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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

HASHİMOTO TİROİDİTİ İLE TOLL LİKE RESEPTÖR 2 (TLR 2) VE TOLL LİKE 

RESEPTÖR 4 (TLR 4) ARASINDAKİ İLİŞKİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Tuğba AKTAŞ 

 

Bülent Ecevit Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Tez Danışmanı: Doç. Dr. Sevim KARAKAŞ ÇELİK 

Ocak 2018, 77 sayfa 

 

Hashimoto tiroiditi (HT) otoimmun bir hastalık olup hipotiroidinin en sık görülen nedenidir. 

HT’li hastalarda tiroid bezinde görülen yaygın lenfosit infiltrasyonu ve vücudun kendi tiroid 

antijenlerine karşı intolerans gelişmesi, tiroid hücrelerinin harabiyetine ve tiroid fonksiyon 

bozukluğuna yol açmaktadır. HT, bağışıklık sisteminin bir bozukluğu sonucunda ortaya çıkar 

ve nedeni tam olarak bilinmemektedir. Toll Like Reseptör (TLR)’ler doğal immunitenin 

parçaları olan makrofaj ve dendritik hücreler tarafından eksprese edilen tip 1 transmembran 

proteinleridir. TLR’lerin, PAMP’lere veya DAMP’lerle bağlanmasıyla, TLR’lerin 

intrasitoplazmik domaini aracılığı ile bir dizi sinyal iletim yolağı aktifleşir. Bunun sonucu 

olarak antimikrobiyal protein ve inflamatuvar sitokinler üretilir. TLR’ler inflamatuvar ve 

immün sistem cevabının başlatılmasında oldukça önemli bir role sahiptirler. TLR gen 

polimorfizmleri ile HT arasındaki ilişkiyi araştıran bir çalışma bulunmamaktadır. 
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ÖZET (devam ediyor) 

 

Çalışmamızda, HT hastalarında ve sağlıklı gönüllülerde TLR2 geni Arg677Trp, Arg753Gln, 

196-174 del ve TLR4 geni Asp299Gly, Thr399Ile gen polimorfizm frekansları, TLR-2, TLR-4 

 serum düzeyleri belirlenmiştir. HT tanısı konan 100 hasta ve herhangi bir inflamatuvar 

hastalığı olmayan 100 sağlıklı birey çalışmaya dahil edilmiştir. 

 

TLR-2 ve TLR-4 serum düzeyleri açısından HT hastalarında, kontrol grubuna göre anlamlı 

düzeyde yüksek olduğu belirlenmiştir. Ancak TLR2 geni Arg677Trp, Arg753Gln ve 196-174 

del ve TLR4 geni Asp299Gly, Thr399Ile gen polimorfizmleri genotip frekansları ve alel 

frekansları dağılımı açısından hasta ve kontrol grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık saptanmamıştır. 

 

Sonuç olarak; TLR2 geni Arg677Trp, Arg753Gln, 196-174 del ve TLR4 geni Asp299Gly, 

Thr399Ile gen polimorfizmleri HT hastalığının gelişiminde etkili olduğu görünmemektedir. 

Fakat çalışmamızda HT hastalarında, TLR-2 ve TLR-4 serum düzeylerinin kontrollere oranla 

yüksek seviyede olduğu bulunmuştur. Bu bulgular TLR2 ve TLR4’ün HT hastalığın 

patogenezinde etkili olabileceğini düşündürmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: HashimotoTiroiditi, Polimorfizm, Arg677Trp, Arg753Gln, -196-174 

ins/del, Asp299Gly, Thr399Ile 

 

Bilim Kodu: 401.02.02 
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ABSTRACT 

 

M. Sc. Thesis 

 

THE ROLE OF THE TLR2 AND TLR4 IN THE PATHOGENESIS OF HASHIMOTO 

THYROIDITIS 

 

Bülent Ecevit University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Molecular Biology 

 

Thesis Advisor: Assoc. Prof. Dr. Sevim KARAKAŞ ÇELİK 

January 2018, 77 pages 

 

Hashimoto thyroiditis (HT) is an autoimmune disease and the most common cause of 

hypothyroidism. The widespread lymphocyte infiltration in the thyroid gland and intolerance 

of the body against its own thyroid antigens lead to destruction of thyroid cells and impaired 

thyroid function.  

 

HT occurs as a result of a disorder of the immune system, its cause is not known precisely. 

TLRs (Toll-like receptors) are type 1 transmembrane proteins that are expressed by 

macrophages and dendritic cells, which are parts of natural immunity. By binding TLRs to 

PAMPs or DAMPs, a number of signal transduction pathways are activated through the 

intracytoplasmic domain of TLRs. As a result, antimicrobial protein and inflammatory 

cytokines are produced. TLRs play an important role in the initiation of the inflammatory and 

immune system response. There is no study investigating the relationship between TLR gene 

polymorphisms and HT. In our study, TLR2 gene Arg677Trp, Arg753Gln, 196-174 del and 

TLR4 gene Asp299Gly, Thr399Ile gene polymorphism frequencies, TLR-2, TLR-4 serum 

levels were determined in HT patients and healthy volunteers. 100 patients diagnosed with 

HT and 100 healthy individuals without any inflammatory disease were included in the study.  
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ABSTRACT (continued) 

 

TLR-2 and TLR-4 serum levels were found to be significantly higher in HT patients than in 

the control group. However, no statistically significant difference was found between patient 

and control groups in terms of genotype frequencies and allele frequency distribution of 

TLR2 gene Arg677Trp, Arg753Gln and 196-174 del and TLR4 gene Asp299Gly, Thr399Ile 

gene polymorphisms.  

 

As a result; the TLR2 gene Arg677Trp, Arg753Gln, 196-174 del and TLR4 gene Asp299Gly, 

Thr399Ile gene polymorphism do not appear to be effective in the development of HT 

disease. As a result; the TLR2 gene Arg677Trp, Arg753Gln, 196-174 del and TLR4 gene 

Asp299Gly, Thr399Ile gene polymorphism do not appear to be effective in the development 

of HT disease. However, in our study, serum levels of TLR-2 and TLR-4 were found to be 

higher in HT patients than control groups. These findings suggest that TLR2 and TLR4 may 

be effective in the pathogenesis of HT disease. 

 

Keywords: Hashimoto thyroiditis, Polymorphism, Arg677Trp, Arg753Gln, -196-174 ins/del, 

Asp299Gly, Thr399Ile  

 

Science Code: 401.02.02 
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TRAF : TNF- reseptör ilişkili faktör 

TSH : Tirorid stimüle hormon 

TSH-R : TSH Reseptör antikoru 
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BÖLÜM 1 

 

GİRİŞ 

 

Hashimoto tiroiditi (HT), otoimmun bir hastalık olup, tiroid bezi yetmezliği olan 

hipotiroidinin en sık nedenidir. Genel populasyonun %2’sinden fazlasında görülen HT’ne 

kadınlarda erkeklerden daha fazla rastlanır (Becker 2001, Wang vd. 1997, Tunbridge vd. 

2000). Hashimoto hastalarının, % 95’i kadın olup hastalığın görülmesi genelde 30-50 yaş 

aralığındadır. Hastalık aynı ailenin bireyleri arasında daha sık görülmektedir (Özata 2011).  

Bu durum hastalığın genetik geçiş gösterdiğini düşündürmektedir. HT, çocuk ve ergenlerdeki 

guatrın ve kazanılmış hipotiroidinin en sık sebebidir. Değişik derecelerde hücresel ve humoral 

immun yanıtın rol aldığı, tiroid bezinin lenfositik infiltrasyonu ile karakterize, apoptozun 

aracılık ettiği tiroid hücre ölümü ile sonuçlanan organa özgül otoimmün bir hastalıktır (La 

Frachi 2008, Fisher vd. 2008, Weetman vd. 1994). 

 

HT patogenezinde otoimmünite oldukça önemli bir rol oynamakta olup yapılan son çalışmalar 

TLR sinyallerinin artmış inflamatuar yanıtı yönlendirdiğini göstermektedir. İnsan TLR’leri, 

enfeksiyona karşı gelişen doğal ve adaptif (edinsel) immun cevapta rol aldığı düşünülen bir 

hücre yüzey reseptör ailesi grubuna aittir. Toll-like reseptörler filogenetik olarak iyi 

tanımlanmış tip I transmembran proteinleridir ve immun cevabın başlamasında anahtar 

komponentlerdir. Mikroorganizmalara karşı immün cevabın başlamasında, mikrobiyal 

ürünleri tanıma reseptörleri olarak ve onların primer sensörleri olarak görev alırlar. Doğal 

immünite ile edinsel immünite arasında ilişki sağlayan en önemli transmembran 

proteinleridir. İmmün ve inflamatuar genlerin indüksiyonunu sağlayan sinyal yollarını aktive 

ederler (Abdollahi-Roodsaz vd.2008). Hücre dışı domainlerinde lösin’den zengin motifler 

bulunur. TLR’nin sitoplazmada bulunan domaini, IL- 1 reseptör sinyal domaini ile homolog 

olup IRAK’a (IL-1 receptor associated kinase) bağlanır. IRAK, bir transkripsiyon faktörü 

olan Nükleer Faktör kappa B’i (NF-κB) aktive ederek sitokin üretimini sağlar (Watanabe 

vd.2002). Bu reseptörler, meyve sineğindeki (Drosophila melanogaster) Toll reseptörlere 

benzediği için Toll-like reseptörler olarak adlandırılırlar. Günümüzde en az 10 farklı TLR 
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bilinmektedir. Herbiri farklı mikrobiyal komponentleri tanır. (Ferwerda vd. 2008) TLR2’nin 

peptidoglikan ve bakteriyel lipopeptidlerle, TLR4’ün gram negatif lipopolisakkaridler (LPS) 

ile ilişkileri iyi bilinmektedir. TLR sinyallerinin enfeksiyonda ana rolleri iyi bilinmemekle 

birlikte artmış inflamatuar yanıtı yönlendirdiği düşünülmektedir (Takeuchi vd. 2010).  

 

İnsan TLR2 geni kromozom 4q31.3’de bulunur ve 3 ekzondan oluşur. TLR2 geni için 175 tek 

nükleotid polimorfizm (SNP) bildirilmiştir. Bu polimorfizmlerin ikisi (Arg753Gln, 

Arg677Trp), patojen ilişkili moleküler kalıpların bozulması ile ilişkilendirilmiştir. (Merx 

vd.2007). TLR4 geni kromozom 9q33.1’de bulunur, yaklaşık 13 kb'dir ve 222 amino asitlik 

bir proteini kodlayan 3 ekzon içerir (Smirnova vd. 2000). TLR4 geninde birçok SNP 

tanımlanmıştır. Bunlardan Asp299Gly (rs4986790) ve Thr399Ile (rs4986791) polimorfizmleri 

genin 4. ekzonunda yer almaktadır. Bu iki polimorfizm, proteinin hücre dışı alanını etkiler ve 

ligand bağlama reseptör alanının değişmesine yol açar. Mutasyona uğramış TLR4 

molekülleri, ligand uyarımına daha az tepki verir ve daha az eksprese edilir. 

 

Literatürde TLR2 ve TLR4 gen polimorfizmlerinin viral ve inflamatuvar hastalıklarla ilişkisini 

gösteren çalışmalar mevcuttur (Arbour vd. 2000, Janardhanan vd. 2013, Khan vd. 2014). 

Ancak HT ile ilgili yapılan bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu çalışmada TLR2 ve TLR4 

polimorfizmlerinin ve serum düzeylerinin HT patogenezindeki rollerinin araştırılması 

amaçlanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

 

 

BÖLÜM 2 

 

GENEL BİLGİLER 

 

2.1 HASHİMOTO TİROİDİTİ  

 

2.1.1 Tanım  

 

HT, lenfositik infiltrasyonu olan diffüz guatr ve tiroid spesifik otoantikorların varlığı ile 

karakterize organa özgü otoimmün tiroit hastalığıdır. Günümüzde, dünyadaki en yaygın tiroid 

rahatsızlıklarından biridir ve beslenme iyodunun yeterli olduğu bölgelerde hipotiroidi 

oluşturur. Yıllık insidansı 1000’de 0.3-1.5’dir. Pozitif antikor testlerinin prevalansı kadınlarda 

% 10' dan fazla ve klinik hastalıklarda ise en az % 2' dir. Erkekler ise bu prevalansın onda 

birine sahiptir (Akamizu vd.2012). Hastaların yaklaşık % 95’i kadındır ve sıklıkla 30-50 

yaşlarında görülür (Slatosky vd. 2000).  

 

Çizelge 2.1. Otoimmün tiroidit tipleri (Caturegli vd. 2014). 

Otoimmün Tiroidit Tipleri Hastalığın Seyri Görünüm 

HT Kronik Büyümüş guatr 

Lenfositik infiltrasyon 

Tiroid hücre hiperplazisi 

Atrofik Tiroidit Kronik Atrofi 

Fibrozis 

Juvenil Tiroidit Kronik Lenfositik infiltrasyon 

Postpartum Tiroidit Geçici 

Kronik tiroidite 

dönüşebilir 

Küçük guatr 

Lenfositik infiltrasyon 

Sessiz Tiroidit Geçici Küçük guatr 

Lenfositik infiltrasyon 

Fokal Tiroidit İlerleyebilir Otopside %20 oranında 
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Serum tiroit antikorlarının yüksekliği ve guatr ile karakterize HT, otoimmün tiroid hastalıkları 

içinde en yaygın görülen tiptir (En 2003). Otoimmün tiroid hastalıkları, HT’den atrofik 

lenfositik tiroidite kadar uzayan geniş bir çeşitlilik içerir (Çizelge 2.1). Bu hastalık tipleri 

arasındaki farklılık değişik miktarda antitiroid antikorların üretimine bağlıdır (Drexhage 

vd.1981). T hücre aracılı otoimmüniteyle oluşan HT etiyolojisinde birçok genetik ve çevresel 

faktör önemli rol oynamaktadır (Chistiakov 2005).  

 

2.1.2 Tarihçe ve Epidemiyoloji   

 

 HT, bağışıklık sisteminin bir bozukluğu sonucu ortaya çıkar. Nedeni tam olarak 

bilinmemektedir. 1912 yılında Japon bilim adamı Dr. Hakaru Hashimoto tarafından 

tanımlandığı için bu ad verilmiştir. Hashimoto tipi tiroid bezi iltihabı, en fazla hipotiroidi 

yapan hastalıktır (Brown 2009, Bossowski vd. 2011). HT'nin 1950'lerin sonuna kadar nadir 

olarak görüldüğü düşünülmekle beraber günümüzde en sık görülen otoimmün hastalık olduğu 

bilinmektedir. Yaklaşık her 1000 kişide 1 vaka görülmektedir (Vanderpump vd. 1995).  

 

Otoimmün tiroid hastalıklarının genel popülasyondaki yaygınlığının % 5 olduğu tahmin 

edilmektedir (Jacobson vd. 1997, Antonelli vd. 2015). Yapılan çalışmalarla HT’nin değişen 

epidemiyolojisi değerlendirilmiş ve bu çalışmalar göstermiştir ki, kadınlar erkeklere göre 

daha büyük bir risk altındadır. Hipotiroidizm yaşla birlikte daha sık görülür. HT’nin görülme 

sıklığı ve yaygınlığı çeşitli çoğrafik koşullara, ırka göre değişmektedir. Çevresel faktörler 

arasında; diyetle iyot alımı, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, sitokin tedavisi ve gebelik de 

yer almaktadır (Chistiakov 2005). Diyetle iyodun rolü birçok epidemiyolojik çalışmada ve 

hayvan modellerinde gösterilmiş olup en önemli çevresel faktör gibi görünmektedir (Boukis 

vd. 1983, Ruwhof vd. 2001).  

 

Diyetteki iyot miktarının artışı HT ile ilişkili bulunmuştur. Düşük, yeterli veya aşırı iyot alımı 

olan Çin'deki üç bölgede yapılan bir çalışmada, HT'nin kümülatif insidansı sırasıyla %0.2, % 

1 ve % 1.3 'tür (Teng vd. 2006, Teng vd. 2011 ). Danimarka'da, tuzun iyotlaştırılması için 

zorunlu bir programın (1997-98) öncesinde ve (2008-10) sonrasında HT insidansının 

karşılaştırıldığı çalışmada da benzer sonuçlar bildirilmiştir. İyot ilavesi, tiroperoksidaza 

antikor oluşumunu artırıp hipotiroidizm insidansını yükseltmiştir (Bjergved vd. 2012). 

İnsanlarda iyodun imünojenik etki mekanizması tam olarak açıklanamazken farelerde yapılan 
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araştırmalarda iyot eklenmesinin tiroglobulinin imünojenikliğini artırdığı gösterilmiştir 

(Carayanniotis 2011, Barin vd. 2005). 

 

Yapılan çalışmalarda, HT’ye bağlı hipotiroidi görülme sıklığının yaş ortalaması 57 yaş için, 

kadınlarda 15 / 1000 ve erkeklerde 1 / 1000 (kadınlara göre daha az) olduğu gösterilmiştir 

(Tunbridge vd. 1977). Hipotiroidizm ortalama insidansı, kadında 3.5 / 1000 ve erkeklerde 0.6 

/ 1000 olarak bulunmuştur. Benzer sonuçlar diğer coğrafi bölgelerde kaydedilmiştir (McLeod 

vd.2012). 

 

Tam etiyoloji henüz bilinmemekle birlikte, HT' nin genetik faktörler, epigenetik etkiler ve 

çeşitli çevresel tetikleyiciler arasındaki bir etkileşimden kaynaklandığı düşünülmektedir 

(Hasham vd. 2012). İkiz çalışmaları HT genetik yatkınlık için epidemiyolojik olarak kanıt 

gösterilmiştir. Tek yumurta ikizleri için HT konkordansı %55 bulunurken, çift yumurta 

ikizlerinde bu oran bulunamamıştır (Brix vd. 2000). Tiroid otoantikorları da tek yumurta 

ikizlerinde (%80) çift yumurta ikizlerine (%40) göre daha yüksek oranda konkordans 

göstermiştir. Aynı zamanda, HT ile HLA-DR immün regülatör genler (CD40, CTLA-4, 

PTPN22, FOXP3, CD25) ve tiroid spesifik genlerle (tiroglobulin[Tg], tirorid stimüle hormon 

[TSH] reseptörü) ilişkilendirilmiştir (Menconi vd. 2008). 

 

Sigara, hepatit C virüsü enfeksiyonu veya selenyum eksikliği gibi diğer çevresel faktörler de 

otoimmün reaksiyonu ve ardından tiroid inflamasyonunu artırabilmektedir (Duntas 2008, 

Saranac vd. 2011).  

 

Birçok çalışmada, HT'nin etyolojisinde viral enfeksiyonların ve doğuştan gelen reseptörlerin 

rol oynayabileceği gösterilmiştir (Morohoshi vd. 2011). Bununla birlikte, HT gelişiminin 

kesin mekanizmaları veya bunların HT patogenezindeki rolleri tam olarak 

aydınlatılamamıştır. 

 

2.1.3 Patogenez 

 

HT, tiroid antijenlerine karşı birbiri ardına gelişen hücresel ve humoral immün yanıtın sonucu 

oluşan bir hastalıktır. Bu hastalığın büyük bir olasılıkla çevresel uyaranların etkisi ile geliştiği 

belirtilmektedir. Ancak, hastalığın oluşmasında genetik faktörlerin de rolü vardır (Weetman 

2004, Ferwerda vd. 2008). HT’de görülen immünolojik mekanizmada, T hücrelerinin sitokin 
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sentezi sonucu oluşan tiroid hücre hasarı ve apoptotik hücre ölümü görülmektedir. Otoimmün 

tiroid hastalığı, T ve B hücreleri de dahil olmak üzere tiroid bezinin lenfoid infiltrasyonu ile 

karakterizedir. Bu nedenle hem hücresel hem de humoral bağışıklık tiroid otoimmünitesinin 

patogenezinde rol oynar (Şekil 2.1) (Chistiakov 2005). 

 

HT’de tiroid bezi çoğunlukla lenfosit ve plazma hücreleriyle infiltre olmuştur. Bu 

hücrelerden, lenfositlerin % 60’ını T lenfositler, % 30’unu B lenfositler oluşturmaktadır. T 

lenfositlerini ise; CD4+ (yardımcı), CD8+ (sitotoksik) ve CD8+ (supressör) hücreleri 

oluşturmaktadır (Ajjan vd. 2015). 

 

HT’de supressör (baskılayıcı) T hücrelerinde genetik defekt sonucunda hücresel bağışıklığın 

bozulması meydana gelir. Supressör özelliğe sahip CD8+ T hücreleri HT’de sayıca azalmıştır. 

CD8+ T hücrelerinin azalması, kendi doku antijenlerine karşı göstermesi gereken toleransın 

da azalmasına neden olmaktadır. Bu defekt sonucu supressör CD8+ T lenfositleri, yardımcı 

CD4+ T lenfositlerini baskılayamaz (Dayan vd. 1996, LaFranchi 2004). Aktif olan CD4+ T 

lenfositleri, B Hücrelerinin tiroid bezinin içine girmesine neden olur. Aktivasyona uğramış T 

lenfositleri B lenfositleriyle etkileşerek tiroid antijenlerine karşı antikor üretirler 

(otoantikorlar) ki bu da tiroid dokusunda tahribatına neden olur (Dayan vd. 1996, Takami vd. 

2008). 

 

Yardımcı CD4+ T lenfositleri B lenfositleriyle etkileşerek interferon-gama (INF-γ)’yı da 

içeren birçok sitokin salgılarlar. Bu sitokinler, tiroid hücreleri sayesinde MHC sınıf II ; Major 

Histocompatibility Complex (büyük doku uygunluk kompleksi) moleküllerinin üretimini 

artırır (Chistiakov 2005). Böylece sitokinler tirositleri uyararak, MHC-II yüzey antijenlerinin 

oluşmasına neden olarak tiroid hücrelerini, T hücrelerine antijen sunan hücreler haline 

getirirler. MHC sınıf II molekülleri HT oluşumunda önemli bir rol oynarlar (Bretz vd. 2001). 

 

HT'de tiroperoksidaz (TPO), Tg, TSH reseptör otoantijenlerine karşı oluşan üç tiroid 

otoantikoru vardır. Sırasıyla; Tg antikoru, TPO antikoru ve TSH-R bloke edici antikordur 

(Sinclair 2008). Tiroid otoantikorlarinin da patogenezde rolü vardir. Anti-TPO antikorlari 

TPO enzim aktivitesini inhibe ederler. HT nin erken evrelerinde, Tg antikorunda TPO 

antikoruna göre daha belirgin bir artış olur. Zamanla Tg antikoru azalarak yok olurken TPO 

antikoru yıllarca pozitif olarak kalır (Cooper vd. 2009). 
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HT’de, hastalarda tiroid bezi tahribatına aracılık eden TPO ve Tg' ye ek olarak CD8+ T 

hücreleri de saptanmıştır (Ehlers vd. 2012). Sitotoksisiteye ilaveten, doku tahribatına da neden 

olup apoptoza işaret eder (Kotani vd. 1995). 

 

Hipotiroidizmin esas mekanizması, sitotoksik T lenfositlerinin tiroid hücrelerini (tirosit) 

öldürmesi olarak bilinmektedir (Şekil 2.1). HT’nin Etiyopatogenezi açıklanmıştır. 

 

 

Şekil 2.1 Hashimoto Tiroditinin Etiyopatogenezi (Saranac vd. 2011). 

 

 HT doku örneklerindeki tiroid foliküler hücreler (TFC) üzerinde apoptotik molekül Fas 

ekspresyonunun artışı belirgindir. İn vitro çalışmalar, Fas ekspresyonunun sitokinler 

tarafından arttırılırken, TSH tarafından inhibe edildiğini göstermektedir (Baker 1999). HT 

doku örneklerinde, kaspaz-3'ün artan regülasyonu ve bcl-2' nin azaltılmış ifadesi de dahil 

olmak üzere apoptotik hücre belirteçlerinin saptanması, hastalık patolojisinde apoptozun 

rolünü daha da desteklemektedir (Kaczmarek vd. 2011).  
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Yeni yapılan çalışmalar, proinflamatuar sitokinlerin sadece tiroid hormon sentezinin 

bozulmasından sorumlu olmadığını, artmış oksidatif stres yoluyla tiroid foliküler hücrelerinin 

de apoptozuna aracılık edebildiğini göstermiştir (Marique vd. 2014). 

 

Tg ve TPO'ya karşı antikorlar hemen hemen tüm HT hastalarında mevcuttur. Tanıya yardımcı 

olmanın yanı sıra TPO antikorları, özellikle TSH düzeyleri ile kombine edildiğinde, 

hipotiroidi gelişimini önceden anlamaya yardımcı olabilir (Weetman 2004, Walsh vd. 2010). 

 

TPO'ya karşı dolaşımdaki antikorlar HT tanısı koymak için en iyi serolojik gösterge olarak 

düşünülmektedir. HT hastalarının yaklaşık %95'inde bulunur, ancak sağlıklı kontrollerde 

nadirdir. TPO antikor titresi, tiroid içine sızan oto reaktif lenfositlerin sayısı ve sonografik 

hipoekojeniklik derecesi ile ilişkilidir (Pandit vd. 2003). Tiroit bezinin en bol proteini olan 

Tg’e karşı antikorlar, TPO antikorlarına göre daha az hassas (HT hastalarının sadece %60-

80'inde pozitiftir) ve daha az spesifiktir. (sağlıklı kontrollerin büyük bir kısmıda pozitiftir) 

(McLachlan vd. 2004). Genel olarak, bu bulgular bize tiroid bezine karşı otoimmün yanıtın iki 

farklı yönünde Tg ve TPO antikorlarının etkisini göstermektedir. Tg antikorları, doğuştan bir 

bağışıklık yanıtı yansıtabilirken, TPO antikorları sonradan oluşan bir edinsel bağışıklık 

yanıtla karakterize edilebilir (Rose 2007). Bu hipotez doğrultusunda, hastalığın başlangıcında 

Tg antikorları bulunmalıdır. Fare modellerinde, otoimmün tiroiditlerin Tg antikorları, TPO 

antikorlarının ortaya çıkışından önce geldiği gösterilmiştir (Chen vd. 2010). İnsan otoimmün 

hastalıklarında, hastalık başlangıcı nadiren gözlemlenebilir. HT için, çoğu hasta, klinik bir 

tanı almadan en az 7 yıl önce bu hastalık görülmeye başlamıştır (Hutfless vd.2011). Bu 

nedenle, insanlarda TPO antikorlarının Tg antikorlarından daha yüksek titrelerde olması 

beklenmektedir (Carle vd. 2006). 

 

İyot, tiroid hormon üretimi için gerekli bir bileşendir. Fakat iyot, çeşitli şekillerde antitiroid 

bağışıklığı teşvik edebilir. Tg iyodinasyonunun Tg-reaktif T hücreleri tarafından tanınması 

için çok önemli olduğunu ileri süren çeşitli çalışmalar mevcuttur (Champion vd. 1991). 

Yüksek iyotlu tiroglobulin molekülünün, düşük iyot içeren Tg’den daha güçlü bir immünojen 

olduğu gösterilmiştir (Rasooly vd. 1998, Ebner vd. 1992). Yüksek doz iyotun, makrofajları, 

dendritik hücreleri, B ve T lenfositlerini doğrudan etkilediği bilinmektedir. Makrofajlardaki 

miyeloperoksidaz aktivitesinin uyarılmasına, dendritik hücrelerin olgunlaşmasının 

hızlanmasına, dolaşımdaki T hücrelerinin sayısının artmasına ve B hücresi immünoglobülin 

üretiminin uyarılmasına neden olduğu gösterilmiştir (Allen vd. 1986).  
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HLA haplotipleri ile HT ilişkisine dair ortaya konmuş verilerin diğer tiroid hastalıkları tipleri 

kadar kesinlik içermediği gösterilmiştir. HT’nin, basit bir otoantikor yanıtından, guatr veya 

tiroid fonksiyonlarının tamamen bozulması ile karakterize atrofik tiroidite kadar giden ve 

çeşitli klinik bulguları içine alan geniş bir hastalık grubu oluşturduğu görülmüştür. Yapılan 

çalışmalarda beyaz ırkta, HT ile ilişkili HLA allellerinin HLA-DR3, HLA-DR4 ve HLA-DR5 

olduğu belirtilmiş; daha sonraki çalışmalarda beyaz ırkta, HLA-DQw7 (DQB1*0301)’in HT 

ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Farid vd. 1981, Badenhoop vd.1990, Jenkins vd. 1992). 

 

Bugüne kadar HLA-DR, bağışıklık düzenleyici genler (CD40, CTLA-4, PTPN22, FOXP3 ve 

CD25) ve Tiroit spesifik genleri (tiroglobulin ve tiroit uyarıcı hormon [TSH] reseptörü)  gibi 

birçok lokus Hashimoto hastalığıyla ilişkilendirilmiştir (Menconi vd. 2008). Sitotoksik T 

lenfosit ilişkili antijen-4 (CTLA4) ve protein tirozin fosfataz-22 (PTPN22), T hücre aracılı 

bağışıklık fonksiyonlarının major negatif düzenleyicileridir. T hücre aracılı immun cevabı 

baskılarlar. HT, CTLA4 ve PTPN22 gen polimorfizmleri ile ilişkili bulunmuştur (Tomer 

2010). CD40, FOXP3 ve CD25’de periferik toleransın oluşturulmasında kritik roller 

oynamaktadır. Ayrıca viral enfeksiyonda interferon (IFN)-ß üretiminin artması, Tg'nin 

ekspresyonunu artırarak genetik olarak HT’ne yatkınlığı olan bireylerde T hücre yanıtlarının 

aktivasyonuna neden olabileceği ileri sürülmüştür (Stefan vd. 2011). 

 

2.2 TOLL BENZERİ RESEPTÖRLER 

  

İmmun sistemin kullandığı iki ana savunma sistemi olup doğal bağışıklık ve edinsel bağışıklık 

olarak adlandırılır. Her iki bölümde dışarıdan gelen mikroorganizmalara karşı bir bağışıklık 

cevap oluşturup, mikroorganizmaları yok etmeye çalışır (Takeda vd. 2003). Tüm hayvan ve 

bitkilerde var olan immun sistem, patojenlerin tanınmasında toll benzeri reseptör (toll like 

receptors, TLR) ailesini kullanır.  

 

Toll genleri, protein yapısında olan TLR’leri kodlar. İmmun hücreler üzerinde bulunan ve 

patojeni tanıyan reseptörler ilk kez 1991 yılında “Drosophila melanogaster” türü sinekte 

bulunmuş ve “Toll” adı verilmiştir (Gay vd. 1991). Takip eden yıllarda bu genin memelilerde 

de var olduğu ve hem memeliler hem de omurgasızlarda doğal immunite için gerekli olduğu 

anlaşılmıştır. Yapılan çalışmalarda, TLR'lerin, bakteri bileşenlerini tanımak için önemli 

moleküller olduğunu ortaya koyulmuştur (Taguchi vd. 1996, Medzhitov vd. 1997). 
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Doğal immün sistem daha önceden spesifik olmayarak değerlendirilmekteydi. Fagositoz, 

komplement aktivasyonu ile antimikrobiyal peptid sentezi gibi görevlere sahip olduğu, 

yabancı maddeler arasında herhangi bir ayırım yapamadığı düşünülmekteydi.  

 

Fakat şimdi, Toll-like reseptörlerin doğal immun sistemin spesifikliğini ortaya koyduğu ve 

adaptif immun sistemin de aktivasyonunu kontrol ettiği kesin olarak kanıtlanmıştır (Kang vd. 

2006). 

 

Patojenler üzerinde evrimsel olarak korunmuş moleküler yapılara patojen ikişkili moleküler 

yapılar (PAMP; pathogen associated moleculer patterns) denilmektedir Doğal immun sistem 

hücreleri üzerinde bu yapıları tanıyan reseptörlere de (PRR; Pathogen Recognition Receptor) 

adı verilmektedir. 

 

Bu reseptörler, endositik, sekrete edilen ve sinyal ileten olmak üzere üç gruba ayrılır. Sinyal 

ileten reseptör grubunu TLR ailesi oluşturmaktadır. PAMP’ların PRR’ler tarafından 

tanınması, proinflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin, tipI interferonun (IFN- veya IFN–ß) 

indüksiyonunda ve adaptif immünitenin aktivasyonuna neden olan Dendritik hücrelerin 

olgunlaşmasına kadar uzanan hücre içi bir sinyal yolunu tetikler (Hoffmann 2003). Son 

zamanlarda yapılan çalışmalar, PRR'lerin zarar görmüş hücrelerden salınan hasara-bağlı 

moleküler kalıplar (DAMP) olarak adlandırılan endojen moleküllerin tanınmasından da 

sorumlu olduğunu göstermektedir (Takeda vd. 2003). PAMP'ler mikroorganizmalardan 

üretilen, örneğin lipopolisakkarit (LPS), peptidoglikan, flagellin ve mikrobiyal nükleik 

asitlerden oluşan korunmuş moleküllerdir. Oysa çoğu DAMP, oksidatif stres ve ısı şoku 

proteinleri gibi hücresel stres veya doku hasarı sonucu oluşmakta olup ölmekte olan konakçı 

hücre moleküllerinden salınan endojen moleküllerdir (O'neill 2008). 

 

TLR’ler doğal immunitenin parçaları olan makrofaj ve dendritik hücreler tarafından eksprese 

edilen tip 1 transmembran proteinleridir. İnsanlarda TLR ilk Nomura ve arkadaşları tarafından 

1994’te tanımlanmıştır. Ancak o zaman meyve sineğindeki Toll’un immun sistemdeki rolü 

bilinmediğinden bu reseptörün memelilerin gelişiminde rol oynadığı düşünülmüştür (O'neill 

2008, Taguchi vd. 1996). TLR’lerin insanlarda edinilmiş immun sistemi de harekete 

geçirebileceği 1997’de Janeway ve Medzhitov tarafından gösterilmiştir. 1997 yılında, TLR4 

olarak bilinen TLR’nin ilk olarak antikorlarla etkileştiğinde, uygun bir bağışıklık yanıtı 

verebileceği saptanmıştır (Medzhitov vd. 1997). 
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2.2.1 Toll Benzeri Reseptörlerin Yapısı 

 

TLR’ler bir grup PRR olan ve patojen tanınmasında, inflamatuvar ve immün sistem yanıtının 

başlatılmasında çok önemli bir role sahiptir. TLR’ler, sitoplazmik ve ekstrasellüler bölgeden 

oluşmaktadır. Ekstraselüler bölgesinde lösinden zengin tekrar motifleri (leucine-rich repeat ; 

LRR) bulunur ve reseptörün ligantları tanımasını sağlar. 

 

Şekil 2.2 İnsan Toll Benzeri Reseptörünün Yapısı (Taguchi vd. 1996) 

 

Sinyal yolaklarının başlangıcı olan sitoplazmik bölgesi, IL-1R ile yüksek derecede benzerlik 

gösterir ve İntraselüler toll/ (IL)-1 reseptör (TIR) domaini olarak adlandırılır (Şekil 2.2). Bu 

LRR bölgelerinin farklı patojenlerin tanınmasından sorumlu olduğu düşünülmektedir.  

 

TLR’lerin bazıları hücre yüzeyinde ifade olurken, bir kısmı da endositik veziküllerin 

memranlarında veya intraselüler organellerin yüzeyinde ifade olurlar (Sandor 2005, Andrade 

vd. 2005, Xu vd. 2004, Trinchieri vd. 2007). 

 

2.2.2.TLR Ailesi, Lokalizasyonu ve Ligantları 

 

Doğal immün yanıtta öncelikle monositler, dendritik hücreler, doğal öldürücü hücreler (NK 

hücreleri), lenfositler ve epitel hücreler rol alırlar (McInturff vd. 2005, Roeder vd. 2004). Bu 

hücre çeşitlerinin değişik miktarlarda TLR eksprese ettikleri gösterilmiştir (Mukhopadhyay 

vd. 2004).  
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Memelilerdeki TLR ailesi, TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-5, TLR-6, TLR-7, TLR-8, 

TLR-9, TLR-10, TLR-11, TLR-12 ve TLR-13 proteinlerinden oluşmaktadır (Takeda vd. 

2005). Çoğu TLR, hücre zarında eksprese edilirken, TLR-3, TLR-7, TLR-8, TLR-9, TLR-11, 

TLR-12 ve TLR-13 yalnızca endoplazmik retikulum, endozomlar, fagosomlar, lizozomlar ve 

endolizozomlar gibi hücre içi bölümlerin zarlarında eksprese edilir (Roach vd. 2005, Lee vd. 

2013, Kawai vd. 2011, He vd. 2014).  

 

TLR4, hücre zarı üzerinde ve ayrıca hücre içi olarak eksprese edilebilir. Bu reseptörün 

proinflamatuvar hücre yüzeyi sinyali ve anti-inflamatuar endozomal sinyal iletimi rolleri 

arasında bir denge bulunmaktadır (Aksoy vd. 2012, Hornef vd. 2003). 

 

Keşfedilen ilk TLR üyesi, gram-negatif bakterilerin dış zar bileşeni olan bakteriyel 

lipopolisakkarit için reseptörün TLR4 olduğu gösterilmiştir (Şekil2.3) (Takeda vd. 2003). 

TLR2, gram pozitif bakterilerin lipoproteinlerini, lipopeptitlerini ve mikoplazma lipopeptitine 

ek olarak, peptidoglikanlarını da tanır (Takeda vd. 2003, Takeuchi vd. 1999). 

 

 

Şekil 2.3 TLR’lerin yerleşim yerleri (Hornef vd. 2003). 

 

TLR-2, sırasıyla diaçil ve triaçil lipopeptitlerin moleküler yapılarını ayırt etmek için TLR-1 

ve TLR-6 ile işbirliği yaptığı görülmüştür (Takeda vd. 2003). TLR-5, bakteri flagella'sının bir 

protein bileşeni olan flagellini tanır (Hayashi vd. 2001). TLR-11 eksprese edemeyen farelerin 

sürekli olarak üropatojenik bakteriyel enfeksiyona duyarlı oldukları gösterilmiş olup, TLR-

11'in bu bakterilerin ürünlerini algıladığını göstermektedir. Ancak insanlarda, TLR-11'in bir 

durdurma kodonu varlığı nedeniyle işlevsiz olduğu düşünülmektedir (Zhang vd. 2004).  
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TLR-3, TLR-7, TLR-8 ve TLR-9 endozomal bölmelerde bulunur ve nükleik asitleri 

tanımaktadır (Diebold vd. 2004, Heil vd. 2004); TLR-3 viral dsRNA'yı tanır, oysa TLR-7 ve 

TLR-8 viral ssRNA'yı tanımaktadır (Gorden vd. 2005). TLR-9, bakteri ve viral CpG DNA 

motiflerini tanır (Hemmi vd. 2000). Ayrıca, dendtirik hücrelerle immün komplekslerin 

TLR'den bağımsız olarak etkinleştirildiğine dair kanıtlar da vardır (Boule vd. 2004, Means vd. 

2005). Çizelge2.2’de TLR’lerin lokalizasyonu, ligandları özetlenmektedir (Latz vd. 2004). 

 

Çizelge 2.1 TLR ekspresyon, lokalizasyon ve ligandları (Latz vd. 2004). 

TLR  Tür  Lokalizasyon  Mikrobiyal ligandlar  Endojen ligandlar  

TLR-1/2  İnsan ve fare  Plazma membranı  Triaçil lipoproteinler, 

Peptidoglikan, LPS 

(lipopolisakkaridler)  

Isı şok (heat shock) 

proteinleri (Hsp60, 

Hsp70, Hsp90, Gp96)  

High-mobility group 

box 1 (HMGB1)  

Proteoglikanlar  

TLR-2/6  İnsan ve fare  Plazma membranı  Diaçil lipoproteinler, 

Zymosan, Lipoteikoik 

asit  

Isı şok (heat shock) 

proteinleri (Hsp60, 

Hsp70, Hsp90, Gp96)  

 (HMGB1)  

Proteoglikanlar  

TLR--3  İnsan ve fare  Endolizozomal 

membran  

Viral dsRNA  mRNA  

tRNA  

TLR-4  İnsan ve fare  Plazma ve 

endolizozomal 

membran  

LPS 

(lipopolisakkaridler)  

Isı şok (heat shock) 

proteinleri (Hsp60, 

Hsp70, Hsp90, Gp96)  

High-mobility group 

box 1 (HMGB1)  

Proteoglikanlar, 

Fibronektin, 

Fibrinojen, Tenascin  

β-Amiloid, Heparan 

sülfat, Hyalüronik 

asit, Okside LDL  

TLR-5  İnsan ve fare  Plazma membranı  Flagellin  Bilinmiyor  

TLR-7  İnsan ve fare  Endolizozomal 

membran  

Viral ve bakteriyel 

ssRNA  

İmmun kompleksler, 

Self RNA  

TLR-8  İnsan ve fare  Endolizozomal 

membran  

Viral ve bakteriyel 

ssRNA  

İmmun kompleksler, 

Self RNA  

TLR-9  İnsan ve fare  Endolizozomal 

membran  

Viral ve bakteriyel CpG 

DNA, DNA:RNA 

hibridleri  

İmmun kompleksler, 

Self RNA, Kromatin  

TLR-10  İnsan  Plazma membranı  Bilinmiyor  Bilinmiyor  

TLR-11  Fare  Plazma ve 

endolizozomal 

membran  

Profilin, Flagellin  Bilinmiyor  

TLR-12  Fare  Endolizozomal 

membran  

Profilin  Bilinmiyor  

TLR-13  Fare  Endolizozomal 

membran  

rRNA  Bilinmiyor  
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Nükleik asitleri tanımlayan TLR-3, TLR-7 ve TLR-9, hücre yüzeyi üzerinde eksprese 

edilmez, sadece endozomal bölmelerde eksprese edilir (Matsumoto vd. 2003, Latz vd. 2004). 

Böylece, bakteriler ve virüsler endozoma iletilmek üzere hücre içine alındıktan sonra, TLR'ler 

tarafından tanınacak olan nükleik asitler serbest bırakıldığında tanıma gerçekleşir. 

 

TLR’lerin, PAMP’lere veya DAMP’lerle bağlanmasıyla, TLR’lerin intrasitoplazmik domaini 

aracılığı ile bir dizi sinyal iletim yolağı aktifleşir. Daha sonrasında antimikrobiyal protein ve 

inflamatuvar sitokinler üretilir. Dendritik hücrelerin olgunlaşması ve antijen sunumundaki 

artışla da doğal immün sistem, adaptif immün sistemi uyarmış olur (Barton vd. 2002, Pasare 

vd. 2004, Andrade vd. 2005). 

 

2.2.3 TLR'lerin Sinyal İletim Yolu 

 

TLR'ler, hücre membranı ve hücre içi sinyal bölgeleri içeren ya plazma zarında ya da hücre 

içi endolizozomal bölmelerde ifade edilen, tip 1 transmembran glikoproteinlerdir. Sitoplazmik 

sinyalleme alanında interlökin-1 (IL-1) reseptörü (toll / IL-1R alanı, TIR) ile homolojisinin 

bir sonucu olarak TLR'ler IL-1R ile aynı yolakları aktive eder (Cole vd. 2010). TLR 

sinyalleme kaskadı, ligand bağlanması üzerine, bir dizi sitoplazmik adaptör molekül 

aracılığıyla TIR etki alanı tarafından başlatılır.  

 

Bunlar, miyeloid farklılaşma primer yanıt proteini (MyD88; Myeloid differentiation primary 

response protein), TIR- alanını içeren adaptör proteini (TIRAP; TIR domain containing 

adaptor protein),  TRIF; (TIR domain containing adaptor protein inducing IFNβ), TRAM; 

(TRIF related adaptor molecule) içerir (Takeda vd. 2004). 

 

2.2.3.1 MyD88 Aracılıklı Sinyal Yolağı 

 

TLR 3 hariç tüm TLR sinyalleri için MyD88 yolağı gereklidir. 

 

TLR2 ve TLR4 sinyallerinde TLR ve MyD88 arasında bağlantı için TIRAP-MAL (aracı 

molekül) gerektirir. MyD88, bir N-terminal ucunda ölüm domainine sahip bir serin treonin 

kinazı olan IRAK-4 ile etkileşir. Toll etkileşimli protein (Tollip) olarak bilinen ikinci bir 

protein, IRAK'ın TLR4'ün TIR domainine bağlanması için de önemlidir (O'neill vd. 2013).  
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IRAK'ın fosforilasyonu, TNF- reseptör ilişkili faktörün (tumor necrosis factor receptor-

associated factor 6; TRAF-6) aktifleşmesine yol açar (Cao vd. 1996).  

 

 

Şekil 2.4 TLR’lerin sinyal yolağı (O'neill vd. 2013). 

 

MyD88, IRAK'lar, IRAK-1 ve IRAK-4'ü ve TRAF-6’yı aktive eder (Gohda vd.2004, Muzio 

vd. 1997). Sonrasında TRAF6 sitozole salınır (Şekil 2.4). Sonuç olarak, bir dizi proteinin 

alınması, TGF-β ile aktive edilmiş kinaz 1 (TAK1), TAK1-bağlayıcı protein-1 (TAB1), TAB2 

ve TAB3 içeren kompleksi aktive eder (Chen 2005). TAK1 / TAB kompleks dönüşümü hem 

MAPK (mitogen-activated protein kinases) hem de NF-κB (Nuclear Factor kappa B) sinyal 

yolaklarının aktivasyonuna öncülük eder (Wang vd. 2001).  

 

NF-κB, sitoplazmada IκB  (inhibitor of NF-κB)’nin sayesinde inaktif olarak bulunmaktadır. 

IκB yıkıma uğrayınca NF-κB aktif hale gelerek çekirdeğe geçer ve κB bölgesine bağlanır. Bu 

adımlar, TNF-𝛼, IL-1 ve IL-6 da dahil olmak üzere, proinflamatuar sitokinler ve kemokinleri 

kodlayan bir dizi genin aktivasyonuyla sonuçlanır (Ghosh vd. 1998). 

 

2.2.3.2 TRIF Aracılıklı Sinyal Yolağı 

  

TLR3 ve TLR4, MyD88'den bağımsız bir sinyal yolağına da bağlanabilir (De Nardo 2015). 
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Şekil 2.5 TRIF Aracılıklı Sinyal Yolağı (De Nardo 2015). 

 

TLR4 hem MyD88 hem de TRIF aracılıklı sinyal yolağını kullanan tek TLR’dir (Şekil 2.5). 

Bu sinyal yolağı İnterferon düzenleyici faktör 3 (IRF3) ve NF-κB transkripsiyon faktörlerinin 

fosforilasyonuna yol açan TRIF ve TRAM aracılığıyla gerçekleştirilir (Yamamoto vd. 2003). 

TRIF; TLR3’e direkt olarak bağlanırken, TLR4 sinyalinde ise TRAM aracılığıyla bağlanır 

(De Nardo 2015). Bu iki yol karşılıklı etkileşimi ve düzenlenmeyi göstermektedir. TRIF'ye 

bağlı TLR-4 sinyallemesinin ana sonucu, antiviral ve antiproliferatif etkinliğe sahip olan tip I 

interferonların üretilmesidir (Uematsu vd. 2007, Noppert vd. 2007). 

 

 MyD88'e bağlı ve TRIF’e bağlı TLR sinyalleşmesi arasındaki denge, bağışıklık fonksiyonu 

için gereklidir. MyD88'e bağımlı ve MyD88'den bağımsız biçimde NF-κB transkripsiyon 

faktörünün aktivasyonuna ek olarak, TLR-2 proapoptotik yolakların uyarılmasında da rol 

oynar. Aliprantis vd. (1999) arkadaşları ilk olarak, bakteriyel lipoproteinlerin invitro olarak 

monosit apoptozunu indüklediğini göstermiştir (Aliprantis vd. 1999). Daha sonra, MyD88'in 

TLR2 ile indüklenen apoptoz ve NF-κB aktivasyonunun olağan aracısı olduğunu ve TLR2'nin 

TNFR ailesinin üyelerine benzer bir şekilde FADD-kaspaz yolu boyunca apoptoza neden 

olduğunu göstemişlerdir (Aliprantis vd. 2000, Ashkenazi vd. 1998). İnflamatuvar yanıtı 

takviye eden veya sonlandıran TLR2 proapoptotik aktivitesinin in vivo uygunluğu ve kronik 

inflamatuar süreçlerde spesifik rolü tam olarak anlaşılamamıştır. 
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2.2.4 TLR Ligandları 

 

TLR'ler, hem endojen hem de ekzojen ligandların geniş bir yelpazesini bağlayabilmektedir. 

Öncelikle bakteriyel veya viral patojenlere ait moleküler alanlar için reseptör olarak işlev 

görürler. Plazma zarında eksprese edilen TLR'ler bakterilerin ve mantarların hücre duvarı 

bileşenlerini tanımlarken, iç endolizozomal bölmelerde ifade edilenler de viral PAMP'leri 

bağlar. Mikroorganizma kökenli ekzojen ligandlara ek olarak, TLR'ler çok çeşitli endojen 

ligandları da bağlayabilir. Bu endojen ligandlar, enfeksiyon yokluğunda TLR sinyali vermeyi 

uyaran konakçı türevi moleküllerdir (Yu vd. 2010, Piccinini vd. 2010). Endojen ligandlar, 

fibronektin, fibrinojen, hiyalüronik asit türevleri, ısı şoku proteinleri ve minimal oksitlenmiş 

düşük yoğunluklu lipoprotein gibi çeşitli hücre dışı matris bileşenlerini içerir. Bu ligandlar 

hücreler tarafından hasarlı bölgeden aktif olarak serbest bırakılır veya inflamatuvar dokular 

tarafından hasar gören hücreler tarafından pasif olarak serbest bırakılır (Okamura vd. 2001, 

Smiley vd.2001, Taylor vd. 2007, Vabulas vd. 2001, Bae vd. 2009). 

 

TLR2 ve TLR4, immun sistem savunmasındaki rolüne ilaveten, otoimmün yanıtların 

başlatılması ve sürdürülmesine de yol açabilir. TLR2 ve TLR4 sinyalizasyon hedefli 

tedaviler, devam eden inflamatuvar döngüyü kırabilir ve otoimmün hastalıkları iyileştirebilir. 

Ancak TLR2 ve TLR4'ün otoimmün hastalıklarla olan etkileşiminin esas mekanizması 

belirsizliğini korumakta olup bu yönde çalışmalar sürdürülmektedir (Liu vd. 2014). 

 

TLR gen polimorfizmlerinin ilgili immun ve immun siteme ait olmayan hücrelerdeki 

sinyalizasyonun bozulmasına neden olarak zayıflamış edinsel immun cevaba yol açtığı 

bilinmektedir. TLR2 ve TLR4 polimorfizmleri romatoid artrit, kanser, astım, tip 2 diyabet 

gibi çeşitli inflamatuar hastalıklarda gözlenmektedir (Rosa vd. 2012). 

 

2.2.5 TLR Gen Polimorfizmleri 

 

2.2.5.1 TLR2 Gen Ailesi ve Polimorfizmi (Arg677Trp) (Arg753Gln), (TLR2 ins/del)  

 

TLR2 geni, genomda 4q31.3 lokalizasyonunda bulunur ve 3 ekzondan oluşur. TLR2 geni 

4200 bp uzunluğunda olup, 784 aa’lik protein sentezleyen bir gen bölgesidir. TLR2 geni 

üzerinde şimdiye kadar birçok SNP (Tek Nükleotid polimorfizmleri) olduğu bildirilmiştir. 
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Şekil 2.6 TLR2 geninin kromozom üzerindeki yeri (Url-1). 

 

Populasyonda %1 veya daha fazla sıklıkta görülen DNA dizi alternatifleri polimorfizm olarak 

adlandırılır. SNP’ler, dizideki tek bir nükleotid değişikliği sonucunda olaşan 

polimorfizmlerdir.  

 

Bu çalışmada, 677. amino asit olan argininin triptofanla (Arg677Trp) yer değiştirmesi, 

rs121917864 (2029C/T;Arg677Trp) ve 753. amino asit olan argininle glutaminin 

(Arg753Gln) yer değiştirmesi, rs5743708 (2408G/A; Arg753Gln) olarak adlandırılan 

polimorfizimlerin HT ile ilşkisi araştırılmıştır. Ayrıca araştırılan diğer polimorfizm TLR2 

(rs111200466) -196 -174 ins/del polimorfizmi olup 5’UTR bölgesinin -196. ile -174. 

nükleotitleri arasında 23 bp uzunluğundaki bölgenin delesyonuyla oluşmuştur. Bu bölgedeki 

delesyonun ise azalmış transkripsyonel aktivite ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Yu vd. 2011). 

TLR'ler arasında TLR2, mikobakteriyel enfeksiyonlarda, oksidatif stresin ve hücresel 

nekrozun algılanmasında ve apoptozun indüksiyonunda bağışıklık tepkilerinde kritik öneme 

sahiptir (Petry vd. 2009). İnflamasyon ve bağışıklık sisteminde yer alan TLR genlerinin 

otoimmün hastalıklarla ilişkili olabileceği öne sürülmüştür. Bu nedenle, TLR genindeki tek 

nükleotid polimorfizmleri ile otoimmün hastalıklar arasındaki ilişkiyi araştırmak için birçok 

çalışma yapılmıştır (Karaca vd. 2013). TLR 2'deki tek nükleotid gen polimorfizmlerinin, 

septik şok veya gram pozitif mikroorganizmalara yatkınlık, Borrelia, Treponema (Lorenz vd. 

2000), Mycoplasma türleri (Bochud vd. 2003, Kang vd. 2004) idrar yolu enfeksiyonu (Tabel 

vd.2007), akut romatizmal ateş (Berdeli vd. 2005) ve ateroskleroza (Bielinski vd. 2011) karşı 

yanıt vermeyen bağışıklık sistemi ile ilişkili olduğu bildirilmiştir. 

 

2.2.5.2. TLR4 Gen Ailesi ve Polimorfizmi (Asp299Gly ve Thr399Ile) 

 

TLR4 geni 9q33.1 lokalizasyonunda bulunur, yaklaşık 13 kb'dir ve 222 amino asit 

uzunluğunda bir proteini kodlayan 3 ekzon içerir (Smirnova vd. 2000). Kromozom 

9:117713024 lokasyonundaki başlangıç kodonundan sonraki 896. nükleotitte yer almakta olup 

Adenin (A) bazının yerine Guanin(G) bazının geçmesi ile 299. amino asit olan aspartik asitin 
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glisinle (Asp299Gly) yer değiştirmesine neden olur. Oluşan varyant rs4986790 (Asp299Gly) 

(A/G) polimorfizmi olarak tanımlanmıştır. Kromozom 9:117713324 lokasyonunda, başlangıç 

kodonundan sonraki 1196. nükleotitte yer alan Sitozinin (C) timin (T) bazının yer değişimi 

sonucu 399. amino asit threoninin izolösinle (Thr399Ile) yer değiştirmesine neden olur ve 

oluşan varyant rs4986791 (Thr399Ile) (C/T) polimorfizmi olarak tanımlanmıştır.  

 

  

Şekil 2.7 TLR4 geninin kromozom üzerindeki yeri (Url-2). 

 

Son yıllarda otoimmün hastalıklarla ilişkilendirilen polimorfizm sayısı giderek artmaktadır. 

TLR’ler pek çok hastalığın patogenezinde yer almakta olup birçok hastalıkla TLR gen 

polimorfizmlerinin ilişkisini araştıran çalışmalar yapılmıştır. TLR2 ve TLR4'ün doğuştan 

gelen bağışıklık etkisiyle sitomegalovirüs (CMV)'ye ilişkili olduğu gösterilmiştir. TLR4 

Asp299Gly polimorfizmleri, CMV replikasyonunda koruyucu faktör gibi görünmektedir. 

Buna ek olarak, TLR4, virüslere, gram negatif mikroorganizmalara karşı immün yanıtta kritik 

bir role sahiptir. Öte yandan, TLR4'deki tek gen polimorfizmlerinin, endotoksinlere (Arbour 

vd. 2000) gram-negatif enfeksiyonlara (Agnese vd. 2002, Lorenz vd. 2002), ateroskleroza 

(Kiechl vd. 2002), Crohn hastalığına, ülseratif kolit (Shen vd. 2010) ve Behçet hastalığına 

(Horie vd. 2009), ailesel Akdeniz ateşine karşı değişen oranda risk ile ilişkili olduğu 

bildirilmiştir (Ozen vd. 2006). Fakat şu ana kadar TLR2 ve TLR4 gen polimorfizmleri ile HT 

arasındaki ilişkiyi araştıran herhangi bir çalışma yapılmamıştır.  
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BÖLÜM 3 

 

GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1 HASTA GRUBU 

 

Bülent Ecevit Üniversitesi Tıp Fakültesi Uygulama ve Araştırma Merkezi İç Hastalıkları 

Polikiliniğinde Hashimoto tiroiditi tanısı konmuş, akraba olmayan 89 kadın, 11 erkek toplam 

100 birey hasta grubunu oluşturdu. Hastalara, araştırmanın amacı ve içeriği ile ilgili 

bilgilendirme ve onam formu okutulup imzalatıldı. Bu çalışma Bülent Ecevit Üniversitesi 

Bilimsel Araştırma Projeleri Komisyonu tarafından (Proje numarası 2015-50737594-05) 

desteklenmiş olup çalışmamızın etik kurul onayı 28.05.2015 tarihinde 2015-24-26/05 

numaralı etik kurul toplantısında (Ek-A) alındı. 

 

3.2 KONTROL GRUBU 

 

Bülent Ecevit Üniversitesi Tıp Fakültesi Uygulama ve Araştırma Merkezi İç Hastalıkları 

Polikiliniğine rutin kontrolleri için başvuran herhangi bir inflamatuvar hastalığı olmayan 84 

kadın, 16 erkek toplam 100 sağlıklı birey kontrol grubunu oluşturdu. Sağlıklı bireylere, 

araştırmanın amacı ve içeriği ile ilgili bilgilendirme ve onam formu okutulup imzalatıldı.  

 

Hasta ve konrol grubunu oluşturan bireylerin rutin kontrolleri sırasında verdikleri kandan 

TLR 2, TLR 4 serum düzeyleri, TLR 2 (Arg677Trp ve Arg753Gln), TLR 4 (Asp299Gly ve 

Thr399Ile) gen polimorfizmleri çalışıldı. Çalışmalar Bülent Ecevit Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Tıbbi Genetik Anabilim Dalı’nda yapıldı. 

 

 

 

 

 

 



22 

3.3 METOD 

 

3.3.1 Kullanılan Araç ve Gereçler 

 

3.3.1.1 Kullanılan Cihazlar 

 

 Thermal Cycler (Primus 96 PCR system) 

 Buzdolabı (Bosch) 

 Santrifüj (Nüve NF 048) 

 Vorteks (IKA yellowline TTS2) 

 Isı Bloğu (Bio TDB-100) 

 Etüv (Nüve EN 500) 

 Mikropipet seti (Thermo Scientific- Finnpipette) 

 Mikrodalga Fırın (Altus ALMD 17B) 

 Elektroforez Güç Kaynağı (Cleaver MP-250N) 

 Elektroforez Tankı (Blue marine serva 200®) 

 Jel Görüntüleme Sistemi (SYNGENE, GeneGenius Bio Imaging System) 

 Derin Dondurucu (Bosch) 

 Otoklav (Nüve) 

 Hassas Terazi (Rad-Wag) 

 

3.3.1.2 Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

 E.Z.N.A.® Blood DNA Mini Kit (Omega) 

 % 99’luk Etil Alkol 

 EDTA 

 T1503 SIGMA Trizma® base 

 Borik Asit 

 Ethidium Bromide (Amresco) 

 Orange G (SNP Biyoteknoloji) 

 Agarose (Biomax) 

 PCR Buffer-(NH4)2SO4 (Thermo Scientific) 

 dNTP Mix (Fermantes) 
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 MgCl2 (Bioron) 

 Distile Su  

 Taq DNA Polimeraz (Bioron) 

 Primerler (Thermo Fisher S.) 

 AciI (Thermo Scientific) 

 NcoI (Fermantes) 

 HinfI (Thermo Scientific) 

 100bp Marker (Thermo Scientific) 

 50bp Marker (Thermo Scientific) 

 

3.3.1.3 DNA İzolasyonunda Kullanılan Kimyasallar  

 

DNA izolasyonu için E.Z.N.A.® Blood DNA Mini Kit (Omega) kullanılmıştır. Kit içeriği 

çizelge 3.1’de verilmiştir. Kit içeriği kullanım klavuzunda verilen bilgiler doğrultusunda 

aşağıdaki şekilde kullanıma hazırlanmıştır. 

 

HBC Buffer: 80 mL buffer üzerine 32 mL izopropanol eklenmiştir. 

 

DNA Wash Buffer: 25 mL üzerine 100 mL % 100’lük etil alkol eklenmiştir. 

 

Çizelge 3.1 E.Z.N.A.® Blood DNA mini kit (Omega) içeriği. 

Kimyasal Adı Miktarı 

BL Buffer 60 mL 

HBC Buffer 80 mL 

DNA Wash Buffer 3x25 mL 

Elution Buffer 160 mL 

OB Protease Solution 6 mL 

 

3.3.1.4 Elektroforez İçin Kullanılan Kimyasallar 

 

TBE Tamponu (50X Stok Solüsyonu) 

 54 g Tris Base 

 27.5 gr Borik asit 
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 3.73 g EDTA 

 Distile su ile 1 litreye tamamlanır. pH 8.0 ile 8.5 arasında olmalı 

 

Yürütme Tamponu 

1litre 1X Stok Solüsyonu TBE icin; 

 100 ml 10X Stok Solüsyona 900 ml H2O eklenir. 

 

% 3 Agaroz Jel Çözeltisi 

 200 ml 1X TBE Buffer 

 6 g Agarose  

 12µl Ethidium Bromide 

% 1.5 Agaroz Jel Çözeltisi 

 200 ml 1X TBE Buffer 

 3 g Agarose  

 12µl Ethidium Bromide 

 

3.3.2 Periferik Kandan DNA Elde Edilmesi 

 

3.3.2.1 Prensip 

 

Hücreler tüm nüklezları inhibe eden bir koatropik tuz (guanidin HCL) varlığında proteinaz K 

ile kısa bir süre inkübe edillir. Bu inkübasyon sonucunda hücreler parçalanır. Açığa çıkan 

genomik DNA pürüfikasyon filtre tüpünde bulunan fiber glas yapıya seçici olarak bağlanır. 

Fiber glas yapıya bağlanan genomik DNA’yı kontamine edici hücresel elemanlardan 

arındırmak ve ortamdaki diğer moleküllerden ayrılması için yıkama ve satrifüj işlemleri 

uygulanır. Bu işlem özel bir inhibitör uzaklaştırıcı tampon ve yıkama tamponu ile 

gerçekleştirilir. Son olarak düşük yoğunluklu tuz elüsyonu ile fiber glasa bağlı genomik DNA 

bu yapılardan ayrıştırılır.  

 

3.3.2.2 Protokol 

 

Hasta ve kontrollerden tam kan tüpüne 2 cc kan alındı ve DNA, E.Z.N.A® Blood DNA 

İzolasyon Kiti kullanılarak elde edildi. Kit içinde bulunan ve 1.5 ml hacme sahip tüplerin 
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içine konan 250 µl kan üzerine; 250 µl Buffer BL, 5 µl RNase A ve 25 µl OB proteaz enzimi 

eklendi ve bu karışım 10 saniye vortekslendikten sonra önceden 65°C’ye ayarlanmış 

inkübatörde 10 dakika inkübe edildi. Süre bitiminde inkübatörden alınan tüplerin üzerine 260 

µl saf alkol eklendi ve HiBind® DNA spin kolona aktarıldı. Dakikada 11.000 devir hız ile 1 

dakika santrifüj edildikten sonra, alttaki tüp atılarak yeni tüp kondu ve spin kolondaki içeriğin 

üzerine 500 µl HBC Buffer ilave edildi. Santrifüj aşaması tekrarlandıktan sonra 700 µl Wash 

Buffer eklendi ve 1 dakika santrifüj edildi. Wash Buffer ile yıkama aşaması tekrarlandıktan ve 

spinler yeni tüpe yerleştirildikten sonra önceden 65°C’ye ayarlanmış inkübatörde ısıtılmış 150 

µl Elution Buffer eklendi. Dakikada 11.000 devir hız ile 1 dakika yapılan santrifüj sonrası 

üstteki spin kolon atılarak alttaki tüpte bulunan DNA yeni tüpe aktarıldı ve bu aşamaların 

sonucunda yaklaşık 40-60 ng/µl konsantrasyonda 150 µl DNA elde edildi.  

 

3.3.3 PCR İle İlgili Gen Bölgesinin Amplifikasyonu  

 

3.3.3.1 TLR2 Gen Polimorfizmleri (Arg753Gln) (Arg677Trp), ins/del 

 

3.3.3.1.1 TLR2 (Arg753Gln) (Arg677Trp) Gen Polimorfizmi 

 

Kromozom 4:153705165 lokasyonundaki A bazının yerine G bazının geçmesi ile oluşan 

varyant rs5743708 (TLR2 G/A; Arg753Gln) polimorfizmi olarak tanımlanmıştır.  

 

Kromozom 4:153704936 lokasyonundaki T bazının yerine C bazının geçmesi ile oluşan 

varyant rs121917864 (TLR2 C/T; Arg677Trp) polimorfizmi olarak tanımlanmıştır. 

 

PCR- RFLP (Restriksyon parça uzunluk polimorfizmi) yöntemi ile çalışıldı. TLR2 geninin 

kodlama bölgesinde yer alan Arg753Gln ve Arg677Trp polimorfizmlerinin her ikisi de AciI 

enzimi için birer kesim noktası içermekte olup her iki kesim bölgesini de içeren gen bölgesi 5’ 

GCC TAC TGG GTG GAG AAC CT-3’ (F)  ve 5’ GGC CAC TCC AGG TAG GTC TT-3’ 

(R) primer çifti kullanılarak amplifiye edildi. Toplam 25 µL hacim içinde her primerden 1.5 

pmol, 30 mmol/L Tris-HCl (pH 8.3), 80 mmol/L KCl, 1.0 mmol/L MgCl2, her bir dNTP’den 

0.6 mmol/µL, 4 unit Taq DNA polimeraz ve 4 µL DNA’dan oluşan PCR miksi kullanıldı, 

“the MWG primus thermal cycler-Primus 96 PCR system” cihazı ile aşağıdaki protokole göre 

çalışıldı.  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=121917864
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95°C 3 dakika …………..1 Döngü……….(İlk Denatürasyon) 

  95°C 1 dakika …........................................ (Denatürasyon) 

  50°C 1.5 dakika …………35 Döngü ..….. (Bağlanma) 

  72°C 1 dakika  ……………………………..(Uzama) 

  72°C 7 dakika  …………..1 Döngü………..(Son uzama) 

 

343 baz çiftlik (bp) ürün elde edildi. Amplifiye edilen ürünler % 1.5’lik agaroz jelde 

koşturularak bant boyları görüntülendi. 

 

3.3.3.1.2. TLR2 -196-174 ins/del Gen Polimorfizmi (rs 111200466) 

 

TLR2 genininde protein kodlamayan 5’ bölgesinin -196 -174 lokalizasyonu arasında 23 bp 

uzunluğundaki 5’ CAGGCGGCTGCTCGGCGTTCTCT 3’ nükleotidlerin delesyonuyla 

oluşabilen -196-174 del/ins polimorfizmi (rs111200466) değerlendirildi. Araştırılmakta olan 

gen bölgesi 5´-CAC GGA GGC AGC GAG AAA-3´(F) ve 5´CTG GGC CGT GCA AAG 

AAG-3´(R) primer çiftleri kullanılarak amplifiye edildi.  Toplam 25 µL hacim içinde her 

primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L Tris-HCl (pH 8.3), 80 mmol/L KCl, 1.0 mmol/L MgCl2, her 

bir dNTP’den 0.6 mmol/µL, 4 unit Taq DNA polimeraz ve 4 µL DNA’dan oluşan PCR miksi 

kullanıldı, “the MWG primus thermal cycler-Primus 96 PCR system” cihazı ile aşağıdaki 

protokole göre çalışıldı. 

 

95°C 3 dakika…………..1 Döngü……….(İlk Denatürasyon) 

  95°C 1 dakika…........................................ (Denatürasyon) 

  56°C 1.5 dakika…………35 Döngü ..….. (Bağlanma) 

  72°C 1 dakika……………………………..(Uzama) 

  72°C 7 dakika  …………..1 Döngü………..(Son uzama) 

 

Amplifiye edilen ürünler % 1,5’lük agaroz jelde koşturularak bant boyları (284 ve/veya 262 

bp) görüntülendi. 
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3.3.3.2 TLR4 gen polimorfizmi (Asp299Gly ve Thr399Ile) 

 

3.3.3.2.1 Asp299Gly polimorfizmi (rs4986790) 

 

Kromozom 9:117713024 lokasyonundaki G bazının yerine A bazının geçmesi ile oluşan 

(TLR4 rs4986790 A/G; Asp299Gly) polimorfizmi PCR-RFLP yöntemi ile çalışıldı. 

Araştırılmakta olan gen bölgesi 5´-GAT TAG CAT ACT TAG ACT ACT ACC TCC ATG-

3´(F) ve 5´-GAT CAA CTT CTG AAA AAG CAT TCC CAC-3´(R) primer çiftleri 

kullanılarak amplifiye edildi. Toplam 25 µL hacim içinde her primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L 

Tris-HCl (pH 8.3), 80 mmol/L KCl, 1.0 mmol/L MgCl2, her bir dNTP’den 0.6 mmol/µL,            

4 unit Taq DNA polimeraz ve 4 µL DNA’dan oluşan PCR miksi kullanıldı, “the MWG 

primus thermal cycler-Primus 96 PCR system” cihazı ile aşağıdaki protokole göre çalışıldı.  

 

95°C 3 dakika…………..1 Döngü……….(İlk Denatürasyon) 

  95°C 1 dakika…........................................ (Denatürasyon) 

  55°C 1.5 dakika…………35 Döngü ..….. (Bağlanma) 

  72°C 1 dakika……………………………..(Uzama) 

  72°C 7 dakika…………..1 Döngü………..(Son uzama) 

 

249 bp ürün elde edildi. Amplifiye edilen ürünler %1.5’lik agaroz jelde koşturularak bant 

boyları görüntülendi. 

 

3.3.3.2.2 Thr399Ile polimorfizmi (rs4986791) 

 

Kromozom 9:117713024 lokasyonundaki T bazının yerine C bazının geçmesi ile oluşan (TLR-

4 rs4986791C/T; Thr399Ile) polimorfizmi PCR-RFLP yöntemi ile çalışıldı. Araştırılmakta 

olan gen bölgesi 5´-GGT TGC TGT TCT CAA AGT GAT TTT GGG AGA A-3´(F) ve 

5´CCT GAA GAC TGG AGA GTG AGT TAA ATG CT-3´(R) primer çiftleri kullanılarak 

amplifiye edildi. Toplam 25 µL hacim içinde her primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L Tris-HCl 

(pH 8.3), 80 mmol/L KCl, 1.0 mmol/L MgCl2, her bir dNTP’den 0.6 mmol/µL, 4 unit Taq 

DNA polimeraz ve 4 µL DNA’dan oluşan PCR miksi kullanıldı, “the MWG primus thermal 

cycler-Primus 96 PCR system” cihazı ile aşağıdaki protokole göre çalışıldı.  
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95°C 3 dakika…………..1 Döngü……….(İlk Denatürasyon) 

  95°C 1 dakika…........................................ (Denatürasyon) 

  65°C 1.5 dakika…………35 Döngü ..….. (Bağlanma) 

  72°C 1 dakika……………………………..(Uzama) 

  72°C 7 dakika…………..1 Döngü………..(Son uzama) 

 

406 bp ürün elde edildi. Amplifiye edilen ürünler %1.5’lik agaroz jelde koşturularak bant 

boyları görüntülendi.  

 

3.3.4 Jelin Hazırlanması ve Jel Elektroforezde Görüntüleme 

 

Konsantrasyonu, PCR sonrası ürünler için %1,5’lik; enzim kesimi sonrası ürünler için %3’lük 

olacak şekilde tampon çözelti ve agar karıştırılarak mikrodalga fırında 80°C’de ısıtıldı. 

Karışım, 60°C’ye soğutulduktan sonra üzerine % 7’lik olacak şekilde etidyum bromid 

eklendi, jel kabına aktarılıp uygun taraklar yerleştirildikten sonra jelin oda ısısında donması 

sağlandı. Jel donduktan sonra taraklar çıkartıldı. İncelenecek örnekten 5 µL alındı ve daha 

önceden 5 kat distile su ile sulandırılarak 1X olarak hazırlanmış olan 5 µL jel yükleme 

solusyonu (DZJY001, lot: 0610J12) ile karıştırılarak her bir kuyucuğa yüklendi. Jel tankında 

(Blue marine serva 200) 120 mV güç kaynağı ile 40 dakika yürütülen örneklerin fotoğrafı, jel 

görüntüleme cihazı ile (SYNGENE, GeneGenius Bio Imaging System) alındı. 

 

3.3.5. RFLP Analizi ve Değerlendirme 

 

3.3.5.1. TLR2 Gen Polimorfizmi  

 

3.3.5.1.1 TLR2 Gen Polimorfizmi (Arg753Gln) (Arg677Trp)  

 

PCR sonrası elde edilen 343 bp uzunluğundaki amplifikasyon ürünü %1.5’lik agaroz jel 

elektroforezi ile görüldükten sonra, 4 ünite AciI enzimi (Çizelge 3.2) ile kesilmesi için 16 saat 

37°C’lik kuru etüvde inkübe edildi. 
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Çizelge 3.2 Enzimlerin çalışma koşulları. 

Enzim Kesim bölgesi Çalışma sıcaklığı İnkübasyon süresi 

AciI 
5’-C^CGC-3’ 

3’-GGC^G-5’ 
37°C 16 saat 

NcoI 
5’-C^CATGG -3’ 

3’- GGTAC ^C-5’ 
37°C 16 saat 

HinfI 
5’-G^ANTC-3’ 

3’-CTNA^G-5’ 
37°C 16 saat 

 

Enzim kesimi sonrası % 3’lük agaroz jelde 120 mV güç ile yaklaşık bir saat yürütülerek; 

Arg753Gln gen polimorfizmi G aleli için 228, 74, 38 bp, A aleli için 266, 74 bp boylarında 

bant elde edildi. 

 

Arg677Trp gen polimorfizmi C aleli için 228, 74, 38 bp, T aleli için 302, 38 bp boylarında 

bantlar elde edildi. Bu çalışmada 302 baz uzunluğunda bant görülmemiştir (Şekil 3.1).  

 

 

 

Şekil 3.1 TLR2 Arg753Gln, Arg677Trp gen polimorfizmi jel elektroforez görüntüsü. 

 

Arg753Gln gen polimorfizmi için 228 bp uzunluğunda görülen bant G, 266 bp uzunluğunda 

görülen bant A olarak adlandırılmıştır 2,3,5 nolu örnekler GG; 1,4 nolu örnekler GA 

genotipindedir. Arg677Trp gen polimorfizmi için 228 bp uzunluğunda görülen bant C, 2,3,5 

nolu örnekler CC genotipindedir. 

 

3.3.5.1.2 TLR2 ins/del Gen Polimorfizmi 

 

TLR2 -196-174 del gen polimorfizmi için, PCR sonrası elde edilen amplifikasyon ürünü 

%1.5’lik agaroz jel elktroforezinde değerlendirildi.  
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Elde edilen ürün 284 bp uzunluğunda ise insersiyon aleli, 262 bp boyunda ise delesyon aleli 

olarak isimlendirildi (Şekil 3.2). 

 

 

 

100 bp’lık DNA belirtecinin yanındaki 1 nolu örnek del/del; 2,4 nolu örnekler ins/del, 3 nolu örnek ise, ins/ins 

genotipindedir. 

Şekil 3.2 TLR2 -196-174 del gen polimorfizmi jel elektroforez görüntüsü. 

 

 

3.3.5.2 TLR-4 gen polimorfizmleri rs4986790 (Asp299Gly) ve rs4986791 (Thr399Ile)  

 

3.3.5.2.1 Asp299Gly polimorfizmi (rs4986790) 

 

PCR sonrası elde edilen 249 bp uzunluğundaki amplifikasyon ürünü % 1.5’lik agaroz jel 

elektroforezi ile görüldükten sonra, 4 ünite NcoI enzimi (Çizelge 3.2) ile kesilmesi için 16 

saat 37°C’lik kuru etüvde inkübe edildi. Enzim kesimi sonrası % 3’lük agaroz jelde 120 mV 

güç ile yaklaşık bir saat yürütülerek (Şekil 3.3)., A aleli için 249 bp, G aleli için 226 ve 23 bp 

boyunda bant elde edildi.  

 

 

100 bp’lık DNA belirtecinin yanındaki 1,2, 3,4,6 nolu örnekler AA; 5 nolu örnek AG, genotipindedir. 

Şekil 3.3 TLR4 Asp299Gly gen polimorfizmi jel elektroforez görüntüsü. 
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3.3.5.2.2 Thr399Ile polimorfizmi (rs4986791)  

 

PCR sonrası elde edilen 406 bp uzunluğundaki amplifikasyon ürünü %1.5’lik agaroz jel 

elektroforezi ile görüldükten sonra, 4 Unit HinfI enzimi (Çizelge 3.2) ile kesilmesi için 16 saat 

37°C’lik kuru etüvde inkübe edildi. Enzim kesimi sonrası % 3’lük agaroz jelde 120 mV güç 

ile yaklaşık bir saat yürütülerek C aleli için 406 bp, T aleli için 377 ve 29 bp boyunda bant 

elde edildi (Şekil 3.4). 

 

 

100 bp’lık DNA belirtecinin yanındaki 1,2,4,5,7 nolu örnekler CC, 3,6 nolu örnekler CT genotipindedir. 

Şekil 3.4 TLR4 Thr399Ile gen polimorfizmi jel elektroforez görüntüsü. 

 

3.3.6 SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant) 

 

İnsan genomu, tam genom dizilimi ile tanımlanabilen yaklaşık 3.7 milyon tek nükleotid 

varyantı (SNV) içerir (Lam vd. 2012). Bir insanda bulunan SNV'lerin çoğunluğu 

popülasyonda yaygındır, ancak hastalık oluşturan varyantlar tipik olarak özel veya nadirdir ve 

toplam genomun sadece % 1'ini (30mb) oluşturan protein kodlama bölgelerinde görülme 

eğilimindedir (Turner vd. 2009, Stenson vd. 2008). 

 

 DbSNP (Sherry vd. 2001) ve 1000 Genomes (Abecasis vd. 2010) gibi veritabanları, yaygın 

varyantları filtrelemek için yararlıdır, ancak kalan varyantların, protein fonksiyonunu 

potansiyel olarak etkileyebilecek olanları tanımlamak için sıralanması ve önceliklendirilmesi 

gerekir. Bu açıdan SIFT gibi algoritmalar yardımcı olabilir. SIFT, polimorfizmlerin protein 

fonksiyonları üzerindeki etkilerini araştırmak isteyen araştırmacılar için yararlıdır. 
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 SIFT, amino asit yer değiştirmelerinin protein fonksiyonu üzerindeki potansiyel etkisini 

gösteren bir algoritmadır. Son zamanlarda yapılan çalışmalarla SIFT'i çerçeve kaydırma 

kalıplarında görmek için genişletilmiştir (Hu vd. 2012). 

 

 SIFT, insan genetik araştırmalarında örneğin, kanserli Mendel hastalıkları ve bulaşıcı 

hastalıklarda amino asit yer değiştirmeleri için aktif olarak kullanılmaktadır. Araştırmacılar, 

SIFT'in faydasını, insanlar ve insan hastalıkları üzerine yapılan araştırmaların ötesine 

geçtiğini vurgulamaktadırlar(Sebro vd. 2012, Wang vd. 2010, Eizadora vd. 2011). 

 

SIFT, missense mutasyonlarının tarımsal bitkiler (Till vd. 2004) ve sıçanlar (Smits vd. 2004), 

kanin (Gharahkhani vd. 2011) ve Arabidopsis (Günther vd. 2010) gibi model organizmalar 

üzerindeki etkilerini incelemek için kullanılmıştır. 

 

Genel olarak, SIFT, araştırma çalışmalarının nedensel değişkenleri belirlemek için bol 

miktarda SNV'ler ile filtrelemeyi gerektiren durumlarda yararlıdır. Bizde bu metodu 

kullanarak TLR2 ve TLR4 geninideki varyantların protein fonksiyonuna olan etkisini 

http://siftdna.org/www/SIFT_dbSNP.html linkinden değerlendirdik (Url-2). 

 

3.3.7 TLR-2 ve TLR-4 Serum Düzeylerinin Analizi 

 

Hastalardan ve sağlıklı gönüllülerden TLR-2 ve TLR-4 düzeylerinin araştırılması için sabah 

12 saatlik açlık süresinin ardından; pıhtı aktivatörü içeren jel seperatörlü tüpe 5 ml venöz kan 

örneği alındı. Jel seperatörlü tüpte pıhtılaşmanın oluşması için 30 dakika beklendi. Pıhtılaşma 

tamamlandıktan sonra örnek, oda sıcaklığında 3500 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Ayrılan 

serum örnekleri eppendorf tüplerinde çalışılana kadar -80°C’de muhafaza edildi. TLR-2 ve 

TLR-4 ölçümleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yöntemiyle Bülent 

Ecevit ÜniversitesiTıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı’nda yapıldı. 

 

3.3.7.1 TLR-2 Ölçümü 

 

Serum TLR-2 düzeyinin ölçümü solid faz sandviç ELISA prensibine dayanan BOSTER 

firmasının Human TLR-2 Picokine (CA, ABD, Katalog No: EK0906) kiti kullanılarak 

yapıldı.  

http://siftdna.org/www/SIFT_dbSNP.html
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3.3.7.1.1 Testin Prensibi 

 

Analizde kullanılan mikrokuyucukların duvarlarında TLR-2’e karşı geliştirilmiş monoklonal 

antikorlarla kaplıdır. TLR-2 standartları ve örnekler monoklonal antikor kaplı 

mikrokuyucuklara pipetlenir ve 37 oC’de 90 dakika inkübe edilir.  Kuyucuklar boşaltılır ve 

yıkama yapmadan biotinize anti-human TLR-2 antikorları eklenir ve 37 oC’de 60 dakika 

inkübe edilir.  Bir sonraki aşamada yıkama yapılır. Daha sonra streptavidin-peroksidaz enzimi 

ortama eklenir ve 37 oC’de 30 dakika inkübe edilir.  Bu enzimin biotinize antikora bağlanması 

ile sandviç kompleksi oluşur.  İnkübasyon sonunda tekrar yıkama yapılıp bağlanmayan 

enzimler ortamdan uzaklaştırılır. Sonrasında ortama substrat solüsyonu eklenerek karanlık 

ortamda reaksiyon başlatılır ve 37 oC’de 30 dakika sonunda renk değişimi meydana gelir. 

İnkübasyon sonrasında stop solüsyonu eklenerek reaksiyon sonlandırılır. Daha sonra 

renklenmiş ürünlerin absorbansı 450 nanometrede okutulur ve elde edilen kalibrasyon 

eğrisinden yararlanılarak, örneklerin TLR-2 konsantrasyonları hesaplanır. 

 

3.3.7.1.2 Kullanılan TLR-2 kitinin içeriği ve solüsyonların hazırlanması 

 

 - TLR-2 antikoru ile kaplanmış plak  

 - TLR-2  standartı 

 -Biotinize anti-human TLR-2 antikoru 

 -Streptavidin-Peroksidaz kompleks 

-Örnek dilusyon solüsyonu  

-Antikor dilusyon solüsyonu 

 - Streptavidin-Peroksidaz dilüsyon solüsyonu 

 - Kromojen (Tetrametilbenzidin (TMB)) solüsyonu 

 -Stop solüsyonu 

 

Standartların hazırlanması: 

Örnek dilüsyon tamponu ile standart çözülerek 10.000 pg/ml konsantrasyonundaki ilk stok 

solüsyon oluşturuldu. Daha sonra seri dilüsyonlar ile 5000, 2500, 1250, 625, 312, 156 pg/ml 

konsantrasyonlarda 6 adet standart elde edildi. Örnek dilüsyon tampon 0 pg/ml olarak 

kullanıldı. 
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Biotinize antihuman TLR-2 solüsyonunun hazırlanması: 

100 kat konsantre olan biotinize anti-human TLR-2, antikor dilusyon tamponu ile seyreltildi.  

 

Streptavidin peroksidaz kompleks solüsyonunun hazırlanması: 

100 kat konsantre olan streptavidin peroksidaz kompleks, streptavidin-peroksidaz dilüsyon 

tamponu ile seyreltildi. 

 

Yıkama solüsyonu hazırlanması: 

0.01 M PBS (8.5 gr NaCL, 1.4 gr Na2HPO4, 0.2 gr NaH2PO4 1000 ml distile suda çözündü, 

pH 7.2-7.6 arasındadır ve son hacim 1000 ml’dir). TLR-2 çalışma prosedürü çizelge 3.3’de 

gösterildi. 

 

Çizelge 3.3 TLR-2 çalışma prosedürü. 

 Standart Örnek 

Standart  100 µl  

Örnek  100 µl 

37oC’de 90 dakika inkübe edilir.  Kuyucuklar boşaltılır 

Biotinize anti-human TLR-2 antikoru 100 µl 100 µl 

37oC’de 60 dakika inkübe edilir 

 Yıkama cihazında her bir kuyucuk için  300 µl yıkama solusyonu ile 3 kez yıkama 

Streptavidin-Peroksidaz solüsyonu 100 µl 100 µl 

37oC’de 30 dakika inkübe edilir 

 Yıkama cihazında her bir kuyucuk için  300 µl yıkama solusyonu ile 5 kez yıkama 

Kromojen solüsyonu 90 µl 90 µl 

37oC’de 30 dakika karanlıkta inkübe edilir 

Stop solüsyonu 100 µl 100 µl 

  

ELISA okuyucu cihazda (ELX 800 G, BIO-TEC Instruments, Winooski,USA) 450 nm’de 

absorbanslar alındı. Sonuçlar kalibrasyon eğrisinden yaralanılarak cihaz tarafından otomatik 

olarak hesaplandı. Testin ölçüm aralığı 156-10000 pg/ml’dir. Ölçüm sensitivitesi <10 

pg/ml’dir ve gün içi değişkenlik katsayısı (CV) %3.8-4.9 iken günler arası CV % 7.9-8.5’dir. 
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3.3.7.2 TLR-4 Ölçümü 

 

Çalışmada serum solid faz sandviç ELISA prensibine dayanan Elabscience firmasının ticari 

Human TLR-4 (Wuhan, PRC, Katalog No: E-EL-H1539) kiti kullanılarak yapıldı. 

 

3.3.7.2.1 Testin Prensibi 

 

Analizde kullanılan mikrokuyucukların duvarlarında TLR-4’e karşı geliştirilmiş monoklonal 

antikorlarla kaplıdır. TLR-4 standartları ve örnekler monoklonal antikor kaplı 

mikrokuyucuklara pipetlenir ve 37 oC’de 90 dakika inkübe edilir.  Kuyucuklar boşaltılır ve 

yıkama yapmadan biotinize TLR-4 antikorları eklenir ve 37 oC’de 60 dakika inkübe edilir.  

Bir sonraki aşamada yıkama yapılır. Daha sonra avidin-peroksidaz enzimi ortama eklenir ve 

37 oC’de 30 dakika inkübe edilir. Bu enzimin biotinize antikora bağlanması ile sandviç 

kompleksi oluşur. İnkübasyon sonunda tekrar yıkama yapılıp bağlanmayan enzimler 

ortamdan uzaklaştırılır. Sonrasında ortama substrat solüsyonu eklenerek karanlık ortamda 

reaksiyon başlatılır ve 37 oC’de 15 dakika sonunda renk değişimi meydana gelir. İnkübasyon 

sonrasında stop solüsyonu eklenerek reaksiyon sonlandırılır. Daha sonra renklenmiş ürünlerin 

absorbansı 450 nm’de okutulur ve elde edilen kalibrasyon eğrisinden yararlanılarak, 

örneklerin TLR-4 konsantrasyonları hesaplanır.  

 

3.3.7.2.2 Kullanılan TLR-4 kitinin içeriği ve solüsyonların hazırlanması 

 

 - TLR-4 antikoru ile kaplanmış plak  

 - TLR-4 standartı 

 -Standart ve örnek dilüsyon solüsyonu 

 - TLR-4 biyotinize antikor  

-Biyotinize antikor dilüent 

 -Avidin-Peroksidaz (HRP) 

 - Avidin-Peroksidaz (HRP) diluenti  

 -Yıkama solüsyonu 

 -Kromojen (Tetrametilbenzidin (TMB)) solüsyonu 

 -Stop solüsyonu 
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Standartların hazırlanması: 

Standart dilüent tamponu ile standart çözülerek 20 ng/ml konsantrasyonundaki ilk stok 

solüsyon oluşturuldu. Daha sonra seri dilüsyonlar ile 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31 ng/ml 

konsantrasyonlarda 6 adet standart elde edildi. Standart ve örnek dilüsyon solüsyonu 0 pg/ml 

olarak kullanıldı. 

 

TLR-4 biotinize antikor: 

100 kat konsantre olan TLR-4 biotinize antikor, biyotinize antikor dilüent ile seyreltildi. 

 

Avidin-Peroksidaz (HRP) solüsyonunun hazırlanması: 

100 kat konsantre olan avidin-Peroksidaz, avidin-Peroksidaz diluenti ile seyreltildi. 

 

Yıkama solüsyonu hazırlanması: 

30 ml konsantre yıkama solüsyonu 750 ml distile su ile karıştırılarak hazırlandı.  

TLR-4 çalışma prosedürü çizelge 3.4’de gösterildi. 

 

Çizelge 3.4  TLR-4 Çalışma prosedürü. 

 Standart Örnek 

Standart  100 µl  

Örnek  100 µl 

37oC’de 90 dakika inkübe edilir.  Kuyucuklar boşaltılır 

Biotinize TLR-4 antikoru 100 µl 100 µl 

37oC’de 60 dakika inkübe edilir. 

 Yıkama cihazında her bir kuyucuk için  350 µl yıkama solusyonu ile 3 kez yıkama 

Streptavidin-Peroksidaz solüsyonu 100 µl 100 µl 

37oC’de 30 dakika inkübe edilir 

 Yıkama cihazında her bir kuyucuk için  350 µl yıkama solusyonu ile 5 kez yıkama 

Kromojen solüsyonu 90 µl 90 µl 

37oC’de 15 dakika karanlıkta inkübe edilir 

Stop solüsyonu 50 µl 50 µl 
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3.3.8 İstatiksel Değerlendirme 

 

İstatistiksel değerlendirme SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programı kullanılarak 

yapıldı. Sayısal değişkenlerin normal dağılıma uygunlukları Shapiro-Wilk testi ile incelendi. 

Sayısal değişkenler için tanımlayıcı istatistikler ortanca, kategorik yapıdaki veriler için sayı ve 

yüzde olarak ifade edildi. Sayısal değişkenler bakımından iki grubun karşılaştırılmasında 

Mann-Whitney U testi kullanıldı. Hastalar ve kontroller arasındaki genotipik ve allelik 

dağılım farklılıkları ki-kare testiyle değerlendirildi. Hastalık riski ile TLR2 ve TLR4 

polimorfizmleri arasındaki ilişki ise lojistik regresyon analizi ile araştırıldı. Sonuçlar % 95 

güven aralığında değerlendirilip ve p<0.05 değeri anlamlı kabul edilmiştir. 
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BÖLÜM 4 

 

BULGULAR 

 

4.1 HASTA VE KONTROL GRUPLARININ ÖZELLİKLERİ 

 

Bülent Ecevit Üniversitesi Uygulama ve Araştırma Merkezi İç Hastalıkları Polikliniği’nde 

Hashimoto tiroiditi tanısı almış 89 kadın (% 89), 11 erkek (%11), toplam 100 hasta ve kontrol 

grubu olarak ise 16 erkek (%16), 84 kadın (%84) sağlıklı 100 birey çalışmaya dahil edilmiştir. 

Hasta grubunun yaşları 16-62 arasında değişip ortalama yaş 38.0 (18.0-62.0) olarak tespit 

edildi. Kontrol grubunun yaşları 17-68 arasında değişip, ortalama yaş 35.0 (18.0-62.0) olarak 

tespit edildi. Her iki grup arasında cinsiyet ve yaşa ait özellikler çizelge 4.1’de verilmiştir. 

 

Çizelge 4.1 Hashimoto tiroiditi hasta ve kontrol grubunun cinsiyet ve yaşa göre dağılımı 

 Kontrol n(% ) Hasta n(% ) 

Erkek 16 (% 16) 11 (% 11) 

Kadın 84 (%84) 89 (% 89) 

Yaş 35.0 (18.0-68.0)  38.0 (18.0-62.0)  

 

4.2 HASTA VE KONTROL GRUPLARININ TLR2 VE TLR4 GEN POLİMORFİZM 

FREKANSLARININ KARŞILAŞTIRMASI 

 

4.2.1 TLR2 Gen Polimorfizmi 

 

4.2.1.1 TLR2 rs121917864 (Arg677Trp), rs5743708 (Arg753Gln) Gen Polimorfizmi 

 

Hashimoto tiroiditi hastaları ve sağlıklı kontrol grubu TLR2 Arg753Gln gen polimorfizmi 

açısından incelendiğinde kontrol grubunun 99’inin (%99) GG genotipinde, 1’nin (%1) GA 
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genotipinde olduğu saptandı. Kontrol grubunda AA genotipine rastlanmadı. Hasta grubunun 

ise 97’inin (%97) GG genotipinde, 3’nün (%3) GA genotipinde, olduğu saptandı. Hasta 

grubunda AA genotipine rastlanmadı. Genotip dağılımı açısından iki grup arasında 

istatistiksel açıdan anlamlı farklılık bulunamadı (p=0.621; OR=3.062; %95 GA=0.313 – 

29.948) (Çizelge 4.2). 

 

TLR2 Arg753Gln gen polimorfizmi için kontrol ve hasta grupları alel frekansları açısından 

karşılaştırıldığında G aleli kontrol grubunda % 99.5 hasta grubunda ise %98.5 bulundu. A aleli 

ise kontrol grubunda %0.5 hasta grubunda ise %1.5 bulundu. Alel frekansları açısından kontrol 

ve hasta grubu arasında anlamlı bir farklılık bulunamadı (p=0.623; OR=3.030; %95 

GA=0.313-29.384) (Çizelge 4.3). 

 

TLR2 Arg677Trp gen polimorfizmi açısından incelendiğinde hasta grubunun hepsi CC 

genotipinde; hastaların hiçbirinde CT ve TT genotipine rastlanmadı. Kontrol grubunda da 100 

kişinin tamamının CC genotipinde olduğu tespit edildi. 

 

Çizelge 4.2 Hashimoto tiroiditi hastalarında ve sağlıklı kontrollerde TLR2 rs121917864 

(Arg677Trp), rs5743708(Arg753Gln)gen polimorfizm genotip frekansları. 

SNP Genotip 

Sağlıklı 

Kontroller 

n=100 

Hashimoto 

tiroiditi 

hastaları 
n=100 

P değeri OR (%95 GA) 

TLR2 

Arg753Gln  

GG 99 (%99) 97 (%97) 
0.621 

Referans 

3.062(0.313-29.948) 
GA 1 (%1.0) 3 (%3.0) 

%95 GA; %95 güven aralığı, OR; Göreceli olasılık oranları (odds ratio) 

 

Çizelge 4.3 Hashimoto tiroiditi hastalarında ve sağlıklı kontrollerde TLR2 rs5743708 

(Arg753Gln) Gen Polimorfizminin alel dağılımı. 

SNP Alel 

Sağlıklı 

kontroller 

n=100 

Hashimoto 

tiroiditi 

hastaları 

P Value OR (%95 GA) 

TLR2  

Arg753Gln 

G %99.5 %98.5 

0.623 

 

3.030               

(0.313-29.384) 

 

A 

 

%0.5 

       

     %1.5 

   
%95 GA; %95 güven aralığı, OR; Göreceli olasılık oranları (odds ratio) 
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4.2.1.2 TLR2 (174-196 del/ins) Gen Polimorfizmi 

 

HT hastaları ve sağlıklı kontrol grubu TLR2 (174-196 del/ins) gen polimorfizmi açısından 

incelendiğinde kontrol grubunun 28’sinin (%28) ID genotipinde, 72’sinin (%72) II 

genotipinde olduğu saptandı. Kontrol grubunda DD genotipine rastlanmadı. Hasta grubunun 

ise 17’sinin (%17) ID genotipinde, 81’inin (%81) II genotipinde, 2’sinin (%2) DD 

genotipinde olduğu saptandı. Genotip dağılımı açısından iki grup arasında istatistiksel açıdan 

anlamlı farklılık bulunamadı.(p=0.275) (Çizelge 4.4). 

 

TLR2 (174-196 del/ins) gen polimorfizmi için kontrol ve hasta grupları alel frekansları 

açısından incelendiğinde I alel frekansı kontrol grubunda % 86 hasta grubunda ise % 89.5 

olarak bulundu. D alel frekansı ise kontrol grubunda % 14 hasta grubunda ise % 10.5 olarak 

bulundu. Alel frekansları bakımından da kontrol ve hasta grubu arasında istatistiksel açıdan 

anlamlı bir farklılık bulunamadı (p=0.360; OR=0.721; %95 GA=0.394 – 1.317) (Çizelge 4.5). 

 

Çizelge 4.4 Hashimoto tiroiditi hastalarında ve sağlıklı kontrollerde TLR-2 I/D rs111200466 

gen polimorfizm genotip frekansları. 

SNP Genotip 

Sağlıklı 

kontroller 

n=100 

Hashimoto 

tiroiditi 

hastaları 

n=100 

P değeri OR (%95 GA) 

 (TLR2 I/D) 

II 72 (%72) 81 (%81) 

0.275 

Referans  

0.540 (0.273-1.066) 

* 

ID 28 (%28) 17 (%17) 

DD 0 (%0) 2 (%2) 

 Odds oranı hesalanamadı  

  

Çizelge 4.5 Hashimoto tiroiditi hastalarında ve sağlıklı kontrollerde TLR2 I/D rs111200466 

gen polimorfizm alel frekansları. 

SNP Alel 
Sağlıklı Kontroller 

n=100 

Hashimoto 

tiroiditi 

hastaları n=100 

P değeri OR (%95 GA) 

(TLR2 I/D) 

I % 86 % 89.5 
 

0.360 

 

0.721 (0.394-1.317)  

D 

 

 % 14 

 

% 10.5 

%95 GA; %95 güven aralığı, OR; Göreceli olasılık oranları (odds ratio) 
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4.2.2 TLR4 Gen Polimorfizmi 

 

4.2.2.1 TLR4 (Asp299Gly) Gen Polimorfizmi 

 

Hashimoto tiroiditi hastaları ve sağlıklı kontrol grubu TLR4 Asp299Gly gen polimorfizmi 

açısından incelendiğinde kontrol grubunun 96’sının (% 96) AA genotipinde, 4’ünün (% 4) 

AG genotipinde olduğu saptandı. Kontrol grubunda GG genotipine rastlanmamıştır. Hasta 

grubundaki kişilerin ise 98’sinin (% 98) AA genotipinde 2’sinin (%2) AG genotipinde olduğu 

saptandı. Hasta grubunda da GG genotipine rastlanmadı. AA, AG, GG genotipleri açısından 

karşılaştırıldığında hasta ve kontrol grubu arasında anlamlı bir farklılık bulunamadı (p=0.683; 

OR=0.490; %95 GA=0.088 – 2.737) (Çizelge 4.6). 

 

Asp299Gly gen polimorfizmine ait A ve G alellerinin görülme sıklıkları ile hastalık 

arasındaki ilişki incelendiğinde ise anlamlı bir ilişki bulunamadı. Kontrol grubunda A alelinin 

frekansı % 98 hasta grubunda A alelinin frekansı % 99 bulundu. G alel frekansı ise kontrol 

grubunda % 4 hasta grubunda ise % 1 olarak bulundu (p=0.685; OR=0.495; %95 GA =0.090 – 

2.733) (Çizelge 4.7). 

 

Çizelge 4.6 Hashimoto tiroiditi hastalarında ve sağlıklı kontrollerde TLR4 (Asp299Gly) gen 

polimorfizm genotip frekansları. 

SNP Genotip 
Sağlıklı 

kontroller n=100 

Hashimoto 

tiroiditi hastaları 
P değeri OR (%95 GA) 

TLR4 

Asp299Gly 

AA 96 (%96) 98 (%98) 

                 

0.683 

          Referans 

0.490 (0.088-2.737)            

AG 4 (%4) 2 (%2) 

GG 0 (%0) 0 (%0) 

%95 GA; %95 güven aralığı, OR; Göreceli olasılık oranları (odds ratio) 
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Çizelge 4.7 Hashimoto tiroiditi hastalarında ve sağlıklı kontrollerde TLR4 (Asp299Gly) Gen 

Polimorfizminin alel dağılımı. 

 SNP Alel 
Sağlıklı Kontroller 

n=100 

Hashimoto 

tiroiditi 

hastaları 

P değeri OR (%95 GA) 

 

TLR4 

Asp299Gly 

 

      A       % 98       % 99 

0.685 0.495 (0.090 – 2.733) 
      G        % 2       % 1 

%95 GA; %95 güven aralığı, OR; Göreceli olasılık oranları (odds ratio) 

 

4.2.2.2 TLR4 (Thr399Ile) gen polimorfizmi 

 

Hashimoto tiroiditi hastaları ve sağlıklı kontrol grubundaki TLR4 Thr399Ile gen polimorfizmi 

açısından incelendiğinde kontrol grubunun 97’sinde (% 97) CC genotipi; 3’ünde (% 3) CT 

genotipi saptanırken, TT genotipi saptanmadı. Hasta grubundaki kişilerin 98’sinde (% 98) CC 

genotipi; 2’sinde (% 2) CT genotipi saptanırken, hasta grubunda TT genotipi saptanmadı. CC, 

CT, TT genotipleri açısından karşılaştırıldığında hasta ve kontrol grubu arasında anlamlı bir 

farklılık bulunamadı (p=1.000, OR=0.660; %95 GA=0.108-4.036) (Çizelge 4.8). 

 

Thr399Ile gen polimorfizmine ait C ve T alellerinin görülme sıklıkları ile hastalık arasındaki 

ilişki incelendiğinde, kontrol grubunda C alelinin frekansı % 98.5, T alelinin ki ise % 1.5 

olarak bulundu. Hasta grubunda C alelinin frekansı % 99, T alelinin ki ise % 1 olarak 

bulundu. Allel frekansları bakımından kontrol ve hasta grubu arasında istatistiksel açıdan 

anlamlı farklılık bulunamadı (p=0.686; OR=0.663; %95 GA=0.110 – 4.013) (Çizelge 4.9). 
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Çizelge 4.8 Hashimoto tiroiditi hastalarında ve sağlıklı kontrollerde TLR4 (Thr399Ile) gen 

polimorfizm genotip frekansları. 

SNP Genotip 
Sağlıklı 

kontroller n=100 

Hashimoto tiroiditi 

hastaları 
P değeri OR (%95 GA) 

TLR4 

Thr399Ile 

CC 97 (%97.0) 98 (%98.0) 

1.000 

Referans 

 0.660 

(0.108-4.036) 

CT 3 (%3.0) 2 (%2.0) 

TT 0 (%0.0) 0 (%0.0) 

%95 GA; %95 güven aralığı, OR; Göreceli olasılık oranları (odds ratio) 

 

Çizelge 4.9 Hashimoto tiroiditi hastalarında ve sağlıklı kontrollerde TLR4 (Asp299Gly) Gen 

Polimorfizminin alel dağılımı. 

SNP Alel 
Sağlıklı 

Kontroller n=100 

Hashimoto 

tiroiditi 

hastaları 

P değeri OR (%95 GA) 

TLR4 

Asp399Gly 

      T       % 98.5       % 99 
0.686 0.663 (0.110 –4.013) 

      C        % 1.5        % 1 

%95 GA; %95 güven aralığı, OR; Göreceli olasılık oranları (odds ratio) 

 

4.3 SIFT DEĞERLENDİRİLMESİ 

 

Çizelge 4 10 SIFT sonuçlarının dağılımı. 

Gen ID 

 

Genin 

İsmi 

SNP Krm 
Koor 

dinat 

Refer

ans 

Aleli 

ALT 

Alel 

Amino 

Asit 

Değişi

mi 

SIFT 

Tahmin 

Alel 

Freka

nsı 

ENSG000

00137462 

TLR2 
rs5743708 4 

1546263

17 
G A R753Q zararlı 0.007 

ENSG000

00137462 TLR2 
rs12191786

4 
4 

1546260

88 
C T R677W zararlı 0.001 

ENSG000

00136869 

TLR4 
rs4986790 9 

1204753

02 
A G D299G tolere 0.079 

ENSG000

00136869 

TLR4 
rs4986791 9 

1204756

02 
C T T399I tolere 0.088 

 

4.4 SERUM TLR-2 DÜZEYİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

 

Ortalama serum TLR-2 düzeyleri HT hasta grubunda 364.2 ± 291.6 ng/ml, kontrol grubunda 

270.1 ± 203.5 ng/ml bulundu. Kontrol ve hasta grubu için ayrı ayrı minimum, maksimum ve 
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ortanca TLR-2 düzeyleri saptandı. Kontrol ve hasta grubu arasındaki karşılaştırma ortanca 

değeri üzerinden yapıldı ve p değerleri buna göre hesaplandı. HT hastaları ve sağlıklı kontrol 

grubu periferik kandaki serum TLR-2 düzeyleri açısından incelendiğinde kontrol grubunda 

minimum 156 ng/ml, maksimum 1582 ng/ml, ortanca 199 ng/ml olarak bulundu. Hasta 

grubunda ise minimum 164 ng/ml, maksimum 1848 ng/ml, ortanca 249 ng/ml olarak bulundu. 

Gruplar arasındaki serum TLR-2 düzeyleri karşılaştırıldığında hasta grubunun serum düzeyi 

kontrole oranla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulundu (p<0.001) (Çizelge 4.10). 

 

4.5 SERUM TLR-4 DÜZEYİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

 

Ortalama serum TLR-4 düzeyleri HT hasta grubunda 12.9 ± 2.5 ng/ml, kontrol grubunda 11.7 

± 2.5 ng/ml bulundu. Kontrol ve hasta grubu için ayrı ayrı minimum, maksimum ve ortanca 

TLR-4 düzeyleri saptandı. Kontrol ve hasta grubu arasındaki karşılaştırma ortanca değeri 

üzerinden yapıldı ve p değerleri buna göre hesaplandı. HT hastaları ve sağlıklı kontrol grubu 

periferik kandaki serum TLR-4 düzeyleri açısından incelendiğinde kontrol grubunda 

minimum 6.4 ng/ml, maksimum 18.1 ng/ml, ortanca 11.5 ng/ml olarak bulundu. Hasta 

grubunda ise minimum 7.6 ng/ml, maksimum 19.5 ng/ml, ortanca 12.4 ng/ml olarak bulundu. 

HT grubunda serum TLR-4 düzeylerinin, kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde yüksek olduğu saptandı (p= 0.02) (Çizelge 4.10). 

 

Çizelge 4.11 HT hastalarında ve sağlıklı kontrollerde serum TLR-2 ve TLR-4 düzeyleri. 

 

 

 

 

 

 

 Kontrol (n=86) Hasta (n=83) p 

 Minimum Maksimum Ortanca Minimum Maksimum Ortanca  

TLR-2 

(ng/m) 
156.0 1582.0 199.0 164.0 1848.0 249.0 <0.001 

TLR-4 

(ng/m) 
6.4 18.1 11.5 7.6 19.5 12.4 0.002 
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BÖLÜM 5 

 

TARTIŞMA 

 

HT, lenfositik infiltrasyonu olan diffüz guatr ve tiroid spesifik otoantikorların varlığı ile 

karakterize organa özgü bir otoimmün tiroit hastalığıdır. Dünyada en yaygın görülen tiroid 

hastalıklarından biri olup beslenme iyodunun yeterli olduğu bölgelerde hipotiroidi oluşturur 

(Akamizu vd. 2013). Birçok otoimmün hastalıkla ile HT’i arasında ilişki olduğu 

bildirilmektedir. 

 

TLR doğuştan gelen bağışıklık sisteminin temel bir düzenleyicisi olup patojene bağlı 

moleküler kalıpları (PAMP) ve hasara-bağlı moleküler kalıpları (DAMP) taşıyan istilacı 

organizmaları tanıyan membrana bağlı proteinlerdir (Bae vd. 2009). TLR'lerin PAMP'lar veya 

DAMP’lar tarafından aktive edilmesi, bir dizi hücre içi sinyal yolunu tetikleyerek inflamatuar 

sitokinlerin ve kemokinlerin düzenlenmesini sağlar (Brown vd. 2011). Doğal bağışıklık 

sisteminde TLR'ler önemli bir rol oynayarak anti inflamatuar dengeyi düzenlerler (Estruch vd. 

2013).  

 

Otoimmün hastalıklar, otoantikor üretimi ile karakterize inflamatuar bozukluklardır. 

Otoimmün hastalıkların mekanizması henüz aydınlatılmamış olsa da, artan kanıtlar TLR'ler 

ile otoimmünite arasındaki ilişkiyi ortaya koymaktadır (Sadanaga vd. 2007). Bizim 

çalışmamızda HT ile ilişkisini ortaya koymak amacıyla, HT tanısı almış hastalarda ve sağlıklı 

kontrol grubunda serum TLR-2 ve TLR-4 düzeyleri ölçülmüştür. Gruplar arasındaki serum 

TLR-2 ve TLR-4 düzeyleri karşılaştırıldığında HT hastalarında hem TLR-2 (p<0.001) hem de 

TLR-4 (p=0.02) serum düzeylerinin istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek olduğu 

belirlenmiştir. 

 

Otoimmün hastalıklarla TLR’lerin ilişkisini araştıran pek çok çalışma yapılmıştır (Liu vd. 

2014). Bu çalışmaların birçoğunda da TLR2 ve/veya TLR4 ekspresyonu ya da düzeyinin 

arttığı gösterilmiştir. Bizim çalışmamızla benzer şekilde TLR4 ekspresyonundaki artış ile 
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romatoid artrit (Radstake vd. 2004), sistemik lupus eritematozus (Kawakami vd. 2007) ve 

multipl skleroz (Shaw vd. 2011) gibi çeşitli otoimmün hastalıklar arasında ilişki olduğu 

bulunmuştur.  

 

Yakın zamanda yapılan bir çalışmada da, TLR-2 ve TLR-4 düzeyi ile (Tip 1 diyabet) T1D 

arasında bir bağlantı olabileceği gösterilmiştir (Lien vd. 2009). Geç apoptotik β hücrelerinin, 

toll benzeri reseptör 2 / MyD88 / nükleer faktör-KB sinyal yolağı yoluyla makrofajlarda 

iltihaplanma tepkilerini indükleyebileceği ileri sürülmüştür (Lee vd. 2011). 

 

Ayrıca romatoid artrit (RA) hastalarında, TLR-2 ve TLR-4’ün makrofajlar ve sinoviyal 

fibroblastlarda eksprese edildiği ve ekspresyon düzeylerinin RA hastalarında sağlıklı 

bireylerden daha fazla olduğu gösterilmiştir (Radstake vd. 2004, Ospelt vd. 2008). Sistemik 

lupus eritematosus (SLE) hastalarında da, TLR-2 ve TLR-4'ün ekspresyonel değişimi ortaya 

koyulmuştur. Komatsuda A vd. (2008) SLE hastalarının PBMC (periferik kan mononükleer 

hücre)'lerinde TLR-2 mRNA düzeyinin belirgin olarak arttığını göstermiş, bunun tersine 

Martina Kirchner vd. (2013) CD14+ monositlerde TLR-4 yüzey ekspresyonunun, kontrollerle 

karşılaştırıldığında SLE hastalarında dramatik olarak azaldığını tespit etmiştir (Komatsuda 

vd.2008, Kirchner vd. 2013). Sjogren sendromu hastalarında da tükrük infiltrasyon 

mononükleer hücrelerinde TLR-2 ve TLR-4’ün kontrollere oranla anlamlı derecede yüksek 

ekspresyonel düzey gösterdiği belirlenmiştir (Kawakami vd. 2007, Spachidou vd. 2007). 

TLR-2 ve TLR-4'ün psoriasis patogenezindeki rolleri ise hastalarda periferik kandaki 

mononükleer hücreler ve keratinositlerdeki TLR-2 ve TLR-4'ün artmış ekspresyonu ile 

gösterilmiştir (Carrasco vd. 2011). Bunun yanı sıra TLR'lerin Multiple sklerozun (MS) 

patogenezinde yer aldığı düşünülmektedir. Yapılan çalışmalrda MS hastalarında TLR-2 ve 

TLR-4'ün ekspresyonel seviyede yükseldiği gösterilmiştir (Shaw vd. 2011). Yapılan tüm bu 

çalışmalar TLR2 ve TLR4’ün immün sistemin aktivasyonunda önemli rol oynayarak 

otoimmun hastalıkların patogenezinde etkili olduğunu göstermektedir.  

 

İnsanlarda TLR'ler, mikrobiyal hücre duvarlarının ya da patojene özgü nükleik asitlerin 

bileşenlerini tanımlarlar ve böylece NF-Kß ve / veya MAPK sinyal yolağını tetikleyerek 

birçok inflamatuar sitokin ve kemokinin indüksiyonunda rol oynarlar (Xu vd. 2005). Ayrıca 

TLR aracılı aktivasyon, başka bir temel sitokin reseptörü olan IL-1R’e çok benzerdir. Hem 

TLR'ler hem de IL-1R, MyD88 adaptör molekülünü paylaşır ve proinflamatuar sitokinlerin 

üretimini teşvik eder (Kaisho vd. 2006). HT’nin patogenezinde rol oynadığı düşünülen 
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bağışıklık reaksiyonları ise IFN- gibi spesifik sitokinler tarafından tirositlerin uyarılmasıyla 

başlayıp, daha sonrasında ilgili lökositlerin hücre yüzeyi üzerinde bulunan HLA class I ve 

class II moleküllerinin ekspresyonuyla devam eder (Weetman 2003). Th2 CD4 + lenfositleri, 

IL-4, IL-5 ve IL-6 salgılarken antikor üretimini teşvik ederken, Th1 CD4 + lenfositleri IL-2, 

INF-ɤ ve TNF-α salgılarlar (Woolner vd. 1959). IL-18, T hücreleri ve NK hücrelerinde IFN- 

üretimini uyarabilme yeteneği sayesinde Th-1 yanıtında önemli bir rol oynayan yeni bir pro-

inflamatuar sitokin olup Xiao vd. (2008). HT'nin tiroid foliküler hücrelerinde IL-18 

ekspresyonu arttığını tespit etmiştir. IL-18 ekspresyonu, IFN- tarafından artırıldığı 

belirlenmiştir. Bu durum, IL-18 ile IFN- arasındaki etkileşimin, HT'de tiroit hasarında 

önemli bir role sahip olduğunu göstermektedir (Xiao vd. 2008). Figueroa-Vega vd. (2010) 

HT'li hastalarda yüksek düzeyde IL-6 ve IL-15 tespit etmişlerdir (Figueroa-Vega vd 2010). 

Başka bir çalışmada da ötroid HT hastalarında normal kontrol grubuna göre IL-12 ve IL-18 

düzeyleri daha yüksek bulunmuştur (Zhang vd 2006). Yakın zamanda, Guo H vd. (2014) ise 

yeni tanı alan HT hastalarında serum IL-22, IL-17A ve IFN-γ düzeylerinin sağlıklı 

kişilerinkinden anlamlı derecede yüksek olduğunu göstermiştir (Guo vd 2014). 

 

 Ayrıca Qin vd. (2012) da HT hastalarının tiroid dokularında artmış IL-23 ve IL-17A'nın 

ekspresyonunu göstermişlerdir (Qin vd. 2012). Giordano vd. (1997) İmmünohistokimya 

analizini kullanarak HT hastalarının tiroid dokusu numunelerinde yüksek seviyede IL-1β 

ekspresyonu tespit etmişlerdir (Giordano vd. 1997). 

 

Yapılan araştırmalara rağmen, tiroid otoimmünitesinin başlatılması ve ilerlemesinin kesin 

mekanizmaları henüz tam olarak aydınlatılmamıştır. Peptidoglikan, lipoteikoik asit ve TLR2 

veya TLR4 ile bağlanan lipopolisakaritler gibi ekzojen ligandların, insan sinovyal 

fibroblastlarında ve RA hastalardaki periferik kan mononükleer hücrelerinde (PBMC) IL-6 ve 

IL-17 gibi pro-inflamatuar sitokinler ve kemokin üretimini artırabileceğini bununda 

inflamasyonu ve dejenerasyonu tetikleyeceği gösterilmiştir (Chovanova vd. 2013, Tang vd. 

2010, Lorenz vd. 2013). Fare modellerinde, LPS ile TLR4 aktivasyonu kollejen kaynaklı artirt 

insidansını artırmıştır (Hou vd. 2013). Başka bir çalışmada, Loser K vd. (2010) sistemik 

otoimmünitenin gelişimi için gerekli olan, yerel miyeloid ilişkili protein-8 (Mrp8) ve 

Mrp14'un, otoreaktif CD8 + T hücrelerini uyarabildiğini ve TLR4 sinyali yoluyla interlökin-

17 (IL-17) ekspresyonunu artırabildiğini bulmuştur (Loser vd. 2010). Sistemik sklerozis 

(SSc)’ li hastalarda, TLR2 ya da TLR4 yoluyla ligandlar tarafından dentrik hücrelerin 
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uyarımı, IL-6, IL-10 ve TNF salınımının artmasına ve IL-12 üretiminin azalmasına neden 

olmuştur (Van Bon vd. 2010). Dentrik hücrelerin yanı sıra, TLR4 de fibroblastların yüzeyinde 

eksprese edilir ve TLR4'ün aktivasyonu, fibroblastlar yoluyla profibrotik ve proanjiyojenik 

kemokinlerin üretiminin arttırılmasına katkıda bulunur (Fineschi vd. 2008). 

 

Sonuç olarak, TLR2 ve TLR4 sinyal yollarının; IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-22, IL-23 

gibi sitokinlerin ekspresyon düzeyinin arttığını gösteren çalışmalar mevcuttur. Ayrıca bu 

sitokinlerin HT hastalığın patogenezinde önemli rol oynadığı bilinmektedir. Bizim 

sonuçlarımız da yapılan bu ekpresyon ve düzey çalışmalarını destekler niteliktedir. Ayrıca 

çalışmamız HT hastalarında TLR-2 ve TLR-4 serum düzeylerinin yüksek olduğunu gösteren 

ilk çalışmadır. Diğer çalışmalarda göz önünde bulundurularak bizim sonuçlarımız 

değerlendirildiğinde, TLR2 ve TLR4’ün proinflamatuvar yanıtta artışa neden olarak HT 

hastalığının immünopatolojik mekanizmalarında önemli bir rol oynadığını düşündürmektedir. 

Çalışmamızda ayrıca TLR-2 geni Arg677Trp rs121917864, Arg753Gln rs5743708, -196-174 

del polimorfizmleri ve TLR4 geni Asp299Gly rs4986790, Thr399Ile rs4986791 

polimorfizmleri çalışılmıştır.  

 

TLR2 Arg677Trp gen polimorfizmi açısından incelendiğinde hem hasta grubunun hem de 

kontrol grubunun hepsinin CC genotipinde olduğu tespit edilmiş olup CT ve TT genotipine 

rastlanmamıştır.  

 

TLR2 Arg753Gln gen polimorfizmi açısından incelendiğinde ise kontrol grubunda 99 bireyin 

(%99), hasta grubunda ise 97 bireyin (%97) GG genotipinde, olduğu saptanmıştır. Kontrol ve 

Hasta grubunda AA genotipine rastlanmamış ve genotip dağılımı açısından iki grup arasında 

istatistiksel açıdan anlamlı farklılık bulunamamıştır (p=0.621). Alel frekansları açısından da 

kontrol ve hasta grubu arasında anlamlı bir farklılık bulunamamıştır (p=0.623).  

 

TLR2 (174-196 del/ins) gen polimorfizmi açısından incelendiğinde kontrol grubunun 28’sinin 

(%28) ID genotipinde, 72’sinin (%72) II genotipinde olduğu saptanmış olup kontrol grubunda 

DD genotipine rastlanmamıştır. Hasta grubunun ise 17’sinin (%17) ID genotipinde, 81’inin 

(%81) II genotipinde, 2’sinin (%2) DD genotipinde olduğu belirlenmiştir. Genotip ve alel 

frekansları açısından iki grup arasında istatistiksel açıdan anlamlı farklılık bulunamamıştır 

(sırasıyla p=0.275, p=0.360). 
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TLR4 Asp299Gly gen polimorfizmi açısından incelendiğinde kontrol grubunun % 96’sının 

Hasta grubunun % 98’sinin AA genotipinde olduğu saptanmış olup hasta ve kontrol grubunda 

GG genotipine rastlanmamıştır. AA, AG, GG genotipleri açısından ve alel frekansları 

bakımından karşılaştırıldığında hasta ve kontrol grubu arasında anlamlı bir farklılık 

bulunamamıştır  (sırasıyla p=0.683, p=0.685). 

 

TLR4 Thr399Ile gen polimorfizmi açısından incelendiğinde de kontrol grubunun %97’sinin 

ve hasta grubunun %98’sinin CC genotipinde olduğu saptanmış ancak hasta ve kontrol 

grubunda TT genotipi saptanmamıştır. Genotip ve alel frekansları açısından 

karşılaştırıldığında hasta ve kontrol grubu arasında anlamlı bir farklılık bulunamamıştır 

(sırasıyla, p=1.000, p=0.686). 

 

TLR4 polimorfizmleri ve etkileriyle ilgili tam bir görüş birliği yoktur. Yapılan bazı 

çalışmalarda TLR4 polimorfizmi olan kişilerde LPS sinyalinde bir eksiklik olmadığı da 

gösterilmiştir (Von Aulock vd. 2003). Örneğin, Van der Graaf vd. (2005) mononükleer 

hücreleri ekzojen ve endojen TLR4 ligandlarıyla uyardıklarında, Asp299Gly polimorfizminin 

proinflamatuar ve antiinflamatuvar sitokinleri etkilemediğini göstermişlerdir (Van der Graaf 

vd. 2005). Bizim çalışmamızın SIFT bulguları bu çalışmayı destekler nitelikte olup, TLR4 

Asp299Gly ve Thr399Ile polimorfizmlerinin protein üzerine etkisi tolere edilebilir ölçüde 

bulunmuştur. SIFT analizi sonucunda TLR2 Arg677Trp ve Arg753Gln varyasyonlarının ise, 

zararlı etkiyi gösteriyor olabileceği bulunmuştur. Ancak bizim yaptığımız çalışma sonucunda 

HT patogenezi ile bu polimorfizm arasında anlamlı bir ilişki bulunamamıştır. 

 

TLR2 ve TLR4 genlerindeki polimorfizmlerin romatoid artirit (Lee vd. 2014), psöriazis 

(Garcia–Rodriguez vd. 2013), MS (Bustamante vd. 2011), vitiligo (Figueroa-Vega vd. 2010), 

ateroskleroz (Kiechl vd. 2002), Crohn hastalığı ve ülseratif kolit (Shen vd. 2010) gibi kronik 

hastalıklarla ilişkilendirildiği de birçok çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmalarda, TLR4 

geninde en fazla araştırılan genetik varyantlar Asp299Gly ve Thr399Ile, TLR2 geninde de 

Arg753Gln olmuştur. TLR’nin farklı varyantları, TLR fonksiyonunda değişime neden olarak 

patojenlere yanıtı değiştirebilir. Sonuç olarak şüphesiz TLR’ler doğal immün cevabın bir 

parçası olarak HT’de inflamatuvar yanıtı etkilemektedir. Ancak yaptığımız çalışma araştırılan 

polimorfizmler ile HT arasında anlamlı bir ilişki olmadığını ortaya koymuştur. 
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Son yıllarda, çok sayıda araştırma grubu, TLR polimorfizmleri ile RA duyarlılığı veya şiddeti 

arasındaki korelasyonun belirlenmesine yönelik çalışmalar yapmıştır. Bu çalışmaların çoğu, 

TLR4'ün iki fonksiyonel varyantı olan Asp299Gly ve Thr399Ile'ye (D299G / T399I) 

odaklanmıştır (Ohto vd. 2012). Ancak TLR4 polimorfizmi ile RA arasında bir ilişki 

olmamasına karşın, TLR2 geninin intron II'sindeki guanin-timin [(GT) (n)] tekrarlarının sayısı 

polimorfizmi açısından değerlendirildiğinde Koreli RA hastalarında S allel sıklığının 

kontrollere göre anlamlı derecede yüksek olduğu bulunmuştur (Van der Graaf vd. 2005, Xu 

vd. 2012).  

 

Castiblanco J. tarafından yapılan başka bir çalışmada ise TLR2 (Arg677Trp ve Arg753Gln) 

ve TLR4 (Asp299Gly ve Thr399Ile) gen polimorfizmlerinin SLE duyarlılığı veya şiddeti ile 

ilişkili olmadığı tespit edilmiştir (Castiblanco vd. 2008).  Behçet Hastalığı ile TLR4 gen 

polimorfizmi arasındaki ilişkinin araştırıldığı bir çalışmada da benzer şekilde TLR 4 gen 

polimorfizminin Behçet hastalığının klinik bulgularına, şiddetine herhangi bir etkisi olmadığı 

ve hastalığa yatkınlığa neden olmadığı gösterilmiştir (Boiardi vd. 2009). Ayrıca Türkiye’de 

de TLR2 geni Arg753Gln polimorfizmi ile Behçet hastalığı arasındaki ilişkinin araştırıldığı 2 

çalışmada da anlamlı bir ilişki saptanmamıştır (Bacanli vd. 2006, Coşan vd. 2009). Bu 

çalışmalardan farklı olarak TLR4 Asp299Gly gen polimorfizminin sepsis riskini artırdığını 

göstermiştir. Buna ek olarak, Thr399Ile polimorfizminin de travma sonrası sepsis şiddeti ile 

ilişkili olduğunu belirtilmiştir (Barber vd. 2006, Barber vd. 2004). Shi vd. (2016) yaptıkları 

çalışmada güney Çin popülasyonunda TLR2 rs3804099 polimorfizminin psoriasise yatkınlıkla 

ilişkili olduğu bulunmuş, bizim de çalıştığımız TLR2 Arg677Trp ve Arg753Gln ile TLR4 

Asp299Gly ve Thr399Ile polimorfizmlerini katılımcıların hiçbirinde saptayamadıklarını 

bildirmişlerdir (Shi vd. 2016). Benzer şekilde Noguchi vd. (2004) Japon popülasyonunda 

astım hastalarında yaptıkları bir çalışmada da TLR4 Asp299Gly değişimi saptanmamıştır 

(Noguchi vd. 2004). Bu polimorfizmlerin saptanamaması muhtemelen etnik farklılıklarla 

açıklanabilir. Bizim çalışmamızla benzer şekilde Schürman vd. (2008) sarkoidoz hastaları, 

Urcelay vd. (2007) multiple skleroz hastaları, Berdeli vd. (2007) jeneralize agresif periodontit 

hastaları, Kolz M vd. (2008) tip II şeker hastaları ile yaptıkları çalışmalarda TLR4 gen 

polimorfizmleri ile çalışılan hastalıklar arasında anlamlı bir ilişki bulunamamıştır (Schürman 

vd. 2008, Urcelay vd. 2007, Berdeli vd. 2007, Kolz vd. 2008). 

 

Günümüze kadar yapılan çalışmalarda TLR2 geni Arg753Gln, Arg677Trp ve -196-174 del 

polimorfizmlerinin TLR 4 geni Asp299Gly, Thr399Ile polimorfizmlerinin birçok otoimmün 
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hastalıkla ilişkili olup olmadığına bakılmıştır. N. Inoue vd. (2015)’de otoimmün tiroid 

hastalıkları ile yapıtıkları bir çalışmada, 20 SNP bakmışlar ve sadece TLR4 geni 3’ UTR 

varyantı olan rs41426344 polimorfizminin GC + CC genotiplerinin, tiroid hasarına ve 

hipotiroidiye karşı koruyucu olduğu gösterilmiştir (Inoue vd. 2015). Fakat literatürde HT ile 

bizim çalıştığımız polimorfizmlerle ilgili yapılmış çalışmaya rastlanılmamıştır. 

 

Çalışmamızda araştırdığımız bir diğer polimorfizm, TLR2 -196-174 ins/del polimorfizmidir. 

5’UTR -196 ile -174. nükleotitleri arasındaki 22 bp uzunluğundaki bölgenin delesyonu 

sonucu oluştuğu bilinmektedir. Bu delesyonun genin promotör aktivitesini etkilediği 

bildirilmiştir (Mandal vd. 2012). Bu polimorfizm ile ilgili olarak Noguchi vd. (2004) del 

alelinin azalmış transkripsyonel aktivite ile ilişkili olduğu göstermiştir. Ancak bu çalışmada 

TLR2 -196-174 del polimorfizmi ile astım arasında herhangi bir ilişki bulunamamıştır 

(Noguchi vd. 2004). TLR2 geni -196-174 del polimorfizminin inflamatuar süreçteki rolü tam 

olarak bilinmemektedir. Bizim çalışmamızda 196-174 del polimorfizminin HT ile bir ilişkisi 

olmadığı bulunmuştur. 

 

TLR'ler çok sayıda hastalığın patojenik seyrinde yer alır ve bulaşıcı hastalıklar, tümörler, 

kardiyovasküler hastalıklar, otoimmün hastalıklar ve alerji ile yakından alakalıdır (Liu vd. 

2016). TLR2 ve TLR4 hakkındaki araştırmalar arttıkça, doğuştan gelen bağışıklık sisteminin 

bazı koşullar altında çift taraflı bir etki gösterebileceğinin kabul edilmesine neden olmuştur. 

TLR’ler savunmadaki yararlı rollerine ilaveten, otoimmün yanıtların başlatılması ve 

sürdürülmesine de yol açabilir (Liu vd. 2014). TLR'lerin inflamasyonlu dokulardaki 

metabolik değişiklikleri yönlendirmedeki rolü ve TLR'lerin düzenlenmesinde epigenetik 

faktörlerin rolü de düşünüldüğünde TLR mekanizmasının karmaşıklığı anlaşılmaktadır. Bu 

alanda yapılacak ileri çalışmalar hastalığın tanısında ve tedavisinde yeni fırsatlar ortaya 

çıkabilir (Joosten vd. 2016).   

 

Bir çok çalışma, TLR2 ve TLR4 yolaklarının otoimmün hastalıkların gelişimine katkıda 

bulunduğunu ileri sürmektedir ve bu mekanizmalar yapılan araştırmalarla daha net bir hale 

gelmektedir. Bu sonuçlar, terapötik seçenekler sunmaktadır. TLR2 ve TLR4'ün yanı sıra 

onların ligandları, adaptörleri, negatif regülatörleri ve hatta TLR'leri hedefleyen 

mikroRNA'lar müdahale hedefleri olabilir. Küçük moleküller bu hedefleri aktive veya inhibe 

ederek otoimmun hastalıkların seyrini değiştirebilir. Farklı moleküller, inflamatuvar etkilerini 

düzenlemek için TLR2 veya TLR4 sinyal yollarındaki farklı bileşenleri hedefleyebilir ve 
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böylece otoimmün hastalıkların iyileşme sürecine pozitif yönde katkı sağlayabilir (Li vd. 

2013). TLR2 ve TLR4 sinyalizasyon hedefli tedaviler, devam eden inflamatuvar döngüyü 

kırabilir ve otoimmün hastalıkları iyileştirebilir. Ancak, TLR2 ve TLR4'ün otoimmün 

hastalıklarla olan etkileşiminin sonucunda oluşan mekanizmalar belirsizliğini koruyor; bu 

nedenle bu doğrultuda konu ile ilgili çalışmaların sürdürülmesi gerekmektedir. 
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BÖLÜM 6 

 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Hashimoto tiroiditi (HT), otoimmun bir hastalık olup, tiroid bezi yetmezliği olan 

hipotiroidinin en sık nedenidir. Değişik derecelerde hücresel ve humoral immun yanıtın rol 

aldığı, tiroid bezinin lenfositik infiltrasyonu ile karakterize, apoptozun aracılık ettiği tiroid 

hücre ölümü ile sonuçlanan organa özgül bir otoimmün hastalıktır. Hastalık aynı ailenin 

bireyleri arasında daha sık görülmektedir. Bu durum hastalığın genetik geçiş gösterdiğini 

düşündürmektedir. HT patogenezinde otoimmünite oldukça önemli bir rol oynamakta olup 

yapılan son çalışmalar TLR sinyallerinin artmış inflamatuar yanıtı yönlendirdiğini 

göstermektedir. Doğal immünite ile edinsel immünite arasında ilişki sağlayan en önemli 

transmembran proteinleridir. İmmün ve inflamatuar genlerin indüksiyonunu sağlayan sinyal 

yollarını aktive ederler. 

 

Çalışmamızda HT ile TLR-2 geni Arg677Trp rs121917864,  Arg753Gln rs5743708, -196-174 

insdel polimorfizmleri ve TLR-4 geni Asp299Gly rs4986790, Thr399Ile rs4986791 

polimorfizmleri arasındaki ilişki araştırılmış olup elde edilen sonuçlar aşağıda sıralanmıştır:  

 

1. 1. TLR2 Arg677Trp rs121917864, Arg753Gln rs5743708 gen polimorfizmi için 

genotip (p=0.621) ve alel frekansları (p=0.623) açısından HT hasta ve kontrol grubu 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunamamıştır.  

2. TLR2 -196-174 del polimorfizmleri genotip ve alel frekansları açısından HT hasta ve 

kontrol grubu arasında istatistiksel açıdan anlamlı farklılık bulunamamıştır (sırasıyla 

p=0.275, p=0.360). 

3. TLR4 Asp299Gly rs4986790 gen polimorfizmi için genotip (p=0.683) ve alel 

frekansları (p=0.685) açısından HT hasta ve kontrol grubu arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir ilişki bulunamamıştır 



56 

4. TLR4 Asp299Gly rs4986790 gen polimorfizmi için genotip (p=0.683) ve alel 

frekansları (p=0.685) açısından HT hasta ve kontrol grubu arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir ilişki bulunamamıştır. 

5. TLR4 Thr399Ile rs4986791 gen polimorfizmi için genotip (p=1.000) ve alel 

frekansları (p=0.686) açısından HT hasta ve kontrol grubu arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir ilişki bulunamamıştır. 

6. Serum TLR-2 düzeyleri ile HT hasta ve kontrol grubu karşılaştırıldığında HT 

hastalarında serum düzeyi (p<0.001) istatiksel olarak anlamlı derecede yüksek olduğu 

bulunmuştur.  

7. Serum TLR-4 düzeyleri ile HT hasta ve kontrol grubu karşılaştırıldığında HT 

hastalarında (p=0.02) istatiksel olarak anlamlı derecede yüksek olduğu bulunmuştur. 

8. SIFT bulguları TLR2 için zararlı edilebilir ölçüde bulunmuştur. 

9. SIFT bulguları TLR4 için tolere etkiyi gösterebilir ölçüde bulunmuştur. 

 

Bu çalışma sonucunda, TLR2 ve TLR4 düzeylerinin HT patogenezinde rol oynadığını, bu 

yolla inflamatuar sitokin seviyelerindeki artışın HT oluşumun mekanizmaları arasında 

olabileceğini düşünmekteyiz. TLR2 ve TLR4 sinyalizasyon hedefli tedaviler, devam eden 

inflamatuvar döngüyü kırabilir ve otoimmün hastalıkları iyileştirebilir. Ancak, TLR2 ve 

TLR4'ün otoimmün hastalıklarla olan etkileşiminin sonucunda oluşan mekanizmalar 

belirsizliğini koruyor; bu nedenle bu doğrultuda konu ile ilgili çalışmaların sürdürülmesi 

gerekmektedir. 

 

 

 

 



57 

 

 

 

KAYNAKLAR 

 

Abdollahi‐Roodsaz S, Joosten L A, Helsen M M, Walgreen B, van Lent P L, van den 

Bersselaar L A and van den Berg W B (2008) Shift from toll‐like receptor 2 

(TLR‐2) toward TLR‐4 dependency in the erosive stage of chronic streptococcal cell 

wall arthritis coincident with TLR‐4–mediated interleukin‐17 production. Arthritis & 

Rheumatology, 58 (12): 3753-3764. 

Abecasis GR, Altshuler D, Auton A, Brooks LD, Durbin RM, Gibbs RA, Hurles ME, 

McVean GA (2010) 1000 Genomes Project Consortium. A map of human genome 

variation from population-scale sequencing. Nature, 467 (7319): 1061-1073. 

Agnese D M, Calvano J E, Hahm S J, Coyle S M, Corbett S A, Calvano S E and Lowry S 

F (2002). Human toll-like receptor 4 mutations but not CD14 polymorphisms are 

associated with an increased risk of gram-negative infections. The Journal of 

infectious diseases, 186 (10): 1522-1525. 

Ajjan R A, and Weetman A P (2015) The pathogenesis of Hashimoto’s thyroiditis: further 

developments in our understanding. Hormone and Metabolic Research, 47 (10): 702-

710. 

Akamizu T, Amino N and DeGroot L J (2013) Hashimoto’s thyroiditis. 

Akamizu T, Amino N, DeGroot L J (2012) Hashimoto’s thyroiditis. In: Thyroid Disease 

Manager (http://www.thyroidmanager.org/chapter /hashimotos -thyroiditis/) 

Aksoy E, Taboubi S, Torres D, Delbauve S, Hachani A, Whitehead M Aand Beyaert R 

(2012) The p110 [delta] isoform of the kinase PI (3) K controls the subcellular 

compartmentalization of TLR4 signaling and protects from endotoxic shock. Nature 

immunology, 13 (11): 1045-1054. 

Aliprantis A O, Yang R B, Mark M R, Suggett S, Devaux B, Radolf J D and Zychlinsky 

A (1999) Cell activation and apoptosis by bacterial lipoproteins through toll-like 

receptor-2. Science, 285 (5428): 736-739. 

Aliprantis A O, Yang R B, Weiss D S, Godowski P and Zychlinsky A (2000) The 

apoptotic signaling pathway activated by Toll‐like receptor‐2. The EMBO journal, 19 

(13): 3325-3336. 

Allen E M, Appel M C and Braverman, L E (1986) The effect of iodide ingestion on the 

development of spontaneous lymphocytic thyroiditis in the diabetes-prone BB/W 

rat. Endocrinology, 118 (5): 1977-1981. 

 

 

http://www.thyroidmanager.org/chapter%20/hashimotos


58 

KAYNAKLAR (devam ediyor) 

 

Andrade C F, Waddell T K, Keshavjee S and Liu M (2005) Innate Immunity and Organ 

Transplantation: The Potential Role of Toll‐like Receptors. American journal of 

transplantation, 5 (5): 969-975. 

Antonelli A, Ferrari S M, Corrado A, Di Domenicantonio A, and Fallahi P (2015) 

Autoimmune thyroid disorders. Autoimmunity Reviews, 14 (2): 174-180. 

Arbour N C, Lorenz E, Schutte B C, Zabner J, Kline J N, Jones M and Schwartz D A 
(2000) TLR4 mutations are associated with endotoxin hyporesponsiveness in 

humans. Nature Genetics, 25 (2). 

Ashkenazi A and Dixit V M (1998) Death receptors: signaling and modulation. Science, 281 

(5381): 1305-1308. 

Bacanli A, Sallakci N, Yavuzer U, Alpsoy E ve Yegin O (2006) Toll-like receptor 2 

Arg753Gln gene polymorphism in Turkish patients with Behçet's disease. Clinical and 

Experimental Dermatology, 31 (5): 699-701. 

Badenhoop K, Schwarz G, Walfish P G, Drummond V, Usadel K H and Bottazzo G F 

(1990) Susceptibility to thyroid autoimmune disease: molecular analysis of HLA-D 

region genes identifies new markers for goitrous Hashimoto's thyroiditis. The Journal 

of Clinical Endocrinology & Metabolism, 71 (5): 1131-1137. 

Bae Y S, Lee J H, Choi S H, Kim S, Almazan F, Witztum J L and Miller Y I (2009) 

Macrophages generate reactive oxygen species in response to minimally oxidized 

LDL: TLR4-and Syk-dependent activation of Nox2. Circulation Research, 104 (2): 

210. 

Baker Jr J R (1999) Dying (apoptosing?) for a consensus on the Fas death pathway in the 

thyroid. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 84 (8): 2593-2595. 

Barber R C, Aragaki C C, Rivera-Chavez F A, Purdue G F, Hunt J L and Horton J W 
(2004) TLR4 and TNF-α polymorphisms are associated with an increased risk for 

severe sepsis following burn injury. Journal of Medical Genetics, 41 (11): 808-813. 

Barber R C, Chang L Y E, Arnoldo B D, Purdue G F, Hunt J L, Horton J W and 

Aragaki C C (2006) Innate immunity SNPs are associated with risk for severe sepsis 

after burn injury. Clinical Medicine & Research, 4 (4): 250-255. 

Barin J G, Talor M V, Sharma R B, Rose N R and Burek C L (2005) Iodination of murine 

thyroglobulin enhances autoimmune reactivity in the NOD. H2h4 mouse. Clinical & 

Experimental Immunology, 142 (2): 251-259. 

Barton G M and Medzhitov R (2002) Control of adaptive immune responses by Toll-like 

receptors. Current Opinion in Immunology, 14 (3): 380-383. 

Becker, K L (Ed.) (2001) Principles and Practice of Endocrinology and Metabolism. 

Lippincott Williams & Wilkins. 456-458. 



59 

KAYNAKLAR (devam ediyor) 

 

Berdeli A, Celik H A, Özyürek R, Dogrusoz B and Aydin H H (2005) TLR-2 gene 

Arg753Gln polymorphism is strongly associated with acute rheumatic fever in 

children. Journal of Molecular Medicine, 83 (7): 535-541. 

Berdeli A, Emingil G, Han Saygan B, Gürkan A, Atilla G, Köse T and Baylas H (2007) 

TLR2 Arg753Gly, TLR4 Asp299Gly and Thr399Ile gene polymorphisms are not 

associated with chronic periodontitis in a Turkish population. Journal of Clinical 

Periodontology, 34 (7): 551-557. 

Bielinski S J, Hall J L, Pankow J S, Boerwinkle E, Matijevic-Aleksic N, He M and 

Folsom A R (2011) Genetic variants in TLR2 and TLR4 are associated with markers 

of monocyte activation: the Atherosclerosis Risk in Communities MRI Study. Human 

Genetics, 129 (6): 655-662. 

Bjergved L, Jørgensen T, Perrild H, Carlé A, Cerqueira C, Krejbjerg A, and Knudsen N 

(2012) Predictors of change in serum TSH after iodine fortification: an 11-year follow-

up to the DanThyr study. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 97 

(11): 4022-4029. 

Bochud P Y, Hawn T R and Aderem A (2003) Cutting edge: a Toll-like receptor 2 

polymorphism that is associated with lepromatous leprosy is unable to mediate 

mycobacterial signaling. The Journal of Immunology, 170 (7): 3451-3454. 

Boiardi L, Casali B, Farnetti E, Pipitone N, Nicoli D, Macchioni P and Ghinoi A (2009) 

Toll-like receptor 4 (TLR4) gene polymorphisms in giant cell arteritis. Clinical & 

Experimental Rheumatology, 27 (1): S40. 

Bossowski A, Moniuszko M, Dąbrowska M, Mrugacz M, Sawicka B, and Bossowska A 

(2011) Analysis of T regulatory cells in the peripheral blood in children and 

adolescents with Graves’ disease and Hashimoto’s thyroiditis. Endokrynologia 

Pediatryczna, 34 (1): 37-48. 

Boukis M A, Koutras D A, Souvatzoglou A, Evangelopoulou A, Vrontakis M, and 

Moulopoulos S D (1983) Thyroid hormone and immunological studies in endemic 

goiter. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 57 (4): 859-862. 

Boule M W, Broughton, C, Mackay F, Akira S, Marshak-Rothstein A and Rifkin I R 

(2004) Toll-like receptor 9–dependent and–independent dendritic cell activation by 

chromatin–immunoglobulin Gcomplexes. Journal of Experimental Medicine, 199 

(12): 1631-1640. 

Bretz J D and Baker J R (2001) Apoptosis and autoimmune thyroid disease: following a 

TRAIL to thyroid destruction?. Clinical Endocrinology, 55 (1): 1-11. 
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