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Laktasyon Déneminde Olusturulan Maternal Hipertiroidiye Bagh Gelisen Ogrenme
Bozukluguna Selenyumun Etkisi
The Effect of Selenium on Learning Disability Due to Maternal Hyperthyroidism During
Lactation
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Amag: Hipertiroidi gelisimsel donemde ve yetiskin donemde hipokampal-bagimli 6grenme ve bellek fonksiyonunda olumsuz degisikliklere
neden olmaktadir. Bu ¢alismada, laktasyon doneminde L-tiroksin verilen annelerin yavrularinda meydana gelen 6grenme bozukluguna
selenyumun iyilestirici etkisi arastirild.

Araglar ve Yontem: Calismada 12 adet gebe sigan kullanildi. Gebe siganlar rastgele ii¢ gruba (grup basina n=8) ayrildi: Laktasyon donemi
stiresince L-tiroksin (0.2 mg/kg/giin) verilen anne siganlarin erkek yavrulari laktasyonel hipertiroidi grubu (LHG) nu, laktasyonel hiperti-
roidi olusturulduktan sonra 39-60. giinler arasinda selenyum uygulanan si¢anlar laktasyonel hipertiroidi+selenyum grubu (LH+SeG) nu,
laktasyon doénemi siiresince SF uygulanan anne siganlarin yavrular: kontrol grubunu (KG) olusturdu. Uzamsal 6grenme ve bellek fonksi-
yonu Morris su tanki ile test edildi (her grup i¢in n=16). Tiim dlgiimler yavru siganlarin 60-66. giiniinde yapild.

Bulgular: Tek yonlit ANOVA testi ile yapilan post-hoc testi; LHG siganlarin, kontrol grubuna gére daha uzun mesafe kat ederek ve daha
uzun siire ylizerek platformu bulduklarimni gosterdi (p<0.001). Ayrica daha yavas yiizme hiz1 ve daha yiiksek anksiyete bulgusu LHG grubu
i¢in diger bulgulara eslik etti (p<0.001). LH+SeG si¢anlarda ise kontrol grubundan anlamli bir farklilik bulunmad: (p>0.005). Probe (bellek
testi) testinde hedef kadranda bulunma siiresi bakimindan gruplar arasinda anlaml farklilik bulunmadi.

Sonug: Calisma bulgulari, laktasyon déoneminde anne siganlarda tiroit hormon seviyesi yiiksekliginin, yavru sicanlarda hipokampal bagiml
ogrenme fonksiyonunda uzun siireli olumsuz etkileri oldugunu ve bu olumsuz etkiler iizerinde selenyumun iyilestirici etkisinin oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: laktasyonel hipertiroidi; morris su tanki testi; 6grenme ve bellek; selenyum
ABSTRACT

Purpose: Hyperthyroidism causes adverse changes in hippocampal-dependent learning/memory functions in developmental and adult pe-
riods. In the present study, the healing effect of selenium was investigated on learning disability in offspring of mothers given L-thyroxine
during lactation.

Materials and Methods: 12 pregnant rats were used in the study. The pregnant rats were randomly assigned into three groups (n=8/group):
Male offspring of dams administered L-thyroxine (0.2 mg/kg/day) during the lactation was formed as lactational hyperthyroidism group
(LHG), male offspring of dams administered selenium between 39-60 days after induced lactational hyperthyroidism was formed as lacta-
tional hyperthyroidism+selenium group (LH+SeG), male offspring of dams administered SF during the lactation period was formed the
control group (KG). Spatial learning/memory functions were measured with the Morris water maze (n=16/group). All measurements were
made when offspring rats were 60-66 days.

Results: Post-hoc test with one-way ANOVA revealed that LHG rats were found on the platform by traveling longer distances and swim-
ming longer than the control group (p<0.001). In addition, slower swimming speed and higher anxiety findings accompanied other findings
for the LHG group (p<0.001). There was not any significant difference between the control group and LH+SeG rats. (p>0.005). There was
also not any significant difference between the groups in terms of the time spent in the target quadrant in the probe trial.

Conclusion: The study findings show that high thyroid hormone levels in mother rats during lactation have long-term negative effects on
hippocampal-dependent learning function in offspring rats, and selenium has a healing effect on these disorders.
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GIRiS

Tiroit hormonlari, tiroksin (T4) ve tri-iyodotironin (T3), vii-
cuttaki genel etkileri yani sira beynin normal gelisimi {ize-
rinde 6nemli role sahiptirler. Ozellikle, noronal gelisiminin
kritik periyodu olan prenatal ve postnatal donemde 6nemli
rol oynayan tiroit hormonlari, seviyesinin azalmasi ya da art-
mast durumunda, hipokampiiste yapisal ve fonksiyonel degi-
siklikler ortaya ¢ikar.! Bu degisiklikler sinaptik fonksiyon-
larda degisikliklere neden olarak 6grenme/bellek gibi biligsel
siireglerde bozukluklara ve nérolojik bozukluklara yol agar.?
Hipokampiis, beynin medial temporal lobunda yer alan, kisa
stireli bellegin uzun siireligi bellege doniistiiriilme slirecinde
Ve yer-yon bulma iglevinde rol oynayan 6nemli bir beyin ya-
pisidir.3* Hipertiroidizmin hipokampal bagimli dgrenme/
bellek islevini bozdugu yetiskin donem baslangigli sican-
larda, gelisimsel donemde ve maternal olarak laktasyon do-
neminde annelerine L-Tiroksin verilen yavru siganlarda gos-
terilmistir.>® Ayrica, morfolojik ve elektrofizyolojik ¢alis-
malar hipertiroidizmin 6grenme/bellek ile iligkili olarak ya-
pisal ve fonksiyonel plastisiteyi olumsuz etkiledigini ortaya
koymustur.®1?

Selenyum (Se), tiroid hormonu metabolizmasi ve antioksi-
dan savunma sistemleri dahil olmak {izere, bilinen birkag ana
metabolik yol igin gerekli olan, dogal olarak bulunan bir ese-
relementtir.*? Aktif parcacig1 selenosisteinler olan selenyum,
biyolojik islevlerini selenoproteinler araciligi ile gosterir. Or-
ganizmada, glutatyon peroksidaz, tiyoredoksin rediiktaz,
iyodotironin deiyodinaz gibi c¢ok sayida selenoprotein
oldugu bilinmektedir.*® Iyodotironin deiyodinazlar, tip 1
deiyodinaz (DIO1), tip 2 deiyodinaz (DIO2) ve tip 3 deiyo-
dinaz (DIO3), TH'lerin dolasimdaki ve hiicreici seviyelerinin
belirlenmesinde kritik rol oynarlar. Tip 1 deiyodinaz (pe-
riferik dokuda) ve tip 2 deiyodinaz (esas olarak beyinde)
T4'in T3'e dontisiimiinden sorumluyken, tip 3 deiyodinaz bu
hormonlardan inaktif iiriinler iiretir. Iyodotironin deiyodi-
nazlar, aktif bolgelerinde selenosistein formunda Se igerir.*?
Selenyum, hiicre i¢i glutatyon peroksidaz (GPX) gibi anti-
oksidan enzimler arasinda yer alir.*4%% Bu, tiroid'i hormon

sentezi sirasinda H202 kaynakli peroksidatif hasardan

korur.%6 Bu nedenle Se, plazmada ve hiicresel diizeyde T4/T3

diizeylerini diizenleyerek TH islevinde hayati bir rol oynar.

Selenyumun, metimazol ile olusturulan hipotiroidizmin ne-
den oldugu néronal hasara karst noroprotektif etkisi oldugu
bildirilmistir.” Buna ek olarak Se’nin oksidatif stresi azalta-
bildigi ve hipokampiiste kursun tedavisinin ardindan uzun
dénemli giigclenme (UDG)’nin indiiksiyonunu tersine ¢evire-
bildigi gdsterilmistir.'® Daha 6nceki ¢aligmalarimzda, Se ek-
sikliginin hipokampal UDG’yi bozdugunu'® ve Se’nin pro-
piltiyourasil (PTU) ile indiiklenen hipotiroidizmde goriilen
bozulmus UDG yamitlarimi diizelttigini gosterdik.?’ Fakat,
Se’nin T4 hormonu ile olusturulan hipertiroidili siganlarda
ogrenme/bellek bozuklugunu onleyip dnlemeyecegi laktas-
yon déneminde maternal olarak olusturulan deneysel hiper-
tiroidizmde heniiz arastirilmamistir. Bu nedenle, bu calis-
mada laktasyon doneminde anne siganlara L-tiroksin verile-
rek yavrularda olusturulan hipertiroidinin neden oldugu
uzamsal 6grenme fonksiyonundaki bozuklugun, yetiskin do-
nemde Se takviyesi ile diizeltilip diizeltilemeyecegi arasti-
rild1.

ARACLAR ve YONTEM
Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Bu caligma, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan 12.03.2014 tarih ve 14/037 sayili onay ile
Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi
(DEKAM)'nden saglanan Wistar Albino cinsi siganlar kulla-
nilarak gergeklestirildi. Calismada "Deney Hayvanlar1 Kul-
lanim ve Etik Ilkeler" dogrultusunda hayvan haklar1 ko-
rundu. Calismada gereksiz deney hayvani kullaniimamasi ve
deney hayvanlarma herhangi bir ac1 ve 1stirap verilmemesi

icin 6zen gosterildi.

Calismaya 12 adet Wistar albino tiirii gebe sican (250-300
gr) dahil edildi ve siganlar ii¢ gruba ayrildi. Laktasyon done-
minde 21 giin siireyle (dogum sonrast 0.-21. giin) periton
igine L-tiroksin (0.2 mg/kg/giin)?* enjekte edilen sicanlarin
erkek yavrular1 Laktasyonel Hipertiroidi grubunu (LHG, n=
16), laktasyonel hipertiroidi olusturulduktan sonra 39-60.
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giinler arasinda Se (igme sularina, 10 ppm) takviye edilen er-
kek yavru siganlar Laktasyonel Hipertiroidi + Selenyum gru-
bunu (LH+SeG, n=16) olusturdu. Laktasyon doneminde se-
rum fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapilan anne siganlarin er-

kek yavrulari ise kontrol grubunu (KG, n=16) olusturdu.
Morris Su Tanki Testi

Uzamsal 6grenme ve bellek fonksiyonu Morris su tanki testi
ile degerlendirildi (her grup igin n=12-16). Morris su tanki
testi 180 cm ¢apinda, 75 cm yiiksekliginde paslanmaz gelik-
ten tiretilen bir silindir su tanki kullanilarak yapildi. Su tanki,
sicakligi 2242 °C olacak sekilde 50 cm yiiksekligine kadar su
ile dolduruldu ve toksik olmayan bir boya ile opaklastirildi.
Bir clone CD disk (CCD) kamera siganlarin yiizme siiresince
tank icindeki hareketlerini kaydetmek i¢in tankin merkezi
tizerinde olacak gekilde tavana monte edildi. Kayitlar NOL-
DUS izleme ve kayit sistemi (Noldus, Leesburg, VA) kulla-
nilarak kaydedildi. Morris su tanki testinde ilk 4 giin boyunca
ogrenme deneyleri, 5. giin ise bellek deneyi (PROBE testi)
seklinde caligildi. Sicanlar 4 giin siiresince 6grenme deney-
lerinde, her giin 4 farkli kadrandan olacak sekilde 20’ser da-
kika araliklarla suya birakildi ve suyun 1-2 cm altinda gizli
olan platform yerini 6grenmeleri i¢in siganlarm 1 dk yiizme-
sine izin verildi. Bir dakika boyunca platformu bulamayan
sicanlar siyah bir ¢ubuk yardimiyla platforma yoénlendirile-
rek, zarar vermeden platform iizerine alindi ve 15 sn bekle-
meleri saglandu. 5. giin bellegin test edilmesinde platform ¢i-
karilarak siganlarin hedef kadrandaki gegirdikleri zaman
kaydedildi. Probe deneyinde her bir sicanin, platformun bu-
lundugu kadranda diger kadranlara goére daha uzun siire bu-
lunmasi beklendi. Probe denemesi en son yapilan 6grenme
deneyinden tam 24 saat sonrasinda yapildi. Olgiimler yavru
sicanlar 60-66 giinliik olduklarinda yapildi. Her denemede,
siganlarin platformu bulmasi igin gegen siire, kat edilen me-
safe, yiizme hiz1 kaydedildi. Ayrica uzamsal 6grenme fonk-
siyonunu karsilastirmak i¢in ylizme hizindan etkilenmeyen
bir parametre olmasi nedeniyle siganlarin platforma olan or-
talama uzakliklar1 da kaydedildi. Bellegin test edilmesinde
platformun bulundugu hedef kadranda gegirilen siire kayde-
dildi. Su tanki testinin bitiminde siganlar anestezi altina ali-

narak kan ornekleri alindi.

istatistiksel Analiz

Uzamsal 6grenme ve bellek fonksiyonu testleri sonuglari’nin
istatistiksel analizi igin SPSS Version 21 paket programi®? ile
Windows 10 Bilgisayar Programinda giinler arasi kargilagtir-
malarda tekrarli 6lgtimlerde iki yonlii varyans analizi kulla-
nildi. Probe denemesinde, hedef kadranda harcanan zaman
oraninin, diger kadranlara kiyasla, rastlantisal olup olmadi-
gini1 (yani % 25 oranina gore sansin lizerinde olup olmadigini
analiz etmek i¢in Tek 6rneklem t-testi kullanildi. Bellegi test
etmek i¢in 5. Giin yapilan probe denemesi sonuglar1 ise tek
yonlii varyans (ANOVA) analizi ile degerlendirildi. Istatis-
tiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak segildi. Degerler orta-
lamaztstandart hata seklinde kullanildi.

BULGULAR
Morris Su Tanki Testi
Uzamsal Ogrenme Testinin Degerlendirilmesi

Deney grubu ve kontrol grubu siganlarin yer 6grenme dene-
melerinde; gilinler boyunca azalan kagis mesafesi
(F3,14=81.01; p<0.001, Sekil 1A) ve kags siiresi (F3,14=86.65;
p<0.001, Sekil 1B) gosterdigi belirlendi. Bu bulgular sigan-

larmn platformun yerini 6grendiklerini gostermektedir.
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Sekil 1. Morris Su Tankinda siganlarin A) platformu bulmak i¢in kat
ettigi mesafe grafigi ve B) platformu bulma siiresi grafigi. Degerler
ortalama = standart hata seklinde ifade edildi. Istatistiksel anlamlilik
p<0.05 olarak degerlendirildi. KG: Kontrol Grubu, LHG: Laktasyo-
nel Hipertiroidi Grubu, LH+SeG: Laktasyonel Hipertiroidi+Selen-
yum Grubu. *Kontrol grubu ile LHG arasinda anlaml farklilig ifade
eder. +LHG ile LH+SeG arasinda anlaml farklilig: ifade eder. Her
bir grup i¢in n=16.
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Yiizme hizi, grup iginde giinler boyunca degismezken (Giin
etkisi: F3.138=1.793; p>0.05, Sekil 2A), anlamli grup etkisi
(F246=7.677; p<0.001) ve grup X giin etkilesimi
(Fe,138=2.889; p<0.05) bulundu. Bu farkliliklar nedeni ile
gruplar arasindaki farki degerlendirmek i¢in, yiizme hizindan
etkilenmeyen bir parametre olarak degerlendirilen platforma
olan ortalama uzaklik parametresi dikkate alind1.% Bu para-
metre igin tekrarlayan 6l¢iimlii ANOVA testinde, anlamli
grup etkisi oldugu (F246=18.89; p<0.001, Sekil 2B) belir-
lendi. Gruplar arasi karsilastirmalarda LH+SeG siganlarin
kontrol (p=0.002) grubu siganlara gore anlamh diizeyde plat-
forma daha yakin, LHG siganlarin ise kontrol (p=0.002)
grubu siganlara gore anlaml diizeyde platforma daha uzak

mesafede yiizerek platformu bulduklar belirlendi.
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Sekil 2. Morris Su Tankinda siganlarin A) yiizme hiz1 grafigi ve B)
platforma olan ortalama uzaklik grafigi. Degerler ortalama+standart
hata seklinde ifade edildi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak de-
gerlendirildi. KG: Kontrol Grubu, LHG: Laktasyonel Hipertiroidi
Grubu, LH+SeG: Laktasyonel Hipertiroidi+Selenyum Grubu.
*Kontrol grubu ile LHG arasinda anlamli farklilig1 ifade eder. +LHG
ile LH+SeG arasinda anlamli farklihigi ifade eder. # Kontrol grubu
ile LH+SeG arasinda anlaml farklilig1 ifade eder. Her bir grup igin
n=16.

Uzamsal Bellek Testinin Degerlendirilmesi

Uzamsal bellek fonksiyonu, platform havuzdan ¢ikarilarak
degerlendirildi. Tek 6rneklem t-testi, hedef kadranda harca-
nan zaman oraninin, diger kadranlara kiyasla, ii¢ grup tara-
findan 6nemli 6l¢lide sansin lizerinde oldugunu (yani % 25)
ortaya ¢ikardi. Tek-yonlit ANOVA testi ile yapilan karsilas-
tirma sonucu gruplar arasinda anlamli farklilik olmadigi

(F248=0.409; p>0.05) bulundu (Sekil 3). Bozulmus edinime

ragmen, LHG onceki platform ¢eyreginde 1 dakikalik de-
neme boyunca harcanan siirenin yiizdesi agisindan kontrol
grubundan 6nemli 6l¢iide farkli degildi (F2,51=2.31; p>0.05).
Benzer sekilde, probe denemesinde platforma olan ortalama
uzaklik ve hiz (p>0.05) agisindan gruplar arasi anlamli fark-

lilik bulunmadi.

KG mLHG o LH+SeG

I
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Sekil 3. Morris Su Tankinda siganlarin hedef kadranda bulunma sii-
resi grafigi. Degerler ortalamatstandart hata seklinde ifade edildi.
Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak degerlendirildi. Gruplar aras
karsilastirmalarda anlaml farklilik bulunmadi. KG: Kontrol Grubu,
LHG: Laktasyonel Hipertiroidi Grubu, LH+SeG: Laktasyonel Hi-
pertiroidi+Selenyum ~ Grubu. Her bir grup igin n=16.

TARTISMA

Morris su tanki testinde, uzamsal 6grenme fonksiyonunu de-
gerlendirmede kullanilan platformu bulmak i¢in kat edilen
yiizme mesafesi ve kagis siiresi yiizme hizindan etkilenen pa-
rametrelerdir. Yiizme hiz1 daha yiiksek olan siganlarin plat-
formu daha hizli bulmalar1 ve daha fazla mesafe kat etmeleri
beklenen bir durumdur. Bu nedenle, uzamsal 6grenme fonk-
siyonunun karsilastirilmasinda gruplar arasinda yaniltici so-
nuglar verebilir. Mevcut bulgular, LHG si¢anlarin kontrol
grubu ve LH+SeG siganlara gore daha diisiik yiizme hizina

sahip oldugunu gostermektedir.

Hipokampus, 6grenme ve bellek siireglerinde ve yer-y6n bul-
mada 6nemli role sahiptir. Bilindigi tizere asir1 tiroid hormo-
nuna maruz kalma, beyin gelisiminin erken sathasinda, si-
canlarin hipokampusunda belirgin kimyasal ve morfolojik
degisikliklere neden olur. Bu degisikliklerin islevsel roliinii
arastiran sinirl sayida ¢alisma vardir. Anne siganlara T4 hor-
monu verilerek olusturulan maternal hipertiroidinin® ve ne-
onatal dénemde T3 hormonu ile? olusturulan hipertiroidinin

uzamsal 6grenme fonksiyonunu bozdugu bildirilmistir. Ay-

245



Laktasyonel hipertiroidide gelisen 6grenme bozukluguna selenyumun etkisi

Tan ve ark.

rica, laboratuvarimizda yapmis oldugumuz daha 6nceki ¢a-
lismalarda, yetiskin donemde T4 hormonu ile tedavi edilerek
olusturulan hipertiroidinin?® ve laktasyonel dénemde mater-
nal olarak olusturulan hipertiroidinin morris su tanki testinde
uzamsal 6grenme fonksiyonunu bozdugunu gésterdik.2 Bu
caligmalarla uyumlu olarak, mevcut calisma bulgularimiz
laktasyon doneminde T4 hormonu ile tedavi edilen anne si-
canlarmn yavrularinda uzamsal O6grenme fonksiyonunun

geng-eriskin donemde bozuldugunu ortaya koydu.

Bu ¢alismada baglica, laktasyon déneminde maternal olarak
olusturulan hipertiroidinin neden oldugu bozulmus uzamsal
6grenme fonksiyonuna selenyumun iyilestirici etkisi olup ol-
madig1 arastirildi. Bu dogrultuda yapmis oldugumuz &6g-
renme denemelerinde, erigkin donemde selenyum takviyesi
yapilan laktasyonel hipertiroidili siganlarin uzamsal 6grenme
fonksiyonunun kontrol grubu ile benzer sonuglar gosterdigi
bulundu. Selenyum beyinde 6zellikle DIO2 ve DI3 enzim ak-
tivitesini artirarak etkisini gésterir.?6 Hipotiroidili siganlarda
goriilen bozulmusg 6grenme ve bellek fonksiyonunu ve azal-
mis UDG yanitlarini selenyum takviyesinin diizelttigi bildi-
rilmistir.?® Hipotiroidide gdzlenen bu bozukluklarda selen-
yumun DIO2 enzim aktivitesini artirarak T4 hormonun aktif
form olan T3 hormonuna doniigiimiinii katalize ederek gos-
terdigi diisiiniilmektedir.> Her ne kadar, hipertiroidili sigan-
larda goriilen 6grenme fonksiyonundaki bozuklugu selen-
yum takviyesinin nasil diizelttigine dair caligma bulunmasa
da selenyum bu etkisini muhtemelen DIO3 enzim aktivitesini
artirarak gosterebilir. Clinkii DIO3 enzimi T4 hormonu inak-
tif formu olan rT3 (reverse T3) hormona déniistiiriir.'? Bu
durumda, selenyum asirt T4 hormonunun hipokampiiste
olusturabilecegi olumsuz etkileri T4 hormon diizeyini azal-
tarak ortadan kaldirabilecegi diisiiniilebilir ve bu konuda mo-

lekiiler diizeyde detayli arastirmalara ihtiyag vardir.

Sonug olarak, ¢aligma bulgularimiz laktasyon doneminde
anne siganlara L-tiroksin verilerek olusturulan maternal hi-
pertiroidinin yavru siganlarda hipokampal bagimli uzamsal
6grenme fonksiyonunda uzun siireli olumsuz etkileri oldu-
gunu ve bu olumsuz etkiler {izerinde selenyumun iyilestirici

etkileri olduguna isaret etmektedir.
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