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ONSOZ

TUBITAK Saglk Bilimleri Grubu tarafindan Hizli Destek Projesi kapsaminda
desteklenen bu projede (SBAG-HD-58 / 105S302) hipertiroidizm ve hipotiroidizmin  P-

glikoprotein polimorfizmi ile iligkisinin arastiriimasi amaclanmistir.
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OZET

HIiPER VE HIPOTIROIDiZMLi HASTALARDA P-GLIKOPROTEIN POLIMORFizmi

P-glikoprotein insanda multidrug rezistans geni (MDR1) tarafindan kodlanmaktadir ve
MDR’in bir Grintidir. Cesitli organlarda eksprese edilmektedir ve intestinal enterositlerde,
beyin kapillerlerinin endotel hiicrelerinde, bdbrek proksimal tiibul hicrelerinde ve karaciger
kanalikiler hicrelerde ilag dagimiyla iligkilidir. P-glikoprotein ekspresyonunu P-glikoprotein
polimorfizmi etkilemektedir ve en sik exon 26 C3435T polimorfizmine rastlanmaktadir. C
alleli olanlarda  P-glikoproteinin ekspresyonunun yiiksek oldugu, ilaglara ve bazi maddelere
karst gelisen direngten sorumlu oldugu dustintimektedir. P-glikoproteinin tiroid hormonlarinin
dagiliminda, hipo ve hipertiroidizm tedavisinde kullanilan ilaglanin dagiliminda ve bu ilaclara
karsi meydana gelen direncte roli olabilir. Bu amacla hiper ve hipotiroidizmli hastalarda P-
glikoproteinin polimorfizm sikhgr ve tiroid hormon dagiimmin T ve C alleli ile olabilecek
muhtemel iliskisi irdelenmistir. Elde edilen bulgulara gore hipertiroidizm ve hipotiroidizmili
hastalar arasinda P-glikoprotein C3435T polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamii bir
fark bulunamamustir. Bulgulanimizda ayrica hipertiroidizmli C aleline sahip hastalarda
hipertiroidik T aleline sahip hastalara gore serum serbest T3 diizeyi anlamli olarak daha
yiiksek saptanmistir. Sonug olarak hiper ve hipotiroidizmli - hastalarda P-glikoprotein
polimorfizmi bir etken olarak gozikmemektedir. Hipertiroidizmdeki serbest T3 duzeyleri ile P-
glikoprotein arasinda ise bir fliski vardir. Bu iliskiyi arastiracak ileri arastirmalara ihtiyag

bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: P-glikoprotein polimorfizmi, MDR1, C3435T, hipertiroidizm, hipotiroidizm




ABSTRACT

P-GLYCOPROTEIN POLYMORPHISM IN HYPO- AND HYPER-THYROIDISM PATIENTS

P- glycoprotein is encoded by the multidrug resistance gene (MDR1) in humans and
is the product of MDR1. It is expressed in various tissues and is related to drug distribution in
intestinal erythrocytes, capillary endotel of brain, proximal tubulus cells of kidneys and liver
canalicular cells. Expression of P-glycoprotein is affected by P-glycoprotein polymorphism,
and exon 26 C3435T polymorphism is the most common one. it has been thought that
expression of P-glycoprotein is high in C-allel subjects and this situation is responsible for the
resistance against some drugs and substances. P-glycoprotein may have a role in the
distribution of thyroid hormones, drugs used for hypo- and hyperthyroidism and the
resistance occurred. For this purpose possible relationship between T and C alleles and
frequency of P-glycoprotein polymorphism as well as thyroid hormone distribution in patients
with hypo- and hyperthyroidism was investigated. According to the results obtained no
statistically significant difference was found in P-glycoprotein C3435T polymorphism between
hypo- and hyperthyroidism patients. In addition, the serum free T3 levels of hyperthyroidism
patients with C alleles was higher than that of those with T alleles. In conclusion, it seems
that P-glycoprotein polymorphism is not a predictor factor for the occurrence of hypo- and
hyperthyroidism. There is a sign&ffcant relationship between P-glycoprotein and the elevated
serum free T3 levels of hyperthyroidism patients, and further research will help understand

this situation.

Key words: P- glycoprotein polymorphism, MDR1, C3435T, hyperthyroidism,

hypothyroidism




GIRIS
Hipertiroidizm ve hipotiroidizmde verilen ilaglarin  farmakokinetiginin  degigtigi
bilinmektedir. Yapilan arastirmalar P-glikoprotein ekspresyonunun tiroid hormonu ile arttigini
gbstermektedir. Tiroid disfonksiyonu olan olgularda kullanilan ilaglara karsi ilag direngliligi
gelistigi klinik olarak gézlenmektedir. Bunun yani sira LT4 un yaygin kullanimi g6z éniine
alindiginda P-glikoprotein ekspresyonundaki degisikiige bagh olarak kullanilan - diger
ilaglarinda etkilerinin degisecegi dustniimelidir. Bu gercevede arastirmamizda hipertiroidizm

ve hipotiroidizmin P-glikoprotein polimorfizmi ile iligkisini arastiriimistir.

GENEL BILGILER

P-glikoprotein adenozin trifosfat baglayici (ABC) protein ailesinin bir Grunadar ve
hucreden disarya akisi saglamada enerji bagimli bir pompa olarak fonksiyon gérir (1). ilk
kez gesitli bilesiklere direng gésteren tumor hucrelerinde kesfedilen P-glikoprotein insanda
multidrug rezistans geni (MDR1), rodentlerde ise mdr1a, mdrib ve mdr2 geni tarafindan
kodlanir. Bu protein hiicrenin membraninda lokalize olmustur ve ¢ok genis cesitlikteki
bilesiklerin transportundan sorumludur (1, 2). P-glikoprotein, 1280 amino asitlik bir protein
olup her biri altr transmembran ac¢ikligi ile bir ATP baglayan benzesik iki bolgeden
olusmaktadir. P-glikoproteinin yapi fonksiyon iliskisi substrat tasinmasi icin ATP
baglanmasina ve hidrolize odaklanmistir (3).

P-glikoproteinin, barsak epiteli, karaciger, bdbrek tubil hicreleri ve merkezi sinir
sistemi kapiller endotel hticrelesi gibi bircok fizyolojik bariyerde normal olarak eksprese
olmaktadir (4). P-glikoproteinin 6zellikle barsaktan ilag emilimini kontrol etmekte (5) ve kan
beyin bariyerinde, bariyerin beyni toksik maddelerden koruma duzeyindeki basarisini
etkilemektedir (6). Bu nedenle, kan-beyin bariyerindeki yiksek P-glikoprotein seviyeleri,
beyin igerisine alinmasi istenen ilaglarin etkin miktarda beyne gegisini sinirlandirabilecegi
gibi, azalmis P-glikoprotein aktivitesi beyinde ilaglarin anlamli sekilde artmis birikimine yol
acarak, istenmeyen yan etkilerinin ortaya ¢gikmasini kolaylastirmaktadir (7, 8). P-glikoprotein
gibi tasiyici proteinler fizyolojik agidan kan beyin bariyeri gegirgenliginin tayininde énemli rol
oynamaktadir. P-glikoproteinin bir diger islevi ise bir ¢ok ilacin enerjiye bagimii sekildeki
aliminda etkili olabilmesidir. Toksik maddelerin idrar, safra ve barsak [Umenine
salgilanmasinda da P-glikoproteinin énemli rolG vardir (9). Bu bulgulanin 1sigi altinda, P-
glikoprotein ve benzeri tastyici proteinlerin  genlerinde olusan polimorfizmler ve
ekspresyonunda meydana gelen farkhiiklar nedeniyle, fizyolojik ve/veya patofizyolojik
degisiklikler gézlenebilmektedir (10).

P-glikoprotein ekspresyonu bireyler arasinda farkliiklar gostermekte olup, bu

cesitliligin molekiler temeli tam ve kesin bir bigcimde bilinmemektedir (7). Bu konuda bircok




tarama caligmas: yapilarak polimorfizm-iglev iliskilerinin irdelenmesi amaglanmaktadir. insan
MDR1 genindeki polimorfizm ilk kez Kioka ve ark. (1989) tarafindan gosterilmistir (11).
MDR1 genindeki ilk polimorfizmin saptanmasindan giinimize degin cok sayida pgp
polimorfizmi belirlenerek, bu polimorfizmlerin yapi-islev iliskileri irdelenmektedir. Ornegin;
exon 26'da karsilagilan polimorfik T alleli, ozellikle homozigot durumda P-glikoproteinin
disik barsak ekspresyonu ile dogrudan iligkilidir. Buna karsin ayni odaktaki C alleli ise
artrmis P-glikoprotein seviyeleri ile iliski icerisindedir (12).

Fizyolojik fonksiyonu tam olarak agikhga kavusmamasina ragmen MDR1 gen
drlnlerinin - organizmayi toksik xenobiotiklere karst korumada énemli rol oynadigi
distuntimektedir. Yapilan calismalarda MDR1A knockout farelerde ivermektin, vinblastine,
cyslosporin A ve digoxin gibi xenobiotiklerin konsantrasyonunun artisina bagdl olarak
hassasiyetin daha da artrmg oldudu gosteriimistir (13,14). Ayrica insanlarda yapilan
farmakokinetik ¢aligmalarada digoxin (15), cyslosporin (16), Phenytoin (17) gibi ilaglarin CC
genotipli kisilerin barsaklarinda TT gore daha yuksek miktarlarda oldugu gésteriimistir.
Meme kanseri (18), HIV (19), epilepsi (20) ve kalp transplantasyonu (21) gibi vakalarda TT
genotip sikhiginin CC genotipine gore yuksek oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir.
Tiroid fonksiyonuna bagl olarak pek ¢ok ilacin farmakokinetiginin degistigi” bilinmektedir.
Yapilan aragtirmalar tiroid hormonunun intestinal P-glikoprotein ekspresyonunu etkiledigini
digundurtmektedir (22). Bu nedenle tiroid disfonksiyonu olan hastalarda (hipertiroidi ve
hipotiroidi) P-glikoprotein aracith  transport progesine bagli  olarak ¢esitli ilaclarin
farmakokinetikleri de{;isece’ix(tir. Yapilan bir c¢alismada L-tiroksinin  P-glikoprotein
ekspresyonunu upregile ettigi gosteriimistir (23). L-T4 preparatiarinin yaygin kullanimi géz
éntine alindiginda P-glikoprotein aracili ifag etkilesimlerinin klinik dnemi ortaya ¢ikmaktadir.

Bu aragtirmada hiper ve hipotiroidizmli hastalarda MDR1 geni exon 26 C3435T p-
glikoprotein polimorfizmi calisiimig ve hastalarin kan tiroid hormon seviyeleri ile iliskisi

incelenmistir.

GEREC VE YONTEM }
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar:

Klinigine bagvuran hastalar arasindan uluslararasi kriterlere gore Graves hastali§i ve
Hashimoto Tiroiditi tanisi alan hiper ve hipotiroiditli hastalar arastirmaya dahil edilmistir (24).
Caligmaya alinan hastalarda gonulluluk esas alinmis, bu Kkisiler calisma hakkinda
bilgilendirilerek yazili onaylan alinmistir. Arastirmamiz Pamukkale Universitesi Tibbi Etik
Kurul'u tarafindan onaylanmistir (2005/065). Arastirmamiza gonilli olarak dahil olan 35
hipertiroidili ve 78 hipotiroidili hastadan 10 mi ventz kan 6rnekleri EDTA'l tuplere alinmistir.




Alinan kanin 6 ml'den serum ayrilmis ve serumda serbest T3 (ST3), serbest T4 (ST4), tiroid
stimile edici hormon (TSH), Anti tiroglobulin (AntiTg) ve Anti tiroperoksidaz (AntiTPO)
6lctlmustur. Bu testler biyokimya laboratuvarinda bulunan immulite 2000 (ABD) marka
immunanalizorle ticari kitler kullanilarak Slgtimistar.

Alinan kanin 4 mi'sinden DNA izolasyonu yapiimistir. DNA izolasyonu Fenol-
kloroform ekstraksiyon yontemi ile yapiimistir. Elde edilen DNA’lardan uygun MDR1 geni
C3435T polimorfizmini tanimlayan primerleri (25) kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yontemi ile 6zgiin bélge cogaltimistir. PCR igin kullanilacak primer dizinleri daha énce
yayinlanmig galigmalarda kullanilan MDR1 F 5'- TGC TGG TCC TGA AGT TGA TCT GTG
AAC- 3 ve MDR1 R 5 ~ ACA TTA GGC AGT GAC TCG ATG AAG GCA - 3’ (24) seklindeki
dizinlerdir. PCR kangimini 10X Buffer, 1.5 mM MgCl;, 0.2 mM dNTP, 1U Tag DNA
polymerase, primer, DNA ve dH,O icermektedir. PCR caligma volumi 50 pl'dir. PCR
amplifikasyonu igin 94 °C de 2 dk denaturation takiben 94 °C de 30 s denaturation, 60 °C de
30 s annealing ve 72 °C de 30 s extention asamalari 30 siklus yaptmistir. PCR rtini: Mbol
enzimi ile kesildikten sonra Orin %3'luk agoroz jelde yuklenerek elektroforeze tabi
tutulmustur. Jeller UV altinda gérintilenip fotograflanmistir. Olusan bantlara gére 238 bp
olan T/T genotip, 172 bp ve 60 bp olan C/C genotip, 238 pb, 170 bp ve 60 bp olan C/T
genotip seklinde genotiplenme yapimistir (Sekil 1).

Hipertiroidi ve hipotiroidi gruplar arasindaki alel ve genotip sikhgr farkhh@r ki-kare
testi ile analiz edilmistir. Hipertiroidi ve hipotiroidi gruplari arasindaki hormon ve antikor
duzeyleri arasindaki farkhiik §tudent T testi ile degerlendirilmistir. Gruplarin kendi icerisinde
alellerine gére hormon ve antikor degerleri Student T testi ile analiz edilmistir. Hipertiroidi ve
hipotiroidi gruplan arasindaki genotip dagiimina gére hormon ve antikor duzeyleri arasindaki
farklilik Kruskal Wallis testi ile test edilmistir. Tum analizier SPSS istatistik paket programi

(10.0) ile yapiimistir.

- 100 bp

- 200 bp
390 bp
400 bp
- 500 bp

Sekil 1. P-glikoprotein C3435T polimorfizminin PCR analizi: CC (1,6),CT (2,3), TT (4, 5,
7), M (Marker, 100 bp).




BULGULAR
Graves hastaligi teshisi almis hipertiroidi hastalarinin ve Hashimoto Tiroiditi teshisi
almis hipotiroiditii hastalarinin genotip ve alel sikliklari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmamistir (Tablo 1). Hiper ve hipotiroidi hastalari arasinda serum ST3, ST4, TSH
ve AntiTPO dizeyleri arasinda anlamii fark bulunurken serum AntiTg'leri arasinda anlamii
bir fark bulunmamistir (Tablo 2). Hipertiroidi hastalarinda genotip dagilimina gére hormon

degerlerine bakildiginda serum ST4, TSH, AntiTg ve AntiTPO diizeyleri arasinda anlamli

fark bulunmazken, serum ST3 duzeyleri CC, CT ve TT genotipleri arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir farkhilik géstermistir (Tablo 3). Hipotiroidi hastalarinda ise tim biyokimyasal
parametreler ile genotipler arasinda bir farkiilik gozlenmemistir (Tablo 4). Hipertiroidi
hastalarinin - alel dagiiminda da ST3 disindaki - tum - parametrelerde anlamh bir fark
bulunmazken, serum ST3 diizeyi C aleli tasiyan kigilerde T aleli tagtyan kisilere gére anlami
olarak ylksek bulunmustur (Tablo 5). Hipotiroidi hastalarinda ise tim parametrelerde
istatistiksel anlamhilik saptanmamustir (Tablo 6).

Tablo 1. Hipertiroidi ve hipotiroidi hastalarinin p-glikoprotein C3435T polimorfizminin genotip
ve alel sikhklari

Gruplar P-glikoprotein
: Genotip Alel
cC CT 7 C T
n % n % n % n % n %

Hipertiroidi 3 86 21 60 11 314 27 386 43 61.4
(n=35)

Hipotiroidi 17 21.8 45 57.7 16 205 .79 506 77 49.4
(n=78) =3.38 df=1 P=0.066 x’=2.81 df=1 P = 0.093




Tablo 2. Hiper ve hipotiroidi hastalarinin serum biyokimyasal parametrelerinin
karstlastiriimasi (M+SE)

Hipertiroidi (n=35)  Hipotiroidi (n=78) P
i ST3 6.1640.85 2.47+0.06 0.000
g ST4 2.48£0.24 0.96£0.03 0.000
TSH 0.02120.004 17.77+4.07 0.000
AntiTg 36488412048  35537+57.39  0.936
AntiTPO 19867£28.09  31357¢3553 0013

Tablo 3. Hipertiroidi hastalarinda genotip dagiimina gére hormon degderleri (M+SE)

CC (n=3) CT (n=21) TT (n=11) P
ST3 10.06+3.87 6.47+1.25 3.73+£0.86 | 0.019
ST4 2.5040.28 2.70+0.37 2.02+£0.22 0.486
TSH 0.006+0.001 0.027+0.005 0.016+0.004 0.098
AntiTg 144.64+114.48 421.55£192.68  316.77+¢111.39 0.585
AntiTPO 109.16+33.30 212.44135.56 196.78+583.23  0.373

Tablo 4. Hipotiroidi hastalarinda genotip dagilimina gére hormon degerleri (M+SE)

CC (n=17) CT (n=45) TT (n=16) P
ST3 2.61+1.13 2.46+0.09 © 2371011 0.386
ST4 0.91+0.07 1.00+0.04 0.90+0.06 0.319
TSH 19.80+5.81 12.28+1.94 14.23+3.39 0.565
AntiTg 419.98+87.75 350.38+90.95 300.75¢70.35  0.237
AntiTPO 315.86176.89 285.20+43.00 390.92495.32  0.573




Tablo §. Hipertiroidi hastalarinda alel dagihmina gére hormon dizeyleri (M+SE)

C (n=27) T(n=43) P
ST3 7.26£1.13 5.20+0.7 0.019
ST4 2.65+0.29 2.35+0.20 0.311
TSH 0.019+0.003 0.021+0.003 0.501
AntiTg 360.01£151.48 367.94+101.05 0.398
AntiTPO 189.49+29.09 204.43+26.62 0.837

Tablo 6. Hipotiroidi hastalarinda alel dagilimina gére hormon diizeyleri (M+SE)

C (n=27) T(n=43) P
ST3 2.52+0.06 2.42+0.06 0.288
ST4 0.96+0.03 0.96+0.03 0.904
TSH 15.52+£2.09 13.09+1.49 0.349
AntiTg 380.33+57.90 329.75+56.68 0.534
ANtiTPO 298.39+33.45 329.14£37.50 0.541

TARTISMA VE SONUG

Tiroid hormonu memeli hiicre metabolizmasinda 6nemli roller oynamaktadir. P-
glikoprotein ve benzeri tasiyici proteinlerin genlerinde olusan polimorfizmler ve
ekspresyonunda meydana gelen farkliliklar nedeniyle, fizyolojik ve/veya patofizyolojik
degisiklikler gézlenebilmektedir (10). Bu nedenle bunun bir yansimasi olabilecek hipertiroidik
ve hipotiroidik Kigilerin arasinda P-glikoprotein C3435T polimorfizmi agisindan bir farklihgin
bulunup bulunmadigimin arastinidi§i bu arastirmada gruplar arasinda P-glikoprotein C3435T
polimorfizmi agisindan gerek genotipte gerekse alelede istatistiksel anlamli bir fark
gézlenmemistir (Tablo 1). Bu agidan bakildiginda Graves ve Hashimoto hastahklarinin
ortaya ¢rkiginda P-glikoprotein C3435T polimorfizmi bir etken olarak gézikmemektedir.

Aragtirmamizda hipertiroidik kisilerin serum ST3 duzeyleri ile P-gikoprotein genotip ve
alel dagiimlari arasinda anlamh bir farkhiik saptanmistir (Tablo 3 ve 5). Diger




parametrelerde ise bir fark saptanmamistir. Hipotiroidik kisilerde ise hicbir parametrede P-
glikoprotein agisindan farklilik goézlenmemistir (Tablo 4 ve 6). Bu sonuglara gére Graves
hastalarindan C alelli kisilerde serum ST3 duzeyleri T alelli kisilere gére anlamli olarak daha
yuksektir. Graves hastaligi ile Hashimoto hastahigi arasinda P-glikoproteini agisindan bir
farklilik gbézlenmez iken, Graves hastalarinin kendi icerisinde serum ST3 dizeylerinde P-
glikoproteini agisindan anlamh bir farkhitk saptanmistir. Hashimoto hastaliginin kendi
icerisinde de boyle bir farkihk goézlenmemistir. Graves hastalarinin  bakilan diger
parametrelerinde bir farkiiik bulunmamasina ragmen sadece ST3 duzeylerinde farkhiik
saptanmig olmasi daha genis ¢apl ve molekiler dizeyde arastirmalar yapiimasini gerekli
kitmaktadir.

Sonug olarak hipertiroidi ve hipotiroidi arasinda P-glikoprotein C3435T polimorfizmi
agisindan bir fark bulunamamistir. Ama hipertiroidik C aleline sahip kisilerde hipertiroidik T
aleline sahip kigilere gére serum ST3 duzeyi anlaml olarak daha yilksek saptanmistir. Bu
bulgumuzu test etmeye yénelik ve bu bulgunun klinik énemini arastiracak yeni arastirmalar

yapilmasi gerekmektedir.




parametrelerde ise bir fark saptanmamistir. Hipotiroidik kisilerde ise hi¢bir parametrede P-
glikoprotein agisindan farklilik gozlenmemistir (Tablo 4 ve 6). Bu sonuglara goére Graves
hastalarindan C alelli kisilerde serum ST3 dizeyleri T alelli kisilere gore anlami olarak daha
yUksektir. Graves hastaligi ile Hashimoto hastali§i arasinda P-glikoproteini acisindan bir
farkliik gézlenmez iken, Graves hastalarinin kendi icerisinde serum ST3 duzeylerinde P-
glikoproteini acgisindan anlamli bir farkhiik saptanmistir. Hashimoto hastaliginin kendi
icerisinde de béyle bir farkliik gézlenmemistir. Graves hastalarinin bakilan diger
parametrelerinde bir farklilk bulunmamasina ragmen sadece ST3 dizeylerinde farklilik
saptanmis olmasi daha genis ¢aph ve molekiller dizeyde arastirmalar yapilmasini gerekli
kilmaktadir.

Sonug olarak hipertiroidi ve hipotiroidi arasinda P-glikoprotein C3435T polimorfizmi
agisindan bir fark bulunamamistir. Ama hipertiroidik C aleline sahip kisilerde hipertiroidik T
aleline sahip kisilere gére serum ST3 dizeyi anlamli olarak daha ylksek saptanmistir. Bu

bulgumuzu test etmeye yonelik ve bu bulgunun klinik énemini arastiracak yeni arastirmalar

yapiimas| gerekmektedir.
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