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OZET

Primer konjenital hipotiroidizm (KH) kalici hipotiroidinin en sik karsilagilan
nedenidir ve tiroid bezi diizeyinde gézlenen anormallikler neticesinde olusur. Prevelansi
irk ve etnik yapiya gore degismekle birlikte diinya genelinde 3500-4000 canli dogumda
birdir. Ulkemizdeki insidans1 daha yiiksektir. Konjenital hipotiroidizmin g¢ogul
etiyolojisi mevcuttur. Giiniimiizde c¢esitli aday genlerin bu slrecte sorumlu oldugu

distiniilmektedir.
Primer KH’e neden olan genler baslica iki ana grupta incelenebilir. Bunlar;
1-Tiroid disgenezisine neden olan genler

e Sendromik Olmayan KH’e neden olan genler (TSH reseptor -TSHR-
geni)
e Sendromik KH’e neden olan genler (TITF1, TITF2, PAX8 ve Gsa

genleri )
2-Dishormonogenezise neden olan genler
e Tiroid peroksidaz (TPO) geni
e Tiroglobulin (Tg) geni
e Sodyum-iyot simporter (NIS) geni
e Pendrin (PDS) geni

e Tiroid oksidaz 2 (THOX-2) geni



Tiroid stimile edici hormon (TSH), belirli fizyolojik sartlar altinda tiroid
hormon sentezinin uyarilmasi, salimimi ve biiylime gibi tiroid bezinin islevlerinin
kontrolinde rol oynayan ana hormondur. TSH bu etkilerini tiroid foliktler hiicrelerinin
bazolatera zarinda yerlesmis olan G proteinine bagli reseptér (GPCR) siiper ailesinin
bir Gyesi olan TSH reseptoriine (TSHR) baglanarak gergeklestirir. TSHR’leri de tiroid
bezi organogenezinin ge¢ asamalarinda rol oynamaktadir. TSHR geninde saptanan
mutasyonlarin tiroid bezi gelisiminde normal pozisyon ve yapidan ciddi hipoplaziye
kadar degisen derecelerde klinik etki gdsterdigi saptanmistir. Dolayisiyla TSHR

genindeki mutasyolar konjenital hipotiroidizim olsumunda rol oynamaktadir.

Yapilan bu c¢alismanin temel amaci; otoimmun olmayan primer konjenital
hipotiroidizmli Tiirk ¢cocuklarinda TSHR geninde gbzlenen inaktivatdr mutasyonlar ve

yeni mutasyonlarin belirlenmesidir.

Calisma otoimmin olmayan primer konjenital hipotiroidizmli 56 hasta
[subklinik hipotiroidili hastalar -n:16- ile tiroid bezi agenezik veya hipoplazik olan
hastalar -n:40-] ve 75 saglikli ¢gocugun DNA 6rnekleri ile yapildi. TSHR geninin 10.
ekzon U¢ parca halinde direkt sekanslama metodu ile tarandi. Taranan 56 hastanin
3’linde mutasyon saptandi. Bunlardan bir tanesi daha 6nce yerlesim olarak tanimlanmis
ancak ifadelenen aminoasit dizisi farkli olan homozigot bir mutasyon iken (R531Q,
Homozigot), digerleri daha 6nceden tanimlanmis heterozigot mutasyonlardi (R450H,
Heterozigot). Bunlardan bagka 8 hastada daha onceden tanimlanmis D727E
(GAC>GAG) heterozigot polimorfizmi, 1 hastada da A459A (GCG>GCA) heterozigot

polimorfizmi saptandi.

Sonug; TSHR geninin sadece 10. ekzonunun taranmasi, diger ekzonlarin
taranamamasi nedeni ile gozlenen mutasyonlar beklenen mutasyonlardan daha az
olabilir. Bundan dolay1 da genis ve kapsamli projelerle desteklenmesi gerekmektedir.
Bu sayede elde edilebilecek olan veriler, sonraki donemlerde tedavi amaciyla hedefe
yonelik molekiiler temelli ilaglarin da iginde yer aldigi yeni tedavi protokollerinin
gelistirilmesine, bu protokollerin klinikte kullanimlarina ve olast muhtemel gen
tedavisine 151k tutacaktir. ileriki nesillere verilebilecek dogum &ncesi ve dogum sonrasi

genetik danigmanlikta da bu veriler 6nem arz edecektir.

Anahtar Kelimeler: Konjenital hipotiroidizim, TSHR mutasyonu, sekans analizi
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ABSTRACT

Primary congenital hypothyroidism (CH) is the most common cause of the
permanent hypothyroidism. Prevalence varies by race and ethnic structure in the entire
world with one in 3500-4000 live births. But the incidence is higher in our country.
There are multiple etiology of congenital hypothyroidism, defects in several candidate
genes currently thought to be responsible. In primary congenital hypothyroidism, the
abnormality is observed in the level of thyroid gland.

Primary congenital hypothyroidism causing genes can be analysed in two main groups.

These are;
1- The genesthat are causing thyroid dysgenesis,
e Non syndromic CH genes (TSHR)
e Syndromic CH genes (TITF1, TITF2, PAXS8 and Gsa)
2- The genesthat are causing dyshormonogenesis

e TPO gene



e Tggene

e NISgene

e Pendrin (PDS) gene
e THOX-2gene

Under certain physiological conditions thyroid stimulating hormone plays arole
in the control of main functions of the thyroid gland such as stimulation of the thyroid
hormone synthesis, secretion and growth. TSH acts via a basolateral membrane receptor
(TSHR) belonging to the large family of G-protein-coupled receptors (GPCRs). TSHR
also play arolein later stages of the thyroid gland organogenesis. Depending upon the
TSHR mutation types, the presentation of the disease may vary considerably, ranging
from severe congenital hypothyroidism with hypoplasia to only mild elevations of TSH
in the precence of norma positioned gland without signs and symptoms of
hypothyroidism. The main purpose of this study is to determine the realtionship
between primary congenital hypothyroidism and inactivator TSHR mutations in Turkish

children with the molecular techniques

We enrolled 56 patients with primary congenital hypothyroidism (subclinical
hypothyroid: 16, Thyroid gland agenesis/ hypoplasia: 40) and 75 control cases. These
subjects were tested for TSHR exon 10 mutations by PCR-based direct sequencing. We
found 2 mutations and 2 polymorphisms. Observed mutations included one previously
characterized mutation (R450H) and one uncharacterized mutation (R531Q). Observed
polymorphisms included one previously characterized polymorphism(D727E, n: 8) and
one uncharacterized polymorphism (A459A, n:1).

In conclusion to revea the frequency and profile of the TSHR mutations in
primary congenital hypothyroid Turkish children, our study must be supported by more
extensive and comprehensive projects. In this way the data can be obtained for
development of new treatment protocols with molecular based drugs and possible
potential of gene theraphy. Also these data will be important for prenatal and postnatal

genetic counselling for future generations.

Key words: Congenita hypothyroidism, TSHR mutations, Direct sequencing.
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1. GIRIS ve AMAC

Primer konjenital hipotiroidizm (KH) kalict hipotiroidinin en sik karsilagilan
nedenidir. Yenidogan doneminde en sik karsilagilan endokrinolojik sorundur. Prevalans
itk ve etnik yapiya gore degismekle birlikte diinya genelinde 3500-4000 canli dogumda
birdir (1). Fakat iilkemizdeki insidanst daha yiiksektir. 1991-1992 yillarinda yenidogan
doneminde yapilan bir ¢calismada, KH insidanst 1/2736 olarak bulunmustur. Kiz erkek
orant 2/1°dir (2). Konjenital hipotiroidili cocuklarda hastaligin olusumu nedene bagl
olarak degisik zamanlarda ortaya ¢ikabilir. Konjenital hipotiroidizmin ¢ogul etiyolojisi
mevcuttur.  Gilinlimiizde ¢esitli aday gen bozukluklarinin  sorumlu oldugu
diistintilmektedir (3). Konjenital hipotiroidizim genel olarak kendi icinde oncelikle
pimer hipotiroidizm, santral hipotiroidizm ve tiroid hormon direnci olarak U¢ grupta
incelenebilir. Pimer hipotiroidizm ve santral hipotiroidizmin ise kendi ig¢inde kalict ve
gecici hipotiroidizm olarak alt gruplara ayrilir. Kalic1 hipotiroidizm nedenleri olarak

1



tiroid disgenezisi, embriyogeneziste genetik defektler, TSH reseptér mutasyonu,
dishormonogenezis, konjenital toksoplazmozis, hipotalamo-hipofizer hipotiroidizm ve
tiroid hormon direnci sayilirken, gegici hipotiroidizm nedenleri ise iyot eksikligi,
iyatrojenik, gecici dishormogenezis (oksidasyon bozukluklari), konjenital nefrozis,

idiopatik yiiksek TSH (hipertirotropinemi) olarak gruplandirilabilir (4, 5, 6).

Tiroid stimile edici hormon (TSH), belirli fizyolojik sartlar altinda tiroid
hormon sentezinin uyarilmasi, salinimi ve biiylime gibi tiroid bezinin islevlerinin
kontrolinde rol oynayan ana hormondur (6). TSH bu etkilerini tiroid folikuler
hicrelerinin bazolateral zarinda yerlesmis olan G proteinine bagli reseptor (GPCR)
super ailesinin bir Gyesi olan TSH reseptoriine (TSHR) baglanarak gerceklestirir (7,8).
TSH, TSHR f{izerinden tiroid hiicrelerinin biiylime, farklilasma ve fonksiyonunda rol
oynar. Dolayisiyla TSHR tiroid fizyolojisi ve hastaliklarinda 6nemlidir. Tiroid
dokusunda ligandin reseptore baglanmasi ile aktiflesen reseptor, G protein kompleksi ile
etkilesir. Etkilesim sonrasi aktive olan @sproteini adenilat siklaz yolunu uyarve
siklik adenozin monofosfat (cAMP) seviyesinde artigla tiroid hormon sentezi,
proliferasyon ve diferansiyasyonu saglar. cAMP sirasiyla protein kinaz A (PKA) ve
diger sinyal ileti molekiillerini aktive eder. Bu iletim siirecinin sonunda tiroid spesifik
genlerin mRNA transkripsiyonu aktive olur (9,10). Yiksek konsantrasyonlarda TSH
uyarist s6z konusu oldugunda ise Gg@-a Uzerinden fosfolipaz C'yi aktifleyerek
peroksidasyon ve iyodinasyonu saglar (8, 9, 10, 11). TSHR’de gdzlenen mutasyonlar
tiroid bezi Uzerindeki etkisine gore aktivatér ve inaktivatdér mutasyonlar olarak iki
gurupta incelenebilir. Aktivator mutasyonlar kendi icinde toksik adenomlarda gozlenen
somatik mutasyonlar ve otoimmun olmayan ailesel hipertiroidizm ile sporadik

konjenital hipertiroidizmde gozlenen germline mutasyonlar olarak ikiye ayrilir. Bunun

2



yanisira reseptorde meydana gelen inaktivator mutasyonlar germline 6zellikte olup TSH
hormonuna kars1 degisen derecelerde direng olusturur. Bu durumda klinik; o6tiroid
hipertirotropinemiden, tiroid hipoplazisinin de gozlenebildigi ciddi hipotiroidizme kadar
degisebilir. Burada gozlenen hipotiroidizm konjenital ve otoimmuniteden bagimsizdir
(11, 12, 13). TSHR inaktivator mutasyonlar1t TSH direncini TSH-TSHR-cAMP kaskadi

tizerinden gergeklestirir (13).

Primer konjenital hipotiroidizmli vakalarin %80’inde neden tiroid bezinin
disgenezi ya da agenezisinden kaynaklanmaktadir. Bu durum ise tiroid bezinin
gelismesinden sorumlu  transkripsiyon faktorlerinin  genetik mutasyonlarindan
kaynaklanabilmektedir. TSHR’leri de tiroid bezi organogenezinin ge¢ asamalarinda rol
oynamaktadir. TSHR geninde saptanan mutasyonlarin tiroid bezi gelisiminde normal
pozisyon ve yapidan ciddi hipoplaziye kadar degisen derecelerde klinik etki gosterdigi
saptanmistir. Dolayisiyla  TSHR genindeki mutasyolar konjenital hipotiroidizim

olsumunda rol oynamaktadir (14).

Otoimmun olmayan subklinik hipotiroidizim TSH direncinin gozlendigi farkli
bir klinik tablodur. Hastalarin serum TSH degerleri normal iizerinde seyrederken tiroid
hormon degerleri normaldir. Es zamanli olarak otoantikorlar bulunmaz ve tiroid bezi
kendi yerinde, normal boyutta ya da az gelismis olabilir. TSHR mutasyonlar1 bu
durumun gelisimi ile iligkili olabilmektedir. TSH direnci siklikla mutasyonun
homozigot ya da heterozigot olmasi ile baglantili olarak parsiyel (kismi) veya komplet

(tam) olarak tanimlanmaktadir (15).

TSHR geni Uzerine galismalar siklikla ailelerde ya da bireylerde TSHR geni
taramasi ile yeni mutasyonlarin tespiti, bilinen mutasyonlarin belli hasta guruplarinda

aranmas! veya mutasyonun etkisinin cAMP iizerinden degerlendirildigi fonksiyonel
3



caligmalar olarak yapilmistir. Bu caligmalar sonucunda farkli populasyonlarda farkli
mutasyonlar da tespit edilmistir. Genin biiylik bir yilizdesini ekzon 10’un olusturmasi ve
bilinen mutasyonlarin bliyiik bir ¢ogunlugunun ekzon 10°da bulunmasi nedeniyle
caligmalarda siklikla ekzon 10 gbéze c¢arpmaktadir. Bazi ¢alisma gruplarinda ekzon
10’da yeni mutasyonlar da tespit edilmistir. 2007 yilinda Cin’de yapilan ¢alismada ii¢
heterozigot missense mutasyon ilk kez Cinli konjenital hipotiroidizmli ¢ocuklarda
bulunmustur (12). Narumi ve arkadaslar1 2009 yilinda kalici primer konjenital
hipotiroidis bulunan 102 hastada yapilan populasyon tabanli genetik epidemiyolojik
caligmada daha 6nce tanimlanmis bir (p.450H ), tanimlanmamis {i¢ adet mutasyon tespit
etmiglerdir. Calisma sonucunda Japonlarda KH’li hastalarda TSHR mutasyonunun sik
olduguna ve siklikla (%70) sorumlu olarak gozlenen mutasyonun ise daha dnceden
farkli ¢alismalarda tanimlanmis olan p.450H mutasyonu oldugu sonucuna varmiglardir

(16).

Bu baglamda Tirk ¢ocuklarinda 10. ekzonda inaktivator TSHR mutasyon
insidansinin tespit edilebilmesi, otoimmun olmayan primer konjenital hipotiroidizm ile
inaktivator TSHR mutasyonlar1 arasindaki iligkinin ortaya konabilmesi ve bu hastaliga
yonelik mutasyon profilini arastirmak ve veri elde etmek igin bu tez g¢alismasi

planlanmustir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Yuan%20ZF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�

2. GENEL BILGILER

2.1. Tiroid Bezi
Dogumda ortalama 1,5 gr agirliginda olan tiroid bezi 16 yasina kadar biiyliyerek
eriskinde ortalama 15-20 gr’a ulasir. Iyot yetersizligi olan bolgelerde ve kadinlarda

agirlig1 daha fazladir. Kadinlarda menstruasyon ve gebelik doneminde hacmi artar (17).

Tiroid bezi endokrin bezlerin en biiyligli olup, farinks, larinks, 0zefagus ve
trakeanin 6n-yan yiizeylerini sarar. Iki lateral lob ve bunlar1 birlestiren istmustan olusur.
Her bir lob trakea yanlarinda yer alip; iist kisimda tiroid kikirdagi, yanda karotis kilifi
ve sternokleidomastoid kasi, on kisminda strep kaslar (sternotiroid ve sternohiyoid)
bulunur (19). Toplumda % 80’inde koni seklinde piramidal lob bulunur ve genellikle

isthmus ve hiyoid kemik arasinda yer alir (17).



Tablo 1: Tiroid hacminin yasa gore dagilimi (18)

Erken Cocukluk ve Adolesan Donemde Tiroid Hacminin Yasa Gore Degisimi

Ortalama Tiroid Bez Hacmi (ml)

Yas Erkek E+K Kiz Erkek Kiz
1-3 yag* 1.00
5 yas* 17
6 yast+ 3.0 3.0 54 5.0
8 yast+ 4.0 4.0 6.1 6.9
10 yas+ 4.4 5. 7.8 9.2
12 yas+ 5.7 6.3 10.4 11.7
14 yas+ 7.2 7.6 13.0 14.6

*Chanonine JP, Toppet V, Lagasse R, et a (1991). Determination of thyroid volume by ultrasound from the neonatal period to
late adolescence. Eur J Pediatr 150:395.

+Delange F, Becker G, Caron P, et a (1997). Thyroid volume and urinary iodine in Europian school children: standardization
of values for assesment of iodine deficiency. Eur J Endocrinol 136:180.

2.2. Tiroid Embriyolojisi

Tiroid bezi, birincil farinks zemininden gelisen ve T4 Ureten folikler hiicrelerin
onciil yapisi olan median primordium ile parafolikiiler kalsitonin (C) salgilayan

hiicrelerin olusumunda gorevli, dordiincii farengeal posun birlesiminden olusmaktadir.

Gelisimin 20-22. giiniinde farinks tabaninda gézlenen median tiroid gozlenebilen
ilk endokrin yapidir. Baslangigta dairesel kiimelerden olusan bu hiicre grubu ¢ogalmaya
devam ederken invajinasyona ve sonrasinda boyun tabanina dogru kaudal gocge ugrar.
Yapilan erken transplant deneylerinden tiroid bolgesini ¢evreleyen mezensimal
dokunun tiroid bezinin kendi yerine gitmes Uzerinde yonlendirici rol oynadigini
gostermistir (20). Yer degistiren bu median primordium triglossal alani olusturan
dejenere folikiiler hiicrelerin ardina yerlesirler (21). Embriyonik kalp ile siki iliskisi
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nedeni ile tiroid bezinin kendi yerine inisi sirasinda embriyonik kalp tarafindan itildigi
gozlenmistir. 24 ve 32. giinlerde median primordium iki loblu yap1 haline ge¢cmistir.
Ancak esas yerine yerlesmesi 40-50. giinlerde olmaktadir. Bu giinlerde median ve
lateral primordiumun birbirleri ile iletisimi sayesinde C hiicrelerinin tiroid igine
yerlesmesi saglanir. Ellibirinci giinde bez istmus ile baglanan, iki lateral lobdan olusan
son seklini alir (Sekil 1) (22). Latera tiroidal primordium, noral krest kaynakli C
hiicrelerinin  katkis1 ile 4. farengeal postaki endodermden gelismektedir (23).
Olgunlagmis tiroid bezinde C hiicreleri tek tek ya da gruplar halinde olusur. Lateral
loblarin merkezlerinde daha yogun bulunmalarina ragmen bezin tamaminda rastlanabilir
(24). Lateral submandibular yapilarinda sadece tiroid folikiilii bulunan hastalardan
anlasildig1 iizere lateral primordium tiroid folikiiler hiicrelerini olusturma kapasitesine
de sahiptir (25). Gestasyonun 11-12. haftalarinda folikll olusumu goértlUr ve iyot
konsantrasyonu ile hormon sentezi baslar. Ayrica bu donemden birincil hipofiz
hicrelerinde TSH izole edilir (26). Median ve lateral primordiumlarinin gelisim ve yer
degisimi diger bas boyun yapilarn ile iligkileri de g6z Onilinde bulundurularak

degerlendirilmelidir (Sekil 2).

Sekil 1. Birincil farinks tabanindan (tepe) istmusa (taban) go¢ eden tiroid bezinin gelisim agsamalari.
Birincil farinks tabaninda yerlesen hiicreler istmusa geldiginde iki loblu yap1 halini almistir (27).



Primer Timpanik
Kavite

Eksternal Isitme
Kanali

Ultimobrankial
Yap1 (4. pos kaynakli)

Paratroid Bezi
(3. pos kaynakh)

Timus
(3. pos ke}ynakh)

Sekil 2. Yan ve ortatiroid primordiumlarinin gelisim asamalarinda bas ve boyunun diger yapilar1 ile
iligkisinin 6nden gorinumui (27).

Bircok doku veya organ embriyolojik gelismeler esnasinda tiroid bezinden gegip
asagiya dogru indiklerinden mediasten, perikard, kalp veya diyafram gibi dis odaklara
tiroid dokusu tasiyabilir. Bu ektopik tiroid dokularinda nadiren kist veya tiimorler

gelisebilmektedir (Sekil 3) (28, 29).



Foramen ¢ekum Birincil farinks
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Erken 5. Hafta 7. Hafta

Sekil 3. Tiroid bezinin embriyolojik gelisim agamalari (30).
2.3 Tiroid Gelisiminin Molekiiler Mekanizmasi

Tiroid bezinin olusum ve boyundaki yerine yerlesim asamalarinda bir takim
genetik faktorler koordine bir sekilde rol oynamaktadir. Bunlardan bazilari TTF1
(TITF1, NKX2-1), TTF2 (FOXEL, FKHL15) ve PAX8 dir. TTF1ve PAXS8 tiroid hiicre
onciillerinin devamliliginda ve tiroid spesifik gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. TTF2 hiicresel migrasyonda onemlidir. HOXA3, FGF ailesinin bazi
tyeleri (FGF10 gibi), kadherin, Thx1 (T box transcription factor 1), SHH geni, Tg, TPO
ve TSHR genleri de tiroid bezi Uzerinde, degisik asamalarda etkisi oldugu saptanan

diger genlerdir (31).



TTF1, TTF2 ve PAX 8’in eszamanli ekspresyonlar1 farede embriyonik 8,5.
gunde (E8.5) tiroid folikller hiucrelerinin farklilasmasinin baslamasinda en 6nemli
faktordir (32). Bu es zamanli ekspresyon tiroidin gelisim siirecinde devam etmektedir
(33,34). Bu faktorlerin etkisi knock-out fareler tizerinde yapilan ¢alismalarla ortaya
konulmaya c¢alisilmistir. Tablo 2'de fare ve insanda bu knock-out yapilar

karsilastirilmistir.

TTF1 Knock-out: TTF1 -/- hayvanlarda tiroid folikuler hiicreleri ve C hiicreleri

tamamen eksiktir. Insanlarda gdzlenmeyen o6zelligi ise TTF1 in noroektodermal
yapilarda eksprese olmasi nedeni ile bu hayvanlarda ciddi 6nbeyin ve hipotalamus
hasarlar1 olusturmasidir. Ugiincii bir 6zelligi ise homozigot vakalarda neonatal Sliime
neden olan AC hipoplazisi gostermesidir (35). TTF1 -/- embiryolarda E10.5 ginde
median tiroid primordiumu halen goriilebilmektedir. Ancak olmasi gerekenden kiiciik
ve halen farengeal zeminle iliskili haldedir. E13. gtinde apopitotik hticreler nedeni ile
yok olmaktadir (36). Bundan anlasildigi iizere TTF1 tiroid primordiumunda erken
donemde gerekli degildir ancak tiroid folikiiler hiicre ncullerinin ¢ogalma ve var olusu

icin olmalidir.

TTF +/- heterozigotlar baslangigta normal olarak bildirilmis. Ancak daha sonra
yapilan aragtirmalarda bu vakalarda zayif koordinasyon, plazma TSH sevyesinde artis,
normal plazma T4 sevyesi gozlenmistir. Bu durum primer hipotiroidizm ya da T, Un
TSH’ya negatif feedback etkisinin eksikligi ile karakterize beyin hasarinin neticesinde

gozlenen hastaliklar1 andirmaktadir (37).

TTF2 Knock-out: TTF2 +/- heterozigot hayvanlar tamamen normaldir. TTF2 -/-

homozigot hayvanlar ise ciddi tiroid disi fenotipe sahiptir. (yarik damak, dudak,

neonatal 6lim vs..) (38). Tiroida fenotip ise olduk¢a degiskendir (39). E8.5. glinde
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median tiroid tomurcugu olusmasina ragmen E9.5. giinde migrasyona baslayamaz.
E11.5de embiryolarin %50 sinde primordiyum tamamen kaybolurken geri kalan
%50’ sinde ektopik tiroid olusumuna yol acar. Bu nedenle TTF2 nin folikller hicre
oncillerinin migrasyonunda rol oynadigi sdylenebilir. TTF2-/- farelerde TTF1-/-

farelerin aksine C hiicre gelisimi normaldir.

PAX8 Knock-out: Diger iki faktoriin aksine PAXS8-/- olgular kisith fenotipe

sahiptir. Tiroid folikUler htcreleri hi¢ bulunmazken, C hicreleri normaldir. Bundan
baska beyin, bobrek gibi yapilarda herhangi bir hasar bulunmamaktadir. Bu durum PAX
genlerinin diger tyeleri ile desteklendigini diisiindiirmektedir. TTF1-/- farelerdeki gibi
medial tiroid divertikulumu E10.5-11.5'de mevcut olmasina ragmen ileri donemlerde
saptanamamaktadir (40). Bu nedenle PAX 8 in TTF1l'e benzer 6zellikte oldugu
soylenebilir. Ornegin TTF1’deki gibi tiroidin olusumunun erken asamalarinda
gerckmezken devaminda kritik role sahiptir. Son zamanlarda TTF1 ile PAX8'in
fizyolojik olarak Tg promotorii iizerine sinerjistik hareket ettigi ve tiroid
farklilagmasinin kontrolide rol oynadigi disiiniilmektedir (41). PAX8-/- farelerin
neonatal oliimleri ciddi hipotiroidizme baglanmaktadir. Bu farelerin diger ogan ve
sistemlerinde (kemik, dalak, barsak gibi ) gelisme geriligi de gozlenmektedir (42).
PAX8 +/- farelerde ise yabanil tip olgulara gore plazma TSH’s1 daha yiiksek olmasina

ragmen tiroid bezi histolojik olarak normaldir.
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Tablo 2. Insan ve yeni dogmus farede TTF’lerin homozigot - heterozigot

inaktivasyonundan beklenen sonuglar (TTF: Tiroid transkripsiyon faktorleri, N: Normal) (27).

+/- Fare
-/ Fare
+/- nsan
-/- nsan
+/ Fare
-/- Fare
+/- nsan
-/- nsan
+/ Fare
-/ Fare
+/ nsan
-/ nsan

T4 Uteren Hiicreler

Normal bez ve T, ancak TSH yiiksek
Yok
Bez boyutu degisken, subnormal fonksiyon

<

<

Ektopi/Athyreosis
Cmmmmmm e Fenotipik etki yok

Bezin sekli N, fonksiyonu degisken
Yok
Orthotopik hipoplazi, fonksiyonu degisken

<

C Hucréeri

+?

Lethal Fenotip

Fenotipik etki yok

+?

Fenotip bilinmiyor

Tiroid Dis1 Fenotip

Koordinasyon zayif
Beyin defektleri, AC agenezis
Koreatetoz, RDS

Yarik damak-dudak

Tek tarafli koanal atrezi

Yarik damak, bifid

anomalileri

epiglottis, sag

Diger Iliskili Genler:

Tiroid folikiiler hiicrelerinin farklilasmasinin ilk asamasinda TTF1, TTF2 ve

PAXS8’in homozigot delesyonuna ragmen normal olmasi, tiroid folikiiler hiicrelerinde

etkisi olmas1 muhtemel baska genlerin varligini da akla getirmektedir.

2.4 Tiroid Bezi Gelisiminde TSHR’ntin Rolu

TSH’nin etkisini

kendi

reseptorii olan TSHR’ii {izerinden gostermesi

farklilagmis tiroid folikiiler hiicrelerinin proliferasyon ve devamliligt i¢in 6nemlidir.

Tiroid primordiyumundaki migrasyonda rol oynamamaktadir. Bu nedenle TSHR’ii

tiroid hipoplazisinde rol oynarken, hatta bazen bu hipoplazi nikleer gorintilemede

atreozise kadar degisen goriiniim verebilir, tiroidal ektopide role sahip degildir. Yapilan
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iki giincel ¢alismada TSH ve reseptoriiniin fare tiroid bezi gelisimi lizerindeki etkisi
yeniden incelenmistir. TSHR’de dogal olarak olusturulan homozigot missense
mutasyon tasiyan farelerde tiroid boyutu E17’ye kadar normal olmasina ragmen
dogumdan iki ay sonra azalmistir (43). Ayrica postnatal bir ay civari tiroid bezinin
relatif agirlignt TSHR knock-out farelerde yabanil tiptekinin %50°si kadardir (44). Her

iki calismada ayrica TSHR’niin NIS ve TPO expresyonu i¢in gerekli oldugunu ayrica

ikinci aydan sonra Tg ile baglantili olmadigin1 géstermistir.

Primitif farinks zemini

\d

i

CETT [ [

PR

\ i, q .‘\

o7 ([

4

Tiroid folikili

TTH
TTF2
PAXS

TSHR
Ty, TPO, NIS

Sekil 4. Tiroid folikiiler hiicrelerinin gelisiminin sematik basamaklari ve etkili oldugu diisiiniilen genlerin

eksprese oldugu dénemler (27, 45).

2.5. Tiroid Fizyolojisi ve Tiroid Hormon Salgilanmasinin Diizenlenmesi

Tiroid insan organizmasinda metabolizma hiz1 iizerinde blyiik etkisi olan
Tiroksin (T4) vetriodotironin‘in (T3) yani sira kalsiyum metabolizmasi i¢in 6nemli olan

kalsitonin hormonunu da salgilar (46). Tiroid bezinin kontroli normal fizyolojik
13




kosullarda hipotalamus-hipofiz ekseninde saglanir. Hipotalamustan salgilanan tripeptid
TRH (TSH salgilayict hormon) hipofiz bezini uyararak bir hipofiz glikoprotein
hormonu olan TSH hormonunun {iretilmesini ve salgilanmasini saglar (47). Proflutamil-
histidil-prolin amid yapisinda olan TRH tripeptidi hipofizin median eminensindeki sinir
uclarindan salgilanarak, hipotalamik-hipofizer portal ven sistemi icinde hipofiz 6n
lobuna ulasir. Hipofiz 6n lobu hiicrelerini dogrudan uyararak TSH yapimini artirir.
Hipotalamustan hipofize gelen portal sistem tamamen bloke edildiginde hipofizin TSH
salgis1 ¢cok azalir fakat 0’a diismez. Hipotalamus, somatostatin salgisiyla hipofiz 6n
lobunun TSH sekresyonunu inhibe edebilir. Fakat somatostatin’in tim tiroid kontrol
sistemindeki rolii bilinmemektedir. Viicut sivilarinda tiroid hormon diizeyindeki artis
hipofiz 6n lobundan TSH salgilanmasini azaltir. Tiroid hormonu sekresyonu normalin

1.75 kat1 oldugu zaman TSH salgilanmasi genellikle 0’a iner (48).

TSH reseptoril luteintropik hormon (LH), folikil uyarict hormon (FSH) ve
koryoganodotiropik hormon (B-hCG) reseptorl ile beraber rodofisimdrener  jik
reseptOr alt ailesinin bir liyesidir. Tiroid bezinin biiyiime ve islevlerinden sorumludur
(7). TSH, TSH reseptoriine baglanir. Bu eslesme membranda adenil siklazi aktive
ederek hilicrede CAMP olusumunu saglar. CAMP, siklik AMP’ye bagimli protein
kinazlar1 aktive ederek proteinlerin fosforilasyonunu saglar. Boylece tiroid hiicrelerinin
tim enzim sistemlerini uyarir ve ikincil iletici olarak gorev yapar (28, 46, 49). Bu
sayede tiroid folikiiler hiicrelerinin biiyiime ve islevlerinin uyarilmasini, tiroid bezi

hormonlarinin -tiroksin (T4) ve triiyodotirozin (T3)- sentezini ve tiroid bezinden

salgilanmalarini diizenler (Sekil 5).
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Sekil 5. Hipotalamus-hipofiz-tiroid ekseni ve tiroid folikiiler hiicrelerde temel sinyal ileti yolaklari (11).
TRH- TSH salgilayict hormon; TSH- Tiroid stimule edici hormon; T4- tetraiyodotirozin, T3-
triiyodotirozin; TSHR- TSH reseptoril; Gg/qg/i- G proteinleri; AC- Adenilat-siklaz; PK A- Protein kinaz
A; PLC- Fosfolipaz C; DAG- diasilgliserol; PK C- Protein kinaz C; | P3-Inositol-3- fosfat.

Tiroid bezi, baslica maddesi molekiilii iginde tiroid hormonlarini tutan

glikoprotein yapi tiroglobulinden olusan, kolloid denen maddenin bulundugu ¢ok sayida

kapali follikiillerden olusur (28, 48).

Gastrointestinal yoldan diyetle alinan iyot tiroid hormonlarinin yapiminda
onemli bir faktordiir. Alinan miktar1 da su ve topraktaki iyot oranina baglidir. Normal
T4 yapimi i¢in haftada 1 mg iyota ihtiyac vardir (48). Gastrointestinal yolla alinan iyot
iyodiir halinde hiicre dist1 mesafeye geger. Bunun 1/5’i segi¢i olarak tiroid bezi
tarafindan tutulurken geri kalan kismi idrarla atilir. Tiroid hiicrelerinin bazal membrani

iyodiirii hiicre igine tagiyan Ozel bir yetenege sahiptir (iyot tutulmasi) (48). Ayrica
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‘Iyodiir pompas1’ denen ve enerji isteyen aktif bir mekanizmayla da tasinir. En énemli
tasima yolu bu iyodiir pompasidir. Tiroid hiicrelerinin endoplazmik retikulum ve golgi
yapilarinda tiroglobulin yapilir. Her tiroglobulin molekiilii 140 tirozin aminoasiti igerir.
Bu aminoasitler, tiroid hormonlarin1 olusturmak {izere iyotla birlesen baslica
substratlardir. Iyodiir iyonlarinin oksidasyonu tiroid hormonlarmnin sentezinde ilk
onemli asamadir. Iyodun oksidasyonu follikiil hiicre mikrozomlarinda bulunan
peroksidaz ile saglanir. Bu islem sonucunda elementel iyot olusur. Diger 6nemli asama
organifikasyon asamasidir. Bu asamada tiroglobulin TSH etkisi ile elementel iyotla
birlesmektedir. Elementel iyot tiroglobulin molekiiliine baglanir ve monoiodotiriozini
(MIT) olusturur. Sonra bir iyot daha baglanir ve diiyodotirozin (DIT) olusur (Sekil 6).
Organifikasyon ¢ok yavas seyreder, ancak tiroid hiicreleri i¢inde bulunan iyodinaz
enzimi baglanma isleminin kisa siirede tamamlanmasini saglar. Iki molekiil DIT 1n
tiroglobuline bagli sekilde ¢iftlesmesi tiroksini (T4), monoiodotiroizinin DIT ile
birlesmesi ise triiodotirozini (T3) meydanagetirir. T3 periferik dokuda T4 tin 5 numarali
C atomundaki iyodun deiodinizasyonu ile de olusur. Meydana gelen T3 ve Tg4
tiroglobulinde depolanir ve viicudun 1-3 aylik hormon gereksimini karsilamaya
yeterlidir. Tiroid bezinden salgilanan hormonlarin yaklagik 9/10'u T4 ; 1/10'u da T3’ tur.
Dokulara ginde ortalama 90 mikrogram T4, 40 mikrogramda T3 sunulur. T3 ve T4 Un

tiroglobulinden ayrilmasi, proteaz enzimleri sayesinde olusur. Tiroglobulinin hidrolizi

ile ortaya c¢ikan iyotlanmig tirozinler, mikrozomlar ic¢inde bulunan iodotirozin
dehalogenaz enzimi ile iyotundan ayrilir. Bu iyodiirlerin bir kismi tekrar organik
baglanmaya girerken geri kalan kism1 da bezden kaybedilir. Buna iyodiir akmas1 denir

(48).
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Sekil 6. Tiroid hormonlarinin tiroid folikiiler hiicrelerinden sentez ve salinimi (18).

Tiroid hormonlar1 kanda {i¢ ¢esit proteinle taginir:

1- Tiroksin Baglayic1 Globulin (TBG), kanda dolasan tiroksinin %60’1n1 baglar.

2- Tiroksin Baglayici Prealbumin (TBPA), kanda dolasan tiroksinin %30 unu baglar.
3- Tiroksin baglayici albiimin, tiroksinin %10’unu baglar.

T3’tin TBG’ye baglanma giicii T4 ten daha zayiftir. Boylece T3 dokulara T4'ten
daha once ulasir, daha hizli etki gosterir ve T4 e gore 3-4 kat daha aktiftir. T3’lin yar1
Omri 2-3 gun T4 tin yar1 dmrii ise 6-11 gundur. Hicre iginde aktif olan T3'tlr. Tz ve Ty

karacigerlerde glukoronik asit ile konjuge olur ve safrayla atilirlar (Sekil 7) (50).
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arttirmaktir (11,52). Bununla beraber tiroid hormonlarinin zar Na ,

Sekil 7. Tiroid hormon sentez dongusti (18).

100 ml plazmada yaklasik 4-11 mikrogram T4, 0.1-0.2 mikrogram T3 bulunur.
T4’lin ancak %0.5°1 serbest halde bulunur; dolayist ile plazmadaki serbest T3 miktari,
serbest Ts’ten ¢ok fazladir (51). Tiroid hormonlarinin plazmada serbest halde

bulunanlar1 viicut {izerinde etkilidir. Tiroid bezi hormonlari (T3, T4) farklilagma,

biiyiime ve metabolizma {izerinde c¢oklu etkiye sahiptirler. Genellikle bu hormonlarin
birincil iglevleri ¢ekirdek reseptorleri vasitasiyla protein yapimini diizenlemek ve zar

yapisinda yer alan enzimleri aktive ederek mitokondrilerde oksitlenme hizini

+
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aktivitelerini arttirarak oksijen tiiketiminin uyarilmasi ve hiicre igerisinde glikoz /

aminoasit tasimasinin hizlanmasi gibi genomik olmayan islevleri de tanimlanmistir
(53,54). MSS’nin gelismesi i¢in T4 gereklidir. T4, viicudun instiline karsi hassasiyetini

azaltir ve insiilin yikimini da hizlandirir (51).

Tiroid Hormonunun Etkileri

Tiroid hormonunun etkileri asagidaki sekilde siralanabilir (18).
+ Santral sinir sistemi gelisimine etkileri
> Genel
Hucre gocli ve nérénal hiicre olgunlagmasi
Myel ogenezde artis
» Tjtarafindan dizenlenen gen Urunleri
Myelin kokenli protein
Sinir buyume faktorleri ve reseptorleri
Norotropin 3
Noral hicre adhezyon molekilleri
Serebellar PCP 2
» Prostoglandin D2 sentaz
+ Biiyiime ve gelisme iizerine etKileri
» BulyUme hormonu sentez ve salinimini artirmasi

» Bluyiime hormonu salgisi etkisinde instlin benzeri buyume faktort (IGF) sentez

ve saliniminin diizenlenmesi

19



» Biiylime faktorii tiretiminin uyarilmasi
Epidermal blylme faktorti (EGF)
Sinir buyume faktori (NGF)
Eritropoietin
» Kemik metabolizma ve blylimesi lizerine etkisi
IGF-I’e kikirdak cevabi
Osteoblastik ve osteoklastik etki
+ Termojenik etki
» Mitokondrial enzim sentezinin uyarilmasi
» Kahverengi yag dokusu ve kasta UCP-1 ve UCP-3 uyarilmasi
» Membran Na/K ATP azin uyarilmasi
+ Metabolik etki
» Hepatik protein
Hepatik lipojenik enzim indiksiyonu
Hepatik glutamin sentaz ve a-amino levulinik asit sentazin uyarilmasi
Prolaktin uyarisi ile laktalbiimin sentezinin artirilmasi
GH uyarisi ile B2 Oglobulin sentezinin artirilmasi
» Plazma zar etkisi
Glikoz transportunun uyarilmast

Adrenerjik reseptor baglanmasinin uyarilmasi
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Tiroid bezinde hormon sentezi ve salgilanmasi, pek ¢ok hormondan farkl
olarak, ¢evresel uyarilara bagli, hizli bir sekilde ve yiiksek konsantrasyonlarda yapilip,
folikil lUmeninde blyidk miktarlarda depo edilerek bekletilebilir. Tiroid bezinden
salgilandiklarinda ¢ogunlukla plazma proteinlerine bagli, aktivitesi diisilk prohormon
durumundadir. Aktif hormon formu, periferik dokularda 6zgiin reseptorlere baglanma

ile gergeklesir (52).

T3 ve T4Un hicre icinde baglanti yeri DNA, muhtemelen de mitokondrial
DNA’dir. Bu hormonlarin etkisi ile mitokondrilerin hem sayisi hem de kristalar artar.
Bu yilizden de tiroid hormonlarinin etkisi ile pek ¢cok dokunun metabolik aktivitesi
artmaktadir (55, 56). Protein sentezinin artmasi, ilk donemde translasyon sisteminin
uyarilmasindan dolay1 ribozomlar tarafindan protein olusumunun arttirilmasindan,
giinler sonra olusan ikinci donemde ise yeni genler tarafindan RNA sentezinin artmast,

yani transkripsiyon sisteminin uyarilmasindan dolayidir (48).
2.6. TSH Reseptor i
2.6.1.TSHR Geni ve Yapisi

Insan TSHR geni kromozom 14q31°de yerlesmistir (57). TSH reseptorii, G
proteini ile iliski kuran, klasik zar gegen yedi bdlgeye sahip reseptOr stper ailesinin
(GPCRs; Glikoprotein bagli reseptor) bir tyesidir. TSHR'U LHR ve FSHR ile birlikte
GPCRs'nin glikoprotein hormon reseptér (GPHR) 1 at alesine mensuptur (7, 58,

59,60). Zar gecen bolgelerde bu Ug glikoprotein hormon reseptort yiuksek benzerlik
(=%70) gosterirler. TSHR’i ailenin diger iiyelerinden farkli olarak, tiroid bezinin

embriyonik gelisim, biiylime ve fonksiyonunda énemli bir role sahiptir (7, 11).
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TSH reseptorii hiicre dis1 350-400 aminoasitlik biydk bir boélime sahiptir.
Hormon baglanmasinda ve aktivasyonunda sorumlu olan kisimin hiicre dis1 yerlesen bu
bolge oldugu diisiiniilmektedir (61). Reseptoriin hiicre dis1 bolgeleri FSH reseptorii ve
LH/CG reseptorii ile sirasiyla %39°luk ve %45°lik benzerlik gostermektedir (57, 62).
1989 ve 1998 wyillar1 arasinda cesitli tiirlerin (insan, si¢an, fare, sigir, koyun, kedi )
TSHR geni klonlanarak genel 6zellikleri ortaya g¢ikarilmistir. Tiirler arasinda yapilan
karsilastirmalarda TSHR geninde %90’dan fazla bir oranda benzerlik oldugu

saptanmustir (11).

14. kromozomun uzun kolu iizerinde yer alan insan TSHR geninin uzunlugu 60
kb’dan fazladir. TSHR’niin hiicre dis1 yerlesen bolgesini ilk 9 ekzon ve 10. ekzon
kodlarken; reseptérin zar gecen bolgeleri ve hiicre ici karboksiterminal kismini
tamamen 10. ekzon kodlamaktadir (57). Genin yapis1 2295 niikleotidden meydana
gelmektedir ve 764 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir. Bunun ilk 21 aminoasitlik
boliimii sinyal peptit kismi olustururken, 394 aa’lik boliimii glikozile edilmis hiicre dist
pargast, 349 aa'lik boluminl ise 7TMD (zar gegen bdlge) ve sitoplazmik kuyrugu

olusturmaktadir (63).
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TSH reseptor proteini, mRNAS ve gen organizasyonu
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Sekil 8. TSH reseptoriiniin ve kromozomal gen lokusunun sematik olarak sunumu. TSHR geninde
ekzonlarin uzunluklar1 daha 6nceki ¢aligmalarda bildirildigi izere yazilmistir. Ekzonlar
numaralandirilmis ve intronlar V seklinde sematize edilmistir. TSHR geni herhangi bir skalaile
iliskilendirilmemistir ( 64, 65).

LHR ve FSHR ile karsilastirildiginda TSHR’1i farkli olarak hiicre dis1 bolgede 8 ve 50
aminoasitlik iki adet kisa ek bolgeye sahiptir. 8 aa’lik olan kisim TSH baglanmasinda

rol oynarken 50 aa lik ek kismin fonksiyonu heniiz tam aydinlatilamamistir (66).

23



T=H baglanmasni engelieyici antikoriar i
varsayian helom beganma yimy

TSH badlarmasini encedeyici antiorar iin
virsmyian hakim bedanma yiaey

Hiceds

Hicre i

GO

Sekil 9. TSHR’ iiniin farkh boéluimlerinin islevsel 6zellikleri (67). Biiyiik hiicre dis1 bolge GPCR’lerin
en belirgin karakteridir. LHR ve FSHR ile karsilastirildiginda TSHR’ {iniin hiicre dis1 bélgesinde yer alan
8 ve 50 aminoasitlik ekler reseptdre 6zgudir. TSHR’ Uniin A ve B alt birimine bélinmesi C peptidinin
serbest kalmasiyla neticelenir. Muhtemelen boliinme hiicre dis1 bolgede yer alan 1. boliinme yiizeyinin
iist kisminda baglar ve bunu B alt biriminin yikimi izler. Protein omurgada bir boliinme olmasina karsin
TSHR’ iiniin hiicre dis1 bdlUmi karboksi terminal bolUmle disiilfit baglar vasitasiyla bagh kalir. Zar
gecen bolgeler romen rakamlariile ifade edilmistir. 11-3; Hiicre ici kivrimlar. E1-3; hiicre dis1 kivrimlar.

LRR; I6since zengin tekrarlar.

Olgun TSHR yapis1 A4 ve B/ olmakiizere 2 farkli alt {initeden olusmaktadir.
A alt grubunu hiicre dis1 yerlesen boliim olustururken B alt grubunu membranéz ve
hiicre i¢i yerlesen kisim olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalar TSH reseptoriiniin A alt
tinitesinin glikozillenmis yapiya sahip oldugunu, B alt birimine LHR ve FSHR ‘de

gozlenmeyen 50 aa’lik baglanti bolgesi ve disiilfit baglariyla baglandigim

gostermektedir Molekuler klonlama yontemleri ile bu iki alt Gnitenin de tek bir gen
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tarafindan kodlandig1 otaya konulmustur. Bununla beraber TSH baglanmas1 ve sinyal
iletisi esnasinda iki alt birime ayrilmanin TSH hormonunun islevi a¢isindan herhangi bir
onemi olmadigi ve yapisal, liganddan bagimsiz aktivite ile de iliskisi bulunmadig: tespit

edilmistir (68, 69).

TSHR’niin hiicre dis1 yerlesen boliimii 16since zengin tekrar bolgeleri (LRRSs)
icermektedir. Bu bolgelerp zincirlerle saglamlastirilmistir (70). Ug boyutlu model deki
bu LRRs bolgeleri hormon baglanmasinda ve baglantinin spesifitesinde rol oynamakta
ve B zincirler sayesinde resepiriin klasik at nali gorilintiisiinii meydana getirmektedir.
LRR bolge smirinda bulunan sisteince zengin bolgeler (sistein zengin kutu 1-3)
moleklller arasi distilfid baglarin1 kurarak molekiiliin ii¢ boyutlu yapisinin olusmasini

ve reseptoriin klasik iki alt tiniteli yapisinin devamliligini saglamaktadir (sekil 10)(66).
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Sekil 10. TSHR yapisi. 7 zar gegen bolge ve hiicre i¢i Sitoplazmik kuyrugu temsil eden kisim B alt
tiniteyi olusturmaktadir. 50 aa uzunlugundaki (316-366 aa)cleaveged bolge gri olrak gosterilmistir.
Herbiri 20-24 aa’den olusan 9 adet LRRs bolgeleri zar disinda yerlesen A/o alt Uniteyi temsil etmektedir.

Ala alt linite

Baglant: Bolggsi

(316-366 aa)

LRRs bolgeleri karakteristik atnali yapiy1 olugturmaktadir (68).

LRRs boélgeleri arasinda disa dogru 16sin yapida olmayan bélgenin de (8 aa’lik
olan kistm) hormon etkilesimi ve baglantinin spesifitesinde rol oynadigi bilinmektedir.
Yine bu ii¢ boyutlu yapida reseptoriin LRR bélgeleri ile zar gegen bolgelerini birbirine
baglayan kisim mentese bolgesi olarak tanimlanmaktadir. Bu mentese bolgesinin baz
dizisi her ii¢ GPHR’linde de farklilik gostermektedir ve kristal yapinin detaylar
konusunda yeterli bilgi mevcut degildir. Yapilan son ¢alismalar mentese bolgesinin

reseptoriin sadece yapisal degil fonksiyonel islevinde de rol oynadigini géstermistir (70,

71,72, 73, 74).
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Ayrica yapilan c¢aligmalarda TSHR geninin promotor bolgesinde korunmus TATA /
CAAT kutucuguna sahip olmadigi ve li¢ transkripsiyon baglangi¢c bolgesi icerdigi
gosterilmistir (64). Tiroid folikiiler hiicrelerinde TSHR geninin ekspresyonu esnasinda

promotor bélgede demetilasyon olaylarin goriildiigii saptanmistir (75).

TSHR ekspresyonunun tiroid folikiiler hiicrelerinin yani sira tiroidal olmayan
dokularda da bulundugu tespit edilmistir. Olgun mRNA ve protein analizlerinde bu
dokulardaki ekspresyon miktarinin tiroidal dokuya gore 50-100 kat daha az oldugu
gosterilmisitir. Bu durum TSH ya da TSH benzeri molekiillerin hastaliklarinda tiroid

dis1 klinigin agiklanmasinda yardimei olmustur (9).

TSH reseptorinin tiroid disi ekspresyonunun gozlendigi yapilar fibroblast
hicreleri, beyaz ve kahverengi adipositler, kardiyak miyositler ve bobrek hicreleri

olarak siralanabilir (63).

Tablo 3. Tiroid dis1 dokularda TSH reseptoriiniin dagilimi (63).

Doku Eksprese edilen genler mRNA * Protein®

Lenfositler TSHR + +
Timus TSHR, NIS, TPO, Tg + +
Hipofiz TSHR + +
Testis TSHR + +
Bdbrek TSHR, Tg + RE

Beyin TSHR + +
Adoposit hiicreler ve TSHR + +

fibroblastlar

Kemik TSHR + +

A B.

RT-PZR veya in situ hibridizasyon ile tanimlanmigtir. Immun-histokimsayal yontemler veya
radyoligand baglanma deneyleri kullanilarak tanimlanmistir. RE, rapor edilmemis; TSHR, TSH
reseptor; NIS, sodyum-iyodin simporter geni; TPO, Tiroid peroksidaz; Tg, tiroglobulin

27




Insanlarda yapilan galigmalar yenidogan preadiposit hiicrelerinin TSH'ya kars
duyarli olduklarini, retroorbital preadiposit fibroblastlarin uygun kiiltiir sartlarinda TSH
reseptorii  tasiyan adiposit hiicrelerine farklilagabilecegini gostermistir (11, 68).
Lenfositlerde yapilan c¢aligmalarda ise lenfosit hiicre yilizeyindeki TSHR
ekspresyonunun hiicrelerin olast parakrin veya otokrin kontroliinii saglayabilecegi ifade
edilmektedir (7). Bununla beraber son yillarda yapilan ¢alismalarda barsak dokusunda
intestinal mukozada tanimlanmis bir TRH-TSH ag1 varligi tanimlanmig ve barsak
hiicrelerince tiretilen TSH hormonunun, TSHR aracili bir mekanizmayla epitel hiicreler
arasi lenfositlerin de islevlerini diizenleyebilecegi ifade edilmistir (76). Bunun yaninda
inaktivator TSHR mutasyonu tasiyan farelerin bozulmus gastrointestinal bagisiklik
belirtileri gosterdikleri bildirilmistir (76, 77). Ayrica, TSHR knock-out farelerde yapilan
calismalarda, TSH’nin osteoblast ve osteoklast olusumunda negatif bir diizenleyici
etkiye sahip olabilecegi gosterilmektedir (7). Adopositlerde diisiik diizeyde TSHR

varligi da TSH’nin lipolitik etkisini agiklamaktadir (78, 79).
2.6.2.TSHR Aktivasyonu

TSH hormonu etkisini TSHR'Une baglanarak G proteinleri araciligi ile
gostermektedir. TSH varliginda TSHR’ii baslica @saktivasyonu ve tcre i¢i siklik
adenozin monofosfat (cAMP) olusumu ile etki saglanmaktadir. Ancak yiiksek dozda
TSH varliginda reseptor Gq ile esleserek fosfolipaz C bagimli yolagi uyarir ve diagil
gliserol (DAG) ile inozitol 3 fosfat (IP3) olusturarak etki eder. Fosfolipaz C yolaginin
uyarilmast i¢in gereken TSH konsantrasyonu cAMP yolagmin uyarilmasi igin
gerekenden 5-10 kat daha fazladir. Buna dayanarak TSH’nin tiroiddeki baslica etkisini

cAMP yolag lizerinden yiiriittiigii kabul edilmektedir (80).
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cAMP yolaginin tirositlerin fonksiyon (tiroid hormon salinimi) farklilagsma ve biiylimesi
tizerinde pozitif uyarici rol oynadigini, fosfolipaz C yolaginin ise baslica iyodinasyonun

kontrol U ve hidrojen peroksit (H,O, )sentezi Uzerinde rol oynadigi gosterilmistir (81).

IPs DAG TR
ivodinasyon

ATP

Biiyime
cAMP —| Farkhlasma

Hormon salinimi

Sekil 11. TSHR' Undn etkisini kontrol eden yolaklar (80).

Yapilan islevsel calismalar TSHR’iinlin ligand baglanmasi olmadan ikincil
haberci liretimini uyararak, diger G protein bagimli reseptorleri etkilemeden belli

diizeyde spontan aktiviteye sahip oldugunu da gostermistir (82, 83).
2.6.3.TSHR ve Tiroidal Hastaliklar

TSHR’{i mutasyon bagimli ya da mutasyondan bagimsiz olarak bir¢ok hastalik
etiyolojisinde rol oynamaktadir. Bunlar Grave’s hastaligindan toksik adenomlara kadar
degisen genis bir grubu kapsamaktadir. GPCR ailesinin diger iiyelerinde oldugu gibi
TSHR’iinlin de aktivatér ve inaktivatér mutasyonlari tanimlanmistir. Aktive edici
mutasyonlar otozomal dominant gegis gosteren, hiperfonksiyone tiroid adenomlarinda

oldugu gibi somatik (82, 84) ya da otoimmin olmayan ailesel hipertiroidizm ve
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sporadik konjenital hipertiroidizm hastalarinda oldugu gibi germline kalittmli (85, 86)
olabilmektedir (11). TSHR’Undeki inaktivator fonksiyon kaybettirici mutasyonlar
(LOF) degisen derecelerde TSH direncine neden olmaktadir ve otozomal resesif kalitim

paterni sergilemektedir (87). Sekil 12 ve 13’te bu hastaliklara kisaca deginilmistir.
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Graves Hastalif
-Dtoimmin hastalk

- TSHR'Gind uyana antikorlar var

-Goz bulgulart meveut

-Poligenik ya da multifaktoryel etyoloji
-Uyarnc antikorlarnn transplesental gegisi
ile gecici konjenital hipertiroidizme
neden olabilir.

Heg'nin Uvardig Hipertiroidizm
Gestasvonel Hipertiroidizm

Otoimmiin Hipotiroidizm

-Otoimmiin hastahiktir

-TSHR'Uini bloke edici antikorlar bulunur
-Poligenik ya da multifaktoryel etyoloji

- Bloke edici antikorlarnn transplesental
gecisiile gegici konjenital hipotircidizme
neden olabilir.

-hCG'nin TSHRile caprazreaksiyona

girmesi
-Hiperemesis Gravidarum ile de iliskili
oldugu disinuliyor

HIPOFiZ

‘r

T5H artisi

TIROID

T5HR

T4.T3 artisu

hCG

Plesenta

Trofoblastik timorl
-Hidatiform meol
-Koryokarsinom

Sekil 12. TSHR mutasyon bagimsiz hastaliklar (11).
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Abktive Edici Mutasvonlar

inaktive Edici Mutasvonlar

Toksik adenomlarda ve Stroid
guatrlarda otonomisiteye neden olan
somatik mutasyonlar

Ailesel Non-otoimmiin Hipertiroidizm
Germline mutasyon
Otozomal dominant kalitim

Sporadik Non-otoimmiin Konjenital
Hipertireidizm, De novo germline

DIO

Ailesel Gestasyonel Hipertiroidizm ve
hCG've artrmus hassasiyet

-Otroid Hipertirotropinemi;
(Kompanse hipotiroidizm)
Parsiyel inaktivatdr mutasyen ile clusur.

-Ciddi Hipotiroidizm:; Her iki allelde de
inaktivasyon stz konusu oldugunda
kullanil.

—Otozomal resesif;

a- Defeldif allelde homozizot

Aa Aa

#2030

b- Defektif allelde birlesik heterczigot

R
I

A ab Aa Ab AA

Sekil 13. TSHR mutasyon bagiml: hastaliklar (11).
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2.7. Konjenital Hipotiroidi
2.7.1.Hastaligin Tanimi ve Epidemiyolojisi

Konjenital hipotiroidizm (KH) tedavi edilebilir mental retardasyona neden olan
en yaygin metabolik hastaliktir. Biiylime, gelisme ve metabolik dizenin saglanabilmesi
icin normal tiroid fonksiyonu zaruridir. Bu normal fonksiyon i¢in normal gelismis
tiroidal doku, tiroid hormon sentez sisteminin diizgiin ¢alismasi1 ve yeterli iyot alimi
gereklidir. Iyot alimmin yeterli oldugu bélgelerde kalici konjenital hipotiroidizm

1/3000-4000 sikliginda gbzlenmektdir (88).
3.7.2 Etiyolojik Faktorler

Konjenital hipotiroidizmin etiyolojisinde farkli mekanizmalar rol oynamaktadir.
KH vakalarimin %10’una ‘dishormonogenez’ olarak adlandirilan tiroid hormon sentez
basamaklarinda gozlenen bozukluk neden olmaktadir. %85°lik kismini tiroid disgenezisi
olarak nitelendirilen bir grup heterojen tiroid gelisim anomalileri olusturmaktadir. Bu
anomaliler icinde tiroid (hemi)agenezisi, ektopik tiroid dokusu, triglossal kanal kisti ve
tiroid hipoplazisi sayilabilmektedir (89, 90). Tiroid disgenezisi vakalarinin biiyiik bir
cogunlugu sporadik olmasina ragmen %2’lik bir kisminda genetik etiyolojiyi

destekleyen ailesel olgular dikkat gekmektedir (30).

Santral (sekonder) hipotiroidizm olarak da adlandirilan hipofizer ya da
hiptolamik kaynakli nedenlerde tirotropin (TSH) veya tirotropin salgilayici hormon
(TRH) saliniminda yetersizlik olusturarak KH etiyolojisinde rol almaktadir. Geriye
kalan yaklasik %5’lik bir kisstmdan da transplesental yol ile gocuga gecen maternal
antikorlar sorumlu tutulmaktadir (88).Yenidoganda gozlenen tiroid hormonu

metabolizma bozukluklar1 agsagidaki tabloda genel olarak belirtilmistir.

33



Tablo 4. Yenidoganda tiroid hormon metabolizma bozukluklar1 ve molekiiler anormaliler (18).
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Daha once tiroid embriyolojisinde belirtildigi tizere tiroid bezi memelilerde
gelisim basamaklarinda ortaya ¢ikan ilk salgi dokusudur. Tiroid bezi, tiroid folikiiler
hiicrelerini olusturan endodermal orijinli tiroid divertikulumu ile kalsitonin salgilayan
parafolikiiler C hiicrelerine doniisen néroektodermal orijinli ultimobrankial cisimlerden
olusan iki farkli embriyolojik yapinin birlesmesi neticesinde ortaya ¢ikar. Gestasyonun
16-17. giinlerinde goriiniir hale gelir. Iyot tutmaya ve tiroid hormonu sentezlemeye
gestasyonun 10-12. haftalarinda baslar. Bu doneme kadar anneye ait hormonlarin

plesentayolu ile fetuse gegisi fetal gelisimde onemlidir (91).

Giliniimiizde tiroid hormonlarinin kranial sinir sistemi gelisimi i¢in gerekliligi
acikca ortaya konulmustur ve tiroksin hormon yerine koyma metodu ile KH tedavisi
mimkiin kilimmistir (92). Bu amagla erken tani ve tedavi i¢in tarama programlari
yapilmaya baslanmistir. Yenidogan hipotiroidizminin taramasi diinyada ilk kez 1974
yilinda Kanada’da baslamistir. KH gelisen infantlada tarama metodlar ile taninin erken
konulmasi1 ve tiroksin replasmani sayesinde ortaya cikabilecek zeka geriligi ve
infertilitenin Oniine gecilmistir. Ayrica bu yerine koyma tadavisi ile ¢ocuklarin biiyiime-

gelismelerinde ciddi bir diizelme, IQ’larinda belirgin bir artis saglanmigtir (93).

KH vakalarmin ¢ogu sporadik olarak ortaya c¢ikmaktadir. Ancak
dishormonogenetik vakalarin bazen resesif kalitildigi, son calismalarda da tiroid
disgenesisi vakalarinin %2’inde ailesel gecis oldugu saptanmustir (30). ingilterede KH’li
hastalarda yapilan bir bagka ¢alismada tiroid kaynakli olmayan konjenital anomali
sikligi %7 olarak belirtilirken, kromozomal anomalilerle olan birlikteligi %1,5 olarak

tespit edilmistir (94, 95).
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2.7.3 Otoimmun Olmayan Primer Konjenital Hipotiroidiye Neden

Olabilecek Genetik Faktorler

Otoimmin olmayan primer KH’e neden olan genler baslica iki ana grupta

incel enebilmektedir. Bunlar;
1-Tiroid disgenezisine neden olan genler
e Sendromik olmayan KH’ e neden olan genler (TSHR geni)

e Sendromik KH’e neden olan genler (TITF1, TITF2, PAX8 ve Gsa

genleri )
2-Dishormonogenezise neden olan genler
e Tiroid peroksidaz (TPO) geni
e Tiroglobulin (Tg) geni
e Sodyum-iyot simporter (NIS) geni
e Pendrin (PDS) geni
e Tiroid oksidaz 2 (THOX-2) geni

Yapilan son ¢alismalarda ciddi ndérolojik bozukluklarla seyreden KH hastalarinda

iyodotironin tasiyict geni (MCTS8) denilen tigilincii bir grup gen daha tanimlanmaktadir

(92).

2.7.3.1.Tiroid Disgenezisi ve Sendromik Olmayan K onjenital Hipotiroidi

TSH reseptor (TSHR) gen ekspresyonun basangici bezin gOC asamasini

tamamlayip farkilasma agamasinin basladig1 donemde oldugu i¢in TSH sinyal yolaginda
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olan anormallikler yetersiz tiroid bez gelisimine neden olmaktadir. Bu durumda bez

normal yerinde ancak gelisimi bozuk olacaktir (91).

Fare modellerinin aksine insanda saglam bir TSH-TSHR sinyal yolaginin varlig
tiroid bezinin normal yerinde ve tam farklilagsmasi igin sarttir (96). TSHR genindeki
homozigot ya da birlesik heterozigot mutasyonlarin TSH direncine yol agtig1 ilk kez
1995 yilinda tanimlanmistir (97). Daha sonra farkli ailelerde degisen derecelerde TSH
direnci ve azalmig TSH duyarliliginin gozlendigi farkli fonksiyon kaybettiren
mutasyonlar (LOF) tanimlanmistir. Bu ailelerin bir kisminda bezin normal ya da
hipoplastik oldugu, kompanze TSH direnci gosteren 6tiroid hipertirotropinemili olgular
tamimlanmustir (97, 98, 99, 100, 101). iki ailede ise bezin yerlesiminin normal oldugu,
TSH diizeyinde ciddi artig ile diisiik normal ya da hafif diisiik tiroid hormon
degerlerinin gozlendigi hafif vaya orta diizeyde hipotiroidizm gézlenmistir (102, 103).
Diger taraftan ise tiroid bezinin hipoplastik veya atrezik oldugu ciddi hipotiroidizmli
olgularda yaymlanmistir (87, 104, 105, 106). Bunlara dayanarak insanda TSHR geni

inaktivator mutasyon klinigi ii¢ fenotipik tablo ile iligkilendirilmistir (91).
1- TSH'yadirencin tamamen desteklendigi - Tam kompanze TSH direnci
2- TSH’ya direncin daha az desteklendigi = Kismi kompanze TSH direnci
3- TSH’ya direncin desteklenemedigi = Ciddi TSH direnci.

TSHR geninde heterozigot LOF germline mutasyonun gozlendigi, TSH
diizeyinde hafif artis gozlenen olgular da yaymnlanmistir (87, 97, 99, 107). Yapilan
ultrasonografik (USG) taramalarinda bunlarin biri haricinde (hipoplazik tiroid)
digerlerinin hepsinde bez normal yerinde ve 6topik bulunmustur (87). Bunlardaki klinik

fenotip homozigot ya da birlesik heterozigot TSHR gen mutasyonunun gozlendigi
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kompanse TSH direngli hastalardan ayrilamamaktadir. Bu nedenle otozomal dominant
gecisin gozlendigi non-otoimmun subklinik hipotiroidizmli aillerde, TSHR geninde

olmas1 muhtemel heterozigot mutasyonlar da her zaman g6z 6niinde bulundurulmalidir.
2.7.3.2.Tiroid Disgenezisi ve Sendromik Konjenital Hipotiroidi

Yapilan c¢alismalar tiroid bezinin embriyonik gelisimi sirasinda bazi
transkripsiyon faktorlerinin - rol  oynadigimi  goéstermistir.  Tiroid bezinde bu
transkripsiyon faktorlerinin ana hedefi TPO ve Tg genleridir. Insan konjenital
hipotiroidizm hastalarinda ¢alisilan bu transkripsiyon faktorleri TTF1, TTF2 ve PAXS8
dir. Farede yapilan deneylerde TTF1, TTF2 ve PAXS8 geninin ekspresyonu gestasyonun
9.5'uncu guninde, tiroid gocinin basladigr ilk evrelerde baslamaktadir. Ilerleyen
dénemlerde embriyonik gelisim tizerine etki etmektedir. Tiroid bezindeki farklilasma
ise gestasyonun 14.5'uncu guninde TSHR, TPO ve Tg genlerinin ekspresyonu ile

baslamaktadir (91).
TTF1

NKX-2.1 olarak dabilinir. NK-2 gen ailesine bagli bir transkripsiyon faktortudur.
Kromozom 14ql13’de yerlesmistir. 42kDA agirliginda protein kodlayan 3 ekzondan

olugsmaktadir (108).

Hayvan deneylerinde heterozigot mutantlarda 6tiroidik fenotipe ragmen motor
koordinasyon becerilerinde azalma goze ¢arpmaktadir (109). Homozigot mutantlarda
ise akciger dokusu, tiroid bezi, hipofiz bezin bir kism1 ve dnbeyin gelisimi defektiftir ve
oli dogmaktadirlar (110). TTFY'in Tg, TPO, tiroid folikiler hiicrelerindeki TSHR geni
ve epitelyal akciger hiicrelerindeki siirfektan protein B (SBP) genlerinin

ekspresyonlarint diizenledigi bilinmektedir (111, 112, 113). TTF1 mutasyonunun
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akciger gelisimi ile olan iligkisi TTF1 mutasyonu olan bir vakada kompanze KH
bulunan ancak bronsial morfolojisi tam olmasina ragmen respiratuar distress gelisen bir

olguda tanimlanmustir (114, 115).

TTF1 mutantlarda gozlenebilecek diger klinik bulgular hipotoni, direncli ataksi,
dizartri, bas kiigikliigii, koreatetoz, yagin gelisimsel gerilik olarak siralanabilir. Bu

bilgiler TTF1’in beyin gelisimi tizerindeki roliine dikkat ¢cekmektedir ( 115, 116).
TTF2

FKHL15, FOXEL olarakta adlandirilir. 9q22°de yerlesen gen, tek ekzondan

olusmaktadir (117).

Hayvan deneylerinde heterozigot knock-out fareler Gtiroidik ve normal iken
homozigot null olanlarda yarik damak ve tiroid disgenezisi gozlenmistir (Tiroid

agenezisi, ektopik sublingual bez). Ayrica yenidogan donemde de 6l imctildiir (39).

Homozigot missense A65V mutasyonu tasiyan 2 olguda homozigot farelere
benzer sekilde yarik damak ve tiroid agenezisinin eslik ettigi KH saptanmistir. Ancak
bu olgularda ek olarak diken sac, bilateral koanal atrezi ve hipoplastik bifid epiglottis de
gozlenmistir. Mutant olan bu TTF2 proteininin DNA baglanmasinda ve transkripsiyonel

fonksiyonda bozukluga neden oldugu diistiniilmektedir (118).
PAX 8

2912-q14’de yerlesen, 11 ekzondan olusan bir gendir. 9 iiyeli ‘Paired box
homeodomain’ ailesinin tyesidir (119). Yapilan ¢aligmalar tiroid hiicre farklilagsmasinin
baslangicinda ve devamliliginda (proliferasyonu) onemli rol oynadigini gostermistir
(120). Hayvan deneylerinde heterozigot mutantlarda tiroid bezinde klinik olusmazken;

insanda degisen derecelerde KH klinigi saptanmigtir (tiroid bezi hipoplazik bazen
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ektopik, bir vakada dogumda tiroid bezi normal ancak ilerleyen donemlerde bez
hipoplazik duruma ge¢mekte). Bu olgularin bir kismi otozomal dominant gecis

gosterirken bir kismi ise sporadik olarak bildirilmistir (121, 122).

PAXS, TPO ekspresyonunda da etkili olmas1 nedeni ile PAX8 mutasyonlarinda
kismi organizasyon bozukluguda gozlenebilmektedir (120). Hiperkalsiiiri ile iligkili tek

tarafli bobrek gelisim anomalili olgular dabildirilmistir (116, 122).

Bu nedenle PAXS8 mutasyonu nedenli KH vakalar1 sendromik ya da sendromik
olmayan KH olabilmektedir. PAX8'in TPO, Tg ve NIS ekspresyonlari tizerindeki aktive

edici roll TTFL ile ayn1 yonde etki gostermektedir (123, 124).

GNAS1

Uyaric1 G protein afa alt Gnite geni (GNAS1) kromozom 2q13°de yerlesmistir.
Gsa’y1 kodlar. 13’lin tizerinde ekzonu vardir. Gsa intrinsik GTP’ase aktivitesine sahiptir
(125). G proteinleri hiicre dis1 yerlesen reseptorleri ile sinyal iletimini diizenler. TSH,
TRH, PTH ve LH, G proteinleri {izerinden iyon kanallari, adenil siklaz ve fosfolipaz C

gibi ikincil iletim sistemi ile hiicreici etki gostermektedir (126).

GNAST1’in heterozigot inaktivator mutasyonu Albright’in kalitsal osteodistrofisi
ile sonucglanir. Otozomal dominant olan bu bozukluk kisa yapi, kisa 4. ve 5. metakarp ve
metatarslar, obezite, cilt alti kemiklesme, intrakranial kalsifikasyon ve degisen
derecelerde zeka geriligi ile karakterizedir. Imprinting mekanizmasinin gézlenebildigi
bu gende imprintingin anne gegisi s6z  konusu  oldugunda  klinik
Psddohipoparatiroidizim la (PHPla) fenotipinde olurken, baba gegisli imprintingde
Pseudopseudohipoparatiroidizim (PPHP) klinigi gozlenmektedir (127). PPH1a da PTH,

TSH hormonlarina son organ direnci, serumda diisiik Ca, yiliksek fosfat, PTH, TSH
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gozlenirken PPHP hastalarinda biyokimyasal profili normal olan Albright’in kalitsal
osteodistrofisi gbzlenmektedir. TSH direnci hafiftir, siklikla ciddi hipotiroidizme neden

olmaz. TSH direnci ise yas ile artis géstermektedir (128).
2.7.3.3.Dishor monogenez ve Konjenital Hipotiroidi

Normal gelisimini tamamlamis bir hipotalamik-hipofiz-tiroid yolaginda tiriin
tiroid hormonlaridir. Tiroid folikller hiicreleri bazolateral zarda bulunan sodyum iyot
simporter1 sayesinde iyotu aktif bir mekanizma ile tiroid bezine alir ve yogunlastirir.
(Fig 3) Hidrojen peroksitle oksitlendikten sonra tiroglobulinin tirozin rezidilerine
baglanarak iyodotirozini olusturur ( Iyot organifikasyonu). Bu iyodotirozin rezidilerinin
bir kism1 hormonal olarak aktif degildir (Monoiyodotirozin, diiyodotirozin) ve birbirleri
ile esleserek aktif iyodotironinleri olustururlar (T4, T3). TPO oksidasyon,
organifikasyon ve eslesme reaksiyonlarini katalizler. Bu basmaklarin herhangi birinde
olusan bozukluk KH ve guatra neden olur (129). Nadir birka¢ vakanin disinda bu

basamaklardan sorumlu genler otozomal resesif kalitima uyar.
TPO

Iyot oksidasyonu, organifikasyonu ve iyodotirozin eslesmesinden sorumludur.
Tiroid folikuler hucrelerinin apikal zarinda yerlesir. Kromozomal olarak 2p25°de
yerlesen insan TPO geni DNA’s1 yaklasik 150kb’dir (79). Dishormonogenezin en sik
nedeni TPO eksikligidir. TPO gen bozuklugu tam iyot organifikasyon eksikliginin

gozlendigi KH vakalarinda bildirilmistir (91).

Tiroglobulin

Tiroid bezinde sentezlenen, 330000 Da agirliginda alt {iniiteleri olan
homodimerik bir yapidir. Tg geni 300000bp uzunlugunda, 42 ekzona sahip ve 8q24’°de
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yerlesmistir (130). Tg gen mutasymu ile serum Tg yogunlugunun diisiik oldugu orta
veya ciddi KH tablosu ortaya ¢ikamktadir. Etkilenen olgularin serumlarinda anormal
duizeyde iyodoproteinler bulunur (6zellile iyodinize albimin). Bu iyodopeptidler idrarla
atilir. Inaktif T4 ve T3 olusumu sz konusudur. Tg sentezinin bozuk oldugu konjenital

guatrli olgular bildirilmistir (91).

NIS ( Na-l Simporter)

12 zar gegen yapiya sahip 65 kDA olan i¢c zar proteinidir (131). Normal ve
neoplastik tiroid dokularinin yani sira tiikriikk bezinde, mide mukozasinda, meme, kolon,
plesentada ve koroid pleksusundada ekspresyonu bulunmaktadir. NIS geni 19.
Kromozomun p kolunda lokalize, 15 ekzon, 643 aa’den olusan bir yapidir (132).
Kalitsal iyot tasima bozuklugu klinikte guatr6z hipotiroidizim ve tiroid bezinde
radyoiyot aliminin olmamasi ile karakterizedir. LOF mutasyonlarinin otozomal resesif
gectigi 1997 wyilinda gosterilmistir.  Hipotiroidizmin derecesi degiskendir (tam
kompanzasyondan ciddi hipotiroidizime kadar) ancak guatr her zaman mevcuttur.
Diyette iyotu yiiksek miktarda alanlarin klinigi az alanlara gore daha hafiftir. Bu

nedenle tedavide tiroid hormonu verilmes yerine iyot destegi tercih edilmektedir (91).
PDS

21 ekzondan olusan, 7. Kromozomun ¢ kolunda yerlesmis, tiroid bezi ve
kohleada eksprese olan bir gendir (133). 780aa biiyiikligiinde, 86 kDA’luk, klor-iyot
tasinmasinda goOrevli pendrin proteinini kodlar (134). Pendrin bazolateral yerlesen
NIS'in aksine apikal zarda yerlesmistir. Hipoteze gore pendrin tirositin apikal zarindan

aldig1 iyotu kolloid liimene aktarir. Pendered sendromunda bu basamak bozulur, iyot
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tirosit tarafindan normal olarak alinir ancak koloide etkin bir sekilde aktarilamaz,

tiroglobuline baglanamaz (91).

Pendred Sendromu: Ilk kez 1896 yilinda Vaughn Pendred tarafindan
tanimlanan sendrom sensorindral isitme kayb1 ve guatr ile karakterize otozomal resesif
bir hastaliktir. Insidans1 7.5-10/100000’ dir. Sendromik isitme kaybmin en sik nedenidir
(135). Tiroid bezi anomalileri siklikla multinodiiler veya diffiiz guatr olarak
gbzlenmektedir ve hayatin ikinci on yilina kadar ortaya ¢ikmamaktadir. Guatra ragmen
hastalar Gtiroidiktir. Nadiren KH ortaya ¢ikar (136). TSH diizeyi sinirda yuksektir. Aile
ici fenotipik farklilik gozlenmektedir. Perklorat yiikleme testi siklikla pozitifir ancak

negatif olmasi taniy1 diglamaz ( 135, 137).

NADPH Oksidaz

THOX1 ve THOX2 genleri ile kodlanir. Tirositlerin apikal zarinda yerlesmistir.
Tiroiddeki H,O, devamliligindan sorumludur (138). Her iki gen de biiyiik ¢ogunlukla
tirositte eksprese olur. H,O, eksikliginde iyot diizeyi normal olmasina ragmen TPO
fonksiyon gbéremez. THOX1 ve THOX2 genleri 75 kb'lik bir alanda yan yana
yerlesiktir. Sira ile 35 ve 34 ekzondan olusurlar. THOX un tiroid bezinde Ca**/NADPH
bagimli H,O, iiretimine katkisi heniiz tam aydinlatilamamistir. THOX2’de yakin
zamanda tanimlanan heterozigot trunkasyon mutasyonu hafif, gecici KH ve kismi iyot
organifikasyon bozuklugu ile karakterize olurken homozigot mutasyonunda ciddi KH
ve tam iyot organifikasyon bozuklugu ile karakterizedir. Ancak hastalarda guatr

bulunmaz (91).
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2.7.3.4.1yodotironin Tasiyic1 Defekti ve Sendromik Konjenital

Hipotiroidizm

Hipofizden salinan TSH hormonu etkisi ile tiroid bezi tiroid hormonlarini iiretir.
Sentezlenen baslica hormon T4'tir ve T4 de prohormon olarak Uretilir. Bu da 5
monoiyodinizasyonla biyolojik olarak daha aktif olan Tj3’e doniistiiriiliir. Negatif
kontrol etki ile T3 TSH salinimini bloke eder. Tiroid hormonlar1 etkilerini ¢ekirdek
reseptorleri araciligi ile gergeklestirmektedir. Bunun i¢in de zar yapiy1 gegip ¢ekirdek
reseptorlerine ulagsmalidir. Yapilan ¢alismalarda hiicre zarinda tiroid hormonlarinin zar
yapidan gecisini saglayan bir takim tiroid hormon tasiyicilar1 tanimlanmistir. MCTS8
geni ile kodlanan ve 5 ekzondan olusan bu gen Xql3.2’de yerlesmektedir (139). Ciddi
norolojik bozukluklarin eslik ettigi sendromik konjenital hipotiroidizim tablosu ile
karakterizedir. Klinikte konjenital hipotiroidizm bulgularinin yenidogan doneminde
gozlenmedigi, erken infantil dénemde santral hipotoni, periferal hipertoni, distoni,
rotatuar nistagmus, diskonjuge g6z hareketleri, beslenme bozuklugu, kusma, aspirasyon,
irritabilite ve spastik quadriplejinin eslik ettigi motor ve mental gelisim geriligi olan
erkek olgular tariflenmistir. MCTS8 gen ekspresyonu beyin, tiroid, hipofiz ve plesentada
da dahil bir¢ok dokuda bulunmaktadir. MCT8 mutasyonunu tasiyan disi olgulardatiroid
fenotipi daha hafiftir ve norolojik bulgular gézlenmemektedir. Bu yonii ile X e bagiml

konjenital hipotiroidizimin hedef dokuda gozlendigi ilk hastaliktir (140).
2.8.TSH Direnci Tanisina Genel Bakis

Tam veya kismi TSH direncinin tanisinda kullanilan biyokimyasal ve klinik

ozellikler tablo 5’te 6zetlenmistir.
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Tablo 5. TSHR LOF mutasyonlarinda tam ve kismi TSH direncinin ayrici tanisinda kullanilabilecek
degerler(66).

Ozdlik Tam Direng Kismi Direng
Yenidogan konjenital Pozitif TSH bagimli degisken
hipotiroidi taramasi derecelerde pozitif, T4 bagimli
negatif
Hipotiroidizmin derecesi Agir hipotiroidi Hafif hipotiroidi ya da Gtiroidi

(Sabit veya ilerleyen yillarda
hipotiroidi gelismeye meyilli)

Mliskili anomali Y ok Y ok
Tiroid sintigrafisinde Y ok Var
radyoaktif alim
Tiroid USG Asir / derin Normal /hipoekojenik 6zellikte
hipotiroidi hipoplazi
Serum Tg Olgulebilir Olculebilir
Tiroid otoimmunites Y ok Y ok
Dolasan TSH biyoaktivites Normal Normal
Paratiroid fonksiyonu Normal Normal

Herhangi bir hasta dogumda normal pozisyonunda ve agir tiroid bezi hipoplazisi
ile birlikte ciddi hipotiroidi klinigi gosteriyorsa bu hastada tam TSH direncinden
stiphelenilmelidir. Bu nedenle diger tiroid disgenezi formlarinda -agenezi(?) ve ektopik
tiroid dokusu- bu tanidan uzaklasilmalidir. Tam TSH direnci olmasi halinde hastanin
radyoaktif iyot tutulumu goézlenmezken serumda Tg degerleri Olgiilebilir degerde
mevcuttur. Tiroid sintigrafisinde bariz agenezinin gozlendigi olgularda tiroid
USG’sinde bez goriilebiliyorsa NIS defekti diisiiniilebilir. NKX2.1 mutasyonu olan
hastalarda koreatetoz gibi ndrolojik bozukluklar ve akciger anomalileri beklenmektedir.
PAX8 mutasyonu varliginda bobrek anomalileri gozlenmektedir. NKX2.1 ve PAX8

mutasyonlart molekiiler genetik analizler ile dislanabilir. Tam TSH direncinde
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homozigot c¢ekinik kalitim beklenmektedir ancak hafif biyokimyasal ve klinik

Ozelliklerin gozlendigi heterozigot akrabalarda unutulmamalidir.

Kismi TSH direncinin gézlendigi tablo tam dirence gore daha karmasiktir. Orta
diizey direncte serum TSH degerleri tam direngte oldugu gibi yiiksek olabilir. Ancak
buradaki ylikseklik yiiksek TSH degerleri ile tirosit direncinin kirilabilmesi ve biiylime

ile fonksiyonun devaminin saglanabilmesi ile ilgilidir (66) .

Kismi TSH direnci goézlenen hafif/orta diizey KH hastalar1 dishormonogenetik
anomalilerden de ayirt edilmelidir. Bu radyoiyot alimi (NIS defektinde alim belirgin bir
sekilde bozuktur) ya da perklorat bosalma testi (DUOX2 gibi mutasyonlarda iyodun

organifikasyonu bozuktur ve bosalma testi pozitiftir) ile yapilabilir.

Kismi TSH direncli hastalarda gbzlenen tiroid fonksiyon test degerleri toplumda
sik olmasina ragmen bu olgularin ¢ok azi TSHR geni mutasyonunu tagimaktadir. Bu
nedenle tanida otoimmiin tiroidal hastaliklar (OITH), TSH molekiil ve aktivite
bozukluklar1 ve daha 6nce belirttigimiz tiroid transkripsiyon faktorlerinde oldugu gibi
primer konjenital hipotiroidi nedenleri ayrilmalidir. Ergen ve erigkin yas grubunda TSH
yiiksekliginin en sik nedeni olan OITH tanisi klinik hikaye, anti-tiroid antikorlart
Olcimui ( yenidoganda anti-TSHR antikorlart dahil) ve tiroid USG’sine dayanmaktadir.
Anti-tiroid antikorlarin varligi ve/veya USG’de tipik heterojen hipoekoik gorunim
OITH’larm destekleyicidir. OITH’m1 destekleyen diger bir veri ise hastaligin ileri
yaslarda subklinik formdan ciddi forma donlismesi olarak belirtilebilir. Monoallelik
TSHR mutasyonu tasiyan hastalarda TSH diizeyleri normalin iist sinirt civarinda bir
degerde degiskenlik gosterebilmektedir ancak infantil donem, gebelik ve Ostrojen

uygulamas gibi tiroidal aktivitenin arttig1 durumlarda yiikselmesi bekelenmektedir.
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Yine TSH diizeyinin yiikseldigi santral hipotiroidi vakalar1 da mevcuttur. Bu
durum hipotalamik (tersiyer) hipotiroidizm hastalarinda gozlebilen bir kliniktir. Bunda
yiiksek konsantrasyonda immunoreaktif ancak biyolojik aktivitesi azalmis TSH soz
konusudur. Tiim bunlarin disinda TSH direnci ¢oklu hormon direng sendromlarminda
bir parcast olabilmektedir (PHP1A ve 1B). Bunlar Gsa gen mutasyonlari sonucu
gozlenmektedir. Yiksek paratiroid hormon degerlerine bagli hipokalsemi ve
hiperfosfatemi varligt ve diger hormon direnglerine baglhh klinik o6zelliklerin

degerlendirilmesi ile taninabilmektedir (66) .
2.9.Konjenital Hipotiroidizimli Cocuga Yaklasim ve Bazi Onemli Degerler

Tarama testinin dogumdan sonraki ilk 2 ila 5 giin igerisinde yapilmasi énemlidir.
Yenidogan hipotiroidi taramasinin ana hedefi eksik olan tiroid hormonunun yerine
konmasi ve olas1 zekd OzUriiniin ortaya ¢ikmadan Onlenmesidir. Beyin korteksinde
kullanilan T3’iin %70 ‘inin kaynagi bolgesal T4 monodeiyodinasyonu ile olmaktadir
(141) Bu nedenle tedavide preperat olarak T, tercih edilmektedir. Tarama testi
sonrasinda izlenebilecek tanmisal yaklasim sekil 14°te, yas ile serum T4, TSH, TBG ve
tiroglobulin konsantrasyon degerleri tablo 6'da; yas ile serum Ts, T3, ST4 ve ST3

konsantrasyon degerleri tablo 7' de 6zetlenmistir.
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Pozitif Tarama Tezti

Semam Te, Serbest T:, TSH

Nommal Anormal
Tiroid Scan
|
I I I
Nomal Tutulum vok Ektopik
TEA Eilu;ﬂmﬂ Ultrazon Ektopik tiroid bezi
Negatif Pozitif ‘ ‘
Tgh dlgiimii TransientKH  Nomalbez Tiroidal doku yok
l
Nveya viksek Ekzik TBA Olgiimii Tiroid Agenezisi
THsentez defekti  Tghsentez defekti
vada
il ac etldsi I |
Negatif Pozitif
TSHRveva Transient KH

THsentez defekti, ivotblokaj

Sekil 14. .Konjenital hipotiroidizimli cocuktaizlenmesi éngorilen yaklasim (18).

TBA: TSH reseptor blokan antikor, Tgb: Tiroglobulin, TH: Tiroid hormonu
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Tablo 6. Yas ile serum T4, TSH, TBG ve Tiroglobulin konsantrasyon degerleri (18).

Yas ile serum T4, TSH, TBG ve Tiroglobulin konsantrasyon degerleri

TSHS Tat TBGT TGt
(LU/mL) (ug/dL) (mg/dl) (ng/mL)
Kord kani 1-20 6.6-15.0 0.8-5.2 15-101
1-7 glin 1-39 11-22 0.8-5.2 1-110
1-4 hafta 0.5-6.5 8.2-17 0.6-5.0 11-92
1-12 ay 0.5-6.5 5.9-16 1.6-3.6 12-113
1-5 yas 0.6-6.3 7.3-15 14-2.8 5-72
6-10 yas 0.6-6.3 6.4-13 14-2.8 3-40
11-15 yas 0.6-6.3 5.5-12 14-2.8 3-40
16-20 yas 0.5-6.0 4.2-12 14-2.8 2-36
21-50 yas 0.5-6.0 4.3-12 1.2-2.6 2-35
§: Ortalama ve 2SD aralig1. 1: Ortalama ve %95 araligl
Tablo 7. Yas ile serum T, T3, ST4 Ve ST 3 konsantrasyon degerleri (18).
Yas ile serum T3, rTgz, ST4Vve sl ;3 konsantrasyon degerleri
To* rT2* ST STa**
(ng/dl) (ng/dl) (ng/dl) (pg/mL)
Kord kani 14-86 100-501 1.2-2.2 -
4-7 gln 36-316 34-258 2.2-53 1.36.1
1-4 hafta 105-345 26-290 0.9-2.3 2.2-80
1-12 ay 105-245 11-129 0.8-2.1 25-7.0
1-5 yas 105-269 15-71 0.8-2.0 2.8-5.2
6-10 yas 94-241 17-79 0.8-2.0 2.8-5.2
11-15 yas 83-213 19-88 0.8-2.0 2.9-56
16-20 yas 80-210 25-80 0.8-2.0 2.4-50
21-50 yas 70-204 30-80 0.9-25 2.1-44

*: Geometrik orta ve deger. **: Tracer dializ ile 2 SD deger.
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Tablo 8. Tiroid Hormonu Degerlendirmesinde Genel Yaklagim (142)

Tiroid Hormonu Degerlendirmesinde Genel Yaklasim

sT 4 duzeyi Serum TSH Artms serum TSH Azalmis serum
referans degeri (>4,5pu/ml) TSH
(0,45-4,5 pu/ml) (<4,5pu/ml)
Normal
Normal/Hasta ¢tiroid Subklinik Subklinik
sendromu Hipotiroidizm Hipertiroidizm
Artms Hipertiroidizm (TSH Hipertiroidizm
Erken tiroidit ureten hipofiz (iyatrojenik, Grave's
adenomu) hastalig1, toksik
nodul)
Azalmis Hipotiroidizm (primer | Hipotiroidizm (primer
Geg tiroidit tiroidal yetmezlik) hipofizer yetmezlik)

TSH= Tiroid stimiile edici hormon; sT 4= Serbest tiroksin

Tiroid hormon degerlerinin 6lgiilmesi ile klinik taniya genel bir bakisla tablo 8’de
deginilmistir. Buna gore ST, dilzeyi hastalarin hipo-, hiper- ayriminda 6nem
tasimaktadir. sT,4 diizeyinin TSH degeriyle desteklenmesi de hastaligin olas1 etiyolojik

faktori konusunda bilgi verici olmaktadir.
2.10. PZR ve DNA Dizi Analizi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PZR ) 1985’te Kary Mullis ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen, canli dokunun disinda bir ortamda belirli bir DNA bdolgesinin

cogaltilmasina imkan saglayan bir yontemdir.

Kisaca 6zetlenecek olursa PZR yontemi bir gen ya da DNA bdlgesinin, bu hedef
bolgenin u¢ kisimlarina baglanan ve hedef diziye komplementer oligonukleotid
primerler kullanilarak ardisik bir dizi replikasyonla (siklus, dongili) g¢ogaltilmasi
islemidir. PZR’1n gerceklesebilmesi i¢in ortamda amplifiye olacak ¢ift iplikli DNA ya

da komplementer DNA (cDNA) fragmenti, iki adet tek sarmalli oligoniikleotid, bir
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protein bileseni olan DNA polimeraz enzimi, uygun deoksiriboniikleotid trifosfatlar

(dNTP), bir tampon ve tuz solisyonlarinin bulunmasi gerekmektedir (143, 144).
Reaksiyondaki her dongii ii¢ ana basamaktan olugsmaktadir. Bunlar;

1- Denatiirasyon (Ayrilma):

(0]
Hedef DNA’nin 1s1 ile birbirinden ayrilmasi (yaklasik =~ 94 C).
2- Annealing (Yapisma):

17-35 niikleotidden olusan Ozgiil sentetik oligoniikleotid primerlerin

hedef bolgeye baglanmast;

3- Extansion (Sentez):
Termostabil bir DNA polimeraz (Taq DNA polimeraz) tarafindan hedef bolgeye
baglanan primerlere uygun niikleotidlerin takilmasi. ( sentez = 72 0C ) (145).

Bu ii¢ basamagin bitiminde bir dongili tamamlanir. Bir dongii yaklasik olarak 3-5
dakika stirer ve tipik bir PZR reaksiyonu icin ortalama 20-40 defa tekrarlanir. 30 dongii
sonunda milyonlarca kopya iiretilmis olur. PZR’da bir dongli sonunda olusan iiriin
miktar1 bir 6nceki dongilide olusan iirlin miktarinin iki katidir. Dongii sayist ‘n’ olarak

kabul edilirse ‘2" cogaltilmis DNA miktarini verir (144).

DNA dizi analizi DNA'min niikleotid dizilerinin saptanmasi anlamina

gelmektedir. Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi ile Fred Sanger ve
arkadaglarmin gelistirdigi Sanger-dideoksintkleotid metodu olmak Uzere iki klasik
DNA dizi analizi yontemi vardir. Her iki yontemde de DNA'min hazirlanmasi,
reaksiyonlar ve yiikksek voltaj jel -elektroforezi olmak {izere ii¢ ana asama

bulunmaktadir. Kullanim kolayligi ve hassasiyeti acisindan tercih edilen metod

51



Sanger’in enzimatik yontemidir. Allan Maxam ve Walter Gilbert’ in kimyasal yontemi
DNA’nin belirli dizilerden kirilmasina dayanirken ikinci yontemde ise belirli bir bazda
sonlanan bir DNA zinciri sentezi ger¢eklesmektedir. Her iki yontemde de dizisi
saptanacak DNA’ya her baz icin bir adet olmak Uzere dort ayr1 reaksiyon
uygulanmaktadir. Bu dort reaksiyonun iirtinleri bir niikleotid uzunlugu kadar farkli olan
bir dizi DNA pargaciklaridir. Jelde dort reaksiyonun iirlinleri dort ayr1 kuyucukta yan
yana elektroforez ile ayristirllmaktadir ve jeldeki bantlardan DNA parcaciginin dizisi

okunabilmektedir (146, 147).

Gunumizde DNA bolgelerinin dizi andlizi icin klasik yontemler olarak bilinen
enzimatik ve kimyasal yontemlerin disinda otomatik sistemler de kullanilmaktadir. Bu
amagla fotokrom isaretli bazlar kullanilarak reaksiyon karigimi amplifikasyon sonrasi
kapiller jele yiiklenir ve bazlar bir florasans dedektor vasitasiyla saptanir. Kullanilan
bilgisayar programlari ile elde edilen veriler renkli kromotogram dosyalarina gevirilerek
her bir baz 6zgiil bir renk egrisi ile gosterilir (C, Mavi; T, kirmizi; A, yesil; G ise siyah

ile gosterilmektedir) (147).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Bu calismaya Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar
Endokrinoloji Departmaninda takip edilmekte olan 30’u erkek 26’s1 kiz toplam 56
infant ve cocuktan olusan otoimmun olmayan kalici primer konjenital hipotiroidili
hastalar dahil edildi. Hasta grubu subklinik hipotiroidili hastalar (n:16) ile tiroid bezi
agenezik veya hipoplazik hastalardan (n:40) olusmaktaydi. Hastalarin dosya bilgileri
retrospektif olarak degerlendirildi. Hastalarin dogum yerleri ve yasadiklar1 sehirler
kaydedildi. Dosyada kayith bilgilerden cinsiyet, tan1 yasi, klinik bulgular, laboratuvar
incelemeleri (T3, T4, TSH, Tg, idrarda iyot), tiroid ultrasonografisi, tiroid sintigrafisi,
kemik yasi, ailede ayn1 hastalik olup olmadigi, yapildi ise TRH testlerinin sonuglari elde
edildi. Calisma Oncesi hastalar bilgilendirildi ve ¢alismaya katilmak tiizere onaylari
alindi. Hastalara ait periferal kan oOrnekleri toplandi. Hastalarin yaslart 0-14 yas
araliginda degismekteydi. Yapilan fizik muayenede hastalarin guatr1 bulunmamaktaydi.

Incelemelerde hastalarin tan1 aninda ya da tedavi oncesi degerleri temel alindi. Tiim
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hastalarda tiroid morfolojisi ultrasonografik olarak incelendi, gerekli gorilen hastalara
sintigrafi ya da TRH testi uygulandi. Tiroid bezi normal yerinde ve otoimmiin
markerlar1 negatifti. Calismada otoimmiin olmayan subklinik hipotiroidi tanili hastalar,
farkli sikayetlerle yapilan tetkikler sirasinda tesadiifen tan1 alan ve takip edilmekte olan
hastalardi. Bu hastalarda TSH serum degeri normalin {ist sinir1 {izerinde, sT3 ve ST4

degerleri en az iki 6l¢glimde normal sinirlarda idi.

Kalic1 primer konjenital hipotiroidizm hastalar1 asagidaki kriterler esas alinarak

yapild.
1. Tedavisiz donemde serum TSH diizeyi 4,5 pU/ml {istiinde olmasi
2. Radyolojik olarak tiroid agenezisi ya da hipoplazisinin bulunmasi

Gegici hipotiroidi  hastalari, santral hipotiroidi hastalari, sendromik hastalar,
kromozomal anomalisi bulunan hastalar ve ektopik tiroid bezi bulunan hastalar

calismaya alinmadi. Kontrol grubu olarak 75 saglikli gocugun DNA 6rnekleri incelendi.

Arastirma Kayseri 1 No’lu etik kurulu komitesince 2009/130 karar numarasi ile
kabul edilmis ve Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

tarafindan TSU-10-2904 nolu proje ile desteklenmistir.

3.2. Kullanilan Geregler

Agaroz Jel Elektroforez Gii¢ Kaynagi :Scotlab
Agaroz Jel Tanki ve Diizenegi (midi) :Scotlab
Buzdolab1 :Arcelik,
Lec
Derin Dondurucu -20 0C :Arcelik
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(o]
Derin Dondurucu -80 C
Etav

Hassas Terazi

Kirik Buz Makinesi
Manyetik Karistirict

Mikrodalga

Mini santrif(j

Manyetik karistiric
Pipet (Cok dagitmali)
Pipet (Cok kanallr)
Mikropipetler

PZR Cihaz1

Sekans cihazi

Sogutmali santrifiij

UV gorunttleme sistemi

:Sanyo

:Nuve FN500

:DENVER INSTRUMENT (mxx-212)
Libror AEG-220

:Scotsman

:Janke-Kunkel

:PROIing,

Arcelik

:Thermo SCIENTIFIC (HERAUS PICO 17

Centrifuge)
:MS2 Minishaker (IKA)

:Eppendorf (Multipettepro)

:Thermo Lab Systems (Finnpipette, 0.5-10 ul)

:Gilson, Pipetmann

‘BIO-RAD (Tetrad 2, Petier Thermal

Cycler)

:Otomatik DNA Dizi Analizi Cihazi, AB

(Applied Biosystem) 3730

:UNIVERSAL 32R (Hettich, Zentrifugen)
Sigma
:UVP BIO DOC-1t™ System
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3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri
Agaroz

Amonyum KklorUr

Amonyum asetat

Borik asit

DNA boyut belirleyicisi
EDTA

Eppendorf tlpler

Etidyum bromid

Etanol

Izopropanol

Polipropilen Plate

Potasyum bikarbonat
Sodyum dodesil slilfat (SDS)
Steril falkon tupleri

Tris
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3.4. Kullanilan Kimyasal Soliisyonlar
DNA izolasyonunda kullanilanlar

e Eritrosit lizis soliisyonu (RCL): Tam kan i¢inde mevcut bulunan kirmizi

kan hiicrelerini patlatmak amaciyla kullamilir. Igerigindekiler;
+ 155mM Amonyum klorid
+ 10 mM Potasyum bikarbonat
+ 1mM EDTA (Stok 500 mM)

500 ml solusyon igin;

4,1 gr Amonyum Kklorid + 0,5 gr Potasyum bikarbonat + 1ml EDTA

500 ml dH,O iginde ¢ozulr.

e Hucre lizis solisyonu (CL): Tam kan i¢inde mevcut bulunan kirmizi kan

hiicreleri disindaki hiicreleri patlatmak amaciyla kullanilir. Igerigindekiler;
+ 25mM EDTA
+ %2 SDS

500 ml solusyonicin;
25ml EDTA + 10gr SDS dH,0 ile 500 ml’ye tamamlanur.

e Protein c¢oktirme solisyonu (~10 M): Proteinlerin ¢oktiirme islemi igin

kullanilir.

77,1 gr Amonyum asetat tartilir ve dH,O ile 100 ml‘ye tamamanarak

¢Ozul Ur.
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Agaroz jel elektroforezinde kullanilanlar:

e 10XTBE (Konsantrestok soliisyon-1Lt) Hazirlanmasi
108 gr Tris baz
55 gr Borik Asit
7,31 gr EDTA (pH 8.0)
COzelti 1Lt ye kadar dHZO ile tamamland1. Kullanilacagi zaman stok 1/10
distile su ile sulandirildi.
e Etidyum Bromid Hazirlanmasi

0,2 gr Etidyum Bromid hassas terazide tartilarak distile su ile 20 ml’ye

tamamlandi.
e  %71’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi
1 gr agaroz tartilir. 1XTBE ile 100ml’ye tamamlanir.
1.2 dakika mikrodalga firinda kaynatilir.
Sogutulduktan sonra 3 pl Etidyum Bromid eklenir ve karistirilir.
Taraklar yerlestirildikten sonra kaliba dokiiliir.
Dizileme metodunda kullanilanlar;
e 0.125 Molar EDTA Hazirlanmasi

0.5 Molarlik stok solusyon Y4 oraninda dHO ile sulandirilarak

hazirlandi.

e %70 EtOH Hazirlanmasi
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Ihtiya¢ duyuldukea taze olarak 7 ml saf etanoliin {izerine 3ml dH,O

eklenerek hazirlandi.
3.5. Kullanilan Ticari Kitler
BiomixRed (BIOLINE)
DNA dizilemekiti 3.1 (Big Dye TM Terminator) ABI PE
e BigDye Terminator Kit (Applied Biosystems)
e BigDye Terminator 5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems)
e HiDi™ Formamide (Applied Biosystems)
Microclean (Web SCIENTIFIC)

3.6. Kullanilan Primerler (SIGMA)

TSHR ekzon 10 uzun bir parca olmasi nedeni ile birbirleri tizerine ¢akisan ii¢

farkli parcaya boliinerek 3 c¢ift primer seklinde g¢alisildi. Kullanilan primer dizileri

asagida gosterilmistir.

TSHRx10_1F: 5'CAG TCA TGA GCC ACT GCG
TSHRx10_1R: 5 CTA CAG AGG CGA TGA GGA GC
TSHRx10_2F: 5'CCT GCT TAT TCT CCT CAC CAG
TSHRx10_2R: STCA ACACAGCCATCCTCT TG
TSHRx10_3F: SCCTTCGTCATCGTCT GCT G
TSHRx10_3R: 5 GGG GTG TCA TGG GAT TGG
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I. ve II. PZR basamaklarinda ayni1 primer dizileri kullanildi. Ancak stok primerler
100 pMolar konsantrasyonunda olup I. PZR’de 10 uMolar, II. PZR’de 2 pMolar

konsantrasyonlarinda kullanildi.
3.7. TSHR Geni Mutasyonlarinin Arastirilmasinda Kullanilan Yontemler

Yapilan bu ¢alismada kandan DNA izolasyonlari, E.R.U.T.F. Tibbi Genetik
Anabilim Dalr’nda, TSHR geninin 10. ekzon mutasyon taramas! Ingiltere Birmingham
Universitesi Medikal ve Molekiiler Genetik Arastirma  Laboratuvar’ nda

gergeklestirilmistir.
3.7.1. Periferal Kandan DNA Izolasyonu
DNA izolasyon basamaklari;
1. 2-3 cc kan etiketlenmis falkon tiiplerine alinir.

2. Uzerine kanin 4 kat1 kadar RCL eklenir. Sik sik alt iist edilerek +4 °C ‘de

20 dk beklenir.
3. 2500 RPM’de 12 dk santrifdj edilir.
4. Sipernatant atilir, dipte kalan kisim vortekslenir.
5. Koyulan kan kadar CL eklenir ve tekrar vortekslenir.
6. 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakilarak homojenize olmas1 beklenir.

7. Homojenize olduysa vortekslenir. Uzerine kanm 1//3’{i kadar protein
¢cOktirme solisyonu olan amonyum asetattan eklenir. Tekrar

vortekslenir.
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8. 4000 RPM’de 18 dk santrifdj edilir.

9. Santrifiijden sonra siipernatant kisimlar1 6nceden hazirlanan ve iginde 8
cc izopropanol bulunan falkon tiiplerine aktarilir. Yavasca alt {ist edilerek

DNA’nin olusup olugsmadigina bakilir. Etiketler yeni tliplere yapistirilir.
10. 4000 RPM’ de 8 dk santrifdy edilir.

11. Santrifiijden sonra siipernatant atilir, dipte kalan kisim (DNA) iizerine 1

ml %70’ lik etanol eklenir.

12. Birkag dakika bekledikten sonra (istenirse 4000 RPM’ de santrifijlenip)

DNA’y1 kaldirmamaya 6zen gostererek iist kisim atilir.

13.DNA kurumaya birakilir. Kuruduktan sonra iizerine 100-200ul dH,O

eklenir.
3.7.2. DNA Dizi Analizi
DNA dizi analiz basamaklari;
e |.PZR

PZR yontemi ile TSHR mutasyonlarinin arandigi gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi
amaglandi. TSHR ekzon 10 bolgesini igine alan kisim 3 par¢a halinde PZR yontemiyle

¢ogaltildi. Bunun i¢in PZR reaksiyon karigimlar1 hazirlandi.
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|.PZR Primer Dillsyonu:
Primerler her bir parga igin ayr1 ayr1 sulandirildi.

Tablo 9. Ekzon 10’un her bir pargasi i¢in I.PZR primer diliisyonu

TSHRx10_1 primeri TSHRx10_2 primeri TSHRx10_3 primeri
10 pl primer F 10 pl primer F 10 pl primer F
10 pl primer R 10 pl primer R 10 pl primer R
80 ul dH20 80 ul dH20 80 ul dH20
2100 pl I.LPZR Primeri 2100 pl I.LPZR Primeri 2100 pl I.LPZR Primeri

Primerler sulandirildiktan sonra 1.5ml’lik apendorflara 1. PZR reaksiyon

karisimi1 hazirlandi. Caligilacak hasta bagina hazirlanan miktarlar asagidaki tabloda

belirtilmistir.

I.PZR Reaksiyon karisimi

Tablo 10. I.PZR Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

|. PZR icerigi (Bir reaksiyonluk miktar)
10.5 pl dH,0O

Reaksiyon karisimi solusyonu 12.5 ul BiomixRed
(24 ul) 1 ul Primer
[ DNA

Toplam Hacim ¥ 25ul Reaksiyon

1.5ml’'lik apendorf icine toplamda ‘n x 24ul’ olarak reaksiyon karisimi

hazirlanip daha sonra PZR caligma platelerinde kuyucuklara dagitildi (Primerler

calisilan parcaya gore secilerek eklendi). Reaksiyon karigimi {izerine hasta DNA’lari
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eklendi ve PZR son hacmi 25 pl olarak ayarlandi. Plate iizeri jelatin bantla kapatildiktan

sonra 4000 RPM de hizli santriflij yapildi. Santrifiij sonrasi plate Biorad PZR cihazina

uygun programda yerlestirildi. TSH reseptort ekzon 10 2 ve ekzon 10 _3 taramasi i¢in

ayni PZR dongii programi kullanilirken ekzon 10 1°de farkli dongii programi kullanildi.

Calisilan parcalara gore kullanilan programlar asagidaki tablolarda gosterilmistir.

Tablo 11. TSHR ekzon 10 1 PZR programi

TSHR ekzon 10_1

94 °C 3 dakika on denatiirasyon

94 °C 1 dakika denatiirasyon

64 °C 1 dakika eslesme 29 dongi
72°C 1 dakika sentez

72°C 5 dakika final uzamasi

Tablo 12. TSHR ekzon 10_2 ve ekzon 10_3 PZR programi

TSHR ekzon 10 2 ve TSHR ekzon 10 3

94 °C 3 dakika on denatiirasyon
94 °C 1 dakika denattirasyon -
60 °C 1 dakika eslesme

dongu
72°C 1 dakika sentez
72°C 5 dakika final uzamasi

e Agqaroz Je Elektroforezi

DNA pargalarinin ayrilmasi, tanimlanmast ve saflastirilmast i¢in standard bir

metod olarak agaroz jel elektroforezi kullanilmaktadir. Agaroz jel elektroforezi ile

yaklasik 60 - 0.1 kb uzunlugunda DNA parcalar1 ayrilabilmektedir. Jeldeki DNA

bantlar1 jelin bir floresans boya olan etidyum bromiir ile boyanmasi ve jelin mor 6tesi
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151k altinda incelenmesi ile saptanabilir. Cogunlukla jel elektroforezinde bilinen
bliyiikliikteki bir belirtec  DNA kullanilarak molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen

DNA’larin boylar1 kolayca saptanabilir (148).

Yapilan bu ¢alismada PZR ile gogaltilan hedef DNA bdlgesinin ¢ogaltilmasinin
dogru gergeklesip gerceklesmedigi ve kalitesinin  belirlenmesi icin agaroz jel
elektroforezi uygulandi. Elde edilen {irlinlerin boylarini tanimlayabilmek i¢in %1 lik jel

kullanildi.

Jelin Gzerine 1-2 mm gegecek sekilde 1x TBE tampon ¢ozeltisi ilave edildi. PZR
lirlinliniin agaroz jele yiiklenmesi sirasinda jelin ilk ve son kuyucuguna {iriiniin bant
boyutunu gézlemek amaciyla DNA boyut belirleyicisi yuklendi. %1'lik agaroz jelde,
120V/64 mA’de PZR firiinleri yatay elektroforezde yaklasik otuzbes dakika
kosturulduktan sonra giic kaynagi kapatildi. Jel UV 1sin1 altinda incelendikten sonra
fotografi ¢ekildi. Cogaltmayi istedigimiz TSHR geninin ekzon 10 1, ekzon 10 2 ve
ekzon 3 bolgesine ait PZR Urtnleri gorildu. Urinler ortalama 600 baz cifti

uzunlugunda idi.

e PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Dizi analizi reaksiyonu oOncesinde PZR karigimindaki kimyasal artefaktlarin
(primer, dNTP gibi ) ortamdan uzaklastirilmasi i¢in PZR fdirlinleri saflastirild.
Saflagtirma (temizleme) asamasinda ‘microclean’ olarak adlandirilan saflagtirma Kiti

kullanild1. F ve R ¢aligsma 6rnekleri ayr1 ayr1 hazirlanarak ayri ayri isleme tabi tutuldu.

Saflastirma igleminde yeni bir plate icinde 2.5 ul |I. PZR Urini, 2.4 ul
microclean renk sariya donene kadar karistirildi. 5 dakika bekletildikten sonra 20 °C’de

4000 RPM’de 40 dakika santrifiij edildi. Santrifiij biter bitmez sarsmadan alinarak
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jelatin bant acildi. Kurutma kagidina ters gevrilip sarildiktan sonra 500 RPM impuls
verilerek santrifllj edildi (Dipteki pelletin kalkmamasina 6zen gosterildi). Santrifijden

sonra kurutma kagidindan alinip tizerine 5 pl dH,O eklendi ve sekans PZR hazirlhigi igin

beklemeye birakildi.

e |I.PZR (SekansPZR’si - DNA dizi analizi icin PZR)

1. PZR Primer Dillisyonu:

Primer dizisi I. PZR’da kullanilan primer dizisi ile aym idi. Ancak primer
konsantrasyonu 2 pmolar olarak kullamdi. Primerler h er bir parca igin ayr1 ayri

sulandirildi. Ayrica F ve R primerler de I. PZR’den farkli olarak ayr1 ayr1 hazirlandi.

Tablo 13. II. PZR F Primer Diliisyonu (Sekans primeri hazirlanmasi)

TSHRx10 1 F primeri TSHRx10 2 F primeri TSHRx10 3 F primeri
2 ul primer F 2 pl primer F 2 ul primer F
98 ul dH,O 98 ul dH,O 98 ul dH,0
X100 pl II. PZR F Primeri 2100 pl II. PZR F Primeri 2100 pl II. PZR F Primeri

65



Tablo 14. 1. PZR R Primer Diliisyonu (Sekans primeri hazirlanmast)

TSHRx10 1R primeri TSHRx10 2R primeri TSHRx10 3R primeri
2 ul primer R 2 pl primer R 2 pl primer R
98 ul dH20 98 ul dH,0 98 ul dH,0

2100 pl II. PZR R Primeri 2100 pl II. PZR R Primeri 2100 pl II. PZR R Primeri

1. PZR Reaksiyon karisimi

[1. PZR Reaksiyon karisimi 96’lik platelerde ¢alisildi. F ve R ¢aligmak
icin saflagtirma asamasinda ayr1 ayr iki 2 adet plate hazirlanmisti. Calisma bu
plate’ler iizerinden devam etti. Reaksiyon basina kullanilan maddeler asagidaki

tabloda belirtilmistir.

Tablo 15. Il. PZR Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi (Sekans Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi)

I1. PZR igerigi (Bir reaksiyonluk miktar)
0.5 ul dH,0O

x (n) olacak sekilde appendorf tiip 0.5 ul BigDye Terminator
icerisinde hazirland1. Hazirlanan bu 2 ul BigDye Terminator 5X Sequencing Buffer
icerik
daha Onceden temizlenmis ve 5ul Temizlenmis PZR iriinii
Uzerine 5 ul dH,0 eklenmis plate
kuyucuklarma 3 pl olarak
paylastirildi.

Son olarak da ¢aligilan her bir 2ul ‘F plateine F primeri
plate’in primerleri ayr1 ayr1 eklendi. ‘R’ plateine R primeri

Toplam Hacim > 10ul Reaksiyon
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Bu islemler ekzon 10 1, ekzon 10 2, ekzon 10 3 parcalar1 i¢in ayri ayri

uygulandi.

PZR son hacmi 10 ul olarak ayarlamktan sonra plate iizeri jela tin bantla

kapatilarak 4000 RPM’de hizli santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 plate BIO-RAD PZR

cihazina uygun programda yerlestirildi. TSH reseptori ekzon 10 1, ekzon 10 2 ve

ekzon 10 3 taramasi i¢in ayn1 PZR dongii programi Kullanildi. Calismada kullanilan

program asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 16. TSHR ekzon 10 Il. PZR programu.

TSHR ekzon 10 Sekans PZR Program
96 °C 30 saniye on denatiirasyon
96 °C 30 saniye denatiirasyon -
50 °C 15 saniye eslesme
: dongu
60 °C 4 dakika sentez
son

o FEtanal ile Coktiirme

Sekans PZR’sinden sonra alinan iiriinlere bu asamada asagidaki islemler sirast ile

uygulandi.

I.  Tim kuyucuklara ayr1 ayr1 2 ul, 0.125 M EDTA eklendi.

4000 RPM’ de hizl1 santrifiij uygulandi.

I1.  Tim kuyucuklara ayr1 ayr1 30 ul saf EtOH eklendi.

2000 RPM’de 20 dakika santrifij edildikten sonra sarsmadan kurutma

kagidina ters ¢evrildi. 500 RPM impuls verilerek saf EtOH uzaklastirilda.

1. Tim kuyucuklara ayr1 ayr1 90 pl her seferinde yeni olarak hazirlanmis

%70’ lik EtOH eklendi.
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2000 RPM’de 10 dakika santrifilj edildikten sonra sarsmadan kurutma
kagidina ters g¢evrildi. 500 RPM impuls verilerek %70'lik EtOH
uzaklastirildi. Kalan EtOH’un da uzaklagsmasi i¢in ~5-10 dakika

beklendi.

IV.  Tim kuyucuklara ayr1 ayr1 10ul, HI-DI Formamide eklendi.
4000 RPM’ de hizl1 santrifiij uygulandi.

V. Denaturasyon programinda (96 ‘C’de 5 dakika) PZR uygulandi.

VI. Program biter bitmez cihazdan alinarak buz igerisine gomiildii. Buz
icinde yaklasik 5-15 dakika beklendikten sonra aliminyum folyoya

sarilarak cihaza yliklenmek iizere hazirlandi.

VII.  Elde edilen iiriinler aliimiinyum folyo paketinden c¢ikarilarak otomatik
DNA dizi anadizi cihazi, AB (Applied Biosystem) 3730 cihazina

yuklendi.

e Sonuclarim Analiz Edilmesi

Cihazdan alinan veriler dogrultusunda TSHR geni ekzon 10 dizisinin tamami1 NCBI

referans dizileri ile karsilagtirilmak suretiyle analiz edildi.
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4. BULGULAR

Yapilan arastirmada tedavi Oncesi, ilk tani degerleri 6l¢iit alinmistir. Subklinik
hipotiroidi hastalar1 yapilan takipler neticesinde gecici hipotiroidizm tanis1 dislanan
hastalardan olusturulmustur. Retrospektif olarak incelenen, otoimmiin olmayan primer
konjenital hipotiroidizm tanisi almis 56 olgunun cinsiyet ve klinik 6zellikleri tablo

17°de gosterilmistir.
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Tablo 17. Calisma olgularinin cinsiyet ve klinik dagilimlari.

n %

Cingiyet
Erkek 30 53,5
Kiz 26 46,5

Klinik
Subklinik hipotiroidi 16 28,5
Tiroid hipoplazisi 25 44,5
Tiroid agenezis 15 27

Siniflamada referans biyokimyasal degerler: *) TSH 0.45- 4.5 pU/ml.; ¥ T 4 5.1
14.1 pg/dl; DT 40.93-1.70 ng/dl;

™ TG 6.44-82.8 ng/ml olarak alinda.

&)surks MI, Ortiz E, Daniels GH, Sawin CT, Col NF, Cobin RH, et a. Subclinical
thyroid disease: scientific review and guidelines for diagnosis and management. JAMA
2004;291:228-38.

MTunchilek E, Koc I: Consanguineous marriage in Turkey and its impact on fertility
and mortality. Ann Hum Genet 1994; 58: 321-329.

Calismaya alinan hasta (n:56) ve kontrol grubuna (n:75) ait periferik venoz
kanlarindan elde edilen DNA’larin saflik ve konsantrasyonu spektrofotometrede 260 ve
280 nm dalga boyunda yapilan olgtimler ile belirlenmistir. Elde edilen DNA’larin saflik
oranlar1 genel olarak 1.8-2.4 aralifinda, DNA’larin konsantrasyonu ise ortalama 75-500

ng/ul araliginda tesbit edildi.

56 hastaya ait DNA 6rneklerinde TSHR geninin 10. ekzonu 3 pargada yapilan
PZR sonrasi dogrudan dizi analizi ile incelendi. Mutasyon iceren Orneklerde
mutasyonlarin kesin konumlar1 bilgisayar ortaminda alinan veriler ile gosterildi. Dizi
analizi yapilan 56 hastanin 3 tanesinde mutasyon saptandi. Bunlardan 1 tanesi daha
once pozisyonel olarak tanimlanmis ancak ifadelenen aminoasit dizisi farkli olan

homozigot bir mutasyon iken ( Ekzon 10 2 par¢asinda R531Q, Homozigot) (Resim 1)
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diger 2’si daha dnceden tanimlanmis heterozigot mutasyonlardi (Ekzon 10 1 pargasinda
R450H, Heterozigot) (Resim 2). Ortak gozlenen iki mutasyon anne babasi akraba
olmayan, iki kardesten elde edilen mutasyonlardi. Homozigot form olarak bulunan yeni
mutasyon ise anne babasi akraba olan bir hastaya ait mutasyondu (Ekzon 10 2
parcasinda R531Q, Homozigot). Bu bireye ait aile hikayesi alindi ve diger aile
fertlerinin kan orneklerinde de R531Q mutasyonu tarandi. Bu hastanin anne, baba ve
kardesinden yapilan analiz sonucunda mutasyon bu bireylerde de heterozigot formda
saptand1 (Resim 3). Bunlardan baska 8 hastada daha 6nceden tanimlanmis ekzon 10_3
pargasinda yerlesen D727E (GAC>GAG) heterozigot polimorfizmi (resim 4), bir
hastada da ekzon 10 2' de yerlesen A459A (GCG>GCA) heterozigot polimorfizmi
saptand1 (resim 5). Daha 6nce ekzon 10_1'de R450H, heterozigot mutasyonu saptanan
kardeslerde es zamanli olarak ekzon 10 3 pargasinda yerlesen D727E (GAC>GAG)

heterozigot polimorfizmi de teshit edildi.
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270 280 290 300 310
AC CTTCGCCATGCGCCTG GAECCH L AEGATCCGCCT CLGGCAECDG

‘. A 4 A o ‘ I A \ h

A)

270 280 290 a00 EN
ACCTTCGCCATGCGCCTGGACCGMAAGATCCGCCTCAGGCACG

Resim 1: TSHR gen mutasyonu
Ekzon 10 2 parcasinda R531Q homozigot mutasyonu ve kontrol dizi ile karsilagtirmasi.
(c.1592 CGG>CAGQG)
A) Mutant dizi
B) Kontrol dizi
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4710 480
Lh BLCT G AL C GTCCCCCE

4910 500
CTTTCTCATGTOGC BECC TEC

A)

e e A

70 480 430 5an
ACE&AACTGAE&CGTCCCCCE&/{TTTCTCATGTGCAACC

AT

480 430 200 210
b2 CTGARLEECG T CCCCC CTTTOCTOCAEHT G T GCAE A CC

C) AL Ll

/

Resim 2: TSHR gen mutasyonu

Ekzon 10 1 pargasinda R450H heterozigot mutasyonu ve kontrol

karsilastirmasi. (c.1349 CGC>CAC)
A) Mutant dizi (Kardes Olgu 1)

dizi ile

B) Mutant dizi (Kardes Olgu 2)
C) Kontrol dizi
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240 250 260 270
CLTGCGCCTG GACCEG AAG ATCCGCCTCOCAGGC AL GCAE

/

\ A ! _ ,
260 270 280
cCeCc CAdToeCoeg CC TG G ACCEG AE&AIG ATCCGCICTICAGIGCRAC

b o i. i _ A _ i . I - —
A) Olgu-Kontrol

260 270 280 29
ccAyiyTGCGCCTGE o ALCOCCE GLAEHAG ATCC GC CTCOCAEG G C ACGC

%0 T o 28IJ
CGCCATG CGCCTGG ACCEGALG ATCCGCCTCAGES CAcC

Lt_u

el th

B)Anne-Kontrol

W

Resim 3: TSHR gen mutasyonu
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2410 250 260 270
L CcA TG CGCCTG G ACCE G A AEG ATCCGC CTOCAEG GCAECGC !

N

260 270 280
ceccidTo CcCGeCCTGe G ACCE G ALAG ATCCGCCTCAEGG CAEC

0) KardesKontrOI

240 250 260 270
ceoccaTeCcoeCCTG GLAECCOCEG LAEG ATCCGCCTCAG GCAECH

/

{) _ A A . ‘ - A s‘

260 270 280
ceccaTeCGCCTGOEO ACCEG A EG ATCCGCCTCOLEGEGE CAEC

D) Baba—KontroI

Resim 3: TSHR gen mutasyonu (Devami)

Ekzon 10 2 par¢asinda R531Q homozigot mutasyonunun olguda ve aile bireylerinde gosterilmesi,
kontrol dizi ile karsilastirmasi. (c.1592 CGG>CAG)

A) Olgu Mutant dizi ve kontrol dizisi (Homozigot form)

B) Anne Mutant dizi ve kontrol dizisi (Heterozigot form)

C) Kardes Mutant dizi ve kontrol dizisi (Heterozigot form)

D) Baba Mutant dizi ve kontrol dizisi (Heterozigot form)
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350 360 a7 380

Resim 4: TSHR gen polimorfizmi
Ekzon 10 3 pargasinda heterozigot D727E (C>G) polimorfizmi ve kontrol dizi ile
karsilastirmast. (¢.2181 GAC>GAGQG)
A) Heterozigot mutant dizi
B) Kontrol dizi

] 70 a0 90
P TG CALCCTGEGCCTTTGCAGATTTCTGCOCATG GG GATGTACTCT

Resim 5: TSHR gen polimorfizmi

Ekzon 10_2 parcasinda heterozigot A459A (G>A) polimorfizmi ve kontrol dizi ile
karsilastirmasi. (¢.1377 GCG>GCA)
A) Mutant dizi
B) Kontrol dizi
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Hastalarin klinik ve genetik durmlar1 tablo18’de, saptanan genetik anormalligin

detaylar1 tablo19’ da gosterilmektedir.

Tablo 18. Genetik anormallik saptanan hastalarin klinik ve genetik durumlari

Klinik Polimor fizm Mutasyon
EKZON 10 2 EKZON 10 3 EKZON10 1 EKZON 10 2
Heterozigot
TIROID HiPOPLAZI D727E (C>G)
Heterozigot Heterozigot
TiROID HIPOPLAZI D727E (C>G) R450H (G>A)
Heterozigot
TIROID HiPOPLAZI D727E (C>G)
SUBKLINIK Heterozigot Heterozigot
HIPOTIROIDI A459A (G>A) D727E (C>G)
Heterozigot Heterozigot
TIROID HIPOPLAZI D727E (C>G) R450H (G>A)
Heterozigot
TIROID HiPOPLAZI D727E (C>G)
Heterozigot
TiROID HIPOPLAZI D727E (C>G)
Homozigot
TiROID AGENEZI R531Q (C>A)
Heterozigot
TiROID HIPOPLAZI D727E (C>G)

Tablo19. Otoimmiin olmayan konjenital hipotiroidizmli hastalarda TSHR geninde saptanan

degisikliklerin detaylar.

Nukleotid Protein Mutasyon Ekzonda Dahaodnce | Etkilenen Fenotip
degisimi degisimi tipi yerlesimi | yaymlanms olgu
m? sayisl
; Evet S .
c1349 G>A p.R450H Missense Ekzon 10 1 2 Tiroid hipoplazi
c1592 G>A p.R531Q Missense Ekzon 10 2 Hayir 1 Tiroid Agenezi
Polimorfizm
Tiroid hipoplazi
(n:7)
c2181 G>C p.D727E Ekzon 10 3 Evet 8 Subklinik
hipotiroidi (n:1)
C1377G>A | p.A459A Ekzon10 2 | Evet 1 U8
hipotiroidi
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Sekil 15. Tespit edilen mutasyonlarin reseptor iizende sematik gosterimi.
Sar: Daha dnceden tespit edilen LOF mutasyonlari.
Kirmizi ve Yesil: Tez ¢alismasinda tespit edilen mutasyonlar
Pembe ve IViavi: Tez ¢aligmasinda tespit edilen polimorfizmler
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5. TARTISMA

Primer konjental hipotiroidizm, iyotun yeterli oldugu bdlgelerde 1/3000-
4000’1ik bir siklikla en fazla gozlenen yenidogan endokrin hastaligidir (149). Bazi nadir
hipofizer ya da hipotalamik kaynakli santral hipotiroidi vakalar1 disinda, KH azalmis
tiroid hormon sevyelerine cevap olarak TSH degerinin yiikselmesi olarak

tanimlanabilmektedir (149, 91, 150).

KH hastalar1 farkli sekillerde smiflandirilmakla birlikte kabaca iki gruba

ayrilabilmektedir.

-Guatr birlikteligi gosteren tiroid hormon biyosentez bozuklugunun gozlendigi

olgular (%15)

-Tiroid bezi gelisim bozuklugunun goézlendigi (disembriyogenezis, disgenezis)

olgular (%85) (151, 152).

Dishormonogenez ve guatr ile seyreden KH, Tg (153), TPO (154, 155), NIS

(156) PDS (133), DUOX 2 (157) ve DEHALZ1 (158), gibi tiroid hormon sentezinin
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kodlanmasindan sorumlu gen mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Bu olgular klasik
mendelian kalitim gostermektedir. Yerinde ve normal boyutunda tiroid bezine sahip
konjenital hipotiroidi hastalarinda TSHR’iiniin heterozigot fonksiyon kaybettiren
mutasyonlart sorumlu tutulurken (159); hipoplastik bezin gozlendigi KH’de ise
TSHR’iinlin  homozigot fonksiyon kaybettiren mutasyonlar1 neden olarak
gosterilmektedir (104). Kalicit KH vakalarinda %85°lik bir orani olusturan (160) tiroid
disgenezisi olgular1 organagenezis basamaginda tiroid bezinin agenezisi (%35-40),
hipoplazis (%5) ya da ektopisi (%35-45) scklinde olusan heterojen bir grup

bozukluktan meydana gelmektedir.

Tarkiye' de yapilan bir ¢alismada KH siklig1 canli dogumlarda ortalama 1/2736
olarak rapor edilirken, tiroid disgenezili olgular 1/3517 olarak bildirilmistir (161). TSH
direnci nadir bir durum olarak rapor edilmekle birlikte tam bir veri bulunmamaktadir.
Bununla birlikte yakin zamanda Narumi ve arkadaslarinin (16) Japon KH’li hastalarda
TSHR geninde yaptiklar1 aragtirmada, biallelik TSHR LOF mutasyon sikligi %4.3
olarak bildirilirken monoallelik TSHR LOF mutasyon siklig1 % 9.4 olarak bildirilmistir.
Buna istinaden Japon toplumunda biallelik TSHR mutasyon tasiyicilik sikligi 1:118.000
olarak genellenirken heterozigot (monoallelik) TSHR mutasyon tasiyicilik sikligi 1:172
gibi yiiksek bir deger olarak tespit edilmistir. Yine bu calismada tespit edilen
mutasyonlarin biliylik bir bolimiinii R450H degisken alleli meydana getirmektedir.
Yapilan tez caligmasinda da 2/56’lik bir oranla R450H degisken alleli en sik gdzlenen
mutasyon olmustur. Bunu 1/56’1lik bir oranla daha 6nce yayinlanmamig bir mutasyon
olan R531Q takip etmistir. Tespit edilen bu mutasyonlarin konjenital hipotiroidili Turk
cocuklarmin kiiciik bir kismini olusturan c¢alisma grubunda saptanabilmis olmasi

toplumumuzda da TSHR mutasyon sikliginin yiiksek oldugu anlamina gelebilmektedir.
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Ancak Tiik toplumuna genellenebilecek bir oran ortaya ¢ikarabilmek i¢in daha genis ve

kapsamli populasyon taramasi ile mevcut galisma grubu degerlerinin desteklenmesi

gerekmektedir.

Farkli calisma gruplarinda yapilan monoallelik ve biallelik TSHR mutasyon

siklig1 tablo 20°de gosterilmistir. Calisma yapilan hasta grubu da literatir verileri ile

tabloda kiyaslanmistir.
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Tablo 20. Monoallelik ve biallelik TSHR mutasyon sikliginin farkli galisma gruplarindaki dagilimi (168).

Calismanin Calismanin yapildig: hasta TSHR mutasyon Referans Kaynak
yapildiga Ulke grubu siklig
Juvenil, TSH yiiksekligi ile
Italya karakterize otoimmiin olmayan Biallelik: 1/10 101
tiroid hastalig1 (10 bagimsiz olgu) | Monoallelik: 3/10
Bezin normal yerlesimde oldugu
Italya KH hastalar1 (23 bagimsiz olgu) Monoalldik: 1/23 162, 163
TSH yiiksekligi ile karakterize 6/8 ailesd olgu (1
Italya otoimmiin olmayan tiroid Bialdlik) 164
hastalig1 (8 ¢ocuk, 34 erigkin) 0/34 sporadik
olgu
Bezin normal yerlesimde oldugu | Bialldik: 1/14
Italya KH hastas1 (n:14), TSH Monoallelik: 13
yiiksekligi ile karakterize 2/14KH ve 13/116
otoimmitin olmayan tiroid subklinik
hastalig1 (n:116) hipotiroidi hastasi
TSH yiiksekligi ile karakterize
Italya otoimmiin olmayan tiroid Monoallelik:11/48 165
hastalig1 (48 bagimsiz olgu;
yaslar1 0.5-18 araliginda)
Gin 79 KH hastast Monoallelik: 2/79 12
Yenidogan taramasinda pozitif
Japonya TSH tarama sonucu olan olgular Bialldik: 16
(n: 353.000 yenidogan) 1/118.000
Monoallelik:
172
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Akraba arap-miisl iman

Israil populasyon Bialelik: 9/46 ve 166
-KH hastalikli 1 ailenin 46 iiyesi | 0/163
-Ayni populasyondan 163 kontrol | Monoallelik:
24/46 ve 7/163
TSH yiiksekligi ile karakterize
Italya otoimmiin olmayan tiroid Monoallelik: 167
hastaligi (n: 88, yasalar: 1-18) 10/88
TSH yiiksekligi ile karakterize
Italya otoimmitin olmayan tiroid Monoalldik: 15
hastaligi (n: 38, yasalar: 0.5-18) 11/38
TSH yiiksekligi ile karakterize
Tlrkiye otoimmiin olmayan tiroid Bialdik: 1/56 Tez calismasi (2010)

hastalig1 (n: 56, yasalar: 0-18)

Monoallelik: 2/56

Son yillarda yapilan c¢alismalarda TSHR geninde meydana gelen mutasyonlar

kazanilmis, konjenital ya da ailesel tiroid hastaliklarinda neden olarak gosterilmektedir.

Olusan mutasyonun dogasimma gore fonksiyon kaybettiren mutasyonlar (LOF) ya da

fonksiyon kazandiran mutasyonlar (GOF); hipotiroidizm ya da hipertiroidizm klinigi

ortaya ¢ikarabilmektedir. 1998 yilina kadarki dénemde yapilan c¢aligmalarda normal

reseptor fonksiyonu iizerinde LOF mutasyonlarinin 6nemi tam olarak anlagilmazken,

GOF mutasyonlarmin resptérde patofizyolojik olarak reseptoriin normal agonisti

yoklugunda bile siirekli bazal aktivitesinin devamini sagladigi ortaya ¢ikarilmigtir (169).

2000 1i yillara gelindiginde yapilan ¢alismalarda LOF mutasyonlarinin reseptor

sevyesinde TSH ilgisinde ya da hicre ylzey ekspresyonunda azalma ile cCAMP

sevyesini azaltarak etkiledigi gosterilmistir (170).
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TSH direnci TSHR’ii LOF mutasyonu varhiginda gozlenen bir KH klinik
tablosudur. TSH direnci varhi§inda tiroid bezi normal yerinde olmasina ragmen
biyolojik olarak aktif olan TSH hormonuna cevap degisen derecelerde azalmistir. Bu
olgularda tiroid direncinin derecesine bagli olarak; artmis TSH diizeyi ve normal serum
tiroid hormon degerinin gozlendigi subklinik hipotiroididen (Kismi TSH direnci), ciddi
hipotiroidinin gézlendigi (Tam TSH direnci ) hipotiroidiye kadar degisen klinik soz

konusudur (171).

Son 10 yilda yapilan arastirmalar TSHR’iiniin LOF mutasyonlarinin TSH
hormon direnci ve degisen derecelerde tiroid hipoplazisinin yani sira bariz atreozis

klinigi ile birlikte de gbzlemlenebilecegini ortaya koymustur (170).

TSHR’iintin 20 yi1l 6nce klonlanmasindan gunimize kadar TSH direncinden
sorumlu 48 farkli LOF mutasyonu tanimlanmistir. Bu ¢alismada bulunan mutasyonlar
ile birlikte LOF mutasyonlar1 tablo 21°de 6zetlenmistir. Bu mutasyonlar missense
(aminoasit degisimine neden olan. Or: P162A), nonsense (Erken dur kodonu olusturan.
or: W546X), frameshift delesyonlar/insersiyonlar (bu tiir mutasyonlar farkli protein
olusumuna ya da erken dur kodonu olusumuna neden olarak etki gdstermektedir.) ya da
intron-ekzon smirinda (bu bolge mutasyonlart birlestirme hatalarina ya da ekzon
atlamalarina neden olarak etki gostermektedir.) degisiklikler olarak ortaya

¢ikabilmektedir.
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Tablo 21. TSHR' iinde tespit edilen fonksiyon kaybettiren mutasyonlar, mutasyonun ¢zellikleri ve

referans kaynaklari (168).

M utasyon M utasyonun fonksiyonel Referans
etkis
Kodlayici dizi nokta mutasyonlari
Hicre ylzey ekspresyonu |
P27T TSH baglama ve cAMP | L8, Lz
Hucre yuzey ekspresyonu |
E34K TSH baglama ve cAMP | 48 Lz
Hucre ylizey ekspresyonu | |
R46P TSH baglama ve cAMP yok 48 Lz
C31X TSH baglama | 15
Hucre ylizey ekspresyonu yok
C41S 1l cAMP 98, 101, 171
Dominant negatif etki
Hucre yuzey ekspresyonu |
P68S | CAMP 15, 166
R109Q TSH baglama | 13, 15, 102, 167
Huicre ylzey ekspresyonu |
G132R | cCAMP 16
Huicre ylzey ekspresyonu |
P162A TSH baglama | 13, 15, 97, 98, 107, 159, 164, 167
1 cAMP
Hucre ylzey ekspresyonu |
1167N TSH baglama ve cAMP | <
A204V Huicre ylizey ekspresyonu | 16
Bilinmeyen fonksiyon
G245S | cCAMP 12
Hucre yuzey ekspresyonu |
L252P TSH baglama ve cAMP | )
TSH baglama |
R310C 1 Ardisik aktivite (CA) 15, 99
| cAMP cevabi
Huicre ylzey ekspresyonu |
Q324X TSH baglama ve cAMP | e
Huicre ylzey ekspresyonu |
C390W TSH baglama | 15, 98, 103, 162
1 CA ve | cAMP cevabi
Huicre ylzey ekspresyonu |
D403N TSH baglama ve CAMP | 13, 15, 16, 167, 172
= TSH baglama
D410N | CAMP 15, 98, 159
Y 444X Kesik reseptor 173
R450H = Hucreyuzey ekspresyonu 16, 100, 174, 175, 176
TSH baglama ve cAMP | Tez caligmasi (2010)
Hucre yuzey ekspresyonu |
L467P | cAMP 101, 171

Dominant negatif etki
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= Hucre ylizey ekspresyonu
V4r3l | cAMP ve IP L
Hucre yuzey ekspresyonu |
T4771 | CAMP 105
Hucre ylizey ekspresyonu | |
W4sER || TSH binding and cAMP 13,167,172
= Hiicre yilizey ekspresyonu
Q489H TSH baglama ve cAMP| | | oL
Huicre ylzey ekspresyonu |
G498S TSH baglama ve cAMP | e
Huicre ylzey ekspresyonu |
R519C TSH baglama | 176
| CAMP ve IP
Huicre ylzey ekspresyonu |
R519G TSH baglama | 176
| cAMP ve IP
W520X Huicre ylizey ekspresyonu | 167
Hicre ylzey ekspresyonu |
Y 601H | CAMP ve IP 177
R609X Kesik reseptor 178, 179
= Hiicre yilizey ekspresyonu
L653V = TSH baglama 166, 180
| cAMP ve IP
V689G Bilinmeyen fonksiyon 12
Kodlayici dizi Delesyon / insersiyonlari
Huicre ylzey ekspresyonu |
Q8fsX62 TSH baglama ve cAMP | et
123-124insTGCA Kesik reseptor 13, 167
1152fsX 157 Kesik reseptor 15
555—
561del TATTCTT Kesik reseptor 13, 167
406412 del+ins Kesik reseptor 103
T655X(delAC) Kesik reseptor 101, 181
Intronik mutasyonlar
Intron 5 G to A-1 Birlestirme hasar1 106
+9 —
|ntr(()jl’;|61g7tf)lgz 3 Birlestirme hasari 181
Missense mutasyon
R531Q Fonksiyonel kar akterizasyonu Tez cahismasi (2010)

heniiz yapilmams

Yine yapilan genis ¢apli arasgtirmalar hastaligin birlesik heterozigot ya da
homozigot aktarilan ¢ekinik 6zellikte kalitima uydugunu gostermistir (97, 106). 2002
yilinda Alberti ve arkadaslar1 monoallelik mutasyonun gozlendigi dominant kalitim
ozelligini gostermislerdir (Tablo 22) (101).
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Tablo 22. TSH uyarisina tiroid cevabimin derecesine gére TSH direng siniflamasi (168).

DD:::; M utasyonlar Kalitim TSH dizeyi sT 4, diizeyi Orijinal Referans
Tam Biallelik Resesif M1 Diisiik 104
Orta Bialelik Resesif ™" Normal 97
Hafif Monoallelik Dominant 1 Normal 101

TSHR’iinde olusan bu dogal mutasyonlar kayda deger belirli bir bdlge
olmaksizin reseptor dizisinde herhangi bir yere yerlesebilmektedir. Ancak hiicre ici
bolgede yerlesen ve sinyal iletiminde rol oynayan C-terminal bolge korunmus tek
bolgedir. Bununla birlikte baz1 mutasyonlar - C41S, P162A, C390W, R450H, W546X,
A553T and T655fs gibi- birden fazla sayida rapor edilmistir. Ozellikle W546X ve
R450H mutasyonlari Japonya ve Galler’de triod disfonksiyonunda anarol oynamaktadir
(16, 182, 168). TSHR’inde gozlene LOF mutasyonlarinin molekiiler etki
mekanizmalar1 farkliliklar ~gdstermektedir. Ornegin hiicre yiizeyinde reseptor
ekspresyonunun azalmasi ya da olmamasi, ligand baglanmasinda bozulma, reseptor

aktive olamamasi veya G proteinleri iizerinden etki gosterememesi gibi... (Tablo 21).

Kesik reseptdr sentezine neden olan mutasyonlar genellikle reseptoriniin plazma
zar1 lizerindeki ekspresyon miktarii etkiler. T655X (del AC) mutasyonu buna 6rnek
olarak dominant TSH direngli bir hastada gosterilmistir. Bu cergeve kaymast (fs)
mutasyonu TM7 baglangic bolgesi ve C terminal kuyrugu eksik reseptor iiretimine
neden olmaktadir. Mutasyon COS-7 ve HEK293T hiicrelerine aktarildiginda FACS
analizinde mutant reseptdriin hiicre yiizey ekspresyonunun azaldigi bazal ve TSH
uyarilmis cAMP {iretiminin bozuldugu gosterlmistir (101). Benzer bulgular TM4'te

erken dur kodonu olusturan W546X (102) ya da kodon 419’ da (103) fs veya erken dur
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kodonu olusturan delesyon/insersiyon mutasyonlarinda da goézlenmistir. Diger yandan
reseptorin TSH baglayic1 etkisine miidahil olan, LRR aminoterminal bdlgesinde

delesyonun gozlendigi ekzon 6 atlayan mutasyonlar1 da iki hastada bildirimistir (181).

Baslangicta ECD’de yerlesen missense mutasyonlarmin ligand baglanmasini
etkiledigi diisiiniildii. Ancak yapilan ¢alismalarda bu bolgede tanimlanan mutasyonlarin
cogu azalmis hiicre yiizey ekspresyonu ile karakterize idi. Bu endoplazmik
retikulumdan plazma memranina uyumsuz tasima ve ekleme nedeni olan reseptdr hatali
katlanmasinin muhtemel bir sonucudur. Bu durum ECD’nin genel biitiinlUgiiniin
korunmasinda rol oynayan residiilerin etkilendigi mutasyonlarda beklenebilir. Ornegin
LRR bdlgesinin N-terminal bolgesi ile diger sistein residiileri arasinda disiilfid baglari
olusturdugu diisiiniilen kodon 41’in sistein residiisiinde gozlenen mutasyon (C41S)
reseptorin hicre i¢i yakalamasi ile ilgilidir (101, 171). Benzer bulgu C390W
mutasyonunda da gosterilmstir. Ancak bu mutant hiicre yiizeyinde ekspresyon kismi
olarak devam etmektedir. Ayrica elde edilen deneysel verilerde TSH baglama ilgisinde
belirgin azalma gosterilmisitir (102). ECD’deki bazi mutasyonlar beklenmedik bir
sekilde ligand bagimsiz olarak aktivite artis1 gostermektedir. C390W (98) ve R310C
(99) buna Ornekler olarak verilebilir. S6z konusu bu mutasyonlarda hormon
baglanmasinda ve cAMP aktivasyonunda azalma gozlenmesine ragmen reseptoriin
bazal aktivitesi artmistir. Bu bulgu ECD’in inhibitér etkisine kanit olarak
yorumlanmigtir. Buna ek olarak R310C’nin artmis bazal aktivitesi etkilenen

hastalardaki 6troidizmi de agiklayabilir (99).

Normal olarak hormon baglayan ancak adenilat siklazi1 aktive edemeyen
mutasyon da yaymlanmistir. Bu mutasyon ornegin TM1 bdlgesine ¢ok yakin olan

baglant1 bolgesi sonundaki D410N mutasyonudur. Bu nedenle bu bolge ECD’deki
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aktivasyon sinyalinin serpentin yapiya aktarildigi bolge olarak gdsterilmetedir. TM
segmentleri ve baglayici bolgedeki missense mutasyonlarin reseptor aktivasyonu veya
G proteinlerle eslesme ile iliskili oldugu diisiintilmektedir. Bununla birlikte serpentin
yapiy1 etkileyen LOF mutasyonlar1 hiicre yiizey ekspresyonunda bariz azalma ile de
karakterizedir. Buna bagli olarak ekzon 10°’da kodlanan missense LOF mutasyonlar1
membran hedefleme kusuruna yol acan temel mekanizma olarak goriilmektedir. Ayrica
R450H ve V4731 mutasyonlar1 (176) da bildirilmistir. Bu mutasyonlar hiicre zarinda
ekspresyonda degisiklik olusturmamakta ancak sinyal iletide bozukluga yol agmaktadir.
Bu da TM2’deki residiilerin TSH tarafindan tetiklenen sinyal iletide rolii oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada heterozigot formda bulunan R450H mutasyonunun
TSH baglama ve cAMP diizeyinde azalma ile etki gosterdigi tabloda da belirtilmistir.
Ayrica bulunan bu mutasyon hipotiroid olan hastanin klinigi ile de uyum
gostermektedir. Yine tespit edilen ancak daha 6nceden bildirilmemis olan homozigot
R531Q mutasyonunun da hipotiroidi kliniginde etken oldugunu diistinilmektedir.
Ancak bu mutasyonun etkisinin net bir sekilde karakterizasyonu ig¢in in vitro olarak

fonksiyonel ¢aligmasinin yapilmasi ve bu goriisiin desteklemes gerekmektedir.

Heterozigot TSHR mutasyonlu hastalarda TSH diren¢ mekanizmasi daha az
belirgindir. Bunun nedeni olarak mutant TSHR’ii tarafindan yabanil tip reseptdr iizerine
gen dozaj1 (haploinsufficiency) ya da dominant negatif etki gosterdigi diigiiniilmektedir.
2005 yilinda Calebiro ve arkadaglart in vitro olarak yabanil tip reseptdriin olgunlasma
ve hiicre zarma yonelme asamasinda dominant negatif etki gdsteren mutasyonlarin
varligimmi ortaya koymuslardir (C41S, L467P, C600R). Calismalarinda yabanil tip ve
mutant tip TSHR’leri ile eszamanli transfekte edilen hiicrelerde, sadece yabanil tip

TSHR'leri ile transfekte edilen hiicrelere gore bazal ve TSH ile uyarilmis cAMP
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tiretiminin azaldig1 gozlemislerdir. Bunlarin ¢alismalarinin sonucunda heterozigot LOF
TSHR mutasyonlu olgularda TSH direncinin gézlenme nedeni olarak hiicre yizeyine
hicre icinde muhafaza edilen mutant TSHR’lerinin oligomerizasyonu ile yabanil

genotipe sahip TSHR miktarinin hiicre yiizeyinde azalmasi gosterilmistir (171, 183).

Nihayetinde azalmis hiicre yiizey ekspresyonu, azalmis ligand ilgisi, bozulmus
reseptor aktivasyonu ya da G protein eslesmesi TSHR LOF mutasyonlarinda gbzlenen
inaktivasyon mekanizmalaridir. Reseptor fonksiyon degerinin in vitro Olciilmesi ile
genotipteki anormalliklerin fenotipik olarak klinige yansimasi arasinda bariz bir uyum
saptanmistir (184). Ornegin C41S ve T655X(del AC) mutasyonlar1 in vitro olarak
minimum hiicre tlizey ekspresyonu ve bazal cAMP sevyesine neden olmaktadir. Bu
hastalara klinikte TSH diizeyinin ¢ok yiiksek oldugu dominant TSH direnci olarak
yansimaktadir (101). Benzer durum Japon ailelerden olusan c¢alisma grubunda da
bildirilmistir (176). Etkilenen olgularin tamami1 R450H mutasyonu V7331, R519G veya
R519C mutasyonlar1 ile birlesik heterozigosite gostermektedir. Ilging olarak bu
mutasyonlarda (R519G > R519C > R450H > V473l) in vitro ortamda gbzlenen cCAMP
tiretiminin uyarilmasindaki bozukluk ile hastalarda gdzlenen mutasyonlardaki
(R519G/R450H > R519C/R450H > V473I/R450H) serum TSH diizeyleri arasinda
uyum sz konusudur. Tiim bu anlatilanlara ek olarak ¢alisma grubunda TSHR'’ U kodon
459 ve 727 tespit edilen polimorfizmler de bulunmaktadir. Bunlardan kodon 727’de
gbzlenen polimorfizm yerlesim olarak daha oOnceden yayinlanmigs olan D727E,
p.Asp727Glu polimorfizmine uymaktadir. Ancak yapilan arastirmalarda daha 6nceden
tespit edilmis olan bu D727E polimorfizmi literatirde yerini otoimmun olmayan
hiperfonksiyone tiroid nodiilleri ve toksik multinodiiler guatr hastalar1 gibi olgularda

TSHR’iinde fonksiyon kazandiran polimorfizm olarak almistir (185, 186). Otoimmun
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olmayan konjenital hipotiroidi olgularindan olusan ¢alisma grubunda tespit edilen
kodon 727 polimorfizminde beklenen etki ise LOF tiptedir. Dolayist ile bu
polimorfizmin mevcut hipotiroid hasta grubunda tespiti literatlr verilerine aksi yonde
ozellik tasimaktadir. Kodon 459°da tespit edilen A459A, p.Alad59Ala polimorfizmi ise
daha dnceden bilinen bir polimorfizm degildir. ilk kez bu calisma grubunda tespit
edilmis olup bunun da etkisi fonsiyonel olarak kesin bir sekilde ifade edilmelidir.
Mevcut olan bu polimorfizmler tek baslarina ya da yapilan tez arastirmasina dahil
olmayan ekzon 10 disinda kalan bir bolgede bulunan baska bir mutasyon ya da
polimorfizmle birlikte hali hazirdaki hastaligin etiyolojik faktorii olarak agiklanabilir.
Bunun ispatlanabilmesi i¢in diger bolgeleri de taramak {izere ileri arastirmalar

yapilmali, tiim ekzon dizilemesi uyglanmalidir.

Fenotip tlizerindeki agirhigin ciddiyetini etkileyen faktorlerden biri mutasyon tipi
iken diger bir fakor ise etkilenen mutant allel sayisidir. Aslinda tek TSHR allelinde
mutasyonu tasiyan dominant formlar ¢ogunlukla hafiftir. Ancak iki mutant alel soz
konusu oldugunda fenotip daha agirdir. Bu nedenle TSH direnci resesif bir hastalik
olarak tanimlanir (97, 149). Sonug olarak basit heterozigot TSHR mutasyonu tasiyan
olgular dominant TSH direnci gosteren aileler olarak nitelendirilebilir (101). Yapilan bu
calismada da R531Q mutasyonunu homozigot formda tasiyan olgunun klinigi agenezi
olusturacak kadar ciddi iken heterozigot formda tasiyan anne ve babasinin tiroid bezi ile
ilgili dogrudan ya da dolayli daha 6nceden arastirmaya gerek duyulacak herhangi bir

klinik sikayeti olmamistir. Bu veri de literatiirdeki bilgileri destekler niteliktedir.

Yabanil tip TSHR’iinde gozlenen mutant alleller ve mutasyon tipi TSHR iiniin
fonksiyonu iizerinde etkisini gosteren baslica faktordiir. Ancak ayni mutasyonu tasiyan

farkl kisilerde ya da ailenin farkli bireyleri arasinda tiroid fonksiyon testleri farkliliklar
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gostermektedir. R450H mutasyonunu tespit edilen iki kardes buna ornek olarak
gosterilebilir. Kardeslerden biri hipotiroidi klinigini hem laboratuvar degerleri hem de
fenotipik yansima olarak daha agir bir formda gecirirken diger kardes daha hafif formda
gostermektedir. Hatta hafif formun gozlendigi kardeste klinik tani daha gec yasta
konabilmistir. Buna ek olarak mutasyonu tasiyan hasta bir olguda TSH dizeyleri
degiskenlikler de gosterebilmektedir. Bu bulgular da hastaligin klinigi {izerinde heniiz
bilinmeyen genetik faktorlerin yani1 sira g¢evresel faktorlerin de etkili olabilecegini

diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Otoimmun olmayan primer konjenital hipotiroidi gerek aileler gerekse hastalar
acisindan psikososyal ve klinik anlamda olduk¢a 6nemli olumsuz etkilere sahiptir. Bu
nedenle Onlenebilir zeka geriliginin gbzlenebildigi konjenital hipotiroidi hastalarinin

mutlaka erken teshis edilip tedavisi verilmelidir.

Hastaligin patogenezinde farkli genetik mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir.

TSHR gen mutasyonu da bunlardan biridir.

TSHR geni iizerine calismalar siklikla ailelerde ya da bireylerde TSHR geni
taramasi ile yeni mutasyonlarin tespiti, bilinen mutasyonlarin belli hasta guruplarinda
aranmasi veya mutasyonun etkisinin cAMP iizerinden degerlendirildigi fonksiyonel
calismalar olarak yapilmistir. Bu gen iizerinde otoimmun olmayan primer konjenital
hipotiroidi hastalarina yonelik toplum tabanli c¢aligmalar nadirdir ve tiroid
hastaliklarinin sik goriildiigi uzak dogu iilkelerinde yapilmistir. Calismalar sonucunda

farkli populasyonlarda farkli mutasyonlar da tespit edilmistir.

93



Bu ¢alismada otoimmun olmayan primer konjenital hipotiroidili Turk cocuk
hastalarinda sorumlu olabilecek mutasyon ve polimorfizmler mevcut biitge
dogrultusunda kiigiik bir hasta grubunda TSHR geni ekzon 10 bdlgesinde dizileme
metodu ile gosterilmistir. Ancak verilerin Tiirk toplumuna genellenebilmesi i¢in daha

genis ve kapsamli projeler ile desteklenmesi gerekmektedir.

Literattre ilk kez kazandirilan mutasyon ve polimorfizmlerin de fonksiyonel
caligmalarla desteklenmesi hastalik iizerinde olusturdugu diisiiniilen etkisini kesin

olarak ispat edebilmek icin 6nemlidir.

Sonug olarak bu galisma planlanirken otoimmiin olmayan konjenital hipotiroidi
etiyolojisinde rol oynadigi ispat edilen TSHR mutasyonlarinin Tiirk ¢ocuklarindaki
siklik ve profilinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflendi. Yapilan bu ¢alismanin daha genis ve
kapsamli projelerle desteklenmesi ile elde edilebilecek olan veriler, sonraki donemlerde
tedavi amaciyla hedefe yonelik molekiiler temelli ilaglarin da icinde yer aldig1 yeni
tedavi protokollerinin gelistirilmesine ve bu protokollerin klinikte kullanimlarina ve
olas1 muhtemel gen tedavisine 1s1k tutacaktir. Ileriki nesillere verilebilecek dogum

oncesi ve dogum sonrasi genetik danigmanlikta da bu veriler onem arz edecektir.
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