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KISA OZET

Hipotiroidizm hipoglisemiye neden olan ¢esitli hormonal, biyokimyasal ve sinir sistemi
anormallikleriyle baglantilidir. Sinir sistemi disindaki dokularda glikoz eksikligine bagli
olarak AMP/ATP oraninda artisa neden olur. Bu oranin yiikselmesi AMPK nin fosforile
olarak aktiflesmesine neden olur. Aktiflesen AMPK ise cesitli yollarla otofajiyi
indiikler. Hipotiroidizmin hipokampiiste AMPK aktivitesini degistirip degistirmedigi ve

hipotiroidizmin otofajiyi indiikleyip indiiklemedigi bilinmemektedir.

Calismada hipotiroidizm olusturulan eriskin sican modelinde, tiroid hormonu
yoksunlugunun hipokampiis dokusunda otofaji ile iliskili ¢esitli proteinlerin ekspresyon
diizeylerini degistirip degistirmediginin; eger degistiriyorsa bu degisimin otofajinin
indiiklenmesi  veya baskilanmasi yOniinde olup olmadigimin ve otofajinin
indiiklenmesinde AMPK sinyal yolaginin rol oynayip oynamadiinin aragtirilmasi
hedeflendi.

Calismada 48 adet Wistar albino sican kullanildi. Sigan rastgele kontrol, hipotiroidili ve
Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili grup olmak tizere 3 gruba, her grupta 16
adet sican bulunacak sekilde ayrildi. Kontrol grubundaki sicanlara 1 ml serum fizyolojik
ve hipotiroidi grubundaki siganlara 28 giin boyunca 6-n-propil tiyourasil (PTU) 10
mg/kg/glin dozunda intraperitoneal olarak enjekte edildi. Levotiroksin ile tedavi edilmis
gruba ise hipotiroidi olusturulmasinin ardindan 15 giin boyunca 5 pg levotiroksin 1 ml

NaCl i¢inde sulandirilarak intraperitoneal olarak uygulandi.
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Caligmanin biyokimyasal bulgulart PTU’nun primer hipotiroidizmi olusturabildigini,
ancak hipotiroidili siganlarda glikoz seviyesini anlamli olarak diisirmesine ragmen
hipoglisemi  olusturmadigmi  gosterdi. Immiinohistokimyasal  sonuglar  sigan
hipokampiisiiniin kornu ammonis (CA) ve dentat girus (DG) bolgelerindeki néronlarda
AMPK’nin cekirdeklerde,  p-AMPKal/2-Thr183/Thr172’nin  ise  genellikle
sitoplazmada  yerlestigini  ve  bazi  noronlarda  ¢ekirdek  lokalizasyonu
sergiledigini ortaya koydu. ULK1 ve p-ULK1-S556’in genellikle sitoplazmik
ekspresyon sergiledigi, ancak bazi noéronlarda ULKI’in intraniiklear ekspresyon
gosterdigi  tespit edildi. mTOR’un CA bolgesindeki piramidal hiicrelerin
sitoplazmalarinda orta yogunlukta eksprese oldugu, dentat giriistaki graniiler hiicrelerde
ise daha zayif ekspresyon sergiledigi, p-mTOR-Se2448’in ise niiklear immiinreaksiyon
gosterdigi belirlendi. TSC2’nin CA bolgesinde piramidal néronlarin sitoplazmalarinda
orta yogunlukta, DG’de ise daha zayif ekspresyon sergiledigi gozlendi. p-TSC2-
Thr1462 i¢in, graniiler sitoplazmik boyanmanin TSC2’ye gore daha yogun oldugu ve
dentat girus bolgesinde de p-TSC2-Thr1462’nin eksprese oldugu saptandi. Beclinl ve
p62°nin ise noronlarda sitoplazmik immunreaksiyon sergiledigi goriildii. MAPLC3a/3
ve MAPLC3A’nin CA ve DG boélgesindeki noronlarda kuvvetli ve homojen bir
boyanma gosterdigi dikkati c¢ekti. Western blot (WB) analiz sonuglar1 hipotiroidili
grupta katalitik AMPKal/2’nin aktiflesmedigini, bu nedenle mTOR’un aktiflesmesini
baskilamadigini, aktiflesen mTOR’un AMPK’nin ULK1 ile etkilesmesini 6nledigi ve
dolayisi ile otofajiyi inhibe ettigini gosterdi. Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili
grupta ise WB sonuclarn katalitik AMPK’nin aktiflestigini, bu nedenle mTOR’un
aktiflesemedigini ortaya koydu. Ancak bu grupta hem ULKI1 ile p-ULK1-S556 ve hem
de TSC2 ile p-TSC2-Thr1462 ekspresyon diizeylerinin diger gruplara gore diisiik
bulundu. Calisma gruplarinda Beclin 1, LC3 ve p62’nin ekspresyon diizeylerinin

gruplar arasinda farklilik gostermedigi tespit edildi.

Sonug olarak bu bulgular PTU ile indiiklenmis hipotiroidizmin otofaji ile iliskili ¢esitli
proteinlerin ekspresyonlarint AMPK sinyal yolagi iizerinden Onemli olgiide

degistirmedigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel Hipotiroidizm, Hipokampiis, Otofaji, Sican
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ABSTRACT

Hypothyroidism is associated with a variety of hormonal, biochemical, and nervous
system abnormalities that cause hypoglycemia. It causes an increase in AMP / ATP
ratio due to glucose deficiency in tissues other than the nervous system. Increasing this
ratio causes AMPK to be activated as phosphorylated. Activated AMPK induces
autophagy in various ways. Whether hypothyroidism alters AMPK activity in the
hippocampus and whether hypothyroidism induces autophagy is unknown.

In this research, it was aimed to investigate whether thyroid hormone deprivation
changes the expression levels of various autophagy-related proteins in the hippocampus
tissue in an adult rat model with hypothyroidism, if it does, whether this change is in the
direction of inducing or suppressing autophagy and if the AMPK signaling pathway
plays a role in inducing autophagy.

In the study, 48 Wistar albino male rats were used. The rats were randomly divided into
3 groups as control, hypothyroid and Levothyroxine-treated hypothyroid group, with 16
rats in each group. The rats in the control group were injected with 1 ml of saline. 6-n-
propyl thiouracil (PTU) at a dose of 10 mg/kg/day intraperitoneally injected to the rats
in the hypothyroid group for 28 days. For the rats in the Levothyroxine-treated group,
after inducing hypothyroidism, 5 pg of levothyroxine was diluted in 1 ml of NaCl and
intraperitoneally administered for 15 days.

The biochemical findings of the study indicated that PTU could cause primary
hypothyroidism, but although it significantly decreased glucose level in hypothyroid

rats, it did not cause hypoglycemia. Immunohistochemical results revealed that AMPK
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is located in the nuclei of neurons in the corn ammonis (CA) and dentate gyrus (DG)
regions of the rat hippocampus, whereas p-AMPKal / 2-Thr183 / Thrl72 is located in
the cytoplasm and exhibits nuclear localization in some neurons. It was observed that
ULK1 and p-ULK1-S556 generally exhibited cytoplasmic expression, but intranuclear
expression of ULK1 in some neurons. It was determined that mTOR was expressed at
moderate immunostaining intensity in the cytoplasm of pyramidal cells in the CA
region, while the granular cells in the DG showed a weaker expression, and p-mTOR-
Se2448 displayed nuclear immunreaction. It was observed that TSC2 exhibited
moderate immunostaining intensity in the cytoplasm of pyramidal neurons in the CA
region and weaker expression in the DG. It was detected that granular cytoplasmic
immunostaining for p-TSC2-Thr1462 was more intense than that of TSC2, and p-TSC2-
Thr1462 was also expressed in the DG. Beclinl and p62 were observed to exhibit
cytoplasmic immunoreactions in neurons. It was noticed that MAPLC3a / B and
MAPLC3A showed a strong and homogeneous immunostaining in the neurons in the
CA and DG regions. The Western blot (WB) analysis results showed that the catalytic
AMPKa1/2 was not activated in the hypothyroid group, therefore it did not suppress the
activation of mTOR, the activated mTOR prevented AMPK from interacting with
ULK1 and thus inhibited autophagy. In the hypothyroid group treated with
Levothyroxine, WB results also revealed that catalytic AMPK was activated, therefore
mTOR could not be activated. However, expression levels of both ULK1 and p-ULK1-
S556 and TSC2 and p-TSC2-Thr1462 were found to be lower in this group compared to
the other groups. The expression levels of Beclin 1, LC3 and p62 in the study groups
did not differ between the groups.

In conclusion, these findings show that PTU-induced hypothyroidism does not
significantly alter the expression of various autophagy-related proteins through the
AMPK signaling pathway.

Keywords: Autophgy, Experimental Hypothyroidism, Hippocampus, Rat
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1. GIRIS VE AMAC

Beyin i¢in dnemli bir metabolik substrat olan glikoz ile biligsel performans arasinda
dogrudan bir iliski vardir. Glikoz yoksunlugunun (hipoglisemi) eriskin nérogenez ile
sinaptik plastisitede yer alan sinyal yollarim1 degistirerek otofajiyi indikledigi ve
norodejeneratif bozukluk riskini artirdig1 bilinmektedir (Hall ve ark., 1989; Parsons ve
Gold, 1992; Gold, 1995; Manning ve ark., 1998; Erickson ve ark., 2006; Hoyland ve
ark., 2008; Krebs-Kraft ve Parent, 2008). Hipokampiisde, glikoz yoksunlugunun kornu
ammonis 1 (CA1) alanindaki sinaptik alan potansiyellerinin inhibisyonuna yol agtigi,
diisiik glikozlu ortamin, alan uyarici post-sinaptik potansiyelleri (fEPSP) O6nemli
derecede azaltig1, yiiksek glikozlu ortamin fEPSP iizerinde ¢ok az etkisinin bulundugu
tespit edilmigstir (Kamal ve ark., 1999). Glikozun 6grenme ve hafiza gorevlerini
etkileme yetenegi, 0grenme ve hafiza mekanizmalarinin metabolik kontrol altinda
oldugunun 6nemli bir gdstergesidir (Potter ve ark., 2010). Klinik dncesi aragtirmalardan
elde edilen bulgular, glikoz metabolizmasin1 diizenleyebilme ve insiilin
sinyalizasyonuna katkida bulunma potansiyeli nedeniyle tiroid hormonunun (TH)
Ozellikle de hipokampiisde bellek ile ilgili siireclerin 6nemli bir diizenleyecisi
olabilecegi hipotezini desteklemektedir (Gould ve ark., 1991; Smith ve ark., 2002;
Samuels, 2008; Fernandez-Lamo ve ark., 2009). TH’nun eriskin beyninde bolgesel
glikoz metabolizmasini ve psikiyatrik semptomlari diizenledigi bildirilmistir (Bauer ve
ark., 2009). Hipotiroidizm hipoglisemiye neden olan ¢esitli hormonal, biyokimyasal ve
sinir sistemi anormallikleriyle baglantilidir. Hipotiroidizmde hem iskelet kasinda hem
de yag dokusunda glikoneogenezin rolii azalir (McCulloch ve ark. 1983), ayrica
glikojenoliz de bozulur (McDaniel ve ark.,1977). Bu biyokimyasal kusurlar,
hipoglisemiden kurtulmay1 geciktirir (Kalra ve ark. 2014). Hipotiroidizmdeki diger

anormallikler, glukagon saliniminda bir azalma (Clausen ve ark., 1986), glukagonun



hepatositler iizerindeki etkisinin azalmasi (Miiller ve Seitz, 1987) ve insiilin klirensinin

yavagslatilmasini igerir (Shah ve ark., 1975).

Hipokampiisiin  hipotiroidizme bagli  hipoglisemiden etkilenip etkilenmedigi
bilinmemektedir. Memelilerde glikoz eksikliginin ¢esitli doku ve organlarda otofajiyi
indiikledigi (Maruyama ve ark. 2008; Williams ve ark., 2009; Singh ve Cuervo, 2011,
Kobayashi ve ark., 2012), otofaji ile karbonhidrat metabolizmasi arasinda bir
etkilesimin oldugu ve ayrica otofaji ile hiicresel enerji dengesi arasinda dinamik bir geri
bildirimin bulundugu son yillardaki ¢aligsmalarda ortaya konmustur (Singh ve Cuervo,
2011). Bununla birlikte glikoz eksikliginin hipokampal otofajiyi etkileyip etkilemedigi
bilinmemektedir. Sinir sistemi digindaki dokularda glikoz eksikligi hiicrede adenozin
trifosfat (ATP) konsantrasyonunun azalmasina ve adenozin monofosfat (AMP)
diizeyinin artmasina yani AMP/ATP oraninda bir artisa neden olur. AMP diizeyindeki
artig bir hiicresel enerji sensorii olan adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz
(AMPK)’1n yukari akis kinazlar tarafindan fosforile olarak aktiflesmesini saglar (Stein
ve ark., 2000; Hardie ve Hawley, 2001; Hardie, 2011). Aktiflesen AMPK otofajiyi
indiikler (Gwinn ve ark., 2008). Son on yilda elde edilen veriler AMPK’nin ndronlarda
enerji Uretimi ve tiketiminin diizenlenmesi i¢in gerekli oldugunu ve merkezi sinir
sistemi fizyopatolojisinde 6nemli rol oynadigin1 géstermektedir (Rosso ve ark., 2017).
Yetiskin beyninde, AMPK’ nin yaslanma siirecinde yer alan hiicresel olaylar1 yonettigi,
Alzheimer hastaligi (AD), Huntington hastaligi (HD) ve Parkinson hastaligi (PD) gibi
cesitli beyin hastaliklariyla AMPK  sinyalizasyonunun islev bozuklugunun iligkili
oldugu da bildirilmektedir (Won ve ark., 2010; Ma ve ark., 2014). Hipotiroidizmde
hipokampal AMPK aktivitesinin degisip degismedigi ve tiroid hormon yetersizligi ile
AMPK aktivitesi arasinda bir iliskinin bulunup bulunmadig1 bilinmemektedir.
Otofajinin noronlar1 beslenme aclhigindan korudugu dolayisiyla noroprotektif bir rol
oynadig1 bilinmektedir (Kaushik ve ark., 2011). Ayrica son yillarda yapilan ¢aligmalar 1)
otofajinin ndronlarda da normal kosular altinda yapisal olarak meydana geldigini, ii)
yapisal otofajinin ndronal sagkalimdan sorumlu oldugunu (Poels ve ark., 2012), iii)
yapisal otofajinin bozulmasinin nérodejenerasyona yol actigini ve iv) ayrica bozulmus
otofajinin birgok norogelisimsel ve noérodejeneratif bozukluklarin patogenezinde rol
oynadigin1 gostermistir (Hara ve ark., 2006; Komatsu ve ark., 2006; Vijayan ve
Verstreken, 2017). Tiroid hormonu ve otofajinin iskelet kasi biiylimesinin,

rejenerasyonunun ve farklilasmasinin diizenlenmesinde benzer islevleri paylastigi, TH



ile indiiklenen otofajinin, mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile AMPK ve Unc-
51 benzeri otofajiyi aktive eden kinaz (ULK1)'1n aktivasyonunu ve rapamisin’in memeli
hedefi (mTOR) yolaginin inhibisyonunu igerdigi, ayrica TH kaynakli otofajinin, iskelet
kasinda mitokondriyal aktiviteyi ve biyogenezi korumak i¢in gerekli oldugu (Lesmana
ve ark., 2016) ve TH’nun karacigerde otofajiyi arttirdig1 gosterilmistir (Sinha ve ark.,
2012). Bununla birlikte yapilan literatlir taramalarinda hipotiroidizmin hipokampiisde
otofagozom olusumunu indiikleyip indiiklemedigi ve otofajiyi inhibe ya da modiile edip
etmedigi bilinmemektedir. Yukarida 6zetlenen ¢alismalarla elde edilen sorular, TH
yetersizliginin AMPK sinyal yolagim1i modiile veya inhibe ederek ve mTOR’u
baskilayarak veya aktive ederek hipokampiiste otofajiyi degistirip degistirmedigi

diisiincesinin test edilmesini gerekli kilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda tiroid hormonlarinin yetersizligine bagl olarak sekillendigi bilinen
bilissel bozukluklarda otofajik mekanizmalardaki degisisikliklerin roliiniin olup
olmadiginin ortaya konmasi amaglanmistir. Calismada propiltiourasil (PTU) verilerek
hipotiroidizm olusturulan eriskin sican modelinde tiroid hormonu yoksunlugunun;
hipokampiis dokusunda AMPKal, fosfo-AMPKal, tuberin (tuberoz skleroz kompleks
2, TSC2), mTOR, fosfo-mTOR, ULK1, fosfo-ULK1, BECLINI1 gibi otofaji ile iligkili
cesitli proteinlerin ve otofagozom olusumunda 6nemli rol oynayan LC3’lin ekspresyon
diizeylerini degistirip degistirmediginin; eger degistiriyorsa bu degisimin otofajinin
indliklenmesi veya baskilanmasi yoniinde olup olmadiginin ve otofajinin
indiiklenmesinde AMPK sinyal yolaginin rol oynayip oynamadiginin arastirilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tiroid Bezi

Tiroid bezi, boynun 6n yiizeyinde, larinksin hemen altinda bulunan ve isthmus adi
verilen bir parca ile birbirine baglanan iki lobdan (sol ve sag) olusan kelebek seklinde
bir organdir. Endokrin bir organ olarak islev goren tiroid bezi tiroid hormonlari ile
kalsitonin hormonunu {iretir: Béylece metabolizmanin, biiyiimenin ve kalsiyum gibi
elektrolitlerin serum konsantrasyonlarinin diizenlenmesine katki sunar. Buradan
salgilanan ana tiroid hormonlar1 tiroksin olarak da bilinen tetraiodotironindir (tetraiodo-
thyronine, tiroksin, T4) (ve 3,5,3 triiyodo-L-tironinin (3,5,3-triodo-L-thyronine, T3)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK551611/, Erisim tarihi: 21 Ocak 2021).

2.1.1. Tiroid Bezinin Embriyolojik Gelisimi

Tiroid bezi memelilerde yutak endoderminden koken alan ve ilk gelisen endokrin
bezdir. Insanlarda gebeligin iigiincii haftasinda (20-24. giinler arasinda), primitif
farinksin tabanindaki endodermal hiicreler cogalir ve tiroid divertikiilii olusur. Gebeligin
besinci haftasindan itibaren, tiroid divertikiilii anterior olarak hyoid kemigi ve laringeal
kikirdag1 gecerek orta hat boyunca kaudale dogru go¢ eder. Tiroid gog siiresince,
tiroglossal duktus yoluyla dile bagli kalmaya devam eder. Bu durumda tiroid
dokusunun dil bolgesindeki alisilmadik yerini ve gelisim boyunca goriilen triglossal
duktus kistlerinin varligimi aciklar (Manuchehri, 2008). Erken go¢ sirasinda tiroid
bezinin i¢i bostur; daha sonra tiroidin folikiiler elemanlar1 meydana gelir Tiroid bezinin
sag ve sol loblara ayrilmasi  gebeligin 5. haftasinda  gergeklesir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 551611/, Erisim tarihi: 21 Ocak 2021).

Ayrica, besinci haftada, ultimobransiyal cisimcikler dordiincii / besinci faringeal
keselerden olugmaya baglar. Ultimobransiyal cisimcikler gelisen tiroid bezinin superior
dorsolateral kismiyla kaynasir ve Zuckerkandl tiiberkiiliinii olusturur (Chintamani,

2013). Ultimobransiyal cisimcikler tiroid bezi igerisine yerlesir ve daha sonra



parafolikiiler C hiicrelerine farklilasir. Onceleri parafolikiiler C hiicrelerinin noral krista
hiicrelerinden koken aldigi diisiiniiliirken, son ¢alismalar, bunlarin endodermden koken
aldigim1 ortaya koymustur. Parafolikiiler C-hiicreleri tiroidin iist lateral boliimiinde
cogunlukta iken, tiroidin alt iicte birinde bulunmazlar. Tam gelismis C hiicreleri,
osteoklast fonksiyonunu inhibe ederek serum kalsiyum diizeyini azaltan kalsitonin
hormonunu salgilar. Gebeligin 7. haftasinda tiroid bezi eriskindeki yerine ulagir.
Gebeligin 10. haftasinda triglossal duktustan geriye yalnizca foramen sekum kalir.
Bazi durumlarda, kanalin eksik obliterasyonu, tiroglossal kanal Kistleri, lingual tiroid
veya piramidal lob gibi anormalliklere yol agabilir. Tiroid bezinde hiicresel farklilasma
ve olgunlagsma gebeligin 12. haftasina kadar devam eder. Onikinci haftada fonksiyonel
olgunlagsma tamamlanir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK551611/,  Erisim
tarihi: 21 Ocak 2021).

2.1.2. Tiroid Bezinin Anatomik ve Histolojik Yapisi

Insanda tiroid bezinin sag ve sol loblari, ortada bulunan bir yap: olan isthmus ile
birbirine baglanmistir. Ancak siganlarda isthmus bulunmaz. Dolayisiyla tiroid bezi,
trakeyanin yanlarinda yerlesen 2 ayri loptan olusur (Mota ve Serkiz, 2019). Tiroid
loblar1 fibro-elastik bag dokusundan olusan bir kapsiil ile sarilmistir. Bu kapsiilden
ayrilan bagdoku, boélmeleriyle miktar1 20-30 milyon kadar olan folikiiller igeren,
diizensiz bi¢im almis, farkli biiyiikliikte lopcuklara ayrilmistir. Her bir lopguk tiroid
bezinin yapisal ve fonksiyonel birimleri olan ve tiroid folikiilleri olarak adlandirilan bir
folikiil kiimesi igerir (Rykova ve ark, 2019). Diger endokrin bezlerin aksine tiroid,
ekzokrin bez yapisini andirir. Folikiiller, eriskin hayvanlarda oval veya yuvarlak, geng
hayvanlarda az veya ¢ok tubuler yapida veya dallanmistir. Tek katli epitelle ortiilii olan
folikiillerin ¢aplar1 20-500 pm arasinda degisir. Epitel hiicreleri bazal membran
olmaksizin direkt olarak bag doku iizerine oturur. Her bir folikiiliin ltimeni kolloid adi
verilen follikiil epitel hiicrelerinin salgilarindan olusan jel benzeri bir madde ile doludur.
Inaktif tiroid bezindeki folikiillerde epitel hiicreleri yassilasmis oldugu halde,
sekresyonun aktif oldugu folikiillerde yiiksek prizmatiktir. Folikiil etrafinda genis bir

kapillar ag bulunur. Bu damarlarin endotel hiicreleri pencerelidir.

Folikiil epitel hiicreleri asidofilik sitoplazmali olup liimene bakan yiizeyleri diizgiin
olmayan mikrovilluslarla ortiiliidiir. Folikiil epitel hiicreleri belirgin bir kutuplasma

gosterirler. Hiicrelerde c¢ekirdek hiicrenin bazalinde yerlesirken, mitokondriyonlar,



lizozomlar, graniillii endoplazmik retikulum, ribozom ve polizomlar sitoplazmanin her
tarafina dagilmistir. Golgi kompleksi supraniiklear bolgede bulunur. Apikal sitoplazma
iki tip vezikiil icerir. Bunlardan apikal vezikiiller Golgi kompleksinden koken alan ve
tiroglobulin iceren vezikiiller olup eksositozla folikiil liimenine salgilanirlar. Diger tip
vezikiiller olan biiyiik endositotik vezikiiller luminal yiizeyde bulunurlar ve membranla
cevrili kolloid damlaciklar1 olarak adlandirilirlar ve lizozomlarla fagolizozomlar1

sekillendirirler.

Follikiil epitel hiicreleri tarafindan salgilanan ve tiroid bezi hormonlarin tastyan kolloid
proteinler, glikoproteinler ve enzimleri icerdiginden genellikle asidofiliktir ve
glikoprotein igeriginden dolayr PAS-pozitif —reaksiyon verir. Inaktif folikiillerde
hafifce bazofilik veya asidofilik olabilir. Periferi diizgiindiir ve vakuollere sahip
degildir. Epitelin yiiksekligi ile birlikte folikiil biyiikliigii de folikiiler aktivitenin
belirleyicisidir. Folikiiler aktivite ile folikiil cap1 arasinda ters oranti vardir. Kiigiik
folikiiller yiiksek prizmatik epitelle ortiiliidiir ve aktiftirler. Biiytik folikiiller ise basik
epitelle ortiiliidiir ve inaktiftirler (Liman, 2010).

Tiroid bezinde folikiiller arasindaki bag dokusu igerisinde tek veya gruplar halinde C
hiicreleri veya parafolikiiler hiicreler olarak adlandirilan ikinci bir hiicre tipi bulunur.
Hematoksilen-Eozin (HE) boyasi ile boyandiklarinda agik renkli olarak goriilen
parafolikiiler hiicreler, amin 6n maddelerini alan ve dekarboksile eden hiicreler
sistemine (APUD) ait olan néroendokrin hiicrelerin bir alt tipidir. Folikiillerin bazal
laminas1 ile folikiil epitel hiicreleri arasinda tek tek bulunabildikleri gibi, 6zellikle
kopekte belirgin olmak iizere ayni yerde veya folikiil disinda gruplar halinde bulunurlar.
Soluk veya agik boyanan bu hiicreler az miktarda endoplazmik retikulum, bol Golgi
kompleksi, birgok mitokondriyon ve ¢ok sayida membranla cevrili elektron yogun salgi
graniilleri icerirler. Arjirofilik 6zellikteki bu hiicreler, giimiisleme ile kahverengi veya
siyah boyanirlar ve bir polipeptid hormon olan tirokalsitonin (kalsitonin) hormonunu
tiretirler. Kalsitonin hormonu igeren graniiller, hiicrenin kapillarlara yakin kutbunu
tercih ederler. Bu hormon, kemik erimesini (kemigin parcalanmasi ve ardindan
minerallerin kana salinmasi) azaltarak ve bobreklerde kalsiyumun geri alimini
sinirlayarak kandaki kalsiyum seviyelerinin diizenlenmesine yardimeci olur. Yani
kalsiyum ve fosfatin kemiklerde depolanmasini saglayan bir hormondur

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 551659, Erisim tarihi: 21 Ocak 2021).



2.1.3. Tiroid Hormonlarinin sentez ve salgilanmasinin diizenlenmesi

Tiroid hormonlarinin metabolizma, biiyiime ve doku farklilagmasindaki fonksiyonlari
diistiniildiiginde, bu hormonlarin belirli bir seviyede tutulabilmesi i¢in giliclii bir
reglilasyon mekanizmasimin bulunmast gereklidir. Tiroid hormonunun salgilanmasi
hipotalamus-hipofiz tiroid ekseni iginde regiile edilir, ancak tiroid hormonunun
biyolojik aktivitesi biiyiik Ol¢lide hedef dokular diizeyinde diizenlenir. Tiroid
hormonlarinin salgilanmasi hipotalamusdan salgilanan TSH-salgilatici hormon (TRH)
(Tirotropin Salgilatict Hormon veya Tirotropin Salgilatici faktor-TRF- olarak da
adlandirilir) ve anterior (6n) hipofizden salgilanan Tiroid Stimiile Edici Hormon (TSH)

ile kontrol edilir.

Hipotalamusdan salgilanan TRH 6n hipofizin tirotrop hiicrelerinin TSH salgilamalari
icin aktiflestirir. TRH, tirotrop hiicrelerin membraninda eksprese olan Tirotropin
salgilatict hormon reseptorii (TRHR) adi verilen G-protein bagli reseptére (GPCR)
baglanarak bu hiicrelerin TSH salgilamalarin1 saglar (Gershengorn, 1993). Ayni
zamanda TRH laktotrop hiicreleri prolaktin (PRL) salgilamalar1 i¢in uyarir. TRH,
tirotrop hiicrelerin membranindaki TRHR'ye baglandiginda, fosfolipaz C'yi aktive eder,
bu da inositol trifosfat (IP3) ve diacilgliserol (DAG) olusumuna neden olur. Bu, TSH’un
kana ekzositozunu uyaran sitoplazmik kalsiyum iyon konsantrasyonunda bir artisa yol

agar.

Tirotrop hiicreler anterior hipofiz bolgesindeki hormon salgilayan hiicrelerin %5’ini
olusturur. Bunlara gore biraz daha kiiclik hiicreler olup, ¢aplar1 120-150 pum arasi
degisir. Tirotropin olarak da bilinen TSH tirotrop hiicrelerden salgilandiktan sonra tiroid
bezindeki epitel hiicrelerinde bulunan reseptdrlere baglanarak tiroid bezini tiroksin (T4)
ve trityodotronin (T3) hormonlarini sentezleyip salgilamasi i¢in uyarir. Bir glikoprotein
hormon olan TSH alfa (o) ve beta () olmak iizere iki alt birimden olusur. Alfa alt
birimi (koryonik gonadotropin alfa), insan koryonik gonadotropin (hCG), luteinize edici
hormon (LH) ve folikiil uyarici hormon (FSH) ile neredeyse aynidir. Alfa alt biriminin
cAMP iiretilmesinde gorevli olan adenilat siklazin uyarilmasindan sorumlu efektor
bolge oldugu diisiiniilmektedir. Alfa zinciri 92 amino asit dizisine sahiptir (Lalli ve
Sassone-Corsi, 1995). Beta alt birimi (TSHB) TSH'a 6zgiidiir ve bu nedenle reseptor
Ozgilligiini belirler. Beta zinciri 118 amino asit dizisine sahiptir (Porcellini ve ark.,

2003).



Tiroid bezinden T4 salgilanmasinin stimiile edilebilmesi icin TSH’un tiroid folikiiler
hiicrelerdeki tirotropin reseptér (TR) veya tiroid hormon reseptorii (TSHR) ad1 verilen
reseptore baglanmasi gereklidir. TSHR, integral membran proteinlerinin G proteinine
bagli reseptor (GPCR) siiper ailesinin bir iiyesidir ve adenilil siklazi aktive ederek
cAMP'ye bagimli yolagi uyaran Gs proteinine baglanmistir (Farid ve Szkudlinski,
2004). Dolasimdaki TSH'nin tiroid folikiil hiicrelerindeki TSHR’ye baglanmasi {izerine,
bir G-protein sinyal kaskad1 adenilil siklaz1 aktive eder ve cAMP"nin hiicre i¢i seviyeleri
yiikselir. cAMP, iyot pompalama dahil olmak {izere tiroid hiicresinin tiim islevsel
yonlerini aktive ederek (tiroglobulin sentezi, iyotlama, endositoz ve proteoliz; tiroid
peroksidaz aktivitesi gibi) T4 iiretimini ve salgilanmasini artirir. T4 hormonu daha sonra

periferde daha aktif formu olan T3¢ doniistiirtiliir.
2.1.4. Tiroid Hormon Sentezi

Tiroid Hormonlari, ¢esitli organ ve dokular lizerinde ¢ok sayida kritik etkiye sahip olan
hidrofobik amin hormonlardir. Tiroid hormonlari, iyot atomlarmmin sayisina gore
farklilik gdsteren iki temel alt tipten olusur. T3 ve rT3 (reverse T3) ii¢ iyot atomuna
sahipken, T4 dort iyot atomuna sahiptir. Periferik dokularda tiroid hormonu {iyeleri
farkli aktivite gosterir. T3 en aktif olamidir, T4 bir sekilde aktiftir ve rT3 ise aktif
degildir. Tiroid hormonlar1 hidrofobiktir ve bu nedenle hiicrelerin plazma
membranlarin1 gegebilirler. Hedef hiicrelerin igine girdikten sonra, bir tiir niiklear
reseptor olan TR (TSHR)’ne baglanirlar ve daha sonra c¢esitli genlerin

transkripsiyonunu etkinlestirirler.

Tiroid hormonlarinin sentezi, folikiiler epitel hiicrelerinde ve ayrica aseliiler folikiiler
liimen i¢inde meydana gelen bir seri biyokimyasal reaksiyonlarla gerceklesir. Tiroid
hormonlarinin fizyolojik diizeylerinin sentezi igin biiylik miktarlarda iyot gereklidir.
Bunun yami sira iyodu hiicrelere tasiyan sodyum iyodiir simporter (NIS) ve
tiroglobulinin (TGB) treonin rezidiileri lizerindeki iyodu oksitleyen tiroperoksidaz

(TPO) gibi ¢esitli molekiiller gereklidir.

Tiroid hormonlar1 sentezi hipofizden tiroid stimule edici hormonun (TSH) {iretimi ve
salinimi ile iyodun (I) kullanilabilirligine baghdir ve dort asamada gerceklesir (Liman,

2010):

a. Iyotun yeterli konsantrasyonlarmi olusturmak igin iyon formundaki iyodiir (I-),

folikiiler epitel hiicrelerinin bazolateral membraninda bulunan bir glikoprotein olan



sodyum-iyot simporter (NIS) adi verilen molekiiler bir pompa sayesinde sitoplazma
icine alinir. NIS, 2 adet Na+2 iyonu ve 1 adet iyodu birlikte hiicre i¢ine alir. TSH, NIS
aktivitesini transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel mekanizmalarla kontrol eder
(Bizhanova ve Kopp, 2008).

b. Sodyumun hiicre icinde konsantrasyonunun az bulunmasi nedeniyle olusan, hiicre
icine Na+2 girisi sayesinde iyot tasinimi da NIS araciligiyla saglanmis olur (Dohan ve
ark., 2003). Boylece Na-K-ATPase pompasinin sagladigi konsantrasyon farki ile

taginma gerceklesmis olur.

c. Iyot hiicre igerisinde hidrojen peroksit varhiginda tiroperoksidaz (TPO) ile okside
edilir. TPO, yalnizca tiroid folikiil epitel hiicrelerinde eksprese edilen membranla iliskili
bir hemoglikoproteindir ve en 6nemli tiroid bezi antijenlerinden biridir. TPO hiicrenin
kolloid kisma bakan tarafinda, apikalinde bulunur. Peroksidaz ile okside edilen iyod

hiicrenin apikaline taginir (Liman, 2010).

d. Tiroglobulinin iyotlagtirilmast ve tiroid hormonlarmin sekillenmesi:  Ardindan
triglobulin (TGB)’lin iyodinasyonu gerceklesir. Tiroglobulin sentezlendikten sonra
vezikill ile hiicrenin apikal kismina tasinir ve buradan da ekzositoz yolu ile limene
verilir. Tiroglobulin 660.000 kDa agirliginda dimerik bir glikoproteindir. 134 tirozin
kalintist  bulundurur. TPO tiroglobulin glikoproteindeki tirozin kalintilarinin
iyodinasyonunu katalize eder. Tiroglobulin bazi karbonhidratlar1 (galaktoz, mannoz, N-
asetilglukozamin, sialik asid) ve iyodoaminoasitleri igerir. Bir tirozin molekiiliine bir
iyot eklendigi zaman Ug-monoiyodotirozin (MIT) meydana gelir. ikinci bir iyod
eklendigi zaman ise 3, S5-diiyodotirozin (DIT) sekillenir. Iyodinlesmis iki tirozinin
birlesmesiyle bir tironin molekiilii meydana gelir. iki DIT molekiiliiniin birlesmesiyle
tetraiyodotirozin (tiroksin, T4), bir MIT ve bir DIT molekiiliiniin birlesmesiyle
trityodotirozin (T3) olusur (Hugo 2008, Liman 2010). Salgilanan kolloid, follikiil
icinde depolanir, yavas yavas koyulastirilir. Ayn1 zamanda epitel hiicreleri dinlenme

evresine girer, basik kiibik veya yassilasmis olarak goriiniirler (Liman, 2010).
2.1.5. Tiroid Hormonlarin etki mekanizmalari

Tiroid hormonlar1 T3 ve T4 hemen hemen tiim dokularda hiicrelerin normal biiyiime ve
gelismeleri i¢in gerekli olmalarmin yani sira, protein, yag ve karbonhidrat
metabolizmalarinin  kritik  diizenleyicileridir. Tiroid hormonunun gelisme ve

metabolizma iizerindeki etkileri hiicresel diizeyde ortaya ¢ikar. Bunun icin Oncelikle
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hormonun plazma membranindan hiicre i¢ine alinmasi gereklidir. Bu siirece TH tastyici
proteinleri aracilik eder (Visser ve ark., 2011). Hiicre ig¢inde tiroid hormonlar etkilerini
genomik ve nongenomik mekanzimalar olarak tanimlanan iki farklt mekanizma ile
gerceklestirirler. Genomik etki mekanizmasi i¢in T3 hedef hiicrenin ¢ekirdegine
girmeli ve tiroid hormonuna duyarli genlerin transkripsiyonunu diizenleyen spesifik
niiklear reseptor olan tiroid hormon reseptorlerine (TR) baglanmalidir (Marsili ve ark.,
2011). Diger niiklear reseptorler gibi TR’leri de DNA baglama alan1 ve COOH-terminal
alan1 bulundurur (Brent, 2011). Bu reseptorler iki gen THRA (TRa) ve THRB (TRp)
olarak kodlanir. Bu TR’lerinin TRal, a2, a3 ve B1, B2, B3 olmak iizere farkli
izoformlar1 bulunmaktadir. TRal ve TRB1 T3 ve daha az olarak da T4 sinyalizasyonuna
aracilik eden fonksiyonel TR izoformlaridir (Hodin ve ark., 1989; Williams, 2000;
Margolis, 2008). TR’lerinin o ve B izoformlarinin her ikisi de sumolasyon ile post-
translasyonel modifikasyona ugrar (Liu ve ark., 2012). TR izoform ekspresyonunun
doku spesifitesi ve her izoformun bir dokudaki goreceli ekspresyonu tiroid hormonun
metabolizmadaki etkisine bagli olarak degisir (Flamant ve Gauthier, 2013). TRa
izoformu al ve a2, TRP izoformu ise f1 ve B2 gibi birkag alt tipe sahiptir (Brent, 2012).
TRa2 T3 ile baglanmaz ve T3 etkisini azaltir. TRB2 ¢ogunlukla beyin ve hipofizde
eksprese edilir. Gelisimsel olarak, TRa ilk olarak eksprese olur, sonrasinda bunu TR 32
takip eder. Caligilmis olan biitiin tiirlerde ekspresyon siras1 bu sekildedir. TR nin retina
ve i¢ kulak gibi duyusal dokularda olduk¢a dar bir ekspresyon araligi vardir (Nunez ve
ark., 2008). TR karaciger ve kalp ventrikiillerinde baskin olan izoformudur. TRal
daha ¢ok beyinde ve beyaz adipoz dokuda eksprese olurken, TRa ve B kahverengi
adipoz dokuda eksprese olur (Ribeiro ve ark., 2010).

Tiroid hormonunun TR ile olusturdugu kompleks hedefteki spesifik Tiroid response
element (TRE)’e baglanir. Baglandiktan sonra hedef genlerin transkripsiyonunda artis
ya da azalis meydana getirerek gen ekspresyonunda degisiklige neden olur. Tiroid
hormonu tarafindan pozitif ve negatif yonde regiile edilen genlerden bazi1 drnekler tablo

2.1°de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. Tiroid hormonu T3 tarafindan pozitif ve negatif yonde regiile edilen bazi
genler

T3 ile pozitif regiile edilen bazi genler | T3 ile negatif regiile edilen baz1 genler

1.Yag asidi sentaz 1. Epidermal growth factor reseptor
2. Bliylime hormonu 2. Miyozin agir zincir 3

3. Lizozom susturucu 3. Prolaktin

4. Malik enzim 4. Thyroid-stimiile edici hormon o
5. Moloney leukemia virus enhancer 5. Thyroid-stimiile edici hormon 3
6. Miyelin basic protein 6.Thyrotropin-releasing hormon

7. Miyozin agir zincir o 7. Tip 11 5’-deiyodinaz

8 Fosfoenolpiruvat karboksikinaz
9. RC3

10. Spot 14 lipojenik enzim

11. Tip I 5'-deyiodinaz

12. Uncoupling protein

Tiroid hormonlarinin nongenomik aktiviteleri ise plazma membrani, sitoplazma ya da
sitoplazmadaki organeller seviyesinde baslar. Sitoplazmik TR (TRP1, TRal gibi),
mitokondrial TR veya plazma membran reseptorleri buna aracilik eder (Cheng ve ark.,
2010; Hammes, 2015; Wrutniak, 1998). Buradaki etkiler transkripsiyon ve translasyon
olmadigi i¢in nongenomik olarak isimlendirilir. Ayn1 sebepten niiklear reseptdrlere gore

nisbeten daha hizlidir.

Tiroid hormonlar1 enerji metabolizmasiyla yakindan iliskilidir. Hiicresel diizeyde, bu
etkiler ATP ihtiyacindan kaynaklanir. Bu da mitokondrideki oksidatif fosforilasyonla
ATP sentezinde degisikligi gerektirir (Harper, 2008). Yakin zamanda yapilan

caligmalarda tiroid hormonlarinin mitokondri ile iligkili oldugu kanitlanmistir (Davis ve
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ark., 2016). Mitokondri i¢ membraninda bulunan uncoupling protein 1 (UCP1), aktive
oldugunda elektrokimyasal proton gradyanini ortadan kaldirip ATP sentezinde
kullanilan protonun kuvvetini azaltan proton tasiyicisi olarak gorev yapar. Proton kacagi
sonucu serbest enerji 1s1 olarak agiga c¢ikar (Klingenberg ve Winkler, 1986). T3

hormonu UCP1’in transkripsiyonunu TRE’ye etki ederek arttirir (Rabelo ve ark., 1995).

Plazma membraninda bulunan integrin avPB3 reseptorii, yapisal olarak tiroid hormon
reseptorlerine benzemez (Davis ve ark., 2016). Bu reseptor 6zellikle tiimor hiicrelerinde
ve boliinen endotelyal hiicrelerde yiiksek seviyelerde eksprese edilir (Davis ve ark.,
2014; Davis ve ark., 2011). Integrin hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriks
iliskilerinin esansiyel regiilatoridiir (Plow ve ark., 2000). Yapilan ¢aligmalarda integrin-
tiroid hormon etkilesiminin kemik dokunun demineralizasyonunu etkiledigi
gosterilmistir (Hoffman ve ark., 2002). Integrin avp3 iki baglanma bolgesi igerir. S1
ozellikle T3 hormonunu tanir ve fosfatidilinositol 3-kinaz’1 (PI3K) Src kinaz aracilif
ile aktive eder. S2 bolgesi mitojenle etkilesen protein kinaz 1 (MAPKI1) ile MAPK2
aktivitesini diizenler ve T3 ile T4 hormonlarinin her ikisini de baglar. S2 bolgesi T4’e
olan affinitesi S1 veya S2 bolgesinin T3 e olan affinitesinden daha fazladir. Her hormon
baglayic1 bolgenin spesifik asag1 akis etkisi vardir. Ornegin, S1 TRa’y1 sitoplazmadan
cekirdege yonlendirir ve HIF1A transkripsiyonuna sebep olur; bu fonksiyonlar Src ve
PI3K bagimhdir. S2 MAPK1 ve MAPK2’yi aktive etmesi tiimor hiicrelerinin
proliferasyonuna ve TRp1’in sitoplazmadan c¢ekirdege alinmasina sebep olur (Lin ve
ark., 2009). Tiroid hormonlart (T3 ve T4) hiicre i¢i pH’y1 plazma membranindaki
fosfolipaz C ve MAPK’1 ve intraselliler pH’nmin Onemli regiilatorii olan
sodyum/hidrojen antiport tasiyicisini genomik olmayan yolla kontrol ederek diizenler
(D'Arezzo ve ark., 2004). Noronlardaki sodyum akimi yine genomik olmayan
mekanizmalar ile integrin avB3 bagimli olarak tiroid hormon ile arttirilir (Yonkers ve
Ribera, 2009; Cao J ve ark.,, 2011). Son olarak plazma membraninda amino asit
transportu da genomik olmayan mekanizmalar ile T4 hormonuyla artmaktadir (Zanatta

ve ark., 2013).

Tiroid hormonlar1 geri bildirimle tiroid eksenini TRH gen transkripsiyonunu ve TSH
sentez ve salimimini inhibe ederek baskilar. Tiroid hormonu negatif geri bildirimle
inhibe etmede o kadar gii¢liidiir ki, ortadan kalktig1 zaman tirotrop hiicre proliferasyonu

ve TSH iiretimi tekrar baglar. Bu sebeple tedavi edilmemis tiroid bezi bozukluklarinda



13

tirotrop hiicre negatif geri bildirim inhibisyonu azalir ve takiben yiiksek miktarda TSH
sentezi gergeklestiginden kan TSH seviyeleri yiikselir. Bunun da 6tesinde tiroid
hormonlarinin tirotrop hiicre proliferasyonunu baskilamasini sagladigi i¢in, diisiik tiroid

hormon seviyesine sahip hastalarda tirotrop hiperplazisi goriilebilir (Melmed, 2017).

Tiroid hormonlarinin aktivasyonu veya inaktivasyonu deiyodinaz veya iyodiir
peroksidaz (DIO) olarak bilinen enzimler araciligiyla gergeklestirilir (Gereben ve ark.,
2008). Memelilerde iig tip deiyodinaz tanimlanmistir: tip 1 (DIO1), tip 2 (DIO2) ve tip 3
(DIO3) deiyodinaz. DIO1 ve DIO3 plazma membraninda bulunurken, DIO2
endoplazmik retikulumda bulunur (Gereben ve ark., 2008). Deiodinazlar hiicrelerde
tiroid hormonu eylemini baglatir veya sonlandirirlar ve bu nedenle de tiroid
hormonlarinin aracilik ettigi biyolojik etkiler i¢in kritik 6neme sahiptirler. DIO1 ve
DIO2 prohormon olan T4'in deiyodinasyonla biyoaktif T3'e donistiiriilmesinde rol
oynar; bu olay genellikle karaciger ve bobrekte gergeklesir. DIO1 fenolik ve tirozil
halkanin ikisinin deiyodinasyonunu katalizler ve tiroid, karaciger, bobreklerde eksprese
edilir. DIO2 ise sadece fenolik halkanin deiyodinasyonunu katalizler ve merkezi sinir
sistemi, tiroid, iskelet kasi, kahverengi yag dokusunda eksprese edilir (Bianco ve
Conceigdo, 2018). Bununla birlikte, DIO3 hem aktif hormon T3’ii hem de prohormon
T4’1, tirosil halkasinin deiyodinasyonu yoluyla inaktif metabolitler olan 3,3'-
diiyodotironin (T2) ve 3,3', 5'- Tri-iyodotironin (ters T3 veya rT3)’e doniistiirerek
biyolojik olarak inaktif hale getirilebilir (Bianco ve ark., 2002; Kuiper ve ark.; Dentice
ve Salvatore, 2011). Dolayisiyla, tiroid hormonlarini aktive eden DIO1 ve DIO2'nin
aksine, DIO3 tiroid hormonlari aktivitesinin fizyolojik bir sonlandiricisidir (Huang,
2005).

2.1.6. Tiroid Bezi Bozukluklar

Iki ana tiroid bezi hastalig1 tiirii hipotiroidizm ve hipertiroidizmdir. Her iki duruma da

tiroid bezinin ¢alisma seklini etkileyen baska hastaliklar neden olabilir.
2.1.6.1. Hipertiroidizm

Hipertiroidism tiroid bezinden asir1 miktarda tiroid hormonunun sentezlenip salgilandigi

patolojik bir bozukluktur. Hipertiroidizme neden olabilecek durumlar sunlardir:

Graves hastaligi: Bu durumda tiim tiroid bezi asir1 aktif olabilir ve ¢ok fazla hormon

tiretebilir. Bu soruna genel olarak toksik guatr (tiroid bezinin biliylimesi) da denir. Tiroid
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stimiile edici hormon reseptorlerine karsi otoantikor iiretiminin neden oldugu otoimmiin

bir hastaliktir (Liu ve ark., 2015).
Nodiiller: Hipertiroidizm, tiroid i¢inde asir1 aktif olan nodiillerden kaynaklanabilir.

Tiroidit: Bu bozukluk ya agrili olabilir ya da hi¢ hissedilmeyebilir. Tiroiditte tiroid,

orada depolanan hormonlar1 salgilar. Bu birkag hafta veya ay siirebilir.

Asiri iyot: Viicutta ¢cok fazla iyot bulundugunda, tiroid ihtiya¢ duydugundan daha fazla

tiroid hormonu iiretir
Hipertiroidizm tipleri sunlardir:

a. Primer hipertiroidizm:Diisiik TSH, yiiksek serbest T4, normal TRH stimiilasyon testi
bulgusu vardir.

b. Sekonder hipertiroidizm: Yiiksek TSH, anormal TRH stimiilasyon testi bulgusu

vardir.

c. Subklinik hipertiroidizm: Diisiik TSH (<0.1 pIU / ml), normal T3 ve T4 diizeyleri
izlenir (Biondi ve ark., 2005). Levotiroksin ile TSH baskilayici tedavi veya asirt hormon
replasman1 (Biondi ve ark., 2005) nedeniyle ekzojen tiroid hormonuna bagli olabilir
(Batrinos, 2006). Asir1 tiroid hormonu, farklilasmig tiroid kanserine bagli olabilir
(Biondi ve ark., 2005).

¢. T3 hipertiroidi: Hipertiroid hastalarinin %1-4'tinde rastlanir. Diistik TSH, yiiksek
serbest T3, normal serbest T4 diizeyleri goriiliir. Hipertiroidizmin antitiroid ilaglarla

erken tedavisi ile iliskilidir.
d. T4 hipertiroidizmi : Yiiksek T4, normal T3 diizeyleri goriiliir.

Hiicre diizeyinde T3 termogenezisde ve bazal metabolizmada artis sekillendirir. Bu
durum kilo kaybi, yorgunluk ve 1siya intolerans gelismesine neden olur. Ayrica
kardiovaskiiler sistemi de etkileyerek tasikardi ve hipertansiyon olugsmasini da saglar
(Doubleday ve Sippel, 2020). Bunun yani sira, endise, sinirlilik, uyumakta giicliik,
bliylimiis bir tiroid bezi (guatr olmasi), kas giigsiizliigli ve titreme ve gérme sorunlari
belirgin diger septomlardir. Hipertiroidi durumunda tiroid bezinde folikiiler epitel
hiicrelerinin seklinde, ayn1 zamanda folikiil i¢erisindeki kolloid miktarinda degisiklikler

meydana gelir (Ferreira, 2007).
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2.1.6.2. Hipotiroidizm

Hipotiroidizm tiroid hormon yetersizligiyle karakterize patolojik durumu tanimlar

(Chaker, 2017).
Hipotiroidizme neden olabilecek durumlar sunlardir:

a. Tiroidit: Bu durum tiroid bezinin iltihaplanmasidir (sismesidir). Tiroidit, tiroid

bezinin iirettigi hormon miktarini diistirebilir.

Hashimoto tiroiditi: Agrisiz bir hastalik olan Hashimoto tiroiditi, viicut hiicrelerinin

tiroide saldirip zarar verdigi otoimmiin ve ayni zamanda kalitsal bir hastaliktir.

Dogum sonrasi tiroidit: Bu durum dogumdan sonra kadinlarin % 5 - 9'unda goriilen ve

genellikle gecici olan bir durumdur.

Iyot eksikligi: Iyot, tiroid tarafindan hormon iiretmek icin kullanilir. yot eksikligi,

diinya capinda birka¢ milyon insani etkileyen bir sorundur.

Calismayan bir tiroid bezi: Bazen tiroid bezi dogumdan itibaren diizgiin ¢calismaz. Bu
yaklagik 4,000 yenidoganda 1'1 etkiler. Tedavi edilmezse, ¢ocugun gelecekte hem

fiziksel hem de zihinsel sorunlar olabilir.

Hipotiroidismde yaygin olarak yorgunluk, letarji, soguk intolerans, kilo artisi, cilt
kurulugu, konstipasyon goriiliir (Carlé ve ark., 2015). Histolojik olarak hipotiroidili
hayvanlarin tiroid bezinde hem folikiil epitel hiicreleri hem de C hiicreleri hiperaktivite
belirtileri gosterirler. Hem epitel hiicrelerinin yiiksekliginde hem de C hiicrelerinin

sayisinda bir artis sekillenir (Elkalawy ve ark., 2013).
2.2. Tiroid bezi hormonlari ve Sinir sistemi

Tiroid hormonlar1 beynin olgunlagsmasi ve hayat boyu siiren islevi i¢in gereklidir. Bu
hormonlar  genel olarak ndral  gelisimin  son  asamasinda  etkilidirler
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK285549, Erisim tarihi: 21 Ocak 2021). Bazi
caligmalarda yetiskinlerde tiroid hormonunun nérogenez tlizerindeki etkisi gosterilmistir
(Remaud ve ark., 2014; Kapoor ve ark., 2015). Yetiskin hipotiroidizmli si¢anlar
o0grenmede yetersizlikler ve depresyon belirtileri gosterir (Fundaro, 1989; Kulikov ve
ark., 1997). Yetiskin ndrogenez, ndropsikiyatrik durumlar, bilissel eksiklik ve
depresyonla ilgilidir. Norogenez genel olarak iki bolgede gerceklesir: subventrikiiler

alan (SVA) ve subgraniiler alan (SGA). SVA lateral ventrikiil yiizeyinin altinda
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bulunur, yetiskin rodentlerde olfaktorik bulb inter néronlarini iretir. SGA dentat girusun
graniiler katmaninin yaninda bulunur ve graniiler néronlar1 iiretir. Hipotiroidism bu
alanlardaki noérogenezi baskilar ve ekzojen tiroid hormon verilmesi nérogenezi uyarir
(Ambragini ve ark., 2005; Montero-Pedrazuela ve ark., 2006). T3 hormonu SVA’da
ndronal prekiirsorlerin diferensiyasyonunu arttirir ve ndral kok hiicrelerin noroblastlara
doniisimiinii tesvik eder (Kapoor ve ark., 2012). T3’in embriyonik ve yetiskin
norogenez etkilerini baskin olarak TRal saglamaktadir (Denver ve ark., 2009; Chen ve
ark., 2012).

2.2.1. Hipokampal olusum

Beyinde iki tiir serebral korteks bulunur: allokorteks (heterojenik korteks) ve
neokorteks. Allokorteks, korteksin yalnizca ylizde onunu kaplayan ¢ok daha kiiciik
alanidir; neokorteks ise kalan yiizde 901 kaplar. Neokorteks alt1 kortikal katmandan
(sinir hiicreleri katman1) olusurken, allokorteks yalnizca ii¢ veya dort kortikal katmana
sahip olmasiyla karakterize edilir (Strominger ve ark., 2012). Allokorteksin ii¢ alt tipi

vardir: paleokorteks, arkikorteks ve periallokorteks (Filimonoff, 1947).

Paleokorteks, ii¢ kortikal laminadan olusan ince, ilkel bir kortikal doku tiriidiir
(http://braininfo.rprc.washington.edu/centraldirectory.aspx?type=a&ID=2336, erisim
tarthi: 20 Aralik 2020). Neokorteksin iki graniiler tabakasi II ve IV, paleokortekste
bulunmaz. Paleokorteksin ana alanlar1 bulbus olfaktoryus, koku alma tiiberkiilii ve

piriform kortekstir.

Arkikorteks, dort adet laminadan olusan bir kortikal doku tiiriidiir. (D'Udine ve Gozzo,

1983) Arkikorteksin ana alanlar1 hipokampiis ve dentat girus’tur.

Periallokorteks, neokorteks ile paleo- veya arki-korteks arasindaki ge¢is formudur. Bu
nedenle periallokorteks alanlar1 peripaleokorteks (anterior insular korteks) veya
periarkikorteks (entorinal korteks, prekubikiiler korteks, retrosplenial, suprakallozal ve

subgenual alanlar) olabilir.
2.2.1.1. Hipokampal olusumun Anatomik Yapisi

Hipokampiis at anlamina gelen Yunanca "Hippos" ve deniz canavari anlamina gelen
"kampos" sozcliklerinden tiiretilmistir.  Sekil olarak denizatina benzetilmistir. Bu
ozellik, ayrintilar farklilik gosterse de, kirpiden insana kadar tiim memeli tiirleri igin

gecerlidir. Ornegin, farede, iki hipokampiis, saplarindan birlestirilmis bir ¢ift muza
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benzer. Hipokampal yapilar, arkikorteksin medial temporal lob igine dogru yaptigi
kivrimlar olup temporal loblarin medial kisimlarinin her birinde birer tane olmak {izere
beynin uzunlamasina ekseni boyunca uzanir ve lateral ventrikiillerin medial duvarlarin
olusturur. Insanlar da dahil olmak iizere primat beyinlerinde, hipokampiisiin temporal
lobun tabanimna yakin kismi, iist kisstmdakinden ¢ok daha genistir. (Dekeyzer ve ark.,
2017). Sican hipokampiisii, serebral korteksin ventroposterior ve ventrolateral duvarinda

genis bir yer kaplamaktadir (Bayer, 1985).
2.2.1.2. Hipokampiisiin Histolojik Yapis1

Hipokampal olusum, beynin medial temporal lobunda yerlesen bilesik bir yapt olup
filogenetik olarak beynin en eski kisimlarindan biridir ve limbik sistemin bir par¢asini
olusturur. Hipokampal olusum teriminin hangi beyin bdlgelerini kapsadigina dair bir
fikir birligi bulunmamaktadir. Baz1 yazarlar hipokampal olusumun dentat girus, kornu
ammonis ve subikulum’dan olustugunu belirtirken (Martin, 2003), digerleri ayrica
presubikulum, parasubikulum ve entorinal korteksi de icerdigini ileri siirmektedirler
(Amaral ve Lavenex, 2007). Burada hipokampal olusumun arkikorteksin medial
temporal lob i¢ine dogru yaptigir kivrimlar oldugu bilgisi dogrultusunda birinci goriis
dikkate alinarak hipokampal olusum kornu ammonis (CA), dentat girus (DG) ve

subikulum olarak boliimlenmistir.
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4

Temporal

Sekil 2.2.1. Sican hipokampiisiiniin genel yapis1 (Yu ve Song, 2014)’den alinmistir. CA:
Kornu ammonis, DG: Dentat girus, EC: Entorinal korteks.

Anatomik olarak lateral ventrikiiliin alt boynuzunun tabaninda yerlesen hipokampiiste
dentat girus ve kornu ammonisin her ikisi yatay yerlesmis U veya V harfi seklinde koyu
bir bant halinde dizilen iki hiicre kiimesi seklinde goriiliir. Kornu ammonisin U veya V
harfinin a¢ik ug¢larindan biri dentat girus i¢ine uzanir. Bu kisim CA3c veya hilus olarak
adlandirilir. Dentat girus dentat fasiya (fascia dentate) ve hilusu igerirken, CA anatomik
ve fonksiyonel olarak CAl, CA2 ve CA3 olarak adlandirilan sikica paketlenmis
piramidal noronlara sahip farkli alt bolgelere ayrilir. CA3 bolgesi, hafiza siireclerindeki
0zel rolii, norodejeneratif hastaliklara karst duyarliligi nedeniyle son yillarda
aragtirmacilarin ilgi odagi olmustur (Cherubin ve Miles, 2015). CA3, CA3a, CA3b ve
CA3c olarak bilinen bolgelere ayrilir. CA3c, DG'a en yakin olan hilusa giren kisimdir.
CA3a, DG'den en uzakta olan boliimdiir ve CA3b ikisi arasinda yer alir (Ishizuka ve
ark., 1990; Wible, 2013).
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Ventrikiiler ylizeyden itibaren dentat girusa kadar CA su katmanlardan olusur:
1. D1s pleksiform katman,

2. Stratum oriens

3. Stratum piramidale

4. Stratum radiyatum

5. Stratum lakunozum

6. Stratum molekiilare

(https://www.kenhub.com/en/library/anatomy/hippocampus-structure-and-functions,
Erisim tarihi: 21 Aralik 2020).

Hipokampiisiin ventrikiiler yiizeyini Orten forniksden c¢ikan sinir telleri alveus adi
verilen ince beyaz bir bant seklinde goriiliir. Hipokampiis, uyaric1 girdisinin ¢ogunu
entorinal korteksten alir. Entorinal korteksten hipokampiise uzanan iki sinir yolagindan
biri alvear yolaktir. Alvear yolak ilk olarak Cajal tarafindan tanimlanmig olup, entorinal
korteksin medial bolgesindeki noronlardan ¢ikan afferent sinir tellerinden olusur. Alvear
yolagi olusturan sinir telleri alveus yoluyla CA1l bdlgesine ulasirlar ve buradaki
piramidal hiicrelerin baziler dendritlerinde sinaps yaparlar (https://aaushi.info/A14084,
Erigim tarihi: 20 Ocak 2021). Diger sinir yolag1 perforant yolaktir. Hipokampal olusum
boyunca trisinaptik devrenin birinci sinir teli yolu olan perforant yolak entorinal
korteksten dentat girus, tiim CA alanlar1 (CA1 dahil) ve subikulum dahil olmak iizere
hipokampal olusumun tiim alanlarina baglanti saglar. Perforant yolagin sinir telleri,
kokenlerini esas olarak lateral entorinal korteksin II ve III. katmanlarinda bulunan
noronlardan alir, ancak tellerin daha kiiciik bir kismi V. katmandan kaynaklanir.
Entorinal korteksi terk ettikten sonra, sinir telleri alttaki alba (substantia alba) katmanin
ve daha sonra subikulumun piramidal hiicre katmanin1 gecerler ve dentat girusa girmek
icin hipokampal fissiirii gegerler veya subikulumun molekiiler katmanmna ve
hipokampusun CA alanlarina dagilirlar. Entorinal korteksin II. katmanindaki yildiz

hiicrelerinin sinir telleri dentat girus ve CA3 bdlgesini, III. katmanindaki piramidal
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hiicrelerden gelen sinir telleri ise CAl ve subiculumu hedef alir (van Groen ve
Miettinen, 2003).

1. D1s pleksiform katman: Kornu ammonisin dis pleksiform katmani, lateral ventrikiiliin
inferior (alt) boynuzunun yakininda bulunur ve piramidal hiicrelerin aksonlari ile alvear

yolagin sinir tellerini igerir.

2. Stratum oriens: Inhibitér sepet hiicrelerin ve yatay trilaminer hiicrelerin hiicre
govdeleri bu katmanda bulunur. Trilaminar hiicrelerin aksonlar1 oriens, piramidal ve
radiyatum katmanlarini innerve ettiginden bu adla anilirlar. Piramidal néronlarin bazal

dendritleri de burada bulunur.

3. Stratum piramidale: Hipokampiisiin baglica uyarici néronlart olan piramidal
noronlarin hiicre gdvdelerini igerir. Bu tabaka ayni1 zamanda akso-aksonik hiicreler, iki
tabakali hiicreler ve radyal trilaminer hiicreler gibi bir¢ok inter ndronun hiicre
govdelerini igerir. CA3 bolgesinde, stratum lusidum adi verilen hiicresel olmayan dar
bir bdlge, piramidal hiicre katmaninin hemen iizerinde yer alir. Bu tabaka dentat girusun
graniiler hiicrelerinin aksonlar1 olan Mossy tellerini igerir. Stratum lusidum'un uzak
ucunda, Mossy tellerinin ventral olarak biikiildiigli tabakada hafif bir kalinlagma vardar.
Bu CA3 ve CA2 smurint belirtir. Kornu ammonis ve subiculumun dominant néronlari
piramidal hiicrelerdir. Noronlarin biiytikliikleri ve yogunluklar1 hipokampiis boyunca
degisiklik gosterir. Piramidal hiicrelerin dendritik uzantilar1 eksitator sinaptik iletimin
esas yerleridir. Bu hiicrelerin dendritlerinde ¢ok sayida dikensi yapilar goriliir (Turner
ve ark., 1998). Son yillarda yapilan ¢alismalarda dendritik ¢ikintilarin oldukga dinamik
yapilar oldugu gosterilmistir. Bu c¢ikintilarda 6grenme ve hafiza gibi fizyolojik
durumlarda degisimler gozlenmistir. Ayrica CAl bdlgesindeki dendritik ¢ikintilarin
yaglanmig siganlarda ve Alzheimer’li hastalarda azaldigi rapor edilmistir (Ruan ve ark.,

2006; Wible, 2013).

4.Stratum radiatum: Stratum oriens’e benzer olarak septal ve komissural teller igerir.
Ayrica, CA3'ten CAl'e dogru uzanan Schaffer kollateral sinir tellerini de igerir. Bu
tabakada sepet hiicreleri, iki tabakali hiicreler ve radyal trilaminar hiicreler gibi bircok

inter noronun hiicre govdeleri bulunabilir.

5. Stratum lakunozum: Schaffer kollateral sinir tellerini ve ayni1 zamanda entorhinal
korteksin yiizeysel katmanlarindan gelen perforant yolagin sinir tellerini de igeren ince

bir tabakadir.
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6. Stratum molekiilare: Hipokampustaki en ylizeysel tabakadir. Burada perforant
yolagin sinir telleri piramidal hiicrelerin distal, apikal dendritleri iizerinde sinapslar
olusturur (https://en.wikipedia.org/wiki/Hippocampus_anatomy, Erisim tarihi: 30 Aralik
2020).Kiiciik boyutu nedeniyle, genellikle stratum molekiilare ile birlikte Stratum

lakunozum-molekiilare ad1 verilen tek bir katman olarak tanimlanir.

Kornu ammonisin CA2 ve CA3 bdlgeleri, birbiri iizerinde yakin sekilde paketlenmis
birka¢ katman olusturan biiyiik piramidal hiicrelerin varlig: ile karakterizedir. Her iki
alan da CAl ve subikuluma benzer katmanli bir gorlinlime sahiptir. Sicanda su
ozellikler CA3'i CA2'den acik¢a ayirir: CA2'nin piramidal hiicre katmani, bitigik
CA3'tekinden biraz daha kalin olma egilimindedir ve CA3 ndronlar1 ile benzer
boyuttaki biiylik hiicrelerin, kiiclik ndronlar ve CAl ndronlarina benzer boyuttaki
noronlarin bir karigimidir. CA3, CA2'de neredeyse hi¢ bulunmayan giiglii kalbindin
pozitif Mossy telleri ile karakterizedir (http://cmbn-
navigator.uio.no/rat_hippocampus_atlas/Structures/CA1.html, Erisim tarihi: 21 Aralik
2020).

Dentat girus ii¢ katmandan olusur:

1. Pleksiform veya molekiiler katman,
2. Graniiler hiicre katman,

3. Polimorfik katman (Hilus).

Graniiler hiicre ve molekiiler katmanlar dentat fasiya (fascia dentate) olarak da

adlandirilir.

1. Pleksiform veya molekiiler katman: Kornu ammonisin molekiiler katmaninin
yanindaki konumu nedeniyle bu sekilde adlandirilan dentat girusun molekiiler katmani
graniiler hiicrelerin, polimorfik katman hiicreleri ve piramidal sepet (basket)
hiicrelerinin dentritlerini ve terminal entorhinal korteks ile diger birka¢ bdlgenin
(presubikulum, parasubikulum) noronlarinin aksonlarini igerir. Perforant yolagin sinir
telleri bu tabakadan gegerek, graniil hiicrelerin distal apikal dendritlerinde uyarici
sinapslar olusturur. Molekiiler katman, yaklasik olarak ayni genislikte iic bolgeye

bollinmiistiir: dis molekiiler katman; orta molekiiler katman ve i¢ molekiiler katman.

Molekiiler katman iginde baglica iki sinir hiicresi tipi vardir:
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a. MOPP hiicresi (perforant yolla iliskili molekiiler katman hiicresi): Bu hiicreler
molekiiler katmanin derinliklerinde bulunan ve molekiiler katmanin dis iigte ikisinde

sonlanan tiggen govdeli multipolar sinir hiicreleridir.

b. "Avize" benzeri hiicreler: Graniiler hiicre katmaninin yiizeysel kismina bitisik
bulunan bu hiicreler akso-aksonik hiicreler olarak da adlandirilir. Cok sayida
kollaterallere sahiptirler ve graniiler hiicrelerin akson baglangic segmentlerinde
sonlanirlar. Bu hiicrelerin her biri yaklasik 1000 adet graniiler hiicreyi innerve eder. Bu
hiicreler GABA salar ve graniiler hiicreler lizerinde inhibe edici etkiye sahiptirler.
Molekiiler katmanin i¢ iicte birlik bolimi, yalnizca polimorfik katmandan uzantilarini

alir (Amaral ve ark., 2007).
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C D MOL

MOL
GCL
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Septal Koronal Horizontal
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g Alan
Hilus —

L Derin Hilus

Sekil 2.2.2. Kemirgen dentat girusu (DG). (A) Kemirgen hipokampiisiiniin dorsal
goriiniimii. (B) Hipokampiisiin katmanli organizasyonunun semasi. Koronal
diizlemde ve yatay diizlemde oklarla gosterildigi gibi iki boliim gosterilmistir. (C)
Septal hipokampiisten bir koronal kesit gosterilmektedir. MOL, molekiiler katman;
GCL, graniil hiicre katmani; H, hilus. (D) Temporal hipokampiisten yatay bir kesit
gosterilmektedir. (E) DG'nin laminer organizasyonu, dendritlerin yoniinii ve Mossy
teli olarak adlandirilan graniil hiicre aksonu tek bir graniil hiicrede gosterilmistir.
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Molekiiler katman, yaklagik olarak aymi genislige sahip ii¢ bolgeye ayrilmistir: dis
molekiiler katman (agik kirmizi); orta molekiiller katman (acik mavi); ve ig
molekiiler katman (agik kahverengi). Graniil hiicre katmanmi (koyu gri), birkag
yogun sekilde paketlenmis graniil hiicre katmanina sahiptir. Graniil hiicre
katmaninin altinda, hilar néronlar1 ve graniil hiicrelerin dnciillerini i¢eren kiiciik bir
Subgraniiler bolge (agik yesil) bulunur. Hilus, subgraniiler bolgeyi ve CA3c alaniyla
biten daha genis bir alan1 icerir. CA3c yakinindaki bolge bazen derin hilus (agik
gri) olarak adlandirilir. (Scharfman ve Myers, 2013)’den alinmistir.

2. Graniiler hiicre katmani: Bu katman dentat girusun ana katmanidir ve esas olarak
birbirine yakin bir sekilde paketlenmis graniiler ndronlardan olusur. Bu néronlar
yaklagik 10 pm genisgliginde ve 18 um yiiksekliginde eliptik bir hiicre gévdesine ve bir
koni sekilli dikenli apikal dendrit agacina sahiptir. Dendrit dallar1 tiim molekiiler
katman boyunca dagilir ve dendritik agacin en uzak uglari hipokampal fissiirde veya
ventrikiiler ylizeyde sonlanir. Bu graniiler hiicrelerin aksonlarina Mossy telleri de denir
(Hestings ve ark., 2001). Mossy iplikleri CA3’deki piramidal hiicreler ile sinaps
yaparlar. Hipokampusta dentat girus ndronlarinin kaybi, uzamsal hafiza yetersizliklerine
neden olur. Bu nedenle dentat graniil hiicrelerin uzamsal anilarin ve epizodik anilarin
olusumunda gorev yaptig1 diisiiniilmektedir. Olgunlasmamis ve olgun dentat graniil

hiicreleri hafiza islevinde farkli rollere sahiptir.

Graniiler hiicre katmani ile polimorfik hiicre katmani arasindaki siirda morfolojileri,
aksonal uzantilar1 ve peptit icerikleri farkli olan bir¢ok inter ndron bulunur. Bu inter
noronlar basket hiicreleri olarak adlandirilirlar. Siganin dentat girusunda bes farkl tip
basket hiicresi bulunmustur. Bu hiicrelerin hiicre govdeleri piramidal, horizontal, mekik
bi¢ciminde veya multipolar sekilde olabilir. Dentritleri spinsizdir veya ¢ok az sayida spin
(dikensi ¢ikint1) icerir ve dentat girusun tiim katmanlarinda bulunur. Aksonlari, graniiler
hiicre katmaninda ve molekiiler tabakalarda genis bir pleksus olusturur (Ribak ve

Seress, 1983).

3. Polimorfik katman veya hilus: Polimorfik katman veya hilus, graniil hiicre
katmaninin i¢inde yer alir. Hilus Onceleri baska terimlerle tanimlanmistir: alan HS,
CAZ3c veya polimorfik bolge gibi. Hilus, subgraniiler bolgeyi ve CA3c alaniyla biten
daha genis bir alani igerir. CA3c yakinindaki bolge bazen derin hilus olarak adlandirilir.
Dentat girus hilus etrafinda suprapiramidal ve infrapiramidal bdlge olmak iizere iki
kisma ayrilir (Schmidt ve ark., 2012). Graniil hiicre katmaninin altinda, hilar néronlari

(Mossy hiicreleri) ve graniil hiicrelerin 6nciillerini igeren kii¢lik bolge subgraniiler bolge
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olarak adlandirilir. Hilusda en bol bulunan hiicreler Mossy hiicreleridir. Gortintimleri
yosun kapli bir hiicreye benzedigi i¢in "yosunlu (Mossy) hiicreler," olarak
adlandirilmistir. Hilar Mossy hiicreleri fare, kobay, gerbil, hamster ve primatlarda
tanimlanmistir (Scharfman ve Myers, 2013). Polimorfik tabakada Mossy hiicrelerinin
yant sira fiiziform (mekik sekilli) hiicreler de vardir. Bu hiicrelerin ¢esitli alt tipleri
vardir, ancak hepsi molekiiler katmanin dis {icte ikisine uzanir ve GABA / somatostatin

salarlar (Amaral ve ark., 2007).

CAl

Sekil 2.2.3. Rat hipokampiis diyagrami. Kesikli ¢izgi CA1’i CA2’den ayirir; SO:
Stratum oriens, SP: Stratum piramidale, SR: Stratum radiatum, SML: Stratum
molekulare, ML: Dentat girusun molekiiler katmani, GL: Granuler hiicre katmani, H:
Dentat girus katmani, SL: stratum lucidum (Kaynak: Jiang ve Swann, 1997).
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Sekil 2.2.4. Siganlarda hipokampiisiin histolojik goriintimii. Ok: Dentat girus, M:
Molekiiler katman, G: Graniiler katman, P: Pleomorfik katman, S: Supra-piramidal
katman, I: Infra-piramidal katman, CA: Kornu ammonis. Krezil Violet Asetat boyamasi.

Subikiiler korteks, hipokampus ile entorinal korteks arasindaki gecis alanini temsil eder.
Hipokampus ve subikiiler korteks arasindaki temel ayirt edici Ozellik, subikiiler
korteksteki piramidal hiicre katmaninin hipokampusta oldugundan 6nemli 6l¢iide daha
kalin olmasidir (https://www.kenhub.com/en/library/anatomy/hippocampus-structure-
and-functions, Erisim tarihi: 21 Aralik 2020).

2.2.1.3. Hipokampiisiin Fonksiyonu

Hipokampus tipik olarak trisinaptik devre baglaminda tanimlanir. Bu, perforant
yolaktan dentat girusa, dentattan CA3'e ve CA3’den CA1 alanina bilgi aktaran bir yol
olarak ifade edilir. Limbik sistemin bir pargasi olan hipokampiis kisa ve uzun siireli
bellekte bilgilerin birlestirilmesinde ve navigasyonu miimkiin kilan uzamsal bellekte

onemli roller oynar (Watson ve ark., 2013).


https://www.kenhub.com/en/library/anatomy/hippocampus-structure-and-functions
https://www.kenhub.com/en/library/anatomy/hippocampus-structure-and-functions
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Bildirimsel hafizada hipokampiisiin gorevi birden fazla girdiyi birbirine baglayarak
sahneleri ve olaylar1 meydana getiren elementlerle iliskili depolarin olusturulmasini
saglamaktir (Cohen ve ark., 1999). Bu fonksiyon kortikal bolgeler boyunca uzun siireli
hafizanin depolanmasii saglar. Hipokampiis korteks bolgeleri boyunca, medial
temporal lobda bulunan yiiksek derecede birbiriyle baglantili bir grup beyin alanlari
araciligr ile iletisimdedir. Dolayisiyla hipokampiisiin anormal aktivasyonu o6zellikle
hipokampus ile yiiksek derecede baglanti gdsteren algisal kortikal alanlari etkiler
(Wible, 2013). Entorhinal korteks hippokampiisiin en biiyiik girdisini olusturur ve ayni
zamanda CA1’in subikulum araciligi ile ¢iktisint alir (Witter ve Amaral, 1991).
Entorhinal korteks hipokampiise iki yol ile girdi saglar; birisi dentat girusa ve CA3’e
uzanir, digeri CAl ve subikuluma uzanir. Sonrasinda subikulum geri entorhinal
kortekse biiyiikk bir girdi gonderir (Wible, 2013). Entorhinal korteksin perirhinal ve
parahipokampal korteksler ile kendi ana cift yonlii baglantisi vardir. Bu nedenle
hipokampiis kortikal alanlar boyunca  entorhinal, perirhinal ve parahipokampal
korteksler araciligiyla iletisim kurar (Lavenex ve Amaral, 2000.; Lavenex ve ark., 2002;
Suzuki ve ark., 1994). Hipokampiis ayn1 zamanda uzunlamasina sinir teli yolaklar1 da
bulundurur (Sloviter ve Lomo, 2012.). Bu olusum hipokampal olusumun farkli
parcalar1 arasindaki uyarima izin verir. Hipokampiisiin fizyolojisi kendine 6zgiidiir ve
ogrenme ile hafiza i¢in 6nemli olan yiiksek plastisite gosterir. Hipokampiis baz1 memeli
tiirlerinde beyindeki yeni noron olusturabilme yetenegini koruyabilen birkac bolgeden
birisidir (Eriksson ve ark., 1998; Kempermann ve Gage, 2000). Hipokampiiste
norogenez goriiliir; bu yilizden yasam boyu degisiklikler gosterir (Epp ve ark., 2013).
Hipokampiisiin 6zellikle CA1 katmani beyindeki en fazla N-Metil-D-aspartat (NMDA)
konsantrasyonuna sahiptir (Cotman ve Monaghan, 1986). NMDA reseptorleri hafiza ve
O0grenmeyi sagladigi disiiniilen uzun-donemli potansiyasyonun (LTP) temelini

olusturan glutamat reseptoriidiir (Bliss 1973).
2.2.1.4. Tiroid hormonlari, hipokampiis, glikoz ve otofaji arasindaki iliski

2.2.1.4.1. Bilissel performans, glikozun beyine yeterli miktarda ulasmasi ve tiroid

hormonlari arasinda dogrudan bir baglanti vardir

Beyin icin 6nemli bir metabolik substrat olan glikoz ile biligsel performans arasinda
dogrudan bir baglanti vardir. Hem sistemik hem de dogrudan intraserebral glikoz

uygulamasinin ¢esitli tlirlerde beyin bolgesine bagli olarak bellegi (hafizay1) modiile
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ettigi bilinmektedir (Hall ve ark.,1989; Parsons ve Gold, 1992; Gold, 1995; Manning ve
ark., 1998; Erickson ve ark., 2006; Hoyland ve ark., 2008; Krebs-Kraft ve Parent,
2008). Glikozun belirli beyin bélgelerine mikroenjeksiyonu bellek olusumu tizerinde
kolaylastirict etkilere sahiptir ve bir¢ok durumda sistemik glikoz uygulamasinin
etkilerini taklit eder (Ragozzino ve ark., 1998; Canal ve ark., 2005). Beyin glikoz
metabolizmasi basta insulin olmak {izere tiroid hormonlar1 (TH) ve glikokortikoidler
tarafindan diizenlenir. TH hem sistemik glikoz metabolizmasini ve hem de beyin glikoz
metabolizmasini diizenleyen 6nemli regiilatorlerdendir (Boelen 2009; Jahagirdar ve
McNay, 2012). TH, 6n hipofizden salgilanan tiroid uyarici hormonu (TSH) tarafindan
uyarildiginda tiroid bezinde sentezlenir ve salgilanir. Prohormon tiroksin (T4) dokulara
taginir ve deiyodinazlar adi verilen enzimler tarafindan hiicrelerde triiodotironin (T3)

haline dontstiiriilir (Bianco ve ark., 2002).

Her iki hormonun sistemik etkileri vardir. Anormal tiroid hormonu seviyeleri hipotiroid
(tiroid bezi yetersizligi) ve hipertiroidi (tiroid bezinin fazla ¢aligmasi) durumlarina yol
acar. Gelisme sirasinda yetersiz tiroid hormonu, dogustan gelen hipotiroidi (aym

zamanda kretinizm olarak da bilinir) ve geri dondiiriilemez beyin hasar1 ile sonuglanir.

Klinik olarak, TH eksikligi ile bilis arasinda bir iligkinin bulundugu bilinmektedir (Reed
ve ark., 1995). Otiroid yash bireylerde total ve serbest T4 seviyeleri bilisle pozitif
korelasyon gostermekle birlikte (Prinz ve ark., 1999), hafif yiikselmis serbest T4
seviyeleri, biligsel gerileme ve hipokampal atrofi ile iligkili bulunmustur (de Jong, 2006;
Hogervorst ve ark., 2008; Cooke ve ark., 2014). Hipotiroidizm, s6zel, gorsel, iligkisel ve
calisma bellegi gibi cesitli biligsel islevlerde O6grenme ve hafiza bozukluklariyla
iligkilidir. Bu bozukluklar, tiroid durumundaki degisikliklerin bilissel islevsellik ile ilgili
beyin bolgelerinde degisikliklere neden olabilecegini gostermektedir (de Jong, 2006).
Ogrenme ve bellek ile iligkili beyin béliimii olan hipokampiis, beynin tiroid hormonu
reseptor agisindan zengin bir bolgesidir. Bu hipokampiisiin beyinde tiroid hormonlari
icin onemli bir hedef oldugunu gosterir. Yenidogan, perinatal, postnatal ve erigkin
farelerde yapilan caligmalar hipotiroidizmin sinaptik plastisite (yani, sinaps
kuvvetlendirme ve depresyon), yapisal plastisite ve yetiskin nérogenez gibi temel
hipokampal o6zellikleri etkiledigini ve bilissel performansta degisikliklere neden
oldugunu ortaya koymustur (Gilbert, 2004; Ambrogini ve ark., 2005; Alzoubi ve ark.,
2009; Koromilas ve ark., 2010). Hipotiroidinin hipokampiisiin CA1, CA3 ve dentat
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girus bolgeleri tlizerindeki etkilerini aragtiran c¢alismalar, hipokampiisiin hacmindeki
azalmayla uyumlu olarak dentat girus ve CA1 bdlgelerindeki hiicrelerin hacim, agirlik
ve sayisal yogunlugunda azalmaya neden oldugunu ortaya koymustur (Madeira ve ark.,
1991; Gilbert, 2004). Cesitli aragtirmacilar yetiskin beyninde, tiroid hormonlarinin
hipokampal ndrojenezin diizenlenmesinde rol oynadigini, hipotiroidizmin yetiskin
hipokampal progenitérlerin hayatta kalmalarin1 azalttigini, tiroid hormonun ise
apopitozu engelleyerek hiicre sagkalimini artirdigini gostermislerdir (de Jong, 2006;
Alzoubi ve ark., 2009; Cooke ve ark., 2014). Bunlarin yani sira distiroid si¢anlarda
gozlenen hipokampal islev bozukluklarina, sinaptik plastisitedeki degisikliklerin eslik
ettigi ve ayrica bu 6grenme performansindaki etkilere benzer sekilde, tiroid hormonun
azligimin sinaptik plastisiteyi bozdugu, PTU verilen si¢anlarda uzun dénemli giiclenme

(UDG) aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir (Artis ve ark., 2012).

Beyin toplam viicut agirliginin %2'sini olusturmasina ragmen, tim glikoz arzinin
%50'sinden yararlanir. Beyin hiicreleri tarafindan enerji tiiketimi ¢ok yiiksektir ve diger
periferik hiicrelerden farkli olarak, ndronlar enerji kaynagi olarak sadece glikozu
kullanirlar. Noronlar, yeterli miktarda glikojen sentezleyip depolayamadigi i¢in, siirekli
bir glikoz kaynagi temin etmek zorundadirlar. Glikoz homeostaz dengesizliklerinin
eriskin norogenez ve sinaptik plastisitede yer alan sinyal yollarini degistirebilecegi ve
norodejeneratif bozukluk riskini artirabilecegi bildirilmektedir (Kodl ve Seaquist, 2008).
Dahasi, enerji kisitlamasinin ndronal sagkalimi arttirdigi ve bilissel islevi gelistirdigi
bilinmektedir (Fusco ve Pani, 2013). Tersine, besin maddelerinin fazla olmasi beyin
saghigina etki eder ve sinaptik transmisyonu ve plastisiteyi engeller, biligsel azalmay1
hizlandirir (Elias ve ark., 2012; Sellbom ve Gunstad, 2012). Epidemiyolojik / klinik
gozlemler, diyabetik hastalarda biligsel bozukluk gelisimi ve bunama hastaligina
duyarlihgin 6nemli dlgiide arttigini gdstermektedir. Onemli olarak, hiperglisemi ve
hiperinsiilinemi gibi bozulmus metabolik parametreler, bilissel azalma ile pozitif
korelasyon gostermektedir (Cukierman-Yaffee, 2009). Yiiksek kan sekeri seviyeleri
hem diyabetik hem de diyabetik olmayan bireylerde demans riskini sirasiyla %40 ve
%18 arttirmakta (Crane ve ark., 2013) ve ayrica bilissel bozulma ile hipokampal
hacimde azalmaya neden olmaktadir (Kerti ve ark. 2013). Bu bulgular kan sekeri
diizeyindeki dalgalanmalarin, asir1 tip 2 diyabet veya bozulmus glikoz toleransinin
olmamasi durumunda bile beyin fonksiyonunu olumsuz etkiledigini gdstermektedir

(Mainardi ve ark., 2015). Hipokampiisde, glikoz yoksunlugunun CA1 alanindaki
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sinaptik alan potansiyellerinin inhibisyonuna yol actigi diisiik glikozlu ortamin, alan
uyarici post-sinaptik potansiyelleri (fEPSP) 6nemli derecede azaltirken, yiiksek glikozlu
ortamin fEPSP {iizerinde ¢ok az etkisinin bulundugu tespit edilmistir (Kamal ve ark.,
1999). Glikozun 6grenme ve hafiza gorevlerini etkileme yetenegi, 6grenme ve hafiza
mekanizmalarinin metabolik kontrol altinda oldugunun 6nemli bir gostergesidir (Potter

ve ark., 2010).

Klinik Oncesi arastirmalardan elde edilen bulgular da, glikoz metabolizmasini
diizenleyebilme ve insiilin sinyalizasyonuna katkida bulunma potansiyeli nedeniyle
tiroid hormonunun (TH) 6zellikle de hipokampiisde bellek ile ilgili siireclerin dnemli bir
modiilatorii olabilecegi hipotezini desteklemektedir (Gould ve ark., 1991; Smith ve ark.,
2002; Samuels, 2008; Fernandez-Lamo ve ark., 2009). TH’nun eriskin beyninde
bolgesel glikoz metabolizmasini ve psikiyatrik semptomlari modiile ettigi bildirilmistir
(Bauer ve ark., 2009). Hipotiroidizm hipoglisemiye neden olan ¢esitli hormonal,
biyokimyasal ve sinir sistemi anormallikleri ile baglantilidir. Hipotiroidizm hem
hipotalamus, hem de hipofize etki ederek bazal ve uyarilmis biiyiime hormonu
seviyelerini azaltir (Katz ve ark., 1969). Bunun yani sira hipotiroidili hastalarda, primer
adrenal yetmezlikle iligkili olmamalarina ragmen goreceli olarak adrenal yetmezlik
vardir (Kamilaris ve ark., 1987). Bu durumda insiiline yanit olarak diisiik biiyiime
hormonu ve kortizol diizeyleri hipoglisemiyi indiikleyebilir. Hipotiroidizmde hem
iskelet kasinda hem de yag dokusunda glikoneogenezin rolii azalir (McCulloch ve ark.
1983), ayrica glikojenoliz de bozulmustur (McDaniel ve ark.,1977). Bu biyokimyasal
kusurlar, hipoglisemiden kurtulmay: geciktirir (Kalra ve ark. 2014). Hipotiroidizmdeki
diger anormallikler: glukagon saliniminda bir azalma (Clausen ve ark., 1986),
glukagonun hepatositler {izerindeki etkisinin azalmas1 (Miiller ve Seitz, 1987) ve insiilin
klirensinin yavaslatilmasini igerir (Shah ve ark., 1975). Ayrica gastrik bosalmay1
yavaslatir ve portal vendz akisin yam sira bagirsaklardan glikoz emilimini de azaltir
(Holdsworth ve Besser, 1968). Hipokampiisiin hipotiroidizme bagli hipoglisemiden

etkilenip etkilenmedigi bilinmemektedir.

Glikoz veya insiilin verilmesi, hafiza performans: artisi ile birlikte hipokampal glikoz
metabolizmasinda belirgin artisa neden olur, ancak bellek prosesleri sirasinda TH'nun
hipokampal metabolizma {izerindeki etkisine iliskin herhangi bir veri yoktur. Bununla

birlikte, glikolitik ATP’nin &nemli bir tiiketicisi olan Na® K- ATPaz'in aktivitesinin
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hem hipo- hem de hipertiroidili sicanlarin hipokampiisiinde %45 oraninda azaldig: tespit
edilmis ve hipokampal glikoz kullaniminin diizenlenmesinde TH’ nun potansiyel bir roli
oldugu ileri stirilmistiir (dos Reis ve ark., 2002; Wyse ve ark., 2004; Carageorgiou ve
ark., 2007). Nitekim hipotiroidili hastalarda, anterior (subgenual / perigenual) ve
posterior singulat korteks, prefrontal korteks ve dorsal ve ventral striatum, putamen ve
amigdalay1 iceren subkortikal yapilarda kontrol grubuna gore anlamh sekilde azalmis

glikoz metabolizmasi bulundugu gosterilmistir (Bauer ve ark., 2006).

Hipoglisemi (glikoz yoksunlugu) plazma glikoz konsantrasyonunda diislis ile
karakterize olup, tipik olarak glikoz homeostazinda rol oynayan mekanizmalardaki
anormalliklerden kaynaklanir. Semptomlari; nérojenik (adrenerjik) veya noroglikopenik
olarak kategorize edilebilir. Sempatoadrenal aktivasyon belirtileri terleme, titreme,
tagikardi, kaygi ve aglik hissi igerir. Noroglikopenik belirtiler zayiflik, yorgunluk veya
bas donmesi, uygunsuz davranis (sarhosluk benzeri), konsantrasyon zorlugu, karisiklik,
bulanik goriis ve asir1 durumlarda, koma ve 6liimle sonuglanir. Sinir dokulari, normal
metabolik aktiviteleri i¢in glikoza tamamen bagimlidir. Noronlarin metabolizma hizi
yiiksektir ve 6nemli miktarda glikoz iiretip depolayamayacagi i¢in, plazma glikozundaki
hizli diisis noronal homeostazi birka¢ dakika iginde tehlikeye atabilir. Hiicresel
hemostaz kaybina yol agan enerji yetersizliginin, hipoglisemiye bagli beyin hasarinda
kilit faktér olduguna inanmilmaktadir. Hipokampiis hipoglisemiye duyarli bir beyin
boliimii olup, hipoglisemi insan ve kemirici infantlarinda gelisim sirasinda sik goriiliir
ve norogelisimsel defekt riski ile iliskilidir (Rao ve ark., 2010). Hipogliseminin eriskin
norogenez ile sinaptik plastisitede yer alan sinyal yollarini degistirebildigi ve otofajiyi
indiikleyebildigi ve bodylece norodejeneratif bozukluk riskini artirdigi bilinmektedir
(Hall ve ark., 1989; Parsons ve Gold, 1992; Gold, 1995; Manning ve ark., 1998;
Erickson ve ark., 2006; Hoyland ve ark., 2008; Krebs-Kraft ve Parent, 2008).
Memelilerde glikoz eksikliginin c¢esitli doku ve organlarda otofajiyi indiikledigi
(Maruyama ve ark. 2008; Williams ve ark. 2009; Singh ve Cuervo, 2011; Kobayashi ve
ark., 2012), otofaji ile karbonhidrat metabolizmasi arasinda bir etkilesimin oldugu ve
ayrica otofaji ile hiicresel enerji dengesi arasinda dinamik bir geri bildirimin bulundugu
son yillarda yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Singh ve Cuervo, 2011). Bununla

birlikte glikoz eksikliginin hipokampal otofajiyi etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir.



31

2.2.1.4.2. Glikoz eksikligi cesitli doku ve organlarda otofajiyi AMPK sinyal yolagi

araciligiyla indiikler:

Memelilerde glikoz eksikliginin c¢esitli doku ve organlarda otofajiyi indiikledigi
(Maruyama ve ark. 2008; Williams ve ark. 2009; Singh ve Cuervo, 2011; Kobayashi ve
ark., 2012), otofaji ile karbonhidrat metabolizmasi arasinda bir etkilesimin oldugu ve
otofaji ile hiicresel enerji dengesi arasinda dinamik bir geri bildirimin bulundugu son
yillarda yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Singh ve Cuervo, 2011). Sinir sistemi
disindaki dokularda glikoz eksikligi hiicrede ATP konsantrasyonunun azalmasina ve
AMP diizeyinin artmasina yani AMP/ATP oraninda bir artisa neden olur. AMP
diizeyindeki artis bir hiicresel enerji sensorii olan adenozin monofosfat ile aktive olan
protein kinaz (AMPK)’1n upstream kinazlar tarafindan fosforile olarak aktiflesmesini
saglar (Stein ve ark., 2000; Hardie ve Hawley, 2001; Hardie, 2011). Aktiflesen AMPK,
mTOR bagimli protein translasyonu gibi enerji yogun siiregleri kapatarak hiicresel ATP
tiretimini arttirarak ve ATP tiiketimini azaltarak enerji tasarrufu saglayan bir program

koordine eder (Towler ve Hardie, 2007) ve otofajiyi indiikler (Gwinn ve ark., 2008).

Tiim 6karyotlarda bulunan AMPK bir katalitik (o) alt birim ve iki diizenleyici (f ve v)
alt birimden olusan heterotrimerik bir serin/treonin protein kinaz kompleksidir (Kahn ve
ark., 2005) ve besin maddeleri ile hiicre igi enerji diizeylerindeki degisimlere tepki
olarak glikoz ve lipid metabolizmasini yoneten merkezi bir metabolik anahtar olup
hiicre biiyiimesi ve otofajiyi kontrol eder (Mihalova ve Shaw, 2012). AMPK alt birim
izoformlar: periferik dokularda yaygin sekilde ifade edilirken, beyin agirlikli olarak a2,
B1 ve y1 ve daha diisiik oranda al ve B2 i¢eren daha sinirli bir model gosterir (Turnley
ve ark.,, 1999). AMPK'nin aktiflesmesi icin katalitik o-altbiriminin aktivasyon
halkasinda korunmus bir treonin kalintisinin (T172) upstream kinazlar tarafindan
fosforilasyonu ilk kosuldur. Hiicresel enerji seviyeleri tiikendiginde ve AMP/ATP orani
yiikseldiginde, AMPK, AMP'nin AMPKYy alt-iinitesine allosterik olarak baglanmasiyla
aktive edilir ve bu kompleksde bir konformasyonel degisiklik olusturarak AMPKa-
altbiriminin upstream kinazlar i¢in bir substrat olma yetenegini artirir. Simdiye kadar
bircok AMPK fosforile edici kinaz tanimlanmistir. Her yerde eksprese edilmis ve
yapisal olarak aktif kinaz liver kinaz BI(LKB1)'e (Woods ve ark., 2003) ek olarak, Ca?*
ile aktive Ca2+/ka|m0du|in-bag1mh kinaz kinaz B (CaMKKp) (Woods ve ark. 2005) ve
transforme edici biiyiime faktorii f-aktive kinaz-1 (TAK1) (Momcilovic ve ark., 2006),



32

AMPK'nin aktivatorleri olarak bilinirler.

Son yillardaki arastirmalar, AMPK'nin ATF1'in bir memeli homologu olan ULK1"
dogrudan ve dolayli olarak aktive ederek otofajiyi aktive ettigini gostermistir (Kim ve
ark., 2011). ilk olarak AMPK, otofajiyi indiiklemek i¢in dogrudan ULK1' fosforile ve
aktive eder. Ikincisi, AMPK ULKI1'i fosforilleyerek ve ULKI-AMPK etkilesimini
bozan mTORC1'" inhibe ederek ULKI1'1 dolayli bir sekilde aktive eder. ULKI ve
mTORC1'in bu koordineli diizenlemesi, zarar gérmiis mitokondriay1 ortadan kaldirir ve
besin aclig1 sirasinda mitokondriyal biitiinliigii korur (Kim ve ark., 2011). Aktiflesen
AMPK; ULKI1 ve TSC2 (Tuberous sclerosis complex 2 veya tuberin)’yi direkt olarak
fosforile eder (Kim ve ark., 2011; Moruno ve ark., 2012). Fosforile olan ULK1; Atgl13
ve FIP200 ile otofajinin indiiksiyonuna neden olan bir kompleks olusturur. Fosforile ve
aktive olan TSC2 ise mTORCI1’i inhibe eder (Inoki ve ark., 2003) AMPK, ayrica
mTORC1'in RAPTOR alt birimini dogrudan fosforile ederek mTORCI1 aktivasyonunu
inhibe eder ve otofajiyi indiikkler (Gwinn ve ark., 2008). Glikoz eksikligi sirasinda
AMPK ayrica p53 ve p27’°yi fosforile ederek de otofajiyi regiile eder. Normal kosullar
altinda sitosolik p53 otofajiyi inhibe eder. Ancak glikoz eksikligi sirasinda AMPK
tarafindan fosforile edilir edilmez cekirdege tasinir ve SESTRIN2, DAPK1 ve AMPK
genlerinin ekspresyonlarm indiikler. SESTRIN2; AMPK ve TSC2’yi aktive ederken,
DAPKI1 Beclin 1’1 fosforile ederek otofajinin indiiksiyonuna neden olur. Son olarak p27
RHOA’y1 inhibe ederek otofajiyi indiikler. RHOA Beclinl’i parcalamakla goérevli olan
calpainleri aktive eder. Boylece RHOA’nin inhibisyonu sonucu calpainler aktive

olmadigindan ve Beclin 1 par¢alanmadigindan otofaji sekillenir (Moruno ve ark., 2012).

Otofaji indiiklenir indiiklenmez endoplazmik retikulum (ER), Golgi kompleksi,
mitokondri veya plazma membranindan kaynaklanan fagofor olusmaya baslar (Hailey
ve ark., 2010; Ravikumar ve ark., 2010). Bu siireci diizenleyen baslica iki unsur var.
Bunlardan birincisi, fagofor olusumu bolgesinde Atgl7 ve Atgl3'in alinmasi igin
gerekli olan fosfatidilinositol-3-fosfat tiretebilen Vps34'tiir (Blommaart ve ark.,1997).
Bir smuf III fosfatidilinositol 3-kinaz olan Vps34, aym1 zamanda, otofagozom
olusumunda yer alan diger bilesikler olan BECLIN1, P150, UV radyasyon direnci,
ATG14 veya otofaji / Beclin-1 diizenleyici 1 ile iliskilidir (Kihara ve ark., 2001). Ikinci
bilesen ise ofagozomlarin biyogenezinde yer alan ULK1 olup, FIP200 ve ATG13 ile
iligkilidir. Bunlarin olusturdugu kompleksin ULK1'in diizgiin lokalizasyonuna yol actig1



33

ve kinaz aktivitesini uyardigi bilinmektedir (Ganley ve ark., 2009). Sekillenen fagor
uzamaya baslar. Fagoforlarin uzamasi iki ubikitin benzeri konjugasyon sistemine

baglhdir:

1. ATG12-ATG5-ATGI16L sistemi: ATG12, ATG7 (E1 benzeri enzim) ve ATG10 (E2
benzeri enzim) yoluyla ATGS5'e konjuge edilir ve daha sonra konjige ATG12-ATG5
kompleksi ATGI16L ile iliskilendirilir. ATG12-ATG5-ATG16L kompleksi, uzayan
otofagozomlarin dis zarina lokalize olur, ancak otofagozom olusumu tamamlanmadan
once membrandan ayrilir. Yeni bir calisma, belirli stres kosullarinda makrootofaginin
ATGS / ATG7'den bagimsiz olarak ortaya g¢ikabilecegini ve bunun da otofagosom

olusturmak i¢in alternatif bir yol oldugunu 6ne stirmektedir.

2. Fosfatidiletanolamin (PE)-hafif zincir 3 (LC3) sistemi: Mikrotiibiile bagli protein 1
LC3 (veya sadece LC3) PE'ye konjuge edilir. LC3'lin membrana baglanmay1 gelistirdigi
bilinmektedir (Nakatogawa ve ark., 2007). LC3’iin sitosolik formu olan LC3-I, pro-
LC'nin ATG4B tarafindan boliinmesiyle tiretilir ve takiben ATG7 ve ATG3 ile islenerek
PE'ye konjuge edilir (LC3-11). LC3-II 6zellikle otofagozom zarlariyla iliskilidir ve bu

nedenle diizeyi otofagozomlarin sayisi ile koreledir (Tanida ve ark., 2002).

Glikoz ve enerji metabolizmasinin homeostazi i¢in gerekli olan bir diger yolak LKB1-
AMPK yolagidir. LKB1, AMPKa'nin Thr-172'sin1 fosforile eden ve bdylece kinaz
etkinligini aktive eden primer kinaz olup tiim fetal ve eriskin dokularda eksprese edilir.
En yiiksek ekspresyonu karaciger, pankreas ve kas dokusudur. LKB1-AMPK yolu,
apopitoz ve otofaji de dahil olmak {izere yasam ve 0liim siireclerinin diizenlenmesinde
doku spesifik kritik bir rol oynar (Just ve ark. 2011). LKB1'in, hiicre i¢i AMP’nin
yiikselmesine yanit olarak hiicreleri apopitozdan korumak igin gerekli oldugu

gosterilmistir (Shaw ve ark., 2004).

2.2.1.4.3. AMPK aktivitesindeki degisiklikler norolojik hastaliklarin bir yansimasi
olabilir:

Tiim organizmanin metabolik diizenleyicisi olarak diisliniilen AMPK, obezite, seker
hastalig1 (diyabet), kaseksi ile diger metabolik bozukluklarin arastirilmasinda
degerlendirilen 6nemli faktdrlerden biridir. Son on yilda elde edilen veriler AMPK’ nin
merkezi sinir sistemi fizyopatolojisinde dnemli rol oynadigint gostermektedir. AMPK,
noronal c¢ogalma ve farklilagma, sinaptik baglanti ve ndroproteksiyon gibi cesitli

noronal 6zelliklerle iliskilendirilir. Boylece, AMPK'daki degisiklikler farkli norolojik ve
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norodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Son birka¢ yilda, birkag
arastirma grubu, ndronlarda enerji liretimi ve tiiketiminin diizenlenmesinde AMPK’nin
hayati bir rolii oldugunu vurgulamaktadir. Sinaptik aktivasyonu sodyum pompasinin
aktivitesi, noOrotransmitter reseptdr translokasyonu/geri doniisiimii, sinaptik tasima,
hiicre iskeleti yenilenmesi ve metabolik siiregler gibi yiiksek enerji tiiketimi ile
karakterize birka¢ molekiiler ve hiicresel olay takip eder (Rosso ve ark., 2017). Glikoz
metabolizmasina ek olarak, bazi caligmalar AMPK'nin néronlarda mitokondriyal
fonksiyonun ve biyogenez ile mitokondriyal metabolizmanin anahtar diizenleyicisi
oldugunu gostermektedir (Dasgupta ve Milbrandt, 2007; Onyango ve ark., 2009).
Noronlardaki metabolizmanin dogrudan diizenlenmesinin yanm1 sira, AMPK’nin
norogelisimsel siireclerde yer aldigi, AMPK islevselligindeki Kkusurlar anormal
cogalmayr ve noronal kok hiicresi onciillerinin (NPC'ler) artmis apoptozisine neden
oldugu belirtilmektedir (Dasgupta ve Milbrandt, 2009). Artan kanitlar ayrica,
AMPK'nin enerji eksikligi kosullart altinda hiicre polarizasyonunun kontroliinde 6nemli
bir rol oynadigini, Ornegin, AMPK’nin hem aksogenezisi etkileyerek ndronal
polaritenin olusumunu modiile ettigini (Amato ve ark., 2011) hem de noéronal gelisim
sirasinda dendrit biiylimesi ve dallanmasini diizenledigini (Ramamurthy ve ark. 2014)
ve ayrica molekiiler diizeyde, néronal mimari iizerindeki etkilerin hem mTOR hem de
Akt sinyal yollarinin AMPK'ya bagli baskilanmasi ile indiiklendigi ortaya koymaktadir.
Tiim bunlarin yani sira yetigkin beyninde, AMPK’nin yaslanma siirecinde yer alan
hiicresel olaylart yonettigi, Alzheimer hastaligi (AD), Huntington hastaligi (HD) ve
Parkinson hastaligi (PD) gibi c¢esitli beyin hastaliklarinin AMPK sinyalizasyonunun
islev bozukluguyla iligkili oldugu bildirilmektedir (Won ve ark., 2010; Ma ve ark.,
2014). Tiim bu veriler AMPK aktivitesindeki degisiklikler ile felg, AD, HD, PD ve
beyin tiimorleri gibi norolojik hastaliklar arasindaki iliskiyi vurgularken, diger taraftan
beyindeki AMPK'nin patolojik rolii hakkinda biiyiik bir bilgiye ulasilmis olsa da,
literatiir verileri yeterli degildir. Nitekim AMPK, ndrodejeneratif hastaliklarda tek bir
davranig gostermez; hem zararli hem de koruyucu roller istlenebilir. AMPK
aktivasyonu, HD’l1 striatal néronlarda mutant Huntingtin geni (mHtt)'nin neden oldugu
toksisiteye aracilik ederken, PD'de noronal hiicre 6liimiinii 6nler ve bir hayatta kalma
faktori gibi davranir. Bazi raporlar, AMPK aktivasyonunun amiloidogenezideki bir
azalma ile giiclii bir sekilde iliskili olduguna isaret etmesine karsin, AMPK'nin rolii, AD

patogenezinde belirsizdir; diger ¢alismalar, AMPK inhibisyonunun, ATP'nin neden
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oldugu LTP'deki bozulmalar1 diizelttigini gostermektedir (Won ve ark., 2010; Ma ve
ark., 2014). Bu gelisik sonuglarin varligi, AMPK aktivitesini ve MSS hastaliklarinin
gelisimini birbirine baglayan molekiiler mekanizmalar1 daha iyi incelemek igin ileri
aragtirmalarin gerekli olduguna isaret etmektedir. Hipotiroidizmde hipokampal AMPK
aktivitesinin degisip degismedigi ve tiroid hormon yetersizligi ile AMPK aktivitesi

arasinda bir iligkinin bulunup bulunmadig bilinmemektedir.

2.2.1.4.4. Noronlarda otofajik yolagin herhangi bir basamaginda bozulma

anormal noronal homeostaz ile sonuclanir:

Otofajinin, néronlart da beslenme agligindan korudugu dolayisiyla néroprotektif bir rol
oynadigi bilinmektedir (Kaushik ve ark., 2011). Ayrica son yillarda yapilan ¢aligmalar 1)
otofajinin noronlarda da normal kosullar altinda yapisal olarak meydana geldigini, ii)
yapisal otofajinin néronal sagkalimdan sorumlu oldugunu (Poels ve ark., 2012), iii)
yapisal otofajinin bozulmasiin nérodejenerasyona yol agtigini ve iv) ayrica bozulmus
otofajinin bir¢ok norogelisimsel ve norodejeneratif bozukluklarin patogenezinde rol
oynadigini gostermistir (Hara ve ark., 2006; Komatsu ve ark., 2006; Vijayan ve
Verstreken, 2017). Noronlarda otofajik yolagin herhangi bir adiminda bozulma
genellikle, aksonal bozukluklarla kendini gdsteren ve néronal dejenerasyonda doruga
cikan anormal noronal homeostaz ile sonuglanir (Nixon ve Yang, 2012). Bununla
birlikte, beyindeki farkli ndron tiplerinin otofajik yola bagimlilik dereceleri farklidir ve
otofajik siirecin bozulmalarina farkli sekilde savunmasizdirlar (Nikoletopoulou ve ark.,
2015). Buna ek olarak, birka¢ raporda, otofajinin presinaptik ve postsinaptik
terminallerde sinaptik fonksiyonu diizenleyebildigi, anormal otofajik vezikiil
sekillenmesinin, presinaptik terminalleri bozdugu ve aksonal distrofiye neden oldugu
bildirilmektedir (Sanchez-Varo ve ark., 2012; Shen ve ark., 2015). Otofajinin ayrica
sinaptik plastisitede yer aldig1 rapor edilmistir (Shehata ve ark. 2012). Otofajinin normal
beyin fizyolojisi baglamindaki bir diger ilgin¢ rolii gida alimi ve enerji dengesinin
diizenlenmesidir (Kaushik ve ark., 2011). Son ¢aligmalar, memeli beyinlerinde enerji
metabolizmasinin ndronal plastisite ile direkt olarak iligkili oldugunu ve AMPK'nin
uzun donemli giliclenme (long term potentiation, UDG)'in diizenleyicisi oldugunu
gostermektedir (Potter ve ark. 2010). Ayrica Alzheimer hastaligi gibi néronal enerji
metabolizmas1 ile iligkili hastaliklarda AMPK'nin inhibisyonunun UDG’deki

bozulmalart diizelttigine iliskin bilgiler de mevcuttur (Ma ve ark., 2014). Bunlarin
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yanisira beyinde otofajinin asir1 aktivasyonunun noronal éliimde siradist bir 6lim yolu
oldugu, ancak otofajinin yetersizliginin, ¢esitli nérodejeneratif hastaliklarda néronlarin
kaybima neden olan lizozoma bagli hiicre O6liimii formuyla baglantili oldugu

bildirilmektedir (Nixon ve Yang, 2012).

2.2.1.45. Cesitli doku ve organlarda Tiroid hormonu ve otofaji benzer islevleri

paylasir:

Tiroid hormonu ve otofajinin iskelet kasi biiyiimesinin, rejenerasyonunun ve
farklilasmasinin diizenlenmesinde benzer islevleri paylastigi, TH ile indiiklenen
otofajinin, mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile AMPK ve ULKI!'in
aktivasyonunu ve mTOR yolagmin inhibisyonunu icerdigi, ayrica TH kaynakli
otofajinin, iskelet kasinda mitokondriyal aktiviteyi ve biyogenezi korumak igin gerekli
oldugu (Lesmana Ve ark., 2016) ve TH’nun karacigerde otofajiyi arttirdig1 gosterilmistir
(Sinha ve ark., 2012). Tiroid hormonu T3’lin iskelet kaslarinda Atgl/ULKI1, AtgS5,
Atg6/Beclin 1 ve LC3 gibi otofaji i¢in 6nemli olan otofaji ile iligkili genlerin mRNA ve
protein ekspresyonlarmi artirdigl, ayrica siganda soleus kasinda ve L6 hiicrelerinde
AMPK’nin fosforilasyonunu artirdigi, fosforillenen ve aym1 zamanda aktiflesen
AMPK’nin ULKT1’1 Ser317 ve Ser777°de fosforile ederek aktiflestirdigi ve bdylece
otofajinin indiiklendigi gosterilmistir (Lesmana ve ark., 2016). Karacigerde de T3 ile
uyarilan otofajinin AMPK tarafindan ULKI1 fosforilasyonunu gerektirdigi, aktif
mTOR’un da ULK1’1 Ser757°de fosforilledigi ancak bu fosforilasyonun ters bir etkiye
sahip oldugu ve ULK1 ve AMPK arasindaki etkilesimi bozarak otofajiyi engelledigi
bildirilmektedir (Sinha ve ark., 2012). Bununla birlikte yapilan literatiir taramalarinda
hipotiroidizmin hipokampiisde otofagozom olusumunu indiikleyip indiiklemedigi ve
otofajiyi inhibe ya da modiile edip etmedigi bilinmemektedir. Burada 6zetlenen cesitli
calisma sonuglar1 ve elde edilen sorular, TH yetersizliginin AMPK sinyal yolagim
modiile veya inhibe ederek ve mTOR’u baskilayarak veya aktive ederek hipokampiiste
otofajiyi indiikleyebilecegi veya inhibe edebilecegi diisiincesinin test edilmesini gerekli

kilmaktadir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlari ve deney gruplarinin olusturulmasi

Bu tez calismas: icin ERU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay (Etik Kurul
Tarih-Karar No: 28.08.2019-19/148) alind1 ve galisma etik kurul yonergesine uygun bir
sekilde yapildi. Calismada Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve
Arastirma Merkezi (ERU DEKAM)’nden alman 39 giinliik 48 adet Wistar albino
siganlar kullanildi. Siganlar kontrol grubu, deneysel hipotiroidizm olusturulmus grup ve
deneysel hipotiroidizm olusturulduktan sonra levotiroksin ile tedavi edilmis grup olmak
lizere rastgele 3 gruba ayrildi. Her grupta 16 adet sigan bulunduruldu. Her bir kafeste 4
adet olacak sekilde yerlestirilen siganlar 1s1s1 22+2°C olan ve 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik (07:00-19:00) 151k periyodunun bulundugu bir ortamda barindirildi. Deneyler
siiresince tim gruplardaki sicanlar musluk suyu ve standart sigan yemi ile kisitlama
yapilmaksizin beslendi.Siganlar deneylerin ilk gilinlinden bitimine kadar 3’er giin

araliklarla tartild1 ve agirliklar kaydedildi.

Kontrol grubu hayvanlara 100 ml’sinde 1 ml 0.1 N NaOH igeren serum fizyolojik
sollisyonu her bir hayvana 500 pl olacak sekilde 28 giin siireyle intraperitoneal
enjeksiyonla uygulandi. Deneysel hipotiroidizm grubundaki 16 sigana 28 giin boyunca
tiroksinin (T4) triiyodotironine (T3) doniisiimiinii engelleyen tiollenmis urasil kaynakl
bir antihipertiroid ilag olan 6-n-propil tiourasil (PTU, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) 0.1 N NaOH’de ¢ozdiiriiliip hazirlandiktan sonra 10 mg/kg canli agirlik/giin
hesabiyla intraperitoneal olarak enjekte edildi. Levotiroksin ile tedavi edilen
hipotiroidili grupta &nce hayvanlarda hipotiroidizm olusturuldu. Takiben bu hayvanlara
15 giin siireyle her bir hayvan i¢in 5 pg Levotiroksin 1 ml NaCl i¢inde sulandirilarak

intraperitoneal olarak enjekte edildi (Tahmez ve ark., 2000).
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3.2. Kan glikoz diizeylerinin dél¢iimii

Tiroid hormon yetersizliginin kan glikoz diizeyi iizerinde etkisinin bulunup
bulunmadigint belirlemek ic¢in tiim gruplardaki sicanlarin deneme baslangicinda ve
bitiminde olmak iizere kuyruklarindan alinan kan Orneklerinde glikometre cihazi

kullanilarak glikoz diizeylerinin 6l¢timii yapildi.
3.3. Plazma T3 ve T4 diizeylerinin 6l¢iimii

Deney hayvanlarinda hipotiroidizmin sekillenip sekillenmedigi ya da levotiroksine
cevap verip vermedigi, kan T3 e T4 diizeylerinin 6l¢iimii ile belirlendi. Bu islem icin
oncelikle xylazine/ketamin kombinasyonunun (87 mg/kg - 13mg/kg) intraperitoneal
uygulanmasiyla hayvanlar anestezi edildi (Van Pelt, 1977) Takiben kalpten kan
ornekleri alindi. Kalpten alinan kan 6rnekleri 1600 G’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra -20°C’de saklanmak iizere ependorf tiiplere aktarildi. Daha sonra alinan kan
orneklerinde TSH, serbest T3 ve serbest T4 hormonu diizeyleri Rat TSH Kiti
(Elabscience, katalog no: E-EL-R0976), fT3(Free Triiodothyronine) Kiti (Elabscience,
katalog no: E-EL-0079), fT4(Free Thyroxine) kiti (Elabscience, katalog no: E-EL-0122)
kullanilarak ELISA cihazinda (BioTek, uQuant) dl¢iildii.

3.4. Doku orneklerinin alinmasi

Tiim denemeler sonrasi kontrol, hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilen
Hipotiroidili gruba ait hayvanlar anestezi protokoliine uygun bigimde anestezi edildi
(Van Pelt, 1977). Daha sonra ¢alisma materyalini olusturacak olan hipokampiis doku

ornekleri ki farkli metodla alinip islendi:

a. Birinci teknikte Bouin tespit sivisinin kardiyak perfiizyonla beyin dahil tiim dokulara

ulastirilarak bu dokularin tespit edilmesi saglandi.

b. lkinci teknikte ise doku orneklerin herhangi bir kimyasala maruz kalmadan
dondurulmasi saglandi ki bu teknik doku total protein igeriginin saptanmasi i¢in
onemlidir. Bilindigi iizere hipokampiis sag ve sol olmak iizere bir ¢ift organ halinde
bulunur. Caligmada western blot analizi i¢in de yeterli protein ekstrakte edebilmek i¢in

her iki hipokampiis birlikte alindu.
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3.4.1. Histoloji, Immiinohistokimya ve Immiinfloresan teknikleri icin doku

orneklerinin alinmasi

Calismada histoloji, immiinohistokimya ve immiinfloresan analizleri i¢in her bir gruba
ait anestezi altindaki 8’er hayvana Bouin tespit sollisyonu kullanilarak kardiyak
perflizyon uygulandi. Perflizyon bitiminde hayvanlarin beyinleri ve tiroid bezleri
cikarilarak Bouin soliisyonunda 6 saat siireyle postfikzasyona maruz birakildi. Tespitten
sonra tiim dokular sirasiyla %50, 70, 80, 96 ve absol alkoller ile metil benzoat ve benzol

serilerinden gegirilerek parafinde bloklandi.
3.4.1.1. Tiroid bezi doku érneklerinin histolojik incelemeler icin hazirlanmasi

Hayvanlarda hipotiroidinin olusup olugmadigin1 mikroskopik olarak belirlemek igin
Bouin sollisyonu icinde tespit edilen ve rutin histolojik islemlerden gegirilerek
hazirlanan doku bloklarindan alinan 4 mikron (p) kalinligindaki kesitler modifiye
edilmis Mallory’nin modofiye ticlii boyamasi (Crossmon, 1937) ve periodik asit Schiff
(PAS) (John ve Harry, 1994) boyamasi ile boyandi. Hazirlanan tiroid preparatlari
Olympus BX51 marka mikroskopta incelenerek Olympus DP72 kamera ile
fotograflandi.

3.4.1.2. Hipokampiis doku orneklerinin histolojik, immiinohistokimyasal ve

Immiinofloresans boyama teknikleri icin hazirlanmasi

Kontrol ve deney gruplarindaki her bir hayvanin beynine ait doku bloklarindan 4
mikron kalinliginda seri kesitler alind1 ve 36 seri preparat hazirlandi. Her bir lama belirli
araliklarla en az 3 kesit alindi. Genel yapiy:r incelemek i¢in preparatlarin ilk 12 serisi
krezil viyole boyast 1ile, otofaji 1ile iliskili proteinlerin hipokampiisdeki
lokalizasyonlarin1 belirlemek i¢in preparatlarin diger 12 serisi immiinohistokimya

boyama teknigi ile bir diger 12 serisi ise immiinfloresan boyama teknigi ile boyandi.
3.4.1.2.1. Krezil viyole boyama yéntemi

Hazirlanan preparatlar deparafinizasyon ve rehidrasyon isleminden sonra 5 dk. %0.1 lik
Krezil violet asetat igerisinde bekletildi. Ug kez distile suda yikandiktan sonra kesitler,
sirastyla %96’lik ve absol alkolde 3’er dk. bekletildi. Takiben ksilen’de 2 kez 5’er dk.
bekletilip entellan ile kapatildi.
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3.4.1.2.2. immiinohistokimyasal analiz (Strep-avidin Biotin Kompleks (Strept-
ABC) immiinoperoksidaz teknigi)

Immiinohistokimyasal incelemeler icin hazirlanan preparatlar 2’ser kez 5’er dakika
ksilen igerisinde bekletildi. Ardindan dehidratasyon islemi igin sirasiyla absol alkol I,
absol alkol II, % 96 alkol, % 80 alkol ve % 70 alkol olmak tuzere dereceli alkol
serilerinden 3’er dakika stireyle gecirildi ve distile suda 5 dakika bekletildi. Takiben
fosfat buffer salin (PBS)’de 5 dakika (dk) yikanan preparatlar doku antijeninin yeniden
kazanimini saglamak amaciyla dnce oda 1sisindaki 10 mM sodyum sitrat bufferda (pH:
6.0) 5 dk. bekletildi. Daha sonra preparatlar mikrodalga firinda 1sitilmig sodyum sitrat
buffer icinde 600W’da 4 kez 5’er dk. slireyle kaynatildi ve takiben ayni soliisyon i¢inde
20 dk. sogutuldu. Tekrar PBS ile 2 kez 5’er dk. siireyle yikamay takiben preparatlar
dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini gidermek i¢in metanolde hazirlanmis % 3’
likk hidrojen peroksit (H20>) ile 15 dk. muamele edildi ve tekrar PBS ile 4 kez 5’er dk.
sireyle yikandi. Nonspesifik baglanmalar1 Onlemek icin kesitler 5 dk.bloklama
sollisyonu (Scytek, Super Block, AAA125) ile bir nem odasi i¢inde inkiibe edildi.
Uygun diliisyonlarda hazirlanmis primer antikorlar (Tablo 3.1) kesitler tizerine eklendi
ve 4°C’de bir gece inkiibe edildi. Negatif kontroller olarak alinan hipokampiis 6rnekleri
ise primer antikorsuz PBS ile muamele edildi. Inkiibasyonu takiben PBS’te 4 kez 5’er
dk. siireyle yikanan kesitler, biyotinlenmis sekonder antikor (anti-rabbit, Santa Cruz,
katalog numarasi: sc-2004; anti-mouse, Santa Cruz katalog numarasi: sc-516102) ile 15
dk. oda 1s1sinda inkube edilip, tekrar 4 kez 5’er dk. siireyle PBS ile yikandiktan sonra da
enzim konjugatli strepavidinde (Thermo, Streptavidin Perooxidase, katalog numarasi:
TS-125-HR) 15 dk. muamele edildi. Tekrar 4 kez 5’er dk. siireyle PBS ile yikandiktan
sonra 5-10 dk. 3,3' Diaminobenzidin (Thermo Scientific, Lab Vision DAB Plus
Substrate Staining System, TA-125-HDX) kromojen soliisyonunda bekletildi. Takiben
kesitler ¢ekirdek boyasi olan Gill’in Hematoksilen’inde 5 dk. boyandiktan sonra ¢esme
suyunda mavilesinceye kadar yikandi ve takiben dereceli alkollerden ve ksilenlerden
gecirilip (Entellan® new, Merck, 1079610500) entellan ile kapatildi. Kahverengi
presipitasyonun goriilmesi sonucunda reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi ve 151k

mikroskobunda(Olympus, BX51) incelenerek fotograflandi.
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3.4.1.3. Immiinofloresans teknigi

Immiinohistokimya tekniginde oldugu gibi deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerini
takiben kesitler distile suda 3 dakika bekletildi. Antijenin yeniden kazanimi islemi de
immiinohistokimya tekniginde oldugu gibi sodyum sitrat buffer ile gerceklestirildi.
Ardindan distile su ve PBS igerisinde yikananan kesitler 200 ml 0.01M PBS ve 500 pl
Triton X100 ile hazirlanan soliisyon igerisinde 20 dk. permeabilize edildi. Siire
bitiminde preparatlar PBS igerisinde yikandi. Protein bloklama islemi i¢in, bloklama
sollisyonu (Scytek, Super Block, katalog numarasi: AAA125) preparatlar {izerine
damlatildi ve 5 dk. bekletildi. Takiben PBS igerisinde yikama gergeklestirildi. Primer
antikorlar (Tablo 3.1), antikor sulandirma soliisyonu igerisinde uygun oranlarda
sulandirildi ve dokular {izerine uygulandi. Kurumay1 énlemek amaciyla preparatlar nem
kamaras1 igerisinde +4°C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
preparatlar PBS iginde 3’er kez 5 dk. siireyle yikandi ve antikor sulandirma soliisyonu
icerisinde uygun oranlarda sulandirilmis ve kullandigimiz primer antikora karsi
hazirlanmis sekonder antikorlar (anti-rabbit, Santa Cruz, sc-2359;anti-mouse, Abcam,
ab-6785) ile 3 saat siireyle oda 1sisinda muamele edildi. Bu islem ve devamindaki
islemler karanlikta gergeklestirildi. Siire bitimini takiben 3 kez 5’er dk. siireyle PBS ile
yikama yapildi ve preparatlar ¢ekirdek boyamasi i¢in DAPI ilaveli 5x fluoroshield
mounting medium ile kapatilarak floresan atagmanli 11k mikroskobunda incelenerek

fotograflandi.
3.4.2. Western blot analizi icin doku érneklerinin alinmasi

Western blot analizi i¢in her bir gruptaki diger 8 hayvanin anesteziyi takiben beyinleri
direkt olarak ¢ikarildi ve sag ve sol hemisferler birbirinden ayrildi. Daha sonra anatomik
yerlesimleri bilinen hipokampiisler hemisferlerden ayrilarak sivi azotta (-196°C)
donduruldu. Daha sonra bu dokular analizleri yapilincaya kadar -80°C’de dondurucuda

saklandi.
3.4.2.1. Western blot analizi i¢cin protein konsantrasyonunun belirlenmesi

1. Her grup i¢in 8’er adet 1000 ul’lik ependorf tiipler iizerine gruplarin isimleri ve
siganlarin  numaralar1  kodlandi. Ependorf tiiplerin darast1 alindi. Sivi azotta
dondurulduktan sonra -80°C’de saklanmis olan dokular buz iizerinde igne ucu ile
mekanik olarak parcalandi ve hazirlanan ependorf tiiplere aktarildi. Ependorf tiipler,

icerisindeki dokular ile tekrar tartildiktan sonra dokularin net agirliklart kayedildi. Her
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100 mg doku agirlig1 i¢in proteaz ve fosfataz inhibitorlerini iceren 300 ul RIPA buffer
dokular tiizerine eklendi ve ependorflar vortekslendi. Daha sonra ultrasonikator ile
homojenize edilen doku 6rnekleri 15.000G’de, +4°C’de, 15 dakika santrifiij edildi ve
siipernatantlar bagka ependorf tiiplere aktarildi. Ardindan bu 6rneklar tekrar 20.000G’de
5 dk. +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatantlar yine adlar1 ve gruplar1 kodlanarak bagka

tiiplere -80°C’de tutulmak tizere aktarildi.

2. Protein miktarlar1 modifiye edilmis Lowry yontemiyle (Lowry, 1951)
belirlendi. Standart olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullanildi. 10 ml distile su
icerisinde 10 mg BSA ¢ozdiiriilerek Iml/mg BSA igeren stok BSA standart soliisyonu
hazirlandi. Stok soliisyondan PBS ile sulandirilarak 4 adet farkli diliisyonlardaki

standart BSA soliisyonlar: elde edildi. Bu soliisyonlarin oranlar1 asagida verildi:
1 nolu standart: Stok BSA soliisyonu

2 nolu standart: 1 birim PBS ve 1 birim stok BSA soliisyonu

3 nolu standart: 2 birim PBS ve 1 birim stok BSA soliisyonu

4 nolu standart: 3 birim PBS ve 1 birim stok BSA soliisyonu

5 nolu standart: 5 birim PBS ve 1 birim stok BSA soliisyonu

Standartlar i¢in 5 ¢ift olmak tlizere toplam 10 adet 1500ul’lik ependorf tiip A ve B olarak
adlandirildi. Bunlardan 1A ve 1B yazili tiiplerin her birine 30 ul 1 nolu standarttan, 2A
ve 2B yazili tiiplerin her birine 30 ul 2 nolu standarttan,3A ve 3B yazili tiiplerin her
birine 30 ul 3 nolu standarttan, 4A ve 4B yazili tiiplerin her birine 30 ul 4 nolu
standarttan ve 5A ve 5B yazili tiiplerin her birine 30 ul 5 nolu standarttan konuldu.

Ayrica bir ¢ift ependorf tiip kor olarak adlandirildi. Korlere sadece 30 ul PBS konuldu.

Oncelikle her bir doku lizatindan 10ul ve PBS’den de 90 ul alinarak doku érnekleri 1/10
oraninda diliie edildi. Daha sonra her bir doku 6rnegi i¢in yine A ve B olmak iizere
ornek numarasiyla birlikte adlandirilan ependorf tiipler icine diliie edilmis 6rneklerden

30’ar ul konuldu.

Daha sonra korler ile standartlarin ve biitiin 6rnekler {izerine 600 ul Lowry soliisyonu
eklenen tiipler oda 1sisinda 10 dk. bekletildi. Son olarak 1:1 oranindaki folin ve distile

su karisim biitiin 6rnek, kor ve standart ¢iftlerine 60 ul eklendi ve takiben 50°C’de 10
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dk. inkiibe edildi. Orneklerin absorbans degerleri ELISA cihazinda (BioTek, uQuant)
570 nm dalga boyunda 6lgiilerek protein miktarlar1 belirlendi.

3.4.2.2. Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)

yontemi

Ayristirict jeller tespit edilecek proteinlerin agirligina gore yiizdesi ayarlanarak
hazirlandi. Ayristirict jel 1 mm kalinligindaki camlara 5’er ml dokiildii ve takiben {izeri
distile su ile tamamlanarak donmasi beklendi. Ayristirici jel donduktan sonra jellerin
tizerindeki distile su bosaltildi ve dikkatlice kurulandi. Sonrasinda iizerine hazirlanan

toplayici jel dokiiliip, 15 kuyucuklu tarak ile kapatildi. Toplayici jelin donmasi beklendi.

Protein miktarinin belirlenmesi ile hesaplanan miktarda 6rnek, Laemmli buffer ve
distile su karistirllarak yiiklemeye hazir hale getirildi. Sonra 95°C’de 5 dk. inkiibe
edildi. Daha sonra buz tlizerine alind1. Jeller elektroforez tankina yerlestirildi ve running
buffer igerisinde marker, pozitif kontrol olarak karaciger ve geri kalan 24 adet drnek jele
yiiklendi. Gii¢ kaynagi 100V a sabitlendi ve 90 dk. boyunca running islemi elektroforez

tanki buz igerisinde iken siirdiirtildii.

Running islemi tamamlandiktan sonra jeller camlardan ayirildi ve dikkatlice transfer
buffer icerisine alindi. Transfer buffer igerisinde 15 dk. beklerken bu sirada membranlar
hazirlandi. PVDF (Immobilion-PSQ PVDF) membranlar 7 cm X 9.5 cm olarak
dikdortgen seklinde kesildi. Metanol igerisinde 30 saniye bekletilip aktiflestirildi. Daha
sonra distile suda yikandi ve transfer buffer icerisine alindi. Takiben jelerden
membranlara proteinlerin aktarimi i¢in transfer kasetleri i¢ine sandvi¢ seklinde jel ve
membranlar yerlestirildi. Ik énce siingerler ve filtre kagitlar1 transfer buffer ile 1slatilds.
Sonra transfer kaseti siyah kismi en altta olacak sekilde yerlestirildi ve bunun {izerine
sirasiyla siinger, filtre kagidi, jel, membran, filtre kagid1 ve siinger seklinde dizildi.
Kasetler blot tankina yerlestirildi ve blot tanki transfer buffer ile dolduruldu. Icerisine
buz akiisii konuldu. Akim 90 mA sabitlenerek bir gece boyunca buzdolab: icerisinde

transfer islemi gerceklestirildi.

Ertesi giin transferden ¢ikan membranlar distile su ile yikandi. Yikamadan sonra
membranlar ekspresyonu incelenecek fosforile proteinler i¢in %35’°lik BSA ile, diger
proteinler icin ise %5’lik siit tozu ile hazirlanan bloklama soliisyonunda 1 saat
bloklandilar. Daha sonra membranlar fosforile olan proteinler i¢in %2,5 BSA ile,

digerleri %S5’lik siit tozu ile hazirlanan antikorlarla bir gece boyunca buzdolabinda
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inkiibe edildiler.

Ertesi glin membranlar Tris-Buffered Saline - Tween 20 (TBS-T) ile 30 dk., 5’er dk. da
bir yikama soliisyonlar1 degistirilerek yikandilar. Daha sonra %S5’lik siit tozunda
hazirlanan sekonder antikor ile oda sicaklifinda 1 saat inkiibe edildiler. Inkiibasyondan
sonra TBS-T ile 4 kez 5’er dk. ve takiben 2 kez 5’er dk. TBS ile yikanan membranlar
enhanced chemiluminescence (ECL) (Bio Rad Clarity - Western ECL Substrate,
1705060) soliisyon ile 5 dk. karanlikta inkiibe edildi ve BioRad (ChemiDoc XRS+

System) goriintiileme cihazi kullanilarak goriintiilendi.

Her bir membranda otofaji ile iliskili proteinlerin dnce fosforile sekilleri tespit edildi.
Daha sonra bu membranlar TBS-T ile 5 dk. ve TBS ile 5 dk. siireyle yikandiktan sonra.
15 dk. boyunca oda sicakliginda strip soliisyonuyla (Thermo Scientific, Restore -
Western Blot Stripping Buffer, katalog numarasi: 21059) inkiibe edildi. Daha sonra 6
kez 5’er dk. siireyle yikanan membranlar bloklama soliisyonuyla oda 1sisinda bir saat
stireyle blokland1 ve takiben ayni proteinin total formu olan primer antikor ile 4°C’de
gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin membranlar yukarida belirtildigi iizere sekonder
antikorla inkiibasyonu ve yikamalar takiben ECL ile 5 dk. karanlikta inkiibe edildikten

sonra goriintiilendi.

Membranlarda goriintiilenen bantlarin normalizasyonu i¢in goriintiilemeden sonra tekrar
yukarida anlatildig1 gibi strip etme islemi uygulandi. Takiben membranlar Beta-aktin

antikoru ile inkiibe edilip akabinde diger islemler de yapildiktan sonra goriintiilendi.

3.5. Immiinohistokimyasal ve Immiinofloresan boyamalarin semikantitatif

degerlendirilmesi

Gerek immiinohistokimyasal ve gerekse immiinofloresan tekniklerle hazirlanan
preparatlarda immiin boyanmalar semikantitatif olarak degerlendirildi. Hipokampiisiin
CA1-CA3 bolgeleri ile dentat girus noronlarinda immiin boyanmalar yogunluklarina
gore negatif (-) (boyanma yiiksek biiyiitmede -40X- bile gorillemez), zayif (+)
(boyanma sadece yiiksek biiylitmede -40X- goriilebilir), orta siddette (++) (boyanma
diisiik bliylitmede -10X- kolayca goriilebilir) ve kuvvetli (+++) (boyanma diisiik
bliylitmede -10X- carpict sekilde gorilebilir) olarak derecelendirildi. Calismada
kullanilan otofaji ile iliskili proteinlerin ekspresyonlarinin varlik ya da yokluklar: ile
hiicresel lokalizasyonlar1 belirlendiginden herhangi bir istatistiksel degerlendirme

yapilmadi.
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3.6. Kantitatif degerlendirmeler ve istatiksel analiz

Calismada her bir gruptaki sicanlara ait canli agirlik, kan glikoz ve tiroid hormon
diizeyleri ile Western blot analizleri ile elde edilen kantitatif verilerin istatistik
analizleri SPSS versiyon 20.0 paket programi islem komutlar1 kullanilarak yapildi.
Oncelikle iki bagimli 6rnek t testi kullanilarak her bir grubun kendi iginde canli agirlik,
kan glikoz ve tiroid hormon diizeyleri i¢in deneylerin baslangici ve bitisi siirecinde
herhangi bir degisim gecirip gecirmedigi ve eger bir degisim olmus ise bunun
istatistiksel acidan Onemli olup olmadigi test edildi. Daha sonra hem denemenin
baslangicindaki canli agirlik, kan glikoz ve tiroid hormon diizeylerinin gruplar arasinda
farklilik gosterip gostermedigi, hem de denemelerin bitimindeki canli agirlik, kan
glikoz ve tiroid hormon diizeylerinin gruplar arasinda farklilik gosterip géstermedigi tek
yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) ile analiz edildi. Takiben gruplar arasinda
farkliligin istatistiksel agidan 6nemli olup olmadigi ise Post hoc ¢oklu karsilastirma
testlerinden Tukey testi kullanilarak belirlendi. Western blot analizi sonucu elde edilen
tim gruplara ait degerler arasinda otofaji ile iliskili proteinlerin ekspresyonlarinin
farklilik gosterip gdstermedigini belirlemek icin parametrik testlerden tek yonlii varyans
analizi (One Way ANOVA), farkliligin hangi gruptan kaynaklandigin1 bulmak icin ise
Post hoc ¢oklu karsilagtirma testlerinden Tukey testi kullanildi. P degeri 0.05°den biiytik

oldugunda sonug istatistiksel agidan 6nemli olarak yorumlandi.
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: ; . Katalog - Tiir
Antikor Host Immunojen NoO Uygulama Diliisyon Reaktivitesi
Insan kokenli
. IHC: 1/100 |
AMPK Mous A.MPK'('xl in . sc-74461 IHC, IF, IE: 1/50 Insan, fare
e  C-terminal bolgesindeki WB WB: 1/500 Ve sigan
251-550 amino asitleri. '
fare AMPKo2’nin IHC: 1/200 insan. fare
Rabbi  Thr172 fosforilasyon IHC, IF, = IF:1/50 ’ ’
p-AMPK t alanindan tiretilen bs-4002R WB WB : s:((;oanu\ée
sentetik fosfopeptid 1/500 y
Insan mTORunun C
Rabbi  bolgesi igindeki diziyi GTX- ) Insan, fare
mTor t kapsayan rekombinant = 101557 IHC, IF IF:1/50 Ve sigan
protein
Insan kokenli Ser 2448 . .
pmTor MO focforile mTOR iceren  5c-293133  IHC, IF  'HC: /100 Insan, fare
e . . IF: 1/100 ve sigan
Amino asit dizilimi.
IHC: 1/200
. SVSVLP...GSQE ; .
TSC2 Rabbi R minogliine karsy NBP1- IHC, WB WB: 1/200 Insan, fare
t . ; 82849 Ve sigan
sentezlenmis peptid
. Thr1462’in fosforile .
0-TSC2 Ratbb' alaninm etrafindaki  bs-3444R  IHC, WB wg; iggg Sican
insan Tuberin/TSC2 ’
. Insan ATG/ULK1’den . .
ULkl BB etilmis KLH konjige  bs-3602R | IHC, wg 'HC: /200 Insan, fare
t . . WB: 1/500 ve si¢an
sentetik peptid
Rabbi . IHC: 1/200 Insan, fare
p-ULK1 i Insan ATG1/ULK1 bs-3464R  IHC, WB WB: 1/500  ve sican
Insan kokenli i
MAPLC38’nin i¢ IHC_' 1/100 : f
MAPLC3a/p Mous alaninda bulunan 33-56 sc-398822 IHC, IF, IF- 1/50 | Insan, fare
e . . . WB WB: ve sigan
Amino asit arasindaki
) 1/5000
epitop alani.
: i . s, IHC:1/100 .
Beclinl Mgus Insir_lslzookzlrﬁi]r?gcalslir;il in 48341 IFI,|_\|/gB, IE: 1/40 Insan, fare
WB: 1/500 V¢S
Insan MAP1LCA ’nin .
MAPLC3A Rabbi Ammg asit 100 in C ab-52768  IHC, WB IHC:1/100  Insan ve
t terminalini igeren sigan
sentetik peptid
Insan kaynakli
Mous SQSTMI!’in 151-240 IHC:1/100 Insan, fare
P62/SQSTM1 e amino asitlerine karsi sc-48302 | IHC, WB WB:1/500  ve si¢an

hazirlanmis antikor

IF: Immunofloresan, IHC: immunohistokimya, WB: Western Blot, diliisyon oranlar



4. BULGULAR

4.1. Tiroid bezindeki morfolojik degisiklikler

Kontrol, hipotiroidili ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili siganlarin tiroid

bezleri makroskopik olarak incelendiginde hipotiroidili siganlarin tiroid bezlerinin

oldukga biiyiik oldugu belirlendi (Sekil 4.1.1).

Sekil 4.1.1. Kontrol (A), hipotiroidili (B) ve Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili
(C) siganlarin tiroid bezlerinin (ok) makroskopik goriintiisii.
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Her ii¢ gruba ait siganlardan alinan tiroid bezlerinin kesitleri {iglii boyama ve PAS
boyamasi ile boyanip incelendi. Kontrol grubu sicanlarin tiroid bezinin kolloid igeren
farklr biiyiikliiklerdeki follikiillerden olustugu goriildii. Aktif folikiiller tiroid bezinde
biiyiik bir alam1 kaplamaktaydi. Tiroid folikiillerinin kiibik veya basik prizmatik,
yuvarlak c¢ekirdekli epitel hiicreleri ile ¢evrili oldugu gozlendi. Folikiiller arasinda

gruplar halinde C hiicrelerine rastland: (Sekil 4.1.2 4.1.2).

PR
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Sekil 4.1.2. Kontrol grubu siganlardan alinan tiroid bezinin histolojik goriiniimi. K:
Kolloid, F: Follikiil epitel hiicreleri, Ok: C hiicreleri. Mallory’nin modofiye tg¢lii
boyamasi (A ve B) ve PAS boyamasi (C ve D). Objektif biiyiitmesi, A, 40X; B, 100X
C, 20X, D: 40X.

Hipotiroidili siganlardan alinan tiroid bezi orneklerinde folikiil liimeninin ¢ok dar
oldugu ve folikiillerde kolloidin bulunmadigi belirlendi. Folikiil epitel hiicrelerinin

sayica arttigi, bu hiicrelerin yiiksek prizmatik sekilli ve yuvarlak gekirdekli oldugu

gozlendi. Tiroid bezinde folikiiller aras1 bag dokusunun azalmis oldugu tespit edildi
(Sekil 4.1.3).
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Sekil 4.1.3. Hipotiroidili siganlardan alinan tiroid bezinin histolojik goriiniimii. K:
Kolloid, F: Follikiil epitel hiicreleri. Mallory’nin modofiye ti¢lii boyamasi (A ve B) ve
PAS boyamasi (C ve D). A: 40X objektif biiyiitmesi, B: 100X, C: 20X, D: 40X objektif
biiyiitmesi.

Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili siganlardan alinan tiroid bezlerin histolojik
yapisi incelendiginde, folikiil yapisinin kontrol grubundakine benzer oldugu, farkl
buytikliiklerdeki folikiiller igerisinde kolloidin bulundugu goézlendi. Folikiil epitel

hiicrelerinin yuvarlak c¢ekirdekli, basik prizmatik hiicrelerden olustugu tespit edildi

(Sekil 4.1.4).
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Sekil 4.1.4. Levotiroiksin ile tedavi edilen siganlardan alinan tiroid bezinin histolojik
goriiniimii. K: Kolloid, F: Follikiil epitel hiicreleri. Mallory’nin modofiye ii¢lii boyamasi
(A ve B) ve PAS boyamasi1 (C ve D). A: 40X objektif biiyiitmesi, B: 100X, C: 20X, D:
40X objektif biiyiitmesi.

4.2. Kan glikoz degerleri

Kontrol, hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotroidili gruplardaki
sicanlardan alinan kan 6rneklerinde saptanan ortalama glikoz diizeyleri sekil 4.2.1°de
gosterildi. Siganlar 39 giinlilk iken rastgele calismaya dahil edilerek kontrol ve
hipotiroidi gruplarinda deneylerin baslangicinda ve bitiminde olmak {izere iki kez kan
ornegi alindi. Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi grubunda ise denemelerin
baslangicinda, hipotiroidi olusturulduktan sonra ve Levotiroksin ile tedavi edildikten
sonra deneme bitiminde olmak iizere iic kez kan 6rnegi alindi. Tiim gruplarda kan
glikoz diizeylerinin deneme siirecinde siganlarin biiylimesine paralel olarak degisip
degismedigi, gruplara gore farkli olup olmadig1 ve farkliligin istatistiksel agidan énem
tasiyip tasimadigi incelendi. Deneme baslangicinda tiim gruplara ait si¢anlardan alinan
kan orneklerinde glikoz diizeylerinin anlamli farklilik tasimadigi belirlendi (P>0.05).
Denemelerin bitiminde kontrol grubunda glikoz diizeylerinin degismedigi (P=0.052),
oysa hipotroidili grupta kan glikoz diizeyinde anlamli diisiis oldugu tespit edildi
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(P=0.000). Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi grubunda hipotiroidi
olusturulduktan sonra hipotiroidili gruba benzer olarak kan glikoz diizeyinde anlamli
diistis oldugu gozlenirken (P=0.000), Levotiroksin ile tedavi edildikten sonra
denemelerin bitiminde alinan kan orneklerinde glikoz diizeylerinin ylikselerek deneme

baslangindaki degerlere ulagmis oldugu saptandi (P=0.062).
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Sekil 4.2.1. Kan glikoz degerleri. K: Kontrol grubu, H: Hipotiroidili grup, H+L:
Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili grup. *: Gruplar aras1 farkliliklarin %95
oraninda (P<0.05) 6nemli oldugunu gdstermektedir.

4.3. Canh agirhik diizeyleri

Kontrol, hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotroidili gruplardaki
sicanlarin deney baglangici ve bitiminde saptanan canli agirlik ortalamalart sekil
4.3.1°de, canli agirlik artis oranlar ise sekil 4.3.2°de gosterildi. Tiim gruplardaki
siganlarin canli agirliklarinin 6l¢timleri kan glikoz diizeylerinin 6lgiimiinde oldugu gibi
yapildi. Kontrol ve hipotiroidi gruplarindaki sicanlar deneylerin baglangicinda ve
bitiminde olmak {iizere iki kez tartildi. Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
grubundaki siganlar ise denemelerin baslangicinda, hipotiroidi olusturulduktan sonra ve
Levotiroksinle tedavi edildikten sonra deneme bitiminde olmak iizere ii¢ kez tartildi.
Tim gruplarda canli agirlik diizeylerinin deneme siirecinde siganlarin bliylimesine
paralel olarak degisip degismedigi, canli agirlik artis ya da azalig oraniin gruplara gore
farkli olup olmadigi ve farkliligin istatistiksel agidan 6nem tasiyip tasimadigi incelendi.

Deneme baslangicinda tiim gruplara ait siganlarin canli agirliklarinda anlamli farklilik
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bulunmadi (P>0.05). Ancak denemelerin bitiminde tim gruplardaki hayvanlarin canlt
agirliklarinin deneme siirecinde hayvanlarin biiylimesine paralel olarak arttig1 ve canl
agirliktaki bu artisin istatistiksel agidan 6nemli oldugu goézlendi (P<0.05). Bununla
birlikte canli agirlik artis oranmin gruplara gore farkli oldugu ve bu farkliligin
istatistiksel Oonem tasidigi saptandi (P<0.05). Kontrol grubunda canli agirlik artis
oraninin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu, ikinci sirada Levotiroksin ile tedavi
edilen hipotiroidi grubunun bulundugu, hipotiroidi grubunun ise en diisiik canli agirlik

artig oranina sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4.3.2).

250
200

150

*
*
*
100
| I I
0
K H H+L

mDeneme Oncesi  m Deneme Sonrasi

Camli agirlik(gr)

o

Sekil 4.3.1. Siganlarin deneme 6ncesi ve deneme sonrasi canli agirliklari. K: Kontrol
grubu, H: Hipotiroidili grup, H+L: Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili grup. *:
Gruplar arasi farkliliklarin %95 oraninda (P<0.05) 6nemli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.3.2. Sicanlarin deneme Oncesi ve deneme sonrasi canli agirlik artig oranlart. K:
Kontrol grubu, H: Hipotiroidili grup, H+L: Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili
grup. *: Gruplar aras1 farkliliklarin %95 oraninda (P<0.05) onemli oldugunu
gostermektedir.

4.4. Tiroid stimule edici hormon (TSH), serbest T3 (sT3) ve serbest T4 (sT4)

hormon diizeyleri

Kontrol, hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili gruplardaki
siganlardan alinan kan 6rneklerine ait serum TSH sekil 4.4.1°de, sT3 ve sT4 hormon
diizeyleri sekil 4.4.2 *de gosterildi. Hipotiroidili grupta ve Levotiroksin ile tedavi
edilmis grubun tedavi 6ncesinde serbest T3 (1,0279 £ 0,151 pg/mL) ve T4 (11,315 +
1,319 pg/mL) hormon diizeylerinin kontrol grubuna (T3: 4,48 + 0,183 pg/mL; T4:
44,3783 + 1,74 pg/mL) gore onemli oOlciide diisiik oldugu, buna karsin hipotiroidili
grupta TSH diizeylerinin ise yiiksek oldugu (H:42,9257 + 1,822 ng/mL; K: 16,0917 +
0,972 ng/mL) belirlendi. Levotiroksin ile tedavi edilmis grupta ise 15 giinliik tedavi
sonrast Ozellikle T3 (3,9869 +0,09 pg/mL) ve T4 (42.6369 + 2.218 pg/mL) diizeylerinin
kontrol grubu diizeylerine ulastigi, TSH (27,6685 + 1,342ng/mL) diizeylerinin de
oldukca diistiigli ancak yine de kontrol grubundakinden yiiksek oldugu saptandi.
Hormon diizeylerinin gruplara goére farkli olup olmadigr ve farkliligin istatistiksel
acidan oOnemli olup olmadigi test edildiginde TSH diizeylerinin tiim gruplarda
birbirinden farkli oldugu ve bu farkliliklarin da 6nemli oldugu, (P<0.05) hipotirodili

gruba ait sT3 ve sT4 diizeylerinin ise kontrol grubu ve Levotiroksin ile tedavi edilmis
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gruba ait sT3 ve sT4 diizeylerinden farkli oldugu ve bu farkliliklarin istatistiksel agidan
anlamli oldugu tespit edildi (P<0.05).

K H H+L

Sekil 4.4.1. Siganlarin TSH hormon diizeyi. K: Kontrol grubu, H: Hipotiroidili grup,
H+L: Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili grup. *: Gruplar aras1 farkliliklarin %95
oraninda (P<0.05) énemli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.4.2. Siganlarin serbest T3 ve serbest T4 hormon diizeyleri. K: Kontrol grubu, H:
Hipotiroidili grup, H+L: Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili grup. *: Gruplar
arasi farkliliklarin %95 oraninda (P<0.05) 6nemli oldugunu gostermektedir.
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4.5. Otofaji ile iligkili proteinlerin ekspresyonlar1 ve immiinlokalizasyonlar:

Immunohistokimyasal boyamalarin ve antikorlarm sigan dokulart igin spesifik olup

olmadigini belirlemek amaciyla kullanilan negatif ve pozitif kontrol dokularindaki
boyanmalar sekil 4.5.2°de gosterildi.

POZITIF KONTROL iIMMUNREAKSIYONLARI

iy G
M's*g e ,“‘}:

'”‘J-‘\f :"?s. A \‘," ; |
N S

NEGATIF KONTROL

Sekil 4.5.1. Sican dokularinda pozitif (A-1) ve negatif kontrollerde (J-K)
immiinboyanmalar. immiinohistokimya teknigi. A: sican kolon, B: bébrek, C: karaciger,
D: bobrek, E: karaciger, F: testis, G: testis, H: deri, I: akciger, J: hipokampiis, K:
hipokampiis. Objektif biiyiitmesi: A-F, 20X; G, 10X; H-1, 40X; J-K, 4X.
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Tablo 4.1. Kontrol, hipotiroidili ve levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili siganlarin

hipokampiisiinde, otofajiyle iliskili proteinlerin lokalizasyonlar1 ve boyanma
yogunluklari
Dentat Girus Kornu Ammonis
Supra Infra CA3,
GRUP Piramidal Piramidal CA1l CA2 CA3b CA3c
Kontrol n:+ n:+ n:+ n:+ n:+ n:+
AMPK c¢:- C:- C:- C:- C:- C:-
np:++ np:++ np:++ np:++ np:++ np:++
n.+ n.+ n.+ n:+ n.+ n:+
p-AMPK c:++ c:++ c:++ C:++ C:++ C++
np:- np:- np:- np:- np:- np:-
n:.- n:- n:.- n.- n:- n.-
mTor ¢+ C:+ C++ C:++ CH++ C++
np:- np:- np:- np:- np:- np:-
ni++ ni++ ni++ ni++ ni++ ni++
p-mTor c:- C:- C:- o C:- c:-
np:- np:- np:- np:- np:- np:-
n:- n:- n:- n.- n:- n.-
TSC2 ¢+ c:+ C:+ cC+ C++ CH++
np:- np:- np:- np:- np:- np:-
n.+ n.+ n.+ n.+ n.+ n.+
p-TSC2 c:++ C++ Ci++ C.++ Ci++ Ci++
np:- np:- np:- np:- np:- np:-
n.+ n.+ n.+ n.+ n.+ n.+
ULK1 c:++ c.++ c.++ c:++ c.++ c:++
np:- np:- np:- np:- np:- np:-
MAPLC3 M*  mE o mEoond ome o
/P CH++ CH++ CH++ CH++ CH++ CH++
np:- np:- np:- np:- np:- np:-
MAPLC3 n.+ n.+ n.+ n.+ n.+ n:+
A C.++ C.++ CcC.++ c.++ cC.++ c.+
np:- np:- np:- np:- np:- np:-
n:.- n:.- n:- n:- n:- n:-
p62 C:++ C:++ C:++ C:++ C:++ C++
np:- np:- np:- np:- np:- np:-



n:-
Beclinl c¢:++

np:-

Hipotiroid
AMPK

p-AMPK

mTor

p-mTor

TSC2

p-TSC2

ULK1

MAPLC3a
/B

MAPLC3A

p62

Beclinl

n:+
c:-
np:++
n:+
Ci++
np:-
n:-
c:+
np:-
n.++
c:-
np:-

ci+
np:-
n:+
C.++
np:-
n:+
C.++
np:-
n:+
Ci+++
np:-
n:+
Ci++
np:-
n:-
ci+
np:-

ci+
np:-

n:-
C.++

np:-

n:+

np:++

n:+
C.++

n:+
C.++
np:-
n:+
C.++
np:-
n:+
C.+++
np:-
n:+
Ci++
np:-
n:-
ci+
np:-

ci+
np:-

n:-
C.++

np:-

n:+

np:++
n:+
C.++
np:-

cC.++

n:+
C.++
np:-
n:+
C.++
np:-
n:+
C.+++
np:-
n:+
Ci++
np:-
n:-
ci+
np:-

i+
np:-

n:-
C.++

np:-

n.+

np:++
n:+
C.++
np:-

C.++

n:+
C.++
np:-
n:+
C.++
np:-
n:+
C.+++

np:-

n:+
Ci++
np:-

n:-
c.+

n:-
C.++

np:-

n:+

np:++
n:+
C.++
np:-

c.++

n:+
C.++
np:-
n:+
C.++
np:-
n:+
C.+++
np:-
n:+
Ci++
np:-
n:-
ci+
np:-

c:+
np:-
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n:-
C.++

np:-

n:+

np:++
n:+
C.++
np:-

Ci++

n:+
C.++
np:-
n:+
C.++
np:-
n:+
C.+++
np:-
n:+
ci+
np:-
n:-
ci+
np:-

c:+
np:-



Levotiroksin n:+
ile Tedavi AMPK c:-
Edilen np:++

n:+
p-AMPK  c:++
np:-

n:-

mTor ¢+
np:-

n:++

p-mTor c:-
np:-

n:-

TSC2 ¢+
np:-

n:+

p-TSC2 c:++
np:-

n:+

ULK1l c:++
np:-
n:+
CH++
np:-
MAPLC3 QL
A s
np:-

n:-

p62 c:+
np:-

n:-

Beclinl c:+
np:-

MAPLC3a
/B

n:+

np:++
n.+
Ci++

np:-

n:-
c.+

np:-

n:++
c:-
np:-

n:-
c.+

np:-

n:+
Ci++
np:-
n:+
CiH+
np:-
n:+
Ci+++
np:-
n:+
CiH+
np:-
n:-
c:+
np:-
n:-
c:
np:-

n:+
C:-
np:++

n:+
C.++
np:-
n:-
C.++
np:-
n:++
c:-
np:-
n:-
C.++
np:-
n:+
CiH+
np:-
n:+
CiH+
np:-
n:+
Ci+++
np:-
n:+
CiH+
np:-
n:-
c:+
np:-
n:-
c:+
np:-

n:+
C:-
np:++

n:+
C.++
np:-
n:-
C.++
np:-
n:++
c:-
np:-
n:-
C.++
np:-
n:+
CiH+
np:-
n:+
CiH++
np:-
n:+
CiH++
np:-
n:+
CiH++
np:-
n:-
ci+
np:-
n:-
ci+
np:-

n:+
C:-
np:++

n:+
C.++
np:-
n:-
C.++
np:-
n:++
c:-
np:-
n:-
C.++
np:-
n:+
CiH+
np:-
n:+
CiH+
np:-
n:+
CiH++
np:-
n:+
CiH+
np:-
n:-
c:+
np:-
n:-
c:+
np:-
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n:+
C:-
np:++

n:+
C.++
np:-
n:-
C.++
np:-
n:++
Ci-
np:-
n:-
C.++
np:-
n:+
Ci++
np:-
n:+
CiH+
np:-
n:+
Cit++
np:-
n:+
ci+
np:-
n:-
ci+
np:-
n:-
ci+
np:-

np: noropil, c¢: sitoplazma, n: ¢ekirdek, -: negatif boyanma, +:

zayif. boyanma, ++: orta, +++: giiclii boyanma.
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45.1.1. AMPK ve p-AMPK ekspresyonu ve immiinlokalizasyonu

Kontrol, hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotroidili gruplardaki
siganlardan alinan hipokampiis dokusunda endojen kinaz AMPKa1/2 ve bunun fosforile
edilmis p-AMPK-Thr183/Thrl72 formundaki potansiyel degisiklikler western blot,
immiinohistokimya ve immiinofloresan analiz yontemleriyle incelendi. Western blot
analizinde total AMPK ve p-AMPKalfal/2-Thr183/Thr172 membranlar {izerinde farkli

molekiiler agirliga sahip bantlar halinde gozlendi.

Calismada total AMPK’nin alfa 1 (al) ve alfa 2 (a2) alt tiplerinin ekspresyonunu
belirlemek i¢in kullanilan antikorun AMPKal ve 2’nin yani sira beta 1 (B1) ve 2 (B2)
ile gama 2 (y2) i¢in pozitif reaksiyon verdigi tespit edildi. Ayn1 sekilde western blot
orneklerinde p-AMPKal1/2-Thr183/Thrl72 antikoru p-AMPK’nin farkli alt tiplerinin
(al, a2, B, B2 ve y2) varligin1 gosterdi. AMPK ve p-AMPK nin alt tiplerinin molekiiler
agirlhiklar sekil 4.5.3°de verildi.

Western blot analiz sonuglart hipotiroidili siganlarda total AMPKB1 ve p-AMPKf1’in
ekspresyon diizeylerinin kontrol ve Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili gruptaki
hayvanlara gore daha yiiksek oldugunu, ancak gruplararasi1 farkliliklarin 6nemli
olmadigimi gosterdi (P>0.05). p-AMPKp2 ekspresyon diizeyi ise hipotiroidili gruptaki
sican hipokampiislerinde diger gruplardakinden anlamli olarak daha yiiksek iken
(P<0.05), AMPKp2 diizeyi Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotroidili grupta diger
gruptakilere gore daha yiiksek bulundu, ancak gruplararasi farklilik 6nemsizdi (P>0.05).

Total AMPKa1/2 ekspresyonu Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotroidili grupta diger
gruptakilere gore 6nemsiz derecede yiiksek (P>0.05) iken, p-AMPKal/2 ekspresyonu
ise yine bu grupta kontrol grubundakinden anlamli olarak yiiksek (P<0.05) bulundu.
Total AMPKy2 ve p-AMPKy2 ekspresyonlarinin hipotiroidili gruptaki siganlarin
hipokampiislerinde diger gruplardakine kiyasla daha yiiksek oldugu goriildii. Total
AMPKYy2 i¢in gruplararasi farklilik 6nemli bulunmazken (P>0.05), hipotiroidili gruptaki
p-AMPKy2 ekspresyonunun kontrol ve Levotiroksin ile tedavi edilmis gruplarin her
ikisindeki ekspresyon diizeylerinden anlamli diizeyde farkli bulundu (P<0.05).
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Sekil 4.5.2. Kontrol, hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili
siganlarin hipokampiisinde AMPK ve p-AMPK ekspresyonlari. Western blot analiz
yontemi. *: Gruplar aras1 farkliliklarin %95 oraninda (P<0.05) 6nemli oldugunu
gostermektedir.

Immiinohistokimyasal analizde AMPK’nin hipokampiisde yogun olarak noropilde ve
hiicre ¢ekirdeklerinde lokalize oldugu, p-AMPK’nin ise sitoplazmik ve bazi néronlarda
cekirdek yerlesimi gosterdigi belirlendi. Hipokampiis bolgelerindeki AMPK
immiinreaksiyonunun kontrol grubuna gore hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi
edilmis gruplarda artis gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.5.3 - 4.5.5). p-AMPK’nin
noropilde ekspresyonuna rastlanmadi. Hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilen
gruptaki siganlarin hipokampiisiinde p-AMPK immiinreaksiyonunun kontrol grubuna
gore CA3a bolgesindeki noronlarin g¢ekirdek ve sitoplazmalarinda ve dentat girusun

graniiler katmandaki néronlarin ¢ekirdeklerinde arttig1 goriildii.
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HiPOKAMPUS’DE AMPK IMMUNREAKSIYONU

HIiPOTIROID +
LEVOTIROKSIN

KONTROL HiPOTIROID

CA1l

CA2

Sekil 4.5.3. Kornu ammonisdeki CA1 ve CA2 bolgesinde stratum piramidaledeki
AMPK immiinlokalizasyonu. CA: Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz
immunohistokimya teknigi. Objektif biyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L,
20X; M-0O, 100X.
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KONTROL HIPOTIROID HIPOTIROID +
, . LEVOTIiROKSIN

Sekil 4.5.4. Kornu ammonis’deki CA3 bolgesinde AMPK immiinlokalizasyonu. CA:
Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif
biiytitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-O, 20X; P-S, 100X.
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Dentat Girus’da AMPK immiinreaksiyonu

SUPRAPIRAMIDAL KATMAN o
L HIiPOTIROID +
KONTROL HiPOTIROID LEVOTIROKSIN

KONTROL HIiPOTIROID LEVOTIROKSIN

Sekil 4.5.5. Hipokampiisiin dentat girus bolgesinde AMPK immiinlokalizasyonu. PL:
Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin biotin
peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiytitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I,
20X; J-L, 100X.
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Hipokampiis’de AMPK immiinfloresan Reaksiyonu

KONTROL HiPOTIROID
Kornu Ammonnis

HiPOTIROID +
LEVOTIROKSIN

CAl

CA3B

CA3C

entat Girus

Sekil 4.5.6. Hipokampiisiin kornu ammonis ve dentat girusunda AMPK
immiinreaksiyoun. Immiinfloresan yontemi. Objektif biiyiitmesi 40X.

infrapiramidal Katman Suprapiramidal Katman
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Sekil 4.5.7. Kornu ammonis’deki CAl ve CA2 bolgesinde p-AMPK
imminlokalizasyonu. CA: Kornu ammonis. Strepavidin  biotin  peroksidaz
immunohistokimya teknigi. Objektif biyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L,
20X; M-0, 100X.
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Sekil 4.5.8. Kornu ammonis’deki CA3 bolgesinin p-AMPK immiinlokalizasyonu. CA:
Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif
biiytitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-O, 20X; P-S, 100X.



67

Dentat Girus’da p-AMPK immiinreaksiyonu

SUPRAPIRAMIDAL KATMAN ) o
HiPOTIROID +

KONTROL HiPOTIROID LEVOTIROKSIN
\ o
A%

NI'L-!"O‘.

INFRAPIRAMIDAL KATMAN

KONTROL HIiPOTIROID LEVOTIROKSIN
3 PEAG
’,o. h '3 3"_ 2 : )

Sekil 4.5.9. Hipokampiisiin dentat girus bolgesinin p-AMPK immiinlokalizasyonu. PL:
Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin biotin
peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiyiitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I,
20X; J-L, 100X.
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Hipokampiis’de p-AMPK immiinfloresan Reaksiyonu
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Sekil 4.5.10. Hipokampiisin kornu  ammonis ve dentat girusunda p-AMPK
immiinreaksiyoun. Immiinfloresan yontemi. Objektif biiyiitmesi 40X.

infrapiramidal Katman Suprapiramidal Katman
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4.5.2. ULK1 ve p-ULK1 ekspresyonu ve immiinlokalizasyonu

Kontrol, hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotroidili gruplardaki
siganlardan alinan hipokampiis doku 6rneklerinde ULK1 ve bunun fosforile edilmis p-
ULK1-S556 formunun ekspresyon diizeyindeki potansiyel degisiklikler western blot,
immiinohistokimya ve immiinfloresan analiz yontemleriyle incelendi. Western blot
analiz sonuglarma gore ULKI1 ekspresyon diizeyinin hipotiroidili gruptaki si¢anlarin
hipokampiisiinde en yiiksek, Levotiroksin ile tedavi edilmis gruptaki hayvanlarda ise en
diisiik oldugu belirlendi. ULK1 ekspresyonu gruplar arasinda karsilastirildiginda kontrol
grubu ile hipotiroidi grubu ve kontrol grubu ile Levotiroksin ile tedavi edilmis grup
arasinda Oonemli farklilik gozlenmezken, Levotiroksin ile tedavi edilmis gruptaki
sicanlarin hipokampiisiinde ULK1 diizeyinin hipotiroidili gruptakinden onemli 6lciide
daha diisiik oldugu (P<0.05) tespit edildi. p-ULK1 diizeyinin ise Levotiroksin ile tedavi
edilmis grupta en diisiik oldugu ve bu grup ile kontrol grubu arasindaki farkliligin
onemli oldugu (P<0.05) belirlendi. Ortalama p-ULK1-S556 miktarinin toplam ULKI
miktarina orani gruplara gore kiyaslandiginda, istatistiksel bir fark olmasa da (P>0.05)
Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili siganlarin hipokampislerinde diger
gruplardakinden daha diistik bir p-ULK1-S556/toplam ULK1 oraninin bulundugu tespit
edildi.
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Sekil 4.5.11. Kontrol, hipotiroidili ve levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili
sicanlarin ULK1 ve p-ULKI1 ekspresyonlari. Western blot analiz yontemi. *: Gruplar
arasi farkliliklarin %95 oraninda (P<0.05) 6nemli oldugunu gostermektedir.

Immunohistokimyasal incelemede hipokampiisiin kornu ammonis ve dentat girus
bolgesinde ULK1’in ve p-ULK1-S556’nin tiim hiicrelerde sitoplazmik ekspresyonu
goriildii. Bazi noronlarda ULK 1’in intraniikleer ekspresyonu goriiliirken, her iki protein
icin noropilde ekspresyona rastlanmadi. Hipokampiisiin kornu ammonis ve dentat girus
bolgelerindeki ULK1 immiinreaksiyonunun genel olarak hipotiroidili sicanlarda daha
yogun oldugu, Levotiroksin ile tedavi edilmis sicanlarda ise diger gruplara gore daha
zayif bir boyanmanm oldugu gozlendi (Sekil 4.5.12 - 4.5.14). Hipotiroidili ve
Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili gruptaki si¢anlarin hipokampiisiinde p-
ULK1-S556 immiinreaksiyonunun genel olarak hipokampiis bolgelerinde kontrol

grubuna gore daha zayif oldugu tespit edildi (Sekil 4.5.15 - 4.5.17).
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Sekil 4.5.12. Kornu ammonis’deki CAl1 ve CA2 bolgesinin ULK1
imminlokalizasyonu. CA: Kornu ammonis. Strepavidin  biotin  peroksidaz
immunohistokimya teknigi. Objektif biyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L,
20X; M-O, 100X.
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Sekil 4.5.13. Kornu ammonis’deki CA3 bdlgesinin ULK1 immiinlokalizasyonu. CA:
Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif
biiytitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-O, 20X; P-S, 100X.
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Sekil 4.5.14. Hipokampiisiin dentat girus bolgesinin ULK1 immiinlokalizasyonu. PL:
Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin biotin
peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiyiitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I,
20X; J-L, 100X.
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Sekil 4.5.15. Kornu ammonis’deki CA3 bolgesinin p-ULK1 immiinlokalizasyonu. CA:
Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif
biiyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L, 20X; M-O, 100X.
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Sekil 4.5.16. Kornu ammonis’deki CA3 bolgesinin p-ULK1 immiinlokalizasyonu. CA:
Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif
biiytlitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-O, 20X; P-S, 100X.
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Sekil 4.5.17. Hipokampiisiin dentat girus bolgesinin p-ULK1 immiinlokalizasyonu. PL:
Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin biotin
peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiylitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I,
20X; J-L, 100X.
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4.5.3. mTOR ve p-mTOR ekspresyonu ve immiinlokalizasyonu

Her 1ii¢ gruptaki sicanlarin hipokampiislerinde mTOR ve p-mTOR-Se2448’in
ekspresyon diizeyleri ve immiinlokalizasyonlarindaki olas1 degisikliklerin varlig
western blot, immiinohistokimya ve immiinfloresan analiz yontemleriyle incelendi.
Hipotiroidili grupta p-mTOR-Se2448’un ekspresyon diizeyi diger gruplara gore daha
yiiksek iken mTOR diizeyi kontrol grubu siganlarinkine yakin bulundu. Levotiroksin ile
tedavi edilmis hipotiroidili siganlarin hipokampiis orneklerinde mMTOR ekspresyon
diizeyleri en yiiksek, p-mTOR-Se2448 diizeyleri ise en diisikk olarak tespit edildi.
MTOR ve p-mTOR-Se2448’in ekspresyon diizeyleri acisindan gruplaras: farkliliklar
degerlendirildiginde ise mTOR ekspresyonu acgisindan gruplar arasindaki farklilik
onemsiz iken, p-mTOR-Se2448 ekspresyonun hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi
edilmis gruplar arasinda anlamli farklilik bulundugu belirlendi (P<0.05). Ortalama p-
MTOR-Se2448 miktarinin toplam mTOR miktarina oran1 gruplara gore kiyaslandiginda,
hipotiroidili siganlarin hipokampiislerinde diger gruplardakinden yiiksek fakat dnemsiz

bir (P>0.05) farkliligin bulundugu gézlendi.
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Sekil 4.5.18. Kontrol, hipotiroidili ve levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili
sicanlarin MTOR ve p-mTOR-Se2448 ekspresyonlart. Western blot analiz yontemi. *:
Gruplar aras1 farkliliklarin %95 oraninda (P<0.05) 6nemli oldugunu gostermektedir.

Immiinohistokimyasal analizde mTOR’un hipokampiisiin kornu ammonis bélgesindeki
piramidal hiicrelerin sitoplazmalarinda orta yogunlukta eksprese oldugu, dentat
girustaki hiicrelerde ise daha zayif ekspresyon sergiledigi gozlendi (Sekil 4.5.19 —
4.5.22). mTOR’da intraniikleer ve noéropilde immiinreaksiyon goriilmezken p-mTOR-
Se2448’in ise niikleer immiinreaksiyon gosterdigi belirlendi (Sekil 4.5.23 — 4.5.25). Bu
reaksiyonun Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili siganlarin 6zellikle CA3

bolgesinde diger gruplardakine gore daha zayif oldugu belirlendi.
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Sekil 4.5.19. Kornu ammonis’deki CAl ve CA2 bolgesinde mTOR
immiinlokalizasyonu. CA: Kornu ammonis. Strepavidin  biotin  peroksidaz
immunohistokimya teknigi. Objektif biiyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L,
20X; M-0O, 100X.
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Sekil 4.5.20. Kornu ammonis’deki CA3 bolgesinde MTOR immiinlokalizasyonu. CA:
Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif
biiyiitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-0O, 20X; P-S, 100X.
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Sekil 4.5.21. Hipokampiisiin dentat girus bolgesinin mMTOR immiinlokalizasyonu. PL:
Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin biotin
peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiylitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I,
20X; J-L, 100X.
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Sekil 4.5.22. Hipokampiisiin kornu  ammonis ve dentat girusunda mTOR
immiinreaksiyoun. Immiinfloresan yéntemi. Objektif biiyiitmesi 40X

CA3C

infrapiramidal Katman Suprapiramidal Katman
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Sekil 4.5.23. Kornu ammonis’deki CAl ve CA2 bolgesinin p-mTOR
imminlokalizasyonu. CA: Kornu ammonis. Strepavidin  biotin  peroksidaz
immunohistokimya teknigi. Objektif biiyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L,
20X; M-O, 100X.
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Sekil 4.5.24. Kornu ammonis’deki CA3 bdlgesinin p-mTOR immiinlokalizasyonu. CA:
Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif
biiylitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-O, 20X; P-S, 100X.
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Sekil 4.5.25. Hipokampiisiin dentat girus bdlgesinin p-mTOR immiinlokalizasyonu. PL:
Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin biotin
peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiyiitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I,
20X; J-L, 100X.
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Hipokampiis’de p-mTOR immiinfloresan Reaksiyonu
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Sekil 4.5.26. Hipokampiisiin kornu  ammonis ve dentat girusunda p-mTOR
immiinreaksiyoun. Immiinfloresan ydntemi. Objektif biiyiitmesi 40X.

infrapiramidal Katman Suprapiramidal Katman
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45.4. TSC2 ve p-TSC2 immiinlokalizasyonu ve ekspresyonu

Kontrol, hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotroidili gruplardaki
siganlardan aliman hipokampiis doku Orneklerinde TSC2 ve bunun fosforile edilmis
formu p-TSC2-Thr1462‘nin ekspresyon diizeyindeki olasi degisiklikler western blot,
immiinohistokimya ve immiinfloresan analiz yontemleriyle incelendi. Western blot
analiz sonuglart TSC2 ve p-TSC2-Thr1462‘nin ekspresyon diizeylerinin Levotiroksin
ile tedavi edilmis gruptaki hayvanlarin hipokampiislerinde en diisiik oldugunu,
hipotiroidili grupta ise diger grup degerlerinden daha yiiksek oldugunu gosterdi. TSC2
ve p-TSC2-Thr1462 ekspresyonlar1 agisindan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki
farkliliklar 6nemsiz bulunurken (P>0.05), hipotroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilmis
hipotroidili grup arasindaki farkliliklarin istatistiksel Onem tasidigi tespit edildi
(P<0.05). Ortalama p-TSC2-Thr1462 miktarinin toplam TSC2 miktarina orani gruplara
gore kiyaslandiginda, hipotiroidili sicanlarin hipokampiislerinde bu oranin diger
gruplardakinden daha diisiik oldugu ve gruplar arasindaki farkliliklarin 6nemsiz oldugu

gozlendi (P>0.05).
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Sekil 4.5.27. Kontrol, hipotiroidili ve levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili
siganlarin TSC2 ve p-TSC2 ekspresyonlari. Western blot analiz yontemi. *: Gruplar
arasi farkliliklarin %95 oraninda (P<0.05) 6nemli oldugunu gostermektedir.

Immunohistokimyasal boyamalar incelendiginde TSC2’nin hipokampiisiin kornu
ammonis bolgesindeki piramidal hiicrelerin sitoplazmalarinda orta yogunlukta eksprese
oldugu, dentat girustaki hiicrelerde ise daha zayif ekspresyon sergiledigi gozlendi.
Boyanma yogunluklarinin gruplar arasinda ¢ok farklilik gostermedigi tespit edildi (Sekil
45.28 - 4.5.30). p-TSC2 i¢in, sitoplazmik boyanmanin TSC2’ye gore daha yogun
oldugu ve dentat girus bolgesinde de p-TSC2’nin eksprese oldugu gozlendi. P-
TSC2’nin kornu ammonis ve dentat girus ndronlarmin sitoplazmalarinda graniiler

immiin boyanma sergiledigi goriildii (Sekil 4.5.31 - 4.5.33).
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HiPOTIROID +

KONTROL HiPOTIROID LEVOTIROKSIN

"I ) :\g

. SR ‘ 5 i

Sekil 4.5.28. Kornu ammonis’deki CAl ve CA2 bolgesinin TSC2 immiinlokalizasyonu.
CA: Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi.
Objektif biiyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L, 20X; M-O, 100X.
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Sekil 4.5.29. Kornu ammonis’deki CA3 bolgesinin TSC2 immiinlokalizasyonu. CA:
Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif
biiyiitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-0O, 20X; P-S, 100X.
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Sekil 4.5.30. Hipokampiisiin dentat girus bolgesinin TSC2 immiinlokalizasyonu. PL:
Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin biotin

peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiyiitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I,
20X; J-L, 100X.
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Sekil 4.531. Kornu ammonis’deki CAl ve CA2 bolgesinin p-TSC2
imminlokalizasyonu. CA: Kornu ammonis. Strepavidin  biotin  peroksidaz
immunohistokimya teknigi. Objektif biyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L,
20X; M-0, 100X.
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Sekil 4.5.32. Kornu ammonis’deki CA3 bdlgesinin p-TSC2 immiinlokalizasyonu. CA:
Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif
biiytitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-O, 20X; P-S, 100X.
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Sekil 4.5.33. Hipokampiisiin dentat girus bolgesinin TSC2 immiinlokalizasyonu. PL:
Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin biotin
peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiylitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I,
20X; J-L, 100X.
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45.5. Beclin 1 ve p-62 ekspresyonu ve immiinlokalizasyonu

Otofaji diizenleyici proteinlerden Beclin 1 ve p-62’nin ekspresyon diizeylerinde
hipotiroidiye bagli degisiklik olup olmadigini belirlemek icin western blot analizi
yapildi. Hipotiroidili gruptaki si¢anlarin hipokampiislerinde p62’nin, Levotiroksin ile
tedavi edilmis hipotiroidili gruptaki siganlarin hipokampiislerinde ise Beclin 1’in
kontrole gore ve bir diger gruba gore daha yiiksek oldugu tespit edildi. Bununla birlikte
gruplararasi farkliliklar anlamli bulunmadi (P>0.05).
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Sekil 4.5.34. Kontrol, hipotiroidili ve levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili
siganlarin Beclinl ve p62 ekspresyonlari. Western blot analiz yontemi.

Immiinohistokimyasal analizde Beclinl ve p62’nin ndronlarda sitoplazmada lokalize
oldugu belirlendi. Her iki antikor i¢in immiin boyanmalarda belirgin farkliliklar

gbzlenmedi.
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HiPOKAMPUS’DE BECLIN1 IMMUNREAKSIYONU

HIPOTIROID +
LEVOTIROKSIN

KONTROL HIPOTIROID

Sekil 4.5.35. Kornu ammonis’deki CAl ve CA2 bolgesinin Beclinl
immiinlokalizasyonu. CA: Kornu ammonis. Strepavidin  biotin  peroksidaz
immunohistokimya teknigi. Objektif biiyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L,
20X; M-O, 100X.
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KONTROL HiPOTIROID HIPOTIROID +
LEVOTIROKSIN

Sekil 4.5.36. Kornu ammonis’deki CA3 bolgesinin Beclinl immiinlokalizasyonu. CA:
Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif
biiyiitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-0O, 20X; P-S, 100X.
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Dentat Girus’da Beclinl immiinreaksiyonu

SUPRAPIRAMIDAL KATMAN L
HiPOTIROID +

KONTROL HiPOTIROID LEVOTIiROKSIN

e

Y

KONTROL

Sekil 4.5.37. Hipokampiisiin dentat girus bolgesinin Beclinl immiinlokalizasyonu. PL:
Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin biotin
peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiylitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I,
20X; J-L, 100X.
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HiPOKAMPUS’DE P62 IMMUNREAKSIYONU

HiPOTIROID +
LEVOTIROKSIN

KONTROL HIiPOTIROID

CA1

Sekil 4.5.38. Kornu ammonis’deki CAl ve CA2 bdlgesinin p62 immiinlokalizasyonu.
CA: Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi.
Objektif biyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L, 20X; M-O, 100X.
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CA3A

Sekil 4.5.39. Kornu ammonis’deki CA1 ve CA2 bolgesinin p62 immiinlokalizasyonu.
CA: Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi.
Objektif biiyiitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-0O, 20X; P-S, 100X.
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Dentat Girus’da p62 immiinreaksiyonu
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Sekil 4.5.40. Hipkampiisiin dentat girus bolgesinin p62 immiinlokalizasyonu. PL:
Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin biotin
peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiytitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I,
20X; J-L, 100X.
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4.5.6. Otofazom belirteci MAPLC3’iin immiinlokalizasyonu ve ekspresyonu

Kontrol, hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotroidili gruplardaki
sicanlardan alinan hipokampiis doku drneklerinde otofagozom sekillenmesindeki olasi
degisiklikler western blot, immiinohistokimya ve immiinfloresan analiz yontemleriyle
incelendi. Bunun icin iki farkli otofagozom belirteci antikor (MAPILC3A ve
MAPLC30/B) kullanild.

Western blot analizleri sonucunda her iki antikorun yaklasik 18 kda molekiiler agirliga
sahip tek band olarak eksprese oldugu goézlendi. Her iki otofagozom belirtecinin
ekspresyon diizeylerinin hipotiroidili si¢anlarin hipokampiis Orneklerinde kontrol
degerlerinden biraz diisiik oldugu, Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili gruptaki
sicanlarin hipokampiislerinde ise kontrol ve hipotroidili gruplarinkinden daha yiliksek

oldugu ancak gruplar arasi farkliliklarin anlamli olmadig1 belirlendi (P>0.05).
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Sekil 4.5.41. Kontrol, hipotiroidili ve levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili
siganlarin MAPLC3a/p ve MAPLC3 ekspresyonlari. Western blot analiz yontemi.
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Immunohistokimyasal incelemede tiim gruplarm hipokampiislerinde MAPLC3a/B Ve
MAPLC3A’nin CA boélgelerinde stratum piramidale katmanindaki ve dentat girusun
graniiler hiicre katmanindaki noronlarin sitoplazmalarinda yerlestigi, bazi néronlarda
intraniiklear boyanmanin bulundugu goriildi. Sitoplazmik reaksiyonun kuvvetli ve
homojen bir boyanma tarzinda oldugu dikkat c¢ekti. Her iki otofagozom belirtecinin
immiinboyanmalarinin hipotiroidili si¢anlarin hipokampiis 6rneklerinde kontrol grubuna
kiyasla biraz daha zayif oldugu, Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili gruptaki
sicanlarin hipokampiislerinde ise diger gruplardakinden daha yogun oldugu gozlendi
(Sekil 4.5.42 — 4.5.47).
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HiPOKAMPUS’DE LC3 IMMUNREAKSIYONU

HIiPOTIROID +
LEVOTIROKSIN

KONTROL HiPOTIROID

Sekil 4.5.42. Kornu ammonis’deki CAl ve CA2 bolgesinde MAPLC30/p
imminlokalizasyonu. CA: Kornu ammonis. Strepavidin  biotin  peroksidaz
immunohistokimya teknigi. Objektif biiyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L,
20X; M-0, 100X.
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KONTROL HiPOTIROID HIPOTIROID +
_ LEVOTIiROKSIN

Sekil 4.5.43. Kornu ammonis’deki CA3 bolgesinin MAPLC3ao/p immiinlokalizasyonu.
CA: Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi.
Objektif biiylitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-O, 20X; P-S, 100X.
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Dentat Girus’da LC3 immiinreaksiyonu
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Sekil 4.5.44. Hipokampiisiin dentat girus bolgesinin MAPLC30/p immiinlokalizasyonu.
PL: Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin
biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiyiitmesi: A-C, 20X; D-F,
100X; G-I, 20X; J-L, 100X.
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HiPOKAMPUS’DE MAPLC3 IMMUNREAKSIYONU

HIiPOTIROID +
LEVOTIROKSIN

KONTROL HiPOTIROID

Sekil 4.5.45. Kornu ammonis’deki CAl ve CA2 bolgesinde MAPLC3A
imminlokalizasyonu. CA: Kornu ammonis. Strepavidin  biotin  peroksidaz
immunohistokimya teknigi. Objektif biyiitmesi: A-C, 4X; D-F, 20X; G-I, 100X; J-L,
20X; M-0, 100X.
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KONTROL HiPOTIROID HiPOTIROID +
LEVOTIROKSIN

Sekil 4.5.46. Kornu ammonis’deki CA3 bolgesinin MAPLC3A immiinlokalizasyonu.
CA: Kornu ammonis. Strepavidin biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi.
Objektif biiyiitmesi: A-C, 20X; D-F, 100X; G-I, 20X; J-L, 100X; M-O, 20X; P-S, 100X.
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Dentat Girus’da MAP immiinreaksiyonu

SUPRAPIRAMIDAL KATMAN S
R HIPOTIROID +
KONTROL HIPOTIROID LEVOTIROKSIN

INFRAPIRAMIDAL KATMAN
KONTROL HIiPOTIROID LEVOTIROKSIN

Sekil 4.5.47. Hipokampiisiin dentat girus bolgesinin MAPLC3A immiinlokalizasyonu.
PL: Pleomorfik katman, GL: Graniiler katman, ML: Molekiiler katman. Strepavidin
biotin peroksidaz immunohistokimya teknigi. Objektif biiyiitmesi: A-C, 20X; D-F,
100X; G-I, 20X; J-L, 100X.
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Hipokampiis’de LC3 immiinfloresan Reaksiyonu

KONTROL HiPOTIROID
Kornu Ammonnis

HiIPOTIROID +
LEVOTIROKSIN
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Sekil 4.5.48. Hipokampiisiin kornu ammonis ve dentat girusunda MAPLC3a/f
immiinreaksiyoun. Immiinfloresan ydntemi. Objektif biiyiitmesi 40X.



5. TARTISMA VE SONUC

Tiroid hormonlar1 (TH), genomik veya genomik olmayan etkilerle hemen hemen tim
dokularda hiicrelerin normal biiyiime ve gelismeleri i¢in gerekli olan metabolik
siireglerin ve yetiskinlerde protein, yag ve karbonhidrat metabolizmalarinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar. TH'lerin plazma konsantrasyonlari,
hipotalamusun paraventrikiiler c¢ekirdegi, on hipofiz bezi ve tiroid bezinden olusan
tiroid hormonu ekseni tarafindan kontrol edilir. Tiroid bezinden salgilanan tiroid
hormonlari tiroksin olarak da bilinen tetraiodotironin (tetraiodo-thyronine, tiroksin, T4)
ve 3,53 triiyodo-L-tironin’dir (3,5,3-triodo-L-thyronine, T3)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK551611/, Erisim tarihi: 21 Ocak 2021).
Tiroid bezi fonksiyonundaki degisiklikler hipotiroidizm ve hipertiroidizm olarak
adlandirilan iki 6nemli metabolik hastalia neden olur. Hipotiroidizm tiroid hormon
yetersizligiyle karakterize patolojik durumu tanimlar ve daha yaygin olarak goriiliir.
Hipertiroidizm ise tiroid bezinden asir1 miktarda tiroid hormonunun sentezlenip
salgilandig1 patolojik bir bozukluktur. Primer hipertiroidizm, diisik TSH, yiiksek
serbest T3 ve T4 bulgusu ile, primer hipotiroidizm ise yiiksek TSH ve diisiik serbest T3
ve T4 diizeyleri ile karakterizedir (Chaker, 2017).

Tiroid hormonlari, nérogenez, ndronal gd¢, ndronal ve glial hiicre farklilagsmasi,
miyelinasyon ve sinaptogenez gibi siireclerin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigindan
beynin olgunlasmasi ve hayat boyu siiren islevi i¢in gereklidir. Fetal ve postnatal
gelisim sirasinda tiroid hormonu eksikligi, beynin olgunlagmasinin gecikmesine ve bazi
durumlarda norolojik bozukluklara neden olabilir. Gelisim sirasinda beyinde tiroid
hormonu eksikligi, iyot eksikligi, konjenital hipotiroidizm ve maternal hipotiroidizm ve
hipotiroksinemiden kaynaklanir. Yetiskinlerde tiroid hastaliklar ¢esitli klinik belirtilere
yol agabilir (https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK285549, Erisim tarihi: 21 Ocak



112

2021; Laureno 1996). Ornegin, hipotiroidizm uyusukluga, hiporefleksi ve zayif motor
koordinasyona neden olur. Subklinik hipotiroidizm genellikle hafiza bozuklugu ile
iliskilidir. Hipotiroidizm ayrica Ozellikle yaslilarda bipolar afektif bozukluklar,
depresyon veya biligsel islevlerin kaybi ile iliskilidir (Ganguli ve ark., 1996).
Hipertiroidizm, anksiyete, sinirlilik ve hiperrefleksiye neden olur. Hem hipotiroidizm
hem de hipertiroidizm duygudurum bozukluklarina, demansa, kafa karisikligina ve
kisilik degisikliklerine yol agabilir. Bu bozukluklarin cogu genellikle uygun tedavi ile
geri dondiiriilebilir, bu da yetiskin baglangicindaki tiroid hormonu degisikliklerinin
kalic1 yapisal kusurlar birakmadigini gosterir (Simon ve ark., 2002; Bauer ve ark.,

2005).

Sicanlar, tiroid bezi fizyolojisi ve tiroid hormonunun beyin iizerindeki etkilerinin
arastirilmasinda en yaygin olarak kullanilan hayvan modelidir. Hayvan calismalarinin
sonuclar1 insana uyarlandiginda, olaylarin sirasi benzer olsa bile, memeliler arasinda
dogumla ilgili gelisim zamanlamasi: 6nemli farkliliklar gosterir (Holt ve ark., 1981).
Beynin biiylimesi insanlarda ve kemirgenlerde dogumdan sonra meydana gelir, ancak
sicanlar ve fareler insanlardan daha az gelismis bir tiroid ekseni ile dogarlar (Legrand,

1984).

Hipotiroidizm ve hipertiroidizmin deneysel olarak olusturulmasinda cesitli ilaglar
kullanilir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlari Levotiroksin (L-tiroksin) ve 6-n-
propil tiourasil (PTU)’dir. Levotiroksin primer hipotiroidizmi tedavi etmek ig¢in
kullanilir. Levotiroksin TSH’1 diisiirerek etki gosterir (Charles, 2018). PTU ise tiroid
bezi tarafindan tiroid hormonu salgilanmasimi arttirarak ve T4’lin aktif T3’e
dontisimiinii saglayan 5’-deiodinaz enzimini inhibe ederek hipertiroidizmi tedavi eden
tiyoamid tlirevi bir ilagtir (Nakamura ve ark., 2007). PTU, tiroid hormonlarinin
sentezini inhibe eder; spesifik olarak, T4'lin T3'e doniisiimiinii engeller (Moriyama ve
ark., 2007). Cesitli arastirmacilar, PTU'nun primer hipotiroidizme neden oldugunu
gostermistir (Hang ve ark., 2005; Hidayat ve ark., 2019). Bu ¢aligmalarda hipotiroidizmi
indiiklemek i¢in PTU farkli dozlarda uygulanmig ancak 10 mg/kg diizeyinde
uygulandiginda sabit antioksidan etkiler gosterdigi saptanmistir (Hicks ve ark., 1992; ve
ark., 2010; Kim ve ark., 2012).

Bu tez ¢aligmasinda tiroid hormonlarinin yetersizligine bagli olarak sekillendigi bilinen

biligsel bozukluklarda otofajik mekanizmalardaki degisikliklerin roliiniin olup
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olmadiginin ortaya konmasi amaclanmistir. Calismada propiltiourasil (PTU) verilerek
hipotiroidizm olusturulan eriskin sican modelinde ve hipotiroidizm olusturulduktan
sonra Levotiroksin ile tedavi edilen sigan modelinde, hipokampiis dokusunda AMPKal,
fosfo-AMPKal, tuberin (tuberoz skleroz kompleks 2, TSC2), mTOR, fosfo-mTOR,
ULK1, fosfo-ULK1, BECLIN1 gibi otofaji ile iliskili ¢esitli proteinlerin ve otofagozom
olusumunda 6nemli rol oynayan LC3’iin ekspresyon diizeylerinin degisip degismedigi;
eger degisiyorsa bu degisimin otofajinin indiiklenmesi veya baskilanmasi1 yoniinde olup
olmadig1 ve otofajinin indiiklenmesinde AMPK sinyal yolagmin rol oynayip
oynamadigi arastirildi. Bu amagla ¢alismada, sicanlarda hipotiroidizm olusturmak igin
PTU 10 mg/kg dozunda intraperitoneal olarak 28 giin slireyle hem hipotiroidili gruba
hem de Levotiroksin ile tedavi edilmis gruba tedavi Oncesinde uygulandi. Bu
hayvanlarda hipotiroidizmin sekillenip sekillenmedigini belirlemek amaciyla yapilan
hormon 6l¢iimlerinde, hipotiroidili grupta ve Levotiroksin ile tedavi edilmis grubun
tedavi oncesinde serbest T3 (1,0279 + 0,151 pg/mL) ve T4 (11,315 + 1,319 pg/mL)
hormon diizeylerinin kontrol grubuna (T3: 4,48 + 0,183 pg/mL; T4: 44,3783 + 1,74
pg/mL) gore onemli Olciide diisiik oldugu, buna karsin TSH diizeylerinin ise yliksek
oldugu (H:42,9257 + 1,822 ng/mL; K: 16,0917 + 0,972 ng/mL) goriildii. Bu sonuglar
PTU ile indiiklenmis hipotiroidizmli siganlarda yapilan onceki ¢aligmalarin sonuglari
(Alkalby ve ark., 2013; Nambiar ve ark., 2014; Godini ve ark., 2015; Donzelli ve ark.,
2016; Hwang ve ark., 2018) ile ortlismekte olup, primer hipotiroidizmin basariyla
olusturuldugunu gostermektedir. Levotiroksin ile tedavi edilmis grupta ise 15 giinliikk
tedavi sonrasi ozellikle T3 (3,9869 +0,09 pg/mL) ve T4 (42.6369 + 2.218 pg/mL)
diizeylerinin kontrol grubu diizeylerine ulastigi, TSH (27,6685 + 1,342 ng/mL)
diizeylerinin de oldukca distiigli tespit edildi. Bu bulgular Levotiroksin’in

hipotiroidizmi tedavi ettigini gostermektedir (Yang ve ark., 2018).

Tiroid hormon durumunun viicut agirligt ve enerji harcamas: ile iliskili oldugu
bilinmektedir (Fox ve ark., 2008; Iwen ve ark., 2013; Knudsen ve ark., 2005). TH,
enerji depolama ve harcamasini diizenleyerek enerji dengesini kontrol eden temel
metabolik yollart etkiler (Cheng ve ark., 2010; Iwen ve ark., 2013; Liu ve ark., 2010).
TH metabolizmay1 oncelikle beyin, beyaz yag, kahverengi yag, iskelet kasi, karaciger
ve pankreasdaki eylemlerle diizenler (Cheng ve ark., 2010). Asir1 tiroid hormonu
tiretimi olan hipertiroidizm, istirahatte artan enerji harcamasi, kilo kaybi, azalmis

kolesterol seviyeleri, artan lipoliz ve glukoneogenez ile karakterize hipermetabolik bir
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durumu tesvik eder (Motomura, 1998; Brent, 2008). Tersine, hipotiroidizm, azalmis
tiroid hormon seviyeleri, istirahatte enerji harcamasinda azalma, kilo alimi, artan
kolesterol seviyeleri, azalmis lipoliz ve azalmis glukoneogenez ile karakterize diislik
metabolizma hizi ile iligkilidir (Brent, 2012). TH hem lipogenezi hem de lipolizi uyarir,
ancak TH seviyeleri yiikseldiginde net etki yag kaybidir (Oppenheimer ve ark., 1991).
Bu ¢alismada tiroid hormonun metabolik etkisini belirlemek amaciyla siganlarin canl
agirliklar1 ve kan glikoz diizeyleri incelendi. Denemelere siganlar 39 giinliik iken
basland1 ve kontrol ile hipotiroidili gruptaki sicanlar 28 giin siire ile denemeye tabi
tutuldu. Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi grubunda ise bu siireye ek olarak 15
giin Levotiroksin ile tedavi uygulandi. Denemelerin bitiminde tiim gruplardaki
hayvanlarin canli agirhiklarmin (K: 205.266 + 6.18 g; H:116,823 + 3.847 g; H+L:
198,875 + 2.715 g) deneme siirecinde hayvanlarin biiylimesine paralel olarak arttig1 ve
canli agirliktaki bu artisin istatistiksel agidan 6nemli oldugu gézlendi (P<0.05). Bununla
birlikte canli agirlik artis oranmin gruplara gore farkli oldugu ve bu farkliligin
istatistiksel Oonem tasidigi saptandi (P<0.05). Kontrol grubunda canli agirlik artis
oraninin (2,0918 + 0.0417) diger gruplara gore daha yiiksek oldugu, ikinci sirada
Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi grubunun (1,6418 + 0,018) bulundugu,
hipotiroidi grubunun (1,3954 + 0.046) ise en diisiik canli agirlik artis oranina sahip
oldugu tespit edildi. Metabolizmanin yavaslamasi ve buna bagh kilo artisinin
hipotiroidizmin 6nemli klinik belirtilerinden oldugunun bildirilmesine (Brent, 2012)
karsilik, bu caligmada saptanan hipotiroidili hayvanlardaki diisiik canli agirlik artig
oranmin varligi, PTU ile indiiklenen hipotiroidizmli sigan modeli ¢alismalarinda da
gosterilmistir (Nambiar ve ark., 2014; Godini ve ark., 2015; Xu ve ark., 2017; Hwang
ve ark., 2018).

Hipotiroidizm diinyada en sik goriilen endokrinopatilerden biridir ve insidansi hizla
artmaktadir. Siklikla hem tip 1 hem de tip 2 diabetes mellitus ile bir arada bulunur. Son
yillarda yapilan ¢alismalar hipotiroidizmin, hipoglisemiye sebep olabilecek g¢esitli
hormonal biyokimyasal ve sinir sistemi anormallikleriyle baglantili oldugunu
gostermektedir (Kalra ve ark., 2014). Hipotiroidizmin hipoglisemiye yol a¢gmasinin
birkag farkli mekanizmasi aciklanmistir: 1) Bu durum insiilin ile indiiklenen
hipoglisemiye karsi diisiik biliylime hormonu ve kortizol yanitlar1 ile baglantilidir
(Ridgway ve ark., 1972). Ornegin hipotiroidizm hem hipotalamus hem de hipofize etki

ederek bazal ve uyarilmis biiylime hormonu diizeylerini azaltir. Diisiik biiyiime
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hormonu cevabi hipotiroidizmde hipogliseminin iyilegsme siiresini uzatir (Katz ve ark.,
1969). ii) Hipotiroidili hastalar primer adrenal bozukluk ile ilgili olmamasina ragmen
goreceli olarak adrenal yetmezlik gdsterir. Hipotiroidili hastalarda hipoglisemiye karsi
etkisiz bir hipotalamo-hipofiziyal-adrenal yanit vardir. Hipotiroidizmde belirtilen
insiilin kaynaklt hipoglisemiye kortizol yanitlarinin azalmasi da hipoglisemiyi
kotiilestirir (Kamilaris ve ark., 1987). iii) hipotiroidizmde hipoglisemiye neden diger
anormallikler olarak glukagon hormonu sekresyonunda azalma (Clausen ve ark., 1986),
hepatositlerde glukagonun etkisinin azalmasi (Miiller ve Seitz,1987) ve insiilin
krilensinin azalmasi (Shah ve ark., 1975) sayilabilir. Hem yenidoganlarda (Kurtoglu ve
ark., 1998) hem de yetigskinlerde (Shibutani ve Yokota, 1991) hipotiroidizm ve

hipoglisemi arasindaki iligkiyi tanimlayan vaka raporlar1 yayinlanmistir.

Sicanlarda kan glikoz diizeyi ¢esitli calismalarda aglik ve tokluk kan glikoz diizeyi
olarak gosterilmistir. Wang ve arkadaslar1 (2010) ortalama aglik ve tokluk kan glikoz
diizeylerinin sirasiyla 3.95 £ 1.31 mmol/L ve 5.65 £ 1.65 mmol/L oldugunu, aglik kan
glikoz diizeyinin tist sinirinin 6.22 mmol/L, tokluk kan glikozunun {ist sinirinin ise 7.9
mmol/L oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Braslasu ve arkadaslar1 (2007) 117.06 +
20.31 mg/dL, Cakir ve arkadaglar1 (2018) ise 104.29 + 5.39 mg/dL olarak
saptamiglardir. Kan glikoz seviyeleri 2-3 mmol/L ve hatta 2 mmol/L’nin altinda
oldugunda bu durum hipoglisemi olarak tanimlanmistir. Hipotezlerimizden birisi
hipotiroidizmin kan glikoz diizeyini diislirerek hipoglisemi olusturabilecegi ve bunun
sonucu olarak hipokampiliste AMPK’nin aktive edebilecegidir. Calisma bulgularimiz
kan glikoz degerlerinin hipotiroidizmli siganlarda (89,117 = 1 mg/dL), kontrol grubu
(K: 105 + 1.37 mg/dL) ve Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi grubuna (H+L:
104,375 £ 1.13 mg/dL) gore anlaml1 (P<0.05) 6lcilide diisiik oldugunu gdstermektedir.
Bu degerler daha onceki ¢alismalarin (Braslasu ve ark., 2007; Wang ve ark., 2010;
Cakir ve ark., 2018) verileriyle ortiismektedir. Bu, sicanlarda PTU ile sekillendirilen
hipotiroidizmin kan glikoz diizeyini 6nemli Ol¢lide diislirdiigiinii ancak hipoglisemiye

neden olmadigint gostermektedir.

Hipotiroidizm tiroid bezinde biiylime folikiiler ve parafolikiiler hiicrelerde artis gibi
morfolojik degisikliklerle karakterizedir (Elkalawy ve ark., 2013). Bu c¢alismada
hipotiroidinin sekillenip sekillenmedigini belirlemek amaciyla tiroid makroskopik ve

mikroskobik olarak incelendiginde hipotiroidili sicanlarin tiroid bezlerinin oldukca
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biiyiik oldugu belirlendi. Mikroskopik olarak kontrol grubu ve Levotiroksin ile tedavi
edilen hipotiroidili si¢anlardan alinan tiroid bezlerinde tiroid folikiillerinin kiibik veya
basik prizmatik, yuvarlak ¢ekirdekli epitel hiicreleri ile ¢evrili oldugu goézlendi.
Hipotiroidili siganlardan alinan tiroid bezi orneklerinde folikiil liimeninin ¢ok dar
oldugu, folikiillerde kolloidin bulunmadigi, folikiil epitel hiicrelerinin sayica arttigi, bu
hiicrelerin yiiksek prizmatik sekilli ve yuvarlak ¢ekirdekli oldugu saptandi. Bu sonug
siganlarda PTU’nun sT3 ve sT4 hormon diizeylerini diisiirerek TSH diizeyini arttirarak
folikiil epitel hiicrelerinin aktivitesini degistirdigini ve bdylece hipotiroidizme neden

oldugunu gostermektedir (Elkalawy ve ark., 2013; Hwang ve ark., 2018).

Tiroid hormonunun glikoz metabolizmasi ile olan iligkisi nedeni ile, glikozu biiyiik
oranda tiiketen beyin i¢in hipotiroidizm, biligsel degisikliklerde 6nemli bir etkendir.
Hipotiroidizm, so6zlii, gorsel, iliskisel ve ¢alisma bellegi gibi bir dizi bilissel islevde
o0grenme ve bellek bozukluklarina neden olur. Bu bozukluklar, tiroid durumundaki
degisikliklerin, beynin bilissel islevle iligkili bolgelerinde degisikliklere yol
acabilecegini gostermektedir. Tiroid hormonlari, beynin cesitli bolgeleri 6zellikle de
hipokampiisiin kornu ammonis ve dentat girus bdlgelerinin gelisimi i¢in 6nemlidir.
Hipokampiis, beynin 6grenme ve hafizayla ilgili, tiroid hormonu reseptorii bakimindan
zengin bir bolgesidir. Yenidogan, perinatal, postnatal ve yetiskin sicanlarda yapilan
caligmalar, tiroid hormon diizeylerindeki degisikliklerin hipokampal iliskili 6grenme ve
hafizayi, sinaptik plastisiteyi ve ndrogenezi bozdugunu ortaya koymustur (Gilbert ve
ark., 2012; Koromilas ve ark., 2010; Alzoubi ve ark., 2009; Gerges ve ark., 2004;
Gilbert, 2004; Madeira ve ark., 1992). Hipotiroidizmin hipokampiisiin CA1, CA3 ve
dentat girus bolgeleri lizerindeki etkilerini aragtiran ilk ¢aligmalar, hipokampiisiin dentat
girus ve CA1 bolgelerindeki hiicrelerin hacminde, agirliginda ve sayisal yogunlugunda
bir azalma oldugunu, ancak CA3 bdlgesinin hacminde azalma, hiicrelerin sayisal
yogunlugunda ise artis oldugunu gostermistir (Madeira ve ark., 1991; Madeira ve ark.,
1992). Hem gelismekte olan hem de yetiskin hipotiroid si¢anlarda belirgin olan bu
farkliliklar hipotiroidizmin baslangic zamani ve siiresi ne olursa olsun, hipokampiisiin
bu duruma karsi savunmasiz oldugunu, gelisimsel ve yetiskinlik dénemlerinde hem
morfolojik degisiklikler hem de O&grenme ve hafiza kusurlarinin  bulundugu
bildirilmektedir (Gerges ve ark., 2004; Correia ve ark., 2006; Alzoubi ve ark., 2009).
DeSouza ve ark. (2005). Yetiskin beyninde hipokampal norogenezin diizenlenmesinde

ve progenitor hiicrelerin canliliginin devamliliginda tiroid hormonlarinin rol oynadigini
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bildirmislerdir. Dahas1 hipokampal nérogenezdeki diisiisiin tiroid hormonu replasmani
ile zayiflatilabilecegini bulmuslardir. Ambrogini ve ark. (2005) da tiroid hormonlarinin
apopitozu onleyerek, hiicrelerin hayatta kalmasini sagladigini gostermislerdir. Yetiskin
baslangi¢li hipotiroidizmin 6zellikle sag hipokampiiste énemli hacim azalmasina neden

oldugu da gosterilmistir (Gillian ve ark., 2014).

Beyin toplam viicut agirhiginin %2'sini olusturmasina ragmen, tiim glikoz arzinin
%50'sinden yararlanir. Beyin hiicreleri tarafindan enerji tiiketimi ¢ok yiiksektir ve diger
periferik hiicrelerden farkli olarak, ndronlar enerji kaynagi olarak sadece glikozu
kullanirlar. Noronlar, yeterli miktarda glikojen sentezleyip depolayamadigi icin, siirekli
bir glikoz kaynagi temin etmek zorundadirlar. Glikoz homeostaz dengesizliklerinin
eriskin norogenez ve sinaptik plastisitede yer alan sinyal yollarin1 degistirebilecegi ve
boylece ndrodejeneratif bozukluk riskini artirdigi bildirilmektedir (Kodl ve Seaquist,
2008). Memelilerde glikoz eksikliginin g¢esitli doku ve organlarda otofajiyi indiikledigi
(Maruyama ve ark. 2008; Williams ve ark. 2009; Singh ve Cuervo, 2011; Kobayashi ve
ark., 2012), otofaji ile karbonhidrat metabolizmasi arasinda bir etkilesimin oldugu ve
otofaji ile hiicresel enerji dengesi arasinda dinamik bir geri bildirimin bulundugu son

yillarda yapilan ¢aligsmalarla ortaya konmustur (Singh ve Cuervo, 2011).

Otofaji, fazla veya zarar gormiis proteinleri, protein komplekslerini ve organelleri
ortadan kaldirmak i¢in 6nemli bir hiicresel mekanizmadir. Otofajinin diizenlenmesinde
cesitli sinyal yolaklar1 yer alir. Genetik calismalar, ULK1’in otofaji indiiksiyonunda
onemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, otofaji, anahtar bir enerji sensorii
olan ve enerji homeostazini siirdiirmek icin hiicresel metabolizmay1 diizenleyen AMP
ile aktive edilmis protein kinaz (AMPK) tarafindan desteklenir. Tersine, otofaji,
bliyiime faktorii ve besin sinyallerini entegre eden merkezi bir hiicre biiylime
diizenleyicisi olan rapamisinin (mTOR) memeli hedefi tarafindan engellenir. Glikoz
acligt durumunda AMPK, ULKI1'1 Ser 317 ve Ser 777'min fosforilasyonu yoluyla
dogrudan aktive ederek otofajiyi tesvik eder. Besin yeterliligi altinda, yiikksek mTOR
aktivitesi, ULK1 Ser 757'yi fosforile ederek ve ULK1 ile AMPK arasindaki etkilesimi
bozarak ULKI1 aktivasyonunu Onler. Bu koordineli fosforilasyon, otofaji
indiiksiyonunda ULK1 i¢in 6nemlidir. AMPK'nin mTOR yolaklarini inhibe eden

tuberoskleroz kompleksini (TSC1 / 2) fosforile ettigi gosterilmistir.
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Otofaji noronal homeostaza katkida bulunarak merkezi sinir sisteminde 6nemli bir rol
oynar. Otofajinin néronlar1 beslenme agligindan korudugu dolayisiyla noroprotektif bir
rol oynadigi bilinmektedir (Kaushik ve ark., 2011). Ayrica son yillarda yapilan
calismalar 1) otofajinin noronlarda da normal kosullar altinda yapisal olarak meydana
geldigini, ii) yapisal otofajinin néronal sagkalimdan sorumlu oldugunu (Poels ve ark.,
2012), 1ii) yapisal otofajinin bozulmasinin norodejenerasyona yol agtigini ve iv) ayrica
bozulmus otofajinin Alzheimer hastaligi (Liu ve Li, 2019), Parkinson hastaligi (Hou ve
ark., 2020), sizofreni (Schneider ve ark., 2016), Scrapie (Fan ve ark., 2015) gibi
norogelisimsel ve norodejeneratif bozukluklarin patogenezinde rol oynadigini
gostermistir (Hara ve ark., 2006; Komatsu ve ark., 2006; Vijayan ve Verstreken, 2017).
Tiroid hormonu ve otofajinin iskelet kasi biiylimesinin, rejenerasyonunun ve
farklilasmasinin diizenlenmesinde benzer islevleri paylastigi, TH ile indiiklenen
otofajinin, mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile AMPK ve Unc-51 benzeri
otofajiyi aktive eden kinaz (ULK1)'1n aktivasyonunu ve rapamisin’in memeli hedefi
(mTOR) yolagmin inhibisyonunu igerdigi, ayrica TH kaynakli otofajinin, iskelet
kasinda mitokondriyal aktiviteyi ve biyogenezi korumak i¢in gerekli oldugu (Lesmana
ve ark., 2016) ve TH’ nun karacigerde otofajiyi arttirdig1 gosterilmistir (Sinha ve ark.,
2012). Bununla birlikte yapilan literatiir taramalarinda hipotiroidizmin hipokampiisde
otofajiyi inhibe ya da modiile edip etmedigi ve otofagozom olusumunu indiikleyip
indiiklemedigi bilinmemektedir. Sunulan tez calismasinda tiroid hormonlarinin
yetersizligine bagli olarak sekillendigi bilinen biligsel bozukluklarda otofajik

mekanizmalardaki degisikliklerin roliiniin olup olmadig arastirildi.

Dokularda glikoz eksikligi adenozin trifosfat (ATP) konsantrasyonunun azalmasina ve
adenozin monofosfat (AMP) diizeyinin artmasina yani AMP/ATP oraninda bir artisa
neden olur. AMP diizeyindeki artis bir hiicresel enerji sensorii olan adenozin monofosfat
ile aktive olan protein kinaz (AMPK)’1n upstream kinazlar tarafindan fosforile olarak
aktiflesmesini saglar (Stein ve ark., 2000; Hardie ve Hawley, 2001; Hardie, 2011).
AMPK’nin AMP/ATP oranindan bagimsiz olarak glikoz seviyesinin diigmesiyle de
aktive oldugu bilinmektedir (Lin ve Hardie, 2018). Aktiflesen AMPK, mTOR bagiml
protein translasyonu gibi enerji yogun siirecleri kapatarak, hiicresel ATP {iretimini
arttirarak ve ATP tiiketimini azaltarak enerji tasarrufu saglayan bir program koordine

eder (Towler ve Hardie, 2007) ve otofajiyi indiikler (Gwinn ve ark., 2008).
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AMPK, tiim dkaryotlarda bir a katalitik alt birim ile B ve y diizenleyici alt birimlerden
olusan bir afy heterotrimerdir. Memelilerde her alt birim i¢in birden fazla izoform
mevcuttur (al, a2, B1, B2, y1, y2 ve y3). a-alt birimleri, bir N-terminal kinaz katalitik
alani, bir otoinhibitor sekans ve bir C-terminal B-alt birim baglanma alanindan (Crute ve
ark., 1998) olusur. 3 alt birimleri, bir internal karbonhidrat baglama modiilii (3-CBM)
ve a- ve y-alt birimlerini baglamak i¢in islev géren korunmus bir C-terminal dizisi igerir
(Mitchelhill ve ark., 1997; Iseli ve ark., 2005; Townley ve ark., 2007; Lin ve Hardie,
2018). B-CBM, AMPK’nin hiicrede glikojen partikiillerinin lokalizasyonunu (Hudson
ve ark., 2003) ve AMPKSB’ nin bir tiir glikojen sensorii gibi ¢aligmasini saglar. AMPK,
31 alt biriminde glisin2’nin N-terminal miristoilasyonuyla translasyonel olarak ve o ve
B alt dinitelerinde yogun fosforilasyonla post-translasyonel olarak moodifiye
edilir. AMPK v alt {initesi ise diizenleyici niikleotidler olan AMP, ADP ve ATP igin
baglanma alanlar1 bulundurur (Lin ve Hardie., 2018). Fizyolojik ATP konsantrasyonu (5
mM) saglandiginda y1 ve y2 igeren kompleksler AMP ile daha yiiksek oranda aktive
olurlar (Ross ve ark., 2016).

Son on yilda elde edilen veriler AMPK’nin noronlarda enerji tiretimi ve tiilketiminin
diizenlenmesi i¢in gerekli oldugunu ve merkezi sinir sistemi fizyopatolojisinde 6nemli
rol oynadigimi gostermektedir (Rosso ve ark., 2017). Sunulan c¢alismada PTU ile
indliklenmis  hipotiroidizmli ~ sican ~ modelinde =~ hipokampiisinde =~ AMPK
ekspresyonundaki olas1 degisiklikler immunohistokimya ve western blot analiz
teknikleri kullamlarak incelendi. Immiinohistokimyasal sonuglarimiz da AMPK’nin
hipokampiisde yogun olarak noropilde ve hiicre ¢ekirdeklerinde lokalize oldugunu, p-
AMPK-Thr183/Thr172 ’nmn ise noronlarda sitoplazmada ve bazen de g¢ekirdekte
yerlestigini gosterdi. Hipokampiis bolgelerindeki AMPK immiinreaksiyonunun genel
olarak hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilmis sicanlarda kontrole gore artmis
oldugu p-AMPK-Thrl83/Thrl72 immiinreaksiyonunun ise kontrol grubuna gore
ozellikle CA3a bolgesindeki ndronlarin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda ve dentat
girusunun graniiler katmanindaki noéronlarin ¢ekirdeklerinde arttig1 tespit edildi. Bu
calismada AMPK’nin alfal/2 alt {initesine karsi hazirlamis antikor kullanildi. Bu
nedenle her bir alt iinitenin ayr1 ayr1 hipokampal noronlardaki hiicresel yerlesimi
belirlenemedi. Ancak sican embriyolarinin beyinlerinde ve hipokampal kiiltiirlerde
bildirilenlere (Culmsee ve ark., 2001) benzer olarak immunohistokimyasal bulgularimiz

AMPK’nin erigkin sican hipokampiislerinde yapisal olarak eksprese oldugunu ve bu



120

hiicrelerde fonksiyonel AMPK’nin varligin1 géstermektedir. Sunulan ¢alismada her ne
kadar hipoglisemi sekillenmemis olsa da hipotiroidili grupta kan glikoz diizeylerinin
kontrol ve Levotiroksin ile tedavi edilmis gruptakilere kiyasla diisiik olarak saptanmasi,
hipokampiiste AMPK ekspresyonun aktive olmasi1 gerektigi, yani p-AMPK-
Thrl83/Thrl72 diizeylerinde bir artis olmasi beklentisini olusturdu. Ciinkii AMPK’nin
enerji arzini taleple dengelemek i¢in bir sinyal merkezi olarak islev gordigli ve
Thr172’nin aktivasyon dongiisiiniin fosforilasyonunun AMPK aktivasyonu i¢in gerekli
bir basamak oldugu bilinmektedir (Viollet ve ark., 2014). Elde edilen western blot
analiz sonuglart hipotiroidili gruptaki sicanlarda p-AMPKP1, p-AMPKpB2 ve p-
AMPKY2 ekspresyon diizeylerinin, kontrol grubuna gore daha yogun olmasina karsin p-
AMPKB2 ve p-AMPKY2 ekspresyonlarinin diger gruplarla karsilastirildiginda anlamli
olarak yiiksek oldugunu gosterdi (P<0.05). Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili
grupta diger gruptakilere gore total AMPKal/2 ekspresyonu 6nemsiz derecede yliksek
(P>0.05) iken, p-AMPKal/2 ekspresyonu ise yine bu grupta kontrol grubundakinden
anlamli olarak yiiksek (P<0.05) bulundu. AMPK alt birimlerinin enzim aktivitesi
tizerindeki etkileri ve / veya AMPK'nin substratlari tizerindeki etkileri bilinmemektedir.
Bununla birlikte, farkli AMPK kompleksleri arasinda islevsel farkhiliklarin var

olmasinin muhtemel oldugu diisiintilebilir.

Calismamizda hiicre ici AMP diizeyleri ve buna bagli olarak AMP/ATP oranlar
Olciilememistir. Bununla birlikte western blot analiz sonuglar1 dikkate alindiginda,
hipotiroidili siganlarin hipokampiisiinde p-AMPKP2 ve p-AMPKy2 ekspresyonlarinin
yiiksek olmasinin nedeni olarak kan glikoz diizeyinin diigmesi sonucu AMP/ATP’ nin
artabilecegi ve buna bagl olarak da her iki diizenleyici AMPK alt tipinin aktive
olabilecegi fikri ileri siirtilebilir. Caligmada Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotroidili
grupta p-AMPKal/2 ekspresyonun 6zellikle kontrol grubuna gore yliksek olmasi ise bu
grupta AMPKal/2’nin AMPK’nin katalitik aktivitesine aracilik ettigini ve tedavi
stirecinde hipokampiisteki AMPK aktivitesinin siirdiiriilmesini sagladigini gosterebilir
(Alers ve ark., 2012). Son arastirmalar, AMPK aktivasyonunun Alzheimer hastaligi
dahil ¢esitli norodejeneratif bozukluklar igin noroprotektif etkilere sahip olabilecegini
gosterdi (Wang ve ark., 2020). Bu c¢alismalar 1s18inda AMPK aktivasyonunun
hipotiroidinin  sekillenmesi ve tedavisi slireclerinde hipokampiis ndronlarinin
canliliginin  devamliligi icin gerekli oldugunu gdsterebilir. Bununla birlikte

hipotiroidizme bagli metabolik bozukluk ve AMPK aktivasyonu ile hipokampal
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noronlarin korunmasi arasindaki iliskinin belirlenmesine yonelik baska calismalarin

yapilmas1 gereklidir.

Hiicrelerde TSC kompleksi, molekiiler agirligi 130-kDa olan alt birim hamartin (TSC1
tarafindan kodlanir) (van Slegtenhorst ve ark., 1997), 200-kDa molekiiler agirliktaki
protein tuberin (TSC2 gen iiriinii) (Maheshwar ve ark., 1997) ve iginde yliksek
oligomerik gruplar bulunduran TBC1 Alan1 Aile Uyesi 7 (TBC1D7)'den (Dibble ve
ark., 2012; Nakashima ve ark., 2007) olusur (Hoogeveen-Westerveld ve ark., 2012).
Tuberinin N terminal ucunun harmartin ile etkilesime aracilik ettigi gosterilmistir (van
Slegtenhorst ve ark., 1998.; Santiago ve ark., 2014). Hamartin ile etkilesime giren
tuberin, protein kompleksleri olusturur (van Slegtenhorst ve ark., 1998). Tuberin
hamartinin yani sira 14-3-3 izoformlari, protein kinaz B (Akt), AMPK, cesitli hiicre
dongiisii diizenleyicileri, birka¢ G-proteini ve birkag¢ niikleer reseptor dahil olmak tizere
20'yi agkin proteine baglanabilir (Rosner ve ark., 2004). Tuberin hiicre biiyiimesi ve
cogalmasimi kontrol eder. Hiicre siklusunun negatif bir diizenleyicisidir. Tuberin
yoklugunda hiicre siklusunun G1 fazi kisalir (Rosner ve ark., 2007). Tuberin, biiylime
i¢cin 6nemli olan en az iki tip sinyale duyarlidir: mitojenler ve enerji durumu. Mitojenik
uyaranlar, Akt’yi aktive eden PI3K’i aktive eder ve bu da tuberinin inhibisyonu ve
fosforilasyonuna neden olur. Bdylece bir GTP baglayici protein olan beyinde
zenginlestirilmis Ras homologunun (Rheb) ve mTOR’un negatif regiilasyonunu
diizelterek hiicre biiyiimesi ve proliferasyonunu saglar (Tee ve ark., 2003). Tuberinin
hiicrelerde sitoplazmik yerlesim gosterdigi, bunun yani sira Golgi aparatina ve
cekirdege de lokalize oldugu bildirilmistir (Lou ve ark., 2001). Tuberinin ¢ekirdekteki
lokalizasyonunun gecici oldugu ve bu lokalizasyonun, hiicre igindeki fosforilasyon

olaylar ile iligkili oldugu gosterilmistir (Lou ve ark., 2001).

Sunulan calismada TSC2’nin sican hipokampiislerinin kornu ammonis bolgesindeki
piramidal hiicrelerin sitoplazmalarinda orta yogunlukta eksprese oldugu, dentat
giristaki hiicrelerde ise daha zayif ekspresyon sergiledigi belirlendi. p-TSC2-
Thr1462’nin ise kornu ammonis ve dentat girus ndronlarinin sitoplazmalarinda graniiler
immiin boyanma sergiledigi ve ayrica ¢ekirdekte de yerlesim gosterdigi tespit edildi. Bu
bulgular TSC2’nin sitoplazmik ekspresyonunu gosteren calismalar1 (Lou ve ark., 2001)
destekler  niteliktedir. ~ Ayrica  p-TSC2-Thr1462’nin  ndronlarda  graniiler

immiinreaksiyonu ise, bu proteinin sitoplazmada Golgi aygitinda ya da Nissl
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cisimciklerinde yerlestigini (Lou ve ark., 2001) gosterebilir. Calismamizin western blot
analiz sonuglart TSC2 ve p-TSC2-Thr1462‘nin ekspresyon diizeylerinin Levotiroksin
ile tedavi edilmis gruptaki hayvanlarin hipokampiislerinde en diisiik oldugunu,
hipotiroidili grupta ise Onemsiz derecede diger grup degerlerinden daha yiiksek
oldugunu gosterdi. Immiinohistokimyasal sonuglara paralel olarak TSC2 ve p-TSC2-
Thr1462 ekspresyonlar1 agisindan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farkliliklar
onemsiz bulunurken (P>0.05), hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilmis
hipotiroidili grup arasindaki farkliliklarin istatistiksel Onem tasidigr tespit edildi
(P<0.05). Tuberin, AMPK’nin bir substratidir (Inoki ve ark., 2003). Enerji achig
kosullar altinda, AMPK, TSC2'yi fosforile eder ve aktivitesini arttirir. TSC2'nin AMPK
tarafindan fosforilasyonu, enerji yoksunluguna yanit olarak translasyonun diizenlenmesi
ve hiicre boyutunun kontrolii i¢in gereklidir. Bu fosforilasyon, tuberini aktive eder ve
hiicre biiylimesinin durmasina neden olur. Ayrica AMPK tarafindan fosforile edilen p-
TSC2-Thr1462, hiicreleri enerji yoksunlugunun neden oldugu apopitozdan korur
(Rosner ve ark., 2007). Bu bilgilerin 1s1g1nda hipotiroidili siganlarin hipokampiislerinde
onemsiz de olsa artmis TSC2 ve p-TSC2-Thr1462 ekspresyonunun hiicre biiyiimesi ve
canliligin devamliginda gorev aldigr ve olasi enerji yoksunlugunun neden oldugu

apopitozdan korudugu ileri siirtilebilir.

mTOR yolag1 enerji, besin, biiyiime faktorleri ve diger ¢evresel durumlara yanit olarak
hiicre biiylimesini ve makrootofajiyi kontrol eder (Zoncu ve ark., 2011) mTOR protein
sentezi ve yikim arasindaki dengenin kontroliinde anahtar rol oynar. mTOR, PI3K ile
iligkili aileye ait bir proteindir (Keith ve ark., 1995)). mTOR farkli iki kompleksten
olusur. mTOR kompleks 1 (mTORCI) raptor alt iinitesi ile (Hara ve ark., 2002)),
mTORC?2 ise rictor alt iinitesi ile tanimlanir (Loewith ve ark., 2002). Her iki kompleks
zorunlu memeli letal SEC13 protein 8 (mLSTS8) alt iinitesi bulundururken (Chen ve
Kaiser, 2003), raptor ve rictor’la etkilesen diger alt tinitelerde farklilik gdsterir (Zoncu
ve ark., 2011). Protein homeostazin1 kontrol eden mTORCI1’in aktivitesi rapamisin
tarafindan inhibe edilir. mMTORCI hiicre biiyiimesini translasyon, ribozom biyogenezi
ve otofaji ile saglar (Zoncu ve ark., 2011). Aktivasyonu besinler ve amino asitler
gerektirir, bu da raptor aracili mTORC1'in lizozomlara ve ge¢ endozomlara alinmasi
(Sancak ve ark., 2008) ve kendi aktivatorii olan kiigiik GTPase Rheb’lerle birlikte

bulunmasiyla sonuglanir (Saucedo ve ark., 2003).
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mTORC?2, oncelikle biiylime faktorlerine yanit verir. Hiicre dongiisii girisini, hiicrenin
hayatta kalmasini, aktin hiicre iskeleti polarizasyonunu ve anabolik ¢ikisi tesvik eder
(Loewith ve ark., 2002). Substratlari, S6K1 ile hidrofobik motif fosforilasyon bolgesini
paylasan Ser / Thr protein kinazlar1 AKT, SGK ve PKCl'yi igerir (Zoncu ve ark., 2011;
Shaw ve ark., 2006). Aktin fonksiyonunu modiile ederek hiicresel sekli kontrol eden

MTORC2 rapamisine duyarsizdir (Loewith ve ark., 2002).

TSC1 veya TSC2’nin kaybinin mTORCI1’in yapisal aktivasyonuna neden oldugu
bilinmektedir. mTORCI1 otofajiyi negatif olarak regiile ettifinden mTORCI’in
hiperaktivasyonu TSC2 igermeyen hiicrelerde otofajiyi smirlar. Ozellikle, TSC2
icermeyen hiicrelerin canliligi, mTORCI1-bagimh bir sekilde otofajiye baglidir. Ayrica
otofaji, AMPK'ye bagli RAPTOR fosforilasyonuyla ve tuberinden bagimsiz olarak
downstream aktive edilir. Calismamizin western blot analiz sonuglar1 hipotiroidili
sicanlarin hipokampiisiinde p-mTOR diizeylerinin diger gruplardan anlamli Olciide
yiiksek oldugunu yani mTOR’un aktive oldugunu goéstermektedir. mTOR un aktive
olmasi ise otofajinin inhibe oldugunun bir gostergesidir. Kazyken ve arkadaglar1 (2019)
yaptiklar1 bir ¢alismada AMPK’nin mTORC2’yi direkt olarak fosforile ettigini ve
aktivitesini arttirdigini gostermislerdir. mTOR’un baskilanmamasindaki bir diger neden
de AMPK’nin mTOR’u TSC2 yoluyla inhibe etmesidir (Inoki ve ark., 2003). TSC1-2
kompleksi hiicre i¢inde merkezi bir sinyal biitiinlestirme diigimii olarak gorev yapar.
TSC1-TSC2 kompleksi i¢ginde TSC1, TSC2'yi stabilize ederken (Chong-Kopera ve ark.,
2003), TSC2, kiiciik GTPaz Rheb (beyinde zenginlestirilmis Ras homologu) i¢cin GTPaz
aktive edici bir protein (GAP) gorevi goriir (Inoki ve ark., 2003). GTP'ye bagl Rheb,
hiicre biiyiimesini ve c¢ogalmasini tesvik etmede evrimsel olarak korunmus bir rol
oynayan mTORCI1’i (Wullschleger ve ark., 2006) aktive eder (Long ve ark.,
2005). TSCI1-TSC2 kompleksi aktiflestiginde, Rheb-GTP'nin Rheb-GDP'ye
doniistimiinii uyararak mTORC1'i inhibe ederken TSC1-2 kompleksi mTORC2 kinaz
aktivitesini Rheb ve mTORCI iizerindeki etkilerinden bagimsiz bir sekilde aktive ettigi
bilinmektedir (Huang ve ark., 2008). TSC1-2 kompleksi i¢ermeyen hiicrelerde
mTORC?2 aktivasyonunun kaybindan dolay1 Akt fosforilasyonunda genel bir azalmaya
yol actig1 gosterilmistir (Huang ve ark., 2008). Sunulan g¢alismada mTOR’un alt

tiniteleri mMTORC1 ve mTORC2’nin ekspresyonlart incelenmediginden hangi alt
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initenin inhibe ya da aktive oldugu belirlenemedi. Bununla birlikte Levotiroksin ile
tedavi edilmis gruptaki hayvanlarin hipokampiislerinde TSC2 ve p-TSC2-Thr1462‘nin
ekspresyon diizeylerinin en diisiik oldugunu gosteren bulgularimiz, yine bu gruptaki
sicanlarin hipokampiis Orneklerinde mTOR ekspresyon diizeylerinin en yiiksek, p-
MTOR-Se2448 diizeylerinin ise en diisiik oldugunu gdsteren bulgularimiz ile birlikte ele
alindiginda mTOR’un fosforile olarak aktiflesmedigini bunun nedeninin de bu grupta
TSC2 diizeylerinin diisiik olmasindan kaynaklandigi diisiiniilebilir. Bu sonucu net
olarak aciklayabilmek i¢in mTOR’un kompleksleri olan mTORC1 ve mTORC2’nin

raptor ve riktor alt iinitelerinin ekspresyonlariin incelenmesi gereklidir.

Alzheimer hastaligt (AD) olan insan beyinlerinden elde edilen kanitlarla, p-mTOR
seviyelerinin ve downstream hedeflerinden ikisi olan p70S6K ve Okaryotik ¢eviri
faktorii 4E'min (elF4E) yas eslestirilmis kontrol vakalarina kiyasla arttigi ve AD olan
insan beyinlerinde daha yiiksek mTOR aktivitesinin bulundugu gosterilmistir (Chang ve
ark., 2002; Lafay-Chebassier ve ark., 2005). Li ve arkadaslar1 (2005) AD vakalarinda
beynin medial temporal korteksinde Ser2481'de fosforile mTOR diizeylerinde kontrol
grubuna gore 3 kat artis oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglar daha sonra fosfoSer2448-
mTOR / toplam mTOR oraninin AD'li beyinlerde kontrol vakalarina kiyasla ~2.6 kat
daha yiiksek oldugunu bildiren baska bir grup tarafindan da tekrarlanmistir (Griffin ve
ark., 2005). Insan beyni ¢alismalar1 (Chang ve ark., 2002; Peel ve Bredesen, 2003;
Onuki ve ark., 2004) ve hayvan modellerinde mTOR sinyallemesinin AD beyinlerinde

arttig1 gosterilmistir.

Calismamizda mTOR’un hipokampiisiin kornu ammonis bdlgesindeki piramidal
hiicrelerin sitoplazmalarinda orta yogunlukta eksprese oldugu, dentat giriistaki
hiicrelerde ise daha zayif bir ekspresyon sergiledigi gozlendi. p-mTOR-Se2448’in ise
niiklear immiinreaksiyon gosterdigi belirlendi. Bu reaksiyonun Levotiroksin ile tedavi
edilmis hipotiroidili siganlarin 6zellikle CA3 bolgesinde diger gruplardakine gore daha
zayif oldugu gozlendi. Bu bulgulara paralel olarak calismamizda hipotiroidili grupta
glikoz diisiikliigline bagli olarak AMPK’nin 3 ve 7y diizenleyici alt birimlerinin,
Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili grupta ise glikoz seviyesinde disiikliik
olmaksizin AMPK’nin a katalitik alt biriminin aktive oldugunu gdsteren bulgularimiz,
bu gruplarin hipokampiisiinde mTOR’un baskilanmas1 gerektigini diistindlirdii. Western

blot analiz sonuglarimiz hipotiroidili grupta p-mTOR-Se2448un ekspresyon diizeyinin
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diger gruplara gore daha yiiksek, mTOR diizeyinin ise kontrol grubu sicanlarinkine
yakin oldugunu gosterdi. Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili sigcanlarin
hipokampiis 6rneklerinde mTOR ekspresyon diizeylerinin diger gruplara gore en
yiiksek, p-mTOR-Se2448 diizeylerinin ise en diisiik oldugu tespit edildi. mTOR ve p-
MTOR-Se2448’in  ekspresyon  diizeyleri  agisindan  gruplarast  farkliliklar
degerlendirildiginde ise mTOR ekspresyonu agisindan gruplar arasindaki farklilik
onemsiz iken, p-mTOR-Se2448 ekspresyonun hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi
edilmis gruplar arasinda anlamlhi farklilik tasidigi belirlendi (P<0.05). Bu bulgular
AMPK bulgular ile birlestirildiginde Levotiroksin ile tedavi edilmis grupta aktive olan
katalitik AMPKao’nin mTOR’un fosforilasyonunu engelledigini, ancak hipotiroidili
grupta aktive olan diizenleyici AMPKP ve AMPKy’nin mTOR’u baskilamakta yetersiz
kaldigim1 gostermektedir. Nitekim onceki ¢alismalarda glikoz yetersizliginin AMPK'yi
etkinlestirdigi ve mTORC?2 sinyalini ve mTOR fosforilasyonunun AMPK'ye bagli bir
sekilde tesvik ettigi gosterilmistir (Kazyken ve ark., 2019).

ULK1 ve ULK2, mitokondriyal hasar, enfeksiyon, proteotoksik stres veya cesitli
metabolik stres formlarma yanit olarak indiiklenen secici ve segici olmayan otofajide
onemli roller oynar (Noda ve Fujioka, 2015). ULK1 aktivitesi yani fosforilasyonu
mTORCI tarafindan diizenlenir, fakat mTORC1’den bagimsiz olarak AMPK ile de
aktive edilebilir (Alers ve ark., 2012). Besin / enerji tiikenmesine yanit olarak ULK1,
birden fazla alt birimi fosforile ederek (Egan ve ark., 2015; Russell ve ark., 2013)
ATG14-BECN1-VPS34 igeren PI3-kinaz kompleksini aktive eder ve bdylece
otofagozom sekillenme bolgelerine PI3P baglayan proteinlerin tasinmasini saglar.
Bununla birlikte, metabolik stresin yoklugunda bile, ULK1 / ATG1 kompleksinin
otofajiyi indiikleyen aktivitesi, kargo reseptorleri ile etkilesim yoluyla hiicre igi
patojenleri ve yiikii ortadan kaldirmak i¢in uyarilabilir (Huang ve Brumell, 2014).
Onceki galismalar memelilerde ULK1 ve ULK2’nin mTORC] sinyal yolaginda negatif
etkisi oldugunu gostermistir (Jung ve ark., 2011). ULK1 raptor ve mTOR ile besince
zengin ortamda etkilesimde bulunmakta, ancak aglik durumunda bu etkilesim oldukca
bliylik bir oranda azalmaktadir (Hosokawa ve ark., 2009). Ayrica ULK1, raptorun
fosforilasyonu saglar ve mTORC1’in kinaz aktivitesini inhibe eder (Jung ve ark., 2011).
Spesifik amino asitlerin, biiyiime faktorlerinin veya ATP’nin diisiik konsantrasyonlari,
hipoksi, belirli protein agregatlar1 ve endoplazmik retikulum stresi mTORC1’1 baskilar,

boylece ULK1 ve ULK2’yi aktive eder ve otofajiyi baglatir. Noronlarda mTORCI1’in
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inaktivasyonu ile ULK1 ve ULK2’nin aktivasyonu, otofaji yerine protein sentezini
destekleyen bu kompleksin aktivasyonu arasinda geg¢is yapmak sinaptik plastisite,
dendritik arborizasyon ve miyelinizasyon gibi ¢esitli ndronal fonksiyonlar1 etkiler

(Nixon, 2013).

ULKI1 merkezi sinir sisteminde beyincikte ve hipokampiiste yiiksek diizeylerde
eksprese edilir. ULK1 ve ULK2’nin beyinde eksikliginin farelerde norolojik defektler
olusturdugu 6zellikle hipokampiisin  CAl bdlgesinin  piramidal noronlarda
dejenerasyona neden oldugu gosterilmistir (Joo ve ark., 2016). Sunulan calismada
farelerdekine (Joo ve ark., 2016) benzer olarak sicanlarda hipokampiisiin kornu
ammonis ve dentat girus bolgesinde ULK1’in ve p-ULK1-S556’nin tiim hiicrelerde
sitoplazmik ekspresyonu goriildii. Hipokampiisiin kornu ammonis ve dentat girus
bolgelerindeki ULK1 immiinreaksiyonunun genel olarak hipotiroidili siganlarda daha
yogun oldugu, Levotiroksin ile tedavi edilmis sicanlarda ise diger gruplara gore daha
zaylf bir boyanmanin oldugu gozlendi. Hipotiroidili ve Levotiroksin ile tedavi edilen
hipotiroidili gruptaki sicanlarin hipokampiisiinde p-ULK1-S556 immiinreaksiyonunun
genel olarak hipokampiis bolgelerinde kontrol grubuna gore daha zayif oldugu tespit
edildi. Western blot analiz sonuglarina gére ULK1 ekspresyon diizeyinin hipotiroidili
gruptaki si¢anlarin hipokampiisiinde en yliksek, Levotiroksin ile tedavi edilmis gruptaki
hayvanlarda ise en diisiik oldugu belirlendi. ULK1 ekspresyonu gruplar arasinda
karsilagtirildiginda kontrol grubu ile hipotiroidi grubu ve kontrol grubu ile Levotiroksin
ile tedavi edilmis grup arasinda énemli farklilik gézlenmezken, Levotiroksin ile tedavi
edilmis gruptaki sicanlarin hipokampiisiinde ULK1 diizeyinin hipotiroidili gruptakinden
onemli Ol¢iide daha diisik oldugu (P<0.05) tespit edildi. p-ULKI1 diizeyinin ise
Levotiroksin ile tedavi edilmis grupta en diisiik oldugu ve bu grup ile kontrol grubu
arasindaki farkliligin  6nemli oldugu (P<0.05) belirlendi. Bu sonuclar mTOR
sonuclartyla birlikte ele alindiginda hipotiroidili siganlarin hipokampiisiinde mTOR’un
ULK1’1 baskiladigin1 yani ULK1’in aktive olmadigin1 gostermektedir. Levotiroksin ile
tedavi edilmis hipotiroidili si¢anlarin hipokampiislerinde hem p-ULK1-S556 hem de
ULK1 ekspresyonunun diisiik olmasinin nedeni agiklanamamais olup, baska bir proteinin
veya sinyal yolaginin etkili olabilecegi ileri siiriilebilir. Bu konunun daha detayli
aragtirtlmas1 gerekmektedir. Bununla birlikte artan AMPK’nin glikoz yetersizliginde

ULKT’i aktive etmesi (Kim ve ark., 2011) beklenirken, glikoz yetersizliginde mTOR
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aktivitesinin fazla olmasit AMPK-ULKI1 etkilesimini bozdugu i¢in (Kim ve ark., 2011)
hipotiroidili gruptaki siganlarin hipokampiisiinde ULK1’in aktive olmadig1 s6ylenebilir.

Maya Atg6'nin memeli ortologu Beclin 1, hiicre stresi donemlerinde artan ve hiicre
dongiisii sirasinda azalan, otofajide merkezi role sahip bir proteindir (Kang ve ark.,
2011). Beclin-1 Bcl-2 homoloji (BH3) motif, ¢ift kivrimli alan (CCD) ve evrimsel
olarak korunmus alan (ECD) olmak iizere tanimlanan bir ¢ok proteinle etkilesimini
saglayan 3 bolge igerir (Kang ve ark., 2011). ECD Beclin 1’in otofajiye araci olmasi ve
tiimorogenezisin baskilanmasi i¢in gereklidir. Beclin 1 ayrica, verimli niiklear disa
aktarma sinyalinden sorumlu olan kisa bir 16sin agisindan zengin amino asit dizisi igerir
(NES). Beclin 1 NES’in mutasyonlari, besin yoksunluguna bagli otofajiyi tesvik etme
ve tlimor olusumunu baskilama yeteneklerini ortadan kaldirir (Liang ve ark., 2001).
Beclin 1, otofagozom olusumu ve otofajinin baslamasi i¢in gerekli olan Simif III
Fosfatidilinositol 3-Kinaz Vps34 kompleksinin temel bir bileseni olarak islev goriir (He
ve Levine, 2010; Furuya ve ark., 2005). Beclin 1 ayrica kendi kendine etkilesime girme
yetenegine sahiptir. Evrensel bir oligomerizasyon alan1 olan CCD, Beclin 1'in kendi
kendine etkilesimine ve dimer olusumuna in vivo ve in vitro aracilik eder (Adi-Harel ve
ark., 2010). Normal biiylime kosullart altinda Beclin 1, gesitli Bcl-2 aile iiyelerine
baglanirken, Bcl-2'den ayrilmasi otofajiye aracilik eder (Pattingre ve ark., 2005.).
Glikoz eksikligi sirasinda AMPK, normal kosullarda otofajiyi inhibe eden p53°i
fosforile eder. Bu durumda p53 ¢ekirdege tasinir ve DAPKI1 gen ekspresyonunu
indiikler. DAPK1 Beclin 1’1 fosforile eder ve Beclin 1’1 gesitli Bcl-2 aile {iyelerinden
ayirarak otofajinin indiiksiyonuna neden olur (Moruno ve ark., 2012). Erlich ve
arkadaglarinin (2006) yaptig1 bir ¢alismada travmatik beyin hasar1 olusturulan farelerde
Beclin 1’in otofajinin bir indikatdrii oldugu ve Beclin 1 ekspresyonunun korteks,
serebellum ve hipokampiisteki astrositlerde ve noronlarda arttigini gostermistir. Yapilan
bagka bir arastirmada ise Beclin 1’in immiin lokalizasyonunun farelerde, dogumdan
sonraki gelisim siireci boyunca sitoplazmadan ¢ekirdege progresif olarak ge¢is yaptigi,
aclik durumunda ise ¢ekirdekten tekrar sitoplazmaya lokalize oldugu gosterilmistir (Xu
ve ark., 2017). Benzer olarak sunulan tez ¢alismasinda immiinohistokimyasal analizde
Beclinl’in hipokampiisiin kornu ammonis ve dentat girus bolgesindeki piramidal
ndronlarin sitoplazmalarinda lokalize oldugu belirlendi. Her {i¢ gruptaki sicanlarda
hipokampilis ndronlarinda benzer hiicresel lokalizasyon goriilmesi nedeni ile

hipotiroidili grupta glikoz seviyeleri diisiik olsa bile Beclin 1’in sitoplazmik yerlesim
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gosterdigi sonucuna varildi. Erlich ve arkadaslar1 (2006) yiiksek diizeyde Beclin 1
eksprese eden noronal hiicrelerin ¢ekirdek morfolojisinde degisiklik meydana
getirmeksizin hasarlanmis DNA’ya sahip oldugunu ancak Beclin 1 agir1 eksprese eden
bu nodronlarin dlmeyecegini rapor etmislerdir. Bu yazarlar ayni zamanda yaralanma
yerinde Beclin 1’in yiikselmesinin hasarli hiicreleri azaltmak icin gelismis otofajiyi
temsil ettigini bildirmislerdir (Erlich ve ark., 2006). Ayrica cesitli norodejeneratif
hastaliklarda Beclin 1’in asir1 ekspresyonunun noronal hiicre dliimiinii 6nleyebildigi ve
direkt veya indirekt olarak otofajik sinyal yolagi araciliiyla toksik protein kiimelerinin
temizlenmesini saglayabildigi gosterilmistir  (Spencer ve ark., 2009). Bu tez
calismasinda hipokampiis noronlarinda kayda deger bir morfolojik hasar tespit
edilmemistir. Ancak Ozellikle Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili gruptaki
sicanlarin  hipokampiislerinde Beclin 1 ekspresyonunun yiiksek olmasi, Erlich ve
arkadaslarinin  (2006) bildirdigine benzer olarak hipotiroidi olusumu sirasinda
hipokampiis noéronlarinda meydana gelen olasi molekiiler degisikliklerin tedavi ile

diizeltilmesinde Beclin 1’in islevinin olabilecegi goriisiinii akla getirmektedir.

Sequestosome-1 (SQSTMI1) olarak da bilinen p62, otofaji i¢in belirli kargolar
hedefleyen bir faktordiir (Rusten ve Stenmark, 2010). Otofajiyi saglayan
mekanizmalardan bazilar1 bozuldugunda, p62, ubikitin iceren agregatlarla birikir.
p62'nin genetik ablasyonu, hepatositlerde ve néronlarda ubikuitin pozitif protein
agregatlarinin goriiniimiinii baskilar, bu da p62min inkliizyon cisimcigi olugumunda
onemli bir rol oynadigin1 gosterir (Komatsu ve ark., 2007). p62 / SQSTMI1, otofaji ve
sinyal verme gibi farkli hiicresel islemlerde merkezi bir iskele proteini gérevi géren ¢ok
islevli bir adaptor proteindir (Katsuragi ve ark., 2015). p62 kiimelenme egilimindedir ve
insan hiicrelerinde siklikla p62 cisimcikleri olarak bilinen ayr1 noktacik seklinde
gozlemlenir (Lamark ve ark., 2003). Bu cisimlerin olusumu, p62’nin amino-terminal
PB1 alanmna baghdir (Lamark ve ark., 2003) ve PBI1 p62’nin kendisiyle
oligomerizasyonunu saglar (Rogov ve ark., 2014). PB1 alanlari, otofaji, sinyal verme,
hiicre boliinmesi ve redoks siireglerinde yer alan protein komplekslerinin yapilmasinda
kritik rollere sahip protein etkilesim modiilleridir (Moscat ve ark., 2006). p62'nin
otofajinin yan1 sira farkli hiicresel sinyallerde gorev yaptigi gosterilmistir (Liu ve ark.,
2016). Bir otofaji reseptdrii olarak p62, kargo proteinlerini otofagozom membran ile
birlestirir. p62'nin PB1 aracili oligomerizasyonu, secici bir otofaji reseptorii olarak

islevi i¢in gereklidir (Itakura ve Mizushima, 2011). p62'nin C-terminal UBA alani,
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ubiquitinlenmis kargoyu yakalar ve LIR motifi, kargo-reseptor kompleksini
otofagozomal membranin yiizeyine tutturulmus olan LC3'e yonlendirir (Bjerkey ve ark.,
2005; Pankiv ve ark., 2007). p62'nin protein homeostazina katilimi nedeniyle, otofaji
veya oksidatif stresin bozulmasi, p62'nin kiimelenmesine veya artmasina neden olur
(Carroll ve ark., 2018). Omurgalilarda p62, ubikitin ve otofajinin LC3 bileseni ile
etkilesimi yoluyla protein agregatlarinin ve mitokondri dahil hasarli organellerin
otofajik olarak uzaklastirllmasini diizenler (Johansen ve Lamark, 2011). p62 ayni
zamanda mTORCI ile de iligkilidir. p62 ekspresyonu bloke edildiginde agliga yanit
olarak mTORCI inhibisyonu yoluyla otofajiyi aktive eder, ¢iinkii p62, mTORC1'in
pozitif bir diizenleyicisidir (Duran ve ark., 2011). Bu veriler erken otofajik yapilarin
protein agregatlarinin ylizeyinde direkt olarak birlestigini, ve buna p62 ve upstream Atg
proteinleri arasindaki etkilesimin aracilik edebilecegini gdsterir. Daha sonra LC3
takviyesiyle fagofor sekillenir, biliyliyen ¢ift membran p62, LC3 ve diger Atg
proteinlerin etkilesimi ile p62 iceren agregati kaplar (Alemu ve ark., 2012). p62 genel
olarak sitoplazmik yerlesim gostermekle birlikte c¢ekirdekte de lokalize olur. p62’nin
subseliiler lokalizasyonunun karsinogenezle iliskili oldugu gosterilmistir (Pankiv ve
ark., 2010). Sunulan tez ¢alismasinda immiinohistokimyasal bulgular p62’nin sigan
hipokampiislerinde kornu ammonis ve dentat girus noronlarinda homojen bir
sitoplazmik boyanma sergiledigi tespit edilmistir. Hipotiroidili gruptaki sigcanlarin
hipokampiislerinde p62’nin, kontrol ve Levotiroksin ile tedavi edilmis hipotiroidili
gruptaki sicanlarin hipokampiislerindekine gore onemli derecede farkli bulunmadi
(P>0.05). Bu bulgu her ii¢ grupta p62°nin otofajiyi baslatacak kadar aktive olmadigini

gostermektedir.

Otofaji, otofaji ile ilgili genlerin (atg) kontrollii ekspresyonunu igeren oldukca
diizenlenmis bir siirectir. Otofagozomlarin olusumunda, ilk olarak ¢ift lipit membran
sekillenir. Takiben erken fagoforun olgunlagsmasiyla otofagozoma doniisiir. Olgun
otofagozom lipidlenmis ATG mikrotubiil iligkili proteinler 1A/1B hafif zincir 3
proteinlerini (MAP1LC3, LC3) igerir. Insanlarda LC3 ailesinin ii¢ iiyesi vardir: LC3A,
LC3B ve LC3C, bunlardan LC3B, otofaji i¢in bir belirte¢ ve genel otofajik akisi
degerlendirmek i¢in bir ara¢ olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Baeken ve ark.,
2020). LC3A ve LC3C'nin LC3B'ye benzer islevlere sahip oldugu 6ne siiriilmektedir,

ancak sinyal transdiiksiyonu veya viral replikasyon gibi otofaji ile iliskili olmayan
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fenomenlerde de rol oynayabilir (Subramani ve Malhotra 2013). Kesin molekiiler etki

bigimleri bilinmemektedir.

Mikrotiibiil ile iliskili protein 1 hafif zincir 3 (LC3), ilk olarak, sigan beyninden
mikrotiibiil ile iligkili protein 1A ve 1B seklinde saflastirilan bir protein olarak
tanimland1 (Mann ve Hammarback, 1994). Bu protein tiim memeli dokularinda ve hiicre
kiltlirlerinde bulunan ve molekiiler agirligr yaklasik 17 kDa olan ¢oziiniir bir proteindir.
(Tanida ve ark., 2008). LC3-II miktari, otofagozom olusumunun iyi bir gostergesi
olarak gérev yapan otofagozomlarin sayisi ile yakindan iliskilidir (Kabeya ve ark.,
2000). Ayrica, LC3B, lipide edilmemis (LC3B-I) ve lipide edilmis (LC3B-11) formda
mevcuttur. Sitoplazmada, deasetillenmis LC3B-I, fosfatidiletanolamin ile konjugasyon
yoluyla lipide edilir ve boylece LC3B-Il'ye doniistiiriilir ve bu da otofagozomlar
tarafindan toplanir. LC3A ve LC3C'nin benzer bir sekilde diizenlenip diizenlenmedigi
hala bilinmemektedir (Baeken ve ark., 2020). Otofajik kaskad i¢in LC3B'nin hiicresel
yerlesimi detayli incelenmesine karsin LC3A ve LC3C'nin subseliiler yerlesimi
hakkinda az sayida galisma bulunmaktadir (Koukourakis ve ark., 2015). LC3C'nin
sekretuar ve otofajik yolu birbirine bagladig: (Stadel ve ark., 2015), ayrica ksenofajide
ve mitokondrinin mitofaji i¢in spesifik hedeflenmesinde rol oynadigi bildirilmistir (von
Muhlinen ve ark., 2012). LC3A ve LC3C, Parkin'den bagimsiz mitofaji yolaklariyla
iligskilendirildiginden LC3A’nin da mitofajide de rol oynayabilecegi ileri slirlilmiistiir
(Mohan ve Wollert, 2018). Baeken ve arkadaslari (2020) insan primer fibroblast
kiiltiirlerinde ~ LC3B’nin  lokalizasyonunun  ¢ekirdekle  sinirh oldugunu,
LC3A’nin sitoplazmada, LC3C’nin ise her iki kompartmanda da lokalize oldugunu
gostermistir. Sunulan ¢alismada iki farkli otofagozom belirteci antikor (MAP1LC3A ve
MAPLC3w/B) kullanildi.  Immunohistokimyasal ~ bulgularimiz ~ tiim  gruplarin
hipokampiislerinde MAPLC3a/f ve MAPLC3A’nin Baeken ve arkadaslari (2020)
tarafindan bildirilenlere benzer olarak CA bolgelerinde stratum piramidale
katmanindaki ve dentat girusun graniiler hiicre katmanindaki néronlarin
sitoplazmalarinda yerlestigini gosterdi. MAPLC30/f ile boyanan bazi ndronlarda
intraniiklear boyanmanin bulundugu goriildii. Sitoplazmik reaksiyonun kuvvetli ve
homojen bir boyanma tarzinda oldugu dikkat cekti. Bu bulgular LC3’lin ndéronlarda

yapisal olarak eksprese oldugunu gostermektedir.
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Endojen LC3, SDS-PAGE ve immiinoblotlamay1 takiben iki bant olarak tespit edilir.
Bunlar: sitozolik olan LC3-1, digeri ise fosfatidiletanolamin (PE) ile konjuge olan ve
izole membranlarda, otofagozomlarda ve daha az olarak otolizozomlarda bulunan LC3-
II'dir (Mizushima ve Yoshimori, 2007). LC3-II'nin molekiiler agirligi, PE ilavesinden
dolay1 LC3-I'den daha fazla olmasina ragmen, LC3-1l, SDS-PAGE'de muhtemelen asir1
hidrofobikliginden dolayr LC3-I'den daha hizli hareket eder. LC3-1 16 kDa civarinda bir
molekiiler agirliga sahip iken LC3-II 14 kDa’dur. Calismamizin western blot analiz
sonuclar1 tiim gruplarin sigan hipokampiislerinde her iki antikorun yaklasik 18 kda
molekiiler agirliga sahip tek band olarak eksprese oldugunu gosterdi. Bulgularimiza
benzer olarak Mann ve Hammarback (1994) sigan beyin ekstraktlarinda sadece 18 kDa
agirhgindaki LC3’lin ekspresyonunu bildirirken Kabeya ve arkadaslart (2000) sigan
beyninde 16 kDa agirliginda LC3’lin diisiik seviyelerde bulundugunu buna karsilik 18
kDa agirhigindaki LC3’tin daha fazla eksprese edildigini belirtmislerdir. Kabea ve
arkadaglar1 (2020) ayrica LC3’tin 18 kDa ve 16 kDa agirligina karsilik gelen formlarini
LC3-1 ve LC-II olarak adlandirmislardir. Bu bilgilere dayanarak calismamizda saptanan
18 kDa agirligina karsilik gelen bandin LC3-I oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica western
blot analiz sonuc¢larimiz her iki otofagozom belirtecinin ekspresyon diizeylerinin gruplar
arast1 Onemli farklibk tagimadigini  gosterdi (P>0.05). Bu durumun sigan
hipokampiisiinde sadece LC3-I’in eksprese olmasi ile iligkili olabilecegini

diistinmekteyiz.

Ozetle bulgularimiz PTU nun siganlarda primer hipotiroidizmi sekillendirdigini, ancak
glikoz seviyesini anlamli olarak diisiirmesine ragmen hipoglisemi olusturmadigini
ortaya koymaktadir. Immiinohistokimyasal sonuglarimiz otofaji ile iliskili proteinlerin
sican hipokampiislerinde yapisal olarak eksprese oldugunu gostermektedir. Western blot
(WB) analiz sonuglar ise hipotiroidili grupta katalitik AMPKal1/2’nin aktiflesmedigini,
bu nedenle mTOR’un aktiflesmesini baskilamadigini, aktiflesen mTOR’un AMPK’nin
ULKI1 ile etkilesmesini Onledigi ve dolayist ile otofajiyi inhibe ettigini kanitlar
niteliktedir. Ayrica Beclin 1, LC3 ve p62°nin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda
farklilik gostermemesi de otofajinin indiiklenmediginin 6nemli kanitt olabilir.
Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili grupta ise WB sonuglari katalitik AMPK’ nin
aktiflestigini, bu nedenle mTOR’un aktiflesemedigini ortaya koymaktadir. Ancak bu
grupta hem ULKL ile p-ULK1-S556 ve hem de TSC2 ile p-TSC2-Thrl462

ekspresyonlarinin zayif oldugunun belirlenmesi bu konuyla ilgili detayli ¢alismalarin
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yapilmasint gerekli kilmaktadir. Sonu¢ olarak bu bulgular PTU ile indiiklenmis
hipotiroidizmin otofaji ile iligkili ¢esitli proteinlerin ekspresyonlarii AMPK sinyal

yolag1 tizerinden 6nemli 6l¢lide degistirmedigini gostermektedir.
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