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1. OZET

Gebelik Doneminde Olusturulan Deneysel Hipotiroidinin 10., 15. Giin ve
Yenidogandaki Fetal Beyin Dokusunda Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP) ve

S100B Protein Ekspresyonuna Etkisi

Tiroid Hormonlar1 (TH) merkezi sinir sistemi (MSS) gelisiminde ¢ok
onemlidir. Beyin gelisiminin kritik donemlerinde TH yoklugu glial hiicrelerin ve
noronlarin olgunlagmasinda gecikmeye neden olmaktadir. Maternal hipotiroidizmde
psikomotor gelisme geriligi oldugu, c¢ocuklarin intelligence quotient (IQ)’lerinde
belirgin bir gerilik oldugu bilinmektedir. TH’ler, hem noéronal hem de glial oncii
hiicrelerin yasamalari, ¢ogalmalar1 ve farklilasmalarinin diizenlenmesinde Onemli
etkilere sahiptir. Yapilan arastirmalarda Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP) ve S100B
proteinin astrosit olgunlasmasinda onemli belirtecler oldugunu gostermistir. Astrosit
olgunlagmasinin eksikliginde, GFAP ve S100B protein diizeylerinin azaldigi
goriilmiistiir. Maternal hipotiroidizmin MSS gelismesine etkisini aragtiran ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Ancak maternal hipotiroidizmin glial proteinler iizerine etkisini
arastiran caligmalar ¢ok azdir. Gebelik sirasinda maternal TH’lerin glial proteinler
izerine etkisi tam olarak bilinmemektedir. Calismamizda, maternal hipotiroidinin fetiis
beyninde 10., 15. giin ve yenidogan doneminde GFAP ve S100B protein ekspresyonu,

dolayisiyla astrosit olgunlagsmasina yaptigi etkileri aragtirmay1 amacladik.

Deneysel uygulama i¢in; caligmaya annesi deneysel olarak hipotiroidi (n:15)
ve annesi normal olan kontrol (n:15) grubundan olusturulmus ratlar alindi. Her grup 10.,
15. gestasyonel giin ve yenidogan olmak iizere ii¢ alt gruba ayrildi. 10 ve 15 giinliik
fetlis beyinleri ile yenidogan yavru beyinlerinde GFAP ve S100B proteinler Western

Blot yontemi ile calisildi. Calismamizda; kontrol gruplarina gore hipotiroidi grubunda,



fetlis ve yavru beyin dokusunda, GFAP ve S100B protein olusumunu belirgin olarak

azalmis bulduk.

Calismamizin sonuglart; maternal hipotiroidizmin, MSS’nin GFAP ve S100B
proteinlerinin ekspresyonunu degistirdigini ortaya koymaktadir. Bu degisiklik astrosit
olgunlagmasindaki geriligin bir nedeni olabilir. Annesi hipotiroidi olan yavru ratlarin
fetlis beyin gelisim doneminde, kontrol grubuna gore, noronal ve glial degisiklikler,

astrosit olgunlagsmasinda ciddi gerilik oldugu goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Maternal hipotiroidizm, astrosit olgunlasmasi, GFAP,

S100B.



2. ABSTRACT
The Effect of Experimentally Induced Maternal Hypothyroidism on GFAP and

S100B Protein Expression in Fetal Brain Tissue at 10, 15™ Gestational Days and

Newborn Period

Thyroid hormone is very important in central nervous system development.
Thyroid hormone deficiency in critical periods of central nervous system causes glial
cells and neurons maturation delays. It is well known that maternal hypothyroidism
causes psychomotor and mental retardation in offsprings. Thyroid hormones have
important functions in survival, division and differentiation of both neuronal and glial
precursor cells. It was reported that SI00B and Glial Fibrillar Acidic Protein (GFAP)
were good markers showing astrocyte maturation. S100B and GFAP levels were found
to be lower in astrocyte maturation defects. There are so many trials related to the effect
of maternal hypothyroidism on central nervous system development, but there are few
that related to the effect of maternal hypothyroidism on glial proteins. The effect of
maternal thyroid hormones on glial proteins is not known during pregnancy. We aimed
to evaluate the effect of maternal hypothyroidism on GFAP and S100B proteins
expression by the way astrocyte maturation on fetal brain at 10, 15" days and newborn

period.

Fifteen experimentally hypothyroid rats and 15 normal rats (control group)
were included to experimental study. Both groups were divided into 3 subgroups as 10,
15" gestational days and newborn. S100B and GFAP levels were studied in brain of
fetus at 10, 15 gestational days and newborns by Western Blot method. S100B protein
and GFAP levels were found significantly lower in brain tissues of hypothyroid mother

offsprings with respect to control group.



Our study showed that maternal hypothyroidism might cause changes in
GFAP and S100B protein expression in central nervous system. These changes may
have a role in astrocyte maturation retardation. It was observed that there are neuronal
and glial changes and severe astrocyte maturation retardations in the fetal brain

development of hypothyroid mother’s offsprings.

Key words: Maternal hypothyroidism, astrocyte maturation, GFAP, S100B.



3. GIRiS

Tiroid hormonlar1 (TH) merkezi sinir sistemi (MSS) gelisiminde ¢ok 6nemli
bir rol oynamaktadir (1-4). Siddetli TH eksikligi insanlarda kretinizm denen mental
retardasyon ve norolojik gelisim geriligi ile seyreden ciddi bir hastalifa yol agmaktadir
(5). TH yoklugu beyin gelisiminin kritik donemlerinde glial hiicrelerin ve néronlarin
olgunlagmasinda gecikmeye, dentritik cikintilarin anormal dagilimina, sinaptik
dansitenin azalmasina, myelinizasyon defektine ve olfaktor, bulbus ve hipokampusda
hiicrelerin say1 olarak azalmasina neden olmaktadir (6). Hipotiroid beyinde serebellar
graniil hiicrelerinin migrasyonunda gecikme, purkinje hiicrelerinin lokalizasyonunda ve
dallanmasinda azalma ve serebral korteksin normal laminasyonunda degisiklikler
meydana gelmektedir (2,7).

TH etkisini gen ekspresyonu yaparak gosterir. Etki ettigi reseptorler biiyiik bir
gen ailesinin subgrubudur. Beyin genlerinin bir kisminin TH’leri ile diizenlendigi
gosterilmistir. Bunlar majér myelin proteinlerinin, sitoskeletal ve mitokondrial
proteinlerin, norotrofinlerin ve diger reseptorlerin kodlanmasini icermektedir (3,8).

Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP) olgun astrositlerin major intermediyer
filaman proteinidir. Astrosit farklilagsmasindaki anahtar olaylardan biri GFAP
ekspresyonunun baglamasidir (9). Olgunlasmamis astrositler baglangicta vimentin
salgilarken, olgun astrositler GFAP salgilarlar (10). Bundan dolay1 GFAP astrosit
olgunlagma belirteci olarak tanimlanir (11). Noronal-glial etkilesimde GFAP’in rol
oynadig1 bildirilmistir (9). Boylece GFAP diizeyindeki degisiklikler néron-néron ve
noron-glia arasindaki baglantida bozulma ile sonuglanabilir.

S100 proteinlerinin, hiicre-hiicre iletisimi, hiicrenin yapisi ve biiyiimesi,
kontraksiyon, enerji metabolizmasi ve intraseliiller sinyal iletiminde rolleri oldugu
bilinmektedir. Beyin gelisimi ve rejenerasyonunda da 6nemli bir role sahiptirler. Ayrica,

noronal farklilasma ve olgunlagsmada rol oynadigi da belirtilmistir. S100B proteini,
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noronal ¢ikintilarin biiylimesini uyarir, gelisim siiresince ve hasardan sonra néronlarin
hayatta kalmasini saglar (12). S100B proteini hem gelisim hem de sinir rejenerasyonu
boyunca noérotropik bir faktor olarak rol oynar (13). Ekstraseliiler SIO0B 6grenme ve
hafizanin modiilasyonuyla da iliskili oldugu goriilmiistiir (14).

Biz caligmamizda gebelik doneminde olusturulan hipotiroidinin astrositlerin
olgunlagsmasi, GFAP ve S100B protein ekspresyonu iizerine etkilerini degerlendirmeyi
amacladik.

Ayrica gebeliginin baslangicindan doguma kadar hipotiroidi olusturulan
ratlarin fetiis beyinlerinde hipotiroidinin GFAP ve S100B proteinlerinin olusumuna 10.,

15. giin ve yenidogan donemindeki etkilerini arastirmay1 amagladik.

3.1. Genel Bilgiler

3.1.1. Tiroid Bezi: Embriyoloji, Anatomi ve Fonksiyonlari

Tiroid bezi, fertilizasyondan yaklasik 24 giin sonra ilkel farinks tabaninda,
median bir endoderm kalinlasmasindan olusmaya baslayan intrauterin hayatta ilk
gelisen endokrin bezdir. Endoderm kalinlagmasindan kisa bir siire sonra kii¢iik bir tiroid
divertikiilii olusur. Baslangicta tiroid divertikiiliiniin i¢i bostur. Fakat kisa bir siirede
gelismekte olan 2. ve 3. trakea halkalarinin 6niinde istmus ile birbirine bagh sag ve sol
loblara ayrilmis, solid bir yap1 halini alir. Embriyo ve dil biiyiirken tiroid bezi taslagi,
gelisen larinks ve hyoid kikirdaklarinin ventralinden gecerek asagiya iner. Gebeligin 7.
haftasinda tiroid bezinin tam seklini aldig1 ve genellikle boyundaki erigkin konumuna
ulastigi tahmin edilmektedir. Gebeligin 11. haftasinda tiroid follikiilleri goriilmeye
baslar ve bu donemde iyot konsantrasyonu ve TH sentezi gosterilebilir. Fetiis
serumunda tiroidi uyarici hormon (TSH), trityodotironin (T3) ve tiroksin (T4) gebeligin

12. haftasinda tespit edilebilir (15-17).



Gebeligin 12. haftasinda fetiis serumunda TSH diizeyi 3-4 mU/L araligindadir.
2. ve 3. trimesterde yavas yavas artarak dogumda 6-8 mU/L diizeyine ulasir. Eger
anneye 2. veya 3. trimesterde Tirotropin Saliverici Hormon (TRH) verilecek olursa
fetiis dolasiminda TSH diizeylerinin arttigr goriilir (18). Bu durum gebeligin 25.
haftasinda gosterilebilir. Bu da bize hipotalamo-hipofizer aksin gebeligin 25.
haftasindan sonra ¢alismaya basladigini gosterir.

En erken organoid yapilanma intrauterin yasamin 9. haftasinda baslar. Bu
yapilanma follikiiler taslak hiicrelerinin olusturdugu kordon ve kiimeler seklindedir.
Daha sonra 10. haftada baslayan liimen olusumu, follikiil hiicrelerinin ortasinda kiiciik
bosluklar seklinde olur. Kolloidin follikiil boslugunda goriilmesi ise gelisimin 12.
haftasinda meydana gelir. Tek sirali olgun follikiil hiicreleri ile doseli tiroglobulin
iceren kolloidle dolu gelismis follikiil yapilarindan olusan tiroid bezi morfolojisi
gelisimin 14. haftasinda meydana gelmis olur. Eriskin donemde normal bir tiroid
glandini olusturan follikiiller yaklagik 200 um capinda olup, oval-yuvarlak sekillidir.
Follikiil tek sirali epitel hiicreleriyle doselidir (18-19).

Tiroid bezi, boynun 6n kisminda, at nali seklinde iki yan lobu ve bunlar
birlestiren bir istmusu bulunan bir endokrin bezdir. Istmus, krikoid kikirdaginin altinda,
tiroid kikirdagi zirvesi ile jugulum ortasindadir. Larinks ve trakeanin kikirdak
dokularinin 6n ve yan kisimlarini orter, gevsek bir bag dokusu ile bu yapilara baglhdir.
Normal bireylerde tiroidin agirlig yas, diyetle alinan iyot miktart ve viicut agirligr gibi
faktorlere bagli olmakla beraber, yaklasik olarak 15-20 gramdir. Her bir lobun
uzunlugu; 3.5-4.5 cm, genisligi; 1.5-2 cm ve derinligi; 1-1.5 cm’dir (19).

Tiroid bezinin baslica fonksiyonu TH’lerin salgilanmasidir. Tiroid bezinden
salgilanan TH’lerin biiyiik bir kismin1 T4 olusturmakta olup, az miktarda T3 olusur.

Esas etkili olan hormon serbest triiyodotironin (sT3)’dir. T4’iin daha az aktif ve T3’{in



bir prekiirsorii oldugu kabul edilmektedir. Plazmada T4 ve T3 genellikle bir proteine
bagl olarak tasinirlar. Bu proteinler tiroksin baglayan globiilin, tiroksin baglayan
prealbiimin ve albumindir. TH’lerin % 70’ini tiroksin baglayan globiilin, % 10’unu
tiroksin baglayan prealbumin ve % 15’ini albumin tasir. TH’ler viicuttaki bir cok
metabolik siireci etkilemektedirler. Normal biiyiime ve gelismenin devam etmesi, enerji
ve 1s1 dretimi basta olmak {izere ¢ok cesitli homeostatik mekanizmalarin

diizenlenmesinde rol alir (19).

3.1.2. Hipotalamo-Hipofizer-Tiroid Aks1

Hayvan deneyleri ve insan calismalarinda tiroid ile hipofiz ve hipotalamus
arasinda islevsel olarak yakin bir iligski oldugu ortaya konulmustur. Hipotalamustaki
supraoptik ve supventrikiiler niikleusdaki noronlarca sentez edilip salgilanan TRH 6n
hipofize etki ederek TSH sentez ve salinimini uyarmaktadir. TSH ise tiroid bezine etki
ederek hiicre biiyiimesi ve TH’lerin sentez ve salimmmimi uyarmaktadir. TH’ler ise
hipofizden TSH salinimini ve hipotalamusdan TRH sentez ve salinimini engeller. TSH
salinimi {izerine akut inhibitor etkisi olan hormon hipofiz igerisindeki sT3’tiir. Bu sT3
hipofizde serbest tiroksin (sT4)’den doniisiim yolu veya dolasimdaki sT3’iin hipofize

girmesi ile olugsmaktadir (20).
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Sekil 1. Hipotalamo-hipofizer-tiroid aksi (20 no’lu kaynaktan uyarlanmistir).

3.1.3. Hipotiroidizm

Tiroid bezinin yeterli plazma TH seviyesi meydana getirememesi haline
hipotiroidizm denir. Teshis genellikle serumda sT4 ve sT3’iin azalmasi, TSH’nin
artmast ve klinik bulgularla konur (21).

Hipotiroidizm, tiroid bezi, hipofiz ve hipotalamus gibi endokrin organlarin
bozuklugundan ileri gelebilecegi gibi TH’lere kars1 periferik direng gelismesi ile de
hipotiroidizm tablosu olusabilir. En sik neden Hashimato tiroiditi’dir. Antitiroid ilaglar,
tiroid cerrahisi sonrast ve radyoaktif ila¢ kullanimi sonrasi ile de hipotiroidizm

gelisebilir (22). Hipotiroidi nedenleri Tablo 1’de gosterilmistir.



Tablo 1. Hipotiroidi Nedenleri (23)

1. Primer Hipotiroidi

1.a. Tiroid Dokusunun Yikim
Kronik otoimmiin tiroidit
Radyasyon

Subtotal veya total tiroidektomi
Tiroidin infiltratif hastaliklar

1.b. Bozuk Tiroid Hormon Yapim
Antitiroid etkili ilaclar (lityum, iyot, iyot i¢eren ilaglar ve radyokontrast maddeler)
2. Santral Hipotiroidi

Hipofiz hastaliklar

Hipotalamus hastaliklari

3. Gegici Hipotiroidi

Sessiz tiroidit
Subakut tiroidit

Otiroid bireylerde hormon tedavisi kesildikten sonra

3.1.3.1. Hipotiroidizmde Klinik

Viicuttaki tiim dokular, az veya cok TH eksikliginden etkilenirler. Kisiden kisiye
fark olmakla birlikte genellikle hipotiroidizmin baslama yasi1 ve hormon eksikliginin
yogunlugu klinik tabloyu dogrudan etkileyen faktorlerdir. Hastalarda; yorgunluk,
halsizlik, artralji, miyalji, kas kramplari, soguk intoleransi, konstipasyon, letarji, kuru
deri, bas agrisi, menoraji, ddem, horlama, kilo artisi, depresyon ve konsantrasyon kaybi
baslica sikayetleri olusturur (24).

Hastalarin fizik muayenesinde donuk bakis, saclar ve tirnaklarda matlasma,

saclarda dokiilme, periorbital 6dem, ciltte kalinlasma, dilde biiyiime, seste kabalasma,
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viicut 1s1sinda azalma, mental durum degisiklikleri, derin tendon reflekslerinde azalma,
hipotermi, serebellar ataksi, periferik noropati, karpal tiinel sendromu, depresyon ve
psikozlar tespit edilebilir. Plevral, peritoneal ve perikardiyal effiizyonlar, bradikardi,

nazal konjesyon ve gode birakmayan 6dem diger fizik muayene bulgularidir (25).

3.1.3.2. Hipotiroidizmde Laboratuar

Vakalarin % 55’inde serum kolesterol diizeyi artmistir. Ayrica karaciger
enzimleri ve kas enzimi kreatin kinaz degisik oranlarda yiiksek bulunabilir. Anemi
goriilebilir. Anemi normokrom normositer, mikrositer veya makrositer olabilir.
Hipotiroidili hastalarin bir kisminda gastrik mukozaya karst olusmus otoantikorlar
sonucunda pernisiyoz anemi gelisebilir. Prolaktin diizeylerinde yiikselme ve
hipoglisemi de hastalarin bir kisminda goriilebilir. Primer hipotiroidili bazi hastalarin
hipofiz boyutlarinda artma olur ve sella grafisinde bu genisleme tespit edilebilir.
Telegrafide kardiyomegali, elektrokardiyografide (EKG) siniis bradikardisi, QT
mesafesinde uzama, QRS voltajinda diisiikliik ve nonspesifik ST degisiklikleri tespit
edilebilir (21).

Hastalarin bir kisminda gastrointestinal motilite azalmasindan kaynaklanan
paralitik ileus ve megakolon olusabilir. Bobrekte bozulan serbest su atilimi nedeni ile
uygunsuz ADH sendromu ve hiponatremi gelisebilir. Intertisyel alanda hidrofilik
molekiiller, hyaluronik asit ve diger glikozaminoglikanlar birikir ve gode birakmayan
O0dem olusur. Hipotiroidizmdeki 6dem vendz yetmezlikten daha cok artmis kapiller

gecirgenlige baghdir (24).
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3.1.3.3. Hipotiroidizmin Klinik Agirhgmma Gore Simflandirilmasi

3.1.3.3.1. Subklinik (Kompanze) Hipotiroidizm

Bu hastalarda hemen hemen higbir bulgu mevcut degildir. Hastalik genellikle
baska nedenlerle yapilan tetkikler sirasinda TSH’nin yiiksek c¢ikmasi, sT4 ve sT3’iin
normal bulunmasi ile teshis edilir. Hastalar genellikle asemptomatikdir veya minimal
derecede sikayetleri olmaktadir. Belki de minimal degisiklikleri 6l¢ebilecek teknolojinin

heniiz olmamas1 organ disfonksiyonunu tespit etmemizi gii¢lestirmektedir (26-27).

3.1.3.3.2. Orta Dereceli Hipotiroidizm
Bu hastalar ¢cogunlukla enerjilerinin azaldigindan, cok iisiidiiklerinden, beden
ve zihin fonksiyonlarinin yavaslamasindan yakinirlar. Bazen hafif yiliz ve bacak

sismeleri ve kilo alma da goriilebilir. Bu hastalarda sT4 ise normal veya normalin biraz

altinda bulunur (28).

3.1.3.3.3 Belirgin Hipotiroidizm (Miks6dem)

Hipotiroizmin en agir seyirli klinik goriiniimiidiir. Ciltte mukopolisakkarid
birikimi sonucu yiizde ve goz kapaklarinda belirgin sisme, dilde sisme ve biiylime,
ekstremitelerde basmakla iz birakmayan 6dem goriiliir. Bunlara ilave olarak kabizlik,
durgunluk, uyuklama hali, soguk havaya direngsizlik, tistime, ciltte ve saglarda kuruma
ve kalinlagma, kilo alma, sesin kalinlagsmas1 ve bradikardi gibi semptom ve bulgular
gozlenir. Ileri vakalarda perikard ve plevrada siv1 birikmesi, letarji ve miksodem komasi
goriilebilir (21). Serumda sT3 ve sT4’iin diisiik, TSH nin yiiksek olmasi ile teshis
konulur. Sistemik hastaliklarla birlikte olan hipotiroidide TSH sekresyonu azalabilir.
Diisiik sT3 ve sT4 diizeylerine ragmen diisiik veya artmamis TSH santral hipotiroidi

oldugunu gosterir (19).
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3.1.3.4. Hipotiroidizmde Metabolik Degisiklikler

3.1.3.4.1. Bazal Metabolizma Hiz

Bazal metabolik hiz % 40’tan fazla azalir. Soguk intoleransi ve istahin az
olmasina karsin bir miktar kilo artis1 goriiliir. Viicut yag yiizdesi saglikli insanlara gore
artmistir. Bunlarin nedeni hipotiroidizmde O, tiiketiminin ve 1s1 {iretiminin azalmasidir

210).

3.1.3.4.2. Karbonhidrat Metabolizmasi

Hipotiroidizmde, gastrointestinal kanaldan glukoz emilimi yavaglar. Yag
dokusundan gliserol salinimi azalir. Glikoneogenez i¢in gerekli olan aminoasitler ve
gliserol azalir. Oral glukoz tolerans egrisi karekteristik olarak diiz cizgi cizer (24).
Hipotiroidizmde hipoglisemi goriilebilmekle birlikte izole TH eksikliginde hipoglisemi
nadiren goriiliir. Boyle bir durumda oncelikli olarak hipopituitarizm diisiiniilmelidir.
Tip 1 diyabetik hastalarda hipotiroidi gelisirse ekzojen insiilin ihtiyac1 azalir.

Hipotiroidizmin tedaviyle diizelme asamasinda da insiilin ihtiyac artar (24).

3.1.3.4.3. Lipid Metabolizmasi

Hipotiroidizmde hem lipid sentezi hem de lipidlerin yikimi azalir, fakat denge
lipid sentezinde artma lehine gelisir. Yag asidi biyosentezi baskilanmistir. Trigliserid ve
yag asidi yitkimi da normalin altindadir. Degisik prekiirsorlerden uzun zincirli yag
asitlerinin sentezi azalir. Gliserol iliretim hizinda ve palmitat oksidasyonunda azalma
olur. Lipolitik ajanlara lipoliz cevabi ise azalmistir (21).

Belirgin hipotiroidizmi olan hastalarin ¢ogunda kolesterol diizeyi 250
mg/dl’nin iizerindedir. Kolesterol sentezi azalmigtir, fakat safraya kolesterol

sekresyonunun azalmasi, kolesterol yikiminin yavaslamasi ve LDL kolesterolil tasiyan
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apolipoproteinlerin miktarinin artmasi gibi nedenlerle hiperkolesterolemi gelisir.
Lipolitik aktivitedeki azalmadan dolayr sentezi normal olmasina ragmen plazma
trigliserid seviyeleri de artar. Plazma serbest yag asit konsantrasyonlar1 normaldir veya

hafifce azalmistir (29).

3.1.3.4.4. Protein Metabolizmasi
Hipotiroidizmde proteinlerin 6zellikle albuminin hem sentezi hem de yikimi

azalir, fakat yikim sentezden daha fazla azaldig icin total albumin miktar1 artar (24).

3.1.3.5. Hipotiroidinin Tedavisi

Hipotiroidi, hormon replasmani yontemi ile tedavi edilen ilk endokrin
hastaliktir. Kalic1 hipotiroidizm sentetik veya dogal TH preparatlar1 ile tedavi
edilmektedir. Sentetik T4 (levotiroksin) biyolojik aktivitesinin kararliligi, periferik
dokularda T3’e cevrilebilmesi, uzun plazma yar1 dmrii ve ucuzlugu nedeniyle ilk secilen
ilagtir. Hipotiroidizm vakalarinda otiroidizmi siirdiirmek icin gerekli olan T4 dozu
eriskinlerde yaklasik giinde 100-150 pg, cocuklarda 50-100 pg ve yenidoganlarda ise
20-50 pg kadardir (24).

Klinik duruma gore TH replasman tedavisinin dozu degisir. Ancak koroner
arter hastaligindan siiphelenilen veya bilinen hastalarda replasmanin yavas yapilmasi
gerekir. Tedavi ¢ok hizli yapilirsa koroner iskemi, ciddi aritmi ve miyokard infarktiisii
gibi riskler vardir (28).

T4 replasman tedavisi uygulanan hastalarda semptomatik iyilesme bulgulari en az
2 haftalik bir tedaviden sonra ortaya ¢ikar. Bunun nedeni TH’nin reseptor araciligi ile

etkili olarak gen transkripsiyonunu diizenlemesidir (29).
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Kalic1 hipotiroidizmi olan hastalarda 6miir boyu tedavi uygulanir (24). T4
replasman tedavi dozunun tespit edilebilmesi icin tedavi siiresinin en az 4 haftayi
gecmis olmasi gerekmektedir. Bunun nedeni T4’{in yar1 6mriiniin 7 giin olmasidir. Doz
degistirilirken T4 miktar1 haftada 25 pg artirilmalidir. Serum sT4 ve TSH tayinleri ile
hastanin 6tiroid duruma geldigi tespit edildikten sonra her 6 ayda bir defa sT4 ve TSH
tayinleri yapilmalidir (21).

T4’iin bilinen yan etkileri; kemik kaybinin artmasi ve Kkoroner arter
hastaliginin siddetlenmesi seklinde 6zetlenebilir (21).

Hipotiroidinin en agir sekli olan miksédem komasinda TH’ler yiiksek dozda
kullanilir. En iyi cevaplar 200-500 pug T4’iin damar yoluyla veya nazogastrik sondadan
verilmesiyle elde edilir. Ayrica miksodem komasindaki hastalara solunum destegi
yapilmali ve dikkatli bir sekilde intravendz sivi replasmani uygulanmalidir. Siirrenal
yetmezligine gidisi onlemek icin 200-300 mg/giin hidrokortizon parenteral verilir. Ciddi
boyutlarda anemisi olan hastalara kan transfiizyonu uygulanir. Hipoglisemi

miksddemlilerde sik goriiliir ve gerekirse intravenoz glukoz da verilmelidir (22.)

3.1.4. Gebelik ve Tiroid Hastaliklar:

Ureme cagindaki kadinlarda, tiroid bezi hastaliklar1 ile olduk¢a sik
karsilasilmaktadir. Gebelik donemindeki hormonal degisiklikler, tiroid fonksiyon
testlerini etkileyebilmektedir. Ayrica gebelik sirasinda goriillen hipermetabolik durum
klinik olarak tiroid bezi hastaliklarini taklit edebilmektedir. Gebeligin tiroid bezi
hastaliklarinin gidisini etkileyebilecegi gibi tiroid hastaliklarinin da gebeligin seyrini,
fetiisi ve yenidogani etkileyebilecegi bilinmektedir (6,7,30). Gebelik sirasinda dort
onemli degisiklik ortaya ¢cikmaktadir. Bunlar; 1) Tiroid baglayan globiilin diizeyinin

artmasi, 2) Human koriyonik gonadotropinin artmasi sonucu tiroid bezinin uyarilmasi,
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3) Plasenta kokenli enzimlerle TH’lerin periferik metabolizmalarinin degismesi, 4)
Bobrek klirensinin artmasi ve fetiisiin kullanimi nedeni ile plazma iyot diizeyinin
azalmasidir (30).

Plesanta anneden fetiise TH’lerin gecisi icin kismi engel olusturmaktadir. TSH
plesantaya gecemezken, iyot serbestce gecebilmektedir. TRH, antitiroid ilaglar ve tiroid
antikorlar1 da plesantadan gegebilmektedir (19,30). Embriyo ile yapilan ¢alismalarda
(2,30) fetiiste tiroid bezi hormon sentez ve salinimina baslamadan 6nce anneden fetiise
yeterli miktarda T3 ve T4 gectigi gosterilmistir. Fetiisiin tiroid bezinin islev gormedigi
gebeligin erken donemlerinde, 6zellikle fetiisiin MSS’nin gelismesinde, annenin TH’leri

cok 6nemli rol oynamaktadir (30).

3.1.4.1. Gebelik ve Hipotiroidizm

Hipotiroidili kadinlarda anovulasyon sik goriillen klinik bir durumdur. Bu
nedenle tedavi edilmemis hipotiroidili kadinlarda gebeligin az oldugu diisiiniilmektedir.
Gebe kalan hipotiroidiklerde ise diisiik riski cok yiiksektir. Hem klinik hem de subklinik
hipotiroidi iireme cagindaki kadinlarda % 0,3 ile % 2,9 oraninda goriilmektedir (31-34).
Tedavi edilmemis hipotiroidili vakalarda gebelik donemlerinde cesitli komplikasyonlar
goriilebilir. Bu komplikasyonlar; preeklampsi, erken plesanta ayrilmasi, diisilk dogum
agirhig, diisiikler, 6lii dogum, prenatal mortalite, konjenital malformasyonlar, gebeligin
indiikledigi hipertiroidi, postpartum kanama ve fetal distres gibi ciddi problemlerdir
(35-38). Bir cok calismada maternal hipotiroidinin ister subklinik ister klinik olsun

cocugun MSS gelisimini olumsuz olarak etkiledigi gosterilmistir (39-41).
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3.1.5. Ratlarda Tiroid Bezinin Gelisimi

Rat gebeligi yaklasik 21 giin siirmektedir. Fetal hayatin 9.5-10. giiniinde tiroid
divertikiilimii goriilmektedir (42-44). Bundan yaklasik 5-5.5 giin sonra yani fetal
hayatin 15-15.5. giiniinde dolasimda TSH diizeyi artmaktadir. Bu giinlerde tiroidde

hormon sentezinin basladig tespit edilebilmektedir (45).

3.1.6. Tiroid Hormonu ve Merkezi Sinir Sistemi Gelisimi

3.1.6.1. insan ve Deney Hayvanlarinda Tiroid Bezi ve Merkezi Sinir

Sisteminin Gelisimi

TH ile MSS iligkisinin en iyi c¢alisildigi ratlarla yapilan caligmalardir.
Giiniimiizde bu hayvan modellerinden gelistirilen kavramlarin pek ¢ogu insanlar i¢in de
uygulanabilir gecerliligi oldugu kabul edilmektedir. Bunun yaninda ratlarin deneysel
model olarak en onemli {istiinliigli zamaninda dogan cocuklarin tersine rat yavrularinin
dogumda MSS’lerinin tiroid bezi gibi tam gelismemis ve kismen immatiir olmasidir.
Insan ve ratlar arasinda gecerli karsilastirmalar yapabilmek icin tiroid bezinin gelisimi
ile tiroid fonksiyon gelisimi arasindaki farkliliklarin dikkate alimmasi gereklidir.
Insanlarda 3. gebelik doneminin sonlarinda gerceklesen olaylar ratlarda dogum sonrasi
ilk 2-3 hafta i¢inde olmaktadir (46).

Tiroid gelisimi ile dolasimdaki TH’ler bakimindan insan ve ratlar arasindaki
en Onemli farklilik, ratlarda fetiis i¢cin TH sadece maternal TH’den saglandigr donemin
ratlarda nispeten daha uzun olmasidir (46). Ratlarda serebral norogenezis ve
migrasyonun TH’ye bagli olan kismin 6nemli bir boliimii maternal TH’nin etkisiyle
gerceklesmis olmasidir ki, ratlarda tiroid fonksiyonlart sadece dogumdan 4 giin
oncesinde baglar. Diger taraftan, insanda birinci trimesterin sonunda néronal farklilagsma

ve sinaptogenezis gerceklesir ve ratlarda cok daha ge¢ olan miyelinogenezis de
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dogumda iyice ilerlemistir. Insan fetiisii daha uzun bir siire kendi kaynagina dayanacagi
icin, konjenital hipotiroidizmin etkileri insan ve ratlar arasinda farkli olarak ortaya
cikacagl aciktir (46). TH bagimli MSS gelisiminin baslama zamani tam olarak
belirlenememekle beraber, norogeneziste kritik bir siire vardir. Hipotiroidinin tedavisi
bu siireden sonra beyin fonksiyonlarin1 normale dondiirmesi beklenemez. Bu siire
ratlarda gebeligin 18-19. giinlerindedir ancak 14-16. giinlerinde de goriilebilir (1,47,48).
Konjenital hipotiroidili (KH) bebekte semptomlar ge¢ ortaya ¢iktign icin teshis de gec
konmaktadir. KH bebeklerin ilk ayda % 10’una, ilk iic ayda % 35’ine, ilk bir yilda
% 70’ine ve iic yasindan sonra % 100’iine teshis konmaktadir (49,50). Teshis ve
tedavinin gecikmesi sonucu entellektiiel kusurlar agir olmaktadir. Bir metaanalizde 651
KH’li infantlarin ortalama IQ’larinin 76 oldugu bulunmustur (51). KH’li infantlarin
dogumda ilk 3 ayda teshis konanlarin % 78’inde, 3-6 ay arasinda teshis konanlarin %
19’unda IQ 85 ve iizeri, 7 aydan sonra teshis konanlarda ise hepsinin IQ’su 85’in altinda
bulunmustur (51,52).

KH dogumda TFT taramas1 yapilarak erken teshis ve tedavi yapilabilen bir
hastaliktir. Insanlarda, konjenital hipotiroidili hastalarda yapilan calismalar hemen
hemen biitiin infantlarda dogum sonrasi1 birka¢ hafta icinde yeterli siirede ve dozda
levotiroksin tedavisiyle normal veya normale yakin diizeyde entellektiiel gelisim
saglanabilecegini gostermistir (47,53-56). Cok sayida belirtilen calismalar TH’nin,
erken gebelik doneminde fetal tiroid bezi gelisimi baslamadan once, MSS gelisiminde
rol oynayabilecegini gostermektedir (57,58). Hem maternal hem de fetal tiroid
fonksiyonlart yetersiz olmasindan dolayr endemik kretinizm, insan MSS’de TH iliskili
olaylar1 degerlendirmek icin 6nemli bir klinik model olusturur. TH eksikligine bagh
olarak goriilen 6zel bir norolojik sendrom olarak tanimlanmistir. Bu sendromun esas

ozellikleri mental bozukluk, piramidal kanal bozuklugu, sagirlik-mutizm, spastik dipleji
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veya qaudripleji ile seyreden ekstrapiramidal disfonksiyon ile tipik yliriiyiis
bozuklugudur. Bu bulgular Helpern ve Boyages (59,60) tarafindan yapilan ¢alismalarda
daha genis olarak tanimlanmustir. Piramidal disfonksiyonlar en sik olarak patellar
reflekslerin  artmas1 seklinde goriilmektedir. Norolojik endemik kretinizmin
ekstrapiramidal bulgular1 arasinda distonik postiir, rijidite ve bazal gangliyon
lezyonlarin1 andiran diger bulgular vardir (39-41). Manyetik rezonans goriintiileme
caligmalarinda Cin’de 3 endemik norolojik kretinizmli hastada substansiya nigra ve
korpus striatumda anormalliklerin gosterilmesi bu bulgular desteklemektedir (60).
Klinik 6zellikler bu bozukluklarin tipik serebral palsiler oldugunu gostermektedir.
DeLong (5) bu sistemlerde hasarin baslangicini gebeligin 14. haftasina ait oldugunu ve
icinci trimestere kadar kalici oldugunu belirtmistir. Bu bulgularla Pharoah ve
arkadaslarinin daha oOnceki bulgular1 arasinda benzerlik vardir. Hamileligin ikinci
trimesterden Once iyotlanmis yagin verilmesiyle kretinizmin norolojik bulgularinin
ortaya cikisini Onleyebildigini gostermistir (61).

Ikinci trimesterde tiroid hormunu bagimli olaylarin bozuklugu, serebrokortikal
fonksiyon (gebeligin 14-18. haftalarinda gelisir) bozukluklarini, kohleada (gebeligin 10-
15. haftalarinda gelisir) gozlenen anormallikleri ve bazal gangliyon (gebeligin 12-18.
haftalarinda gelisir) bozukluklarini aciklayabilir (1,59). Maternal T4’iin kompanze
edemedigi konjenital hipotiroidili bebeklerde endemik kretinizm bulgular
goriilmemektedir. Bunlarda ekstrapiramidal veya piramidal hastalik goriilmez ve
goriilse de ¢cok daha az oranda ve ¢ok daha hafif bir duyma bozuklugu seklinde goriiliir
(62-64). Bu da konjenital atiroidik hipotiroidizmli infant Orneginde oldugu gibi,
endemik kretinizmli infantlarda ortaya ¢ikan norolojik bozukluklarin maternal T4 ile
Onlenebildigine kanit olusturur. Dogum sonrasi tedaviye ragmen belirgin gelisme

geriligi diger maternal-fetal POU1F1 (eskiden Pit 1 olarak adlandirilan) yetersizligi (65)
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ve TSH reseptor engelleyici antikorla olusan kongenital hipotirodizm (66) gibi diger
maternal-fetal hipotiroidizm modellerinde gosterilmistir. Endemik kretinizmde gozlenen
norolojik bozukluklara benzer anormalliklerin diger bozukluklarda da goriiliip
goriilmedigi ve ikinci trimesterden Once verilecek bir tedavinin kognitif bozukluklar
normallestirebilecegi kesin olarak belli degildir.

IIk defa Man ve arkadaslar1 (67) fetal tiroid anomalisi ile seyretmeyen
maternal hipotiroidizm vakalarinda bile ¢ocugun psikomotor gelisim bozukluklarina
neden oldugunu belirtmislerdir. Haddow ve arkadaslar1 (39) hamileligin ilk trimesterde
maternal hipotiroidi olan 7-9 yas arasi ¢ocuklarin 1Q’larinda 4 puanlik bir diisiikliik
oldugunu tespit etmislerdir. Bu bulgularla benzer olarak, Pop ve arkadaslar1 (68) serbest
T4 seviyeleri normalin % 10’u diizeylerinde diisiik olan annelerin cocuklarinda 10
aylikken normal kisilere gore Olciilebilir psikomotor bozukluklar oldugunu
belirtmislerdir. Bu etki sadece gebeligin 32. haftada gozlenmedigi, 12. haftasinda da
gozlendigi icin arastirmacilar fetiis tiroid fonksiyonunun heniiz baslamadigi bu
donemde maternal TH’nin gebeligin ilk trimesterinde en 6nemli hormon oldugu
kanisina varmuglardir. Yukardaki iki ¢alismanin aksine, Liu ve arkadaslar1 (69) ikinci
trimesterde hipotiroidisi diizeltilmis hipotiroidili annelerin ¢ocuklarinda herhangi bir IQ
bozuklugu olmadigini belirtmislerdir.

Sadece maternal hipotiroidizmin zayif etkisi ile iyot yetmezligine baglh
maternal-fetal yetmezlik kombinasyonu sonucu meydana gelen hipotiroidi
komplikasyonlar: arasinda fark oldukg¢a belirgindir. Boylece iyotun ikinci trimesterden
once verilmedigi durumda meydana gelen etki erken donemde zayif bir etki
olustururken tiroid bagimli beyin gelisiminin ¢ogunun gebeligin sonraki donemlerinde
meydana geldigine isaret etmektedir. Gebelik doneminde hipotiroidi insidanst iyot

eksikligi olan popiilasyonda iyot eksikligi olmayanlara gore yaklasik 10 kat daha
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fazladir. Bu da bazi otorlerin biitiin gebelerde 6zellikle birinci trimesterden 6nce rutin

tiroid taramasi yapilmasini 6nermelerine dayanak olusturmaktadir (70,71).

3.1.6.2. Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP)

GFAP, 50 kDa agirliginda intraseliiler bir proteindir. Normal beyinde bulunan
fibroz astrositlerin sitoplazmalarinda bol miktarda bulunmaktadir. GFAP esas olarak
astrositlerden eksprese edilen bir intermediyer filamandir. Bundan dolay1 selektif bir
marker olarak kullanmilmaktadir. Ratlarda yapilan calismalarda astrositik intermediyer
filamanlarin reaktif gliozisde cok O©Onemli bir rol oynadiklar1 gosterilmistir (72).
Astrositler beyinde noronlarin yasamlarini siirdiirmeleri ve fizyolojik olarak fonksiyon
gormeleri icin gerekli olan iyonik cevrenin diizenlenmesini saglamaktadir. MSS’de
hasar oldugu zaman glial hiicreler hiicresel cevabi baslatirlar. MSS glial hiicrelerin
reaksiyonu gliozis olarak verir. Dolayisiyla GFAP ekspresyonunda artis olur. Astrositler
noronal hasara cevap olarak ekspresyonunu artirirlar. GFAP, MSS’nin hasar1 sonrasi
gelisecek olan morfojenezde 6nemli bir materyaldir. GFAP fetal donemde son derece az
miktarlarda iken, beynin gelisimiyle yogunlugu artmaktadir (73). MSS’nin reaktif
siireclerinde de astrosit sitoplazmalar1 i¢inde artmis miktarlarda bulundugu
gosterilmistir. Oligodendria ve ependim hiicrelerinde de bulunur. Cerrahi patolojide
kullantmi  yararli oldugu bilinmektedir. Ekstraaksiyel yerlesimli tiimorlerin
invazyonlarinin tanimlanmasinda da faydalidir. Normal koroid pleksusta bulunmadigi
halde koroid pleksus tiimorlerinde GFAP salinimi bulunmustur. GFAP’1n bir hiicre
icinde tespit edilmesi o hiicrenin GFAP iirettigini gostermez. Ornegin makrofajlar
fagositoz sayesinde sitoplazmalar1 icinde GFAP icerebilirler. GFAP kullanimi ile
neoplastik ve reaktif glia hiicresi birbirinden ayrilamaz. Normalde beyaz cevherde

bulunan GFAP+ fibroz astrositler, korteks yerlesimli olan aymi tipteki hiicrelere oranla
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daha yogun olarak bulunmaktadir. Bu nedenle beyaz cevherin reaktif siireclerinin
degerlendirilmesinde GFAP yarar saglamaz. GFAP boyanma siddeti ile astrositik timor
derecelendirmesi arasinda iliski bulunmamaktadir. Astrosit kokenli tiimorlerde GFAP
ile es zamanli olarak vimentin de salinabilir. GFAP’1n fazla ekspresyonu kronik reaktif
gliozise neden olmaktadir. MSS hasarlarindan sonra GFAP’1n yararli ve noroprotektif
etkileri mevcut olup bunun yani sira reaktif gliozise yol a¢gmasi nedeniyle MSS
rejenerasyonunu engelledigi diisiinilmektedir (74). Beyin iskemisinin ciddi reaktif
gliozisi tetikledigi bildirilmistir (75). Alzheimer hastaliinin da patofizyolojik
ozelliklerinden biri senil plaklar etrafinda reaktif gliozis olmasidir. Bu nedenle bazi
noropatolojik durumlarin GFAP regiilasyonu, dolasiyla da reaktif gliozisle iliskili
oldugu diisiiniilebilir.

3.1.6.3. Astrosit ve Tiroid Hormonunun Astrosit Olgunlasmasi ve GFAP

Uzerine Etkisi

Astrositler beyin haciminin yaklasik % 20-50'sini olusturur (76). Astrositlerin
ozellesmis formlari; serebellar kortekste Bergamann hiicresi, retinada Miiler hiicresi,
norohipofizde pitiisitler ve 3. ventrikiiliin duvarinda tanisitlerdir (77). Astrosit, MSS’de
cok Onemli fonksiyonlara sahiptir. Bu hiicreler hiicre gociinii etkiler, matrix
proteinlerinin, adhezyon molekiillerinin ve biiyiime faktoriiniin dnemli bir kaynagidir.
Norotransmisyonda 6nemli bir rol oynar; extraseliiler ortamin iyonik kompozisyonunu
diizenler, kan-beyin bariyerinin fonksiyonuna ve stabilitesine katki saglar. Sinir
hiicrelerine metabolik destek saglar ve norodejeneratif hastaliklar patofizyolojisinde de
rolii vardir (78).

Beyin gelisimi siiresince TH’nin etkisi, hiicre Kkiiltiiriinde ve konjenital
hipotiroidizm modellerinde oldukga yaygin bir sekilde arastirilmistir (79). insanlarda,

gebelik boyunca maternal hipotiroidizm ile ¢ocuklarda kognitif ve motor fonksiyon

22



bozuklugu arasinda bir iligki vardir (39). TH’nin maternal eksikligi, noronal
anormallikler olugsmasina sebep olur; kretinizm olarak adlandirilan bu 6zel durumda,
TH eksikliginin derecesi ve siiresine bagli olarak bircok noérolojik kusur ve ileri
derecede zeka geriligi olusabilmektedir (1,2,80). Hipotiroidizmde beyin gelisimi
boyunca noronal ve glial hiicrelerde eksik olgunlagma, sinaptik yogunluklarda azalma,
myelin bozukluklar1 ve spesifik hiicre miktarinin sayisinda degisikliklere neden olur
(2,80).

TH astrosit olgunlagsmasina ve farklilasmasinda onemli bir role sahiptir. Bu
etkileri; biiyiime faktorii sentezi, sekresyonu ve hiicre iskelet sistemi yapilanmasi
izerine olan etkileri ile yaptig1 gosterilmistir (81,82). T3 tedavisiyle astrositlerdeki bu
etkiler dogrulanmistir (83,84).

Erken hipotiroidizm serebellumun astroglial hiicre sayisin1 etkiler. Son yillarda
yapilan bir¢cok c¢alisma TH’nin astroglial genlerin olusumunu (6,85,86) ve radial glia
olgunlagmasint (87) etkiledigini gOstermistir. TH’lerin noronal proliferasyon ve
farklilasmaya baz1 etkileri primer olarak asrositler iizerinden gerceklesmektedir.
Astrosit kiiltiirlerinde TH aktin polimerizasyonunu ve integrin-laminini etkilemektedir
(88-90).

MSS’de olgunlasmamus astrositler genellikle major intermediyer protein yani
vimentin olarak ifade edilir. Astrositlerin olgunlasmasi, vimentin ve GFAP ekspresyonu
arasinda bir gecis olur. GFAP bir astrosit olgunlasma belirleyicisi olarak taninmaktadir

(11). Astrositler olgunlastikca GFAP ekspresyonu artmaktadir.

3.1.6.4. S100B Protein
Kalsiyum baglayict bir protein olan S100 proteini, 10-12 kDa’luk, diisiik

molekiil agirlikli asidik proteinler olarak tanimlanmistir. SI00A ve S100B diye bilinen
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iki onemli bileseni vardir. SI00B MSS’de o6zellikle astrositler, ependim hiicreleri ve
oligodendrositler icin 6zeldir. ST00A ise iskelet kaslari, myokard, bobrekler, akciger,
karaciger ve pankreasta yaygin dagilim gostermektedir (12).

S100 proteinlerinin, hiicre biiyitimesi, hiicre-hiicre iletisimi, hiicre yapisi, enerji
metabolizmasi, kontraksiyon ve intraseliiler sinyal iletiminde rolleri vardir. Beyin
gelisimi ve rejenerasyonunda onemli bir role sahiptirler. S100B, noronal ¢ikintilarin
biiylimesini uyarir, gelisim boyunca ve travmadan sonra noronlarin hayatta kalmasini
artirir (12). S100B hem gelisim hem de sinir rejenerasyonu boyunca norotropik faktor
olarak rol alir (13). Ekstraseliler S100B o6grenme ve hafizanin modiilasyonuyla
iligkilidir (14).

S100B proteini; beynin toplam proteinlerinin yaklasitk % 0,2’sini
olusturmaktadir. Alzheimer hastaligi ve Down sendromu gibi hastaliklarla iligkisi vardir
(91). Beyin omurilik sivisinda (BOS) yiikksek S100B protein konsantrasyonlari
norodejeneratif bozukluklar, serebral travma, serebral maligniteler ve serebrovaskiiler
bozukluklar gibi beyin hasarlarinin olustugunu gostermektedir. Hayvan modellerinde
travmatik veya fokal kanama gibi beyin hasarinin ardindan S100B’nin BOS’da hizli bir
sekilde arttig1 gosterilmistir (92). Hem inme hem de beyin hasarinda BOS’da ve
serumda miktar1 artar. Baz1 ¢aligmalarda klinik ve radyolojik bulgularla S100 diizeyleri
arasinda iliski oldugu gosterilmistir (93,94).

Yapilan calismalarda S100 proteininin bir¢cok yeni formu gosterilmistir. En
son bulunanlar S100A14 ve S100Z’dir. S100 proteinleri kalsiyum bagimli hiicresel
aktivitelerde rol oynarlar. SI00A2 ve S100A3 proteinleri gibi bazi S100 proteinlerin
cinkoya olan affiniteleri kalsiyumdan daha fazladir. Tipik bir S100 proteini geni ii¢
ekson’dan meydana gelir. S100 proteinlerinin genel olarak sinyal transdiiksiyonu, hiicre

motilite diizenlemesini, hiicre farklilasmasi ve transkripsiyonu gibi bir¢cok hiicre
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aktivitesinde rol alarak, kalsiyuam bagimli bir yolla hedef proteinlerinin aktivitesini
ayarladiklart diisiiniilmektedir. S100B; beyin hasarinda énce BOS’a, daha sonra ise
kana kolayca geg¢mektedir. S100B seviyesinin BOS ve plazmada ol¢iimii serebral
iskemisi olan hastalarin tayini ic¢in iyi bir gostergedir. Ayrica S100 proteininin, akut
inflamatuar lezyonlar, romatoid artrit, kanser, kardiyomyopati ve Alzheimer hastalig
gibi ciddi hastaliklarla yakin iligkisi nedeniyle bu hastaliklarda yasam siiresini tahmin
etmede marker olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Norofibromlar ve Schwannoma
S100 reaktivitelerinin gii¢lii olmasi nedeniyle ©Onemlidirler. S100 proteinleri tiim

melanosit lezyonlarinin teshisinde énemlidirler (91).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlari

Bu calisma, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanligi’ndan izin
almarak Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi ve Fizyoloji
Anabilim Dal1 ve Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji Laboratuarlarinda yapildi. Ratlar
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi'nden temin edildi.
Calismada agirliklart 210-250 gram arasinda olan, 120-150 giinliik toplam 30 adet
eriskin albino Wistar cinsi disi rat kullanildi. Deney hayvanlar1 Elazig Yem
Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler halindeki rat yemleriyle beslendi. Ratlara
verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 2’de gosterilmistir. Ratlarin
deneysel uygulama yapilacak safhaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Ratlar rastgele 6 gruba ayrildi ve her grup bes ratdan olusturuldu. Kontrol
grubu ratlara herhangi bir ila¢ ilavesi yapilmazken, ratlar gebe birakildi ve sadece
normal olarak beslendi. Digerleri gruplar halinde kafeslere konuldu. Ratlardan
reprodiiktif siklus bozuklugunun olup olmadiginin tespiti ve ciftlesme zamaninin tayini

icin her giin ayn1 zaman diliminde vajinal smear yapildi.
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Tablo 2. Deney hayvanlarina verilen yemin bileskesi

Yem maddeleri Yiizdesi (%)
Soya Kiispesi 25
Misir 21
Arpa 14
Bugday 10
Kepek 8
Balik Unu 8
E-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmasi: Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K,
B1, B2, B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit
bulunmaktadir. **Mineral karmasi: Mangan, demir, c¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve

kalsiyumdan olusmustur.

4.2. Ratlarda Vajinal Smear Degerlendirilmesi

Smear icin puara sabitlenmis pipete 0,5 ml serum fizyolojik cekildi. Rata karni
istte bas1 asag1 meyilli olacak sekilde pozisyon verilerek serum fizyolojik cekilmis
pipetin ucu vajinaya yerlestirilerek puar iki ii¢ kez yavasca sikilarak vajinal sekresyon
ve hiicrelerin pipete alinmasi saglandi. Pipetteki sividan bir damla lam {izerine
damlatilip boyanmadan 1sik mikroskopunda 10x ve 40x biiyiitmede incelendi.
Mikroskopik incelemede ratlarin reprodiiktif sikluslarinin hangi sathada olduklari tespit
edildi. Diestrus (bazal ve parabazal hiicreler), proestrus (¢ok sayida intermedier, az
sayida parabazal ve siiperfisial hiicreler), estrus (karnifiye siiperfisial hiicre, keratinize
hiicre) safhalar1 her rat icin ayr1 ayr kaydedildi. Ust iiste iki kez normal reprodiiktif
siklus ozelligi gosteren ratlar (ortalama 8-9 giin) {igiincii proestrus safhalarinda erkek

ratla aym kafese konuldu. Giinlilk vajinal smear takibi devam edildi. Smear
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incelemesinde spermatozoit goriilen disi ratlar dollenmis kabul edilerek smear takibi

sonlandirild1 (95).

Gebe kalan ratlar asagida gosterildigi sekilde gruplandirilarak c¢alismaya

baglandi.

4.3. Deneysel Uygulamalar

Deneysel calismalara baslamadan once, c¢ikabilecek aksakliklarin asgariye
indirilmesi amaciyla 6n c¢alisma yapildi. Deney hayvanlarinin bulunduklari ortamin
sicakligr 22-25 °C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat 1s1k altinda ve 12 saat

karanlikta takip edildi.

Calisma icin hipotiroidi olusturulacak ve kontrol grubu olarak 30 adet disi rat
secildi. Anne aday1 ratlar, 15 giin boyunca vajinal smear ile takip edildi. Ovulatuar
sikluslar1 belirlendi. Siklus bozuklugu gostermeyen ratlarin ovulasyon zamanlari tespit
edilerek ciftlestirildi. Vajinal smear’de sperm saptanan ratlarin gebe olacaklar
varsayilarak tedavileri baglandi.

Hipotiroidi olusturmak i¢in, annelerin gebeliginin birinci giiniinden itibaren igme
sularina 10 mg/kg/giin dozunda propylthiouracil (PTU; Sigma, P 3755) katild1 (96).
Kontrol grubuna sadece rat yemi ve su verildi.

Gebeligin birinci giiniinde ratlar iki gruba ayrildi.

1- Kontrol grubu. Ug alt gruba ayrildi:

a. Gebeligin 10. giiniinde dekapite edilerek fetiisleri alinip beyin dokulart ayrildi ve
derin dondurucuda saklanda.

b. Gebeligin 15. giintinde dekapite edilerek fetiisleri alinip beyin dokulart ayrildi ve

derin dondurucuda saklandi.
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c. Dogumdan hemen sonra ratlar dekapite edilerek beyin dokular1 ayrildi ve derin
dondurucuda saklandi.
2- Hipotiroidi grubu: Hipotiroidi gebeliginin ilk giiniinden itibaren icme sularina 10
mg/kg/giin dozunda PTU (Sigma, P 3755) katilarak olusturuldu. Hipotiroidik gebe ratlar
da 3 alt gruba ayrild1:
a. Gebeligin 10. giiniinde dekapite edilerek fetiislerin beyin dokular1 alinip derin
dondurucuda saklandi.
b. Gebeligin 15. giiniinde dekapite edilerek fetiislerin beyin dokular1 alinip derin
dondurucuda saklandi.
c. Dogumdan hemen sonra anne ratlar dekapite edilerek beyin dokular1 ayrildi ve derin
dondurucuda saklandi.
Her anne rat fetiislerinden 4 tanesi alimp her grup i¢in 20 tane beyin
olusturuldu. Beyin dokular1 ikiser ikiser birlestirilip (n=10) homojenize edilerek
calisildi. Ayrica her anne ratin tiroid fonksiyon degerlerini 6l¢mek i¢in serumlart alindi

ve derin dondurucuda saklandi.

4.3.1. Western Blot Yontemiyle Noronal ve Glial Markerlerin Analizi

4.3.1.a. Orneklerin Hazirlanmasi

Taze veya dondurulmus dokular 1:10 (w/v) oraninda homojenizasyon
soliisyonunda [10mM Tris- HC1 (pH=7.4), 0.1 mM NaCl, 0.1mM fenil metil siilfonil
florid (PMSF), S5uM soybean (bir tripsin inhibitorii olarak)] cam bir homojenizator (cam
homogenisator Potters, B. Braun) yardimiyla soguk ortamda homojenize edildi.
Homojenatlar sogutmali santrifiijde +4 “C’de 60 dakika siireyle 60.000 x g’de santrifiij
edildi. ik siipernatantlar eppendorf tiiplere almarak SDS-PAGE ve Western blot

analizleri i¢in —70 °C’de saklandi. Pelletler esit hacimde ilave edilen homojenizasyon
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soliisyonunda [25 mM Tris-HCI (pH= 7.4), 0.1mM PMSF, % 2’lik TritonX —100 ve %
I’lik SDS] yeniden siispanse edildi. +4 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi ve
homojenatlar sogutmali santrifiijde +4 ‘C’de 60 dakika siireyle 60.000 x g’de santrifiij
edildi. Elde edilen 2. siipernatantlar eppendorf tiiplere alinarak SDS-PAGE ve Western

blot analizleri i¢in —70 °C’de saklandi.

4.3.1.b. Orneklerin SDS-PAGE ile Analizi

Jel olusturmak i¢in uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina
yerlestirilmek {izere 10 ml’lik separating jel (% 12) soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan bu
jel soliisyonu iyice karistirlldi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli
kistmlardan sikistirilarak kaset haline getirilen iki cam levha arasina aktarildi. iki cam
levha arasina jel ilave edilirken iist kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar (~1cm) bir
bosluk birakildi. Hazirlanan kaset seklindeki bu iki cam levha arasindaki jel yaklasik
olarak 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin
polimerlesmesi saglandi. Daha sonra iki cam levhanin iist kismina drnek sayisina uygun

sayida dise sahip tarak yerlestirildi.

Tarak dislerinin ara dolgu maddesi olarak ifade edilen stacking jel 10 ml kadar
(% 4) hazirland1. Hazirlanan bu jel soliisyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik
pipet yardimiyla, jel kasetine yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar
dolduruldu. Bu dolgu iki camin en iist seviyesine kadar tamamlandi. Stacking jel ¢ok
cabuk polimerize oldugundan islemlerin kisa siirede yapilmasina dikkat edildi. 25-30
dakika oda sicakliginda bekletilerek polimerlesme saglandi. Tarak, polimerlesmesi
tamamlanan jelden ¢ikarildi. Bu islem sirasinda jel de meydana gelen ve Orneklerin
birakilacagi yuvalarin bozulmamasima dikkat edildi. Cam levhalardan olusan kaset

elektroforez tankina yerlestirildi. Protein ¢oziicii soliisyonu; 0,125 M Tris (pH 6.8),
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% 2’lik SDS, % 0.002 oraninda bromofenol mavisi, % 20’lik gliserol, % 10’luk

merkaptoethanol seklinde hazirlandi. Yaklasik olarak 150 W1 olarak alman her bir

protein ornegine esit oranda c¢oziicii soliisyondan ilave edildi ve iyice karistirildi. Tarak

disinin genisligine bagli olarak, hazirladigimiz karisimdan 10-20 W1 kadar transfer

edildi. Tank igerisine yeterli miktarda tank soliisyonu ilave edildi.

Gii¢ kaynagindan 6nce diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi.
5-10 dakika sonra voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle izlenilebilen mavi

boya bandi jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi.

Elektroferez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden
ayrilarak aradaki jel c¢ikarildi. Protein bantlarinin goriiniir hale gelebilmesi i¢in bu jel
% 1.25’lik Coomassie blue boya ortamina alindi. Burada oda sicakliginda 2 saat

bekletildi.

Boya soliisyonundan alinan jel boyay1 giderici soliisyon (destain soliisyon)
ortamina alindi. Arasira calkalanarak protein bantlarinin disindaki boya maddesi
uzaklastirildi. Boya giderici soliisyonda 5’er dakika bekletildi ve solusyon dokiildii. Jel
tekrar boya giderici ortama alindi1 ve bu islem 2-3 kez tekrarlandi. Boylece jel iizerinde
bulunan protein bantlarinin disindaki boya giderilmis olundu. Jel {izerinde goriiniir hale

gelen protein bantlarinin fotograflar: bir kamera yardimiyla cekildi.

4.3.1.c. Orneklerin Western Blot Yontemi ile Analizi

Jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi (blotlama): SDS-PAGE
tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak iizere alindi. Nitroselilloz membrana
transferin gergeklestirilmesi icin poliakrilamid jel ile nitroseliiloz membran (Schleicher

and Schuell, Inc., USA) yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak bi¢cimde karsi karsiya
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getirildi ve bunlar filtre kagitlariyla sarilmis bir sekilde blotlama diizenegine
yerlestirilerek tampon soliisyonuyla doyuruldu. Sogutulmus tampon soliisyonuyla
doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek icin 60 dakika boyunca 150 mA elektrik akimi

uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlari engellemek icin nitroseliiloz membranda
protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama): Blotlama
islemi bittikten sonra petri kutularina alinan nitroseliiloz membranlar tampon soliisyonla
[NaH,PO4.2H,0 (0.025 M), Na,HPO4.12H,0 (0.075 M), NaCl (1.45 M)] calkalayici
tizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM
NaCl, 20 mM Na,HPO,, 20 mM NaH,PO, (pH: 7.2) tamponunda % 1’lik taze sigir

serum albumini ile 37 °C’de 90 dakikalik inkiibasyonla bloklandi.

Ozgiil antikorlarla tepkime: Primer antikor olarak poliklonal rabbit anti-rat
S100B ve poliklonal rabbit anti-rat GFAP antikorlar1 kullanildi. SI00B ve GFAP primer
antikorlart % 0.05 oraninda Tween-20 bulunan tamponda 1:2000 oraninda hazirlanarak
kullanildi. Nitroseliiloz membranlar S100B ve GFAP antikorlar1 ile +4 °C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonraki safthada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5
dakika tampon soliisyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliiloz
membranlar % 0.05 oraninda Tween-20 bulunan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan,
peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37 °C’de 90 dakika
siireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroseliilloz membranlar 5 kez 5 dakika

tampon soliisyonuyla yikandi.

Bantlarin goriintiilenmesi: Bantlarin goriintiilenmesi i¢cin 1 M Tris (pH: 7.4)
tamponunda % 0.03-0.05 oraninda hazirlanmig diaminobenzidin (DAB) soliisyonu
kullanildi. DAB’la reaksiyon sonucu nitroseliiloz membranlar {izerindeki bantlar kisa
bir siire sonra goriiniir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la
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renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliilloz membranlar iyice
yikandi. Nitroseliloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif
yogunluklar analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rolatif yogunluklar1 Lab. Works 4.0
(Ultra Violet Products Ltd. Combridy, CD4 1TG UK) software programi kullanilarak

analiz edildi.

4.4. Tiroid Hormonlarimin Ol¢iimii

Ependorf tiipleri i¢inde — 60 °C ’de bekletilen serumlar oda 1sisinda
¢ozdiiriildii. Immulite 2000 marka ticari kitler kullanilarak immulite 2000 cihazinda
Chemilusence yontemiyle her ii¢ grubun tiroid fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in sT3,

sT4, TT3 ve TT4 diizeyleri ol¢iildii.

4.5. istatistiksel Metod

Gruplar arasindaki farkliliklar Mann Whitney U testi ile analiz edildi. P<0,05

degeri anlaml kabul edildi.
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5. BULGULAR

Calismaya alinan kontrol ve hipotiroidi grubu ratlar 3 alt gruba ayrildi. 10. ve
15. giin hipotiroidi ve kontrol gruplarinda birer disi ratda gebelik olugsmadi. Her bir grup
icin bir disi rat daha secildi ve bunlarda gebelik olustu. Ratlarin gebelik donemlerinde
herhangi bir problem olusmadi ve gebelikleri normal seyretti. Her ratdan 10. ve 15. giin
icin dort tane fetiis, yenidogan grubu i¢in dort tane yavru rat se¢ildi. Her grup igin

toplam 20 tane fetiis ve yavru ratda ¢alisma yapildi (Tablo 3).

Tablo 3. Fetiis ve yavru sayisi

Fetiis/ Yavru Sayisi

Kontrol 10. giin 20
Kontrol 15. giin 20
Kontrol Yenidogan 20
Hipotiroidi 10. giin 20
Hipotiroidi 15. giin 20
Hipotiroidi Yenidogan 20

Hipotiroidi grubunun anne ratlarin tiroid fonksiyon testleri kontrol grubuna

gore daha diisiiktii ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 4, Sekil 2,3,4,5).
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Tablo 4. Calisma gruplarinin tiroid hormon diizeyleri.

TT3
(84-172 ng/dl)

TT4
(4,5-12,5 pg/dl)

Kontrol
10. Giin

Kontrol
15. Giin

Kontrol
Yenidogan
Hipotiroidi

10. Giin
Hipotiroidi

15. Giin
Hipotiroidi
Yenidogan

sT3 sT4
(1,5-4,7 pg/ml) (0,9-1,7 ng/ml)
2,6+0,49 2,03+0,08
3,42+0,19 1,82+0,003
2,71+0,58 3,17+£0,12
0,9420,02*  0,52+0,09%**
0,97+£0,01**  0,66+0,04%**
1,53+0,08* 1,220,04%**

107,33+0,88

79,4+0,85

95,5+3,72

52,9345,74%#%*

39,53+0,27%**

50,87£1,91%#%*

3,34+0,07

3,03+0,02

4,8+0,26

1,01+0,06%*

0,9520,03%*

1,6+0,13%%%*

(* p<0.05, ** p<0,01, *** p<0,001 kontrol ile kiyaslandiginda énemli. Mann Whitney

U Testi kullanildr)

Serbest T3 konsantrasyonu (pg/ml)

KONTROL
& HIPOTIROIDI

10.GUN

15.GUN

YENIDOGAN

Sekil 2. sT3 diizeyleri (* p<0,05, ** p<0,01 kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli, Mann

Whitney U Testi kullanildi).
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Sekil 3. sT4 diizeyleri (*** p<0,001, kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli, Mann Whitney

U Testi kullanild).
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Sekil 4. TT3 diizeyleri (*** p<0,001 kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli, Mann Whitney

U Testi kullanildr).
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51 KONTROL
& HIPOTIROIDI

Total T4 konsantrasyonu (pg/dl)

10.GUN 15.GUN YENIDOGAN

Sekil 5. TT4 diizeyleri (*** p<0,001 kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli, Mann Whitney
U Testi kullanildr).

Bizim calismamizda GFAP ekspresyonu 10., 15. gestasyonel giin ve
yenidogan arasinda karsilastirildiginda donemler arasinda fark bulunmustur. Gebeligin
10., 15. giin ve yenidogan ratlarin beyinlerinde GFAP ekspresyonunun kontrol grubuna
gore azaldig1 gozlendi. Sonuclar Tablo 5’de gosterilmistir. Buna gore hipotiroidi
grubunda kontrol grubuna gore 10. giinde % 38, 15. giinde % 42, yenidogan doneminde
% 78 oraninda bir azalma bulduk (Tablo 6,7, Sekil 6.B). Bu durum hipotiroidinin
fetiiste beyin olgunlasmasinda gecikmeye neden olabilecegini gostermektedir. Ayrica
bu azalmanin 10. ve 15. giinler arasinda fazla bir farkin olmadigim1 ve yenidogan
doneminde daha fazla fark olmasinin bu donemde hipotiroidinin astrosit olgunlagmasina

etkisinin daha belirgin oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Tablo 5,6,7, Sekil 6.B).
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Tablo 5. Tiim gruplarin GFAP miktarlarinin rolatif degerleri

10 .Giin 15. Giin Yenidogan
Kontrol 1,3 £0,07 24+0,18 32+0,2
Hipotiroidi 0,8 £ 0,05 14+0,1 0,7 +0,04

Tablo 6. Hipotiroidik grubun GFAP degerlerinin kontrol degerlerine gore
% oranlar1

Hipotiroidi / Kontrolx100

10. Giin % 62
15. Giin % 58
Yenidogan % 22

Tablo 7. Hipotiroidik grubun GFAP degerlerinin kontrol degerlerine gore
% olarak azalma oranlar1

Hipotiroidi / Kontrolx100

10. Giin % 38
15. Giin % 42
Yenidogan % T8

Fetiis ve yenidogan beyninde GFAP, Western Blot yontemiyle olciildii.
Hipotiroidik gruplarda GFAP molekiillerinin kontrol grubundan daha az oranda oldugu
ve gebelik siiresiyle paralel olarak azalmanin daha da belirginlestigi tespit edildi

(Sekil 6.A).
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i —
Rl

Kon Hipo Kon Hipo Kon Hipo
Yenidogan 15. Can 10. CGdn

Sekil 6.A. GFAP molekiillerinin Western Blot yontemi ile analizi

(Kon: Kontrol, Hipo: Hipotiroidi).

KONTROL
3,5 1 B HiIPOTIROIDI

Rolatif Deger
N

10.GUN 15.GUN YENIiDOGAN

Sekil 6.B. Beyin dokusundaki donemsel GFAP degerleri

(** p<0,01 ve *** p<0,001 kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli).

10 giinliik fetiis beynindeki S100B protein ekspresyonu hem kontrol hem de
hipotiroid grupta hi¢ goriilmedi. S100B protein ekspresyonu 15. gestasyonel giin ve
yenidogan arasinda karsilastirildiginda donemler arasinda fark bulunmustur. Hipotiroidi
grubunda kontrol grubuna gore 15. giinde % 29, yenidogan déneminde % 36 oraninda
bir azalma bulduk (Tablo 8,9,10, Sekil 7.B). Bu durum hipotiroidizmin fetiiste beyin

olgunlagsmasinda gecikmeye neden olabilecegini gostermektedir. GFAP’a benzer sekilde
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bu proteinin azlig1 astrosit ve dolayisiyla beyin olgunlasmasinin gecikmesine isaret

edebilir.

Tablo 8. Tiim gruplarin S100B miktarlarinin rolatif degerleri

15. Giin Yenidogan
Kontrol 0,7+ 0,04 1,4+ 0,7
Hipotiroidi 0,5 £0,03 0,9+0,5

Tablo 9. Hipotiroidik grubun S100B degerlerinin kontrol degerlerine gore
% oranlar1

Hipotiroidi / Kontrolx100
15. Giin % 71
Yenidogan % 64

Tablo 10. Hipotiroidik grubun S100B degerlerinin kontrol degerlerine gore
% olarak azalma oranlari

Hipotiroidi/ Kontrolx100

15. Giin % 29

Yenidogan % 36
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Fetiis ve yenidogan beyninde S100B molekiilleri Western Blot yontemiyle
Olciildii. Hipotiroidik gruplarda S100B molekiillerinin GFAP molekiilleri gibi kontrol
grubundan daha az oranda oldugu ve gebelik siiresiyle paralel olarak azalmanin daha da

belirginlestigi tespit edildi (Sekil 7.A).

Kon Hipo Koo Hipo
Yenidogan 15. Gin

Sekil 7.A. S100B molekiillerininWestern Blot yontemi ile analizi

(Kon: Kontrol, Hipo: Hipotiroidi).

1,6 1

KONTROL
1,4 4 B HIPOTIROIDI
1,2 1

Rolatif Deger
o
[e") -

o
[}

15.GUN YENIDOGAN

Sekil 7.B. Beyin dokusundaki donemsel S100B degerleri (*p<0,05 kontrol ile

kiyaslandiginda 6nemli).
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6. TARTISMA

Normal beyin gelismesi i¢in TH’nin O©Onemi, bir¢ok yayinda acikca
belirtilmektedir (1-4). Hem insanlarda hem hayvanlarda MSS gelisiminin erken
donemlerinde TH’lerin eksikligi ciddi mental gerilik olusturur. Fetal ve neonatal donem
boyunca TH eksikligi, noronal olgunlagsma, noéronal cikintilarin gelismesi, sinaps
formasyonu, noroglial hiicre gelismesi anormalliklerine neden olur ve sonrasinda
myelinizasyon bozulur. Konjenital hipotiroidizmin beyinle ilgili sonuclar1 kretinizm
olarak tanimlanir. Kretinizm, agir geri zekalilik, sagirlik-mutizm ve spastik dipleji
olarak nitelendirilmektedir (1,97). Fetal hayatin erken donemlerinde heniiz TH sentezi
baslamadigi i¢in maternal TH fetal beyin gelisimini diizenler (98).

TH noronal ve glial oncii hiicrelerin, yasamlarinin idamesi, ¢ogalmalar1 ve
farklilasmalarinin diizenlenmesinde ©nemli etkilere sahiptir (99). Hipotiroidi beyin
gelisimi siirecinde noronal ve glial hiicrelerde eksik olgunlasma, sinaps yogunlugunda
azalma, myelin defisitleri ve 6zellesmis hiicre sayisinda azalmaya sebep olur (2,80).

GFAP olgun astrositlerin en 6nemli intermediyer flaman proteinidir. Insan
fetal beyninde en erken 9. gebelik haftasinda olusur (100,101). Astrosit olgunlagmasi
siirecinde 6nemli noktalardan birisi de GFAP sentezinin baglamasidir. Olgunlasmamis
astrositler vimentin salgilarken, olgunlagsmis astrositler GFAP salgilar. Bu yiizden
GFAP astrosit olgunlagma belirteci olarak kabul edilmektedir (11).

TH’lerin noronal proliferasyon ve farklilasmaya etkileri primer olarak
asrositler iizerinden gerceklesmektedir. Astrositlerin hiicre gocii, matrix proteinleri,
adhezyon molekiilleri ve biiyiime faktorleri {izerine olan etkileri, onlarin beyin gelisimi
ve noronal faaliyetlerin yerine getirilmesinde sahip oldugu 6nemli rolii aciklamaktadir
(78). Biiylime faktorii sentez ve sekresyonuna etkisinin yaninda hiicre iskelet
yapilanmasi iizerine olan etkisi araciligiyla TH astrosit proliferasyonu, olgunlagsma ve

farklilagsmasini diizenler (81,82).
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Fetal hayatin ilk donemlerindeki hipotiroidizm serebeller astroglial hiicre
sayisint etkiler. Yapilan calismalar gostermistir ki, TH astroglial gen olusumunu
(6,85,86) ve radial glia olgunlagmasini (87) etkilemektedir. Astrosit kiiltiirlerinde TH
aktin polimerizasyonu ve integrin-laminini etkilemektedir (88-90).

Sampson ve arkadaslart (99) maternal hipotiroidinin fetal beyin gelisimi
tizerine olan etkisini arastirmiglardir. Normal disi ratlar ile parsiyel tiroidektomi
yapilarak TH seviyesi % 25’e kadar azaltilan hipotiroidik disi ratlar, erkek ratlar ile
ciftlestirilmistir. Gebeligin 16., 19. ve 21. giiniinde fetiis beyninde GFAP diizeyine
bakmislardir. Her iki grupta da gebeligin 16. giiniinde GFAP tespit edilemezken, 19.
giinde esit diizeyde GFAP oldugunu tespit etmislerdir. Maternal hipotiroidi olusturulan
gruptaki ratlarin gebeligin 21. giiniinde GFAP seviyelerini normal gruptaki ratlara gore
% 44 daha az oldugunu bulmuslardir. Ayrica gebeligin 19 ve 21. giinleri arasinda
normal grupta GFAP seviyesinde 5 kat artis olurken maternal hipotiroidi olusturulan
grupta 3 kat artis oldugunu tespit etmislerdir. Artis oranindaki bu diisiikliigli astrosit
farklilasmasinin gecikmesi ve fetal TH sentezinin baslamadigi donemde maternal TH
eksikligi nedeniyle total beyin agirligindaki azalma ile agiklamislardir (99).

Bizim caligjmamizin sonuclari, Sampson ve arkadaglarinin (99) yaptiklar
calismanin sonuglarina benzerdi. Gebeligin 10., 15. ve yenidogan giinlerinde sirasiyla
kontrole gore TH seviyesi yaklasik olarak % 36, % 28 ve % 56’ya kadar diisiiriildii.
GFAP seviyesi bu donemlerde hipotiroidi grubunda kontrol grubuna gore 10. giinde
% 38, 15. giinde % 42, yenidogan donemde % 78 oraninda azalma gozlendi. Goriildiigii
tizere Sampson ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada 16. giinde GFAP tespit edemezken
biz 10. giinde dahi fetiis beyninde GFAP tespit ettik. Bunda Sampson ve arkadaslarinin
ciftlesme Oncesi hipotiroidi olusturmast ve dolayisiyla hipotiroidik siirenin uzun olmasi

ve TH’nin % 25’e kadar diismiis olmasi etkili olabilir. Bizim calismamizda ise PTU
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uygulamast hemen gebeligin baslangic doneminde verilmesiyle hipotiroidik siirenin
kisa olmasi, dolayisiyla beynin daha kisa siirede hipotiroidik donemde kalmasi etkili
olmus olabilir.

Martinez-Galan ve arkadaslar1 (87) ratlarda maternal hipotiroidizmin degisik
modellerinde fetiis MSS gelisimini ve GFAP seviyelerini arastirmislardir. Calismada
diisiik miktarda iyot iceren diyet (LID) ile beslenen ratlar ii¢c gruba ayrilmistir. Birinci
grup (LID 1) yalnizca diisiik dozda iyot iceren diyet ile beslenirken ikinci gruba (LID 2)
diisiik miktarda iyot iceren diyete troiddeki diisiik miktardaki iyotun etkisini 6nlemek
icin igme sularina % 0.005’lik KCIOy ilave edilmistir. Ugiincii gruba (LID 1) ise diisiik
miktarda iyot iceren diyet ile beraber KI verilmistir. Metimazol (MMI) grubunda ise
hipotiroidi saglamak i¢in metimazol kullanilmig, ayrica kontrol grubu (C) da
olusturulmustur. Gebeligin 21. giiniinde histerektomi yapilarak TH seviyesine ve
hipokampusta GFAP seviyelerine bakilmistir. Hipotiroidinin saglandigi LID 1, LID 2
ve MMI gruplarinda GFAP seviyelerinin hipotiroidi olusmayan kontrol ve LID 1
gruplarina gore anlamh olarak daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Bu azalmanin
sebebi noronal migrasyonun anormal zamanlama ve/veya anormal sonuclanmasi
oldugunu belirtmislerdir ve iyot eksikligine bagli maternal hipotiroidinin de fetal
hayatta MSS gelisimini olumsuz etkileyebilecegini goriisiinii ortaya koymuslardir.

Martinez-Galan ve arkadaglar (87) yaptiklar1 caligmada yalnizca gebeligin 21.
giiniinde ve hipokampusta GFAP seviyelerine bakmislardir. Bizim ¢alismamiza benzer
olarak 21. giinde hipotiroidiye GFAP seviyesindeki azalma eslik etmistir. Astrosit
olgunlasmas1 ve proliferasyonu fetal hayatin erken donemlerinde baglar. Bizim
calismamizda gebeligin daha erken donemlerinde (10. ve 15. giin) de hipotiroidiye
GFAP diisiikliigiiniin eslik ettigi gosterilmistir. PTU ile olusturulan hipotiroidi bu erken

donemlerden itibaren beyin gelisimini olumsuz etkileyerek GFAP ekspresyonunu
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azaltir. Muhtemelen iyot eksikligi ve MMI ile olusturulan maternal hipotiroidi de fetal
hayatin erken donemlerinde astrosit olgunlasmasini ve proliferasyonunu bozmustur.
Ayrica GFAP ekspresyonunu azaltmustir.

Li ve arkadaglar1 (102) yaptiklar1 ¢alismada dogum sonras1 donemde TH’lerin
rat sinir sistemi gelisimine etkisini arastirmiglardir. Dogum sonras1 donemde de ratlarda
astrosit olgunlagsmasi devam etmektedir. Birinci gruba (n=4) gebeligin 16. giiniinden
baslayarak dogum sonras1 21. giine kadar PTU vermislerdir. Diger gruba (n=6) yine
gebeligin 16. giiniinden itibaren doguma kadar PTU verilmis, dogum sonrasinda ise bu
gruptaki rat yavrularina ciltaltt T4 tedavisi baslanmis ve dogum sonrasi 6.,10., 12., 15.
ve 21. giinlerde fetal beyinde GFAP diizeylerine bakmiglardir. T4 tedavisi almayan
grupta serebellar GFAP diizeyleri dogum sonras1 6. ve 10. giinler arasinda azalma ve
takiben 15. giine kadar artis tespit etmislerdir. Diger taraftan T4 tedavisi uygulanan
grupta serebellumda GFAP normal 6tiroid ratlara benzer sekilde ekspresyonu devam
etmis ve postnatal 6. ile 12. giin arasinda % 357.5’lik artig, fakat daha sonra azalma
tespit etmislerdir. Aktif astrosit proliferasyon donemi olan dogum sonrasi 10. giinde
PTU uygulanan grupta T4 uygulanan gruba gore % 64 gibi onemli derecede azalma
oldugunu gostermislerdir.

Dogum sonrasi astrosit proliferasyonu devam ettigi i¢in 10. ve 15. giinlerde
GFAP seviyesi pik yapar. Daha sonra 21. giine kadar azalmaktadir (103,104). Li ve
arkadaslar1 (102) yaptiklar1 c¢alismada T4 tedavisi baslanan grupta otiroidik ratlara
benzer sekilde GFAP pikinin oldugu tespit etmislerdir. Dogum sonrast PTU devam
edilen grupta ise astrosit proliferasyonunun pik yaptigi giinlerde GAP seviyesinin
onemli derecede az oldugunu izlemisler ve PTU’nun astrosit proliferasyonu ve
olgunlagmasin1 geciktirdigini belirtmislerdir. Li ve arkadaslart (102) yaptiklar1 bu

calismada, GFAP seviyelerine bakildigi giinlerde ratlarda TH seviyesine bakilmamis
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olup, hipotiroidi ile GFAP seviyeleri arasinda nasil bir iliski oldugu konusunda bir
yorum yapamamislardir. Bizim ¢alismamizda da Li ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismaya
benzer olarak PTU astrosit olgunlasma belirteci olan GFAP iizerine olumsuz etkisi
gozlenmistir.

PTU’nun olusturdugu maternal hipotirodiye bagl olarak fetal beyinde astrosit
cogalmasi, olgunlasmasi ve farklilasmasi bozulmaktadir. Maternal hipotiroidizmin
MSS’inde olusturdugu agir klinik tablo astrositlerin MSS gelisimi siirecinde ve
organizasyonunda sahip oldugu 6nemli rol ile agiklanabilir. Gercektende yapilan bu
calismada olgun astrositlerden eksprese edilen GFAP’in miktar1 PTU ile maternal
hipotiroidi olusturulan ratlarda kontrol grubuna gore anlamli derecede azd.

Kalsiyum baglayic1 bir protein olan S100 proteinlerinin molekiiler seviyede
cok cesitli etkileri vardir. Bunlardan bazilar1 hiicre biiyiimesi, hiicre-hiicre iletisimi,
hiicre yapisi, enerji metabolizmasi, kontraksiyon ve intraseliiler sinyal iletimidir. Ayrica
beyin gelisimi ve rejenerasyonunda 6nemli gorevleri vardir. S100B, néronal ¢ikintilarin
biiylimesini uyarir. Gelisim boyunca ve travmadan sonra noronlarin hayatta kalmasini
artirir (12). Norotropik faktdr olarak S100B, MSS gelisimi ve sinir rejenerasyonu
siirecini etkiler (13). Ogrenme ve hafiza gorevlerinin yerine getirilmesinde de rol alir
(14).

Norodejenerasyona neden olan pek cok hastalik BOS’taki S100 protein
miktarinin derecesiyle iliskilendirilmistir (91,92).

S100 proteinleri kalsiyum bagimli hiicresel aktivitelerde rol oynar. Sinyal
transdiiksiyonu, hiicre motilite regiilasyonu, hiicre farklilagsmasi ve transkripsiyonu gibi
bir¢ok hiicre aktivitesinde rol alarak, kalsiyum bagimli bir yolla hedef proteinlerinin
aktivitesini modiile ettikleri diisiiniilmektedir S100B; beyin hasarinda dnce BOS’a daha

sonra kana kolayca gecmektedir (91).
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Literatiirde S100 proteinin maternal hipotiroidide fetal beyin gelisimindeki
yerini arastiran bir ¢alismaya rastlamadik. Rende ve arkadaslar1 (105) hipotiroidik
yetigkin ratlarin beyinlerinde S100 proteinin seviyesini ve dagilimini aragtirmiglardir.
Hipotiroidik ratlarin ¢oziinmiis beyinlerinde S100 protein yogunlugunu kontrol grubuna
gore anlamli derecede artmis oldugunu gozlemlemislerdir. Bu bulgular calismamiza ters
sonuglar bildiriyor gibi goriinmektedir. Norodejenerasyonun oldugu durumlarda S100
proteininin artmis oldugu zaten pek ¢ok calismada gosterilmistir (92,93). S100 proteini
norodejenerasyonda halihazirda olan hiicrelerden BOS’a ge¢mektedir. Maternal
hipotiroidi olusturdugumuz bu modelde PTU verilen grupta S100 proteininin az olarak
tespit edilmesi toplam hiicre kitlesindeki azliga ve bu hiicrelerin olgunlasma ve
farklilasmasindaki gecikme ile aciklanabilir. Astrosit olgunlagsma belirteci olan
GFAP’1n 6nce tespit edilmesi bu diisiinceyi desteklemektedir.

Clos ve arkadaslar1 (106) TH durumunun rat serebellumunda astroglial
hiicrelerin gelisimi siirecinde S100 paternini arastirmiglardir. Otiroidik grupta S100
paterninin astroglial hiicre gelisimi ile uyumlu oldugunu gozlemislerdir. TH eksikligi
olan grupta astrolial gelisim siirecinde kontrol grubuna goére S100 protein
konsantrasyonu ve miktarinin azalmis oldugunu tespit etmislerdir. Clos ve arkadaslari
(106) yaptiklar1 bu calisma ile bizim yaptigimiz calismanin sonuglar1 benzerlik
gostermektedir. Bizim calismamizda PTU verilerek maternal hipotiroidi olusmasiyla
fetal beyin astrosit ¢ogalmasi ve olgunlagsmast bozulan grupta S100B protein
ekspresyon miktart kontrol grubuna gore daha az bulunmustur.

Bizim calismamizda maternal hipotiroidi olusturulan ratlarin  fetiis
beyinlerinde S100B protein diizeyi kontrol grubuna gore anlamli olarak daha az tespit
ettik. Fetal hayatin 10. giiniinde her iki grupta da S100B proteinin tespit edilmemesi

sonrasinda PTU verilerek astrosit cogalmasi ve olgunlagsmast bozulan grupta daha az
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olarak tespit edilmeye devam edilmesi S100B proteininin Ozellesmis hiicrelerden
salindigim1 diistindiirmektedir. Ciinkii S100B proteinlerinin yukarida da bahsedildigi
tizere pek ¢ok komplike fonksiyonlarda gérev almasi bu fonksiyonlarin hipotiroidizme
bagli olarak bozuldugunu gostermektedir.

Sonug olarak; PTU verilerek olusturulan maternal hipotiroidi fetal beyin

dokusunda GFAP ve S100B protein ekspresyonunu azaltmaktadir.
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