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OZET



Bu calismanin amaci, sodyum selenitin, 6grenme ve hafizanin hiicresel temeli oldugu
diisiiniilen uzun vadeli potansiyasyon (LTP) iizerine hipotiroidi etkilerine kars1 koruma
saglayip saglamadigimi degerlendirmektir.Hipotiroidizm, tek basina veya selenyum tedavisi
(Se, 10 ppm) ile kombinasyon halinde geng yetiskin sicanlara 21 giin boyunca musluk suyu
icinde 6-n-propil-2-tiourasil (PTU) konularak gergeklestirilmistir. Se tedavisi, hipotiroidili
sicanlarda serum serbest T3 diizeylerinde ve hipokampus Se diizeylerinde énemli bir artisa
neden olmustur. Grup ve zaman arasindaki etkilesim 6nemli bulunurken, tetanik sitimiilasyon
stiresince bu etkilesim anlamli bulunmamustir.

Sitimiilasyonu takiben izlenen 45 dk boyunca baseline iizerindeki PS amplitiidii kontrol
grubunda % 307+11 potansiyelize olurken, PTU grubunda ve PTU+Se grubunda kontrol
grubuna gore sirastyla %182+11, %?247+15 potansiyelizasyon gerceklesmistir. EPSP egimi
kontrol grubunda 9%142+7 iken PTU grubunda ve PTU+Se grubunda kontrol grubuna gore
strastyla %120+10 %125+3 potansiyelizasyon gerceklesmistir.

Bu sonucglar Se tedavisinin LTP indiiklenmesi sonrasinda hipotiroidi ile indiiklenen
bozukluklar1 diizeltebilecegini gostermistir. LTP deki bozulma geng eriskin ve erigkin
hipotiroidililerde meydana gelen hafiza problemlerinin altinda yatan sebep olabilir ve Se
tedavisi bu bozukluklar1 T3/T4 doniisiimii aktive ederek ve/veya antioksidan sistemleri

aktive ederek azaltabilecegi goriisiindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Selenyum, Hipotiroidizm, Uzun siireli gii¢clendirme, Hipokampus

ABSTRACT



The goal of this study was to evaluate whether sodium selenite could afford protection
against the effects of hypothyroidism on long-term potentiation (LTP), which is thought
to be the cellular basis for learning and memory. Hypothyroidism alone or in
combination with Selenium treatment (Se, 10 ppM) was induced in young-adult rats by
administration of 6-n- propyl-2-thiouracil (PTU) in tap water for 21 days. Se
administration caused a significant increase in serum free T3 levels and in hippocampus
Se levels in hypothyroid rats. Significant Group x Time interaction was found after,
but not during tetanic stimulation.

45 min following the stimulation, the PS amplitude over baseline was potentiated by
307+¢11% in control group compared with 182+11% in PTU group and 247+15% in
PTU+Se group, while EPSP slope was potentiated by 142+7% in control group compared
with 120+10% in PTU group and 125+3% in PTU+Se group.

These results show that Se treatment is able to restore hypothyroidism-induced impairment
after induction of LTP. We concluded that impaired LTP can be underlie memory problems
experienced by adolescents with adult hypothyroidism and that Se treatment can reduce

this impairment by activating conversion of T4 to T3 and/or antioxidant system.

Key words: Selenium; Hypothyroidism; Long-term  Potentiation;

Hippocampus.

1. GIRIS/AMAC VE KAPSAM



Bu projede selenyum (Se) takviyesinin, deneysel erigkin tip hipotiroidi modelinde olusan
bozulmus hipokampal isleve etkisini ve olasi iyilestirici etki mekanizmasinin deiodinaz enzim
sistemi tizerinden olup olmadigini arastirmak amacglanmustir.

Yetiskin donemde ortaya ¢ikan hormonal dengesizliklerin beyindeki hipokampiisiin
fonksiyonlarin1 etkiledigi ve o6grenme/bellek bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir.
Bunlar arasinda tiroid hormon yetmezligi ile karekterize hipotiroidizm 6nemli bir yer tutar.
Hayvan modellerinde tiroid dokusunun tamamen ¢ikartilmasi ile veya T4’ hormonun aktif
hali olan T3 hormonuna doniisiiniin 6-n-propyl thiouracil (PTU) verilerek inhibe edilmesi ile
deneysel hipotiroidi gelistirilebilir. Yenidogan ve ¢ocukluk déneminde olusan tiroid hormon
eksikliginin beyin gelisimi iizerine olan ciddi olumsuz etkileri yaninda, yetiskin dénemde
tiroid hormonlarinin az ya da ¢ok salgilanmasinin 6zellikle hipokampal nérogenezi ve

hipokampal islevleri olumsuz etkileyebilecegi de bilinmektedir.

Onceki calisma bulgularimiz yetiskin tip hipotiroidi olusturulmus siganlarda hipokampal
o0grenme bozuklugunun NMDA reseptorlerinin anlatimindaki bozulmayla birlikte oldugunu
gostermektedir. Bu projede hipotiroidi ile olusturulan hipokampal fonksiyon bozuklugunun
selenyum yiiklemesinden nasil etkilenecegi arastirilmistir. Se antioksidan etkisi ve T4’{in
T3’e doku seviyesinde doniisiimiinii saglayan deiyodinaz enzimlerinin yapisinda bulunmasi
nedeni ile pek ¢ok dokunun yani sira beyinin fonksiyonlar1 bakimindan da énemlidir. Beyin
dokusu Se seviyesini ¢ok iyi kontrol edebilen diizenleyici mekanizmalara sahiptir. Bu
mekanizmalar, baska dokularda Se seviyesi azalsa bile beyin Se seviyesini sabit tutar. Buna
ragmen beyin Se diizeyindeki azalmanin gelisim sirasinda beyin defektlerine ve ¢esitli beyin
hastaliklarina neden oldugu ve ayrica Se'un hipokampal néronlarin biiyiime ve gelisiminde
cok onemli bir rol oynadig1 da bildirilmektedir. Bu nedenle deneysel hipotiroidinin Se
yuklemesi ile birlikte olmasi durumunda olusacak olan hipokampal bozuklugu azaltmasi
beklenilir

Laboratuvarimizda yapilan 6n caligmalarda, yeme eklenen Se’un, hipotirodi olusturulmus
siganlarda, Morris su tanki testi kullanilarak yapilan uzamsal isin 6grenilmesindeki bozulmay1
azalttigma dair bulgular elde edilmistir. Bu durum, hipotiroidili siganlara Se yiiklenmesi
halinde T4’tin T3’ donilistimiiniin, eklenmemesi haline gore daha fazla olmasi1 ve/veya Se’un
antioksidan savunmay1 kuvvetlendirmesine bagli olabilir.

Selenyumun tiroide 0Ozgiin otoimmun hastaliklarda goriilen inflamatuvar aktivitenin

baskilanmasindaki yarari ¢alisilmis olsa da, proje caligmasinin 6zgiin yonii, hiptiroidiye bagl
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ogrenme/bellek  bozukluklarinda ~ Se  ilavesinin ~ hipokampiis  fonksiyonlarmin

korunmasi/tedavisindeki olasi etkinliginin ilk kez ¢aligilmis olmasidir.

Bu proje c¢alismasinda kurgulanan deney plani ile deiodinaz enzim sistemi {izerinden olan
etki dikkate alinmistir. Caligma, yemlerine O ppm, 5 ppm, 10 ppm ve 20 ppm Se eklenmis 4
hipotiroidili ve pozitif kontrol grubu olmak {izere olusturan 8 grup erkek siganda (n=280, her
bir grup n=35) yapilmistir. Tiim siganlarin hipokampiis bagimli 6grenme performanslari
Morris Su Tanki; sinaptik plastisite gilicii hipokampal formasyonun dentat girusundan kayit
edilen uzun donemli giliglenme (UDG) yanitlarinin analizi ile; hipokampiis dokularinda

deiodinaz ekspresyonu ise western blot analizi ile belirlenmistir.

2. GENEL BILGILER
Merkezi sinir sisteminin yliksek seviyeli islevlerinden olan bellek, deneyimlerin sonucunda

organizmanin gelistirdigi / degistirdigi davranisin (6grenme) bir siire i¢in (anlik, kisa veya
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uzun erimli) daha kolayca ve daha miikemmel bir sekilde tekrarlanabilmesi ve davranig
tizerindeki stabil bir degisimin kazanimi olarak tanimlanabilir. Bellek bu bilginin kodlandig,
depolandig1 ve geri ¢agrildigi bir stiregtir. Hipokampiis ve iliskili yapilarin, insanda deklaratif
bellekle iligkili oldugu disiiniilir (Morgado, 2005). Deklaratif bellek bilginin sirastyla
neokortikal assosiyatif alanlardan, parahipokampal korteks, entorinal kortekse, dentat girus,
kornu ammonis [CA1l, CA2, CA3 ve CA4 (Hilus)]’den tekrar geriye subikulum, entorinal
korteks, parahipokampal alana ve sonrasinda assosiyatif alana ulasan baglantilar ile isler
(Rudy, 2009). Bu yolagin sinapslar1 yliksek bir sinaptik plastisite giicli gosterirler; yani sinyal
yolagindan gecen uyaranin frekansi var olan sinapslarin giiclenmesine veya kaybolmasina ya

da yeni sinaptik baglantilarin olusmasina neden olur.

Ik olarak, Bliss ve Lomo, entorinal korteksten dentat girusa gelen perforan yolu bir elektrot
vasitastyla, yiiksek frekansli uyar1 (HFS) ile uyardilar ve eksitator postsinaptik potansiyellerin
(EPSP) graniil hiicre tabakasinda artis gosterdigini buldular (Bliss and Lomo, 1973). Hebbian
sinapslarin elektriksel gdsterimi olan ve hipokampiis kesitlerinde saatlerce kalabilen (Alger
and Teyler, 1976; Andersen, 1977) bu giiclenmeye Uzun Donemli giiclenme (UDG) adi
verilmistir. UDG potansiyeli bir sinaptik baglantinin plastisite gosterme yeteneginin bir
Olclisti olarak yaygin sekilde kullanilir. Sicanlarda hipokampiis uzamsal 6grenme igin kilit
onemdedir ve hipokampal lezyonlar hem uzamsal 6grenme testlerini hem de UDG yanitlarini

bozar.

UDG, hipokampus dahil beyinde yaygin olarak bulunan biitiin gulutamerjik sinapslarin
gosterdigi bir ozellik olup, 6grenme ve bellegi agiklayabilen bir hiicresel model olarak
diistintiliir. Glutamaterjik sistem, 6zellikle neokorteks ve hipokampusun ndronal aglarinda
bilgi isleme i¢in ¢ok Snemli olan hizli bir sinyallesme sistemidir. Glutamaterjik sinapslarda
eksitatdr postsinaptik potansiyelleri olusturan iki bilesen vardir: Bunlar (S)-a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropionik asit (AMPA) ve N-metil-D aspartat (NMDA) reseptor
aracili bilesenleridir. Glutamat’in AMPA reseptoriine baglanmasi, sodyumun hiicre i¢ine ve
potasyumun hiicre digsina akisina neden olarak membrani depolarize eder. Membranin
depolarize olmasi, iyon akisini engelleyen Mg”>* iyonunu oradan ayirir ve glutamatin NMDA
reseptdr kanalia baglanmasi hiicre icine Ca®" girisine neden olur. Glutamat, aym zamanda
metabotropik reseptorleri ve fosfolipaz C (PLC)’yi de aktive eder. UDG'nin ge¢ fazinda ise,
hiicre i¢inde ylikselen Ca iyon seviyesi, Protein Kinaz C (PKC), kalmodulin kinaz (CaM
kinaz) ve tirozin kinaz gibi kalsiyum bagimli kinazlarin aktivitesini tetikler. CaM kinaz non-

NMDA kanallarin1 fosforlar ve onlarin glutamat baglama duyarhiligini artirir. Ayrica bir



retrograd haberci sentezlenir ve bu presinaptik terminale daha fazla transmitter maddenin
serbestlenmesini saglamak iizere gonderilir. Ca-kalmodulin bagimli kinaz1 (CaMK) ve adenil
siklaz1 aktive eder. Adenil siklaz, ATP’yi cAMP’ye ¢eviren enzimdir ve bdylece cAMP
bagimli protein kinaz (PKA) aktive olur. PKA iizerinden baslayan yeni protein sentezi siireci,
yeni sinapslarin olusumuna neden olacak yapisal degisiklikleri meydana getirir. Yeni sinaps
yapiminin uzun siireli bellek olusumu i¢in yapisal bir zemin teskil ettigi diisliniiliir (Coultrap

and Bayer, 2012; Henley and Wilkinson, 2013; Sanhueza and Lisman, 2013).

Hormon bagimli 6grenme ve bellek siireglerinin anlasilmasi, 6zellikle yaslanmaya bagl
demansin, tibbi hormon tedavilerinde yan etki olarak ortaya ¢ikan biligsel bozukluklarin ve
davranista goriilen cinsiyet bagimli farkliliklarin anlasilmasi bakimindan 6nemlidir.
Hormonlarin hipokampal bagimli 6grenme ve UDG yanitlar1 iizerine olan etkisi konusunda
caligmalar varsa da sonuglar1 tartismalidir. Bu kapsamda, ozellikle kronik strese ve
overektomiye bagli olusan steroid yapili hormonlarin kan diizeylerindeki deg§ismelerin
o0grenme ve bellek performansi ve UDG iizerine olan etkisi yogun bir sekilde calisilsa da,
steroid hormonlar gibi hiicre i¢i reseptore sahip olan tiroid hormonunun hipokampus

dokusundaki etkileri hakkinda bilinenler kisitlidir.

Tiroid hormonlar1 (tritoyodotronin, T3 ve tiroksin, T4), merkezi sinir sisteminin normal
gelisimi ve olgunlagmasi igin gerekli olup hiicre proliferasyonu ve migrasyonu, apoptosis,
noronal integrasyon ve dentritik arborizasyon gibi bir seri olay1 diizenler (Kilby, 2003; Lin et
al., 1998; Zoeller and Rovet, 2004). Yenidogan ve ¢cocukluk déneminde olusan tiroid hormon
eksikliginin beyin gelisimi tiizerine olan ciddi olumsuz etkileri iyi bilinir. Deney
hayvanlarinda prenatal ve neonatal donemlerde tiroid hormonu eksikliginin siddetli kognitif
(biligsel) bozukluklara neden oldugu (Porterfield and Hendrich, 1993) ve bu bozukluklarin
hipokampiisde sinaptik plastisitenin azalmasiyla bagintili oldugu (Gilbert and Sui, 2006a)
saptanmistir. Tiroid hormonun yetiskin donemdeki eksikliginin de hipokampiis gibi yapilarda
devam eden ndrogenezi, sinaptogenezi, uyarilabilirligi ve plastisiteyi bozarak hafiza
bozuklugu haliisinasyon, depresyon gibi durumlara neden olabilecegi (Davenport et al., 1976;
Haggerty et al., 1993; Osterweil et al., 1992); deney hayvanlarinda ise adult nérogenezin
tiroid hormonlarinin az ya da ¢ok salgilanmasindan etkilenebildigi (Ambrogini et al., 2005;
Desouza et al., 2005) e diisik tiroid hormonu diizeylerinin, hipokampiiste progenitdr
hiicrelerde morfolojik degisikliklerin olusumuna neden olabilecegi ve bu morfolojik
degisikliklerin hipokampal sinapslarin etkinligini dolayisiyla hipokampal 6grenme ve bellek

performansini etkileyebilecegi bildirilmektedir (Gilbert and Sui, 2006a; Rivas and Naranjo,



2007). Biz de yetiskin tip hipotiroidide hipokampal bellegin bozuldugunu Y-labirent
kullanarak gosterdik (Artis et al., 2012a).

Tiroid hormonlar1 beyinde non-genomic ve genomik etkilere sahiptir. Tiroid hormonlarinin
nongenomic etkileri tiroid hormon receptor (TR) ve tiroid hormonu arasindaki intraniiklear
etkilesimi gerektirmez ve sitoplazma ya da hiicre membraninda baglar. Beyin hiicrelerindeki
nongenomik etki, membran reseptorii izerinden MAPK yolaginin aktivasyonu (Calloni et al.,
2005), mikrofilaman organizasyonunun (Farwell et al., 1995; Siegrist-Kaiser et al., 1990) ve
Deyodinaz Tip II (D2) aktivitesinin (Leonard et al., 1981; Leonard et al., 1984; Leonard and
Larsen, 1985; Leonard et al., 1990; Silva et al., 1984) diizenlenmesini i¢ine alir. Tiroid
hormonlarinin genomik etkisi ise hormonun transkripsiyon faktorleri olan TR proteinlerine
intraniiklear baglanmasiyla baglar ve cesitli genlerin ekspresyonlar1 negatif veya pozitif yonde
etkilenir. Nongenomik etki T4 bagimli iken, genomic etki T3’un kromatin bagl ligandla
aktive edilen TR’leri ile etkilesimidir (Viguerie and Langin, 2003; Yen, 2001). T3-bagiml
transkripsiyonal etki saatler ya da giinler i¢inde gerceklesirken, nongenomik etki saniye ya da

dakikalar i¢inde meydana gelir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar tiroid hormonunun beyindeki bir diger nongenomik etkisinin
glutamaterjik norotransmitter sistem tizerine oldugunu gostermistir (Losi et al., 2008). Bu
sistem, yularida agiklandigir gibi UDG’nin ve sinaptik plastisitenin olusumu yaninda bazi
patolojilerin olugsmasinda da sorumlu goriilmektedir. Beynin glutamat igeriginin kiigiik bir
kismi ekstraselliiler ortamda bulunur ve ekstraselliiller glutamat diizeyinin yiiksek diizeyde
bulunmasi post-sinaptik noronlarda hipereksitabiliteye ve sitotoksiteye neden olabilir
(Danbolt, 2001). Bu nedenle glutamat ndrotoksisitesi epilepsi, Alzheimer hastaligi, serebral
iskemi, Parkinson hastalig1 ve sizofreni gibi bir ¢ok patolojik olayda da 6nemli rol oynar
(Reis et al., 2009). Tiroid hormonunun, ekstraselliiler glutamatin, 6zgiil tasiyicilari olan
GLAST ve GLT-1 aktivitesini artirarak, astrositler tarafindan alinmasini uyardiklar1 ve
bdylece norotoksisiteden noronlar1 ve glial hiicreleri koruduklar1 bilinmektedir (Danbolt,
2001; Davis et al., 2011). Hipotiroidizmde GLAST ve GLT-1 seviyelerinin azaldigi ve
sonugta ekstraselliller ortamda biriken glutamatin ndrotoksisiteye zemin hazirladig: iddia
edilmektedir (Coulter and Eid, 2012). T3 ile baglanan ve birbiriyle yapisal olarak iligkili
farklt genle kodlanan iki tiroid hormon reseptorii [TRa (NRI1A1) ve TR (NR1A2)]
hormonun genomik etkilerine aracilik eder. Her iki genin THRal, THRa2, THRa3, THRpI,
THRP2 ve THRP3 izoformlar1 vardir (Cheng et al., 2010). Bunlardan THRal ve THR T3
duyarlidir, ancak THRo2 ve o3’iin T3 baglanma aktivitesi bulunmamaktadir. THR
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izoformlariin ekspresyonlari siganda yas ve beyin bolgesine 6zgii olup, bunlardan THRal,
THRa2 ve THRP2 yetiskin sican beyninde hipokampiiste yiiksek oranda eksprese edilir
(Bradley et al., 1992; Lechan et al., 1993; Puymirat et al., 1992). Hipotiroidinin TR
ekspresyonunda bdlgeye ve izoform tipine 6zgli degisiklikler olusturdugu bildirilmektedir
(Constantinou et al., 2005). Beyinde farkli reseptor izoformlarinin fizyolojik rolleri tam
olarak bilinmese de TRa’nin sinaptik plastisiteye aracilik eden genleri modiile ettigi ve
dolasimda tiroid hormon azlig1 veya TRa yoksunlugunun o6zellikle hipokampiisde sinaptik
plastisite icin kritik olan proteinlerin ekspresyonunda azalmaya neden oldugunu ortaya
konulmustur (Desouza et al., 2005; Guadano-Ferraz et al., 2003; Thompson, 1996; Tong et
al., 2007; Vallortigara et al., 2009; Venero et al., 2005; Wilcoxon et al., 2007). Deneysel
olarak indiiklenen hipotroidizmde UDG’nin engellendigi, Uzun Dénemli Baskilanmanin ise
arttig1 bildirilmektedir (Alzoubi et al., 2006a; Gerges and Alkadhi, 2004; Gilbert and Sui,
2006a; Montero-Pedrazuela et al., 2006). Buna bagli olarak UDG igin gerekli sinyal
molekiillerinin (6rnegin: adenyl cyclase 1, PKA, MAPK, CREB ve CAMKIV) diizeylerinin
hipotroidizmde deprese edildigi ve tiroid hormonu replasmaninin azalmayi geri ¢evirdigi
rapor edilmektedir (Alzoubi et al., 2006a; Gerges and Alkadhi, 2004). Anatomik diizeyde
dentritik spin yogunlugunun hipo- ve hipertroidili sicanlarda degistigi (Sala-Roca et al.,
2008), sinaptik plastisite ve noroanatomi tiizerindeki etkilerine ek olarak hipotroidizmin
indiiklenmesinin si¢anlarda uzamsal bellegi engelledigi (Alzoubi et al., 2006a; Carageorgiou

et al., 2007; Smith et al., 2002) de rapor edilmektedir.

Beyinde tiroid hormonlarinin homeostasisi, hormonun kan diizeylerinden bagimsiz olarak
(Lebaron et al., 2004; Shukla et al., 2010) kontrol edilir. Aktif tiroid bezi hormonu olarak
kabul edilen ve hormonun genomik etkilerinden sorumlu tutulan T3’iin plazmadaki baslica
kaynag1 Tiroid bezi tarafindan yapilip kana salinan T4 diir ve bu T4 karaciger ve bobrekte
yogun olarak bulunan Tip 1 deiyodinaz (D1) tarafindan T3’e ¢evrilir. Beyin dokusunda ise
T3’lin yaklasik %80°1 T4’den tip II deiodinaz (D2) enziminin sayesinde sentezlenir. Diger bir
deiodinaz olan tip III deiyodinaz (D3) ise T3’l rT3’e doniistiiriir. Boylece deiyodinazlar
T3’lin lokal konsantrasyonunu diizenleyerek merkezi sinir sisteminde tiroid hormonlarinin
etkisinin kontroliine katki saglarlar (Bianco and Kim, 2006). D2 enzimi, serebral korteks,
hipokampiis, amigdala, limbik 6n beyin ve beyincikte bulunan astrositler ve ti¢iincii ventrikiil
tanisitleri tarafindan eksprese edilirken, D3 enziminin ekspresyon diizeyi hipokampiis ve
piriform korteksde olmak tizere ¢cogu beyin bolgesinde bulunan néronlarda oldukca yiiksek

seviyelerde bulunmustur (Courtin et al., 2005).
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Deiyodinaz enzimlerin ekspresyonunun kandaki tiroid hormonu degisikliklerine kars1 beyinde
lokal bir kontrol mekanizmasi olusturduguna dair arastirma bulgular1 vardir. Ornegin D2
enziminin hipotroidili siganlarin serebral korteksinde bulunan bazi internéronlar tarafindan da
sentezlendigi (Guadano-Ferraz et al., 2003); D2 enzim aktivitesi ve mRNA konstrasyonunun
artisina bagh olarak beyin T3 konsantrasyonun korundugu (Silva et al., 1984); tiroid
hormonlarinin beyin dokusunda (Pallud et al., 1999) ve kiiltiire edilmis astrositlerde D3
aktivitesini ve mRNA konsantrasyonunu indiikledigi (Esfandiari et al., 1992; Esfandiari et al.,
1994; Pallud et al., 1999) bildirilmektedir. Hipotroidizmde D3 aktivitesi ve mRNA
diizeyindeki azalmanin serebral korteks, hipokampiis ve beyincik gibi beyin bolgelerinde
daha belirgin olarak gozlendigi rapor edilmektedir (Broedel et al., 2003; Lemkine et al., 2005;
Leonard et al., 1984; Pallud et al., 1999; Peeters et al., 2001). D3 seviyesindeki bu azalma
T3’lin bozulma (degradation rate) oranini ve ayrica prohormon olan T4’{in bozulma oranini
diisiiriir. Bu D3 baskilanmasi ile birlikte D2 nin yiikseltilmesi doku T4 diizeyinin azalmasi
karsisinda doku T3 konsantrasyonundaki diisiisii azaltmaya hizmet eder (Meinhold et al.,
1993). Yeni dogan siganlarda D1 enzimi bu enzim i¢in spesifik bir inhibitér olan 6-n-propyl-
2-thiouracil (PTU) ile inhibe dildigi zaman dolagimdaki T3 seviyesi azalmaz (Calloni et al.,
2005). Bu nedenle, D2 beyin, hipofiz, kalp ve plasenta gibi dokularda T3 iiretimi icin ve
sistemik tiroid hormon homeostasisi ic¢in kritik dnem tasir (Croteau et al., 1996). Beyin
dolasimdaki T3 konsantrasyonuna c¢ok az katkida bulunur ve beyindeki deiyodinaz
aktivitesinin %90’indan fazlasi D2 kaynakhidir (Bianco and Kim, 2006). Beyinde D2
tarafindan iiretilen T3 ve plazmadaki T3’iin farkli gen alt popiilasyonlarinin regiilasyonuna
karisiklar1 bilinmektedir (Morte et al., 2010). Ozellikle D2 aktivitesinin eksikligi T3
tarafindan negative olarak regiile edilen TH-bagimli genlerin ekspresyonunu etkiler (Morte et
al.,, 2010). Boylece D2 aktivitesindeki azalma beyinde lokal hipotroidizm ile sonuglanir
(Khan et al., 2012).

Grubumuz tarafindan TUBITAK destegi ile yapilan ¢aligmalarda hipotroidizmin siganlarin
hipokampiisinde NMDA reseptor alt birimlerinin (NR1, NR2a ve NR2b) anlatimlarini
baskiladigi, hipokampal UDG yanitlarin1 ve 6grenme performansinit bozdugu bulunmustur.
Yetigkin tip hpotiroidide bozulmus 6grenme performansi (Artis et al., 2012a), baskilanmis
UDG (Artis et al., 2012a; Lee et al., 2003) ve NR1 mRNA diizeyinde azalma (Lee et al.,
2003) diger aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir (Lee et al., 2003). Aktif T4 hormonun kan
seviyesindeki azalmayi, doku seviyesinde kompanze edebilecek yukarida aciklanan

mekanizmanin varligina ait kuvvetli delillere ragmen, yetiskin tip hipotiroidili si¢canlarda
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bozulmus o6grenme — bellek performansi bulunmasi sasirticidir. Oncelikle davramissal
bozulmanin hipotiroid siganlarin azalmig motor performansina bagl olabilecegi diisiiniilebilir.
Ancak 6grenme testlerinde motor performansi yansitan yiizme hizi gibi parametreler kontrol
gruplarindan farkli bulunmamistir. Bu nedenle hipotiroidi durumunda deiyodinaz
kompanzasyon mekanizmasinin neden égrenme ve bellekteki bozulmayr engelleyemedigi

sorusunun cevaplanmasi onemlidir.

Deiyodinaz enzimler yapisinda selenosistein aminoasiti formunda Selenyum (Se) bulundurur
ve bu nedenle selenoproten olarak da siniflandirilirlar. Se, metabolik ve antioksidan savunma
yolaklarinin fonksiyonunda onemli gorev alan bir eser elementtir. Merkezi sinir sisteminde
inorganik iz elementlerin homeostasinin diger organlara kiyasla belirgin farkliliklar
gosterirdigi uzun zamandir bilinmektedir (Spector, 1989; Takeda, 2004). Ozellikle Se beynin
normal fonksiyonlari i¢in gerekli temel mikro besindir (Chen and Berry, 2003; Savaskan et
al., 2003; Schweizer et al., 2004a; Schweizer et al., 2004b). Son caligmalar Selenyum
durumunun beyin fonksiyonlar1 i¢in kritik oldugunu ve diisiik beyin Se diizeylerinin gelisim
sirasinda beyin defektlerine ve cesitli beyin hastaliklarina neden oldugunu ortaya koymaktadir
(Arthur et al., 1997; Ramaekers et al., 1994; Savaskan et al., 2003). Beyinde Selenyumun
bolgeye 0Ozgii bir dagilim gosterdigi 6zellikle hipokampiis, korteks, olfaktorik bulb ve
beyincigin graniiler hiicre katmani gibi boz madde bolgelerinde bol miktarda bulundugu oysa
striyatum veya septum gibi ndrondan zengin bazi yapilarda diisiik diizeylerde oldugu rapor

edilmektedir.

Se eksik beslenmenin deiyonidaz enzim aktivitesinde degisikliklere neden oldugu ve bdylece
de TH kontroliinde rol oynadig1 dngoriilmektedir. Bununla birlikte erigkin sicanlarda besinsel
Se eksikligininin Tiroid ekseni lizerindeki etkisi nispeten 1limlidir ve birkag doku ile sinirhidir
(Arthur et al., 1990; Chanoine et al., 1992b). En belirgin etki hepatik ve renal D1
aktivitesinde %95 oraninda bir azalma ve serum T4 konsantrasyonunda %40-50 oraninda bir
artistir (Beckett et al., 1989). Bununla birlikte Serum T3 ve TSH diizeyleri ile tiroidal D1 ve
beyin D3 aktiviteleri bilylik 6l¢iide degismez (Chanoine et al., 1992a; Meinhold et al., 1993).
Bu hayvanlarda beyin D2 aktivitesinini azaldig1 fakat bunun, Se eksikliginin direkt etkisinden
ziyade (Chanoine et al., 1992a; Chanoine et al., 1992b; Meinhold et al., 1993) dolasimda
yiiksek oranda bulunan T4’iin diisiiriicii etkisine bagli oldugu rapor edilmektedir (Leonard et
al., 1984). Beyin ve tiroidin Se i¢in lokal korunma mekanizmalara sahip oldugu ileri
stiriilmektedir (Buckman et al., 1993; Meinhold et al., 1993; Vadhanavikit and Ganther,
1993). Ayrica selenyum eksik diyetle beslenen hayvanlarda TSH diizeyinde onemli bir
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baskilanma goriilmedigi, ancak plazma T4 konstrasyonlarinda %70-80 oraninda azaldigi
bildirmektedirler (Beckett et al., 1989). Bu yazarlar ayrica selenyum eksikliginde D2
aktivitesindeki bozulmadan dolayr T4 {retimindeki normal homeostatik geri-besleme
kontroliiniin kayboldugunu ifade etmektedirler. TH nin farelerde serum selenyum diizeylerini
pozitif olarak etkiledigini, hipotroidizmde serum Se diizeylerinin diistiigiinii belirlemislerdir

(Mittag et al., 2010).

Selenoprotein P (Seppl) kandaki Se’u baglar, beyin ve testis dokusunda bulunan
apolipoprotein E (apoER2) reseptdrlerine tutunarak hiicre i¢ine Se ile birlikte gecer (Burk and
Hill, 2009; Coulter and Eid, 2012; Dringen and Hirrlinger, 2003). Baska dokularda Se
seviyesi azalsa bile beyin Se seviyesi olabildigince sabit tutulsa da (Burk and Hill, 2009;
Chen and Berry, 2003; Hill et al., 2004; Hill et al., 2007), beyindeki selenyum diizeyinin
kognitif performansda énemli etkisi oldugunu bildirmektedir (Akbaraly et al., 2007; Qin et
al., 2008). Seppl bulunmayan farelerde beyin Se seviyesinin azaldigi; bu fareler Se eksik
diyetle beslendiginde beyin sap1 ve talamusda ileri derecede aksonal dejenerasyona bagli
norolojik bozukluklar ve O&liim gelistigi; hipokampiisin CA1 bdolgesinde basal sinaptik
transmisyon ve kisa siireli plastisinin ve buna bagli 6grenme eksikliginin gelistigi; Se zengin
diyet ile beslendiklerinde norodejenerasyon ve noérolojik fonksiyon bozukluklarimin énemli
derecede azaldig: rapor edilmektedir (Caito et al., 2011; Valentine et al., 2005; Valentine et
al., 2008). Ayrica Se lipid, protein ve nukleik asitleri peroksit etkisinden koruyan GPx ve
tiyorediiktaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesinde de dnemli role sahiptir (Huang et al.,
2004; Schweizer et al., 2004a).

Yukarda bulgular1 Ozetlenen caligmalardan hareketle, hipotiroidi durumunda, selenyum
diizeyinde, D2 enzim protein ekspresyonunun kompansatuvar olarak artmasina paralel bir
artisin da olmasi durumunda 6grenme bellek fonksiyonun korunabilecegi diisiiniilebilir. Bu
olasilig1 test etmek {izere, standart diyetle beslenen ve diyetine 10 ppm Se ilavesi yapilan
hipotiroidili ve kontrol grubu siganlarin (n=7, her bir grup igin) Morris su tanki
performanslarini karsilastirdik. Bu 6n c¢alismada hipotiroidi, periferdeki D1 aracilikli
doniisiimii inhibe eden ama beyindeki D2 araciliklt doniisiime etki etmedigi bilinen PTU ile
olusturuldu (Sanders et al., 1997) ve diyetine Se eklenen si¢canlar, kontrol grubuna benzer ama
hipotiroidi grubundan daha iyi 6grenme bellek performansi gosterdiler. Bu nedenle sunulan
proje, 6n calisma bulgularina dayanilarak ve Se takviyesinin PTU ile olusturulan 6grenme
bellek bozukluklarinin 6nlenebilir olup olmadigi konusunu arastirmak ve molekiiler hedefi

ortaya koyabilmek icin verildi. Deneysel ¢iktinin, Se takviyesinin hipotiroidi ile olusturulan
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davranissal, elektrofizyolojik ve molekiiler parametrelerdeki bozulmay1 onlenmesi yoniinde
olmas1 beklenmektedir. Bu ¢iktinin potansiyel hedefleri, (1) yetiskin tip hipotiroidi
hastalarinda goriilen ve hastalarin yasam kalitesini etkileyen bellek bozukluklarinin
tedavisinde selenyumun destekleyici bir ajan olarak kullanimi; (2) lokal tiroid hormon
seviyesinin NMDA reseptor protein anlatimi ve UDG’nin olusmasindaki 6nemi; (3) tiroid
hormonlarinin lokal diizeydeki etkinliginin kontroliinde Se’un roliiniin 6nemi ve (4) yeni
hedef molekiiller olarak deiyodinaz enzim sisteminin UDG ve NMDA reseptor anlatimindaki

katkisininin ortaya konmasidir.

3. GEREC VE YONTEM
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1. Deney Hayvanlari ve gruplarin olusturulmasi

Bu ¢alisma igin, 280 adet erkek yetigkin (2-4 aylik) Wistar sican kullanilacaktir. Siganlar her
birine 0, 5, 10 ve 20 ppm/giin Se verilecek olan kontrol ve hipoitiroidi olusturulmus toplam
sekiz gruptan birine rastgele ayrilacaktir. Biitiin siganlar standart yem ve ¢esme suyu ile
beslenirlerken, Selenyum takviyesi i¢in uygun gruplarin yemine selenyum (Na2SeO3, Merck)
ve igme suyuna 6-n-propyl thiouracil (PTU, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
eklenecektir. Uygulamalara 21 giin siireyle devam edilecektir. Yapilacak 6grenme testlerinin,
hipokampal Sinaptik plastisiteyi etkileyebilecegi diisiincesi ile ¢aligmada kullanilacak 6lgiim
yontemlerinin her bir grup i¢in ayri alt gruplarda yapilmasi planlanmistir. Bu nedenle her
grupta bulunan 35 sicanin 12’sinde Morris Su Tanki denemeleri; 8’sinde Western Blot
analizleri (6rnek miktarinin yeterli olmamasi nedeni ile 2 sicandan elde edilen toplam 4
hipokampiis dokusu birlestirilerek analiz edilecektir); 8’inde UDG kayitlar1 ve 7’sinde
hipokampiis Se diizeylerinin tayini (her sicanin sag ve sol hipokampiisleri birlestirilerek) ve

plazma serbest T3 ve T4 tayinleri yapilacaktir.

Tablo 1. Planlanan deney gruplar1 ve kodlar1

Oppm Se 5 ppm Se 10 ppm Se 20 ppm Se
Kontrol grubu KO K5 K10 K20
Hipotiroidi HO H5 H10 H20
grubu

2. Hipotiroidi Olusturma

Deneysel hipotiroidizm, kafeslerinde 2'serli olarak tutulacak olan siganlarin igme sularina 3
hafta siiresince 30 ppm PTU eklenmesi ile olusturulacaktir (Artis et al., 2012a). Kafeslerdeki
su tliketimi giinliik olarak takip edilecek ve tazelenecektir. PTU thiollanmis urasil kaynakli
bir antihipertiroid ilagtir; Tip I deiyodinazi inhibe ederek, total ve serbest T3 diizeyini
azaltirken; beyin dokusunda yaygin olarak anlatimi yapilan Tip II deiyodinazi etkilemez.
Caligmada Se'un tip 2 deiyodinaz enzimi etkinligini artirmasi beklendiginden hipotiroidinin

D2 inhibisyonu yapmadigi bilinen (Manna et al., 2013) PTU ile olusturulmasi planlanmistir.

3. Plazma T4, T3, ve hipokampiis Se Diizeylerinin Ol¢iimii
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Calisilacak gruplarda kan ornekleri alimi takiben derhal 3000 rpm’de 5 dakika siire ile
santrifiij edilecek ve plazma 6rnekleri 6l¢iim yapilacak giine kadar -20°C’de saklanacaktir.
Sebest T3 ve T4 oOlgiimleri icin uygun ELISA kiti kullanilacaktir; Se diizeyleri Erciyes
Universitesi Teknoloji Arastrma ve Uygulama Merkezinde bulunan ICP-MS cihazinda

hizmet alim1 karsiliginda belilenecektir.
4.0grenme testleri

Davranigsal ¢aligmalar i¢in, Morris Su Tanki testi, hipokampus bagimli 6grenmenin
degerlendirilmesine spesifik ve yiiksek duyarlikli bir testtir. Morris su tanki testi, daire
seklinde ici su dolu bir tankta gizlenmis olan bir platformun bulunmasinin 6gretilmesi ve
daha sonra platform kaldirilarak platformun yerinin &grenilip 6grenilmediginin test
edilmesi esasma dayanir. Ogrenme denemeleri ardigik 4 giin; giinde 4 kez (20’ser dk ara
ile); hatirlama denemesi (probe) ise Snci giin bir kez olmak {izere toplam 17 denemede
yapilacaktir. Kullanilacak su tankinin ¢ap1 131 cm ve derinligi 70 cm’dir. Tank her deneme
giiniinde 50 cm seviyesinde taze su ile doldurulacak ve su toksik olmayan bir boya ile siyah
renge boyanacaktir. Su sicakliginin 22+2 oC’de olmasina dikkat edilecektir. Daire
seklindeki tankin Kuzey-Dogu ¢eyregine, tiim 6grenme denemelerinde sabit kalmak iizere
12 cm c¢apinda bir platform yerlestirilecektir. Platformun yiizeyi su yiizeyinden 1 cm
asagida olacak ve su yiizeyinden goriinmeyecektir. Her deneme sirasinda, tek bir sican su
tankina platformun bulundugu ceyrek disindaki ¢eyreklerin birinden (rast gele) yiizii tankin
duvarina gelecek sekilde birakilacaktir. Suya birakilan siganin, altmis saniyelik siire
icerisinde, etraftaki sabit gorsel ipuclarindan faydalanarak platformu bulmasi beklenecektir.
Bu siire igerisinde platformu bulamayan si¢anlara uygun bir ¢ubuk yardimi ile yardim
edilecek ve platformu bulmalar1 saglanacaktir. Probe denemesinde platform kaldirilacak ve
deneme aynen yapilacaktir. Tiim denemeler Noldus Video izleme ve analiz sistemi
kullanilarak kayit edilecek, siganlarin platformu bulma siireleri, platformu bulmak i¢in
yiizdiikleri toplam mesafe, ortalama yiizme hizlar1 ve platformlu ¢eyrek alanda gegirdikleri

siire degerlendirilecektir.
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5.Elektrofizyoloji

Uyar1 ve Kayit Sistemi. Anestezi altinda (iiretan; 1.2 g/kg, ip) stereotaksik catiya
yerlestirilen siganlara cerrahi prensiplere uygun olarak sag kranyotomi yapildiktan sonra,
uyarim izolatoriine (A385, World Precision Instruments, USA) bagli olan bir bipolar
elektrot (Teflon kapli, paslanmaz ¢elik, 127 um ¢apli, ucu disinda izole edilmis) vasitasiyla
medyal perforan yol (bregmaya gore mm; AP: -8.0, ML: 4.2) ve dis ¢ap1 1,5 mm ve
uzunlugu 10 mm olan Borosilikate kapiller tiiplerden (World Precision Instruments) dikey
bir mikropipet ¢ekici (P30, Sutter Instrument Co, USA) ile hazirlanan ve i¢i 3M NaCl ile
doldurulan cam mikropipet (ug¢ diirenci 2—10 MQ) dentat girusun hilusuna (bregmaya gore
mm: AP: -3.5, ML: 2.15) yerlestirilecek. Boyun derisi altina yerlestirilen Ag-AgCl disk
elektrot, referans elektrot olarak kullanilacaktir. Kayit elektrodunun igine yerlestirilen
klorlanmig bir giimiis tel ve referans elektrodu bir head-stage kullanilarak tek kanal
epitelyal voltaj/akim kiska¢ yiikseltecine (VCC600, Physiological Instruments)

baglanacaktir. Biitiin sistem bir Faraday kafesi kullanilarak topraklanacaktir.

Tipik Elektriksel Yamitin Elde Edilmesi. Hem uyaric1 hem de kayit elektrodu, pozitif yonli
bir sapmay1 (EPSP) takip eden negatif yonlii bir sapma (PS) elde edilene kadar derin
yapilara indirilecek. Graniil hiicre tabakasinin tipik yaniti elde edilmeye baslandiginda
elektrotlarin derinlikleri 0,1mm artirilarak en biiylik cevabin eldesi saglanacak. Biitiin
deneyler sonucu ortalama elektrot derinlikleri uyarici elektrot i¢in 2,51mm kayit elektodu

icin 2,97mm olarak ayarlanacak.

Veri Kazanimi ve Uyarim. Veri kazanimi ve uyarim igleminin kontrolii “Scope” yazilimi
(AD Instruments, Colorado Springs, CO, USA) ile yapilacaktir. Tek fazli 10 V 0,175-ms
stireli palslar A/D c¢evirici (Powerlab/8SP, AD Instruments, Colorado Springs, CO, USA)
vasitastyla olusturulacak ve uyari izolatoriiniin tetiklenmesinde kullanilacaktir. Kaydedilen
biyolojik sinyaller 0.1-10 kHz band-genisliginde bir yiikselticide 1000x kez
yukseltilecektir.  Aktivite 20 ms i¢cin 40 kHz hizinda ¢evirim-i¢i olarak

rakamsallastirilacaktir.
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Girdi-Cikti Egrileri “Input — Output (I/0) Curve”. Elektrotlarin yerlestirilmesinden 15
dakika sonra 175 ps siireli tek-fazli sabit akim palslar1 her 20 saniyede bir verilerek /O
egrileri elde edilecektir. Bu sirada akim siddeti 0,1 mA’den 1,5 mA’e kadar 0,2 mA
adimlarla artirilacak. Her akim siddeti i¢in kaydedilen 3 ardil yanitin ortalamasi akim
siddetine kars1 grafiklenecektir. En yiiksek PS genliginin yarisini olusturan akim siddeti test
uyaran siddeti olarak belirlenecek ve deneyin sonraki asamalarinda bu akim siddeti

kullanilacak.

Uzun Erimli Giiglenme. Test uyarani ile 30sn’de bir uyar verilerek 15 dakika siiren bazal
kayit alinacaktir. Bazal kaydin ardindan 5’er dakika ara 100 Hz frekansinda 1 sn siiren
ylksek frekansli uyarim (YFU) ile UDG indiiklenecektir. Son YFU’1 takiben toplam 90

dakika olacak sekilde 30sn’de bir test uyarani ile uyarima devam edilecektir.

Veri Analizi. EPSP dalgasinin egimi, dalganin baslangici ve PS dalgasinin baslangici
arasindaki voltaj farkinin %20-80 arasindaki egriden; PS genligi ise ilk pozitif yiikseltiden
sonraki negatif ylikselti arasindaki farktan hesaplanacaktir. Baslangictaki 15 dakikalik
stirede tetiklenen 30 alan potansiyelinin EPSP ve PS’larindan olusan ortalama egim ve
genlik degerleri 100 kabul edilecek; YFU sonrasindaki her EPSP ve PS bunun yiizdesi
cinsinden hesaplanacak. UEG’nin indiiksiyonu i¢in YFU sirasinda olusan egim ve
genliklerin; idame donemi igin ise son YFU’dan deney sonuna kadarlik boliimde olusan

egim ve genlik degerlerinin ortalamalar1 alinacaktir.

6. Hipokampiis D2 ve D3 enzim protein anlatiminin belirlenmesi. Western Blot
calismalar1 i¢in ayilmis siganlar, grubuna uygun uygulamalrin bitimini takiben dekapite
edilerek beyinleri ¢ikartilacaktir. Beyin dokusunun sag ve sol hemisferi ayrildiktan sonra
sag ve sol hipokampiisler bir kasik yardimi ile beyinden ayrilacak ve agirliklar tartilacak ve
daha sonra hipokampiis doku Ornekleri bir camin iizerinde bistiiri yardimiyla mekanik
olarak parcalanacaktir. Dokular, RNAlater soliisyonu igeren tiiplere aliip -80°C’de
bekletilecektir. Ornekler calisilacagi zaman hipokampal dokulardan Tri reagent ile protein
izolasyonu yapildiktan sonra Bradford belirteci ile konsantrasyonlari belirlenip  her
kuyucukta 50 pg protein olacak sekilde SDS jele yiiklenecek ilk jeli gecene kadar 100V,
jeli gectikten sonra ise 120 V’ta yiiriitiilecek ve nitroseliilloz membrana aktarilacaktir. %5
siit tozu (TBS-T i¢inde hazirlanmis) ile 1 saat bloklama yapildiktan sonra, blotlar primar
antkorlarla (anti-DIO2, 1:1000; anti-DIO3, 1:1000;) 12-16 saat, +4 %C’de inkiibe
edilecektir. Inkiibasyondan sonra TBS-T ile yikama islemi gerceklestirilip, HRP ile konjuge
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edilmis sekonder antikor (anti-mouse ve anti-rabbit, 1:5000 (pierce-thermo) %35 siit tozu
icinde hazirlanan) ile 1 saat muamele edilecektir. ECL soliisyonu ile sinyal almak igin
goriintiileme islemi yapilacaktir. Hiperkaset (Amersham Autoradiography cassette, 24x30
cm, RPN11643) icine yerlestirilen membranlar 1-10 dakika karanlik odada inkiibe edilip
membrandaki protein bandlar1 hiperfilme (Amersham Hyperfilm ECL, 50 sheets, 18x24 cm
28906836) aktarilacaktir. Film developer (Developer, ILFORD Multigrade, Katalog
No:757855) ve fiksatiften (Rapid Fixer, ILFORD Hypam, Katalog No:1758285) gecirilip,
distile su ile yikanacak ve ardindan kurutulacaktir. Daha sonra bu filmler Gene Genius Bio
Imaging System yardimiyla bilgisayara aktarilacaktir. Primer antikor olarak 1/400 oraninda
TBS-T sulandirilmis Beta actin veya beta tubulin antikoru kullanilacaktir. Blotlama,
Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesinde mevcut olan Bio-Rad Transblot Turbo sistemi

ile yapilacaktir.
7. Veri analizi ve istatistik:

Coklu gruplarin tek Olgiimlii verilerinin karsilastirilmasinda tek-yonlii ANOVA, ¢ok
Olctimlii verilerin karsilagtirilmasinda tekrarlayan ol¢timlerle ANOVA testleri, iki grubun
karsilastirilmasinda normal dagilim gosteren veriler icin t testi, normal olmayan dagilim

gosteren veriler icin Mann Withney U testi kullanilacaktir.

4. BULGULAR
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Proje deneyleri, 6nerimizde belirtmis oldugumuz biitiin gruplarda gerceklestirildi. Uc
farkhh dozda Se verilen sicanlardn elde edilen bulgularin istatistiksel analizi, bu
gruplar arasinda doz bagimh bir etkinin olmadigim gosterdi (Tek yonlii ANOVA
testi; P degerleri > 0.05). Verilerin sunumunda sadeligi ve anlasilma kolayhgini
saglamak bakimindan bu gruplarin degerleri birlestirildi. Bu nedenle bulgular, Se
verilen ve verilmeyen kontrol gruplar: ve Se verilen ve verilmeyen hipotiroidi gruplar:

olmak iizere 4 grup icin verildi.

1. Tiroit hormon Olg¢limleri, hipotiroidinin verifikasyonu: Se verilen ve verilmeyen
kontrol gruplar1 ve Se verilen ve verilmeyen hipotiroidi gruplarimin serum
serbest T4 ve T3 konsantrasyonlarinin ortlamalar1 ve standart hata degerleri
Sekil 1°de goriilmektedir. Bulgularin istatistiksel analizi, serbest T4
konsantrasyonunun PTU uygulamas:i ile anlamh diizeyde azaldigim ve Se
uygulamasi ile bu azalmamin kontrol degerlerine donmedigini gostermistir.
Buna karsiik PTU verilen sicanlarda azalan serbest T3 konsantrasyonlar: Se

uygulamasi ile kontrol degerlerine ulagsmistir.

B Kontrol B Kontrol+se B Kontrol ® Kontrol+Se

O Hipotiroid O Hipotiroid+Se OHipotiroid O Hipotiroid+Se

T4 (ng/dL)
fT3 (pg/mL)

1.0 A
1.0 4

—+

0.5 4

o -

0.0 -

Sekil 1. Se verilen ve verilmeyen kontrol gruplari ve Se verilen ve verilmeyen

hipotiroidi gruplarinin serum serbest T4 ve T3 konsantrasyonlari. * Selenyum
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verilen ve verilmeyen kontrol gruplarina gore; + diger gruplara gore anlamh
farklihgr simgelemektedir (p < 0.01). Degerler ortaklama = standart hata

olarak verilmistir.

Plazma ve hipokampiis Selenyum konsantrasyonlari.

Se verilen ve verilmeyen kontrol gruplar1 ve Se verilen ve verilmeyen
hipotiroidi gruplarinin serum Se Kkonsantrasyonlarinin ortalamalar1 ve
standart hata degerleri Sekil 2’de goriilmektedir. Bulgularin istatistiksel
analizi, Se konsantrasyonunun PTU wuygulamasi1 ile anlamh diizeyde
degismedigini ve Se wuygulamasi ile kontrol degerlerine gore arttigini
gostermektedir.

BKontrol  WKontrol+Se  OHipotioid O Hipotiroid+Se

600

500 1

400 A

300 A

Se Konsantrasyonu (ng/mL)

200 A

100 <

Sekil 2. Se verilen ve verilmeyen kontrol gruplar1 ve Se verilen ve verilmeyen
hipotiroidi gruplarinin serum Selenyum konsantrasyonlari. * Selenyum verilen
ve verilmeyen kontrol gruplarina gore anlamh farkhihgi simgelemektedir (p <

0.05). Degerler ortaklama =+ standart hata olarak verilmistir.

Se verilen ve verilmeyen kontrol gruplar1 ve Se verilen ve verilmeyen
hipotiroidi gruplarmin hipokampiis Se konsantrasyonlarinin ortalamalar: ve
standart hata degerleri Sekil 3’de goriilmektedir. Bulgularin istatistiksel
analizi, Se konsantrasyonunun PTU uygulamasi ile diger biitiin gruplara gore

anlamh diizeyde arttigim1 gostermektedir.
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Sekil 2. Se verilen ve verilmeyen kontrol gruplar1 ve Se verilen ve verilmeyen
hipotiroidi gruplarimin hipokampiis Selenyum konsantrasyonlari. * Diger
gruplara gore anlamh farkhihgr simgelemektedir (p < 0.002). Degerler

ortaklama + standart hata olarak verilmistir.

3. I-O egrileri.

Se verilen (n=24) ve verilmeyen (n= 8) kontrol gruplari ve Se verilen (n=24) ve
verilmeyen (n=8) hipotiroidi gruplarinin UDG yanitlar1 tetiklenmeden onceki
input-output egrileri Sekil 4’de goriilmektedir. Bu egriler 0.1 mA’den baslayarak
1.5 mA’e kadar 0.2 mA adimlarla artirillan uyar1 siddetine karsi olusan PS
genlikleri ve EPSP egimlerinin grafiklenmesi ile elde edilmis ve gruplar arasindaki
farkhihk tekrarlayan olciimler ile ANOVA testi kullamlarak belirlenmistir.
Istatistiksel analiz sonuclar1 anlamh bir grup etkisi ve anlamh bir Grup x Uyan
Siddeti etkisi ortaya koymadigindan, gruplarin input-output egrilerinin farkh
olmadigr sonucuna ulasilmistir. Bu bulgu, gruplar arasinda belirlenen UDG
farkhiliklarinin, gruplarin farkh bazal sinaptik iletkenliginden kaynaklanmadigina

isaret etmektedir.
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Sekil 4. Se verilen (n=24) ve verilmeyen (n= 8) kontrol gruplari ve Se verilen (n=24) ve
verilmeyen (n=8) hipotiroidi gruplarinin UDG yanitlan tetiklenmeden onceki input-

output egrileri.
4. Uzun Donemli Gii¢clenme

Beser dakika ara ile 100 Hz frekansinda 1 sn siireli elektriksel uyarimlarla
tetiklenen PS genligi ve EPSP egiminin giiclenmesi Sekil 5 ve 6’da goriilmektedir.
PS genligindeki artisin gruplar arasinda farkhilhik gosterip gostermedigini ortaya
koymak icin yapilan istatistik test sonug¢lar1 anlamh Grup etkisi (P < 0.01) ve
anlamh Grup x Zaman etkilesimi (P < 0.001) oldugunu gostermistir. Anlamh ¢ikan
etkiler icin Post Hoc Tukey ile yapilan karsilastirmalar, kontrol gruplar: arasinda
farklihigin olmadigini; Se verilmeyen hipotiroidililerde PS giiclenmesinin iki
kontrol grubundan da anlamh derecede az oldugunu (Hipotiroid — kontrol P<
0.01; Hipotiroid — Se verilen kontrol P < 0.05) gosterdi. Se verilen hipotiroidili
grubun PS giiclenmesi ise diger gruplardan farkhh bulunmadi. Bu bulgular,
hipotiroidili sicanlarda azalan PS giiclenmesinin Se uygulamas1 ile

onlenebilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 5. Se verilen (n=24) ve verilmeyen (n= 8) kontrol gruplari ve Se verilen (n=24) ve
verilmeyen (n=8) hipotiroidi gruplarmmin yiiksek frekansh uyarim modeli (0-15

dakikalar arasi) ile olusturulan populasyon spike (PS) genligindeki giiclenme.

EPSP egimindeki giiclenmeler analiz edildigi zaman da anlamh Grup ve Grup x
Zaman etkilesimi bulundu (P degerleri < 0.05). Anlamh ¢ikan etkilerin hangi gruplar
arasindaki farkhihiklardan kaynaklandiginin arastirilmasi icin yapilan Post Hoc
Tukey testi ise Se uygulamasi olsun veya olmasin hipotiroidinin EPSP egimindeki
giiclenmeyi azalttigini ortaya koydu. Bu sonuclar hipotiroidinin PS genligi ile pararlel
olarak EPSP egimindeki giiclenmeyi de azalttigini; ancak Se tedavisi ile bu azalmanin

onlenemedigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 6. Se verilen (n=24) ve verilmeyen (n= 8) kontrol gruplari ve Se verilen (n=24) ve

verilmeyen (n=8) hipotiroidi gruplarmmin yiiksek frekansh uyarim modeli (0-15

dakikalar arasi) ile olusturulan eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP) egimindeki

giiclenme.

5.1.

5. Davrams verileri

Yiizme Hizi: Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n= 12) kontrol gruplari ve

Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n=12) hipotiroidi gruplarmnin Morris Su

Tankinda gizli platformu bulma isi sirasinda olgiilen ortalama yiizme hizi

degerleri Sekil 7°de goriilmektedir. Giin ve Giin-i¢i denemeler grup-ici faktor

ve uygulamalr gruplar arasi faktor olarak degerlendirildiginde, tekrarlayan

olcimlii ANOVA testi anlamh Grup x Deneme x Uygulama etkisini ortaya

koymustur (F=3.18; P < 0.001). Post hoc analizlerde 3ncii giiniin 3ncii ve 4ncii

giiniin biitiin denemelerinde Se verilmeyen hipotiroidi grubunun diger

gruplardan daha yavas yiizdiigii belirlenmistir.
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Sekil 7. Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n= 12) kontrol gruplar1 ve Se verilen (n=36)
ve verilmeyen (n=12) hipotiroidi gruplarinin Morris Su Tankinda gizli platformu bulma
i1 sirasinda Olciilen ortalama yiizme hizi degerleri. Denemeler 4 ardil giinde (D) ve her

deneme giiniin 4 kez (T) olacak sekilde yapilmustir.

5.2. Kagma siiresi: Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n= 12) kontrol gruplari
ve Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n=12) hipotiroidi gruplarinin Morris Su
Tankinda gizli platformu bulma isi sirasinda olciilen kacma siireleri Sekil 8’de
goriilmektedir. Giin ve Giin-ici denemeler grup-ici faktor ve uygulamalar
gruplar arasi faktor olarak degerlendirildiginde, tekrarlayan él¢iimlii ANOVA
testi anlamh Grup x Deneme x Uygulama etkisini ortaya koymustur (F=2.48; P
< 0.001). Post hoc analizlerde ilk 3 giiniin 3ncii ve 4ncii denemelerinde ve 4ncii
giiniin 2nci denemesinde Se verilmeyen hipotiroidili sicanlarin platforma daha
uzun siirede ulastiklari; Se verilen hipotiroidili grubun ise, 2 ve 3ncii giinlerin

belirtilen denemelerde kontrolden farklihk gostermedigi bulunmustur.
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Sekil 8. Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n= 12) kontrol gruplar1 ve Se verilen (n=36)
ve verilmeyen (n=12) hipotiroidi gruplarinin Morris Su Tankinda gizli platformu bulma
isi sirasinda Olgiilen kagma siiresi degerleri. Denemeler 4 ardil giinde (D) ve her

deneme giintin 4 kez (T) olacak sekilde yapilmstir.

5.3. Kacma mesafesi: Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n= 12) kontrol
gruplar1 ve Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n=12) hipotiroidi gruplarinin
Morris Su Tankinda gizli platformu bulma isi sirasinda olcillen kacma
mesafeleri Sekil 9°da goriillmektedir. Giin ve Giin-i¢i denemeler grup-i¢i faktor
ve uygulamalar gruplar arasi faktor olarak degerlendirildiginde, tekrarlayan
olciimliic ANOVA testi anlamli Grup x Deneme x Uygulama etkisini ortaya
koymustur (F=2.71; P < 0.001). Post hoc analizlerde 2nci giiniin biitiin
denemelerinde ve 3ncii giiniin 3ncii ve 4ncii denemelerinde Se verilmeyen
hipotiroidili sicanlarin platforma daha uzun siirede ulastiklari; Se verilen
hipotiroidili grubun ise, 3ncii giiniin 4ncii denemesi hari¢, belirtilen

denemelerde kontrolden farklihik gostermedigi bulunmustur.
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Sekil 9. Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n= 12) kontrol gruplari1 ve Se verilen (n=36)
ve verilmeyen (n=12) hipotiroidi gruplarinin Morris Su Tankinda gizli platformu bulma
isi sirasinda Olgiilen kagma siiresi degerleri. Denemeler 4 ardil giinde (D) ve her

deneme giiniin 4 kez (T) olacak sekilde yapilmistir.

5.4. Platforma olan ortalama uzakhk: Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n=
12) kontrol gruplar1 ve Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n=12) hipotiroidi
gruplarmin Morris Su Tankinda gizli platformu bulma isi sirasinda platforma
olan ortalama wuzakhklarn1 Sekil 10°da goriilmektedir. Giin ve Giin-ici
denemeler grup-ici faktéor ve uygulamalar gruplar aras1 faktor olarak
degerlendirildiginde, tekrarlayan ol¢cimlii ANOVA testi anlamhh Grup x
Deneme x Uygulama etkisini ortaya koymustur (F=3.13; P < 0.001). Post hoc
analizlerde 2nci giiniin biitiin denemelerinde ve 3ncii giiniin 3ncii ve 4ncii
denemelerinde Se verilmeyen hipotiroidili sicanlarmn, Inci giiniin biitiin
denemelei 2nci giiniin 1nci denemesi ve 3ncii giiniin 3ncii denemsi hari¢ biitiin
denemelerde platforma daha uzak mesafede kalarak yiiiizdiikleri; Se verilen
hipotiroidili grubun ise, belirtilen denemelerde kontrolden farkhihk

gostermedigi bulunmustur.
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Sekil 10. Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n= 12) kontrol gruplar1 ve Se verilen (n=36)
ve verilmeyen (n=12) hipotiroidi gruplarinin Morris Su Tankinda gizli platformu bulma
i1 sirasinda platforma olan ortalama uzaklik degerleri. Denemeler 4 ardil giinde (D) ve

her deneme giiniin 4 kez (T) olacak sekilde yapilmustir.

5.5. Probe denemsi: Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n= 12) kontrol gruplari
ve Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n=12) hipotiroidi gruplar 4 ardil giin
devam eden ogrenme siirecinden sonra, platformun Kkaldirildig1 probe
denemsine tabii tutulmuslardir. Bu denemelerde platformun bulundugu
kadranda gecirilen siirenin diger kadranlarda gecirilen siireye oram, bellek
performans: ile iliskilidir. Her grubun hedef kadranda gecirdikleri siire
degerleri Sekil 11°de goriilmektedir. Istatistiksel analiz sonuglary, Se
verilmeyen hipotiroidli sicanlarin hedef kadranda diger gruplardan anlamh
oranda daha az siire gecirdiklerini gostermektedir. Selenyum verilen

hipotiroidli grup ise kontrol gruplarindan farkhihk gostermemektedir.
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Sekil 11. Se verilen (n=36) ve verilmeyen (n= 12) kontrol gruplar1 ve Se verilen (n=36) ve
verilmeyen (n=12) hipotiroidi gruplarinin probe denemesinde platformun bulundugu

kadranda gegirilen siire degerleri.

6. Molekiiler calismalar. Hipotiroid si¢anlarin bazi 6grenme denelerinde ve
probe denemesinde kontrole gore gosterdikleri kotii performansi agiklayabilmek igin, her
gruba ait dorder 6rnekte DIO2 ve DIO3 proteinlerinin miktar1t Western Blot yontemi ile
Olciildii ve kontrole gore % degisim seklinde Sekil 12 de bu sonuglar verildi. Hipotiroid
sicanlarda kontrol gruplarina gére DIO2 proteinin miktarinin degismedigi ama DIO3
miktarinda anlamli bir artis oldugu goriildii (P < 0.05). Buna karsilik her iki proteinin
hipokampiisteki miktar1 Se verilen hipotiroidili grupta kontrol gruplarindan anlamli

diizeyde farkli idi (P degerleri < 0.001).

Sekil 12. Her gruba ait dorder 6rnekte DIO2 ve DIO3 proteinlerinin miktarlar1 ve kontrol
(K), hipotiroidili (H) ve selenyum verilen hipotiroidli (Se) sican Orneklerine ait 6rnek

goriintiiler.

5. TARTISMA VE SONUC
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Bu c¢alismada uzamsal oOgrenme ve bellek performansinin deneysel hipotiroidizm
olusturulmasindan etkilenip etkilenmeyecegi ve bir bozulma var ise bu bozulmanin
Selenyum verilmesi ile diizeltilip diizeltilemeyecegi arastirildi. Calisma bulgularimiz,
ogrenme siirecindeki bazi denemelerde hipotiroidili sicanlarin gizli platformun yerini
bulmak i¢in daha uzun siire harcadiklarini, daha uzun mesafe kat ederek platforma
ulastiklarini ve bu sirada platforma olan uzakliklarinin daha uzun oldugunu gostermektedir.
Bu bulgular, benzer hayvan modelleri ve insan g¢alismalarinda belirtilen hipotiroidizm
iligkili hipokampiis fonksiyon bozuklugunu destekler niteliktedi (Alzoubi et al., 2006b;
Artis et al., 2012b; Ge et al., 2012; Gerges et al., 2004; Hosseini et al., 2010; Montero-
Pedrazuela et al.,, 2006). Dahas1 hipotiroid si¢anlar, bellek performansinin test edildigi
probe denemesinde de kotii performans gostermektedir. Bu bulgumuz da literatiirdeki
benzer ¢aligmalar ile uyumludur. Bu proje ile ilk kez, bahse konu hipokampal fonksiyon
bozukluklarinin Se tedavisi ile diizeltiebilecegine dair deliller elde edilmistir. Hipotiroidili
sicanlarin  6grenme siirecindeki bazi denemelerindeki ve probe denemesindeki kotii
performansi; hipotiroidi olusturulmasi sirasinda Se uygulamasi yapilan sicanlarda

goriilmemistir.

Morris su tanki testindeki performans, hipokampiisten kayitlanan UDG’ nin biiyiikligii ve
stirdiiriilebilirligi ile yakindan iligkili goriilmektedir (Eichenbaum and Otto, 1993; Morris et
al., 1986; Moser et al., 1998; Richter-Levin et al., 1998; Tang et al., 1999). Gergekten
literatiirde uzamsal bellek performansinda hipotiroidili deney hayvanlarinda gdzlenen
bozulmalarinin azalmis UDG ile birlikte oldugu bildirilmektedir. (Alzoubi et al., 2006b;
Alzoubi et al., 2009; Artis et al., 2012b; Gilbert and Sui, 2006b). Bu ¢alismalarin bulgulari
da bizim bulgularimizla uyumlu goériinmektedir. Biz de bu c¢alisma ile 21 giin PTU
uygulanan siganlarda dentat girustan kayitlanan UDG yanitlarmin indiiksiyonunda ve
idame ettirilmesinde bozulma oldugunu bulduk. Input-output egrilerinin gruplar arasinda
farklilik gostermemsi nedeni ile bahse konu bozulmanin, UDG tetiklenmeden oOnceki
sinaptik etkinlik farkliliklarindan kaynaklanmadigi soylenebilir. Ustelik, davranis deney
sonuclarinda oldugu gibi Se tedavisinin PS-UDG’sinde goriilen azalmay1 onleyebildigi de
ilk kez bu ¢alisma ile gosterilmistir. PS, uyarim sirasinda bir esik degere ulasan hiicrelerin
aksiyon potansiyellerinin toplamint yansitir. Buna karsilik Se uygulamasi EPSP-
UGD’sinde gozlenen azalmay1 ortadan kaldirmamistir. EPSP’ler ise dentritik komponenti
yansitmaktadir. Bu nedenle Se tedavisinin kayitlanan alan potansiyellerinin somatik ve

dentritik komponentlerini farkli etkileyebilecegi sonucuna ulasilmstir.
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PTU, gerek tedavi gerekse deneysel amaclarla yaygin olarak kullanilan antitiroid bir
drogdur. PTU’nun tiroid hormonlarinin sentez asamasinda iodidi iodine oksitleyen
tioperoksidaz enzimini inhibe ettigi; boylece T4 ve T3 seviyelerini diislirdigi
bilinmektedir (LeGrow et al., 1999). 21 giin siireyle PTU uygulanan sicanlarda da benzer
bir azalma gozlenmistir. Ayrica PTU, T4’iin T3’e tiroid dokusu ve periferdeki
ceviriminden sorumlu olan deiyodinaz enzimleri de inhibe eder. Literatiirdeki caligmalar
deiodinaz enzim inhbisyonuna olan potensin farklilik gosterdigini diisiindiirmektedir. Genel
olarak, 3 deiodinaz (DIO1, DIO2 ve DIO3) T3 ve T4 hormonlarinin dolasim ve dokudaki
seviyelerinin belirlenmesinde kritik rol oynarlar (Bernal, 2005; Bianco et al., 2002;
Santisteban and Bernal, 2005). DIO1 beyin dis1 periferik dokularda; DIO2 ise baslica
beyinde T4’iin T3’e doniisiimiinden sorumlu goriilmekte, DIO3 ise hem T4 hem de T3’i
inaktif hormon formlarma ¢evirmektedir. PTU ise bu enzimlerden DIO1’1 gii¢lii bir sekilde
inhibe ederken DIO2 iizerine ya hig¢ etki gostermez ya da bu etkisi sinirli kalir (Ge et al.,
2012). Se verilen hipotiroidili siganlarda T4 seviyesindeki azalmanin devam ettigini ama
T3 seviyesinin kontrol degerlerine yiikseldigini bu ¢alismada gézlemledik. Dolayisiyla Se
verilmesi halinde PTU-ya duyarsiz DIO2 etkinliginin artigin1 bu artigin ise T4’iin T3’e
cevirimini aktive ederek s6z konusu bulgunun elde edilmesine neden oldugunu
diistinmekteyiz. Her ne kadar daha Onceki bir calisma hipotiroidizmde DIO2 up-
regiilasyonu olduguna dair bulgular yayinlamigsa da (Gereben et al., 2008), bizim
calismamizda up-regiilasyondan beklenen DIO2 artist  hipotiroidili  siganlarda
gozlenmemistir. Bu, mRNA diizeyindeki artisin, protein sentezine yansimadigini veya

yikim siire¢lerinin etkili oldugunu gostermektedir.

Se’un hipotiroidili siganlardaki olumlu etkisini destekleyecek tarzda olmak {izere,
calismamizda ilk defa Se uygulanan hipotiroidili siganlarda hipokampiis dokusunda DIO2
ve DIO3 miktarim1 artirdigina isaret eden veriler elde edilmistir. DIO2’nin artisindan
hipokampiis hiicreleri iginde T4-T3 doniisiimiiniin artmasi; DIO3 artisindan ise bu
hormonlarin inaktif formlarina doniisiimiiniin artmasi beklenebilir. Tiroid hormonlarinin
hiicre igine transportu enerji bagiml bir tagima siirecidir ve hormonlarin kan diizeyi normal
sinirlarda olsa bile, bu tasimanin azalmasi “hiicresel hipotiroidizme” neden olur. T4
transporterlerinin T3 transporterlerine gore ¢ok daha fazla enerji bagimli olduklar1 da
bildirilmistir. Bu nedenlerle enerji metabolizmasi {izerine etkisi iyi bilinen tiroid
hormonlarinin kan seviyelerindeki diismelerin, hiicre i¢i hipotiroidizme yol a¢gmalari

beklenebilir. Bu nedenle, her ne kadar c¢alismamizda hipokampiis dokusunda tiroid
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hormonlarinin diizeyleri Olgiilmemis olsa da biz kandaki diisiik hormon seviyelerinin
hipokampiis doku seviyesinde de olustugunu Ongoérmekteyiz. Eger hiicre icinde azalan
T4/T3 konsantrasyonlari, bu ¢alismada elde edilen davramigsal ve elektrofizyolojik
bulgularin nedeni ise; hiicre icinde azalan T3 konsantrasyonunu artirmak iizere DIO2
enziminin miktarve/ veya etkinliginin artmasi1 T3’ seviyesinin bir miktar yilikselmesine
yardimci olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak calisma bulgularimiz hipotiroidili sicanlarda
boyle bir artis1 desteklemezken; Se verilmesi halinde bu artisin meydana geldigini

gostermektedir.

Sonug olarak, tiriot hormonlarinin, beyin gelisim donemindeki kadar kritik olmasa da
olgunlagmasini tamamlamig beyin iizerinde de tkilerinin oldugunu diisiinmekteyiz.
Hipokampiis iizerine olan etkilerin olugsmasinda degilse de azaltilmasinda Se tedavinin

yararli olabilecegini diistinmekteyiz.
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