiminin diizenlenmesini etkileyebilecegini
diistindiirmektedir (127). Buna ilaveten, bu bolge Ying Yang 1 (YY1) transkripsiyon
faktoriine baglanma bolgesi sagladigr i¢in, bu polimorfizmlerin YY1’e yakin

konumlanmasindan dolay1 transkripsiyonu etkileyebilecegi 6ne siiriilmiistiir (121,122).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve
Metabolizma Hastaliklar1 Poliklinigi tarafindan HT tanisi1 konulan 141 Hashimoto
tiroiditi hastas1 ve 150 saglikli birey dahil edildi. Hasta ve kontrollerin tamami kadin

olup, yas ortalamalar1 41,1+11.7 idi.

Calismaya katilan goniillii bireylerden 09/2009 ile 12/2010 tarihleri arasinda
ornekler toplandi. Calismanin deneysel asamasi Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip

Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ nda gerceklestirildi.

Calismaya dahil edilen hastalara, arastirmanin amaci ve esaslar1 belirtildikten
sonra eslik eden hastaliklart ve oOzgecmisleri sorgulandi. Calismanin sonuglarini
etkileyecek ila¢ kullanan olgular arastirma dis1 birakildi. Hasta ve kontrollerde hasta
seciminde, bireyde otoimmun hastalik (KOAH, RA vs) olmasi, sigara ve alkol
kullanimi, gebelik durumlarina dikkat edildi ve bu nitelikleri tagiyan bireyler calismaya
dahil edilmedi. Kontrol grubu hasta se¢iminde dikkat edilen diger bir husus ise; TSH,
AntiTg ve AntiTPO degerleri oldu. Kisiler, TSH=0,5-4,5u1U/ml, AntiTPO:35-401U/ml,
AnNtiTg:35-401U/ml degerleri arasinda olanlardan segildi.

Hastalar ve kontrol gruplarindan K3-EDTA’ 11 tiip ile alinan kan 6rneklerinden
izole edilen DNA’ lardan PARP-1 gen polimorfizmlerinin genotiplemesi yapildi ve
PARP-1 geni mRNA diizeylerine bakildi. Ayrica ayn1 bireylerden K3-EDTA’ s1z tiip ile
alinan kan ornekleri kullanilarak serum leptin ve adiponektin seviyeleri belirlendi.

Arastirma, Istanbul 1 no’ lu Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandu.

3.1. DNA izolasyonu
Kontrol ve hasta grubunun caligilacak tiim Ornekleri icin, 12 saatlik aglik

sonrasinda vakumlu K3-EDTA’ 11 tiipe 5 ml ve EDTA” s1z kuru tiipe 5 ml kan alindu.

EDTA’ siz kuru tiip 2000 RPM’ de 10 dk santrifiij edildi ve serumu ayrildi.
Serum ornekleri leptin ve adiponektin seviyelerinin él¢timii igin -80°C’ de saklandi. K3-
EDTA’ It tiiplere alinan kanlardan yiiksek tuz konsantrasyonu kullanilarak DNA

izolasyonu yontemi ile DNA” lar izole edildi ve -20°C’ de sakland.
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Yiiksek Tuz Konsantrasyonu ile DNA izolasyonu yontemi :
K3-EDTA’ 11 tiipteki kanlar 1,5 ml alinarak falkonlara konuldu.
1,5 ml kan 4,5 ml 1x RBL buffer ile karistirildi ve 4°C° de 15-20 dk bekletildi.
Kanlarda yeterli renk degisimi gézlenince 2000 RPM’ de 10 dk santrifiij edildi.
Ust faz pipet yardimiyla atild1. 1,5 ml kan i¢in 3 ml 1x RBL soliisyonu eklendi.
2000 RPM’ de 10 dk santrifiij edildi.

Ust faz pipet yardimiyla atild1. Pellete sirastyla; 1,5 ml WBL soliisyonu, 20 mg/ml
Proteinaz K’ dan 9,5 ul ve 75 ul %10 SDS eklendi.

Falkon i¢indeki rnekler vortekslendi. 56°C” de gece boyu inkiibe edildi.

Ertesi giin su banyosundan alinan &rneklere 9,5 M amonyum asetattan 600 pl

eklendi.
Ornekler vortekslendi, ardindan 30 dk 20°C’ de bekletildi.
Ornekler 5000 RPM’ de 30-45 dk santrifiij edildi.

Ust faz ayr1 bir falkona alindi. Ustte kalan s1vi miktarmin 3 kat1 kadar %100’ liik
alkol eklendi.

1,5 ml’ lik tiip i¢ine 1 ml %70’ lik alkol konuldu. Pipetle alinan DNA bu tiipe
konuldu. Maksimum spin ile 2-3 dk santrifiij edildi. 56°C* de alkoliin ugmasi
beklendi.

Alkol uctuktan sonra iizerine 200 pl steril distile su konuldu. DNA tamamen

¢oziindiikten sonra dl¢lim yapildi.

3.1.1. DNA Safhiginin ve Miktarimn Olciimii

Izole edilen DNA’ larin konsantrasyonu ve safligi Nanodrop cihazinda 6l¢iilerek

belirlendi. Total DNA konsantrasyonu 260 nm’ deki optik dansitesinden (OD)
degerinden, DNA saflig1 ise 260nm/280nm* deki OD oranindan tespit edildi.

260nm/280nm’ deki OD oran1 = 1,8 + 0,2 pg/ml olan DNA’ lar ¢alismada

kullanildi.
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3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), spesifik bir DNA par¢asinin kopyalariin
primerler tarafindan yoOnlendirilerek enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde

tanimlanan in vitro bir yontemdir.

PZR, DNA replikasyonunun 6zelliklerini kullanmaya dayanan bir tekniktir. Bu
teknikte, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra
cift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere 6zgii iki oligoniikleotid primer tek

iplikli DNA molekiilleri tizerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelerde melezlenir.

Primerler hedef dizilere diislik sicakliklarda baglanirlar. Uygun tampon ve dort
degisik deoksiriboniikleotid varliginda DNA polimeraz enzimi primerin 3' hidroksil
ucundan uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA

molekiilii sentezlenmis olur.

PZR; denatiirasyon, primerlerin baglanmas: (annealing) ve uzama olarak

adlandirilan ve birbirini takip eden dongiiniin ard arda tekrarlanmasiyla olusur.

PZR dongiisii ile DNA fragmentleri logaritmik olarak artar. Bu logaritmik artigin
nedeni, bir dongili sonucu sentezlenen iirlinlin sonraki dongiide diger primerler icin kalip
gorevi yapmasidir. Her PZR dongiisii, DNA molekiilii lizerinde istenilen bolgenin iki
katina ¢ikmasi ile sonuglanir. Her dongiiniin %100 verimle gerceklestigi varsayilirsa n

sayida dongii sonucunda 2" sayida iiriin meydana gelir.

PZR’ nin temel bilesenleri; DNA molekiilii, DNA Taq polimeraz enzimi, ileri

(forward) ve geri (reverse) primerler, ANTP karisimi, tampon ve MgCl,’ dir.

3.2.1. Primer Stok Cozeltisi
Calisma i¢in Fermentas firmasina sentezlettirilerek liyofilize halde temin edilen
primerler, steril ve DNaz, RNaz icermeyen ultra saf su ile ¢oziindiiriildiikten sonra farkl

konsantrasyonlarda stoklar seklinde hazirlanip -20 °C* de muhafaza edildi.

PZR’ de kullanilan primerler, PZR karisim1 ve PZR programi asagidaki
tablolarda gosterilmistir. (Tablo 3-1, Tablo 3-2, Tablo 3-3)



Tablo 3-1: PZR’ de kullamlan primerler
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. PCR
) ) Primer ) o RFLP
Polimorfizm Primer Dizisi uriin
adi fragment
boyu(bg)
_ . HpyF3lI
Primer 5-TCCAGTGGCACTATCAT-3 py
C410T ) 298 (Dde)
Primer R 5-GTTGTGAGACATAGGCCGAAT-3
145,127,109
Brirer £ 5-GCGAGACCCTGTCCCTAA-3 Bsh12361
G1672A ori R 187 (Bst UI)
rimer ; -
5-CAGTCTCAAAAATAAAAGGGGGA-3 187, 152, 35
Tablo 3-2: PZR karisim
Stok Son Konsantrasyon
Mg,Cl (25mM) 2,5 mM
PZR Tampon 10x 2X
dNTP’ler (2 mM) 2,5 ul
Primer F — Primer R (100pmol) 2,5 pmol/ul
Taq Polimeraz 5U/ul 0,2 U/reaksiyon
DNA 100 ng
Total hacim, bidistile su kullanilarak 25 pl’ ye tamamlandi.
Tablo 3-3: PZR programi
Denatiirasyon Baglanma Uzama
95°C 2 dk 95°C 30 sn 72°C 5dk
60 °C 30 sn
72°C 1dk
30 Dongii
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3.2.2. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Incelenmesi

Calismamizda PZR f{iriinlerinin baz ¢ifti (bg) cinsinden biiyiiliikleri baz alinarak
agaroz jel elektroforezi yontemi kullanildi. PZR drlinlerinin analizleri %2
konsantrasyona sahip agaroz jeller ile yapildi. 30 ml hacme sahip jel kasedi kullanildi.
Bu kaset i¢in %2’ lik konsantrasyona sahip jelde 0,6 gr Agaroz, 30 ml 0,5x TBE
tamponu kullanildi. Beher igerisindeki tampon ve agaroz karisimi 1siticida kaynatilarak
seffaf hale gelmesi saglandi. Seffaf hale gelene kadar kaynayan karisima etidyum
bromiir (EtBr) eklendi. EtBr’ iin iyice karigmasi saglanarak, karisim jel tabagina
dokiildii ve jel donuncaya kadar bekletildi. Jel polimerize olduktan sonra jel kasedi, jel
tabagindan ayrilip taraklar ¢ikarildi. Hazir haldeki jel, elektroforez tankina
yerlestirilerek iizerine 0,5x TBE tamponu eklendi. ilk kuyucuga PZR iiriinlerinin
biiyiikliiklerini belirleme amaci ile molekiiler agirlik belirteci (markir) yiiklendi. 5 pl’
lik PZR iirtinleri 1 pl Brom fenol mavisi yiikleme tamponu ile karistirilarak kuyucuklara
yiklendi. 120 V ~30 dk yiiriitiilen Ornekler, ultraviyole (UV) 1sik altinda, ilk
kuyucuktaki markir baz alinarak incelendi. PZR {irtinleri, RFLP yontemi uygulanincaya

kadar 4 °C’ de saklandh.

PARP-1 geni C410T polimorfizminin 298b¢’ lik PZR iiriinii ve G1672A
polimorfizminin 187b¢’ lik PZR firiinii %2’ lik agaroz jelde, bromofenol mavisi ile
yiiklenerek, 0,5x TBE’ de 120 V ~30 dk siireyle yiiriitiillerek UV 151k altinda
goriintiilendi. (Sekil 3-1, Sekil 3-2)



300 be
250 be
200 be
150 be

100 be

Sekil 3-1: C410T polimorfizmine ait PZR agaroz jel goriintiisii

Sekil 3-2: G1672A polimorfizmine ait PZR agaroz jel goriintiisii
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3.2.3. PZR iiriinlerinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

Calismamizda RFLP yontemi ile genotipleme, Tip II Restriksiyon
endoniikleazlardan olan Hpy3l (Dde) ve Bsh12361 enzimleri kullanilarak
gergeklestirildi.

PARP-1 geni C410T polimorfizmi igin restriksiyon enzimi ile kesim kosullart su
sekildedir:

e 18,6 ul distile H,O

e 2 ul 10x Buffer Tango
e 0,4 ul Hpy3I (Dde)

e 10 pl PZR iiriinii

Toplam hacim 31 pl’ dir. Enzim kesimi i¢in 37 °C’ de bir gece inkiibe edildi.

PARP-1 geni G1672A polimorfizmi igin restriksiyon enzimi ile kesim kosullar1 su
sekildedir:

e 18,6 pul distile H,O
e 2 ul 10x Buffer Tango
e 0,4 ul Bsh1236I (BstUI)

e 10 pl PZR iiriinii

Toplam hacim 31 pl’ dir. Enzim kesimi i¢in 37 °C’ de bir gece inkiibe edildi.

Elde edilen kesim iiriinleri, %3’ liikk agaroz jelde yiiriitiilerek genotiplemeleri yapildu.
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3.2.4. PARP-1 Geninin Restriksiyon Enzimleriyle Olusan Kesim Uriinleri
PARP-1 geninin C410T promotdr bolgesinde 298b¢ uzunlugundaki PZR

trtintiniin Hpy3I enzimiyle kesimi sonucu;
145,109 bg - CC
145,127,109 bg - CT

127,109 b¢ - TT olarak genotiplendi.

PARP-1 geninin G1672A promotor bdlgesinde 187b¢ uzunlugundaki PZR

tirtiniiniin Bsh12361 enzimiyle kesimi sonucu;
152, 35 bg — GG
187, 152, 35 bg¢ — GA

187 bg - AA olarak genotiplendi.

RFLP iiriinlerinin uzunluklar1 géz 6niinde bulundurulup agaroz jel elektroforezi

kullanildi. Caligmada RFLP {iriinlerinin analizi i¢in %3’ liik agaroz jel kullanildi. Jel 90

V ~1 saat siireyle yiiriitiildii. Kesim sonuglart UV 151k altinda incelenerek genotiplendi.

3.3. PARP-1 Gen Anlatim Diizeyleri

Hashimoto tiroiditi grubuna dahil edilen kisilerden K3-EDTA’l1 tiibe periferik
kanlart alindi. K3-EDTA’l1 olarak alinan kandan RNA izolasyonu ile RNA eldesi ve

sonrasinda ¢cDNA sentezi yapilarak Ger¢ek Zamanli PZR ile PARP-1 geni mRNA
diizeyleri saptandi.

3.3.1. Beyaz Hiicrelerin Ayristirilmasi

Gey’s tamponu:
e 155 mM NH,CI

e 10 mM KHCO;3

Steril distile su ile 1 It” ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.
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Hasta ve kontrollere ait 5 ml periferik kandan, Gey’s tamponu kullanilarak
beyaz kan hiicreleri ayristirildi. Beyaz kan hiicreleri (5x10° hiicre), RNA izolasyonu
kitine ait 10 ml RTL soliisyon ile 100ul B-merkaptoetanol karistirilarak hazirlanan
solisyon D (Sol D) i¢inde homojenize edilerek -80°C derin dondurucuda c¢alisma

gerceklestirilene kadar saklandi.

3.3.2. Total RNA izolasyonu
Derin dondurucuda saklanan ve sol D iginde bulunan 6rneklerden QiaAmp RNA
Blood Mini Kit (50) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. Calisma buz {izerinde
gerceklestirildi.
1. Sol D i¢indeki hiicreler esit hacimde %70 lik etil alkol ile karistirilarak homojenize

edildi ve QlAamp spin kolona aktarildu.

2. 14.000 RPM’ de 15 sn cevrilerek, karisim filtreden gegirildi. RNA’nin filtreye
baglanmasi saglanarak alttaki tiip atildu.

3. QlAamp spin kolon yeni bir 2 ml toplama tiipiine aktarildi. 700 ul RW1 soliisyon
ilave edildi ve 14.000 RPM’ de 15 sn santrifiij edilerek alttaki tiip atild.

4. QIlAamp spin kolon yeni bir 2 ml toplama tiipiine aktarildi. Filtrenin {izerine 500 pl
RPE soliisyon eklendi. 14.000 RPM’ de 15 sn santrifiij edilerek alttaki tiip bosaltildi.

5. QIAamp spin kolonun kapagi dikkatle agilip, 500 pl RPE soliisyon eklendi ve
maksimum hizda 14000 RPM’ de 3 dk santrifiij edildi.

6. QIAamp spin kolon yeni bir 2 ml toplama tiipiine aktarildi. Maksimum hizda 1 dk
santrifiij edildi.

7. QIAamp spin kolon 1,5 ml toplama tiipline aktarildi ve QIAamp membraninin
tizerine dogrudan 30-50 ul DNaz ve RNaz olmayan steril su ile pipetlenerek RNA

¢Ozildi.

8. Filtre temiz tiipe alind1. 14.000 RPM’ de 2 dk gevrilerek RNA’nin ¢okmesi saglandi.
Elde edilen RNA’ lar -80°C” de saklandi.
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3.2.3. Total RNA Konsantrasyonunun Ol¢iimii

izole edilen RNA” larin konsantrasyonu ve safligi Nanodrop cihazinda &lgiilerek
belirlendi. RNA’ larin konsantrasyonu 260 nm’ deki OD, RNA saflig1 ise 260 nm/280
nm’ deki OD oranindan tespit edildi.

260 nm/280 nm’ deki OD oran1 2,00+0,2 pug/ml olan RNA’ lar ¢alismada
kullanildi.

3.2.4. cDNA Eldesi

cDNA eldesi icin her drnekten total 1 ug RNA kullanildi ve reaksiyon igin
asagidaki karisim hazirlandi. (Tablo 3-4, Tablo 3-5) Bu karisim 65°C’° de 10 dk
bekletildi. Reaksiyon karisimi hazirlanana kadar RNA-primer karisimi buzda bekletildi.

Tablo 3-4: ¢cDNA sentezi PZR i¢erigi

Stok Son Konsantrasyon
RNA 10 pl
Random Primer (10 uM) 1l
Total 11 pl

Tablo 3-5: Reaksiyon karisimimin icerigi

Stok Son Konsantrasyon
5x RT Buffer 4 ul
dNTP (10 mM) 2 ul
DTT (0,1 M) 1 pl
RNase inhibitér (20 u/pl) 1ul
Reverse transkriptaz (200 u/pl) 1ul
Total 11 ul
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11 pl RNA-primer karigimi tizerine 9 pl reaksiyon karigimi eklendi. 25°C’ de 10
dk, 42°C’ de 1 saat ve 70°C’ de 10 dk asamalari ile sentezlenen cDNA’ lar gen anlatim

analizi i¢in kullanildi.

3.2.5. Ger¢ek Zamanh (Real Time) Kantitatif PZR
Gergek zamanli PZR, floresan isaretleyiciler kullanilarak, gercek zamanl olarak
incelenmek istenen oOrnegin icerdigi niikleik asitin (DNA/RNA) belirlenmesi ve

miktarinin gosterilebilmesi teknigidir.

Floresan sinyali, PZR iiriin miktariyla dogru orantili olarak artmaktadir.
Floresan yogunlugu “Ct (cycle threshold)” olarak tanimlanir ve bu deger kullanilarak

gen anlatim diizeyi hesaplamalar1 yapilir.

Gen anlatim c¢alismalarinda normalizasyon ic¢in referans (housekeeping)
gen/genler kullanilir. Referans genlerden stabil anlatim gostermeleri beklenir. Her
deneyde kullanilabilecek bu 6zelliklere sahip birgok gen bulunmaktadir. Bu ¢alismada
SIKLOFILIN geni referans gen olarak kullanildi.

Calismamiz PZR Light Cycler 480 (Roche Diagnostics) cihazi ve PARP1 geni
igin #22 ve SIKLOFILIN geni igin #48 numarali UPL problar1 kullanildi. Gergek
zamanli PZR igerigi Tablo 3-6’da, PZR sicaklik kosullart Tablo 3-7° de ve kullanilan
primerler Tablo 3-8’de verilmistir. Uygun kosullarda ger¢ek zamanli PZR yapildi.

Tablo 3-6: Ger¢ek zamanh PZR icerigi

Stok Son Konsantrasyon
PZR reaksiyon karigimi (2x) 5ul
Primer F (5 pmol) 1ul
Primer R (5 pmol) 1l
Prob (10uM) 0,2 pl
dH,0O 1,8 ul
cDNA 2 ul
Total 10 pl
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Tablo 3-7: Ger¢ek zamanh PZR sicakhik kosullari
Sicaklik Zaman

On Denatiirasyon 95°C 10dk 1 dongii
Denatilirasyon 95°C 10sn
Primer Baglanmast 60 °C 20 sn 45 dongii
Zincir Uzamast 72 °C 1sn
Son Uzama 40°C 10sn

Tablo 3-8: Ger¢ek zamanh PZR’de kullanilan primerler

Primerler Primer Dizileri
PARP-1F 5 -TCTTTGATGTGGAAAGTATGAAGAA-3’
PARP-1 R 5’-GGCATCTTCTGAAGGTCGAT-3’
SIKLOFILIN F 5’-CCTAAAGCTACGGGTCCTG-3’
SIKLOFILIN R 5’-CACTTTGCCAAACACCACAT-3’

Karsilagtirmali AACt yontemi, gen anlatimi diizeyini relatif (goreceli) olarak
hesaplamada kullanilan matematiksel bir yontem olup [delta][delta]Ct = [delta]Ct,
referans gen - [delta] Ct, hedef gen seklinde ifade edilir.

PARP-1 geni mRNA diizeyi, referans gene ait Ct degerleri ile normalize

edilerek relatif mRNA miktar tayini yapildi.

3.4. ELISA Yontemi
Calismada, insan leptin kiti ve adiponektin kitinde sandvig ELISA yontemi

kullanildi. Insan leptin ve adiponektinine 6zgii antikorla kapli AssayMax Human Leptin

ELISA kiti ve AssayMax Human Adiponektin kiti kullanilmigtir.
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3.4.1. ELISA Yontemi ile Adiponektin Tayini

AssayMax Human Adiponektin ELISA Kit insan ve murine adiponektinin
plazma, serum ve hiicre kiiltiir siipernatantlarinda tespiti i¢in tasarlanmistir. Bu tayin bir
kantitatif sandvi¢ enzim immunassay teknigi kullanir ve adiponektin 6lgiiliir.
Adiponektine spesifik bir poliklonal antikor bir mikroplate’e kaplanmistir. Standartlar
ve numunelerdeki adiponektin, adiponektin i¢in spesifik olan immobilize antikor ve
biyotinlenmis poliklonal antikor tarafindan sandviglenir, bu da bir streptavidin-
peroksidaz konjugati tarafindan tanimlanir. Tim baglanmamis materyal daha sonra
yikanarak uzaklastirilir ve bir peroksidaz enzim substratt eklenir. Renk gelisimi

durdurulur ve rengin yogunlugu 6l¢iiliir.

3.4.1.1. Kullanilan Reaktifler
1. Adiponektin mikroplate: (8 kuyucuklu 12 strip) linsan adiponektinine karsi
poliklonal antikorla kapli bir 96 kuyucuklu polistren mikroplate.

2. Yapiskan bant: Her bir kit bireysel calismalarin formatina uygun kesilebilir basinca

duyarl yapiskan bant igerir.

3. Adiponektin standardi: Tamponlanmis protein bazli rekombinant insan adiponektin

(50 ng, liyofilize).

4. Biyotinlenmis adiponektin antikoru (50x): Adiponektine kars1 50 kat biyotinlenmis
poliklonal antikor (70 pul).

5. Streptavidin-peroksidaz konjugat (SP konjugat): 100 kat konsantre (90 pul).

6. MIX diliient konsantre (10x): Tamponlanmig protein bazli 10 kat konsantre (30
ml).

7. Yikama soliisyonu konsantre (20x): 20 kat konsantre tamponlanmus siirfaktan (2x30
ml).

8. Kromojen substrat: Kullanima hazir stabilize peroksidaz kromojen substrat

tetrametilbenzidin (8ml).

9. Durdurma solisyonu: 0,5N HCI (12 ml) kromojen substrat reaksiyonunu

durdurmak i¢in.



35

3.4.1.2. Reaktif Hazirlama
Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi ve kullanilacagi zaman

diliie edildi.

Adiponektin standard:: I¢inde 50 ng/ml adiponektin igeren standart soliisyonunu
olusturmak i¢cin MIX diliientin 1 ml’ si ile 50 ng/ml insan adiponektin standardi
¢oOziildii. Diliisyonlar1 hazirlamadan 10 dk beklenildi. 25 - 12,5 - 6,25 - 3,13 - 1,56 ve
0,78 ng/ml’ lik diliisyonlar1 olusturmak i¢in MIX diliient ile diliie edildi. MIX diliient

ise sifir standardi (0 ng/ml) olusturdu.

Standart Nokta Diliisyon Adiponektin (ng/ml)
P1 1 kisim Standart (50ng/ml) 50,00

P2 1 kisim P1 + 1 kisitm MIX Diliient 25,00
P31 kisim P2 + 1 kisitm MIX Diliient 12,50
P4 1 kisim P3 + 1 kistm MIX Diliient 6,25

P5 1 kisim P4 + 1 kistm MIX Diliient 3,13

P6 1 kisim P5 + 1 kisim MIX Diliient 1,56
P71 kistm P6 + 1 kisim MIX Diliient 0,78

P8 MIX Diliient 0,00

¢ Biyotinlenmis adiponektin antikorlar1 (50x): Biyotinlenmis antikor sisesi hafifce alt

ust edildi ve 1:50 oraninda MIX diliient ile diliie edildi.

e MIX diliient konsantre (10x): Konsantre MIX diliient distile su ile 1:10 oraninda
diliie edildi.

e Yikama soliisyon konsantre (20x): Konsantre yikama soliisyonu distile su ile 1:20

oraninda diliie edildi.

e SP konjugat (100x): Sp konjugat hafifce alt {ist edildi ve 1:100 oraninda MIX diliient
ile diliie edildi.
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3.4.1.3. Ol¢iim Yéntemi
1. Tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Ol¢iimler oda sicakliginda yapildi.

2. Uygun kuyucuklara 50 ul standard veya numune eklendi, kuyucuklar kaplandi ve 1

saat inkibe edildi.

3. 200 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Plate ters ¢evrildi ve sivi kismi1 dokmek

i¢in kagit bir havluya 4-5 kez vuruldu.

4. Her bir kuyucuga 50 pl biyotinlemis adiponektin antikoru eklendi ve 1 saat inkiibe
edildi.

5. 200 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.

6. Her bir kuyucuga 50 ul streptavidin-peroksidaz konjugat eklendi ve 30 dk inkiibe

edildi. Bu asamada mikroplate okuyucu agild1 ve program ayarlandi.
7. 200 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.
8. Her bir kuyucuga 50 ul kromojen substrat eklendi ve 8 dk inkiibe edildi.

9. Her bir kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve renk maviden sariya

doniistii.

10. 450 nm dalga boyunda bir mikroplate okuyucu iizerinde absorbanslar okundu.

3.4.1.4. Data Analizi
Standart egrisinden numune konsantrasyonlar1 diliisyon faktorii 500 ile

carpilarak hesaplandi.

3.4.1.5. Presizyon, Sensitivite ve Spesivite
Minimum saptanabilir adiponektin miktar1 0,5 ng/ml’ dir. Intra-assay ve inter-
assay CV % 4,1 ve %7,2’ dir.

3.4.2. ELISA Yontemi ile Leptin Tayini

AssayMax Human Leptin ELISA Kit insan ve murine Leptin’ in plazma, serum
ve hiicre kiiltiir siipernatantlarinda tespiti i¢in tasarlanmistir. Bu tayin bir kantitatif
sandvi¢ enzim immunassay teknigi kullanir ve adiponektin Olgiiliir. Leptine spesifik bir
poliklonal antikor bir mikroplate’ e kaplanmistir. Standartlar ve numunelerdeki leptin,
leptin ic¢in spesifik olan immobilize antikor ve biyotinlenmis poliklonal antikor

tarafindan sandviglenir, bu da bir streptavidin-peroksidaz konjugati tarafindan
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tanimlanir. Tlim baglanmamis materyal daha sonra yikanarak ve uzaklastirilir ve bir
peroksidaz enzim substrati eklenir. Renk gelisimi durdurulur ve rengin yogunlugu

Olciiliir.

3.4.2.1. Kullanilan Reaktifler
1. Leptin mikroplate: (8 kuyucuklu 12 strip) insan leptinine kars1 poliklonal antikorla
kapli bir 96 kuyucuklu polistren mikroplate.

2. Yapiskan bant: Herbir Kit bireysel ¢alismalarin formatina uygun kesilebilir basinca

duyarli yapigkan bant igerir.

3. Leptin standardi: Tamponlanmis protein bazli rekombinant insan leptin (50ng,
liyofilize).

4. Biyotinlenmis leptin antikoru (150x): Leptine kars1 50 kat biyotinlenmis poliklonal
antikor (70 pl).

5. Streptavidin-peroksidaz konjugat (SP konjugat): 100 kat konsantre (90 pul).

6. MIX diliient konsantre (10x): Tamponlanmis protein bazli 10 kat konsantre (30
ml).

7. Yikama soliisyonu konsantre (20x): 20 kat konsantre tamponlanmis siirfaktan
(2x30 ml).

8. Kromojen substrat: Kullanima hazir stabilize peroksidaz kromojen substrat

tetrametilbenzidin (8ml).

9. Durdurma solisyonu: 05N HCI (12 ml) kromojen substrat reaksiyonunu

durdurmak igin.

3.4.2.2. Reaktif Hazirlama

Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi ve kullanilacagi zaman
diliie edildi.

Leptin standard: iginde 32 ng/ml leptin igeren standart soliisyonunu olusturmak
icin MIX Diliientin 2 ml’ si ile 32 ng/ml insan leptin standard:r ¢6ziildii. Diliisyonlart
hazirlamadan 10 dk beklenildi. 8 - 2 - 0,5 - 0,125 ve 0 ng/ml’ lik diliisyonlar1
olusturmak i¢in MIX Diliient ile diliie edildi. MIX Diliient ise sifir standardi (0 ng/ml)

olusturdu.
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Standard Nokta Diliisyon Leptin (ng/ml)

P1 1 kisim Standard (32ng/ml) 32,00

P2 1 kisim P1 + 1 kistm MIX Dilient 8,00

P3 1 kisim P2 + 1 kistm MIX Diliient 2,00

P4 1 kisim P3 + 1 kisim MIX Diliient 0,50

P51 kisim P4 + 1 kisim MIX Diliient 0,125

P6 MIX Diliient 0,00

Biyotinlenmis leptin antikorlar1 (50x): Biyotinlenmis antikor sisesi hafifge alt iist

edildi ve 1:50 oraninda MIX diliient ile diliie edildi.

MIX diliient konsantre (10x): Konsantre MIX diliient distile su ile 1:10 oraninda
diliie edildi.

Yikama soliisyonu konsantre (20x): Konsantre yikama soliisyonu distile su ile 1:20

oraninda diliie edildi.

SP konjugat (100x): Sp Konjugat hafifge alt tist edildi ve 1:100 oraninda MIX diliient
ile diliie edildi.

3.4.2.3. Ol¢iim Prosediirii

1.

2.

Tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Olgiimler oda sicakliginda yapildi.

Uygun kuyucuklara 50 ul standard veya numune eklendi, kuyucuklar kaplandi ve 2

saat inkiibe edildi.

200 pl sikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Plate ters ¢evrildi ve sivi kismi dokmek
icin kagit bir havluya 4-5 kez vuruldu.

Her bir kuyucuga 50 pl biyotinlenmis leptin antikoru eklendi ve 2 saat inkiibe
edildi.

200 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.

Her bir kuyucuga 50 pl streptavidin-peroksidaz konjugat eklendi ve 30 dk inkiibe

edildi. Bu asamada mikroplate okuyucu agild1 ve program ayarlandi.
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7. 200 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.
8. Her bir kuyucuga 50 pl kromojen substrat eklendi ve 20 dk inkiibe edildi.

9. Her bir kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve renk maviden sariya

doniistil.

10. 450 nm dalga boyunda bir mikroplate okuyucu iizerinde absorbanslar okundu.

3.4.2.4. Data Analizi
Standart egrisinden numune konsantrasyonlar: diliisyon faktorii 4 ile ¢arpilarak

hesaplandi.

3.4.2.5. Presizyon, Sensitivite ve Spesivite

Minimum saptanabilir leptin miktar1 120 ng/ml’ dir. intra-assay ve inter-assay
CV % 4,1 ve %7,3 “dir.

3.5. Istatiksel Analizler
[statistiklerin hazirlanmasinda SPSS for Windows 12,0 paket istatistik programi
ve GraphPad Prism 5 programi kullanilmistir. Parametreler arasi iliskiler Spearman

korelasyon analizi kullanilarak degerlendirilmistir.

Caligma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel —metodlardan;

Ortalama, Standart Sapma, frekans ve yiizde degerleri ile tanimlanmustir.

Gruplar aras1 frekans ve ylizdelerin kiyaslanmasinda Ki-kare ve Fisher testi
kullanilmistir. Niceliksel verilerin karsilastirilmasinda normal dagilim gdsteren
parametrelerin gruplar arasi1 karsilastirmalarinda Student t testi, normal dagilim
gostermeyen parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda ise Mann Whitney testi

kullanilmistir.

Sonuglar %95’ lik giiven araliginda (%95 CI), anlamlilik p<0.05 diizeyinde

degerlendirilmistir.



40

4. BULGULAR

Calismamiz 141 Hashimoto tiroiditi hastasi ile benzer yas ve cinsiyette 150
saglikl kontrolde gergeklestirildi. Hastalarin TSH=19,28+28,461U/ml
AntiTPO=806,67+847,31U/ml  AntiTg=282,716+607,41U/ml degerleri bu sekilde

bulundu.

4.1. PARP-1 Geni G1672A Polimorfizmi

Hashimoto hasta ve kontrol gruplarinin PARP-1 geni G1672A promotor bolge
polimorfizmi genotipleri Hardy-Weinberg esitliginde olup, gosterdikleri genotip
dagilimi ve allel siklig1 2 testi ile degerlendirildi. (Tablo 4-1, Tablo 4-2)

Tablo 4-1: G1672A polimorfizmi genotip dagilimlar:

Genotip Hasta (n %) Kontrol (n %) OR % 95 CI p
GIG 75 (%53,2) 60 (%40) Ref.
G/IA 62 (%44) 81 (%54) 0,61 0,38-0,98 0,04*
A/A 4 (%2,8) 9 (%6) 0,36 0,1-1,21 0,09
* P<0,05

Tablo 4-2: G1672A polimorfizmi allel frekanslar1 dagilhim

Allel Hasta (n %) Kontrol (n %) OR % 95 CI P
G 212 (%75) 201 (%67) Ref.
A 70 (%25) 99 (%33) 0,67 0,47-0,96 0,03*
* P<0,05

Tablo 4-1 ve Tablo 4-2° de goriildiigi tizere Hashimoto hasta ve kontrol gruplar
PARP-1 geni G1672A polimorfizminde genotip dagilimi agisindan; G/A genotipine ve

A alleline sahip bireylerde Hashimoto hastaligi goriilme riski daha diistiktiir.
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4.2. PARP-1 Geni G1672A Polimorfizmi Genotiplerinin RFLP Analizi
Bsh12361 enzimi ile kesilen PARP-1 geni G1672A polimorfizmi PZR {iriinleri
%2’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek polimorfizm tespiti yapildi.

187bg¢’ lik PZR iiriiniiniin Bsh12361 restriksiyon enzim kesimi ile genotiplemesi
yapildi. (Sekil 4-1)

Sekil 4-1: G1672A genotiplerinin RFLP agaroz jel goriintiisii

1. ve 4. kuyucuk: GA genotipi
2. ve 3. kuyucuk: GG genotipi

5. kuyucuk: AA genotipi
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Hasta ve kontol gruplarinin G1672A polimorfizmi genotip dagilimi Graph Pad
Prism programu ile ¢izildi. (Sekil 4-2)

[ Hasta
B Kontrol

Sekil 4-2: Hasta ve kontrol gruplarinda G1672A polimorfizmi genotip dagilim

4.3. PARP-1 Geni C410T Polimorfizmi
Hashimoto hasta ve kontrol gruplarinin PARP-1 geni C410T promotor bolge

polimorfizmi genotipleri Hardy-Weinberg esitliginde olup, gosterdikleri genotip
dagilimi ve allel siklig1 2 testi ile degerlendirildi. (Tablo 4-3, Tablo 4-4)

Tablo 4-3: C410T polimorfizmi genotip dagilimlari

Genotip Hasta (n %) Kontrol (n %) OR % 95 CI p
CIC 62 (%44) 60 (%40) Ref.
CIT 62 (%44) 65 (%43,3) 0,092 0,56-1,52 0,75

TIT 17 (%12) 25 (%16,7) 0,66 032-1,34 0,66
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Tablo 4-4: C410T polmorfizmi allel frekanslar1 dagilim

Allel Hasta (n %) Kontrol (n %) OR % 95 ClI p
C 186 (%66) 185 (%62) Ref.
T 96 (%34) 115 (%38) 0,83 0,59-1,17 0,28

Tablo 4-3 ve Tablo 4-4’ de goriildiigii tizere Hashimoto hastalari ve kontrol
gruplart C410T polimorfizminde genotipler ve allel sikliklar1 dagilimi bakimindan
karsilastirildiginda her iki grupta da istatiksel anlamlilik saptanmamustir.

4.4. PARP-1 Geni C410T Polimorfizmi Genotiplerinin RFLP Analizi
Hpy3l enzimi ile kesilen PARP-1 geni C410T polimorfizmi PZR iiriinleri %3’

liik agaroz jelde yiiriitiilerek polimorfizm tespiti yapildi.

PZR iriiniiniin Hpy3l (Dde) restriksiyon enzimi kesimi ile genotiplemesi
yapildi. (Sekil 4-3)

Sekil 4-3: C410T RFLP agaroz jel goriintiisii
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1. kuyucuk: TT genotipi
2. ve 3. kuyucuk: CC genotipi

4. ve 5. kuyucuk: CT genotipi

Hasta ve kontol gruplarinin C410T polimorfizmi genotip dagilimi Graph Pad
Prism programu ile ¢izildi. (Sekil 4-4)

O Hasta
B Kontrol

Sekil 4-4: Hasta ve kontrol gruplarinda C410T polimorfizmi genotip dagilim

4.5. PARP-1 Geni C410T ve G1672A Polimorfizmleri Genotiplerinin Birlikte
Gériilme Sikliginin Istatistik Sonuclar

Hashimoto hasta ve kontrol gruplarinin PARP-1 geni C410T ve G1672A
polimorfizmleri genotiplerinin birlikte goriilme sikliklart y2 testi ile degerlendirildi.
(Tablo 4-5)
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Tablo 4-5: Hasta ve kontrol gruplarinda C410T ve G1672A genotiplerinin birlikte

goriilme sikhiklar:

Hasta Kontrol OR % 95 CI P
CCGG 42 27 Ref.
CCGA 14 15 0,60 0,25-1,44 0,25
CCAA 1 3 0,21 0,02-2,17 0,3*
CTGG 23 29 0,51 0,25-1,06 0,07
CTGA 38 20 1,22 0,59-2,52 0,59
CTAA 2 2 0,64 0,09-4,84 1,00*
TTGG 7 4 1,13 0,30-4,21 1,00*
TTGA 9 10 0,58 0,21-1,61 0,29
TTAA 1 1 0,64 0,04-10,72 1,00*

(Minimum beklenen deger <5 ise Fisher exact test uygulanmigtir.)

Tablo 4-5’ de goriildiigii gibi Hashimoto hasta ve kontrol gruplart PARP-1 geni

C410T ve G1672A polimorfizmlerinin birlikte goriilme sikliklarinda istatiksel

anlamlilik saptanmamagtir.

4.6. Haplotip Analizi
Haplotip analizi ile, PARP-1 geni C410T ve G1672A polimorfizmlerinin birlikte

kaliilma orani ve buna bagli olarak da allellerin birbirleri {izerine etkileri

incelenmektedir.

Haplotip terimlerinden;

r: iki SNP arasindaki baglant1 katsayisinin karesidir. r°<1 ise rekombinasyon

LOD: Goreceli risk oranlar logaritmasi. LOD arttkea, 1% artar.

olmus ve birlikte kalitilma diismiistiir.
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Hasta ve kontrollerin haplotiplerinin birlikte goriilme sikligi haploview programi
ile degerlendirildi.

Tablo 4-6 : Hasta ve kontrol gruplarinda C410T ve G1672A haplotiplerinin birlikte
goriilme sikhgi

Haplotipler Hasta (%) Kontrol (%) p
CG %56 %41 0,009*
TG %19 %24 0,32
TA %15 %17 0,52
CA %1 %18 0,045*
* p<0,05

Tablo 4-6° da goriildiigi iizere hastalarda CG haplotipinin goriilme siklg
kontrol grubuna gore daha yiiksektir. Kontrollerde ise, CA genotipinin goriilme sikligi

hasta grubuna gore daha yiiksek bulunmustur.

marker1
markerz2

]

Block 1 1 kb})
1

[markerl, marker:Z)

1.2 kb

D': 0.301

Lop: zZ.02

r-squared: 0.0&62

D' conf. bounds: 0.13-0.45

Frequencies:
CG = 51.5%
Ca = 1z2.4%
Td = 15.4%
TG = Z0.7%

Sekil 4-5: Hasta ve kontrol gruplar1 C410T ve G1672A haplotiplerinin birlikte kalitilma
sikhigi
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Sekil 4-5 de gorildigi tizere C410T ve G1672A haplotiplerinin birlikte
kalitilma siklig1 diistiktiir. (r=0,062)

4.7. PARP-1 Geni mRNA Diizeyleri ile G1672A Genotiplerinin Karsilastirilmasi
Hashimoto hastalarinda G1672A polimorfizmi genotiplerine géore PARP-1 geni
MRNA diizeylerinin dagilim grafigi Graph Pad Prism programu ile ¢izildi. (Sekil 4-6)

0.1 A%

PARP-1 mRNA diizeyleri

0.011— . . . .
v
RAMKS
©

&+

& o

Sekil 4-6: G1672A genotiplerine gore mRNA diizeyleri

Hashimoto hastalarinda G1672A polimorfizmi genotiplerine gére PARP-1 geni

mRNA diizeylerinin karsilastirilmasi student t testi ile degerlendirildi.

Tablo 4-6: G1672A genotiplerine gore mRNA diizeyleri

Genotip Hasta % 95 CI p
GG 0,21+0,16 Ref.
GA 0,17+0,06 0,14-0,13 0,51

AA 0
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Tablo 4-6> da goriildiigii tizere PARP-1 geni G1672A polimorfizmi genotipleri

ile MRNA diizeyleri kiyaslandiginda aralarinda istatiksel anlamlilik tespit edilmemistir.

4.8. PARP-1 Geni mRNA Diizeyleri ile C410T Genotiplerinin Karsilastirilmasi
Hashimoto hastalarinda C410T polimorfizmi genotiplerine géore PARP-1 geni

MRNA diizeylerinin dagilim grafigi Graph Pad Prism programu ile ¢izildi. (Sekil 4-7)

0.5+

o
T

=
w
1

PARP-1 mRNA diizeyleri
o
[\
[
L |
o
[

0.1+
': ™ A
00 T 1 ]
Q Q Q
0»"‘ R R
(@) () A

Sekil 4-7: C410T genotiplerine gore mRNA diizeyleri

Hashimoto hastalarinda C410T polimorfizmi genotiplerine gére PARP-1 geni

mRNA diizeylerinin karsilastirilmasi student t testi ile degerlendirildi.

Tablo 4-7: C410T genotiplerine gore mRNA diizeyleri

Gemotip Hasta % 95 CI p
CcC 0,25+0,12 Ref.
CT 0,13£0,07 0,12-0,18 0,1

TT 0,17+0,1 0,15-0,30 0,32
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Tablo 4-7° de goriildigii tizere PARP-1 geni C410T polimorfizmi genotipleri ile

mRNA diizeyleri kiyaslandiginda aralarinda istatiksel anlamlilik tespit edilmemistir.

4.9. Hasta ve Kontrollerde Leptin Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Hashimoto hasta ve kontrol gruplar1 leptin seviyelerinin karsilastirnasi Mann-
Whitney U testi ile analiz edilmistir. Leptin seviyeleri grafigi Graph Pad Prism
programi ile ¢izildi. (Sekil 4-8)

Bﬂ' p=ulu1ﬂ

Serum Leptin Seviyeleri (ng/ml)

Hasta Kontrol

Sekil 4-8: Hasta ve kontrol gruplarinda leptin seviyeleri
* P<0,05

Sekil 4-8” de hasta grubu leptin seviyesi ortalama degeri 22,63+12,69 ng/ml,
kontrol grubu leptin seviyesi ortalama degeri ise 15,78+7,62 ng/ml’ dir. (p=0,01)
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Hasta grubu G1672A polimorfizmi genotiplerine gore leptin seviyeleri Mann-

Whitney U testi ile karsilastirildi.

Tablo 4-8: G1672A genotiplerine gore leptin seviyeleri

Genotip Hasta % 95 ClI p
GG 20,39+13,83 Ref.
GA 20,35+14,73 4,61-4,58 0,74
AA 19,60+7,89 8,21-9,65 0,84

Tablo 4-8’ de goriildiigli lizere Hashimoto hasta ve kontrol gruplari arasinda

PARP-1 geni G1672A polimorfizmi genotipleri ile leptin seviyeleri arasinda anlamli bir

fark yoktur.

Hasta grubu C410T polimorfizmi genotiplerine gore leptin seviyeleri Mann-

Whitney U testi ile karsilastirildi.

Tablo 4-9: C410T genotiplerine gore leptin seviyeleri

Genotip Hasta % 95 CI p
cC 19,92+14,10 Ref.
CT 20,64+12,96 5,62-4,16 0,75
TT 20,09+17,85 8,06-7,24 0,77

Tablo 4-9° da goriildiigli lizere Hashimoto hasta ve kontrol gruplari arasinda

C410T polimorfizmi genotipleri ile leptin seviyeleri arasinda anlamli bir fark yoktur.
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4.10. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Adiponektin Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol gruplart adiponektin seviyelerinin Kkarsilastirnast Mann-
Whitney U testi ile analiz edilmistir. Adiponektin seviyeleri grafigi Graph Pad Prism
programi ile ¢izildi. (Sekil 4-9)

5

= 50+ p=0,086

3

2 404 .

;- Lr 1

£ 304 leat ag "

E > L .ll..

g 20 .'I'E. —‘#—'—

- H_H

< .% b T

E 1“' ..' ......

=

@ 0 . .
Hasta Kontrol

Sekil 4-9: Hasta ve kontrol gruplarinda adiponektin seviyeleri

Sekil 4-9° da hasta grubu adiponektin seviyesi ortalama degeri 22,76+8,61
ug/ml, kontrol grubu adiponektin seviyesi ortalama degeri ise 19,78+7,25 pg/ml’ dir
(p=0,086)

Hasta grubu G1672A polimorfizmi genotiplerine gére serum adiponektin
seviyeleri Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi.

Tablo 4-10: G1672A genotiplerine gore adiponektin seviyeleri

Genotip Hasta % 95 ClI p
GG 22,68+8,55 Ref.
GA 21,50+8,43 2,61-4,85 0,56

AA 20,50+5,73 4,06-8,6 0,35
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Tablo 4-10° da gordiigi tizere Hashimoto hasta ve kontrol gruplari arasinda

PARP-1 geni G1672A polimorfizmi genotipleri ile leptin seviyeleri arasinda anlamli bir
fark yoktur.

Hasta grubu C410T polimorfizmi genotiplerine gore adiponektin seviyeleri
Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi.

Tablo 4-11: C410T genotiplerine gore adiponektin seviyeleri

Genotip Hasta % 95 ClI p
cc 22,52+8,40 Ref.
CT 21,22+8,04 2,45-5,24 0,58
TT 19,50+9,25 2,90-8,71 0,37

Tablo 4-11" de goriildiigi tizere Hashimoto hasta ve kontrol gruplari arasinda
PARP-1 geni C410T polimorfizmi genotipleri ile adiponektin seviyeleri arasinda

anlaml bir fark yoktur.
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5. TARTISMA

Hashimoto tiroiditi, kronik olarak seyreden inflamatuar bir otoimmiin hastaliktir
(130). Otoimmiin hastaliklar, organizmanin kendi hiicre ve dokularina kars1 uzun siireli

immiin cevap ve inflamasyon olusmasindan kaynaklanmaktadir.

Son senelerde, yapilan ¢alismalarda immiin cevap ile adipoz doku arasinda bir
iliski oldugu ve beyaz yag dokusu tarafindan sentezlenen adipokinlerin inflamasyonu
kontrol altinda tuttugu gosterilmistir (60,131). Adipokinler, immiinoregulator islevlere
sahiptir ve inflamatuar hastaliklarda konsantrasyonlar1 inflamasyona bagli olarak
degismektedir. Tipl Diyabet, RA gibi otoimmiin hastaliklarla yapilan galismalarda
adipokinlerin periferik dolasimdaki konsantrasyonlari yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ozellikle leptin ve adiponektinin ¢ok sayida otoimmiin hastaligin (RA, Lupus
Eritromatosus, Tipl Diyabet gibi) patogenezinde rol oynadigi bilinmesine ragmen HT
patogenezi ile adipokinler arasindaki baglant1 hakkinda ¢ok kisitli bilgi bulunmaktadir
(132).

R. Giinaydin ve arkadaglarinin 50 RA’ 1i hasta ve 34 kontrolde yapilan
calismasinda serum leptin seviyeleri ile hastalik siddeti arasindaki iliski incelenmistir.
Hasta ve kontroller arasinda yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi (VKI) arasinda anlaml1 bir
fark bulunmazken serum leptin seviyelerinin RA’ de daha yiiksek oldugu bulunmustur.
VKI ile leptinin dogru orantili oldugu gézlenmis ve hem hasta hem de kontrol grubunda

kadinlarda erkeklere gore serum leptin seviyesinin yiiksek oldugu goriilmiistiir (133).

K. Adrych ve arkadaglarinin diger bir otoimmiin hastalik olan 44 erkek kronik
pankreatitis hastas1 ve 16 saglikli erkekte yaptig1 ¢calismada leptin Seviyelerine bakilmus,

hasta leptin seviyeleri kontrollere gore diisiik bulunmustur (134).

K. Karmiris ve arkadaslarinin ¢alismasinda 100 inflamatuar barsak hastasi (IBH)
(45 Ulseratif Kolit ve 54 Kron hastasi) ve 60 saglikli kontrolde leptin ile birlikte
adiponektin seviyesine bakilmistir. Kontrole gore hastalarda serum adiponektin seviyesi

artarken, leptin seviyesinin azaldig1 tespit edilmistir (135).
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J. B. De Sanctis ve arkadaslarinin SLE hastalarinda ve saglikli kontrollerde
yaptiklar1 bir diger calismada; serum leptin seviyesi hastalarda diisiik, adiponektin

seviyesi yliksek bulunmustur (136).

Yukarida verilen 6rneklerle birlikte pek ¢ok otoimmiin hastalikta leptin ve
adiponektin seviyeleri incelenmis olmasima ragmen, Hashimoto tiroiditi hastalariyla

iliskili fazla bilgi bulunmamaktadir.

L. Sieminska ve arkadaslarinin 98 HT’ 1i postmenopozal 6tiroid kadin ve 105
saglikli postmenopozal o6tiroid kadinda serum leptin ve adiponektin seviyeleri
arasindaki iligkiyi arastiran calismada hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda leptin ve

adiponektin seviyeleri agisindan anlamli bir iliski bulunmamuistir (137).

141 Hashimoto hastasi ve 150 saglikli kontrol ile gergeklestirilen ¢aligmamizda
adiponektin seviyelerinde bir fark tespit edilmemesi L. Sieminska ve arkadaslarinin
bulgulariyla benzerlik gostermektedir. Bu c¢alismadan farkli olarak g¢alismamizda
Hashimoto hastalarinin leptin seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli bir artis

gostermistir.

Caligmamizda leptin seviyesinin hastalarda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak yiiksek bulunmasi, leptinin lenfositler tizerine etki ederek HT’ de lenfosit aracili
inflamasyondaki roliinii ortaya koymaktadir. Diger taraftan, leptin ile zit yonlii ¢alisan
adiponektin (131), T hiicre aktivasyonu ve B hiicre gelismini baskilayarak immiin cevap
tizerinde negatif etki yapmaktadir. Serum leptin ve adiponektin seviyelerinin
inflamatuar/otoimmiin hastaliklarda farkli sonuglar gosteriyor olmasi, bireylerde
hastaligin patogenezi ile arasindaki baglantinin farkli ve bagimsiz oldugunu

diistindiirmektedir.

D. Huang ve arkadaslari tavsanlarin kardiyak fibroblastlari ile yaptig1 ¢calismada,
PARP-1’in adiponektinin ve adiponektin reseptoriiniin (AdipoR1) tranksripsiyonunu
inaktive ederek etkisini gosterdigi sonucuna varmistir (138). Bizde bu bulgulardan yola
¢ikarak ¢aligmamizin ikinci kisminda, PARP-1 geni promotdr bolge polimorfizmleri ile

adiponektin seviyeleri arasindaki iligkiyi arastirmay1 planladik.

PARP-1 geni, adiponektin ile iligskisinin yani sira Hashimoto tiroiditi
patogenezinde rol oynayan aday genlerden birisidir. HT patogenezinde genetik ve

cevresel faktorlerin rol oynadig bilinmektedir. Giliniimiizde hala hastalikligin
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etyolojisinde hangi genetik faktorlerin rolii oldugu tam olarak agiklanabilmis degildir.
Son senelerde yapilan caligmalar PARP-1 geninin knockout oldugu ve PARP-1
enziminin inhibe edildigi durumlarda, inflamasyonla iligkili hastaliklarda hastaligin
olusmasini veya ilerlemesini engelledigini gostermistir. PARP-1 inhibitorlerinin
koruyucu etkisinin, inflamatuar cevabin inhibisyonuna bagli oldugu ileri siiriilmistiir

(139,140) .

PARP-1 enzimi interlokin genlerini transkripsiyonel diizeyde diizenlemek
suretiyle inflamatuar cevapta rol oynadigi gosterilmistir (117,140). Ancak, PARP-1

enziminin inflamatuar siirecteki rolii hala tam olarak aydinlatilabilmis degildir.

PARP-1 geni promotor bolgesinde cogunlukla C410T, C1362T ve G1672A
polimorfizmleri c¢alisilmis ve bazi inflamatuar/otoimmiin hastaliklarla arasindaki
iliskiler arastirllmis ve sonug¢ olarak, bu polimorfizmlerin hastalik riskine katkida

bulunabilecegini ortaya koyulmustur (122).

Calismamizda, PARP-1 genininin promotdr bélgesinde bulunan C410T ve
G1672A polimorfizmlerine bakilmistir. C410T polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol
gruplarinin genotipleri arasinda herhangi bir farklilik tespit edilmemistir. PARP-1
genininin promotor bolgesinde bulunan G1672A polimorfizminde G/A genotipini sahip
bireyler ve A alleline sahip bireylerde Hashimoto hastaliginin goriilme riski daha diistik

bulunmustur.

PARP-1 geni C410T ve G1672A polimorfizmleri ile HT arasindaki iliskiyi
inceleyen ¢aligma bulunmamasina ragmen, bu polimorfizmlerin diger bazi inflamatuar

hastaliklarla olan iliskisini inceleyen birka¢ ¢alisma bulunmaktadir.

J. Infant ve arkadaslarinin 146 Parkinson hastasi ve 161 saglikli kontrol ile
yaptig1 ¢alismada PARP-1 geni promotor bolge C410T ve G1672A polimorfizmlerinin
hastalik {izerine etkilerine bakilmistir. G1672A polimorfizminde hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmezken, C410T polimorfizminde heterozigot
C/T genotipin hastalikta risk faktoriinii azalttig1 ve T allelinin hastalikta koruyucu rol

oynadig gosterilmistir (123).

M. Pascual ve arkadaslar1 213 Ispanyol Romatioid Artritli hasta ve 242 saglikli
bireyde PARP-1 geni promot6r bolge polimorfizmleri (C410T, C1362T, G1672A) ile

RA arasindaki iligkiyi incelemistir. Sonuglara gore; PARP-1 geni polimorfizmlerinin
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inflamasyon/otoimmiin hastaliklarda etkisinin olabilecegi gosterilmis ve C410T
polimorfizminde C/T genotipi ile C1362T polimorfizminde C/C genotipi RA’ e
yatkinlig1 arttirdigi bulunmustur (122).

J. Infante ve arkadaslarmim 263 Ispanyol Alzheimer hastasi ile 293 saglikli
kontrolde gergeklestirdigi calismada, PARP-1 geni C410T, G1672A polimorfizmleri ile
IL-IA geni C889T polimorfizmi incelenmistir. Sonuca gore, C410T ve G1672A
haplotiplerinin IL-1A geni C889T polimorfizminde T alleli ile iligskisi Alzheimer
hastalig1 riskini arttirmaktadir (124).

N. Kato ve arkadaslarinin Japon popiilasyonunda 213 Serebral infarksiyon
hastasi ve 374 saglikli kontrol ile yaptiklar1 calismada, PARP-1 geni C410T, C1362T ve
G1672A polimorfizmleri bakilmistir. Her {ic genotipte de hasta ve kontrol gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (121).

Polimorfizmlerdeki allel frekanslari ve genotip dagilimlari etnik kdkene gore
farklilik gosterebilmektedir. C410T polimorfizmi i¢in; Avrupa popiilasyonunda T/T
genotipi, Afrika popiilasyonunda ise C/C genotipi daha fazla goriilmektedir. G1671A
polimorfizmi igin; Avrupa popiilasyonunda A/A genotipi, Yoruban (Ibadan,Nijerya)
popiilasyonunda ise G/G genotipi daha fazla goriilmektedir. Farkli etnik gruplarda
gorilen genotip ve allel frekanslar1 arasindaki farklar, bu polimorfizmlerin

popiilasyonlara gore farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir (125,126).

PARP-1 geni C410T ve G1672A polimorfizmleri haplotiplerinin birlikte
goriilme sikligr incelendiginde; hasta grubunda CG haplotipinin kontrol grubuna gore
daha fazla goriildigii, kontrol grubunda ise CA haplotipinin hasta grubuna gore daha
fazla goriildigi tespit edilmistir. Elde ettigimiz bu sonuclar, genotip ve allel
frekanslarinin sikliginda G/G genotipinin ve G allelinin hastalikta risk faktorii oldugu

sonucunu destekler niteliktedir.

PARP-1 geni C410T ve G1672A polimorfizmleri haplotiplerinin birlikte
kalitilma siklhig1 diisiik bulunmustur. Kromozomda birbirine yakin DNA pargalari
beraber kalitilma egilimi gosterirler. PARP-1 geninde promotdr bolgede yer alan 410.
ve 1672. niikleotidler kromozom {iizerinde birbirine yakin konumlanmis olsa da beraber
kalitilma sikliklar1 diisiik oldugu i¢in bu polimorfizmlerin birbirlerini etkileme

olasiliklar diisiiktiir.
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Calismamizda ayrica HT grubunda PARP-1 geni C410T ve G1672A promotor
bolge polimorfizmleri ile bireylere ait PARP-1 geni mRNA diizeyleri karsilagtirmasi
yapilmistir. Polimorfizmler genotiplerine gore gruplara ayrilip, gruplar arast mRNA
diizeyleri kiyaslanmustir.. Her iki polimorfizm i¢in mRNA diizeyleri agisindan istatiksel
anlamda bir fark bulunamamistir. Gen iizerindeki C410T ve G1672A polimorfik
degisimlerin MRNA diizeyleri ile baglantisinin olmadig1 goriilmiistiir. PARP-1 geninde
promotor bolge polimorfizmleri ile mRNA diizeylerinin birlikte ¢alisildig1 bir literatiir

bulunmadigindan ¢alismamizla karsilastirmak miimkiin olmamistir

Calismamizin bu kisminda, hasta bireylerin PARP-1 geni C410T ve G1672A
polimorfizmi genotipleri ile serum adiponektin seviyelerinin yanisira leptin seviyeleri
arasindaki iligki de degerlendirilmistir. Serum leptin ve adiponektin seviyelerinde
genotipler acisindan her iki polimorfizm i¢in de anlamli bir fark bulunmamistir. Bu
sonuglar da, PARP-1 geni polimorfizmlerinin inflamatuar cevapta serum leptin ve

adiponektin seviyelerinde herhangi bir degisiklige neden olmadigin1 gdstermektedir.
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Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore;

PARP-1 geni C410T polimorfizmi hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir

fark gostermemistir.

PARP-1 geni G1672A polimorfizminde G/G genotipinin ve G allelinin hastalikta

risk faktorii oldugu bulunmustur.

Leptin seviyesi Hashimoto tiroiditi vakalarinda saglikli kontrollere gére daha

yiiksek bulunmustur.
Adiponektin seviyeleri hasta ve kontrol gruplari arasinda farklilik géstermemistir.

PARP-1 geni mRNA diizeyleri, PARP-1 geni C410T ve G1672A polimorfizmleri

genotipleri agisindan anlamlilik gostermemistir.
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