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KISALTMALAR

BSA ¢ Sigir albumini

Ca 2° : Kalsiyum iyonu

Cyt C ¢ Sitokrom C

DIHPPA : 3,5 diiyodo,4 hidroksi fenil piriivik asid

DIT : Diiyodo tirozin

DNA : Deoksiriboniikleik asid

GU : Guaiacol dnitesi

HIO : Hipoiyodoz asid

H202 : Hidrojen peroksit

Iv : Intravenodz

I12> : Molekil agirligi 125 olan iyocd izotopu
Jr3d : Molekiul adiriigi 131 olan iyod izotopu
I . Iyocdoanyum

I . Iyodir

Ig G : Immunglobulin G

KDa . Kilodalton

LPO : Laktoperoksidaz

MMI . Methimazol

MIT . Momoiyodo tirozin

Mg : Miligram

KADH : Nikotinamid adenin dinikleotid

NADPH : NixXotinamid adenin dinidkleotid fosfat
0D : Optik dansite

PTU : Propiitiocurasil

Sc . Subkutan

TPO : Tiroid peroksidaz

T3 : Triiyodo tironin

T4 s Tetraiyodo tironin

Tg : Tiroglobulin

TSH : Tiroid stimulan hormon

TPA : Tetra dekanoyil forbol asetat

TS Ab : Tiroid stimulan antikor

TAH : Tirolidde acdenomatez hiperplazi:
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1. GIiRIS VE AMAC
Ge¢en son 5 yil tiroid peroksidazin (TPO) in yapisi ve
isleyisi hakkinda biyiik gelismelere tanik olmustur. Enzimin
molekiiler klonlanmasi ile otoimmiin tiroid hastaliklarinda
major mikrozomal antijen oldugu ortaya koyulmustur. Gelecek
vyillarda ise TPO’in genomik regiilasyon mekanizmasi iizerindeki
calismalarla hiicre farklilasmasini saglayan faktsdrlerin
izolasyonu ile tiroid peroksidaz konusuna ilginin artacag:
beklenmektedir. Otoimmiin tiroid hastaliklarinain
etiyolojisindeki roliiniin a¢iklanmasi da iimit edilmektedir.
Rekombinant DNA teknigi kullanilarak buytk miktarda TPO
sentezlenmesi ve X 1sini kristallografisi ile enzimin aktif
bdlgesinde yapilacak calismalarin TPO ile ilgil; sorulara
a¢iklik getirmesi beklenmektedir.
| Tiroid peroksidaz { EC1.11.1.7 ) tiroid hiicresi
subseliiler organel membranlarinda, periniikleer bsdlgede,
endoplazmik retikulumda, golgi cisimciginde ve apikal hiicre
etrafinda yer alan vezikiillerde lokalize olmustur.
Glikozillenmis hemoprotein olan enzim membrandan tripsin
etkisi ile ¢oziilebilir.

TPO iyodotirozinlerin ve tiroid hormonlarainin yapiminda
iyodinasyon ve kupling reaksiyonlarini Kkatalizleyerek ¢ok
cnemli rol oynar. (esitli patolojik sartlarda TPO aktivitesi
degismektedir.Hormon sentezinin yetersiz oldugu benign tiroid
hastaliklaranain, TPO asktivitesinin distkligiine bagli olmadigi
goériilmistiir. Antitiroid ilaglarla tedavi edilen

hipertiroidili hastalarda TPO aktivitesi normallere gdre ¢ok



yiiksektir.

Literatirde diferansiye tiroid Kkanserlerinde uygulanan
metod farklilaiklarina gdre heterojen neticeler elde
edilmisse de biiyik ¢ogunluk normal dokulara gsére TPO
aktivitesinin diistiigiinit hatta tesbit edilebilir aktivite
gdrilmedigini ifade etmektedir. Benign patolojik sartlarda
sadece kanserli dokularda TPO aktivitesi diisiik bulunmustur.

Hormon diizeylerinin normal oldudu sartlardan olaylar:
patolojiye yani hormon sentezinin arttiga hipertiroidi
durumuna veya maligniteye ¢eviren etken sentezin oSnemli
faktérlerinden biri olan TPO olabilir mi ?

Bu calismadaki amacimiz degisik patolojik durumlarda TPO'in
nasil davrandigini tesbit etmek, hormon sentezindeki yerini,
aktivitenin ne zaman hangi sartlarda, nasil degistigini
arastirmak, hormon sentez mekanizmasini tekrar gtzden
gegirmek ve yukardaki soruya cevap aramakti.

Bu ama¢la uzun siireli PTU tedavisi ile hormon sentezi normal
diizeylerde tutulan o&tiroid durumdaki hipertiroidili bir grup
hastanin ve diferansiye tiroid karsinomlu hastalarin tiroid
dokusu TPO aktiviteleri Guaiacol metodu ile. tayin edilerek

tiroid peroksidazin hormon sentezindeki yeri incelendi,



2. GENEL BILGiLER
2.1 TPO'IN GOREVi

TPO‘an tircid glandinda ©®nemli gérevi vardair. Enzim,
hormon sentezinde iki onemli reaksiyonu katalizler (sekil 1).
Oncelikle proteine bagla mono ve diiyodotirozinleri
olusturmak iizere tiroglobiilindeki (Tg) tirozinlerin
iyodinasyonunu katalizler. Her bir Tg molekiilti 40-45 tirozin

baglamistir ve 75 mol iyodiir bu tirozinleri iyodinize

eder (116,63).TPO'1in diger gérevi kupling reaksiyonunu
katalizlemektir. Burada Tg'’deki tirozinler fenoksieter
olusumu ile birleserek tiroid hormonlarini clusturur.
Hormonojenik tirozinler Tg molekiiliiniin amino ve

karboksi terminal bdlgesindeki, yapisi iyi bilinen polipeptid
zincirlerinde olusur (96,65).

Sekil 2’'de tiroid hormonlarinain olusuﬁu gériilmektedir.
iyodiir tiroid hicresine  aktif transport ile tasinir,.
follikiler limeni pasif diftizyon ile gecer. Muhtemelen Oz’
den iiretilen H20:2 lﬁmene membrana badgli elektron transfer
sistemi ile tasainair. Follikiler lﬁpende yiiksek
konsantrasyonda Tg bulunur. intrinsik membran proteini olarak
apikal membran mikrovililerinde yer alan TPO follikiler
limene salinir. Burada tiroid hormonlarini olusturmak iizere
iyodinasyon ve kupling reaksiyonlarina katalizler. TSH
stimiilasyonu ile folikiler limendeki iyodlanmis Tg
endositotik vezikiillerle birlesir. Bu vezikillere fagozom da

denir. Vezikiiller sitoplazmik lizozomlarla fagolizozomlara
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olusturmak iizere birlesir. Fagolizozomlar bazolateral tiroid

membrana dogru hareket ederler. Bu sirada Tg'ler proteolize

ugrar T3,T4 aciga cikar. Serbest tiroid hormonlara
B

kapillerlere difiizyon etmek iizere ekstraseliiler siviya

salainar.

2.2 SAFLASTIRILMASI VE OZELLIKLERI

TPO tiroid membran fraksiyonlarindan tripsin ve deterjan
muamelesi ile ¢ikartilabilir(4,42,110,111).Triptik fragmentte
¢oziinebilen bu iiriin yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir(126)
Son zamanlarda deterjanda ¢8ziinebilen tabii TPO monoklonal
antikor destekli afinite kromatografisi ile hazirlanmistair
{18,77). Tabii TPO immiinolojik calasmalar ig¢in kullanilir ve
tripsin ile c¢oziiniirlestirilmis preperatlara goére daha diistk
katalitik aktivite gosterir (86). L
Katalitik ve immiinolojik aktivitenin her ikisini de g&steren
rekombinant insan TPO’1 eldesi birkag¢ arastarica grup
tarafindan rapor edilmistir{40,48). Her ne kadar bu yolla
kicik miktarlarda aktif TPO hazirlanmissa da bu teknik biiylk
miktarlaran hazirlanabilmesini miimkiin kilacak potansiyele
saﬁiptir.

Tripsin - deoksikolatta ¢é6ziniirlestirilmis domuz TPO'nln
6zellikleri soéyledir:

- Molekiil agarlaigi 900.000

~ Aas10 / Azso = 0.54 _

-Karbohidrat igerigi % 10

-izoelektrik pH = 5.75



-Km (I ), guatr Tg iyodinasyonu o.l1 mol/L
~-Turnover sayisi, guatr Tg iyodinasyonu 1.8 10¢ / @&k

-Turnover saylsi, gualiacol‘un oksidasyonu 7.1 104 / dk
2.3 YAPISI VE MOLERULER BiYOLOJiSi

insan({48,54,58) domuz (59) ve sican (25) TPO amino asid
dizisi cDNA kloning deneyleri ile aciklanmistir.Dizi Sekil 3’
de goriilmektedir.tzellikle molekiliin ilk ticte ikisinde
yiksek homojenite gézlenmektedir.Potansiyel glikozilasyon
bolgeleri gérilmektedir.N-bagli oligosakkaritlerin yeri ve
6zellikleri sadece domuz TPO igin ¢calisilmistar.Domuz TPO ‘2
%10 karbohidrat igerir. 4 veya 5 glikozilasyon bolgesi
gercekte glikozillenmistir.(Asn kalaintilarai 129,277,307 ve
342), oligosakkarit iiniteleri yiliksek-mannos tipindedir.

Sekil 4'te tabii domuz TPO'nin apikal membranda
yonlenmesi goérilmektedir. Bu modelde Tg’'nin iyodinasyonu
apikal membranin luminal bélgesinde olusmaktadir(28). IgG
kapil kolloidal altain partikiilleri kullanilarak yapilan
imminositokimyasal ¢alismalar bu ) orientasyonu
desteklemektedir (82). Daha ileri ¢alismalar yakin tarihlerde
Foti ve ark. tarfindan yapilmistar(34). Sekil 4'te N-bagli
oligosakkaritlerin yerlesimi ve tripsinde ¢éziinlir enzimdeki

kopma noktalari gérilmektedir. Heﬁe baglanma bélgeleri

disiilfit ilmiginde , 561 kalintisinin amino terminal ucunda
yver almistar(110). Kimura ve Ikeda- Saito ise hem demirine

bagli proksimal histidin 407 kalaintisinda oldugunu ileri
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Sekil 3 . 1Insan,domuz ve sigan tiroid peroksidaz amino

asid dizisi (119)

Sekil 4 . Domuz tiroid peroksidazin apikal membranda
orientasyonu,N-bagli oligosakkaritlerin
yerlesimi ve kopma noktalarini g&steren

basit model (119)



stirmistir ‘ (47).

Kimura ve ark. iki tip insan TPO <¢DNA'sa bulmuslardir
(49). En uzun c¢DNA 932 amino asitten olusmus insan TPO-1
clarak tanimlanmistir{sekil 3) . Kisa ¢DNA 57 aminoasitten
olusmustur ve TPO -2 olarak bilinir. Son zamanlarda Elisei ve
arkadaslara: TPO-2'nin normal tiroid dokusunda bulundugunu
ileri sﬁrmﬁslerdir (29). Libert ve ark TPO ve myeloperoksidaz
arasindaki olusum benzerliklerini incelediler (53). TPO'1n
ilk 735 aa’nin esas yapisinin insan myeloperoksidazla %42
oraninda homolog cldugunu gtsterdiler.TPO’'1n C-terminal
uzantisinin 197 aa kalintisi bulundurdugunu ileri sirdiler.
Bu uzanti B848-871 aa arasinda membran baglanma bdlgesi igerir
ve kisa bdlgeler EGF-LDL reseptdr ailesi ve Cs46 - Bz~
glikoprotein ile homoloji g&sterir. Ayrica 510'dan 567'e
kadar olan siralanista TPO, mitokondrial genomda sifrelenmis
polipeptid olan sitokrom C oksidaz ile belirgin homologdur.
Bu gtzlemlere dayanarak Libert ve ark. TPO'nun mozaik
proteinin yeni bir ¢esidinin ornegi olabilecegini ileri
sirdiiler (53).

2.4 IYODINASYON MEKANIZMASI

Yiilksek oranda saflastirilmis TPO iyodinasyon ve kupling
reaksiyonlaraini katalizler, bu nedenle bu iki aktivitenin de
ayni enzim tarafindan diizenlendigi diisiiniilebilir.
Laktoperoksidaz (LPO) da her iki reaksiyonun katalizsrudir
(109). TPO ve LPO Fe3-* seklinde hem demiri bulundurur.

Tabii bunun disinda 1iki oksidasyon seviyesi daha wvardar.
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Fakat tam olarak tanimlanamamistir. TPO’in Ezim 1’i FelIV-
porfirin X katyon radikali ( R~ -Fe Iv-0.) olarak
gdsterilmistir. Bunun bir elektron indirgenmis sekli Enzim 2°
éir. Dogal durum bir iistindeki oksidasyon seviyesindedir,

k-Fe IV-0. olarak belirtilir.

2.5 SERBEST RADiKAL MEKANiZMASI

Bu mekanizma onceleri Yip ve Hadley (125) tarafindan
ileri siridlmis sonralar: Nunez tarafindan ayraintili olarak
incelenmistir{85,92). Nunez TPO’an okside formu tizerinde
(Enzim 1) I- '# digeri tirozini (veya tirozil) tercih eden
iki substrat bdlgesi oldugunu sdylemistir. Her iki substrat
serbest radikaller vererek bir monoelektron oksidasyona
ugrar. Bunlar ii¢lii komplekste hala enzime bagl:i iken radikal
birlesmeye ugrar ve irin (MiT) enzimden ayrilar. Ayni
zamanda MIT enzime bagliyken kendi kendine monoelektron
oksidasyona ugriyabilir ve bdylece olusan MIT radikali I-ile
reaksiyona girerek DiT’i olusturabilir. Yiiksek I-
konsantrasyonlarinda I- TPO iizerindeki ikinci alan ic¢in
tirozin ile yarisir ve birleserek Iz formunu olusturan iki I-
radikalini meydana getirir.

Peroksidaz katalizli reaksiyonlaran siklikla bir serbest
radikal mekanizmasi {izerinden oldugu soylenebilir. Peroksit
katalizli iyodiir oksidasyonun iki elektronlu reaksiyon
olduguna, Pommierin séyledidi gibi radikal reaksiyonu

olmadigina dair bilgiler mevcuttur (124).
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2.6 IYODINASYON VASITASI OLARAK I°

I- 2 e- vererek iodonyum (I*) iyonunu olusturur. ilk
kez Morris ve Hager (66), Maloof ve Soodak (€&2) tarafindan
TPO-I*‘1n tiourasil ve tioiire gibi ilaclarin antitiroid
etkilerini ag¢iklamak ig¢in iyodinasyon sekli oldugunu ileri
sirmislerdir.Yakin tarihlerde de Ohtaki ve ark.1 I*’nin hem
TPO hemde LFO katalizli iyodinasyonda vasita oldugunu ifade
eden gériisiin kinetik kanitina ortaya koymuslardir.
Calismalarinda iyot ile TPO’'in Enzim 171 arasindaki
reaksiyonun iki elektron transferi gerektirdigi ve bu
iyodinasyon reaksiyonunda TPO- I*‘nin araci olacadl sonucuna
varmigslardir. Ayrica tirozinin TPO-katalizli oksidasyonunun
2 e” oksidasyonu gerektirdigini ifade etmislerdir (88). Bu
goriigler Nunez ve Pommier tarafindan ileri siiriilen serbest

radikal mekanizmasina uymamaktadir.
2.7 iIYODINASYON VASITASI OLARAK HiPOIYODIT

Taurog ve ark.(61) T?0 ve LPO'1n diisiik I-
konsantrasyonlarinda H202 ‘i katalitik olarak parcaladigini
gormislerdir. Bu goézlem H202 ile reaksiyona girip Oz veren
hipoiyodit aracisanin varligain: gbstermektedir. Su
reaksiyonlar ileri siiriilmiistiir.

E + H20z2— EO+ H20

EO + I- — ( EOI-)
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TPO’'nin Enzim 1 sekli ve LPO (EO olarak ifade edilir) EHz20:z'
den tiremis oksijen atomu ihtiva ederler. ilk defe Marison ve
Schonbaum (67) enzime bagla hipoiyodoz asidin (HIO)
perokseidaz katalizli iyodinasyonlarda araci oldugunu
diisiinmiislerdir .Hipoiyodoz asidin varligdi Dunford ve Ralston
{26) tarafindan da gdsterilmistir. Peroksidaz katalizli
halojenizasyon mekanizmasi tlizerinde en kapsamli c¢alismalar
klorperoksidazla Libby ve ark.1 tarafindan yapilmistair. Bu
calisma klorinasyon ve brominasyon igeriyordu (52). Enzim
hipoholite kompleksi iceren halojen alica substrat ile
klorperoksidazin reaksiyonu i¢in bir sema ileri siirmiislerdir.
Hipoiyoditteki iyodun oksidasyon durumu I* ile
aynidir., I-’ nin hipoiyodite oksidasyonu 2e- degisimi 1ile
olur. Bu yiizden hipoiyodit veya hipoiyodoz asit aracilarinin
olabilirligi yukarda bahsedilen Ohtaki ve ark.nin gézlemleri
ile tutarsiz degildir. Fakat Nupnez ve Pommier'in ileri
siirdiigi serbest radikal mekanizmasi ile uyumlu degildir.
Peroksidaz katalizli iyodinasyonla calismis bir¢ok
ara$t1r1c1,iy6dinasyonun enzim iizerinde olduguna
inanmaktadir. Bu alici (tirozin veya tirozil kalaintisa)
icin enzim lizerinde o&zel bir yerin olduéunu-ima etmektedir.
Enzime bagla araca i¢cin destekleyici bilgi rapor edilirken
kanit kesin degildir(24). Taurog’da c¢alismalarinda (61) iyot
ihtiva eden reaksiyonlarda (tiyoiirilen ilaclarin oksidasyonu,
H202'nin katalitik indirgenmesi, iyodiiriin oksidasyonu) ve
iyodinasyonlarda enzimin araci olarak serbest hipoiyodoz asid

( HIO )iirettigini gormistir (61).
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2.8 TiROiDDE Hz202 URETiMi

Saflastirailmis TPO i¢eren invitro model sistemlerin
H202'e mutlaka ihtiyac¢lari vardir. H202 olmadan TPO higbir
aktivite gosteremez.Bu yiizden tiroid hormonu sentezinde Hz202’
pin ¢ok dnemli rol oynadigi muhtemeldir ve hiz kisitlayica
basamak da olabilir.

Saflastairilmis TPO ile vapilan ¢alismalarda Hz202
genellikle glukoz - glukoz oksidaz sistemi ile
olusturulﬁaktadlr. Glukoz oksidaz indirgenmis formu 02 ile
direk reaksiyona girerek Hz02 olusturan bir flavoenzimdir.
Glukoz oksidaz bir memeli enzimi degildir. Arastairicilar
tiroidde H202 kaynagi olarak otookside olabilir baska bir
flavooksidaz arastirmaktadir. Tiramini substrat clarak
kullanan bir monoamin oksidaz teklif edilmistir (32) fakat bu
ihtimal heniiz ispatlanmamistar (89).

Tiroidde Hz0:2 tiretimini en iyi a¢iklayan teori
indirgenmis piridin niikleotidlerin flévoprotein sitokrom
rediktaz ile ¢iftlestigini ifade eder. Bu tiroid
preperasyonlarindaki iyodinasyonun NADPH ve flavinniikleotid
eklenmesi ile stimiile olmasi gdzlemine dayanir (21,103).
Flavo protein enzim NADPH - sitokrom C rediktaz tiroidde H2z20:2
iretimi i¢in metabolik volun bir par¢asl olarak ileri
stirtilmiistiir (69,105). Cinki bu enzimin Oz ile direk olarak
etkilesmedigi distlinilmektedir ve bazi diger otookside olan

elemenlar rediiktaz ile Oz arasina girmelidir. Vit Ka'in
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tiroidde bdyle bir rol oynayabilecedi disiinlilmiistir (105).
Vit K3 ve diger naftokinonlarin varlaiginda Oz ile
NADPH'1n oksidasyonunu katalize eden H20z2 olusturan flavo
protein sican karaciger mikrozomlarindan saflastirilmistar
{83). NADPH - sitokrom C rediiktaz tiroid iyodinasyon
reaksiyonlaranda gereklidir. Yamamato ve DeGroot (122) tiroid
mikrozomal preperasyonlarindaki iyodinasyonun karaciger NADPH
~sitokrom C rediktaza karsa iretilen antikor tarafindan
kismen inhibe edildigi gézlemistir. Antikor NADPH ile stimile
edilen iyodinasyonu dnemli 8lg¢iide inhibe etmistir fakat NADH
bagimli iyodinasyon tlizerine etkisi olmamistir. Oktaki ve
ark.1 domuz tiroid mikrozomal preperasyonlarinda yaptiklara
¢alismalarda sadece NADH ilave edildiginde H202z olusumunu
gérmiislerdir.
Sitokrom bs vasitasi ile NADH ‘tan Oz'ye olan oksidatif yol:
NADH —> flavoprotein —> sitokrom bs—> 0z seklinde
gésterilmistir; Bsyle bir semada muhtemelen sitokrom bs
oksijeni H202 olacak sekilde indirger. Siiper oksit anyonunun
olusumuna dair higbir delil goriilmemistir.indirgenmis
oksijenin % 401 H202'e ¢evrilmistir.Ohtaki ve ark.lara
¢alismasinda (87) NADPH'in domuz mikrozomlarinda H202
liretimini stimiile ettigini ve bunun NADH tarafindan iiretilen
H202'e eklendigini gézlemislerdir. Bu arastirmada ayni
elektron alicisi sitokrom bs ile reaksiyona giren iki farkla
flavoprotein rediiktaza ihtiya¢ oldugu gérilmistir.

Bjorkman ve ark.(8) c¢alismalaranda Hz202'nin tiroid

follikitler hiicrelerinin apikal hiicre ylzeyi tizerinde
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indirgenmis piridin niikleotidlerinin oksidasyonunu igeren bir
metabolik yeolla oldudunu sdylemislerdir. Hz202 salinimi
ionocfor A23187 Ca?* ihtiva eden ortama eklendiginde yaklasik
on kat artmistar. TSH akut fakat daha zayif bir stimilasyona
sebep olmustur, fakat dibiitiril cAMP’nin etkisi olmamistir.
Bu yizden TSH’'’nin H202 olusumu fizerindeki stimiilasyonu adenil
siklazdan daha ¢ok Ca?*’ ya baglanmistir. Apikal membranda
H202 liretiminde NAD(P)H gerektigi goriilmektedir.
iyodinasyonun stimiilasyonu Hz20z {iretim hizi ve eksositoz
hizipin artisi ile ilgilidir. H20 {retimi Ca?* bagimlidar

ve eksositoz cAMP ile diizenlenir. TSH diistik
konsantrasyonlarda sadece eksositozu, yiksek
Xonsantrasyonlarda ise her iki prosesi de stimiile eder.

Si1gir tiroidinde TSH fosfatidilinozitol metabolizmasini
degdistirerek sitozolik serbest kalsiyumu arttirair, protein
kinaz -C’nin aktivasyonunu saglar (55). Bu proses TSH'ya

bagimli Hz202 {retiminin artisini gerektirir.

2.9 TiROiDDE 1YODINASYONUN YER1I

Isik(68) veya elektron mikroskobu (28) ile elde edilen
otoradyografik bulgular tiroglobiilinin iyodinasyonunun apikal
membrana Gok yakin olan hiicre kolloid ara yiiziinde oldugunu
gostermektedir. Ii3: veya Ii2s5’'in injeksiyonundan sonra ¢ok
kisa araliklarla (40sn veya daha az) radyoaktivite kolloidin
periferinde, follikiiler hiicrelerin apikal yiiziinde lokalize

olmaktadar. 10 mCi Ji2s5'in 1I.V. injeksiyonundan sonra 40 sn
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i¢inde fikse edilen sig¢an tiroid dokusunda Ekholm ve Wollman
(28) elektron mikroskopik otoradyograflarin giimiis
taneciklerinin follikiiler limen tizerinde biriktiklerini
gérmiislerdir ( genellikle apikal membrana yakin :anecik
zinciri seklinde ). Hiicre i¢i organellerle birlesmis hig¢bir
giimiis tanecik gdrilmemistir. Buradan tiroglobiilin
iyodinasyonunun muhtemelen follikiil hiicrelerinin apikal
yizeyine yakan follikil liimeni i¢inde olustugu sonucuma
varilmistair. Apikal membranin bu bdlgesindeki iyodinasyonlar,
tiroid peroksidazin membrandaki histokimyasal lokalizasyonuna
uymaktadir. Ayn: zamanda apikal membran fragmanlarinin
peroksidaz bagimli iyodinasyon aktivitesi =zenginligi ile de
uyumludur (7). iyodinasyonun hiicre- kolloid yiizeyi arasinda
kisitlanmasinin sebebi tirocid i¢inde Tg olmayan hiicre igi
préteinlerinin istenmeyen iyodinasyonunu en aza indirgemek
mekanizmasidair.

Otoradyografi yalniz isaretli iyodir ile olan
iyédinasyonun yverini belirler. Kisa dotnemli deneylerde bu
valnizca heniiz hiicre icine transporte olan iyodiire
uygulanabilir. Eder bazi arastiracilarin - soyledigi gibi
tiroide transporte olan iyod ile hizli dengede olmayan ikinci
bir havuz varsa ikinci havuz iyodiirii radyoaktif iyodiriin
injeksiyonundan sonra erken siirede isaretlemiyebilir. Ikinci
havuz iyodiiriinii i¢eren iyodinasyon bu yiizden otoradyografi
ile kolayca belirlenemiyebilir. Otoradyografik sonucglar
iyodinasyonun hiicre i¢i yerlerine ait kanitlar saglasa bile

bu ihtimali tamamiyle dislamamaktadir. Yeni <c¢alismalar iki
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havuz hipotezine karsi c¢ikmaktadir. Tice ve Wollman (114) Tg
iyodinasyonunda 4 ayri bilesigin (TPO, H202, iyodiir ve Tg)
¢ok yakin iliski iginde oldudunu sdylemislerdir. Apikal
membran da bu is i¢in en uygun yerdir.

Tiroid follikild i¢indeki TPO’a1n histokimyasal
lokalizasyonu da iyodinasyon yeri hakkinda bilgi vermektedir.
Cesitli arastirma gruplara histokimyasal metodlarla TPO’1
boyayarak gdstermislerdir. Piirtikld endoplazmik retikulum,
niikleer zarf, golgi aygiti, lateral ve apikal vezikiiller ve
apikal hiicre yiizeyi gibi cesitli yverlerdeki boyanma
materyalleri varligi mikrovilli ile apikal membranin Tg'nin
iyodinasyon yeri oldugu gdriiginii desteklemektedir. Diger
yerlerdeki ¢ok yayilmais lokalizasyonun apikal hiicre
ylizeyindeki etki yerine transport i¢in plirtiikld endoplazmik
retikulumda itretilen protein ig¢in olmasi beklenebilir. Fakat
bazi yerlerde kalan boyali materyalin tiroid peroksidazdan
baska hemoproteinleri géstermis olmasi da mimkindir.

Bugiin birgcok kanitlar iyodinasyonun invivo olarak hiicre-limen

ara yiiziinde oldugunu gdstermektedir.
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2.10 IYODINASYON DEFEKTLERi

Tiroidde defektif iyodinasyona baglanabilen birgok
konjenital guatrli hipotirodili hasta tanimlanmistir. Defekt
pozitif kovma testi ile karekterizedir ( perklorat veya
tiyosiyanat verilmesi ile aniden kovulan I13! vyeya I125
oranini d8lc¢en diagnostik test).Niepomniszcze ve ark (22,80)
gére en az 3 tane iyodinasyon defekti alt gruplari vardair.
1- Tam veya tama yakin 1131 kovmasi ile guatrli kretenizm
2- guatrii pendred sendromu, sadarlik, mutizm, kismi I131

kovulmasi
3- Guatr, pozitif perklorat kovmasi, o6tiroidizm, normal

isitme kombinasyonu
Tiroid peroksidazin yoklugu ile guatrli kretenizm iliskisi bu
enzimin fizyolojik roliine destek verir. Pendred sendromunda
defekt bilinmemektedir. Genelde bu hastalar étiroiddirler ve
bugiine kadar tiroid peroksidaz seviyesi normal olan iki vaka
tanimlanmistir. Buyizden peroksidaz eksikliginde baska
mekanizmalar bu sendromdan sorumlu olabilir. H202z olusumunda
bir defekt stz konusu olabilir. Pendred senromunda defektif
bir tiroid peroksidaz da tanimlaonmistar (80,81) apoenzimin
protein yapisinda genetik deéisikliklerin olustudunu bunun da
hem prostetik grubuna baglanaisa engelledigini ileri
stirmislerdir. Fakat bu hastalar &tiroid oldugu icin invivo
olarak bazi apoenzimlerin normal olmayan prostetik gruba

baglandaginia , bunun &tiroidiyi saglamakta yeterli oldugunu
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varsaymislardair.

Pommier ve ark (93) yukaraidaki kategorilerin hig¢birine
uymayan bir iyodinasyon defekti tanaimlamislardir. Bu hastadan
alinan ¢oziniir tiroid peroksidazin aktivitesini aomuz
peroksidazi aktivitesi ile karsilastairmislar ve hastanin
peroksidazipin iyodinasyonu katalizlemede domuzunkinden daha
az aktif oldugunu gormiislerdir. Fakat Ts formasyonunu
yviriitmede 3-6 Kkez daha etkilidir. Kuplingi yurtitmedeki
azalmis aktivitenin enzimin bazi yapisal modifikasyonlarinin
sonucu oldudunu varsaymislardar.

Medeiros-Neto ve ark (64) tarafindan incelenen bir aile
yukarldaki.gruplarln hicbirine tam olarak uymamaktaydi. Anne
ve babalar birinci dereceden kuzendiler, 13 g¢ocuktan 5’1
guatrli ve konjenital hipotiroidililiydiler. Biri harig
Liepsinde perklorat kovma testi pozitifti. Ucinden tiroid
dokusu alinmis, peroksidaz birinde normal, diger ikisinde
hafifge yikselmis bulundu. Tiroglobiilinleri normaldi. Bu
ailede tiroid H20:z olusumundaki bir defekt veya
sitokimyasal bir defekte bagli oldugu Kkanisina varilda.
Niepomniszcze ve ark’'nin ileri siirdigt gibi (79) normal
iyodinasyon ve kupling i¢in gereken bilesikler ( peroksidaz,
Tg,H202, I- ) arasindaki iliski bu defektler nedeni ile
bozulabilir. Kanit muhtemelen resesif geni igeren genetik

defekti onermektedir.



2.11 IYODOTiRONiN OLUSUM MEKANIZMASI

Diiyodotirozinin (DIT) T« ‘in biyolojik prekiirséri oldugu
fikri ilk kez 1927'de Harington ve Barger (39) tarafindan &ne
siirilmistiir. Te olusturmak igin 2 DiT molekiiliiniin kuplingi
i¢in mekanizma ilk olarak 1942 yilinda Johnson ve Tewkesbury
tarafindan ileri siirilmiis (46) daha sonra Harington (38)
tarafindan gelistirilmistir.Calismalar peptid bagli DiT’in
Ts'iin prekiirséri olabilecedini ve 2 DiIiT molekiilinin
kuplinginin tiroglobiilinin icinde oldugunu g&stermigtir. Bu
simdi " intramolekiiler kupling" olarak teanimlanmaktadir. T«
olusumunun invivo olarak intramolekilekiiler veya
intermolekiiler kuplingi icerdigi kesin olarak
bilinmemektedir. Son yillardaki c¢alismalar intramolekiiler

modeli one sirmektedir (85).
2.12 KUPLING REAKSiYONUNDA TPO'’IN KATALiTiK ROLU

T4'in nonenzimatik olarak tiroglobiilinin ve diger
proteinlerin iyodinasyonu ile olustugu bilinmektedir (51). Bu
da TPO'’1in kupling reaksiyonunda direk katalitik rol oynadigi
veya kupling reaksiyonu icin yalmniz DIT prekiirsérlerini
saglamakta hizmet ettigi sonucunu ¢ikarmaktadir.

Kupling reaksiyonunda TPO’in Kkatalitik rolu Taurog’'in
laboratuarinda(51) yapilan 2 ¢esit deneyle kanitlanmistar.
Kimyasal ve enzimatik iyodinasyonlaran karsilastiraldig:r bir

seri de her iki islemle iyodine edilmis tiroglobiilinde MIT ve
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DiT clusumunun mukayese edilebilir oldugunu, fakat enzimatik
elde edilen T4'iin kimyasal olana gére daha etkili oldugunu
gérmistir. TPO'in kupling reaksiyonunda katalitik rol aldigi
hakkinda daha iyi kanit isaretlenmis tiroglobﬁlinin
suplinginin izlenmesi ile ortaya koyulmustur. Boéyle bir
deneyin neticeleri sekil 5'te gdriilmektedir. isaretli
tiroglobiilin TPO ve  glukoz-glukoz  oksidaz ile  inkibe
edildiginde isaretli Ts ve T4 miktari artmaktadir. Bu

artis tiroglobiilinin iyodinasyon seviyesindeki degisiklige
mal edilemez. Cinki iyodinasyon sistemine karsit olarak
kupling sistemi eklenmis I- icermez. Daha da fazla olarak
isaretli Ts ve Ts’teki artis isaretli DiT'te buna uyan bir
diisiis ile beraber olmustur. Bu sonug¢lar tiroid peroksidazin
kupling reaksiyonunu kendiliginden katalizledigini ve
valnizca T4 ve T:'lin prekiirsédrlerinin olusumunu katalizlemek
i¢in hizmet etmedigi hakkinda inandiric: kanatlar
saglamistar.

Sekil 5'te serbest DiT’in (1 pM) kupling sisteminde Tsve
Ta’'{in her ikisinin de stimiilasyonunda cok etkili oldugu
sdylenebilir. C14-DIT ile yapilan deneylerde eklenen serbest
DiT’in kendi kendine iyvodotirozinlere degismedigini
gastérmistir. Bu yiizden bunun etki sekli tiroglobiilin
polipeptidindeki daha ®6nce olusmus iyodotirozil kalantilarini
iceren intramolekiiler kuplingin stimiillasyonu ile olmalaicar.
Bu etkinin mekanizmasi hala arastirilmaktadar.

Nunez ve ark’a {(23) DitT’in kupling tizerindeki

stimiilasyon etkisinin DiT’in TPO tizerindeki regilatéor
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etkisinl igerebilecedini énermislerdir. Taurog bu goriise
uymayan gozlemler yayinlamistir. Daha yakin bir zamanda Nunez
ve ark’i (107) serbest DiT’in kuplingin stimilatéri olarak
davrandigi zaman okside oldugunu ve okside formun elektron
transferini peptid bagli DiT’den TPO’daki heme transferini

kolaylastirdigini rapor etmislerdir.
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Sekil 5. Tiroid peroksidazin Kupiing reaksiyonuna

etkisi (119).
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2.13 TIROiD PEROKSIDAZIN SPESIiFiSIiTESi

Laktoperoksidaz iyodinasyon i¢in etkili bir
katalizérdir. Taurog'un ¢alismalarinda (109) TPO ve LPO’'zin
protein iyodinasyonu katalizleyebilme ve T4 olusturabilme
vetenekleri karsilastirilmis, TPO'ain iyodinasyon ve kuplingi
katalizleme yeteneginde belirli bir spesifisiteye sahip
olmadigi (fizyolojik sinirlardaki iyodiir konsantrasyonunda
Tg'nin iyodinasyonunun katalizlenmesinde TPO’1in LPO’'ya gbre
¢ok daha az oranda dstin olmasina ragmen) socnucuna
varilmisdir. Fakat saflastirilmis TPO ile elde edilen
sonu¢larin invivo olarak &nemli olan faktdrleri yansitmadid:
hatarlammalidir. Invivo fonksiyon igin TPO'in LPO’a gbdre
avantajlari olabilir.

Deme ve ark (24) da TPO ve LPO‘1 karsilastirmislar ve
pH = 7.4’te her ikisinin de T4 ve T3 olusturmada ayni oranda
etkili oldugunu gdrmislerdir. Fakat pH = 6.6'ya
disiiriildiginde TPO'ain LPO'ya gére daha etkili oldugunu
bulmuslar, iyodinasyona giren tiroglobiilinin tirozin
kalantilarainin seciminde TPO’1n tnemli rol oynadigi,
iyodinasyondan sonra birleserek T4 ve T3z olusturabildikleri

sonucuna varmislardir.
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2.14 KUPLING REAKSIYONUNUN MEKANiZMASI
A. INTRAMOLERULER KUPLING

TPO katalizli iyodinasyon ile elde edilmis hipotetik bir
kupling semasi sekil 1'de gosterilmistir. Kupling reaksiyonu
serbest DIT’'in serbest Ts'e doniisiimi olarak g&riilmektedir.
Fakat bugin iyodinasyon ve kuplingin Tg molekiili iginde
oldugu kesindir.Mekanizmada 2 temel fikir bulunmaktadar.

1- Serbest DIT radikalleri TPO etkisi ile protein matriksi
i¢inde olmaktadair.

2- 1ki DiT radikali protein matriksinde kinocl eter ara
maddesi olusturmak iizere birlesirler. Kinol eterin Ta'i
olusturmak ig¢in béliinmesi teorik olarak dehidrcalanin veya

serin kalantisinin olusumu ile olabilir. Olay peptid bagd:

kirilmadan olusur. Yakin zamanlarda Gavaret ve ark (38}

dehidroalanin kalantilarinin hormon kalintilari 3ile molar

cranlari 1 olacak sekilde Tg i¢inde olustudunu
géstermislerdir. Bu da hidroalaqinin kupling reaksiyonu
sirasinda disaril c¢aikarailan alanin yan =zincirinin son drtni
oldugunu gésterir. Yine ayni aragtirmacilar kupling igin
gosterilen radikal mekanizmaya alternatif ileri sﬁrmﬁslerdir.

Fikir hidroksialanin kalintilarinin , hormon kalaintilarana

ekivalan miktarda tiroglobiilinin enzimatik veya nonenzimatik

iyodinasyonu ile olusmas: gbzlemine dayanmaktadar. Yik

transfer kompleksinin iki kupling partneri arasinda
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olugsabilecegini ileri sirmiislerdir. " Zwitterion- biradical
rezonans hibrit " olarak tarif edilen kompleks kinol-eter ara

lirintnin prekérsdri olabilir.

B. INTERMOLEKULER KUPLiNG

invivo olarak T4 olusumu igin ileri siirtilen diger bir
mekanizma DIT’'in piriivik asit analogu 3,5 ~diiyodo, 4
hidroksi fenil piriivik asid ( DIHPPA) ile tiroglobiilindeki
DIT kalintilari arasindaki intermolekiiler kuplingi igerir.
Uygun oksidasyon sartlarinda bu reaksiyon kolaylikla olur.
Radyoiyod verildikten sonra sigan tiroidinde kiicik miktarda
DIHPPA belirlenmistir. Blasi ve ark (10) tirozin transaminaz
ile katalizlenmis reaksiyonda DIHPPA'nin serbest DiIT’den
olustudunu ileri strmislerdir. Tiroidde ( ve diger dokularda)
yer alan bir tautomeraz daha sonra DIHPPA’'yir enol formuna
donilistiirmektedir. Enol formu daha sonra H20z ve TPO ile
hidroperokside okside oldudu Cahnmann ve ark tarafindan
gdsterilmistir (84). Hidroperoksid DiT’'le hemen kupling yapan
aktif formu olusturur. Boéylece Blasi ve ark’ {10) nin

intermolekiiler semasinda TPO anahtar rol oynamaktadair.



2.15 KUPLING DEFEKTLERI

Tanimlanmis ailevi guatr tipleri arasaindan biri kupling
defekti olarak tanimlanmistar. Bu durumda inaktif veya
olmayan spesifik bir enzim wvarligi olmalaidair. Fakat Stanbury
(104) kupling defektinin spesifik veya tek bir defekt
olmadigini ve bir enzim eksikligini ima etmesi
gerektirmedigini séylemistir.

Inoue ve Taurog (44)biiyiik iyod eksikliginde sicanlarda
kupling defekti tanimlamislardir. DIT’in Ta'e molekiiler
orapini kupling etkinliginin 8l¢iisii olarak sunmuslardir. Bu
oran biyik iyod eksikliginde azalmistir. Nisbeten disiik iyod
alami ile yeniden diizelir. Siddetli iyod eksikliginde kupling
etkinligindeki azalmayi tiroglobiilinin ¢ok diisiik derecedeki
iyodinasyonuna baglamislardar. Az oranda iyodlanmis
tiroglobiilin her protein molekiili basina birka¢ iyodotirozin
molekily ihtiva etmez. Fakat DiT olarak gosterilen oran
dnemli &Slc¢ide diiser. Ciinkidi DIT Ts’iin prekirsériidir, bunun T4
kﬁpling reaksiyonu ihtimalini diistirmesi beklenir.

Ermans ve ark (31) nontoksik guatrli hastalarda benzer
bulgular rapor etmistir. Nontoksik guatrla hastalarin
tiroglobiilinlerinin iyodinasyon seviyeleri ortalamalarinin
yalnizca %0.06's1 oldugunu gormiislerdir. Normallerde ise
%0.22 olarak bulunmustur. Tiroglobiilinin iyodinasyon
seviyesi %0.1'in altaina diistiigiinde Ts'te oSnemli diisiisler
gortilmiistiir. Bu hastalarda iyodinasyon seviyelerinin disis

nedenleril bilinmemektedir. Ermans Tg’nin diismiis iyodinasyon
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seviyesinde T4 olusumunun ikincil oldugu kanaatine varmistar.

Azalan kupling etkinligi ile sonu¢landigi bilinen diger
durum hipofizektomidir. Rosenberg ve Cavalieri (101)
hipofizektomize sig¢anlardan alinan Tg’'’nin normallere gére
0.01 N NE4OH ic¢indeki disosiyasyona daha hassas oldugunu
gormiistir. Bunun TSH yoklugunda sentezlenen Tg’nin disiik
derecede iyodinasyonundan oldugunu ileri sirmiisler,
hipofizektomize siganlarda diisik kupling etkinligini
proteinin diisiik derecedeki iycodinasyonuna baglamislardair.

Kiesco ve ark (98) Tg sentezi defektli bir hasta
tanimlamislardir. Hastaya I'2% verildikten 48 saat sonra
tiroid normal MIT/DIT orani gdstermis, fakat iyodotirozinler
i¢in c¢cok diistik degerler gorilmistir. Bu hastada kupling
defektinin Tg disi proteinlerin iyodinasyonunu gésterdigini

ileri siirmuslerdir.
2.16 IYOD YETERSIZLiGiINiIN ETKiLERI

Siganlarda yetersiz iyotlu(Remington diyeti) beslenmenin
etkileri
1- Tiroid iyodunun azalmasi
2- Tiroidin biiylimesi
3- Serum Tas'’de diisme
4- Serum TSH’sinda artma
5- Tg'nin iyodinasyon derecesinde azalma
6- Tiroid MIT/DIT oraninda artma

7- Tiroid Tz /Ts’inde artma
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Siddetli iyod eksikliginde azalabilmesine ragmen serum T3’
T;'den ¢ok daha az etkilenir.

Siddetli ve orta dereceli yetersiz iyodldadiyetlerin her
ikisi de tiroidin biiyimesine, tiroidde iyod konsantrasyonunun
diismesine, MIT/DIT oraninin artmasina, T« /T3 ‘te artmaya ve
serum T4°'de diismeye neden olmustur.

Fakat siddetli iyod yetersizligi olan diyetlerdeki etkiler
bitiin parametrelerde ¢ok daha fazladir. Tiroidde It31 - T,
yliizdesi siddetli ve orta derecede iyod yetersiziliklerinde
karsit etkilere sahiptir. Siddetli iyod yetersizliginde
tnemli diisme yapar, orta derecede iyod yetersizliginde ise az
bir yiikselme saglar.

Siddetli iyod eksikligi olan sicanlarda T« belirlenemiyecek
seviyelere diiser fakat orta derecede yvetersizliklerde
normalin yarisi kadardir. Diger taraftan T3 iyod yetersizligi
goriilen grupta normal kalmistir. Bazi deneylerde ise (90,91)
serum T3 seviyesinin diistigi gdrilmiistiir. Taurog’un yaptid:
sigan c¢alismalarinda (98) viicut biyimesini sadlayan
katkilarin 6zellikle az oldugu bir diyet iyod yetersizliginin
ani bulgularina neden olmaz. Yalnizca uzun siireli beslenmeden
sonra(3 ay) bu diyetteki siganlar siddetli iyod eksikligi
bulgulari gosterir. iYodu eksik remington diyetine cevapta
rol oynadigi godriilen diger bir faktdr sicanin "pesli® dir.
Bazi nesiller ¢abuk cevap verirken digerleri yavas cevap
verir. Bu ¢alismalar ipnsanlarin iyod yetersizligine dedisik
cevaplarini anlamada énemlidir. Endemik guatr alanlarinda

insanlarin iyod yetersizlidine verdikleri degisik cevaplarda
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herediter ve beslenme faktérlerinin oldugu séylenebilir.
Siddetli iyod yetersizligindeki siganlaran majsr
adaptasyonu Ts’'den T3 olusumuna _ kaymadar. Normal iyodla
beslenen sicanlarda sirkiillasyondaki Ta’iin ¢odu periferde
Ta'lin T3 ‘e dbnilismesi ile olusur. Bunun yanlndg siddetli iyod
yetersizliginde periferdeki Ta’iin ¢odgu periferde Tq'ilin T3'e
doniismesi ile olusur. Bunun vaninda siddetli iyod
yetersizligdinde periferdeki T3a’iin codu direkt tiroidden
olustugu gériilmektedir. Siddetli iyvod eksikligindeki
si¢anlarin 8tiroid olmasi sasirticidar. Yakin zamanda yapilan
bir c¢alismada siddetli iyod eksiklidinde sicanin tireid
durumu istirahat metabolik hizi ve karaciger mitokondrial
gliserofosfat dehidrogenaz 8l¢imii yapilarak tayin edilmistir.
Tiroid fonksiyonlarinin bu iki indeksi sicanlarda ©&nemli
5lclide azalmistir. (54 ginlik iyod eksikliginde) hipotiroid
durum serum Ts'iinde &nemli bir distig ile birliktedir. Bu
ylizden muhtemelen kompanse edici mekanizmalar {artmis TSH
stimilasyonu ve tiroidden ®ncelikle T3 salanimi ) sicanlarda
uzamis, siddetli iyod eksikligi durumlarinda serum Tz’ niin .
diismesini engellemede etkisiz kalmaktadir. Santisteban ve
ark (102) dolasimdaki T3 seviyesinin normal oldugu zamanlarda
bile eder Taseviyesi cok diisiikse doku hipotiroidisinin
gdriilebilecegini rapor etmislerdir. Gozlemleri Ta’iin niikleer
reseptsr yerindeki Ts'iin etkisinde T4-T3 doéniisliminiin &nemini

gbstermektedir.
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2.17 iYOT FAZLALIGININ ETKiLERI

A - AKUT iYODUR FAZLALIGI

Sicanlara az miktardan orta miktara dodgru iyod verilmesi
tiroid tarafindan birlikte verilmis I131 tutulumunu
etkilemez. Fakat iyodiir arttikca organik baglanmanin
inhibisyonu artar. Artan inorganik iyod dozuna karsilik
organik iyod olusumunun azalmasina Wolff-Chaikoff etkisi
denir(120) . Bu etki Nagataki ve Ingbar tarafindan detayla
olarak incelenmistir (74). Bu arzstiracilar akut olarak
injekte edilen ve artan dozlarda iyodiire iyodotirozin ve
iyodotironin sentezinin bifazik cevabini ilk olarak
gostermislerdir. Bulgular kuguk ve orta derecede iyodir
artislarainin tiroid hormonu olusumunun artisi ile
sonuclandidini gostermistir. Yalniz kritik bir dozun {izerinde
hormon olusumunun akut inhibisyonu g&zlenir. Raben (95)
Wolff-Chaikoff etkisinin kritik bir seviyedeki iyodiiriin
dolasimdan ziyade tiroidde olusmasina bagli oldugunu
gbstermistir.

Akut yiiksek dozda iyodiir ile inhibisyonun yalnizca geg¢ici bir
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fenomen cldugu daha énceden farkedilmigtir. Cinkid ylksek
dozda kronik olarak iyodiire maruz birakilmis sig¢anlarda
miksdédem gelismez. Yiksek dozda iyodiir saglanmasina ragmen
tiroid inhibisyondan yaklasik 48 saat sonra kurtulur. Bu
Braverman ve Ingbar (12) tarafindan goésterilmistir. (Iyodiir
transport sisteminin adaptasyonu ile ilgilidir ve hiicre i¢i
iyodiir konsantrasyonu azalmasi ile sonlanair. Eger iyodir
nedenli mikssdemde oldugu gibi hiicre ici iyodiirti diizenleyen
mekanizma bozulursa bunun sonucu hiicre i¢i iyodiiriin siirekli
yiksek seviyede olmasa TPO katalizli iyodinasyonun
inhibisyonu ile hormon sentezinin siirekli depresyonuna sebep
olmasi beklenir.

iyodinasyonu fazla iyodiir ile akut olarak inhibe eden
mekanizma ¢cesitli arastiracalar tarafindan calisilmistir
(92,106;122) Taurog tiroglobiilin veya sigir albuminin (BSA)
iyodinasyonunun fazla iyodiir ile inhibe oiduéunu gtzlemistir
Fazla iyodiriin TPO katalizli iyodinasyon lzerindeki inhibitdér
etkisini Pommier ve arkadaslari da calismistir(92).
Yamamato ve DeGroot (123) tiroid partikiilleri ( yiksek
derecede saflastairilmis TPO’in yerine TPO - kaynagi olarak )
i¢eren inkiibasyon sisteminde fazla iyodiiriin iyodinasyon
tizerindeki inhibitér etkisipi gtsterememislerdir. TPO'ain daha
fazla saflastigy zaman fazla iyoda sensitivite kazandigina
énermisler ve Wolff-Chaikoff etkisinin bazai prosesler
tzerinde fazla iyodun inhibitdr etkisi ig¢ermesinin daha

muhtemel oldugu sonucuna varmislardair.
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B - KRONiK iYOD FAZLALIGI

Crta ve yluksek dozlarda iyodiir insanlara verildiginde
organi-mada adaptasyon olur. Ingbar‘in da séyledigi gibi
(43) bu adaptasyon tam dedildir ve tutulan ,organifiye olan -
iyod miktari normalden fazladir. Fakat T4 ‘iin sekresyon hizi
arttirilamaz. insan ve hayvanlarin her ikisinde de kronik
iyodiir veriliminde tiroidden iyodun nonkalorijenik formunun
saliniminda artma ocldudu gdsterilmistir. Bu,iyodir kacadl
olarak tanimlanir. Bezden kaybedilen iyodun biyik kisminin
iyodir olduguna inanalair. Normal kisilerde iyodir
kacaklarinin dederi iyodir alimi ile baglantila olarak
degisir (123). Nagataki (72) fazla iyod alan hayvanlarda
iyodotirozinlerin deiyodinasyonu ile olusan iyodiiriin, kandan
beze gecen iyodiirden daha az etkinlikte organifiye oldugunu
gdstermislerdir. Bu T4 sekresyonunun bezin fazla iyod
almasina ragmen artmadigini aciklayabilir. Fakat bu agiklama
icten oclugan ve transporte edilen iyedir arasinda

kompartimanlasmayl varsayar. Bu da tartismalidar
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2.18 TiROiD PEROKSiDAZIN REGULASYONU

Tiroid glandinda iodinasyon hizi TSH tarafindan regiile
edilir{(75,2). Nagataki ve ark.TSE'nin TP0 izerine akut
etkisipin oimadiginl gdsterdiler(73). Bu durumda TSH’nin iyod
organifikasyonu iizcerine etkisi TPO’dan bagimsizdir. Ahn ve

Rosenberg domuz tircidindeki calismasinda artmis H20:2

{iretiminin TSH tarafindan stimile edildigini g&rmiistir(2).

Bjorkman ve Ekholm’un yaptigi yaptiga ultrastrukturel
calismalarda percksit {iretimine T5H'nan etkisini
gtéstermistir. Bu galismalar kalsiyum ionofor A23187’in

percksit dretiminl arttairdidini gdstermis, TSH' nin bu sisteme
etkicinde Ca<"’'nin ikinci haberci olarak rol alakiliecedini
st6ylemistir. Lippes ve Spaulding (55) Ca<“*ile eyn:z ethkiyvi
gdsteren tetradekanoyil forbol asetatin {TDA; Hz02
agtivitesiri stimiie ettigini géstermistir. TSH’nin iyodiria
organifikasyonu tizerindeki etkisi TPO -miktarinpin veya
aktivitesinin artisindan ziyade proteinkinaz aracili H:z0:z
artigi Ucerinden olmaktadzr.

Kronik uygulamalarda TPO'min izehinda TSH'yz muhakkak zhtiya¢
varéir. lagatakinin sig¢aniarda yvaptig:r ¢alismasinde (73}
TSE,PTU (TSH’ yi arttairair) ve T3 kronik uygulandaginda, T20
aktivitecinin TSE tarafindan kronik olarak regile edilir.
Tice (113) ve Ealey (27} 'in yaptigi ultrastriktirel
¢alismalarda bu bulgulari desteklemektedir. Nagasaka ve
Hidaka (70) TSH’ nin TPO izerine kronik etkisini gbstermek

amacl ile TSH verilmis hipofizektomize edilmis sigcernlar
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¥ullenmis ve etkinin yeni protesa protein senteziuce bSadls
oldugunu géramiistir. Magnusson ve KRapaporti60) domuz  hiicre
kiltiriinde ayni c¢alismayi vapmistir. T5H  yolklugunde bu
hiicrelerde TPO seviyeeil Olcilemez d@:eyleze G¢ismiz; TSE
verildiginde tekrar artmistar. TSH'cin bu etkici cAMIT ecnelcdt
veya adenil siklaz Ssistem aktivatorlersi ile taklit
edilebilir. Cooper {17} sican tiroid lobunda TSH xzoatrolld
Tfo sentezini incelemek amaci ile &ntiTPO antikoriarz
kullandi. Chazenbalk (13) kopek tiroid hicresinde TEOmRNA

seviyelerinin kronik olarak TSH tarafindan regiile edilidigini

~esbit etmek igin domuz TPO cDNA'=s1n1 kullanmister.
Chiovata(l4) 24-48 saat sireyle hormon varl:zginda ve
yoklugunda TPO’'yu izleyerek, TPO’nun regilasyonunda ikinci

heberci olarak cAMP’nin kullanildagina, TPA’ya duyarsiz
oldugunu {protein kinaz € nin aktivatéri) ve siklcheksimidin
veya aktipomisin D ile inhibe edildigini gérdii. Collison (15)
insan tiroid hiicresi kultiirinde TPOmENA 'nin TSH tarafaindan
kontrol edildigini gdrdi. Bu sistemdeki TPOmRNA forskoline
{adenil siklaz sistemi aktivatoéri) cevabi artti fakat TPA’ya
artmadi.

TPO’'nan TSH ile konrolunun transkriptional olarak regile
edildigi gériilmektedir. Gerard(37) TSH'nin TFO gen
transkripsiyonun regtlasyonunu gbsteren bir tayin metodu
ortaya koymustur. TSH'nin etkisi forskolin tarafindan taklit
edilir. Bu da TPO geni transkripsional regiilasyonunun cAMP

tarafindan diizenlendigini gosterir.
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2.19 ANTiTiROiD ILACLARIN TiROID PEROKSIDAZA ETKiSi

MMI ve PTU hipertiroidinin tedavisinde kullanilir. Bu
ilaclar Te ve Ts’'iin sentezini disilirerek etkirler. Taurog
(107) MMI ve PTU'nun saflastirilmis TPO’'nun katalizledigi
oksidasyon i¢in subsratla yarisma igine girdiklerini
séylemistir. Ilaclar yiiksek konsantrasyonlardaki iyodiir
tarafindan okside edilir, iyodiir seviyesi diistiiglinde de daha
etkili olurlar. Iyot olmadigi zaman TPO irreversibl inaktif

olur. Davidson(20} de bu godriise katildi wve invivo TPO

iyodunun oksidasyonu ic¢in {TPO'nun irreversibl
inaktivesyonundan ziyade) yarismala inhibe edildigini
gésterdi.

Engler (30),0Ohtaki (87), Taurog{108) bu konudaki

calismalarainda; TPO'nun H202 varliginda fakat iyodir olmadigi
zaman PTU ve MMI ile kovalent kompleks yaptigini gdrdiiler. Bu
kompleksin olusumu TPO enzim 2’ nin Soret spektrumu degisimi
ile birliktedir. Iyod varliginda spektral degisme gérilmez ve

her iki ilacan siilfir formu sulfat wve silfite okside

oclmustur. Iflag¢lar iyod varlaigainda kompetetif substrat
inhibitéri olarak davranirlar.iyod yoklugunda enzimin
enzimin okside olmus formuna kovalent baglanarak onun

inaktivasyonuna sebep olurlar.
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2.20 OTOIMMUN TiROID HASTALIKLARINDA TPO’NIN

MIKROZOMAL ANTiJEN OLARAK ROLU

Roitt (100) Graves hastal;glnda ve Hashaimoto’s
tiroiditte mikrozomal faktdrlere karsa antikorlar tarif
etmistir. Bu antikorlarla Hashimoto's tiroiditi arasinda
yakin alaka gdrilmiistir ve bugiin varliga bu sendromun
taninmasinda diagnostik test clarak kullanilmaktadar.
Hashimoto’s tiroidit tiroid glandinin lenfositik
infiltrasyonu ve doku harabiyeti ile karekterizedir. Sonucta
hipotiroidizm gelisir.

TPO'nin mikrozomal protein oldugu uzun zamandan beri
biliniyordu. Fakat mikrozomal antijen oldugu yeni
farkedilmistir. 1985’ te bir grup TPO’'yu mikrozomal antijen
clarak prezante etti. Banga (6) ve ark. SDS poli akrilamidg
jel elektroforezinde molekiil agirligir 105 ten 1i¢ kDa’'a
degisen bir protein bglmuslardlr. Yinpe ayni yil diginde
Portman ve ark (94) serumun imminopresipitat TPO’'ya karsa
yvyetenedgi ile mikrozomal antikor titraj:i: arasindaki vyakin
ilginin varlagini gormiistir.

1985'te Czarnocka (18) insan TPO’na karsi antikorlar
gelistirdi ve bunu yiksek saflaikta insan TPO’a1 eldesinde
kullandi. Bu enzimin mol adgairliga 100 kDa’'dir. Arastiraca
yiksek seviyede antimikrozomal ° antikorlar igeren hasta
serumunu saflastlrllmls TPO'ya baglada ve monoklonal

antikorlaran TPO'ya baglanmasini inhibe etti. 1986'da Katoni
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ve ark. elisa ve imminoblotting teknigi kullanarak ylksek
oranda mikrozomal antikor titraja bulunan serumun TPO'ya
karsi da antikorlar igerdigini ve TPO’'nun major mikrozomal
antijen oldugunu sdyledi. Bazai gruplar rekombinant TPO
kullanarak serumdaki TPO antikorlari igin bir tayin metodu
gelistirmeye c¢alismaktadir. Bu tayin otoimmiin tiroid
hastaliklarinin etiyolojisinde TPO’'nin roliini izah ederken

yeni gorisler getirecektir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Kullanilan Aletler
MSE Superspeed 75 Ultrasantrifij
Schott pH metre CG 840
Shimadzu Libror AEU-210 hassas terazi
Shimadzu 1201 UV~-Visible Spektrofotometre
Chraist IIKS Santrifuj

B.Braun Melsungen AG 5449 homojenizator

3.2 Kimyasal Maddeler

Sukroz Merk
EDTA-Na Merk
KHz2 PO4 Merk
NazHPO4- 2 H:20 Merk
Hz02 Merk
Guaiacol Sigma
Na,K- Tartarat Hopkin & Williams
Bakir sulfat Merk
Sodyum Karbonat Merk
Sodyum Wolfromat Merk
Sodyum Molibdat Merk
Lityum Sulfat Merk
Brom Merk
Bovin albiimini Merk

Sodyum Hidroksit Merk
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3.3 Kimyasal (Cézeltiler

Doku homojenati hazirlamak ve ultrasantrifiijde fraksiyonlafa
ayirmak icin:

Sukroz ¢ézeltisi: 0,25 M + 1mM EDTA

TPO tayini icgin:

Fosfat tampon:0,2 M pH = 7,4

Hidrojen Peroksid 88 mM

Guaiacol 0,1 M

Protein Tayini icin:

Bakir Sulfat ¢oz. % 0,1'1ik

Stok Alkali Tartarat Co6z.: 0,1N NaOH icinde 20 gr. Naz2COs

( anhidrit ) + 0,5 gr. sodyum tartarat

Folin Ciocalteau Fenol (ozeltisi,
25 gr. NazMoOs4. 2 Hz20 + 25 gr NazMoOs4. 2 H20 karaisimi 700 cc
suda ¢odziilir. 50 ml orto fosforik asit, 100 ml HCl ilavesi
ile geri sogutucu altinda en az 10 saat kaynatilair. Karisim
150 gr LiSO4, 50 ml su ve 2,3 damla brom ilavési ile 15 dk
Gaha kaynatilir. Soduduktan sonra litreye tamamlanir.
Albumin standart %100 mg.
3.4 Doku &6rneklerinin toplanmasi ve hazirlanmasa

Bu calismada kullanilan tiroid dokulari Cerrahpasa Tip
Fakiltesi Cerrahi Ana Bilim Dali tarafindan yapilan
tiroidektomi ameliyatlaraindan sagdlanmistair. Doku amelivatla

¢ikarildiktan hemen sonra buzda sogutulmus serum fizyolojik
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i¢inde muhafaza edilerek laboratuvara getirildi. Literatiirde
dokunun - 15°C‘de 6 ay, 105.000g sedimentinin de birka¢ hafta
aktivite kaybetmeden saklanabildigi bildirilmektedir(4).

Doku homcjenatlarinin hazirlaomasi, ultrasantrifiij ile 600 g
;ve 105.000g sedimentlerinin elde edilmesi, TPO tayini
Nagataki ve arkadaslaranin uyguladigar ve Inoue ve Taurog’'un
Ga kullandiga: metoda uygun olarak yapildi(45,76).

Fragu(35) ¢alismasinda perinodiiler doku ile normal doku TPO
diizeylerinin ayni oldugunu gdrmistir. Taze, normal tiroid
dokusunun bulunmasindaki giliglikler g&éz oniinde bulundurularak
adenomatdz hiperplazili hastalaran patoldjik olarak normal
kabul edilebilecek doku pargalara kontrol amaci ile
kullanildz.

A. Doku Homojenizasyonu:

Tiroid nekrotik ve bag dckularzndan temizlendikten sonra cam
homcjenizatére koyularak 0,8 ml 0,25 M.sukroz c¢ozeltisi ile
honojenize edildi. Homojenizatdr buz dolu kap i¢inde

tutularak i1sinmalara bagli enzim aktivitesi kayba onlendi.

B. Doku fraksiyonlanmasi:

Doku homojenati 6 ml. 0,25 M sukroz ¢ézeltisi ile bir cam
tipe aktarildi ve 600 g. de 10 dk.santrifiij edildi. Nukieer
fraksiyon ayraldi. Ust faz seliloz nitrat tiipe alinarak +4°C’
de 105.000g de 30 dk. santrifiij edilerek mitokondrial-
mikrozomal fraksiyon ayrildai(105.000 g sediment). 105.000g
sediment uygun protein konsantrasyonlarina fosfat tampon

(ph=7.4) ile siispanse edildi. Literatiirde 48.000 g de 30 dk.
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santrifiijle elde edilen sedimentin total TPO aktivitesinin
$95'pni ihtiva ettigi, geri kalan %5 aktivitenin ise 105.000 ¢
de 1 saat santriftj ile elde edilebilecegi hakkinda bilgi
vardir(4). Doku homojenizasyonu i¢in 0.15 M KCl (4,71), 0.065K
Tris HCl tampon, 10 M KI (pH=7.4),(35) gibi ¢ozeltilerin de
kullanilabilecegi bildirilmistir.
3.5 TPO aktivitesi tayini :
Hosoya tarafindan ortaya atilan, Nagataki ve ark.min
uyguladigi Guaiacol metodu uygulandi (76).
Guaiacol metodu:
Guaiacol reaksiyonu bittiin protein konsantrasyonlarinda
lineer dedildir. Bu nedenle 105.000 g sedimenti optik
dansitesi ile zaman arasinda ¢izilecek grafikte 1 dakikalik
zaman araliginda grafik lineer olacak sekilde uygun protein
konsantrasyonlari temin edildi. Suspangiyon enzim tayininden
dnce 20 dk buzda bekletildi.
Suspansiyondan alinan 0,4 cc’lik kisim spektrofotometre
kivetine koyuldu, 1 ml guaiacol, 1,6 ml fosfat tampon
i;avesi ile karlstlrilarak alette vyerine vyerlestirildi. 470
nm dalga boyunda alet sifirlandi. Reaksiyon 10pl H202 ilavesi
ile baslatildi. 30 sn =zaman araliklari ile 0D o8lcildii.
Guaiacol metodu ile TPO tayini 25 C’'de yapilda.l dk da 1.0
OD artasi 1 Guaiacol Unitesi (GU) olarak tanimlandi.
3.6 Protein tayini:
Lowry metodu ile yapilda(56).
Bakir siilfat c¢ézeltisi tartarat c¢ozeltisi ile 1/9 oraninda

karistairaldi (ginlik hazirlanar). 105.000 g sedimenti
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siispansiyonundan alainan (.1 cc'iik porsiyon hazirlanao
¢Szeltinin 5cc’i ile 15 dk oda sicakliginda inkibe edildi.
Folin ¢ozeltisi 1/2 oraninda distile su ile seyreltilerek
0.5 cc ilave edildi. Ayn: sekilde %100 mg’'lik albimin
standarti ve blank c¢alisilda. 30 dk sonra 750 nam‘ce
absorbanslari 8lg¢ildi.

3.7 Kullan:ilan istatistiksel bagintilar

SpB2

SDk <

SDi12(n-1) + SD22(n-1)

spz =

ni + nz - 2

Dp : Biyik varyans
Dk : Kiigiik varyans
Ft : Sinir deger

F . Frekans

SD?: Ortak varyans

X! : Deney grubu ortalamasa
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X2 : Kontrol grubu ortalamasa

ni: : Deney grubu vaka sayisi

nz : Kontrol grubu vaka sayisi

SD:1: Deney grubu varyans:i

SD2: Kontrol grubu varyansi
3.8 Olgular

Bu g¢alismadaki vakalari,Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cerrahi

Ana Bilim Dalina tiroidektomi i¢in basvurmus 4’y erkek 37’'si
kadin toplam 41 hasta teskil etmistir(tablo 1). Yaslari 19-68
arasainda degigen hastalarin ameliyat sonrasindaki patoloijik
raporlari; 27'sinde adenomatdz hiperplazi,7’'sinde diferansiye
karsinom (papiller ve follikiiler Ca) 1’inde Hiirthle hiicreli
karsinom, 6°’sinda ise hiper fonksiyon bulgulara olarak
belirlendi.Hipertiroidili hastalar PTU ile tedavi edilerek
ameliyat oncesi dtiroid hale getirildiler.Diger
hastalar ise 8tiroid durumdaydilar ve 6n hazirliga liézum
olmaksizin operasyona alindilar.

4.1 BULGULAR VE TABLOLAR

Doku homojenatinda ve 600 g sedimentinde ¢ok az miktarda
TPO aktivitesi gértilmiistir.105.000g sedimenti(mitokondri+mik-
rozom) bilylik oranda enzim igerdiginden bu fraksiyonda c¢alisi-
larak adenomat®$z hiperplazisi mevcut 27 hastanin perinodiler
doku (normal) TPO aktivitesi 15.46+6.33 GU/100 mg protein/
30sn olarak bulundu (tablo 2). Tiroid karsinomlu 8 hastanin
TPO aktiviteleri 5.71 + 3.23 GU (tablo 3), hiperfonksiyon

bulgular: gériilen hastalarin ise 45.73 + B.86 GU'dir(Tablo 4)
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Kanserli grup normal gruba gére istatistiksel olarak
ileri derecede anlamli diigiik, (p << 0.001) hiperfonksiyeon
bulgulari olan grup ise 1ileri derecede anlamla yiiksek TPO
aktivitesi gdstermistir (p {0.001, sekil 6).

Guaiacol metodunda 15 smn =zaman aralaklar: ile oD
degisimi izlenmistir. Sekil 7, 8 ve 9'da 3 hastaya ait grafik
incelendiginde 1 dk i¢inde grafigin lineer oldugu
gorilmektedir. Bu aralikta yapilan hesaplamalar daha saglaikli
olacagi ic¢in bu bolgede c¢alisma tercih edilmistir. Sekil®
10,11'de ayni hastanin 0.302mg/0.lcc, 0.23émg/ 0.1 cc ve
0.144 mg/ 0.1 cc olacak sekilde cesitli protein
konsantrasyonlarinda absorbans degigimi izlenmis ve TPO
aktivitesi sirasi ile 54.9 Gu, 47.3 GU wve 47.9 GU olarak
bulunmustur. Buradan 0.15 - 0.25 mg / 0.1 cc protein
konsantrasyonlarinda ¢alismalarain uygun olacaga kanesatine
varilmistar. Ayni hastanin homojepmati 1 giin + 4°C' de
bekletildikten sonra 0.076 mg/ 0.1 cc protein
konsantrasyonunda 40 GU'’lik TPO aktivitesi gbstermistir.
Disiik konsantrasyona ve zZamana bagla olarak encim

aktivitesinde kayip oldugu gbrilmistir | Sekil 12}.
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Tablo 1. HASTALARIN CiINSIiYET, YAS VE PATOLOJiK TANILARINA
GORE DAGILIMI

VAKA NO CINSIYET YAS PATOLOJIK TANI
1 K 38 TAH
5 & 13 28
4 K 40 Papiller Ca
5 E 62 TAH
6 K 25 Hiperfonk.bulg.
7 K 42 TAH
8 § gg Hiperggﬁk.bulg
i0 K 60 TAH
i K 34 Papiller ca
12 K 23 Hiperfonk.bulg.
13 K 23 TAH
13 g 13 Hiper%‘é‘gk.bulg.
ib K 3 TAH
17 K 22 TAH
18 E 50 TAH
19 K 43 TAH
5 A
39 £ ¢8 P asatais dac”
2 ° K 43 TAH
23 K 30 Papiller ca
24 K 36 Folikiler ca
25 E 47 TAH
%9 § é% Papgéﬁer ca
28 K 55 H.hicreli ade.
29 K 68 TAH
30 K 29 Hiperfonk.bulg.
31 K 34 TAH
13 ; : 1
34 E 64 - TAH
35 K 31 TAH
36 K 55 TAH
37 K 26 TAR
A m
38 £ 5 HhE
40 K 40 Hiperfonk.bulg.
41 K 38 TAE
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Tablo 2. NORMAL TiROiD DOKUSU TPO AKTiViTELERi

VAKA NO TPO AKTiViTESi GU/100mg PROTEIiN
1 22.1
2 22.5
3 23.8
4 11.8
5 8.3
6 26.6
7 10.7
8 g.8
9 10.9

10 19.2
11 12.7
12 24.8
13 6.5
14 7.7
15 11.0
16 8.1
17 14.2
i8 11.8
19 15.6
20 19.1
21 20.3
22 24.5
23 9.8
24 16.2
25 16.2
26 3.8
27 24.5

Tablo 3. TIROID KARSINOMLU HASTALARIN TPO AKTiViTELERI

VAKA NO TPO AKTIiVITESI GU/100mg PROTEIN
1 7.4
2 3.6
3 12.5
4 4.8
5 6.5
6 4.7
7 4.8
8 1.4
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Tablo 4. HiPERTiROiDiLi HASTALARIN TPO AKTiViTELEKi

VAKA NO TPO AKTiViTESi GU/100mg PROTEiN
} 86:2
3 45.8
4 59.9
5 45.3
6 36.3

50

40]|--- 4

30| [ ElHIPER
[EJKANSER
EINORMAL

10{--- &

Y

Sekil 6. Hipertiroidili ve kanserli hastalarin TPO
aktivitelerinin normallerle karsilastirilmasa.

10-30D
A
600

500—|
400!

300—,

200

Sekil 7. Guaiacol reaksiyonunda zamana bagli OD dedgisimi
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10-30D
700

600

T 7 T T T T LT T T T T T T T T T T2
1 2 3 4 5 6 dk

Sekil 8. Guaiacol reaksiyonunda zamana bagli 0D dedisimi.

10-30D
700—

600—

..
T 1T —y T T T T T T T T 7

2 3 4 5 6 ak

Sekil 9. FProtein konsantrasyonu 0.3019mg/0.lcc cldugunda
zamana bagli optik dansite degisimi
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Sekil 10. Protein konsantrasyonu 0.236 mg/0.lcc protein
oldugunda zamana bagli OD degisimi

10-30D
EA
250
200—
150

100

i

50|

T 1 T T 1
1

Sekil 11. Protein konsantrasyonu 0.144mg/0.lcc oldugunda
zaman bagli OD dedisimi

10-30D

i
125

100—
|
75—

Sekil 12. Protein konsantrasyonu 0.076 mg/0.lcc oldugunda
1l gin sonra zaman bagli optik dansite degisimi
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5.TARTISMA
Bu c¢alismada 28’1 adenomatdéz hiperplazili,8 i
diferansiye tiroid kanserli (papiller+follikiler), 1 tanesi

de hirthle hiicreli, 6 hipertiroidili toplam 42 hastanin TPO
aktiviteleri tayin edildi. Hipertiroidili vakalarda
normallere oranla %291 artis, Kkanserli vakalarda ise %369
disme gdrilmiistir.

Doku fraksiyonlianmasinda TPO aktivitesi biliyik oranda
105.000 g sedimentinde mikrozomal fraksiyonda yer almaktadir.
Homojenatta ise ihmal edilebilir diizeyde aktivite mevcuttur.
Bu, enzimin organel membranlarda lokalize oldugunu
gostermektedir.

Fragu Kkarbimazol ile tedavi edilmis hipertirocidililerde
TPO aktivitesinin %288 arttigini sdylemistir. Buldugumuz %291
oranindaki aktivite artisi bu c¢alismaya uyum gdstermistir.
Valenta ve Nagasaka’'nin c¢alismalarli da ayni parelelliktedir
(117,118,71}).

Fragu normal, tedavi edilmemis ve 200mg/giin bir yil siire
ile PTU ve ameliyat Sncesi 1 hafta KI almis, 8tiroid haldeki
hastalarain tiroid dokularinin mikroskopik yapilarini
incelemis (35) hipertiroidililerde  endoplazmik, retikulumun
normallere gdre ¢ok gelistigini goérmistir. Endoplazmik
retikulum TPO'1in sentez yeridir (114). Tedavi gdrmemis
hastalarda TPO aktivitesinin artmasi olagan karsilanmalidir.

Bu durumda antitiroid ila¢ alan hastalarda TPO’1 arttiran
T.C. VOKSEKOBRET' .+ gy
BAUMANTL Ly WERKEZ]
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etken nedir? Bu sorunun cevabi hastalarain operasyon
sirasinda 6tiroid olmasi, T4 sentezinin engellenmesi seklinde
olmaktadir.Heimann‘’a gére tedavi gérmiis veya gdrmemis olsun
tim hipertiroidili hastalarin ultrastriktirel vapilarinda
endoplazmik retikulumlarinda artma mevcuttur (41).

Nagataki (76) sigcanlara 1USP/2 giin TSH, 3mg sc/giin PTU
ve Sug sc/gin Ta’'d 7 gln slire ile uygulamis, TPO
aktivitesinin PTU ve TSH uygulamasi ile arttigana, Tas, PTU +
Ta ile distiginit gdrmustiir. Ayni doz wuygulandiktan sonra
sicanlar sakrifiye edilerek yapilan ¢alismada da akut
uygulamalar TPO aktivitesini degistirmemistir.

TSH uygulamasi ile doku 1I!31! wuyptake'i artmaktadar.
Tiroidal organik iyod miktari da peroksidaz aktivitesini
degistirmektedir.

Fragu’nun sitokimyasal ¢alismalarinda apikal hiicre
kenarlarinda yer alan mikrovillilerin artmis oldugu tesbit
edildi. Kuvvetli iyodinasyon kapasitesine sahip TPO burada
lokalize olmaktadir. Bu calismada hipertiroidililer &tireoid
durumdaydilar ve TSH’lari normaldi. Diger gruba karbimazol
yaninda LT3 uygulanarak TSH sekresyonu bloke edildiginde TPO
aktivitesi yiiksekti.

Invitro ¢alismalar antitiroid ilag¢larin TPO {izerine
inhibitér etkisi oldugu seklinde bilgi veriyorsa da
{106,5,107) sigcanlarda yapilan arastirmalar PTU uygulamasinin
peroksidaz aktivitesini arttirdigini gdstermistir (76,123).
Bu durum hizli plazma TSH artmasi ile korele edilmektedir.

Graves hastaliginda plazmada gériilen tiroid stimiilan
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antikorlar (TSAb) membrandaki TSH reseptdrlerine karsi
Uretilirler, TSH gibi davranirlar. Stress travma, yaslanma,
infeksiyon bu antikorlarin olusumunu arttairar {(119).

TSH, TPO mRNA diizeylerini ayarliyarak TPO biyoaktivitesi
iizerinde etkilidir.cAMP ikinci habercidir ve Damante’'ye gore
transkripsiyonal olmayan bir mekanizma ile ¢alisir (19).

Nagasaka ve Hidaka (70) TSH verilmis hipofizektomize

sicanlarda etkinin yeni protein sentezine badglr oldugunu

sbylemistir. Magnusson ve Rapaport ise diisik TPO
seviyelerinin TSH verilmesi ile arttidgina, TSH'nin bu
etkisinin cAMP analogu veya adenil siklaz sistemi

aktivatorleri ile taklit edildigini gormustir.

Bizim ¢alismamizda Ts,T4,TSH diizeyleri kronik PTU
uygulamasi ile normal sanirlarda tutulan hastalarain TPO
aktivitesi degerleri normallerin ¢ok istiindeydi. TPO'1n
aktivitesi izerinde TSH'nin tnemli etkileri vardzi. TSH
diizeyleri de dokudaki iyod ile yakin iliskilidir. Muhtemelen
tipki Graves’te oldugu gibi stress, travma, infeksiyon,
vaslilaik, ilac¢lar, cAMP aktivatdrleri gibi i¢ ve dis etkenler
ile iyod ve TSH'nin isleyis mekanizmalara bilinen yoldan
saparken bundan TPO da etkilenmektedir.

Bizim hastalarimizda artmis TPO diizeyleri sentez

mekanizmasinin asiri c¢alistiginz, TPO sentezinin birtakim
uyarilardan etkilendigini gdstermektedir. Fakat hormon
dizeylerinin normal clmasi TPO’'nun hormon sentezinde

kullanilmadigini gostermektedir. TSH normal diizeylerdeyken

TPO sentezini arttiranin kendisi degil, onun etki
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mekanizmasini taklit eden baska bir etken oldugunu
diisiindiirmektedir. Asiri peroksidaz sentezlendigine gdére
PTU,TPO sentezi {izerinde biitiiniiyle inhibitdér etki etmemekte,
kontrollu inhibisyonla normal plazma hormon diizeylerini
saglanmaktadir. PTU ile tedavi edilmis hastalarda dokuda
guaiacol reaksiyonun gergeklesmesi PTU’'in TPO'u kismen de
reversible inhibe ettigini distndirmistir.

Doku TPO aktivitesi tayini hipertiroidi tanisi i¢in
kullanisli degildir. Fakat patolojik hiperaktivite
bulgularini desteklemek amaci ile kullanilabilir. Arastirmaya
a¢ik heniiz aydinlatilmamis bir konu olarak gériinmektedir.

Tiroid kanserlerinin etiyolojisinde su etkenler
siralanabilir.

1- iyot Yetersizligi

Endemik guatr bolgelerinde TSH tiroid dokusunun
biiyimesinde belirgin faktordir. Fizyolojik feed-back
mekanizmasina gére iyod yetersizligi asiri TSH sekresyonuna
neden olur, uzun siireli yiiksek kalan TSH tiroid nodiilleri
olusturur, TSH’'nain siirekli etkimesi de nodiillerin malin hale
dontismesine imkan verir (97).
2- lyonize isinlar
3- Viriisler, isainlar
4~ Genetik faktdrler
5- Immiinoloijk faktérler

Tiroid kanserlerinde membran ve hiicre i¢indeki

degisiklikler style goésterilebilir.
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Adeno Ca Mediller Ca

I uptake \ -

Membran TSH reseptér * -
TI-uptake 4 +

Tg sentezi *

I organifikasyonu v -

Tiroid hormon sentezi Y -

Hicre DNA sentezi 4 +
Anormal proteinler 4 +

Kalsitonin sentezi - +

Tiroid karsinomlarainda iyot uptake’l ve iyod tutma
kapasitesi azalmistir (97). Abdel Razzak calismasinda toksik
nodiille birlikte tiroid karsinomunun yan yana
bulunabildiginde, iyod tutmasi azalmis kanserli dokunun g¢evre
dokuya goére biraz daha artmis iyod tutulmasi gdsterdigini
s8ylemistir(1l). Radyoiyodu tutma kabiliyeti hiicrenin kolloid
miktari ile iliskili gorinmektedir(33,9). Kanserli tiroid
dokusunda tutulan I!¥1'1n yari omrid alisilmistan kisadir(78).
Bu durum organik badli olmayan ivodun atilmasi ile izah
edilmektedir.

Tiroid hormon sentezi iyod tutmasi ile iliskilidir, bu
mekanizma da kanserlerde engellenmistir. Fakat bazi vakalarda
asiri tiroid hormonu salgilandigar da gorilmistir. Defektli

tiroglobiilin sentezine bagli olarak iyod metabolizmasindaki
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degisikliklerle tiroid hiicrelerinde malign degismeler
gelismektedir (112).

Tg sentezi gen transkripsiyonunu gerektiren kompleks bir
prosestir. Golgi aparatindaki seker zincirleri, terminal
sialik asid komponenti ¢ok Snemlidir. Mannoz fosfat Tg'nin
lizozomlara baglanmasini saglar(l16). Malign tiroid hiicreleri
bu komplike reaksiyonlarda genis spektrum g&sterir. Anormal
iyodoproteinler sentezlenerek sirkiillasyona verilir. Baza
lezyonlarda Tg sekresyonunu sialotransferaz kaybi inhibe
eder(99). Karsinomlarda Tg'lerin iyod tutma ve hormon yapma
kapasiteleri kayboldugundan (11) tiroid hormonlara
sirkiilasyonda olmasa bile iyodinize Tg'ler yiikselmistir.
Gaé7'nin malign tiroide baglanmasi kapiller permeabilitenin
arttigini, hizla cogalan dokuda protein metabolizmasinin
degistigini gbsterir.

Bizim calismamizda kanserli hastalarin hormon dizeyleri
normal oldugu sartlarda TPO aktivitesi diisiik bulunmustur.
Iyodun alinimindan hormon sentezlenip salinincaya kadar ¢ok
karisik birgok basamaklar ge¢ilmektedir. Muhtemelen enzim
sentezinde bir aksama veya sentezlemen enzimin
inaktivasyonuna bagli olarak diisiik veya ¢ok zayif aktivite
tesbit edilmektedir. Benign patolojik sartlarda disik
aktivite sadece kanserli dokularda gériildiginden bu bélge
haric¢c diger verlerde hormon sentezi islemi yiliruyor
gérﬁnmektedir.‘Bu yizden plazma hormon diizeyleri normalken
kanserli bdlgede enzim aktivitesi diisiik bulunmaktadair.

Doku TPO diizeyleri tayini patolojik bulgulara
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destekleyecek nitelikte kanser tanisi koymada kullanilabilir.
idne aspirasyon biyopsisi ile alinan materyalde dahakolay ve
¢abuk teshis imkani oldugundan doku TPO tayini hormon sentezi
ara basamaklarinin izlenmesi, mekanizmanin aydinlatilmasa
acisindan arastirmaya ac¢ik bir konu olarak

degerlendirilebilir.
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OZET

TPC en biiyiik o:anda tiroid dokusu mikrozomal fraksiyonda
tesbit edilen glikozillenmis, hemoprotein enczimdir. Tiroid
hormonlarinin sentezinde iyodinasyon ve kupling
reaksiyonlarini Kkatalizleyerek Snemli rol oynar.

Bu ¢alismada kronik PTU tedavisi gormiis 6 hipertiroidili
hastd ile tiroid hormon diizeyleri normal sinirlarda tesbit
edilmis 7 diferamsiye, 1 hurthle hiicreli toplam 8 tiroid
karsinomlu hastanin doku TPO aktiviteleri Guaiacol metodu ile
tayin edildi.Adenomatéz hiperplazili vakalarin patolojik
clarak normal kabul edilen perinodiiler dokulari kontrol amaci

ile kullanildi.

+

x»
«©
o

Hipertiroidili hastalarin TPO aktiviteleri 45.73 + &,

[N
[\
o

GU/ 106 mg proteins 30 sn karsinomlu hastalarin 5.71 £

6.3

(48]

GUs 100 mg protein/ 30 sn, normal degerler ise 15.46

-+

GU/ 100 mg protein/ 30 sn olarak bulundu. TPO aktivitesinde

hipertiroidili hastalarda %291 artis , kanserli hastalarda
ise %369 diisiis gérilmistir. Her iki grup normallerle
kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak ileris

derecede anlamli farklilik gostermektedir.

Tiroid karsinomlarinda bozulmus protein sentezi, iyod
alinimindaki defektler veya mevcut olabilecek inhibitérier
gibi nedenlere pagli olarak enzim inaktivasyonu
gérﬁlmektedir.Bu durumda tiroid hormonlarinin sentezinin
aksamasi: beklenmelidir.Kanserli olmayan dokuda normal sente:z

devam ettiginden plazma hormon diizeyleri normal seviyelerde
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bulunmaktadar.

PTU tedavisi ile hormon iiretimi normal seviyelerde
tutulan hipertiroidi vakalarinda TPO aktivitesi artmistir.
PTU varligina ragmen TPO dretiminin artmasi ilacin enzim
sentezi izerinde etkili olmadigaini, hastaliga bagli olarak
asiri tretilen bir Kisim TPO'nun hormon sentezinde
kullanilamadan PTU baskisinda tiroidde . reversible
inhibisyonla tutuldugunu disindirmektedir.

Hipertiroidi ve tiroid karsinom vakalarainda doku
peroksidaz aktiviteleri tayinlerinden, hastalidin tanisinda
kullanilan metodlara desteklemek amac: ile yararlanilabilir.
Fakat doku calismalarinda karsilasilacak giigliikler nedeniyle
rutin uygulamalardan ziyade arastirmaya yonelik kullanim i¢in

yararli olacagi disiinilmektedir.



59

SUMMARY

TPO is a glycocylated hemoprotein enzyme which is found
with a relatively high gquantity in the microsomal fraction of
thyroid tissue.lt plays an important role in thyroid hormone
synthesis by catalyzing the iodination and coupliag
reactions.

In this study,the tissue TPO levels of 6 hyperthyroid
patients with thyroid cancer,?7 differentiated, 1 Hurthle cell
type with normal levels of thyroid hormone were determined by
Guaiacocl method.The perinodular tissues from the adenomatoid
hyperplastic cases which had accepted as normal,were taken as
a coatrol group.

The mean TPO activities were 45.73 + 8.66 GU/100 mg
protein/30 sc and 5.71 + 3.28 GU/100 mg protein/30 sc in
hyperthyroidism and cancer patients whereas it was 15.46 +
£.33 GU/100mg protein/30 sc in normals.The TPO activities
were 291% iancreased in hyperthyrcid and 36?% decreased 1in
cancer patlient.There existed a highly significant stastical
difference between both groups and normals.

There are enzyme inactivation in thyroid cancer due to
some reasons such as demaged proteln synthesis is probabie.
The plasma hormone levels were normal in cancer free tissue
where the normal synthesis continues.

In the hyperthyroid patients whose thyreoid hormone
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synthesis, besides increased TPO due to disease state is
trapped inhibited in the thyroid under PTU suppression.

It is possible to get a2id from determinations of tissue

peroxidase levels to support the diagnostic methods in cases
of hyperthyroidism and thyroid cancer. But due to

difficulties that may be faced during the tissue studies this

method can be preserved for research purposes rather than

routine uses.
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