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TESEKKUR
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ve deneyimlerinden yararlandigim, yetismemde emegi gecen basta Endokrinoloji ve
Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali Bagskan1 Dog. Dr. Nilgiin Giivener olmak iizere tiim
Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali
Ogretim iyelerine tesekkiir ederim. Tez ¢alismam sirasinda yardimlarini esirgemeyen tez
sorumlum Dog. Dr. Neslihan Bagcil Tiitiincii ve hasta toplamamda yardimlari olan asistan
arkadaglarima, hasta serumlarini ¢alisan Serap Arikan’a, istatistik konusunda Halk Sagligi
Ana Bilim Dalr’na, tez i¢in mali destek saglayan Baskent Universitesi Arastirma fonuna ve
bana en ¢ok destek olan esim Zuhal ve kizim Meri¢ Asik’a katkilarindan dolay1 tesekkiir

ederim.

Uzm. Dr. Mehmet Asik
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OZET:

Hashimoto tiroiditli hastalarda immiin modiilatér ve antiapoptotik etkileri olan
endoplazmik retikulum saperonu BIP’e kars1 olusan antikor varligini aragtirmak.

Calismaya 20 otiroid otoimmiin tiroidit, 27 subklinik hipotiroidi, 15 hipotiroid
hashimoto tiroiditi olmak iizere 62 otoimmiin tiroiditli hasta ve 37 hastadan olusan saglikli
kontrol grubu alindu.

Hashimoto tiroiditli hastalarin alt gruplariyla kontrol grubu arasinda ve hashimoto
tiroiditi alt gruplarmin kendi aralarinda Anti-BIP diizeyleri agisindan kiyaslandiginda
herhangi bir istatistiksel fark saptanmadi (p=0,889).

Tiroid hiicrelerinde BIP aktivasyonu gosterilmesine ragmen bizim c¢alismamizda
hashimoto tiroiditli hasta alt gruplarinda Anti-BIP diizeyi kontrol grubundan farkl
bulunmamistir. Bu durum hashimoto tiroiditinde apoptozis ve/veya T hiicre cevabiyla
BIP’e karsi olusan antikorlarin iliskisiz oldugu veya serumda tespit edilemeyecek

diizeylerde oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Hashimoto tiroiditi, Anti-BIP, apoptozis
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ABSTRACT:
Anti-BIP Levels on Hashimoto's Thyroiditis

To asses the presence of antibodies to BIP/GRP78, which is a chaperon of
endoplasmic reticulum and has immune modulating and antiapoptotic effects in

hashimoto’s thyroiditis.

The study included 62 patients with autoimmune thyroiditis. Of these, 20 had
euthyroid, 27 had subclinical hypothyroid, and 15 had hypothyroid hashimato’s thyroiditis.
A control group including 37 healthy patients also participated in the study.

There was no statistically significant difference between subgroups of hashimoto’s
thyroiditis patients and control group, and between subgroups of hashimoto’s thyroiditis

patients, individually; when comparison was made in respect of Anti-BIP levels (p=0,889).

Although BIP activation has previously been shown, the Anti-BIP level was not
different from the control group in subgroups of hashimoto’s thyroiditis patients in our
study. This condition suggests that antibodies formed aganist BIP by apoptosis and/or T
cell response are not associated with hashimoto’s thyroiditis or that it is at a level in serum

that can not be measured.

Key words: Hasimoto’s thyroiditis, Anti-BIP, apoptosis
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1. GIRIS:

Hashimoto tiroiditi (HT) en sik endokrin hastaliklardan biridir. Tiroid bezinin
diffiiz lenfositik inflitrasyonu, follikiiler hiicrelerin yikimi1 ve sonugta hipotiroidinin
gelismesiyle karakterizedir (1). Tiroid follikiil yikiminda tiroid peroksidaz ve tiroglobulin
gibi tiroidin kendi antijenlerine kars1 antikorlar gelisir (2).

Okaryotik ~ sekretuvar proteinler dogru katlanamadiklarinda endoplazmik
retikulumda (ER) birikirler ve molekiiler saperonlarla stabil kompleksler yaparlar. Glukoz
eksikligi, patojenik enfeksiyon, kimyasal yaralanma, genetik mutasyon, glikoproteinlerin
glikolize olamamasi, artan protein sentez ve sekresyonu, ER’a kalsiyum akimi gibi bir¢cok
fizyolojik ve patolojik durum ER stresini uyarir (3). Stres uzamasi durumunda hasar ¢ok
siddetli olur ve homeostaz diizeltilemezse ER’da mutant proteinler birikir ve ER’da
bulunan kaspaz zinciri uyarilarak apoptotik yol aktive edilir (4). Bir “Heat shock protein™i
(HSP) olan BIP/GRP78 (immiinglobulin agir zincir baglayici protein/glukozla regiile
edilen protein 78) ER’daki molekiiler saperonlardan birisidir. Bu molekiil, bu tip ER
stresini artiran durumlarda, katlanmamis proteinlerin ii¢ boyutlu yapisina ulagsmasini
artiracak, yeni katlanmamis protein girisini azaltacak, katlanmamis proteinlerin
cokmelerini engelleyecek islemlere direk ve indirek yollarla katilarak hiicreyi bu toksik
olaylardan korur (5, 6). Ayrica BIP, ER stresinin uzamasiyla devreye giren apoptotik yol
tizerinde diizenleyici etki gosterir. Kaspaz zinciri yolagindaki kaspaz-7 ve 12’ye baglanip,
kaspaz zincirini inaktivasyona ugratarak anti-apoptotik etki gosterir (7).

Bir diger HSP’i olan 72 kDa HSP’lerinin (HSP-72) ekspresyonu Graves ve HT’li
hastalarin tiroid dokusunda gosterilmistir (8, 9). Otiroid HT, hipertiroid graves hastaliginda
HSP-72 reaktivitesi varken toksik yada 6tiroid multinodiiler guvatr ve kontrol grubunda bu
gozlenmemistir. Organ spesifik otoimmiin siiregle etkilenen tiroid dokusunda HSP-72’nin
varhiginin olast bir agiklamasi olarak kronik hiicresel stres gosterilmektedir (10).
Tiroglobulin {i¢ boyutlu yapisina ER’daki islemler sonucu ulasir. Tiroglobulinin ER’daki
protein katlanmasi iglemlerine BIP te katilir ve katlanmamus tiroglobulinin golgiye gegisini
engeller. Tiroitte ER stresini artiran durumlarda BIP diizeyleri artarak tirositi korur (11).

BIP saperon fonksiyonlariin yani sira immiinolojik olarak sitotoksik Th cevabi ve
klasik olmayan antijen sunumu gibi gorevleri vardir (12, 13). BIP’in asir1 ekpresyonuyla
bir kisim BIP hiicre yiizeyinde ekspresse edilir. Spesifik regiilator T hiicrelerin hedefi olur

ve supressOr T hiicrelerin uyarilmasini saglar. Bu immiin cevap immiin hiperreaktivitenin



ve cevabin baskilanmasini saglar (14). Ayni yollarla BIP, T supressor etkiyle T hiicre
cevabini dnleyerek tiimorlerin bilyiimesine neden olabilir (12).

Hashimoto tiroiditinde follikiiler yikimin patogenezinde apoptozisin rol
oynayabilecegi diistiniilmektedir (15). HT’nde apoptozisle ilgili yapilan c¢alismalarda
Fas/FasL. (Fas Ligandi) (16) ve TRAIL (TNF’yle iliskili apoptozis idiikleyici ligand)
yolaklarinin santral rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (15). Bu yolaklar kaspaz zincirini
aktive ederek apoptozise yol acgarlar (15, 17). Apoptotik mekanizmalarin hala bilinmeyen
yonleri mevcuttur. Apoptozise egilimi artiran mekanizmalarin 6n planda oldugu HT’ nde
antiapoptotik tedaviler faydali olabilir.

Bodman-Smith ve arkadaslarinin yaptigi calismada, romatoid artritli (RA)
hastalarin serumlarinda ve sinovyal sivilarinda otoimmiin olmayan artritli ve kontrol
hastalarina gore serumda BIP’e karsi olusturulan antikor diizeyleri anlamli olarak yiiksek
saptanmig (18). Bu calismada, Anti-BIP antikorlarinin BIP diizeylerini azaltarak BIP’in
inflamatuvar  olaylardan ve apoptozisten koruyucu etkisinin bloke edildigi
diisiiniilmektedir. Zaten ayni grubun deneysel bir calismasinda BIP’le tedavi edilen
ratlarda kollajenin indiikledigi artrit olusumuna direng gdzlenmistir (19).

Immiin modiilatdr ve antiapoptotik dzelliklere sahip olan BIP’e kars1 olusturulan
antikorlar HT ndeki apoptotik mekanizmalarin ilerlemesine katkida bulunuyor olabilir.
Bizim c¢alismamizin amact HT’1i hastalarin serumlarinda Anti-BIP antikorlarinin varligini
aragtirmaktir. Bu antikorlarin varligt HT nin apoptozisindeki mekanizmalara 151k tutabilir

ve HT nde apoptozis yoluyla iliskili yeni tedaviler gelistirilmesinde yardime1 olabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hashimoto Tiroiditinde Patogenez:

Kronik tiroidit hipotiroidinin en sik nedenidir (20). Kronik tiroidit, ayn1 zamanda
otoimmiin tiroidit veya HT olarak da isimlendirilir. HT, tiroidin immiin hiicre
inflitrasyonu, tiroide 6zgii Anti-tiroid peroksidaz ve Anti-tiroglobulin antikorlarinin varligi,
tiroid otoantijen spesifik T lenfositlerin varligit ve follikiiler yapinin yikimiyla
karakterizedir (21). Kronik tiroidit dort alt grup olarak siniflandirilir. Erken donemde
hastalar étiroittir ve yalmz otoantikorlar1 mevcuttur. ikinci dénemde hastalik subklinik ve
otoantikorlar mevcuttur. Hastalik ilerledik¢e tiroid sertlesir, diffiiz guvatr goriiliir, bu
donemde tirotoksikoz, 6tiroidi veya hipotiroidi gozlenebilir. Dordiincii evrede hipotiroidi
ile birlikte atrofik tiroidit ortaya c¢ikar. Kronik tiroiditlerin smiflamasi tablo-1’de

verilmistir.

Tablo-1: Kronik tiroiditlerin siniflandirilmasi

Tip-1 otoimmiin tiroidit (hashimoto hastahg tip-1)

1A guvatr var

1B guvatr yok
Klinik durum
Hastalar 6tiroid. Genellikle Tg ve TPO antikorlari mevcut.
Tip-2 otoimmiin tiroidit (hashimoto hastalig: tip-2)

2A guvatr var (klasik hashimoto hastalig1)

2B guvatr yok (primer miksddem, atrofik tiroidit)
Klinik durum
Hipotiroidi (TSH diizeyleri yiiksek). Genellikle otoantikorlar mevcut. Bazi tip-2B grubu
hastalar1 bloke edici TSH reseptor antkorlariyla iligkili.

Kisaltmalar: Tg: tiroglobulin, TPO: tiroid peroksidaz, RAIU: radyoaktif iyot uptake

Otoimmiin yikimi baglatan nedenler bilinmemektedir, ¢ilinkii hastalik tanidan
yillarca once baslamistir. Tiroid hiicrelerinin yikimi yavas olmakta ve hiicrelerin 6limi
yillar almaktadir. Otoimmiin tiroiditte, diger otoimmiin hastaliklara benzer sekilde tiroid
antijenlerine self-toleransin bozulmasiyla basladig1 diisiiniilmektedir. immiinolojik self-
toleransin perinatal donemde olgunlagsmanus lenfositlerin self-antijenlere maruz kalmasiyla

olustugu diisiiniilmektedir. Bu kritik noktada timustaki otoreaktif T hiicrelerinin klonal



delesyonu veya anerjilerinin indiiklenmesiyle otoantijenlere self-tolerans gelisir. Bu
dénemde olusan bir anormallik self-toleransin olusumunu engelleyerek otoimmiin tiroidit
olusturabilir (22). Olast bir anormallik organa 6zgii baskilayict T lenfositlerindeki bir
defekt sonucu Th lenfositlerin kontrolden ¢ikmasidir (23). Cevresel faktorlerinde katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Otoantijenlerle benzerlik gosteren enfeksiyonlar, ilaglar
gibi cevresel antijenlerin capraz reaksiyonla self-toleransi bozabilecegi diisiiniilmektedir
(24).

Hashimoto tiroiditinde tiroglobulin, tiroid peroksidaz, TSH reseptorii, “Na'/T
symporter” (NIS) temel antijenik hedeflerdir. HT’nde Anti-tiroid peroksidaz antikorlar
%99, anti-tiroglobulin antikorlar1 %65 oranlarinda gozlenir. Anti- tiroid peroksidaz ve anti-
tiroglobulin antikorlarinin artmasina ragmen bu antikorlarin otoimmiin tiroiditte patojenik
rolii gdsterilememistir (25). Ingiltere’deki ¢ok merkezli bir ¢alismada, hastalarda Anti-
tiroglobulin pozitifligi saglikli kadinlarda 18-24 yas arasinda %10’ken, 55-64 yas arasinda
bu oran %30’a kadar yiikselmektedir. Anti-tiroid peroksidaz pozitifligiyse %15’ten %24°e
yiikselmektedir (26). ABD’de yapilan ¢cok merkezli bir calismada ise tiim toplumda Anti-
tiroglobulin pozitifligi %11,5 ve Anti-tiroid peroksidaz pozitifligi %13 bulunmustur.
Antikor pozitifligi kadinlarda erkeklerden daha sik ve yasla birlikte arttigi gozlenmistir
(27). Otiroid antikor pozitif hastalarda asikar hipotiroidi gelisimi yillik %2-4 civarinda
saptanmigtir (28). Cesitli calismalarda subklinik hipotiroidinin prevelanst %4-10 arasinda
saptanmistir (27, 29, 30). Calismalarda subklinik hipotiroidinin agikar hipotiroidiye
ilerlemesi ise yilda %3-18 oraninda saptanmistir (28, 29, 31, 32).

TSH reseptor antikorlar1 Graves hastalarinin tiimiine yakininda gdézlenirken,
HT’nde daha az rastlanir. Bununla birlikte HT’nde TSH reseptoriinii bloke edici antikorlar
gozlenebilir. NIS proteinlerinin miktar1 HT’nde azalmistir. NIS antikorlar1 deneysel
calismalarda HT’inde %15 oraninda saptanmig, fakat herhangi bir klinik Onemi
bulunamamustir (33, 34).

Otoimmiin tiroiditte genetik yatkinlik bilinmektedir. Otoimmiin hipotiroidili
hastalarin akrabalarinin yaklasik %50’sinde tiroid antikorlar1 saptanmistir (35). Hastaligin
genetigi ile ilgili MHC, HLA, CTLA-4 genlerini igeren spesifik genler arastirilmistir.
MHC-HLA kompleksiyle ilgili genlerle gerek Graves hastaligi, gerekse HT ile iliskileri
gosterilmis, ancak bu gen poliformizmlerinin spesifik rolleri tam olarak anlasilamamistir
(36). CTLA-4 poliformizmi HT nde gosterilmistir (37). CTLA-4 geni T hiicre toleransini
kontrol eden T hiicre ylizeyindeki molekiilii kodlayan immiin modiilatér bir gendir.

Anerjinin olugsmasini saglar ve T hiicre cevabi lizerinde negatif etkisi vardir. HT nde bu



gen polimorfizmiyle negatif etki ortadan kalkmakta ve sitotoksik hiicre yikimi
olusmaktadir.

Hastalik ilk defa 1912 yilinda Hashimoto tarafindan tiroid yikimi olarak
gozlemlenirken, bu yikimdaki apoptotik siire¢ 1995 yillarinda farkedilmeye baslanmistir
(38, 39). Apoptozis (programli hiicre Oliimii) hiicrelerin normal gelisimi ve immiin
fonksiyon i¢in Onemli bir yeri olan hiicre Oliimiiniin diizenli bir sekilde
gerceklestirilmesidir. Apoptozisin temel hedefi hiicre populasyonundaki dengeyi
korumaktir. Ana hedefi 6mrii dolan veya zarar gormiis hiicreleri yikima ugratarak, yeni
hiicrelere yer agip hiicre populasyonunu sabit diizeyde tutmaktir. Normal tiroitte apoptozis
temel diizeyde hiicre dongiisiiniin kontroliine ve hiicrelerin yikimina yardimci olacak
bicimde diisiik diizeylerdedir.

Inflamatuvar sitokinlerin immiin sistemde apoptozisin kontroliinde birgok etkiye
sahiptir. IFN-y, IL-1, TNF-a gibi sitokinler immiin aracilt apoptozisi direk veya indirek
olarak etkilerler. Sitokinler, apoptozis yollarinin komponentlerinin ekspresyonlarin1 ve
apoptozis baglaticilarinin hiicresel ekspresyonlarmi kontrol edebilirler. Aym1 zamanda
apoptotik aktivite siirecinin ilerlemesine de katkida bulunabilirler (40). Inflamasyonlu
tiroitte birgok sitokin mevcuttur. Destriiktif tiroiditte inflamatuvar sitokinler immiin
hiicrelerin hedefi olan follikiiller hiicrelerde reseptdr aracili apoptozisin regiilasyonunda rol
alabilirler.

Tiroid hiicrelerinin immiin hiicrelerce yikimima neden olan birka¢ farkli model
tanimlanmistir. Her bir model tiroid otoantijenlerine immiin cevap, tiroid bezi hiicrelerine
immiin hiicre inflitrasyonunun uyarilmasi (baslangi¢c fazi) ve tiroid hiicrelerinin 6limi
(etkin faz) olmak {izere iki faza ayrilir. Yikim olmayan baslangi¢ fazindan yikim olan etkin
faza gecisin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.

Giardino ve arkadagslari, 1997’de tiroidin inflamatuvar hiicrelerce inflitrasyonu
durumlarinda Fas ve Fas ligandinin ekspresyonunun tiroid hiicrelerini apoptozise
gotiirdiiklerini gdstermistir (16). Fas ve FasL sitotoksik T lenfosit aracili hiicre dliimiinde,
inflamatuvar hiicrelerin yikiminda ve sitotoksik T lenfositlerin timor hiicrelerini yikiminda
en ¢ok Ustlinde inceleme yapilan apoptotik yoldur. Fas ayn1 zamanda Apo-1 yada CD95
olarak isimlendirilen TNF reseptor ailesinin bir iiyesidir. FasL, aktif T hiicreler ve NK
hiicreler tarafindan ekspresse edilen bir transmembran proteinidir. Fas, FasL’na
baglandiginda sitotoksik sinyal dizisi baslar ve olusan Fas-FADD-FLICE/kaspaz-8

kompleksi hiicre 6liimiinii uyaran sinyal kompleksini tamamlar ve kaspaz-8’i aktive eder.



Aktiflesen kaspaz-8 bu kompleksten ayrilarak kaspaz-3’i aktiflestirir ve apoptozise yol
acan kaspaz zincirini baslatir (17).

Eguchi, normal tirositlerde FasL’nin kiiclik miktarlarda ekspresse edildigini
gostermistir. Tirositlerde FasL’inin tiretiminin T hiicrelerinin uyarisiyla énemli derecede
artarak apoptozise yol actif1 da bu calismada gosterilmistir (15). Giardino ve arkadaslar
ise HT’nde tirositlerde FasL’nin ekspresyonunu, yine tirositlerde IL-1B’nin uyardigi Fas
ekspresyonu artigini, Fas ve FasL’nin HT’nde tirositlerde es zamanli ekspresyonunu
gostermislerdir (16). FasL’ma baglanan Fas’in nasil kontrol edildigi bilinmemektedir.
Fas’mn kendiliginden mi yoksa IL-1B, IFN-y, TNF-a tarafindan uyarilarak m1 ekspresse
edildigi  tartismalidir  (15,41). Hiicresel ve humoral otoreaktiviteyle tiroid
inflamasyonundan sonra aktiflesen makrofaj ve T lenfositler inflamatuvar sitokinleri
tiretirler ve bu durum Fas ekspresyonunu tiroitte artirir. Bu bilgiler HT’nde Fas aracili
apoptozisin iki farkli mekanizmayla olabilecegini akla getirmektedir: ilki aktive T hiicreler
aracilifiyla bu Fas-FasL etkilesiminin saglanarak tirositin apoptozisinin gerceklesmesi,
ikincisi ayni anda tirositte aktiflesen Fas-FasL nin tirositin suisidine yada komsu hiicrelerin

6liimiine yol agmasidir (15,42) (sekil 1).

Normal Tiroid Hashimoto tiroiditi

Hucre inflitrsyonu

istirahatteki T hiicre istirahatteki T hiicre

Sitokin

Komsu hiicrelerin
olliimi yada hicrenin
suisidi

Apoptozis

Sekil 1: Hashimoto tiroiditi ve normal tirositte Fas/FasL nin rolii



Fas’in uyardigi apoptozisin HT’nin patogonezinde santral rol oynadigi
diisiiniilmektedir. immiinhistokimyasal ¢alismalar HT’nde apoptotik follikiiler hiicrelerin
sayisinda artig gosterilmistir (43). HT’ndeki aktif T hiicrelerinin ¢ogunlugunu Thl
lenfositler olusturur (42). Thl lenfositler nispeten IL-4 ve 10’un yoklugunda IL-2, IFN-y
ve TNF-a sitokinlerini {iretir ve bu hiicreler T hiicre aracili apoptozisi uyarirlar (44). Farkl
olarak Graves hastaliginda Th2 lenfositler baskin durumdadir ve daha az IL-2, IFN-y ve
TNF-a sitokinlerini iiretirken daha ¢ok IL-4-5 ve 10’u iiretirler (44). Boylece otoimmiin
tiroiditte tiroid hastaliginin sonucu lenfositik inflitrasyonda hakim olan T hiicre tipine ve
uyarilan apoptotik yada antiapoptotik yolaklarin segimine goére belirlenir (42).
Antiapoptotik mekanizmalar Graves hastalifinda tirositin yasamini uzatirken, HT’ nde
proapoptotik mekanizmalar tirositlerin 6liimiine neden olur (15). HT’nde apoptozise
ugramis hiicrelerin ¢ogu lenfoid hiicrelerin inflitre ettigi alanlarla yakin komsuluktaki
follikiiler alanlarda goriiliir (38).

Tiroid hiicrelerinin reseptor aracili apoptotik yikimina yol acan diger bir yolak da
TRAIL’dir. TRAIL, FasL’1 ile 6nemli derecede homoloji gdsteren bir 6liim ligandidir.
Tiroid follikiiler hiicrelerinde bu 6lim ligandinin reseptorleri gosterilmistir (45). Bu
reseptorler inflamatuvar sitokinlerle kontrol edilir ve destriiktif tiroiditte ekspresyonlari
artar. FasL yolaginda oldugu gibi IL-1B, IFN-y ve TNF-a eklenen hiicre kiiltiirlerinde
TRAIL ekspresyonu artmistir (46). Tiroidi inflitre eden lenfositlerde de TRAIL mRNA
ekspresyonun arttig1 gosterilmistir (45). TRAIL yolag1 Fas yoluna benzer sekilde kaspaz
zincirini aktifleyerek apoptozise neden olur (15).

Apoptotik zincirin aktivasyonu ayn1 zamanda antiapoptotik Bcl-2 ailesi tarafindan
kontrol edilir. Graves hastaliginda Bcl-2 ekspresyonu gosterilmistir. HT nde ise tirositlerde
Bcl-2  ekspresyonu azalmistir (47). Bcl-2 ekspresyonunun HT’nde azalmasi hala
incelenmektedir. Bcl-X bir diger Bcl-2 ailesi iiyesidir. In vitro calismalarda
proinflamatuvar sitokinlerle olusturulan tirosit hiicre kiiltiirlerinde ekspresyonu
azalmaktadir. Bu bilgilerin 1s18inda Palazzo ve arkadaglar1 HT’nde proinlamatuvar
sitokinlerin aktiflestirdigi T hiicrelerin Bcl-X ekspresyonunu azaltarak apoptozise egilimi
artirdigimt ileri siirmiislerdir (41). Apoptotik mekanizmalarin hala bilinmeyen yonleri
mevcuttur. Proapoptotik mekanizmalarin 6n planda oldugu HT nde antiapoptotik tedaviler

faydali olabilir.



2.2. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Apoptozis:

2.2.1. Endoplazmik Retikulum Saperonlarinin ve Proteinlerin Katlanmalarim

Saglayan Enzimlerin Rolleri:

Yeni sentezlenen proteinlerin gidecekleri hiicresel bolgelere tasinabilmeleri igin
dogru sekilde katlanmalar1 ve ii¢ boyutlu yapilarina ulasmalar1 gereklidir. Bu islemdeki
basarisizlik bu tasinmaya hazir olmayan proteinlerin ER’da birikimleri ve yikilmalariyla
sonuclanir. Cok sayidaki ER saperonlari ve protein katlantt enzimleri, proteinlerin
sekresyona ve taginmaya hazir hale gelmesi i¢in olgunlagmasina yardimei olurlar ve bu
islemin monitorizasyonunu saglarlar. Bu yapilar ER kalite kontrol kompleksi olarak
isimlendirilirler (48). Yeni sentezlenen polipeptidler heniiz katlanmamis olarak
saperonlarla etkilesim halinde ER icersinde tutulurlar (49). iki ana saperon sisteminin etki
mekanizmas1 ve komponentleri iyi ¢alisilmistir. Bunlardan ilki “lectin” benzeri “calnexin”
ve “calreticulin” saperonlaridir. Bunlar olgunlasmamis glikoprotein iizerindeki
monoglikolize N-linked glikanlar ve katlanmamis bolgelerin varligina baglidirlar.
Olgunlagmamuis proteinler ER’un liimenine girdikten sonra siklikla 2 N-asetilglukozamin, 9
mannoz ve 3 glukoz molekiiliiniin birlesiminden olusan N-linked glikanlarla modifiye
edilirler. Glukozlar hemen glukozidaz I ve II enzimleri tarafindan ¢ikartilirlar (50). Glikan
tek bir glukozla birakildiginda artik “calnexin” ve “calreticulin” saperonlar1 igin bir
substrat olur (51). Protein katlanmasi tamamlandiginda son glukozun c¢ikarilmasit bu
saperonlarin baglanma yerini bozar ve olgunlasmamis proteinin golgi cisimcigine
transportuna izin verir (51,52). ERp57’nin (protein disiilfid izomeraz ailesinin bir iiyesi
olup 2 thioredoxin motifi igerir ve ER’da bulunur) komplekse dahil edilmesiyle disiilfid
baglarinin olusumu katalize edilerek protein katlanmasi stabillestirilir (53). Fakat,
olgunlasmamis proteini tam olarak katlanmay1 bitiremezse glikoprotein glikoziltransferaz
katlanmamis bolgeye baglanir ve deglikolize glikana bir glukoz ekler ve UDP-glukozu
(glucose-1-phosphate uridylyltransferase) olusturur (51, 54). Boylece “calnexin” ve
“calreticulin” saperonlar1 i¢in tekrar bir baglanma bdlgesi olusturur (55). Eger
olgunlasmamis zincir katlanmasi olagan diizeninde olursa, UDP-glikoziltransferaz yeniden
reaksiyona girmeyecek ve katlanmig protein ER’u terk ederek sekretuvar yolaga devam
edip nihai hedefine ulasacaktir. Fakat katlanma tamamlanamaz veya yanlis olursa siklus
protein yikilana kadar siirekli tekrarlanacaktir (51, 55).

Ikinci &nemli ER saperon sistemi hidrofobik rezidiiler igeren proteinlerdeki

katlanmamig bolgelerin varligina bagli olan ER saperonu HSP70 ailesinin bir iiyesi olan



BIP’tir (56). BIP, HSP70 ailesiyle %60 homoloji gosterir. Fakat HSP70’den baslica iki
onemli fark gosterir. I1ki BIP sinyal peptid dizilerine sahiptir ve ER’da islev yapar. Oysaki
HSP70 sitozoliktir ve sinyal peptid zinciri igermez. Ikinci olarak BIP sentezi “heat shock”
durumlarindan etkilenmez (57). BIP, ER’da gecici olarak yeni sentezlenen proteinlere ve
daha uzun siireli olarak yanlis katlanmis, glikolize ve birlestirilmesi tamamlanmamis
proteinlere baglanarak onlarin ER’dan transportunu engeller. Diger Hsp 70 iiyeleri gibi
yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasina, birlestirilmelerinin  tamamlanmasina,
katlanmamis proteinlerin tanmmmasma yardimci olur, protein polipeptidlerinin
agregasyononu Onler. BIP N-ucu ATPase katalitik kisim1 ve C-ucu substrat baglayict kismi
olarak iki ana kisimdan olusur. Bu kisimlar polipeptid baglanmasinin affinitesini ve
stiresinini  belirler. Boylece polipeptidler i¢cin C-ucuna afinite N-ucunun ATP yada
ADP’yle dolu olup olmamasina baglidir. C-ucuna polipeptid baglanmas1 N-ucundaki ATP
hidrolizinin oraniyla artar. BIP katlanmamis proteinlerle ATP bagimli bir durum ortaya
ciktiginda baglantiya gecer ve hizla ATP ADP’ye katalize olur. Béylece BIP katlanmamais
protein iizerine kilitlenir. Sonraki basamakta BIP ATPase’la ATP’yi tekrar niikleotid igine
alarak BIP’i tekrar ATP bagimli duruma gegirir ve katlanmamis proteini serbest birakir.
Tabii ki katlanmamis proteinin serbest kalmasi proteinin {i¢ boyutlu yapisim
tamamlamasina kadar siirer. Bakteriler ve Okaryatik hiicrelerin mitokondrilerinde GrpE
proteinleri bu niikleotid degisim basamagini kontrol eder (58). Memelilerde GrpE benzeri
molekiiller diger organellerde tespit edilmemekle beraber sitozolik Hsp70 i¢in niikleotid
degisimini kontrol eden baska sitozolik organellerde buna benzer molekiiller tespit
edilmistir (59). Son zamanlarda bir memeli ER niikleotid degisim faktorii BAP
klonlanmigtir (60). BAP, BIP’ten ADP’nin ayrilmasini uyarir. Bu niikleotid degisim
proteinlerinin saperonlarin Hsp70 ATPase dongiisiinde stirekli olarak baglanmalarini ve
ayrilmalarin1  saglayarak, proteinlerin  katlanmasinin  ilerlemesini  sagladiklar
diisiiniilmektedir. ER stresine cevap olarak BIP’in asir1 ekspresyonu hiicreleri apoptozisten
korur (61). BIP kaspaz inaktivasyonu ve su an bilinmeyen diger mekanizmalarla apoptozisi
engelleyici etki gosterir (62). Bdylece patolojik durumlarda hiicreyi ER stresinden koruyan
temel koruyucu mekanizmay1 olusturarak organlari korur ve ayni zamanda antiapoptotik
etkisi nedeniyle kanser progresyonuna neden olabilir (63, 64).

ER’da bulunan diger saperon ve katlanma enzimleri GRP94, GRP170, ERp72,
protein disiifid izomeraz (PDI) ve peptidil-prolyl izomerazdir. Fakat bu proteinlerinin
cogunun ER kalite kontrol ve iki ana saperon sistemiyle baglantilar1 tam olarak

aciklanamamustir. Son zamanlardaki bir calismada saperon etkilesimlerinin stabilizasyonu



icin bir kimyasal baglanti kullanilmaktaydi. Bunu saglayan ER’da bulunan multi-protein
kompleksli ER saperonlarinin bir alt grubu idi. Bu saperonlar BIP, GRP94, calcium
binding isomerase protein-1, PDI, cyclophilin B, ERp72, GRP170, UGGT ve SDF2-
L1’den olusmaktadir (65). Bu saperonlarla digerleri bir ER agi olusturmaktadir. ER
agindaki ER saperonlarinin bir kism1 mevcut havuzdaki proteinlerin yerine katlanmamis
proteinlere baglanabilir. GRP94 bu kompleksin ana komponentidir. Sitozolik saperon
komplekslerinde HSP90’in oynadigi primer role benzer sekilde komplekslerin
toplanmasini ve gorevlerini yapmasinda ana rol oynar. Olasilikla bu kompleks sekretuvar
yol boyunca proteinlerin eksik katlanmalarimi Onleyerek yada toplanmasini saglayarak
islev goriir. ER liimeninde olgunlagsmamis sekretuvar yol proteinleri; yapisal elementler,
molekiiler saperonlar, katlanti enzimleri ve diger katlanmamis proteinlerin konsantre
karisimi i¢ine ve karmasik birtakim reaksiyonlara girmelerine ragmen, ¢ok hizli bir sekilde
katlanmalar1 tamamlanir. flging olarak, ER iginde en ¢ok bulunan saperonlarin énemli bir
kismint igeren ‘“Calnexin/calreticulin/ERpS57” sisteminin komponentlerinin ¢ogu bu
kompleks i¢inde yer almaz.

BIP ve “calnexin” protein katlanmasindaki rollerine ek olarak, ER igersine
olgunlasmamis proteinlerin girigini arttirirlar. BIP, ER ve sitozol arasinda gegirgenlik
bariyerini korumak igin protein yer degistirmesinin erken donemi boyunca bir tipa gérevi
goriir. Bu BIP’1 ER’a giren olgunlagsmamis zincirlere baglanabilmesi i¢in ideal bir noktada
durmasimi saglar. Fakat hayvan deneylerindeki gozlemler heniiz memeli hiicrelerinde
dogrulanmamustir. Eger BIP’in memeli hiicrelerindeki translokasyonda bir goérevi varsa, bu
olasilikla glikolize olmayan proteinlerin elde edilmesi i¢in olacaktir. ER igersine
glikoprotein translokasyonu sirasinda N-linked glikanina bagli olarak iki saperon
sisteminden birinin secildigi disiiniilmektedir. Fakat katlanma olay1 basladiginda bir

sistemden digerine gecis olabilir.
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2.2.2. Katlanmayan Proteinlerin Taninmasi ve Yikimi:

ER kalite kontroliinden gegemeyen olgunlagmamis proteinler ER’da birikmezler ve
yikilirlar. Bu proteinler saperon sistemi diginda birktirilirler veya hiicreye toksik olabilen
biiylik ¢oziinemeyen birikintiler olustururlar. Bu sirkiilasyon mekanizmas1 ER iligkili
protein yikimi (ERIPY) olarak isimlendirilir. Maya gibi en basit dkaryatik sistemlerden
memeli gibi gelismis canlilara kadar bu sistem korunmustur. ERIPY’in son basamagi en
iyi maya hiicrelerinde tanimlanmistir. Hem olgunlasmamis proteinler hem asiri
kiimelenmis proteinlerin alt birimleri Sec-61 igeren protein araciligiyla tekrar sitozole
donerler. Bu ER limenine ilk girislerindeki yolaga benzer bir yolla olur. Bu olay ER
membraninin sitozolik yiizeyinde bulunan “ubiquitin” (Ub) proteinini i¢eren kompleksle
birlikte hareket eder. Ub genellikle Okaryot hiicrelerde iiretilen kiiciik bir proteindir.
Substratlarin ubiquitinasyonu Ub aktive eden enzim (E1), Ub birlestirici enzim (E2), Ub
ligaz enzimlerine (E3) bagimli birgok basamaktan olusur. ER membranindaki bu kompleks
ERIPY olayin1 kolaylastirir. Ubiquitinasyona ugramis ERIPY substratlar sitozolik 26S
protezomu tarafindan yikilir. Bu olaylar zinciri normal fizyolojik kosullarda ER
homestazini korumak i¢in 6nemli goriinmektedir.

Olgunlasmamis proteinlerin hiicreler tarafindan nasil tanindiginin mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamustir. Olas1 bir mekanizma BIP, “calnexin”, “calreticulin” gibi ER
saperonlarinin bu olaya dahil oldugudur. BIP’in bu asamadaki rolii uygun katlanmis ve
katlanamamis ¢ok ¢esitlilikteki proteinleri birbirinden ayirmaktir. Bu saperonlarla olusan
glikoprotein degisiklikleri bu molekiillerin taninmasini sagliyor olabilir. Son zamanlardaki
bir bilgi calnexin ve BIP’in bu molekiillerin taninmasinda ardisik sirayla rol aldiklarini

diistindiirmektedir (66).

2.2.3. Katlanmams Protein Cevabi1 ve Endoplazmik Retikulum Saperon Diizeylerinin

Kontrolii:

Okaryotik sekretuvar proteinler dogru katlanamadiklarinda ER’da birikirler ve BIP
ve diger molekiiler saperonlarla stabil kompleksler yaparlar. Glukoz eksikligi, patojenik
enfeksiyon, kimyasal yaralanma, genetik mutasyon, glikoproteinlerin glikolize olamamasi,
artan protein sentez ve sekresyonu, ER’a kalsiyum akimi gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik
durum ER stresini uyarir (3). Katlanmamis proteinlerin ER’da birikimi ER’da bulunan bir

dizi saperon ve enzimlerin genlerinin transkripsiyonunun artigina yol agar (67). Bu
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hiicresel cevap katlanmamis protein cevabi (UPR) olarak isimlendirilir. Katlanmamis
protein cevabinin temel amaci mutant veya katlanmamis proteinlerin birikmesiyle olusan
toksik yiikten hiicreyi korumaktir. Katlanmamis protein cevabi ER’daki katlanmamus
protein yikiinii azaltmak igin protein translasyonunu azaltir, proteinlerin katlanma,
sekresyon ve yikim kapasitelerini saperonlarin yardimiyla artirarak ER stresini ortadan
kaldirmaya c¢aligir. Katlanmamis protein cevabi uyarildiginda ilk dnce protein sentezinin
hiz1 azalir, ikinci asamada saperonlar1 kodlayan genlerin transkripsiyonu artirilarak
polipeptid agregasyonu onlenir ve polipeptidlerin katlanmasi hizlandirilir, ligiincii asamada
ER’daki mutant proteinlerin retrotranslokasyonu ve yikimi (ERIPY) saglanir. Saperon
proteinler katlanma igleminini kolaylastirir ve proteinlerin agregasyonunu onler.

Katlanmamis protein cevabinin baslangi¢ sinyali direk katlanmamis proteinlerle
degil, bunlara baglanan liimendeki serbest BIP diizeyinin azalmasiyla baslar (8). ER’daki
serbest BIP diizeyinin azalmasi algilanarak niikleusla baglantiya gecilmesi sonucu gen
transkripsiyonu baglar. Serbest BIP diizeyleriyle ER’daki protein olgunlasmasindaki
degisiklikler monitorize edilebilir (68). UPR yolag:1 proksimal algilayici islevi yapan ATF-
6, IRE-1 ve PERK isimli ii¢ ana transmembran 6gesine sahiptir. Stres olmayan kosullarda
bu sensorlerin liimendeki kismi BIP tarafindan tutularak bu sinyal yollar1 kontrol altinda
tutulur. Stres durumlarinda BIP katlanmamis proteinlerle baglanarak, onlarin
agregasyonunu Onler ve katlanmalarina yardimci olur. Bu arada katlanmamis proteinler
tarafindan tutulan BIP’in ATF-6, IRE-1 ve PERK’in liimendeki kisminlarindan ayrilmasi
gergeklesir. Katlanmamis proteinlerle, bu saperonlarin BIP i¢in birbirleriyle yaristiklar
icin bu ayrilmanin olustugu diistiniilmektedir. Sonugta PERK ve IRE-1 fosforilasyonla,
ATF-6 ise Once golgiye tasinip orada SIP ve S2P proteazlariyla boliinerek aktif duruma
gecer (3)(Sekil-2).
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ER
stres
UPR
Sensorler
PERK GRP78 ATFG
IRE1
GRPT78 Ekspresyonunun GRPT78 Fonksiyonlan:
tetiklenmesi: ER stresin hafiflemesi
Viral enfeksiyon ER fonksiyonunun korunmasi
Oksidatif stres Protein katlanmas, protein
Kimyasal toksisite birikiminin durdurulmasi,
Ca2+ ivonoforez Serbest radikal birikiminin
Glikozilasyonun inhibitdrleri baskilanmasi
tarafindan gergeklesir. Mitokondriyal fonksiyonun
stabilizasyonu
Hiicre dliimiine engel olmak.

Sekil 2: BIP/GRP78 normal kosullarda PERK, ATF-6, IRE-1’1 inaktive durumda tutarken
ER stresiyle bu saperonlardan ayrilarak onlarin aktivasyonuna neden olur.

PERK bir elF2-o kinazdir ve olgunlasmamis proteinlerin asiri birikmelerini
engellemek i¢in ER stres cevabinin erken fazi sirasinda genel protein translasyonunun
inhibisyonundan sorumludur. Ayn1 zamanda ATF4/CREB kompleksini de indiikleyerek
apoptozisten sorumlu CHOP gen bolgesinin ekspresyonunu artirir. ATF-6 aktivasyonu
diger transkripsiyon faktorleri ve molekiiler saperonlarin (CHOP, BIP, PDI, GRP9%4)
uyarilmasinda gorevlidir. Bu islem ER’un protein katlama kapasitesini artirarak stresi
hafifletmesine yardimci olur ve CHOP gen bolgesinin aktivasyonuyla apoptozisi indiikler.
Yine IRE-1’le birlikte XBP-1’in transkripsiyonuna katilir. IRE-1’in aktivasyonu XBP-1’1
aktive eder. XBP-1 ERIPY ile iliskili protein ve molekiiler saperonlarin transkripsiyonunu
baslatarak katlanmamis proteinlerin tekrar sitozole gecip peroksizomda yikilma iglemini
artirirlar. Ayrica CHOP geninin transkripsiyonunu artirarak apoptozise katilir. Yine IRE-1

TNF reseptoriiyle iliskili faktér-2 (TRAF-2)’nin ekspresyonunu artirir. TRAF-2
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apoptozisle iligskili JNK ve antiapoptotik NF-kB’nin ekspresyonlarini artirir (3). Aym
saperonun hem proapoptotik, hem anti-apoptotik yolaklara sahip olup bunlari ne zaman ve
hangisini devreye sokacagi konusundaki bilgiler yetersizdir. Ana ER saperonu BIP bu ii¢

iletici molekiilii kullanarak UPR aktivasyonunu direk kontrol eder (9)(Sekil-3).

ER

-

Proteinin yanhs katlanmasi/katlanmamasi

ER stres

}
Katlanmamis protein yaniti (UPR): Sinyaller stresin
hafiflemesini saglariar

Sensdrler
] \ eif-2n i )
PERK CHigomerizasyon AkEif Protein sentezi ve
a4 FPERK translasyonda azalma
tofosforilasyon eif-2ap
3P MNucleus . Frotein katlanma
ATF6 —g5p — ATFEDC ER Stres protelnlerl —- _  asitosinin artmas:
R . XBPF1 intron xBP1
D D da !
IRE1 ﬁ- ::‘.f;“ [ —— Transkripsiyon — i“:i;ﬁ E
osforilasyon
. XBP1 Mrna fakeori

Sekil 3: PERK, ATF-6 ve IRE-1’in BIP’ten ayrilip, aktive olduktan sonra izledikleri
yollar.

ER stresi ayni zamanda immiin cevabi1 da baglatir. CREB/ATF ailesine ait
karacigere 6zgii transkripsiyon faktorii olan, yapisal olarak ATF-6’ya benzeyen CREB-H
proinflamatuvar sitokin veya lipopolisakkaridlerin varliginda katlanmamis protein cevabi
araciliglyla immiin cevab1 baglatir. CREB-H da aynen ATF-6 gibi ER stresinin
uyarmastyla golgiye tasinarak SIP ve S2P proteazlariyla boliinerek aktive olur. Aktive
olan CREB-H akut faz cevabimin inflamatuvar komponentlerinin genlerinin
transkripsiyonunu saglar. Hepatositlerde CREB-H ve ATF-6’nin her biri digerinin ER
stresiyle ilgili hedef genlerinin ekspresyonunu sinerjistik olarak aktive ettigi gosterilmistir.

ATF-6’da akut faz reaksiyonuyla ilgili genlerin transkripsiyonunu artirir. Ayrica
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hepatositlerde CREB-H aracili akut inflamatuvar cevabi artirici etki gosterir. Olasilikla
CREB-H/ATF-6 ER stresi ile akut inflamatuvar cevap arasindaki iligkinin patogenezini
acgiklamaktadir (69).

Endoplazmik retikulum saperonlarinin ERIPY sirasinda yiikselmesi mutasyondan
mutasyona, dokudan dokuya, fizyolojik veya patolojik durumlara gore farklilik gosterir.

Bu yiizden ER saperonlarinin diizeylerinin tanisal énemi olabilir (70).

2.2.4. Endoplazmik Retikulum iliskili Protein Yikimi ve Apoptozis:

Endoplazmik retikulum saperonlarinin strese cevabi fizyolojik durumlarda olana
benzer sekildedir. ER saperonlarinin temel fonksiyonu yanlis katlanma ve agregasyonu
Onleyerek protein katlanmasini ilerletmektir. ER stres durumlari sirasinda ER ortamindaki
degisiklikler bir¢ok proteinin katlanmasini ciddi sekilde etkiler. Bu olay proteinlerin BIP
saperon sisteminin yani sira “calnexin/calreticulin” saperon sistemlerine baglanmasini da
igerir. Her ne kadar BIP ER stresinin monitorizasyonunda tek saperon olsada, ER stresinde
bircok saperon koordineli olarak calisir. Boylece ER saperonlarinin temel islevi
olgunlasmamis proteinlere baglanmak ve agregasyonlarmi engellemek, eger ER igin
normal fizyolojik durumlar saglayabilirlerse bu proteinlerin tekrar katlanmalarini
saglamaktir. Gegici stres durumlarinda saperonlar proteinleri tutar ve stres gegtikten sonra
proteinlere tekrar katlanma sansi verir. Memeliler normal fizyolojilerinin bir pargasi olarak
kan sekeri degisiklikleri ve toksinlere maruziyet gibi gegici streslerle siirekli karsilasirlar.
Bu gegici stresler farmakolojik olarak indiiklenen durumdan daha fizyolojiktir. Bu
islemlere ragmen hala hatali olan proteinler ERIPY yolag1 araciligiyla peroksizomlarda
yikilir.

Stres sirasinda ER iligkili yikim sirasinda ER saperonlarinin oynadigi roller,
olasilikla normal fizyolojik durumlarda olan olaylarin aynisi, fakat normal fizyolojik
durumlarindakine gore daha abartilidir. BIP memeli hiicrelerinde ER iligkili substratlara
baglanir ve yikimin oranlarini kontrol eder ve sonucta “calnexinle” BIP sirasiyla hedef
proteinleri tanir ve isaretler.

Stres uzamasit durumunda hasar c¢ok siddetli olur ve homeostaz diizeltilemezse
ER’da mutant proteinler birikir ve ER’da bulunan kaspaz-12 proteinini i¢eren apoptotik
yol aktive edilir. Kaspaz-12’nin aktivasyonunun mekanizmasi hakkinda c¢ok az bilgi
mevcuttur. Apoptotik hiicre 6liimiinde kaspaz yolunun aktivasyonu santral rol oynar (71).
ER stresi sirasinda katlanmamig protein cevabinda proksimal etkileyici olan Ire-la’nin

aktivasyonu apoptozisde santral rol oynayan TRAF-2 adaptor proteininde toplanir ve
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apoptotik Oliime yol acan JNK yolunu veya anti-apoptotik NF-kB yolunu aktive eder.
Ayrica IRE-1 direk olarak da kaspaz-12’nin aktivasyonunu artirarak apoptozise neden olur.
Hiicrenin apoptozise gidip gitmeyecegi bu iki yolak arasindaki etkilesime baglidir. NF-xB
kaspaz yolagini baskilar ve JNK aktivitesini azaltir (72). TRAF-2, JNK yolunu uyararak
prokaspaz-12’yi aktive eder (73). Sonug¢ olarak ER stresi sirasinda kaspaz-7 ER
membranina dogru yer degistirir ve daha ileri asamada ayrilma ve aktivasyonu kaspaz-12
ile iligki kurmasini saglar. Tiim bunlar apoptotik kaspaz zincirini harekete gecirir. Ancak
JNK ve NF-kB arasinda TRAF-2 reseptorii tarafindan se¢imin nasil ve ne zaman yapildig:
belirsizdir. BIP kaspaz-7 ve 12’nin serbestlesmesini ve aktivasyonunu baskilayarak anti-
apoptotik ozellik gosterir (62). Hiicre kiiltiirii caligmalarinda bu anti-apoptotik etki ilk 24
saatte hiicreyi korurken, 24. saatten sonra stres uzuyorsa kaspaz aktivitesi baskin gelmeye
baslamaktadir. Uzamis streste BIP-kaspaz-7/kaspaz-12 kompleksinin proteolitik
parcalanmasi aktif kaspaz-12’nin salinmasina neden olur. Kaspaz zincirinin aktivasyonunu
kaspaz-9, Apaf-1, sitokrom-c ve (d)ATP gibi apoptozomlar kolaylastirir. BIP-kaspaz-12
kompleksinde bulunan (d)ATP bu inhibitér kompleksin parcalanmasina neden olur (7).
PERK/ATF-4-CREB, IRE-1/XBP-1 ve ATF-6 direk ve XBP-1 araciligityla CHOP gen
aktivasyonunu artirarak baska bir yoldan apoptozise neden olur. CHOP, ER’da lokalize
antiapoptotik 6zellikteki Bcl-2’nin transkripsiyonunu baskilar ve bu yolla yine kaspaz
zincirini aktive ederek apoptozise neden olur (74). BIP, IRE-1/TRAF-2, PERK/CHOP
kompleksleri ve kaspaz zinciri arasindaki etkilesimler hiicrenin 6liimii yada yasamasini
kontrol ediyor gortinmektedir. Birkac¢ apoptozisi indiikleyen yol tanimlanmasina ragmen
ER stresinin uyardigi apoptozisin mekanizmasi tam olarak ag¢iklanamamistir. Mesela
apoptozisin indiiklendigi gerekli esik degeri, proapoptotik yollarin ilerlemesi hangi noktada

geri doniisiimsiiz oldugu bilinmemektedir (Sekil-4).
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Sekil 4: UPR ile kontrol edilen apoptotik yollar

2.2.5. Endoplazmik Retikulumda Proteinlerin Birikimini Iceren Hastaliklarda
Katlanmamis Protein Cevabr Hastalik Durumunu Gostermede Tanisal Bir Belirtec

Olabilir:

Diisiik diizeyli Okaryotlarda yapilan ¢aligmalarda UPR’nin artmasi hiicrenin
varligint stirdiirmesinin gerekliliginden dolay1r BIP hiicre yasami icin esastir (75, 76).
Hiicresel diizeyde BIP ve diger saperonlar protein sekresyonunun negatif sonuglarini
diizeltirler ve BIP diizeylerinin artmasi veya azalmasi stres kosullarinda hiicre biiyiimesi

veya yasami i¢in zararlt durumlarin bir gostergesi olmaktadir (77, 78).

2.2.6. Otoimmiin Hastaliklarda BIP Saperonu:

HSP-72 ekspresyonu Graves, HT hastalarinin tiroid dokusunda gosterilmistir (8, 9).
Otiroid HT, hipertiroid Graves hastaliginda HSP72 reaktivitesi varken toksik veya 6tiroid
multinodiiler guvatr ve kontrol grubunda bu goézlenmemistir. Organ spesifik otoimmiin
stirecle etkilenen tiroid dokusunda HSP72’nin varliginin olast bir agiklamasi olarak kronik
hiicresel stres gosterilmektedir (10). Tirositten HSP72 ekspresyonun otoimmiin tiroid

hastaligindaki kronik stres ortamindan kaynaklanip kaynaklanmadigi veya gelisen
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otoimmiin siirecin erken bir bulgusu olup olmadigi veya hastalig1 tetikleyip tetiklemedigi
ayirt edilememis (79). BIP’le otoimmiinite iliskisinin ayrintilar1 agik degildir. HSP
ekspresyonunun otoimmiin tiroid hastaliklarinin  etyolojisindeki rolii veya HSP
ekspresyonunun hastaligin bir sonucu olup olmadigi su an bilinmemektedir.

BIP, ER’da olduk¢a fazla miktarda bulunan bir proteindir. Son zamanlardaki
calismalar RA’in patogenezinde BIP’e spesifik otoimmiinitenin rolii oldugunu
distindiirtmektedir. RA’li hastalarin  %30-60’1nda Anti-BIP otoantikorlar1 T hiicre
otoreaktivitesiyle ayni diizeyde saptanmustir (19, 80). Bodman-Smith ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada, RA’li hastalarin serumlarinda ve sinovyal sivilarinda otoimmiin
olmayan artritli ve kontrol hastalarina gore serumda BIP’e karsi olusturulan antikor
diizeyleri anlamli olarak yiiksek saptanmis. Ancak RA’le iliskili antikorlarla Anti-BIP
diizeyleri arasinda herhangi bir baglanti kurulamamistir. Ayrica RA baglangicindaki
hastalarda antikor diizeyleri daha ileri donemdeki RA’li hastalara gore daha yiiksek
saptanmustir (18). Bu ¢alismada, Anti-BIP antikorlarinin BIP diizeylerini azaltarak BIP’in
inflamatuvar  olaylardan ve apoptozisten koruyucu etkisinin bloke edildigi
diisiiniilmektedir. Zaten ayni grubun deneysel bir calismasinda BIP’le tedavi edilen
ratlarda kollajenin indiikledigi artrit olusumuna direng gdzlenmistir (19).

Birka¢ c¢alismada RA’de otoimmiin tiroid hastaligi riski artmistir (81, 82). Bu
bilgiler RA’le otoimmiin tiroid hastaliklar1 arasindaki iligkiyi desteklemektedir. CTLA-4
poliformizmiyle RA arasinda olan iliskinin benzer sekilde otoimmiin tiroditle olmasi
nedeniyle bu iligkiye sasirmamak gerekiyor (37).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalardan birinde hiicre kiiltiiriine katilan BIP IL-10
yapimuni uyarmistir (83). Klonlanan CD8+ BIP spesifik T hiicrelerin IL-4 ve IL-5 {irettigi
de gozlenmistir (84). Bu gozlemler BIP’in immiin modiilator oOzelliklerini ortaya
koymustur. BIP’in RA’deki koruyucu etkisi Th-2 sitokin iiretimini uyarmastyla iliskilidir.
CTLA-4 ekspresse eden T-lenfositler, diger T-lenfositleri baskilarlar. CTLA-4’iin
ekspresyonu icin iki tane CD-8+ BIP’e yanit veren klon incelenmistir. Bunlardan biri
sitoplazmik olarak ekspresse edilir. Sonug¢ olarak BIP’e cevap veren Th lenfositler immiin
sistem lzerinde diizenleyici etkiye sahip goriinmektedir (84). Farelerde verilen BIP
tedavisi kollajenin indiikledigi RA’in olusumunu engellemistir (19). RA’de gézlenen Anti-
BIP antikorlar1 bu immiin modiilasyonu bozuyor olabilir.

BIP tedavisi RA indiiklenen deneysel ¢aligmalarda RA aktivasyonunu baskilamistir
(19). Bir elF2a inhibitorii olan (PERK benzeri) Salubrinal ise ER iizerindeki yiikii, protein

sentezini azaltarak hafifletmektedir. Bu kiiciik molekiil hala deneysel asamada olup
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diyabet, HIV, norodejenerasyon, iskemi gibi durumlarda faydali olabilecegi
distiniilmektedir (85).

Ozet olarak ER saperonlarinin ER fonksiyonlarini kontrol ettigine dair ¢ok sayida
calisma vardir. BIP protein katlanmasin1 etkileyen ER ortamindaki hiicresel
mekanizmalarda santral rol oynamaktadir. Protein katlanmasindaki basamaklarin
proksimal olaylarinda gorev almaktadir. Bunun yaninda olasilikla stresin ortadan
kalkmasindan sorumludur. Stresin uzamasi1 ve katlanmamis veya mutant protein
agregasyonlart artik katlanmamig protein cevabi kapasitesini astiginda apoptotik yollar
devreye girmektedir. Antiapoptotik etkisi olan BIP saperonuna karsi olusan antikorlar

HT’nde olusan apoptozisin mekanizmasinda rol oynayabilir.
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3. HASTALAR ve YONTEM

3.1. Hastalar:

Calismaya 2006 ile 2007 yillar1 arasinda Baskent Universitesi Hastanesi
Endokrinoloji poliklinigine basvuran 99 hasta calismaya dahil edildi. Kontrol grubu (grup
1) 37 saglikli goniilliiniin verdigi serumlardan olusturuldu. Otoimmiin tiroiditli hastalarin
20 dtiroid otoimmiin tiroidit (grup 2), 27 subklinik hipotiroidi (grup 3), 15 hipotiroid HT
(grup 4) olmak tizere 62 hastadan olusmaktaydi.

Hashimoto tiroiditli hastalarda tani, Anti-tiroid peroksidaz, Anti-tiroglobulin, TSH,
sT4, tiroid ultrasonografi ve klinik bulgulariyla konuldu. Hi¢bir hastada enfeksiyoz veya
otoimmiin bir hastalik yok idi. Gene ¢aligmaya dahil ettigimiz hastalarda herhangi bir ilag
kullanma 6ykiisii yok idi. Hipotiroidili hastalarda TSH yiiksek, sT4 diisiiktii, sT3 diisiik
veya normal simirlar i¢inde idi. Subklinik hipotiroidili hastalarda TSH ytiksek, sT4-sT3
diizeyleri normal seviyelerde idi. Otiroid hastalarda TSH, sT4, sT3 diizeyleri normal
seviyelerde idi. Her 3 gruptada Anti-tiroid peroksidaz ve Anti-tiroglobulin antikorlarindan
birisi veya herikisi birden yiiksek idi. Otoimmiin tiroiditli hastalarin % 75’inde tiroid
ultrasonografisi hipoekoik patern gostermekteydi.

Kontrol grubundaki hastalarda da herhangi bir enfeksiy6z, otoimmiin hastalik, ilag
kullanim1 o6ykiisii yoktu. Hastalarin TSH, sT3, sT4, Anti-tiroid peroksidaz, Anti-
tiroglobulin diizeyleri ve tiroid ultrason goriintiileri normaldi.

Kan ornekleri pithtilagma siiresi ardindan 3000 rpm de 15 dk santrifiij edildikten
sonra serumlar ayrilarak hormon diizeyleri ve Anti-tiroglobulin hemen ¢alisilirken Anti-

tiroid peroksidaz ve Anti-BIP toplu olarak ¢aligilmak iizere —70 °C’de saklandi.

3.2. Tiroid Hormonlarimin ve Anti-tiroglobulin Cahisilmasi:

Tiroid fonksiyonlarin1 degerlendirmek i¢in, sT3, sT4, TSH seviyeleri ve Anti-
tiroglobulin kemiliiminisan enzim immunoassay yontemiyle BioDPC, USA kitleri
kullanilarak hormon analizorii (Immulite One) araciligiyla dlgildii.

Serum sT4, sT3, TSH, anti-tiroglobulin, diizeyleri kemiliiminesans yodntemiyle
Immulite ONE analizoriinde ( DPC, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA )
ol¢iildii. TSH calismasinda iiciincii jenerasyon kiti kullanilmis olup, analitik duyarlilig:

0,004 plU/ml, referans araligi 0.4-4 pulU/ml olarak kabul edildi. ( Dongii i¢ci CV: %3,8,
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dongiiler aras1 CV: %4,6 ) sT3 ve sT4 icin referans aralig1 sirastyla 1.8-4.2 pg/ml, 0.8-1.9
ng/dl’dir. Anti-Tg i¢in referans araligi 0-40 IU/ml’dir.

3.3. Anti- tiroid peroksidaz Cahisilmasi:

Indirect immunofluorescence (IFA) metodu yéntemiyle ¢alisildi (Euroimmun,
Germany). 1/100 titrasyondan itibaren 1/320 ve 1/1000 titrasyon ile degerlendirme

yapilmistir. 1/100 degerinin altindaki titrasyonlar negatif olarak degerlendirilmistir.

3.4. Anti-BIP ELISA Cahsmasi:

ELISA plaginda her bir kuyucuk pH 8,2 10 ug/ ml BIP icerecek sekilde hazirlanan
tampon ile kaplandi. Spesifik olmayan baglanmalari 6nlemek amaciyla %10 goat serum
eklendi. Plak iistii kapali sekilde 24 saat oda 1sisinda bekletildikten sonra 1/100 diliie
edilmis hasta serumlar1 eklenerek bir gece +4°C’de bekletildi. Her bir kuyucuga %1 bovine
serum ve %0,05 Tween 20 eklenmis 1/20000 PBS tampon i¢inde konjugat eklendi. Son
asamada 3,3°,5,5’ tetrametil benzidin (TMB) eklenmesi ile renk olusumu gozlendi. Plak

450 nm de okutularak hasta ve kontrol 6rnek absorbanslar1 kaydedildi.
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3.5. Istatistik Degerlendirme:

[statistik analiz igin Windows tabanli SPSS programi (11.0 versiyon, Chigago, IL )
kullanildi. Normal dagilan veriler i¢in gruplararasi farklari test etmede varyans analizi
yontemi kullanilmustir. Istatistiksel anlamliligin hangi iki grup arasinda oldugunu test
etmede post-hoc test olarak Tukey testi kullanilmistir. Normal dis1 dagilan veriler icin
gruplararas1 farklar1 test etmede Kruskal-Wallis testi kullamlmustir. ikili grup

karsilagtirmalart Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR:

Saglikli goniilliilerin olusturdugu kontrol grubu 37 hastadan olusturuldu. HT’li
hastalarin  20’sini  Otiroid otoimmiin tiroiditli, 27’sini subklinik hipotiroidili, 15’ini
hipotiroid HT’li hasta gruplarindan olmak iizere 62 hastadan olusturuldu. Bazal
degerlendirmede dort grup arasinda yas, cinsiyet, degerleri arasinda farklilik yoktu.
Hastalarin 6zellikleri Tablo 2’de verilmistir.

Grup 2,3,4’tin grup-1 ve kendi aralarinda Anti-BIP diizeyleri acisindan
kiyaslandiginda herhangi bir fark saptanmadi (p=0,889). Gruplarin Anti-BIP diizeyleri

acisindan karsilastirilmasi sekil-5’de verilmistir.
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Tablo 2: Hastalarin genel 6zellikleri

Hasta

. Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 P
Ozellikleri P P P P

Cinsiyet

K/E 31/6

19/1 23/4 14/1 AD

Yas

32,27+8,47 34,90+11,86  38,56+11,18

38,93+10,46  AD
(y)

TSH

(0.4-4 1,43+0,89 11,96+0,90

13,12£13,95  47,19+£33,92 <0,001
plU/ml)

sT4

(0.8-1.9 1,325+0,22 1,20+0,16

1,04+0,21 0,51+0,09  <0,001
ng/dl)

sT3

(1.8-4.2 2,78+0,54 2,96+0,68

2,87+0,62 2,39+0,71 AD
pg/ml)

Anti-TPO 0 770,53+403,1 842,86+311,5 740,0+436,9 <0,001

AntiTg

(0-40  27.59+12,57  288,71%350,2 3458436441 549,3+427,5 <0,001
[U/ml)

Anti-BIP 0,28+0,09 0,28+0,09 0,30+0,84 0,29+0,12 AD

Kisaltmalar: grup 1: kontrol grubu, grup 2: étiroid otoimmiin tiroidit, grup 3: subklinik hipotiroidi, grup 4:
hipotiroid HT, K: kadin, E: erkek, AD: anlaml degil.
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N= 37 20 27 15
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4

Sekil 5:Gruplar aras1 Anti-BIP diizeylerinin karsilastirmast
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5. TARTISMA:

Hashimoto tiroiditi ilk defa 1912 yilinda Hashimoto tarafindan tiroid yikimi olarak
gbzlemlenirken, bu yikimdaki apoptotik siire¢ 1995 yillarinda farkedilmeye baslanmistir
(38, 39). Giardino ve arkadaslari, 1997°de tiroidin inflamatuvar hiicrelerce inflitrasyonu
durumlarinda Fas ve FasL’nin ekspresyonunun tiroid hiicrelerini apoptozise gotiirdiiklerini
gostermistir (16). Fas, FasL’na baglandiginda sitotoksik sinyal dizisi baslar ve olusan Fas-
FADD-FLICE/kaspaz-8 kompleksi hiicre 6liimiinii uyaran sinyal kompleksini tamamlar ve
kaspaz zincirini aktive ederek tirositlerin apoptozisine yol agar. (17). Tiroid hiicrelerinin
reseptor aracili apoptotik yikimina yol agan diger bir yolak da TRAIL dir. TRAIL, tiroid
follikiiler hiicrelerinde reseptorleri bulunan ve FasL’1 ile 6nemli derecede homoloji
gosteren bir 6liim ligandidir. TRAIL yolagi da Fas yolagina benzer sekilde kaspaz zincirini
aktifleyerek apoptozise neden olur (15).

Stres  durumlarinda BIP  katlanmamis proteinlerle baglanarak, onlarin
agregasyonunu Onler ve katlanmalarina yardimct olur. Bu arada katlanmamis proteinler
tarafindan tutulan BIP’in ATF-6, IRE-1 ve PERK’in limendeki kisminlarindan ayrilmasi
gerceklesir (3). Tiroid hiicrelerinde TSH uyarisiyla UPR yolaklarindan PERK ve ATF-
6’nin aktivasyonu gosterilmistir. Fakat ayn1 ¢alismada IRE1 aktivitesi gosterilememistir.
Yine bu calismada PERK/ATF-4/CHOP yolagimin aktiflestigi gosterilmistir (86). Stres
uzamast durumunda hasar ¢ok siddetli ve homeostaz diizeltilemezse ER’da mutant
proteinler birikir ve ER’da bulunan kaspaz-12 proteinini igeren apoptotik yol aktive edilir
(4). PERK/ATF4-CREB, IRE-1/XBP-1 ve ATF-6 direk ve XBP-1 araciligryla CHOP gen
aktivasyonunu artirarak kaspaz zincirini aktive ederek apoptozise neden olur (74).

ER stresine cevap olarak BIP’in agir1 ekspresyonu hiicreleri apoptozisten korur
(61). BIP kaspaz inaktivasyonu ve su an bilinmeyen diger mekanizmalarla apoptozisi
engelleyici etki gosterir (62). Boylece patolojik durumlarda hiicreyi ER stresinden koruyan
temel koruyucu mekanizmay1 olusturarak organlar1 korur (63).

Tiim bu bilgilerden yola ¢iktigimizda HT nin apoptozisle iligkili patogenezinde yer
alan FasL, TRAIL, ve ER’da BIP’in kontrol altinda tuttugu saperonlar (ATF-6, IRE-1,
PERK) ve BIP’in bu yollardan farkli olarak direk etkisi sonucunda apopotozis siirecindeki
yolaklar kaspaz zincirinin aktivasyonu yada inaktivasyonunda birlesmektedir.

Birka¢ ¢alismada RA’de otoimmiin tiroid hastaligi riski artmistir (81, 82). Bu
bilgiler RA’le otoimmiin tiroid hastaliklar1 arasindaki iliskiyi desteklemektedir. CTLA-4

poliformizmiyle RA arasinda olan iliskinin benzer sekilde otoimmiin tiroditle olmasi
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nedeniyle bu iliskiye sasirmamak gerekiyor (37). Bodman ve arkadaslarinin yaptigi
calismada RA’de baslangic evresinde daha belirgin olmak tizere BIP e kars1 olusan antikor
diizeyleri kontrol grubuna gdre daha belirgin olarak yiiksek ¢ikmigtir (18).

Bizim teorimiz HT’ndeki otoimmiin siiregte apoptotik olaylarda Anti-BIP
antikorlarmin katkida bulunabilecegi yoniindeydi. Ancak, bizim g¢alismamizda kontrol
grubuyla HT nin 6tiroid, subklinik ve asikar hipotiroid evrelerini igeren gruplar arasinda
Anti-BIP diizeyleri agisindan fark saptanmamistir. Bu durum Anti-BIP antikorlarinin en
azindan serum diizeyinde HT’ndeki apoptozisle ilgili olaylarla iliskisiz oldugunu
gostermektedir.

Gruplar arasinda tiroid antikor diizeylerine gore degerlendirdigimizde de Anti-BIP
diizeyleri acisindan kontrol grubuyla fark saptamadik. Bodman ve arkadaslarinin yaptigi
calismada da RA antikorlariyla Anti-BIP diizeyi arasinda iligki saptanmamuistir (18).

Tiroid dokusu diizeyinde yapilan ¢alismalar ER stresinin otoimmiin siirecte arttigini
diistindiirtmektedir (10). Serumda bu antikorlarin varligin1 gésterememizin bir sebebi doku
diizeyindeki anti-BIP antikorlarinin artisinin seruma yansiyacak diizeyde olmayip daha
lokal bir aktivasyon olmasina bagli olabilir.

Hashimoto tiroiditini 6tiroid, subklinik ve asikar hipotiroid alt grublarina
bolmemizin sebebi, hastalik aktivitesi a¢isindan farkli donemleri degerlendirmek
istememizdir. Fakat gruplarla kontrol veya gruplarin kendi aralarinda Anti-BIP diizeyi
acisindan herhangi bir farklilik saptamadik. Bodman ve arkadaslart RA’in baslangic
evresinde Anti-BIP antikorlarini daha ytliksek bulmuslardir (18).

Tiroid hiicrelerinde TSH’nin uyarisiyla tiroglobulin sentezinin artis1 ve bununla
birlikte ER saperonlarindan BIP’in arttig1 bilinmektedir. Fizyolojik kosullarda BIP
tiroglobunin erken polipeptid katlanma déneminde énemli rol oynar. Ozellikle tiroglobulin
agregatlar1 ve katlanmamis tiroglobulin monomerlerine baglanarak tiroglobulinin ER’dan
transportu i¢in gerekli ii¢ boyutlu protein haline gelmesini saglar (87). Bizim ¢alismamizda
hipotiroid ve subklinik hipotiroidili hastalarda TSH’ nin yiiksek olmasina ragmen BIP’e
kars1 antikor diizeyini kontrol grubundan farkli bulmadik.

BIP supressor T hiicrelerin uyarilmasini saglar. Bu immiin cevap immiin
hiperreaktivitenin ve cevabin baskilanmasini saglar (14). HT’ndeki CTLA-4’le ilgili
mutasyonlarda da supressor T hiicre cevabi bozulmustur. Bizim ¢alismamizda Anti-BIP
antikorlarin1 gosteremeyisimiz HT ndeki supressér T hiicre disfonksiyonuyla Anti-BIP

antikorlarinin iligkisiz oldugunu diistindiirtmektedir.
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Hashimoto tiroiditinde tiroglobulin, tiroid peroksidaz, NIS, TSH resptoriine antikor
gelistigi gibi tiroid dokusunda ekspresse edildigi gosterilen BIP’e karsida benzer sekilde
antikor gelisebilecegi diisiiniilmiistii. Ancak HT’li hastalarin serumlarinda kontrol grubuna
gore Anti-BIP farkliligini gosteremedik.

BIP/GRP78, ER stresiyle iligkili apoptotik yollarda ve supressor T hiicre vasitasiyla
sitotoksik T hiicre aracili hiicre yikiminda baskilayict 6zellikleriyle hiicreyi koruyucu
ozellikler tasimaktadir. Bizim hipotezimiz HT’nde BIP’e karsi olusacak antikorlarin bu
koruyucu etkiyi ortadan kaldirabilecegi yoniindeydi. Tiroid hiicrelerinde BIP aktivasyonu
gosterilmesine ragmen bizim calismamizda HT’li hasta alt gruplarinda Anti-BIP diizeyi
kontrol grubundan farkli bulunmamistir. Bu durum HT’nde apoptozis ve/veya T hiicre
cevabiyla BIP’e karsi olusan antikorlarin iligskisiz oldugu veya serumda tespit

edilemeyecek diizeylerde oldugunu diisiindiirtmektedir.

28



6. KAYNAKLAR:

1. Dayan CM, Daniels GH. Chronic autoimmune thyreoiditis. N Engl J Med 335: 99-107,
1997.
2. Rapoport B. Pathophysiology of Hashimoto’s thyroiditis and hypothyroidism. Annu
Rev Med 42: 91-96, 1991.
3. Schroder M, Kaufman RJ. ER stress and the unfolded protein response. Mutat Res 569:
29-63, 2005.
4. Nakagawa T, Zhu H, Morishima N, Li E, Xu J, Yankner BA, Yuan J. Caspase-12

10.

11

12.

13.

14.

15.
16.

17.

mediates endoplasmic-reticulum-specific apoptosis and cytotoxicity by amyloid-beta.
Nature 403: 98—103, 2000.

Kaufman RJ. Stress signaling from the lumen of the endoplasmic reticulum:
coordination of gene transcriptional and translational controls. Genes Dev 13: 1211-
1233, 1999.

Sherman MY, Goldberg AL.Cellular defenses against unfolded proteins: a cell
biologist thinks about neurodegenerative diseases. Neuron 29: 15-32, 2001.

Rao RV, Peel A, Logvinova A, Del Rio G, Hermel E, Yokota T, et al. Coupling
endoplasmic reticulum stress to the cell death program: role of the ER chaperone
GRP78. Febs Lett 514: 122-128, 2002.

Kohno K, Normington K, Sambrook J, Gething M-J, Mori K. The promoter region of
the yeast KAR2 BiP gene contains a regulatory domain that responds to the presence
of unfolded proteins in the endoplasmic reticulum. Mol Cell Biol 13: 877-890, 1993.

Zhao L, Ackerman SL. Endoplasmic reticulum stres in health and disease. Current
opinion in cell Biol 18: 444-452, 2006.

Young RA. Stress proteins and immunology. Annu Rev Immunol 8: 401-420, 1990.

.Kim PS, Bole D, Arvan P. Transient aggregation of nascent thyroglobulin in the

endoplasmic reticulum: relationship to the molecular chaperone, BiP. J Cell Biol 118:
541-549, 1992.

Jamora C, Dennert G, Lee AS. Inhibition of tumor progression by suppression of stress
protein GRP78/BiP induction in fibrosarcoma B/C10ME. Proc Natl Acad Sci U S A
93: 7690-7694, 1996.

Melnick J, Argon Y. Molecular chaperones and the biosynthesis of antigen receptors.
Immunol Today 16: 243-250, 1995.

Blass S, Union A, Raymackers J, Schumann F, Ungethum U, Muller-Steinbach S, De
Keyser F, Engel JM, Burmester GR. The Stress Protein BiP Is Overexpressed and Is a
Major B and T Cell Target in Rheumatoid Arthritis. Arthitis & Rheumatism 44: 761—
771, 2001.

Eguchi K. Apoptosis in autoimmune diseases. InternMed 40: 275-284, 2001.

Giordano C, Stassi G, De Maria R, Todaro M, Richiusa P, Papoff G, Ruberti G,
Bagnasco M, Testi R, Galluzzo A. Potential involvement of Fas and its ligand in the
pathogenesis of Hashimoto's thyroiditis. Science 275: 960-963, 1997.

Phelps E, Wu P, Bretz J, Baker JR. Autoimmune thyroid disease. Endocrinol Metab
Clin North Am 29: 375-388, 2000.

29


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15603751&ordinalpos=22&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=10346810&ordinalpos=12&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11182078&ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11943137&ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=2188668&ordinalpos=220&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=1353499&ordinalpos=13&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jamora%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Dennert%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lee%20AS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Proc%20Natl%20Acad%20Sci%20U%20S%20A.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Melnick%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Argon%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Immunol%20Today.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11315915&ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11315915&ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=9020075&ordinalpos=8&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=9020075&ordinalpos=8&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Bodman-Smith MD, Corrigall VM, Berglin E, Cornell HR, Tzioufas AG, Mavragani
CP, Chan C, Rantapaa-Dahlqvist S, Panayi GS. Antibody response to the human stres
protein BIP in rheumatoid arthritis. Rheumatology 43: 1283-1287, 2004.

Corrigall VM, Bodman-Smith MD, Fife MS, Canas B, Myers LK, Wooley P, Soh C,
Staines NA, Pappin DJ, Berlo SE, van Eden W, van Der Zee R, Lanchbury JS, Panayi
GS. The human endoplasmic reticulum molecular chaperone BiP is an autoantigen for
rheumatoid arthritis and prevents the induction of experimental arthritis. J Immunol
166: 1492-1498, 2001.

Hamburger JI. The various presentations of thyroiditis. Diagnostic considerations. Ann
Intern Med 104: 19-224, 1986.

Farwell AP, Braverman LE. Inflammatory thyroid disorders. Otolaryngol Clin North
Am 29: 541-556, 1996.

Nossal GJ, Pike BL. Evidence for the clonal abortion theory of B-lymphocyte
tolerance.J Exp Med 141: 904-917, 1975.

Volpe R, Ilitaka M. Evidence for an antigen-specific defect in suppressor T-
lymphocytes in autoimmune thyroid disease. Exp Clin Endocrinol 97: 133-138, 1991.

Pearce EN, Farwell AP, Braverman LE. Thyroiditis. N Engl J Med 348: 2646-2655,
2003.

Weetman AP. Autoimmunity and endocrinology. Exp Clin Endocrinol Diabetes 107:
63-66, 1999.

Prentice LM, Phillips DI, Sarsero D, Beever K, McLachlan SM, Smith BR.
Geographical distribution of subclinical autoimmune thyroid disease in Britain: a study
using highly sensitive direct assays for autoantibodies to thyroglobulin and thyroid
peroxidase. Acta Endocrinol 123: 493-498, 1990.

Hollowell JG, Staehling NW, Flanders WD, Hannon WH, Gunter EW, Spencer CA,
Braverman LE. Serum TSH, T4 and thyroid antibodies in the United States population
(1988 to 1994): National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES III). J
Clin Endocrinol Metab 87: 489-499, 2002.

Vanderpump MP, Tunbridge WM, French JM, Appleton D, Bates D, Clark F, Grimley
Evans J, Hasan DM, Rodgers H, Tunbridge F, Young ET. The incidence of thyroid
disorders in the community: a twenty-year follow-up of the Whickham Survey. Clin
Endocrinol 43: 55-68, 1995.

Tunbridge WMG, Evered DC, Hall R, et al. The spectrum of thyroid disease in a
community: The Whickham survey. Clin Endocrinol 7: 481493, 1977.

Canaris GJ, Manowitz NR, Mayor G, Ridgway EC. The Colorado thyroid disease
prevalence study. Arch Intern Med 160: 526534, 2000.

Parle JV, Franklyn JA, Cross KW, Jones SC, Sheppard MC. Prevalence and follow-up
of abnormal thyrotrophin (TSH) concentrations in the elderly in the United Kingdom.
Clin Endocrinol 34: 77-83, 1991.

Kabadi UM. Subclinical hypothyroidism. Natural course of the syndrome during a
prolonged follow-up study. Arch Intern Med. 153: 957-961, 1993.

Endo T, Kaneshige M, Nakazato M, Kogai T, Saito T, Onaya T. Autoantibody against
thyroid iodide transporter in the sera from patients with Hashimoto's thyroiditis

30


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15252212&ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15252212&ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11160188&ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11160188&ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11160188&ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=47889&ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=1833214&ordinalpos=9&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=12826640&ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=8912659&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

possesses iodide transport inhibitory activity. Biochem Biophys Res Commun 228:
199-202, 1996.

Endo T, Kogai T, Nakazato M, Saito T, Kaneshige M, Onaya T. Autoantibody against
Na+/I- symporter in the sera of patients with autoimmune thyroid disease. Biochem
Biophys Res Commun 224: 92-95, 1996.

Hall R, Owen SG, Smart GS. Evidence for genetic predisposition to formation of
thyroid autoantibodys. Lancet 2: 187-188, 1964.

Allahabadia A, Gough SCL. The different approaches to the genetic analysis of
autoimmune thyroid disease. J Endocrinol 163: 7-13, 1999.

Kotsa K, Watson PF, Weetman AP. A CTLA-4 gene polymorphism is associated with

both Graves disease and autoimmune hypothyroidism. Clin Endocrinol 46: 551-554,
1997.

Kotani T, Aratake Y, Hirai K, Fukazawa Y, Sato H, Ohtaki S. Apoptosis in thyroid
tissue from patients with Hashimoto's thyroiditis. Autoimmunity 20: 231-236, 1995.

Okayasu I, Saecgusa M, Fujiwara M, Hara Y, Rose NR. Enhanced cellular proliferative
activity and cell death in chronic thyroiditis and thyroid papillary carcinoma. J Canc
Res and Clin Oncol 121: 746-752, 1995.

Bretz JD, Baker JR. Apoptosis and autoimmune thyroid disease: following a TRAIL to
thyroid destruction? Clin Endocrinol 55: 1-11, 2001.

Palazzo FF, Hammond LJ, Goode AW, Mirakian R. Death of the autoimmune
thyrocyte: is it pushed or does it jump? Thyroid 10: 561-572, 2000.

Stassi G, Zeuner A, Di Liberto D, Todaro M, Ricci-Vitiani L, De Maria R. Fas-FasL in
Hashimoto’s thyroiditis. J Clin Immunol 21: 19-23, 2001.

. Andrikoula M, Tsatsoulis A. The role of Fas-mediated apoptosis in thyroid disease. Eur

J Endocrinol 144: 561-568, 2001.

Mclver B, Morris JC. The pathogenesis of Graves’ disease. Endocrinol Metab Clin
North Am 27: 73-89, 1998.

Bretz JD, Rymaszewski M, Arscott PL, Myc A, Ain KB, Thompson NW, Baker JR.
TRAIL death pathway expression and induction in thyroid follicular cells. J Biol
Chem. 274: 23627-23632, 1999.

Bretz JD, Arscott PL, Myc A, Baker JR. Inflammatory cytokine regulation of Fas-
mediated apoptosis in thyroid follicular cells. J Biol Chem 274: 25433-25438, 1999.

Borgerson K, Bretz J, Baker J. The role of Fas-mediated apoptosis in thyroid
autoimmune disease. Autoimmunity 30: 251-264, 1999.

Hammond C, Helenius A. Quality control in the secretory pathway: retention of a
misfolded viral membrane glycoprotein involves cycling between the ER, intermediate
compartment, and Golgi apparatus. J. Cell. Biol 126: 41-52, 1994.

Ellgaard L, Helenius A. ER quality control: towards an understanding at the molecular
level. Curr. Opin. Cell Biol 13: 431-437, 2001.

Kornfeld R, Kornfeld S. Assembly of asparagine-linked oligosaccharides. Annu. Rev.
Biochem 54: 631-664, 1985.

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=8694839&ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=9231050&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11453945&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

. Hebert DN, Foellmer B, Helenius A. Glucose trimming and reglucosylation determine

glycoprotein association with calnexin in the endoplasmic reticulum. Cell 81: 425-433,
1995.

Trombetta SE, Parodi AJ. Purification to apparent homogeneity and partial
characterization of rat liver UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase. J. Biol.,
Chem 267: 9236-9240, 1992.

High S, Lecomte FJ, Russell SJ, Abell BM, Oliver JD. Glycoprotein folding in the
endoplasmic reticulum: a tale of three chaperones? Febs Lett 476: 38—41, 2000.

Parodi AJ. Role of N-oligosaccharide endoplasmic reticulum processing reactions in
glycoprotein folding and degradation. Biochem. J 348: 1-13, 2000.

Sousa MC., Ferrero Garcia MA, Parodi AJ. Recognition of the oligosaccharide and
protein moieties of glycoproteins by the UDPGIc: glycoprotein glucosyltransferase.
Biochem J 31: 97-105, 1992.

Flynn GC, Pohl J, Flocco MT, Rothman JE. Peptide-binding specificity of the
molecular chaperone BiP. Nature 353: 726730, 1991.

Lee AS. The ER chaperone and signaling regulator GRP78/BiP as a monitor of
endoplasmic reticulum stres, Methods 35: 373-381, 2005.

Liberek K, Marszalek J, Ang D, Georgopoulos C, Zylicz M. Escherichia coli DnaJ and
GrpE heat shock proteins jointly stimulate ATPase activity of DnaK. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 88: 874-2878, 1991.

Hohfeld J, Minami Y, Hartl FU. Hip, a novel cochaperone involved in the eukaryotic
Hsc70/Hsp40 reaction cycle. Cell 83: 589-598, 1995.

Chung KT, Shen Y, Hendershot LM. BAP, a mammalian BiP-associated protein, is a
nucleotide exchange factor that regulates the ATPase activity of BiP. J Biol Chem 277:
47557-47563, 2002.

Kaufman RJ. Stress signaling from the lumen of the endoplasmic reticulum:
coordination of gene transcriptional and translational controls. Genes Dev 13: 1211-
1233, 1999.

Reddy RK, Mao C, Baumeister P, Austin RC, Kaufman RJ, Lee AS. Endoplasmic
reticulum chaperone protein GRP78 protects cells from apoptosis induced by
topoisomerase inhibitors: role of ATP binding site in suppression of caspase-7
activation. J Biol Chem 278: 20915-20924, 2003.

Lee AS. The glucose-regulated proteins: stress induction and clinical applications.
Trends Biochem Sci 26: 504-510, 2001.

Uramoto H, Sugio K, Oyama T, Nakata S, Ono K, Yoshimastu T, Morita M, Yasumoto
K. Expression of endoplasmic reticulum molecular chaperone Grp78 in human lung
cancer and its clinical significance. Lung Cancer 49: 55-62, 2005.

Meunier L, Usherwood YK, Chung KT, Hendershot LM. A subset of chaperones and
folding enzymes form multiprotein complexes in endoplasmic reticulum to bind
nascent proteins. Mol. Biol. Cell 13: 4456-4469, 2002.

Molinari M, Galli C, Piccaluga V, Pieren M, Paganetti P. Sequential assistance of
molecular chaperones and transient formation of covalent complexes during protein
degradation from the ER. J. Cell. Biol 158: 247-257, 2002.

32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=12356756&ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Reddy%20RK%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mao%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Baumeister%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Austin%20RC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kaufman%20RJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lee%20AS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Biol%20Chem.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11504627&ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15949590&ordinalpos=11&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15949590&ordinalpos=11&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

McMillan DR, Gething MJ, Sambrook J. The cellular response to unfolded proteins:
intercompartmental signaling. Curr Biol 5: 540-545, 1994.

Ma Y, Hendersot LM. ER chaperone functions during normal and stres conditions. J
Chem Neuroanat 28: 51-65, 2004.

Zhang K, Shen X, Wu J, Sakaki K, Saunders T, Rutkowski DT, Back SH, Kaufman RJ.
Endoplasmic reticulum stress activates cleavage of CREBH to induce a systemic
inflammatory response. Cell 124: 587-599, 2006.

Kim PS, Arvan P. Endocrinopathies in the family of endoplasmic reticulum (ER)
storage diseases: disorders of protein trafficking and the role of ER molecular
chaperones. Endocr Rev 19: 173-202, 1998.

Alnemri ES, Livingston DJ, Nicholson DW, Salvesen G, Thornberry NA, Wong WW,
Yuan J. Human ICE/CED-3 protease nomenclature.Cell 87: 171, 1996.

Mauro C, Crescenzi E, De Mattia R, Pacifico F, Mellone S, Salzano S, de Luca C,
D'Adamio L, Palumbo G, Formisano S, Vito P, Leonardi A. Central role of the scaffold
protein tumor necrosis factor receptor-associated factor 2 in regulating endoplasmic
reticulum stress-induced apoptosis. J Biol Chem 281: 2631-2638, 2006.

Yoneda T, Imaizumi K, Oono K, Yui D, Gomi F, Katayama T, Tohyama M. Activation
of caspase-12, an endoplastic reticulum (ER) resident caspase, through tumor necrosis
factor receptorassociated factor 2-dependent mechanism in response to the ER stress. J.
Biol. Chem 276: 13935-13940, 2001.

Rutkowski DT, Kaufman RJ. A trip to the ER: coping with stress. Trends Cell Biol 14:
20-28, 2004.

Mori K, Ma W, Gething M-J, Sambrook J. A transmembrane protein with a
cdc2qrCDC28-related kinase activity is required for signaling from the ER to the
nucleus. Cell 74: 743-756, 1993.

Mori K, Kawahara T, Yoshida H, Yanagi H, Yura T. Signaling from the ER to the
nucleus: transcription factor with a basic-leucine zipper motif is required for the
unfolded protein-response pathway. Genes Cells 1: 803-817, 1996.

Li L-J, Li V, Ferrario A, Rucker N, Liu ES, Wong S, Gomer CJ, Lee AS.
Establishment of a chinese hamster ovary cell line that expresses grp78 antisense
transcripts and suppresses A23187 induction of both GRP78 and GRP94. J Cell
Physiol 153: 575-582, 1992.

Little E, Lee AS. Generation of a mammalian cell line deficient in glucose-regulated
protein stress induction through targeted ribozyme driven by a stress-inducible
promoter. J Biol Chem 27: 9526-9534, 1995.

Heufelder AE, Goellner JR, Wenzel BE, Bahn RS. Immunohistochemical detection and
localization of a 72-kilodalton heat shock protein in autoimmune thyroid disease. J Clin
Endocrinol Metab 74: 724-731, 1992.

Purcell AW, Todd A, Kinoshita G, Lynch TA, Keech CL, Gething MJ, Gordon TP.
Association of stress proteins with autoantigens: a possible mechanism for triggering
autoimmunity? Clin Exp Immunol 132: 193-200, 2003.

Silman AJ, Ollier WE, Bubel MA. Autoimmune thyroid disease and thyroid
autoantibodies in rheumatoid arthritis patients and their families. Br J Rheumatol 28:
18-21, 1989.

33


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=9570036&ordinalpos=17&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=8861900&ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=8861900&ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mauro%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Crescenzi%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22De%20Mattia%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pacifico%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mellone%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Salzano%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22de%20Luca%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22D'Adamio%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Palumbo%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Formisano%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vito%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Leonardi%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rutkowski%20DT%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kaufman%20RJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Trends%20Cell%20Biol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=1548334&ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=12699405&ordinalpos=15&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=2645007&ordinalpos=8&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Shiroky JB, Cohen M, Ballachey ML, Neville C. Thyroid dysfunction in rheumatoid
arthritis: a controlled prospective survey. Ann Rheum Dis 52: 454-456, 1993.

Corrigall VM, Bodman-Smith MD, Brunst M, Cornell H, Panayi GS. Inhibition of
antigen-presenting cell function and stimulation of human peripheral blood

mononuclear cells to express an antiinflammatory cytokine profile by the stress protein
BiP. Arthritis Rheum 50: 1164-1171, 2004.

Bodman-Smith MD, Corrigall VM, Kemeny DM, Panayi GS. BiP, a putative
autoantigen in rheumatoid arthritis, stimulates IL-10 producing CD8-positive T cells
from normal individuals. Rheumatology 42: 637-644, 2003.

Wiseman RL, Balch WE. A new pharmacology--drugging stressed folding
pathways.Trends Mol Med 11: 347-350, 2005.

Sargsyan E, Baryshev M, Mkrtchian S. The physiological unfolded protein response in
the thyroid epithelial cells. Biochem Biophys Res Commun 322: 570-576, 2004.

Kim PS, Arvan P. Hormonal regulation of thyroglobulin export from the endoplasmic
reticulum of cultured thyrocytes. J Biol Chem 268: 4873-9, 1993.

34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=8323398&ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=16005683&ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15325268&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=8095263&ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

