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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HASHIMOTO TANILI OLGULARDA SITOTOKSIK T LENFOSIT
ILISKILI PROTEIN-4 (CTLA-4) VE SELENOPROTEIN S (SEPS1) GEN
POLIMORFIZMLERININ INCELENMESI

Fidan iISLAMOVA

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Duygu YASAR SiRIN

Otoimmun tiroiditi olan Hashimoto tiroiditi (HT) hipotiroidizmin en sik
nedenlerindendir. HT nin patogenezinde genetik faktorler 6nemli role sahiptir. Bu giine kadar
HLA, bagisiklik diizenleyici genler CD40, CTLA-4, PTPN22 ve CD2S5, tiroid 6zgii genler (
tiroglobulin ve tiroid uyarici hormon TSH reseptor ) gibi bircok gen lokusu HT ile
iligkilendirilmistir. Sitotoksik T lenfosit antijen-4 homeostaz ve immun yanitin negatif
diizenlenmesinde 6nemli etkiye sahiptir. Literatiirde CTLA-4 (49A/G) ve SEPS1 -105G/A
gen polimorfizmlerini arastiran simnirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. CTLA-4 49A/G ve
SEPS1 -105G/A polimorfizmlerinin Hashimoto tiroidi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.
Calismamiza 19-71 yas araliginda Hashimoto tiroidi tanis1 konulmus 55 olgu ve kontrol grubu
olarak 50 saglikli birey dahil edilmistir. Hashimoto tiroiditi tanisi konulmus hastalarmn 12’si
erkek 43’u ise kadindir. Olgu ve kontrol grubu bireylere ait kan &rneklerinden DNA
izolasyonu yapilmis ve CTLA-4 49A/G, SEPS1 -105G/A polimorfizminin varligi PZR-RFLP
yontemi ile arastirilmistir. Calisilan 55 olgudan 26’smin ve 50 kontrol bireyden 19’nun
Heterozigot AG genotipine sahip oldugu saptanmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda
CTLA-4 49A/G polimorfizminin HT ile iliskili olmadig1 goriilmiistiir. Uygulanan PZR-RFLP
yontemi ile SEPS1 -105G/A polimorfizmi saptanamamugtir.

Anahtar kelimeler: Hashimoto tiroiditi, CTLA-4, SEPS1, PZR, RFLP

2017, 52 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

EXAMINATION OF (CYTOTOXIC T LYMPOCYTE-ASSOCIATED PROTEIN-4)
(CTLA-4) AND SELENOPROTEIN S (SEPS1) GENE POLYMORPHISMS IN
HASHIMOTO DIAGNOSED CASES

Fidan ISLAMOVA

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

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Duygu YASAR SIRIN

Hashimoto’s disease being autoimmune thyroiditis is the most common cause of
hypothyroidism. Genetic factors play an important role in the pathogenesis of Hashimoto
thyroiditis. To date, several loci have been associated with HT, such as HLA, immune-
regulatory genes CD40, CTLA-4, PTPN22, FOXP3 and CD25 and thyroid-specific genes
(thyroglobulin and thyroid-stimulating hormone TSH receptor). Cytotoxic T-lymphocyte
antigen-4 (CTLA-4) has an important role in homeostasis and negative regulation of immune
responses. The aim of our study was to investigate 49A/G polymorphism of CTLA-4 gene has
been associated with Hashimoto thyroiditis . There is only one research about CTLA-4 49A/G
and SEPS1 -105G/A gene polimorphism. In our study included 55 patients diagnosed with
Hashimoto's thyroiditis between 19-71 years old and 50 patients in healthy control groups.
Our patient group with hashimoto’s thyroiditis are 12 men and 43 women. Blood samples
were collected for DNA isolation and PCR-RFLP were studied. Twenty-six of the 55 strains
studied and 50 control individuals were found to have 19 genotypes of Heterozygous AG.
Statistical analysis revealed that CTLA-4 49A / G polymorphism was not associated with HT.
We used PCR-RFLP methods and in the present study, no association between the SEPS1 -
105G/A variation and Hashimoto’s thyroiditis was identified.

Keywords: Hashimoto, CTLA-4, SEPS1, PCR, RFLP
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1. GIRIS

Tiroid bezi hastaliklar1 6nemli endokrin sorunlara neden olmakta ve diinyada oldukga
yaygin olarak gozlenmektedir. Otoimmun tiroid hastaliklari i¢inde en sik goriilen tiroid tiirii
Hashimoto tiroididir. Otoimmun hastaliklarin etiyolojisi tam olarak agiklanmamis olmakla
birlikte, bu hastaliklarin ortaya ¢ikisinda genetik ve ¢evresel etkilesiminin rol oynadigi birgok
calismada vurgulanmistir. Genetik faktorlerin %80°lik oranla immunitetin ortaya ¢ikmasinda
daha baskin oldugu bildirilmektedir. Cevresel faktorler ise %20’lik orana sahip olup; bunlara
sigara kullanimi, gebelik, menopoz, stres, iyot alimi, selenyum eksikligi, ¢evre kirliligi ve

buna benzer diger fiziksel kosullar gosterilmektedir (Kurtoglu 1997).

Otoimmun tiroid hastaliklar1 genel olarak 3 farkli grupta siniflandirilmaktadir: Bu
gruplar;

Tip 1 otoimmiin tiroidit ( Hashimoto hastahig: Tip 1)
1A: Guatrh

1B: Guatrsiz

Tip 2 otoimmiin tiroidit ( Hashimoto hastalhig Tip 2 )
2A: Guatrh ( Klasik Hashimoto hastalig1 )

2B: Guatrsiz ( Primer miksddem, atrofik tiroidit )

2C: Gegici tiroidit

Tip 3 otoimmiin tiroidit ( Graves hastahgi )

3A: Hipertiroid Graves hastalig1

3B: Otiroid Graves hastalig1

3C: Hipotiroid Graves hastaligidir (Davies ve Amino 1993).

Oldukca yaygin olan Hashimoto tiroidi en sik 30-50 yas arasinda olmak iizere her yas
grubunda goriilebilir. Kadinlarda erkeklere oranla 15-20 kat fazla goriiliir. Kadinlarda daha
stk goriilmesi o6zellikle steroid yapidaki cinsiyet hormonlari ile baglantilidir. Toplumda
goriilme sikligr %?2’dir (Barbesino ve Chiovato 2000). Hastaligin insidiansi kadinlarda
4/1000, erkeklerde 1/1000’dir. Down sendromu ve Turner sendromu olan hastalarda HT nin

goriilme siklig1 daha fazladir (Popova ve ark. 2008; Kamel ve ark. 2014).

HT’de T supresor hiicrelerindeki genetik defekt sonucunda hiicresel immunite bozulur.

Bu sonuca bagli olarak supresor T lenfositleri yardimer T lenfositleri baskilayamaz hale gelir.

1



Aktive olmus yardimci T lenfositleri B lenfositlerle iligkiye girer. Bu durumda y-interferon (y-
INF) ve daha bircok sitokin salgilanir. Bu sitokinler tirositleri uyararak MHC-II yiizey
antijenlerinin olusmasini saglar (Volpe 1991). Ayrica aktivasyona ugramis B lenfositleri
tiroid antijenleri ile reaksiyona girerek otoantikorlar olusturur. Hashimoto tiroiditinde klinik
belirtiler siliktir ve diger otoimmun hastaliklar gibi hastalig1 akut ve kronik dénemleri vardir

(Acar 2010).

Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda Hashimoto tiroidi ile iliskilendirilen bir ¢ok gen
polimorfizmleri tanimlanmistir. Polimorfizmleri tanimlanan genlerden bazilari; Human
Lokosit Antijen (HLA), Protein Tirozin Fosfataz Nonreseptor-Tip 22 (PTPN22),
Tiroglobulin, Vitamin D reseptorii, sitokin genleridir (Ozata 2003). Hastalikla iliskisi
olabilecek aday genler ve bu genlere ait polimorfizmlerin arastirildigi ¢alismalarda devam

etmektedir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda iki aday gen sitotoksik T lenfosit iliskili protein-4
(CTLA-4) ve selenoprotein S genlerinde HT iliskili olabilecek iki polimorfizmin varligi
arastirilmistir. CTLA-4 geni 3 ekzondan olusmaktadir ve bir sinyal peptid molekiilii kodlar.
Bu gende otoimmunite ile iligkili birkag polimorfizm tanimlanmistir. Bunlardan en dikkat
¢ekeninin, 1. ekzonun 49. pozisyonunda bulunan Ala/Thr degisimine neden olan A/G SNP
(single niikleotid polimorfizmi ) oldugu belirtilmektedir (Kamel ve ark.2014) (Braun ve ark.
1998).

Selenoproteinler, SEPS1 geni tarafindan kodlanan ve selenosistein rezidiileri igeren
proteinlerdir. Insan viicudunda 100’e yakin selenoprotein bulunmus ve bunlarin 30 tanesi
tanimlanmistir (Brown ve Arthur 2001). SEPS1’in hiicreleri oksitatif stres ve apoptozdan
korudugu bildirilmistir. SEPS1°deki genetik varyasyonlarin, 6zellikle promotoriin dniinde
bulunan —105G/A polimorfizmlerinin HT patojenezine neden oldugu bilinen Interlokin-1
Beta (IL-1pB), Interldkin (IL-6) ve Tiimdr Nekrozis Faktdr Alfa (TNF-a) gibi sitokinlerin
seviyeleri ve sirkiilasyonu ile yakindan iligkili oldugunu rapor edilmistir (Curran ve ark.
2005).



2.TEMEL BiLGILER

2.1. Tiroid Bezi, Anatomisi ve Fonksiyonlari

Embriyonik gelisim siirecinde, endokrin bezler igerisinde ilk olusan bez olan tiroid
bezi 24.giinde farenks tabaninin median yiiziinde olugsmaya baslar (Isgér 2000). Vaskiiler
yaptya sahip olan tiroid bezi boynun alt kisminda anteriorda 5. servikal vertebra ile 1. torasik
vertebra arasinda bulunur. U seklinde olan tiroid bezi bir sag, bir sol lobtan ve bunlar
birbirine baglayan median bir istmustan olusur. Hastalarin %40-50’sinde istmustan hyoid
kemige dogru uzanan {iglincii bir lob olan piramidal lob vardir. Piramidal lob tiroglossal
kanalin alt ucunun agik kalmasi sonucunda olusmaktadir (Arinct ve Elhan 2001). Her bir
lobun uzunlugu 2,5-4 cm, genisligi 1,5-2 cm, kalinligi 1-1,5 cm’dir. Tiroid bezi kirmizi-
kahverengi renginde olup ortalama 15-20 gr agirligindadir. Menstriirasyon ve gebelik

donemlerinde kadinlarda tiroid bezi agirlik olarak daha da artmaktadir (Sekil 1.1.).

Sekil 2.1. Tiroid bezi anatomisi (http://www.savaskocak.org/tiroid.php).

Tiroid bezi disaridan fibroz bir kapstil ile sarilmistir. Tiroid bezinde gergek kapsiilden
baska yalanci kapsiil veya cerrahi kapsiilde mevcuttur. Tiroidin temel yapisini folikiiller
olusturmaktadir. Folikiil hiicrelerine tirosit adi1 da verilir. Folikiiller 100-300 um ¢apindadir.
Her bir folikiil, i¢i kolloidle dolu bir liimeni saran tek katli kiibik epitel ve bu epiteli
¢evreleyen bazal membrandan olusur. Tiroid bezi her biri 20-40 folikiilden olusan lobiillere
ayrilmistir. Tiroid bezinde ¢ tip hiicre mevcuttur. Bu hiicreler A, B ve C, hiicreleri olarak

isimlendirilmisgtir. A hiicreleri tiroid hormonlarinin yapimi, salimimi ve tagmmmasindan
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sorumlu olan folikiil hiicresidir ve tiroid stimiile edici hormonun (TSH) etkisiyle
fonksiyonlar1 gergeklesmektedir. (Henry 1997). Askenazi hiicresi, onkosit veya Hiirthle
hiicresi olarakta adlandirilan B hiicreleri ¢ok miktarda seratonin biriktiren hiicrelerdir. C
hiicresi (parafolikiiler hiicre ) kalsitonin salgilarlar ve TSH kontroliinde faaliyet géstermez.
Kalsitonin salgist hipofiz kontroliinde degildir; Salgist kan kalsiyum seviyesine baglhidir.
Parafolikiiler hiicreler tiroid bezin %1 ’inden azini olusturur (Schmid 2015). Kalsitonin viicut

kalsiyum dengesinde 6nemli rol oynar (ilicin ve ark.1996).

Tiroid bezi fonksiyonlarinin diizenlenmesinde ilkin basamak hipotalamustan tirotropin
salgilatict hormon (TRH) ve hipofiz bezinden de tiroid stimiilan hormon (TSH)

salgilanmasidir.

TSH glikoprotein yapisinda bir hormon olup, 28000-30000 dalton arasinda degisen
molekiil agirhgindadir. TSH o ve B polipeptid zincirinden ve bu zincire karbohidrat
molekiillerinin katilmasindan olusmaktadir. TRH, ilkin olarak hipotalamustan proTRH
halinde sentezlenir. Memelilerde proTRH 2900 dalton molekiil agirhigindadir. TRH, tirotrop
hiicrelerdeki TRH reseptoriine baglanarak TSH geninin transkripsiyonuna ve TSH’un
sentezlenmesine sebep olur (Shupnik ve ark. 1986). TSH reseptorleri tiroid folikiil hiicre

membraninda bulunur (Silvestri ve ark. 2005).

Tiroid bezi follikiiler hiicrelerinin baslica goérevi T4 ve T3 tiroid hormonlarinin
sekresyonunu gergeklestirmektir. Dolasimdaki T4’tin tamami ve T3’tn % 20’si tiroid
bezinde, kalan %80’1 ise periferde T4’lin T3’e deiyodinasyonu sonucunda olusmaktadir.
Tiroid hormonun sentezi birbirinden farkli asamalardan gegerek gerceklesir. Tiroid hormon
sentezinde iki ana {irlin tirozin ve iyottur. Tirozin bir iyot atomu ile birlesirse
monoiyodotironin (MIT), iki iyot atomu ile birlesirse diiyodotironin (DIT), meydana gelir.
MIT ve DIT molekiillerinin birlesmesinden T3, iki DIT molekiilliiniin birlesmesinden ise T4

meydana gelir (Ede 2006).

Tiroid hormon sentezi i¢in tiroglobuline (TG), tiroid peroksidaza (TPO), Sodyum-iyot
simporter (NIS) ihtiya¢ vardir. TPO hidrojen peroksit (H,O,) ile birlikte inorganik iyodiiriin
organik iyodin haline gelmesi ve tiroglobuline baglanmasinda 6nemli rol oynar. Tiroglobulin
molekiiler agirligir 660.000 dalton olan bir glikoproteindir. Tiroglobulinin baglica rolii tiroid
hormonlarinin olusumunu ve depolamasini saglamaktir (Yilmaz 1999). Tiroid peroksidaz
molekiiler agirligi 9 kDa olan 926 aminoasitden olusan hemoglikoprotein yapili bir enzimdir.

NIS, 80-90 kDa molekiil agirliginda olan bir transmembran proteindir
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Giinliik iyot ihtiyacinin %90’1 gidalardan, %10’u ise igme sularindan saglanir
(Kurtoglu 1997). Tiroid hormon yapimi i¢in gerekli olan giinliik iyot miktar1 100-150pg’dur.
Iyot alim1 &nerilen miktarn altina diistiigiinde tiroid yeterli hormon sentez edemez, guatr ve
hipotiroidizm gelisir. Iyot hiicre igine aktif transport yolu ile plazma membraninda bulunan
sodyum/ iyot (Na+/l-) simporter protein araciligiyla alinir. Iyodun oksidasyonu tiroid

peroksidaz (TPO) enzimi sayesinde ger¢eklesmektedir.

T3 ve T4 tiroglobulinden ayrilarak serbest hormon seklinde kana salgilanirlar.
Salgilanan hormonlar plazma proteinlerine baglanirlar. Tiroid hormonlarinin kanda tasinmasi
3 farkli proteinle gergeklesmektedir. Tiroksin baglayici globulin (TBG), kanda dolasan
tiroksinin %60’1n1, Tiroksin baglayici prealbumin (TBPA), kanda dolasan tiroksinin %30’unu
ve son olarak Tiroksin baglayici albiimin, tiroksinin %10’unu baglar. Proteine bagli olan
tiroid hormonlar1 dolagimda inaktif halde bulunmaktadir. T3 tin 6mrii yaklasik bir giin, T4’lin

Omrii serumda 7 giindiir.

Tiroid hormonlarmin viicuttaki birgok organ ve sistemler iizerinde metabolik etkileri
vardir. Beyin, dalak, testis, retina, akciger harig¢ tiim dokularda 1s1 tiretimi, oksijen tiiketimini
ve Na-K ATPaz aktivitesini artirir. Tiroid hormonlari karbonhidrat metobalizmasina etki
gostererek sindirim sisteminden glikozun emilimini arttirir, glikoneojenez ve insiilin
salgilanmasinda artis saglar (Guyton ve Hall 2001). Tiroid hormonlarinin etkisiyle besinler
bagirsaklarda hizli sekilde emilir ve bagirsak hareketlerinde artisa sebep olur (Yilmaz 1999).
Tiroid hormonun asir1 salinimi siirekli yorgunluga neden olur. Tiroid hormon salgisinin
azalmasiyla kolesterol, fosfolipit ve trigliseridlerin plazma diizeyinin artisina ve ayrica
karacigerde yiiksek oranda yag depolanmasina sebep olur. Tiroid hormonu fetal gelisim ve
dogumdan sonraki donemde beynin normal sekilde biiylimesi i¢in 6nemli etkiye sahiptir.
Fetiis yeterli miktarda tiroid hormonu salgilamazsa dogumdan once ve sonraki asamalarda
beynin gelismesi zayiflar ve buna bagli olarak beyin normalden kii¢iik olur. Kadinlarda
gebelik tiroid bezinde fizyolojik degisikliklere yol agmaktadir. Gebelik sirasinda Ostrojen

seviyelerindeki artisa bagli olarak TBG seviyesinde de artis gozlenmektedir.
2.2. Otoimmun Hastaliklar

Organizmanin kendi doku antijenlerine karst immun cevap olusturmasina
otoimmunite, otoimmunizasyonun rol oynadigi hastaliklarda otoimmun hastaliklar adi
verilmektedir (Kronenberg ve Rudensky 2005). Bu tip hastaliklarin tanisinda organizmanin

kendi dokularina kars1 olusan hiicresel tip immun cevap ve otoantikorlarin belirlenmesinden
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yararlanilmaktadir. Otoimmun tiroid hastaliklar1 tiim organ spesifik otoimmun hastaliklarinin
%30’nu olusturmaktadir. En sik raslanan organ spesifik otoimmun hastalik olan Hashimoto
tiroiditi popiilasyonun %3 iinde saptanir (Ozata 2003). Otoimmun hastaliklar1 olan kisilerde
diger otoimmun hastaliklarinin goriilme oran1 artmaktadir ve bu nedenle hastaliklarda kisisel

yatkinligin 6nemli oldugu bildirilmektedir (Kabalak 2009).

Otoimmun hastaliklar organa 0zgii otoimmun hastaliklar (hashimoto, graves,
pernisyoz anemi, insiiline bagimli seker hastaligi1 (diyabetes mellitus), adisson hastaligi, akut
romatizmal ates, otoimmun alopesi vb.) ve birden fazla organda gbzlenen sistemik otoimmun
hastaliklar (romatoid artrit, sistemik nekrotizan vaskulit ve sjégren sendromu vb.) olmak

tizere iki gruba ayrilir (Chistiakov 2005).
2.3. Hashimoto Tiroiditi

Kronik otoimmun tiroiditi olan Hashimoto tiroiditi hipotiroidizmin en sik
nedenlerindendir. Hashimoto tiroidi; ilk defa 1912 yilinda Dr. Hakaru Hashimoto tarafindan
tanimlanmistir. Dort kadin hastanin tiroid dokusunu histopatalojik olarak degerlendirmis,
tiroid bezinin sertlestigini ve fonksiyonel oOzelliklerinin kayboldugunu bildirmistir. Bu
hastalarin tiroid bezinde plazma hiicreleri, fibrozis, lenfosit infiltrasyonu, parankimal atrofi
ve bazi bolgelerde eozinofilik dejenerasyon goézlenmistir (Hashimoto 1912). Eozinofilik
hiicrelere Askenazi veya Hiirtle hiicreleri denilir. Bu hiicreler bol miktarda mitokondri igerir,

folikiiler alan kiiciik, kolloid ise ya seyrek ya da yok derecesindedir.




Sekil 2.2. Hashimoto tiroidinin patolojik goriiniimii.
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hashimoto's_thyroiditis, HE_5.jpg

Otoimmun tiroid hastaliklarinin tanisindaki baslica yontemlerden biri serumda
antiTPO ve antiTG’nin belirlenmesidir. 1956 yilinda Roitt ve Doniach tarafindan Hashimoto
tiroidinin kendi antijenine kars1 otoantikor olusturdugu tanimlanmistir (Roitt ve ark. 1956).
Hashimoto tiroidi olan hastalarin % 90’inda antiTPO antikorlar1 ve % 80’inde antiTG
antikorlar1 pozitiftir (Erbas ve Dagdelen 2004). AntiTPO ve antiTG immiinglobulin G
grubuna dahildir. Hastaligin ilkin evresinde antiTG antikoru antiTPO antikoruna oranla daha
yiiksektir. HT’1li hastalarda sodyum iyot simporter’a karsi otoantikorlar geligmistir. Bu
otoantikorlara bagli olarak folikiiler hiicrelerde iyot transportunda bozulma gozlenmistir. NIS

antikorlar1 ise %15 oranindadir.

T hiicre aracili otoimmunite ile olusan HT genetik ve cevresel faktore bagli olusur.
Cevresel faktorlere, diyetsel iyot alimi, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, sitokin tedavisi ve
gebelik 6rnek gosterilebilir (Chistiakov 2005). HT gelisiminde lityum, amiodaron, interferon,
interlokin gibi ilaglarin kullanimi rol oynamaktadir (Tanda ve ark. 2009). Birgok g¢alisma
Hashimoto tiroiditi ile diger ¢evresel hepatit C, parvoviriis, ramiodoronubella,
enfeksiyonlarmin iligkili diger ¢evresel faktorler oldugunu bildirmistir (Tomer ve Huber
2009).

T ve B lenfositler immun yanitta 6nemli rol oynayan hiicrelerdir. T lenfositler CD4+
yiizey antijeni eksprese eden yardimci T lenfosit ve CD8+ yiizey antijeni eksprese eden
sitotoksik T lenfosit olarak iki gruba ayrilir. CD4+ T hiicreler T helper 1 ve Th2 hiicreler
olmak tizere iki farkli grupta incelenirler. Hiicresel immun yanitta gorev alan Th1 hiicresi IL—
2, TNF-a ve IFN-y gibi sitokinler salgilar. Th2 hiicreleri ise IL-4, IL-5, IL-6, I1L-10 ve 1L-13
salgilayarak B hiicrelerinin uyarilmasini saglarlar (Romagnani 2000). Hashimoto tiroiditi olan
hastalarin tiroid dokusunda Thl hiicreleri baskin olmakla birlikte hem Thl hem de Th2
hiicreleri bulunmaktadir (Binay ve Simsek 2016). B hiicreleri ise T helper hiicreleri tarafindan
aktiflestirilmektedir. Aktive olmus B hiicreler tiroid otoantikorlarmmin sentez ve salimini
gerceklestirir. B lenfositler tiroglobiilin, tiroid peroksidaz ve tirotropin reseptorii (TSHR)
basta olmakla birlikte tiroid antijenlerine kars1 antikor iiretirler (Dallas ve Foley 2003; (Dallas
2003). Diger tiroid otoantikorlarindan farkli olarak TSH reseptor antikoru, Graves ve
Hashimoto tiroiditli hastalara spesifiktir. HT tanili olgularda TSHR antikoru olgularin
%60’1nda pozitifdir.



Hastalarin ailelerinde hastaligin tekrarlandigi goriilmektedir. Hashimoto hastalarinin
birinci derece akrabalarinda goriilme sikligi  %18-33’diir (Barbesino and Chiovato 2000).
Monozigot ikizlerde HT nin goriilme oran1 %30-60 arasinda degismektedir (Brix ve ark.
2000). Dizigotik ikizlerde bu oran %10 olarak bildirilmektedir. Bu ¢alismalar HT’de genetik
bir yatkinlik oldugunu gdstermis, bu nedenle hastaligin gelisiminde rol oynayan genetik
faktorlerin ve yatkinliga neden olabilecek polimorfizmlerin belirlenmesi birgok arastirmaya
konu olmaktadir. Bu kapsamda bir¢ok polimorfizm belirlenmistir. Bu polimorfizmlerden biri
Major doku uygunluk kompleksi diger adiyla insan 16kosit antijeni (HLA) olarak bilinen
genlerde tanimlanmistir. HLA kompleksi 6. kromozomun kisa kolunda, 6p21.3 bolgesinde
bulunur (Goldberg ve Rizzo 2015). HLA, 4000 kilobaz biiyiikliigiindeki bir bolgede lokalize
olan gen toplulugudur (Mizuki ve Kimura 1996). Hiicre yiizey molekiilleri olan MHC
molekiilleri MHC T (HLA- A, B, C) ve MHC Il (HLA-DP, DR, DQ) iki gruba ayrilir. Bu iki
grup yapica bir birine benzer olsa da MHC I molekiillerinin esas goérevi viruslar, timor
antijenleri gibi intrasitoplazmik antijenleri CD8+ sitotoksik T hiicrelerine sunmaktir. MHC |
molekiilleri biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde bulunurken, MHC Il makrofaj ve dendritik hiicrelerde
mevcuttur. Genetik ¢alismalar HLA-DR4, DR5, DQw3.1 ve DQA2 allellerinin Hashimoto

tiroiditinde normal popiilasyona oranla daha siklikla bulundugu gostermistir.

Apoptozun otoimmiin hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi One
stiriilmiistiir. Apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii), masif tirosit yikiminda major rol oynar.
Hashimoto tiroiditinde apoptozisin baslanma nedeni Fas reseptoriiniin Fas-L ligandi ile
birlesmesidir. Fas ligandi, hem normal tiroid hiicrelerinde hem de Hashimoto tiroiditli
hastalarin tiroid hiicrelerinde yiiksek miktarda bulunmustur (Lumachi ve Basso 2002). Fas
(CD95) molekiil agirligi 45kDa olan tip 1 membran proteinidir ve tiimor nekroz faktor (TNF)
ailesine aittir (Nagata 1998).

D vitamini Hashimoto tiroiditi patogenezinde dnemli 6zellige sahip olan faktdrlerden
biridir. Yapilan ¢alismalarda D vitamini reseptorii (VDR) polimorfizminin Hashimoto tiroiditi

sikligint arttirdig1 vurgulanmstir (Lin ve ark. 2006)
2.4. Polimorfizmler

Toplumda %1’den daha yiiksek siklikta bulunan genetik cesitlilik tipi ya da gen
secenekleri polimorfizm olarak tanimlanir (Ekmek¢i ve ark. 2008). Tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) insan genomunda en ¢ok bulunan (ortalama her 1000 niikleotitte bir)

DNA dizi degisimleridir. Bu giine kadar yapilan caligmalarda Hashimoto tiroidi ile
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iligkilendirilen bir¢ok gen polimorfizmleri tanimlanmistir. Polimorfizmleri saptanan genler
arasinda Human Lokosit Antijen (HLA), Protein Tirozin Fosfataz Nonreseptor-Tip 22
(PTPN22), Tiroglobulin, Vitamin D reseptorii, sitokin genleri bulunmaktadir (Zaletel 2011).

Cizelge 2.1. Tiroid hastaliklarinda otoimmiinitenin genetik temeli (Iligin, ve ark. 1996)

Gen Mliskili varyantlar Miskili rk
HLA-DR DR3, DR5 (guatr) Kafkas
DR3 ve HLA B8 (atrofik) Kafkas
DR9 ve HLA Bw46.87 Cin
HLA-DQ DQw2 (HLA DR3) Kafkas
DQ AO30I (HLA DR4) Kafkas
DQ B020I (HLA DR3) Kafkas
CTLA-4 A/G 49SNP, CT60 TNP Kafkas, Japon
3’UTR AT mikrosatellit Kore, Cin
PTPN22 R620W TNP Kafkas
Tiroglobulin S734A TNP Kafkas
T2334C TNP Japon

MI1028V, R1999W TNP

Bahsedilen bu polimorfizmler disinda CTLA-4 (49A/G) ve SEPS1 (-105G/A) gen
polimorfizmlerine ait tek bir c¢alisma bulunmaktadir ve bilgilerin dogrulanmasi
gerekmektedir. Yaptigimiz ¢alismada CTLA-4 49A/G ve SEPS1 -105G/A SNP’lerinin

Hashimoto tiroidi ile olan iligkisi aragtirilmistir.




2.5. CTLA-4 geni
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Sekil.2.3. CTLA-4 geni kromozomal lokalizasyonu, ideogram {izerinde gosterimi (Genetics
Home Reference).

CTLA-4 proteinini kodlayan gen 2. kromozomun uzun kolunda; 2q33 bandinda
bulunur (Agarwal ve ark. 2000). CTLA-4 149 aminoasitten olusmaktadir (Lindsten ve ark.
1993). CTLA-4 geni 223 aminositli bir prekiirsor protein olarak kodlanir. CTLA-4,
immiinglobulin siiper ailesi iiyesi bir transmembran protein olup B7 (dendritik hiicrelerde
bulunan periferal hiicre zari proteini) molekiiliine baglanarak T hiicre aktivasyonunu azaltan
bir kostimiilatordiir. CTLA-4, 3 ekzondan olusan oldukga polimorfik bir gen bolgesidir ve bu
bolgede otoimmunite ile iligkili birka¢ polimorfizm tanimlanmistir. Bunlardan en dikkat
cekeninin, 1. ekzonun 49. pozisyonda bulunan ve sinyal peptid molekiiliinde Ala/Thr
degisimine neden olan A/G SNP oldugu belirtilmektedir ( Kamel ve ark. 2014; Braun ve ark.
1998) Bundan baska, promotér bolgede -318. Pozisyondaki C/T polimorfizmi (Deichmann,
Heinzmann et al. 1996), ekzon 4’de 3’UTR bolgesinde AT dimerlerinin tekrarlarida CTLA-4
gen polimorfizmlerindendir (Yanagawa ve ark. 1995), intron 1 de 1822. pozisyonda C/T
(+1822 C/T) saptanan polimorfizmlerden bir digeridir.

CTLA-4 bir bagka T hiicre yiizey reseptorii olan CD28’in homologudur. CD80 ve
CD86 molekiilleri CTLA-4’un ligandi olmakla birlikte homologu olan CD28’in de ligand1
olarak tanimlanmigtir. CTLA-4, CD28 gibi antijen sunan hiicrelerde bulunan CD80 ve CD86
ligandlarina baglanir fakat baglanma afiniteleri birbirinden farklidir. CTLA-4’iin B7
molekiiline baglanma afinitesi CD28’e¢ nazaran 10-100 kat daha fazladir (Gough ve ark.
2005). Sonug itibari ile CTLA—4 kendi bagina bir sinyal olugturamaz ancak CD28’in pozitif
etkisini onler. CD28 molekiilii de B7 molekiiliine baglanarak T hiicresinin aktive olmasini

saglar.

CTLA-4 geni Hashimoto tiroiditinden baska diger otoimmun hastaliklara 6rnek olan

Graves hastaligi ve tip 1 diyabette de kritik 6neme sahiptir (Ueda ve ark. 2003).
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Sekil 2.4. CTLA-4 gen polimorfizmleri (Valk ve ark. 2008)

2.6. SEPS1 geni

Selenyum, insanlarda hiicreyi oksidatif hasarlardan koruyan glutatyon peroksidazlarin
(GPx), iodotiroin deiyodinazlarin, tiyoredoksin rediiktazin ve selenoprotein P’nin de dahil
oldugu pek bir¢ok metabolik yolakta rol oynamaktadir. Selenoproteinler ise, selenosistein
rezidiileri igeren protein yapilaridir. Bu gen, endoplazmik retikulumda lokalize olan bir
transmembran proteini kodlar. SEPS1 (rs28665122) geni kromozom 15q26.3’te yerlesim
gostermektedir. Selenoprotein geni icindeki tek niikleotid polimorfizmlerin (SNP'ler)

selenoprotein sentezini etkileyebilecegi ileri siiriilmistiir(Papp ve ark.2007)

Chr 15
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Sekil 2.5. SEPS1 geni kromozomal lokalizasyonu ideogram tizerinde gosterimi(Human Gene

Database).
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Sekil 2.6. SEPS1’in yanlis katlanmis protein cevabindaki rolii (Volpe 1991).
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Selenoprotein endoplazmik retikulumda (ER), yanlis katlanmis proteinlerin ER
liimeninden sitozole retrotranslokasyonu aracilig ile yanlis katlanmis proteinleri proteazoma
yonlendirerek, inflamator yanitta islev goriir (Santos ve ark. 2014). p97/Valosin igeren protein
VCP {ibikiitin proteazom sistemi (UPS), ER iligkili protein yikiminda saperon olarak goérev
yapar. SelS, transmembran alana sahiptir ve hiicreleri ER stres kaynakli apoptozdan p97
(VCP) ile etkilesim yoluyla korur (Ye ve ark. 2004). Sels yanlis katlanmig proteinleri ER
disina tasimak i¢in ER membran proteini DERLIN ve sitozolik ATPaz p97 ile etkilesen bir
ER zar proteinidir. NF-kB transkripsiyon faktorlerinin etkinlesmesi sonucunda inflamatuvar
islerde gorevli genler indiiklenir. Ancak yanlig katlanmig proteinlerin ER liimende birikmesi
Sels’in asag1 diizenlenmesinden kaynaklanir ve Sels ile iliskili SNP’lerin ER stresinin
aktivlesmesine neden olur. SEPSI1’deki genetik varyasyonlarin, ozellikle —105G/A
promotoriindeki polimorfizmlerin HT patojenezine neden oldugu bilinen IL-1p, IL-6 ve TNF-

a gibi sitokinlerin plazma diizeylerini etkiledigi gosterilmistir. (Curran ve ark. 2005)

Hastaliklarla ilgkili mutasyon ve polimorfizmlerin tanimlanmasinda Southern blot,
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), tek
zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP), denature gradyan jel elektroforezi (DGGE) gibi
birgok teknigin tekbasina veya birlikte uygulanmasindan yararlanilmaktadir (Al-Haggar
2013). Bizim c¢alismamizda CTLA-4 ve SEPS1 genlerindeki polimerfizmlerin
belirlenmesinde PZR ve RFLP yontemleri kullanilmistir. PZR, spesifik bir DNA pargasinin in
vitro sartlarda ¢ogaltilmasini saglayan bir yontemdir. CTLA-4 genine ait 328 bg’lik bolge F-
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5’CCACGGCTTCCTTTCTCGTA3’ R- 5’>AGTCTCACTCACCTTTGCAG’3 primerleri kullanilarak
cogaltilmigtir. SEPS1 genine ait 211 bg’lik bolge F-5’-TCTTGGCGTTCCATGACC-3’ ve R-5’-
AGCGTAGCCGGGATTTCTC-3" primerleri kullanilarak g¢ogaltilmistir. RFLP ise restriksiyon
endoniikleaz enzimleri kullanilarak DNA’nin farkli biiyiikliikteki fragmanlara ayrilmasi
yontemidir. CTLA-4 geni PCR f{irlinii BbVI restriksiyon enzimi kullanilarak kesilmistir. Bu
restriksiyon enziminin kaynagi Bacillus brevis'den elde edlen BbVI genin tasiyan bir
Escherichia coli susudur. BbVI bir type Il S Restriksiyon enzimdir. BbVI enzimi

5 GCA GG C Ng | 3
3 CGTCG Npt 5

tanima bolgesinden kesim yaparak yapigskan uc olusturur.
Bu tip enzimler asimetrik DNA dizilerini tanityan ve tanima bolgesi disindan kesim yapabilen
enzimlerdir. DNA’daki tek bir niikleotid degisikligi bile enzimin tanima bolgesini
degistirecegi i¢in sonugta farkli boylarda DNA bantlarinin olusmasina neden olacaktir. BoVI
enzimi tanima bolgesi CTLA-4 geni 49. niikleotidi igermektedir. CTLA-4 geni wild type
genotipi (AA) sahip oldugundan enzim PZR {iriiniin kesmedigi i¢in agaroz jelde 328 b¢’lik
tek bir bant olusur. A/G polimorfizmi olan 6rneklerde kesim gergeklesir ve 328, 244 ve 84 bg.
olmak iizere agaroz jelde 3 bant goriilmektedir. Homozigot GG genotipi i¢in enzim kesimi
sonucu 244bc¢ ve 84bg¢ uzunlukta iki fragment olusmaktadir. PZR sonucu elde edilen iiriin
agaroz jel yontemi ile goriintiilenmistir. CTLA-4 geni icin gergeklestirilen PZR’indan sonug
alinmig ve RFLP yontemi ile CTLA-4 49A/G polimorfizmi belirlenmistir. Ancak SEPS1 geni
icin kurulan PZR’larindan sonu¢ alimamamis bu nedenle enzim kesimi islemine devam

edilememistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Buz makinasi, Bluewave BW, Cin
Buzdolab1 +4°C, Profilo, Tiirkiye

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

Ultrasaf su cihazi, Millipore, ABD
Elektroforez giic kaynagi, Cleaver, Ingiltere
Elektroforez giic kaynagi, Thermo, ingiltere
Yatay elekroforez tanki, Thermo, ABD
Yatay elektroforez tanki, Cleaver, Ingiltere
Hassas terazi, Ohaus, ABD

Is1 déngii cihazi, Techne TC Plus, Ingiltere
Isiticili manyetik karistirici, WiseStir, Kore
Mikrosantrifiij, Cleaver, Ingiltere
Mikrosantrifiij, Sigma, Almanya

Otoklav, Tek Bal, Tirkiye

Otomatik pipet seti, Axygen, ABD

pH metre, Hanna HI221, Romanya
Sogutmali santrifiij, Niive, Tiirkiye
Vorteks, WiseMix, Kore

Transilliiminator, Vilber Lourmat, Fransa
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Mikrodalga Firini, Bosch, Almanya

Termal dongii cihazi, AB Proflex, ABD

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Agaroz, Sigma, ABD

Borik asit, Sigma, ABD

Etanol, Sigma, ABD

Fenol, Merck, Almanya

[zoamilalkol, Sigma, ABD

Kloroform, Sigma, ABD

Deoksiriboniikleik asit trifosfat (INTP) set, MBI Fermentas, Litvanya
DNA belirteg (100 bg’lik), Thermo, Almanya
EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit), Sigma, ABD
Etidyum bromiir, Sigma, ABD

NaCl, Sigma, ABD

SDS, MP Biomedicals, France

Borik asit, Calbiochem, Germany

Fikol, Sigma, ABD

Brom fenol mavisi, Fisher Scientific, ABD

Ksilen siyanol, Sigma, ABD

Turuncu G, Sigma, ABD

Etil alkol, Sigma, ABD

Magnezyum kloriir, Sigma, ABD

BseXI ( Bbvl) restriksiyon enzimi Thermo Fisher Scientific, ABD
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Misl restriksiyon enzimi Thermo Fisher Scientific, ABD
Tag DNA polimeraz enzim seti, MBI Fermentas, Litvanya
Tris, Sigma, ABD

Yiikleme tamponu, MBI Fermentas, Litvanya

3.1.3. Kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Yiikleme tamponu ( Fermantas, Litvanya )

Tris-HCI pH 7,6

% 0,03 bromfenol mavisi

% 0,03 ksilen siyanol FF

% 60 gliserol

60 mM EDTA igeren ylikleme tamponu Fermantas (Litvanya) firmasindan temin edildi.
Etidyum bromiir c¢ozeltisi

10 mg/ml etidyum bromdir distile su kullanilarak hazirlandi.
5X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu

54 g Tris baz

27,5 g Borik asit

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Cozelti 1 litre’ye dH20 ile tamamlandi. 1X TBE hazirlamak i¢in 5X TBE stogundan 200 ml

alind1 ve distile su ile 1000 ml'ye tamamland.
25 mM MgCl: (Fermantas, Litvanya)

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan 25 mM MgCl. Taq DNA polimeraz enzim Kkiti

igerisinde hazir olarak alindi.

10 mM dNTP (Fermantas, Litvanya)
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Her biri 100 mM olan dNTP, dGTP, dCTP ve dTTP soliisyonlarindan 10’ar mikrolitre ve
steril dH20’dan 60 mikrolitre alinarak 500 mikrolitrelik steril ependorf tiip igerisinde son

hacim 100 pl olacak sekilde karistirilarak hazirlandi.
TE tamponu
10 mM Tris-HCI (pH 7.4)
1 mM EDTA ( pH 8.0) karistirilarak son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlandu.
Soliisyon 1
10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
10 mM KCI
10 mM MgCl: karistirilarak son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlandu.
Soliisyon 2
10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
10 mM KCI
10 mM MgCl.
0.5mM NaCl
% 0.5 SDS
2 mM EDTA karistirilarak son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlandi.
Yiikleme boyast
%10 Fikol® 400
% 0,25 Bromofenol Mavisi
% 0,25 Ksilen siyanol
% 0,4 Turuncu G
10 mM Tris-HCI (pH 7.5)

50 mM EDTA karistirilarak son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlandi.
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3.1.4. Primerler

Calismanin PZR asamasinda kullanilan primerler CTLA-4 49A/G SNP ve SEPS1 -
105G/A igin primerler (Kamel ve ark. 2014 ; (Mao ve ark. 2015) yayinindan verilen diziler
referans alinarak Thermo Fisher Scientific, ABD firmasindan alinmistir. Kullanilan primerler

ve Tm degerleri ¢izelge 3.1°de verilmistir.

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

POLIMORFIiZM PRIMER DIiZiLERI (5'—3") Tm(C°)

CTLA-4 49A/G F-CCACGGCTTCCTTTCTCGTA- | 50°
R-AGTCTCACTCACCTTTGCAG-

SEPS-1 -105G/A F-TCTTGGCGTTCCATGACC- 59°
R-AGCGTAGCCGGGATTTCTC-

3.1.5. Kullanilan bilgisayar programlari
Microsoft word, ABD

Microsoft excel, ABD

SPSS 15.0, ABD

3.1.6. Kullanilan restriksiyon enzimleri

Restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmlerinin tayininde kullanilan restriksiyon
enzimleri BseXl ( Bbvl) restriksiyon enzimi ve MIsl restriksiyon enzimi Thermo Fisher

Scientific ABD temin edilmistir.

3.1.7. Hasta grubu

Calismaya dahil edilen hasta grubu 50 kisiden olusmaktadir. Kontrol grubu 50 saglikli
bireyden olusmaktadir. Hastalar Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Pendik Egitim ve
Arastirma Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklari
Bilim Dali kliniginde Hashimoto tiroiditi teshisi konmus kisiler arasindan segilmistir.

Olgulara ait veriler ve klinik bulgular1 Cizelge 3.2’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.2. Hashimoto tanili olgulara ait yas, cinsiyet, Aile dykiisii, Sigara ve alkol kullanim1

verileri ve FT3, FT4, TSH, AntiTG ve AntiTPO degerlerine ait klinik bulgular

No | Yas | Cinsiyet éile Sigara | Alkol | FT3 FT4 TSH Ant Ant
OyKkiisii TG TPO

1 37 |E - - - - - - - -

2 59 | K - - - 3,2 0,76 8,6 - 236

3 59 | K + + - 2,79 095 582 |99 119

4 32 | K - - - - 0,7 502 |- -

5 - K - - - - - - - -

6 45 | K + - - 3,65 | 091 1,63 | 258 442

7 36 | K + - - - - - - -

8 - K - - - - - - - -

9 28 | K + - - 251 |0,77 3,19 |88 1,86

10 (45 | K - + - 5,36 | 16,65 57 >4000 | >600

11 |21 | K + - - 294 |1 925 |19 1013

12 |45 |E - + - 375 | 111 1,27 | 1,39 358

13 |30 |K + - - 1,28 | 2,86 244 | 35 97

14 |38 |K + - - - - - - -

15 |27 |K - - - 15 0,66 2,72 | 18,6 270

16 41 K - - + 4,48 1,05 1,23 523 971

17 - E - - - - - - - -

18 - E - - - - - - - -

19 |44 |K - - - 3,32 | 0,86 1,52 | 20,53 324

20 | - K - - - - - - - -

21 |38 |K - - - 3,35 | 0,89 3,75 |09 180

22 |24 |K - - - 437 10,79 4,11 | 103 327

23 | - E - - - - - - - -

24 - E - - - - - - - -

25 21 K - - - - - - - -

26 |41 | K + + - 3,46 | 0,58 3,38 | 1728 5160

27 | - K - - - - - - - -

28 |52 |K + - - - - - - -

29 |19 |K + - - 2,94 0,87 1,67 |09 341

30 |- K - - - - - - - -

31 |- K - - - - - - - -

32 |4 |K - - - 2,77 |06 538 |10 64
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33 55 K - - - 4,02 | 091 1,73 1,4 1077
34 36 K - - - 358 |0,71 2,86 176 1077
35 | 47 E + + - - - - - -

36 28 K + - - - - - - -

37 - K - - - - - - - -

38 | 46 K + - - 355 |06 3,01 | 329 850
39 | 42 K + - - 343 | 0,92 2,75 163 262
40 31 K + + - 3,01 |09 2,36 | 8,69 272
41 66 E - - - 3,69 | 0,76 517 | 278 107
42 71 E - + + 3,2 0,89 3,15 1 193
43 26 K + - 2,9 0,51 52 380 >1077
44 | 40 K - - - - - - - -

45 33 K - + + 3,27 | 0,75 131 |2 >1077
46 32 K - - - 36 0,81 8,85 | 8,14 784
47 57 K - + - 2,9 0,49 3,04 | >2533 | >1077
48 52 E - + - 3,02 | 0,78 0,39 |98 155
49 32 K - + - - - - - -

50 21 E + - + 3,7 0,67 2,52 189 92

51 33 K + - - 3,5 1,04 1,41 | 205 12,4
52 36 K + - - 3,5 1,29 0,08 1,9 310
53 35 K + - - 291 | 094 2,19 1,2 31

54 |43 K - - - - - - - -

55 37 K - + - 3,3 0,85 207 |72 222

Cizelge 3.3. Kontrol grubuna ait yas, cinsiyet, Aile dykiisii, Sigara ve alkol kullanimi verileri
ve FT3, FT4, TSH, AntiTG ve AntiTPO degerlerine ait klinik bulgular

N Yas Cinsiyet | Aile Sigara | Alkol | FT3 FT4 | TSH | Anti | Anti
oykiisii TG TPO
S007 | 34 E + + + 3 1,01 |25 0,87 | <0,50
S008 | 29 K - - - 291 107 |11 2,47 | <0,50
S010 | 28 K - - - 314 |112 |101 |14 <0,50
S014 | 27 K - - - 257 1,04 |204 |298 |<0,50
S015 | 34 E + - - 305 |101 |0,77 |267 |0,76
S016 | 40 E - - - 299 |091 |053 |146 | <050
S017 | 34 E + + - 2,86 |09 193 | 042 | <050
S018 | 47 K + + - 291 1089 |19 |56,93 |<0,50
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S019 | 37 K 298 093 |15 2,43 | <0,50
S020 | 32 K 249 1081 |188 |555 |11,31
S022 | 34 K 231 0,79 |[254 |1 <0,50
S025 | 29 K 325 [126 |1,92 |372 |<050
S026 | 32 E 2,76 |111 |201 |052 |<050
S027 | 34 K 238 |14 1,73 | 11,43 | 38
S028 | 25 K 305 |09 |19 |252 |<050
S029 | 40 E 297 095 |148 |0,67 | <050
S030 | 31 E 287 |09 |192 |061 |<0,50
S032 | 54 E 299 094 |044 |133 |054
S033 | 47 K 2,76 1088 |227 |0,79 | <0,50
S034 | 63 E 287 |09 |19 |13 <0,50
S035 | 27 K 271 1099 |092 |048 |<0,50
S036 | x E X X X X X
S037 | 35 E 322 |082 |0,79 |0,78 |0,50
S038 | 43 E 277 089 |066 |224 |055
S039 | 35 K 2,7 1,11 |0,71 |0,93 | <0,50
S044 | 33 E 288 |117 |102 |0,63 | <050
S046 | 18 K 347 |1 1,06 |5,49 | <0,50
S047 | x K X X X X X
S048 | 57 K 304 |094 |195 |1,18 |0,84
S049 | 53 K 237 1085 |19 1,25 | <0,50
S050 | 17 K 311 | 1,04 |224 |094 |<050
S052 | 60 E 321 104 |199 |053 |<0,50
S055 | 28 E 298 |104 |39 |054 |<050
S056 | 21 E 273 |084 |148 |101 | <050
S057 | 28 K 302 |087 |122 |163 |0,72
S058 | 33 K 244 1101 |203 |1,84 |<0,50
S059 | x E X X X X X
S060 | 44 E 231 |09 |209 |052 |<0,50
S063 | 41 K 297 0,77 | 179 |277 | 1338
S066 | 37 E 313 | 1,12 |1,84 |448 |348
S065 | 56 E 289 |125 |119 |1,01 | <0,50
S068 | 44 K 288 092 |294 |204 |567
S069 | 54 E 329 |097 |113 |145 | 157
S070 | 34 E 305 |109 |097 |1,02 |<0,50
S071 | 38 E 292 |105 |063 |1,06 | <050
S076 | 57 E 29 |0,77 |167 |139 | 0,69
S077 | 32 E 304 (104 |12 1,11 | <0,50
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S080 | 48 K - 2,64 0,84 2,92 65 <0,50
S066 | X X X X X X X X X X
S053 | 28 E + - 3,02 0,87 1,22 1,63 0,72
S006 | x X X X X X X X X X
3.2. Yontem

3.2.1. Kandan DNA izolasyonu

Calismada kullanilan kan 6rnekleri Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Pendik Egitim
ve Arastirma Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklar1 Bilim Dali kliniginden alindi. Kan 6rnekleri alinarak EDTA’I1 tiip ig¢inde + 4°C’
de saklandu.

Calismaya katilan bireylerden 1/100 hacimde 0,5 mmol/L sodyum EDTA igeren
tiplere 5 ml kan alindi. Daha sonra tiipiin hacmi Soliisyon 1 kullanilarak 10 ml’ye
tamamlandi. Buna ilaveten 120 pl nonidet P40 hiicrelerin lizis’i i¢in ortama eklendi. Tiip
birkag defa tersyliz gevrilerek iyi bir sekilde karistirildi. Niikleer peleti ¢oktiirmek i¢in 2000
rpm’de 10 dakika ¢evrildi. Pelet oynatilmaksizin siipernatant dokiildii. Pelet 800 pl soliisyon 2
ile dikkatlice siispanse edildi. 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi. 400 pl fenol ilave
edilerek 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Ust faz temiz bir eppendorf tiipiine aktarild
ve tizerine 400 pl fenol: kloroform: izoamilalkol (1:1:1) soliisyonu eklendi. 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Ust faz temiz bir eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine 700 ul kloroform
/ izoamilalkol (1:1) eklenerek tersyiiz edilip karistirildi. Tekrar 12000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra iist faz temiz bir eppendorf tiipiine aktarildi. Iki hacim % 100 etanol ilave
edilerek tiip tersyiiz edildi. ( Bu asamada DNA goriiniir hale gelmektedir ). Elde edilen DNA
Pasteur pipetinin kapatilmis bir yiizeyi ile 1 ml % 70 etanol iceren bir Eppendorf tiipiine
transfer edildi. Calkalanarak iyice yikanmasi saglandi. Tiipler 15000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek DNA’nin ¢6kmesi saglandi. Etanol ortamdan uzaklastirildi. Ornekler 37 °C’lik
etiivde birka¢ dakika bekletilerek kurutuldu. Ardindan DNA TE tamponda ¢oziildii (John,
Weitzner et al. 1991).

Elde edilmis DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu spektrofotometrede 260 ve 280 nm
dalga boylarinda 6lgiim yapilarak belirlendi. 260/280 nm orani DNA orneklerinin safligr ile

ilgili tahmini karsilagtirma sunar.
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50 ug DNA/ml)

DNA konsantrasyonu(pg/ml) = (OD260) x (diliisyon faktorii) X T 0D260 bivim

Miktar = (DNA konsantrasyonu pg/ml) x ( toplam hacim(ml)).

Cizelge 3.4. Kontrol grubu bireylerinden elde edilen DNA’nin spektrofotometrede olgiimi,
DNA kalitesi, DNA miktar1 ve 10ng DNA iceren 6rneklerin hazirlanmasi

Tiroid saghkh 6rnekler 260nm  280nm  DNA Kkalite DNA miktar  10ng

S022 0,24 0,18 1,37 11,95 84ul+16pul su
S039 0,34 0,22 1,55 17,10 58ul+42ul su
S78 0,17 0,11 1,55 8,30 60ul+40ul su
S80 0,31 0,19 1,61 15,55 64ul+36ul su
S021 0,50 0,31 1,62 24,95 40ul+60ul su
S049 0,32 0,20 1,62 15,80 63ul+37ul su
S048 0,23 0,14 1,62 11,60 86ul+14pul su
S79 0,71 0,43 1,63 35,30 28ul+72ul su
S030 0,40 0,24 1,64 20,00 50ul+50ul su
S70 0,73 0,44 1,65 36,60 27ul+72ul su
S71 0,62 0,37 1,65 30,85 32ul+68ul su
S034 0,49 0,30 1,65 24,70 40ul+60ul su
S052 0,38 0,23 1,67 18,90 52ul+48ul su
S76 0,48 0,29 1,67 23,90 42ul+58ul su
S77 0,64 0,38 1,67 31,90 31pul+69ul su
S011 0,69 0,42 1,67 34,60 28ul+72ul su
S006 0,41 0,25 1,68 20,65 48ul+52ul su
S007 0,39 0,23 1,68 19,50 51ul+49ul su
S047 0,34 0,20 1,68 16,75 60ul+40ul su
S018 0,35 0,21 1,69 17,65 57ul+43ul su
S024 0,69 0,41 1,69 34,65 29ul+71ul su
S61 0,37 0,22 1,69 18,60 54ul+46ul su
S67 0,43 0,25 1,69 21,35 47ul+53ul su
S81 0,39 0,23 1,70 19,60 51ul+49ul su
S054 0,53 0,31 1,70 26,60 37ul+63ul su
S015 0,44 0,26 1,70 22,10 45ul+55ul su
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S046 041 024 1,70 20,50 49p1+51pl su
S051 046 027 1,70 22,75 44p1+56p su
5029 038 022 171 18,80 53pl+47ul su
S72 077 045 1,71 38,55 28ul+72pl su
S73 093 054 171 46,30 21u1+79ul su
5023 038 022 171 18,75 53pl+47ul su
S009 059 035 1,71 29,65 34p1+66pl su
S045 075 044 171 37,30 27ul+72ul su
S74 058 034 1,72 28,90 35u1+65ul su
S035 054 032 1,72 27,20 37u1+63pl su
5S040 040 023 1,72 20,15 50pl+50ul su
S010 075 044 1,73 37,60 26p1+74ul su
S043 048 028 1,73 23,95 421+58ul su
S031 040 023 1,74 20,05 50pl+50pul su
S64 053 031 1,74 26,65 37u1+63pl su
62 053 031 1,74 26,70 37u1+63pl su
S66 059 034 1,74 29,45 33ul+67ul su
S036 045 026 1,75 22,60 44p1+56p1 su
S032 053 030 1,75 26,55 38ul+62pl su
S75 104 060 175 52,15 19ul+81pl su
5042 048 027 1,75 23,95 421+58l su
S012 093 053 1,75 46,45 21u+79ul su
S037 085 048 1,75 42,25 24p1+76ul su
S014 074 042 1,76 37,00 27ul+72ul su
S019 082 046 1,76 40,75 24p1+76ul su
S68 069 039 1,77 34,70 20ul+7 1l su
S041 063 036 1,77 31,55 32u1+68pl su
S69 071 040 1,77 35,50 28ul+72pl su
S008 048 027 1,77 23,95 421+58ul su
S65 090 050 1,78 44,75 22u1+78ul su
S016 075 042 1,78 37,40 27ul+72l su
S038 102 057 178 51,10 19ul+81pl su
5027 089 |050 1,79 44,45 22u1+78ul su
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5026 118 066 1,79 59,10 17u1+83pl su
S059 062 035 1,79 31,05 32u1+68ul su
S63 068 038 1,79 33,80 20u+7 1l su
S056 067 037 1,79 33,45 30pl+70pl su
S055 054 030 1,80 26,85 370463l su
S020 045 025 1,80 22,55 44p1+56ul su
S60 050 028 1,80 25,00 40p1+60pl su
S028 052 029 1,80 26,20 38pl+62ul su
S033 043 024 181 21,50 46p1+54ul su
S058 067 037 181 33,45 30p+70ul su
S057 066 036 1,82 32,80 30p+70ul su
S017 093 051 1,82 46,40 21u+79ul su
S044 102 055 184 50,85 20p1+80ul su
S053 054 029 184 26,75 37463l su
S050 099 054 1,85 49,50 20p1+80ul su
S025 076 038 2,01 37,90 26p1+74ul su
582 029 007 401 14,45 69ul+31pl su

Cizelge 3.5. Hasta grubu bireylerden elde edilen DNA’nin spektrofotometrede dl¢iimii, DNA

kalitesi, DNA miktar1 ve 10ng DNA igeren 6rneklerin hazirlanmasi

Hasta 260nm 280nm DNA kalite | DNA miktar | 10ng

H1 1,123 0,611 1,84 56,15 18ul+82pl su
H2 0,667 0,380 1,76 33,35 30ul+70ul su
H3 0,696 0,409 1,70 34,8 29ul+71pl su
H4 0,995 0,560 1,78 49,75 20u1+80p su
H5 0,60 0,35 1,68 29,8 33ul+67ul su
H6 0,49 0,30 1,66 24,6 40ul+60pul su
H7 0,66 0,38 1,72 33,35 30ul+70ul su
H8 0,94 0,52 1,80 46,95 21pul+79ul su
H9 0,49 0,30 1,64 24,5 40ul+60pul su
H10 0,70 0,40 1,75 35,2 28ul+72ul su
H1l 0,48 0,29 1,66 24,05 41ul+59ul su

25



H12 0,83 0,49 1,72 41,7 2401+76ul su
H13 0,69 0,39 1,77 345 29ul+71pnl su
H14 0,77 0,44 1,77 385 26pl+74ul su
H15 0,76 0,43 1,74 37,75 26ul+74ul su
H16 0,50 0,29 1,76 25,1 40p1+60p su
H17 0,64 0,36 1,78 322 31pl+69pul su
H18 1,05 0,556 1,89 52,7 19u1+81pl su
H19 0,57 0,32 1,77 28,5 35u1+65pl su
H20 0,61 0,35 1,75 30,5 33ul+67pul su
H21 0,96 0,55 1,75 48,15 20p1+80pl su
H22 0,39 0,26 1,51 19,35 52ul+48pul su
H23 0,46 0,27 1,71 23 431457 su
H24 0,84 0,46 1,85 42,1 23ul+77ul su
H25 0,51 0,53 0,96 253 39ul+61pul su
H26 1,31 0,75 1,75 65,65 15u1+85ul su
H27 0,84 0,49 1,73 42,05 24u1+76ul su
H28 0,44 0,25 1,74 21,9 45145501 su
H29 0,51 0,31 1,64 25,65 39ul+61pul su
H30 0,21 0,14 1,46 10,35 96p+4pl su
H31 0,33 0,22 1,54 16,6 60pI+40p su
H32 0,15 0,11 1,43 7.6 10ul

H33 1,06 0,63 1,68 52,8 19u1+81pl su
H34 0,46 0,26 1,75 23,05 431457l su
H35 1,00 0,62 1,61 49,9 20p1+80ul su
H36 0,46 0,29 1,61 232 431457l su
H37 0,22 0,14 1,56 10,85 97ul+31pnl su
H38 0,17 0,14 1,29 87 10ul

H39 0,18 0,11 1,63 8,95 10ul

H40 1,87 1,02 1,83 93,6 11p1+89ul su
H41 0,42 0,26 1,64 20,9 48u1+52 su
H42 0,44 0,28 1,59 22,05 4514550 su
H43 0,35 0,23 1,52 18,45 S4pl+46pul su
H44 0,29 0,19 1,51 14,45 69ul+31pul su
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H45 1,09 0,66 1,65 459 18ul+82ul su
H46 1,73 1,04 1,67 86,7 11p1+89ul su
H47 0,49 0,30 1,64 24,35 40p1+60p su
H48 1,15 0,68 1,69 57,5 17ul+83pl su
H49 0,23 0,16 1,41 11,55 86pl+14pul su
H50 0,37 0,24 1,52 18,45 S4pl+46pl su
H51 0,34 0,21 1,60 17 59ul+41pnl su
H52 0,75 0,45 1,64 375 27ul+73ul su
H53 0,076 0,060 1,27 38 10ul

H54 1,23 0,706 1,75 61,6 16pl+84ul su
H55 0,52 0,31 1,67 26,25 38ul+62pl su

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu PZR (Polymerase Chain Reaction, PCR), spesifik bir
DNA pargasinin in vitro sartlarda ¢ogaltilmasini saglayan bir yontemdir. Bir PCR dongiisii
denatiirasyon, baglanma, uzama olmak iizere ii¢ asamadan olusmaktadir. Cift zincir DNA
(dsDNA), tek zincir DNA (ssSDNA) bi¢imine ¢oziilir ve kopyalanarak ¢ogaltilir. DNA
polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort cesit deoksiriboniikleozid trifosfat (dANTP)
varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan uzanmasin saglar. Kalip DNA ipligine tamamlayici

olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur.
PCR’1n temel bilesenleri:
* Kalip DNA,
« Oncii DNA molekiilleri (primerler),
* Deoksiriboniikleozidtrifosfatlar (ANTP) — dATP, dGTP, dTTP ve dCTP,
* Mg,
* Tampon,

* DNA polimeraz (Taq polimeraz) — Thermus aquaticus bakterisinden elde edilir.
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PZR reaksiyon sonucu elde edilen 6rnekler %?2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edildi.

PZR yontemi ile CTLA-4 49A/G ve SEPS1 -105G/A polimorfizmlerini i¢eren ilgili
gen bolgesinin amplifikasyonu gerceklestirildi. Bunun i¢in PZR reaksiyon karisimlari

hazirlandi

CTLA-4 49A/G gen polimorfizmi i¢in
25 ul'lik bir reaksiyon karigimi

- 0,1-1 pg kalip DNA

-10xPCR tamponu

-10 pmol ileri ve geri primerleri

-200 uM dNTP karisimi

- 1,5 mM MgCl,

-1 linite Taq polimeraz enzimi

- dH,0 i¢ermektedir.

SEPS-1 -105G/A gen polimorfizmi i¢in
50 ul’lik bir reaksiyon karisimi i¢in
-0,1-2 pg kalip DNA

-10xPCR tamponu

-10 pmol ileri ve geri primerleri

-200 uM dNTP karigimi

-1,5 mM MgCL,

-1 linite Taq polimeraz enzimi

-dH,0 igermektedir
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SEPS-1 -105G/A gen polimorfizmi i¢in
25 ul’lik bir reaksiyon karigimi igin
-0,1-2 ug kalip DNA

-10xPCR tamponu

-15 pmol ileri ve geri primerleri

-200 uM dNTP karigimi

-1,5 mM MgCl,

-1 linite Taq polimeraz enzimi

-dH,0 i¢ermektedir

Bu islem 0,2 ml'lik eppendorf tiipiinde ve buz icerisinde gergeklestirildi. Ornekler 1s1-

dongii cihazina yerlestirilerek, asagida belirtilen program uygulandi.

Cizelge 3.6 CTLA-4 geni icin PZR programi

On denatlirasyon ...................... 96°C’de 1dak

Kalip DNA’ nin denatiirasyonu............. 94 °C’de 30sn
Primerlerin kalip DNA’ya baglanmasi..... 50 °C de 45sn 35
Yeni DNA zincirlerinin sentezlenmesi...... 72 °C’de 30sn

Final uzatmast..............cooooeeiiiiiinnnn 72 °C’de 7 dakika

Cizelge 3.7. SEPS1 geni icin PZR programi

On denatiirasyon............................ 94 °C’de 5 dak
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Kalip DNA’ nin denatiirasyonu.............. 94 °C’de 30sn

Primerlerin kalip DNA’ya baglanmasi...... 59 °C de 30sn 30
Yeni DNA zincirlerinin sentezlenmesi...... 72 °C’de 30sn
Final uzatmast.........coovevieeeeieeiniann.., 72 °C’de 2 dakika

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz, kirmizi alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilmis jelimsi Ozellige sahip
polisakkarittir. Agaroz jel elektroforezi DNA molekiillerinin  tanimi, ayirimi ve
saflastirilmasinda kullanilan yaygin yontemlerden biridir. Kiigcik DNA fragmanlart igin
konsantrasyonu yiiksek agaroz, biiylik DNA fragmanlar1 i¢in diisiik agaroz konsantrasyonu ile
agaroz jeller hazirlanarak DNA parcalarinin ayrilmasi saglanmaktadir. Agaroz jelde DNA’nin

goriiniir hale gelmesi i¢in EtBr kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada PZR ile ¢ogaltilan {iriinlerin dogrulugunu kontrol etmek icin jel
elektroforezi uygulandi. Bu amagla 50 ml 1xTBE igerisinde 1 g agaroz isiticili manyetik
karistiricida ¢ozlindiiriildii. Konsantrasyonu 10mg/ml olan EtBr’den 2,5 pl ilave edilerek jel
diizenegine uygun taraklar takilarak dokiildi. Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarildi
ve diizenek icerisinde 1x TBE bulunan tanka yerlestirildi. Kuyucuklara 6rnekler ve belirteg
DNA yiikleme boyast ile karistirilarak yiiklendi. Yiiklenen DNA ornekleri 35 dakika 120 volt
sabit voltajda yiiriitiildii ve olusan DNA bantlar1 UV 151k altinda incelenerek fotografi ¢ekildi.

3.2.4. PZR iiriinlerinin RFLP yontemi ile kesimi

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak DNA’nin farkli biiytikliikteki
fragmanlara ayrilmasi yontemidir. Restriksiyon enzimleri DNA {izerinde yaklasik 5-10 baz
uzunlugunda belirli bir niikleotid dizisini taniyarak bu noktada kesim yapar. Bu yontem
genotipleme polimorfizm ¢aligmalarinda yaygin sekilde kullanilmaktadir. 200°den fazla farkli
bakteri tiirinden c¢ok sayida restriksiyon enzim bulunmustur. Bakterinin orijinal isminin
kisaltilmasi ile adlandirilmaktadir. RFLP; DNA izolasyonu, PCR, elde edilen PCR iiriiniiniin

restriksiyon enzimlerle kesimi, elektroforezle kesilen fragmanlarin ayirimi ve goriintiilenmesi
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seklinde 4 temel asamadan olugsmaktadir. SEPS 1 -105 G/A polimorfizminde PCR {iriinii Msc
I restriksiyon enzimi ile kesilecektir.

CTLA-4 49A/G polimorfizminde PCR firiinii BbVI restriksiyon enzimi kullanilarak
kesilmistir. Bu restriksiyon enziminin kaynagi Bacillus brevis’den elde edlen BbVI genin

tasiyan bir E.coli susudur.

5 GCA GG C Ng |3
33 CGTCG Npt 5

SEPS 1 -105 G/A polimorfizminde PCR iiriinii Msc I restriksiyon enzimi ile kesilecektir.
Bu restriksiyon enziminin kaynagi Micrococcus tiirlerinden elde edilen Msci genin tasiyan bir

E. coli susudur.

5 TGG |CCA3J
3 ACC1GGT 5

CTLA-4 49A/G Her bir kesim i¢in reaksiyon tiipiine;

-PZR {irtinti (10pL)

-10x Tampon (2uL)
-Restriksiyon enzimi (1pL)
-dH,O (18uL)

CTLA-4 49A/G gen polimorfizminde PCR {irtinii BbVI restriksiyon enzim ile kesim
gerceklestirildi. Termal dongii cihazinda kesim 2-4 saat siire ve 65°C ile inkiibe edildi. Kesim
triinleri %2 veya % 4’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi. Kesim sonucunda
heterozigot AG genotipi i¢cin 328, 244 ve 84 bg, wild type AA genotipi i¢in 328 bg,
homozigot GG genotipi i¢in 244 ve 84 bg bant olustu. SEPS1 geni i¢in yapilan PZR

caligmalarindan sonu¢ alinamamistir. Bu nedenle enzim kesimi iglemi yapilmamaistir.
3.2.5. Istatistiksel analizler

Hasta ve kontrol grubuna ait veriler ve klinik bilgiler SPSS 15.0 bilgisayar programi

kullanilarak karsilastirildi. PZR ve RFLP sonuclarindaki farkliliklarin anlamli olup olmadigi
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Ki-kare testi ile degerlendirildi ve ‘‘p’” degerinin 0,05’den kii¢iik oldugu durumlar anlamli

olarak kabul edildi.

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hasta grubu

Calismaya Hashimoto tiroiditi tanis1 konulmus 50 hasta dahil edilmisdir. Calismaya
dahil edilmis hastalarin 12’1 erkek 43’u kadindir. 22 hastanin FT3 degeri bulunmamaktadir.
21 hastanin FT4 degerine, 21 hastanin TSH degerine, 23 hastanin AntiTG degerine ve 22
hastanin AntiTPO degerine ulasilamadi. Hastalara ait veriler ¢izelge 3.2 de sunulmustur.
Hastalarin 20 tanesinde aile dykiisii bulunmaktadir. 10 hastada sigara kullanimi mevcutken 4
hastada alkol kullanimi mevcuttur. 20 hastanin verilerine ulagilamamistir. Hastalarin yas

araligr 19-71°dir.

Kontrol grubuna dahil edilen kisi sayis1 50’1 dir. Kontrol grubuna ait veriler ve klinik
bulgulart 3.3 ¢izelgede verilmistir. Kontrol grubunun 26’s1 erkek, 23’u kadin ve 1 kisinin
cinsiyeti ¢izelgede mevcut degildir. Hastalarin 15 tanesinde aile 0ykiisii bulunmaktadir. 20
hastada sigara kullanimi mevcutken 16 hastada alkol kullanimi mevcuttur. 4 hastanin
verilerine ulagilamamistir. Kontrol grubunun aile oykiisii, sigara ve alkol kullanimindan

baska, TSH, FT3, FT4, AntiTPO ve AntiTG verileri degerlendirilmisdir.
4.2. PZR ve RFLP sonugclari
4.2.1 CTLA-4 49A/G gen polimorfizmi

Calismamizda hasta ve kontrol grubunun periferik kan l6kositlerinden izole edilen
DNA’larin CTLA-4 49A/G polimorfizmi ile ilgili bolgeleri PZR ile ¢ogaltildi ve RFLP
yontemi ile kesimi gergeklesdirildi. Beklenen bantlar %2 ve ya %4 agaroz jel elektroforezinde

goriintlilendi.

Calisan 55 olguya ait DNA orneklerinden 46 tanesinde PZR {iriinii elde edilmis, 9

ornekten sonu¢ alinamamistir. PZR {iriinii elde edilen 6rneklere RFLP yontemi uygulanmustir.
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Oll 010 09 08 O7 NK 06 O5 04 O3 02 Ol NK M

Sekil 4.2. CTLA-4 geni PZR sonuglar1 M: Marker (100 B¢ NK: negatif kontrol, O: olgu
Ok ile PZR sonucu elde edilen 327 B¢ PZR {iriinii gosterilmektedir. -hasta ).

M 01 02 03 04 05 06 07 08 09 010 011 NK

09 08 O7 06 O5 04 O3 O2 Ol M

Sekil 4.2.1. SEPS1 geni PZR sonuglari: SEPS1 geni igin iki farkli kosulda PZR yontemi

uygulanmis ancak ok ile gosterilen bant diizeyinde PZR {iriinii izlenememistir
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Sekil 4.2.2. CTLA-4 PZR-RFLP kesim sonuglari; CTLA-4 geni 49A/G polimorfizminde PCR
tiriinii BbVI restriksiyon enzim ile kesim gerceklestirildi. Termal dongii cihazinda
kesim 2-4 saat siire ile inkiibe edildi. Kesim tiriinleri %2 veya % 4’liikk agaroz jel
elektroforezi ile goriintillendi. Heterozigot AG genotipi i¢in 328bg, 244bg ve 84
bg, wild type AA genotipi i¢in 328 bg, homozigot GG genotipi i¢in 244 ve 84 bg
bant olustu.

Cizelge 4.2.1. Hashimoto tiroiditi olgularinda belirlenen CTLA-4 genotipleri

CTLA-4 olgu Wild type AA | Heterozigot AG | Homozigot GG

13 26 7

Hashimoto tiroiditi hastalarin 9’unda PZR-RFLP ile sonug¢ alinamadi. Sonug¢lanan 46
ornekten 13’1 yabanil tip AA genotipinde , 26’s1 heterozigot AG ve 7’si ise homozigot GG

genotipine sahiptir.

Cizelge 4.2.2. Saglikli bireylerde belirlenen CTLA-4 genotipleri

CTLA-4 Kontrol Wild type AA Heterozigot AG |Homozigot GG
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10 19 1

Kontrol grubuna ait 20 6rnekte PZR-RFLP ile sonug alinamamustir. Saglikli bireylerin
toplam 30’unda RFLP yontemi uygulanmistir. 30 olgunun 10’u yabanil tip AA genotipinde,

19°u heterozigot AG genotipinde ve 1’inin homozigot GG genotipinde oldugu belirlenmistir.
4.3. Istatistiksel Analiz Sonuclar

Yapilan tez ¢aligmasi Hashimoto tiroiditi tanili 55 kisi ile saglikli 51 bireyden olusan
kontrol grubu arasinda, CTLA-4 49A/G polimorfizminin genotipleri ve alleleri agisindan

anlamlilik analizleri Ki-kare testi ile yapildi.

Cizelge 4.3.1 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve olgu yas iliskisinin ki-kare testi ile

degerlendirilmesi

Yas

45> 46-60 60< Toplam | p

CTLA4 Wild Type 7 2 0 9
Heterozigot 18 4 2 241 0,663
Homozigot 3 2 0 5

Toplam 28 8 2 38

Toplam 38 olguya ait yas verisi bunlunmaktadir. Olgularin 28’1 45 yas altinda, 8’1 46-
60 yas araliginda ve 2’si 60 yas tstiidiir. Olguda CTLA-4 49A/G polimorfizm saptanmistir
ancak bu polimorfizm ile hasta yas1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

saptanamamustir ( p= 0,663).
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Cizelge 4.3.2 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve kontrol yas iliskisinin ki- kare testi ile

degerlendirilmesi

45> 46-60 60< |Toplam | p

CTLA4 Wild Type 6 3 0 9
Heterozigot 17 2 0 19| 0,295
Homozigot 1 0 0 1

Toplam 24 5 0 29

Ki-kare testi sonucuna gore hasta grubu ile kontrol grubu arasinda yas degerlendirmesi

sonucu istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilemedi.

Cizelge 4.3.3 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve olgu cinsiyet iliskisinin ki-kare testi

ile degerlendirilmesi

Cinsiyet
Kadin Erkek Toplam | p
CTLA4 WildType 8 5 13
Heterozigot 22 4 260,268
Homozigot 5 2 7
Toplam 35 11 46

Hasta klinik veri cinsiyet degerlendirmesinin ki-kare test sonucu cinsiyet ile iliskili

olmadig1 saptanmuistir.

36



Cizelge 4.3.4 CTLA-4 49 A/G polimorfizmi ve kontrol cinsiyet iliskisinin ki-kare testi ile

degerlendirilmesi
Cinsiyet
Kadin Erkek Toplam | p
CTLA4 WildType 3 7 10
Heterozigot 11 8 190,215
Homozigot 1 0 1
Toplam 15 15 30

Kontrol klinik veri cinsiyet degerinin hasta klinik veriye yakin sonug elde edilmis ve

anlamli baglant1 kurulamamustir.

Cizelge 4.3.5 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve olgu aile dykiisii iliskisinin Ki-kare testi ile

degerlendirilmesi
Aile
Var Yok Toplam | p
CTLA4  Wild Type 6 7 13
Heterozigot 9 17 260,689
Homozigot 2 5 7
Toplam 17 29 46

Toplam 46 hastanin aile Oykiistiniin degerlendirilmesi sonucunda anlamli baglanti

kurulamamistir (p= 0,689).
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Cizelge 4.3.6. CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve kontrol aile 6ykiisii ilskisinin ki-kare testi ile

degerlendirilmesi
Aile
Var Yok Toplam p
CTLA4  Wild Type 4 5 9
Heterozigot 5 14 19| 0,496
Homozigot 0 1 1
Toplam 9 20 29

zaman istatistiksel baglant1 kurulamamastir.

Cizelge 4.3.7 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve olgu sigara kullanimu iliskisinin Ki-kare testi

ile degerlendirilmesi

CTLA-4 49A/G polimorfizminin kontrol grubu aile Oykiisiiniin degerlendirmesi

Sigara
Var Yok Toplam p
CTLA4  WildType 4 9 13
Heterozigot 4 22 26 0,489
Homozigot 2 5 7
Toplam 10 36 46

CTLA-4 49A/G gen polimorfizminin hasta grubunun sigara kullanimi incelenmis ve anlaml

sonuga ulasilamamustir.
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Cizelge 4.3.8 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve kontrol sigara kullanimi iliskisinin ki-kare

testi ile degerlendirilmesi

Sigara
Var Yok Toplam p
CTLA4  Wild Type 4 5 9
Heterozigot 7 12 19| 0,446
Homozigot 1 0 1
Toplam 12 17 29

Incelenen gen polimorfizminin kontrol grubunun sigara kullanimu ile iligkili olmadig

saptanmistir.

Cizelge 4.3.9 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve olgu alkol kullanimu ile iligkisinin ki-kare testi

ile degerlendirilmesi

Alkol
Var Yok Toplam p
CTLA4 WildType 2 10 12
Heterozigot 1 25 26| 0,374
Homozigot 1 6 7
Toplam 4 41 45

Toplam 45 hastadan elde edilen klinik veri sonugu incelenen gen polimorfizminin

alkol kullanimu ile iligkili olmadig1 saptanmastir.
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Cizelge 4.3.10 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve kontrol alkol kullanimu ile iligkisinin ki-kare

testi ile degerlendirilmesi

Alkol
Var Yok Toplam p
CTLA4 Wild Type 5 4 9
Heterozigot 6 13 19| 0,233
Homozigot 1 0 1
Toplam 12 17 29

Daha 6nce inceledigimiz klinik verilere yakin sonug elde edilmis ve kontrol grubunun

alkol kullanim degerlendirmesinin gen polimorfizmi ile baglantili olmadig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.3.11 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve olgu FT3 degeri ile iliskisi ki-kare testi ile

degerlendirilmesi
FT3
2.3> 2.3-4.2 4.2< Toplam p
CTLA4 Wild Type 6 0 7 0 13
Heterozigot 7 2 15 2 26| 0,449
Homozigot 4 0 2 1 7
Toplam 17 2 24 3 46

Ki-kare testi sonucuna gore hasta grubu FT3 parametrinin incelenmesi sonucunda anlamli

baglant1 kurulamamaistir.
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Cizelge 4.3.12 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve kontrol FT3 verisinin ki-kare testi ile

degerlendirilmesi
FT3
2,3> 2,3-4,2 4,2< Toplam p
CTLA4 Wild Type 0 9 0 9
Heterozigot 0 19 0 19 0
Homozigot 0 1 0 1
Toplam 0 29 0 29

Elde edilen verilerin FT3 degerinin 2,3> ve 4,2< ait degerinin olmamasi sonucunda ki-

kare testi p degerinin 0 olmasi ve anlamli baglant1 kurulamamustir.

Cizelge 4.3.13 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve olgu FT4 verisi ile iliskisi ki-kare testi ile

degerlendirilmesi

FT4
0.8> 0.8-1.8 1.8< Toplam | p
CTLA4 Wild Type 6 2 5 0 13
Heterozigot 6 10 8 2 260,202
Homozigot 5 1 1 0 7
Toplam 17 13 14 2 46

CTLA-4 49A/G polimorfizminin FT3 degerlendirilmesinden bagka FT4

degerlendirilmesi yapilmis anlamli sonuga varilamamustir.
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Cizelge 4.3.14 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve kontrol FT4 degeri ile iliskisi ki-kare testi ile

degerlendirilmesi

FT4
0.8> 0.8-1.8 1.8< Toplam | p
CTLA4 Wild Type 0 1 8 0 9
Heterozigot 0 2 17 0 190,941
Homozigot 0 0 1 0 1
Toplam 0 3 26 0 29

Cizelge 4.3.14 gosterildigi gibi kontrol klinik verilerinin FT4 parametrik degerlendirilmesi

yapilmis anlamli sonuca ulagilamamistir.

Cizelge 4.3.15 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve olgu AntiTPO iliskisi ki-kare testi ile

degerlendirilmesi
AntiTPO
9> 9< Toplam p
CTLA4 Wild Type 6 0 7 13
Heterozigot 7 1 18 26| 0,505
Homozigot 4 0 3 7
Toplam 17 1 28 46

Toplam 46 hastadan elde edilen verilerin ki-kare testi yapilmis ve baglanti

kurulamamustir.
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Cizelge 4.3.16 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve kontrol AntiTPO iliskisi ki-kare testi ile

degerlendirilmesi
AntiTPO
9> 9< p
CTLA4  Wild Type 9 9
Heterozigot 19 19 0
Homozigot 1 1
Total 29 29

Kontrol grubu AntiTPO degerlendirmesi zamani p degerinin 0 olmasi ve bu verinin

CTLA-4 49A/G polimorfizmi ile iligkili olmadig1 saptanmistir.

Cizelge 4.3.17 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve olgu AntiTG iliskisi Ki-kare testi ile

degerlendirilmes
AntiTG
116> 116< Toplam | p
CTLA4 WildType 6 5 2 13
Heterozigot 8 11 7 26| 0,566
Homozigot 4 1 2 7
Toplam 18 17 11 46

Cizelge 4.3.18 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve kontrol AntiTG iliskisi ki-kare testi ile

degerlendirilmesi
AntiTG
116> 116< Toplam p
CTLA4  Wild Type 8 1 9
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Heterozigot 19 0 19| 0,316
Homozigot 1 0 1
Toplam 28 1 29

Kontrol ve hasta grublarinin TSH degerlendirmesi yapildi ve iki grup arasinda anlamli

farklilik olmadig: tespit edildi

Cizelge 4.3.19 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve olgu TSH iliskisi ki-kare testi ile

degerlendirilmesi
TSH
0.3> 0.3-3.04 3.04< Toplam p
CTLA4 Wild Type 6 0 5 2 13
Heterozigot 6 1 9 10 26| 0,292
Homozigot 4 0 3 0 7
Toplam 16 1 17 12 46

Hasta grubunun TSH degerinin karsilagtirilmasi sonucunda anlamli bir farkliligin olmadig:

tespit edildi (p=0,292).

Cizelge 4.3.20 CTLA-4 49A/G polimorfizmi ve kontrol TSH iliskisi ki-kare testi ile

degerlendirilmesi
TSH
0,3> 0,3-3,04 3,04< Toplam p
CTLA4 Wild Type 0 9 0 9
Heterozigot 0 18 1 19| 0,761
Homozigot 0 1 0 1
Toplam 0 28 1 29

CTLA-4 49A/G polimorfizminin kontrol grubunun TSH degeri ile iligkili olmadigi
saptanmustir (p=0,761).

44



5. TARTISMA ve SONUC

Kronik otoimmun tiroiditi olan Hashimoto tiroiditi hipotiroidizmin en sik
nedenlerindendir.Toplumda goriilme sikligr %2’dir (Barbesino ve Chiovato 2000). T hiicre
aracili otoimmunite ile olusan HT genetik ve ¢evresel faktore bagli olusur. Cevresel
faktorlere, diyetsel iyot alimi, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, sitokin tedavisi ve gebelik
ornek gosterilebilir (Chistiakov 2005). Hastalarin ailelerinde hastaligin  tekrarlandigi
goriilmektedir. Hashimoto hastalarinin birinci derece akrabalarinda goriilme sikligr  %18-
33’diir (Barbesino ve Chiovato 2000), bu nedenle gen polimorfizmlerinin HT patogenezi ile
iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda Hashimoto tiroidi ile
iliskilendirilen bir¢ok gen polimorfizmleri tanimlanmistir. Bu genlerden CTLA-4 (49A/G) ve
SEPS (-105G/A) gen polimorfizmlerine ait az sayida ¢alisma bulunmaktadir ve bilgilerin
dogrulanmasi gerekmektedir. Sunulan bu tez calismasinda CTLA-4 49A/G ve SEPS1 -
105G/A polimorfizmlerinin Hashimoto tiroidi ile olan iliskisi arastirilmistir. Bu amagla
Hashimoto Tiroidi tanis1 konmus 55 hasta ile 50 saglikli bireyin periferik kan lokositlerinden
izole edilen DNA 6rneklerinden CTLA-4 49A/G ve SEPS1 -105G/A bolgelerini igeren alan
0zgilin primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmistir. CTLA-4
geni PZR ile ¢ogaltilabilmis ancak SEPS1 geni ¢ogaltilamamistir. SEPS1 geni i¢in PZR {iriinii

elde edilemediginden RFLP analizleri gergeklestirilememistir.

Selenyum ve imflamasyon arasindaki iliskinin belirlenmesi ve selenoproteinlerin
follikiiler tiroid hiicre fizyolojisinde rol almasi, otoimmiin tiroid hastaliklarinin patogenezinde
selenoproteinlerin varsayilan bir roliine isaret etmistir (Santos ve ark. 2014). SEPS1 geni
15926.3’te yerlesim gostermekte, 6 ekzondan olusmaktadir ve 189 aminoasitlik SEPS1
proteinini kodlamaktadir (Curran ve ark. 2005). Selenyum, insanlarda organizmay1 oksidatif
hasarlardan koruyan glutatyon peroksidazlarin (GPx), iodotiroin deiyodinazlarin, tiyoredoksin
rediiktazin ve selenoprotein P’nin de dahil oldugu pek bircok metabolik yolakta rol
oynamaktadir. Selenoproteinler ise, selenosistein rezidiileri igeren protein yapilaridir.
Selenoprotein endoplazmik retikulumda (ER), yanlis katlanmis proteinlerin ER liimeninden
sitozole retrotranslokasyonu araciligi ile yanlis katlanmis proteinleri proteazoma
yonlendirerek, inflamator yanitta islev goriir (Santos ve ark. 2014). SEPS1’in 105G/A
promotor polimorfizminin IL-18, IL-6 ve TNF-a proinflamator sitokinlerin plazma

diizeylerini etkiledigi gosterilmistir (Curran ve ark. 2005).
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Santos L.R. ve arkadaglarimin yaptigi SEPS1 geni promotor varyasyonlarinin
arastirildigr (-105G/A SNP, rs28665122) 481 HT olgusu ve 516 kontrol ile yaptiklari
calismada SEPS1 105 G/A ve AJ/A genotipi ve HT arasinda iliski oldugu saptanmustir.
Aragtirmacilar yaptiklart bu g¢alismada genetik varyantlar1 Real-time PZR yontemi ile
TagMan SNP assay kullanarak belirlemislerdir (Santos ve ark. 2014). Bir baska ¢alismada
SEPS1 gen varyantlari ile HT arasindaki iliski Avrupa kokenli olgularda belirlenirken Cin
kokenli olgularda boyle bir baglanti olmadigi belirtilmistir (Li ve ark. 2015). SEPS1
polimorfizmlerinin aragtirildig1 tiim bu ¢alismalarda Real-time PZR yontemi ile TaqMan SNP
assay kullanilmistir. Biz calismamizda ¢ok daha ekonomik bir yontem olan PZR-RFLP
yontemini kullandik. SEPS1 -105G/A SNP belirlemek i¢in daha énce Mao ve arkadaslarinin
gastrik kanser olgulan ile yaptigi calisma referans olarak kullanilmis ve bu g¢alismada
kullanilan PZR primerleri ile arastirmacilarin yayinladigi reaksiyon kosullarindan
yararlanilmistir (Mao ve ark. 2015). Ancak bizim elde ettigimiz DNA ornekleri ile ayni
primer ve reaksiyon kosullarinda sonu¢ alinamamustir. Farkli PZR kosullari i¢in bir¢ok teknik
tekrar yapilmasina ragmen PZR rini elde edilemedigi i¢cin RFLP yontemi

uygulanamamustir.

Sitotoksik T Lenfosit iligkili antijen 4 (CTLA-4) immiinoglobiilin siiper ailesi tiyesi bir
proteindir ve CD28’in yapisal homologudur ancak T hiicre cevabinda negatif diizenleyici
olarak islev goriir. Kromozom 2q33’te lokalize olan insan CTLA-4 geni CTLA-4 antijenini
kodlar ve bu antijen T-hiicre proliferasyonu ve IL-2 akiimiilasyonunun diizenlenmesini saglar.
Ayrica antijen sunan hiicrelerde B7 molekiiline baglanarak T-hiicre apoptozunun da
diizenlenmesinde islev goriir. CTLA-4 bu nedenle T-hiicre iligkili otoimmiin hastaliklarin
ortaya ¢ikmasinda etki edebilecek gii¢lii bir aday olarak goriilmiis ve bu gende bir¢ok
polimorfizm saptanmistir. CTLA-4 polimorfizmlerinden ticii HT de dahil olmak {izere bir¢ok
otoimmiin hastalikla iliskili bulunmus ve siklikla calisilmistir. Bu polimorfizmlerden ilki
ekzon 3’te yer alan diniikleotid tekrarlaridir. Ekzon 3’te 7 ile 30 arasinda degisen sayida AT
tekrar1 iceren en az 23 farkli alel saptanmustir. Ikinci polimorfizm promotor bdlgede 318.
niikleotidde tanimlanan C-T transisyonudur. Ugiincii polimorfizm ise ¢alismamiza da konu
olan ekzon 1°de 49. niikleotidin G-A transisyonudur. Bu SNP lider peptidin 17. kodonunda
alanin aminoasitinin threonine degisimi ile sonu¢lanmaktadir. CTLA4 geni ekzonl A49G
polimorfizminin HT ile iligkisi tanimlanmistir ancak farkli etnik kokenden gelen olgulara ait

verilere hala ihtiya¢ duyulmaktadir (Benhatchi ve ark. 2011).
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CTLA-4 exon-1 49 A/G polimorfizmi ile HT iligkisi bir¢ok c¢alismaya arastirma
konusu olmustur. Qiu H. Ve arkadaslarinin yaptiklar1 ve 4600 olguya ve 18 olgu kontrol
calismasinin sonuglarini iceren meta analizinde CTLA-4 genotipinin HT ile iliskisi oldugu
bildirilmistir. Dominant genetik model olgularda yani varyant G aleli tasiyicilarin (GG/GA),
homozigot AA olgulara kiyasla HT riskinin daha yiiksek oldugunu vurgulamislardir.
Olgularin etnik kokenleri degerlendirildiginde hem Asya popiilasyonunda hem de beyaz irkta
(GG/GA) bireylerde homozigot AA olgulara kiyasla HT riski daha yiiksek bulunmustur (Qui
ve ark. 2014). Feng ve arkadaslarinin yaptigi meta analizinde CTLA-4 49 A/G gen
polimorfizminin Asya toplumunda Hashimoto tiroiditi i¢in artan risk faktorii oldugu ancak
beyaz irkta HT ile iligkili olmadigi vurgulanmistir (Feng ve ark. 2013). Ting ve arkadaslari ise
cocuk ve yetiskin HT olgularimi karsilastirdiklart ¢alisma sonucunda CTLA-4 49A/G gen
polimorfizminin yalniz ¢ocuklarda 6nemli oldugunu o6ne stirmiislerdir (Ting ve ark. 2016).
fran kokenli olgular ile yapilan bir bagka calismada da CTLA-4 -318C/T ve 49 A/G gen
polimorfizmlerinin HT ile iligkili bulunmadig: bildirilmistir (Nejat ve ark. 2017).

Calisilan 55 HT olgusuna ait DNA’larin 46’sinda ve 50 kontrol bireye ait DNA’larin
30’unda CTLA-4 PZR iiriiniiniin BbVI restriksiyon enzim ile kesimi gergeklestirildi. Kesim
sonrasinda elektroforezle kesilen fragmanlarin ayirimi yapildi. Agaroz jel elektroforezi
sonrasinda CTLA-4 wild type AA genotipi i¢in 328 bg, heterozigot AG genotipi icin 328, 244
ve 84 bg, homozigot GG genotipi i¢in 244 ve 84 bg¢ uzunlukta bantlar gozlendi. 46 HT
olgusunun 13’tinde AA genotipi, 26’sin da AG genotipi ve 7’sin de homozigot GG genotipi
belirlendi. HT hastalarin 9’unda PZR-RFLP yontemi ile sonug alinamadi. 50 Kontrol bireyin
10’unda AA genotipi, 19’unda AG genotipi ve 1’inde homozigot GG genotipi belirlendi.

Belirlenen genotip ile HT, hastalarin yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanimi, aile
oykist, FT3, FT4, TSH, AntiTG, AntiTPO degerleri ile iligkisi istatistiksel olarak
degerlendirildi. Tiim bu parametreler i¢in yapilan ki-kare testi sonucunda anlamli baglanti

kurulamamustir.

Sonu¢ olarak HT patogenezinde CTLA-4 49 AJ/G polimorfizminin Tirk
poplilasyonunda etkili olmadigi1 sdylenebilir ancak kesin bir sonuca varmak i¢in daha fazla

olguda calismaya devam edilmesi gerekmektedir.
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