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OZET

DEGIRMENCIOGLU Sevgin (2015). Hashimoto Tiroiditinde Transforming Growth Factor- 1
Gen Polimorfizminin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya

ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

“Transforming growth factor $1” (TGFB1) immiinosiipresif ve anti-inflamatuar bir sitokindir.
TGFB1, T ve B hiicrelerinin aktivasyonunu baskilamakta ve viicudun kendi antijenlerine kars1
tolerans saglamaktadir. TGFB1 nin diizeyleri genetik kontrol altinda olup sinyal peptidin amino
asit dizisinin degismesine neden olan kodon 10 ve kodon 25 polimorfizmleri, bu sitokinin

ekspresyon hizini etkilemekte ve otoimmiin hastaliklarin gelismesinde etkili olmaktadir.

Hashimoto tiroiditi (HT) popiilasyonun % 18’ inde goriilen bir otoimmiin tiroid
hastaligidir. HT” I1 hastalarda tiroid bezinde goriilen yaygin lenfosit infiltrasyonu ve viicudun
kendi-tiroid antijenlerine karsi intolerans geligsmesi, tiroid hiicrelerinin harabiyetine ve tiroid
fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir. Bu bilgilerin 1s18inda amacimiz, HT tanist konmus
hastalarda kodon 10 (c.869T>C) ve kodon 25 (¢c.915G>C) polimorfizmleri ile HT arasindaki
iligkiyi incelemek ve genotipler ile hastaligin bazi klinik ve laboratuvar belirtileri arasinda bir

baglant1 olup olmadigini arastirmaktir.

Calisgmamizda HT tanisi konmus 178 hasta ve 197 saglikli kisi incelendi. Her iki
grupta kodon 10 (c.869T>C) ve kodon 25 (¢.915G>C) polimorfizmlerinin genotip ve allel
dagilimlar1  “restriction fragment length polymorphism” (RFLP)-PCR ile saptandi.
Calismamizda kontrol grubu ve HT hastalarinda kodon 10 (c.869T>C) genotip ve allel
dagilimlarinin istatistiksel bir fark gostermedigi saptandi. Buna karsiik, HT’ de ilk kez
incelenen kodon 25 (c.915G>C) polimorfizmi sonuglarina gére, HT hastalarinda C alleli
sikliginin G alleline gére yaklasik 2 kat, CG genotinin GG’ ye oranla 2.5 kat fazla hastalik
riski ile ilgili oldugu bulundu. Ayrica, CG heterozigot HT hastalarinda TSH diizeylerinin GG
genotipine gore daha yiiksek oldugu bulundu.

Sonug¢ olarak, diger cevresel ve genetik faktorlerle birlikte, TGFB1 kodon 25
polimorfizminin HT gelismesi i¢in bir risk faktorii olabilecegi ve bu polimorfizmin yiiksek
TSH diizeyleri ile bir iligki gosterdigi bulundu.

Anahtar kelimeler: TGFp1, Polimorfizm, Hashimoto tiroiditi

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir

(Proje No: 7784)
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ABSTRACT

DEGIRMENCIOGLU Sevgin. Investigaton of Transforming Growth Factor- B1 gene
polymorphisms in Hashimoto’s thyroiditis. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Biochemistry, Ph.D. Thesis; Istanbul. 2015

“Transforming growth factor f1” (TGFB1) is a immunosuppressive and anti-inflammatory
cytokine. TGFB1 suppresses the activation of T and B cells and provides tolerance to self-
thyroid antigens. TGFp1 levels are under genetical control. Polymorphisms at codons 10 and
25, related with changes of amino acid sequence of signal peptide, affect the expression rate of
this cytokine and there is a relationship with many autoimmune diseases.

Hashimoto’s thyroiditis (HT) is an autoimmune thyroid disease seen in 18% of
population. There is a heavy lymphocyte infiltration and loss of tolerance to self-thyroid
antigens in HT patients, leading to progressive destruction of thyrocytes and thyroid
dysfunction. According to this information, the aim of the present study was to investigate the
relationship between polymorphisms at codons 10 (c.869T>C) and 25 (c.915G>C) of TGFp1
gene and HT, as well as some clinical/laboratory parameters of HT.

One hundred seventy eight patients with HT and 197 healthy controls were included in
the study. The genotype and allele frequencies of polymorphisms at codon 10 and 25 in both
groups were assayed by using PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP). There
was no notable risk for HT afflicted by codon 10 (c.869T>C) polymorphism of TGFB1 gene.
Regarding polymorphism at codon 25 (c.915G>C), the C allele frequency was almost 2-fold
increased in HT patients according to controls, and there was an 2.5-fold increased disease risk
in CG genotype when compared to GG. In addition, TSH levels in CG heterozygous patients
were increased in comparison with GG genotype.

As a conclusion, we suggest that the polymorphism at codon 25 of TGFB1 gene
interacting with other genetic and environmental factors may be related with increased

susceptibility to HT and higher TSH levels.

Key words: TGFB1, polymorphism, Hashimoto’s thyroiditis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University (Project No:
7784)



1. GIRIS VE AMAC

Kronik lenfositik tiroidit adiyla da bilinen Hashimoto tiroiditi (HT)
populasyonun % 18’ inde goriilen bir otoimmiin tiroid hastaligidir (31). Bu hastalarda
tiroid bezinde goriilen yaygin lenfosit infiltrasyonu serumda anti-tiroid antikorlarinin

artigina ve tiroid fonksiyonlarmin bozulmasina eslik etmektedir (31, 76).

“Transforming growth factor B1” (TGFB1) hiicre gelisimi ve homeostazinin
stirdiiriilmesinde 6nemli rol oynayan bir sitokindir. 25 kDa homodimerik protein olan
TGFB1, hiicrelerde proliferasyon, differansiasyon ve migrasyonu diizenleyerek
apoptozu kontrol eder (4, 21). TGFB1 embriyonik gelisim, timdr olusumu, fibrozis ve

immiin sistemin regiilasyonu gibi bir¢ok stireci de etkilemektedir (21, 61).

TGFB1’ in ekspresyonu inflamatuar ve otoimmiin siireglerin regiilasyonunda
hayati 6nem tasimaktadir. TGFB1 sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonunu ve
farklilagsmasini baskilarken, T siipresor hiicrelerini aktive etmektedir (28, 61). Ayrica B
hiicrelerinde antikor iiretimi ve salgilanmasini baskiladigi da bildirilmistir (28, 61).
TGEB1 bir yandan T ve B hiicreleri, diger yandan c¢esitli pro-inflamatuar sitokin ve
adezyon molekiilleri tiizerine olan etkileri ile inflamatuar ve immiin cevabin
baskilanmasina neden olmaktadir. Bu g¢ergevede TGFB1’ in interlokin-18 (IL-1B) ve
timor nekroz faktorii o (TNFa)’ nin proinflamatuar etkilerini baskiladigi, interselliiler
adezyon molekiili-1 (ICAM1), vaskiiler adezyon molekiilii-1 (VCAML1), E-selektin gibi
adezyon molekiillerinin sentezini inhibe ettigi ve Thl ve Th2 [Tip 1 ve Tip 2 helper
(yardimci) lenfositler] hiicreleri araciligiyla gerceklesen siiregleri  baskiladigi

saptanmugtir (21, 64).

HT’ nin patogenezinde kronik inflamasyon, endotel disfonksiyonu, ve pro- ve
anti-inflamatuar sitokinler arasindaki dengenin bozulmasi 6nemli bir rol oynamaktadir
(23, 72). Bir anti-inflamatuar sitokin olan TGFB1, immiinosiipresif 6zelliklere sahiptir
(7, 69). HT, Thl hiicreleri araciligiyla gerceklesen bir hastaliktir. Bu hastalikta tiroid
bezindeki yaygin lenfosit infiltrasyonu ve viicudun kendi-tiroid antijenlerine karst
intolerans gelismesi, tiroid hiicrelerinin harabiyetine ve tiroid fonksiyon bozukluguna
yol agmaktadir (26). TGFB1’ in T ve B hiicrelerinin aktivasyonunu baskiladig ve kendi-
tiroid antijenlerine karsi toleransi sagladigi i¢in, bu sitokinin eksikligi/yetersizligi HT

gelismesinde etkili olabilir.

TGFB1 diizeyleri genetik kontrol altindadir. 19913 kromozomunda bulunan

TGFB1 geni, yedi ekzon igerir ve 390 amino asitten olusan prekiirsor proteinin
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sentezinden sorumludur. Gliniimiizde, TGFB1 geninde bir¢ok polimorfik bolge
tammmlanmistir (8). Bu polimorfik bolgeler arasinda, sinyal peptidin amino asit
dizilisinin degismesine neden olan kodon 10 ve kodon 25 polimorfizmleri de yer
almaktadir. TGFB1 geninin 869. pozisyonda T ile C yer degistirmesi sonucu kodon
10’da 16sin (Leu) yerine prolin (Pro), 915. pozisyonda G ile C yer degistirmesi sonucu
kodon 25’te arginin (Arg) yerine prolin (Pro) yer almaktadir. Kodon 10 ve kodon 25’
deki polimorfizmler proteinin ekspresyon hizini belirlemektedir (8). TGFB1 genindeki
baz1 polimorfizmler ile Graves hastaligi (GH), HT, sistemik skleroz, otoimmiin hepatit
ve romatoid artrit gibi bir¢ok otoimmiin hastalik arasinda bir iligski oldugu bulunmustur

(6,18,53,55,83).

Bu calismada amacimiz, HT tanis1 konmus hastalarda kodon 10 (LeulOPro
veya ¢.869T>C) ve kodon 25 (Arg25Pro veya ¢.915G>C) polimorfizmleri ile HT
arasindaki iligkiyi incelemek, ayrica genotipler ile hastaligin bazi klinik ve laboratuar

belirtileri arasinda bir baglant1 olup olmadigini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HASHIMOTO TiRODITI

1. Tanim ve tarihce:

HT organ spesifik otoimmiin bir hastalik olup hipotiroidinin en sik sebebidir.
Ik kez 1912 yilinda Dr. Hakaru Hashimoto tarafindan dort hastanin tiroid dokusunun
histopatolojik degerlendirilmesi sonucu tanimlanmistir. Tiroid bezi bu hastalikta
lenfositler tarafindan infiltre edilmekte, sonrasinda hormon iiretimi bozulacak kadar
hasar meydana gelmektedir (35). Kronik lenfositik tiroidit veya otoimmiin tiroidit
olarak da isimlendirilen bu hastalik en sik 30-50 yas arasinda olmak tizere her yas
grubunda goriilebilir. Genel populasyonun % 18’ inden fazlasinda gorillen HT
kadinlarda erkeklere oranla 5-7 kat daha fazla goriiliir ve HT” 1i hastalarin birinci derece
akrabalarinin %350’ sinde tiroid otoantikorlar1 tespit edilmektedir (36, 77). Otoimmiin

tiroid hastaliklar1 tiim organ-spesifik hastaliklarin %30’ undan fazlasindan sorumludur.

Sekil 2. 1. Hashimoto

hastalariin genel goriiniimii

__ Biiyiimis,
iltihaplanmuis tiroid

Otoimmiin tiroidit, HT” den atrofik lenfositik tiroidite kadar uzanan genis bir spektrum
icerir. Bu hastaliklar arasindaki farklilik degisik tipte antitiroid antikorlarin iretimine
baglidir (20). T hiicre aracili otoimmiinite ile olusan HT” de, birgok genetik ve ¢evresel
faktor etiyolojide 6nemli rol oynar (15). Patolojik olarak hastalik tiroid bezinin lenfosit,
plazma hiicreleri ve nadiren multiniikleer dev hiicrelerin infiltrasyonu ile karakterizedir

(17).



Tablo 2.1. Otoimmidin tiroidit tipleri

Otoimmiin Tiroidit Hastaligin Seyri Goriiniim
Tipleri
Buyumis guatr
HT Kronik Lenfositik infiltrasyon
Tiroid hiicre hiperplazisi
Atrofik Tiroidit Kronik Atrofi
Fibrozis
Juvenil Tiroidit Kronik Lenfositik infiltrasyon
Postpartum Tiroidit Gegici Kiigtik guatr

Kronik tiroidite doniisebilir

Lenfositik infiltrasyon

Sessiz Tiroidit Gegici Kiig¢iik guatr
Lenfositik infiltrasyon
Fokal Tiroidit Ilerleyebilir Otopside %20 oraninda

HT; hipogonadizm, Addison hastaligi, diyabetes mellitus, hipoparatiroidizm ve
pernisiyoz anemi ile birlikte sik goriiliir. Bu kombinasyona “poliglandiiler yetmezlik
sendromu” denir. Bunun 2 sekli vardir. Tip 1’ de; hipoparatiroidizm, mukokutaneoz
kandidiyazis, Addison hastaligi ve nadiren hipotiroidi vardir. Tip 2 sendrom daha sik

goriilir ve familyal diyabetes mellitus, hipotiroidizm, hipoadrenalizm ve nadiren

gonadal ve hipofizer yetmezlik vardir.

2. Etiyopatogenez

Biitiin otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi HT olusmasinda internal ve eksternal

faktorlerin zararl bir etkilesimi so6z konusudur. Ancak genetik yatkinlik bu kompleks

hastaligin olusmasinda daha agir basmaktadir (41).




Genetik
yatkinhk

Cevre
Faktorleri

Sekil 2. 2 . Hashimoto patogenez: Genetik yatkinlik ve ¢evresel faktorler birlikte tiroid

bezini ve immiin sistemi etkileyerek HT olusmasini tetiklemektedir.

HT’ de stipressor T hiicrelerindeki genetik defekt sonucunda hiicresel immiinitenin
bozulmast s6z konusudur. Bu defekt sonucu siipressor T lenfositleri, yardimci T
lenfositlerini baskilayamaz. Aktivasyona ugramis yardimc1 T lenfositleri B lenfositleri
ile iliskiye girer ve interferon-gama (INF-g) dahil birgok sitokin salgilarlar. Bu
sitokinler tirositleri uyararak HLA-II yiizey antijenlerinin olugsmasini saglar. Ayrica
aktivasyona ugramig B lenfositleri tiroid antijenleri ile reaksiyona giren antikorlar
(otoantikorlar) olusturur (38). Otoimmiin olaymn nasil tetiklendigi bilinmemektedir.
Ancak kiiciik yaslarda daha diisiik olan insidansin, yas ilerledik¢e belirgin olarak
artmasi, ¢evresel faktorlerin etkisini ¢agristirmaktadir. Cevresel faktorler olarak, iyot
alimi, stres, enfeksiyonlar ve toksinler sorumlu tutulmustur. Ikinci bir hipotez de
bakteri veya viriislerde bulunan bazi proteinlerin tiroid bezindeki bazi proteinlere
benzerlik gostermesi, bakteriye kargi olugsan immiin yanitin bu benzerlik sebebiyle
tiroidi de etkilemesi olasihigidir (80, 81). Hastaligin ana ¢izgisi, kronik diizeyde tirosit
harabiyeti ve folikiillerin pargalanmasidir. Folikiil limeninde depolanmis kolloidin
interstisyuma sacilmasi, yeni folikiil olusumu ve bu yeni folikiillerin bir boliimiiniin
fonksiyon yetenegi kazanmasi, ancak bir boliimiiniin yine ayni mekanizma ile tahrip
olmasidir. Bu sekilde yasam boyu yikim ve yapim dinamikleri siirlip gitmektedir. Hiicre
yikimi agirlikli oldugu i¢in immiin sistemin sitotoksik kolunun agirhigr burada
onemlidir. HT” de tiroide kars1 antikorlar son derecede yiiksek oranda ve yiiksek titrede
bulunmaktadir. Agirliklt olanlar Anti-TPO ve Anti-TG’ dir. Ancak Anti- Na/l
cosimporter, Anti-koloid-II antikorlar1 yan1 sira ANA dahil bir¢cok antikor da
saptanmigtir. Anti-TPO kompleman baglamakta olup, HT patogenezinde daha
agirhiktadir (25, 81). HT® de tiroid hiicre harabiyeti patogenezi birka¢ hipotezle
aciklanabilir. Anti-TPO araciligryla tirosit harabiyetinde {i¢ yol dngoriilebilir: 1-) Anti-
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TPO hiicre membraninda bulunan komplemanla birleserek, sistemi harekete gecirmekte
Ve tirosit harabiyetine yol agmaktadir. Komplemana baglanarak tirositin IL-1, ICAM-1,
PGE?2 ve serbest radikal olusumuna yol agarak tirositi olumsuz etkilemektedir. 2-) Anti-
TPO, tiroid apikal membraninda bulunan TPO’ ya baglanarak sitotoksik T-lenfositlere
adeta hiicreyi hedef olarak isaret etmekte ve hiicrenin apoptozuna yol agmaktadir. 3-)
Anti-TPO ve Anti-TG, dogal oldiiriici hiicre (NK)’ lerin Fc reseptoriine baglanarak,
onlar1 tirosite ¢cekmektedir. Bu sekilde tirosite ¢ekilen NK” lar, onu yok etmektedir (81).
Sitotoksik T-lenfositler (CD8+), hedef hiicrenin (tirosit) antijenik proteinini (TPO, TG
vs) tanirlar ve ona yonelirler. Sitotoksik T-lenfositler Fas ligandlar1 (Fas-L) ile hedef
hiicrenin Fas’ 1na baglanirlar ve sahip olduklar1 yikict molekiilii (perforin) ona aktararak
tahrip ederler. Normal tirosit ¢ok az Fas eksprese etmektedir. Ancak IL-1 uyarildiginda
Fas ekspresyonu ileri derecede artmaktadir (81). HT’ de interstisyumda ¢ok bol bulunan
T-lenfositler ve HT’ nin tiroid hiicreleri, sitokini aktive etme baglaminda son derece
aktiftirler. Interstisyumda bulunan T-hiicreleri ve uyarilmis tirositler INF-g, IL-2, IL-4,
IL-6, TNF-o, HLA-II, HLA-I, ICAM-1 ve NO gibi bir¢cok sitokin ve molekiilii
salgilamaktadir. Bu sitokin ve molekiil toplulugu, bir yandan tirositi uyarmakta ve bir

yandan da tirositlerin harabiyetine yol agmaktadir (81).
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Etiyolojide rol almas1 muhtemel ¢evresel faktorler arasinda; diyetsel iyot alimu,

bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, sitokin tedavisi ve gebelik yer almaktadir (15).

Diyetsel iyodun rolii birgok epidemiyolojik ¢alismada ve hayvan modellerinde
gosterilmis olup en 6nemli ¢evresel faktor gibi goriinmektedir (9, 63).

Iyot fazlahigi tiroglobulin (Tg) molekiillerini direkt olarak etkiler ve yeni
epitoplar yaratir. Yapilan galismalar yiiksek iyotlu Tg molekiillerinin diisiik iyotlu
olanlara gore daha iyi bir immiinojen oldugunu géstermistir (13, 22). Yiiksek iyotlu Tg
molekiilii antijen “uptake” ini uyarir. Ayrica yiiksek doz iyot direkt olarak makrofajlari,
dendritik hiicreleri, B ve T lenfositlerini uyarir. Sonugta makrofaj miyeloperoksidaz
aktivitesinde artma, dendritik hiicre maturasyonunda hizlanma, sirkiilasyondaki T
lenfositlerin sayisinda ve B lenfositlerden immiinglobulin iiretiminde artma meydana
gelir (2). Immiin ve inflamatuar cevaplarin regiilasyonunda esas rol oynayan sitokinlerin
birgok c¢alismada otoimmiinitede, patojenik apoptotik proseslerde ve HT’ nin
gelismesinde roli oldugu gosterilmistir (10, 62). GM-CSF ya da IL-2 kullanim1 gegici
olarak tiroid otoantikorlarinin gelisimini indiikler ve hipotiroidi olusturur. Bu bulgu
hematopoetik biiylime faktorii ve sitokin kullanan hastalarin hipotiroidi gelisimi
acisindan takibini gerektirir (5,15,30). HT etiyopatogenezinde rol alan diger molekiiler
mekanizma apoptozistir. Apoptozis (programlanmis hiicre o6liimi) masif tirosit
yikiminda major rol oynar. Fas reseptoriiniin Fas-L ligand: ile birlesmesi apoptozisi
baslatir. HT” de tirositlerde apoptozise yol acan Fas ve Fas L ligandinin asir1 liretimi s6z
konusudur (45). HLA molekiilleri HT ve otoimmiin tiroid hastaliklarinin gelismesinde
onemli rol oynar. Yapilan c¢alismalarda HT ve GH’ de tiroid epitelyal hiicrelerinde
HLA-II molekiil ekspresyonunun arttigi saptanmistir (15). Genel popiilasyona gore bazi
HLA tipleri; 6rnegin HLADRS Hashimoto tiroiditinde daha sik goriilmektedir. Primer
miks 6demi olan hastalarda HLA-DR3 prevalansi artmisken (19), hem GH hem de HT’
de HLA-AW30 prevalansi artmistir (11).

3. Patoloji

Patolojik olarak HT, tiroid bezinin lenfosit ve plazma hiicreleri tarafindan
infiltrasyonu, folikiiler yikim, fibrozis ve kolloid eksikligi ile karakterizedir. Bazi
hastalarda ise sadece izole alanlarda lenfositik infiltrasyon olabilir ki buna fokal
tiroidit  denilir. Bu HT’ nin erken evresini yansitiyor olabilir. Ciinkii lenfositik
infiltrasyon derecesi ile serumdaki antikorlar korelasyon gosterir (84). Ozellikle
yetiskin HT’ li hastalarin tiroid bezinde Hurtle ya da Askanazy hiicreleri olarak
bilinen karakteristik eozinofilik epitelyal hiicreler bulunur (54).



Sekil 2.4. HT patolojik goriinimii. Tiroid bezinin mikroskobik goriintiisii. Sol tarafta
normal bir folikiil (c: kolloid foliikiilleri). HT olan sag tarafta ok ile gosterilmis
folikkiillerde lenfosit infiltrasyonu ger¢eklesmistir. Tiroid peroksidaz ve tiroglobuline

kars1 otoantikorlar yiikselmistir.
4. Klinik Belirtiler

HT” li hastalar asagidakilerden biri veya birkagi ile bagvurabilir (46):

» Guatr veya tiroid nodiilii
» Hipotiroidi.
» Tirotoksikoz (Hashitoksikoz).

HT’ de en sik bulgu tiroid biiyimesidir. Hastalarin %75’ inde &tiroid guatr
vardir. Hastalar doktora boyunda sislik, rahatsizlik hissi yakinmas ile basvurabilir ya
da baska bir nedenle yapilan muayenede guatr saptanabilir. Tiroid bezi genelde
diffiiz olarak bliylimiistiir, orta sertlikte ve lastik kivamindadir. Bazi hastalarda
multinodiiler guatr olabilir ya da ¢ok nadiren tek nodiil goriilebilir. Piramidal lop
belirgin olarak biliylimiistiir. Cogu hastada guatr asemptomatik olsa da nadiren agri1 ve

hassasiyet olabilir (35, 36).

Tiroid bezinde ani biiyiime ve agrn varlifinda timdr ayirict tanida
diistiniilmelidir. Otoimmun tiroiditin diffiiz olmasi, hipotiroidi bulgulari, piramidal lob
biiyiimesi ayirim saglamazsa ince igne aspirasyon biyopsisi (TIIAB) yapilir. Patolojik
olarak lenfoma ve kiigiik hiicreli tiroid kanserleri HT ile karisabilecegi gibi uzun siirede
HT lenfoma gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir. HT” de asimetrik bez biiylimesi, agr1, ses

kisiklig1, lenf nodu gelisimi tiroid lenfomasini akla getirmelidir (35).

Klinige ilk bagvuran hastalarin %20’ sinde hipotiroidi semptom ve bulgular
mevcuttur ya da yillar iginde gelisir (35). Onceleri HT> den kaynaklanan

hipotiroidizmin kalici oldugu distiniilirdii. Ancak yakin zamanda Hashimoto
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tiroiditinin gegici hipotiroiditi yapabilecegi yoniinde kanitlar vardir. Yaklasik %20

hastada tiroid hormon replasmani alirken spontan iyilesme saglanmustir (73).

HT olan hastalarda ve bunlarin yakinlarinda diger otoimmiin hastalik prevalansi
artmistir. Ornegin; Addison hastalii, tip 1 diyabetes mellitus, pernisydz anemi,
romatoid artrit, myastenia gravis, multipl skleroz ve vitiligo HT’ de daha sik
goriilmektedir (17, 36).

5. Laboratuar Bulgular

HT’ den siiphelenildiginde, tiroid otoantikorlari ve tiroid fonksiyon testleri
taniy1 desteklemeye yardimci olur. HT’ li olgularin yaklasik %80’ inde tan1 kondugunda
T4, T3 ve TSH diizeyleri normaldir, ancak TRH” ya TSH cevab1 artmistir. Bu da tiroid
bezi kapasitesinin azalmakta oldugunu gosterir. Antimikrozomal (Anti-TPO) antikorlar
olgularin % 95 inde ve anti-TG antikorlar % 60’ nda pozitiftir. Atrofik formlu
vakalarda antikor titreleri guatrli formdan daha yiiksektir. Yaklasik % 10 olguda
antikorlar negatif olabilir. Bu tiir hastalarda tani igin ince igne aspirasyon biyopsisi
yapilmalidir. Bazi olgularda TSH-R antikorlari nadiren olabilir. Tiroid antikorlari
pozitif olgularin % 50-75° i o&tiroid iken % 25-50° sinde subklinik hipotiroidizm
saptanmistir. Tiroid antikorlari diger tiroid hastaliklarindan daha yiiksek bulunur.
Antitiroid antikor titrelerinin 1:1000 ve tizerinde olmasi otoimmiin tiroidit tanisini
destekler. Cok az hastada sedimantasyon yiiksekligi, poliklonal hipergammaglobulinemi
veya antiniikleer antikorlar saptanmigtir. HT” 1i olgularin % 20.8° inde sodyum-iyot
simporter (NIS) antikorlar1 yliiksek  bulunmustur.  Ancak saghikli  kisilerle
karsilastirildiginda antikor pozitifligi agisindan anlamli bir fark bulunamamistir. O

nedenle NIS antikorlar: tani ve izlemde kullanilamamaktadar.

Tiroid gorintiilme tetkikleri ise guatirli otoimmiin tiroiditli hastalarda gerekli
degildir. Tiroid sintigrafisinde GH, multinodiiler guatir veya hiperfonksiyone veya
hipofonksiyone nodiilii taklit eden goriintiiler alinabilir. Radyoizotop uptake’ i normal,
yiiksek veya diisiik olabilir. Subakut veya sessiz tiroiditte “uptake” diisiiktiir. USG’ de
biiylimiis bir tiroid bezi vardir ve diffiiz hipoekojenik patern gosterir. HT tanisinda
tiroid ultrasonu tani koydurucu ozellikler tasir.
Iyi bir radyolog USG ile Hashimoto tanisi koyabilir. Cocuklarda yapilan bir ¢alismada
Hashimoto’ya spesifik USG o6zelliklerinin Hashimotolu ¢ocuklarin % 37’ sinde tani
kondugunda mevcut oldugu, tan1 konuldugunda normal USG goriintiisii olanlarin 7 ay
icinde bazi USG degisiklikleri gosterdigi, karakteristik degisikliklerin ise 4 yil sonra
ortaya ¢iktig1 saptanmistir. Bu nedenle ¢ocuklarda USG her zaman tan1 konuldugunda
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karakteristik olmayabilir. Ince igne aspirasyon biyopsisi bu olgularda tami igin
yapilabilir. Ozellikle hizl1 biiyiiyen guatirli olgularda veya nodiil siiphesi olan olgularda

mutlaka slipheli olan nodiile yonelik biyopsi yapilmalidir.

2.2. TRANSFORMING GROWTH FACTOR 1

TGFB1 nodal, aktivin, BMP ve AMH’ yi de kapsayan, doku homeostazinin
stirdiiriilmesi ve embriyonik gelisimin kontroliinde 6nemli rolleri olan genis bir sitokin
ailesinin baslica tiyesidir. TGFB1 bu ailenin prototipidir ve birgok hiicre tarafindan
sentezlenen TGFP hiicre boliinmesi (proliferasyon), farklilasmasi (differansiasyon),
adezyon, morfogenez, ekstraseliiler matriks olusumu ve programli hiicre Slimi gibi
cesitli  hiicresel siireglerin  kontroliinii saglamaktadir. Bu biliylime faktoriiniin
sinyalizasyon yolu bircok farkli yollar ile etkileserek hiicrenin homeostazini
saglamaktadir (24, 67, 74).

TGFB Sinyalizasyon Yolu: TGFp, yapisinda bir disiilfit kopriisii bulunan 25
kDa’ luk bir homodimerdir. TGFf hiicrede inaktif pro-peptid seklinde sentezlenir ve
LTBP ile kompleks olusturarak latent (inaktif) TGFp formunda salgilanir. Pro-peptidin
N-terminalinde “latency associated protein” (LAP) olarak adlandirilan bir dizi bulunur.
Latent TGF’ nin yapisindan LTBP ve LAP proteinlerinin serin proteazlar aracilig1 ile
uzaklastirilmasi (veya LAP’1in konformasyonel degisimi) sonucu aktif TGFf olusur (3,
48).

LAP
At

{ ¥ Pro-TGFbeta

Latent TGFbeta

TGFbeta

LAP - Latency associated peptide
LTBP - Latent TGF-beta binding protein

Sekil 2. 5. TGFp’ nin sentezi

Bir kaskad seklinde ilerleyen TGFP sinyalizasyon yolunun aktivasyonu
ligandin reseptorlerine baglanmasi ile baglatilir. Hiicre membraninda TGFp tip | (TBRI)
ve TGFp tip Il (TBRII) olmak iizere iki tip reseptor bulunur. Endoglin ve betaglikan
olarak da adlandirilan TGFp tip III reseptorleri (TRRII) TGFB* nin ilk iki tip

reseptorlerine baglanmasini kolaylastirir.  TGFB tip II reseptériin membran dis1
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bolgesine, sonra da tip I reseptoriine baglanir. Olusan ligand/reseptor kompleksi ikiser
TPRRI ve TPRII igeren bir heterotetramerdir. TBRI ve TPRII reseptorleri serin/treonin
kinaz ozelligine sahiptir. TGFB’ nin tip II reseptoriine baglanmasi, bu reseptdriin kinaz
aktivitesinin ortaya ¢ikmasini, ve tip I reseptoriin yapisinda bulunan GS (glisin, serin)
bolgesinin fosforilasyonunu saglamaktadir. Bu sekilde aktiflenmis TBRI sitozolde
bulunan Smad proteinleri fosforiller (66). Smad proteinlerinin 8 alt tipi bilinmektedir.
RSmad olarak adlandirilan Smad 2 ve 3 TGF, Smadl, 5 ve 8 isc BMP ve AMH’ nin
sinyalizasyon yolunda yer almakta, ve ligand/reseptor kompleksleri tarafindan
fosforillenerek aktiflenmektedir. Smad4 (ko-Smad) ligand/reseptor kompleksi
tarafindan degil de RSmad proteinlerinin etkisi ile fosforillenmektedir. Smad
proteinlerinin arasinda 2 protein (Smad6 ve Smad7) Smad-reseptor veya Smad-Smad
etkilesimlerini inhibe ederek TGF yolunun kontroliine katilirlar (49).

Smad proteinlerinin yapisinda bir baglag bolgesi tarafindan birlestirilen iki
globiiler bolge bulunmaktadir. N-terminalindeki MH1 bélgesi 5°-AGAC-3’ nukleotid
dizisini tantyarak DNA’ ya baglanir. Bagla¢ bolgesinde ubiquitin ligaz’in baglandig:
fosforilasyon vyerleri bulunmaktadir. Bu bdlge, ayrica, diger sinyalizasyon yollarinin
TGFp yolu ile kesistigi noktadir. C-terminalindeki MH2 bolgesi Smad-reseptor, Smad-
Smad ve Smad-transkripsiyon faktor etkilesimlerine aracilik eder (49). MH2 bélgesinde
aktif TBRI tarafindan fosforile edilen Ser-X-Ser amino asit dizisi bulunmaktadir. Ser-X-
Ser motifin fosforilasyonu sonrast RSmadlar Smad4’ {in MH2 bdlgesine baglanirlar.
RSmad/Smad4 kompleksin olusmasi ile TGFf yolun sitoplazmik kolu sonlandirilir ve
kompleksin niikleusa aktarilmasi ile TGFB yolun niikleer kolu baglatilmis olur.
RSmad/Smad4 kompleksi niikleoporinlerin araciligi ile sitozolden niikleusa aktarilir.
Niikleusta RSmad/Smad4 kompleksi 300-400° e yakin genin promotdr bolgesine
baglanarak transkripsiyonu regiile eder (39, 82). RSmad/Smad4 kompleksin DNA’ ya
baglanmasi1 ¢esitli kofaktorler tarafindan kolaylastirilir ve kontrol edilir (16). Bu
kofaktorler, komplekse ¢esitli ko-aktivatdor ve ko-represorlerin baglanmasini da
kolaylastirarak transkripsiyonun regiilasyonunu saglar (24, 49). Ote yandan,
Smad/Smad/DNA etkilesimini kontrol eden kofaktorlerin aktivasyonu veya
ekspresyonu TGFB-Smad disinda bircok sinyalizasyon yolu tarafindan kontrol edilir.
Boylece TGFB-Smad yolu hiicredeki diger sinyalizasyon yollari ile karsilikl etkilesime
girer (49, 67).

TGFB-Smad yolundaki sinyal iletisinin durdurulmast 2 mekanizma ile
gerceklestirilir:  defosforilasyon ya da ubikitinizasyon (34, 49, 74). TGFp

reseptorlerinden ayrilinca, RSmad proteinleri hizla defosforile edilerek inaktive olur ve
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sitozole aktarilir (34). Defosforilasyon mekanizmasina ek olarak, ubiquitin ligaz
enzimin etkisi ile RSmad’ larim bagla¢ bdlgesine ubiquitin baglanir. Ubiquitin
baglanmis RSmadlar ise proteozomal yikilima ugrar (49, 74). RSmad’ larin

ubikitinizasyonu hiicrede TGFf’ ya olan cevabin derecesini ve siiresini kontrol eder (49,

74).

‘Reseptor Il Reseptor | /
Sitoplazma Srracd e /ﬂ
Aktif
RSmad/Smad4
Niikleus /

DNA-baglayan
kofaktérler

RSmad

Ko-aktivatsrier
Ko-represérler

Sekil 2. 6. TGFB sinyalizasyon yolunun sitoplazmik ve niikleer kollart

Son yillarda TGFB yolunun Smad proteinlerin aracilik etmedigi birgok baska
sinyalizasyon yolu ile etkilestigi one siiriilmiistiir. Bu yollar arasinda “Ras-extracellular
regulated Kkinase-1” (ERK-1), “mitogen-activated protein kinase” (MAPK),
“phosphoinositide-3 kinase” (PI3K)-Akt, “protein phosphatase 2A” (PP2A) ve Rho-
proteinlerin aracilik ettigi yollar yer almaktadir (16, 51, 52, 59).

TGFp’ nin fonksiyonlari

Antiproliferatif etki: Normal hiicrelerde TGFP’ nin baslica fonksiyonu

proliferasyonu baskilamasi ve differansiasyonu hizlandirmas: ile ilgili olmasidir.
Epitelyal ve hematopoetik hiicrelerde TGFP antiproliferatif etkilidir ve hiicre

dongiisiiniin G1 fazinda durmasini saglamaktadir (67).
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TGFbeta p21 ve p15 = CDK inhibitérleri
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Sekil 2. 7. TGFB’ nin antiproliferatif etkisini sagladig1 aract molekiiller

TGFB’ nin etkisi ile, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi i¢in gerekli olan sikline
bagimli kinazlarin (CDK) inhibitdrleri olan p21 ve pl5 proteinlerinin sentezini aktifler
(56, 65). Ayrica TGFp, bir transkripsiyon faktorii olan c-Myc ve differansiasyonu
inhibe edici faktorler olan Id1, 2 ve 3 genlerinin inaktivasyonunu saglamaktadir (14,
33).

Proapoptotik etki: Bazi hiicre tiplerinde TGFf, henliz tam olarak

aydinlatilamamis bir mekanizma ile apoptozu indiikklemektedir. TGFB-Smad yolun
etkisi ile TIEG-1 geni indiiklenir. TIEG-1 apoptozu indiikleyen ve proliferasyonu
baskilayan bir transkripsiyon faktoriidiir (71). Hepatoma hiicrelerinde ise TGFf
tarafindan baglatilan apoptoz siirecinin indiiksiyonu “death-associated protein kinase”
(DAPK)’ m aktivasyonu ile gergeklestirilir (37). Mide karsinom hiicrelerinde TGFf
Fas reseptorlerine baglanarak sitozolde cesitli kaspazlarin aktivasyonunu ve hiicrenin
apoptoza ugramasini saglamaktadir (40). Prostat karsinomu hiicrelerinde TGFB’ nin
baslattig1 apoptoz siirecine apoptoz regulatérii (ARTS) ve Daxx (Fas reseptorlerine
baglananan) proteinlerinin de katildig1 bildirilmistir (42, 58).

Anti-inflamatuar etki: TGFJ bilinen en giiglii immiin-siipresif molekiillerden

biridir. TGFB immiin sistemin efektéor T (Thl ve Th2) ve sitostatik T hiicrelerini
baskilayarak, diizenleyici Tregiilator hiicrelerini ise aktifleyerek immiin ve inflamatuar
cevabr baskilamaktadir (44). TGFB bu etkisini IL-2 {iretimini baskilayarak

gerceklestirmektedir. I1L-2 T hiicrelerini, NK hiicrelerini ve diger immiin sistem
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hiicrelerini aktifleyen bir lenfokindir (47). Ayrica TGFP, T hiicre effektorleri olan
sitotoksik T lenfositleri de inhibe eder (29). TGF-B ayrica NK hiicreleri igin hayati
onemde olan reseptorlerin ekspresyonunu inhibe eder (50).

Asagidaki sekilde de gorebilecegimiz gibi TGF-f inflamatuar cevabi
baskilamaktadir. Sitotoksik T hiicrelerinde (CTL) proliferasyonu, porfirin ve IFN-g
ekspresyonunu inhibe etmektedir. T regiilator (Treg) hiicrelerinin in vitro iretimini
uyarirken in vivo olarak etkisi hala tam olarak anlagilamamistir. Dogal oSldiiriicii

hiicreler (NK) ve dendritik hiicrelerinde (DC) sitokin tiretimini inhibe etmektedir.

Timér mikrogevresindekd :
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stromal hiicreler CTL %mennn ve IFNy eksp.
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Sekil 2. 8. TGFB’ nin immiin-siipresif etkisi

Timo6r mikrogevresindeki TGF- salinimi ve TGF-f’ nin hiicresel diizeydeki etkisi.
Antitimor cevabi iceren TGF-f” nin immiin hiicreler tizerindeki immiin-siipresif etkisini
takiben stromal hiicreler ve ¢esitli timor hiicrelerden saliniminin 6zeti. CTL; sitotoksik

T lenfosit, Treg; regiilatér T hiicreler, NK; dogal 6ldiiriicii hiicreler, DC; dendritik

hicreler.
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TGF B1 polimorfizmleri ve otoimmiin hastaliklarla iliskisi

TGFB1 geni 19q13.1-3 kromozomunda bulunur, 7 ekzon igerir ve 390 amino
asitten olusan prekursor (6n) proteinin sentezinden sorumludur (16). TGFB1 geninde
10° dan fazla polimorfik bolge tanimlanmistir (8). En sik arastirilan bolgeler arasinda,
proteinin sinyal peptidini kodlayan kodon 10 ve kodon 25 polimorfizmleri yer alir.
Kodon 10 ve kodon 25 polimorfizmleri 29 amino asitten olusan sinyal peptidin amino
asit dizisinin degismesine neden olur. Kodon 10 polimorfizmi DNA’ da +869
pozisyonunda T (timin) yerine C (sitozin) yer almasi, Leu (l16sin) amino asidin Pro
(prolin)’e doniismesine neden olur (LeulOPro). Kodon 25°de ise +915 bolgesinde G
(quanin)’ in yerine C gegmesi, Arg (arginin) amino asidin Pro’ e doniismesine neden
olur (Arg25Pro). Bilindigi gibi sinyal peptidler proteinin posttranslasyonel
modifikasyonunu ve ekspresyon hizini kontrol eder (8). Kodon 25’ te G’ nin yerine C
allelin gegmesi (Arg25Pro) TGFB1’ in ekspresyon ve sekresyonunun azalmasina neden
olur (32, 68). Kodon 10’ a gelince, baz1 calismalarda T allelin (Leu) (32, 79),
bazilarinda ise C allelin (Pro) (43,55) artmig TGFB1 iretimi ile ilgili oldugu ileri

surilmektedir.

TGFp1 genindeki kodon 10 ve kodon 25 polimorfizmleri Graves hastaligi (GH),
HT, sistemik skleroz, otoimmiin hepatit ve romatoid artrit gibi bir¢ok otoimmiin
hastaliklarda arastirilmastir (6,12,18,43,53,55,70,83). Kodon 10’ da T allelinin romatoid
artrit (70) ve sistemik skleroz (43) gelismesi i¢in bir risk faktorii oldugu, ayni zamanda
skleroderma (12), psoriasis (6) ve GH (18) gibi hastaliklarla ilgili olmadig
bildirilmistir. Yamada ve ark. yaptigi bir ¢calismada T allelinin yiiksek frekanst HT’ de
hastaligin ciddiyeti ile ilgili oldugu ortaya koymuslardir (83). Yine ayni ¢alismada akut
(intractable) GH olan bireylerde C allelinin frekansi, remisyonda olan hastalara kiyasla
daha yiiksek oldugu gosterilmistir (83). Kodon 25 polimorfizmi ele alindiginda, bazi
arastiricilara goére Arg25Pro polimorfizmi ile skleroderma (12) ve psoriasis (6) arasinda
bir iliski olmadigimmi gosterirken, bazilar1 artmis juvenil artrit riski (53), bazilart ise
azalmig pediatrik otoimmiin hepatit riski (55) ile ilgili oldugu bildirmistir. Bizim daha
once yapmis oldugumuz bir ¢alismamizda kodon 25’ te C alleli (Pro) tiroid bezin ikinci
siklikta goriilen otoimmiin hastaligi olan GH gelismesi icin bir risk faktorii oldugunu

bulduk (18).
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3. GEREC VE YONTEM

A. HASTA VE KONTROL ORNEKLERI

Calisma Sisli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Yerel Etik Kurulu’ nun
12.04.2011 tarih ve 9 sayili kararinca onaylanmistir. Calismaya katilan tiim hasta ve

kontroller ¢calisma hakkinda bilgilendirilerek yazili izinleri alinmistir.

Calismaya Sisli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Endokrinoloji ve
Metabolizma Hastaliklar1 poliklinigine bagvuran 16-78 yas arasi Hashimoto tiroiditi
tanisiyla takipli 178 (158 kadin, 20 erkek) hasta dahil edildi. Akut veya kronik hastalig
olmayan, herhangi bir nedenle poliklinige ya da hastanenin diger polikliniklerine
bagvuran ve tetkikleri normal olarak gelen 197 (170 kadin, 27 erkek) saglikli goniillii de
kontrol grubuna segildi. Her iki gurup basvuru sirasina gore randomize edilerek ve
yazilt olur onayr almarak (iyi klinik uygulamalarda ‘International Committee of
Harmonitation Good Clinical Practice’ belirtilen esaslar dogrultusunda) calismaya dahil
edildi. Akut enfeksiyon tablosu, diyabet, kardiyovaskiiler hastalik, kalp yetmezligi,
serebrovaskiiler hastalik, metabolik sendrom, kronik obstriiktif akciger hastaligi, kronik
karaciger hastaligi, kronik bobrek yetmezligi, anemi (Hb<9 g/dL ) ve malignite tanilar
olan vakalar ¢alismada her iki gurup i¢in diglama kriteri olarak kullanildi.

Hashimoto tiroiditi tanist hastalarda tiroid otoantikor pozitifligi (Anti-TPO veya
Anti-TG) ile tiroid USG’ de kronik tiroidit bulgularmin (parankimde hipoekojen
heterojen patern, psddonodiiler imaj ve ince fibroz septasyon) mevcudiyeti ile kondu.
Tim olgularin anamnez bilgileri sorgulandi, demografik 6zellikleri kaydedilip, fizik
muayeneleri yapildi, ¢alisma hakkinda bilgilendirilerek onam formlar1 imzalatildi.
Beden kiitle indeksi (BMI) hastanin kilosu, boyunun karesine béliinerek (agirlik/boy? )
(kg/m2) hesaplandi.

Hem hasta hem kontrol grubundaki bireylerde 12 saatlik aglik sonrasi venoz kan
ornekleri EDTA.K> ve kuru tiiplere alindi. Elde edilen serum 6rneklerinde aglik kan
sekeri, total kolesterol, trigliserid, LDL-K, HDL-K, iire, kreatinin, AST, ALT, FT3,
FT4, TSH, Anti-TPO ve Anti-TG diizeylerine bakildi.
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. GERECLER

Kullanilan Aletler :

Elektroforez gii¢ kaynagi (EC250 — 90 Electrophoresis Power Supplly, Thermo
Electron Corp., USA).

UV transilluminator ve goriintiileme sistemi (VilberLourmant, France).

Yatay Elektroforez cihazi (Serva BlueLine Horizontal Submarine

Electrophoresis Chamber, Germany).
Mikrosantrifiij (Biofuge, Heraus Instruments, Germany).

PCR cihaz1 (Techne TC412 Termal Cycler, Barloworlal Scientific, Cambridge,
UK).

pH metre (HANNA Instruments, Portugal).

Otomatik pipet takim1 (Nichipet EX, Japan).

Su banyosu (Niive BM 101, Tiirkiye).

Vorteks (IKA MS2 Minishaker, USA).

Manyetik karistirici ve 1sitict (IKA Laborteeknik, USA).
Hassas terazi (Scaltec SBAC<11, Germany).

Otoklav (Hirayama, HVE-50, Japan).

Dikey Elektroforez cihazi

TGFp1 KODON 10 VE KODON 25 GEN POLIMORFIiZMLERININ
TAYININDE KULLANILAN YONTEMLER

Periferik Kan Lokositlerinden DNA Izolasyonu
DNA’ nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Cogaltilmasi
A. PCR —TGF B1 Kodon 10 ve Kodon 25
PCR Uriiniiniin Uygun Kesim Enzimleriyle Kesilmesi (RFLP)
A. MspAll enzimi ile kesim (Kodon 10)
B. Bgll enzimi ile kesim (Kodon 25)
Kesim Uriinlerinin Poliakrilamid Jel Elektroforez ile Goriintiilenmesi

Gilimiis Boyama Yo6ntemi ile Genotipin Saptanmasi
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C. Periferik Kan Lokositlerinden DNA izolasyonu

» Aywraclar

1. Kirmiz1 Kan Hiicrelerini Pargcalama Tamponu (Red Blood Cell Lysis Buffer —
RBLB):

NH4Cl : 8.74 g
KHCOs3:1g9
0.5 M EDTA : 200 pL

NH4Cl ve KHCO3 meziirde 800 ml bidistile suda ¢oziildi. 200 uL. 0.5 M EDTA
eklendi. 1 N NaOH ile pH: 7.4’ e ayarlandi. Bidistile su ile 1 L’ ye tamamlandi. 120 °C’
de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

2. Beyaz Kan Hiicrelerini Pargalama Tamponu ( White Blood Cell Lysis Buffer —
WBLB):

4 M NaCl : 10 mL
0.5MEDTA : 20 mL

Meziir i¢ine konulup bidistile su ile 400 mL’ ye tamamlandi. 120 °C’ de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
3. %10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi:
SDS:10g¢

Tartilan SDS tozlarin1 kaldirmamaya dikkat edilerek behere konuldu. Bidistile
su ile 90 mL’ ye tamamlandi. 56 °C su banyosunda bekletilerek ¢oziildii. pH: 7.2 ye
HCI ile ayarlandi. Bidistile su ile 100 mL’> ye tamamlandi. 0.22 pm’ lik filtreden

gecirilerek sterilize edildi.

4. Proteinaz K (20 mg/mL):

0.2 g Proteinaz K 10 mL bidistile suda ¢oziildii. 1 mL’ lik porsiyonlarda -20 °C’
de saklandi.

5. 9.5 M Amonyum Asetat Cozeltisi:
Amonyum Asetat : 73.226 g

Beher icine alinip, lizerine 100 mL bidistile su konuldu. Yaklasik 40 °C’ de

manyetik karistiricida ¢oziildii. 0.22 pum filtreden gegirilerek sterilize edildi.
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6. Tris— EDTA (TE) Tamponu (pH: 8.0):

1 M Tris—HCI : 10 mL (A)
0.5 M EDTA : 10 mL (B)

Meziir icine aktarildi ve bidistile su ile 1 L’ ye tamamlandi. 120 °C’ de 15
dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

A.1 M Tris — HCI Tamponu:
Tris—Baz:121.19
HCI (derisik) : 42 uL

Meziir i¢ine aktarildi ve bidistile su ile 1 L’ ye tamamlandi. Manyetik karistirict

araciligiyla ¢ozildii.
B. 0.5 M EDTA (pH: 8.0):
EDTA :186.1¢g

Beher i¢ine alind1 ve bidistile su ile 800 mL’ ye tamamlanip manyetik karigtiric
araciligiyla ¢oziildii. Yaklasik 20 g NaOH pelletleri ile pH: 8.0’ e ayarland1 ve bidistile
suile 1 L’ ye tamamlandi. 120 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

7. 4 M NaCl Cozeltisi:
NaCl:233.6 ¢

Meziir i¢ine konuldu, bidistile su ile 1 L’ ye tamamlandi. Manyetik karistirict

araciligiyla ¢oziildi. 120 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
> Islem

10 mL venoz kan steril falkon tiiplerine konularak 1:3 oraninda RBLB ¢ozeltisi
eklendi, +4 °C’ de 10 dakika bekletildi ve +4 °C’ de 1500 rpm’ de 15 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant atildi ve pellet {izerine 30 mL RBLB eklenip +4 °C’ de 1500 rpm’
de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant tekrar atilarak pellet lizerine 10 mL WBLB,
500 uL %10’ luk SDS ve 50 uL proteinaz K eklendi ve 56 °C’ de gece boyu inkiibe
edildi. inkiibasyon sonras1 4000 uL Amonyum asetat ilave edildi. -20 °C’ de 10 dakika
bekletildi, daha sonra +4 °C’ de 4000 rpm’ de 45 dakika santrifiij edilerek proteinler
coktiirlildii. Stipernatant steril falkon tiipiine alindiktan sonra iizerine 1:1 oraninda %99’
luk absolii alkol eklendi. Ayr1 bir ependorf tiiptine konmus 500 pL. % 70’ lik alkol
tizerine falkon tiiplindeki siipernatantin {istiinde toplanmis olan DNA transfer edildi, +4

°C’ de 14000 rpm’ de santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii, dipte kalan DNA pelleti 56
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°C’ de etiivde kurutuldu. Kuruyan pellet iizerine 500 uL. TE eklendi, 56 °C’ de etiivde 1
saat bekletildi. Boylece DNA’ nin ¢oziilmesi saglandi. Elde edilen DNA o6rnekleri
kullanilincaya kadar -20 °C’ de saklandi.

» DNA miktar tayini

Orneklerin miktarini ve safligmi tayin etmek igin 2 uLL DNA 6rnegi iizerine 98
uL TE tamponu konularak, optik dansiteleri (OD) spektrofotometrede 260 ve 280 nm
dalga boylarinda olgiildii. 260 ve 280 nm’ lerdeki 6l¢iim degerlerinin birbirine orani
(OD260/OD2go) niikleik asidin safligi hakkinda bir tahmin yapmamiza olanak verir. Saf
DNA ve RNA 6rneklerinin OD260/OD2go oranlari sirasiyla 1.8 ve 2.0’dir.

260 nm dalga boyundaki okuma ile Ornekteki niikleik asit konsantrasyonu
hesaplanir. Optik dansitenin 1 olmasi, o6l¢iilen 6rnekte yaklasik 50 pg/mL ¢ift zincirli
DNA oldugunu gosterir.

DNA (ng/mL) =260 nm’ deki OD x Sulandirma oran1 x 50

seklinde ifade edilir.
C.1l DNA’ nin Polimeraz Zincir Reaksivonu (PCR) ile Cogaltilmasi
PCR

Ik kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan tamimlanan PCR, bilinen bir
niikleotid dizisi kullanilarak genomun se¢ilmi¢ bir bdlgesindeki DNA dizisinin invitro
kosullarda cogaltilmasina olanak saglayan bir yontemdir. Bu teknik kullanilarak
genomik DNA iginde yer alan nanogram diizeyindeki kalpp DNA’ nin temel miktari 10°
— 10° kat arttirilabilir.

PCR, DNA replikasyonunun temel 6zelliklerine gore tasarlanmustir.
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Sekil 3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)’ nin basamaklari.

1. PCR’ in temel bilesenleri:

o Kalip DNA,

e Oncii DNA molekiilleri (primerler),

e Deoksi riboniikleozid trifosfatlar (AINTP) — dATP, dGTP, dTTP ve dCTP,

e Mg?,

e Uygun tampon,

e DNA polimeraz (Taq polimeraz) — Thermus aquaticus bakterisinden elde edilir.

PCR, degisik sicakliklarda gerceklesen 3 basamagin dongiiler halinde

tekrarlanmasi ile olusur.

2. PCR’ in basamaklari:

e Kalip DNA’ nin denatiirasyonu: 92-95 °C’ de gerceklesen bu basamakta

karisimdaki kalip DNA iplik¢iklerinin birbirinden tamamen ayrilmasi saglanir.

e Primerlerin kalip DNA’ ya baglanmasi annealing: 50-64 °C’ de gergeklesen bu

basamakta primerlerin kalip DNA iizerinde uygun yerlere baglanmasi saglanir.
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e Yeni DNA zincirlerinin sentezlenmesi elongasyon : 72 °C’ de gergeklesen bu
basamakta ortamda bulunan ANTP’ ler Taq polimeraz enziminin araciligiyla primerlerin

3’ ucuna eklenerek kalip DNA dizisinin kopyasi sentezlenir (Sekil 3.1).

Bu 3 basamak bir dongiiyili olusturur ve her tekrarlanisinda iki primer arasinda
kalan 6zglin DNA parcasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikarilmis olur. PCR’ 1n net
sonucu, n sayida tekrarlanan dongiilerin sonucunda reaksiyon teorik olarak 2"

miktarinda 6zgiin primer ¢iftleri ile cogaltilmis ¢ift sarmallt DNA molekiiliinii icerir.

3. TGFB1 LeulOPro (c.869T>C) ve TGFB1 Arg25Pro (c.915G>C) gen

bolgelerinin cogaltilmasinda kullanilan primerler ve PCR kosullar::

a. TGFP1 LeulOPro (c.869T>C)
F:5 - GCC GCAGCT TGG ACAGGATC -3’
R:5-TTCCCT CGAGGCCCTCCTA-3’
Bu pirmerler 294 baz gifti (bg)’ lik PCR {iriiniiniin olusmasini saglamaktadir.
b. TGFpB1 Arg25Pro (c.915G>C)
Primerler, PCR kosullari, PCR Mix TGF B1 T869C (LeulOPro) kosullar1 ile ayni.

Ayni PCR ortaminda her iki lokus da (kodonl0 ve kodon25) ¢ogaltilmis olur. PCR

tiriinleri daha sonra kesim islemine tabi tutulur.

Tablo 3.1. TGFB1 LeulOPro (c.869T>C) ve TGFB1 Arg25Pro (c.915G>C) gen

bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR ortami (final hacim 30uL)

Stok Soliisyonun | Calisma Ayiracinin Final
Molaritesi Molaritesi Molarite

PCR Tamponu 10X - 1X
MgCl2 25mM 2mM
Primerler 100puM 10uM 0.2uM
dNTP’ ler 100mM 2mM 0.2mM
Taq Polimeraz 5U/uL L 2.5U
DANN _ - ~50 ng
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4. TGFBl LeulOPro (c.869T>C) ve TGFBl Arg25Pro (c.915G>C) gen

bolgelerinin amplifikasyon 1silar1:
a) Baslangi¢ ‘'melting’ (erime) basamagi = 96 °C’ de 10 dakika
b) 96 °C’ de 75 saniye
62 °C’ de 75 saniye 35 dongt
73 °C’ de 75 saniye

¢) Final uzatma basamagi = 72 °C’ de 5 dakika.

C.111 PCR Uriinlerinin Uygun Kesim Enzimleriyle Kesilmesi (RFLP)

Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (RFLP = Restriction

Fragment Length Polymorphism)

RFLP-PCR DNA’ daki tek niikleotid degisikliklerin saptanmasinda kullanilan
bir yontemdir. Yontemin prensibi, tanima bolgesini ortadan kaldiran veya yeni bir
tanima bolgesi olusturan DNA’ y1 kiigiik parcalara kesen restriksiyon enzimlerinin
kullanilmasma dayanir. Restriksiyon enzimi DNA molekiiliinii kesmesine veya
kesmemesine bagli olarak, sonugta kisiden kisiye degisiklik gosteren farkli uzunlukta
DNA pargalari ortaya ¢ikar. Iste, DNA’ nin restriksiyon enzimleriyle kesimi sonrasinda

olusan fragmanlarin boyutlarindaki farkliliklar RFLP olarak tanimlanir.

A. MspAl | (10U/uL, Promega, Madison WI, USA) Restriksiyon Enzimi
ile Kesim TGFB1 Leul0Pro (c.869T>C) gen bolgesi

10x Restriksiyon enzimi tamponu 2ul

Steril su 16.3uL
BSA 0.2uL
MspA1l | 0.5uL
PCR iirtinii 10uL

Karisim 37 °C’ de 1.5 saat inkiibe edildi. Kesim {irtinleri goriintiileme yapilana

kadar +4 °C’ de buzdolabinda sakland.
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B. Bgll (10U/uL, Fermantas, USA) Restriksiyon Enzimi ile Kesim

TGFB1 Arg25Pro (¢.915G>C) gen bolgesi

10x Restriksiyon enzimi tamponu 2uLl

Steril su 17uL
Bal | 1uL
PCR firiinii 10uL

Karigim 37 °C’ de 5 dakika inkiibe edildi. Kesim iiriinleri goriintiileme yapilana

kadar +4 °C’ de buzdolabinda sakland.

C.1V Kesim Uriinlerinin SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat poliakrilamid

jel elektroforezi) ile Goriintiilenmesi

A. Kullanilan Cozeltiler:

1. % 40 Akrilamid/Bisakrilamid Soliisyonu (50mL)
Akrilamid : 19.45g
Metilen Bisakrilamid : 1.1g

Bir beher i¢ine alind1 ve distile su ile 50 mL’ ye tamamlandi. Oda 1sisinda (20

°C) koyu renkli sisede 12 ay dayanikli.

2. “Lower Jel 4X Buffer” [ 1.5 M TRIS-HCI (pH: 8.8), % 0.4 SDS]
(50mL):

36 mL 2 M TRIS-HCI (pH: 8.8)
2mL % 10 SDS
12 mL Distile Su

3. 2 M TRIS-HCI (pH: 8.8) (100 mL):
24.2g Trisma base

Yaklasik S0mL distile su ile karistirilir, yavasga konsantre HCIl eklenerek pH:

8.8 e ayarlanir. Daha sonra distile su ile 100mL’ ye tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.
4. % 10 SDS (50mL):
5g SDS

Distile su ile ¢oziilerek 50mL’ ye tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.



26
5. % 10 Amonyum persiilfat (ImL):

0.1g APS (amonyum persiilfat)

Distile su ile ImL’> ye tamamlanir. Daha sonra 200-250uLl’ lik porsiyonlara

ayrilirak eppendorf tiiplere konularak -20 °C’de saklanir. Maksimum 1 hafta
saklanabilir.

6. “Upper Jel 4X Buffer” [ 0.5 M TRIS-HCI (pH: 6.8), % 0.4 SDS]
(50mL):

25mL 1 M TRIS-HCI (pH: 6.8)
2mL % 10 SDS
23mL Distile Su

7. 1 M TRIS-HCI (pH: 6.8) (100mL):
12.1g Trisma base

Yaklasik 50mL distile su ile karistirilir, yavasga konsantre HCI1 eklenerek pH:

6.8’ e ayarlanir. Daha sonra distile su ile 100mL’ ye tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.

8. Elektroforez Tamponu (10X Running Buffer) (25 mM TRIS-HCI,
192 mM Glisin, % 0.1 SDS) (100mL):

3g Trisma base
14.49 Glisin
1g SDS

Distile suda c¢oziilerek 100mL’> ye tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.

Elektroforez sirasinda 10 kat sulandirilarak kullanilir (1X Running Buffer).
C.V Genotip Tayini

Hem Kodon 10 hem kodon 25 igin verilen ortak primer ¢ifti kullanilarak
amplifiye edilmis olan PCR iiriinii 294 baz cifti (bg) uzunlugundadir. Restriksiyon

enzimleri bu tiriiniinii asagida okla gosterilen bolgeden keser.

MspALll Boll

5°..C(AIC)G C(G/T)G...3’ 5’...GCCNNNN NGGC... 3’

3’...G(T/G)CT G(C/A)C... 5’ 3’... CGGN NNNNCCG... 5’
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LeulOPro (c.869T>C) — T allelin varlig1 161, 67, 40 ve 26 bg; C allelin varlig
ise 149, 67, 40, 26 ve 12 b¢ uzunlugundaki fragmanlari (bantlar1) verir. T alleli 161 bg,
C alleli ise 149 fragman ile tanimlanir (Sekil 3. 2.).

Arg25Pro (c.915G>C) — G allelin varligt 131, 103 ve 60 bg; C allelin varlig
ise 131 ve 163 bg fragmanlart verir. C alleli 131 fragmani ile tanimlanir. G alleli ise
163 bg¢ fragmanin kaybolusu ve 103 bg¢ fragmanin belirmesi ile tanimlanir. Her iki
allelin varliginda 131 bg¢ uzunlugundaki fragman goriiliir (Tablo 3. 3.). LeulOPro
(c.869T>C) ve Arg25Pro (c.915G>C) polimorfizmlerinin RFLP detaylar1 Tablo 3.2.” de

yer almaktadir.

Tablo 3.2. TGFB1 PCR- Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (RFLP).

Bolge Enzim Inkiibasyon  Polimorfizm  Genotip  Fragman uzunlugu (bg)
LeulOPro MspAll  3saat 37°C T/IC TT 161,67,40,26
(c.869T>C) CT 161,149,67,40,26,12
rs1800470 cC 149,67,40,26,12
Arg25Pro Ball 3 saat 37°C G/C GG 131,103,60
(c.915G>C) CG 163,131,103,60
rs1800471 CcC 163,131

Sekil 3.2. MspAll [LeulOPro (c.869T>C)] kesim enzimi ile yapilan ve %15

poliakrilamid jelde yiiriitiiliip, glimiis boyama yapildiktan sonra bantlarin gortiniimii

161

161 149

149

CT TT CT CT CT TT CT M (marker)
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Sekil 3.3. Bgll [Arg25Pro (c.915G>C)] kesim enzimi ile yapilan ve %15 poliakrilamid

jelde yiiriitiiliip, glimiis boyama yapildiktan sonra bantlarin goriiniimii

GG GC GC GC GC GC GC GC GC M (marker)

D. iSTATISTIKSEL ANALIiZLER

Istatiksel analizler i¢in SPSS paket program kullanildi. Cesitli genotipler ve
bunlarin birbiri ile kombinasyonlarin1 degerlendirmek i¢in Odds Orani (OR) ve %95
giiven aralig1 (CI) hesaplandi. Gruplar arasi anlamlilig1 karsilagtirmak i¢in Ki kare (y?)
testi kullanildi. Klinik ve biyokimyasal parametrelerin karsilagtirllmasinda Mann-
Whitney U testi, parametreler arasinda korelasyon olup olmadigini degerlendirmek i¢in

Spearman korelasyon testi kullanildi.

Genotip  dagilimlarinin = gercek  Mendeliyen  popiilasyonunu  yansitip
yansitmadigini, yani Hardy — Weinberg esitligine uyum saglayip saglamadigini kontrol

etmek i¢in gruplarda normal ve mutant allellerin siklig1 bulundu.



4. BULGULAR

29

Calismamizda HT tanis1 konmus 178 hasta ile 197 saglikli bireylerin periferik
kan 10kositlerinden izole edilen DNA o6rneklerinde TGFB1 LeulOPro (c.869T>C) ve

Arg25Pro (c.915G>C) polimorfizmleri belirlendi.

kontrollerin demografik bilgileri Tablo 4.1.” de verilmistir.

HT hastalarinin  ve saglikli

Tablo 4. 1. HT hastalarinin ve saglikli kontrollerin demografik bilgileri (ortalama +

standart sapma)

Kontrol (n=197) HT (n=178)

Yas (yil) 37.7+ 10.2 40.1 + 10.2

Aralik 18-68 16-78
HT bulgusu

<40 yas n (%) - 81 (45.5)

>40 yas, n (%) - 97 (54.5)
Cinsiyet

Erkek n (%) 27 (13.7) 20 (11.2)

Kadin n (%) 170 (86.3) 158 (88.8)
Aile Oykiisii, n (%) - 89 (50.0)
Anti-TPO (1U/mL) - 634.4 +377.4
Anti-TG (1U/mL) - 596.6 + 379.5
Sigara, n (%) 107 (54.3) 91 (51.1)
VKI (kg/m?) 25.7+4.11 27.59+5.5
Sistolik KB (mmHg) 120.2+94 116.7+11.3
Diastolik KB (mmHg) 70.5+7.8 73.7+7.2
TSH (mIU/L) 1.78 1.1 45+£3.7%
Serbest T3 (pmol/L) 3.5¢£0.4 3.1+£04
Serbest T4 (pmol/L) 13.9+3.0 14.6 +3.9
Kolesterol (mg/dL) 179.1 +£39.1 1925+ 34.7
Trigliserit (mg/dL) 102.5 £53.8 109.9 +55.4
HDL-K (mg/dL) 574+12.8 59.0+12.3
LDL-K (mg/dL) 106.1 £31.0 111.9+305

Man- Whitney U testi, * p<0.05

Kisaltmalar: HT (Hashimoto tiroidit), anti-TPO (anti-tiroid peroksidaz), anti-TG (anti-
tiroglobulin), VKI (viicut kiitle indeksi), KB (kan basinct), TSH (tiroid stimiile edici
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hormon), HDL-K (yiiksek dansiteli lipopotein- kolesterol), LDL-K (diisiik dansiteli
lipopotein- kolesterol)

1) Hardy-Weinberg esitligine uyum
Kontrol grubunda her iki lokusun genotip dagilimlarinin gercek Mendeliyen

populasyonu yansittig1 ve Hardy-Weinberg esitligine uygun oldugu bulundu.

Tablo 4.2. Hardy-Weinberg esitligine gore kontrol grubu ve Hashimoto Hastalarinin
(HT) p degerleri

Kontrol HT
LeulOPro(c.869T>C) 0.066 0.006
Arg25Pro(c.915G>C) 0.569 0.003

2) TGFp1 LeulOPro (c.869T>C) Genotip Dagilimlar: ve Allel Sikliklari

e Kontrol grubundaki bireylerin % 40.6’ sinin TT, %50.8” nin CT ve %8.6” Sinin
CC genotipinde oldugu saptandi. Bu bireylerde T ve C allellerinin sikliklar
sirastyla 0.66 ve 0.34 olarak hesaplandi (Tablo 4.3).

e HT hastalarinin %32.6> smin TT, %57.3° nin CT ve %10.1” inin CC
genotipinde oldugu saptandi. Bu bireylerde T ve C allellerinin sikliklar1 sirasiyla
0.61 ve 0.39 olarak hesaplandi (Tablo 4.3).

e Kontrol ve HT hasta gruplarinin TGF1 LeulOPro (c.869T>C) genotip dagilimi
ve allel sikliklar1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (Tablo 4.3).

e Kontrol grubundaki TGFB1 LeulOPro (c.869T>C) T ve C allellerin sikliklarinin
Kanadali saglikli populasyondaki T ve C allellerinin dagilimlarina ¢ok yakin
oldugu bulundu (53).

3) TGFp1 Arg25Pro (c.915G>C) Genotip Dagilimlari ve Allel Sikhiklar:

e Kontrol grubunun GG, CG ve CC genotip dagilimlar1 sirasiyla %80.2, %18.3 ve
%1.5 olarak belirlendi. Kontrol grubunun G ve C allel sikliklart sirasiyla 0.89 ve
0.11 olarak hesaplandi (Tablo 4.3).

e HT hastalarinin GG, CG ve CC genotip dagilimlari sirasiyla %63.5, %36.5 ve %
0 olarak belirlendi. HT hastalarinin G ve C allel sikliklar1 sirasiyla 0.82 ve 0.18
olarak hesaplandi (Tablo 4.3).

e HT hastalar grubuna ait genotip dagilimlar1 ve allel sikliklar1 kontrol grubu ile

kiyaslandiginda, CG genotip dagilimi ve C allel sikligi HT hastalarinda daha
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yiiksek oldugu bulundu (OR: 2.53, %95 giiven araligi: 1.57-4.05, p< 0.001; ve
OR: 1.87, %95 giiven araligt: 1.23-2.84, p= 0.003) (Tablo 4.3).

e Kontrol grubundaki TGFB1 Arg25Pro (¢.915G>C) G ve C allellerin sikliklarinin

Arjantinli saglikli populasyondaki G ve C allellerin dagilimlarina ¢ok yakin
oldugu bulundu (55).

Tablo 4.3. Transforming growth factor 1 (TGFB1) gen polimorfizminin kontrol ve

Hashimoto tiroditinde genotip dagilimlar1 ve allel sikliklari.

Kontrol HT OR (95% CI) p

n (%) n (%)
LeulOPro(c.869T>C)
TT 80 (40.6) 58 (32.6) 1.0° -
CT 100 (50.8) 102 (57.3) 1.41(0.91-2.18) 0.12
cC 17 (8.6) 18 (10.1) 1.46(0.69-3.07) 0.32
CT+CC 117 110 1.42 (0.93-2.16)  0.11
T allel sikligt 0.66 0.61 1.0
C allel siklig1 0.34 0.39 1.23(0.91-1.66) 0.18
Arg25Pro(c.915G>C)
GG 158 (80.2) 113 (63.5) 1.0% -
CG 36 (18.3) 65 (36.5) 2.53(1.57-4.05)  <0.001
CcC 3(1.5) 0 (0) 0.20 (0.01-3.90) 0.14
CG+CC 39 65 2.33(1.46-3.71)  0.003
G allel sikligi 0.89 0.82 1.0°
C allel sikligi 0.11 0.18 1.87 (1.23-2.84)  0.003

Her p-degeri Ki-kare (%) analizine gore hesaplanmustir.

2 OR i¢in Referans degeri



32

4) HT hastalarmda TGFp1 LeulOPro (c.869T>C) ve Arg25Pro

(c.915G>C) genotip dagilimlarina gore tiroid hormonlar: ve anti-tiroid
antikor diizeyleri (Tablo 4. 4)

TGFp1 LeulOPro (c.869T>C) genotipleri ile tiroid hormon ve anti-tiroid antikorlarinin
diizeyleri arasinda anlamli bir iliski olmadig1 goriildii. TGFB1 Arg25Pro (c.915G>C)

polimorfizmine gelince, CG genotipine sahip olan hastalarda GG genotipine gére TSH

diizeyleri daha yiiksek oldugu bulundu (p= 0.006).

Tablo 4. 4. Hashimoto tiroidit hastalarinda polimorfizmler ile tiroid hormon diizeyleri

ve anti tiroid antikorlar1 arasindaki iligki [Ortalama (aralik)]

TGFB1 LeulOPro (¢.869T>C)

TT

CT+CC

Serbest Tz (pmol/L)
Serbest T4 (pmol/L)
TSH (mIU/L)
Anti-TPO (1U/mL)
Anti-TG (1U/mL)

3.13 (2.57-4.89)
10.4 (0.56-1.71)
3.3 (0.03-24.40)
727.3 (10.0-1087.0)
550.6 (10.0-3000.0)

3.14 (1.71-4.28)
12.8 (0.68-1.44)
3.8 (0.27-42.00)
665.0 (10.0-1000.0)
645.4 (20.0-3000.0)

TGFB1 Arg25Pro (c.915G>C)

GG

CG

Serbest T3z (pmol/L)
Serbest T4 (pmol/L)
TSH (mIU/L)
Anti-TPO (IU/mL)
Anti-TG (1U/mL)

3.13 (1.71-4.28)
15.8 (0.68-1.71)
3.69 (0.03-24.40)
617.0 (10.0-1000.0)
527.9 (10.0-3000.0)

3.08 (2.4-4.89)
12.3 (0.56-1.44)
6.06 (0.27-42.00)"
662.0 (10.0-1087.0)
719.6 (20.0-3000.0)

Man-Whitney U testi, *p=0.006 CG genotipi GG genotipi ile karsilastirildiginda
Kisaltmalar: Anti-TPO (anti-tiroid peroksidaz), Anti-TG (anti-tiroglobulin), TSH (tiroid

stimiile edici hormon)
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5. TARTISMA

TGFBl immiin homeostazin siirdiiriilmesi ve otoimmiin hastaliklarin
onlenmesinde 6nemli rol oynayan anti-inflamatuar ve immiinosupresif bir sitokindir
(61, 64). TGFP1 tiroid fonksiyonlarini da etkileyerek iyodun tiroid bezine alinmasinda,
tiroid hormonlarinin sentez ve salgilanmasinda, tiroglobulin ve tiroid peroksidaz
ekspresyonunun baskilanmasinda 6nemli rol oynar (60). TGFpB1 ile HT’ li hastalarda
goriilen tiroid fonksiyon bozuklugu, tiroid bezindeki yaygin lenfosit infiltrasyonu ve
serumda anti-tiroid antikorlarmin artigi arasinda bir iligski oldugu bildirilmistir (31, 76).
TGFB1, immiin hiicrelerde pro-inflamatuar sitokin sentezini baskilayarak ve adezyon
molekiillerinin sitokinlerle baslatilan indiiksiyonunu engelleyerek immiinosupresif
etkiler —gostermektedir (4, 21). TGFBI, T hiicrelerinin proliferasyon ve
differansiasyonunu inhibe ettigi gibi, B hiicrelerini de baskilayarak antikor tiretimini
azaltmaktadir. T hiicrelerinin 6zel bir alt tipi olan Treg, viicudun kendi-antijenlerine
kars1 gelisen toleransin olusmasinda ve T hiicrelerinin inhibisyonunda ¢ok dnemli rol
oynamaktadir (4). TGFBI1, Treg hiicrelerinin fizyolojik stipresif fonksiyonlarinin
devaminmi saglamaktadir (21,28, 61). Dolayisiyla, TGFB1’ nin azalmis ekspresyonu
otoimmiin hastaliklarin gelismesi i¢in énemli bir rol oynamaktadir. Gergekten, bizim
(78) ve Akict ve ark’ nin (1) yaptigi ¢calismalarda HT’ de serumda TGFB1 diizeylerinin
azaldigi bulunmustur. Ote yandan, farelerde yapilan bir ¢aligmada TGFp1 iiretimi ile
Treg hiicre sayisi arasinda dogrudan bir iliski oldugu bildirilmistir (57). Buna gore,
TGFB1 diizeylerinde azalma Treg hiicrelerinde azalmaya ve bodylece bu hiicrelerin
fizyolojik supresif etkisinin ortadan kalkmasiyla tiroid hasarina ve hipotiroidizme neden

olabilir.

Kodon 10 ve kodon 25° deki polimorfizmler 29 amino asitten olusan sinyal
peptidiyle ilgilidir.  Bilindigi gibi, sinyal peptidler proteinin posttranslasyonel
modifikasyonunu ve ekspresyon hizini kontrol eder, dolayisiyla yiiksek veya diisiik
plazma konsantrasyonlarina neden olur (8). Kodon 25° te G’ nin yerine C allelin
gecmesi (Arg25Pro) TGFB1’ in ekspresyon ve sekresyonunun azalmasina neden olur
(32, 68). Kodon 10’ a gelince, bazi caligsmalarda T allelin (Leu) (32, 79), bazilarinda ise
C allelin (Pro)(18) artmis TGFp1 {iretimi ile ilgili oldugu ileri siiriilmektedir. Her iki
polimorfizm sinyal peptidin hidrofobik o-heliksinde degisikliklere neden olur ve
boylece proteinin endoplazmik retikulum boyunca transportunu ve hiicre disina

salgilanigin etkiler (8, 79). Kodon 10’ da alifatik yan zincire sahip olan Leu yerine
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siklik yapili Pro gelmesi, sinyal peptidin heliks yapisin1 degistirir. Kodon 25°te yiiklii
Arg yerine polar olmayan Pro gelmesi ise sinyal peptidin karboksil bolgesindeki
karakteristik polaritenin degismesine neden olur (79). Ozetle, sinyal peptidini kodlayan

dizide goriilen bu polimorfizmler, TGFB1 diizeylerinde, fonksiyon ve metabolizmasinda

degisikliklere neden olabilir (79).

TGFB1 genindeki polimorfizmler Graves hastaligi (GH), HT, sistemik skleroz,
otoimmiin hepatit ve romatoid artrit gibi bircok otoimmiin hastaliklarda arastirilmistir
(6,12,18,43,53,55,70,83). Kodon 10’ da T alleli ve TT genotipinin mevcudiyetinin
romatoid artrit (70) ve sistemik skleroz (43) ile ilgili oldugu bildirilmistir. Buna
karsilik, kodon 10 polimorfizmi ile skleroderma (12) ve psoriazis (6) gibi hastaliklar
arasinda bir iligki olmadigimi bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir. Gergekten, biz de
daha 6nce yaptigimiz bir ¢alismada GH ile kodon 10 polimorfizmi arasinda bir iligki
bulamadik (18). Buna karsilik, Yamada ve ark. ise akut (intractable) GH olan
bireylerde C alleli sikliginin, remisyondaki hastalara oranla daha yiiksek oldugunu ve
bu polimorfizmin GH ile bir ilgisi olabilecegini bildirmistir (83). Ayni arastirma grubu,
tliml1 ve ciddi HT” 1i hastalarda kodon 10 polimorfizmini arastirmis ve yiiksek T alleli
sikliginin hastaligin ciddiyeti ile bir iligkisi olabilecegini One siirmiistiir. Bildigimiz
kadariyla, bu c¢alisma HT’ de kodon 10 polimorfizmini arastiran literatiirdeki tek
calismadir. Bu nedenle, ¢alismamizda HT’ |i hastalarda kodon 10 polimorfizmini
arastirmak istedik. Yamada ve ark.” nin bulgularinin aksine, ¢aligmamizda kontrol ve
HT gruplarinda kodon 10’ daki allel ve genotip dagilimlar1 arasinda bir fark
bulunmadigi belirlendi. Ayrica, HT’ li hastalarda serumda serbest T3, serbest T4, TSH
ve tiroid otoantikor diizeyleri ile kodon 10 polimorfizmi arasinda da bir iliski olmadig:

bulundu.

TGFBl kodon 25 polimorfizmine gelince, bazi arastiricilar Arg25Pro
polimorfizmi ile skleroderma (12) ve psoriazis (6) arasinda bir iliski olmadigini,
bazilar1 artmis juvenil artrit (53), bazilar1 azalmis pediatrik otoimmdiin hepatit (55) riski
ile ilgili oldugunu bildirmistir. Daha 6nce GH’ de yapmis oldugumuz bir ¢alismada
kodon 25’ te C allelinin (Pro) hastaligin gelismesi i¢in bir risk faktorii olabilecegi
belirlendi (18). Yapmis oldugumuz literatiir taramasinda, HT* de TGFB1 Arg25Pro
polimorfizmi ile ilgili bir ¢alismaya rastlamadik. Bu nedenle, ¢aligmamizda kodon 10’
un yanisira kodon 25 polimorfizmi de HT’ li hastalarda incelendi. Elde ettigimiz
bulgulardan da goriildiigii gibi, C allelinin kontrollere kiyasla HT hastalarinda yaklasik
2 kat artmis oldugu saptandi. Ek olarak, CG genotipine sahip olan bireylerde GG
genotipine kiyasla HT gelisme riskinin 2.5 kat arttig1 bulundu. Ayrica, CG heterozigot
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hastalarda, TSH diizeylerinin GG homozigot hastalardan daha yiiksek oldugu
belirlendi. Gergekten, Oen ve ark. da CG ve CC genotipli juvenil romatoid artritli
hastalarda eklem hasarinin daha fazla oldugunu bildirmistir (53). Sonuglarimiza gére, C
alleline sahip hastalarda TGFB1 iiretimindeki yetersizligin, T hiicre sitotoksisitesindeki
artig sonucu tiroid bezinde hasara ve hipotiroidiye neden olabilecegi ileri siiriilebilir.
Gergekten, lokal ve sistemik TGFB1 uygulamasi bir¢ok hiicre-aracilifiyla gerceklesen
deneysel otoimmiin hastaligin 6nlenmesinde basarili bir yontem olarak bulunmustur
(27, 75). Diisiik TGFB1 tiretiminden sorumlu oldugu saptanan C alleli ile otoimmiin
hastaliklar arasindaki bu iliski, TGFB1’ in immiin homeostazin korunmasi ve otoimmiin

hastaliklarin 6nlenmesinde etkinliginin gerekliligini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alismada diinya literatiiriinde ilk kez HT ile TGF1 Arg25Pro
tek niikleotid polimorfizmi (SNP) arasindaki iliski arastirilmis ve bu polimorfizmin HT
geligmesi icin bir risk faktorii oldugu ve yiiksek TSH diizeyleri ile bir iligki gosterdigi

bulunmustur.
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