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OZET

Ozakman, S. (2020). Farelerde uyku yoksunlugu mani modelinde tamoksifenin
etkilerinin ve beyin boélgelerinde glutamat ve glutamin diizeylerinin arastirilmasi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal.
Doktora Tezi. istanbul.

Protein kinaz C inhibitorii tamoksifen bipolar hastalarda antimanik etki gostermekte,
deney hayvanlarinda mani benzeri davramiglari azaltmaktadir. Manide beyin
bolgelerinde protein kinaz C aktivitesinin, glutamat diizeyinin ve glutamat/glutamin
oraninin arttigi ve tedaviye yanit olarak diistiikleri gosterilmistir. Glutamatin 6grenme
ve bellek olusumunun diizenlenmesinde Onemli rolii bulunmaktadir. Tamoksifen
glutamat saliverilmesini azaltabildiginden, bu etkinin antimanik etkinlige katki
saglarken, maniye eslik eden 6grenme ve bellek bozuklugunu degistirebilecegi One
stiriilebilir. Bu ¢aligmada; 8 giin giinde 2 kez 1 mg/kg tamoksifen uygulanan farelerde 2
giin ara ile 3 kez REM uyku yoksunlugu olusturuldu. Ikinci yoksunluktan 24 saat sonra
lokomotor aktivite 6lgiildii. Son yoksunlugun hemen ardindan lokomotor aktivite,
merdiven testi ile risk alma davranisi ve yeni nesne tanima testi ile bellek
degerlendirildi ve ardindan frontal kortekste ve hipokampiiste glutamat ve glutamin
miktarlar1  6lgiildii.  ikinci uyku yoksunlugunda kare gecis artti. Son uyku
yoksunlugunda kare gegis ve ¢ikilan basamak sayisi artt1 ve frontal kortekste glutamat
azaldi. Tanima indeksi, frontal kortekste glutamin, hipokampiiste glutamat ve glutamin
ve iki bolgede glutamat/glutamin degerlerinde bir degisiklik ortaya ¢ikmadi. REM uyku
yoksunluguna bagl lokomotor aktivite ve risk alma davranist artis1 ve frontal kortekste
glutamat diizeyindeki azalma tamoksifen ile onlendi. Bulgular mani, tamoksifen ve
glutamat arasindaki iliski ile ilgili iddialara karsit niteliginde olsa da tamoksifenin
antimanik etkisinde glutamatin roliiniin olabilecegini gostermekte ve tekrarlayan uyku
yoksunlugunda hastaligin gelisim siirecinin daha iyi taklit edilebilecegini isaret

etmektedir. Bu sonuglar desteklenmeleri igin ileri galismalar1 gerektirmektedir.

Anahtar Kelimeler: tamoksifen, mani, uyku yoksunlugu, glutamat, 6grenme, bellek

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 31202



Xi

ABSTRACT

Ozakman, S. (2020). Investigation of the effects of tamoxifen and glutamate and
glutamine levels in brain regions in sleep deprivation-induced mania model in mice.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Medical Pharmacology.
Doctoral Thesis. Istanbul.

Protein kinase C inhibitor tamoxifen exerts antimanic effect in bipolar patients and
reduces mania-like behavior in animals. In mania, it has been shown that protein kinase
C activity, glutamate levels and glutamate/glutamine ratio increase in brain regions and
decrease in response to treatment. Glutamate has an important role in the modulation of
learning and memory formation. Since tamoxifen can reduce glutamate release, it can
be suggested that this effect while contributing to the antimanic activity may alter the
memory and learning impairment accompanying to mania. In the present study, mice
treated with 1 mg/kg tamoxifen twice daily for 8 days were administered REM sleep
deprivation 3 times with an interval of 2 days. Locomotor activity was measured 24
hours after the second sleep deprivation. Locomotor activity, risk taking behavior in the
staircase test and memory in the novel object recognition test were assessed
immediately after the last sleep deprivation and then glutamate and glutamine levels
were determined in the frontal cortex and hippocampus. After the second sleep
deprivation, the number of squares crossed increased. The number of squares crossed
and the number of steps climbed increased, and glutamate decreased in the frontal
cortex after the last sleep deprivation. There were no changes in the recognition index
value, the amount of glutamine in the frontal cortex, the amount of glutamate and
glutamine in the hippocampus and glutamate/glutamine ratio in both regions. REM
sleep deprivation-induced increase in locomotor activity and risk-taking behavior and
decrease in glutamate level in the frontal cortex were prevented by tamoxifen. Although
the findings are contrary to the claims about the relationship between mania, tamoxifen
and glutamate, they indicate that glutamate may play a role in the antimanic effect of
tamoxifen and suggest that repeated sleep deprivation may better mimic the
development of the disorder. These results require further studies to be supported.

Key Words: tamoxifen, mania, sleep deprivation, glutamate, learning, memory

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 31202



1. GIRIS VE AMAC

Bipolar bozukluk, tekrarlayan mani ve depresyon donemleri ile seyreden,
aralarda ruhsal durumun normal oldugu karmasik bir hastaliktir. Mani donemleri asirt
hareketlilik (hiperaktivite), yiiksek duygu durum (mood), ajitasyon, yarisan diisiinceler,
artmis risk alma davranisi, uyku gereksiniminin azalmasi ve bazen psikoz belirtileri ile
kendini gosterir. Depresyon donemi ise siirekli iiziintii, yorgunluk, yeme ve uyku
bozukluklari, sugluluk diisiincesi ve soysal ¢ekilme gibi belirtilerden olusur (Logan ve
McClung 2016). Hastalarda bellek bozukluklar1 sik goriiliir (Tsitsipa ve Fountoulakis
2015). Tedavide lityum ve yani sira valproat ve karbamazepin gibi antiepileptikler veya
antipsikotikler kullanilarak ruhsal durumun dengede tutulmasi hedeflenir. istenmeyen
etkilerin ve tedaviye direngli hastalarin varligi nedeni ile yeni ve daha etkin molekiilleri
bulabilmek ve hastaligin norobiyolojisini anlayabilmek i¢in yogun arastirmalar
yapilmaktadir. Monoaminerjik ve glutamaterjik sistemlerdeki bozukluklarmn, protein
kinaz C yolagindaki aktivite artiginin, oksidatif hasarin, sirkadiyen (giinlik) ritim
bozuklugu gibi degisikliklerin ve genetik faktorlerin hastaliga katkisinin olabilecegi 6ne
stirilmiistiir (Hahn ve Friedman 1999; Dubovsky 2015; Kato 2017; Harrison ve ark.
2018).

Meme kanseri tedavisinde yarar saglayan Ostrojen reseptor modiilatorii
tamoksifenin antimanik etkisi bulunmaktadir. Bipolar bozuklugu olan hastalarda
tamoksifen tek basina manik semptomlan diizeltirken (Yildiz ve ark. 2008), lityum alan
hastalarda semptomlarin daha hizli azalmasini saglayarak ek yarar olusturmustur
(Amrollahi ve ark. 2011). Tamoksifenin protein kinaz C inhibitorii etkisinin oldugu
(O’Brian ve ark. 1985) ve glutamat saliverilmesini azalttigi (Kuo ve ark. 2012)
gosterilmis, ¢esitli mani modellerinde mani benzeri davranisi azaltmasi protein kinaz C
inhibisyonuna baglanmistir (Einat ve ark. 2007; Pereira ve ark. 2011; Armani ve ark.
2012). Bipolar hastalarin trombositlerinde ve postmortem beyin 6rneklerinde protein
kinaz C aktivitesinde artis oldugu (Wang ve Friedman 1996), akut manide protein kinaz
C aracilt sinyal iletisinin arttigi (Wang ve ark. 1999) ve tedavi ile azalma gosterdigi
(Hahn ve ark. 2005) bildirilmistir. Ote yandan, postmortem incelemelerde, beyinde
glutamat diizeyinde (Hashimoto ve ark. 2007; Lan ve ark. 2009) ve glutamaterjik

asinmda (Eastwood ve Harrison 2010) artis olmasi, tedavinin sonlandigi hastalarda



goriintiileme yontemlerinde beyinde glutamat/glutamin oraninin diisiik bulunmasi (Lan
ve ark. 2009), bipolar bozuklukta glutamaterjik sistemde de islev bozuklugu olduguna,
bu durumun yeni tedavi yaklasimlarina yol agabilecegi goriisiine yol agmistir (Sanacora
ve ark. 2008). Protein kinaz C’nin glutamaterjik agonistlerin reseptdre baglanma
bolgelerinde fosforilasyon yaparak reseptor islevini diizenleyebilmesi, maniye eslik
eden davraniglarda glutamaterjik modiilasyonun roliinii isaret etmektedir (Szabo ve ark.
2009). Mani benzeri davranis degisikligi olusturulan deney hayvanlarinda da beyinde
korteks ve hipokampiiste glutamat (Bettendorff ve ark. 1996; Mohammed ve ark. 2011)
ve glutamin (Mohammed ve ark. 2011) diizeylerinde artis gosterilmistir. Lityumun
hipokampiis hiicre kiiltiirlerinde glutamat ile ilgili islevsel sinaps sayisini artirmast (Kim
ve Thayer 2009) ve frontal kortekste glutamaterjik reseptorlerdeki degisiklikleri protein
kinaz C inhibisyonu ile geriye ¢evirmesi (Szabo ve ark. 2009) de glutamaterjik sistem
ile etkileserek antimanik etki gosterdiginin bulgular1 olarak degerlendirilmistir.
Glutamat 6grenme ve bellek olusumunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamakta
(Tapiero ve ark. 2002), bellek olusumuna 6n beyinde glutamat/glutamin havuzundaki
artis eslik etmektedir (Hertz ve ark. 2003).

Deneysel ¢alismalarda amfetamin modeli gibi farmakolojik, uyku yoksunlugu
gibi ¢evresel veya genetik yaklasimlar ile pek ¢ok mani modeli olusturulmustur (Young
ve ark. 2011a; Sharma ve ark. 2016; Beyer ve Freund 2017). Hayvanlarda lokomotor
aktivite artis1, agresyon ve risk alma davranigi ile mani donemi taklit edilebilmekte
(Gessa ve ark. 1995; Benedetti ve ark. 2008; Sabioni ve ark. 2008; Abrial ve ark. 2013,
2015), hastaliga eslik eden bellek bozuklugu gosterilebilmektedir (Fries ve ark. 2015;
Amodeo ve ark. 2017).

Yukaridaki bilgilerin 1s18inda, tamoksifenin glutamat saliverilmesi iizerine olan
etkisinin antimanik etkinligine katki saglarken, maniye eslik eden 6grenme ve bellek
bozuklugunu degistirebilecegi one siiriilebilir. Bu nedenle; tekrarlayan uyku yoksunlugu
ile mani olusturulan farelerde, lokomotor aktivite, risk alma davranisi, bellek ve frontal
korteks ve hipokampiiste glutamat ve glutamin miktarlar1 6lgiimleri ile tamoksifenin

mani gelisimine etkisi arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bipolar Bozukluk

Bipolar (iki uglu) bozukluk, yineleyebilen mani ve depresyon donemi (epizodu)
dongiileri veya her iki donemi de kapsayan karma donemler ile kendini gosteren,
donemler arasinda diizelme (6timi) bulunan bir duygudurum bozuklugudur. Depresyon
doneminde zevk kaybi (anhedoni), su¢luluk duygusu, yorgunluk, uyku bozukluklari,
sosyal geri ¢ekilme ortaya ¢ikar, intihar egilimi artar. Mani doneminde yiiksek enerjili,
coskulu ve kolay ofkelenir duygudurum hali (6fori) ortaya ¢ikar, biiyiiklenmecilik,
azalmis uyku gereksinimi, artmis konusma ve cinsel istek, dikkat dagilmasi, ugusan
fikirler ya da yarisan disiinceler, artmis amaca yonelik davraniglar, psikomotor
ajitasyon ve risk alma davranisi gibi belirtiler ve bazen psikoz vardir (Goodwin ve
Jamison 2007). Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel El Kitabi-5 (DSM-5)’te
mani ve hipomani olarak 2 manik sendrom tanimlanmistir. Hipomani maniye gore daha
az siddetlidir ve daha kisa siirer (Dubovsky 2015). Mani dénemlerinin oldugu hastalar
bipolar 1 ve mani yerine hipomani doénemleri olan hastalar bipolar Il olarak da
smiflandirilmistir (Dunner ve ark. 1976). Mani akut bir durum olarak kabul edilir. Fakat
cogu hasta kronik olarak manik veya hipomaniktir. Hastaligin tedavisi akut dengeleme
(stabilize etme) ve niiksiin (relapsin) Onlenmesinden olusur. Akut dengelemede,
depresyon veya mani doneminin diizelme evresine doOniistiiriilmesi, niiksiin

onlenmesinde diizelme durumunun siirdiiriillmesi amaglanir (Kim ve ark. 2017).

Norolojik  bozukluklarmn tedavisinde kullanilan bazi ilaglar mani veya
hipomaniye yol agabilir. Parkinson hastalarinda yapilan bir ¢alismada dopaminerjik
etkinligi artiran tedavi alanlarda mani degerlendirme skorlar1 daha yiiksek bulunmus,
hipomani ve mani durumlari doz azaltilmasi veya tedavinin kesilmesi ile ortadan
kalkmistir (Maier ve ark. 2014). Kortikosteroidler ve anabolik steroidler de maniye ve
yani sira depresyona yol acabilirler (Bhangle ve ark. 2013). Akut tedavide mani daha

yaygin olarak ortaya ¢ikabilmekte ve tedavi kesildiginde sonlanmaktadir.

Bipolar hastalarda gerek mani gerek depresyon donemlerinde bilissel
bozukluklar yaygin goriliir. Hastaligin akut donemlerinde dikkat, 6grenme, bellek ve

psikomotor hiz gibi ¢ogu bilissel islevde bozukluk oldugu, bunlarin iyilesme déneminde



de devam ettigi, dolayisi ile siiregen (kronik) oldugu ileri stirilmistiir (Vrabie ve ark.
2015; Solé ve ark. 2017).

2.1.1. Bipolar Bozuklukta Norobiyoloji

Bipolar bozukluk norobiyolojik agidan ele alindiginda kabaca benzer ancak
ayrintida farklt patolojik kosullarin bipolarite durumuna yol aciyor olusu ile
heterojendir. Bu heterojenite bipolar bozukluk tizerine biitiinciil bir yaklasim
olusturmay1 zorlastirsa da noéronal goriinteleme c¢alismalari, histolojik, genetik ve

biyokimyasal ¢aligmalar farkl1 bir bakis agis1 saglar (Maletic 2014).

2.1.2. Bipolar Bozuklukta Noroanatomi, Histopatoloji ve Genetik

Yapisal ve islevsel goriintiilleme caligmalari, subkortikal beyaz madde, bazal
gangliyonlar, hipokampiis, amigdala, frontal ve temporal lop ve serebellum gibi beyinde
pek cok alanin bipolar bozuklugun noéroanatomisinde yer alabilecegini gostermistir
(Maletic 2014). Histopatolojik arastirmalarda duygulanim ile ilgili néron ve glialarda ve
prefrontal-subkortikal alanlar1 baglayan yollarda degisiklikler saptanmistir (Mahon ve
ark. 2010). Duygulanimin diizenlenmesinde rol oynayan noronal aktivitedeki kayiplarin
hiicre i¢i sinyal yolaklar1 ve gen ekspresyonundaki degisikliklerden kaynaklanabilecegi
one stirilmistiir (Dubovsky 2015). Mani baslangicinda otonom ve istemli duygulanimin
diizenlenmesinde rol oynayan ventromedial ve ventrolateral prefrontal korteksin limbik
baglanti aglarinda, Ozellikle amigdalada, bozuklugunun olabilecegi ve zamanla
degisikliklerin artabilecegi diistiniilmektedir (Calhoun ve ark. 2011; Strakowski ve ark.
2012).

Bipolar bozukluga genetik yatkinlikta yer alan yolaklar arasinda hormonal
diizenleme, kalsiyum kanallari, ikinci ulak sistemleri ve glutamat sinyal yolaklarinin
bulundugu one siiriilmektedir. Tek-niikleotid polimorfizmlerinin, kortikotropin
saliverici, fosfolipaz C, kardiyak beta adrenerjik, glutamat ve kardiyak hipertrofi sinyal
yolaklarinda yogunlastigina iliskin kanit olusmustur (Nurnberger ve ark. 2014). Ayrica,
sirkadiyen diizenleme bozuklugu ile uyumlu olan Clock genlerindeki mutasyonlarin
hastaligin etyolojisindeki olas1 katkisina iliskin veriler literatiirde yer almaktadir (Kim

ve ark. 2017).



2.1.3. Bipolar Bozuklukta Hiicresel ve Molekiiler Degisiklikler

Genetik yatkinhik ile ilgili verilerin ve yaygin arastirmalarin olmasina karsin
bipolar bozukluga yatkinligin altta yatan mekanizmalar1 ve fizyopatolojisi heniiz agik
degildir. Baslangictaki norotransmitterler, 6zellikle monoaminler ile ilgili biyolojik
aciklamalar, daha sonralari reseptdr sonrasi olaylarda yer alan molekiller ile ilgili
goriislere kaymistir (Manji ve ark. 2003). Bu goriislerin bazilar1 hastaligin gidisi ile de
iliskilendirilmistir (Berk ve ark. 2011).

2.1.3.1. Bipolar Bozuklukta Monoaminerjik Sistem Degisiklikleri

Klasik monoaminerjik norotransmitter sistemi ile ilgili gorlislere gore bipolar
bozuklukta rolii bulunan biyojenik aminler, uyku, istah, uyarilma, cinsel ve endokrin
islev, 6fke ve korku gibi duygulanim durumlar ile ilgili limbik sistemde yaygin dagilim
gosteren dopamin, noradrenalin ve serotonindir. Artmis monoaminerjik etkinligin
maninin fizyopatolojik temelini olusturdugu ifade edilmistir (Tissot 1975). Dopamin
varsayimina gore asiri dopaminerjik etkinlik mani belirtilerinin olugmasinda yer alir
(Ashok ve ark. 2017). Dopaminden, monoamin oksidaz ile iki metabolik yikim
yolaginda olusan metabolitler, hiicre islevlerini bozucu o6zellikte olup ¢esitli
mekanizmalar ile apoptoza yol agarak noronal toksisiteye neden olur (Barzilai ve ark.
2000; Rees ve ark. 2007). Noradrenalinin yapim-yikim ve reseptor duyarliligi gibi
ozelliklerindeki degisiklikler ile bipolar bozukluga katkida bulunduguna inanilmaktadir
(Young ve ark. 1994; Goodwin ve Jamison 2007). Beyin omurilik sivisinda
noradrenalin ve metaboliti 3-metoksi-4-hidroksifeniletilenglikol (MHPG) miktarlarinin,
depresyon donemine gére mani doneminde arttigi bildirilmistir (Goodwin ve Jamison,
2007). Bipolar bozuklukta serotonerjik sistemin degisiklige ugradigina iliskin cesitli
bulgulardan biri akut manide kortikal alanlarda 5-HT, serotonerjik reseptorlerdeki
azalmadir (Yatham ve ark. 2010). Ote yandan, beyin omurilik sivisinda serotininin
metaboliti 5-hidroksiindolasetik asit miktarinda mani doneminde saglikli kontrol

grubuna gore bir degisiklik saptanamamistir (Gemer ve ark. 1984).

2.1.3.2. Bipolar Bozuklukta Protein Kinaz C Sinyal Degisiklikleri

Protein kinaz C (PKC) hiicre membraninda G proteini ve miyoinozitol sistemi
araciligi ile aralarinda alfa-1 adrenerjik, M; kolinerjik ve 5HT,a serotonerjik olmak
lizere cesitli reseptorlerin etkilerinin olusmasinda aracilik eder. Reseptoriin uyarilmasi

fosfolipaz C’nin etkinlesmesine ve membrandaki fosfolipidlerden inozitol trifosfat (IP3)



ve diagilgliserol (DAG) olmak iizere sinaptik plastisitenin ve ndronal iletinin
diizenlenmesinde rol oynayan iki ikinci habercinin olusumuna yol acar. Inozitol trifosfat
inozitol monofosfatazlar tarafindan miyoinozitole doniistiiriiliir veya endoplazmik
retikulumdaki reseptoriinii uyararak kalsiyum saliverilmesine yol agar, diagilgliserol ise

protein kinaz C’yi aktive eder (Katzung 2018).

Protein kinaz C ailesi yapisal olarak yakin benzerlik gosterir, ancak enzimatik
Ozellikleri farklidir. Serin/treonin kinaz igeren aile, hedef proteinlerde serin, treonin ve
tirozin kalintilarimi geriye doniisiimlii olarak fosfatlar. Memeli dokusunda farkli
ekspresyonu olan ve hiicrei¢i yerlesimi degisiklik gosteren 12 alt tip tanimlanmistir
(Coussens ve ark. 1986; Nishizuka 1988). Diagilgliserol protein kinaz C’nin pek ¢ok
izoformunu uyarir (Hahn ve Friedman 1999; Kayaalp 2012). Beyin dokusunda PKCa,
PKCB ve PKCy yiiksek miktarda bulunur (Turner ve ark. 1984). Presinaptik ve
postsinaptik yerlesim gdsteren protein kinaz C kalsiyuma ve fosfolipide bagimli olup
noron uyarilabilirliginin diizenlenmesinde, norotransmitter saliverilmesinde ve plastisite
ve gen ekspresyonunda uzun siireli degisikliklerde, hiicre sinyal sisteminde temel rol

oynar (Huang 1989; MacDonald ve ark. 2001).

Bipolar bozuklugun fizyopatolojisi ile protein kinaz C aktivitesi arasinda giiclii
iliski olduguna iliskin pek ¢ok delil bulunmaktadir. Goriintilleme g¢alismalarinda mani
doéneminde olan hastalarin beyinlerinde miyoinozitol sinyali daha yiiksek saptanmistir
(Davanzo ve ark. 2001). Postmortem incelemelere gore frontal kortekste protein kinaz C
aktivitesi ve sitoplazmadan membrana yerlesim artmistir (Wang ve Friedman 1996;
Hahn ve Friedman 1999). Lityum, inozitol monofosfataz ve protein kinaz C
inhibitoridir (Katzung 2018). Mani donemindeki hastalarin trombositlerinde artan
protein kinaz C aktivitesi 2 haftalik lityum ve valproat tedavisi ile azalmigtir (Hahn ve
ark. 2005). Protein kinaz C inhibitorii tamoksifen (O’Brian ve ark. 1985) ve etkin
metaboliti endoksifen (Ali ve ark. 2010) lityum benzeri antimanik etki gostermektedir.
Preklinik caligmalar da klinik bulgular1 destekler niteliktedir. Siganlara kronik lityum
uygulanmasi duygudurum diizenlenmesinde o6nemli rol oynayan hipokampiis,
hipotalamus ve korteks bdlgelerinden elde edilmis hiicre kesitlerinde forbol esterleri ile
uyarilmig protein kinaz C aktivitesini azaltmistir (Wang ve Friedman 1989). Uvabain
(Valvassori ve ark. 2017b), amfetamin (Einat ve ark. 2007) ve uyku yoksunlugu (Abrial

ve ark. 2015) mani modellerinde protein kinaz C aktivitesinde artiga isaret eden veri



elde edilmistir. Amfetamin mani modelinde tamoksifen, protein kinaz C’nin substrati
olan GAP-43’iin fosforilasyonundaki artis1 azaltmistir (Einat ve ark. 2007). Lityum ve
tamoksifenin protein kinaz C inhibisyonu ile hiicresel plastisite kaskadlarini
diizenlemelerinin antimanik etkilerinde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (Cechinel-
Recco ve ark. 2012). Ote yandan, ¢esitli depresyon modellerinde ve kronik streste
protein kinaz C aktivitesinde azalma bulunmus (Abrial ve ark. 2015), aktivitenin
artirtlmasi1 antidepresan etki gostermistir (Sun ve Alkon 2005). Protein kinaz C
yolaginin manide asir1 ¢alistigi, depresyonda ise zayifladigi goriisiinii ileri stiren Abrial
ve ark. (2011), preklinik ve klinik verilere dayanarak protein kinaz C’nin hastaligin

fizyopatolojisindeki ve tedavisindeki roliinii Sekil 2-1’de 6zetlemislerdir.

¢ Mani donemindeki bipolar
hastalarda artmms PKC aktivitesi

¢ Hayvan mani modellerinde artmms
PKC aktivitesi

Duygudurum dengeleviciler (litvum.valproat)
in vitro ve in vivo PKC aktivitesini azaltwr
PKC inhibitorleri mani benzeri davraniglarn
azaltir

Bir protein kinaz C inhibitori (tamoksifen)
maniye karg klinik etkinlik gostenr

PKC inhibisyonu

[ Normal duvgudurum ]

* Antidepresanlann PKC sistemi Gizerindeki
etkisini destekleyen giigli kamt yok

o PKC aktivatorleri antidepresan benzeri
vamt olusturur

¢ Depresyon ve PKC: klinik kamt yok

e  Depresif hastalarin postmortem
beyvinlerinde azalmus PKC
aktivitesi

e Hayvan depresvon modellerinde
azalmis PKC aktivitesi

]
% PKC aktivasyonu

Sekil 2- 1: Protein kinaz C sinyal sisteminin duygudurum bozukluklarinin
fizyopatolojisine ve tedavisine katkisi-Abrial ve ark. (2011)’dan



2.1.3.3. Bipolar Bozuklukta Glutamaterjik Sistem Degisiklikleri

Bipolar bozuklugun olusumunda glutamaterjik islev bozuklugunun roliine iliskin
baz1 kanitlar vardir. Goriintiileme bulgularina gorehastalarda tiim ruhsal durumlarda
(mani, depresyon, o6timi) anterior singulat korteks ve prefrontal kortekste glutamat,
glutamin diizeyi artmistir (Yildiz-Yesiloglu ve Ankerst 2006). Akut manide sol
dorsolateral prefrontal kortekste yiikselmis glutamat/glutamin diizeyleri saptanmistir
(Michael ve ark. 2003). Postmortem beyin 6rneklerinde de glutamaterjik noronal ileti
degisikligine iligkin bulgular elde edilmistir (Hashimoto ve ark. 2007). Ayrica
glutamaterjik N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri ve sinyal yolagmin diger
Ogelerinde degisiklik bildirilmistir (Ng ve ark. 2009). Lityum ve valproat
tedavisininbeyinde glutamat ve glutamin diizeylerini azaltmasi da bozukluk ile
glutamaterjik sistem iliskisini gliglendirmistir (Friedman ve ark. 2004). Artmis glutamat
diizeylerinde, hiicre igine kalsiyum girisinin artmasina bagli olarak reaktif {irinlerin
olusumu ile eksitotoksisite ortaya gikabilir. Ote yandan glutamat ana antioksidan olan
glutatyon yapiminda rol oynadigindan, glutamaterjik etkinlikteki azalmanin da oksidatif
strese yol acabilecegi diistintildiigiinde ¢eligkili bir durum ortaya ¢ikmaktadir (Berk ve
ark. 2011).

2.1.3.4. Bipolar Bozuklukta Diger Degisiklikler

Hiicre i¢i kalsiyum diizeyi ve kalsiyum kanallart ile ilgili degisikliklerin bipolar
bozukluktaki rollerine iliskin pek c¢ok kanit bulunmaktadir (Dubovsky 2015;
D’Onofriove ark. 2017). Hastalarin trombositlerinde mani ve depresyon dénemlerinde
Kalsiyum diizeyi yiiksek bulunmustur (Dubovsky ve ark. 1989). Protein kinaz C
diizeyindeki artigin kalsiyum diizeyinin yiikselmesinde rolii olabilecegi 6ne siirliilmiistiir
(Akimoto ve ark. 2007). Ikinci haberci yolaklarinda bozukluklarin olduguna iliskin
goriisler glikojen sentaz kinaz-3p (GSK-3pB) kinaz yolagmi da igermektedir (Klein ve
Melton 1996). Tedavide yeni bir hedef molekiil olarak tanimlanan bu yolagin islevleri
arasinda noron 6liimii bulunur (Mishra ve ark. 2007). Uvabain mani modelinde lityum
ve valproatin GSK-3B yolagi iizerine etki yaparak mani benzeri davranisi geriye
dondiirdiikleri gosterilmistir (Valvassori ve ark. 2017a). Inflamasyon, mitokondri islev
bozuklugu, oksidatif stres ve endoplazmik retikulum stres yanitt degisikligi gibi

patolojik siireglerin bipolar bozuklugun norobiyolojisine katkida bulunabileceklerine



iliskin pek ¢ok arastirma ve hasta verileri de literatiirde yer almistir (Kato 2017;
Harrison ve ark. 2018).

2.2. Glutamat ve Glutamin

Glutamat ve glutamin 5 karbonlu aminoasitler olup hiicre islevlerinin
stirdiiriilmesi ve gelistirilmesinde tesvik edici rol oynarlar. Glutamin esansiyel olmayan
amino asid olarak tanimlanmistir. Ancak, biiylik travmalarda, cerrahi girisimlerde,
sepsis, kemik iligi nakli gibi durumlarda tliretimininden daha ¢ok tiiketilir. Barsak ve
bobreklerde amonyak yapimmin Onemli bir 6gesidir ve asit baz homeostazinin
siirdiirilmesinde  onemli rol oynar. Hiicrelerde Kkarbonhidrat ve protein
metabolizmasinda rol alir. Glutaminaz enziminin etkisi ile amid grubunu kaybederek
glutamata doniisiir. L-glutamat beyinde en fazla bulunan amino asittir, gama-
aminobiitirik asidin (GABA) 6n maddesidir ve omurgalilarin santral sinir sisteminde
ana eksitator norotransmitterdir. Beyinde serbest L-glutamik asit L-glutamattan yerel
olarak yapilir. Hizlandirilmis kalsiyum tasinmasi araciligi ile beyin gelisimi sirasinda
noronlarin farklilagsmasinda, goglinde ve yasamasinda 6nemli rol oynar. Glutamat da
sinapslarin siirdiiriilmesi ve plastisitesinde kritik Oonem tasir, 6grenme ve bellek
olusumunda ve hiicre iskeletinin olusumu ve islevinde gérev alir (Tapiero ve ark. 2002).
Santral sinir sisteminde ATP bagimli bir glutamat/glutamin dongiisiiniin varlig
gosterilmistir. Noronlarda olusan ve Sinaptik araliga saliverilen glutamat astrositler
tarafindan alinarak glutamine dondstiriilir (Newsholme ve ark. 2003). Glutamat
reseptorleri iyonotropik ve metabotropik olmak iizere iki siifa ayrilir. Iyonotropik
reseptorleri NMDA ve NMDA olmayan reseptdrler olusturur. Noron igine kalsiyum ve
sodyum girigsinde bekgilik gorevi olan NMDA reseptorleri NR1 ve NR2 alt tiplerine
ayrilir. NMDA olmayan reseptdrler ise a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazol
propionat (AMPA) ve kainat reseptorleridir. Hiicre icine sodyum girigini saglayarak

hizli eksitator sinaptik agirimda rol oynarlar (Tapiero ve ark. 2002; Kayaalp 2012).

2.3. Uyku

Yasam i¢in gerekli olan uykunun ana islevi hala ¢ok belirgin degildir. Immiin
islevi giliclendirdigi, kalori kullaniminmi azalttigi, beyin enerji depolarini yeniledigi ve
noron/glia baglantisalligini sagladigi gosterilmistir (Krueger ve ark. 2016). Cocuklarda
yeterli uyku normal biiylime ve gelisme icin gereklidir. Hayvan yasami igin de uyku

beslenme kadar 6nemlidir (Bathory ve Tomopoulos 2017).
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Uyku sirkadiyen sistem ve uyku/uyaniklik homeostazi ile diizenlenir (Borbély
ve Achermann 1999). Sirkadiyen sistem endojen olarak uyku dahil biyolojik ritmi 24
saat i¢inde dongiisel olarak senkronize eder. Bu diizenleme dis etkenlerin etkisi altinda
ayarlanir. En giiglii dis uyaran 1siktir. Isik retinadaki 1s1ga duyarli hiicreleri uyararak
pineal bezden uyku tesvik eden hormon melatoninin salgilanmasini baskilar (Bathory ve
Tomopoulos 2017). Uyku/uyaniklik homeostazi ise viicudun i¢ ndrofizyolojik
diirtiisiinti, yani uzun siireli uyaniklik sonrasi uyuma ve uzun siireli uyku sonrasi
uyanma dirtiisinii, uykuya veya uyanikliga yonlendirir. Sirkadiyen isleyis ventral
hipotalamusun suprakiasmatik ¢ekirdeginde bulunan sirkadiyen saat tarafindan
stirdiriliir. Uyku/uyaniklik dongiisii, viicut 1s1s1 dongiisii, glinliik hormonal salgilanma
dongiisii ve kan basinci diizenlenmesi gibi 24 saatte periyodik olarak tekrarlanan bir

biyolojik ritimdir (Daan ve ark. 1984; Borb ve Achermann 1999).

Uyku bir zamanlar pasif bir olay olarak kabul edilmis, periferden beyne giden
duyusal uyarilarin azalmasi veya beyinde giinliik etkinlik sonucu olusan bazi endojen
maddelerin  birikmesi ile olustugu One siiriilmiistir. Gergekte uykunun aktif
norofizyolojik bir siire¢ oldugu diistiniilmektedir. Bu goriisii, beyinde adenozin gibi
uykuyu tesvik eden maddelerin (somnojenlerin) varlig1 desteklemistir (Basheer ve ark.
2004). Noroanatomik ve norofizyolojik bilgilere gore uyaniklik beyin sapt ve
hipotalamustan serebral kortekse uzanan ¢ikici bir ndron sistemi ile diizenlenir. Bu
sistem ilk dalin1 talamusa, ikinci dalin1 hipotalamus ve 6n beyne verir. Talamustaki dal
pedinkiilopontin ve laterodorsal tegmental ¢ekirdekten kaynaklanan kolinerjik néronlar
araciligi ile talamokortikal uyarilmayr saglar. Hipotalamus-6n beyin dali ise beyin
sapindan ve arka hipotalamustan kaynaklanir. Lokus seruleus, dorsal rafe ¢ekirdegi ve
tiiberomamillar ¢ekirdegi iceren bu dal kortikal ve subkortikal uyarilmaya neden olur.
Noradrenalin, serotonin, histamin ve oreksin/hipokretin sistemin isleyisinde rol alir
(Saper ve ark. 2005; Espana ve Scammell 2011; Bathory ve Tomopoulos 2017). Uyku,
uykuyu tesvik eden yolagin uyarilmasi veya uyaniklik yolaginin baskilanmasi ile ortaya
cikar. Uykuyu tesvik eden sistem, ventrolateral ve medyan preoptik alandan olusur. Bu
alanlar ¢ikici uyaniklik sistemi ve oreksin/hipokretin néronlari ile sinaps yapar ve gama-
amino bitirik asit (GABA) ve galanin gibi inhibitor ndrotransmitter/néropeptidlerin

araciligi ile uyaniklig1 baskilar (Espana ve Scammell 2011; Scammell ve ark. 2017).
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Uyku durumunun kendi iginde dongiisel veya ritmik bir diizenlenmesi vardir.
Uyuyan goniillillerde elektroensefalografi (EEG) ile beynin elektriksel durumunun,
elektrookiilografi (EOG) ile gbz hareketlerinin ve elektromyografi (EMG) ile kas
tonusunun incelenmesi uyku sirasinda tekrarlayan bigimde REM (hizli goz hareketi) ve
NREM (hizli goz hareketi olmayan) olmak tiizere iki donemin ortaya ¢iktigini
gostermistir. Bu donemler REM uykusu ve NREM uykusu olarak da adlandirilir. REM
uykusuna paradoksik veya aktif uyku da denilir (Jones 2004). Bir gece boyunca 5-6 kez
tekrarlayan NREM ve REM donemleri eriskinlerde 90-110 dakika siirerken, siganlarda
12 dakika kadar bulunmustur (McCarley 2007). Paradoksik uyku dénemi de denen
REM doéneminde; EEG’de uyaniklik ritmine uyan diisiik voltajli, karma frekansh
elektriksel aktivite, EOG’de hizli gbz hareketleri ve EMG’de goz kaslari diginda
ozellikle boyun kaslar1 olmak {izere tiim ¢izgili kaslarda gevseme, solunum hizi ve kan
basincinda degisiklik ve genellikle hizli nabiz vardir. Plazmada 6n ve arka hipofiz
hormonlari, katekolaminler ve 17-hidroksikortikosteroidler yiikselir. Riiyalarin %75
kadar1 bu donemde goriiliir (Kayaalp 2012). NREM doneminde ise beyinde elektriksel
etkinligin senkronize olmasina (azalmasina) bagl olarak yiiksek amplitiidli yavas
dalgalar ve igcikler vardir. Goz kiireleri hareketsizdir, kas tonusu biraz azalmis, beyin
kan akimi artmig, nabiz ve solunum yavaslamistir. Bu donem EEG ile uyumlu 4
basamaktan olusur. Elektriksel aktivitenin en diisiik oldugu 3. ve 4. basamaklara yavas
dalgali veya delta dalgali uyku ad1 verilir. Dordiincli basamak en derin uyku donemini
olusturur. Uyku NREM donemi ile baslar. Dordiincii basamaktan sonra uykunun
derinligi azalir ve ilk REM donemine girilir. Ardindan NREM ve onu izleyen REM
donemleri ile uyku siirdiiriiliir. Uykunun toplam siiresinin %25-30 kadari REM
doneminden, kalant NREM déneminden olusur. NREM déneminde toplam siirenin %5-
10’unu 1. basamak, %50’sini 2. basamak ve %20’sini 3. ve 4. basamaklar olusturur
(Kayaalp 2012; Bathory ve Tomopoulus 2017). REM uykusunun baslatilmasinda ve
esgiidiimiinde kolinerjik mekanizmalar 6nemlidir (McCarley 2007). REM’1 sonlandiran
noronlar ise rafe ¢ekirdeginde serotonerjik ve lokus seruleusta noradrenerjik noronlardir

(Scammell ve ark. 2017).

Uyku donemlerinin fizyolojik islevi tam bilinememektedir. NREM uykusunun
bliyiime hormonu salgilanmasinda, sinaptik plastisite  olusumunda, bellegin
pekistirilmesinde ve beyinde metabolitlerin  uzaklastirilmasinda rol oynadigi

bilinmektedir (Rasch ve Born 2013). REM uykusunun islevinin arastirildigi
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calismalarda c¢ogunlukla REM uykusuna giris sirasinda zorunlu uyandirma
yapildigindan, fiziksel uyaranin asiri stres olusturmasi ve toplam uyku siiresinin de
etkilenmesi veri giivenligini etkiler. Yavas dalga aktivitesinin 6grenme ve bellek
pekistirilmesindeki rolii nedeni ile REM uykusunun yavas aktiviteyi artirarak dolayli
olarak kortekste bellek islenmesinde rol oynayabilecegi one siiriilmiistiir (Rasch ve

Born 2013).

2.3.1. REM Uyku Yoksunlugu

Insan ve hayvanlarda davranissal sonuglar1 yogun bi¢imde arastirilan REM uyku
yoksunluguna paradoksik uyku yoksunlugu da denmektedir. Yasam siireleri 2-3 yil olan
hayvanlarin REM uykusundan yoksun birakilmalarinin siireyi 5 haftaya diisiirdiigii
bildirilmistir (Bathory ve Tomopoulos 2017). Hayvanlarda uyku yoksunluguna bagl
cesitli davranigsal degisiklikler gosterilmistir (Morden ve ark. 1968; Albert ve ark.
1970; Hicks ve ark. 1979). REM uykusundan yoksun birakilan goniilliilerden elde
edilen verilere gore bu donemin duygusal tepkilerin diizenlenmesinde 6nemli oldugu
One siirilmiistiir (Rosales-Lagarde ve ark. 2012). Antidepresanlarin REM yoksunlugu
yapici Ozelliklerinin oldugu gosterilmistir (Vogel 1975). REM yoksunlugu dopaminerjik
reseptorlerde ve adrenerjik reseptor alt tiplerinde duyarhilik artisina (Asakura ve ark.
1993, 1994; Tuffik ve ark. 2009) ve postsinaptik asetilkolin ve presinaptik dopamin
reseptorlerinde duyarlilik azalmasina, serotonerjik asirimin giiglenmesine ve metabolik
islevlerde, noral plastisitede ve stres yanitinda yer alan genlerde ekspresyona (Tuffik ve
ark. 2009) neden olmaktadir.

2.4. Deney Hayvanlarinda Mani Modelleri

Mental bozukluklarin hayvan modelleri yaygin bi¢imde kullanilir. Modeller ilag
gelistirilmesinde ve psikiyatrik bozuklugun norobiyolojik 6gelerinin arastirilmasinda
onemli rol oynar. Mani ile ilgili modeller farmakolojik, genetik ve gevresel olarak
siiflandirilir (Logan ve McClung 2016; Sharma ve ark. 2016). Modellerde 6zellikle
lokomotor aktivite artis1 (Benedetti ve ark. 2008; Sabioni ve ark. 2008; Abrial ve ark
2013) ile agresyon (Gessa ve ark. 1995) ve risk alma (Abrial ve ark. 2013) davranisi
mani benzeri davranis olarak nitelendirilir. Modeller ti¢ gegerlilik 6l¢iitii olan goriiniis
(face) gecerliligi, yapisal gegerlilik ve Ongoriisel (predictive) gegerlilik ile
degerlendirilir. Gorliniis gegerliligi modelin karsiligi oldugu klinik fenomenin

semptomlarin1 taklit edebilmesidir. Yapisal gegerlilik modelin hastalifin patolojik
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ozellikleri ile benzerlik gdstermesidir. Ongoriisel gegerlilik ise modelde klinikte bagarili
olan tedavilere yanit alinabilmesidir (Willner 1984). Duygudurum bozukluklarmin
mevcut hayvan modellerinin ¢ogu Geyer ve Markou (1995) tarafindan Onerilen
insandaki bozukluga etyolojik, davranigsal ve norobiyolojik karsilik olusturma ve

hastada etkin tedavilere duyarlilik gésterme Slgiitlerini karsilar.

2.4.1. Farmakolojik Modeller

Farmakolojik modeller arasinda amfetamin (Sabioni ve ark. 2008) ve uvabain
(Amodeo ve ark. 2017) mani modelleri, kronik antidepresan modeli (Demontis ve ark.
2017) bulunur. Diger modellere gore daha yaygin olarak kullanilan amfetamin modeli,
psikostimiilan amfetaminin dopaminin geri alinimini veya yikimini inhibe etmesi veya
dopamin salivermesi sonucunda sinaptik aralikta dopamin miktarinin artmasina dayanir.
Bu artis, psikomotor aktivite artisina, psikomotor ajitasyona ve bilissel islevde azalmaya
neden olarak modelin temelini olusturur (Sharma ve ark. 2016). Psikostimiilanlar
normal bireylerde maniye benzer davranis olustururken, bipolar hastalarda manik
semptomlari artirir veya mani donemini tetiklerler (Jacobs ve Silversone 1986; Niitsu ve
ark. 2015). Bu nedenle, amfetamin ile indiikklenen mani modeli altin standart haline
gelmistir (Logan ve McClung 2016). Modelde olusan lokomotor aktivite artisi ve
biyokimyasal degisiklikleri lityumun oOnlemesi veya geri ¢evirmesi {i¢ gegerlilik
dlciitiinii de karsilar (Cechinel-Recco ve ark. 2012). Deney hayvanlarinda Na*,K*-
ATPaz inhibitorii uvabain ile olusan hiperaktivite, bipolar hastalarda goriilen Na*,K*-
ATPaz aktivitesindeki degisiklikler ile 6zdeslestirilmistir (Sharma ve ark. 2016). Bu
model de tedavide kullanilan droglara yanit vardir. Lityum ve valproat hiperaktiviteyi
ve bipolar bozuklugun ndrobiyolojisine katkisi olan oksidatif stresi onlerken néron
hasarin1 azaltmigtir (Valvassori ve ark. 2015). Demontis ve ark. (2017) bipolar
hastalarda kronik antidepresan tedavisinin mani benzeri davranisa ve deney
hayvanlarinda imipraminin mezolimbik sistemde D, reseptér duyarlilasmasina yol
acmasina dayanarak kronik antidepresan uygulanmasimi bir mani modeli olarak ileri

stirmiistir.

2.4.2. Genetik Modeller
Genetik modellerin baslicalar1 clockA19 mutant fare, DAT knock-down fare,
GSK-3 asir1 eksprese eden fare modelleri ve Black Swiss fare soyudur. Insanda clock

geni  polimorfizminin bipolar bozukluk fizyopatolojisinde rol oynayabilecegi
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bildirilmigtir (Mansour 2005). ClockA19 mutant fare modelinde hiperaktivite, azalmis
uyku, azalmis depresyon benzeri davranig, azalmis kaygi ve stikrozun tercihinde artma
gosterilmistir (Roybal 2007). DAT knock-down fare modelinin temeli bipolar hastalikta
DAT (dopamin tasiyict protein) gen ekspresyonunun azalmis olmasina dayanir
(Horschitz ve ark. 2005). Modelde artmis risk alma ve hiperaktivite vardir (Young ve
ark. 2011b; van Enkhuizen 2013), kronik valproik asit hiperaktiviteyi azaltir (van
Enkhuizen 2013). Fizyopatolojideki olasi rolii nedeni ile GSK-3 asir1 eksprese eden fare
mani modeli olarak denenmis, hayvanlarda degismis plastisite siiregleri, hiperaktivite ve
acik alan testinde azalmis alisma gosterilmistir (Prickaerts ve ark. 2006). Black Swiss
fare soyunda ise manidekine benzer sekilde hiperaktivite, artmig amfetamin duyarliligi,
agresif davranis, azalmis depresyon davramist ve artmis Odiil arama davranist

gozlenmistir (Flaisher-Grinberg ve Einat 2010).

2.4.3. Cevresel Modeller

Cevresel modeller arasinda uyku yoksunlugu modeli ve ‘ev sahibi-davetsiz
misafir’ (resident-intruder) testi bulunur. Uyku yoksunlugu modeli sik kullanilir. Ev
sahibi-davetsiz misafir testi, bir kafes i¢cinde bulunan sican veya farenin yanina konulan
yabanci bir sigan veya fareyi isirmasi, Kuyruk saklatmasi (rattle) gibi agresif

davraniglarinin kaydedilmesini temel alir (Miczek 2001).

2.4.3.1. REM Uyku Yoksunlugu Mani Modeli

Uyku bozukluklar1 maniyi tetikleyebildiginden deney hayvanlarinda REM uyku
yoksunlugu olusturma mani modeli olarak gelistirilmistir (Logan ve McClung 2016). Tk
kez Gessa ve ark. (1995) siganlarda kullandiklari platform yonteminin olasi bir mani
modeli olabilecegini 6ne siirmiislerdir. I¢inde 1 cm yiiksekliginde su bulunan bir kabin
tabanindaki 7 cm ¢apindaki bir platform {izerine tek baslarina 72 saat siire ile konulan
sicanlar REM doneminde kas gevsemesine bagli olarak suya diiserek uyanmis ve REM
uykuyu siirdiirememistir. Uyku yoksunlugu sonrasi kafeslerine alinan hayvanlarin 30
dakika kadar uyumadiklar1 ve idiyopatik manide bulunan bir grup semptoma benzer
davranig gosterdikleri gozlemlenmistir. Uykusuzluk, hiperaktivite, huzursuzluk,
agresiflik, hiperseksiialite ve stereotipi sergileyen hayvanlara haloperidol verilmesi
uykuya gecisi cabuklastirmig, lityum verilmesi uykuya gecisi kisaltip, lokomotor
aktiviteyi azaltmistir. REM uykunun %96 oraninda azaldigini gostermislerdir (Silva ve

ark. 2004). Model, uyku yoksunlugunda ayni siireyi kullanan veya siire degisikligi
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yapan pek ¢ok arastirmaci tarafindan kullanilmistir (Silva ve ark. 2004; Lima ve ark.
2014; Yin ve ark. 2017). Fare ve sicanlar alacakaranlik ve gece (nokturnal) hayvanlar
olduklar1 igin bazi arastirmacilar uyku yoksunlugunu giindiiz yapmustir (Siddique ve
ark. 2018). Ote yandan, tekli platform yonteminin yalniz kalma (izolasyon), hareketsiz
kalma (immobilizasyon) ve suya diisme gibi stres faktorlerinide icermesi nedeni ile bazi
aragtirmacilar ¢oklu platform yontemine gegmislerdir (Patti ve ark. 2010; Armani ve
ark. 2012). Fareler i¢in 3 veya 3,5 cm c¢apinda 10-12 adet platform igeren kaplar
kullanilmaktadir (Armani ve ark. 2012; Valvassori ve ark. 2017b). Ortada iletisimi
saglayan deliklerin oldugu sabit bir bolme ile ayrilmis otomatik olarak donen iki
silindirik kaba (tambura) konulan siganlarin yalmiz kalma stresleri azaltilmigtir
(Leenaars ve ark. 2011). Modelin, beyinde oksidatif DNA hasar1, antioksidan enzim
degisiklikleri ve sitokin diizeylerinde artis ve benzeri mani ndrobiyolojisi ile ilgili
degisikliklere yol actigi, lityum ve diger antimanik droglara yanit verdigi pek g¢ok
aragtirmaci tarafindan ortaya konulmustur (Valvassori ve ark. 2017c). Bulgular
modelinin goriiniis, yapisal ve ongoriisel gecerliligini desteklemektedir. Ote yandan
REM uyku yoksunlugunun mani benzeri davramig yani sira biligsel islevlerde de
degisiklige yol agtig1 bildirilmistir. Farelerde 24 saat, 2, 3 veya 7 giin uyku yoksunlugu
sonrasinda bellek bozuklugu gozlenmistir (Silva ve ark. 2004; Patti ve ark. 2010; Lima
ve ark. 2014; Yin ve ark. 2017).

2.5. Yeni Nesne Tanima Testi

Yeni nesne tammma testi fare ve sicanlarda Ogrenme ve bellegin
degerlendirilmesinde kullanilan testlerden biridir. Ilk olarak Ennaceur ve Delacour
(1988) tarafindan gelistirilmistir. Test, herhangi bir dis uyaran ve zorlama olmaksizin
hayvanlarin dogal arastirma davranisina dayanir. Basit, kolay ve giivenilir olan test,
ogrenme ve bellek olusumu mekanizmalarini aragtirmak, beyin hasarinin veya droglarin
ogrenme ve bellege etkilerini degerlendirmek gibi amaglar igin yaygin olarak kullanilir
(Silvers ve ark 2007; Goulart ve ark. 2010; Enginar ve ark. 2017). Testte hayvanin yeni
nesneyi eski nesneden ayirt edebilmesi (tanimasi) degerlendirilir, gorsel bellek ol¢iiliir.
Test, alisma, aginalik-tanima (familiarization) ve test olmak {izere 3 evreden (celseden)
olusur. Alisma evresinde hayvanin iginde nesne bulunmayan agik alanda serbestge
dolagmasi saglanir. Asinalik-tanima evresinde hayvan icinde iki adet ayni nesne

bulunan agik alana tekrar birakilir. Test evresinde hayvan biri eski (agina) nesne, digeri



16

farkli olan iki nesneye maruz birakilir. Normal (kontrol) hayvanlar yeni nesneyi daha
uzun siire incelerler. Tanima performansi testin amacina gore ayrim, tanima Veya tercih
indeksi kullanilarak degerlendirilir (Ennaceur ve Delacour 1988; Hammond ve ark.
2004; Gaskin ve ark. 2010). Tanima ile alisma arasindaki siire ve tanima evresindeki
nesnenin arastirma siiresi degisiklik gosterebilir (Antunes ve Biala 2012). Ayrica
nesnelerin sekil, sayi, boyut ve yerlesimlerinde de bazi degisiklikler yapilmaktadir

(Ennaceur ve Delacour 1988; Ennaceur 2010; Antunes ve Biala 2012).

2.6. Tamoksifen

Tamoksifen ilk bulunan segici dstrojen reseptér modiilatorii bilesiktir. Ostrojen
reseptorii ile agonist/antagonist iliski gosterir. Meme kanserinin tedavisinde ve yiiksek
riskli hastalarda onlenmesinde kullamilir. Ostrojen reseptdr-pozitif metastatik meme
kanserinde, primer tiimoriin ¢ikartilmasindan sonra adjuvan (yardimci-destekleyici)
tedavi olarak tek basina veya adjuvan kemoterapinin ardindan verilir. Ostrojen
reseptorlerinde dokuya dzgii agonist-antagonist etki gosterir. Ornegin meme kanserinde
biliylimeyi 0strojen antagonisti olarak inhibe ederken uterusta endometrial hiperplaziyi,
kemik kaybmi ve diisiik serum kolestrol diizeylerini Ostrojen agonisti olarak uyarir
(Littleton-Kearney ve ark. 2002). Mekanizmasi tam anlasiimamis olmakla birlikte néron
koruyucu etkisinin de oldugu gosterilmistir (Benvenuti ve ark. 2005). Agiz yolundan
alindiginda kolay emilir, doruk konsantrasyona 3-7 saat sonra, kararli durum
konsantrasyonuna 4-6 haftada ulasir. Karacigerde biiyiik oranda N-desmetiltamoksifene
ve daha aktif bir metabolit olan 4-hidroksitamoksifene metabolize edilir. Her iki
metabolit endoksifene, 4-hidroksi-N-desmetiltamoksifene, dontistiiriiliir. Metabolitler de
Ostrojen reseptorlerine afinite gosterir. Yarilanma omrii 7 saattir. Metabolitlerinin
yartlanma Omrii daha uzundur, yaklasik 14 giin siirer. Baglica atilim organ1 karacigerdir.
Enterohepatik dongiiye ugrar. Ates basmasi, bulanti ve kusma yapabilir (Kayaalp 2012;
Katzung 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada, Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,
Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dalinda iiretilen 26-31 g agirlifinda 32 adet
erigskin Balb C eriskin erkek fare kullanildi. Hayvanlar, 3-4 tanesi birarada olmak {izere,
uygun biyiikliikteki seffaf plastik kafeslerde, sicakligi 22-23°C olan ve 12 saat
aydinlik-karanlik (07.00-19.00) ritminin uygulandig1 bir ortamda barindirildi. Su ve
yem alimi1 serbest birakildi. Hayvanlar giinasiri ele alinarak deney kosullarina aligtirildi.
Deneyler standart laboratuar kosullarinda yiiriitiildii. Calismanin etik kurul ilkelerine
uygun oldugu Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 29.03.2018
tarihli 2018/29 sayili karar ile onaylanmustir.

3.2. Droglar ve Uygulamalar
Tamoksifen sitrat (Sigma, St. Louis, MO) %10 propilen glikol i¢inde ¢oziildii.
Kontrol grubuna %10 propilen glikol verildi. Uygulamalar periton i¢i 4 ml/kg olarak

yapildi. Cozeltiler uygulama giinleri taze hazirlandi.

3.3. REM Uyku Yoksunlugu Olusturma

Mani modeli olarak Benedetti ve ark. (2008)’nin kullandig:1 tekrarlayan REM
uyku yoksunlugu modeli secildi. Tekli platform yerine Armani ve ark. (2012)’nin
caligmalarinda yer alan hayvanlarin bir platformdan digerine atlayarak kafes icinde
hareket edebildikleri goklu platform yontemi kullamldi. iginde 3,5 cm ¢apinda ve 5 cm
yiiksekliginde 9 platform bulunan, platformlarin ylizeyinden 1 cm asagida oda
sicakliginda su igeren 40x30x16 cm boyutlarinda Pleksiglas kafesler kullanildi. Her
kafese 3-4 fare konuldu. Kafeslerin iizerinde bulunan 1zgarali kapaktan platformlarin
iistline gelecek bigimde 2-3 yere su ve yem kabi yerlestirildi (Sekil 3-1). Uyku
yoksunlugu sabah 08.30°da baslatild1 ve 24 saat siirdiiriildii. Kontrol grubundaki fareler
zemininde su yerine talag bulunan ve 6 cm ¢apinda, 5 cm yiiksekliginde 4 platform
iceren ayni1 boyutlardaki Pleksiglas kafeslere her bir kafeste 3-4 hayvan olacak sekilde

konuldu.

Bu yontem ile farelerin uykunun REM déneminin baslangicinda kas gevsemesi

ile suya diiserek uyanmalar1 amaglandi. Coklu platform yontemi ile 72 saat uyku
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yoksunlugu olusturulan farelerde REM uyku siiresinde %96 kayip oldugu gosterilmistir
(Silva ve ark. 2004 ).

Sekil 3-1: REM uyku yoksunlugu kafesindeki fareler

3.4. Lokomotor Aktivite

Lokomotor aktivite 6l¢limii i¢in yeni nesne tanima testinin tabani 12 esit kareye
ayrilmis, 40x40x40 cm boyutlarindaki Pleksiglas kutusu kullanildi. Bir dakika bekleme
stiresinden sonra 5 dakika izlenen farede kare gecis ve sahlanma (arka ayaklari tizerinde

dikilme) say1ldi.

3.5. Yeni Nesne Tanima Testi

Test i¢in Antunes ve Biala (2012)’nin kullandigi yontem secildi. Alistirma,
egitim ve test uygulamalarindan olusan test icin {istli agik saydam Pleksiglas bir kutu
kullanildi. Yontemde kiigiik degisiklikler yapildi. Alistirma uygulamasinda fareler yeni
ortama alismalari, serbest¢e incelemeleri i¢in tek baglarina birincisi 5 dakika ve ikincisi
10 dakika olmak tizere 2 kez kutuya konuldu. Egitim uygulamasi1 da 5 dakika olmak
tizere 1 kez yapildi. Bu uygulamada kutunun tabanina 2 kdseye, koselerden 10 cm
uzaklikta olmak iizere capraz olarak 2 adet beyaz renkli plastik sise yerlestirildi (Sekil
3-2). Test uygulamasinda kutudaki siselerden biri yaklasik ayni boyutlarda lego
parcalarindan yapilmig bir nesne ile degistirildi. Hayvanin 5 dakika siire icinde eski
(asina) ve yeni nesneyi inceleme (bakma, koklama veya dokunma sirasinda nesnelere
burnunu 2 cm’ye kadar yaklastirma) ile gecirdigi siire kaydedildi. Nesnenin iizerine

oturma, yaslanma gibi inceleme ile ilgili olmayan davraniglar degerlendirmeye
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alinmadi. Test uygulamasinda elde edilen eski (E) ve yeni (Y) nesneyi inceleme siireleri
kullanilarak her hayvan igin tanima (6grenme) indeksi [Y/(Y+E)x100] hesaplandi
(Dodart ve ark. 1997).

Sekil 3-2: Yeni nesne tanima testinde 6grenme egitimindeki fare

3.6. Merdiven Testi

Bu test i¢in tahtadan yapilmis, dort tarafi kapali ve iistii agik olan ve 2,5 cm
yiiksekliginde, 10 cm boyunda ve 7,5 cm derinliginde (eninde) 5 basamagi bulunan bir
merdiven kullanildi (Smiand ve ark. 1984). Tek baslarina basamaklara sirtidoniik olarak
konulan farenin 5 dakika izleme siiresi i¢inde ¢iktigi basamak sayildi. Test, hayvanda

risk alma davranisini degerlendirmek amaci ile kullanildi (Sekil 3-3).

Testler sabahlari 08.30-14.30 saatleri arasinda yapildi. Izleme yapan
aragtirmacilarin gruplara kor olmasi saglandi. Lokomotor aktivite kutusu (yeni nesne
tanima testi kutusu), merdiven ve nesneler her 6l¢iim sonrasi %50 alkol ¢ozeltisi ve

ardindan su ile silinerek kokudan arindirildi.
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Sekil 3-3: Merdiven testinde fare

3.7. Beyin Dokusunda Glutamat ve Glutamin Miktar Tayini
Dekapitasyondan sonra, fare beyinleri énce -80°C'de saklandi. Dondurulmus

beyinlerden fare beyin atlasindaki koordinatlara (The Mouse Brain Library; Mouse
Brain Atlas: C57BL/6J) gore frontal korteks ve hipokampiis bolgeleri ¢ikartildi.
Dokular (20 ml/mg doku) 0,1 M perklorik asit icinde doku homojenizatorii ile
homojenize edildi. Homojenatlar 4°C’de 18,000 rpm/dakika hizinda 20 dakika santrifiij
edildi ve ardindan analizlere kadar -80°C'de sakland1 (Terzioglu ve ark. 2013).

Analizler igin yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) [Model 1100;
Agilent, Almanya] kullanildi. Mobil faz 250 nM sodyum asetat, HPLC-kalite deiyonize
su ve metanolden olustu. Tiim c¢dozeltilere %0,5 tetrahidrofuran eklendi (Sigma, St.
Louis, MO). Harici (eksternal) standart olarak 2,5 mM, 1 mM ve 0,5 mM 3 amino asit
(glutamat, glutamin ve GABA) ¢6zeltisi kullanildi. Mobil faz kromatogram boyunca 0,5
ml/dakika hizinda akitildi. Kolon sicakligi 25°C oldu. On dakika dengeleme
doneminden sonra gradyen akis uygulandi. Dengelenme donemi %47 sodyum asetat
tamponu (250 mM, pH 6,9), %2 metanol ve %50 “HPLC kalite Millipore MilliQ”
deiyonize su olarak uygulandi. Metanol orani 28 dakikada %100'e ¢ikarildi, 2 dakika bu
oranda kaldi, ardindan tekrar dengelenme oranina dondiiriildii. On kolon tiirevlendirme
islemi igin o-fitaldialdehit ve 3-merkaptopropionik asit kullanildi. Otomatik 6rnekleyici
ile injeksiyonlar +4°C'de, 12 ul hacim iginde (10 ml 6rnek veya standart + 2 ul
tiirevlendirme ¢ozeltisi) verildi (Kiiclikibrahimoglu ve ark. 2009). Kromatografik analiz

software programi yardimi ile yapildi (Chemstation, Almanya). Glutamat ve glutamin
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icin sirasi ile retansiyon zamanlar1 8,28+0,07 ve 17,76+0,02 dakika ve kolon {izerinde
minimum o6l¢iilebilir diizeyler (limit of quantification/LOQ) 0,77 ve 2,07 ng/mg doku

oldu.

3.8. Deneylerin Yiiriitiilmesi

Deneyler toplam 10 giin siirdii. Birinci giin fareler kontrol-sivag, kontrol-
tamoksifen, uyku yoksunlugu-sivag ve uyku yoksunlugu-tamoksifen gruplarina ayrildi.
Hayvan sayis1 kontrol gruplarinda 7 ve uyku yoksunlugu gruplarinda 9 oldu. Ikinci giin
baslamak iizere hayvanlara 8 giin boyunca her giin saat 08.30 ve 16.30°da periton igi
uygulama ile sivag (propilen glikol) veya 1 mg/kg tamoksifen verildi. Iki giin ara ile 3
kez uyku yoksunlugu olusturuldu. Bunun i¢in hayvanlar 3. giin, 6. giin ve 9. giin
barinma kafeslerinden alinarak uyku yoksunlugu veya kontrol kafeslerine 24 saat siire

ile konuldu. Diger giinlerde (4.-5. ve 7.-8. glinlerde) barinma kafeslerinde tutuldu.

Benzer galigmalarda oldugu gibi birinci giin bazal lokomotor aktivite Ol¢iildi
(Armani ve ark. 2012). Ikinci uyku yoksunlugundan 24 saat sonra (8. giin) ve son
(liclinctli) uyku yoksunlugunun hemen ardindan (10. giin) lokomotor aktivite dl¢iimleri
tekrarlandi. Yeni nesne tanima testinin aligtirma uygulamalar1 1. giin ve 8. giin
lokomotor aktivite dl¢limii sirasinda, egitim uygulamalar1 8. giin ikinci aligtirmanin ve
10. giin lokomotor aktivite dl¢iimiiniin hemen ardindan yapildi. Bes dakika sonra test
uygulamasina gecildi. Test uygulamasindan 5 dakika sonra merdiven testi yapildi.
Hemen ardindan hayvanlar servikal dislokasyon ile dekapite edildi.

3.9. Istatistiksel Degerlendirme

[statistiksel degerlendirmede, verilerin dagilimma uygun olarak kare gegis,
sahlanma, tanima indeksi, ¢ikilan basamak sayisi, glutamat ve glutamin miktarlar1 ve
glutamat/glutamin orani i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) veya Kruskal-Wallis
testi kullanildi. Grup karsilagtirmalari ig¢in Tukey testinden yararlanildi. Anlamlilik
degeri olarak p<0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tamoksifenin farelerde REM uyku yoksunlugunda lokomotor aktiviteye etkisi

Birinci giin bazal lokomotor aktivite dlglimiinde; kontrol-sivag (96+11; 39+5,9),
kontrol-tamoksifen (10+12; 37+5), uyku yoksunlugu-sivag (121+9,7; 40+2,7) ve uyku
yoksunlugu-tamoksifen (102+6,5; 4442 4) gruplarinda, tek yonlii varyans analizi kare
gecis (F(3,29)=1,5; p=0,2361) ve sahlanma (F(3,29)=0,6; p=0,6207) sayilarinda gruplar

arasinda bir fark gostermedi.

Kontrol-sivag, kontrol-tamoksifen, uyku yoksunlugu-sivag ve uyku yoksunlugu-
tamoksifen gruplarindaki hayvanlarda ikinci uyku yoksunlugundan bir giin sonra ve son
uyku yoksunlugunun hemen ardindan olgiilen kare gecis ve sahlanma Sekil 4-1’de

gosterildi.

Tek yonlii varyans analizine gore ikinci uyku yoksunlugundan bir giin sonra
yapilan Ol¢iimlerde kare gegiste uygulamaya baglh etki etki ortaya ¢ikti (F(3,29)=5;
p=0,0062), sahlanmada ise bir degisiklik saptanmadi (F(3,29)=1,8; p=0,1704). Uyku
yoksunlugu-sivag grubunda, kontrol-sivag grubuna gore kare gegis sayist daha fazla
oldu (p<0,05). Uyku yoksunlugu-tamoksifen grubunda, uyku yoksunlugu-sivag grubuna
gore kare gecis sayisinda azalma saptandi (p<0,05). Kontrol-sivag grubu ile
karsilastirildiginda, kontrol-tamoksifen grubunda kare gecis sayisinda bir fark ortaya

¢tkmada.

Tek yonlii varyans analizine gore son uyku yoksunlugunun hemen ardindan
yapilan Olgiimlerde kare gegiste uygulamaya bagli etki ortaya ciktt (F(3,29)=6,3;
p=0,0031), sahlanmada ise bir degisiklik saptanmadi (F(3,29)=0,041; p=0,9887). Uyku
yoksunlugu-sivag grubunda, kontrol-sivag grubuna gore kare gecis sayisi daha fazla
oldu (p<0,01). Uyku yoksunlugu-tamoksifen grubunda, uyku yoksunlugu-sivag grubuna
gore kare gegis sayisinda azalma saptandi (p<0,01). Kontrol-sivag grubu ile
karsilastirildiginda, kontrol-tamoksifen grubunda kare gegis sayisinda bir fark ortaya
¢ikmadi.
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Sekil 4-1: REM uyku yoksunlugu olusturulan farelerde tamoksifenin lokomotor aktiviteye
etkisi

Sekiz giin sivag (propilen glikol) veya 1 mg/kg tamoksifen verilen farelerde ikinci uyku yoksunlugundan 24 saat
sonra (listte) ve son uyku yoksunlugunun hemen ardindan (altta) yeni nesne kutusunda 5 dakika kare gegis ve
sahlanma sayildi. Degerler ortalamatstandart hata olarak verildi.

[ 1 gruplardaki hayvan sayist
“p<0,05, “p<0,01 kontrol-sivag grubuna gére (Tukey testi)
#p<0,05, #p<0,01 uyku yoksunlugu-sivag grubuna gére (Tukey testi)
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4.2. Farelerde REM uyku yoksunlugunun ve tamoksifenin yeni nesne tanima
testinde bellege etkisi

Kontrol-sivag, kontrol-tamoksifen, uyku yoksunlugu-sivag ve uyku yoksunlugu-
tamoksifen gruplarindaki hayvanlarda son uyku yoksunlugundan sonra tanima indeksi

Sekil 4-2’de gosterildi.

Kruskal-Wallis analizine gore son uyku yoksunlugunun hemen ardindan yapilan
lgiimlerde tamma indeksinde uygulamaya bagli etki ortaya c¢ikmadi (x°=6,586;
p=0,0863). Kontrol ve uyku yoksunlugu gruplarinda yeni ve eski nesnelerin incelenme

stireleri fark gostermedi.

OXontrol-stvag [7] OXKontrol-tamoksifen [7]

B Uyku yoksunlugu-svag [9] @ Uvku yoksuniugu-tamoksifen [9]

Tamma Indeksi
() (V9] L
1 1

(o)

o

Sekil 4-2: Farelerde REM uyku yoksunlugunun ve tamoksifenin yeni nesne tamima
testinde tanima indeksine etkisi
Sekiz giin sivag (propilen glikol) veya 1 mg/kg tamoksifen verilen ve son uyku yoksunlugunun hemen ardindan

lokomotor aktivite 6lglimiinden sonra teste alinan fareler 5 dakika siire ile izlenerek yeni ve eski nesneleri inceleme
stireleri ile tanima indeksi hesaplandi. Degerler ortalama+tstandart hata olarak verildi.

[ 1 gruplardaki hayvan sayisi
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4.3. Farelerde REM uyku yoksunlugunun ve tamoksifenin merdiven testinde risk
alma davranisina etkisi

Kontrol-sivag, kontrol-tamoksifen, uyku yoksunlugu-sivag ve uyku yoksunlugu-
tamoksifen gruplarindaki hayvanlarda son uyku yoksunlugundan sonra merdiven
testinde ¢ikilan basamak sayis1 Sekil 4-4’te gosterildi.

Tek yonlii varyans analizine gore basamak c¢ikmada uygulamaya bagl etki
ortaya ¢ikt1 (F(3,29)=6; p=0,0037). Uyku yoksunlugu-sivag grubunda, kontrol-sivag
grubuna gore c¢ikilan basamak sayisi daha fazla oldu (p<0,01).Uyku yoksunlugu-
tamoksifen grubunda, kontrol-tamoksifen grubuna gore ¢ikilan basamak sayisinda
azalma saptandi (p<0,05). Kontrol-sivag grubu ile Kkarsilastirildiginda, kontrol-

tamoksifen grubunda ¢ikilan basamak sayisinda bir fark ortaya ¢ikmadi.

OXontrol-stvag [7] OKontrol-tamokstfen [7]
B Uyl yoksunlugu-sivag [9] @8 Uvku yoksuniugu-tamoksifen [9]
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Sekil 4-3: Farelerde REM uyku yoksunlugunun ve tamoksifenin merdiven testinde ¢ikilan
basamak sayisina etkisi

Sekiz giin sivag (propilen glikol) veya 1 mg/kg tamoksifen verilen ve son uyku yoksunlugunun hemen ardindan yeni
nesne tanima testinden sonra teste alman fareler 5 dakika izlendi ve ¢iktiklari basamak sayildi. Degerler
ortalama+standart hata olarak verildi.

[ 1 gruplardaki hayvan sayisi
“p<0,01 kontrol-sivag grubuna gore (Tukey testi)
#0<0,05 uyku yoksunlugu-sivag grubuna gore (Tukey testi)



26

4.4. Farelerde REM uyku yoksunlugunun ve tamoksifenin beyin boélgelerinde
glutamat ve glutamin miktarlarina etkisi

Kontrol-sivag, kontrol-tamoksifen, uyku yoksunlugu-sivag ve uyku yoksunlugu-
tamoksifen gruplarindaki hayvanlarda son uyku yoksunlugundan sonra frontal kortekste
glutamat ve glutamin miktarlar1 Tablo 4-1’de gosterildi.

Tek yonlii varyans analizine gore frontal kortekste glutamat miktarinda
uygulamaya bagli etki ortaya ¢ikti (F(3,23)=8,9; p=0,0004), glutamin miktarinda
(F(3,23)=3,9; p=0,0025) ve glutamat/glutamin oraninda (F(3,23)=0,78; p=0,5156)
degisiklik saptanmadi. Uyku yoksunlugu-sivag grubunda, kontrol-sivag grubuna gore
glutamat miktar1 azaldi (p<0,05). Uyku yoksunlugu-tamoksifen grubunda glutamat
miktart, uyku yoksunlugu-sivag grubuna gore daha fazla oldu (p<0,001). Kontrol-sivag
grubu ile karsilagtirildiginda, kontrol-tamoksifen grubunda glutamat miktar: bir fark
gostermedi.

Tek yonlii varyans analizine gore hipokampiiste glutamat (F(3,23)=2,5;
p=0,0893) ve glutamin (F(3,23)=0,88; p=0,4665) miktarlarinda ve glutamin/glutamat
oraninda (F(3,23)=1,1; p=0,3789) uygulamaya bagli bir etki saptanmadi.
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Tablo 4- 1: Farelerde REM uyku yoksunlugunun ve tamoksifenin beyin bolgelerinde glutamat ve glutamin miktarlarina ve glutamat/glutamin
oranina etkileri

Frontal Korteks Hipokampiis
Glutamat Glutamin Glutamat/Glutamin Glutamat Glutamin Glutamat/Glutamin
Kontrol-sivag 46,63+11,84 17,64+5,06 3,56+0,63 47,314£23,09 47,01+16,89 1,60+0,48
Kontrol-tamoksifen 61,49+4.95 38,57+£10,20 2,20+0,58 69,46+5,71 77,48+6,32 0,90+0,03
Uyku yoksunlugu-sivag 18,04+2,33" 10,80+3,74 3,06+0,70 85,5+19,23 74,3+19,17 1,55+0,28
Uyku yoksunlugu-tamoksifen  66,03+5,72" 25,57+4,61 3,06+0,41 115,4+17,17 72,20+6,43 1,67+0,33

Sekiz giin sivag (propilen glikol) veya 1 mg/kg tamoksifen verilen fareler son uyku yoksunlugunun hemen ardindan yapilan davranis testlerinden sonra dekapite edildi. Beyin
bolgelerinde glutamat ve glutamin diizeyleri (umol/mg) HPLC ile 6lgiildii. Degerler ortalama+standart hata olarak verildi. Gruplarda hayvan sayis1 5-7 oldu.

“p<0,05 kontrol-sivag grubuna gore (Tukey testi)

#p<0,001 uyku yoksunlugu-sivag grubuna gore (Tukey testi)
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5. TARTISMA

Bu calismada; ii¢ kez 24 saat REM uyku yoksunlugu olusturulan farelerde
tamoksifenin lokomotor aktiviteye, bellege, risk alma davranisina ve beyin bolgelerinde
glutamat ve glutamin diizeylerine etkileri olgiildi. Bulgular, tekrarlayan uyku
yoksunlugunun mani modeli olusturmasi, tamoksifenin antimanik etkileri ve manide

glutamaterjik sistemdeki degisiklikler ile ilgili veri ve goriisler kapsaminda tartigildi.

Calismada, Benedetti ve ark. (2008)’nin lokomotor aktivite artisina duyarliligin
arttigin1  gosterdikleri tekrarlayan REM uyku yoksunlugu modeli se¢ildi. Modelde,
hayvanlar 4 ayr1 bolmeye ayrilmis ve her bir bélmede tek bir platformun bulundugu bir
kafeste yoksunluga birakilirlar. Bu durum yoksunluk siiresince hareketsizlik stresine yol
acabildiginden (Coenen ve van Lujitelaar 1985), izolasyonu ortadan kaldiran, bélmesiz
ve bir platformdan digerine gegise olanak saglayan ¢oklu platform yontemine uygun bir
degisiklik yapildi1 (Tufik ve ark. 2009). Uyku yoksunlugu ii¢ kez tekrarlandi. Lokomotor
aktivite ikinci ve son (iigiincii) uyku yoksunlugundan sonra olmak iizere iki kez
degerlendirildi. Son uyku yoksunlugundan sonra art arda yeni nesne tanima ve
merdiven testleri yapildi. Benedetti ve ark. (2008)’imn bulgularima gore uyku
yoksunlugundan sonra lokomotor aktivite artisi 12 saat kadar siirmektedir. Ancak bu
stirenin 30 dakika kadar siirdiigiinii bildiren aragtirmacilar da bulundugundan (Gessa ve

ark. 1995), testler 30 dakika i¢inde tamamlandi.

Ikinci uyku yoksunlugundan 24 saat sonra yapilan dl¢iimlerde uyku yoksunlugu,
sahlanma sayisin1 degistirmedi, ancak kare gegiste, gezinmede, artisa yol agti. Mani
modellerinde lokomotor aktivite artig1 yatay ve dikey hareketler olarak otomatik motor
aktivite 0l¢iim cihazlar1 (Abrial ve ark. 2013; Sabioni ve ark. 2008) veya agik alan
(Armani ve ark. 2012; Pereira ve ark. 2011) kullanilarak ol¢iilmiistiir. Ag¢ik alanda
sadece gezinmenin degerlendirildigi ¢aligmalar (Cechinel-Recco ve ark. 2012; Pereira
ve ark. 2011; Valvassori ve ark. 2010) yan1 sira gezinme ile birlikte sahlanma sayisinin
da degerlendirildigi ¢alismalar (Moretti ve ark. 2011) bulunmaktadir. Sahlanmada
degisiklik olmayip sadece kare gecisteki artig ile hiperaktivitenin degerlendirildigi
calismalar (Armani ve ark. 2012) da bulundugundan kare gegis artis1 lokomotor aktivite

artis1 gostergesi olarak yeterli kabul edilebilir.
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Son (liglincii) uyku yoksunlugunun hemen ardindan yapilan 6lgiimlerde de uyku
yoksunlugu sahlanma sayisinda degisiklik olusturmazken kare gecisi artirdi. Mani
benzeri davranis olarak nitelendirilen bu lokomotor hiperaktivite bulgusu ile Benedetti
ve ark. (2008)’nin verileri yani1 sira ornegin 36 saat uyku yoksunlugu olusturulmus
farelerde (Valvassori ve ark. 2017b) ve 72 saat uyku yoksunlugu olusturulmus
sicanlarda (Abrial ve ark. 2015) elde edilen bulgular da desteklendi. Benedetti ve ark.
(2008) farelerde 3 kez 6, 12 veya 24 saat siiren uyku yoksunlugu olusturduklari ve uyku
yoksunluklarinin hemen ardindan 12 saat siiren lokomotor aktivite 6l¢iimii yaptiklari
caligmalarinda, uyku yoksunlugu siiresinin ve tekrarmin lokomotor aktivite artisina
duyarliligi etkiledigini gostermislerdir. Bulgularina gére 24 saat uyku yoksunlugunda
tiglincti uygulamada lokomotor aktivite artist ikinci uygulamaya gore daha fazla
olmamig, ancak ikinci uygulamada lokomotor aktivite hizla kontrol degerlerine
diiserken iigiincii uygulamada 12 saat boyunca anlamlihigini siirdiirmiistiir. Ote yandan,
Armani ve ark. (2012) benzer bigimde 3 kez 24 saat uyku yoksunlugu olusturduklar
farelerde, lokomotor aktivitenin {i¢ uygulamada da arttigini, ancak ikinci ve tgilinci
uygulamada birinci uygulamaya gore artisin daha az oldugunu saptamis ve bu durumu
Benedetti ve ark. (2008)’ndan farkli olarak tekli yerine c¢oklu platform yontemi
kullanmalari, aydinlik-karanlik dongiiniin karanlik fazinda degil de aydinlik fazinda
Olclim yapmalar1 ve farkli fare irkinda calismis olmalart ile yorumlamaya caligsmislardir.
Bu veriler ile karsilastirildiginda, ikinci uyku yoksunlugundan sonra lokomotor aktivite
artisinin olmas1 ve ikinci ve son uyku yoksunlugunda lokomotor aktivite artiglari
arasinda farkin ortaya ¢ikmamasi uyum gostermektedir. Ancak lokomotor aktivite
artisinin yoksunluktan 24 saat sonra Saptanabilmesi, hem Benedetti ve ark. (2008) nin
hem de bu etkinin 1 saatten kisa siirdiigiinii bildiren (Albert ve ark. 1970; Gessa ve ark.
1995) veya uyku yoksunlugunun hemen ardindan &l¢imleri tamamlayan (Patti ve ark.
2010; Valvassori ve ark. 2017c) arastirmacilarin bulgulart ile bir fark olusturmakta,
uyku yoksunlugundan 9-11 saat sonra lokomotor aktivite 6l¢en arastirmacilar ile kismen
uyum gostermektedir (Siddique ve ark. 2018). Ote yandan, tek kez uyku
yoksunlugundan sonra ortaya ¢ikan akut mani modeli ile karsilastirildiginda, ikinci
yoksunluktan bir giin sonra lokomotor aktivite artisi olmasi tekrarlayan yoksunlukta

hastaligin gelisim stirecinin daha iyi taklit edilebilecegini diistindiirtmektedir.

Tamoksifen kontrol grubundaki farelerde kare gecis ve sahlanmada literatiir ile

uyumlu olarak etki olusturmadi (Sabioni ve ark. 2008). Uyku yoksunlugu olusturulan
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farelerde ise hem ikinci hem de son uyku yoksunlugunda kare gegis artisini, lokomotor
hiperaktiviteyi, 6nledi. Tamoksifenin uyku yoksunlugu (Armani ve ark. 2012; Abrial ve
ark. 2015), amfetamin (Einat ve ark. 2007; Sabioni ve ark. 2008; Moretti ve ark. 2011;
Abrial ve ark. 2013, 2015) ve uvabain (Valvassori ve ark. 2017b) modellerinde mani
benzeri davranigsa akut ve kronik etkisi acikga ortaya konulmustur. Bulgular, bu
sonuglar1 ve 8 giin boyunca giinde iki kez 1 veya 2 mg/kg tamoksifen verilen ve
tekrarlayan uyku yoksunlugu olusturan farelerde son yoksunlugun hemen ardindan
lokomotor aktivite artigin1 Ve tamoksifen ile onlendigini gosteren arastirmayi (Armani
ve ark. 2012) da desteklemistir. Ayrica, uyku yoksunlugundan 24 saat sonra lokomotor
aktivite artigina tamoksifenin etkinliginin eslik ettigini géstermesi agisindan da bulgular

deger tagimaktadir.

Son uyku yoksunlugunun ardindan yapilan merdiven testinde, uyku yoksunlugu
cikilan basamak sayisinda artisa yol acti. Calismada risk alma davranisi
degerlendirmek amaci ile kullanilan bu test, gercekte siganlarda kaygi giderici etkinligin
taranmasinda bir yontem olarak 6nerilmis (Thiébot ve ark. 1973), pek ¢ok arastirmaci
tarafindan bu amaca uygun olarak kullanilmistir (Smiand ve ark. 1984; Pollard ve
Howard 1986; Emmanouil ve Quock 1990; Magaji ve ark. 2017). Testte sahlanma
davraniginin kaygi indeksi olabilecegi, merdiven tirmanmanin ise daha c¢ok arastirma
veya lokomotor aktivite ile iliskili oldugu 6ne siiriilmistiir (Thiébot ve ark. 1973). Testi
farelere uyarlayan Smiand ve ark. (1984)’na gore ise sahlanma davraniginin artmasi ve
c¢ikilan basamak sayisinin azalmasi kaygiyr gostermektedir. Yeni bir ortama alinan fare
ve siganlarda korku/kaygi ve arastirma davranigi arasinda bir ¢eliski ortaya ¢ikmakta ve
bu durum kendini artmis uyaniklik ve davranigsal aktivite ile gostermektedir (Parle ve
ark. 2010). Bu goriise dayanilarak ilk kez kapali bir merdivene konuldugunda hayvanin
ciktig1 basamak sayisinin celiskiye bagli bir risk alma davranisi olabilecegi One
stiriilebilir. Yiikseltilmis art1 labirentte acik kollara karsi yiiksek diizeylerde risk
degerlendirmesi gosteren fare ve siganlar, bu alanlar1 labirentin diger bolgelerine gore
daha az gezer (Rodgers ve ark. 1999; Sorregotti ve ark. 2013; Tillmann ve Wegener
2019) ve agik alan testinde merkeze daha az giderler. Amfetamin (Abrial ve ark. 2013;
Einat ve ark. 2007; Steckert ve ark. 2012) veya uvabain (Lopes-Borges ve ark. 2015) ile
indiiklenen mani modellerinde de risk alma davraniginin arttiginin gostergesi olarak
yiikseltilmis art1 labirent ve/veya acik alan testlerinde kaygi olusturan agik kollara ve

merkeze giris sayilar1 ve kalis siireleri artmistir. Amfetamin ile indiikklenen mani



31

modelinde yem odiiliine esnek bir koprii ile ulasilan ‘tel-kiris koprii” (wire-beam bridge)
(Zhou ve ark. 2015) ve presinaptik uca dopamin taginmasindan sorumlu proteinin
inhibitorii ile indiiklenen mani modelinde 6diil yiiksekligi ile paralel ceza siiresinin
yiikseldigi Iowa Kumar (van Enkhuizen ve ark. 2013) testlerinde de mani benzeri
davranig olarak risk alma davranisi artig1 gosterilmistir. Tiim bu veriler tekrarlayan uyku
yoksunlugu sonrasi ¢ikilan basamak sayisindaki artisin risk alma davranigi artigini
yansittigini isaret etmektedir. Tamoksifenin bu etkiyi énlemesi de antimanik etkisi ile
tutarhik gostererek iddiay1 gliglendirmekte ve gesitli mani modellerinde artmis risk alma
davranigini azalttigin1 gosteren ¢alismalara destek saglamaktadir (Einat ve ark. 2007;
Steckert ve ark. 2012; Abrial ve ark. 2013).

Son uyku yoksunlugunun ardindan yapilan yeni nesne tanima testinde, uyku
yoksunlugu yeni nesneyi inceleme siiresi ile eski nesnede gegirilen siire arasinda bir
farka neden olmadi, bir diger deyis ile tanima indeksi degismedigi i¢in bellege etkisiz
bulundu. Testin 6grenme egitimleri uyku yoksunlugu sonrasi yapildigi i¢in 6grenmeyi
de etkilemedigi sdylenebilir. Uyku yoksunlugunun 6grenme ve bellegi etkiledigi ¢esitli
testlerde gosterilmistir. Ornegin, 48 ve 72 saat uyku yoksunlugu siganlarda Y-labirent
testinde calisma bellegini ve 48 veya 72 saat yoksunluk kosullu ve pasif sakinma
testlerinde sakinma bellegini (Silva ve ark. 2004; Lima ve ark. 2014) ve 12 saat uyku
yoksunlugu farelerde Y-labirent testinde uzaysal ¢aligsma bellegini (Hagewoud ve ark.
2010) bozmustur. Uyku yoksunlugunun yeni nesne tanima testinde de bellegi bozdugu
gosterilmistir (Palchykova ve ark. 2006; Cordeira ve ark. 2018). Amfetamin ve mani
modellerinde ¢esitli testlerde (Fries ve ark. 2015; de Souza Gomez ve ark. 2015;
Amodeo ve ark. 2017) ogrenme ve bellegin bozuldugu gosterilmistir. REM uyku
yoksunlugunun mani modeli olarak kullanildigi bellege etkinin arastirildig: tek bir
calismada ise 72 saat uyku yoksunlugu artmis lokomotor aktivite, uykusuzluk ve artmig
agresyon ile mani benzeri davranislara yol agarken Y-labirent testinde bellegi
etkilememistir (Abrial ve ark. 2015). Bu verilere gore tekrarlayan uyku yoksunlugunda
lokomotor aktivitenin ve risk alma davranisinin artmis olmasina Kkarsin bellek
etkilenmemis goriinmektedir. Ancak, ¢ogu calismada 24 saat olan egitim uygulamasi ile
test uygulamasi arasindaki siirenin zorunlu yontemsel nedenlere bagli olarak ¢ok kisa

tutulmus olmasi degerlendirmeyi etkilemis olabilir (Antunes ve Biala 2012).
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Bu c¢alismanin ana amagclarindan biri REM uyku yoksunlugu mani modelinde
glutamaterjik sistemde olas1 degisiklikleri ve tamoksifenin etkinligini degerlendirmekti.
Bulgulara gore uyku yoksunlugu frontal kortekste glutamat miktarmi azaltti,
hipokampiiste glutamat miktarini ve frontal korteks ve hipokampiiste glutamin miktarini
ve glutamat/glutamin oranin1 degistirmedi. Tamoksifen frontal kortekste glutamat
miktarindaki azalmay1 geri dondiirdii. Siganlarda 12 ve 24 saat uyku yoksunlugunda
serebral kortekste glutamat ve glutamin (Bettendorff ve ark. 1996), 72 saat uyku
yoksunlugunda kortekste glutamat ve hipokampiiste glutamat ve glutamin (Mohammed
ve ark. 2011) diizeylerinin ve 24 saat uyku yoksunlugunda hipokampiiste glutamat
saliverilmesinin (Xie ve ark. 2015) arttig1 gosterilmistir. Sicanlarda 24 saat uyku
yoksunlugunda siganlarda frontoparyetal korteks ve lokus seruleusta glutamin sentetaz
enzim proteininin arttig1 (Sallanon-Moulin ve ark. 1994) gosterilmistir. Manide frontal
korteks, hipokampiis ve striatum gibi beyin bolgelerinde noéronal eksitator/inhibitor
sinaptik dengede bozukluk oldugu bir varsayim olarak giderek onem kazanmaktadir
(Lee ve ark. 2018). Klinik galismalarda manide glutamatin (Ongiir ve ark. 2008) ve
dorsolateral prefrontal kortekste glutamat/glutamin oraninin (Michael ve ark. 2003)
arttig1 gosterilmistir. Uyku yoksunlugunun mani modeli olarak kullanildig: ¢alismalarda
mani benzeri davramiglarin protein kinaz C yolagim1 modiile eden glutamaterjik
sistemdeki bozukluga bagl olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Szabo ve ark. 2009). Uyku
yoksunlugunda ve manide glutamatin arttigina iligskin bu verilere gére frontal kortekste
glutamat diizeyindeki azalma uyumlu degildir. Buna karsilik, manide anterior singulat
kortekste glutamat/glutamin oranii diisiik bulan ve tedaviye yanit olarak yiikseldigini
gosteren Moore ve ark. (2007)’'min bulgular1 desteklenmistir. Ote yandan, uyku
yoksunlugunun mani modeli olarak kullanildig1 ¢alismalarda glutamat reseptorlerinin
ekspresyonundaki azalmaya iligkin bir ¢alisma (Pannaccione ve ark. 2017) disinda mani
modellerinde  dogrudan  glutamat  diizeylerinin  olgildigi.  bir  ¢alismaya
rastlanilamamigtir.  Sigan serebral korteks sinir uglarinda endojen glutamat
saliverilmesini ve olast mekanizmayi arastiran bir ¢alismada; potasyum kanal blokeri 4-
aminopiridin ile kigkirtilmig glutamat saliverilmesine tamoksifenin inhibitor etki
gosterdigi, bu etkinin Ostrojen reseptorleri ile etkilesmesine bagli olmadigi, presinaptik
ucta voltaja bagimli kalsiyum girisinin ve protein kinaz C aktivitesinin baskilanmasi

araciligi ile olustugu gosterilmistir (Kuo ve ark. 2012). Tamoksifenin protein kinaz C
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inhibitorii etkisi géz Oniine alindiginda glutamat miktarindaki azalmayi nasil tersine

cevirdigi, bir diger deyisle artirdig1, yorumlanamamaktadir.

5.1. Cahismanmin Kisithliklar

Calisma, tamoksifen ile birlikte protein kinaz C inhibitorii (Noh ve ark. 2000) ve
glutamat modiilatori riluzoliin uyku yoksunluguna bagli mani benzeri davraniglara ve
beyinde glutamaterjik etkinlige etkisini degerlendirmek iizere planlanmisti. Ancak

riluzoliin temin edilememesi ¢alismanin varsayiminin daha iyi sinanmasini kisitladu.

5.2. Sonu¢

Farelerde 3 kez tekrarlayan REM uyku yoksunlugu, ikinci yoksunluktan 24 saat
sonra lokomotor aktivite artisina ve son yoksunluktan hemen sonra lokomotor aktivite
ve risk alma davranigt artisina yol acti. Mani benzeri davranis olarak nitelendirilen bu
degisikliklere bellek bozuklugunun eslik ettigi gosterilemedi. Manide beyinde glutamat
diizeyinde artis oldugu bulgularina karsit olarak frontal kortekste glutamat diizeyinde
azalma ortaya c¢ikti, hipokampiiste bir degisiklik olusmadi. Tamoksifen uyku
yoksunluguna bagl davranissal degisiklikleri ve glutamat diizeyindeki azalmay1 onledi.
Bulgular, tamoksifenin antimanik etkisinde glutamaterjik sistemin roliinii ve tekrarlayan
REM uyku yoksunlugunda hastaligin gelisim siirecinin daha iyi taklit edilebilecegi

goriigiinii destekleyecek ileri ¢alismalar i¢in veri olusturdu.
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