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OGRENME SONRASI UYKU YOKSUNLUGUNUN FARELERDE
HiPOKAMPAL SINAPTIK PLASTISITEYLE iLGiLi GENLERE VE
MIKRORNALARA ETKISININ ARASTIRILMASI

Sebahattin KARABULUT
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dal
Doktora Tezi, Mayis 2017
Danisman: Prof. Dr. Asuman GOLGELI

KISA OZET

Bu calismada 6grenme sonrasi uyku sirasinda bellek konsolidasyonu i¢in kritik zaman
periyodunun belirlenmesi ve bu periyotta yapilan REM uyku yoksunlugunun
plastisiteyle iligkili genlerin ve ilgili mikroRNA (miRNA)’larin ekspresyonuna etkisinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismada 2-3 aylik 60 adet Balb/c tiirii erkek fareler
her grupta 10’ar adet olacak sekilde 6 gruba ayrildi. AK ve BK; kontrol gruplari, Al ve
B1; son denemeden hemen sonra 3 saat REM uyku yoksunlugu gruplari, A2 ve B2; son
denemeden 3 saat sonra 3 saat REM uyku yoksunlugu gruplart olarak belirlendi.
Uzamsal 6grenme ve bellek performanslart Morris su labirent testiyle 6l¢iildii. REM
uykusu modifiye ¢oklu platform metodu kullanilarak elimine edildi. BK, B1 ve B2
gruplar1 6grenme denemeleri ve uyku yoksunlugu paradigmalar1 uygulandiktan sonra 4.
giinlin sonunda dekapite edilerek hipokampuslar1 ¢ikarildi. Hipokampal BDNF, CAMK
Il, CREB, Zif268, Tomozin, REST mRNA’lar1 ve miR-132, miR-124, miR-9, miR-182,
miR-219 ve miR-325 ekspresyonlar1 Kantitatif Real Time PCR ile ol¢iildii. AK ve Al
gruplarinda toplam alinan yol uzunlugu ve platforma ¢ikma siiresinde azalma
goriilirken, bu degerler A2 grubunda arttt (p<0.05). A2 grubunda hedef kadranda
gecirilen siirenin ylizde orani, AK grubuna gore diisiikti (p<0.05). B2 grubunda
hipokampal CAMK II, CREB, Tomozin mRNA diizeyleri yiiksekti, bu artiy BDNF’de
anlamliydi (p<0.05). BK grubunda zif268 ve REST diizeyleri daha yiiksekti (p>0.05).
B1 grubunda hipokampal miR-182 ve miR-132, miR-219, miR-124, miR-9 ve miR-325
diizeylerindeki azalmalar anlamliydi (p<0.05). Sonug olarak son denemeden sonraki 3-
6. saatler arasindaki 3 saatlik REM uyku yoksunlugu Morris su labirent testinde

uzamsal bellek fonksiyonunu bozmustur. Uyku yoksunlugu hipokampal plastisiteyle
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ilgili genlerin ekspresyonlarinda gorece sinirli ve bunlarla iligkili miRNA’larda ise daha

dramatik degisikliklere yol agmustir.
Anahtar Kelimeler: Ogrenme ve bellek, REM uyku yoksunlugu, Hipokampal gen

ekspresyonu, miRNA
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EFFECTS OF POST-LEARNING SLEEP DEPRIVATION ON HIPPOCAMPAL
SYNAPTIC PLASTICITY RELATED GENES AND MIRNAS EXPRESSION IN
MICE

Sebahattin KARABULUT
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Physiology
Doctoral Thesis, May 2017
Advisor: Prof. Dr. Asuman GOLGELI

ABSTRACT

The current study aims to determine the the critical time period for memory
consolidation during sleep after learning, and to evaluate the effect of REM sleep
deprivation in this period on the expression of plasticity-related genes and miRNAs. 60
male Balb/c mice, aged 2-3 month, were grouped in to six different gorups where each
group consists of 10 mice. AK and BK; control groups, Al and B1; after the last
training session the mice were deprived of sleep for 3 hours immediately, A2 and B2;
after the last training session the mice were deprived of sleep for 3 hours after 3 hours
waiting period. Spatial learning and memory were tested in the Morris Water Maze
(MWM). REM sleep was eliminated by using the modified multiple platform method.
After the learning trials and sleep deprivation paradigms, BK, B1 and B2 groups were
decapitated at the end of the 4th day and their hippocampus was removed. Quantitative
RT-PCR was used to measure the changes in the expression of hippocampal mRNAs
(BDNF, CAMK Il, CREB, Zif268, Tomosyn, REST) and miRNAs (miR-132, miR-124,
miR-9, miR-182, miR-219, miR-325). There were observed that the total path length
and time to find the platform reduced across training trials between AK and Al, but
these parameters was higher in A2 (p<0.05). In A2, the time spent in the target quadrant
to the ratio of the total time spent expressed as a percentage value in was found to be
lower than AK (p<0.05). In group B2, hippocampal CAMK Il, CREB, and Tomozin
MRNA levels were higher, which was significant in BDNF (p <0.05). In group B1, the
hippocampal miR-182 and miR-132, miR-219, miR-124, miR-9 and miR-325 levels
were significant (p <0.05). Consequently specific 3-h critical sleep period, extending

from 3 to 6 h after last training, during which REM sleep deprivation impairs



hippocampal spatial memory function in MWM. Sleep deprivation has been relatively
limited in the expression of genes involved in hippocampal plasticity and has led to
more dramatic changes in miRNAS.

Key Words: Learning and memory, REM sleep deprivation, Hippocampal gene
expression, miRNA
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1. GIRIS ve AMAC

Anilarin beyinde kalici hale getirilmesi islemi olan bellek konsolidasyonunun uyku
sirasinda gercgeklestigi diistiniilmektedir (1-3). Bellek konsolidasyonu ¢ok sayida
biyomolekiiliin yer aldig1 sinyal yolaklarin1 gereksinir ve sonugta yeni gen
ekspresyonuyla birlikte protein sentezi gerceklesir (4, 5). Hipokampal BDNF, CAMK
Il, CREB, Zif268 gibi protein yapilar konsolidasyon siirecindeki rolleri iyi bilinen
molekiillerdendir (6). Uyku yoksunlugunun bellek konsolidasyonunda yer alan
hipokampal sinyal yolaklarini bozdugu ve gen ekspresyon siirecini etkiledigi
bilinmektedir (6, 7). Yapilan galismalar 6grenme sonrasi spesifik bir zaman diliminde
yapilan REM uyku yoksunlugunun hipokampus bagimli uzamsal bellek fonksiyonunda
bozulmaya yol actigin1 gostermistir (8-10). Uzamsal bellek performansindaki bu
bozulmanin, konsolidasyon i¢in dnemli olan sinyal yolaklarinin aktive oldugu zaman
periyodunun uyku kaybiyla c¢akismasindan kaynaklandigi ileri siiriilmistir (11).
miRNA’lar kodlanmayan, kisa endojen RNA’lar olup protein sentezinin
posttranskripsiyonel diizenleyicileri olarak tanimlanirlar. miRNA’lar mesajct RNA
(mRNA)’lara baglanarak protein sentezini engellerler (12). Cok sayida miRNA yetiskin
beyninde yiiksek oranda eksprese edilir ve bunlarin ekspresyonu noéronal aktiviteyle
diizenlenebilir (13). Bu endojen RNA’larin o6grenme ve bellek gibi beyin
fonksiyonlarinin yani sira, Alzheimer, Rett sendromu gibi biligsel islevlerin etkilendigi
norodejeneratif hastaliklarda da ise karistigi gosterilmistir (14, 15). miRNA’lar
sinapslarda, dendritik dikenlerde ve somalarda protein sentezini aktivite bagimli bir
tarzda diizenleyebilirler (16). Protein ekspresyonunun miRNA’lar tarafindan regiile
edilmesi, noronlara protein sentezini lokal olarak kontrol etme yetenegi

kazandirabilmektedir.

Bu calismada, O0grenme sonrasi farkli zaman periyotlarinda yapilan REM uyku
yoksunlugunun Morris su labirent testinde uzamsal bellek performanslarina etkisinin
karsilastirilmas1 amaclanmistir. Bunun yaninda REM uyku yoksunlugunun bellek

konsolidasyonunda yer aldig diisiiniillen BDNF, CAMK Il, CREB, Zif268, Tomozin ve



REST gibi molekiillerin hipokampustaki ekspresyonlarina etkisi arastirilmistir. Ayrica
O0grenme ve bellek aragtirmalarinda 6n plana ¢ikan ve calismada kullanilan genlerle
iligkili olan miR-132, miR-124, miR-9, miR-182, miR-219 ve miR-325in hipokampal
ekspresyonlarinin  REM uyku yoksunlugundan nasil etkilendigi sorusuna cevap

aranmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ogrenme ve Bellek

Ogrenme ve bellek insan yasaminda hayati dneme sahiptir. Bilgiyi elde etme ve
depolama vyetisi, deneyimlerimizin gerekli davranis degisikligine doniisebilmesini ve
gelecekle ilgili plan yapabilmeyi saglar. Diger taraftan, Ogrenme ve bellek
olusumundaki kusurlar (6rnegin Alzheimer hastaligi) bilim adami ve klinisyenlere
meydan okuyan bir saglik sorunu olarak ortaya ¢ikabilir. Herhangi bir hastalik i¢in
tedavi edici yaklasimlarin gelistirilmesinin o hastaligin altta yatan patofizyolojik
mekanizmalarmin tam olarak aydinlatilmasma bagli oldugu dikkate alindiginda,
“bellegin norobiyolojisi’ndeki eksik parcalarin tamamlanmasi bellek kusurlariin etkili

tedavileri i¢in faydali olacaktir.

2.1.1. Bellegin Smiflandiriimasi

Noropsikolojide bellek bazi kriterler géz oniine alinarak (deney hayvanlarinda yapilan
lezyon ¢alismalari, beyin goriintiileme ¢alismalarindan elde edilen aktivasyon modelleri
vs) taksonomik kategorilere ayirt edilmistir (17). Anilarin kazanilmasi siirecinde gorev
alan beyin bélgeleri de her bellek kategorisi igin farklilik gdstermektedir (18). ilk olarak
bellek, depo edilme siiresine bagli olarak “kisa erimli bellek (calisan bellek)” ve “uzun
erimli bellek” olarak iki kisma ayrilir (Sekil 2.1). Calisan bellegin (6rnegin zihinsel
aritmetik islem yaparken), uyaran tarafindan tetiklenen bir noral aktiviteye bagl oldugu
diistiniilmektedir (17). Burada, sinaptik etkinligin degistirilmesinde ndron igerisinde
onceden mevcut olan bazi molekiillerin translasyon sonrast modifikasyonu s6z
konusudur (19). Birka¢ dakikadan birkag saatlik siireye karsilik gelen kisa erimli bellek
icin, genel olarak frontal lob yapilarinin aracilik ettigi bilinmektedir. Bilginin saatler,
giinler ve hatta dmiir boyu saklanabildigi uzun erimli bellekte ise ¢alisan bellekten farkli
olarak aktif bir kodlama fazinin yaninda bir takim sinaptik degisimler de yer almaktadir
(19). Uzun erimli bellekte anilarin kalici olarak saklanmasi de novo gen ekspresyonu ve

protein sentezi gerektirir. Bu durum transkripsiyon ya da translasyon inhibitorlerinin



uzun erimli bellekte bozulmaya yol agmasinin gosterilmesiyle desteklenmistir (20).
Kalic1 anilarin olusumu sirasinda sentez edilen proteinlerin sinapslarda yeniden
yapilanma siirecine katildigi, boylece sinaptik etkinlikte bir artisin oldugu bilinmektedir.
Depo edilmis bilgiler uygun “ipuglart” varliginda uzun erimli bellekten
alinabilmektedir. ikinci olarak, uzun erimli bellek i¢inde dekleratif (agik) bellek ve non-
dekleratif (ortiik) bellek kisimlar1 yer alir. Dekleratif bellek bilimsel gergeklerin ve
yasanmis olaylarin bilingli olarak hatirlanmasini gerektirir. Epizodik (olaysal), uzamsal
ve semantik (anlamsal) bellek bu grup igerisinde yer alir ve bu tarz anilar hipokampus,
entorhinal korteks gibi yapilari i¢ine alan medial temporal lob kisimlarinda depolanir
(17). Non-dekleratif ya da prosediirel bellek ise emosyonel dgrenme, algisal ve motor
yeteneklerin dahil oldugu bir 6grenme ve bellek sistemi grubudur. Dekleratif bellekten
farkli olarak, 6grenilmis yetenekler motor korteks, serebellum ve putamen gibi beyin
yapilarinda depo edilir. Nondekleratif bellekte 6grenme yavas olup birden fazla deneme

gerektirirken, aynt zamanda anilar biling olmadan kazanilabilir ve hatirlanabilir (3).

Kisa Erimli Uzun Erimli
Bellek Bellek

Dekleratif Nondekleratif
acik) Bellek ortuk) Bellek

Epizodik Semantik Uzamsal
(CIEVEEDEEELS (anlamsal) Bellek Bellek

Sekil 2.1. Bellegin Siniflandirilmasi




2.1.2. Bellegin Asamalari

Bellek anlik ve ftniter bir siire¢ degil, dereceli ve devamli bir islemdir. Bellek
farmakololjik olarak da ayirt edilebilen zamansal olarak 3 farkli asamadan olusur:
Encoding ya da kodlama, Consolidation veya pekistirme ve Retrieval ya da geri
cagirma. Bellek bilginin kodlanmasi, depolanmasi ve geri alinmasi olarak da
tanimlanabilir. Primatlar ve diger memeliler dekleratif anilarin kodlanmasi ve
konsolidasyonunda hipokampus, entorhinal korteks gibi ayni medial temporal lob
yapilarim1  kullanirlar. Bellegin  her bir asamasinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasi, bu molekiiler fonksiyonlara kesin bir zamansal ¢ergeve

belirlenemediginden dolay1 zor géziikmektedir (4).

Kodlama agsamasi sirasinda bilgi noronlar arasindaki elektriksel ve kimyasal sinyallerin
yayilmasi vasitasiyla sinaptik aktiviteye transfer edilir (21). Bu bilgi ndral aktivitenin
bir modeli olarak beyinde temsil edilir. Cok sayida ndrotransmiter sisteminin kodlama
asamas! sirasinda yer aldigi bilinmektedir. Ornegin, kodlama asetilkolinin kismen
aracilik ettigi dikkat siirecler tarafindan modiile edilebilir (17). Ancak, a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic  asit (AMPA) ve N-methyl-D-aspartate
(NMDA) reseptorleri vasitastyla bir eksitator norotransmiter Glutamat’in aracilik ettigi
sinirsel iletim ve bunun hiicresel korelasyonu olan “Long Term Potentiation (LTP)”
ogrenme ve bellek ¢alismalarinda 6n plana ¢ikmistir (4). LTP ilk kez Bliss ve Loma
tarafindan, hipokampal sinapslarda yiiksek frekansli aksiyon potansiyeli uyariminin
sinaptik iletide uzun siireli bir artiga yol a¢tifinin gosterilmesiyle tanimlanmistir (22) ve
bundan sonra bellegin sinirsel korelasyonu olarak kabul edilmistir. Presinaptik néronun
elektriksel uyarimi sonucu Glutamat salinir ve bu Glutamat postsinaptik zarda AMPA
ve NMDA reseptorlerine baglanir. NMDA reseptorii hem Na* hem de Ca'? iyonlarina
gecirgen bir kanal proteinidir. Glutamatin NMDA reseptorlerine baglanmasi tek basina
kanalin acilmasina yeterli degildir, c¢ilinkii dinlenme zar potansiyelinde NMDA
reseptOriiniin poru Mng2 ile kapali durumdadir. NMDA reseptoriindeki Mg+2 tikaci, zarin
postsinaptik AMPA reseptoriiniin tekrarlayici aktivasyonu sonucu depolarize olmasiyla
ortadan kaldirilir. Postsinaptik hiicreye NMDA reseptorler-aracili Ca*? akis1 dnceden
mevcut proteinlerin kovalent modifikasyonlarina (6rnegin fosforilasyon) ve sonug
olarak bazi protein kinazlarin aktivasyonuna yol acar. Bu durum sinaptik giiciin kisa

donemli olarak giiclenmesiyle sonuglanir (21).



Bilgi kalic1 bellegin bir pargasi olacaksa, kodlama siirecinden kaynaklanan sinaptik
aktivite degisikliklerinin stabilize olmas1 gerekir. Yani kirilgan nitelikteki kisa erimli
bellek konsolide edilmelidir. Norobiyologlar bellek konsolidasyonunu biri hizli digeri
yavas olmak {izere sinaptik konsolidasyon ve sistem konsolidasyonu seklinde iki kisma
ayirirlar.  Sinaptik konsolidasyon, plastisitede yer alan genlerin transkripsiyonuyla
sonuglanan hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonunu ve sinapslarin yapisal ve
fonksiyonel elemanlarinin degisimi i¢in gerekli plastisite-iliskili mesajci RNA
(mRNA)’larin translasyonunu igerir. Yeni sinaptik baglantilarin olusumunun yaninda
mevcut sinapslarin yeniden yapilandirilmasini da igine alan bu degisiklikler 6grenmeyi
takip eden ilk birkag saat icinde gerceklesir (1). Hiicre i¢i Ca*? diizeyindeki artislar
Calcium—calmodulin-dependent protein kinase II (CAMK II)’nin otofosforilasyonla
aktive olmasina yol agar. Bu kinaz aktivasyonu AMPA reseptdrlerinin endozomal
trafigini ve dendritik dikenlerde aktin sitoiskeletal dinamiklerini modiile ederek,
postsinaptik zarda AMPA reseptor ekspresyonunda artisa ve dendritik dikenlerde
bliyiimeye yol acar (23). Yine, hiicre ici Ca*? diizeyindeki artis Adenilil siklazin
tarafindan bir ikinci haberci molekiil olan 3’-5'-cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) ‘nin iiretimini uyarir (24). Sonugta cAMP response element binding protein
(CREB)’in de icinde yer aldig1 hiicre i¢i transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuyla
plastisite-iligkili genlerin transkripsiyonu baglatilir. Bellegin hiicresel modeli olarak
kabul edilen LTP’nin erken asamasi (Early- LTP (E-LTP)) postsinaptik proteinlerin
posttranskripsiyonel modifikasyonuna baghdir, dolayisiyla kisa erimli bellekle
analogtur. LTP’nin geg faz1 da (Late-LTP (L-LTP)) gen transkripsiyonu ve translasyon
asamalarin1 kapsar, bu yoniiyle uzun erimli bellekle koreledir. Sistem konsolidasyonu
ise, bellek siirecinde yer alan beyin bolgelerinin dereceli bir yeniden organizasyonunu
icerir. Boylece yeni anilar sinaptik konsolidasyondan sonra daha genis bir diizeyde
reorganizasyona ugrarlar (25). Bu siirecte anilar kalici depolama igin hipokampustan
neokortekse yavas bir sekilde transfer edilir (Sekil 2.2). Hatirlama (retrieval) son asama
olup bellek izlerinin yeniden aktive olmasidir. Hatirlama olaymin altinda yatan
molekiiler olaylar hakkinda ¢ok sey bilinmese de, en azindan bazi beyin bdlgelerinde

Protein Kinaz A (PKA) aktivitesinin yer aldig1 diisiniilmektedir (21).



Sekil 2.2. Hipokampus Bagimli Bellek Konsolidasyon Siireci

2.1.3. Uzamsal Bellek ve Hayvanlardaki Davranissal Calismalar

Uzamsal bellek, c¢evremizdeki nesnelerin yerlerini ve bunlarin birbirlerine gore
konumlarinm1 6grenmeyi saglayan bir yetenektir. Bellekteki mekansal temsiller uzamsal
O0grenme icin hayati dneme sahiptir. Yer ve yon bulmada 6n plana ¢ikan beyin bolgesi
limbik sistemin bir elemani olan hipokampustiir. 1971°de O’Keefe ve Dostrovsky’in
hipokampal CA1l bdlgesinde “yer hiicrelerini”, 2005’te Moser ve arkadaglarinin
entorhinal kortekste “i1zgara (grid) hiicrelerini” kesfetmesi uzamsal yer bulmada
“hipokampal devre’nin yerini pekistirmigtir. Ogrenme-bellek siirecinde hiicresel
eksitabiliteden gen ekspresyonuna, sinaptik modifikasyonlardan noéronal ag diizeyinde
yeniden organizasyona kadarki degisimlerin tiimii nihayetinde organizmada bir
“davrams degisikligi” ile sonuclanir. Ogrenme ve bellek calismalari igin farkli hayvan
tirlerinde (goriller, fareler, arilar) g¢esitli davranigsal testler gelistirilmistir (4, 26).
Hayvanlarda uzamsal yetenekleri 6lgen testler (T-maze, Radial maze, A¢ik alan testi ve
Morris su labirent testi), Ozellikle hipokampus bagimli bellek fonksiyonu
degerlendirmede oldukga kullanisli olmaktadir (17). Morris su labirent testi hipokampus

bagimli uzamsal bellek ¢alismalarinda altin standart olarak kabul edilmektedir (27).



2.1.3.1. Hipokampus

Hipokampus temporal lobun medial kisminda bulunan bir gri cevher tabakasidir.
Denizatina olan benzerliginden dolay1 bu ismi alan hipokampus, daha onceleri kokuyla
ilgili bir merkez olarak kabul edilmistir. Ancak, hem kendi i¢cinde hem de diger beyin
yapilartyla yogun noronal baglantilarinin ortaya cikarilmasiyla hipokampusun sadece
kokuyla ilgili degil, kisa ve uzun erimli bellek, uzamsal 6grenme ve duygulanim gibi

kompleks davranislarda da 6nemli rol istlendigi anlagilmistir (28).

Dis yapis1 kogboynuzuna benzediginden “Cornu Ammonis (CA)” olarak da adlandirilan
hipokampus, hiicresel morfolojideki farkliliklara dayanilarak farkli anatomik boliimlere
ayirt edilmigtir: CA1, CA2, CA3, CA4 alanlar1 ve Dentate Gyrus (DG). Bu bdlgelerin
her birisinin bellegin farkli siireclerinde rol oynadigina inanilir. Hipokampal ndronal
baglantilar “trisinaptik loop” olarak adlandirilan ve birbirini tamamlayan 3 6nemli devre
seklinde organize olmustur: Perforant path, Mossy fiber ve Schaffer collateral (Sekil
2.3). Entorhinal korteks (EC) hipokampus ve neokorteks arasinda yer alir ve yeni
bilgilerin hipokampusa ana girdisini olusturur. Cogunlukla EC’in 2. ve 3. tabakasindan
koken alan eksitator iletiler DG’nin graniil hiicreleriyle sinaps olusturur (Perforant
path). DG graniil hiicrelerinin aksonlart CA3 piramidal hiicreleriyle sinaps yapar
(Mossy fiber). CA3 ten ayrilan ana kollateraller CA1 de piramidal hiicrelerle sinaps
olusturur (Schaffer collateral). Son olarak CA1 afferent ndronlar1 EC’e projekte olarak
devre tamamlanir (29). DG’daki tek bir graniil hiicresine gonderilen kortikal akson
say1st, tek bir CA3 piramidal hiicresiyle temas eden DG graniil hiicrelerinin sayisinin
yaklasik olarak 10 kati kadardir. Trisinaptik loop’da noronal baglantilarin bu sekilde
azaltilmasinin, kompleks duyusal deneyimlerin {irettigi noronal atesleme paternlerinin

sadelestirilmesiyle sonuglanan bir filtrelemeyi yansittigi diigiiniilmektedir (30).



MPP

Layer 2 Graniil hiicre Piramidal Piramida
. iicre
Perférant path ssy Fiber affer Kolla

Sekil 2.3. Hipokampal Trisinaptik Organizasyon (EC; Entorhinal Korteks, LPP; Lateral
Perforant Path, MPP; Medial Perforant Path, DG; Dentate Gyrus, MF; Mossy Fiber,
CA3; Cornu Ammonis 3; SC; Schaffer Collateral, CA1; Cornu Ammonis 1, S;
Subiculuim) (31).

Hipokampusun uzamsal bellekte rol aldigi 1960’lardan bu yana bilinmektedir. Henry
Molaison isimli hastada ilaca direngli medial temporal lob epilepsisinin tedavisi
amaciyla 1953’te hipokampusun de dahil oldugu boélgenin bilateral rezeksiyonu,
hipokampusun bellek konsolidasyonundaki roliiniin anlasilmasinda doniim noktasi
olmustur (32). Molaison ameliyattan sonra epileptik ndbetlerden kurtulmus fakat hem
gecmisteki bazi anilarini hatirlayamaz olmustur (retrograde amnezi), hem de yeni
ogrendigi bilgileri uzun siire hafizasinda tutamamistir (anterograde amnezi). Molaison
tizerinde yapilan kapsamli arastirmalardan, c¢ocukluk anilarinin kaybolmadigi ve
ameliyat oldugu tarihe kadar olan 11 yillik periyotun silindigi anlagilmistir (33). Bu
durum anterograde ve retrograd amnezi i¢in beyinde farkli anatomik substratlar
bulundugunu ve medial temporal lob yapilarinin dekleratif anilarin depolanmasinda
zamansal olarak sinirli bir role sahip oldugunu gostermektedir. Daha sonralar
Londra’daki taksi siiriiciileriyle yapilan bir c¢aligmada normal kontrollere gore
striiciilerin daha biiyiik bir hipokampusa sahip olduklar1 gosterilmistir (34).
Maymunlarda da medial temporal lobun bilateral lezyonlar1 uzamsal bellek testi

sirasinda mekansal referanslarin kullaniminda bozulmayla sonuglanmistir (35). Yine
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kemirgenlerdeki lezyon ¢aligmalarinda da Morris su labirenti (36) ve baglamsal korku
kosullanmasi (37) gibi uzamsal bellek testlerinde hipokampusun mekénsal 6grenmedeki

varligi acike¢a ortaya konulmustur.

Hipokampus yetiskin déonemde nérogenezin siirdiiriildiigii iki beyin bolgesinden biri
(digeri olfaktor bulb) olmakla da essizdir. Geng si¢anlarda giinde yaklasik olarak 9000
yeni sinir hiicresi DG’un subgraniiler bdlgesinden filizlenir (38). Bu yeni noronlar
kortikal alanlardan yogun olarak bilgi akisina maruz kalan DG igin gerekli olabilir.
Omiir boyu devam eden bu hipokampal sinir olusum siirecinin dgrenme i¢in potansiyel
bir substrat olabilecegi diisiiniilmektedir (39). Ayrica norogenezdeki bir azalmanin
Alzheimer gibi norolojik hastaliklarin olusumunda rol alabilecegi ileri siiriilmiistiir (40).
Hipokampal ndrogenez i¢in baska bir yaklasim ise, sistem konsolidasyonu sirasinda
kortekse gocen modasi gegmis anilarin hipokampustan silinmesi siirecine katki

sagladigidir (41).

2.1.3.2. Hipokampal Sinaptik Plastisite

Sinaptik plastisite 0grenme ve bellegin fiziksel substratidir (Benington and Frank,
2003). Sinaptik aglarin aktivite-bagimli yapisal ve fonksiyonel degisikliklerinin
o6grenme ve bellegin hiicresel temelini olusturdugu diisiiniilmektedir. Yapisal plastisite
dendritik diken modifikasyonlari, aksonal filizlenme, sinaptogenez gibi morfolojik
degisimleri igine alirken, fonksiyonel plastisite noral aktiviteye yanittaki etkinligi (LTP
gibi) ve sinaptik iletideki degisimleri kapsar (42). Aktivite-bagimli sinaptik plastisite
hipokampal sinapslarin da belirgin bir 6zelligidir (43). Dolayisiyla hipokampal sinaptik

plastisitenin hipokampus bagimli bellek sistemlerine aracilik ettigi diistiniilmektedir.

Noronal aktivitenin sinaptik plastisitede merkezi bir rol oynadig: kabul edilir. Sinirsel
aktivitenin tetikledigi sinaptik plastisite ¢ok yonlii bir siirectir; mevcut sinaptik
proteinlerin hiicre i¢i trafiginin yeniden diizenlenmesini (endositoz/ekzositoz) ya da
postranskripsiyonel modifikasyonlarini, dendritlerde bulunan mevcut mRNA’lardan
protein sentezinin baglatilmasini ve niikleusta yeni gen transkripsiyonunu igerir (44). Bu
hiicresel siiregler 1-2 dakika i¢inde baslayan ama saatlerce, giinlerce siirebilen sinaptik
plastisitenin degisen zamansal bilesenlerine aracilik ederler. Bu yogun ve karmasik
biyokimyasal siireglere oldukga fazla sayida molekiiler oyuncunun aracilik etmesi de

strpriz degildir. Bunlar genel olarak protein kinazlar, ndrotrofinler, transkripsiyon
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faktorleri, hiicre adezyon molekiilleri ve immediate-early genler (IEG) ad1 verilen ¢esitli

hiicresel uyaranlara hizli ve gegici olarak aktive olan genlerdir.

2.1.3.2.1. Beyin Kaynaklh Norotrofik Faktor (Brain-Derived Neurotrophic Factor-
BDNF)

Norotrofin ailesinin bir iiyesi olan BDNF, sinirsel gelisimde ve ndronal sag kalimda rol
oynayan bir proteindir. Etkilerini TrkB (tropomyosin receptor kinase B) reseptoriine
baglanarak gosterirler (45). Biriken kanitlar sinirsel aktivitenin BDNF geninin
transkripsiyonunu, BDNF mRNA’sinin dendritlere tasinmasini ve BDNF protein
salgilanmasii diizenledigine isaret etmektedir (46). Yiiksek derecede sinaptik
plastisiteye sahip bir beyin bolgesi olarak hipokampus, BDNF ve reseptorii olan
TrkB’yi de en fazla eksprese eden néroanatomik alan olarak dikkat ¢cekmektedir (47).
BDNF hipokampusta 6grenmenin hiicresel korelasyonu olan LTP’yi tesvik eder (48).
BDNF’nin hipokampus bagiml bilissel fonksiyonlardaki rolii, zenginlestirilmis ortama
konulan si¢anlarda uzamsal bellekteki diizelmeyle hipokampuslarinde BDNF mRNA
ekspresyon artisinda bir korelasyon bulunmasiyla ortaya konulmustur (49). Morris su
labirent testi 0grenme denemelerine maruz kalan hayvanlarin hipokampal BDNF
mRNA’sinda ve TrkB miktarinda artis gozlenmistir (50, 51). BDNF antisense
oligoniikleotidler kullanarak hipokampal BDNF gen ifadesinin bozulmas: sicanlarda
uzamsal bellekte ciddi aksamalara yol a¢mistir (52). BDNF reseptorii TrkB’nin
ekspresyonunun deneysel olarak degistirildigi farelerde de hipokampal bagimli
o0grenmede bozulmalar gézlenmistir (53). BDNF-TrkB sinyal yolagmin hipokampal
noronlarda dendritik dikenleri ve sinaptik yogunlugu etkileyebilecegi gosterilmistir

(54).

2.1.3.2.2. Kalsiyum-Kalmodulin Bagimh Protein Kinaz 2 (Calcium-Calmodulin-
Dependent Protein Kinase 11- CAMK 1)

Merkezi sinir sisteminde genis bir hiicresel dagilim gosteren CAMK 11, beyinde en fazla
bulunan Ca™® bagimli bir kinaz iiyesidir. Bu enzim postsinaptik dansitede (PSD;
postsinaptik ndéronun reseptorlerinin elektron mikroskop kesitlerinde goriilen yogun
bolgesi) yliksek miktarda bulunur ve postsinaptik boélgede 6nemli bir Ca*? dedektorii
olarak kabul edilir (55). Cogu néron tipinde Ca*?un ikincil haberci etkisinin bircoguna

aracilik etmesiyle “¢ok fonksiyonlu protein kinaz” olarak tanimlanir (56). Glutamat
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reseptOrlerinin uyarilmasma yanit olarak CAMK II otofosforilasyona ugrar ve
Ca2+/calmodulinin bagimli sekilde aktive olur. Bu 6zelliginden otiirii diger kinazlara
kiyasla sinaptik plastisitede daha o©n plandadir (57). CAMK II’'nin ndéronal
fonksiyonlardaki rolii genetik maniiplasyonlarin yapildigi ¢aligmalarla hiicresel ve
davranigsal diizeyde arastirtlmistir. CAMK 1II alt iinitelerinin genetik olarak nakavt
edildigi (gene knock out; bir genin etkisizlestirilerek fonksiyonunun arastirilmasinda
kullanilan yontem) hayvanlarda hem LTP’de (58) hem de uzamsal bellek davranis

testlerinde bozulmalar gézlenmistir (59).

2.1.3.2.3. CAMP-Yanit Elementi Baglanma Proteini (cAMP-Response Element
Binding Protein-CREB)

Sinirsel uyarimin baslattig1 ikincil haberciler ve kinazlardan olusan molekiiler kaskad,
nihayetinde niikleusta bulunan transkripsiyon faktdlerinin fosforilasyonuyla sonuglanir.
CREB protein sentezi gerektiren L-LTP’de ve uzun erimli bellek olusumunda onemli
rol oynayan hiicresel bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu transkripsiyon faktorii bazi
genlerin promotor bolgesi olan cAMP-response element (CRE) bolgelerine baglanarak
uzun erimli bellekte yer alan ¢esitli proteinlerin sentezini tesvik eder (60). Bazi hiicre ici
sinyal kaskadlar1 CREB’in diizenledigi gen transkripsiyonunda yer alir: Adenilil siklaz,
CAMP ve Ca*? (61). CREB aktivasyonu sinirsel aktiviteye yanit olarak baslatilan bu
sinyal yolaklar1 tarafindan diizenlenebilir. Lakhina ve arkadaglar1 Caenorhabditis
elegans tiirli solucanda yaptigi genom-diizeyindeki fonksiyonel analiz ¢aligmasinda,
o0grenme denemelerini takiben CREB tarafindan aktive edilen 757 gen oldugunu
belirlemislerdir (62). CREB fosforilasyonu néronlarda CREB-bagimli gen ekspresyonu
icin gereklidir. Bu fosforilasyonel aktivasyona ¢ok sayida kinaz aracilik edebilir:
Protein kinaz A ve C (PKA ve PKC), CAMK |, CAMK Il, Mitogen-activated protein
kinaz (MAPK) (4). Bu kinazlarin her biri CREB’i S133 bolgesinde fosforile eder.
Cesitli  kinaz inhibitorleri kullanilarak CREB fosforilasyonunun engellendigi
caligmalarda uzun erimli bellek olusumunda kusurlar goézlenmistir (63, 64). Uzamsal
bellek olusumunda hipokampal CREB fonksiyonunun gerekli oldugunu gosteren bir
caligmada, global CREB-yoksun farelerin dorsal hipokampuslarinde viral vektorler
aracilifiyla CREB diizeylerinin lokal olarak artirilmasi uzamsal bellek kusurlarinin

diizelmesiyle sonuclanmistir (65).
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2.1.3.2.4. Zif268

Sinirsel aktivite tarafindan indiiklenen Zif268 (EGR-1; Early growth response protein
1), sinaptik plastisitede yer aldigi bilinen bir IEG iiyesidir. IEG’ler ¢esitli hiicresel
uyaranlara ilk yanit olarak herhangi bir protein sentezinden Once transkripsiyon
diizeyinde aktive olan genleri temsil ederler. Bu gen sinifi néronlarda aktivite-bagiml
yapisal degisiklileri baslatan siirecte, NT baglanmasiyla gen ekspresyonunun degisimi
arasinda kopri saglayan bir “3. haberci” olarak kabul edilmistir (66). IEG’lerin
ekspresyonunun sinirsel aktivite tarafindan baglatildigi gosterilmistir ve bunlarin uzun
erimli bellekte gorev aldigi diisiiniilmektedir (67). Hipokampal LTP artmis Zif268
mRNA’s1yla iliskilidir ve Zif268 geninin nakavti farelerde uzamsal bellek kusurlarina
yol agmistir (68). Zif268 ayrica yetiskin norogenezle de yakindan iliskilidir ve yeni

olusan ndronlarin sag kaliminda énemli rol oynar (69).

2.1.3.2.5. Noron Kisitlayic1 Susturma Faktorii (Repressor Element 1-Silencing
Transcription Factor-REST)

Bir kriippel-tip ¢inko parmak transkripsiyon faktorii olarak REST, 21-23 baz ¢iftlik
yiiksek derecede korunmus “ndron-restriktif silencer element (RE1)” sekanslarina ve
diger genomik alanlara baglanir. Bu bolgelerde gen ekspresyonunun susturulmasi i¢in
diger ¢oklu-alt iinite kompleksler ve DNA baglanma proteinleri i¢in bir yap1 iskeleti
olarak gorev alir (70). Bu represér molekiiliin yaklasik olarak 1300 kadar genin
ekspresyonunu kontrol ettigi ve bunlar arasinda eksitabilite, sinaptogenez, nérogenez
gibi noronal homeostazis i¢in 6nemli siireglerle ilgili genler oldugu bilinmektedir (71,
72). REST cok sayida noral-spesifik genleri (iyon kanallari, nérotransmiter reseptor
genleri) ve non-ndronal hiicre soylarinda ndronal genleri baskilamak iizere yiiksek
derecede eksprese edilir. Ayrica, ¢ok sayida noérodejeneratif hastalikta yer alabilir:
Epilepsi, Huntington’s hastaligi, X’e bagli Mental Retardasyon, Down Sendromu (73).
REST’in olgun noronlarin sinaptik fonksiyonlarindaki roliinii arastiran bir ¢alismada,
NMDA reseptorlerinin alt iinite kompozisyonlarinda gelisimsel olarak ortaya ¢ikan
degisime aracilik ettigi gosterilmistir (74). Ayn1 ¢alismada maternal deprivasyona erken
donemde maruziyetin REST’in aktivasyonunu ve sinaptik NMDA reseptor
fonksiyonunu bozdugu gosterilmistir. Lu ve arkadaslar1 insan kortikal ve hipokampal

noronlarda yaslanmaya kars1 adaptif bir yanit olarak olarak REST’in indiiklendigini,
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ancak ilimli kognitif bozukluk ve Alzheimer’de REST’in kayboldugunu ve yaslanma

sirasinda REST ekspresyonunun néronlar i¢in koruyucu oldugunu gostermislerdir (75).

2.1.3.2.6. Tomozin

Tomozin (Syntaxin-binding protein 5; STXBPS), yaklasik 1100 aminoasitten olusan ve
norotransmiter salmimini inhibe eden bir syntaxin-baglanma proteinidir. Tomozin,
sinaptik vezikill sekresyonu i¢in gerekli SNARE (Soluble N-ethylamide-sensitive factor
Attachment Protein Reseptor) kompleksi olusumunu diizenleyen proteinlerden biri
olarak sinaptik giicii biiyiik Ol¢iide etkileyebilir (76). Hipokampal Mossy fiber
terminallerinde ve CA3 bolgelerinde zengin olarak eksprese edilen Tomozin’in, spesifik
olarak DG’taki diizeyinin degistirilmesinin hipokampal bilgi akismni etkiledigi
gdsterilmistir. Ornegin Chen ve arkadaslari Tomozin geninin nakavtinin Drosophila’da
sinaptik giicii artirarak koku 6grenimini etkiledigini ve sonug olarak ge¢ donem aversif
koku bellegini azalttigin1 gostermislerdir (76). Tomozin proteininin farelerde uzamsal
bellek fonksiyonuna etkisini arastiran bir ¢alismada ise, Barak ve arkadaslari bir
lentiviral vektor araciligiyla hipokampal DG néronlarinda Tomozin’in  asiri
ekspresyonunun Morris su labirent testinde bellekte bir bozulmaya yol agtigini

gostermiglerdir (77).

2.1.3.3. Uzamsal Bellek Calismalarinda Morris Su Labirent Testi

Morris su labirenti 6grenme ve uzamsal bellegin altinda yatan noral mekanizmalarin ve
fizyolojik siireclerin aydinlatilmast amaciyla kemirgenler i¢in tasarlanmis bir
davramigsal testtir. Bu test Iskogya’da St Andrews Universitesi'nde Richard Morris
tarafindan gelistirilmis ve ilk kez 1980'lerin basinda tanimlanmistir. Test oldukga basit
bir géreve dayanir. Opak suyla dolu dairesel bir havuzda bulunan sican ya da farenin
uzamsal bellegini kullanarak gizli kacis platformuna ulagsmasini gerektirir. Bu test i¢in
1,5-2 metre capinda, i¢i opak madde eklenmis yaklasik olarak 25°C suyla dolu olan ve
gizli bir kagis platformu bulunan dairesel bir tank kullanilir. Havuzdaki su giinliik
olarak degistirilecegi icin basit bir doldurma ve bosaltma sistemine sahip olmalidir.
Suyun sicakliginin 13°C’nin altinda olmasinin stres artirici etkisi 6grenme davranisini
etkileyebilir. Ogrenme denemelerinin 1.giiniinde kortikosteron diizeyinde bir miktar
artigla karakterize 1limli bir stres reaksiyonu gozlense de, ileriki giinlerde alisma

gerceklesir (17). Havuz merkezinin {stline yerlestirilmis bir dijital bir kamera ile
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hayvanin labirent igerisindeki davraniglari kaydedilir. Bunun yaninda sisteme davranis
kayitlarinin aktarildigir bir bilgisayar ve hayvanin cesitli davranigsal parametrelerini
izleyen bir yazilim dahildir. Kagis platformu 10-15 cm ¢apinda silindirik yapida olup,
suyun 1,5 cm altina yerlestirilir (Sekil 2.4).

Ogrenme periyodunda, hayvanlar “trial” olarak adlandirilan yiizdiirme denemelerine
tabi tutulurlar. Bunun i¢in havuz hayali 4 esit kadrana boliiniir ve her kadran igin
baslama noktalar1 belirlenir. Bu kadranlardan biri hedef kadran olarak se¢ilerek kagis
platformu buraya yerlestirilir. Bir baglama noktasindan yiizii havuzun duvaria doniik
sekilde birakilan hayvanin 60 saniye yiizmesine izin verilir ve bu siire zarfinda
platformu bulamayanlar nazik¢e platforma konularak 30 saniye bekletilir. Boylece
cevresel isaretler yardimiyla platformun yerini Ogrenmesi saglanir. Yapilan
calismalardan gozlendigi kadariyla, platforma ¢ikan hayvan “saha kalkma” hareketi
yapar ve etrafina bakarak muhtemelen bulundugu yerin uzamsal konumu belirlemeye
calisir. Her 0grenme denemesi, arasi 20 dakika olacak sekilde giinde 4 kez 4 giin
boyunca gergeklestirilir. Baslama noktasinin her denemede farkli noktadan olmasina,

yani hayvanin iist iiste ayn1 noktadan birakilmamasina dikkat edilmelidir.

Video Kamera 2

Kagis Platformu

Havuz

Sekil 2.4. Morris Su Labirent Test Diizenegi (17)

Morris su labirent testi izleme sistemi deneklerin denemeler boyunca toplam aldiklari
yol uzunlugu, platforma ulagma siiresi, yiizme hiz1 gibi parametreleri hesaplar. Ogrenme
gerceklesen normal hayvanlarda kat edilen yol uzunlugu ve platforma ulasma siiresi gibi
parametrelerin dereceli olarak azalmasi s6z konusudur. Hedef kadranda gegirilen siire
Morris su labirentinin bellek testi asamas1 olup, 5. giin kacis platformu kaldirildiktan
sonra 60 saniyelik tek bir ylizme denemesiyle gergeklestirilir. Bu silire zarfinda
hayvanlarin hedef kadranda geg¢irdikleri siirenin havuzda aldiklar1 toplam siireye

oraninin yiizde degerleri hesaplanarak bellek performanslari degerlendirilir. Denemeler
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boyunca 6grenmenin gergeklestigi hayvanlar bu test sirasinda kagis platformunun
oldugu hedef kadranda gorece daha uzun silire bulunma egilimi gosterirler. Bu da
uzamsal bellek agisindan kanit olarak kabul edilir. Aksine, hipokampus ve DG,
subikulum gibi organlardan biri lezyonlu olan hayvanlarda 5. giin yapilan bu testte

bellek performansindaki bozulmayi ortaya ¢ikarmaktadir (Sekil 2.5).

Normal Hipokampal lezyon Subikulum lezyonu

D&

Sekil 2.5. Normal, Hipokampus ve Subikulum Lezyonlu Farelerin 5. Giin Testleri (17)

2.2. Uyku ve Bellek

Uyku biligsel aktivitenin azalarak uyarilma esiginin arttig1, karakteristik bir postiiriin
eslik ettigi tekrarlayict ve geri donlisimlii bir davranig olarak tanimlanabilir. Uyku
bir¢ok canli tiiriinde (bocekler, kuslar, baliklar, memeliler) korunmus olup tiim hayatin
onemli bir siiresini isgal eder. ilk bakista avcilara acik olma, besin kaynaklarinin elde
edilmesini engelleme ve sosyal etkilesime ara verme gibi dezavantajlara sahip gibi
goriinmesine ragmen uykunun bir¢ok organizma grubunda var olusu sasirticidir.
Uykunun fonksiyonu i¢in One siiriilen hipotezler enerji kaynaklarinin restorasyonu,
termoregiilasyon, metabolik diizenleme, immiin fonksiyon gibi bazi homeostatik
siireclere odaklanmistir (78-81). Uykunun fonksiyonu i¢in en fazla dikkat g¢eken
hipotezlerden birisi de uykunun 6grenme-bellek siireglerine ve beyin plastisitesine katki
sagladig1 varsayimlaridir (3, 21). “Bellek i¢in uyku (sleep-for-memory)” hipotezinin
gecerliligi uykunun bellege yararli etkisini gosteren caligmalarin giderek artmasiyla

bliylik bir ivme kazanmustir.

2.2.1. Uykunun Asamalari

Uyku sirasinda beynin elektrik dalgalarinin elektroenselografi (EEG) ile Olgiilmesi
uykunun {niter bir slire¢ olmayip en az iki asamadan olusan bir durum oldugunu
gostermistir: Hizli goz hareketleri (Rapid Eye Movement-REM) uykusu ve Non-REM
(NREM) uykusu (Sekil 2.6). EEG’nin yan1 sira, uyku sirasinda alinan
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“elektrookiillogram (EOG)” ve “elektromyografi (EMG)” kayitlar1 da uyku asamalarinin
karakteristiklerini yansitan desenler sunar. REM ve NREM uykusunun diizenli olarak
birbirini izledigi bir uyku dongiisii insanlarda yaklasik olarak 90 dakikadir ve boylece
bir gece 4-6 uyku dongiisiinden olusur (3). REM uyku periyotlari arasinda gegen siire
beyin biiyiikliigii ile degisir; insanda 90 dakika olan bu siire farelerde 10 dakika kadardir
(2). Uykunun baglangi¢ doneminde NREM uykusu baskinken, sonlara dogru REM
uykusu baskin hale gelir. Her ne kadar isimlendirme uyku esnasinda goz hareketlerinin
olup olmayisina gore yapilmis olsa da, iki uyku asamasi arasinda ¢ok daha fazla farklar

mevcuttur.

REM uykusu diisiik voltajli hizli EEG aktivitesiyle uyanik EEG’ye olduk¢a benzerlik
gosterir. Bu yiizden REM uykusuna paradoksal uyku da denir. G6z ve solunum kaslar1
hari¢ iskelet kas tonusunda azalma (atoni), senkronize géz hareketleri, artmig solunum
ve kalp hiz1 ve riiya gorme REM uykusunun karakteristiklerindendir (82). Kaslardaki bu
atonik durum spinal korddaki motor noronlarin glisinerjik ara ndronlar tarafindan inhibe
edilmesiyle basarilir. REM uykusu sirasinda neokortikal piramidal noronlarin tonik
olarak depolarize olmast EEG’de senkronize olmayan desenler olustururken,
hipokampal néronlarin tonik depolarizasyonlar1 senkronize teta ritimlerine (4-6 Hz) yol
acar (2). Bu hipokampal ritmik aktivite kemirgenlerde kesfetmeye yonelik motor

davraniglar ve uzamsal navigasyonun 6grenilmesi esnasinda da gézlenmistir (83).

NREM uykusu giderek uykunun daha derin asamasina karsilik gelen 1-4 evrelerinden
meydana gelir. Evre 1 uykuya gec¢is asamast olup kaslar gevsemeye ve solunum
yavaglamaya baglar. Bu evrede kisi belirli derecedeki ¢evresel uyaranlara yanit olarak
uyanabilecek derecede bir bilince sahiptir. Evre 2’de beyin dalgalar diizensizlesir, hizl
uyku igleri (12-15 Hz) ve K kompleksleri goriiliir (11). Bu evrede de kisi ¢evresel
uyaranlar tarafindan uyandirilabilirse de, evre 1’dekinden daha yiiksek siddette bir
uyaran gerekir. Evre 3 ve 4, “yavas dalga uykusu” olarak da isimlendirilir, yliksek
voltajli yavas EEG dalga osilasyonlar1 (1-4 Hz) ve ig aktivitesiyle (11-15 Hz)
karakterizedir (84). Ayrica hipokampal ndronlarin yiiksek frekansta senkronize
ateslemeleri (sharp-wave ripples, SWR) bu evrede goriilen diger bir osilasyondur. En
derin uyku Evre 3’teki NREM uyku sirasinda gerceklesir ve bu asama artan
parasempatik aktivite ile karakterizedir. Kan basinci, kalp hiz1 ve sistemik damar direnci

NREM’in sonraki asamalarinda diismeye baglar. Kalp bu evrelerde daha az
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calistigindan metabolik enerji kaynaklarini yerine koyabilir ki, bu kardiyak besin

yenilenmesi miyokardin sagligi icin dnemlidir.

Alfa aktivitesi
AP AP et btk pones REM Uykusu Uyamiklik
Teta aktivitesi Evre 1 Uykusu
Uyku igleri Evre 2 Uykusu

Saniye
K kompleksi

I i I |

WWWM Saatler

Evre 3 Uykusu Delta aktivitesi
Delta aktivitesi Evre 4 Uykusu
REM Uykusu

Sekil 2.6. Uykunun Asamalar1 ve Karakteristik EEG kayitlari
2.2.2. Uyku ve Bellek

Uykunun canlilar i¢in asil fonksiyonun ne oldugu sorusu heniiz cevaplanamamis olsa
da, baz1 hipotezler uykunun Ogrenme ve bellek icin faydali olduguna dikkat
cekmektedir. Yaklasik bir ylizyili askin siiredir arastirmacilar c¢esitli davranissal,
elektrofizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler yaklagimlar aracilifiyla uykunun bellegi
nasil tesvik ettigini ve uyku yoksunlugunun bellek iizerine olumsuz etkisinin altinda
yatan mekanizmalarin ne oldugunu bulmaya c¢alismaktadirlar. Elde edilen veriler uyku
yoksunlugunun yol actifi bilissel bozulmadan en fazla etkilenen beyin bdlgesinin,
ogrenme-bellekle iliskili beyin bolgesi olan hipokampus olduguna isaret etmektedir.
Uykunun, 6zellikle anilarin kalict hale getirilmesi islemi olan konsolidasyon siirecine
katki sagladigi gozlenmektedir. Bununla birlikte bu katkinin uykunun farkl
asamalarinda (REM-NREM) farkli sekilde gerceklestigi bilinmektedir (3).
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2.2.2.1. REM Uykusu ve Bellek

REM uykusunun bellek konsolidasyonuna katki sagladigi goriisii, REM uyku
EEG’sinin uyanik beyin EEG’sine benzer olmasi ve 6grenmeden sonraki uykuda REM
uykusu miktarinda bir miktar artis gézlenmesiyle ortaya ¢cikmistir (8, 85). Uykunun
farkl1 asamalarinin bellek konsolidasyonuna etkisini arastiran farkli yaklagimlar
(6grenme denemelerini takiben uyku yoksunlugunun bellege etkisinin incelenmesi,
O0grenme denemelerini takiben uyku agamalarinin analizi, 6grenme denemelerini takiben
uyku asamalar sirasinda hiicresel aktivitenin elektrofizyolojik analizi) genel olarak
uykunun yararini ortaya koymakla birlikte 6zellikle REM uykusunun kritik roliinii
ortaya cikarmistir (8, 9, 86). Smith ve Rose, REM uyku yoksunlugunun Morris su
tankinda uzamsal bellek performansini bozdugunu bulmuglardir. Ayni grup 6grenme
sonrasi REM uyku miktarinda bir artis oldugunu da gdstermislerdir (8). Ilging olarak
REM uyku yoksunlugunun bellege etkisinin yapilan testin kompleksliligiyle iliskili
oldugu anlasgilmistir. Ornegin pasif sakinma testi, basit labirent testleri REM uyku
yoksunlugundan daha az etkilenirken, kompleks labirent testleri, enstriimantal
kosullanma gibi 6grenilmesi gorece zor testler REM uyku yoksunluguna daha duyarhdir
(21). REM uykusu-bellek iliskisiyle ilgili diger bir 6zel durum, 6grenme sonrasi spesifik
bir zaman dilimindeki REM uykusunun konsolidasyon igin gerekli oldugudur. Ogrenme
sonras1 uyku yoksunlugunun bu spesifik zaman periyoduyla ¢akismas: halinde bellek
konsolidasyonun bozuldugu, bunun periyodun disindaki doneme denk gelen uyku

yoksunlugunun bellegi etkilemedigi gézlenmistir (11; 86).

REM uyku yoksunlugunun bellek siirecine etkisini molekiiler diizeyde arastiran
calismalarda Hipolide ve arkadaslari, yoksunlugun a- ve fB-adrenerjik reseptorlerin
beyin boyunca daha diisiikk baglanmaya yol agtigin1 gostermislerdir (87). Bagka bir
calismada REM uyku yoksunlugunun daha diisiik bir fosforile CREB diizeyiyle iligkili
oldugu ve farelerde baglamsal korku bellek konsolidasyonunda bir bozulmanin eslik
ettigi ortaya konulmustur (88). Ayrica bir muskarinik reseptdr antagonisti
Scopolamin’in baglamsal korku kosullanmasinda 6grenme sonrasi spesifik zaman
dilimlerinde ~ uygulanmasinin  bellekte ~ bozulmayla  sonug¢lanmasi,  bellek
konsolidasyonunda kolinerjik sinyal mekanizmalarinin da yer alabilecegi fikrine yol
acmustir (89). Ribeiro ve Nicolelis 6grenme sonrast REM uykusunun sigan neokorteks

ve hipokampusunda artmis Zif268 ekspresyonuyla iliskili oldugu goéstermislerdir (90).
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REM uykusunun uzamsal bellek konsolidasyonuyla iliskisini arastiran yeni bir
calismada, Boyce ve arkadaslari optogenetik yontemler kullanarak REM uykusu
sirasinda bellekle iligkili teta ritimlerini segici olarak bloke etmek i¢in “medial septum
y-aminobutyric acid (MS®*®*)” néronlarini devre dist birakmuslardir. Sonugta, REM
uykusu disinda benzer siirelerde ayni isleme maruz fareler harig, transgenik farelerde
yeni obje tanima bellek olusumunda kusurlar goézlenmistir (91). Bdylece bellek
konsolidasyonunda REM uykusu sirasindaki spesifik elektriksel aktivitenin Oonemli

oldugu ortaya konulmustur.

2.2.2.2. NREM Uykusu ve Bellek

1980’lerin sonuna kadar REM uykusu bellek iyilesmesinde kritik uyku asamasi olarak
kabul edilmistir, ancak daha sonraki c¢alismalar REM uykusunun bellek
konsolidasyonunda tek basina rol oynadig fikri i¢in bazi sorgulamalara neden olmustur.
Insan ve kemirgenler iizerinde yapilan calismalarda 6grenme sonrast NREM uyku
miktarinda ve yavag dalga aktivitesi, ig aktivitesi gibi NREM uyku-iligkili siire¢lerde bir
artis oldugu gozlenmistir (92, 93). Baz1 ¢calismalarda, NREM uykusunda ortaya ¢ikan
SWR aktivitesinin uzamsal 6grenme sirasinda daha once aktive olan ayni hipokampal
noron setinden kaynaklandiginin kesfedilmesiyle NREM-bellek iliskisi daha net ortaya
cikmistir (94, 95). Elde edilen kanitlara gore Ogrenme sirasinda goriilen noronal
aktivasyon desenleri uykuda yeniden ortaya ¢ikmakta ve 0grenme sirasinda meydana
gelen molekiiler siirecler bu esnada tekrar devreye girmektedir (21). “Molekiiler replay”
NREM uykusu sirasinda ilk 10-15 dakika i¢inde ortaya ¢ikmaktadir ve reaktive olan

devrelerin bu esnada sinaptik konsolidasyona ugradig: diisiintilmektedir (82).

NREM uyku sirasinda goriilen yavas dalgalarin hipokampal ve neokortikal néronlarin
“upstate” ve downstate” durumlar1 arasindaki senkronize gegisi  yansittig
disiiniilmektedir  (96). Upstate; korteks ve hipokampal noéronlarin  kolektif
depolarizasyonunu ve birlikte ateslenmelerini yansitirken, downstate; bu noronlarin
hiperpolarize ve gorece sessiz durumlarint yansitmaktadir. Girardeau ve arkadaslari,
SWR’lerin segici olarak bloke edilmesinin hipokampus bagimli uzamsal hafizay
bozdugunu gostermislerdir (97). Buna paralel olarak, kanitlar uyku iglerinin ve SWR’in
uyku-bellek etkilesiminde 6zel bir rol oynadiklarina ve yavas dalga uykusu sirasinda
birlikte ortaya ¢ikma egiliminde olduklarina isaret etmektedir (3). Ayrica Hahn ve

arkadaslari, uyku sirasindaki bu neokortikal-hipokampal diyaloga 3. oyuncu olarak
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entorhinal korteksi eklemis ve konsolidasyon stirecindeki iletisimin ¢ok yonlii karmasik
dogasina isaret etmislerdir (98). Bu zamansal bagdasimlarin entorhinal korteks,
hipokampus ve neokorteks arasinda koordine bilgi transferine karsilik geldigi diisiiniilse

de, s6z konusu bu diyalogun molekiiler ve hiicresel dogasi heniiz bilinmemektedir (21).

2.2.2.3. Uyku ve Bellek iliskisi Ile ilgili Hipotezler

Uykunun fonksiyonu ile ilgili hipotezler genel olarak beyin odakli olmustur: sinaptik
homeostazis hipotezi (99), beyin enerji restorasyon hipotezi (100), aktif sistem hipotezi
(101) gibi. Cok sayida ¢alisma uykunun, uyaniklik sirasindaki plastisitenin
indiiksiyonundan sonra sinaptik degisimlere ve bellek konsolidasyonuna katki
sagladigina isaret etmektedir (82). Uyku-bellek iligkisi i¢cin 6n plana ¢ikmis iki hipotez
olan sinaptik homeostazis ve aktif sistem hipotezinin mutlak olarak birbirini diglamadigi

ve her iki hipotezin de bu iliskide yer alabilecegi 6n goriilmektedir.

2.2.2.3.1. Sinaptik Homeostazis Hipotezi

Sinaptik homeostazis hipotezi Tononi ve Cirelli tarafindan ortaya atilan sinaptik
diizeydeki uyku ve uyaniklik-bagimli degisikliklere dayanan bir hipotezdir (99). Bu
hipotezin temel arglimani, 6grenme ve uyaniklik sirasindaki deneyimlerin “sinaptik
giicte” bir artisla iligkili oldugu ve uykunun beyindeki noéronal devreleri bu “asiri
yiikklenmeden” kurtardigidir (Sekil 2.7). Uyanikken net sinaptik giiclin arttig1 ve uyku
sirasinda sinaptik giiciin azaltildigiyla ilgili elde edilen biyokimyasal, nérofizyolojik ve
morfolojik kanitlar bu hipotezin tetikledigi ¢cok sayida aragtirmanin neticesidir (102,
103). Oyle ki, aktivite bagimli sinaptik plastisite metabolik ihtiyacin ve enerji talebinin
artt1g1, bunun da 6tesinde milyonlarca néron ve gliadan olusan kompleks bir organ olan
beyinde “bosluk™ gerektiren bir siiregtir. Bu hipoteze gore uyku, uyanikligin yol agtigi

artmis sinaptik aktivitenin normal diizeye indirgendigi bir durumu yansitmaktadir.
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Sekil 2.7. Sinaptik Homeostazis Hipotezi (101)

Sinaptik homeostazis hipotezi ¢ok sayida deneysel gozlemi tutarli bir g¢ercevede
uzlastirarak sinaps, néronal ag ve tiim beyin diizeyinden davranissal ¢iktiya kadar elde
edilen tiim veriler arasinda bir koprii olusturmustur. Bu hipotez son 20-30 yilda elde
edilmis birbirinden farkli ve agiklanamayan ¢ok sayida bulgunun birikimiyle ortaya
cikmig ve daha sonra diinya capinda birgok laboratuvarda yogun arastirmalarin

baslamasina yol agmaistir (103).

2.2.2.3.2. Aktif Sistem Hipotezi

Aktif sistem hipotezi 6grenme sirasinda gozlenen hiicresel aktivitenin 6grenme-sonrasi
uyku sirasinda ayni formda “replay” oldugunu, yani “tekrar edildigini” varsayar. Buna
gore uyku sirasinda ortaya ¢ikan molekiiler tekrarlama kodlama siirecini taklit eder ya
da daha once konsolide edilmis bellek agina yeni anilar1 ekler (21). Uyanikken aktive
edilen spesifik ndronlarmn (6rn; hipokampal yer hiicrelerinin) ardigik uyamklik
doneminde ya da uykunun NREM (6zellikle SWR dalgalari) ve REM donemlerinde
yeniden aktive olduklar1 gozlenmistir (9, 94). REM uykusu déneminde plastisite-iligkili
IEG’ler up regiile edilerek konsolidasyona katki saglanir (104). Genetik olarak
degistirilmis farelerde hipokampal ¢iktinin bloke edilmesi yer hiicrelerinin reaktivasyon
frekansini azaltmis ve sistem konsolidasyonunda bozulmayla sonug¢lanmistir (105).
Hipokampal “tekrarlama”nin uyku sirasinda yiiksek frekansli SWR ile es zamanli olarak
ortaya ¢ikmasiyla, hem anilarin hipokampal sinapslarda pekistirilmesine katki sagladig:
hem de kortikal bolgelerdeki bellek konsolidasyon siirecini koordine ettigi
diistiniilmektedir. Dahas1 hipokampal SWR, medial prefrontal kortekste kaydedilen
yavas dalga igleriyle zamansal bir korelasyon gostermektedir (106). NREM uykusu
sirasinda ortaya ¢ikan bu sekildeki bir hipokampal-kortikal diyalog kortekste bulunan
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anilarin  dereceli olarak konsolide olmasina katki saglayabilir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Aktif sistem hipotezi (101)

2.2.3. Deneysel Hayvanlarda Uyku Yoksunlugu Modelleri

Uyku yoksunlugunun deneysel wuygulamalar1 hem uykunun organizmalardaki
fonksiyonlarimi ortaya ¢ikarmak hem de uyku yoksunlugunun 6zellikle beyinin cesitli
islevleri tizerinde etkisini molekiiler, hiicresel, sinaptik ve davranigsal diizeyde
aragtirmak i¢in kullanilmaktadir (6). Uykunun bellek konsolidasyonuna etkisini
arastiran  c¢aligmalarda da uyku yoksunlugu paradigmalar1 yaygin sekilde
uygulanmaktadir. Bunlar arasinda dénen platform teknigi, flower-pot metodu, yeni obje
metodu ve optogenetik teknikler 6n plana ¢ikmaktadir (11). Flower-pot metodu
baslangigta kedilerde uyku yoksunlugu (6zellikle REM uyku yoksunlugu) yapmak i¢in
gelistirilmis, daha sonralar1 kemirgenler i¢in adapte edilmistir (107). Bu metotta hayvan
su dolu bir tankin igerisinde lizerinde ¢omelebilecegi biiyiikliikte kiiciik bir platformda
bekletilir. Hayvan REM uykusunun baglangicinda kassal atoniye ugrayacagindan boyun
kaslarmin gevsemesiyle burun kismi suya temas ederek uyanir. Flower-pot tekniginin
psikososyal ve immobilizasyon strese yol agabilecek bir uygulama oldugu gz Oniine
alinarak, stres yanitin1 azaltmak i¢in daha genis bir tank icinde hem hayvanlarin
dolasabilmesine olanak saglayacak hem de sosyal izolasyonu 6nleyecek sekilde birden

fazla platformun bulundugu “¢ok platformlu modifiye su tank1™ gelistirilmistir (108).

2.2.4. Uyku Yoksunlugu ve Gen Ekspresyonu

Uyku yoksunlugu metabolizma, immiinite ve kognisyonla iligkili genlerin
ekspresyonlarinda kapsamli degisimlere yol agmasiyla biiylik bir fizyolojik meydan
okumay1 temsil etmektedir. Uyku yoksunlugunun onemli sonuglarindan birisi de

noronal fonksiyonda degisimlere yol agmada hiicresel islevleri aktive ya da inhibe
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edebilen genlerin ekspresyonundaki modifikasyonlardir. Bu yiizden gen ekspresyonu
analizi uyku yoksunlugunun beyin fonksiyonlarma etkisi hakkinda onemli bilgiler

verebilir.

Uyku yoksunlugunun gen ekspresyonuna etkisiyle ilgili yapilan ¢alismalarin bazilari,
cok sayida genin ekspresyonunun es zamanli olarak Ol¢limiine izin veren mikroarray
metodu (DNA ¢ip) ile gergeklestirilmistir (109, 110). Uyku yoksunlugu ¢alismalarinda
genellikle stres yanit genlerinin ekspresyonu hedeflenmistir, dyle ki uyku yoksunlugu
metodlarinin stres yapici etkilerinin yani sira uyku yoksunlugunun kendisi de bir stresor
faktordiir. Uyaniklik sirasinda merkezi sinir sisteminde eksprese olan bazi genlerin uyku
yoksunlugu sirasinda up regiile oldugu gozlenmistir (6). Ilk olarak galigmalarm ¢ogu
uyku yoksunlugundan sonra kortikal bolgelerdeki gen ekspresyonu degisimlerine
odaklanmistir. Uyku yoksunlugunun akut periyotlarindan sonra kortekste “activity-
regulated cytoskeleton-associated protein (Arc), c-fos, BDNF, nerve growth factor-
inducible protein A (NGFI-A)” gibi IEG ve trankripsiyon faktorlerinin up regiile oldugu
goriiliirken, uyku yoksunlugu uzadik¢a diger gen siniflarin ekspresyonlarinda da (1s1 sok
proteinleri, molekiiler saperonlar, adezyon molekiilleri, NMDA ve AMPA reseptor alt

tiniteleri) degisimler gozlenmistir (7, 110-112).

Uyku yoksunlugunu takiben hipokampustaki sinaptik plastisiteyle ilgili gen ekpresyonu
calismalarinda farkli sonuglar elde edilmistir. Taishi ve arkadaslar1 8 saat uyku
yoksunlugundan sonra bir IEG olan Arc’in hipokampusta up regiile oldugunu, BDNF
diizeyinin ise degismedigini bulmuslardir (113). BDNF mRNA’sinin hipokampusta
uyku yoksunlugunu takiben arttigimi gOsteren ¢aligmalarin  yaninda, uyku
yoksunlugundan sonra hipokampal BDNF ekspresyonunun down regiile edildigini
gosteren c¢aligsmalar da vardir (114-116). Baska bir ¢alismada, hipokampal AMPA
reseptor alt tinitelerinin fosforilasyonunun 12 saatlik uyku yoksunlugunu takiben 6nemli
Olciide azalmis oldugu gosterilmistir (117). Genom-diizeyinde mikroarray ¢alismasinda,
5 saat uyku yoksunlugunu takiben hipokampusta GTP sinyalizasyon, ATP baglanma,
niikleozom/kromatin assembly, transkripsiyonun pozitif diizenleyici genleri up regiile
olurken, translasyon, RNA baglanma/islenme, transkripsiyonun negatif diizenleyici
genleri ise down regiile edilmistir. Ayn1 ¢aligmada, hipokampal gen ekspresyonundaki
bu kapsamli degisimlerin uyku yoksunlugunu takiben 2,5 saatlik bir uykuyla geri
dondiirtildigi gosterilmistir (118).



25

Uyku yoksunlugunun néral plastisitede gorev alan genlerin up regiilasyonuna yol
acmasiyla biligsel fonksiyonlarda bozulmayla sonug¢lanmasi arasindaki paradoks,
O0grenmenin noronlarin spesifik bir alt grubunda gen ekspresyonunu hedeflerken uyku
yoksunlugunun genel olarak noronal popiilasyonlar: etkilemesiyle a¢iklanmaktadir (6).
Ote yandan, &grenme ve bellekte rolii olan bazi genlerin transgenik
overekspresyonlarinin kognitif kapasiteyi negatif olarak etkiledigini gosteren ¢alismalar
da vardir (119, 120). Dahasi, mRNA’ nin posttranskripsiyonel asamadaki diizenlemeleri
dikkate alindiginda, gen ekspresyonundaki degisikliklerin her zaman protein
ekspresyonundaki degisimi yansitmadigr da bir gercektir. Dolayisiyla uyku ve uyku
yoksunlugunu takiben gen ekspresyonlarinin yani sira protein ekspresyon analizlerinin

yapilmasi daha dogru géziikmektedir (11).

2.3. mikroRNA’lar ve Bellek

Gen ekspresyonunun diizenlenmesi hiicresel fonksiyonlarin belirlenmesine ve
degisimine aracilik eden temel molekiiler mekanizmalardan biridir. Bu diizenleme
noronlarda aktivite-bagimli gen ekspresyonu ve protein sentez islemlerini gerektiren
ogrenme ve bellek siirecleri i¢in de olduk¢a 6nemlidir. Bellegin noral korelasyonu olan
plastisite, ¢evresel uyaranlarin tetikledigi sinaptik yapi ve fonksiyonlardaki kalici
degisimleri yoneten karmasik gen ekspresyon programlart tarafindan ylirttiliir.
miRNA’lar 21-23 niikleotidden olusan, gen ekpresyonunun posttranskripsiyonel
diizenleyicileri olarak tanimlanmis kodlanmayan RNA molekiilleridir. Bu molekiiller
komplementeri oldugu mRNA’ya baglandiktan sonra parcalanmasina yol acarlar.
Bunun yaninda miRNA’larin protein ekspresyonunu pozitif olarak diizenledigiyle ilgili
kanitlar da vardir (121). Bu posttranskripsiyonel diizenlemenin gelisimden kansere,
norogenezden bellek olusumuna kadar birgok biyolojik siirecte rol oynadig
gosterilmistir (14). Cok sayida miRNA yetigkin beyninde eksprese edilir ve Alzheimer,
Rett sendromu gibi noérodejeneratif hastaliklarda anormal miRNA ekspresyonu soz
konusudur. Bu bulgular gen aginin miRNA temelli diizenlenmesinin normal beyin
fonksiyonlart i¢in 6nemli olduguna ve bu diizenlemede olusabilecek bozulmalarin

anormal beyin fonksiyonlariyla sonuglanabilecegine isaret etmektedir.
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2.3.1. miRNA Biyogenezi

Cekirdekli hiicrelerin genomunda kodlanmis olan miRNA genleri RNA polimeraz 111
tarafindan transkribe edilen birkag¢ istisna disinda, ¢ogunlukla RNA polimeraz |l
tarafindan transkipsiyona ugrar (122). Transkripsiyon sonucu olusan uzun RNA
transkripti “primer miRNA (pri-miRNA)” olarak adlandirilir. Transkripsiyonu takiben,
bir RNA polimeraz III enzimi Drosha ve onun kofaktdérii olan DiGeorge sendromu
kritik bolge protein 8 (DGCRS) ile birlikte mikroislemci kompleksi denilen biiyiik bir
potein yapiyl olustururlar. Bu mikroislemci kompleksi pri-miRNA’nin yaklasik 70
niikleotid uzunlugunda “6ncti miRNA (pre-miRNA)” olusumunu saglar. Daha sonra
pre-miRNA ¢ekirdek zarinda bulunan Exportin 5 ile sitoplazmaya transfer edilir (123).
Sitoplazmaya gegen pre-miRNA burada bulunan bir RNA polimeraz 11l enzimi Dicer
tarafindan islenerek yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda olgun miRNA dubleksi olusur
(124). Bu cift-iplikli RNA molekiiliiniin bir ipligi yikilir, diger iplik ise RISC (RNA-
induced silencing complex) olusturmak iizere Argonaut protein kompleksiyle birlesir.
RISC tek-iplikli olgun miRNA’y1, mRNA’nin “3” kodlanmamis bdlge (3° UTR)” sine
baglanmaya yonlendirerek eslesme diizeyine gére mRNA’nin ya yikilmasma ya da
translasyonun engellenmesine neden olur (14). RISC/miRNA kompleksi tarafindan
mRNA’nin taninmast genelde miRNA’nin 5° ucunda 2-8 niikleotidin yer aldigi bir
“seed sequence” bolgesine dayanir (12). miRNA-mRNA arasindaki bu eslesme
sekansinin sinirlt olmasi durumu, tek-iplikli miRNA’nin birden fazla mRNA’y1
diizenleyebilmesini agiklayabilir. mRNA ve miRNA kompleksi sitoplazmik isleme
organlarima (P bodies) gonderilerek, burada mRNA’larin Dcpl/Dcp2 ve ekzoniikleaz
Xrnl gibi enzimler tarafindan yikilmasi saglanir. (125). (Sekil 2.8)
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2.3.2. Sinaptik Plastisite ve Bellek Olusumunda miRNA’larin Rolleri

Yetiskin beyninde noral devreler duyusal deneyimler tarafindan yeniden diizenlenebilir.
Noronlarin farkli tip ve siddetteki duyusal girdilere yanit olarak yapisal baglantilarini
secici olarak degistirebilme yetenekleri hassas mekanizmalar tarafindan kontrol edilir.
Aktiviteye yanit olarak dendritik ve sinaptik diizeyde ortaya ¢ikan bu diizenlemeler,
yapisal ve fonksiyonel olarak son derece karmagik bir organ olan beyinde gen
ekspresyon profillerinin uzamsal ve zamansal regililasyonuna baghdir. Gen
ekspresyonunun aktivite bagimli diizenlenmesi sinaptik plastisite ve bellek olusumu igin
temeldir. Ayrica bellek olusum siirecinde noral dendritlerde lokal protein sentezinin
noronal aktiviteyle baglayan sinaptik degisimler i¢in temel oldugu kabul edilmektedir
(14). miRNA’lar sinapslarda, dendritik dikenlerde ve somalarda aktivite bagimli bir
tarzda lokal protein sentezini diizenleyebilirler (16). Bu yodnleriyle noral proteomik
profilin dinamik olarak degisimine izin veren miRNA’lar, noéronal gen ekspresyonunu
regiile ederek bellege entegre oldugu diisliniilen “sinaptik Ozgiilliige” aracilik

edebilirler.

2.3.2.1. Beyinde miRNA Ekspresyonu

miRNA’larin cogu dokuya 6zgii ekspresyon profili sergilerler, bununla birlikte simdiye
kadar tanimlanmis miRNA’larin yaridan fazlasinin beyinde eksprese edildigi ya da
zengin olarak bulundugu bilinmektedir (127). Dahasi, beyinde zengin olarak bulunan

miRNA’lar beynin bir bolgesinde ve hatta bireysel noronlarin alt bolgelerinde bile farkli
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miktarlarda mevcut olabilirler (128). Yetiskin beyninde miRNA ekspresyon
calismasinda ¢ok sayida miRNA’nin spesifik olarak hipokampus ve korteks gibi
yapilarda eksprese edildigini gostermistir (129). GABAerjik ve Glutamerjik noronlarin,
hatta GABAerjik noronlarin alt tinitelerinin farkli miRNA ekspresyon profiline sahip
olduklart bulunmustur (130). Ayrica ndéronun farkli kisimlarinda lokalize olan
miRNA’larin tanimlanmasi c¢alismalarinda bazi miRNA’larin soma ve dendritlerde
farkli miktarlarda oldugu gosterilmistir. Ornegin miR-26a’nin dendritlerde somaya
kiyasla daha zengin oldugu gézlenmistir (131). Fare hipokampal PSD’de pri- ve pre-
miRNA’larin yani sira bunlarin iglenme partnerleri olan Drosha, DGRCS8 ve Dicer’in
lokalize oldugu gosterilmistir (132). Normal kosullar altinda Dicer’in PSD’de inaktive
halde bulundugu ve sinaptik aktiviteyi takiben Ca™ salimmuyla birlikte aktif hale
geldigi gozlenmistir (133). Bunun yaninda, mRNA-miRNA kompleksi iceren yapilar
olan “P bodies” in dendritlerde yer aldigi (134) ve miRNA’larin sinaptik diizeyde

poliribozomlarla es lokalizasyon gosterdigi bulunmustur (135).

2.3.2.2. Sinaptik Konsolidasyonda miRNA’larin Rolii

Bellek olusumunda miRNA’larin olast rolleri i¢in en dikkat g¢ekici ayrinti, ndronal
protein sentezini lokal olarak kontrol edebilme yetenekleridir (30). Sinapslarda miRNA
aktivitesinin uzamsal ve zamansal olarak “ince ayarlamasi” protein translasyonunu
secici olarak kontrol etmeyi saglar. Buna paralel olarak, sistem biyolojisi analizleri
miRNA’larin proteinlerin istenmeyen dalgalanmalarini 6nleyen molekiiler tamponlar
olarak hareket ettigine isaret etmektedir (136). Ilging olarak, sinaptik plastisitede ve
bellek olusumunda rol aldig1 gosterilen miRNA’larin bu diizenlemedeki rollerinin her
zaman negatif olmadigi da gosterilmistir (16, 121). miRNA’lar transkripsiyon ve
islenmeden sonra fonksiyonel olabildiklerinden digsal uyaranlara transkripsiyon
faktorlerinden daha hizli yanit verebilirler (137). Dolayisiyla gen ekspresyonunun

aktivite bagimli diizenlenmesi miRNA’lar i¢in de gegerlidir (13).

Noronal biiyiimede rolii oldugu gosterilen ilk miRNA miR-132 olmustur. (138). Bu
calismada miR-132’nin digsal uyariya yanit olarak bir CREB-bagimli diizenleme ile
noronal morfogenezi tesvik ettigi gosterilmistir. CREB, pri-miRNA-132 geninin
promotor bolgesindeki 2 CRE-sorumlu elemente baglanarak miR-132 transkripsiyonunu
baslatmaktadir. Wayman ve arkadaslari, Bicucullin- ve KCl-aracili néronal aktivasyonu

takiben miR-132 ekspresyonunun hizli bir sekilde arttigini gostermislerdir (139). Fare
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on beyninde miR-132’nin transgenik overekpresyonu artmig dendritik diken
yogunluguyla ve yeni obje tanima testinde bozulmayla sonu¢lanmistir (140). Yetiskin
beyninde miRNA ekspresyonunun inhibe edilmesinin bellek iizerine etkilerini gérmek
i¢cin, Konopka ve arkadaslari Dicer mutant fare susu iizerinde yaptiklart Morris su
labirent testinde artmis bellek fonksiyonu gozlemlemiglerdir (141). Ayrica Dicer mutant
farelerdeki noronlarda filopod-benzeri dendritik diken yogunlugunda artis ve BDNF
gibi plastisiteyle iligkili protein diizeyinde yiikselme gozlenmistir. Buradan,
MiRNA’larin sinaptik plastisitede 6nemli genlerin diizenlemedeki roliiniin lokal protein
sentezi etkinligini azaltma yoniinde oldugu sonucu ortaya cikmaktadir. Diger bir
yaklasim ise, miRNA’larin aktivite bagimli gen ekspresyon esigini yiikseltmeleridir
(14). Bu ¢alismayla paralel olarak Drosophila’da bellek olusumunun RISC/miRNA
kompleksi tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir. Ashraf ve arkadagslari, RISC’in ana
komponenti olan Armitage’nin bazal kosullarda sinapslarda lokalize oldugunu ve kalict
bellek olusumunun baglatilmasiyla birlikte parcalandigini  gostermislerdir (142).
Sinaptik plastisitede ve 6grenme-bellek gibi beyin fonksiyonlarda rolii oldugu gosterilen

miRNA’lar Tablo 2.1 ‘de verilmistir.

Tablo 2.2. Sinaptik Plastisite ve Bellekte Rolii Olan miRNA’lar ve Bilinen Hedef
Genleri

MiRNA Hedef Genler Bilissel Fonksiyonlardaki Rolii Referanslar

miR-9 REST sinaptik plastisite 233

miR-124 CREB, Zif268, sinaptik plastisite, 6grenme ve bellek 222; 223; 217
FMR1

miR-125b  NR2A sinaptik plastisite 143

miR-128b  Rcs korku-extinction (silinme) bellek 145

miR-132 p250GAP, MecP2, sinaptik plastisite, 6grenme ve bellek 218; 144; 139;
p300 143; 165

miR-134 LimK1, CREB, sinaptik plastisite, 6grenme ve bellek 146; 147; 148
Pumilio2, SIRT1

miR-137 MIB1 sinaptik plastisite, 6grenme ve bellek 149; 150

miR-182 BDNF, HDAC9 sinaptik plastisite 226; 224

miR-219 CAMK I sinaptik plastisite 227

miR-325 Tomozin sinaptik plastisite 215
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2.3.2.3. Norodejeneratif Hastallklarda miRNA’larin Rolii

Norodejeneratif hastaliklar, merkezi sinir sistemindeki spesifik ndronal gruplarin
yapisal ve fonksiyonel kayiplariyla karakterize bir hastalik grubunu temsil etmektedir.
Ogrenme, bellek, bilgi isleme ve muhakeme gibi beyin fonksiyonlarinda belirgin bir
bozulma bu hastaliklar i¢in ortak oOzelliklerdir. Heniiz kalici bir tedavi yOntemi
bulunamayan bu norolojik hastaliklarin biiyiik sosyal ve ekonomik etkilerinin varligi,
sinir bilimcileri altta yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas: yoniinde
zorlamaktadir. Insanlarda yaslanmakla birlikte miRNA fonksiyonundaki bozulmanim
norodejeneratif fenotipten sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (15). Ayrica, Alzheimer
ve Parkinson gibi norolojik hastaliklara sahip hastalarin beyinlerinde degismis miRNA
ekspresyonunun belirlenmesi, nérolojik hastaliklarin fizyopatolojisinde bu molekiillerin
rolii olabilecegini akla getirmektedir (151). Norodejeneratif hastaliklarin bir RNA
hastalig1 olabilecegi de ileri siiriilmektedir (15). Norodejenerasyonda miRNA’larin
roliiniin belirlenmesi noérolojik hastalilar igin genetik tedavilerin ve yeni teshis

yontemlerinin gelisimine kap1 agabilecektir.

Alzheimer hastaligi gec-baslangigli, yaygin ve kognitif bozuklukla iliskili
norodejeneratif bir hastaliktir (152). Hastaliktan etkilenmis beyin dokularin postmortem
miRNA analizleri ve bunlarin hasta olmayan kontrollerle karsilagtirilmasi, bu tiir
norodejeneratif hastaliklarda miRNA’larin roliinii belirlemede 6ne ¢ikan bir strateji
olmustur.  Alzheimer’li  beyinlerin  hipokampuslarinde miR-9 ve miR-128
ekspresyonunun up regiile edildigi gosterilmistir (153). Wang ve arkadaslar1 ise miR-
107’nin ekspresyonunun Alzheimer hastaliginin erken evresinde down regiile oldugunu
gostermiglerdir (154). Bagka bir calismada miR-124’iin Alzheimer’de downregiile
edildigi gozlenmistir (155). miRNA profil ¢calismalarinda farkli sonuglarin gézlenmesi

kiigiik 6rneklem boyutuna ve farkli deneysel yaklasimlara atfedilmektedir (151).

Parkinson hastalig1 bradikinezi, tremor, rijidite ve sonunda postural bozuklukla
karakterize ilerleyici bir nérodejeneratif hastaliktir (156). Bu klinik bulgular substantia
nigra’da dopaminerjik noron kaybiyla iliskilidir. Parkinson’lu hastalarin ve hastalikli
olmayan kontrol deneklerin 6n beyninde miRNA ekspresyon profili ¢alismasinda, miR-
133b Parkinson’lu beyinde diisiik bulunmustur (157). Fonksiyonel caligmalar miR-
133b’nin dopaminerjik ndronlarin matiirasyonunu ve fonksiyonunu diizenledigine isaret

etmektedir (14). Minones-Moyano ve arkadaslar1 ise Parkinson hastaliginda etkilenmis
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beyin bolgelerinde (amigdala, frontal korteks, substantia nigra, serebellum) miR-34b ve

mMiR-34c¢’nin ekspresyonun down regiile oldugunu gostermislerdir (158).

Huntington’s hastaligi  “huntingtin  (htt)” geninde anormal triniikleotid-CAG
tekrarlarinin yer aldigi, kortikal noronal kayipla sonuglanan ve bilissel ve motor
bozuklukla karakterize yaygin bir noérodejeneratif hastaliktir (159). Mutant htt proteinin
Agol ve Ago 2 ile etkileserek P body olusumunu inhibe ettiginin gosterilmesi, bu
hastaligin  miRNA bozukluguyla iligkili olabilecegini diislindiirmektedir  (160).
Normalde htt proteini noéronlarda “ndron kisitlayict susturma faktorii” olarak bilinen ve
non-noéronal hiicrelerde represor olarak gorev yapan REST transkripsiyon faktoriiyle
iligkilidir. Saglikli noronlarda, htt sitoplazmada REST ile kompleks olusturur ve
REST’in DNA’ya baglanarak “represor” olarak hareket etmesini dnler. Mutant htt
proteini ise REST ile etkilesime girmez, bu ylizden REST niikleusa baglanarak ndronal
gen ekspresyonunu baskilar. REST’in hedef genlerinden biri de ndronal sag kalim i¢in
temel bir protein oldugu bilinen BDNF’dir (161). Huntington’s hastaligindan etkilenmis
bireylerin serebral korteks miRNA ekspresyon c¢alismasinda miR-9/miR-9*’un biiyiik
oranda azalmis oldugu gozlenmistir (162). miR-9/miR-9* REST’in iki komponentini
hedefler, bu ylizden Huntington’s hastaliginda bu miRNA’larin azalmis ekspresyonu
REST’in noronlarda anormal birikimine yol agmaktadir. Huntington’s hastaliginda roli
oldugu diisiiniilen diger bir miRNA ise miR-132 olmustur. miR-132’nin down
reglilasyonu hem hastaliga sahip bireylerin postmortem beyin analizlerinde hem de

Huntington’s hastaliginin fare modelinde gosterilmistir (163).

Rett sendromu, X kromozomunda lokalize “metil-CpG baglanma proteini 2 (MeCP2)”
geninin mutasyonuna bagli olarak gelisen ve mental retardasyon, biiylime geriligi, dil ve
motor becerilerde duraklamayla karakterize norogelisimsel bir hastaliktir (164). Bu
hastalikta sinaps olusumunda, dendritik diken matiirasyonunda ve noral devrelerin
gelisiminde bir sinirlanma s6z konusudur. On beyinde miR-132’nin transgenik
overekspresyonu hipokampal MeCP2 diizeyinde azalmaya yol a¢mistir (140).
MeCP2’nin  miR-132°nin bir hedefi olmasinin yaninda, MeCP2 ‘nin azalmis
ekspresyonunun in  vivo miR-132 ekspresyonunda azalmaya yol actiginin
gosterilmesiyle, bu iki molekiiliin bir feedback dongiiyle etkilestikleri anlasilmigtir
(165). MeCP2-bagimli bu miRNA homeostatik diizenlenmesindeki bozulmanin Rett

sendromunun patoetyolojisinde bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
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2.3.3. Uyku ve miRNA’lar

Uyku bozukluklar1 ndrodejeneratif hastaliklarda yaygin olarak goriilmektedir. Bazi
durumlarda uyku bozukluklar1 bu tiir hastaliklarda semptomlarin gériilmesinden 6nce
ortaya ciksa da, bazen de hastalik durumuna sekonder olarak gelisir. Cagdas goriis
uykunun ndrodejeneratif hastaliklarla etkilesim igerisinde oldugu ve bu iliskide
miRNA’larin araci bir rol oynayabilecegi yoniindedir (166). Oyle ki, miRNA’lar hem
norodejeneratif hastaliklarin etyolojisinde hem de uyku-uyaniklik durumlarinda iyi

tamimlanmustir (151, 167).

Ik olarak, kamtlar miRNA diizeyindeki degisimlerin sirkadiyen ritimler iizerindeki
etkileri araciligiyla uyku bozukluguna yol acabilecegine isaret etmektedir. miR-132 ve
miR-219 diizeyinde nodrodejeneratif hastaliklarin  sonucu olarak ortaya ¢ikan
degisimlerin sirkadiyen bozuklukla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (168, 169).
Diger taraftan miRNA’larin uyku asamalarini degistirebilecegi gosterilmistir. Davis ve
arkadaglar1 miR-132 analogunun intraserebroventrikiiler uygulamasinin REM uyku
stiresini artirirken, NREM uyku siiresini kisalttigini1 gostermislerdir (169). Ayrica uyku
yoksunlugunun beyinde bolge-spesifik tarzda bir miRNA ekspresyon degisimi
gosterdigi bulunmustur. Ornegin uyku yoksunlugunu takiben miR-132 diizeyinin
hipokampusta arttig1, fakat korteks ve hipotalamusta azaldigi gozlenmistir (167). Sonug
olarak bu miRNA degisimleri uyku bozuklugunun zararli sonuglarini yansitabilir ya da

uyku bozuklugunun beyine zararli etkisini korumak i¢in adaptif bir yanit olabilir.



3. GEREC ve YONTEM

Bu tez calismasi Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
12.08.2015 tarih ve 15/116 no’lu karariyla, Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre
Merkezi Davranis Laboratuvar: ve Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi

Genom Arastirma ve Uygulama Birimi’nde yapilmistir.

3.1. Deney Hayvanlar: ve Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda 2-3 aylik yaklasik olarak 21-27 gram agirligindaki erkek Balb/c tiirii
fareler kullanildi. Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi Davranig
Laboratuvari’nda bakimi yapilan fareler ¢calisma siiresince 191mm x 292mm x 127mm
oOl¢iilerindeki kafeslerde beslenme kisitlamasi olmaksizin normal yem ve su ortaminda
barindirildilar. Her kafeste 4-5 hayvan olacak sekilde gruplandirilan hayvanlar ortalama
21-22 °C oda sicakliginda 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik dongiisiinde tutuldular.
Biitiin deneysel uygulamalar 12 saatlik aydinlik dongiisiinde (09.00 ve 17.00 saatleri
arasinda) yapildi. Hayvanlar iizerindeki tiim islemler Erciyes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesinde yer alan etik kurallar g¢ergevesinde

gerceklestirildi.

Iki asama olarak planlanan ¢aligmada her bir asama igin 3’er grup ve her grupta 10

hayvan olacak sekilde toplam 6 grup (n=60) olusturuldu.

A) Ogrenme sonrast uyku yoksunlugu ve bellek testi: Bu asamada hayvanlar 4 giin
boyunca giinde 4 kez olmak iizere Morris su labirentinde 6grenme denemelerine maruz
birakildilar. Bu 4 giin boyunca son denemeden (4. deneme) sonra kontrol grubu
disindaki tiim hayvanlar asagida belirtildigi sekilde 3 saatlik uyku yoksunluguna tabi
tutuldular. 5.gilin tiim gruplarin Morris su labirentinde hedef kadranda gegirilen siireleri

olgtildii.

B) Ogrenme sonrast uyku yoksunlugu ve molekiiler analiz: Bu asamada da hayvanlar 4

giin boyunca giinde 4 kez olmak {izere Morris su labirentinde 6grenme denemelerine
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maruz birakildilar. Yine, bu 4 giin boyunca 4. denemeden sonra kontrol grubu digindaki
tiim hayvanlar asagida belirtildigi sekilde 3 saatlik uyku yoksunluguna tabi tutuldular.
Ancak bu gruptaki hayvanlar 4.giin 4. denemeden sonra dekapite edildikten sonra
hipokampuslar1 steril cerrahi kosullar altinda alindi ve molekiiler analiz i¢in uygun

kimyasal ortamda saklandi.

Tablo 3.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

GRUP UYKU YOKSUNLUGU PROTOKOLU YAPILAN
ISLEM

Al Ogrenme Sonrast Hemen 3 saat Uyku Yoksunlugu

A2 Ogrenme Sonrasi 3 saat Sonra 3 saat Uyku 5.giin Hedef
Y oksunlugu Kadranda

AK Ogrenme Denemeleri Gegirilen Siirenin

Olgiilmesi

Bl Ogrenme Sonrast Hemen 3 saat Uyku Yoksunlugu 4. glin Son

B2 Ogrenme Sonrasi 3 saat Sonra 3 saat Uyku Deneme Sonrasi
Y oksunlugu Dekapitasyon

BK Ogrenme Denemeleri

3.2. Morris Su Labirent Testi

Hipokampus bagimli uzamsal bellek testi i¢in Morris su labirenti (Ethovision, Noldus)
kullanilmistir. Bu test hayvanlarin opak su dolu dairesel bir havuzda ¢evresel ipuglari
yardimiyla suyun hemen altindaki bir kagis platformunun yerini bulma davranigim
izlemek icin gelistirilmistir (Resim 3.1). Sistem hayvanin havuz igerisindeki
hareketlerini kaydeden bir video kamera, kayitlarin aktarildigi bir bilgisayar ve
hayvanin ¢esitli davranigsal parametrelerini hesaplayan bir yazilimdan olusur. Test i¢in
124 cm ¢apinda ve 32 cm derinligindeki havuz, 24+2 °C sicakligindaki toksik olmayan
siyah boya ile muamele edilmis suyla dolduruldu. Havuz hayali olarak 4 esit kadrana
boliindii ve 4 esit baslama pozisyonu labirentin kenarina isaretlendi. Kadranlardan biri
hedef kadran olarak belirlenerek, bunun merkezine hayvanlarin iizerinde kaymadan
tirmanabilecegi 7 cm ¢apinda su seviyesinin 1 cm altinda kalacak sekilde siyah renkte

silindirik  bir kagis platformu yerlestirildi. Her denemede baslama pozisyonu
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degistirilerek 60 saniye boyunca hayvanlarin serbestce yilizmelerine izin verildi. Bu siire
zarfinda hedef kadrandaki kagis platformunu bulamayan hayvanlar nazik bir sekilde
tutularak platformda 30 saniye bekletildi. Her deneme arasi 20 dakika olacak sekilde
giinde ardisik 4 deneme, 4 giin boyunca gergeklestirildi. 5. giin ise hedef kadranda yer
alan kagis platformu kaldirilarak 60 saniye siiren tek bir yiizdiirme denemesi yaptirildi.
Davranigsal degerlendirmede O6grenme asamasinda hayvanin su tankinda platformu
bulana kadarki toplam aldig1 yol uzunlugu, platformu bulma siiresi ve ortalama hizi, 5.
giin ise hedef kadranda gegcirilen siirenin su tankinda gecirilen siireye oranmnin %

cinsinden degeri kullanildu.

‘ /

Sekil 3.1. Morris Su Labirent Test Diizenegi

3.3. Cok Platformlu Modifiye Su Tanki

Calismamizda farelerde O0grenme sonrast REM uyku yoksunlugu “Cok Platformlu
Modifiye Su Tanki” kullanilarak gerceklestirilmistir (Resim 3.2). Bu tank Chang ve
arkadaglarinin modifiye ettigi “flower pot” teknigi dikkate alinarak yapilmistir (170). 50
cm uzunlugunda ve 30 cm yiiksekliginde dikdortgen seklindeki plastik bir kabin
tabanina 10 adet kiigiik silindirik plastik platformlar sabitlenmistir. Bu platformlar
farelerin iizerinde diismeden durabilecekleri biiyiikliikte, 3 cm ¢ap ve 10 cm yiikseklikte
hazirlanmistir. Uyku yoksunlugu deneylerinde kabin tabani 7-8 cm’ye kadar yaklasik
olarak 25°C sicakligindaki suyla doldurulmustur. Farelerin 3 saatlik uyku yoksunlugu

siiresince yeme ve igmelerine izin verilmistir.
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Sekil 3.2. Cok Platformlu Modifiye Su Tanki

3.4. RNA izolasyonu

mRNA ve miRNA ekspresyon analizi yapilacak fareler 4. glin son denemeden sonra
sakrifiye edildi ve steril kosullarda alinan hipokampuslari Trizol igerisine konularak -80
°C saklandi. Buzdolabindan alman ornekler 5 dakika oda sicakliginda ¢dziinmesi
beklendikten sonra enjektor yardimiyla homojenize edildi. Uzerlerine 200 pl Kloroform
eklendikten sonra 15 saniye vorteksleme islemi yapilarak oda sicakliginda 15 dakika
bekletildi. Ornekler 1200 rcf'de 15 dakika +4 °C santrifiij edildikten sonra akdz faz yeni
bir ependorf tiipe alindi. 500 ul Izopropanol eklendikten sonra oda sicakliginda 10
dakika inkiibe edildi. Daha sonra 1200 rcfde 10 dakika +4 °C santrifiij edilip
stipernatant kismi atildi. Kalan kisma 1 ml % 75 Etanol eklenerek homojen karigim
saglandi. Daha sonra karigtm 7500 rcf'de 5 dakika +4 °C santrifiij edilerek siipernatant
kismi atild1 ve oda sicakliginda kurumaya birakildi. Daha sonra pellet 60 ul Niikleaz

free water ile resiispanse edilerek RNA miktar1 Biospec Nano ile 6l¢iildii.

3.5. Gen Ekspresyon Calismasi
3.5.1. cDNA Sentezi

Tek zincirli komplementer DNA (cDNA) sentezi icin total RNA’nin 50 ng’1 alinarak
revers transkripsiyon islemi uygulandi. cDNA sentezi RT2 HT First Strand Kit (Qiagen)
kullanilarak gerceklestirildi. 6ul Buffer GE2 (gDNA elimination buffer) iizerine 8ul
RNA eklenip 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 6ul BC4 (Reverse

transcriptase primer) eklenerek, karisim Thermal Cycler (SensoQuest) cihazina konuldu



37

ve 42 °C 15 dakika, 95 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Elde edilen cDNA -20 °C’de

saklandi.

3.5.2. Gen Ekspresyonu

Gen ekspresyon calismast LightCycler 480 II (Roche) Real-Time PCR cihazinda
gergeklestirildi. cDNA oOrnekleri 1/5 oraninda Nuclease Free Water ile seyreltildikten
sonra reaksiyon ortamina (LightCycler 480 Multiwell Plate, 96 well (Roche))

soliisyonlar asagida belirtilen miktarlarda eklendi:

2X Probe Master Mix 10 ul
Primer/Probe 1 ul
Nuclease Free Water 4 pl
cDNA 5ul

Daha sonra LightCycler 480 Il (Roche) Real-Time PCR cihazinda asagidaki programa

konuldu.

95°C 10 dakika

95°C 10 saniye

60° C 30 saniye 45 Dongii

72°C 1 dakika

40°C 30 saniye

Gen ekspresyon calismasinda Housekeeping gen olarak beta-actin kullanildi. Veriler
delta delta ct (2°AA Ct) metodu kullanilarak hesaplandi ve normalize edildi. Tlgili genlere

ait bilgiler asagidaki gibidir:

Gen Ad1  NCBI link Assay 1D
ACTB http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/11461 300236
BDNF http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/12064 317775
CAMKII http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/12323 300360
CREB http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/12912 300049
EGR1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/13653 311971
REST1  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/13653 314910
STXBP5 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/78808 317899
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3.6. miRNA Ekspresyon Calismasi
3.6.1. cDNA Sentezi

miRNA ekspresyon calismasinda cDNA sentezi i¢in miScript II RT Kit’i (Qiagen)

kullanilmistir. Hazirlanan Mix ¢ozeltisi agagidaki gibidir:

5X miScript RT Buffer (HiSpec) 2ul
RNase free water 1 ul
miScript Reverse Transciptase Mix 1 ul
10X Nucleics Mix 1 ul
Template RNA S5ul

Template RNA iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda 20ng/ pl olacak sekilde
seyreltildi. Tiiplere 5’er pul mix dagitildiktan sonra 5’er ul RNA eklendi. Daha sonra
37°C ‘de 60 dakika, ardindan 95°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Elde edilen cDNA -20
°C’de sakland.

3.6.2. miRNA Ekspresyonu

10 pul cDNA iizerine 40 pl Nuclease free water eklenerek, cDNA’lar 1/5 oraninda
sulandirildi ve her bir reaksiyonda 1-3 ng cDNA olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan

Mix ¢ozeltisi asagidaki gibidir:

2X miScript SYBR Green Mix 12,5 ul
10X miScript Universal Primer 2,5 ul
10X miScript Primer Assay 2,5 ul
RNase free water 5ul

22,5 pl mix tizerine 2,5 pul cDNA dagitildi ve her bir 6rnek ¢ift olarak calisildi. miRNA
ekspresyon c¢alismasinda Housekeeping gen olarak olarak RNU6-2-11 kullanildi.
Veriler delta delta Ct (2°AA Ct) metodu kullanilarak hesaplandi ve normalize edildi.
Calisilan miRNA’lar, primer dizileri ve olgun “microRNA miRBase accession

(MIMAT)” kodlar1 agagidaki gibidir:
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miRNA Adi Dizisi

mmu-miR-124-3p UAAGGCACGCGGUGAAUGCC
mmu-miR-182-5p UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACCG
mmu-miR-325-3p UUUAUUGAGCACCUCCUAUCAA
mmu-miR-219a-5p UGAUUGUCCAAACGCAAUUCU
mmu-miR-9-3p AUAAAGCUAGAUAACCGAAAGU
mmu-miR-132-3p UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG

MIMAT
0000134
0000211
0004640
0000664
0000143
0000144

3.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler “IBM SPSS Statistics Version 22" paket programi kullanilarak
yapilmistir. Gruplardan elde edilen davranigsal veriler ortalama ve standart sapma
dagilimlar ile gdsterilmistir. Morris su labirent testinde toplam alinan yol uzunlugu ve
platforma ulasma siiresindeki ol¢limlerin analizinde tekrarli 6lgiimlerde varyans analizi
(Repeated Measures ANOVA) testi, hedef kadranda gegirilen siirenin toplam siireye
oraninin yiizde degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda ise tek yonlii varyans

analizi (One-Way ANOVA) testi kullanildi. Post-hoc analiz olarak Tukey LSD ve

Tamhane testleri kullanildi. Hipokampal RNA ekspresyonlarinin analizlerinde gruplar

arasi farkliligin 6neminin belirlenmesinde ANOVA ve Kruskal-Wallis H testi, post-hoc

analiz olarak Tukey HSD ve Dunn’s testi kullanildi. Istatistiksel anlamhilik diizeyi

p<0.05 olarak alindi.



4. BULGULAR

Bulgularin ilk kisminda AK, A1 ve A2 gruplarindaki hayvanlarin Morris su labirent
testindeki 6grenme ve bellek performansina ait veriler yer alirken, ikinci kisimda BK,
B1 ve B2 grubu hayvanlarin hipokampal mRNA ve miRNA ekspresyon sonuglari

bulunmaktadir.

4.1. Davranis Testi Bulgular

Morris su labirent testinde 6grenme davranisi ilk 4 giinde farelerin platformu bulana
kadar toplam aldiklar1 yol (cm) ve platforma ¢ikma siireleri (sn) ilizerinden, motor
aktiviteleri ise ortalama hizlar1 (cm/sn) ile degerlendirilmistir. Bunun yaninda farelerin
uzamsal bellek performanslari 5. giinde platformun kaldirilarak hedef kadranda

gecirdikleri zaman yiizdeleri hesaplanarak degerlendirilmistir.

4.1.1. Toplam Alinan Yol

Gruplarin Morris su tankinin 6grenme periyodunda kacgis platformu bulana kadar

aldiklar1 toplam yol uzunluklar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Gruplarin Morris Su Labirent Testinin Ogrenme Periyodunda Toplam
Aldiklart Yol (cm) (ortalama+SD)

GRUPLAR 1. giin 2. glin 3. giin 4. glin p
AK (n=10) 1032+122,8 783,7490,5  631,3499.8  601,2499.1" <0.05
Al (n=10) 1286,6+78 890,2+85,6°  8182+117,3" 777,4+101,4 <0.05
A2 (n=10) 2051,1+150,27  1749+122,8" 1871+149,17 1769,5+161,8"  >0.05
D <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

": Grup i¢i karsilastirmalarda 1. giinden farkli

™. Gruplar arasi karsilastirmalarda AK ve A1’den farkli

Gilnler arasi farkliliklara bakildiginda; AK grubunda 4. giin alinan toplam yol
uzunlugundaki azalma anlamliyken, Al grubunda 2,3 ve 4. giinlerde alinan yol
uzunlugundaki azalmalar anlamli oldu (p<0.05). A2 grubunda ise giinler arasinda alinan

yol uzunlugu bakimindan fark yoktu (p>0.05). (Sekil 4.1)
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(cm)
o

Glnler

Sekil 4.1. Morris su tankinda 4 giin boyunca, Toplam Alinan Yol Uzunlugunun AK, Al
ve A2 Gruplar1 Arasinda Karsilastirilmasi (AK; kontrol grubu, Al; son denemeden
hemen sonra 3 saat REM uyku yoksunlugu grubu, A2; son denemeden 3 saat sonra 3

saat REM uyku yoksunlugu grubu)

Buna gore, hem AK grubunda hem de Al grubundaki farelerin kacis platformunu
bulana kadarki aldiklar1 yolun ilk giline kiyasla diger giinlerde anlamli olarak azalmis
olmasi, bu gruplarda 6grenmenin gerceklestigine isaret etmektedir. Aksine, A2
grubundaki veriler 6grenmenin gerceklesmedigini gostermektedir. Bunun yam sira,
gruplar arasi karsilastirmalarda A2 grubundaki toplam alinan yol uzunlugu verileri AK

ve Al gruplarina kiyasla 4 giin i¢cin de anlamli derecede yiiksek olmustur (p<0.05).

4.1.2. Platforma Ulasma Siiresi
Gruplarin Morris su tankinin 6grenme periyodunda kacis platformu bulana kadar

aldiklar siire Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Gruplarin Morris Su Labirent Testi Ogrenme Periyodunda Platforma Ulasma
Siiresi (sn) (ortalama+SD)

GRUPLAR 1. glin 2. giin 3. giin 4. giin p
AK (n=10) 46,4+6,4 35,1+5,1 29,1+5.4" 25,1453 <0.05
Al (n=10) 63,4+5,5 32,143,8" 34,1+6,8" 34,9+72" <0.05
A2 (n=10) 70,1+6,6™ 68,6+9,4" 72,4+7 82,6457 >0.05
p <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

" Grup i¢i karsilastirmalarda 1. giinden farkli
"+ Gruplar arasi karsilastirmalarda AK ve A1’den farkli
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Toplam alinan yol sonuglariyla paralel olarak, platforma ulagsma siirelerinde de AK ve
Al gruplarinda 1. giline kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalmalar gozlenmistir
(p<0.05). A2 grubunda ise giinler arasinda platforma ulasma siiresi bakimindan fark
bulunamamistir (p>0.05). (Sekil 4.2)
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Sekil 4.2. Morris su tankinda 4 giin boyunca, Platforma Cikma Siiresinin AK, A1 ve A2
Gruplart Arasinda Karsilastirilmas:1 (AK; kontrol grubu, Al; son denemeden hemen
sonra 3 saat REM uyku yoksunlugu grubu, A2; son denemeden 3 saat sonra 3 saat REM
uyku yoksunlugu grubu)

Buna gore, her iki AK ve Al grubundaki farelerin platforma ulagma siirelerinde ilk giine
kiyasla 3. ve 4. gilinlerde gozlenen azalmalar Ogrenmenin gergeklestigine isaret
etmektedir. A1 grubunda 2. giindeki azalma da anlamli olmustur. Tersine olarak, A2
grubunda platformu bulma siirelerinde 2. giin hari¢ siirekli olarak artis meydana
gelmistir. Gruplar aras1 karsilastirmada A2 grubu farelerde platformu bulma siireleri

anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05).

4.1.3. Yiizme Hizlar:

Gruplarin Morris su tankinin 6grenme periyodundaki ortalama hizlar1 Tablo 4.3’de

gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Gruplarin Morris Su Labirent Testi Ogrenme Periyodunda Yiizme Hizlar1
(cm/sn) (ortalama+SD)

GRUPLAR 1. giin 2. giin 3. glin 4. giin p
AK (n=10) 20,3+1,7 18,4+1,1 18,2+1,4 17,1+1,6 >0.05
Al (n=10) 19,5+0,8 20,7+1,6 21,2+1,8 19,7+1,9 >0.05
A2 (n=10) 28,3+1,6" 25,7+1,6" 26,7+1,8" 22,3+1,9"" <0.05
p <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

" Grup i¢i karsilastirmalarda 1. giinden farkli

™. Gruplar arasi karsilastirmalarda AK ve A1°den farkli

Grup i¢i karsilagtirmada A2 grubundaki ortalama hiz ilk giine gore 4. giinde farkh
bulunmustur. Gruplar arasi karsilastirmada ise A2 grubunda ortalama hiz diger iki gruba

kiyasla yliksek bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.3. Morris su tankinda 4 giin boyunca, Ortalama Hizlarin AK, Al ve A2
Gruplart Arasinda Karsilastirilmas: (AK; kontrol grubu, Al; son denemeden hemen
sonra 3 saat REM uyku yoksunlugu grubu, A2; son denemeden 3 saat sonra 3 saat REM
uyku yoksunlugu grubu)

4.1.4. Hedef Kadranda Gegirilen Siire

Morris su labirent testinin bellek fonksiyonlarinin degerlendirildigi asamasi olan bu
kisimda, farelerin kagis platformu kaldirildiktan sonraki davranislart degerlendirilmistir.
5. glin yapilan bu test ile farelerin hedef kadranda gecirdikleri siirenin havuzda aldiklar
toplam silireye oraninin yiizde degerleri hesaplanarak bellek performanslari

karsilastirilmistir.
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HEDEF KADRANDA
GECIRILEN SURE (%)

PROB TEST

Sekil 4.4. Morris su tankinda 5. giin uygulanan Hedef Kadranda Gegirilen Siirenin
AK, Al ve A2 Gruplarinin Karsilagtirllmas: (*; p<0.05, AK ile karsilagtirildiginda)
(AK; kontrol grubu, Al; son denemeden hemen sonra 3 saat REM uyku yoksunlugu
grubu, A2; son denemeden 3 saat sonra 3 saat REM uyku yoksunlugu grubu)

Gruplar hedef kadranda gecirdikleri zaman yiizdeleri bakimindan karsilastirildiginda,
A2 grubundaki azalmanin AK grubuna kiyasla anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05).
Al grubunda AK grubuna kiyasla gozlenen azalma istatistiksel olarak anlamli

olmamustir (p>0.05).

4.2. Hipokampal Gen Ekspresyonu Bulgulari

Calismanin uyku yoksunlugu ve molekiiler analiz agsamasinda, 6grenme sonrasi uyku
yoksunlugu ve bellek testi kisminda oldugu gibi ilk olarak gruplardaki biitiin hayvanlar
Morris su labirentinde 4 giin boyunca dgrenme denemelerine tabi tutuldular. Daha
sonra, BK grubu haric Bl ve B2 grubundaki hayvanlara Tablo 3.1’deki uyku
yoksunlugu protokolleri uygulandi. Tim gruplardaki hayvanlar 4. giinlin sonunda
dekapite edilerek hipokampuslar1 ¢ikarildi ve plastisteyle iliskisi oldugu diisiiniilen
genlerin ve miRNA’larin ekspresyonu calismasi icin uygun kimyasal ortamlarda
sakland1. BK, B1 ve B2 grubundaki farelerin hipokampal mRNA ekspresyonu sonuglari
Sekil 4.5’teki gibi gergeklesmistir.
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Sekil 4.5. Hipokampal mRNA ekspresyonlar1 (BK; kontrol grubu, B1; son denemeden
hemen sonra 3 saat REM uyku yoksunlugu grubu, B2; son denemeden 3 saat sonra 3
saat REM uyku yoksunlugu grubu)

B2 grubunda hipokampal BDNF mRNA ekspresyonundaki artig kontrol grubuna kiyasla
anlamli olmustur (p<0.05). Uyku yoksunlugu uygulanan iki grupta da hipokampal
BDNF, CAMK II ve CREB gen ekspresyonu kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur.
Zif268 ve REST mRNA’lart kontrol grubunda uyku yoksunluguna maruz kalan
gruplara gore daha yiliksek olmustur. Tomozin mRNA’st kontrol grubunda diger
gruplara kiyasla daha diisiik bulunmustur (p>0.05).

4.3. Hipokampal miRNA Ekspresyonu Bulgular:

BK, B1 ve B2 grubu hayvanlarin hipokampal miRNA ekspresyon analizi i¢in total RNA
havuzundan “3.6. miRNA Ekspresyon Caligsmast” kisminda belirtilen islemler
uygulandi. Hipokampal miR-182, miR-219, miR-132, miR-124, miR-9 ve miR-325
ekspresyon sonuglart Sekil 4.6’ daki gibi gergeklesmistir.
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Sekil 4.6. Hipokampal miRNA Ekspresyon Sonuclar1 (BK; kontrol grubu, Bl; son
denemeden hemen sonra 3 saat REM uyku yoksunlugu grubu, B2; son denemeden 3
saat sonra 3 saat REM uyku yoksunlugu grubu)

Hipokampusta ekspresyonu calisilan tim miRNA’lar i¢in Bl grubundaki azalma
anlamli bulunmustur (p<0.05). B1 grubunda hipokampal miR-182 ve miR-132’deki
diisiis BK grubuna gore anlamliyken, miR-219, miR-124 ve miR-325 diizeyindeki
azalma hem BK hem de B2 grubuna gore anlamli olmustur. Bl grubunda miR-9
diizeyindeki azalma ise B2 grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir
(p<0.05). Diger taraftan hipokampal miR-182, miR-132, miR-124 ve miR-325 diizeyleri
icin kontrol grubunda yiiksek uyku yoksunlugu gruplarinda diisiik olan bir ekspresyon
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profili goézlenirken, miR-219 ve miR-9 diizeyleri i¢in B2 grubunda daha yiiksek bir
profil ortaya ¢ikmistir.



5. TARTISMA ve SONUC

Bu boéliimiin ilk kisminda AK, Al ve A2 gruplarindaki hayvanlarin Morris su labirent
testindeki 6grenme ve bellek performanslari degerlendirilmistir. Ikinci ve {iciincii
kisimlarda ise BK, Bl ve B2 grubu hayvanlarin hipokampal mRNA ve miRNA

sonuclari tartisilmastir.

5.1. Davrams Sonuglari

Calismamizin bu agamasinda 6grenme sonrasit spesifik zaman diliminde yapilan uyku
yoksunlugunun uzamsal O0grenme ve bellek {izerine etkisi arastirildi. Bunun igin
hipokampus bagimli uzamsal bellek g¢alismalarinda altin standart olarak kabul edilen
Morris su labirent testi se¢ildi (27). REM uyku yoksunlugu i¢in, maliyeti ucuz olan ve
sosyal izolasyon stresine engel olacak sekilde aym1 anda ¢ok sayida hayvana

uygulanabilmesi nedeniyle modifiye ¢oklu platform yontemini kullanildi (171).

Morris su labirent testinin ilk 4 giinii boyunca yapilan 6grenme denemelerinin
davranigsal analizi incelendiginde, platformu bulana kadarki alinan yol uzunlugunun
AK grubunda giinler ilerledik¢e azaldigi ve bu azalmanmn 4. giin ilk giine kiyasla
anlamli oldugu gozlenmektedir. Her gecen giin platformu bulmak i¢in daha az yol kat
etmeleri bu gruptaki hayvanlarin gizli platformun yerini 6grendiklerine isaret
etmektedir. Buna paralel olarak, platformu bulma siiresi de denemelerin uygulandigi 4
giin boyunca giderek azalma gdstermis ve bu azalmalar ilk giine kiyasla 3. ve 4. giinde
anlamli bulunmustur. Platformu bulma siiresi agisindan degerlendirildiginde, bu
sonuglar da AK grubunda 6grenmenin gerceklestigini isaret etmektedir. Denemelerin
sonunda hemen 3 saat REM uyku yoksunluguna maruz kalan A1l grubu hayvanlarda da
hem toplam alan siire hem de platforma ulagsma siiresi acisindan ilk giline kiyasla
anlamli azalmalar gozlenmistir. Bu azalmalar ilk giine nazaran 2, 3 ve 4. giinlerde
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ancak Sekil 4.2 incelendiginde, AK ve Al
gruplari i¢in platformu bulma siiresine karsilik gelen egrilerin gorece benzer olmakla

birlikte A1 grubunun 3 ve 4. giinlerdeki denemelerde siirenin 2. giinden sonra bir miktar
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artmis oldugu goriilmektedir. Bu gosterge uyku yoksunlugunun bu protokoliiniin yol
act1f1, ogrenme davranisindaki 1limli bir bozulmayr temsil edebilir. Ogrenmeden
sonraki 4-6. saatler arasinda REM uyku yoksunluguna maruz kalan A2 grubu
hayvanlarda ise, hem toplam alinan yol uzunlugu hem de platforma ulagma siiresinde 2,
3 ve 4. giinlerde istatistiksel olarak anlamli artislar gézlenmektedir. Bu sonuglar, ayni
siirede ama farkli zaman dilimlerinde uygulanan REM uyku yoksunlugunun 6grenme
davranigina olan negatif etkisinin farkli derecelerde ortaya ciktigina isaret etmektedir.
Hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalar, REM uykusunun ¢esitli labirent gorevlerinin
Ogrenilmesine katkida bulundugunu gostermistir. Datta, sicanlarin bir kag¢inma
(avoidance) gorevinde egitimi takiben REM uykusunda harcadiklar1 zamanin yaklagik%
25 oraninda arttigini gostermistir (85). Dahasi, etkin bir 6grenme i¢in REM uykusunun
belirli zamanlarda ortaya ¢ikmasi gerekmektedir. Smith, 6grenme i¢in kritik olan bu
REM uykusu zaman periyotlarini “paradoxical sleep windows” olarak isimlendirmistir
(172). Bu REM uyku pencerelerinin varligi cesitli labirent testlerinde gosterilmistir.
Ornegin, 6grenmeden hemen sonra uygulanan 4 saat REM uyku kisitlamalarinin
sicanlarda 8-kollu radyal maze ve Morris su labirent testinde uzamsal &grenmede
bozulmaya yol agtig1 gosterilmistir (86, 173). Uykunun, beynin farkli bolgeleri arasinda
hizl bir iligki kurulmasimi gerektiren bazi karmagik 6grenme tiirleri i¢in dnemli oldugu
bilinmektedir. Uzamsal 6grenme yetenegi gorme ve baglamsal ipuclarimi iligkilendirme
gibi algilamanin polimodal bilgisinin hipokampusta islenmesini gerektiren kompleks bir
stirectir. Dolayisiyla, uyku yoksunluguna (6zelikle REM uyku yoksunluguna) en duyarl
beyin bdlgesinin 6grenme ve bellekle ilgili alan olan hipokampus olmasi siirpriz
degildir. REM uyku yoksunlugu kemirgenlerde Morris su labirent testinin hipokampus
bagimli olmayan versiyonundaki (gizli platform yerine goriilebilir platform)
performanst  etkilemezken, hipokampus bagimli uzamsal gorevlerin  yerine

getirilmesinde diisiik performansla sonuglanmistir (86).

Morris su labirent testinde gruplarin 5. giindeki bellek performanslar
degerlendirildiginde A2 grubunun hedef kadranda gegcirilen siirenin yiizde oraninin AK
grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik oldugu goriilmektedir. Ayrica Al grubunun bellek
performansi parametresi AK ile A2 grubu arasinda bir noktaya isaret etmektedir. Bu
sonuglardan REM uyku yoksunlugunun bellekteki bozucu etkisi A2 grubunda bariz bir

sekilde gozlenirken, A1 grubunda bu bozulma daha i1limli olarak ortaya c¢ikmustir.
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Morris su labirent testinin 6grenme agamasinda gozlenen gruplar arasindaki performans
farkliliklari, testin bellek performansi asamasinda da ortaya ¢ikmistir. Uykunun birden
fazla fizyolojik fonksiyona hizmet etmesi olasi olsa da, giiglii deneysel kanitlar uykunun
beyin plastisitesi ve bellekle iligkili oldugudur (82). Bununla paralel olarak, 6grenme
sonras1 spesifik bir zaman diliminde uyku yoksunluguna maruz kalmanin uzun erimli
bellek fonksiyonunu bozdugu ¢ok sayida calismada gosterilmistir (10, 86 174). Smith
ve arkadaslar1 6grenme sonrast REM uyku yoksunlugunun uzamsal bellek {izerine
etkisini Morris su labirent testi araciligiyla arastirdiklar1 ¢alismalarinda, son denemeden
sonraki ilk 4 saat boyunca REM uyku yoksunlugunun bellek performansini bozdugunu
gostermislerdir (86). Diger 4 saatlik periyotlarda yapilan REM uyku yoksunlugunda ise
(5-8, 9-12, 13-16. saatler arasinda) bellek performansi kontrol grubuna benzer sekilde
olmustur. Graves ve arkadaslari ¢oklu denemelerin yerine tek bir 6grenme denemeinin
uygulandigr hipokampus bagimli bir bellek testi olan baglamsal korku kosullanmasinda
ilk 5 saatlik uyku yoksunlugunun bellekte bozulmaya yol actigini, ikinci 5 saatlik uyku
yoksunlugunun herhangi bir etkisinin olmadigin1 gostermislerdir (175). Palchykova ve
arkadaslar1 bir hipokampus bagimli uzamsal bellek testi olan yeni obje tanima testinde
O0grenme sonrast 6 saatlik uyku yoksunlugunun bellekte bozulmayla sonuglandigini, 7-
12. saatler arasindaki uyku yoksunlugunun ise bellek i¢in olumsuz etki gostermedigini
bulmuslardir (174). Prince ve arkadaglar1 ise yine yeni obje tanima testi kullanarak
ogrenme sonrast ilk 3 saatlik uyku yoksunlugunun bellek konsolidasyonu acisindan
olumsuz bir etkisi olmadigini, fakat 1-4. saatler arasindaki 3 saatlik uyku
yoksunlugunun bellek performansint olumsuz etkiledigini gostermislerdir (10). Bu
calismada, bellek performanst bozulmus olan grupta hipokampal LTP’de de bir
bozulma gozlenmis ve bu sonugla bellek konsolidasyonu ve sinaptik plastisitenin uyku
yoksunluguna benzer sekilde duyarlilik gosterdigi kabul edilmistir. Biitiin bu sonuglar,
O0grenme sonrasi uykunun kritik bir zaman diliminin bellek konsolidasyonu i¢in 6nemli
oldugunu ve bu zaman diliminde uygulanan uyku yoksunlugunun bellekte bir
bozulmaya yol agabilecegini gostermektedir. Dahasi, 6grenmeden sonraki ilk 5-6 saatlik
donemin bellek konsolidasyonu acisindan kritik oldugu gozlenmektedir (11, 176).
Bizim calismamizda ise 0grenmeden hemen sonra uygulanan 3 saatlik REM uyku
yoksunlugunun uzamsal bellek performansi iizerine etkisi gérece az olurken, 4-6. saatler
arasindaki REM uyku yoksunlugu bellegi olumsuz yonde etkilemistir. Bu sonucun

ortaya ¢ikmasinda konsolidasyon icin Onemli oldugu bilinen molekiiler sinyal
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yolaklarinin uyku yoksunlugu nedeniyle bozulmus olmasi etkili olmus olabilir. Uzun
erimli bellek yeni gen ekspresyonu ve protein sentezi gerektirir. Konsolidasyonda ise
karisan sinyal yolaklarinin da 6grenmeden sonraki belli donemlerde aktive oldugu ve
bunlarin uyku sirasinda gerceklesebilecegi ongoriilmektedir (21). Ornegin uzun erimli
bellekte bozulmaya yol agtigi bilinen bir protein sentez inhibitorii Anizomisin’in
konsolidasyon i¢in kritik olan REM uyku penceresi sirasinda uygulanmasi bellekte
bozulmayla sonuglanmistir (177). Dahasi, konsolidasyon periyodu boyunca ortaya ¢ikan
protein sentez siireci ve bu siirecte kritik rol oynayan bir kinaz PKA iki dalgalanma
aktivitesi gosterir: 6grenmeden hemen sonra ve 4 saat sonra (178). Buna paralel olarak,
LTP’nin erken fazi olarak kabul edilen E-LTP’nin indiiksiyondan sonra 1-2 saat
siirdligli ve bu asamada gen ekspresyonu ve protein sentezinin olmadigi gézlenmistir.
Ayrica ilk protein sentez aktivitesinin LTP indiiksiyonunu takiben 2 saat sonra ortaya
ciktigr bilinmektedir (104). Yine, bellek i¢in 6nemli oldugu bilinen ikincil haberci
cAMP’nin konsolidasyon siireci boyunca 3 pik diizeyi bulunmustur: 0,5, 3 ve 6. saatler
(179). Dolayisiyla, REM uyku yoksunlugunun zamansal olarak iki farkli
paradigmasinin konsolidasyon asamasindaki protein sentez siireci ve ilgili sinyal
yolaklariyla cakisma derecesinin farli olmasi, bizim calismamizdaki Al ve A2
gruplarinda neden farkli bellek performanslarinin ortaya c¢iktigin1 agiklayabilir.
Goriildiigii kadartyla bellek konsolidasyonunda yer alan molekiiler ve biyokimyasal
stireclerin ana komponentleri 3. saatten itibaren devreye girmektedir, bu yiizden ilk
birka¢ saatte ortaya c¢ikan hiicresel olaylar bellek agisindan gorece daha az Onemli
olabilir. Ote yandan, bellek i¢in kritik oldugu varsayilan REM uyku zaman penceresinin
calismada kullanilan hayvanin irkiyla veya uygulanan bellek testinin kompleksligiyle
degisebilecegi 6n gorlilmiistiir (86). Ger¢ekten de, REM uyku yoksunlugunun bellekte
olusturdugu bozulmanin derecesi kullanilan testin komplekslik derecesiyle iliskilidir;
Oyle ki, basit testler (6rnegin pasif kaginma) REM uyku yoksunlugundan daha az
etkilenirken, enstriimantal kosullanma gibi daha karmasik testler yoksunluga daha ¢ok
duyarhdir (21). Dolaysiyla bizim c¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar, Balb/c tiirii
farelerin Morris su labirent testindeki 6grenme ve bellek i¢in kritik oldugu diistiniilen

spesifik REM uyku penceresini yansitiyor olabilir.

Ote yandan beklenmedik bir sonug olarak, A2 grubundaki hayvanlarin ortalama yiizme

hizlar diger gruptakilere kiyasla yiliksek bulunmustur. Morris su labirent testi acisindan



52

yizme hizi, deneklerin motor aktivitesini yansitan bir parametre olarak kabul
edilmektedir ve bu Ol¢limiin normal kosullarda tiim hayvanlarda birbirine yakin
degerlerde olmasi beklenmektedir. Deney sirasinda tiim gruplar i¢in ayni kosullar
saglanmis olmasma ragmen, A2 grubunda gozlenen ortalama hizdaki artis bu gruba
spesifik olarak artmis bir stres yanitin sonucu olabilir. Aslinda uyku yoksunlugunun
kendisinin yan1 sira bu amagla kullanilan modellerin yol agtig1 stres kosullarinin bellek
performansindaki bozulmaya katki saglayabilecegi fikri, bu alanda siirekli var olan bir
tartisma konusudur. Ozellikle kisa uyku yoksunlugu paradigmalarindan sonra gdzlenen
bellek kusurlarinda stres faktoriiniin 6n planda oldugu ileri siiriilmektedir (176).
Bununla birlikte stres sinyal yolaklar1 aktivasyonlarinin gecici ya da kalici olarak
ortadan kaldirildigr calismalarda, arastirmacilar stres yanittan bagimsiz olarak uyku
yoksunlugunun kendisinin kognitif bozukluklardan sorumlu oldugunu gdstermislerdir
(180, 181). Bunun yaninda, kisa siireli uyku yoksunlugu sirasinda gbzlenen plazma
kortikosteron artiglarinin istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmadig1 rapor edilmistir
(117). Dahast 1limli stresor bir faktor olarak kisa siireli uyku yoksunlugunun,
glukkokortikoid diizeyinde hafif artisla birlikte bellek ve plastisite olusumunu
bozmaktan ziyade tesvik ettigi ileri siiriilmektedir (182). Sonug¢ olarak, A2 grubundaki
muhtemel stres kaynakli ortalama ylizme hiz1 artisinin bu grupta gozlenen 6grenme ve

bellek performansindaki bozulmadan sorumlu olmadig: diisiiniilmektedir.

Ozetle, galismamizda 6grenme sonrasinda 3 saatlik bir zaman aralifindan sonra yapilan
3 saatlik REM uyku yoksunlugunun Morris su labirent testinde 0grenme ve bellek
fonksiyonunu bozdugu gériilmiistiir. Ogrenme asamasinda son denemeden hemen sonra
yapilan 3 saatlik REM uyku yoksunlugunda ise 6grenme ve bellek fonksiyonlarinin
kontrol grubununkine gorece benzer oldugu gozlemlenmistir. Uykunun REM ddénemi
yeni anilarin pekistirilmesine olanak saglayacak sekilde, belli bir zaman diliminde
beynin dis ¢cevreden gelen uyarilara kapatildigr elektriksel olarak gorece “‘yalitkan™ bir
periyotu temsil edebilir. Sonug olarak, 6grenme sonrasi uyku bellek konsolidasyonu i¢in
onemlidir ve REM uykusu hipokampal fonksiyonun 6nemli bir modiilatorii olarak

goziikmektedir.

5.2. Hipokampal Gen Ekspresyon Sonug¢lar:

Beyinde gen ekspresyonu uyku ve uyaniklik boyunca dinamik olarak regiile

edilmektedir. Ayrica, sinaptik plastisitede rolii olan bazi1 genlerin uyku ve uyaniklik
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durumundan etkilendigi iyi bilinmektedir. (104). Ogrenme, uyku ve uyku yoksunlugu
olgularinin her biri gen ekspresyonunu farkli sekilde regiile edebilen aktivite bagiml
siireclerdir. Calismamizda Morris su labirent testi kullanarak 6§renme sonrasi farkl
donemlerdeki 3 saatlik REM uyku yoksunlugunun hipokampusta 6grenme ve bellekle
iliskisi olan bazi genlerin ekspresyonuna etkisini arastirdik. Bunun icin, “Ogrenme
sonrasi uyku yoksunlugu ve molekiiler analiz” asamasinda yer alan tiim gruplardaki
hayvanlarin hipokampuslar1 ¢ikarilarak alt1 farkli genin mRNA ekspresyonu analiz
edildi. Bu genler bellek konsolidasyonunda rolleri iyi bilinen ve uyku yoksunlugu
calismalarinda yer alan BDNF, CAMK II, CREB ve Zif268 ile 6grenme ve bellek
fonksiyonunda rolii oldugu disiiniilen ve simdiye kadar uyku yoksunlugu

calismalarinda yer almamis REST ve Tomozin’dir.

BDNF 6grenme-bagimli yapisal plastisitede dnemli rolleri olan bir ndrotrofindir. BDNF
aksonal ve dendritik dallanmanin diizenlenmesi, sinaptogenez ve sinaptik baglantilarin
sag kaliminda yer alir (54, 183). Spesifik olarak, BDNF’nin Morris su labirent testinde
uzamsal bellek fonksiyonunda da rolii oldugu ortaya konulmustur. Kesslak ve
arkadaglar1 hipokampusta BDNF mRNA’smin Morris su labirent testinin 1. giiniin
sonunda degismedigini, 3. ve 6. giiniin sonunda upregiile oldugunu gostermislerdir (51).
Calismamizda hipokampal BDNF mRNA’sinin BK grubuna kiyasla B1 ve B2
gruplarinda artmis oldugu ve bu artisin B2 grubunda istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriildii. Uyku yoksunlugunun farkli beyin bolgelerindeki BDNF diizeylerine olan
etkisiyle ilgili yapilan ¢aligmalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Taishi ve arkadaslar
8 saatlik total uyku yoksunlugunun hipokampusta BDNF mRNA diizeyini
degistirmedigini, ama serebral kortekste azalttigin1 bulmuslardir (113). Sei ve
arkadaglarinin yaptig1 c¢alismada, sigcanlarin bellerine dokunularak yapilan 6 saatlik
REM uyku yoksunlugu hipokampusta BDNF protein diizeyinde bir degisiklige yol
agmazken, serebellumda bir azalmayla sonuglanmistir (184). Guzman-Marin ve
arkadaglar1 8 saatlik ve 48 saatlik uyku yoksunlugunun sican hipokampusunde BDNF
mRNA ve protein diizeylerini azalttigini gostermislerdir (115). Fujihara ve arkadaglar
ise sicanlarin sirtlaria vurularak yapilan 1-2 saatlik uyku yoksunlugunun hipokampal
BDNF mRNA ve protein seviyelerini artirdigint bulmusglardir (114). Conti ve
arkadaglar1 gen ¢ip teknolojisi ve in-situ hibridizasyon metodu kullanarak uyku

yoksunlugunun beyinde BDNF ekpresyonuna etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda,
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BDNF mRNA’sinin hipokampus ve piriform kortekste artmis oldugunu gostermislerdir
(116). Biitiin bu calismalardan elde edilen sonuglarin farkli ¢ikmasi metodolojideki
farkliligin sonucu olabilir. Oyle ki, BDNF ekspresyonu calisilan beyin bdlgelerinin ve
hayvanlarin maruz birakildigi uyku yoksunlugu protokollerinin farkli olmasinin
sonuglari etkilemesi miimkiindiir. Uyku yoksunluguna transkripsiyon ve sinyalizasyon
diizeyindeki duyarlilifin beyin bolgeleri arasinda ayni olmadig: diistintilmektedir (104).
Calismalarda kullanilan hayvanlarin yaslarinin ve ekspresyon analizi yapilan metodun
farkli olmas1 da ¢eliskili sonuglarin ortaya ¢ikmasina katki saglamis olabilir. Ayrica
farkli uyku yoksunlugu metotlarinin ve siirelerinin farkli derecede stresor potansiyellere
sahip oldugu ve 6grenme-bellek iizerine etkilerinin ayni1 derecede olmayacagi da agiktir.
Bu durum sinaptik plastisiteyle ilgili 6nemli bir molekiil olan BDNF nin
hipokampustaki ekspresyonunda elde edilen farkli sonuglar1 agiklayabilir. Ote yandan
sinaptik homeostazis hipotezine gore, uyku yoksunlugunun uzamis siirelerinin artmisg
sinaptik gilicle birlikte, sinaptik plastisiteyle ilgili gen ekspresyonunun artmisg
diizeyleriyle de iligkili oldugu bilinmektedir (103). Calismamizda, uyku yoksunluguna
maruz kalan B1 ve B2 gruplarinda BK grubuna kiyasla hipokampusta daha yiiksek
BDNF ekspresyonunun bulunmasi, sinaptik homeostazis hipoteziyle tutarlidir ve
uykunun asir1 plastik degisimleri sinirlayarak bellek i¢in kararli bir i¢ ¢evre saglama
rolline isaret etmektedir. Ayrica, B2 grubunda BDNF ekspresyonun B1 grubundan daha
fazla olmasi, uyku yoksunlugu siiresinin yaninda ‘“zamanlamasimin” da ndronal
plastisiteyle iliskili molekiiler aracilarin diizeylerini belirleme agisindan O6nemli bir
faktor oldugu fikrini uyandirmaktadir. Diger taraftan, plastisite iliskili gen ekspresyonu
up regillasyonunun bellek fonksiyonlarinda bir diizelmeyle pozitif korelasyon
gostermek yerine, tersine, bozulmus bellek performansiyla birlikte ortaya ¢ikmasi
sasirtict  gibi  gorlinmektedir. Ancak, bedendeki tiim biyolojik siireclerin
gerceklestirilmesinde herhangi bir molekiil i¢in belirlenmis normal fizyolojik sinirlar
s06z konusudur ve bu dar aralifin digindaki suprafizyolojik degerler fonksiyonel olarak
yikict olabilir. Bu durum, o6grenme ve bellek gibi ¢ok sayida sinyal yolaklarinin
katiliminm1 ve diizinelerce yeni molekiiliin sentezlenmesini gerektiren bir biyolojik
fonksiyon i¢in de gegerli olabilir. Ornegin asirt BDNF ve uzamsal bellek iliskisiyle ilgili
olarak, Croll ve arkadaslar1 BDNF overekspresyonunun hipokampal CA1 LTP’sinde ve
pasif kacinma testi performansinda oOnemli bir bozulmayla sonuglandigini

gostermislerdir (119). Benzer sekilde, BDNF asir1 miktarlarmin 8-kollu radyal maze ve
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Morris su labirent testi gibi uzamsal 6grenme ve bellek gorevlerinde de bozulmaya yol
actig1 gosterilmistir (185). Her ne kadar bizim ¢alismamizdaki uyku yoksunlugunun yol
actig1 yiiksek hipokampal BDNF seviyeleri, bu overekspresyon calismalarindaki
ekstrem diizeylerden uzak olsa da, en azindan kismen, 6grenmenin tetikledigi fizyolojik
artis miktarlarinin tizerindeki degerlerle uyku yoksunlugunun yol actig1 bozulmus bellek

davranisini agiklamada bir bakis a¢is1 sunabilir.

CAMK II beyinde zengin miktarda bulunan ve PSD’de yiiksek konsantrasyonda yer
alan 6nemli bir hiicre i¢i Ca*? dedektoriidiir. CaMK II mRNA’s1 dendritlerin aktif
bolgelerinde birikmis haldedir ve bunlarin translasyonlar1 sinaptik aktivite tarafindan
diizenlenir (186). Hipokampal CA1 bdlgesindeki LTP’nin indiiksiyonunun CAMK II
sentezinde hizli bir artisa yol agtigi ve LTP’nin ge¢ fazinin lokal CAMK II protein
sentezi gerektirdigi gosterilmistir (187, 188). Tan ve arkadaslar1 Morris su labirent testi
denemelerinin  hipokampusta CAMK 1II aktivasyonunu indiikledigini ve bellek
performansinin CAMK 1I aktivite diizeyleriyle pozitif olarak korelasyon gosterdigini
bulmuslardir (189). Uyku yoksunlugunun CAMK II ekspresyonuna etkisiyle ilgili
olarak yapilan g¢alismalarda da farkli sonuglar elde edilmistir. Guzman-Marin ve
arkadaglar1 8 ve 48 saatlik uyku yoksunlugunun hipokampusta CAMK 1l mRNA
diizeyinde azalmayla sonug¢landigin1 gostermislerdir (115). Alhaider ve arkadaslar1 24
saatlik uyku yoksunlugunun E-LTP sirasinda P-CAMK Il (fosforile CAMK 1I)
ekspresyonunda azalmaya yol agtigini bulmuslardir (190). Terao ve arkadaslar1 6 saatlik
uyku yoksunlugunun sigan serebral korteks ve bazal 6n beyninde CAMK II
mRNA’sinda up regiilasyona yol agtigin1 gostermislerdir (191). Bizim ¢alismamizda ise
3 saatlik uyku yoksunlugu BK grubuna goére B2 grubunda daha yiiksek olacak sekilde,
her iki uyku yoksunlugu grubunda da bir miktar artisa yol agmistir. Bu farkli sonuglarin
ortaya cikmasindaki belirleyici faktdor uyku yoksunlugu stirelerindeki farkliliklar
olabilir. Daha uzun siireli uyku yoksunlugu paradigmalar1 plastisitede kritik bir sinyal
proteini olan CAMK II’nin bellekle ilgili beyin bolgelerindeki ekspresyonunu azaltma
yoniinde etki gosterirken, gorece daha kisa uyku yoksunluklari ise artirma yoniinde
egilim gosteriyor olabilir. Oyle ki, uyku yoksunlugunun siire agisindan beyin tarafindan
tolere edilebilir bir {ist sinir1 varsa, gorece kisa uyku yoksunlugu paradigmalarinin
plastisiteyle iliskili baz1 molekiilleri up regiile etmesi, bellek bozukluklarini azaltma

yoniinde kompansatuar bir mekanizmay1 temsil ediyor olabilir.
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CREB bellek olusumun siirecinde yer alan 6nemli bir transkripsiyon faktorii olarak
bilinmektedir. Bir deniz omurgasizi olan Aplysia ve fareler {izerinde yapilan ¢alismalar
uzun erimli bellek olusumunda CREB-bagimli gen ekspresyonunun onemini ve bu
yolagin tiirler boyunca korunmus oldugunu ortaya koymustur (192, 193). Davranigsal
bir deneyimde oldugu gibi, CREB’in ekstraseliiler bir uyaran tarafindan aktivasyonu
sinapslardaki yapisal ve fonksiyonel degisimleri stabilize eden proteinlerin
ekspresyonuna yol agmaktadir. Ulloor ve arkadaslar1 6grenmeden sonra hipokampusta
fosforile-CREB (p-CREB) diizeylerinin arttigini rapor etmislerdir (194). Ogrenme hiicre
icinde Ca*? diizeyinde gegici bir artist ve Adenil siklaz aktivasyonunu indiikleyerek,
sirastyla, CAMK II ve cAMP ikincil haberci molekiiliin aktive olmasina yol acar.
cAMP’nin downstream hedefleri arasinda PKA da bulunur ki, bu kinazin CAMK 1 ile
birlikte aktivasyonu CREB’in fosforilasyonuyla ve sonugta plastisiteyle iligkili gen
tirtinlerinin ekspresyonuyla sonuglanir (11). Uyku yoksunlugunun hipokampal cAMP-
PKA sinyal yolagini bozarak CREB’in fosforilasyonunu azalttig1 gosterilmistir (195).
Bunun yaninda, Vecsey ve arkadaslari uyku yoksunlugunun hipokampal cAMP’yi
yikan bir enzim olan fosfodiesteraz 4’iin aktivitesini artirdigini ve bu enzimin
inaktivasyonunun uyku yoksunlugunun yol actifi hipokampal-bagimli bellek
konsolidasyonundaki bozulmay1 geri ¢evirdigini rapor etmislerdir (88). Guzman-Marin
ve arkadaglar1 8 ve 48 saatlik uyku yoksunlugunun hipokampusta CREB mRNA’simn1
azaltigim1  bulmuglardir (115). Alhaider ve arkadaslari da 24 saatlik uyku
yoksunlugunun CA1 ve DG’de CREB protein diizeylerinde azalmaya yol agtigim
gostermisleridir  (196). Bununla birlikte, Cirelli ve Tononi 3 saatlik uyku
yoksunlugunun serebral kortekste p-CREB diizeyinde 6nemli bir artisa neden oldugunu
rapor etmislerdir (111). Bizim c¢alismamizda ise BDNF ve CAMK II’de oldugu gibi,
uyku yoksunluklar1 B1 ve B2 gruplarinda hipokampal CREB mRNA diizeylerinde BK
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmayan artislara yol agmistir ve bu artis B2
grubunda daha fazla olmustur. Dolayisiyla bu ¢aligmada diger iki molekiil i¢in yukarida
ifade edilen hipotetik yaklasimlar CREB i¢in de gegerlidir. Ornegin Bourtchouladze ve
arkadaglar1 transgenik olarak fare hipokampusunde cAMP-PKA yolagmin asiri
aktivasyonlarinin uzamsal bellek performansini bozdugunu ve bellek olusumu i¢in bu
sinyal yolaginin optimal aralikta olmasi1 gerektigini gostermislerdir (197). Pineda ve
arkadaglar1 da hipokampusta Adenil siklaz aktivtesinin Gjqi- reseptor aracili tonik

inhibisyonunun bellek i¢in kritik oldugunu ve bu reseptdr fonksiyonunun bloke
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edilmesinin hipokampus bagimli bellek olusumunu bozdugunu rapor etmislerdir (198).
Bununla paralel olarak, Viosca ve arkadaslar1 hipokampusta CREB aktivitesinin kronik
artisinin Morris su labirent testinde 6grenme ve bellek fonksiyonunu bozdugunu

gostermislerdir (199).

Zif268 hipokampus ve neokortekste yiiksek derecede eksprese olan ve gesitli hiicresel
fonksiyonlara sahip ¢ok sayida genin ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon
faktortidiir. Bellek konsolidasyonunun de novo protein sentezi gerektiren asamasi
CREB aktivasyonuyla birlikte Zif268 ekspresyonunu da gerektirir (104). Zif268 up
regiilasyonu bircok 6grenme-bellek paradigmasinda ve farkli beyin bolgelerinde rapor
edilmistir. Makak temporal korteksinde gorsel eslestirilmis-iliskili 6grenme gorevinde
(200), sigan hipokampusunde aktif kaginma Ogrenme denemelerinden sonra (201),
sicanlarda baglamsal korku kosullanmasindan sonra hipokampus ve amigdalada Zif268
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (202). Jones ve arkadaslar1 Zif268 ekspresyonunun
uzun erimli bellek konsolidasyonunda uzamsal navigasyona spesifik oldugunu
gostermislerdir (203). Hipokampal CA1’de LTP indiiksiyonunu takiben Zif268’in up
regiile oldugunun gosterilmesiyle bu molekiiliin hipokampal sinaptik plastisitedeki rolii
pekistirilmistir  (204). Riberio ve arkadaslari uyanikken c¢evresel zenginlestirme
paradigmasina maruz kalan sicanlarin 6grenme sonrast REM uykusu sirasinda Zif268’in
up regiile oldugunu gostermislerdir (205). Buna paralel olarak, DG’ta LTP
indiiksiyonundan sonra da REM uykusu sirasinda bazi kortikal bolgelerde (entorhinal,
somatosensoryel, frontal korteks) Zif268’in artmis ekspresyonu gozlenmistir (206).
Ayni ¢alismada, REM uykusu basglamadan 6nce hipokampusun tetrakain ile indiiklenen
inaktivasyonunun bu kortikal bolgelerde Zif268’in up regiilasyonunu bloke ettigi de
gosterilmistir. Bu sonug bellek konsolidasyon siirecinde korteksteki gen ifadesinin
hipokampusun kontrolii altinda olabilecegi ihtimalini ortaya ¢ikarmigtir (25). Terao ve
arkadaslar1 farelerde 6 saat uyku yoksunlugunun ardindan 4 saatlik bir dinlenme
periyodunun serebral korteks ve bazal 6n beyinde Zif268 mRNA diizeylerinin up
regililasyonuna yol agtigini gostermislerdir (207). Ravassard ve arkadaslar ise 4 saatlik
REM uyku yoksunlugunun siganlarda baglamsal korku kosullanma konsolidasyonunu
bozdugunu ve dorsal hipokampal CA1l bolgesinde Zif268 ekspresyonunu azalttigini
rapor etmislerdir (208). Bizim ¢alismamizda da buna paralel olarak, hipokampal Zif268

ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna gore REM uykusu yoksunluguna maruz gruplarda
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benzer olarak daha diisiik bulunmustur. Calismamizdaki 3 saatlik uyku yoksunlugu
diger ¢alismalarda uygulanan uyku yoksunlugu siirelerine kiyasla, oldukc¢a 1limh bir
uyku bozuklugu modelini yansitmaktadir. Marks ve Wayner platform metodu
kullanarak 3, 6 ve 9 saatlik REM uyku yoksunlugunun hemen ardindan aldiklar1 DG
LTP kayitlarindan, yoksunlugun hipokampal sinaptik plastisiteyi “zaman-bagimli” bir
sekilde bozdugunu gostermislerdir (209). Dolayisiyla uyku yoksunlugunun daha yiiksek
siireleri gen ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli sonuglar ¢ikmasina katki

sagliyor olabilir.

REST, noron-spesifik genlerin yiizlercesini regiile ettigi diisiiniilen bir ¢inko parmak
transkripsiyon faktoriidiir. REST’in yetiskin hipokampal graniiler ve piramidal
noronlarda yiiksek derecede ekspresyon profili sergiledigi bulunmustur (210). Ayrica
yetiskin postmitotik néronlarin iskemiye ve ndbete yanit olarak hipokampusta REST’i
up regiile ettigi gosterilmistir (211, 212). Onceleri REST’in bu up regiilasyonunun
noronlar i¢in zararli oldugu disiiniilse de, yeni ¢aligmalar hipokampustaki olgun
noronlarda REST’in indiiklenmesinin eksitabilitenin inhibitér homeostatik kontroliinde
rol olan koruyucu bir mekanizma oldugunu ortaya koymustur. Lu ve arkadaslari
REST’in yash insan beyninde stres direnci ile iligkili bir gen agini diizenlemek iizere
indiiklendigini gostermislerdir (75). Biligsel yetenekleri bozulmamis bu yagsli insanlarda,
artmis REST diizeylerinin hipokampus, prefrontal korteks gibi Alzheimer hastaligina
kars1 savunmasiz beyin bolgelerinde gézlenmistir. Dolayisiyla REST noronlart oksidatif
stresten ve ameloid B-protein toksisitesinden koruyan ve yetiskin beyninde normal
fizyolojik kosullarda bulunmasi gereken bir molekiil gibi géziikmektedir. Calismamizda
hipokampal REST ekspresyonunun her iki uyku yoksunlugu gruplarinda kontrol
grubuna gore daha diisiik oldugu bulunmugstur. Uyku yoksunlugu beynin bu koruma
yanitin1 bozacak sekilde hipokampusta REST’i down regiile eden bir sonuca zemin
hazirliyor olabilir. Ayrica bu sonug, uykusuzlugun beynin fizyolojik meydan okumalara
karst adaptif yanit verme esnekligini azaltan bir durum oldugu goriisiine katki
saglayabilir. Oyle ki, Alzheimer, otizm, inme gibi nérolojik rahatsizliklarmin ve beyin
hasarlarinin rehabilitasyon siirecinde uyku bozukluklarinin diizeltilmesi 6nemli bir

hedef olarak kabul edilmektedir (213).

Tomozin, SNARE kompleksi olusumunu engelleyerek norotransmitter igeren

vezikiillerin salimmini negatif olarak etkileyen bir presinaptik proteindir. Bu yolla
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Tomozin, sinaptik yariga dokiilecek vezikiil havuzunun boyutunu kontrol ederek
sinaptik iletimi modiile edebilir. Ilging olarak Tomozin-SNARE kompleksi arasindaki
etkilesim, sinaptik plastisitedeki pozitif rolii iyi bilinen PKA tarafindan Tomozin’in
fosforilasyonuyla diizenlenmektedir (214). Tomozinin davranigsal plastisitedeki roliinii
arastiran bir calismada, hipokampal Tomozin’in overekspresyonu Morris su labirent
testinde 6grenme ve bellek performansinda bozulmayla sonuglanmustir (77). Yine bu
calismada Mossy fiber-CA3 sinapslarindaki elektrofizyolojik kayitlar, Tomozin
overekspresyonunun hipokampal sinaptik plastisiteyi negatif olarak etkiledigini
gostermistir. Bu sonuglar hipokampal Tomozin ekspresyon paternini degistirebilecek
durumlarin potansiyel olarak sinaptik etkinligi ve plastisiteyi etkileyebilecegine isaret
etmektedir. Literatlirde uyku yoksunlugunun Tomozin ekspresyonuna etkisi ile ilgili bir
caligmaya rastlanmamustir. Calismamizda uyku yoksunluguna maruz kalan Bl ve B2
gruplarimin hipokampal Tomozin ekspresyonunda BK grubuna kiyasla daha yiiksek bir
ekspresyon profili sergiledikleri gozlenmistir. Istatistiksel olarak anlaml1 olmasa da, bu
artislar B2 grubunda daha yiliksek bulunmugstur. Sonugta uyku yoksunlugunun 3 saatlik
sliresinin bile, hipokampusta Tomozin ekspresyonunu degistirebildigi goriilmiistiir.
Dolayisiyla 6grenme sonrasi uyku yoksunlugunun bellek performansina negatif
etkisinin ortaya ¢ikmasinda, sinaptik iletiyi negatif olarak regiile eden bir presinaptik

protein olan Tomozinin de katkisi1 olabilir.

Sonu¢ olarak calismamizda elde ettigimiz sonuglar, Ogrenme sonrast uyku
yoksunlugunun hipokampusta bazi genlerin ekspresyonunu up regile ettigini
gostermektedir. Sinaptik homeostazis hipotezine gore uyanik donemde deneyimlerin yol
actig1 sinaptik giiclenme ve agirlik artisi uyku sirasinda (6zellikle NREM) “asagi
cekilerek” dengelenir. Buna gore uyku yoksunlugunun yol agtigi uzamis uyaniklik
plastisite-iligkili sinyal molekiilerinin up regiilasyonuyla sonuglanir (103). Diger
taraftan aktif sistem hipotezine gére de, NREM sirasinda sinaptik replay ve REM
uykusu sirasinda ise IEG’lerin transkripsiyonu bellek konsolidasyonuna katki saglar
(104). Bizim c¢alismamizda, her ne kadar modifiye ¢oklu platform metodu kullanilarak
O0grenme sonrast REM uyku yoksunlugunun bellek konsolidasyonuna etkisini
aragtirmak amaclanmis olsa da, bu metodun ayni zamanda NREM uykusunda da bir
miktar kayba yol agmis olmasi s6z konusudur. Oyle ki, modifiye ¢oklu platform metodu

ile yapilan uyku yoksunlugunun kemirgenlerde REM uykusunun % 95’ini suprese
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ettigi, NREM’de de % 40’a varan oranlarda azalmaya yol actig1 gosterilmistir (216).
Dolayisiyla ¢aligmamizda uygulanan 3 saatlik uyku yoksunlugu paradigmasi, REM
uykusunun neredeyse tamamen elimine edildigi ve NREM uykunun da yaklasik olarak
yarisinin ortadan kaldirildigr gorece total uyku yoksunluguna benzer bir nitelik
tagimaktadir. Calismamizdaki hipokampal gen ekspresyonu sonuglari bu acgidan
degerlendirildiginde, uyku yoksunlugunun BDNF, CAMK II ve CREB mRNA’larinda
bir miktar up regiilasyona yol agmasi, yoksunlugun NREM uykuda yol a¢tig1 kayipla
iliskili olabilir. Bu noktadan bakildiginda ¢calismamizda elde ettigimiz sonuglar, onceki
calismalarda ortaya ¢ikan uyku yoksunlugu paradigmalariin hipokampusta ve bellekle
iligkili diger beyin bolgelerinde gen ekspresyonlarinda up regiilasyonla sonuglanmasiyla
paralel goziikmektedir. Ancak bizim c¢aligmamizda, uyku yoksunlugunun 3 saat gibi
gorece kisa bir periyotta uygulanmasi ve bu siire zarfinda NREM uykusunun daha az
etkilenmis olmas1 hipokampal gen ekspresyonundaki up regiilasyonu sinirlayarak, B2
grubunda BDNF geni haric CAMK II ve CREB mRNA diizeylerinde istatistiksel olarak

anlamli olmayan artislara yol agmustir.

5.3. Hipokampal miRNA Ekspresyon Sonuglari

Hipokampusta yeni anilarin kalici hale getirilmesi “de novo” protein sentezi gerektirir.
Yapisal ve fonksiyonel plastisite icin temel olan bu siliregte yer alan miRNA’lar,
ogrenme ve bellek gibi hipokampus bagimli fonksiyonlari regiile edebilirler (217). Gen
ekspresyonunda oldugu gibi, miRNA transkripsiyonu da ndronal aktivite ile diizenlenir
ve bodylece 6grenme, uyku, uyku yoksunlugu gibi farkli aktivite bagimli siirecler
tarafindan etkilenebilir (14, 167). Calismamizda Morris su labirent testinde 6grenme
denemelerine ve ardindan uyku yoksunluguna maruz kalmis hayvanlarin
hipokampuslarinde miR-132, miR-124, miR-9, miR-182, miR-219 ve miR-325’in
ekspresyon diizeyleri olgiildii. Bu miRNA’lar beyinde yiiksek derecede eksprese
edilmeleri, o6grenme ve bellek c¢alismalarinda yogun olarak yer almalart ve

calismamizda kullanilan genlerle iliskili olmalar1 nedeniyle tercih edilmistir.

miR-132 sinaptik plastisiteyi ve ndronal morfolojiyi degistirebilme 6zellikleriyle
o0grenme ve bellek ¢alismalarinda en ¢ok c¢alisilan miRNA olmustur (42). Noéronal
aktivite ve ndrotrofinler tarafindan ekpresyonu indiiklenen miR-132, dendritik protein
sentezini diizenleyerek Ogrenme ve bellekte Onemli rol oynamaktadir (16).

Calismamizda hipokampal miR-132 gen ekspresyonunun Bl grubunda BK grubuna
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kiyasla anlamli olarak diisiik oldugu goriildii. miR-132 diizeyleri Morris su labirent testi
o6grenme denemeleri uygulanan BK grubunda en yiiksek diizeydeyken, 6grenme sonrasi
uyku yoksunluguna maruz kalan iki grupta da daha diisiik olarak gézlendi. miR-132"nin
O0grenme tarafindan indiiklenmesiyle ilgili olarak, hipokampal miR-132 diizeylerinin
baglamsal- ve trace (iz) korku kosullanmasinda arttig1 gosterilmistir (218, 219). Wang
ve arkadaslari, in-vivo olarak hipokampal miR-132’nin viriis-aracili inhibisyonunun
bilginin depolanmasinda gegici bir bozulmaya yol agtigini gostermislerdir. Benzer
sekilde miR-132’nin uzamsal bellek olusumundaki roliiyle iliskili olarak, yeni obje
tanima ve Barnes maze gibi hipokampus bagimli davranigsal testlerde de hipokampal
miR-132 diizeylerinde bir artis oldugu gozlenmistir (140, 144). Hansen ve arkadaslari,
bu calismalarinda miR-132’nin normal fizyolojik degerlerinin {iizerindeki yiiksek
diizeylerinin her iki testte de bellek performansinda bozulmaya yol actigini rapor
etmiglerdir. Bu sonuglar, hipokampal miR-132’nin suprafizyolojik degerlerinin
indiikledigi asir1 dendritik diken olusumunun néron fonksiyonu agisindan sinirlayict bir
durum olabilecegi seklinde yorumlanmustir (144). Ogrenme-bellekte rol alan genlerin
overekspresyonunun yol agtigi bozulmus bellek performansina analog olarak, miR-
132’nin fizyolojik olmayan asir1 miktarlarinin da hafizayr negatif olarak etkiledigi
gozlenmistir. Diger taraftan Magill ve arkadaslari, miR-132 nakavtinin fare hipokampal
noronlarinda dendritik dallanmada ve diken yogunlugunda azalmaya yol actigim
gostermislerdir (220). Sonug¢ olarak, miR-132 diizeyinin normal fizyolojik araligi
disindaki artis1 ve azalisi, muhtemelen farkli mekanizmalar araciligiyla 6grenme ve
bellekte benzer sekilde bozulmalarla sonuglanmaktadir. Ogrenme-bellek ve miRNA
iliskisiyle ilgili zengin bir literatiiriin aksine, uyku ve uyku yoksunlugunun beyin
miRNA diizeylerine etkisi hakkinda ¢ok az c¢alisma mevcuttur. Davis ve arkadaslari,
siganlarda 8 saat total uyku yoksunlugunu takiben hipokampus, hipotalamus, prefrontal
ve somatoduysal kortekste yaklasik 50 miRNA’nin uyku kaybindan etkilendigini ortaya
koymuslardir (167). Bu miRNA’larin up- ya da down regiile olmasindaki degisimin
yonii incelenen beyin bolgesine gore degismistir. Ornegin 49 miRNA hipokampusta up
regiile olurken, bunlarin prefrontal kortekste 19°u down- ve 2’si up regiile olmustur. Bu
calismada miR-132’nin uyku yoksunlugundan sonra bellek ile iliskili iki beyin bolgesi
olan hipokampusta up regiile ve prefrontal kortekste down regiile olmasi, yapiya 6zel
bellek fonksiyonuna (kisa erimli ve uzun erimli bellek) atfedilmistir. Bizim

calismamizda, tersine, 3 saatlik REM uyku yoksunlugu sonunda hipokampal miR-132
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diizeyleri BK grubunda daha yiiksek, uyku yoksunlugu gruplarinda ise B1’de anlamli
olmak {izere daha diisiik bulunmustur. Bu farklilik uyku yoksunlugu siirelerinin ve
bozulan uyku asamasi igeriklerinin (REM ya da NREM) farkli olmasindan
kaynaklanmis olabilir. Bunun yaninda c¢alismamizdaki deneysel protokol, 6grenme
sonrast uyku yoksunlugunun hipokampal miRNA diizeylerine etkisini belirlemek {izere
kurgulanmis oldugundan, hipokampus bagimli bir 6grenme testine maruz kaldiktan
sonra uyku yoksunlugu uygulanan farelerde miRNA regiilasyonunun farkli sekilde
etkilenmis olmasi da muhtemeldir. Kompleks bir gorevi 6grenmeye maruz kalmis bir
hipokampus acisindan sonraki uyku donemi, hem aktive olan molekiiler ve
biyokimyasal yolaklar agisindan hem de NREM deki replay, yavas dalga gibi spesifik
elektriksel aktivitelerin varligi nedeniyle noronlar igin oldukga farkli bir fizyolojik
ortam olusturur. Dolayisiyla 6grenme sonrast uyku yoksunluguyla siradan bir uyku
yoksunlugu paradigmasinin hipokampal miRNA ekspresyonuna etkisi benzer sekilde
sonuglanmayabilir. Saab ve Mansuy’un Onerdigi gibi, yeni anilar 6grenmeyi izleyen
dénemde bir néron grubunda kodlanmais, biyokimyasal ve epigenetik olarak desteklenen
spesifik elektriksel formlar olarak bulunabilirler (30). Bu elektriksel formlarin,
“memory engram (bellek izleri)” olarak bir grup noéronda anilarin fiziksel bir isareti
olarak temsil edildigi disiiniilmektedir. Buna gore, bir elektriksel “memory engram”in
bozulmadan varligim1 siirdiirmesi bir néronun bagka bir ndronu aktive edebilecegi
asenkronize atesleme aktivitelerinin var oldugu kosullar1 gerektirir. Dolayistyla NREM
uykudaki senkronize yavas dalgalar bellek engramlari i¢in yikict olabilir ve kalici noral
kodlar epigenetik olaylarin ve biyokimyasal degisikliklerin varligiyla uyku sirasinda
“silinmekten” kurtulabilirler. Bu yaklagim uykunun sinaptik down scaling hipotezi ile
epigenetik mekanizmalar arasinda bir koprii kurarak, uyku-bellek iligkisini belirleme
acisindan yeni bir bakis agis1 saglayabilir. Bu modele gore, hipokampal miR-132’nin
uyku yoksunluguna maruz kalmayan BK grubunda yiiksek, uyku yoksunluguna maruz
kalmis gruplarda da diisiik olmas1 miimkiindiir. Bellek i¢in pozitif bir modiilator olarak
hipokampal miR-132, 6grenilmis yeni anilari uyku sirasinda “sinaptik budanma” dan
koruyan bir mekanizmanin parcasi olabilir. Hipokampal miR-132’nin B2 grubunda
B1’e gore yliksek olmasinin altinda, B2 grubu hayvanlarin 6grenme traillerinden sonra
3 saat kafeslerinde bekletilmeleri ve bu siirenin bir kismmin uykuda ge¢mis olmasi
yatabilir. Ayrica uyku asamalar karakteristikleri bakimindan, B1 grubunda hayvanlarin

O0grenme sonrast donemde daha az NREM uyku periyoduna maruz kalmis olmasi da
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miR-132 diizeylerinin diisiik kalmasina katki saglamig olabilir. Yine bu modele gore,
NREM uykusuna kiyasla daha desenkronize elektriksel beyin aktivitesinin goriildiigi

REM uykusu bellek izleri igin koruyucu olan bir donemi temsil edebilir.

miR-124 hipokampusta en fazla cksprese edilen ve yiizlerce geni regiile eden
miRNA’lardan biridir (221). Ayrica bellek fonksiyonunda rolii oldugu ilk kez gosterilen
Aplysia’da da en fazla bulunan noron-spesifik miRNA’dir (222). Aplysia'da miR-
124’tin CREB’i suprese ederek serotoninin indiikledigi sinaptik kolaylastirmayi
sinirladigr gosterilmistir. Kimyasal olarak modifiye edilmis bir antagomir ile miR-
124°1in inhibisyonu ise tersi etki gostererek sinaptik kolaylastirmay: diizeltmistir. Yang
ve arkadaglari miR-124 overekspresyonlarinin uzamsal bellek performansint ve
hipokampal LTP’yi bozdugunu gostermislerdir (223). Bizim ¢aligmamizda ise miR-132
ile benzer olarak, miR-124 BK grubunda yiiksek ve B1 grubunda diger gruplara goére
anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu sonuglar bellek fonksiyonlar1 agisindan negatif
role sahip miR-124’tin, uyku yoksunlugunda down regiile edildigi adaptif bir
mekanizma olabilecegine isaret etmektedir. Yang ve arkadaglari ayni ¢aligmalarinda,
miR-124’iin bellek icin kritik bir [EG olan Zif268’in ekspresyonunu azalttigini rapor
etmislerdir (223). Dolayisiyla REM uyku yoksunlugu nedeniyle hipokampal Zif268
ekspresyonlar1 azalan B1 ve B2 grubu hayvanlarda, bellekteki bozulmay1 azaltacak
adaptif bir yanit olarak bu mRNA’y1 hedefleyen miR-124 down regiile edilmis olabilir.
Ayrica bu yanit, hipokampal miR-124’lin en az eksprese oldugu B1 grubunda bellek

performansi agisindan daha az bozulma goriilmesini de agiklayabilir.

mMiR-182, ”miR-183 cluster” olarak bilinen ve miR-183, miR-96 ve miR-182’den olusan
bir gen siifinin liyesidir. Bu iic miRNA oldukg¢a benzer sekanslara sahip olsalar da,
seed sekanslarindaki kiiciik farklar bunlarin farklit mRNA’lar1 hedeflemelerine yol acar
(224). Dendritik dikenlerdeki aktin-bagimli hiicre sitoiskeletal yeniden yapilanmanin
noral plastisitedeki varligi bilinmekte olup, miR-182’nin bu siirecte yer aldig
diistiniilmektedir (104, 225). Calismamizda hipokampal miR-182 ekspresyonunun BK
grubuna kiyasla uyku yoksunlugu gruplarinda B1 grubunda anlamli olmak tizere daha
diisiik oldugunu bulunmustur. Morris su labirent denemeleri kontrol grubumuzdaki
hayvanlarin hipokampuslarinde miR-182 diizeyini up regiile etmis olabilir.
Woldemichael ve arkadaglari, bu miRNA sinifinin hipokampus bagimli bir gorevi

ogrenmeden sonra hipokampusta up regiile edildigini, uzun erimli bellek olusumu ve
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sinaptik plastisitede rol oynadigimi gostermislerdir (224). Ote yandan, uyku yoksunlugu
gibi kognitif fonksiyonlar i¢in zorlayici kosullar miRNA regiilasyonununda onemli
degisimleri tetikleyebilir. Bir miRNA’nin yiizlerce genin regiilasyonunda yer almasi
g0z Oniine alindiginda, organizmanin maruz kaldigi kosullar bu diizenlemenin niteligini
degistirebilir. Ornegin, 6grenme sonrasi uyku yoksunlugu hipokampustaki miRNA
regiilasyonunu bellek fonksiyonundaki bozulmay1 en aza indirecek sekilde etkileyebilir.
Bu bakis agisindan miR-182’nin hedeflerinden birinin BDNF oldugu gbéz Oniine
alindiginda (226), B1 ve B2 gruplarindaki azalmis hipokampal miR-182 diizeyleri boyle
bir diizenlemenin sonucunu yansitiyor olabilir. Woldemichael ve arkadaslar1 6grenme
sonras1 gozlenen hipokampal miR-182’deki up regiilasyonda hedef genin, bellek
fonksiyonunda negatif etkisi bilinen bir histon deasetilaz (HDAC) enzimini kodlayan
HDAC9 oldugunu bildirmiglerdir (224). Sonu¢ olarak B1 grubunda bellek
fonksiyonlarmnin gérece bozulmamis olmasi, bu grupta hipokampal BDNF’yi

hedefleyen miR-182"nin down regiile edilmesiyle agiklanabilir.

miR-219 beyinde yiiksek derecede ecksprese edilen ve Alzheimer, Parkinson ve
Sizofreni gibi ndrodejeneratif hastaliklarda rolii oldugu gosterilen bir miRNA’dir (227,
228). Kocerha ve arkadaslar, miR-219’un CAMK II’yi hedefleyerek NMDA
sinyalizasyonunu diizenledigini ve miR-219 regiilasyonundaki bozulmanin Sizofreni
gibi hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda rol oynayabilecegini gostermislerdir (227). Ayrica
Zheng ve arkadaslart miR-219'un CAMK II/NMDA reseptor yolagint modiile ederek
deneysel epilepsi modellerinde ndbet olusumunu baskilamada rol oynayabilecegini ve
mMiR-219 uygulamasinin epilepsi tedavisinde potansiyel bir strateji olabilecegini rapor
etmislerdir (229). Bizim ¢alismamizda hipokampal miR-219 B2 grubunda en yiiksek ve
B1 grubunda diger iki gruba kiyasla anlaml olarak diisiikk bulunmustur. B2 grubunda
asir1 miktardaki miR-219 hipokampusta CAMK IT mRNA’sin1 hedefleyerek bellek igin
kritik bir sinyal yolagii negatif olarak etkilemis olabilir. Buna paralel olarak, Bl
grubundaki hipokampal miR-219’un down regiilasyonu da, bellek fonksiyonundaki

bozulmayi indirgeyen bir yanit olarak ortaya ¢ikmis olabilir.

miR- 325 hipokampusta eksprese olan ve 70’in iizerinde genin regiilasyonunda gorev
aldig1 bilinen bir miRNA’dir (230). Benito ve arkadaslar1 Bicucullinle tedavi edilen fare
hipokampal néron kiiltlirinde miR-325’in up regiile edildigini gostermislerdir (231).

Barak ve arkadaslari, miR-325’in ¢evresel zenginlestirme paradigmasina maruz
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farelerin hipokampuslarinde up regiile oldugunu ve Alzheimer fare modelinde ise bu
miRNA’nin down regiile edildigini rapor etmislerdir (215). Bu ¢alismada elde edilen
sonuglarin miR-325’in Tomozin’i hedeflemesiyle ortaya c¢iktigi bildirilmistir. Bizim
calismamizda ise B1 grubundaki hipokampal miR-325 diizeyi diger iki gruba kiyasla
anlamli olarak diisiik bulunmustur. Her ne kadar bu sonu¢ hipokampal Tomozin
ekspresyonlariyla birlikte diisiiniildiigiinde Barak ve arkadaslarinin ¢alismalarindan elde
ettikleri sonuglarla uygunluk gostermese de, miR-325’in diger hedef genleri arasinda
sinaptik iletide rol oynayan “Vesicle-associated membrane protein 2 (VAMP2)” geni ve
AMPA reseptor alt initesini kodlayan “Glutamate Receptor lonotropic AMPA 4
(GRIA4)” geni de bulunmaktadir (230). Dolayisiyla hipokampal miR-325, Tomozinin
disinda sinaptik plastisite agisindan pozitif rolii olan genlerin diizenlenmesiyle de iligkili
olabilir ve B1 grubundaki diisiik ekspresyon bellek fonksiyonu i¢in avantaj saglamis

olabilir.

miR-9 yetiskin beyninin hipokampus gibi noérojenik bolgelerinde ve noral prekiirsor
hiicrelerinde yiiksek derecede eksprese edilen bir miRNA’dir (232). miR-9’un noronal
farklilasma ve aksonal dallanmada gorev aldigi bilinmektedir (217). Bu miRNA’nin
Huntington’s, Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarla iligkili oldugu da ileri
striilmektedir (151). Caligmamizda hipokampal miR-9 diizeylerinde B2 grubunda en
yiiksek B1 grubunda en diisiik olan bir ekspresyon profili ortaya ¢ikmistir. Giusti ve
arkadaglar1 miRNA sponge teknigi kullanarak hipokampal noéronlarda miR-9’un
inhibisyonunun dendritik biiylimede ve sinaptik iletide bir bozulmayla sonug¢landigini
rapor etmislerdir (233). Bu inhibisyona REST’in gii¢lii bir up regiilasyonunun eslik
ettigini gostermislerdir. Bu sonuglardan miR-9’un in vivo REST’1 hedefleyerek sinaptik
plastisitede rol oynadigi anlagilmaktadir. Ayrica Sim ve arkadaslart miR-9’un
hipokampal inhibisyonunun LTP’de ve 6grenme ve bellek fonksiyonunda bozulmaya
yol agtigin1 gostermislerdir (234). Sonug¢ olarak 6grenme ve bellek fonksiyonu igin
hipokampal miR-9’un varligi gereklidir ve bizim ¢alismamizdaki BK grubunda elde
edilen miR-9 diizeyi normal fizyolojik araliktaki miktar1 yansitabilir. Diger taraftan
hipokampal miR-9 degerlerinin uyku yoksunlugunun yol actigi fizyolojik araligin
disindaki diisiik ve yliksek diizeyleri bellek performansinda farkli derecelerde
bozulmaya yol agabilir. Malmevik ve arkadaslart hipokampusta miR-9’un

inhibisyonunun 31 gende up regiilasyona ve 69 gende down regiilasyona yol agtigini
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rapor etmislerdir (217). Bu genler arasinda hiicre adezyon genleriyle endositoz,
fagositoz ve hiicre oliimiinden sorumlu genlerin bulundugu gosterilmistir. Dolayisiyla
herhangi bir nedenle ortaya ¢ikan hipokampal miR-9 ekspresyon diizeyindeki anormal
degisiklikler, plastisitede ise karigan ¢ok sayida genin bozulmus regiilasyonuna eslik

edebilir.

Ozetle, ilk bakista sonuglarimiz Bl grubundaki uyku yoksunlugu paradigmasinin
hipokampal miRNA ekspresyonunda global bir down regiilasyona yol agtigina isaret
etmektedir. Calismamizda ekspresyonu arastirilan 6 genin disinda sinaptik plastisitede
diizinelerce protein molekiilii yer almaktadir ve bunlar arasindaki olasi1 hedefler
acisindan diisik miRNA ekspresyonu avantaj saglamig olabilir. Bu sonuglarla Bl
grubundaki hayvanlarin davranigsal performanslari arasinda bir korelasyon kurarak,
azalmis miRNA ekspresyonunun gorece bozulmamis bellek fonksiyonuna katki
sagladig1 yorumu yapilabilir. Ancak, her ne kadar sonu¢larimiz B1 grubunda 6grenme
sonrast hemen uyku yoksunlugunun hipokampal miRNA ekspresyonunda bir down
reglilasyona yol actigina isaret etmis olsa da, uyku yoksunlugunun yol agtigi miRNA
ekspresyonu degisiminin fonksiyonel sonuglar1 agisindan genelleme yapmak yaniltict
olabilir. Bagka bir ifadeyle B1 grubundaki gérece bozulmamis bellek performansini
dogrudan bu grubun hipokampal miRNA ekspresyonundaki azalmis ekspresyonla
iliskilendirmek isabetli bir yaklasim olmayabilir. Bunun ¢ok sayida nedenleri arasinda
sinapslarda  miRNA regiilasyonunun her zaman negatif etki gOstermemesi, bir
miRNA’nin farkli nitelikteki yiizlerce geni hedefleyebilir olmasi ya da bir genin ¢ok
sayida miRNA tarafindan hedeflenebilir olmasi gibi etkenler sayilabilir. Bu ylizden her
bir miRNA’daki degisimin bellek performansi tizerindeki etkisini ayr1 ayr
degerlendirmek daha isabetli olacaktir. Bunun yaninda miRNA transkripsiyonunun ve
cok sayida komponentin yer aldig1 kompleks bir siire¢ olan miRNA biyogenezinin bazi
asamalarinin aktivite bagimli diizenlenmesi de goz ardi edilmemelidir (13). Ogrenme,
uyku ve uyku yoksunlugundaki noronal aktivite degisiklikleri miRNA ekspresyonunda
biiyiik capta degisimleri tetikleyebilir. Ogrenme sonrasi uyku sirasindaki neokortikal-
entorhinal-hipokampal elektriksel iletisim, bellekle iligkili bu beyin yapilarinda
konsolidasyonu gli¢lendirecek nitelikte farkli miRNA ekspresyon programlarin
harekete gecirebilir. Uyku yoksunlugunda ise durum, bellekteki bozulmaya katki
saglayan ya da koruyucu olarak harekete gecen adaptif bir yanit seklinde olabilir.
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Dolayisiyla bir noérondaki miRNA regiilasyonu ndronal aktivite tarafindan dinamik
olarak etkilenen ve hiicredeki diizenlemenin yOniiniin her zaman degisebilecegi

karmasik bir fenomen olarak goziikmektedir.

Bu c¢alismada 6grenme sonrast REM uyku yoksunlugunun bellek bozucu etkisinin
zamansal c¢ercevesini belirlemenin yaninda, bu siiregte plastisiteyle iliskili olabilecek
cok sayida genin ve miRNA’nin hipokampal ekspresyonlarini analiz ederek genel bir
molekiiler perspektif sunulmasi amaglanmistir. Oncelikle bir genin islevsel son
lirlinliniin protein molekiilleri oldugu dikkate alindiginda, genlerin posttranskripsiyonel
regiilasyonun net sonucunun belirlenmesi acisindan protein analizlerinin de yapilmasi
daha isabetli olacaktir. Ancak bu durum ¢aligmanin maliyetini artiracagindan,
aragtirmak istenen gen ve miRNA sayis1 azaltilarak belirli bir hedefe odaklanmak daha
net sonuglar verebilecektir. Bunun yaninda 6grenme sonrasi uyku yoksunlugunun bellek
konsolidasyonuna etkisinin ortaya konulmasinda, elektrofizyolojik (LTP gibi) ve
histolojik ¢alismalarin da eklenmesi yapisal ve fonksiyonel plastisitedeki degisimleri

belirleme yoniinden faydali olacaktir.
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