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1. GIRIS VE AMAC

MikroRNA (miRNA)’lar son vyillarda ortaya cikan, 18-24 nikleotid
uzunlugunda, kicik kodlama yapmayan (noncoding) ve buyuk bir cogunlugu hiicre
icinde bulunmakla birlikte ekstraselluler alanda, vicut sivilarinda ve kanda
bulunabilen RNA molekilleridir. miRNA’lar hicre proliferasyonu, farklilasmasi,
metabolik surecler, apopitoz, inflamasyon ve immunolojik streclerin diizenlenmesi
gibi sureclerde duzenleyicidirler. Cesitli calismalarda yapilan gézlemler, insan
plazmasinda bulunan miRNA’larin yuksek bir stabiliteye sahip oldugunu ve bu
orneklerde yapilan mMIiRNA ekspresyon kalib1 analizinin ¢esitli hastaliklarin
durumlart hakkinda yararli bilgiler sunabilecegini ortaya koymustur. miRNA’larin
hasta serum/plazmasinda belirlenebilmesi, tanisinda mutlaka girisimsel tekniklerin
kullanilmasin1 gerektiren hastaliklarda oldukca kolay bir 6rnek eldesini saglar.
Potansiyonel olarak gen veya protein sentez bozuklugu aracili her hastalik, htcre tipi
veya doku tipi miRNA tabanli hedefleri olusturabilirler. miRNA’lar gelisimsel
acidan mesajct RNA’larin protein Uretmesini dlzenleyici rol ustlendiginden,
terap6tik acidan onemli olmalarini saglamaktadir.

Hashimoto Tiroiditi (HT), T ve B lenfositlerin tiroid dokusunu istila ederek
parcalamas: sonucu Anti-TPO ve Anti-TG antikorlarinin GUretimi ile karakterize en
yaygin otoimmun ve endokrin hastaliklardan biridir.

miRNA’larin  immin sistemi kontrol etmede ve otoimmun hastaliklarin
patogenezinde 6nemli bir yeri oldugunu son yillarda yapilan bilimsel calismalar
acikca gostermektedir. HT’de bunu tiroid dokusuna infiltre olan lenfositleri aktive
ederek yaptiklar1 dustunulmektedir. Bu sebeple sirkilatuar miRNA’nin tanimlanmasi
Klinik durumlar ve hastalik patogenezinde dnemli ve yeni bilgiler saglayabilir.

Hashimoto Tiroiditi’nde TSH’1n ylksek oldugu tan1 aninda ve ayni hastalarin
tedavi sonrasi 6troid donemdeki miRNA profili bu giine kadar hentiz ¢aligilmamis bir
konudur. Biz de bunu g6z 6ninde bulundurarak TSH’in yuksek oldugu tan1 aninda

ve ayn hastalarin tedavi sonrasi U¢ ay sonraki 6troid olduklari kontrol dénemindeki



miRNA ekspresyon duzeylerini belirleyip saglikli kontrol grubu ile aralarinda
ekspresyon duzeyi acisindan bir fark olup olmadigini tespit etmeyi amagladik.
Calismamiz ile HT’nin simdiye dek tam olarak aydinliga kavusamamis olan
patogenezine yeni bir bakis acisi sunarak hem literatlire katki yapmayi planhyoruz;
hem de bu yeni bakis agistnin HT glncel tedavisine yeni ufuklar agmasini

bekliyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tiroid Bezi

2.1.1 Tiroid Bezi Embriyolojisi

Tiroid bezi (Glandula thyroidea) embryonal yasamin 4. Haftasinda pharynx’in
ventral duvarinin ortasinda tuberculum impar ile copula arasinda endodermal bir
cikint1 seklinde olusmaya baslar. Olusan ¢ikinti daha sonra ductus thyroglossus adl
bir divertikil olarak gelisir. Bu divertikul asagi ve 6ne dogru tip seklinde biytimeye
devam eder. Bu tlpln alt ucu, boyunda ikiye ayrilir. Daha sonra bir ¢ok hicre
sttunlart olusur. Bu hicre situnlarindan tiroid bezinin isthmus ve yan loblar1 gelisir.
Ductus thyroglossus daha sonra kapanir ve st agikhigi eriskinlerde dil kokinde

foramen caecum olarak kalir (1).

2.1.2 Tiroid Bezi Anatomisi

Tiroid bezi; boyunda, trakeanin Oniinde, krikoid kikirdak ile suprasternal
centik arasindadir. Isthmus ile birbirine bagh olan sag ve sol lob ile piramidal lob
olmak (zere Ug¢ lobdan olusan troid bezinin gérinimi kelebege benzer. Troid bezi
Yunanca’da kalkan bi¢imli anlamina gelmekte olup, “thyreos” kalkan, “eidos” ise
bicim demektir. Saglkli kisilerde 12-20 gr agirhginda, damardan zengin ve
yumusak kivamli bir yapidir (2). Loblarin boyutlari: uzunluk x genislik x derinlik
olarak sirasiyla 45x18x15 mm kadardir. iki lob esit boyutta olmayabilir. isthmus ise
20x5x5 mm’dir (2, 3).



2.1.3 Troid Bezi Yapis1 ve Fonksiyonlan

Troid bezinin fonksiyonu hipotalamustan salgilanan tirotropin salgilatici
hormon (TRH) ile hipofizden pulsatil olarak salgilanan ve dilirnal varyasyon
gosteren tiroid stimdlan hormon (TSH) tarafindan dizenlenir (4).

Plazmada bulunan iyodun aktif transport ile troid hicrelerince alinmas troid
hormonlarinin sentezinde ilk asamadir. Bu islem troid hicrelerinin membraninda
bulunan “Na/l symporter” proteinleri ile gerceklestirilir.

Ikinci asamada hiicre icine alinan iyot, troid peroksidaz araciligi ile okside
olur. Belli bir seviyeye ulasan iyot, tirozin aminoasidinin aromatik zincirine baglanir.
Organifikasyon denilen bu olay sonucunda hormonal olarak inaktif olan tirozine bir
iyodun baglanmasiyla monoiyodotirozin (MIT); iki iyodun baglanmasiyla
diiyodotirozin (DIT) ad1 verilen molekuller olusmus olur (Sekil 1).

Son asama ise MIT ve DIT molekillerinin birleserek triiyodotrozini (T3)
veya 2 tane DIT molekdlinin birleserek tiroksini (T4) olusturdugu eslesme

(coupling) asamasidir (5).
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Sekil 1. Tiroid hormonu sentez basamaklar: (6).



Dolasimdaki T4’0n tamami ve T3’0n %20’si troid bezinde Uretilmektedir.
T3’ln geriye kalan kismi karaciger, bobrek gibi dokularda T4’0n 5' deiyodinaz
enzimi aracihigi ile deiyodinizasyonu vasitasiyla olusmaktadir. Reseptorlere afinitede
T3 T4’den daha iyidir. Tiroid hormonlarinin biyolojik aktivitesinin buylik kismi
T3Un hicresel etkileri sonucu olusur (7).

T3 ve T4 sentezi, TSH wuyansi sonrast peroksidaz enzimleri ile
gerceklestirilir. Bu enzimler folikiler hicrelerde oksidasyon, organifikasyon ve

coupling asamalarini katalizler (8).

2.1.4 Troid Hormonlarinin Genel Etkileri

Kalorijenik etkiler: Tiroid hormonlari oksijen tlketimi ve 1s1 Uretimini
arttirir.  Kalorijenik etkinin Na-K ATPaz enziminin stimalasyonu ile oldugu
dusunulmektedir.

Kardiyovaskuler etkiler: Tiroid hormonlar: kalpte pozitif inotrop ve pozitif
kronotrop etki gosterirler. Hipertroidi durumunda kalbin kontraktilitesi ve debisi
artar, kalp kasinda hipertrofi gelisir, atriyal fibrilasyon riski artar. Hipotroidide ise
tam tersi s6z konusudur (7, 9).

Pulmoner etkiler: Solunum merkezinde hipoksi ve hiperkapni ile normal
cevabin strdirilmesini saglar.

Gastrointestinal etkiler: Tiroid hormonlart gastrointestinal motiliteyi
arttirirlar.  Hipertiroidide ishal, hipotroidide konstipasyona neden olurlar.
Hipotroidide intestinal psddoobstriiksiyon gorulebilir.

Hematopoetik etkiler: Tiroid hormonlart kemik iliginde eritropoietik
aktiviteyi ve serum eritropoietin (EPO) duzeyini arttirirlar. Bu yuzden hipertiroidide
kemik iliginde artmis aktivite nedeni ile eritrositoz; hipotiroidide anemi sik olarak
goralur (7, 10).



2.2 Otoimmunite ve Tiroiditler

Otoimminite, immun sistemin, vicudun kendi organ, doku ve hiicrelerinin
yapisinda bulunan protein veya lipoproteinine yonelik immun yanit gelismesidir.

Gelisen immun yanit sonucu olusan hastaliklara da otoimmidin hastaliklar denilir.

Immun sistem, embriyo doneminden baslayarak organizmanin kendi
proteinlerine karsi, kendinden olan: ayirt etme 6zelligine sahiptir. Kendi proteinlerine
kars1 tepkisizlige *“kendine tolerans (self tolerans)” denir. Canlinin kendi
proteinlerine karsi toleransin gelismemesi veya bir nedenle sonradan toleransin yok
olmasi, otoimmin yanitin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu durum, ilgili doku
ve organlarda inflamasyon, patolojik hiicre apoptozu, fonksiyonel bozukluk gibi
patolojik sureclerin gelismesine neden olabilir.

Bagisiklik sistemi bir yandan viicuda yabanci proteinleri ve organizmalari
taniyip onlarla bas edebilecek kadar glcli olmas: gerekirken bir yandan da kendi
hlcrelerine zarar vermeyecek kadar da dengeli olmalidir. Bunun i¢in viicudun kendi
yapitasini olusturan proteinleri algilayip bu antijenlere tolerans gelistirmesi gerekir.
Bu tamima isleminin fetal hayatta timusta gerceklestirildigi disuntlmektedir.
Timustaki baz1 Th hiicre gruplarn fetal hayatta yok edilirken, istenilen 6zelligi olan T
hiicrelerin hayatta kalmasina izin verilir. Bu olay fetal hayatta kabaca 3 asamada

gerceklesir :

1. Timusdaki T hucreleri herhangi biri antijen sunmayan HLA molekdline

sikica baglanirsa bu hicre serisi inaktive olur ve yok edilir.

2. MHC tarafindan sunulan yabanci antijenler ile karsilasan T hicreler
kalirlar.

3. MHC tarafindan sunulunan viicuda ait antijenlere (“self”) karsi yanit
gelistiren hicrelerin bir c¢ogu klonal delesyona ugrarken bir kismimnin TCR
molekilinin genis bir degisken yapiya sahip olabilmesi ve cok fazla sayida T
hlcresinin yok edilmesinin bagisiklik sistemini olumsuz etkileyebilmesi nedeniyle

yasamasina izin verilir.



Self tolerans agsamalar: igin verilebilecek en iyi 6rnek Addison hastalig,
hipoparatiroidizm ve tiroid otoimmunitesi ile birlikte giden Otoimmdin Poliglanduler
Sendrom Tip -1 dir (APS-1). Bu sendromun fetal hayattaki AIRE (Autoimmune
Regulator Gene) genindeki bozukluk nedeniyle olustugu dustinilmektedir (11, 12).

Otoimmin yanitin nedenleri kesin olarak bilinmemektedir. Cogu olguda
genetik bir yatkinlik gézlenmektedir. Otoimmin hastaligi olanlarin birinci derece
akrabalarinda da  benzer otoimmin hastaliklarin sik gorilmesi genetigin
otoimmunitede etkisi oldugunu distndirmektedir (13). Otoimmun hastalig
olanlarda, diger otoimmin hastaliklarin goériilme orani, toplumdaki genel gorilme
oranindan daha fazla gibi goriinmektedir. Ornegin Graves veya Hashimoto
hastalarinda Tip | Diabetes mellitus; Hashimoto hastalarinda pernisiy6z anemi daha
sik gorilmektedir. Yasla birlikte otoimmiin hastaliklarin sikliginda artigin gortlmesi,
cevre faktorlerinin etkisini de dusindurmektedir. Ancak bu cevresel faktorler ve

bunlarin etki mekanizmalar: tam olarak bilinmemektedir.

Tiroid bezi otoimmin hastaliklarin en sik gorildigu organlarin basinda
gelmektedir. Troidin otoimmun hastaliklar: alt bashginda HT, sessiz tiroidit (silent
tiroidit), postpartum tiroidit, atrofik tiroidit, Graves hastaligi, Graves oftalmopatisi ve
Graves dermatopatisi yer almaktadir (Tablo 1). Tiroid otoimmunitesi, Doniach ve
arkadaslar1 tarafindan HT olan hastalarin serumlarinda tiroglobulin antikorlarinin

gosterilmesiyle ortaya konmustur (14).

Otoimmin hipotiroidizm (Hashimoto Tiroiditi) ile Graves hastaliginin ortak
oOzelliklerinin  oldugu, bir hastaliktan digerine gecisin gordlebildigi, tiroid
otoimmunitesine bagh fakat klinik olarak daha az belirgin hastaliklarin (subklinik
hipotiroidizm, fokal tiroidit, pospartum tiroidit v.b.) genel populasyonda oldukga sik
goruldugt bilinmektedir. Toplum bazinda yapilan calismalarda subklinik tiroid
otoimmunitesinin nadiren ve yavas olarak ilerleyerek asikar tiroid disfonksiyonuna
neden oldugu rapor edilmekle birlikte; A.B.D.’de otoimmiin hipotiroidizmin
otopsilerde tespit edilme sikliginin %0.8 oldugu ve bunlarin da %95’inin kadin
oldugu bildirilmistir (15).



Tablo 1. Otoimmun Tiroid Hastaliklar

» Hashimoto Tiroiditi

= Sessiz tiroidit (silent tiroidit )
= Postpartum tiroidit

= Atrofik tiroidit

= Graves hastalhigi

= Graves oftalmopatisi ve dermatopatisi

2.3 Klasik Immun Davranis:

Immun  sistemimiz, vilcudumuzu  c¢evremizdeki  cesitli  patojenik
mikroorganizmalardan ve toksinlerden koruyan hicre, doku ve molekillerin bir
araya toplanmas: ile olusmaktadir; dogal ve edinsel olmak uzere iki kisma
ayriimaktadir. Adindan da anlasilacag: Uzere, dogustan gelen immun sistem, her
zaman var olan ve enfeksiyon bdélgesinde mikroplart harekete gecirmeye ve
savasmaya hazir fiziksel epitel bariyerleri, fagositik I6kositler, dendritik hicreler,
dogal katil (NK: Naturel Killer) hucre adi verilen 6zel bir lenfosit turi ve

dolasimdaki plazma proteinlerinden olusmaktadir.

Edinsel immun yanit ise daha spesifiklesmis ve uzmanlagmis bir immun yanit
olusturur; hucresel ve humoral immun yanit olarak ikiye ayrilir. Humoral immun
yanitta B lenfositler antijene 6zgu antikor Gretiminden sorumludur; hiicresel yanitta
gorevli T lenfositler ise antijenin taninmasi, immun sistem hicrelerine antijenin
sunumu, bu htcrelerin aktivasyonu ve proliferasyonu, B-lenfositlerin antijen spesifik
antikor Uretimi icin uyarilmasi, immun yanmitin gi¢lendirilmesi veya baskilanmas: ve
sitotoksisiteyi dogrudan veya dolayl: olarak kontrol etmek gibi islevleri bulunur
(Sekil 2) (16).



Immun Reaksivonda Lenfositler
T Lenfositl;r B Lt;nfositler
CD4+ T.LEﬂfosi'tler CDE‘.+‘T Lenfositler
CD4+ Thl"T-I_Eni‘. cr;4+ Thi T.Lenf Sitotolkzlk CD8+ TLent Stprssor DS TLent

Sekil 2. Immun reaksiyonda gorevli lenfositler.

T lenfositlerin aktivasyonu, antijen sunan hicrelerin (APC: Antijen
Presenting Cell) etkinligi ile baslar. Makrofajlar ve dendritik hicrelerdir APC
Ozelligi goOsteren temel hucrelerdir. Antijenik 06zellik gosteren molekiil, fagositoz
yoluyla veya reseptorler araciligiyla hicre igine alinir. Hicre icine alinan molekul
parcalara (epitoplara) ayristirilir. Peptidler ise hiicre icinde insan I6kosit antijeni olan
HLA sinif-11 molekdllerine vyerlestirilerek, hiicre ylzeyinde CD4+ T lenfositlere
sunulur. Simif-11 HLA’lar, polimorfik molekiller olup, bu 6zellikleri ile bir gok

peptidi baglama 6zelligine sahiptirler (16).

APC tarafindan T lenfosite antijen sunumu sirasinda her iki hticrede bulunan
cok sayida yuzey molekllu karsi hiicrede bulunan ligandlarina baglanir. Bunlar
sinyal molekiilleridir. Sinyal molekdllerinin tipine gore immin yanit ya aktivasyon
ya da inhibisyon seklinde ilerler. APC lzerinde HLA, ICAM-1, LFA-3, B7, CD40
molekdlleri bulunurken, bu molekillerin T lenfosit Gzerindeki ligandlari TCR, CD3,
LFAL, CD2, CD28 ve CTRL 4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4) molekulleridir.
APC lzerindeki HLA molekilunin CD4+ T lenfositin T hucresi reseptoriine (TCR:
T Cell Receptor) baglanmasi, immun yaniti aktive veya inhibe ederek kontrol eden
cok sayida molekiilin APC ve T hicre tarafindan salinmasina yol acar. Ilk
basamakta, APC hicre yuzeyindeki ICAM-1 ve LFA-3, sirasiyla T-lenfosit LFA-1
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ve CD2 molekillerine baglanir. Bu sekilde APC ve T-lenfosit birbirine baglanmis
olur. Bunu takiben APC’nin sunacag: antijen, stif- 11 HLA ile birlikte T lenfosite
sunulur. HLA-antijen kombinasyonu, T-lenfositin TCR’line baglanarak, antijen T-
lenfosite tanitilmis olur. Bundan sonraki evre, aktivasyonun guclendirildigi veya
baskilandig: ikincil sinyal evresidir. APC’de bir periferik membran proteini olan B7
(CD 80 veya CD 86) molekult, T lenfosit yizeyindeki CD28 molekuline
baglandiginda T lenfosit immun reaksiyonu uyarilir (co-stimulation); buna karsin B7,
CD28 yerine CTLA-4 ile reaksiyona girdiginde Tlenfositteki immun reaksiyon
baskilanmaktadir (co-supressor). Bu nedenle CD28 yoklugunda, T lenfosit immun
yanit gosterememektedir. CTRL-4 yoklugunda veya mutasyonunda ise immun yanit
asirhigr ortaya cikmaktadir. T lenfositin CD4 molekili ise HLA+antijen+TCR
kombinasyonundan sonra baslayan immun reaksiyon sinyalini baslatir. Bu reaksiyon
sonucu, CD4+ Tlenfositlerde, IL-2 (Interleukin-2) ve IL-2R (IL-2 reseptorii) veya
IL-4 sentez ve salinimini baslamaktadir (17, 18).

CDA4+ T lenfositlerin verdigi immun yanit ise T helper 1 (Th1) ve T helper 2
(Th2) tipi yanit olmak Uzere iki gesittir. Organ hasari ve geg tip hipersensitivite ile
giden otoimmun endokrinopatilerde, IL-2 Ureten T-lenfositlerin sorumlu oldugu Thl
yolu agirliktadir. Th2 yamtinda ise IL-4 Ureten T-lenfositler aracilig: ile antikor
sentezi uyarilmaktadir. Thl yolunda, IFN-y (interferon gamma), TNF (tumor
necrosis factor), IL-3 sentez ve salimmi; Th2 yolunda ise B lenfosit uyariimasinin
yaninda IL -3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 salinim: da uyariimaktadir.

Th2 yolu ise B lenfositi, antijene karsi spesifiye eder. T lenfositin
membraninda ki CD 40 L proteini ile B lenfosit membraninda bulunan CD 40
proteini birlesir. Birlesme sonucu antijenik sinyal B lenfosite geger ve B lenfosit
antijene 6zgln antikor tretmeye baslar (16, 18).

CD8+ T lenfositler sitotoksik ve stpressor 6zellik gostermektedir. Epiteloid
tipteki hiicreler sitoplazmalarinda bulunan bazi proteinleri parcalayarak peptidlerine
ayirir. Bu proteinler o hiicrenin kendi dogal bir proteini, viral-bakteriyel bir protein
veya bir malign protein olabilir. Bu peptidlerden bazilar1 antijeniktir. Bu antijenik
peptidler, bu hiicrede sentez edilip hiicre yuzeyindeki HLA sinif-1 icinde CD8+ T
lenfositlere sunulur. CD8+ T lenfositlerin yiizeyindeki fas-L (fas-ligant), HLA-I +
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antijen kompleksini sunan hedef hiicrenin Fas’1 ile baglanarak, hedef hiicrede
apoptoz surecini baslatir (16-18).

CD8+ T lenfosit disinda immun reaksiyonda sitotoksik Ozellikte olan NK
(natural Killer cell) gibi hucreler de bulunmaktadir. NK hedef hicreye 2 yolla
baglanarak onu tahrip eder. ilk yol hedef hiicrenin membranindaki NK’yi baglayan
proteinler araciligi ile hedef hiicreye baglanmasi ve o&ldirmesidir. Antikor
aracihigiyla hiicreye baglanma ise ikinci yoldur. Antikor hedef hiicrenin bir antijenik
proteinine karsidir ve antikor hiicredeki bu proteine baglanir (16).

2.3.1 Lenfosit Antijen Reseptorleri

Spesifik immun reaksiyonlara aracilik ederler. B lenfositlerin membraninda
bulunan immunglobulin reseptorleri (IgR) ile T lenfositlerin membranindaki TCR
genellikle benzemektedir. Antijeni taniyabilmesi ve baglayabilmesi i¢cin TCR’lerin

HLA’ya ihtiyaci varken, IgR’leri icin béyle bir kosul yoktur (18).

2.3.1.1 Temel Doku Uygunlugu Bileseni

Temel Doku Uygunlugu Bileseni (MHC: Major Histocompalibity Complex),
proteinlerin veya peptitlerin sunulmasinda 6nemli gorevleri vardir. Sinif | ve 1l
olmak uzere iki gruba ayrilirlar. Sinif | grubunda HLA-A, HLA-B ve HLA-C; sinif 1I
grubunda ise HLA-DP, HLA-DQ ve HLA-DR yer almaktadir. MHC-I, neredeyse
tim cekirdekli hicrelerde bulunurken, MHC-II ise sadece makrofaj, dendritik htcre
gibi belirli hucrelerde yer almaktadir. MHC, antijenik proteini kanca gibi saran bir
cift alfa bolumu, bunlarin oturdugu beta bolumu ve timinin oturdugu globuler
bolimunden olusmaktadir (Sekil 3 ve 4) (17).
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2.3.2 Immun Reaksiyonlarda Adezyon Molekiilleri

Adezyon molekalleri hicrelerin birbirine tutunmasinda gorev almaktadir.
Ayrica sinyal iletiminde, hicrelerin aktivasyonunda ve proliferasyonunda da islevleri
vardir. DOrt gruba ayrilirlar: integrinler, immunoglobulin supergen ailesi, selektinler
ve CD44.

Adezyon molekilu-lenfosit etkilesiminde, antijene bagimli olsun veya
olmasin, karsilikli olarak, integrinlerden LFA-1 (Lenfocite function-associated
antigene 1), immunoglobulin supergen ailesinden ICAM-1 (Intercellular adhesion
molecule 1) ile immunoglobulin supergen ailesinden LFA-2 ve LFA-3 gorev

almaktadir.

Ikinci derecede diger bir adezyon yolu da, VLA-4 ( Very late antijen-4) ve
VCAM-1 (Vascular cell adesion molecule-1) ve fibronektin (CS1) etkilesim yoludur
(17).

2.4 Otoimmun Tiroid Hastahklarinda Baslica Rolleri Olan Antikorlar

2.4.1 Tiroglobulin

Tiroid htcrelerinde T3 ve T4‘U de yapisinda bulunduran bir protein olan
tiroglobulin 670 KD buyukluglindedir. Tek bir protein gibi dusiintlse de yapilan
calismalarda TG molekudlinin kisiden kisiye farklilik gosterdigi tesbit edilmistir
(20). Tiroglobulin molekilinde bulunan 4 ila 8 adet epitopun, 6zellikle tiroit
otoimmdnitesinde rol aldigin1 distndirmektedir (21). Saptanan Anti-TG antikor
miktar1 Kisilerdeki tiroid dokusu lenfosit infiltrasyonu ile paralellik gostermektedir
(22).
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2.4.2 TSH Reseptoru

764 amino asitlik glikoprotein yapisinda olan TSH reseptort (TSH-R) bir
ekstramembran6z bir kismi, 7 transmembran halkasi ve hucre iginde adenilat siklazin

Gs alt biriminin baglandig: bir i¢ kismindan olustugu gosterilmistir (23, 24).

Bazi antikorlar TSH-R’deki bir epitopa baglanarak reseptori tipkt TSH’nin
yaptigi gibi aktive eder ve cCAMP olusumuna neden olur. Diger 2 TSH-R antikoru
aynm1 ya da farkli epitopa baglansa da sonu¢ olarak TSH’nin baglanmasina engel
olurlar ve hicredeki hormon sentezini uyarmazlar. Bu nedenle bu antikorlar

Tirotropin Baglayici Inhibitér immiinglobulinler olarak adlandirilir (Sekil 5).
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Sekil 5. A: Normal TSH reseptori ve uyarilmasi. B: TSH resept6rinin
stimilator antikorlar ile uyarilmasi. C: TSH reseptortintn bloklayici antikorlar ile
uyarilmasi (25).

2.4.3 Tiroid Peroksidaz

Otoimmun tiroit hastaliginda en 6nemli antijen-antikor sistemidir. Tiroid
Peroksidaz enziminin antijeni “Mikrosomal Antijen” olarak da adlandirilir. 1985’de
bu antijen AntiTPO olarak adlandiriimigtir (26). mMRNA’nin farkl alternatif splicingi
ile 101 ve 108 KD’luk iki protein olusturur. Tiroit hucrelerinde ylizeyde ve
sitoplazmik olarak bulunan TPO, kompleman aracilikli sitotoksitiside ve antikor

bagimli hiicre aracilikl sitotoksisitide rol alir (27).
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2.5 HASHIMOTO TIiROIDITi

Hashimoto Tiroiditi (HT) dunyada iyot eksikligi olmayan bolgelerde
hipotiroidinin en sik nedenidir. Siklig1 yas ile birlikte artmaktadir (28). ilk kez 1912
yilinda bir Japon cerrah (Hakaru Hashimoto) tarafindan tanimlanmistir. Otoimmin
bir hastalik olan HT kronik bir tirioidittir. Tiroid interstisyumunda yogun lenfosit
infiltrasyonu olmasi sebebi ile kronik lenfositler tiroidit de denilmektedir. En sik
gorilen tiroidittir. Insidans1 % 6-7 kadardir. Yapilan otopsilerde kadinlarda %5-15,
erkeklerde %1-5 oraninda bulunmustur. Bu bulgu ile kadinlarda erkeklere gére ¢cok
daha sik ortaya ciktigi soylenebilir. HT vakalarinin 1.derecede akrabalarinda
hastaligin  gorulme sikligr % 18-33 arasinda bulunmus olup rolatif risk %22-47
olarak tespit edilmistir. Tiroid antikorlari bazinda arastirildiginda bu rakam daha da
blytmektedir. Tiroid antikor pozitifligi HT saptanan kisilerin 1.derecede
akrabalarinda, genel toplumdan daha ylksek bulunmustur. Otozomal dominat bir
gecisi ¢cagnistirmakta olup, en azinda TPO’nun 5 epitopuna karsi antikor olugmasi

dominat 6zellik gostermektedir (29, 30).
2.5.1 Patogenez

Hashimoto Tiroiditi otoimmun bir hastalik olmakla birlikte patogenezi tam
bilinmemektedir. Hastaligin baslangict ve gelisimi immunogenetik, epigenetik ve
cevresel faktorleri iceren basamakli bir yol izlemektedir (Sekil 6) (31).
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Sekil 7. HT patogenezinde genetik yatkinlik, cevre faktorleri birlikte tiroid  ve
immun sistemi etkileyerek Hashimoto Tiroiditi olusmasini tetiklemektedir.
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Genetik gecisi belirleyen molekdller, tim ayrintisiyla bilinmemektedir.
Genetik marker olarak MHC’ler 6n planda gorilmektedir. Tirositlerin MHC | ve
IIyi asin eksprese etmesi, 6zellikle artmis aberan MHC 11 ekspresyon yetenegi ve
CTLA-4 bilinen genetik markerlardir. Cok sayida yayin belli MHC alt gruplarinin
HT riskini artirdigini séylemektedir. HLA-DR3 ve HLA-DRS5 en sik bildirilenlerdir.
Bunun disinda HLA alt guruplarindan DR4, DR9, DQ?7 bildirilen risk gruplaridir. HT
ve diger otoimmun tiroid hastaliklar: icin bildirilen bir diger gen CTLA-4 tir. CTLA-
4, T-lenfositte immun  bir regilatérdiir. immun yanit fizyolojik seviyeden daha fazla
olmamasi baglaminda frenleyici bir etkiye sahiptir. T lenfositte antijen sunarak
immun reaksiyonu tetikleyen hiicrenin B7 si ile birleserek aktive olur ve T-
hlcresinde immun yaniti baskilar. Bu baskilanma antijen sunulan T-lenfositin
apoptozisine yol acarak, antijene 6zginlesmis T-hlcresi ortadan kaldirilacaktir.
CTLA-4 mutasyonlarinda ise immun yanit baskilanamaz ve bdylece otoimmun bir
hastalik olusmasi kolaylasir. CTLA-4" deki fonksiyon bozuklugunun genetik gegcisli
olabildigine dair kanitlar bulunmaktadir (29, 32, 33).

Tetik noktasinin tam olarak bilinmedigi otoimmun olayin, kiglk yaslarda
daha distk olan hastalik insidansinin yas ilerledikce belirgin olarak artmasi, ¢cevresel
faktorlerin etkisini dustndurmektedir. Cevre faktori olarak, iyot alimi, stres,
infeksiyonlar ve toksinler sorumlu tutulmaktadir. Bu cevresel faktorlerin tiroid
hicresini  etkileyerek, HLA-II ekspresyonuna yol agip, tiroid antijenik
proteinlerinden bazilarin1 parcalayip ortama sacilan proteinlerin makrofaj veya
dendritik hucrelerce fagosite edildigi, buradan da T lenfosite sunularak immun
reaksiyonu tetikledigi dustnulmektedir. Bir diger hipotez de bazi bakteriyel veya
virtik  proteinlerin, tiroid proteinlerine benzer olmasi ve bunlara karsi olusan
immun yanitin da benzerlik sebebiyle tiroid dokusunu etkilemesi seklindedir (33,
34).

HT’de tiroid disfonksiyonunun, Tiroit bezine infiltre olmus T lenfositlerin yol
actig1 sitotoksik etkisinden degil, sitokin aracilikli apoptosis nedeniyle oldugu tespit
edilmistir. Apoptozisin glgcli bir bulgusu olan fragmante DNA parcaciklari HT de
tiroit folliktler hiicrelerinde siklikla bulunur. Fas Ligand: (Fas-L) normal tirositlerde

de bulunurken, IL-la nin FAS ekspresyonunu arttirdig: gosterilmistir. HT de, tiroit
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bezinde artmis olan sitokinlerin Fas—FasL etkilesimini arttirarak tirositlerde

apoptozisi ve tiroit disfonksiyonunu tetikledigi distintlmektedir (Sekil 7) (35).

HT’de, antikor aracili veya direkt hucresel immunite sorumludur. Hastalikta,
kronik tirosit destriiksiyonu ve folikillerin parcalanmasi s6z konusudur. Folikil
Iimeninde depolanmis kolloidin intrestisyuma dagilmasi, yeni folikil olusumu, yeni
olusanlarin bir bolimunin fonksiyon yetenegi kazanirken bir bolimanin yine ayni
mekanizma ile tahrip olmas: seklinde dongu gordlir. Bu sekilde yasam boyu yikim
ve yapim surekli devam etmektedir. Hucre yikim: daha baskin oldugu igin immun

sistemin sitotoksik kisminin agirligi burada 6nemlidir.

Release Endocytosis

" -l' ------------------

| woos”  Cell
i \OOON

; DOOOON Cel

y DNA
frag mentatlon

¢
i
!
|

/
/
/ ' O cytotoxicity
I antigen effect
;\ - Perfolin

~ MHCII MHCI
Damaged cells” ‘?ﬁ? Auto

Cytokine O sm@ﬂe antlbody
Chemokine FaslL Fas
----- = @ P|asma
-------

Sekil 7. Genomik DNA tarafindan baslatilan ve histon aracililig: ile dogustan ve
kazanilmis bagisiklik genlerinin aktive edilmesinde Onerilen model. Zarar gormdis
hicrelerden salinan DNA parcalart direk veya endositoz ile komsu hicrelere
sizabilir. Ekstrakromozomal histon H2B sitozolde yanhs konumlanmis olan
dsDNA’y1 tanir, boylece inflamasyon yolag: baslatilir. Bunun bir sonucu olarak T ve
B lenfositler, Fas aracili apopitozis aktive olur ve otoimmun reaksiyon baslamis olur
(36).
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HT’de antikorlar yiksek oranda ve yuksek titrede bulunmaktadir. Agirlikl
olarak bulunan antikorlar Anti-TPO ( anti tiroid peroiksidaz) ve Anti-TG (anti
trioglobulin) dir. Ancak anti-Na/l co-simporter, anti-kolloid-Il antikorlar1 ve ANA
dahil bir ¢ok antikor da saptanmistir. Kompleman baglamakta olan Anti-TPO, HT
patogenezinde daha agirhiktadir (34, 37).

HT’de Anti-TPO aracili tiroisit harabiyetinde ongdrilen mekanizmalardan
ilki, Anti-TPO’nun hiicre membraninda bulunan komplemanla birleserek, sistemi
harekete gegcirip tirositin destriksiyonuna yol agmasidir. Komplemana baglanmasi
tirositin 1L-1, ICAM-1, PGE2 (Prostaglandin E2 ) ve serbest radikal eksprese
etmesine yol agarak tirositi olumsuz etkilemektedir. ikincisi, Anti-TPO, tirosit apikal
membraninda TPO’ya baglanarak sitotoksik-T lenfositlerin ydnlenmesine yol
acmakta ve hiicrenin apoptozuna sebep olmaktadir. Ugiinciisii, Anti-TPO ve Anti-TG,
NK hiicrelerin Fc reseptorine baglanarak, NK’larin tirositi yok etmesine yol
acmaktadir (34).

HT’de interstisyumda bol T lenfosit infiltrasyonu bulunur. Patogenezde IFN-
g salgilayan Thl1 hicrelerinin otoantikor Uretimi ve tiroidit icin vazgegilmez
olmasinin yanisira artik glincel calismalar T lenfositlerin alt gruplarini genisletmistir,
Ornegin Th17 hicrelerinin 1L-17 ve 1L-22 Uretmek suretiyle cesitli otoimmun
hastaliklarin patogenezinde rol aldiklari bildirilmistir (38, 39). Hastalarin tiroid
hticreleri, sitokine baglanmada son derecede aktiftirler. Interstisyumda infiltratif T-
hicreleri IFN-g, IL-2, IL-4, IL-6, TNF gibi ¢ok sayida sitokin salgilarlar. Uyarilmis
tirositler ise 1L-2, IL-6, HLA-2, HLA-1, ICAM-1 ve NO (nitrik oksit) gibi bir ¢cok
sitokin ve molekllu salgilamaktadir. iki kaynakh bu sitokin ve molekl toplulugu,
bir yandan tirositi uyarmakta ve bir yandan da destriiksiyonuna yol agmaktadir. Bu

sitokinlerin etkileri asagida verilmistir (Tablo 2) (34).



Tablo 2. Otoimmun Tiroid Hastalarinda Sitokinlerin Etkileri
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Artinci Etkiler Azaltic Etkiler
KRP Na/l Fonksiyonu
(Kompleman regtilator protein) cAMP
ICAM-1 Tg Sentezi
IL-1 Fas TPO Sentezi
NO
IL-6
IL-8
Blyume
M - cAMP |
TPO Sentezi
MHC | Na/l Fonksiyonu
TNF MHC II T3 ve T4 Sentezi
IL-6
MHC | Na/l Fonksiyonu
MHCII Blylme
IFN-g ICAM-1 T3 ve T4 Sentezi
IL-1 Tg Sentezi
IL-6

Hashimoto Tiroiditi’nde mikroskopiye bakildiginda ise interstisyumda bol

miktarda lenfositler gdzlemlenebilmektedir. Bunun yan1 sira parcalanmis folikiller

ve yeni rejenere olmus kolloid igermeyen immatir folikuller gorilebilir.

HT’ye 6zglin degisiklikler genelde tum tiroide yayilmistir, ancak bazen

odaksal Ozellik gosterebilir. Bu durumda fokal tiroiditten sz edilebilir. Bununla

beraber HT’ye 6zgun hsitopatolojik degisiklikler tiroidin her yerinde esit agirhikta

degildir yani bir heterojenite s6z konusudur.
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2.5.2 Klinik Bulgular

Hashimoto Tiroiditi’nde klinige basvuru genelde guatr nedeni ile olmaktadir
ancak her HT’de guatr bulunmayabilir. Geng ve orta yaslarda tirotoksikoza egilim
daha fazlayken, ileri yaslarda hipotiroidiye egilim daha fazladir. Otiroid olgularda
hastanin sikayeti, dikkati guatira yogunlasmistir. Bazilar: ise depresyona bagl olarak
basvurabilir (40). HT’de tami bu bulgulara ikincil olarak yapilan biyokimyasal,
ultrasonografik ve patolojik tetkikler sonucuna gore konmaktadir.

Hipotroidinin klinik bulgularina bakacak olursak; Yorgunluk, halsizlik,
fiziksel aktiviteleri yavaslamistir; soguga intolerans goralur.  Hidrofilik
glikozaminoglikanlarin (GAG) interstisyel sahada birikmesi sonucunda cilt bulgular
ortaya c¢ikar. Bu GAG’larin dilde birikmesi ile makroglossi; larenkste ve
mukozalarda birikmesi sonucu sesin  kaba ¢ikmasi  gorilebilmektedir.
Metabolizmanin yavaslamasi nedeniyle yara iyilesmeleri gecikmistir; tirnak ve saglar
gec uzar sert ve kirilgandirlar. HT de tiroid bezi genellikle biyuktir, Gzeri purizli
olabilir, hatta nodul saptanabilir. Etkilenmis sinir sisteminde dikkat kaybi,
hareketlerde ve dusinmede yavaslama, hafiza kaybi, entelektliel fonksiyonlarda
yavaslama olabilir. Hormon sekresyon hizinda yavaslamay: kompanse etmek icin

hormon parcalanmasi da yavaslamistir.

2.5.3 Laboratuvar Bulgular

HT’de serum TSH seviyesi artmistir, tiroid hormon seviyeleri azalmstir,
tiroid antijenlerine kars1 tiroid antikorlari Anti-TPO ve Anti-TG artmistir. Ancak
negatif degerler taniy: ret ettirmedigi gibi, her yuksek pozitif titre de mutlaka HT
tanis1 anlaminda gelmemektedir. Anti-TPO antikor, HT’de  %80-99 oraninda,
Anti-TG antikor ise %35-60 oraninda pozitif bulunmustur (41, 42). Fizik muayene
bulgularinin sinirli olmasi ultrasonografinin noduller tiroid hastaliklarinin tanisinda
kullanimini giderek artirmaktadir. Ultrasonografi troid nodullerinin saptanmasinin
yant sira, nodil boyutunun takibi, IIAB yapilmasi ve Kkistik lezyonlarin
aspirasyonunda yol gosterici olabilmektedir. HT’ de sintigrafide uptake genelde

dustktir ancak uptakein normal oldugu hastalar da olabilmektedir (30, 43).
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2.5.4 Tedavi

Hastalarin ¢cogunda tedaviye ihtiya¢ yoktur. Bu durum otoimmin hadiselerin
yavas ancak siregelen bir yikim yarattig1 hipotezine dayanir, keza hastalarin ¢ogu
asemptomatiktir ve guatr boyutu kiguktir. Hormon replasman tedavisinden fayda
goren guatrin blylk oldugu durumlarda tedavi ile birlikte guatrin boyutlar: kiculr.
Ortalama 2-4 hafta iginde kuctlme gerceklesir (44). Yapilan ¢alismalarda 15 aylik
izlemde, proflaktik verilen tiroit hormon tedavisinin bezin boyutunda bir kiiglilmeye
neden oldugunu ve tiroit antikor diizeylerinde de bir gerileme oldugu gostermistir
(44, 45).

Hormon replasman tedavisi alan ve serbest T4 dizeyinin normal olan ancak
TSH’nin normalin Gstunde seyrettigi hastalarda tedavi vermenin inflamatuvar sureci
durdugu ve antikor duzeylerini yillar iginde gerilettigi gosterilmistir (46). Yapilan
bazi1 caligmalar basvuru sirasinda hipotiroit olan hastalarin, replasman tedavisi
baslanmasinin ardindan kesilen tedaviye karsin tiroit fonskiyonunu devam ettirdigini
gostermistir (47). Bu durumun, tedavi ile bir nevi istirahat halinde olan tiroit bezinde,
inflamasyonun  gerilemesi ve tiroide karst gelisen sitotoksik antikorlarin
kaybolmasina veya azalmasina bagl oldugu distinilmektedir.

2.6 Kicuk Kodlama Yapmayan Ribonukleik Asitler (Small noncoding
RNA)

2003 yilinda insan genom projesinin tamamlanmasi ile birlikte DNA’mizda
ortalama 19.000-22.000 civarinda kodlayan gen oldugu ve icerdigi yaklasik 3 milyar
baz cifti icerisinde biyolojik ©nem tasiyan protein kodlayict genlerin insan
genomunun sadece ~%1’lik kismint olusturdugu belirlenmistir (48). Gunumizde
hicre bolinmesinden, hicre farklhilasmasina, apoptozdan kansere kadar bircok
hastaligin biyolojik basamaklarinda ve protein kodlayan genlerin anlatiminin
duzenlenmesinde etkili olan RNA molekdllerinin varligi bilinmektedir. 1990’larin
baslarina kadar G¢ ¢esit RNA (MRNA, tRNA ve rRNA) molekilu varlig: ve bunlarin
DNA'daki genetik bilginin proteine c¢evrilmesi (translasyon) ile iliskili cesitli

yolaklarda yer aldigi bilinmekteydi. Kodlayici genlerin ifade dizeylerinin
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diizenlenmesinde rol oynayan protein kodlamayan RNA (ncRNA: noncoding RNA)
molekdllerin kesfi ve fonksiyonlarinin arastirilmasiyla diger ncRNA’larin biyolojik
streclerdeki rolleri daha iyi aydinlatilmaya cahsilmis ve insan genomunda
transkripsiyonel verimin %98’ini kicgik ncRNA’larin olusturdugu belirlenmistir
(49).

ncRNA’larin asil énemi 2006 yilinda arastiricilart Craig C. Melo ve Andrew
Z. Fire’a fizyoloji dalinda Nobel Oduli kazandiran gen anlatim dizenleme
mekanizmas: olarak bilinen “RNA interferans (RNAI)” mekanizmasinin
tanimlanmasiyla ortaya c¢ikmistir. mRNA dizeyinde gen anlatiminin post
translasyonal asamada duzenlenmesi veya post translasyonal genetik bilgi akisinin
dizenlenmesi RNAI mekanizmas: olarak tanimlanabilir. Protein kodlayan genlerin
intronlarinda ya da protein kodlamayan DNA dizisinden RNA polimeraz Il veya
RNA polimeraz 111 araciligiyla transkribe olan ncRNA genleri, proteinleri kodlamak
yerine fonksiyonel RNA molekdllerini olustururlar (49-51). RNAI mekanizmasinda
bas rolde yer alan ve kigiik RNA molekilu sinifinda olan mikro RNA (miRNA) ve
kiglk interferans RNA (siRNA: small interfering RNA), dnemli roller ustlenir.
Ornegin, gen ekspresyonunun posttranskripsiyonel diizenlenmesinde veya RNA
modifikasyonlarinda goérev alirlar (52). Kiclik noncoding RNA sinifinda olan
miRNA ve siRNA disinda RNA’lar da bulunmaktadir (Tablo 3) .

2.6.1 MiRNA’larin Tanimi ve Tarihgesi

miRNA’lar; 18-24 nikleotid uzunlugunda kodlama yapmayan RNA
molekiilleridir. Ilk miRNA, 1993 yilinda Lee ve ark. tarafindan kesfedilmistir. 2001
yilindan itibaren miRNA terimi kullanilmaya baslanmistir (53-55). 1993 yilinda,
yuvarlak bir solucan tirt olan Caenorhabditis elegans’in gen icerigini tarayan Lee
ve ark., hicbir protein kodlamayan lin-4 olarak adlandirdiklar: genin, 22 nikleotid
uzunlugunda bir RNA transkribe ettigini bildirmiglerdir. O yillarda bir nematodun
yapisal Ozelligi oldugu dusunulen ve yasam dongisunin zamanlamas: ile
ilerlemesini kontrol ettigi tahmin edilen lin-4, kesfedilen ilk miRNA’dir (54, 56, 57).
Bugun miRBase veritaninda insanlar igin 1.881 oncu ve 2.588 olgun miRNA

tanimlanmustir (http://www.mirbase.org/ miRBase versiyon 21).
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Tablo 3. Kiigik RNA’larin siniflandirilmasi. (49)

Isim Uzunluk  Ana Fonksiyon
(bg)
MiRNA Translasyonel baskilama
) 19-23
(mikroRNA)
SiRNA MRNA yikimi
_ _ 19-29
(small interfering RNA)
pPiRNA 25-31 Transposon susturulmasi
RasiRNA 2429 Retrotranspozonlarin ve tekrarlayici
(repeat-asociated RNA) dizilerin dogrudan susturulmasi
rasi/piRNA Heterokromatin olusumu ve
24-31 o
transkripsiyonel susturulmasi
ISIRNA 30-40 5’-3’ degredasyonu ve decapping yolu
(long SIRNA) ile mRNA stabilizasyonunun bozulmasi
tasiRNA 20-25 Endojen mRNA yikimi
nat-siRNA 20-25 Yapisal transkriptlerin yikimi
Heterokromatik siRNA 24 Dogrudan DNA ve histon metilasyonu
SCNRNA Histon metilasyonu, DNA
(small-scan RNA) 27-30 el_!mlnasyonu_ ve genom yeniden
diizenlenmesi
grna Uridin kalintilarinin insersiyon veya
. 35-78 delesyon yontemiyle mRNA’ya
(guide RNA) yonlendirilmesi (RNA editing)
ASRNA Bilinmiyor Transkripsiyonel translasyonel
baskilama
IRNA Kromatin modifikasyonu,
(long RNA) >200 transkripsiyonel ve post translasyonel

dizenleme
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2.6.2 MiRNA’larin Terminolojisi

Yeni tanimlanan miRNA’lar igin 06zel bir terminoloji bulunmaktadir.
Deneysel olarak miRNA oldugu saptanan molekillerin baslarina “mir” takis: getirilir
ve son tamimlanan miRNA sayisi dikkate alinarak onun devami niteliginde “mir”
takisindan sonra “-” isareti koyularak bu say: eklenir. Kigik “r” harfi ile yazilmis
olan “mir” premiRNA’y1 temsil ederken buytk “R” harfi ile yazilmis olan “miR” ise
olgun miRNA’y1 temsil etmektedir. Birbiri ile sadece tek baz veya birka¢ baz
farklilik gosteren miRNA’lar benzerlikleri vurgulanmas: adina isimlerinin sonlarina
harf eklenerek isimlendirilir. Ornegin miR-156a ve miR-156b gibi. Genomda ayrica
ayn1 miRNA’y1 kodlayan DNA dizileri bulunmaktadir. Bunlarin adlandirilmasinda
ise adlarinin ardina eklenen ek sayilar kullanilmaktadir; 6rnegin miR-22-1 ve miR-
22-2 gibi. miRNA’y1 olusturan premiRNA’nin 5' veya 3' kolundan meydana
geldigini belirtmek icin miRNA’larin baslarina -3p ve -5p gibi ekler getirilmektedir.
Sonuna yildiz (*) eklenen miRNA’lar ise hiicrede daha dusiik oranda eksprese
edilirler. miRNA’larin hangi ture ait oldugunu belirtmek igin isim basina ture ait isim
kisaltmas: eklenmektedir. Ornegin insana ait bir miRNA tammlamak igin “Homo
sapiens”in bir kisaltmasi olan “hsa” ismin basina eklenmektedir (6rn: hsa-miR-123)
(58).

2.6.3 MiRNA Biyogenezi

Olgun miRNA’lar miRNA genlerinden primer miRNA’larin (pri-miRNA)
transkripsiyonu, pri-miRNA’lar hicre ¢ekirdegi iginde prekursér miRNA’lara (pre-
miRNA) donismesi ve son olarak da sitoplazma iginde olgun miRNA’larin olusumu

seklinde kabaca ¢ asamal: bir stire¢ sonucunda olusur (59).

Ilk asamada miRNA genlerinden, RNA polimeraz Il vasitasiyla pri-miRNA
adr verilen 1.000 nukleotid uzunlugunda 6ncil c¢ift iplikli transkriptler olusturulur.
Pri-miRNA sac¢ tokasi (firkete, hairpin) yapisinda olup olgun miRNA dizisini
blnyesinde icerir. Cekirdekteki pri-miRNA’larin yaklasik 70-100 b¢ uzunlugundaki
pre-miRNA’ya donustirilmesi RNAz-111 enzim ailesinin bir endonikleazi olan
DROSHA ve kofaktort Di George Syndrome Critical Region 8 (DGCRS) tarafindan
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gerceklestirilir (60). Olusan Pre-miRNA’lar nikleer transport reseptor 5 (Exportin-5)
araciligi ile cekirdekten sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmada Dicer enzimi, pre-
miRNA’nin 3'-yapiskan ucuna baglanarak sa¢ tokasi yapisini keser. Kesim sonrasi
~22 baz ¢iftlik (bg) miRNA/MiRNA* dupleksi olusur. Iki iplikten birisi klavuz zincir
olarak secilir ve diger iplik yapis1 bozularak kaybolur. Klavuz zincir, multiprotein
yapidaki RNA ile uyarilmis susturucu kompleks (RNA-induced silencing complex,
RISC) ile hedef mRNA susturulmas: icin etkilesime girer. RISC, mRNA’nin
komplementer dizisini saptamak icin miRNA’y1 kullanir. Komplementer diziyi
buldugunda ise blinyesindeki “argonaute (Ago)” isimli proteini aktive ederek gift
zincirli RNA’nin zincirlerini ayirir (61). Hedef mRNA’nin hedef dizisinin 3' UTR
bolgesine miRNA’nin 5' UTR bdlgesindeki 6-8 niikleotidin baglanmasiyla olusan bu
mMiRNA-mRNA birimi ya yazilim: baskilayip protein ekspresyonunu azaltarak ya da
mMRNA’nin yapisint bozarak gen ekspresyonunu susturur (62). Ago proteinleri ise
miRISC (MiRNA Induced Silencing Complex) olusumu ve islevinde 6énemli olan
faktorlerdir. miRNA’lar aracihgiyla translasyonel olarak baskilanan mRNA‘lar
sitoplazmada P-gdvdeleri (processing bodies, P-bodies) ya da glisin-triptofan
govdeleri (GW-bodies) gibi farkli bolgelerde birikirler. P-gdvdeleri, baskilanan
mRNA’larin hem depolanmalari hem de yikimlarindan sorumludur. Yani P-govdeleri
translasyonel baskilama ile mRNA deadenilasyonu, 5'-ucu sapka bdolgesinin
uzaklastirilmas: ve yikiminda gorevli proteinlerden zengin bolgelerdir (Sekil 8) (63-
65).

Bazi miRNA’larin ise belirli kosullar altinda hedef mMRNA translasyonunu ve
hatta transkripsiyonunu aktive ettiklerine dair kanitlar da mevcuttur. Bunu yapan
miRNA’lar ise, hedef mRNA’ya daha ¢ok kodlama sekansi veya agik okuma

cercevesi (ORF: Open Reading Frame)’deki bolgelerden baglanirlar (66-68).

miRNA yapisi kompleks oldugundan, bir miRNA birgok farkli mRNA’y1
hedef alabilir. Ayni sekilde, bir mRNA da birgcok farkli miRNA tarafindan
etkilenebilmektedir. miRNA’larin bu kompleks yap: ve etkilesimleri kendisini farkl
dokularda da ortaya koyabilir ve bu dokularda hedeflerini farkli sekillerde
etkileyebilir (69).



26

mifNA regulation
N

PPy | B

li‘oi I Eranc i tion

Pri-mifn

Cropping by
Dvosha-DGCRE

Pre-miftNA _\-W'j_\‘)

Pro-millMA _"'{LJ_O

Frioc o ysing
by Dhicer

F —
miRNA-milRA —_— I o i) b ENA,

- qualati
Processing ' oo pion
try Dicer £

Mucheus

Cytoplasm

mRNA target RISC — e e [

requlstion asaombly iR A e e e LN
5

Ay
L | j

PRy
raraloes at ko

Sekil 8. miRNA Biyogenezi.

2.6.4 Cahstigimiz miRNA’lar
2.6.4.1 miR-22

miR-22, matir hali 22 nikleotid igeren bir miRNA’dir. 17p13.3 bdlgesinde
lokalize edilmistir ki bu bolge kanserde siklikla hipermetile olan, silinen ve
heterozigosite kaybina ugrayan bir bolgedir (70-72). Yapilan Northern Blot
analizlerinde farkli omurgalilarda da miR-22’nin nispeten gugli sinyaller verdigi
gosterilmistir (73). 2006 yilinda yapilan bir calismada, iginde karaciger, lenf nodu,
dalak, pankreas, bobrek, mide, timis ve kalbin de bulundugu 16 dokuda miR-22
ekspresyonunun evrensel oldugu rapor edilmistir (74). Yapilan Karsilastirmah

genomik arastirmalarda miR-22’nin metazoalarda hayli korunmus oldugunun
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gosterilmesi ve in sliko caligmalarda genis hedef genlerinin tanimlanmasi mir-22’nin
korunmus ve genis diizenleyici bir fonksiyonu oldugunu diistindirmistiir (75). Ik
olarak servikal kanser hicrelerinden derive HelLa hicrelerinde bulunmustur. 2012
yilinda Xiong’un yaptigi calismada, miR-22’nin timodrogenez, epigenetik
modifikasyonlar, embriyonik gelisim, iskelet metabolizmasi, panik bozukluk,
kardiyak hipertrofi ve immunolojik yolaklarda gorev aldigi rapor edilmistir (76).
miR-22’nin otoimmun bir hastahk olan MS’de plazmada ve duzenleyici T
hlcrelerinde artmis olmasi otoimmunite patogenezinde de rolli olabilecegini
dustndUrmstur (77). miR-22’nin amfizemli hastalarda ekspresyonunun arttiginin ve
buna ikincil hedeflerinden biri olan HDAC4 (Histon deasetilaz) geninin ifadesinin
azaldiginin gosterilmesi ve boylece IL-6 ve IL-1B sitokinlerinin artmasiyla T
hicrelerinin  Th17’lere donismesinin gosterilmesi immunite ile olan iliskisini
kuvvetlendiren  mekanizmalardan sadece  biridir.  Thl7’lerin, IL17A’nin
sentezlenmesinden sorumlu olmasi ve bu sitokinin de nétrofilik inflamasyona neden
olmas: patolojik mekanizmalardan biridir. Ayn ¢alismada miR-22 defisitli farelerin
daha az Th17 icerdikleri de tespit edilmistir (78).

2.6.4.2 miR-375

miR-375 iki nolu kromozomda CRYBA2 ve CCDC108 genleri arasindan
kodlanan 22 niikleotidlik bir miRNA’dir. Ozellikle pankreatik dokuda ve beyinde
sentezlendigi gosterilmistir (79). Son yapilan fare ¢calismalarinda miR-375’in hipofiz
bezinde yogun bir sekilde eksprese edildigini ve ileri calismalarla
proopiyomelanokortin  ekspresyonunu ve transkripsiyonunu baskilamak icin
kortikotropin salgilatict hormon (CRF: Corticotropin releasing factor) sinyal
yolaginda gorev aldigi gosterilmistir (80). Ayrica miR-375’in dogal ve Th2 uyariml
kazanilmis bagisikligin fonksiyonunu baglayan énemli bir sitokin olan timik stromal
lenfopoietini regule ettigi bulunmustur (81). Th2 aracili hastaliklarda miR-375’in
azalmis ekspresyonunun gosterilmesi ayrica IL-5, IL-13 gibi stokinler ile mast hiicre
enzim duzeyleri miktar: ile ters orantili olacak sekilde ifadesinin azalmis olmasi
immunite ile olabilecek baglantisin1 kuvvetlendirmektedir (82). Cogunlukla pankreas
beta hicrelerinde calisilmis bir miRNA olmasina ragmen, son zamanlarda kanser

patogenezi basta olmak (zere immunite ile olan baglantisi nedeniyle Uzerinde
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calismalarin yogunlastigi bir miRNA’dir. Ayrica son yapilan ¢aligmalarda miR-375
ekspresyonun beyinde hipotalamik hucrelerde ve hipofizde oldugunu goéstermektedir
(83). miR-375 ekspresyonun hedef genleri ile hiicre yolaklarindaki fosforilasyondan

ekzositoza kadar gorev aldig: da calismalarla gosterilmistir (84).
2.6.4.3 miR-155

miR-155, 21 nolu kromozom (zerinde lokalize 22 nukleotidlik bir
miRNA’dir. Simdiye kadar en ¢ok calisiimis miRNA’lardan biridir. Ik kez B hiicreli
lenfoma genlerinin B-cell integration Cluster bolgesinde promotera eklenmis gen
olarak tespit edilmistir. Bu bélgenin insanda, tavukta ve farede homoloji géstermesi
yani korunmus olmas: fonksiyon acisindan ©6nemli oldugunu gostermektedir.
Simdiye kadar inflamasyon, hematopoezis ve immdinite dahil bir cok yolakta gorevli
oldugu gosterilmistir (85). miR-155"in timis, dalak gibi organlarda yogun bir sekilde
eksprese edilmesi immunite ile iligskili oldugunu kuvvetle disundurmektedir (86).
Otoimmun hastaliklarin patogenezi olan sitokin sinyal yolaklarindan olan TNFa,
IL6, IL12, GMCSF gibi sitokinlerin miR-155 hedefleri arasinda oldugu gosterilmistir
(87). T hiicre aktivasyonu sirasinda, miR-155 eksikligi CD4 + T hucreleri IL-4'e
yanit olarak artmis Th2 alt gruplarint gosterirken, miR-155 asir1 ekspresyonu IFN-y
uyartmi Gzerine Thl yanitlarnini tesvik eder (88). Thl yamitinin, organa 06zgl
otoimmin hastaliklarda hiicre aracili immin yanitta siklikla 6nemli bir rol oynadig:
yaygin olarak bilinir. Bununla birlikte Th2 yolu, hormon aracili bagisiklik ve
allerjiyle iliskili bulunmustur (89).

2.6.4.4 miR-451

miR-451, 17 nolu kromozom (zerinde lokalize, 21 nikleotid iceren ve
vertebralilar arasinda miikemmel bir bicimde korunmus miRNA’lardan biridir.
Plazmada da bol miktarda eksprese edilir (90, 91). Dentritik hiicreler vasitas: ile
sitokin Uretimini regule ettigi gosterilmistir (92). Yine yapilan bir fare ¢alismasinda
miR-451"in artist p38 MAPK fosforilasyonunu down regiile ederek nétrofil
kemotaksisini baskiladigi bilinmektedir (93). Yapilan calismalarda SLE, RA gibi
otoimmun hastaliklarda miR-451 ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna goére yiksek

bulunmustur (94). miR-451"in hedef genlerinden olan COX-2 vasitasiyla eritroid seri
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diferensiasyonuna da katki sagladig1 gosterilmistir. Farkli hedef genleri ile T hicreli
akut lenfositik 16semi patogenezinde de gorevleri oldugu bildirilmistir (95).

2.6.4.5 miR-141

miR-141, 12 nolu kromozom Uzerinde lokalize 21 nikleotidlik bir
mMIRNA’dir. mir-200 ailesine mensup bu mirna mir-200c ile ayn diziye sahiptir (96).
Son zamanlarda artan sayida calismada Th17’nin MS, RA, Psodriazis, SLE gibi
bircok otoimmun hastalik patogenezinde etkisi gosterilmeye baslanmistir. Thl7 iyi
bilinen ve IL-17A, IL-17F, IL-22 ve IL-21 gibi enflamasyonlu sitokinlerin salgilayan
ve ayrica soy-spesifik transkripsiyon faktorinin eksprese edilmesini saglayan bir
CD4+ T hiicre soyudur. Ote yandan, uyarilmis diizenleyici T (iTreg) soylari, ayn
CD4 + T hucrelerinden farklilasan bir anti-inflamatuar CD4 + T hicre dizisidir. Bu
soy, Th17 hucreleri gibi diger efektér CD4 + T hicrelerinin farklilagmasini, [L-10
ve TGF-B da dahil olmak (izere anti-inflamatuar sitokinlerin salgilanmasi yolu ile
yapip bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesine katilir (97-100). miR-141’in hedef
genlerinden bazilar ile (Stat4, RARB, Stat5a-5b, GATA3 vb.) Th17 dénisumun
indlklemektedir (101). Ayrica psoriasis ve diger immdinite baglantili hastaliklarda
miR-141’in Thl7 Uzerinden immun sistemde etkili oldugunun gosterilmesi bu
yolakta da etkin rol aldigim distndirmistir (102-104). Braun ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada miR-141’in transforming growth factor beta reseptor 1
(TGFBR1)’i hedef aldiginin gosterilmesi (105) ve bu yolakta HT ile iligkisi daha
onceden iyi bir sekilde belirlenmis olan IL-2’nin gdrev aldiginin bilinmesi (106)

miR-141"in cahismamizda hedef olarak secilmesinde yol gosterici olmustur.

2.6.5 miRNA’larin Immiinolojik Etkileri ve Hashimoto Tiroiditi ile
Tliskisi

Immiin sistemin diizenlenmesi otoimmiin hastahiklar, kanser gibi bir cok
hastaligin 6nlenmesi agisindan 6nem arzetmektedir. Ginimizde miRNA’larin
immin yanitin diizenlenmesinde ve immin hucrelerin gelismesinde 6nemli rol
aldiklar1 ortaya konmaktadir. Bugline kadar az miktarda spesifik miRNA, immiin

sistemin 6nemli regulatorleri olarak agiklanmistir (107). Nisan 2016 itibari ile 47.000
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mIiRNA arastirma makalesi yayinlanmis olup bunlardan 7.666 tanesi miRNA’larin
nasil belirlenecegi ve gelisim mekanizmalari hakkindadir. 47.000 makalenin
%3’0nden daha azi immunite ile ilgili ve %1 kadar1 ise dogustan gelen bagisiklik

mekanizmasi ile ilgilidir (108).

Yapilan calismalar miRNA’larin, B hicrelerinin erken ve efektor
farklhilasmasinda anahtar rol oynadiklarint ortaya koymustur. T htcrelerinde ise
proliferasyon iliskili yolaklarda anahtar dlzenleyiciler olduklari, Treg hcre
dizilerinin indlksiyonu, fonksiyonu ve slrdurilmesinde onemli bir role sahip
olduklarini gostermistir. miRNA’lar dendritik hticrelerin ve makrofajlarin Toll-like
reseptorler aracihgiyla farklilasmalarinin diizenlenmesinde de gorev almaktadirlar.
miRNA’lar ayrica hiicre i¢ci immin mediyatorler olarak gorev yapma kabiliyetine de
sahiptirler (109).

Vicudun kendi antijenlerine karsi gelisen tolerans: da dahil olmak Uzere
tanimlanmis bircok otoimmunite yolagi olmasina ragmen bu immunolojik sessizligi
sirdirmede bircok c¢6zime kavusmamis molekiler mekanizma bulunmaktadir.

miRNA inflamasyon iliskisi de bunlardan biridir.

Birgcok inflamatuar faktorin salinimi mRNA molekullerinin yari dmruni
belirleyen iyi koordine transkripsiyon sonrasi diizenlemeye baglidir. RNA isleyicileri
ve RNA kaynakli susturucu kompleks iceren hiicre igi yapilar immun hiicrelerde
RNA yapim ve yikiminda yapisal bir platform saglarlar (110). Bu da bize daha 6nce

fark edilmemeis olan miRNA katmanlarinin varligini géstermektedir (111) .

miRNA’larin bagisiklik sisteminde rol oynadig: ilk kez hematopoetik stem
cell (HSC) transplantasyonu sirasinda B lenfositleri etkileyen HSC’lerde miRNA
asir ¢ogalmasinin gosterilmesi sonucu ortaya konmustur (112, 113). Daha sonralari
ise. miIRNA biyosentezinde anahtar roli olan DICER enziminde T ve B
lenfositlerinde yapilan kosullu inaktivasyon deneyleri lenfosit gelisimi ve

farklilasmasinda miRNA’larin kritik 6nemini gostermistir (110, 114, 115).

miRNA’larin  bagisiklik sistemi ve otoimminitedeki rolleri kismen
aydinlatilmis olsa da birkag tir miRNA’min B lenfositlerin ilk olgunlasma

asamasinda etkili olduklar: tesbit edilmistir. Bu miRNA’larin birbiri ile iligkili Ug¢
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bolgede kimelendikleri gosterilmistir. Bunlardan biri olan miR-17~92 grubunun

hicresel diizenlemede kritik rolt oldugu ortaya gikmistir (116).

Ornegin  2007°den beri yapilan miRNA inaktivasyonu ve fenotip
iliskilendirme ¢alismalari (117-120) sonucu adreslemesi yapilabilen miRNA’lardan
biri olan miR-155’in sitokin Uretiminden antijen sunumuna kadar genis bir aralikta
etkili oldugu gosterilmistir (117, 118).

Yine son calismalar miRNA'larin doza bagimli bir sekilde dar bir arahk
icinde Onemli hedef proteinlerin konsantrasyonunu modile ettigini ortaya
koymaktadir (121, 122). miRNA’larin gen ekspresyonu ve post transkripsiyonel
duzenlemedeki gorevlerinin tanimlanmas: ile mRNA’larin yaklasik %30’unun
miRNA’lar tarafindan duzenlendigi gosterilmistir  (123). Yapilan c¢alismalar
miRNA'larin ve hedef genlerinin arasindaki iliskiyi bir ka¢ temel ilkeye
dayandirmaktadir. ilk olarak, bir miRNA'mn hiicre konsantrasyonu, hedef genlerin
protein Uretimini belirler ve bu miRNA aracil: kontrol kilit 6neme sahiptir. Ikinci
olarak, mMIRNA tarafindan konsantrasyonu kontrol edilen proteinlerin
konsantrasyonlarindaki kiguk degisiklikler énemli biyolojik sonuclara yol acabilir
(124-126) .

miRNA’larin hicresel gelisim, homeostazis, immunitede spesifik yollardan
diizenleyici oldugunun gosterilmesinden sonra bu yeni duzenleyici yolaklarin ve
miRNA-target gen-hastalik iliskilerinin agiklanmasina olan ilgi her gegen gin
artmistir. Hashimoto tiroiditi gibi patogenezi tam aciklananamamis ve otoimmunite
reaksiyonu ile ortaya ¢iktigi disunilen hastaliklarin aydinlatilmasinda miRNA’larin

yeni ve blylk bir adim olarak adlandirilmasi kaginilmazdr.

2.6.6 miRNA Profillendirme

Spesifik dokularda tespit edilebilen miRNA’larin son yapilan yayinlarda
serum dahil gesitli viicut sivilarinda da var olabilecegi gosterilmistir (127). Serum ve
plazmadaki sirkilatuvar miRNA’lar iki alt bashk altinda toplayacak olursak; ilki

eksozom veya mikrovezikuller igindeki yikimdan korunmus miRNA’lar, digeri ise
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dolagimdaki miRNA’larin %90°1n1 olusturan HDL veya Ago proteini ile kompleks

yapmis nonvezikiler miRNA’lardir.

Olgun miRNA’lar kisa zincirli olmalari ve kimi zaman dlsuk
konsantrasyonda bulunmalari nedeniyle 6zellestirilmis maddeler ve protokoller ile
calismayi gerektirmektedir. Yart 6murleri ise hiicre kilttr ortaminda 28 ila 220 saat
arasinda degismektedir. Yikim mekanizmalari ise kapsamli ¢alismalara ragmen
hentiz net degildir. miRNA’larin hastalik kosullari ile baglantili olarak ekspresyon
dizeyleri arasinda degisiklikler sergiledigi kantitatif yontemler ile yakin zamanda

gosterilmistir (108).

miRNA’larin yapilari geregi kisa zincirli olmalari ve mRNA’lar gibi revers
transkriptazlarin baglanabilecegi bir poliA bdlgesi icermemeleri ekspresyonlarin
ortaya koymay: zorlagtirmaktadir. Buna ilaveten aynt miRNA ailesinde tek nikleotid
farki ile birbirinden ayrilan miRNA’lar bulunabildikleri gibi, biyolojik 6rnekler
arasinda tek bir miRNA icin dahi dizi uzunlugu farkliliklar: olabilmektedir. Bir ¢ok
olguda, bu durum “isomiR” olarak adlandirilan varyantlara baglidir. isomiR’ler,
olgun miRNA’larin 3' ucuna post-transkripsiyonel nikleotid eklenmesi sonucu
olusurlar. 3' ucunda ekzonukleatik ayrilma gercekleserek standart miRNA’dan daha

kisa diziler olustugu da varsayilir (128).

Yukarida bahsedilen zorluklara karsin G¢ temel miRNA profillendirme

yontemi tanimlanmustir (128).

- Kantitatif revers transkripsiyon PCR
- Hibridizasyon temelli metodlar (6rn: DNA mikroarrayler)

- Yuksek ¢iktili dizilemedir (transkriptom dizileme)

Kantitatif revers transkriptaz PCR temelli yontemler, miRNA’nin cDNA’ya
selektif revers transkripsiyonunu takiben, kantitatif PCR ile olusan reaksiyon
urdintnln es zamanh gozlenmesi islemine dayanmaktadir (miRNA RT-gPCR) (128)
(Sekil 9).
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miRNA RT-gPCR
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Sekil 9. miRNA RT-gPCR yontemleri icin iki cesit ticari Kit bulunmaktadir.
A) TImek primeri miRNA’nmin 3' ucuna hibritlesmesinin ardindan RT-gPCR baslar.
B) miRNA’ya poliA kuyrugu eklenmesi ile oligo-dT ile birlesmis Gniversal primer
zincirine baslangi¢ kismi saglar (129, 130).

2.7 Gergek zamanh Kantitatif Polimerz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR)

RT-gPCR guncel bir nukleik asit miktar belirleme metodudur. Olusan Grin
miktari, reaksiyon boyunca olusan trin miktariyla orantili olarak artan floresan boya
ve problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle saptanir (131). Ancak belli miktarda DNA
molekdlunin elde etmek istiyorsak devir sayisinin ayarlanmas: gerekmektedir.

Olusan Urun miktarinin saptanmasi igin iki tespit yontemi kullanilmaktadir (132).

Bunlardan biri 6zgil olmayan DNA’nin cogaltilmasinda kullanilan “SYBR
Green I” yontemidir. Bu yontemde kullanilan florasan boya c¢ift zincirli DNA’ya
nonspesifik olarak baglanir ve es zamanl olarak DNA miktar1 ¢cogaldik¢a florasan
1s1ma miktar: da orantil: olarak artar (132).

Bir diger yontem ise DNA’da spesifik bir bolgeyi ¢ogaltmak icin kullanilan
florasan isaretli primerlerdir. Bunlar ise TagMan prob, Molecular beacon, “Light-
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up” prob, hibridizasyon prob ve “Scorpion” primer gibi floresan isaretli problardir
(132).

Son zamanlarda gelistirilmis bir prob ¢esidi olan hidroliz probunda problarin
5' ucunda raportor boya (6-karboksifloresin, 6-FAM) ve 3' ucunda baskilayici boya
(6-karboksitetrametil-rodamin, TAMRA) bulunmaktadir. 3' ugctaki baskilayici
TAMRA boyasi, 5' ugtaki raportor boyanin sinyal olusturmasini engeller. Bu sebeple
UPL (Universal Probe Library) prob hedef DNA’ya bagl iken dusuk floresan sinyal
Olcuma alinir. Cogaltilma stirecinde yeni zincir olusmaya baslar, probun bagli oldugu
bolgeye gelindiginde Tag DNA polimeraz enzimi 5'—3' niikleaz aktivitesi ile FAM’1
probdan ayirir. Serbest hale gecen FAM floresan sinyal olusturur. Her ¢ogaltma
evresinde Urun miktar: arttikga es zamanl olarak floresan sinyal dlzeyi de artar.

Sonugta bu yontem kullanilarak miRNA profillemesi yapilabilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu cahsma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali ve i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali’na bagl Endokrinoloji Bilim Dah
tarafindan gerceklestirilmistir. Calismanin protokoliit KTU Tip Fakiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir (Karar No: 2015/46 ). Calismaya alinan bitin hastalar ve
saglikli gonalli bireyler arastirma oncesinde ayrintili olarak bilgilendirilip yazilh

olarak onamlar1 alinmastur.

3.1. Gereg

3.1.1. Hasta Grubu

Endokrinoloji poliklinigine gelen, serumda otoantikor pozitifligi varlig
dogrulanip Hashimoto Tiroiditi teshisi alan (133) ve yiksek TSH dlzeyleri olan 34
hasta calismaya dahil edilmistir. Hastalardan tan1 aninda ve 3 ay sonra 6troid

olduklar: dénemde kan drnekleri alinmastir.

3.1.2. Kontrol Grubu
Endokrinoloji polikliniginde yapilan muayene ve tetkikler sonucu herhangi
bir saglik problemi tespit edilmeyen cinsiyet ve yasi hasta grubu ile uyumlu 33

gonulll birey kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir.

3.1.3. Orneklerin Toplanmasi
Hashimoto Tiroiditi tanis1 konulan hastalardan ve kontrol grubu bireylerden
EDTA’l tipe 3 ml kan 6rnegi alindi.
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3.1.4. Kullamlan Aletler

e Rotor-Gene Q Real time PCR

e Spektrofotometre (NanoDrop 2000 UV-Vis Thermo Scientific)
e PZR Cihazi (Applied Biosystems Veriti)

e 4°C’lik buzdolabi (Vestel)

e -20°C’lik derin dondurucu (Vestel)

e -80°C’lik derin dondurucu (Thermo Scientific)

e Sogutmal santrifuj (Eppendorf Centrifuge 5810 R)
e Mikrosantrifilj (Hettich Mikro 200)

e Flash spindown (My Fuge by Benchmark)

e Vorteks (Boeco)

e Soguk blok (Corbett Research)

e Ayarlanabilir otomatik pipetler (Eppendorf)

3.1.5. Kimyasal Malzemeler

¢ miRNA izolasyon kiti (Qiagen miRNeasy Serum/Plasma Kit)
e QIAzol® Lysis Reagent (Qiagen)

e Ethanol (EMSURE®)

e Kloroform (MERCK)

e CcDNA sentez kiti (miScript Il RT Kit 50)

e miScript® SYBR® Green PCR Kit

e MiR-22 Primer (Qiagen miScript Primer Assays)
e MiR-141 Primer (Qiagen miScript Primer Assays)
e MiR-155 Primer (Qiagen miScript Primer Assays)
e MiR-375 Primer (Qiagen miScript Primer Assays)
e MiR-451 Primer (Qiagen miScript Primer Assays)
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3.2. Yontem

3.2.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

EDTA’l tuplere 3 ml periferik kan 6rnekleri alindigi giin miRNA izolasyonu

yapilarak -80°C’lik derin dondurucuya kaldirildi.

3.2.2. miRNA Izolasyonu

mIiRNA izolasyonu igin Qiagen miRNeasy Serum/Plasma Kit kullanild.

Baslamadan 6nce;

50 ml’lik 3 adet falkon tlipe kullanacagimiz kadar %2100’lik, %80°lik
etanol ve kloroform porsiyonlanir.
Kitten ¢ikan konsantre haldeki Buffer RPE igerisine 44 ml; Buffer RWT

icerisine 30 ml etanol eklenerek sulandirilir.

Hasta ve saglikli bireylerden alinan kanlar;

EDTA’lL tipe alinmig hasta veya saglikli gonulli kanlari 1.900 Rcf’de
+4°C’de 10 dk santif(j edilir.

Santiflj sonrasi stpernatan kismi olan plazma dikkatlice 2 ml’lik
ependorf tlplere porsiyonlanir ve bu kez ccc 16.000 Rcf’de 10 dk
santiftjlenir. Stpernatan kismindan 200 pl alinir ve farkl: bir ependorf
tipe alinir ve 5 kati1 kadar QlAzol eklenir,pipetaj yapilir ve vortekslenir
sonra oda sicakliginda 5 dk bekletilir.

Daha sonra tzerine 200 ul kloroform eklenir, altiist edip vorteklenir, 2-3
dk oda 1sisinda bekletilir, sonra 13000 Rcf’de 20 dk. +4°C’de santifij
edilir.

Santifuj sonras1 3 faz gordlur, Gstte kalan berrak faz yeni bir 2 mI’lik bir
ependorf tupe alinir, Gzerine 900 pl %2100 etanol eklenir ve pipetaj yapilir.
(Bu sirada kitten ¢ikan ve +4°C’de bekletilen kolonlar ¢ikarilir ve

hazirlanir.)
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e Ornekten 700 pl alinir ve kolonun ortasina damla damla eklenir. Kolon
8.000 Rcf’de oda sicakhginda 30 sn. santifuj edilir, santiflij sonrasinda
kolonun altindaki tiipe akan sivi atilir. (bu islem iki kez tekrarlanir)

e Ikinci kez sivi atildiktan sonra kolona 700 pl buffer RWT eklenir, oda
sicakhiginda 8.000 Rcf’de 30 sn santifuj edilir, kolonun altindaki tupe
akan sivi uzaklastirilir.

e Bu kez 500 pl buffer RPE eklenir kolona ve oda sicakliginda 8.000
Rcf’de 30 sn santiflyj edilir, kolonun altindaki tiipe akan sivi uzaklastirilir.

e 500 pl %80’lik etanol kolona yuklenir ve oda sicakliginda 8.000 Rcf’de 2
dk. santiftj edilir, kolonun altindaki tiipe akan sivi bu kez tlp ile birlikte
uzaklastirilr.

e Kitten cikan 2 ml’lik “collection tube” kolonun altina yerlestirilir. Kolon
ve tip birlesik sekilde kapaklar1 agik olarak oda sicakligindaki santifije
konur ve en yiksek devirde santifuj edilir. Santifuj sonunda altta kalan
tlp ve sivi atilir. Bu kez 1,5 mI’lik “collection tube”lardan alinir ve kolon
bunun Gzerine yerlestirilir.

e Bu kez kolona 14 pl RNAse-free water eklenir ve 2 dk oda sicakliginda
bekletilir sonra oda sicakliginda tam hizda 2 dk. Santifiyj edilir. (Bu islem
iki kez tekrarlanir.)

e Sonug olarak 12-14 ul eltisyon elde edilir ve -80°C’de saklanir.

3.2.3. cDNA Sentezi

Elde ettigimiz miRNA’dan cDNA elde etmek icin miScript 11 RT Kit 50
kullanild1. ilk asamada 12 pl miRNA, kitten ¢ikan 2 ul miScript reverse transcriptase
2 ul 10x miScript nucleics, 4 ul Hispec buffer toplam 20 pl Grin per tuplerine konur.
Her hasta icin bir tlp hazirlanir. RNA konsantrasyonuna gore RNA miktari azaltilip

yerine su konabilir.



39

Hazirlanan per tlpleri Applied Biosystems Veriti cihazinda asagidaki pcr
programina koyulur;
» 37°C’de 60 dk 1 dongl
» 95°C’de 5 dk 1 dongi
» 4°C’de oo dk 1 dongu
PCR programi bittiginde elimizde 20 pl cDNA drind olur, her bir hasta
icin olusan Uriine 35 ul RNAse free su eklenir ve boylece elimizde 55 ul
urin olmus olur.
Elde edilen cDNA’lar Qiagene miScript® PreAMP PCR Kit ile kitten

cikan prosedire uygun sekilde zenginlestirme islemine tabi tutulmustur.

3.2.4. Ekspresyon Analizi

Mir-22, mir-141, mir-155, mir-375, mir-451 genleri igin ekspresyon ilgili
primerler kullanilarak cDNA’dan ¢ogaltilarak yapildi. Kantitatif Real time
PZR (Rotor-Gene Q Real time PCR) ile gen ekspresyonu tayinleri yapild:.
Mir-22, mir-141, mir-155, mir-375, mir-451 primerleri i¢in Qiagen
miScript Primer Assays, real time PZR master miksi i¢cin miScript®
SYBR® Green PCR Kit kullanildi.

miScript® SYBR® Green PCR Kit igindeki; 2x Quantitec SYBR Green
PCR mastermix’den 10 ul, RNAse free sudan 1 pl, 10x miScript primer
universal’den 2 ul konularak drnek+No Template Control (NTC) sayist
kadar miks hazirlanir.

Qiagen miScript Primer Assays kitindeki ¢alismamiza ait primerlerden de
her 6rnek basina 2 ul konulur.

Hazirlanan miks 0,1 mI’lik strip tlplere calistigimiz say1 kadar dagitilir.
Dagitilan kuyucuklarin Gizerine dnceki asamada elde ettigimiz cDNA’dan

5 ul konulur.
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e Tuplerin kapaklar1 kapatilarak asagidaki pcr programi hazirlanip Rotor-
Gene Q Real time PCR’a koyulur:
» 95°C’de 15 dk (Baslangi¢ Taq polimeraz aktivasyon adimi)
94°C’de 15 sn (Denaturasyon)
55°C’de 30 sn (Annealing)
70 °C’de 30 sn (Extension)
40 cycles (Melting)

YV V V V

3.3. istatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol gruplarn arasindaki miRNA ekspresyon dizeylerinin
kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla RT-PCR verileri Qiagene Gene Globe Veri
Analizi  Merkezi portali  AACt moduli kullanilarak analiz  edilmistir
(http://www.qiagen.com/us/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-
page/). Veri normallestirmek icin yine ayn: analiz merkezinde bulunan “Global CT
Mean Of expressed miRNAs” kullanildi. Gruplar arasindaki ekspresyon dizeyleri
iliskisi yine sistem tarafindan Student T testi ile belirlendi ve p<0.05 anlaml: olarak
kabul edildi. Niteliksel veriler sayr ve yuzde; 6lgimsel veriler ortalama standart
sapma ve minimum maksimum degerleriyle sunulmustur. Hasta grubun ilk tani am
ve (¢ ay sonraki kontrol donemi arasindaki TSH ve miRNA ekspresyon diizeyi
arasindaki iliski Spearman korelasyon analizi ile hesaplanmistir. Veriler IBM SPSS
Statistics for Windows 23.0 istatistik paket programinda analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

Elimizde bulunan 3 gruptan saglikli olanlar S (Saglikli) grubu, ilk tam
anindaki TSH seviyesi yiksek olan hastalar H (High: Yiksek) grubu ve aym
hastalarin 3 ay sonra o6troid olduklari donem ise N (Normal) grubu olarak
adlandirildu.

Yas ortalamasi 35,79 (x12,93) olan 4 erkek ve 30 kadin toplamda 34 hasta ve
yas ortalamas: 35,88 (+14,17) olan 4 erkek ve 29 kadin toplamda 33 saglikli kontrol
grubu ¢alismaya dahil edildi (Tablo 4).

S Grubu: Saglikl gonalliler, Kontrol Grubu.
H Grubu: ilk tan1 anindaki hastalar.
N Grubu: H grubundaki hastalarin 3 ay sonra 6troid olduklari dénemdeki

ornekleri.

Tablo 4. Gruplardaki Cinsiyet, Yas Dagilimu.

Cinsiyet
Kadin (n) Erkek (n) Yas (xSD) Min.-Max.
S Grubu 29 4 35,88 (+14,17) 19-70
H Grubu 30 4 35,79 (x12,93) 19-68
N Grubu 30 4 35,79 (+12,93) 19-68

34 hastanin tan1 anindaki TSH degerleri ortalamasi 18,52 (£22,99), Anti-TPO
degerleri ortalamasi 399,80 (+£356,1) ve Anti-TG degerleri ortalamas: ise 131,17
(+429,1) olarak hesaplandi. Ug ay sonraki kontrol doneminde bakilan TSH degerleri
ortalamas: ise 3,15 (£1,61) olarak hesaplandi. Kontrol grubunun TSH degeri
ortalamast ise 2,69 (+0,71) olarak hesapland: (Tablo 5).
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Tablo 5. Hasta grubu TSH, Anti-TPO, Anti-TG degerleri ile saglikli grup
TSH Dagilimu.

TSH ANTI-TPO ANTI-TG

SGrubu HGrubu N Grubu H Grubu H Grubu

Ortalama 2,69 18,52 3,15 399,80 131,17

(+SD) (x0,71) (£22,99) (*1,61) (#356,1) (*#429,1)
Min.-Max. 1,45-4,1 5,60-100,0 0,41-5,41 1,3-1025,0 0,89-2381,0

Hedef gen bdlgesi olarak sectigimiz miR-22, miR-141, miR-155, miR-375,
miR-451 icin Rotor-Gene Q Real time PCR ile elde ettigimiz amplifikasyon egrileri
sirast ile Sekil 10,11,12,13,14’de gosterilmistir.

Calisma sonucunda hedef gen bolgesi olarak sectigimiz miR-22, miR-141,
miR-155, miR-375, miR-451 igin cycle treshold (CT) degerlerini Rotor-Gene Q
Software (version: 2.3.1) sisteminde otomatik kantitasyon analizi yaparak elde etmis
olduk (tim miRNA’lar icin treshold degeri 0,03 olarak belirlenmistir). Elde ettigimiz
CT degerleri Tablo 6, 7 ve 8’de verilmistir.

Morm. Fluoro.




Sekil 10. MiR-22 Amplifikasyon Egrileri.
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Maorm. Fluara.

Cycle

Sekil 14. MiR-451 Amplifikasyon Egrileri.



Tablo 6. Kontrol grubu CT degerleri.

SGrubu miR-22 miR-141 miR-155 mIiR-375 miR-451
1 31.59 31.68 31.85 20.88 2241
2 29,12 32.93 32.47 19.80 21,05
3 32.74 30.92 31.0 18.78 20.48
4 31.93 30.84 32.39 20.24 21.17
5 30.71 31.45 30.49 19,12 21.21
6 15,09 22.23 27.94 20.15 6,71
7 27.62 30.36 32.09 19.68 19.34
8 19.86 30.43 30.59 19.84 11,27
9 28.79 30.27 29.80 19,06 21.30
10 24.72 29.40 31.93 20.0 16,1
11 26.58 29.91 30.51 19.69 20,08
12 20.92 24.43 26.43 20.27 14,01
13 15.25 23.52 25.18 19.53 7,45
14 20.15 24.55 25.92 20.18 12,7
15 23.38 28,03 28.47 15.85 16.44
16 27.59 31.33 32.96 19.70 23.32
17 21.87 29.88 27.22 19,04 13.32
18 18,87 26.98 28.92 20,06 10,54
19 26,94 31,05 30,41 19,38 23.25
20 29.18 29.76 31.67 20.19 22.37
21 21.86 28,09 27.49 19.88 14,12
22 27.94 29.83 27.99 19.96 22,11
23 23.42 30.96 28.96 19.96 15.53
24 28.45 27.56 30.49 18.21 21.74
25 33.18 31.78 32.85 19.39 24.60
26 3291 30.63 32.68 19.40 24,09
27 20.95 25.21 26,09 21.15 13.45
28 30.44 31.38 29.89 20,1 25.94
29 31.52 33.22 31,06 19,08 25.16
30 29.51 32.64 27.93 18.98 24.40
31 21.43 27.30 27.49 19.74 13,08
32 27.27 31.56 29.76 20,2 21.29
33 29.38 31,12 30.18 21,01 22.53

45



Tablo 7. HT Hastalar: Ilk gelis CT Degerleri

HGrubu miR-22 miR-141 miR-155 miR-375 miR-451

1 25.75 31.40 27.58 22.13 17.49
2 25.92 21.60 32.97 22.47 17.92
3 27.48 30.33 31.06 19.38 20.27
4 23.71 28.23 29.70 18.45 15.98
5 26.54 28.89 32.57 18.58 20.30
6 271.22 31.24 26.25 18.39 18.83
7 23.68 32.8 31.68 19.23 23.75
8 25.78 30.37 30.29 19.63 18,02
9 23,04 27.98 27.59 19.0 15.83
10 28.36 33.62 29.76 18,06 21.14
11 22.76 29.91 30.66 18.56 15.36
12 23.31 25.25 29.93 19.61 19,09
13 25.43 29.30 31.75 20,06 17.55
14 28.52 30.25 28.17 18.89 16.64
15 18.17 27.61 27.77 16.29 10,62
16 22.58 28.73 28.82 18.87 13.71
17 20,04 25.81 24.87 18.47 11,62
18 22.83 28,1 27.97 19.27 13.84
19 23.59 30.35 38.39 19.68 16.94
20 24.60 32.24 30.58 19.50 17.48
21 18.73 27.36 25.86 16,11 11,31
22 20.76 28.16 28.43 17.81 12,98
23 20,5 27.31 30.30 17.78 15.44
24 23.54 35.36 31.38 19.37 15.20
25 20.67 30.24 32.06 19.80 12,37
26 21.87 29.73 35.30 21.0 14,05
27 25.72 32.03 27.80 23.55 22.21
28 17.94 28.94 28.21 20.20 11,48
29 20.57 25.59 26.53 18.51 13.73
30 19.41 25.99 27.22 19.51 12,83
31 20.63 25.76 26.89 19.97 14.54
32 18,04 25.93 26.52 19.58 12,13
33 29.53 27.85 31.46 24.79 23.27
34 24.64 31.86 31.72 21.70 17.92



Tablo 8. HT Hastalari ikinci Gelis CT Degerleri

N Grubu miR-22 miR-141  miR-155 miR-375 miR-451

1 30.24 33.39 30.20 21.34 23.64
2 20.23 23.29 23.88 15.39 22.63
3 21.72 32.18 31.09 19.65 19.80
4 24.64 29.29 27.93 19.29 18.21
5 31.77 31.20 32.29 20,09 24.35
6 22.35 26.19 31.14 20.19 20,11
7 29.14 30.26 29.31 19.36 20.33
8 30.52 30.35 26.99 19.91 27.36
9 25.54 30.68 34.67 18.72 18.54
10 30.76 34.73 29.78 18.37 18.83
11 23.0 25.72 29.92 19.29 22.17
12 22.38 26.56 30.89 18.91 19.56
13 18.69 25.32 26.40 17.89 11,83
14 17.48 24.55 23.80 16.52 10,69
15 22.50 26.27 27.80 20,01 16,06
16 28.82 30,06 30.72 21.95 21.93
17 20.56 27,08 28.71 19.91 12,47

18 26,2 30.15 30.17 21.95 20.18
19 23.13 26.15 30.96 20,5 18.76
20 23,05 26.49 28.18 19.29 17.84
21 21,09 26.56 27,9 19.76 15.42

22 24.15 26.99 29.31 20.94 17.22
23 22.23 26.43 29.82 21.66 19.88
24 21.48 26.37 28.49 20.62 16.54
25 23.15 26.51 30.79 20.55 20.89
26 22,05 26.28 29.98 20.66 17.85
27 29.67 28.63 29.88 20.96 24.81

28 23,8 26.56 30.62 19.42 19.36
29 23.28 26,08 30.23 20.43 19.25
30 21,11 26.29 28.87 20,5 14,05

31 17,06 24.87 26.36 19,07 10,26
32 23.44 26.54 29.68 20.79 19,08
33 26.62 30,01 37,1 19,9 20,9

34 30,02 31.27 29.61 20.72 28.42
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Yeni tam alip TSH degeri normalin zerinde gelen HT hasta grubu, aym
hastalarin kontrollerindeki 6troid halleri ve kontrol gruplari arasindaki miRNA
ekspresyon dizeylerinin kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla RT-PCR verileri
Qiagene Gene Globe Veri Analizi Merkezi portali AACt modulu kullanilarak analiz
edilmistir (http://www.qiagen.com/us/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-
overview-page/). Veri normallestirmek icin yine ayni analiz merkezinde bulunan
Global CT Mean Of expressed miRNAs kullanildi.

Gruplarin kontrol grubuna gore miRNA ekspresyon diizeyi iliskisi 2447 “ ye
gore degerlendirilmis ve “fold change (kath degisim)” degerleri hesaplanmistir (Sekil
15).

Control Group Croup 1 Croup 2

| = hsa-mir-22-1 @@ hsa-miR-141-1 @ hsa-miR-155-1 hsa-mik-375 @l hsa-miR-451-1

Sekil 15. S, H, N gruplarinin miRNA degerleri (x ekseni) ve fold change (y
ekseni) degisimi grafigi.
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Elde ettigimiz verilere gére H grubundaki hastalarin S grubuna gére miR-22

ekspresyon duzeyleri 2,077 kat artmis olarak tespit edildi ancak istatistiksel olarak

anlamlt bulunmad: (p=0,201). N grubunun S grubuna gore miR-22 ekspresyon

duzeyleri de 2,646 kat artmis olarak bulundu ve istatistiksel olarak da anlaml: olarak

saptand: (p=0,002). Hasta grubu kendi arasinda karsilastirildiginda; H grubundaki

hastalarin N grubuna gore miR-22 ekspresyon dizeylerinde 0,784 kat azalma

saptanmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,087) (Tablo 9,

Sekil 16 ve 17).

Tablo 9. S, H ve N Gruplar1 Arasindaki miR-22 Ekspresyon Oranlari.

Ekspresyondaki Cl
MiR-22 ort. Ort Grublarn Degisiklik (%95) P degeri
ort. CT ACT 2™ Karsilastinimasi ~ (Fold change) (*=p<0,05)
S Grubu 26,1 4,65 0,039

H Grubu 23,29 3,60
N Grubu 24,35 3,25

0,082  SveH Gruplan
0,104  Sve N Gruplar
H ve N Gruplar

(CI: Confidence interval)

2,077 katartis ~ (0,97-3,18) 0,201
2,646 katartis  (1,09-4,20)  0,002*
0,784 kat azalma (0,40-1,17) 0,087
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miR-141 icin H grubundaki hastalarin ekspresyon diizeyleri ise S grubuna
gore 0,402 kat azalmig olarak bulunmustur ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,302). N grubunun miR-141 duzeyleri ise S grubuna gore 2,247
kat artis gostermis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,007). H
grubundaki hastalarin N grubuna gére miR-141 ekspresyon duzeylerinde ise 0,180
kat azalma saptanmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p=0,427)
(Tablo 10, Sekil 17 ve 18).

Tablo 10. S, H ve N Gruplar1 Arasindaki miR-141 Ekspresyon Oranlari.

Ekspresyondaki Cl
MiR-141 oOrt. Ort Grublarn Degisiklik (%95) P degeri
ort. CT ACT 2™°7 Karsilastinlmas:  (Fold change) (*=p<0,05)

S Grubu 29,43 7,99 0,0392

H Grubu 28,99 9,30 10,0015 SveH Gruplar 0,402 kat azalma  (0,07-0,74) 0,302

N Grubu 27,92 6,82 0,0088 Sve N Gruplar 2,247 kat artis (0,76-3,73)  0,007*
H ve N Gruplar 0,180 kat azalma (0,04-0,32) 0,427



51

miR-155 i¢in H grubundaki hastalarin ekspresyon diizeyleri ise S grubuna
gore 0,339 kat azalmis olarak bulunmustur. N grubunun miR-155 duzeyleri de S
grubuna gore 0,956 kat azalma gostermistir. H grubundaki hastalarin N grubuna goére
miR-155 ekspresyon duzeylerinde 0,356 kat azalma saptanmistir. Her bir
karsilastirma sonucu istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (sirasiyla p=0,276,
p=0,353, p=0,223) (Tablo 11, Sekil 17 ve 18).

Tablo 11. S, H ve N Gruplar1 Arasindaki miR-155 Ekspresyon Oranlari.

Ekspresyondaki Cl
MiR-155 oOrt. Ort Grublarin Degisiklik (%95) P degeri

-AACT

Ort.CT ACT 2 Karsilastinimas: ~ (Fold change) (*=p<0,05)

S Grubu 29,73 8,29 0,0031

H Grubu 29,54 9,85 0,0010 SveH Gruplart 0,339 kat azalma (0,05-0,63) 0,276

N Grubu 29,45 8,35 10,0030 SveN Gruplart 0,956 kat azalma (0,17-1,75) 0,353
H ve N Gruplari 0,356 kat azalma (0,07-0,64) 0,223
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miR-375 icin H grubundaki hastalarin ekspresyon dizeyleri S grubuna gore
0,322 kat azalmig olarak bulunmus istatistiksel olarak da anlamli tespit edilmistir
(p=0,0006). N grubunun miR-375 diizeyleri de S grubuna gore 0,692 kat azalma
gostermistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,086). Hasta
grubunun kendi icindeki karsilastirmasinda H grubundaki hastalarin N grubuna gore
miR-375 ekspresyon dizeylerinde 0,464 kat azalma saptanmis ve istatistiksel olarak
da anlamli bulunmustur (p=0,034) (Tablo 12, Sekil 17 ve 18).

Tablo 12. S, H ve N Gruplar: Arasindaki miR-375 Ekspresyon Oranlari.

Ekspresyondaki Cl
MiR-375 oOrt. Ort Grublarin Degisiklik (%95) P degeri
ort. CT ACT 2™°" Kargilasuriimas:  (Fold change) (*=p<0,05)

S Grubu 19,65 -1,78 3,446

H Grubu 1954 -0,15 1,109 SveH Gruplart 0,322 kat azalma (0,02-0,63) 0,0006*

N Grubu 19,84 -125 2,38 SveNGruplarn 0,692 kat azalma (0.00001-1,39) 0,086
Hve N Gruplart 0,464 kat azalma (0,13-0,80)  0,034*
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miR-451 icin H grubundaki hastalarin ekspresyon duzeyleri S grubuna gore
1,495 kat artmis olarak bulunmustur ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0,434). N grubunun miR-451 dizeyleri ise S grubuna goére 0,545 kat azalma
gostermistir ve istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p=0,042). Hasta grubu
kendi arasinda karsilastirildiginda H grubundaki hastalarin N grubuna gore miR-451
ekspresyon diizeylerinde 2,74 kat artis saptanmistir ve istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p=0,0026) (Tablo 13, Sekil 17 ve 18).

Tablo 13. S, H ve N Gruplar1 Arasindaki miR-451 Ekspresyon Oranlari.

Ekspresyondaki Cl
MiR-451 ort. Ort Grublarin Degisiklik (%95) P degeri
ort. CT ACT 2™°T Kargilastiriimas:  (Fold change) (*=p<0,05)

S Grubu 1856  -2,87 7,331

HGrubu 16,23 -3,45 10,964 Sve H Gruplan 1,495 kat artis  (0,61-2,38) 0,434

N Grubu 19,09 -1,99 3,998 SveN Gruplart 0,545 kat azalma (0,18-0,91) 0,042*
H ve N Gruplar 2,74 katartis  (1,22-4,26) 0,0026*
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hesa-miR-451 -1
b a-mikt-22-1

} | hsa-miR-141-1
hea-miR-155-1

hsa-mikt- 375

of eisbon

Sekil 16. S, H, N gruplarinin her bir miRNA igin ekspresyon dagilim grafigi.
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Sekil 17. N grubunun H grubuna gére miRNA ekspresyon degisimleri grafigi.
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Hasta grubunun ilk tan1 an1 (H Grubu) ve tedavi sonrasi kontrol dénemi (N
Grubu) ayr: ayr1 olmak tizere TSH degerleri her bir grubun kendi igindeki 242
degerleri Spearman korelasyon analizine tabi tutuldu. H grubu icin TSH degerleri ile
sadece miR-22 ekspresyon duzeyleri arasinda orta dlzeyde pozitif yonde bir
korelasyon tespit edilmistir. Bu da bize TSH duzeyi ile miR-22 arasinda dogru
orantili bir iligki oldugunu gostermektedir (Tablo 14). N grubu igin yapilan ayn
korelasyon analizi sonucu TSH duzeyi ile miRNA ekspresyon diizeyleri arasinda bir

korelasyon tespit edilememistir (Tablo 15).

Tablo 14. H Grubunda TSH ve miRNA Ekspresyon Korelasyonu.

TSH

Korelasyon P degeri

Katsayisi (r) (*: p<0,05)
MiR-22 0,464 0,006*
MiR-141 0,165 0,350
MiR-155 -0,135 0,447
MiR-375 -0,210 0,233
MiR-451 -0,069 0,697

Tablo 15. N Grubunda TSH ve miRNA Ekspresyon Korelasyonu.

TSH
Korelasyon P degeri
Katsayisi (r) (*: p<0,05)
MiR-22 0,100 0,573
MiR-141 0,047 0,794
MiR-155 0,034 0,847
MiR-375 -0,214 0,223

MiR-451 0,027 0,878
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5. TARTISMA

HT dinyada iyot eksikligi olmayan bolgelerde hipotiroidinin en sik nedenidir.
insidans1 % 6-7 kadardir. En sik gorilen otoimmun tiroidittir. (28, 29) Otoimmiin
hastaligi olanlarin birinci derece akrabalarinda da benzer otoimmun hastaliklarin sik
gorilmesi, genetik faktorlerin  otoimmunite Uzerinde etkisinin  oldugunu
dustndurmektedir (14). HT otoimmun bir hastalik olmakla birlikte patogenezi tam
olarak ortaya konamamistir. Hastaligin baslangicit ve gelisimi basamakli bir yol
izlemektedir. Bu basamaklamada immunogenetik, epigenetik ve cevresel faktorler
rol almaktadir (31). Tiroid disfonksiyonunun, troid dokusuna infiltre olmus T

lenfositlerin sitokin aracili apopitozisi nedeniyle oldugu disuntlmektedir (35).

Ortaya konmus immun mekanizmasinda CD4+ T lenfositler ana roli
ustlenmektedir. T lenfositler HT patogenezinde iki fonksiyon gosterirler. Th2
hlcreleri tiroidite yol acan tiroid antijenlerine karsi antikor Ureten B hiicrelerinin asiri
uyarimi ile artan otoantikor tretilmesine yol acarak IL-4, 5, 13 salinimina neden olur
(134, 135). Thl hicreleri ise sitotoksik lenfositleri ve makrofajlar: aktive eder. IFN-y
salinimina neden olurlar. Sonugta tiroid follikuler hicrelerini yok ederek dogrudan
tiroid dokusunu etkiler (136). Ayrica son arastirmalar, otoimmin bozukluklarin
indiksiyonunda yeni bulunan Th17 (CD4+ IL-17+) ve Treg lenfositlerin (CD4+
CD25+ highFoxP3+) oOnemli bir rol oynadigin1 ortaya koymustur (38). Thl7
hlcreleri, kan serumunda CD4+ lenfositlerinin yaklasik %Z1'ini olusturur. Hicreler
arast antijenlere kars1 bagisiklik tepkisine katk: saglarlar. CCR6 (CD196), IL-23R,
IL-12R-beta2, CD49 ve CD161 gibi ekspresyon belirtecleri ile karakterize edilip
baslica IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-9, IL-22 ve TNF-a gibi proenflamatuar sitokinler
uretmektedirler. Th’lardan TGFB, IL-6, 1L-21 ve IL-23 gibi cesitli faktorlerin ve
STAT3, RORgammat ve RORalpha gibi transkripsiyon faktorlerinin etkisi altinda
gelisirler (39, 137, 138). Yapilan bir calismada HT hastalarinin IL-6 ve IL-23 serum
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konsantrasyonlarinda saglikli kontrollerle karsilastirildiginda belirgin olarak artmig
oldugu gosterilmistir (139, 140).

MikroRNAlar son yillarda ortaya c¢ikan, 18-24 nikleotid uzunlugunda kuigik
proteine cevrilemeyen (noncoding) RNA molekilleridir. miRNA’larin  hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, metabolik surecler, apopitoz, inflamasyon ve
immunolojik mekanizmalarin dizenlenmesi gibi sureclerde posttranskripsiyonel

olarak duizenleyici olduklar: ortaya konmustur (123).

Simdiye kadarki ¢alismalarda, miRNA’larin plazma dahil gesitli viicut doku ve
sivilarinda tesbit edilebildigi gosterilmistir. Sirkilatuvar miRNA’larin  sekrete
edildigi hiicrelerden uzak noktalarda hormon benzeri etkiler yapabildigi
bulunmustur. Bu sebeple sirkulatuvar miRNA’lar hastalik patogenezi ve Kklinik
durumlarin aydinlatilmasinda 6nemli ve yeni bilgiler saglayabilecegi 6n plana
cikmustir (127).

miRNA’lar hicresel gelisim ve faklilasmada 6nemli rollere sahiptir (141). Bazi
miRNA’lar dokularda genis kapsamli olarak eksprese olurken; bazilari gelisimin
belirli asamasinda, belirli dokularda veya belirli hiicre hattinda kisitli bir sekilde

eksprese olmaktadir (142).

mMiRNA’larin dolasimda stabl olmalari RNase’lar tarafindan sindirilememeleri,
pH vb. fiziksel kosullardan etkilenmemeleri hastalik patogenezinde kullanish
biyomarkerlar olabilecegi fikrini ortaya koymaktadir. Kandaki miRNA ekspresyon
miktarindaki degisiklikler hastaliklarin patogenezini ortaya koymak amaciyla cesitli

calismalar yapilmistir (143-145).

Calismamizda HT patogenezi ile ilgili oldugunu disindiigimiz miR-22, miR-
141, miR-155, miR-375, miR-451’in hasta grubunda TSH’in yiiksek oldugu tan:
anminda ve 3 aylik tedavi sonrasi 6troid olduklari donemde plazmadaki miRNA

ekspresyon seviyelerini saglikli kontroller ile karsilastirmayi planladik.

Yapmis oldugumuz calismada, 6zellikle miR-451"in gen ekspresyonunda tani
anindaki TSH’1 normal sinirin Uzerinde olan hasta grubunda (H grubu), saglikh

kontrol grubuna (S grubu) gore 1,495 kat artis (p=0,434) saptanmasi; bununla
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birlikte hastalarin tedavi sonras: 6troid oldugu kontrol doneminde (N grubu) saglikl
kontrollere gore ayni genlerin ekspresyonunda 0,545 kat azalma (p=0,042)
gorulmustir. Hasta grubunun kendi arasindaki karsilastirmasinda da TSH’1n yiiksek
oldugu donemde normal oldugu déneme gore miR-451 gen ekspresyonlar: arasinda
2,74 katlik artis (p= 0,00262) tespit edilmesi miR-451"in hastalik aktivitesi ile
yakindan iliskili oldugunu distndirmektedir. Bu bulgularin  sonucu olarak
calismamiz, sirkilatuvar miRNA ekspresyon dizey farkliliklarinin, HT’de hastalik

aktivitesi ile iliskili olabilecegini ortaya koymaktadir.

miR-451"in immdanite regllasyon mekanizmas: tam olarak netlik kazanmamis
olsa da SLE (Sistemik Lupus Eritematozus), RA (Romatid Artrit), Primer biliyer
siroz gibi diger otoimmun hastaliklarda da HT hastalarinda elde edilen miR-451

ekspresyonlarindaki artisa benzer sonuglar bulunmustur (94, 146, 147).

Hiroya Yamada ve arkadaslarinin 2014 yilinda HT hasta gruplarint saglikl
kontroller ile karsilastirarak yapmis oldugu bir ¢alismada serumdaki bazi miRNA
ekspresyon profilleri analiz edilmistir. Sonuclart bizim ¢alismamiz ile benzer bir
sekilde miR-451"in ekspresyonunun HT hastalarinda saglikli kontrollere gére artmis
oldugu tespit edilmistir (148).

Yine aktif tiberkuloz latent tiiberkiiloz ve saglikli kontroller arasinda, kandaki
miR-451 ekspresyon analizinin bakildigi Wang ve arkadaslarimin 2011 yilinda
yaptigi calismada, miR-451’in aktif tlberkilozlu hastalarda ve latent hastalig
olanlarda saglikli kontrollere gore ekspresyon diizeyinin arttigi gosterilmistir. Aktif
tliberkulozda ise latente gore artmis bir ekspresyon duzeyi tespit edilmistir (149).
Tuberkiloz enfektif bir hastalik olmakla birlikte aktif ve latent oldugu ddnemdeki
vicudun verdigi immun yanit farklilik arzedeceginden immunite ile ilgili oldugu
dusunulen genlerin ve miRNA’larin ekspresyonunda farklilik beklemek yaniltici
olmayacaktir. Calismamizda da bu calismaya benzer sekilde hastaligin aktif oldugu
donemdeki miR-451 ekspresyon diizeyini, tedavi sonrasi doneme ve saglikli kontrol
grubuna gore yiuksek olarak tespit ettik. Bu bulgular bize miR-451"in HT
hastalarinda hastalik relaps ve remisyon donemlerini belirlemede kullanilabilecegi

fikrini dustindirmektedir.
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2015 yihinda Churov ve arkadaslarinin otoimmun bir hastalik olan RA
hastalarinin aktif hastalik donemi ve TNFoa ve Metotreksat ile tedavi sonrasi
doneminin karsilastiriimasini yaptiklar: bir baska calismada, bizim calismamiz ile
uyumlu olarak aktif hastalik déneminde miR-451"in ekspresyonunda artisin

oldugunu tedavi sonras1 donemde ise ekspresyonun azaldigini gostermistir (150).

Calismamizda miR-155 ekspresyon dlizeyi H grubunda S grubuna gore 0,339
kat azalmis (p= 0,276) olarak tespit edilmistir; N gubu ekspresyon diizeyi S grubuna
gore 0,956 kat disik (p= 0,353) tespit edilmistirH grubu N grubu ile
karsilastirildiginda H grubunun miR-155 ekspresyon diizeyi N grubuna gore 0,356
kat dusiik (p=0,223) oldugu tespit edildi.

Bernecker ve arkadaslarinin 2012 yilinda Hashimoto hasta grubunda ince igne
aspirasyon biyopsisi dokusundan izole edilerek miR-155in ekspresyonuna baktilari
calismada bizim ¢alismamiza benzer sekilde hasta grubu kontol grubuna goére miR-
155 ekspresyon duzeyinin belirgin olarak azaldigi bulunmustur (p= 0.001) (151).
Hasta sayisinin 10 kisi ile sinirli olmasi gvenilirligi dustirmekle birlikte, miR-155"in
HT’de dokuda ekspresyonunun azaldigini gosteren ilk ¢alisma olmasi agisindan

onemlidir.

2001 yilinda Moore ve arkadaslarinin IL-10 genin knockout ve IL-10 gen
acisindan transgenik fareler kullanarak yapmis olduklari ¢alismada, akut ve kronik
hastaliklarda pro-inflamatuar sinyaller tarafindan bagslatilan ve devam eden
inflamasyonun kontrolinde IL-10'un kesin 6nemini ortaya koymustur (152). Yine
yapilan bir in vitro ¢calismada IFN-y ve transkripsiyon faktor T-bet sentezleyen CD4+
ve CD8+ hucrelerde I1L-10 gen ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. I1L-10
upregulasyonunun kinetigi, T hucrelerin immun aktivasyonu gerceklestikten sonra
etkili oldugunu ortaya koymustur. Boylece IL-10 Gretiminin artmasi, Thl aktivitesi
icin izin verilen bir ortamda asirt immun yanitin baskilanmasina yardimci olur (153,
154). An H. ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklari bir caligmada, miR-155
ekspresyonun IL-10 tarafindan inhibe edildigi ve buna bagl: olarak miR-155"in hedef
genlerinden biri olan SHIP-1 geninin ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Bu
bulgular mir-155 ekspresyonunun immun sistem Gzerinde beklenenin 6tesinde farkl

yolaklar Gzerinde etkili oldugunu distndirmdstir. Bu sonuglar  mir-155
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ekspresyonunun  birnevi  kontrol mekanizmasi olarak da goOrev yaptigim
gostermektedir (155, 156). Yukaridaki elde edilen bulgulara paralel olarak,
calismamizda otoimmun aktivitesinin en Ust seviyede oldugu HT hastalarinin
(TSH’1n yiksek oldugu) ilk tan1 aninda, saghkli kontrollere gdére ve tedavi sonrasi
TSH’in normale dondigl kontrol donemine gore, miR-155 ekspresyon diizeyinin
distik gikmasi, artan immun yanitin sonucu miR-155 ekspresyon diizeyinin supresse

edildigini distndirmektedir.

Dai ve arkadaslarinin 2011 yilinda yapmis oldugu ¢alismada otoimmunite ile
iligkisinin oldugu dusunilen miRNA’larin profillemesi sonucu, ¢calismamizdan farkl
olarak kontrol grubu ile kiyaslandiginda hasta gruptaki miR-155 ekspresyon
duzeyinin artmis oldugu tespit edilmistir (107). HT ve Graves hasta grubunda
yapilan baska bir ¢alismada, mikrovezikuller icerisinde serum ve plazmada tasinan
miR-155 ekspresyon dizeyleri analiz edilmistir. Calismamizdan fakli olarak HT
hasta grubunda saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir artisin (p =.047)
oldugu bulunmustur (157). Beslenme ve cevresel faktorlerin sirkilatuvar miRNA
dizeylerinde farkliliklara yol agabileceginin daha onceki calismalar ile ortaya
konmasi hasta se¢imi, hasta sayisi, cografik dagilim gibi faktorlerin bu farklilikta

rolu oldugunu distndirmastur.

Calismamizda miR-141 ekspresyon diizeyi, H grubunda S grubuna gore 0,402
kat azalma (p= 0,302) gostermistir. N grubunun S grubuna gére miR-141 ekspresyon
duzeyi ise 2,247 kat arttigi bulunmustur (p= 0,00720). H ve N grubu kendi arasinda
karsilastirildiginda ise H grubu N grubuna gore 0,180 kat azaldig: tespit edilmistir
(p=0,427).

Emma R. Dorris ve arkadaslarinin 2012 yilinda, HT ve Papiller Tirod
karsinomlu (PTC) hastalarin tiroid dokusunda miR-141 ekspresyon dizeylerini
karsilastirmislardir. Calisma sonucunda HT hastalarinda PTC ve saglikli kontrollere
gore miR-141 ekspresyon diizeyinin énemli dl¢ide azalmig oldugu tespit edilmistir
(158). Yine ayni ¢alismada HT hastalarinda miR-141 ekspresyonu ve hedef geni olan
TGFBR1 ekspresyonunun birlikte azaldiginin gosterilmesi ile daha 6nce ortaya
konulmus olan miR-141 ve TGFBR1 iliskisi desteklenmistir (105). Baska bir

otoimmun hastalik olan Crohn Hastaligin1 baz alarak Huang ve arkadaslarinin 2014
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yilinda yapmis olduklari ¢alismada Crohn hastaligi olan insanlardan inflame ve
saglikli dokudan alinan kolonoskopik punch biyopsi drneklerini, 1L-10"u knockout
(KO) olup Trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) ile indiklenip deneysel Kkolit
olusturulmus fareleri kontrol fareler ile karsilastirilmistir. Kolon epitel dokusundaki
miR-141 ekspresyon duzeyleri bakilmistir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde saglikl
kolon dokusuna ve saglikli farelere gore inflamatuar kolit grubunda miR-141
ekspresyon dlzeyi dusuk bulunmustur. Bu sonu¢ bize proinflamatuar sitokin
stimdlasyonunun  inflamasyon  sireci  boyunca miR-141  ekspresyonunun
downregilasyonuna katkida bulundugunu dustndurmektedir. Ayni ¢alismada pre-
miR-141 (sentetik miRNA taklitleri) tedavisi uygulanan deneysel kolitli farelerde
pre-miR-141 tedavisinden sonra, mukozal nétrofil infiltrasyonu ile korelasyon
gosteren kolonik miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin 6nemli 6lglide azaldig:
gosterilmistir. Dogrulama calismast igin anti-miR-141 (miRNA inhibitoru) verilen
deneysel kolitli fare grubunun MPO aktivitesi, kolon resimleri, vicut agirhig
degisiklikleri, kolonlarin histolojik incelemeleri, daha siddetli kolit gelistirdigini
ortaya koymustur (159). HT gibi organa spesifik, Th17 aracili bir otoimmun hastalik
olan ITP (Immune Thrombocytopenic Purpura) hastalarin kanindan bakilan miR-141
ekspresyon duzeyleri analiz edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildigi ITP hasta
grubunda miR-141 ekspresyon duzeyleri azalmis olarak tespit edilmistir (160).
Yukarida ifade edildigi Uzere otoimmiin zeminden gelistigi kabul edilen HT, Chron
hastaligi, ITP, deneysel kolitli fareler (zerinde yapilan miR-141 ekspresyon
duzeylerindeki azalma, yapmis oldugumuz calismamizda ki sonuclar ile paralellik
gostermektedir.

Calismamizda miR-375 ekspresyon diizeyi, H grubunda S grubuna gére 0,322
kat azalma (p=0,000607) gOstermistir. N grubunun S grubuna gére miR-375
ekspresyon diizeyi ise 0,692 kat dusuk bulunmustur (p= 0,0862). H ve N grubu kendi
arasinda Kkarsilastirildiginda ise H grubu N grubuna gore 0,464 kat azaldig:
(p=0,0344) tespit edilmistir.

2012 yilinda Lu ve arkadaslarinin yaptigi c¢ahismada, IL-13 ile 24 saat
muamele edilmis Ozefagus ve bronsial epitel hicrelerinde, IL-13 ile muamele

edilmemis epitel htcrelerine gore miR-375 ekspresyon diizeyinin azalmis oldugu
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tespit edilmistir.  Ayn1 calismada 4 hafta doksisiklin verilerek I1L-13 (Th2
fonksiyonuna aracilik eden bir sitokindir) ekspresyonu arttirilan farelerde kontrol
farelere gore miR-375 ekspresyonunun azaldig: tespit edilmistir. Yine ayn ¢alismada
Th2 aracih bir hastalik olan Eozinofilik Ozefajit (EO) hastalarimin saglikli kontroller
ile miR-375 ekspresyonu karsilastirilmigtir. Hasta grubunda saglikli gruba gore miR-
375 ekspresyon dizeyinin azaldigi tespit edilmistir. Daha sonra bu hastalarin
flutikazon propiyonat tedavisi sonras: remisyon dénemindeki miR-375 ekspresyon
duzeylerine bakildiginda, saglikli kontrollere gore ekspresyon dizeylerinin
normallestigi tespit edilmistir (161). Bu calismada, miR-375 ekspresyon diizeyindeki
azalma ve tedavi ile miR-375 ekspresyon diizeyinin normal dizeylere gelmesi rapor
edilmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismamizda, HT tan: aninda miR-375 ekspresyon
duzeyindeki azalma ve HT tedavisi sonrasi miR-375 ekspresyon dizeyinde

normallesme, Lu ve arkadaslarinin buldugu sonuclar ile paralellik gostermektedir.

Hiroya Yamada ve arkadaslarinin 2014 yilinda HT hasta gruplarint saglikh
kontroller ile karsilastirarak yapmis oldugu calismada bizim ¢alismamizdan farkl
olarak miR-375’in ekspresyon duzeyinin HT hastalarinda saglikli kontrollere gore
artmisg oldugunu tespit etmistir (148). Daha 6nceden vurgulandig: gibi beslenme ve
cevresel faktorlerin sirkilatuvar miRNA dlzeylerinde farkliliklara yol agabilmesi,
bununla birlikte belki de ¢ozimlenmeyi bekleyen ve miRNA ekspresyon diizeyini
etkileyen farkli mekanizmalar nedeniyle miR-375’in ekspresyon dizeyi farklilik

gostermistir.

Calismamizda miR-22 ekspresyon diizeyi, H grubunda S grubuna gére 2,077
kat artma (p=0,201) gostermistir. N grubunun S grubuna gore miR-22 ekspresyon
duzeyi ise 2,646 kat artmis bulunmustur (p= 0,0082). H ve N grubu kendi arasinda
karsilastirildiginda ise H grubu N grubuna gore 0,784 kat azaldig:1 (p=0,0874) tespit

edilmistir.

Hiroya Yamada ve arkadaslarinin Graves (GD) ve HT hasta gruplarini saglikl
kontroller ile Karsilastirarak yapmis oldugu calismada, serumdaki mMIRNA
ekspresyon profillerine bakilmistir. HT ve GD hastalarinda saglikl: kontrollere gére
miR-22 ekspresyon duzeylerinin artmis olduklar: tespit edilmistir. Aymi calismada

hastalarin TSH seviyeleri ve miRNA ekspresyon diizeyleri (miR-22, miR-375, miR-
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451) kKarsilagtinnllmis ancak anlamli bir korelasyon tespit edilmemistir (sirasiyla
P=0.74, P=0.91, P=0.79) (148). Kendi ¢alismamizda bu ¢alisma ile paralel olarak HT
hasta grubumuzda saglikli gruba gére miR-22 ekspresyon diizeyinin artmis oldugunu
tespit ettik. Ancak bu calismadan farkli olarak, HT hasta grubumuzun tani an ve
tedavi sonrasi kotrol donemindeki TSH ve miRNA’larin ekspresyon dizeyi arasinda
yaptigimiz korelasyon analizi sonucu H grubu i¢in miR-22 ve TSH diizeyi arasinda
orta diizeyde pozitif yonde anlamli bir korelasyon tespit ettik (Tablo 14). Bu analiz
sonucu bize, TSH dizeyi arttikca miR-22 ekspresyon dlzeyinin arttigini ve

hastaligin aktivitesi ile dogru orantili oldugunu gostermis oldu.

Multiple Sclerosis hastalarinda yapilan baska bir calismada, yine miR-22’nin
ekspresyon diizeyinin artmis oldugunun tespit edilmesi (P=0.04) otoimmunite tabanh
farkli hastaliklarda benzer bulgularin miR-22’nin  otoimmunite ile iligkisini
kuvvetlendirmektedir (147).

Pandey ve Picard’in 2009 yihinda yapmis oldugu calisma, miR-22
ekspresyonunun Estrojen Reseptor Alfa (Era) geninin mRNA’sin1 hedefleyerek bu
MRNA nin degrade olmasina neden oldugunu gostermistir. miR-22 ekspresyonu,
Era’nin ekspresyonunu azaltarak otoimmunite dahil tim yolaklardaki etkilerini
azalttigin1 vurgulamistir (162). Era ekspresyonu Thl ve Th17 kaynakli otoantijen
spesifik inflamasyonu baskilamaktadir (163). miRNA’larin  otoimmuniteye
katkilarini incelemek amaciyla yola cikilan farkli bir ¢alismada miR-22 ayrintili
olarak incelendiginde, APC aktivasyonunu ve Thl7 cevaplarint ERw vasitas: ile
kontrol ettigini gostermistir (164, 165). Calismamizda hem TSH’1n ylksek oldugu (P
degeri anlamsiz olsa da ) hem de tedavi sonras1 TSH’1n normale dondugi donemde
kontrol grubuna gore miR-22 ekspresyon diizeyinde 2 kat artisin olmas: hastalik
evresi ile iliskisi oldugu dusiincesinden bizi uzaklastirmasina ragmen, otoimmunite
yolaklarinin tedavi sonras: dénemde de devam ettigini distndirmektedir. Bu sebeple
miR-22’nin  HT’de tedavi takibinden ¢ok otoimmunite tanisinda yardimci

olabilecegini dustindirmektedir.
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6. SONUC

miRNA ekspresyonlarinin mRNA ekspresyonu ve protein seviyesinde énemli
rollerinin oldugu her gegen giin daha belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. HT nin
en yaygin otoimmun endokrin hastaliklardan biri olmas: ve etiyolojik nedenlerin tam
aydinlatilamamis olmasi nedeniyle, miRNA’larin HT patogenezindeki olas: rollndn
ortaya gikarilmasi Uzerine calisma yapilmas: gerekliligini ortaya koymustur.

miR-22, miR-141, miR-155, miR-375, miR-451 gibi bircok miRNA’nin farkl
immun yolaklarda, otoimmun hastaliklarda ve gesitli hastalik patogenezinde etkileri
oldugu gosterilmistir. Yapmis oldugumuz calismanmin sonucu, plazmadaki degisik
seviyelerdeki sirkulatuvar miRNA’larin otoimmun bir hastalik olan HT’de hastalik

aktivitesi ile iligkili olabilecegini ortaya koymaktadir.

Calismamizda yeni tan1 almis, TSH degeri normal sinirin Gizerinde olan HT
hastalar1 ve ayni hastalarin (i¢ ay tedavi sonrasi kontrollerinde (6troid donemde) kan
ornekleri Gzerinde miR-22, miR-141, miR-155, miR-375 ve miR-451 ekspresyon

profillerinin ortaya konulmasi hedeflenmistir.

Hastalarin yeni tami aldiklart donemdeki miR-22 ekspresyon dizeyi saglikl
kontrollere gore 2,077 kat arttig1 (p=0,201), saglikl kontrollere gére tedavi sonrasi
kontrol doénemindeki miR-22 ekspresyon diizeyi ise 2,646 kat artmis (p=0,0082)
oldugu tespit edilmistir. Hasta gruplarn kendi arasinda karsilastirildiginda, tedavi
sonrasina gore tant anindaki 0,784 kat dusuk (p= 0,0874) oldugu goOrulmustur.
Hastalarin  tam aldigr donemdeki 2,077 katlik artis istatistiksel olarak anlamsiz
gorulse de, tedavi sonrasi donemdeki 2,646 katlik anlamli artisin olmasi ve hasta
gruplar arasindaki 0,784 kathk farkin sinirda anlamli (0,05<=p<0,10) ¢ikmasi
hastaligin her iki doneminde de miR-22 ekspresyon diizeyinin saglikli kontrollere
gore artmis oldugunu gOstermistir. Tedavi sonrast doénemde miR-22’nin
ekspresyonunun daha yiksek tespit edilmesi vicudun otoimmuniteyi dengelemek

icin tedavi ile birlikte zaman icinde miR-22 ekspresyonunu arttirdigin
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dustnddrebilir. Farkli otoimmun hastaliklarda da miR-22 seviyelerinin saglikl
kontrollere gore yiksek ¢iktigini biliyoruz. Bu hastaliklarda da tedavi oncesi ve
sonrast ekspresyon analizleri yapilarak sonuclar Kkarsilastirilabilir. ilerleyen
calismalarda farkli hastaliklarda da miR-22 ekspresyon dizeyi bakilarak hastalik
patogenezi hakkinda bilgi edinilebilir.

Yine tan1 anindaki hasta grubu TSH degerleri ile mir-22 ekpresyon duzeyleri
arasindaki korelasyon analizinde dogru orant: tespit etmemiz, olusan immun cevabin
derecesine gore vicudun bunu dengelemek icin miR-22’nin ekspresyonunu

arttirdigini diisiindirmektedir.

Calismamizin bir baska sonucu olarak, miR-141, miR-155, miR-375’in
saglikli kontrollere gore TSH degerinin yuksek oldugu tam donemdeki hastalarda
ekspresyon duzeylerinin azaldigint gordik (miR-141 igin 0,402 kat; miR-155 igin
0,339 kat; miR-375 i¢in 0,322 kat). Tedavi sonrasi kontrol dénemindeki miRNA
ekspresyon diizeylerine bakildiginda ise azalan miRNA ekspresyon duzeylerinin
normale yakin bir patern izledeigini tespit ettik. Yukarida bahsettigimiz benzer
calismalarda oldugu gibi hastahigin aktif oldugu donemde miRNA ekspresyon
diizeylerinin azalmis olmasi ve remisyon doneminde ise miRNA ekspresyonlarinin
saglikli insan populasyonuna yaklasmasi bu miRNA’larin otoimmuniteyi baskilamak

ile gorevli olduklarint dustndirmektedir.

Yine calismamizin bir baska sonucu olarak, saglikli kontrol grubuna gore
TSH’1 normal sminin  Uzerinde olan tam1 am hasta grubundaki miR-451
ekspresyonunda, 1,495 kat artis (p=0,434) saptanmistir. Bununla birlikte saglikh
kontrollere gore hastalarin tedavi sonrast TSH degerlerinin normale dondigl kontrol
déneminde miR-451 ekspresyon dlizeyinde 0,545 kat azalma (p=0,042) bulunmustur.
Hasta grubunun kendi arasindaki karsilagtirmasinda ise TSH’in yuksek oldugu
donemde normal oldugu déneme gére miR-451 ekspresyon diizeyleri arasinda 2,74
kathik artis (p= 0,00262) tespit edilmistir. Bu bulgular 1s1ginda miR-451 ekspresyon
duzeyindeki degisikligin, HT olgularinda hastalik aktivitesi ile yakindan iliskili
oldugunu gostermektedir. Ayni zamanda miR-451 ekspresyon duzeyindeki
degisikligin, HT hastaligi icin aktivite degerlendirmesinde kullanilabilecegini

dusundirmektedir.
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Calismamiz HT hastalarinda miR-155 ve miR-141 dizeylerinin bakilmasi
acisindan ve ayrica HT hastalarinin - TSH’in yuksek oldugu tani aninda ve ilag
tedavisi aldiktan sonraki 6troid olduklari donemdeki miR-22, miR-375 ve miR-451
ekspresyon duzeylerinin karsilastirilmas: agisindan ilk 6rnektir. Bununla birlikte
calismamizi kisitlayici durumlar da vardir. Ornegin beslenme ve cevresel faktorlerin
sirkilatuvar miRNA dlzeylerinde farkliliklara yol agabilecegi daha 6nceki

calismalar ile ortaya konmustur (166).

D1s etkenleri en aza indirmek igin ¢alismamizda alinan kanlar en kisa sirede
izole edilip saklanmakla birlikte, sadece bulundugumuz cografyadaki HT hastalari
calismaya dahil edilmis olup, farklh cografyadaki HT hastalarinin  miRNA
profillendirmesi farkl: olabilir. Bu hastalik grubunda daha genis hasta gruplar: ile
yapilabilecek c¢alismalar sonucu daha kapsamli bilgiler edinilebilir. Hatta
otoimmunite tedavisinde miRNA’lar Gzerinden “miR-mimics (sentetik miRNA

taklitleri)” ve “anti-miR (miRNA inhibitor()” tedavileri dahi giindeme gelebilir.
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7.OZET

MiKRORNA’LARIN HASHIMOTO TIROIDITI’NDEKI ROLU

MikroRNA (miRNA) ’lar son yillarda ortaya ¢ikan, 18-24 nikleotid uzunlugunda
kiicik kodlama yapmayan (noncoding) ve buyuk bir cogunlugu hicre icinde
bulunmakla birlikte ekstraselltler alanda, vucut sivilarinda ve kanda bulunabilen
RNA molekilleridir. miRNA’lar hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, metabolik
strecler, apopitoz, inflamasyon ve immunolojik sireclerin dizenlenmesi gibi
yolaklarda duzenleyicidirler. Cesitli calismalarda yapilan go6zlemler, insan
plazmasinda bulunan miRNA’larin yuksek bir stabiliteye sahip oldugunu ve bu
orneklerde yapilan miRNA ekspresyon kalib1 analizinin cesitli hastaliklarin
durumlar: hakkinda yararl bilgiler sunabilecegini ortaya koymustur. miRNA’larin
solid dokulardan elde edilen 6rneklere ek olarak hasta serum/plazmasinda da
belirlenebilmesi, tanisinda mutlaka girisimsel tekniklerin kullanilmasin: gerektiren
hastaliklarda oldukca kolay bir 6rnek eldesini saglar. Potansiyonel olarak gen veya
protein sentez bozuklugu aracili her hastalik, huicre tipi veya doku tipi miRNA
tabanli hedefleri olusturabilirler. miRNA’lar gelisimsel agidan mesajct RNA’larin
protein tretmesini diizenleyici rol Ustlendiginden, terapétik agidan 6nemli olmalarini
saglamaktadir.

Hashimoto Tiroiditi (HT), T ve B lenfositlerin tiroid dokusunu istila ederek
parcalamasi sonucu Anti-TPO ve Anti-TG antikorlarinin Gretimi ile karakterize bir

hastaliktir. En yaygin goriilen otoimmun ve endokrin hastaliklardan birisidir.

miRNA’larin immin sistemi kontrol etmede 6nemli bir yeri oldugunu son
yillarda yapilan bilimsel calismalar agikca gostermektedir. HT’de bunu tiroid
dokusuna infiltre olan lenfositleri aktive ederek yaptiklari distntlmektedir. Bu
sebeple sirkulatuar miRNA’mn tanimlanmas: hastahigin klinigi ve patogenezinde

onemli ve yeni bilgiler saglayabilir.

Hashimoto Tiroiditi’nde yeni tan1 aninda ve ayni hastalarin 6troid dénemdeki

miRNA profili bu gline kadar henuz calisgiilmamis bir konudur. Biz de bunu g0z
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oninde bulundurarak TSH’in yiksek oldugu tani aninda ve aym hastalarin 6troid
olduklar1 kontrol donemindeki miRNA ekspresyon dizeylerini belirleyip saglikl
kontrol grubu ile aralarinda ekspresyon diizeyi agisindan bir fark olup olmadigin
tespit etmeyi amagcladik. Calismamiz ile HT nin simdiye dek tam olarak aydinliga
kavusamamis olan patogenezine yeni bir bakis acisi sunarak hem literatiire katki
yapmayi planhyoruz; hem de bu yeni bakis acistnin HT glincel tedavisine yeni
ufuklar agmasini bekliyoruz.

Calismamizda Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar
Anabilim Dali’na bagl Endokrinoloji Poliklinigi’ne gelen ve yeni tan1 Hashimoto
Tiroiditi olup TSH degerleri yiiksek olan 34 hastadan tan1 aninda ve 3 ay sonra 6troid
olduklar1 donemdeki halleri ile endokrinoloji poliklinigi’nde yapilan muayene ve
tetkikler sonucu herhangi bir saglik problemi tespit edilmeyen, hasta grubu cinsiyet
ve yast ile uyumlu 33 gondllu birey calismaya dahil edilmistir. Hasta ve saghkl
bireylerden EDTA’lI1 kan ornekleri alinmigtir. Plazmada eksprese oldugu bilinen ve
otoimmunite ile iliskisi daha Onceki caligmalar ile ortaya konmus 5 farkh
mMIiRNA’nin (mir-22, miR-141, miR-155, miR-375, miR-451) ekspresyon diizeyleri

hasta ve kontrol grubunda calisiimistir.

Hasta ve kontrol gruplart arasindaki miRNA ekspresyon duzeylerinin
kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla RT-PCR verileri Qiagene Gene Globe Veri
Analizi  Merkezi portali AACt moduli  kullanilarak analiz  edilmistir.
(http://www.qiagen.com/us/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-
page/). Veri normallestirmek igin yine ayn: analiz merkezinde bulunan “Global CT
Mean Of expressed miRNAs” kullanildi. Gruplar arasindaki miRNA ekspresyon
duzeyleri arasindaki iliskisi Student T testi ile analiz edildi (p<0.05 anlaml: olarak
kabul edildi). Hasta grubun ilk tan1 an1 ve Ug ay sonraki kontrol donemi arasindaki
TSH ve miRNA ekspresyon diizeyi arasindaki iliski Spearman korelasyon analizi ile
hesaplanmistir. Veriler IBM SPSS Statistics for Windows 23.0 istatistik paket
programinda analiz edilmistir.

Yapmis oldugumuz bu c¢ahsma plazmadaki sirkulatuvar miRNA’larin
otoimmun bir hastalik olan HT’de hastalik aktivitesi ile iliskili olabilecegini ortaya
koymaktadir. Ozellikle miR-451"in gen ekspresyonunda yeni tan1 amndaki TSH’1
normal sinirin Gzerinde olan hasta grubunda, saglikli kontrol grubuna gore 1,495 kat

artis (p=0,434) saptanmasi; bununla birlikte hastalarin tedavi sonrast TSH
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degerlerinin normale dondugi kontrol doéneminde saglikli kontrollere gdre aym
genlerin ekspresyonunda 0,545 kat azalma (p=0,042) gbézlenmesi ve hasta grubunun
kendi arasindaki karsilagtirmasinda da TSH’in yuksek oldugu dénemde normal
oldugu déneme gére miR-451 gen ekspresyonlar1 arasinda 2,74 kathk artis (p=
0,00262) tespit edilmesi miR-451"in hastalik aktivitesi ile yakindan iliskili oldugunu
dusundirmektedir.

Otoimmun bir hastalik olan HT, patogenezi hala aydinlatilamamis bir
hastaliktir. miRNA’larin son yillardaki hastalik patogenezlerindeki 6nemli etkilerinin
ortaya konmasi ile bircok hastalik patogenezi aydinlatilmis, tedavi alternatifleri
sunulmustur. Bizim ¢alismamiz ile ortaya konulan sonuglar 1s1iginda HT patogenezini

aydinlatmada ve yeni tedavi yaklagsimlarinin gelistirilmesinde 6nciliik edecektir.

Anahtar kelimeler : Hashimoto Tiroiditi, miRNA, Otoimmunite
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8. SUMMARY

THE ROLE OF MICRORNAS IN HASHIMOTO THYROIDITIS

microRNAs (miRNAs) are small noncoding 18 to 24 nucleotides long RNA
molecules, that have emerged in recent years. Most of miRNAs are found in the cells
but they can be found extracellular area, body fluids and blood. miRNASs are regulatory
in processes such as cell proliferation, differentiation, metabolic processes, apoptosis,
inflammation and regulation of immunological processes. Observations made in
various studies have shown that miRNAs found in human plasma have high stability
and miRNA expression pattern analysis performed in these samples may provide
useful information on the status of various diseases. In addition to the samples which
are obtained from solid tissues, miRNAs can also be determined in patient serum /
plasma, providing a fairly easy sampling of diseases that require the use of invasive
techniques. Any disease, cell type or tissue type mediated by gene or protein synthesis
deficiency may constitute miRNA-based targets. miRNAs are developmentally
important because they have a regulatory role in the production of protein by
messenger RNAs, which is therapeutically important.

HT is one of the most common autoimmune and endocrine disease which
characterized by the production of Anti-TPO and Anti-TG antibodies, which result in
the breakdown of T and B lymphocytes by invading thyroid tissue. Scientific studies
in recent years show that miRNAs have an important role in controlling the immune
system. It is thought that HT activates lymphocytes that infiltrate the thyroid tissue.
Thus, identification of the circulatory miRNA may provide important and novel

information in clinical situations and disease pathogenesis.

At the time of new diagnosis in Hashimoto thyroiditis and euthyroid period of

the same patients’ miRNA profile has not been studied yet. We therefore aimed to
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determine the miRNA expression levels at the time of new diagnosis and control
period when the same patients were euthyroidized and to determine whether there is a
difference in expression level between healthy control group and the patients’
expression level. We are planning to make a contribution to the literature by presenting
a new perspective on the pathogenesis of HT that has not yet fully attained
enlightenment; And we expect that this new perspective will open new horizons to

current HT treatment.

We took blood from 34 patient who were diagnosed as Hashimoto thyroiditis
newly who came to the Endocrinology Polyclinic in Karadeniz Technical University
Medicine Faculty, and were taken blood again 3 months after when they were
euthyroid. And blood samples were taken in tube with EDTA from 33 voluntary
individuals who were in agreement with the gender and age group of the patients who
did not have any health problems after the examinations performed at the
endocrinology polyclinic. Expression levels of 5 different miRNAs (mir-22, miR-141,
miR-155, miR-375, miR-451) which were known to be connected autoimmunity were
revealed by previous publications were studied in the patient and control group.

To quantitatively determine miRNA expression levels between patient and
control groups, RT-PCR data were analyzed using the Qiagene Gene Globe Data
Analysis Center portal AACt module (http://www.giagen.com/us/shop/genes-and-
pathways/data-analysis-center-overview-page/). In order to normalize the data,
"Global CT Mean of expressed miRNAs" was used in the same analysis center.
Relation of expression levels between groups was also determined by the system by
the Student T test and p <0.05 was considered significant. Qualitative data are number
and percentage; Measured data are presented with mean standard deviation and
minimum maximum values. The relationship between TSH and miRNA expression
level between the first diagnostic moment of the patient group and the control period
after 3 months was calculated by Spearman correlation analysis. The data were

analyzed in IBM SPSS Statistics for Windows 23.0 statistical package program.

The conclusion of our study is that circulating miRNAs in different levels of
plasma may be associated with disease activity in HT. Specifically, the gene
expression of miR-451 was found to be 1,495 fold increase (p = 0.423) in group H
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compared to group S; In the N group, there was a 0.545 fold decrease (p=0,042) in the
expression of the same genes according to the S group and we found 2,74 fold increase
(p= 0,00262) between expression levels of mir-451 in H group compared to N group.

These findings suggest that miR-451 is closely related to disease activity.

HT is an autoimmune disease and its pathogenesis is still unknown. Many of the
pathogenesis of the disease has been clarified and treatment alternatives are presented
by introducing the important effects of miRNAs on the disease pathogenesis in recent
years. The results of our study will lead to clarify HT pathogenesis in light and to

develop new therapeutic approaches.

Key words: Hashimoto Thyroiditis, miRNA, Autoimmunity.
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