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INTRAHIPOKAMPAL L-TiROKSIN INFUZYONUNUN, SINAPTiK PLASTISITENIN
GOSTERGELERI UZERINE OLAN ETKiSININ MOLEKULER VE ELEKTROFiZYOLOJIK
DUZEYDE INCELENMESI
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Damisman: Prof.Dr. Cem SUER
OZET
Tiroit hormonlarinin yasamin erken donemlerindeki diizenleyici etkileri yetiskin donemde de devam
eder ve eksikligi bircok norolojik bozukluklara sebep olur. Hipokampal kisa siireli plastisite uyar1 cifti
kolaylagmasi ile uzun siireli plastisite ise uzun donemli giiclenme ve baskilanma yanitlar1 ile
degerlendirilmektedir. Sinaptikplastisiteden sorumlu olan genler tiroit hormonlarinin hedefidir. Bu tez
calismasinda, T3 hormonun niikleer reseptorleri etkileyerek etkisini uzun bir siirede ortaya g¢ikaran
genomik etkisinden ziyade, T4 hormonunun hipokampiistekinon-genomik etkileri incelenmistir. Bu
amaca yonelik olarak intrahipokampal L-tiroksin infiizyonu uygulanip; UDG ve UDB yanitlar1 iizerine
olan etkisinin arastirilmasi, bu aktivitelerin olusmasinda 6grenme ve bellek ile iligkisi bilinen bazi
genlerin anlatimmin molekiiler diizeyde incelenmesi hedeflenmistir.
Calisma icin erkek yetiskin Wistar sican kullanildi. Sicanlar yBOS-UDG (n=12), L-tiroksin-UDG
(n=12), yBOS-UDB (n=12), L-tiroksin-UDB (n=12) grubu olmak iizere rastgele 4 gruba ayrildi. L-
tiroksin grubuna L-tiroksin (100pM, 10 ul/15 dk) yBOS grubuna ise 10 pl/15 dkyBOSintrahipokampal
olarak infiize edildi. Siganlar tiretan (1,2 g/kg, ip) ile anestezi edildikten sonra stereotaksik catiya
yerlestirildi. Alan potansiyelleri dentatgirus graniil hiicrelerinden kaydedildi. Ogrenme ve bellek ile
iligkisi bilinen baz1 genlerin anlatiminin molekiiler diizeyde incelenmesi igin elektrofizyolojik
kayitlardan sonra si¢anlar hipokampiis dokusu ¢ikarildi ve rt-PCR analizleri gerceklestirildi.
L-tiroksin grubu sicanlar yBOS grubuyla kiyaslandiginda UDG’nin indiiksiyon ve idamesinin
bozuldugu, bozulmaya CREB, GIuN2B ve cFOS anlatiminda anlamli derecedeki artigin eslik ettigi
bulundu. L-tiroksin grubu siganlar yBOS grubuyla kiyaslandiginda UDB’nin indiiksiyon ve
idamesindeki baskilanmada artisin oldugu, bu baskilanmaya CREB, GluN2B ve Elk-1 anlatiminda
anlamli derecedeki artisin ve GIuN1, PP1, cFOS ve GIuN2A anlattimindaki anlamli derecedeki
azalmann eslik ettigi bulundu.
UDG’nin indiiksiyonundaki azalmadan CREB ve GIuN2B anlatimindaki artigin, idamesindeki
azalmadan Elk-1, CREB ve GIuN2B anlatimlarindaki baskilanmanin ve GIuN2A anlatimindaki artigin
sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir. UDB’nin indiiksiyonun baskilanmasindaki artistan CREB, GluN2B
ve cFOS anlatimindaki artigin, idamesinin baskilanmasindaki artigtan ise PP1, cFOS ve CREB
anlatimlarindaki baskilanmanin ve GluN2B anlatimindaki artisin sorumlu olabilecegi diistintilmiistiir.
Anahtar Kkelimeler: Tiroksin, Uzun doénemli giiclenme, Uzun donemli baskilanma, Hipokampiis,

Sinaptik plastisite.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF INTRAHIPPOCAMPAL L-THYROXINE INFUSION
ON SYNAPTIC PLASTICITY INDICATORS ON THE MOLECULAR AND
ELECTROPHYSIOLOGICAL BASES

Soner BITIKTAS
Health Sciences Institute of Erciyes Universty
Department of Physiology
PhD Thesis, November 2014

Supervisor: Prof. Dr. Cem SUER

ABSTRACT

Modulatory effects of thyroid hormones in early life also continue in adulthood and cause many
neurological deficit disorder. Hippocampal short-term plasticity is evaluated with paired-pulse
facitilation and in long-term plasticity is evaluated to with long-term potentiation and depression. Genes
which are responsible for synaptic plasticity is the target of thyroid hormones. In this thesis, rather than
genomic effect revealing a rather long time by T3 hormone effect affecting nuclear receptors, non-
genomic effects of T4 hormone in the hippocampus was examined. For this purpose intrahippocampal
infusion of L-thyroxine was applied and its effect on the LTP and LTD responses, and expression of
several genes known to be associated with learning and memory at the molecular level in the formation
of these activities at the molecular level were aimed to investigate.

Adult male Wistar rats were used for the study. Rats were randomly divided into 4 groups as aCSF-LTP
(n = 12), L-thyroxine-LTP (n = 12), aCSF-LTD (n = 12), L-thyroxine-L'TD (n = 12) groups. L-
thyroxine was infused to L-thyroxine group (100pM, 10 pl/15 min), aCSF was infused to aCSF group
10 pl/15 min) intrahippocampally. Rats were anesthetized with urethane (1.2 g / kg, ip) after anesthesia
placed in a stereotaxic frame. Field potentials were recorded from the dentate gyrus granule cells. After
electrophysiological recordings, hippocampus tissues of rats were removed to examine the expression of
several genes known to be associated with learning and memory at the molecular level and RT-PCR
analysis was performed.

When L-thyroxine group rats compared with aCSF rats induction and maintenance of LTP were
impaired, a significant increment in expressions of CREB, GluN2B and cFOS accompanied. When L-
thyroxine group rats compared with aCSF rats suppressing on induction and maintenance of LTD were
increase, a significant increment in expressions of CREB, GluN2B and Elk-1 and a significant decrease
in expressions of GluN1, PP1, cFOS and GluN2A accompanied.

Increment of CREB and GIuN2B expression is thought to be responsible for impairment of LTP
induction and decrease of Elk-1, CREB and GluN2B expression for impairment of LTP maintenance.
Increment of CREB, GIuN2B and cFOS expression is thought to be responsible for increment in
supressing of LTD induction and decrease of PP1, cFOS and CREB expression and increment of
GluN2B expression for increment in supressing of LTD maintenance.

Key Words: Thyroxine, Long-term potentiation, Long-term depression, Hippocampus, Synaptic

plasticity
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1.GIRiS VE AMAC

Tiroit hormonunun omurgalilarin gelisiminde ve insan patolojisinde ©6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Hiicre farklilasmasi, gelismesi ve olgunlagmasi gibi insan
gelisimi iizerine kritik etkilere sahiptir. Tiroit hormonlar1 oksijen tiiketimindeki
degisikliklerden protein, lipid, karbonhidrat ve vitamin metabolizmasina kadar bircok
fizyolojik etkiye sahiptir. Protein sentezi iizerine olan direkt etkisinin yaninda diger
bircok hormon ve biiyiime faktoriiniin sentezine ve parcalanmasina da etki etmektedir
boylece dolayl olarak endokrin sinyal iletimini de etkilemektedir. Tiroit hormonlar1
hedef dokular iizerine olan klasik etkisini (genomik etki) niikleer reseptorlerine
baglanip transkripsiyonel aktivasyonu saglayarak gerceklestirir. Bu genomik etkilerin
ortaya ¢cikmasi gorece uzun zaman alir. Tiroit hormonunun bazi etkileri ise ¢ok daha
hizhidir. Ornegin dakikalar icinde miyokardiyal kontraktiliteyi degistirerek sistemik
vaskiiler direnci azaltir, hiicresel seviyede hiicre morfolojisini, hiicresel solunumunu
ve iyon homeostazini vb. etkiler. Bu non-genomik etkiler daha ¢ok T4 hormonunun
integrin membran reseptorlerine baglanmasi ile ortaya ¢ikmaktadir (1).

Ogrenme siireclerinde cok kritik role sahip olan hipokampiise insanlarda dekleratif
hafizanin kodlanmasinda ve konsolidasyonunda (2, 3); gereksinim duyulurken
kemirgenlerde uzamsal bilginin depolanmasi ve islenmesinde gereksinim

duyulmaktadir (4-6). Hayvanlarda yapilan lezyon ¢alismalari, uzamsal bellegin test



edildigi Morris su tanki ve radyal labirent gibi testlerde yon bulmada hipokampiisiin
saglam olmasinin Onemini gostermektedir. Ogrenme ve hafizanin temel hiicresel
mekanizmasi olarak kabul edilen yapisal plastisteden, hipokampal sinapslar
sorumludur.

Tiroit hormonlariin kan seviyesinde intrauterin ve dogumdan sonraki erken donemde
olusan degisikliklerin, basta beyin gelisimi olmak {izere noronal islevler iizerine olan
olumsuz etkisi iyi bilinmektedir. Tiroit hormonlarinin yasamin ilerleyen
donemlerindeki  eksikligi ~de  norolojik  ve  davramigsal ~ bozukluklarla
iliskilendirilmektedir. Tiroit hormon diizeyindeki anormallikler, hafif ya da subklinik
bile olsa, bu hastalarda biligsel fonksiyonlarin elektrofizyolojik ve davranigsal
gostergelerinde bozulma oldugunu bildiren ¢alismalar yaymlanmistir. Hipertiroidili
hastalarda anksiyete, sinirlilik, huzursuzluk, uyku bozukluklari, Ozellikle yash
hipotiroidili hastalarda geri doniisiimsiiz demansin gelistigi bildirilmektedir (7, 8).
Tiroit disfonksiyonunu takiben meydana gelen yapisal, fonksiyonel ve davranigsal
degisiklikler tiroit hormonlarinin merkezi sinir sisteminin gelisimi ve 6zellikle néronal
sistemin fonksiyonlarin1 optimum diizeyde tutmak i¢cin ¢ok ©Onemli oldugunu

diistindiirmektedir.

Son yillarda bu hormonun yetiskinlerde merkezi sinir sistemi iizerine olan etkileri
arastirilmakta ve 6zellikle hipokampal islevlerdeki rolii aydinlatilmaya calisilmaktadir.
L-tiroksin veya propiltiyourasilin (PTU) kronik uygulandigi deney modellerinde
yapilan caligmalar, tiroit hormon diizeylerindeki degisikliklerin hipokampal 6grenmeyi
(9) ve hipokampal elektrofizyolojik yanitlar1 bozdugunu (10-12) gostermektedir. Uzun
siireli uygulamaya bagl soz konusu degisikliklerin hormon-hiicre ic¢i reseptor
kompleksi ile baslayan ve gen transkripsiyonunu etkileyen genomik etkilerinin
sonucunda gercgeklestigine dair yaymlar bulunmaktadir (9, 10, 13, 14). Bu uzun siireli
uygulamalarin etkisinin yaninda hipokampiis dokusuna dogrudan uygulanan tiroit

hormonunun kisa siireli ve hormon-hiicre i¢i reseptor etkilesimi ile baslatilmayan,



non-genomik etkilerinin anlagilmasi da dnemlidir. Bu konuda yapilan ¢alismalar kisitl
sayidadir.

Sinaptik plastisitenin elektrofizyolojik gostergeleri olan uzun donemli giiclenme
(UDG) ve uzun donemli baskilanma (UDB) yanitlar1 deneysel olarak tekrarlayan
presinaptik uyarilarla indiiklenir. Noronal agin maksimum kapasiye ve doygunluga
ulasmas1 sonucunda herhangi bir ek bilgi depolanamamaktadir. Inaktif baglantilarin
zayiflamasi, pre ve postsinaptik elemanlarin asenkronize aktivasyonunu takiben
sinaptik giiclenmedeki azalma gibi siirecler yeni bilgilerin depolanmasina olanak
saglamaktadir. Deneysel olarak tipik 100 Hz‘lik uyar1 verilmesi UDG’nin
indiiklenmesi i¢in en uygun protokol iken (15) yeni bilgilerin depolanabilmesi igin
gerekli siireglerin  baglatilmast 1 Hz’lik uyar1 ile indiiklenen UDB ile
gerceklestirilebilir (16). Bu tez ¢alismasinda, kronik hipertiroidizmde 6zellikle T3
hormonun niikleer reseptorleri etkileyerek etkisini gorece daha uzun bir siirede ortaya
cikaran genomik etkisinden ziyade, T4 hormonunun hipokampiisteki non-genomik
etkileri incelenmistir. Bu amaca yonelik olarak intrahipokampal L-tiroksin infiizyonu
uygulanip; UDG ve UDB yanitlar1 iizerine olan etkisinin arastirilmasi, bu aktivitelerin
olugsmasinda 6grenme ve bellek ile iligkisi bilinen baz1 genlerin anlatiminin molekiiler

diizeyde incelenmesi hedeflenmistir.



2.GENEL BiLGILER
2.1.0GRENME VE BELLEK

Merkezi sinir sisteminin yiiksek seviyeli islevlerinden olan bellek, deneyimlerin
sonucunda organizmanin gelistirdigi / degistirdigi davranigin (6grenme) bir siire icin
(anhik, kisa veya uzun erimli) daha kolayca ve daha miikemmel bir sekilde
tekrarlanabilmesi ve davranig {izerinde istikrarli bir degisimin kazanimi olarak
tanimlanabilir. Bellek bu bilginin kodlandigi, depolandigi ve geri c¢agrildigi bir
stirectir. Bellek ile ilgili olan siireclerde rol alan beyin bolgelerinin, hipokampal
formasyon basta olmak iizere, mediyal temporal lobda bulundugu, cerrahi olarak bu
bolgelerin ¢ikarilmasiyla goriilen amnezik semptomlardan anlagilmustir  (17).
Hipokampiis, insanlarda dekleratif hafizanin kodlanmasindan ve konsolidasyonundan
(2, 3) kemirgenlerde ise uzamsal bilginin depolanmasi ve islenmesinden sorumlu

tutulmaktadir (4-6).

Hipokampiis ve amigdala gibi temporal lob yapilarindaki lezyonlar yeni hafizanin
olusturulmasinda (anterograd amnezi) ve lezyondan hemen 6nceki zamana ait gecici
hafiza kaybma (retrograd amnezi) neden olmasi (18,19), yeni bilgilerin
depolanmasimnda bu yapilarin kritik role sahip olduklarmi gostermektedir. Ayrica,
hipokampiisiin biligsel bir harita oldugu ileri siiriilmiistiir ¢iinkii hipokampiis hayvanin
cevresindeki spesifik lokalizasyonuna bagli olarak atesleme yapabilen noronlardan

(place hiicreleri) olugsmaktadir (20, 21). Hayvanlardaki lezyon ¢alismalar1 gostermistir



ki uzamsal bellegin test edildigi Morris su tanki ve radyal labirent gibi testlerde yon

bulmada saglam bir hipokampiisiin bulunmas1 énemlidir.

2.2.0GRENME VE BELLEGIN OLUSUMUNU SAGLAYAN NORONAL
BAGLANTILAR

Bilginin kazanilmasi yani bellegin olusumu swasinda sinyal, merkezinde
hipokampiisiin bulundugu bir noronal devrede islenir. Hipokampiis proper (CA3, CA2
ve CAl) ve dentat girus, subikulum, presubikulum, parasubikulumdan olusan ve
medyal temporal lobun icerisine yerlesmis olan hipokampal formasyon, entorinal
korteks ve iligkili oldugu diger korteks boliimleri arasindaki projeksiyonlar, bellek
olusumunda gerekli olan anatomik yapiyr olusturur. Neokortikal asosiyatif alanlarda
biitiinlesmis duyusal bilgiler, parahipokampal korteks ve entorinal korteks {izerinden,
subikulum aracili1 ile dentat girusa, ve kornu ammonis (CAl, CA2, CA3 ve CA4
(Hilus)) bolgelerine iletilir ve buralardan tekrar geriye subikulum, entorinal korteks,
parahipokampal alan ve sonrasinda asosiyatif alana ulasir (22). Bu yolaklarin
sinapslar1 yiliksek bir sinaptik plastisite giicii gosterirler; yani sinyal yolagindan gecen
uyaranin frekansi var olan sinapslarin giiclenmesine veya kaybolmasma ya da yeni
sinaptik baglantilarin olusmasma neden olur. McClelland ve arkadaslar1 (23),
neokortikal asosiyasyon alanlarinin hipokampal formasyon ile olan bu baglantilarinin,
yeni hafizanin olusturulmasini, yeni bilgilerin eski bilgilerle birlikte kullanilmasini ve
tekrar kullanilmak iizere depolanmasmi saglayan anatomik yapi oldugunu ileri

suirdiiler.



Gchaffer Kollateralleri

Yopunsu Lifler Perforan Yol

Sekil 2.1. Hipokampal formasyonun girdi ve ¢ikti yolaklari. Entorinal korteks (EK)
hipokampiise gelen girdilerin ana kaynagidir. EK perforan yol aracilifiyla dentat
girusa projekte olur ve yosunsu lifler araciigla CA3’e ve sonra yosunsu lifler
aracihi@iyla CAl’e kritik girdiler saglar. Ayrica EK direkt olarak CA3’e, CAl’e ve
subikuluma (Sub) projekte olabilir. Boylece hipokampiisiin ana ¢iktis1 da EK’tir. Oklar
impuls akim yoniinii gostermektedir.  (http://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.
php?img=3131729_CN-9- 388_F1&req=4 web adresinden degistirilerek alinmistir)

Hipokampiise gelen afferent girdilerin ana kaynagi entorinal kortekstir (24). Bu
kortikal alan, esas olarak polisinaptik baglantilar ile (dentat girus ve CA3 bolgesinde
sinaps yaptiktan sonra) ve ilaveten 3. tabakasindan monosinaptik olarak
hipokampiisiin CA1 piramidal hiicrelerine projekte olur (22, 25). CAl bolgesi
hipokampiisiin ana c¢iktilarinin  oldugu bolgedir ve aksonlari, subikulum,
presubikuluma ve parasubikulum iizerinden veya dogrudan entorinal kortekse projekte
olur (24). Boylece entorinal korteksten baslayip, gene orada sonlanan tri-sinaptik
noronal devre (Sekil 2.1). Glutamaterjik ve eksitator olan bu baglantilardan; entorinal
korteksten baslayip dentat girusun graniil hiicrelerinde sonlanan yola perforan yol; bu
hiicrelerin CA3 bolgesindeki priamidal néronlarda sonlanan aksonlarinin olusturdugu
yola yosunsu lifler ve CA3 piramidal hiicrelerinin CA1l piramidal hiicrelerinde
sonlanan aksonlarmin olusturdugu yapiya Schaffer kollateralleri denir (26). CAl
bolgesi ayrica niikleus reuniensten, talamusun orta-hat cekirdeklerinin ¢ogundan da
girdiler alir, boylece talamohipokampal baglantilar CA1 aktivitesi iizerine direkt ve
giiclii bir diizenleyici islev goriir (27-30). Bu sinaptik baglantirlar1 diizenleyen

inhibitor GABAerjik interndronlar da bulunmaktadir (31-33). Bilginin 6grenilmesinde



ve saklanmasinda burada sayilan yolaklarin 6nemli oldugu bilinir ama hangi bolge ve

yollarm hangi 6grenme tipi ile iligkili oldugu tam olarak anlagilmamustir.

2.3.HUCRE DUZEYINDE OGRENME VE BELLEK: GLUTAMATERJIK
SINAPSLAR

Ogrenme ve bellegin kabul goren temel mekanizmasi, sinaptik baglantiin
sekillendirilebilir olmasma yani plastik ozellik gostermesine dayanir. Ogrenme
bagimli plastisite bir amaca veya problem ¢6zmeye yonelik bir isin yapilmasi sirasinda
sinaptik baglantilarin reorganizasyonunu tanimlar ve c¢evresel bilesenler, dikkat ve
uyaniklik diizeyi gibi pek ¢ok faktorden etkilenir. Aktivite bagimli sinaptik plastisite,
var olan noronal baglantilarin aktivitesindeki degismeye bagh olarak, giiclenmesini
veya zayiflamasmi ve yeni baglantilarin olusmasini ifade eder. Deneysel olarak
sinaptik yanitin degismesini tetikleyebilen farkli uyarim kaliplar1 kullanildiginda

olusur.

Glutamaterjik sinapslar, aktive ettikleri hiicre i¢i kimyasal siire¢ler {izerinden sinaptik
plastisitenin olugsmasinda ve boylece dgrenme ve bellegin fizyolojisinde 6nemli rol
oynarlar. Glutamatin hem iyonotropik hem de metabotropik reseptorleri, farkl
sinaptik plastisite tiirlerinin olusmasindan sorumlu tutulmaktadir. Bazal durumdaki
sinaptik iletimde presinaptik norondan saliman glutamat, AMPA reseptoriine
baglanarak kanali acar ve depolarizasyona neden olurken; NMDA reseptoriine
baglanmasi kanal porundaki Mg?* blokaji nedeni ile kanalin acilmasima yeterli olmaz

(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Bazal glutamaterjik sinaptik iletide sinaptik yariga salinan glutamat hem
AMPA hem NMDA reseptorlere baglanir ama iyon akimi sadece agilan AMPA
kanallarindan gerceklesir. Sinapsi c¢evreleyen Glia hiicre membranlarinda yerlesen
glutamat tasiyicilari, onun ekstrasinaptik glutamaterjik reseptorlere ulagmasini
engeller. (http://www.els.net/WileyCD A/ElsArticle/refld-a0000235.html web

adresinden degistirilerek alinmistir)

AMPA reseptorleri agirlikli olarak GluR1/2, GluR2/3 ve homomerik GluR1
kanallaridir. Bu reseptorler, postsinaptik membranin depolarize olarak, NMDA
reseptdr kanallarindaki Mg®* blokajinin kalkmasini saglarlar. Bu reseptdrler ~100-600
us’de aktive olup ~5-10 ms i¢inde deaktive olurlar ve hiicre i¢ine yonelen eksitator
akimlari, boylece hizli eksitator postsinaptik gegisi olustururlar (34).

NMDA reseptorleri dentat girustaki tiim piramidal ve ¢ogu interndronda bulunur (35,
36). Bu reseptorlere glutamatin baglanmasi kanal akimlarini baglatmaya yetmez; ayni
zamanda membranmn depolarize olmasi ve Mg”* blokajmm kalkmasi da gereklidir.
NMDA reseptorleri, hem pre- hem de post-sinaptik olarak bulunurlar ve bunlarm ayr1
populasyonlar1 farkli plastisite mekanizmalarinin gelismesinden sorumlu tutulurlar.
Post-sinaptik NMDA reseptorleri, sinaptik, peri-sinaptik ve ekstra-sinaptik olarak

bulunabilirler; farkli noronal aktivite kaliplari ile uyarilabilirler ve farkli roller



oynayabilirler. Ayrica bu reseptorlerin alt-birim  bilesimleri ve sinaptik
lokalizasyonlar1 da plastisitenin  farkli siireclerinin  olusumu i¢in  Onemli
goriinmektedir.
NMDA reseptorleri 2 yapisal GluN1 altbirimi ve buna ilave 2 GIuN2 veya GluN3
altbiriminden olusur (37, 38). Her bir alt birim dort alana sahiptir:

1. N-terminal alani: Zn ve ifenprodil gibi allosterik modiilatorlerin baglanma yeri

2. Agonist baglanma alani: GIuNI1 iizerinde Glisin/D-serin icin ve GIluN2

izerinde glutamat i¢in baglanma yeri

3. Kanal alani: Fenisiklidin ve MK801 gibi delik blokerlerinin baglanma yeri

4. C-terminal alan: Farkl intraselliiler aracilarin baglanma yeri
Hipokampiis dort GluN2 altbirim izoformunun hepsini igerir ama bunlardan GluN2C
ve GluN2D erken gelisimsel donemde bulunur ve erigkin cagda azalir; baskin olarak
bulunan izoformlar GluN2A ve GluN2B’dir. GIuN2C altbirimi erigskin hipokampiiste
hemen hi¢ goriilmezken GIluN2D altiinitesi, CA1 ve CA3 bolgelerinde stratum
radiatumda bulunan GADG67(-), parvalbumin(-) ve somatostatin(+) internoronlarda
sinirli olarak saptanmistir (39). Bu nedenlerle hipokampal NMDA reseptorlerinin ya
diheteromerik  (GluN1/GluN2A ve  GIluN1/GluN2B) veya triheteromerik
(GluN1/GluN2A/GIluN2B) yapida oldugu genel olarak kabul edilmektedir. GluN2B
anlatim1 dogumda yiiksektir ama erigskin donemlerde azalir; GluN2A anlatimi ise yasla
artar (36). Triheteromerik populasyonun islevsel roliiniin anlasilmasi ise selektif olarak
caligmalarinin zorlugundan dolay1 tam olarak bilinmez.
GIuN2A ve GluN2B iceren NMDA reseptorlerinin kinetikleri farklilik gostermektedir.
GIuN1/GluN2A reseptorleri glutamata cevap olarak, GluN2B icerenlere gore daha
yiiksek a¢ik olma olasih@ina sahiplerdir (40) ve daha hizli aktivasyon ve deaktivasyon
gosterirler (41). Ayrica bu kanallarin farkli uyar1 kaliplarina yanitlar1 da farklhilik
gostermektedir. Genel olarak sinaptik plastisitenin farkli formlar1 farkli postsinaptik
Ca®" akim kinetiklerini gerektirir ve Ca®* akimmin biiyiikligi “yiik transferi” ile

iligkildir.
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2.4.0GRENME ve BELLEGIN ELEKTROFIiZYOLOJiK TEMELLERI

Hipokampiiste tek yonlii iletim olmasinin disinda apikal ve bazal dendritlerinin,
aksonlarinin ve hiicre gévdelerinin belli sinirlar icinde kalmas1 sonucu olusan tabakali
(laminer) yapis1 da elektrofizyolojik c¢aligmalar icin son derece -elverislidir.
Hipokampiisiin bilinen laminer organizasyonundan dolay1 elektrofizyologlar oldukca
homojen olan akson populasyonunu uyarabilirler ve bu populasyonlardan yanitlar
kaydedebilirler. Bu amacla hipokampiis kesitlerinde veya anestezili ya da bilincli
hayvanda, hipokampal devrenin 3 ana yolaginin (perforan lifler, yosunsu lifler ve
Schaffer kollateralleri) farkli uyar1 paternleri ile uyarimina cevap olarak dentat girus,
CA3 veya CA1 bolgesinden alan potansiyelleri kaydedilir. Elektriksel uyarim yoluyla
olisturulan deneysel plastisite, etkinlikteki degismenin devam etme siiresine gore kisa
siireli ve uzun siireli plastisite olarak veya olusan degisikligin yoniine bagl olarak
(sinaptik plastisitenin biitiin formlar1 sinaptik giiclenmede artisa sebep olmaz)

giiclenme ya da baskilanma olarak siiflandirilir.
2.4.1.Kisa Siireli Sinaptik Plastisite

Kisa siireli artig; 1 saniye icinde gerceklesen “sinaptik fasilitasyon”, 10 saniyeden daha
az sliren “sinaptik birikme” ve birka¢ dakika siiren “post-tetanik giiclenme (PTG)”
olmak iizere ii¢ kategoride incelenir (42). Tiim kisa siireli artislar presinaptik
terminaldeki rezidiiel Ca®*un artis1, presinaptik ugtan transmitter salimimin artis1 gibi
nedenlerle aciklanir (43). Presinaptik ucta Ca®* birikimi, vezikiillerin plazma
membranina dogru hareket etmesini saglayan kinazlarin fosforilasyonunu artirir ve
boylece membranla kaynasmasina ve transmitterin salinmasina neden olur (44). Kisa
stireli sinaptik plastisitenin bazi formlar1 uyar: ¢ifti kullanilarak olusturulur ve hem
uyar1 ¢ifti kolaylagsmas1 (UCK) hem de presinaptik depresyon (PD) milisaniyelerden
dakikalara kadar siiren sinaptik etkinlik degisikliklerine neden olur. PD’nin presinaptik
terminaldeki metabotropik reseptorlerin desensitizasyonu sonucu oldugu ileri
stiriilmiigtiir (45, 46). Bilginin islenmesi ve bellegin depolanmasinda kisa siireli

plastisitenin rolii hala net bir sekilde anlasilamamustir, fakat salyangozlarda, meyve
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sineklerinde ve kemirgenlerde gerceklestirilen davramis deneylerinde goriilen kisa
stireli plastisite degisiklikleri non-asosiyatif (habituasyon ve sensitizasyon) dgrenme,
uzamsal bellek ve korku sartlandirmasindaki degisikliklerle iligkili bulunmustur (47-

49).
2.4.2.Uzun Siireli Sinaptik Plastisite

40-60 dakikadan daha uzun siiren sinaptik degisiklikler uzun siireli plastisite olarak
adlandirilir. Hebb’e gore 6grenme ve bellekle ilgili siireclerin altinda, eksitator bir
baglantinin uzun siireli olarak giiclenmesi yatar ve bu ancak “bir A hiicresinin aksonu
B hiicresini uyarmaya yetecek kadar tekrar tekrar ve kalici olarak uyarirsa” ortaya
cikar. Bu teori ilk kez, elektrofizyolojik olarak, 1973 yilinda, Bliss ve Lomo
tarafindan, yiiksek frekans uyarima (100 Hz) maruz birakilmis hipokampal sinapslarin
etkinliginde goriilen ve saatler siiren bir “giiclenme” hali ile dogrulanmistir (50). Uzun
donemli giiclenme (UDG) olarak adlandirilan bu aktivite girdi-spesifiktir (diger
sinapslara yayilmaz) (51, 52), asosiyatiftir (zayif uyaranlar, gii¢lii bir uyaran ile
eslenirse giiglenme olusturur) (53), kooperatiftir (pek c¢ok zayif uyaran ile
olusturulabilir) ve kalicidir (uzun siirer). Bu o6zellikler, bellek mekanizmalariin
aydinlatilabilmesi i¢in UDG’yi ideal bir hale getirmistir ve UDG-bellek hipotezinin
temelini olusturmustur (54). Daha sonra Bear ve Malenka, ayni sinaptik baglantilarin
diisiik frekansla (1 Hz) uyarmmimi takiben saatlerce devam eden bir “baskilanma”
(UDB) gosterdiklerini kesfetmislerdir (55). Tipik 100 Hz’lik uyar1 verilmesi UDG’nin
indiiklenmesi i¢in en uygun protolkol iken (15) 1 Hz’lik uyar1 UDB’nin indiiksiyonu
icin en uygun protokoldiir (16). Boylece bazi sinaptik baglantilarda sinaptik
plastisitenin “baskilanma”; diger bazilarinda ise ‘“‘giliclenme” uclar1 arasindaki
degisimi, bir sinaptik havuzun toplam fonksyonunu belirlemis olur ki bu kavram iki-
uclu sinaptik plastisite olarak bilinir. Ayrica Onceden indiiklenen UDG, takip eden
diisiik frekansli uyari ile tekrar eski haline geri doner, bu duruma depotansiyelizasyon
denir (56). Aktivite bagimli sinaptik plastisite, 9grenme sirasinda olusan molekiiler ve
elektriksel degisimlerin anlasilmasina yardimci olan ve yaygin olarak kullanilan bir

yontemdir. Uzun siireli plastik degisikliklerin, anatomik lokalizasyona (57), hiicre
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tipine (58), ve hayvanin yasina (59) bagl olarak degisik formlar1 tanimlanmistir. En
fazla calisilan sinapslar, esas olarak laminar organizasyonu ve kolayca indiiklenebilir
UDG nedeniyle CA3 bolgesinin Schaffer kollateral lifleri ile CA1 piramidal noéronlari

arasindaki sinapslardir.

Yukarida tanimlanan plastisite tiplerinin ayni reseptor iizerinden olusmasi ilgingtir.
Ayni reseptor tipinin hem giiclenme hem de baskilanmay1 igeren yanitlar1 nasil
olusturdugu konusunda tam bir fikir birligi olmasa da, altta yatan nedenin NMDA
altbirim 6zellikleri oldugu kabul edilmektedir. Ornegin, cok diisiik frekanslarda (0.1—
0.3 Hz), daha diisiik deaktivasyon hizlar1 nedeni ile GluN2B iceren kanallar 2 kat fazla
yiik transferini gergeklestirirler (60). UDB’nin indiiklenmesi i¢in kullanilan 1 Hz
uyarim kalibinda yiik transferi, daha az oranda da olsa hala GluN2B iceren kanallarda
GIuN2A icerenlere gore fazladir; kanallar arasindaki esitlik 2Hz uyarim kalibinda
ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek frekansli uyarim kaliplarinda siklikla kullanilan 100 Hz
uyarim kalib1 i¢in, uyar1 dizisinin siiresi de GIuN2A ve GIuN2B iceren NMDA
reseptorlerinden olan yiik transferini dramatik bir bicimde etkiler. 100 ms siireli
dizilerin kullanildig1 kaliplarda iki kanaldan olusan yiik transferi esit iken, tipik UDG
indiiklemek i¢in kullanilan 1000 ms siireli kaliplarda GluN2B iceren NMDA
reseptorlerinden olusan yiik transferi 2 kat daha fazladir (40). Ayrica 5-100 Hz frekans
araliginda GIuN2A iceren NMDA reseptorlerinin daha biiylik bir kismi desensitize

olurlarken; reseptorler arasindaki bu fark 1000 ms i¢in 100 Hz uyarimda en azdir (61).

Sinaptik plastisitenin uzun siireli etkinlik degisimleri asagida aciklanan molekiiler
stireclerle iliskili olarak birbirini takip eden {i¢ sathada meydana gelir. Bu safhalar;

indiiksiyon, ekspresyon ve idame donemleridir.
2.5.0GRENME ve BELLEGIN MOLEKULER TEMELLERI

Iyonotropik glutamat reseptorleri izole olarak caligmazlar, tersine postsinaptik dansite
(PSD; Sekil 2.3) denilen ve presinaptik aktif zonla yakin iliski icinde olan, protein-
yogun Ozellesmis bir bolgedeki pek cok proteinle etkilesim halinde ¢aligirlar (62). Bu
proteinlerden NMDA ve AMPA reseptor proteinleri, PSD95, neuroligin,
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kalsiyum/kalmodulin-bagimli  protein kinaz II (CamKII) ve aktin anahtar
proteinlerdir. Bu proteinlerin bazilar1 glutamaterjik reseptorlerin  fonksiyonunu
diizenlerken digerleri bu reseptorlerin membran icine yerlesimini ve oradan
ayrilmasini kontrol eder. Boylece PSD’deki protein-protein etkilesimleri, bir sinapsta
bazal kosullarda sadece birka¢ diizine olan bu reseptorlerin sayisini belirler. Ayrica
heteromerik GluN1/GluN2 reseptorlerinin sinaptik plastisitenin indiiksiyonu sirasinda
membrandaki AMPA reseptor sayisini belirleyen onemli faktorlerden biri oldugu da
bilinmektedir (63). GluN2A’ya sahip kanallardan gerceklesen Ca®* akimi nispeten
hizli ve biiyiiktiir; bu durum farkli kinazlarin aktivasyonuna ve yeni AMPA
reseptorlerinin postsinaptik membrana gogiinii saglayacak molekiiler hedeflerin
fosforillenerek aktive olmasina neden olur. Tersine GluN2B’ye sahip kanallardan Ca**
akimi nispeten yavas ve kiiciik olarak gerceklesir; fosfataz enzimler aktive olur;
AMPA reseptorleri membrandan uzaklastirilir. Bununla beraber postsinaptik Ca**
artisint  AMPA reseptorlerin  yeniden dagilimina hangi sinyalleme siireglerinin
bagladigi kesin degildir. Yine de giiclii deneysel bulgular, CaMKII’nin aktive
olmasmin UDG’nin indiiklenmesi i¢in gerekli oldugunu gosterir (64). Bu aktivasyon,
AMPA reseptor proteinleri dahil olmak iizere pek c¢ok proteinin fosforilenmesine ve
membrana internalizasyonuna neden olur (65, 66). Ayrica diger 6nemli hiicre ici
kinazlardan cAMP-bagiml protein kinaz (PKA), protein kinaz C (PKC), mitojen ile
aktive olan kinazlar (MAPK) ve tirozin kinazlar da UDG yanitina aracilik eden
kinazlar olarak bildirilmektedir (15, 67-69). AMPA reseptorlerinin membrandan
uzaklastirilmasin1 saglayacak molekiiler kaskatlar ise kalsiyum/kalmodulin-bagimli
protein fosfataz (kalsindrin) ve protein fosfataz 1 (PP1) olarak goriinmektedir (70-72).
Bu durumu dogrulayabilecek temel bulgu ise kalsindrinin CaMKII'ye gore Ca**

iyonuna kars1 daha yiiksek bir afiniteye sahip olmasidir.

Her ne kadar, daha cok AMPA reseptorii iceren postsinaptik membranda, daha cok
NMDA kanali aktiflesip UDG indiiklenirken; daha azin1 iceren postsinaptik

membranda UDB indiiklense de, UDG ve UDB’nin 6grenme ve bellegin hiicresel
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diizeydeki karsilig1 olduklar1 konusunda genis bir fikir birligi vardir. Reseptorlerin

yeniden dagilimi i¢in postsinaptik Ca** artisini saglayan olaylar nelerdir?

Sekil 2.3. Postsinaptik dansite {izerine yogunlasarak glutamaterjik bir sinapstaki PDZ-
iceren ana proteinler goriilmektedir.  PDZ domaini mor renkteki daire ile
gosterilmistir. Memran proteinlerinin C-terminal sitoplazmik kuyrugu siyah cizgilerle
gosterilmistir. Spesifik protein-protein etkilesimleri proteinlerin iist {iste gelmesiyle
temsil edilmistir. Sadece bilinen bazi proteinlerin etkilesimleri gosterilmistir. LIN2,
LIN7 ve LIN10 postsinaptik olarak ve postsinaptik domainin bir¢ok proteini
presinaptik temrinde gosterilmistir. PSD-95’teki yesil ve mavi elipsler sirasiyla SH3
ve GK domainlerini gostermektedir. Kivrilmis cizgiler PSD-95 ve GRIP’in
palmitoillenmesini  gostermektedir. Gri oklar aktin iskeletindeki proteinlerin
baglanmalarin1 ve/veya diizenleyici etkilerini gostermektedir. AKAP79, kinaz
baglanma proteini 79; (http://synapses.clm.utexas.edu/lab/harris/lecture13/sld010.htm
ve http://www.nature. com/nrn/journal /v5/n10/fig_tab/nrn1517_F3.html web

sayfalarindan degistirilerek alinmistir)

Deneysel olarak, sirasiyla yiiksek ve diisiik frekanshi uyarimlar ile indiiklenebilen
UDG ve UDB’da indiiksiyon dénemi sirasinda, ekstraselliiler sinyali niikleer hedeflere
baglayabilen ve bdoylece transkripsiyonel siirecleri aktive veya suprese edebilen
kaskatlar etkinlesir. Bu etkinlesme transkripsiyon ve gen anlatimimi degistirerek yeni

protein sentezinin olustugu, UDG ve UDB’nin ge¢ fazidir ve saatlerce siirer.

Yukarida tamimlanan plastisite formlarinin hem ortak hem de farkli molekiiler

temelleri bulunmaktadir. Genel olarak, pre- ve postsinaptik hiicrede artan Ca** iyonu,
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hiicre i¢inde cok farkli molekiiler kaskatlar1 etkileyerek sinaptik giiciin degismesine
neden olmaktadir. Dahasi hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin yiikselme kinetigi uzun siireli
degismenin giiclenme veya baskilanma yoniinde olusmasini belirleyen bir faktordiir
(67, 73-75). Basitce intraselliiler Ca®* seviyesindeki kiiciik ve yavas artislar
baskilanmaya; hizli ve giiclii artislar ise giiclenmeye neden olmaktadir. Ayrica bircok
kinaz giiclenmenin ve fosfataz da baskilanmanin indiiksiyon ve idamesine katkida
bulunur (15, 70, 76-79). Fosfatazlar Ca** i¢in yiiksek afiniteye sahiptirler bu yiizden

2a  afiniteleri

diisik Ca®* konsantrasyonunda aktive olurlar oysa kinazlarm Ca
diisiiktiir bu yiizden yiiksek Ca®* konsantrasyonunda aktive olabilirler (80). Ayrica
aktif kinazlar fosfatazlar1 inhibe edecek bir etkilesime girerler (79). Bu diisiinceyi
desteklemek iizere, CamKII'nin veya PKC’nin peptid inhibitérleri UDG’nin
indiiksiyonunu bloklarken (81) protein fosfataz inhibitorleri veya kalmodiilin
inhibitérleri UDB’nin indiiksiyonunu bloklar (82). Diisiik frekanshi tetanik uyar1
sirasinda fosfatazlarin aktivasyonu lehine ve dolayisiyla UDB’nin indiiksiyonuna
neden olan intraseliiler Ca** konsantrasyonunda hafif bir artis olurken yiiksek frekansh

2+

tetanik uyar1 daha fazla Ca""un hiicre i¢ine akisina neden olarak UDG’nin

indiiksiyonunu baslatacak olan kinazlar1 aktive eder (83).

Bu molekiiler olaylar, asagida once UDG ve sonra UDB dikkate alarak
Ozetlenmistir. Elektriksel uyarimla olusturulan sinaptik etkinlikdeki degismeler, bazi
sinapslarda, selektif NMDAR antagonistleri tarafindan, devam eden sinaptik yanitlar
bozulmadan, inhibe olur ama non-NMDA reseptor tiplerini bulunduran sinapslarda

inhibe olmaz (84, 85).
2.5.1.Uzun Donemli Giiclenmenin Molekiiler Temeli

Indiiksiyon: Indiiksiyon icin yiiksek frekansh presinaptik uyar1 gerekli ve yeterlidir.
Bir noronun afferent uyarimi, es zamanli olarak postsinaptik depolarizasyonla

*u uzaklastirarak Ca®* akimma izin

eslestiginde NMDA reseptor kanalindan Mg
verir. Bu, hem NMDA reseptoriine glutamatin baglanmasmi hem de ayni zamanda

postsinaptik membranin depolarizasyonunu gerektirir. Ca**’un iceri akmasi voltajda
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degisiklige sebep olup daha fazla NMDA reseptoriinii uyararak daha fazla Ca™’un
iceri girmesine ve UDG’nin indiikklenmesine neden olur (86-89). Membran
depolarizasyonu ise glutamatin AMPA reseptorlerine baglanmasinin sonucudur ve bu
yolla olusan depolarizasyon, iyon akisina izin verecek olan NMDA reseptor kanalinin
sayisii belirler. Ca** selatorlerinin UDG indiiklenmesini inhibe etmesi bu iyonunun
indiiksiyon agisindan kritik oldugunu gosterir (90). Bununla birlikte, UDG’nin
indiikksiyon mekanizmalarinin tamamen NMDA ve AMPA reseptorleri araciligiyla
gerceklesmez  (91). UDG, postsinaptik voltaj kapili Ca** kanallarinin aktivasyonu
izerinden de gerceklesebilir; bu tiir UDG, NMDA-bagimli olmayan UDG olarak
bilinir (92). Bu mekanizmlara ek olarak, transmitter salinimina neden olacak

presinaptik Ca”* girisi de indiiksiyon i¢in 6nemli olabilir (93).

Ekspresyon: Postsinaptik kalsiyum konsantrasyonundaki bu artis daha sonra CaMKII,
PKA (94-96) ve PKC gibi kalsiyum-duyarli enzimleri aktive eder ve UDG’nin
ekspresyonuna neden olan iletim kaskatlar1 aktive olur. Bu biyokimyasal kaskatlarin,
protein fosforilasyonu ve kalict protein kinaz aktivitesi, intraseliiler Ca®* salinim,
retrograd transmitterin {iretimi ve transmitter salintminda artma gibi bazi etkileri UDG
ekspresyon mekanizmasinin altinda yatan etkenler olabilir. PKC inhibit6riiyle (81)
UDG’nin engellendigi, PKC (96) veya PKC agonisti (97) uygulandiginda ise UDG’nin
ekspre edildigi gosterilmis olsa da, son yapilan caligmalar gostermistir ki ekspresyon
icin CamKII’nin o-alt iinitesi onemlidir (98, 99). CaMKII bir kez aktive olduktan sonra
2+,

uzun bir siire otofosforile olur ve Ca™’a ihtiya¢ duymaz. Bu uzun siireli

otofosforilasyonun bellegin molekiiler temelinin altinda yattig1 diistiniilmektedir (74).

Idame: UDG’nin idame mekanizmasmm altinda yatan etkenler: 1) protein
fosforilasyonu ve/veya kalic1 protein kinaz aktivitesi, 2) intraseliiler Ca** salmim, 3)

retrograd transmitterin iiretimi, 4) transmitter saliniminda artma, olabilir.

UDG’nin idamesi i¢in intraseliiler Ca** salmimi 6nemlidir, bunun icin 5nce NMDAR
aktivasyonuna ihtiya¢ vardir fakat potansiyelizasyonun idame ettirilebilmesi aktif

AMPAR’m  (0-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propiyonik asit reseptorii)
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sinapsa hareket etmesiyle iliskilidir. Intraseliiler Ca**’nmn etklidigi CaMKII bir kez
aktive olduktan sonra uzun bir siire otofosforile olur ve Ca**'a ihtiya¢c duymaz. Bu
uzun siireli otofosforilasyonun bellegin molekiiler temelinin altinda yattig1
diisiiniilmektedir (74). PKC aktivasyonu hipokampal (100) ve spinal (101) ndronlarda
NMDA akimmi arttirir. CaMKII ve PKC’nin uzun siire devam eden aktiviteleri

UDG’nin idamesini saglar (102).

UDG’nin ekspresyon ve idame fazlariyla alakali olarak ileri siiriilen goriigler
tartigmalidir. Bazilar1 postsinaptik mekanizmay1 isaret ederken cogu bilim adami
idame doneminin presinaptik transmitter salinimindaki artisa bagli oldugunu ileri
stirmiislerdir. Postsinaptik norondan presinaptik noérona (103,104) bazi sinyallerin
gonderilmesi gerektigini savunmuslardir. Nitrik oksidin (NO) transmitter salinimini
arttirmak icin retrograd haberci gibi hareket ettigi diisiiniilmektedir. NO gazi,
kalsiyum\kalmodiilin bagimli NO sentaz enzimi tarafindan L-arjinin kullanilarak
olusturulur. NMDA reseptor aktivasyonu NO’nun postsinaptik olarak salinmasina
presinaptik norona difiize olmasina ve transmitter salinimini baglatmasina sebep olur.
NO, sirastyla guanilil siklazin ve CREB trankripsiyon faktoriiniin fosforilasyonunu
artiran cGMP-bagimli protein kinazin uyarilmasini saglayarak sinaptik yanitlarin
potansiyelizasyonunda rol oynamaktadir (105). Varolan bilgiler kesin olmadigi i¢in bu
goriis yorumlanmalidir ve UDG nin ekspresyon ve idame fazlarinin mekanizmasi i¢in

kesin kararlar verilmemelidir.
2.5.2.Uzun Donemli Baskilanma

Sinapslarda giiclenme halinin maksimum bir kapasiteye ve doygunluga ulasmasi, ek
bir bilginin depolanmasini engelleyecektir. Bu nedenle bazi deneysel modifikasyonlar
ileri stirtilmiistiir. UDG gelismeden once (73, 86, 106) UDB denilen bu durum
sinaptik giiciin iki yonlii modifikasyonunu saglar ve bilginin depolanmasinin etkili bir
aciklamasidir. Hipokampal UDB, presinaptik olarak ifade edilir ve postsinaptik olarak
indiiklenir (107-109). Ayrica hipokampal UDB’nin indiiksiyonu L-tipi Ca**

kanallarmin ve postsinaptik NMDA reseptor alttiplerinin aktivasyonuna gereksinim
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duymaktadir (16, 107, 110) ve postsinaptik hiperpolarizasyonla indiiksiyon
engelenebilir (111). Hipokampal UDB’nin molekiiler temeli hala belirsizligini
korumaktadir.

Nitrik oksit ve karbonmonoksit gibi retrograd sinyal molekiilleri de sinaptik
plastisitedeki diger diizenleyicilerdir (112-114). Nitrik oksit, sirastyla guanilil siklazin
ve CREB trankripsiyon faktoriiniin fosforilasyonunu artiran cGMP-bagimli protein
kinazin uyarilmasmi saglayarak sinaptik yanitlarin potansiyelizasyonunda rol

oynamaktadir (105).
2.6.0GRENME VE BELLEGIN DUZENLENMESINDE ENDOKRIN SiSTEM

Yukarida aciklandigi gibi, 68renme ve bellegin hiicresel temeli olan sinaptik
plastisitenin ekspre ve idame edilmesi, molekiiler ve genetik siirecler ile
saglandigindan, cinsiyet hormonlari, stres hormonlar1 ve tiroit bezi hormonlarinin
ogrenme ve bellek iizerine etki gostermeleri beklenir. Literatiirde bu konuyu ele alan
cok sayida calisma bulunmaktadir. Asagida tiroit hormonlarinin 6grenme ve bellek
izerine bilinen etkileri ve yapilan calismalarin bulgular1 6zetlenmistir. Tiroit
hormonlarinin  yaygin olarak bilinen klasik etkileri, oksijen tiiketimindeki
degisikliklerden protein, lipid, karbonhidrat ve vitamin metabolizmasina kadar uzanir.
Protein sentezi iizerine olan direkt etkisinin yaninda diger bircok hormon ve biiyiime
faktoriiniin sentezine ve parcalanmasina da etki ederek, dolayli yoldan endokrin sinyal
iletimini de etkiler. Tiroit bezi, hiicre farklilagmasi, gelismesi ve olgunlasmasi {izerine
kritik etkilere sahip aktif hormon 3,3',5-triiyodo-L-tironin (T3) ile onun prekiirsorii
olan 3,3',5,5"-tetraiyodo-L-tironin (T4, levo-tiroksin) hormonlarini salgilar. Hormonun
salgilanmas1 esas olarak TSH ve dolasimda bulunan L-tiroksinin kontrolii altindadir
(115). Cok az miktarda 3,3',5'-triiyodo-L-tironin (rT3) hormonu da bez tarafindan
iretilir. Tiroit bezi sekresyonu Ol¢iimlerinde T4:T3 oranmin insanlarda 14:1, yetiskin
sicanlarda 5:1 oldugu gosterilmistir (116); T3’tin biiyiikk ¢ogunlugu karaciger ve
bobrek gibi dokularda tip I deiyodinaz (D1), beyin, hipofiz ve kahverengi yag
dokusunda tip IT deiyodinaz (D2) ile T4’den olusturulur (117, 118). Tip 3 deiyodinaz
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ise, T4t 5-deiyodinize eder ve rT3 olusturur (119). Boylece deiyodinaz aktivitesi

tiroit hormon metabolitlerinin doku seviyelerini hassas bir sekilde diizenler (120).
2.6.1.Tiroit Hormonlarinin Eksiklik veya Fazlahginda Goriilen Klinik Belirtiler

Tiroit hormonlariin merkezi sinir sisteminin farklilasmasi ve olgunlagmasi iizerine
olan etkileri nedeni ile eksikligi veya fazlaliginda ortaya ¢ikan merkezi sinir sistemi
belirtileri, disregiilasyonun olugsma donemi ile baglantili olarak degisir. Klinik tablo,
genel olarak hormon eksiklik veya fazlaligmin intrauterin donemde ya da perinatal
donemde olusmasi halinde ¢ok daha dramatiktir. Miyelinizasyona 6zgii proteinleri
kodlayan genlerin ekspresyonunun normal tiroit fonksiyonuna bagh olmasindan dolay1
(121, 122), bu donemde olusan hormon eksikligi mental retardasyon ve
miyelinizasyonun gecikmesi ile karakterli bir klinik tablo ortaya koyar (123).
Kretenizm olarak bilinen bu tablo serebral korteks, bazal gangliyonlar ve kohlear
gelisimde meydana gelen norolojik bozukluklarla seyreder ve rijidite ve spastisiteye
sebep olan putamenopallidal lezyonlar gibi ekstrapiramidal bozukluklar da
bildirilmistir (124, 125). Tiroit hormon diizensizliklerinin yetiskin donemde baslamasi
da bazi norolojik ve davranis bozukluklarna neden olmaktadir. Bu belirtiler, hormon
dengesizliginin subklinik oldugu durumlarda da goriilmektedir, hem eksikliginde hem
de fazlaliginda benzer belirtilerle seyredebildigi (126-130) ve baz1 bilissel hastaliklarin
semptomlarmin tiroit hormonu veya TSH’nin diizeyi ile iliskili olabilecegi (123)
bildirilmektedir. Ornegin hipotiroidizmin depresif psikoz ile iliskili oldugu (8, 123,
131, 132), serebral ataksi, bellek bozuklugu ve ozellikle yash hastalarda geri
doniisiimsiiz demans (7, 8, 130), haliisinasyonlar, konfiizyon, deliizyon, psikotik
davraniglar ve EEG’de alfa ritim kaybina neden olabilecegi; hipertiroidizmde ise alfa
ritminin frekansinda artig, anksiyete, sinirlilik hali, deliryum, stupor ve koma, uyku
bozukluklari, agir hastalarda paranoya, mani ve depresyon gibi belirtilerin
goriilebilebilecegi bildirilmistir (133). Tiroit disfonksiyonunu takiben meydana gelen
bu davramigsal degisiklikler tiroit hormonlarmin davranig kaliplarinin olugsmasinda
onemli bir rol oynayan hipokampiis lizerine olan etkilerinin anlasilmasi gerektigini

ortaya koymaktadir.
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Deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalar, tiroit hormon yetersizliginin merkezi sinir
sisteminde sinaptik baglantilarda ve norotransmitter seviyelerinde yaygin goriilen bir
azalmaya ve azalmis miyelinizasyona neden oldugu bildirilmistir (126-129). Adult
donemde gelisen tiroit hormon seviyesindeki anormalliklerde ise hipokampiis ve beyin
korteksi ozellikle etkilenmektedir. TH eksikliginde, hipokampiiste (134, 135), isitme
korteksi (136) ve gorme Kkorteksinde (137, 138) dendritik spin sayisinda ve
dagiliminda azalma oldugu bildirilmistir. Noronal dendritik protein, RC3, yetiskin
korteks ve striatumunda TH-bagimli bir proteindir (139, 140) ve morfolojik
degisimlerden sorumlu oldugu diisiiniiliir. Ayrica dogum sonras1 gelisen hipertiroidide,
sicanlarda CA3 bolgesinden CA1 bolgesine projekte olan yosunsu liflerin dagilimi
degismektedir (141). TH’lar1 basta kolinerjik sistemle iligkisi iyi bir sekilde belirtilmis
olan NGF (sinir biiylime faktorii) olmak iizere bazi norotrofik faktorlerin

ekpresyonunu ve reseptor populasyonunu da etkilemektedir (126, 127, 142).
2.6.2.Tiroit Hormonlarimin Etki Mekanizmalan

Esas olarak, aktif hormon T3, hedef dokularinda niikleer reseptorlerine baglanip
transkripsiyonel aktivasyona sebep olarak genomik etkileri ve/veya T4, integrin
membran reseptorlerine baglanarak hizli bir sekilde non-genomik etkileri ortaya koyar
(1). Genomik etkilerin goriilmesi gorece daha uzun zaman alir. Sican beyninde T3’e
yiiksek affinitenin baglanma bolgeleri gosterilmistir (143). Hem gelisim doneminde

hem de yetiskinlikte TR’ler ve mRNA’larinin dagilimi tespit edilmistir (144-147).
2.6.2.1.Tiroit Hormonunun Genomik Etki Mekanizmasi

Genomik etkiler, hedef hiicre icine pasif difiizyonla veya transport mekanizmasiyla
giren T3’iin (148) yiiksek afiniteyle baglandigi TRa ve TRp reseptorleri aracihigr ile
gergeklesir (149-153). Bu reseptorler, Ostrojen, glukokortikoid ve retinoik asit
reseptorlerinin de dahil oldugu genis bir niikleer reseptor iist-ailesinin iiyesidir. TR ler,
T3’iin baglandig: bir ligand-baglama domaini (154) ve DNA iizerindeki tiroit hormon
yanit elementine (TRE) baglanan bir DNA-baglama domaini olmak iizere iki bolge

icerir. Ligand-baglama domaini, ko-aktivatorler veya ko-repressorler ile etkilesime
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girerek transkripsiyonda modifikasyonlara sebep olurken (155) DNA-baglama
domaini, reseptoriin hedef genin promoter bolgelerine baglanmayi saglar (154). TH,
TR {iizerinden transkripsiyonu aktive edebilir veya baskilayabilir. TH tarafindan gen
baskilanmasmin mekanizmasi ¢ok iyi anlagilamamustir.

TH yoklugunda TR, SMRT ve N-CoR gibi histon deasetilaz iceren multimerik
kompleks (HDAC) ko-repressorler tarafindan sarilir. Bu durum genin baskilanmasini
kolaylastirmak i¢in hedef gen promoter bolgesinin deasetilasyonuna neden olur. TH
varliginda ise ko-repressor kompleks ayrilir ve bunun yerine ko-aktivator kompleks
baglanir. Ko-aktivatorlerin ¢ok biiyiik bir kismi tanimlanmistir. Bu ko-faktorler, RNA
polimeraz II’nin aktivasyonu ve diizenlenmesiyle iliskili olan ATP-bagimli kromatin
remodeling proteinler, histon asetilazlar, protein arjinin metiltransferaz ve
TRAP/DRIP/ diizenleyici kompleksleri igerir (156-162). Bu kofaktorlerin hedef
genlerde birikmesi histon asetilasyonuna, metilasyona ve kromatinin yeniden
diizenlenmesine neden olarak transkripsiyonu aktive eder. Transkripsiyonel aktivasyon
icin TH’nin TR’ye baglanarak retinoid X reseptorii (9-cis-retinoik asit reseptorleri,
RXR) ile heterodimer olusturup TH tarafindan uyarilabilen genlerdeki tiroit yanit
elemanlarina (TRE) baglanmas1 gerekir. TR/RXR heterodimerleri TRE’lere baglanir.
Bu kompleks TH varliginda transkripsiyonu aktive ederken TH yoklugunda baskilar.

TR kofaktorlerin baglanmasiyla fonksiyon goriir.
2.6.2.2.Tiroit Hormonunun Non-genomik Etki Mekanizmasi

TH, integrinler gibi hiicre yiizey proteinlerine de baglanir (1, 163). TH’nin baz1
etkileri niikleustaki TR araciligiyla gergeklestirilen transkripsiyonel regiilasyonun
diizenlenmesinden cok daha hizlidir. Ornegin TH, dakikalar icinde miyokardiyal
kontraktiliteyi degistirerek sistemik vaskiiler direnci azaltir, hiicresel seviyede hiicre
morfolojisini, hiicresel solunumu ve iyon homeostazim vb. etkiler. TH nin integrine
baglanmasi hiicre-ekstraseliiler matriks etkilesimini etkiler ve hizli bir sekilde hiicre i¢i
sinyal iletim siireclerini baglatir. Ayrica sitozolde bulunan proteinlerin TH’ye

tutunmasi proteinlerin enzimatik fonksiyonlarm etkiler.
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Tiroit bezi hormonlari, basta T3 olmak iizere klasik etkilerini protein sentezi ve gen
transkrpsiyonu iizerinden gerceklestirirlerken; bazi etkileri transkripsiyon ve protein
sentez inhibitorlerinden etkilenmeden hizli bir sekilde meydana getirmektedir (164-
166). Bu non-genomik etkiler Na*, K*, Ca’"un diizenlenmesi, glukoz transportu,
ERK/MAPK, PKC ve PKA’nin aktivasyonu, PLC ve PLD’nin aktivasyonu ile
fosfolipid metabolizmasinin diizenlenmesidir (167).

TH’nun etkiledigi non-genomik yolaklardan bazilari, sinaptik plastisitenin
olusumundan da sorumlu olan yolaklardir. Plazma membraninda bulunan integrin
aVP3, T4’e (daha az afinite ile T3’e) baglanir ve bu baglanma mitojenle aktive edilen
protein kinaz1 (MAPK) yolagini aktive ederek hiicre-ekstraseliiler matriks etkilesimini
ve ilgili hiicre ic¢i sinyal iletim siireclerini aktive eder (1, 168). Ayrica TR
izoformlarindan biri olan TRB, TH uygulanan hiicrelerde sinyal iletiminde gorev alan
MAPK ile bir kompleks olusturabilir ve bu kompleksin MAPK’m hizli aktivasyonu
icin 6nemli oldugu bildirilmistir (1). Non-genomik etkisiyi olusturan MAPK ve PI3-
kinaz sinyal iletimi, 10-30 dakikalik bir zaman i¢inde T4’{in hiicre yiizey reseptoriine
baglanmasiyla aktive olur; Ras, Rafl ve MEK’1 aktiflestirir ve TR’nin serin
fosforilasyonunu gergeklesir (Sekil 2.4) (165, 168, 169).

Ligand baglanmamis TR, sinaptik plastisite ile iligkili bir diger yolag,
fosfatidilinositol 3 (PI3K) kinaz ile etkilesime girerek de aktive eder (168, 170-172).
Boylece TRPB, bu ve benzeri sitozolik proteinlerle etkilesime girerek TH’nin non-
genomik etkilerini diizenleyici bir fonksiyon goriir (170). Ayrica enzim ozelligi
gosteren pek ¢ok sitozolik proteinin TH ile baglanmasi bu enzimlerin etkinligini de

degistirebilir (153, 173-176).
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Sekil 2.4. Tiroit hormonlarmin  genomik ve  non-genomik  etkisi.
(http://www.intechopen.com/books/thyroid-hormone/maternal-fetal-thyroid-

interactions web sayfalarindan degistirilerek alinmastir)

T4’iin bir G-protein eslikli membran reseptorii (GPCR) ile etkileserek hizli bir sekilde
niikleer sagladigi kabul edilmektedir (165). Bu fosforilasyon TR’nin ko-repressor
SMRT ve NCoR’den ayrilmasiyla, azalmig proteaz aktivitesiyle ve transkripsiyon
aktivitesinde artisla sonu¢lanir (177-179) ve RXR heterodimerizasyonunu diizenler
(180). Niikleer MAPK/TR kompleksinin transkripsiyone aktiviteyi diizenlemek icin
p53’e baglandigi ve fosforile ettigi gosterilmistir (169). Paralel bir yolakta, T4
tarafindan aktive edilen MEK, niikleer translokasyona, daha sonra MAPK tarafindan
serin fosforilasyonuna ve gen transkripsiyon aktivasyonuna neden olan STATI ve
STAT3’deki tirozin kalintilarini fosforiller (168). Bdylece tiroit hormonunu non-
genomik olarak STAT, p53 ve TR olmak iizere en az ii¢ farkli yolak tarafindan gen
transkripsiyonunu etkiler. Bu sekilde yapilmis olan caligmalar tiroit hormonunu non-

genomik etkisinin ¢ok yaygin oldugunu ve bircok farkli hiicre tipinde cok sayida
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fizyolojik siirecleri kapsadigini gostermektedir. Fakat bununla beraber herhangi bir
membranla iligkili TR izoformu veya tiroit hormonunun baglandig1 G-protein eslikli

reseptOr tanimlanamamis ve klonlanamamistir bu yiizden hala tartigmalidir.
2.6.2.Tiroit Hormonunun Hipokampal Sinaptik Plastisiteye Etkisi

Tiroit hormonu seviyesinde intrauterin ve dogumdan sonraki erken donemde olusan
degisikliklerin, basta beyin gelisimi olmak iizere noronal islevler iizerine olan etkisi iyi
bilinmektedir. Hem yetiskin hipotiroidizm hem de yetiskin hipertiroidizmdeki deliller,
hafif ya da subklinik olarak, bilissel fonksiyonlarin elektrofizyolojik ve davranigsal
gostergelerinde bozulmanin arttigin1 gostermektedir. Son zamanlarda ise bu hormonun
yetigskinlerde merkezi sinir sistemi iizerine olan etkileri arastirilmakta ve oOzellikle
hipokampal islevlerdeki rolii aydinlatilmaya calisilmaktadir. Tiroksin veya PTU nun
kronik uygulandigi deney modellerinde yapilan c¢aligmalar, tiroit hormon
diizeylerindeki degisikliklerin de hipokampal Ogrenmeyi (9) ve hipokampal
elektrofizyolojik yanitlar1 bozdugunu (10) gostermektedir. Uzun siireli uygulamaya
bagl s6z konusu degisikliklerin hormon-hiicre i¢i reseptorii kompleksi ile baslayan ve
gen transkripsiyonunu etkileyen genomik etkilerinin sonucunda gerceklestigine dair
yayinlar bulunmaktadir (9, 10, 13, 14). Bu uzun siireli uygulamalarin etkisinin yaninda
hipokampiis dokusuna dogrudan uygulanan tiroit hormonunun kisa siireli ve hormon-
hiicre i¢i reseptor etkilesimi ile baslatilmayan, non-genomik etkilerinin anlasilmasi da
onemlidir. Bu konuda oldukca kisitli sayida c¢alisma vardir. Bu c¢alismalar ve
laboratuarimizda yaptigimiz 6n calismalar, YFU sirasinda uygulanan tiroksinin UDG

yanitlarini baskiladigini gostermektedir.

2.6.4.Tiroit Hormonunun Uzun Dénemli Giiclenme ve Baskilanmadan Sorumlu

Molekiiler Yolaklar Uzerine Etkisi

Hem UDG olusumunda 6nemli rol oynayan MAPK/ERK yolagi hem de UDB
olusumunda rol oynayan PPl ve kalsindrin, tiroit hormonlarinin non-genomik
etkilerinin de hedefidir. MAPK’lar ekstraselliiler sinyallere yanit veren ve gen

ekspresyonu, mitoz, farklilagsma, proliferasyon ve apoptoz gibi hiicresel aktiviteleri
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diizenleyen serin-treonin protein kinazlardir. Tiroit hormonu i¢in plazma membran
reseptor bolgesi olarak bilinen integrin aVP3’lin kiiltiir ve kanser hiicrelerinde
MAPK’1n fosforilasyonunu ve niikleer translokasyonunu indiikledigi bildirilmektedir
(168, 181, 182). Kas hiicrelerinde yapilan caligmalarda tiroit hormon eksikliginin
kalsinOrinin  farmakolojik inhibitér etkisini nétralize ettigini  gosterilmistir.
Kalsinorinin siklosporin A (CsA) ile inhibe edilmesi tiroit hormon seviyesinde
Onemsiz bir azalmaya sebep olurken, hipotiroidizm kalsinorin aktivitesini bariz bir
sekilde azaltmustir (183). Bu sonuglar goz oniine alindiginda tiroit hormonlarinin

kalsinorin aktivitesini artiric1 yonde etki gosterdigi anlagilmaktadir.

Diizenleyici kalsinorin-etkilesim proteininin (MCIP), MCIP-1 ve MCIP-2 olmak iizere
iki izoformu vardir. Insanlarda ve kemirgenlerde ozellikle kalp ve iskelet kasinda
bulunan MCIP-11i ifade eden mcip-1 geninin transkripsiyonunun kalsinorin ile armasi,
MCIP-2’iin transkripsiyonunun ise tiroit hormonu ile artmasi (184) bize tiroit hormonu

ve kalsinorin yolagi arasinda bir baglantinin olabilecegini gostermektedir.

Bu tez caligmasinda, kronik hipertiroidizmde 6zellikle T3 hormonun niikleer
reseptorleri etkileyerek etkisini gorece daha uzun bir siirede ortaya c¢ikaran genomik
etkisinden ziyade, T4 hormonunun hipokampiisteki non-genomik etkileri
incelenecektir. Bu amaca yonelik olarak intrahipokampal T4 infiizyonunu
uygulanacak; UDG ve UDB yanitlar1 kaydedilecek, bu aktivitelerin olugsmasinda rolii

olan molekiiler yolaklardaki kimyasal degismeler belirlenecektir.



3.GEREC VE YONTEM
3.1.DENEY HAYVANLARI VE GRUPLANDIRMA

Bu caligmada, 2-3 aylik erkek Wistar Albino sicanlar kullanildi. Biitiin si¢anlar
Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi'nde
iretildi. Sicanlar musluk suyu ve standart sican yemi ile kisitlama yapilmaksizin
beslendi. Sicanlar yBOS (yapay Beyin Omirilik S1vis1)-UDG grubu; yBOS -UDB
grubu, T4-UDG grubu ve T4-UDB grubu olmak iizere gruplara ayrildi. Deney
sonunda uyarilmamis ve YFU veya DFU ile uyarilmis hipokampiisler, real-time PCR

analizlerini gerceklestirmek ¢ikarildi, ayr1 bir sican seti kullanilmadi.
3.2.CERRAHI ISLEMLER

Sicanlar iiretan (1,2 g/kg, ip) ile anestezi edildikten sonra stereotaksik catiya (Kopf
Instruments, Tujunga, CA, USA) yerlestirildi. L-tiroksinin hipokampiis dokusu
icerisine inflizyonunu saglamak ve elektrofizyolojik kayitlar1 almak {izere ¢alisilacak
her sicana anestezi altinda bir operasyon gerceklestirildi. Bu islem, stereotaksik ¢ati
(David Kopf Instruments, Tujunga, CA) iizerinde yapildi. Kulak ve agiz ¢ubuklari
vasitasiyla, kafatasi sabitlendikten sonra sicanin killi deri ve alt1 dokular1 cerrahi
prensiplere uygun olarak orta hat kesisi ile agildi. Killi deri retrakte edildi, sag
hemisfer iizerindeki kemik yap1 temizlendi ve kanamadan arindirildi. Daha sonra
lambda ve bregmanin ayni diizlemde olmalar1 “diizlem ayarlama ¢ubugu” vasitasiyla

saglandi. Paxinosand ve Watson (1998) sican beyin atlasi kullanilarak bregma
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referans noktasi olarak alinip uygun koordinatlara uyar1 ve kayit-infiizyon elektrotlar:
girildi.
3.3.ELEKTROFIZYOLOJI

3.3.1.Tiroksin Infiizyonu, Uyan ve Kayit

Cerrahi prensiplere uygun olarak yapilan sag kranyotomiden sonra bir bipolar elektrot
(Teflon kapl, paslanmaz ¢elik, 127 pm c¢apli, ucu disinda izole edilmis) vasitasiyla
medyalperforan yol (bregmaya goére mm; AP: -8.0, ML: 4.2) uyarildi. Uyarici
elektrotun iki kutbu diisiik direncli kablolar ile bir uyarim izolatoriine (A385, World
Precision Instruments, USA,) baglandi. Dis ¢ap1 1,5 mm ve uzunlugu 10 mm olan cift
kanalli borosilikat kapiller tiiplerden (World Precision Instruments) dikey bir
mikropipet ¢ekici (P30, SutterInstrument Co, USA) ile hazirlanan c¢ift kanalli bir cam
mikropipet (uc direnci 2-10 MQ), ipsilateral dentat girusun graniil hiicre tabakasina
(bregmadan mm olarak: AP: 3,5 - ML: 2,15 - DV: 2,5-3 mm duradan asagiya) girildi.
Kanallardan biri 3M NaCl ile dolduruldu ve cam elektrottan eksitator postsinaptik alan
potansiyelleri kaydedildi. Diger goze ise 100 pikomol L-tiroksin (Sigma, CAS:51-48-
9) dolduruldu ve bir Hamilton enjektorii yardimiyla 10 ul T4, 15 dakikada dentat
girusun graniil hiicre tabakasina infiize edildi. Bir Ag-AgCl disk elektrot boyun derisi
altina kondu ve referans elektrot olarak kullanildi. Kayit elektrodunun 3M NaCl
doldurulan kanaliin i¢ine yerlestirilen klorlanmis bir giimiis tel ve referans elektrodu
bir head-stage kullanilarak tek kanal epitelyal voltaj/akim kiskac yiikseltecine
(VCC600, Physiological Instruments) baglandi. Biitiin sistem bir Faraday kafesi

kullanilarak topraklandi. Deney sisteminin semas1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Elektrofizyoloji deneylerinin sematik kurgusu.
3.3.2.Tipik Elektriksel Yamitin Elde Edilmesi

Hem uyaric1 hem de kayit elektrodu, pozitif yonlii bir sapmay1 (EPSP) takip eden
negatif yonlii bir sapma (PS) elde edilene kadar derin yapilara indirildi. Graniil hiicre
tabakasmin tipik yanit1 elde edilmeye baslandiginda elektrotlarin derinlikleri 0,1 mm
artirilarak en biiyiik cevap elde edildi. Biitiin deneyler sonucu ortalama elektrot
derinlikleri uyarici elektrot i¢in 2,5 mm kayit elektodu i¢in 3 mm idi. Tipik kaydin
elde edilmesi sirasinda ornek bir deneyde kaydedilen elektrik aktivite, Sekil 3.2’de

goriilmektedir.



29

Genlik (x10 mV)

Sekil 3.2. Tipik kaydin elde edilmesi sirasinda kaydedilen elektrik aktivite.

3.3.3.Veri Kazamimi ve Uyarim

Veri kazanimi ve uyarim isleminin kontrolii “Scope” yazilimi (ADInstruments,
Colorado Springs, CO, USA) ile yapildi. A/D cevirici (Powerlab/8SP, ADInstruments,
Colorado Springs, CO, USA) vasttastyla tek fazh 10 V 0,175-ms siireli
palslarolusturuldu ve uyar1 izolatoriiniin tetiklenmesinde kullanildi. Kaydedilen
biyolojiksinyaller 0.1-10 kHz band-genisliginde bir yiikselticide 1000x kez yiikseltildi.

Aktivite 20 ms i¢in 40 kHz hizinda cevirim-ici olarak rakamsallastirildi.
3.3.4.Girdi-Cikt1 Egrileri “Input — Output (I/0) Curve”

Elektrotlarin yerlestirilmesinden 15 dakika sonra 175 ps siireli tek-fazli sabit akim
palslar1 her 20 saniyede bir verilerek I/O egrileri elde edildi. Bu sirada akim siddeti 0,1
mA’den 1,5 mA’e kadar 0,2 mA adimlarla artirildi. Her akim siddeti icin kaydedilen 3
ardil yanitin ortalamasi akim siddetine karsi1 grafiklendi. En yiiksek PS genliginin
yarisii olusturan akim siddeti test uyaran siddeti olarak belirlendi ve deneyin sonraki

asamalarinda bu akim siddeti kullanild.
3.3.5.Uyan Cifti Kolaylasmasi

Uyar cifti kolaylagmasi, 30 sn arayla perforan yola 20, 40, 60, 80, 100, 200, 300, 500

ve 1000 ms ara ile verilen uyar1 ciftlerine karsi olusan uyarilmis cevap alinarak



30

Olciildii. PS genliklerinin oram (ikinci PS genligi/birinci PS genligi x 100, uyar cifti
indeksi) hesaplandi.

3.3.6.Uzun Donemli Giiclenme

Test uyarani ile 30 sn’de bir uyar1 verilerek 15 dakika siiren bazal kayit alindi. Bazal
kaydin ardindan 5’er dakika arayla 100 Hz frekansinda 1 sn siiren yiiksek frekansh
uyarim (YFU) ile UDG indiiklendi. YFU verildigi sirada 10 ul, 100 pikomol L-
tiroksin bir Hamilton enjektorii yardimiyla 15 dakikada dentat girusun graniil hiicre
tabakasia infiize edildi. YFU uyarimin1 takiben toplam 60 dakika olacak sekilde 30

sn’de bir test uyarani ile uyarima devam edildi.
3.3.7.Uzun Donemli Baskilanma

Test uyarani ile 30 sn’de bir uyar1 verilerek 15 dakika siiren bazal kayit alindi. Bazal
kaydm ardindan 1 Hz frekansinda diisiik frekansh uyarim (DFU) ile UDB indiiklendi.
DFU verildigi sirada 10 pl, 100 pikomol L-tiroksin bir Hamilton enjektorii yardimiyla
15 dakikada dentat girusun graniil hiicre tabakasina infiize edildi. DFU uyarimini
takiben toplam 60 dakika olacak sekilde 30 sn’de bir test uyarani ile uyarima devam

edildi.
3.4.REAL TIME-PCR (RT-PCR)

Ogrenme ile ilgili baz1 genlerin anlatimini ¢alismak icin, deneylerde kullanilan
sicanlarin bazilarindan hipokampiis dokusu ¢ikartilarak elde edildi. Bunun i¢in derin
anestezi altindaki sicanin beyni dikkatlice kafatasindan cikartildi, soguk fosfat
tamponlu salin i¢ine konuldu, bir cerrahi bicak ile lungitiidinal fissiir boyunca ikiye
ayrildi. Daha sonra beyin hemisferlerinin mediyal yiizii yukar1 gelecek sekilde
yerlestirildi ve diensafalon (talamus ve hipotalamus) diseksiyon mikroskobu altinda
dikkatlice ayrildi. Boylece hipokampiis goriiniir hale getirildi. Bir uygun forseps
kullanilarak hipokampiis etrafindaki alandan ayrildi ve agirlig: tartildi. Daha sonra bu
hipokampiislerden, imalat¢inin belirttigi protokolii kullanarak, bir otomatize niikleik

asit ekstraksiyon cihazi (ExiPrepTM 16 Plus, Bioneer, South Korea) ve ExiPrepTM
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Plus Tissue Total RNA Kiti kullanilarak total RNA izole edildi. Izole edilen total
RNA’nin miktar1 ve kalitesi DS-11 spectrophotometer (Denovix, USA) kullanilarak
belirlendi. Son hacmi 20 pl olacak sekilde, AccuPower RT PreMix (Bioneer, South
Korea) kullamilarak 2 pg total RNA izole edildi. Kullanilan primer seti Bioneer

(Bioneer, South Korea)’den alind1 ve Tablo 3.1°de verilen primer dizileri kullanildi:

Tablo 3.1. Calisilan gen bolgesini ¢cogaltmak i¢in kullanilan primer dizileri

Primer Setleri

Sekanslar

¢c-FOS

p38MAPK

GluN1

GIluN2A

GIluN2B

GAPDH

Elk-1

CREB 1

Protein fosfotaz 1

GGCTGAACCCTTTGATGACT-F
TGCCTTCTCTGACTGCTCAC-R
ATCGTGTGGCAGTGAAGAAG-F
AGGTTGCTGGGCTTTAGGT-R
TAAGTATGCGGACGGAGTGA-F
CTCATTGTTGATGGTCAGTGG-R
CTGTCTCCCCTTCTGCTTTC-F
CAGGTTGGCTGTGTAACTGG-R
TGAACGAAACTGACCCAAAG-F
TAGGTGGTGACGATGGAAAA-R
AATGTATCCGTTGTGGATCT-F
CAAGAAGGTGGTGAAGCAGG-R
TTCTAAGGGGTTTGGACTGG -F
ACGGGATGGTGGTGAGTT -R
GGAGTTGTTATGGCGTCCTC -F
TCTGACTTGTGGCAGTAAAGGT -R
CTGTGCAGCAAACAGTCCAC -F
AGAGAGGGGTGCTACAGGAG -R

Gen anlatimim1 hesaplamak icin, iki kez calisilan 6rneklerden elde edilen ortalama
donii esigi (cycle threshold; Cr) kullanildi ve internal kontrol olarak kullanilan
GAPDH’a normalize edildi. Bagil degisim katsayis1 (DK) asagida verilen formiile
gore hesaplandi:

DK = (Eheder) ACt hedef (c- s) / (Egappr) ACr GAPDH (c- s)

Bu formiilde, E hedef veya GAPDH genlerin etkinligini; ACr (c-s) ise bir kontrol
kosuluna gore hedef veya GAPDH geninin Ct degerlerinin degisimini ifade

etmektedir.
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3.5.VERI ANALIZi VE iSTATISTIK

EPSP dalgasmin egimi, dalganin baslangici ve PS dalgasinin baslangici arasindaki
voltaj farkinin %20-80 arasinda hesaplandi. PS genligi ilk pozitif yiikseltiden sonraki
negatif yonlii dalga arasindaki farktan hesaplandi. Baslangictaki 15 dakikalik siirede
tetiklenen 30 alan potansiyelinin EPSP ve PS’lerinden olusan ortalama egim ve genlik
degerleri 100 kabul edildi; YFU ve DFU sonrasindaki her EPSP ve PS bunun yiizdesi
cinsinden hesaplandi. UDG’nin indiiksiyonu i¢in YFU’dan sonraki 10 dk siiresince
olusan egim ve genliklerin; idame donemi i¢in ise son 10 dakikalik boliimde olusan
egim ve genlik degerlerinin ortalamalar1 alindi. UDB’nin indiiksiyonu i¢in DFU’dan
sonraki 10 dakikada olusan egim ve genliklerin; idame donemi i¢in ise son 10
dakikalik boliimde olusan egim ve genlik degerlerinin ortalamalar1 alind1. Istatistik
karsilagtirmalar i¢in, uygun olduklarinda Mann-Whitney U testi, unpairedStudent t-

testi ve Tek Yonli ANOVA testi kullanildi.

Coklu gruplarin tek olctimlii verilerinin karsilastirilmasinda tek-yonli ANOVA, cok
Olcimlii verilerin karsilastirilmasinda tekrarlayan oOlciimlerle ANOVA testleri, iki
grubun karsilastirilmasinda normal dagilim gosteren veriler ig¢in t testi, normal
olmayan dagilim gosteren veriler icin Mann Withney U testi kullanildi. Anlamlilik

diizeyi p<0,05 olarak secildi.



4.BULGULAR

4.1.SINAPTIK PLASTISIiTENIN iNDUKLENMEDIGi HIPOKAMPUS
DOKUSUNDA L-TiROKSININ ETKISI.

4.1.1.Elektrofizyolojik etkiler

L-tiroksinin perforan yol — dentat girus sinapslarinda bazal elektriksel etkinligi
etkileyip etkilemedigini arastirmak i¢in, input-output egrisi iizerine olan etkisi ve

infiizyon siiresince kayit edilen alan potansiyelleri {izerine olan etkisi incelendi.
4.1.1.1.Input-output egrisi

Elektriksel uyaranla aktive edilen sinaptik plastisite giiciinii etkileyen faktorlerden
birisi, sinapsin bazal etkinligidir. Caligmamizda bu bazal etkinlik, yiiksek frekansli
uyarimdan 6nce, 0.1 mA- 1.5 mA arasinda degisen siddete sahip kare palslar
uygulanarak elde edilen I/O egrileri ile incelendi ve bu egriler, 15 dakika siireli yBOS
ve L-tiroksin infiizyonundan 6nce ve sonra 2 kez elde edildi. Her uyar1 siddeti i¢in
Olciilen PS genligi ve EPSP egimlerinin infiizyondan onceki ve sonraki degisimleri

rakamsal olarak Tablo 4.1°de grafik olarak Sekil 4.1°de verildi.
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Tablo 4.1. 0.1 mA — 1.5 mA arasinda degisen uyar1 siddetleri ile olusan PS genlikleri
(mV) ve EPSP egimlerinin (mV/ms), yBOS (n=9) ve L-tiroksin (n=9) infiizyonundan

onceki ve sonraki degerleri.

yBOS inf. T4 inf.
Uyar siddeti EPSP PS EPSP PS genligi
egimi genligi egimi

0.1 mA Once 2,61+0,28  0,88+0,21  3,16+0,40  1,60+0,29
Sonra  2,64+0,36  0,98+0,41 3,10+0,29  1,74+0,41

0.3 mA Once 3424040  4,06+0,66 3,82+0,49  3,77+0,42
Sonra  3,33#0,40  4,00+£0,77  3,95+0,43  4,58+0,61

0.5 mA Once  3,82+0,42 5,63+0,77 421+0,52  5,40+0,50
Sonra  3,64+0,45  6,03£0,98 4,38+0,50  6,47+0,68

0.7 mA Once  4,02+0,42  6,66+0,81  4,50+0,58  6,71+0,55
Sonra  3,82+0,42  7,11£1,00 4,65+0,50  7,80+0,76

0.9 mA Once  4,1940,40  7,38+0,86  4,70+0,59  7,830,59
Sonra  4,06£0,44  7,89+1,14 4,87+0,52  8,98+0,71

1.1 mA Once  4,32+0,41  7,88+0,88  4,84+0,61  8,43+0,67
Sonra  4,29+0,44  8,95%1,28 5,11+0,55  9,83+0,64

1.3 mA Once  4,43+0,41 831+0,92 4,95+0,63  9,02+0,69
Sonra  4,40+0,42  9,25%1,38  5,25+0,55  10,55+0,69

1.5 mA Once  4,56+0,42  8,55+0,99  5,06+0,67  9,18+0,73
Sonra  4,43+0,40 9,50%1,41 5,39+0,57  10,87+0,77
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Sekil 4.1. 0.1 mA — 1.5 mA arasinda degisen uyar1 siddetleri ile olusan PS genlikleri
(mV) ve EPSP egimlerinin (mV/ms), yBOS (n=9) ve L-tiroksin (n=9) infiizyonundan

onceki ve sonraki degisimi.

Uyar1 siddeti grup i¢i faktor, zamanlama ve infiizyon gruplar arasi faktor olarak
kullanilan tekrarlayan 6l¢iimler ile ANOVA testi, uyar1 siddeti arttikca PS genliginin
(F7.204= 154,77; p<0,001) ve EPSP egiminin (F7.24= 147,09; p<0,001) arttigin1 ortaya
koydu. Ancak bu artis, input output egrilerinin infiizyondan 6nce veya sonra elde
edilmesinden (P > 0,05) veya yBOS veya L-tiroksin infiize edilmesinden (P > 0,05)
anlamli bir sekilde etkilenmedi. Bu sonuglar, sinaptik plastisite indiiklenmeyen
perforan yol dentat girus sinapslarinda, etkinlik giici bakimindan bir fark
bulunmadigini ve tiroksin infiizyonunun bu kosullardaki sinaptik etkinligi anlamli bir

sekilde degistirmedigini gostermektedir.
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4.1.1.2.Molekiiler Etkiler

On bes dakika siireyle 100 pM L-tiroksin infiizyonu (n=10) ve yBOS (n=10) infiize
edilen gruplardan elde edilen hipokampiislerde, calisilan genlerin mRNA diizeylerine
ait Ct degerlerinin istatistiksel karsilastirmasi, L-tiroksin’in CREB-mRNA ve
GluN2B-mRNA anlatimlarint artirdigmi; Elk1-mRNA ve GIuN1-mRNA anlatimini
ise azalttigin1 gosterdi. P3SMAK-mRNA, PP1-mRNA, cFOS-mRNA ve GIuN2A
mRNA anlatimlarinda ise istatistiksel bir farklilik bulunmadi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Sinaptik plastisitenin indiiklenmedigi hipokampiis dokusunda L-tiroksin’in
ogrenme ve bellek ile ile ilgili baz1t mRNA’larin anlatimi iizerine etkisi.

Elk-1 p3S8MAPK PP1 c¢FOS CREB GluN1 GluN2A  GluN2B

yBOS Ct 25,18 26,38 27,64 28,75 28,48 18,44 24,14 29,88
L-TX Ct 25,66 25,10 29,42 27,88 23,85 22,90 22,16 25,49
P 0,016%* 0,335 0,076 0,246  0,000*  0,000* 0,089 0,000*

DK -0,82 0,75 -2,00 0,39 3,76 -4,40 1,39 3,55

DK: Ct degerlerinin Log2 taban skalasinda yBOS infiize edilen hipokampiis Ct
degerlerine gore degisim katsayisi. Ct degerlerindeki azalma anlatimda artisi; artma ise

azalmay1 gosterir ve negatif degerler azalan anlatimlar1 gosterir. * p <0.05

4.2. KISA SURELI SINAPTIK PLASTISITE (UYARI CiFTi
KOLAYLASMASI) INDUKLENEN PERFORAN YOL - DENTAT GiRUS
SINAPSLARINDA L-TiROKSININ ETKIiSi

L-tiroksin ve yBOS grubu sicanlarin uyar: cifti araligi 20 msn -1000 msn arasinda
degisen 9 ayr1 test uyaranmna karsi dentat girus noronlarindan kaydedilen PS
genliklerindeki degisimler Sekil 4.2'de; verilerin istatistiksel degerlendirmesi ise Tablo
4.3'de verilmistir. Farkli uyar1 aralig1 degerlerinde, uyari ¢iftinin ikincisine karsi olusan

PS genliklerinde her iki grupta da artis goriilmiistiir. Dolayisiyla PS genliginide
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kolaylagsma goriilmiistir. Kolaylagsma indeksleri iki grup arasinda karsilastirildiginda L-
tiroksin grubunda artisin biraz daha fazla oldugu fakat bu artisitn yBOS grubundan
istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir (p>0.05). Bu bulgular, L-tiroksin
infiizyonu yapilan grubu ile yBOS infiizyonu yapilan grupta aferent uyarimla innerve
edilen dentat girus noronlarmnin kisa, orta ve uzun intervaller ile uygulanan uyari

ciftlerinden ikincisine benzer yanitlar olusturdugunu ortaya koymustur.

Tablo 4.3. L-tiroksin (n=6) ve yBOS (n=6) infiize edilen gruplarin uyar cifti aralig1
20 ms -1000 ms arasinda degisen 9 ayri test uyaran ciftine kars1 dentat girus

noronlarindan kaydedilen EPSP egimi ve PS genlikleri.

Uyar cifti arahg: yBOS inf. T4 inf. P
20 ms 6,4+28 219+78 0,060
40 ms 62,0 + 15,7 107,6 £34,0 0,146
60 ms 141,5 £30,0 167,0 £40,8 0,327
80 ms 161,4 £30,9 206,0 £39,9 0,219
100 ms 159,1 £20,4 230,3 £52,0 0,136
200 ms 120,1 £ 20,1 220,6 £61,8 0,094
300 ms 90,6 + 11,4 143,4 £29,2 0,078
500 ms 80,9 + 15,0 119,7 £27,4 0,142
1000 ms 143,2 £46,9 100,3 £22,1 0,234
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Sekil 4.2. L-tiroksin ve yBOS infiize edilen gruplarin uyar cifti araligr 20 ms -1000
ms arasinda degisen 9 ayri test uyaran ciftine kars1 dentat girus noronlarindan

kaydedilen PS genlikleri.

4.3. UZUN DONEMLI GUCLENME iNDUKLENEN HiPOKAMPUS
DOKUSUNDA L-TIROKSININ ETKISI

Perforan yol — dentat girus sinapslarinda UDG, 15 dakika siiren bazal kaydi takiben,
5’er dakika aralarla 4 kez uygulanan 100 Hz freaknsli 1 sn siireli tetanik uyarimlarla
indiiklendi ve bu sirada bazi deneylerde yBOS (n=17) digerlerinde ise 100 pM L-
tiroksin (n=11) intrahipokampal olarak infiize edildi. UDG biiyiikligli, indiiksiyon
donemi icin, YFU’dan sonraki 10 dakikalik donemdeki potansiyellerin; idame dénemi
icin ise YFU’dan sonraki 50-60nc1 dakikalar arasindaki potansiyellerin genlik ve egim
ortalamalarindan hesaplandi. Bu degerler ve standart hatalar1 ile istatistiksel analiz

sonuclar1 Tablo 4.4°de verildi.
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Tablo 4.4. L-Tiroksin infiizyonun UDG yanitlari iizerine etkisi.

yBOS T4 inf. P
n 17 11
1ndiiksiyon (0-10 nci dk) 148,3 +3,0 138,2 +9,8 0,325
EPSP egimi idame (50-60 nc1 dk) 126,7 +4,3 129,0 + 18,1 0,901
fndiiksiyon (0-10 nci dk) 306,0 £ 15,1 229,1 £21,0 0,007*
PS genligi idame (50-60 nc1 dk) 258,0+ 13,4 204,9 +17,7 0,022

Degerler ortalama + standart hatadir ve 15 dakikalik bazal kayit sirasinda elde edilen
potansiyellerin ortalamasina gore % degisimi ifade eder. P degerleri yBOS infiizyonu

yapilan gruba gore anlamh farklilik.

Istatistiksel analiz sonuglari, UDG’nin indiiklenmesi sirasinda 100 pM L-tiroksin
infiizyonunun EPSP egiminde goriilen artis1 anlamli bir sekilde etkilemedigini; ancak

PS genliginde yBOS infiize edilen grupta goriilen giiclenmeyi azalttigini gosterdi.

UDG’nin indiiksiyon ve idame doneminde PS genliginde goriilen azalmay1
aciklayabilmek i¢in, ayr1 deney hayvam seti kulanarak ¢alisilan genlerin indiiksiyon ve
idame doneminden sonra, YFU oOncesine gore degisim katsayilar1 incelendi. Bu
inceleme icin, uyarilmamis (n= 10) ve 4x100 Hz tetanik uyarimla uyarildiktan 10 dk
(yBOS ve L-tiroksin infiizyon deneyleri i¢in sirasiyla n= 7 ve 6) ve 60 dakika (n=9 ve

8) sonra ¢ikartilan hipokampiis dokular1 kullanildi.

Bu dokularin rt-PCR ile analiz sonuglar1 indiiksiyon doneminde yBOS ve L-tiroksin
infiize edilen gruplarda Elk-1, p38-MAPK, PPl ve GIuN2A anlatiminin, uyarim
oncesine gore anlamli seviyede degismedigini; cFOS anlatiminin ise anlamh diizeyde
arttigim1 gosterdi. Bu paralel sonuglara ragmen CREB anlatimi, uyarim 6ncesine gore
yBOS infiize edilen grupta degismez iken, L-tiroksin infiize edilen grupta anlaml artis
gosterdi. NMDA alt birimlerinin anlatimindaki degismeler de farkli bulundu: yBOS

infiize edilen grupta GluN1 ve GluN2B anlatiminda azalma; L-tiroksin infiize edilen
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grupta ise GluN2B anlatiminda artma saptandi. Calisilan mRNA’lar i¢in elde edilen Ct
degerleri Tablo 4.5’da verildi.

Tablo 4.5. UDG indiiksiyonundan sonra 6grenme ve bellek ile iligkili baz1t mRNA’larin

Ct degerleri
Elk-1 p3SMAPK PP1 cFOS CREB GluN1 GluN2A  GluN2B
Uyarilmamis Ct 25,18 26,38 27,64 28,75 28,48 18,44 24,14 29,88
hipokampiis
yBOS infiizyonu Ct 2537 24,28 28,17  27,37* 29,39 21,87* 23,31 31,77*
sirasinda
uyarilms
hipokampiis DK -0,17 1,89 -0,48 1,24 -0,82 -3,08 0,75 -1,70
L-Tiroksin Ct 2540 24,02 27,53 26,06*  25,58* 19,81 26,18 26,99*
infiizyonu
sirasinda DK -0,60 1,72 -0,30 2,03 2,21 -1,62 -2,23 2,20
uyarilms
hipokampiis

DK: Ct degerlerinin Log2 taban skalasinda uyarilmamis hipokampiis Ct degerlerine
gore degisim katsayisi. Ct degerlerindeki azalma anlatimda artisi; artma ise azalmay1

gosterir ve negatif degerler azalan anlatimlar1 gosterir. * p <0.05

Yukarida verilen rt-PCR  sonuglarinin  elektrofizyolojik  verilerle  beraber
yorumlandiginda, L-tiroksin infiizyonu ile indiiklenen CREB ve GIuN2B anlatimindaki

artisin, UDG’nin indiiksiyonundaki azalmadan sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Idame donemi sonunda gozlemlenen UDG’deki azalmanm agiklanmasi icin, deney
sonunda c¢ikartilan hipokampiislerdeki gen anlatimlari, indiiksiyon donemindeki
anlatimlara gore kiyaslanarak calisildi. Bu karsilagtirmalara gore yBOS ve L-tiroksin
infiize edilen gruplarda p38-MAPK, PPI, cFOS ve GIluN1 anlatimi indiiksiyon
donemine gore anlamli seviyede degismedi. Bu paralel sonuglara ragmen E1k-1, CREB

ve GluN2B anlatimi1 yBOS infiize edilen grupta anlamli derecede artar iken, L-tiroksin
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infiize edilen grupta anlamlh artiy GluN2A anlatiminda gézlendi. Calisilan mRNA’lar

icin elde edilen Ct degerleri tablo 4.6’de verildi.

Tablo 4.6. UDG idamesinden sonra 6grenme ve bellek ile iliskili bazt mRNA’larin Ct

degerleri

Elk-1 p3SMAPK PP1 cFOS CREB GluN1 GIluN2A GluN2B
yBOS Ct 22,11* 23,35 27,62 28,44 24,61* 20,96 22,55 25,23%
infiizyonu
sirasinda DK 293 0,83 0,49  -0,96 4,29 0,82 0,68 5,88
uyarilmis
hipokampiis
L-Tiroksin Ct 23,51 24,58 29,20 27,15 2547 21,29 19,93* 27,25
infiizyonu
sirasinda DK 1,70 -0,50 -1,49  -0,98 0,10 -1,34 5,62 -0,24
uyarilms
hipokampiis

DK: Ct degerlerinin Log?2 taban skalasinda Yukaridaki tabloda indiiksiyon donemi sonu
icin verilmis Ct degerlerine gore degisim katsayisi. Ct degerlerindeki azalma anlatimda
artig1; artma ise azalmayi gosterir ve negatif degerler azalan anlatimlar1 gosterir. * p
<0.05

Yukarida verilen rt-PCR  sonuglarinin  elektrofizyolojik  verilerle  beraber
yorumlandiginda, L-tiroksin infiizyonuun UDG’nin indiiksiyonundan sonra yBOS
grubunda gozlenen Elk-1, CREB ve NR2B anlatimlarindaki artis1 baskiladigi ama
NR2A anlatiminda bir artis1 indiikledigi ve bu degismelerin, UDG’nin idamesindeki

azalmadan sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Yiiksek frekansli uyarim ile tetiklenen elektrofizyolojik ve gen anlatimi
degisikliklerine 100 pM L-tiroksin infiizyonunun etkisi. (a). Dentat girus alan
potansiyeli PS genliginin, perforan yolun siddeti 0,1 mA ile 1,5 mA arasinda degisen
tek uyarimlarma bagimhi degisimi. Grafik, elekrofizyoloji deneylerinde kullanilan
yBOS ve L-tiroksin infiize edilen gruplarin bazal sinaptik o©zelliklerinin farkli
olmadigin1 gostermektedir. Bir bagka ifadeyle, YFU (yesil oklar) ile tetiklenen UDG
yanitlarindaki farkliliklardan, sinapslarin bazal etkinlik diizeyi sorumlu degildir. (b, d ve
Jf). Yiiksek freakansli uyarim uygulamasi, L-tiroksin infiize edilen grupta UDG’nin
indiiksiyonunu azaltmustir (b) ve bu azalma, yBOS infiize edilen grupta goriilen cFOS,
GIuN1 ve GluN2B anlatimlarindaki degismenin aksine (d), cFOS, CREB ve GluN2B
anlatimlarinda artma (f) ile birliktedir. (c, e ve g). Yiiksek freakansh uyarim uygulamasi,
L-tiroksin infiize edilen grupta UDG’nin idamesini azaltmistir (¢) ve bu azalma, yBOS
infiize edilen grupta goriilen Elk-1, CREB ve GluN2B anlatimlarindaki artmanin aksine

(e), GluN2A anlatimlarinda azalma (f) ile birliktedir. Bulgular, L-tiroksin infiizyonu ile
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indiiklenen CREB ve GIluN2B anlatimindaki artisin, UDG’nin indiiksiyonundaki
azalmadan sorumlu olabilecegini; L-tiroksin inflizyonunun UDG’nin indiiksiyonundan
sonra yBOS grubunda gozlenen Elk-1, CREB ve NR2B anlatimlarindaki artisi
baskiladigini ama NR2A anlatiminda bir artis1 indiikledigini ve bu degismelerin,

UDG’nin idamesindeki azalmadan sorumlu olabilecegini gostermektedir.

4.4. UZUN DONEMLIi BASKILANMA iNDUKLENEN HiPOKAMPUS
DOKUSUNDA L-TiROKSININ ETKIiSi

Perforan yol — dentat girus sinapslarinda UDB, 15 dakika siiren bazal kaydi takiben, 15
dakika boyunca devam eden 1Hz uyarimla indiiklendi ve bu sirada bazi deneylerde
yBOS (n=9) digerlerinde ise 100 pM L-tiroksin (n=9) intrahipokampal olarak infiize
edildi. UDB biiyiikliigii, indiiksiyon donemi i¢in, DFU’dan sonraki 10 dakikalik
donemdeki potansiyellerin; idame donemi igin ise 50-60nci dakikalar arasindaki
potansiyellerin genlik ve egim ortalamalarindan hesaplandi. Bu degerler ve standart

hatalar1 ile istatistiksel analiz sonuclar1 Tablo 4.7°de verildi.

Tablo 4.7. L-Tiroksin infiizyonun UDB yanitlar1 {izerine etkisi.

yBOS T4 inf. P
n 9 9
Indiiksiyon (0-10 nci dk) 84,0+5,8 65,1+ 6,6 0,053
EPSP egimi
Idame (50-60 nc1 dk) 86.7+5,86 64,0£7,9 0,037
Indiiksiyon (0-10 nci dk) ~ 91,6%10,6 54,5+6,3 0,012*
PS genligi '
Idame (50-60 nc1 dk) 128,2+17,1 58,1+12,2 0,006*

Degerler ortalama + standart hatadir ve 15 dakikalik bazal kayit sirasinda elde edilen
potansiyellerin ortalamasina gore % degisimi ifade eder. P degerleri yBOS infiizyonu
yapilan gruba gore anlamh farklilik.
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yBOS grubu sicanlarda DFU kalib1 uygulandiktan hemen sonra PS genligi yBOS infiize
edilen grupta bazal degerinin %55,6+6,9’una; L-tiroksin infiize edilmesi halinde ise
%350,4+8,5’ine diiserek bir baskilanma olustugu goriildii. Ancak daha sonra test uyaran
siddeti 30 sn de bir uygulandiginda alan potansiyeli yBOS infiize edilen grupta giderek
biiylidii ve deney sonunda bazal degerin %110,2+15,3’line ulasti. L-tiroksin infiize
edilen grupta ise baskilanmanin devam ettigi goriildii. Boylece 1 Hz uyar1 kalibinin
perforan yol — dentat girus sinapslarinda UDB yanitlarini indklemede yetersiz kaldigi
ama indiiksiyon sirasinda L-tiroksin infiize edildiginde UDB yanitlarinin stabil bir

sekilde olustugu gozlendi.

UDB’nin indiiksiyon ve idame doneminde, L-tiroksin infiizyonunun neden oldugu PS
genliginde goriillen artis1 acgiklayabilmek igin, ayr1 deney hayvami seti kulanarak,
caligilan genlerin indiiksiyon ve idame doneminden sonra, DFU 6ncesine gore degisim
katsayilar1 incelendi. Bu inceleme i¢in, uyaridmamis (n= 10) ve DFU kalib1 ile
uyarildiktan (yBOS ve L-tiroksin infiizyon deneyleri icin sirasiyla n= 6 ve 4) ve 60

dakika (n= 8 ve 7) sonra ¢ikartilan hipokampiis dokular1 kullanildi.

Bu dokularin rt-PCR ile analiz sonuglar1 indiiksiyon doneminde yBOS infiize edilen
grupta incelenen mRNA’lardan hi¢ birinin anlatiminda anlamli bir degisme olmadigini;
L-tiroksin infiize edilen grupta ise cFOS, CREB ve GIuN2B anlatiminin, uyarim
oncesine gore anlamh seviyede artigini gosterdi. Calisilan mRNA’lar icin elde edilen Ct

degerleri asagidaki tablo 4.8’da verildi.
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Tablo 4.8. UDB indiiksiyonundan sonra 6grenme ve bellek ile iligkili bazi mRNA’larin Ct

degerleri.

Elk-1 p3S8MAPK PPl cFOS CREB GIluN1 GIluN2A GIluN2B

Uyarlmamms Ct 25,18 26,38 27,64 28,775 2848 18,44 24,14 29,88

hipokampiis

yBOS Ct 2543 27,42 29,10 28,63 27,97 19,37 21,50 31,36

infiizyonu
sirasinda DK -0,22 -0,94 -1,31 0,11 0,46 -0,83 2,37 -1,33

uyarilmis

hipokampiis

L-Tiroksin Ct 25,40 24,02 27,53 26,06 25,58 19,81 26,18 26,99
infiizyonu
sirasinda DK -0,60 1,72 -0,30  2,03*  2.21* -1,62 -2,23 2,20%
uyarilms

hipokampiis

DK: Ct degerlerinin Log2 taban skalasinda uyarilmamis hipokampiis Ct degerlerine
gore degisim katsayisi. Ct degerlerindeki azalma anlatimda artisi; artma ise azalmay1

gosterir ve negatif degerler azalan anlatimlar1 gosterir. * p <0.05.

Yukarida verilen rt-PCR  sonuglarinin  elektrofizyolojik  verilerle  beraber
yorumlandiginda, L-tiroksin infiizyonu ile indiiklenen cFOS, CREB ve GIuN2B
anlatimindaki artisin, UDB’nin indiiksiyonundaki artistan sorumlu olabilecegi

diistiniilmiistiir.

Idame d6nemi sonunda gozlemlenen UDB’daki artisin agiklanmast icin, deney sonunda
cikartilan hipokampiislerdeki gen anlatimlari, indiiksiyon donemindeki anlatimlara gore
kiyaslanarak ¢alisildi. Bu karsilastirmalara gore yBOS infiize edilen grupta GluN1 ve
GIuN2A harigi, caligilan biitiin mRNA’larin anlatimi artti. L-tiroksin infiize edildiginde
ise Elk-1 ve GIuN2B anlatimi artarken, PP1, cFOS, GIuN1 ve GIuN2 anlatimi
indiiksiyon donemine gore anlamli seviyede azaldi. Calisilan mRNA’lar i¢in elde edilen

Ct degerleri asagidaki tablo 4.9’da verildi.
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Tablo 4.9. UDG idamesinden sonra 6grenme ve bellek ile iligkili bazi mRNA’larin Ct degerleri

Elk-1 p3SMAPK PP1 cFOS CREB GluN1 GIluN2A GluN2B

yBOS Ct  22,15% 24,30* 26,99% 26,42* 24.41* 20,33 22,62 23,72%
infiizyonu
sirasinda DK 294 2,80 1,89 1,99 3,20 -0,87 -1,00 6,86
uyarilmis

hipokampiis

L-Tiroksin Ct 22,24% 24,35 30,17*% 30,52* 27,25 26,27  20,60%* 25,40%*
infiizyonu
sirasinda DK 2,67 -1,06 -2,10 -5,03 -0,90 -8,02 -2,08 1,78
uyarilms

hipokampiis

DK: Ct degerlerinin Log?2 taban skalasinda Yukaridaki tabloda indiiksiyon donemi sonu
icin verilmis Ct degerlerine gore degisim katsayisi. Ct degerlerindeki azalma anlatimda

artig1; artma ise azalmayi gosterir ve negatif degerler azalan anlatimlar1 gosterir. * p
<0.05

Yukarida verilen rt-PCR  sonuglarinin  elektrofizyolojik  verilerle  beraber
yorumlandiginda, L-tiroksin infiizyonuun UDG’nin indiiksiyonundan sonra yBOS
grubunda gozlenen PP1, cFOS ve CREB anlatimlarindaki artis1 baskilayip GluN1 ve
GIuN2A’y1 azaltip GluN2B’yi artirarak, UDB’nin idamesindeki artisa neden olabilecegi
diistiniilmiistiir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Diisiik frekansli uyarim ile tetiklenen elektrofizyolojik ve gen anlatimi
degisikliklerine 100 pM L-tiroksin inflizyonunun etkisi. (a). Dentat girus alan
potansiyeli PS genliginin, perforan yolun siddeti 0,1 mA ile 1,5 mA arasinda degisen
tek uyarimlarma bagimli degisimi. Grafik, elekrofizyoloji deneylerinde kullanilan
yBOS ve L-tiroksin infiize edilen gruplarin bazal sinaptik o©zelliklerinin farkli
olmadigin1 gostermektedir. Bir bagka ifade ile, DFU (0-15 dk arasi) ile tetiklenen UDB
yanitlarindaki farkliliklardan, sinapslarin bazal etkinlik diizeyi sorumlu degildir. (b, d ve
Jf). Diisiik freakansli uyarim ile tetiklenen UDB indiiksiyon donemi i¢in, L-tiroksin
infiize edilen grupta UDB’nin indiiksiyonunu artmistir (b), yBOS infiize edilen gruba
gore cFOS, CREB ve GIuN2B anlatimlarinda artis goriilmektedir (d), cFOS, ve
GIuN2B anlatimlarinda artma (f) ile birliktedir. (¢, e ve g). Diisiik freakanslh uyarim
uygulamasi, L-tiroksin infiize edilen grupta UDB’nin idamesini azaltmistir (¢) ve bu
azalma, yBOS infiize edilen grupta goriilen CREB, , Glu2B, Elk-1, p38MAPK, PP1 ve
cFOS anlatimlarindaki artmanin aksine (e), GIuN1, PP1, cFOS ve GIuN2A
anlatimlarinda azalma (f) ile birliktedir.



S.TARTISMA VE SONUC

Tiroid hormonlarmin sistemik etkilerine ek olarak merkezi sinir sistemi iizerine olan
etkileri de bircok arastirmaci tarafindan incelenmistir. Tiroit disfonksiyonunu takiben
meydana gelen yapisal, fonksiyonel ve davranigsal degisiklikler tiroit hormonlarinin
merkezi sinir sisteminin gelisimi ve Ozellikle noronal sistemin fonksiyonlarini
optimum diizeyde tutulmasi i¢in cok 6nemli oldugunu gostermistir.

Tiroit hormonlari ile nérotransmitterler, yapisal proteinler, biiyiime faktorleri ve diger
proteinler arasindaki iligkiler incelenmis ve tiroit hormonlarinin noronal gelisimi
onemli olgiide etkiledigi gosterilmistir (185-189). Tiroit seviyesine gore meydana
gelen molekiiler degisiklikler detayli sekilde c¢alisilmistir. Hipokampal CAl
bolgesindeki piramidal hiicrelerde Tiroit hormonlarma yanit olarak dendritik spin
dansitesinde degisikliklerin oldugu gosterilmistir (135). Tiroit hormonlarmin gesitli
norotrofik faktorlerin ekpresyonunu ve reseptor populasyonunun diizenlenmesini
etkiledigi gosterilmistir (142). Hem gelisim doneminde hem de yetiskinlikte tiroit
hormon reseptorleri ve mRNA’larinin dagilimi tespit edilmistir (144-147). Fakat bu
reseptorlerin ve ilgili proteinlerin 6grenmenin elektrofizyolojik gdstergeleriyle olan
iligkileri iizerine ¢ok fazla yogunlagilmamustir.

TH bircok farkli biyolojik siirecleri etkilemektedir. TH’nin non-genomik etkileri
niikkleustaki TR araciifiyla  gerceklestirilen  transkripsiyonel regiilasyonun
diizenlenmesiden ¢ok daha hizhidir (163, 173). TH bir¢ok non-genomik etkisini ortaya

cikarmak igin ¢ok sayida yolagi etkiler (1, 153, 163, 173, 174). Birincisi, uzun
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zamandir bilinen, TH’ nin hiicre yiizey proteinlerine baglanabilmesidir (1). TH’ler
Integrin aVP3 disnda tam olarak tamimlanmayan proteinlere tutunurlar. integrin
aVP3’iin T4’e giiclii bir sekilde baglandigi, T3’e ise daha az oranda baglandigi
bilinmektedir (1). TH’nin integrine baglanmasi hiicre-ekstraseliiler ~matriks
etkilesimini etkiledigi ve hizli bir sekilde hiicre i¢i sinyal iletim siireclerini baslattig1
diisiiniilmektedir. Ikincisi, hiicre icerisindeki bir¢ok sitozolik proteinler tiroit
hormonuna baglanir (153, 173-176). Bu sitozolik proteinlerin ¢cogu enzim 6zelligi gibi
bircok ek fonksiyonlara sahiptir. Boylece TH’nin bu proteinlere baglanmasi
proteinlerin enzimatik fonksiyonlarin1 etkileyebilir veya enzimatik Ozelliklerinin
diizenlenmesi tiroit hormonuna baglanmayi etkileyebilmektedir.

Tiroit hormonunun non-genomik etkisi plazma memraninda, sitoplazmada ve hiicre
organellerinde tanimlanmustir. Bu etkiler; Na*, K*, Ca®"’un diizenlenmesi, glukoz
transportu, ERK/MAPK, PKC ve PKA’nin aktivasyonu, PLC ve PLD’nin aktivasyonu
ile fosfolipid metabolizmasinin diizenlenmesi (167). In vitro olarak yapilan ¢alismalar
protein sentezinden bagimsiz olarak T4’tin IP3 ve kalsiyum sinyal iletimini
indiiklendigi, PKC ve PKA araciligiyla IFNy’nin etkisini biiyiittiigiinii gostermistir
(164, 190, 191). Ayrica plazma membranini gecemeyen agaroza baghh T4’in G
proteini eslikli tiroit hormon membran reseptoriiniin etkisiyle MAPK’y1 aktive ettigi
gosterilmistir (168). Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 tiroid hormonlarimin hizli ve non-
genomik olarak Ca**ATPaz enzimini, PKC araciligiyla Na™ kanalin1 (In,), PI3-kinaz
aracihgiyla K* kanalim (Ix ), PKC ve MAPK aracihigla Na'/H" anti-port sistemini ve
iceri dogrultucu potasyum kanalini (Ix;) diizenledigini gostermektedir (174).

Davis ve digerlerinin onerdikleri bir modelde, tiroit hormonlarinin hiicre yiizeyiyle
diizenlenen non-genomik etkisini G-proteini araciligryla MAPK ve PI3-kinaz sinyal
iletim kaskadi ie gerceklestirdigini ileri siirmektedir (168, 172). Bu modele gore, 10-
30 dakikalik bir zaman zarfinda T4 hiicre yiizey GPCR’sine baglanir (168), tirozin
fosforilasyonu, MAPK’mn aktivasyonu ve niikleusa translokasyonu ile sonug¢lanan
PKC, Ras, Rafl ve MEK’1 aktiflestirir ve swrayla TR’nin uzantisindaki bir serin

kalintisin1 fosforiller (165, 169). Bu fosforilasyon TR’nin ko-repressor SMRT ve
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NCoR’den ayrilmasiyla, azalmis proteaz aktivitesiyle ve transkripsiyon aktivitesinde
artigla sonuglanir (177-179) ve RXR heterodimerizasyonunu diizenler (180). Niikleer
MAPK/TR kompleksinin transkripsiyonel aktiviteyi diizenlemek icin pS3’e baglandig:
ve fosforile ettigi gosterilmistir (169). Paralel bir yolakta, T4 tarafindan aktive edilen
MEK, niikleer translokasyona, daha sonra MAPK tarafindan serin fosforilasyonuna ve
gen transkripsiyon aktivasyonuna neden olan STATI1 ve STAT3’deki tirozin
kalintilarin1 fosforiller (168). Boylece tiroit hormonunu non-genomik olarak STAT,
p53 ve TR olmak iizere en az ii¢ farkli yolak tarafindan gen transkripsiyonunu etkiler.
Bu sekilde yapilmig olan caligmalar tiroit hormonunu non-genomik etkisinin c¢ok
yaygm oldugunu ve bir¢ok farkli hiicre tipinde ¢ok sayida fizyolojik siirecleri
kapsadigin1 gostermektedir.

Sinaptik plastisite sinaptik etkinlikteki degisiklikleri ifade eder. Sinaptik plastisite
presinaptik liflerin tekrar tekrar uyarilmasiyla olusur. Sinaptik plastisitedeki kisa siireli
artig; 1 saniye i¢inde gerceklesen ‘“‘sinaptik fasilitasyon”, 10 saniyeden daha az siiren
“sinaptik birikme” ve birkac dakika siiren “post-tetanik giiclenme (PTG)” olmak iizere
ti¢ kategoride incelenir (42). Sinaptik plastisitedeki uzun siireli ise artis ise UDG ve
UDB gibi modellerle incelenir. Bu modelde UDG, yiiksek frekansh uyariy1 takiben en
az 60 dakika siiren (15) sinaptik etkinlikteki artis olarak tanimlanmaktadir. Sinaptik
plastisitenin biitiin formlar1 sinaptik giiclenmede artisa sebep olmaz. Ornegin diisiik
frekansli uyar1 uzun donemli baskilanma denilen sinaptik etkinlikte azalmaya sebep
olur (52). Ayrica 6nceden indiiklenen UDG, takip eden diisiik frekansli uyar1 ile
tekrar eski haline geri doner, bu duruma depotansiyelizasyon denir (56). Boylece

aralarinda UDG’nin de bulundugu bir¢ok sinaptik plastisite formu vardir.

EPSP hepsi ayn1 anda ve ayni1 yonde uyarilar alan biitiin postsinaptik néronlarin gecici
depolarizasyonunun birbirine eklenen bir yanitidir. Eger membrandaki depolarizasyon
bir aksiyon potansiyeli dogurursa, bu aksiyon potansiyellerinin birikmis hali PS olarak
kaydedilir. Ne kadar fazla noron aksiyon potansiyeli olusturursa o kadar biiyiik PS
kaydedilmis olur. Calismamizda yBOS ve L-tiroksin grubu sicanlarm 0,1 mA -1,5 mA

arasinda degisen 8 ayr1 uyar1 siddetine karsi dentat girus noronlarindan kaydedilen
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EPSP egimi ve PS genliklerinin, 1,5 mA siddeti disinda gruplar arasinda istatistiksel
bir farklilik gostermedikleri bulunmustur. Bu bulgular, her iki grupta da dentat girusta
aferent uyarimla innerve edilen noéronlarin ve bunlardan esik degere ulasarak aksiyon
potansiyeli olusturan noronlarin benzer elektrofizyolojik 0zelliklerde oldugunu

gostermektedir.

Sinaptik plastisitenin kisa siireli formlarindan biri olarak bilinen uyar1 ¢ifti
kolaylagmasi, genellikle presinaptik bilesenin degerlendirilmesi i¢in bir model olarak
kabul edilir (192). UCK birinci uyaridan sonra uyarim arasi intervali ¢ok kisa olan
ikinci uyar1 tarafindan uyarilan eksitator post-sinaptik potansiyellerin (EPSP)
genliklerinde meydana gelen bir artistir. Kolaylasma esas olarak ilk uyaridan sonra sinir
terminallerinde kalan Ca®* rezidiisii sayesinde olasi norotransmitter salmimindaki bir
artisgin - sonucudur. UCK’nin hafiza ve Ogrenmenin bazi formlar1 ile ilgili

mekanizmalarla yakin iligkili oldugu diistiniilmektedir (15).

L-tiroksin ve yBOS grubu si¢canlarin uyar1 ¢ifti araligr 20 -1000 ms arasinda degisen 9
ayr1 test uyaranina karsi dentat girus noronlarindan kaydedilen PS genliklerindeki
kolaylagsma indeksinin (UCK) gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik gostermedikleri
bulunmustur. Bu bulgular, her iki grupta da dentat girusta aferent uyarimla innerve
edilen noronlarin, kisa, orta ve uzun intervaller ile uygulanan uyari ciftlerinden

ikincisine daha diisiik genlikli yanitlar olusturdugunu ortaya koymustur.

On bes dakika siireyle 100 pM L-tiroksin infiizyonu ve yBOS infiize edilen gruplardan
elde edilen hipokampiislerde, ¢alisilan genlerin mRNA diizeylerine karsilastirmasi, L-
tiroksin’in CREB-mRNA ve GIluN2B-mRNA anlatimlarin artirdigini; Elk1-mRNA ve
GluN1-mRNA anlatimmi ise azalttigmi gosterdi. P3SMAK-mRNA, PP1-mRNA,
cFOS-mRNA ve GIluN2A-mRNA anlatimlarinda ise anlamhi bir farkliligin

bulunmadig1 gdzlemlendi.

Dentat girus graniiler hiicre somalarindan kayitlanan alan potansiyellerinden EPSP
bileseni aferent yolla uyarilan néron grubunun PS bileseni ise membran potansiyeli bir

esik degere yiikselerek aksiyon potansiyeli olusturabilen hiicre grubunun elektriksel
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ozelliklerini yansitir (193). UDG’nin indiiklenmesi sirasinda L-tiroksin infiizyonunun
EPSP egiminde goriilen artis1 anlamli bir sekilde etkilemedigini; ancak PS genliginde
yBOS infiize edilen gruba kiyasla giiclenmeyi azalttigin1 gostermistir. PS genligi
acisindan indiiksiyon déoneminde giiclenmede goriilen azalmanin idame doneminde de
devam ettigi goriilmektedir. Bu nedenle her iki grupta da YFU protokoliinden sonra
aferent yolla uyarilan hiicre populasyonunun ve bunlardan esik degere kadar
depolarize olarak aksiyon potansiyeli olugturan néron populasyonunun artti1 ancak bu

artisin L-tiroksin grubunda anlamli olarak daha diisiik oldugunu gérmekteyiz.

UDG’nin indiiksiyon ve idame doneminde PS genliginde goriilen azalmayi
aciklayabilmek i¢in, ayr1 deney hayvan seti kulanarak ¢alisilan genlerin indiiksiyon ve
idame doneminden sonra, YFU Oncesine gore degisim katsayilar1 incelendi.
Uyarilmamis ve tetanik uyarimla uyarildiktan 10 ve 60 dakika sonra c¢ikartilan
hipokampiis dokularinda yararlanarak gerceklestirilen incelemede, dokularin rt-PCR ile
analiz sonuclar1 indiiksiyon doneminde yBOS ve L-tiroksin infiize edilen gruplarda Elk-
1, p38-MAPK, PPl ve GIuN2A anlatiminin, uyarim 6ncesine gore anlamli seviyede
degismedigini; cFOS anlatiminin ise anlamh diizeyde arttigmi gosterdi. Bu paralel
sonuclara ragmen CREB anlatimi, uyarim oncesine gore yBOS infiize edilen grupta
degismez iken, L-tiroksin infiize edilen grupta anlamh artis gosterdi. NMDA alt
birimlerinin anlatimindaki degismeler de farkli bulundu: yBOS infiize edilen grupta
GIuN1 ve GIuN2B anlatiminda azalma; L-tiroksin infiize edilen grupta ise GluN2B
anlatiminda artma saptandi. Elektrofizyolojik verilerle beraber rt-PCR sonuclar1
yorumlandiginda, L-tiroksin infiizyonu ile indiiklenen CREB ve GIuN2B anlatimindaki

artisin, UDG’nin indiiksiyonundaki azalmadan sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Indiiksiyon dénemindeki anlatimlara gore kiyaslanarak degerlendirilen UDG nin idame
donemindeki azalmanin ac¢iklanmas: i¢in, deney sonunda ¢ikartilan hipokampiislerdeki
gen anlatimlari, calisildiginda, yBOS ve L-tiroksin infiize edilen gruplarda p38-MAPK,
PP1, cFOS ve GIuN1 anlatimi indiiksiyon donemine gore anlamli seviyede
degismezken yBOS infiize edilen grupta Elk-1, CREB ve GIuN2B anlatimlarinin

anlaml1 derecede arttig1, L-tiroksin infiize edilen grupta ise GluN2A anlatimmin anlaml1
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derecede arttig1 gozlemlendi. elektrofizyolojik verilerle beraber rt-PCR sonuglarini
yorumlandiginda, L-tiroksin infiizyonunun UDG’nin indiiksiyonundan sonra yBOS
grubunda gozlenen Elk-1, CREB ve GIuN2B anlatimlarindaki artis1 baskiladigi fakat
GluN2A anlatimmda bir artis1 indiikledigi ve bu degismelerin, UDG’nin idamesindeki

azalmadan sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir.

UDG srrasinda olusan sinaptik degismelerin 6grenme tecriibesinin kazanilmasi sirasinda
(194, 195) ve UDB sirasindakilerin, bilginin yeni kazanilan ile giincellenmesi sirasinda
olusan degisikliklere paralel oldugu bildirilmektedir (196, 197). Perforan yol — dentat
girus sinapslarinda 15 dakika boyunca devam eden 1 Hz uyarimla indiiklenen UDB’nin
biiyiikliigli, indiiksiyon donemi i¢in, DFU’dan sonraki 10 dakikalik donemdeki
potansiyellerin; idame donemi igin ise 50-60nc1 dakikalar arasindaki potansiyellerin
genlik ve egim ortalamalarindan hesaplandi. UDB’nin indiiklenmesi sirasinda L-tiroksin
infiizyonunun EPSP egiminde goriilen artis1 anlamli bir sekilde etkilemedigini; ancak
PS genliginde yBOS infiize edilen gruba kiyasla baskilanmay1 arttirdigini gdstermistir.
PS genligi acisindan yBOS infiize edilen grupta idame doneminde baskilanmanin
ortadan kalktig1 fakat L-tiroksin infiize edilen grupta indiiksiyon donemindeki
baskilanmada goriilen artmanin idame doneminde de devam ettigi goriilmektedir.
Boylece 1 Hz uyar1 kalibinin perforan yol — dentat girus sinapslarinda UDB yanitlarini
idame ettirilmesinde yetersiz kaldig1i ama indiiksiyon sirasinda L-tiroksin infiize

edildiginde UDB yanitlarinin stabil bir sekilde olustugu gozlendi.

UDB’nin indiiksiyon ve idame doneminde PS genliginde goriilen baskilnmay1
aciklayabilmek icin, ayr1 deney hayvani seti kulanilarak calisilan genlerin indiiksiyon ve
idame doneminden sonra, DFU Oncesine gore degisim katsayilar1 incelendi.
Uyarilmamis ve tetanik uyarimla uyarildiktan 10 ve 60 dakika sonra cikartilan
hipokampiis dokularinda yararlanarak gerceklestirilen incelemede, dokularin rt-PCR ile
analiz sonuglar1 indiiksiyon doneminde yBOS infiize edilen grupta uyarim Oncesine
gore hicbir parametrede anlamli bir farklilik bulunmazken L-tiroksin infiize edilen
gruplarda Elk-1, GluN1, p38-MAPK, PPl ve GIuN2A anlatimmin, uyarim 6ncesine

gore anlamli seviyede degismedigini; CREB, GluN2B ve cFOS anlatiminin ise anlamli
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diizeyde arttigm gosterdi. Elektrofizyolojik verilerle beraber rt-PCR sonuclari
yorumlandiginda, L-tiroksin infiizyonu ile indiiklenen CREB, GIuN2B ve cFOS
anlatimmdaki artisin, UDB’nin indiiksiyonundaki baskilanmadaki artistan sorumlu

olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Indiiksiyon donemindeki anlatimlarla kiyaslanarak degerlendirilen UDB’nin idame
donemindeki baskilanmanin artisinin aciklanmasi icin, deney sonunda cikartilan
hipokampiislerdeki gen anlatimlar1 degerlendirildiginde, yBOS infiize edilen grupta
GIuN1 ve GIluN2A, L-tiroksin infiize edilen grupta CREB ve p38-MAPK anlatimi
indiiksiyon donemine gore anlamh seviyede degismezken yBOS infiize edilen grupta
CREB, GIuN2B, Elk-1, p38-MAPK, PP1 ve cFOS anlatimlarinin anlamli derecede
arttigi, L-tiroksin infiize edilen grupta ise GluN2B ve Elk-1 anlatiminin anlamli
derecede arttigi, GluN1, PP1, cFOS ve GluN2A anlatiminin anlamli derecede azaldigi
gozlemlendi. Elektrofizyolojik verilerle beraber rt-PCR sonuglarini yorumlandiginda, L-
tiroksin infiizyonuun UDG’nin indiiksiyonundan sonra yBOS grubunda gozlenen PP1,
cFOS ve CREB anlatimlarindaki artis1 baskilayip GIuN1 ve GIuN2A’y1 azaltip

GIuN2B’yi artirarak, UDB’nin idamesindeki artisa neden olabilecegi diistiniilmiistiir.
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