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1. GIRIS

Otoimmiin Tiroid Hastaliklar1 (OTH), diger organ spesifik endokrinopatilerde
goriildiigi gibi poligenik, multifaktoriyel bir hastalik grubu olarak kabul
edilmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalar, genetik faktorlerin OTH’ nin
patolojisindeki ©Onemini vurgulamakta ve oOzellikle Graves Hastaligi’'nda (GH),

genetik duyarliligin %80 oraninda oldugu ifade edilmektedir (Prummel, 2004).

Diinya’da, tiroid hastaliklarinin en sik nedeninin iyot eksikligi oldugu; iyot
kullantminin yeterli oldugu bolgelerde ise OTH’1n yaygin oldugu bilinmektedir (Ata,
1999). Ulkemizde ise, endemik guatr oraninin %30,5 olarak belirlendigi ve 1985°te
Avrupa Tiroid Birligi tarafindan yayinlanan rapora gore Tiirkiye nin, endemik guatr
sorunu yasayan iilkeler arasinda gosterildigi ifade edilmektedir (Urgancioglu, 1988;

Kologlu,1996).

Tiroid hastaliklarinin epidemiyolojisi iizerine yapilan calismalarda, farkli
tiroid hastalik gruplarinin prevalans: ve insidanst degerlendirilmis olup (Tunbridge
and Caldwell, 1991; Vonderpump, 1995; Wiersinga, 1995; Vonderpump and
Tunbridge, 1996; Vonderpump and Tunbridge, 2002); genel olarak hipotiroidizm
prevalansinin erkeklerde 0 ve 7,8/1000 arasinda, kadinlarda ise 0 ve 20,5/1000
arasinda bulundugu; hipertiroidizmin ise kadinlarda 2,0 ve 19,4/1000 arasinda

oldugu belirtilmektedir (Vonderpump and Tunbridge, 1996).

OTH insidans1 kapsamli ve sistematik degerlendirildiginde, hipotiroidizm
insidansinin  kadinlarda 350/100 000/y1l, erkeklerde ise 80/100 000/y1l ve
hipertiroidizm insidansinin kadinlarda 80/100 000/y1l, erkeklerde ise 8/100 000/y1l
oldugu ifade edilmistir. Bu sonuglara gore, OTH insidansinin kadinlarda erkeklere

oranla daha fazla goriildiigiine dikkat c¢ekilmektedir (McGrogan, 2008). Iyot



eksikliginin goriildiigii birbirinden farkli cografyada yer alan populasyonlarda, GH
ile Hashimato Tiroiditi (HT) hastaliklarin prevalansi ve insidans1 karsilastirildiginda,
bu hastaliklarin gelisiminde kalittmin etkisinin biiyiik oldugu sonucuna ulasilmistir.
Ciinkii, bu populasyonlarin farkli ¢evresel kosullara sahip oldugu (iyot faktorii
disinda) belirtilmis olup; farkli beyaz irk populasyonlarinda, OTH i¢in ortak
duyarlilik genlerinin bulunmasinin da 6nemli bir gosterge olabilecegi ifade edilmistir
(Brownlie and Welsh, 1990; Jacobson, 1997; Canaris, 2000; Tomer and Davies,
2003).

Hastaliklarin tanisina yonelik son yillarda kaydedilen ilerlemelerin, OTH gibi
kompleks hastaliklarla 1iligkili genlerin belirlenebilmesini miimkiin  kildig:
bilinmektedir. OTH etiyolojisinde yer alan genlerin arastirilmasinda, genellikle
baglant1 analizleri, asosiasyon analizleri, aday gen analizleri ve tiim genom tarama
yontemlerinin kullanildigr goriilmektedir (Tomer and Davies, 2003; Hadj-Kajem,

2009).

Major Histokompatibilite Kompleksi (MHC) olarak adlandirilan gen
bolgeleri, Insan Lokosit Antijenleri (HLA) adi verilen glikoproteinleri
kodlamaktadir. Beyaz irkta, HLA-DR3 (HLA-DRB1*03) gen bolgesinin goriilme
sikliginin normal populasyonda %15-30, Graves hastalarinda ise %40-50 oraninda
oldugu bildirilmektedir (Farid, 1981; Tomer and Davies, 2003). HT’nde HLA
allellerinin rolii hakkinda GH’ndaki kadar kesin veriler bulunmamakla birlikte, beyaz
irkta, guatrla birlikte seyreden HT’nin HLA-DRS5 (Farid, 1981) ve atrofik HT nin
HLA-DR3 (Moens, 1978) ile iliski oldugu belirtilmektedir (Tandon, 1991; Ban,
2002a; Hadj-Kajem, 2009).

MHC disinda, OTH gelisiminden sorumlu oldugu belirlenen genlerden
bazilarinin sitotoksik T lenfosit antijen-4 (CTLA-4), tiroid stimiile eden hormon
reseptorii (TSHR) geni, tiroglobulin (TG), tiroid peroksidaz (TPO) ve tirozin fosfataz
protein-22 (PTPN-22) oldugu bildirilmektedir (Jacobson and Tomer, 2007).



Otoimmiiniteye bagli gelisen tiroid diizensizliklerinden sorumlu genlerle
iliskili olarak yapilan baglanti ve asosiasyon analizleri sonucunda, 8. kromozom
(8924) tizerinde yer alan TG geninin, tiroid spesifik bir yatkinlik geni olduguna isaret
edilmektedir (Sakai, 2001; Tomer, 2003; Tomer and Greenberg, 2004). TG geninin,
660 kDA biiyiikliigiinde ve homodimerik yapida tiroglobulin (Tg) proteinini
kodladig1; otoantijen Ozelligi gosteren bu proteine karsi gelisen anti tiroglobulin
(anti-Tg) antikorlarinin ise hem GH, hem de HT tanis1 almis hastalarinin serum
orneklerinde tespit edilebildigi belirtilmektedir (Hadj-Kajem, 2009; Brown, 2009).
Genetik duyarlilig1 olan fareler iizerinde yapilan deneylerde, Tg immiinizasyonunun
Deneysel Otoimmiin Tiroid’e (DOT) neden oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte,
OTH’nda Tg duyarlilig1 roliiniin olabilecegini gosteren kanitlarin artmakta oldugu
vurgulanmaktadir (Brown, 2009). Tg disinda, OTH’ na spesifik olarak eksprese
oldugu bilinen diger otoantijenleri kodlayan TPO ve TSHR genleri ile iliskili olarak
yapilan c¢alismalarda, bu genlerle OTH arasinda baglanti bulunmadigi
belirtilmektedir (Pirro, 1995; De Roux, 1996; Tomer, 1997; Ban, 2002b). Bu sebeple
TG geni, OTH’ na genetik yatkinliktaki rolii belirlenmis ilk tiroid spesifik gen olarak
tamimlanmaktadir (Ban, 2004b).

Bu calismaya, GH ve HT tamist almis hastalar ile tiroid hastaliklar
goriilmeyen saglikli bireyler dahil edilerek; TG geni 10. ekzonundaki EIOSNP24 ve
E10SNP158, 12. ekzonundaki E12SNP, 21. ekzonundaki E21SNP ve 33.
ekzonundaki E33SNP bolgelerinde goriilen tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNPs)
bu gruplardaki dagilimlarinin arastirilmasi ve bu bolgelerin OTH ile iligkisinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bununla birlikte, GH olan ve tiroid hastaliklar
goriilmeyen saglikli bireylerde, calismamiz kapsamindaki TG gen polimorfizmleri
ile HLA-DR3 birlikteligi degerlendirilerek, GH’nda, yaygin TG varyantlar1 ile HLA-
DR3 iligkisi arastinlmistir. Bu calismada, toplumumuzdaki TG gen
polimorfizmlerinin sikligi ve OTH ile iliskisinin ortaya konmasi, GH’nda TG gen

polimorfizmleri ile HLA-DR3 birlikteliginin belirlenmesi amaclanmustir.



1.1. OTH’na Giris

Tiroid fonksiyonlarinda gelisen endokrin diizensizlikler, tiroid bezinin
normalden fazla veya az caligmasina neden olmaktadir. Bu durum, konjenital
faktorlere baglh olabildigi gibi, iyot kullanimindaki dengesizlik, gebelik, radyoterapi,
cerrahi girisim, viral infeksiyonlar ve infilitratif diizensizlikler nedeniyle de ortaya
cikabilmektedir. Etken faktorlerin cesitliligine baglh olarak, farkli klinik alt gruplara
sahip tiroid hastaliklarinin 6nemli bir boliimiinden ise, patogenezi tam olarak
anlagilamamis olsa da otoimmiin mekanizmalarin sorumlu oldugu goriilmektedir

(Kologlu, 1996; Karnath and Hussain 2006; McGrogan, 2008).

OTH, yaygin bir organ spesifik otoimmiin hastalik grubudur. Bu hastaliklarin
genel populasyonda goriilme sikliginin %5 oldugu ve kadinlarda daha yaygin
goriildiigii belirtilmektedir. Otoimmiiniteye bagli olarak gelisen bu hastaliklarda,
tiroid bezinin hipofonksiyonu veya hiperfonksiyonu goriilebilmekte; bazi
durumlarda, aym  hastada farkli donemlerde her iki klinik tablo

gozlemlenebilmektedir (Caturegli, 2007).

Klinik ekspresyonuna gore, OTH genel olarak 2 gruba ayrilir. Bunlar
otoimmiin tirotoksikoz olarak ta ifade edilen GH ve kronik otoimmiin tiroidit (KOT),
ya da diger adiyla HT hastaliklaridir. Bunun disinda, genel olarak HT varyantlar
olarak adi gecen idiopatik miksddem (atrofik tiroidit), sessiz tiroidit (agrisiz tiroidit)
ve postpartum tiroiditin, OTH gubuna dahil edilen diger hastaliklar oldugu
goriilmektedir (Efe, 1996; Weetman, 2004; Caturegli, 2007; Klecha, 2008).



1.2. OTH’nda Patogenez

Tiroid otoimmiinitesinin klinik ekspresyonu, biiyiikk Olciide immiin yanit
paternlerine baghdir. Genel bir ifade ile OTH, tiroid antijenlerinin neden oldugu T
hiicre infilitrasyonu ve otoantikor iiretimi neticesinde gelismektedir. HT nde baskin
gelen immiinolojik mekanizma, T hiicrelerinin sitokin sentezi sonucu olusan tiroid
hiicre hasar1 ve apoptotik hiicre 6liimiidiir. GH’nda ise TSHR otoantikorlarinin neden
oldugu tiroid hiicre stimiilasyonu goriilmektedir. Her iki hastalifin da, tiroid
antijenlerine kars1 birbiri ardina gelisen hiicresel ve humoral immiin yanit sonucu
olustugu bilinmekte; genetik yatkinligr olan bireylerde ise, biiyiikk bir olasilikla
cevresel uyaranlarin etkisi ile gelistigi belirtilmektedir (Weetman, 2004; Brown,

2009).

Tiroid otoimmiinitesi goriilen hastalar ile hayvan modellerinde cesitli tirosit,
monosit, makrofaj, dentritik hiicre ve T hiicre anomalilerinin goriildiigi
bilinmektedir. Anormal yapidaki tirositler ile antijen sunan hiicreler ve T hiicre
formlarinin uygun olmayan interaksiyonu sonucu, tiroid antijenlerini hedef alan

atipik otoimmiin reaksiyonlarin gelistigi belirtilmektedir (Canning, 2003).

Genetik yatkinligi olan bireylerde, cevresel ve hormonal faktorlerin etkisiyle
olusan tiroit otoimmiin disfonksiyonunun, Th1 ve Th2 hiicreleri arasindaki dengenin
bozulmasindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Patolojik agidan, bu dengenin herhangi
bir yoniine dogru gelisen sapmanin, tiroid parankimasinin lenfositik infilitrasyonu ile
karakterize oldugu belirtilmektedir. Ancak, Thl ile iliskili hiicresel immiin yanitin
baskin oldugu durumlarda, tirositlerin yikimi1 ve bunun sonucunda hipotiroidizmin
gelistigi; Th2 hiicrelerinin baskin oldugu humoral immiin yanitta ise, TSHR ne kars1
gelisen uyarici otoantikorlarin hipertiroidizme neden oldugu ifade edilmektedir. Th2
yoniinde, TSHR’ni bloke eden otoantikorlar gelistigi zaman, hipotiroidizmin
goriildiigi idiopatik miksddem hastaliginin olusabildigi belirtilmektedir (Klecha,
2008; Brown, 2009).



HT, T hiicre iliskili otoimmiinitenin tipik bir Ornegi olarak kabul
edilmektedir. Bu hastalikta Thl hiicrelerinin baskin olmasi neticesinde, tiroid
bezindeki tersiyer lenfoid folikiillerin ektopik formasyonu ve tiroid folikiillerinin
yikimi  goriilmektedir. HT hastalarinin  tiroid dokusundan alinan Ornekler
incelendiginde, tiroid folikiiler hiicre niikleuslarinin  mononiikleer hiicre
inflitrasyonuyla kusatildigi, apoptozise isaret eden DNA fragmentasyonu ve hiicresel
immiiniteye baglh hiicre yikiminin goriildiigii belirtilmektedir. HT hastalarinda, difiiz
ve mikronodiiler guatrin goriilebildigi; ayrica, bu hastalarin serum 6rneklerinde anti
TPO ve/veya anti TG antikorlarinin saptandigi bilinmektedir. Intratiroidal immiin
hiicrelerin T ve B lenfositleri oldugu; ancak daha sonra, CD4 (+) Thl hiicrelerinin
baskin hale geldigi ifade edilmektedir (Orgiazzi, 2000; Phenekos, 2004; Klecha,
2008).

GH’nda ise, TSHR’ne 06zgii otoantikor iiretimine yol acan, daha hafif bir
infilitrasyon goriilmektedir. Bu antikorlar, tiroid folikiiler hiicrelerinin biiylime ve
fonksiyonunu uyarmakta ve bunun sonucunda hipertiroidizmin gelismektedir. Diger
antikor iligkili otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi, gebelik siirecinde bu antikorlarin
anneden fetusa gecebildigi; bu durumda, tiroid dokusunda goriilen infilitrasyonun,
biiyiik ol¢iide T lenfositlerini i¢erdigi; Thl hiicrelerinin bulunmasina karsin, CD4 (+)
Th2 hiicrelerinin agirlikta oldugu ifade edilmektedir (Orgiazzi, 2000; Phenekos,
2004).

OTH patogenezinde, diger otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi; hem genetik
ozelliklerin, hem de cevresel uyaranlarin etkisini gerektiren multifaktoriyel etiyoloji
goriilmektedir. OTH etiyopatogenezi ile iliskili olarak, son yillarda kabul goren ortak
diisiince, OTH’nin poligenik bir hastalik oldugu; tiroid bezine karsi gelisen hem
hiicresel, hem de humoral immiin yanitin duyarlilik genleri ile ¢evresel uyaranlarin

karsilikl1 etkilesiminin bir sonucu oldugudur (Tomer, 2003).



1.3. OTH’nda Genetik Faktorler

OTH patogenezinde, genetik faktorlerin Onemli bir role sahip oldugu
bilinmektedir. Son yillarda, ikiz calismalarindan elde edilen veriler 1s181nda, 6zellikle
GH gelisiminde genetik etkenlerden ileri gelen riskin %79’a kadar ulastig
bildirilmektedir. Farkli baglant1 analiz yontemleri kullanilarak yapilan tim genom
tarama calismalar1 neticesinde, OTH kalittmi ile 14 farkli kromozoma dagilmis
markirlar arasindaki baglantiyr gosteren kanitlara ulasilabildigi belirtilmektedir. OTH
genetigi hakkinda, bugiine kadar cok sayida calismanin gerceklestirildigi ve genetik
yatkinlik iizerinde ©nemle duruldugu goriilmektedir. Bu hastaliklarla baglantili
ve/veya iligkili birka¢ gen belirlenmistir. Ayrica, OTH’1n kompleks ve heterojen
olusunu destekleyen aday genler ve kromozom bdlgelerinin sayisinin da giderek
arttig1 belirtilmektedir. Ancak, bu genlerin higbiri, hastaligin onceden tahmini veya

tedavisi amaciyla kullanilmamaktadir (Ayadi, 2004; Hadj-Kajem, 2009).

OTH’nin genetik temeli, GH ve HT nde yaygin goriilen ortak genler veya bu
hastaliklarin birine spesifik genlerin belirlenmesi ile agiklanabilmistir. Ortak
genlerin, her iki hastalikta da goriilen, tiroid antijenlerini hedef alan lenfosit
infilitrasyonu ve tiroid spesifik otoantikor iiretimi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
Buna karsin, sadece GH veya sadece HT ne spesifik genlerin farkli mekanizmalarla
iliskili oldugunun diistiniilmektedir. Ciinkiit GH’nda hipertiroidizm nedeni, TSHR ne
karst gelisen uyarict otoantikorlardir. HT ise, glanduler yikim ve sonugta
hipotiroidizme neden olan tirosit apoptozisi ile karakterizedir. OTH ile iliskili
bulunan genler, immiin sistemle iliskili genler ve tiroid spesifik genler genel olarak 2

grupta incelenmektedir (Ban and Tomer Y, 2005; Jacobson and Tomer, 2007).



1.3.1. Immiin Sistemle Iliskili Genler

HLA Genleri:

Major Histokompatibilite Komplesi (MHC), HLA glikoproteinlerinin de
icinde bulundugu bir grup geni kodlayan, 6. kromozomun 6p21 bolgesinde yerlesim
gostermektedir ve bu bolgenin 3 500 kb uzunlugunda genis bir bolge oldugu
bilinmektedir. HLA grubu disinda, 1s1 sok proteinleri (HSP-70), lenfotoksin ve timor
nekrozis faktor alfa (TNF-a) sitokinlerini kodlayan genler MHC boélgesinde yer
almaktadir. (Nelson and Hansen,1990; Ruuls, and Sedgwick, 1999; Davla ve Beksac,
1999).

MHC bolgesinde yer alan genlerin, normal immiin yanit fonksiyonu igin
gerekli oldugu bilinmektedir. HLA grubunda yer alan antijenlerinin temel gorevi,
endojen ve ekzojen kaynakli peptitlerin immiin sisteme tanitilmasidir. Bu peptit
yapilarin mikroorganizmalara ait antejenler, transplantasyonla viicuda giren veya
timor dokularinda bulunan antijenik yapilar ve immiin yaniti uyaran otoantijenler
oldugu bilinmektedir. HLA, fagositoz yapabilen ve/veya antijen sunma Ozelligine
sahip hiicrelerin yiizeyinde bulunmaktadir ve islenmis bir antijenin T lenfositlerine
sunulmasinda gorevlidir. T lenfositleri de, yiizeylerindeki HLA yapilar1 sayesinde,
islenmis antijenleri taniyabilmektedir. HLA lokusu oldukca polimorfik bir bolgedir
ve HLA lokusunun bireyler arasindaki 6zdeslik olasiligi ¢ok diisiiktiir. Bu sebeple
transplantasyonda, verici hiicrelerinin alict immiin sistemi tarafindan self (kendine
ait) veya nonself (kendine yabanci) olarak tanimlanmasinda, bunun bir sonucu olarak
ise rejeksiyonda, HLA lokusunun temel belirleyici oldugu bilinmektedir. Bazi HLA
yapilar1 sadece kan hiicrelerinde degil, organizmanin diger doku hiicrelerinde de
bulunmakta ve HLA’nin tanimlanmasi amaciyla kullanilan yontemler HLA
Tiplendirmesi veya Doku Tiplendirmesi olarak adlandirilmaktadir (Davla ve Beksac,

1999; Imir T, 1999; Shankarkumar, 2004).



Antijenik yapi, liretim ve fonksiyonlarina gore HLA’nin 2 gruba ayrildigi
goriilmektedir: Sinif I ve Smmf II. Ancak HLA lokusunda, bu iki bolge disinda
komplement, hormon, intraseliiler peptit prosesi ve diger gelisimsel Ozelliklerden
sorumlu bir bolgenin bulundugu bilinmekte ve bu bolge, Sinif III bolgesi olarak
adlandirilmaktadir. Simif IIT bolgesinin, HLA kompleksinin bir parcasi olarak kabul
edilmese de, kompanentlerinin ya HLA fonksiyonlar ile iliskili olmasi, ya da kontrol
mekanizmasinin HLA genleriyle benzer olmasi nedeniyle, HLA lokusu icinde yer

aldig1 kabul edilmektedir (Shankarkumar, 2004).

Hiicre yiizeyinde sergilenen glikopeptit antijenlerin HLA-A, HLA-B ve
HLA- C serisi Smif I olarak adlandirilmaktadir. Bugiine kadar tanimlanmis Sinif I
antijenlerinin, daha ¢ok niikleuslu hiicrelerin yiizeyinde sergilendigi bilinmekte;
ayrica plazmada soliibl formda bulundugu ve plateletlerin yiizeyine baglanabildigi
belirtilmektedir. Eritrositlerin de Simif I antijenlerini farkli spesifitede adsorbe
edebilme 6zelligine sahip oldugu bilinmektedir. Ornegin, eritrosit yiizeyinde bulunan
Bg antijenlerinin HLA-B7, HLA-A28 ve HLA-B57’yi tamyabildigi ifade
edilmektedir. Immunolojik calismalarin, en polimorfik bolge olan HLA-B
bolgesinin, en anlamli bolge olduguna dikkat cektigi; bunu sirasiyla, HLA-A ve
HLA-C’nin takip ettigine isaret ettigi goriilmektedir. Diger HLA Smif I lokuslari
olan HLA-E, F, G, H, J, K ve L’nin peptit antijen sunumunda 6nemli olmadigi
belirtilmektedir. HLA Sinif I antijenleri 45 kDA’luk 3 domaine sahip bir glikopeptid
agir zincirinden olugmakta; bu yapilar a-1, a-2 ve a-3 olarak adlandirilmakta ve
nonkovalent baglarla MHC kompleksi tarafindan kodlanmayan -2 mikroglobulin
molekiiliine baglanmaktadir. B-2 mikroglobulinin, agir zincir molekiiliine yapisal
destek gorevi gordiigii belirtilmektedir. Burada, hiicre membraninin lipit bilayer (cift
tabakali lipid) kismina baglanan Sinmif I antijeninin, kisa bir sitoplazmik kuyruk
icerdigi kabul edilmektedir. HLA Smif I molekiiliiniin asil gorevi, viriisle infekte
hiicrelerde islenmis viral peptit antijenleri sitotoksik T lenfosit (CD8 (+) T
lenfositleri) reseptorlerine sunmaktir. Viriisle infekte hiicrelerde, viral proteinler
parcalanip daha kiiciik peptit yapilara ayrilmakta; bu sirada Simif I antijenleri
sentezlenmektedir. Antijen sunumu gerceklesirken, sitotoksik T lenfositlerinin de

yiizeyinde aym viral protein ve HLA bulunmaktadir. HLA Simif I antijenlerinin
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timor olusumu ile iligkisi de bilinmektedir. Simif I antijen defektlerinin, malign
hiicrelerde sik goriildiigii; bu defektlerin, tiimor hiicrelerinin sitotoksik T lenfositleri
tarafindan tanimnip yok edilmesine engel oldugu belirtilmektedir. HLA Smif I
antijenlerinin ekspresyonu ve/veya fonksiyonunda goriilen anomaliler, sadece tiimor
antijenlerinin sitotoksik T lenfositlerine sunumunu etkilememekte; ayrica, timor
hiicrelerinin NK hiicrelerine kars1 gosterdigi direncte de rol almaktadir. HLA Simif 1
antijenleri organizmanin tiim hiicrelerinde sentezlenmektedir (Shankarkumar, 2004;

Chang, 2004).

Hiicre yiizeyindeki glikopeptit antijenleri kodlayan DP, DQ ve DR lokuslari
HLA Simf II grubunda incelenmekte ve bu antijenler lenfositler, makrofajlar,
endotelyal hiicreler ve T lenfositlerinin i¢inde bulundugu immiin sistem hiicrelerinin
yiizeyinde sergilenmektedir. Bu hiicrelerin, normal kosullarda Sinif II antijenlerini
sergilemedikleri; interferon gibi bir sitokin uyariminda ve transplantasyon sonrasi
akut graft destriksiyonunda eksprese olduklar1 bilinmektedir. HLA Sinif 1T molekiilii,
HLA kompleksi i¢inde yer alan genler tarafindan kodlanan 2 zincirden olusur: a ve
zincirleri. Bu zincirlerin peptit baglayan kisimlar1 a-1 ve -1 olarak adlandirilirken;
immunglobulin benzeri bolge a-2 ve [B-2 olarak tanimlanmaktadir. Simf 11
molekiillerinin iligkili olduklar1 hiicreler yardimci T lenfositleri (CD 4 (+) T
hiicreleri) olup; bu hiicreler genellikle bakteriyel invazyona karsi gelisen sitokin
yanitinda, ya da hiicresel veya humoral defansta rol almaktadir. HLA Sinif II’'nin bu
gorevinin, sadece immiinolojik olarak aktif hiicrelerde sergilenip, tiim doku
hiicrelerinde bulunmamasinin nedeni oldugu kabul edilmektedir. Ayrica, belirli HLA
Smf II allellerini tasiyan bireylerde, otoimmiin hastaliklarin gelisme riskinin de

attig1 bilinmektedir (Nishimura, 2001; Shankarkumar, 2004).
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Tablo 1.1. Tanimlanmig HLA Sinif I ve Sinif II Genlerinin Rutin Olarak
Tiplendirilme Durumlar1 (Shankarkumar, 2004).

Grup HLA Lokusu Rutin olarak
Tiplendirilme

Smf [ A var
Sinif I B var
Smf [ C var
Smf I E yok
Sinif T F yok
Sinif 1 G yok
Sinif T H yok
Sinif 1 J yok
Sinif T K yok
Smf [ L yok
Sinif 11 DRA yok
Sinif I DRBI1 var
Sinif 11 DRB2 yok
Sinif I DRB3 var
Sif 1T DRB4 var
Siif 11 DRB5 var
Sinif 11 DRB6 yok
Sif 1T DRB7 yok
Sinif 11 DRBS yok
Sif 1T DRB9 yok
Sinif 11 DQAI1 yok
Simf 11 DQBI1 var
Sif 1T DQA2 yok
Sinif 11 DQB2 yok
Simf IT DQB3 yok
Sinif 11 DOB yok
Sif 1T DMA yok
Sinif 11 DMB yok
Sinif 11 DNA yok
Sinif 11 DPA1 yok
Sinif 11 DPBI1 -

Sinif 11 DPA2 yok
Sif 1T DPB2 yok

Insanda, OTH igin tanimlanan ilk duyarlilk lokusunun HLA-DR oldugu
bilinmektedir. Bundan yola ¢ikarak, TSH reseptorlerine karsi olusan otoantikorlarin
HLA Sinif II iligkili oldugu belirtilmektedir. GH ile HLA iliskisi iizerine yapilan ilk
calismalarda, Simif I grubunda yer alan HLA-B8’in 1,5-3,5 rolatif riskle GH ile
iliskili oldugu belirlenmistir. Bunu takip eden ¢alismalarda ise, HLA-DR3’iin GH ile
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iliskisinin daha gii¢lii oldugu belirlenmis ve HLA-DR3’tin HLA-B8 ile baglanti
dengesizligi (linkage disequilibrium) gosterdigi bulunmustur. Beyaz irkta, HLA-DR3
(HLA-DRB1*03) ve DQA1*0501 haplotiplerinin sikliginin GH’nda arttig; DR3
allelini tasiyan bireylerde ise, rolatif riskin yaklasik 2-4 oldugu ifade edilmistir
(Farid, 1980; Farid, 1981; Mangklabruks, 1991; Yanagawa, 1993; Heward, 1998;
Tomer, 1999; Jacobson, 2008). GH tanis1 olan bireylerde ve kontrollerde HLA-
DRBI1 lokusunun dizi analizi sonucunda, HLA-DR1 zincirinin 74. pozisyonundaki
arjinin (DRP-Arg-74) sikligina dikkat cekilmis olup; GH grubunda, kontrollere
kiyasla bu siklik artisinin gosterilmis oldugu belirtilmektedir. Ayrica, HLA-DR3
allelini tagimayan hastalarda, kontrollere karsilastirildiginda, DRB-Arg-74 sikliginin
daha fazla oldugu belirlenmis; GH ile DRB-Arg-74 iligkisinin HLA-DR3 iligkisinden

bagimsiz oldugu sonucuna ulagilmistir (Ban, 2004a; Jacobson and Tomer, 2007).

HLA haplotipleri ile HT iliskisine dair ortaya konmus verilerin GH kadar
kesinlik icermedigi ifade edilmektedir. HT nin basit bir otoantikor yanitindan, guatr
veya tiroid fonksiyonlarinin tamamen bozulmasi ile karakterize atrofik tiroidite kadar
giden ve ¢esitli klinik bulgular1 i¢ine alan genis bir hastalik grubu olmasi, bu sorunun
altinda yatan bir neden olarak goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda beyaz irkta, HT
ile iligkili HLA allellerinin HLA-DR3, HLA-DR4 ve DRS5 oldugu belirtilmis; daha
sonraki calismalarda beyaz irkta, HLA-DQw7 (DQB1*0301)’in HT ile iliskili
oldugu belirlenmistir (Farid, 1981; Badenhoop, 1990; Jenkins, 1992; Davies and
Amino, 1993).

CTLA-4 Geni:

CTLA-4, T lenfositleri ile antijen sunan hiicreler (APC) arasindaki etkilesime
katki saglayan, onemli bir kostimulatuar molekiildiir. Bu molekiilii kodlayan CTLA-
4 geni, uyarict kostimulator protein (ICOS) ve CD28 genleriyle bir gen kiimesi
olusturacak sekilde, kromozom 2q33’te yerlesim gosteren, 300 kb uzunlugunda bir

bolgede bulunmaktadir (Ban and Tomer, 2005).
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Immiin yanitta T lenfositlerinin aktive olabilmesi icin, APC’in yiizeyindeki
HLA Sinif II ile bagli antijenik bir peptidi T hiicre reseptorlerine (TCR) tanitmasi
gerekmektedir. Ancak, T hiicre aktivasyonu icin ikinci bir adimin daha gerekli
oldugu; bu adimin, APC’den veya diger lokal hiicrelerden alinacak kostimulatuar bir
sinyal oldugu bilinmektedir. Bu sinyal, APC yiizeyindeki B7-1, B7-2, B7h ve CD40
gibi proteinlerin, CD4 (+) T hiicre yiizeyindeki CTLA-4, CD28 ve CD40L gibi
reseptorlerle etkilesime gecmesi sonucu olusmaktadir. CD28’in B7’ye baglanmasi
sonucu, T hiicrelerinin aktivasyonu artmakta; buna karsin B7’ye, CD28 ile rekabet
halinde, ancak daha giiclii bir afiniteyle baglanan CTLA-4 molekiilii, bir atenuator
gorevi gorerek aktivasyonu azaltmaktadir. Bu iki molekiille ayn1 bolgeden kodlanan
bir kostimiilatéor olan ICOS proteini ise, CD28 gibi upregiilasyonda gorevlidir.
Ancak, farkli olarak IL-2 yerine IL-4 iiretimini uyarmaktadir. Ayni kromozom
bolgesinde kodlanan CTLA-4, CD28 ve ICOS’un otoimmiin hastaliklar ile
iliskisinde, her bir genin ayri ayn etkili, veya baglanti dengesizligi nedeniyle
kombine olarak etkili olabilecekleri belirtilmektedir. OTH dikkate alindiginda ise, en
giiclii iliskinin CTLA-4 ile bulundugu bilinmektedir (Coyle, 2000; Ban and Tomer
2005).

CTLA-4, 3 ekzondan olusan oldukca polimorfik bir gen bolgesidir ve bu
bolgede otoimmiinite ile iliskili birka¢ polimorfizm tanimlanmistir. Bunlardan en
dikkat ¢ekeninin, 1. ekzonun 49. pozisyonda bulunan ve sinyal peptid molekiiliinde
Ala/Thr degisimine neden olan A/G SNP oldugu belirtilmektedir. Digerlerinin ise,
3’UTR bolgesindeki (3’ ucunda cevirisi yapilmayan bolge) AT diniikleotid tekrari
(mikrosatellit) ve yine 3> UTR yo6niinde, C60 olarak adlandirilan bir SNP oldugu
ifade edilmektedir (Ban and Tomer 2005; Jacobson and Tomer 2007; Sahin ve ark.
2008).

Tiim genom tarama caligmalar1 sonucunda, CTLA-4 ile OTH tanisinda
onemli bir klinik gosterge olan tiroid otoantikorlart arasinda, maksimum bir LOD
skor  degeri belirlenerek giiclii bir iliski bulunmustur. Ayrica, A/G49 SNP
bolgesindeki G alleli, yiiksek diizeyde anti-TG ve anti-TPO otoantikorlar ile iliskili

bulunmustur. GH ile CTLA-4 iliskisi lizerine yapilan arastirmalar sonucunda, 3’UTR
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mikrosatellit (rolatif risk 2,1-2,8) ve A/G SNP degisiminde G allelinin ( rolatif risk
yaklasik 2,0) GH ile iliskili bulundugu; farkli populasyonlarda bu iligki iizerine
yapilan c¢alismalarin birbiriyle uyumlu oldugu goriilmektedir (Yanagawa, 1995;
Yanagawa, 1997; Akamizu, 2000; Park, 2000; Jacobson and Tomer 2007). C60 SNP
bolgesinin de, GH ile giiclii bir iligkisinin oldugu belirlenmistir. CTLA-4’iin, beyaz
itk ve Japonlar’t icine alan farkli populasyonlarda HT ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Ancak, GH ve HT gelisiminde CTLA-4 polimorfizmlerinin sadece
yatkinlik olusturdugu; cevresel faktorlerin etkisinin de dikkate alinmasi gerektigi

vurgulanmaktadir (Jacobson and Tomer 2007).

CD40 Geni:

TNF reseptor ailesinin bir iiyesi olarak adi gecen CD40 geni, kromozom
20q13.1’de yerlesim gostermektedir. Bu bolgeden kodlanan CD40 molekiilii,
cogunlukla B hiicrelerinde sergilenen, ayn1 zamanda monositler, dendritik hiicreler,
epitelyal hiicreler ve diger bazi hiicrelerde de bulunan 45-50 kDa’luk bir
transmembran glikoproteinidir. CD40’a spesifik ligandlar, genellikle aktive olmug T
hiicrelerinde sergilenen, CD40L ve CD154 molekiilleridir. CD40’1n ligandlar ile
etkilesime gecmesi sonucu, T hiicrelerine bagli B hiicreli immiin yanit olusumunun
gerceklestigi  bilinmektedir. Bunun sonucunda germinal hiicre formasyonu,
immiinglobulin izotip doniisimii ve B hafiza hiicrelerinin jenerasyonu
gerceklesmektedir. Kisa bir ifadeyle, CD40 molekiilii humaral immiin yanitin
regiilasyonu, santral ve periferal T hiicre toleransi ve APC fonksiyonunda énemli bir

role sahiptir (Ban and Tomer, 2005; Jacobson and Tomer 2007; Peters, 2008).

Tiim genom tarama yontemi kullamlarak, CD40 geninde GH i¢in bir
duyarhilik bolgesi tanimlanmis ve GH ile iliskili bu bolgenin HT ile herhangi bir
baglantisinin olmadiginin belirlenmistir. CD40 geninin tamaminin dizi analizi
yapilarak, Kozak sekansi ad1 verilen bolgede yerlesim gosteren bir C/T polimorfizmi
tanimlanmistir. Kozak sekansinin vertebra genlerinde, AUG baslangic kodonunun

yakininda bulunan ve translasyonun baslamasi icin gerekli olan bir niikleotid dizisi
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oldugu bilinmektedir. CD40 geninde tanimlanan C/T polimorfizmine iliskin yapilan
hasta-kontrol ¢alismalari, CC genotipinin GH ile iliskili olduguna dikkat cekmekte;
daha sonra beyaz 1rk, Koreliler ve Japonlar’1 icine alan farkli populasyon verileri ile
bu iligkinin desteklenmis oldugu ifade edilmektedir (Ban and Tomer, 2005; Peters,
2008).

PTPN-22 Geni:

Lenfoid Tirozin Fosfataz (LYP) enziminin, CTLA-4 gibi T hiicrelerinin
aktivasyonu icin giiclii bir inhibitor gorevi goren, 110 kDa’luk bir molekiil oldugu ve
1. kromozomun 1p13’°de yer alan PTPN-22 geni tarafindan kodlandig: bilinmektedir.
PTPN-22 geni 620. kodonunda tanimlanmus, triptofan/arjinin degisimine neden olan
mutasyonun (R620W) diger otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi, GH ve HT
hastaliginda goriildiigti bildirilmistir. CTLA-4 geninden farkli olarak, PTPN-22’nin
etnik gruplar arasinda farklilik gosterdigi ve bunun nedeninin, bazi varyantlarin
belirli etnik gruplarda goriilmemesi olabilecegi belirtilmektedir. Ornegin PTPN-
22’nin triptofan varyantinin Japon populasyonunda nadir goriildiigii belirlenmis ve
PTPN-22’nin Japonlar’da otoimmiiniteyle iliskili olmadigi sonucuna ulasilmistir

(Bottini, 2004; Smyth, 2004; Tomer and Huber, 2009).

PTPN-22 geninin triptofan varyantinin, LYP enzimini T hiicreleri iizerinde
daha giiclii bir inhibitor etkiye sahip hale getirdigi belirtilmekte; bu duruma olasi1 bir
aciklama olarak ta, azalan TCR sinyalinin self reaktif T hiicrelerinin timik
delesyondan kurtulup perifere kacmasina olanak verebilecegi ifade edilmektedir

(Jacobson and Tomer 2007; Tomer and Huber, 2009).

Immiin Sistemle iliskili Diger Genler:

IgG molekiiliiniin agir zincirini kodlayan IgH geninin, Japonlar’da GH ile
iliskili bulundugu; ancak, beyaz 1rkta yapilan calismalarda bu iligskinin

belirlenemedigi goriilmektedir. IgH genin Japon populasyonunda GH ile iliskili
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bulunmasinin founder etkiden kaynaklanmis olabilecegi veya kiiciik populasyon
ornekleminin rastgele bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir. Son yillarda, immiin
modiilator fonksiyonlara sahip olan TNF-a ve vitamin D reseptér genlerinin,
Japonlar’da GH ile iliskili bulundugu goriilmektedir. Ayrica, protein tirozin fosfataz
ailesinin bir iiyesi olan PTPN12 genindeki 7 SNP bolgesinin GH ile iliskili olmadigt;
ancak, bunlardan 4 tanesinin TSHR genindeki bir SNP ile etkilesim halinde oldugu;
bu sebeple GH patogenezinde roliiniin oldugu ifade edilmistir. Ayrica, bir ¢ok
otoimmiin hastalik icin bir duyarlilik geni olduguna isaret edilen FCRL-3 (Fc
receptor-like-3) genin de GH ile iliskili oldugu kaydedilmistir (Ban and Tomer,
2005; Tomer and Huber, 2009; Gu, 2010).

Bu genelerin disinda kalan; IL-1 reseptor antogonisti, interferon-y, IL-4 ve
transporter iligkili antijen sunumu genlerinin de GH2nda arastirilan genler oldugu;
ancak bu arastirmalardan birbirini destekleyen sonuclar alinmadigi ifade

edilmektedir (Ban and Tomer, 2005).

1.3.2. Tiroid Spesifik Genler:

TG Geni:

Tiroid bezi, tiroid hormonlarinin, 6zellikle de tiroksinin (T4) sentezinden
sorumludur ve folikiiler bir yapiya sahiptir. Tiroid bezindeki epitelyal hiicrelerin,
apikal membranin bulundugu yerde bir liimen ile, ve bazal membran yiizeyi boyunca
dolasim sistemine baglandig belirtilmektedir. Tg, tiroid bezinin en fazla eksprese
olan proteini olarak bilinmektedir ve tirositler tarafindan folikiiler liimene salindig:
kabul edilmektedir. Tiroid hormonlar1 i¢in hem bir prekiirsor, hem de depo gorevi
goren Tg molekiiliiniin, OTH’nda 6nemli bir hedef molekiil oldugu; bunun bir
gostergesi olarak ise GH ve HT hastaliklarinda Tg proteinine karsi gelisen
otoantikorlarin (Anti-Tg), hastalarin tamamina yakin bir kisminda goriilebildigi ifade

edilmektedir (Graaf, 2001; Tomer and Davies, 2003; Tomer and Huber, 2009).
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Insan TG geninin, 8. kromozomda (8q24.2-8q24.3) yerlesim gosteren, 270 kb
uzunlugunda bir bolge oldugu bilinmektedir. Bu genin kodlanan kismi, 48 ekzona
boliinmiis, 8,5 kb uzunlugunda bir bolgeden olugmaktadir. Ayrica, 64 kb
uzunlugundaki 41. intron bolgesinde, Src-like adaptor proteinini (hSLAP) kodlayan
ve transkripsiyonunun TG geninin tersi yoniinde gerceklestigi diisiiniilen bir genin

yer aldig1 belirtilmektedir (Meijerink, 1998; Rivolta and Targovnik 2006).

TG geninin ekspresyonunun TSH hormonu tarafindan, intraseliiller cAMP
diizeyine bagli olarak ve hiicrenin bazal membraninda yer alan TSHR araciligiyla
kontrol edildigi ifade edilmektedir. Transkripsiyonunun ise, tiroid spesifik
transkripsiyon faktor-1 (TTF-1), TTF-2 ve PAX-8 genleri tarafindan diizenlendigi
belirtilmektedir. Insanda, TG geni mRNA uzunlugunun 8 449-8 468 b¢ oldugu;
ayrica burada 41 niikleotid uzunlugunda 5° UTR, bunu takip eden 8307 bazlik bir
open reading frame ve 101-120 b¢ uzunlugunda 3° UTR bdélgelerinin yer aldig: ifade
edilmektedir. Burada mRNA’nin 21 niikleotid polimorfizmi, splicing sonrasi olusan
11 farkli transkript ve 4 farkli poliadenilasyon kesim bdolgesi varyanti nedeniyle
oldukca heterojen bir yapiya sahip oldugu belirtilmektedir (Graaf, 2001; Rivolta and
Targovnik, 2006).

Bugiine kadar, insan TG geninde, 14’li amino asit degisikligiyle sonuclanan
21 farkli SNP bolgesi tanimlanmistir. Ancak, bu polimorfizmlerin Tg proteinindeki
fonksiyonel etkilerinin bilinmedigi vurgulanmaktadir. TG geninde ayrica,
inaktivasyona neden olan 20 yanlis anlamli, 8 splice bolgesi, 5 anlamsiz ve 2 tek
niikleotidlik delesyon olmak iizere 35 mutasyon tanimlanmistir (Rivolta and

Targovnik, 2006).
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Tablo 1.2. insanda TG Geni Polimorfizmleri. (Rivolta and Targovnik, 2006)

Ekzon Niikleotid Pozisyonu Amino Asit Pozisyonu
3 c.229G>A p-G58S

4 c.426C>T p.D123D
10 c.2200T>G p.S715A
10 ¢.2330C>T p.-P758L
10 ¢.2334T>C p.P759P
10 c.2443G>A p-G796R
10 c.2488C>G p-Q811E
11 ¢.2963G>C p-R969P
12 ¢.3082A>G p.1009V
16 c.3474T>C p-S1139S
18 c.3906G>A p.P1283P
18 c.3935G>A p-G1293D
21 c.4493C>T p.T1479M
21 c.4506C>T p-Al1483A
29 c.5512A>G p.N1819D
33 ¢.5995C>T p-R1980W
38 c.6695C>T p.P2213L
43 c.7408C>T p.L2451L
43 c.7501T>C p-W2482R
44 c.7589G>A p-R2511Q
46 c.7920C>T p-Y2621Y

Konjenital hipertiroidizm veya OTH goriilen ailelerde TG geninde, baglanti
analiz caligmalari i¢in kullanilabilecek, informatif molekiiler markirlarin tanimlanmis
oldugu belirtilmekte; bunlar arasinda, bahsedilen 21 SNP bolgesinin yer aldig1 ifade
edilmektedir. Ayrica, 18. intronda yer alan 1 464 b¢ uzunlugundaki bolgede, genis
bir insersiyon/delesyon (Indel) polimorfizmi bulunduguna isaret edilmektedir. Kisa
tekrar bolgelerinin (STRs), baglanti analizleri i¢in kullamisli molekiiler markir
olabildigi dikkate alinarak; 10. intron (Tgms 1), 27. intron (Tgms 2), 29. intron
(TGrI29) ve 30. intron (TGrI30) bolgelerinde yer alan 4 farkli STRs tanimlanmustir.
Bu informatif polimorfik markirlarin, gelecekte herhangi bir mutasyonun
belirlenmedigi olgularda, veya etkilenmis bir yenidogan ya da TG mutasyonlarinin
goriildiigii ailelerdeki gen tasiyicilarinin hizli identifikasyonuna, ve genetik baglanti
analizi ile indirekt hastalik identifikasyonuna olanak saglayacagi ifade edilmektedir

(Rivolta and Targovnik, 2006).
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OTH’na iligkin olarak, birka¢ farkli yatkinlik lokusu tanimlanmistir. Bunlar
arasinda, 8q24°te lokalize TG geni, en 6nemli lokus olarak kabul edilmistir. OTH ile
27. intron bolgesinde yer alan Tgms 2 mikrosatellit markiri arasinda anlamli bir
iliskinin saptanmis oldugu; bundan yola ¢ikarak, TG geninin OTH icin bir duyarlilik
geni oldugu sonucuna ulagilmistir (Tomer and Greenber, 2004). Indel polimorfizmi
ile OTH arasinda anlamli bir iligkinin bulunamadig1 belirtilmektedir. Ayrica beyaz
irkta TG geni SNP bolgelerine iliskin yapilan calismalarda, 10. ekzon ile 12. ekzon
arasindaki SNP kiimesi ve E33SNP ile OTH arasinda anlamli bir iligskinin belirlenmis
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, E33SNP CC genotipi ile HLA-DR3
interaksiyonda, GH ‘nda gozlemlenen risk artisina isaret edilmektedir. (Ban, 2003).
Bundan yola cikarak, Tg protein yapisinda meydana gelen degisikliklerin, protein
antijenitesini veya proteinin HLA molekiilleri ile interaksiyonunu degistirerek,
OTH’nda yatkinliga neden olabilecegi hipotezi 6ne siiriilmiistiir. Ancak beyaz 1rkta;
10. ekzon, 12. ekzon ve 33. ekzon ile OTH arasinda anlamli bir iligki

belirlenememistir (Ban, 2003; Collins, 2004).

TSHR Geni:

Anti TSHR otoantikorlarinin GH tanisindaki énemi bilinmektedir. Bu faktor
dikkate alinarak GH’nda TSHR geni, aday gen analizi yapilarak incelenmis ve ii¢
yaygin SNPs tanimlanmistir. Bunlardan ikisi, TSHR niin ekstraseliiler domeynin 36.
pozisyonudaki D36H polimorfizminde aspartik asitin histidine doniisiimii ve 57.
pozisyondaki P52T polimorfizminde prolinin treonine doniisiimiidiir. Ekstraseliiler
domeyn, TSH hormonu ve TSHR otoantikorlarinin baglandigi bolgedir. Teorik
olarak bu bolgedeki amino asit dizisinin, TSHR’ndeki T hiicre epitoplarini
degistirdigi diisiiniilerek; o©zellikle ekstraseliiler domeynin arastirildigi ifade
edilmektedir. Intraseliiler domeynde yer alan D727E polimorfizmi, glutamik asitin
aspartik asite doniistimiidiir (Tonacchera and Pinchera, 2000; Tomer and Davies,

2003; Ban and Tomer, 2005; Jacobson and Tomer, 2007).
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TSHR’iin ekstraseliiller domeynine iliskin olarak yapilan c¢alismalarda,
kadinlarda PS2T SNP bolgesinin GH ile iligkili bulundugunun ifade edildigi; ancak,
daha sonra yapilan ¢alismalarin bu bulguyu dogrulamadigi belirtilmektedir. D36H
SNP icin yapilan calismalarda, D36H ve GH arasinda anlamli bir iligskinin
belirlenemedigi belirtilmektedir. Rusya beyaz irk populasyonunda, D727E ile GH
arasinda anlamli bir iliskinin saptandigi (Chistiakov, 2002); ancak bunu izleyen
caligmalarin bu veriyi desteklemedigi ifade edilmektedir (Ban, 2002). Bu sebeple,
TSHR geninin GH icin bir mindr duyarlilik geni oldugu belirtilmektedir (Ban and
Tomer, 2005).

TPO Geni:

Anti TPO otoantikorlarinin, HT i¢in spesifik bir markir oldugu bilinmekte; bu
sebeple TPO geninin, OTH icin bir duyarlilik geni olarak kabul edildigi ifade
edilmektedir. Bunun yani sira, TPO molekiiliiniin immiinodominant epitoplarini
tantyan otoantikorlarin, ailelerde genetik gecis gosterdigi ifade edilmektedir. Bu
epitoplarin genetik gecisinin, TPO gen dizisindeki degisimler, ve/veya genin tiroid
dokusundaki ekspresyonundan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Jaume, 1999).
TPO genindeki mikrosatellit markirlar dikkate alinarak yapilan baglanti ve
asosiasyon analizleri ile, bu genin OTH ile iliskisinin arastirilmis oldugu; bunun
sonucunda, TPO geni ile OTH arasinda herhangi bir baglanti ve/veya iligkinin
belirlenemedigi ifade edilmektedir (Pirro, 1995). Sonug¢ olarak TPO geninin, OTH
icin major bir duyarlilik geni olmadig ifade edilirken; mindr bir role sahip olmasinin

ihmal edilemeyecegi vurgulanmaktadir (Tomer and Davies 2003).

1.4. OTH’nda Cevresel Faktorler

OTH’nin, otoimmiiniteye bagl gelisen bir hastalik grubu olmasi dikkate
aliarak; diger organ spesifik endokrinopatilerde (6r: Tip I IDDM) goriildiigi gibi,

multifaktoriyel bir etiyolojiye sahip oldugu bilinmektedir. Bu hastalik grubunun
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gelisiminde genetik yatkinligin 6nemi bilinmektedir. Giiniimiize kadar, OTH ile
iliskili oldugu belirlenmis gen sayisinin sinirhilign bilinmekte; ancak, iligkisi
belirlenememis genlerin oldugu diisiiniilmektedir. OTH’1n monozigotik ikizlerdeki
konkordans oraninin %100 olmamasi nedeniyle; genetik olmayan faktorlerin 6nemli
bir etiyolojik role sahip oldugu belirtilmektedir. Ayrica, otoimmiin hastalik
insidansinin diisiik oldugu bolgelerden gelen gogmenlerin yeni yasam kosularindaki
hastalik insidans oranlarinin, OTH’nda cevresel faktorlerin roliiniin anlagilmasinda

onemli olabilecegi ifade edilmektedir (Prummel, 2004).

OTH gelisiminde iyot kullanimi, gebelik, hormanal faktorlerin etkisiyle
gelisen seksiiel farkliliklar, infeksiyon etkenleri, sigara kullanimi, stres ve ilag
kullanim1 gibi belli basli faktorlerin rol oynadigi belirtilmektedir (Prummel, 2004;
Tomer and Huber 2009).

Iyot Kullanimu:

Iyot kullammmin, hipotiroidizm ve hipertiroidizm iizerinde etkili oldugu
bilinmektedir. Hipotiroidizm oraninin iyot kullaniminin yeterli oldugu bdolgelerde,
iyot yetersizliginin goriildiigii bolgelere oranla daha yaygin oldugu bildirilmistir
(Laurberg, 1998). Buna karsin, iyot yetersizliginin goriildiigii bolgelerde tirotoksikoz
prevalansindaki artisa isaret edilmektedir (Laurberg, 2000). Farkli bir sonug¢ olarak
ise, Graves hipertiroidizmine bagli olarak gelisen tirotoksikoz oraninin, iyot aliminin
fazla oldugu bolgelerde ve tiroid yetersizligi icin bir markir olarak kabul edilen TPO
otoantikorlarinin, iyot yetersizligi goriilen bolgelerde yaygin olarak goriildiigii ifade

edilmektedir (Laurberg, 1991; Pedersen, 2003).

Iyot fazlahiginin, hipotiroidizm ve/veya guatr nedeni oldugu; aymi zamanda,
otonom olarak aktif nodiil yapisinin olugsmasina veya GH’nin subklinik formlarina da
neden oldugu belirtilmektedir. Her iki klinik tablonun altinda yatan ortak
mekanizmanin, tiroid yikimina bagl olarak tiroid otoantijenlerinin olusumasi, bunun

sonucunda da otoimmiinitenin gelismesi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu sebeple,
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iyot kullanmmmnin OTH i¢in Onemli bir risk faktorii oldugu belirtilmektedir

(Weetman, 2003).

Gebelik:

Sessiz tiroidit hastalifi dogum sonrasinda goriilmekte ve bu sebeple post
partum tiroidit olarak adlandirilmaktadir. Post partum siirecinin ilk aylarinda GH
goriilebilmektedir. Bu durumun, gebelik siirecinde immiin sistemin baskilanmasi ile,
dogumu izleyen ilk aylarda T hiicre aktivasyonunun artmasindan ileri geldigi kabul

edilmektedir (Stagnaro-Green, 1992).

Seksiiel Farklilik:

Organ spesifik otoimmiin hastaliklarin, erkeklere oranla kadinlarda daha
yaygin gorildiigii bilinmektedir. Nedeni tam olarak aciklanamasa da, genetik
faktorlerin bu durumdan sorumlu olmasi gerektigi; ancak, HT’nin Turner’s
sendromunda (45,X) yaygin olarak goriildiigii halde, Klinefelter’s sendromunda
(47,XXY) yaygin olmadig: bildirilmektedir. Bu durumun ise, hormonal faktorlerin
OTH gelisiminde daha etkili olma ihtimalinden ileri gelebilecegi belirtilmektedir
(Prummel, 2004).

Infeksiyon Etkenleri:

Infeksiyon etkenlerinin OTH’n1 uyardig1 bilinmektedir. Bir calismada, yeni
tan1 konmus Graves hastalarinin %36’sinda bakteriyel veya viral infeksiyon
Oykiistiniin saptandigi; aynt durumun kontrollerin sadece %10’unda goriildiigii

bildirilmistir (Altonen, 1986).

OTH patogenezinde rol alan belli basli infeksiyon etkenlerinin Yersinia

enterocolitica, Coxsackie B viriisii, retroviruslar ve Helicobacter pylori oldugu;
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ancak OTH ile en giiclii iliskinin, Hepatit C viriisii ile birlikteliginde goriildiigii ifade
edilmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda, hipotiroidizmin ve tiroid
otoimmiinitesinin goriilme sikliginin, Hepatit C hastalarinda kontrolere oranla arttig

ifade edilmektedir (Antonelli, 2004; Tomer and Huber, 2009).

Sigara Kullanimu:

Sigara kullaniminin, immiin sistem iizerinde etkili oldugu bilinmekte; B ve T
hiicrelerinin poliklonal aktivasyonuna yol agarak, IL-2 salinimini arttirdigi ifade
edilmektedir. GH’nda gozlemlenen oftalmopati ve sigara kullanimi arasinda giiclii
bir iliski oldugu belirtilmekte; ancak, nedeninin bilinmediginin alti ¢izilmektedir.
Buna karsin, 6troid kadinlarda TPO salimimu ile sigara kullanimi arasinda negatif bir
iliski oldugu ve sigaranin, otoimmiin tiroidit olusumunda koruyucu olabilecegi

diistiniilmektedir (Hofbauer, 1997; Prummel, 2004).

Stres:

Bazi otoimmiin hastaliklarin, siklikla siddetli stresten sonra gelistigi
bilinmektedir. GH, strese bagli olarak gelisen bir otoimmiin hastalik olarak
tanimlanmis ve Graves hastalarinin, toksik nodiiler guatr hastalar1 ve kontrollere
oranla daha stresli yasadiklar1 gosterilmistir. HT ve stres arasindaki iligskinin
belirsizligine karsin; otroid hastalarda stres ve TPO antikorlarinin salinimi arasinda

giiclii bir iligki bulundugu ifade edilmektedir (Matos-Santos , 2001; Prummel, 2004).

[la¢ Kullanimu:

Genetik yatkinliga sahip bireylerde, bir¢cok ilacin OTH gelisimine neden
oldugu bilinmektedir. Bunlardan bazilarinin, antiretroviral tedavide kullanilan ilaclar

olan amiodarone, IL-2 ve interferon-a oldugu belirtilmektedir (Prummel, 2004)
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2. GEREC VE YONTEM

Calismamizin, T.C. Saglik Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Endokrinoloji Klinigi Egitim, Planlama ve Koordinasyon Kurulu'nun, 24.09.2008-
296 tarih- numarali toplantisinda alinan 2222 numarali karar ile; protokol, usul,
yaklasim ve yontem yoOniinden etik degerlere uygun olduguna oy birligi ile karar

verilmistir.

2.1. Arac ve Gerecler :

Kullanilan Cihazlar:

1) Mikrosantrifiij cihaz1 (Niive, Tiirkiye)

2) Sicak su banyosu (Niive, Tiirkiye)

3) Masaiistii vorteks cihazi (Niive, Tiirkiye)

4) Mikropipet takimi (Thermo Finnpipette, ABD)

5) Spektrofotometrik 6l¢iim cihazi (Nanodrop ND-1000, ABD)
6) Thermal Cycler (Corbett Palm-Cycler, Almanya)

7) Mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye)

8) Buzdolab1 (Profilo, Tiirkiye)

9) Derin dondurucu (Bosch, Tiirkiye)

10) Elektroforez tanklar1 (Thermo, ABD; Cleaver Scientific, 1ngiltere)
11) Elektroforez gii¢c kaynagi (Apelex PS 503, Fransa)

12) UV Transilluminator (UVP, ABD)

13) Fotograf makinasi (Canon, Japonya)
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Kullanilan Ticari Kit ve Kimyasallar:

1y
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

DNeasy Blood & Tissue DNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya)
HLA-DR Low. Res. PCR SSP kiti (OlerupSSP, Isveg)

10X PCR tamponu (Fermentas, Litvanya)

10X Hot Start PCR Tamponu (Fermentas, Litvanya)

Primer sentezleri (Metabion, Almanya)

dNTP seti (Fermentas, Litvanya)

Taq DNA polimeraz (Fermentas, Litvanya)

Hot Start Taqg DNA polimeraz (Fermentas, Litvanya)

MgCl, (Fermentas, Litvanya)

10) Agaroz (Lonza, Isvicre)
11) TBE (Sigma, ABD)

12) Etidyum bromiir (Applichem, Almanya)

13) Orange G jel yiikleme boyas: (Fermentas, Litvanya)

14) 100 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci (Fermentas, Litvanya)

15) Bpul1021, BpulOI, Ppu21l, Mspl, Taal restriksiyon enzimleri ve tamponlari

(Fermentas, Litvanya)

Calismamizda yer alan DNA dizi analizi yontemi, PCR iriiniiniin

saflastirilmast ve dizi analizi islemlerini kapsayacak sekilde, Gensutek Medikal Ltd.

Sti. (Ankara) firmasi tarafindan, Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde

gerceklestirilmistir.

2.2. Hasta ve Kontrol Gruplarimn Ozellikleri

Calismamiza, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Endokrinoloji

Klinigi’'ne bagvuran, GH tanis1 konmus, 44 kadin ve 26 erkek olmak iizere toplam

70; HT tanmis1 almis, 67 kadin ve 3 erkek olmak iizere toplam 70 hasta dahil

edilmistir. GH grubunda yer alan hastalara ait yas ortalamas1 42,73 (yas aralig1 17-
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74) olarak belirlenirken; HT grubundaki hastalara ait yas ortalamasi ise 42,95 (yas
aralig1 18-73) olarak hesaplanmistir. OTH grubunda incelen GH ve HT gruplarindaki
111 kadin ve 29 erkek olmak iizere toplam 140 hastaya ait yas ortalamasi 42,84
olarak hesaplanmistir. Calismamiza ayrica, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Dahiliye 2 Poliklinigi’ne farkli nedenlerle basvuran; tiroid fonksiyonlari, tirod
hormon ve otoantikor degerleri dikkate alinarak, I. ve II. derece akrabalarinda guatr,
tiroid disfonksiyonu, tiroid karsinomu ve otoimmiin tiroid hastaliklar1 goriilmeyen 55
kadin ve 15 erkek olmak iizere toplam 70 saglikli kontrol dahil edilmistir. Kontrol

grubuna ait yas ortalamas1 44,34 (yas aralig1 17-78) olarak hesaplanmistir.

Calismamiza dahil edilen hasta ve kontrol gruplarina ait periferik kan
ornekleri, EDTA’l1 tiipe, her bir hasta ve kontrol icin bir adet olacak sekilde, yaklasik
3cc kadar alimmistir. Kan ornekleri, DNA izolasyon tarihine kadar bir haftayi

gecmeyecek sekilde +4 °C’de, uzun siireli beklemelerde ise -20 °C’de korunmustur.

Calismamizda, GH grubunda yer alan hastalarda dikkate alinana kriterler:

1) Klinik ve biyokimyasal bulgulara bagli olarak belirlenmis, tedavi gerektiren
hipertiroidizm.

2) Difiiz guatr varligi ve TSHR otoantikor pozitifligi.

Calismamiza HT grubuna dahil edilen hastalarda dikkate alinan kriterler:

1) Klinik ve biyokimyasal bulgulara bagli olarak belirlenmis, tiroid hormon
tedavisi gerektiren hipotiroidizim.

2) Anti-TPO ve/veya anti-Tg otoantikor pozitifligi.
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2.3. Genomik DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol gruplarindan toplanan periferik kan orneklerinde, total DNA
izolasyonu gercgeklestirilmistir. DNA izolasyonunda, spin column yontemi tercih
edilmis; DNA izolasyonu i¢in, kullandigimiz ticari kite ait DNeasy Blood & Tissue
Handbook klavuzunda yer alan, Purification of Total DNA from Animal or Cell
(Spin-Column) protokolii uygulanmistir. DNA 6rnekleri, spektrometrik DNA 6l¢iimii
yapildiktan sonra, calismanin gerceklestirildigi tarihe kadar -20 °C’de muhafaza

edilmistir.

2.4. TG Gen Polimorfizmlerinin PCR-RFLP Teknigi ile Belirlenmesi

Calismamizda, TG geninede yer alan, EIOSNP24, E10SNP158, E12SNP,
E21SNP ve E33SNP polimorfizmlerinin arastirilmasinda PCR-RFLP teknigi
kullanilmistir. Her bolge icin, PCR reaksiyonunda gerekli olan primer ciftleri
www.ensembl.org sitesinden (giris tarihi: mayis, 2009), TG geninde calistigimiz
ekzon bolgeleri ile dagilimini arastirdi§imiz polimorfizmler bulunarak belirlenmistir.
Calismamiz kapsamindaki TG gen polimorfizmleri, TG genindeki yerlesimleri,

primer dizileri ve PCR iirtinlerinin uzunluklar1 Tablo 2.1.”de gOsterilmistir.



28

Tablo 2.1. TG Geni EI0SNP24, E1I0SNP158, E12SNP, E21SNP ve E33SNP
Polimorfizmlerine iliskin Hedef Bolgelerin, PCR Reaksiyonuyla
Cogaltilmasinda Kullanilan Primer Dizileri ve PCR Uriinii Uzunluklari.

Polimorfizm | TG Primer Dizileri ? PCR
Genindeki Uriiniiniin
Yerlesimi Uzunlugu
E10SNP24 10. ekzon 438 bg
F: 5’- AAC TGC CAC ATT TCT GC- 3’
E10SNP158 R: 5’-GAT CCT GGC CCT TGT TCT- 3’
E12SNP 12. ekzon 242 bg

- CAG AGC CCA CAC AGA GCAGG-3
- AAA AAG GGG TGT CAC TTG GC- 3’

wn N

E21SNP 21. ekzon 294 be

- TTA CCC TGT GTG TTC TGG GA- 3’
’- GGA AAC CCT GTT GAG TTC CA- 3’

e
wn N

E33SNP 33. ekzon 377 bg

- ATA TTG ACC AAA GCA CCCCC-3’
- ATT AGC CAG TTG CCC TCT CC- 3’

L N

AF: ileri (forward) primer dizisi, R: Geri (reverse) primer dizisi

Calismamizda, TG geni 10. ekzonundaki E1I0SNP24 ve E10SNPI158, 12.
ekzonundaki E12SNP, 21. ekzonundaki E21SNP ve 33. ekzonundaki E33SNP
polimorfizmlerini i¢ine alan hedef bolgeler PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir. Hedef
bolgelerin ¢ogaltilmasi i¢in uygun PCR reaksiyon protokolleri 6zgiil primer ciftleri
icin belirtilen sentez bilgileri, Tm sicakliklar1 ve CG yiizdeleri dikkate alinarak
olusturulmustur. Reaksiyon sonucu elde edilen PCR iiriinleri, Orange G jel yiikleme
boyasi ile karistirilip; etidyum bromiir (EtBr) boyama kullanilarak hazirlanmig
%?2’lik agaroz jelde, molekiiler agirlik belirteci ile niikleotid uzunlugu dogrulanarak
degerlendirilmistir. Goriintiileme islemi icin UV (Ultraviyole) transilliiminator

kullanilmis ve goriintiilerin fotograflar1 alinmstir.

Hedef bolgelerin PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilmasi sonrasinda, EIOSNP24
bolgesindeki T/G, E10SNP158 bolgesindeki T/C, EI12SNP bolgesindeki A/G,
E21SNP bolgesindeki T/C ve E33SNP bolgesinde T/C baz degisimlerinin
belirlenmesi i¢in enzim kesim reaksiyonlar1 uygulanmistir. Bu asamada, PCR
tiriinlerinin, bu baz degisikliklerini taniyan restriksiyon enzimleri ile kesimi

gerceklestirilmistir.  Enzim kesim reaksiyonlarinda kullandigimiz restriksiyon
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enzimlerinin  veya izosizomerlerinin  hedef  bdlgeleri tanima  durumu
http://tools.neb.com/NEBcutter2/ sitesi kullanilarak (giris tarihi: mayis, 2009)
belirlenmis ve/veya dogrulanmistir. TG genine iligkin, ¢alismamizda yer alan
polimorfizmlerin belirlenmesinde kullanilan restriksiyon enzimleri ve kesim

bolgeleri Tablo 2.2’°de gosterilmistir.

Tablo 2.2. TG Geni EI0SNP24, E1I0SNP158, E12SNP, E21SNP ve E33SNP
Polimorfizmleri icin Beklenen Baz Degisimi ve Bu Degisiklikleri
Taniyan Restriksiyon Enzimlerinin Kesim Bolgeleri

Polimorfizm Beklenen Baz | Restriksiyon Enzimi | Tamima Bolgesi
Degisimi

E10SNP24 T/G Bpul102I 5.GC|TNA GC..3
3.CG ANT1CG..5

E10SNP158 T/C Bpul0I 5.CC|TNAGC.3
3..GGANT1CG..5

E12SNP A/G Ppu2ll 5. YAC|GTR..3
3.RTGTCAY..>

E21SNP T/C Mspl 5.ClCGG.3
3..GGC1C..5

E33SNP T/C Taal S..ACN|GT.3
3.TGTN CA.S

"N:A,G,CveT; Y: TveyaC;R: Gveya A

Calismamizda yer alan TG gen polimorfizmleri i¢in beklenen baz
degisikliklerinin enzim kesim reaksiyonuyla belirlenmesinde ortak protokol
uygulanmistir. PCR dirlinlerinin uygun restriksiyon enzimleri ile karistirilarak
kesilmesi asamasinda, ticari enzimler i¢in Onerilen enzim tamponlart ve optimum
inkiibasyon sicakliklar1 tercih edilmis; inkiibasyon siiresi 13-16 saat olarak
uygulanmistir. Bu siire sonunda elde edilen enzim kesim iiriinleri, Orange G jel
yiikleme boyasi ile karistirilip; Et Br boyama kullanilarak hazirlanmis agaroz jel
elektroforezinde, molekiiler agirlik belirtecine goére niikleotid uzunluklari
dogrulanarak degerlendirilmistir. Goriintiileme islemi i¢in UV transilliiminator

kullanilmis ve goriintiilerin fotograflar1 alinmstir.
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TG Geni EIOSNP24, E10SNP158, EI2SNP, E2ISNP ve E33SNP
polimorfizmlerinin belirlenmesinde kullanilan enzim kesim reaksiyonu protokolii
icin gerekli reaksiyon bilesenleri Tablo 2.3’te belirtilmis; retriksiyon enzimi hedef
bolgelerinin uzunlugu, enzim kesim reaksiyonu i¢in Onerilen sicaklik ve reaksiyon

sonucu beklenen enzim kesim iriinlerinin uzunluklar1 Tablo 2.4’te gdsterilmistir.

Tablo 2.3. TG Geni E10SNP24, EI0OSNP158, E12SNP, E21SNP ve E33SNP
Polimorfizmlerinin Belirlenmesinde Kullanilan Enzim Kesim
Reaksiyonu Bilesenleri

Bilesen Hacim (pl)
dH,O 2
Restriksiyon enzim tamponu 2
Restriksiyon enzimi 1

PCR iiriinii 15

Toplam 20




Tablo 2.4. TG geni EI0SNP24, E10SNP158, E12SNP, E21SNP ve E33SNP
Polimorfizmlerinin Belirlenmesinde Kullanilan Restriksiyon Enzimlerine
Ait Inkiibasyon Sicakliklar1 ve Beklenen Enzim Kesim Uriinlerinin Uzunluklari.
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Polimorfizm

Beklenen
Baz
Degisimi

PCR Uriinii
Uzunlugu
(bo)

Restriksiyon
Enzimi

Inkiibasyon
Sicakh@

@nzim Kesim
Uriinlerinin
Uzunluklan (bg)

E10SNP24

E10SNP158

E12SNP

E21SNP

E33SNP

T/G

T/C

A/G

T/C

T/C

438 bg

438 be

242 be

294 be

377 bg

Bpul102I

Bpul0I

Ppu2ll

Mspl

Taal

37°C

37°C

30°C

37°C

65 °C

TT: 438
TG: 438, 249, 188
GG:249, 188

TT: 438
TC: 438, 381, 56
CC: 381, 56

AA: 242
AG: 242,136, 106
GG: 136, 106

TT: 294
TC: 294, 205, 89
CC: 205, 89

TT: 264, 113

TC: 264, 168, 113,

96
CC: 168, 113,96

2.4.1. E10SNP24 ve E10SNP 158 Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

TG geninin 10. ekzonundaki, EIOSNP24 ve E10SNP158 polimorfizmlerini

icine alan 438 b¢ uzunlugundaki bolge, Tablo 2.1°de gosterilen 6zgiil primer ciftleri

kullanilarak cogaltilmistir. TG geni 10. ekzon hedef bolgesine iligkin olarak

kullanilan PCR reaksiyon bilesenleri Tablo 2.5’te ve uygulanan PCR reaksiyon

programi Tablo 2.6’da belirtilmistir.
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Tablo 2.5. TG Geni 10. Ekzon Bolgesindeki, EIOSNP24 ve EI0SNP158 Polimorfizmlerini
Icine Alan Hedef Bolgenin Cogaltilmasi I¢in Kullanilan PCR Reaksiyon

Bilesenleri

Bilesen Hacim
(ub)

dH,O 35,6

10X PCR tamponu 5

dNTP 1

F. Primer (100pmol/pl) 1

R. Primer (100pmol/ul) 1

MgCl, 3

Taq DNA Polimeraz 0,4

DNA 3

Toplam 50

Tablo 2.6. TG Geni 10. Ekzon Bolgesindeki, EIOSNP24 ve E10SNP158 Polimorfizmlerini
Icine Alan Hedef Bolgenin Cogaltilmasi icin Kullanilan PCR Reaksiyon Prgrami

Bolge Basamak Sicakhik Zaman Dongii sayisi
[k denatiirasyon 95 °C 5 dakika | 1
Basamagi
Denatiirasyon 95 °C 30 saniye
10. Basamagi
Ekzon
Primer baglanma 55°C 30 saniye
Basamagi 35
Uzama basamagi 72 °C 1 dakika
Son uzama basamagi 72 °C 5 dakika 1
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TG geni 10. ekzonunda yer alan hedef bolgenin, PCR reaksiyonu ile
cogaltilmast sonrasinda elde edilen PCR iiriinleri, E10SNP24 polimorfizminin
belirlenmesi amaciyla, Bpu 11021 restriksiyon enzimi ile, Tablo 2.3’te belirtilen
reaksiyon protokolii uygulanarak; 37 °C’de 1 gece (16 saati gegcmeyecek sekilde)
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi enzim kesim iiriinleri ve molekiiler
agirhik belirteci, %2’lik agaroz jel -elektroforezinde 150 volt sabit akimda

yiiriitiilmiistiir. Sonuglarin degerlendirilmesi Sekil 2.1°de gosterilmektedir.

1000 Bg

500 Big

100 Bg

Sekil 2.1. EI0SNP24 Bolgesinin Bpu 11021 ile Kesimi Sonucu Olugan Enzim Kesim
Uriinlerinin %2’lik Agaroz Jeldeki Goriintiisii.
Siitun 1: 100 b¢ molekiiler agirlik belirteci, Siitun 2- Siitun 8: TG genotipi,
Siitun 9: TT genotipi, Siitun 10: TG genotipi, Siitun 11 GG genotipi.

TG geni 10. ekzonunda yer alan hedef bolgenin, PCR reaksiyonu ile
cogaltilmast sonrasinda elde edilen PCR iiriinleri, EIOSNP158 polimorfizminin
belirlenmesi amaciyla, Bpu 10I restriksiyon enzimi ile, Tablo 2.3’te belirtilen
reaksiyon protokolii uygulanarak; 37 °C’de 1 gece (16 saati gecmeyecek sekilde)
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi enzim kesim iiriinleri ve molekiiler
agirlik belirteci, %3’liikk agaroz jel elektroforezinde 100 volt sabit akimda

yiiriitiilmiistiir. Sonuglarin degerlendirilmesi Sekil 2.2’ de gosterilmektedir.
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1000 B

500 B

100 By

Sekil 2.2. EI0SNP158 Bolgesinin Bpu 101 ile Kesimi Sonucu Olusan Enzim Kesim
Uriinlerinin %3’liik Agaroz Jeldeki Goriintiisii.
Siitun 1: 100 b¢ molekiiler agirlik belirteci, Siitun 2: TC genotipi,
Siitun 3: TT genotipi, Siitun 4: TC genotipi, Siitun 5-Siitun 6: CC genotipi,
Siitun 7: TT genotipi.

2.4.2. E12SNP Polimorfizminin Belirlenmesi

TG geninin 12. ekzonunda, E12SNP polimorfizmini i¢ine alan 242 bg
uzunlugundaki uzunlugundaki hedef bolge, Tablo 2.1°de gosterilen 6zgiil primer
ciftleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. TG geni 12. ekzon hedef bolgesine iliskin olarak
kullanilan PCR reaksiyon bilesenleri Tablo 2.7°’de ve uygulanan PCR programi
Tablo 2.8’de belirtilmistir.



Tablo 2.7. TG Geni 12. Ekzon Bélgesindeki, E12SNP Polimorfizmini icine Alan Hedef
Bolgenin Cogaltilmasi I¢in Kullanilan PCR Reaksiyon Bilesenleri

Bilesen Hacim (ul)
dH,O 16,8
10X Hot Start PCR tamponu 2,5
dNTP 0,5
F. Primer (100pmol/ul) 0,5
R. Primer (100pmol/ul) 0,5
MgCl, 1,5
DMSO 0,5
Hot Start Taqg DNA Polimeraz 0,2
DNA 2
Toplam 25

Tablo 2.8. TG Geni 12. Ekzon Bolgesindeki, E12SNP Polimorfizmini Icine Alan Hedef
Bolgenin Cogaltilmasi I¢in Kullanilan PCR Reaksiyon Programi

Bolge Basamak Sicakhk Zaman Dongii sayisi
[k denatiirasyon 95 °C 5 dakika | 1
Basamagi
Denatiirasyon 95 °C 30 saniye
12. Basamagi
Ekzon
Primer baglanma 64 °C 30 saniye
Basamagi 35
Uzama basamagi 72 °C 1 dakika
Son uzama basamagi 72 °C 5 dakika 1
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TG geni 12. ekzonunda yer alan hedef bolgenin, PCR reaksiyonu ile
cogaltilmast sonrasinda elde edilen PCR iiriinleri, E12SNP polimorfizminin
belirlenmesi amaciyla, Ppu2ll restriksiyon enzimi ile Tablo 2.3’te belirtilen
reaksiyon protokolii uygulanarak; 30 °C’de 1 gece (16 saati gegcmeyecek sekilde)
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi enzim kesim iiriinleri ve molekiiler
agirhik belirteci, %2’lik agaroz jel -elektroforezinde 150 volt sabit akimda

yiiriitiilmiistiir. Sonuglarin degerlendirilmesi Sekil 2.3’ de gosterilmektedir.

100 Bg

Sekil 2.3. E12SNP Bolgesinin Ppu211 ile Kesimi Sonucu Olusan Enzim Kesim Uriinlerinin
%2’lik Agaroz Jeldeki GOriintiisii.
Siitun 1: 100 b¢ molekiiler agirlik belirteci,
Siitun 2- Siitun 8: AG genotipi, Siitun 9: AA genotipi,
Siitun 10: AG genotipi, Siitun: 11: GG genotipi.

2.4.3. E21SNP Polimorfizminin Belirlenmesi

TG geninin 21. ekzonunda, E12SNP polimorfizmini i¢ine alan 294 bg¢
uzunlugundaki uzunlugundaki hedef bolge, Tablo 2.1°de gosterilen 6zgiil primer
ciftleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. TG geni 21. ekzon hedef bolgesine iliskin olarak
kullanilan PCR reaksiyon bilesenleri Tablo 2.9°da ve uygulanan PCR programi
Tablo 2.10°de belirtilmistir.



Tablo 2.9. TG Geni 21. Ekzon Bélgesindeki, E21SNP Polimorfizmini icine Alan Hedef
Bolgenin Cogaltilmasi I¢in Kullanilan PCR Reaksiyon Bilesenleri

Bilesen Hacim (ul)
dH,O 15,8

10X PCR tamponu 2,5

dNTP 0,5

F. Primer (100pmol/ul) 0,5

R. Primer (100pmol/ul) 0,5

MgCl, 2,5

Taq DNA Polimeraz 0,2

DNA 2,5
Toplam 25

Tablo 2.10. TG Geni 21. Ekzon Bolgesindeki, E21SNP Polimorfizmini Icine Alan Hedef
Bolgenin Cogaltilmasi I¢in Kullanilan PCR Reaksiyon Programi

Bolge Basamak Sicakhik Zaman Dongii sayisi
[k denatiirasyon 95 °C 5 dakika | 1
Basamagi
Denatiirasyon 95 °C 30 saniye
21. Basamagi
Ekzon
Primer baglanma 60 °C 30 saniye
Basamagi 35
Uzama basamagi 72 °C 1 dakika
Son uzama basamagi 72 °C 5 dakika 1
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TG geni 21. ekzonunda yer alan hedef bolgenin, PCR reaksiyonu ile
cogaltilmast sonrasinda elde edilen PCR iiriinleri, E21SNP polimorfizminin
belirlenmesi amaciyla, Mspl restriksiyon enzimi ile Tablo 2.3’te belirtilen reaksiyon
protokolii uygulanarak; 37 °C’de 1 gece (16 saati gecmeyecek sekilde) inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi enzim kesim iiriinleri ve molekiiler agirlik belirteci,
%?2’lik agaroz jel elektroforezinde 150 volt sabit akimda yiiriitiilmiistiir. Sonugclarin

degerlendirilmesi Sekil 2.4’ de agiklanmaktadir.

1000 B

500 Bg

100 By

Sekil 2.4. E21SNP Bolgesinin Mspl ile Kesimi Sonucu Olusan Enzim Kesim Uriinlerinin
%?2’lik Agaroz Jeldeki Goriintiisii.
Siitun 1: 100 b¢ molekiiler agirlik belirteci, Siitun 2: TT genotipi,
Siitun 3 - Stitun7: TC genotipi, Stitun 8-Siitun 9: TT genotipi,
Siitun 10: CC genotipi.

2.4.4. E33SNP Polimorfizminin Belirlenmesi

TG geninin 33. ekzonunda, E33SNP polimorfizmini i¢ine alan 377 bg
uzunlugundaki uzunlugundaki hedef bolge, Tablo 2.1°de gosterilen 6zgiil primer
ciftleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. TG geni 33. ekzon hedef bolgesine iliskin olarak
kullanilan PCR reaksiyon bilesenleri Tablo 2.11°de ve uygulanan PCR programi
Tablo 2.12°de belirtilmistir.
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Tablo 2.11. TG Geni 33. Ekzon Bolgesindeki, E33SNP Polimorfizmini icine Alan Hedef
Bolgenin Cogaltilmasi Igin Kullanilan PCR Reaksiyon Bilesenleri

Bilesen Hacim (ul)
dH,O 17,3

10X Hot Start PCR tamponu 2,5

dNTP 0,5

F. Primer (100pmol/ul) 0,5

R. Primer (100pmol/ul) 0,5

MgCl, 1,5

Hot Start Taq DNA Polimeraz 0,2

DNA 2

Toplam 25

Tablo 2.12. TG Geni 33. Ekzon Bélgesindeki, E33SNP Polimorfizmini Igine Alan Hedef
Bolgenin Cogaltilmast Igin Kullanilan PCR Reaksiyon Programi

Bolge Basamak Sicaklik Zaman Dongii sayisi
[k denatiirasyon 95 °C 5 dakika | 1
Basamagi
Denatiirasyon 95 °C 30 saniye
33. Basamagi
Ekzon
Primer baglanma 62 °C 30 saniye
Basamagi 35
Uzama basamagi 72 °C 1 dakika
Son uzama basamagi 72 °C 5 dakika 1
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TG geni 33. ekzonunda yer alan hedef bolgenin, PCR reaksiyonu ile
cogaltilmast sonrasinda elde edilen PCR iiriinleri, E33SNP polimorfizminin
belirlenmesi amaciyla, Taal restriksiyon enzimi ile Tablo 2.3’te belirtilen reaksiyon
protokolii uygulanarak; 65 °C’de 1 gece (16 saati gegmeyecek sekilde) inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi enzim kesim iiriinleri ve molekiiler agirlik belirteci,
%?2’lik agaroz jel elektroforezinde 150 volt sabit akimda yiiriitiilmiistiir. Sonuclarin

degerlendirilmesi Sekil 2.5’te aciklanmaktadir.

1000 Bg

500 B

100 Bg

Sekil 2.5. E33SNP Bolgesinin Taal ile Kesimi Sonucu Olusan Enzim Kesim Uriinlerinin
%2’lik Agaroz Jeldeki GOriintiisii.
Siitun 1: 100 b¢ molekiiler agirlik belirteci, Siitun 2: TT genotipi,
Siitun 3-Siitun 6: TC genotipi, Siitun 7: CC genotipi.

2.5. HLA-DR3 Allelinin PCR-SSP Teknigi ile Belirlenmesi:

Calismamizda, HLA-DR3 (HLA-DRBI1*03) allelinin varligi, PCR-SSP
yontemi ile HLA-DR analizi yapilarak belirlenmistir. Bu yontemde, kullandigimiz

ticari kit icin onerilen PCR reaksiyon bilesenleri ve PCR programi uygulanmustir.
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PCR-SSP HLA-DR analiz yonteminde kullanilan PCR reaksiyon bilesenleri Tablo
2.13’te ve PCR programi Tablo 2.14’te aciklanmistir.

Tablo 2.13. PCR-SSP Yonteminde, HLA-DR Analizi i¢in Kullanilan PCR Reaksiyon

Bilesenleri.
Bilesen Hacim (pl)
PCR master mix 84
Taq polimeraz 2,2
dH,O 132,8
DNA 54
Toplam 20

Tablo 2.14. PCR-SSP Yénteminde, HLA-DR Analizi I¢in Kullanilan PCR
Reaksiyon Programa.

Bolge Basamak Sicakhik Zaman Dongii sayisi
[k denatiirasyon | 94 °C 2 dakika 1
basamagi
Denatiirasyon 94 °C 10 saniye
basamagi 10
Primer baglanma | 65 °C 1 dakika

HLA-DR | ve uzama
basamagi
Denaturasyon 94 °C 10 saniye
basamagi
Primer baglanma | 61 °C 50 saniye 20
basamagi
Uzama basamag1 | 72 °C 30 saniye
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PCR sonrasinda, HLA-DR hedef DNA dizisinin ¢ogaltilmasi sonucu elde
edilen PCR fiiriinleri, EtBr boyama kullanilarak hazirlanmis %?2’lik agaroz jel
elektroforezinde, 150 volt sabit akimda yiiriitiilmiistiir. Gorlintiileme islemi i¢in UV
transilliminator kullanilmig ve goriintiilerin fotograflar1 alinmistir. Sonuglarin

degerlendirilmesi Sekil 2.6’da 6zetlenmistir.

1 2 ] 4 3 B T g 4 o1 12 13 14 15 18 17 18 19 oo

Sekil 2.6. PCR-SSP HLA-DR Analiz Yonteminde, HLA-DR3 Allelin Varligin1 Gosteren
%?2’lik Agaroz Jel Gortintiisii.
Satir 1: Siitun 5, Siitun 6 ve Siitun 17°de goriilen ¢ift bant ile belirlenmis
HLA-DR3 varlig; Satr 2: Siitun 1°de goriilen ¢ift bant ile belirlenmis
ve HLA-DR3 varligin1 dogrulayan HLA-DRB3 varligr.

2.6. DNA Dizi Analizi:

Calismamizda, PCR-RFLP yontemiyle elde ettigimiz verilerin kontrolii
amaciyla; TG genindeki 10. ekzon hedef bolgesi icin 8 6rnek ( 3 GH, 3 HT, 2
kontrol), 12. ekzon hedef bolgesi icin 4 ornek ( 2 HT, 2 kontrol), 21. ekzon hedef
bolgesi i¢in 4 6rnek ( 1 GH, 1 HT, 2 kontrol) ve 33. ekzon hedef bolgesi i¢in 4 6rnek
(2 GH, 2 kontrol) olacak sekilde, toplam 20 6rnekte DNA dizi analizi yapilmistir.

DNA dizi analizi ic¢in, Orneklerin PCR asamast PCR-RFLP yonteminde
bahsettigimiz sekilde yapilmis; elde edilen PCR iiriinlerinin saflastirmasi ve dizi
analizi asamasi, Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde

gerceklestirilmistir. DNA dizi analizi sonuglari Chromas Lite 2.01 programi ile
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bilgisayar ortaminda degerlendirilmistir. TG geni EIOSNP24, EI0SNP158, E12SNP,
E21SNP ve E33SNP boélgelerinin dizi analizi sonuclar1 Sekil 2.7° de gosterilmistir

= GG T G

n i G C
E10SMP24 (TA3)

ACHN TGCCACAGTGT G A
E125hP (&0%)

E21 5P (THC)

III\'. |'Irl'| |'ﬁ'|
:, /.‘II I'l,j'lnl"u-'h" -j | {\i I|II

o --II I et -J!'we-i'. l .

T G C G G
M
-'I ESSSMP (TAZ)

Sekil 2.7. TG geni E1I0SNP24 T/G , EIOSNP158 T/C, E12SNP A/G,

E21SNP T/C ve E33SNP T/C Polimorfizmlerinin DNA Dizi Analizi Goriintiisii.
Satir 1: EI0SNP24 TT genotipi, Satir 2: EIOSNP158 CC genotipi

Satir 3: E12SNP AG genotipi, Satir 4: E21SNP TT genotipi
Satir 5: E33SNP CC genotipi
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2.7. istatistik Analizleri:

Calismamiz sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesinde
“SPSS 11,5 for Windows’” programi kullanilmistir. TG gen polimorfizmlerine iliskin
PCR-RFLP yontemiyle, GH grubu, HT grubu ve kontrol grubundan elde edilen
verilerin degerlendirilmesinde, her bir gruptaki genotip frekansi dikkate alinarak
“x* testi, allel frekans dikate almarak “Fischer’ Exact testi kullanilmistir. PCR-SSP
yontemi ile elde edilen veriler i¢in, GH gubu ve kontrol grubunda HLA-DR3
varligiin - degerlendirilmesinde “Fischer’ Exact testii GH grubu ve kontrol
grubunda gorilen ~ HLA-DR3 varliginin, c¢alismamizda yer alan TG gen
polimorfizmleriyle, genotip iligkisinin degerlendirilmesinde X2 testi, allel iligkisinin
degerlendirilmesinde Fischer’ Exact testi kullanilmistir. Calismamizda, GH, HT ve
kontrol gruplar1 arasinda, allel ve genotip diizeyinde, tahmini rolatif risk oran1 (TRR)
ve %95 giiven araligt (GA) hesaplanmistir. Calismamizda yer alan TG gen
polimorfizmlerinin, GH, HT ve kontrol gruplarindaki genotip dagilimlarinin Hardy-
Weinberg esitligine uygunlugu ” testi ile degerlendirilmistir. Hesaplanan p degerleri,

0,05 degerinin altinda anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. TG Geninin OTH ile iliskisi

Calismamizda, TG geninde arastirdigimiz polimorfizmlerin allel ve genotip
dagilimlarina iliskin verileri degerlendirirken, GH ve HT gruplari, OTH olarak bir
grupta incelenmistir. OTH grubu ile kontrol grubunda gozlemlenen allel ve genotip
dagilimlar karsilastirildiginda, sadece E33SNP polimorfizminin, OTH grubundaki
genotip dagilimlan ile kontrol grubundaki genotip dagilimlar1 arasindaki farklilik
istatistiksel acidan anlamli bulunmustur (p: 0,038). E33SNP TT genotipinin OTH
grubunda goriilme sikligt %7,9, kontrol grubunda goriilme sikligt %?20,0 olarak
belirlenmistir. E33SNP CC genotipi OTH grubunda %40,7 oraninda gériiliirken,
kontrol grubunda %35,7 oraninda gozlemlenmistir. E33SNP TC genotipinin OTH ve
kontrol grubunda goriilme siklig1 sirasiyla %51,4 ve %44,3 olarak belirlenmistir.
E33SNP bolgesi, allel agisindan degerlendirildiginde; OTH ve kontrol gruplarinda, T
ve C allerinin dagilimlar1 arasindaki farklihik istatistiksel acidan anlamh
bulunmamistir. TG geni EI10SNP24, EI10SNP158, EI12SNP ve E2ISNP
polimorfizmlerine iliskin, OTH ve kontrol gruplarinda gézlemlenen allel ve genotip

dagilimlar1 arasindaki farklilik istatistiksel acidan anlamli bulunmamustir.

Calismamizda, OTH grubu ve kontrol grubunda gozlemlenen genotip

dagilimi1 Hardy-Weinberg esitligine uygun bulunmustur.

OTH ve kontrol gruplarinda, TG geni E10SNP24, E10SNP158, E12SNP,
E21SNP ve E33SNP polimorfizmlerine iligkin allel ve genotip dagilimilar1 Tablo

3.1°de Ozetlenmektedir.
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Tablo 3.1. OTH ve Kontrol Gruplarinda, TG geni E1I0SNP24, E1I0SNP158, EI2SNP,
E21SNP ve E33SNP Polimorfizmlerine iliskin Allel ve Genotip Dagilimlari

Polimorfizm | Genotip/Allel | OTH Kontrol X? P Degeri
[n=140 (%)] | [n=70 (%)]
E10SNP24 | TT 25 (17,9) 8 (114 4,349° 0,114
TG 61 (43,6) 41 (58,6)
GG 54 (38,6) 21 (30,0)
T 111 (39,6) 57 (40,7) 0,045" 0,833
G 169 (60,4) 83 (59,3)
E10SNP158 | TT 54 (38,6) 22 (314) 3,246" 0,197
TC 62 (44,3) 40 (57,1)
CcC 24 (17,1) 8 (11,4)
T 170 (60,7) 84 (60,0) 0,020° 0,888
C 110 (39,3) 56 (40,0)
E12SNP AA 32 (22,9) 9 (12,9 3,020° 0,221
AG 69 (49,3) 40 (57,1)
GG 39 (27,9) 21 (30,0)
A 133 (47,5) 58 (41.4) 1,388" 0,239
G 147 (52,5) 82 (58,6)
E21SNP TT 32 (22,9) 20 (28,6) 1,653" 0,438
TC 75 (53,6) 31 (44,3)
CcC 33 (23,6) 19 (27,1)
T 139 (49,6) 71 (50,7) 0,043° 0,836
C 141 (50,4) 69 (49,3)
E33SNP TT 11 (7,9) 14 (20,0) 6,564" 0,038
TC 72 (51,4) 31 (44,3)
CcC 57 (40,7) 25 (35,7)
T 94 (33,6) 59 (42,1) 2,961° 0,085
C 186 (66,4) 81 (5§7,9)

 Serbestlik derecesi 2, b Serbestlik derecesi 1
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Calismamizda, OTH ve kontrol gruplarinda E33SNP polimorfizmine iliskin
genotip dagilimlart %95 GA’nda  TRR degerleri hesaplanmak iizere
karsilagtirilmistir. TT genotipinin CC ve TC genotipleri ile karsilagtirilmasi sonucu,
TT genotipine ait TRR degeri 2,932 olarak hesaplanmis ve bu deger %95 GA’nda
istatistiksel acidan anlamli bulunmustur. TC genotipinin TT ve CC ile, CC
genotipinin TT ve TC genotipleri ile karsilastirilmasi sonucunda belirlenen TRR

degerleri ise, %95 GA’nda istatistiksel acidan anlamli bulunmamastir.

OTH ve kontrol gruplarinda E33SNP bolgesinedeki genotip dagilimlarinin

karsilastirilmasi sonucu elde edilen veriler Tablo 3.2° de 6zetlenmektedir.

Tablo 3.2 OTH ve Kontrol Gruplarinda E33SNP Bolgesi Genotip Dagilimlarinin
Karsilastirilmasi

E33SNP* | OTH Kontrol %95 GA” TRR ¢ | P Degeri
[n=140 (%)] | [n=70 (%)]

TT 11 (7,9) 14 (20,0) 1,253-6,857 ¢ 2,93291 0,011
TC+CC 129 (%92,1) | 56 (80,0)

TC 72 (51,4) 31 (44,3) 0,748-2,371 1,332 | 0,329
TT+CC 68 (48,6) 39(55,7)

CC 57(40,7) 25 (35,7) 0,683-2,239 1,236 | 0,292
TT+TC 83 (49,3) 45 (64,3)

*E33SNP bolgesine iliskin genotipler, ® Giiven Aralig1, © Tahmini Rélatif Risk
4Kontrol grubunun OTH grubu ile karsilastirilmasi sonucu hesaplanan
degerler

3.2. TG Geninin GH ve HT Hastahg ile Tliskisi

Calismamizda, TG geninde arastirdigimiz polimorfizmlerin allel ve genotip
dagilimlarina iliskin verileri degerlendirirken, GH ve HT gruplar ayr1 gruplar olarak
degerlendirilmistir. GH, HT ve kontrol gruplarinda gozlemlenen allel ve genotip
dagilimlar1 karsilastirildiginda, sadece E12SNP bolgesinin, 3 grupta goézlemlenen

genotip dagilimlart arasindaki farkliklilik istatistiksel ag¢idan anlamli bulunmustur
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(p: 0,033). E12SNP bolgesi AA genotipinin goriilme sikligi; GH’ nda %24,3, HT nde
%21,4, kontrol grubunda ise %12,9 olarak belirlenmistir. E12SNP GG genotipi;
GH’nda %37,1, HT’nde %18,6, kontrol grubunda ise %30.0 oraninda
gozlemlenmistir. AG genotipinin GH, HT ve kontrol grubundaki goriilme siklig
sirastyla; %38,6, %60,0 ve %57,1 olarak belirlenmistir. E12SNP bolgesi i¢in, 3
grupta elde edilen allel frekanslar1 arasindaki farklilik istatistiksel acidan anlaml
bulunmamistir. TG geni EI10SNP24, EIOSNP158, EI2SNP ve E21SNP
polimorfizmlerine iliskin, GH, HT ve kontrol gruplarinda gozlemlenen allel ve

genotip dagilimlart arasindaki farklilik istatistiksel acidan anlamli bulunmamustir.

Calismamizda, GH ve HT grubunda gézlemlenen genotip dagilimi Hardy-

Weinberg esitligine uygun bulunmustur.

GH, HT ve kontrol gruplarinda, TG geni EIOSNP24, EIOSNP158, E12SNP,
E21SNP ve E33SNP polimorfizmlerine iligkin allel ve genotip dagilimilar1 Tablo

3.3.’te 0zetlenmektedir.
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Tablo 3.3. GH, HT ve Kontrol Gruplarinda, TG Geni EIOSNP24, E10SNP158, E12SNP,
E21SNP ve E33SNP Polimorfizmlerine liskin Allel ve Genotip Dagilimilari.

Polimorfizm | Genotip / GH HT Kontrol X? P Degeri
Allel [n=70,(%)] | [n=70,(%)] | [n=70,(%)]

E10SNP24 TT 15 (21,4) 10 (14,3) 8 (11.4) 5,853" | 0,210
TG 28 (40,0) 33(47,1) | 41 (58,6)
GG 27 (38,6) 27 (38,6) 21 (30,0)
T 58 (41,4) 53 (37,9) 57 (40,7) 0,417° | 0812
G 82 (58,6) 87 (62,1) 83 (59.,3)

E10SNP158 TT 27 (38,6) 27 (38,6) 22 (31,4) 3,492% | 0,479
TC 30 (42,9) 32 (45,7) 40 (57,1)
CcC 13 (18,6) 11 (15,7) 8 (11,4)
T 84 (60,0) 86 (61,4) | 84 (60,0) 0,080° | 0,961
C 56 (40,0) 54 (38,6) | 56 (40,0)

E12SNP AA 17 (24,3) 15214 |9 (12,9 10,488 | 0,033
AG 27 (38,6) | 42(60,0) | 40 (57,1)
GG 26 (37,1) 13 (18,6) 21 (30,0)
A 61 (43,6) 72 (51.4) 58 (41,4) 3,130° | 0,209
G 79 (56,4) 68 (48.,6) 82 (58,6)

E21SNP TT 12 (17,1) 20 (28,6) 20 (28,6) 4,927% 10,295
TC 38 (54,3) 37(52,9) | 31 (44,3)
CC 20 (28,6) 13 (18,6) 19 (27,1)
T 62 (44,3) 77 (55,0) | 71 (50,7) 3257 10,196
C 78 (55,7) 63 (45,0) | 69 (49,3)

E33SNP TT 5 (1.1 6 (8,6) 14 (20,0) 6,643" | 0,156
TC 36 (51,4) 36 (51.4) 31 (44,3)
CcC 29 (41,4) 28 (40,0) 25 (35,7)
T 46 (32,9) 48 (34,3) 59 (42,1) 3,023° | 0,221
C 94 (67,1) 92 (65,7) 81 (57,9)

? Serbestlik derecesi 2, b Serbestlik derecesi 1

GH ve kontrol gruplarinda, E12SNP boélgesine iliskin gozlemlenen genotip

dagilimlar

dikkate alinarak, AG genotipinin AA

ve GG genotipleri ile

karsilastirilmas: sonucunda; AG genotipine ait TRR degeri 2,123 olarak belirlenmis

ve bu deger %95 GA’nda istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. AA genotipinin

AG ve GG ile, GG genotipinin AA ve AG genotipleri ile karsilastirilmasi sonucu

hesaplanan TRR degerleri, %95 GA’nda istatistiksel acidan anlamli bulunmamustir.
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GH ve kontrol gruplarinda, E12SNP bolgesinde gozlemlenen genotip
dagilimlarinin ~ karsilagtirllmast  sonucu elde edilen veriler Tablo 3.4’te

ozetlenmektedir.

Tablo 3.4. GH ve Kontrol Gruplarinda E12SNP Boélgesi Genotip Dagilimlarinin
Karsilastirilmasi

E12SNP*® | GH Kontrol %95 GA " TRR ¢ | P degeri
[n=70 (%)] | [n=70 (%)]

AA 17 (24,3) 9(12,9) 0,895-5,283 2,147 0,082
AG+GG | 53(75,7) 61 (87,1)

AG 27 (38,6) 40 (57,1) 1,081-4,171¢ | 2,123 0,028
AA+GG |43 (61,4) 30 (42,9)

GG 26 (37,1) 21 (30,0) 0,682-2,789 1,379 | 0,371
AA+AG |44 (62)9) 49 (70,0)

*E12SNP bolgesine iligkin genotipler, ® Giiven Aralify, ¢ Tahmini Rolatif Risk
4 Kontrol grubunun GH grubu ile karsilagtiriimas: sonucu hesaplanan
degerler

HT ve kontrol gruplarinda E12SNP bolgesinde gozlemlenen genotip
dagilimlan karsilastirildiginda, AA, AG ve GG genotiplerine ait hesaplanan TRR
degerleri, %95 GA’nda istatistiksel acidan anlamli bulunmamistir. Sonuglar Tablo

3.5’te Ozetlenmektedir.

Tablo 3.5. HT ve Kontrol Gruplarinda E12SNP Bolgesi Genotip Dagilimlarinin
Karsilagtirilmasi

E12SNP*® | HT Kontrol %95 GA " TRR ¢ | P degeri
[n=70 (%)] | [n=70 (%)]

AA 15 (21,4) 9(12,9) 0,749-4,561 1,848 | 0,178
AG+GG |55(78,6) 61 (87,1)

AG 42 (60,0) 40 (57,1) 0,574-2,205 1,125 | 0,731
AA +GG | 28(40,0) 30 (42,9)

GG 13 (18.6) 21(30,0) | 0242-1,173 |0,532 | 0,115
AA+AG |57 (814) 49 (70,0)

*E12SNP bolgesine iliskin genotip, ® Giiven Aralify, ¢ Tahmini Rolatif Risk
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Calismamizda, GH ve HT hasta gruplarinda E12SNP bolgesinde gézlemlenen
genotip dagilimlart karsilastirilmistir. AG genotipinin AA ve GG genotipleri ile
karsilagtirilmasi sonucu, AG genotipine ait TRR degeri 2,389 olarak belirlenmis ve
bu deger %95 GA’nda istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. GG genotipinin AA
ve GG genotipleri ile karsilastirilmasi sonucu, GG genotipine ait TRR degeri 2,591
olarak hesaplanmis ve bu deger %95 GA’nda istatistiksel acidan anlaml
bulunmustur. AA genotipinin AG ve GG genotipi ile karsilastirilmasi sonucu

belirlenen TRR degeri ise, %95 GA’nda istatistiksel acidan anlamli bulunmamuistir.

GH ve HT gruplarinda, EI12SNP bolgesinde gozlemlenen genotip
dagilimlarinin ~ karsilagtirilmast  sonucu elde edilen veriler Tablo 3.6’te

ozetlenmektedir.

Tablo 3.6. GH ve HT Gruplarinda E12SNP Bolgesi Genotip Genotip Dagilimlarinin
Karsilagtirilmasi

E12SNP* | GH HT %95 GA " TRR © | P degeri
[n=70 (%)] | [n=70 (%)]

AA 17 (24,3) 15 (21,4) 0,534-2,592 1,176 | 0,687
AG+ GG | 53(75,7) 55 (78,6)

AG 27 (38.6) 42 (60,0) 1,212-4,708 ¢ | 2,389¢ | 0,011
AA +GG |43 (61,4) 28 (40,0)

GG 26 (37,1) 13 (18,6) 1,196-5,614 2,591 | 0,014
AA+AG |44 (62)9) 57 (81,4)

*E12SNP bolgesine iligkin genotipler, ® Giiven Aralify, ¢ Tahmini Rolatif Risk
YHT grubunun GH grubu ile karsilagtiriimasi sonucu hesaplanan
degerler.

3.3. GH’nda, TG Gen Polimorfizmleri ile HLA-DRS3 fliskisi

Calismamizda PCR-SSP yontemi ile, GH grubu ve kontrol grubunda HLA-
DR3 analizi yapilarak elde edilen sonuglar karsilastirildiginda; GH’nda HLA-DR3
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varlig1 %24,3, kontrol grubunda ise %18,6 oraninda gozlemlenmis; ancak HLA-DR3
varligi yoniinden iki grup arasinda gozlemlenen farklilik istatistiksel agisindan

anlamli bulunamamistir. Sonuclar Tablo 3.7.’de gosterilmistir.

Tablo 3.7. GH ve Kontrol gruplarinda HLA-DR3 Varliginin Karsilagtirtlmasi

Grup HLA-DR3 (+) | HLA-DR3 (-) | X* P Degeri
[n =70 (%)] [n =70 (%)]

GH 17 (24,3) 53 (75,7)
0,679% 0,410
Kontrol 13 (18,6) 57 (81,4)

 Serbestlik derecesi 1

HLA-DR3 saptanmis GH grubu ve kontrol grubunda, TG geni EIOSNP24,
E10SNP158, E12SNP ve E33SNP bolgeleri igin, allel ve genotip dagilimi
degerlendirilmis; ancak bu iki grup gozlemlenen degerler arasindaki farklilik
istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir. Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi

Tablo 3.8’de yer almaktadir.

Tablo 3.8. HLA-DR3 (+) Graves Hastalar1 ve HLA-DR3 (+) Kontrollerde TG Geni
E10SNP24, E1I0SNP158, E12SNP, E21SNP ve E33SNP
Polimorfizmlerinin HLA-DR3 ile Birlikteligi

SNP Allel X* Sd® | P Degeri | Genotip X° | Sd® | P Degeri
E10SNP24 | 0,005 1 [0,944 0,475 2 10,789
E10SNP158 | 0,005 1 |0,944 0,475 2 10,789
E12SNP 0,271 1 {0,602 0,257 2 10879
E21SNP 0,950 1 10330 3,497 2 10,174
E33SNP 1,187 1 ]0,276 2,525 2 10,283

 Serbestlik derecesi
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3.4. DNA Dizi Analizi Sonuglar:

Calismamizda; GH grubundan 6, HT hasta grubundan 6 ve kontrol grubundan
8 ornek olacak sekilde toplam 20 6rnek icin, DNA dizi analizi uygulanmistir. Ekzon
10 icin 8 ornek; ekzon 12, ekzon 21 ve ekzon 33 bolgelerinin her biri icin 4 ornekte;
DNA dizi analizi sonuclart ile aym Orneklerin PCR-RFLP reaksiyon sonuclar

birbirleri ile uyumlu bulunmustur.
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4. TARTISMA

OTH grubunda incelenen GH ve HT hastaliginin, genetik yatkinligi olan
bireylerde, tiroid antijenlerine kars1 gelisen hiicresel ve humoral immiin yanitin
birlikteligine bagli olarak olustugu bilinmekte; bu yanitin cevresel uyaranlarin

etkisiyle gelistigi tahmin edilmektedir (Brown, 2009).

OTH’na iligkin, iyot kullaniminin yeterli oldugu farkli populasyonlarda
yapilmis epidemiyolojik c¢alismalarda, GH ile HT prevalansi ve insidansi
karsilastirlldiginda, birbirine benzer sonuglar elde edildigi ifade edilmektedir.
Cografik kosullar1 birbirinden farkli olan bu populasyonlarda, iyot faktorii disinda
kalan cevresel kosullarin birbirinden farkli olmasi nedeniyle, OTH gelisiminde
kalittmdan gelen etkinin giiclii oldugu vurgulanmaktadir. Bununla birlikte, Farkli
beyaz irk populasyonlarinda, OTH’na iliskin olarak belirlenmis bazi duyarlilik
genlerin ortak olmasinin da, genetik faktorlerin onemini vurguladig: belirtilmektedir

(Tomer and Davies , 2003).

OTH goriilen ailelerde yapilmis bir calismada, etkilenmis bireylerin
kardeslerinin  %33’tinde GH ve HT’nin gelistiginin gosterilmis oldugu
belirtilmektedir (Hall and Stanbury, 1967). Giiniimiize daha yakin bir veri olarak ise,
GH tanis1 almis, oftalmopati goriilen hastalarin %36’ nin ailesinde, OTH Oykiisiiniin
bulundugunu; %?24’{iniin ise birinci derece akrabalarinda OTH’nin goriildiigiinii

bildirmislerdir (Villanueva, 2000).

Kompleks hastaliklarda, genetik yatkinligin degerlendirilmesi i¢in elverisli
bir yontem olarak kabul edilen ikiz calismalarindan elde edilen sonuclara gore;
Danimarka’da, GH’nin monozigot ikizlerde (MZ) konkordansinin %35, dizigot
ikizlerde (DZ) ise %3 oldugu gosterilmistir (Brix, 2001). Kaliforniya’da yapilmis bir

diger calisma ile, Danimarka populasyonundan elde edilmis verilerin desteklenmis
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oldugu goriilmektedir (Ringold, 2002). Farkli bir ¢calismada ise, HT hastaliginin MZ
ikizlerdeki konkordansim1i %55 oldugu, ancak DZ ikizlerde, HT hastaliginin
birlikteliginin belirlenemedigi ifade edilmektedir (Brix, 2000).

OTH gelisiminde, genetik faktorlerin etkisinin giiclii oldugunu go6steren
bir¢ok epidemiyolojik verinin ortaya konmasiyla; farkli gruplar tarafindan, OTH ile
iliskili duyarlilik genlerinin haritalanmas1 ve tanimlanmasina yonelik ¢alismalarin
yiriitilmiis oldugu goriilmektedir. Bunun igin iki temel strateji kullanildig
belirtilmektedir: aday genlerin baglanti ve asosiasyon analizlerinin de iginde
bulundugu kompleks hastalik genlerinin haritalanmast ve tiim genom tarama
yontemleri (Tomer and Davies, 2003). Bunun sonucunda, OTH ile iliskili oldugu
belirlenen MHC genleri, CTLA-4 ve CD40 gibi immiin sistemle iligkili genlerin yani
sira; TSHR geni, TPO geni ve TG geni gibi tiroid spesifik genler {izerinde de
calistlmis oldugu goriilmektedir. Ilk olarak, baglanti analiz yontemi kullanilarak
yiirlitilmiis bir calisgmada, 8q24 bolgesinde yer alan bir mikrosatellit markir
(D8S272) ile OTH arasindaki baglantiya isaret edildigi goriilmektedir (Sakai, 2001).
Farkl1 bir calismada TG geni incelenerek; intron 10 (Tgms 1) ve intron 27 (Tgms 2)
bolgelerinde, iki yeni mikrosatellit markirin  bulunduguna isaret edilmistir. Bu
calismada yapilan baglant1 ve asosiasyon analizleri sonucunda, 8q24 bolgesinde yer
alan TG geninin OTH ile iliskili major bir duyarlilik geni olduguna dair giiclii
bulgular elde edildigi ifade edilmektedir (Tomer, 2002). TG geninde 48 ekzonun dizi
analizinin yapildigi bir ¢calismada, 14 SNP bolgesinin tanimlandig1 ve bu bolgelerden
ekzon 10, ekzon 12 ve ekzon 33’te yer alan polimorfizmlerin OTH ile iligkili

bulundugu ifade edilmektedir. (Ban, 2003)

Calismamizda, TG geni E10SNP24, E10SNP158, E12SNP, E21SNP ve
E33SNP polimorfizmleri ile OTH arasindaki iligki incelenmistir. Sonuclar
degerlendirildiginde; E10SNP24, EIOSNP158 ve E21SNP bolgeleri ile OTH
arasinda istatistiksel agcidan anlamli bir iligki bulunamamistir. E33SNP bolgesindeki
genotip dagilimlari, OTH grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik (p:0,038) gostermistir. E33SNP bolgesinde TT genotipinin OTH

grubundaki sikliginin, kontrol grubuna oranla azaldig goriilmiis; CC genotipinin ise
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kontrol grubuna gore, OTH grubundaki sikliginda bir artis gozlemlenmistir. E33SNP
bolgesindeki genotip dagilimlarinin karsilastirilmas: sonucu, OTH agisindan, TT
genotipini tasimayan bireylerin, TT genotipine sahip bireylere oranla; 2,93 kat daha
fazla risk tasidiklari; bu riskin en az 1,25 ve en fazla 6,86 olabilecegi sonucuna

ulasilmustir.

Calismamizda, TG geni E10SNP24, E10SNP158, EI12SNP, E21SNP ve
E33SNP polimorfizmleri ile GH ve HT hastaliginin iliskisi degerlendirilmistir.
EI12SNP bolgesi icin AA genotipi, kontrol grubunda %12,9 oraninda goriiliirken;
GH’nda %?24,3, HT’nde ise %21,4 oraninda goriilmiistiir. AG genotipinin, GH’nda
(%38,6), HT (%60,0) ve kontrol gruplarindan (%57,1) daha diisiik bir oranda
gortildiigi saptanmistir. GG genotipi ise, en diisiik oranda HT’nde (%18,6)
gozlemlenirken; %37,1 oraniyla en sik GH’nda goriilmiis; kontrol grubundandaki
orani ise %30,0 olarak belirlenmistir. Bu gruplar arasinda gozlemlenen farklilik

istatistiksel agcidan anlamli (p:0,033) bulunmustur.

Calismamizda, E12SNP bolgesinin, GH ve kontrol gruplarindaki genotip
dagilimlar karsilastirildiginda; AG genotipini tasimayan bireylerde, AG genotipine
sahip bireylere oranla GH gelisme riskinin 2,12 kat daha fazla oldugu; bu riskin, en
az 1,08 ve en fazla 4,17 olabilecegi goriilmektedir. Ayrica, AG genotipini tasimayan
bireylerde, AG genotipine sahip bireylere oranla GH gelisme riskinin, HT
hastaliginin gelisme riskinden 2,39 kat daha fazla oldugu; bu riskin en az 1,21 ve en
fazla 4,71 olabilecegi belirlenmistir. EI2SNP bolgesine iligkin olarak ayrica, GG
genotipine sahip bireylerde, GG genotipini tasimayanlara oranla GH gelisme riskinin
HT hastaliginin gelisme riskinden 2,59 kat daha fazla oldugu; bu riskin, en az 1,20 ve

en fazla 5,61 olabilecegi sonucuna ulasilmstir.

Birlesik Krallik’ta yasayan beyaz 1irk populasyonunda yapilmis bir calismada;
TG geni E10SNP24, E10SNP158, E12SNP ve E33SNP polimorfizmlerinin OTH ile
iliskisinin arastirildigi; ancak, incelenen polimorfizmler ile OTH arasinda anlamli bir

iliskinin belirlenemedigi ifade edilmektedir (Collins, 2004).
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TG gen polimorfizmlerinin OTH ile iliskini belirlemek amaciyla, Tunus
populasyonunda, etkilenmis 15 ailede E10SNP24, E12SNP, E21SNP ve E33SNP
bolgelerinin calisilmis oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada ayrica, TG geni intron 27
intragenik mikrosatellit markirin (Tgms2) incelendigi belirtilmektedir. Sonug¢ olarak
Tunuslular’da, TG ’nin OTH’min kalittmdaki etkisine dair herhangi bir veri elde
edilemedigi ifade edilmektedir (Belguit-Maalej, 2007).

Tayvan populasyonunda, TG geni EIS8SNP, EI2SNP ve E33SNP
polimorfizmlerinin GH ile iligkisini belirlemek amaciyla yapilmis bir calismada,
E158SNP ve E12SNP bolgelerinde, GH ile kontrol grubu arasinda birbirine benzer
sonuclar elde edildigi; E33SNP TT genotipinin kontrol grubuna kiyasla, GH nda
anlaml bir artis gosterdigi ifade edilmistir. Ayrica, E33SNP CC genotipini tasiyan,
anti-TSHR pozitifligi belirlenmis, sigara kullanan ve oftalmopati goriilen GH
grubunun, antitiroid tedavisi sonrasi Graves hipertiroidizmi relaps insidansinda
anlaml bir artis goriildiigii ifade edilmistir (Hasiao, 2007). Ayn1 populasyonda, daha
sonra yapilmis diger bir calismada ise, E33SNP bolgesindeki TT genotipinin GH i¢in
bir duyarlilik faktorii, EI2SNP GG genotipinin ise GH’nda koruyucu bir faktor
olduguna isaret edilmistir (Hasiao, 2008).

Tiroglobulin genine ait; EIOSNP24 (T/G), EI0SNP158 (T/C), E12SNP (A/G)
ve E33SNP (C/T) polimorfizmlerine iliskin olarak, Cin populasyonunda, yapilmis
bir ¢calismada, GH grubu, HT hasta grubu ve saglikli kontrol grubu arasinda bu dort
bolge acgisindan herhangi bir farklilik bulunmadigi; ayrica, erkek ve kadinlar arasinda

da anlamli bir farklilik belirlenemedigi bildirilmektedir (Maierhaba, 2008).

Giintimiize kadar, OTH ile iliskili ¢cok sayida aday genin belirlendigi ifade
edilmektedir (Jacobson and Tomer, 2007). Bunlar arasinda, immun yanittan sorumlu
genleri kodlayan ve oldukc¢a polimorfik bir bolge oldugu bilinen HLA lokusunun,
OTH’na duyarlilikta major bir rol oynadigr ifade edilmektedir (Tomer and Davies,
2003). GH’na gore, HLA haplotipleriyle HT arasindaki iligkiyi gosteren ¢ok az veri

bulundugu belirtilmektedir. Bu durumun, GH’na goére HT hastaliginin tanisinin
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nisbeten daha zor olmasindan ileri gelebilecegi ifade edilmektedir. Ciinkii HT nde,
herhangi bir fonksiyonel probleme neden olmaksizin gelisen ve fokal lenfositik
infilitrasyonla birlikte goriilen tiroid otoantikorlarinin sunumu (asemptomatik
otoimmiin tiroid) goriilebildigi gibi; tiorid hasarina neden olan guatr veya atrofik

tiroiditin de gelisebilecegi ifade edilmektedir (Davies and Amino, 1993).

GH ile HLA allellerinin iliskisi yoOniinde, farkli populasyonlardan elde
edilmis cok sayida verinin bulundugu goriilmektedir. Bu konuya iligkin ilk olarak,
beyaz irkta, HLA-B8’in GH ile iliskili oldugu bulunmus (Bech, 1977) ve GH ile
HLA-BS iliskisi icin rolatif risk oraninin 1,5-3,5 oldugu ifade edilmistir. (Farid,
1980) Sonraki yillarda yapilan caligmalarda, HLA-DR3 lokusu ile GH arasinda daha
giiclii bir iliski bulundugu belirlenmis; ayrica, HLA-DR3’iin HLA-B8 ile baglanti
dengesizligi gosterdigine isaret edilmistir (Farid, 1981). Farkli beyaz 1rk
populasyonlarinda (Avrupa ve Kuzey Amerika) yapilmig bir calismada, GH’nda
HLA-DR3 sikliginin genel olarak %40-55, genel populasyonda ise %15-30 oraninda
oldugu gosterilmistir (Volpe, 1990). Bir diger c¢alismada ise, farkli beyaz irk
populasyonlarinda, HLA-DQA1*0501 allelinin (rolatif risk oran1 3,8) GH ile iliskili
bulundugu ifade edilmistir (Yanagawa, 1993; Barlow, 1996; Marga, 2001). Ancak,
GH 1ile iliskili primer genin HLA-DR3 oldugu belirtilmektedir (Zamani, 2000).

Beyaz irk disinda kalan populasyonlardan elde edilmis verilerde, GH ile HLA
iliskisinin belirlenmis oldugu; ancak, iligkili bulunan HLA allellerinin farkli oldugu
ifade edilmektedir. Ornegin, Japon populasyonunda yapilmis calismalarla, HLA-
BW35 ve HLA-BS allellerinin GH ile iliskili bulundugu belirtilmistir ( Kawa, 1977;
Inoue, 1992). Daha sonraki yillarda, Japon populasyonunda, GH ile iliskili farkl
HLA allellerinin de belirlendigi goriilmektedir (Onuma, 1994; Katsuren, 1994;
Ohtsuka and Nakamura, 1998). Cin populasyonunda yapilmis bir ¢alisma sonucunda,
HLA-Bw46’nin GH ile iligkili oldugu belirtilmistir (Yeo PP, 1989). GH ile HLA
iliskisi tizerine yapilmis anlamli bir ¢aligmada ise, Afrika kokenli Amarikanlar’da,
HLA-DRB3*0202 sikligina isaret edilmistir (Chen, 2000). Farkli etnik gruplarin bir
arada bulundugu Brezilya’da, HLA-DR3 sikligina dikkat c¢ekilmektedir. Bu
durumda, HLA-DR3’{in beyaz 1rk disindaki populasyonlarda da goriilebilecegi; ya da
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sonucun, Brezilya’da yasayanlarin cogunlugunun atalarinin Avrupali olmasindan

ileri gelebilecegi ifade edilmektedir (Maciel, 2001).

Toplumumuzda, GH ile HLA iliskisi iizerine, serolojik HLA tiplendirme
yontemi kullanilarak yapilmilmig bir calismada, Graves hastalarinda HLA-DR3
prevalansinin kayda deger bir artis gosterdigi; ancak, GH ile HLA-DR3 iliskisinin,
daha onceki bulgulardan daha az giiclii bulundugu belirtilmektedir (Orhan, 1993).
Farkli bir ¢alismada, PCR-SSP yontemi kullanilarak, HLA-DR3 (HLA-DRB1%*03)
varliginin GH grubunda %?28,24 olarak belirlendigi; kontrol grubunda ise %16,0
olarak bulundugu belirtilmektedir. Bu veriler 1s18inda, HLA-DR3 allelinin
oftalmopati varligina bagli olmaksizin, GH ile iligkili oldugu sonucuna ulagilmistir

( Yarman, 2007).

Calismamizda, GH grubu ve kontrol grubunda yapmis oldugumuz HLA-DR
analizi neticesinde; GH’nda HLA-DR3 varlig1 %?24,3 olarak belirlenirken; kontrol
grubunda ise %18,6 olarak bulunmustur. GH grububunda, HLA-DR3 siklig1 kontrol
grubuna gore daha yiiksek oranda belirlenmis; bu degerler Yarman ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada belirtilen degerlere yakin bulunmustur. Ancak, HLA-DR3 allel
sikligr icin, iki grup arasinda goriilen farkliliklar istatistiksel agidan anlamhi

bulunmamastir (p: 0,410).

HLA Smuf II molekiillerinin, olduk¢a polimorfik bir yap1 gosterdigi
bilinmekte; sadece HLA-DR3 bélgesinin, farkli sekans varyantlar1 olarak 25’ten
fazla alt gruba sahip oldugu ifade edilmektedir. Yakin bir doneme kadar, DRb1
zincirindeki, GH’na duyarlilikta rolii olan amino asit sekansinin bilinmedigi; ancak,
HLA-DRB1 ve HLA-DQ bolgelerinde yer alan spesifik amino asit sekanslarinin, Tip
I IDDM gibi diger otoimmiin hastaliklarla iliskili oldugunu gosteren kanitlarin
oldugu ifade edilmektedir (Todd, 1987; Jacobson, 2008). Onemli bir calismada, GH
ile kontrol grubunda HLA-DRBI lokusunun sekans analizini yapilmis; GH’na
duyarlilikta kritik bir DR amino asiti olan, DRb1 zincirinin 74. pozisyonunda bir

arjinin rezidiisiinii (DRb1-Arg74) tanimlamistir (Ban, 2004a). Bu 6nemli ¢caligmanin,
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Simmonds ve ark. tarafindan tekrarlanmis oldugu goriilmektedir (Simmonds, 2005).
DRbI1 zincirinin 74. pozisyonunda, arjinin disinda, siklikla goriilen diger amino
asitlerin, alanin ve glutamin oldugu; bu sebeple, BRb1-Ala74 ve DRbI-Glu74
varliginin, teorik olarak GH’na kars1 koruyucu etki gosterebilecegi ifade
edilmektedir (Jacobson, 2008). Farkli bir c¢alismada, 74. pozisyondaki Glutamin
varliginin GH icin koruyucu oldugu gosterilmistir (Ban, 2004a). Bundan yola
cikarak, DRb1 zincirindeki 74. pozisyonunun, GH i¢in kritik bir patoetiyolojiye
sahip oldugu ifade edilmektedir (Jacobson, 2008).

HLA allelleri arasinda, otoantijenlerdeki peptitlere baglanma afiniteleri
acisindan farklilik bulundugu; bu durumun, otoimmiin hastaliklara kars1 duyarhlikta,
HLA molekiillerinin roliinii aciklayabilecegi belirtilmektedir. (Buus, 1987) Bunun
bir ornegi olarak, tiroidal bir otoantijen olarak kabul edilen Tg molekiilii ile HLA-
DR3 iliskisi gosterilmektedir (Jacobson, 2008). Ban ve ark. tarifindan yapilan
calismada, TG genindeki SNP bolgeleri ile HLA-DR3 interaksiyon analizi yapilmis;
GH’nda E33SNP CC genotipi ile HLA-DR3 iliskisine (TRR degeri 6,1) isaret
edilmistir (Ban, 2003). Baska bir calismada ise, bir TG varyant1 ile DRb1-Arg74
interaksiyonunun GH gelisimini arttirdig1 ifade edilmistir (Hodge, 2006).

Calismamizda, HLA-DR3 allelini tasiyan GH grubu ve kontrol grubunda, TG
geni E10SNP24, E10SNP158, E12SNP ve E33SNP polimorfizmleri degerlendirilmis
ve gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Ban ve ark.
(2003) calismalarinda, E33SNP CC genotipinin HLA-DR3 ile birlikteliginde
gozlemlenen, GH’ ndaki risk orani artisina isaret etmektedirler. Collins ve ark. (2004)
ise calismalarinda, TG geni E10SNP24, E10SNP158, EI2SNP ve E33SNP
polimorfizmleriyle HLA-DR3 arasinda, hastalik riskini etkileyen bir etkilesiminin

bulunmadigini belitmektedir.
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OTH ile iliskili olarak belirlenmis ilk duyarlilik genlerinin HLA-DR
lokusunda bulundugu; GH’nda TSHR’ne karsi, HLA Sinif II iliskili otoantikor
yanitinin primer etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ancak, yapilan bir calismada,
Smif I grubunda yer alan HLA-C genlerinin GH ile iligskisinin, HLA-DRBI
iliskisinden daha giiclii oldugu ifade edilmektedir (Simmonds, 2007).
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5. SONUC

Calismamizda, E33SNP TT genotipinin OTH tanis1 olan hastalarda, tiroid
hastaliklar1 yoniinden saglikli bireylere oranla daha nadir goriildiigii; TT genotipi
tasimayan bireylerde, TT genotipine sahip bireylere oranla OTH riskinin arttigi

goriilmektedir.

Yaptigimiz ¢calismada ayrica, E1I2SNP AG genotipinin HT hastalar1 ve tiroid
hastaliklar1 yoniinden saglikli bireylere oranla GH tanis1 almis bireylerde daha nadir
goriildiigi belirlenmistir. HT hastalar1 ve tiroid hastaliklar1 goriilmeyen saglikli
bireylerle kiyaslandiginda, GH gelisme riskinin, AG genotipini tagimayan bireylerde,
AG genotipine sahip bireylere oranla artig gosterdigi goriilmektedir. GG genotipine
sahip bireylerde ise, GG genotipi tasimayan bireylere oranla GH riskinin HT

riskinden daha yiiksek oldugu ortaya konmustur.

Calismamizda, HLA-DR3 allelinin goriilme siklig1 agisindan GH tanis1 olan
bireyler ile saglikli kontroller arasinda istatistiksel ac¢idan anlamli bir farklilik
bulunamamis; TG geni E10SNP24, E10SNP158, E12SNP, E21SNP ve E33SNP
polimorfizmlerinin HLA-DR3 birlikteligininde GH ile anlamh bir iliskisi

belirlenememistir.

Calismamizin sonucunda, E33SNP TT genotipini tasimayan bireylerde OTH
riskinin arttigr belirlenmistir. EI2SNP AG genotipini tagimayan bireylerde ise GH
riskinin arttigi ve bu bireylerde GH riskinin HT hastaligi riskinden daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Ayrica E12SNP GG genotipine sahip bireylerde de GH riskinin,
HT hastaligindan daha fazla oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak bu c¢alisma, toplumumuzda OTH ile TG gen polimorfizmleri
arasindaki iligkinin arastirilmast ve GH’nda bu allelik varyantlarla HLA-DR3

iliskisinin belirlenmesi yOniinde yiiriitiilmiis ilk calismadir. Elde ettigimiz bulgulara
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gore, E33SNP TT genotipinin OTH ile, E12SNP AG genotipinin GH ile iligkili
oldugu; E12SNP AG ve E12SNP GG genotiplerinin ise GH ile HT hastalig1 risk
oranlarinin degerlendirilmesinde ©6nem tasidiklar1 goriilmektedir. Bu durumda,
E33SNP ve E12SNP polimorfizmlerinin toplumumuzdaki dagiliminin, daha genis
kapsamli  populasyon  calismalariyla  incelenmesinin  faydali  olacagim
diisiiniilmekteyiz. Son olarak, GH’na iliskin son yillarda yapilmis yeni calismalar
dikkate alinarak, toplumumuzda HLLA-DR3 ile TG varyantlar1 arasindaki iligkinin
arastirilmasinda, HLA-DR molekiilli amino asit dizisindeki farkliliklarinin
incelenmesinin faydali olacagin diisiinmekte ve GH ile daha yakin iliskili oldugu
ifade edilen HLA-C genlerinin toplumumuzdaki genel dagilimimin arastirilmasinin

Onemini vurgulamaktayiz.
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OZET

Otoimmiin Tiroid Hastaliklarinda Tiroglobulin Gen Polimorfizmi ve HLA-DR3

ile Yaygin Tiroglobulin Varyantlar1 Arasindaki Iliskinin Saptanmasi

Otoimmiin Tiroid Hastaliklari (OTH), genetik ve c¢evresel faktorlerin
etkilesimi sonucu gelisen kompleks bir hastalik grubudur ve giintimiize kadar, farkli
teknikler kullanilarak, OTH ile iligkili duyarlilik genleri tanimlanmustir. Insan l6kosit
antijenlerini (HLA) kodlayan genlerin, diger otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi,
OTH ile iliskili oldugu bilinmekte ve 6zellikle Graves hastaliginda (GH) HLA-DR3
sitkligina isaret edilmektedir. Tiroid spesifik genlerle iliskili olarak ise, 8q24
lokusunda yer alan tiroglobulin (TG) geninin, OTH ile iligkili bulunan tek tiroid
spesifik gen oldugu ifade edilmektedir.

Calismamizda, TG geni E10SNP24, E10SNP158, E12SNP, E21SNP ve
E33SNP polimorfizmlerinin, PCR-RFLP teknigi kullanilarak, GH, Hasimato tiroiditi
(HT) ve saglikli kontrollerdeki dagilimi incelenmis; GH ve kontrol gruplarinda,
PCR-SSP yontemiyle HLA-DR3 varligi arastirilmistir. Calismamizda ayrica, TG
geni EIOSNP24, E10SNP158, E12SNP, E21SNP ve E33SNP polimorfizmleri ile
HLA-DR3 iliskisi incelenmisir.

Calismamizin sonucunda, E33SNP TT genotipini tasimayan bireylerde OTH
riskinin arttig1 belirlenmistir. Ayrica, EI2ZSNP AG genotipini tasimayan bireylerde
GH riskinin arttigi; E12SNP AG genotipini tasimayan bireyler ve E12SNP GG
genotipine sahip bireylerin GH riskinin, HT hastalig1 riskinden daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ancak, E12SNP24, E12SNP158 ve E21SNP polimorfimleri ile OTH
arasinda anlamli bir iliski bulunamamisgtir. Calismamizda, HLA-DR3 ile E1I0SNP24,
E10SNP158, E12SNP, E21SNP ve E33SNP polimorfizmlerinin birlikteliginin
GH’ndaki etkisine iliskin anlamli bir bulguya ulasilamamaistir.
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Sonug¢ olarak toplumumuzda, E33SNP TT genotipinin OTH ile iliskili
oldugu, E12SNP AG genotipinin GH ile iliskili oldugu ve EI2SNP AG ve E12SNP
GG genotiplerinin GH ile HT hastalig1 risk oranlarinin degerlendirilmesinde onem
tagidiklar1  goriilmektedir. Ancak, TG gen polimorfizmleri ile HLA-DR3
birlikteliginin GH ile iliskisi hakkinda, daha kapsamli ve ileri diizeyde calismalara

ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Otoimmiin tiroid hastaliklari, Graves hastaligi, Hagimato

tiroiditi, Tiroglobulin, HLA-DR3, PCR-RFLP, PCR-SSP
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SUMMARY

Thyroglobuline Gene Polymorphisms in Autoimmune Thyroid Diseases and
Detection of the Association between HLLA-DR3 and Common Thyroglobuline

Variants

Autoimmune thyroid disease (AITD) are a group of complex diseases which
are caused by the interaction between genetic and enviromental factors and up to the
present, susceptibility genes responsible to development AITD are identified by
using various tecniques. As can be seen other autoimmune diseases, it is known that
the association between genes that are coding Human Leukocyte Antigens (HLA)
and AITD and especially it is indicated the frequency of HLA-DR3 in Graves’
disease (GD). Relating to thyroid spesific genes, it is implied that, thyroglobulin
(TG) gene that is located 8q24 locus is the first gene for AITD.

In our study, we investigated the distributions of EIOSNP24, EIOSNP158,
E21SNP, E12SNP and E33SNP polymorphisms that are located in the TG gene in
GD, Hashimato tiroiditis (HT) and healthy controls by using PCR-RFLP technique.
We also determinated the existence of HLA-DR3 in GD and healthy control groups
by using PCR-SSP method and researched the association between E10SNP24,
EI10SNP158, E21SNP, E12SNP and E33SNP polymorphisms of TG gene and HLA-
DR3.

In accordance with the results, we found that, the risk in the development of
AITD was increased in individuals who were not carrier of E33SNP TT genotype. It
is also found that, the risk in the development of GD was increased in individuals
who were not carrier of E12SNP AG genotype. The risk ratio of the development of
GD was found higher than HT in individuals who were not carrier E12SNP AG
genotype and individuals who were carrier of EI2ZSNP GG genotype. However, there
was no evidence in the association between E10SNP24, E10SNP158, E21SNP

polimorphisms and AITD. We couldn’t observed any significant result about the
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effect of E1I0SNP24, EIOSNP158, E12SNP, E21SNP and E33SNP polymorphisms
in combination with HLA-DR, in the development of GD.

As the result of this study, we concluded that E33SNP TT genotype is
associated with AITD, E12SNP AG genotype is associated with GD and E12SNP
AG and GG genotype are important in the comparision of the risk ratio of GD and
HT. However, more extensive and advanced studies are needed about the

association between GD and polymorphisms of TG gene in commination with HLA-

DR3.

Key words: Autoimmune thyroid diseases, Graves’ disease, Hashimato tiroiditis,

Thyroglobulin, HLA-DR3, PCR-RFLP, PCR-SSP



68

KAYNAKLAR

AKAMIZU T., SALE M.M., RICH S.S., HIRATANI H., NOH J.Y., KANAMOTO
N., SAIJO M., MIYAMOTO Y., SAITO Y., NAKAO K., BOWDEN D.W.
(2000). Association of autoimmune thyroid disease with microsatellite markers for
the thyrotropin receptor gene and CTLA-4 in Japanese patients. Thyroid, 10:851-
858.

ANTONELLI A., FERRI C., PAMPANA A., FALLAHI P., NESTI C., PASQUINI
M., MARCHI S., FERRANNINI E. (2004). Thyroid adisorders in chronic hepatitis
C. AmJ Med, 117(1):10-3

ATA E. (1999). Tiroid Hastaliklarinin Epidemiyolojisi Tiroid hastaliklar1 ve .
Noropsikiyatrik A¢ilimlar Kitabi, Boliim 5, pg: 75-83; Melisa Matbaacilik, Istanbul

AYADI H., HADJ KACEM H., REBAI A., FARID N.R. (2004). The genetics of
autoimmune thyroid diseases. Trends in Endocrinology and Metabolism, 15:234

BADENHOOP K., SCHWARTZ G., WALFISH P.G., DRUMMOND V., USADEL
K. H., BOTTAZZO G. F. (1990) Susceptibility to thyroid autoimmune disease:
molecular analysis of HLA-D region genes identifies new markers for goitrous
Hashimoto’s thyroiditis. J Clin Endocrinol Metab, 71:1131-1137.

BAN Y., DAVIES T.F., GREENBERG D.A., CONCEPCION E.S., TOMER Y.
(2002a). The influence of human leucocyte antigen (HLA) genes on autoimmune
thyroid disease (AITD): results of studies in HLA-DR3 positive AITD families. Clin
Endocrinol (Oxf); 57(1), 81-8.

BAN Y., GREENBERG D.A., CONCEPCION E.S., TOMER Y. (2002b).
A germline single nucleotide polymorphism at the intracellular domain of the human
thyrotropin receptor does not have a major effect on the development of Graves’
disease. Thyroid, 12, 1079-1083.

BAN Y., GREENBERG D.A., CONCEPCION E., SKRABANEK L., VILLANUEVA R.,
TOMER Y. (2003). Amino acid subsitutions in the human thyroglobulin gene are
associated with susceptibility to human and murine autoimmune thyroid disease.
Proc Natl Acad Sci U.S.A, 100(25):15119-24

BAN Y., DAVIES T.F., GREENBERG D.A., CONCEPCION E.S., OSMANR.,
OASHI T., TOMER Y. (2004a). Arginine at position 74 of the HLA-DRb] chain is
associated with Graves’ disease. Genes Immun, 5:203-208.

BAN Y, TOZAKI T, TANIYAMA M, TOMITA M., BAN Y. (2004b). Association
of Thyroglobulin Polymorphisms with Hashimoto’s Thyroiditis in The Japanese
Popolation. Clinical Endocriology, 61; 263-268

BAN Y, TOMER Y. (2005) Susceptibility genes in thyroid autoimmunity.
Clinical & Developmental Immunology, 12(1):47-58.

BARLOW A.B.T., WHEATCROFT N., WATSON P., WEETMAN A.P. (1996).
Association of HLA-DQA1*0501 with Graves’ disease in English Caucasian men
and women. Clin Endocrinol, 44:73-77.



69

BECH K., LUMHOLTZ B., NERUP J., THOMSEN M., PLATZ P., RYDER L.P.,
SVEIGAARD A., SIERSBZAK-NIELSEN K., HANSEN JM., LARSEN JH.
(1977). HLA antigens in Graves’ disease. Acta Endocrinol (Copenh), 86:510-516.

BELGUIT-MAALEJ S., HADJ KAJEM H., REBAI A., MNIF M.., ABID M.,
AYADI H. (2007). Thyroglobulin polymorphisms in Tunusian patients with
autoimmune thyroid diseases (AITD). Immunobiol, 213: 577-83.

BOTTINI N., MUSUMECI L., ALONSO A., RAHMOUNI S., NIKA K.,
ROSTAMKHANI M., MACMURRAY J., MELONI G.F., LUCARELLI P.,
PELLECCHIA M., EISENBARTH G.S., COMINGS D., MUSTELIN T. (2004). A
functional variant of lymphoid tyrosine phosphatase is associated with type I
diabetes. Nat Genet, 36:337-338.

BRIX T.H., KYVIK K.O.,HEGEDUS L. (2000) A population-based study of chronic
autoimmune hypothyroidism in Danish twins. J Clin Endocrinol Metab: 85: 536-39.

BRIX T.H., KYVIK K.O., CHRISTENSEN K., HEGEDUS L. (2001). Evidence for
a major role of heredity in Graves’ disease: a population-based study of two Danish
twin cohorts. JClin Endocrinol Metab:, 86: 930-934.

BROWN R.S. (2009) Autoimmune Thyroid Disease: Unlucked a Complex Puzzle.
Current Opinion in Pediatrics, 21: 523-528.

BROWNLIE B.E., WELSH J.D. (1990) The Epidemiology of Thyrotoxicosis in Nex
Zeland: Incidence and Geographical Distribution in North Catebury, 1883-1985.
Clin Endocrinol (Oxf), 23: 249-259.

BUUS S., SETTE A., GREY H.M. (1987) The interaction between protein-derived
immunogenic peptides and la.Immunol Rev, 98:115-141.

BULOW PEDERSEN I.B., KNUDSEN N., JGRGENSEN T, PERRILD H.,
OVESEN L., LAURBERG P. (2003) Thyroid peroxidase and thyroglobulin
autoantibodies in a large survey of populations with mild and moderate

iodine deficiency. Clinical Endocrinology, 58: 36—42.

CANARIS G.J., MANOWITZ N.R., MAYOR G., RIDGWAY C. (2000) The
Colorado Thyroid Disease Prevalance Study. Arch Intern Med, 160: 526-534.

CANNING M.O., RUWHOF C., DREXHAGE H.A. (2003) Aberrancies in
antigen-presenting cells and T cells in autoimmune thyroid disease. A role in faulty
tolerance induction. Autoimmunity, 36: 429-442.

CATUREGLI P., KIMURA H., ROCCHI R., ROSE N.R. (2007) Autoimmune thyroid
diseases.Curr Opin Rheumatol, 19: 44-48.

CHANG C.C., CAMPOLI M., FERRONE S.(2004) HLA class I antigen expression
in malignant cells: why does it not always correlate with CTL-mediated lysis.
Current Opinion in Immunology, 16:644-650.



70

CHEN Q.Y., NADELL D., ZHANG X.Y., KUKREJA A., HUANG Y.J., WISE J.,
SVEC F., RICHARDS R., FRIDAY K.E., VARGAS A., GOMEZ R., CHALEW S.,
LAN M.S., TOMER Y., MACLAREN N.K. (2000). The human leukocyte antigen
HLA DRB3*020/DQA1*0501 haplotype is associated with Graves’ disease in
African Americans. J Clin Endocrinol Metab, 85:1545-1549.

CHISTIAKOV D.A., SAVOST’ANOV K.V., TURAKULOV R.L, PETUNINA N.,
BALABOLKIN MI, NOSIKOV VV. (2002). Further studies of genetic
susceptibility to Graves’ disease in a Russian population. Med Sci Monit, 8:180—
184.

COLLINS J.E., HEWARD J.M., CARR-SMITH J., FRANKLYN J.A., GOUGH
S.C.L.(2004). Common allelic variants of exon 10, 12 and33 of human thyroglobulin
gene are not associated with autoimmune thyroid disease in the United Kingdom. J
Clin Endocrinol Metab, 89:6336-9.

COYLE A.J., LEHAR S., LLOYD C., TIAN J., DELANEY T., MANNING S.,
NGUYEN T..BURWELL T., SCHNEIDER H., GONZALO J.A., GOSSELIN M.,
OWEN L.R., RUDD C.E., GUTIERREZ-RAMOS J.C. (2000). The CD28-related
molecule ICOS is required for effective T cell-dependent immune responses.
Immunity, 13:95-105.

DAVIES T.F., AMINO N. (1993) A new classification for human autoimmune thyroid
disease. Thyroid, 3(4):331-333.

DAVLA K., BEKSAC M. (1999) Doku uygunluk antijenleri. Ed. Ustacelebi $. Temel ve
Klinik Mikrobiyoloji Kitab1. Pg: 133-136. Giines Kitapevi. Ankara.

DE ROUX N., SHIELDS D.C., MISRAHI M., RATANACHAIYAVONG S., MCGREGOR
A.M. MILGROM E. (1996). Analysis of the thyrotropin receptor as a candidate gene
in familial Graves’ disease. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism,
81:3483-3486.

EFE B. (1996). Otoimmiin Tiroid Hastaliklarinda Otoimmiinite ve Antikardiyolipin
Antikorlart. Istanbul Unv. Cerrahpasa Tip Fak. I¢ Hast. AD Endokrinoloji-
Metabolizma ve Beslenme BD Yan Dal Uzmanlik Tezi.

FARID N.R., STONE E., JOHNSON G. (1980). Graves’ disease and HLA: clinical and
epidemiologic associations. Clin Endocrinol (Oxf), 13:535-544.

FARID N.R. (1981). Graves’ Disease In: Farid NR , Editor. HLA in Endocrine and
Metabolic Disorders. London: Academic Pres. p. 85-143.

FARID N.R., SAMPSON L., MOENS H., BARNARD J.M. (1981). The association of
goitrous autoimmune thyroiditis with HLA-DRS. Tissue Antigens, 17: 265-268.

GRAAF S.AR., RIS-STALPERS C., PAUWS E., MENDIVE F.M., TARGOVNIK
H.M., DE VIILDER J.J. (2001) Up to date with human thyroglobulin. Journal of
Endocrinology, 170:307-321.



71

GUL.Q.,ZHU W., ZHAO S.X., ZHAO L., ZHANG M.J., CUI B., SONG H.D., NING G.,
ZHAO Y.J. (2010) Clinical associations of the genetic variants of CTLA-4, Tg,
TSHR, PTPN22, PTPN12 and FCRL3 in patients with Graves’ disease. Clin
Endocrinol, 72(2): 248-255

HADIJ-KAJEM H., REBUFFAT S., MNIF-FEKI M., BELGUITH-MAALEJ S., AYADI H.,
PERALDI-ROUX 8. (2009). Autoimmune thyroid diseases: genetic susceptibility of
thyrid specific genes and thyroid autoantigens contribution. International Journal oj
Immunogenetics, (36): 85-96.

HALL R., STANBURY J.B. (1967) Familial studies of autoimmune thyroiditis. Clin Exp
Immunol, 2:719-725.

HASIAO J.Y., HASIEH M.C., TIEN K.J., HSU S.C., SHIN S.J., LIN S.R.(2007).
Association between a C/T polymorphism in exon 33of the thyroglobulin gene is
associated with relapse of Graves’ hyperthyroidism after antithyroid withdrawal in
Taiwanese. J Clin Endocrinol Metab, 92(8):3197-3201.

HASIAO 1.Y., HASIEH M.C., TIEN K.J., HSU S.C., LIN S.R., KE D.S. (2008). Exon 33
T/T genotype of the thyroglobulin gene is a susceptibility gene for Graves’ disease in
Taiwanese and exon 12 G/G genotype protects against it. Clin Exp Med, 8: 17-21.

HEWARD J.M., ALLAHABADIA A., DAYKIN J., CARR-SMITH J., DALY A.,
ARMITAGE M., DODSON P.M. SHEPPARD M.C., BARNETT AH.,
FRANKLYN J.A.,, GOUGH S.C.L. (1998) Linkage disequilibrium between the
human leukocyte antigen class II region of the major histocompatibility complex and
Graves’ disease: replication using a population case control and family-based study.
Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 83: 3394-3397.

HOFBAUER L.C., MUHLBERG T., KONIG A., HEUFELDER G., SCHWORM H.D.,
HEUFELDER A_.E. (1997). Soluble interleukin-1 receptor antagonist serum levels in
smokers and nonsmokers with Graves’ ophthalmopathy undergoing orbital
radiotherapy. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 82: 2244-2247.

HODGE S.E., BAN Y., STRUG L.J., GREENBERG D.A., DAVIES T.F., CONCEPCION
E.S., VILLANUEVA R., TOMER Y. (2006). Possible Interaction Between HLA-
DRbetal and Thyroglobulin Variants in Graves’ Disease. Thyroid, 16(4):351-355.

INOUE D., SATO K., ENOMOTO T., SUGAWA H., MAEDA M., INOKO H., TSUJI K.,
MORI T., IMURA H. (1992). Correlation of HLA types and clinical findings in
Japanese patients with hyperthyroid Graves’ disease: evidence indicating the
existence of four subpopulations. Clin Endocrinol (Oxf), 36:75-82.

IMIR T. .(1999). Antijen. Ed. Ustagelebi S. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji Kitab1. Pg: 127-
132. Giines Kitapevi. Ankara.

JACOBSON D.L., GANGE S.J., ROSE N.R., GRAHAM N.M. (1997). Epidemiology and
Estimated Population Burden of Selected Autoimmune Diseases in the United States.
Clin Immunol Immunopathol, 84: 223-243.



72

JACOBSON E.M., TOMER Y. (2007). The CD40, CTLA-4, thyroglobulin, TSH receptor,
and PTPN22 gene quintet and its contribution to thyroid autoimmunity: back to the
future. J Autoimmun, 28: 85-98.

JACOBSON E.M., HUBER A., TOMER Y. (2008). The HLA gene complex in
From epidemiology to etiology. Journal of Autoimmunity, 30:58-62.

JAUME J.C., GUO J., PAULS D.L., ZAKARIJA M., MCKENZIE M.J., EGELAND J.A.,
BUREK C.L., ROSE N.R., HOFFMAN W H., RAPOPORT B., MCLACHLAN
S.M. (1999). Evidence for genetic transmission of thyroid peroxidase autoantibody
epitopic “fingerprints.” J Clin Endocrinol Metab, 84: 1424-1431.

JENKINS D., PENNY M.A., FLETCHER J.A., JACOBS K.H., MIJOVIC C.H.,
J.A., SHEPPARD M.C. (1992) HLA class II gene polymorphism contributes little to
Hashimoto’s thyroiditis. Clinical Endocrinology, 37(2): 141-145.

KARNATH B.M., HUSSAIN N. (2006). Signs and Septoms of Thyroid Disfunction.
Hospital Physician, 43-48.

KATSUREN E., AWATA T., MATSUMOTO C.,YAMAMOTO K. (1994). HLA class II
alleles in Japanese patients with Graves’ disease: weak associations of HLA-DR and
-DQ. Endocr J, 41:599-603.

KAWA A., NAKAMURA S., NAKAZAWA M., SAKAGUCHI S., KAWABATA T
KAWABATA T., MAEDA Y., KANEHISA T. (1977). HLA-BW35 and BS5 in
Japanese patients with Graves’ disease. Acta Endocrinol (Copenh), 86 (4):754-757.

KLECHA A.J., ARCOS M.L.B., FRICK L., GENARO A.M., CREMASCHI G. (2008).
Immune-endocrine interactions in autoimmune thyroid diseases.
Neuroimmunemodulation, 15:68-75.

KOLOGLU S. (1996). Tiroid-Genel Gériisler. Ed. Kologlu S. Temel ve klinik Endokrinoloji
Kitab, 1. baski, Nobel Kitabevi, Ankara, p:135-158.

LAURBERG P., PEDERSEN K.M., VESTERGAARD H., SIGURDSSON G. (1991).
High incidence of multinodular toxic goitre in the elderly population in a low iodine
intake area vs. high incidence of Graves’ disease in the young in a high iodine intake

area: comparative surveys of thyrotoxicosis epidemiology in East-Jutland Denmark
and Iceland. Journal of Internal Medicine, 229: 415-420.

LAURBERG P., PEDERSEN K.M., HREIDARSSON A., SIGFUSSON N., IVERSEN E.,
KNUDSEN P.R. (1998). lodine intake and the pattern of thyroid disorders: a
comparative epidemiological study of thyroid abnormalities in the elderly in Iceland
and in Jutland, Denmark. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 83(3):
765-769.

LAURBERG P., NGHR S.B., PEDERSEN K.M., HREIDARSSON A.B., ANDERSEN S
BULOW PEDERSEN L, KNUDSEN N, PERRILD H., JORGENSEN T., OVESEN
L. (2000). Thyroid disorders in mild iodine deficiency. Thyroid, 10: 951-963.



73

MACIEL L.M., RODRIGUES S.S., DIBBERN R.S., NAVARRO P.A., DONADIE.A.
(2001). Association of the HLA-DRB1*0301 and HLA-DQA1*0501 alleles with
Graves’ disease in a population representing the gene contribution from several
ethnic backgrounds. Thyroid, 11 (1):31-35.

MANGKLABRUKS, A., COX, N., DEGROOT L.J. (1991). Genetic factors in autoimmune
thyroid disease analyzed by restriction fragment length polymorphisms of candidate
genes. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 73(2): 236-244.

MARGA M., DENISOVA A., SOCHNEV A., PIRAGS V., FARID N.R. (2001). Two HLA
DRB 1 alleles confer independent genetic susceptibility to Graves disease:
Relevance of cross-population studies. AmJ Med Genet, 102(2):188—191.

MATOS-SANTOS A., NOBRE E.L., COSTA J.G., NOGUEIRA P.J., MACEDO A.,
GALVAO-TELES A., DE CASTRO J.J. (2001) Relationship between the number
and impact of stressful life events and the onset of Graves’ disease and toxic nodular
goitre. Clinical Endocrinology, 55 (1):15-19.

MAIERHABA M., ZHANG J.A., YU Z.Y., WANG Y., XIAO W.X., QUAN Y., DONG
B.N. (2008) Association of thyroglobuline gene polymorphisms with autoimmune
thyroid disease in Chinese population. Endocrine, 33(3): 294-9.

MCGROGAN A., SEAMAN E.H., WRIGHT J.W., VRIES C.S. (2008). The incidance of
autoimmune thyroid disease: a systemic review of the literature. Clinical
Endocrinology, 69: 687-696.

MEIERINK P.H.S., YANAKIEV P., ZORN I., GRIERSON A.J., BIKKER H., DYE D.,
KALAYDIJIEVA L., BAAS F. (1998) The gene fort he human Src-like adaptor
protein (hSLAP) is located within the 64-Kb intron of the thyroglobulin gene. Eur J
Biochem, 254 (2): 297-303.

MOENS H., FARID N.R., SAMPSON L., NOEL E.P., BERNARD J.M. (1978).
Hashimoto’s thyroiditis is associated with HLA-DRw3. N Engl ] Med, 299:133-4.

NELSON J.L., HANSEN J.A. (1990). Autoimmune disease and HLA. CRC Crit Rev
Immunol, 10:307-28.

NISHIMURA Y., ITO H., FUJIL S., TABATA H., TOKANO Y., CHEN Y.Z., MATSUDA
I., MITSUYA H., KIRA J. HASHIMOTO H., SENJU S., MATSUSHITA S. (2001).
Molecular and cellular analyses of HLA class Il associated susceptibility to
autoimmune diseases in the Japanese population. Mod Rheumatol, 11:103-112.

OHTSUKA K., NAKAMURA Y. (1998). Human leukocyte antigens associated with
hyperthyroid Graves ophthalmology in Japanese patients. Am J Ophthalmol,
126:805-810.

ONUMA H., OTA M., SUGENOYA A., HIDETOSHI L. (1994). Association of
HLA-DPB1*0501 with early-onset Graves’ disease in Japanese. Hum Immunol,
39(3):195-201.

ORGIAZZ1 J. (2000). Anti-TSH receptor antibodies in clinical practice. Endocrinol
Metab Clin N Am, 29: 339-355.



74

ORHAN Y., AZEZLI A., CARIN M., ARAL F., SENCER E., MOLVALILAR S.
(1993). Human lymphocyte antigens (HLA) and Graves' disease in Turkey. J
Clin Immunol, 13(5): 339-43.

PARK Y.J., CHUNG H.K., PARK D.J., KIM W.B., KIM S.W., KOH J.J., CHO B.Y.
(2000). Polymorphism in the promoter and exon 1 of the cytotoxic T
lymphocyte antigen-4 gene associated with autoimmune thyroid disease in
Koreans. Thyroid, 10:453-459.

PETERS A.L., PLENGE R.M., GRAHAM R.R., ALTSHULER D.M., MOSER
K.L., GAFFNEY P.M., BISHOP G.A. (2008) A novel polymorphism of the
human CD40 receptor with enhanced function. Blood, 112(5): 1863-1871.

PHENEKOS C., VRYONIDOU A., GRITZAPIS A.D., BAXEVANIS C.N., GOULA
M., PAPAMICHAIL M. (2004). Th1 and Th2 serum cytokine profiles
characterize patients with Hashimoto’s thyroiditis (Th1) and Graves’
disease (Th2). Neuroimmunomodulation, 11: 209-213.

PIRRO M.T., FILIPPIS V.D., CERBO A.D., SCILLITANI A., LIUZZI A., TASSI
V. (1995) Thyroperoxidase microsatellite polymorphism in thyroid disease. Thyroid,
5:461-464.

PRUMMEL M.F., STRIEDER D.,WIERSINGA W.M. (2004). The Enviroment and
Autoimmune Thyroid Diseases. European Journal of Endocrinology, 150: 605-618.

RINGOLD D.A., NICOLOFF J.T., KESLER M., DAVIS H., HAMILTON A.,
MACK T. (2002). Further evidence for a strong genetic influence on the
development of autoimmune thyroid disease: the California twin study. Thyroid, 12
(8): 647-53.

RIVOLTA C.M., TARGOVNIK H.M. (2006). Molecular advances in thyroglobulin
disorders. Clinica Chimica Acta, 374: 8-24.

RUULS S.R., SEDGWICK J.D. (1999) Unlinking tumor necrosis factor biology from the
major histocompatibility complex: lessons from human genetics and animal
models. Am. J. Hum. Genet, 65:294-301.

SAKAI K., SHIRASAWA S., ISHIKAWA N, ITO K., TAMAI H., KUMA K.,
AKAMIZU T., TANIMURA M., FURUGAKI K., YAMAMOTO K., SASAZUKI
T. (2001). Identification of susceptibility loci for autoimmune thyroid disease to
5q31-q33 and Hashimoto’s thyroiditis to 8q23-q24 by multipoint affected sib-pair
linkage analysis in Japanese. Hum. Mol. Genet, 10(3): 1379-1386.

SHANKARKUMAR U. (2004). The human leukocyte antigen (HLA) system. Int J
Hum Genet, 4(2): 91-103.



75

SIMMONDS M.J., HOWSON J.M., HEWARD J.M., CORDELL H.J., FOXALL H.,
CARR-SMITH J., GIBSON S.M., WALKER N., TOMER Y., FRANKLYN J.A.,
TODD J.A., GOUGH S.C. (2005) Regression Mapping of Association between the
Human Leukocyte Antigen Region and Graves Disease. Am J Hum Genet,
76(1):157-163.

SIMMONDS M.J, HOWSON J.M.M., HEWARD J.M., CARR-SMITH J., FRANKLYN
J.A., TODD J.A., GOUGHS.C.L. (2007). A novel and major association of HLA-C
in Graves’ disease that eclipses the classical HLA-DRB1 effect. Human Molecular
Genetics, 16 (18): 2149-2153.

SMYTH D., COOPER J.D., COLLINS J.E., HEWARD J.M., FRANKLYN J.A., HOWSON
JM.M., VELLA A ,NUTLAND S., RANCE H.E., MAIER L.BARRATT B.J.,,
GUJA C., IONESCU-TIRGOVISTE C., SAVAGE D.A, DUNGER
D.B.,WIDMER. (2004). Replication of an association between the lymphoid
tyrosine phosphatase locus (LYP/PTPN22) with type 1 diabetes, and evidence for its
role as a general autoimmunity locus. Diabetes, 53:3020-3023.

STAGNARO-GREEN A., ROMAN S.H., COBIN R.H., EL-HARAZY E., WALLENSTEIN
S, DAVIES TF. (1992). A prospective study of lymphocyte-initiated
immunosuppression in normal pregnancy: evidence of a T-cell etiology for

postpartum thyroid dysfunction. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism,
74: 645-653.

SAHIN M., TUTUNCU N.B., ERDOGAN M.F. (2008). Graves hastaliginda etiyopatogenez.
Endokrinolojide Diyalog, 5:40-47.

TANDON N., ZHANG L., WEETMAN A.P. (1991) HLA associations with Hashimoto’s
thyroiditis. Clin Endocrinol (Oxf), 34: 383-6.

TODD J.A., BELL J.I, MCDEVITT H.O. (1987) HLA-DQbeta gene contributes to
and resistance to insulin-dependent diabetes mellitus. Nature, 329:599—-604.

TOMER, Y. (1997) Anti-thyroglobulin autoantibodies in autoimmune thyroid diseases:
cross- reactive or pathogenic. Clinical Immunology and Immunopathology, 82: 3—
11.

TOMER, Y., GREENBERG, D.A., DAVIES T.F. (1999) The genetic susceptibility to
type 1 (insulin dependent) diabetes mellitus and autoimmune thyroid diseases: From
epidemiological observations to gene mapping. In: Contemporary Endocrinology:

Autoimmune Endocrinopathies (ed. R. Volpe), pp. 57-90. Humana Press, Totowa,
NJ.

TOMER Y., DAVID A., GREENBERG., CONCEPCION E., BAN Y.,DAVIES T.F.
(2002). Thyroglobulin is a thyroid spesific gene for familial autoimmune diseases. J
Clin Endocrinol Metab, 87(1):404-7.

TOMER Y., BAN Y., CONCEPCION E., BARBESINO G., VILLANUEVAR.,
GREENBERG D.A., DAVIES D.A. (2003a). Common and unique susceptibility loci
in Graves and Hashimoto diseases: Results of whole-genome screening in a data set
of 102 multiplex families. Am. J. Hum. Genet., 73: 736-747.



76

TOMER Y., DAVIES T.F. (2003b). Searching for the Autoimmune Thyroid Disease
Susceptibility Genes From Gene Mapping to Gene Function. Endocrine Reviews, 24
(5): 694-717.

TOMER Y., GREENBER G. (2004). The Thyroglobulin Gene The First Thyroid Spesific
Susceptibility Gene in Autoimmune Thyroid Disease. TRENDS in Molecular
Medicine, 10(7): 306-308.

TOMER Y., HUBER A. (2009). The etiology of autoimmune thyroid disease: a story of
genes and environment. Journal of Autoimmunity; 32: 231-2309.

TONACCHERA M., PINCHERA A. (2000). Thyrotropin receptor polymorphisms and
thyroid diseases. J Clin Endocrinol Metab, 85:2637-9.

TUNBRIDGE W.M., CALDWELL G. (1991) The epidemiology of thyroid diseases. In:
L.E. Braverman RD Utiger eds. The Thyroid A Fundamental and Clinical Text.
Lippincott, Philadelpia.

URGANCIOGLU I., HATEMI H., YENICI O., USLU 1., KAYA H., BENLI M., VURAL
M. (1988). Metin: Tiirkiye’de endemik guatr taramasi. Tiirkiye’de endemik guatr.
L.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Niikleer Tip Anabilim Dal1, yayin no:14,
pg: 9-40, Emek Matbaast, Istanbul.

VALTONEN VV, RUUTU P, VARIS K, RANKI M, MALKAMAKI M, MAKELA PH.
(1986). Serological evidence for the role of bacterial infections in the pathogenesis
of thyroid diseases. Acta Med Scand, 219:105-11.

VANDERPUMP M.P.J., TUNBRIDGE W.M.G., FRENCH J.W., APPLETON D., BATES
D., CLARK F., GRIMLEY EVANS J.,, HASAN D. M. RODGERS H,
TUNBRIDGE F., YOUNG E.T. (1995). The incidance of thyroid disorders in the
community : a twenty- year follow-up of theWhickham Survey. Clinical
Endocrinology, 43(1): 55-68.

VANDERPUMP M.P.J., TUNBRIDGE W.M.G. (1996). The epidemiology of thyroid
diseases. In: L.E. Braverman RD Utiger eds. The Thyroid Lippincott, Philadelpia.

VANDERPUMP M.P., TUNBRIDGE F. (2002). Epidemiology and prevention of clinical
and subclinical hypothyroidism. Thyroid, 12: 839-847.

VILLANUEVA R., INZERILLO A.M., TOMER Y., BARBESINO G., MELTZER
M., CONCEPCION E.S., GREENBERG D.A., MACLAREN N., SUN Z.S.,
ZHANG D.M., TUCCI S., DAVIES T.F. (2000). Limited genetic susceptibility to
severe Graves’ ophtalmopaty: no role for CTLA-4 and evidence for an enviromental
etiology. Thyroid, 10 (9): 791-98.

VOLPE R. 1990 Immunology of human thyroid disease. In: Volpe R, ed. Autoimmunity
in endocrine disease. Boca Raton, FL: CRC Press; 73.

WEETMAN A.P. (2003). Autoimmune thyroid disease: propagation and progression.
European Journal of Endocrinology, 148: 1-9.



77

WEETMAN A P. (2004). Cellular immune responses in autoimmune thyroid disease.
Clin Endocrinol (Oxf), 61: 405-413.

WIERSINGA W.M. (1995). Subclinical hypothyroidism anh hyperthyroidism. 1.
Prevalance and clinical relevance. Netherlands Journal of Medicine, 46:197-204.

YANAGAWA T., MANGKLABRUKS A., CHANG Y.B., OKAMOTO Y., FISFALEN
M.E., CURRAN P.G., DEGROOT L.J. (1993). Human histocompatibility leukocyte
antigen DQA1*0501 allele associated with genetic susceptibility to Graves’ disease
in a Caucasian population. J Clin Endocrinol Metab, 76:1569-1574.

YANAGAWA T., HIDAKA Y., GUIMARAES V., SOLIMAN M., DEGROOT L.J. (1995).
CTLA-4 gene polymorphism associated with Graves’ disease in a Caucasian
population. J Clin Endocrinol Metab, 80:41-45.

YANAGAWA T., TANIYAMA M., ENOMOTO S., GOMI K., MARUYAMA H.,, BAN Y.,
SARUTA T. (1997). CTLA4 gene polymorphism confers susceptibility to Graves’
disease in Japanese. Thyroid, 7(6):843-846.

YARMAN S., OGUZ P., CARIN M. (2007). HLA-DRB1*03 is a susceptibility gene in
patients with Graves’ disease with and without ophthalmopathy. J Immunogen,
34:23-25.

YEO P.P.B., CHAN S.H., THAI A.C., NG W.Y., LUI K.F., WEE G.B., TAN S.H., LEE
B.W., WONG H.B., CHEAH J.S. (1989). HLA Bw46 and DR9 associations in
Graves’ disease of Chinese patients are age- and sex-related. Tissue Antigens,
34(3):179-184.

ZAMANI M., SPAEPEN M., BEX M., BOUILLON R., CASSIMAN J-J. (2000). Primary
role of the HLA class I DRB1*0301 allele in Graves disease. Am J Med Genet,
95(5):432-437.



