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OZET

Yapilan ¢aligmalar, yetiskin donemde ortaya ¢ikan hormon seviyelerindeki azalmalarin gecici
demansin en dnemli nedenlerinden biri oldugunu ve tiroid hastaliklarinin 6grenme ve bellek
bozukluklari ile olan baglantisint gostermektedir. Bu ¢alismada, L-tiroksinin hipokampiisteki
non genomik etki mekanizmasinin arastirilmasi amaglandi. Projede davranig testleri ve
molekiiler caligmalar i¢in 40; elektrofizyolojik ¢alismalar i¢in 40 olmak {izere toplam 80 sican
kullanildi. Davranis testleri (Y labirent ve Morris su tanki), hipokampiise yerlestirilen
kaniillerden inflizyon pompasi ile yapay BOS (kontrol), T4 (100pM), T4A+TETRAC (3,3',5,5'-
Tetraiodothyroacetic acid, 100pM) veya T4+IOP (iopanoic acid, 100pM) 10 puL hacimde 15
dk siireyle verildikten yarim saat sonra yapildi. Elektrofizyoloji ¢alismalar i¢in kullanilan
sicanlarda, anestezi altinda, stereotaksik cati kullanilarak yerlestirilen elektrotlar vasitasiyla
alan potansiyelleri kaydedildi. Uzun donemli giiclenmenin (UDG) tetiklenmesi sirasinda 2R-
amino-5- phosphonovaleric acid (APV, 10pM, AMPA reseptor antagonist), Nifedipin (50pM,
voltaj bagimli Ca kanal blokdér) T4 (100pM ve 500pM olmak {izere 2 ayr1 dozda),
T4+TETRAC (100pM) ve T4+IOP inflizyonlar1 yapildi. Ayrica inflizyondan sonra
hipokampiis dokular1 ¢ikartilacak ve MAPK yolagmin aktvitesi ile NMDA reseptor alt
birimlerinin anlatim diizeyi molekiiler ¢alismalar ile belirlendi. Calisma bulgulari, intradental
T4 inflizyonunun hem davranigin hipokampal bilesenlerini hem de sinaptik plastisitenin
gostergelerini (UDG ve MAPK/ERK yolag1) bozdugunu gosterdi. Tiroid hormonunun neden
oldugu bozulmalarin TETRAC infiize edilen grupta daha az, IOP infiize edilen grupta ise
daha bariz goriilmesi bu etkilerin tiroid hormonunun genomik olmayan etkilerine baglh
oldugunu gosterdi. Bu bulgular, hipokampusta Tiroid hormonunun aracilik ettigi ve bellegin
olusumunda rol oynayan yeni bir mekanizmanin varligina isaret etmektedir. Bu yolun,
Alzheimer hastalig1 basta olma lizere demans ile karakterli olan hastaliklarin patogenezindeki

katkisinin arastirilmasi i¢in yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.

ABSTRACT



Studies showed that the decrease in the thyroid hormone levels in adulthood is the main
reason for the temporary dementia and thyroid diseases connection with learning and memory
disorders.

In this study was aimed the investigation of the non-genomic action mechanism of L-
thyroxine in the hippocampus. We used total 80 animals including 40 rats for cognitive tests
and molecular studies, 40 rats for electrophysiological tests. Behavioral tests (Y maze and
Morris water tank) were performed that infusion of artificial CSF (control), T4 (pM), T4 +
TETRAC (3,3 ', 5,5' Tetraiodothyroacetic acid, 100 .pM) or T4 + IOP (iopanoic acid, 100
.pM) in 10 pl volume were done by infusion pump which placed in the hippocampus half an
hour after being given for 15 minutes .

Rats were anesthetized with urethane, after anesthesia they were placed in a sterotaxic frame.
Field potential were recorded from the dentate gyrus granule cells. After electrophysiological
studies, hippocampus tissues of rats were removed to examine the expression of several
genes such as MAPK, NMDA which known to be associated with learning and memory at
the molecular level and RT-PCR analysis was perfor med.

Study findings showed that intracranial T4 infusion affect negatively hippocampal
components of the behavior and also synaptic plasticity indicators such as LTP , MAPK /
ERK pathway.The deterioration of thyroid hormone on hippocampus was less developed in
TETRAC infused group, but IOP infused group was affected more than TETRAC group.
When these results were evaluated, they clearly showed that the deterioration of thyroid
hormone on hippocampus is due to the fact that non-genomic effects of thyroid hormone.
These results mediated by thyroid hormone in the hippocampus involved in the formation of
memory a new indicates the presence of the mechanism. These results were brings to mind a
new mechanism in the hippocampus which mediated by thyroid hormone in the hippocampus

and involved in the formation of memory . This pathway, especially for Alzheimer's disease



and contribution in the pathogenesis of diseases characterized by dementia should investigate

with new studies.



TESEKKUR

Bu proje ¢alismasi Erciyes Universitesi BAP Birimi tarafindan desteklenmistir.

\



1. GIRIS/AMAC VE KAPSAM
Daha onceki Fizyoloji ABD’da yapilan calismalardaki yetiskin tip hipertiroidi sican
modelinde, hipokampal 6grenme/belek performansmin bozuldugu gosterilmistir. Ustelik bu
bozulmaya, 6grenme/bellegin hiicresel es-degeri olan Uzun Doénemli Giliglenme (UDG)
yanitlarinda ve bu yanitlarin olugsmasindan sorumlu olan NMDA reseptor ifadelenmesinde
azalma eslik etmistir. Tiroid hormonunun 6grenme/bellek {izerine olan bu olumsuz etkilerinin
molekiiler mekanizmasi ise bilinmemektedir. Tiroid hormonlari, hipokampiis {iizerinde
genomik ve non-genomik etkiler gdsterirler. Bu projede, tiroid hormonun non-genomik (kisa

stireli) etkilerinin hipokampal bozulmadan sorumlu olup olmadig1 arastirilmistir.

Tiroid hormonu dahil pek ¢ok hormonun salgilanmasindaki diizensizlikler, insanlarda yasam
kalitesini etkileyen, geri doniisiimlii olabilen 6grenme/bellek bozukluklarina neden olurlar.
Hormon diizensizliklerinin deney hayvani modellerinde ise 6grenme/bellek bozukluklar1 daha
dramatiktir. Projenin bir gerekgesi, tiroid hormonu iizerinde odaklasarak, hormonlar ile bellek
olusumu arasindaki iliskiyi ortaya koymaktir. Ayrica yaslanma siirecinde 6grenme/bellek
performansinin azalmasi, pek ¢ok hormonun diizeyindeki azalma ile irtibatli olabilir. Bu
nedenle ¢aligmamizin ikinci bir gerekgesi, basta Alzheimer hastaligt olmak {izere
hipokampiisteki bozulmalara bagli gelisen demans ile karakterli hastaliklarin patogenezinin

aciklanmasi ihtiyacidir.



2. GENEL BIiLGILER
Tiroid hormonlari sinir sisteminin gelisiminde énemli bir rol oynar; hem néronal hem de glial
prekiirsor hiicrelerin proliferasyon, survival ve farklilagsmasini diizenler (BILLON, 2001;
JONES, 2003; PORTERFIELD, 1993). Beyin gelisiminin ger¢eklestigi kritik donemde tiroid
hormon eksikligi siddetli biligsel ve norolojik defektlerle karakterli geridoniisiimsiiz klinik
tablolarin olusmasima neden olur (PORTERFIELD, 1993). Hormonun gelisimsel etkileri
giiniimiizde iyi bilinse de, yetiskin beyni iizerine olan etkisi hakkinda bilinenler kisithidir.
Yetigkin beyni, tiroid hormonunun az ya da ¢ok salgilandigi durumlarda 6nemli morfolojik
defektler gdstermese de, bu durumlarda uzamsal 6grenme ve bellek bozukluguna (BALDINI,
1997, OSTERWEIL, 1992), depresyona (HAGGERTY, 1993) ve Alzheimer hastalifina
(TAN, 2008; TAN, 2009) yatkinligin arttig1 bildirilmektedir. Sinir sistemi olgunlastiktan
sonra gelisen tiroid hormon eksikliginin olumsuz etkileri yeni néron yapma yetenegini
stirdiiren birkag beyin bolgesinden biri olan hipokampiiste ortaya ¢ikar ve 6grenme ve bellek
bozukluklar1 ile karakterli bu olumsuz etkiler hipokampal ndrogenezin bozulmasi ile
iligskilendirilir (GOULD, 1991; LEZOUALC'H, 1995; MULLER, 1995; SANS, 2000;
TOKUMOTO, 2002). Ancak bu bozukluklarin tiroksin tedavisi ile geri doniisimlii olup
olmadig1 konusunda tartismali bulgular vardir (CAPET, 2000; JENSOVSKY, 2002). Yetiskin
donem baglangi¢h hipertiroidizmde ise, bellek bozukluklari ve mekanizmalarini arastiran
calismalar olduk¢a simirlidir. Boliimiimiiz norofizyoloji calisma laboratuarinda yetiskin
hipotirioidi (ARTIS) ve hipertiroidili (TASKIN) sicanlarda hipokampiis bagimli 6grenmede
ve hipokampal uzun donemli etkilesmede, disi sicanlarda daha belirgin olmak iizere,

bozulmalar oldugu gosterilmistir.

Bellek bilgiyi kazanma (6grenme), depolama (konsolide etme) ve geri ¢agirma yetenegi

olarak tanimlanabilir. Yaygin kabul goéren teorilerden biri, bellegin, bir sinaptik modifikasyon



siirecinin sonucunda beyinde olustugudur. Beyindeki sinaptik baglantilar duragan olmak
yerine “ayarlanabilir” ya da “plastik™ ozellikler gdsterir. Sinaptik plastisite sayesinde, belirli
noronal aktivite kaliplari, sinapslarda uzun siire devam eden giiclenmeye neden olur ve bu
sekilde degismis baglantilarin yeniden aktivasyonu bellek deneyimini olusturur (BEAR,
1994). Yaygin kabul goren bu teori ancak 1973 yilinda, yiiksek frekans uyarima maruz
birakilmis  sinapslarda, Uzun-Dénemli Gii¢lenmenin kesfi ile deneysel olarak
gosterilebilmistir (BLISS, 1973). UDG, glutamerjik hipokampal sinapslarin en onemli
elektrofizyolojik 06zelligidir. Hipokampiis, tiim yasam boyunca hem morfolojik hem de
fizyolojik plastisite gosteren yapilarin basinda gelir (MARTI-CARBONELL, ; SALA-ROCA,
2008). Kemirgenlerde yogun bir sekilde calisilan bu limbik sistem yapisi, entorinal korteks ve
iliskili diger baz1 yapilar ile beraber uzamsal bellek ve navigasyondan sorumlu sistemin

onemli bir parcasi olarak ¢alisir (TARTAR, 2006).

UDG, protein sentezine bagimli olmayan bir erken ve protein sentezine bagimli olan, daha
gliclii uyarimlar gerektiren ve daha uzun siire devam eden bir ge¢ donemden olusur (KANG,
1996). Erken faz hem presinaptik hem postsinaptik bilesenlerin etkinligini gerektirir. Cogu
zaman N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor aktivasyonu sonucu postsinaptik hiicrede hiicre
ici kalsiyum (Ca) diizeyinde goriilen artis UDG indiiklenmesi i¢in kritiktir. Hiicre i¢i Ca
seviyesindeki artigi, postsinaptik hiicrede basta PKC, PKA, tirozin kinaz ve kalsiyum-
kalmodulin kinaz (CamK) olmak {izere bazi kinazlarin aktivasyonu ile gerceklesen protein
sentezi izler (ARNSTEN, 2005; GOLSKI, 1995; PERKINTON, 2002; SODERLING, 2000).
Sayilan molekiiler yolaklar arasinda ¢ok sayida cross-talk olmasi yaninda, her bir sinyal
sisteminin aktivitesine ek olarak, fosforillenmis kinazlarin ekstrasellular sinyal ile diizenlenen
kinaz (ERK) / mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) (OLIVEIRA, 2008) yolag: iizerinde

konverje olmasi, UDG’nin ge¢ doneminin olusmasi (konsolidasyonu) icin gerekli goriliir



(RIBEIRO, 2005). Boylece postsinaptik hiicreye Ca iyon girisi ile baglayan molekiiler kaskat,
MAPK fosforilasyonuna (pMAPK) neden olur. MAPK’in hipokampal sinapslarda UDG
indiikleyen uyarilarla aktive oldugu ve MAPK yolu blokerlerinin hem UDG hem de
davranigsal bellegi bozdugu gosterilmistir (ATKINS, 1998; DAVIS, 2000; ENGLISH, 1997;
WINDER, 1999). UDG indiikleyen uyarimlardan bir ka¢ dk sonra MAPK sitozolden,
transkripsiyonel kontrolle gen ekspresyonunu degistirecegi (IMPEY, 1998; XIA, 1996)
nukleus i¢ine transloke olur (DAVIS, 2000). Bununla birlikte dentritlerde kalan MAPK’da
giiclii bir sekilde fosforillenir (IMPEY, 1998; WINDER, 1999) ve estraniikleer substratlarini
fosforiller (CHEN, 1998; KIM, 1998; MUTHALIF, 1996). Ayrica MAPK’in Morris Su
tankinda yapilan bir uzamsal isin 6grenilmesinden sonra dorsal hipokampiiste aktive oldugu
gosterilmistir (MILLER, 2005). Tim bu calismalar, MAP/ERK yolagimin hipokampal
sinaptik  plastisiteyle gercekesen oOgrenme/bellek islevleri i¢in  Onemli oldugunu

gostermektedir.

MAPK/ERK, bir hiicre membran reseptoriinii hiicrenin niikleusundaki DNA ile iliskilendiren
bir hiicre-i¢i proteindir. Bu rolii nedeni ile MAPK/ERK yolagi, yaslanma ve kanser gelisimi
gibi siirecler yaninda sinaptik plastisite ile de iliskilendirilir. En az {i¢ farkli ailesi bulunan
MAPKIar, aktive edildikleri zaman, transkripsiyon faktorleri dahil olmak iizere pek cok
substrat proteini fosforilleyen serin/treonin kinazlardir (CARGNELLO, 2011). Sinaptik
plastisitenin olusumunda rolii olan 6nemli hedef traskripsiyon faktorleri ise CREB ve Elk-
I(ETS domain protein-1) dir. Transkripsiyon faktorii ya da diziye-6zgiill DNA baglanma
faktorii, DNA’nin belirli bir dizisine (yanit elementine “response elements”) baglanarak
genetik bilginin DNA’dan mRNA’ya akisini (transkripsiyon, okuma) kontrol eden

proteinlerdir. Yanit elementleri bir genin promotor bolgesi igindeki kisa DNA dizileridir ve



spesifik transkripsiyon faktorlerini baglayip gen transkripsiyonunu diizenlerler. Boylece
CREB ve Elk-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin

fosforilasyonu (pCREB ve pElk-1), c-fos ve egr-1 dahil olmak iizere ayr1 gen
promoterlerindeki yanit elementlerine baglanarak hedef proteinlerin ifadelenmesine neden
olur (DAVIS, 2000). Gen transkripsiyonu sonucu sentezlenen yeni proteinlerin postsinaptik
membrandaki sinaps sayisi, ylizeyi ve etkinligini artirdigi ve sinapslarda uzun siire devam

eden etkinlik artisindan sorumlu olduklar1 diistiniiliir (14).

Yukarida agiklandigi gibi hem UDG olusumunda hem de hipokampal testlerdeki
performansta 6nemli rol oynayan MAPK/ERK yolagi tiroid hormonlarinin non-genomik
etkilerinin de hedefidir. MAPK ’lar ekstraselliiler sinyallere yanit veren ve gen ekspresyonu,
mitoz, farklilagma, proliferasyon ve apoptoz gibi hiicresel aktiviteleri diizenleyen serintreonin
protein kinazlardir. Tiroid hormonu i¢in plazma membran reseptdr bolgesi olarak bilinen
integrin aVB3’ln kiiltir ve kanser hiicrelerinde MAPK’mn fosforilasyonunu ve niikleer
translokasyonunu indiikledigi bildirilmektedir (CHENG, 2010; COHEN, 2011; LIN, 1999).

Tiroid hormon uygulamasinin hipokampiise olan dogrudan etkisi ise ¢aligilmamustir.



3. GEREC VE YONTEM
Deney hayvanlari: Calismada seksen adet yetiskin (2 aylik) Wistar Albino tiirii erkek sican
kullanildi. Siganlar Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinden saglandi

ve bakimlar1 bu merkezde yapildi.

3.1. Uyari, kayit ve infiizyon ekipmanlar

a. Uyarim ekipmani: Perforan yolun elektrik akimlar ile uyarilmasi amaciyla kullanildi. A/D
ceviricisi bulunan bir bilgisayar, uygun yazilimi (SCOPE) vasitasiyla digital tetik sinyaller
cikartmak {iizere programlandi. Bu tetik sinyaller bir stimulus izolatériine (World Precision
Instruments, USA, A385) uygun kablosu vasitasiyla iletildi. Bu izolator 0.01-10 mA arasinda
kare puls seklinde akim olusturabilme 6zelligindedir. Tetikleme sinyali vasitasiyla uygulanan
tek kare puls akimmin siiresi 0.175 milisaniye idi. Yiiksek frekanst uyarim modeli
uygulanirken frekans1 100 Hz ve 1 ms siireli kare puls akimlar tetiklendi. izolatériin + ve —
kutup ¢iktilar1 Tungusten elektrota diisiik direngli kablolar vasitasiyla iletildi.

b. Kayit ekipmani: Tungsten kayit elektrodu ve bir referans elektrot, 0,1-10 kHz band
genisligi olan bir headstage vasitasiyla bir voltaj/akim kiska¢ yiikseltecine (Physiologic
Instrument VCC600) baglanadi. Yiikseltecin ¢iktisi, A/D c¢evirece (Powerlab/8SP,
ADInstruments, Colorado Springs, CO, USA) aktarildi. Biyolojik sinyaller 1000 kez
yiikseltildi ve 20 ms siireyle 40 kHz hizinda &rneklendi. Ornekleme tetik sinyalin
tiretilmesinden 2 ms Once baslayacak sekilde ayarlandi. Her 6rnekleme siipiiriimii bilgisayara

kayit edildi ve ¢evirim-dis1 analiz edildi.



c. Infiizyon ekipmani: Bu amagla, proje destegi ile alinan, deri altina yerlestirilebilen,
miniozmotik infiizyon pompasi kullanildi. Bu pompa, doldurulabilir bir rezervuara sahip idi.

Infiizyon hizi, bir yazilim vasitasiyla 15.0 pL/saat olarak ayarlandi

3.2.  Cerrahi islemler:
T4’iin hipokampiis dokusu igerisine belirli doz ve siirede inflizyonunu saglamak {iizere
calisilacak her sicana (n=40) bir ozmotik mikropompa ve rehber kaniil apereyi anestezi
altinda gergeklestirilecek bir operasyon ile yerlestirildi. Bu islem, stereotaksik c¢ati (David
Kopf Instruments, Tujunga, CA) iizerinde yapildi. Kulak ve agiz cubuklar1 vasitasiyla,
kafatas1 sabitlendikten sonra sacli deri tiraslanacak ve uygun antiseptik soliisyonlar ile
temizlendi. Sicanin killi deri ve alti dokular1 cerrahi prensiplere uygun olarak orta hat kesisi
ile acildi. Kill1 deri retrakte edilecek, sol ve sag hemisferler lizerindeki kemik yap1 temizlendi
ve kanamadan arindirildi. Daha sonra lambda ve bregmanin ayni diizlemde olmalar1 “diizlem
ayarlama c¢ubugu” vasitasiyla saglandi. Paxinos and Watson (1998) sican beyin atlasi
kullanilarak bulunan koordinatlara, mediyal perforan yol (MPP; bregmaya gore AP: 6.5 mm
ve M-L:+3.8 mm) ve dentat girus i¢in (DG; bregmaya gore: A-P 3.0 mm M-L:£2.3 mm),
kafatas1 iizerine 1,5 mm ¢apli matkap ucu ve matkap yardimi ile dort delik acildi. Elektrot
lokalizasyonlarinin dogrulanmasi amaciyla, MPP’lar 0,5 mA akim siddetiyle uyarilacak ve
DG’dan tipik elektrofizyolojik kayit elde edildi. Tipik yanit elde edilen sicanlarda agilan
deliklerin iistiine gelecek sekilde, 1,0 cm x 0,8 cm x 0,8 cm boyutlarinda olan ve yukaridaki
koodinatlara uygun 4 adet 1,5 mm c¢apinda kanali bulunan bir c¢ati (B.T. tarafindan
gelistirilmistir) kafatas1 iizerine yerlestirilip etrafi kraniyoplastik semet (Duralay) ile
kapatildi. Sementin sertlesmesi beklendikten sonra, siganin sirt derisinden agilan cerrahi bir
kesiden bir mikroinfiizyon pompas1 deri altina yerlestirildi. Pompa rezervuari infiize edilecek

solisyon ile dolduruldu ve pompa ¢ikisi uygun captaki bir tubing ile hipokampiis



koordinatlarindaki rehber kaniillerle baglantilandi. Daha sonra, tubing deri altina gémiilerek
sirt ve saclt deri cerrahi olarak dikildi. Tiim cerrahi siire¢ boyunca, heating pad vasitasiyla,
sicanlarin

rektal sicakliklart takip edildi ve 370C’de kalmasi saglandi. Cerrahi siiregte olusan tiim
kanamalar diatermi yontemi ile durduruldu. Kronik kaniillii siganlarin 7 giin boyunca giinliik
Penisilin-G enjeksiyonlar1 (200,000 IU/ml; 0,2-0,3 ml/rat, im) yapilarak cerrahi iyilesmesi
beklendi. Tim bu islemlerin yapildigi 40 sican davranis caligmalarinda kullanildi (kontrol,
T4, TA+TETRAC, T4+IOP olmak iizere 4 grup, her grupta 10 hayvan), diger 40 sigan ise
elektrofizyolojik ¢alismalarda kullanildi (1. grup APV (n=7), 2.grup 100pM T4 (n=6), 3. grup

500pM T4 (n=6), 4.grup Nifedipin (n=7), 5.grupT4+TETRAC, 6.grup T4+IOP verilen)

3.3.  Davranis ¢alismalarin yapilmasi
Bu deneylerde 40 sican kullanildi ve intrahipokampal T4 infiizyonunun hipokampal islevlerle
ilgili 6grenme/bellek is performansina etkisi Y-labirent ve Morris su tanki kullanilarak test
edildi. Cerrahi iyilesmeyi takiben 1-2nci giinler Y-labirent testi 3-7nci gilinler Morris su tank1
testi, asagida agiklandigi gibi yapildi. Her sigan davranis denemelerine birer giin ara ile
aliacak, grubuna uygun madde (yapay BOS, kontrol, 100 pM T4, 100 pMT4+TETRAC veya
100 pM T4+IOP) 15 ul/saat hizda 1 saat siire ile infiize edildikten yarim saat sonra deneyler
yapildi. TETRAC, T4’lin membran reseptdriine baglanmasini engellemek; IOP ise T4’iin
T3’e hiicre i¢i doniisiimiinii engellemek amaci ile verildi. Boylece T4 uygulanan siganlarda
goriilen etkilerin, TETRAC uygulanan grupta olusmamasi ve IOP uygulanan grupta artmast

beklendi.

Y-Labirent testi: Intrahipokampal infiizyondan 30 dakika sigcanlar, “Y labirente” yerlestirildi.

Bu test kemirgenlerin yeni alanlar1 arastirmaya olan dogustan meraklarina dayanmaktadir.



Test, 30 dakika ara ile yapilan iki denemeden olustu. Ilk denemede rastgele secilen bir Y kolu
kapali halde iken, sican ‘Y’ c¢ubuguna birakildi ve 5 dakika siire labirentte serbestce
bulunmasmna izin verildi. Ikinci denemede ise kapali kol, ag¢ik durumdayken deneme
tekrarlandi. Denemeler arasinda sigan kendi kafesinde bulunduruldu ve labirent %70’lik
etanol ile temizlendi. Her iki deneme de tavana yerlestirilmis bir kamera vasitasiyla kayda
alindi1 ve Noldus Video Izleme Sistemi vasitasiyla degerlendirildi. Bu degerlendirmede her
kola giris sayilar1 ve kollarda gecirilen siire dikkate alindi ve her {i¢ kola da sirasiyla giris
sayist (alternasyon sayisi) hesaplandi. Alternasyon, siganin daha once hangi kolu ziyaret
ettigini hatirlamasmi gerektirdiginden uzamsal isleyen bellegin bir gostergesi olarak

degerlendirildi.

Morris Su Tanki testi: Intrahipokampal infiizyondan 30 dakika sonra sicanlar, Erciyes
Universitesi-DEKAM davranis fizyoloji laboratuvarinda bulunan Morris Su tank1 (130 cm
capinda 45 cm yiiksekliginde) yerlestirildi. Su tanki alaninin dort c¢eyreginden birine
siganlarin lizerinde durabilecekleri bir kagma platformu (¢ap1:10 cm; yiiksekligi 22 cm)
yerlestirildi ve tank, bu platformun 1 cm {iistiinde olacak seviyeye kadar su ile dolduruldu. Su
mavi ve toksik olmayan bir boya ile boyanacaktir. Platformun yeri, tim 6grenme denemeleri
sirasinda sabit tutuldu ve su sicakliginin 20-22 oC arasinda kalmasina dikkat edildi. Her
O0grenme denemesi sirasinda sigcan, platformun bulundugu ¢eyrek alan disinda diger bir ¢ceyrek
alandan etraftaki biiyiik ipuclarin1 gorecek sekilde suya birakildi. Bu denemelerde
Ogrenilmesi istenen is, 2 dakikalik yilizme siire i¢inde siganin platformu bulmasi ve iizerine
¢ikarak sudan kurtulmasidir. Bu siire icerisinde platformu bulamayan siganlara el ile yardim
edildi ve platformun yerini bulmalar1 saglandi. Her sicana 4 giin boyunca, her giin dort kez
(yarim saat ara ile) olmak iizere 6grenme denemeleri yapildi. Son 6grenme denemesinden

(16nc1 deneme) 24 saat sonra tanktaki platform yerinden alindi ve ayni test platformsuz halde



iken yapild1 (probe denemesi). Her denemede sicanlarin davranisi video-izleme ve analiz
sistemi tarafindan kayit edildi, siganin platformu bulma siiresi, yiizme mesafesi, platformlu

alanda gecirdigi siire, ylizme hizi ve her bir ¢eyrek alanda bulunma siireleri degerlendirildi.

3.4.  Elektrofizyoloji Calismalari:
Calisma grubumuz, yiiksek frekansli uyarim sirasinda yapilan T4 infiizyonunun, uzun
donemli giiclenme {izerine olan inhibitor etkisini daha onceki ¢alismalarinda gostermistir. Bu
calismada T4 inflizyonunun dentat girus alan potansiyelleri {izerine olan etkisinin
mekanizmasi arastirildi. Bu amagla 40 erkek si¢an (6 grup= 2 grup 6 sar hayvan, 4 grup 7ser)
kullanildi. Dentat girusun tipik alan potansiyeli, “cerrahi islemler” boliimiinde belirtildigi gibi
cift kanalli mikroelektrot kullanilarak kayitlandiktan sonra, perforan yol- dentat girus
sinapslariin bazal giicii hakkinda bilgi edinebilmek i¢in input/output (IO) iliskisi belirlendi.
Bunun i¢in, perforan yol siddeti 0,1 mA ile 1,5 mA arasinda degisen kare pulslar ile uyarildi
ve kaydedilen alan potansiyellerinin egim ve genlik degisimi 6l¢iildii. IO deneyleri sirasinda
maksimum cevabin yarisint olusturan uyaran siddeti (test uyaran) belirlendi. Daha sonra 10
dakika siire ile, her 30 sn’de bir test uyaran siddeti ile uyarilan dentat girusun bazal alan
potansiyelleri kayit edildi. Bazal kayittan hemen sonra, 5’er dakika ara ile 100Hz frekansinda
elektrik uyaran 4 kez verildi. Yiiksek frekansli uyarim sirasinda (a) tetiklenen UDG’nin
NMDA reseptdor bagimli olup olmadigini belirlemek i¢in bir gruba R-2 amino-5-
phosphonopentanoate (APV,10 pM); (b) voltaj bagimli Ca kanal bagimli olup olmadigini
belirlemek amaciyla Nifedipin (50 pM); (c) T4 bagimli olup olmadiginit belirlemek icin T4
(100 pM ve 500 pM olmak iizere 2 ayr1 dozda); (d) T4 bagiml etkinin, membran reseptorii
tizerinden olup olmadiginin belirlenmesi icin T4+TETRAC (100 pM) ve (e) T4’i T3’e

ceviren deiodinaz enzim sistemini inhibe ederek T4 etkisini potansiyalize etmek amaci ile
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iopanoic acid (IOP) ile T4 infiizyonlar1 yapildi. Infuiiyonlarin bitiminden sonra 60 dakika

daha kay1t alinacak ve elektrofizyolojik deneyler sonlandirildu.

3.5.  Molekiiler calismalar:
Davranis calismalarinda kullanilan 40 sican (kontrol, T4, T4+TETRAC ve T4+IOP gruplari,
her biri i¢in n=10) stereotaksik cihaza yerlestirildi, kaniil ve mikropompa yerlerinden
cikartildi. Dentat girusun tipik yanitt bulunduktan sonra, Yiiksek frekans ile uyarim sirasinda
gruba uygun infiizyon yapildi ve 15 dakika sonra, elektrofizyolojik yanita eslik eden
molekiiler degisikliklerin belirlenmesi amaciyla bu sicanlar stereotaksik catidan alinarak
dekapite edildi. iki taraftaki hipokampiis dokusu, bir kasik yardim ile beyin dokusundan
ayrildiktan sonra, hipokampiis doku ornekleri bir camin iizerinde bistiiri yardimiyla mekanik
olarak pargalandi. Bu 6rnek dokular Gen ekspresyonunu belirlemek amaciyla, RNAlater

soliisyonu igeren tiiplere alinip -800C’de bekletildi.

Caligma giiniinde, her bir deney grubundaki rat hipokampiis dokularindan RNA izolasyon kiti
kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi. Niikleik asit kaliteleri kontrol edildikten sonra,
Real Time PCR Cihazinda 1 step qRT-PCR Premiksleri (ve ¢alisacagimiz gen hedeflerine
uygun primer ¢iftleri) ile birlikte 6rnek RNA’lar1 kullanilarak amplifikasyon egrileri elde
edildi. Referans kullanilarak elde edilen ‘standart dogru’lara gore orneklerin kopya sayilari

(kantitasyonu) belirlendi ve ekspresyon seviyeleri degerlendirildi.

3.6. Veri analizi ve istatistik:
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Coklu gruplarin tek 6l¢iimlii verilerinin karsilastirilmasinda tek-yonliit ANOVA, ¢ok 6l¢timlii
verilerin  karsilagtirllmasinda tekrarlayan o6l¢iimlerle ANOVA testleri, iki grubun
karsilastirilmasinda normal dagilim gosteren veriler igin t testi, normal olmayan dagilim
gosteren veriler icin Mann Withney U testi kullanildi. 0.05'den kiiciik istatistiksel sonuglar,

anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR

1. Dentat girustan kayitlanan UDG yanitlar1 NMDA reseptor bagimlidir:
Dentat girustan kayit edilen UDG yanitlarinin NMDA reseptor bagimli yanitlar olup
olmadiginin gosterilmesi maksadi ile, YFU’1n uygulandig1 15 dakikalik siire igerisinde, ¢ift
kanall1 bir mikropipet yardimi ile, 100 nM AVP intrahipokampal olarak uygulandi. Bu
deneylerin sonucunda, AVP uygulamasinin dentat girustan kayitlanan UDG yanitlariin

indiiksiyonunu tam olarak baskiladigi goriildii (Sekil 1).

——yBOS mflizyonu - AVP inflizyonu
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Sekil 1. Dentat girus UDG kayitlarinin NMDA reseptor antagonisti AVP’ye bagimlilig1.

2. Dentat girustan kayitlanan UDG yanitlar1 Voltaj-kapili kalsiyum kanallarina bagiml
degildir:
Dentat girustan kayit edilen UDG yanitlarinin voltaj bagimli kalsiyum kanallarina bagiml
yanitlar olup olmadigimin gosterilmesi maksadi ile, YFU’1n uygulandig1 15 dakikalik siire
icerisinde, ¢ift kanalli bir mikropipet yardimu ile, Nifedipin intrahipokampal olarak uygulandi.
Bu deneylerin sonucunda, Nifedipin uygulamasinin dentat girustan kayitlanan UDG

yanitlarinin indiiksiyonunu degistirmedigi gorildii (Sekil 2).

—4—yBOS mfizyonu =8~ Nitedipin infizyonu
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Sekil 2. Dentat girus UDG kayitlarinin voltaj-kapili Ca kanal inhibitérii nifedipin’e bagimliligi.

3. T4 infizyonunun neden oldugu UDG azalmasi, T4iin membran reseptoriine
baglanmasini engelleyen TETRAC ile birlikte verilmesi halinde engellenirken; T4 {in
T3’e c¢evrilmesini engelleyen IOP verilmesi halinde benzer etki goriildi. YFU

uygulamasi sirasinda T4 infiize edilmesi UDG yanitlarinda belirgin bir azalmaya
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neden oldu (P <0.05). Bu azalmanin T4’iin IOP ile beraber infiize edilmesi sirasinda
da goriildigii (P<0.05) ama T4’tin TETRAC ile birlikte verilmesi halinde ortadan

kalktig1 (P>0.05) tespit edildi.

——yBOS mntluzyonu -#=T4+TETRAC T4 ==T4+I0P
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Sekil 3. Dentat girus UDG kayitlarinda T4 bagiml azalma.

4. T4 infize edilen si¢anlar, morris su tankinda gizlenen platformun yerini, kontrol
grubuna gore daha uzun siirede buldular (P >0.05). Platforma kagis siiresinin uzamasi,
T4 infiizyonunun uzamsal 6grenme performansini bozdugunu gosterdi. Ne TETRAC
ne de IOP’un T4 ile birlikte verilmesi, kagis siiresi ilizerine genel bir anlamli etki
gostermediyse de; 3ncii ve 8nci giinde, kagis siiresinde anlamli bir azalma saptandi.
Tiim siganlarin morris su tankindaki kagis siiresi performanslarinin ortalama degerleri

Sekil 4’de sunuldu.
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Sekil 4. Deney gruplarinin morris su tanki Ogrenme performanslarinin kagis siiresi
parametresi acisindan deney giinlerine gére degisimi.

5. T4 inflize edilen siganlar, morris su tankinda gizlenen platformun yerini, kontrol
grubuna goére daha uzun mesafe yiizerek buldular (P >0.05). Platforma kagis
mesafesinin uzamasi, T4 infiizyonunun uzamsal 6grenme performansini bozdugunu
gosterdi. Ne TETRAC ne de IOP’un T4 ile birlikte verilmesi, kagis mesafesi iizerine
genel bir anlamli etki gostermediyse de; 8nci giinde, kagis siiresinde anlamli bir

azalma saptandi. Tim siganlarin morris su tankindaki kagis mesafesi

performanslarinin ortalama degerleri Sekil 4’de sunuldu.
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Sekil 5. Deney gruplarinin morris su tanki 6grenme performanslarinin kagis mesafesi
parametresi acisindan deney giinlerine gére degisimi.

Sicanlara uzamsal 6grenme ve bellek performanslarinin diger bir gostergesi olarak

Y-Labirent testi, test ara siireleri 10 dakika (kisa sureli bellek) ve 24 saat (uzun sureli
bellek) olacak sekilde uygulanmistir. Kisa stireli bellek, rastgele segilen bir Y kolu
kapali halde iken, 5 dakika siire ile labirentte serbestce bulunmasina izin verilen
siganin, 10 dakika sonra tiim kollar a¢ik halde iken ikinci kez ayni labirente konmasi
ile test edildi. Uzun siireli bellegin dl¢limii i¢in ise, rastgele segilen bir Y kolu kapali
halde iken, 5 dakika siire ile labirentte serbest¢e bulunmasina izin verilen sicanin, 24
saat sonra tiim kollar acik halde iken ikinci kez ayn1 labirente konmasi ile dl¢tildi. Her
denemede, her kola giris sayilar1 ve kollarda gegirilen siire ve her {i¢ kola da sirasiyla
giris sayist (alternasyon sayisi) hesapland; siire ve say1 degerleri toplamin ylizdesi
olarak ifade edildi ve alternasyon, uzamsal isleyen bellegin bir gostergesi olarak
degerlendirildi. Sonuglar asagidaki tablo 1’de sunuldu. Bu bulgulara gore,

intrahipokampal T4 inflizyonu yapilan siganlarin Y labirent testinde uzun dénemli
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bellek gdstergesi olan alternasyon oraninin kontrole gére anlamh derecede azaldigini
(P<0.05), T4’iin TETRAC ile verilmesi durumunda kontrol degerlerine ulastigini (P
>0.05); 1OP ile birlikte verilmesi halinde ise azalmanin devam ettigini (P<0.05)

gostermektedir. Bu bulgu caligsma hipotezimizi destekler niteliktedir.

Tablo 1. Deney gruplarinin Y-labirent performanslari.

Yeni kolda | Yeni kolda | Yeni kolda | Yeni kolda | Alternasyon
bulunma bulunma bulunma sayisi | bulunma sayisi
suresi (%) suresi (%) (%) (kisa) (%) (uzun)
(kisa) (uzun)
Kontrol 27,3 8,6 24,9 +10,0 34,4 3,1 36,6+4,6 3,0+1,3
T4+I0P inflizyonu 25,5+7,9 23+618,7 36,9442 36,245,6 1,241,2
T4 inflizyonu 26,315,2 27,149,4 16,6+3,8 19,4148 0,8+0,4
T4+tetrac inflzyonu | 22,5+8,3 20,246,9 30,6444 27,5452 2,8+1,2

7. Molekuler galisma sonuglari:

T4’in tek basma ve TETRAC veya IOP ile birlikte inflize edildigi siganlarin
hipokampiislerinde YFU sonrasinda calisilan genlerin ekspresyon diizeyleri, ayni sartlar
altinda kontrol grubundan elde edilen hipokampiislerdeki ekspresyona oranlanarak,
logaritmik skalada, asagidaki tabloda verilmistir. Bu sonuglara gore YFU sirasinda yapilan
T4 infiizyonu P38-MAPK, CREB ve Elk-1 ekspresyonlarinda kontrol grubuna gére anlamhi
azalmalar gosterirken (P <0.05), bu azalma T4’iin IOP ile birlikte verilmesi halinde de
goriilmiis; fakat T4’iin TETRAV ile verilmesi durumunda ortadan kalkmistir. Sonuglar Tablo

2’de sunulmustur.
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Tablo 2. T4’iin tek basina ve TETRAC veya IOP ile birlikte infiize edildigi siganlarin
hipokampiislerinde YFU sonrasinda calisilan genlerin ekspresyon diizeyleri, ayni sartlar
altinda kontrol grubundan elde edilen hipokampiislerdeki ekspresyona gore degisim kat

sayilart. Degisim katsayilari, artma ve azalmalar1 gosterebilmek icin Log2 tabaninda

verilmistir.

NR1 NR2a NR2b P38-MAPK | CREB Elk-1 | PP1 | c-FOS
T4 inflizyonu 1,02 1.14 0.88 -4.25 -6.45 -5.42 | 1.04 | 0.96
T4+I0P 1.13 1.07 0.95 -3.88 -5.37 -3.77 | 115 | 1.13
inflizyonu
T4+tetrac 1.08 0.95 1.04 1.03 0.95 111 | 098 | 1.21
inflizyonu

TARTISMA VE SONUC

Bu projede, tiroid hormonu T4’iin 6grenme ve bellek iizerine olan etkisi, davranissal,
elektrofiyolojik ve molekiiler diizeyde calisilmis ve bu ¢alisma Erciyes Universitesi BAP
birimi tarafindan “Oncelikli Alan Projesi” kapsaminda 119.929,36 TL biitge ile
desteklenmistir. Proje kapsaminda, onaylanan proje Onerisinde istenen tiim demirbas ve
sarflarin alim1 gergeklestirilmis, alinan malzemeler deneylerde kullanilmis ve bu harcamalar
icin toplamda 117.202,76 TL harcanmistir. Proje caligsmalari, baglama tarihi olan 25.09.2013
tarthinde baglamig, istenen gelisme raporlart sunulmus ve muhtemel bitis tarihi olan
25.03.2015 tarihinden 6nce sonuglandirilmistir. Proje ¢alismalarinda Tibbi Biyoloji, Fizyoloji
ve Histoloji Embriyoloji ve Beyin cerrahi anabilim dallarindan arastirmacilar yer almis ve

calismalar ¢ok-disiplinli yapida gergeklestirilmistir.

Proje calismalarindan elde edilen ve yukarida verilen bulgular, Tiroksin inflizyonunun
hipokampiis bagimli 6grenme siirecini bozdugunu ve bu bozulmanin, 6grenmenin hiicresel es

degeri olan UDG yanitlarindaki bozulma ile desteklendigini gostermektedir. Bu bulgunun
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orijinal nitelikte oldugu, literatiir taramasi yapildiginda goriilebilir. Ayrica ¢alisma ekibimiz,
UDG’deki bozulmanin, IOP ile degil ama TETRAC ile engellenebilecegini de gostermistir.
Bu bulgu, hormonun hipokampal sinaptik bozulmaya neden olan etkisinin, hormonun niikleer
degil ama membran reseptoriine baglanarak ortaya koydugunu diisiindiirmektedir. Ogrenme
performansinda ne TETRAC’1n ne de IOP’un diizeltici bir etki géstermemesi ise, hipokampal
bagiml isteki bozulmanin beynin diger boliimleri tarafindan kompanze edilebilecegini
gostermektedir. Ayrica ¢alismamiz, T4’lin etki mekanizmasini agiklayici bulgular da ortaya
koymaktadir. Bu bulgulara gére T4’lin membran reeptdriine baglanmas1t MAP kinaz yolunun
aktivitesini deprese etmekte bu da UDG’ nin ger¢eklesmesi i¢in gerekli olan kinaz enzimlerin
aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir. Sonug¢ olarak calisma bulgularimiz, 6grenme ve
bellegin olusumunda tiroid hormonu bagimli non-genomik bir yolagin islevsel oldugunu
gostermektedir.

Aragtirma grubumuz, tiroid hormonun etkilerini TUBITAK tarafindan desteklenen projeler ile
de aragtirmaktadir. Bu nedenle, projenin yiiriitiilmesi sirasinda elde edilen bulgulardan, hem
TUBITAK hem de Universitemiz BAP birimi tarafindan desteklendigi belirtilerek, “Possible
involvement of shifting NR2B subunit to NR2A subunit in impaired ippocampal function
induced by 21-day thyroxine treatment” ve “Possible involvement of p38MAPK and PP1 in
impaired hippocampal function induced by 21-day propylthiouracil treatment” baglikli iki
calisma hazirlanmis; bu ¢aligmalar, 2014 Ekim ayinda yilinda Berlin’de yapilan European
Coll Neuropsychopharmacol (ECNP) kongresinde poster olarak sunulmustur. Ayrica bu
caligmalar “genis 6zet” olarak European Neuropsychopharmacology dergisinin (bes yillik etki
faktorii: 4.736) ek sayisinda yayimnlanmistir. Bulgularin tam metin olarak yaymlanmasi igin

makale yazimlar1 devam etmektedir.
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