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OZET

Amag: Bu calismada; REM uyku yoksunluguna bagl olarak uzamsal 6grenmede olusan
bozulmanin hiicresel ve molekiiler mekanizmalari, NMDA reseptorleri ve ndrogenez
kapsaminda arastirilmustir.

Yontem ve Gerecler: Calisma 2-3 aylik erkek Wistar cinsi siganlar ile yapildi. Siganlar
rastgele olarak 10’arli gruplara (kronik REM uyku yoksunlugu grubu, kafes kontrol grubu,
ortam kontrol gruplarma ayrildi. Uyku yoksunlugu olusturmak i¢in bu amagla yapilmis su tanki
kullanildi. Kronik REM uyku yoksunlugu, siganlarin tankta 21 giin siireyle her giin saat 16.00
ile ertesi giin 10.00 arasinda barindirilmasi ile olusturuldu. Ortam kontrol grubunda sicanlar
daha biiyiik platforma sahip su tankinda, kafes kontrol grubunu olusturan sicanlar standart
kafeslerinde tutuldu. Sicanlarm uzamsal 6grenme performanslart Morris Su tanki ile sinaptik
plastisitesi uzun dénemli giiglenme (UDG) kayztlar1 ile dlgiildii. Immunhistokimyasal yontemler
ile hipokampal kesitlerdeki NR1, NR2a, NR2b reseptor ifadelenmesi, galectin—1 ifadelenmesi
ve norogenezisi belirlemek i¢in 5-Bromodeoksiiiridine (BrdU) antikor boyanma diizeyine
bakildi. Ayrica hayvanlarin deney siiresince giinliilk agirhk degisimleri ve uyku yoksunlugu
sonundaki plazma epinefrin ve kortikosteron diizeyleri ELISA yontemi ile 6l¢iildii.

Bulgular: Uyku yoksunlugu grubunda, hipokampal 6grenme bozuklugunun UDG’de azalma,
GluN1 ve GluN2A alt birim anlatimindaki azalma ve BrdU ile boyanan hiicre sayisinda azalma
ile birlikte goriildiigii bulundu.

Sonu¢: Kronik uygulanan uyku yoksunlugunda, adult nérogenez ve NMDA reseptor alt
birimlerinin anlatimindaki azalmay1 6nleyici yaklagimlarm, 6grenme ve bellek bozulmalarinda
yararh olabilecegi sonucuna ulasilmustir.

Anahtar kelimeler: Hipokampiis; Ogrenme ve bellek; Uyku yoksunlugu; Nérogenez.



ABSTRACT

Purpose: We investigated the cellular and molecular mehanisms of learning and memory
impairment in sleep deprivation focused on NMDA receptors and neurogenesis.

Materials and Methods: Two or three-mo-old male Wistar rats enrolled in this study. They
randomly divided in one of the three groups (cage-control, pedestal-control and sleep
deprivation groups). Sleep deprivation was induced by putting the animals into a special water
pool having small pedestals during 18 hours. Pedestal control group was put into the same
pool, its pedestals were much larger, preventing the animals fall into the water. Cage control
group was in standard cages. Spatial performance was measured in the Morris water maze.
Long term potentiation (LTP) was used to determine rats’ plasticity strength. The expression
of NMDA receptors sub units (GluN1, GluN2A and GluN2B) and Galectin-1 were measured
by immunohistochemical staining. Neurogenetic capacity was determined in rats treated with
5-Bromodeoksiiiridine (BrdU). In addition, a plasma corticosterone level was determined as an
indicator of stres.

Results: We found that sleep deprivation impaired spatial learning and memory, and that this
impairment was concurrent with a decreased neurogenesis and decreased optical density of
GluNT1 and GIuN2A subunit staining.

Conclusion: Treatments preventing decreased adult neurogenesis and decreased expression
levels of NMDA receptor subunits could be useful in learning and memory failure observed in

chronic sleep deprivation.

Key words: Hippocampus; Leaning and memory; Sleep deprivation; Neurogenesis.



1. GIRIS

Sinaptik plastisite, noronlar arasmdaki sinaptik baglantmmn giiclenmesi veya zayflamasimi
saglayan siirecin tiimiine verilen isimdir. Deneysel preparatlarda sinaptik yanitlar, uyarilan
noronal aktivitenin kalibina bagimh olarak gili¢lendirilebilir ve zayiflatilabilir. Bu giiclenme
saatler hatta giinler stirebildiginden uzun donemli giiclenme (UDG) olarak tanimlanir. Sinaptik
plastisitenin, 6grenme ve bellegin altinda yatan temel hiicresel mekanizma oldugu kabul edilir.
Hipokampus ve dentat girus uzamsal 6grenmenin en Onemli yapilarindan biridir (1). Bu
bolgelerde bellegin sinaptik plastisite ile pekistirildigi ve depolandigi ileri siiriilmektedir (2).
UDG olusumunun temelinde yatan anahtar molekiiler mekanizma NMDA tipi glutamat
reseptorlerinin aktivasyonudur  (3). Bu reseptorler glutamat ile aktive olan ve ancak
postsinaptik hiicre membrani depolarize oldugu zaman agilan Na/Ca kanallaridir; bu kanallara
sadece glutamatm baglanmasi iyon akisina neden olmaz. Bu kanalin acilmasi ile hiicre i¢i Ca
diizeyi yiikselince CaMKII otofosforillenerek diger protein kinazlar1 fosforiller (4). Sitoplazmik
tepkime zinciri, aktive olan bazi protein kinazlarm diger ekstraselliiler sinyal iligkili kinazlar
(ERK) aktive etmesi ile devam eder ve transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonun neden oldugu
gen transkripsiyonu ve protein sentezi ile sonuclanir (5). Bu protein kinazlar arasmda UDG
olusumu ile ilgili olanlar1t MAP kinaz, PI3 kinaz, tirozin kinaz, PKC ve CAMKIV olarak
sayilabilir (6). Sayilan bu proteinler ise kisa ve uzun siireli mekanizmalar1 olusturacak olan
karmasik bir molekiiler yanit1 tetikler. CREB gibi transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu
belirli genlerin niikleer transkripsiyonuna ve yeni protein sentezine neden olur (7). Bu yeni
sentezlenen proteinler, sinaptik etkinligin giiclenmesine neden olacak sekilde, tasmirlar (8) ve

sinapsm sekli degisir, sayis1 ve biiyiikliigii artar (9).



Uyku fiziksel ve mental saglik i¢in temel fizyolojik islevdir. Memelilerde uyku birbirini nispeten
diizenli aralarla takip eden non REM ve REM ddnemlerinden olusur. Uyku dénemlerinde
gerceklesen noral stireglerin, bellegin hiicresel mekanizmasi olan sinaptik plastisitenin altinda
yatan hiicresel ve molekiiler olaylar1 kolaylastirabilecegi hipotezi uzun siiredir aktif bir
arastirma konusu olmustur. Literatiirdeki konuyla ilgili ¢alismalar goézden gecirildiginde;
sinaptik plastisiteyi gelistiren 6§renme siireclerinin sonrasindaki uykuyu etkiledigi; fazla uyuma
veya uyku yoksunluklarmm sinaptik plastisiteyi gerektiren 6grenme ve bellek gibi siirecleri
etkiledigi, uyku ve uyku azliklarmin sinaptik baglant1 kalibin1 ve sinaptik giicii degistirdigi ve
sinaptik plastisite icin gerekli genlerin ve protein sentezinin uyku swrasinda da olustugu
goriilebilir. Bir isin 6grenilmesinden Once gergeklesen uyku yoksunlugu, o is ile ilgili
davranigsal performansi bozar; dnceki 6grenme deneyimi sirasinda aktif olan devreler uyku
sirasinda yeniden aktive olurlar. Bu bulgular acikca bellegin pekistirilmesinin uyku sirasmda

oldugunu gosterir (10).

Sinaptik plastisitede rolii bilinen bazi genler, uykusuzluk ile up-regiile edilirken uyku ile down-
regiile edilir (11). Bu genler, AMPA ve NMDA reseptorlerinin alt birimlerinin, iki 6nemli
protein kinazmn, kalmodulinin ve BDNF nin sentezini saglayan genlerdir (12). Ornegin sicak
cevre kosullarinda uykunun plastisite iligkili MMP-9 geninin ekspresyonunu up-regiile ettigi
gosterilmistir (13). zif-268’in REM bagimli aktivasyonu zenginlestirilmis ¢evreye maruziyetin
ardindan gosterilmis ve hipokampal UDG kayitlar ile iliskilendirilmistir (14). Bu ¢alismalarla
birlikte, plastisite ile iligkili genlerin bazal ekspriresyonunun uyaniklhik sirasmda oldugu; uyku
sirasinda sinaptik yeniden modellenmeye ugrayan ndral devrelerde smirh bir up-regiilasyona
ugradiklart bildirilmektedir. Uyku sirasinda sentezlendigi gosterilen ve Ca ile kalmodulin
etkilesmesini saglayan norogranin (15) ve dentritik spinlerin olusmasini saglayan dentrin adh

proteinlerin sinaptik plastisite ile iliskili olduklar: iddia edilmistir (16). Ustelik 24 saatlik



uykusuzluk serebral kortekste bu proteinlerin azalmasma neden olmustur (17). Pek c¢ok
calismada REM uyku yoksunlugunun 6grenme ve bellegi bozdugu davranis ¢aligmalar (18, 19)
ve hipokampal UDG c¢alismalar ile gosterilmistir (20, 21). Calisma grubumuz, ratlarda 21
gilinlik uyku yoksunlugunun dentat girus UDG yanitlarmi baskiladigmi ve bu baskilamanin
hipokampustaki oksidan/antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin oksidanlar lehine
bozulmasi ile birlikte oldugunu gostermistir (22). Hipokampusta uyku yoksunlugu ile tetiklenen
oksidan stres ile UDG ve 6grenme bozuklugu arasindaki iliskiyi aciklayabilecek bir molekiiliin
varligi ise bilinmemektedir. Ancak uyku yoksunlugu ile hipokampal 68renme bozuklugu
arasindaki baglantryr agiklayabilecek bir molekiil, galektin olabilir. Ciinkii bazi arastrma
bulgular1 Galectin-1’in rediikte = formunun subventrikiiler zonda sinirsel kok hiicrelerde
proliferasyonu ilerletigi yoniinde iken diger bazi bulgular okside formunun dentat girus
subgraniiler zon hiicrelerinde proliferasyonu baskiladigmi gostermektedir (28). Bu nedenle
uyku yoksunlugunda artan hipokampal oksidan stresin Galectin-1’in okside formunu artirmasi

ve bu yolla norogeneze etki etmesi beklenebilir.

Galectinler, laminin, integrinler, osteopontin ve fibrinonektin gibi grlkoproteinlerin
yiizeylerinde bulunan beta betagalaktozidleri baglayan ve bu yolla hiicre ve ekstraselliiler
matriks (ECM) arasindaki etkilesimlere aracihk eden bir lektin protein ailesidir (23, 24).
Yapilan c¢alismalar Galactin-1’in  baslica sinir sisteminde motor ndronlarm aksonal
rejenerasyonuna, Wallerian aksonal dejenerasyona, ndral kok hiicrelerin proliferasyonuna ve
inmeden sonraki norogeneze aracilik eden bir ekstraselliiler sinyalleme proteini olduguna isaret
etmektedir (25). Galectin-1 kemirgenlerin beyin gelisimleri sirasinda yaygin olarak sentezlenir
ve Ozellikle olfaktor bulbus noral agmm olugsmasinda 6nemli bir rol oynar (26). Hipokampal
formasyonun dentat girus (DG) bolgesi adult donemde de nérogenezin devam ettigi iki beyin

bolgesinden biridir (27). Dentat girusun subgraniiler zonunda dogan hiicreler, graniil hiicre



tabakasma goc ederek graniil hiicresi haline gelirler (28). Galectin-1’in hipokampusun DG
bolgesinde noral progenitdr hiicrelerde eksprese edilip bu hiicrelerin proliferasyonunu module
ettigi gozlenmistir (29). Galectin 1 knock-out farede subgraniiler zondaki Tip-1 hiicre
proliferasyonunda gozlenen artis, Galectin-1’in nérogenezi baskilayici etkisini desteklemektedir
(30). Bu modiilasyonun Galactin-1’in okside ve rediikte formlar1 arasindaki dengeye bagh
olmas1 da olasidir. Galectin-1’in okside formlar1 adult ndrogenezi inhibe etmektedir. Ote
yandan adult nérogenezin 6grenme ve bellek ile yakindan iliskili olduguna dair deliller de

giderek giiclenmektedir (20).

Glutamat reseptorleri 6zellikle ndron membranlarinda bulunurlar ve postsinaptik iyon akimina
neden olan mekanizma dikkate alindiginda ikiye ayrilirlar.1- Iyonotropik glutamat reseptérleri,
glutamat baglandig1 zaman agilan iyon kanal proteinidirler. 2-Metabotropik reseptorler ise G
proteinini i¢eren bir sinyal yolagini aktive etmek suretiyle iyon kanallarini aktive ederler.
Iyonotropik  reseptérler AMPA  (a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate),
NMDA (N-Methyl-D-Aspartat) ve Kainat reseptorleridir. Bu reseptorlerin her birinin de farkh
alt tipleri belirlenmistir. NR1, NR2a-2d ve NR3a-3b reseptorleri NMDA; GluR1-4 reseptorleri
AMPA ve GIuRS-7, KA1 ve KA2 ise Kainat reseptorleridir. Glutamat reseptorlerinin en
onemli islevlerinden biri sinaptik plastisiteyi modiile etmeleridir. Hem metabotropik hem de

tyonotropik reseptorler sinaptik plastisiteyi etkilerler.

Dentat girusta nérogenezisi belirlemek i¢in kullanilabilecek bir madde timidin anologu olan 5-
bromodeoksiiiridindir (BrdU). BrdU viicuda ip yoldan verildikten sonra mitoz gdsteren
hiicreler tarafindan mitozun S fazinda tutularak DNA’s1 i¢ine korpore olur. Sunulan ¢alismada
BrdU uygulamasi uyku yoksunlugu yapilan sicanlarda nérogenezin degisimini incelemek icin

kullanilacaktir (29).
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Yukarida verilen literatiir bilgisi 1s1¢mda uyku yoksunlugu durumunda, sinaptik plastisitenin
degismesi ve bunun sonucunda 6grenme ve bellek islevlerinin bozulmasi beklenebilir. Bunun
altinda yatan mekanizmalar ise tam olarak aciklanamamustir. Biz daha 6nceki calismamizda,
uyku yoksunluguna maruz biraktigimiz sicanlarda, hipokampus antioksidan savunmanin
bozuldugunu ve bunun elektrofizyolojik bozuklukla birlikte oldugunu gostermistik (22).
Galectin—1 proteinin okside olmasi durumunda adult nérogenzisde inhibisyon oldugu da baska
yazarlar tarafindan bildirilmistir. Bu nedenle, uyku yoksunlugunda olusan hipokampal oksidan
stresin galektin-1’in oksitlenmesine ve bunun da ndrogenezisi bozmasma neden olacagi

diistiniilmiistiir.

2. GEREC ve YONTEM

Calisma Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma laboratuarda (ErU-DEKAM)’dan
temin edilen 2-3 aylik erkek Wistar cinsi sicanlar iizerinde yapildi. Siganlar rastgele olarak
20’serli gruplara (kronik REM uyku yoksunlugu grubu, kafes kontrol grubu, ortam kontrol

gruplarna ayrildi.

Gruplarin olugturulmasi:

REM uyku yoksunlugunun etkilerini karsilastrmak ve uyku yoksunluguna maruziyet ve
ogrenme/bellek islevinin zamanlamasi ile olan iligkinin belirlenmesi i¢in gruplar asagidaki gibi

olusturuldu.
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Kronik REM uyku yoksunlugu (UY) grubu: Bu gruptaki siganlar DS60nci1 giinden itibaren 21
giin siire ile her giin saat 16.00 ile ertesi giin 10.00 arasinda uyku yoksunlugu tankinda tutuldu,
ogrenme deneylerine DS78nci giiniinde baslandi.

Kafes kontrol (KK) grubu: Ogrenme deneylerinin tiim siganlarda aym dogum sonrasi giinde
olabilmesi i¢in, bu siganlarda 6grenme deneylerine dogum sonras1 DS78. glinde basland1.
Ortam kontrol (OK): Bu gruptaki sigcanlar DS60nci giinden itibaren 21 giin siire ile biiyiik

platformlu tankta tutuldu, 6grenme deneylerine DS78nci giiniinde basland.

Uyku yoksunlugu olusturulmasi:

Kronik REM uyku yoksunlugu bir su tankinda olusturuldu. Tank, ¢ap1 uyku yoksunlugu grubu
icin 6,5 cm ortam kontrol grubu icin 10 cm olan 14 adet platform icermekteydi. Gruptaki
deney hayvani sayis1 ve tankta 14 platformun bulunmasi nedeni ile, siganlarin tankta serbestce
dolagabilmesine imkan vermeye yonelik bos platform birakmak amaci ile, bir gruba ait sicanlar
iki partide uyku yoksunluk tankma konuldu. Bu islem swrasinda deney hayvanlarmin sosyal
izolasyon stresine maruz kalmamalarma dikkat edildi. Tank, platform ylizeyinin Icm altinda
kalacak sekilde su ile dolduruldu. Deney grubu siganlar, platform tlizerinde iken REM uykusuna
girdiklerinde kas tonusunun azalmasi nedeni ile platform iizerinde duramayip suya diiserek
uyandilar ama ortam kontrol grubu si¢anlar, REM sirasinda genis platformda bulunduklari i¢in

uykularma devam ettiler.

Hipokampal Nérogenezisin belirlenmesi:

Bu amag i¢in BrdU (ip; 100 mg/kg) kullanildi. Tiim sigcanlara bu uygulama DS78nci giinde,
ogrenme denemelerine baslamadan bir kez yapildi ve enjeksiyondan dort giin sonra dentat
girustaki yeni olusan geng hiicrelerin etiketlenmesi saglandi. Hipokampal kesitlerde BrdU ile

etiketlenen hiicre sayisi, 6grenme denemeleri sirasinda olusan yeni hiicrelerin sayisi yansitir.
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Bu hiicreler mikroskop altinda ErU Veteriner Fakiiltesi Histoloji Anabilim dalinda bulunan

sayma sistemi kullanilarak sayild1.

Hipokampal uzamsal 6grenme performansinin saptanmasi:

Bu amagla ErU-DEKAM davranis fizyoloji laboratuarmda bulunan Morris Su tanki (130 cm
capinda 45 cm yiiksekliginde) ve video-izleme ve kayit sistemi kullanildi. Su tanki alanmmn dort
ceyreginden birine si¢anlarin {izerinde durabilecekleri bir kagma platformu (¢ap1:10 cm;
yiiksekligi 22 cm) yerlestirildi ve tank, bu platformun 1 cm iistiinde olacak seviyeye kadar su
ile dolduruldu. Su mavi toksik olmayan bir boya ile boyandi. Platformun yeri, tim 6grenme
denemeleri sirasinda sabit tutuldu ve su sicakligmm 20-22 oC arasinda kalmasina dikkat edildi.
Her 6grenme denemesi sirasinda sican, platformun bulundugu ceyrek alan disinda diger bir
ceyrek alandan etraftaki biliyiik ipuclarm gorecek sekilde suya birakildi. Bu denemelerde
Ogrenilmesi istenen is, 2 dakikalik ylizme siiresi i¢inde sicanin platformu bulmasi ve {izerine
cikarak sudan kurtulmasidir. Bir dakikalik siire icerisinde platformu bulamayan siganlara el ile
yardim edildi ve platformun yerini bulmalar1 saglandi. Her sicana 4 giin boyunca, her giin dort
kez (yarim saat ara ile) olmak tlizere 6grenme denemeleri yapildi. Son 6§renme denemesinden
(16nc1 deneme) 24 saat sonra tanktaki platform yerinden alindi ve ayni test platformsuz halde
iken yapildi (probe denemesi). Her denemede siganlarm davranisi video-izleme ve analiz sistemi
tarafindan kayit edildi, sicanin platformu bulma siiresi, yiizme mesafesi, platformlu alanda

gecirdigi siire, ylizme hizi ve her bir ¢eyrek alanda bulunma stireleri 6l¢iildii.

Hipokampal sinaptik plastisitenin él¢iilmesi:
Hipokampal sinaptik plastisite, mediyal perforan yol (PP) ile hipokampal formasyonun dentat
girus (DG) noronlar1 arasindaki sinapslardan kayit edildi. Bu amacla, uretan anestezisi altinda

streotaksik catiya yerlestirilmis olan sicanda, PP (AP:-8 mm; ML:4.2 mm, bregmaya gore) bir
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uyar1 izolasyon tiinitesine bagh tungsten elektrot ile uyarildi; dentat girus ndéronlarinin (AP:3.5
mm, ML:2.13 mm) aktivitesi 3M NaCl doldurulmus cam bir mikroelektrot ile kayit edildi.
Kayit edici elektrodun sinyali bir headstage vasitasiyla uygun yiikselticilerden gecirilerek A/D
ceviriciye iletildi. Bu A/D c¢evirici uyar1 verilmesini de tetikledi. UDG, PP’in 100Hz frekansh
0.175 milisaniye siireli kare pulse’lar ile uyarilmasi ile elde edildi. DG-UDG yanitlari, ¢alismaya
alinan tiim sicanlardan, probe denemesinden 1 saat sonra alindi1 ve kayit sirasinda 5’er dakika

arayla uygulanan 4 tetanik uyarim (100 Hz 1 sn siireli) ile tetiklendi.

ACTH diizeylerinin tayini: Uyku yoksunlugunun stres hormonlarmin diizeylerini yiikseltmesi
miimkiindiir. Uyku yoksunlugunun stresér etkisini tayin etmek i¢in, UDE kayitlar
tamamlandiktan hemen sonra ve immunhistokimyasal analizler i¢in beyin perflize edilmesi

sirasinda alinan kandan ACTH o6l¢timii yapildi.

immunhistokimyasal analiz:

UDE kayitlar1 yapilmis sicanlarm beyni transkardiyak olarak %10 formalin ile perflize
edildikten sonra c¢ikartildi. Cikartilan beyinlerden hazirlanacak olan hipokampal kesitlerde
NMDA reseptorlerini alt tipleri (NR1, NR2A ve NR2b), galectin-1 ekspresyon diizeyleri ve
BrdU ile etiketlenen gen¢ hiicreler uygun antikorlar kullanilarak belirlendi. Bu islemler ErU
Veteriner Fakiiltesi Histoloji laboratuarnda yapildi ve rakamsal analiz yapabilmek icin, ilgili
antikorla boyanan hiicreleri otomatik olarak sayabilen bir goriintiileme sistemi kullanildi.

Veri analizi:

a.Hormon diizeylerinin istatistiki analizi bir faktorlii ANOVA ile test edildi. Post-Hoc
karsilagtirmalar i¢in Bonferroni testi kullanild1.
b.Ogrenme performansi degiskenleri: Morris su tanki 6grenme denemeleri boyunca dlgiilecek

olan tiim parametrelerin istatistiki analizi tekrarlayan Slctimler ile ANOVA (grup ici degisken:
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Olciit; gruplar aras1 degisken: uygulama) ile test edildi. Post-Hoc karsilagtirmalar i¢in
Bonferroni testi kullanildi. Probe testinden elde edilen parametrelerin karsilastirmasi ise bir
faktorlit ANOVA testi ile test edildi.

c.UDG ol¢iimleri: Her elektriksel uyarimla elde edilen bilesik yanittaki eksitator postsinaptik
potansiyel egimi ve popiilasyon spike’nin genligi, baz degerinin yiizdesi olarak hesaplandi ve
elde edilen ortalama degerler, bir faktorliit ANOVA testi kullanilarak analiz edildi.

d. Immunhistokimyasal parameteler: Uygun antikorlar ve marker’lar ile boyanan hiicrelerin
sayist ve boyanma yogunlugunun gruplar arasindaki karsilastirmasi bir faktorlii ANOVA

kullanilarak yapild1.

3. BULGULAR

Bu ¢alismada, sicanlarm 6zel su tankinda uyku yoksunluguna maruz birakilmalari plazma
ACTH seviyesinde kontrol grubuna gore anlamli bir yiikselmeye neden olmustur (P<0.001).
Benzer bir artisin ortam kontrol grubu sicanlarda da oldugu gézlenmistir. Bu nedenle su tanki
uygulamasimin si¢anlarda stres cevabin bir gostergesi olarak ACTH diizeyini anlaml bir sekilde

yiikselttigi gézlenmistir.

Elektrot verifikasyonu. Asagida verilen elektrofizyolojik deneylere ait bulgular, stereotaksik
catiya yerlestirilen anestezi altindaki siganlarda perforan yolun uyarilmasina yanit olarak dentat
girustan elde edilmistir. Uyar1 ve kayit yerinin amaglanan yerler oldugu hem tiim kayitlarda
tipik yanitlarm elde edilmesi hem de histolojik olarak dogrulanmistir. Histolojik dogrulama her

gruptan secilen bir 6rnek siganda yapilmis ve bunun bir 6rnegi sekilde verilmistir.
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Sekil 1. Uyar1 ve kayit elektrotlarinin beyin igindeki yerleri. Elektrot yerlesiminin histolojik
dogrulanmasi igin alman hipokampus kesitlerinden bir 6rnek. Solda Kayit elektrodunun Dentat
girus bolgesine; sagda ise uyarici elektrodun perforant yolda bulundugu olusturdugu kanama

alanlarindan goriilityor.

Elektrofizyoloji bulgulari

Input-Output egrileri:

Calisma gruplarinda dentat girus yiiksek frekansh uyarim ile uyarimadan 6nce 0,1-1,5 mA
akim siddetinde uygulanan puls uyaranlara kars1 elde edilen EPSP egimleri ve PS genlikleri elde
edilip hesaplanmistir. Grup ortalamalar1 ve standart hatalar1 Sekil 2 'de goriilmektedir.
Tekrarlayan Slgiimlii ANOVA testi analiz sonuglari hem uyku yoksunlugu hem de ortam
kontrol grubundaki siganlarin kontrol grubuna gore daha basik input-ourput egrilerine sahip
oldugunu gostermektedir (P<0,002). Ayrica uyku yoksunlugu ve ortam kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (P > 0,05). Bu bulgular, uyku yoksunlugu ile dentat
girus sinaptik baglantilarmin bazal giiciinde bir azalma meydana geldigini; ama bu azalmanin

yoksunluktan ¢ok ortam stresine bagh oldugunu gostermektedir.
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Sekil 1. Calisma gruplarmm yiiksek freansli uyarmmi 6ncesi bazal input/output egrileri.

Uzun dénemli giiglenme

Tim deneylerde input output deneyleri ile belirlenen test uyaran siddetinde perforan yol

uyarilarak 0-15 nci dakikalar arasinda bazal kayit alindi. Daha sonra 15 dk siire i¢inde, 5’er

dakika ara ile 100 Hz frekansta tetanik uyaran ile potansiyalizasyon saglandi. PS genliklerinin

ve EPSP egiminin potansiyalizasyonu, gruplara gore Sekil 3'de verilmistir. Uyku yoksunlugu

grubunda, hem EPSP genligindeki artis hem de PS genligindeki artig, kontrol grubuna gore

daha azdir ve ortam kontrol grubu ile kontrol grubu arasinda anlamh bir fark bulunamamustir.

Bu nedenle dentat girus sinaptik plastsitesinin uyku yoksunlugundan olumuz etkilendigini ve bu

azalmanm ortam kontrol grubunda goriilmemesi nedeni ile, yoksunluga bagh olarak olustugu

kanaatindeyiz.

17




m Kontrol 0 Uvku voksunlugu B Ortam kontrol

450
400
350
300
250
200
150
100
50 -
0 . ‘ . ‘ ‘ . ‘ . ‘ . ‘ ‘ . ‘ .

-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

i (%)

g

PS genli

Zaman (dk)

m Kontrol 0 Uyku yvoksunlugu B Ortam kontrol

200
180 -
160 -
140 -
120 i R T
100 Gl : L G il
80 -
60 -
40 -
20 -
() T T T T T T T T T T T T T T T
-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

simi (%)

g

EPSPe

Zaman (dk)

Sekil 3. Calisma gruplarinda PS genliklerinde ve EPSP egimlerinde yiiksek frekansli uyarm ile

indiiklenen potansiyalizasyonun zaman alanindaki degisimi.

Morris Su Tanki test sonucglari

1. Yiizme mesafesi. Dort ardil giin, glinde dort kez olmak tizere Morris su tankinda sabit gizli
bir platformun yerini 6gretme denemeleri sirasinda, sicanlarin platformu bulmak icin kat
ettikleri mesafe, video izleme-0lgme sistemi kullanilarak bulunmustur. Yiizme mesafesi
degerlerinin her giin elde edilen ortalama ve standart hatas1 Sekil 4'te verilmistir. Tekrarlayan

Olgtimli. ANOVA testi, gruplarm ilk ii¢ gilinkii degerleri arasinda anlamli bir farklilik
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olmadigmi; ancak 4ncii glin uyku yoksunlugu grubu sicanlarin, ortam kontrol ve kafes kontrol

gruplarma gore daha uzun mesafe yiizerek platforma ulastiklarmi géstermistir (p<0.05).

mKontrol B Uyku Yoksunlugu ® Ortam kontrol

1200 +

1000 4

800 l

Yiizme mesafesi (cm)

600 - L
:
400 ; !
. i
200 A
O T T T 1

Giin 1 Siin 2 Giin 3 Giin 4

Sekil 4. Uyku yoksunlugunun, Morris su tankinda gizlenen platformun yerinin bulunmasi i¢in
kat edilen mesafe degerleri lizerine etkisi

2. Yiizme siiresi. Dort ardil giin, giinde dort kez olmak {izere Morris su tankinda sabit gizli bir
platformun yerini 6gretme denemeleri sirasinda, siganlarm platformu bulmak i¢in yiizdiikleri
stire, video izleme-6lgme sistemi kullanilarak bulunmustur. Yiizme siiresi degerlerinin her giin
elde edilen ortalama ve standart hatasi Sekil 4'de verilmistir. Tekrarlayan 6lgiimlii ANOVA
testi, gruplarm ilk ii¢ giinkii degerleri arasinda anlamli bir farklilik olmadigmni; ancak 4ncii giin
uyku yoksunlugu grubu sigcanlarin, ortam kontrol ve kafes kontrol gruplarma gére daha uzun

stire ylizerek platforma ulastiklarmi géstermistir (p<0.05).

19



B Kontrol B Uyku Yoksunlugu ® Ortam kontrol

90 A

80 A

70 i

60
50 A

40 -

Yiizme siiresi ()

10 .

Fiin 1 Fin 2 3in 3 Giin 4
Sekil 5. Uyku yoksunlugunun, Morris su tankinda gizlenen platformun yerinin bulunmasi i¢in

gecen siire degerleri lizerine etkisi

3. Yiizme Hizi. Dort ardil giin, giinde dort kez olmak iizere Morris su tankinda sabit gizli bir
platformun yerini 68retme denemeleri sirasinda, siganlarm platformu bulmak i¢in yiizerkenki
ortalama ylizme hizlar1 video izleme-6lgme sistemi kullanilarak bulunmustur. Yiizme hizi
degerlerinin her giin elde edilen ortalama ve standart hatas1 Sekil 5'te verilmistir. Tekrarlayan
Olciimlii ANOVA testi, gruplarin dort giin boyunca gdsterdikleri hiz performansmimn gilinler
arasinda farkl olmadigmi; ancak ti¢lincli uyku yoksunlugu grubu ve ortam kontrol grubunun,

kontrol grubuna gore daha yavas ylizerek platforma ulastiklarmi géstermistir (p<0.05).

20



B Kontrol B Uyku Yoksunlugu ® Ortam kontrol

Yizme stirest (s)

Giin 1 Giin 2 Giin 3 Giin 4
Sekil 6. Uyku yoksunlugunun, Morris su tankinda gizlenen platformun yerini bulma deneleri

sirasindaki ortalama yiizme hiz1 degerleri lizerine etkisi

4. Hedef kadranda gecirilen zaman. Dort ardil glin siiren ter bulma denelerinden sonra
sicanlar, hedef platformun bulunmadig bir kosulda, son denemelerinden 24 saat sonra 1 dakika
siireyle su havuzu i¢inde serbest yiizmeye birakilmistir. Bu probe denemesi sirasinda, siganin
platformun bulundugu kadranda gecirdigi siirenin tiim siireye orani, sicanlarin bellek
performansi olarak degerlendirilmistir. Istatistik analiz sonuglari, uyku yoksunlugu grubundaki
sicanlarin, kontrol grubuna gore anlamh diizeyde (p < 0,05) daha az oranda hedef kadranda

bulunduklarmi gostermistir. Bu teste ait veriler, Sekil 7°de sunulmustur.

21



B Kontrol B Uyku Yoksunlugu B Ortam kontrol

Hedef kadranda gegen zaman (%)

Sekil 7. Uyku yoksunlugunun, probe denemesi sirasinda hedef kadranda gegirilen zaman

degerleri iizerine etkisi.

immunohistokimyasal ¢alismalar

NMDA alt birim anlatimi.

NMDA reseptorlerinin alt tipleri (NR1, NR2A ve NR2b) ekspresyon diizeyleri ve BrdU ile
etiketlenen geng hiicrelerin belirlenmesi amaciyla UDG kayitlar1 yapilmig siganlarm beyni
transkardiyak olarak %10 formalin ile perfiize edildikten sonra ¢ikartilmistir. Cikartilan beyinler
trimlenerek 5 giin siireyle ayni tespit soliisyonunda tutulduktan sonra 24 saat siireyle akarsu
altinda yikanmuglardir. Takiben dereceli alkoller, metil benzoat v e benzollerden gegirilerek
paraplastta bloklanmiglardir. Hazirlanan bloklardan kesitler alinmig ve ardil kesitler sirasiyla
GluN1, GluN2A ve GIuN2B alt birimlerine (ve galectin-1’e) 6zgiil antikorlar ile boyanmustir.
Ozgiil antikorla boyanan, dentat girusa uyan 20.000 pm?’lik bir alanin optik dansitesi, uygun
program kullanilarak piksel yogunlugu olarak bulunmustur. Yapilan istatistik degerlendirmelere
gore, GluN1 ve GluN2A antikoru ile boyanma siddeti, uyku yoksunlugu grubuna gore anlamli

diizeyde azalmig olarak bulunmustur (P<0.05). Ortam kontrol grubunda her ii¢ antikor ile
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boyanma siddeti, diger iki gruptan farkh degildir (P > 0.05). Her gruptan birer 6rnek sigcandan

elde edilen histolojik goriintiiler ve grup ortalama degerleri asagidaki sekilde sunulmustur.
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Sekil 8. Uyku yoksunlugunun hipokampiisiin dentat girus bdlgesindeki NMDA reseptor alt

birimlerinin anlatimi tizerine etkisi.

Galektin-1 anlatimi. Yukarmda NMDA reseptor anlatimmm incelenmesi i¢in takip edilen
prosediir, 6zgiil Galektin-1 antikoru kullanilarak da gergeklestirilmis olmasma ragmen, higbir
grupta dentat girusta Galektin-1 proteini i¢in 6zgiil bir boyamaya rastlanilmamistir. Buna
ragmen, galektin pozitif boyamaya elektrot izi boyunca, elektrodun gectigi yerlerde olusan
hasar bolgelerinde rastlanilmistir. Bu nedenle galektin-1 ekspresyonunun hiicre hasarma cevap
olarak olusulabilecegi, uyku yoksunlugunda isehipokampal hiicrelerde olusan olumsuz siirecin,
hiicre hasarma kadar giden bir siire¢ olmadig1 diisiiniilmiistiir. Galektin-1 boyamalarma ait
histolojik goriintiiler, dentat girusa ait 6zgil bir boyanmay1 yansitmadigindan sunulmamis ve

analiz edilmemistir.

Hipokampal Nérogenezisin belirlenmesi:

Bu amag¢ i¢in BrdU (ip; 100 mg/kg) tiim sicanlara dogum sonrasi 78nci giinde, 6grenme
denemelerine baslamadan oOnce bir kez yapimustir. BrdU ile etiketlenen geng hiicrelerin
belirlenmesi i¢in strep-avidin peroksidaz immunohistokimya yontemi kullanilarak boyanmustir.
Boyama islemi sonrasi ilgili antikorlarla boyanan hiicreleri otomatik olarak sayabilen bir
goriintiileme sistemi kullanilarak sayim islemi yapilmistir. Asagida verilen birer 6rnek goriintiide
oldugu gibi, uyku yoksunlugu grubunda BrdU ile isaretlenmis hiicre sayisi, kontrol ve ortam
kontrol gruplarina gore daha az olarak bulunmustur. Bu bulgu, kronik uyku yoksunlugunun,

dentat girusta yetiskin nérogenezi azalttigmi gostermektedir.

Kontrol grubu Ortam kontrol grubu Uyku yoksunlugu grubu
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4. TARTISMA ve SONUC

Erciyes Universitesi Arastirma Fonu tarafindan saglanan 39.989,60 TL’lik maddi destek ile
yiritiilen bu ¢alismanmn sonuglari, kronik uyku yoksunlugunun neden oldugu 6grenme ve
bellek bozukluklarmin agiklanmasna 151k tutabilecek niteliktedir. Arastirma bulgularimiz kronik
uyku yoksunlugunun saglam bir hipokampiisiin varligmi gerektiren islerin 6grenilmesinde ve
ogrenilen bilginin geri ¢agirilarak hatirlanmasinda gdsterilen performansin, normal siire uyuyan
kisilere gore daha kotii olabilecegine isaret etmektedir. Bu, calismamizda 21 giin siireyle REM
doneminde, i¢inde bulunduklari tankin suyu igine diisen ve boylece uyanik kalmaya zorlanan
sicanlarin, Morris su tanki denemeleri sirasinda gizli platformun yerini daha uzun mesafe ve
siire harcayarak bulmalar1 ve ayrica hatirlama denemeleri sirasinda platformun yerinde daha az
siire gecirmeleri bulgular ile desteklenmistir. Kronik uyku yoksunluguna maruz birakilmisg
sicanlarin performanslarmm, ayni ortamda tutulmus ama genis yiizeyleri nedeni ile suya
diismeleri boylece uyanmalar1 onlenmis olan sicanlardan da bozuk olmasi nedeni ile, s6z

konusu bozukluklarm tankta bulunmaktan kaynaklanmadigi sdylenebilir.

Hipokampal 6grenme ve bellek bozukluklarmmn temelinde yatan hiicresel mekanizma, uygun
yonde sinaptik plastisite gosterilememis olmasidir. Yani 6§renme denemelerine maruz birakilan
sicanlarin noral devreleri, amaca uygun plastik degisiklikler gésterememis ise, 6grenme ve

bellek performansi azalir. Gergekten, elektrofizyolojik deneylerimizin sonucu bu diisiinceyi
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destekler niteliktedir. Calismamzda uyku yoksunluguna maruz birakilan siganlarda, tetanik
uyarim kontrol gruplarma gore daha az bir giiclenme olusturmus; input-output iligkisinin

bozulmasina neden olmustur.

Uzun donemli giiglenme fenomeni, postsinaptik hiicre i¢ine giren Ca akimnn tetikledigi pek
cok hiicresel biyokimyasal tepkimenin bir sonucu olarak gelisir. Gerek bu siireclerin olugmasi
gerekse kalict hale gelmesinde iyonotropik glutamat reseptorleri 6nemli rol oynar. NMDA
reseptorleri esas olarak GluN1 alt birime baglanmis 2 adet GluN2A ve/veya GluN2B alt
biriminden olusur. Bu alt birim komplekslerinin GluN2A agirlikli olmas1 UDG’nin daha kolay
ve uzun siireli olmasma; GIluN2B agirlik olmasi ise daha kisa ve az siireli olmasma yol agar.
Calismamizda, kronik uyku yoksunluguna maruz birakilan sicanlarda, GluN1 alt birimi ile
beraber GIuN2A alt biriminin anlatimmnin azaldigi bulunmustur. Boylece bu sicanlarda gozlenen

UDG’deki azalma, reseptor alt birimlerinin anlatimindaki azalma ile desteklenmistir.

Dentat girus, yetiskin donemde yeni ndron olusuma devam eden sayili beyin bolgelerinden
biridir. Yeni hiicre yapmmi, yeni sinaptik baglantilarm kurulmasi agismdan Onemlidir ve
norogenezdeki bozulmalarm hem 6grenme performansmi bozdugu hem de sinaptik plastisitenin
elektrofizyolojik gostergelerini olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle uyku
yoksunluguna maruz birakilan siganlarda noriigenez siirecinin etkilenmesi beklenebilir.
Gergekten BrdU ile isaretlenen hiicre sayismin, kronik uyku yoksunluguna maruz birakilan

sicanlarda azalmig olmasi bu goriisti destekler niteliktedir.

Sonug olarak, 6grenilen bilgilerin pekistirilme stirecinde dnemli bir rol oynayan fizyolojik uyku
diizenin bozulmasinin hipokampal islevleri molekiiler, elektrofizyolojik ve davranis temelinde

bozabilecegini, bu ¢alisma ile gdsteriyoruz. Bu bulgulardan hareket ile uykunun, 6grenme ve
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bellegin saglikh bir sekilde olusmasinda 6nemli bir rol oynadig1 ve uyku diizeni bozukluklarmim

onemli kisitliklara yol agabilecegini diisiinmekteyiz.
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