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Amac: Bu calismada, deneysel olarak uyku yoksunlugu olusturulan sicanlarda, uyku yoksunlugunun kardiyovaskuler sisteme olan etkileri aras-
tinld

Materyal ve Metod: Sicanlar randomize olarak kontrol ve uyku yoksunlugu olarak 2 gruba ayrildi. Grup A: kontrol grubu; deney suresince yem ve
suya serbest ulasimlar saglanarak kafeslerinde fizyolojik uykuyu uyumalarina izin verildi. Grup B: uyku yoksunlugu grubu: normal kafes icerisin-
de su ve yeme her zaman ulasmalarina izin verilirken, 6zel bir dizenek ile 15 dakikada bir 5 dakika suresince uyaran verilip, gunde 8 saat uyanik
birakildilar. Yedi gun boyunca uyku yoksunlugu olusturuldu. Hayvanlarin gunltk agirlik tartimlar yapildr ve istatistiksel olarak bir fark bulunmadi
(p>0.05). Deney sonunda hayvanlar sakrifive edilerek, tam kan sayimi, kalp dokusundan histopatolojik inceleme ve malondialdehid (MDA), su-
peroksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) duzeylerine bakildi. Istatiksel degerlendirmeler, SPSS 170 programinda,
gruplarin homojenligine Kolmogorov Smirnov testi ile bakildi. Homojen dagilim gosteren gruplar, tekrarli dlcumler, Ki-kare, bagimsiz t testi ve
Mann Whitney U testleri ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Katalaz, GPx, SOD ve MDA trombosit sayisi ve ortalama trombosit hacmi (OTH), degerleri acisindan her iki grup arasinda farklilik yoktur
(p>0.05). Histopatolojik incelemede; her iki grup arasinda myokardit (p<0.012) ve myokardiyal liflerde dejenerasyon (p<0.028) ozelligi bakimin-
dan fark saptandi

Tartisma ve Sonuc: Bu bulgular cercevesinde, uyku yoksunlugu olusturulan sicanlarda oksidatif stres artmakta, bagisiklik sistemi etkilenmekte ve
kardiyovaskuler sistemde enflamasyona dair bulgular olusmaktadir. Bu baglamda, uyku yoksunlugunun uzun donemde kardiyovaskuler riskleri
artirabilecegini ongdrmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Uyku yoksunlugu, oksidatif stres, OTH, kardiyovaskuler hastaliklar.
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Giris

Uyku; serebral aktivitenin minumum duzeylerde
oldugdu, tersine cevrilebilir bir tepkisizlik halidir ve
herhangi bir uyaranla sona erebilen gecici bir suur
kapalhgidir (1). Amerikan Uyku Bozukluklari Birligi
(American Sleep Disorders Association-ASDA) ta-
rafindan Uluslararasi Uyku Bozukluklari Siniflamasi
(International Classification of Sleep Disorders-I-
CSD) ismi ile 1991 yilinda yayinlanmistir. 2014 yilin-
da yeniden siniflama yapilmistir. Uyku yoksunlugu
uykunun sirkadiyen ritm bozukluklari siniflandirmasi
icinde ele alinmaktadir. Uyku yoksunlugunda; total,
parsiyel ya da selektif olmasina gore farkli etkiler
ortaya cikmaktadir. Uyku yoksunlugunun en belirgin
etkisi, uykululuk halidir. Bu durum, MSLT (multiple
sleep latency test) testi ile EEG degdisikliklerinin kay-
di veya sadece kisinin fizyolojik durumundan anla-
silabilir. Uyku yoksunlugunun etkileri davranissal ve
fizyolojik olarak ele alinabilir (2). Uykusuzluk sUre-
since gorllen degdisiklikler; nérolojik (EEG bulgulari
dahil), otonomik ve biyokimyasal degdisiklikler olarak
siniflandirilabilmektedir. Uykusuz bir kisiyi goérsel
olarak tanimlamak kolay olmasina ragmen, élcllebi-
lir nérolojik degdisiklikler nispeten az dizeydedir ve
cabuk geri déner. Uyaniklik EEG’sindeki delta ve teta
aktiviteleri de % 17 ve % 12’den sirasiyla % 38 ve %
26’ya ylUkselmis, beta aktivitesinde ise bir degdisiklik
bulunamamistir (3).

Cesitli calismalarda uyku yoksunlugu sirasinda vu-
cut 1sisinda 0.3 ile 0.4°°C lik kligUk dusuUsler bulun-
mustur (4). Bunun yaninda uyku kaybinin hipoksi ve
hiperkapniye yanitta % 20’ lik bir azalmaya yol actigi
gosterilmistir (5-7). Bu dedisiklikler gelisen bir sis-
tem iflasinin erken bulgulari olmaktan ¢cok, gecici bir
ayar noktasi degdisikligi olarak yorumlanabilir.

Total uyku zamaninda, uyku dénemlerine spesifik ol-
mayan azalmalara, parsiyel uyku yoksunlugu olarak
tanimlanmaktadir. Bu tip uykusuzluk, gercek hayatta
en sik karsilasilan uykusuzluk seklidir. Kisa ve uzun
sUreli olmak Uzere iki sekilde incelenmektedir. Bu
calismada “Kisa-Dd6nem” parsiyel uyku yoksunlugu
modeli olusturularak kalp Uzerine etkisi arastiriimis-
tir.

Materyal ve Metod

Sicanlar randomize olarak kontrol ve uyku yoksunlu-
gu olarak (n=12) 2 gruba ayrildi.

Grup A: Kontrol grubu; deney slUresince yem ve suya
serbest ulasimlari saglanarak kafeslerinde fizyolojik
uykuyu uyumalarina izin verildi.

Grup B: Uyku yoksunlugu (UY) grubundaki hayvan-
lar normal kafes icerisinde tutulmus, su ve yeme her
zaman ulasmalarina izin verilmistir. Normal aydin-
lik-karanlhk siklusunda totalde 12 saat uyuyan bu si-
canlara normal uykularindan %75 daha az uyumalari
saglanmistir (8). Yani total fizyolojik uykulari 12 saat
olan bu sicanlara 8 saat uyanik 4 saat uyku uyuma-
larina izin verilmistir. Uykuya dalma sUresi (Sleep
onset latans) 20.3 dakika olarak belirtilen (9), sican-
larda uyku yoksunlugunu olusturabilmek icin gece
00:00’dan itibaren 15 dakikada bir 5 dakika uyaran
verilerek sicanlarin uyumalari engellenmistir. Uyku
yoksunlugu 7 gln boyunca yapilmistir. 7 ginln so-
nunda % 10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan IBV) - %
2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV) anestezisi altinda
sicanlar sakrifiye edilerek kalp dokulari alinmistir.

Resim 1: Uyku yoksunlugu icin platform uygulamasi

Biyokimyasal Analizler

Hayvanlarin glnlUk agirlik tartimlari yapildi. Kalp do-
kulari; 50 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile dolu epen-
dorf tUplere alinarak, tartiimistir ve fosfat tamponu
ile 9 kat sulandirilarak homojenize edildi. Homoje-
nizasyon doku parcalama (Janke & Kunkel Ultratur-
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rax T-25, Almanya) ve sonikasyon islemi (UW-2070
Bandelin Electronic, Almanya) yapilmistir. Homoje-
natlar, +4 C’de, 10000 g’de, 10 dk. santriflj (Eppen-
dorf 5415-R, Almanya) edilmis ve slpernatantlarin-
dan Bardford yontemi ile protein tayini yapildi (10).
SUpernatantlar alinip, enzim aktivitelerinin élcimuU-
ne kadar -80 OC’de saklandi.

Malon Dialdehit (MDA) Olcimi

Lipid peroksidasyon Urlnlerinden olan malondial-
dehid (MDA) 6lcimU icin Draper ve Hadley’in cift
Isitma yontemine gore yapildi (11). Metodun prensibi
TCA ile ¢oktirme isleminden sonra MDA-TBA (Tio-
barbitlrik asit) kompleksinin 532 nm’de (Shimadzu
UV-1601, Almanya) verdigi absorbansin olclUlmesi
ile konsantrasyon hesaplanarak bulunur. Sonuclar
nmol/gr. protein olarak verildi.

Katalaz (KAT) Olcimii

KAT enzim aktivitesi Aebi yéntemine gobre calisildi.
Yontem, hidrojen peroksidin (H,0,) katalaz varli-
ginda su ve molekuller oksijene dénlsmesi sirasinda
harcanan H,0.’'in absorbansinin 240 nm’de spektro-
fotometrik olarak &lctlmesi prensibine dayanir (12).
Karaciger dokusuna ait KAT aktivite degerleri, U/mg
protein olarak verildi.

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Olcimii

GSH-Px enzim aktivitesi, Olympus AU 2700 (Japon-
ya) marka otoanalizére aplike, Randox marka ticari
kit kullanilarak spektrofotometrik yontem ile élctlda.
Ydontem, kiimen hidroperoksit varliginda GSH-Px’in
glutatyonun oksidasyonunu katalizlemesi sonucun-
da okside olan glutatyonun tekrar redikte forma
doénldsmesi icin harcanan NADPH’In absorbansinin
340 nm’de spektrofotometrik olarak dlctlmesi pren-
sibine dayanir (13). Kalp dokusuna ait GSH-Px akti-
vite degerleri, U/mg protein cinsinden ifade edildi.

Siiperoksit Dismutaz (SOD) Olciimii

SOD enzim aktivitesi, Olympus AU 2700 (Japonya)
marka otoanalizbre aplike, Randox marka ticari kit
kullanilarak spektrofotometrik yontem ile olctldu.
Yoéntemin prensibi, ksantin oksidazin katalizledigi re-
aksiyon sonucunda ksantinden Urik asit ve stperok-

sit radikali olusumuna ve bunu takiben olusan sipe-
roksit radikalinin de kirmizi renkli formazon bilesigi
olusturmak Uzere INT (2-(4-iodopheny)-3-(4-nit-
rophenol)-5 phenil tetrazolium chloride ile reaksiyo-
na girmesine dayanir. SOD aktivitesi bu reaksiyonun
inhibisyon derecesi ile élctlir (14). Karaciger doku-
suna ait SOD aktivite degderleri, U/mg protein seklin-
de ifade edildi.

Histopatolojik Calismalar

Kalp doku ornekleri %10’luk nétral formaldehit so-
[Gsyonunda fiske edildi. Dokulara rutin 1sitk mikros-
kobik teknikler uygulandi. Parafin bloklara goémulen
dokular 3-5 mikrometre kalinliginda kesilerek hema-
toksilen eozinle boyandi. Elde edilen preparatlar isik
mikroskobunda degerlendirilerek fotograflandi. Ab-
del-Wahhab ve arkadaslarinin (15) yapmis oldugu
skorlamaya goére degerlendirilmistir (Tablo 1).

istatistiksel Analiz

Tum gruplara ait, histopatolojik degerlendirmeler
ve MDA, SOD, KAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri-
nin istatistiksel analizi icin SPSS Ver 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Amerika) programi kullanildi. Gruplarin
homojenligine Kolmogorov Smirnov testi ile bakildi.
Homojen dagilim gdsteren gruplar, tekrarh élcimler,
Ki-kare, bagimsiz t testi ve Mann Whitney U testle-
ri ile degerlendirilmistir. Degerler ortalama * stan-
dart sapma olarak verildi. istatistiksel anlamhlik icin
p<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Histolojik Bulgular

Kalp dokulari histopatolojik olarak incelendi. ince-
lemeler sonucunda kontrol grubu ile UY grubu ara-
sinda bazi histopatolojik farkhliklar gézlenmistir. Her
iki gruptada vaskuler konjesyon, vaskuler proliferas-
yon ve mononUkleer hlcre infiltrasyonuna rastlandi.
Ancak bu bulgular istatiksel olarak anlamli bir fark
olusturmadi. Kontrol grubu ile UY grubu arasinda
myoliflerde dejenerasyon ve myokardit gdzlemleri
degerlendirildiginde ise istatistiksel olarak anlamli
farklar tespit edildi (p<0.05).
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Tablo 1. Kontrol ve deney gruplarinda gozlenen yapisal dedisiklikler ve p degerleri.

Parametreler/skor

Myokardit 12 - - - 7 5 - - p=0.012

Myokardial liflerde

. 10 2 - - 5 7 - - p=0.028
dejenerasyon

Resim 2: Kontrol grubuna ait kalp dokusu. Myoliflerde dejenerasyon  Resim 3: SF grubuna ait kalp dokusu. Kontrol grubuyla kiyaslandigin-

ve myokardit bulgularina rastlanmadi. (H-E) (A10X) (B:40X) da myoliflerde dejenerasyon ve myokardit bulgularina rastlandi. (H-
E) (A10X) (B:40X) (B'de oklar myoliflerde dejenerasyonu, A'da oklar
ise myokardit, damarlarda proliferasyon, konjesyon ve mononukleer
hlcre infiltrasyonunu gosteriyor)
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Biyokimyasal bulgular

Katalaz, GPx, SOD ve MDA, trombosit sayisi ve orta-
lama trombosit hacmi (OTH) degerleri agisindan her
iki grup arasinda farklilik yoktu (p>0.05).

tatyon yoluyla beyinde oksidatif detoksifikasyon ol-
dugdu ileri strtlmus ve bu detoksifikasyon GABAerjik
ve Glutamaterjik transmisyon ile iliskilendirilmistir
(17). Uyku deprivasyonunun oksidan-antioksidan

Tablo 2. Tum Gruplarin Kalp Dokusuna ait Antioksidan Enzim Aktivite Degerleri

Grup A (n=12) 0,68+0,12 19,42+24,13

Grup B (n=12) 0,670 6,74%5,22

Veriler ortalama=SD olarak verilmistir.

44644,18+16832,53 380,14+76,81

39318,10£15378,79 478,74+22745

Tablo 2 Tum Gruplarin PLT, OTH ve Adirlik Degerleri

Grup A (n=12) 86/766+<13541 499+043

Grup B (n=12) 9129125489 502046

Veriler ortalama=+SD olarak verilmistir.

sistemle iliskisi
deney hayvan-
S annda arastinl
Deney baslangicr 31383 £32.98 mistir (18T20).
Deney Sonu: 31975 £3865 Uyku deprivas-
yonun insanda

oksidatif hasara

Tartisma ve Sonug¢

Uyaniklik ile uyku ritmi ve dénemlerinin sistemler
Uzerine etkileri genel olarak insanlar Gzerinde calisil-
mistir. Deneysel olarak olusturulan uyku yoksunlugu
modeli ve kalp Uzerindeki etkisi ilk olarak bu calis-
mada incelenmistir. Elde edilen bulgulara gbére uyku
yoksunlugu kalp dokusu Uzerinde oksidatif strese
neden olmaktadir.

Calismamizda oksidan strese dair bulgulari deger-
lendirdigimizde; gruplar arasinda CAT, GSH-Px, SOD
ve MDA acisindan her iki grup arasinda farkllik bu-
lunmamistir. Fakat MDA degerleri uyku yoksunlugu
grubunda kontrole yakin bir dederde cikmistir. Bu
anlamda slrenin uzamasi durumunda oksidan stre-
sin artacagi sonucuna varilabilir. Bu konudaileri stra-
len ilk hipotezlerden biri uyaniklikta beyinde serbest
radikallerin biriktigi, bunun uyku sirasinda temizlen-
digi seklindedir (16). Uykuda 06zellikle uridin ve glu-

yol actigi ve uy-

kunun
tif strese karsi koruyucu rol oynadidi bilinmektedir
(21). Oksidatif stres kanser, ateroskleroz, diyabetes
mellitus ve noérodejeneratif hastaliklar gibi bircok
patolojik tablonun patogenezinde oldugu gibi bi-
yolojik yaslanmanin mekanizmasinda da rol almak-
tadir. Oksidatif stres oksidan Uretimi ile antioksidan
korunma arasindaki dengesizlik nedeniyle ortaya
citkmaktadir. Bu dengesiz oksidan Uretimi artisina
ve/veya antioksidan korunmadaki azalmaya bag-
I olabilir. HUcresel dizeyde ise bu imbalans prote-
in, lipid ve nUkleik asitlerin oksidatif modifikasyonu
nedeniyle yapisal hasarla sonuclanabilir (22). Temel
hicresel oksidanlar reaktif oksijen tdrlerini (ROT,
O, ve H,0O, gibi) ve reaktif nitrojen tdrlerini (RNT,;
NO gibi) icerir. Her ne kadar ROT’lar blUyUk oran-
da elektron transport zincirinin bir ara Grina ise de,
NADPH oksidazlar ve nitrik oksit sentazlar gibi mi-
tokondri disi kaynaklar yoluyla da Uretilebilir (23).

oksida-
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Uyaniklikta beyinde oksidan etkinlikte artis oldu-
gu oksidanlarin uyku sirasinda temizlendigi teorik
olarak ileri sUrdlmuUs (24), fakat insanlarda yapilan
uyku ve uyaniklikta beyin metabolizmasindaki de-
gisimleri gbésteren calismalar (25-27) ve hayvanlar-
da yapilan beyin ve perifer dokularin uyku ve uya-
nikliktaki oksidan antioksidan durumunu inceleyen
calismalar (18-20, 28) celiskili sonuclar vermistir.
Beyinde ve/veya periferal dokularda spontan uya-
niklikta, uyku deprivasyonunda uykunun NREM ve
REM dénemlerinde oksidan ve antioksidan sistemin
ne durumda oldugdu ile iliskili hayvanlarda bir¢cok ca-
lisma yapilmistir. Sicanlarda yapilan daha detayli bir
calismada ise ne kisa slreli ne de uzun sdreli uyku
deprivasyonunun beyinde ya da periferal dokularda
oksidatif strese neden olmadigi gdsterilmistir. Uzun
sUreli uyku deprivasyonunda beyin metabolizma-
sindaki nisbi azalma ve noradrenerjik sistem etkinli-
gindeki degisikliklerin oksidatif Grlnlerin potansiyel
artisina karsi koruyucu rol oynayacaklari da ileri st-
rGlmuastar (29).

Kardiyovaskuler hastaliklar icin bir risk faktérd ola-
rak degerlendirdigimiz trombosit sayisi ve OTH de-
gerleri acisindan anlamli bir fark yoktur. Fakat PLT ve
OTH icin uyku yoksunlugu grubunda artis vardir. Pla-
telet aktivasyonunun artisi ve agregasyonu kardiyo-
vaskUller komplikasyonlarla yakin iliskilidir (30). OTH
degerinin adir tikayici uyku apnesi vakalarinda artti-
g1 gosterilmistir (31). Uyku yoksunlugunda da kronik
dénemde NREM Evre-lll uykuda kan basinci %10-20,
kalp hizi % 5-10 oraninda fizyolojik olarak dismekte
(32), fakat REM ddneminde de % 5 daha fazla kan
basinci gbzlemlenmektedir. Bu durumda miyokard
infarktls(, unstable angina, ventrikUler tasiartimiler,
pulmoner emboli, iskemik ve hemorajik serebrovas-
kUler olaylar, ani 6lim, trombosit agragasyonu, plak
rGptdrd ve koroner spazminin tetiklendigi REM dé-
neminde gerceklesen olaylari baslatiyor olabilecegdi
dustntlmektedir (33-37). Bu sikluslarin fizyolojik
olmaktan cikip, kisalmasi ve kronik hale gelerek de-
vam etmesi bu durumlari tetikliyor olabilir. Bu an-
lamda kalp dokusunda histopatolojik olarak anlamli

saptanan myoliflerde dejenerasyon ve myokardit
bulgulari, kronik hale gelen uyku yoksunlugu du-
rumlarinda gelisebilecek muhtemel patolojiler icin
bir yol gbstermektedir.

Calismamizin kisithliklari arasinda, kalp dokusunda-
ki enflamasyonun degerlendiriimemesi, ayni sekilde
kandan da oksidatif stres ve enflamasyon belirtec-
lerinin degerlendiriimemesi ve bunun yaninda da
olusan stresi kortizol ile géstermemek calismanin
kisithliklarindan sayilabilir. Sonu¢ olarak; ginimuz
toplumunda en sik yasadigimiz uyku bozukluklarin-
dan biri olan parsiyel uyku yoksunlugunun sonucla-
rina kismen de olsa i1sik tutmaktadir. Uzun dénemde
gerekli 6nlem alinmadigi takdirde olasi kardiyovas-
kUler komplikasyonlari ginimUz toplumunda c¢ok
goérllecek gibi durmaktadir.
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