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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HASHIMOTO TIROIDITI ILE TOLL LIKE RESEPTOR 2 (TLR 2) VE TOLL LiKE
RESEPTOR 4 (TLR 4) ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Tugba AKTAS

Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dah

Tez Damismani: Doc. Dr. Sevim KARAKAS CELIK
Ocak 2018, 77 sayfa

Hashimoto tiroiditi (HT) otoimmun bir hastalik olup hipotiroidinin en sik goriilen nedenidir.
HT’li hastalarda tiroid bezinde goriilen yaygin lenfosit infiltrasyonu ve viicudun kendi tiroid
antijenlerine karsi intolerans gelismesi, tiroid hiicrelerinin harabiyetine ve tiroid fonksiyon
bozukluguna yol agmaktadir. HT, bagisiklik sisteminin bir bozuklugu sonucunda ortaya ¢ikar
ve nedeni tam olarak bilinmemektedir. Toll Like Reseptor (TLR)’ler dogal immunitenin
parcalar1 olan makrofaj ve dendritik hiicreler tarafindan eksprese edilen tip 1 transmembran
proteinleridir. TLR’lerin, PAMP’lere veya DAMP’lerle baglanmasiyla, TLR’lerin
intrasitoplazmik domaini aracilig ile bir dizi sinyal iletim yolag: aktiflesir. Bunun sonucu
olarak antimikrobiyal protein ve inflamatuvar sitokinler iiretilir. TLR’ler inflamatuvar ve
immiin sistem cevabinin baglatilmasinda olduk¢ca ©nemli bir role sahiptirler. TLR gen

polimorfizmleri ile HT arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir.



OZET (devam ediyor)

Calismamizda, HT hastalarinda ve saglikli goniillillerde TLR2 geni Arg677Trp, Arg753Glin,
196-174 del ve TLR4 geni Asp299Gly, Thr399lle gen polimorfizm frekanslari, TLR-2, TLR-4
serum diizeyleri belirlenmistir. HT tanis1 konan 100 hasta ve herhangi bir inflamatuvar

hastalig1 olmayan 100 saglikli birey ¢alismaya dahil edilmistir.

TLR-2 ve TLR-4 serum diizeyleri agisindan HT hastalarinda, kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak TLR2 geni Arg677Trp, Arg753GIn ve 196-174
del ve TLR4 geni Asp299Gly, Thr399lle gen polimorfizmleri genotip frekanslar1 ve alel
frekanslar1 dagilimi agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik saptanmamastir.

Sonug olarak; TLR2 geni Arg677Trp, Arg753GIn, 196-174 del ve TLR4 geni Asp299Gly,
Thr3991le gen polimorfizmleri HT hastaliginin gelisiminde etkili oldugu goériinmemektedir.
Fakat ¢alismamizda HT hastalarinda, TLR-2 ve TLR-4 serum diizeylerinin kontrollere oranla
yiikksek seviyede oldugu bulunmustur. Bu bulgular TLR2 ve TLR4’in HT hastaligin

patogenezinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: HashimotoTiroiditi, Polimorfizm, Arg677Trp, Arg753GlIn, -196-174
ins/del, Asp299Gly, Thr399lle

Bilim Kodu: 401.02.02



ABSTRACT
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Department of Molecular Biology
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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, Arg753GIn, 196-174 del and
TLR4 gene Asp299Gly, Thr399lle 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.



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, Arg753GIn and 196-174 del and TLR4 gene Asp299Gly, Thr399lle
gene polymorphisms.

As a result; the TLR2 gene Arg677Trp, Arg753Gln, 196-174 del and TLR4 gene Asp299Gly,
Thr399l1le gene polymorphism do not appear to be effective in the development of HT
disease. As a result; the TLR2 gene Arg677Trp, Arg753GIn, 196-174 del and TLR4 gene
Asp299Gly, Thr399lle 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, Arg753GIn, -196-174 ins/del,
Asp299Gly, Thr399lle

Science Code: 401.02.02
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BOLUM 1

GIRIS

Hashimoto tiroiditi (HT), otoimmun bir hastalik olup, tiroid bezi yetmezligi olan
hipotiroidinin en sik nedenidir. Genel populasyonun %2’sinden fazlasinda goriilen HT ne
kadinlarda erkeklerden daha fazla rastlanir (Becker 2001, Wang vd. 1997, Tunbridge vd.
2000). Hashimoto hastalarmin, % 95’i kadin olup hastaligin goriilmesi genelde 30-50 yas
araligindadir. Hastalik ayni1 ailenin bireyleri arasinda daha sik goriilmektedir (Ozata 2011).
Bu durum hastaligin genetik gecis gosterdigini diisiindiirmektedir. HT, ¢ocuk ve ergenlerdeki
guatrin ve kazanilmis hipotiroidinin en sik sebebidir. Degisik derecelerde hiicresel ve humoral
immun yanitin rol aldig, tiroid bezinin lenfositik infiltrasyonu ile karakterize, apoptozun
aracilik ettigi tiroid hiicre 6liimii ile sonuglanan organa 6zgiil otoimmiin bir hastaliktir (La

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

HT patogenezinde otoimmiinite olduk¢a 6nemli bir rol oynamakta olup yapilan son ¢aligsmalar
TLR sinyallerinin artmis inflamatuar yaniti yonlendirdigini gostermektedir. insan TLR’leri,
enfeksiyona karsi gelisen dogal ve adaptif (edinsel) immun cevapta rol aldigi diistiniilen bir
hiicre yiizey reseptor ailesi grubuna aittir. Toll-like reseptorler filogenetik olarak 1yi
tanimlanmis tip I transmembran proteinleridir ve immun cevabin baglamasinda anahtar
komponentlerdir. Mikroorganizmalara karst immiin cevabin baglamasinda, mikrobiyal
tirlinleri tanima reseptorleri olarak ve onlarin primer sensorleri olarak goérev alirlar. Dogal
immiinite ile edinsel immiinite arasinda iliski saglayan en Onemli transmembran
proteinleridir. Immiin ve inflamatuar genlerin indiiksiyonunu saglayan sinyal yollarmni aktive
ederler (Abdollahi-Roodsaz vd.2008). Hiicre disi domainlerinde 16sin’den zengin motifler
bulunur. TLR’ nin sitoplazmada bulunan domaini, IL- 1 reseptdr sinyal domaini ile homolog
olup IRAK’a (IL-1 receptor associated kinase) baglanir. IRAK, bir transkripsiyon faktorii
olan Niikleer Faktor kappa B’i (NF-kB) aktive ederek sitokin iiretimini saglar (\Watanabe
vd.2002). Bu reseptorler, meyve sinegindeki (Drosophila melanogaster) Toll reseptorlere

benzedigi i¢in Toll-like reseptorler olarak adlandirilirlar. Giiniimiizde en az 10 farkli TLR



bilinmektedir. Herbiri farkli mikrobiyal komponentleri tanir. (Ferwerda vd. 2008) TLR2’nin
peptidoglikan ve bakteriyel lipopeptidlerle, TLR4’iin gram negatif lipopolisakkaridler (LPS)
ile iliskileri iyi bilinmektedir. TLR sinyallerinin enfeksiyonda ana rolleri iyi bilinmemekle

birlikte artmis inflamatuar yanit1 yonlendirdigi diistiniilmektedir (Takeuchi vd. 2010).

Insan TLR2 geni kromozom 4g31.3 de bulunur ve 3 ekzondan olusur. TLR2 geni i¢in 175 tek
niikleotid polimorfizm (SNP) bildirilmistir. Bu polimorfizmlerin ikisi (Arg753Gln,
Arg677Trp), patojen iliskili molekiiler kaliplarin bozulmasi ile iligskilendirilmistir. (Merx
vd.2007). TLR4 geni kromozom 9¢33.1°de bulunur, yaklasik 13 kb'dir ve 222 amino asitlik
bir proteini kodlayan 3 ekzon igerir (Smirnova vd. 2000). TLR4 geninde birgok SNP
tanimlanmistir. Bunlardan Asp299Gly (rs4986790) ve Thr399lle (rs4986791) polimorfizmleri
genin 4. ekzonunda yer almaktadir. Bu iki polimorfizm, proteinin hiicre dis1 alanini etkiler ve
ligand baglama reseptor alaninin degismesine yol agar. Mutasyona ugramis TLR4

molekiilleri, ligand uyarimina daha az tepki verir ve daha az eksprese edilir.

Literatiirde TLR2 ve TLR4 gen polimorfizmlerinin viral ve inflamatuvar hastaliklarla iligskisini
gosteren galismalar mevcuttur (Arbour vd. 2000, Janardhanan vd. 2013, Khan vd. 2014).
Ancak HT ile ilgili yapilan bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada TLR2 ve TLR4
polimorfizmlerinin ve serum diizeylerinin HT patogenezindeki rollerinin arastirilmasi

amagclanmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 HASHIMOTO TiROIDIiTi

2.1.1 Tamim

HT, lenfositik infiltrasyonu olan diffiiz guatr ve tiroid spesifik otoantikorlarin varligr ile
karakterize organa 6zgii otoimmiin tiroit hastaligidir. Giiniimiizde, diinyadaki en yaygn tiroid
rahatsizliklarindan biridir ve beslenme iyodunun yeterli oldugu bdélgelerde hipotiroidi
olusturur. Y1illik insidanst 1000°de 0.3-1.5°dir. Pozitif antikor testlerinin prevalansi kadinlarda
% 10" dan fazla ve klinik hastaliklarda ise en az % 2' dir. Erkekler ise bu prevalansin onda
birine sahiptir (Akamizu vd.2012). Hastalarin yaklasik % 95’1 kadindir ve siklikla 30-50
yaslarinda gortiliir (Slatosky vd. 2000).

Cizelge 2.1. Otoimmiin tiroidit tipleri (Caturegli vd. 2014).

Otoimmiin Tiroidit Tipleri Hastalhigin Seyri Goriiniim

HT Kronik Biiylimiis guatr
Lenfositik infiltrasyon
Tiroid hiicre hiperplazisi

Atrofik Tiroidit Kronik Atrofi
Fibrozis
Juvenil Tiroidit Kronik Lenfositik infiltrasyon
Postpartum Tiroidit Gegici Kiigiik guatr
Kronik tiroidite Lenfositik infiltrasyon
dontisebilir
Sessiz Tiroidit Gegici Kiigiik guatr

Lenfositik infiltrasyon

Fokal Tiroidit llerleyebilir Otopside %20 oraninda




Serum tiroit antikorlarinin yiiksekligi ve guatr ile karakterize HT, otoimmiin tiroid hastaliklar:
icinde en yaygin goriilen tiptir (En 2003). Otoimmiin tiroid hastaliklari, HT’den atrofik
lenfositik tiroidite kadar uzayan genis bir cesitlilik igerir (Cizelge 2.1). Bu hastalik tipleri
arasindaki farklilik degisik miktarda antitiroid antikorlarin tiretimine baghdir (Drexhage
vd.1981). T hiicre aracili otoimmiiniteyle olusan HT etiyolojisinde bir¢ok genetik ve gevresel

faktor onemli rol oynamaktadir (Chistiakov 2005).

2.1.2 Tarihge ve Epidemiyoloji

HT, bagisiklik sisteminin bir bozuklugu sonucu ortaya c¢ikar. Nedeni tam olarak
bilinmemektedir. 1912 yilinda Japon bilim adami Dr. Hakaru Hashimoto tarafindan
tanimlandigi i¢in bu ad verilmistir. Hashimoto tipi tiroid bezi iltihabi, en fazla hipotiroidi
yapan hastaliktir (Brown 2009, Bossowski vd. 2011). HT'nin 1950'lerin sonuna kadar nadir
olarak goriildiigii diistiniilmekle beraber giiniimiizde en sik goriilen otoimmiin hastalik oldugu

bilinmektedir. Yaklasik her 1000 kiside 1 vaka goriilmektedir (Vanderpump vd. 1995).

Otoimmiin tiroid hastaliklarinin genel popiilasyondaki yayginliginin % 5 oldugu tahmin
edilmektedir (Jacobson vd. 1997, Antonelli vd. 2015). Yapilan ¢alismalarla HT nin degisen
epidemiyolojisi degerlendirilmis ve bu c¢aligmalar gostermistir ki, kadinlar erkeklere gore
daha biiytik bir risk altindadir. Hipotiroidizm yasla birlikte daha sik goriiliir. HT nin gériilme
siklig1 ve yayginligi cesitli ¢cografik kosullara, irka gore degismektedir. Cevresel faktorler
arasinda; diyetle iyot alimi, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, sitokin tedavisi ve gebelik de
yer almaktadir (Chistiakov 2005). Diyetle iyodun rolii birgok epidemiyolojik ¢alismada ve
hayvan modellerinde gosterilmis olup en 6nemli ¢evresel faktor gibi goriinmektedir (Boukis

vd. 1983, Ruwhof vd. 2001).

Diyetteki iyot miktarinin artigt HT ile iligkili bulunmustur. Diisiik, yeterli veya asir1 iyot alimi
olan Cin'deki ii¢ bolgede yapilan bir ¢alismada, HT'nin kiimiilatif insidans1 sirasiyla %0.2, %
1 ve % 1.3 'tiir (Teng vd. 2006, Teng vd. 2011 ). Danimarka'da, tuzun iyotlastirilmasi igin
zorunlu bir programin (1997-98) oncesinde ve (2008-10) sonrasinda HT insidansinin
karsilastirildigi ¢alismada da benzer sonuglar bildirilmistir. Iyot ilavesi, tiroperoksidaza
antikor olusumunu artirip hipotiroidizm insidansini yiikseltmistir (Bjergved vd. 2012).

Insanlarda iyodun imiinojenik etki mekanizmasi tam olarak aciklanamazken farelerde yapilan



aragtirmalarda iyot eklenmesinin tiroglobulinin imiinojenikligini artirdigr gosterilmistir
(Carayanniotis 2011, Barin vd. 2005).

Yapilan ¢alismalarda, HT ye bagli hipotiroidi gériilme sikliginin yas ortalamasi 57 yas igin,
kadinlarda 15 / 1000 ve erkeklerde 1 / 1000 (kadinlara gore daha az) oldugu gosterilmistir
(Tunbridge vd. 1977). Hipotiroidizm ortalama insidansi, kadinda 3.5 / 1000 ve erkeklerde 0.6
/ 1000 olarak bulunmustur. Benzer sonuglar diger cografi bolgelerde kaydedilmistir (McLeod
vd.2012).

Tam etiyoloji heniiz bilinmemekle birlikte, HT' nin genetik faktorler, epigenetik etkiler ve
cesitli gevresel tetikleyiciler arasindaki bir etkilesimden kaynaklandigi disiiniilmektedir
(Hasham vd. 2012). ikiz calismalart HT genetik yatkinlik icin epidemiyolojik olarak kanit
gosterilmistir. Tek yumurta ikizleri i¢in HT konkordansi %55 bulunurken, ¢ift yumurta
ikizlerinde bu oran bulunamamistir (Brix vd. 2000). Tiroid otoantikorlar1 da tek yumurta
ikizlerinde (%80) ¢ift yumurta ikizlerine (%40) gore daha yiiksek oranda konkordans
gostermistir. Ayn1 zamanda, HT ile HLA-DR immiin regiilator genler (CD40, CTLA-4,
PTPN22, FOXP3, CD25) ve tiroid spesifik genlerle (tiroglobulin[Tg], tirorid stimiile hormon
[TSH] reseptorii) iliskilendirilmistir (Menconi vd. 2008).

Sigara, hepatit C viriisii enfeksiyonu veya selenyum eksikligi gibi diger ¢evresel faktorler de
otoimmiin reaksiyonu ve ardindan tiroid inflamasyonunu artirabilmektedir (Duntas 2008,
Saranac vd. 2011).

Birg¢ok ¢alismada, HT'nin etyolojisinde viral enfeksiyonlarin ve dogustan gelen reseptorlerin
rol oynayabilecegi gosterilmistir (Morohoshi vd. 2011). Bununla birlikte, HT gelisiminin
kesin mekanizmalar1 veya bunlarin HT patogenezindeki rolleri tam olarak

aydinlatilamamustir.

2.1.3 Patogenez

HT, tiroid antijenlerine kars1 birbiri ardina gelisen hiicresel ve humoral immiin yanitin sonucu
olusan bir hastaliktir. Bu hastaligin biiyiik bir olasilikla ¢evresel uyaranlarin etkisi ile gelistigi
belirtilmektedir. Ancak, hastaligin olugsmasinda genetik faktorlerin de rolii vardir (Weetman

2004, Ferwerda vd. 2008). HT’de goriilen immiinolojik mekanizmada, T hiicrelerinin sitokin



sentezi sonucu olusan tiroid hiicre hasar1 ve apoptotik hiicre 6limii goriilmektedir. Otoimmiin
tiroid hastaligi, T ve B hiicreleri de dahil olmak tizere tiroid bezinin lenfoid infiltrasyonu ile
karakterizedir. Bu nedenle hem hiicresel hem de humoral bagisiklik tiroid otoimmiinitesinin

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

HT’de tiroid bezi ¢ogunlukla lenfosit ve plazma hiicreleriyle infiltre olmustur. Bu
hiicrelerden, lenfositlerin % 60’1 T lenfositler, % 30’unu B lenfositler olusturmaktadir. T
lenfositlerini ise; CD4+ (yardimci), CD8+ (sitotoksik) ve CD8+ (supressor) hiicreleri

olusturmaktadir (Ajjan vd. 2015).

HT’de supressor (baskilayici) T hiicrelerinde genetik defekt sonucunda hiicresel bagisikligin
bozulmasi meydana gelir. Supressor 6zellige sahip CD8+ T hiicreleri HT de sayica azalmustir.
CD8+ T hiicrelerinin azalmasi, kendi doku antijenlerine karsi gostermesi gereken toleransin
da azalmasina neden olmaktadir. Bu defekt sonucu supressér CD8+ T lenfositleri, yardimci
CD4+ T lenfositlerini baskilayamaz (Dayan vd. 1996, LaFranchi 2004). Aktif olan CD4+ T
lenfositleri, B Hiicrelerinin tiroid bezinin i¢ine girmesine neden olur. Aktivasyona ugramis T
lenfositleri B lenfositleriyle etkileserek tiroid antijenlerine karsi antikor iretirler
(otoantikorlar) ki bu da tiroid dokusunda tahribatina neden olur (Dayan vd. 1996, Takami vd.
2008).

Yardimc1 CD4+ T lenfositleri B lenfositleriyle etkileserek interferon-gama (INF-y)’y1 da
igceren birg¢ok sitokin salgilarlar. Bu sitokinler, tiroid hiicreleri sayesinde MHC simif 11 ; Major
Histocompatibility Complex (biiyilk doku uygunluk kompleksi) molekiillerinin {iretimini
artirir (Chistiakov 2005). Boylece sitokinler tirositleri uyararak, MHC-I1 yiizey antijenlerinin
olusmasma neden olarak tiroid hiicrelerini, T hiicrelerine antijen sunan hiicreler haline

getirirler. MHC siif II molekiilleri HT olusumunda 6nemli bir rol oynarlar (Bretz vd. 2001).

HT'de tiroperoksidaz (TPO), Tg, TSH reseptor otoantijenlerine karsi olusan ii¢ tiroid
otoantikoru vardir. Sirastyla; Tg antikoru, TPO antikoru ve TSH-R bloke edici antikordur
(Sinclair 2008). Tiroid otoantikorlarinin da patogenezde rolii vardir. Anti-TPO antikorlari
TPO enzim aktivitesini inhibe ederler. HT nin erken evrelerinde, Tg antikorunda TPO
antikoruna gore daha belirgin bir artig olur. Zamanla Tg antikoru azalarak yok olurken TPO

antikoru yillarca pozitif olarak kalir (Cooper vd. 2009).



HT’de, hastalarda tiroid bezi tahribatina aracilik eden TPO ve Tg' ye ek olarak CD8+ T
hiicreleri de saptanmustir (Ehlers vd. 2012). Sitotoksisiteye ilaveten, doku tahribatina da neden

olup apoptoza isaret eder (Kotani vd. 1995).

Hipotiroidizmin esas mekanizmasi, sitotoksik T lenfositlerinin tiroid hiicrelerini (tirosit)

oldiirmesi olarak bilinmektedir (Sekil 2.1). HT nin Etiyopatogenezi agiklanmuistir.

| GenetikYatkinlik |
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— Tetikleviciler
Immin Toleransm

+ Tyot
Bozulmast * Enfeksivon
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hiicrelerin sitotoksik T lenfositlerin ve
otoantikor tireten B hiicrelerin olusumu
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Tiroid bezinde immiin
hiicrelerin birtkimi
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Tiroid bezinde THI aracth
otoimmiin vanit ve Tc hiicrelerinin
sitotoksik etkisi
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Tirositlerin Apoptozu

~L >
Hashimoto Tiroiditi

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

HT doku o6rneklerindeki tiroid folikiiler hiicreler (TFC) iizerinde apoptotik molekiil Fas
ekspresyonunun artist belirgindir. In vitro calismalar, Fas ekspresyonunun sitokinler
tarafindan arttirilirken, TSH tarafindan inhibe edildigini gostermektedir (Baker 1999). HT
doku oOrneklerinde, kaspaz-3'iin artan regiilasyonu ve bcl-2' nin azaltilmig ifadesi de dahil
olmak iizere apoptotik hiicre belirteglerinin saptanmasi, hastalik patolojisinde apoptozun

roliinii daha da desteklemektedir (Kaczmarek vd. 2011).



Yeni yapilan c¢aligmalar, proinflamatuar sitokinlerin sadece tiroid hormon sentezinin
bozulmasindan sorumlu olmadigini, artmis oksidatif stres yoluyla tiroid folikiiler hiicrelerinin

de apoptozuna aracilik edebildigini gostermistir (Marique vd. 2014).

Tg ve TPO'ya kars1 antikorlar hemen hemen tiim HT hastalarinda mevcuttur. Taniya yardime1
olmanin yani sira TPO antikorlari, 6zellikle TSH diizeyleri ile kombine edildiginde,

hipotiroidi gelisimini 6nceden anlamaya yardimci olabilir (Weetman 2004, Walsh vd. 2010).

TPQO'ya kars1 dolasimdaki antikorlar HT tanis1 koymak i¢in en iyi serolojik gosterge olarak
disiiniilmektedir. HT hastalarinin yaklasik %95'inde bulunur, ancak saglikli kontrollerde
nadirdir. TPO antikor titresi, tiroid igine sizan oto reaktif lenfositlerin sayis1 ve sonografik
hipoekojeniklik derecesi ile iligkilidir (Pandit vd. 2003). Tiroit bezinin en bol proteini olan
Tg’e kars1 antikorlar, TPO antikorlarina gore daha az hassas (HT hastalarinin sadece %60-
80'inde pozitiftir) ve daha az spesifiktir. (saglikli kontrollerin biiyiik bir kismida pozitiftir)
(McLachlan vd. 2004). Genel olarak, bu bulgular bize tiroid bezine karsi otoimmiin yanitin iki
farkli yoniinde Tg ve TPO antikorlarinin etkisini gostermektedir. Tg antikorlar1, dogustan bir
bagisiklik yaniti yansitabilirken, TPO antikorlar1 sonradan olusan bir edinsel bagisiklik
yanitla karakterize edilebilir (Rose 2007). Bu hipotez dogrultusunda, hastaligin baslangicinda
Tg antikorlar1 bulunmalidir. Fare modellerinde, otoimmiin tiroiditlerin Tg antikorlari, TPO
antikorlarmin ortaya ¢ikisindan énce geldigi gosterilmistir (Chen vd. 2010). Insan otoimmiin
hastaliklarinda, hastalik baslangici nadiren gozlemlenebilir. HT i¢in, cogu hasta, klinik bir
tan1 almadan en az 7 yil 6nce bu hastalik goriilmeye baslamistir (Hutfless vd.2011). Bu
nedenle, insanlarda TPO antikorlarimin Tg antikorlarindan daha yiiksek titrelerde olmasi

beklenmektedir (Carle vd. 2006).

Iyot, tiroid hormon iiretimi icin gerekli bir bilesendir. Fakat iyot, cesitli sekillerde antitiroid
bagisiklig tegvik edebilir. Tg iyodinasyonunun Tg-reaktif T hiicreleri tarafindan taninmasi
icin ¢ok 6nemli oldugunu ileri siiren ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (Champion vd. 1991).
Yiiksek iyotlu tiroglobulin molekiiliiniin, diisiik iyot igeren Tg’den daha gii¢lii bir immiinojen
oldugu gosterilmistir (Rasooly vd. 1998, Ebner vd. 1992). Yiiksek doz iyotun, makrofajlari,
dendritik hiicreleri, B ve T lenfositlerini dogrudan etkiledigi bilinmektedir. Makrofajlardaki
miyeloperoksidaz  aktivitesinin uyarilmasina, dendritik hiicrelerin  olgunlagsmasinin
hizlanmasina, dolagimdaki T hiicrelerinin sayisinin artmasina ve B hiicresi immiinoglobiilin

iretiminin uyarilmasina neden oldugu gosterilmistir (Allen vd. 1986).



HLA haplotipleri ile HT iligkisine dair ortaya konmus verilerin diger tiroid hastaliklar1 tipleri
kadar kesinlik icermedigi gosterilmistir. HT nin, basit bir otoantikor yanitindan, guatr veya
tiroid fonksiyonlarmin tamamen bozulmasi ile karakterize atrofik tiroidite kadar giden ve
cesitli klinik bulgular1 igine alan genis bir hastalik grubu olusturdugu goriilmiistiir. Yapilan
calismalarda beyaz irkta, HT ile iliskili HLA allellerinin HLA-DR3, HLA-DR4 ve HLA-DR5
oldugu belirtilmis; daha sonraki ¢alismalarda beyaz irkta, HLA-DQw7 (DQB1*0301)’in HT
ile iliskili oldugu gosterilmistir (Farid vd. 1981, Badenhoop vd.1990, Jenkins vd. 1992).

Bugiine kadar HLA-DR, bagisiklik diizenleyici genler (CD40, CTLA-4, PTPN22, FOXP3 ve
CD25) ve Tiroit spesifik genleri (tiroglobulin ve tiroit uyarict hormon [TSH] reseptorii) gibi
birgok lokus Hashimoto hastaligiyla iligkilendirilmistir (Menconi vd. 2008). Sitotoksik T
lenfosit iliskili antijen-4 (CTLA4) ve protein tirozin fosfataz-22 (PTPN22), T hiicre aracili
bagisiklik fonksiyonlarinin major negatif diizenleyicileridir. T hiicre aracili immun cevabi
baskilarlar. HT, CTLA4 ve PTPN22 gen polimorfizmleri ile iligkili bulunmustur (Tomer
2010). CD40, FOXP3 ve CD25’de periferik toleransin olusturulmasinda kritik roller
oynamaktadir. Ayrica viral enfeksiyonda interferon (IFN)-B dretiminin artmasi, Tg'nin
ekspresyonunu artirarak genetik olarak HT ne yatkinligi olan bireylerde T hiicre yanitlarinin

aktivasyonuna neden olabilecegi ileri siiriilmistiir (Stefan vd. 2011).

2.2 TOLL BENZERI RESEPTORLER

Immun sistemin kullandig1 iki ana savunma sistemi olup dogal bagisiklik ve edinsel bagisiklik
olarak adlandirilir. Her iki boliimde disaridan gelen mikroorganizmalara kars1 bir bagisiklik
cevap olusturup, mikroorganizmalar1 yok etmeye caligir (Takeda vd. 2003). Tiim hayvan ve
bitkilerde var olan immun sistem, patojenlerin taninmasinda toll benzeri reseptor (toll like

receptors, TLR) ailesini kullanir.

Toll genleri, protein yapisinda olan TLR’leri kodlar. immun hiicreler iizerinde bulunan ve
patojeni tantyan reseptdrler ilk kez 1991 yilinda “Drosophila melanogaster” tiirii sinekte
bulunmus ve “Toll” ad1 verilmistir (Gay vd. 1991). Takip eden yillarda bu genin memelilerde
de var oldugu ve hem memeliler hem de omurgasizlarda dogal immunite igin gerekli oldugu
anlagilmistir. Yapilan calismalarda, TLR'lerin, bakteri bilesenlerini tanimak igin Onemli

molekiiller oldugunu ortaya koyulmustur (Taguchi vd. 1996, Medzhitov vd. 1997).



Dogal immiin sistem daha onceden spesifik olmayarak degerlendirilmekteydi. Fagositoz,
komplement aktivasyonu ile antimikrobiyal peptid sentezi gibi gorevlere sahip oldugu,

yabanci maddeler arasinda herhangi bir ayirim yapamadigi diisiintilmekteydi.

Fakat simdi, Toll-like reseptorlerin dogal immun sistemin spesifikligini ortaya koydugu ve
adaptif immun sistemin de aktivasyonunu kontrol ettigi kesin olarak kanitlanmistir (Kang vd.
2006).

Patojenler tizerinde evrimsel olarak korunmus molekiiler yapilara patojen ikiskili molekiiler
yapilar (PAMP; pathogen associated moleculer patterns) denilmektedir Dogal immun sistem
hiicreleri iizerinde bu yapilar taniyan reseptorlere de (PRR; Pathogen Recognition Receptor)

ad1 verilmektedir.

Bu reseptorler, endositik, sekrete edilen ve sinyal ileten olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Sinyal
ileten reseptor grubunu TLR ailesi olusturmaktadir. PAMP’larin PRR’ler tarafindan
taninmasi, proinflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin, tipl interferonun (IFN-o veya IFN-R)
indiiksiyonunda ve adaptif immiinitenin aktivasyonuna neden olan Dendritik hiicrelerin
olgunlagmasina kadar uzanan hiicre i¢i bir sinyal yolunu tetikler (Hoffmann 2003). Son
zamanlarda yapilan g¢alismalar, PRR'lerin zarar gormiis hiicrelerden salinan hasara-baglh
molekiiler kaliplar (DAMP) olarak adlandirilan endojen molekiillerin taninmasindan da
sorumlu oldugunu gostermektedir (Takeda vd. 2003). PAMP'ler mikroorganizmalardan
tiretilen, Ornegin lipopolisakkarit (LPS), peptidoglikan, flagellin ve mikrobiyal niikleik
asitlerden olusan korunmus molekiillerdir. Oysa ¢ogu DAMP, oksidatif stres ve 1s1 soku
proteinleri gibi hiicresel stres veya doku hasar1 sonucu olugmakta olup 6lmekte olan konakg1

hiicre molekiillerinden salinan endojen molekiillerdir (O'neill 2008).

TLR’ler dogal immunitenin parcalari olan makrofaj ve dendritik hiicreler tarafindan eksprese
edilen tip 1 transmembran proteinleridir. insanlarda TLR ilk Nomura ve arkadaslari tarafindan
1994’te tanimlanmistir. Ancak o zaman meyve sinegindeki Toll’un immun sistemdeki rolii
bilinmediginden bu reseptdriin memelilerin gelisiminde rol oynadig diisiiniilmiistir (O'neill
2008, Taguchi vd. 1996). TLR’lerin insanlarda edinilmis immun sistemi de harekete
gecirebilecegi 1997°de Janeway ve Medzhitov tarafindan gosterilmistir. 1997 yilinda, TLR4
olarak bilinen TLR’nin ilk olarak antikorlarla etkilestiginde, uygun bir bagisiklik yaniti
verebilecegi saptanmistir (Medzhitov vd. 1997).
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2.2.1 Toll Benzeri Reseptorlerin Yapisi

TLR’ler bir grup PRR olan ve patojen taninmasinda, inflamatuvar ve immiin sistem yanitinin
baslatilmasinda ¢ok dnemli bir role sahiptir. TLR ler, sitoplazmik ve ekstraselliiler bolgeden
olusmaktadir. Ekstraseliiler bolgesinde 16sinden zengin tekrar motifleri (leucine-rich repeat ;

LRR) bulunur ve reseptdriin ligantlari tanimasini saglar.

IL-1R TLR

’ N terminal

LRR- Losince
zengin bdlge

4 Hiicre disa

pe int.rasi(oplazmik bolge
J TIR (Toll/IL-1)

C terminal

Sekil 2.2 insan Toll Benzeri Reseptoriiniin Yapis1 (Taguchi vd. 1996)

Sinyal yolaklarinin baglangici olan sitoplazmik bolgesi, IL-1R ile yiiksek derecede benzerlik
gosterir ve Intraseliiler toll/ (IL)-1 reseptdr (TIR) domaini olarak adlandirilir (Sekil 2.2). Bu

LRR bélgelerinin farkli patojenlerin taninmasindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.

TLR’lerin bazilar1 hiicre yiizeyinde ifade olurken, bir kismi da endositik vezikiillerin
memranlarinda veya intraseliiler organellerin yiizeyinde ifade olurlar (Sandor 2005, Andrade
vd. 2005, Xu vd. 2004, Trinchieri vd. 2007).

2.2.2.TLR Ailesi, Lokalizasyonu ve Ligantlari

Dogal immiin yanitta dncelikle monositler, dendritik hiicreler, dogal 6ldiirticii hiicreler (NK
hiicreleri), lenfositler ve epitel hiicreler rol alirlar (McInturff vd. 2005, Roeder vd. 2004). Bu
hiicre ¢esitlerinin degisik miktarlarda TLR eksprese ettikleri gosterilmistir (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 olusmaktadir (Takeda vd.
2005). Cogu TLR, hiicre zarinda eksprese edilirken, TLR-3, TLR-7, TLR-8, TLR-9, TLR-11,
TLR-12 ve TLR-13 yalnizca endoplazmik retikulum, endozomlar, fagosomlar, lizozomlar ve
endolizozomlar gibi hiicre i¢i boliimlerin zarlarinda eksprese edilir (Roach vd. 2005, Lee vd.
2013, Kawai vd. 2011, He vd. 2014).

TLR4, hiicre zan tizerinde ve ayrica hiicre i¢i olarak eksprese edilebilir. Bu reseptoriin
proinflamatuvar hiicre yiizeyi sinyali ve anti-inflamatuar endozomal sinyal iletimi rolleri
arasinda bir denge bulunmaktadir (Aksoy vd. 2012, Hornef vd. 2003).

Kesfedilen ilk TLR {iyesi, gram-negatif bakterilerin dig zar bileseni olan bakteriyel
lipopolisakkarit i¢in reseptoriin TLR4 oldugu gosterilmistir (Sekil2.3) (Takeda vd. 2003).
TLR2, gram pozitif bakterilerin lipoproteinlerini, lipopeptitlerini ve mikoplazma lipopeptitine
ek olarak, peptidoglikanlarini da tanir (Takeda vd. 2003, Takeuchi vd. 1999).

=
/mu

V4 . § Tira
| ) dy 3\ TRIF.__ ]
\ | / / 2\ _/ -
: Y A < TRAM T
S R P S/ . - ‘& ¢ -
AN A =
Sinyal Yoladr | gl
AN 4 | TSryavoRs
J \‘\\ \ ]
(APt |[(NFkB | e
_AP1_ || NFKB ~ A ~—__ 7 [TpliFN |

Sekil 2.3 TLR’lerin yerlesim yerleri (Hornef vd. 2003).

TLR-2, sirastyla diacil ve triagil lipopeptitlerin molekiiler yapilarini ayirt etmek i¢in TLR-1
ve TLR-6 ile isbirligi yaptig1 goriilmistiir (Takeda vd. 2003). TLR-5, bakteri flagella'sinin bir
protein bileseni olan flagellini tanir (Hayashi vd. 2001). TLR-11 eksprese edemeyen farelerin
stirekli olarak iiropatojenik bakteriyel enfeksiyona duyarli olduklar1 gosterilmis olup, TLR-
11'in bu bakterilerin iiriinlerini algiladigin1 gostermektedir. Ancak insanlarda, TLR-11'in bir

durdurma kodonu varlig1 nedeniyle islevsiz oldugu diisiiniilmektedir (Zhang vd. 2004).
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TLR-3, TLR-7, TLR-8 ve TLR-9 endozomal bdlmelerde bulunur ve nikleik asitleri
tanimaktadir (Diebold vd. 2004, Heil vd. 2004); TLR-3 viral dsRNA'y1 tanir, oysa TLR-7 ve
TLR-8 viral ssRNA'y1 tanimaktadir (Gorden vd. 2005). TLR-9, bakteri ve viral CoG DNA

motiflerini tanir (Hemmi vd. 2000). Ayrica, dendtirik hiicrelerle immiin komplekslerin

TLR'den bagimsiz olarak etkinlestirildigine dair kanitlar da vardir (Boule vd. 2004, Means vd.
2005). Cizelge2.2’de TLR lerin lokalizasyonu, ligandlar1 6zetlenmektedir (Latz vd. 2004).

Cizelge 2.1 TLR ekspresyon, lokalizasyon ve ligandlar1 (Latz vd. 2004).

TLR Tiir Lokalizasyon Mikrobiyal ligandlar | Endojen ligandlar
TLR-1/2 Insan ve fare Plazma membrant | Triagil lipoproteinler, Is1 sok (heat shock)
Peptidoglikan, LPS proteinleri (Hsp60,
(lipopolisakkaridler) Hsp70, Hsp90, Gp96)
High-mobility group
box 1 (HMGB1)
Proteoglikanlar
TLR-2/6 Insan ve fare Plazma membran1 | Diagil lipoproteinler, Is1 sok (heat shock)
Zymosan, Lipoteikoik proteinleri (Hsp60,
asit Hsp70, Hsp90, Gp96)
(HMGB1)
Proteoglikanlar
TLR--3 Insan ve fare Endolizozomal Viral dsRNA mMRNA
membran tRNA
TLR-4 Insan ve fare Plazma ve LPS Is1 sok (heat shock)
endolizozomal (lipopolisakkaridler) proteinleri (Hsp60,
membran Hsp70, Hsp90, Gp96)
High-mobility group
box 1 (HMGB1)
Proteoglikanlar,
Fibronektin,
Fibrinojen, Tenascin
B-Amiloid, Heparan
stilfat, Hyaliironik
asit, Okside LDL
TLR-5 Insan ve fare Plazma membran1 | Flagellin Bilinmiyor
TLR-7 Insan ve fare Endolizozomal Viral ve bakteriyel Immun kompleksler,
membran SSRNA Self RNA
TLR-8 Insan ve fare Endolizozomal Viral ve bakteriyel Immun kompleksler,
membran SSRNA Self RNA
TLR-9 Insan ve fare Endolizozomal Viral ve bakteriyel CpG | Immun kompleksler,
membran DNA, DNA:RNA Self RNA, Kromatin
hibridleri
TLR-10 Insan Plazma membranm1 | Bilinmiyor Bilinmiyor
TLR-11 Fare Plazma ve Profilin, Flagellin Bilinmiyor
endolizozomal
membran
TLR-12 Fare Endolizozomal Profilin Bilinmiyor
membran
TLR-13 Fare Endolizozomal rRNA Bilinmiyor
membran
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Niikleik asitleri tanimlayan TLR-3, TLR-7 ve TLR-9, hiicre yiizeyi iizerinde eksprese
edilmez, sadece endozomal bolmelerde eksprese edilir (Matsumoto vd. 2003, Latz vd. 2004).
Boylece, bakteriler ve viriisler endozoma iletilmek tizere hiicre i¢ine alindiktan sonra, TLR'ler

tarafindan taninacak olan niikleik asitler serbest birakildiginda tanima gergeklesir.

TLR’lerin, PAMP’lere veya DAMP’lerle baglanmasiyla, TLRlerin intrasitoplazmik domaini
araciligi ile bir dizi sinyal iletim yolagi aktiflesir. Daha sonrasinda antimikrobiyal protein ve
inflamatuvar sitokinler iretilir. Dendritik hiicrelerin olgunlagsmasi ve antijen sunumundaki
artigla da dogal immiin sistem, adaptif immiin sistemi uyarmig olur (Barton vd. 2002, Pasare
vd. 2004, Andrade vd. 2005).

2.2.3 TLR'lerin Sinyal iletim Yolu

TLR'ler, hiicre membrani Ve hiicre igi sinyal bolgeleri iceren ya plazma zarinda ya da hiicre
ici endolizozomal bolmelerde ifade edilen, tip 1 transmembran glikoproteinlerdir. Sitoplazmik
sinyalleme alaninda interlokin-1 (IL-1) reseptorii (toll / IL-1R alani, TIR) ile homolojisinin
bir sonucu olarak TLR'ler IL-1R ile ayni yolaklar1 aktive eder (Cole vd. 2010). TLR
sinyalleme kaskadi, ligand baglanmasi iizerine, bir dizi sitoplazmik adaptor molekiil

araciligiyla TIR etki alani tarafindan baslatilir.

Bunlar, miyeloid farklilagsma primer yanit proteini (MyD88; Myeloid differentiation primary
response protein), TIR- alanini igeren adaptor proteini (TIRAP; TIR domain containing
adaptor protein), TRIF; (TIR domain containing adaptor protein inducing IFNB), TRAM,;
(TRIF related adaptor molecule) igerir (Takeda vd. 2004).

2.2.3.1 MyD88 Aracilikh Sinyal Yolag:

TLR 3 harig¢ tiim TLR sinyalleri i¢cin MyD88 yolag1 gereklidir.

TLR2 ve TLR4 sinyallerinde TLR ve MyD88 arasinda baglanti icin TIRAP-MAL (araci
molekiil) gerektirir. MyD88, bir N-terminal ucunda 6liim domainine sahip bir serin treonin
kinazi olan IRAK-4 ile etkilesir. Toll etkilesimli protein (Tollip) olarak bilinen ikinci bir
protein, IRAK'm TLR4'iin TIR domainine baglanmasi i¢in de 6nemlidir (O'neill vd. 2013).
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IRAK'In fosforilasyonu, TNF- reseptor iliskili faktoriin (tumor necrosis factor receptor-

associated factor 6; TRAF-6) aktiflesmesine yol agar (Cao vd. 1996).
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Sekil 2.4 TLR’lerin sinyal yolagi (O'neill vd. 2013).

MyD88, IRAK'lar, IRAK-1 ve IRAK-4'i ve TRAF-6’y1 aktive eder (Gohda vd.2004, Muzio
vd. 1997). Sonrasinda TRAF6 sitozole salinir (Sekil 2.4). Sonug olarak, bir dizi proteinin
alinmasi, TGF-f ile aktive edilmis kinaz 1 (TAK1), TAK1-baglayici protein-1 (TAB1), TAB2
ve TAB3 igeren kompleksi aktive eder (Chen 2005). TAK1 / TAB kompleks doniisiimii hem
MAPK (mitogen-activated protein kinases) hem de NF-kB (Nuclear Factor kappa B) sinyal

yolaklarinin aktivasyonuna 6nciiliik eder (Wang vd. 2001).

NF-kB, sitoplazmada IxB (inhibitor of NF-xB)’nin sayesinde inaktif olarak bulunmaktadir.
IxB yikima ugrayinca NF-«xB aktif hale gelerek ¢ekirdege geger ve kB bdlgesine baglanir. Bu
adimlar, TNF-«a, IL-1 ve IL-6 da dahil olmak {izere, proinflamatuar sitokinler ve kemokinleri
kodlayan bir dizi genin aktivasyonuyla sonuglanir (Ghosh vd. 1998).

2.2.3.2 TRIF Aracilikh Sinyal Yolag

TLR3 ve TLR4, MyD88'den bagimsiz bir sinyal yolagina da baglanabilir (De Nardo 2015).
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Sekil 2.5 TRIF Aracilikli Sinyal Yolag: (De Nardo 2015).

TLR4 hem MyD88 hem de TRIF aracilikli sinyal yolagini kullanan tek TLR’dir (Sekil 2.5).
Bu sinyal yolag: Interferon diizenleyici faktdr 3 (IRF3) ve NF-kB transkripsiyon faktdrlerinin
fosforilasyonuna yol agan TRIF ve TRAM araciligiyla gergeklestirilir (Yamamoto vd. 2003).
TRIF; TLR3’e direkt olarak baglanirken, TLR4 sinyalinde ise TRAM araciligiyla baglanir
(De Nardo 2015). Bu iki yol karsilikli etkilesimi ve diizenlenmeyi gostermektedir. TRIF'ye
bagli TLR-4 sinyallemesinin ana sonucu, antiviral ve antiproliferatif etkinlige sahip olan tip |

interferonlarin iretilmesidir (Uematsu vd. 2007, Noppert vd. 2007).

MyD88'e bagli ve TRIF’e bagli TLR sinyallesmesi arasindaki denge, bagisiklik fonksiyonu
icin gereklidir. MyD88'e bagimli ve MyD88'den bagimsiz bicimde NF-kB transkripsiyon
faktorlinlin aktivasyonuna ek olarak, TLR-2 proapoptotik yolaklarin uyarilmasinda da rol
oynar. Aliprantis vd. (1999) arkadaslar ilk olarak, bakteriyel lipoproteinlerin invitro olarak
monosit apoptozunu indiikledigini gostermistir (Aliprantis vd. 1999). Daha sonra, MyD88'in
TLR2 ile indiiklenen apoptoz ve NF-«kB aktivasyonunun olagan aracisi oldugunu ve TLR2'nin
TNFR ailesinin iiyelerine benzer bir sekilde FADD-kaspaz yolu boyunca apoptoza neden
oldugunu goéstemislerdir (Aliprantis vd. 2000, Ashkenazi vd. 1998). inflamatuvar yaniti
takviye eden veya sonlandiran TLR2 proapoptotik aktivitesinin in vivo uygunlugu ve kronik

inflamatuar siireclerde spesifik rolii tam olarak anlagilamamustir.
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2.2.4 TLR Ligandlan

TLR'ler, hem endojen hem de ekzojen ligandlarin genis bir yelpazesini baglayabilmektedir.
Oncelikle bakteriyel veya viral patojenlere ait molekiiler alanlar icin reseptdr olarak islev
goriirler. Plazma zarinda eksprese edilen TLR'ler bakterilerin ve mantarlarin hiicre duvari
bilesenlerini tanimlarken, i¢ endolizozomal bdlmelerde ifade edilenler de viral PAMP'leri
baglar. Mikroorganizma kokenli ekzojen ligandlara ek olarak, TLR'ler ¢ok cesitli endojen
ligandlar1 da baglayabilir. Bu endojen ligandlar, enfeksiyon yoklugunda TLR sinyali vermeyi
uyaran konake1 tiirevi molekiillerdir (Yu vd. 2010, Piccinini vd. 2010). Endojen ligandlar,
fibronektin, fibrinojen, hiyaliironik asit tiirevleri, 1s1 soku proteinleri ve minimal oksitlenmis
diisiik yogunluklu lipoprotein gibi ¢esitli hiicre dis1 matris bilesenlerini igerir. Bu ligandlar
hiicreler tarafindan hasarli bolgeden aktif olarak serbest birakilir veya inflamatuvar dokular
tarafindan hasar goren hiicreler tarafindan pasif olarak serbest birakilir (Okamura vd. 2001,
Smiley vd.2001, Taylor vd. 2007, Vabulas vd. 2001, Bae vd. 2009).

TLR2 ve TLR4, immun sistem savunmasindaki roliine ilaveten, otoimmiin yanitlarin
baglatilmas1 ve siirdiiriilmesine de yol acabilir. TLR2 ve TLR4 sinyalizasyon hedefli
tedaviler, devam eden inflamatuvar dongiiyii kirabilir ve otoimmiin hastaliklar iyilestirebilir.
Ancak TLR2 ve TLR4'%iin otoimmiin hastaliklarla olan etkilesiminin esas mekanizmasi

belirsizligini korumakta olup bu yonde ¢alismalar siirdiiriilmektedir (Liu vd. 2014).

TLR gen polimorfizmlerinin ilgili immun ve immun siteme ait olmayan hiicrelerdeki
sinyalizasyonun bozulmasma neden olarak zayiflamis edinsel immun cevaba yol agtigi
bilinmektedir. TLR2 ve TLR4 polimorfizmleri romatoid artrit, kanser, astim, tip 2 diyabet
gibi ¢esitli inflamatuar hastaliklarda gézlenmektedir (Rosa vd. 2012).

2.2.5 TLR Gen Polimorfizmleri

2.2.5.1 TLR2 Gen Ailesi ve Polimorfizmi (Arg677Trp) (Arg753GIn), (TLR2 ins/del)
TLR2 geni, genomda 4g31.3 lokalizasyonunda bulunur ve 3 ekzondan olusur. TLR2 geni

4200 bp uzunlugunda olup, 784 aa’lik protein sentezleyen bir gen bdolgesidir. TLR2 geni
tizerinde simdiye kadar birgcok SNP (Tek Niikleotid polimorfizmleri) oldugu bildirilmistir.
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Sekil 2.6 TLR2 geninin kromozom tizerindeki yeri (Url-1).

Populasyonda %1 veya daha fazla siklikta goriilen DNA dizi alternatifleri polimorfizm olarak
adlandirilir.  SNP’ler, dizideki tek bir niikleotid degisikligi sonucunda olasan

polimorfizmlerdir.

Bu calismada, 677. amino asit olan argininin triptofanla (Arg677Trp) yer degistirmesi,
rs121917864 (2029C/T;Arg677Trp) ve 753. amino asit olan argininle glutaminin
(Arg753GIn) yer degistirmesi, rs5743708 (2408G/A; Arg753GIn) olarak adlandirilan
polimorfizimlerin HT ile ilgkisi arastirilmistir. Ayrica arastirilan diger polimorfizm TLR2
(rs111200466) -196 -174 ins/del polimorfizmi olup 5’UTR bolgesinin -196. ile -174.
niikleotitleri arasinda 23 bp uzunlugundaki bolgenin delesyonuyla olusmustur. Bu bolgedeki
delesyonun ise azalmig transkripsyonel aktivite ile iligkili oldugu gosterilmistir (Yu vd. 2011).
TLR'ler arasinda TLR2, mikobakteriyel enfeksiyonlarda, oksidatif stresin ve hiicresel
nekrozun algilanmasinda ve apoptozun indiiksiyonunda bagisiklik tepkilerinde kritik 6neme
sahiptir (Petry vd. 2009). Inflamasyon ve bagisiklik sisteminde yer alan TLR genlerinin
otoimmiin hastaliklarla iligkili olabilecegi one siiriilmiistiir. Bu nedenle, TLR genindeki tek
niikleotid polimorfizmleri ile otoimmiin hastaliklar arasindaki iligskiyi arastirmak i¢in birgcok
caligma yapilmistir (Karaca vd. 2013). TLR 2'deki tek niikleotid gen polimorfizmlerinin,
septik sok veya gram pozitif mikroorganizmalara yatkinlik, Borrelia, Treponema (Lorenz vd.
2000), Mycoplasma tiirleri (Bochud vd. 2003, Kang vd. 2004) idrar yolu enfeksiyonu (Tabel
vd.2007), akut romatizmal ates (Berdeli vd. 2005) ve ateroskleroza (Bielinski vd. 2011) kars1

yanit vermeyen bagisiklik sistemi ile iligkili oldugu bildirilmistir.

2.2.5.2. TLR4 Gen Ailesi ve Polimorfizmi (Asp299Gly ve Thr399lle)

TLR4 geni 9g33.1 lokalizasyonunda bulunur, yaklasik 13 kb'dir ve 222 amino asit
uzunlugunda bir proteini kodlayan 3 ekzon igerir (Smirnova vd. 2000). Kromozom
9:117713024 lokasyonundaki baslangi¢ kodonundan sonraki 896. niikleotitte yer almakta olup

Adenin (A) bazinin yerine Guanin(G) bazinin gegmesi ile 299. amino asit olan aspartik asitin
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glisinle (Asp299Gly) yer degistirmesine neden olur. Olusan varyant rs4986790 (Asp299Gly)
(A/G) polimorfizmi olarak tanimlanmigtir. Kromozom 9:117713324 lokasyonunda, baslangig
kodonundan sonraki 1196. niikleotitte yer alan Sitozinin (C) timin (T) bazimnin yer degisimi
sonucu 399. amino asit threoninin izoldsinle (Thr399Ile) yer degistirmesine neden olur ve

olusan varyant rs4986791 (Thr399Ile) (C/T) polimorfizmi olarak tanimlanmuistir.
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Sekil 2.7 TLR4 geninin kromozom tizerindeki yeri (Url-2).

Son yillarda otoimmiin hastaliklarla iligkilendirilen polimorfizm sayist giderek artmaktadir.
TLR’ler pek ¢ok hastaligin patogenezinde yer almakta olup birgok hastalikla TLR gen
polimorfizmlerinin iligkisini aragtiran ¢alismalar yapilmistir. TLR2 ve TLR4'lin dogustan
gelen bagisiklik etkisiyle sitomegaloviriis (CMV)'ye iligkili oldugu gdosterilmistir. TLR4
Asp299Gly polimorfizmleri, CMV replikasyonunda koruyucu faktér gibi goriinmektedir.
Buna ek olarak, TLR4, viriislere, gram negatif mikroorganizmalara kars1 immiin yanitta kritik
bir role sahiptir. Ote yandan, TLR4'deki tek gen polimorfizmlerinin, endotoksinlere (Arbour
vd. 2000) gram-negatif enfeksiyonlara (Agnese vd. 2002, Lorenz vd. 2002), ateroskleroza
(Kiechl vd. 2002), Crohn hastaligina, tlseratif kolit (Shen vd. 2010) ve Behget hastaligina
(Horie vd. 2009), ailesel Akdeniz atesine karsi degisen oranda risk ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Ozen vd. 2006). Fakat su ana kadar TLR2 ve TLR4 gen polimorfizmleri ile HT

arasindaki iligkiyi arastiran herhangi bir ¢alisma yapilmamaistir.
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEM

3.1 HASTA GRUBU

Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Merkezi I¢ Hastaliklar
Polikiliniginde Hashimoto tiroiditi tanis1 konmus, akraba olmayan 89 kadin, 11 erkek toplam
100 birey hasta grubunu olusturdu. Hastalara, arastirmanin amaci ve igerigi ile ilgili
bilgilendirme ve onam formu okutulup imzalatildi. Bu calisma Biilent Ecevit Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan (Proje numarasi 2015-50737594-05)
desteklenmis olup ¢alismamizin etik kurul onayr 28.05.2015 tarihinde 2015-24-26/05
numarali etik kurul toplantisinda (Ek-A) alind.

3.2 KONTROL GRUBU

Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Merkezi I¢ Hastaliklari
Polikilinigine rutin kontrolleri i¢in bagvuran herhangi bir inflamatuvar hastaligi olmayan 84
kadmn, 16 erkek toplam 100 saglikli birey kontrol grubunu olusturdu. Saglikli bireylere,

aragtirmanin amaci ve igerigi ile ilgili bilgilendirme ve onam formu okutulup imzalatildi.

Hasta ve konrol grubunu olusturan bireylerin rutin kontrolleri sirasinda verdikleri kandan
TLR 2, TLR 4 serum diizeyleri, TLR 2 (Arg677Trp ve Arg753GIn), TLR 4 (Asp299Gly ve
Thr399lle) gen polimorfizmleri ¢alisildi. Calismalar Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi
T1bbi Genetik Anabilim Dali’nda yapildi.
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3.3METOD

3.3.1 Kullanilan Arac¢ ve Geregler

3.3.1.1 Kullanmilan Cihazlar

= Thermal Cycler (Primus 96 PCR system)

=  Buzdolab1 (Bosch)

= Santrifiij (Niive NF 048)

=  Vorteks (IKA yellowline TTS2)

= [s1 Blogu (Bio TDB-100)

= Etiiv (Niive EN 500)

= Mikropipet seti (Thermo Scientific- Finnpipette)
= Mikrodalga Firin (Altus ALMD 17B)

» Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Cleaver MP-250N)
= Elektroforez Tank1 (Blue marine serva 200%)

= Jel Goriintiileme Sistemi (SYNGENE, GeneGenius Bio Imaging System)
= Derin Dondurucu (Bosch)

= Otoklav (Niive)

= Hassas Terazi (Rad-Wag)

3.3.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

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

= 9% 99’1uk Etil Alkol

= EDTA

= TI1503 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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=  MgCl: (Bioron)

= Distile Su

= Tag DNA Polimeraz (Bioron)

= Primerler (Thermo Fisher S.)

= Acil (Thermo Scientific)

= Ncol (Fermantes)

= Hinfl (Thermo Scientific)

= 100bp Marker (Thermo Scientific)
= 50bp Marker (Thermo Scientific)

3.3.1.3 DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

DNA izolasyonu icin E.Z.N.A.® Blood DNA Mini Kit (Omega) kullanilmistir. Kit icerigi
cizelge 3.1°de verilmistir. Kit icerigi kullanim klavuzunda verilen bilgiler dogrultusunda
asagidaki sekilde kullanima hazirlanmustir.

HBC Buffer: 80 mL buffer {izerine 32 mL izopropanol eklenmistir.

DNA Wash Buffer: 25 mL {izerine 100 mL % 100°liik etil alkol eklenmistir.

Cizelge 3.1 E.Z.N.A.® Blood DNA mini kit (Omega) igerigi.

Kimyasal Ad1 Miktar:
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 i¢in Kullamlan Kimyasallar

TBE Tamponu (50X Stok Soliisyonu)
= 54 g Tris Base
= 27.5gr Borik asit
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= 3.73gEDTA

= Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 8.0 ile 8.5 arasinda olmali

Yiiriitme Tamponu
1litre 1X Stok Soliisyonu TBE icin;
= 100 ml 10X Stok Soliisyona 900 ml H2O eklenir.

% 3 Agaroz Jel Cozeltisi
= 200 ml 1X TBE Buffer
= 69 Agarose
= 12pl Ethidium Bromide
% 1.5 Agaroz Jel Cozeltisi
= 200 ml 1X TBE Buffer
= 3 gAgarose
= 12pl Ethidium Bromide

3.3.2 Periferik Kandan DNA Elde Edilmesi

3.3.2.1 Prensip

Hiicreler tiim niiklezlar1 inhibe eden bir koatropik tuz (guanidin HCL) varliginda proteinaz K
ile kisa bir siire inkiibe edillir. Bu inkiibasyon sonucunda hiicreler pargalanir. Agiga ¢ikan
genomik DNA piiriifikasyon filtre tiiptinde bulunan fiber glas yapiya secici olarak baglanir.
Fiber glas yapiya baglanan genomik DNA’y1 kontamine edici hiicresel elemanlardan
arindirmak ve ortamdaki diger molekiillerden ayrilmasi i¢in yikama ve satriflij islemleri
uygulanir. Bu islem 06zel bir inhibitdr uzaklastirici tampon ve yikama tamponu ile
gerceklestirilir. Son olarak diisiik yogunluklu tuz eliisyonu ile fiber glasa bagli genomik DNA

bu yapilardan ayristirilir.

3.3.2.2 Protokol

Hasta ve kontrollerden tam kan tiipiine 2 cc kan alindi ve DNA, E.ZN.A® Blood DNA

Izolasyon Kiti kullanilarak elde edildi. Kit iginde bulunan ve 1.5 ml hacme sahip tiiplerin
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icine konan 250 pl kan tizerine; 250 ul Buffer BL, 5 ul RNase A ve 25 ul OB proteaz enzimi
eklendi ve bu karisim 10 saniye vortekslendikten sonra Onceden 65°C’ye ayarlanmis
inkiibatorde 10 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde inkiibatdrden alinan tiiplerin iizerine 260
ul saf alkol eklendi ve HiBind® DNA spin kolona aktarildi. Dakikada 11.000 devir hiz ile 1
dakika santrifiij edildikten sonra, alttaki tiip atilarak yeni tiip kondu ve spin kolondaki i¢erigin
iizerine 500 pl HBC Buffer ilave edildi. Santrifiij asamasi tekrarlandiktan sonra 700 pul Wash
Buffer eklendi ve 1 dakika santrifiij edildi. Wash Buffer ile yikama asamasi tekrarlandiktan ve
spinler yeni tiipe yerlestirildikten sonra 6nceden 65°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 1sitilmis 150
ul Elution Buffer eklendi. Dakikada 11.000 devir hiz ile 1 dakika yapilan santrifiij sonrasi
iistteki spin kolon atilarak alttaki tiipte bulunan DNA yeni tiipe aktarildi ve bu asamalarin

sonucunda yaklasik 40-60 ng/ul konsantrasyonda 150 ul DNA elde edildi.

3.3.3 PCR ile Ilgili Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

3.3.3.1 TLR2 Gen Polimorfizmleri (Arg753GIn) (Arg677Trp), ins/del

3.3.3.1.1 TLR2 (Arg753GlIn) (Arg677Trp) Gen Polimorfizmi

Kromozom 4:153705165 lokasyonundaki A bazinin yerine G bazinin ge¢mesi ile olusan
varyant rs5743708 (TLR2 G/A; Arg753GIn) polimorfizmi olarak tanimlanmustir.

Kromozom 4:153704936 lokasyonundaki T bazinin yerine C bazinin ge¢mesi ile olusan
varyant rs121917864 (TLR2 C/T; Arg677Trp) polimorfizmi olarak tanimlanmustir.

PCR- RFLP (Restriksyon parga uzunluk polimorfizmi) yontemi ile ¢aligildi. TLR2 geninin
kodlama bolgesinde yer alan Arg753Gln ve Arg677Trp polimorfizmlerinin her ikisi de Acil
enzimi i¢in birer kesim noktas1 icermekte olup her iki kesim bolgesini de iceren gen bolgesi 5’
GCC TAC TGG GTG GAG AAC CT-3’ (F) ve 5 GGC CAC TCC AGG TAG GTC TT-3’
(R) primer ¢ifti kullanilarak amplifiye edildi. Toplam 25 pL hacim iginde her primerden 1.5
pmol, 30 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3), 80 mmol/L KCI, 1.0 mmol/L MgCl, her bir ANTP’den
0.6 mmol/uL, 4 unit Taq DNA polimeraz ve 4 pnL DNA’dan olugan PCR miksi kullanildi,
“the MWG primus thermal cycler-Primus 96 PCR system” cihazi ile asagidaki protokole gore
caligildi.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=121917864

95°C 3 dakika .............. 1 Déngii.......... (Ilk Denatiirasyon)

95°C 1 dakika ......comueereeerienieeiieniieeieans (Denatiirasyon)
50°C 1.5 dakika ...... ...35 Dongii ....... (Baglanma)
72°C 1 dakika ... (Uzama)
72°C 7 dakika .............. 1 Dongi........... (Son uzama)

343 baz ciftlik (bp) iriin elde edildi. Amplifiye edilen iriinler % 1.5’lik agaroz jelde

kosturularak bant boylar1 goriintiilendi.

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

TLR2 genininde protein kodlamayan 5’ bolgesinin -196 -174 lokalizasyonu arasinda 23 bp
uzunlugundaki 5° CAGGCGGCTGCTCGGCGTTCTCT 3’ niikleotidlerin delesyonuyla
olusabilen -196-174 del/ins polimorfizmi (rs111200466) degerlendirildi. Arastirilmakta olan
gen bolgesi 5'-CAC GGA GGC AGC GAG AAA-3'(F) ve 5'CTG GGC CGT GCA AAG
AAG-3’(R) primer c¢iftleri kullanilarak amplifiye edildi. Toplam 25 pL hacim ic¢inde her
primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3), 80 mmol/L KCI, 1.0 mmol/L MgCly, her
bir ANTP’den 0.6 mmol/uL, 4 unit Taq DNA polimeraz ve 4 pL. DNA’dan olusan PCR miksi
kullanildi, “the MWG primus thermal cycler-Primus 96 PCR system” cihazi ile asagidaki
protokole gore caligildi.

95°C 3 dakika.............. 1 Déngi.......... (Ilk Denatiirasyon)
95°C 1 dakika.......coeveeeerieeniieeiieeieeens (Denatiirasyon)
56°C 1.5 dakika ....35 Dongii ....... (Baglanma)

72°C 1 dakika....... ... (Uzama)

72°C 7 dakika .............. 1 Dongi........... (Son uzama)

Amplifiye edilen iirlinler % 1,5’liik agaroz jelde kosturularak bant boylar1 (284 ve/veya 262
bp) goriintiilendi.
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3.3.3.2 TLR4 gen polimorfizmi (Asp299Gly ve Thr399lle)

3.3.3.2.1 Asp299Gly polimorfizmi (rs4986790)

Kromozom 9:117713024 lokasyonundaki G bazinin yerine A bazinin ge¢mesi ile olusan
(TLR4 rs4986790 A/G; Asp299Gly) polimorfizmi PCR-RFLP yontemi ile caligildi.
Aragtirilmakta olan gen bolgesi 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 ciftleri
kullanilarak amplifiye edildi. Toplam 25 pL hacim i¢inde her primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L
Tris-HCI (pH 8.3), 80 mmol/L KCI, 1.0 mmol/L MgCl;, her bir dNTP’den 0.6 mmol/uL,
4 unit Tag DNA polimeraz ve 4 pL. DNA’dan olusan PCR miksi kullanildi, “the MWG

primus thermal cycler-Primus 96 PCR system” cihazi ile asagidaki protokole gore ¢alisildi.

95°C 3 dakika..............

95°C 1 dakika.........cqeeeeeneeeienieieeieneene
55°C 1.5 dakika
72°C 1 dakika........J.cc.cooiiiiiiiinnn..
72°C 7 dakika..............

249 bp iiriin elde edildi. Amplifiye edilen iirtinler %1.5’lik agaroz jelde kosturularak bant

boylar1 goriintiilendi.

3.3.3.2.2 Thr399lle polimorfizmi (rs4986791)

Kromozom 9:117713024 lokasyonundaki T bazinin yerine C bazinin ge¢mesi ile olusan (TLR-
4 rs4986791C/T; Thr399lle) polimorfizmi PCR-RFLP yontemi ile ¢alisildi. Arastirilmakta
olan gen bolgesi 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 ciftleri kullanilarak
amplifiye edildi. Toplam 25 pL hacim iginde her primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L Tris-HCI
(pH 8.3), 80 mmol/L KCI, 1.0 mmol/L MgClz, her bir ANTP’den 0.6 mmol/uL, 4 unit Taq
DNA polimeraz ve 4 uL DNA’dan olugan PCR miksi kullanildi, “the MWG primus thermal
cycler-Primus 96 PCR system” cihazi ile asagidaki protokole gore ¢aligildi.
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95°C 3 dakika.............. 1 Dongii.......... (ilk Denatiirasyon)
95°C 1 dakika........oocceveerieeeiieecrieeeiieens (Denatiirasyon)
65°C 1.5 dakika....... ..35 Dongti ....... (Baglanma)

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

72°C 7 dakika.............. 1 Dongii........... (Son uzama)

406 bp iriin elde edildi. Amplifiye edilen triinler %1.5’lik agaroz jelde kosturularak bant

boylar1 goriintiilendi.

3.3.4 Jelin Hazirlanmasi ve Jel Elektroforezde Goriintiileme

Konsantrasyonu, PCR sonrasi iiriinler igin %1,5’lik; enzim kesimi sonrast irinler i¢in %3’liik
olacak sekilde tampon c¢ozelti ve agar kanistirilarak mikrodalga firinda 80°C’de 1sitildi.
Karisim, 60°C’ye sogutulduktan sonra iizerine % 7°lik olacak sekilde etidyum bromid
eklendi, jel kabina aktarilip uygun taraklar yerlestirildikten sonra jelin oda 1sisinda donmasi
saglandi. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikartildi. Incelenecek drnekten 5 pL alindi ve daha
onceden 5 kat distile su ile sulandirilarak 1X olarak hazirlanmis olan 5 pL jel yiikleme
solusyonu (DZJY001, lot: 0610J12) ile karistirilarak her bir kuyucuga yiiklendi. Jel tankinda
(Blue marine serva 200) 120 mV gii¢ kaynag ile 40 dakika yiiriitiilen 6rneklerin fotografi, jel
goriintiileme cihazi ile (SYNGENE, GeneGenius Bio Imaging System) alindi.

3.3.5. RFLP Analizi ve Degerlendirme

3.3.5.1. TLR2 Gen Polimorfizmi

3.3.5.1.1 TLR2 Gen Polimorfizmi (Arg753GIn) (Arg677Trp)
PCR sonrast elde edilen 343 bp uzunlugundaki amplifikasyon iriinii %1.5’lik agaroz jel

elektroforezi ile goriildiikten sonra, 4 tinite Acil enzimi (Cizelge 3.2) ile kesilmesi igin 16 saat

37°C’lik kuru etiivde inkiibe edildi.
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Cizelge 3.2 Enzimlerin ¢alisma kosullar1.

Enzim Kesim bolgesi Calisma sicakhi@i inkﬁbasyon siiresi
5’-CMCGC-3°
Acil 37°C 16 saat
3’-GGCNG-5’
5’-CMCATGG -3
Ncol 37°C 16 saat
3’- GGTAC ~C-5’
5’-GMANTC-3”
Hinfl 37°C 16 saat
3’-CTNANG-5’

Enzim kesimi sonras1 % 3’liikk agaroz jelde 120 mV gii¢ ile yaklasik bir saat yiiriitiilerek;
Arg753GIn gen polimorfizmi G aleli igin 228, 74, 38 bp, A aleli igin 266, 74 bp boylarinda
bant elde edildi.

Arg677Trp gen polimorfizmi C aleli i¢in 228, 74, 38 bp, T aleli i¢in 302, 38 bp boylarinda
bantlar elde edildi. Bu ¢alismada 302 baz uzunlugunda bant goriilmemistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 TLR2 Arg753GIn, Arg677Trp gen polimorfizmi jel elektroforez goriintiis.

Arg753GIn gen polimorfizmi i¢in 228 bp uzunlugunda goériilen bant G, 266 bp uzunlugunda
goriilen bant A olarak adlandirilmistir 2,3,5 nolu 6rnekler GG; 1,4 nolu oOrnekler GA
genotipindedir. Arg677Trp gen polimorfizmi i¢in 228 bp uzunlugunda goriilen bant C, 2,3,5

nolu 6rnekler CC genotipindedir.

3.3.5.1.2 TLR2 ins/del Gen Polimorfizmi

TLR2 -196-174 del gen polimorfizmi i¢in, PCR sonrasi elde edilen amplifikasyon {irtinii
%1.5’lik agaroz jel elktroforezinde degerlendirildi.
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Elde edilen iiriin 284 bp uzunlugunda ise insersiyon aleli, 262 bp boyunda ise delesyon aleli

olarak isimlendirildi (Sekil 3.2).

100 bp’lik DNA belirtecinin yanindaki 1 nolu 6rnek del/del; 2,4 nolu drnekler ins/del, 3 nolu 6rnek ise, ins/ins
genotipindedir.

Sekil 3.2 TLR2 -196-174 del gen polimorfizmi jel elektroforez goriintiisii.

3.3.5.2 TLR-4 gen polimorfizmleri rs4986790 (Asp299Gly) ve rs4986791 (Thr399lle)

3.3.5.2.1 Asp299Gly polimorfizmi (rs4986790)

PCR sonrasi elde edilen 249 bp uzunlugundaki amplifikasyon iriinii % 1.5°lik agaroz jel
elektroforezi ile goriildiikten sonra, 4 tinite Ncol enzimi (Cizelge 3.2) ile kesilmesi i¢in 16
saat 37°C’lik kuru etiivde inkiibe edildi. Enzim kesimi sonras1 % 3’liikk agaroz jelde 120 mV
gii¢ ile yaklasik bir saat yiiriitiilerek (Sekil 3.3)., A aleli i¢in 249 bp, G aleli i¢in 226 ve 23 bp
boyunda bant elde edildi.

100 bp’lik DNA belirtecinin yanindaki 1,2, 3,4,6 nolu 6rnekler AA; 5 nolu 6rnek AG, genotipindedir.

Sekil 3.3 TLR4 Asp299Gly gen polimorfizmi jel elektroforez goriintiisii.
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3.3.5.2.2 Thr399lle polimorfizmi (rs4986791)

PCR sonrasi elde edilen 406 bp uzunlugundaki amplifikasyon riini %1.5’lik agaroz jel
elektroforezi ile goriildiikten sonra, 4 Unit Hinfl enzimi (Cizelge 3.2) ile kesilmesi i¢in 16 saat
37°C’lik kuru etiivde inkiibe edildi. Enzim kesimi sonras1 % 3’liik agaroz jelde 120 mV gii¢
ile yaklasik bir saat yiiriitiilerek C aleli igin 406 bp, T aleli i¢in 377 ve 29 bp boyunda bant
elde edildi (Sekil 3.4).

100 bp’lik DNA belirtecinin yanindaki 1,2,4,5,7 nolu 6rnekler CC, 3,6 nolu 6rnekler CT genotipindedir.

Sekil 3.4 TLR4 Thr399Ile gen polimorfizmi jel elektroforez goriintiisii.

3.3.6 SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant)

Insan genomu, tam genom dizilimi ile tanimlanabilen yaklasik 3.7 milyon tek niikleotid
varyantt (SNV) igerir (Lam vd. 2012). Bir insanda bulunan SNV'lerin ¢ogunlugu
popiilasyonda yaygindir, ancak hastalik olusturan varyantlar tipik olarak 6zel veya nadirdir ve
toplam genomun sadece % 1'ini (30mb) olusturan protein kodlama bdolgelerinde goriilme
egilimindedir (Turner vd. 2009, Stenson vd. 2008).

DbSNP (Sherry vd. 2001) ve 1000 Genomes (Abecasis vd. 2010) gibi veritabanlari, yaygin
varyantlart filtrelemek i¢in yararlidir, ancak kalan varyantlarin, protein fonksiyonunu
potansiyel olarak etkileyebilecek olanlar1 tanimlamak i¢in siralanmasi ve onceliklendirilmesi
gerekir. Bu agidan SIFT gibi algoritmalar yardimci olabilir. SIFT, polimorfizmlerin protein

fonksiyonlar1 tizerindeki etkilerini arastirmak isteyen arastirmacilar i¢in yararlidir.
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SIFT, amino asit yer degistirmelerinin protein fonksiyonu iizerindeki potansiyel etkisini
gosteren bir algoritmadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarla SIFT'i g¢erceve kaydirma

kaliplarinda gérmek i¢in genisletilmistir (Hu vd. 2012).

SIFT, insan genetik arastirmalarinda Ornegin, kanserli Mendel hastaliklar1 ve bulasici
hastaliklarda amino asit yer degistirmeleri i¢in aktif olarak kullanilmaktadir. Arastirmacilar,
SIFT'in faydasini, insanlar ve insan hastaliklar1 {izerine yapilan arastirmalarin Otesine

gectigini vurgulamaktadirlar(Sebro vd. 2012, Wang vd. 2010, Eizadora vd. 2011).

SIFT, missense mutasyonlarinin tarimsal bitkiler (Till vd. 2004) ve si¢anlar (Smits vd. 2004),
kanin (Gharahkhani vd. 2011) ve Arabidopsis (Giinther vd. 2010) gibi model organizmalar

iizerindeki etkilerini incelemek i¢in kullanilmustir.

Genel olarak, SIFT, arastirma calismalarinin nedensel degiskenleri belirlemek igin bol
miktarda SNV'ler ile filtrelemeyi gerektiren durumlarda yararlidir. Bizde bu metodu
kullanarak TLR2 ve TLR4 geninideki varyantlarin protein fonksiyonuna olan etkisini
http://siftdna.org/www/SIFT_dbSNP.html linkinden degerlendirdik (Url-2).

3.3.7 TLR-2 ve TLR-4 Serum Diizeylerinin Analizi

Hastalardan ve saglikli goniilliilerden TLR-2 ve TLR-4 diizeylerinin arastirilmasi i¢in sabah
12 saatlik aglik siiresinin ardindan; piht1 aktivatorii igeren jel seperatorlii tiipe 5 ml ven6z kan
ornegi alindi. Jel seperatorlii tiipte pihtilasmanin olusmasi i¢in 30 dakika beklendi. Pihtilasma
tamamlandiktan sonra drnek, oda sicakliginda 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ayrilan
serum Ornekleri eppendorf tliplerinde calisilana kadar -80°C’de muhafaza edildi. TLR-2 ve
TLR-4 6lgtimleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle Biilent
Ecevit UniversitesiTip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda yapilds.

3.3.7.1 TLR-2 Ol¢iimii
Serum TLR-2 diizeyinin 6l¢limii solid faz sandvi¢ ELISA prensibine dayanan BOSTER

firmasinin Human TLR-2 Picokine (CA, ABD, Katalog No: EK0906) kiti kullanilarak
yapildi.
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3.3.7.1.1 Testin Prensibi

Analizde kullanilan mikrokuyucuklarin duvarlarinda TLR-2’¢ Kars1 gelistirilmis monoklonal
antikorlarla kaphdir. TLR-2 standartlar1 ve Ornekler monoklonal antikor kaph
mikrokuyucuklara pipetlenir ve 37 °C’de 90 dakika inkiibe edilir. Kuyucuklar bosaltilir ve
yikama yapmadan biotinize anti-human TLR-2 antikorlar1 eklenir ve 37 °C’de 60 dakika
inkiibe edilir. Bir sonraki agsamada yikama yapilir. Daha sonra streptavidin-peroksidaz enzimi
ortama eklenir ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilir. Bu enzimin biotinize antikora baglanmasi
ile sandvi¢ kompleksi olusur. Inkiibasyon sonunda tekrar yikama yapilip baglanmayan
enzimler ortamdan uzaklastirilir. Sonrasinda ortama substrat soliisyonu eklenerek karanlik
ortamda reaksiyon baglatilir ve 37 °C’de 30 dakika sonunda renk degisimi meydana gelir.
Inkiibasyon sonrasinda stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilir. Daha sonra
renklenmis {trlinlerin absorbansi 450 nanometrede okutulur ve elde edilen kalibrasyon

egrisinden yararlanilarak, 6rneklerin TLR-2 konsantrasyonlari hesaplanir.

3.3.7.1.2 Kullanilan TLR-2 Kitinin icerigi ve soliisyonlarin hazirlanmasi

- TLR-2 antikoru ile kaplanmis plak

- TLR-2 standarti

-Biotinize anti-human TLR-2 antikoru
-Streptavidin-Peroksidaz kompleks

-Ornek dilusyon soliisyonu

-Antikor dilusyon soliisyonu

- Streptavidin-Peroksidaz diliisyon soliisyonu

- Kromojen (Tetrametilbenzidin (TMB)) soliisyonu

-Stop soliisyonu

Standartlarin hazirlanmasi:

Ornek diliisyon tamponu ile standart ¢oziilerek 10.000 pg/ml konsantrasyonundaki ilk stok
soliisyon olusturuldu. Daha sonra seri diliisyonlar ile 5000, 2500, 1250, 625, 312, 156 pg/ml
konsantrasyonlarda 6 adet standart elde edildi. Ornek diliisyon tampon 0 pg/ml olarak

kullanildi.
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Biotinize antihuman TLR-2 soliisyonunun hazirlanmasi:

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

Streptavidin peroksidaz kompleks soliisyonunun hazirlanmasi:
100 kat konsantre olan streptavidin peroksidaz kompleks, streptavidin-peroksidaz diliisyon

tamponu ile seyreltildi.

Yikama soliisyonu hazirlanmasi:
0.01 M PBS (8.5 gr NaCL, 1.4 gr NaoHPOs, 0.2 gr NaH2PO4 1000 ml distile suda ¢oziindii,
pH 7.2-7.6 arasindadir ve son hacim 1000 ml’dir). TLR-2 calisma prosediirii ¢izelge 3.3’de

gosterildi.
Cizelge 3.3 TLR-2 calisma prosediirii.
Standart Ornek
Standart 100 pul
Ornek 100 pl
37°C’de 90 dakika inkiibe edilir. Kuyucuklar bosaltilir
Biotinize anti-human TLR-2 antikoru 100 pl 100 pul
37°C’de 60 dakika inkiibe edilir
Yikama cihazinda her bir kuyucuk i¢in 300 pl yikama solusyonu ile 3 kez yikama
Streptavidin-Peroksidaz soliisyonu 100 pl 100 pl
37°C’de 30 dakika inkiibe edilir
Yikama cihazinda her bir kuyucuk i¢in 300 pl yikama solusyonu ile 5 kez yitkama
Kromojen soliisyonu 90 ul 90 ul
37°C’de 30 dakika karanlikta inkiibe edilir
Stop soliisyonu 100 pl 100 pl

ELISA okuyucu cihazda (ELX 800 G, BIO-TEC Instruments, Winooski,USA) 450 nm’de
absorbanslar alindi. Sonuclar kalibrasyon egrisinden yaralanilarak cihaz tarafindan otomatik
olarak hesaplandi. Testin 6lgiim aralift 156-10000 pg/ml’dir. Olgiim sensitivitesi <10
pg/ml’dir ve giin i¢i degiskenlik katsayis1 (CV) %3.8-4.9 iken giinler aras1 CV % 7.9-8.5 dir.
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3.3.7.2 TLR-4 Ol¢iimii

Calismada serum solid faz sandvi¢ ELISA prensibine dayanan Elabscience firmasinin ticari
Human TLR-4 (Wuhan, PRC, Katalog No: E-EL-H1539) kiti kullanilarak yapild.

3.3.7.2.1 Testin Prensibi

Analizde kullanilan mikrokuyucuklarin duvarlarinda TLR-4’¢ Kars1 gelistirilmis monoklonal
antikorlarla kaphdir. TLR-4 standartlar1 ve Ornekler monoklonal antikor kaph
mikrokuyucuklara pipetlenir ve 37 °C’de 90 dakika inkiibe edilir. Kuyucuklar bosaltilir ve
yikama yapmadan biotinize TLR-4 antikorlar1 eklenir ve 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilir.
Bir sonraki asamada yikama yapilir. Daha sonra avidin-peroksidaz enzimi ortama eklenir ve
37 °C’de 30 dakika inkiibe edilir. Bu enzimin biotinize antikora baglanmasi ile sandvig
kompleksi olusur. Inkiibasyon sonunda tekrar yikama yapilip baglanmayan enzimler
ortamdan uzaklastirilir. Sonrasinda ortama substrat soliisyonu eklenerek karanlik ortamda
reaksiyon baglatilir ve 37 °C’de 15 dakika sonunda renk degisimi meydana gelir. Inkiibasyon
sonrasinda stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilir. Daha sonra renklenmis iiriinlerin
absorbansi 450 nm’de okutulur ve elde edilen kalibrasyon egrisinden yararlanilarak,

orneklerin TLR-4 konsantrasyonlar1 hesaplanir.

3.3.7.2.2 Kullanilan TLR-4 kitinin i¢erigi ve soliisyonlarin hazirlanmasi

- TLR-4 antikoru ile kaplanmis plak

- TLR-4 standart1

-Standart ve 6rnek diliisyon soliisyonu

- TLR-4 biyotinize antikor

-Biyotinize antikor diliient

-Avidin-Peroksidaz (HRP)

- Avidin-Peroksidaz (HRP) diluenti

-Yikama soliisyonu

-Kromojen (Tetrametilbenzidin (TMB)) soliisyonu

-Stop soliisyonu
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Standartlarin hazirlanmasi:

Standart diliient tamponu ile standart ¢oziilerek 20 ng/ml konsantrasyonundaki ilk stok
soliisyon olusturuldu. Daha sonra seri diliisyonlar ile 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31 ng/ml
konsantrasyonlarda 6 adet standart elde edildi. Standart ve 6rnek diliisyon soliisyonu 0 pg/ml
olarak kullanildi.

TLR-4 biotinize antikor:

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

Avidin-Peroksidaz (HRP) soliisyonunun hazirlanmasi:

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

Yikama soliisyonu hazirlanmasi:
30 ml konsantre yikama soltisyonu 750 ml distile su ile karigtirilarak hazirlandi.

TLR-4 ¢alisma prosediirii ¢izelge 3.4’de gosterildi.

Cizelge 3.4 TLR-4 Calisma prosediirii.
Standart Ornek

Standart 100 pul

Ornek 100 pl

37°C’de 90 dakika inkiibe edilir. Kuyucuklar bosaltilir

Biotinize TLR-4 antikoru 100 pl 100 pul

37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.
Yikama cihazinda her bir kuyucuk i¢in 350 pl yikama solusyonu ile 3 kez yikama

Streptavidin-Peroksidaz soliisyonu 100 pl 100 pl

37°C’de 30 dakika inkiibe edilir
Yikama cihazinda her bir kuyucuk i¢in 350 pl yikama solusyonu ile 5 kez yikama

Kromojen soliisyonu 90 ul 90 ul

37°C’de 15 dakika karanlikta inkiibe edilir

Stop soliisyonu 50 pl 50 pl
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3.3.8 Istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanilarak
yapildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunluklar1 Shapiro-Wilk testi ile incelendi.
Sayisal degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler ortanca, kategorik yapidaki veriler i¢in say1 ve
yiizde olarak ifade edildi. Sayisal degiskenler bakimindan iki grubun karsilastiriimasinda
Mann-Whitney U testi kullanildi. Hastalar ve kontroller arasindaki genotipik ve allelik
dagilim farkliliklart ki-kare testiyle degerlendirildi. Hastalik riski ile TLR2 ve TLR4
polimorfizmleri arasindaki iliski ise lojistik regresyon analizi ile arastirildi. Sonuglar % 95

giiven araliginda degerlendirilip ve p<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 HASTA VE KONTROL GRUPLARININ OZELLIKLERI

Biilent Ecevit Universitesi Uygulama ve Arastirma Merkezi I¢ Hastaliklar1 Poliklinigi’nde
Hashimoto tiroiditi tanis1 almis 89 kadin (% 89), 11 erkek (%]11), toplam 100 hasta ve kontrol
grubu olarak ise 16 erkek (%16), 84 kadin (%84) saglikli 100 birey ¢alismaya dahil edilmistir.
Hasta grubunun yaslart 16-62 arasinda degisip ortalama yas 38.0 (18.0-62.0) olarak tespit
edildi. Kontrol grubunun yaslar1 17-68 arasinda degisip, ortalama yas 35.0 (18.0-62.0) olarak

tespit edildi. Her iki grup arasinda cinsiyet ve yasa ait 6zellikler ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Hashimoto tiroiditi hasta ve kontrol grubunun cinsiyet ve yasa gore dagilimi

Kontrol n(% ) Hasta n(% )
Erkek 16 (% 16) 11 (% 11)
Kadmn 84 (%84) 89 (% 89)
Yas 35.0 (18.0-68.0) 38.0 (18.0-62.0)

4.2 HASTA VE KONTROL GRUPLARININ TLR2 VE TLR4 GEN POLIMORFIiZM
FREKANSLARININ KARSILASTIRMASI

4.2.1 TLR2 Gen Polimorfizmi

4.2.1.1 TLR2 rs121917864 (Arg677Trp), rs5743708 (Arg753GIn) Gen Polimorfizmi

Hashimoto tiroiditi hastalar1 ve saglikli kontrol grubu TLR2 Arg753GIn gen polimorfizmi
acisindan incelendiginde kontrol grubunun 99’inin (%99) GG genotipinde, 1’nin (%1) GA
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genotipinde oldugu saptandi. Kontrol grubunda AA genotipine rastlanmadi. Hasta grubunun
ise 97’inin (%97) GG genotipinde, 3’niin (%3) GA genotipinde, oldugu saptandi. Hasta
grubunda AA genotipine rastlanmadi. Genotip dagilimi acgisindan iki grup arasinda
istatistiksel agidan anlamli farklilik bulunamadi (p=0.621; OR=3.062; %95 GA=0.313 —
29.948) (Cizelge 4.2).

TLR2 Arg753GIn gen polimorfizmi igin kontrol ve hasta gruplari alel frekanslar1 agisindan
karsilastirildiginda 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 frekanslari agisindan kontrol
ve hasta grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi (p=0.623; OR=3.030; %95
GA=0.313-29.384) (Cizelge 4.3).

TLR2 Arg677Trp gen polimorfizmi agisindan incelendiginde hasta grubunun hepsi CC
genotipinde; hastalarin higbirinde CT ve TT genotipine rastlanmadi. Kontrol grubunda da 100

kisinin tamaminin CC genotipinde oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.2 Hashimoto tiroiditi hastalarinda ve saglikli kontrollerde TLR2 rs121917864
(Arg677Trp), rs5743708(Arg753GlIn)gen polimorfizm genotip frekanslari.

Sas Hashimoto
aghklt i iditi
SNP Genotip  Kontroller P degeri OR (%95 GA)
_ hastalan
n=100 _
n=100
0 0,
TLR? GG 99 (%99) 97 (%97) 061 Referans
Arg753GIn GA 1 (%1.0) 3 (%3.0) ' 3.062(0.313-29.948)

%95 GA; %95 giiven araligi, OR; Goreceli olasilik oranlar1 (odds ratio)

Cizelge 4.3 Hashimoto tiroiditi hastalarinda ve saglikli kontrollerde TLR2 rs5743708
(Arg753GIn) Gen Polimorfizminin alel dagilimi.

Saghkh Hashimoto

SNP Alel kontroller tiroiditi PValue OR (%95 GA)
n=100 hastalar
G %99.5 %98.5
TLR2
Arg753GIn A %0.5 %1.5 0.623 3.030

(0.313-29.384)

%95 GA; %95 giiven araligi, OR; Goreceli olasilik oranlar1 (odds ratio)
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4.2.1.2 TLR2 (174-196 del/ins) Gen Polimorfizmi

HT hastalar1 ve saglikli kontrol grubu TLR2 (174-196 del/ins) gen polimorfizmi agisindan
incelendiginde kontrol grubunun 28’sinin (%28) ID genotipinde, 72’sinin (%72) 11
genotipinde oldugu saptandi. Kontrol grubunda DD genotipine rastlanmadi. Hasta grubunun
ise 17°sinin (%17) ID genotipinde, 81’inin (%81) II genotipinde, 2’sinin (%2) DD
genotipinde oldugu saptandi. Genotip dagilimi agisindan iki grup arasinda istatistiksel agidan

anlaml farklilik bulunamadi.(p=0.275) (Cizelge 4.4).

TLR2 (174-196 del/ins) gen polimorfizmi i¢in kontrol ve hasta gruplart alel frekanslari
acisindan incelendiginde I alel frekansi kontrol grubunda % 86 hasta grubunda ise % 89.5
olarak bulundu. D alel frekans: ise kontrol grubunda % 14 hasta grubunda ise % 10.5 olarak
bulundu. Alel frekanslar1 bakimimdan da kontrol ve hasta grubu arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir farklilik bulunamadi (p=0.360; OR=0.721; %95 GA=0.394 — 1.317) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4 Hashimoto tiroiditi hastalarinda ve saglikli kontrollerde TLR-2 1/D rs111200466
gen polimorfizm genotip frekanslari.

4 Hashimoto
Saghkh tiroiditi
SNP Genotip kontroller P degeri OR (%95 GA)

n=100 hastalan
n=100

T 72 (%72) 81 (%81)

ID 28 (%28) 17 (%17) Referans
(TLR2 1/D) 0.275 0.540 (0.273-1.066)
*

DD 0 (%0) 2 (%2)

® Odds oran1 hesalanamadi

Cizelge 4.5 Hashimoto tiroiditi hastalarinda ve saglikli kontrollerde TLR2 I/D rs111200466
gen polimorfizm alel frekanslari.

- Hashimoto
SNP Alel  Saghikh Kontroller tiroiditi P degeri OR (%95 GA)
n=100 _
hastalar1 n=100
| % 86 % 89.5
(TLR2 1/D) 0360  0.721(0.394-1.317)
D % 14 %105

%95 GA; %95 giiven araligi, OR; Goreceli olasilik oranlar1 (odds ratio)
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4.2.2 TLR4 Gen Polimorfizmi

4.2.2.1 TLR4 (Asp299Gly) Gen Polimorfizmi

Hashimoto tiroiditi hastalar1 ve saglikli kontrol grubu TLR4 Asp299Gly gen polimorfizmi
acisindan incelendiginde kontrol grubunun 96’sinin (% 96) AA genotipinde, 4’tiniin (% 4)
AG genotipinde oldugu saptandi. Kontrol grubunda GG genotipine rastlanmamistir. Hasta
grubundaki kisilerin ise 98’sinin (% 98) AA genotipinde 2’sinin (%2) AG genotipinde oldugu
saptand1. Hasta grubunda da GG genotipine rastlanmadi. AA, AG, GG genotipleri agisindan
karsilastirildiginda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunamad: (p=0.683;
OR=0.490; %95 GA=0.088 — 2.737) (Cizelge 4.6).

Asp299Gly gen polimorfizmine ait A ve G alellerinin goriilme sikliklar1 ile hastalik
arasindaki iliski incelendiginde ise anlamli bir iliski bulunamadi. Kontrol grubunda A alelinin
frekans1 % 98 hasta grubunda A alelinin frekanst % 99 bulundu. G alel frekansi ise kontrol
grubunda % 4 hasta grubunda ise % 1 olarak bulundu (p=0.685; OR=0.495; %95 GA =0.090 —
2.733) (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.6 Hashimoto tiroiditi hastalarinda ve saglikli kontrollerde TLR4 (Asp299Gly) gen
polimorfizm genotip frekanslari.

. Saghkh Hashimoto
SNP Genotip o P degeri OR (%95 GA)
kontroller n=100 tiroiditi hastalar1
AA 96 (%96) 98 (%98)
TLR4 AG 4 (%4) 2 (%2) Referans
Asp299Gly 0.683 0.490 (0.088-2.737)
GG 0 (%0) 0 (%0)

%95 GA; %95 giiven araligi, OR; Goreceli olasilik oranlar1 (odds ratio)
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Cizelge 4.7 Hashimoto tiroiditi hastalarinda ve saglikli kontrollerde TLR4 (Asp299Gly) Gen
Polimorfizminin alel dagilimi.

Hashimoto
Saghkh Kontroller L
SNP Alel 100 tiroiditi P degeri OR (%95 GA)
n=
hastalar
A % 98 % 99
TLR4
0.685 0.495 (0.090 — 2.733)
Asp299Gly G % 2 % 1

%095 GA; %95 giiven araligl, OR; Goreceli olasilik oranlar1 (odds ratio)

4.2.2.2 TLR4 (Thr399lle) gen polimorfizmi

Hashimoto tiroiditi hastalar1 ve saglikli kontrol grubundaki TLR4 Thr399lle gen polimorfizmi
acisindan incelendiginde kontrol grubunun 97’sinde (% 97) CC genotipi; 3’iinde (% 3) CT
genotipi saptanirken, TT genotipi saptanmadi. Hasta grubundaki kisilerin 98’sinde (% 98) CC
genotipi; 2’sinde (% 2) CT genotipi saptanirken, hasta grubunda TT genotipi saptanmadi. CC,
CT, TT genotipleri acgisindan karsilagtirildiginda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir

farklilik bulunamadi (p=1.000, OR=0.660; %95 GA=0.108-4.036) (Cizelge 4.8).

Thr3991le gen polimorfizmine ait C ve T alellerinin goriilme sikliklari ile hastalik arasindaki
iliski incelendiginde, kontrol grubunda C alelinin frekans1 % 98.5, T alelinin ki ise % 1.5
olarak bulundu. Hasta grubunda C alelinin frekanst % 99, T alelinin ki ise % 1 olarak
bulundu. Allel frekanslari bakimindan kontrol ve hasta grubu arasinda istatistiksel agidan

anlaml1 farklilik bulunamadi (p=0.686; OR=0.663; %95 GA=0.110 — 4.013) (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.8 Hashimoto tiroiditi hastalarinda ve saglikli kontrollerde TLR4 (Thr3991le) gen
polimorfizm genotip frekanslari.

. Saghkh Hashimoto tiroiditi L o
SNP Genotip kontroller n=100 hastalari P degeri OR (%695 GA)

CC 97 (%97.0) 98 (%98.0)
Referans

CT 3 (%3.0 2 (%2.0

N 050 0w ow

(0.108-4.036)

TT 0 (%0.0) 0 (%0.0)

%095 GA; %95 giiven araligl, OR; Goreceli olasilik oranlar1 (odds ratio)

Cizelge 4.9 Hashimoto tiroiditi hastalarinda ve saglikli kontrollerde TLR4 (Asp299Gly) Gen
Polimorfizminin alel dagilimu.

Saslikls Hashimoto
SNP Alel EA tiroiditi P degeri OR (%95 GA)
Kontroller n=100
hastalari
TLR4 ! " e 0686  0.663(0.110 -4.013)
Asp399Gly C % 1.5 %1 ' ' ' '

%95 GA; %95 giiven araligl, OR; Goreceli olasilik oranlar1 (odds ratio)

4.3 SIFT DEGERLENDIRILMESI

Cizelge 4 10 SIFT sonuglarinin dagilimu.

Refer Amino Alel

Gen ID Genin SNP Krm | KOO | ang ALT ASI:[. . SIFT Freka

P dinat . Alel | Degisi Tahmin

Ismi Aleli mi nsi
ENSG000 | TLR2
00137462 rs5743708 4 1346263 G A R753Q | zararli 0.007
ENSG000
oo137agy | TLR2 | [ rAONT80 g 12040260 e T R677W | zararls 0.001
ENSG000 | TLR4
00136869 4986790 |9 | 50V | A G D299G | tolere 0.079
ENSG000 | TLR4
00136869 4986791 |9 | 200 1c {1 73001 | tolere 0.088

4.4 SERUM TLR-2 DUZEYININ DEGERLENDIRILMESI

Ortalama serum TLR-2 diizeyleri HT hasta grubunda 364.2 = 291.6 ng/ml, kontrol grubunda

270.1 + 203.5 ng/ml bulundu. Kontrol ve hasta grubu i¢in ayri ayri minimum, maksimum ve
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ortanca TLR-2 diizeyleri saptandi. Kontrol ve hasta grubu arasindaki karsilastirma ortanca
degeri lizerinden yapildi ve p degerleri buna gore hesaplandi. HT hastalar1 ve saglikli kontrol
grubu periferik kandaki serum TLR-2 diizeyleri agisindan incelendiginde 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 arasindaki serum TLR-2 diizeyleri karsilastirildiginda hasta grubunun serum diizeyi

kontrole oranla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.001) (Cizelge 4.10).

4.5 SERUM TLR-4 DUZEYININ DEGERLENDIRILMESI

Ortalama serum TLR-4 diizeyleri HT hasta grubunda 12.9 + 2.5 ng/ml, kontrol grubunda 11.7
+ 2.5 ng/ml bulundu. Kontrol ve hasta grubu i¢in ayr1 ayri minimum, maksimum ve ortanca
TLR-4 diizeyleri saptandi. Kontrol ve hasta grubu arasindaki karsilagtirma ortanca degeri
tizerinden yapild1 ve p degerleri buna gore hesaplandi. HT hastalar1 ve saglikli kontrol grubu
periferik kandaki serum TLR-4 diizeyleri agisindan incelendiginde 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 diizeylerinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek oldugu saptandi (p= 0.02) (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.11 HT hastalarinda ve saglikli kontrollerde serum TLR-2 ve TLR-4 diizeyleri.

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

Minimum  Maksimum  Ortanca | Minimum  Maksimum  Ortanca

TLR-2
156.0 1582.0 199.0 164.0 1848.0 2490  <0.001
(ng/m)
TLR-4
18.1 115 7.6 19.5 124 0.002
(ng/m)
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BOLUM 5

TARTISMA

HT, lenfositik infiltrasyonu olan diffiiz guatr ve tiroid spesifik otoantikorlarin varlig ile
karakterize organa 0zgii bir otoimmiin tiroit hastaligidir. Diinyada en yaygin goriilen tiroid
hastaliklarindan biri olup beslenme iyodunun yeterli oldugu bélgelerde hipotiroidi olusturur
(Akamizu vd. 2013). Bir¢ok otoimmiin hastalikla ile HT’i arasinda iliski oldugu
bildirilmektedir.

TLR dogustan gelen bagisiklik sisteminin temel bir diizenleyicisi olup patojene baglh
molekiiler kaliplari (PAMP) ve hasara-bagli molekiiler kaliplari (DAMP) tasiyan istilaci
organizmalari tantyan membrana bagli proteinlerdir (Bae vd. 2009). TLR'lerin PAMP'lar veya
DAMP’lar tarafindan aktive edilmesi, bir dizi hiicre i¢i sinyal yolunu tetikleyerek inflamatuar
sitokinlerin ve kemokinlerin diizenlenmesini saglar (Brown vd. 2011). Dogal bagisiklik
sisteminde TLR'ler 6nemli bir rol oynayarak anti inflamatuar dengeyi diizenlerler (Estruch vd.
2013).

Otoimmiin hastaliklar, otoantikor iiretimi ile karakterize inflamatuar bozukluklardir.
Otoimmiin hastaliklarin mekanizmasi heniiz aydinlatilmamis olsa da, artan kanitlar TLR'ler
ile otoimmiinite arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir (Sadanaga vd. 2007). Bizim
calismamizda HT ile iliskisini ortaya koymak amaciyla, HT tanis1 almis hastalarda ve saglikli
kontrol grubunda serum TLR-2 ve TLR-4 diizeyleri dl¢iilmiistiir. Gruplar arasindaki serum
TLR-2 ve TLR-4 diizeyleri karsilastirildiginda HT hastalarinda hem TLR-2 (p<0.001) hem de
TLR-4 (p=0.02) serum diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu

belirlenmistir.
Otoimmiin hastaliklarla TLR’lerin iligkisini arastiran pek ¢ok calisma yapilmistir (Liu vd.

2014). Bu c¢aligmalarin bircogunda da TLR2 ve/veya TLR4 ekspresyonu ya da diizeyinin

arttig1 gosterilmistir. Bizim c¢alismamizla benzer sekilde TLR4 ekspresyonundaki artis ile
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romatoid artrit (Radstake vd. 2004), sistemik lupus eritematozus (Kawakami vd. 2007) ve
multipl skleroz (Shaw vd. 2011) gibi ¢esitli otoimmiin hastaliklar arasinda iliski oldugu

bulunmustur.

Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada da, TLR-2 ve TLR-4 diizeyi ile (Tip 1 diyabet) T1D
arasinda bir baglanti olabilecegi gosterilmistir (Lien vd. 2009). Geg apoptotik B hiicrelerinin,
toll benzeri reseptor 2 / MyD88 / niikleer faktér-KB sinyal yolagi yoluyla makrofajlarda
iltihaplanma tepkilerini indiikleyebilecegi ileri siiriilmistiir (Lee vd. 2011).

Ayrica romatoid artrit (RA) hastalarinda, TLR-2 ve TLR-4’{in makrofajlar ve sinoviyal
fibroblastlarda eksprese edildigi ve ekspresyon diizeylerinin RA hastalarinda saglikli
bireylerden daha fazla oldugu gosterilmistir (Radstake vd. 2004, Ospelt vd. 2008). Sistemik
lupus eritematosus (SLE) hastalarinda da, TLR-2 ve TLR-4'lin ekspresyonel degisimi ortaya
koyulmustur. Komatsuda A vd. (2008) SLE hastalarinin PBMC (periferik kan mononiikleer
hiicre)'lerinde TLR-2 mRNA diizeyinin belirgin olarak arttigini gdstermis, bunun tersine
Martina Kirchner vd. (2013) CD14+ monositlerde TLR-4 yiizey ekspresyonunun, kontrollerle
karsilastirildiginda SLE hastalarinda dramatik olarak azaldigini tespit etmistir (Komatsuda
vd.2008, Kirchner vd. 2013). Sjogren sendromu hastalarinda da tiikriik infiltrasyon
mononiikleer hiicrelerinde TLR-2 ve TLR-4’iin kontrollere oranla anlamli derecede yiiksek
ekspresyonel diizey gosterdigi belirlenmistir (Kawakami vd. 2007, Spachidou vd. 2007).
TLR-2 ve TLR-4'lin psoriasis patogenezindeki rolleri ise hastalarda periferik kandaki
mononiikleer hiicreler ve keratinositlerdeki TLR-2 ve TLR-4'lin artmig ekspresyonu ile
gosterilmistir (Carrasco vd. 2011). Bunun yani sira TLR'lerin Multiple sklerozun (MS)
patogenezinde yer aldigi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalrda MS hastalarinda TLR-2 ve
TLR-4'iin ekspresyonel seviyede yiikseldigi gosterilmistir (Shaw vd. 2011). Yapilan tim bu
caligmalar TLR2 ve TLR4’liin immiin sistemin aktivasyonunda onemli rol oynayarak

otoimmun hastaliklarin patogenezinde etkili oldugunu gostermektedir.

Insanlarda TLR'ler, mikrobiyal hiicre duvarlarinin ya da patojene 6zgii niikleik asitlerin
bilesenlerini tanimlarlar ve bdylece NF-KB ve / veya MAPK sinyal yolagini tetikleyerek
birgok inflamatuar sitokin ve kemokinin indiiksiyonunda rol oynarlar (Xu vd. 2005). Ayrica
TLR aracili aktivasyon, baska bir temel sitokin reseptorii olan IL-1R’e ¢ok benzerdir. Hem
TLR'ler hem de IL-1R, MyD88 adaptdr molekiilinii paylasir ve proinflamatuar sitokinlerin

tiretimini tegsvik eder (Kaisho vd. 2006). HT’nin patogenezinde rol oynadigi diisiiniilen
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bagisiklik reaksiyonlari1 ise IFN-y gibi spesifik sitokinler tarafindan tirositlerin uyarilmasiyla
baslayip, daha sonrasinda ilgili l6kositlerin hiicre yiizeyi iizerinde bulunan HLA class I ve
class II molekiillerinin ekspresyonuyla devam eder (Weetman 2003). Th2 CD4 + lenfositleri,
IL-4, IL-5 ve IL-6 salgilarken antikor iiretimini tesvik ederken, Th1 CD4 + lenfositleri IL-2,
INF-¥ ve TNF-a salgilarlar (Woolner vd. 1959). IL-18, T hiicreleri ve NK hiicrelerinde IFN-y
liretimini uyarabilme yetenegi sayesinde Th-1 yanitinda 6nemli bir rol oynayan yeni bir pro-
inflamatuar sitokin olup Xiao vd. (2008). HT'nin tiroid folikiiler hiicrelerinde IL-18
ekspresyonu arttigini tespit etmistir. IL-18 ekspresyonu, IFN-y tarafindan artirildig:
belirlenmistir. Bu durum, IL-18 ile IFN-y arasindaki etkilesimin, HT'de tiroit hasarinda
onemli bir role sahip oldugunu gostermektedir (Xiao vd. 2008). Figueroa-Vega vd. (2010)
HT'li hastalarda yiiksek diizeyde IL-6 ve IL-15 tespit etmislerdir (Figueroa-Vega vd 2010).
Baska bir ¢aligmada da 6troid HT hastalarinda normal kontrol grubuna gore 1L-12 ve IL-18
diizeyleri daha yiiksek bulunmustur (Zhang vd 2006). Yakin zamanda, Guo H vd. (2014) ise
yeni tam1 alan HT hastalarinda serum IL-22, IL-17A ve IFN-y diizeylerinin saglikli
kisilerinkinden anlamli derecede yiiksek oldugunu géstermistir (Guo vd 2014).

Ayrica Qin vd. (2012) da HT hastalarinin tiroid dokularinda artmis IL-23 ve IL-17A'nin
ekspresyonunu  gostermislerdir (Qin vd. 2012). Giordano vd. (1997) Immiinohistokimya
analizini kullanarak HT hastalarmin tiroid dokusu numunelerinde yiiksek seviyede IL-1[

ekspresyonu tespit etmislerdir (Giordano vd. 1997).

Yapilan aragtirmalara ragmen, tiroid otoimmiinitesinin baslatilmasi ve ilerlemesinin kesin
mekanizmalart heniiz tam olarak aydinlatilmamistir. Peptidoglikan, lipoteikoik asit ve TLR2
veya TLR4 ile baglanan lipopolisakaritler gibi ekzojen ligandlarin, insan sinovyal
fibroblastlarinda ve RA hastalardaki periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC) IL-6 ve
IL-17 gibi pro-inflamatuar sitokinler ve kemokin firetimini artirabilecegini bununda
inflamasyonu ve dejenerasyonu tetikleyecegi gosterilmistir (Chovanova vd. 2013, Tang vd.
2010, Lorenz vd. 2013). Fare modellerinde, LPS ile TLR4 aktivasyonu kollejen kaynakli artirt
insidansini artirmistir (Hou vd. 2013). Bagka bir ¢alismada, Loser K vd. (2010) sistemik
otoimmiinitenin gelisimi igin gerekli olan, yerel miyeloid iliskili protein-8 (Mrp8) ve
Mrp14'un, otoreaktif CD8 + T hiicrelerini uyarabildigini ve TLR4 sinyali yoluyla interldkin-
17 (IL-17) ekspresyonunu artirabildigini bulmustur (Loser vd. 2010). Sistemik sklerozis
(SSc)’ li hastalarda, TLR2 ya da TLR4 yoluyla ligandlar tarafindan dentrik hiicrelerin
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uyarimi, IL-6, IL-10 ve TNFo saliniminin artmasina ve IL-12 iiretiminin azalmasina neden
olmustur (Van Bon vd. 2010). Dentrik hiicrelerin yani sira, TLR4 de fibroblastlarin yiizeyinde
eksprese edilir ve TLR4'lin aktivasyonu, fibroblastlar yoluyla profibrotik ve proanjiyojenik

kemokinlerin tiretiminin arttirilmasina katkida bulunur (Fineschi vd. 2008).

Sonug olarak, TLR2 ve TLR4 sinyal yollarinin; IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-22, IL-23
gibi sitokinlerin ekspresyon diizeyinin arttigini gosteren c¢aligmalar mevcuttur. Ayrica bu
sitokinlerin HT hastaliin patogenezinde oOnemli rol oynadigi bilinmektedir. Bizim
sonuglarimiz da yapilan bu ekpresyon ve diizey calismalarini destekler niteliktedir. Ayrica
calismamiz HT hastalarinda TLR-2 ve TLR-4 serum diizeylerinin yiiksek oldugunu gosteren
ilk c¢alismadir. Diger ¢alismalarda g6z Oniinde bulundurularak bizim sonuglarimiz
degerlendirildiginde, TLR2 ve TLR4’lin proinflamatuvar yanitta artisa neden olarak HT
hastaliginin immiinopatolojik mekanizmalarinda énemli bir rol oynadigini diistindiirmektedir.
Calismamizda ayrica TLR-2 geni Arg677Trp rs121917864, Arg753GIn rs5743708, -196-174
del polimorfizmleri ve TLR4 geni Asp299Gly rs4986790, Thr399lle rs4986791

polimorfizmleri ¢alisilmustir.

TLR2 Arg677Trp gen polimorfizmi agisindan incelendiginde hem hasta grubunun hem de
kontrol grubunun hepsinin CC genotipinde oldugu tespit edilmis olup CT ve TT genotipine

rastlanmamuistir.

TLR2 Arg753Gln gen polimorfizmi agisindan incelendiginde ise kontrol grubunda 99 bireyin
(%99), hasta grubunda ise 97 bireyin (%97) GG genotipinde, oldugu saptanmistir. Kontrol ve
Hasta grubunda AA genotipine rastlanmamis ve genotip dagilimi agisindan iki grup arasinda
istatistiksel acidan anlamli farklilik bulunamamistir (p=0.621). Alel frekanslar1 agisindan da

kontrol ve hasta grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunamamustir (p=0.623).

TLR2 (174-196 del/ins) gen polimorfizmi agisindan incelendiginde kontrol grubunun 28’sinin
(%28) ID genotipinde, 72’sinin (%72) II genotipinde oldugu saptanmis olup kontrol grubunda
DD genotipine rastlanmamistir. Hasta grubunun ise 17’sinin (%17) ID genotipinde, 81’inin
(%81) Il genotipinde, 2’sinin (%2) DD genotipinde oldugu belirlenmistir. Genotip ve alel
frekanslar1 agisindan iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli farklilik bulunamamstir

(strastyla p=0.275, p=0.360).
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TLR4 Asp299Gly gen polimorfizmi agisindan incelendiginde kontrol grubunun % 96’sinin
Hasta grubunun % 98’sinin AA genotipinde oldugu saptanmis olup hasta ve kontrol grubunda
GG genotipine rastlanmamistir. AA, AG, GG genotipleri agisindan ve alel frekanslar
bakimindan karsilagtirildiginda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik

bulunamamistir (sirasiyla p=0.683, p=0.685).

TLR4 Thr399lle gen polimorfizmi agisindan incelendiginde de kontrol grubunun %97’sinin
ve hasta grubunun %98’sinin CC genotipinde oldugu saptanmis ancak hasta ve kontrol
grubunda TT genotipi saptanmamistir.  Genotip ve alel frekanslar1 agisindan
karsilastirildiginda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir

(sirastyla, p=1.000, p=0.686).

TLR4 polimorfizmleri ve etkileriyle ilgili tam bir goriis birligi yoktur. Yapilan bazi
calismalarda TLR4 polimorfizmi olan kisilerde LPS sinyalinde bir eksiklik olmadigi da
gosterilmistir (Von Aulock vd. 2003). Ornegin, Van der Graaf vd. (2005) mononiikleer
hiicreleri ekzojen ve endojen TLR4 ligandlariyla uyardiklarinda, Asp299Gly polimorfizminin
proinflamatuar ve antiinflamatuvar sitokinleri etkilemedigini gostermislerdir (Van der Graaf
vd. 2005). Bizim ¢alisgmamizin SIFT bulgulari bu ¢alismay1 destekler nitelikte olup, TLR4
Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmlerinin protein iizerine etkisi tolere edilebilir 6l¢iide
bulunmustur. SIFT analizi sonucunda TLR2 Arg677Trp ve Arg753Gln varyasyonlarinin ise,
zararli etkiyi gosteriyor olabilecegi bulunmustur. Ancak bizim yaptigimiz ¢alisma sonucunda

HT patogenezi ile bu polimorfizm arasinda anlamli bir iligki bulunamamustir.

TLR2 ve TLR4 genlerindeki polimorfizmlerin romatoid artirit (Lee vd. 2014), psoriazis
(Garcia—Rodriguez vd. 2013), MS (Bustamante vd. 2011), vitiligo (Figueroa-Vega vd. 2010),
ateroskleroz (Kiechl vd. 2002), Crohn hastaligi ve ilseratif kolit (Shen vd. 2010) gibi kronik
hastaliklarla iligkilendirildigi de bircok calisma bulunmaktadir. Bu calismalarda, TLR4
geninde en fazla arastirilan genetik varyantlar Asp299Gly ve Thr399Ile, TLR2 geninde de
Arg753GlIn olmustur. TLR’nin farkli varyantlari, TLR fonksiyonunda degisime neden olarak
patojenlere yanit1 degistirebilir. Sonu¢ olarak siiphesiz TLR’ler dogal immiin cevabin bir
parcasi olarak HT’de inflamatuvar yanit1 etkilemektedir. Ancak yaptigimiz ¢calisma arastirilan

polimorfizmler ile HT arasinda anlamli bir iligki olmadigin1 ortaya koymustur.
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Son yillarda, ¢ok sayida aragtirma grubu, TLR polimorfizmleri ile RA duyarlilig1 veya siddeti
arasindaki korelasyonun belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogu,
TLR4%n iki fonksiyonel varyanti olan Asp299Gly ve Thr399Ile'ye (D299G / T399I)
odaklanmigtir (Ohto vd. 2012). Ancak TLR4 polimorfizmi ile RA arasinda bir iligki
olmamasina karsin, TLR2 geninin intron II'sindeki guanin-timin [(GT) (n)] tekrarlarinin sayisi
polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde Koreli RA hastalarinda S allel sikliginin
kontrollere gére anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (Van der Graaf vd. 2005, Xu
vd. 2012).

Castiblanco J. tarafindan yapilan bagka bir ¢calismada ise TLR2 (Arg677Trp ve Arg753Gln)
ve TLR4 (Asp299Gly ve Thr3991le) gen polimorfizmlerinin SLE duyarlilif1 veya siddeti ile
iliskili olmadig1 tespit edilmistir (Castiblanco vd. 2008). Behget Hastaligi ile TLR4 gen
polimorfizmi arasindaki iliskinin arastirildigi bir ¢alismada da benzer sekilde TLR 4 gen
polimorfizminin Behget hastaliginin klinik bulgularina, siddetine herhangi bir etkisi olmadig:
ve hastaliga yatkinliga neden olmadigi gosterilmistir (Boiardi vd. 2009). Ayrica Tiirkiye’de
de TLR2 geni Arg753Gln polimorfizmi ile Behget hastalig1 arasindaki iliskinin aragtirildigs 2
calismada da anlamli bir iligki saptanmamustir (Bacanli vd. 2006, Cosan vd. 2009). Bu
caligmalardan farkli olarak TLR4 Asp299Gly gen polimorfizminin sepsis riskini artirdigini
gostermistir. Buna ek olarak, Thr3991Ile polimorfizminin de travma sonrasi sepsis siddeti ile
iligkili oldugunu belirtilmistir (Barber vd. 2006, Barber vd. 2004). Shi vd. (2016) yaptiklari
calismada giiney Cin popiilasyonunda TLR2 rs3804099 polimorfizminin psoriasise yatkinlikla
iligkili oldugu bulunmus, bizim de ¢alistigitmiz TLR2 Arg677Trp ve Arg753GIn ile TLR4
Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmlerini katilimcilarin higbirinde saptayamadiklarini
bildirmislerdir (Shi vd. 2016). Benzer sekilde Noguchi vd. (2004) Japon popiilasyonunda
astim hastalarinda yaptiklar1 bir calismada da TLR4 Asp299Gly degisimi saptanmamistir
(Noguchi vd. 2004). Bu polimorfizmlerin saptanamamasi muhtemelen etnik farkliliklarla
aciklanabilir. Bizim calismamizla benzer sekilde Schiirman vd. (2008) sarkoidoz hastalari,
Urcelay vd. (2007) multiple skleroz hastalari, Berdeli vd. (2007) jeneralize agresif periodontit
hastalar1, Kolz M vd. (2008) tip II seker hastalar1 ile yaptiklari ¢aligmalarda TLR4 gen
polimorfizmleri ile ¢alisilan hastaliklar arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir (Schiirman

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

Gliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda TLR2 geni Arg753GIn, Arg677Trp ve -196-174 del
polimorfizmlerinin TLR 4 geni Asp299Gly, Thr399Ile polimorfizmlerinin bir¢ok otoimmiin
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hastalikla iligkili olup olmadigina bakilmistir. N. Inoue vd. (2015)’de otoimmiin tiroid
hastaliklar1 ile yapitiklar1 bir ¢alismada, 20 SNP bakmiglar ve sadece TLR4 geni 3° UTR
varyantt olan rs41426344 polimorfizminin GC + CC genotiplerinin, tiroid hasarina ve
hipotiroidiye kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir (Inoue vd. 2015). Fakat literatiirde HT ile

bizim calistigimiz polimorfizmlerle ilgili yapilmis ¢aligmaya rastlanilmamastir.

Calismamizda arastirdigimiz bir diger polimorfizm, TLR2 -196-174 ins/del polimorfizmidir.
5’UTR -196 ile -174. niikleotitleri arasindaki 22 bp uzunlugundaki bolgenin delesyonu
sonucu olustugu bilinmektedir. Bu delesyonun genin promotdr aktivitesini etkiledigi
bildirilmistir (Mandal vd. 2012). Bu polimorfizm ile ilgili olarak Noguchi vd. (2004) del
alelinin azalmis transkripsyonel aktivite ile iligkili oldugu gostermistir. Ancak bu calismada
TLR2 -196-174 del polimorfizmi ile astim arasinda herhangi bir iliski bulunamamstir
(Noguchi vd. 2004). TLR2 geni -196-174 del polimorfizminin inflamatuar siiregteki rolii tam
olarak bilinmemektedir. Bizim ¢alismamizda 196-174 del polimorfizminin HT ile bir iliskisi

olmadig1 bulunmustur.

TLR'ler ¢cok sayida hastaligin patojenik seyrinde yer alir ve bulasict hastaliklar, tiimorler,
kardiyovaskiiler hastaliklar, otoimmiin hastaliklar ve alerji ile yakindan alakalidir (Liu vd.
2016). TLR2 ve TLR4 hakkindaki arastirmalar arttik¢a, dogustan gelen bagisiklik sisteminin
bazi kosullar altinda ¢ift tarafli bir etki gosterebileceginin kabul edilmesine neden olmustur.
TLR’ler savunmadaki yararli rollerine ilaveten, otoimmiin yanitlarin baglatilmas1 ve
sirdiiriilmesine de yol agabilir (Liu vd. 2014). TLR'lerin inflamasyonlu dokulardaki
metabolik degisiklikleri yonlendirmedeki rolii ve TLR'lerin diizenlenmesinde epigenetik
faktorlerin rolii de diisiiniildiigiinde TLR mekanizmasinin karmasikligi anlagilmaktadir. Bu
alanda yapilacak ileri ¢aligmalar hastalifin tanisinda ve tedavisinde yeni firsatlar ortaya

¢ikabilir (Joosten vd. 2016).

Bir ¢ok c¢alisma, TLR2 ve TLR4 yolaklarinin otoimmiin hastaliklarin gelisimine katkida
bulundugunu ileri stirmektedir ve bu mekanizmalar yapilan arastirmalarla daha net bir hale
gelmektedir. Bu sonuglar, terapdtik segenekler sunmaktadir. TLR2 ve TLR4'liin yani sira
onlarin ligandlari, adaptorleri, negatif regiilatorleri ve hatta TLR'leri hedefleyen
mikroRNA'lar miidahale hedefleri olabilir. Kii¢iik molekiiller bu hedefleri aktive veya inhibe
ederek otoimmun hastaliklarin seyrini degistirebilir. Farkli molekiiller, inflamatuvar etkilerini

diizenlemek icin TLR2 veya TLR4 sinyal yollarindaki farkli bilesenleri hedefleyebilir ve
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bdylece otoimmiin hastaliklarin iyilesme siirecine pozitif yonde katki saglayabilir (Li vd.
2013). TLR2 ve TLR4 sinyalizasyon hedefli tedaviler, devam eden inflamatuvar dongiiyii
kirabilir ve otoimmiin hastaliklar1 iyilestirebilir. Ancak, TLR2 ve TLR4'Ylin otoimmiin
hastaliklarla olan etkilesiminin sonucunda olusan mekanizmalar belirsizligini koruyor; bu

nedenle bu dogrultuda konu ile ilgili calismalarin siirdiiriillmesi gerekmektedir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Hashimoto tiroiditi (HT), otoimmun bir hastalik olup, tiroid bezi yetmezligi olan
hipotiroidinin en sik nedenidir. Degisik derecelerde hiicresel ve humoral immun yanitin rol
aldigi, tiroid bezinin lenfositik infiltrasyonu ile karakterize, apoptozun aracilik ettigi tiroid
hiicre 6liimii ile sonuglanan organa 6zgiil bir otoimmiin hastaliktir. Hastalik ayni ailenin
bireyleri arasinda daha sik goriilmektedir. Bu durum hastaligin genetik gecis gosterdigini
diisiindiirmektedir. HT patogenezinde otoimmiinite olduk¢a 6nemli bir rol oynamakta olup
yapilan son c¢alismalar TLR sinyallerinin artmis inflamatuar yaniti yonlendirdigini
gostermektedir. Dogal immiinite ile edinsel immiinite arasinda iliski saglayan en 6nemli
transmembran proteinleridir. Immiin ve inflamatuar genlerin indiiksiyonunu saglayan sinyal

yollarii aktive ederler.

Calisgmamizda HT ile TLR-2 geni Arg677Trp rs121917864, Arg753GIn rs5743708, -196-174
insdel polimorfizmleri ve TLR-4 geni Asp299Gly rs4986790, Thr399lle rs4986791

polimorfizmleri arasindaki iliski arastirilmis olup elde edilen sonuclar asagida siralanmustir:

1. 1. TLR2 Arg677Trp rs121917864, Arg753GIn rs5743708 gen polimorfizmi igin
genotip (p=0.621) ve alel frekanslar1 (p=0.623) acgisindan HT hasta ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamustir.

2. TLR2 -196-174 del polimorfizmleri genotip ve alel frekanslari agisindan HT hasta ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel a¢idan anlamli farklilik bulunamamaistir (sirasiyla
p=0.275, p=0.360).

3. TLR4 Asp299Gly rs4986790 gen polimorfizmi igin genotip (p=0.683) ve alel
frekanslar1 (p=0.685) acisindan HT hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iliski bulunamamistir
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4. TLR4 Asp299Gly rs4986790 gen polimorfizmi ig¢in genotip (p=0.683) ve alel
frekanslar1 (p=0.685) acgisindan HT hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iliski bulunamamustir.

5. TLR4 Thr399lle rs4986791 gen polimorfizmi i¢in genotip (p=1.000) ve alel
frekanslar1 (p=0.686) acisindan HT hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski bulunamamastir.

6. Serum TLR-2 diizeyleri ile HT hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda HT
hastalarinda serum diizeyi (p<0.001) istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur.

7. Serum TLR-4 diizeyleri ile HT hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda HT
hastalarinda (p=0.02) istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur.

8. SIFT bulgular1 TLR2 i¢in zararl edilebilir 6l¢iide bulunmustur.

9. SIFT bulgulart TLR4 igin tolere etkiyi gosterebilir dl¢iide bulunmustur.

Bu c¢alisma sonucunda, TLR2 ve TLR4 diizeylerinin HT patogenezinde rol oynadigini, bu
yolla inflamatuar sitokin seviyelerindeki artisin HT olusumun mekanizmalar1 arasinda
olabilecegini diisinmekteyiz. TLR2 ve TLR4 sinyalizasyon hedefli tedaviler, devam eden
inflamatuvar dongiliyii kirabilir ve otoimmiin hastaliklari iyilestirebilir. Ancak, TLR2 ve
TLR4'in otoimmiin hastaliklarla olan etkilesiminin sonucunda olusan mekanizmalar
belirsizligini koruyor; bu nedenle bu dogrultuda konu ile ilgili ¢aligmalarin siirdiiriilmesi

gerekmektedir.
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