179, eIOO(]

20T Med0 e WI[IqEUY HO[OALIQUIH A IIO[OISTH JOULIIOA  YNNS dIwo) nAng

T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU
VETERINERLIK HiSTOLOJi VE EMBRIYOLOJI ANABILIM DALI

HIiPOTIROIDi OLUSTURULMUS SICAN MODELINDE BULBUS
OLFAKTORYUS’DA OTOFAJININ ARASTIRILMASI

Hazirlayan

Duygu Cemre SUNA

Damsman

Prof. Dr. Narin LIMAN

Doktora Tezi

Ocak 2024
KAYSERI




T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
VETERINERLIK HISTOLOJi VE EMBRiYOLOJIi ANABILIM DALI

HIiPOTIROIDi OLUSTURULMUS SICAN MODELINDE BULBUS
OLFAKTORYUS’DA OTOFAJININ ARASTIRILMASI

Doktora Tezi

Hazirlayan

Duygu Cemre SUNA

Damsman

Prof. Dr. Narin LIMAN

Bu Tez Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TDK-

2020-9923 kodlu proje ile desteklenmistir.



BIiLIMSEL ETiGE UYGUNLUK

Bu tezin arastrmam oldugunu, tiim bilgi ve verilerin akademik ve etik kurallara
uygun bir sekilde elde edildigini beyan ederim. Ayni zamanda akademik ve etik
kurallarin gerektirdigi gibi tiim materyal, metod ve sonuglar1 tam olarak yansittigimi,
diger arastirmacilarin makalelerinden alint1 yaptigimda ilgili eserlere bilimsel
kurallara uygun olarak atifta bulundugumu ve kaynaklar listesinde gosterdigimi

belirtirim.

Adi-Soyadi: Duygu Cemre SUNA

Imza:



YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

"Hipotiroidi Olusturulmus Sican Modelinde Bulbus Olfaktoryus’da Otofajinin
Arastirilmas1" adli Doktora Tezi, Erciyes Universitesi Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez

Yazma YoOnergesi’ne uygun olarak hazirlanmigtir.

Tezi Hazirlayan Damisman

Duygu Cemre SUNA Prof. Dr. Narin LIMAN

Anabilim Dah Baskani
Prof. Dr. Feyzullah BEYAZ

ii



Prof. Dr. Narin LIMAN damsmanliginda Duygu Cemre SUNA tarafindan
hazirlanan “Hipotiroidi Olusturulmus Sican Modelinde Bulbus Olfaktoryus’da
Otofajinin Arastinnlmasi” adli bu galisma jiirimiz tarafindan Erciyes Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Veteriner Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda

Doktora tezi olarak kabul edilmistir.

11.01.2024
JURI Imza
Danisman: Prof. Dr. Narin LIMAN
Uye: Prof. Dr. Meryem EREN
Uye: Prof. Dr. Feyzullah BEYAZ

Uye: Prof. Dr. Hakan SAGSOZ

Uye: Prof. Dr. Sema USLU

ONAY
Bu tezin kabulii Enstiti Yonetim Kurulunun.....tarih ve sayili karar1 ile
onaylanmustir.
...... S A
Prof. Dr. Bilal AKYUZ

Enstitii Miidiirii

iii



TESEKKUR

Bu tez g¢alismasinin planlanmasi, yuritilmesi ve yazilmas: konusunda gostermis
oldugu destek ve yardimlarindan &tiirii tez danismanim Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Narin LIMAN’a tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica
TDK-2020-9923 proje kodu ile tez projemi destekleyen Erciyes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi ve Birim Personeline, tezimin deney hayvani protokoltniin
tiim asamalarinda ve laboratuvar galismalarinda yardimct olan Erciyes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi Dog. Dr.
Aykut GRAM’a, Biyokimya Anabilim Dali1 6gretim iiyesi Dr. Ogretim Uyesi Meryem
SENRURK’e, Dr.Veteriner Hekim Ural Kemal KAVRAAL’a, Saglik Bilimleri
Enstitisti Veteriner Biyokimya Anabilim Dali Doktora ¢grencisi Veteriner Hekim
Kaan BOZBEK’e ¢ok tesekkiir ederim. Ayrica Doktora egitimim siiresince vermis
olduklart derslerle Histoloji ve Embriyoloji Bilim alaninda temel bilgi birikimimin
olusturulmasinda katki saglayan Veteriner Fakiltesi Histoloji Embriyoloji Anabilim
Dal1 Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Giiner KUCUK BAYRAM’a, Prof. Dr. Feyzullah
BEYAZ’a ve Prof. Dr. Emel ALAN’a tesekkiirlerimi sunarim. Caligmalarim siiresince
bir¢ok fedakarliklar gosterip destek olan esim Fatih SUNA’ya ve ¢ocuklarima en igten

duygularla tesekkiir ederim.

Duygu Cemre SUNA
Kayseri, Ocak 2024

v



HiPOTIiROIDi OLUSTURULMUS SICAN MODELINDE

BULBUS OLFAKTORYUS’DA OTOFAJININ ARASTIRILMASI
Duygu Cemre SUNA

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi, Ocak 2024
Damisman: Prof. Dr. Narin LIMAN

OZET

Bu tezde hipotiroidizm olusturulmus ve hipotiroidizm olusturulup tedavi edilmis
eriskin sigan modelinde tiroid bezi disfonksiyonuna bagli olarak sekillendigi bildirilen
olast koku alma bozukluklarinda bulbus olfaktoryus (OB) dokusunda otofajinin
roliiniin olup olmadig: arasgtirildi. Bu amagla OB’de AMPK, mTOR, TSC2, ULK1,
Beclin 1, p62 ve LC3 gibi otofajinin ¢esitli asamalarini diizenleyen proteinlerin
lokalizasyonlar ve goreceli miktarlarinin degisip degismedigi ve eger degisiyorsa bu
degisimin otofajinin indiklenmesi veya inhibe olmasi yoninde olup olmadig
immunohistokimya ve Western blot (WB) analiz teknikleri kullanilarak incelendi.
Caligmada 48 adet erkek erigkin (2-2.5 aylik) Wistar Albino si¢anlara ait OB doku
ornekleri kullanildi. Siganlar her grupta 16 adet bulunacak sekilde kontrol, hipotiroidli
ve tedavi edilen hipotiroidli grup olmak tizere rastgele 3 gruba ayrildi. Kontrol grubuna
(CON) 1 ml serum fizyolojik, hipotiroidi grubuna (PTU) 10 mg/kg propiltiyourasil
(PTU) 28 giin sireyle intraperitoneal enjeksiyonla uygulandi. Tedavi edilen
hipotiroidli grupta (PTU+L) 6ncelikle hipotiroidizm olusturuldu ve takiben bu gruba
15 gin sureyle 5 pg levotiroksin (LT4) 1 ml serum fizyolojik i¢inde intraperitoneal
olarak enjekte edildi. Denemelerin bitimini takiben koku alma fonksiyonundaki
degisiklikleri belirlemek amaciyla hayvanlara gomiili-yiyecek arama testi uygulandi
ve sonra yapilacak analizler i¢in doku 6rnekleri alindi. Koku alma testinde yemi bulma
stresinin CON grubunda en kisa, PTU+L grubunda ise en uzun oldugu ve bu siirenin
hem CON hem de PTU grubundaki stirelerden onemli olgiide farklilik tasidigr
belirlendi. WB  sonuglart  p-AMPKo-1/2(Thr183/Thr172)/AMPKal/2,  p-
ULK1(Ser467)/ULK1, p-TSC2(Thr1462)/TSC2 ve Beclin 1/p62(SQSTMI)
oranlarinin CON grubunda en dusiik, PTU+L grubunda en yiiksek oldugunu, mTOR
ekspresyonunun ise PTU grubunda en dusik, MAPLC30/p ve MAP1LC3A’nin ise bu
grupta en yiksek oldugunu, ancak gruplar arasi tim farkliliklarin énem tagimadigini
(P>0.05) gosterdi. Immiinohistokimyasal analiz sonuglart OB’nin sinir telleri
katmaninda AMPKal/2 ve p-AMPKa-1/2(Thr183/Thr172), glomertler néropilde
AMPKa1/2, p-AMPKa-1/2(Thr183/Thr172), ULK1, pULKI(Ser467), p-mTOR,
p62/SQSTM1 ve MAPILC3A’nin, periglomeriler hiicrelerde  p-AMPK
a1/2(Thr183/Thr172), ULK1, p-ULK1(Ser467) ve mTOR’nin, puskillii ve mitral
hiicrelerde Beclin 1 hari¢ incelenen diger proteinlerin bulundugunu gosterdi. Ayrica
periglomeriller noropildeki, dis pleksiform katman, mitral hiicreler katmanindaki



akson ve dendritler ile granul hiicreler katmanindaki sinir tellerinde de incelenen tiim
proteinlerin varlig1 saptandi. Sonug olarak birlikte degerlendirildiginde bu bulgular
hipotiroidizmden ziyade levotiroksin tedavisini takiben koku fonksiyonunun
bozuldugunu ve tiroid disfonksiyonunda otofaji biyobelirteglerinin normal OB’ye
kiyasla degistigini ve OB’yi olumsuz bir ortama adapte etmek i¢in yuksek diuzeyde
olmasa bile otofajinin aktive edildigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Olfaktér Bulbus; Hipotiroidizm; Otofaji ile iligkili ptoteinler

vi



INVESTIGATION OF AUTOPHAGY IN THE OLFACTORY

BULB IN A RAT MODEL OF HYPOTHYROIDISM
Duygu Cemre SUNA
Erciyes University, Graduate School of Healthy Sciences
Department of VeterinaryHistology and Embryology
Ph. D. Thesis, January 2024
Supervisor: Prof. Dr. Narin LIMAN

ABSTRACT

In this thesis, we investigated whether autophagy in the olfactory bulb (OB) tissue
plays a role in possible olfactory impairments reported to occur due to thyroid gland
dysfunction in hypothyroidism-induced and hypothyroidism-induced and treated adult
rat models. For this purpose, we examined whether the localization and relative
amounts of proteins regulating various stages of autophagy, such as AMPK, mTOR,
TSC2, ULK1, Beclin 1, p62 and LC3 are altered in OB and, if so, whether this
alteration is in the direction of induction or inhibition of autophagy using
immunohistochemistry and Western blot (WB) analysis technique. OB tissue samples
of 48 adult male Wistar Albino rats (2-2.5 months old) were used in the study. The rats
were randomly divided into three groups, including control, hypothyroid, and treated
hypothyroid groups, with 16 rats in each group. The control group (CON) was treated
with 1 ml saline, and the hypothyroid group (PTU) was treated with 10 mg/kg
propylthiouracil (PTU) by intraperitoneal injection for 28 days. In the treated
hypothyroid group (PTU+L), hypothyroidism was first induced, and then 5 pg
levothyroxine (LT4) was injected intraperitoneally in 1 ml saline for 15 days.
Following the end of the experiments, animals were subjected to buried food-seeking
test to determine changes in olfactory function, and tissue samples were taken for
further analysis. In the olfactory test, the time to find the food was the shortest in the
CON group and the longest in the PTU+L group, and this time was significantly
different from the times in both CON and PTU groups. WB results showed that p-
AMPKo-1/2(Thr183/Thr172)/AMPKa1/2, p-ULK1(Ser467)/ULK1, p-
TSC2(Thr1462)/TSC2 and Beclin 1/p62(SQSTM1) ratios were the lowest in the CON
group and the highest in the PTU+L group, mTOR expression was lowest in the PTU
group, and MAPLC30/B and MAPILC3A were highest in this group, but all
differences between groups were not significant (P>0. 05). Immunohistochemical
analysis showed that AMPKa1/2 and p-AMPKa-1/2(Thr183/Thr172) were localized
in the olfactory nerve layer of OB and AMPKal/2, p-AMPKa-1/2(Thr183/Thr172),
ULK1, pULKI1(Ser467), p-mTOR, p62/SQSTM1 and MAPILC3A, p-AMPKa-
1/2(Thr183/Thr172), ULKI1, p-ULKI1(Ser467), and mTOR were found in
periglomerular cells. All proteins except Beclin 1 were present in the tufted and mitral
cells. In addition, axons and dendrites in the periglomerular neuropil, outer plexiform
layer, and mitral cell layer, and nerve fibers in the granule cell layer showed the
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presence of all proteins examined. Taken together, these findings suggest that olfactory
function is impaired following levothyroxine treatment rather than hypothyroidism,
that autophagy biomarkers are altered in thyroid dysfunction compared to normal OB,
and that autophagy is activated, even if not at a high level, to adapt OB to an adverse
environment.

KeyWords: Olfactory bulb; Hypothyroidism; Autophagy-related ptoteins
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- Insiilin reseptorii

: Immiin boyanma yogunlugu skoru

. Ara dig pleksiform tabaka

- Ig puiskiillii hiicresi (iT)

. Jukstaglomertil hiicreler

: Jun N-terminal kinaz

. Potasyum

- Kilodalton

: Kelch benzeri ECH ile iligkili protein 1
. Pentapeptit motifli protein

- Kilogram

: Keapl etkilesimli bolge

: Otofaji ile dolayl iligkili protein

- Litre

: Lizozomla iligkili membran proteini tip 2A
- LC3-iligkili fagositoz

- Mikrotiibtlle iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3
- Mikrotiibille iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3 ek varyanti
: LC3'tn sitozolik formu

: LC3-PE konjugati

- Ge¢ endozom

- Luteinlestirici hormon

- LC3 ile etkilesen bolge
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LKB
LNG
LOT
LT3
LT4
MAPK
MAG
MAPI1LC3
MAPKAPK2
mcg
Mc/MC
M1
M:II
MCL
mGIuR
MIT
mlU
mLST8
mM
MMI
MOB
MOS
MSC
MSS
MRI
mRNA
M/T
mSIN1
mtTFA
mTC
mTOR
mTORC

- Liver kinaz B

. Lateral burun bezleri

- Lateral koku alma yolu (lateral olfaktor trakt)
. Liotironin (L-trityodotironin)

. Levotiroksin

. Mitojenle aktiflesen protein kinaz

: Miyelinle iligkili glikoprotein

: Mikrotiibil iligkili protein 1 hafif zincir 3
: Otofaji ile dolayl iligkili protein

: Mikrogram

- Mitral hiicre

: Tip I mitral hiicresi

. Tip II mitral htcresi

: Mitral hiicre katmani

. Metabotropik glutamat reseptorii

: Monoiyodotirozin

. Mili uluslararast birim

: Sec13 protein 8 ile memeli 6lumciil veya TORC alt birimi LST8
: Milimolar

: Metimazol

. Ana olfaktor bulbus (Ana koku alma sogani)
: Ana olfaktor sistem

. ER aracili temas bolgeleri

. Merkezi sinir sistemi

: Manyetik rezonans goriintileme

: Mesajct Ribo Niikleik Asit

- Mitral/puskulla hicre

: MAP kinazla etkilesen protein 1

: Mitokondriyal transkripsiyon faktori A

- Orta puskulli hiicre

: Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi

: Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi
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mTORC1
mTORC2
mTC
MVB'
MVC

mg

mm

mM

mA

ml

N

n

ng

nmol

ns

Na
NADPH-d
NaOH
NaCl
NBRI1
NDP52
NEDDA4L
NES
NFE2L2
NFKB
NG

NIS

NLS
NMDA
NoLS
NOS
NPAL

: Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1
: Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 2
- Orta puskilli (tufted) hiicre

. Coklu vezikiiler cisim

. Mikrovillar koku hiicresinin

: Miligram

: Milimetre

: MiliMolar

: MiliAmper

. Mililitre

: Normal

: Orneklem sayist

: Nanogram

: Nanomol

 Istatiksel olarak 6nemsiz

: Sodyum

- Nikotinamidadenindiniikleotid fosfat diaforaz
. Sodyum Hidroksit

. Sodyum Kloriir

: BRCA1 geninin komsusu

: 52 kDa'lik niikleer nokta proteini

: Beclinle iligkili ile dolayl1 otofajik proteini

. Nukleer Diga Aktarim Dizisi

. Nuklear faktor eritroid 2 benzeri 2

: B-hiicrelerinde kappa hafif polipeptit gen arttirict niiklear faktor
. Glomertl dizileri

. Sodyum iyodiir simporter

: Nukleer Lokalizasyon Dizisi

. N-Metil-D-aspartat

. Nukleolar Lokalizasyon Dizisi

- Nitrik oksit sentaz

. Nazopalatin kanali
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NPC - Noronal kok hiicresi onciileri

NSC - Noral kok hticreler

NSPC : Noral kok hticre onciileri

OB : Bulbus olfaktoryus

OBV . Olfaktor bulbus ventrikiilu

oC - Olfaktor korteks

OE - Olfaktor epiteli

OEC - Olfaktor gliya hiicreleri

OECs - Olfactory ven sheathing v hiicreleri
OFC : Orbitofrontal korteks

oM - Olfaktor mukoza

OMP : Koku isaretleyici protein

ON - Olfaktor ¢ekirdek (ntikleus)

ONL . Olfaktor sinir katmani

opP - Olfaktor pedinkiil

OR . Olfaktor reseptor

ORN . Olfaktor reseptor noronlart

OSN - Olfaktor duyu noronlar

ov - Olfaktorik Ventrikiil

P : Probability (anlamlilik)

p - Fosfo

p70S6K : Ribozomal protein S6 kinaz beta-1 (S6K1 olarak da bilinir)
PAS : Periodik asit Schiff

PBS : Fosfat buffersalin

PBI1 : Phox ve Bem1 alani

PC . Piriform korteks

PD : Parkinson hastalig

PE . Fosfatidiletanolamin

pE : Pars eksterna

PGC : Periglomertiler hiicre (Pg)

PGC-1la : Peroksizom proliferatorle aktive olan reseptdr gama koaktivator 1
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pH

PI

PIKK
PI3K
PI3KC3-Cl1
PI4K2A
PIP2

PKA

PKB

PKC
PLEKHM1
PMSF
PtdIns3K
PtdIns3P
PRAS40
PPAR
PRL

PTU

PTU grubu
PTU+L
grup

PV

PVDF
PVN

RAR
Rab7
RAPTOR
RGC

T3

Rheb

Rictor

: Hidrojen potansiyeli

- Fosfatidilinositol

- Fosfatidilinositol 3-kinaz iligkili kinazlar

- Fosfatidilinositid 3-kinaz

: Siuf II PI3K kompleksi 1

- Fosfatidilinositol 4-kinaz tip 2 alfa (P14KlIla)

- FDAGosfatidilinositol 4,5-bisfosfat

: Protein kinaz A

: Protein kinaz B

: Protein kinaz C

: Pleckstrin homoloji alani igeren protein ailesi Gyesi 1
: Fenilmetilstlfonil floriir

: Siif 1T fosfatidilinositol 3-kinaz

: Fosfatidilinositol-3-fosfat

: 40 kDa'lik prolin bakimindan zengin AKT substrati
: Peroksizom proliferatorle aktive olan reseptorii

: Prolaktin

. 6-n-propil tiourasil

: Deneysel hipotiroidizm olusturulmug grup

: Parvalbumin

- Polivinilidenflorid

: Parvalbumin eksprese eden EPL néronu

. Reseptor proteini

- Retinoik asit reseptorii

. Geg endositik membramin kiigiik GTPaz diizenleyicisi
: mTOR'un diizenleyici-iliskili proteini

- Radyal glia hiicreleri

- Reverse T3

: Beyinde zenginlestirilmig Ras homologu

: mTOR'un rapamisine duyarsiz tipi

- Deneysel hipotiroidizm olusturulduktan sonra LT4 ile tedavi edilmisg
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RIPA Buffer : Radyoimmiunopresipitasyon deney tampon soliisyonu

RNA - Ribonukleik asit

RNF216 : Otofaji ile dolayl: iligkili protein
RMS - Rostral go¢ yolu

ROS - Reaktif oksijen turleri

Rsk : Ribozomal S6 kinaz

RTK - Reseptor tirozin kinaz

RXR : Retinoid X reseptori

SAC - Kisa aksonlu hticre

SDS-PAGE : Sodyum dodesil silfat-poliakrilamid jel elektroforez

SeCys - Selenosistein

SEM : Taramal1 elektron mikroskobu

Ser . Serin proteini

s-EPL : Yuzeysel dis pleksiform tabaka

sET - Suiperfisiyal (dis) puskilli hicre

SEZ . Subependimal katman

SGA . Subgrantiler alan

SGK-1 - Serum ve glikokortikoid ile indiiklenen protein kinaz 1
SGZ : Subgrantiler bolge

Sirtl - Sirtuin 1

SLC1AS - Notr aminoasit tastyict, Coziinen tastyict aile 1 tiye 5
SNARE . Cozuniir NSF baglanma protein reseptori

SNX18 : Otofaji ile dolayl iligkili protein

SOM : Maseraseptal organi

SO : Masera'nin septal organi

SREBF2 : Sterol diizenleyici element baglayici protein 2 (SREBP2)
SRIF-ir . Somatostatin-immunoreaktif

SPSS - Statistical PackagefortheSocialSciences (Sosyal Bilimler i¢in
Istatistik Paketi)

sSA - Yizeysel kisa aksonlu hiicre

STK . Serin-treonin kinaz

STK36 . Serin/treonin kinaz 36



Strept-ABC
SUMO
SUS
STX17

SQSTM1/p62 :
: Subventrikiiler alan (SVA)

Svz

T2

T3

T4

TAC
TAK1
TB
TBG
TBS
TBS-T
TC
TECPR2
TFEB
TH

Thr
THR
THRA
THRB
TIP60
TNF-a
TPS3INP2
TPO
TRAF6
TRPMS
TRE
TRH
TRF

. Strep-Avidin Biotin Kompleks
- Kuguik Ubiquitin benzeri diizenleyici
- Sustentakular hiicre

: ER'de yerlesik protein (sintaksin 17)

Sekestozom 1 proteini

- 3,3'-dityodotironin

. Trityodotironin

- Tiroksin

- Transit ¢ogaltict hiicreler

- Dontigtiriicti buytime faktori beta ile aktive olan kinaz 1
: TNF reseptort ile iligkili baglayici alan

- Tiroksin baglayici globulin

: TrisBufferSalin

: TrisBuftferSalin-Tween 20

. Puskulli (Tufted) hiicre

. Tektonin B-pervane igeren protein 2

: Transkripsiyon faktori EB

: Tiroid hormonu

: Treonin proteini

: Tiroid hormon reseptori (TR)

- Tiroid hormon reseptori A (o, alfa)

- Tiroid hormon reseptori B (B, beta)

: Otofaji ile dolayl iligkili protein

: Tumor Nekroz Faktori alfa

. p53 induklenebilir niikleer protein 2

: Tiroid peroksidaz

: Otofaji ile dolayl iligkili protein

- Transient Receptor Potential Cation ChannelSubfamily M Member 5
: Tiroid response element (tiroid yanit elemant)
- Tirotropin salgilatict hormon

- Tirotropin salgilatici faktor
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TRHR
TRal
TRP1
TS
TSAb
TSC
TSC1
TSC2
TSH
TSHR
TSI
TTR
UBA
Ubl
ULK
ULK1
ULK2
UPS
UVRAG

WAC
WB
WIPI1
WIPI2
\%

Vb
VDACI
VG hiicresi
VIP
VNS
VNO
VPS15

- Tirotropin salgilatici hormon reseptori

: Tiroid hormon reseptori alfa 1

- Tiroid hormon reseptorii beta 1

: Tuberoskleroz

: Tiroid uyarict antikor

: Tuberoz skleroz kompleksi

: Tuberoz skleroz kompleks 1, hamartin

: Tuberoz skleroz kompleks 2, tuberin

: Tiroid stimule edici hormon

- Tiroid stimtile edici hormon reseptori (tirotropin reseptorii)
: Tiroid uyarict immunoglobulin

: Transtiretin

: Ubikuitin baglayict alan

. Ubikitin benzeri

: Unc-51 benzeri kinaz

: Unc-51 benzeri kinaz 1

: Unc-51 benzeri kinaz 2

: Ubikuitin-Proteazom Sistemi

- UV 1ginlama direnci ile iligkili gen

- Watt

: Sarmal sarmalli WW alani igeren adaptor
: Western Blot

: WD tekrar alam fosfoinozit etkilesimli protein 1
: WD tekrar alam fosfoinozitid etkilesimli protein 2
- Volt

: ve benzeri

. Voltaja bagli anyon seg¢ici kanal 1

: Van Gehuchten hiicresi

. Vazointestinal peptid

: Vomeronazal sistem

: Vomeronazal organ

: Vakuolar protein ayirma proteini 15
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VpslS
VPS34
Vps34
VSE

\/4
ZBTB16
ZKSCAN3

i
Hg
pm
ul
%
°C
Q

: Vakuolar protein ayirma proteini 15 geni
. Vakuolar protein ayirma proteini 34

. Vakuolar protein ayirma proteini 34 geni
: Vomeronazal duyusal epiteli

. Ventrikuler bolge

: Otofaji ile dolayl iligkili protein

: KRAB ve SCAN alanlarina sahip ¢inko finger proteini 3
: Mikron

: Mikrogram

: Mikrometre

: Mikrolitre

: Yuzde

- Santigrad derece

: Omega
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1. GIRIS VE AMAC

Tiroid hormonlart (TH’leri) tiroid bezinden salgilanan, tiroksin (tetraiyodotironin T4)
ve 3,3'5-trityodo-L-tironin (T3) tirozin bazli hormonlardir. Tiroid hormonlar
omurgalilarin ¢esitli organlarinda ve dokularinda hicrelerin normal biyime ve
gelismeleri igin gerekli olmalarinin  yanisira, protein, yag ve karbonhidrat
metabolizmalarinin kritik diizenleyicileridirler. Tiroksin, tiroid bezinde folikiil epitel
hiicrelerinin salgiladigi ana urtindir ve periferik dokularda T4'%in dis halkasinin
deiyodinasyonu ile tretilen biyoaktif hormon olan T3in bir oncusidir (Mullur ve

ark., 2014).

Tiroid bezinde tretildikten sonra hedef dokulara taginan TH’lerinin bu dokulardaki
fonksiyonlar1 genomik (ntiklear) ve non-genomik (niiklear olmayan) mekanizmalar ile
diizenlenir. Tiroid hormonlarinin ¢ogu etkisine genomik mekanizma aracilik eder.
Genomik mekanizmada TH’lerinin etkilerini gergeklestirebilmesi igin, T3 ¢ekirdege
girmeli ve tiroid hormonuna duyarli genlerin transkripsiyonunu diizenleyen spesifik
tiroid hormon reseptorlerine (TR) baglanmalidir (Evans, 1988; Lazar ve Chin, 1990).
Bu reseptorler THRA (TRa) ve THRB (TRp) genleri olarak kodlanir. Bu TR’lerin
TRal (Tiroid hormon reseptori alfal), a2, a3 ve B1, B2, B3 olmak tzere farkli
izoformlar1 bulunur (Hodin ve ark., 1989; Williams, 2000). Bunlar TH sinyal
yolaginda farkli rollere sahiptirler (Cheng ve ark., 2010). Genomik olmayan
mekanizmalar tam olarak anlagilamamakla birlikte, TH lerinin ¢ogu islevinde énemli
yardimci mekanizmalar olarak ortaya ¢ikarlar ve hiicre membraninda, sitoplazmada,
hiicre iskeletinde ve organellerde bulunurlar (Cheng ve ark., 2010; Wrutniak-Cabello,
2001). Tiroid hormonlart genomik olmayan islevlerini yerine getirirken serin-treonin
kinaz (STK), fosfoinozitid 3-kinaz (PI3K), protein kinaz B (Akt), adenozin monofosfat
aracilifiyla aktive olan protein kinaz (AMPK) ve kalsiyumu i¢ine alan farkli sinyal
yollarint aktive etmek icin hiicre zan reseptorleri ve sitosolik proteinlerle etkilesime

girerler (Senese ve ark., 2014).



Memelilerde TH’leri erken embriyogenezden yetiskin beynindeki nérogeneze kadar
tim yagsam boyunca beyin gelisimi ve fonksiyonu i¢in ¢ok 6nemlidir. Tiroid hormon
sinyali, noron ve glial hiicrelerin ¢ogalmasi, canliliklari, go¢, farklilagsma ve
olgunlagma dahil olmak tizere nérogenezin birgok asamasini yonetir (Bernal ve ark.,
2003). Her ne kadar tiroid hormonunun beyindeki etkileri, gelisim siirecinde en
belirgin olsa da yetigkin kaynakli hipotiroidizmde koku ve tat alma, gérme ve duyma
bozukluklart gibi duyusal bozukluklar, disinme ve eylem yavasglig, konusma
degisiklikleri, huzursuzluk, bas agrisi, uyku bozukluklar, kafa karigiklig,
haliisinasyonlar, sanrilar, bellek bozukluklar gibi semptomlar sik sik gorilir. Beyin
gelisimi sirasinda noronal proliferasyon, gog, sinaptogenez ve miyelinlesme igin
TH'lerinin gerekli oldugu ortaya kondugu halde (Horn ve Heuer, 2010; Howdeshell,
2002), Tiroid hormonlarinin koku alma sistemindeki fonksiyonu hentiz tam olarak
anlagilamamistir. Hipotiroidizm sirasindaki koku bozukluklarinin prevalans: ile ilgili
sadece birkag arastirma yapilmistir (Bhatia ve ark., 1991; McConnell ve ark., 1975) ve
insanlarda hipotiroidizm sirasinda gorillen TH eksikliginin koku alma duyusunun
bozulmasina neden oldugu saptanmistir (McConnell ve ark., 1975). Propiltiyourasil
(PTU) uygulanarak hipotiroidizm olusturulan kemirgenlerde, davranigsal koku alma
islev bozuklugunun bulundugu (Beard ve Mackay-Sim, 1987; Brosvic ve ark., 1996)
ve olfaktor reseptor noronlart dahil olfaktor epitel hiicrelerinin proliferasyonunun
azaldig tespit edilmistir (Mackay-Sim ve Beard, 1987; Paternostro ve Meisami, 1991;
Paternostro ve Meisami, 1996). Bugine degin yapilan aragtirmalar, dentat girus,
hipokampus ve koku duyusu i¢in 6énemli merkezi roleler olan olfaktdr bulbusda T3
i¢cin nitklear TR’lerinin bulundugunu (Dozin ve Nayer, 1984; Pymirat 1992) ve bu
bolgelerdeki nérogenezin hipotiroidizmden olumsuz yonde etkilendigini gostermigtir
(Alvarez-Dolado ve ark., 2001; Calza ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2009). Bununla
birlikte hipotiroidizmin olfaktor bulbusda hangi mekanizmalar etkileyerek norogenezi
inhibe ettigi bilinmemektedir. Hipotiroidizm sirasinda gozlenen olast koku alma
duyusu bozukluklarinda TH’lerinin nongenomik etkilerine aracilik eden AMPK
sinyalizasyonunun bozulup bozulmadigina, ayrica distiroidi sirasinda otofajinin ¢esitli
basamaklarini diizenleyen proteinlerin aktivasyonunun/inaktivasyonunun etkilenerek
otofajinin aktive ve/veya inhibe edip etmedigine dair herhangi bir bilgi

bulunmamaktadir.



Bu tez ¢alismasinda PTU verilerek hipotiroidizm olusturulan erigkin sigan modelinde
tiroid hormonu yoksunlugunun; (1) olfaktér bulbus dokusunda AMPKal, TSC2
(Tuberoussclerosiscomplex 2 veya tuberin), mTOR (Rapamisinin memeli/mekanistik
hedefi), ULK1 (Unc-51 benzeri otofaji aktive edici kinaz 1), BECLIN1 (PtdIns3K-CI
kompleks proteini) ve p62 (sekestozom) gibi otofaji ile iligkili ¢esitli proteinlerin ve
otofagozom olusumunda 6nemli rol oynayan LC3’iin (Mikrotiibiille iligkili protein
1A/1B-hafif zincir 3) relatif miktarlarini  degistirip degistirmedigi; (2) eger
degistiriyorsa bu degisimin otofajinin indiklenmesi veya inhibe olmast yontinde olup
olmadiginin ve (3) bu baglamda tiroid disfonksiyonuna 6zellikle de hipotiroidizme
bagli olarak sekillendigi bildirilen koku alma bozukluklarinda otofaji ile iligkili

proteinlerin olasi roliintin ortaya konmast amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tiroid Bezi ve Tiroid Hormonlari

Memelilerde tiroid bezi boyun bolgesinde larenksin yakininda yer alan, sag ve sol
olmak tizere iki lobdan olugan ve bir ara yap1 olan istmus ile birbirine baglanan kelebek
seklindeki bir endokrin bezdir. Tiroid bezi distan bag dokusundan olusan ince bir
fibro-elastik kapsiil ile sarilmis olup, kapsillden ayrilan septumlar tiroid bezini
diuzensiz bigimdeki, farkli buyuklikteki lopguklara ayirir. Bu lopguklar, lumenleri
"kolloid" ad1 verilen homojen jelatinimsi bir madde ile dolu ¢ok sayida kiiresel olusum
igerir. Tiroid bezinin yapisal ve fonksiyonel birimleri olan bu kiiresel olugumlar “tiroid
foliktlleri” olarak adlandirlir. Tiroid folikiilleri retikulum ipliklerinden, kapilar ve
lenf damarlarindan zengin bir bag doku ag: i¢inde sikica bir arada tutulur. Folikul
duvarina bitisik kapilar damarlarin endotel hiicreleri pencereli yapidadir. Folikdller,
erigkin hayvanlarda ovalimsi veya yuvarlak, gen¢ hayvanlarda Ornegin geng
kopeklerde az ya da ¢ok tiibtiler yapida ya da dallanmistir. Caplart 20-500 um arasinda
degisen folikillerin duvarini kolloid ile dolu limen etrafinda dizilen ve organin
fonksiyon durumuna gore sekilleri yassidan prizmatige kadar degisen tek katli epitel
hiicreleri olusturur. “Follikiil epitel hiicreleri” veya “tirositler” olarak adlandirilan bu
hiicreler embriyonal geligim siirecinde ikinci embriyonal yaprak olan endodermden
koken alirlar (Rykova ve ark., 2019). Ortalama aktivite sirasinda normal bir folikul
durumunda hiicreler kubiktir ve limendeki kolloid orta miktardadir. Folikiller
dinlenme (inaktif) asamasindayken, folikiler epitel hiicreleri yassilagmistir ve
limendeki kolloid bol miktardadir. Folikuller aktif oldugunda ise, foliktler hiicreler
yiksek prizmatiktir (Petrova ve ark., 2014). Bununla birlikte ayn1 tiroid dokusunda
farkli hiicrelerin farkli aktivite seviyeleri gostermesi de mimkiindur (Shoyele ve ark.,
2019). Epitelin yiiksekliginin yani sira folikil buyuklugi de folikiler aktivitenin

belirleyicisidir. Folikiler aktivite ile folikiil ¢apt arasinda ters bir iligki vardir. Genel



olarak kugciik folikiller yiiksek prizmatik epitelle ortiludur ve aktiftirler. Biyik
folikiiller ise yassi ya da kiibik epitelle ortiludir ve inaktiftirler (Liman, 2010).

Folikil epitel hucreleri limene bakan yizeyleri dizgin olmayan mikrovilluslar ile
donatilmig, belirgin bir kutuplagsma gosteren asidofilik sitoplazmali hiicrelerdir.
Cekirdek hiicrenin bazalinde yerlesirken, bol miktarda oldugu gozlenen graniiler
endoplazmik retikulum (ER), ribozom ve poliribozomlar, Golgt kompleksi, lizozomlar
ve mitokondriyonlar sitoplazmanmin her tarafina dagimistir. Bu hiicrelerin
sitoplazmalarinda mikrotibtller ve mikrofilamanlar ile ayrica iki tip vezikil bulunur:
apikal ve endositotik vezikiller. Hiicrede apikal sitoplazmada yerlesen apikal
vezikiiller Golgi kompleksinden koken alirlar. Tiroglobulin igeren bu vezikiller
ekzositozla folikil limenine salgilamirlar. Diger vezikiller ise luminal yiizeyde
bulunan biyik endositotik vezikillerdir. Bu vezikiller membranla sarili kolloid
damlaciklart olarak adlandirilirlar ve lizozomlarla birleserek fagolizozomlar

sekillendirirler (Liman, 2010).

Folikiiler hiicrelerin aktivitesi, hipofiz serebriden salgilanan tiroid uyarici hormon
(TSH) araciligiyla dizenlenir (Rajkovic ve ark., 2006; Takizawa ve ark., 1993).
Folikiller hiicrelerin gorevi tiroid hormonlarint (TH) tretmek ve salgilamaktir,
Kolloidin esasint glikoproteinden zengin tiroglobulin olusturur (Khan ve Farhana,
2022). Tiroid hormonlar tirozin bazli hormonlar olup tiroksin ve tironin olarak
adlandirtlirlar. Tiroksin, folikiil epitel hiicrelerinin salgiladigi ana tiriindiir ve periferik
dokularda deiyodinasyon ile biyoaktif hormon olan T3’e donustaralir. Hedef
dokulardaki T4 ve T3 konsantrasyonlart metabolizma ile kontrol edilir (Mullur ve ark.,
2014). Her iki hormon hedef hiicreleri etkilese de T3, T4'ten daha aktiftir (Ibhazehiebo
ve Koibuchi, 2012). Tiroid bezinde folikiiller arasinda gruplar halinde veya tiroid
folikillerinin duvarinda folikiller hiicreler ile bazal membranlart arasinda
“parafolikiiler hiicreler” veya “C hiicreleri” olarak adlandirilan hiicreler de bulunur.
Parafolikiiler hiicreler uzun siire, erken embriyoda néral tipten faringeyal aparatin
brangiyal kemerlerine ventromedial olarak gé¢ eden noral krista hiicrelerinden tiireyen
kalan birka¢ néroendokrin soydan biri olarak kabul edilmistir (Le Douarin ve ark.,
1974). Ancak farelerde yapilan son g¢aligmalar parafolikiiler hiicrelerin faringeyal

endodermden tiredigini ortaya koymustur (Nilsson ve Williams, 2016).



Parafolikiiler hiicreler eksantrik yerlesmis ¢ekirdekleri olan, biiyiik, oval ve ¢ok yuizli,
Hematoksilen-Eozin (HE) boyast ile soluk boyanan acik renkli hiicrelerdir. Bu
hiicreler az miktarda ER, bol miktarda Golgi kompleksi ve mitokondriyon ile ¢ok
sayida membranla cevrili elektron yogun salgi graniilleri icerir. Gumiisleme ile
kahverengi veya siyah boyanan arjirofilik ozellikteki bu hucreler bir polipeptid
hormon olan “tirokalsitonin (kalsitonin) hormonunu” salgilarlar (Felsenfeld ve Levine,
2015; McLaughlin ve Jialal, 2020). Bu hormonun salgilanmasi hipofiz serebriden
bagimsizdir ve esas olarak serum kalsiyum dizeyine baglidir (Sexton ve ark., 1999).
Kalsitonin hormonunun etkisi paratiroid bezi tarafindan salgilanan paratiroid
hormonununkine zittir. Osteoklast aktivitesini inhibe ederek ve osteoblast aktivitesini
uyararak kemik rezorpsiyonunu baskilar ve boylece kandaki kalsiyum seviyesini
disirir (Melmed ve ark., 2011). Parafolikiiler hiicrelerin ayrica serotonin,
somatostatin veya kalsitonin genine bagli peptit (CGRP) gibi ¢esitli noéroendokrin
peptitleri daha kuigiik miktarlarda salgiladiklar1 bilinmektedir (Barasch ve ark., 1987,
Bernd ve ark., 1981; Zabel, 1984). Bu htcreler tirotropin salgilatict hormonu (TRH)
eksprese ettikleri i¢in lokal olarak tiroid hormon turetimini diizenlemede de rol
oynayabildikleri ileri striilmektedir (Gkonos ve ark., 1989; Morillo-Bernal ve ark.,

2009).

Tiroid hormonlart omurgalilarin ¢esitli organlarinda ve dokularinda hiicrelerin normal
buyime ve gelismeleri igin gerekli olmalarinin yanisira, protein, yag ve karbonhidrat
metabolizmalarinin kritik dizenleyicileridir (Mullur ve ark., 2014). Tiroid hormonlari,
enerji depolamasi ve harcamasini diizenleyerek enerji dengesini kontrol eden anahtar
metabolik yollar etkiler (Cheng ve ark., 2010; Iwen ve ark., 2013; Liu ve Brent, 2010).
Organizmanin tiroid hormon durumunun viicut agirligr ve enerji harcanmast ile paralel
oldugu bilinmektedir (Fox ve ark., 2008; Iwen ve ark., 2013; Knudsen ve ark., 2005).
Tiroid hormonunun agir1 salgilanmast (hipertiroidizm) artan dinlenme enerji
harcamast, kilo kaybi, dusiik kolesterol diizeyleri, artmis lipoliz ve glukoneogenez ile
karakterize hipermetabolik bir durumdur (Brent, 2008; Motomura ve Brent, 1998).
Tersine, TH yetersizligi (hipotiroidizm), azalmis dinlenme enerji harcamasi, kilo
alimi, artmig kolesterol seviyeleri, azalmig lipoliz ve glukoneogenez ile karakterize

hipometabolik durumdur (Brent, 2012). Tiroid hormon diizeyleri hem lipogenezi hem



de lipolizi uyanr, ancak TH seviyeleri yukseldiginde net etkisi yag kaybidir
(Oppenheimer ve ark., 1991).

2.1.1.Tiroid Hormonlarinin Biyosentezi ve Salgilanmasinin Diizenlenmesi

Tiroid bezinde folikiiler hiicreler tarafindan tiroid hormonu salgilanmasi esas olarak
anterior (6n) hipofizdeki tirotrop hiicrelerden salgilanan “tiroid uyarict hormon (TSH,
tirotropin)” tarafindan dizenlenir. Tiroid uyarict hormonun tirotroplardan sentezi ve
salgilanmast ise hipotalamus kokenli bir tripeptid olan “tirotropin salgilatict hormon
(TRH) (TSH salgilatict hormon veya Tirotropin salgilatict faktor -TRF- olarak da
adlandirilir)” tarafindan uyarilir. Daha buyik bir pro-hormondan ayrilan bu kiigiik
peptid hipotalamustaki norosekretuar htcrelerden hipotalamo-hipofizer portal
kapillerlere salinir ve buradan da hipofizin tirotrop hiicrelerine taginir. Tiroid uyaric
hormon salgilanmasi diger hormonlar (somatostatin ve dopamin dahil) ve sitokinler,
ozellikle de IL-1pB (Interkokin-1beta), IL-6 (Interkokin-6) ve TNF-a (Tiimor Nekroz
Faktoru alfa) tarafindan inhibe edilir. Tiroid uyarici hormon tirotrop hiicrelerden
salgilandiktan sonra tiroid bezindeki folikil epitel hicrelerinin membranlarinda
bulunan TSH reseptorlerine (tirotropin reseptorii, TSHR) baglanarak tiroid bezini T4
ve T3 hormonlarini sentezleyip salgilamasi i¢in uyarir. Tirotropin reseptori, integral
membran proteinlerinin G proteinine bagli reseptor siiper ailesinin bir tyesidir (Farid
ve Szkudlinski, 2004) ve adenililsiklaz1 aktive ederek siklik adenozin monofosfat
(cAMP) bagimli yolu uyaran heterotrimerik G proteinini Gs’ye (Adenilat siklaz
kontroliinde uyarici G proteini) baglanir (Calebiro ve ark., 2010). Tiroid uyarict
hormonunun reseptoriine baglanmasi, iyot (I) dongileriyle iliskili G proteinlerini
aktive eder. Bu, affy G-protein (Alfa beta gama G proteini) heterotrimerine bagl
GDP'nin (Guanin di fosfat) GTP (Guanin tri fosfat) ile yer degistirmesini igerir. Daha
sonra o alt birimi kompleksten ayrilir ve hiicre i¢i enzimleri aktive eder. Tiroid uyarict
hormon reseptoriine baglanan G proteinleri, Gs ve Gq, sirasiyla adenilatsiklaz ve
fosfolipaz C'yi aktive eder. Adenilat siklaz proteini Adenozin trifosfat (ATP)nin
cAMP'ye doniisgimuni uyarir ve bu da protein kinaz A'yr (PKA) fosforile eder ve
aktiflestirir. Fosfolipaz C, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfatin (PIP2) inositol 1, 4, 5-
trisfosfat (IP3) ve diagilgliserole (DAG) hidrolizini uyarir. Inositol trifosfat gegici

olarak hiicre i¢i Ca2+ (Kalsiyum iyonu) konsantrasyonunu artirirken, diagilgliserol



protein kinaz C'yi aktive eder. Bu kinazlar, sonunda tiroid hormonu sentezi ve salinimi
ile tiroid biyimesine dahil olan c¢esitli siirecleri uyaran bagka sinyal iletim
mekanizmalarini aktive eder. Bunlar ‘I’ alimini, hidrojen peroksit ve tiroid peroksidaz

(TPO) tiretimini ve kolloid damlaciklarinin alimini igerir (Calebiro ve ark., 2010).

Tiroid hormonlarinin dolagimdaki konsantrasyonu da hipotalamo-hipofiz eksenini
igeren homeostatik bir geri bildirim dongiisii ile diizenlenir (Sekil 2.1.). Tiroid
hormonlarinin ana etkisi, hipotalamustan TRH salgilanma oranini degistirmekten
ziyade hipofiz tirotroflarinin TRH'ye verdigi yaniti azaltmaktir. Tirotroflarin TRH'ye
duyarliligr hiicre i¢i T3 konsantrasyonlarina baglidir. Bu T3iin %80'1, T4'in T3'e
intrapituiter dontisiminden elde edilir. Dolagimdaki T4 konsantrasyonlari diigiik
oldugunda, TRH reseptorlerinin sayisinda ve TSH sentezinde bir artig olur ve bu da
TRH'ye verilen TSH yanitinin artmasina neden olur. Dolagimdaki yiksek tiroid

hormonu konsantrasyonlarinin varliginda ise bunun tersi gegerlidir.
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Sekil 2.1, Tiroid bezi aktivitesinin kontrolii.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK28/bin/ch3fb11 jpg, Erisim Tarihi: 24 Haziran
2022).



Bu diizenleyici dongii, TSH'nin salgilanma hizin1 degistiren i¢ ve dig faktorlerden
etkilenir. Tiroid uyarict hormon pulsatil bir gekilde salgilanir ve gece yarisi civarinda
zirve yaparak gunlik bir degisim gosterir. Cevresel sicaklik, TRH salgilanmasini
ayarlayarak TSH salintmini uyarabilir veya engelleyebilir. Bu nedenle, 24 saat soguk
bir ortama maruz kaldiktan sonra, tiroid hormonlarinin plazma konsantrasyonlari,
bazal metabolizma hizindaki artig ve viicut 1sisinin endojen Uretiminde bir artig ile
yiikselir (Sekil 2.1.). Bu etki siganlarda insanlara gore daha belirgindir. Ostrojenler ve
kortikosteroidler gibi bir dizi ek endokrin aract da T3 ve T4 biyosentezinin
dizenlenmesinde rol oynar. Glikokortikoidler, TRH'ye TSH salgilama yanitini
azaltarak tiroid hormon salgilarini inhibe eder. Buna karsilik 6strojenler, TSH salgisini
ve dolayisiyla tiroid bezinin aktivitesini artirarak tam tersi bir etki gosterirler. Bu ana
diizenlemenin yani sira, tiroid fonksiyonu ve buyumesi tiroid bezinde salgilanan
peptitlerin etkisi altindadir. Bu peptidler arasinda sinir sonlarnt tarafindan salinan
vazointestinal peptid (VIP) veya noropeptid Y (Ahrén B, 1989), folikiler hiicreler
tarafindan salgilanan instlin benzeri buyume faktorleri (IGF'ler) (Eggo ve ark., 2003)
ve C hucrelerinin salgiladigl bazi yerel faktorler (Ahrén B, 1991) bulunur.

Tiroid hormonu sentezi siireci olduk¢a karmagiktir. Tiroid hormonlari tirozin amino
asidinden sentezlenir. Tiroid hormonlarinin sentezi i¢in ¢ok miktarlarda “iyod”, tiroid
foliktler hiicrelerinde iyodurt (I-) hiicrelere tagiyan “sodyum iyodiir simporter (NIS)”
ve iyoduri iyodinyuma (I+) oksitleyerek tiroglobulini (Tg) iyodinlestiren
“tiroperoksidaz (TPQO)” gibi ¢esitli molekiiller gerekir. Folikiiler hiicrelerin bazal hiicre
membraninda Na+/K+-ATPaz tarafindan olusturulan sodyum gradyani, NIS'nin iki
sodyum iyonunu bir I-’le birlikte tiroid folikiiler hiicrelerine aktif olarak tagimasini
saglar. Folikiiler hiicrenin i¢ine girdikten sonra iyodir, hidrojen peroksit tarafindan
aktif iyoda oksitlenir. Bu reaksiyon, hem-igeren TPO tarafindan katalize edilir. Iyot
daha sonra bazal yizeyde meydana gelen ayni aktif siirecle foliktiler hiicrenin apikal
yizeyi boyunca aktif olarak tagimir. Apikal-kolloid araytizde ‘I’ hemen buyik
glikoprotein tiroglobulin molekiillerinin tirozin kalintilarina dahil edilir. Tiroglobulin
folikiller hucrelerde sentezlenir ve tiroglobulin formuna bagli olarak yaklagik 140
tirozin kalintisi ile yaklagik 650.000 dalton molekiler agirliga sahiptir. Bu kalintilarin
yaklasik dortte biri iyotlanabilir. Iyotlandiktan sonra tiroglobulin folikiiliin kolloidine

alinir ve burada hala proteine dahil olarak iyotlanmis tirozin molekiil ¢iftleri arasinda



bir baglanma reaksiyonu meydana gelir. Her biri iki pozisyonda iyotlanmis iki tirozin
kalintisinin (di-iyodotirozin, DIT) birlesmesi tetra-iyodotironin veya tiroksin (T4)
uretirken, DIT'nin mono-iyodotirozin (MIT) ile birlegsmesi tri-iyodotironin (T3) tretir
(Sekil 2.2.). Bu tir bir birlesme tek bir tiroglobulin molekiilii i¢inde veya proteinin
dimerize molekulleri arasinda meydana gelebilir. Bu birlesme TPO tarafindan katalize
edilir. Tiroid hormonlart bu durumda depolanir ve yalnizca tiroglobulin molekuli
folikiller hucrelere geri alindiginda salimir. TSH tarafindan uyarilan tiroglobulin
damlaciklart pinositoz ile folikiller hiicrelere alinir. Damlaciklarin lizozomlarla
fiizyonu tiroglobulin molekiillerinin hidrolizi ve T4 ve T3 salinimi ile sonuglanir.
Tiroksinin (T4) yaklagik %10'u salgilanmadan 6nce mono-deiyodinasyona ugrar ve
T3'e donugturalir; salinan ‘I’ tekrar kullanilir. Bezden her giin yaklagik 100 ug tiroid
hormonu salgilanir ve bu hormonlarin ¢ogu T4, yaklagik %10'u ise T3 seklindedir.
Tiroksinin (T4) %80'1 karaciger ve bobrekte daha aktif olan T3'e (T3, T4'ten on kat
daha aktiftir) veya biyolojik aktivitesi ¢ok az olan veya hi¢ olmayan ters T3'e
(reverseT3, rT3) periferik dontisim gegirir. MIT ve DIT gibi diger iyotlu molekiillerin
yant sira tiroglobulin de dolagimda ¢ok kugiik miktarlarda olgulebilir (Walter ve

Boulpaep, 2003).

Tiroid hormonlart hidrofobik amin hormonlardir ve ‘I" atomlarinin sayisina gore
degisiklik gosteren iki temel alt tipten olusurlar. Bunlardan T3 ve rT3, ‘I’ atomuna, T4
ise 4 ‘I’ atomuna sahiptir. Periferal dokularda fonksiyonel olarak T3 en aktif iken, T4
sinirlt aktiviteye sahiptir. Reverse T3 ise inaktif formdur. Tiroid hormonlar suda az
¢ozunen lipofilik ozellikteki hormonlar olup plazmalemi kolaylikla gecebilir. Kanda
dolasan tiroid hormonunun %99,8'inden fazlasi ¢ plazma proteinine [tiroksin
baglayici globulin (TBG), transtiretin (TTR) ve serum albiimine] sikica baglanir.
Bunlardan TBG niceliksel olarak en 6nemlisidir ve toplam proteine bagli hormonun
(hem T4 hem de T3) %70'inden fazlasini olusturur. Dolagimdaki T4'in yaklagik %10-
15'1 ve dolagimdaki T3'in %10'u TTR'ye baglanir ve neredeyse esit miktarlarda
albimine baglanirlar. Tiroksin baglayict globulin, plazmadaki konsantrasyonu
TTR'nin yalnizca %6's1 ve albiminin %0,1'inden az olmasina ragmen hormonun
buyik kismint tagir. Cunkii hem T4 hem de T3'e olan affinitesi diger
proteinlerinkinden ¢ok daha yiiksektir. Her ti¢ tiroid hormonu baglayici protein de T4'a

T3'ten en az 10 kat daha etkin bir sekilde baglar. Boylece serbest yani baglanmamisg
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T3 ve T4 konsantrasyonlari neredeyse esit olur (Nussey ve Whitehead, 2001).

Transtiretin beyin omurilik sivisinda T4'tn birincil tastyicisidir (Palha, 2002).
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Sekil 2.2. Tiroid hormonu sentezi (Haggstrom, 2014). Tiroid hormonu sentezi su adimlar
icerir: (1) tiroglobulinin graniillii endoplazmik retikulumda sentezlenmesi ve ekzositozla tiroid
folikiiliiniin limenindeki kolloide verilmesi; (2) bilinmeyen mekanizmalarla endoteli gegen
iyodiirin  (I-) folikil hucreleri tarafindan aktif transport ile alinmasi (tiroid hormonu
sentezindeki ilk 6nemli adim olan iyodiiriin folikiiler hiicrelere aktif olarak tagimmasina,
sodyum iyodiir simporter (NIS) aracilik eder); (3) ivodiiriin hiicrelerin apikal sitoplazmasina
difiizyonu; (4) iyodiiriin kolloid igine taginmasi (iyodiir tirositlerin apikal membraninda
bulunan hidrofobik bir membran proteini olan pendrin araciligiyla tasinir); (5) kolloid i¢indeki
inorganik iyodiiriin tiroid peroksidaz (TPO) ile iyoda (I0) oksidasyonu ve iyodun kolloid
igindeki tiroglobulin molekiilleri igindeki tirozin kalintilarina dahil edilmesi (konjugasyon);
(6) tetraiyodotironin (T4) olusturmak ig¢in iki di-iyodotirozin (DIT) molekiliniin veya T3
olusturmak i¢in mono-iyodotirozin (MIT)'nin DIT ile birlesmesi; (7) tiroglobulinin kolloidden
endositoz yoluyla folikiiler hiicreve alimmasi, tiroglobulinin bir lizozomla birlesmesi ve
proteoliz ile T4, T3, DIT ve MIT'nin salinmasi; (8) T4 ve T3'in dolagima salinmasi; ve (9)
tirozin elde etmek i¢in DIT ve MITnin deiyodinasyonu. T3 ayrica tiroidde ve periferik
dokularda T4'iin monodeiyodinasyonu yoluyla da olugsur (Walter ve Boulpaep, 2003).
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2.1.2. Tiroid Hormonlarinin Etki Mekanizmalari

Hiicresel biiyime, embriyonik gelisim, farklilagma, metabolizma ve proliferasyon
dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik siirecler, TH’lerin genomik ve nongenomik etkileri
ile modile edilir. Genomik sinyal yolu gen transkripsiyonu ve translasyonunu
dogrudan etkilerken, genomik olmayan yol daha hizli hiicresel degisiklikleri igerir ve
bunlarin bazilari daha dolayli sinyal yoluyla gen ifadesini de duzenler (Moeller ve
Broecker-Preuss 2011). Tiroid hormonlarinin genomik etkilerine T3 i¢in tercihli bir
afiniteye sahip olan tiroid hormonu reseptorii oo (THRA) ve tiroid hormonu reseptori
B (THRB) genleri tarafindan kodlanan tiroid hormonu reseptorleri (TR veya THR'ler)
aracilik eder (Evans, 1988; Lazar ve Chin, 1990; Marsili ve ark., 2011). Tiroid hormon
reseptorleri niiklear reseptor stiper ailesine aittir. Niiklear reseptor ailesi i¢inde ayrica
Ostrojen reseptorii, D vitamini reseptorl, peroksizom proliferatorle aktive olan
reseptorler (PPAR'ler), retinoik asit reseptorii (RAR) ve retinoid X reseptoriinii (RXR)
yer alir (Cheng ve ark., 2010; Phan ve ark., 2010). Tiroid hormon reseptorleri, tim
steroid hormon reseptorlert gibi, diger transkripsiyon faktorleriyle birlikte hedef
hiicrelerde genlerin promotor bolgelerinde bulunan hormon yanit elementlerine
(HRE'ler) baglanarak gen ekspresyonunu diizenlerler ve bir DNA (Deoksiribo niikleik
asit) baglama alam1 ile COOH-terminal alan1 bulundururlar (Brent, 2011). Bu
reseptorlerin TH sinyal yolaginda farkli rollere sahip olan TRal, a2, a3 ve 1, B2, B3
olmak tizere farkli izoformlar1 bulunur (Cheng ve ark., 2010). Tiroid hormon reseptori
alfa 1, kalp, kemik ve iskelet kasinda yiiksek oranda ifade edilirken, TRa2 tiim viicutta
yaygin olarak ifade edilir. Tiroid hormon reseptorii beta 1 (TRB1) agirlikli olarak
beyin, karaciger ve bobrekte ifade edilirken, TRB2 hipofiz, retina ve kokleada bulunur.
TRal, TRB1 ve TRP2, T3'i benzer afinite ile baglar (Singh ve Yen, 2017).

Tiroid hormonunun nongenomik etkileri plazma membrani, mitokondri veya
sitoplazmadaki reseptorlerde baglar (Cheng ve ark., 2010; Wrutniak-Cabello ve ark,
2001). Mitokondrial TR, sitoplazmik TR (TRB1, TRal gibi) veya plazma membran
reseptorleri (integrin alfaVbeta3, integrin avB3) buna aracilik yapar (Cheng ve ark.,
2010; Davis ve ark., 2021; Hammes, 2015; Wrutniak, 1998). Tiroid hormonlar
genomik olmayan islevlerini yerine getirirken serin-treonin kinaz, fosfoinositid 3-

kinaz (PI3K), protein kinaz B (Akt), adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz
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(AMPK) ve kalsiyum gibi ikincil habercilerin aracilik ettigi sinyal iletim yollarin
aktive etmek i¢in bu sitosolik proteinlerle de etkilesime girerler (Segal, 1990; Senese

ve ark., 2014; Shih ve ark., 2004).

Tiroid hormonlarinin aktivasyonu veya inaktivasyonu hem biyolojik olarak aktif
T3’un dolagimdaki seviyelerini koruyan hem de TH homeostazint hiicre ve zamana
bagli bir sekilde yerel diizeyde diizenleyen “iyodotironin deiyodinaz (DIO)” aktivitesi
tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. Deiyodinazlar TH sinyalinin islevsel
cesitlendirilmesinde ¢ok onemli bir rol oynarlar. Geligsim, bliyime ve metabolik
streglerde yer alirlar ve TH homeostazinin dizenlenmesinde hiicreye 6zgi bir sekilde
hareket ederler. Deiyodinazlar, hicrelere giren TH molekilinin dis veya ig
halkasindaki bir ‘I’ atomunun ¢ikarilmast yoluyla TH'lerin aktivasyonunu ve
inaktivasyonunu katalize ederler. Neredeyse tiim organ ve dokularda ifade edilirler ve
bir deiyodinaz genellikle TH'nin huicre i¢indeki kaderini belirleyen ilk veya son
aktordir (Sabatino ve ark., 2021). Memelilerde t¢ farkli deiyodinaz tanimlanmistir:
DIO1, DIO2 ve DIO3. Bu enzimler, farkli genlerin trtinleri olmalarina ve spesifik
substrat afiniteleri ile fizyolojik rollere sahip olmalarina ragmen 6nemli benzerlikleri
paylasirlar (Gereben ve ark., 2008a; Gereben ve ark., 2008b). Ug deiyodinaz, yaklasik
60 kDa'lik dimerik integral membran proteinleridir. Aktif merkezdeki modifiye amino
asit selenosistein (SeCys) ile karakterize edilirler, bu da enzime katalitik aktivite
saglar; ¢unki fizyolojik pH'da SeCys iyonize olur ve ¢ok etkili bir elektron donorii
olarak hareket ederek deiyodinasyon reaksiyonunu mumkin kilar (Gereben ve ark,,
2008a; Gereben ve ark., 2008b). Katalitik merkez, distlfit baglarinin aracilik ettigi
dimerizasyon ig¢in Onemli olan bir kor dizisi igerir (Callebaut ve ark., 2003).
Homodimerizasyon, deiyodinaz monomerleri arasinda en sik goriilen etkilesim sekli
olmaya devam etmektedir. Ancak, canli izole hiicrelerde belirsiz nedenlerden dolay:
belirli bir dizeyde DIO3:DIO1 ve DIO3:DIO2 heterodimerizasyonu gozlenmistir
(Curcio-Morelli ve ark., 2003; Sagar ve ark., 2008). Deiyodinazlarin htcredeki
yerlesimleri farklilik gosterir. Deiyodinaz 1 ve DIO3 plazma membraninda
bulunurken, DIO2 endoplazmik retikulumda bulunur ve bu da onu ¢ekirdege ¢ok yakin
hale getirir. Deiyodinaz 1 ve DIO2’nin katalitik globiiler alanlan sitozole bakarken,
katalitik alan da dahil olmak tizere D103 molekiilleri gogunlukla ekstraselliiler bosluga

dogru ¢ikint1 yapar. Deiyodinaz 3 endozom vezikiilleri araciligiyla hizla hiicre igine
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alinir ve hiicre membranina geri kazandirilir (Baqui ve ark., 2000; Baqui ve ark.,

2003).

Deiyodinasyon TH'lerin aktivasyon/inaktivasyon siirecindeki ilk adimdir ve yaklagik
12 saatlik bir yartlanma 6mrine sahip aktif form T3 tretmek igin T4'lin dis tirozil
halkasindan bir ‘I’ atomunun ¢ikarilmasini igerir (oysa T4'in yarilanma 6mri yaklagik
8 saattir). Deiyodinaz 1 ve DIO2, T4'uin dis halka deiyodinasyonunu ve aktif hormon
T3'e doniisimiini katalize ederek aktivasyonu tesvik eder (Bianco ve da Conceigéo
2018). Dolasimdaki T3'in ¢ogunlugu, esas olarak tiroidte ve ayn1 zamanda karaciger
ve bobrekte meydana gelen DIO1 aktivitesi ile T4 deiyodinasyonundan kaynaklanir;
tipik olarak, diger dokularda varlig1 degerlendirilmez (veya ilgisiz olarak kabul edilir).
Buna karsilik, DIO2 hiicrelerin iginde T3'lin yerel tiretiminden birincil olarak sorumlu
kabul edilir ve hipofiz bezi ile hipotalamus (Christoffolete ve ark., 2006; Larsen,
1982), kohlea (Campos-Barros ve ark., 2000), kahverengi yag dokusu (de Jesus ve
ark., 2001), kemikler (Bassett ve ark., 2010), kaslar (Marsili ve ark., 2011), kalp
(Bianco ve Silva, 1988) ve merkezi sinir sistemi (Freitas ve ark., 2010) organlarinda
varligr tespit edilmistir. Deiyodinaz 1 tarafindan uretilen T3 ile DIO2 tarafindan
tretilen T3 arasindaki ayrimin altinda yatan detaylar hala tam olarak bilinmese de
DIO1 tarafindan duretilen T3'un yaklagtk 30 dakika iginde plazma ile hizla
dengelendigi, DIO2 tarafindan uretilen T3"%n ise hiicrede daha uzun stre kaldig
aciktir (Hernandez ve ark., 2002). Deiyodinaz 2 bobrekte ve karacigerde prohormon
olan T4'in deiyodinasyon ile biyoaktif T3'e donistirilmesinde rol oynar. Deiyodinaz
1 tirozil ve fenolik halkanin ikisinin deiyodinasyonunu katalizler ve karaciger, tiroid
ve bobreklerde ifade edilir. Deiyodinaz 2 ise sadece fenolik halkanin
deiyodinasyonunu katalizler ve merkezi sinir sistemi (MSS), tiroid, iskelet kasi ve
kahverengi yag dokusunda ifade edilir (Bianco ve Conceigéo, 2018). Bununla birlikte,
DIO3 hem aktif hormon T3’3 hem de prohormon T4 tirozil halkasinin
deiyodinasyonu yoluyla inaktif metabolitler olan 3,3'-diiyodotironin (T2) ve 3,3', 5'-
Tri-iyodotironin (ters T3 veya rT3)’e donugstirerek biyolojik olarak inaktif hale
getirilebilir (Bianco ve ark., 2002; Dentice ve Salvatore, 2011; Kuiper ve ark., 2005).
Dolayisiyla, DIO1 ve DIO2 tiroid hormonlarint aktive ederken, DIO3 tiroid
hormonlar aktivitesinin fizyolojik bir sonlandiricisidir (Huang, 2005). Deiyodinaz 3

embriyonik donemde ve gelismekte olan dokularda ana deiyodinazdir ve gelismekte
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olan dokulart agirt TH tretiminden korur. Yetigkinlikte, DIO3 esas olarak merkezi
sinir sisteminde (Kaplan ve Yaskoski, 1980) ve deride (Huang ve ark., 1985)
bulunurken, fizyolojik kosullar altinda ¢ogu eriskin dokular ¢ok az DIO3 ifadesi
(ekspresyonu) gosterir veya hi¢ gostermez. Deiyodinaz 3'in plasenta ve gebe
uterusunda yiiksek oranda eksprese edilmesi, bu enzimin gelisim siirecinde 6nemli bir

rol oynadigini distindiirmektedir (Huang ve ark., 2003).
2.1.3. Tiroid Bezi Fonksiyon Bozukluklari

Tiroid bezinin gereginden az ya da fazla TH uretmesi tiroid bezi hastaligi olarak
tanimlanir. Hipotiroidizm TH yetersizligi durumundaki, hipertiroidizm ise tiroid
bezinden yiksek miktarda TH sentezlenip salgilandigt durumdaki patolojik
bozukluktur (Chaker, 2017).

2.1.3.1. Hipotiroidizm

Hipotiroidizm primer (birincil), sekonder (ikincil), tersiyer (igtncil) ve subklinik

hipotiroidizm olmak tizere farkli sekillerde ortaya ¢ikar.

Primer hipotiroidizm’de tiroid bezi normal bir sekilde uyarilir, ancak yeterli TH
uretemez. Hipofiz bezi tiroidin daha fazla T3 ve T4 iretmesini saglamak i¢in daha
fazla TSH tretir. Primer hipotiroidizmde, hipofizin feedback inhibisyonunda azalma
vardir ve serum TSH diizeyi her zaman yuksek iken serum serbest T4 diizeyi digiiktiir.
Primer hipotiroidizmli bir¢ok hastada dolagimdaki T3 seviyeleri normaldir, bunun
nedeni muhtemelen strekli TSH uyarim1 sonucu yetersiz tiroidin biyolojik olarak aktif
T34 tercihli sentezi ve salgilamasidir. Primer hipotiroidizmin en yaygin nedeni
Hashimoto tiroiditidir (tiroid bezinin iltihaplanmasidir). Bu, bagisiklik sisteminin
yanliglikla tiroid bezine saldirmasina neden olan otoimmun bir hastaliktir. Bunun
yanisira tiroid kanseri ve hipertiroidizm tedavisi i¢in radyoaktif ‘I" uygulanmasi veya
tiroid bezinin bir kisminin ya da tamaminin cerrahi olarak ¢ikarilmasit hipotiroidizme
neden olabilir (Braunstein, 2022). Ayrica diyetle yetersiz ‘I’ alimi, konjenital hastalik,
bazi ilaglar ve viral tiroidit de primer hipotiroidizme neden olabilir. Iyot eksikligi
endemik guatr ve guatréz hipotiroidiye neden olabilir. Hashimoto tiroiditinin neden
olmadigi guatn olan hastalarin gogu 6tiroiddir veya hipertiroiddir. Iyot eksikligi

TH’lerin sentezini azaltir. Buna yanit olarak TSH salgilanir, bu da tiroidin biiylimesine
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ve iyodu tutmasina neden olur; boylece guatr ortaya cikar. Iyot eksikligi siddetli ise
hipotiroidi sekillenir. Tyot eksikligi konjenital hipotiroidizme neden olabilir. Diinya
capinda ciddi ‘I’ eksikligi olan bolgelerde, konjenital hipotiroidizm (6nceden endemik
kretinizm olarak adlandirilirdi) zihinsel engelliligin 6nemli bir nedenidir. Nadir
gorilen kalitsal enzimatik kusurlar tiroid hormonu sentezini degistirebilir ve guatr
hipotiroidisine neden olabilir. Lityum alan hastalarda, belki de lityum tiroid tarafindan
hormon salimimini engelledigi i¢in hipotiroidi gorilebilir. Hipotiroidizm ayrica
amiodaron veya diger ‘I’ igeren ilaglar alan hastalarda, interferon-alfa alan hastalarda
ve kanser i¢in kontrol noktast inhibitorleri veya bazi tirozin kinaz inhibitorleri alan
hastalarda da ortaya ¢ikabilir. Hipotiroidizm, girtlak kanseri veya Hodgkin lenfomanin
radyasyon tedavisinden de kaynaklanabilir. Radyasyon tedavisinden sonra kalict

hipotiroidi insidanst yiksektir (Braunstein, 2022).

Sekonder hipotiroidizm hipotalamus yetersiz TRH urettiginde veya hipofiz yetersiz
TSH turettiginde ortaya ¢ikar. Sekonder hipotiroidizmde serbest T4 ve serum TSH
duzeyleri dusuktir (bazen TSH normaldir ancak biyoaktivitesi azalmistir) (Braunstein,
2022). Bazen, yetersiz TRH salgilanmasina bagli olarak yetersiz TSH salgilanmasi

tersiyer hipotiroidizm olarak adlandirilir.

Subklinik hipotireidizm, hipotiroidizm semptomlar olmayan veya minimal diizeyde
olan ve serum serbest T4 seviyeleri normal olan hastalarda serum TSH'nin
yikselmesidir. Subklinik tiroid disfonksiyonu nispeten yaygindir; yagli kadinlarin
yaklasik %15'inde ve yasl erkeklerin %10'unda, 6zellikle de Hashimoto tiroiditi olan

bireylerde gorulir.

Hipotiroidizm belirtileri bireylere gore buyiik farkliliklar gosterir. Belirtiler tipik
olarak yavag gelisir ve hastaligin ciddiyetine baglidir. En sik gorilen belirtiler,
ozellikle periorbital olmak tizere siv1 retansiyonu ve sigkinlik, yorgunluk, soguga karst
hassasiyet ve zihinsel bulanikliktir (Carlé ve ark., 2015). Cesitli organ sistemlert,
asagidakiler de dahil olmak tizere birgok olast belirti ve semptomla etkilenebilir

(Braunstein, 2022):

a. Metabolik belirtiler: Soguk intoleransi, sivi retansiyonu ve metabolizmanin

azalmasi nedeniyle kilo alimi, hipotermi.
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. Norolojik belirtiler: Unutkanlik, el ve ayaklarda parestezi (genellikle el ve ayak
bilegi cevresindeki baglarda proteinden zengin matriksin birikmesi sonucu
olusan karpal tiinel sendromu nedeniyle sekillenir), derin tendon reflekslerinin
gevseme fazinda yavaglama.

Psikiyatrik belirtiler: Kisilik degisiklikleri, depresyon, donuk yiiz ifadesi,
bunama veya agik psikoz (miks 6dem deliligi).

Dermatolojik belirtiler: Yuzde siskinlik, miksodem, seyrek, kaba ve kuru
saclar, kaba, kuru, pullu ve kalin deri, 6zellikle avug i¢i ve ayak tabanlarinda
belirgin olan karotenemi (karotenin lipidten zengin epidermal tabakalarda
birikmesinden kaynaklanir), dilde proteinden zengin matriksin birikmesine
bagli makroglossi.

Oktiler belirtiler: Hiyaluronik asit ve kondroitin stlfatin infiltrasyona bagli
periorbital sislik, g6z kapaklarinda diguklik.

Gastrointestinal belirtiler: Kabizlik.

Jinekolojik belirtiler: Menoraji veya sekonder amenore.

Kardiyovaskiiler belirtiler: Yavas kalp hiz1 (hem tiroid hormonunda hem de
adrenerjik stimiilasyon da azalma bradikardiye neden olur), kalp biyimesi
(kismen dilatasyon nedeniyle, ancak esas olarak perikardiyal efiizyon
nedeniyle sekillenir).

Diger belirtiler: Ployral veya abdominal fizyonlar (ployral fiizyonlar yavas
geligir ve nadiren solunum veya hemodinamik sikintiya neden olur), boguk ses

ve yavas konugma (Braunstein, 2022).

Sekonder hipotiroidizm yaygin olmamakla birlikte, genellikle hipotalamus-hipofiz

ekseni tarafindan kontrol edilen diger endokrin organlan etkiler. Hipotiroidili

kadinlarda, sekonder hipotiroidizm belirtileri menorajiden ¢ok amenore oykiisi ile

karakterizedir. Sekonder hipotiroidizm, kuru ama ¢ok kaba olmayan cilt ve sag, cilt

depigmentasyonu, yalnizca minimal makroglossi, atrofik gogiisler ve diisiik tansiyon

ile karakterizedir. Ayrica kalp kugiiktiir ve seréz perikardiyal fiizyonlar olugmaz.

Hipoglisemi, eslik eden adrenal yetmezlik veya biiyime hormonu eksikligi nedeniyle

yaygindir. Her iki tip hipotirodizmde anemi mevcuttur, genellikle normositik-

normokromiktir ve etiyolojisi bilinmemektedir, ancak menoraji nedeniyle hipokromik

olabilir ve bazen pernisiydz anemi veya folat emiliminin azalmasi nedeniyle
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makrositer olabilir. Anemi nadiren siddetlidir (hemoglobin genellikle > 9 g/dL [> 90
g/L]). Hipometabolik durum diizeltildik¢e anemi azalir ve bazen 6-9 ay siirer. Serum
kolesterolti primer hipotiroidizmde sekonder hipotiroidizmdekine gore daha yiiksektir

(Braunstein, 2022).

Hipotiroidizm tedavisi igin sentetik T4 (levotiroksin, LT4), T3 (liotironin) preparatlari,
2 sentetik hormonun kombinasyonlar1 ve kurutulmus hayvan tiroid ekstresi dahil

olmak tzere ¢esitli tiroid hormonu preparatlarn kullanilir.

Levotiroksin (L T4): Hipotiroidizmin levotiroksin (LT4) ile tedavisinin temeli,

insanlarin T4'u T3 e aktive etmesidir. Dolayistyla, LT4 dozlari serum TSH degerini
normallestiritken viicudun T3 rezervuarimt da geri kazandirmalidir. Hipotiroidi
semptomlarini gidermedeki etkinligi, yararlart konusunda uzun sureli deneyim,
olumlu yan etki profili, uygulama kolaylig, iyi bagirsak emilimi, uzun serum yari
omri ve digik maliyeti nedeniyle hipotiroidi tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
preparattir. Levotiroksin, TSH seviyeleri orta normal aralikta olana kadar uygulanir.
Primer hipotiroidizmde LT4 replasmaninin amaci, 6tiroidizm durumuna ulagsmak ve
dolagimdaki TSH ve tiroid hormon diizeylerini normallestirmektir (Mandel ve ark.,
1993; Singer ve ark., 1995). Otiroidizm durumu, tiroid hormon etki indekslerinin
normallesmesi ve hipotiroidizm ile iligkili semptomlarin ve klinik bulgularin yoklugu
veya gerilemesi olarak tanimlanir. Tiroid uyarict hormon diizeyi replasman tedavisinin
yeterliliginin en guvenilir belirtecidir ve referans araligindaki bir deger (0.4-
4.0 mIU/L) terapédtik hedef olarak kabul edilmelidir. Levotiroksinin olagan idame
dozu yasa, viicut kitle indeksine ve emilime bagli olup 75-150 pg olarak giinde bir kez
agizdan uygulanir. Bununla birlikte gen¢ veya orta yasli hastalarda baglangi¢ dozu
giinde bir kez oral yoldan 100 pgveya 1.7 pg/kg olabilir. Kalp hastaligi olan hastalarda
tedaviye disiik dozlarla, genellikle giinde bir kez 25 pg ile baslanir. idame doza
ulagilana kadar doz her 6 haftada bir ayarlanir. Hamile kadinlarda idame dozunun
artirilmast gerekebilir. Tiroksin emilimini azaltan veya metabolik klerensini artiran
ilaglarin birlikte uygulanmasi durumunda da dozun artirilmasi gerekebilir. Kullanilan
doz, serum TSH diizeylerini orta normal aralia geri getiren en diigtik doz olmalidir
(ancak bu kriter sekonder hipotiroidi hastalarinda kullanilamaz). Sekonder
hipotiroidizmde LT4 dozu, serbest T4 seviyesini orta normal aralikta tutmalidir

(Jonklaas ve ark., 2014). Bu hastalarda, yeterli kortizol salgilandigina dair kanit olana
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kadar (veya kortizol tedavisi verilene kadar) LT4 verilmemelidir, ¢linkii levotiroksin

adrenal krizi tetikleyebilir (Jonklaas ve ark., 2014).

Liotironin (L-triiodotironin, LT3): Kisa yarilanma émri ve serum T3 dizeylerinde

olusturdugu buyik pikler nedeniyle uzun sireli replasman i¢in tek basina
kullanilmamalidir. Standart replasman miktarlarinin (giinde iki kez 25-37.5 pg)
uygulanmasi, neredeyse tamamen emilmesi nedeniyle serum T3'Un 4 saat iginde hizla
300-1000 ng/dL'ye (4.62-15.4 nmol/L) yukselmesine neden olur; bu seviyeler 24 saat
iginde normale doner. Ayrica, liotironin alan hastalar giinde en az birkag saat kimyasal
olarak hipertiroidiktir ve bu da potansiyel olarak kardiyak riskleri artirir (Idrees ve

ark., 2020).

Sentetik T3 ve T4 hormon kombinasyonlan: Iki hormonun karigimlan agizdan

alindiginda da benzer serum T3 degisiklikleri meydana gelir, ancak daha az T3
verildigi i¢in pik T3 daha dusiiktiir. Sentetik T4 preparatlar ile replasman tedavileri
serum T3 yanitinda farkli bir model yansitir. Serum T3'teki artislar kademeli olarak
gergeklesir ve yeterli dozda T4 verildiginde normal seviyeler korunur (Jonklaas ve

ark., 2021).

Kurutulmus hayvan tiroid preparatlari: Bu preparatlar degisken miktarlarda T3 ve T4

igerir ve hasta halihazirda bu preparati almiyorsa ve serum TSH diizeyi normal degilse

recete edilmemelidir (Braunstein, 2022).
2.1.3.2. Hipertiroidizm

Hipertiroidizm nedenine bagli olarak tiplere ayrilir:

a. Primer hipertiroidizm: Yuksek serbest T4, disik TSH, normal TRH stimiilasyon
testi bulgusuyla karakterizedir.

b. Sekonder hipertiroidizm: TRH stimtilasyon testi normal iken, TSH duzeyi yuksektir.
c. Subklinik hipertiroidizm: T3 ve T4 diizeyleri normaldir, ancak TSH diizeyi disiiktiir
(<0.1 plU / ml) (Biondi ve ark., 2005). Levotiroksin ile TSH baskilayici tedavi ya da
agirt miktarda hormon replasmaninin (Batrinos, 2006) ve tiroid kanserine (Biondi ve
ark., 2005) bagl olarak agiri hormon tretiminin bir sonucu olarak sekillenebilir.

¢. Tironin hipertiroidizmi: Hipertiroid hastalarinin %1-4"inde rastlanan bu tipte serbest

T3 yuksek, serbest T4 normal ve TSH diisik dizeydedir.
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d. Tiroksin hipertiroidizmi: Bu tip hipertiroidizmde T4 dizeyi yiiksek iken, T3 duzeyi

normal sinirlardadir (Biondi ve ark., 2005).

Hipertiroidizm, kandaki tiroid uyaranlarinin veya otonom tiroid hiperfonksiyonunun
etkisiyle tiroid bezinden asirt TH’lerin sentezlenmesi sonucu olusur. Bunun yani sira
sentez artigt olmaksizin tiroid bezinden asin TH’yi salgilanmasindan da
kaynaklanabilir. Bu tip salinim mekanizmasinda genel olarak bazi tiroidit ¢esitlerinin
yikict degisimleri rol oynar. Genel olarak en yaygin nedenler Graves hastaligr (toksik
diffiz guatr), Multinoduler guatr ve tiroidittir. Otoimmiin tiroid hastaliklarindan biri
olan Graves hastali8i, tiroid uyarict antikor (TSAb) olarak da bilinen tiroid uyaric
immiunoglobulin (TSI) otoantikorlarinin tretiminden kaynaklanir (Diana ve ark.,
2018). Cogu otoantikorun inhibitor etkisi olmasina karsilik, bu otoantikor uyarici
ozellikte olup folikul epitel hiicre membranindaki TSH reseptoriine (tirotropin
reseptori, TSHR) baglanir ve onu aktive ederek hem T4 ve T3’in otonom uretimine
hem de tiroid bezi biiylimesini uyararak hipertiroidizm ve tiromegaliye neden olur
(Diana ve ark., 2018; Mclver ve Morris, 1998). Ayrica hamilelik ve 6zellikle dogum
sonrasi, iyot fazlaligi, enfeksiyonlar, duygusal stres, sigara ve interferon alfa gibi
cesitli cevresel faktorler, duyarli genler iizerinde bagisiklik tepkilerini tetikleyerek
Graves hastaligin1 sekillendirir. Hashimoto tiroiditi gibi Graves hastaligi da bazen tip
1 diabetes mellitus, saglarin erken beyazlamasi, vitiligo, pernisiydz anemi,
poliglanduler eksiklik sendromu ve bag dokusu bozukluklart gibi diger oto immiin
bozukluklarla birlikte gorilur. Kalitmsal faktorler Graves hastaligr riskini artirir,
ancak ilgili genler bilinmemektedir. Graves hastalig1 guatr, ekzoftalmus (oftalmopati)
ve infiltratif dermopati ile karakterize olup bunlardan biri veya daha fazlasi ile birlikte
ortaya ¢ikar. Grave sorbitopatisi (oftalmopati), tiroid uyarici antikorlarin (TSAb) ve
sitotoksik T lenfositler tarafindan salinan sitokinlerin etkilerine bagli olarak
ekstraokiiler kaslarin ve retro-orbital bag ve yag dokularinin inflamasyonu, hiicresel
proliferasyonu ve agirt biyiimesinden kaynaklanir. Bu sitokinler ve tiroid uyarict
antikorlar periorbital fibroblastlar1 ve preadipositleri aktive ederek agir1 hidrofilik
glikozaminoglikanlarin (GAG) sentezlenmesine ve retro-orbital yag biylimesine
neden olur. Glikozaminoglikanlarin suyu hapsetmesiyle ekstraokiler kaslar siser. Bu

degisiklikler proptozis, diplopi, konjesyon ve periorbital édeme yol acar. Tedavi
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edilmezse, sonunda kaslarda geri dontisi olmayan fibrozis meydana gelir (Li ve ark.,

2018).

Toksik soliter veya multinodiler guatr (Plummer hastaligi) baz1 zamanlarda strekli
tiroid aktivasyonunu saglayan TSH reseptor geninin mutajenik bozukluklarindan
kaynaklanir. Toksik nodiller guatr hastalarinda bulunan belirtiler ile Graves
hastalarinda gozlenen otoimmiin belirtiler ayni degildir ve dolagimlarinda bulunan
antikorlar arasinda ortak olan yoktur. Aynmi zamanda, Graves hastalar tedavi
edildiginde 1yilesebiliyorken, toksik soliter ve multinodiler guatr hastalari genel

olarak iyilesmez (Krohn ve ark., 2005).

Inflamatuvar tiroid hastaliklan (tiroidit), subakut granillomatoz tiroiditi, Hashimoto
tiroiditi ve Hashimoto tiroiditinin bir varyanti olan sessiz lenfositik tiroiditi gibi alt
cesitlere ayrilir. Hipertiroidizm, subakut graniilomatoz tiroidit formunda daha yaygin
olarak gorulur. Artmig salgidan ziyade, tiroid bezindeki yikict degisimlerinden ve
biriken hormonun salinmasindan kaynaklanir. Bunu da hipotiroidizm fonksiyon

bozuklugu izleyebilir (Slatosky ve ark., 2000).

Hipertiroidizm nadir olarak normal olmayan TSH salgilanmasi ile de olusabilir. On
hipofizin anormal buyimesi sonucu sekillenen bu bozuklukta salgilanan TSH
metabolik anlamda normal TSH'den daha aktiftir. Hipofiz anomalisi bulunan
hastalarda kanda TSH'nin alfa alt biriminde bir ytukselme gorilir. Bu durum ayirict

tanida da yardimect olur (Bonomi ve ark., 2001).

llaca bagl hipertiroidi, kanser hastaliginin iyilestirilmesinde kontrol noktasi
inhibisyon faktorleri olarak kullanilan amiodaron (Martino ve ark., 1988), multiple
skleroz hastaliginin iyilestirilmesinde kullanilan alemtuzumab (Ragavan ve ark.,
2022) ya da trimetabolik bozukluklarin etkisi ile tiroidit durumunu tetikleyen
interferon-alfa’dan (Tomer ve Menconi 2009) kaynaklanabilir. Genellikle hipotiroidi

olustursa da lityum nadiren hipertiroidiye de sebep olabilir (Fairbrother ve ark., 2019).

Tirotoksikoz factitia (alimenter tirotoksikoz), ekzojen tiroid hormonu alimindan
kaynaklanan bir tirotoksikoz durumudur. Levotiroksin ve triiyodotironin gibi ilaglarin
yanliglikla fazla aliminin sonucu olusabilir. Nadir gortlen bir hipertiroidizm geklidir

(Jahagirdar ve ark., 2008).
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Gereginden fazla ‘I’ alimi da hipertiroidizme neden olur. Nontoksik noduler guatri
olan (genel olarak yasli hastalar), i¢eriginde ‘I’ bulunan ilag (6rn. amiodaron) ya da
radyolojik uygulamalar i¢in ‘I’ agisindan fazlaca konsantre maddeler uygulanan
hastalarda gorilir. Etiyolojisi de, agir1 iyodun tiroidin fonksiyonel olarak otonom
(vani TSH regiilasyonu altinda olmayan) bolgelerinin hormon iiretmesi amaciyla
substrat sentezlemesi olabilir. Hipertiroidizm patolojik bozukluk durumu genel olarak

asir1 ‘I’ dolagima katildigr siire boyunca devam eder (Fairbrother ve ark., 2019).

Otoimmin olmayan otozomal dominant hipertiroidizm bebeklik déneminde ortaya
¢ikar. Tiroid uyarict hormon reseptoriniin genindeki mutasyonlardan kaynaklanir
(Chester ve ark., 2008). Hipertiroidizm olusturan olasi bir diger neden metastatik tiroid
kanseridir. Tiroid hormonunun fazlaca uretimi, bilhassa pulmoner metastazlarda
olmak tizere, nadiren goriilen metastatik folikiiler karsinomdan kaynaklanir (Rosario

ve ark., 2005).

Hipertirodizm tanisi: Yilksek serbest T4 veya serbest T3 veya her ikisiyle birlikte

baskilanmis TSH, hipertiroidi tanisin1 dogrular. Hipertiroidizmde, genellikle serum T3
diizeyi, T4'ten daha ¢ok artar, bunun nedeni muhtemelen T3 salgisinin artmast ve
periferik dokularda T4'in T3'e dontismesidir. Hastalarin bazilarinda sadece T3 artar
(T3 toksikozu). Triiyodotironin toksikozu, hipertiroidizme sebep olan yaygin
trimetabolik bozukluklar olan Graves hastaligi, multinodiiler guatr ve otonom olarak
caligan soliter tiroid nodiilii hastaligi da olmak iizere bu hastaliklarin herhangi birinde
gorilebilir. Trityodotironin toksikozu tedavi edilmediginde, hastada hipertiroidizm
i¢in tipik klinik anormallikler de gelisir. Tiroiditin alt formlarinda goriilen hipertiroidi
fazinin hemen arkasindan bir hipotiroidi fazi vardir. Subklinik hipertiroidizmde sadece
TSH baskilanir, ancak serbest T4 ve serbest T3 normaldir (Bahn ve ark., 2011; Ross
ve ark., 2016).

Hipertiroidizmin tedavisi nedene baglidir. Bununla birlikte radyoaktif ‘I’, metimazol
(MMI) veya propiltiourasil (PTU), beta-blokerler, ‘I’ ve cerrahi yontem uygulanarak
tedavi gergeklestirilir (Abraham ve Acharya 2010).

Radyoaktif sodyum iyodur (iyot-131, radyoiyot): Radyoiyot, ¢ocuklar da dahil olmak

lizere tim yag grubundaki hastalarda Graves hastaliginda ve toksik nodiiler guatrda

tedavi igin siklikla tercih edilmektedir. Iyot-131 dozunun ayarlanmasi zordur ¢iinkii
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bezin yanit1 tahmin edilemez; baz1 doktorlar 8 ila 15 milikarilik standart bir doz verir.
Digerleri ise 80-120 mikrokiiri/g dozunu tiroid dokusunda saglayabilmek igin 24
saatlik alim miktarina ve gorsel tahmini tiroid boyutuna gore dozu ayarlar. Otiroidizm
olusturmak amaciyla yeteri kadar iyot-131 verildiginde, hastalarin hemen hemen %25-
50'si bir y1l sonra hipotiroidi olur ve ayrica insidans yillar boyunca artmay1 sirdirtr.
Boylelikle, hastalarin ¢gogunda tedavi sonunda hipotiroidi sekllenir. Bunun yani sira,
daha kugiik olgekli dozlar kullanildiginda, niks insidanst daha yiikksek olur. Daha
buyiik dozlar, 6rnegin 10-20 milikiiri genellikle ilk 6 ayda hipotiroidizm olusturur. Bu
nedenle iyot-131 ile tedavi yontemi tercih edilen bir tedavi yontemidir. Radyoiyot anne
sutiine gecme ve bebekte hipotiroidizm olusturma riski bulundugundan emzirme
donemindeki annelerde ve plasentayr gegerek fotal hipotiroidizme neden oldugundan

gebelikte kullanilmaz (Kravets 2016).

Metimazol( MMI) ve propiltiourasil (PTU): Builaglar TPO’yu inhibe ederek iyodiiriin

organifikasyonunu azaltir ve baglanma tepkimesini bozar. Propiltiyourasilin yuksek
dozlari, T4'in T3'e donugerek aktif form haline gelmesini inhibe eder. Metimazoliin
genel baglama dozu gunlik 2-3 kez 5-20 mg'dir. Tiroid uyarict hormonun
normallegsmesi, T4 ve T3 seviyelerinin normallesmesini bir veya daha fazla hafta
geciktirir. Bu nedenle, T4 ve T3 dizeyleri normallestiginde, hipotiroidizmi
induklemekten kaginmak i¢in dozaj en disiik (giinliik bir kez 2.5-10 mg) etkili miktara
dusuralur. Kontrol genellikle 2 ila 3 ay i¢inde saglanir. Metimazoliin idame dozlari
klinik belirtiler g6z oniine alindiginda en az bir yil ya da daha uzun yillar
surdurilebilir. Siddetli tirotoksikozu olan hastalarda daha hizli biyokimyasal kontrol
gerektiginde, MMTI'nin etki siiresi 24 saatten az olabileceginden, baglangi¢ta bolunmus
bir MMI dozu (6rn. giinde iki kez 15 veya 20 mg) giinliik tek bir dozdan daha etkili
olabilir (McCruden ve ark., 1987). Avrupa ulkelerinde genis capta kullanilan ancak
Amerika Birlesik Devletleri’'nde bulunmayan karbimazol metimazole hizla
donustiraliir. Genel olarak baglangi¢c dozaji metimazole benzer olup, idame dozaji
ginliik bir veya iki kez 2.5-10 mg'dir. Metimazol, PTU'ya kiyasla giinde bir kez
uygulama avantajina ve daha diisiik major yan etki riskine sahip oldugundan daha ¢ok
tercih edilir. Bununla birlikte PTU, MMI’ya gore 6nemli dl¢tide daha dusik konjenital
anomali insidanst bulundugundan gebelik sirasinda, 6zellikle ilk trimesterde tercih

edilen antitiroid ilagtir (Abalovich ve ark., 2007). Propiltiyourasilin etki stresi daha
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kisadir ve hipertiroidinin siddetine bagli olarak giinde ti¢ kez 50-150 mg ile baglanarak
genellikle giinde iki veya t¢ kez uygulanir. Klinik bulgular ve tiroid fonksiyon testleri
normale dondiikge, giinde iki veya ti¢ kez 50 mg idame PTU dozuna inmek genellikle
mumkiindir. Propiltiyourasil dozu giinde 4 kez 150-200 mg'a ¢ikarilarak siiratle
kontrol altina alinabilir. Potansiyel yan etkiler veya diger ozellikler iki ila¢ arasinda
farklilik gosterir ve her biri igin endikasyonlart yonlendirir. Metimazolun giinde bir
kez alinmasi gerekir ve bu durumda da uyum artar. Ustelik, metimazol giinde 20 mg
dozdan daha az kullanildiginda agrantilositoz belirtisi daha az gorilir. Propiltiyourasil
tedavisinde her dozunda agrantilositoz durumu goriilebilir. Propiltiyourasil, tiroid
firtinas1 tedavisinde tercih edilmektedir. Zira yiiksek dozlar (gunlik 800 mg'n
tizerinde) tiroid bezindeki tretimi azaltmanin yani sira T4'Un aktif form olan T3'e
periferik olarak doniigimuni kismi olarak engeller. Asir1 dozaj PTU ile T4'Un T3'e
doéniigiminin gugli bir inhibitéri olan deksametazon kombinasyonu, tiroid firtinast
olan hastalarda gorilen yogun hipertiroidizm belirtilerini azaltabilir, serum T3
seviyesini 7 gin igerisinde normal seviyeye getirebilir (Ross ve ark., 2016).
Levotiroksin alan subklinik hipertiroidi hastalarinda, tedavi tiroid kanser teshisi
konulan hastalarda inhibe edilmis TSH diizeylerini strdiirmeyi amaglamiyorsa,
dozajin miktarinin azaltilmasi ideal bir yonetim olur. Endojen subklinik hipertiroidi
(serumdaki TSH degerinin 0.ImU/L altinda) olan hastalarda, bilhassa atriyal
fibrilasyonu olan ya da kemikte azalmis mineral yogunlugu olan hastalarda tedavi

endikedir. Olagan tedavi ilaci iyot-131'dir, ancak daha az doz MMI da etkili

olmaktadir (He ve ark., 2004).

Beta-blokerler: Stimiile edici adren bagimli hipertiroidizm, bu grupta bulunan ilaglara
yanit verebilir; en yaygin kullanilan ilag propranolol’dur, atenolol yada metoprolol da
alternatif tercih edilen diger ilaglardir. Genellikle beta-blokerlerin yan etkileri
tagikardi, tremor, mental semptomlar, goz kapaginin kapanmast bozuklugu, bazen
terleme ve 1s1 intoleransi, diyare, proksimal miyopati’dir. Beta-blokerlere cevap
olusturmayan belirtileri ise ekzoftalmi, kilo kayb1, guatr, bruit (tiirbtilansl kan akigiyla
iligkili olarak damar sesinin duyulabilir olmasi), oksijen tiikketiminde artis ve
dolagimdaki tiroksin seviyelerinde artigtir. Propranolol tiroid firtinasinda endikedir.
Oral yoldan alindiginda genel olarak 2-3 saat igerisinde, damar yolundan

alindigindaysa dakikalar igerisinde kalp atimini hizli bir sekilde azaltir. Esmolol
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sadece yogun bakim initesinde kullanilmalidir, ¢iinkii dikkatli titrasyon ve izleme
gerektirir. Ozellikle yash hastalarda hipertiroidizm ile birlikte goriilen tasikardiye de
beta-blokerler endikedir. Antitiroid ilaglarin etkili olabilmesi i¢in gegen stire birkag
haftayr bulabilir. Beta-blokerlerin ters etki gosterdigi hastalarda kalsiyum kanal
blokerleri tagikardiyi kontrol altina alabilir (Feely ve Peden 1984).

Iyot: Iyotun farmakolojik dozlar, saatler igerisinde T3 ve T4 salgilanmasini durdurur
ve boylelikle iyotun organifikasyonunu da inhibe etmig olur. Bu durum, birkag¢ giin
igerisinde gececek olan bir etkidir ve hemen sonrasinda inhibisyon ¢ogu zaman sona
erer. Tiroid firtinasinin acil kontrol altina alinmasinda, tiroid digt cerrahi gegiren
hipertiroid hastalarda ve tiroidektomi gegiren hipertiroid hastalarda tiroidin
damarlanmasint azalttigindan ameliyat oncesi hazirligi i¢in ‘I’ kullanilmaktadir. Bu
amagla doymus potasyum (K) iyodur ¢ozeltisi giin igerisinde 3-4 kez agizdan 2-3
damla (100-150 mg) veya giinde bir kez sodyum iyodiir solisyonu (1 L %0.9 salin
cozeltisi i¢inde 0.5-1 g sodyum iyodiir eritilerek hazirlanir) yavagca verilir (De

Almeida ve ark., 2022).

Operasyon: Tiroid karsitt ila¢ tedavisinin ardindan hipertiroidizm durumunun
tekrarinda ve iyot-131 ilacint kabul etmeyen Graves hastaligt olan hastalarda, tiroid
i¢cin kullanilan ilaglar biinyesi kabul etmeyen hastalarda, agirt bityiik guatr1 bulunan
hastalarda ve multinodiiler guatri ya da toksik adenomu olan kimi geng hastalarda
operasyon uygulanir. Ayrica dev nodiiler guatri olan yagga biyik hastalarda da

operasyon yapilabilir (Smithson ve ark., 2019).

Hipertirodizmin klinik belirtileri: Hipertiroidizm, hipermetabolizma ile karakterizedir.

Graves hastaliginda ortaya ¢ikan infiltratif oftalmopati ve dermopati harig,
hipotiroidizmin nedeni ne olursa olsun, ¢cogu belirti ve bulgu aynidir. Guatr veya nodiil
mevcut olabilir. Carpint, sinirlilik, yorgunluk, hiperaktivite, istah artig1, halsizlik,
uykusuzluk, terlemede artig, kilo kaybi, 1siya duyarlilik ve yogun bagirsak hareketleri
(ishal) gibi bir¢ok yaygin hipertiroidi semptomu adrenerjik hormonlara kargt artan
duyarliliktan kaynaklanir. Hipomenore goriilebilir. Titreme, sicak ve nemli dert,
tasikardi, atriyal fibrilasyon ve artmis nabiz basinci belirtiler arasindadir (Doubleday
ve Sippel, 2020). Yasl hastalarda, ozellikle toksik noduler guatri olanlarda, daha ¢ok

depresyon veya demansa benzer semptomlar (apatik veya maskeli hipertiroidizm)
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gozlenebilir. Cogunda ekzoftalmus veya tremor goriillmez. Olast semptomlar atriyal
fibrilasyon, duyu degisikligi, senkop, kalp yetmezligi ve halsizlikdir. Semptomlar
bazen sadece bir organ sistemini kapsayabilir. Gozdeki bulgular arasinda agir
adrenerjik uyarima bagl olarak goz kapag: disikligu ve goz kapag retraksiyonu yer

alir. Infiltratif oftalmopati Graves hastaligina 6zgiidiir.

Hipotiroidili ve hipertirodili hayvanlarn tiroid bezindeki histopatolojik degisiklikler:

Hipotiroidili hayvanlarnin tiroid bezinde folikil epitel htcreleri ve C hiicrelerinde
hiperaktivite belirtileri gozlenir. Epitel hiicreleri prizmatiklesir ve C hiicrelerinin say1st
artar (Elkalawy ve ark., 2013). Hipertiroidide ise tiroid bezinde folikiiler epitel
hiicreleri basiklagirken ve folikiil igerisindeki kolloid miktarinda artis meydana gelir

(Ferreira, 2007).

2.1.4. Tiroid Bezi Fonksiyon Bozukluklarimin Merkezi Sinir Sistemindeki Klinik
Etkileri

Cok sayida karmagik diizenleyici mekanizma, periferik ve merkezi sinir sisteminin
gelisimini ve iglevini etkiler. Bunlar arasinda hormonlar en gi¢li duzenleyici
faktorlerdir. Hormonal aktiviteleriyle bilinen ¢esitli partikiiller nérotransmitter olarak
gorev yapar. Ayrica, sistemik olarak salgilanan hormonlar hem beyin diizeyinde hem
de periferik organlarda sinir sisteminin islevini modiile eder. Tiroid fonksiyonunun,
igsel diizenleyici devrelerle dogrudan etkilesimi igeren mekanizmalarda veya dolayli
olarak ornegin dolasim sistemi veya metabolik yollar tizerinde uygulanan sistemik
etkiler yoluyla, uygun biligsel gelisimde ve ayn1 zamanda sinir sistemi aktivitesinin
diger bir¢cok yonlerinde 6nemli bir rol oynadig gosterilmistir. Sinir sistemi igleviyle
olan bu yakin iligkiler nedeniyle, tirometabolik durum bozukluklari, ruh hali ve biligsel
bozukluklar, bag agrisi, oftalmopleji, koku alma bozukluklari, tremor ve diger hareket
bozukluklari, kas giigsiizlugii vb. dahil olmak tizere genis bir nérolojik belirti ve
semptom yelpazesiyle iligkilidir. Hem hipertiroidizm hem de hipotiroidizm depresif
veya anksiyete bozuklugu, hafiza eksikligi, yuriitme yetersizligi ve hatta psikoz gibi
psikiyatrik semptomlara neden olabilir. Siddetli dekompanse hipotiroidizm, ardigik
olarak ilerleyen ensefalopatik semptomlarla hayati tehdit eden bir durum olan
miksodem komasiyla sonuglanabilir. Otoimmiin tiroidit ile iligkili steroide yanit veren

ensefalopati, tiroid hastaligt ile iligkili ve potansiyel olarak ciddi klinik
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komplikasyonlara neden olan bagka bir ensefalopatik bozukluk bi¢imini temsil eder.
Periferde, tirometabolik bozukluklar kas fonksiyonunu etkileyerek subjektif
yorgunluk ve diisiik egzersiz toleranst ile bazi durumlarda (6zellikle hipotiroidizmde)
objektif miyopatik bulgulara neden olabilir. Ayrica periferik sinir sistemi de ozellikle
hipotiroid hastalarda, periferik polinoropati ve karpal tiinel veya Guyone kanali
sendromlart gibi tuzak noropatileri gelistirme egilimi ile etkilenebilir. Daha da
onemlisi, otoimmun tiroid hastaliginin potansiyel olarak miyasteni, Guillain-Barre
sendromu veya pernisiyoz anemi gibi norolojik semptomlara neden olabilecek diger

otoimmun sireglerle bir arada bulundugu gosterilmistir (Stasiolek, 2015).

Hipotiroidizmde diisiik TH konsantrasyonlar biligsel gerileme, depresyon, demans,
disfoni (ses kalitesinin bozulmasi) ve koma gibi noropsikiyatrik semptomlara neden
olabilir. Hipotirodizmde yaygin zihinsel bozulmanin bir uzantist olarak demans
geligebilir. Bununla birlikte, demans potansiyel olarak geri dontsumludir ve
levotiroksin tedavisinden sonra norobiligsel yeteneklerin iyilestigi gosterilmistir
(Jurado-Flores ve ark., 2022). Ancak demans, hipotiroidizmin tek psikiyatrik belirtisi
degildir. Ayrica deliryum, sanrisal bozukluk, sizofreniform psikoz veya major
depresyon da ortaya ¢ikabilir (Dugbartey, 1998). Hem kemirgenlerde hem de
insanlarda TR mutasyonlar1, duyusal, dikkat, duygu ve hafiza fonksiyonlarindaki
degisiklikler de dahil olmak tizere c¢esitli davranigsal ve biligsel fenotiplerle
iliskilendirilmistir, ancak etkileri, hipotiroidizminkinden daha karmagik ve genellikle
daha tehlikesizdir (Dellovade ve ark., 2000; Forrest ve ark., 1996; Gothe ve ark., 1999;
Guadano-Ferraz ve ark., 2003; Wong ve ark., 1997).

Primer hipotiroidizm hastalarinda karsilagilan yaygin bir diger klinik problem
senzorindral koku alma bozukluklar1 (disomia)’ dir. Sensorinoral koku alma
bozukluklari, koku alma reseptorleri, koku alma duyu néronlan (Olfaktor reseptor
noronlar, ORN) veya merkezi sinir sistemi tarafindan stimiilasyonun yetersiz alimi
veya iglenmesi (Dhong ve Kim, 2003; Paternostro ve Meisami, 1991) nedeniyle
duyusal yogunlugun azalmasi veya bozulmasi anlamina gelir (Chen ve ark., 2021). Bu
gibi hastalarda, tiroid hormonlar ile tedavinin bu kusurlart buytk ol¢ide tersine
cevirdigi tespit edilmistir (McConnell ve ark., 1975). McConnell ve ark. (1975)
hipotiroidizmde tat ve koku alma duyularinin bozuldugunu bildirmistir. Walczak ve

arkadaslart konjenital hipotiroidizm hastalarinda, tiroid hormonlarinin kokunun
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tespitinde ve ayirt edilmesinde 6nemli oldugunu belirlemislerdir (Walczak ve ark.,
2002). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda da subklinik hipotiroidizmin (Baskoy ve ark.,
2016) ve primer hipotiroidizmin (Deniz ve ark., 2016) koku alma duyarliligini negatif
yonde etkiledigi gosterilmigtir. Dahasi, hipotiroidizmin yetigkin farelerde koku
almanin kismen veya tamamen kaybolmasina (anosmia) neden oldugu gosterilmistir

(Beard ve Mackay-Sim, 1987).

Paternostro ve Meisami (1991), tiroid hormonu degisikliklerinin yeni dogan siganlarin
olfaktor epiteli tizerindeki etkilerini aragtirmigtir. Deneysel olarak olusturulan hipo ve
hipertiroid si¢anlar, koku reseptér noronlarinin (ORN) olgunlagmast, ylizey yogunlugu
ve toplam reseptor digum sayist agisindan degerlendirilmigtir. Calismada, hipotiroid
sicanlarda koku epitelinin daha kiicik oldugu, koku reseptér noéronlart igin
olgunlagmamig/olgunlagsmig oraninin arttigi, ancak toplam reseptor hiicrelerinin ayni
yogunlukta oldugu saptanmistir. Bu aragtirmacilar tiroid hormonlarinin postnatal
olfaktor epitel proliferasyonu ve reseptor hiicre olgunlagmasi igin gerekli oldugu ve
asirt dozda tiroid hormonlarinin bu sonuglari iyilestirmeyecegi sonucuna varmiglardir.
Benzer sekilde Dhong ve arkadaglari (2003), hipotiroidizmin koku epiteli iizerindeki
olasi histolojik etkilerini aragtirmig; immunohistokimyasal boyama kullanarak koku
epitelinde daha dustk olgunlagma skorlari bulmuglardir. Tiroid hormonlarinin koku
alma tzerindeki etkileri merkezi sinir sistemi veya u¢ organ yanitlari yoluyla da ortaya
cikabildigi ve koku alma bozuklugunun yasamin ilerleyen dénemlerinde biligsel

bozuklukla iligkili oldugu da gosterilmigtir (Roberts ve ark., 2016).
2.1.5. Tiroid Hormonlarmmn Norogenez Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tiroid hormonlart noral hiicre geligsimini ve RNA (Riboniikleik asit) sentezi gibi
buytumeyle ilgili siiregleri etkilerler ve memelilerde embriyogenez ve infantil donemde
sinir sistemi gelisiminde 6nemli rol oynarlar (Timiras, 1988). Yasamin bu erken
asamalarinda, bir dizi gen TH'ye yamt olarak guglii degisiklikler gosterir (Bernal,
2017). Ancak, gelismekte olan beyindeki TH'ye yanit veren bu genler yetigkinlikte
TH'ye yanit vermeyi birakir. Memeli noronlart dogum 6ncesi ve dogum sonrast erken
yasamda {uretildiginden, TH’ler dogum sonrast memelilerin geligen noéronlarini
etkileyebilir (Rakic, 1985). Baz1 ¢aligmalarda yetiskin bireylerde tiroid hormonunun

norogenez uzerindeki etkisi gosterilmigtir (Kapoor ve ark., 2015; Remaud ve ark.,
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2014). Tiroid hormonu, hiicre gogii ve kortikal tabakalarin olusumu gibi olaylarin
diizenlenmesinin yanisira, néronal ve glial hiicre farklilagmasinda rol oynar. Tiroid
hormonlarinin, hiicre doéngustntn dizenlemesinde ve gelismekte olan korteksin
surekli ¢gogalmasini saglayan POU2F1/Oct-1 veya Nov genlerinin ekspresyonlarini

artirdigr gosterilmigtir (Dowling ve ark., 2000; Morte ve ark., 2010).

Tiroid hormonu eksikligi (hipotiroidizm) veya fazlaliginin (hipertiroidizm) bir sonucu
olarak, ozellikle hicre farklilagmasi, goglii ve gen ekspresyonunun degistigi tespit
edilmistir (Benvenuti ve ark., 2008; Bernal ve Nunez, 1995). Hipotiroidizm hiicre
donglstnin bozulmasina, apoptoza ve hem apikal hem de bazal progenitor hiicre
havuzlarinda azalmaya, ayrica noronal farklilagmadaki kusurlara neden olur (Mohan
ve ark., 2012). Bugiine degin yapilan ¢aligmalar hipotiroidizmin, biligsel bozulmanin
en 6nemli metabolik nedenlerinden biri oldugunu ortaya koymustur (Dietzel ve ark.,
2012). Yakin zamanda goruntileme teknikleri (6zellikle MRI (Manyetik rezonans
gorintileme) taramalari) kullanilarak hipotiroidizm tanist alan annelerin
yenidoganlarinda ve bebeklerinde beyin yapisinin ve olgunlagmasinin birgok yoniiniin
bozuldugu gosterilmistir (Korevaar ve ark., 2016, Lischinsky ve ark., 2016; Samadi
ve ark., 2015; Stagnaro-Green, 2011; Willoughby ve ark., 2014a; Willoughby ve ark.,
2014b). Dahasi, hamilelik sirasinda ilk trimesterde anneleri disik TH seviyelerinden
muzdarip olan ¢ocuklarin, bir hafiza eksikligi ile iligkili olabilecek daha kugiik
hipokampiise sahip olduklar saptanmis ve insanda ilk trimesterin TH sinyalizasyonu
i¢cin norogenezi kontrol eden kritik bir donem oldugu rapor edilmistir (Willoughby,

2014a).

Dogumdan sonra TH'ler tamamen yenidoganin tiroid bezinden turetilir. Perinatal
donemde sekillenen hipotiroidizm noéronal hiicre proliferasyonunu, gogint ve
farklilagmasini bozar. Hem nérogenez hem de gliyogenezde yer alan birkag TH-hedef

gen, yenidogan beyin geligimi i¢in ¢ok 6nemlidir (Bernal ve ark., 2003).

Tiroid hormonlarinin ana etkisi enerjiyi kullanmaktir. Bu, ¢ogu dokunun metabolik
hizinda bir artisa neden olur. Hipotiroidizmde zihinsel ve fiziksel aktivitenin
yavaglamasinin nedeni metabolizmanin azalmasidir. Yetigkin hipotiroidizmli siganlar
ogrenmede yetersizlikler ve depresyon belirtileri gosterir (Fundaro, 1989; Kulikov ve

ark., 1997). Belirli fetal evrelerdeki tiroid hormonu eksikliginin bir sonucu olarak,
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neokortekste degismis hiicre gocii, belirgin olmayan kortikal tabakalagmaya neden
olur (Berbel ve ark., 2001; Bernal, .2017; Moog ve ark., 2017). Norogenez yasin
ilerlemesiyle birlikte azalir (Enwere ve ark., 2004; Gould ve ark., 1999) ve biligsel
eksiklik yagli insanlarda ve yaslanan kemirgenlerde sik gorilir (Bach ve ark., 1999).
Tiroid hormon sinyali yaglanma sirasinda ¢oklu fizyolojik sistemleri etkiler (Bowers
ve ark., 2013). Bununla birlikte, baz1 TH tedavileri hipotiroidili insanlarda (Kramer ve
ark., 2009) ve farelerde (Fu ve ark., 2010; Fu ve ark., 2014) biligsel performanslari
geligtirebilir.

Yetigkin beyinde iki bolge bulbus olfatoryus (olfaktor bulbus, OB) ve hipokampiisiin
dentat girusu yasam boyunca yeni Uretilen noronlan alir ve siirekli olarak kendi
noronlarina dontstirir (Ming ve Song 2005). Merkezi sinir siteminde norogenez iki
bolgede gergeklesir: subventrikiiler alan (SVZ) ve subgraniler alan (SGA).
Subventrikiiler alan, lateral ventrikil yizeyinin altinda bulunur, yetiskin
kemirgenlerde olfaktér bulbus néronlarini tretir. Subgraniler alan, dentat girusun
graniler katmaninin yaninda bulunur ve graniiler néronlart tretir. Yetigkin beyinde iki
bolge OB ve hipokampiisiin dentat girusu yasam boyunca yeni Uretilen néronlart alir
ve siirekli olarak kendi néronlarina déntstirir (Ming ve Song 2005). Hipotiroidizmin
yetigkin siganlarda SVZ’de hiicre dongiisiine yeniden girisini bloke ederek noronal
kok hiicre ve progenitor hiicre proliferasyonunu azalttigi (Lemkine ve ark., 2005) ve
ekzojen tiroid hormonu verilmesinin nérogenezi uyardigr bilinmektedir (Ambragini ve
ark., 2005; Montero-Pedrazuela ve ark., 2006). T3 hormonu SVZ’de noéronal
prekirsorlerin  diferensiyasyonunu arttirir ve noral kok hucrelerin noroblastlara
doniigimund tesvik eder (Kapoor ve ark., 2012). Triiyodotironinin embriyonik ve
yetigkin norogenez etkilerini baskin olarak TRal saglamaktadir (Chen ve ark., 2012;
Denver ve ark., 2009). Ayrica, hipotiroidizm sirasinda gé¢ eden noroblastlarin sayist
azalir, bu da nérogenezin bozulmus oldugunu gosterir (Lemkine ve ark., 2005; Lopez-
Juarez ve ark, 2012). Bu azalmigs norogenezin koku alma fonksiyonunu
etkileyebilecegi, boylece koku alma davraniginin bazi formlarini degistirebildigi

belirtilmektedir (Kageyama ve ark., 2012).
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2.2. Olfaktor Sistem (Koku Alma Sistemi)

Koku alma, tirler arasinda en korunmus duyulardan biridir. Koku alma bireylerin
gidaya erigilebilirlik hakkinda uygun verileri elde etmesini ve ¢esitli toksik ve zararli
maddeleri reddetmesini saglar; disilerin cinsel durumunun belirlenmesinde, ¢iftlesme,
tureme ve emzirmede, bolgelerin sinirlandirilmast ve isaretlenmesinde, yuvanin
tespitinde, tehlike algist ve navigasyonda 6nemli rol oynar (Brennan ve Zufall, 2006;
Frasnelli ve ark., 2005; Liberles, 2014; Li ve Liberles, 2015; Rymer, 2020; Shingo ve
ark., 2003). Koku alma duyusu, zararli maddelere karg1 erken uyart sistemi olarak
caligmasinin yant sira normal sindirim fizyolojisindeki gastrik sekresyonlarin
uyarilmasinda da onemli rol oynar (Frasnelli ve ark., 2005; Mattes, 1997). Hem
kemirgenlerde hem de insanlarda dogumdan sonra lokomotor aktivitelerin gelismesi
ve mekansal oryantasyona yardimci olmak i¢in koku alma esastir (Hugill, 2015; Miller

ve ark., 2008; Miller ve ark., 2010).

Koku alma, buharlagtiklarinda burun deliklerine wulagip burun mukozasinda
coziinmeleri ve boylece koku alma stirecini baglatmalari i¢in ugucu olmalarn gereken
koku molekiillerini tespit etmek tizere uzmanlagmig kimyasal bir duyudur. Tat alma da
bir bagka kimyasal duyu 6rnegidir. Kokuya iligkin bilgiyi tagiyan molekiiller, Yunanca
"semeon" (isaret anlamina gelir) kelimesinden gelen "semiyokimyasallar" olarak
adlandirilan koku ligandlaridir. Semiyokimyasallarin ¢esitli alt gruplart bulunur

(Bakker ve Leinders-Zufall, 2016).

a. Feromonlar, ayni tir i¢indeki bireyleri etkileyen kimyasallardir. Bu isim
Yunanca "pherein" (tagimak veya aktarmak anlamina gelir) ve "hormon" (uyarmak
veya heyecanlandirmak anlamina gelir) kelimelerinden tiretilmistir. Feromonlar
salgilatict ya da primer feromonlar olarak siniflandirilabilir. Salgilatict feromonlar,
kokunun alinmasi tizerine aninda davranigsal bir tepki baslatir. Primer feromonlar ise
endokrin sistemi modiile ederek gecikmeli bir davranigsal tepkiye neden olur (Bakker
ve Leinders-Zufall, 2016). Sinomonlar ("syn" birlikte hareket eden veya disiiniilen
anlamina gelir), bir tirtin Gyeleri tarafindan salinan, bagka bir tiirin davranigini
etkileyen ve her iki tarafa da fayda saglayan kimyasallardir. Bitkiler bilinen ¢ogu
sinomonun kaynagidir (Bakker ve Leinders-Zufall, 2016).
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b. Kairomonlar ("kairos" dogru veya uygun anlamina gelir) sadece aliciya fayda
saglayan tirler aras1 kimyasal habercilerdir. Bu kemosinyaller bir¢ok sekilde ortaya
cikar. Konak bulma ve kabul etme siirecinin birgok asamasinda islev gorebilir:
kemosinyal alicilar tarafindan dinlenir ve bir aveinin veya avin varligina iligkin bilgi
olarak kullanilabilir. Ornegin, bir kediden gelen kokular, potansiyel avlari olan farede

dogustan gelen korku davranigini ortaya ¢ikarir (Bakker ve Leinders-Zufall, 2016).

c. Allomonlar ("allos" bagka veya farkli anlamina gelir, yabanct veya yabanci
birgeyi ima eder) yayiciya fayda saglayan tirler arast kimyasal habercilerdir.
Genellikle kovucu/beslenme caydiricist olarak islev goren savunma amagli
kimyasallardir, ancak aliciyt bir avcr tarafindan gtvenli bir yere ¢ekmek icin de
kullamlabilirler. Ornegin, bolas oriimcekleri belirli giive feromonlarim sentezleyerek
bu tirlerin erkek giivelerini yakalanmak tizere menzile ¢eker. Bir kokarca, avcilarinda
kaginma tepkileri ortaya ¢ikarmak i¢in kokusunu bir savunma silaht olarak kullanir

(Bakker ve Leinders-Zufall, 2016; Brown ve ark., 1970).

Memelilerde koku almak tizere 6zellesmis doku ve organlar olfaktor sistemi (koku
alma sistemi) olustururlar. Olfaktor sistem gebeligin ortasinda gelismeye baslar (de
Castro, 2009; Sarnat ve Yu, 2016, Treloar ve ark., 2009). Olfaktor sistem genellikle
anatomik olarak bagimsiz iki koku alma sistemine ayrilir; ana koku alma sistemi (ana
olfaktor sistem, MOS) ve aksesuar koku alma sistemi (aksesuar olfaktor sistem, AOS)
(Sekil 2.3.). Aksesuar olfaktor sistem vomeronazal sistem (VNS) olarak adlandirilir.
Olfaktor ve vomeronazal sistemler omurgalilarda birincil nazal kemosensor
sistemlerdir. Ana koku alma sistemi ¢evredeki her tiirli ugucu kimyasali tespit edip
islerken (Buck, 1996), aksesuar koku alma (veya vomeronazal) sistemi esas olarak
biyolojik énemi olan ugucu ve ugucu olmayan kimyasallarin (Chamero ve ark., 2012;
Halpern ve Martinez-Marcos, 2003) islenmesiyle gorevlidir. Bu tir kimyasallar
arasinda cinsel feromonlar (Roberts ve ark., 2010), saldirgan davraniglar ortaya
¢ikaran kimyasal sinyaller (Chamero ve ark., 2007; Chamero ve ark., 2011), avci
(Takahashi, 2014), hastalik kaynakli (Riviere ve ark., 2009) ve stres ile ilgili (Nodari
ve ark., 2008) sinyaller yer alir. Bu nedenle, ana koku alma sistemi hayvanin kimyasal
cevresini analiz etmesini saglarken, vomeronazal sistem esas olarak tiirdeslerin ve
avcilarin tespit edilmesinde rol oynar. Bununla birlikte her iki koku alma sistemi

molekullerin  uguculuk ozelliklerinden bagimsiz olarak kimyasal sinyalleri
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tantyabilmeleri ve feromonlar da dahil olmak tizere semiyokimyasallart tespit
edebilmeleri nedeniyle birbirini tamamlayicit roller astlenirler (Bakker ve Leinders-

Zufall, 2016; Swaney ve Keverne, 2009).

Bu tezde sadece ana olfaktor sistem hakkinda bilgi verilmistir.

2.2.1. Ana Olfaktor Sistem

Ana olfaktor sistem periferik ve merkezi olfaktor sistem olarak ikiye ayrilir:
2.2.1.1. Periferik Olfaktor Sistem

Kemirgenlerde periferik koku alma sistemi burun delikleri, etmoid kemik ve burun
boslugunda yerlesen, anatomik olarak ayrilmis bir kag yapidan olusur: ana olfaktor
(koku) epiteli (MOE), Grueneberg (Grineberg) gangliyonu (GG) ve Masera'nin septal
organt (Abafty ve ark., 2023) (Sekil 2.3.).

Sekil 2.3. Fare olfaktér (koku alma) sistemi. Kemosensor alt sistemleriyle birlikte fare
kafatasinin gériiniimii. GG, Grueneberg gangliyonu; OM, olfaktér mukoza; SOM, Masera’ nin
septal organi; VNO, vomeronazal organ; MOB, ana bulbus olfaktoryus; AOB, aksesuar bulbus
olfaktoryus; LNG, lateral burun bezleri; NG, glomeriil dizileri (Abaffy ve ark., 2023).
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2.2.1.2. Olfaktor Mukoza

Olfaktor mukoza etmoid kemigin kribriform plakasinin alt yizeyinde, tist ve orta
konkalarin medial yiizeyinde ve st nazal septumda yer alir. Bu mukozanin primer
bilesenleri olfaktor epitel (koku alma epiteli), bunun altindaki lamina propriya,
olfaktor bezler (koku bezleri) ile epitel igindeki olfaktér duyu noronlarinin (olfaktor
reseptor noronlar, olfaktdr senzorik noéronlar, koku néronlari, ORN veya OSN)
uzantilar olan sinir telleridir (Huard ve ark., 1998). Koku molekilleri ya nefes alma
(koku alma) sirasinda burun deliklerinden ya da ¢igneme veya yutma (retro-nazal koku
alma) sirasinda dilin havayr burun boslugunun arkasina ittiginde burun bogluguna
ulasabilir (Xiao ve ark., 2021). Burun boslugunun duvar olfaktor bezler taratindan
uretilen mukus ile kaplanmigtir. Mukus ayrica olfaktor epiteli de orter. Mukus
igerigindeki metabolik enzimler koku molekiillerini ¢ozer (Débat ve ark.,2007) (Sekil
24).

Olfaktor (koku) epitel kokunun algilanmasinda rol oynayan bir tir yalanct ¢ok katl

prizmatik epiteldir (Sekil 2.4.). Omurgalilarda, koku epitelinde bes tip hiicre bulunur:
a) Olfaktor reseptor noronlar (ORN),
b) Bir tiir destek hiicresi olan sustentakiiler hiicreler,

c¢) Surekli olarak yeni koku reseptér noronlarina ve sustentakiiler hiicrelere doniigen

kok hiicreler olan bazal hiicreler (Schwob, 2002),
d) Mikrovillar hiicreler,
e) Besinci tip hticre.

a) Olfaktor reseptor néronlar (ORN) bipolar senzorik néronlardir. Apikal dendritlerini

noroepitel ylizeyine uzatir ve miyelinsiz aksonlarini bazal lamina ve etmoid kemigin
kribiform plakasindan gecirerek beyinde olfaktoér bulbusun glomeriillerindeki mitral
ve puskilli néronlarin dendritlerinde sonlandirir. Olfaktor reseptor noronlarinin hiicre
govdeleri, koku epitelinin tabakali katmanlarinda dagilmistir (Cunningham ve ark.,
1999). Olfaktor reseptor noronlart epiteldeki hucrelerin %75-80'ini olusturur ve

islevsel olarak homojen olup hepsi koku maddelerini algilar (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.4, Olfaktor mukoza ve olfaktor bulbus bilesenlerinin sematik gésterimi (Palouzier-
Paulignan ve ark., 2012).
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Sekil 2.5. A: Olfaktor mukoza, B: Olfaktor (koku) epitel. Olfaktor reseptor (koku) noronlar
(ok basglar), Destek hucreleri (kisa oklar), Bazal hicreler (Uzun oklar). Hematoksilen-Eozin
(Fath-Elbab ve Abou-Elhamd, 2016).
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Olfaktor reseptor noronlar yasam boyunca diizenli bir oranda yaglanir ve olirler.
Kiresel bazal hiicrelerin farklilagmasi ile yenilenirler (Caggiano ve ark., 1994).
Olfaktor reseptor noronlart olgunlastikcga epitelde apikale hareket ederek néronal yagin
pozisyona gore belirlenmesine izin verirler (Roskams ve ark., 1998) ve olgun ORN'ler
koku isaretleyici protein (OMP) ifade ederler (Farbman ve Margolis, 1980). liging bir
sekilde, bu norogenez, olfaktdr bulbus ablasyonu (bulbektomi olarak adlandirilir) ile
asirt indiiklenebilir (Carr ve Farbman, 1993). Bu nedenle, sinyal iletimindeki sinyal
bilegenlerinin iglevlerinin anlagilmasi, ORN'lerin mekansal organizasyonu ve gelisimi
ile ilgili calismalarla kolaylastirilabilir. Insanlarda ORN'ler farkli gelisim
asamalarinda bulunabilir ve sustentaktler huicrelerin arasina yerlesirler (Schwob,
2002). Olfaktor reseptor noronlarinin ¢ekirdekleri ovaldir ve genellikle heterokromatik

ozellik gosterir. Hiicre govdeleri yuvarlak veya oval olup ~4-6 um ¢apindadir (Sekil

2.6.).
! SuUs
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Sekil 2.6. Olfaktér mukozanin hiicre-mimarisi ve molekiiler 6zellikleri. Kemirgen olfaktor
epitelin multilaminer organizasyonu solda gésterilmistir ve memeli olfaktor epitelindeki hiicre
tiplerini in vivo olarak tanmimlayan ve ayurt eden g¢ekirdek molekiiler belirtecler sagda
listelenmistir. GBC, kiiresel bazal hiicre; HBC, horizontal bazal hiicre; INP, ara néral
progenitor hiicre; OEC, olfaktor gliya hiicreleri; OSN, olfactory sensory neuron; SUS,
sustentacular cell (Borgmann-Winter ve ark., 2015). Olfactory ensheathing glia veya olfactory
ensheathing glial cells olarak da bilinen olfactory ensheathing cells (OECs), sinir sisteminde
bulunan bir makroglia (radyal glia) tiiriidiir. OEC'ler, hem olfaktor sinirde periferik olarak hem
de olfaktor bulbusun olfaktor sinir tabakasi i¢inde olfakt6r akson demetlerini saralar. Schwann
hucrelerinin miyelinsiz periferik néronlart sarmasina benzer bir sekilde koku néronlarmin
miyelinsiz aksonlarmi sardiklan igin olfaktér Schwann hiicreleri olarak da bilinirler. Ayrica
aksonal rejenerasyona yardim ederler (Ruitenberg ve ark., 2006).
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Olfaktor reseptor noronlarin dendritleri sustentakiler hiicreler arasinda ytkselir ve her
reseptor hiicresinde 10-20 adet hareketsiz (non-motil) silyum tasityan dendritik
dugimler olusturur. Bu diigiimler “koku topuzu” adint alir (Bloom ve Engstrom, 1952;
Morrison ve Costanzo, 1990). Olfaktor reseptor noronlart arasinda gap junksinlar
(bosluk baglantilar1) mevcuttur, bunlarin  doku gelisimini ve dongiisiini
kolaylagtirmada rol oynadigina inanilmaktadir (Delay ve Dionne, 2003). Koku
topuzunun morfolojisi ampul benzeri degil, diiz veya kubbe seklindedir. Silyumlar,
bazi insan olmayan tiirlerde tanimlandigi gibi paralel olmak yerine epitel yiizeyine dik
olarak koku hiicresinin uzun ekseni yoniinde uzanir (Polyzonis ve ark., 1979). Elektron
mikroskobik olarak paralel olmayan bir oryantasyondaki koku topuzlan ve silyumlar,
olfaktor epitel i¢indeki ORN'lerin varligint belirlemek i¢in kullanilabilir (Féron ve
ark.,1998). Silyumlar, ¢ozilmiis proteinler ve enzimlerin yardimiyla koku veren
molekillerin  birikmesini, reseptor baglanmasint  ve  etkilesim  sonrast
uzaklastirlmasint kolaylastiran, sustentakiiler hiicreler tarafindan salgilanan bir

mukus tabakasina uzanir (Getchell ve ark., 1984) (Sekil 2.7.).

Olfaktor reseptor noronlar mukus igerisinde ¢oziinmiis koku molekiillerini algilarlar
ve duyu iletimi (transduksiyon) adi verilen bir iglemle koku hakkinda beyine bilgi
iletirler (Bushak, 2016). Bu durum noronlarin olfaktdr bulbus i¢inde spesifik noronal
baglantilar olusturmasini ve bu islevler igin spesifik reseptorleri ve sinyal
molekiillerini ifade etmesini gerektirir. Olfaktor reseptdr noronlarin silyumlarinin
membranlarinda koku molekllerine baglanan olfaktor reseptorler (OR) bulunur. Her
ORN, 1000'den fazla OR geninden yalnizca bir OR turiini ifade eder. Olfaktor
reseptorler, hormonlara, noérotransmitterlere ve gorsel ile kimyasal uyaranlarin
iletilmesinde rol oynayan duyusal uyaranlara verilen yanitlar gibi ¢ok gesitli dnemli
fizyolojik islevlere aracilik eden bir reseptor sinifi olan G proteinine (Guanin ntkleotid
baglayici protein) bagli reseptorler (GPCR'ler) ailesine aittir. Reseptorler ve efektor
proteinler arasindaki sinyalleri entegre eden heterotrimerik (¢oklu trimerik) G-
proteinleri, yedi transmembran-domainli (7TM) GPCR'lerin (G-protein eslesmis
reseptor) hicre i¢i partnerleridir. Galfa (Ga), Gbeta (GB) ve Ggama (Gy) alt
birimlerinden olugan membrana bagli heterotrimerler GPCR'lerin hiicre igi
yuzeyleriyle yakindan iligkilidir. Bu alt birimler ilgili gen aileleri tarafindan kodlanir.

G-protein eslesmis reseptorler oncelikle Ga ve Gy alt birimlerinden olusan G protein
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heterotrimerlerini aktive ederek sinyalleri iletir. Guanozin difosfata bagli Ga alt
birimleri, Gy'min zorunlu heterodimerine sikica baglanmir. Bu iliski Go'nin plazma
membranina lokalizasyonuna yardimci olur (Chen ve Manning, 2001) ve GPCR'lerin
islevsel baglantisi igin gereklidir (Robillard ve ark., 2000). Olfaktor reseptor ailesi
insanlarda yaklasik 900, si¢anlarda 1200 ve farelerde 1500 genden olusan en buyuk

gen havuzlarindan birine sahiptir. Dolayisiyla OR'ler insan ve fare genomlarinda

bilinen en buyik gen ailelerinden biridir ve tim genlerin %3-5'ini temsil eder

(Niimura, 2009).

Sekil 2.7. Olfaktér reseptér néronun transmisyon elektron mikrografi  (TEM).

(https://media.sciencephoto.com/image/c0153276/800wm/C0153276-
Smell receptor, TEM jpg. Erisim tarihi: 09 Mayis 2023).
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Koku reseptorleri belirli ligandlart baglamak yerine bir dizi koku molekiiline afinite
gosterir ve tersine tek bir koku molekiilti, molekiillerin molekiiler hacimleri gibi fizyo-
kimyasal ozelliklerine bagli olarak degisen afinitelerle bir dizi koku reseptoriine

baglanabilir (Buck, 2004).

Koku algisi, ORN’lerdeki OR’lerin aktivasyonu ile baglar. Olfaktor reseptorler,
GNAL (Golf, G alfa olf) alfa alt birimi, GNB1 (beta alt birimi) ve GNGI13 (gama alt
birimi) igeren trimerik G protein kompleksleri ile iligkilidir. Kokuya maruz
kalindiginda bir koku maddesinin bir OR'ye baglanmasi, ii¢ ana sinyal proteininin
sirali aktivasyonu yoluyla bir elektrik sinyaline dontgturilir. Koku maddesinin
reseptore baglanmasi, plazma membran reseptorlerinin konformasyonunu degistirir.
Aktive olan reseptorler, ¢oklu trimerik G proteinleri tzerinde GDP’nin GTP’ye
degisimini katalize ederek uyarict G proteininin (Gs proteini) olfaktor izoformu olan
olfaktor spesifik G-proteininin (Goolf) GB ve Gy'dan ayrilmasina neden olur (Bakalyar
ve Reed, 1990). Bu Goolf’u aktiflestirir (Sekil 2.8.). Aktiflesen her bir Goolf sirayla
ATP’yi cAMP’ye dontstiren adenilsiklaz tip III (ACII) 0 aktive ederek hiicre igi
cAMP konsantrasyonunda bir artisa neden olur (Jones ve Reed, 1989; Takeuchi ve
Kurahashi, 2003). Siklik adenozin monofosfat seviyelerindeki hiicre i¢i artis daha
sonra Na+ ve Ca2+'nin mukustan siliyer lumene akmasina izin veren ve boylece siliyer
membrant depolarize eden siklik ntkleotid kapili (CNG) katyon kanallarini agarak
hiicre iginde Ca®" ve Na' akisina neden olur (Bradley ve Frings, 2005; Kaupp, 2010).
Sonugta ortaya ¢ikan Nat+ ve Ca2+ akisi plazma membranini depolarize eder ve
sitozolik Ca2+ konsantrasyonunu ([Ca2+]i) yukseltir (Sekil 2.8.; Sekil 2.9.). Siklik
nitkleotid kapili kanallar1 tarafindan gergeklestirilen ilk depolarizasyonu ek bir 6nemli
amplifikasyon adimi takip eder. Kalsiyum 2+ seviyesindeki artig Ca2+ ile aktive olan
Cl- kanallarinin (CACC) agilmasina neden olarak Cl- ¢ikigina izin verir. Bu anyon
akis1, membran potansiyellerinin daha fazla depolarizasyonuna ve nihayetinde aksiyon
potansiyeli olusumuna yol agar (Bhandawat ve ark., 2005; Imai ve Sakano, 2008).
Sinyal iletim kademesinin tiim bu bilesenleri, ana olfaktor epiteli kaplayan mukus igine
gomuli olan duyusal silyumlarda lokalize olur. Bu silyumlar koku maddeleri igin
genis bir etkilesim yuizeyi saglar. Silyumlardaki artan Ca2+ seviyesi ORN'lerin sadece
aktivasyonuna degil ayni zamanda duyarsizlagtirilmasina da aracilik eder (Menini,

1999; Rinaldi, 2007).
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Sekil 2.8. Fare koku alma sinyal iletim kaskadi. Koku reseptoriine baglanan koku Golf'ii aktive
eder. Aktive olan Golf daha sonra Gfy'dan ayrilir ve adenilat siklaz II'i aktive ederek hiicre
i¢i cAMP konsantrasyonunda bir artiga yol agar ve bu da siklik niikleotid kapili kanallan agar.
Bunun sonucunda ortaya ¢ikan Na+ ve Ca2+ iyonlarinin akisi, beyne sinyal gondermek iizere
birincil néronun aksonundan asagiva dogru ilerleyen bir aksiyon potansiyelini olusturur
(Ebrahimi ve Chess, 1998).

Aksiyon potansiyeli frekanst spesifik koku molekiillerinin konsantrasyonu ile
orantilidir. Bununla birlikte, aksiyon potansiyeli frekansi, reseptoriin adaptasyonu
veya duyarsizlastirilmast ve cAMP uretimindeki azalma ile zayiflayacaktir. Koku
maddelerinin hizl1 adaptasyonu ve uzaklastirilmasi, bir sonraki solunum déngiisiinde
solunan yeni aromalarin taninmasina ve ayirt edilmesine izin verir. Aktive olmusg
ORN’lerin aksonlar1 kribriform plakadan gecer ve OB’de olfaktor sinir telleri
katmanint olusturur. Bu aksonlarin akson terminallerinde retilen aksiyon

potansiyelleri OB i¢indeki glomerillere yayilir. Glomeriiller birkag bin ORN’nin
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akson terminallerinin bliytik mitral hiicreler ve puskilli hiicrelerden gelen ¢ok sayida
dendrit ile sinaps yaptigt bir bolgedir. Olfaktor reseptor ndronlarinin aksonlart ile
OB’nin 6zellesmis hiicreleri arasindaki bu yakinlagma/uzaklagma mitral hiicrelerin
dendritlerinde uyarici postsinaptik potansiyeller (EPSP'ler) ve ardindan aksiyon
potansiyelleri olusturur. Periglomertiler hiicreler tarafindan yapilan lateral inhibisyon,
diger mitral ve puskul hiicreleri tarafindan innerve edilen komsu glomeriillerdeki
aktiviteyi modiile eder. Mitral ve puiskilli hiicrelerin aksonlar olfaktor trakta kaudal
olarak projekte olur, birbirinden ayrilir ve anteriyor olfaktor nikleus (AON) néronlart
ile sinaps yapar. On koku alma ¢ekirdeginden gelen aksonlar anterior komissiir yoluyla

hemisferin karsi tarafina gecer.
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Sekil 2.9. Olfaktorik reseptor néronu ve silyumlardaki iyon kanallari. Bir koku molekiilii
siliyer membrandaki bir reseptor proteine (R) baglandiginda, bir G proteini (G) aktive olur ve
adenililsiklaz (AC) tarafindan ATP'den cAMP turetiminde bir artisa yol agar. Olfaktor siklik
nitkleotid kapili (CNG) kanallar Na+ ve Ca2+1 sillere iletir. Ca2+ da Ca2+ ile aktive olan Cl-
[CI (Ca)] kanallarini agar, bu da hiicre i¢i Cl- konsantrasyonu yiiksek oldugu igin Cl- akisina
ve noronun daha fazla depolarizasyonuna yol agar (Liu ve ark., 2010).
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OB’den gelen aksonlarin ¢ogu lateral olarak ayrilir ve olfaktor korteksin niikleuslart
ile sinaps yapan lateral olfaktor yolu olusturur (Sekil 2.10.). Bunlar piriform korteks
(PC), periamigdaloid korteks, amigdalanin bir kism1 ve hipokampustiir (Carleton ve
ark., 2002). Olfaktor bulbusdan talamusa dogrudan aktarim yoktur, ancak birkag sinir
teli, ipsilateral serebral hemisfere yansitilan talamik dorsomedial niikleusdaki 3.

derece duyusal noronlarla sinaps yapar (Courtiol ve Wilson 2015).

Orbitofrontal cortex

Olfactory bulb

\

Lateral olfactory
tract Olfactory cortex

Olfactory epithelium

Sekil 2.10. Koku alma néral yolu. Nazal fossanin koronal goriiniimii, dogrudan merkezi sinir
sisteminin ana OB’ye projekte olan olfaktér duyu epitelini géstermektedir. Koku almada ilk
adim olfaktor epitelde gergeklesir. Olfaktor epitel, koku molekiillerini (odorantlar) tespit eden
olfaktor reseptor noronlar (ORN) igerir. Koku molekiilleri ve gevresel maddeler burun
deliklerinden girer ve ORN’lerdeki reseptorleri ve iyi karakterize edilmis bir sinyal iletim
kaskadini aktive eder. Kokuyla uyarilan aksiyon potansiyelleri bu duyusal néronlarin aksonlari
boyunca merkezi sinir sistemine yayilir ve burada sinyaller projeksiyon néronlarn tarafindan
iletilir. Dolayisiyla, koku isleme igin ikinci adim, bu duyusal bilgileri kodlamak i¢in duyusal
noron projeksiyonlarini alan ana OB’de gergeklesir. OB deki mitral ve puskiillii hiicrelerin
aksonlan lateral koku yolunu olusturur ve olfaktor korteksdeki néronlar tizerinde sinaps yapar.
Bu korteks daha sonra sirasiyla piriform ve entorhinal kortekse karsilik gelen primer ve
aksesuar koku korteksine ve talamusun medial dorsal niikleusuna (yesil) projeksiyon yapar.
Son iglem, bu beyin yapilarinda gergeklesir. Bu kortikal ve talamik bolgelerin birlikte
kokularm bilingli algilanmasinda rol oynadig: diistintilmektedir (Carleton ve ark., 2002).
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b) Sustentakiiler (destek) hiicreler, buylk dikey olarak uzamis 6kromatik ¢ekirdekleri

ve ¢ok sayida uzun mikrovilluslar olan diizensiz prizmatik hiicrelerdir (Polyzonis ve
ark., 1979; Weiler ve Farbman, 1998) (Sekil 2.11.). Sustentakiiler hiicre sitoplazmalari
bir¢ok mitokondri, grantler ve agraniiler endoplazmik retikulum igerir (Weiler ve
Farbman, 1998). Bir¢ok bulgu, sustentakiiler hiicrelerin ORN homeostazi ve
proliferasyonunun diizenlenmesinde o6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.
Sustentaktler hucreler ve ORN'ler arasindaki siki baglantilarin kesfi ve fare
sustentakiiler hiicrelerinde karmagik kalsiyum sinyali de buna dahildir (Hegg ve ark.,

2009; Morrison ve Costanzo, 1990).

¢) Bazal hicreler: Yasam boyunca ORN'lerin ve destek hiicrelerinin siirekli olarak

kaybedilmesi ve degistirilmesinin normal bir siire¢ olduguna ve bazal membranin
tizerinde yer alan bazal hiicrelerin olfaktor epitelde yeni noral ve destek hiicreleri
olusturmak tzere bolinen kok hiicreler olduguna inanilmaktadir (Caggiano ve ark.,
1994; Farbman, 1994; Schwob, 2005). Siganda “kiigiik kuresel (globose) bazal
hiicreler (GBC'ler)” ve “yatay (horizontal) bazal huicreler (HBC'ler)” olmak tizere
bazal hiicrelerin iki tipi oldugu ve olgun ve olgunlasmamis ORN'lerin apikal yiizeye
daha yakin olgun hicrelerle olduk¢a laminer bir sekilde organize oldugu iyi
bilinmektedir (Sekil 2.11.). Ancak insanda, morfolojik olarak sicandaki GBC'lere
benzeyen tek bir bazal hiicre tipi oldugu gorilmektedir. Bu hiicreler genellikle 5-7 um
capindadir ve elektron mikroskobu ile incelendiginde puriizli bir hicresel yuzeye

sahip olduklar gozlenir (Hahn ve ark., 2005).

Horizontal bazal hucreler olfaktor epitelin en derininde ve bazal membrana en yakin
konumda yer alir ve diiz bir morfolojiye sahiptir (Lindsay ve ark., 2010) (Sekil 2.11.).
Nispeten durgundurlar ve sadece ara sira bolunerek GBC'lere donustikleri
disuntlmektedir. Bunlarin da daha sonra ORN'ere ve sustentakiiler hicrelere
farklilastiklart varsayilmaktadir (Duggan ve Ngai, 2007, Leung ve ark., 2007,
Weissman, 2000). Olfaktor epitelde ciddi hasar olmasi durumunda, HBC'lerin daha sik
boliinerek birden fazla hiicre tipine farklilagtigi da tespit edilmistir (Duggan ve Ngai,
2007, Leung ve ark., 2007).

Kiresel bazal hicreler (GBH), HBC'lerin iizerinde yer alir ve daha yuvarlak bir
morfolojiye sahiptir (Lindsay ve ark., 2010) (Sekil 2.11.). Hayvan modellerinde,
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GBH'lerin lezyondan sonra epitelin rejenerasyonu igin gerekli oldugu bulunmustur
(Jang ve ark., 2003). Olfaktor epitelde noronal ve destek hiicrelerine farklilagsma
yetenekleri, bunlarin multipotent hiicreler olduklarini kanitlamaktadir (Chen ve ark.,

2004).

] Mucus layer

—— Microvillous cell

—— Sustentacular cell

Main olfactory
epithelium

Olfactory sensory neuron
OSN

Immature OSN

*—Globose basal cell

.

| =———Horizontal basal cell
“»— Immune cell =

Lamina propria
= Cribriform plate

Nerve fibers OSNs (ethmoid bone)
Blood vessel fascicle
Bowman's gland

Fibroblast
'—Basement membrane

Olfactory ensheating cells

Sekil 2.11. Fare olfaktor (koku alma) sistemi.  (a) Kemosensor alt sistemleriyle birlikte fare
kafatasinin gériiniimii. GG, Grueneberg gangliyonu; OM, olfaktér mukoza; SOM, Masera’ nin
septal orgam1 (Memeli burnunda gézlenen farkli bir kemosensor organ olan septal organ,
esasen nazal septumun ventral tabaninda iki tarafli olarak bulunan kiigik bir olfaktor
noroepitel adasidir); VNO, vomeronazal organ; MOB, ana bulbus olfaktoryus; AOB, aksesuar
bulbus olfaktoryus; LNG, lateral burun bezleri; NG, glomeriil dizileri. (b) Olfaktér mukozada
(OM) mukusu, olfaktor epitel ve lamina propriyayi olusturan hiicrelerin sematik diyagrami.
Ana olfaktor epitel olfaktor reseptér noronlar (OSN'ler), mikrovillar ve sustentakiiler hiicreler
ve bunlarin 6ncii bazal hiicrelerinden olusur. Horizontal ve kiiremsi bazal hucreler olfaktor
epitelin (OE) kok hiicreleridir. Olgunlagmamis sustentakiiler hiicreler ve iki farkli mikrovilloz
hiicre tipi diyagramda gosterilmemistir. Bir bazal membran, koku epitelini esas olarak
Bowman bezleri, sinir telleri, olfaktor gliya hiicreleri (Olfactory ensheathing cells, OECs), kan
damarlan ve yerlesik bagisiklik hiicrelerinden olusan lamina propriyadan ayirir (Abaffy ve
ark., 2023).
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d) Mikrovillar htcrelerin somalari, epitelin sustantaktler hiicrelerin gekirdeklerinin

bulundugu yiizeysel (apikal) tabakasinda yer alir ve morfolojik olarak cesitlilik
gosterirler. Farede mikrovillar hiicreler, genellikle yaklagik 20 pm uzunlugunda olup
ORN’lerden ve sustentakiiler hiicrelerden daha kisadirlar. Bir siseye veya armuta
benzeyen sekilleri, hiicreden hiicreye degisir. Yesil floresan protein (GFP) eksprese
eden bu hucrelerin ¢ogu bipolar ORN’ler i¢in tipik olan dendritik digimler (koku
topuzlari) ve silyumlar tagimaz. Bunun yerine bu hiicreler apekslerinde mukus
tabakasina uzanan ve 151tk mikroskobu altinda farkli morfoloji sergileyen mikrovillus
benzeri uzantilara sahiptir (Lin ve ark., 2008) (Sekil 2.12.). Elektron mikroskobik
caligmalar apikal mikrovilluslarin farkli sekil, uzunluk ve ¢aplarda olabilecegini,
sitoplazmalarinin ise elektron-geffaf ya da opak olabilecegini ortaya koymustur
(Jourdan, 1975; Rowley ve ark., 1989) (Sekil 2.13.). Mikrovillar hicreler, bir tiir
ndrona 6zgl protein olan spot-35 proteinleri igin pozitiftir (Yamagishi ve ark., 1992).
Ince bir akson benzeri sitoplazmik uzanti bu hiicrelerin bazal kutbundan uzanir ve
epitel boyunca lamina propriyaya dogru ilerleyerek bipolar bir morfoloji olusturur
(Moran ve ark., 1982) (Sekil 2.11.). Bazt mikrovillar hiicrelerin OB’ye ince aksonlar
gonderdigi bildirilmistir (Rowley ve ark.,1989). Mikrovillar hicrelerin  koku
mukozasindaki morfolojik olarak farkli ikinci bir kemoreseptor hiicre tipi oldugu
kabul edilmekle birlikte (Moran ve ark., 1982; Rowley ve ark., 1989; Yamagishi ve
ark., 1992), islevi tam olarak anlagilmamistir. Bu hiicrelerin kaybinin koku alma
islevini etkilemedigi (Miller ve ark., 1995), ayrica, bazt mikrovillar hiicrelerin néronal
kokenli olmadigl ve aksonlar tagimadigr gosterilmistir (Asan ve Drenckhahn, 2005;
Carr ve ark., 1991; Lin ve ark.,, 2008). Lin ve ark. (2008) farede bu hiicrelerin
kemosenzoriyel transdiiksiyon agisindan TRPMS (Transient Receptor Potential Cation
Channel Subfamily M Member 5) eksprese eden ORN’lere ve nazal soliter
kemosensoriyel hiicrelere benzemedigini gostermistir. Ayrica Genovese ve ark. (2018)
TRPMS-pozitif mikrovillar hicrelerin koku noéronlart olmadigini, molekiler ve
islevsel olarak sustantakiiler hiicreler ile neredeyse aynt oldugunu ve etkilerinin de

olfaktor epitelinin korunmasiyla sinirli olabilecegini bildirmistir.
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Akson
demetleri

Sekil 2.12. Fare olfaktor epitelinin mikrovilloz hiicrelerinde yesil floresan protein (GFP)
ekspresyonu.  C. GFP-cksprese eden hiicreler olfaktor epitelin en yiizeysel katmaninda yer
almaktadir. Ok basi bir mikrovilléz hiicreyi isaret etmektedir. Buna karsilik, GFP eksprese
eden ORN'ler olfaktor sinir teli demetlerini olusturan aksonlara sahiptir (oklar). D-I. Cesitli
hiicre sekilleri ve apikal uzantilara sahip GFP eksprese eden mikrovilloz hiicrelerin temsili
goriintiileri. Bu hiicreler Dalgali (D), dalli (E), sert ve yayilan (F ve G), kisa firga benzeri (H)
veya nispeten ince (I) olabilen yogunlugu artirilmis apikal mikrovilluslara sahiptir. Bazi
hiicrelerde kisa bazal uzantilar goriilmesine ragmen bu hiicrelerde akson yoktur (E ve I'daki
oklar). J. Epitelin yarisina kadar uzanan nispeten kalin ve daha uzun bir bazal uzantiya sahip
nadir gériilen bir mikrovilléz hiicre tipi. Olgekler: C ve J, 20 um; D-I, 5 um (Lin ve ark., 2008).

e) Besinci tip hiicre Ota (1998), tarafindan bulbus olfaktoryus rezeksiyonunu takiben

koku silyumlarinin kaybolmasindan sonra kesfedilmistir. Transmisyon elektron
mikroskobu ile incelendiginde bu hucrelerin mikrovillar hiicrelerdekinin aksine
(mikrovillar hiicrenin mikrovilluslart kivrimlidir) giigli ve diiz olan parmak benzeri
mikrovilluslara sahip oldugu ve mikrovilluslarinin mikrovillar hiicrelerde bulunmayan
mikrofilament demetlerinden olusan spesifik bir kor yapisi ile karakterize oldugu
gozlenmigtir. Bu aragtirmacinin taramali elektron mikroskop (SEM) gozlemlerine
gore, normal koku epitelinde ne mikrovillar hiicreye, ne de besinci tip hicreye

rastlanmamisgtir.
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Sekil 2.13. Siganda bir mikrovillar koku hiicresinin (MVC) ve tipik bir olfaktér reseptor
néronunun (OSN) apikal kutuplarini gésteren elektron mikrograf (Jourdan, 1975).

Olfaktor bulbus rezeksiyonu sonucunda olfaktor siliyal mat kayboldugunda, besinci
tip htcrenin gozlemlenebilir hale geldigi, rezeksiyondan sonraki 300. gunde,
ORN’larin kayboldugu ve destek hucrelerinin mikrovilluslarinin kisaldigr tespit
edilmistir. Boylece, mikrovillar hiicrenin yiizey yapisinin agikga gozlemlenebilir hale
geldigi, mikrovilluslarinin besinci tip hiicreninkilerden daha kisa oldugu ve radyal
olarak dagildig bildirilmistir. Her iki hiicre tipinin de OB rezeksiyonundan
etkilenmedigi ortaya konmustur. Ota (1998), bu sonuglara dayanarak besinci tip
hiicrenin koku alma sistemi disinda bir sistem i¢in mekanoreseptor oldugunu ve
mikrovillar hiicrenin de erken evrede ya da ¢lime yakin son evrede bir tiir destek

hiicresi olarak iglev gordigiind ileri sirmustir.
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Olfaktor mukozanin lamina propriyasi, kan damarlarini olusturan endotel hiicrelert,
duyusal noronlarin miyelin kiliflarint  olusturan Schwann hucreleri, Bowman
bezlerinin glandiler hiicreleri ve son yillarda énemli bir ilgi odagr haline gelen kok
hiicreler dahil olmak tizere ¢ok sayida hiicre tipini igerir. Lamina propria kaynakli kok
hiicrelerin in vitro ve in vivo olarak noral olan ve olmayan hiicre tiplerine farklilastig
gosterilmistir (Murrell ve ark., 2005). Immiin belirtegler ve akis sitometrisi de bu
hiicrelerin noral kok hiicreler ve hematopoetik kok hiicrelerle ¢ok az ortak noktast
oldugunu gostermektedir (Delorme ve ark., 2010). Bowman bezlerinin olfaktorik
epitelin altinda yer alan ve dar kanallar aracilifiyla epitel yiizeyine salgi yapan
dallanmig tubuloalveolar yapilar oldugu bilinmektedir (Escada ve ark., 2009). Olfaktor
reseptor noronlarin dendritik uglarini ve silyumlarini yikayarak duyusal reseptorlere
koku difiizyonu saglamanin yan1 sira, salginin énemli immiinolojik iglevler tstlendigi
one siriilmektedir. Immiinglobiiliin A (IgA), immiinglobiilin M (IgM) ve J zinciri
dahil olmak tizere salgisal bagisiklik sisteminin bilegenleri Bowman bezlerinin asiner
ve kanal hiicrelerinde ve mukosiliyer komplekste saptanmistir (Mellert ve ark., 1992).
Ayrica iki antimikrobiyal protein olan laktoferrin ve lizozim de bulunmugtur (Mellert

ve ark., 1992).
2.2.1.3. Grueneberg (Griineberg) Gangliyonu

Griineberg gangliyonu, kemirgenlerde burun boslugunun girisinde bulunan ok
seklindeki noronal bir yapidir. Nazal septumun her iki yaninda, nazal vestibiil i¢inde,
burun deligi agikliklarinin yakininda yer alir. Ilk olarak 1973 yilinda Hans Griineberg
tarafindan tanimlanmistir (Griineberg, 1973). Daha sonra yapilan c¢aligmalarla
Griineberg gangliyonunun varligi farenin (Fleischer ve ark., 2006a; Fleischer ve ark.,
2009; Fuss ve ark., 2005; Koos ve Fraser, 2005; Roppolo ve ark., 2006; Storan ve Key,
2006) yanisira, rat, hamster ve gerbil gibi diger memelilerde (Brechbuihl ve ark., 2014)
de gosterilmistir. Griineberg gangliyonunun néronlar ve glial hiicreler olmak tizere iki
hiicre tipinden olustugu tespit edilmistir. Her bir gangliyon da yaklagik 500 néron
yogun sekilde paketlenmig birkag hiicre kiimesi halinde diizenlenmistir. Her bir noéron,
kaudale dogru uzanan bir sinir demeti olusturmak Uzere fasikiile olan bir aksona
sahiptir. Aksonlar nazal vestibiil ve septum boyunca ilerler ve kribriform plakadan

gectikten sonra OB’nin koku kolye kompleksini olusturan glomertllerinde sonlanir
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(Fuss ve ark., 2005; Koos ve Fraser, 2005). Koku epitelindeki ORN’ler aksonlarini
OB’deki bir dizi glomeriile gondererek "ipe dizilmis boncuk" seklini olusturur ve bu
nedenle "koku kolye glomertlleri" olarak adlandirilir (Luo, 2008). Farede Griineberg
gangliyonunun embriyonal gelisimin 16. giiniinde gelismeye basladigi, dogumda
tamamlandig1 ve fare yagsami boyunca varligint devam ettirdigi bildirilmistir (Fuss ve
ark., 2005). Grueneberg gangliyonu noéronlarinin koku alma reseptorlerine (Fleischer
ve ark., 2006b; Fleischer ve ark., 2007) ve ¢ok sayida silyuma sahip olmalan
(Brechbiihl ve ark., 2008; Liu ve ark., 2009), aksonlarinin da OB’nin koku kolye
kompleksiyle (Necklace Olfactory System) baglantili olmalar1 (Fuss ve ark., 2005;
Koos ve Fraser, 2005; Roppolo ve ark., 2006) ve ayrica bu néronlarin OMP eksprese
etmeleri (Fleischer ve ark., 2006b) Gruneberg gangliyonunun koku yolunun bir

bileseni oldugunu gostermektedir.

Esas olarak, stres altindaki tiirdesler tarafindan yayilan alarm feromonlari (Brechbiihl
ve ark., 2008) ve ayn1 zamanda yirtict karnivorlarin (etoburlarin) idrarindan yayilan
kairomonlar gibi tehlikeye isaret eden ugucu bilesiklerin tespitinde rol oynar. Bu
bilesiklerin Griineberg gangliyonu tarafindan algilanmasi alicida korku davraniglarina
neden olur (Brechbuhl ve ark., 2013). Griineberg gangliyonu soguk havalarda da
aktive olur (Schmid ve ark., 2010).

2.2.1.4. Masera'nin Septal Orgam

Memeli burnunda gozlenen farkli bir kemosensor organ olan Masera'nin septal organi
(SO), nazal septumun ventral kisminda bulunan kugiik bir olfaktor epitel pargasidir
(Ma ve ark., 2003). Septal organ alani, siganlar cinsel olgunluga ulastiginda postnatal
yasamin 66-105. giinleri arasinda maksimum buyuklige ¢ikar ve daha sonra kiiguliir,
ancak sadece erkeklerde onemli Olgiide azalir, bu da rejenerasyon igin sinirlt bir
norogenetik kapasitenin gostergesidir. Buna karsilik, ana olfaktor epitelin alani
postnatal yagsamin 300. giiniinde hala genislemeye devam eder. Septal organ ile ana
olfaktor epiteli ayiran modifiye solunum epiteli (ara epitel) postnatal yasamin 66.
giiniine kadar birka¢ koku néronu igerir. Uzunlugu dogum sonrast artar, boylece SO,
ana olfaktor epitelin daha ventralinde yer alir. Septal organin diger anatomik konumu
gelisimle birlikte degigse de genel olarak nazopalatin kanalin (NPAL) deliginin hemen

posteriyoriinde yer alir. Bu nedenle, SO'nun olast bir islevi, yalama yoluyla agza giren
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ve daha sonra NPAL yoluyla burun bosluguna iletilen sivilardaki kimyasallar
algilamaktir. Bu nedenle SO, VNO (vomeronazal organ) gibi sosyal / cinsel davraniga
dahil olabilir. SO'nun hem OE (Olfaktor epiteli) hem de VNO'dan biraz farkli
ozelliklere sahip ayr1 bir aksesuar koku alma organt oldugu ve yalnizca NPAL'nin
VNO'ya agilmadig: tirlerde de bulunabilecegi onerilmektedir (Weiler ve Farbman,
2003). Taniguchi ve ark. (1993), golden hamsterde SO'nun bipolar néronlarini apikal
morfolojilerine gore, biri OE'in reseptdr noronlarina ve digeri vomeronazal duyusal
epitelin (VSE) reseptor noronlarina benzeyenler olmak iizere iki farkli tipte oldugunu
bildirmislerdir. Ik tip baskindir ve SO'nun ana reseptorleri olarak tanimlanir. Digeri
sayica daha azdir, ancak ayni zaman da bir tiir koku alma reseptorii olarak kabul edilir.
Septal organin destek hiicrelerinin ultrastriiktirel 6zellikleri VSE’dekilerden ziyade
OE'dekilere benzerken, bazal hiicrelerin ozellikleri OE, VSE ve SO'da benzerdir.
Septal organinin iligkili bezi, olfaktér mukozadaki Bowman bezi gibi hem PAS
(Periodik asit Schiff) hem de alsian mavisiyle boyanir ve ultrastriiktiirel 6zellikleri de
Bowman bezininkine benzerdir. Bu bulgular, SO'nun OE'ninkine benzer bir koku alma

islevini yerine getirdigini dusiindiirmektedir (Taniguchi ve ark., 1993).
2.2.2. Merkezi Olfaktor Sistem

Olfaktor sistemin bu bolimu olfaktor korteks ile olfaktor bulbusdan olusur. Olfaktor
korteks piriform korteks (posteriyor orbitofrontal korteks), amigdala, olfaktor tuberkl
ve parahipokampal girus’u igerir (Bywalez, 2016).

Bulbus olfaktoryus (Olfaktor Bulbus, OB)

Olfaktor bulbus koku duyusunun alinmasinda gorevli olup 6n beyine ait sinirsel bir
yapidir. Olfaktor bulbus kokuya iligkin bilgileri amigdala ve orbitofrontal korteks
(OFC) ile bellek ve 6grenmede rol oynayan hipokampusa gonderir. Olfaktor bulbus
siganlarda beynin en rostral kismidir
(https:/t3.ftcdn.net/jpg/03/36/22/74/360 F 336227455 K5hv3HBOhuqrgVGdkyRd
IMEQuBXRO9bb jpg, Erisim tarihi: 16 Mayis 2023) (Sekil 2.14.- Sekil 2.16.).
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Sekil 2.14. Sicanda (A) Olfaktor Bulbus (OB)
(https://t3 ftedn.net/jpge/03/36/22/74/360 F 336227455 K51iv3HBOhuqrgVGdkyRd1IMEQu
BXRO9bb jpg, Erisim tarihi:16 Mayis 2023). B: Sinsilla’da OB’nin yandan g&riiniisii,
kribriform plaka pargasi (kirmizi ok), olfaktor fasikiil pargasi (mavi ok), olfaktér pedinkiil
(OP, san gosterge) ve lateral olfaktor stria (siyah oklar); C: Sinsilla’da olfaktor fossa ile
kraniyal bosluk (siyah ok) ve etmoid kemigin aboral segmenti (sar1 ok) arasindaki sinin
gosteren OB’un dorsalden goriintimii; D: Singilla’da OB’nin ventral gériiniimii, olfaktor
pedinkiil (OP), olfaktor lateral stria (siyah oklar) (Irimescu ve ark., 2015).
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Sekil 2.15. Insan beyninde Olfaktor Bulbus un (sar1 renktedir) 6nden ve ventralden goriiniimii.
(https://scienceofparkinsons.com/tag/olfactory-bulb/, Erisim tarihi: 16 Mayis 2023)
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Sekil 2.16. Sicanda beyincik, beyin ve Olfaktdr Bulbus un (OB) horizontal kesiti (a), OB nin
biyitilmiis goruntiisii (b). Oncii koku alma hiicrelerinin rostral go¢ yolu (RMS) araciligiyla
OB’ye go¢iiniin gematik gorimimii (Wille ve ark., 2015).
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Olfaktor bulbus, uzamis bir sogani andirir bigimde, histolojik olarak konsantrik
halkalar seklinde diizenlenmig hiicre katmanlarindan olusur (Sekil 2.17.- Sekil 2.20.).
Kemirgenlerin (Nagayama ve ark., 2014) ve karnivorlarin (Ortiz-Leal ve ark., 2022)

ana bulbus olfaktoryusu (MOB), alt1 ana katman seklinde diizenlenir.
Yiizeyden merkeze dogru sirayla bu katmanlar sunlardir:

a. Olfaktor sinir teller katmani (ONL)
b. Glomertler katman (GL)
c. Dis pleksiform katman (EPL)
d. Mitral hicre katman1 (MCL)
I¢ pleksiform katman (IPL)
f.  Grantl hicre katmani (GCL)

Sekil 2.17. On alt1 giinliik bir si¢can beyninin Ana Olfaktér Bulb (MOB) ve Aksesuar Olfaktor
Bulbus’un (AOB) sagital kesit gorimimii. GABAA (Gama amino biitirik asit) reseptor 1
antikoru kullamilarak immiinohistokimya teknigi ile boyanmistir. Zit boyama icin Nissl
boyamasi yapilmistir (mavi). Ana OB’de burundan beyne iletilen duyusal bilgi igin ilk aktarim
istasyonunu temsil eden glomeriiller (G) ve yogun sekilde etiketlenmis mitral hiicre tabakasi
(MCL) ile Vomeronazal organdan kemosensor néronlari projeksiyon yaptigi AOB belirgin
sekilde gorillmektedir (Elsaesser ve Paysan, 2007).
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Sekil 2.18. Farede Olfaktér Bulbus™un yatay kesiti. (ONL: Olfaktor Sinir Telleri Katmani; GL:
Glomeriiler Katman; EPL: Dis Pleksiform Katman; MCL: Mitral Hiicre Katmani; IPL: Ig
Pleksiform Katman; GCL: Graniil Hiicre Katmani; AOB: Aksesuar Olfaktér Bulb (Coppola,
2012).
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Sekil 2.19. Farede periferik ve merkezi koku alma yapilarina histolojik bakis (H&E). (A)
OB’leri barindiran fare 6n serebral boglugunun koronal kesiti ve konkalar ile olfaktér mukozali
septumu igeren burun boslugu. Dikdortgen (B)'de biiyiitiden alami smirlamaktadir. ONL:
Olfaktor Sinir Telleri Katmani; GL: Glomeriler Katman; EPL: Dig Pleksiform Katman; MCL:
Mitral Hiicre Katmani; IPL: I¢ Pleksiform Katman; GCL: Graniil Hiicre Katmani. Bar = 500
um (A), 100 um (B) (Meyer ve ark., 2018).
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1970"erdeki yogun Golgi analizleri, her katmandaki noronlarin morfolojisini
gorsellestirmeyi basarmig ve farkli katmanlarin morfolojik olarak farkli néronlardan
olustugunu gostermistir (Pinching ve Powell, 1971a; Price ve Powell, 1970a). Bu
nedenle, OB’deki noronlar, geleneksel olarak hiicre govdelerinin bulundugu
katmanlara gore kategorize edilmistir. Bu noronlar glomeriiler katmanda
jukstaglomerular (JG) hiicreler, dis pleksiform katmanda puskilla hiicreler, mitral
hiicre katmaninda mitral hiicreler ve graniil hiicre katmaninda graniil hiicreler olarak
tanimlanmistir. Son yillarda yapilan ¢ok sayida ¢aligsma bu hiicre tiplerinin her birinin
heterojen dogasini ortaya ¢ikarmis ve morfolojik, molekiiler ve elektrofizyolojik

ozelliklerdeki farkliliklara dayali olarak alt siniflara ayrilmalarina olanak saglamistir.

Sekil 2.20. Olfaktoér bulbus (OB) katmanlari.
(https://cdn thescientist.com/assets/articleNo/67643/hImg/38273/olfactory-bulb-x . webp,
Erigim tarihi: 16 Mayis 2023).

a. Olfaktor sinir telleri katmam (ONL): Olfaktéor mukozadaki ORN’lerin
afferent ozellikteki miyelinsiz akson demetleri ile bunlar arasindaki gliya hiicrelerinin
bulundugu en dig katmandir. Bu hiicrelerin hiicre govdeleri koku alma epiteli iginde

yer alir ve aksonlari reseptore 6zgl glomeriillere dontsiir (Bywalez, 2016). Olfaktor
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reseptor noronlarinin aksonlari, kokularla ilgili bilgilerin islendigi yitksek diizeyde
organize olmus OB’ye dogrudan uzanir. Olfaktor reseptor noéronlart tarafindan
algilanan koku bilgisi 6nce OB'nin glomeriillerinde islenir. Belirli bir OR tipini ifade
eden ORN'ler tipik olarak aksonlarini OB'de biri medialde, digeri lateralde olmak
uizere iki glomeriile gonderir (Imai, 2014) (Sekil 2.21.; Sekil 2.22.).

X
4
2 Olfactory sensory neurons

ONL
PG cell
GL
sSA cell
Tufted cell
EPL
MCL Mitral cell
IPL
GCL Granule cell

Sekil 2.21. Olfaktor bulbusda néronlarin lokalizasyonu.  Olfaktor reseptor néronlarin (ORN)
aksonlari, glomeriil adi verilen kiresel yapilardan olusan glomeriiler katmanda (GL) sinaps
yapar. Kemirgen OB’sinin yiizeyinde birkag bin glomeriil olmasina ragmen, ayni tip koku
reseptoriini ifade eden ORN’ler aksonlarim sadece birkag glomeriilde birlegtirir ve bovlece
her glomeriil tek bir koku reseptoriinii temsil eder. GL'daki glomeriilleri ¢evreleyen néronlara
jukstaglomerular hiicreler (JG hicreleri) adi verilir ve morfolojik olarak farkli {i¢ hiicre
tipinden olusur: periglomerular (PG) hiicreler, dis puskilli (ET) hiicreler (gésterilmemistir)
ve yizeysel kisa aksonlu (sSA) hiicreler. Aksonlarini koku korteksine gonderen mitral hiicreler
ve puskilli hiicreler olmak iizere iki tip projeksiyon néronu vardir. Mitral hiicrelerin somalart
(hiicre govdeleri) mitral hiicre katmaninda (MCL) bulunurken, puskillii hiicreler dig
pleksiform katman (EPL) boyunca dagilmistir. Hem mitral hem de puskiilli hiicreler tek bir
primer dendriti tek bir glomerulusa génderirler ve burada ORN’nin aksonlarindan sinaptik
girdiler alirlar ve PG hiicrelerin dendritleriyle karsilikli sinapslar yaparlar. Mitral ve piiskiillii
hiicrelerin ikincil dendritleri, graniil hiicre dendritleri ile karsilikli sinapslarin olustugu dis
pleksiform tabakada (EPL) uzanir. Mitral hiicrelerden gelen aksonlari ve ET hiicrelerin akson
kollaterallerinin bulundugu i¢ pleksiform katman (IPL) ve biyiik 6l¢iide graniil hiicrelerinden
olusan graniil hiicre tabakasi (GCL) MCL'in altinda yer alir. Graniil hiicreleri, dendritleri
apikal olarak EPL'ye uzanan aksonsuz internéronlardir. ONL, Olfaktor sinir telleri katmani
(Nagayama ve ark., 2014).
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Sekil 2.22. Fare OB’sinde olfaktor sinir telleri katmani, glomeriiler katman (GL) ve dig
pleksiform katman (EPL).  Olfactory Marker Protein (OMP) ile immunfloresan boyama
(Tepe ve ark., 2018).

b. Glomeriiler katman (GL): Ana OB’deki glomertiller beyindeki en belirgin
yapilardan biri olup (Pinching ve Powell, 1971a, b) juktaglomeriiler hiicreler ile glial
hiicrelerden olusan belirgin bir kabukla ¢evrili, kiiremsi yapidaki néropil alanlaridir.
Bu katmanda ORN’lerin miyelinsiz akson sonlart ile JG hiicrelerin dendritleri arasinda
olusan sinapslar bulunur. Bilindigi tzere noéropil, sinir sisteminde, ¢ogunlukla
miyelinsiz aksonlar, dendritler ve gliyal hiicre uzantilari ile nispeten az sayida hiicre
govdest igeren sinaptik olarak yogun alanlari tanimlar (Bywalez, 2016; Chao ve ark.,
1997; Kasowski ve ark., 1999; Kosaka ve ark., 1997). Aksonlar, dendritler ve gliyal
uzantilardan olusan glomertler noropil iginde hiicre gévdesi yoktur (Kasowski ve ark.,
1999). Farelerde, tipik bir glomerulus ~1.000 ORN’den akson alir (Imai, 2014).
Olfaktor reseptor noronlarimin miyelinsiz aksonlart glomerulus iginde daginik bir
sekilde yayilmaz; bunun yerine bir¢ok diizensiz kivrimli iplik¢ik veya ada olusturacak

sekilde kiimelenirler (Sekil 2.23.). Memelilerde glomertluslerin ¢aplart 30-200 pm
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arasinda degisir (Lledove ark., 2008). Glomertillerin sayist siganda 4200, tavsanda ise

6300 olarak belirlenmistir (Royet ve ark., 1998).

Sekil 2.23. Camk?2a-EGFP transgenik farenin OB sinde ONL (olfaktor sinir telleri) ve GL de
miyelinsiz aksonlarin immiinfloresan boyama ile gorinimii.
(http://www .gensat.org/servlet/ImageProvider?code=4&imagelD=24335&imgReq Type=1,
Erigim tarihi: 16 Mayis 2023).

Elektron mikroskopik diizeyde incelendiginde glomertllerde elektron-yogun olfaktor
akson kumelerinin elektron-opak dendritlerle karistigi, ya da elektron-opak
dendritlerin bazilarinin olfaktor akson kiimelerine niifuz ediyor gibi izlenim sergiledigi
gorulir. Bu nedenle, her glomertlin iki bolme veya bolgeden olustugu distnilir:
olfaktor sinir (ON) bolgesi (veya aksonal veya duyusal alt bolme) ve olfaktor sinir
olmayan bolge (veya dendritik veya merkezi alt bélme). Olfaktor sinir bolgesi esas
olarak koku siniri preterminalleri ve terminalleri ile i¢ noronlarin ince dendritik
uzantilar tarafindan iggal edilir, bu da ON bolgesinin koku reseptor hiicrelerinin
hedefleri tizerinde sinaps yaptigt bolge oldugunu gosterir. Olfaktoér sinir olmayan

bolge esas olarak intrinsik noéronlarin dendritik uzantilart tarafindan isgal edilir ve
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burada intrinsik noéronlar arasinda dendrodendritik etkilesimler meydana gelir.
Glomertler tabakadaki glomeriiller arasindaki hiicreden zengin bolge ve glomeriiler
tabaka ile dis pleksiform tabaka arasindaki sinir bolgesi topluca "jukstaglomeriler
bolge" olarak tanimlanir ve bu bolgede bulunan néronlar da "JG noronlar" olarak
adlandirilir (Kosaka ve Kosaka, 2007). Jukstaglomertiler néronlarin morfolojik olarak
tanimlanmig ¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar “periglomeriiler (PG) hiicreler”, “dig
puskulli (tufted, ET) hiicreler” ve “yuizeysel kisa aksonlu (sSA) hiicreler”dir (Pinching
ve Powell, 1971a) (Sekil 2.24)). Periglomeriiler hiicreler, sSA hiicreler ve ET
hiicrelerin bir kismi aslinda internéronlardir ve OB disindaki beyin bolgelerini innerve
etmezler (Nagayama ve ark., 2014). Tipik bir glomerulus, 5-20'si mitral hiicre olmak
tizere 20-50 mitral/puskilla hiicrenin primer dendritleriyle innerve edilir (Ke ve ark,

2013; Sosulski ve ark., 2011).

Glomeruler katmandaki
noronlar

ONL

Olfactory sensory neurons

(1assic SoA cell

GL

sEPL

Sekil 2.24. Glomeriler katmandaki (GL) néronlarn alt tipleri.  (A) Periglomeriiler
hiicrelerin (PG huicreleri; mor), yizeysel kisa aksonlu hiicrelerin (sSA hiicreleri; kirmizi) ve
dis puskilli hiicrelerin (ET hiicreleri; mavi) alt tiplerinin sematik gosterimi. PG hiicrelerinin
iki alt tipi sinaptik baglantilarina dayanmaktadir. Tip-I PG hiicreler dendritlerinde hem
ORN’den hem de OB’deki ndronlardan sinaptik girdiler alir. Tip-II PG hiicreleri OB deki
noronlardan girdi alir. PG hiicreler ayrica nérokimyasal alt tiplere ayrilabilir (sekilde
gosterilmemistir). Klasik olarak, sSA hiicrelerin bir aksonu ve dendritleri vardir. Dendritler
bir glomerulusa girmemistir. Daha yakin zamanda bildirilen sSA hiicre tipleri tirozin
hidroksilaz (TH) i¢in pozitiftir ve birkag ila onlarca glomerille baghdir. Piskilla (ET)
hiicrelerin alt tipleri morfolojilerine gore belirlenir: ikincil dendritleri olanlar ve olmayanlar.
Ikincil dendritleri olan ET hiicreler daha sik olarak GL ile yiizeysel dis pleksiform tabaka (s-
EPL) arasindaki sinirda bulunur (Nagayama ve ark., 2014).
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i) Periglomeriiler (PG) hiicreler GL'de ii¢ hiicre tipi arasinda en kugiik hiicre
govdesine (5-10 um capinda) sahip olan ve ayn1 zamanda en bol bulunan néronlardir
(Kosaka ve Kosaka, 2007; Parrish-Aungst ve ark., 2007). Periglomeriiler hiicreler tipik
olarak dendritlerini tek bir glomerulusa ve sadece ara sira goklu glomertllere gonderir
(Sekil 2.25.; Sekil 2.26.). Dendritleri, ET huicrelerin dendritlerine gore glomerulusun
daha kugiik bir bolimiinde dallanir. Periglomertler htcrelerin genellikle bir akson
tagidig dusunalir (Pinching ve Powell, 1971a), ancak aksonsuz alt tipler de mevcuttur
(Kosaka ve Kosaka, 2011). Aksonun uzunlugu degiskendir ve 5-6 glomerile kadar
uzayabilir (~600 um) (Pinching ve Powell, 1971a). Periglomeriler hiicrelerin

aksonlari, interglomeriler boglukta sonlanir.

Sekil 2.25. Yetiskin bir farenin OB sindeki periglomeriiler (A, B) ve mitral (A) noéronlarin
immiinfloresan boyama ile goriiniimii.

(http://www .gensat.org/servlet/ImageProvider?code=4&imagelD=24335&imgReq Type=1,
Erigim tarihi: 16 Mayis 2023).

Periglomeriiler hiicreler ORN, piiskiillii hiicreler ve mitral hiicreler tarafindan aktive
edilir (Murphy ve ark., 2005). Cogu kemirgen memelide (Kosaka ve ark., 1988;
Kosaka ve ark., 1995; Kosaka ve Kosaka, 2004; Kosaka ve ark., 2005; Kosaka ve
Kosaka, 2007; Toida ve ark., 1998) yapisal 6zelliklerine dayanarak PG hiicreler tip 1
ve tip 2 periglomertler hiicreler olarak ikiye ayrilir. Tip 1 periglomertler hiicreler

intraglomeriler dendritlerini hem ON bolgesi hem de olfaktor sinir olmayan bolgeye
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gonderirken, tip 2 periglomertiiler hiicreler intraglomertiiler dendritlerini sadece
olfaktor sinir olmayan olmayan bolgeye gonderir (Kosaka ve Kosaka, 2005). Ayrica,
birkag elektro fizyolojik ¢aligsma si¢an periglomertler internéronlarinda en az iki farkl
tipte yanit oldugunu gostermistir. Bu da periglomeriiler hiicrelerin heterojenligini

dogrulamaktadir (Puopolo ve Belluzzi, 1998).

Receaptor
neurons

Mitraltufted
cells

- . 8 /

. . \\_- ."r
— s, S

Granule

cells

Sekil 2.26. Olfaktor bulbusun sinaptik organizasyonu. Ust: Farkli ORN tiplerinin her biri
koku reseptor ailesinin farkl: bir iiyesini ifade eder. Orta: Koku glomeriilleri éncelikle bir
reseptor molekiil tipini ifade eden ORN’lerden girdi alir (farkli renk koduyla gosterilmistir).
Alt: Mitral ve puskillii hiicreler graniil hiicrelerinden inhibitér girdiler aldiktan sonra
aksonlarini koku korteksine gonderir (Carleton ve ark., 2002).
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Sican OB’leri tizerinde yapilan immiinositokimyasal ¢aligmalar (Kosaka ve ark., 1985;
Kosaka ve ark., 1987a; Kosaka ve ark., 1987b; Kosaka ve ark., 1988; Kosaka ve ark.,
1995; Kosaka ve ark., 1998) PG hiicrelerin ti¢ gruba ayrildigini gostermektedir: 1)
glutamik asit dekarboksilaz (GAD) ve/veya y-amino biutirik asit (GABA)-pozitif
(GAD/GABA-pozitif) periglomeriler hiicreler, 2) kalretinin-pozitif periglomeriiler
hiicreler ve 3) kalbindin D28k-pozitif periglomertler hiicreler. Ayrica, kimyasal olarak
tanimlanmis diger JG noronlar arasinda, tirozin hidroksilaz (TH)-pozitif htcrelerin
yaklasik %80'inin GAD/GABA-pozitif oldugu ve bunun da GAD/GABA-pozitif
hiicrelerin yaklagik %50'sine karsilik geldigi ortaya konmustur (Gall ve ark., 1987,
Kosaka ve ark., 1985; Kosaka ve ark., 1987a; Kosaka ve ark., 1988; Kosaka ve ark.,
1995). Bu TH-pozitif hicreler bu nedenle GAD/GABA-pozitif periglomertler
hiicrelerin 6nemli bir alt popiilasyonu veya dordinci bir periglomertler hiicre grubu
olarak kabul edilmistir. Sigan OB’sinde, tip 1 periglomertler hiicrelerin hem
GAD/GABA-pozitif hem de TH-pozitif periglomertiler hiicrelert, tip 2 periglomeriiler
hiicrelerin ise GAD/GABA-negatif kalbindin D28k-pozitif ve kalretinin-pozitif

periglomeruler hiicreleri igerdigi gosterilmistir (Kosaka ve ark., 1997; Kosaka ve ark.,

1998; Kosaka ve Kosaka, 2005) (Sekil 2.27)).

Sekil 2.27. Fare OB’sinin glomeriillerdeki bolmeleri  (A) ve olfaktér marker protein (OMP)-
pozitif olfaktor aksonlarin (kirmizi) GAD/GABA-pozitif tip 1 PG hiicrelerinin glomeriiler
dentritleriyle (panel B'de yesil) ve kalretinin (CR)-pozitif tip 2 PG hiicrelerinin glomeriiler
dentritleriyle (panel C'de yesil) iligkisini gosteren immiinfluoresan resimler. Bar = 50 um
(Kosaka ve Kosaka, 2007).

Ayrica, Gutierrez-Mecinas ve arkadaglar (2005), sican OB’sinde hem somatostatin-
pozitif hem de kolesistokinin-pozitif periglomertiler hiicrelerin (her ikisi de GABA-
negatiftir) koku sinirlerinden sinaps aldigini bildirmistir. Yazarlar boylece bu GABA-

negatif periglomeriler hiicrelerin de tip 1 periglomeriiler hiicreler oldugunu 6ne
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sirmiislerdir. Ote yandan, Crespo ve ark. (2003), nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat diaforaz (NADPH-d)/nitrik oksit sentaz (NOS) igeren periglomertler hiicrelerin
GABA-pozitif oldugunu ve NADPH-d/NOS-pozitif hiicrelerin tip 1 periglomertler

hiicreler oldugunu bildirmislerdir.

ii) Yiizeysel kisa aksonlu (sSA) hiicreler ilk olarak Pinching ve Powell (1971a)
tarafindan tanimlanmigtir. Kesin olmamakla birlikte, JG hicreler arasinda sSA
hiicrelerin yuzdesinin kiicik oldugu distunilmektedir. Yuzeysel kisa aksonlu
hiicrelerin somalar1 8-12 pm olup PG hucrelerininkinden biraz daha buyiiktir. Bu
hiicreler, glomertile uzanan bir akson ile yalnizca interglomeriler boglukta seyreden
dendritlere sahiptir (Pinching ve Powell, 1971a; Pinching ve Powell, 1971c). Bu
poptilasyon arasinda hig¢bir dendrodendritik baglanti bulunmamistir (Pinching ve
Powell, 1971b; Pinching ve Powell, 1971c). Yuzeysel kisa aksonlu hiicrelerin
cesitliligini agikc¢a tanimlayan ¢ok az literatiir bulunmakla birlikte, iki tip sSA hiicre
tanimlanmistir. Birinci tip, Pinching ve Powell tarafindan kegfedilen sSA hiicrelerdir
(Pinching ve Powell, 1971a). Ikinci tip sSA hiicrelerin, Pinching ve Powell (1971a),
tarafindan tanimlanmig olan birinci tip sSA hiicrelerden biraz farkli bir morfolojiye
sahip oldugu tespit edilmistir (Aungst ve ark., 2003; Kiyokage ve ark., 2010). Birinci
tip sSA hiicresinin sadece bir veya iki glomeriil boyunca uzanan bir aksonu ve
interglomerdler boslukta seyreden dendritleri bulunurken, ikinci tip sSA huicresinin
100 pm -1 mm arasinda degisen uzunlukta olan bir aksonu vardir ve dendritleri 50'ye
kadar glomeriille temas eder. Yiizeysel kisa aksonlu hiicreler hem dopamin sentezi i¢in
gerekli bir enzim olan tirozin hidroksilaz (TH) hem de glutamik asit dekarboksilaz 67
(GADG67) i¢in pozitif reaksiyon sergilerler (TH+/GAD67+ néronlar) (Kosaka ve ark.,
1995; Kiyokage ve ark., 2010). Bu hiicreler Aungst ve ark. (2003) tarafindan
glutamaterjik sSA hiicreleri olarak adlandirilmistir. Kosaka ve Kosaka (2008), PG
hiicreleri "Kiigik Soma" grubu olarak tanimlarken, TH+/GAD67+sSA hicrelerin
buylik soma grubuna dahil oldugunu bildirmiglerdir. Bu nedenle Nagayama ve
arkadaglar1 (2014), TH+/GADG67+ huicrelerin TH-pozitif JG hiicrelerin yalnizca bir alt

popiilasyonunu olusturdugunu ileri sirmiislerdir.

iii)  Dig piiskiillii (external tufted, ET) hiicreler, JG hiicreler arasinda en buiyuk
hiicre somasina (10-15 pum) sahip noronlardir (Pinching ve Powell, 1971a). Dis

puskulli hiicrelerin primer (birincil) dendritleri genellikle mono-glomertlerdir, kiigiik

64



bir alt popuilasyon ise di-glomerilerdir (Ennis ve Hayar, 2008). Yiizeysel kisa aksonlu
hiicrelerin aksine, ET hiicrelerin dendritleri glomerulusun biiyiik bir hacmini isgal
eder. Bugiine kadar, ET huicrelerin morfolojik olarak farkli ti¢ alt tipi rapor edilmistir
(Macrides ve Schneider, 1982; Schoenfeld ve ark., 1985).

-IIk gruptaki ET hiicreler sekonder (ikincil) dendritlerden yoksundur, hiicre
govdesi yalnizca GL'de bulunur ve akson OB i¢inde sinirlandirilmigtir (Antal ve ark.,
2006; Hayar ve ark., 2004a; Hayar ve ark., 2004b; Hirata ve ark., 2019; Liu ve Shipley,
2008; Macrides ve Schneider, 1982).

-Ikinci gruptaki hiicreler yogun dallanmis sekonder dendritlere sahiptir.

- Ugiincii grup somadan bir yonde teget olarak uzanan seyrek dallanmus ikincil
dendritlere sahiptir.

Sekonder dendritlere sahip dis puskilli hiicreler grubunun, hiicre gévdeleri (somalart)
genellikle GL'nin daha derin kisminda ve GL sinirina yakin EPL’de bulunur. Bu
hiicrelerin sekonder dendritlerini yiizeysel dis pleksiform katmanin (sEPL) en dig
bolgesine uzattiklar gosterilmistir (Macrides ve Schneider, 1982; Mori ve ark., 1983).
Sican OB’sindeki dig ptskiilli hiicrelerin sekonder dendritlerinin toplam uzunlugunun
~1,200 um oldugu gosterilmistir (Antal ve ark., 2006). Sekonder dendritlere sahip dig
puskilli htcreler grubunun aksonlari, aynt OB’nin diger tarafinin (medial-lateral)
IPL’ye veya 6n koku alma ¢ekirdeginin (AON) pars eksternasina (pE) uzanir. On koku
alma ¢ekirdeginin pars eksternasi, sag ve sol OB arasinda ayn1 koku verici reseptori
ifade eden ORN’de girdi alan homotipik glomeriillerle baglantili devreleri birbirine

baglar (Liu ve Shipley, 1994; Lodovichi ve ark., 2003; Yan ve ark., 2008).

c. Dis pleksiform katman (EPL): Bu katman koku almada sinaptik iglemenin
ikinci seviyesinin gerceklestigi yerdir. Olfaktor reseptor noron aksonlarinin mitral ve
puskulli (M/T) hucrelerin ve periglomertler (PG) hicrelerin dendritleri izerinde
birlestigi glomertllerin hemen altinda yer alir. Dis pleksiform katman esas olarak,
sirastyla daha derin mitral hiicre ve grantl hiicre katmanlarindan EPL'a yiikselen M/T
hiicre dendritleri ve GABAerjik graniil hiicre dendritleri tarafindan olusturulan yogun
bir noropilden olusur. Dig pleksiform katman i¢inde, M/T hiicrelerin lateral dendritleri
granil hicre dendritleri ile ¢ok sayida tip 1 (ultrastriiktiirel olarak uyarici) ve tip 2
(ultrastriktirel olarak inhibitor) sinapslar olusturur (Price ve Powell, 1970b). Dig

pleksiform katman, yiizeysel (s-EPL), ara (i-EPL) ve derin dis pleksiform katman (d-

65



EPL) olmak tizere alt katmanlara ayrilabilir (Nagayama ve ark., 2014). Diger OB
katmanlanyla karsilastirildiginda, EPL az sayida hicre govdesine sahiptir. En
kapsamli sekilde galisilmig olan sigan ve hamsterde, yine de énemli sayida internéron
(Kosaka ve ark., 1994; Schneider ve Macrides, 1978), ¢esitli tiplerde puskullu (tufted)
hiicreler (Macrides ve Schneider, 1982) ve astrositler (Bailey ve ark., 1993; Mirich ve

ark., 2002) igcerdigt gosterilmigtir (Sekil 2.28.; Sekil 2.30.).
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Sekil 2.28. Kemirgen OB’sinde projeksiyon néronlarinin alt popiilasyonlart.  (A) Kemirgen
OB’sinde projeksiyon néronlarinin morfolojik farkliliklari. Tip I mitral hiicreler (M:1) ikincil
dendritlerini derin pleksiform katmanin (dEPL) en derin alt katmaninda uzatirken, tip IT mitral
hiicreler (M:II) ara EPL'a (iEPL) projekte olur. I piiskillii hiicrelerin (iT) somalart dEPL'de
bulunur ve ikincil dendritleri iEPL'de uzanir. Orta piskilli hiicreler ¢ogunlukla iEPL'de
bulunur. Yiizeyel EPL (sEPL) veya glomeriler tabakada (GL) bulunan piskilli hiicreler dig
puskiilli hiicreler (eT) olarak smiflandinlir. D1 puskiillii hiicreler ayrica sEPL'ye projekte
olan ikincil dendritleri olan veya ikincil dendritleri olmayan hiicreler olarak iki alt tipe ayrilir.
Projeksiyon noronlar hiicre somalarmin OB'deki konumu ne kadar derinse, ikincil dendritler
o kadar uzun olur. (B) Gelismekte olan fare beyninde MOB projeksiyon néronlarinin olugsma
zamanlari. Mitral hiicreler E9 ile E13 arasinda tretilir, bunu orta (E12-E16) ve dis (E13-E18)
puskilli hiicreler izler (Imamura ve ark., 2020).
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Sekil 2.29. Memeli koku alma sistemi ve olfaktér bulbus (OB) devresi. (A) Koku alma
sistemine genel bakis. Burun koku epitelindeki (OE) olfaktor reseptér noéronlar (OSN)
aksonlarin1 OB’deki glomeriillere (gri daireler) génderir. OB'deki mitral ve piiskiilli hiicreler
(M/TC'ler) apikal dendritlerini glomerullere uzatir ve aksonlan lateral koku alma yolu (LOT)
araciligiyla on olfaktor nikkleus (AON) ve piriform korteks (PC) dahil olmak tizere olfaktor
korteksi (OC) alanlarma génderir. (B) Olgun OB devresinin basitlestirilmis diyagrami. Farklt
renkteki OSN’ler, aksonlart ayr glomeriller halinde birlesen farkli koku alma reseptorlerini
ifade eden popiilasyonlart temsil eder. BC, Blanes hiuicresi; EPL, Dis Pleksiform Tabaka;
ETCs, dis puskillii hiicreler; GCs, graniil hiicreleri; GCL, Graniil Hiicre Katmani; GL,
Glomeriiller Katman; IAS, Intrabulbar Birlesme Sistemi; IPL, I¢ Pleksiform Katman; LOT,
Lateral Koku Yolu; MCs, mitral hiicreler; MCL, Mitral Hiicre Katmani; OE, koku epiteli;
ONL, Olfaktor Sinir Telleri Katmani; PGCs, periglomeriiler hiicreler; PVN, parvalbumin
eksprese eden EPL noronu; SACs, kisa aksonlu hiicreler; TCs, puiskiilli hiicreler (Tufo ve ark.,
2022).

67



EPL interndronlar, ilk olarak kedide Van Gehuchtenve Martin (1891), tarafindan
multipolar néronlar olarak tanimlanmistir. Daha sonra Schneider ve Macrides (1978),
hamster EPL'sinde Van Gehuchten (VG) hiicrelerinin graniil hiicre dendritleri ile
etkilesime girdigini 6ne sirmustiir. Takiben sican EPL'sinde ¢esitli noéropeptidler (Gall
ve ark., 1986), NADPH-d (Scott ve ark., 1987) ve Ca2+ baglayici proteinler (Brifion
ve ark., 1992; Kosaka ve ark., 1994) i¢cin boyama yontemleri kullanilarak VG hiicreleri
ve kisa aksonlu hiicrelerin morfolojik o6zelliklerine sahip multipolar néronlar

tanimlanmisgtir.

Puskiillt htcreler ve mitral hiicre katmanindaki mitral hiicreler OB’nin “projeksiyon
noronlar1” olarak tanimlanirlar (Zeppilli ve ark., 2021). Projeksiyon néronlar hiicre
govdeleri merkezi sinir sistemi iginde bulunan ve aksonlart uzak beyin bolgelerine
uzanan uyarict noronlardir. Glomerulis i¢inde islenen koku sinyalleri, EPL'de mitral
ve puskualli htcrelerin primer (birincil) dendriti boyunca yayilir. Sinyal, EPL'deki
puskalli hiicrelerin hiicre govdesine ve mitral htcre katmanindaki (MCL) mitral
hiicrelere ulagir, ardindan EPL'deki sekonder (ikincil) dendritler araciligiyla yatay
olarak geri yayiir. Geri yayilma sinyalinin zayiflatilmadigi, bunun yerine graniil
hiicrelerinden gelen lokal inhibisyon tarafindan engellenene kadar dendritler boyunca
iletildigi distintlmektedir (Xiong ve Chen, 2002). Yatay sinyal yayiliminin, grantl
hiicreleri ve diger internoéronlarla dendrodendritik etkilesim yoluyla diger mitral/tufted
hiicrelerin aktivitesini engelledigine inanilmaktadir. Bu stre¢ “lateral inhibisyon”
olarak adlandirilir. Dig pleksiform katman c¢ogunlukla mitral/tufted hicrelerin
sekonder dendritleri ve grantl hiicrelerinin apikal dendritleri olan dendritik uzantilar

tarafindan iggal edilir (Nagayama ve ark., 2014) (Sekil 2.28.).

D1s pleksiform katman iginde piskulla (tufted) hiicreler genellikle dikey konumlariyla
ayirt edilirler (Bywalez, 2016). Hiicre govdelerinin yerlesimine gore puskilla
hiicreler; ET hticreleri, orta puskilli hiicreler ve i¢ puskulli hiicreler olmak tizere g
tipe ayrilirlar (Shepherd ve ark., 2004). Paskalli hiicreler primer transmitter olarak
glutamati kullanirlar. Glomertiler katmanda daha 6nce anlatildigr tizere ET hiicreleri
GL ile EPL arasindaki sinirin etrafinda bulunurlar (Pinching ve Powell, 1971a). Orta
puskalli hiicreler, GL ve EPL arasindaki sinirin altinda kalan yizeysel (s-EPL) ve i-
EPL'de bulunan bu hticrelerin hiicre govdesi orta buyukliktedir (15-20 um) (Shepherd
ve ark., 2004). Orta puskulli hiicrelerin ¢ogunlugu yizeysel ve orta EPL'de nispeten
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kisa sekonder dendritler uzatir. Akson kollateralleri i¢ pleksiform katmani olustururlar
(Nagayama ve ark., 2014; Orona ve ark., 1984; Parrish-Aungst ve ark., 2007). Bunlar
muhtemelen ET hiicreleri gibi OB’nin diger tarafiyla (lateral-medial) temas kurarlar
(Belluscio ve ark., 2002). I¢ piiskiilli hiicreler nispeten biiyiik hiicre govdelerine (>20
um) sahiptir ve EPL'nin derin kisminda bulunurlar (Orona ve ark., 1984). I¢ piskiillii
hiicreler bazen yer degistirmis mitral hiicreler olarak adlandirilir, ¢inki mitral
hiicrelere benzer yapisal ve islevsel o6zelliklere sahip olduklari bildirilmigtir
(Nagayama ve ark., 2014). Ayrica orta puskiilli hiicrelerde oldugu gibi yiizeysel ve
orta EPL'de sekonder dendritler uzatirlar (Sekil 2.29.; Sekil 2.32.). Mori ve arkadaglart
(1983) tavsan OB'sinde sekonder dentritlerin uzunluklarinin ortapiskillii hiicrelerde
~4,000 um, i¢ puskulli hiicrelerde ise ~12.000 um oldugunu bildirmigtir. Derin
EPL'de ikincil dendritler uzatan hi¢ bir puskiilli hiicre gozlenmemistir (Nagayama ve

ark., 2014).

d. Mitral hiicreler katmam (MCL): Bu katman, her biri bir glomerile tek bir
ana (primer) dendrit, dig pleksiform tabakaya sekonder (lateral) dendritler ve koku
alma yoluna da tek bir akson gonderen mitral hiicrelerin hiicre govdelerinden (soma)
olusan ince bir tabakadir. Ayrica bu katmanda, mitral hiicre tabakast boyunca dagilmig
cok sayida graniil hiicresinin somalari da bulunur. Aslinda, granil hiicreleri mitral
hiicre tabakasinda somaya sahip hticrelerin ¢ogunlugunu olusturur (Frazier ve Brunjes,
1988; Imamura ve ark., 2006) (Sekil 2.29.; Sekil 2.30.). Sigcanlarda 25-35 um ¢apa
sahip olan (Pinching ve Powell, 1971a) mitral hiicreler dig ve i¢ pleksiform katmanlar
arasinda, bulbus yiizeyine paralel olarak yerlesim gosterirler (Schneider ve Macrides,
1978). Her bir bulbustaki mitral hiicre sayisi siganlarda ~56.200, tavsanda ise ~59.600
olarak tespit edilmistir (Royet ve ark., 1998).

Hem mitral hem de puskualli hiicreler glutamaterjik (glutamati serbest birakan,
glutamat tarafindan aktive edilen veya glutamati i¢ceren) noronlardir (Ennis ve ark.,
2007) ve tek bir glomeriile projeksiyon yapan bir primer dendrit (uzun aksonal dendrit)
ile GL'nin altindaki dis pleksiform katman (EPL) i¢inde uzanan farkli uzunluklardaki
sekonder (lateral) dendritlere sahiptirler. Glomertler tabakadaki primer dendrit, bu
tabakada bulunan ve ORN’lere ait olan aksonlar ile sinaps yapar. Dig pleksiform

tabakadaki sekonder (lateral) dendritler ise puskullu hiicreler ve graniiler hiicreler ile

69



sinaps yapar (Macrides ve Schneider, 1982; Mori ve ark., 1983). Yaklagik 25 mitral

hiicre (ve 50 puskiilli hiicre) tek glomertil ile iligkilidir.

Dis pleksiform (EPL) ve Mitral htcre (MCL)
katmanlarindaki noronlar

GL

s-EPL
-EPL

d-EPL

e

Sekil 2.30. Piskalla hiicrelerin (mavi) ve mitral hiicrelerin (yesil) alt tiplerinin yam sira dig
pleksiform tabaka (EPL) ve mitral hiicre tabakasindaki (MCL) internéronlarn (kirmizi)
sematik gosterimi.  Puskilli hiicreler (ET) soma konumlarina gore dis, orta ve i¢ puskilli
hiicreler olarak siniflandinilir. EPL yiizeysel (s-EPL), ara EPL (i-EPL) ve derin EPL (d-EPL)
olmak tizere birden fazla alt katmana ayrilabilir. Mitral hiicrelerin iki alt tirii, EPL alt
katmanlarindaki ikincil (bazal) dendritlerinin derinligine goére sirasiyla tip-I ve tip-II mitral
hiicreler olarak adlandirilir. Orta piiskiillii hiicreler i¢ puskiillii hiicrelerden daha kiigtik hiicre
somalarina, i¢ puskiillii hiicreler de mitral hiicrelerden daha kiigiik hiicre somalarina sahiptir.
Interndronlar arasinda sadece bityiik kisa akson hiicrelerinin aksonlar vardir. Baslangicta kisa
akson hiicreleri olarak kategorize edilen bazi noronlar akson benzeri bir uzantiva sahiptir,
ancak herhangi bir karigikligi 6nlemek i¢in bu sekilde gosterilmemistir. Van Gehuchten
hiicreleri aksonu olmayan hiicrelerdir. Ig horizontal ve multipolar tip hiicreler ise morfolojik
ozellikleri ve konumlar1 ile tammlamir. Internéronlarm ¢ogunlugu parvalbumin (PV)
etiketlemesi ile incelenmistir. Ek olarak, somatostatin-immiinoreaktif (SRIF-ir) hiicreler i-
EPL/d-EPL'de bulunur ve dendritlerini 6zellikle d-EPL'ye uzatirlar (Nagayama ve ark., 2014).
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Sekil 2.31. Olfaktér bulbus’un gematik gosterimi.  (A) OB’nin translaminar organizasyonu
ve koku yolundaki konumu. Olfaktér epiteldeki (OE) olfaktorik reseptor noronlar (ORN'ler)
OB’nin glomeriiler hiicre katmanina (GL) projeksiyon yapar ve burada periglomeriiler (PG)
hiicrelerin yanm sira graniil (GC) hiicrelerine baglanan mitral (MC) ve orta piskilli (mTC)
hiicrelere baglanirlar. Glomeriler Katman (GL); D1s Pleksiform Katman (EPL); Graniil Hiicre
Katman1 (GCL). OB cikisi, lateral koku alma kanalindaki (LOT) MC ve mTC aksonlarn
aracihgryla koku alma korteksine (OC) yayilir. (B) Ug mTC rekonstriiksiyonu. (C)
Glomeriillerin (kirmizi) yiizeysel (1) ve yandan (2) gorillen modelleri; 3: MC'ler, mTC'ler ve
GCl'lerden olusan iig tipik glomeriiler birim; 4: EPL i¢indeki MC'lerin ve mTC'lerin dendritik
arborizasyonlarinin farkli uzamsal organizasyonlarini gésteren kesit goriiniim (Cavarretta ve
ark., 2018).
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Sekil 2.32. Kemirgen OB’sinde temel néral devre. (A) OB kemirgen beyninde
telensefalonun en 6n kisminda olusur. Feromonal bilgiyi vomeronazal organdan alan aksesuar
olfaktér bulbus (AOB) ana olfaktér bulbusun (MOB) posterio-dorsalinde yerlesir. AOB'deki
mitral hiicreler ¢oklu glomeriillere projekte olan ¢oklu apikal dendritlere sahiptir. Ana OB
ORN’lerinin aksonlan tarafindan innerve edilir. (B) ORN aksonlarn, glomeriillere girmeden
once, olfaktor sinir telleri katmani (ONL) i¢inde OB yiizevinde tegetsel olarak ilerler. Mitral
(M) ve puskilli hiicre (T) somalarn sirastyla mitral hiicre tabakasinda (MCL) ve dis pleksiform
tabakada (EPL) bulunurlar ve birincil dendritlerini tek bir glomeriile génderirler. Glomeriilde
ORN aksonlann mitral ve puskiillii hiicrelerin yanm1 sira periglomeriiler hiicrelerle (PG)
aksodendritik sinapslar olugtururlar. Mitral ve piiskiillii hiicrelerin ikincil dendritleri EPL'daki
granill hiicreleri (G) ile dendrodendritik sinapslar vaparlar. Periglomeriiller ve graniil
hiicrelerinin somalan sirasiyla glomertiler tabakada (GL) ve granil hiicre tabakasinda (GCL)
bulunur. IPL, i¢ pleksiform tabaka (Imamura ve ark., 2020).

Dis pleksiform katman i¢inde, mitral ve puskilla hiicrelerin ikincil dendritleri, bagka
bir internéron tirh olan granil hiicreleri ile dendrodendritik sinapslar olusturur (Price
ve Powell, 1970b). Bunun yani sira mitral ve puskilli hiicreler GL'deki inhibitor
periglomeriler interndronlarla dendrodendritik sinapslar olustururlar (Pinching ve
Powell, 1971b). Mori ve ark. (1983), tavsan OB'sindeki projeksiyon noronlarini
incelemis ve tek bir mitral hiicrenin ~15,000 pum uzunlugunda olan ikincil dendritlere
sahip oldugunu gostermistir, bu, orta puskilli hiicrelerinkinden (~4,000 pm)
neredeyse dort kat daha uzundur (Mori ve ark., 1983). Ayrica fare OB’sinde, bir mitral

hiicrenin  toplam dendritik uzunlugunun (~15.000 um) bir orta puskilla
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hiicreninkinden (~7.500 um) ¢ok daha uzun oldugu bildirilmistir (Igarashi ve ark.,
2012). Simdiye kadar elde edilen wveriler, mitral ve puskulli hicrelerin hicre
somalarimin OB'deki konumu ne kadar derinse, sekonder dendritlerin o kadar uzun
oldugunu ve ayrica sekonder dendritlerini EPL'nin farkli alt katmanlarinda uzattigini
gostermektedir. Mitral hucrelerin  sekonder dendritleri MCL'nin proksimalinde
EPL'nin en derin kisminda (dEPL) sinirl kalirken, puskillt hiicrelerin dendritleri
GL'nin proksimalinde EPL'nin en yiizeysel kisminda (SEPL) uzanmaktadir (Imamura
ve Greer, 2015; Macrides ve Schneider, 1982; Mori ark., 1983; Orona ve ark., 1984)
(Sekil 2.28.- Sekil 2.32.).
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Sekil 2.33. Olfaktér Bulbus’daki noronal devre.  OB'deki pre ve postsinaptik hiicreler
arasindaki baglantinin sematik diyagrami. Her bir glomeril iginde, ayni koku reseptorinii
(OR) ifade eden olfaktor reseptdr noronlar (OSN, aynmi renkteki damla sekilleriyle gosterilir)
postsinaptik hiicrelerle, yani mitral hiicreler (MC) ve piskillii hicreler (TC) ile birlikte
periglomeriiler hiicrelerle sinapslar olusturur. MC ve TC tek apikal dendritlerini tek bir
glomerulus iginde uzatirken, lateral dendritler dis pleksiform tabaka boyunca uzanir ve OB'in
baslica GABAerjik inhibitér internéronlari olan graniil hiicreleri ile dendro-dendritik sinapslar
olusturur. Bu nedenle glomerulus, bir OR ile ilgili duyusal bilginin islendigi, koku kolonu
olarak da bilinen islevsel bir birimi tanimlar. ONL: Olfaktér Sinir Telleri Katmani, GL:
Glomeriiler Katman, EPL: Dis Pleksiform Katman, MCL: Mitral Hiicre Katmani, IPL: I¢
Pleksiform Katman, GCL: Graniil Hiicre Katman1 (Francia ve Lodovichi, 2021).
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Mitral hiicre katmani sadece bir hiicre govdesi kalinliginda oldugundan, mitral
hiicrelerin heterojenligi derinlemesine aragtirilmamigtir. Bununla birlikte, c¢esitli
kanitlar mitral hiicrelerin heterojen alt popiilasyonlardan olustugunu gostermektedir.
Yukarida belirtildigi gibi, mitral hticrelerin somalart MCL'de bulunsa da bazi mitral
hiicreleri sekonder dentritlerini genellikle dEPL'de uzatir; bunlar “tip-I mitral
hiicreler” olarak adlandirilir (Mori ve ark., 1983; Orona ve ark., 1984). Bazi mitral
hiicreler ise sekonder dentritlerini ara EPL’de (iEPL) uzatirlar. Bunlar ise “tip-11
mitral hiicreler” olarak adlandirilir (Mouradian ve Scott, 1988; Orona ve ark., 1984;).
Ilging bir sekilde, tip-II mitral hiicrelerin toplam sekonder dendrit uzunlugu orta
puskilli hiicreninkinden daha uzun, ancak tip-I mitral hiicrelerinkinden daha kisadir
(Orona ve ark., 1984). Mitral hiicreler molekiiler ekspresyon profilleri bakimindan
cesitlilik gosterir. Hiicrelerin alt kiimeleri GABAA reseptortintn a3 alt birimini ifade
eder (Panzanelli ve ark., 2005) ve voltaj kapili potasyum kanalini (6rnegin: Kv1.2) ve
hiperpolarizasyonla aktive olan siklik niikleotid kapili kanali (6rnegin HCN2)
degisken sekilde ifade eder (Angelo ve Margrie, 2011; Padmanabhan ve Urban, 2010).

Mitral hicreler ORN’lerden gelen uyarilari yuvarlak néropil demeti olan glomertilin
iginde alir. Mitral hiicrelerin aksonlari lateral olfaktor trakti olusturur ve koku
hakkindaki bilgileri olfaktér kortekse iletirler. Mitral hiicreler aksonlarini olfaktor
korteksin (6n olfaktor niikleus, olfaktor tuberkil, anterior ve posterior piriform
korteks, amigdaloid korteks, entorinal korteks) tamamina uzatirken, puskuilli hiicreler
aksonlarint sadece olfaktor korteksin 6n bolgelerine gonderir (6n olfaktoér niikleus,
olfaktor tiiberkiil, 6n piriform korteksin rostroventral kismi). Olfaktor korteksin 6n
bolgeleri, hem mitral hiicre yolu hem de orta puskiillii hiicre yolu tarafindan taginan
bilgileri isleyebilir. Buna karsilik, olfaktor korteksin kalan arka bolgeleri, yalnizca
mitral hiicre yolu tarafindan taginan bilgileri isleyebilir (Nagayama ve ark., 2004)
(Sekil 2.33.; Sekil 2.34.).
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Sekil 2.34. Olfaktor bulbus’daki hiicre tiplerinin dagilimlarmin gematik gosterimi  (IN:
internéron, TC: puskilli hiicre, MC: mitral hiicre, GL: Glomeriller Katman, EPL: Dig
Pleksiform Katman, MCL: Mitral Hiicre Katmani, GCL: Granil Hiicre Katmani). Puskiilli ve
mitral hiicreler aksonlarim agagi kortikal bolgelere yansitir. (B) Koku korteksindeki mitral ve
puskiillit hiicreler icin farkli aksonal projeksivon hedeflerinin sematik gosterimi (AON:
anterior koku ¢ekirdegi, PCx: piriform korteks). Piskullii hiicreler 6ncelikle AON'ye ve PCx'in
o6n kismina projeksiyon yaparken, mitral hiicre aksonlart AON'yi, PCx'in 6n ve arka
kisimlarini hedef alir (Zeppilli ve ark., 2021).

Sekil 2.35. Mitral ve puskiillii hiicrelerin kortikal izdiigimii.  Beynin ventrolateral gériniimii
sematik olarak gosterilmistir. Tipik bir glomerulus, 20-50 mitral/tufted hiicre tarafindan
innerve edilir. Paskilli hiicreler, OB'nin diger tarafina (intrabulbar projeksiyon) ve
kontralateral OB'ye baglanan AONpE'yve (On koku alma gekirdeginin pars eksternasi)
topografik aksonal projeksiyon gosterir. Tufted hiicreler ayrica aksonlarini yan yana
yerlestirilmis 6n koku alma ¢ekirdeginin posteroventral kismina, 6n piriform korteksin
ventrorostral kismina ve olfaktor tiberkiiliin baglik bolgesine yansitir. Buna karsilik, mitral
hiicreler aksonlarini dagilmig bir sekilde piriform korteks, lateral entorinal korteks, kortikal
amigdala, 6n olfaktor niikleus, tenia tecta ve olfaktor tiiberkiiliin kortikal bolgesi dahil olfaktor
korteksin geri kalan kisimlarina yansitir. Mitral ve piskillii hicreler tarafindan ayrilmig
aksonal projeksiyon, iki yol tarafindan paralel bilgi islemeyi 6nerir. (Igarashi ve ark., 2012;
Nagayama ve ark., 2010).
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e. I¢ pleksiform katman (IPL): Bu katman mitral hiicre katmani altinda ince bir
tabaka olarak yer alir (Price ve Powell, 1970a). Az miktarda hiicre igerirken, tabakanin
cogunlugunu grantl hicrelerin dendritleriyle, mitral/ptskilli hicrelerin aksonlart
olusturur. Esas hticresi horizontal hiicrelerdir ve az miktarda multipolar noéron da
igerebilir. Horizontal hicrelerin dendritleri mitral hucreler katmanina paralel

yerlesmigtir, aksonlari ise dig pleksiform katmana uzanir (Ennis ve ark., 2007).

f. Graniil hiicre katmam (GCL): Olfaktér bulbusdaki en derin tabaka olup
hiicrelerinin ¢ok buyiik bir kismint mitral hiicre katmani ile dendrodendritik sinaps
yapan granil hiicreler olusturur. Hiicre govdesi 6-8 um ¢apinda olan graniil hiicrelerin
somalart (Price ve Powell, 1970a) ¢ogunlukla GCL'sinde lokalizedir, ancak bazi
graniil hiicreler IPL ve MCL'sinde de bulunur (Nagayama ve ark., 2014). Bu hticrelerin
apikal dendriti tipik olarak OB’nin yiizeyine dogru radyal olarak uzanir ve EPL'de
dallanmadan 6nce nadiren GCL'de dallanir. Grantl hiicreler EPL'de, mitral ve/veya
puskulli hiicrelerin ikincil dendritleri ile karsiliklt sinapslar olusturan dendritik
spinlere sahiptir. Aksonsuz morfolojileri nedeniyle, graniil hiicrelerin ¢iktist yalnizca

dendrodendritik sinapslara dayanir (Nagayama ve ark., 2014).

Ilging bir sekilde, graniil hiicreler de EPL'deki dendritik uzanti modellerine gore en az

i¢ poptilasyona ayrilir:
-Tip-I granul hiicresi (GI) dendritlerini EPL'nin her tarafinda dallandirir;

-Tip-1II graniil hiicresinin (GII) somast derin GCL’sinde, dendritleri ise sadece

derin EPL'de uzanir.

-Tip-IIl granil hiicresi (GII) somast yuzeysel GCL’den MCL’ye kadar
degisen bir yerlesim gosterir ve dendritleri agirlikli olarak yiizeysel EPL'de
dallanmigtir (Merkle ve ark., 2007; Mori ve ark., 1983; Orona ve ark., 1983; Schneider
ve Macrides, 1978).

-Bununla birlikte, bu g alt tip, tim grantl hiicre poptilasyonunu kapsamaz,
cinkt bazi graniil hiicreler, bu tiplerin higbirine benzemeyen morfolojilere sahiptir.
Bunun bir 6rnegi “tip-S hiicresi”dir. Tip-S hiicresi somast GCL’nin ortasinda yerlesir,

dendritleri ise MCL’sinde uzanir (Nagayama ve ark., 2014).
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-Merkle ve ark. (2014) yetigskin farenin subventrikiler zonunda (vSVZ)
uretilen ve GCL'ye go¢ eden daha once bilinmeyen dort interndron tipi bildirmisgtir.
Soma buyiiklugi/konumu, spin tagiyan dendritik dallanmalar ve aksonsuz morfolojiye
dayanarak, hticrelerden ikisi “tip-IV grantl hiicreleri (GIV)” ve “tip-V granil hticreleri
(GV)” olarak adlandirilmigtir. Tip IV granil hiicre, GCL'sinde dendritik dallanma
gosteren ve genellikle IPL'nin 6tesine ulagamayan grantl hiicresidir. Tip-V grantl
hiicrelerinin somalar1 bazal dendritlerden yoksundur ve MCL’sinde yerlesir. Bu
hiicreler dikenli ¢ali benzeri apikal dendritlerini agirlikli olarak derin EPL'ye
uzatmigtir. Karakteristik oOzellikleri nedeniyle yazarlar tip-IV ve tip-V graniil
hiicrelerini sirastyla “derin dallanan graniil hiicreleri (deep-branching granule cells)”
ve “cali granil hiicreleri (shrub granule cells)” olarak da adlandirmiglardir (Sekil

2.36.).

Granul hiicreleri inhibitor ara noéronlardir, mitral hicrelerle dentrodendritik, piskulla
hiicrelerle ise dentrodendritik ve dentrosomatik sinapslar yaparak kontrol ederler. Hem
kontrolateral hem de ipsilateral uyarilart alirlar. Mitral hucreleriyle yaptig
dentrodendritik sinapslar araciligiyla, mitral hucrelerinin lateral inhibisyonundan
sorumludurlar. Bu dongide glutamaterjik ve GABAerjik reseptorler onemlidir. Lateral
inhibisyon ile komsu glomertillerdeki mitral hiicrelerin farkli kokulara verdigi yanit
artar (Ennis ve ark., 2007). Granul hiicresinin bir nérotransmiteri olarak sadece GABA
tanimlanmistir. Derin granil hiicreler tarafindan spesifik olarak eksprese edilen birkag
molekil tanimlanmigtir. Bir istisna olarak, elektrofizyolojik analizler, Grup I
metabotropik glutamat reseptorlerinin (mGluR'ler) ekspresyon seviyelerinin yiizeysel
ve derin graniil hiicreler arasinda farkli oldugunu gostermistir (Heinbockel ve ark.,,

2007).

Glisin, hem mitral/puskiilli hiicrelerde hem de grantl hicrelerde bir inhibitor tepki
uyandirmasina ve OB’de glisin i¢in immunoreaktivite, glisin reseptdri ve glisin
tagtyicilart bulunmasina ragmen (Trombley ve Shepherd, 1994; van Den Pol ve Gorcs,
1988), GCL'de glisinerjik noronlarin varligim diigtindiiren dogrudan bir kanit yoktur
(Zeilhofer ve ark., 2005). Bu nedenle, glisinerjik aksonlar OB’nin disindan
kaynaklanabilir.
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GCL'deki diger internoronlar derin kisa aksonlu (dSA) hiicrelerdir. Grantl hiicrelerle
karsilagtirlldiginda, dSA hiicreleri daha biytik hiicre govdelerine sahiptir (10-20 pm
capinda) ve dendritleri genellikle MCL'nin &tesine gegmez. Ote yandan, OB nin farkli
katmanlarina yansiyan aksonlart vardir. Golgi emdirme teknigini kullanan ilk
caligmalarda dSA hiicreler somalarinin morfolojilerine ve bulbusdaki yerlesim sekline
gore (1) vertikal Cajal hiicreleri, (i) horizontal hiicreler, (ii1) Blanes hiicreleri ve (iv)
Golgi hiicreleri olarak alt tiplere ayrilmigtir (Price ve Powell, 1970a; Schneider ve
Macrides, 1978; Nagayama ve ark., 2014). Bu hucreler artik dSA hiicreleri olarak
yeniden siniflandirilmaktadir (Eyre ve ark., 2008).

Granul hucre katmanindaki noron tipleri

GL

s-EPL \

i-EPL

d-EPL\
2.

GCL *
Type-1 GC

&
Type-S GC

Type-ll GC Type-lV GC GCL-dSA

Type-lll GC

Sekil 2.36. Graniil hiicre katmanindaki (GCL) graniil hiicrelerin 6 alt tipinin (GC; siyah) ve 3
alt tip derin kisa aksonlu hiicrenin (dSA hiicreleri; kirmiz1) sematik gosterimi. Graniil
hiicrelerinin ve dSA hiicrelerinin alt tipleri, hiicre somalarimin GCL'sindeki konumuna ve
dendritlerinin uzandig1 katmana veya alt katmana gore belirlenir. GC'nin bu alt tipleri, tip-I
GC, tip-1I GC, tip-1II GC, tip-IV GC, tip-V GC ve tip-S GC hiicreler olarak adlandirilir. dSA
hiicrelerin alt tipleri, aksonlarinin dagilimini yansitan GL-dSA, EPL-dSA ve GCL-dSA
hucreleri olarak adlandirilir. Kisaltmalar: GL: Glomeriiler Katman, ONL: Olfaktér Sinir
Telleri Katmani, IPL: i¢ Pleksiform Katman (Nagayama ve ark., 2014).

Yetiskin fare SVZ'sinde tahmini 10.000 yeni néron tretilir ve her giin rostral gog akimi

yoluyla OB’ye girer. Bu yeni néronlarin yaklasik yarisi, mevcut néronal devreye

78



yetiskin dogumlu (adult-born) granil hiicreler olarak entegre edilir (Petreanu ve
Alvarez-Buylla, 2002; Yamaguchi ve Mori, 2005). Ote yandan, énceden var olan
bir¢ok graniil hiicresi her giin apoptotik hiicre 6limu yoluyla devreden ¢ikarilir. Belirli
granil hucresi tirlerinin  yetiskin - dogumlu grantal hiicreleriyle degistirilip
degistirilmedigi ilging bir sorudur. Hem morfolojik hem de molekiler olarak, tip-S
hiicreleri hari¢ yukarida bahsedilen tiim grantl hiicre tipleri yetigkin OB’sinde tretilir
(Merkle ve ark., 2007, Merkle ve ark., 2014). Bugiine kadar, tip-S hiticrelerinin
degisimi aragtirilmamigtir. Yetiskin dogan graniil hicreleri MCL, TIPL ve GCL
boyunca dagilmis olsa da ¢esitli caligmalar (Imayoshi ve ark., 2008; Lemasson ve ark.,
2005) yetiskin dogan granil hiicrelerinin derin GCL'sinde daha yiiksek yogunlukta
bulundugunu, embriyonik/perinatal dogumlu graniil hiicrelerinin ise tercihen MCL,
IPL ve yiizeysel GCL'de bulundugunu 6ne sirmiistir. Kelsch ve ark. (2007), si¢anda,
somalar1 yizeysel GCL'sinde bulunmasina ragmen, daha fazla yetiskin dogumlu

granil hiicresinin dendritlerini derin EPL'de dallandirdigini ortaya koymustur.

Subependimal katman (SEZ), OB’nin en derin katmani olup yetigkinlerde hiicre
bakimindan fakir bir bolgedir. Olfaktor bulbus internéronlarinin bazi progenitor
hiicrelerini barindiran bolgedir ve bu derin katman bazen ayirt edilir (Shipley ve Ennis,
1996). Lateral ventrikiiliin rostral kismina karsilik gelen ¢ok kugiik olfaktor ventrikuli
cevreler. Baz1 turlerde OB igindeki embriyolojik bir bosluk varligint sirdirar ve
olfaktor bulbus ventriktli (OBV) olarak adlandirilir (Marschner, 1970; McGregor ve
ark., 2023; Rae, 1994; Smitka ve ark., 2009). Subependimal katmandaki hiicreler
olfaktor ventrikiili (eger varsa) kaplar ve gelisim sirasinda birgok OB hiicresinin
progenitorleri bu bolgeden tiirer. Ancak yetiskinde diger ana OB internoronlari (sadece
birkag juxtaglomerular hiicre ile esas olarak grantl hiicreleri) daha rostral
subventrikiiler 6n beyin bolgelerinde uretilir ve daha sonra "rostral gé¢ yolu (RMS)"
boyunca bulbusa go¢ eder (Lois ve Alvarez-Buylla, 1994; Lois ve ark., 1996; Luskin,
1993; Yang, 2008).

2.3. Koku Alma islevinin Diizenlenmesinin Ozet Gosterimi

Kokularin tespiti, algilanmasi, ayirt edilmesi ve tanimlanmasini igeren koku alma

islemini, hiyerarsik bir sekilde 6zetlemek kolay degildir (Sekil 2.37.). Ciinkl bir¢ok
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yapt ayni anda sirece katilmaktadir. Bu yapilar ve fonksiyonlari Tablo 2.1°de

Ozetlenmigtir.

Tablo 2.1. Kokunun iglenmesi sirasinda aktive olan beyin alanlarn (Aguilar Martinez ve ark.,

2018).

Yapr Koku alma islevi (olfaktor fonksiyon)
Kokularin tanimlanmasi ve ayirt edilmesi
Koku alma galigma bellegi

Piriform korteks (PC) "Koku nesnesinin" temsili i¢in anahtar bolge
Anterior PC: kokunun molekuler 6zelliklerini kodlar
Posterior PC: koku turtnt kodlar
Kokunun yogunlugu

Amigdala
Koku hafizasi ve duygusal deger

Hipokampus Koku hafizasi
Koku uyaraninin hedonisitesi

Insula

Kokudan tada entegrasyon

Orbitofrontal korteks (OFC)

Kokuyu tanimlama

Koku uyaraninin hedonisitesi

Medial kisim: hos kokular

Lateral kistm: hog olmayan kokular

Duygusal rol atamasi

Koku hafizast

Sol OFC: hos olmayan kokular

Sag OFC: hos kokular

Koku bilgisinin ¢oklu duyusal entegrasyonu,

anlamsal iligkilendirme
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Sekil 2.37. Kokunun algilanmasinin 6zet gosterimi. (1) Kokulu molekuller, olfaktor
mukozadaki bipolar néronlarin silyumlarinda bulunan spesifik reseptorleri (koku reseptorleri)
aktive eder. Olfaktér sinyal — Olfaktor reseptor — G protein aktivasyonu o —7 Adenilil
siklaz 3 — Tsiklik AMP — Cat+giris— Cl-¢ikis — depolarizasyon (Benarroch, 2010;
Connelly ve ark., 2013; Hasin-Brumshtein ve ark., 2009). (2) Reseptor néronlarin aksonlari
olfaktor sinir (kraniyal sinir I) olusturur, lamina kribrozayi geger ve OB’deki mitral veya
puskillihiicrelerle sinaps yaparak bir glomeriil olusturur. (3) Her bir glomertil, belirli bir koku
igin ayni tip reseptorii ifade eden koku reseptorii noéronlarindan uyar alir (Chen ve Shepherd,
2005); ancak OB’de kemotropik harita yoktur (Wilson ve Mainen, 2006). Glomeriiler aktivite,
kokulu uyaranlarin tespit edilmesi igin ¢ok 6nemlidir. (4) Bu aksonlar ayn1 zamanda diger
mitral hiicrelerle yerel karsilikli inhibisyon olusturan ve glomerilleri birbirine baglayan
interndronlar olan periglomeriiler hiicrelerle de sinaps yapar. (5) Graniiler hiicreler, belirli bir
kokuya verilen vanit1 giiglendirmek igin mitral hiicrelerle dendrodendritik sinapslar olusturur.
(6) Mitral hucrelerin aksonlart lateral koku yolu araciligiyla ipsilateral koku korteksine
projekte olur. Bu aksonlar anterior olfaktor niikleus, piriform korteks, anterior kortikal
amigdaloid niikleus, periamigdaloid korteks ve entorhinal korteks gibi primer koku alanlarina
projekte olur. (7) Piriform korteks, talamusun dorsomedial ¢ekirdegi araciligiyla dogrudan ve
dolayli olarak posterior orbitofrontal kortekse, ayrica entorinal kortekse ve amigdalaya
baglanir. Entorhinal korteks amigdala ve hipokampusa bilgi gonderir. Piriform korteks ve
amigdala hipotalamusa, niikkleus akumbense ve ventral pallidum araciligiyla talamusun
dorsomedial ¢ekirdeginin medial kismina projeksiyon vapar. Posterior orbital korteks ve
komsu anterior insula, tiim primer koku alanlariyla karsilikli baglantilara sahiptir ve bilgivi
diger duyusal uyaranlarla entegre etmek igin diger kortikal alanlarla etkilesime girer (Aguilar
Martinez ve ark., 2018). (8) Hem OB hem de birincil koku korteksi hipotalamus ve beyin
sapindan afferentler alir. Kolinerjik stimiilasyon, modiilasyon igin periglomeriiler ve graniiler
hiicrelerde gama-amino biitirik asit (GABA) salimimini azaltarak M2 reseptorlerine etki eder
(Pignatelli ve ark., 2008).
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2.3.1. Koku Alma Fonksiyon Bozukluklar

Koku algisinin butiinliigii yani normal olfaktor fonksiyon (normosmi), koku alma
duyusunun (1) kantitatif veya (2) kalitatif bozuklugunu belirten iki ana kategorideki
degisiklikler ile bozulabilir. 1k kategori anosmi, hiposmi (veya mikrosmi) ve
hiperosmiden olusur. Koku alma duyusunun tamamen kaybi anosmi olarak bilinir.
Anosmi her iki tarafta veya tek bir tarafta olusabilir. Eger burnunun sadece bir
tarafinda anosmi varsa tek tarafli anosmi, 6te yandan, burnun her iki tarafinda ise
bilateral anosmi veya total anosmi olarak adlandirilir (Doty, 2009). Azalmis koku alma
duyusu hiposmi olarak tanimlanir. Olfaktér sistemin normal fonksiyon goérmesine
ragmen kokulari tanimadaki yetersizlik olfaktdr agnozi olarak adlandirilir. Hiperosmi,

anormal derecede yiikselmis bir koku alma duyusu ile karakterize nadir goriilen bir

durumdur (Doty 2009).

Ikinci kategoriyi olusturan kalitatif olfaktor fonksiyon bozuklugu disosmidir. Disosmi
koku alma duyusunun niteliginin degismesidir. Bu ya parosmi (koku bozulmasi) ya da
fantazi veya koku haliisinasyonu (kaynak bulunmadan kokunun algilanmasi) seklinde

ortaya ¢ikar (Wrobel ve Leopold, 2004).

Olfaktor sistemin bozulma nedenleri olarak ilerleyen yas, viral enfeksiyonlar
(hepatitis, influenza, herpes vb.), toksik kimyasallar (herbisitler, pestisitler, solventler
vb.), travma, baz1 kanser tirleri ile norolojik hastaliklar (Parkinson, Alzheimer,
Huntington hastalig, multi-infarct dementia, amyotrophic lateral skleroz, sizofreni,
epilepsi vb.) (AlvareZ-Comacco ve ark., 2017; Bakker ve ark., 2016; Doty ve ark,,
1995; Doty, 2012; Gu ve ark., 2014; Hornix ve ark., 2019; Jung ve ark., 2019;
Khurshid ve ark., 2019; Riva ve ark., 2017; Ruan ve ark., 2012; Schofield ve ark.,
2014; Spotten ve ark., 2017; Quinn ve ark., 1987) sayilabilir. Norogelisimsel
hastaliklardan (Hornix ve ark., 2019) noérodejeneratif bozukluklara (Ruan ve ark,,
2012) kadar ¢esitli norolojik hastaliklarda koku alma islev bozuklugu hastalik
fenotiplerinin kritik 6zellikleridir (Demarquay ve ark., 2007). Ornegin, hiposmi dogal
yaslanma (Doty ve Kamath, 2014), Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi ilerleyici
norodejeneratif hastaliklarda (Conti ve ark., 2013; Devanand ve ark., 2000; Doty,
2012) ortaya ¢ikar. Hiperosmi genellikle sizofreni ve manik bozukluklarla birlikte
gorulir (Moberg ve ark., 2014; Turetsky ve ark., 2009). Benzer sekilde, hiposmi ve
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hiperosmi, duyu organlarindaki degisikliklerle iliskili olan otizm spektrum
bozuklugunun tani kriterleri arasinda yer almaktadir (Tonacci ve ark, 2017).
Birbirinden farkli hastaliklarda koku alma fenotipinin tutarli varligi, koku alma
sistemlerinin nérolojik hastaliklara karst benzersiz bir sekilde savunmasiz oldugunu
ve koku alma sisteminin spesifik hastalik mekanizmalarinin aydinlatilmasinda énemli
bir anahtar oldugunu gosterir. Koku alma bozuklugunun yasamin ilerleyen
donemlerinde biligsel bozukluklarla iliskili oldugu da gosterilmigtir (Roberts ve ark.,
2016). Norodejeneratif bozukluklarda koku alma islev bozuklugunun néropatolojik
substratt tam olarak aydinlatilamamig olmakla birlikte olfaktor epitel, OB, primer
olfaktor korteks ve bunlarin ikincil hedefleri dahil olmak tizere koku alma sisteminin
cesitli seviyelerindeki dejeneratif degisiklikleri yansitmasi olasidir (Benarroch, 2010).
Nitekim, erken evre norolojik hastaliklarin, beyindeki en 6énemli duyu organi olan
OB’de noronal hasarlara neden oldugu ve koku alma disfonksiyonunun tipik olarak
biligsel bozukluktan once sekillendigi gosterilmistir (Graves ve ark., 1999;

Velayudhan ve ark., 2013).

Cesitli caligmalar cinsiyet farkliliklari ile dolagimdaki cinsiyet hormonlarindaki
degisikliklerin olfaktor fonksiyonu etkiledigini gostermistir. Ornegin: Menstriiel
siklusun evrelerine gore kadinlarda, koku algilama esiginin ovulasyon evresinde
onemli olgude dustigi bildirilmistir (Navarrete-ve ark., 2003). Oral kontraseptif
kullanan kadinlarin kullanmayanlara kiyasla koku tanimlamalarinin daha iyi oldugu
ve postmenopozal donemde hormon replasman tedavisinin koku hafizasinin yani sira
biligsel islevi de iyilestirdigi ortaya konmustur (Doty ve ark., 2015; Landis, 2004).
Erkeklerde de dugiik testosteron diizeylerinin koku alma fonksiyonlart tzerinde
olumsuz etkilerinin bulundugu gosterilmistir (Kirgezen ve ark., 2021). Olfaktor
fonksiyon bozukluklarinin metabolik hormon olan tiroid hormonu bozukluklarindan
ozellikle hipotroidizm durumunda yaygin klinik anormallikler arasinda bulundugu,
tiroid hormonlar ile tedavinin koku alma kusurlarint buytik olgtde tersine ¢evirdigi
cesitli caligmalar ile ortaya konmustur (Baskoy ve ark., 2016; Guinbey ve ark., 2015;
Mackay-Sim ve Sakal, 1987; McConnell ve ark., 1975).
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2.3.2. Olfaktor Bulbus’da Nérogenez ve Tiroid Hormonlari Arasindaki iliskiler

Noral kok hiicreler (NSC) ektodermden koken alirlar. Noral tipiin gelisimi ilerledikge,
rostral bolgeler erken prosensefalon da dahil olmak tzere ii¢ ana vezikiil olusturacak
sekilde genisler (Gotz ve Huttner, 2005). Anterior noral tipten gelen NSC
popiilasyonu, telensefalik vezikiilde multipotent radyal glia progenitorlerine doniigiir.
Bunlar ventrikiiler bolgenin en apikal katmaninda radyal glia hiicrelerini (RGC'ler)
olusturmak tizere bolunurler. Kortikogenezin ¢ogunlugu kemirgenlerde embriyonik
10.5. giinden embriyonik 18.5. gline kadar gergeklesir ve burada RGC'ler serebral
kortekste eksitator néronlarin ¢ogunu olusturur (Gotz ve Huttner, 2005). RGC'lerin
birincil bolinmeleri asimetriktir ve yeni bir RGC ve ara progenitor olusturur. Devam
eden gelisimle birlikte, RGC'lerin ara progenitorleri apikal ventrikiiler bolgeden gog
eder ve ikinci bir proliferasyon bolgesi olan subventrikiiler bolgeyi (SVZ) olusturur
(Noctor ve ark.,2004). Ara progenitoérler RGC'lerin apikal uzantilari boyunca gog eder,
ayrilir ve post-mitotik glutamaterjik noéronlara farklilagsmaya devam ettikleri kortikal
plakayr olusturmaya baglarlar. Her bir kortikal katman, daha oOnce tretilen
progenitorlerin korteksin en derin katmanlarinit doldurdugu ve yiizeysel katmanlarda
yer alacak noronlarin daha sonra uretildigi igten disa dogru sirali bir sekilde uretilir
(Gotz ve Huttner, 2005). Buna ek olarak, ventral gangliyonik eminenslerdeki NSC'ler,
gelismekte olan kortekse tegetsel olarak go¢ eden ve burada inhibitér internéron agint
kuran progenitorler tretir (Liodis ve ark., 2007; Silva ve ark., 2018). Korteksteki son
konumlarina ulastiklarinda, her iki néron turt de olgun sinir devreleri i¢in gerekli
sinaptik baglantilart olusturmak i¢in dendritleri ve tek bir aksonu uzatmaya baglar.
Postnatal SVZ, embriyonik SVZ'nin yetiskin SVZ'ye gegis yaptig1 postnatal yasamin
ilk haftasindaki gegici bir durumdur (Cayre ve ark., 2009; Merkle ve ark., 2004).
Radyal glia hiicreleri pia mater ile temas eden apikal uzantilarin1 geri gekmeye baglar
ve proliferasyon hizlart yavaglar (Lacar ve ark., 2010; Tramontin ve ark., 2003).
Subventrikiiler bolgedeki nérogenez, NSC'lerin populasyonlarint genislettigi ve gbu
hiicrelerin geligsen devrelere dahil olan noroblastlara farklilagtigi siki bir sekilde
diizenlenen bir olaydir (Platel ve ark., 2010). Noral kok hucreler, “transit amplifikator
hiicreler (TAC)” olarak adlandirilan ve olduk¢a proliferatif olan yavru hiicrelere
farklilagir. Transit amplifikator hicreler de noroblastlara farklilasarak SVZ'den

RMS’ye go¢ eder ve OB’de olgun noronlar haline gelir. Ayrica, postnatal NSC'ler hem
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noron hem de glia popiilasyonlarina katkida bulunur ve yeni dogan néronlarin ¢ogu
OB'ye go¢ eder (Garcia ve ark., 2004; Parras ve ark., 2007; Relucio ve ark., 2012).
Subventrikiiler bolgedeki postnatal ve yetiskin NSC'ler agirlikli olarak OB
interndronlarina ve ayrica korpus kallozum, fimbria ve striatumdaki baz
oligodendrositlere farklilagir (Jackson ve ark., 2008). Kemirgenlerde yetigkin dogan
olfaktor prekirsér (6nci) hicreler [kok hiicreler/TAC’ler] oncelikle SVZ iginde
cogalir ve burada olgunlasmamis noronlara (noroblastlar) farklilagir (Alvarez-Buylla
ve Garcia-Verdugo, 2002; Doetsch ve ark., 1999; Luskin, 1993; Sanai ve ark., 2011).
Noroblastlar, kan damarlari boyunca RMS’den OB'ye dogru zincirler halinde tegetsel
olarak go¢ eder, bu yaklagik 2-6 giin siirer (Lois ve ark., 1996; Whitman ve ark., 2009).
Dogumdan sonraki 5-7. giinlerde, yetiskin dogumlu noéroblastlar OB'nin graniiler,
periglomeriiler ve dig pleksiform hiicre katmanlarina dogru radyal olarak go¢ eder

(Sekil 2.38.).

= kok hicre
= fransit amplifikator hiicre
< 00¢ eden noroblast
e grandl hicre
o yenidogan granil htcre
o periglomerdler hiicre

= yenidogan periglomertler hiicre

glomertilis

Sekil 2.38. Yetigkin kemirgen SVZ ve OB'de nérogenez.  Yetiskin fare beyninin sematik
sagital gorunimii (Sui ve ark. 2012). Bolge 1) Yetiskin dogan olfaktér prekiirsér (6ncit)
hiicreler [kok hiicreler/transit amfilikator (gogaltici) hiicreler] 6ncelikle SVZ iginde ¢ogalir ve
burada 2) olgunlasmamig néronlara (néroblastlar) farklilagir. 3) Noroblastlar daha sonra RMS
boyunca tegetsel olarak ana OB've dogru gog eder, bu vaklasik 2-6 giin siirer. Ok, RMS
boyunca néroblast géciiniin yonini gostermektedir. 4) Dogumdan sonraki 5-7. giinlerde,
yetigkin dogumlu néroblastlar OB'min graniler, periglomeriiler ve dis pleksiform hiicre
katmanlarina dogru radyal olarak go¢ eder. 5) Dogumdan 15-30 giin sonra, OB'deki yetigkin
dogan hucreler olgunlagarak genis dendritik arborizasyon gosteren yerel internéronlar
olusturur (Abrous ve ark., 2005; Ming ve Song, 2005; Petreanu ve Alvarez-Buylla 2002).
GCL: Graniiler Hicre Katmani, GL: Glomeriiler Katman, RMS: Rostral Gé¢ Yolu, SVZ:
Subependimal Bolge.
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Dogumdan 15-30 giin sonra, OB'deki yetiskin dogan hiicreler olgunlagarak genis
dendritik arborizasyon gosteren yerel internéronlar olusturur (Abrous ve ark., 2005;
Ming ve Song 2005; Petreanu ve Alvarez-Buylla, 2002; Whitman ve Greer, 2007b).
Geng yetigskinde, OB'ye go¢ eden yetiskin dogumlu hiicrelerin yaklagik %50'si OB
devresine entegre olan internoronlar olusturmak tizere farklilasirken, diger yarist SVZ,
RMS veya OB'de progenitorler, noroblastlar veya gen¢ noronal hiicreler olarak
programlanmis hiicre olumiine ugrar (Lledo ve Saghatelyan, 2005; Petreanu ve
Alvarez-Buylla, 2002; Winner ve ark., 2002). Olfaktor bulbusa ulasan en yeni tiretilen
hiicrelerin yaklagik %941 graniil hiicrelerine, geri kalanlar ise periglomeriiler hiicreler
(%4) veya astrositlere (%2) dontsir (Winner ve ark., 2002). Kemirgen SVZ
norogenezinin kokuyu ayirt etme, kokuyu 6grenme ve hafiza gibi ¢esitli koku alma
iglevlerini diizenledikleri ortaya konmustur (Bath ve ark., 2008; Breton-Provencher ve

ark., Enwere ve ark., 2004; Gheusi ve ark., 2000; Rochefort ve ark., 2002).

Bugiine degin yapilan ¢alismalar OB’deki noérogenezin ¢esitli hormonlar tarafindan
etkilendigi gosterilmistir. Ornegin; Shingo ve ark. (2003), gebelik ve laktasyon
periyodundaki farelerde OB’deki norogenez oraninin gebeligin ilk ¢ ayinda,
emzirmenin ilk haftasinda ve ¢iftlesmeyi takiben arttigini bildirmiglerdir. Maternal
hormonlardan prolaktinin (PRL), bulbar nérogenezi tetikleyen anahtar bir faktor
oldugu tespit edilmistir. Dogumdan sonraki bu kritik ilk birkag hafta boyunca, emziren
annelerin OB'sindeki graniil hiicreleri de artmig yapisal stabilite gosterir, bu da artan
sayida internéronun stabil entegrasyonunun anne davraniginin bazi yonleri igin gerekli
oldugunu ifade eder (Kopel ve ark., 2012). Olfaktor bulbus erigskin nérogenezinin de
ciftlesme davraniginda rol oynadig goriilmektedir. Baskin erkek fareler tarafindan
salinan feromonlarin disilerde koku almayir ve hipokampal norogenezi arttirdig
bulunmug olup hiicre proliferasyonundaki bu artig baskin egler i¢in erkek tercihinde
gereklidir (Mak ve ark., 2007). Benzer sekilde, erkek farelerde, yavrularin kokusunu
tanima yetenegi, PRL ile uyarilan noronal proliferasyona dayanir (Mak ve Weiss,

2010).

Tiroid hormonunun da hem olfaktor epitel hem de olfaktor bulb gelisiminde 6énemli
bir rol oynadig: ¢esitli ¢aligmalarla gosterilmistir. Paternostro ve ark. (1991), tiroid
hormonu degisikliklerinin yeni dogan si¢anlarin olfaktor epiteli tizerindeki etkilerini

arastirmistir. Yapay olarak olusturulan hipo ve hipertiroid siganlar, olfaktor reseptor
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noronlarinin  (ORN) olgunlagmasi, ylzey yogunlugu ve toplam reseptor sayist
acisindan degerlendirilmigtir. Calismada, hipotiroid siganlarda koku epitelinin daha
kiguk oldugu, ORN’ler ig¢in olgunlagsmamig/olgunlagmis oraninda bir artigin
sekillendigi, ancak toplam ORN’lerin ayni yogunlukta oldugu saptanmigtir. Bu
aragtirmacilar tiroid hormonlarinin postnatal olfaktor epitel proliferasyonu ve reseptor
hiicre olgunlagmast i¢in gerekli oldugu ve asir1 dozda tiroid hormonlarinin bu sonuglari
iyilestirmeyecegi sonucuna varmislardir. Benzer sekilde Dhong ve ark. (2003),
hipotiroidizmin koku epiteli tzerindeki olasi histolojik etkilerini aragtirmisg;
immiunohistokimyasal boyama kullanarak koku epitelinde daha disiik olgunlagma
skorlart bulmuslardir. Kemirgenlerde yapilan diger caligmalarda da postnatal
hipotiroidizmin, olfaktor epitelin toplam yiizey alaninda ve ayrica olgun olfaktor
reseptor noronlarinin sayisinda bir azalmaya neden oldugu (Paternostro ve Meisami,
1993) ve olfaktor epitelin rejenerasyonunu (noérogenez ve proliferasyonu) etkiledigi
gosterilmistir (Alvarez-Dolado ve ark., 2001; Beard ve Mackay-Sim 1987; Calza ve
ark., 2000; Dhong, 2003; Mackay-Sim ve Sakal, 1987, Paternostro ve Meisami, 1993).
PTU ile hipotiroidizm olusturulan yetiskin farelerin koku epitelinin olfaktor reseptor
noronlarinin  gelisimlerinin bozuldugu ve bu hayvanlarin koku alma duyularinin
kayboldugu (anosmi) rapor edilmistir (Mackay-Sim ve Sakal, 1987). Benzer gekilde
Paternostro ve Meisami (1993), hipotiroidizmin, olfaktor epitelde bulunan ORN’lerin
sayisint azaltirken, sttten kesilme sonrast donemde devam eden tiroid hormonu
eksikliginin, koku alma epitelinde bilyiime olaylarinin neredeyse durmasina neden
oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica ayni arastirmacilar yaptiklart bir bagka caligmada
tiroid hormonlarinin ORN'lerin olgunlagmast ve yeni olgunlagan ORN'lerin siit emme
ve sutten kesilme sonrast donemdeki sigan olfaktor epitelinde birikmesi igin gerekli
oldugunu tespit etmislerdir (Paternostro ve Meisami, 1996). Bununla birlikte,
hipotiroidizmin olfaktor epitel tizerindeki etkilerini, dogumdan itibaren PTU verilerek
hipotiroidizm olusturulmug erigkin olmayan siganlarda gosterdigi, ancak erigkin
sicanlarda etkili olmadig: bildirilmistir (Brosvic ve ark., 1996). Diger arastirmacilar
da dogumda PTU uygulamasiyla indiikklenen hipotiroidizmin farelerde koku
duyusunun kaybina neden oldugunu gézlemlemisglerdir (Beard ve Mackay-Sim, 1987,
Brosvic ve ark., 1996; Mackay-Sim ve Beard, 1987; Paternostro ve Meisami, 1993;
Tong ve ark., 2007). Yetiskin siganlarda PTU ile indiiklenen hipotiroidizmin OB’de
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noral kok hiicre proliferasyonu artirdigy, hipertiroidizmin ise azalttig1 tespit edilmis ve
boylece tiroid hormonlarinin noéral kok hiicre proliferasyonunu ve olgunlagmasint

yetigkinlikte de etkiledigi ileri surilmistir (Fernandez ve ark., 2004).

Hoyk ve ark. (1996), dogum oncesi PTU uygulanarak hipotiroidizm olusturulan
siganlarin OB’lerinde EPL’nin genisliginde belirgin bir azalma ve tiroksin uygulanan
hipertiroidili siganlarin OB’lerinin EPL katmaninin genigliginde belirgin bir artig
gozlemiglerdir. Prenatal PTU verilen sicanlarda mitral hiicre dentritlerinde, postnatal
PTU verilen hipotiroidili siganlarda graniiler hiicre dentritlerinde ve tiroksin verilen
sicanlarda glia hiicrelerinin  uzantilarinda 6nemli bir azalmanin oldugunu

belirlemislerdir (Hoyk ve ark., 1996).
2.3.3. Otofaji, Noronal ve Metabolik Hastaliklar iliskisi

Otofaji, ¢esitli sitoplazmik molekillerin (proteinler, lipidler, ntkleik asitler ve
polisakkaritler) (Farré ve Subramani, 2004; Uttenweiler ve Mayer, 2008) ve
mitokondri gibi organellerin (Farré ve ark., 2009) par¢alanmak ve geri doniistirilmek
tizere izole bir membranla ¢evrelendigi ve lizozoma gonderildigi 6nemli bir hiicre ici

bozunma siirecidir.

e Temel otofajik mekanizma maya, hayvanlar ve bitkiler dahil olmak tizere farkl
okaryotlarda meydana gelen evrimsel olarak korunmug katabolik bir olay olup
hasarli organelleri, yanlis katlanmis protein agregatlarini ve uzun Omirla
proteinleri uygun sekilde elimine etmede vazgecilmez bir rol oynar (Harris ve
Rubinsztein, 2011).

e Herhangi bir hiicrede bazal seviyelerde meydana gelir ve hiicresel homeostazi
saglar.

e Biyume faktorlerinin yoklugu, diisik oksijen seviyeleri veya besin aglig1 gibi
stres kosullar altinda induklenir ve hiicrenin hayatta kalmasint saglar (Levine
ve Klionsky, 2004; Mazure ve Pouysségur, 2010; Wang ve ark., 2006;
Williams ve ark., 2006).

e Ayrica gelisim, farklilagma, homeostaz ve belirli kogsullarda hiicre 6limu i¢in
de gereklidir (Levine ve Kroemer, 2008; Martinet ve ark., 2009; Wu ve ark,
2015).
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Otofaji, hiicre dis1 ve plazma membran1 proteinlerinin endositoz aracili lizozomal
yikimindan oldukga farklidir. Memelilerde mikrootofaji, saperon aracili otofaji
(CMA) ve makrootofaji adi altinda ti¢ tur otofaji ¢esidi vardir ve "otofaji" terimi aksi
belirtilmedik¢e genellikle makrootofajiyi ifade eder (Cuervo, 2004; Klionsky, 2005;
Klionsky, 2007; Levine ve Klionsky, 2004; Mizushima ve Klionsky, 2007; Shintani
ve Klionsky, 2004; Wu ve ark., 2015). Her bir otofaji ¢esidi morfolojik agidan farklidir
ancak otofajinin Ui¢ ¢esidi de kargonun pargcalanma ve tekrar kullanilabilir formuna
doniigimu i¢in lizozoma gonderilmesiyle sonlanir (Yang ve Klionsky, 2010) (Sekil

2.39)).
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Sekil 2.39. Memeli hicrelerinde goriilen otofaji  gesitleri. Makrootofaji, lizozom

organelinin kargoyu ayirmak ve tagimak igin sitozol kaynakli ¢ift membranli vezikillerin,
otofagozomlar olusturmasi esasina dayanir. Organeller de dahil olmak tizere sitoplazmanin bir
kismi, bir otofagozom olusturmak icin fagofor adi verilen bir izolasyon membrani ile
cevrelenir. Otofagozomun dis zan daha sonra endozom ve ardindan lizozom ile birlesir ve
igerigi lizozomal enzimler tarafindan pargalanir. Saperon aracili otofaji, tek tek katlanmamig
yada yanlig katlanmig proteinleri direkt olarak lizozom membranina tagir. Mikrootofaji ise,
lizozom membranmnin invaginasyon yapmasiyla taginan molekillerin dogrudan lizozoma
almmin gergeklestigi diger yoldur. Ug otofaji tipi de molekillerin pargalanmasina ve
parcalanma sonucu olusan triinlerin lizozoma tasinarak hiicrenin tekrar kullanabilmesi icin
geri doniigtiirillerek sitozole tekrar salinmasina yol acar (Parzych ve Klionsky, 2014.
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Mikrootofaji: Mikrootofaji, sitoplazmik igeriklerin lizozomal membranin
invajinasyonu veya deformasyonu yoluyla lizozoma girdigi bir siireci ifade eder.
Organel boyutunun korunmasi, membran homeostazi ve nitrojen kisitlamasi altinda
hiicrenin hayatta kalmasi mikrootofajinin ana islevleridir (Mijaljica ve ark., 2011; Li
ve ark., 2012). Marzella ve ark. (1980), izole edilmis si¢an karaciger lizozomlarinin,
lizozomal membranin ¢ikintilari veya fincan benzeri invajinasyonlari yoluyla Percoll
partiktllerini in vitro olarak yuttugunu ve lizozom iginde vezikiiller olugturdugunu, bu
partikiillerin bazilarinin, muhtemelen vezikillerin yirtilmasi/lizizi yoluyla lizozomal
limen i¢inde serbest¢e yuzdugunt elektron mikroskobu ile gostermiglerdir. Son
yillarda yapilan bir ¢aligma ile tagima i¢in gerekli endozomal ayirma kompleksleri
(ESCRT) makineleri tarafindan intraluminal vezikiillerin olusumu olarak bilinen
endozomal membran invajinasyonunun da sitoplazmik proteinlerin lizozoma dahil
edilmesine katkida bulunduguna dair kanitlar sunulmug ve mikrootofaji benzeri bu
stire¢ endozomal mikrootofaji olarak adlandirnlmistir (Sahu ve ark., 2011). Bu
bulgulara dayanarak Oku ve Sakai (2018), mikrootofajiyi ii¢ tipe ayirmistir. Bunlar;
tip 1, lizozomal ¢ikinti ile mikrootofaji; tip 2, lizozomal invaginasyon ile ve tip 3,

endozomal invajinasyon ile mikrootofajidir (Sekil 2.40.).
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Sekil 2.40. Ug cesit mikrootofajinin sematik gosterimi  (Oku ve Sakai, 2018).
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Saperon aracih otofaji (CMA): Simdiye kadar sadece memeli hicrelerinde
tanimlanmig olan bir otofaji turiidiir. Mikrootofaji ve makrootofajinin aksine, CMA
oldukea spesifiktir. Saperon aracili otofajide geri donustirilecek molekili tutmak i¢in
membran yapilari yerine hedefi olan pentapeptit motifli (KFERQ motifi) kargo protein
yapilarini tanimak i¢in saperonlar kullanilir (Massey ve ark., 2004). Saperon aracili
otofaji, ¢ok adimli bir stire¢ olup su asamalart igerir: (a) kargoyu tanima ve lizozoma
gidis; (b) kargoyu baglayip a¢gma; (c) kargonun lizozoma tasinimi ve (d) lizozom

limeninde kargo bozunmasi (Cuervo ve Wong, 2014). (Sekil 2.41.A).
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Sekil 2.41. Saperon aracili otofajinin (CMA) asamalart ve fizyolojik islevleri. (A) CMA
tarafindan pargalanan proteinler sitosolde, substrat proteindeki hedef motifine baglanip agilma
asamasindan sonra (1) kargoyu lizozom organellerinin yiizey kismina getiren saperon protein
kompleksi tarafindan taninir (2). Kargonun reseptor protein olan lizozomla iligkili membran
proteini 2 (LAMP-2A)nm sitosolik kuyruga baglanmasiyla birlikte translokasyon molekiil
kompleksi olugumu igin LAMP-2A nin multimer protein kompleksini tetikler (3). Ag¢ilma
asamasindan sonra, kargo molekiilleri luminal saperonun yardimiyla lizozomal membram
geger (4) ve tamamen bozunmaya ugradiklari lizozomal matrise taginir (5). (B) CMA'nin genel
fonksiyonlarina ve hiicre tipine 6zgii islevleri ve bu hiicre tiplerinde CMA yetersizliginin doku
ve organ bazinda sonuglan (Cuervo ve Wong, 2014).
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Substrat proteinlerinin taninmasi sitozolde, tim CMA substratlarinin amino asit
dizilerinde bulunan bir KFERQ motifine 70 kDa agirliginda (hsc70) 1s1 sok-kognat
proteini kurucu saperonun [(1s1 soku 70 kDa protein 8) HSPA8/HSC70] baglanmast
yoluyla gergeklesir (Chiang ve ark., 1989; Kaushik ve Cuervo, 2012). Substrat,
saperona baglandiktan sonra lizozomlarin yiizeyine hedeflenir ve burada lizozom
iligkili membran proteini tip 2A (LAMP-2A) nin sitozolik kuyrugu ile etkilesime girer
(Cuervo ve Dice 1996). S6z konusu protein, bir genin (lamp2) farkl: alternatiflerle ug
birlestirme o6zelligi olan ve degisken sitosolik ve transmembran bolgeleri bulunan,
fakat birlikte bir luminal alana katilan 3 varyant proteininden birisidir. Lizozomla
iligkili membran proteini 2A, lizozom membraninda monomerler halinde ve kargo
taginimi i¢in gereken ¢ogul protein kompleksini (multimerik translokasyon kompleks
proteinleri) olusturabilmek igin 6teki protein kiimeleriyle beraber bulunurlar
(Bandyopadhyay ve ark., 2008). Lizozomla iligkili membran proteini 2A'nin belirtilen
komplekste toplanmasi dinamik bir durumdur ve kargonun reseptor proteine
baglanmasi ile yonlendirilir. Monodan multimer proteine gegisinde, LAMP-2A'nin
kararliligl, lizozom membraninin luminal bolgesinde bulunan hsp90 formuyla
etkilesmesine baglidir (Bandyopadhyay ve ark., 2008). Kargo molekulu katli bir
haldeyken membran reseptoriine baglanir, fakat lizozom membranini gegmek igin ise
kargo molekuliniin agilmaya ugramast gerekir (Salvador ve ark., 2000). Gerg¢eklesen
akiga muhtemel olarak hsc70 ve lizozom membraninda tespit edilen birtakim yardimei
saperonlar yardim eder. Lizozomla iligkili membran proteini 2A protein ve kompleksi
lizozom membranina tamamen yerlesmeden hemen oOncesi tamamlanmig olur.
Lizozomla iligkili membran proteini 2A'nin multimerizasyonu gegicidir ve substrat
limene transloke edilir edilmez LAMP-2A hsc70'e bagimli bir sekilde bu kompleksten
ayrilir (Bandyopadhyay ve ark., 2008). Substrat proteininin lizozomal membran
boyunca translokasyonu, normalde lizozomlarda bulunan bir hsc70 formunun (lys-
hsc70) varligint gerektirir. Bu saperonun translokasyona nasil katkida bulundugu
henliz aydinlatilamamis olsa da kargo molekiillerini fermuara benzeyen bir model gibi
davranarak faal bir sekilde islevsel olabilecegi ya da ikinci bir yol olarak sitosole tekrar
donmesini engellemek i¢in substrati aktif olmayan bir gekilde tutabilecegi One
surilmigtir (Agarraberes ve Dice, 2001). Substratin lizozomal limene

translokasyonunu takiben (kismen luminal HSPAS8'in etkisiyle) translokasyon
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kompleksi sitozolik HSPAS8 tarafindan aktif olarak pargalanir ve LAMP2A
translokasyon kompleksinden ayrilarak yeni substrati baglayabilecegi ve yeni bir
translokasyon turu baslatabilecegi monomerik bir duruma geri doner (Bandyopadhyay
ve ark., 2008). Kargo molekiillerinin CMA tarafindan tutulmasi ve taginmasi
koordineli adimlardir, fakat LAMP-2A'nin tagima kompleksine toplanmasini riske
atan durumlarda ayrilabilirler. Sonugta, CMA seviyesi tastma proteinlerinin
monte/demontaj oraniyla degisebilir (Bandyopadhyay ve ark., 2008). Bu siirecin
dizenlenmesine lateral hareketliligi etkileyen lizozomal membranin akigkanligindaki
degisimler ya da lizozom membraninin protein dansiditesindeki degisikliklere benzer
birden fazla etken katilimi olabilir (Kaushik ve ark., 2006). Bugiine kadar, gliyal
fibriler asidik protein (GFAP) ve uzama faktori-1 kompleksinin alfa alt birimi (EF1a)
GTP'ye bagimli bir sekilde LAMP-2A’nin montaj/demontajini spesifik olarak modiile
ettigi tanimlanan ilk proteinler olmustur (Bandyopadhyay ve ark., 2010). Gliyal
fibriler asidik proteininin translokasyon kompleksine baglanmasi stabilizasyona etki
ederek LAMP-2A’ya fayda saglar. Kargo molekiili kompleksi astiktan sonra, GFAP
formunun lizozomal membranda bulunan, normalde EFla tarafindan kapsanan
fosforile GFAP formlarini baglamak tizere kompleksten mobilize olmasiyla demontaj

gergeklesir (Cuervo ve Wong, 2014).

HSPAS8 ve LAMP2A'nin ayrica saperon destekli secici otofaji olarak adlandirilan bir
tir makrootofajiye katildig 6ne siriilmektedir. Bu siire¢ sirasinda, saperonlar segici
olarak ubikitine edilmis organellerin ve protein komplekslerinin temizlenmesine
yardimci olur. Bu ubikitine hedeflerin SQSTM1/p62 (Sekestozom 1 proteini) ve
NBR1 (BRCA1 geninin komsusu) gibi reseptorlerle ve HDAC6 gibi enzimlerle
birlesmesi makrootofaji mekanizmasi tarafindan taninmasina, lizozoma iletilmesine

ve par¢alanmasina olanak saglar (Alfaro ve ark., 2019).

Saperon aracili otofaji, kalsiyum ve lipid baglayici proteinlerini, bazi glikolitik
enzimlerini, proteazom alt birimlerini ve vezikiiler taginmada yer alan proteinleri,
transkripsiyon faktorlerini ve bu faktorlerin inhibitorlerini ve ayrica ¢ok ¢esitli substrat
protein molekiillerini degrade eder (Arias ve Cuervo, 2011). Translokasyon
diizenlemesi hakkinda ¢ok sey bilinirken, genel CMA diizenlemesi hakkinda ¢ok daha
az sey bilinmektedir (Arias ve Cuervo, 2011). Hafif oksidatif stres (Kiffin ve ark.,

2004), protein yikimlayan toksinler (Cuervo ve ark.,1999) ve uzun streli besin
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yoksunlugu donemlerinin timu (Auteri ve ark., 1983; Cuervo ve ark., 1995) CMA'y1

yukart dogru diizenler.

Makrootofaji: Makrootofaji (bundan sonra otofaji olarak anilacaktir), hiicre i¢i ve
sitosolik bilesenlerin bozunmasini, devrini ve yenilenmesini saglayan evrimsel olarak
korunmug bir hiicre i¢i katabolik yoldur. Otofaji, mitokondri, lipid damlaciklari,
protein agregatlari, bakteriler vb. gibi spesifik ve spesifik olmayan kargolarin
yakalanmasint ve asidik lizozoma tasinmasini saglayan otofagozom olarak
adlandirilan ¢ift zarl1 bir organelin olusumunu gerektirir (Boya ve ark., 2013). Otofaji
cogu memeli hiicresinde diisiik seviyelerde islev goriir ve bu durum genellikle “bazal
otofaji” olarak adlandirilir. Bazal otofaji sitozolik bilesenlerin yapisal doniigimi i¢in
onemlidir. Bununla birlikte, besin(ler)den yoksunluk veya aglik, enfeksiyon, fiziksel
veya mekanik ya da kimyasal stresler gibi stresle ilgili durumlara yanit olarak

sekillenenen otofaji “uyarilmis otofaji” olarak tanimlanir (Mizushima, 2005).

Sekil 2.42 'de ozetlendigi Uizere otofaji memeli hiicrelerinde endoplazmik retikulum
(ER) ve/veya trans-Golgi ve endozomlarin katkida bulundugu c¢ift katli lipid
tabakasindan uretilen “fagofor” adiyla da taminan bir izolasyon membraninin
olusumuyla baglar (Axe ve ark., 2008; Simonsen ve Tooze, 2009) (Sekil 2.42.). Bu
fagofor, protein agregatlari, organeller ve ribozomlar gibi hiicre i¢indeki kargoyu
invajinasyon i¢in genisleyerek molekiilleri ¢ift kat membranli bir otofagozom iginde
hapseder (Mizushima, 2007). Yiuklenen otofagozom, lizozomla fiizyon yoluyla
olgunlagarak otofagozom igeriginin lizozom 1i¢i asit proteazlar araciligiyla
parcalanmasini tegvik eder. Lizozom i¢i permeazlar1 ve tasiyicilari, amino asit yapi
taglartyla diger bozunma geri dontsim triinlerini, makromolekuillerin ingast ve
metabolizma i¢in yeniden kullanilabilecekleri sitoplazmaya geri ihrag eder
(Mizushima, 2007). Bu nedenle otofaji, ATP iretimi yoluyla enerji verimliligini de
destekleyen ve islevsel olmayan proteinleri ve organelleri uzaklagtirarak hasar
kontroliine aracilik eden hiicresel bir ‘geri dontigim fabrikasi” olarak distntlebilir

(Glick ve ark., 2010).
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Sekil 2.42. Makrootofaji, otofagozomlarin da novo olusumu ve otofagozomlar ile lizozomlarin
fiizyonu ile karakterize edilir.  (Sun ve ark., 2023).

Otofaji, 4 kontrol noktasi igeren ¢ok asamali bir stirectir. Bu agamalar;

a) baglatma,

b) fagofor olusumu veya ¢ekirdeklenme,

C) uzama ve

d) Rastgele veya seg¢ici hedeflerin yakalanmasi, otofagozomun lizozomla kaynagmast,
ardindan yutulan molekdllerin lizozomal proteazlar tarafindan proteolitik bozunmast.
Her adim gergeklesen hiicresel olaylar otofajinin ¢ok islevli olmasini saglayabilir

(Mizushima, 2007).
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Sekil 2.43. Otofaji siireci dort asamaya ayrilabilir: (a) Baglama, (b) ¢ekirdeklenme, (¢) uzama
ve (d) pargalanma.  Her adim, otofaji aktivatorleri (yesil) ve inhibitorleri (kirmizi) tarafindan
stirecin belirli kritik noktalarinda module edilebilir (Kocak ve ark., 2022).
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Otofajinin diizenlenme mekanizmalar1 ve sinyal yolaklar1 su sekilde

ozetlenebilir:

30'dan fazla otofaji ile iliskili gen (ATG) turini, otofajinin temelini olusturan
otofagozom olusumunu yonetir. Otofaji ile iligkili gen fonksiyonunun bozulmasi,
hiicresel ve doku homeostazi, hiicre metabolizmasi, bagisiklik ve gelisimdeki
degisikliklerle 1iligkilendirilmistir (Dikic ve Elazar, 2018). Otofagozomlarin
biyogenezi, amino asit agligi, hipertermi ve hipoksi gibi ¢esitli stres faktorlerinin yant
sira hormonlar gibi bazi fizyolojik kosullar altinda da tetiklenebilir (He ve Klionsky,
2009). Molekler diizeyde, adenozin monofosfat (AMP) ile aktive olan protein kinazin
(AMPK) aktivasyonu ve/veya mTOR kinazlarin (rapamisinin memeli hedefinin)
inhibisyonu, fagofor olarak bilinen ve olgun ¢ift membranli otofagozomu olusturmak
icin ek lipidler alarak genisleyen ilkel bir membranin uretimiyle sonuglanan bir dizi
olay1 serbest birakir (Ryter ve ark., 2014). Unc-51 benzeri otofaji aktive edici kinaz 1
(ULK1)-ULK2 kinaz kompleksinin AMPK ve mTOR sinyalizasyonunun asagi
akiginda aktivasyonu ilk adim olarak kabul edilir (Sekil 2.43.A). Unc-51 benzeri
otofaji aktive edici kinaz 1 -ULK2 kompleksi, simif III fosfatidilinositol 3-kinaz
(PtdIns3K) lipid kinaz kompleksini aktive ederek fagofor membraninda
fosfatidilinositol-3-fosfat (PtdIns3P) tiretimi ve birikimine ve WIPT1(WD tekrar alani,
fosfoinozit etkilesimli 1)-WIPI2 ve WDR45B/WIPI3-WDR45/WIPI4 gibi fosfolipid
baglayict ATG proteinlerinin olaya katilmasina neden olur (Proikas-Cezanne ve ark.,
2015; Sridharan ve ark., 2011) (Sekil 2.43.B). iki ubikitin benzeri konjugasyon
sistemi, ATG12-ATGS ve LC3/ GABA tip aminobiitirik asit reseptort iligkili protein
ailesinin iyeleri (GABARAP)-fosfatidiletanolamin (PE), geleneksel olarak ULK1-
ULK2 ve PtdIns3K sinyal komplekslerinin agagi akiginda gorilir ve fagofor
membraninin geniglemesinde rol oynar (Kaufmann ve Wollert, 2014) (Sekil 2.43.C).
Ubikuitin benzeri proteinler, ATGS, ATG12 ve LC3/GABARAP protein ailesinin
uiyeleri, ubikuitin ile karakteristik globiiler 3D yapiy1 ve protein/lipid substratlarina
konjuge olma yetenegini paylagmaktadir. Otofaji iligkili gen 12, E1 (ATG7) ve E2
(ATGI10) enzimlerinin etkisiyle ATGS'e es-translasyonel olarak konjuge edilirken,
LC3/GABARAP proteinleri, énce ATG4 sistein proteaz ailesinin tyeleri tarafindan
proteolitik olarak aktive edilmesi gereken oOncii proteinler olarak sentezlenir

(Maruyama ve Noda, 2017). Otofaji iligkili gen 7 (E1 ya da ATG7), E2 (ATG3) ve E3
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(ATG12-ATGS-ATG16L1 kompleksi) enzimlerinin katalitik aktivitesi yoluyla,
¢cozinir LC3 (MAP1LC3 [mikrotubul iligkili protein 1 hafif zincir 3] protein ailesinin
tyeleri) ve GABARAP, fagofor membraninda zenginlestirilmig lipid PE'nin amin
grubuna kovalent olarak konjuge edilir (Sekil 2.43.C). Bu siireg, fagofor membraninin
geniglemesine ve kapanmasina aracilik eder. Daha yakin zamanlarda,
LC3/GABARAP proteinlerinin ULK1-ULK2 kompleks aktivasyonunda (Birgisdottir
ve ark., 2019; Grunwald ve ark., 2020) ve kargo tantmada (Kirkin ve Rogov, 2019) ek
roller oynadigi gosterilmigtir. Sekestozom 1 (SQSTM1/p62), NBR1, OPTN,
CALCOCO2/NDP52 (52 kDa'lik niikleer nokta proteini), TAX1BP1 ve digerleri gibi
secicl otofaji igin reseptor proteinlerle etkilesime girerek es zamanli olarak kargo
molekiillerini (6rnegin protein agregatlari, hasarlt mitokondri veya sitozolik bakteriler)
baglar ve hedeflenen otofagozom olusumuna ve nihayetinde lizozomal degradasyona

aracilik ederler (Kirkin ve Rogov, Mol Cell. 2019) (Sekil 2.43 D).
a) Baslama

Normal fizyolojik kosullar altinda, hiicresel otofaji aktivitesi ¢ok dustk bir seviyede
tutulur ve hasarli veya gereksiz organelleri pargalayarak hiicresel bakima yardimci
olur. Bu nedenle, makrootofaji oncelikle sitoprotektif bir mekanizmadir (Yang ve
Klionsky, 2010). Basitligine ragmen, son caligmalar otofajinin agliga adaptasyon,
hiicre i¢i protein ve organellerin temizlenmesi, gelisim, yaglanmayi Onleme,
mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasi, hiicre 6lumu, timoér baskilanmast ve
antijen sunumu gibi beklenenden ¢ok daha c¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik rollere
sahip oldugunu agik¢a gostermigstir (Mizushima, 2005). Buna gore, otofajik islev
bozuklugu akciger, karaciger ve kalp hastaliklari, norodejenerasyon, miyopatiler,
kanser, yaglanma ve diyabet gibi metabolik hastaliklar dahil olmak tizere g¢esitli

patolojiler ile iligkili bulunmustur (Wirawan ve ark., 2012).

Otofaji, beslenme agligi ve agir1 besin stresi de dahil olmak tizere beslenme stresleri
tarafindan indiklenebilir. Ag¢liga yanit olarak otofajinin indiklenmesine kismen
mTOR (mekanistik TOR olarak da bilinir) inaktivasyonu (Jewell ve ark., 2013) ve
mitojen-aktivasyonlu protein kinaz (MAPK)/Jun N-terminal kinazin (JNK)
aktivasyonu (Zhou ve ark., 2015) aracilik ederken, enerji kaybt AMPK’min (Hardie,

2011) aktivasyonu ile otofajiyi indiikler. Bununla birlikte, besin fazlaligi, 6zellikle de
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yiiksek glikoz konsantrasyonlari da otofajiyi indikler. Bu siire¢ esas olarak reaktif
oksijen tirleri (ROS) yolu ile aktive edilir (Chen ve ark, 2014). Yiksek
konsantrasyondaki amino asitler otofajiyi inhibe ederken, amino asit eksikligi otofajiyi

indukler (Mortimore ve Schworer, 1977).

Hiicrede amino asitlerin ve buyime faktorlerinin konsantrasyonuna yanit hiicre
buylmesi ve protein sentezi igin gerekli olan mTOR aktivitesi tarafindan diizenlenir
(Guertin ve Sabatini, 2009). Hiicre ¢ogalmasi, biiylimesi ve hayatta kalmasinin kisaca
metabolizanin merkezi bir kontrolorii olan mTOR, amino asit sentez yolunu
hizlandirarak hiicre biyiimesine aracilik eder (Deleyto-Seldas ve Efeyan, 2021).
Hiicrede mTOR, besinin yeterli oldugu durumlarda aktiflesir ve otofaji mekanizmasi
tizerinde inhibe edici bir etki gosterir, besin yoklugu durumlarinda ise mTOR aktivitesi

baski altina alinir ve otofaji aktiflegsmis olur.

Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi her yerde ifade edilen fosfatidilinositol 3-
kinaz iligkili kinazlar (PIKK) ailesinde yer alan bir serin (Ser)/treonin (Thr) protein
kinazdir (Guertin ve Sabatini, 2009). Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi, birden
fazla yardimci protein ile baglanarak mTOR kompleks 1 (mTORC1) ve mTORC2
olmak tizere iki farkli sinyal kompleksi olusturur. Hem mTORC1 hem de mTORC2
mTOR ile birlikte, mLLST8 (mammalian lethal with secl3 protein 8 veya TORC alt
birimi LST8) ve DEPTOR (DEP-alani igeren mTOR ile etkilesen protein) igerir. DEP-
alan1 igeren mTOR ile etkilesen proteininin mTOR ve diger kinazlar tarafindan
fosforilasyonu, mTORC'lerin bozunmasini ve aktivasyonunu tegvik eder. Rapamisinin
memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1'in bir pargast olarak mTOR, protein, lipid,
kolesterol ve niikleotid sentezi dahil olmak tzere hiicredeki ¢ogu anabolik streci
yonlendirirken, ayni zamanda hticre dist besin alimint artirir ve otofajik katabolizmay1
engeller (Saxton ve Sabatini 2017; Valvezan ve Manning, 2019). Rapamisinin hedef
alt birimi LST8, mTOR'nin kinaz aktivasyon dongisinii stabilize ediyor gibi
gorinmektedir ancak aktivitesi igin gerekli degildir. Rapamisinin memeli/mekanistik
hedefi 1 ayrica RAPTOR (rapamisinin memeli hedefinin dizenleyici iligkili proteini,
RPTOR) ve PRAS40’1 (40 kDa'lik prolin bakimindan zengin AKT substrat1) igerir.
rapamisinin memeli hedefinin duzenleyici iligkili proteini ve mTOR arasindaki
etkilesim mTORC1'in stabilitesi ve substratlarin alimi i¢in gerekli oldugundan,

RAPTOR'deki post-translasyonel modifikasyonlar (fosforilasyon, bolinme veya
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ubikitinasyon) mTORCI aktivitesini diizenler. 40 kDa'lik prolin bakimindan zengin
AKT substrati, mTORC1'in substrat alim bolgelerini inhibe eder ve AKT (protein
kinaz B) ve mTOR tarafindan fosforilasyonu kompleksten ayrilmasini tegvik eder.
Kisaca mTORC1, mTOR/RAPTOR/mLST8/PRAS40/FKBP38/Deptor'dan olusur ve

rapamisin ile tiirevlerine (rapaloglar) duyarlidir.

Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 2, Rictor (mTOR'nin rapamisine
duyarsiz tipi), mSIN1 (memelide stresle aktive olan MAP kinazla etkilesen protein 1)
ve rictor 1 ve 2 (PROTOR 1 ve 2)yi igerir. Ozetle mTORC2,
mTOR/RAPTOR/mLST8/SIN1/Protor/Deptor'dan olusur ve genellikle

rapamisin/rapamisin tirevlerine (rapaloglara) karst ve besinlere duyarsiz olarak

tanimlanir (Saxton ve Sabatini, 2017) (Sekil 2.44).

mTORC1 * mTORC2

Sekil 2.44. mTORC1 ve mTORC2 kompleksi ve bunlarin otofajiyi diizenlemesi. PIKK ve
DEPTOR her iki mTOR kompleksinde de ortak olan bilegenlerdir; RAPTOR ve PRAS40
mTORC1'e, RICTOR ve mSIN1 ise mTORC2've 6zgiidiir. mTORC1'in, otofajiyi pozitif
olarak diizenleyemez hale gelen MiT-TFE faktorleri Otofaji ile iligkili protein 13 (ATG13) ve
Unc-51 benzeri kinaz 1°in (ULK1) fosforilasyonunu indiikledigi gosterilmistir. Buna karsilik,
mTORC2 Beclin-1, glial fibriler asidik protein (GFAP) ve Voltaja bagh anyon segici kanal
I’in (VDACI) fosforilasyonunu indiikler ve benzer sekilde otofajiyi aktive etmelerini onler.
mTORC?2 aracili FOXO (Forkhead box Q) proteinlerinin fosforilasyonu, otofaji diizenlemesi
ile ilgili g¢esitli sonuglara yol agan subseliler lokalizasyonlarim1 modiile eder (Ballesteros-
Alvarez ve Andersen, 2021).
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Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1 sinyali ¢esitli gevresel faktorler
(oksijen seviyeleri, buytme faktorleri, hormonlar, besinler ve stres faktorleri) ve hiicre
metabolik durumundan gelen bilgileri entegre eder. Rapamisinin memeli/mekanistik
hedefi kompleksi 1, hiicrede enerjinin en ¢ok kullanildigi suregler i¢in bir ana
anahtardir, besin yeterliligi durumlarinda hiicre buyiimesini ve hiicresel biyokiitlenin
olusturulmasini anabolik suirecleri kontrol ederek saglar ve tersine, besin sinirlamast
tizerine hiicresel bilesenlerin otofajik geri donisiimiine izin verir (Deleyto-Seldas ve
Efeyan, 2021). Son ¢aligmalar mTORC2’nin, AKT, protein kinaz C (PKC), serum ve
glikokortikoid ile indiiklenen protein kinaz 1 (SGK-1) ve Forkhead box O (FOXO)
transkripsiyon faktorleri de dahil olmak iizere memelilerde otofajiyi modile ettigi
gosterilen cesitli asag akim efektorlerine sinyal gonderme yetenegi araciligiyla
makrootofaji ve saperon aracili otofajinin negatif bir diizenleyicisi oldugunu

gostermistir (Ballesteros-Alvarez ve Andersen, 2021).

Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1’in hormonlar, bilyime faktorleri,
amino asitler ve yag asitleri gibi c¢oklu girdi sinyalleri tarafindan diizenlendigi
bilinmektedir. Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1 aktivasyonunun
ana etkilerinden biri, p70S6K [Ribozomal protein S6 kinaz beta-1 (S6K1), p70S6
kinaz olarak da bilinir] ve 4E-BP1 (6karyotik baglatma faktorii 4E-baglayici protein 1)
dahil olmak tizere protein sentezinin bilesenlerini fosforile ederek besinlere/bliiytime
faktorlerine yanit olarak translasyonu diizenlemesidir. Ribozomal protein S6 kinaz
beta-1, 40S ribozomal protein S6'yi fosforile ederek mRNA'larin (Mesajct Ribo
Nikleik Asit) aktif translasyonuna yol agarken, mTORCI tarafindan ¢esitli amino
asidik kalintilar (Thr37; Thr46; Ser65, Thr70) uzerinde 4E-BP1 fosforilasyonu
okaryotik baglatma faktorii 4E'nin (eIF4E) salinmasina neden olur (Dunlop ve Tee,
2009). Boylece mTORC1 mRNA'nin translasyonunu kolaylastirir ve asagi akig
anabolik sureglerini pozitif olarak kontrol eder. Rapamisinin memeli/mekanistik
hedefi kompleksi 1'in protein sentezinin yant sira lipid sentezini, mitokondriyal
metabolizmay1 ve biyogenezi de kontrol edebilecegi gosterilmistir (Laplante ve
Sabatini, 2009). Ayrica mTORCI, organel yikimi ve protein dongisiinde &nemli
katabolik bir siireg olan otofajiyi negatif olarak diizenler (Jung ve ark., 2010).

Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1 aktivitesinin baskilanmasinin

memelilerde besin yoksunlugu kosullarina dayanmak i¢in gerekli oldugu
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kanitlanmigtir. Dogumdan hemen sonra, plasental besin kaynaginin kesilmesi
nedeniyle dolagimdaki glikoz ve amino asit seviyeleri onemli ol¢iide duser ve fare
dokularindaki mTORC1 dogumdan sonraki 1 saat iginde kolayca inhibe edilir. Bu hizli
ve glgcli inhibisyon, otofajiyi serbest birakmak igin kritiktir, bu da glisemiyi
surdirmek i¢in glukoneogenezi besleyen serbest amino asit seviyelerini artirir ve anne
sutii olugsmadan 6nce yasamin ilk saatlerinde agliga dayanmanin anahtarini olusturur
(Efeyan ve ark., 2013). Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1 hem
amino asitler hem de biiyime faktorleri tarafindan aktive edilebilir (Zheng ve ark.,
2014). Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1 farkli hiicresel iglevleri
modiile etmek igin farkli asag akis sinyal olaylarini kullanir. Ornegin protein sentezi
ve lipid sentezi gibi anabolik metabolizmay1 tesvik etmek ve lizozom biyogenezi ve
otofaji gibi katabolik yollari inhibe etmek i¢in besin ve biyume faktorii sinyalini

entegre eder (Sekil 2.45.).

Otofajinin baslamast mTORCI1 aktivitesinin asag1 regillasyonu ile iligkilidir. Aktive
edilmis mTORC1, ATG13"in hiperfosforilasyonuna neden olarak, ATG1/ULKI1 ile
etkilesimini azaltarak ve Vps34-Beclinl kompleksi gibi otofaji efektorlerinin
fosforilasyonunu kontrol ederek otofajiyi inhibe eder (Behrends ve ark., 2010) (Sekil
2.45).

Buyiume faktorleri reseptor tirozin kinazlart (RTK), fosfatidilinositol-3-kinaz
(PI3K)/protein kinaz B (AKT) ve Ras/Erk (Hiicre digindaki sinyallerle diizenlenen
kinaz) asagi akig sinyal yolaklarini aktive ederek mTORC!'in 6nemli bir negatif
diizenleyicisi olan tuberous skleroz tiimor baskilayict kompleksini (TSC) etkisiz hale
getirir (yani inhibe eder). Huang ve ark. (2008), memeli hiicrelerinde yaptiklar
caligma ile, TSC’yi mTORC1'in 6nemli yukart akig inhibitorleri olarak tanimlamigtir.
Tuberoz skleroz kompleksi, TSC1 (hamartin), TSC2 (tuberin) ve Tre- 2/BUB2/cdc 1
domain ailesi iiyesi TBCID7'den olusan heterotrimerik bir komplekstir. Tuberin,
karboksil terminalinde, in vitro olarak mTORC1 ile birlesen ve mTORC1’1 aktive eden
beyinde zenginlestirilmis Ras homologu olarak da bilinen Rheb (Beyinde
zenginlestirilmig Ras homologu) GTPaz'n inaktive eden bir GTPaz aktive edici protein
(GAP) alani igerir ve bu nedenle TSC2, Rheb'i (Rheb-GDP) inaktive etmek i¢in bir
GAP olarak gorev yapar. Beyinde zenginlestirilmis Ras homologu, insanlarda ve diger

memelilerde her yerde ifade edilen bir GTP baglayici proteindir. Bu protein biiytime
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faktorleri ve amino asitler tarafindan mTORC 1'in zorunlu bir yukari akis aktivatoriadir
(Inoki ve Guan, 2009). Hamartin ve Tiiberin'in fosforilasyonu, mTORC1'" diizenleyen
cok cesitli ¢evresel sinyaller i¢in bir entegrasyon noktasi olusturur. Protein kinaz B
(AKT), ribozomal S6 kinaz (Rsk) ve hiicre digindaki sinyallerle diizenlenen kinaz
(Erk) olmak iizere MAPK, TSC2'yi dogrudan fosforile ederek onun inaktivasyonuna
yol agar. Bunun yanisira AKT ayrica inhibitor protein PRAS40'1 dogrudan fosforile

ederek mTORCI1 aktivasyonuna neden olur.
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Sekil 2.45. Memeli hiicrelerinde makrootofaji siireci.  Otofajide yer alan temel agamalar ve
otofaji yolunun kritik iiyeleri gosterilmistir (Dhaliwal ve ark., 2017).

Bu buytume yanlist uyaricilarin aksine, glikoz yoksunlugu ve dustik enerji seviyeleri

gibi hiicresel stres faktorleri ATP diizeyinin azalmasina ve AMP konsantrasyonunun
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artmasina neden olur, yani AMP/ATP oraninda bir yukselis gerceklesir. Adenin mono
fosfat (ATP)/ATP veya Adenin difosfat (ADP)ATP orani yiikseldiginde hucresel
enerji dedektorii olan AMPK upstream kinazlar araciligiyla fosforillenerek aktiflegir
(Hardie ve Hawley, 2001; Hardie, 2011; Stein ve ark., 2000). Aktiflesen AMPK,
mTOR bagimli protein translasyonu gibi yogun enerji gerektiren siiregleri kapatarak
hiicresel ATP tretimini arttirarak ve ATP tiketimini azaltarak enerji tasarrufu
saglayan bir program koordine eder (Towler ve Hardie, 2007) ve hem TSC2'yi hem de
RAPTOR'yi dogrudan fosforile ederek mTORC1 aktivitesini inhibe eder (Dalle ve
ark., 2016, He ve ark., 2018) ve boylece otofajiyi indikler (Gwinn ve ark., 2008).

Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz besin agligi, kuvvetli egzersiz veya
1s1 soku kosullart altinda aktif hale gelen bir metabolik stres sensori/efektoridir
(Corton ve ark., 1994; Moore ve ark., 1991). Adenozin monofosfat ile aktive olan
protein kinaz, blylimenin dlzenlenmesinde ve metabolizmanin yeniden
programlanmasinda kritik rollere sahiptir. Besin oOgeleri ile hiicre i¢i enerji
seviyelerindeki farkliliklara tepki olarak glikoz ve lipid metabolizmasini idare eden
merkezi bir metabolik kilit olup hiicre biiyiimesi ve otofajiyi kontrol eder (Mihaylova

ve ark., 2011; Mihalova ve Shaw, 2012).

Bitiin 6karyotlarda var olan AMPK bir adet katalitik (o) alt birim ve iki adet katalitik
olmayan ( ve y) alt birimden olusan heterotrimerik serin/treonin protein kinaz
kompleksidir (Kahn ve ark., 2005). Metabolik stres kosullart altinda aktive olurlar
(Turnley ve ark., 1999). Alfa alt birimi katalitik bir alt birim iken, f ve y AMPK
aktivitesine yanit veren diizenleyici birimlerdir. Adenin mono fosfat, ADP veya ATP,
AMPK'nin y alt birimini dogrudan baglayabilir (Hardie ve ark., 2016). Adenozin
monofosfat ile aktive olan protein kinaz baglangi¢ta karacigerden izole edilmis
olmasina ragmen, ¢ alt birim ¢ok ¢esitli dokular tarafindan ifade edilir (Gao ve ark.,
1995, Gao ve ark., 1996; Mitchelhill ve ark., 1994; Stapleton ve ark., 1996). Adenozin
monofosfat ile aktive olan protein kinaz alt birim izoform tipleri akciger, bobrek, kalp,
iskelet kasinda (Gao ve ark., 1995, Gao ve ark., 1996; Mitchelhill ve ark., 1994;
Stapleton ve ark., 1996) yogun bir gekilde ifade edilirken, beyinde daha yogun olmak
tzere 02, v1, B1 ve az oranda al ve B2 bulunduran daha sinirl1 bir tip gosterir (Turnley
ve ark., 1999). Bu izoformlardan bazilar1 dokuya 6zgii bir ekspresyon modeli sergiler.

Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz-al farkli ve kendine 6zgt kosullar
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altinda cekirdege yer degistirebilse de AMPKa2 izoformu ozellikle ¢ekirdekte bol
miktarda bulunur (Lamia ve ark., 2009; Salt ve ark., 2018). Ayrica, B izoformlarinin
miristoilasyonu AMPK aktivasyonu ve membranlara lokalizasyonu i¢in 6nemli bir 6n
kosuldur (Oakhill ve ark., 2010). Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinazin
aktif olmasi i¢in katalitik a-alt biriminin aktivasyon halkasinda korunmus bir treonin
kalintisinin (T172, insanda al) (Hawley ve ark., 1996; Stein ve ark., 2000) upstream
kinazlar araciligiyla fosforilasyonu birinci sarttir. Hiicresel enerji diizeyleri bittiginde
ve AMP/ATP oran degeri arttiginda, AMP'nin AMPKYy alt-iinitesine allosterik olarak
baglanmasi ile AMPK aktiflesir ve bu komplekste bir konformasyonel farklilik
meydana getirerek AMPKa-alt biriminin upstream kinazlar i¢in bir substrat olma
sansint artirmig olur. Bugiine kadar AMPK aktivatorleri olarak birgok AMPK fosforile
edici kinaz tanimi yapilmigtir. Bunlar arasinda her yerde eksprese edilmis ve yapisal
olarak aktif kinaz olan liver kinaz BI(LKB1) (Woods ve ark., 2003), Ca*" ile aktive
Ca*'/kalmodulin-bagimli kinaz kinaz B (CaMKKP) (Woods ve ark., 2005) ve
transforme edici buyiime faktori f-aktive kinaz-1 (TAK 1) (Momcilovic ve ark., 2006)

sayilabilir.

AMPK otofaji ve hiicre proliferasyonunu diizenler. Okaryotik hiicreler, hiicre
buylumesini ve ¢ogalmasini engelleyerek dusik besin kosullarina adaptif olarak yanit
verir. Bu olaylara AMPK, p53'in aktivasyonu, mMTORC1’in inhibisyonu ve otofajinin
induksiyonu yoluyla aracilik eder. Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz
tarafindan indiklenen htcre dongisi ilerlemesinin inhibisyonu, AMPK tarafindan
induklenen hiicre dongusu ilerlemesinin engellenmesi, Ser342 tizerindeki MDMX’in
(timor baskilayict pS3'in negatif diizenleyicisi) fosforilasyonu yoluyla gerceklesir.
Fosforilasyonu takiben MDMX'in inaktivasyonu bir hiicre déngusii kontrol noktasini
tetikleyen p53'in stabilitesine ve aktivasyonuna neden olur (He ve ark., 2014).
Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz, p53 tizerindeki etkilerinin 6tesinde,
timor baskilayict tiiberoskleroz kompleksi 2'yi (TSC2) dogrudan fosforile ederek
Rheb'e kargt GAP aktivitesini uyarir ve bu da mTORC1'in inaktivasyonuna ve hiicre
proliferasyonunun inhibisyonuna yol agar (Inoki ve ark., 2003; Moussa ve Li, 2020).
Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz ayrica RAPTOR’nin dogrudan
fosforilasyonu yoluyla mTORC1'in pozitif trofik etkilerini de bloke eder (Gwinn ve
ark., 2008) (Sekil 2.46.).
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Sekil 2.46. AMPK hiicre dongiisii ilerlemesini ve hiicre bitytiimesini modille eder.  Hiicre
biiyiimesinin engellenmesi esas olarak mTORCI1' igeren en iyi bilinen anabolik yollardan
birinin diizenlenmesiyle saglanir. AMPK, TSC1/2 kompleksini aktive ederck mTOR'nin
kendisi ve iligkili protein RAPTOR den olugan mTORC1'in asag1 regillasyonuna yol agar.
AMPK ayrica RAPTOR’un dogrudan fosforilasyonu yoluyla mTORCI1'1 inaktive edebilir.
Buna ¢k olarak, AMPK MDMX'in aktivitesini bloke ederck p33'in stabilizasyonuna ve
ardindan hiicre dongiisiiniin durmasina yol agar. Inhibitor fosforilasyonlar kirmizi, aktive edici
fosforilasyonlar ise mavi ile gosterilmistir (Rosso ve ark., 2016).

Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1 tarafindan isletilen inhibitor
dizenlemenin aksine, ¢esitli deneysel kanmitlar AMPK'nin ULK1'in birkag serin
kalintisinda (6rnegin, Ser317, Ser555 ve Ser777) dogrudan fosforilasyonu yoluyla
otofajiyi tegvik ettigini gostermistir (Bach ve ark., 2011; Kim ve ark., 2011). Adenozin
monofosfat ile aktive olan protein kinaza baglt ULK1 kompleksinin uyarilmasi, besin
acligi, hipoksi ve ilag uygulamasi gibi farkli kosullar altinda meydana geldiginden,
otofajinin indiksiyonu i¢in evrensel bir olay olarak goriinmektedir. Bu aktivasyon
yolu sadece secici olmayan otofajinin degil ayn1 zamanda se¢ici otofajinin de tesvik
edilmesiyle sonuglanir: 6rnegin, AMPK stres kosullar1 sirasinda ULK1'in

fosforilasyonu yoluyla mitofajiyi tetikler ve bu yol fizyopatolojik durumlarda hasarli
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mitokondrinin temizlenmesi i¢in de gereklidir (D1 Nardo ve ark., 2014; Egan ve ark.,
2011; Kume ve ark., 2012; Lee ve ark., 2010; Mihaylova ve Shaw, 2011). Ayrica, son
veriler AMPK'nin Beclinl't Ser91/94'te fosforile ettigini ve bu olayin besin stresi
yanitinda otofajinin induksiyonu i¢in gerekli oldugunu gostermistir (Kim ve ark,,
2013). Sanchez ve ark. (2012), tarafindan yayinlanan ilging bir ¢alisma, AMPK'nin en
azindan iskelet kasinda LC3B (Mikrotubille iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3 ek
varyant1), GABARAPL1 ve Beclinl gibi otofaji ile iligkili proteinlerin FOXO3'e bagli
artisini da belirledigini ileri sirmuslerdir. Bu veriler AMPK'nin otofajiyi birden fazla

diizeyde yonlendirdigini gostermektedir (Sekil 2.47.; Sekil 2.48.).
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Sekil 2.47. AMPK kisa ve uzun siire¢li mekanizmalarla otofajiyi yonetir.  AMPK, ULK1 ve
Beclinl gibi otofajinin baglama ve ¢ekirdeklenme asamalarinda yer alan proteinleri dogrudan
fosforiller ve aktive eder. AMPK'nin otofaji tizerindeki izin verici etkisine mTOR yolunun
inhibisyonu da aracilik eder. Ayrica AMPK, FOXO3' fosforile ederek otofaji ile iligkili
genlerin transkripsiyonunun artmasina neden olur. Inhibitér fosforilasyonlar kirmizi, aktive
edici fosforilasyonlar ise mavi ile gosterilmistir (Rosso ve ark., 2016).
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Sekil 2.48. A¢lik ve insiilin sinyali ile otofaji modiilasyonu. (A) Otofaji klasik olarak aglik
kosullarinda ULK1 aktivitesi yoluyla aktive edilir. Digiik besin kogullarinda AMPK sinyali
aktive olur ve ULK1'"1 iki farkh aktivasyon bolgesinde fosforile eder. A¢ligin tersine, (B) asirt
beslenme kosullarinda veya diyabette, PI3K in tip I bitlyime faktorii reseptorleri tarafindan
aktive edilmesi mTOR aktivasyonu ve AMPK inaktivasyonu ile sonuglanir. mTOR kompleksi
TORC1, memeli otofajisinin baglaticis1 olan ULK 1" (kirmiz1 daireler) fosforiller ve inaktive
eder. (C) Bu siireg sirasinda, protein agregatlart veya hasarli organeller otofagozom adi verilen
¢ift membranli yapilar tarafindan yutulur ve bunlar lizozomlar veya vakuollerle birleserek
kargo materyallerinin otofagolizozomlarda pargalanmasimi saglar. Bu karmagik siire¢ ULK 1'in
2 farkhi aktivasyon kalintisinda (mavi dairelerle gosterilen) fosforilasyonu ile baglar. Aktif
ULKI1 Beclin 1'1 fosforile eder, bu da diger bilesenlerle birlikte izolasyon membraninin ilk
membran bileseni olan fagoforun olusumunu indiikler, daha sonra ATG5-ATGI12 etkisine
bagli iki konjugasyon yolu ile LC3 lipidasyonuna bagh olarak genigler, kivrilir ve kapanir,
tamamlanmig bir otofagozoma déniisiir (de Mello ve ark., 2019).
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b) Fagofor olusumu veya cekirdeklenme

Ozellikle besin yoksunlugu ile uyarilan otofajik yanit, sonunda sitoplazmik materyalin
(protein agregatlari, patojenler veya hasarli organeller gibi) yeni olusan bir
otofagozom tarafindan tutulmasina ve pargalanma i¢in lizozoma teslim edilmesine yol
acacak birkag temel adim gerektirir. Bu dinamik olaylar dizist ilk olarak otofagozomun
olusumunu ve olgunlagmasini, sitoplazma iginde tasinmasini ve lizozomla fiizyonunu
saglamak i¢in 6zel proteinlerin, lipidlerin ve membranlarin spesifik olarak harekete
gegirilmesine izin verecek karmagik bir sinyalizasyon gerektirir. Otofagozom
biyogenezi, otofajik kargolart yakalayan ve olgun bir otofagozom olusturmak igin
kapanan otofagozomal fincan (kase) seklindeki bir membranin yani “fagofor
“("izolasyon membranlari" olarak da adlandirilir) membraninin montaj1 ile baglar
(Sekil 2.49.). Fagofor, besin yoksunlugu da dahil olmak tizere ¢esitli streslere yanit
olarak otofagozomdan 6nce olusan ilk otofaji ile iliskili organeldir. Fagofor biyiik
olasilikla lipid kazanim1 yoluyla buyiir ve lipidli LC3'in sabitlenmesiyle "gelecegin
otofagozomu" olarak isaretlenir. Membranla ilgili bu olaylarin ¢cogu, ATG proteinleri
ve ¢ogunlukla hiicre i¢i sinyalizasyon ve membran transportunda gorev alan ATG-
olmayan (non-ATG) proteinler tarafindan duzenlenir (Walker ve Ktistakis, 2019).
Fagofor olusumu, kapanmasi ve olgunlagmasinda rol oynayan diizenleyici proteinlerin
¢ogu tanimlanmig olmasina ragmen, biyogenezine dogrudan katilan membran(lar)in
kokeni(leri) hala tam olarak bilinmemektedir. Fagoforlar, otofagozomlara doniigmek
igin lipid ve proteinlere ihtiyag duyar. Bu nedenle bu gegici yapinin Golgi ve
endozomal vezikiller, mitokondri ve ER gibi organellerden kaynaklandigi one
surilmektedir. Endoplazmik retikulum, fagofor olusumu ve uzamasi i¢in gerekli olan
omegazomlarin olusum yeridir. Mitokondri aglik tizerine buyir ve fagofora lipid
vezikiilleri saglar ve Golgi, Atg9 igeren vezikiillerin fagofora taginmasi i¢in gereklidir.
Plazma membrani hem bazal hem de aglik kosullarinda fagoforlara ve otofagozomlara

membran katkisinda bulunur (Axe ve ark., 2008; Morel, 2020; Tooze, 2013).
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Sekil 2.49. Fagoforlar igin membran kaynaklari (Rubinsztein ve ark., 2012).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla ER alt alanlar olan omegazomlar ile ER aracili temas
bolgelerinin (MSC), 6zellikle de ER-mitokondri, ER-lipid damlaciklart ve ER-plazma
membrant MCS'nin fagofor olusum stirecini baglatmak i¢in gerekli oldugu ortaya
konmustur (Molino ve ark., 2017; Prinz ve ark., 2020). Endoplazmik retikulum
tizerinde konumlanmis olan omegazomlar, fosfatidilinositol 3-fosfat (PI3P veya
PtdIns3P olarak kisaltilir) ve PI3P baglayici proteinlerle zenginlestirilmis ¢ift katmanlt

membranlardan olusan ve otofaji sureciyle iliskili bir hiicre organeli (Axe ve ark.,

110



2008; Biazik ve ark., 2015) olup Yunanca biyik harf Omega'yt (Q) andiran bir
morfolojiye sahiptir. Omegazomlar, fagoforlarin olustugu bolgelerdir (Axe ve ark,,
2008; Biazik ve ark., 2015). Bunlar otofagozomlara déniigsen fincan veya kase benzeri
yapilardir ve otofagozomlarin igerigini bozmak i¢in lizozomlarla kaynasirlar (Kern ve
ark., 2015). Omegazom olusumu c¢esitli faktorlere baglidir, ancak genel olarak
omegazom olusumu agliga bir yanit olarak artar (Axe ve ark., 2008) ve baz
biyokimyasal durumlarda PI3P varligi omegazom olusumuna yol agar (Karanasios ve
ark., 2013). Bu baglamda, bir ER membran gegici alt alan1 olan omegazomun, fagofor
biyogenezini tegvik etmek i¢in bir montaj platformu olarak hizmet ettigini 6ne siiren

bir fikir birligi vardir (Ktistakis, 2020).

Membran temas bolgeleri (MSC) ise, endomembranlar arasindaki birlesme
bolgeleridir. Organellerin yeniden gekillenmesi ve membran dinamiklerinin yan1 sira
metabolit ve lipid aligverisi ile bir kompartmandan digerine transfer i¢in molekiiler
merkezler olarak kabul edilirler (Cohen ve ark., 2018; Prinz ve ark., 2020; Scorrano
ve ark., 2019). Endoplazmik retikulum, tim sitoplazmaya yayildig1 ve hiicresel alan
igindeki diger tim membrana bagli yapilarla siki temas halinde oldugu i¢in MCS'nin
olusumunda ve dinamiklerinde merkezi bir oyuncudur. Endoplazmik retikulum,
mitokondriyal bolinme/fiizyon dongiilerini dogrudan etkileyen mitokondri (Friedman
ve ark., 2011), plazma membrani, peroksizomlar, endozomlar, lizozomlar, lipid
damlaciklart ve Golgi ile membran temas bolgeleri (MCS) olusturur (Atakpa ve ark.,
2018; Costello ve ark., 2017; De Matteis ve ark., 2015; Friedman ve ark., 2011;
Raiborg ve ark., 2015). Ilging bir sekilde, ER aym: zamanda cesitli endomembran
turleri ile MCS'ye de katilir ve farkli organeller arasinda membranla ilgili stire¢lerin
yerel olarak diizenlenmesine ve 6zellikle ER-mitokondri MCS'sinde karmagik sinyal
iletim duzenlemesine izin verir. Membran temas bolgelerinin molekdler, fiziksel ve
biyolojik ozellikleri hakkinda eksiksiz ve giincellenmig bilgiler, son zamanlarda
yapilan birkag¢ ayrintili incelemede mevcuttur (Cohen ve ark., 2018; Prinz ve ark,,

2020; Scorrano ve ark., 2019) (Sekil 2.50.).
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Sekil 2.50. Fagofor biyogenezinde ER temas bolgesi roliiniin varsayimsal modeli.  Bu gema,
ER giidiimlit MCS'lerin fagofor biyogenezi membran dinamiklerine nasil dahil olabilecegine
dair varsayimsal bir modeli temsil etmektedir. 1. asama: Uygun kosullar altinda ER membrani,
belirli bir membran ile mebran temas boélgeleri (MCS) olusturur. Otofagozom olusumu ve
olgunlagmasina katildig1 bilinen ER giidiimliit MCS tiirleri sagda listelenmistir. 2. asama: ER-
bagli MCS tarafindan olusturulan spesifik alan, otofajik makinelerin mobilizasyonuna ve
omegazom adi verilen ER alt alaninda yerel PI3P sentezine izin verir. Buna kargilik,
omegazom otofaji ile iligkili sinyalizasyon ve membran dinamikleri ile iligkili protein
etkilesimi igin bir merkez olarak kabul edilir. Ozellikle, PI3P-pozitif membran, dogrudan
fagofor montajinda yer alan PI3P baglayici proteinlerin gérev almasini tesvik eder. 3. asama:
PI3P ve iligkili otofajik membran modiilatorlerinin varligi ve ER ile angaje organel arasindaki
MCS boslugu tarafindan olusturulan kendine 6zgii sitoplazmik 6zellikler, fagofor montaj1 icin
gerekli olacak membran yapilarinin (dogrudan veya dolayli lipid transferi ve/veya yakalama
voluyla) de novo biyogenezine (veniden sentezlenmesine) izin verir. 4. agama: Yeni olugan
vezikiiller ve/veya membrana bagl vapilar, omegazom tarafindan simirlandirilan "fincan veya
kase benzeri" membranlar arasi boslukta birlesir ve bu da fagofor izolasyonuna yol acar. Bu
asamada, kapali bir ¢ift membranli otofagozom haline gelmesinden sorumlu kargolan ve
spesifik molekiiller kompleksleri alacak olan fagoforun fiziksel olarak sokiilmesine izin
vermek igin MCS'nin aynlmasi veva kapatilmasi gerektigi disinillebilir. MCS'nin
otofagozom biyogenezindeki rol(ler)i hakkindaki sorular solda listelenmistir (Morel, 2020).
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Otofagozom olusumu ATG proteinleri tarafindan yonlendirilir, ancak bu dinamik
membran yeniden sekillenmesi sirasinda lipidler otofajik membranlarin ana
bilesenleridir. Otofagozomlarin lipid bilesimi belirsizligini korusa da fosfatidilinositol
3-fosfat (PI3P) ve PE otofagozom olusumu i¢in ¢ok oénemlidir. Fosfatidilinositol-3-
fosfat kiigiik bir lipiddir, ancak olusumu ATG proteinlerinin membrana alinmasi ve
otofagozom olusumunun erken asamasi i¢in ¢ok onemlidir. Buna karsilik PE,
okaryotik  hiicrelerde  6nemli  bir fosfolipiddir. Aglik kosullar1  altinda,
Atg8/LC3/GABARAP proteinleri, PE'ye kovalent konjugasyon yoluyla baglanir
(Mizushima ve ark., 2011).

Otofaji ile iligkili gen proteinleri islevsel olarak ayri multiprotein kompleksleri
olusturarak otofajik streci diizenler. Bu kompleksler sinif 111 fosfatidilinositol-3-kinaz
(PI3K) kompleksi, Ulkl kompleksi, iki transmembran proteini ATG9 ve WIPI4
kompleksleri ve iki ubikitin benzeri protein konjugasyon sistemi (ATG12-ATGS5-
ATGI16L1 sistemi) ve PE-hafif zincir 3 (LC3) sistemidir (Lamb ve ark., 2013;

Mizushima ve Komatsu, 2012).

Otofaji ile iligkili proteinler, otofaji indiiksiyonuna yanit olarak ER ve otofajik
membranlara sirayla toplanir. Bunlarin lokalizasyonu otofagozom olusumunun farkli
asamalarina bagli olarak degisir. Memeli hiicrelerinde, ULK kompleksi ilk olarak
otofajiyi baglatmak i¢in ER membranina alinir. Otofagozom olusumunun orta ve geg
asamalarinda ULK kompleksi ayrica omegazoma, fagofora ve otofagozoma da
lokalize olur (Koyama-Honda ve ark., 2013; Nishimura ve ark., 2017). Memeli
PIBKC3-Cl'in bir bilegeni olan ATG14L, PI3P uretmek i¢in hem ER ile iliskili
membranlart hem de fagoforu hedeflerken (Matsunaga ve ark., 2010), lipid transfer
proteini ATG2 ozellikle ER ve fagofor temas bolgelerine lokalize olur (Valverde ve
ark., 2019). Otofaji iliskili gen 2'min benzersiz lokalizasyonu muhtemelen ¢ift
membran hedefleme ve baglama iglevini yansitmaktadir. WD tekrar alani1 fosfoinozitid
etkilesimli protein 2 beta ve ATGI16L1, aglik kosulu altinda PI3P'ye bagli olarak
esasen fagofora lokalize olur (Dooley ve ark., 2014). Endoplazmik retikulum-Golgi
ara bolmesinin (ERGIC) LC3 lipidasyonu igin énemli bir membran kaynagt oldugu
(Ge ve ark., 2013), ATG12-5-16L1 ve ATG3"'in LC3 lipidasyonunu gerceklestirmek
i¢cin fagofor membranina ek olarak ERGIC'ye de baglandigi dusinilmektedir (Sekil
2.51).
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Sekil 2.51. Otofagozom olusumuna katilan ATG proteinleri ve
lokalizasyonlari. Otofagozom olusumu bes farkli adima aynlabilir.  baglangig,
cekirdeklenme, zar genislemesi, kapanma ve fizyon. b, Memeli hiicrelerinde aclikla
indiiklenen otofaji altinda ATG/Atg proteinlerinin hiicre i¢i dagilimi. Lokalizasyonlar bes
gruba ayrilmistir: -, tespit edilemez; -/+, gegici; +, zayif tespit edilebilir; ++, kolayca tespit
edilebilir; +++, agikga tespit edilebilir. ATG/Atg proteinleri tipik ER benzeri bir modelden
ziyade ER ile iligkili membranlar tizerinde noktasal yapilar gosterir. ERES, ER ¢ikig bolgelert,
ERGIC, ER-Golgi ara bolmesi (Nishimura ve Tooze, 2020).

Burada otofagozom olusumunda gorev alan bazi kompleksler hakkinda bilgi
verilmigtir. Otofagozom olusumunda devreye giren ilk otofajiye 6zgi kompleks, unc-
51 benzeri kinaz 1’in (ULK1) kendisi, otofaji ile iliskili protein 13 (ATG13), FIP200
(200 kDa'lik fokal adezyon kinaz ailesi etkilesimli protein) ve ATG101'den olusan
ULK1 kompleksidir. Unc-51 benzeri kinaz 1 bir serin/treonin protein kinazdir ve
mayadaki ATG1'in memeli ortologudur. Bes ULK1 homologu vardir (ULK1, ULK2,
ULK3, ULK4 ve STK36 (serin/treonin kinaz 36). Bunlardan sadece ULKI1 ve
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ULK2'nin geleneksel otofaji sinyalizasyonunda yer aldigina inanilmaktadir. Cogu
hiicre hattinda, bir protein kinaz i¢in beklenebilecegi gibi, ULK1'in kinaz aktivitesi
otofajinin baglatilmasi i¢in gereklidir (Lee ve Tournier, 2011). Unc-51 benzeri kinaz 1
ve ULK2 yaklasik %52 protein dizisi 6zdesligini ve kinaz alanlart i¢inde %78
homolojiyi paylasir, ayni bilesenlerle etkilesime girer ve ¢ok benzer bir sekilde
diizenlendigine inanilir. Bu iki ULK formunun neden var oldugu agik degildir ve
otofaji induksiyonu i¢in hangi kinazin baskin oldugunu belirleyen doku ekspresyon
seviyeleri olabilir. Unc-51 benzeri kinaz 1'in otofaji baglatmadaki énemi ¢ok sayida
caligmada vurgulanmistir. Unc-51 benzeri kinaz 1, ULK1'in asagi regiilasyonunun
otofajiyi inhibe etmek i¢in yeterli oldugu insan embriyonik bobrek (HEK) 293 hiicre
hattr hiicrelerinde tanimlanmigtir (Chan ve ark., 2007) ve ULK1/2 nakavt farelerden
turetilen fare embriyonik fibroblastlarinin amino asit yoksunluguna yanit olarak

otofajiyi indiikleyemedikleri ortaya konmustur (Cheong ve ark., 2011).

Hiucrelerde, ULK1 (ve ULK2) en az ui¢ protein (ATG13, FIP200 ve ATG101) ile
kompleks halinde bulunur (Ganley ve ark., 2009; Hosokawa ve ark., 2009a; Hosokawa
ve ark., 2009b; Jung ve ark., 2009; Mercer ve ark., 2009). Unc-51 benzeri kinaz 1'in
ATGI3 veya FIP200 ile etkilesimi ULK1 kinaz aktivitesinin ve stabilitesinin
artmasina neden olur (Hosokawa ve ark., 2009b; Jung ve ark., 2009; Mercer ve ark.,
2009). Ugtincii kompleks tiyesi ATG101 hakkinda daha az sey bilinmektedir. ATG101
de otofaji i¢in gereklidir ve ATG13'e dogrudan baglanma yoluyla ULK1 kompleksi
ile etkilesime girer (Hosokawa ve ark., 2009a; Mercer ve ark., 2009).

ULK1 kompleksinin normal kosullar altinda tam lokalizasyonu belirsizdir, ancak
amino asit agligr iizerine ER'ye yakin noktasal yapilar olusturur. Bu noktasal yapilar,
otofagozom biyogenezini destekleyen ER'nin omegazomlariyla birlikte lokalize olur
(Karanasios ve ark., 2013). Unc-51 benzeri kinaz 1'in bu yapilara lokalizasyonu,

otofaji baglangici sirasinda gozlemlenebilen en erken olaylardan biridir.

Normal kosullar altinda yani amino asitlerin varliginda mTORC1 aktiftir. Rapamisinin
memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1 alt birimi olan RAPTOR araciligiyla ULK1 ile
dogrudan etkilesime girer ve ULK 1 ile ATG13'l fosforile ederek ULK1 kompleksinin
katalitik aktivitesini baskilar. Bu durumda ULK1 kompleksi devre dist kalir ve boylece
mTORCI1 otofajiyi inhibe eder (Ganley ve ark., 2009; Hosokawa ve ark., 2009b; Jung
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ve ark., 2009; Kim ve ark., 2011; Puente ve ark., 2016; Shang ve ark., 2011). Benzer
bir sekilde, mMTORC1'e bagli ATG13 fosforilasyonu ile hem ULK]1 aktivitesini hem
de otofaji baslatma bolgelerine ULK1 kompleksinin translokasyonunu da olumsuz

etkiler (Puente ve ark., 2016).

Amino asitlerin veya biyime faktorlerinin yoklugunda mTOR’nin inaktivasyonu
ULK1'in aktivasyonunun anahtaridir. Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi
kompleksi 1'in inhibisyonu ULK]1 kinaz aktivitesini artirir, bu da ATG13 ve FIP200
fosforilasyonunu tetikler. Unc-51 benzeri kinaz 1 ayrica otofagozom olusumunda bir
bagka kilit oyuncu olan ATG101 ile ATG13'e bagimli bir sekilde etkilesime girer
(Ganley ve ark., 2009; Hosokawa ve ark., 2009b; Jung ve ark., 2009; Shang ve ark.,
2011). Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1’in aksine AMPK,
otofagozom biyogenezini desteklemek i¢cin ULK1 ve ATG13" fosforile eder (Puente
ve ark., 2016; Sanchez ve ark., 2012; Shang ve ark., 2011). Arastirmalar, AMPK'nin
ULK1'1 dogrudan veya dolayli yoldan aktiflestirerek otofajiyi aktive ettigini
gostermistir (Kim ve ark., 2011). Oncelikle AMPK otofajiyi indiiklemek amaciyla
dogrudan ULK 1'i fosforile ederek aktiflestirir. Ikinci olarak, AMPK ULK1'i fosforile
ederek ULK1-AMPK etkilesimini bozan mTORC1'1 inhibe eder ve boylelikle ULK1'i
dolayli yoldan aktive etmis olur. Unc-51 benzeri kinaz 1 ve mTORC1'in bu koordineli
diizenlemest, zarar gormiis olan mitokondriyi ortadan kaldirir ve besin agligi esnasinda
mitokondriyal butinligli korumus olur (Kim ve ark., 2011). Aktif olan AMPK, ULK1
ve TSC2’yi dogrudan fosforile eder (Kim ve ark., 2011; Moruno ve ark., 2012).
Fosforillenmis ULK1; Atgl3 ve FIP200 ile otofajinin indiksiyonuna sebep olan bir
kompleks olusturur. Fosforillenmis ve aktiflesmis TSC2 ise mTORC1’1 inhibe eder
(Inoki ve ark., 2003). Aktif AMPK, ayni zamanda mTORC1'in RAPTOR alt birimini
direkt olarak fosforilleyerek mTORC1 aktivasyonunu inhibe eder ve otofajiyi indiikler
(Gwinn ve ark., 2008; Kim ve ark., 2011) ve ULK1'in daha fazla uyarilmasina yol
acar. Glikoz agligi alinda AMPK, Ser317 ve Ser777'nin fosforilasyonu yoluyla
ULK1' dogrudan aktive ederek otofajiyi tesvik eder. Besin yeterliligi durumunda,
yiksek mTOR aktivitesi ULK1 Ser757'yi fosforile ederek ve ULKI1 ile AMPK
arasindaki etkilesimi bozarak ULK1 aktivasyonunu 6nler. Bu koordineli fosforilasyon,

otofaji induksiyonunda ULK1 i¢in 6nemlidir (Kim ve ark., 2011).
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Otofagozomlarin ¢ekirdeklenmesi igin gerekli olan simf III PI3K kompleksi I
(PI3BKC3-C1), Vpsl5/p150, Vps34/VPS34, Atgl4/ATG14L ve Vps30/BECNI1’den
olusur (Itakura ve ark., 2008; Sun ve ark., 2008). Fosfolipid fosfatidilinositol 3-fosfat
(PI3P) olusturmak i¢in PI3KC3-C1'in membranlarla dogrudan etkilesime girmesi ve
substrat lipidi olan fosfatidilinositoli (PI) tanimast gerekir. Cesitli calismalar PI3KC3-
C1 kompleks bilesenleri arasinda Vps34/VPS34, Vps30/BECN1 ve ATG14L'nin lipid
baglayici alanlara sahip oldugunu ortaya koymustur (Fan ve ark., 2011; Huang ve ark.,
2012; Rostislavleva ve ark., 2015). Otofaji iliskili gen 14L, PI3KC3-Cl1'in ER-
hedeflemesinde onemli bir rol oynar (Matsunaga ve ark., 2010). Rapamisinin
memeli/mekanistik hedefi inhibisyonunu takiben, aktiflesen ULK1 kompleksi otofaji
baglatma bolgelerinde fagofor membranlarina lokalize olur ve bir lipid kinaz
kompleksi olan beclin-1-VPS34-AMBRA1 (Beclinl tarafindan dizenlenen otofajiyi
aktive edici molekiil) kompleksini aktive eder. Vakuolar protein ayirma proteini 34
kompleksi, sinif 111 fosfatidilinositol 3-kinaz olan VPS34’tin (Vakuolar protein ayirma
proteini 34) yam sira VPS15 (Vakuolar protein ayirma proteini 15), Beclin 1, ve
ATGI14L'den (ATGI14 benzeri) olusur. Bu kompleks, fagofor olusum bolgesinde
fosfatidilinositol 3-fosfat (PI3P) baglayict proteinler i¢in bir sinyal molekili gorevi
goren PI3P uretiminden sorumludur. Fosfolipid PI3P otofaji, endositoz, fagositoz ve
vakuolar protein ayirma gibi ¢esitli hiicre i¢i olaylarin diizenlenmesinde 6nemli roller
oynar. Amino asit agligr veya mTOR inhibisyonunu takiben, aktiflesen ULK1 VPS34
kompleksindeki ATG14L'ye baglanarak Beclin 1'1, Ser14 ve Ser30 tizerinde dogrudan
fosforile eder (Park ve ark., 2018; Russell ve ark., 2013) ve boylece ATG14L igeren
VPS34 komplekslerinin aktivitesini arttirir ve yeni olusan otofagozomda PI3P
uretimini aktive ederek VPS34-Beclin 1 komplekslerine alimir. Beclin 1, Serl4
fosforilasyonu, memelilerde tam otofajik indiiksiyon i¢in gereklidir (Russell ve ark.,
2013) (Sekil 2.52.; Sekil 2.53.). Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz ise
glikoz agligina yanit olarak Beclin 1, Ser93 ve Ser96'y1 fosforile eder (Kim ve ark.,
2013). Maya Atg6/Vps30'un memeli ortologu olan ve sinif 11 PI3-kinaz kompleksinin

temel bir alt birimi olan beclin 1 otofagozom ¢ekirdeklenmesinde rol oynar.

Beclin 1, ilk olarak anti-apoptotik bir protein molekiili olan Bcl-2’nin (B hiicreli
lenfoma 2) etkilesim ortagt olarak tanimlanmistir (Liang ve ark., 1998). B hiicreli

lenfoma 2 antiapoptotik proteinleri Beclin 1 aracili otofajiyi inhibe eder. Bu nedenle
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Beclin 1-Bcl-2 etkilesiminin fizyolojik islevi Beclin 1 tarafindan baslatilan otofajiyi
kontrol etmektir (Pattingre ve ark., 2005). Bu Bcl-2-Beclin 1 etkilesimine Beclin
1'deki bir BH3 alani aracilik eder (Maiuri ve ark., 2007). Aclik sirasinda Beclin 1 ve
Bcl-2'nin (veya Bcel-XL) agliga bagli ayrigmasi, Beclin 1'in otofajik aktivitesini artirir
ve otofajiyi indiklemesine yol agabilir (Maiuri ve ark., 2007; Pattingre ve ark., 2005).
Endoplazmik retikulum hedefli ancak mitokondriyal hedefli olmayan Bcl-2 otofajiyi
etkili bir sekilde baskilar (Pattingre ve ark., 2005).
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Sekil 2.52. ATG proteinlerinin koordineli eylemleri ile otofagozom biyogenezinin altinda
yatan molekiiller mekanizma. Cesitli stresler tizerine, katalitik alt birim ULK1 protein kinaz
ve ATG13, FIP200 ve ATG101 gibi diizenleyici alt birimlerinden olusan ULK1 kompleksi,
ATGI14L (PI3BKC3-C1) veya UVRAG (UV 1gmlama direnci ile iligkili gen) (PI3KC3-C2)
iceren otofaji yanlis1 PIK3C3/VPS34 lipid kinaz kompleksini fosforlayarak ve aktive ederek
fagoforun ¢ekirdeklenmesini tetikler, bu da omegazom olusturmak igin fosfolipid trini
PI(3)P ile farkli bir ER membranini isaretler. Omegazomlar tizerindeki PI(3)P daha sonra
PI(3)P efektor proteinleri olan WIPI2 (WD tekrar alani fosfoinozitid etkilesimli protein 2) ve
DFCP1' (¢inko parmak FYVE alani igeren protein 1) ige alir. WIPI2 ve DFCP1, fagofor
membraninin uzamasi ve kapanmasi i¢in iki ubikitin benzeri konjugat kompleksi olan ATG12-
ATGS5-ATGI16L1 ve fosfatidiletanolamin (PE)-konjuge LC3'a (LC3-II) bir araya getirme
islevi goriir. Plazma membrani, mitokondri, geri dontisiim endozomlar veya Golgi kompleksi,
ATGY araciligiyla membran katmanlarinin bir kismini saglayarak otofagozomal membranin
uzamasina katkida bulunabilir. Fagofor membraninin kapanmasi, otofagozom ad1 verilen ¢ift
membranlt bir vezikillim ortaya ¢ikmasma neden olur; bu vezikill olgunlasir ve sonunda
lizozom ile birleserek otolizozomu olusturur. Lizozomdaki asidik hidrolazlar otofajik kargoyu
bozar ve bozucu uriinler hiicrelerin karsilastig: streslerle basa ¢ikmak igin geri doniistiiriilir
(Chun ve Kim, 2018).
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Beclin 1'in bir bagka ortagi da Beclin 1'in sarmal-bobin bolgesi araciligiyla etkilesime
giren UVRAG'dir (UV 1s1nlama direnci ile iligkili gen). UV 1sinlama direnci ile iligkili
geninin sinif 111 PI3-kinaz kompleksinin bir iiyesi ve otofajinin pozitif bir diizenleyicisi
oldugu gosterilmigtir (Liang ve ark., 2006). Beclinl tarafindan diizenlenen otofajiyi
aktive edici molekil 1 adli WD-40 alani igeren bir proteinin Beclin 1 ile etkilesen bir
protein oldugu ve Beclin 1'e bagli otofajiyi pozitif olarak dizenledigi gosterilmistir.
Beclinl tarafindan diizenlenen otofajiyi aktive edici molekul 1 oncelikle noral
dokularda ifade edilir ve normal noral tiip gelisimi i¢in vazgegilmezdir (Fimia ve ark.,

2007).

Aktiflegen ULK1'in ayrica VPS34'UG Ser249'da fosforile ettigi gosterilmistir, ancak bu
olayin kesin iglevi agik degildir (Egan ve ark., 2015). Unc-51 benzeri kinaz 1 ve
VPS34 arasindaki baglanti burada sona ermez, ¢unkii ULK1 ayrica AMBRAI
araciligrtyla VPS34 kompleksini dizenler. Beclinl tarafindan diizenlenen otofajiyi
aktive edici molekil 1, Beclin 11 baglar ve VPS34 kompleksinin hiicre iskeletine
baglanmasina aracilik eder (Nazio ve ark., 2013). Beclinl tarafindan diizenlenen
otofajiyi aktive edici molekil 1'in ULK1 aracili fosforilasyonunun hiicre iskeletinden
ayrilmasiyla sonuglandigi ve bunun VPS34 kompleksinin otofaji baglatma bolgelerine

translokasyonunu diizenledigi ileri strtilmektedir (Di Bartolomeo ve ark., 2010).
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Sekil 2.53. Otofaji, nTOR ve AMPK sinyal yolaklan araciligiyla besin ve beslenme stresleri
tarafindan indiklenir. Besin eksikligi veya stres kosullarina yanit olarak, otofaji yolunun
baskilanmasini takiben mTOR aktive olurken, enerji ¢ekilmesi AMPK aktivasyonunu uyarir.
Bu daha sonra fosforilasyon yoluyla mTOR aktivitesini inhibe eder ve bu da otofajinin
inditksiyonunu tesvik eder. ER stresleri, hipoksi ve ROS, otofaji gen transkripsiyonunu
artirarak veya AMPK yolunu uyararak otofajiyi indiikleyebilir. (a) Yiiksek oranda korunmus
Ser/Thr protein kinaz TOR, amino asit havuzu sinyalizasyonunun anahtar sensérii ve
entegratoriidiir. mTORC1; mTOR, RAPTOR, mLST8, PRAS40 ve DEPTOR'den olusur. (b)
Biyiime faktorleri mTORC1'1 AKT-TSC1/TSC2 yolu iizerinden diizenler. Bityiime faktorleri
meveut oldugunda, AKT, TSC1/TSC2'yi inhibe ederek otofaji yolunu inhibe eden mTORC1'i
aktive etmek tzere aktiflesir. (¢) Rag GTPazlar, mTORC1'i dogrudan baglayarak ve aktive
ederck amino asit sinyaline yanit olarak mTORC1" aktive edebilir. (d) FIP200 ile kompleks
olusturan ATG13 ve ULK1, ULK1 kompleks aktivitesini inhibe etmek igin mTOR tarafindan
dogrudan fosforile edilebilir. (¢) AMBRA1, ULK1'e bagimli modeliyle, VPS34 ile Beclin 1
etkilesimini tesvik ederek otofagozom g¢ekirdeklenmesini indiikler. (f) L-glutamin akigimin 2
tasiyict tarafindan kontrol edildigi bulunmustur. Bunlar nétral aminoasit tasiyicilart olan
SLC1A5 ve SLC7A5/SLC3A2. (g) Cevresel AMP, ADP veya ATP, vy alt biriminin adenin
niikleotid baglama bolgeleri araciligiyla AMPK'y1 dogrudan baglayabilir. (h) Glikoz eksikligi
altinda, AMPK aktivasyonu ULK1 otofosforilasyonunu artirarak otofaji indiiksiyonunu tesvik
eder. (1) Glikoz eksikligi iizerine, VPS34, p150, ATG14 ve Beclin 1 veya UVRAG igeren
farkli VPS34 komplekslerinin aktivitesi diizenlenir. (j) ER, hiicresel Ca2+ depolama
bolgesidir ve Ca2+'un ER liimeninden sitozole siirekli olarak uzaklagtirlmast ER stresini
tetikleyebilir. Sitozolik Ca2+'daki bir artigin otofajinin baglamasina yol agtif1 gosterilmistir.
ROS aracili otofaji indiiksiyonu P53 ve P38 bagimlidir. ROS biriktiginde, P53 ve P38 yollan
otofajik gen ekspresyonunu diizenlemek igin aktive olur ve bu da otofajiyi baglatir. AMBRAT:
otofaji ve beclin diizenleyici 1, AMPK: AMP ile aktive olan kinaz, ATG: otofaji ile iligkili
gen, CaMMKQ: kalsiyvum/ kalmodulin bagimli protein kinaz kinaz beta, Deptor: DEP-alani
igeren mTOR ile etkilegen protein, FIP200: 200 kDa'lik FAK ailesi etkilegimli protein, ER:
endoplazmik retikulum, LKB1: karaciger kinaz B-1, mLST8: mammalian lethal with secl3
protein 8 veya TORC alt birimi LST8, mTOR: rapamisinin memeli hedefi, PRAS40: 40
kDa'lik prolin bakimindan zengin AKT substrati, TAK1: doniistiiriicii bityiime faktorii beta
aktiveli kinaz 1, RAPTOR: mTORmin diizenleyici iligkili proteini, Rheb: beyinde
zenginlestirilmis Ras homologu, ROS: reaktif oksijen tiirleri, SLC1AS: ¢6ziinen tasiyici aile
1 ayesi 5, TSC: tiiberoz skleroz kompleksi, UVRAG: UV radyasyon direnci ile iligkili gen,
VPS34: Vakuolar protein ayirma proteini 34, ULK1: Unc-51 benzeri kinaz 1 (He ve ark.,
2018).
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Sekil 2.54. Fagofor ¢ekirdeklenmesinde rol oynayan sinyal olaylarina ve protein-protein ve
protein-membran etkilegsimlerine genel bakis. (A) Besin agisindan zengin kosullar, ULK
kompleksinin (ULK1/2 ve ATG13) ve PIK3C3-CI'nin (NRFB2, ATG14 ve AMBRA1) mTOR
aracili fosforilasyonlan ile otofajiyi inhibe eden mTORC1'in aktivitesini tegvik eder. Buna
karsilik, digiik enerji durumu (yiiksek AMP-ATP oran1), mTORCI kompleksinin (Raptor),
ULK kompleksinin (ULK1 ve ATG13) ve PIK3C3-CI'nin (ATG14 varliginda BECN1 ve
ATGI14 yoklugunda VPS34) fosforilasyonu yoluyla otofajiyi olumlu yoénde diizenleyen
AMPK'nin aktivasyonuna neden olur. ULK kompleksinin aktivasyonu otofosforilasyon
(ULK1, FIP200 ve ATGI13), mTORCI1 ftzerinde inhibitér fosforilasyon (RAPTOR) ve
PIK3C3-CI'nin aktive edici fosforilasyonlar: (BECN1, VPS34, ATG14 ve AMBRAT) yoluyla
otofajiyi kolaylagtirir. (B) A'da aciklanan otofajiyi indiikleyen sinyal olaylart ULK
kompleksinin membrana alinmasina yol agar. Bu, C9orf72 (Rabl efektorii) ile etkilesimi
tarafindan desteklenir ve ULK1'in EAT (ULKI proteini tizerinde bir bolge) alanma ve
ATG13'in N-terminaline baghdir. Ikincisi, fagofor uzamasi igin énemli bir transmembran
proteini olan ATGY ile etkilesime giren PI4KIIIP tarafindan tiretilen PtdIns(4)P dahil olmak
tizere asidik fosfolipidlerle etkilesime girer. ULK kompleksi, ATG14 ve ATG13 arasindaki
dogrudan etkilesimler yoluyla PIK3C3-CI'y1 stabilize eder. ATG14 ayrica ER-mitokondri
temas bolgelerinde ER'de yerlesik protein STX17 ile etkilesime girer. PIK3C3-CI membran
baglanmasina ayrica ATG14 (N-terminal sistein bakimindan zengin alan ve PtdIns (3)P
baglayici BATS alan1), BECN1 (beclin 1) ve pl150 (N-terminal miristat) aracilik eder.
PIK3C3-Cl tarafindan PtdIns (3)P iiretimi, ATG8 konjugasyon mekanizmasinin bir E3'ii olan
ATG12-ATG5-ATG16L1 kompleksinin katilmasiyla ATG8'in PE've konjugasyonunu tegvik
eden PtdIns(3)P efektor proteini WIPI2'nin dahil olmasint kolaylagtirir. Lipidlenmis ATGS
proteinleri, ¢ekirdek otofaji makinesi bilegenleri igin bir iskele ve otofajik kargo reseptorleri
igin membran baglanma bolgeleri olarak islev gorebilir. Fagofor membrani mor renkle
gosterilmistir (Melia ve ark., 2020).
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Otofagozomun baglatilmast ve ¢ekirdeklenmesinde otofajinin en st duzey
diizenleyicileri olarak hem ULK1 kompleksi hem de otofaji yanlis1t PIK3C3/VPS34
kompleksi, diizenlemeleri i¢in ¢esitli post-translasyonel modifikasyonlara ugrar (Sekil

2.54.; Sekil 2.55).
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Sekil 2.55. Iki ¢nemli otofaji baslatict kinaz kompleksi olan ULK1 ve PIK3C3/VPS34
kompleksinin post-translasyonel modifikasyonlart ve diizenlemeleri. (A) ULK1 kompleksi
fosforilasyon ile diizenlenir ve¢ AMPK tarafindan katalitik alt birim ULK1 tizerinde g¢oklu
fosforilasyon ile aktive edilir ve ULK1 (mTORC) ve ATG13 (mTORCI1, PKA ve AMPK)
tizerinde fosforilasyon ile inhibe edilir. Ayrica, ULK1 kompleksi ULK1 (AMBRA1-TRAF6
ve p32) tizerinde ubikuitinasyon ile aktive edilirken, ubikuitinasyona bagl degradasyon ile
negatif olarak diizenlenir. Biiyiime faktorii titkenmesine vanit olarak, ULK1'in asetilasyonu
aktive GSK3 (Glikojen sentez kinaz) -TIP60 asctiltransferaz ekseni tarafindan artirilir ve
otofaji inditksiyonu ile sonuglanir. ULK1, mTORCI alt birimi RAPTOR proteinini ve tiim
AMPK kompleksi alt birimlerini fosforile ederek yukan akis diizenlevicileri AMPK ve
mTORC1 igin negatif bir geri besleme dongisii olusturabilir. (B) PIK3C3/VPS34
kompleksinin fosforegiilasyonu katalitik alt birim VPS34 lipid kinaz (inhibisyon i¢in AMPK
ve CDK (Siklin bagimli kinaz)), BECN1 (aktivasyon igin AMPK, ULK1, MAPKAPK?2/3 ve
DAPK (Oliimle iliskili protein kinaz); inhibisyon i¢in AKT/PKB ve EGFR (Epidermal
biiyiime faktorii)), ATG14L/Barkor (inhibisyon i¢in mTORC1) ve UVRAG'de (inhibisyon
icin mTORCI1) goézlenir. VPS34 (degradasyon igin FBXL20-Skpl-Cullinl ve Cullin3-
KLHL20 (Kelch benzeri protein iiyesi 20)), BECNI1 (degradasyon i¢in NEDD4 (Beclinle
iligkili ile dolayli otofajik proteini)-RNF216 ve Cullin3-KLHL20, stabilizasyon ig¢in
AMBRAI1-TRAF6 veya Cullind) ve ATG14L/Barkor (degradasyon i¢in ZBTB16-Cullin3-
Rocl ve Cullin3-KLHL20) iizerindeki ubikitinasyonlar da otofaji diizenlemesi i¢in é6nemlidir
(Chun ve Kim, 2018)
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) Fagoforun uzamasi

Fagofor veya izolasyon membrani, elektron mikroskopta genellikle berrak bir limene
sahip ince bir sisterna olarak goriiliir ve otofajinin inditksiyonu igin gerekli tim ATG
proteinlerini toplayan ve barindiran yapidir. Fagofor membraninin genislemesinde
gorevli aracilar arasinda ayrica iki ubikuitin benzeri konjugasyon sistemi rol oynar:
ATGI12-ATGS-ATGI16L sistemi ve ATG8/MAPILC3 (mikrotubul iligkili protein 1
hafif zincir 3, bundan sonra LC3 olarak anilacaktir) konjugasyon sistemi (Ravikumar

ve ark., 2010).

Enzymate

Konjugasyon | i

|
x

WIPI2
‘m
X =

Alg12-5-16L1
complex

Sekil 2.56. Fagofor membraninin genislemesinde gorevli aracilar arasinda ayrica iki ubikuitin
benzeri  konjugasyon sistemi  rol oynar:  ATG12-ATG5-ATG16L  sistemi  ve
fosfatidiletanolamin (PE)-hafif zincir 3 (LC3) sistemi (Fleming ve ark., 2022).
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Ik konjugasyon reaksiyonunda ATG12, ATG7 (E1 benzeri enzim, ubikuitin-aktive
edici enzim) ve ATG10 (E2 benzeri enzim) yoluyla ATGS'e konjiige edilir ve sonra
konjige ATG12-ATGS kompleksi ATG16L13 ile bir kompleks olusturur. Otofaji
iligkili gen 12-ATGS5-ATG16L kompleksi, uzayan otofagozomlarin dis zarina lokalize

olur, ama otofagozom olusumu bitmeden 6nce membrandan ayrilir.

Ikinci reaksiyonda, pro-LC3'in ATG4 (B) proteaz tarafindan proteolitik olarak
parcalanmastyla LC3-1 uretilir ve bu da konjugasyona uygun bir C-terminal glisin
kalintisini ortaya ¢ikarir. Mikrotubtlle iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3 {in sitosolik
formu olan LC3-I El benzeri enzim olan ATG7, E2 benzeri enzim olan ATG3
(ubikuitin konjuge edici enzim) ve E3 benzeri enzim olan ATG12-ATGS5-ATG16L
kompleksinin sirali aktivasyonu ile yeni olusan otofagozomlarin yiizeyindeki PE
konjiige edilir ve LC3'in membrana bagli bir formu olan LC3-PE konjugati (LC3-11)
olusturulur ve bu da otofagozomal membranlara alinir (Sekil 2.56.- Sekil 2.58.).
Otofagozomlar lizozomlarla birleserek otolizozomlari olusturur ve otofagozom iginde
bulunan bilegenler lizozom i¢i hidrolazlar vasitasiyla pargalara ayrilir. Bu agsamada,

otolizozomun limenindeki LC3-II de pargcalamir (Tanida ve ark, 2008).
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Sekil 2.57. ATG4 pro-LC3'"ii parcalayarak LC3-I' olusturur ve daha sonra LC3-1I'nin olusumu
icin ATG7 tarafindan PE've konjiige edilir. LC3-II, membran uzamasina yardimer olmak
igin otofagozomal membrana alinir. ATG7 ayrnica ATG5-ATG12-ATG16 kompleks
olusumuna aracilik eder ve LC3-Il ile ATG5-ATG12-ATG16 kompleksi otofagozom olusumu
igin oldukga kritiktir. Adaptor protein SQSTM1/p62, otofajik bolmelere lokalize olarak
otofajiye aracilik etmek i¢in ubikuitine proteinlere ve LC3-II've baglanarak ubikuitine
proteinleri ve organelleri degradasyon igin otofagozoma tasir
(https://www novusbio.com/support/fags-autophagy-and-lc3, Erigim tarihi: 30 Haziran 2023).
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Sekil 2.58. Fagofor uzamasinda yer alan meckanizmalar modeli. (A) 400 nm'lik bir
otofagozom iretmek igin yaklagik 3 milyon lipidin gerekli olabilecegi varsayilmaktadir.
Fagofor uzamasina katilan lipidlerin iletimi i¢in ii¢ farkli mekanizma oénerilmistir; vezikil
aracili iletim, 6nceden var olan organellerden membran ekstriizyonu ve protein aracili lipid
tasinimi. (B) Vezikiil aracilt iletim igin, geri doniigim endozomlarindan olusan ATGY9- ve
ATGI16L1-pozitif vezikiller (SNX18, DNM2 (Otofaji ile dolayl iliskili protein) ve adaptor
proteinlere bagli) ve ER ¢ikig bolgelerinden (ERES) ve ERGIC'den COPII (Kaplama proteini
kompleksi II) vezikilleri fagofor uzamasma dahil edilmistir. (C) Onceden var olan
organcllerden membran ekstriizyonu icin, genisleven fagoforu olusturmak tizere ER ve
mitokondriden tibiiller ekstriizyonlar énerilmistir. (D) ATG2A ve GRAMDIA (Kolesterol
transfer proteini) igin gdsterilen protein aracili lipid tagmmmasi i¢in ATG2A, lipid spesifikligi
cok az olan veya hi¢ olmayan bir lipid tiineli olarak iglev goriitken, GRAMDI1A bir kolesterol
transfer proteini olarak iglev gorir (Melia ve ark., 2020).
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ESCRT-II

Snf7/CHMP2-4

Sekil 2.59. Otofagozom kapanmasi tagima makineleri igin gerekli endozomal ayirma
kompleksleri (ESCRT) tarafindan kolaylagtirillir. ESCRT, ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II
ve ESCRT-III olarak bilinen sitozolik protein komplekslerinden olusur. Bir dizi aksesuar
proteinle  birlikte bu  ESCRT  kompleksleri,  membranlarin  sitoplazmadan
biikiilmesine/uzaklasmasina neden olan benzersiz bir membran yeniden sekillendirme
modunu miimkiin kilar. (A) ESCRT-I bilesenleri bilinmeyen bir mekanizma ile fagofora alinir,
bunu filament olusturan ESCRT-II bilesenleri CHMP2A ve CHMP4B'nin alinmast izler.
Mayada Atgl7 (FIP200), ESCRT-II alt birimi Snf7 (CHMP4) ile etkilesime girerck fagofor
kapanmasi i¢cin ESCRT-III'iin katilmasinda ULK kompleksinin bir rolii oldugunu gosterir. (B)
ESCRT-III polimerizasyonu filament olusumuna yol acarak fagoforun 6n kenarmi membran
fiizyonuna izin verecek sekilde yakin bir konuma getirir. (C) AAA-ATPaz VPS4'in olaya
katilmas1 fiizyon siirecini ¢ozer ve ESCRT-III filament vapismin depolimerizasyonunu
kolaylagtinr. ATGS8 proteinleri de fagofor uzamasi ve kapanmasinda rol oynar, ancak ilgili
mekanizmalar net degildir (Melia ve ark., 2020).
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LC3 nedir, ATGS ile iliskisi nasildir ve ATGS ile farkliliklar1 nelerdir?

LC3 baslangigta mikrotibille iligkili proteinler 1A ve 1Bnin (MAP1LC3) bir alt
birimi olarak tanimlanmig ve daha sonra maya proteini ATG8 (APGS8, AUT7 veya
CVTS olarak da adlandirilir) ile benzerlik gosterdigi bulunmustur. Mayada sadece bir
ATGS proteini olmasina ragmen memeli homologlan iki ana alt aileye ayrilmigtir:
MAPILC3/LC3 [LC3A, LC3B ve LC3C (mikrotiibul iligkili protein 1A,1B ve 1C'nin
hafif zinciri)] ve y-aminobutirik asit reseptori ile iligkili protein (GABARAP)
[GABARAP, GABARAPL1 ve GABARAPL2/GATE-16 (16 kDa'lik Golgi ile iligkili
ATPase arttiric1)] (Slobodkin ve Elazar, 2013). Hem LC3 hem de GABARAP,
sirastyla LC3-11 ve GABARAP-PE olusturmak i¢in lipidasyon/PE-konjugasyonunu
takiben boliinmeye ugrayan 6ncii proteinler olarak ifade edilir. GABA tip aminobiitirik
asit reseptori iligkili proteini 2'nin yam sira, tim memeli ATG8 homologlarinin
otofagozom biyogenezinde rol oynadig belgelenmistir (Sekil 2.59.). Ayrica,
molekiler yluzey yuklerinin dagilimindaki benzersiz ozellikler nedeniyle, LC3 ve
GABARAP'in segici otofaji i¢in farkli kargo setlerini tanidigr one siralmustiir.
Memeli ATGS8/LC3 ailesi bir amino-terminal sarmalina ve hidrofobik cepli -

seritlerinden olusan bir C-terminal ubikuitin ¢ekirdegine sahiptir (Lee ve Lee, 2016).
LC3A, LC3B ve LC3C veya LC3-I ve LC3-1I arasindaki fark nedir?

Mikrotiibul ile iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3 (LC3) memeli dokularinda ve
kiltirlenmis hticrelerde her yerde bulunan ve yaklagik 17 kDa molekiiler agirliga sahip
¢ozunebilir bir proteindir. Benzersiz doku dagilimi gosteren LC3A, LC3B ve LC3C
ek varyantlar olarak ifade edilir. Tum LC3 izoformlari, otofaji sirasinda 6zellikle PE
konjugasyonu (lipidasyon) olmak tlizere post-translasyonel modifikasyonlara ugrar.
Otofajik sinyal iizerine, LC3"in sitozolik formu (LC3-I), otofagozomal membranlara

alinan LC3-1II olusturmak i¢in PE'ye konjuge edilir.

LC3-1 ve LC3-II'nin 6nemi nedir ve bunlar1 birbirinden ayirt etmek icin

kullanilan en iyi immiinoassay metodu hangisidir?

LC3'in islenmemis formu (pro-LC3), translasyonundan sonra ATG4 proteaz
tarafindan proteolitik olarak parcalanarak karboksi terminali agikta kalan bir glisin ile

LC3-I formunun olugmasina neden olur. Otofajik sinyal tizerine LC3-1, ATG7 (El
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benzeri bir aktivite), ATG3 (E2 benzeri bir konjugasyon aktivitesi) ve ATG12-ATGS-
ATGI16L multimerleri (E3 benzeri ligaz aktivitesi) tarafindan LC3-1I formunun
olusumu i¢in bir PE parcasina konjuge edilir. Fosfatidiletanolamin grubunun lipofilik
karakteri LC3-II'nin otofagozomlarin membranlarina yerlesmesini kolaylagtirir ve
daha sonra otofagozomlar lizozomlarla kaynastiginda LC3-1II proteini pargalanir. LC3-
PE konjugati, 6zellikle LC3B-II, fagofordan lizozomal bozunmaya kadar olan siireg
boyunca otofajik yapilara spesifik olarak lokalize olan iyi karakterize edilmis tek
proteindir. Otofaji iligkili gen 8'in memeli homologu olan LC3-II, otofagozomlarin
icinde ve disinda bulunan, bilinen en iyi otofagozoma 6zgii protein isaretleyicisidir
(Mizushima, 2007). LC3-PE konjugati miktarinin otofagozom olusumunun derecesi
ile iligkili oldugu bulunmustur (Kabeya ve ark., 2000). Mikrotubille iligkili protein
1A/1B-hafif zincir 3'in kendisi de otofaji tarafindan pargalanabilir ve bu da onun
otofajik bir substrat oldugunu gosterir. Bu nedenle LC3, otofajik aktivitenin yani sira
otofagozom sayisint izlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Dahasi, ortaya ¢ikan
kanitlar segici otofaji sirasinda LC3"in kargo reseptorleri ile etkilesim yoluyla segici
kargoyu otofagozoma almak ig¢in bir adaptor protein olarak iglev gordigina
gostermistir (Rogov ve ark., 2014). Mikrotubiille iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3
ayrica LAP (LC3-iligkili fagositoz) olarak adlandirilan ve klasik ¢ift membranli
otofagozoma sahip olmayan bir siireci de diizenler. Bunun yerine, 6li hiicrelerin etkili
bir sekilde temizlenmesinde rol oynayan tek membranli bir yap1 olusturulur (Martinez
ve ark., 2011). Molekdler kiitle olarak daha biiyiik olmasina ragmen, potansiyel olarak
artan hidrofobiklik nedeniyle LC3-II SDS-PAGE (sodyum dodesil stlfat-
poliakrilamid jel elektroforezi) jellerinde daha hizli elektroforetik hareketlilik gosterir.
LC3-PE konjugati, LC3-I i¢in 16-18 kDa'ya kiyasla 14-16 kDa'da gorinir. LC3'in
sitozolik formu ve LC3-II'nin farkli hareketliligi, Western blot (WB) testinde tespit
edilmelerine ve karakterize edilmelerine yardimer olur ve LC3-I'in daha dustk gog
eden LC3-II formuna dontsimii sayisiz ¢aligmada otofajinin bir gostergesi olarak
kullamlmistir. Immiinositokimya/immiinofloresan (ICC/IF) ve immiinohistokimyada
(IHC), LC3-I sitosolde daginik bir sinyal olustururken, LC3-1I otofagozomlar temsil
eden noktasal boyanma olarak gozlenir. Otofaji deneylerinde en iyi yaklagim LC3'Q

Western blotta tespit etmek ve LC3-I/LC3-II oranlarini otofagozom sayist veya
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otofagozom punktalari i¢in pozitif olan hiicrelerle iligkilendirmektir (Klionsky ve ark.,
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Sekil 2.60. Otofaji sirasinda LC3 ve GABARAP alt ailelerinin diferansiyel/telafi edici
rolleri. (A) Otofaji ¢esitli hiicresel streslere yanit olarak indiiklenebilir. Otofaji aktive
edildikten sonra, indiiksiyon, izolasyon membraninin olusumu/uzamasi/sizdirmazligi, kargo
se¢imi/yeniden olaya katilimi, otofagozomun taginmasi/fiizyonu ve otolizozomda kargo
degradasyonu dahil olmak tizere gok adimli bir siiregte gergeklestirilir. (B) LC3, GABARAP
veya GABARAPL, otofaji ¢ekirdek makine proteinleri veya spesifik proteinlerle birlikte,
otofagozom biyogenezini, kargo tanima / geri c¢agirma, tagima ve fiizyonu diizenler.
Membranin uzamasi veya kargo alimi gibi bazi islevler bu proteinler arasinda gereksizdir;
ancak, fiizyon veya belirli kargonun alimi gibi diger islevler, etkilesime giren ortaklariyla
birlikte her ATG8/LC3 proteini tarafindan farkli sekilde diizenlenir (Lee ve Lee, 2016).
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Maya atg8, LC3 (LC3A, B, C), GABARAP, GABARAPL1 [GEC1 (GABA tip A
reseptor iligkili protein B benzeri 1), GABARAPL2 [GATE-16 olarak da bilinir] ve
GABARAPLS3 ile amino asit dizisi benzerligi gosteren ubikitin benzeri (Ubl) bir
proteindir (Xin ve ark., 2001). Otofaji iliskili gen 8'in memeli homologlar arasinda
LC3 ilk olarak sigan beyninde mikrotiibul iligkili protein 1A ve 1B'nin hafif zinciri
olarak tanimlanmistir (LC3A ve LC3B). Buna ek olarak, LC3C'nin yakin zamanda
otofagozom olusumunda ve TECPR2'ye (tektonin B-propeller igeren protein 2)
baglanarak COPII (kaplama proteini kompleksi II)-bagimli ER ihracinda bir roli
oldugu bildirilmistir (Stadel ve ark., 2015).

Otofaji ile iligkili gen 8 (ATG8)/LC3 ailesi tyeleri her yerde eksprese edilmelerine
ragmen, ifadelerinde bazi doku ozgullikleri vardir. GABA tip aminobtirik asit
reseptort iligkili proteini L1 veya GABARAPL2 mRNA'lant agirlikli olarak merkezi
sinir sisteminde, ozellikle de beyinde ifade edilir. liging bir sekilde, GABARAPLI
ozellikle pons veya diensefalon gibi somatomotor veya endokrin fonksiyonu
dizenlemek i¢in onemli bolgelerde ifade edilir (Tolle ve ark., 2008). Buna karsilik,
GABARAP ekspresyonunun endokrin bezlerde ¢ok daha yuksek oldugu bulunmustur.
Ilging bir sekilde, ATGS8/LC3 ailesi iiyeleri arasinda LC3C ekspresyonu, yiiksek
oranda eksprese edildigi akciger haricinde incelenen neredeyse tim dokularda
nispeten dusik bulunmustur (Sagiv ve ark., 2000). Bireysel ATG8/LC3 proteininin
ifadesinin transkripsiyonel, transkripsiyon sonrast veya post-translasyonel dizeyde

diizenlendigi 6ne sturilmustir (Feng ve ark., 2015).

LC3'in sitozolik formu (LC3-1) ve LC3-II'de oldugu gibi, tim ATG8/LC3 proteinleri
sitozolik veya membrana bagli olmak uzere iki sekilde bulunur, bu da ATGS8/LC3
ailesi uyelerinin islenmesinin korundugunu gostermektedir (Sekil 2.60.). Otofaji
iligkili gen 8/LC3 proteinleri ATG4 proteinleri tarafindan islenir ve memeli
ATGS8/LC3 paraloglarinin varligiyla tutarli olarak, ATG4'in birden fazla homologu
vardir. Otofaji iligkili gen 4A, GABARAP ve GABARAPL2 ig¢in spesifikken,
ATG4B'nin farkli yakinliklara ragmen tim ATGS8/LC3 ailesi iiyelerinin islenmesinde
rol oynadig gorilmektedir (Lee ve Lee, 2016).

ATGS8/LC3 ailesinin otofajideki fizyolojik islevleri: LC3 hem c¢ekirdege hem de

sitozole lokalizedir, bu da proteinin iki hiicresel kompartman arasinda gegis
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yapabildigini gosterir. Son ¢alismalar, aglik sirasinda LC3'in Sirtl (Sirtuin 1)
tarafindan deasetilasyonunun ve LC3'iUn niklear timor proteini TPS3INP2 (pS3
induklenebilir niiklear protein 2) ile birlesmesinin, LC3"un ¢ekirdekten sitosole
yeniden dagilimini tegvik ettigini ve burada otofagozomlar olusturmak i¢in ATG7 ve

otofaji ¢cekirdeklenme mekanizmasi ile birlestigini gostermistir (Huang ve ark., 2015).

Mikrotiibille iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3 (LC3) ve GABARAP proteinleri,
serin-treonin kinazlar ULK1/2, ATGI13 ve FIP200 ile iligkili olduklari ve ULK
kompleksinin montaj1 igin iskele gorevi gordukleri digtintlmektedir (Alemu ve ark.,
2012). Ilging bir sekilde, GABARAP, LC3 alt ailesine kiyasla ULK kompleksi igin bir
baglanma tercihi sergilemektedir (Alemu ve ark., 2012). Daha yakin zamanda, aglikla
indiklenen otofaji sirasinda, GABARAP'nin sentrozomdan (ancak LC3,
GABARAPLI1 veya GABARAP2 degil) 6zellikle ULK aktivasyonunu tegvik ettigi ve
bunun ardindan WAC (sarmal bobinli WW etki alani igeren adaptor) ve GM130 (130
kDa'lik Golgi matriks proteini) proteinlerinin diizenlenmesi yoluyla otofagozom
olusumunda hiyerarsik olmayan isleve aracilik ettigi bildirilmistir (Joachim ve ark.,
2015). Dahasi, MAPK15/ERKS, LC3 ve GABARARP proteinleriyle etkilesime girerek
otofajiyi uyarir, bu da MAPK15/ERKS8'in LC3 ve GABARAP'yi otofagozom olugum
bolgesine toplayarak islev goren otofagozom olusumunun yukart yonli bir
diizenleyicisi oldugunu gosterir (Colecchia ve ark., 2012). Maya Atg8'in kullanildig:
caligmalara  dayanarak, ATGS8/LC3'Uin otofagozom biyogenezi  sirasinda
otofagozomun membran flizyonunu, uzamasini ve kapanmasini tesvik edebilecegi
aciktir (Feng ve ark., 2014). Memeli hiicrelerinde ATG4B'nin kinaz-6lii mutantinin
ekspresyonu, kapanmamis otofagozomal 6ncesi membran yapilarinin birikmesine yol
acarak memeli homologlarinin izolasyon membraninin kapanmasina ve otofagozom
olusumuna katkida bulundugunu disindirmektedir (Fujita ve ark., 2008). Bununla
birlikte, her ATGS8/LC3 ailesi tyesinin spesifik siRNA'lar kullanilarak devre dist
birakildigt deneyler, her ATG8/LC3 proteininin otofagozom olugumunun farklt bir
adimini diizenledigini gostermistir. Mikrotibiille iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3,
izolasyon membraninin uzama adimina aracilik ederken, GABARAP ve
GABARAPL2, sizdirmazlik veya fliizyon gibi otofagozom olusumunun sonraki
adimlarinda yer almaktadir (Weidberg ve ark., 2010). Daha yakin zamanda,
PI4K2A'min (fosfatidilinositol 4-kinaz tip 2 alfa, PI4KIlo olarak da kisaltilir)
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otofagozomlara GABARAP aracili hedeflenmesinin PtdIns4P'ye bagli otofagozom-
lizozom fuzyonunu duzenledigi ve boylece GABARAP'in otofagozomlarin
olgunlagmasindaki roliinii destekledigi bildirilmistir (Albanesi ve ark., 2015). Ayrica,
LC3/GABARAP proteinlerinin PLEKHM1 (Pleckstrin homoloji alani igeren protein
ailesi uyesi 1) ile iliskili oldugu ve HOPS (homotipik fiizyon ve vakuol protein
siralamasi) kompleksi araciligiyla otofagozom-lizozom fiizyonunu diizenledigi
bildirilmistir (McEwan ve ark., 2015). Ilging bir sekilde, GABARAPL2 ve
GABARAP proteinlerinin hem enzimatik hem de kimyasal olarak lipidlenmis
formlarinin, kapsamli membran baglama ve fiizyonu tesvik ettigi gosterilirken, LC3'in
lipidlenmig formlart benzer islevi ¢ok daha az olgide gergeklestirmigtir. Bu bulgu,
LC3 alt ailesine kiyasla membran fiizyonunda GABARAP alt ailesi i¢in tercihli bir rol
oldugunu gostermektedir (Engedal ve Seglen, 2016). Dahasi, LC3 dolayli olarak
otofagozomun lizozom ile fiizyonu i¢in hicre i¢i trafigini dizenler. Rab7 (Geg
endositik membranin kiigik GTPaz diizenleyicisi) ve etkilesimli proteini FYCO1'in
(FYVE ve sarmal bobin alan1 igeren protein 1) LC3 ve kinesin motor proteinleri ile
etkilesime girerek otofagozomlarin lizozomlara taginmasini diizenledigi bilinmektedir

(Pankiv ve ark., 2010).

Otofaji iligkili gen 8 (ATG8)/LC3, diger Atg ¢ekirdek proteinleri gibi transkripsiyonel,
post-transkripsiyonel veya post-translasyonel diizeyde siki bir sekilde diizenlenebilir.
Son zamanlarda, ATF4 (aktive edici transkripsiyon faktorii 4), CEBP B (CCAAT-
geligtirici-baglayict protein ), CHOP (C/EBP homolog protein), E2F1 (E2F
Transkripsiyon Faktori 1), FOXO 1/3, GATA1 (GATA Baglayict Protein 1 veya
Globin Transkripsiyon Faktori 1) gibi gesitli transkripsiyon faktorleri, Jun, TFEB
(transkripsiyon faktorit EB), SREBF2/SREBP2 (sterol diizenleyici element baglayici
protein 2) ve ZKSCAN3 (KRAB ve SCAN alanlarina sahip ¢inko finger proteini 3)
ATGS8/LC3 ailesinin yan1 sira diger Atg genlerinin transkripsiyonel diizenleyicileri
olarak bildirilmistir (Feng ve ark., 2015). liging bir sekilde, bu transkripsiyon faktorleri
arasinda sadece GATA1'in (lizozom biyogenezi ve islevinde yer alan genleri aktive
eder) hematopoez sirasinda ATG8/LC3 ailesini diizenledigi rapor edilmistir (Kang ve

ark., 2012).

Post-translasyonel =~ modifikasyonlar arasinda ATGS8/LC3 ailesi iyelerinin

fosforilasyonu ve asetilasyonunun varlig bildirilmistir. Mikrotubtlle iligkili protein

132



1A/1B-hafif zincir 3 ek varyantinin N-terminusunun protein kinaz A (PKA) tarafindan
fosforilasyonunun otofaji indiiksiyonu Uzerine negatif olarak diizenlendigi
bilinmektedir (Cherra ve ark., 2010). Daha yakin zamanda, hippo kinaz STK3'in
(Serin/treonin kinaz 3) LC3'i fosforile ettigi ve lizozom ile otofagozom fiizyonunu
dizenledigi gosterilmistir (Wilkinson ve ark., 2015). Mikrotibille iligkili protein
1A/1B-hafif zincir 3'in EP300 (E1A baglayict protein 300/p300) tarafindan
asetilasyonu ve deasetilasyonun da otofajik aktiviteyi modile edebilecegi ileri
surilmiistir. Buna gore LC3'in deasetilasyonu otofajiyi tesvik ederken, asetilasyon
otofajik streci inhibe eder (Lee ve Finkel, 2009). Diger temel otofaji proteinlerinin
ubikitinasyonu ve SUMOilasyonu (Kugtk Ubiquitin benzeri diizenleyici) gibi diger
post-translasyonel modifikasyonlar da kapsamli bir gekilde karakterize edilmistir.
Memeli otofajisinin roli hakkinda derinlemesine bir anlayis kazanmak i¢in her
ATGS8/LC3"'n transkripsiyonel, transkripsiyon sonrasi ve post-translasyonel dizeyde

spasyotemporal diizenlemesi iizerine daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

d) Rastgele veya secici hedeflerin yakalanmasi, otofagozomun lizozomla
kaynasmasi, ardindan yutulan molekiillerin lizozomal proteazlar tarafindan

proteolitik bozunmasi

Fagofor genigler ve sitozolik bilesenleri tutar, sonunda kapanarak ¢ift membranli bir
vezikiil olan otofagozom haline gelir. Otofagozom daha sonra endozomlarla birleserek
bir “amfizom” haline gelir, bu da ge¢ endozomlar (LE) ve lizozomlarla birlegerek bir
"otolizozom" veya "otofagolizozom" ’a donigir (Wirth ve ark., 2013). Membran
fiuzyonu, SNARE (¢oziinir NSF baglanma protein reseptorii) proteinlerinin (6rn.
STX17 (sintaksin 17), VAMP8 (Vezikulle iliskili membran proteini 8)], HOPS
kompleksinin, lizozomal membran proteinlerinin (6rn. LAMP2) ve RAB
GTPazlarimin (6rn. RABS, RAB7) kontrolii altindadir (Lorincz ve Juhasz, 2020).
Dyneinler gibi tagima proteinleri, otofagozomlarin mikrotiibiiller boyunca lizozomlara

veya LE’lere dogru hareketinde rol oynar (Kast ve Dominguez, 2017).

Otofagozomlar, amfizomlar ve otolizozomlarin tanimi morfolojilerine degil
islevlerine dayanmaktadir. Bu nedenle, bu yapilar elektron mikroskobu ile ayirt etmek
her zaman kolay degildir. Bu gibi durumlarda, tim otofajik yapilart kapsadig: igin

"otofajik vakuoller" terimi kullanilabilir. Alternatif olarak, baslangi¢ otofajik
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vakuoller (AV1i), ara otofajik vakuoller (AVi/d) ve bozunan otofajik vakuoller (AVd)
gibi morfolojik tanimlar kullanilabilir ve bunlar kabaca otofagozomlari, amfizomlar
ve otolizozomlart temsil eder. Otofajik vakuollerin ortalama yart émri yaklagik 10
dakika olarak gorinmektedir (Mizushima,2007). Fizyonun ardindan, hapsedilen
substratlar, ¢ok cesitli biyolojik polimerleri (proteinler, lipitler, polisakkaritler ve
niikleik asitler) parcalayabilen lizozomal asit hidrolazlar tarafindan tutulur. Metabolik
trinler (yani amino asitler, yag asitleri, basit karbonhidratlar ve nikleositler), hiicre
metabolizmasi i¢in gerekli olan metabolit havuzunu korumak igin sitozole geri

donugtaralir (Yim ve Mizushima, 2020) (Sekil 2.61.).
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Sekil 2.61. Otofagozom biyogenezi ve olgunlagsmasi.  Otofagozom biyogenezi, ER
membraninin yiizeyinde omegazom olusumundan baglayarak ¢ok sayida molekiiler makinenin
dahil oldugu asamal: bir siirectir. Bu ¢ift membranli omegazom daha sonra hasarli hiicresel
bilesenler, protein agregatlart ve kusurlu mitokondri gibi kargolar igine alan bir izolasyon
membrani/fagofor olusturmak iizere biyiir ve nihayetinde bir otofagozom haline gelmek tizere
iging almir. Otofagozomlar olusturulduktan sonra, lizozomlarla kaynasarak olgunlasir ve
lizozomal hidrolazlarin aktivitesi yoluyla tutulan kargolarn parcalandigi otolizozomlara
dontisiir. Lizozomlarla fliizyondan once, otofagozomlar genellikle ara/melez bolmeler-
amfizomlar olusturmak igin ¢oklu vezikiiler cisimler (MVB'ler)/ge¢ endozomlar (LE'ler) ile
etkilesime girerck asamali bir olgunlagma siirecinden geger (Cai ve Ganesan, 2022).
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Genel olarak, otofaji sitosoli ayirim gozetmeksizin yutuyor gibi goriinduginden
rastgele bir stire¢ olarak tamimlanmistir. Nitekim elektron mikrograflarda siklikla
mitokondri, ER ve Golgi membranlart da dahil olmak tizere gesitli igeriklere sahip
otofagozomlar gorilmektedir (Eskelinen, 2008). Bununla birlikte son yillarda yapilan
caligmalar buyiiyen fagofor membraninin protein agregatlari ve organellerle segici
olarak etkilesime girebilecegine dair kanitlar ortaya koymaktadir. Fagoforda bir
'reseptor’ olarak hareket eden LC3-II'nin, hedef uzerindeki 'adaptor’ molekiillerle
(6rnegin protein agregatlari, mitokondri) etkilesime girerek bunlarin segici olarak
alinmasini ve pargalanmasini tegvik ettigi 6ne sirilmektedir (Noda ve ark., 2010;

Weidberg ve ark., 2011).

Otofaji ile iligkili gen 8 (ATGS8)/LC3 ailesi segici otofaji sirasinda otofaji reseptorleri
ile spesifik etkilesimler yoluyla otofagozomlara kargo tanima ve segici hedeflemede
kapsamli bir role sahiptir (Birgisdottir ve ark., 2013; Wild ve ark., 2014). Otofaji
reseptorleri, ATG8/LC3 proteinlerinin ubikuitin-1 (Ub1) alani ile iligkiye aracilik eden
bir LIR (LC3 ile etkilesen bolge) motifine sahiptir. Bu motif genellikle protein
agregatlart, hasarli mitokondriler veya peroksizomlar gibi ubikiutine kargolar: tanir ve

bunlan otofagozomlara hedefler. Segici otofaji reseptorleri arasinda sunlar bulunur:

1) protein agregatlart icin NBR1 [BRCA1l (Meme kanseri geni 1) gen 1
proteininin komsusu)] ve SQSTM1/p62,

i1) hiicre i¢i patojenler i¢in NDP52 (52 kDa'lik niikleer nokta protein) ve
optindyrin,

i) hasarli mitokondriye otofajik makinenin yerlestirilmesi i¢in dig
mitokondriyal membran proteinlerini tamimak uzere Nix, BNIP3
(BCL2/adenoviriis E1B 19 kDa proteinle etkilegen protein 3), BNIP3L
(BCL2/adenoviriis E1B 19 kDa proteinle etkilesen protein 3-benzeri) ve
FUNDCI (Funl4 etki alani igeren 1) (Slobodkin ve Elazar, 2013; Kalvari
ve ark., 2014).

Otofaji ile iliskili gen 8 (ATGS8)/LC3 proteinleri ile segici otofaji reseptorleri
arasindaki iligkide belirli 6lgiide 6zgillik mevcuttur, ancak 6zgilligin altinda yatan
mekanizma heniiz anlagilamamistir. Ornegin, NDP52, GABARAP veya GABARAPL
yerine LC3C'ye tercihli baglanma gosterir; oysa BNIP3L, LC3 yerine tercihli olarak
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GABARAPLI ile iligkilidir. GABA tip aminobitirik asit reseptori iligkili proteininin
ALFY'ye (otofaji baglantili FY VE proteini) baglanmasi, segici baglanma ve ALFY'nin
LC3B-pozitif yapilara alinmasi i¢in gereklidir (Lystad ve ark., 2014). GABA tip
aminobiitirik asit reseptoru iligkili proteini, birden fazla E2-konjugasyon enzimi ile
etkilesime girebilen E3 ubikitin ligaz Mulan ile iligkisi yoluyla mitofajiyi diizenler
(Ambivero ve ark., 2014). GABA tip aminobitirik asit reseptori iligkili proteini
(GABARAP)/LC3B /GABARAPLI1, Wnt yolunu negatif olarak duzenleyen Dvl2
(Dishevelled2) ile iligkilidir (Gao ve ark., 2010).

Sekestozom 1 (SQSTM1/p62) metazoa'da korunan ancak bitki ve mantarlarda
korunmayan, her yerde ifade (eksprese) edilen bir hiicresel protein olup en iyi bilinen
secici otofaji reseptorlerinden biridir (Bjerkey ve ark., 2005; Pankiv ve ark., 2007),
ancak ayn1 zamanda ubikitin-proteazom sistemi, hiicresel metabolizma, sinyalizasyon
ve apoptozda da rolleri vardir. Sekestozom 1 proteini (p62), en ¢ok agregafaji yoluyla
protein agregatlarinin temizlenmesindeki roliyle bilinir, ancak son zamanlarda
mitofaji ve lipofaji gibi diger secici otofaji formlar igin bir reseptdr olarak ortaya

citkmistir (Kumar ve ark., 2022).

Sekestozom 1 proteini (SQSTM1/p62), otofagozomun olusumu, ubikuitinlenmig
proteinlerin proteazoma iletilmesi ve otofajik temizleme i¢in agregat olusumu dahil
olmak tizere birgok islev i¢in bir entegrasyon merkezi olarak hizmet eder (Liu ve ark.,
2016). Ayrica cesitli sinyal yolaklarinda da yer alir. Sekestozom 1 proteini,
NFKB/NFxB (B-hiicrelerinde kappa hafif polipeptit gen arttirici niiklear faktor)
aktivasyonu, sinir buylime faktoéri sinyali ve kaspaz aktivasyonu gibi ¢esitli hiicresel
sinyal yollarinda bir iskele merkezi olarak gorev yapar (Komatsu ve ark., 2012;

Wooten ve ark., 2006).

Sekestozom 1 proteini (p62/SQSTM1), farkli islevlere sahip ¢esitli proteinlerle
etkilesime giren ¢ok sayida korunmus etki alanina sahiptir (Sekil 2.62.). N-
terminalinden C-terminaline kadar bu alanlar arasinda p62 homo- ve hetero-
dimerizasyon ve oligomerizasyon i¢in Phox ve Bem1 (PB1) alami (Christian ve ark.,
2014; Ciuffa ve ark., 2015; Moscat ve ark., 2006; Nakamura ve ark., 2010; Turco ve
ark., 2021), otofajik substratlarda N'-u¢ degronlari1 taniyan ZZ alan1 (Cha-Molstad ve
ark., 2017; Kwon ve ark., 2018), TNF reseptori ile iligkili faktor 6 (TRAF6) baglayict
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alan (TB) (Wooten ve ark., 2005), LC3 ve KEAP1 (Kelch benzeri ECH ile iligkili
protein 1) etkilesimli bolgeler (sirastyla LIR (LC3 ile etkilesime giren bolge) ve KIR)
(Ichimura ve ark., 2013; Pankiv ve ark., 2007) ve ubikuitin baglayici alan (UBA)
(Isogai ve ark., 2011) yer alir. Evrimsel olarak korunmug PB1 protein alani, yaklagik
80 amino asitten olusan bir protein-protein etkilesim alanidir ve bir dizi sitoplazmik
sinyal proteininde bulunur (Terasawa ve ark., 2001). Sekestozom 1 proteini, kendi
kendine etkilesim ve ubikuitin baglama alanlart araciligiyla ubikuitinlenmis
agregatlarin olusumunu ve parcalanmasini kolaylastiran bir iskele proteini olarak
gorev yapar (Lee ve ark., 2017). Ubikuitinlenmis proteinlerin otofajik yikimi, p62'nin
bunlar inkltzyon cisimciklerine ayirmasini gerektirir. Bu ozellige p62'nin UBA
alaninin yani sira homo-oligomerizasyonu kolaylastiran bir PB1 alani da aracilik eder

(Bjorkoy ve ark., 2005; Itakura ve Mizushima, 2011).

Sekestozom 1 (SQSTM1/p62), LC3 ile etkilesime giren bolgesi (LIR) araciligiyla
MAPILC3/LC3 ile de etkilesime girer (Noda ve ark., 2010; Weidberg ve ark., 2011).
Ayrica, SQSTMI1/p62'nin kendisi sadece fagofor membranina degil, LC3
baglanmasindan bagimsiz olarak bile otofagozom olusum bolgesine yer degistirebilir
(Itakura ve Mizushima, 2011). Bu nedenle, SQSTM1/p62 se¢ici olarak otofagozoma
dahil edilir ve ardindan bozunur (Bjerkey ve ark., 2005; Pankiv ve ark., 2007). Buna
gore, SQSTMI1/p62 otofajik akisin bir gostergesi olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Klionsky ve ark., 2012; Mizushima ve ark., 2010).
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Sekil 2.62. SQSTM1/p62 alanlar, ¢ok yonli dogasi ve yasa bagli dejencratif hastaliklarla
iligkili zararlar tizerindeki etkisi. (A) SQSTM1/p62 proteini ¢esitli proteinlerle etkilesime
giren iyi karakterize edilmis birkag alandan olusur. (B) SQSTM1/p62 ¢esitli secici otofaji
bigimlerinde, Ubikuitin-Proteazom Sistemi’nde (UPS), programlanmis hiicre 6limiinde ve
sinyal yolaklarinda rol oynar. Bu islevler, yasa bagli ¢esitli dejencratif hastaliklarda
mutasyonlar veya SQSTM1/p62'nin anormal ekspresyonu/birikimi nedeniyle bozulur. AD:
Alzheimer Hastaligi, ALS: Amyotrofik Lateral Skleroz, AMD: Yasa Bagli Makula
Dejenerasyonu, FTLD: Frontotemporal Lobar Dejenerasyon, HD: Huntington Hastaligi, NES:
Nikleer Disa Aktarnm Dizisi, NLS: Niklear Lokalizasyon Dizisi, NoLS: Nikleolar
Lokalizasyon Dizisi, PD: Parkinson Hastaligr (Kumar ve ark., 2022).

Ubikuitin-Proteazom Sistemi (UPS) ve otofaji, iki ana hiicre i¢i bozunma yoludur ve
SQSTM1/p62, bu yollar arasindaki karsilikli etkilesimin énemli bir aracidir (Liu ve
ark., 2016). Proteozom inhibisyonu, insanlarda S403'te p62 fosforilasyonunu tegvik
eden proteotoksik strese yol agar. Bu, p62 kiimelerindeki ubikuitinlenmis proteinleri
stabilize eder ve bunlarin otofaji ile temizlenmesini destekler (Lim ve ark., 2015;
Matsumoto ve ark., 2011). Uzun siireli proteazomal inhibisyon ve ubikitin asiri
ekspresyonu, otofajiyi aktive eden ubikitinlenmis p62 birikimine neden olur (Peng ve
ark., 2015). Ubikuitin-Proteazom sistemi (UPS) gibi, otofajinin inhibe edilmesi de p62
birikimine neden olur, ancak bu birikim ubikitine proteinlerin proteazoma iletilmesini

geciktirir ve boylece UPS yoluyla akig1 azaltir (Korolchuk ve ark., 2009).
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Otofaji inhibisyonu, p62'nin 6zellikle aglik sirasinda yaygin olan ubikitinlenmis
proteazomlart tanidigi ve bunlan otofajik bozunma i¢in hedefledigi proteafajiyi
etkileyerek proteazomal islevi de bozabilir (Cohen-Kaplan ve ark., 2017; Marshall ve
ark., 2016). Her ne kadar p62 oncelikle hasarli materyalin agregasyona bagli olarak
temizlenmesini gerceklestirse de otofaji inhibisyonu sirasinda veya proteostaz
baskilandiginda patolojik agregasyonu ve proteotoksisiteyi siddetlendirerek zararli
hale gelebilir. Sekestozom hem proteazomal yikim hem de otofaji i¢in substrat
saglayan onemli bir reseptor oldugundan, p62 seviyelerindeki ve islevindeki
degisiklikler UPS ve otofaji aktivitesini etkileyebilir (Kumar ve ark., 2022).
Sekestozomun ekspresyon diizeyi, bazal otofaji tarafindan stirekli olarak par¢alanarak
siki bir gekilde diizenlenir. Otofajinin bozulmasi, SQSTM1/p62'nin buyiik miktarda
birikmesine ve ardindan SQSTMI1/p62 ve ubikuitinlenmis proteinler igeren
agregatlarin olugsmasina neden olur (Komatsu ve ark, 2007a). Sekestozomun
birikmesi, en azindan karacigerde toksiktir, ¢iinkii fazla SQSTM1/p62, NFE2L2/Nrf2
(ntklear faktor, eritroid 2 benzeri 2) i¢in ubikuitin ligaz kompleksinin bir bilegeni olan
KEAP1’1 tutarak NFE2L2 hedef genlerinin transkripsiyonunun uygunsuz
aktivasyonuna neden olur (Komatsu ve ark., 2010; Lau ve ark., 2010). Tersine, otofaji
aclik tarafindan yukart dogru diizenlendiginde, SQSTM1/p62 hizla bozulur ve toplam
ekspresyon seviyesi azalir (Bjorkey ve ark., 2005; Ichimura ve ark., 2008; Mizushima
ve Yoshimori, 2007). Sahani ve ark. (2014), SQSTM1/p62 seviyelerinin uzun siireli
aclik sirasinda (yani, sirekli otofaji durumunda) nasil dizenlendigi arastirmiglardir.
Bu aragtirmacilar SQSTM1/p62 seviyelerinin ilk birkag saat i¢inde azaldigini, ancak
uzun sireli aglik sirasinda bazal seviyelere geri dondigunt gostermislerdir. Bu
restorasyonun  mTORC1  reaktivasyonundan  bagimsiz ~ oldugunu, ancak
SQSTM1/p62'nin transkripsiyonel yukari regiilasyonunu ve de novo protein sentezini
gerektirdigini, ayrica, otofaji-lizozom yolundan tiiretilen amino asitlerin uzun streli
aclik sirasinda SQSTM1/p62 sentezi i¢in kullanildigini tespit etmiglerdir (Sahanive
ark., 2014).

p62 ayrica en ¢ok stres ve yaslanma ile ilgili olan mTORCI yolag: tarafindan amino
asit algilamasina katilir. Sekestozom, amino asit seviyelerini algilayan ve mTORC1'
aktive eden mTORC1 kompleksinin bilesenleri, RAPTOR ve Rag GTPazlan ile

iligkilidir (Duran ve ark., 2011). Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1
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sinyali otofajiyi diizenlediginden, p62 mTORCI sinyalinin ince ayarini yaparak otofaji
ve hiicre bilyimesi arasindaki dengeyi etkileyebilir (Komatsu ve ark., 2012; Moscat
ve Diaz-Meco, 2011). Hiicre bliyimesi ve otofajiyi yoneten sinyal yolaklarina katilimi
sayesinde p62, timor baslangict ve ilerlemesinde 6énemli bir oyuncudur (Hennig ve
ark., 2021; Moscat ve ark., 2016). Genel olarak, ¢ok yonli dogast ve blyume ve
hayatta kalma mekanizmalarini modile etme yetenegi sayesinde p62, hiicresel stres,
yaslanma ve metabolik ve norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak tlzere gesitli

patolojilerde onemli bir rol oynamaktadir (Sekil 2.62.).

Noronlar, duyusal algi, disince ve davranigtan sorumlu ozel islevleri yerine
getirmekle gorevli hiicrelerdir. Saniyede 50 darbeye varan hizlarda elektriksel
impulslar ureterek haberlesirler (Harris ve Attwell, 2012) ve bu aktiviteyi 80-90 yillik
bir 6mur boyunca sirdirmek zorundadirlar. Sonu¢ olarak, noéronal proteinler ve
organeller asirt kullanima ve hasara kargt savunmasizdir (Cajigas ve ark., 2010, Wang
ve ark., 2017). Bu nedenle protein kalite kontroli, 6zellikle de anormal yapidaki
proteinlerin ortadan kaldirilmasi, bolinmeyen sinir hiicrelerinin  homeostazinin
korunmasinda 6nemli bir role sahiptir. Otofajinin bir¢ok organizmada birincil roli
acliga adaptasyon olsa da otofajinin ozellikle noronlarda sitoplazmik igeriklerin
normal dontisimi i¢in 6nemli oldugu ve bir dizi noérodejeneratif hastaligin gelisimine
karst koruyucu bir role sahip oldugu bilinmektedir (Ariosa ve Klionsky, 2016; Hu ve
ark., 2015; Kulkarni ve Maday, 2018; Yamamoto ve Yue, 2014). Beyinde, otofajinin
gelisim ile yasam stiresi boyunca fizyolojik ve patolojik islevleri bugiine degin yapilan
calismalar ile ortaya konmustur. Ornegin farelerde ve insanlarda nérodejenerasyonun
nedenleri arasinda otofajideki kusurlarin bulundugu (Kulkarni ve ark., 2018),
otofajinin noronlarin hayatta kalmasi i¢in gerekli oldugu ve bazal otofaji eksikligi olan
noronlarda ubikuitinlenmis proteinlerin inkliizyon cisimcikleri olarak biriktigi ve
bazal otofaji eksikliginin noérodejeneratif bozukluklarin patogenezinde rol oynadig
gosterilmistir (Komatsu ve ark., 2006; Hara ve ark., 2006). Otofajinin ayrica akson
terminallerinde uygun membran déniigiimii (Komatsu ve ark., 2007b) ve NSC'ler yeni
noronlarin Uretimi olan noérogenez ic¢in de gerekli oldugu ve otofagazom olusum
asamalarinin her biri sirasinda gerekli olan otofaji ile iliskili anahtar proteinlerin
yetigkin noérogenezinin diizenlenmesinde rol oynadigi (Dhaliwal ve ark., 2017; Ha ve

ark., 2015; Hara ve ark., 2006; Komatsu ve ark., 2006; Menzies ve ark., 2017; Nixon,
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2013; Wang ve ark., 2013; Wang ve ark., 2017, Wu ve ark., 2015; Xi ve ark., 2016;
Yamamoto ve Yue, 2014; Yazdankhah ve ark., 2014; Yu ve ark, 2008) ortaya
konmustur. Noronlarda otofajik yolagin herhangi bir asamasindaki bozulmanin
genellikle, aksonal bozukluklarla kendini gosteren ve noronal dejenerasyonda doruga
¢ikan anormal noéronal homeostaz ile sonuglandig: tespit edilmistir (Nixon ve Yang,
2012). Ornegin; otofaji igin gerekli olan néron spesifik genlerin tikkenmesi, farelerde
akson dejenerasyonuna ve noron 6limiine neden olmaktadir (Komatsu ve ark., 2007b;
Nishiyama ve ark., 2007). Bununla birlikte, beyindeki noéronlarin farkli alt tirlerinin
otofajik yola bagimlilik dereceleri farklidir ve otofajik siirecin bozulmalarina farkl
sekilde savunmasizdirlar (Nikoletopoulou ve ark., 2015). Otofajinin presinaptik ve
postsinaptik terminallerde sinaptik fonksiyonu diizenleyebildigi, anormal otofajik
vezikiil sekillenmesinin, presinaptik terminalleri bozdugu ve aksonal distrofiye neden
oldugu (Sanchez-Varo ve ark., 2012; Shen ve ark., 2015), ayrica sinaptik plastisitede
yer aldig1 (Shehata ve ark., 2012) bilinmektedir. Bunlarin yanisira beyinde otofajinin
asirt aktivasyonunun noronal oliimde siradist bir 6lim yolu oldugu, ancak otofajinin
yetersizliginin, ¢esitli noérodejeneratif hastaliklarda néronlarin kaybina neden olan
lizozoma bagli hiicre 6lumii formuyla baglantili oldugu bildirilmektedir (Nixon ve

Yang, 2012).

Otofagozom biyogenezinin belirgin zamansal ve mekansal 6zgulliige sahip bir streg
oldugu o6ne surilmiistiir. Noronlarin somast, lizozomlar dahil olmak tizere degradatif
organellerin esas olarak bulundugu degradatif yolun birincil bolgesidir. Bununla
birlikte, gliclii otofagozom biyogenezi agirlikli olarak distal aksonlarda tespit edilebilir
(Maday ve ark., 2012; Maday ve ark., 2014; Stavoe ve ark., 2016). Bu nedenle,
noronlar, somadaki lizozomlar iginde temizlenmeleri i¢in distal aksonlardan sekestre
edilmis kargolar i¢eren bu otofagozomlar1 verimli bir sekilde ¢ikarmak i¢in benzersiz
zorluklarla kargilagirlar. Bu uzamsal ozgullugu belirleyen faktorler hentz
belirlenmemis olsa da akson terminallerindeki her biyogenez olayinin dakikalar iginde
gergeklestigi ve bilesenlerin 6ngorilebilir kinetiklerle ige alindigr goriilmekte ve bu da
yiksek zamansal 6zgillige isaret etmektedir (Maday ve ark., 2012; Maday ve ark.,
2014; Stavoe ve ark., 2016) (Sekil 2.63.). Daha onceki g¢alismalar, kultiirlenmig
embriyonik periferik noronlarin aksonlarinda membran6z organellerin retrograd

hareketini ortaya ¢ikarmis ve bu organeller EM analizi ile ultrastritktiirel dizeyde
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multilamellar yap1 olarak ortaya ¢ikmis ve biiyiik olasilikla AV’leri temsil ettiklerini
dustundirmustir (Hollenbeck, 1993). Ayrica, otofagozomlarin dinamik retrograd
taginimini gosteren dogrudan kanitlar, son zamanlarda siganlardan alinan dorsal kok
ganglion (DRG) noéronlart (Cheng ve ark., 2015) (Sekil 2.63.), birincil fare embriyonik
kortikal noronlar (Lee ve ark., 2011) ve GFP’ye kaynagmis otofagozomal isaretleyici
LC3'u ifade eden transgenik bir fareden kiltiirlenen DRG noronlant (Maday ve ark.,
2012) kullanilarak yapilan ¢esitli ¢aligmalarla saglanmigtir. Otofagozom biyogenez
olaylar distal aksonlarda tutarli bir sekilde tespit edilebilir ve ilk fagofor membraninin
surekli buytmesini ve LC3 lipidasyonunu koordine eden ¢ok alt birimli komplekslerin
katilimint igerir (Cheng ve ark., 2015; Maday ve ark., 2014; Wallot-Hieke ve ark.,
2018). Noronlarda tespit edilen otofagozom montaji1, néronal olmayan hiicrelerdekine
cok benzese de otofagozom olusumu noronlarda yapisal olarak aktiftir ve bazal ve
buylumeyi tesvik eden kosullar altinda sabit kalir (Cheng ve ark., 2015; Lee ve ark,,
2011; Maday ve ark., 2012; Maday ve ark., 2016), bu da otofajinin néronlarda temel

bir homeostatik mekanizma olarak hareket ettigi fikrini desteklemektedir.
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Sekil 2.63. Noronlarda otofaji mekanizmasi. Noronlardaki otofaji yolu, belirgin zamansal
ve mekansal 6zgillik sergiler. Olgun lizozomlar agirlikli olarak néronlarin somasinda
bulunurken, hasarli sinaptik bilegenlerin ve islevsiz mitokondrilerin tutuldugu otofagozomlar
sinaptik bitiinligi ve iglevi korumak icin gerekli olan korunmusg bir yol araciligiyla sinaptik
terminallerde yapisal olarak iiretilir. Yeni olusan otofagozomlar ge¢ endozomlar (LE) ile
birlesir ve daha sonra mikrotiibiil bazli sitoplazmik dinein-Snapin motor-adaptor kompleksi
tarafindan lizozomal temizleme i¢in akson boyunca somaya dogru hizli ve verimli bir sekilde
taginir (retrograd tasima) (Cai ve Ganesan, 2022).
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Artan kanitlar, otofajinin hem gelisimsel hem de yetiskin noral kok hiicre bakimu,
¢ogalmasi ve farklilasmasi igin gerekli oldugunu gostermektedir (Sekil 2.64.). Ik
kanitlar, fetal Noral kok/projenitor hiicrelerin (NSPC) noronal farklilagmasi sirasinda
otofajik proteinlerin arttigini gosteren ¢alismalardan gelmistir. Ornegin, 6n beyinden
tiretilen NSPC'lerde Atg9a seviyelerinin ve otofajinin bir gostergesi olan LC3-1I/L.C3-
I oraninin noérogenez sirasinda yukseldigi tespit edilmistir (Morgado ve ark., 2015).
Noronal farklilagmanin ilk donemi olan embriyonik gelisimin E15.5'glintinde fare
embriyonik OB’de otofaji genleri Atg7, Beclin 1, Ambral ve LC3'in ekspresyonunda
in vivo bir artig ve noronal belirteglerde de paralel bir artis oldugu, ayrica kiltiirlenmis
OB kaynakli kok/progenitor hiicrelerde noronal farklilagsma sirasinda LC3
lipidasyonunda ve otofajik akigda bir artis oldugu bildirilmistir (Vazquez ve ark.,
2012). Benzer sekilde, norojenik donemde fare serebral korteksinde AtgS ve LC3-II
protein seviyelerinin yukseldigi gosterilmistir (Lv ve ark., 2014). Otofaji iligkili gen 5
ekspresyonunun AtgS'in susturulmasinin kortikal néronal farklilagmay:r bozarken
subventrikiller bolge (SVZ) ve ventrikiler bolgede (VZ) NSPC'lerin ¢ogalmasini
(proliferasyonun) artirdigi, kortikal néronal hiicre morfolojisini bozdugu, bu baglamda
Atg5'in erken embriyonik beyin gelisimi sirasinda kortikal norogenezde 6nemli bir
rolti oldugu bildirilmistir (Lv ve ark., 2014). Kortikogenez sirasinda Sinif I PI3K'nin
(Vps34) in utero elektroporasyonla akut olarak susturulmasinin da nérogenezi
etkiledigi, VZ/SVZ'deki NSPC'lerin hiicre dongusiinii etkilemeden uyarici néron
gogunii ve aksonal biyimeyi azalttigr tespit edilmistir (Inaguma ve ark., 2016).
Otofajinin Wortmaninn veya 3-MA gibi PI3K inhibitérleri ile farmakolojik olarak
bozulmasinin, yeni dogan noéron sayilarini ve olgunlagmalarini azaltarak OB-
NSPC'lerin néronal farklilagmasini bozdugu, dahasi, Ambral+/gt haploinsufficient
(bir genin bir kopyasi inaktive edildiginde veya silindiginde ve genin kalan islevsel
kopyast normal iglevi korumak i¢in gerekli gen tirtiniinii iretmeye yeterli olmadiginda
ortaya ¢ikan durum) farelerden ve AtgS-/- farelerden alinan OB-NSPC'lerde
norogenezin azaldigi, OB-NSPC'lerin néronlara farklilagmak i¢in bir enerji kaynagi
olarak otofajiye ihtiya¢ duydugu gosterilmistir (Vazquez ve ark., 2012). Yetiskin
farelerde kok veya progenitor hiicrelerdeki otofaji genlerini devre dist birakan
calismalar azdir. Ilk olarak insiilin yoksunlugunda yetiskin hipokampal NSPC'lerin

kaspazdan bagimsiz, otofajik bir hiicre 6limiine ugradigi, 6lmekte olan hiicreler,
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Beclin 1 ve LC3 Il formunun artan ekspresyonu da dahil olmak tizere otofaji 6zellikleri
gosterdigi ve bu hucrelerin elektron mikrograflarinda, sitoplazmik igerikli otofajik
vakuol olusumunun 6nemli o6l¢iide arttigr tespit edilmistir (Yu ve ark., 2008). Ha ve
ark. (2017), instlin yoksunlugunun hipokampal NSPC’lerde AMPK’y1 aktive ettigi,
aktiflesen AMPK’nin p62'yi yeni bir bolgede, Ser-293/Ser-294'te (sirasiyla sigan ve
insan p62'sinde) fosforile ettigi, fosforile p62°nin de mitokondriye transloke olarak
mitofaji ve otofajiyi indikledigini gostermislerdir (Ha ve ark., 2017). Daha sonra,
hiicresel iskemi modelinde oksijen-glikoz yoksunlugunun yetigskin hipokampal
NSPC'lerde Beclin-1 ve LC3-II ekspresyon seviyelerini artirarak, p-62 ekspresyon
seviyesini ise azaltarak otofajik hiicre limunu de indiikledigi bildirilmistir (Chung ve
ark., 2018). 2013 yilinda yapilan bir in vivo ¢alismada (Wang ve ark., 2013), memeli
hiicrelerinde otofaji induksiyonu igin gerekli bir gen olan FIP200'in (Rblccl olarak
da bilinir) ablasyonunun, farelerde NSC kaybina ve 6zellikle dogum sonrasi beyinde
noronal farklilasmada bozulmaya neden oldugu, ancak embriyonik beyinde olmadigs,
FIP200 aracili otofajinin, oksidatif durumlarinin diizenlenmesi yoluyla dogum sonrast
ve yetiskin NSC'lerin bakimi ve islevi i¢in gerekli oldugu gosterilmigtir. Geligim
sirasinda FIP200'Uin kosullu olarak silinmesinin, dogum sonrast SEZ ve subgraniler
(SGZ) bolgelerdeki progenitorleri tikettigi ve noérogenezi olumsuz etkiledigi
bildirilmistir (Wang ve ark., 2013). Beclinl-Atg14L1-Vps34 kompleksinin yetigkin
SEZ'deki roli de analiz edilmis (Yazdankhah ve ark., 2014) ve otofagozom
olusumunun ilk adimlarinda yer alan prootofajik proteinler Ambral ve Beclin 1'in
yetigkin subventrikiiler bolgede (SVZ) yiiksek oranda ifade edildigi, in vitro ortamda
yetigkin noral kok hiicrelerde asagi regulasyonlarinin hiicre proliferasyonunda
azalmaya, bazal apoptozda artisa ve DNA hasar1 kaynakli 6lime karsi artan bir
duyarliliga yol agtig1 ve Ambral- ile Beclin 1- aracili otofajinin, néral 6ncii hiicrelerin
hayatta kalmasini kontrol ederek yetiskin nérogenezinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigi

rapor edilmistir (Yazdankhah ve ark., 2014).
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Sekil 2.64. Norogenez ve noronal plastisitede otofajinin roliine iligkin deneysel kanitlara genel
bakis (Fleming ve Rubinsztein, 2020).

Cesitli calismalar mTOR'nin nérogenezin birgok yoniiyle ilgili oldugunu gostermistir.
Rapamisinin memeli/mekanistik hedefinin aktivasyonu NSC farklilagmasini, noral
progenitor hiicre gogunii, dendrit gelisimini ve noron olgunlagmasini degistirir.
Dogum sonrast yasamin ilk haftasinda, embriyonik VZ, kendini yenileme veya
farklilasmay1 yonlendiren mTOR aktivitest ile yetiskin SVZ'ye gecis yapar. Noral kok
hiicreler SVZ'deki lateral ventrikiiller ve kan damarlariyla temas ederek onlar1 protein
kinaz B (Akt) ve mTOR gibi asag1 yonli sinyal kaskadlarini etkileyebilen insiilin
buyiume faktori 1 (IGF-1) ve epidermal biiyiime faktori (EGF) gibi 6nemli kilavuz
molekillere maruz birakir (Kokovay ve ark., 2010). Subventrikiiler alandaki mTORCI1
aktivitesi, noral soy genislemesiyle baglantilidir ve proliferatif hiicreler ve yeni dogan
noroblastlarla sonuglanir. Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1'in
hiperaktivasyonun NSC'lerin proliferatif yavru hucrelere simetrik farklilagmasini
indukledigi gosterilmistir (Mahoney ve ark., 2016). Tuberoz skleroz kompleks 1
delesyonu ile mTORCI1'in sirekli aktivasyonu sonunda SVZ'de proliferatif kok
hiicrelerin azaldigr tespit edilmigtir (Magri ve ark., 2011).
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Fosfatidilinositid 3-kinaz (PI3K)-Akt-mTOR sinyal yolaginin, kortikal katmanlarin
diizgtin gelisimi ve farklilagmasinda 6énemli bir rol oynadigi, mTOR mutasyonlarinin
kortikal delaminasyona ve dismorfik noronlara neden oldugu ortaya konmustur
(Mirzaa ve ark., 2016). mTOR yolag: aktivitesindeki bozulma, konjenital multisistem
bozuklugu tiiberoskleroz (TS) dahil olmak tizere bir dizi nérogelisimsel bozukluga yol
acar (Crino ve ark., 2006; Tee ve ark., 2016). Tuberosklerozda artmig mTOR aktivitesi
genellikle gelisim sirasinda kortikal malformasyonlara, yavag bliyliyen astrositomlara
ve biligsel eksikliklere neden olur (Ehninger ve ark., 2009; Tee ve ark., 2016).
Gangliyonik eminenslerin progenitoérlerinde mTOR'nin kosullu olarak silinmesi

korteksteki genel internoronlarda azalmaya yol agar (Ka ve ark., 2017).

Postnatal SVZ'de, NSC'ler OB'ye ulagmak i¢in uzun mesafeler kat eden go¢ eden
noroblastlara donigirler. Olfaktér bulbusa ulagtiktan sonra, bu yeni dogan néronlar
graniil ve glomertler katmanlardaki nihai hedeflerine ulagmak icin RMS'den tegetsel
olarak go¢ ederler (Alvarez-Buylla ve ark., 2008). Tuberoskleroz kompleksi 1
heterozigot farelerin perinatal noral progenitér hicrelerinde (NPC) mTOR
hiperaktivitesi, tilberosklerozlu hastalarda goriuldiigii gibi heterotopiye ve anormal
noronal morfogeneze neden olur. Beyinde zenginlestirilmis Ras homologunun (Rheb)
yapisal aktivasyonu norogenezi artirarak OB'de daha fazla sayida noron iretirken, ayni
zamanda RMS ve koku mikronodillerinde ektopik noronal farklilagma olusturur
(Lafourcade ve ark., 2013). Postnatal NSC'lerde Tscl geninin silinmesi, embriyonik
mutasyonlarda goézlenen sonuglar yansitarak anormal go¢ ve heterotopilere yol agar
(Feliciano ve ark., 2012). Birlikte ele alindiginda hem embriyonik hem de postnatal
norogenez ¢aligmalari, yeni dogan néronlarin uygun hedeflerine gociinii diizenlemede

mTOR nin kritik bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.

Noron olgunlagmasinin 6nemli bir adimi dendritogenezdir. Dendritik arborun
(dallanmanin) sekli, belirli bir néronal devre igindeki bir néronun islevini yansitir. Bu
nedenle, uygun gelisimi, herhangi bir noéronal topluluk icinde dogru baglanti ve
sinaptik organizasyon ig¢in anahtardir (McAllister, 2000; Urbanska ve ark., 2008;
Wong ve Ghosh, 2002). In vitro kiiltir noronlart tizerinde yapilan calismalar,
mTOR'nin dendritogenez de dahil olmak iizere noronal gelisimde 6nemli roller
oynadigint gostermistir (Jaworski ve ark., 2005; Kumar ve ark., 2005; Swiechve ark.,

2008; Urbanska ve ark., 2008). In vivo ¢alismalar daha az sayidadir (Thomanetz ve
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ark., 2013). Bununla birlikte, Feliciano ve ark. (2012), SVZ'de dogum sonrasi noral
kok hiicrelerde mTORC1 inhibitérii olan TSCl'in kosullu nakavtini kullanarak
yaptiklart ¢alisma, mTOR hiperaktivitesinin dendritik arbor hipertrofisi ile
sonu¢landigini gostermektedir. Benzer sekilde, embriyonik ve yetigskin nérogenezinin
bir¢gok yonunu diizenleyen ve akil hastaliklar igin bir duyarlilik geni olan DISC1
(sizofrenide bozulma 1) kaybina bagli olarak dentat girustaki yetiskin dogan
noéronlarda mTOR'nin hiperaktivasyonun asirt dendritik dallanmaya neden oldugu

gosterilmistir (Kim ve ark., 2009).

Olfaktor bulbusdaki graniil néronlar en biiyiik internéron poptilasyonunu olusturur.
Somalar1 graniil hiicre katmaninda bulunur ve hem bazal dendritleri hem de dis
pleksiform katmanda yaygin olarak dallanan tek bir apikal dendriti uzatirlar. Graniil
noronlart anaksonik olmalart ve dikenli strecler yoluyla dendrodentritik sinapslar
olusturmalart bakimindan benzersizdir (Whitman ve Greer, 2009). Cesitli ¢alismalar
mTORC1 aktivasyonunun olfaktér grantl noronlarinda dendritik karmagikligt
artirdigin1 gostermigtir. Hamartinin postnatal silinmesi grantl néronlarinda dendritik
hipertrofiye neden olur (Feliciano ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2016). Ayrica, Rheb
aktivasyonu graniil néronlarinin, 6zellikle de bazal dendritlerin dendritik dallanmasini
artirir (Lafourcade ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2016). Subventrikiiler alan kaynakli
noronlarin dendritogenezi i¢in hem mTORC1 hem de mTORC2'in gerekli oldugu
ayrica, SVZ'deki noral kok huicrelerin in vivo elektroporasyonu ve mTOR'nin genetik
ve farmakolojik inhibisyonunun bir kombinasyonu kullanilarak, mTOR'in fizyolojik
kosullar altinda postnatal olarak dogan OB néronlarinda bazal ve apikal dendritlerin
buyltmesi i¢in ¢ok 6nemli oldugu ve bazal dendritlerinin stabilizasyonuna katkida
bulundugu bulunmustur. Sonug olarak, global mTOR'min devreden ¢ikarilmasinin
apikal dendrit dallanmasini engelledigi, ancak mTORC1'e 6zgii inhibisyonun dendrit
karmagikligini azaltmadig gosterilmistir (Skalecka ve ark., 2016). Bu sonuglar, farkl
mTOR  komplekslerinin apikal ve bazal dendrittk agaglart ayn ayn

diizenleyebilecegini gostermektedir.

Ozetle, son yillarda yapilan arastirma sonuglan i) otofajinin noéronlarda da normal
kosular altinda yapisal olarak meydana geldigini, ii) bazal otofajinin noronal
sagkalimdan sorumlu oldugunu (Poels ve ark., 2012), 1ii) bazal otofajinin

bozulmasinin norodejenerasyona yol acgtigini, iv) otofaji eksikliginin merkezi sinir
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sisteminde hiicresel enerji homeostazini bozdugunu ve v) depresyon ve
norodejeneratif bozukluklarla yakindan iligkili oldugunu (Hara ve ark., 2006; Jia ve
Le, 2015; Komatsu ve ark., 2006; Kulkarni ve ark., 2018; Lee ve ark., 2010; Nixon ve
Yang, 2012; Shehata ve ark, 2012; Takacs-Vellai ve ark., 2006; Vijayan ve
Verstreken, 2017), vi) otofaji genlerinin gelismekte olan merkezi sinir sistemi
organlarinda eksprese edildigini ve ayrica bazal otofajinin néronal kok hiicrelerin
korunmasinda ve noral progenitorlerin ¢ogalmasinda rol oynadigini (Dhaliwal ve ark.,
2017; Ha ve ark., 2015; Hara ve ark., 2006; Komatsu ve ark., 2006; Menzies ve ark.,
2017; Nixon, 2013; Wang ve ark., 2013; Wang ve ark., 2016; Wu ve ark., 2015; Xi ve
ark., 2016; Yamamoto ve Yue 2014; Yazdankhah ve ark., 2014; Yu ve ark., 2008)

ortaya koymustur.

Tuberoskleroz, TSC1 veya TSC2'yi inaktive eden mutasyonlarin neden oldugu
norogelisimsel bir bozukluktur. Tuberoz skleroz kompleks 1 ve TSC2 genleri sirasiyla
hamartin ve tuberin proteinlerini kodlar. Hamartin ve Tuberin, mTOR'nin Rheb
aktivasyonunu 6nleyen bir GTPaz aktive edici protein heteromeri olusturur. Boylece,
TSC1 veya TSC2'deki inaktive edici mutasyonlar mTOR aktivitesini artirir.
Tuberosklerozda ventrikiler-subventrikiiler bolge, korteks, olfaktér kanal ve OB’de
biiyiime ve lezyonlar meydana gelir. Onde gelen bir hipotez, inhibitdr noral progenitor
hiicrelerdeki mutasyonlarin TS de beyin biiyiimelerine neden oldugudur (Riley ve
ark., 2022). Nitekim ¢esitli caligmalar, yenidogan SVZ NSC'lerinde TSC1'in silinmesi
yoluyla TSC genlerinin OB gelisimindeki roliinii incelemistir (Feliciano ve ark., 2012;
Feliciano ve ark., 2013; Zhou ve ark., 2011;). Bu ¢alismalarda SVZ NSC’lerinde
TSC1/TSC2 mutasyonlarinin anormal OB gelisimiyle sonuglandigi (Feliciano ve ark.,
2013), kosullu TSC1 geninin silinmesinin néroblast go¢ kusurlarina ve daha az
olfaktor grantl hiicrenin gekillenmesine neden oldugu (Zhou ve ark., 2011), TSC1'den
yoksun noroblastlarin daha yavas gog ettikleri, graniil noronlarin diizensiz olduklar
ve hiperaktif mTORC1'e sahip olduklan (Feliciano ve ark., 2012) gosterilmistir.
Tuberin geninin kogullu kaybinin da grantl hiicre gelisimini degistirdigi bildirilmistir.
Dogum sonrast 30. giinde olusan Tsc2 mutant grantl htcrelerde hipertrofik dendritik
dallanmanin oldugu, buna karsilik, olgun graniil hiicrelerden Tsc2 kaybinin, soma
boyutu ve dendrit arborizasyonu uzerinde ihmal edilebilir etkilerinin bulundugu

saptanmigtir. Olfaktor bulbus graniil hiicrelerinde Tsc2 kaybinin mTOR yolunu aktive
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ettigi ve Tsc2mut/mut graniil hiicrelerin kontrol grantl hiicrelerden daha buiytuk oldugu

(sitomegali) gosterilmistir (Riley ve ark., 2022).

Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinazin enerji metabolizmasinin
dizenlenmesinde kilit oyuncu oldugu gosterilmis ve bu nedenle AMPK obezite,
diyabet ve diger metabolik bozukluklarla ilgili arastirmalarin odak noktasi haline
gelmistir. Beyin toplam viicut agirliginin %2'sini olugturmasina ragmen, tim glikoz
kaynaginin %50'sini kullanir. Beyin hiicrelerinin enerji tiketimi ¢ok yitksektir ve diger
periferik hiicrelerin aksine noronlar enerji kaynagi olarak yalnizca glikoz kullanir.
Noronlar yeterli miktarda glikojen sentezleyip depolayamadiklarindan, kendilerine
sabit ve surekli bir glikoz kaynagi saglamak zorundadir (Vilchez ve ark., 2007). Son
yillarda yapilan ¢aligmalar néronlarda enerji tiretimi ve tuketiminin diizenlenmesinde
AMPK'nin énemli bir roli oldugunu vurgulamistir. Beyinde yaygin olarak ifade edilen
AMPK aktivitesi hem noéronal hem de tiim viicut seviyelerindeki enerji durumuna siki
stkiya baglidir. Sinaptik aktivasyonu, sodyum pompast aktivitesi, norotransmitter
reseptor translokasyonu/geri dontisimu, sinaptik tagima, hiicre iskeletinin yeniden
sekillenmesi ve metabolik siirecler gibi yuksek enerji tiketimi ile karakterize edilen
bir dizi molekiiler ve hiicresel olay takip eder. Bu olaylar sirasinda, glutamat uyarimint
takiben ATP seviyelerindeki disiisin AMPK'y1 gugli bir sekilde fosforile edebildigi
ve glutamat aktivasyonunun hiicre yiizeyindeki glikoz tagiyici protein 3’tin (GLUT3)
translokasyonunu arttirdign  gosterilmistir. Ozellikle, GLUT3'%in hiicre zarindaki
artisina AMPK aracilik etmektedir, ¢iinkii bu kinazin farmakolojik olarak inhibe
edilmesi veya devreden ¢ikarilmasi glutamat ile indiiklenen GLUT3 translokasyonunu
tamamen Onleyebilmektedir (Weisova ve ark., 2009). Glikoz metabolizmasina ek
olarak, AMPK'nin noéronlarda mitokondriyal fonksiyon ve biyogenezin kilit bir
diizenleyicisi olarak hareket ettigi gosterilmigtir. Neuro2a hiicre hattinda, resveratrol
ile AMPK aktivasyonu mitokondriyal protein markeri Mitofusin 2 transkriptlerinde ve
mitokondriyal biyogenezin ana duzenleyicileri olan PGC-la (Peroksizom
proliferatorle aktive olan reseptor gama koaktivator 1 alfa) ve mtTFA’da
(mitokondriyal transkripsiyon faktori A) bir artig olusturmaktadir. Adenozin
monofosfat ile aktive olan protein kinaz inhibisyonu bu mitokondriyal iliskili

proteinlerin transkripsiyonunu baskilayarak AMPK'nin néronlarda mitokondriyal
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metabolizmanin diizenlenmesinde oOnemli bir rol oynadigini desteklemektedir

(Dasgupta ve Milbrandt, 2007; Onyango ve ark., 2009).

Noronlarda metabolizmanin  dogrudan duzenlenmesinin yan1 sira, AMPK'nin
norogelisimsel siireclere de dahil oldugu gosterilmistir (Lee ve ark., 2007). Noronal
buylume ve sinaptik iglev, sinapstaki hassas protein tretimine ve cirosuna baglidir.
AMPK’nin noronal ¢ogalma, gog, morfogenez ve sinaptik iletisim dahil olmak tizere
beyin gelisimi ve iglevinin bir¢ok yoninin yani sira néronal hiicre dlimu, enerji
tikenmesi ve norodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir roli oldugu ortaya konmustur
(Amato ve Man, 2011). Protein sentezi ve hiicresel biiyimede metabolik homeostazin
onemi g6z onune alindiginda, AMPK-mTORCI] sinyal yolag 6zellikle Alzheimer
hastalig1 (AD) arastirmalarinin temelini olusturmustur (Amato ve Man, 2011; Mattson
ve ark., 2018; Salminen ve ark., 2011). Adenozin monofosfat ile aktive olan protein
kinazin mTORC]1 araciligiyla sinaps gelisimi ve islevinde énemli bir rol oynadig
gosterilmigtir (Amato ve ark., 2011; Li ve ark, 2010). Beyinde, mTORC1'in
aktivasyonu, Homer-1 ve BDNF (beyin kaynakli norotrofik faktor) salgilanmasi dahil
olmak tizere biuyime belirteclerinin ve noérotrofik faktorlerin tretimini indikler,
bunlarin hepsi uygun sinaps islevi i¢in 6nemlidir ve hepsi Alzheimer hastaliginda agagi
regtle edilir (Beckley ve ark., 2016; Berchtold ve ark., 2012; Dasgupta ve Milbrandt,
2009; Varela-Nallarve ark., 2012). Adenozin monofosfat ile aktive olan protein
kinazin aktivasyonunun mTORCI1'T inhibe etmesi ve sinaptik belirtegleri asag dogru
dizenlemesi beklenmektedir, bu da metabolizmanin roluniin ve kronik AMPK
aktivasyonunun kapsaminin saglikli hiicresel sureglerin siirdiiriilmesinde tam olarak
ne olduguna yonelik 6nemli bir soruyu giindeme getirmektedir. Ornegin, akut AMPK
fosforilasyonu/aktivasyonu beyindeki metabolik homeostazin yeniden saglanmasinda
faydali olabilir (Didier ve ark., 2018). Ancak aktivasyonu ayni zamanda hiicre
boyutunun, noérit uzunlugunun ve noronal polarizasyonun azalmasiyla da
iligkilendirilmistir (Amato ve ark., 2011). Farelerde AMPKB1 (AMPKp-/-) alt
biriminin ablasyonunun (nakavt edilmesinin) noéron ve oligodendrosit sayisinda ciddi
bir azalmanin yani sira anormal astrosit proliferasyonuna yol agtigi gosterilmistir
(Dasgupta ve Milbrandt, 2009). Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz
islevselliginin kaybi ayrica noral kok hiicre progenitor hiicrelerinde (NPC) proliferatif

kusurlar ve artmig apoptoz lretmis ve vahsi tip yavrulara gére %50 daha kugiik bir
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beyinle sonuglanmistir (McLear ve ark., 2006). Noronal gelisimin baglangicinda enerji
eksikligi kosullarini taklit etmek i¢cin AMPK aktivitesi farmakolojik olarak
artirlldiginda hem kiltirlenmis embriyonik hipokampal noéronlarda hem de
embriyonik kortikal beyinde akson baglangict ve noronal polarizasyonun baskilandigi
ve morfolojik polarizasyondan yoksun noronlarin sekillendigi saptanmigtir (Amato ve
ark., 2011). Bunun, daha 6nce akson baglatma ve polarizasyonda kritik bir faktor
oldugu gosterilen norit ucundaki PI3K zenginlesmesinin AMPK'ya bagli olarak

bozulmasindan kaynaklandigi sonucuna varilmigtir (Shi ve ark., 2003).

Artan kanitlar AMPK'nin enerji eksikligi kosullarinda hiicre polarizasyonunun
kontroliinde 6nemli bir rol oynadigim da gostermektedir. Orek olarak, AMPK
aksojenezin kokenindeki siiregleri etkileyerek ilk noronal polaritenin kurulmasini
modile etmektedir (Amato ve ark., 2011). Buna ek olarak AMPK'nin dendrit
buyimesi ve dallanma sirasinda noronal gelisimi dizenledigi, noéronal mimari
tizerindeki bu etkilerin molekiiler diizeyde, hem mTOR hem de Akt sinyal yollarinin
AMPK'ya bagli olarak baskilanmasiyla tetiklendigi ortaya konmustur (Ramamurthy
ve ark., 2014). Bagka bir calismada, farelerde her iki AMPKal/a2 alt biriminin de
nakavt edilmesinin, AMPK aktivitesinin normal kosullar altinda kortikal nérogenez,
noronal gog veya polarizasyon i¢in gerekli olmadig gosterilmistir (Williams ve ark.,
2011). Bu bulgular, normal polarizasyon sirasinda bazal AMPK aktivitesi i¢in thmal
edilebilir bir role isaret etmekte ve AMPK'nin patolojik enerji eksikligi kosullar
altinda noronal polarizasyonu diizenlemek i¢in ¢alisabilecegini ima etmektedir. Uzun
sureli (>24 saat) AMPK fosforilasyonu/aktivasyonunun sinaptik protein igerigini
etkiledigi ve norit protein bollugu ile dagilimint azalttig boylece sinaptik biiyimede

azalmaya yol actig bildirilmistir (Yang ve ark., 2022).

Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinazin noronal hiicre 6lumundeki roltine
iliskin geligkili bulgular bildirilmistir. Adenozin monofosfat ile aktive olan protein
kinaz aktivitesinin hem noéroprotektif hem de pro-apoptotik oldugu gorilmektedir,
bunun nedeni muhtemelen sinir hticresi tiplerindeki farkliliklar, noral hasarlarin yapist
ve AMPK aktivasyonunun yogunlugu ve uzunlugudur. Ornegin, AMPK'nin bir
adenozin monofosfat (AMP) analogu olan 5-aminoimidazol-4-karboksamid-1-p-D-
ribofuranosid (AICAR) tedavisi yoluyla farmakolojik aktivasyonu, glikoz

yoksunlugu, kimyasal iskemi ve glutamat maruziyetine yanit olarak hipokampal néron
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sagkalimini etkili bir sekilde artirmigtir. Daha da 6nemlisi, al ve a2 alt birimlerinin
devre digt birakilmast AICAR''n faydali etkilerini ortadan kaldirarak AMPK
aktivitesinin dogrudan dahil oldugunu gostermistir (Culmsee ve ark., 2001). Iskemiye
yanit olarak, AMPK'nin post-sinaptik hiperpolarizasyonda rol oynayan G proteinine
bagli bir reseptor olan GABAB (y-aminobiitirik asit (GABA) tip B) reseptoriiniin R2
alt birimini fosforile ettigi ve bunun sonucunda reseptor aktivitesinin arttig
gozlenmigtir. Gama amino bitirik asit tip B (GABAB) reseptor aktivitesinde AMPK
aracili yukari regiilasyonun sinaps sonrast hiperpolarizasyona, eksitotoksisitenin
azalmasina ve kimyasal anoksiden sonra noronal sagkalimin iyilesmesine yol agtig
gosterilmigtir (Kuramoto ve ark., 2007). Adenozin monofosfat ile aktive olan protein
kinazin diger nérodejeneratif bozukluklara katilimina iligkin ¢aligmalar sinirli olsa da
rolii AD ile sinirli goriinmemektedir. Ornegin, Huntington hastaligi (HD) olan insan
ve farelerde AMPKal alt biriminin aktiflestigi ve sitriata noronlarinin ¢ekirdeklerine
transloke oldugu, AMPK'nin agirt aktivasyonunun noéronal olimi artirdigt ve
Huntington agregatlarinin olusumunu kolaylastirdigi, daha da onemlisi, AMPK
aktivitesinin  bastirilmast  veya nuklear lokalizasyonunun engellenmesinin
noroprotektif etkiler gosterdigi bildirilmistir (Ju ve ark., 2011). MPTP (1-Metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) uygulamasiyla indiklenen bir Parkinson hastaliginda
(PD) AMPK’nin aktive oldugu ve AMPK aktivasyonunun néronal hiicre dlimunt
onleyebilecegi ve PD'de bir sagkalim faktorii olarak rol oynayabilecegi bildirilmistir
(Choi ve ark., 2010). Ayrica, AMPK genel hiicresel mekanizmalar yoluyla
norodejeneratif bozukluklara dahil olabilir. Ornegin, protein yikimindaki islev
bozuklugu ¢ogu norodejeneratif hastalik tarafindan paylasilan ortak bir 6zelliktir ve
bu da hiicre i¢i agregatlarin ve noronal toksisitenin olugmasina yol agar. Bu diigiinceyi
destekleyecek sekilde AMPK’nin, mTOR yolunun inhibisyonu veya ATG1 enziminin
aktivasyonu yoluyla noronlarda otofajik siirecin diizenlenmesinde 6nemli bir oyuncu

oldugu gosterilmistir (Egan ve ark., 2011; Kim ve ark., 2011) (Sekil 2.65.).
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Sekil 2.65. Beyinde AMPK aktivitesi. a) P-amiloid tretimini ve AD'de norofibriler
yumaklarin olusumunu modile eder; b) Bcl-2'nin ekspresyonunu diizenler, boylece HD'de
norotoksisiteyi onler; ¢) PD'de mitokondrinin kalite kontroliinti diizenler; d) néronlarda ve
astrositlerde nNOS ve laktat Giretimini diizenleyerek iskemik inmede énemli roller oynar; ¢)
onkosupresor proteinler Rb ve p33'i modiile ederek beyin tiimérii baglangici ve ilerlemesinde
rol oynar. AD, Alzheimer hastali§i; HD, Huntington hastaligi; PD, Parkinson hastaligi; nNOS,
noralnitrik oksit sentaz. (Rosso ve ark., 2016).

Noronlar genel olarak ¢ok yiiksek bir metabolik hiza ve yiiksek glikoz kullanimina
sahip olmakla birlikte yerel glikoz kullanimi beynin farkli bolgelerinde degisiklik
gosterdigi, buna bagli olarak yetiskin beyninde eksprese edilden ¢esitli AMPK
izoformlarinin  ekspresyonlart ve lokalizasyonlarinin merkezi sinir  sistemi
bolimlerinde farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Adenozin monofosfat ile aktive olan
protein kinazin sinir sisteminde varligina iligkin ilk ¢aligmalarda AMPK aktivitesi
kiltirlenmis oligodendrositlerde ve astrositlerde gosterilmistir (Cox ve ark., 1997,
Moore ve Brophy, 1994). Farelerde embriyonik gelisimin 10. ve 14. giinler arasinda
beyinde AMPK’nin 02 ve B2 alt birimleri i¢cin mRNA seviyelerinin arttig1, al, Bl ve
y1 alt birimlerinin ekspresyonun ise embriyonal yasamin 10. giiniinden postnatal
yasamin 25. giiniine kadar olan siiregte degismedigi ancak AMPK1 ekspresyonunun
postnatal yaslarda hafifce azaldigi tespit edilmigtir. Alfa 2 katalitik alt birimi
noronlarda ve aktive astrositlerde yitksek oranda eksprese edilirken, al katalitik alt

birimi noropilde diisik ekspresyon gostermigtir. Katalitik olmayan y1 alt birimi
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noronlar tarafindan yiksek oranda ifade edilirken astrositler tarafindan ifade
edilmemistir. Beta 1 ve B2 katalitik olmayan alt birimlerin ekspresyonu degiskendir,
ancak OB grantl hicreleri gibi bazi noronlar B izoformlarindan herhangi birinin
saptanabilir seviyelerini ifade etmemistir. Noronlarin ¢ogu katalitik o2 alt birimini ve
bununla iligkili katalitik olmayan y1 ve B1 veya 2 alt birimlerini yiiksek seviyelerde
ifade etse de ifade seviyesinin beynin en ylksek glikoz kullanimina sahip oldugu
bildirilen bolgelerinde en yiiksek oldugu gortalmustir. Adenozin monofosfat ile aktive
olan protein kinaz o2’nin beyin ve omurilikte baskin katalitik alt birim oldugu,
beyincigin grantl hiicreleri ile Purkinje hiicreleri, OB periglomertiler, mitral ve grantl

hiicreleri gibi noronlar tarafindan ifade edildigi belirlenmistir (Turnley ve ark., 1999).

AMPKZ] alt birimlerinin agirlikli olarak néronlarda ifade edildigi, ancak iki izoformun
ekspresyonunun farkliliklar gosterdigi saptanmistir. Ornegin: Beyin bolgelerinde B1
alt birimi kortikal noronlarin ve OB graniil hiicre katmanindaki néronlarin bazilart
tarafindan eksprese edilmezler. Beta 2 alt birimi ¢ogu ndron tarafindan diisiik ila orta
seviyelerde, beyincikteki Purkinje hiicrelerinde ise son derece yiksek diizeyde
eksprese edilir. Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz 02’ye benzer olarak
hem B2 hem de daha az olarak B1, substansiya alba astrositlerinin bir alt
popilasyonunda ve omurilik substansiya alba’sindaki astrositlerde yiiksek diuzeyde
ifade edilir. Olfaktér bulbusda AMPKP1, sadece mitral hicreler ve baz
periglomeriiler hiicreler tarafindan eksprese edilir, ancak grantl hiicreleri tarafindan
eksprese edilmez. Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz f2'nin OB’de hig
ifade edilmezken, AMPKy1’in hafif glomeriler boyanma ile a2 ile aym yaygin
noronal ekspresyon gosterir. Potansiyel olarak iglevsel AMPK aktivitesinin
diizenlenmesi noronlarda ve astrositlerde farkli goriinmektedir. Soyle ki néronlar her
iki o izoformunun yaygin ekspresyonunu gosterir, al esas olarak noropilde, a2 esas
olarak ¢ekirdekte lokalizedir. Gama 1 ve B izoformlari ise hem sitoplazma hem de
cekirdekte bulunur. Astrositlerde ise AMPKa2 katalitik alt birimi ve B2 ve daha az
oranda Bl katalitik olmayan alt birimleri eksprese edilir. Astrositlerin ¢ogunun
normalde AMPK ifade etmedigi, ancak reaktif gliyozis sirasinda oldugu gibi
metabolik aktivitede bir artig oldugunda ekspresyonun artabilecegi ve aktive olmusg
astrositlerdeki a2 ve B2 alt birimlerinin eksprese edildigi gosterilmistir (Turnley ve

ark., 1999).
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Otofajinin baglatilmasi, ULK1 ile Beclin 1'1 igeren sinif III PI3K kompleksi arasindaki
etkilesimi gerektirir (Russell ve ark., 2013). Genel olarak, otofajinin noroprotektif
oldugu dustnitlmektedir ve inhibisyonu hem noérodejeneratif hastaliklarda hem de
noronal travmada rol oynamaktadir. Bununla birlikte, ozellikle akut aksonal
dejenerasyonu inceleyen caligmalar, akson dejenerasyonun onlenmesinde yapisal
otofajinin vazgec¢ilmez roliini gosterirken, otofajinin dengesiz inditksiyonunun akson
dejenerasyonuna katkida bulunabilecegini gostermektedir (Yang ve ark., 2013).
Nitekim Wakatsuki ve ark. (2017), otofajinin inhibisyonunun in vitro aksonal
dejenerasyonu geciktirebilecegini gostermis ve otofajinin aktif aksonal dejenerasyon
streci i¢in lokal ATP’nin enerji saglayabilecegini 6ne sirmugtir. Ayrica, Vahsen ve
ark. (2020), ULK1'in mTOR aktivitesi, translasyon ve splicing tizerindeki etkisi
yoluyla in vitro ve in vivo aksonal dejenerasyonun onemli bir aracist oldugunu
gostermistir. Bunun yanisira fare beyninde ULK1 ve ULK2’nin kortikal nérogenez
i¢in gerekli olmadig bildirilmistir (Wang, 2016). Unc-51 benzeri kinaz 1’in siganin
beyin beyincik, medulla oblangata ve OB néronlarinda bulundugu tespit edilmistir. On
beyinde, ULK1 hipokampiuste kornu ammonisin CA1-CA3 bolgelerindeki piramidal
hiicre tabakast ve dentat girustaki graniil hiicre tabakasi yogun bir sekilde
isaretlenirken, stratum radiatum ve stratum lacunosum-molekilare ve dentat girusun
hilusundaki polimorfik tabakadaki bazi noéronlarin da ULKI1-immiunpozitif oldugu
gosterilmigtir. Unc-51 benzeri kinaz 1’in OB mitral hiicre tabakasinda yogun, dis
pleksiform tabaka ve graniiler tabakada ise zayif immiinoreaktivite gosterdigi, ancak
i¢ pleksiform tabakada immiunoreaktivite bulunmadigi gozlenmistir. Beyincikte,
ULK1-pozitif immunoreaktivite Pirkinje hiicre katmaninda yogun, molekiiler katman

veya graniiler katmanda ¢ok zayif olarak tespit edilmistir (Okazaki ve ark., 2000).

Hem Ulk1 hem de homolog Ulk2'nin duyusal néron akson biiyiime konilerine lokalize
oldugu, memeli duyusal noéronlarinda Ulkl geninin susturulmasinin sahte akson
arborizasyonuna neden oldugu ve akson biuytmesini engelledigi bildirilmistir (Zhou
ve ark., 2007). Unc-51 benzeri kinaz 1'in néron morfolojisini dizenledigine dair bagka
bir kanit olarak, Ulk1/2 nakavt 6n beyinlerde korpus kallozum ve anterior komissiir
dahil olmak tizere tiim ana kortikal aksonal yollarda kusurlar bulundugu gosterilmistir

(Wang ve ark., 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Deney Gruplarmnin Olusturulmasi

Bu tez galismasinda ERU (Erciyes Universitesi) Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan onay alinarak (Etik Kurul Tarih-Karar No: 28.08.2019-19/148) etik kurul
yonergesine uygun bir sekilde yapilmig olan “Deneysel Hipotiroidizm Olusturulan
Eriskin  Siganlarin  Hipokampisinde Otofajinin  Aragtirilmasi” baglikli  tez
caligmasindaki erkek Wistar albino siganlarin hipokampiis doku ornekleri alinirken
bircok doku ile birlikte toplanan OB’ler materyal olarak kullanildi. So6zii edilen
calismanin hayvan materyali Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nden (ERU DEKAM) elde edildi. Calismada kontrol grubu
(CON), deneysel hipotiroidizm olusturulmus grup (PTU), deneysel hipotiroidizm
olusturulduktan sonra levotiroksin (LT4) (PTU+L) ile tedavi edilmis grup olmak tizere

3 farkli gruba ait sicanlarin OB’leri kullanild.

CON grubu hayvanlara (n=16) 100 ml soliisyon igerisinde 1 ml 0.1 N NaOH (Sodyum
hidroksit) bulunan serum fizyolojik ¢ozeltisi her sigana 500 ul olmak suretiyle 28 giin

boyunca intraperitoneal enjeksiyon ile verildi.

PTU grubundaki hayvanlara (n=16) ise 28 giin boyunca bir antihipertiroid ilag¢ olan 6-
n-propil tiourasil (PTU, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 0.1 N NaOH’de
¢cozdirilup hazirlandiktan sonra 10 mg/kg canli agirlik/giin hesabiyla intraperitoneal

olarak uygulandi (Yang ve ark., 2018).

PTU+L grubundaki hayvanlarda (n=16) 6nce PTU grubunda oldugu gibi PTU
uygulanarak hipotiroidizm olusturuldu. Uygulamanin bitiminde bu hayvanlara her bir
hayvan i¢in 5 pg Levotiroksin 1 ml NaCl (sodyum kloriir) i¢inde sulandirilarak 15 giin

streyle intraperitoneal enjeksiyonla uygulandi (Tahmez ve ark., 2000).



3.2. Koku Testinin Yapilmasi

Deney hayvanlarinda gruplar arasinda koku alma farkliliklarinin  bulunup
bulunmadigini belirlemek i¢in gomiili yiyecek arama testi (koku testi) kullanild:
(Machado ve ark., 2018). Bu test igin ERU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
onay alind1 (Etik Kurul Tarih-Karar No: 06.12.2023-23/266). Koku testi tiim gruplarda
denemenin bitiminde her bir hayvana bir giin araliklarla iki kez uygulandi. Deneysel
tasarim i¢in her grup testinde 16 hayvan kullanildi. Koku testinin uygulanmasindan 12
saat once yemek kafeslerden ¢ikarildi. Koku testi i¢in yikanmig temiz akrilik kafesler
(30.5 cm uzunluk x 16 cm genislik x 16 cm yukseklik) (Animal Care Systems, katalog
numarasi: M/P 79010) hazirland1 (Sekil 3.1.). Bu kafesler i¢ine her bir hayvan i¢in hig¢
kullanilmamis talag altliklar kondu. Daha sonra ilk asama i¢in herhangi bir stres

faktori bulunmayan bir ortamda yem, bu kafesler igindeki talag altlik i¢ine yaklagik 2

cm derinlikte olacak sekilde gomiilerek saklandi ve takiben deney hayvani deney

ortamina birakildr (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Koku testi yapilan akrilik kafes ve deney agamasindaki bir sican.

157



Uygulama sirasinda kafesler akrilik kapak ile kapatildi. Deney hayvanlart deney
ortamina birakilir birakilmaz siire baglatildi ve hayvanlar videoya ¢ekildi. Her bir
siganin test kafesine girmesinden yiyecek peletini bulmasina kadar gegen stire gecikme
suresi olarak kaydedildi. Dijital kronometre, sican pelete dokunur dokunmaz
durduruldu. Bir hayvan yiyecek peletini 10 dakika i¢inde bulamazsa test sonlandirildi
ve gecikme siiresi 600 saniye olarak kaydedildi. Her denek i¢in temiz bir kafes, temiz
talag altik ve ayn1 buyiikliikte yeni bir pelet yem kullanildi. Degiskenligi azaltmak i¢in
tek bir deneyci deneyi butiniyle tamamladi. Video analizini yapan deneycinin,

onyargidan kaginmak i¢in deney gruplarina kor olmast saglandi.

3.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

CON, PTU ve PTU+L grubundaki siganlarda koku testlerinin uygulanmasindan
sonraki giin hayvanlar xylazine/ketamin kombinasyonunun (87 mg/kg-13mg/kg)
intraperitoneal uygulanmasiyla anestezi edildi (Van Pelt, 1977). Tum gruplarda
calisgma materyalini  olusturacak olan OB doku ornekleri histoloji  ve
immunohistokimya teknikleri ve WB analiz teknigi i¢in olmak tzere iki farkli metodla

alinip iglendi:

a. Histoloji ve immiinohistokimva teknikleri icin doku drneklerinin islenmesi: Bu

analizler i¢in her bir gruba ait anestezi altindaki 8’er hayvana Bouin tespit soliisyonu
kardiyak perfiizyon ile uygulandi. Perfiizyon bitiminde hayvanlarin OB’leri (Sekil
3.2.; Sekil 3.3.) ¢ikarilarak Bouin soliisyonunda 6 saat siireyle postfiksasyona maruz
birakildr (Sekil 3.2.). Tespitten sonra tim dokular sirastyla %50°1ik alkolde dort saat,
70, 80, 96 ve absol alkollerin ti¢ serisinde birer saat olmak tizere dehidre edildi.

Takiben dokular metil benzoat ve benzol serilerinden gegirilerek parafinde blokland.
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Sekil 3.2. Histoloji ve immiinohistokimyasal analiz i¢in perfiize edilmis doku émeklerinin
almmasi. A: Bouin soliisyonu ile perfiize edilmis Olfaktér bulbus, beyin hemisferleri ve
beyincik, B: Perfliizyon sonrasi Bouin soliisyonunda bekletilen doku ¢rnekleri, C: OB nin
beyin hemisferlerinden ayrilmasi (trimlenmesi), D: Trimleme sonrast doku kasetlerine alinmig
doku 6mekleri.

b. Western Blot (WB) analizi i¢in doku érneklerinin alinmasi: Bu analiz i¢in her

bir gruptaki diger 8 hayvanin anesteziyi takiben OB’leri direkt olarak ¢ikarildi ve
yeterli protein ekstrakti elde edebilmek i¢in her iki OB sivi azotta (-196°C)
donduruldu. Daha sonra bu dokular analizleri yapilincaya kadar -80°C’de

dondurucuda saklandi.

Sekil 3.3. Sicanda perfiize edilmemis sag ve sol OB’sinin (oklar) kafatasindaki
lokalizayonu.
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3.3.1. Olfaktor Bulbus Doku Orneklerinin Histolojik ve Immiinohistokimyasal

Boyama Teknikleri Icin Hazirlanmas:

Kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlarin OB’sine ait doku bloklarindan 4
mikrometre (um) kalinliginda kesitler alindi ve her bir hayvan i¢in 24 adet ardisik
preparat hazirlandi. Genel yapiy1 incelemek i¢in preparatlarin ilk 12 serisi krezil viyole
boyast ile boyanirken, diger 12 serisi otofaji ile iligkili proteinlerin OB’deki

lokalizasyonlarini belirlemek i¢in immiinohistokimya boyama teknigi ile boyandi.
3.3.1.1. Krezil Viyolet Asetat Boyama Yontemi

Hazirlanan preparatlar deparafinizasyon [ksilen X2 kez S'er dakika (dk.)] ve
rehidratasyon (%100 alkol X2, %96 alkol X2, %80 alkol X1, %70 alkol X1, 3'er dk.)
islemlerinden sonra 5 dk. %0.1°1ik krezil violet asetat igerisinde bekletildi. Daha sonra
¢ kez distile suda yikanan kesitler, sirastyla %96’lik ve %1001k alkollerde 3’er dk.
bekletildi. Takiben ksilende 2 kez 5’er dk. bekletilip entellan kullanilarak lamel ile
kapatildi (Luna, 1960). Preparatlar Olympus BX51 marka mikroskopta incelenerek
Olympus DP72 kamera (Olympus, Deutschland GmbH, Hamburg, Almanya) ile
fotograflandi.

3.3.1.2. Immiinohistokimyasal Analiz

Otofaji ile iligkili proteinlerin hiicresel lokalizasyonlarini belirlemek amaciyla Strep-
Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) immiuinoperoksidaz teknigi uygulandi. Bu
teknigin agsamalar asagida sunulmustur:

a. Hazirlanmis olan preparatlar deparafinizayon ve rehidratasyon iglemlerinin
ardindan distile suda 5 dk. yikandi.

b. Takiben preparatlar Bouin soliisyonundaki formaldehitin kapatmis oldugu
doku antijeninin yeniden kazanimin1 saglamak amaciyla ilk 6nce oda 1sisindaki 10 mM
sodyum sitrat bufferda (pH: 6.0) 5 dk. bekletildi. Daha sonra preparatlar mikrodalga
firinda 1sitilmig sodyum sitrat buffer i¢inde 600W’de 4 kez 5’er dk. stireyle kaynatildi.
C. Ayni soliisyon i¢inde 20 dk. sogutulan preparatlar 1X fosfat buffer salin (1X
PBS)’de 4 kez 5’er dk. siireyle yikand.
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d. Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek i¢in kesitler metanol
icerisinde ¢ozinmiis %3’1uk hidrojen peroksit (H202) solisyonu iginde 15 dk.
bekletildi ve yine PBS yikama soliisyonuyla 4 defa 5 dk. stureyle yikandi.

e. Kesitler spesifik olmayan protein baglanmalari engellemek amaciyla 5 dk.
bloklama ¢ozeltisiyle (Scytek, SuperBlock, AAA125) nem odasinda inkiibasyona
birakildi.

f. Daha sonra kesitler Tablo 3.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan primer
antikorlarin diliisyonlarinda bir gece stiresince 4°C’de inkiibe edildi.

g. Tim antikorlar i¢in immun boyamalarin 6zgulligini kontrol etmek i¢in
negatif kontrol dokusu olarak alinan bazi OB doku kesitleri primer antikor yerine
normal tavsan IgG'si (sc-2027, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, Amerika
birlesik devletleri (ABD)) veya normal fare IgG’si (sc-2025, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, ABD) inkiibe edildi.

h. Ertesi giin tim kesitler PBS’de 4 kez 5 dk. siireyle yikandi ve takiben
biyotinlenmis anti-tavsan antikoru (TR-125-BN, Thermo Fisher Scientific Lab Vision
Corporation, Fremont, CA, ABD, Kullanima Hazir) veya biyotinlenmig anti-fare
antikoruyla (TM-125-BN, Thermo Fisher Scientific Lab Vision Corporation, Fremont,
CA, ABD, Kullanima Hazir) 20 dk. oda 1sisinda inkube edilip, tekrar 4 kez 5’er dk.
streyle 1X PBS ile yikand:.

1. Sonra kesitler enzim konjugatl streptavidinde (Thermo,
StreptavidinPeroxidase, katalog numarast: TS-125-HR) 15 dk. muamele edildi.

j. Tekrar PBS ile 4 kez S’er dk. siireyle yikanan kesitler 3,3'Diaminobenzidin
(ThermoScientific, LabVision DAB Plus Substrate Staining System, TA-125-HDX)
kromojen soliisyonunda kahverengi presipitasyon gorilinceye kadar 5-10 dk.
bekletildi.

k. Takiben distile su ile 2-3 kez ¢alkalanan kesitler ¢ekirdek boyast olan Gill’in
Hematoksilen boyast ile 5 dk. boyandi ve ¢esme suyunda mavileginceye kadar 10 dk.
yikandi.

L. Son olarak tiim kesitler dereceli alkollerden ve ksilenlerden gecirilip entellan

(Entellan® new, Merck, 1079610500) kullanilarak lamel ile kapatildi.
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3.3.2. Western Blot Analizi

CON, PTU ve PTU+L gruplarindaki siganlarin OB’lerinde otofaji sinyal yolaginin
baz1 proteinlerinin relatif miktarlarinin degisip degismedigini belirlemek icin WB

analizi kullanildi.

a. Total protein ekstraksiyonu i¢in, her bir gruptaki 8 sicandan alinan sag ve sol
OB doku ornekleri, proteaz inhibitér kokteyli, fosfataz inhibitora, fenilmetilsiilfonil
florir (PMSF) ve sodyum ortovanadat igeren soguk bir RIPA
(Radyoimmtnopresipitasyon deney tampon soliisyonu) lizis tampon soliisyonu (sc-
24948, Santa Cruz Biotechnology, Santacruz, CA) ig¢inde ultrasonik bir homojenizator
(Bandelin SONOPULS Mini 20 Ultrasonic Homogenizer) ile lize edildi.

b. Takiben OB doku 6rnekleri +4°C’de 15.000 Xg’de 20 dakika streyle santrifijj
edildi.

C. Elde edilen tiim lizatlarin protein konsantrasyonlari Lowry testi ile belirlendi.

d. Incelenecek olan proteinin molekiiler agirlig dikkate alinarak %7, %8, %10 ve
%12’lik jeller hazirland:.

e. Esit miktarda protein numunesi (40 pg) SDS-PAGE kosturuldu.

f Jellerde elektroforetik olarak aynistirilan proteinler, takiben iginde transfer
tamponu (48 mMTris, 39 mMglisin, %5 veya %20 (v/v) metanol) bulunan, Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Biorad) Aparati kullanilarak 1slak transfer
yontemiyle polivinilidendiflorid (PVDF) membranlara (Millipore, Bedford, MA,
ABD) aktanldi.

g Transferden sonra membranlar bir bloklama soliisyonuyla [iginde %0.1
Tween-20 bulunan tris buffer salin (TBS) solisyonunda (TBS-T) hazirlanan %5
yagsiz sut tozu] oda sicakliginda bir saat stireyle bloklandi ve hemen sonrasinda primer
antikorlarla 4°C'de bir gece inkiibasyona birakildi (Tablo 3.1).

h. Ertesi giin TBS-T soliisyonunda ti¢ kez 10’ar dk. yikanan membranlar HRP
(Horseradish peroxidase) ile konjuge edilmig sekonder antikorlarla [anti-tavsan IgG
(sc-2357) veya anti-fare IgG (sc-516102), Santa Cruz Biotechnology, CA, ABD] oda
sicakliginda bir saat streyle inkiibe edildi.

1. Siire bitiminde tekrar TBS-T'de 5’er dk. 4 kez ve TBS'de S’er dk. iki kez
yikanan membranlar kemiliiminesans (ECL) substratinda (Kat: 170-5061, Bio-Rad
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Laboratories, Hercules, CA) 5 dakika boyunca inkibe edildi ve kemiliiminesans
sinyali Chemi Doc™ XRS + Sistemi (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
kullanilarak gorsellestirildi.

j. Jellere omek proteinlerin esit yiklenip yiklenmedigini dogrulamak igin
membranlar strip soliisyonu ile strip edilip ardindan beta-aktin antikoru (sc-69879,
Santa Cruz Biotechnology, CA) ile yeniden inkiibe edildi. Takiben h ve i’de siralanan

islemler uygulanarak membranlar goriintillendi.

3.4. Immiinohistokimyasal Boyamalarin Semikantitatif Degerlendirilmesi

Otofaji ile iligkili proteinlerin OB ig¢indeki lokalizasyonu ve immiinboyanma
ozellikleri DP72 kamera atagmanli Olympus BX51 marka 151tk mikroskobunda
(Olympus, Deutschland GmbH, Hamburg, Almanya) x10 ve x40 objektif buyttmeleri
kullanilarak degerlendirildi. Tez g¢alismasinda varligt arastirilan tiim proteinlerin
immunboyanma yogunluklarint belirlemek amaciyla dort skor degerinden olusan bir
yogunluk puanlama sistemi kullanildi (Detre ve ark., 1995). Buna goére immiin

boyanma yogunlugu skoru (IS);

o negatif (-) [yuksek objektif biiytitmesinde (x40) bile boyanma yok],

o zayif (+) [sadece yiiksek buyiitmede (x40) gorilebilir),

e orta (++) [disik objektif buylutmesinde (x10) kolayca gortlebilir] ve

e kuvvetli veya yogun (+++) [dusik objektif biyiutmesinde (x10) carpici
sekilde goriilebilir] olarak kaydedildi.

Olfaktor bulbusun ONL, GL, EPL, MCL ve GCL’deki her bir protein i¢in saptanan
pozitif boyanmalar ve bunlarin lokalizasyonlart ayr1 ayrnt skorlandi. Caligmada
kullanilan otofaji sinyal yolagi proteinlerinin varlik ya da yokluklar ile hiicresel

lokalizasyonlar belirlendiginden herhangi bir istatistiksel degerlendirme yapilmadi.

3.5. Kantitatif Degerlendirmeler ve istatiksel Analiz

Calismada Western blot analizleri ile elde edilen kantitatif verilerin istatistik analizi
SPSS yazilim programi (versiyon 22.0, Armonk, NY, ABD: IBM Corp.) ile yapildi.
Protein bantlarinin dansitometrik analiz sonuglar tim grafiklerde ortalama + standart
hata (SEM) olarak gosterildi. Veri dagiliminin normalligini dogrulamak i¢in Shapiro-

Wilk testi kullanildi. Inecelenen her bir protein igin verilerin normal dagilim gosterdigi
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belirlendi. Bu nedenle otofaji sinyal yolagi proteinlerinin goreceli miktarlarindaki
farkliliklarin 6nemini belirlemek i¢in tek yonlii varyans analizi (OneWay ANOVA) ve
farkliligin hangi deney grubu kaynakli oldugunu saptamak icin ise Post hoc ¢oklu
kargilagtirma testlerinden Tukey testi uygulandi. P degeri 0.05’ten kii¢iik oldugunda

sonug istatistiksel onemli olarak yorumlandi.
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4. BULGULAR
4.1. Tiroid Bezindeki Morfolojik Degisiklikler

Kontrol (CON), hipotiroidili (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili
(PTU+L) siganlarin tiroid bezleri makroskopik olarak gorintilendiginde hipotiroidili
sicanlarin tiroid bezlerinin diger gruplara nazaran olduk¢a buyiik oldugu belirlendi
(Sekil 4.1.). Bu veriler deneysel hipotiroidizm modelinin basariyla olusturuldugunu

gostermektedir.

Sekil 4.1. A: Kontrol (CON), B: Hipotiroidili (PTU) ve C: Levotiroksin ile tedavi edilen
hipotiroidili (PTU+L) siganlarin tiroid bezlerinin (ok baglar) makroskopik gérintimii.



4.2. Koku Deneyi Sonuglari

CON, PTU ve PTU+L grubuna ait siganlarin koku alma testi sonuglari Sekil 4.2.°de
sunulmaktadir. Her Gi¢ gruptaki si¢canlar yemi bulma siirelerine gore diisiikten yuksege
dogru siralandiginda sirasiyla en kisa siirenin CON grubunda, en uzun sirenin ise
PTU+L grubundaki siganlara ait oldugu belirlendi. Deneysel hipotiroidizm
olusturulduktan sonra L T4 ile tedavi edilmig gruptaki sicanlara ait ortalama degerin
hem CON hem de PTU grubundaki ortalama degerlerden istatistiksel olarak farkl:
oldugu tespit edildi (p<0.05). Deneysel hipotiroidizm olusturulduktan sonra LT4 ile
tedavi edilmis gruptaki bazi sicanlardaki degerlerin CON grubundaki siganlarin
degerlerine yakin oldugu dikkati ¢ekti.
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Sekil 4.2. Kontrol (CON), hipotiroidili (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidili
(PTU+L) siganlarin koku testi sonuglari. * Gruplar arasindaki farkliligin P<0.05 diizeyinde
anlamli oldugunu gostermektedir.
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4.3. Olfaktor Bulbus’un Genel Yapisi

Her gruba ait sigcanlardan alinan OB kesitleri krezil viyole boyamasi ile boyanarak
incelendiginde OB’nin distan ige dogru ONL, GL, EPL, MCL, IPL ve GCL olmak
tizere 6 katmandan olustugu goraldu (Sekil 4.3.). Olfaktor mukozadaki olfaktér duyu
noronlarinin afferent 6zellikteki miyelinsiz akson demetleri ile bunlar arasindaki glia
hiicrelerinin bulundugu en dis katman olan ONL'nin yapisal olarak gruplar arasinda
bazi farkliliklar sergiledigi tespit edildi. Deneysel hipotiroidizm olusturulduktan sonra
LT4 ile tedavi edilmig grubu siganlarda ONL’nin diger gruplara goére genis oldugu ve
gliya htcrelerinin miktarinin artti§i gozlendi (Sekil 4.3. Al, B1, C1). Deney
gruplarinda kontrol grubuna gore GL’deki glomertllerin daha kiigiik oldugu, ancak
periglomeriler ve dis puskilli htcre morfolojilerinin CON grubundakine benzer
oldugu goraldu (Sekil 4.3. A2, B2, C2). Dis pleksiform katman, seyrek yerlesimli
puskulli hiicre govdeleriyle karakterize edilen bir katman olmasina karsilik CON
grubuna gore PTU+L grubunda daha kiigiik hiicre govdeleri saptandi (Sekil 4.3. A3
B3, C3). Deneysel hipotiroidizm olusturulduktan sonra LT4 ile tedavi edilmis grubun
MCL'sinde mitral hiicrelerin daha biiyiikk oldugu gozlendi (Sekil 4.3. A4, B4, C4).
MCL’ nin altinda yer alan ince bir tabaka olan IPL’nin az miktarda hiicre (horizontal
hiicre) igerdigi ve yapisal olarak tim gruplarda benzer oldugu tespit edildi (Sekilde
gosterilmedi). Graniil hiicre katmanini olusturan graniil hiicrelerin PTU grubunda
miktarca arttig1 ve buytik kimeler seklinde dizildigi dikkati ¢ekti (Sekil 4.3. AS, BS,
C9S).
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OLFAKTOR BULBUS HISTOLOJIK GORUNUMU
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Sekil 4.3. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu sicanlardan alinan olfaktoér bulbus dokularinin histolojik gérinimi. Krezil
viyolet asetat boyama yontemi. ONL: Olfaktor Sinir Katmani, GL: Glomeriiler Katman, EPL:
Dis Pleksiform Katman; MCL: Mitral Hiicre Katmani; GCL: Grantl Hiicre Katmant; g: Glial
hiicre; G: Glomeriil; Pg: Periglomeriil hiicre; G¢: Graniil hiicre; Mc: Mitral hiicre; sET:
superfisiyal (dig) piskilli hiicre; iET: orta piuskilli hiicre; dET: derin puskilli hiicre; ok
baglari: akson ve dendritler. Bar: A-C:100 um, A1-AS5, B1-B5, C1-C5: 10 um.
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4.4. Otofaji ile Tliskili Proteinlerin Ekspresyonlari ve Immiinlokalizasyonlar

Immiinonohistokimya tekniginde kullanilan AMPK, p-AMPK [fosfo (p)], TSC2, p-
TSC2, ULK1, p-ULKI, mTOR, p-mTOR, Beclin 1, SQSTM1/p62, MAPLC30/B,
MAPI1LC3A antikorlarinin sigan dokular1 i¢in spesifik olup olmadigini belirlemek igin
kullanilan pozitif ve negatif kontrol dokularindaki boyanmalar Sekil 4.4.°de
gosterilmigtir. Kontrol ve deney gruplarindaki siganlarin OB’lerinde otofaji ile ilgili
proteinlerin immunboyanma yogunluklarinin derecesi incelenen proteine ve OB’nin
katmanlarina gore farklilik gostermis olup, boyanma yogunluklar Tablo 4.1. ve Tablo

4.2.°de sunulmustur.

POZITIF KONTROL DOKULARI

NEGATIF KONTROL DOKULARI

Sekil 4.4. Sican dokularmda pozitif (A-L) ve negatif kontrol (M-N) kesitlerinde immiin
boyanmalar. Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz Boyama. A:
AMPK-dil, B: p-AMPK-karaciger, C: ULK 1-pankreas, D: p-ULK 1-testis, E: mTOR-testis, F:
p-mTOR-testis, G: TSC2-karaciger, H: p-TSC2-bobrek J: Beclin 1-bobrek, K: p62-bobrek, L:
MAPILC3A-testis, M: Mouse IgG-olfaktér bulbus, N: Rabbit IgG-olfaktér bulbus. Bar: 20
um.
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4.4.1. AMPKal/2 ve Fosfo-AMPKalfa-1/2 (Thr183/Thr172) Ekspresyonu ve

Immiinlokalizasyonu

Western blot analizleri AMPKal/2 ve p-AMPKal/2-Thr183/Thr172’nin CON ve
deney gruplarindaki siganlarin OB’sinde eksprese edildigini gosterdi. Sekil 4.5.a ve
b’de gosterildigi tizere AMPKal1/2’nin 38/54/63 kDa agirliklarina sahip 3 bant, p-
AMPKa1/2-Thr183/Thr172 nin ise 34/38/44/48/50/63 kDa agirliklarina sahip 6 bant
sergiledigi tespit edildi. Fosfo AMPK’nin 44/48 kDa agirlilarina sahip bantlarinin
digerlerinden daha yogun oldugu gozlendi. Sekil 4.5.c CON, PTU ve PTU+L
gruplarinin -~ OB’lerindeki  AMPKal/2  ve p-AMPKal/2-Thr183/Thr172’nin
miktarlarint niceliksel olarak karsilastirmaktadir. Sekil 4.5.d ise p-AMPK’nin
AMPKal1/2’ye oranint (pAMPKa1/2-Thr183/Thr172/ AMPKal/2) gostermektedir.
Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz a1/2’nin goreceli miktarinin PTU
grubunda diger gruplara gore diisiik oldugu ancak gruplar arasi farkliligin istatistiksel
acidan farkli olmadig belirlendi (P>0.05). Fosfo-AMPKa1/2-Thr183/Thr172 nin
AMPK oraninin ise PTU+L grubunda en yiiksek oldugu ancak yine gruplarasi
farkliliklarin 6nem tagimadigr gozlendi (P>0.05). Bu sonuglar PTU+L grubunda
AMPK fosforilasyonun daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Tim gruplarda AMPKal/2’nin OB’nin her katmaninda noropilde (akson wve
dendritlerde) ve puskulli hiicreler ile mitral hiicrelerin sitoplazmalarinda lokalize
oldugu, gliya hucreleri (astrositler) ve granil hiicrelerde ise bulunmadig saptandi.
Kontrol ve PTU+L gruplarinda ONL ve GL’deki sinir tellerindeki boyanma kuvvetli,
PTU+L grubunda da GCL’deki sinir tellerindeki boyanma kuvvetli olarak izlendi.
Deneysel hipotiroidizm olusturulmug grupta glomertler noéropildeki boyanma orta
dereceli olarak izlendi. PTU+L grubunda ayrica EPL ve MCL’de bulunan piskulla
hiicreler ve MCL’deki mitral hiicrelerin sitoplazmalarinda kuvvetli, CON grubunda
orta derecede, PTU grubunda puskilli hiicrelerde zayif, mitral hiicrelerde orta derece

yogunlukta AMPK immiinreaksiyonu gozlendi (Sekil 4.6.).

Fosfo-AMPKa1/2-Thr183/Thr172 nin OB’de olfaktor sinir telleri katmanindaki sinir
telleri, glomertiler noropil, GCL’deki sinir tellerinde, periglomertiler, puskilli hiicreler

ile mitral hucrelerin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde, bazi granul hiicrelerin ise
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cekirdeklerinde lokalize oldugu belirlendi. Tim gruplarda mitral hiicrelerin
somalarinin yant sira akson ve dentritlerinde p-AMPK immiinreaksiyonu olduk¢a
belirgindi. Tum gruplarda ET hucrelerinin sitoplazmalarinda orta gsiddette bir
boyanmanin baskin oldugu gorildi. Deneysel hipotiroidizm olusturulmug grupta
mitral hiicrelerdeki p-AMPK-pozitif sitoplazma ve ¢ekirdek immiunreaksiyonun diger

gruplara gore daha kuvvetli oldugu izlendi (Sekil 4.7.).

a) AMPKa1/2 c)

CON PTU PTU+L

AMPKa1/2 p-AMPK
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- 40 kDa p-AMPK (Thr183/Thr172)/AMPKa1/2

uCon - PTU sPTU+L

Sekil 04.5. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu sicanlarin olfaktér bulbusunda AMPK ve p-AMPKa1/2-Thr183/Thr172 nin
Western blot analizi. AMPK ve p-AMPKa1/2-Thr183/Thrl 72 nin géreceli miktarlan B-aktin
ekspresyonuna normalize edilmistir. (a ve b) AMPK, p-AMPKa1/2-Thr183/Thr172 nin ve -
aktinin temsili immiinoblotu. (c) AMPK ve p-AMPKa1/2-Thr183/Thrl72 nin géreceli sinyal
yogunluklan (d) p-AMPK/AMPK orani. Veriler ortalama +standart hata (¢ubuklar, standart
hatay1 gostermektedir) olarak sunulmugtur. ANOVA ve takiben Tukey'in post hoc testi ile
farkliliklarin anlamli olup olmadig degerlendirilmistir.
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Sekil 4.6. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu sicanlardan alinan olfaktér bulbus o6rneklerinde AMPKal/2
immiinlokalizasyonu. Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz
Boyama. ONL: Olfaktor sinir katmani, GL: Glomeriiller Katman, EPL: Dig Pleksiform
Katman; MCL: Mitral Hiicre Katmani; GCL: Granil Hiicre Katmani; g: Glial hiicre; G:
Glomeriil; Pg: Periglomeriiler hiicre; Ge: Graniil hiicre; Mc: Mitral hiicre; sET: siiperfisiyal
(dis) puskiillis hiicre; 1ET: orta puskulli hiicre; dET: derin puskillii hiicre, OV: Olfaktorik
ventrikiil; ok baglart: akson ve dendritler. Bar: A-C:100 um, A1-AS5, B1-B5, C1-C5: 10um.
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Sekil 4.7. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlardan alman olfaktér bulbus o6meklerinde p-AMPKal/2-
Thr183/Thr172 imminlokalizasyonu. Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC)
Immiinoperoksidaz Boyama. ONL: Olfaktor sinir katmani, GL: Glomeriiler Katman, EPL:
Dis Pleksiform Katman; MCL: Mitral Hiicre Katmani; GCL: Graniil Hiicre Katmani; g: Glial
hiicre; G: Glomeril; Pg: Periglomeriil hiicre; Ge: Granil hiicre; Mc: Mitral hiicre; sET:
superfisiyal (dig) piskilli hiicre; iET: orta puskillii hiicre; dET: derin piskiilli hiicre; OV:
Olfaktorik ventrikil; ok baslari: akson ve dendritler. Bar: A-C:100 um, A1-A5, B1-B5, CI1-
C5: 10pm.
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4.4.2.ULK1 ve Fosfo-ULKI (Ser467) Ekspresyonu ve Immiinlokalizasyonu

Western blot analizleri ULK1 ve p-ULK1 (Ser467) nin CON ve deney gruplarindaki
sicanlarin OB’lerinde eksprese edildigini gosterdi. Sekil 4.8.a ve b’de gosterildigi
tizere ULK1’in ~110-120 kDa, p-ULK1 (Ser467)’nin 150 kDa molekiler agirliga
sahip oldugu belirlendi. Sekil 4.8.c’de CON, PTU ve PTU+L gruplarinin OB’lerindeki
ULK1 ve p-ULK1 (Ser467)’nin miktarlarin1 niceliksel olarak kargilagtirmaktadir.
Sekil 4.8.d’de ise p-ULK/ULK1’1 gostermektedir. ULK 1’in goreceli miktarinin CON
grubunda ise en yiiksek, PTU+L grubunda en diisiik oldugu, pULK1 (Ser467)’nin ise,
CON grubunda en diusik PTU+L grubunda en yiiksek oldugu gorildi. Fosfo
ULK1/ULK1 oranmt ise PTU+L grubunda en yuksek olarak bulundu. Ancak bu
farkliliklarin istatistiksel 6nem tagimadigr tespit edildi (P>0.05). Bununla birlikte bu
sonuglar 6zellikle PTU+L grubunda daha belirgin olmak tizere her iki deney grubunda

ULKT1’in Ser467’de fosforile olarak aktiflestigini gostermektedir.

Tim gruplarda ULK1 immunreaksiyonunun OB’nin ONL’sini olusturan sinir
tellerinde negatif ya da zayif oldugu, ancak bu katmandaki gliya hiicrelerinin
sitoplazmalarinda kuvvetli pozitif oldugu belirlendi. Bunun yam sira diger
katmanlardaki bazi akson ve dendritlerin ve 6zellikle de GCL’deki sinir tellerinin
kuvvetli ULK1-pozitif oldugu dikkati ¢ekti. Glomeriiler katmanda néropildeki ULK1
reaksiyonu CON ve PTU gruplarinda orta dereceli iken, PTU+L grubunda zayif olarak
izlendi. Periglomeriiler, puskillii ve mitral hiicrelerin sitoplazmalart ULK1 i¢in pozitif
reaksiyon sergilerken GCL’deki graniil hiicrelerde reaksiyonun negatif oldugu tespit
edildi. Mitral hiicrelerdeki reaksiyon CON grubunda deney grubundakilere gore daha
yogun olarak izlendi (Sekil 4.9.).

Fosfo-ULK1 (Ser467) igin immiin boyanmalarin OB’nin periglomeriiler, puskulli ve
mitral hiicrelerin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde lokalize oldugu gozlendi. Genel olarak
ONL katmaninin sinir tellerinde reaksiyon negatif iken glomeraler néropilde PTU+L
grubunda orta derecede pozitif bir reaksiyon goruldii. Graniil hiicrelerinde p-ULK1
(Ser467) immunreaksiyonu CON grubunda negatif iken, her iki deney grubunda bazi
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde orta dereceli pozitif olarak izlendi. Ayrica PTU grubunda
puskilli ve mitral hiicrelerdeki ¢ekirdek boyanmasinin sitoplazmik reaksiyondan daha

kuvvetli oldugu, PTU+L grubunda ise sitoplazma ve ¢ekirdekdeki immiinreaksiyonun
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da kuvvetli oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.10.).

a) ULK1
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——— 0
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i .
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mCon "PTU mPTU+L

Sekil 04.8. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlarm olfaktoér bulbusunda ULK1 ve p-ULK1 (Ser467) nin Western blot
analizi. ULK1 ve p-ULKI1 (Ser467) nin goreceli miktarlan p-aktin ekspresyonuna normalize
edilmigtir. (a ve b) ULK1, p-ULK1 (Ser467) nin ve B-aktinin temsili immiinoblotu. (¢) ULK1
ve p-ULK1 (Ser467)’'nin goreceli sinyal yogunluklan (d) p-ULK1/ULKI1 oram. Veriler
ortalama =+standart hata (cubuklar, standart hatayr gostermektedir) olarak sunulmustur.
ANOVA ve takiben Tukey'in post hoc testi ile farkliliklarin anlamli olup olmadigi
degerlendirilmistir.
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Sekil 4.9. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlardan alinan olfakt6r bulbus 6rneklerinde ULK1 immiinlokalizasyonu.
Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz Boyama. ONL: Olfaktor
sinir katmani, GL: Glomeriler Katman, EPL: Dis Pleksiform Katman; MCL: Mitral Hiicre
Katmani; GCL: Graniil Hiicre Katmani; g: Glial hiicre; G: Glomeriil; Pg: Periglomerl hiicre;
Gc: Granil hiicre; Mc: Mitral hiicre; sET: siiperfisiyal (dig) piskilli hiicre; iET: orta piiskilli
hiicre; OV: Olfaktorik ventrikiil; ok baglari: akson ve dendritler. Bar: A-C:100 um, A1-AS,
B1-B5, C1-C5: 10um.
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Sekil 4.10. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlardan aliman olfaktér bulbus o6meklerinde p-ULKID (Serd67)
immiinlokalizasyonu. Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz
Boyama. ONL: Olfaktor sinir katmani, GL: Glomeriiller Katman, EPL: Dig Pleksiform
Katman; MCL: Mitral Hicre Katmani; GCL: Graniill Hiicre Katmani; g: Glial hiicre; G:
Glomeriil; Pg: Periglomeriil hiicre; Ge: Grantl hiicre; Mc: Mitral hiicre; sET: siiperfisiyal (dis)
puskillithicre; iET: orta puskiillii hiicre; dET: derin puskiillii hiicre; OV: Olfaktorik ventrikiil;
ok baglart: akson ve dendritler. Bar; A-C:100 um, A1-A5, B1-B5, C1-C5: 10um.
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4.4.3. mTOR ve Fosfo-mTOR (59. Ser2448) Ekspresyonu ve iImmiinlokalizasyonu

Western blot analizleri mTOR ve p-mTOR’nin (59.Ser2448) CON ve deney
gruplarindaki siganlarin OB’sinde eksprese edildigini gosterdi. Sekil 4.11.a ve b’de
gosterildigi iizere mTOR’nin 289 kDa agirliklarina sahip bir bant, p-mTOR’nin
(59.Ser2448) ise ~200/180/140 ve 120 kDa agirliklarina sahip ¢ok sayida bant
sergiledigi saptandi. Sekil 4.11.c’de CON, PTU ve PTU+L gruplarinin OB’lerindeki
mTOR ve p-mTOR’nin  (59.Ser2448)  miktarlarint  niceliksel  olarak
karsilagtirilmaktadir. Sekil 4.11.d’de ise p-mTOR/mTOR orani gosterilmektedir. WB
analiz sonuglart mTOR ekspresyonunun PTU grubunda en diisiikk, PTU+L grubunda
ise en yiksek oldugu belirlendi. Fosfo-mTOR/mTOR oraninin her iki deney grubunda
CON grubundakinden daha yiksek oldugu dolayisiyla da deney gruplarinda mTOR
fosforilasyonunun gerceklestigi tespit edildi. Bununla birlikte CON ve deney gruplari

arasinda farkliliklar 6nemsiz bulundu (P>0.05).

Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi reaksiyonunun ONL’sinde sinir telleri ile gliya
hiicrelerinde ve glomertler noropilde negatif oldugu saptandi. Bununla birlikte diger
katmanlardaki noropilde bulunan akson ve dendritlerde mTOR ig¢in orta derecede
pozitif immiunreaksiyon gozlendi. Ancak PTU+L grubunda GCL’deki sinir
tellerindeki mTOR reaksiyonun kuvvetli oldugu ve diger gruplardakilerden farkl:
olarak bu sinir tellerinin demetler olusturdugu ve miktarca da fazla oldugu gorildi.
Periglomeriiler, puskiilli ve mitral hicrelerde mTOR reaksiyonun sitoplazmada
yerlestigi, tim gruplarda mitral hiicrelerdeki kuvvetli pozitif boyanma yogunlugunun
benzer oldugu, ancak puskilla htcrelerin CON ve PTU+L grubunda PTU grubuna
gore daha yogun boyandig tespit edildi (Sekil 4.12.).

Fostfo-mTOR (59.Ser2448) immiinreaksiyonunun OB’de sinir telleri katmanindaki
sinir telleri ile gliya huicrelerinde ve periglomeriiler hticrelerde bulunmadigi, ancak
glomeriiler ve diger katmanlarin noéropilinde PTU grubunda zayif, CON ve PTU+L
grubunda orta derecede oldugu tespit edildi. Kontrol grubunda sadece mitral
hiicrelerde orta derecede sitoplazmik reaksiyon gorilurken, PTU ve PTU+L
gruplarinda puskilli ve mitral hiicrelerde kuvvetli olarak izlendi. Ayrica CON ve
PTU+L gruplarinda GCL’de sinir tellerindeki boyanmanin orta derece oldugu tespit
edildi (Sekil 4.13.).
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Sekil 04.11. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlarm olfaktér bulbusunda mTOR ve p-mTOR "nin (59.Ser2448) Western
blot analizi. mMTOR ve p-mTOR ‘nin (59.Ser2448) goreceli miktarlan B-aktin ekspresyonuna
normalize edilmistir. (a ve b) mTOR, p-mTOR (59.Ser2448) ve P-aktinin temsili
immiinoblotu. (¢) mTOR ve p-mTOR nin (59.Ser2448) goreceli sinyal yogunluklan (d) p-
mTOR/mTOR orani. Veriler ortalama +standart hata (gubuklar, standart hatay1
gostermektedir) olarak sunulmustur. ANOVA ve takiben Tukey'in post hoc testi ile
farkliliklarin anlamli olup olmadig degerlendirilmistir.
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Sekil 4.12. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlardan alman olfakt6r bulbus 6rneklerinde mTOR immiinlokalizasyonu.
Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz Boyama. ONL: Olfaktor
sinir katmani, GL: Glomeriiler Katman, EPL: Dis Pleksiform Katman; MCL: Mitral Hiicre
Katmani; GCL: Graniil Hiicre Katmani; g: Glial hiicre; G: Glomeriil; Pg: Periglomeriil hiicre;
Gc: Graniil hiicre; Mc: Mitral hiicre; sET: stiperfisiyal (dis) puiskiillii hiicre; iET: orta piiskiillii
hiicre; dET: derin piskiillii hiicre; ok baglari: akson ve dendritler. Bar: A-C:100 um, A1-AS,

B1-B5, C1-C5: 10um.
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Sekil 4.13. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlardan alinan olfaktér bulbus omeklerinde p-mTOR (59. Ser24438)
immiinlokalizasyonu. Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz
Boyama. ONL: Olfaktor sinir katmani, GL: Glomeriiller Katman, EPL: Dig Pleksiform
Katman; MCL: Mitral Hicre Katmani; GCL: Granill Hiicre Katmani; g: Glial hiicre; G:
Glomeriil; Pg: Periglomeriil hiicre; Ge: Grantl hiicre; Mc: Mitral hiicre; sET: siiperfisiyal (dis)
puskilli hiicre; iET: orta puskiilli hiicre; dET: derin puskilli hiicre; ok baglar: akson ve
dendritler. Bar: A-C:100 um, A1-A5, BI-B5, C1-C5: 10um.

182



Tablo 4.1. Kontrol (CON), Hipotiroidi (PTU) ve Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlarin OB’sinde, AMPK, p-AMPK, ULK]1, p-ULKI1, mTOR ve p-mTOR
proteinlerinin yerlesimleri ve boyanma vogunluklar (np: n6ropil, ¢: sitoplazma, n: ¢ekirdek, -
- negatif boyanma, +: zayif boyanma, ++: orta derecede boyanma, +++: giiclii boyanma)

Protein Grup ONL GL EPL MCL GCL
CON gc:i- c:- ciHt+ S c-
np:+++ np:+++ np:++ npi++ np:++
AMPK PTU gc:- c:- et cit+ c-
np:+++ np:++ np:++ np:++ np:++
PTU+L | gc:- ci- ci++ ci++ ci-
np:+++ np:+++ np:++ np:++ np:+++
CON n:- n:+ n:+ n:+++ n:+
gc:- cit+ cit+ cit+ c-
np:+++ np:+++ np:++ np:+++ np:+++
p-ampk | FTU n:- n:+ ni+ D+ o+
gc:- c.t+ c.t++ c.t+t++ c:-
np:+++ np:+++ np:.++ np:+++ np:+++
PTU+L n:- n:+ n:+ n:+++ n+
gc:- c.t+ c.t++ c.++ c:-
np:+++ np:+++ np:++ np:+++ np:+++
CON getH+H+ ci++ ci++ ciH++ c:-
np:- np:++ np:++ np:++ np:+++
ULK1 PTU geH+H+ c++ ci++ c:++ ci-
np:+ np:++ np:++ np:++ np:+++
PTU+L getH+H+ ci++ ci++ c:++ ci-
np:+ np:+ np:++ np:++ np:+++
CON n:- n:+ n:++ n:++ n:-
gc:- c.t+ c.++ c.++ c:-
np:- np:+ np:+ np:+ np:+
PTU n- n+++ n+++ n+++ n++
p-ULK1 gc:- cit+ cit+ cit+ c-
np:- np.+ np.+ np.+ np:+
PTUL | .- n:+ e e n+H
gc:- ct cit++ cit++ ci-
np:- np:++ np:+ np:+ np:+
CON gc:- ci+ ci++t ci++t ci-
np:- np:- np:++ np:++ np:++
mTOR PTU gc:- c:t cit+ cott+ c-
np:- np:- np:++ np:++ np:++
PTU+L | gc:- c+ ciH+t ciH+t c:-
np:- np:- np:++ np:++ np:+++
CON gci- c- c- ot c:-
np:- np:+4 np:++ np:++ np:++
p-mTOR PTU gc:- c- cott+ ciHHt ci-
np:- np:+ np:+ np:+ np:+
PTU+L | gc:- c- ciH+t ciH++ c-
np:- np:+ np:++ np:++ np:++
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4.4.4. TSC2 ve Fosfo-TSC2 (Thr1462) immiinlokalizasyonu ve Ekspresyonu

Western blot analizleri TSC2 ve p-TSC2 (Thr1462) nin CON ve deney gruplarindaki
siganlarin OB’sinde eksprese edildigini gosterdi. Sekil 4.14.a ve b’de gorildugu tizere
TSC2 ve p-TSC2 (Thr1462)’nin 200 kDa agirliklarina sahip band sergiledigi tespit
edildi. Sekil 4.14.c’de CON, PTU ve PTU+L gruplarinin OB’lerindeki TSC2 ve p-
TSC2 (Thr1462) nin miktarlarini niceliksel olarak karsilagtirmaktadir. Sekil 4.14.d ise
p-TSC2(Thr1462)/TSC2 oranin1 gostermektedir. TSC2 nin goreceli miktarinin PTU
grubunda CON grubuna gore arttigi, PTU+L grubunda ise azaldigi, p-TSC2’nin ise
her iki deney grubunda artis egilimi gosterdigi belirlendi. Deney gruplarinda CON
grubuna gore artan fosforilasyon orani saptanmig olup bu PTU ve PTU+L gruplarinda
TSC2’nin Thr1462°de fosforile olarak inhibe oldugunu gostermektedir. Bununla
birlikte CON ve deney gruplan arasinda farkliliklar istatistiksel olarak anlamsiz

bulundu (P>0.05).

Immiinohistokimyasal ~analizde TSC2’nin piiskillli ve mitral hiicrelerin
sitoplazmalarinda ve GL, EPL, MCL’sindeki akson ve dendritler ile GCL’deki sinir
tellerinde eksprese oldugu goriildi. Gruplara gére TSC2’nin boyanma yogunlugu
karsilagtirildiginda puskiilli hiicrelerdeki boyanmanin tim gruplarda orta siddette,
mitral hiicrelerde ise PTU grubunda kuvvetli diger gruplarda ise orta derecede oldugu
belirlendi. Graniil hiicre katmaninda sinir tellerindeki TSC2 pozitif boyanmanin CON

ve PTU grubunda kuvvetli oldugu gozlendi (Sekil 4.15.).

Fosfo-TSC2 (Thr1462)’nin PTU ve PTU+L grubunda puskallii ve mitral htcrelerin
sitoplazmasinda, glomeriiller etrafindaki akson veya dendritlerde orta derecede
boyanma sergiledigi, CON grubunda huicrelerde negatif, glomertiler néropil, EPL ve,
MCL noropilinde de zayif reaksiyon verdigi tespit edildi. Ayrica p-TSC2’nin sadece
PTU+L grubun GCL’sindeki aksonlarda pozitif immiin boyanma sergiledigi dikkati
cekti (Sekil 4.16.).
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Sekil 04.14. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlarin olfaktér bulbusunda TSC2 ve p-TSC2 (Thr1462) nin Western blot
analizi. TSC2 ve p-TSC2 (Thr1462) nin goreceli miktarlar B-aktin ekspresyonuna normalize
edilmigtir. (a ve b) TSC2, p-TSC2 (Thr1462) nin ve B-aktinin temsili imminoblotu. (¢) TSC2
ve p-TSC2 (Thr1462)’nin goreceli sinyal yogunluklan (d) p-TSC2/TSC2 orani. Veriler
ortalama =+standart hata (cubuklar, standart hatayr gostermektedir) olarak sunulmustur.
ANOVA ve takiben Tukey'in post hoc testi ile farkliliklarin anlamli olup olmadigi
degerlendirilmistir.
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Sekil 4.15. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlardan alinan olfaktér bulbus érmeklerinde TSC2 immiinlokalizasyonu.
Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz Boyama. ONL: Olfaktor
sinir katmani, GL: Glomeriiler Katman, EPL: Dis Pleksiform Katman; MCL: Mitral Hiicre
Katmani; GCL: Graniil Hiicre Katmani; g: Glial hiicre; G: Glomeriil; Pg: Periglomeril hiicre;
Gc: Graniil hiicre; Mc: Mitral hiicre; sET: superfisiyal (dis) piskiillii hiicre; iET: orta piiskiillii
hiicre; dET: derin puskiillii hiicre; OV: Olfaktorik ventrikiil; ok baslari: akson ve dendritler.
Bar: A-C:100 um, A1-A5, B1-B5, C1-C5: 10um.
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Sekil 4.16. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlardan alman olfaktér bulbus o6rneklerinde p-TSC2 (Thrl462)
immiinlokalizasyonu. Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz
Boyama. ONL: Olfaktor sinir katmani, GL: Glomeriiller Katman, EPL: Dig Pleksiform
Katman; MCL: Mitral Hicre Katmani; GCL: Graniill Hiicre Katmani; g: Glial hiicre; G:
Glomeriil; Pg: Periglomeriil hiicre; Ge: Granil hiicre; Mc: Mitral hiicre; sET: siiperfisiyal (dis)
puskilli hiicre; iET: orta puskiilli hiicre; dET: derin puskilli hiicre; ok baglar: akson ve
dendritler. Bar; A-C:100 um, A1-A5, BI-B5, C1-C5: 10um.
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4.4.5. Beclin 1 ve p62/SQSTM1’in Ekspresyonu ve Immiinlokalizasyonu

Western blot analizleri Beclin 1 ve p62/SQSTM1’in CON ve deney gruplarindaki
siganlarin OB’sinde eksprese edildigini gosterdi. Sekil 4.17.a’da gosterildigi tizere
Beclin 1 i¢in 60 kDa molekiler agirligina sahip bir bant elde edildi. Genel olarak
P62'nin molekiiler agirliginin 48/38 kDa (izoformuna bagli olarak) oldugu bilinmesine
karsilik, western blot analizinde kullanilan insan kaynaklit SQSTM1’in 151-440 amino
asitlerine kargt hazirlanmis olan p62/SQSTMI1 antikoru ile sirasiyla 48/38 ve 62-65
kDa civarinda ti¢ band saptand: (Sekil 4.17.b). Cogu ¢alismada 62 kDa molekiiler
agirliga sahip bandin p62/SQSTM1’i tanimlandigr bildirildiginden ve bu bandin
densitometrik yogunlugu diger bantlardan daha yiiksek oldugundan ¢aligmada bu
bandin densitometrik analiz degerleri p62/SQSTM1 i¢in veri olarak kullanildi. Sekil
4.17.c CON, PTU ve PTU+L gruplarinin OB’lerindeki Beclin 1 ve p62/SQSTM1’in
miktarlarint niceliksel olarak kargilagtirmaktadir. Sekil 4.17.d ise Beclin 1/

p62/SQSTM1’1 gostermektedir.

PTU+L grubunda Beclin 1 ekspresyonunun goreceli miktar1 CON ve PTU
grubundakinden daha yiiksek, p62/SQSTM1 ekspresyonu ise PTU+L grubunda ise
diger gruplardan daha diigiik bulundu. Bunun yanisira Beclin 1/p62 oraninin PTU+L
grubunda en yiiksek CON grubunda ise en disiik oldugu gozlendi. Ancak tim bu
verilere iligkin olarak gruplar arasi farkliliklarin anlamli olmadigi (P>0.05) tespit

edildi.

Beclin 1’in CON grubunda sadece mitral hiicrelerde, PTU+L grubunda da hem
puskilli hem de mitral hiicrelerde zayif bir boyanma sergiledigi, bununla birlikte tim
gruplarda glomeriiller etrafindaki ve diger katmanlardaki bazi akson ve dendritlerde
kuvvetli oldugu goriuldii. Deneysel hipotiroidizm olusturulduktan sonra L.T4 ile tedavi
edilmis grupta glomertiller etrafindaki ve GCL katmanindaki Beclin 1-pozitif sinir teli

miktarinin diger gruplardakinden daha fazla oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.18.).

P62/SQSTM1’in glomeriiler ve diger katman néropillerinde, gliya, puskilli ve mitral
hiicrelerin sitoplazmalarinda ve GL, EPL, MCL’deki akson veya dendritlerde ve
GCL’deki sinir tellerinde lokalize oldugu belirlendi. Kontrol grubunda glomeriler
noropildeki boyanma kuvvetli pozitif iken, PTU grubunda orta derecede, PTU+L
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grubunda ise zay1f olarak gozlendi. Ayrica tim gruplarda puskiillii ve mitral hiicrelerin

sitoplazmalarinda reaksiyonlarin kuvvetli oldugu gorildi (Sekil 4.19.).
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Sekil 04.17. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlarin olfaktér bulbusunda Beclin 1 ve p62/SQSTM1’in Western blot
analizi. Beclin 1 ve p62/SQSTM1’in goreceli miktarlart B-aktin ekspresyonuna normalize
edilmigtir. (a ve b) Beclin 1, p62/SQSTM1’in ve B-aktinin temsili immiinoblotu. (¢) Beclin 1
ve p62/SQSTM1’in goreceli sinyal yogunluklar (d) Beclin 17in p62/SQSTM ye orani. Veriler
ortalama =+standart hata (cubuklar, standart hatay1r gostermektedir) olarak sunulmustur.
ANOVA ve takiben Tukey'in post hoc testi ile farkliliklarin anlamli olup olmadigi
degerlendirilmistir.
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Sekil 4.18. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlardan alman olfaktér bulbus o¢rneklerinde Beclin 1
immiinlokalizasyonu. Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz
Boyama. ONL: Olfaktor sinir katmani, GL: Glomeriiller Katman, EPL: Dig Pleksiform
Katman; MCL: Mitral Hiicre Katmani; IPL: I¢ Pleksiform Katmani; GCL: Graniil Hiicre
Katmani; g: Glial hiicre; G: Glomeril; Pg: Periglomeriil hiicre; Ge: Graniil hiicre; Mc: Mitral
hiicre; sET: siiperfisiyal (dis) piskilli hiicre; iET: orta piiskiillii hiicre; dET: derin puskiilli
hiicre; ok baglari: akson ve dendritler. Bar: A-C:100 um, A1-A5, B1-B5, C1-C5: 10um.
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Sekil 4.19. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi

(PTU+L) grubu

sicanlardan  alinan

bulbus

orneklerinde

P62/SQSTM1

immiinlokalizasyonu. Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz
Boyama. ONL: Olfaktor sinir katmani, GL: Glomeriiller Katman, EPL: Dig Pleksiform
Katman; MCL: Mitral Hicre Katmani; GCL: Graniill Hiicre Katmani; g: Glial hiicre; G:
Glomeriil; Pg: Periglomeriil hiicre; Ge: Grantl hiicre; Mc: Mitral hiicre; sET: siiperfisiyal (dis)
puskilli hiicre; iET: orta puskilli hiicre; ok baslari: akson ve dendritler. Bar: A-C:100 um,
Al-A5, B1-B5, C1-C5: 10pm.
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4.4.6. MAPLC3a/p ve MAP1LC3A’nin Immiinlokalizasyonu ve Ekspresyonu

Kontrol, PTU ve PTU+L grubundaki siganlardan alinan OB dokularinda
otofagozomun sekillenmesinin 6nemli belirteci olarak kabul edilen LC3’in
ekspresyon ve lokalizasyonlarindaki olasi degisiklikler western blot analiz ve
immiunohistokimya teknikleriyle incelendi. Calismada iki farkli firma tarafindan
uretilen MAPLC3a/f ve MAPILC3A adli antikorlar kullanildi. Bunlardan
MAPLC3a/B (G-4), insan kaynaklt MAPLC3p 'nin bir i¢ bolgesi iginde 33-56 amino
asitleri arasindaki epitop haritalamasina spesifik bir fare monoklonal antikorudur.
Mikrotiibul iligkili protein 1 hafif zincir 3A antikorunun tretilmesinde kullanilan kesin
immiunojen dizisi hakkindaki bilgi tescilli oldugundan bilinmemektedir. Bu antikor
otofagozom belirteci olarak tanimlanmig olup tavsanda hazirlanmig rekombinant

monoklonal antikordur.

Western blot analizi kullanilan her iki LC3 antikorunun CON ve deney gruplarindaki
siganlarin OB’sinde eksprese edildigini gosterdi. Sekil 4.20.a ve b’de gosterildigi
tizere her iki bandin yaklagik 14-15 kDa agirliginda tek bant sergiledigi tespit edildi.
Sekil 4.20.c CON, PTU ve PTU+L gruplarinin OB’lerindeki MAPLC3o/p ve
MAPILC3A miktarlarint niceliksel olarak karsilagtirmaktadir. Her iki antikorun
ekspresyonlarinin goreceli miktarlarinin CON grubunda en diisik, PTU grubunda ise

en yuksek oldugu, ancak bu farkliliklarin 6nemli olmadig: (P>0.05) tespit edildi.

MAPLC3a/B antikoru ile elde edilen imminohistokimya sonuglart tim gruplarda
puskilli ve mitral htcrelerin sitoplazmalarinin kuvvetli pozitif oldugunu ve ayrica
OB’nin tim katmanlarinda bulunan akson ve dendritlerin de ortadan kuvvetliye dogru
degisen yogunluklarda boyandigini gosterdi. Kontrol ve PTU grubunda MCL
katmaninda bulunan bazi graniil hiicrelerin sitoplazmalarinda da MAPLC3a/B-pozitif
immiunreaksiyon tespit edildi. Puskulli ve mitral hiicrelerdeki boyanma
incelendiginde sitoplazmada homojen boyanmanin olmadigi, bazi alanlarda
yogunlagtig dikkati ¢ekti. Bu yogun alanlar PTU ve PTU+L grubunda daha belirgindi
(Sekil 4.21.).

Otofagozom belirteci olan MAPILC3A antikoru ile elde edilen sonuglar
MAPLC30/B’ninkinden daha farkli olarak izlendi. Olfaktor sinir telleri katmaninda

sinir tellerinin, glomeriler ve diger katmanlarin noropillerinin MAPILC3A ile orta
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dereceden kuvvetliye kadar degisen yogunluklarda boyandig1 gozlendi. Puskilli ve
mitral hiicre sitoplazmalarinda CON ve PTU+L grubunda kuvvetli, PTU grubunda ise
orta derecede bir reaksiyon goriiliirken, GCL’sindeki sinir tellerinin PTU grubunda
kuvvetli boyandigt ve CON ve PTU+L grubunda bu aksonlarin belirgin olmadig: tespit
edildi (Sekil 4.22.).

a) MAPLC3uB

CON PTU PTUL
15 kDa

ot

b) MAP1LC3A

MAPLC3a/B/B-actin
MAP1LC3A/B-actin
(G oreceli sinyal yogunlugu)

CON PTU PTU+L

MAPLC3a/ MAP1LC3A
aCon *PTU mPTULL

Sekil 04.20. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlarin olfaktér bulbusunda MAPLC30/p ve MAPILC3A min Western blot
analizi. MAPLC3a/pB ve MAP1LC3A nin géreceli miktarlari B-aktin ekspresyonuna normalize
edilmigtir. (a ve b) MAPLC30/B, MAPILC3A’nin ve B-aktinin temsili immiinoblotu. (c)
MAPLC3a/p ve MAP1LC3A nin goreceli sinyal yogunluklar. Veriler ortalama +standart hata
(cubuklar, standart hatay1 géstermektedir) olarak sunulmustur. ANOVA ve takiben Tukey'in
post hoc testi ile farkliliklarin anlamli olup olmadig1 degerlendirilmistir.
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Sekil 4.21. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu sicanlardan alman olfaktéor bulbus 6meklerinde MAPLC3a/B
immiinlokalizasyonu. Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz
Boyama. ONL: Olfaktor sinir katmani, GL: Glomeriler Katman, EPL: Dig Pleksiform
Katman; MCL: Mitral Hiicre Katmani; IPL: I¢ Pleksiform Katman; GCL: Graniil Hiicre
Katmant; g: Glial hiicre; G: Glomerul; Pg: Periglomeriil hiicre; Ge: Graniil hiicre; Mc: Mitral
hiicre; sET: siiperfisiyal (dis) piiskiillii hiicre; iET: orta piiskillii hiicre; dET: derin puskiilli
hiicre; OV: Olfaktorik ventrikiil; ok baglari: akson ve dendritler. Bar: A-C:100 um, A1-AS,
B1-B5, C1-C5: 10um.
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MAP1LC3A iIMMUNREAKSIYONU

Sekil 4.22. Kontrol (CON), hipotiroidi (PTU) ve levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu sicanlardan alinan olfaktér bulbus 6rneklerinde MAPILC3A
immiinlokalizasyonu. Strep-Avidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) Immiinoperoksidaz
Boyama. ONL: Olfaktor sinir katmani, GL: Glomeriiller Katman, EPL: Dig Pleksiform
Katman; MCL: Mitral Hiicre Katmani; IPL: I¢c Pleksiform Katman; GCL: Graniil Hiicre
Katmani; g: Glial hiicre; G: Glomeril; Pg: Periglomeriil hiicre; Ge: Graniil hiicre; Mc: Mitral
hiicre; sET: siiperfisiyal (dis) piskilli hiicre; iET: orta puskiilli hiicre; dET: derin piskillia
hiicre; OV: Olfaktorik ventrikiil; ok baglari: akson ve dendritler. Bar: A-C:100 um, A1-AS,
B1-B5, C1-C5: 10um.
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Tablo 4.2. Kontrol (CON), Hipotiroidi (PTU) ve Levotiroksin ile tedavi edilen hipotiroidi
(PTU+L) grubu siganlarin OB’sinde, TSC2, pTSC2, Beclin 1, SQSTM1/p62, MAPLC3a/p ve
MAPILCA, proteinlerinin yerlesimleri ve boyanma yogunluklar (np: néropil, ¢: sitoplazma,
n: ¢ekirdek, -: negatif boyanma, +: zayif. boyanma, ++: orta derecede boyanma, +++: giiclii

boyanma)
Protein Grup ONL GL EPL MCL GCL
gc:- c:- ¢+t ¢+t c:-
CON np:- np:.++ np.++ np.++ np:+++
TSC2 PTU gci- c- ciHt ciH+ c-
np:- np:++ np:++ np:++ np:+++
PTU+L gc:- c- ct+t ct+t c-
np:- np:++ np:++ np:++ np:++
CON gc:- ci- ci- ci- ci-
np:- np:+ np:+ np:+ np:-
p-TSC2 PTU gc:- c- c:++ cH+ c-
np:+ np:++ np:+ np:+ np:-
PTU+L | gc:- c- ci+ ciHt c-
np:+ np:++ np:++ np:++ np:+++
CON gc:i- c- Ci- c+ c-
np:- np:+++ np:+ np:+ np:t++
Beclinl PTU gei- c:- c- ci- c:-
np:- np:+++ np:+ np:++ np:+++
PTU+L | gc:- ci- c+ ci+ ci-
np:- np:+++ np:+ np:++ np:+++
CON gct ci- ci++t ci++t ci-
np:- np:+++ np:++ np:++ np:++
SQSTM1/p62 | PTU geit c:- ciHt++ ciHt++ c-
np:- np:++ np:++ np:++ np:++
PTU+L | gc:+ c:- cirt+ cirt+ c:-
np:- np:+ np:++ np:++ np:++
CON n:- n:- n:- n:- n:-
gc:- c- cit+t cit+t ct+
np:++ np:++ np:+++ np:+++ np:+++
PTU . . . . .
MAPLC30/p n: n: n: n: n:
gc:- c:- c.tt++ c.tt++ c.t+
np:++ np:++ np:+++ np:+++ np:+++
PTU+L n:- n:- n:- n:- n:-
gc:- c:- c.tt++ c.tt++ c:-
np:++ np:++ np:+++ np:+++ np:+++
CON gc:- c:- c.tt++ c.tt++ c:-
np.++ np.+++ np.+++ np:+++ np:++
MAPILC3A | PTU gc:- ci- i+t c:++ c-
np:++ np:++ np:+++ np:+++ np:+++
PTU+L | oc:- c:- ciH+ Cit+t c:-
np:++ np:+++ np:+++ np:+++ np:++
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5. TARTISMA

Tiroid bezi, organizmanin gelisimi sirasinda ve yetiskinlikte pleiotropik etkiler
gosteren tiroid hormonlart T4 ve T3 ile kalsitonin hormonunu uretir. Bu hormonlar
progenitdr dontisimi, hiicrenin hayatta kalmasi ve farklilagmasi, hiicresel homeostaz
ve ¢oklu doku tipleri ile organlardaki metabolik diizenleme gibi ¢esitli hicresel
streclerde 6nemli rol oynar (Pascual ve Aranda, 2013; Sirakov ve ark., 2013; Yen,
2001). Beyin, tiroid hormonu etkisine olduk¢a duyarli olup yapilan caligmalar
TH’lerinin memelilerde sinir sistemi gelisiminin ilk agamalarinda 6nemli rol
oynadigini ortaya koymaktadir (Bernal, 2007, Horn ve Heuer, 2010; Koibuchi ve Chin,
2000; Préau ve ark., 2015). Cogu memelinin néronlart dogum oncesi ve dogum sonrast
erken yagamda turetildiginden, embriyonik ve erken postnatal donemde tiroid hormon
durumunun bozulmasinin dogum sonrast gelisim strecinde ciddi noérolojik
bozukluklara neden oldugu tespit edilmistir (de Escobar ve ark., 2007; Williams, 2008;
Zoeller ve Rovet, 2004). Yetigkinlerde de tiroid hormonlarinin hipokampiisde dentat
girusun SGZ bolgesinde ve lateral ventrikilleri kaplayan SVZ bolgesinde yetiskin
progenitor gelisiminin farkli asamalarini etkileyerek norogenezi diizenledigi
gosterilmigtir (Kapoor ve ark., 2015; Remaud ve ark., 2014). Tiroid hormonunun
yetigskin hipokampal nérogenez tizerindeki etkisi ilk olarak kemirgen modellerinde
gergeklestirilmis olup, hipotiroidi durumu guatrojen tedavisi (6rn. PTU verilmesiyle)
veya tiroidektomi kullanilarak, hipertiroidi ise ekzojen tiroid hormonu uygulanarak
induklenmistir (Ambrogini ve ark., 2005, Desouza ve ark., 2005, Montero-Pedrazuela
ve ark., 2006). Sicanlarda yetiskin baglangi¢li hipotiroidizmin, hipokampal
progenitorlerin postmitotik sagkalimini ve néronal farklilagmasini, proliferasyonlarini
etkilemeden onemli 6l¢iide azalttig (Ambrogini ve ark., 2005, Desouza ve ark., 2005,
Montero-Pedrazuela ve ark., 2006), progenitér hiicre sagkalimindaki bu azalmaya

muhtemelen artan apoptotik hiicre 6limunutn aracilik ettigi, hipotiroid hayvanlarda



hem progenitor sagkalimindaki diigiistin hem de noronal farklilagmanin tiroid hormonu
replasman tedavisi ile (6tiroid durumunun restorasyonu) normallestirildigi ortaya
konmustur (Desouza ve ark., 2005). Sicanlardaki bir baska rapor, guatrojen aracili
hipotiroidizmin ardindan gecikmis néronal morfolojik olgunlasmanin sekillendigini

gostermistir (Ambrogini ve ark., 2005).

Yetigskin beyninde, SVZ‘de dogan noéronal éncii hiicreler OB’ye dogru go¢ ederler.
Olfaktor bulbusda granill ve periglomertler noronlara farklilagirlar (Lledo ve
Saghatelyan, 2005). Bu huicreler OB ana noéronlarn ile dendrodendritik sinapslar
kurarlar (Whitman ve Greer, 2007b) ve koku uyarimlarina yanit verirler (Carlén ve
ark., 2002; Magavi ve ark., 2005). Yetigkinlikte tretilen internoéronlar yaglt graniil
hiicrelerinin yerini alir ve boylece OB aginin yapisal bitinligini korur (Breton-
Provencher ve ark., 2009). Sonu¢ olarak SVZ'deki norogenez, OB'deki noronlarin
islevsel entegrasyonuyla sonuglanir. Bunun hafiza ve koku/feromon ayrimi gibi koku

alma davraniglarinda énemli oldugu gosterilmistir (Breton-Provencher ve ark., 2009).

Tiroid hormonunun SVZ noérogenezi tzerindeki etkilerinin, koku ayriminin tiroid
hormonu tarafindan modile edilmesiyle ilgili olabildigi ileri suiriilmektedir. Nitekim
postnatal yagsam sirasinda tiroid hormonunun koku alma yolu gelisiminde 6nemli bir
rol oynadig1 gosterilmistir (Hoyk ve ark., 1996; Mackay-Sim ve Beard, 1987; Malvaut
ve Saghatelyan, 2016; Paternostro ve Meisami, 1991; Sakamoto ve ark., 2014).
Walczak ve arkadaslari (2002), konjenital hipotiroidizm hastalarinda, tiroid
hormonlarinin  kokunun tespitinde ve ayirt edilmesinde o6nemli oldugunu
belirlemislerdir. Koku alma sisteminin tiroid hormonuna karst bu hassasiyetini
yetigkinlerde de korudugu ve hipo ve hipertiroidili kemiricilerde koku alma
davraniginin degistigi ortaya konmustur (Beard ve Mackay-Sim, 1987; Brunjes ve ark .,
1982; Deniz ve ark., 2016; Gunbey ve ark., 2015; Johanson, 1980). Bu ¢alismalar SVZ
norogenezindeki bozulmalar nedeniyle OB'de nérojenik degisikliklerin meydana
geldigini ve tiroid hormonunun koku alma uzerindeki etkilerinin varli§int ortaya
koymaktadir. Ancak tiroid hormonu bozukluklarinin OB’de hangi mekanizmalari

etkileyerek koku bozukluklarina neden oldugu bilinmemektedir.

Cesitli hastaliklara bagli koku alma bozukluklarinda otofaji ile iligki sinyal

yolaklarinin ¢énemli rol oynadigi son caligmalarla ortaya konmustur (Chen ve ark,,
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2022; Takahashi ve ark., 2023). Bununla birlikte hipotiroidizm sirasinda sekillenen
olast koku alma duyusu bozukluklarinda TH’lerinin nongenomik etkilerine aracilik
eden AMPK sinyalizasyonunun bozulup bozulmadigina, ayrica distiroidi sirasinda
otofajinin cesitli basamaklarin diizenleyen proteinlerin
aktivasyonunun/inaktivasyonunun etkilenerek otofajinin aktive ve/veya inhibe edip
etmedigine dair herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada PTU verilerek
hipotiroidizm olusturulan ve hipotiroidizm sekillendikten sonra L-tiroksin ile tedavi
edilen erigkin sican OB dokusunda AMPKal, mTOR, ULKI1, TSC2 (tuberin),
BECLIN1, p62 ve MAPLC3 gibi otofaji ile iliskili ¢esitli proteinlerin goreceli
miktarlan ve lokalizasyonlar1 tanimlandi. Western blot analizi s6zii edilen proteinlerin
CON ve deney gruplarinda protein diizeyinde ifade edildigini gosterdi.
Immiinohistokimyasal analiz sonuglari ise bu proteinlerin her birinin OB dokusunda
farkli katmanlarda ve hiicre tiplerinde lokalize oldugunu ve farkli boyanma yogunlugu
sergiledigini gosterdi. Bu ¢aligmada tiroid hormonunun otofaji sinyal yolaginin farkli
basamaklarinda rol oynayan proteinlerin hem ekspresyon hem de lokalizasyonlart

uzerine etkilen ilk kez incelendi.

Hipotiroidizmde digsik TH konsantrasyonlarinin biligsel gerileme, depresyon,
demans, disfoni (ses kalitesinin bozulmasi) ve koma gibi noropsikiyatrik semptomlara
neden oldugu, yaygin zihinsel bozulmanin bir uzantist olarak demans gelisebildigi ve
levotiroksin tedavisinden sonra norobiligsel yeteneklerin iyilestigi gosterilmigtir
(Jurado-Flores ve ark., 2022). Primer hipotiroidizm hastalarinda karsilagilan yaygin
bir diger klinik problemin de senzorinéral koku alma bozukluklart (disomia) oldugu
(Chen ve ark., 2021) ve bu gibi hastalarda, tiroid hormonlar ile tedavinin bu kusurlari
buytuk ol¢ide tersine ¢evirdigi tespit edilmistir (Baskoy ve ark., 2016; McConnell ve
ark., 1975). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda da subklinik hipotiroidizmin (Baskoy ve
ark., 2016) ve primer hipotiroidizmin (Deniz ve ark., 2016) koku alma duyarliliini
negatif yonde etkiledigi gosterilmistir. Dahasi, hipotiroidizmin yetigkin farelerde koku
almanin kismen veya tamamen kaybolmasina (anosmia) neden oldugu gosterilmigtir
(Beard ve Mackay-Sim, 1987). Bu tez calismasinda da hipotiroidizmin siganlarda
koku alma bozukluguna neden olup olmadig: arastirildi. Caligmada materyal ve metod
bolimiinde anlatildig tizere hipotiroidizm grubundaki hayvanlara PTU 39 giin yastan

itibaren 28 giin boyunca intaperitoneal olarak uygulandi. Tedavi grubundaki
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hayvanlara da ayni prosedur uygulandiktan sonra 15 giin siireyle L-tiroksin verildi.
Her gruptaki hayvanlar takiben koku testine (yiyecek bulma testi) tabi tutuldu.
Kemirgen modellerinde yetigkin baglangi¢li hipotiroidizmin koku algilarinda bir
azalmaya neden oldugu (Beard ve Mackay-Sim, 1987), hipotiroidi hastalarinin
hormon replasmani ile dizeltilebilen disosmi sergiledikleri (Deniz ve ark., 2016,
Gunbey ve ark., 2015) bildirilmesine karsilik bu ¢alismada en uzun yiyecek bulma
stresinin PTU+L grubundaki siganlara ait oldugu belirlendi. PTU ve PTU+L grubunda
koku alma siirelerinin uzadigi, ancak sadece PTU+L grubundaki si¢anlara ait ortalama
degerin hem CON hem de PTU grubundaki ortalama degerlerden istatistiksel olarak
farkli oldugu tespit edildi (P<0.05). Bu sonuglar PTU ile indiikklenmig sigan modelinde
hipotiroidizmin koku alma yeteneginin bozulmasina neden oldugunu gostermekle
birlikte literatiirde bildirilenin (Deniz ve ark., 2016; Gunbey ve ark., 2015) aksine L-
tiroksin ile tedavinin koku bozukluklarini diizeltmek yerine artirdigint gostermektedir.
Bu durum siganlarin bireysel farklilik gosterdigi seklinde yorumlandi. Bu farkliligin

hayvan turtine ve PTU nun uygulama sekli ya da siiresine bagli olabilecegi dugtinildi.

Bugiine degin yapilan ¢alismalar ile olfaktor mukozadaki reseptor noronlarin, merkezi
koku alma alanlarinin (OB gibi) ve st dizey biligsel sistemlerin timiiniin
hipotiroidizmin hedefi oldugu gosterilmistir. Dhong ve ark. (2003) immiinohistokimya
kullanarak yetigkin siganlarin koku epiteli diizeyinde hipotiroidizmle iligkili
degisiklikleri degerlendirmis ve koku reseptér noronlarinin olgunlagmasinda PTU
maruziyetiyle iligkili bir azalmanin oldugunu, ancak toplam reseptor sayist ve
yogunlugu, olfaktor epitel ylizey alan1 ve kalinliginin PTU'ya maruz kalma ile iligkili
olarak farklilik gostermedigini  bulmuglardir. Paternostro ve ark. (1991)
hipotiroidizmin yeni dogan siganlarda gelisimleri sirasinda koku epiteli tizerindeki
etkilerini degerlendirmis ve koku reseptor hiicrelerinde olgunlagsma oraninda azalma
oldugunu; yuzey epitel kalinliginin PTU ile artan maruziyet siiresiyle degismedigini
gostermislerdir. Yetiskin siganlarda PTU ile inditklenen hipotiroidizmin OB’de noral
kok hiicre proliferasyonu artirdig, hipertiroidizmin ise azalttig tespit edilmis ve
boylece tiroid hormonlarinin noéral kok hiicre proliferasyonunu ve olgunlagmasint
yetigkinlikte de etkiledigi ileri surilmiustir (Fernandez ve ark., 2004). Hoyk ve ark.
(1996), dogum oncesi PTU uygulanarak hipotiroidizm olusturulan siganlarin

OB’lerinde EPL genisliginde belirgin bir azalma ve tiroksin uygulanan hipertiroidili
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sicanlarin OB’lerinin EPL katmaninin genigliginde belirgin bir artis gozlemislerdir.
Prenatal PTU verilen siganlarda mitral hiicre dentritlerinde, postnatal PTU verilen
hipotiroidili siganlarda graniiler hiicre dendritlerinde ve tiroksin verilen siganlarda glia
hiicrelerinin uzantilarinda 6énemli bir azalmanin oldugunu belirlemiglerdir (Hoyk ve
ark., 1996). Daha oOnceki c¢aligmalarda hipotiroidizmin olfaktor epiteldeki etkileri
detayli olarak incelendiginden bu tez ¢aligmasinda sadece OB’de histolojik bir degisim
olup olmadig: incelendi. Olfaktér mukozadaki olfaktor duyu néronlarinin afferent
ozellikteki miyelinsiz akson demetleri ile bunlar arasindaki glia hiicrelerinin
bulundugu en dig katman olan ONL'nin yapisal olarak gruplar arasinda bazi farkliliklar
sergiledigi tespit edildi. PTU+L grubu sicanlarda ONL’nin diger gruplara gore genis
oldugu ve gliya hiicrelerinin miktarinin arttig1 gézlendi. PTU ve PTU+L gruplarinda
kontrol grubuna gore GL’deki glomertiillerin daha kiigiik oldugu, ancak periglomeriiler
ve dig puskilla hiicre morfolojilerinin CON grubundakine benzer oldugu gorilda. EPL
seyrek yerlesimli puskulli hiicre govdeleriyle karakterize edilen bir katman olmasina
karsilik CON grubuna gore PTU+L grubunda daha kiigik hiicre gévdeleri saptandi.
PTU+L grubunda MCL'sinde mitral hticrelerin daha buiytik oldugu gozlendi. MCL nin
altinda yer alan ince bir tabaka olan IPL’nin az miktarda hiicre (horizontal hiicre)
icerdigi ve yapisal olarak tiim gruplarda benzer oldugu tespit edildi. Olfaktor bulbusun
GCL’sini olusturan graniil hicrelerin PTU grubunda miktarca arttigt ve biuyik
kiimeler geklinde dizildigi dikkati ¢ekti. Bu bulgular Hoyk ve ark. (1996) tarafindan
bildirildigi gibi tiroid fonksiyon bozuklugunun OB’de bazi yapisal degisikliklere

neden olabileceginin énemli gostergesidir.

Tiroid hormonlarinin  embriyonik gelisim, hiicresel biiyiime, metabolizma
farklilagma,ve proliferasyon dahil olmak tizere ¢esitli fizyolojik stregleri genomik ve
nongenomik etkileri ile module ettigi bilinmektedir. Genomik sinyal yolu gen
transkripsiyonu ve translasyonunu dogrudan etkilerken, genomik olmayan yol daha
hizl hiicresel degisiklikleri igerir ve bunlarin bazilari daha dolayl: sinyal yoluyla gen
ifadesini de duzenler (Moeller ve Broecker-Preuss 2011). Tiroid hormonlarinin
genomik etkilerine T3 i¢in tercihli bir afiniteye sahip olan tiroid hormonu reseptorii a
(THRA) ve tiroid hormonu reseptorii B (THRB) genleri tarafindan kodlanan tiroid
hormonu reseptorleri (TR veya THR'ler) aracilik eder (Evans, 1988; Lazar ve Chin,

1990; Marsili ve ark., 2011). Tiroid hormonunun nongenomik etkilerine mitokondriyal
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TR, sitoplazmik TR (TRB1, TRal gibi) veya plazma membran reseptorleri (integrin
alfaVbeta3, integrin avf3) aracilik yapar (Cheng ve ark., 2010; Davis ve ark., 2021;
Hammes, 2015; Wrutniak, 1998). Tiroid hormonlart genomik olmayan islevlerini
yerine getirirken fosfoinositid 3-kinaz (PI3K), protein kinaz B (Akt), AMPK gibi
cesitli kinazlarin aracilik ettigi sinyal yollarini aktive etmek igin bu sitosolik
proteinlerle de etkilesime girerler (Segal, 1990; Senese ve ark., 2014; Shih ve ark.,
2004). Serin/treonin (Ser/Thr) kinaz grubunun bir tiyesi olan AMPK, hiicrenin ve tim
organizmanin enetji durumunu algilayan bir metabolik yakit gostergesi veya enerji
senzOri olarak gorev yapar (Hardie, 2007). Enerji rezervlerinin sinirlandiriimasi veya
ilgili hicresel stres kosullari altinda, AMPK aktive olur ve bu da ATP tiketen
biyosentetik yollarin inhibisyonuna ve ATP dretimini artiran katabolik yollarin
aktivasyonuna yol agar. Dolayisiyla, AMPK bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecin
dizenlenmesine katilir ve otofajinin diizenlenmesi, metabolik strese yanit verilmesi ve
hiicre i¢i enerji homeostazinin korunmast i¢in ¢ok énemlidir (Carling ve ark., 2012).
Yapisal olarak, memeli AMPK’y1 katalitik a alt birimleri ile dizenleyici  ve y alt
birimlerinden olusan heterotrimerik komplekstir (Cheung ve ark., 2000; Stapleton ve
ark., 1997). Calismalar AMPK'nin beyin (Amato ve ark., 2011), kalp (Miller ve ark.,
2008), karaciger (Duca ve ark., 2015), bobrek (Zhao ve ark., 2015) ve gastrointestinal
sistem (Muanprasat ve ark., 2015) dahil olmak tizere ¢esitli organlarda bulundugunu
ve onemli bir rol oynadigini gostermistir. Noronlarda metabolizmanin dogrudan
dizenlenmesinin yant sira, AMPK'nin nérogelisimsel siireglere de dahil oldugu
gosterilmistir (Lee ve ark., 2007). Noronal biiyiime ve sinaptik iglev, sinapstaki hassas
protein Uretimine ve cirosuna baglidir. AMPK’ nin néronal ¢ogalma, gé¢, morfogenez
ve sinaptik iletisim dahil olmak tizere beyin gelisimi ve islevinin bir¢ok yoniniin yant
sira noronal hiicre 6lumd, enerji tikenmesi ve nérodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir
roli oldugu ortaya konmustur (Amato ve Man, 2011). AMPK izoformlarinin
ekspresyonlart ve lokalizasyonlarinin merkezi sinir sisteminin OB'yi de igeren ¢esitli
bolumlerinde farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Turnley ve ark., 1999). Turnley ve
arkadaglari (1999) farelerin OB’sinde AMPK izoformlarinin ekspresyonlarini ve
yerlesimlerini immunohistokimyasal yontemle incelemisler ve AMPKal’in sadece
glomeriillerde, AMPKa2 nin periglomeriiler, mitral ve granil hiicreleri gibi néronlar

tarafindan yiiksek dizeyde glomerillerde ise disik diizeyde ifade edildigini rapor

202



etmiglerdir. Bu aragtirmacilar ayrica OB’de AMPKf1’in sadece mitral hiicreler ve bazi
periglomeriler hicreler tarafindan eksprese edildigini, ancak grantl hiicrelerinde
bulunmadigini, AMPKB2'nin OB’de hi¢ ifade edilmezken, AMPKy1’in hafif
glomertler boyanma ile o2 ile aym yaygin noronal ekspresyon gosterdigini
saptamiglardir. Bu arastirmacilar AMPKal, o2, B1, B2, yl1 ve y2 alt birimlerinin
peptidlerine karst tavsanda hazirlanmis antikorlari kullanmiglardir. Bu tez
caligmasinda hipotiroidizm olusturulmug (PTU) ve hipotirodizm olusturulduktan
sonra L-tiroksin ile tedavi edilmig (PTU+L) si¢anlarin OB’sinde AMPKa1/2’nin ve p-
AMPKal1/2-Thr183/Thr172’nin  ve puskalli  hicreler ile mitral hicrelerin
sitoplazmalarinda lokalize oldugu, gliya hiicreleri (astrositler) ve graniil hiicrelerde ise
bulunmadigint gosterdi. Bu sonuglar ekspresyonu ve lokalizasyonunda herhangi bir
degisim olmadig immiinohistokimya ve western blot analiz teknikleri kullanilarak
arastirildi. Caligmada insan kaynaklt AMPKal'in C-terminusundaki 251-550 amino
asitlerine karst gelistirilmis olan ve fare, sigan ve insan kaynakli AMPKal ve
AMPKoa2'nin western blot ve immiinohistokimya teknikleri ile saptanabilmesi igin
onerilen = fare =~ monoklonal IgG2a «  AMPKal/2 antikoru  ile
AMPKa1/2(Thr183/Thr172) antikoru kullamldi. Immiinohistokimyasal sonuglar tiim
gruplarda AMPKa1/2’nin OB’nin ONL’sindeki sinir tellerinde, glomeriler néropilde
ve ayrica her katmandaki akson ve dendritlerde sican OB’sinde AMPKa/1/2’nin fare
OB’sindekinden (Turnley ve ark., 1999) farkli lokalizasyon ornekleri sergiledigini
gostermekle birlikte, lokalizasyondaki bu farkliligin her iki c¢aligmada farkl:
antikorlarin  kullanilmig  olmasindan kaynaklanabilecegi  distntldi. Sunulan
calismada CON ve PTU+L gruplarinda ONL, glomertler noropil ve GCL’sindeki
akson demetlerindeki boyanma kuvvetli, PTU grubunda ise glomertler noéropilde orta
dereceli olarak izlendi. CON grubunda ayrica EPL ve MCL’de bulunan puskulli
hiicreler ve MCL’deki mitral hiicrelerin sitoplazmalarinda kuvvetli, PTU+L grubunda
orta derecede, PTU grubunda puskualli hicrelerde zayif, mitral hiicrelerde orta
derecede  AMPK immiunreaksiyonu gozlendi. Calismada ayrica p-AMPKal/2-
Thr183/Thr172’nin OB’de olfaktor sinir katmanindaki sinir telleri, glomertler noropil,
GCL’deki sinir tellerinde, periglomertler, puskiilli hicreler ile mitral hiicrelerin
sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde, graniil hiicrelerin ise ¢ekirdeklerinde lokalize oldugu

belirlendi. Tum gruplarda mitral hucrelerin  somalarinin  yan1 sira akson ve
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dendritlerinde p-AMPK immiinreaksiyonu olduk¢a belirgindi. Tim gruplarda ET
hiicrelerinin sitoplazmalarinda kuvvetli bir boyanmanin baskin oldugu goérildi. PTU
grubunda mitral hiicrelerdeki p-AMPK-pozitif —sitoplazma ve ¢ekirdek
immiinreaksiyonun diger gruplara gore daha kuvvetli oldugu gozlenirken PTU+L
grubunda periglomeriiler ve ylzeysel puskulli hiicrelerdeki ve grantl hicrelerin
cekirdeklerindeki pozitif boyanmanin diger gruplardakinden daha yogun oldugu
belirlendi. Western blot analizi de AMPKa1/2’nin goreceli miktarinin PTU grubunda
diger gruplara gore digtk oldugunu, p-AMPKal1/2-Thr183/Thr172’nin ekspresyon
diizeyi ile pAMPK/AMPK oraninin ise PTU+L grubunda en yiiksek oldugunu, ancak
gruplar arasi farkliliklarin 6nem tagimadigini ortaya koydu (P>0.05). Bununla birlikte
bu sonuglar PTU+L grubunda AMPK nin fosforilasyonun olarak aktiflestigini ve ¢ok
yilksek oranda olmasa otofajinin indiiklenmis olabilecegini gostermektedir. Nitekim
koku alma islev bozuklugu olan alerjik rinitli fare modelinde 6zellikle olfaktor epitelde
p-AMPK ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gosterdigi p-
mTOR diizeyinin ise azaldig: bildirilmis ve sonug olarak koku alma islev bozukluguna
olfaktor epitelde AMPK/mTOR aracili otofaji yolaginin rolintn bulundugu ileri
surilmistir (Chen ve ark, 2022). Bazal metabolizma hizi insanlarda enerji
harcamasinin birincil kaynagidir ve bazal metabolizma hizindaki azalmalar obezite ve
kilo alimiyla sonuglanabilir (Ravussin ve ark., 1988). Tiroid hormonlar bazal
metabolizma hizznin 6nemli bir dizenleyicisi olup metabolik siiregler i¢in ATP
tretimini artirarak bazal metabolizma hizint uyarir (Mullur ve ark., 2014). Bilindigi
tizere hucresel besinlerin tikenmesi nedeniyle AMPK'nin aktivasyonu da ATP
uretmek i¢in katabolik yollart harekete gecirir ve ATP tiiketimini engellemek ig¢in
anabolik yollarn azaltir (Carling ve ark., 2012). Bu ¢alismada PTU+L grubuna ait
OB’lerde AMPK’nin aktivasyonu yani fosforilasyonunun tedavi amagl kullanilan
levotiroksinin nongenomik etkisiyle iligkili oldugu ileri surtlebilir (Segal, 1990;

Senese ve ark, 2014; Shih ve ark, 2004). Ayrica akut AMPK

2 2

fosforilasyonu/aktivasyonunun  beyindeki  metabolik  homeostazin  yeniden
saglanmasinda rol oynadigt (Didier ve ark., 2018), bunun yan1 sira hiicre boyutunun,
norit uzunlugunun ve noronal polarizasyonun azalmasina da neden oldugu

bildirilmistir (Amato ve ark., 2011). Bu bilgilere dayanarak PTU+L grubunda AMPK
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aktivasyonunun OB’de metabolik hemostazin saglanmasina katki saglayabilecegi ileri

surilebilir.

Otofagozom olusumunda devreye giren ilk otofajiye 6zgii kompleks, ULK1'in kendist,
ATG13, FIP200 ve ATG101'den olusan ULK1 kompleksidir. ULK1 bir serin/treonin
protein kinazdir ve mayadaki ATG1'in memeli ortologudur. Bes ULK1 homologu
vardir (ULK1, ULK2, ULK3, ULK4 ve STK36 (serin/treonin kinaz 36). Bunlardan
sadece ULK1 ve ULK2min geleneksel otofaji sinyalizasyonunda yer aldigina
inanilmaktadir. Ulkl, pro-otofajik bir kinaz ve mTORC1'in dogrudan substratidir.
Cogu hiicre hattinda, bir protein kinaz i¢in beklenebilecegi gibi, ULK1'in kinaz
aktivitesi otofajinin baslatilmast i¢in gereklidir (Lee ve Tournier, 2011). Ulkl'in
kanonik olmayan iglevleri, néron gelisimi ve iglevi i¢in de hayati 6nem tasiyan Golgi-
ER trafigini igerir (Sokolov, 2021). ULK1 kompleksinin normal kosullar altindaki
lokalizasyonu belirsizdir, ancak amino asit aglig1 tizerine ER'ye yakin noktasal yapilar
olusturur. Bu noktasal yapilar, otofagozom biyogenezini destekleyen ER'nin
omegazomlariyla birlikte lokalize olur (Karanasios ve ark., 2013). ULK1’in OB’de
lokalizasyon ve ekspresyonunun incelendigi sadece bir aragtirma bulunmaktadir
(Okazaki ve ark., 2000). Okazaki ve ark. (2000), ULK1 immiinreaktivitesinin siganda
OB’nin mitral hiicre tabakasinda yogun, dis pleksiform ve graniiler katmanda zayif, i¢
pleksiform katmanda ise negatif oldugu bildirilmistir. Ayrica, ULK1’in grantlsiiz ER
fraksiyonunda  bulundugunu ancak lizozomal fraksiyonda bulunmadigs,
immiinositokimya tekniginde ise boyanmanin noktasal oldugu ve ER veya Golgi'de
bulunmadigr ancak graniilsiiz endoplazmik retikulum fraksiyonunda bagka bir
vezikilde lokalize oldugu ve bu vezikiilin otofagozom i¢in membran kaynag:
olabilecegi rapor edilmistir (Okazaki ve ark., 2000). Sunulan tez c¢alismasinda
ULKT1’in OB’deki lokalizasyonu incelendiginde tiim gruplarda OB’nin ONL’sini
olusturan sinir tellerinde negatif ya da zayif oldugu, ancak bu katmandaki gliya
hiicrelerinin sitoplazmalarinda kuvvetli pozitif oldugu belirlendi. Bunun yani sira
diger katmanlardaki bazi akson ve dendritlerin ve ozellikle de GCL’deki aksonlarin
kuvvetli ULK1-pozitif oldugu dikkati ¢ekti. Glomeriler katmanda noropildeki ULK1
reaksiyonu CON ve PTU gruplarinda orta dereceli iken, PTU+L grubunda zay1f olarak
izlendi. Periglomeriiler, puskiilli ve mitral hiicrelerin sitoplazmalart ULK1 i¢in pozitif

reaksiyon sergilerken GCL’deki graniil hiicrelerde reaksiyonun negatif oldugu tespit
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edildi. Mitral hiicrelerdeki reaksiyon CON grubunda deney grubundakilere gore daha
yogun olarak izlendi. Bu tez ¢alismasinda OB noronlarindaki sitoplazmik reaksiyon
yiksek objektif buyitmesinde incelendiginde boyanmanin homojen olmadig ve
sitoplazmada daha koyu boyanan kugiik sitoplazmik alanlarin oldugu dikkati ¢ekti.
Calismamizda bu bulgular Okazaki ve arkadaglarinin (2000) bulgulariyla ortiigmekte
olup ULKT’in OB noéronlarindaki lokalizasyonlari bu proteinin omegazomlarda

yerlesebilecegini kanitlar niteliktedir.

ULK1'deki Serd67, Ser555, Thr574 ve Ser637'nin AMPK tarafindan
fosforilasyonunun, amino asit agligt sirasinda p62/SQSTMI1 (sekestozom-1)
degradasyonu ve mitokondrinin otofajik degradasyonu (mitofaji) i¢in gerekli oldugu
bulunmustur (Egan ve ark., 2011). Bununla birlikte OB’de ULK1’in fosforilasyonuna
iliskin herhangi bir ¢alismaya rastlanmamigtir. Bu tez calismasinda ULK1'deki
Ser467°nin fosforilasyonunun varligt ve OB’deki lokalizasyonu ilk kez incelenmis
olup p-ULK1 (Ser467) i¢in immun boyanmalarin OB’de periglomeriiler, puskulli ve
mitral hticrelerin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde lokalize oldugu, ONL katmaninin sinir
tellerinde reaksiyon negatif iken glomertler noropilde PTU+L grubunda orta derecede
pozitif bir reaksiyon bulundugu tespit edildi. Granil hiicrelerinde p-ULK1 (Ser467)
immiinreaksiyonu CON grubunda negatif iken, her iki deney grubunda baz1 hiicrelerin
cekirdeklerinde orta dereceli pozitif olarak izlendi. Ayrica PTU grubunda piuiskulli ve
mitral hicrelerdeki ¢ekirdek boyanmasinin sitoplazmik reaksiyondan daha kuvvetli
oldugu, PTU+L grubunda ise hem sitoplazma ve hem de ¢ekirdekteki
immiinreaksiyonun kuvvetli oldugu dikkati ¢ekti. Immiinohistokimyasal bulgulari
destekleyecek sekilde Western blot analiz sonuglart ULK1 ve p-ULK1 (Ser467) nin
sican OB’sinde eksprese edildigini gosterdi. ULK1’in goreceli miktarinin CON
grubunda ise en yiksek, PTU+L grubunda en diisiik oldugu, p-ULK1 (Ser467)’nin ise,
CON grubunda en dusik, PTU+L grubunda en yuksek oldugu belirlendi. P-
ULK1/ULK1 orani da PTL+L grubunda en yiiksek olarak bulundu. Ancak bu
farkliliklarin istatistiksel 6nem tagimadigr tespit edildi (P>0.05). Bununla birlikte bu
sonuglar 6zellikle PTU+L grubunda daha belirgin olmak tizere her iki deney grubunda

ULKT1’in Ser467’de fosforile olarak aktiflestigini gdstermektedir.

AMP ile aktive olan kinaz, otofagozom biyogenezini desteklemek i¢in ULK1 (Ser317,
Ser467, Ser555, Ser574, Ser637, Ser659, Ser777) ve ATG13'ii (Ser224) fosforile eder
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(Puente ve ark., 2016; Sanchez ve ark., 2012; Shang ve ark., 2011). Aragtirmalar,
AMPK'nin ULK1'1 dogrudan veya dolayli yoldan aktiflestirerek otofajiyi aktive
ettigini gostermistir (Egan ve ark., 2011; Kim ve ark., 2011). Oncelikle AMPK
otofajiyi indiikklemek amaciyla dogrudan ULK1'i fosforile ederek aktiflestirir. Ikinci
olarak, AMPK ULK1'i fosforile ederek ULK1-AMPK etkilesimini bozan mTORC1'i
inhibe eder ve boylelikle ULK 1" dolayli yoldan aktive etmis olur (Kim ve ark., 2011).
Bu bilgilere dayanarak PTU+L grubunda hem AMPK fosforilasyonunun hem de p-
ULKT1 (Ser467)’nin ve p-ULK1/ULK]1 oraninin yiiksek bulunmast bulgusu birlikte
degerlendirildiginde hipotiroidizmin levotiroksin ile tedavi siirecinde aktiflesen
AMPK’nin ULK1’1 Ser467’de fosforile etmesi sonucu yiiksek diizeyde olmasa bile

otofajinin induklenmis olabilecegi ileri siiriilebilir.

Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kinaz her yerde ifade edilen fosfatidilinositol
3-kinaz iligkili kinazlar (PIKK) ailesinde yer alan bir serin (Ser)/treonin (Thr) protein
kinazdir (Guertin ve Sabatini, 2009). Temel biyolojik stregleri kontrol eden hiicre i¢i
sinyal aginin merkezinde yer alan mTOR birden fazla yardimci protein ile baglanarak
mTORC1 ve mTORC?2 olmak tizere iki farkli sinyal kompleksi olugturur. Rapamisinin
memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1'in bir pargasi olarak mTOR protein, lipid,
kolesterol ve niikleotid sentezi dahil olmak tzere hiicredeki ¢ogu anabolik streci
yonlendirirken, ayn1 zamanda hiicre digt besin alimint artirir ve otofajik katabolizmayi
engeller (Saxton ve Sabatini 2017; Valvezan ve Manning, 2019). Otofajinin baglamasi
mTORC1 aktivitesinin agagi regilasyonu ile iligkilidir. Aktive edilmis mTORCI,
ATG13'in hiperfosforilasyonuna neden olarak, ATG1/ULK1 ile etkilesimini azaltarak
ve Vps34-Beclinl kompleksi gibi otofaji efektorlerinin fosforilasyonunu kontrol
ederek otofajiyi inhibe eder (Behrends ve ark., 2010). Rapamisinin memeli/mekanistik
hedefi sinyalinin diizensizligi noérolojik ve psikiyatrik hastaliklarla baglantilidir.
Bununla birlikte, mTOR sinyalinin yetigkin beynindeki fizyolojik islevleri tam olarak
anlagilamamistir. Cesitli ¢aligmalar mTOR'nin nérogenezin bir¢ok yoniyle ilgili
oldugunu gostermistir. Rapamisinin memeli/mekanistik hedefinin aktivasyonu NSC
farklilagmasini, noral progenitor hiicre gogini, dendrit geligimini ve néron
olgunlagmasint degistirir. Dogum sonrast yasamin ilk haftasinda, embriyonik
ventrikiiler bolge (VZ), kendini yenileme veya farklilagmay: yonlendiren mTOR
aktivitesi ile yetiskin SVZ'ye gecis yapar. Subventrikiller bolgedeki mTORCI
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aktivitesi, noral soy genislemesiyle baglantili olup proliferatif hiicreler ve yeni dogan
noroblastlarin sekillenmesiyle sonuglanir. Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi
kompleksi 1'in hiperaktivasyonun NSC'lerin proliferatif yavru hiicrelere simetrik
farklilasmasini indukledigi bildirilmistir (Mahoney ve ark., 2016). SVZ kaynakli
noronlarin dendritogenezi icin hem mTORC1 hem de mTORC2'nin gerekli oldugu,
ayrica SVZ'deki noral kok hiicrelerin in vivo elektroporasyonu ve mTOR'nin genetik
ve farmakolojik inhibisyonunun bir kombinasyonu kullanildiginda, mTOR'in
fizyolojik kosullar altinda postnatal olarak dogan OB néronlarinda bazal ve apikal
dendritlerin buyiimesi i¢in ¢ok dnemli oldugu ve bazal dendritlerinin stabilizasyonuna
katkida bulundugu rapor edilmistir. Rapamisinin memeli/mekanistik hedefinin
devreden ¢ikarilmasinin apikal dendrit dallanmasini engelledigi, ancak mTORC1'e
0zgii inhibisyonun dendrit karmagikligini azaltmadigi gosterilmigtir (Skalecka ve ark.,
2016). Ayrica mTOR’nin OB'nin tim katmanlarinda gugli aktivite gosterdigi ve koku
alma duyusunu dizenlemede kritik bir rol oynadig1 ortaya konmustur (Liu ve ark.,
2018). Bununla birlikte hipotiroidizmin OB’deki mTOR aktivitesini etkileyip
etkilemedigi bilinmemektedir. Buradan yola ¢ikilarak hazirlanan bu tez ¢alismasinda
hipotiroidizm ve tedavi sonrasi sirecteki sicanlarin OB’lerinde mTOR ile p-
mTOR’nin lokalizasyonu ve mTOR aktivitesinde herhangi bir degisim olup olmadig:
incelendi. Immiinohistokimyasal sonuglar tiim gruplarda mTOR nin periglomertiler
noropil ile diger katmanlarin néropilindeki akson ve dendritlerde orta derecede pozitif,
PTU+L grubunda ozellikle GCL’deki sinir tellerinde kuvvetli pozitif oldugunu
gosterdi. Periglomertiiler, puskilli ve mitral hiicrelerde mTOR reaksiyonun
sitoplazmada yerlestigi, tim gruplarda mitral hiicrelerdeki kuvvetli pozitif boyandigi,
ancak puskulli hiicrelerin CON ve PTU+L grubunda PTU grubuna goére daha yogun
boyandig tespit edildi. Fosfo-mTOR (59.Ser2448) immiinreaksiyonunun OB’de
glomeriiler ve diger katmanlarin noéropilinde PTU grubunda zayif, CON ve PTU+L
grubunda orta derecede oldugu, CON grubunda sadece mitral hiicrelerde orta derecede
sitoplazmik reaksiyon gorilirken, PTU ve PTU+L gruplarinda piskilli ve mitral
hiicrelerde kuvvetli olarak izlendi. Ayrica CON ve PTU+L gruplarinda GCL’de sinir
tellerindeki boyanmanin orta derece oldugu gozlendi. mTOR veya bunun yer aldigt
kompleksler olan mTORC1 ve mTORC2 kompleksleri her yerde bulunan hiicresel bir
ifadeye sahiptir. Olfaktor bulbusda dahil olmak iizere belirli beyin bolgeleri ve
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hiicrelerindeki ekspresyonlart ile aktivitelerinin diizenlenmesi konusunda simdiye
kadar sistematik bir ¢aligsma yapilmamistir. Sadece Liu ve arkadaglar (2018) yaptiklar
calismada mTOR’nin OB'nin tim katmanlarinda guglii aktivite gosterdigini
bildirmigler, ancak  immunohistokimyasal = olarak mTOR  yerlesimini
gostermemiglerdir. Lee (2017) p-mTOR ’nin insan normal fetal ve yetiskin dokularinda
ve gesitli karsinom dokularinda doku ve hiicre tipine 6zgii yerlesim sergiledigini,
normal fetal ve yetiskin dokularda p-mTOR-pozitif immunboyanmanin bagirsak
kriptinde, intrahepatik safra kanalinda, pankreatik kanalda, bobregin distal
nefronunda, Gretelyumun semsiye hiicresinde, mezotelyal hiicrede ve koroid pleksusta
bulundugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte p-mTOR’nin OB’deki lokalizasyonuna
iligkin herhangi bir bilgiye rasttanmamistir. Bu nedenle bu tez ¢alismast mTOR ve p-
mTOR’nin OB’deki yerlesimini gosteren ilk ¢alisma niteligindedir. mTOR ve p-
mTOR’nin olfaktoér reseptor noronlardan dogrudan duyusal girdi alan ve bunu bir
sonraki beyin koku alma alanina aktaran OB’nin projeksiyon noéronlart olarak
tanimlanan mitral ve piskalli hicrelerdeki varligit bu proteinlerin bu hiicre

fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynayabilecegini gostermektedir.

Aktivasyonda mTOR, Thr2446, Ser2448 ve Ser2481 dahil olmak tizere cesitli
kalintilar tzerinde fosforile edilir. Thr2446 besin mevcudiyetine yanit olarak
fosforillenir (Cheng ve ark., 2004). Baslangigta, S2448'in bir AKT fosforilasyon
bolgesi oldugu bildirilmistir ¢linkti fosforilasyonu, AKT aktivitesini azaltan PI3K
inhibisyonuna duyarlidir. Ancak, daha yeni raporlar p70S6K'nin memeli hiicrelerinde
mTOR’nin Ser-2448’de fosforilasyonundan sorumlu baglica protein kinaz oldugunu
ortaya koymustur (Chiang ve Abraham, 2005; Holz ve Blenis, 2005). S2481
rapamisine duyarsiz bir otofosforilasyon bolgesidir (Peterson ve ark., 2000). Copp ve
arkadaglar1 (2009) mTORC1 ve mTORC2 ile iliskili mTOR'nin farkli sekilde fosforile
edildigini, mTORC1'in agirlikli olarak Ser2448 tizerinde fosforile edilmis mTOR
icerdigini ve mTORC2'nin agirlikl olarak Ser2481 iizerinde fosforile edilmis mTOR
igerdigini belirlemigler ve S2448 ve S2481'deki mTOR fosforilasyonunun islevsel
onemi anlagitlamamig olsa da, bu bolgelerin omurgali tirler arasinda yiksek oranda
korunmusg olmasi, fosforilasyonun mTOR reglilasyonunda bir rolii oldugunu ileri
surmiglerdir. Rapamisinin memeli/mekanistik hedefi kompleksi 1 kompleksinin

hormonlar, buyime faktorleri, amino asitler ve yag asitleri gibi ¢oklu girdi sinyalleri
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tarafindan duzenlendigi mTORC1'in protein sentezinin yam sira lipid sentezini,
mitokondriyal metabolizmay1 ve biyogenezi de kontrol edebilecegi (Laplante ve
Sabatini, 2009), ayrica organel yikimi ve protein dongusiinde énemli katabolik bir
stire¢ olan otofajiyi negatif olarak diizenledigi (Jung ve ark., 2010) gosterilmistir. Bu
nedenle sunulan tez ¢aligmasinda mTORC1'in agirlikli olarak Ser2448 tizerinde
fosforile edilmis mTOR igerdigi bilgisi goz onine alinarak OB’de p-mTOR
(Ser2448)’in ekspresyonu incelendi. Bu c¢alismada mTOR protein miktarn PTU
grubunda en dusuk, PTU+L grubunda ise en yilksek oldugu bulunurken, p-
mTOR/mTOR oraninin her iki deney grubunda CON grubundakinden daha yiiksek
oldugu, bununla birlikte CON ve deney gruplar arasinda farkliliklarin énemsiz oldugu
tespit edildi. Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar hipotiroidizmin ve hipotirodizm
sonrast levotiroksin tedavisinin OB’de mTOR fosforilasyonunu tegvik ettigini
gostermektedir. Ancak gruplar arasi farkliliklarin 6nemsiz olmasi fosforilasyon
olaylarinin dinamik dogast géz ontine alindiginda mTOR fosforilasyonunun mTOR
sinyal yolagini aktive etmek veya otofajiyi inhibe etmek icin yeterli olmadigini ve
bunun da hipotiroidizm olusturma ve tedavisi i¢in uygulanan strenin kisa olmasindan

kaynaklanabilecegini akla getirmektedir.

Tiberoskleroz (TS) TSC1 veya TSC2'yi inaktive eden mutasyonlarin neden oldugu
norogelisimsel bir bozukluktur. TSC1 ve TSC2 genleri sirasiyla hamartin ve tuberin
proteinlerini kodlar. Hamartin ve Tuberin, mnTOR'nin Rheb aktivasyonunu énleyen bir
GTPaz aktive edici protein heteromeri olusturur. Boylece, TSC1 veya TSC2'deki
inaktive edici mutasyonlar hiicresel biiylime ve protein sentezinin kontroltinde kilit bir
oyuncu olan mTOR aktivitesini artirir (Riley ve ark., 2022). Tuberoz skleroz tiimér
baskilayict kompleksi 2, mMTORCI1 aktivitesinin énemli bir inhibitoridir (Huang ve
ark., 2008). TSC2, hem AKT hem de AMPK'nin dogrudan hedefidir. Serin/treonin
kinaz AKT TSC2'nin Ser939 ve Thr1462'sini dogrudan fosforile edebilir (Manning ve
ark., 2002). Tuberoz skleroz kompleksi 2'nin AKT tarafindan fosforilasyonu TSC1/2
kompleksinin inaktivasyonuyla sonuglanir (Inoki ve ark., 2002; Manning ve ark.,
2002; Potter ve ark., 2002). AMP ile aktive olan kinazin enerji a¢lig ile aktivasyonu,
TSC2'nin T1227 ve S1345 iizerinde dogrudan fosforilasyonu ile sonuglanir. Tuberoz
skleroz kompleksi 2'nin AMPK tarafindan fosforilasyonu TSC2’nin mTOR'yi inhibe

etmek Uzere aktivitesini artirabilir (Inoki ve ark., 2003). Tiberoskleroz ¢esitli
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organlarda (deri, bobrekler, kalp ve merkezi sinir sistemi gibi) organ iglevini
engelleyebilen i1yi huylu timorleri igerir. Tiiberosklerozda ventriktiler-subventrikiler
bolge, korteks, olfaktor kanal ve OB’de buiyiime ve lezyonlar meydana gelir (Riley ve
ark., 2022). Nitekim ¢esitli ¢aligmalar, yenidogan SVZ NSC'lerinde TSC1'in silinmesi
yoluyla TSC genlerinin OB gelisimindeki roliinii incelemistir (Feliciano ve ark., 2012;
Feliciano ve ark., 2013; Zhou ve ark., 2011). Bu ¢aligmalarda SVZ NSC’lerinde
TSC1/TSC2 mutasyonlarinin anormal OB gelisimiyle sonuglandig (Feliciano ve ark.,
2013), kosullu TSC1 geninin silinmesinin néroblast go¢ kusurlarina ve daha az
olfaktor grantl hiicrenin gekillenmesine neden oldugu (Zhou ve ark., 2011), TSC1'den
yoksun noroblastlarin daha yavag gog ettikleri, graniil néronlarin diizensiz olduklart
ve hiperaktif mTORC1'e sahip olduklari (Feliciano ve ark., 2012) gosterilmistir.
Tsc2'nin kosullu kaybinin da granil hiicre gelisimini degistirdigi bildirilmigtir. Dogum
sonrast 30. ginde olusan Tsc2 mutant graniil hiicrelerde hipertrofik dendritik
dallanmanin oldugu, buna karsilik, olgun grantil hiicrelerden Tsc2 kaybinin, soma
boyutu ve dendrit arborizasyonu uzerinde ihmal edilebilir etkilerinin bulundugu
saptanmistir. OB graniil hiicrelerinde Tsc2 kaybinin mTOR yolunu aktive ettigi ve
Tsc2mut/mut graniil hiicrelerin kontrol granil hiicrelerden daha buyik oldugu
(sitomegali) gosterilmistir (Riley ve ark., 2022). Bu ¢aligmada hipotiroidizmin OB’de
TSC2’nin ekspresyonu ve lokalizasyonunu etkileyip etkilemedigi ve ayrica TSC2’nin
Thr1462 Uzerinde fosforile olarak inaktive olup olmadigi arastirildi
Immiinohistokimyasal boyama sonuglart TSC2’nin puskillii ve mitral hiicrelerin
sitoplazmalarinda, GL, EPL ve MCL’sindeki akson ve dendritler ile GCL’deki sinir
tellerinde bulundugunu, TSC2- pozitif boyanma yogunlugunun tim gruplarda
puskalli hiicrelerde orta siddette, mitral hiicrelerde ise PTU grubunda kuvvetli diger
gruplarda ise orta derecede oldugunu, GCL’sinde sinir tellerinde ise CON ve PTU
grubunda kuvvetli oldugunu gosterdi. Bunun yanisira p-TSC2 (Thr1462)’nin ise PTU
ve PTU+L grubunda puskilla ve mitral hiicrelerin sitoplazmasinda, glomeriller
etrafindaki akson veya dendritlerde orta derecede boyanma sergiledigi, CON grubunda
negatif ya da zayif reaksiyon verdigi, ayrica sadece PTU+L grubunda GCL’sindeki
sinir tellerinde pozitif immunboyanma sergiledigi tespit edildi. Cogu hiicre hattinda
kosullar optimal oldugunda TSC2'min sitoplazmada daginik bir sekilde lokalize

oldugu, oysa hiicrelere tek bir inhibitor uyaran uygulandiginda lizozomlara yeniden
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lokalize oldugu ve boylece mTORCI1' inhibe ettigi gosterilmistir (Demetriades ve
ark., 2016). Sunulan ¢alismada TSC2’nin mitral ve puskilli hiicrelerde sitoplazmik
boyanma sergiledigi saptanmigs olup, elektron mikroskopik incelemeler
yapilamadigindan lizozomal lokalizasyonun olup olmadig1 saptanamamigtir. Western
blot analiz sonuglari ise TSC2’nin goreceli miktarinin PTU grubunda CON grubuna
gore arttigini, PTU+L grubunda ise azaldigini, p-TSC2’nin ise her iki deney grubunda
artig egiliminde oldugunu gosterdi. CON ve deney gruplar arasinda farkliliklar
istatistiksel olarak onemli olmasa da deney gruplarinda CON grubuna gore artan
fosforilasyon orani saptanmis olup bu PTU ve PTU+L gruplarinda TSC2’nin
Thr1462’de fosforile olarak inhibe oldugunu gostermektedir (Inoki ve ark., 2002;
Manning ve ark., 2002; Potter ve ark., 2002).

Beclin 1, otofajinin baglatilmasinda kilit bir role sahip bir proteindir (Cao ve ark.,
2007). Suuf I PI 3-kinaz Vps34’iin otofajiyi tegvik edici aktivitesini diizenler (Zeng
ve ark., 2006) ve otofagozomlar olarak adlandirilan anahtar otofaji vezikiillerini
olusturmak i¢in membranlarin toplanmasinda rol oynar. Beclin 1 ayrica Bcl-2 ile
etkilesime girer (Liang ve ark., 1998) ve hiicre sagkaliminin diizenlenmesinde énemli
bir iglev gorir (Chu ve ark, 2007). Beclin 1 gibi erken doénem otofaji
diizenleyicilerinin bir yandan yetigkin SVZ'deki kok hiicre havuzunu korudugu, diger
yandan da noral onci hiicrelerin hayatta kalmasini artirarak olgunlagmamig néron
seviyesini kontrol ederek yetiskin norogenezinde ¢ok onemli bir rol oynadig
bildirilmistir (Yazdankhah ve ark., 2014). Bugiine degin yapilan g¢aligmalar sinir
sistemine ait doku ve organlarda Beclin 1’in varlig ve lokalizasyonunun doku tipine
bagli olarak degistigini gostermektedir. Alzheimer hastaligindakine benzer hasari olan
noronlarda Beclin 1 fragmanlarinin dagiliminin arastirildigs bir ¢alismada Beclin 1'in
hem noron-glia ko-kiltirlerinde hem de kortikal doku dilimlerinde néronlarda
eksprese edildigini ancak astrositlerde eksprese edilmedigi bildirilmistir (Wang ve
ark., 2017). Bir diger ¢alismada Beclin-1’in beyinde noronlarda eksprese edildigi
gosterilmigtir  (Qiao ve ark, 2018). Sase ve arkadaslart (2018) Beclin-1
immiinoreaktivitesinin optik sinirde esas olarak gliya hiicrelerinde bulundugunu,
bunun yani sira Beclin-1 ve norofilamentlerin  kismi  kolokalizasyonunu
gozlemlediklerini, bu nedenle de Beclin-1'in néronlarda da bulunmasinin muhtemel

oldugunu rapor etmislerdir. Bu arastirmacilar ayrica, Beclin-1'in dagiliminin
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noronlarin tiriine bagl olarak degisebilecegini, ancak hem noéronlarda hem de gliya
hiicrelerinde mevcut olabilecegini ileri sirmuslerdir. Yapilan literatiir taramalarinda
Beclinl‘in OB’de lokalizasyonuna iligkin herhangi bir bilgiye rastlanmadi. Sunulan
tez calismasinda Beclin 1’in OB’deki immiinlokalizasyonu incelendiginde Wang ve
arkadaslari (2017) tarafindan beyin dokusunda bildirilenlere benzer olarak Beclin 1’in
gliya hiicrelerinde bulunmadigi ancak CON ve PTU grubunda OB néronlarindan
sadece mitral hiicrelerde, PTU+L grubunda da hem puskiilli hem de mitral hticrelerde
zay1f bir boyanma sergiledigi, bununla birlikte tiim gruplarda glomeriiller etrafindaki
ve diger katmanlardaki baz1 akson ve dendritlerde kuvvetli oldugu gorildi. PTU+L
grubunda glomertller etrafindaki ve GCL katmanindaki Beclin 1-pozitif sinir teli
miktarinin diger gruplardakinden daha fazla oldugu dikkati ¢ekti. Bu bulgular
immiunohistokimya teknigi ile sinirli oldugundan Beclin 1’in OB’deki fonksiyonu tam
olarak agiklanamadi. Nitekim bu c¢alismada incelenen tiim otofaji ile iligkili olarak
proteinlerin de periglomertiler noéropildeki, EPL ve MCL katmanindaki akson ve

dendritler ile GCL’sindeki sinir tellerinde de bulundugu gozlendi.

Otofajik sistem, blylyen otofagozomlar tarafindan belirli kargolarin yutulmasini
kolaylagtirarak otofajik stirecin segiciligini artiran otofaji reseptorleri olarak bilinen
proteinleri de kullanir (Stolz ve ark., 2014). Otofaji reseptdr proteinleri, hem bir
ubikitin baglayici alan (UBD) hem de LC3 ile etkilesime giren bir bolge (LIR)1,4
igeren ortak bir alan organizasyonunu paylasir (Bento ve ark., 2016; Stolz ve ark.,
2014). Bu da bir yandan otofajik kargo tizerindeki bozunma sinyalini tantyan ve diger
yandan buylyen otofagozomal membrandaki LC3'U baglayan koprii molekilleri
olarak hareket etmelerini saglar. Otofajide 6nemli bir rol oynadig: gosterilen en yaygin
caligilmis otofaji reseptori p62/SQSTM-1'dir (sekestozom-1) (Moscat ve Diaz, 2009;
Stolz ve ark., 2014). Sekestozom 1 (p62/SQSTM1) proteini her yerde eksprese edilen
ve ozellikle makrootofaji siirecinde ubikitin ve otofagozom membraninda hafif zincir
3'e (LC3) baglanan bir adaptor proteindir (Bjerkey ve ark., 2005; Pankiv ve ark.,
2007). Ubikitine proteinleri otofagozom membranina tutturarak istenmeyen
molekullerin pargalanmasini tegvik eder. Bu otofagozomlar nihayetinde lizozomlarla
birlesir ve bu da substratlarinin bozunmasiyla sonuglanir (Ichimura ve ark., 2008).
Aymi zamanda hticresel metabolizmada, sinyalizasyonda ve apoptozda da rolleri

vardir. p62/SQSTM1 en ¢ok agregafaji yoluyla protein agregatlarinin
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temizlenmesindeki roliyle bilinir, ancak son zamanlarda mitofaji ve lipofaji gibi diger
secici otofaji formlar i¢in bir reseptor olarak islev gordugi ortaya ¢ikmistir (Liu ve
ark., 2016). P62/SQSTM1 otofaji substratlart oldugundan, otofaji bozuldugunda
seviyeleri genellikle artar (Bjorkey ve ark., 2005; Moscat ve Diaz-Meco, 2009).

P62/SQSTMI1 proteininin nérodejeneratif hastaliklarda ve diger protein agregasyon
hastaliklarinda ¢esitli sitoplazmik inkliizyonlarin bir bileseni oldugu ve sitoplazmik
inkliizyonlarda diger stres proteinleri ve ubikitin ile birlikte p62/SQSTMI’in
varliginin yeniden katlanma ve bozunmaya ek olarak yanlis katlanmis proteinlere karst
tictincii bir savunma hatt1 olarak agregatlar halinde birikime igaret ettigi bildirilmisgtir
(Zatloukal ve ark., 2002). Bir diger ¢alismada, endojen ve ektopik olarak ifade edilen
p62/SQSTM1’in insan HeLa hiicrelerinin perintkleer alaninda ¢ok sayida yuvarlak
cisimcikte bulundugunu kaydedilmistir (Lamark ve ark., 2003). Bjorkey ve ark. (2005)
da HeLa huicrelerinde p62/SQSTM 1 in sitozolde iki farkli tip cisimcikte bulundugunu,
bunlardan birinci tipin bir zarla g¢evrili olmayan ve canli hiicrelerde ¢ok dusiik
hareketlilige sahip biiytik protein agregatlar (sekestozomlar) oldugunu, ikinci tipin ise
genellikle erken endozomal belirteglerle zayif, ancak birlikte eksprese edilen myc veya
GFP (Green Fluorescent Protein) etiketli LC3 ile gii¢lu bir sekilde kolokalize olan ¢ok
daha yuksek hareketlilige sahip daha kiigiik yapilar oldugunu tespit etmigler ve
p62/SQSTMI’in kismen membranla ¢evrili otofagozomlara ve kismen de sitozolik
sekestozomlara yerlestigini bildirmislerdir. HeLa hiicrelerindeki bu lokalizasyon
modelinin HEK293, MDCK II, U20S, A431, HT1080, TERT fibroblastlari, NIH3T3
fibroblastlar1 ve ¢esitli insan noroblastom hiicre hatlari dahil olmak tzere ¢ok ¢esitli
hiicre hatlarinda gozlendigini ve bu heterojen p62/SQSTMI1 dagiliminin nedeninin
bilinmedigini ancak, p62/SQSTMI1 cisimciklerinin su veya bu sekilde ¢esitli hiicre
tipleri arasinda yaygin oldugunu rapor etmiglerdir (Bjeorkey ve ark., 2005).
p62/SQSTMT1’in OB’deki varligi da birkag ¢aligma ile gosterilmistir (Hubbs ve ark.,
2016; Mitsui ve ark., 2018). Hubbs ve ark. (2016) konfokal mikroskop ile diasetile
maruz birakilmig farelerin OB’sinde p62/SQSTM1’in glomertiler bolgeye ve hemen
bitisigindeki noropile lokalize oldugunu ve imminoreaktif p62/SQSTM1’in daginik
yerlesimli ve nano 6lgekli noktalar halinde ve belirli odaklarda kiimelenmisg birikimler
halinde olmak uzere iki model sergiledigini, daginik yerlesimli ve nano olgekli

noktalar halindeki p62/SQSTM1’in immiinoreaktivitesi olfaktér marker protein-
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pozitif aksonlarin i¢inde veya yakininda lokalize oldugunu tespit etmislerdir. Bu
arastirmacilar protein agregatlarinin néronlar tarafindan kolayca tagindigr bilgisine
dayanarak p62/SQSTM1!’in veya yanlis katlanmig proteinlerin burundan OB’ye
taginarak biriktigini ve bu nedenle p62/SQSTM1’in protein agregatlarinin
olusabilecegi bir iskele olarak gorev yaptigini ileri siirmigslerdir. Bununla birlikte
OB’deki p62/SQSTM1’in lokalizasyonu ile fonksiyonu tam olarak ortaya
konamamistir. Bu tez ¢aligmasinda p62/SQSTM1’in hipotiroidili ve levotiroksin ile
tedavi edilen hipotiroidili sicanlarin OB’deki lokalizasyonu ve ekspresyonunun
degisip degismedigi de incelendi. Immiinohistokimyasal boyanmalar p62/SQSTM1’in
glomertler ve diger katman noropillerinde, gliya, puskilli ve mitral hicrelerin
sitoplazmalarinda, GL, EPL ve MCL’sindeki akson veya dendritlerde ve GCL’deki
sinir tellerinde lokalize oldugu belirlendi. CON grubunda glomeriler noropildeki
pozitif boyanmanin kuvvetli, PTU grubunda orta derecede, PTU+L grubunda ise zayif
oldugu, ayrica tim gruplarda puskullt ve mitral hiicrelerin sitoplazmalarinda kuvvetli
oldugu gozlendi. Bu hiicrelerdeki boyanmanin nokta ya kiimeler seklinde oldugu
dikkati cekti. Her ne kadar Hubbs ve ark. (2016) fare OB’sinde p62/SQSTM1’in
glomeriiler bolgeye ve hemen bitisigindeki noropile lokalize oldugunu bildirse ve
puskulli ve mitral hiicrelerdeki lokalizasyonuna iliskin de herhangi bir veri sunmasa
da sigan OB’sinde p62/SQSTM1’in mitral ve piskilli hiicrelerdeki bu boyanma
ozelligi Hubbs ve arkadaglarinin (2016) immunoreaktif p62/SQSTM1’in daginik
yerlesimli noktalar halinde ve belirli odaklarda kiimelenmig birikimler halinde olmak
tizere iki model sergiledigini bildiren verisiyle ve Bjorkey ve arkadaglarinin (2005)
HelLa hiicrelerinde tamimladigr bulgularla ortismekte olup p62/SQSTMI1
cisimciklerinin bulundugu hiicre tipleri arasina OB’ nin mitral ve piiskilli hiicrelerinin
de dahil edebilecegini gostermektedir. Ancak immunohistokimya teknigi ile sinirli
olan bu ¢aligma bulgular1 sigan OB’sinde p62/SQSTM1’in fonksiyonunu agiklamak
i¢in yetersiz oldugundan ve CON ve deney gruplarinda mitral ve puskilli hiicrelerde
nokta yada kumeler seklindeki immunoreaktif p62/SQSTM1’in kapladigi alan
ol¢iilemediginden bunlarin hipotirodizm ve hipotirodizm sonrasi tedavi strecinde
degisip degismedigi ortaya konamadi. Sican OB’sinde Beclin 1 ve p62/SQSTM1
ekspresyonunun goreceli miktarlan WB analiziyle degerlendirildiginde PTU+L

grubunda Beclin 1 ekspresyonunun goreceli miktart CON ve PTU grubundakinden
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daha yiiksek, p62/SQSTM1 ekspresyonu ise PTU+L grubunda ise diger gruplardan
daha dusik bulundu. Bunun yanisira Beclin 1/p62 oraninin PTU+L grubunda en
yiiksek, CON grubunda ise en distk oldugu gozlendi. Ancak tiim bu verilere iligkin
olarak gruplar arasi farkliliklarin istatiksel agidan o6nemsiz oldugu tespit edildi
(P>0.05). Dusiik Beclin 1 seviyeleri p62 birikimi ile azalmis otofajiyi yansitabilirken,
yiksek Beclin 1 seviyelerinin, otofaji aracili bozulma yoluyla p62 cirolu otofaji
aktivasyonu ile tutarlt oldugu bildirilmigtir (Komatsu ve ark., 2007a). Bu bilginin
1s1ginda ¢alismamiz bulgulart PTU+L grubunda yiiksek diizeyde olmasa bile otofajinin

induklenmis olabilecegi fikrini desteklemektedir.

Otofajinin baglatilmasi sirasinda otofagozom olusumu iki ardigik ubikitin benzeri
reaksiyonu igerir. Ilk reaksiyon, ubikitin benzeri ATG12'yi ATG5'e konjuge eden E1
benzeri ATG7 ve E2 benzeri ATG10 enzimlerini kullanir. Bu konjugat daha sonra
ATG16L1 ile bir kompleks olusturur (Zavodszky ve ark., 2013). Ikinci reaksiyon seti
ubikitin benzeri LC3 protein ailesini igerir. LC3, izolasyon membrani olustuktan sonra
otofajinin ge¢ asamalarinda yer alir. LC3-1, pro-LC3'un ATG4 tarafindan proteolitik
olarak parcalanmasiyla uretilir ve bu da konjugasyona uygun bir C-terminal glisini
ortaya ¢ikarir. E1 benzeri enzim olan ATG7, E2 benzeri enzim olan ATG3 ve E3
benzeri enzim olan ATG5-12-16L1 kompleksi daha sonra LC3 ailesi tiyelerini yeni
olusan otofagozomlarin yiizeyindeki fosfatidiletanolamine (PE) konjuge eder ve
sonugta LC3-II olusur (Bento ve ark., 2016). LC3 daha sonra adaptor protein
p62/SQSTM1 e baglanarak lizozomlardaki ubikitine protein agregatlarinin otofajik
yikimini kolaylagtirir (Pankiv ve ark., 2007). Bu nedenle p62/SQSTM1 ve LC3, otofaji
seviyesini izlemek i¢in rutin bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (Klionsky ve ark.,
2012). Modifiye edilmemis LC3-I formu sitozoliktir, LC3-II ise muhtemelen COOH
terminalinde fosfatidiletanolamine kovalent olarak baglidir ve otofaji ig¢in 6nemli bir

belirteg olarak hizmet ederek otofagozomal membranlara sikica baglanir.

LC3 immunositokimya/immunohistokimya/immunofloresan teknikleri, otofagozom
say1sini 6lgmek i¢in en yaygin kullanilan testlerden biridir (Menzies ve ark., 2012). Bu
teknikler ile LC3-1 sitosolde daginik bir sinyal olustururken, LC3-II otofagozomlar
temsil eden noktasal boyanma olarak gozlenir. Dolayisiyla bu tekniklerde, LC3-II'nin
membranla iligkili oldugu ve bu nedenle hiicrede kiigik farkli belirgin noktalar

(punkta) olarak  gorindigi ve kolayca  gorsellestirilebildigi, boylece
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nicellestirilebildigi ilkesine dayanmaktadir (Bento ve ark., 2016). LC3-II nispeten
spesifik olarak otofagozomlar ve otolizozomlarla iligkili oldugundan (LC3 ile iligkili
fagositozu uyaran kosullarin yoklugunda), LC3-pozitif punktalarin kantifikasyonu,
hiicrelerdeki otofagozomlarin sayisin1 degerlendirmek i¢in altin standart bir test olarak
kabul edilir. Bu tiir deneylerde, otofagozom olusumunun artmasi veya bozunmanin
bozulmasi durumunda LC3-pozitif yapilarin sayisi veya toplam alani artabilir.
Bununla birlikte, otofagozom biyogenezinin bozulmasi durumunda LC3-pozitif
yapilarin sayisinin ve alanlarinin azalmasi gerektigi ve LC3-II'nin olusamadigt
hiicrelerde LC3-pozitif yapilarin olmamast gerektigi varsayilmistir. Bununla birlikte,
sasirtict bir sekilde, LC3-I'in otofaji tehlikeye girdiginde biriktigi ve inkliizyon
cisimcikleri olusturdugu bilinen p62-pozitif agregatlarla iliskili olabilecegi gosterilmis
ve bu varsayimlarin yanlig oldugu ileri strtilmistir (Bjerkey ve ark., 2005; Komatsu
ve ark., 2007a). Ayrica Runwal ve arkadaslar (2019) endojen LC3-pozitif punktalarin
otofagozom olusumunun iptal edildigi hiicrelerde daha buyik hale geldigini ve LC3-
IT olugsmadiginda bile belirgin oldugunu, bu durumun otofagozom biyogenezinin
gegici ve eksik inhibisyonunda bile ortaya c¢iktigini ve bu fenomenin, otofaji
bozuldugunda biriken p62 agregatlarina LC3-I sekestrasyonundan kaynaklandigini
gostermislerdir. Bu aragtirmacilar bu gozlemin, otofaji bozuklugu olan hiicrelerde
LC3-immiunofloresan deneylerinin givenilirligini sorguladigini ileri sirmigslerdir. Bu
nedenle otofaji deneylerinde en iyi yaklagim LC3'0 Western blotta tespit etmek ve
LC3-I/LC3-II oranlarin1 otofagozom sayist veya otofagozom punktalari i¢in pozitif

olan hucrelerle iligkilendirmektir (Klionsky ve ark., 2016).

Bu tez caligmasinda hipotiroidizmin ve hipotiroidizm sonrast tedavi siirecindeki
siganlarin OB dokularinda otofagozomun sekillenmesinin 6nemli belirteci olarak
kabul edilen mikrotiibil ile iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3 (LC3)’tin ekspresyon
ve lokalizasyonlarindaki olas1 degisiklikler immunohistokimya ve western blot analiz
teknikleriyle incelendi ve bu tekniklerde iki farkli firma tarafindan uretilen
MAPLC3a/B ve MAP1LC3A adli antikorlar kullanildi. Bunlardan MAPLC30/B (G-
4), insan kaynaklt MAPLC3p 'nin bir i¢ bolgesi i¢inde 33-56 amino asitleri arasindaki
epitop haritalamasina spesifik bir fare monoklonal antikorudur. MAP1LC3A antikoru
ise tavsanda hazirlanmig rekombinant monoklonal bir antikor otofagozom belirteci

olarak tantmlanmistir. Bu antikorun tretilmesinde kullanilan kesin immunojen dizisi
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hakkindaki bilgi tescilli oldugundan bilinmemektedir. Calismada MAPLC30/f
antikoru ile elde edilen immiinohistokimya sonuglart tiim gruplarda puskiilli ve mitral
hiicrelerin sitoplazmalarinin  kuvvetli pozitif oldugunu ve ayrica OB’nin tim
katmanlarinda bulunan akson ve dendritlerin de ortadan kuvvetliye dogru degisen
yogunluklarda boyandigini gosterdi. CON ve PTU grubunda MCL katmaninda
bulunan bazi granil hiicrelerin sitoplazmalarinda da MAPLC3o/B-pozitif
immiunreaksiyon tespit edildi. Puskulli ve mitral hiicrelerdeki boyanma
incelendiginde sitoplazmada homojen boyanmanin olmadigi, baz1 alanlarda yogun
boyanmig odaklar olusturdugu ve bu yogun boyanan odaklarin PTU ve PTU+L
grubunda daha belirgin oldugu gozlendi. MAP1LC3A antikoru ile elde edilen
sonuglarin MAPLC30/B ninkinden daha farkli oldugu goruldi. ONL’sinde sinir
tellerinin, glomertler ve diger katmanlarin néropillerinin MAPILC3A ile orta
dereceden kuvvetliye kadar degisen yogunluklarda boyandig belirlendi. Puskulli ve
mitral hiicre sitoplazmalarinda CON ve PTU+L grubunda kuvvetli, PTU grubunda ise
orta derecede bir reaksiyon gorilirken, GCL’sindeki sinir tellerinin PTU grubunda
kuvvetli boyandigi, CON ve PTU+L grubunda ise ¢ok belirgin olmadig tespit edildi.
Literatur bilgileri (Bento ve ark., 2016) 1s181inda degerlendirildiginde OB’de mitral ve
puskalli hiicrelerdeki sitoplazmik boyanmanin yani sira daha yogun boyanan
MAPLC30/B-pozitif odaklarin bu hiicrelerde bulunan otofagozomlar veya
otolizozomlar ile iligkili oldugu distinildi. Bununla birlikte MAPLC3a/B-pozitif
odaklarin Runwal ve arkadaglart (2019) tarafindan bildirildigi gibi kiigik belirgin
noktalardan (punkta) ziyade daha biiyiik oldugu ve mitral ve puskulli hiicrelerdeki p62
boyanmasina benzedigi dikkati ¢ekti.

Molekiler kitle olarak daha buyiik olmasina ragmen, potansiyel olarak artan
hidrofobiklik nedeniyle LC3-II SDS-PAGE jellerinde daha hizli elektroforetik
hareketlilik gosterir. LC3-1I, LC3-1 i¢in 16-18 kDa'ya kiyasla 14-16 kDa'da gortiniir.
LC3-I ve LC3-II'nin farkli hareketliligi, Western blot testinde tespit edilmelerine ve
karakterize edilmelerine yardimci olur ve LC3-I'in daha diusik go¢ eden LC3-II
formuna dontsimi sayisiz ¢aligmada otofajinin bir gostergesi olarak kullanilmuisgtir.
Bu tez ¢alismasinda Western blot analizi kullanilan her iki LC3 antikorunun CON ve
deney gruplarindaki siganlarin OB’sinde eksprese edildigini gosterdi. Calismada OB
orneklerinde LC3-Ive LC3-1T"yi gosteren iki bandin sekillenmesi beklenirken yaklagik
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14-15 kDa agirliginda tek bant bulundugu tespit edildi. Caligmada kullanilan antikorlar
otofagozom belirteci olarak tretilmis oldugundan bu bandin LC3-II'yi temsil ettigi
varsayildi. Nitekim Kim ve arkadaglar1 (2008) retinal gangliyon hiicrelerinde LC3
ekpresyonunu incelemigler ve WB analizinde LC3-II'yi tek bant olarak
goruntilemisglerdir. Caligmada kullanilan her iki antikorun 6zellikle de MAPLC3a/B
ekspresyonunun goreceli miktarlarinin CON grubunda en diisiik, PTU grubunda ise en
yilksek oldugu, ancak bu farkliliklarin 6nemli olmadig (P>0.05) tespit edilmis olup,
bu sonuglar OB’deki LC3-II seviyesinin hipotiroidi durumunda arttigint ve
hipotiroidizmin tedavi edilmesini takiben azaldigini ve her iki durumda da
kontrollerden daha yiiksek kaldigini gostermektedir. Bu durumda hipotiroidizm ve
hipotiroidizm sonrast siregte otofagozomlarin gekillenmis olabilecegi, otofajinin
OB’yi olumsuz bir ortama adapte etmek i¢in aktive edildigini ve otofajinin bu modelde

noroprotektif olarak rol oynadig ileri siiriilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hipotiroidizm olusturulmus ve hipotiroidizm olusturulup levotiroksin ile tedavi
edilmis erigkin sigan modelinde tiroid bezi disfonksiyonuna bagli olarak sekillendigi
bildirilen olast koku alma bozukluklarinda OB dokusunda otofajinin roliiniin olup
olmadiginin aragtirildigi bu c¢alismanin sonunda koku bozuklugunun hipotiroidili
siganlarda 6nemli olgiide sekillenmesi beklenirken, levotiroksin ile tedavi edilen
hayvanlarda daha yiiksek diizeyde olustugu belirlendi. Siganlarin OB’sinde otofaji ile
iligkili  proteinlerin  eksprese oldugu ve bunlarin OB bilesenlerindeki
lokalizasyonlarinin farkli oldugu, olfaktor néronlar olan mitral ve puskulli htcrelerde
Beclin hari¢ olmak tzere AMPKal/2, p-AMPKa-1/2(Thr183/Thr172), ULKI,
pULK1(Ser467), mTOR, p-mTOR, TSC2, pTSC2, p62/SQSTM1 ve LC3’iin eksprese
edildigi belirlendi. Calismada incelenen otofaji biyobelirteclerinin ekspresyonlarinin
hem hipotirodizm hem de hipotiroidizm olusturulup levotiroksin ile tedavi edilmis
erigkin sican modelinde normal OB’ye kiyasla degistigi, tedavi grubunda koku
fonksiyon kaybina paralel olarak OB’yi olumsuz bir ortama adapte etmek i¢in yiiksek
dizeyde olmasa bile otofajinin aktive edildigi tespit edildi. Bu sonuglar tiroid
disfonksiyonunun OB’de otofajinin g¢esitli basamaklarint diizenleyen sinyal
yolaklarint degistirebilecegini gostermektedir. Bununla birlikte tiroid fonksiyon
bozukluklarinda kesin olarak otofaji aktive olur veya inhibe olur diyebilmek ig¢in
hipotiroidi olusturma ve tedavi protokollerinde kullanilan propiltiyourasil ve
levotiroksin gibi maddelerin daha uzun siire uygulanmasi veya alternatif kimyasallarin
kullanilarak olfaktor sistem tzerindeki etkilerinin arastirilmasinin  gerektigi
dustntlmektedir. Ayrica hipertiroidizm olusturulup bunun OB’deki otofaji siirecini
nasil etkiledigi sorusunun da arastirilmasi yararlt olacaktir. Bu otofajinin tedavide

kullanilan levotiroksin etkisiyle mi olustugu yoksa levotiroksinin hipotirodizm



sekillenmedigi durumda bile otofajinin inditksiyonu veya inhibisyonunda etkili oldugu

sorularinin yanitlanmasina katki saglayacaktir.
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