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BOLUM |

OZET

Bu calismada bes gun sureyle total uyku yoksunlugu ve REM uyku
yoksunlugu uygulanan siganlarda beyin nitrik oksit dizeylerinde, kontrollara

gore ortaya ¢ikabilecek degisiklikler incelenmistir.

Bu amagla, iki ayri arag kullanilmistir. Bunlardan ilki, Gazi Universitesi
Tip Fakultesi Fizyoloji laboratuarinda geligtirilen, deneklerin sirekli uyanik
kalmasini saglayan fakat bir egzersiz etkisi olusturmayan bir “modifiye ylurume
bandi dizenedi” ile digeri literatirde klasik REM uyku yoksunlugu

arastirmalarinda kullanildigi belirlenen bir ” tabla dizenegi ” dir.

Total uyku yoksunluguna ugratilan deneklerin beyinlerinin beyin sapi,
serebellum, hipokampus ve korteks bdlgelerinden alinan  doku
homojenatlarinda Sievers 280 model analizér ile yapilan NO2 ve NOs
Olcimleri, normal fizyolojik uykusunu uyuyan deneklerin ayni bdlgelerinden
alinan o6rneklerle karsilastirimistir. REM uyku fazina girmeleri engellenen
deneklerin ayni bolgelerine ait beyin dokusu ornekleri ise, standart kosullari
saglamak amaci ile ayni dizenegin diger platformunda tutulan ve REM fazini

uyumasina izin verilen REM kontrol grubu beyin 6rnekleri ile karsilastiriimigtir.



Elde edilen sonuglar, nitrik oksit aktivitesinin ya da dluzeyinin duzeyinin
en fazla hipokampuste bulundugunu ve beyin alanlari icinde duzeylerin farkhlik
gosterdigi, uyku yoksunlugu ile de bu farklihgin korundugunu gostermektedir.
Numune alinan beyin alanlari itibariyle beyin sapi, serebelum, hipokampus,
hipotalamus, kortekste NOs ve NO:2 duzeyleri bakimindan farkhlik oldugu ve
NOsz ve NO:2 duzeyleri bakimindan farkliik oldugu ve yapilan istatistiksel
analizlere dayali olarak, alanlara gore farklilk oldugu saptanmistir. Bu durum
Benedetti ve arkadaslari (9), Williams ve arkadaslari (72) ve Forstermann ve
arkadaslarinin  (22) calismalarinda elde edilen sonuglar ile paralellik

gOstermektedir.

Bu calismada uyku ve uyku yoksunlugunun beynin NO duzeylerini
etkiledigi saptanarak; uyku yoksunlugunun &grenme, hafiza gibi temelde
NO’nun noral plastisite mekanizmalari ile islerlik kazanan diger fonksiyonlarina

olan etkilerini aragtirma geregi vurgulanmistir.



ABSTRACT

In this study, we exemined the changes at the level of nitric oxide in rat
brain which was exposed to total and REM sleep deprivation for 5 days, and
compared the results control groups.

For this purpose, we used two different apparatus. The first apparatus was
specially developed in phsiology laboratory of medical school of Gazi University.
It is a “ modified treadmill” keeping the rats continiously awake but not cousing an
exercise affect on them. The other mechanism is a “ plate apparatus” known to
be clasically used in REM sleep deprivation researches.

Tissue homogenates are prepared from medulla oblongata, cerebellum,
hippocampus and cortex of brain of rats that were exposed to total sleep
deprivation.

NOsz and NO:2 values of this homogenates are measured by using a “
Sievers Model 280 Analyser”. The results are compared to control group results.
Brain tissue measurement of the rats exposed to REM sleep deprivation are
compared to the measurements of the rats kept in the other plate of apparatus to
provide standart condition and permitted to REM sleep.

The results indicate that ;

The maximum activation of NO or NOs and NOz levels is found in hippocampus.
NOs & NO: levels are different in the medulla oblongata, cerebellum,

hippocampus and cortex .



This difference between the spesific brain regions is also found statistically
different.

This results is similar to study results of Benedetti et all ( 9), Williams et all
( 72) and Forstermann et all ( 22).

However sleep deprivation does not cause a signifficant difference at NO3
levels but cause a signifficant difference at NO2 levels and total sleep deprivation
group showed a statistically significant increase at NO2 level.

In this study, we determined that sleep and sleep deprivation affect NO
level of brain. These data suggests for further investigations about effects of
sleep deprivation on the other functions of brain which functions by neural

plasticity mechanisms such as learning and memory.



GIRIS ve AMAG

Uyku REM ve nonREM adi verilen iki fazi olan fizyolojik bir suregtir. Bir
felsefi gorise gore uyku, mental aktivitelerin durdugu, beynin dinlendigi pasif
bir strectir, komanin benzeri bir tablodur. Bu gorugtin hakim oldugu donemde
HESIOD uykuyu "uyku 8limiinin kardesidir" seklinde tanimlamistir. Bugiin de
gecerli ve fizyolojik olarak kabul edilen diger bir gorise goére ise uyku,
uyaniklik gibi, mental aktivitelerin 6zel ve dedisik bir formudur ve aktif bir
surectir.  Kisinin duysal veya diger uyaranlarla uyanabilecedi bilingsizlik
durumu olarak tanimlanmaktadir. Cok hafiften, cok derine kadar degisen farkl
dizeyleri vardir.

Uyku sirasinda, uyanikken olusan hasarlarin onarildigi, uyanikhk ile
bozulan homeostazisin dizenlendigi varsayillmaktadir. Uyku yoksunlugu ise
Ozellikle mental fonksiyonlari etkilemektedir.

Nitrik oksit (NO) , gaz karakterli, kiigik paramagnetik radikaldir (3).
Merkezi sinir sisteminde genig bir sekilde dagiimakta ve genellikle uzun sureli
davranis ve bellekten sorumlu beyin alanlarinda goérulmektedir. Vasomotor
dizenlemede vaskuller endotel Uzerinde etkisi; nonkolinerjik nonadrenerjik
sinir liflerinde bir noérotransmitter olarak etkisi; merkezi sinir sisteminde
postsinaptik olarak salinarak, glutamat reseptorleri Gzerinden, presinaptik
uctaki guanilat siklazi ve c¢evredeki glial ve sinirsel elementleri aktive
etmektedir (35). Ogrenme, hafiza gibi kongnitif siireglerin olusmasinda, long

term potansiasyon (LTP) mekanizmasini isleterek rol oynar.



NO’nun ayni zamanda uyku ile iligkisinin oldugu saptanmistir. Beynin
uyku doguran bdlgelerinde Ach salinimini indikleyerek, uyku olusumunda rol
oynamaktadir. NO sentaz (NOS) inhibitorleri kullaniimasi halinde uykunun
deneysel olarak inhibe edilebildigi bilinmektedir (35).

Nitrik Oksitin uykuya etkileri bilinmekle birlikte, literatirde uykunun ve
yoksunlugunun NO duzeylerine olan etkileri ile ilgili ¢alisma azdir. Yapilan
bazi ¢calismalarda olusturulan 115 ila 120 saatlik uyku yoksunlugu, uzun sureli
yoksunluk kriteri olarak kabul edilmektedir (49, 63). Bu verilerden yola gikarak,
calismamizda O6zellikle insanlar i¢in de makul kabul edilebilecek bir stre olan
5 gunlik bir total uyku yoksunlugu ve REM uyku yoksunlugunda beynin,
Ozellikle uyku ile ilgili, beyin sapi, hipokampus, hipotalamus, korteks ve
serebellum gibi c¢esitli bodlgelerinde kontrollere goére NO duzeylerinde bir

degisim olup, olmayacagini arastirmak istedik.



BOLUM II

GENEL BILGILER
I.1. UYKU VE UYKU YOKSUNLUGU

UYKUNUN TEMEL OZELLIKLER i

Uyku, canlilarin gesitli uyaranlarla uyandirilabilecegi bir bilingsizlik
halidir. En yalin tanimiyla da canllarin istemli olarak cevreden ilgilerini
kestikleri, tersine cevrilebilir bir tepkisizlik halidir (58,59). Uyku - uyanikhk
dongusu vucudun, gece gunduz arasinda olusan, en onemli ritmidir. Bu ritim
yenidoganda polifazik bir karakter gdsterirken, cocuklarda 6glen saatlerindeki
kestirmeler ile birlikte bifazik, erigkinlerde ise sirkadiyen ritim seklinde
monofazik karakter gostermektedir (37).

Eger kisiler diurnal 1sik ve 1s1 degisikliklerinden, sosyal cevre ve
uyaranlardan tamamen izole edilir ve bilhassa zamanla ilgili bilgilerden yoksun
birakilirsa, insanlarin 3/4 'inde bu ritim 25 saate; 1/4 (inde ise 33 saate kadar
cikmaktadir (37). Bu uyku uyaniklik ritminin, hipotalamusta suprakiazmatik
nikleusta ayarlandigi dusundlmektedir. Uykunun en derin fazinda bile
periferden veya visseradan gelen bazi duyusal uyarilar kortekse kadar
ulasmakta, buradan da motor cevaplar medulla spinalise taginmaktadir. Ancak
medulla spinalis motor noronlari ileri derecede inhibe edildigi icin bir motor
hareket ortaya ¢cilkmamaktadir (37).

EEG traselerine goére uykuda ard arda iki farkl donem ortaya cikar
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a) Beyin dalgalarinin ¢ok yavasladigi “Yavas Dalga Uykusu”,



b) Uykuda gozlerde hizli hareketlerin yasandigi “Rem Uykusu’.

Gozler kapali, sakin bir sekilde yatar pozisyonda, uyaniklikta alinan
EEG’de alfa (a) ritmi alinir. Bu ritimde frekansi 8-12/sn ve genligi 50 uV olan
dalgalar gdézlenmektedir. Goézler acildiginda o ritmi yerini hizli, didzensiz,
dusuk voltaji bir aktiviteye birakmaktadir. Buna desenkronizasyon adi
verilirken bir bagka deyisle uyanma ya da dikkat etme yaniti da denilmektedir.
Bu durumun bir duysal uyari veya bir aritmetik problemi ¢ézme gibi mental
yogunlagsma ile ortaya ¢iktigr saptanmigtir ( 37,24). Derin elektrotlarla yapilan
EEG kayitlarinda kortikal aktivite de desenkronizasyon gorulmesine karsin,
hipokampusta 4-10 Hz de, yuksek duzeyde senkronizasyon gosterilmigstir (37).

Saglikh normal yetiskinlerde elektroensefalografi (EEG) de 4 tipik dalga
s6z konusudur. Bunlarin frekanslari 0-30 Hz, hatta bazen ¢ok ileri aktivitelerde
50 HZ' e kadar ¢ikmakta; voltajlari ise 20-100 pyV arasinda degismektedir.
Sakin uyaniklikta o (alfa), dikkatli uyaniklikda B (beta), ¢ocuklarda mental
psikozlarda ve yetigkinlerde hayal kirikliklarinda 6 (teta), uykuda kortekste o
aktivasyonu varken hipokampus CA1 néronlarinda ve piramidal bdlgede 6,
derin uyku ve komada, yeni doganda & (delta) dalgalari ortaya gikmaktadir
(37,24).

Sekil 1. Uyku Evreleri ( Kales,A.M.,N.Eng.J.Med.1974)

Saat olarak uykunun sires|



Uyku Kaliplari

Uyku, yukarida s6z edildigi gibi ard arda 2 ayri fazdan olusmaktadir. Hizl
g6z hareketlerinin (rapid eye movement) oldugu REM fazi ve yavas dalgal
uyku veya derin uyku denilen non REM (nREM) fazi. Normalde kisi uykuya
daldiginda, yavas dalga uykusuna gecer. nREM uyku 4 evreden olusur. Kisi
uyumaya basladiginda, EEG’de dusuk genlikli, yuksek frekansli bir aktivite
olan, 1. evre izlenir. Bu evre tam uyku ile uyaniklik arasinda bir gecgis donemi
olup; 0.5 ila 7 dakika arasinda surmektedir. Evre1’de gozler kapalidir, ancak
gozler acilip, resim v.b. objeler gosterildiginde goéremezler ya da goérdugunu
animsayamazlar (32,27). Ardindan uyku dikenlerinin gozlendigi 2. Evre
baslar. Bu evrede a ritmine benzer 10-14/sn frekensh, genligi 50 pV olan
dalga patlamalari olusmaktadir. Sonra dustk frekansh, ylksek genlikli
dalgalarin g6zlendigi 3. evreye girilir. Bu evreye, EEG’'de '2-2 Hz frekansli, 75
MV’u gecgen genis ve yluksek dalgalar olan, delta dalgalar gérilmesi nedeniyle
“‘delta uykusu“ da denilmektedir. Ardindan genligi yuksek, genis dalgalarin
ortaya ciktigi 4. evreye gelir. 3 ve 4. evreler 70-100 daika kadar surer. Uyku
daha sonra hafifleyerek, kisi REM evresine gecer. Bu dongl gece uykusunda
90 dakikahk araliklarla tekrarlanir. Sabaha dogru nREM’ in 3. ve 4. evreleri

kisalirken; REM siresi uzamaktadir (24).
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NREM uykusu senkronizasyon gosteren bir ritmik, yavas dalga kalibidir.
Uykunun buyuk bolumuU yavas dalga uykusu seklinde geger, batlin bir uyku
periyodunun ilk yarisi derin ve dinlendirici bolimuaduar. Uyku dénemleri art arda
olarak ortaya cikar ve 90 dakikada bir tekrarlanir. Yavas dalga uykusu son
derece sakin olup, hem periferik damar tonusunda hem de birgok vegetatif
vucut fonksiyonunda azalma, ek olarak kan basinci, solunum hizi ve
metabolizma hizinda azalma ve buna bagli olarak vucut i1sisinda digme ile
karakterizedir. Dugsuz uyku olarak ta adlandiriimakta olmasina karsin, bu
donemde dugler hatta kabuslar gorulebilmekte, fakat ¢ok daha glc
hatirlanabilmekte, yani beyinde konsolide olmamaktadir ( 56).

REM uykusu ise 90 dakikada bir ortaya cikan ve 5 ile 30 dak. kadar
devam eden, ruya gorme ile karakterize bir surectir. Normal bir gece uykusu
doéneminde 4 ile 6 kez REM fazi yasanmaktadir. Genelde tim REM uykusu
suresi, tim uyku zamaninin %20-25'ini kapsar. REM uykusunda EEG’de
duguk genlikli, hizli ve dizensiz dalga aktivitesi ortaya c¢ikar. Bu, dikkat

halindeki B dalgalarina benzemesine karsin, bu donemde uyandirma esigi
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yukselmis oldugundan uyanma olmamaktadir. REM sirasinda ponstan
kaynaklanarak hizla lataral genikulat cisme, buradan da oksipital kortekse
ulasan 3-5li genig fazik potansiyeller ortaya c¢ikmaktadir. Bunlara pontin
genikulo oksipital (PGO) dikenler denilmektedir. Bu dikensi dalgalar bir yandan
hizli géz hareketlerine yol agarken, diger yandan retikiler inhibe edici alani
aktive ederek ayni zamanda pre ve postsinaptik inhibisyon ile, geriime ve
polisinaptik reflekslerde azalma ve iskelet kaslarinda hipotonusa neden
olmaktadir (37,53). Dolayisi ile REM uykusu sirasinda bir grup kasta
aktivasyon ortaya cikarken, diger gurup kaslarda inhibisyonlarin gorulmesi
nedeni ile bu uykuya paradoksikal uyku da denilmektedir.

ilk REM periyodundan sonra bu periyotlarda kalma sureleri uzuyor iken;
REM ler arasi sureler ise giderek kisalmaktadir. ilk 1 saatlik dénemde 5-10
dakika kadar suren kisa REM ve yavas dalga uykusu birbirini izlemekte, ikinci
donemde total uyku zamaninin yarisini, 3 ve 4. donemlerde yaklasik %15'ini
kapsamaktadir. Uykunun ilk yarisinda en derin 3. ve 4. fazlar ortaya ¢ikar,
ikinci yarida bu derinlik kaybolur ve kalp hizi diger, kan basinci %10-30 kadar
duser, bazal metabolizma duser, 1s1 regllasyonu zayiflar, kas tonusu azalir.
Parasempatik sistem hakim ve kigi ¢ok uykulu ise REM dilimleri kisalirken,
uykunun ilk yarisindaki dinlenme doénemini takiben REM sureleri giderek
uzamaktadir.

Rem uykusu beynin, kisinin ¢evresindekilerden haberdar olmasini ve
uyanmasini saglamaya yonelik olmayan, bir aktivasyon gosterdigi uyku tipidir.

Genellikle aktif dus goérme ile birliktedir. Dis gorme karakteristigi olarak kalp

11



ve solunum hizi duzensizlesmektedir. Perifer kaslarin asiri inhibisyonuna
karsin, ozellikle goz kaslarinda ve orta kulak kaslarinda duzensiz kasiimalar
ortaya ¢ikar (53). Ruya fazinda beyin ileri derecede hiperaktiftir. O2 ve glukoz
kullanimi artmaktadir (37). Rem doneminde toplam beyin metabolizmasinin
%20 kadar artisg gostermesi, bu donemde beyinde ileri derecede bir aktivasyon
oldugunun diger bir kanitidir. EEG de dikkatli uyanikliga benzer 3 tipi dalgalar
gozlenmektedir. Bu uyku doneminin kabaca serebral miyelinizasyona paralel

olarak, sinir sistemi gelisiminde dnemli bir role sahip oldugu iddia edilmektedir.

UYKU iLE iLGILi BEYIN BOLGELERI

Serebral korteksin 6zgul bazi noktalarina cesitli duyusal yollarin durak
yapan uyarilari gelmektedir. Bunlar, tek tek duyularin algilanmasi ve
lokalizasyonlarindan sorumlu, 3-4 nérondan olusan zincirler Uzerinden gecgen
uyarilardir.  Bu uyarilar kollataraller yoluyla beyin sapi retikuler
formasyonundaki retikller aktive edici sistem ( RAS )e de giderek, algilama,
biling, dikkat durumlarini olustururlar. Beyinde bunlarin disindaki sistemler ise
uyuklama ve uykudan sorumludurlar ( 24 ).

Retikller formasyon, karmasik ve birbiri icine gecmis aglar halinde
dizenlenmis kimelerden olugan medulla ve orta beyin orta i¢c bolumundeki
klicik noéron guruplarini kapsar. Bu bdlgede RAS disinda serotoninerjik,
noradrenerjik ve adrenerjik sinirlerin govde ve lifleri bulunmaktadir. Buna bagli
olarak kan basinci, kalp hizi ve solunum duzenlenmesi ile ilgili alanlar

buradadir. Bazi inen lifler omurilikte duysal yollarda iletimi inhibe etmektedir.
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Bazi retikuler alanlardan c¢ikan lifler gerilme refleks ayarlanmasi ile ilgilidir.
RAS’a c¢ikan duyusal traktuslardan gelen uzun kollatarallerin yanisira,
trigeminal, isitme, gorme ve koku algi sistemlerinden kollataraller gelmektedir.
RAS’In bir pargasi intralaminar ve bununla ilgili talamik ¢ekirdeklerde sonlanip,
buradan neokorteksin tamamina yansimaktadir (24 ) .

Talamus, epitalamus, ventral talamus ve dorsal talamustan olmak tzere
Uc boliume ayrilir. Ventral talamusun yansima iglevleri bilinmez iken,
epitalamus olfaktor sistem ile iligkilidir. Dorsal talamus ise neokorteksin
tumune yansiyan orta hat ve intralaminar ¢ekirdekler icermekte ve bunlara
RAS Uzerinden uyarilar gelmektedir. Burada retikuler aktivasyonun dikkatli

hale getirici etkisinden sorumlu uyarilar durak yapmaktadir.

Talamustan
gelen a2gul
olmayan

afferenter

afferentler

Efferent
motor lif

Sekil 3. Kortikal Yapi ( 24 ).
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Neokorteks, 6 katman halinde olup, buradaki noronlar kortikal ylzeye
ulasabilen ve dikey dendrit agaglari bulunan piramidal hucrelerden
olusmaktadir. Aksonlari, geri donen ve dendrit agaclarinin yuzeyel bolumleri
ile sinaps yapan rekurren kollataraller verir. RAS’tan gelen afferentler 1-4.
katlara dagilmaktadirlar.

Yavas dalga uykusu, yukari tirmanan retikliler sistem ile iletilen
desenkronizasyon aktivitesinin senkronize edici alanlar tarafindan aktif olarak
ortadan kaldirilmasi ile olusmaktadir.

Beyinde yavas dalga olusturan, ¢ senkronize alan bulunur (24).

1. Diensefalik Alan : Posterior hipotalamus ve anterior talamik
nukleuslar dusuk frekansla uyarildiginda (8 Hz ) uyku olusmakta, yuksek
frekansta uykudan uyaniimaktadir. Ozellikle hipotalamik alanlarda
suprakiyazmatik nukleusun cevreden gelen sirkadiyen uyarilar olmasa bile,
uyku-uyaniklik dahil tim ritimleri kontrol ettigi kabul edilmektedir. Lezyonlari
ritmi bozmaktadir (34, 48, 67).

2. Meduller Alan : Traktus Solitarius nukleusunun dusuk frekansl
uyariimasi uyku olugturmaktadir. Bu alanin anestezisi veya sogutulmasi
uyuyan kedilerin aniden uyanmasina yol agmaktadir (58,59).

3. Bazal On Beyin Alani: Preoptik alan ve Brokanin diagonal alanini
kapsamaktadir. Normal uyku olsumunda bazal 6n beyin alaninin uykudaki
etkinligi tam olarak bilinmemesine ragmen, 6nemli rol oynamakta oldugu

dusunulmektedir (37,24).
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Adrenerjik ve serotonerjik ndronlarin uyanikliga katkida bulundugu,
serotonin agonistlerinin uykuyu baskiladigi; antagonistlerinin ise yavas dalga
uykusunu arttirdigi bilinmektedir. Serotonin ve katekolamin depolarini bogaltan
reserpin’in yavas dalga uykusu ve REM’de olugsan hipotoniyi ve PGO diken
aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (37,24).

Hipotalamus’'un medial optik alaninda PG D2 salinimi yavas dalga ve
REM uykusunu arttirirken; PG E2 salinimi uyanikliga yol agmaktadir. Bunlarla
birlikte bircok arastirici uyku ile ilgili 6zel bir peptidin varligindan so6z
etmektedirler (24).

REM uykusunun olusumunda uykuyu olusturan uyarilar, ponsun lateral

tegmentumundan kaynaklanir. Bu dikensi uyarilar, kolinerjik desarjlara baghdir
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Burada bulunan trigeminal fasial ve vestibulokohlear sinirlerin
nukleuslarindan baslayan kolinerjik desajlar talamusta korpus genikulatum
lataraleye, buradan oksipital ve temporal kortekslere gitmektedir. Bu yola
pontin-genikulo-oksipital yol (PGO) denilir.

Patlamalar tarzindaki desarjlar, riya gérmeyi olugtururken; bir yandan da
retikiler formasyonda bulbo retikller inhibitorik alani aktive ederek, buranin
medulla spinalis motor noronlari Uzerine inhibisyon yapmasini saglar. Boylece
REM de kas tonusu ileri derecede azalir (37,29, 41,60,64).

Uykuda REM ve nREM doénemleri birbirinden ayri evreler gibi
gorunmesine karsin, REM’e ait bazi bulgularin zaman zaman REM disi
zamanlarda gorulmesi ornegin; penil ereksiyonlarin REM yoksunlugunda
yavas dalga uykusunda da gorulmesi (58,59) , her iki evrenin de cesitli
mekanizmalari etkisiyle, tek bir mekanizma ile kontrol edilmedigini gosterir
(12).

Bremer, 1930 larda Mezensefalonun inferior ve superior kollikuluslar
arasindan bir kesi yapmis ve izole 6n beyni uyaracak bir duyusal impuls
kalmadidi igin, hayvanin surekli uyudugunu gostermis, sonradan bu kesiyi
bulbus ile medulla spinalis arasindan yaptiginda hayvanin normal uyku ve
uyaniklik fazlarini yasadigini gostermistir. Yine Maruzzi ve Magoun 1950’
lerde, beyin kesisinin ponsun orta seviyesinden yapilmasi halinde alt
seviyelerden retikuler aktive edici sistemi (RAS) inhibe edici uyarilar gelmedigi

icin, deney hayvanlarinin uykuya dalamadigini géstermiglerdir (37).
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Sonraki yillarda yapilan diger bazi c¢alismalarda, beynin midpontil
dizeyinin altinda, beynin diger alanlarini inhibe ederek uykuya yol agan bazi
inhibitér merkez yada merkezlerin varliginin saptanmasi Uzerine, uykunun
olasilikla inhibitor sureglerin aktivasyonu sonucu ortaya ciktigi gorusu agirhk
kazanmigtir ( 24).

Uyku olugsumuna yol agan en belirgin uyari alani; ponsun alt yarisi ve
medullada yer alan rafe c¢ekirdekleri olup; serotonin salgilayan bu néronlar
retikiler formasyon, talamus, neokorteks, hipotalamus ve limbik sistemin bir
¢ok alanina yansimaktadir. Bu c¢ekirdeklerin tamamen tahrip edilmesi
kedilerde 3-4 gun slren tam bir uykusuzluk yaratmakta ve bunu tamami yavas
dalga uykusundan olusan bir uyku izlemektedir (58,59) . Buna gore retikuler
formasyonda ponsun orta seviyesinin Ustinde kalan pons ve mezensefalon
alanlarinin uyariimasi ile hayvanin uyandigi, mid pontil seviyenin altinda kalan
alanin uyariimasi ile uykunun olustugu pek c¢ok arastirmaci tarafindan
gosterilmistir (37). Rafe cekirdekleri serotonerjik néronlari ve lokus seroleus
noradrenerjik noronlari nREM’de aktif olup REM’i inhibe ederken; REM’de
tamamen inaktiftr. REM-nREM déngusinde inhibitorik adrenerjiik ve
serotonerjik lifler ile eksitatorik kolinerjik ndéronlar arasi resiprokal bir
etkilesimin kontrolU gerceklestirdigi dusunulmektedir (49).

Optik kiyazmadan ayrilan ve suprakiyazmatik nukleuslara gelen
noronlarin, buradan retikuler formasyonun uyku ile ilgili devrelerini etkiledigi
disundlmekte, fakat bunun nasil oldugu kesin bilinmemektedir. Bu arada

bulboretikuler inhibitorik alan aktive olarak RAS'I inhibe etmekle birlikte, ayni
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zamanda medulla spinalis motor noronlarina inen retikulo spinal yollarla kas
tonusunu da ileri derecede inhibe etmektedir (24).

Uyku olusturan diger bir yol; N.Vagus ve N. Glossofaringeus yoluyla
beyine ulasan visseral duyusal uyarilarin medulla ve ponsun duysal alani olan
nukleus traktus solitarius’taki bazi alanlarn uyarmalari, daha sonra ise
serotoninerjik rafe ¢ekirdeklerini etkinlestirmeleridir.

Serotonin uyku dogurucu bir madde olarak dusunulmekle birlikte,
serotonin konsantrasyonunun uyaniklikta uykuya gore daha ylksek olmasi,
serotonin agonistlerinin uykuyu kagirdiginin saptanmasi, ritanserin ( para kloro
fenil alanin ) gibi antagonistlerin ise uykusuzluk yerine uykuya yol acgtiginin
gosterilmesi, uyku olusumunda serotonin disinda baska mekanizmalarin da
etkin olabilecegini ortaya koymustur (24,31,37) . Deney hayvanlarinin beyin
omurilik sivisinda (BOS) bulunan “muramil peptitler’ (birkag mikrogrami ile),
PG D2, “5- sleep inducing factor” ile, IL-1, interferonlar, “tumor necrosing
factor”, lipopolisakkaridler ve VIP gibi maddeler ile uyuyan hayvanlarin
kanindan elde edilen “nonapeptid” gibi faktorlerin uyku tzerinde etkin olduklari
belirlenmistir (24,31,37).

Rafe cekirdekleri, hipotalamusun suprakiyazmatik bolumu, 0On
hipotalamus gibi uyku olusturan merkezlerin inhibisyolari ya da lezyonlarinda
ise asirl uykusuzluklar ya da uzun sureli uyaniklik halleri ortaya ¢ikmaktadir.
Uyku merkezlerini aktive eden, yukarida sayilan somnojenik maddelerin ¢cogu
pirojenik ve immunoaktif oldugundan, uykunun enfeksiyonlarda restoratif bir

etkisinin de olabilecedi dugunulmektedir.
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Uyanma periferden gelen uyarilarla olabildigi gibi, superior temporal
ganglion, orbitofrontal korteks, RAS'e inen eksitator kortikofugal yollarla
interkortikal olarak da uyanildigi saptanmistir (37). Cogunlukla normal uyanma
REM doneminde gergeklesirken, duyusal uyaranlarla uyanma REM’de yavas

dalga uykusuna gore daha zor olmaktadir (24,31).

Uykunun Fizyolojik Etkileri

Uyku baslica iki tipte fizyolojik etkiye sahiptir. a) Sinir sisteminin kendisi
Uzerine etkiler. b) Vacudun diger yapilari Uzerine olan etkiler. Uyku-uyaniklik
dongusunun ortadan kalkmasi (uykusuz kalma) , beynin altindaki herhangi bir
seviyede ne organik bir zarara, ne de islevsel bir bozukluga yol agmaz iken,
santral sinir sistemi iglevlerini kesin bir bicimde etkilemektedir. Uzun suren
uykusuzluklarda zihinde ilerleyici islev bozuklugu, irritabilite, anormal davranis
dzellikleri ortaya cikar. Uyaniklikta sempatik sistem aktivasyonu artar. iskelet
kaslarina ulasan sinirsel uyarilarin sayisi kas tonusunu siddetlendirir, yavas
dalga uykusunda ise sempatik aktivite azalir ve parasempatik aktivite artigi ile
sakin bir uyku ortaya c¢ikar. Kan basinci duser, nabiz sayisi azalir, cilt
damarlari gevser, kaslar gevser, gastroentestinal etkinlik artar, bazal
metabolizma hizi ~%10-30 azalir. Bu nedenle uyku santral sinir sistemi igin

restoratif bir sireg¢ olusturur ve beyini normal etkinlik dtiizeyine hazirlar (24,31).
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UYKU YOKSUNLUGU

Uykudan yoksun kalma durumunda noérolojik, otonomik, biyokimyasal,
immunolojik bazi degisiklikleri arastiran c¢esitli arastirmalar yapiimis
bulunmaktadir.

Uykudan yoksun kalindiginda olusan norolojik degisikliklerin, ¢cok az ve
yeterli uyku alindiginda hemen geri dondugu gosterilmistir. Cok uzun suire
(~205 saat) uykusuz birakilma durumunda hafif nistagmus, elde tremor,
konusmada intermittant bozulma ve pitozis saptanmis (40,27), daha uzun
sureli yoksunluk calismalarinda kornea refleksinin yavasladigi, 6gurme ve
derin tendon reflekslerinin hiperaktiflestigi ve agriya duyarhihgin arttig
belirlenmis, ancak s6zu edilen degisikliklerin dinlendirici bir uyku ile normale
dondugu saptanmistir (66).

Uyku vyoksunlugu ile ilgili c¢esitli calismalarda karakteristik EEG
dalgalarinda degisiklikler saptanmis ve uykuda normalde gorulen alfa
dalgalarinda dogrusal bir sekilde azalma gozlenmistir. Alfa dalgalari 24 saatlik
uyku yoksunlugundan sonra 10 sn kadar go6zlenebilirken, 72 saatlik
yoksunluktan sonra 4-6 sn., 120 saatlik yoksunluktan sonra ise 1-3 sn.
go6zlenebilmistir (65). Bir baska calismada ise 115 saat kadar yoksun
kalindiktan sonra hig alfa aktivitesi gosterilememigtir (51).

Uyku yoksunlugunda otonomik degigiklik ¢ok az olusmaktadir. Bazi
calisgmalarda ise hi¢ degisiklik meydana gelmedigi bildirilmistir. Diger
calismalarda ise, sistolik ve diastolik kan basinglarinda artma veya azalma,

kalp ritminde, solunum ritminde ve tonik ve fazik deri direncinde azalmalar

20



bildirilmistir (50). Arastirmacilar insanlarda uyku yoksunlugu sirasinda vucut
sicakhdinda 0.3 ile 0.4 °C lik dusugler saptamiglardir (51), ayni sekilde
ratlarda da uyku yoksunlugundan sonra metabolik dizeyde artma, buna karsin
kilo kayblr ve termoregllasyonda bozulmalar goérilmektedir (22). Beyin
metabolik dizeyinde ise 6nemli bir degisiklik saptanmamistir (24).

Yapilan biyokimyasal c¢alismalarda uzun sureli uyku yoksunlugunda
melatonin hormonunda artis, surekli uyanik kalmaya bagli artan eneriji
gereksinimi nedeniyle tiroid hormonunda artig, buna karsin sirkadien ritimleri
uykuya bagl olan noradrenalin, prolaktin ve blylime hormonlarinda periyodik
salinma bozukluklari gosterilmistir (1, 8, 54).

immunite konusunda yakin zamanlarda yapilan calismalarda énceden
immunize edilmig hayvanlarin uyku yoksunlugu sirasinda hi¢ immunize
edilmemis gibi davrandiklari, yine yoksunluk sonrasi “Naturel Killer Hucre
Aktivitesinin” azaldigini distndurecek bulgular saptanmistir (14,66). Farelerde
yapilan bir calismada 5 gunluk uyku yoksunlugunun yara direncini azalttig1 ve

yara iyilesmesini geciktirdigi gosterilmistir ( 27 ).

Il . 2. NITRIK OKSIT (NO)

Nitrik oksit (NO), guanilat siklaz ve hemoglobin gibi demirli kan proteinleri
( ferrdz hemoproteinler) ile reaksiyona yonelik yliksek affinite gésteren, gaz
karakterli ve kuglk bir paramagnetik radikaldir (3) . Daha Onceleri gevre
kirletici olarak bilinen, kanserojen oldugundan kuskulanilan, asit yagmurlarinin
bir habercisi olarak diusunulen NO’nun son zamanlarda yapilan ¢alismalar ile
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vucutta norolojik, fizyolojik, immunolojik birgok role sahip oldugu ve vicudun
ayni anda birgok yerinde ( Ornegin; kardiyovaskuler sistemde endotelial
dokuda ve santral sinir sistemi v.b.) bulundugunun 6grenilmesi sonucu 6nemi
artmistir (28,42) .

Nitrik oksitin, NO sentetaz araciligi ile L-Argininden sentezlenen bir hiicre
ici haberci olup, birgok biyolojik aktiviteye sahip oldugu invivo olarak
gosterilmistir. Bu calismalar ile; vasomotor duzenlemede vaskuller endotel
tarafindan kullanildidi, nonkolinerjik nonadrenerjik sinir liflerinde bir
noérotransmitter oldugu, merkezi sinir sisteminde postsinaptik olarak salinarak;
glutamat reseptorlerini aktive ettigi, post sinaptik uctan uzaktaki alanlara
diffize olarak, presinaptik ugtaki guanilat siklazi ve gevreleyen glial ve sinirsel
elementleri aktive ettigi, retrograt olarak transmisyonu ile uzun sureli
potansiasyon (LTP) ve uzun sureli depresyon (LTD) mekanizmalari ile sinaptik

plastisitede rol aldigi gosterilmigtir (35) .

Astrocyle
process

cGMP Presynaptic

terminal

\\o o
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? Citrulline

Sekil 5. Sinapsta NO ( 25).
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1980’ yillarin sonlarinda arastirmacilar once, NO’nun
mikroorganizmalara ve kanser hucrelerine karsi makrofajlarda beliren
sitotoksik aktiviteye yardim ettigini gostermislerdir (28,31) . Benzer calismalar
sonunda makrofajlarin sitokinler ya da endotoksinler ile tetiklenen aktivitesinin
NO sentaz (NOs) adi verilmis olan dioksijenaz enziminin aktivitesine bagh
oldugu gosterilmistir (28) . NOs, L-argininin L-sitriline donusmesi ile NO
sentezlenmesini saglayan enzimdir. Bu reaksiyon sirasinda L-argininin
ortamdan uzaklastirlmasi veya ortama N-monometil-L-arginin (L-NMMA)
eklenmesi ile NOs inhibe edilir. Bu inhibisyon ile NO sentezi inhibitorlerinin,
makrofajlarin sitotoksik aktivitesini bloke ettigi gosterilmistir (28,57) . Bu
nitelikler ile birlikte, cok kisa bir sturede oksijen ile reaksiyona girerek, yikilmasi
ve bu nedenle yarilanma omrinun birka¢ saniye kadar ¢ok kisa olmasindan
oturd NO, kuguk molekulli ve hizh etkili nérotransmitterler icinde yeni bir grup

olarak kabul edilmektedir (31) .

NITRIK OKSIT BiYOKIMYASI (inorganik Kimyasi)

NO, diger substanslarla segici olmayan bir reaktifligi olan, eslenmemis

elektrona sahip bir radikaldir. NO diger birgok radikal gibi anstabil degildir (3,12) .

Kolayca oksijen, siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, peroksinitrit (ONOO ) ve

NO2/NQO3 ile reaksiyona girmektedir (3,33) . Partisyon katsayisinin yuksek olusu

ile anlasildigi gibi suda ¢ok zayif solubl halde bulunur ve gaz halde olmaya

yoneliktir. Biyolojik haberci (mesenger) olarak blyUk bir potansiyele sahiptir.

Boyutunun kuguk olugu hicreye girisini kolaylagtirmaktadir. Hucreye girerken
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once, birgcok sitokrom ve oksidaz fonksiyonlari igin ¢ok 6nemli olan kararsiz

metallerden Fe, Cu, Co ve Mn ile gabucak baglanir (3,33) .

NO, redoks gevresine bagli olarak ,

nitrozoksit olusumunda (NO_— ., N 20) bir oksidan iken;
NO: — > NO reaksiyonunda ise indirgeyici ajan olarak fonksiyon
gormektedir.

NO’nun da i¢inde yer aldigi kiguk molekullt, hizh etkili nérotransmitterler

genelde 4 ayri gurupta ele alinmaktadir (31) .

I.Grup : Asetilkolin.

[I.Grup :Aminler ; Norepinefrin, Epinefrin, Dopamin, Histamin, Serotonin.
.Grup : Amino Asitler ; GABA,Glisin,Glutamat,Aspartat.

IV.Grup : Nitrik Oksit (NO) (31).

Bu transmitterlerden ilk U¢ gurup presinaptik sinir son ucu sitozolunde
surekli olarak sentezlenip, vezikullerde depolanirlar. Vezikuller, her sinaps
araligina bosalimdan sonra implante olduklari yerden hucre igine ¢ekilerek ya
da koparak ayrilmakta ve yeniden vezikil olusturmaktadir. Buna karsin nitrik
oksit ise, presinaptik uctaki vezikillerde o©onceden sentezlenmis olarak
bulunmaz. Veziklllerden serbestlenmeyip, gerek oldugunda glutamat
reseptorlerini aktive etmek Uzere, postsinaptik ucta sentezlenerek, birkag
saniye iginde postsinaptik ugtan disari salinir. Bosalim sonrasi komsu post
sinaptik uca oldugu gibi diger postsinaptik sinir uglarina da diffize olmaktadir.

Bu nedenle de diger kuglik molekllli noérotransmitterlerden farkhdir.
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Postsinaptik uglarda membran potansiyelini fazla degdistirmeden, sinir
uyarilabilirligini saniyeler, dakikalar hatta daha uzun sure igin surduren hicre
ici metabolik fonksiyonlari degdistirmektedir. Bu retrograt tip transmisyon, long
term potansiasyon (LTP) ve long term depresyon (LTD) mekanizmalari
araciligi ile sinaptik plastisiteye katkida bulunmakta, postsinaptik sinir uglarinin
presinaptik uglarla uzun sureli etkilesimini saglamaktadir (36,25,70,71 ) .

NO, genellikle uzun sureli davranis ve bellekten sorumlu beyin
alanlarinda gorulmektedir. Normal kosullar altinda beyinde NO sentaz
tarafindan olusturulur. NO sentaz, kolin asetil transferaz ile brokanin diagonal
bandinda kolokalizedir (36, 5 ) .

NO, sinir hucresi diginda degisik tipte birgok hicrede sentezlenmektedir.
NO ile kontrol edilen baslica biyolojik reaksiyonlar; Vazodilatasyon ve normal
vaskuler tonusun duzenlenmesi, platelet agregasyonunun inhibe edilmesi, diuz
kas proliferasyonu, nodral transmisyon, sitostazis olarak sayilabilir
(3,52,17,35,72,28,36) . Cok yuksek duzeyde NO nun endotoksik sok ile iligkili
hipotansiyon olusturdugu, doku hasarinda inflamatuar yaniti olusturdugu;
eksikliginde pulmoner hipertansiyon gelismesine neden olabildigi ve bu tip
hipertansiyonda tedavide yararli oldugu gosterilmigtir ( 42) .

Memeli hucrelerinde, NO sentezini saglayan NO sentaz’in iki temel tipi
vardir. Bunlar ;

a. Konstitutif form “Constitutive Form” : (Ca++ ve kalmodulin ile regule
edilebilen sekil) NO ya da “endotelial deriveting releasing factor (EDRF)” nin,

Ca** bagimh olarak hizli ve gegici Uretiminden sorumludur.
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b. indusibl form “Inducible Form": Itihap hicrelerinde sitokin veya
lipopolisakkarit uyarimindan sonra Ca++'dan bagimsiz, yavas uretimden
sorumludur.

Konstitutif ( yapisal) tip NOs, kalmodulin ile gevsek olarak baglanmakta
ve sitozolik Ca**’un gegici yukselmesi, kalmodulin ve NOs arasinda siki iligkiyi
uyararak NO olugmasini saglamaktadir. indusibl tipte ise, enzim aktivitesi Ca**
ile modulasyona uygun olmadigi igin, normal kosgullarda kalmodulin ile siki
ciftler olusturmaktadir ( 3,52) . NADPH bir kosubstrat iken, FMN, FAD, hem ve
tetrahidrobiopterin birer kofaktordur (3,52) . NOs, serebellum, endotel ve
makrofajlardan 1994’lerde klonlanmig ve aminoasit dizilis sirasi dogrulanmigtir
(75) .

Hem konstitutif hem de indusibl NOs, etkin olabilmek igin, yardimci
olarak NADPH+ ve 02’ ye gereksinim duymaktadir. 1eq NADPH ve 02
varhginda L-Arginin, elektron (e ) saglamak Uzere, sitokrom P-450
katalizérlugunde N-hidroksilasyona ugrar. Sonugta reaksiyon sitrulin + NO
seklinde sonlanmaktadir. NO sentetaz, merkezi sinir sisteminde Glutamat ve
glutamat reseptor alt tipi olan n-metil d- aspartat tarafindan dizenlenen post
sinaptik hiicre ici Ca*™ artigi ile aktif olmaktadir. inhibisyonunda n-metil arginin

ya da n- hidroksil I- arginin geri dontssiuz inhibisyona yol agmaktadir.
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Sekil 6. Nitrik Oksit sentezi (26). Sekil 7. Nitrik Oksit sentezi (42).

No Toksikolojisi

NO ile ¢alisilirken ¢ok dikkatli olunmasi gerekmektedir. Hava ile temasinda
02 ile karsilikh reaksiyona girmekte ve kizil-kahverengi bir gaz olusmaktadir. Bu
gaz, azot dioksidin bir dimerik formu olup, Merck indeks’ te “ firsatgi ve gok
tehlikeli bir gaz” olarak tanimlanmaktadir (3, 52) . NO karisiminin 25 ppm
inhalasyonu pulmoner irritasyon icin bir esik sayilmaktadir (3,12,15). NO2 ‘nin
yuksek dozu minimal irritasyon yaparken, birka¢ gun sonra hemorajik pulmoner
odem ile sonuglanabilir. 200 ppm’lik bir dozu 6lume neden olabilmektedir. Kisiler
O:2 tedavisi, morfin veya steroid tedavisi sirasinda destek tedavisi olarak nitrojen
oksite maruz kalabilirler. Bu durumda dikkatli monitorize edilmelidirler (3, 12) . NO
gaz tanklar ile caligilan yerlerin iyi havalanmasi, hatta gaz maskesi kullanimi
Onerilmektedir. Gaz kagagini 6nlemek igcin NO’nun, potasyum permanganat
icinden gegirilerek, kdpurtilmesi gerekmektedir (3) .
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L-Arginin, NO sentezinde onclil maddedir ancak, L-Argininin eksojen
olarak eklenmesi NO sentezini uyarmamaktadir fakat, agirn miktar ( 30 ila 300
kat) L-Arginin, L-NAME’ in NO sentezi Uzerindeki baskilayici etkisini tersine
cevirmekte olmasina kargin, bu yuksek doz L-Argininin toksik etkisi ortaya

ctkabilmektedir ( 3 ).

Uzun Sireli Potansiasyon (LTP) “long term potentiation”

Kisa, birbiri ardina tekrarlayan presinaptik néron aktivasyonu ile olusmus
sinaptik iletime verilen yanitin hizli ve wuzun sure kalici bir sekilde
guglendirilmesidir. Posttetanik potensiasyona bezer, ancak ondan daha uzun
surer. Saatler hatta glnlerce devam edebilir. Bu durum ise presinaptik ug
yerine postsinaptik ucgta hdcre i¢ci Ca*? artisina baghdir. Bu sonug,
hippokampusta presinaptik ugtan salinan glutamat'in, AMPA ve kainat
reseptorleri ile etkilesimi sonucu gerceklesmektedir. NMDA reseptori hem
transmitter hem de voltaj kanali iceren ¢ift kapili bir kanaldir. Normalde NMDA
reseptor kanallari Mg ** tarafindan bloke edilir haldedir. Bu olayda glutamat
reseptore baglanip, membran depolarize oldugunda, NMDA reseptorinin
Mg** blogu ¢oézulmekte ve Ca*™, Na” ile birlikte postsinaptik uca girmektedir.
Bu blokaj birgok presinaptik atesleme ile kuvvetli postsinaptik depolarizasyon
ile ¢cozUlmektedir. Ca** burada hem kalmodulin kinaz Il hem de protein kinaz C
yoluyla etki ederek, NO’i aktive eder. Nitrik oksit ise hucre igi proteinlerin
fosforilasyonunu degistirir. Bunun sonucu olarak daha buyik EPSP lerin

olusmasina neden olur (31,24).
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Uzun Sireli Depresyon (LTD) “long term depression”

Sinir son uglari 20 mV'dan daha kuaguk bir uyari ile kismen depolarize
edildiginde olugsmaktadir. Bu voltaj NMDA reseptorlerini agan ve Ca**un
hlcre igine girigsine yol agan esik degerdir. Fakat sinirlerin dinlenim potansiyeli
yakininda veya altinda kalmis sinaps etkinliginin sinaps gucune bir katkisi
olmamaktadir. Bdylece LTD'nin 20 mV'a kadar olan depolarizasyonlarda

ortaya ¢iktigr dusunulmektedir (31,24) .

NiTRIK OKSIDIN UYKU YOKSUNLUGU iLE iLiSKiSi

NO, merkezi sinir sisteminde genis bir sekilde dagiimistir. NO sentaz
yogunlugu, olfaktor bulbus ve hipotalamus da NREM uykusu dizenlenmesi
sirasinda; mezensefalik ve pontin tegmental alanlarinda REM uykusu
sirasinda belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir. NO sentetazin inhibisyonu bazal
onbeyinden Ach salinimini azaltmaktadir. Bu bulgu ise, nitrik oksitin bazal
onbeyinde kolinerjik yapilarin uyku dizenlenmesindeki roluna etkileyebildigini
gostermektedir. NO yapimi, baslica IL-1, timdr nekrozing faktor gibi immuno
aktif ve endojen uyku gelistirici (somnojenik) maddeleri de uyarmaktadir.
Boylelikle uyku dizenlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir.

Spontan uyku sirasinda |.V. olarak dusuk doz L-nitro arginin metil esteri
(L-NAME) uygulamasinin uykuyu ¢ok hafif derecelerde azaltici etki ettigi, buna
karsin yuksek doz uygulamanin REM ve n-REM uykuyu o6nemli Ol¢ide
azaltugr 6 saatlik kayith takiple saptanmistir. nREM suresi L-NAME

enjeksiyonundan 1 saat sonra kontrol grubunun yarisi kadar bir degere
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digmus ve sonra hizla geri donerek 6 saatlik kayit sonrasinda eski degerine
donmustar (36) . REM uykusu ise, gogunlukla enjeksiyondan sonraki ilk 4
saatte tamamen ortadan kalkmig iken, intra serebroventrikiler uygulama
sonrasi doz miktarina bagh olarak artan bir sekilde REM ve N-REM uykunun
baskilandigi ve bu arada beyin sicakhginin 0.3 ila 0.5 °C artis goOsterdigi
saptanmigtir. Bu baskilanmada 6zellikle REM uykunun daha kisa slre iginde
etkilendigi, hatta ortadan kalkabildigi saptanmistir.

Somnojenik bir madde olan IL-1 ile olusturulan uykuda enjeksiyon
sonrasi n-REM de artma, REM uykuda ise azalma ortaya c¢ikmig, beyin
sicakhiginda ~1.2°C artis saptanmasina karsin, kombine olarak IL-1 ve
ardindan L-NAME uygulamasi sonrasinda n-REM de anlamli bir azalma
olmazken, REM de 6 saatlik deney boyunca suren anlamli bir sekilde azalma
saptanmigtir. Beyin sicakliginda ise 0.2-0.3 °C artis meydana gelmistir (36) .
Deney sirasinda kan basincinda enjeksiyondan 3-5 dakika sonra kiglik ama
anlamli sayilan ~8-9 mmHg kadar sistolik ve diastolik basing artislari meydana
gelmis, bu artiglar eski degerlerine 7-8 dk. da donmustiur. Sonugta, bir NO
sentetaz inhibitdrd olan L-NAME ile endojen NO yapiminin bloke edilmesinin
NREM ve REM uykularini baskiladigi ortaya konmustur. L-NAME ancak
yuksek dozlarda sistemik olarak merkezi sinir sistemine girebilmekte ve NO
sentetazi geri dénlisiimsiiz olarak inhibe etmektedir (36). inhibisyondan 5-6
saat sonra uyku tekrar normale donebilmektedir.

Normal kosullarda NO, néronlarda ve endotelyal hicrelerde bulunan NO

sentetaz enzimi ile beyinde olusturulmaktadir. L-NAME’ in uyku regulasyonu
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Uzerine olan etkisi, baglica NO sentetaz yogunlugu gosteren yerler olan bazal
onbeyin, mezensefalik ve pontin tegmental alanlardir. Ayrica “Broca alani” da
NO sentaz ile birlikte kolin asetil transferaz icerir. NO, bazal dnbeyinden Ach
salinimini uyarmakta, buradaki kolinerjik mekanizmalar ise nREM ve REM
uykunun meydana gelmesinde jenerator islevi gormektedirler. Bu yapida NO
anahtar rol Ustlenmekte ve NO nun bloke edilmesi beynin sbézu edilen
somnojenik alanlarinin normal fonksiyonunu bozarak, uyku yoksunluguna yol

acmaktadir.

NiTRIK OKSIDIN OLGUMU
Biyolojik trlinlerde NO’nun saptanmasi, ¢ogunlukla nanomolar dan daha
kiguk (< nmol) degerlerde bulunmasi ve labilitesinin O2 varliginda degismesi
nedenleriyle, oldukga guctur. Bu degiskenlik medyuma superoksit dismutaz
eklenerek duzeltilebilmektedir (3). NO cesitli ydontemler ile dlgimlenebilmektedir.
Kemiliminesans reaksiyonu yontemiyle, asidifikasyonlu olarak (3,55,61,18) veya
asidifikasyonsuz olarak olctlebilir (3,46). Sulfanilik asid assayinde diazotizasyon
ile Olculebilir (3,35,74,43,68). Elektron paramagnetik rezonans ile nitrozo veya
hemoglobin tuzaklari ile dlgulebilir (3,30) ya da spektrofotometrik olarak
methemoglobine indirgenmesinin donusumunun saptanmasi ile
Olcimlenebilmektedir (3,35,38).
TUum bu yontemlerde daha dnce de sayilan 3 belirleme stratejisinden biri
kullaniimaktadir. Bunlar; kimyasal NO tuzaklari ve nitrozil hemglobin (NO-Hb)

Olgumu, ya methemoglobine indirgenmesinin degisiminin Olgimu ya da
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kemilimunesans ile ozonun NO ile karsilikli etkilesimi ile ortaya c¢ikan isigin
emisyonunun saptanmasi (3 ).

NO belirlenmesini arttirmaya yonelik olarak sodyum ya da potasyum
iyodid (KI,Nal), azaltici ajan olarak kullanilir. Aoki ve arkadaslar
kemiluminesansta kullanilan KI' Un degisen konsantrasyonularinin nitrittten NO
olusumunun gosterilmesi Uzerine etkisini arastirdiklari ¢alismalarinda; guglu
azaltici kosullar altinda alinan 6rneklerde kemiliminesansin yuksek NO duzeyleri
ile sonuglandigini, nitritten NO olusumunun kullanilan Kl dozu ile dogru orantili
oldugunu; plato seviyesine 1M.Ik Kl konsantrasyonunda ulasildigini
gostermiglerdir (3,2 ). Sonugta nitrit NO donUsumunin derecesinde degiskenligi
azaltmak icin KI'in 1 M. dozda kullaniimasini salik vermektedirler.

Kemiliminesans yontemi, bir atmosferik kirletici olan NO’nun
Olcimlenmesi igin gelistirilmistir (3,76). Bu yontemde NO’nun belirlenmesi,
ozonun NO ile karsilikli etkilesiminin ortaya c¢ikardigi 1s1gin gozlenmesine
dayahdir. Luminesans, NO duzeyi ile dogru orantili bir duyarli fotomultiplayer tlp
(PMT) ile olgumlenmektedir. NO’nun sivi fazda oOlgimune goére gaz fazda
OlcimUnun avantajli olmasi nedeniyle, eger drnek sivi ise NO kdpurtllerek ya da
kabarcik olusturularak gaz faza donusturtlmekte ve gaz fazda olgimlenmektedir
(4). Bu donusim vakum altinda inert bir gaz ile gergeklestirimektedir. Sivinin
Uzerinde bulunan gaz kafa boslugu “head space” adini alir. Chung ve Fung
(1990) “in caligmalarinda NO’nun gaz halde varligini sirdirmeye yatkin oldugunu
gostermiglerdir. Bu ¢alismada fizyolojik buffer icine enjekte edilen NO’'nun %83

oraninda ¢ok kisa sure icinde kafa boslugunda ortaya c¢ikmakta oldugu
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gosterilmistir. Gaz ya da sivi 6rnek, dnceden 3 mmHg ile O2’l bosaltiimis olan bir
cam arindirma bolumu ya da odacigina enjekte edilmekte ve NO burada stabilize
edilmektedir (4,46). Kemiluminesansta NO oOl¢umu igin bazi parcalara gereksinim
bulunmaktadir. PMT ve ozon jenaratorunden bagka NO elde edilmesi igin 6rnek
odacigi gerekmektedir. Ug firma (Sievers, Boulder ve Colo) tarafindan uretilmekte
olan cam arindirici (Purge vessel), sivi orneklerin arindiriimasini saglar. Bu
arindirict bolum bir inert gazin érnege dagilmasini saglamak igin bir adet giris
hattina, gazi kafa boslugundaki reaksiyon bdlimune tasimak igin c¢ikis hattina
sahiptir. Helyum gibi bir inert gaz ile (12 m/dak*60 s) drnek kopurtilerek NO
sividan gaz faza dondurdlmus olur. Aoki, sivi 6rnekten arindirma degerinin NO
Olcimuinde 6nemli bir saptama oldugunu gostermistir (2,3) . Dakikada 8 ml’ den
daha dusuk degerde bir akis, NO’nun arindiriimasinin tamamlanamamasi
sonucu, eksik degerlendirmeye neden olmaktadir. Once arindirma ya da
temizleme tamamlanir, gaz ornek bir igne valf Gzerinden reaksiyon boélumune
goénderilir. igne (needl) valf acilis degeri, kiiclk bir tepe (spike) gibi olusacak NO
sinyaline ayarlanir. Ozon reaksiyon boéliminde sogutulmus ve kirmiziya duyarl
fotomultiplayer tip (PMT) onudnde Kkaristirihr. Bu sirada képugin ya da
kabarciklarin reaksiyon odacigina kagmamasina dikkat edilir. Kagan kopuk veya
kabarciklar PMT duyarliligini azaltmaktadir. Arindirma iglemi sirasinda proteinli
materyaller kdpurmektedir. Bu nedenle albumin ya da kan igeren &rnekler

yontemden yararlanimi sinirlamaktadir (3) .
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Kalibrasyon

Fotomultiplier tpun (PMT) kalibrasyonunda gaz fazda NO veya 20 ila 1000
pmol arasinda cesitli degerlerdeki sivi solusyonlari kullaniimaktadir. PMT’den
alinan sinyalin gizdirilmesi ile NO dozu olarak bilinen bir kalibrasyon egrisi elde
edilmektedir. Bu egri biyolojik Ornekteki NO degerinin tahmin edilmesinde

kullaniimaktadir.

Duyarlik Esigi

Zafiriou ve Mc Farland, kemiliminesans yonteminin 10 -13 M NO’e duyarli
oldugunu gostermelerine karsin pek c¢ok arastirici NO’nun belirlenmesi igin
duyarlilhk esiginin 20-50 pmol arasinda oldugunu bulmuslardir (4,55,76,13). Bazi
yazarlar ise kemiluminesans ile NO egrisinin 300 ila 3000 pmol arasindaki NO
dozlari ile dogru orantih oldugunu gdstermislerdir (3,46,30). Archer, NO
konsantrasyonu ile kemiliminesansta 20 ila 200 pmol arasinda dogru orantili
iliski  bulundugu, daha ylksek konsantrasyonlarda ise dogru orantinin

gorulmedigini saptamistir.

Ozgiinliik

KemilUminesansin 6zgunlugu, Olgim oncesi ornegdin asitlendiriimesi veya
Kl veya Nal ile guglt arindiricili kogullarda geri gekilmesine baglidir. Asidifikasyon
ya da Nal’siz denendiginde alinan sinyaller daha kic¢ik olmaktadir. H2S gibi bazi
substanslar da kemilUminesansa yol agabilir ancak bunlar ya kolayca gaz hale

gecmemekte ya da biyolojik modellerde olusmamaktadirlar. Detekte edilmesi igin
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molekudlun ilkin cihazin kafa boslugu bolumune girmesi gerekmektedir. NO’ nun
yuksek duzeyde kafa bosluguna girmeye egilimi vardir. Oysa nitrit ya da

nitrozotiyoller solusyon iginde kalabilirler.

Sogutulmusg Potomultiplayer Tup (PMT)
PMT kirmiziya duyarli ve ozon ile NO'nun kargsilikli etkilesiminden ¢ikan
ISk emisyonunun 660 ila 900 nm’ si arasinda olugsmalidir. Sogutma sinyalin ya da

sesin olduk¢a yuksek olmasini saglamaktadir.

Vakumlama

Oksijensiz solusyonlarda NO gunlerce stabil kalabilirken, oksijen ile klguk
kontaminasyonlar ya da termodinamik oransizliklar ile buylk ¢apta bozulmalar
baslamaktadir. Oksijen varlidinda NO’nun geri alinmasinda 8-20 dakikada
kabaca %50 kadar azalma olugsmaktadir (3,76) . Bu nedenlerle 6rneklerin mutlaka
O2’den uzak tutulmasi gerekmektedir. Sivi veya gaz drnekler “purge vessel” e
enjekte edilirken, 3mmHg’lik PO2’lik vakum nitrit veya nitrojen dioksite donusumu

durdurmakta ya da yavaglatmaktadir.

Nemin Etkisi
%100 nemli ortamda yapilan olgumlerde NO o&l¢gum degeri %10-15
dismektedir. Gaz drneklerin kurulugu NO2’ i uzaklastirilmis su buhari ¢ikisina
yol acar.

Sievers 280 Model NO Analizoru ( Sievers kullanim kitapg¢igr)
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Ozon ile NO’nun kemiluminesans reaksiyonuna dayali olarak olguim
yapan en duyarli ve en dogru sonucu veren bir cihazdir. Sievers instruments
tarafindan ABD’de Uretiimektedir. Cihaz gaz ve sivi orneklerde NO olcimu
yapabilmektedir. Ekshalasyon havasinda 200 milisaniye gibi kisa sure iginde,

<1 ppb duzeyinde duyarli sonug verebilmektedir.
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Purge Vessel Soluk Havasi Kiti

Sekil 8. Calismada Kullanilan Sievers 280 Model NO Analizora.

Sivi 6rnek olarak plazma, perfizatlar, brongsial-alveoler lavaj materyalleri,
BOS, ya da doku homojenatlari analiz edilebilmektedir. Ekshalasyon
havasinda o6lgim sonuglarini dogrudan NO duzeyi seklinde verirken; sivi
orneklerde nitrit ya da nitrat seklinde vermektedir. Sivi drnek olarak birkg ml.
kullanilabilece@i gibi birkac mikrolitre de kullanilabilmekte ve duyarhgr 1
pikomol duzeyinde gerceklesmektedir. Analizorde 10 uM standart solusyonun
1ul' sinin  enjeksiyonu ile 0.1uM standart solusyonunun 100 pl'sinin
enjeksiyonu ile elde edilen sonuglar ayni duyarhlikta olmaktadir. Cihaz ayni

zamanda inhalasyon tedavisinde de kullaniimaktadir.
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Analizoérde Olgiimler

NO biyolojik sistemlerde oksijen, oksihemoglobin ya da superoksit
tarafindan oksidasyona ugratilarak, nitrit veya nitrata oksidize edilmektedir. Bu
cihazda da ayni yoldan yararlanilarak, radikal purger denilen odacikta,
kimyasal indUkleyici ( azaltici) ajanlar kullanilmak suretiyle, NO duzeyi sivi
orneklerde nitrit ya da nitrat olarak olgalur.
Literatire gore, NO ve bunun oksidasyon urunleri, radikal purger kullanilarak
3 ayri teknikle Olgular. Bunlar;

1. lyodid ya da asetik asit kullanilarak NO indirgenmesi,

2. Vanadyum ve 90°C deki hidroklorik asit kullanilarak nitrat ve nitritin

indirgenmesi,

3. azaltici ajan olsun olmasin "Head space" analizi.

Her U¢ teknikte de sivi érnekten NQO'in arindiriimasi igin bir inert gaz
kullaniimakta ve kemiluminesans ile NO'in keskin pik yaptigi azalma
saptanmaktadir. Nitriti induklemede oda sicakliginda ve purgerdeki asetik asitli
ortamda numunenin %1 ‘i kadar Kl veya Nal dan yararlanilirken; ayni ortamda
numunenin 90 °C de 1 M HCL deki 0.1 M VCL nitrat ya da nitriti NO’e
induklemekte kullaniimaktadir. Bu ¢alismada birinci sirada sozu edilen yontem
kullaniimig bulunmaktadir.

Her seferinde dogru o6lgim vyapilabilmesi icin, cihazin her kullanim
oncesi standartlar ile kaibrasyonu ve her kullanim sonrasi da purgerin ¢ok iyi
temizlenmesine 6zellikle nem verilmesi gerekmektedir. Laboratuvarda cam

kaplar, plastik kaplar ve laboratuvar su sistemleri siklikla nitrit ve nitrat ile
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kontamine oldugundan, dusuk diuzey NO2 ve NO3 olgimunde nitrit/nitrat "0"
deiyonize su kullaniimali ve kaplar kullaniimadan once deiyonize sudan
gecirilmelidir.

Sivi Ornekteki protein iceriginin kopurmesini minimalize etmek igin
"antifoaming" kopuik 6nleyici ajan eklenir. Ornekteki yiiksek protein igerigi,
Purge Vessel'e enjekte ediimeden once deproteinize edilmis olmalidir.
Képurmeyi Onleyici ajan eklenmis radikal purger, eklenmeden 6nce, deiyonize

su ile 1/30 oraninda seyreltiimelidir.
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BOLUM Il

GEREG ve YONTEM

lll.1. ARASTIRMA PLANI

Bu arastirmada 5 gunluk total uyku ve REM uykusu yoksunluguna
maruz birakilan siganlarda ilgili beyin bolgelerinin NO dizeyleri incelenmistir.
Agirhdr 200-300g arasinda degisen, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
hayvan ciftliginden temin edilen 50 adet erkek rat kullanilmigtir. Hayvanlarin
bir bolimu 5 gun sure ile uykusuz birakilirken, diger grupta REM uykusu
engellenmig, diger guruplar ise REM kontrollari ve normal kontrollari
olusturmustur. Arastirma 4 deney grubu Uzerinde yurutulmustar. Bunlar;

Total uyku yoksunlugu olusturulan gurup (T), n = 48,
REM yoksunlugu olusturulan gurup (R), n = 48,
REM kontroli gurubu (RK), n =48 ve

Kontrol (K) , n = 48 olarak belirlenmisgtir.

Bu galisma hayvanlarin uykudan yoksun birakilmasi, bunlardan doku
numunelerinin hazirlanmasi, numunelerden doku homojenatlari hazirlanmasi
ve analizlerde son UrlUnlerin olgimlenmesi gibi asamalari icermektedir.
Duzenlenmesi gere@i birka¢g asamadan olustugu ve bu sirada pek ¢ok
cevresel etkenden etkilenebilecegi icin standardizasyonun saglanmasi ve
olumsuz kosullarin asgariye indiriimesi gerekmektedir. Her bir asama bir
sonraki agsamay! olumsuz etkileyebileceginden, bu konuya azami duyarllik
gOsterilmigtir.

Siganlardan kaynaklanacak olumsuzluklari 6nlemek igin, sadece tek bir

kaynak Ureticiden alinmiglar ve ayni gelismislik dizeyinde alinimina dikkat
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edilmistir. Uyku yoksunlugu olusturmak igin 2 ayri dizenek kullaniimigtir.
Deneyde kullanilan dizeneklerden “total uyku yoksunlugu dizenegdi” yurume
bandi seklinde bir dizenek olup, bolimimuzde gelistirilmistir. Calisma oncesi
kullaniimamig oldugu igin tim hayvanlarin ayni sekilde standart kosullarda
tutulabilmesi igin gayret gdsterilmistir. Ilk birkag deneyden sonra standart
kogullar belirlenerek, tium hayvanlarin ayni sekilde yoksunluga maruz
birakilmasi saglanmistir.

REM yoksunlugu icin kullanilan “saksi duzenegi” ise bolUmumuzde
gelistiriimekle Dbirlikte yine vyerli Uretim olmasina kargin, daha oOnce
arastirmalarda kullanilis 6zellikleri ve etkileri bilinen bir duzenektir.

Her deney serisi baslangicinda hayvanlarin agirliklari olgilmis ve
deney hayvanlarinin birincisi total uyku yoksunlugu duzenegine, digeri Rem
yoksunlugu dizeneginde deney bolimine, Uguncli hayvan Rem yoksunlugu
dlzeneginde kontrol bélumune, son hayvan da kafese konularak, 5 gun (105
saat) boyunca izlenmiglerdir. Ginde 2 kez duzenek temizligi ve beslenme
amacilyla hayvanlar duzeneklerden c¢ikarilarak, 1’er saat kadar
beslenmiglerdir. Her 5 ginin sonunda hayvanlar tekrar tartilarak agirlik
degisiklikleri saptandiktan sonra eter anestezisi ile uyutulduktan sonra,
kafatasi acgilarak, beyinleri zedelenmeden c¢ikariimistir. Beyin bolgeleri buz
ustiinde hipokampus, korteks, beyin sapi ve serebellum olmak Uzere
ayrilmistir. Parcalar derhal sivi azot tanki iginde dondurularak, nitrit ve nitrat

tayinlerinin yapilacagdi gline kadar saklanmistir.
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TOTAL UYKU YOKSUNLUGU DUZENEGI

Boyutlari 12x40x29 cm. olan bir pleksiglas kap olan dizenek
bolimumuzde gelistiriimistir. Duvar yuksekligi 21 cm. olan bolim iginde 32 cm.
uzunlugunda 10 cm genisliginde, edimi 0 ° olan bir yirGme bandi ve bandin
bitiminde, 2.5 cm. derinliginde ve 15 x 10 cm boyutlarinda su havuzu

bulunmaktadir.

Sekil 9. Total Uyku Yoksunlugu Dizenegi
Bandin 1 devir stresi 50 sn. ve 1.2 devir /dak hizinda olup, dénus hizi
0.0064 m/sn ( 0,4 m/dak) olarak hesaplanmistir. Bu disik hiz nedeniyle
hayvanin gun boyu harcayacagi enerji ya da goOsterecegi eforun
onemsenmeyecek kadar dusuk oldugu dusunulmektedir. Bir anda 1 adet
hayvani alabilen duzenekte, uyarici olarak su kullaniimaktadir. Bu duzenekte
yapilan ig ve harcanan gug¢ asagida hesaplanmistir.

is= Gii¢ x Zaman

Glg= Kuvvet x Yol/ Zaman = is/Zaman = Kuvvet x Hiz (kg.m/sn)
D=0.32 m.

T=50 sn.
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0.32

Vl=—— =0.0064 m/sn = 0.38 (~0.4) m/dak
50
0.300 x 0.32
G= —— =0.00192 kg.m/sn (6.118 kg.m/dak = 1 Watt)
50
0.300 x 0.32
G= — =0.116 Waitt
0.83

ls=G xt=0.116 x0.32=0.037 kg.m (426.4 kg.m = 1 Kcal)
= 0.000087 Kcal/dak
is =0.000087 x 22 = 0.0019 Kcal/glin olarak bulunmustur.

REM YOKSUNLUGU (Deprivasyonu) DUZENEGI

Pleksiglastan Uretilmig, 33x34x32 cm. boyutlarinda iki ayri bolumu
bulunan, kapakh bir kaptir. REM uyku yoksunlugu arastirmalarinda standart
bir model olarak kullanilan bu duzenekte, bolmelerin ortalarinda hayvanlarin
konulacagi tablalar ve yemlikler bulunmaktadir. REM yoksunlugu bdlmesinde
yer alan tabla tabandan 5 cm. yuksekte ve 6,5 x 6,5 cm. boyutlarindadir.
Hayvanin hareketine ve derin uykuda uyumasina izin vermekte fakat hayvanin
REM uykusuna ge¢mesi halinde kas tonusunun azalmasina bagli olarak
bulundugu tabladan suya dismesine yol acmakta, dolayisi ile REM fazini
uyumasina izin vermemektedir. Rem kontrol bolmesinde yer alan tabla yine 5
cm. yuksekte fakat 10,5 x 10,5 boyutlarda olup, hayvanin hem hareketine
hem de istedigi gibi uyumasina izin vermektedir. Yemlikler ise 4x4 cm.
boyutlarinda, tablalar Gzerine yerlestirilmigtir.

Her iki bdlmenin tabanina 2.5 cm. yuksekliginde su konularak tabladan
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~— - - _
Sekil 10. REM Yoksunlugu Dizenegi.

inen ya da dusen hayvanlarin uyarilmasi ve tekrar tablaya ¢ikmasi
saglanmigtir. Bolmelerdeki su, yemleme sirasinda gunde iki kez temizlenip,

yenilenmistir.

Sekil 11. Total ve REM Uyku Yoksunluk Diizenekleri.

DOKU ORNEKLERININ HAZIRLANISI

Doku numune hazirlama yéntemi dokularin Ege U. Tip Fakiiltesi
kullanilan ve yayinlanarak gecerlilik kazanmis olan bir yontemdir. Ancak
numunelerin hazirhgi asamasinda g¢evreden ¢ok fazla kontaminasyon riski

olmasi nedeniyle homojenizasyon ve homojenattan son Urin elde edilmesi
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islemleri oldukca seri bir sekilde ¢alisiimigtir. Bu arada kullanilan tim arag¢ ve
gerecler standart bir sekilde dnce distile su ile yikanip, ardindan bol deiyonize
sudan gegcirildikten sonra kullaniimistir.

Doku homojenati hazirlama yontemi literatirde yer alan bagka
yontemler ile benzerdir. Benedetti ve arkadaslar tarafindan yaslihgin doku
aminoasitlerine etkisi ve NO ile iligkisinin arastirimasinda kullanilan yontem
(9), Forstermann ve arkadaslarn tarafindan NO sentezleyen enzimlerin rat
beyinlerinde dagihiminin arastinldigr ¢aligmada kullanilan yontem (23) ile
benzerdir.

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Eter anestezinin hemen ardindan elle yoklanilarak, bas gdévdeden
ayrilmaksizin,sisterna magradan itibaren kafada sagital ,ardindan lateral kesi
ile sacli deri ve deri altl doku kafatasindan ayrilmigtir. Kafatasi kemikleri, beyin
dokusu travmatize edilmeyecek sekilde, oksipitalden baslanilarak, frontale
dogru pargalayici bir pens yardimiyla kirilarak, beyinleri tek pargca halinde
cikariimigtir.

Cikarilan total beyin, beyin sapi ve serebellum ornekleri buz Gstinde
sogutulduktan sonra doku drnekleri; beyin sapi, serebellum, her iki hemisferin
serebral korteks, hipokampus bolgelerinden alinmistir. Ornekler kodlandiktan

sonra dondurularak saklanmak Uzere sivi azot tankina konulmustur.
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NO OLGCUMU iSLEM BASAMAKLARI
A. Hazirhk Asamasi

1. Fosfat Tamponu Hazirhg,

2. Tampon Kalibrasyonu i¢cin NaOH ve HCI hazirligu.

B. Numunelerin Homojenlestiriimesi.
C. Homojenatlarin Proteinsizlegtiriimesi.
1. 0.3 M NaOH kullanimi,
2. %5 ZnS04 kullanimi,
3. Etanol uygulanmasi.
D. Olglim Asamasi
1. Standart Solusyon Hazirligi
NaNO:2 den nitrit standardi hazirhg,
NaNOs tan nitrat standardi hazirhgi.
2. Indirgeyici reaktif ( reagent ) Hazirhg
Nitrit indirgenmesi icin Nal hazirlgi,
Nitrat indirgenmesi igin VCIs ve NaOH hazirhgi.

3. Analizérde NO2 ve NOs duzeyi 6l¢imu
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isleme fosfat tamponu hazirlanmasi ve doku dérneklerinin homojenize
edilmesi ile baglanir. Ardindan %5 lik ZnSO4 ile deproteinizasyon ve etanol
presipitasyonu uygulanir.

Fosfat Tamponu Hazirlanmasi

Doku 6rneklerinin homojenizasyonu igin pH’si 7,5 olan fosfat tamponu
kullaniimaktadir. Kullanilacak olan tampon, 8 g. NaCl, 2 g. KCl, 0.92 g.
Na2HPO4 1 It distile su ile tamamlanarak hazirlanmistir. Daha sonra
kalibratorde pH’si 7,5 olacak sekilde ayarlanmistir.

Fosfat Tamponu Kalibrasyonu: Bunun igin bdlimumuzde yer alan
Codee-Palmer model 05669-20 pH ayarlayicisi  kullanilmigtir.  PH
ayarlanmasinda pH 4,1 ve pH 7 olan standartlar ile 6 N NaOH ve HCI
kullanilmistir. isleme baslanmadan énce probu distile ya da deiyonize su ile
yikanir ve standartlarin oda sicakligina gelmeleri beklenir. Kalibrator
acildiginda ATC lambasi yanmaktadir. Ekran pH gostermiyorsa, autlock
yanana dek MODE’a basilir. Sonra prob distile su ile yikanir ve pH 7
standardina daldinlir. Ekranda tamponun isisi gorulur. Bu sirada stand
lambasi yanip sonmektedir. Stand’a surekli basilir ve sirekli yanmasi saglanir.
Bu sirada wait yanip sdnmeye baslar. Optik okuyucuda okuma tamamlaninca
wait lambasi sOner ve slope lambasi yanip sbnmeye baslar. Prob distile su ile
yikanip, pH 4,1 standardina daldirilir ve slope’a basilir. Slope surekli yanar
hale gelir ve wait yanip sdnmeye baslar. Bu sirada ekranda 4.1 okundugunda
wait soner. Artik cihaz kalibrasyona hazir hale gelmistir. Prob, distile su ile

yikandiktan sonra, hazirlanmis olan fosfat tamponuna daldirilir.
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Mode’a basilarak ekranda deger okunur. pH 7,5e ayarlanmamissa,
ctkan degere gore, 1 ml.lik enjektor igne ucu ile HCI veya NaOH damlatilr.

Bu isleme pH 7,5 olana dek devam edilir.

0.3 M NaOH Hazirlanmasi
1.2 g. NaOH ‘e 100 ml. distile su eklenerek elde edilmistir.

%5’lik ZnS0O4 hazirlanmasi

Proteinsizlestirme

Proteinsizlestirme 2 yolla yapilabilmektedir.

a. Soguk Etanol Presipitasyonu

Tam kaplar deiyonize sudan gegirilmis ve kurutulmustur. Etanol 0°C de
tutulur. 0,5 ml numune 1,5 ml'lik mikrosantrifaj tiptne alinip, 1 ml soguk etanol
eklendikten sonra vortekslenmistir. 0°C de 30 dak. tutulduktan sonra ~14 000
devirde 5 dak. santriflj edilerek, Ustteki supernatant dlgim icin alinmistir.

b. Cinko Sulfat / Sodyum Hidroksit
Ayni sekilde kaplar deiyonize sudan gegirilmigtir. 200 pl numune mikrosantrifdj
tipune alinarak, tzerine 400 pl 0,5 N NaOH ve 400 pl %10'luk sivi ZnSO4
eklenmistir. 30 sn vortekslendikten sonra 15-20 dak oda sicakliginda

tutulmustur. Daha sonra 5 dak santrifujlenmistir.
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Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Homojenatlar, pH = 7.5 olan 5 hacimlik fosfat tamponu ile homojenize
edilerek hazirlanmistir.  Olglim yapilacak doku pargalarinin  planlamasi
yapildiktan sonra dondurucudan alinarak, hassas terazide hepsi yakin
agirhkta olacak sekilde tartilarak ayriimis ve kodlanarak buz Uzerine
konmustur. Bu adirhklarin 5 kati kadar fosfat tamponu eklenerek,
homojenizatérde ~10 sn kadar sirede homojenize edilerek, deiyonize su ile
yikanmis, tuplere alinmistir. Her ornek homojenize edildikten sonra agzi
parafilm ile kapatilarak, buzdolabina konulmustur.

Homojenatlar 2000* g’ de ( 5000 devir/dak) 5 dak. boyunca santrifuj
edilmistir. 0.5 ml.’lik Ust faz alinarak, tzerine 0.25 ml, 0.3 M NaOH eklenmisgtir.
Oda scakliginda 5 dakikalik inkibasyondan sonra deproteinizasyon igin
karisima %5’lik ZnSO4 ‘ten (w/v) 0.25 ml. konulmustur. Bu karisim 3000* g’de
( 6200 devir/dak) 20 dak. santrifiijlenmistir. Olcim igin Ust faz alinmistir. Ust
fazin 0.5 ml.’sine 0°C’lik 1 ml. etanol eklenmis ve 30 dak. buzdolabinda 0°C’de
bekletilmistir. Sogutmal santrifujde 14000 RPM’'de 5 dakikalik santrifuj sonrasi
yine Ust faz alinarak, NO analizérinde nitrit tayini saklanmak Uzere
dondurucuya konulmustur.

Standart Solusyonlarin Hazirlanmasi

Bunun igin £0.1 ml duyarli tarti, sodyum ve potasyum nitrit, nitritsiz
deiyonize su, dereceli cam balon ve pipetler gerekmektedir. Standart sollisyon

hazirlamak icin NaNO2 ve NaNOs kullaniimaktadir.

48



Nitrit tayini igcin 100 mM NaNO: hazirlanir.10 ml 100 mM lik NOz igin
69 mg NaNO:2 veya 85 mg KNO:2 gereklidir. Sonra bu tuz 10 ml'lik cam balona
konup, nitritsiz deiyonize su ile seyreltiimistir. 100 ml 100mM lik NO2 igin 690
mg NaNO:2 veya 850 mg KNOz2 tartilir. Bu bilegikler 100 ml lik cam balona
konup, deiyonize su ile seyreltilmigtir. Standart hazirhdinda bu 100 mM lik stok
standarttan yararlaniimigtir. Daha sonra 6rneklerden daha fazla veya daha az
ya da esit konsantrasyon degerlerine uygun NO: igeren solusyonlar
hazirlanmistir. Bu sekilde 10 nM,50 nM, 100 nM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM,
100 pM lik solusyonlar hazirlanmigtir. 100 uyM lik standart buzdolabinda,
karanlik ve hava sizdirmaz kapta birka¢ hafta dayanabilirken, dilue edilmis
standartlar her 6lgim gunu taze hazirlanmigtir.

Nitrat tayini igin 100 mM NaNOsz Hazirlanir. Once 85 mg NaNOz alinir
ve 10 ml deiyonize su eklenir. Isik gormemesi gerektiginden, isiktan

korunacak sekilde kaplandiktan sonra buzdolabinda saklanir.

Nitrit ve Nitrat Tayini Gerekli indirgeyici Goézeltiler

Nal Hazirlanmasi

150 mg Nal, nitrit tayininde kullaniimak Uzere 3 ml deiyonize su ile
karistirilarak hazirlanir.

1M NaOH Hazirlanmasi

Sivi NaOH, nitrat tayininde, HCI buharinin koroziv etkisinden korumak

icin kullaniimaktadir.Ya solid NaOH (4 g./200 ml.) alinip, manyetik karistirici ile
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karistirilarak ya da %50 NaOH ( 5 ml/100 ml) ile hazirlanabilir. Analiz i¢in 150
ml. hazirlanmasi yeterli olmaktadir.

100 ml Vanadyum Klorur Cozeltisi Hazirlanmasi

Nitrat tayininde kullanilir. 0,8 g. vanadyum klorur (VCIs) 100 ml.lik
temizlenmis dereceli kaba alinir. (VCls'e deiyonize su eklenmesi sirasinda 1si
ortaya c¢iktigindan, kabin isinmasina dikkat edilmelidir). Uzerine 8.3 ml
konsantre (1M ) HCI eklenir. Dereceli kapta 100 ml duzeyine kadar deiyonize
su tamamlanir ( bu bir sature solusyon oldugundan tamamen dilue olmayabilir
ve sivinin Ust yuzeyinde kuglk VClIs partikullerinin yuzdugu gorulebilir).
Dereceli kabin kapagi kapatilip, bir ka¢ kez ters yuz edilmek seklinde

cevrilmigtir. TUmu ¢ozulmese bile solusyonun rengi maviye donmus olmalidir.

KEMILUMINESANS YONTEMI iLE NiTRiK OKSIT ANALIZi (3,76, 72)

a) Nitrit indirgenmesi

Orneklerin  6lgiimleri dncesinde daha 6nceden hazirlanmig olan
standart solUsyonlar ile kalibrasyon yapilmistir. Kalibrasyon sirasinda NO nun
pik degeri ve degdisik konsantrasyonlardaki NO egrisi bir yazdirici ya da
monitdérde kaydedilmistir. Kalibrasyona baslamadan 6nce vakum pompasi
basinci <200 torr olmali (~100) ve ozon basinci 2 ila 10 psi arasinda (~5 psi)
tutulmustur.  Seyreltik solusyonlar hazirlandiktan sonra, en seyreltik
solusyondan baglanmak Uzere, standartlar “purge vessel” e enjekte edilerek,
dizeyler kaydedilmistir. Enjeksiyonlar arasi kontaminasyonu Onlemek igin,

kullanilan siringa her seferinde deiyonize su ile yikanmistir. Bir sonra gelen
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konsantrasyondaki standardin enjeksiyonu seklinde isleme devam edilerek
tum standart solusyonlar dlgumlenmigtir. NOA 280 in bir kez kalibrasyonu
birka¢c hafta korunabilir, her gun tekrarlanmasi gerekmemektedir. Fakat
kalibrasyon degismesine kargl gune baglarken bir ya da iki standart analizi ile
baglanmasi veya kalibrasyon degismeden periyodik olarak standart
enjeksiyonu uygun olmaktadir.

NO, NO2 olusturmak icin erimis O2 ile reaksiyona girmektedir.
Oksihemoglobin ya da superoksit anyonu (O27) yoklugunda Nitrit, NO'in major
oksidasyon arunudur. Nitritin 6lgimunde, nitriti NO'e donustirmek igin, purge
vessel'a indirgeyici ajan olarak Nal ya da KlI'in %1'lik asetik asitteki solusyonu
kullaniimigtir.

I™+NO2 "+2H*— NO+ 2 2+ H2 O
indirgeyici ajan 5 ml hazirlanarak, purge vessel'e (anaizoriin radikal purger
bolimu, bolim 1, s37-38 de agiklandigi gibi) konmustur ( bu hacim 20-30
ornegdin olgumu icin yeterlidir). Cozeltinin azalmasi halinde, I3~ sekillenmesine
bagli olarak sivinin rengi sariya déonmektedir.

Analizorde oOlgumlerde standart sonuglar elde edilebilmesi igin
hazirlanmasi gereken NOs ve NO:2 standart solusyonlari taze olarak
hazirlanmistir.

Nitrit Azaltici Sollisyonun Hazirlanigi

Atmosferik Oksijen ile reaksiyon olusumunu minimalize edebilmek igin

sivi purge vessel de hazirlanmalidir. Purge vessel in girig ve ¢ikis musluklari

kapatilir ve tepesindeki kapak ve septum cikarilir. Sonra purge vessel'e gaz
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gegisini durdurmak icin "needle valv “ gevrilir. Purge vessel'e 4 ml glasiyal
asetik asit ya da asetik asit konulur. Bu miktar purge vesselin ilk bogumunu
doldurmaya yetecek kadardir. Bu anda septum ya da kapak agilmaz. inert gaz
tankinin ¢ikis basinci 1-2 psi‘a ayarlanir. Needle valv tamamen kapali iken,
inert gaz regulatorindeki “shuoff valvi” ve purge vessel Uzerindeki gaz giris
muslugu acilir. Yavasca needle valv agilarak asetik asit asit igcinden kuguk
baloncuklar halinde gaz gegisi saglanir. Yaklasik 50 mg Nal ya da KI 1 ml
kadar deiyonize suda c¢Ozulerek, iyodid solusyonu hazirlanir. Bu solusyon
icinde asit bulunan purge vessel'e aktarilir ve 1-2 dakika karisimdan gaz
gegisine devam edilir. Sonra purge vessel'e 100 pl dilue edilmis sabunlasmayi
Onleyici ajan eklenir. Purge vessel tepesine kapak ve septum, teflon kismi
Uste gelecek sekilde, yerlestirilmistir. Purge vessel ¢ikis muslugu agilir ve
tepesini kapayacak sekilde sivi seviyesi yukselmesini saglayacak kadar gaz
gegisine izin verilir.

Calisma sirasinda karsilagilabilecek en 6nemli sorun Nitrit
kontaminasyonudur. En ufak bulasida standartlardaki NO2 duzeyi
beklenenden yuksek bulunacaktir. Bu nedenle de kullanim o6ncesi tim
ekipman deiyonize sudan gegcirilmelidir. Bu arada dikkat edilmesi gereken bir
konu da ¢ogu laboratuvar su sistemlerinin Nitrit ile kontamine olmasidir. Ayrica
Nitrit ile cevrili atmosferik havadan NO suya absorbe olabilmektedir. Bu
nedenle de galisma da dikkatli olunmasi gerekmektedir. Bu durumlarda tarif
edilen sekilde purge vessel bosaltiimali ve yeniden indirgeyici ajan konularak

analiz yapilmalidir. Bunda 4 ml asetik asit giris muslugundan konulup, birkag
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dakika arindirmaya devam edilir. 50 mg Nal veya Kl 1ml deiyonize suda
¢cozulerek, purge veseel'e konur. Sonra ¢ikis muslugu agilarak birka¢ dakika

ornek analiz edilir.

Sekil 11. NO Analizériinde “ Purge Vessel.

b) Nitrat indirgenmesi (Azaltimi)

NO, Nitrat olusumu icin oksihemoglobin ve superoksit anyonu ile
reaksiyona girmektedir. Hayvan ve insan hicre kultura sistem orneklerinde
Nitrat en dnemli oksidasyon urunadur. Nitrat 6lgimuinde, Nitrati NO'e ¢evirmek
icin, Hidroklorik asitte Vanadyum klorur kullaniimaktadir.

2 NO3™+3VCl3+2H2 O =  2NO+ 3VO2+ 2HCI
Bu indirgenme 90 °C de gelistirilebilmektedir. NaOH hazirlandiktan sonra
Nitrat azltimi islemine baslanilabilmektedir.

Hidroklorik asit buharinin purge vessel’ e zarar vermemesi i¢in gaz
muslugundan analizér ile purge vessel arasi NaOH ile doldurulmaldir.
Hidroklorik asit ve Vanadyum klorur korroziv olduklarindan, solusyonlar
hazirlanirken, asit eldivenleri,koruyucu elbiseler ve guvenlik gozIligu ya da yuz
maskesi kullaniimahdir.

Numunelerin analizine baglanilmadan oOnce hazirlanacak standart

solusyonlarla kalibrasyon yapmis ve egrisi ¢gizdirilmistir. Standart hazirhgina

53



100 mM NO3" ile baglanmigtir. Bunun igin, 10 ml 100 mM NOs i¢in,85 mg
NaNOs veya 101 mg KNOs, 10 ml'lik deiyonize su ile seyreltilmigtir. 100 ml
100 mM NOs i¢in 850 mg NaNOs veya 1.01 g. KNOs kullanilir ve ayni sekilde
seyreltilir. Standart solusyonlar 10 nM, 50nM, 100 nM, 1 uM, 5uM, 10 uM, 50
MM ve 100 pM olmali ve bunlarin kalibrasyon egrisi gizdirilmelidir ( idrar
numuneleri igcin 100 pM dan daha fazla konsantrasyonda standart
gerekmektedir). Baslangi¢ standart solisyon birka¢ hafta saklanabilirken,
seyreltilmis olanlar guninde tuketilmelidir.

Olglimler Nitrit olgimlerine benzer ayni sekilde yapiimistir. Bunda
purge vessel'in sicak olmasina dikkat edilmelidir. Pik dizeyi 30 sn iginde
ortaya ¢gikmaktadir.

Once gaz muslugundan ~ 20 ml 1 M NaOH konur ve teflon koruyucu
kapatihr.  (Teflon  koruyucu kenarindan sizintt  yapabilecek aralik
bulunmadigindan emin olunmali). Bu muslugun tepesi yesil, plastik mandal ile
sikilanmistir. Purge vessel deki drenaj muslugu kapatilir. Purge vesel
ustundeki vidali kapak acilarak, Gzerine 4-5 ml filtre edilmis VCIs/HCI eklenir.
Purge vessel'e 100 ul kopurme Onleyici konur ve buraya gaz gegisi
saglanincaya kadar vidali kapak agilir. Purge vessel gaz giris muslugu
kapatilarak, tim girisleri kapatilr. inert gaz tiipline bagh valv acilarak,
regulator 1-5 psi'a ayarlanarak acilir. Puge vesselin gaz giris muslugu ve
yavasca igne valv acilir. Cok kiguk ve az kabarcik olusturacak sekilde gaz

gecisi saglanir. Bu sirada vidali kapak ayirilarak, purge vessel gaz c¢ikis
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muslugu agcilir. Soguk suyun kondensore gegisine izin verilir. Su sizintisi
oldugu taktirde klamp sikilarak gegis engellenir.

Bundan sonraki asama sicak su dolanimi safhasi olup, tlpler,hortumlar
ve purge vessel asirt sicak olacagindan c¢ok dikkatli davranmak
gerekmektedir.

Su banyosunun ayari 95°C’ye ayarlanir. su sizintisi olmayacak sekilde

dolasim pompasi agilir.

Gaz Basinci Ayari

Normalde purge vessel bir vakum etkisi altindadir. igne valv kapatilip,
gaz gecisi durdurulur. Purge vessel icinde vakum basinci artarsa VCls buyuk
baloncuklarla birlikte hizla bosalabilir. Bu durumda igne valv yavasga agilarak
purge vessel icin basing arttirilir. Cok fazla gaz eklenirse aniden reaktif

bosalabilir.
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BOLUM IV
BULGULAR

IV. l. Agirhik Degisimi

Siganlar glinde 2 kez 60’ar dakika kadar beslenmeye alinirken, sabah
ve aksamlari agirhk élgumleri yapilmigtir. Deneyde kullanilan yayli terazi ile 12
seri halindeki 4 ayri grup sigandan Olgimu yapilabilen 9 serinin sonuglari
degerlendiriimigtir.  De@erlendirmenin  sonucunda ortaya ¢ikan agirlk
degisimleri soyledir. Total Uyku Yoksunlugu olusturulan grupta agirlik degisimi
-13.04 £5.21 g., REM Yoksunlugu olusturulan grupta — 10.45 +3.92 g., REM
Kontrol grubunda — 7.21+£3.92 g., Total Yoksunluk Kontrol grubunda ise
+11.25 £4.03 g. olarak belirlenmistir. Buna gore gruplar arasinda deneyler
suresince sadece normal yasamini surddren, kontrol grubunda agirlik artimi
meydana gelirken, diger U¢ grupta anlaml agirlik kaybi olusmustur.

Agirlik degisim durumlarina gore gruplar arasi farkhlik istatisitiksel
olarak degerlendirilmigtir. Yapilan “Student t” testi ile gruplar arasinda agirlik
degisimi bakimindan farklilik olup, olmadigi incelenmistir. Sonugta;

1. Total uyku yoksunlugu grubu ile REM yoksunlugu gruplari arasinda
farkhiigin anlamli olmadigi (p>0.05),

2. REM yoksunlugu grubu ile REM kontrol gruplari arasinda farkhhigin
anlamli olmadigi (p>0.05),

3. Total uyku yoksunlugu grubu ile kontrol gruplari arasinda ve yine ayni
sekilde REM yoksunlugu grubu ile kontrol gruplari arasinda farkhhigin

anlamli oldugu (p<0.05) belirlenmistir.
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Duzeneklere konulan deneklerin timunde agirhik kaybr meydana
gelmigtir. Ancak olusan agirlik kaybi total uyku yoksunlugu grubunda daha
yuksek gibi goruluyor ise de standart sapmalarin buyukligu dolayisi ile

istatistiksel olarak bu farklilik gosterilememistir.

IV. 1. Nitrik Oksit icin Nitrat ve Nitrit Ol¢iim Sonuglari

Uyku yoksunlugu olusturularak, sigan beyin dokusunda nitrik oksit
dizeyinde meydana gelen degisiklikler, Sievers model 280 nitrik oksit
analizoru ile beyin doku homojenatlarinda 6lgimlenen NO3s ve NO2 dlzeylerine
gore degerlendirilmigtir. Nitrit ve Nitrat NO’in oksidasyon urunleridir. NO’in
oksihemoglobin veya superoksit ile reaksiyona girmesi sonucu olugsmaktadir.
NO, Nitrit olugturmak igin erimis Oz ile reaksiyona girmektedir. Oksihemoglobin
ya da superoksit anyonu (O2") yoklugunda Nitrit, NO'in major oksidasyon
arunudar.

Calismada sigcanlar 4 ayr grupta izlenmigtir. Bunlar; total uyku
yoksunlugu (T) olusturulan, sadece REM yoksunlugu ( R ) olusturulan, sadece
REM kontroli grubu (RK) ve tum gruplarin kontroli (K) seklinde gruplar
olusturulmustur.

Her bir gruptaki siganlarin beyinlerinin 4 farkli bdlgesinden alinan
ornekler incelemeye alinmistir. Numuneler,beyin sapi (bs), serebellum (cer),
hipokampuUs (hk) ve korteks (kort) ten alinmistir. Boylece 12 seri hayvanda 4
ayri grupta ve her bir grupta da 5 ayri beyin alanindan alinan numunelerde

NOsve NO2 duzeyi degisiklikleri incelenmigtir.
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Olguimlerden

sunulmaktadir.

elde edilen

Degerlendirmeler,

degerler

tablo ve grafikler

halinde

a) Her bir beyin alaninda 4 ayri gruba ait tim NO3 ve NO:2 verilerinin

dagilim dizeyinin belirlenmesi,

duzeyleri belirlenmesi sonrasi istatistiksel analiz yapiimigtir.

Tablo | :

b) Her bir grupta bes ayri alandaki tim NOs ve NO:2 verilerinin dagilim

REM veya Total Uyku Yoksunlugunun Degisik

Beyin Alanlarinda NOs Diizeyine Etkilerinin Kontrollari ile

Karsilagtirmasi.

GRUPLAR
. NOs TOTAL UYKU TOTAL REM UYKU REM

OLGULEN | YOKSUNLUGU | YOKSUNLUK | YOKSUNLUGU | YOKSUNLUK
ALANLAR KONTROL KONTROL

— el o} ~ o) ~ i} ~ c o

52 E£9 |32 EE9 |3HEEY |5 L9

§4c=0 62 5=9 62 =9 62 =9

Og £ 2¢€ Owp £ o &€ D@l £ 2E D@ = o2&

9 O2s w 023 w 023 w 023

BEYIN SAPI | 6 0.64 + 6 0.40 + 6 0.42 + 7 | 155+
0.01* 0.17 0.11* 0.12

SEREBELLUM | 8 0.65 + 6 0.42 + 6 0.32 + 7 0.41 +
0.12 * 0.12 0.07* 0.17

HIPOKAMPUS | 8 | 0.66 + 6 0.72 + 9 062+ | 10 | 0.75+
0.11 * 0.13 0.14%* 0.13

KORTEKS 8 0.58 + 7 0.50 + 7 0.70 + 7 | 071+
0.21* 0.15 0.18** 0.18

Tablo degerleri aritmetik ortalama + standart sapma seklinde belirtilmistir.

*

**

p<0,05, Total Kontroluna gore farkl.

p<0,05, REM Kontroluna gore farkl.
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Tablo I de beyin alanlari arasinda nitrat (NO3) dizeyindeki ortalama
degisikliklere ait olcim degderleri incelendiginde; NOs ortalamalarinin her
alanda farkli duzeylerde oldugu ancak, hipokampuste diger grup
ortalamalarina gore daha yuksek seviyelerde oldugu gorulmektedir. Beyin sapi
ve serebellum gruplarinda diger gruplara gore daha dusuk seviyelerde
Olcimlenmistir.

Sonuglar icinde REM kontrol grubunda beyin sapindan yapilan élgimler
diger olcumlenen degerlerden oldukga farkhlik gostermektedir. Total uyku
yoksunlugu olusturulan gruplarda NOs dizeyi genel olarak kontrol gruplarina
gore daha yuksek, REM yoksunlugu olusturulan gruplarda ise kontrollara gore

belirgin sekilde daha dusuk bulunmustur.

Grafik | - IV: GRUPLARA GORE BEYIN ALANLARINDA NOs DAGILIMI
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KONTROL GRUPLARI BEYIN ALANLARINDA NO3 DAGILIMI
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Bu grafiklerde her bir beyin alaninda gruplar arasindaki nitrat

(NOs3) ortalamalarinin dagihmlari izienmektedir.

Grafik V- VIII : BEYIN ALANLARINDA GRUPLARARASI NO:
DAGILIMI
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4

KORTEKSTE GRUPLARARASI NO3 DAGILIMI
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Tablo Il : NO2 BAKIMINDAN BEYIN ALANLARINA GORE
GRUP ORTALAMALARI
BEYIN SAPI SEREBELLUM |[HIPOKAMPUS |[KORTEKS
Gruplar n (mM/gr+£ Sd | n [mM/gr +sd n \mM/gr+sd mM/gr +sd
Total 6] 0.22+0.14] 9| 0.23+0.12| 8 0.30+0.08 0.29 +£0.09
Yoksunluk
Rem 6] 0.17+0.15/11] 0.07+0.03|12] 0.29+0.14 0.27 £ 0.09
Yoksunluk
Rem Kontrol 6| 0.22+0.25/11| 0.13+£0.10/ 9 0.28+0.05 0.32 +0.08
Kontrol 6| 0.35+0.10/ 6| 0.11+0.04| 8| 0.32+0.08 0.26 + 0.06

Tablo degerleri aritmetik ortalama + standart sapma seklinde belirtilmistir.

* p >0,05, Kontrola gore fark yoktur.

** p >0,05, REM Kontroluna goére fark yoktur.
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Olgiim degerleri incelendiginde; NO: ortalamalarinin da her bir grupta,
beyin alanlari arasinda farkl duzeylerde oldugu goérulmektedir. Buna karsin
genel olarak her bir grubun hipokampus ve korteks alanlari 6lgim sonugclari
yine diger grup ortalamalarindan daha yuksek olarak bulunmus olsa bile NO2
duzeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik bulunamamistir.

REM yoksunlugunda kontrollere gore NO:2 duzeylerinin disme
gosterdigi, buna karsin total yoksunluk gruplarinda bu tur bir degisikligin
belirlenemedigi ve bir digsmenin olmadigi gorulmektedir.

Tablo II'de beyin alanlari arasinda nitrit (NO2) duzeyindeki ortalama
degisiklikler mM/g cinsinden ve standart sapmalari izlenmektedir. Olgiim
degerleri incelendiginde; NO:2 ortalamalarinin alanlar arasinda farklilik
gostermedigi gorulmektedir. Her bir grupta alinan hipokampus ve korteks
orneklerinde diger alanlara gore, daha ylksek miktarda NO2 saptanmistir.
Serebellumda ise nitrit daha dusuk miktarda saptanmistir.

Grafik 1X -XIl: GRUPLARA GORE BEYIN ALANLARI NO2 DAGILIMI
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ikinci asamada her grubun beyin alanlarinda gésterdigi dizeyler
incelenmigtir.

Grafik XIIl — XVI: BEYIN ALANLARINDA GRUPLARARASI NO2 DAGILIMI
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KORTEKSTE NO2 DAGILIMI
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Tdm bu sonuglara dayall olarak, istatstiksel analiz i¢cin denek sayilari
farkh (ikiden ¢oklu) gruplarda uygulanan varyans analizi uygulanmistir. Analiz
icin bilgisayarda microsoft windows\ SPSS istatistik programinda yer alan
“‘Multivariate  Anova” yontemi kullanilmistir. Varyanslar arasi farkhhgin
belirlenmesinde ise Tukey-b testi kullanilimigtir.

4 ayri beyin alaninda (beyin sapl, serebellum, hipokampus ve korteks),
4 grupta (Total, REM, REM Kontrol, Kontrol) NOs dizeyleri bakimindan
farkhliklarin anlamli oldugu (p< 0.05), NO2 dliizeyleri bakimindan ise anlamli bir
farklihk olmadidi (p > 0.05) goérulmektedir. Total yoksunluk, REM yoksunluk ya
da kontrol gruplarinin NOs dizeylerinde farkliligin olusmasinda etkili oldugu
(p<0.05), NO2 diuzeylerinde ise farkhligin olusunda ekili olmadigi gérilmustir.
Buna karsin hem NOs hem de NO2 duzeylerindeki farkhlik ta beyin alanlarinin

etkili oldugu saptanmigtir (p < 0.05). NOs alanlar i¢inde en fazla hipokampuste
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bulunmustur. Ayrica beyin sapi ve hipokampus gruplarinin serebelluma goére
farkhlik gosterdigi, NO2 bakimindan ise beyin sapi, hipokampus ve korteksin
serebellumdan farklilik gosterdigi belirlenmistir (p < 0.05). NO3s dlzeyinde total
uyku yoksunlugu, REM yoksunlugu, REM kontrol ve kontrol gruplari arasinda
anlamh bir farkhlik bulundugu (p<0.05) ve buna gore REM kontrol grubunun

diger gruplardan farklilik gosterdigi belirlenmigtir ( p<0.05).
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BOLUM V

TARTISMA VE SONUG

Bu calismada uyku yoksunlugunun beyin NO duzeylerinde bir
degisiklige yol acip agmadigi arastiriimistir.

Nitrik oksit diger sistemik etkilerinin yanisira beynin baglica olfaktor
bulbus, bazal 6n beyin alani, medulla, hipotalamus, striatum, hippokampus,
serebellum ve kortekste yaygin olarak sentezlenmekte (77,16,24) ve bu
alanlarda bir norotransmitter olarak gorev yaparak, LTP mekanizmasi ile noral

plastisite, 6grenme, ve uzun sureli hafizanin olusmasinda rol oynamaktadir.

Literatirde, Merkezi Sinir Sisteminde uzun sureli davranis ve bellekten
sorumlu oldugu bilinen NO’in uyku ile de yakindan iligkisinin oldugu ve NO
inhibisyonlarinin kisa sureli REM ve NREM uykusuzluguna vyol actigi
gosterilmis bulunmaktadir (35).

NO ‘ in uyku doguran beyin alanlarinda Ach salinimini indukleyerek
uyku olusumunda rol oynadigi ve NO inhibitdrleriyle uykunun inhibe
edilebildigi ileri sirulmektedir (35).

Beyin NO metabalizmasinda meydana gelebilecek degisikliklerin ise
ogrenme, hafiza gibi mutlak etkili oldugu fizyolojik streglerde degisikliklere yol
acacag! ve dolaslyla olumsuz etkileri olabilecedi dusuncesi bulunmaktadir. NO
degisikliklerinin uykuya olan etkileri bilinmekle birlikte, uyku yoksunlugunun

beyin NO duzeylerine etkileri ile ilgili calismalar azdir.
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Bu diusunceden hareketle fizyolojik bir sire¢ olan uyku sirasinda beyin
NO degisiklikleri ve bu duzenin bozulmasi yani uykusuzluk periyotlarinda NO
duzeylerinin etkilenip etkilemedigi ve hangi bolgelerin bu durumdan daha fazla
etkilendigi arastiriimak istenmistir.

Bu arastirmada siganlarda 5 gun sure ile total ve REM uykusu
yoksunlugu uygulanmasi ve bu slreler sonunda beyin sapi, serebelum,
hipokampus, ve kortekste NO duzeyleri, nitrik oksitin metabolitleri olan NO3 ve
NO2 dlgimleri ile saptanmaya c¢aligiimigtir.

Dogrudan dokuda NO duzeyinin dlgimlenmesinin laboratuvarlarimizda
mumkin olmamasindan dolayi Sievers model analizérde NOs veya NO:2 gibi
metobolitlerinin dlgimunden yararlaniimistir.

NO biyolojik sistemlerde oksijen, oksihemoglobin ya da superoksit
tarafindan oksidasyona ugratilarak, nitrit ya da nitrata oksidize edilmektedir.
Sievers analizérunde ayni prensipten yararlanilarak radikal purger denilen
odaclkta kimyasal indukleyici ajanlar kullanilmak suretiyle NO dizeyi, doku
homojenatlarindan NOs ya da NO2z olarak saptanabilmigtir (72).

Bu c¢alisma hayvanlarin uykudan yoksun birakilmasi, bunlardan doku
numunelerinin ve numunelerden doku homojenatlari hazirlanmasi, analizlerde
son urunlerin dlgcimlenmesi gibi asamalari icermektedir. Dizenlenmesi geregi
birkag asamadan olustugu ve bu sirada pek c¢ok c¢evresel etkenden
etkilenebilecegi i¢in standardizasyonun saglanmasi ve olumsuz kosullarin aza
indiriimesi gerekmektedir. Her bir asama bir sonraki asamayl olumsuz

etkileyebileceginden, bu konuya azami duyarlilik gosterilmistir.
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Aragtirmamizda gerek total gerek REM uyku yoksunlugunu caligtigimiz
duzeneklere ve uykusuzlugun yaratacagi strese bagli kaygilarimiz olmakla
birlikte, literatirde stresin beyin NO duzeylerinde anlamli bir etkiye vyol
acmadigi, yuksek kortizol duzeylerinde NO’in degismedigi ve strese bagli
olarak artan noradrenalin degarjinin NO duzeylerini yukselttigine dair bilgiler
vardir. Bu bilgilerin 1s1ginda olusabilecek stresin gézardi edilebilecegine karar
verilmigtir.

Total uyku yoksunlugu dizenedinin egzersiz etkisi olusturup
olusturamayacagi tartisiimistir. DUzenekte yuriume bandi 0.4 m/dak hizla
donmektedir. Bu hiz ile deneklerde olugturabilecegi gunluk hareket miktari 505
m/gun, harcatabilecedi enerji 0.0019 Kcal/gun olarak belirlenmistir. Bu
degerler literaturdeki gunlik yasam aktiviteleri ile uyumlu dtzeylerdir.

Arastirmamizin sonunda, 5 gunliuk total uyku yoksunluguna ugratilan
si¢anlarin hipokampus doku NOs duzeyi 0.66 + 0.11 mM/g, NO2 dizeyi 0.30 +
0.08 mM/g olarak bulunmustur. Bu degerler uykusunu normal uyuyan
siganlarin hipokampuslinden elde edilenden daha dusuktir (NOsz dlzeyi 0.72 +
0.13 mM/g, NO2zduzeyi 0.32 + 0.08 mM/g).

REM uyku yoksunlugunda ise hipokampus NOs dizeyi 0.62 + 0.14
mM/g, NO2 duzeyi 0.28 + 0.14 mM/g olarak bulunmustur. Bu degerler
kontrollarina gére NOs dizeyinde distk (NOs 0.75 + 0.13 mM/g), NO:2
dizeyinde yakin duzeylerde (0.28 + 0.05 mM/g) bulunmustur.

Serebellum doku NO3s dluzeyi 0.65 + 0.12 mM/g, NO2 duzeyi 0.23 + 0.12

mM/g olarak bulunmustur. Bu degerler uykusunu normal uyuyan siganlarin
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serebellumundan elde edilenden daha yuksektir (NOs duzeyi 0.40 + 0.12
mM/g, NO2z duzeyi 0.11 + 0.04 mM/q).

REM uyku yoksunlugunda ise serebellum NOs dizeyi 0.32 + 0.07
mM/g, NO2 dizeyi 0.07 + 0.03 mM/g olarak bulunmustur. Bu degerler
kontrollarina gore NOs ve NO:2 dizeyinde gore dusuk dizeyde bulunmustur
(NO30.41 £ 0.17 mM/g, 0.13 + 0.10 mM/qg).

Korteks doku NOs dizeyi 0.58 + 0.21 mM/g, NO2 dizeyi 0.29 + 0.09
mM/g olarak bulunmustur. Bu degerler uykusunu normal uyuyan siganlarin
kortekslerinden elde edilenden daha yuksektir(NO3 duzeyi 0.50 + 0.15 mM/g,
NO2zduzeyi 0.24 + 0.09 mM/g ) .

REM uyku yoksunlugunda ise korteks NO3s duzeyi 0.70 + 0.18 mM/g,
NO2 dizeyi 0.27 + 0.09 mM/g olarak bulunmustur. Bu degerler kontrollarina
gore NOs ve NO:2 duzeyinde daha dusuk dizeyde bulunmustur (NOsz 0.71 +
0.19 mM/g, 0.32 + 0.90 mM/g).

Beyin sapi doku NOs duzeyi 0.64 + 0.02 mM/g, NO2 dizeyi 0.22 + 0.14
mM/g olarak bulunmustur. Bu degerler uykusunu normal uyuyan sicanlarin
beyin sapindan elde edilenden NOs bakimindan daha yiksek (NOs duzeyi
0.40 + 0.15 mM/qg) iken, NO2 duizeyi bakimindan daha dusuktir ( NO2 dizeyi
0.35+0.10 mM/g) .

REM uyku yoksunlugunda ise beyin sapi NOs diizeyi 0.42 + 0.11 mM/qg,

NO2 duzeyi 0.17 + 0.15 mM/g olarak bulunmustur. Bu degerler kontrollarina
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gore NOs ve NO:2 duzeyinde daha dusuk duzeyde bulunmustur (NOs 1.55 +
0.11 mM/g, 0.21 + 0.25 mM/g).

Elde edilen sonuglar, normal kosullardaki NO duzeylerini gosteren
Benedetti (1993), Forstermann (1990), Williams (1996) in c¢aligmalarinin
sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Uyku yoksunlugu olusturulan
durumlarda elde edilen sonugclar ise, bu konudaki etkilerin duzeyi konusunda
fikir verebilecek, daha ileride yapilacak c¢alismalar igin bir temel teskil
edebilecektir.

Calismamizda nitrat aktivitesinin ya da duzeyinin en fazla
hipokampuste, nitrit dlzeyinin de genel olarak en fazla hipokampuste
bulundugu saptanmistir.

Nitrat miktar;, uykusu tamamen engellenen sigcanlarin hipokampusu
disinda diger beyin alanlarinda, normal uykusunu alan siganlara gore daha
yuksek gorulmektedir. REM uykusu engellenen siganlarda ise tam tersine tim
alanlarda belirgin azalma ortaya ¢ikmistir.

Nitrit bakimindan normal uykusunu alan siganlara gore uykusu
tamamen engellenen sicanlarda pek fazla degisiklik gézlenmez iken; REM
uykusu engellenen siganlarda ise yine belirgin sekilde azalma ortaya ¢ikmistir.

Sonuglar Uzerinden yapilan ¢oklu varyans analizi ile yapilan istatistiksel
degerlendirmede su sonuglar elde edilmigti. Numune alinan beyin alanlari
itibariyle beyin sapi, serebelum, hipokampus, hipotalamus, kortekste NOs ve
NO:2 duzeyleri bakimindan farklihk oldugu (p<0.05) ve yapilan istatistiksel

analizlere dayal olarak da, alanlara gore degisiklik goruldugu saptanmistir.
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Bu durum Benedetti ve arkadaslari (9), Wiliams ve arkadaslan (77) ve
Forstermann ve arkadaslarinin (24) calismalarinda elde edilen sonuglar ile
paralellik gostermektedir.

Calismada uyku yoksunlugunun NOs3 duzeyinde anlamli bir sekilde
artisa yol actigi, bu artisin beyin sapi ve serebellumda daha fazla oldugu,
ancak NO2 duzeyinde anlamli olacak bir farklilik olusturmadigdi ortaya gikmigtir
(p>0.05). Sadece REM uykusu engellendiginde ise kontrollerine goére hem
nitrat hem de nitrit dUzeylerinde ylkselme vyerine dugsuse yol actig
goralmustar.

5 gunlik uyku yoksunlugu sonrasi NOs ve NO2 degerlerinde disme
olmasi bu bdlgelerin uyku olusturmada NO sentaz aktivitesi ile daha yakin
iliskide oldugunu gostermektedir. Olasi bir gekilde uykusuzluk NO sentaz
aktivitesini inhibe etmekte ve bu bolgeler inhibisyona daha duyarli olmaktadir.

Sinirli sayilardaki ornekler Gzerinden elde edilen sonuglara gore, uyku
yoksunlugunun beyinde nitrik oksit metabolizmasi ve duzeyleri Gzerine etkileri
hakkinda genelleme yapmak mumkin olamayacaktir. Sonuglar NO’in beyin
alanlarinda dagilimlari ve tamamen ya da REM uykusu engellenen siganlarda
ne gibi degisiklikler olabildigi konusunda ileriye donuk vyararh Dbilgiler
vermektedir. Ancak c¢alismanin ileride daha gelistirilmesi ve her Olgim igin
yeterli standart kosullar saglanarak, daha genis serilerle degerlendirmeler

yapmak daha dogru sonuglar elde edilmesini saglayacaktir.
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