T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
Fizyoloji Anabilim Dah

TIROIT HORMONLARININ ( T3 VE T4 ) YUKSEK FREKANSLI
UYARIM ILE TETIKLENEN SINAPTIK PLASTISITENIN
DEPOTANSIYASYONU UZERINE ETKISI

Hazirlayan
YELIZ BAYAR

Damsman
Prof. Dr. Nurcan DURSUN

Yiiksek Lisans Tezi

Eyliil 2017
KAYSERI



T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU
Fizyoloji Anabilim Dah

TiROIT HORMONLARININ ( T3 VE T4 ) YUKSEK FREKANSLI
UYARIM iLE TETIiKLENEN SiNAPTIK PLASTISITENIN
DEPOTANSIYASYONU UZERINE ETKIiSi

Yiiksek Lisans Tezi

Hazirlayan
YELIiZ BAYAR

Damsman
Prof. Dr. Nurcan DURSUN

Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan TYL-2015-6282 nolu proje ile desteklenmistir.

Eyliil 2017
KAYSERI



BIiLIMSEL ETIGE UYGUNLUK

Bu caligmadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygu bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayn1 zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu
¢alismanin dziinde olmayan tiim materyal ve sonuglart tam olarak aktardigimi ve

referans gosterdigimi belirtirim.

Adi-Soyadr: Yeliz BAYAR

imza:




ii

YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

“Tiroit Hormonlarinin ( T3 ve T4 ) Yiiksek Frekansh Uyarim Ile Tetiklenen
Sinaptik Plastisitenin Depotansiyasyonu Uzerine Etkisi” adli Yiiksek Lisans Tezi,
Erciyes Universitesi Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez Yazma Y6nergesi’ne uygun olarak

hazirlanmistir.

Tezi Hazirlayan Damismanlar

Prof. Dr. Nurcan DURSUN
NV

Anabilim Dah Bagkani

Prof. Dr. Sami AYBOGAN




il

Prof. Dr. Nurcan DURSUN danismanliginda Yeliz BAYAR tarafindan hazirlanan “Tiroit
Hormonlarmmm ( T3 ve T4 ) Yiiksek Frekansh Uyarim ile Tetiklenen Sinaptik
Plastisitenin Depotansiyasyonu Uzerine Etkisi” adli bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan Erciyes
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Anabilim Dali’'nda Yiiksek Lisans Tezi

olarak kabul edilmistir.

f(. 1 2017

JURI imza
Danisman  : Prof. Dr. Nurcan DURSUN (Fizyoloji Anabilim Dah)

Uye - Prof. Dr. Cem SUER (Fizyoloji Anabilim Dali)

Uye : Yrd. Dog. Dr. Leyla SAHIN ﬁ.—?

( Mersin iiniversitesi Fizyoloji Anabilim Dali)

ONAY

ile onaylanmistir.

Prof. Dr. Aykut OZDARENDELI

i B &F
e Enistitit Miidiirii




TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince, her zaman destek olan, bilgi, deneyim ve iyi niyetini
esirgemeyen, degerli zamanini ayran, ¢cok degerli hocam, danigmanim Sayin Prof. Dr.

Nurcan DURSUN'na,

Bilimsel ve manevi destegi ile birlikte ¢alismaktan mutluluk duydugum, sevgi, destek,
hosgoril, sabir ve emegini esirgemeyen, ¢ok degerli hocam Sayin Prof. Dr. Cem
SUER'e, yardimini ve destegini esirgemeyen calisma arkadasim Marwa WAEL'a ve tiim
asistan arkadaslarima, yiiksek lisans egitimim siiresince bana gerekli bilgi ve becerileri
yiikkleyen ve uyumlu bir caligma ortami saglayarak destekte bulunan degerli hocalarim
Prof. Dr. Sami AYDOGAN, Prof. Dr. Asuman GOLGELI, ve Prof. Dr. Bekir
COKSEVIM’e ve biitin hayatim boyunca bana destek olan aileme sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Yeliz BAYAR



vi

TiROIT HORMONLARININ ( T3 VE T4 ) YUKSEK FREKANSLI UYARIM
ILE TETIKLENEN SINAPTIK PLASTISITENIN DEPOTANSIYASYONU
UZERINE ETKISi

YELIiZ BAYAR
Erciyes iiniversitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Eyliil 2017
Damisman: Prof.Dr. Nurcan DURSUN
OZET

Demansla karakterli pek c¢ok hastalikta, defektli sinaptik plastisitenin rolii
vurgulanmaktadir. Bu hastaliklarda hipokampiis en énemli beyin bolgelerinden biridir
ve demansa neden olan veya bu nedeni tetikleyen faktorler arastirmalarin yaygin
konusudur. Onceki projelerimizden elde edilen bulgular, normal tiroit hormon
diizeylerinin sinaptik plastisitenin gdstergeleri olan uzun donemli giiclenme (UDG) ve
uzun donemli baskilanma (UDB) yamitlart arasindaki dengenin olusmasinda rol
oynayabilecegini gostermektedir. Hipertiroidi ve hipotiroidi durumlarinda azalmis UDG
yanitlart ve stabil UDB yanitlar1 gozlenmis ve bu bulgular, intrahipokampal tiroksin
uygulanmast ile teyit edilmistir. Sinaptik plastisitenin {i¢iincii formu olan
depotansiyasyon (DP) ise su ana kadar bu baglamda calisitilmamistir. Bu calismada,
tiroid hormonlar1 ile sinaptik plastisite arasindaki iligkiyi anlamak i¢in, hipokampiise
infiize edilen T3,T4 hormonlarmin DP biiytkligini degistirip degistirmedigi

aragtirilmistir.

Deneyler, yiiksek frekansli uyarim (YFU) sirasinda (Serum fizyolojik) SF, T3-T4 infiize
edilen ve diisiik frekansli uyarim (DFU) swrasinda SF, T3-T4 infiize edilen 2 aylik
Wistar albino erkek sicanlardan olusan (n= 7/ grup) 3 grup olarak gergeklestirildi.
Infiizyon oncesi, perforan yol — dentat girus sinapslarinin bazal etkinlik diizeylerinin
birbirinden farkli olup olmadigi input — output iliskilerine bakilarak incelendi.
Depotansiyasyonun olusumunda, YFU kalib1 olarak 1 sn siireli 100 Hz frekansh 4
tekrarli uyarim, DFU kalib1 olarak 1 Hz frekansli 900 pulse uyarim kullanildi. Béylece
uyarilan noron havuzundaki sinapslarda hem yeni sinaps olusumu hem de silinmesi

elektriksel olarak tetiklendi ve kayitlandi.



vii

T4 hormonunun YFU swrasinda uygulanmasinin popiilasyon spike (PS) genligini
degistirmedigi, eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP) egimindeki zamansal
degisimleri ise SF infiizyonu yapilanlardan biraz farkli oldugu gosterildi. T4
hormonunun DFU sirasinda uygulanmasinin popiilasyon spike (PS) genligini etkiledigi
(P<0.04), eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP) egimindeki zamansal degisimleri
degistirmedigi (P>0.07) bulundu. Bu sonuglar, T4’iin YFS swrasinda uygulanmasinmn DP
yanit1 lizerinde anlamli bir etkiye sahip olmadigi, DFU sirasinda T4 uygulanmasmin ise,
DP yanmit1 tizerinde anlamli bir etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. T3
hormonunun YFU veya DFU sirasinda uygulanmasinin popiilasyon spike (PS) genligi
ve eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP) egimindeki zamansal degisimlerinin SF
infiizyonu yapilanlar ile ayni oldugu gosterildi. Bu sonuglara gore, T3’tin YFU veya

DFU sirasinda uygulanmasi, DP yanit1 iizerinde etkili olmadigini gostermektedir.

Anahtar kelimler: T4; Depotansiyasyon, Hipokampiis, Sican
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THE EFFECT OF THYROID HORMONES ( T3 AND T4 ) ON
DEPOTANTIATION OF SYNAPTIC PLASTICITY WHICH IS INDUCED BY
HIGH FREQUANCY STIMULATION.

YELIiZ BAYAR
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Physiology
Master Thesis, September 2017
Supervisors: Prof.Dr.Nurcan DURSUN
ABSTRACT

In many diseases with dementia, the role of defective synaptic plasticity is emphasized.
In these diseases, the hippocampus is one of the most important brain regions, and
hippocampus related factors that cause or are responsible for dementia is the subject of
extensive researches. Results of previous projects showed that normal thyroid hormone
levels may play a role in the balance between long-term potentiation (L'TP) and long-
term depression (LTD) responses that are indicative of synaptic plasticity. . Decreased
LTP responses and stable L'TD responses were observed in hyperthyroidism and
hypothyroidism, and these results were confirmed by the application of intrahipocampal
thyroxine infusion. Depotantiation (DP), the third form of synaptic plasticity, has not
been studied recently. In this study, we aimed to learn the effect of infused T4 hormone
on the depotantiatin magnitude and the relationship between T4 and synaptic plasticity.
Experiments were performed by infusing SF, T3, T4 during HES or SF, T3, T4 during
LES in anesthetized 2-month-old male rats through 3 groups (Wistar type (n = 7 /
group). Before infusion, the baseline efficacy of perforant path - dentate gyrus synapses
was examined using input - output relationships. Depotantiation was induced by a high-
frequency stimulation (HFS;100Hz,1 sec, 4 times), followed by low frequency
stimulation (LFS; 900-pulse stimulation at 1 Hz). Thus, both synapse formation and
deletion were electrically triggered and recorded in synapses of the stimulated neuron
pool. The infusion of T4 hormone during HFS was not found change in population
spike (PS) amplitude but excitatory postsynaptic potential (EPSP) was the different
compairing with that SF infusion’s results. The administration of T4 hormone during

LEFS was affected the population spike (PS) amplitude (P<0.04) , but excitatory
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postsynaptic potential (EPSP) was the same compairing with that SF infusion’s results
(P>0.07) . According to these results, the application of T4 during HES does not seem to
have a significant effect on the DP response but the application of T4 during LFS seems
to have a significant effect on the DP response. The infusion of T3 hormone during HFS
or LEFS was found that the temporal changes in population spike (PS) amplitude and
excitatory postsynaptic potential (EPSP) were the same compairing with that sf
infusion’s results. According to these results, the application of T3 during HES or LFS

does not seem to have a significant effect on the DP response.

Key Words: T4, depotantiation, Hippocampus; Rat
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1. GIRIS ve AMAC

Hiicresel diizeyde 6grenme ve bellek, sinyal yolagindaki noronlarda bazi sinapslarin
giiclenmesi, bazilarinin ise (bunlar ayni noron iizerinde de olabilir) gerilemesi ve
silinmesi sonucunda gerceklesmektedir. Deneysel olarak uygulanan uygun uyarim
kaliplar1 ile olusturulan uzun-donemli giiglenme (UDG), uzun-donemli baskilanma
(UDB) ve depotansiyasyon (DP) yeni sinaps olusumu veya var olanlarin silinmesi

sonucunu dogurur.

Demansla karakterli pek c¢ok hastalikta, defektli sinaptik plastisitenin rolii
vurgulanmaktadir. Vakalari ¢ogunda, biligsel bozulmanin kesin nedeni bilinemez ve bu
biligsel kayiplar, 6lime kadar gotiirebilen patolojilere neden olur. Bu hastaliklarda
hipokampiis en 6nemli beyin bdlgelerinden biridir ve demansa neden olan veya bu
nedeni tetikleyen faktorler yaygim arastirmalarin konusudur. Onceki projelerimizden
elde edilen bulgular, normal tiroid hormon diizeylerinin sinaptik plastisitenin
gostergeleri olan UDG ve UDB yamitlart arasindaki dengenin olugmasinda rol
oynayabilecegini gostermektedir. Hiper- ve hipotiroidi durumlarinda azalmig UDG
yanitlart ve stabil UDB yanitlar1 gozlenmis ve bu bulgular, intrahipokampal tiroksin
uygulanmast ile teyit edilmistir. Ayrica, distiroidi durumunda gozlenen bozulmusg
UDG/UDB dengesinden MAPK yolaginin sorumlu olabilecegi de degerlendirilmistir.
Sinaptik plastisitenin iiclincii formu olan depotansiyasyon (DP) ise su ana kadar bu
baglamda calisilmamistir. Bu ¢aligma, tiroid hormonlar1 ve biligsel bozulma arasindaki
iligkiyi daha iyi anlayabilmek amaciyla, sinaptik baglanti olugmasi ve silinmesi
arasindaki dengeyi tiroid hormonlarmin silinme yoniinde degistirip degistirmedigini
aragtirmistir. Bu caligmadan elde edilen bulgular, daha &nce Anabilim dalimizda

calisilan tiroksin  hormonun genomik olmayan bir mekanizma ile uzun-donemli



giiclenme (UDG) yanitlarinda azalmaya ve uzun doénemli baskilanma (UDB)
yanitlarinda bir stabiliteye neden olan etkisini tamamlar niteliktedir. UDG’nin yeni
bilginin 6grenilmesi siirecinin; UDB ve DP’nin ise unutma siirecinin altinda yatan temel
mekanizmalar oldugu dikkate alinarak, bu bulgularin Alzheimer hastalig1 gibi biligsel
bozulmalarla karakterli hastaliklarin patogenezinin aciklanmasinda ve yeni tedavi

hedeflerinin kesfinde dnemli olacag diisiincesindeyiz.



2. GENEL BILGILER
2.1. SINAPTIK PLASTISITE FORMLARI ( UDG,UDB VE DP)

Noronal plastisite uzun-donemli giiclenme (UDG) (1), uzun donemli baskilanma (UDB)
(2) ve depotansiyasyon (DP) (3) gibi memeli beyninde bilgi depolanmasmin altinda
yatan hiicresel mekanizmalar1 yansittigina inanilan fenomenleri kapsar. Farkli 6grenme
stire¢lerinde kilit rol oynayan beyin yapist hipokampiiste bu fenomenlerin hepsi,
indiiklendikten sonra uzun siire devam edebilir, dyle ki baz1 UDG formlarinin haftalarca
stirer (4). UDG yiiksek frekansli; UDB ise diisiik frekanshh uyarim kaliplarinin uzun
stireli (ortalama 15 dakika) verilmesi ile indiiklenirken, DP yanitlart indiiklenmis
potansiyalizasyondan sonra kisa siireli (2-5 dakika) uygulanan diisiik frekansh kaliplarla
olusturulmaktadir. Bu deneysel formlar1 olugsmalarindaki anahtar mekanizma kinaz veya
fosfatazlarin farkli seviyelerde gergeklesen katkilaridir ve hepsi NMDR reseptor
bagimhidir (5). UDG kritik bazi kinazlarm fosforilasyonunu gerektirirken, DP ve UDB
fostatazlar ile defosforilasyonun aktive edilmesini gerektirir (6). Molekiiler diizeyde
kinaz veya fosfataz aktivitesindeki artigin etkisi nispeten kisa siirelidir ve bu
degisikliklerin daha uzun idame ettirilmesi, gen transkripsiyonunu ve ndronal
proteinlerin sentezini gerektirir (7). Protein kinaz/fosfataz aktivasyonunu gen
regiilasyonu ile iliskilendiren ise, indiiksiyonun ilk birka¢ saatinde, efektor genlerin
promoter bolgeleri ile etkilesecek olan transkripsiyon faktorlerini kodlayan erken

genlerdir (IEG) (8).

Yukarda agiklandig1 gibi, her ikisi de sinaptik giiciin azalmas1 sonucunu doguran UDB
ve DP, ortak bir hiicre i¢i sinyalleme yolagini kullaniyor gibi goriinse de, aralarinda bazi
farkliliklar gozlenmistir. Ornegin UDB hem naiv hem de giiclenmis sinapslarda
indiiklenebilirken, DP sinaptik giiclin yakin zaman ©nce artmis bir giiclenmesini

gerektirir (5). mGlu reseptorlerinin (LY 341495 isimli bir madde ile) tamamen



antagonize edilmesi, hipokampal DP yanitlarini inhibe ederken, UDB bu antagonistin
uygulanmasindan etkilenmez (9). Ayrica UDB ve DP yanitlarinin olusmasinda GABA
reseptoriiniin rolii bakimindan farkhiliklar oldugu (10) ve D2- benzeri reseptor
aktivasyonunun UDB’y1 inhibe ederken DP yanitini inhibe etmedigi de bildirilmistir
(11). Bu nedenlerle DP yanit1, daha 6nce grubumuz tarafindan tiroid hormonu ile iligkisi
calistlan UDB yanitindan farklidir ve tiroid hormonunun DP yaniti iizerine olan

etkisinin de arastirdmasi gerekli goriinmektedir.
2.1.1.Sinaptik plastisite formlarimin hipokampal 6grenme performansi ile iliskisi

Kemirgenler {izerinde yapilan ndroanotomik c¢aligmalar, UDG indiiksiyonunun yeni
noronal uzanti (spin) olusumu ve artmus spin hacmi ile iligkili oldugunu; UDB
indiiksiyonunun ise spin silinmesi ve spin hacminde azalma ile sonug¢landigini
gostermektedir (12). UDG’de azalmaya neden olan genetik ve farmakolojik
yaklagimlarin ayn1 zamanda hipokampiis bagimli islerin yapilmasindaki performansi
bozdugu konusunda genel bir anlagma vardir (13). UDB ise énceden ¢grenilmis bir igin
eliminasyonu veya modifikasyonu i¢in gerekli goriiliir fakat UDB’daki degismelerin
performansi hangi yonde etkileyecegi tartismalidir. UDB’nin farmakoljik bloklanmasi
“tersini 6grenme (reversal learning) isini (bu is ilk &grenilen igin unutulup yeni bir isin
ogretilmesi esasina dayanir) bozarken, UDB’nin kolaylagsmasi ile bu isteki performans
artar (14). Ancak diger baz1 ¢aligmalar Alzheimer hastaligindaki biligsel bozulma ve
kolaylagsmis / artmig UDB iliskisine dikkat ¢ekmektedir (15). DP ve hipokampal is
performans iligkisi ise ¢ok daha az calisilmis ve kronik prenatal etanol maruziyeti,
morris su tanki performansini hem ilk hem de yeniden 6grenme donemlerinde bozmug
ve bu bozulma artigt

DP yanit1 (ve azalmig UDQG) ile birlikte gézlenmistir (16). Yeni bir uzamsal bilginin
ogrenilmesi sirasinda UDG’ye; dgrenilen bilginin silinmesi ise UDB ve DP’ye benzer
stirecler aktive oldugundan, UDG/UDB arasindaki denge, saglikli bir 6grenme-bellek

stireci i¢in onemli goriilmektedir.

2.1.2. Yetiskin hipokampiis dokusu, tiroid hormon metabolizmasinda 6nemli olan

proteinlerin anlatimim yapabilir

Beynin intra-uterin ve dogum sonrasi gelismesi sirasinda eksik ya da yiiksek diizeyde
TH’na maruz kalmasmin, beynin fonksiyonlarmda olusturdugu agur hasarlar iyi

bilinmektedir. Buna karsin gelisme donemi bittikten sonra olusan distiroidizmin, sub-



klinik bile olsa, biligsel islevlerde 1limli bir azalmaya neden oldugu insanlarda yapilan
caligmalarda bildirilmektedir (bu ¢alismalar icin bkz: (17). Tiroid bezi, metabolik olarak
etkin olan iki hormonu (TH) salgilar. Bunlar, toplam sekresyonun %93’iinii olusturan
(T4) ve %7’ sini olusturan triiodothyronin (T3)’diir. T4 ve T3 hormonlarinin serbest
formlar1 (fT4 ve fT3) hiicreler tarafindan alinan temel bilesenlerdir ve TH nun hiicre
membranlarindan taginmasi enerji bagimlidir. Monokarboksilat transporter 8 (MCTS)’in
bu tasima i¢in 6zgiil ve aktif TH tasiyicist oldugu bildirilmistir (18,19). Hiicre icine
alman T4 iin hiicre i¢i cevirim mekanizmast deiyodinaz enzimleri ile gerceklesir. Bu
proteinler yapilarinda Se iyonu bulundururlar ve 3 tipi tammlanmistir. Tip 1 deiyodinaz
(DIO-D) T4’tin T3 e beyin disindaki ceviriminden sorumlu iken, Tip 2 (DIO-II) ve Tip 3
(DIO-IIT) deiyodinazlar beyindeki c¢evirimleri katalizler. Hipokampiis hiicrelerinin
MCTS8 (20), DIO-II ve DIO-III (Markova, Chernopiatko et al. 2013) ve selenyum
transportundan sorumlu olan SePP1 proteinin (21) anlatimmi yapabildikleri
gosterilmistir. Tiim bunlar, yetiskin donemde de tiroit hormon seviyesindeki sapmalarin

biligsel islevler lizerine etkisi olabilecegini gosterir niteliktedir.

2.1.3. Distiroid ( hipo- veya hipertiroidzim ) kan tablosu yetiskin beyninde

sinaptik plastisite formlarim degistirir

Elektrofizyolojik caligmalar, distiroid siganlarda go6zlenen hipokampal islev
bozukluklarma, sinaptik plastisitedeki degisikliklerin eslik ettigini gostermektedir.
Ogrenme performansindaki etkilere benzer sekilde, tiroid hormonun azlig1 veya ¢oklugu
sinaptik plastisiteyi bozmaktadir. Azalmig UDG aktivitesi L-tiroksin verilen sicanlarda
(22), tirodektomize sicanlarda (23), ve PTU verilen sicanlarda (24) gosterilmistir. Diger
yandan uzun donemli baskilanma {izerine yapilan caligmalar cok daha azdir ve neonatal
donemde  hipotiroidi  olusturulan  siganlarin, eriskin  yasdaslarmin  UDB
olusturamadiklar1 yaslarda UDB yanitlar1 olusturabildigi (25) ve yetigkin baslangicli
hipotirodizmin UDB olusumunu fasilite ettigi (26) bildirilmistir. Yetigkin donem
baslangiclt hipertiroidizmin etkisine dair yaymlanmis bir caligma ise yoktur. Calismay1
grubumuz, yetigkin tip hipertiroidili sicanlarda, hipotiroidiye benzer sekilde, DFU ile
indiiklenen baskilanma otiroidi durumuna gore daha belirgin ve uzun siireli degisim

gdstermistir.



2.14.Tiroid hormonlarimin intrahipokampal infilzyonu sinaptik plastisiteyi

dogrudan etkiler

Otiroidik kan tablosuna sahip yetiskin hipokampiis dokusuna tiroid hormonlarmnin
dogrudan etkisi ile ilgili bir ¢aligma literatiirde bulunmamaktadir. Calima grubumuz,
hipokampiise tiroksin infiizyonu yaparak, bu konuyu calismis ve hormonun non
genomik etkilerini gostermis olup, bu bulgular T4’iin sinaptik plastisite iizerine olan
non-genomik etkisini agikca gostermektedir. Sekil 2.1° de goruldigi gibi UDG’deki
azalma ve UDB’deki giiclenme, T4 hormonun infiizyonu ile baglamakta ve en az 45
dakika siirmektedir, ayrica T4 hormonunun membran reseptdriine baglanmasmi

engelleyen tetrak ile tamamen inhibe olmaktadir.

A - 5f T4 Td+Tetrak

Ps-LTP biiyiikliigii(%)
S{t-

3 - B LT+ Terrae

Ps genliga(7)

Zaman

Sekil 2.1. Tiroid hormonlarinin intrahipokampal infiizyonu uzun-dénemli gii¢lenme
yanitlarinda zayiflamaya (A) ve uzun donemli baskilanma yamtlarinda uzamaya (B) neden

olmustur (27).



Aynmi caligmalar kapsaminda 15 dakika siireyle yapilan T, infiizyonunun akabinde
cikartilan hipokampiis dokularindaki NR2B reseptor anlatimi, SF infiizyonundan sonra
cikartilan hipokampiislere oranla yaklasik 15 kat artmig NR2A reseptor alt biriminin
anlaimmindaki artiy ise 3 kat kadar olmustur. T4 infiizyonu ile NMDA
reseptorlerindeki NR2B alt tipinin oransal artisinin daha fazla olmasi da sinaptik
giiclenme ve baskilanma arasindaki dengenin baskilanma yoniine kaymasini destekler

niteliktedir.
2.1.5. MAPK yolag: tiroid hormonlarimin genomik olmayan yoldan hedefidir

Yukarida acgiklandigi gibi, ©Ogrenme hem var olan proteinlerin aktivasyonunu
(fosforilasyon / defosfarilasyon) hem de gen anlatimi {izerinden yeni protein sentezini
gerektirir. TH’lar1, iyi bilinen genomik etkileri yaninda, son yillarda ortaya kondugu
gibi non genomik etkiler de gosterirler. “Genomik™ ve “non-genomik” terimleri,
hormonun reseptéril ile baglanmasiyla baslayan hiicre i¢i aktivasyondaki farkliliklara
isaret etmektedir. Genomik etkilerin olusmasinda TH’larinin (T5 daha potenttir) niikleer
reseptorlerine baglanmasi (TRa and TRP) dogrudan niikleer DNA’y1 etkiler. Oysa non-
genomik yanitta TH’lar1 (T4 daha potenttir) 6nce membranda bulunan integrin V3
reseptoriine baglanir (28). Genomik etkilerin tersine bu etki, hizla gerceklesir ve
transkripsiyon ve protein sentez inhibitdrlerinden etkilenmez. TH’larmin integrin
reseptoril ile baglanmas1 Mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) i fosforilasyonu ve
pMAPK’1n niikleer translokasyonu ile sonuclanir (28-32). MAPK sinyalleme yolagi,
sinaptik plastisitenin olugmasi ile ilgili olan hiicre i¢i sinyalleme yolaklarindan en
onemlilerinden biridir (33). Bu yolak, hiicre dis1 sinyal-iligkili kinaz (ERK-1/2 veya
p42/p44 MAPK), p38-MAPK ve c-Jun N-terminal kinazlar (JNK) olmak iizere 3 paralel
stireci icerir (34). Uygun uyarimun varliginda, bu kinazlar sitoplazmadan nukleusa
transloke olurlar ve transkripsiyon faktorleri ile etkileserek ilgili genlerin anlatimini
regiile ederler. p42/p44-MAPK yolunun Elk-1 transkripsiyon faktorii (ve Serum Yanit
Elementi, SRE) ve CREB transkripsiyon faktorii ve CREB yanit element, CRE)
izerinden caligarak UDG yanitlarinin olusmasina neden oldugu bildirilmektedir (29).
Buna karsilik p38-MAPK yolagmin ise ayni sinapslarda UDB yanitlarinm olusmasma
aracilik ettigini gosteren calismalar vardir (33,35-37). Ayrica p38-MAPK yolaginin
UDB’nin depotansiyasyonunu aktive ettigi de bildirilmistir (38). Boylece bu iki paralel

MAPK yolagi uzun siireli plastisitenin 2 zit formunun olusmasma aracilik eder. Biz



daha oOnceki caligmalarimiz ve yukarda Ozetlenen calismalara dayanarak, TH’nunun
p42/p44- ve p38-MAPK’lar arasindaki dengeyi p38-MAPK yoniinde degistirdigini
iddia etmekteyiz. Gergekten, hipokampiiste calisilmamis olsa da, ventrikiil miyosit
kiiltiirlerinde, p38-MAPK fosforilasyonunun hormonu tarafindan aktive edildigi ve
hipertrofiye neden oldugu da bildirilmistir (39). Tarafimizdan yiiriitiilen Onceki
caligmalar, kronik tiroid hormon diizensizliginde MAPK ailesi proteinlerin toplam ve
aktif (fosforillenmis) diizeylerinde anlamli degismeler olduguna isaret etmektedir. Bu
caligmalar, deneysel olarak olusturulan hipotiroidizmin Erk1/2’nin toplam ve
fosforillenmis diizeyindeki azalma ve hipertiroidinin toplam p38 MAPK miktarindaki
artma ile birlikte olduguna isaret etmektedir. Boylece elektrofizyolojik bulgulari
tamamlar ve destekler nitelikte olmak tizere tiroid homonlarmin MAPK yolaginin 2

birimi arasindaki dengeyi korumakta dnemli olabilecegi diisiiniilebilir.
2.1.6. MAPK yolag ve Amiloid metabolizma iliskisi

Bir integral membran proteini olan amiloid Onciil proteininin (APP) normal islenme
stirecinin degismesi AH’ ndaki anahtar patolojinin olugmasina aracilik etmektedir (40).
APP, once a-sekretaz tarafindan sAPP ve bir C83-terminal fregmanina pargalanir. SAPP
normal sinaptik sinyalleme, sinaptik plastisite, dgrenme ve bellek, emosyonel durumlar
ve noronal yasam ile iliskilidir. Hastallk durumunda ise APP a- ve y-sekretazlar
tarafindan AP40/42 denen bir ekstraselliiler fregmana yikilir. Bu proteinin birikmesi
iyon kanallarinin bloklanmasi, kalsiyum dengesinin bozulmasi, mitokondrial agidan
stres, bozulmus enerji metabolizmasi, anormal glukoz regiilasyonu ve sonunda néron

Olimi ile sonuclanir.

AH, ilave olarak, norofibriler tangle’larin varlig ile de karakterlidir. Bu tangle’larin
olusumunda Tau proteininin hiperforsforilasyonu anahtar rol oynar. Tau kinazlar da
denilen hiicre i¢i bazi enzimlerin Tau fosforilasyonunu arttirmasi, bu proteinin
mikrotiibiillerden ayrilmasma ve bunun sonucunda da mikrotiibiil stabilizasyonunun
bozulmas1 ve Tau proteininin hiicre icinde birikmesine neden olur. Tau proteininin
hiperfosforilasyonuna neden olan kinazlar arasinda glukojen sentez kinaz-3, cylin
dependent kinaz 5 (41) ve p38-MAPK dahil olmak iizere (42) MAPK ailesi (43)
kinazlar onemli goriinmektedir. p38 MAPK’mn tau proteinini 85 serin ve threonin

kalitindan fosforilleyebildigi gosterilmistir (42).



2.1.7. Alzheimer tipi demans ve tiroit hormon metabolizmasi

Genetik ve yas iligkili faktorleri AH ile iliskilendiren 6zgiil molekiiler mekanizmalar
izerine bazi caligmalar yapilsa da, birka¢ klinik ve deneysel yeni calisma tiroid
hormonlar1 ile artmig AH gelisme riski arasinda bir iliskinin olabilecegine isaret
etmektedir (44-48). Bazi otiroid AH’nda BOS’nda azalmig T3 ve artmus rT3 le
karakterli MSS-0zgii hipotiroidizm tamimlanmustir (48). Down sendromlu hastalarda
otoimmun tirodit siklig1 anlamli diizeyde artmaktadir ve bu hastalarda goriilen AH
patolojisine ait gostergeler ile iligkili bulunmustur (47). Tiroid hormonunun APP gen
anlatimmin negatif bir regiilatorii oldugunu gosteren ¢aligmalar ise bu hormonlar ile
AH noropatolojisi arasindaki direk iligkiye isaret etmektedir (49-50). Gerek bizim
onceki ¢aligmalarimizda gerekse diger gruplarin yaymlanmis ¢aligmalarinda bildirilen
elektrofizyolojik bulgularin  (azalmig UDG ve stabillesmis UDB) Alzheimer
modellerinde de gozlenmesi ilgingtir. Erir amiloid  oligomerlerinin UDG yanitlarini
giiclendirdigi ve sinaptik gerileme neden oldugu (51,52) ve UDG yanitlarini azalttigi
bildirilmigtir (53-57). Ayrica tiroid hormonlarmin amyloid B proteinin birikmesini veya
amiloid prekiirsor progesinde degisiklikleri indiikledigi de bulunmustur (49,58-59).
Ayrica hipotiroidi durumunda tau mRNA ekspresyonunun degistigi ve immatiir ve

matiir tau transkriptleri arasindaki gecisin geciktigi de bildirilmistir (60).

Bugiin kabul edilen yaygin goriise gore, 6grenme bazi sinaptik baglantilarda UDG ve
diger bazilarinda UDB ve DP benzeri etkinligin sunucunda sinyalin uygun bir ndronal
baglant1 iizerinden akarak basarili bir davranisin sergilenmesi olarak tanimlanabilir. Ug
onemli sinaptik etkinlik tiirii farkli hiicre ici kinaz ve fosfotaz sistemlerini aktive ederler
ve bu molekiillerin aktiviteleri arasmdaki fizyolojik denge UDG/UDB-DP arasindaki
dengenin ve normal 6grenme siire¢lerinin olusmasinda onemli rol oynar. Ayn1 zamanda

hiicre i¢i kinaz ve fostatazlarin bir kismi norodejeneratif siireci de tetiklerler.

Onceki caligmalarimizla birlikte, yukarida ozetlenen calismalar, tiroid hormonunun
yiiksek ve azalmig seviyelerinin, bilinen genomik etkilerinin yaninda genomik olmayan
bir yoldan da etkileyerek sinaptik plastisite formlar1 arasindaki dengeyi
etkileyebildigine isaret eder. Tiroksin hormonunun lokal ve akut uygulandig:
deneylerden elde edilen elektrofizyolojik bulgulardan beklenen, hormonun genomik

olmayan bir mekanizma ile p38 MAPK aktivasyonuna neden olmasidir. Kronik deney
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modellerini uyguladigimiz deney sonuglar1 bu beklentimizi destekler niteliktedir. p38
ve diger MAPK'larin ayrica tau fosfataz olmasi ilgingtir (Sekil 2.2.) .
Yeni sinaps Sinaptik silinmeyi

olusumunu uyaran uyaran uyarilar (DFU)
uyarilar (YFU)

| Erk1/2 P38/ JNK Erk1/2 P38/ JNK

Tiroit hormonu
pErk1/2ipP38 / pJNK %pEr{d/é

1 & /-mprN*)Tau fosforilasyonunda

artma
UDG I UDB/DP UDG Nérodejenerasyon
i ! rhesks e | Alzheimer hastaligi

_— " | UDeipP

Sinaptik plastisitenin
dengeli olusumu

Sekil. 2. 2.Normla sinaptik plstisitenin ii¢ bileseni, olusumu sirasinda MAPK yolagimn dengeli
aktivitesini gerektirir. Tiroid hormonu, plastisitenin gelismesi sirasinda, non genomik yoldan
Tau fosfatazlar da denilen P38 ve/veya JNK’mn artmug aktivitesine neden olur. Bu da
noronlardaki norodejeneratif degisiklikleri hizlandirir (61) .

2.2. METAPLASTISITE: SINAPTIK PLASTISITENIN PLASTISITESI

Sinaptik etkinligin aktivite bagimli modifikasyonu, beyinde bilginin depolanmasmin
temelidir. Bununla birlikte, kalict bir iz birakabilen sinaptik aktivite, bunun tek yolu
olamayabilir. Hipokampiis CA1 alanmdaki sinaptik uyarmmin kiiciik patlamalarint da (
30 Hz, 15 msn) goz Oniinde bulundurun. Boyle bir patlamanin kendisi, uyarilmig
yanitlarin ,hizla baseline ‘a inen ,gecici ve kisa siireli potensiyasyonuna (STP) neden
olur(62) . Bununla birlikte,bu gériiniiste zararsiz aktivitenin uzun siiren etkileri,daha
sonraki sinaptik plastisite indiikleme girisimlerinde belirgin hale gelir. Bu uzun siireli
etkiler UDG’nin inhibisyonunu ve UDB’deki kolaylasmay1 icerir.( L'TP;Fig.1)(63).
Benzer ornekler c¢esitli sinir sistemlerinde bulunabilir; bunlarin tiimii 6nceki sinaptik
aktiviteyle, bazen dramatik olarak, sinaptik plastisitenin modiile edilebildigine isaret
eder. Sinaptik plastisitenin , plastisitesine biz metaplastisite diyoruz.Metabilis ve
metaanaliz terimleride ayn1 metaplastisite anlamina karsilik gelmektedir.Meta kelimesi
Yunanca’dan st seviyeyi anlatmakta kullanilir. Metaplastisite sinaptik plastisitenin

gelisme yolundaki degisim ve doniisiimii ifade eder.
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Metaplastitenin, sinapslarin modifikasyonunu nasil diizenlendigi ve beyindeki sinapslar
tarafindan bilginin nasil depolandigt konusunda yeni bakis agilart saglayabilecegini
biliyoruz. En belirgin metaplastisite, sinaptik etkinlikte eszamanli degisiklikler
olmaks1zin ortaya ¢iktig1 zaman goriiliir ancak, kural olarak metaplastisite ve sinaptik

modifikasyonlar, ayni sinaptik aktivite ile eg zamanli indiiklenebilir.
2.2.1. UDG'nin metaplastisitesi

Coan ve arkadaslari, hipokampal dilimlerin Mg** icermeyen bir ortamda yikandigi
zaman CAl bolgesinde UDG ‘nin {iiretilmedigini buldular (64). Bu etki o swada
paradoksal olarak kabul edildi, ciinkii onlarin beklentisi, Mg+2’n1n ekstraseliiler
¢ozeltiden almmasmin NMDA kanallarmin iletkenligini arttirarak UDG indiiksiyonunu
tesvik etmesi beklentisiydi. Bunun yerine, N MDA reseptorlerinin baslangic testi
uyarilar ile aktivasyonu, daha sonra UDG indiiksiyonunu tamamen inhibe etti. Yeni
yapilan caligmalar da, CA1 bdlgesindeki bu etkiyi dogruladi. Huang ve arkadaslarinin
yaptig1 deneylerde, Schaffer collateral yoluna ©nceden verilen zayif tetanik uyarimin
daha sonra gii¢lii tetanik uyarimla tetiklenen UDG ‘yi inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
etki , 30 dakika ile 1 saat arasinda spesfik input uyarisiyla yapilmustir (65). Zayif
tetanik uyarim smasinda NMDA antagonisti aminophonopentanoate (APS)’nin
varliginda ve zayif tetanik uyarim yerine kesitlere iyontoforetik olarak NMDA
uygulandiginda normal UDG’nin olugsmasi, UDG deki bu inhibisyonun NMDA

reseptorlerinin aktivasyonu sonucu oldugunu diisiindiirmektedir (66).

Benzer sonuglar, daha once sinaptik aktivitenin yiiksek frekansli uyarilma ile sonraki
UDG'nin indiiksiyonunu inhibe edebildigini gosterdigi ¢esitli gruplar tarafindan
bildirilmistir. Birlikte alindiklarinda, veriler CA1 bdlgesinde NMDA reseptorlerinin
diisilk seviyeli aktivasyonunun, sonraki UDG indiiksiyonunu inhibe eden gizli bir
sinaptik degisiklige  (metaplastisite) neden oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla
birlikte, bu deneylerde UDG'nin inhibisyonu kesin degildir, ¢iinkii daha gii¢lii tetanik
uyar1 ile agilabilir (65). Boylece, daha onceki uyarilma, plastisite bloklamast yerine,

UDG i¢in uyar1 esigini artirdigy goriilmektedir.

Buna benzer bir durumda, CA1l bolgesinde, dentat girusda 5 Hz uyarimin kisa siireli
uygulanmas1 (uyarilmig sinaptik tepkilerde kalici degisiklikler tiretmeyen) giiclii tetanik
uyart ile indiiklenen UDG'yi inhibe eder (67). Bununla birlikte, ayn1 5 Hz'lik

"baglatma" uyarimi, sasirtici bir sekilde, daha az siire uygulamada bir esik degerli
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tetanik uyarilma yapildiginda UDGQG'yi kolaylastirabilir (68). Once baslatma uyarimi
(priming stimulation) tim UDG indiiksiyon fonksiyonunu sola kaydirir, bu nedenle
UDG nin zayif uyarilma olasiligi, giiclii uyart ile olusturulmasima kars1 daha yiiksek bir
olasitliktir. Bu verilerin karmagikligi, dnceki etkinligin UDG indiiksiyonu iizerindeki
etkilerini tam olarak karakterize etmek i¢in ¢ok cesitli tetanizasyon protokollerini test

etme ihtiyacini vurgulamaktadir.
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Sekil. 2. 3. Hipokompusun CA1 bolgesindeki 6nceki uzun donemli giiclenme (UDG) tizerindeki
etkisi. (A) Popiilasyondan eksitator postsinaptik potansiyeli (EPSP) kaydedildi ve déniisimlii
olarak iki ayr1 yol ile (kontrol ve test) uyarildi (68).

Kiiciik asag1 oklarla gosterilen zamanlarda, zayif tetani (30 Hz, 0.15 s) test patwey (
yoluna ) verildi. Bu uyarilma, sinaptik etkinlikte kalict bir degisiklik olusturmasa da, 20
dakika sonra iletilen gii¢lii bir tetanikle UDG'nin indiiksiyonunu inhibe etti (biiylik asag1
okla gosterildi). Kontrol yolundaki UDG'nin etkisi yoktu. (B) Onceki stimiilasyondan
kaynaklanan UDG inhibisyonu gegicidir ve yaklagik bir saatten fazla siirmez (68).

2.2.2. UDB metaplastisitesi

Christie ve Ibrahim,yiiksek frekansli uyarim ile medial perforant yol uyarildiginda,
bununla ayn1 fazda olmayacak sekilde, diisiik frekansli uyarim ile fazin disina lateral

perforant yolda uyarildiginda , meydana gelen baglantili UDB olarak adlandirilan bir
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homosinaptik UDB formunu tarif etmistir (69). Baglantili UDB, onceden 5 Hz'lik
priming stimiilasyonun lateral perforant yola verilmesi durumunda ortaya ¢ikar,halbuki
baglantili olmayan UDB,ise priming stimiilasyonun olmadan gézlemlenmez . $Simdiye
kadar aciklanan diger metaplastite sonuclarina uygun olarak, priming etkisi , priming
stimiilasyon swrasinda spesifik input uyarist verildiginde , ve NMDA reseptorlerinin
aktivasyonu sirasinda bulundu. Bu durumda en az 2 saat devam ettigi gosterildiginden,
priming etkinin olagan olmadig: diisiiniilebilir. Onceki sinaptik uyarim, CA1 bolgesinin
diisilk frekansli uyarmm ile de indiiklenen UDB'y1 artirabilir. Dolayisiyla, bazi
arastirmacilar, sinaptik etkillilikte kalic1 degisikliklere neden olmayan tetanik uyarimin,

takibeden homosinaptik UDB'nin indiiksiyonunu kolaylastirabildigini bildirmistir (70).

Yukaridaki verileri ozetlersek, NMDA reseptorlerinin onceki aktivasyonu, UDG'nin
olusumundan bagimsiz olarak, takibeden aktiviteyle indiiklenen UDG'nin azalmasina ve
UDB'nin artmasina yol acar.(table 1) Her ne kadar glutamat reseptorlerinin
aktivasyonun ilgili olabilecegi diisiiniilse de, UDG kolaylagsmasinin farmakolojisinin

aciklanmasini gerektirir.
2.2.3. Metaplastik mekanizmalar

Daha once konustugumuz ,sinaptik plastisite formlarmin ¢ogu NMDA reseptor
aktivasyonuna ve hiicre ici Ca®* ([Ca®*]; ) yiikselmesine baghdir. NMDA reseptor
aktivasyonunun modiilasyonu veya Ca®*  girigine  biyokimyasal cevap olarak |,
metaplastisite  expirasyonu olur. Boylece, metaplastisitenin olugmasii iki genis

kategoriye ayirabiliriz:

1-Postsinaptik [Ca™ ; yiikselisini diizenleyen siirecler
2- [Ca2+]i artis1 ile aktive olan mekanizmalar

a.Ca”" girisinin diizenlenmesiyle metaplastisite

Sinaptik uyarmu takiben, postsinaptik [Ca*]; yiikselisi, diizenlenebilecek bir takim
faktorlere baghdir. Cogu Ca®* akist voltaj bagimli oldugundan, giiclii bir diizenleme
yeri, inhibisyon sinapslarmin bir araya getirilmesinin etkililigidir. Yiksek frekanslh
stimiilasyon (YFU) swasinda GABA salinimmin otomatik inhibisyonunun, giiclii
depolarizasyona ve dolayistyla daha biiyik NMDA yanitlarina izin verereck UDG
olusumuna yardimcr oldugu iyi bilinmektedir.(71) Inhibisyonun daha uzun siiren

modifikasyonlar1 metaplastisiteye katkida bulunabilir.
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Sekil. 2. 4. Primer stimiilasyonun uzun doénemli gii¢lenme (UDG) indiiksiyonu iizerine olan
etkisi. Pentobarbital-anestezi altindaki sicanlarda dentat girusa perforan yolak ile gelen primer
stimiilasyon (5 Hz'de 80 puls) ardindan 10 dakika sonra UDG indiiksiyonu olusturulmustur.
Kontrol yolu i¢in bir indiiksiyon fonksiyonu olusturulmus; ii¢ teta burss stimiilasyonunda
(TBS) UDG esik degeri gostermistir ama, sekiz uyart sonrast maksimum bir UDG seviyesine
ulagmustir. 16 uyar1 verildiginde UDG ¢ok daha az iiretilmis, énceden ne zaman bir priming
stimilasyon verilirse , esik degeri ve tepe seviyesi UDG'yi iiretmek icin gerekli olan TBS
uyardarimin sayist onemli 6lciide azalmigtir. Ek uyarilarin neden oldugu UDG'nin azalmasi da
sola kaydirmugtir. ‘Priming uyarma’ kendiliginden sinaptik etkinligi etkilememistir. Veri
noktalari, baglangic degerlerinin bir yiizdesi olarak ortalama degerlerini + sem temsil
etmektedir. (71)



Tablo 1: Metaplastisitenin drnekleri (71)
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Onceki aktivitenin Onceki aktivite kalibi Onceki aktivitenin Beyin
sinaptik gii¢ iizerine sinaptik plastsite tizerine bolgesi
etkisi etkisi

sabit 5X 100Hz, 1s+APS Artan UDG CAl
1X  ACPD 20uM, 10 min Artan UDG CAl
8X 5 Hz2S Artan UDG DG
6X 30 Hz, 150ms Azalan UDG CAl
1X 5 Hz, 3 min Azalan UDG CAl
1X  1Hz, 8.3-16.5 min Azalan UDG CAl
8X  SHz2s Azalan UDG DG
4X 30 Hz, 330 ms Artan UDB CA1l
8X SHz,2s Artan UDB CA1l
2X 100 Hz, 1 s Artan UDB CA1l
8X SHz,2s Artan UDB DG

ubG 3X 100 Hz, 1 s Azalan UDG CAl
60X 200 Hz, 75 ms Azalan UDG DG
180X 500 Hz, 10 ms Azalan UDG MG
180X 500 Hz, 10 ms Artan UDB MC
4X 100 Hz, 500 ms Artan UDB CA1l
1X 100 Hz, 1 ms Artan UDB CA1l
2X 100 Hz, 1 ms Artan UDB CA1l
10X 100 Hz, 40 ms Artan UDB CA1l
80X 100 Hz, 50 ms Artan UDB DG

Ornegin, inhibitér postsinaptik potansiyellerin (IPSP'ler) UDG'si, yakin zamanda

yapilan ¢aligmalarda, Gorme korteksinde bulundugu ispatlanmigtir. Bunun ardindan

eksitator sinaptik transmisyonun UDG'nin indiiksiyonunu siddetli sekilde sinirlamasi

beklenmelidir. Hipokampusta ,inhibisyonun azalmasindan sonra UDG yapilarak ters

etkisi

ispatland1 (72). Benzer sekilde, K" kanallarinin uzun siireli diizenlenmesi,
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postsinaptik uyartabilirligi modiile ederek, NMDA reseptor fonksiyonunu dolayli
olarak etkileyebilir. (73)

Diger varsayilan regiilator yerler ,NMDA reseptorlerinin kendilerini ve onlar1 aktive
etmesinden kaynaklanan postsinaptik Ca®* dinamiklerini kapsar.( 74) Perforant yolun
uyarilmasi, dentat gyrusda calbindin-D28K (yiiksek afiniteli Ca®* baglayici protein
olan) sentezinde 6nemli bir artiga neden olabilir.( 75) Modelleme ¢aligmalary, Ca®*
tamponlamada veya dendritic spines’da yapisal degisikliklerdeki aktiviteye bagli
degisikliklerin bile, Ca®* difizyonunu fizyolojik ac¢idan anlamli olacak sekilde
degistirebildigini gostermektedir (74). Sinaptik plastisitenin diizenlenmesinde Ca**
tamponlayict proteinlerin rolii, calbindin-D28K'yi ifade eden transfekte kiiltiirle
hipokampal piramidal hiicrelerde, post tetanik potensiyasyonun belirgin sekilde
azaltildig1 son ¢aligmalarda teyit edildi (76). UDG ve UDB'nin benzer sekilde etkilenip
etkilenmedigi daha ¢aligilacaktir.

Sonunda, 6nceki uyarilma, endoplazmik retikulumdaki Ca®* kanallarin1 veya pompalar1

modiile ederek, afferent uyariya yanit olarak Ca®*

nin depolanmasini veya salinmasmi
degistirebilir. Tetanizasyonlar NMDA yanitlarim ¢ogaltarak artirtyor ve ayni zamanda,
NMDA aracili olmaksizin UDG'sini {iretmesine dair ¢énemli kanitlar vardmr (77).
Tersine, UDB iireten diisiik frekansh stimiilasyon sonrasinda NMDA reseptor aracili
yanitlarm bir depresyonu gozlemlenmistir (78). NMDA-reseptor islevindeki bu
degisiklikler daha sonra baska sinaptik plastisiteyi indiikleme kabiliyetinde degisiklikler
olacagl anlamia gelmektedir, ancak bu daha agik¢a arastirdmamustir.  Agikgasi,

NMDA reseptor fonksiyonu metaplastisite mekanizmalarinin ¢alisilmasi icin birincil

hedef olmalidir.
b.Biyokimyasal islemlerin diizenlenmesiyle metaplastisite

Ca® daki bir yiikseltmeyi takiben ,hiicre i¢i sinyalizasyon bilesenlerin diizenlenmesi
icin birgok olasilik vardir, 1-Hiicre i¢i Ca®* seviyelerinin , protein kinazlar ve fosfataz
ag1 aktivitesini sinaptik modifikasyonlarla etkilendigine inanilmaktadir ve bu
enzimlerin aktivitesi veya miktart , sinaps Oncesi veya hiicresel aktivasyon ile
diizenlenebilir (79). Ornegin, CA1 bslgesinde UDG'nin olusmast icin Ca®* kalmodulin
kinaz II'nin (CaMK II) aktivasyonu gerekli goriinmektedir (80). Fonksiyonel CaMK
II'nin aktivite bagimli diizenlenmesi, iic diizeyde gerceklesir: (1) gen ifadesi; (2)

kalmodulin bulunmast (3) enzimin translasyon sonrast modifikasyonu(81).



17

Metaplastisite bu degisikliklerin herhangi biri veya tamamiyla agiklanabilir. CaMK
IT'deki, otofosforilasyon etkisini taklit eden ve kinazi daha az Ca®* bagimli hale getiren
bir nokta mutasyonunun hem UDG indiiksiyonu i¢in esigi ylikseltme hemde diisiik
frekansh uyarilmadan sonra UDB'yi daha olasi hale getirmeyi saptadigi ,Mayford ve

arkadagslar1 tarafindan belirtilmistir( 82).

Metabotropik glutamat (mGlu) reseptorlerinin yanmi sira NMDA reseptorlerinin de
icerisinde, metaplastisite fenomenin bulunduguna inaniliyor ,¢iinkii son zamanlarda
mGlu reseptor aktivasyonunun uzun siiren birtakim etkileri gdzlemlenmistir. Seg¢ilmis
bir agonist aminosiklopentan (Is, 3r) dikarboksilatin (ACPD) kisa bir uygulanmasi,
dogrudan farmakolojik olarak izole NMDA reseptdr aracili eksitatdr postnaptik
akimlarm (EPSC'ler) (51) (>30 dk) artisina neden olabilir ve GABA aracili IPSP’lerin
uzun siiren depresyonunu indiikleyebilir,ki bu durum dolayli olarak NMDA reseptor
yanitlarmin artmas1 demektir(83). Alan EPSP'lerinin klasik kayitlar: kullanildigindan
beri nispeten 'suskun' olabildikleri, ancak NMDA reseptoriine bagimli sinaptik
plastisitenin indiiksiyonunu derinden etkilemesi gerektigi icin, bunlar metaplastisite i¢in
aday mekanizmalar1 olduklar: icin ilerde umut verici olabilirler. Bu tahminle uyumlu
olarak, ACPD uygulamasinim, UDG indiiksiyon mekanizmalarmin kalicit bir sekilde
arttirtlmasina neden olabilecegine dair kanitlar vardir, bununla birlikte biyokimyasal
mekanizmalar aydmlatilmaya calisilmaktadir (84). Sinaptik plastisiteyi diizenlemek
icin kolinerjik muskarinik reseptor aktivasyonu gibi diger sinyal yollarmimn mGlu

reseptor aktivasyonu ile sinerjik olarak caligmast miimkiindiir ( 68).
2.2.4.Metaplastisitenin hipokampal fonksiyondaki anlam

Yukarida incelenen veriler, sinaptik plastisite esikleri, sinaptik baglantilarin statik
ozelliklerine gore degildir, bunun yerine, sinaptik aktivitenin yakim ge¢misine gore
dinamik olarak degisir, (yani sinapslar metaplastik). A¢ikcasi, boyle bir metaplastisiteye
olusturmak i¢in, belirli bir sartlandirma uyarimi modeli tarafindan indiiklenen sinaptik
plastisitenin derecesi veya yoniiniin, dokunun daha onceki uyarilma oykiisii bilinmedigi

stirece tahmin edilemeyebilir.
a.Sinaptik plastisite indiksiiyonu iizerine UDG nin etkisi

Yukarida belirtilen 6rneklerde, metaplastisite indiiksiyonuna,olusumuna odaklandik
burada sinaptik etkinligin eszamanli modifikasyonlarinin indiiksiyondan kolaylikla ayirt

edilebilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, her ikisi de NMDA reseptor aktivasyonu
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tarafindan tetiklenebileceginden, iki aktiviteye bagh proseslerin ayn1 anda
indiiklenecegini varsaymak mantiklidir. Eger dogruysa, sonuglardan bazilar1 ne
olabilir? UDG'nin tetikledigi tetanik uyarimin, ilave UDG indiiksiyonunu inhibe etmesi
gerektigi, tahmin edilebilir. Bununla birlikte, bu durum tetanizasyonlarin, bagka
UDG'nin olugsmadig1 duruma kadar art arda verildigi durumlarda, UDG'nin doymuglugu
olarak adlandirilir. Bu fenomen, UDG ekspresyon mekanizmalarinin doygunlugunu
(klasik olarak) temsil ediyor mu veya metaplastisite olusumundan (6rnegin, NMDA'nin
azalmasiyla daha fazla UDG olusumunu engelliyor ) sorumlu mudur? Frey ve digerleri
son ¢aligmalarda UDGQG'yi "doyurarak"” ve daha sonra doymus seviyenin {izerinde saatler
sonra uyararak baska UDG'nin olusup olusmayacagini arastirarak bu soruna
deginmislerdir (85). UDGnin sonunda olustugu bulunmus, muhtemelen UDG

indiiksiyonunu inhibe eden metaplastisite prosesleri zamanla bozulmugstur (65).

Baska bir tahmin ise, UDG indiikksiyonunun, daha sonraki UDG indiiksiyonunu
kolaylastirmas: gerektigidir. Nitekim, hippokampal CA1l piramidal hiicrelerde (70)
oldugu kadar, altinbaligr Mauthner hiicresinde’(goldfish)( 86) de, sinaptik depresyon,
UDG'nin 6nceden indiiklenmesinden sonra daha kesin sekilde geligir. Giliglii bir
tetaninin  UDG {iretme yani swra , sonrasmnda UDG'nin indiiksiyonunu kolaylastiran
metaplastisiteye neden oldugu varsayilarak verilerin degerlendirilmesi daha anlam
kazanr . Dolayisiyla, depotensiyasyon olgusu (diisik frekanshi stimiilasyon
potansiyelize sinaps popiilasyonuna ulasildiginda ortaya ¢ikan ) , priming UDG olarak
kabul edilebilir.

Metaplastisite ve sinaptik plastisite eszamanli olarak ortaya ¢ikarsa bunun, UDG ve
UDB indiiksiyonu sirasinda meydana gelen olaylarin yorumlanmasi icin ne gibi etkileri
olabilir? Dentat gyrusda; zayif uyarim ile UDG indiiksiyonu, daha ©Once primer
stimiilasyon ile kolaylastirilmistir (68). Belki de benzer bir kolaylagsma siklikla sinaptik
plastisite olusturmak icin kullanilan uzun veya tekrarlanan uyar1 protokollerinden

herhangi biri ile olusturmaktadir.

Oyle ki bir uyarilma dizisinin baslangicinda ortaya ¢ikan uyarilar, ayni sira i¢indeki
daha sonraki uyaranlar tarafindan plastisitenin indiiksiyonuna neden olur. Deneylerde

metaplastisitenin dakikalar boyunca gelisebilecegi gosterilmistir (68).
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b.Sinaptik plastisitenin biyokimyasal bagintilar

Sinaptik plastisite alaninda dikkat ¢eken durum, UDG veya UDB indiiksiyonunun
biyokimyasal ve molekiiler korelasyonlarinin belirlenmesidir. Gen ekspresyonu, protein
sentezi, hiicre digt protein salinimi, protein fosforilasyonu, kinaz aktivitesi, reseptor

baglanmasi ve sinaptik yapidaki degisiklikler ile korelasyonlar yapilmistir.

Yukarida incelenen veriler, dnceki sinaptik aktivasyonun, arkadaki sinaptik plastisite
indiiksiyonunu etkileyen kalict bir iz birakabilecegini gdstermektedir. Sinaptik plastisite
icin oldugu gibi, bir¢ok farklt mekanizma muhtemelen metaplastisiteye katkida bulunur.
Nitekim, NMDA-reseptor aktivasyonu ve postsinaptik (Ca®* ) artis1 gibi iki fenomen
arasinda Ortiisen  bircok indiiksiyon mekanizmasi olabilir. Dolayisiyla, sinirsel
aktiviteyle harekete gecen herhangi bir biyokimyasal siire¢, hem sinaptik plastisite,hem
metaplastite veya hi¢cbirinde rol oynayamaz ve bu olasiliklar arasinda ayrim yapmak
zorunlulugu vardir. Ote yandan, metaplastisite olayinin taninmasi, eski verilerin yeni
yorumlanmasina neden olabilir, ndrobiyolojideki kilit sorularin birine yeni anlayiglar

saglar: buda sinir sisteminde bilgiler nasil saklanirin cevabi olacaktir.



3.GEREC ve YONTEM

3.1.DENEY HAYVANLARI ve GRUPLANDIRMA

Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan
desteklenen TYL-2015-6282 nolu proje kapsaminda ve Erciyes Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulunun (HAYDEK) 12.03.2014 tarih ve 14/037 sayili onay: ile
gergeklestirildi. Calismada gereksiz deney hayvani kullanmamak ve deney hayvanlarma

ac1 vermemek icin etik ilkelere 0zen gosterildi.

Calisma icin Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezi’nde (DEKAM) iiretilen Wistar albino cinsi 42 adet 200-250 gr agirliginda 60
giinliik erkek sican kullanildi. Siganlar musluk suyu ve standart sican yemi ile kisitlama
yapilmaksizin beslendi. Sicanlar; Kontrol (K, n=14), Ts infiize edilmis (T3, n=14) ve T4

infiize edilmis ( T4, n=14 ) olmak {izere 3 gruba ayrild1.
3.2.CERRAHI ISLEMLER

Hipokampiis dokusuna belirlenen miktarda T3, T4 tiroid hormonlarini infiize etmek,
elektrofizyolojik kayitlama yapabilmek i¢in si¢anlar anastezi edilip stereotaksik catiya
yerlestirildi. Anestezinin saglanmasi i¢in her hayvana 1,2g/Kg intraperitonal olarak
tiretan enjeksiyonu yapildi. Stereotaksik catiya (Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA)
sicanlar kulak ve agiz ¢ubuklar1 vasitastyla kafalarindan sabitlendi, kata killi derisi ve
alt1 dokular1 prensiplere uygun olarak orta hat kesisi ile ac¢ildi. Bu islem, stereotaksik
catt1 (David Kopf Instruments, Tujunga, CA) iizerinde yapildi. Killi deri retrakte edildi,
sag hemisfer tizerindeki kemik yapi temizlendi ve kanamadan armdirildi. Daha sonra
lambda ve bregmanin ayni diizlemde olmalar1 “diizlem ayarlama ¢ubugu” vasitasiyla
saglandi. Paxinosand ve Watson (1998) sican beyin atlasi kullamilarak, bregma
referans noktas: alinip uygun koordinatlara, uyar: ve kayit-infiizyon elektrotlarr ile

girildi.
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3.3.ELEKTROFIZYOLOJi
3.3.1.Tiroksin Infiizyonu, Uyan ve Kayit

Cerrahi prensiplere uygun olarak yapilan sag kranyotomiden sonra bir bipolar elektrot
(Teflon kapli, paslanmaz celik, 127 pm capli, ucu disinda izole edilmis) vasitasiyla
medyal perforan yol (bregmaya gore mm; AP: -8.0, ML: 4.2) uyarildi.Uyaric1 elektrotun
iki kutbu diisiikk direncli kablolar ile bir uyarim izolatdriine (A385, World Precision
Instruments, USA,) baglandi. Dig ¢ap1 1,5 mm ve uzunlugu 10 mm olan ¢ift kanalli
borosilikat kapiller tiiplerden (World Precision Instruments) dikey bir mikropipet ¢ekici
(P30, SutterInstrumentCo, USA) ile hazirlanan cift kanalli bir cam mikropipet (ug
direnci 2-10 MQ), ipsilateral dentat girusun graniil hiicre tabakasma (bregmadan mm
olarak: AP: 3,5 - ML: 2,15 - DV: 2,5-3 mm duradan asagiya) girildi. Kanallardan biri
3M Na(l ile dolduruldu ve cam elektrottan eksitator postsinaptik alan potansiyelleri
kaydedildi. T4 grubunun mikropipet 2.kanalina 100 nanomol T4,doldurulu, diger grubun
ikinci kanalina ise 100 pikomol Tz (Sigma, CAS:51-48-9) T dolduruldu ve bir
Hamilton enjektorii yardimiyla 15 dakika dentat girusun graniil hiicre tabakasina infiize
edildi. Bir Ag-AgCl disk elektrot boyun derisi altina yerlestirildi ve referans elektrot
olarak kullanildi. Kayit elektrodunun 3M NaCl doldurulan kanalinin i¢ine yerlestirilen
klorlanmig bir giimiis tel ve referans elektrodu bir “head-stage” kullanilarak tek kanal
epitelyal voltajJakim kiskag yiikseltecine (VCC600, Physiological Instruments)
baglandi. Biitiin sistem bir Faraday kafesi kullanilarak topraklandi (Sekil.3.1 )

referans
- ' e
b

; infuzyon kayit elektrodu Jl

stimulus

Sekil 3.1. Elektrofizyoloji deneylerinin sematik kurgusu.
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3.3.2.Tipik Elektriksel Yamtin Elde Edilmesi

Hem uyarict hem de kayit elektrodu, pozitit yonlii bir sapmay:r (EPSP) takip eden
negatif yonlii bir sapma (PS) elde edilene kadar derin yapilara indirildi. Graniil hiicre
tabakasmin tipik yanit1 elde edilmeye baslandiginda elektrotlarin derinlikleri 0,1 mm
artirilarak en biiyilkk cevap elde edildi. Biitiin deneyler sonucu ortalama elektrot
derinlikleri uyarict elektrot icin 2,5 mm kayit elektodu i¢in 3 mm idi. Tipik kaydin elde
edilmesi srasinda, kaydedilen goriintii ve ornek bir deneyde kaydedilen elektrik aktivite

Sekil 3.2°de goriilmektedir.

1/2: EPSP egimi
3 :PSgenligi

—— H=2.00mm
——H=2.20mm
—— H=2 40mm
—— H=2.60mm
—— H=2.80mm
—— H=3.00nm

0.1 4

Amphude (x10 mV
=1

0.1 4

Sekil 3.2. Ornek bir deneyde elde edilen tipik bir elektriksel aktivite kayd
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3.3.3.Veri Kazamim ve Uyarim

Veri kazamimi ve uyarim isleminin kontrolii “Scope” yazilimi (ADInstruments,
Colorado Springs, CO, USA) ile yapildi. A/D cevirici (Powerlab/8SP, ADInstruments,
Colorado Springs, CO, USA) vasttasiyla tek fazli 10 V 0,175-ms siireli palslar
olusturuldu ve uyart izolatoriiniin tetiklenmesinde kullanildi. Kaydedilen biyolojik
sinyaller 0.1-10 kHz band-genisliginde bir yiikselticide 1000x kez yiikseltildi. Aktivite
20 ms icin 40 kHz hizinda ¢evirim-ici olarak rakamsallastirild.

3.3.4.Girdi-Cikt1 Egrileri ¢’ Input-Output (I/0) Curve ¢’

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

asamalarinda bu akim siddeti kullanild.
3.3.5.Uyan Cifti Kolaylasmasi

Uyar1 ¢ifti kolaylagsmasi, 30 sn arayla perforan yola 20, 40, 60, 80, 100, 200, 300, 500
ve 1000 ms ara ile verilen uyari ¢iftlerine karsi olusan uyarilmis cevap almarak 6lciildii.
PS genliklerinin oram (ikinci PS genligi/birinci PS genligi x 100, uyar: ¢ifti indeksi)
hesaplandu.

3.3.6.Depotansiyasyon Kaydi

Kayit bolgesi yukarda aciklandigt gibi bulunduktan sonra sinyalin dengeye ulagmasi
beklendi. Bu islem 15 dakika boyunca yapildi ve bu siirede dentat girus noronlari, 0.033
Hz frekansinda elektrik uyarimla (0.5mA, 0.175 s siireli) uyarildi. Daha sonra, 0-15nci
dakikalar arasinda yiiksek frekanslh uyarim kalibi (YFU) kullanilarak (100 Hz, 1 sn, 4
kez) uzun donemli giiclenme tetiklendi ve 20-22nci dakikalar arasinda diisiik frekansh
uyarim kalib1 (DFU) kullanilarak (5 Hz, 600 puls) depotansiyasyon yanitlar: indiiklendi.
Tiroid hormonlarmin infiizyonu bazi deneylerde DP indiiksiyonundan onceki 5 dakika

yada 55-60 nc1 dakikalar arasinda uyguland: ( Sekil 3.3 ).
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Test uyaran indiiklenme indiiklenme idame dénemi
siddetinin Bazal kayit dénemi dnemi
A - 60 dk )
helirlenmesi (
(15dk) {15dk) (15dk)
(15 dk )
—20sn =305 3w
| R ) (L et e = I A
I e 1 I o R | . I I I e . 1
Elektrot T T 1
yerlestirilmesi
o .
0,175ms 0,175ms s
0,05hz 0,033z ke

Sekil 3.3 Depotanizasyon kaydi deney protokolii semasi

3.4.VERI ANALIZIi VE ISTATISTIK

EPSP dalgasinmm egimi, dalganm baslangic1 ve PS dalgasmin baslangict arasindaki
voltaj farkinin %20-80 arasinda hesaplandi. PS genligi ilk pozitif yiikseltiden sonraki
negatif yonlii dalga arasindaki farktan hesaplandi. Baslangictaki 15 dakikalik siirede
tetiklenen 30 alan potansiyelinin EPSP ve PS’lerinden olusan ortalama egim ve genlik
degerleri 100 kabul edildi; YFU ve DFU sonrasindaki her EPSP ve PS bunun yiizdesi
cinsinden hesaplandi. UDG’nin indiiksiyonu i¢in YFU’dan sonraki 10 dk siiresince
olusan egim ve genliklerin; idame donemi icin ise son 10 dakikalik boliimde olusan
egim ve genlik degerlerinin ortalamalar1 alindi. UDB’nin indiiksiyonu i¢in DFU’dan
sonraki 10 dakikada olusan egim ve genliklerin; idame donemi i¢in ise son 10 dakikalik
bolimde olusan egim ve genlik degerlerinin ortalamalart alindi. Istatistik
kargilagtirmalar i¢in, uygun olduklarinda Mann-Whitney U testi, unpairedStudent t-testi
ve Tek Yonlit ANOVA testi kullamldi.

Coklu gruplarin tek 6lgtimlii verilerinin karsilastirilmasinda tek-yonlii ANOVA, ¢ok

Olciimlii verilerin karsilagtirilmasinda tekrarlayan olciimlerle ANOVA testleri, iki
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grubun karsilagtirilmasinda normal dagilim gosteren veriler icin t testi, normal olmayan
dagilim gosteren veriler igcin Mann Withney U testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05
olarak secildi.



4. BULGULAR

4.1. UZUN DONEMLiI GUCLENME VE UZUN DONEMLI BASKILANMA
KAYID BULGULARI

4.1.1. T4 infiizyonunda Input-output egrisi

Intra-hipokampal T4 infiizyonunun, sinaptik (eksitatér post-sinaptik potentifikasyon,
EPSP) ve sinaptik olmayan (popiilasyon spike, PS) komponentlerin deponsiyasyonu

tizerindeki etkisi.

Depotansiyasyon, Perforant yol - dentat girus sinapslarmin yiiksek frekans uyarimini
(YFU, 100 Hz, 1 sn, 5 dakika araliklarla 4 kez) takiben verilen diisiik frekansli uyarimla
(DFU, 1 Hz, 900 puls) gerceklestirildi.

Sinaptik depresyon oncesinde; artan uyari siddetine (yatay eksen) karsi grafiklenmis PS
genlik (A) ve EPSP egiminin (B) giris / ¢ikis egrileri ( Sekil 4.1 A,B ). Beklendigi gibi,
PS genligi (F7,147 = 137.7; P <0.001) ve EPSP egimi (F7,147 = 74.0; P <0.001) tim
deneylerde perforan yol uyarim siddetinin bir fonksiyonu olarak artti. Grup x Siddet
etkilesiminin ve grup etkisinin anlamli olmamasi, depotansiyasyondan ¢nce gruplar
arasinda diger sinaptik fonksiyon 6l¢timlerini etkileyebilcek bir farkin olmadigina isaret

etmektedir.
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o SF 0T4 - YFU Oncesi ®T4 - YFU sonrast
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2 10 A g ¢
e
6 )
5 A °
e
O I 1 I 1 I 1 I 1
B 0.1 03 05 07 09 1.1 13 1.5

I/Q (mA)

Sekil 4.1. Deney gruplarinin dentat girus néronlarindan 0.1 mA-1.5 mA arasinda degigen 8 ayr1
uyart siddeting karst alinan Uzun Dénemli Giiclenme ( UDG ) ve Uzun Donemli Baskilanma
(UDB) kayitlarinda Populasyon Spike (PS) genliklerinin ve Eksitator Postsinaptik Potansiyel
(EPSP) egim degerlerinin degisimleri. PS genligi (A), EPSP egimi ( B ) input-output iligkisi.SF:
Serum fizyolojik, T4 Tiroksin, Mavi dolgu: SF infiizyon grubu (n = 9); Sar1 dolgu: T4 (100 nM)
YFU oncesi infiizyon grubu (n = 7); Kirmizi dolgu: T4 (100 nM) YFU sonrast inflizyon grubu
(n = 8). Veri noktalari, ortalama ve standart hatayr gostermektedir.
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4.1.2.YFU oncesi ve sonrasi T4 infiizyonu kayitlarinda PS genlik ve EPSP egrileri

PS genlikleri (C) ve EPSP egimlerinin (D) egimi -15. ila 95. dakikalar arasindaki
degisimi. 10 dakikalik bir bazal kayitdan sonra, alan potansiyeli 0 zamanindan
baslayarak uygulanan YFU (100 Hz, 1 sn, 4 kere) vasitasiyla gii¢lendirildi ve daha
sonra 20nci dakikada DFU (1 Hz, 15 dak) vasitasiyla depotansiye edildi. SF veya T4
infiizyonlar1 YFU protokoliinden 6nce veya sonra yapildi (inf ¢ubugu). Hata cubuklari,

ortalamanin standart hatalarin belirtir, n = 7-9/ gruptur ( Sekil 4.2: C,D ).

UM C #5F #T4-YFU oncesi # T4 - YFU sonrasi

£ 250 1

PS genlifii (% )
%
5
-
L
Al

a0 it ot
YFU nFu
Ll ¥ T L —F 7 s
1500 =5 & % i (£ 20 25 30 35 40 45 50 55 &0 65 70 TR RO RS 90 94
Zaman (k)
i 5 D LR 2 T4 - YU Geseesi T4 - YL sonasi

EPSP efinig (%% )
L~

YFU L

1500 5 0§ 005 20 25 R0 A% 40 45 50 55 60 64 TD TS RO XS ) 48

Zaman (dk)

Sekil. 4.2.YFU ve DFU 6ncesi ve sonrasinda dentat girusa SF, T4, infiizyonunun PS genligi
(C) ve EPSP egimi (D) zamansal degisimine etkisi {izerinden DP degerlendirilmesi.
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4.1.3.T4 infiizyonunun depotansiyasyona etkisi

Biitiin gruplar, hem PS genliginde (FF2,21= 0.56; P > 0.05) hem de EPSP egiminde
(F2,21=1.03; P > 0.05), benzer YFU sonrasi artig orant ve DFU sonrasi azalma orani

gosterdiler.

Bununla birlikte, DFU sonras1 PS amplitiidii (12,21 = 4.08; P = 0.032) ve EPSP egimi
(F2,21 = 4.25; P = 0.028) iizerinde anlamli grup etkisi bulunmustur. (Sekil 4.3 A: PS, B
: EPSP ) PS genligi sadece T4'in YFU'dan 6nce verildigi grupta, bazal degerin %174.3
+ 13.8 degerinen % 101.5 £ 17.1'ine depotansiye olurken, EPSP egimi hem SF (% 143.0
+12.9en % 101.2 £ 8.2 ye; P = 0.015) ve hem de T4 infize edilen gruplarda (YFU'dan
once infiize edilenlerde %114.7 £ 13.3% den % 66.5 + 13.7'ye, P = 0.026. T4 YFU'dan
sonra infiize edildiginde PS genligine (%191.2 £ 14.0 den % 185.4 + 18.5%'a; P > (.05)
ve EPSP egiminde (%128.5 + 15.3 den %105.7 £ 8.8'¢; P > 0.05) anlaml1 bir depresyon
gostermedi. Bu sonuglar, EPSP egimi ile temsil edilen var olan sinapslardaki amplifiye
edilmis sinaptik giiclin veya etkinligin zayiflamasmin T4 hormonu ile ortadan

kaldirilabilecegini gostermektedir.
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B YFU sonrast biiyiiklik ~ ®DFU sonrast biiyiikliik
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180 1 . .
160 -
140
120
100

EPSP egimi (% )

SF T4 - YFU oncesi T4 - YFU sonrasi

Sekil 4.3.Tiroid hormonu (T4) PS genlik (A) ve EPSP’ egim (B) degisimleri iizerinden DP
degerlendirme grafigi.
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4.2.T3 infiizyonun da Input-output egrisi

Intra-hipokampal T3 infiizyonunun, alan potansiyelinin sinaptik (eksitator post-sinaptik
potansiyel, EPSP) ve sinaptik olmayan (popiilasyon spike, PS) komponentlerinin
depotansiyasyonu {iizerindeki etkisi. Depotansiyasyon, Perforant yol - dentat girus
sinapslarmin yiiksek frekans uyarimini (YFU, 100 Hz, 1 sn, 5 dakika araliklarla 4 kez)
takiben verilen diisiik frekansli uyarimla (DFU, 1 Hz, 900 puls) gergeklestirildi.

Sinaptik depresyon oncesinde; artan uyarilma siddetine (yatay eksen) karsi grafiklenmis
PS genligi (A) ve EPSP egiminin (B) giris / ¢ikis egrileri ( Sekil 4.4: A,B input output).
Beklendigi gibi, PS genligi (F7,147 = 131.1; P <0.001) ve EPSP egimi (F7,147 = 63.2;
P <0.001), tim deneylerde perforan yol uyart siddetinin bir fonksiyonu olarak
sistematik olarak artti. Grup x Siddet etkilesiminin ve Grup etkisinin anlamli
bulunmamasi, depotansiyasyon yapilmadan Once gruplar arasmnda diger sinaptik

fonksiyon olctimlerini etkileyecek bir farklilik olmadigina isaret etmemektedir.
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Sekil 4.4.Deney gruplarimin dentat girus noéronlarindan 0.1 mA-1.5 mA arasinda degisen 8 ayr1
uyart siddetine karsi alinan Uzun Donemli Giiglenme ( UDG )ve Uzun Dénemli Baskilanma
(UDB) kayitlarinda Populasyon Spike (PS) genliklerinin ve Eksitator Postsinaptik Potansiyel
(EPSP) egim degerlerinin degisimleri. PS genligi (A), EPSP egimi ( B ) mput-output iliskisi.SF:
Serum fizyolojik, T3 Triiyodotironin. Mavi dolgu : SF infiizyon grubu ( n=9); Yesil dolgu : T3 (
100 Nm) YFU 6ncesi inflizyon grubu ( n=8 ); Sar1 dolgu: T3 ( 100 Nm) YFU sonrasi inflizyon
grubu ( n=7 ).Veri noktalari,ortalama ve standart hatayr gostermektedir.
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4.2.1. YFU oncesi ve sonrasi T3 infiizyonu kayitlarinda PS genlik ve EPSP egrileri

Yiiksek frekans uyarmmini takiben PS genligi (C) ve EPSP egimlerinin (D) 15. Ile 95.
dakikalar arasindaki degisim. 10 dakikalik bazal kayitindan sonra, alan potansiyeli 0
zamanindan baslayarak uygulanan YFU (100 Hz, 1 sn, 4 kere) vasitasiyla giiclendirildi
ve daha sonra 20.ci dakikada DFU (1 Hz, 15 dak.) verilerek depotansiye edildi. SF
veya T3 infiizyonlari, YFU protokoliinden 6nce veya sonra yapildi (inf ¢izgisi). Veri

noktalari, ortalama ve standart hatasm gostermektedir. Her grup i¢in n = 7-9'dur.( Sekil

45:CD)
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Sekil. 4.5. YFU ve DFU oncesi ve sonrasinda dentat girusa SF,Ts, infiizyonunun PS genligi
(C) ve EPSP egimi (D) zamansal degisimine etkisi {izerinden DP degerlendirilmesi.
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4.2.2.T3 infiizyonunun depotansiyasyona etkisi

Biitiin gruplar, hem PS genliginde (F2,21= 0.80 ve 0.99; P’s > (0.05) hem de EPSP
egiminde (F2,21=0.51 ve 0.53; P’s > 0.05), benzer YFU o6ncesi artis ve DFU sonrast
azalma gosterdiler. ( Sekil 4.6 : A : PS, B : EPSP ) Bununla birlikte, PS genligi sadece
YFU'dan sonra T3 infiize edilen grupta bazal degerin %135+ 18.5" una kadar
depotansiye olurken, EPSP genligi hem SF (143.0 £ 12.9% den 101.2 + 8.2% a; P =
0.015) hem de T3 infiize edilen gruplarda depotansiye oldu (YFU oncesi: 128.6 +9.2%
den 89.8 + 15.1%, a P = 0.046; YFU sonrast: 130.6 £ 10.1% den 85.5 + 9. 7% e, P =
0.009). Bu sonuclar, dnceden var olan sinapslarda giiclendirilmis sinaptik kuvvetin
veya etkinligin  zayiflamasinin T3  hormonu tarafindan  degistirilmedigini
gostermektedir. Bununla birlikte, sinaptik olmayan bir plastisiteyi yansitan PS genligi

tizerine T3 hormonunun etkisi var gériinmektedir.
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Sekil 4.6.Tiroid hormonu ( T3 ) YFU ve DFU sonrast PS ve EPSP’deki zamansal degisimine
etkisi tizerinde DP degerlendirilmesi.



5.TARTISMA VE SONUC

Tiroid hormonlarmin ( THS ) sistemik etkilerine ek olarak merkezi sinir sistemi iizerine
olan etkileri de bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmistir. Tiroit disfonksiyonunu
takiben meydana gelen yapisal, fonksiyonel ve davranigsal degisiklikler tiroit
hormonlarinin merkezi sinir sisteminin gelisimi ve 0Ozellikle noronal sistemin

fonksiyonlarm optimum diizeyde tutulmasi i¢in ¢ok dnemli oldugunu gdstermistir.

THS ile norotransmitterler, yapisal proteinler, biiyiime faktorleri ve diger proteinler
arasindaki iligkiler incelenmis ve THS nin noronal gelisimi 6nemli dlgiide etkiledigi
gosterilmistir (87-91). Tiroit seviyesine gore meydana gelen molekiiler degisiklikler
detayl sekilde calisgilmistir. Hipokampal CA1 bdlgesindeki piramidal hiicrelerde Tiroit
hormonlarina yanit olarak dendritik spin dansitesinde degisikliklerin oldugu
gosterilmistir (92). Tiroit hormonlarinin ¢esitli norotrofik faktorlerin ekpresyonunu ve
reseptor populasyonunun diizenlenmesini etkiledigi gosterilmistir (92). Hem gelisim
doneminde hem de yetigkinlikte TH reseptorleri ve mRNA’larinmm dagilimi tespit

edilmistir (93-96).

TH bircok farkli biyolojik siirecleri etkilemektedir. TH’nin non-genomik etkileri
niikkleustaki TR araciligiyla  gerceklestirilen  transkripsiyonel — regiilasyonun
diizenlenmesiden ¢ok daha hizlidir (97-107). TH bir¢ok non-genomik etkisini ortaya
cikarmak ic¢in ¢ok sayida yolagi etkilemektedir (108-112).

TH’nun non-genomik etkisi plazma memraninda, sitoplazmada ve hiicre organellerinde
tammlanmustir. Bu  etkiler; Na®, K, Ca®’un diizenlenmesi, glukoz transportu,
ERK/MAPK, PKC ve PKA’nin aktivasyonu, PLC ve PLD’nin aktivasyonu ile
fosfolipid metabolizmasinm diizenlenmesi aracili olmaktadir (113). In vitro yapilan
caligmalar ile protein sentezinden bagimsiz olarak T4’tin  IP3 ve kalsiyum sinyal

iletimini indiikledigi, PKC ve PKA araciligiyla IFNy’nin etkisini biiylittigi
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gosterilmistir (114-116). Ayrica plazma membranini gecemeyen agaroza bagh T4’tin G
proteini eslikli tiroit hormon membran reseptoriiniin etkisiyle MAPK’y1 aktive ettigi
gosterilmistir (116). Hiicre kiiltiirii caligmalart tiroid hormonlarmnin hizli ve non-
genomik olarak Ca’*ATPaz enziminin, PKC araciligiyla Na* kanalinin (In,), PI3-kinaz
araciligiyla K™ kanalinin (I ), PKC ve MAPK araciligla Na*/H" anti-port sisteminin ve
iceri dogrultucu potasyum kanalinin (Ix;) fonksiyonlarmi diizenledigini gdstermektedir
(117).

Davis ve digerlerinin onerdikleri bir modelde, tiroit hormonlarinin hiicre ylizeyiyle
diizenlenen non-genomik etkisini G-proteini araciligiyla MAPK ve PI3-kinaz sinyal
iletim kaskad1 ile gerceklestirdigini ileri stirmektedir (118-119). Bu modele gore, 10-30
dakikalik bir zaman zarfinda T4 hiicre yiizey GPCR’sine baglanir (116), tirozin
fosforilasyonu, MAPK’ 1 aktivasyonu ve niikleusa translokasyonu ile sonuglanan PKC,
Ras, Rafl ve MEK’1 aktiflestirir ve swrayla TR’nin uzantisindaki bir serin kalintisini
fosforiller (119-120). Bu fosforilasyon TR’nin ko-repressér SMRT ve NCoR’den
ayrilmasiyla, azalmis proteaz aktivitesiyle ve transkripsiyon aktivitesinde artisla
sonuclanir (121-123) ve RXR heterodimerizasyonunu diizenler (124). Niikleer
MAPK/TR kompleksinin transkripsiyonel aktiviteyi diizenlemek icin pS3’e baglandig:
ve fosforile ettigi gosterilmistir (125). Paralel bir yolakta, T4 tarafindan aktive edilen
MEK, niikleer translokasyona, daha sonra MAPK tarafindan serin fosforilasyonuna ve
gen transkripsiyon aktivasyonuna neden olan STATI1 ve STAT3’deki tirozin
kaltilarini fosforiller (126). Boylece tiroit hormonunu non-genomik olarak STAT, p53
ve TR olmak iizere en az ii¢ farkli yolak tarafindan gen transkripsiyonunu etkiler. Bu
sekilde yapilmis olan ¢aligmalar tiroit hormonunu non-genomik etkisinin ¢ok yaygin
oldugunu ve bir¢ok farkli hiicre tipinde c¢ok sayida fizyolojik siirecleri kapsadigini
gostermektedir.

Sinaptik plastisite sinaptik etkinlikteki degisiklikleri ifade eder. Sinaptik plastisite
presinaptik liflerin tekrar tekrar uyarilmasiyla olusur. Sinaptik plastisitedeki kisa siireli
artig; 1 saniye i¢inde gerceklesen “sinaptik fasilitasyon”, 10 saniyeden daha az siiren
“sinaptik birikme” ve birka¢ dakika siiren “post-tetanik giiclenme (PTG)” olmak {izere
iic kategoride incelenir (127). Sinaptik plastisitedeki uzun siireli artig ise UDG ve UDB
gibi modellerle incelenir. Bu modelde UDG, yiiksek frekanslt uyariy1 takiben en az 60
dakika siiren (127) sinaptik etkinlikteki artis olarak tanimlanmaktadir. Sinaptik

plastisitenin biitiin formlar1 sinaptik giiclenmede artisa sebep olmaz. Ornegin diisiik
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frekansh uyart uzun donemli baskilanma denilen sinaptik etkinlikte azalmaya sebep olur
(124). Ayrica 6nceden indiikklenen UDG, takip eden diisiik frekanslh uyart ile tekrar eski
haline geri doner, bu duruma depotansiyelizasyon denir (125). Boylece aralarinda
UDG’nin de bulundugu bir¢ok sinaptik plastisite formu vardir. EPSP hepsi ayn1 anda ve
aynt yonde uyarilar alan biitiin postsinaptik noronlarin gegici depolarizasyonunun
birbirine eklenen bir yanmitidir. Eger membrandaki depolarizasyon bir aksiyon
potansiyeli dogurursa, bu aksiyon potansiyellerinin birikmis hali PS olarak kaydedilir.
Ne kadar fazla noron aksiyon potansiyeli olusturursa o kadar biiyiik PS kaydedilmis

olur.

Noronal plastisite, uzun-dénemli giiclenme (UDG) (126), uzun donemli baskilanma
(UDB) (2) ve depotansiyasyon (DP) (3) gibi memeli beyninde bilgi depolanmasimin
altinda yatan hiicresel mekanizmalar1 yansuttigina inanilan fenomenleri kapsar. Farkli
ogrenme siireclerinde kilit rol oynayan beyin yapisi hipokampiiste bu fenomenlerin
hepsi, indiiklendikten sonra uzun siire devam edebilir, dyle ki bazi1 UDG formlar:
haftalarca siirer (4). UDG vyiksek frekansli; UDB ise diisikk frekanshi uyarim
kaliplariin uzun siireli (ortalama 15 dakika) verilmesi ile indiiklenirken, DP yanitlar:
indiiklenmis potansiyalizasyondan sonra kisa siireli (2-5 dakika) uygulanan diisiik
frekansh kaliplarla olusturulmaktadir. Bu deneysel formlarin olugsmalarindaki anahtar
mekanizma kinaz veya fosfatazlarin farkh seviyelerde gerceklesen katkilaridir ve hepsi
NMDR reseptor bagimhdir (5). UDG kritik bazi kinazlarin fosforilasyonunu
gerektirirken, DP ve UDB fosfatazlar ile defosforilasyonun aktive edilmesini gerektirir
(6). Molekiiler diizeyde kinaz veya fosfataz aktivitesindeki artigin etkisi nispeten kisa
stirelidir ve bu degisikliklerin daha uzun idame ettirilmesi, gen transkripsiyonunu ve
noronal proteinlerin sentezini gerektirir (7). Protein kinaz/fosfataz aktivasyonunu gen
regiilasyonu ile iliskilendiren ise, indiiksiyonun ilk birka¢ saatinde, efektor genlerin
promoter bolgeleri ile etkilesecek olan transkripsiyon faktorlerini kodlayan erken

genlerdir (IEG) (8).

Bitiktas S, doktora tez ¢calismasinda yBOS ve L-tiroksin infiize edilen siganlarin 0,1 mA
-1,5 mA arasinda degisen 8 ayr1 uyar1 siddetine karsit dentat girus ndronlarmdan
kaydedilen EPSP egimi ve PS genliklerinin, 1,5 mA siddeti diginda gruplar arasinda
istatistiksel bir farklilik gostermediklerini bulmustur. Bu bulgular, her iki grupta da

dentat girusta aferent uyarimla innerve edilen noronlarin ve bunlardan esik degere
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ulasarak aksiyon potansiyeli olusturan néronlarin benzer elektrofizyolojik dzelliklerde
oldugunu gostermektedir. On beg dakika stireyle 100 pM L-tiroksin infiizyonu ve yBOS
infiize edilen gruplardan elde edilen hipokampiis genlerinde mRNA diizeyleri
kargilagtirmast  yapildiginda, L-tiroksin’in  CREB-mRNA ve GIluN2B-mRNA
anlatimlarim1  artirdigl; Elk1-mRNA ve GIluN1-mRNA anlatimmi ise azalttigi
gosterilmistir.  P3SMAK-mRNA, PP1-mRNA, cFOS-mRNA ve GIluN2A-mRNA

anlatimlarinda ise anlamli bir farkliligin bulunmadig: bildirilmistir.

Dentat girus graniiler hiicre somalarindan kayitlanan alan potansiyellerinden EPSP
bileseni aferent yolla uyarilan néron grubunun PS, bileseni ise membran potansiyeli bir
esik degere yiikselerek aksiyon potansiyeli olusturabilen hiicre grubunun elektriksel
ozelliklerini yansitir (127). UDG’nin indiiklenmesi sirasinda L-tiroksin infiizyonunun
EPSP egiminde goriilen artist anlamli bir sekilde etkilemedigini; ancak PS genliginde
yBOS infiize edilen gruba kiyasla giiclenmeyi azaltugmi gostermistir. PS genligi
acisindan indiiksiyon doneminde giiclenmede goriilen azalmanin idame déneminde de
devam ettigi , bu nedenle her iki grupta da YFU protokoliinden sonra aferent yolla
uyarilan hiicre populasyonunun ve bunlardan esik degere kadar depolarize olarak
aksiyon potansiyeli olusturan ndron populasyonunun arttigr ancak bu artigin L-tiroksin
grubunda anlamli olarak daha diisiik oldugunu bildirmistir. Fizyoloji Anabilim Dali,
Norofizyoloji Laboratuarinda Siier C ve arkadaglarinin hipertiroidi ve hipotiroidi
olusturulan sicanlarda UDG’nin depotansiyeze edilmesini arastiran caligmada hem
kontrol, hem hipotiroidi hem de hipertiroidili gruplarda YFU sonrast DFU’nin
depotansiyasyon olusturdugu ama hipertiroidili grupta gelisen depotansiyasyonun ¢ok

giiclii oldugu belirlenmistir.

Bu ¢aligmanin sonuglarinda, YFU oncesi SF infiizyonunun DFU uygulamasi sonrasinda
PS genligini azaltmadigi, T4 infiizyonunun ise PS genligi onemli derecede azalttigi,
YFU sonrast T4 infiizyonunun ise PS genligini onemli derecede degistirmedigi
belirlendi. EPSP egim degerlendirmesinde SF ve YFU oOncesi T4 infiize edilenlerde
DFU sonras1t 6nemli baskilanma, YFU sonrasi T4 infiizyonunda ise depotanize durumun
olmadig: gosterildi. YFU sonrast T4 infiizyonunun EPSP egimini baskilamamasi, EPSP
egrisi tarafindan yansitilan mevcut sinapslarda giiclenmis sinaptik kuvvetin veya

etkinligin zayiflamasinm T4 hormonu tarafidan énlenebilir oldugunu géstermistir.
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YFU oncest SF ve T3 infiizyonunun DFU uygulamas: sonrasmda PS genligini
azaltmadig1, YFU sonrast T3 inflizyonunun ise PS genligini dnemli derecede azalttigi
belirlendi. EPSP egim degerlendirmesinde SF, YFU oncesi ve sonrast T3 infiize
edilenlerde DFU sonrasi tiim gruplarda UDG’de 6nemli baskilanma oldugu yani T3
infiizyonunun depotansiyasyonda onemli etki gostermedigi soylenebilir. Bu sonuglar,
onceden var olan sinapslarda giliclendirilmis sinaptik kuvvetin veya etkinligin
zayiflamasmin T3 hormonu tarafindan degistirilmedigini gostermektedir. Bununla
birlikte, sinaptik olmayan bir plastisiteyi yansitan PS genligi {izerine T3 hormonunun

etkisi var goriinmektedir.
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