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Maternal Fotoperiyodik Gegmisin Erkek Sigan Yavrularinin Morris Su Labirenti
Davranigina Etkisi

The Effect of Maternal Photoperiodic History on Morris Water Maze Behavior of Male Rat Offspringcircadian Changes at
Gestational Period and Learning Memory
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OZET

Amag: Bu calismada; hipokampusteki molekuler saat sistemiyle
o6grenme bellek iliskisi ve dongl degisikligi gestasyonel dénemden
itibaren olursa 6grenme bellegin nasil etkilenecegi, aydinlik/karanlik
dongu degisiklikleri ydntemiyle arastirmak amaclanmigtir.

Gereg¢ ve Yontem: Calisma 20 gebe sicandan dodan 48 erkek
siganda yapilmistir. 6 gebe sigan, 12 saat karanlik-12 saat aydinlk
(12K/12A) dongusiine yerlestirildi, yavrular dogumdan sonra bu
donglide kaldi (yapay fotoperiyot grubu,YFG). 14 gebe sican 16K/8A
dongiide tutuldu ve rasgele segilen 16 erkek yavru dogumdan sonra
ayni dongude tutuldu (gece uzatilmig fotoperiyot grubu, UFG), kalan
16's1 dogumdan itibaren 12K/12A ddngiide tutuldu (gecenin restore
fotoperiyot grubu, rYFG). Yavrularin 60. giininde Morris tanki de-
nemeleri basladi, siganlarin performansi, bir goriinti degerlendirme
sistemiyle kaydedildi. Besinci giinde probe deneyinin ardindan hafif
anestezide sakrifiye edilen siganlarin hipokampdsleri alindi, Polime-
raz zincir reaksiyonuyla (PCR) Microtubule-Associated Protein Tau
(MAPT), Period2 (PER2), BMAL1, Cyrptochromel gen ekspresyon-
lari, Western-blot'la sirkadiyen ritim protein seviyeleri 6lguldi.
Bulgular: Uzamsal 6grenme olgitiindeki ylizme hizi, YFG'de
UFG’ye gore anlaml olgide ylksek bulundu, kagma mesafesi ve
suresi her grupta her giin ve her denemede anlaml dlglide azaldi
ama gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi, platforma olan mesafe
olgutinde rYFG, YFG ve UFG’ye gore platforma daha yakin ylizdi.
Bellek performansinda; ylizme hizinda gruplar arasinda anlamli fark
bulunmadi, rYFG hedef kadranda diger gruplara goére anlamli élglide
¢ok zaman gegirdi, YFG diger gruplara gére platforma en uzak kalan
gruptu. Gen ekspresyonlarinda PER2'de anlamli farkhlik bulundu;
PER2, UFG’de rYFG’ye gore anlamli dlglide yliksektir. Protein anali-
zinde gruplarda anlamli fark bulunamadi.

Sonug: Calisma, gebelik déneminden itibaren aydinlik-karanlik
dongisinin degistirilip yavruda restore etmenin hafiza performansi-
ni bozmadigini aksine giiglendirdigini gostermektedir.
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ABSTRACT

Objective: Aim of this study is to investigate relationship between
learning memory with molecular clock system in hippocampus, and
how learning memory will be affected if cycle changes starting from
gestational period, using light/dark cycle changes method.

Material and Method: Study was done in 48 male rats born from 20
pregnant rats; 6 pregnant rats, 12h dark-12h light (12D/12L)-16
pups, 12D/12L (synthetic photoperiod group, YFG). Fourteen preg-
nant rats, 16D/8L-16 randomly selected male pups (night extended
photoperiod group,UFG), 16K/8L-16 randomly selected male pups,
12K/12L (restored photoperiod group, rYFG). Morris began on day
60 of pups, performances being recorded with an image evaluation
system. After probe day, hippocampus of rats sacrificed under mild
anesthesia were taken. Circadian genes including Period2 (PER2)
and circadian rhythm proteins were measured.

Result: In spatial learning criterion, swimming speed significantly
higher in YFG group than UFG group. Escape distance and time
significantly decreased for each group with each day and trial, but
there was no significant difference between the groups. rYFG group
was closest to platform in terms of distance. Regarding memory
performance, there was no significant difference in swimming speed
between the groups. rYFG group spent significantly more time in
target quadrant compared to the other groups, while YFG group was
farthest from the platform. PER2 expression was significantly higher
in UFG group than in rYFG group. There were no significant diffe-
rences found in the western blot analysis.

Conclusion: This study shows that altering light-dark cycle starting
from the gestation period strengthens memory performance rather
than impairing it.
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GiRiS

Ogrenme ve bellek performansi sirkadiyen saatle iligki-
lidir ve aydinlik karanhk dongl dedisiklikleri hipokam-
pal 6grenme ve bellek lzerinde etkilidir (Bolsius et al.,
2021). Calisma bellegini tanimlayan bir ciimle eklene-
bilir. Radyal kol labirenti testini kullanan birka¢ calis-
ma, c¢alisma belledinin glnin saatine gére module
edildigini gostermistir. Rawashdeh et al. (Rawashdeh
et al., 2014) radyal kol labirentinde geceyle kiyaslandi-
ginda gindlizde anlamh o6l¢lide daha iyi performans
bildirmistir. Davies et al. (1973) hem 6grenme hem de
bellek verimliliginin, glinin zamaninin bir islevi olarak
modiile edildigini géstermistir, pasif bir kaginma gore-
vinde farelerin goérevi gece yerine gundiz daha iyi
ogrendiklerini ve hatirladiklarini géstermigtir. O za-
mandandir ¢ok sayida laboratuvar égrenme bellegin
cergevesini gunlik déngindn sinirlandirdiyini dogru-
lamistir (Davies et al., 1973, Valentinuzzi et al., 2001).
Kronik sirkadiyen bozulma ve ardindan uzun bir sirka-
diyen iyilesme dénemi sonrasinda 6grenme ve hafiza
degisiklikleri incelenen, kontrol grubu ve aydin-
lik/karanlik siklusu degisiklikleri yapilan yetiskin erkek
spontan hipertansif siganlarda morris su tanki testi ile
sirkadiyen bozulma grubunun daha uzun kacgis gecik-
mesi ve yuzme mesafesi gosterdigi bulunmustur
(Zhang et al., 2020). ilgili bagka bir galismada; endojen
aktif dénemlerinin diginda egitilen si¢anlarin, dikkat ve
uzamsal hafiza goérevlerinde gece egitimli sicanlarla
ayni edinim orani, ginlik performansi ve hafiza yete-
negini gosterip gostermedigi arastirilmistir, ayrica gun-
Uk gorev egditiminin sirkadiyen aktivite sican modelleri-
ni nasil etkiledigi morris su tanki testiyle incelenmisgtir.
Sicanlarin karanlik faz sirasinda edgitildiklerinde 6zenli
caba gerektiren islemsel bir gérevde daha iyi edinim ve
performans sergiledikleri bulunmustur. Gindn saati,
Morris su labirentinde edinimi veya performansi etki-
lememigtir; bununla birlikte, hayvanlarin egitimi bas-
langigta karanlik fazda gerceklesmigse daha iyi hafiza

g6zlenmistir.  Bulgularin, bilissel performans ve
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sirkadiyen suregler arasindaki ¢ift yonla etkilesimler
teorisini destekledigi ve vardiyali galisma, yaslanma ve
noropsikiyatrik hastaliklarla iligkili sirkadiyen anormal-
liklerin bu populasyonlarda siklikla bulunan bilis Uze-
rindeki zararh etkilere katkida bulunabilecegi gorusiyle
tutarli oldugu bildiriimistir (Gritton et al., 2012). insan
periferik dokularinda simdiye kadar tanimlanan sirka-
diyen saat genleri arasinda, ana sirkadiyen pacer ile
baglantil olan Period (Per1-3), Cryptochrome (Cry-1
ve Cry-2), Clock ve Bmal1 bulunur. Aydinlik-karanlk
doénglsu gibi “zamanlayici” olarak adlandirilan dis
faktorler, salinimin cesitli asamalarini senkronize ede-
rek i¢ saat mekanizmasi ile etkilesime girer (Collop et
al., 2008). Saat genlerinin davranigsal etkilerinin ince-
lendigi calismalarda, saat gen anomalilerinin insanlar-
da uyku bozukluklar ile iligkili bulunmustur (Garcia et
al., 2000; Ebisawa et al., 2001), farelerde ise baglam-
sal hafiza, meyve sineginde de iletisimsel zamanlama
ve hafiza olugsumu ile iligkili oldugu saptanmistir (Sakai
et al., 2004). Batin bu bulgular, aydinlik-karanlik siklu-
su degisikliginin hayvanlarda 6grenme ve bellegi boz-
dugu sonucunu distndirmustir ancak yapilan litera-
tir taramasinda aydinlik-karanlik siklusunun annede
degistirildiginde yavrunun 6grenme ve bellek durumu-
nu inceleyen bir galismaya rastlanmamistir. Bu calis-
mada annede aydinlik karanlk siklusu degisikliginin
yavrunun 6grenme/bellek performansini ve saat gen

anlatimini nasil degistirdigi arastiriimistir.
GEREG ve YONTEM

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik
Arastirmalar Merkezi'nden (DEKAM) Erciyes Universi-
tesi Yerel Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'ndan
(04/07/2021 tarih ve 21/84 sayili) izin alinarak temin
edilen Wistar albino cinsi ratlar kullanildi. Calisma
hayvanlari; yetigkin (2-3 aylik) 250-300 gram Wistar
Albino cinsi 20 disi sigan ve 11 erkek sigan, bu sigan-
lardan 2 disi/1 erkek rastgele ayrilip ciftlestirildi. Grup-
lar; yapay fotoperiyot (YF) grubu: Gebeligi sirasinda 12
saat A/K dongusiindeki annelerin (n=6 gebe) 12 saat
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A/K dbéngustinde buyutilen 16 erkek yavrusu, uzatil-
mis yapay fotoperiyot (UYF) grubu: Gebelidi sirasinda
16/8 saat A/K déngusiindeki annelerin (n=7 gebe) 16/8
saat A/K dongusiinde biyitlilen 16 erkek yavrusu,
restore edilmis yapay fotoperiyot (rYF) grubu: Gebeligi
sirasinda 16/8 saat A/K dénguslndeki annelerin (n=7
gebe) 12/12 saat A/K doéngusiinde blyutllen 16 erkek
yavrusu olarak olusturulmustur Yavru erkek siganlar
60 gun olduklarinda Morris Su Labirenti Testi yaptirildi.
Anne siganin gebe kaldigi gestasyonel sifirinci glinden
Morris su labirenti testinin tamamlanmasina kadar

deney suresi =90 glin olacak sekilde ayarlandi.
Morris Su Tanki Testi

Uzamsal 6grenme bellegin tayini igin tasarlanan Morris
su labirenti testinde, 1.83 m ¢ap 75 cm derinliginde
dairesel paslanmaz c¢elik su tanki 50 cm derinlige ka-
dar nontoksik boyayla opaklastirilan 22+2 °C su ile
dolduruldu, tank 4 kadrana bélindu, 4. kadran hedef
secilip suyun 2 cm altinda kalan platform bu kadrana
koyuldu, tavana CCD (Klon CD Diski) kamera takildi
ve kayitlar, NOLDUS izleme ve Kayit Sistemiyle (Nol-
dus, Leesburg, VA) kaydedildi. Test her gin 9.30'da
baglayip 2 saat iginde bitirildi. ilk 4 giin 6grenme de-
nemeleri (her sican giinde 4 deneme) ve son gun bel-
lek performansi i¢in platform kaldirilan probe denemesi
(her sigan 1 deneme) yaptirildi (Morris et al., 1982). 4
glnlik egitici yizme deneylerinde elde edilen kagma
mesafesi, kagma suresi, yizme hizi ve platforma olan
ortalama uzaklik parametreleri; hipokampal tabanl
uzamsal 6grenme performansini, probe gininde elde
edilen yizme hizi, hedef kadranda gegcirilen sure ve
platforma olan ortalama uzaklik parametreleriyse

uzamsal bellek performansini géstermektedir.
Western-Blot Protokolii

Deney grubu siganlari, deney bitiminden 2 saat sonra
saat 12.00'de 1,2 mg/kg urethan ile anestezi edilip
dekapitasyonla sakrifiye edilmistir. Otoklavla sterile

edilen cerrahi aletlerle kafatasindan yumusak beyin
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dokusu c¢ikarilip dokudan sag ve sol hipokampts ¢ika-
rilmis ve iki hipokampuis de RNA izolasyonu yapilmasi
icin icerisinde ftrizol bulunan 2 mllik ependorf tlipe
alinip galismaya kadar -80 oC’de saklanmistir. Ornek-
lere hipokampal dokulardan RIPA lizis tamponu ile
protein izolasyonu yapilmistir. Biginkonik asit (BCA)
belirteci ile 520nm’de protein konsantrasyon tayini
yapilmistir. Western-blot protokolli uygulamasi ardin-
dan Total GSK3, Total AKT Total CREB ve Total TAU
proteinlerinde Gelismis Kemiliminesanssollisyonu ile
sinyal almak igcin Chemidoc cihazinda gorintileme
islemi yapiimig, elde edilen membran goéruntileri Ima-

ge-J programi kullanilarak degerleri hesaplanmistir.
Gergek Zamanl PCR Yontemi

Yontemde sirasiyla total RNA izolasyonu, cDNA sen-
tezi ve mRNA ekspresyon alismasi (RT-PCR) yapil-
mistir. MAPT, PER2, BMAL1 ve CRY1 genlerinin
MRNA ekspresyonlari SsOAdvanced Universal IT
SYBR Green Supermix kit (10000076382, BIORAD,
ABD) kullanilarak BIORAD CFX Connect Real Time
PCR cihazinda (BIORAD, ABD) calisiimistir. Kit iceri-
sinden ¢ikan SYBR Green Supermiks, Nuclease Free
Water ve Primer F ve Primer R den olusan bir reaksi-
yon karisimi hazirlanmis, 96’lik well plate UGzerindeki
kuyucuklara dagitiimis ve her bir kuyucuga cDNA (1
ul) eklenmistir. Daha sonra CFX Connect Real-Time
PCR detection System PCR cihazina yerlegtirilmistir.
PCR pre-inkUbasyon, ¢ogaltma ve sogutma kosullari
icin sirasiyla 95 °C’'de 3 dk, 95 °C 5 sn ve 60°C’de 15
sn (45 doéngu) ve 40°C’de 30 sn tutulmustur. Batin
Ornekler manipulasyondan dolayr dogabilecek hatalari
Onleyebilmek icin ¢ift calisiimistir. House-keeping gen
olarak B-Actin geni kullanilmistir. islem sonunda kay-
dedilmis elde edilen Ct (thresholdcycle) degerleri me-

todu kullanilarak hesaplanmis ve normalize edilmistir.
istatiksel Analiz

Uzamsal 6grenme ve hafiza fonksiyon testi istatistiksel

analizi igin SPSS versiyon 21 paket programi ve
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Windows10 bilgisayar programinda glnleri karsilasti-
ran tekrarli 6lgimlerde iki yonli varyans analizinden
faydalanildi. Probe giiniinde, hedef kadranda gegirilen
surenin diger kadranlara kiyasla yilzdesinin rastgele
(%25'ten fazla olasilik) olup olmadigi analizinde tek
orneklem testi kullanildi. Hafizayl test etmek igin 5.
gunde gercgeklestiriien probe testinin sonuglari, tek
yonlu varyans analizi (ANOVA) kullanilarak analiz edil-
di. Veriler ortalama + standart hata olarak kullanildi.
Western-blot ve PCR analizinde gruplar arasinda an-
lamli farklihgin tayini icin, tek yonli varyans analizi
(ANOVA) testi, gruplarin ikili karsilastirmasinda post-
hoc Tukey testi kullanildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak kullanildi. Yapilan tum analizlerde anlamli-
lik dizeyi p<0,05 olarak segildi.

BULGULAR

Morris Su Tanki Testinde Uzamsal Ogrenme

Performansinin Degerlendiriimesi

Yizme hizi: Morris su tankinda olgilen yizme hizi
degerleri deney hayvaninin motor becerisi ile yakin
iligkili bir parametredir. Sekil 1, denemeler boyunca
Olcllen ortalama ylzme hizi dederlerini gostermekte-
dir. Yizme hizi 2 faktorli [GUn(G) ve Deneme(D)]
tekrarlayan olgimli ANOVA test sonuglari, ylizme
hizinin her gin (F3.135= 23,366; p<0,001) ve her de-
nemede (F3.135= 20,437; p<0,001; gin x deneme
etkilesimi: F9.405= 5,059; p<0,001) giderek azaldidini;
grup ile anlamh bir etkilesim gostermedigini (p>0,05)
ortaya koymustur. Gruplarin élgilen bitin ylizme hizi
degerleri  karsilastirildiinda farklihk  bulunmustur
(F2.45=5,143; p=0,01). Post-hoc Tukey test sonuglari-
na goére YFG siganlar, UFG siganlara gore anlamli
seviyede daha hizli yizmuslerdir (p=0,007).
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Sekil 1. Morris Su Tankinda gruplarin ortalama yiizme hizi.

*YFG; Yapay Fotoperiyot Grubu. UFG Uzatilmis Fotoperiyot Grubu.
r'YFG,; Restore Edilmis Yapay Fotoperiyot Grubu. Yizme hizin her
giin ve her denemede anlamli dlgide giderek azaldigi; grup ile
anlamh bir etkilesim gdstermedigini gortlmustir. Gruplar arasinda
ise, YFG siganlar, UFG siganlara gére anlaml seviyede daha hizli
yiizdiikleri saptanmigtir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak
secilmistir.
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Sekil 2. Morris Su Tankinda gruplarinda kagis suresi

*YFG; Yapay Fotoperiyot Grubu. UFG Uzatilmis Fotoperiyot Grubu.
rYFG,; Restore Edilmis Yapay Fotoperiyot Grubu. Sol: Ogrenme
performansi siganlarin gizli platformu bulana kadar gegirdikleri sire
cinsinden verilmistir. Sag: Kagma suresinin birinci ve son denemele-
rindeki degerlerini gdstermektedir. Kagma suresi cinsinden olgulen
6grenme performansi; her grupta son denemede ilk denemeye gore
anlaml dlizeyde azalmistir ancak gruplar arasinda farkhlik goster-
memektedir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak segilmistir.
Kagma Siiresi: Morris su tankinda siganlarin platfor-
ma kagma surelerinin degisimi Sekil 2’'de verilmigtir.
Kagma silresi, ardil glnlerde (F3.135=40,211;
p<0,001) ve denemelerde (F3.135=14,861; p<0,001)
giderek azalmigtir. Ancak gruplarin kagis suresini ardil

gin (F6.135=0,743; p>0,05) ve denemelerde
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(F6.135=1,964; p=0,075) azaltma performansi farkli
bulunmamistir. Grup x Gin x Deneme etkilesimi de
anlamli degildir (F9.405=1,612; p=0,082). Dort gin
boyunca elde edilen butin kagma degerleri, gruplar
arasinda farkli bulunmamistir (F2.45= 0,478; p>005).

Kagma mesafesi: Morris su tankinda siganlarin plat-
forma kagmak igin kat ettikleri mesafenin degisimi Se-
kil 3'de verilmigtir. Sekil 3'de goéruldigu gibi butin si-
¢anlar, platforma kagma mesafesini ardil ginlerde
(F3.135=55,504; p<0,001) ve ardil denemelerde
(F3.135= 38,239; p<0.001) azaltmiglardir. Bu bulgu,
bitiin siganlarin gizli platformun yerini 6grendiklerini
gostermektedir. Grup x Gin (F6.135= 0,639; p > 0,05),
Grup x Deneme (F6.135= 0.547; p = 0.016) ve Grup X
Gin x Deneme etkilesimi (F9.405= 1,240; p > 0,05)
anlamh bulunmamistir. Bu, gruplarin kagma mesafesi-
ni azaltma performansinin benzer oldugunu goster-
mektedir. Ayrica, butin gin ve denemelerden elde
edilen Kagma Mesafesi degerlerinin ortalamasi gruplar
arasinda farklilik gostermemistir (F2.45= 1,159; p >
0,05).
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Sekil 3. Morris Su Tankinda gruplarinda kagis mesafesi.
*YFG; Yapay Fotoperiyot Grubu. UFG Uzatiimig Fotoperiyot Grubu.
rYFG,; Restore Edilmis Yapay Fotoperiyot Grubu. Sol: Ogrenme
performansi siganlarin gizli platformu bulana kadar ylzdlkleri mesa-
fe cinsinden verilmistir. Sag: Kagma mesafesinin birinci ve son
denemelerindeki deg@erlerini gostermektedir. Kagma suresi cinsinden
Olglilen 6grenme performansi; her grupta son denemede ilk dene-
meye gore anlamli diizeyde azalmistir ancak gruplar arasinda farkli-
ik gdstermemektedir. istatistiksel anlamhlik diizeyi p<0,05 olarak
secilmigtir.
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Platforma Olan Ortalama Uzaklik: Tankta si¢anlarin
platforma kagmalari sirasinda gizli platforma olan orta-
lama uzakliklarinin degisimi Sekil 4'de verilmistir. Sekil
4’de goruldagu gibi, ortalama uzaklik parametresi ardil
gin (F3.135= 51,690; p<0,001) ve denemelerde
(F3.135= 26,032; p<0,001) giderek azalmigtir. Bu,
ortalama uzaklik parametresi bakimindan butin grup-
larin gizli platformun yerini 6grendiklerine isaret etmek-
tedir. Grup x Gun ve Grup x Deneme etkilesimi anlamli
bulunmamistir ancak grup x giin x deneme etkilesimi
anlamlidir (F9.405= 18,405; p=0,016). Bltlin gin ve
denemelerden elde edilen Platforma Olan Ortalama
Uzaklik degerlerinin ortalamasi gruplar arasinda farkli-
hk gobstermistir (F2.45=7,883; p=0,001). Post-
hocTukey test sonuglarina gére 6grenme denemele-
rinde rYFG, YFG'undan (p=0,001) ve UFG’'ndan
(p=0,017) platforma daha yakin ylizmuslerdir.
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Sekil 4. Morris Su Tankinda gruplarinda platforma olan
ortalama mesafe

*YFG; Yapay Fotoperiyot Grubu. UFG Uzatilmis Fotoperiyot Grubu.
rYFG,; Restore Edilmis Yapay Fotoperiyot Grubu. Sag: Platforma
ortalama uzakligin birinci ve son denemelerindeki degerlerini gos-
termektedir. Platforma olan ortama uzaklikcinsinden olglilen 6gren-
me performansi; her grupta son denemede ilk denemeye gore an-
lamli diizeyde azalmistir, rYFG, YFG'den ve UFG’den anlamli di-
zeyde platforma daha yakin ylzmiiglerdir. Istatistiksel anlamhlik
dizeyi p<0,05 olarak segilmistir.

Morris Su Tanki Testinde Uzamsal Bellek

Performansinin Degerlendirilmesi

Gizli platformun yerini 16 deneme boyunca 6grenen
sicanlar, son denemeden 24 saat sonra, platformun

bulunmadigi “probe” denemesine tutulmuslardir. Bu
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denemede, 6grenme denemeleri boyunca platformun
bulundugu kadranda gegirilen sirenin toplam sureye
ylzde orani, bellek performansinin gdstergesi olarak
ele alinmistir. Bu ylzde oraninin %25’den fazla olmasi
sicanlarin platformun bulundugu yeri “hatirladiklarinin”
gOstergesidir. Hedef kadranda gegirilen stre YFG'de
%28,6+3,2; UFG’de %27,8+2,1 ve rYFG'de %379+3.,5
olarak bulundu, fark anlamli idi (F2.45=4,323;
p=0,019). Grup ciftlerinin karsilastirmasi, rYFG’nin
bellek performansinin UFG’den anlamli seviyede daha
iyi oldugunu (p=0,028); YFG’ye goreyse anlamli olma
egilimi gosterdigini (p=0.052) ortaya koydu. YFG ve
UFG arasindaysa anlamli farklihk bulunmadi (p>0,05).
Sicanlarin probedeki yuzme hizlar gruplar arasinda
farklilik géstermedi (Tek yonli ANOVA, F2.45 = 0,693,
p>0,05). Probede YFG siganlar platformun bulundugu
lokasyona ortalama 53,0+1,7 cm; UFG siganlar
48,1+1,2 cm uzakhkta yizerken; bu parametre rYFG
icin 45,1x1,2 cm olarak bulundu (F2.45=8,966;
p=0,001). Post-hocTukey testi YFG grubu siganlarin
platformun bulundugu yere hem UFG siganlardan
(p=0,039) hem de rYFG siganlardan (p<0,001) daha
uzakta yuzduiklerini gésterdi (Sekil 5).

BYFG BUFG OrYFG BYFG BUFG ONYFG BYFG BUFG OMFG

+ - e
T ¥

g8 8 5

n ortalama uzakiik

(em)

Yazme hizi (emisn)

Platforma ola

Hedef kadranda gegirilen sire (%)

Sekil 5. Morris Su Tankinda siganlarin probe giiniinde

*Sol: ylizme hizi, Orta: hedef kadranda gegirilen sire ve Sag:
platforma olan ortalama uzaklik. Veriler ortalamatstandart hata
seklinde tanimlandi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05'tir. YFG: Yapay
Fotoperiyot Grubu, UFG: Uzatiimis Fotoperiyot Grubu, rYFG: Resto-
re edilmis Yapay Fotoperiyot Grubu. **:istatistiksel anlamlilik ifade
eder.Gruplar arasinda yizme hizinda anlaml bir fark bulunamamis-
tir. Hedef kadranda diger gruplara nazaran anlamli olarak en fazla
zaman gegiren grup rYFG'dir, YFG ve UFG arasinda anlamli bir
farklilik yoktur. Platforma olan ortalama uzakhg: diger iki gruba
kiyasla anlamli olarak yiiksek olan YFG'dir, UFG ve rYFG arasinda
anlamli bir farklilik yoktur. p=0.052, * p <0,05; *** p <0.001.
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PCR Analizi

grt-PCR analiziyle MAPT, PER2, BMAL ve CRY genle-
ri bagimh mRNA seviyesi analiz edilmistir. MAPT,
YFG'de rYFG’ye kiyasla anlamh dlglide daha yiksek
bulunmustur (p=0,0482), diger gruplarin arasinda an-
lamli bir fark yoktur. PER2, UFG’de rYFG’ye kiyasla
anlamli élgiide daha yuksek bulunmustur (p=0,0084),
diger gruplarin arasinda anlaml bir fark yoktur. BMAL
ve CRY’de gruplarin arasinda anlamh bir fark yoktur
(Sekil 6).

Western-Blot Analizi

Ogrenme bellek proteinlerinden total GSK3, Akt,
CREB ve Tau proteinleri Western-blot analiziyle olgul-
mustar, gruplar arasinda anlamli fark bulunamamistir
(p <0,05), (Sekil 6).
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Sekil 6. A) PCR analizinde MAPT, PER2, BMAL ve CRY
genleri. B) Western-blot analizinde total GSK3, CREB ve tau
protein seviyeleri

*Veriler ortalamasstandart hata seklinde tanimlandi. Istatistiksel
anlamhhk p<0.05tir. YFG: Yapay Fotoperiyot Grubu, UFG: Uzatiimig
Fotoperiyot Grubu, rYFG: Restore edilmis Yapay Fotoperiyot Grubu.
Gruplar arasinda MAPT, BMAL ve CRY1’de anlamli bir fark buluna-
mamistir. PER2 geni UFG’de rYFG’ye kiyasla anlamli dlglide daha
yuksek bulunmustur (p=0.0084). Gruplar arasinda protein anlatimin-
da anlamli bir fark bulunamamustir.

TARTISMA

Siganlarin yuzme hizinin her gin ve her denemede
anlamli derecede degisme gostermesi nedeni ile; Mor-
ris su tanki denemesinde 6lgim yapilan kagma siresi
parametresi 6grenme performansi igin olglilen ylizme
mesafesi, ylizme suresi, kagis mesafesi ve platforma
olan ortalama uzaklik parametrelerini etkilememis
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olacakti fakat ¢calismada yizme hizlarinin her giin ve
her denemede anlamh bigimde azalmis olmasi motor
fonksiyonunun bozulmasinin 6grenmeyi etkileyen bir

parametre oldugu sonucunu dogurabilir.

Calisma kapsaminda gestasyonel donemden itibaren
A/K dbéngusu birbirinden farkh 3 grup sigcan sirasiyla
once Morris Su Tanki davranis testine tabii tutulup
uzamsal 6grenme (ylzme mesafesi, kacis suresi,
yuzme hizi ve platforma olan ortalama uzaklik para-
metreleri) ve uzamsal bellek performansi (yiizme hizi,
hedef kadranda gegirilen sire ve platforma olan orta-
lama uzaklik parametreleri) degerlendirmeleri yapildi,
ardindan alinan hipokampis dokularina PCR (MAPT,
PER, BMAL, CRY1 analizleri) ve Western-blot analiz-
leri (Total GSK3, Total Akt, Total CREB, Total Tau

Olgumleri) yapildi.

Literatlr taramasinda gestasyonel dénemden itibaren
aydinhk karanlk siklusu degisikliklerinin yavruda 6g-
renme bellege etkisine dayali galismalara rastlanma-
mistir, konuyla alakall daha fazla arastirma yapilmasi-

na ihtiyag vardir.

Ogrenmeyi 6lgmede kullanilan ylizme mesafesi ve
kagis slresi, yizme hizindan etkilenen parametreler-
dir. Daha hizli ylizen siganlarin platformu daha hizli
bulmasi ve daha fazla mesafe kat etmesi beklenir ve
6grenme performansi diger gruplara kiyasla yaniltici
olabilir. Bu ¢alismada butun si¢anlarin 4 ardil gin sU-
ren denemelerde platformun vyerini bulurken motor
performanslarini azalttiklarini, gruplar arasinda ylizme
hizi bakimindan YFG siganlarin, UFG siganlara goére
anlamh seviyede daha hizh ylzdukleri bulunmustur.
Yizme hizlarinin her grup igin her gin ve her dene-
mede anlamli bicimde azalmis olmasi, motor fonksiyo-
nunun bozulmasinin dgrenmeyi etkileyen bir paramet-
re oldugu sonucunu dogurabilecedinden c¢alismada
yizme hizindan bagimsiz platforma olan ortalama
uzaklik esas alinmigtir. rYFG’nin, diger gruplara goére

platforma anlamli 6lgiide daha yakin ylzmesi, bu
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grubun 6grenme performansinin daha iyi oldugu sonu-
cunu verir. Zhang et aladaslari kronik sirkadiyen bo-
zulma ve ardindan uzun bir sirkadiyen iyilesme dénemi
sonrasinda 6grenme ve hafiza degisikliklerini incele-
mek adina, kontrol grubu (12A/12K), sirkadiyen bo-
zulma grubu (6A/6K) ve 12 saatlik aydinlik karanlik
dongusu 3 glnde bir ters gevrilen grup yetiskin erkek
hipertansif sicanlarda 18 hafta bu dénglyl devam
ettirmis ve ardindan 32 hafta sirkadiyen iyilesme do6-
nemine (12A/12K) tabii tuttuklari sicanlara morris su
tanki testi yapmis ve sirkadiyen bozulma grubunun
daha uzun kacis gecikmesi ve ylizme mesafesi gos-
terdigini bulmustur, bu bulgular bizim g¢alismamiza
paralellik géstermemektedir (Zhang et al., 2020). Yapi-
lan galismalarda sirkadiyen ritim bozuklugu uygulanan
ve kontrol grubuyla kiyaslanan hayvanlarda &égren-
me/bellek performansi gruplar arasinda farkh bulun-
mustur (Tucker et al., 2017, Wang et al., 2019, Wang
et al., 2020,) fakat bizim galismamizda bu arastirma
sonuglardan farkl olarak yapay fotoperiyot grubu ile
uzatiimis fotoperiyot grubu arasinda anlamh bir fark
bulunamamistir. YFG ve UFG arasinda 6grenme-
bellek performansinda anlamli bir fark bulunamamasi-
nin sebebi; A/K siklusu degisikliginin gestasyonel do6-
nemden baslayarak degistiriimesiyle, beklenen farkli-
liklarin hipokampUsten baska beyin bdlgeleri tarafin-
dan kompanse edilmis olmasi olabilir. A/K siklusunun
gestasyonel dénemden itibaren incelenmesi ve pref-
rontalkorteks, striatum, serebellum gibi gesitli beyin

bélgelerinin analizinin arastirilmasina ihtiyag vardir.

Probe denemesinde yuzme hizi farklarinin gruplar
arasinda anlamli ¢ikmamasi, bu parametrenin hedef
kadranda gegcirilen sure ve platforma olan ortalama
uzaklik parametrelerini etkilemedigini ve bellegin motor
fonksiyon performansindan bagimsiz degerlendirilebi-

lecegini ortaya koyar.

Bellek performansi icin yapilan probe denemesinde
yuzme hizi farklarinin gruplar arasinda anlamli ¢ik-
mamasli, bu parametrenin hedef kadranda gegirilen
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sure ve platforma olan ortalama uzaklik parametreleri-
ni etkilemedigini ve belledin motor fonksiyon perfor-
mansindan bagimsiz degerlendirilebilecedini ortaya
koymaktadir. Hedef kadranda gecirilen sirenin rYFG
grubunda anlamli 6lglide yiksek bulunusu ve platfor-
ma olan ortalama uzakligin anlamh olarak en yuksek
YFG'de, en distk rYFG'de bulunusu; rYFG'nin bellek
performansinin diger gruplara gére daha iyi oldugu,
sirkadiyen iyilesme déneminin ddrenme ve bellegi
arttiracagl sonucunu c¢ikarmaktadir. Calismamizdaki
PER2 geninin UFG ve YPG'’ye goére rYFG'de daha az
eksprese edildigi bulgusu, PER2 miktarinin 6grenme
bellek performansiyla zit bir iligkisi oldugunu disin-
dirmektedir. PER2 gen mutasyonunun biligsel islevi
bozdugu gérusund ayrintili analiz etmek icin Kim et
aladaslari, PER2 nakavt ve kontrol grubu farelerde
Barnes Labirenti ve Y Labirenti testleriyle uzamsal
bellek performansi degerlendirmis, PER2 nakavt fare-
lerde bellek performansinin bozuldugunu bulmustur
(Kim et al., 2022). Mulder et aladaslari, 6grenmenin
sadece CRY genine bagli olup olmadigini test etmek
icin, PER1/PER2 ¢ift mutant fareler ve kontrol grubu
fareleri Y Labirent testiyle degerlendirmis, mutant ve
kontrol grubu fareler arasinda kisa sureli uzamsal bel-
lekte bir fark bulamamis, 2 aylik testsiz periyot sonrasi
ise denemelerin ardindan gruplarin benzer uzun sireli
hafiza gosterdiklerini bulmustur (Mulder et al., 2013).
Cesitli calismalarin farkli sonuglar vermesi, PER2 gen
ekspresyonunun 6grenme-bellek iliskisiyle alakal daha
cok calisma yapilmasi ihtiyacini dogurmaktadir. Og-
renme ve bellek proteinlerinden total GSK3, CREB ve
Tau analizleri sonucunda gruplar arasinda anlamli fark
bulunamamistir, Total Akt analizi ise yapilamamistir,
calismanin Morris Su Tanki davranis testi ve PCR
analiz sonuglarindaki gruplar arasi farkliliklarin, 6g-
renme ve bellek proteinlerinden bagimsiz gerceklestigi

distnilmustir ve bu sekilde degerlendirilmistir.
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SONUG

Calismada; gestasyonel dénemde A/K ddéngusinin
aydinlik fazinin uzatilip yavruda bu déngiiniin devam
ettirilmesi, gestasyonel dénem sonrasi 2. ayda 6gren-
me ve bellek performansini etkilemedigi ancak, aydin-
ik faz uzamasinin yavruda duzeltildiginde bunun
PER2 gen ekspresyonundaki azalmayla birlikte bellek
performansini iyilestirdigi gosterilmistir. Annelik done-
minden itibaren maruz birakilan déngi degisikligi yav-
ruda ayni sekilde devam ettiginde bir tir adaptasyon
sonucu Ogrenme bellek performansi etkilenmemis
olup, sirkadiyen déngu bozuklugu yavruda iyilestirildigi
zaman PER2 genindeki ekspresyonu azalttigimiz igin
dongu restorasyonu 6grenme ve bellek performansinin

artmasina neden olmus olabilir.
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