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OZET

Deneysel Total Uyku Yoksunlugu Modelinde Lavandula Angustifolia Ucucu
Yagimin Beynin Uyku-Uyamkhk Bolgelerinde

Norotransmitter ifadelerine EtKkisi

Uyku canlilar i¢in hayati bir onem tasiyan fizyolojik siirectir. Bu siirecte
olusan herhangi bir problem total uyku yoksunluguna sebep olur. Bu g¢aligmadaki
amacimiz; total uyku yoksunlugu olusturulan siganlarda Lavanta angustifolia’nin
(T1bbi lavanta) farkli dozlarini, inhalasyon yolu ile kullanarak uyku latansina ve
uykunun néronal mekanizmasina olan etkilerini arastirmak.

Calismada 48 adet erkek Sprague-Dawley si¢an bes gruba ayrildi. Total uyku
yoksunlugu (TUY) islemi tiim gruplara uygulandi. Kontrol grubuna yapilan TUY
uygulamasinda protokole uygun olarak diger gruplara nazaran farkli bir platform
kullanildi. Kontrol grubu (K) (n:8): 0,5 ml saline inhalasyon yolu ile verildi ve TUY
prosediirii uygulandi. Alprazolam (A) ilag grubu (n:10) pozitif kontrol grubu olarak
belirlendi. Alprazolam maddesi 0,25 mg/kg intraperitoneal yolu ile verildi. Lavanta
1(L1) (n:10): 0,3 ml lavanta, Lavanta 2 (L2) (n:10): 0,5 ml lavanta ve Lavanta 3 (L3)
(n:10): 1 ml lavanta inhalasyon yoluyla 20 giin boyunca uygulandi.

Beyin dokusunda locus coeruleus, basal forebrain ve preoptik alanlarda
mikroskobik olarak incelendiginde kontrol grubunda beyin dokusunda hiperemi ve
O0dem ile noronlarda dejeneratif degisiklikler dikkati ¢ekti. Alprazolam grubunda
dejeneratif degisikliklerin Onemli oranda azaldigi go6zlendi (p<0,05). Locus
coeruleus, basal forebrain ve preoptik alanlarinda c-fos, asetil kolin esteraz, GABA,
ap-adrenerjik reseptor ekspresyonlarinda, L1, L2 ve L3 gruplarinda kontrol ve
alprazolam grubuna yakin bir artig gézlendi (p<0,05).

Sonug olarak, Lavandula angustifolia’nin 0,3, 0,5, 1 ml dozlarinin etkisinin
yaklagik ayni oldugu bulunmustur. Uyku bozukluklarinda kullanilan Alprazolam
maddesinin iyilestirici etkisine yakin bir etki gdstermistir. Tibbi lavantanin bu etkisi,
potansiyel dogal bir inhalasyon ilaci olma olasiligina 6nemli bir katk1 saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Uyku, Total Uyku Yoksunlugu, Lavandula Angustifolia



ABSTRACT

Effects of Lavandula Angustifolia Essential Oil on the Sleep-Wake
Regions of the Brain in an Experimental Total Sleep Deprivation Model Effect
on Neurotransmitter Expressions

Sleep is a vital physiological process for living things, and any problem that
occurs in this process causes sleep disturbance. Our aim in this study; To investigate
the effects of different doses of Lavender Angustifolia (Medical lavender) on sleep
latency and neuronal mechanism of sleep in rats with sleep disorders by inhalation.

In the study, 48 male Sprague-Dawley rats were divided into five groups. The
total sleep deprivation (SD) procedure was applied to all groups. In the SD
application to the control group, a different platform was used following the protocol
compared to the other groups. Control group (F) (n:8): 0.5 ml saline was given by
inhalation, and the SD procedure was applied. Alprazolam (A) drug group (n:10) was
the positive control group. Alprazolam was given at 0.25 mg/kg intraperitoneally.
Lavender 1(L1) (n:10): 0.3 ml lavender, Lavender 2 (L2) (n:10): 0.5 ml lavender and
Lavender 3 (L3) (n:10): 1 ml lavender by inhalation It was applied for 20 days.

When the locus coeruleus in the brain tissue, basal forebrain, and preoptic
areas were examined microscopically, hyperemia and edema in the brain tissue and
degenerative changes in the neurons were noted in the control group. It was observed
that degenerative changes were significantly reduced in the alprazolam group
(p<0.05). Increased c-fos, acetylcholine esterase, GABA, and o2-adrenergic receptor
expressions were observed in the locus coeruleus, basal forebrain, and preoptic areas
L1, L2, and L3 groups close to the control and alprazolam groups (p<0.05).

As a result, the effect of 0.3, 0.5, and 1 ml of Lavender Angustifolia was
approximately the same. It has shown an effect close to the curative effect of
Alprazolam, which is used in sleep disorders. This lavender's effect significantly
contributed significantly to its potential as a natural inhalation drug.

Keywords: Sleep, Total Sleep Deprivation, Lavender Angustifolia
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1. GIRIS

Uyku hayatimizda Onemli bir yere sahip olan bir siiregtir. Giinliik
hayatimizda bazi giinler uykusuzluk durumu ile karsi karsiya kalmaktayiz. Sosyal
yagsantimiz ve giinlikk islerimizden dolayr ihtiya¢ duydugumuz uykuyu gerektigi
kadar alamamaktayiz. Uykusuzluk insan viicuduna cesitli etkileri bulunmaktadir. Bu
etkiler; uykunun siiresi, yapisal bozukluklar1 kronik veya akut olmasi durumuna gore
degismektedir. Uykusuzluk ile ilgili yapilan ¢alismalarda genelde uzun siireli kalinan
uykusuzlugun etkileri arastirtlmistir. Glinlimiizde ise daha ¢ok kisa siireli
uykusuzlugun etkileri arastirilmaktadir. Giinliik yasantimizda bu durumla ¢ok sik
karsilagmaktayiz. Amerikan toplumu {izerine yapilan bir ¢aligmada 7 saatin altinda

uyuma orani %15,6 olarak belirlenmistir (1).

Koku duyumuz hayatimizda onemli bir yer edinmesi gerekirken, koku
duyumuz hasar gordiigiinde sosyal bir varlik olan insani derinden etkilemektedir.
Gecmisten glinlimiize koku duyusu {izerine ¢ok az calisma yapilmistir. Fakat 20.
yiizyilin baslarinda koku ile ilgili bilimsel yaymn sayis1 giderek artmaktadir. Bunun
ana sebebi kokunun beyinde gergeklesen bircok sistem ile iligkili oldugundan
dolayidir. Koku hissimizi moda mod sekilde anlamak imkansizdir. Ciinkii kokularin
farkli tipleri farkli etkilere sebebiyet vermektedir. Bazi kokular bireyi uyarirken,

bazilari ise yatigtirict etkisi olabilmektedir (2-6).

Aromaterapi tamamlayici ve biitiinlestirici terapi yontemleri i¢inde 6nemli bir
yeri bulunmaktadir. Aromaterapi, ugucu ve ugucu olmayan yag tasiyan aromatik
bitkilerin giizellestirme, tedavi etme ozelliklerinden dolay1 destekleyici bir tedavi
tiriidiir. Aromaterapinin nasil uygulanacagina dair goriis birligi bulunmamaktadir.
Fakat yapilan ¢aligmalarda masaj uygulamasi ile yapilan aromaterapinin hem koku
hem de dokunma duyusunu uyardigi igin daha etkili olabilecegi belirlenmistir.

Ozellikle sporcularin, yarig sonrasinda toparlanmak igin aromaterapi kullandiklar:

bilinmektedir (7-12).

Lavanta grimsi renkte ve yari ¢alimsi bir bitkidir. Ozellikle lavantanin
cicekleri ve yapraklart kullanilmaktadir. Lavantanin en 6nemli bilesenleri linalol ve

linalil asetattir. Lavantanin antimikrobiyal, antikonviilsan, antiinflamatuar gibi



etkileri belirlenmistir. Lavanta yag1 yara iyilesmesi, uyku bozukluklar1 ve bir¢cok

terapotik tedavide kullanilmaktadir (13, 14).

Bu calismada total uyku yoksunluguna birakilan siganlarda Lavandula
angustifolia ugucu yaginin deneysel uyku yoksunlugu ve uykunun molekiiller
mekanizmasi iizerine etkilerinin arastirllmast amagclandi. Bu amagla; Locus
coeruleus, Basal Forebrain, Preoptik alanlarinda Oncelikle noéronlarin aktif olup
olmadigin1  belirlemek igin c-fos ekspresyonuna bakildi. Ikincil olarak bu
bolgelerdeki noron tipini belirlemek igin asetil kolin esteraz (CHAT) ve glutamik asit
dekarboksilaz (GAD) ekspresyonlarina bakildi. Son olarak; ndoroadrenerjik
noronlarin, ap-adrenerjik reseptor (ADRB2) iizerinden etkilerini arastirmak igin ii¢
bolgede, ap-adrenerjik reseptér ekspresyonuna bakildi. Literatiir arastirmasi
sonucunda; lavanta ugucu yagimin uykusuzluk iizerine etkilerini sistematik bir sekilde
inceleyen calismaya rastlanilmamistir. Lavanta ugucu yaginin uyku yoksunlugu
tizerine yapilan c¢aligmalari, ¢ogunlukla klinik ¢alismalar olup ve kisinin subjektif
degerlendirmesine gore ¢alismalar yapilmistir. Calismamiz, 6zellikle uykuda gorev
alan noron gruplarmin aktivitelerini ve koku duyusu ile iletilen lavanta ugucu yaginin

uyku ile iligkili olast molekiiler mekanizmasini ortaya ¢ikarmak amaciyla planlandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Uyku

2.1.1. Uykunun Tarihsel Gelisimi

Gecmisten glinlimiize birgok bilim insam1 ve filozof uyku {izerine
tanimlamalar ve yorumlar yapmustir. Tarihte yapilan ilk tibbi tanimlama M.O. 4. ve
5. yiizyillarda yazilan Corpus Hippocraticum ’da bulunmustur. Yazilan bu kaynakta
uyku ve uyanikliktaki insan viicudunun durumu anlatilmaktadir. Kaynakta ‘‘uykuda
kan, viicudun i¢ bolgelerine akar’’, ‘‘uyanikken insanin dis1 sicak, i¢i soguktur;

uykuda ise tam tersi olur’’ seklinde icerikler bulunmaktadir (15).

Uyku hakkinda bilgi verilen diger bir kaynakta, 10. yiizyilda ibn-i Sina’nin
yazdigi El-Kanun fi’t-tib kitabidir. Bu Kkitapta uyku hijyeni, uyku-uykusuzluk,

besinlerin uyku iizerine olasi etkileri agiklanmustir.

Uyku iizerine etkisi olan diger bir 6nemli faktorde giines 1s181dir. Giines
1s1gmin uykunun diizenlenmesinde 6nemli bir yeri vardir. Gegmisten giliniimiize
canlilarin viicut fonksiyonlar1 24 saatlik ritimlerle incelendigi bilinmektedir. 18.
yiizyilda yasamis Jean Jacques d’Ortous de Marian sadece giindiizleri gigcek agan
heliotrope bitkisinin (kediotu), karanlik ortamda yapragini agtigini ve geceleri

kapattigini bulmustur.

Uyku fizyolojisi aragtirmalarinin tam anlamiyla anlagilmasina yol agan
onemli adimlardan biri beynin elektriksel aktivitesinin kaydedilmesidir. 1875 yilinda
tavsan beyninin elektriksel aktivitesi fizyolog Richard Caton tarafindan basariyla
kaydedilmistir (16).

50 yil sonra, 1925 yilinda Hans Berger insan beyninin elektriksel aktivitesini
basarili bir sekilde kaydetmistir. Yaptigi calismayr 1929 yilinda yayimlamistir.
Elektroensefalografi (EEG) olarak isimlendirdigi kayit islemi giliniimiizde tip
alaninda kullanim1 yayginlagsmustir (17).

EEG’nin bulunmasina kadar, baska bilim adamlar1 tarafindan patolojik
durumlar da tanimlanmistir. Bunlara 6rnek olarak, 1880 yilinda Gelineau
narkolepsiyi, Henberg katalepsi sendromunu tanimlamistir. 1907 yilinda Fransiz

fizyologlar Legendre ve Pieron; uykudan yoksun birakilmig kdpeklerin serumlarini



normal kdpeklere verdiklerinde, uykusunu almis bu kopeklerin uykuya daldiklarini

bulmuslardir (18-20).

1937 yilinda Loomis, Harvey ve Hobart isimli bilim adamlar1 uykunun tek
adlandirilan farkli uyku donemleri oldugunu ortaya koymuslardir (21). Uyku
yapisinda goriilen diger bir durumda periyodik olarak gorillen hizli g6z
hareketleridir. Bunun yani sira kalp hizi ve solunum sayisindaki degisikliklerdir.
Kleitman ve Aserinsky, yaptiklari arastirmada uyku siiresince goz hareketleri {izerine
yogunlagmislardir. Bu iki bilim adami g6z kiiresinin c¢evresinde bulunan kas
yapisinin elektriksel potansiyel farkini kaydederek -elektrookiilografi (EOG)’yi
bulmuslardir. Uyku esnasinda EOG kaydi yaparak, uyku igeresinde yavas goz
hareketlerinden farkli olarak, uykunun bazi doénemlerinde goriilen farkli g6z
hareketlerini belirlemislerdir. Elektrookiilografi 1953 yilinda iki bilim adami

tarafindan hizli g6z hareketleri potansiyeli olarak tanimlanmistir (22).

19. ylizyilin ortalarinda Dement ve Kleitman uyku tizerine yogun galismalar
yapmislardir. Bu ¢alismalar sonucunda ‘‘hizli goz hareketleri (REM)’’ ve ‘‘yavas
dalga uykusu (Non-REM)”* seklinde iki tanimlamada bulunmuslardir. Dolayisiyla
uyku siirecini Non-REM ve REM olmak {izere ikiye bdlmiislerdir. Sonraki
donemlerde Non-REM uyku boliimiinii de evre 1-2-3-4 olarak alt bolimlere
ayrilmistir. 1956 yilina kadar bilim insanlari uykunun pasif bir siire¢ oldugunu
diistinmekteydi. William Dement riiyalarin %80’ nin REM déneminde goriildiigiinii
ileri stirmiistiir. Dement, Kleitman, Fischer ve Ewarts yaptiklar1 deneylerde REM
doneminde serebral kan akisinda artis belirlemislerdir. Sonu¢ olarak uykunun pasif

bir siire¢ oldugu yoniindeki sav tiimiiyle ortadan kalkmistir (23).

Dr. ismet Karacan, 1963 yilinda doktora galismasi kapsaminda erkeklerde
uyku esnasinda ereksiyon donemleri oldugunu belirlemistir. Ortaya koydugu bu
calisma (Nokturnal Penil Tiimesans Testi) halen giiniimiizde erkek cinsel islev
bozukluklarinda objektif bir 6l¢me teknigi olarak kullanilmaktadir. Son olarak
Amerikan Uyku Tibb1 Akademisi (“American Academy of Sleep Medicine”) 2007
yilinda aldig1 kararla Non-REM uyku doneminden evre 4 ¢ikarilmistir. Sonug olarak



Non-REM uyku donemi evre 1-2-3 olarak yeniden tanimlanmistir REM uyku
evresinde ise herhangi bir degisiklik yapilmamistir (24).

2.1.2. Uyku Fizyolojisi

2.1.3. Uykunun Tanimi ve Genel Yapisi

Uyku yeme, i¢gme, nefes alma kadar onemli bir fizyolojik ihtiyactir. Yeme,
icme gibi uyku yoksunluguna da belli bir siireye kadar dayanilabilir. Fakat uyku ve
uyaniklik siliresini tamamen ortadan kaldirmak miimkiin degildir. Bu yiizden uyku
insanin normal fizyolojik durumunu ve yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide etkileyen bir
faktordiir. insan yapisi geregi fiziksel, sosyal, duygusal bir varliktir. Tiim bu
durumlarin saglikli bir insanda her acidan dengede olmasi gerekir. Dolayisiyla
uykuda, herhangi bir problem oldugunda diger tiim faktorler gibi viicudun
fizyolojisinde sorunlar olusturur. Uyku, hayatimizin ii¢te birini olusturmaktadir.
Uyku, genellikle viicudun yatar pozisyonda, gozlerin kapali olmasi, kaslarin simirh
bir aktivasyonda olmasi, disardan gelen uyarilara cevap verememe veya cevap verme

yeteneginde azalma ve azalmis viicut hareketliligi ile karakterize bir durumdur (25).

Uykunun diger bir tanimi, biling diizeyinin geriye doniislii degisiklikler
gosterdigi, fiziksel aktivitelerin en alt diizeyde oldugu donemdir. Karsilanmasi

gereken temel fizyolojik bir gereksinimdir (26).

2.1.4. Uykunun Evreleri

Insanlarda uyku, gece boyunca dongiisel olarak tekrarlayan iki evreden
olusmaktadir. Bu evreler Non-REM ve REM’dir. Non-REM kendi igerisinde 3
evreye ayrilir. Her evre birbirinden farkli davranigsal, norokimyasal, fizyolojik ve

elektrofizyolojik 6zelliklere sahiptir.

Uyku normal fizyolojik kosullarda Non-REM Evre 1 ile baglar. Evre 1°de
EEG dalgalarinda yiiksek amplitid ve disiik frekansli teta dalgalarindan

olusmaktadir.

Evre 1’deki uyku siklusu yaklasik olarak 1-7 dakika siirer. Bu donem uyku-
uyaniklik arasi gegis donemidir. Bu siire sonunda Evre 2’ye gegis olur ve 25 dakika
kadar siirebilir. Yiizeyel uyku donemidir. Evre 2°de K kompleksi ve uyku igcikleri

goriliir. Bu siire sonunda, Evre 3 uykusu baglar. Evre 3 uykusu, yavas dalga



aktivitesi ile karakterizedir. Evre 3 uykusu, derin uyku donemidir. Uyku siklusu hafif
uykudan derin uykuya dogru, sonrasinda tekrar derin uykudan hafif uykuya dogru
seyreder. REM ve Non-REM uyku siireleri gece boyunca degisiklik gosterir.
Gecenin ilk yaris1 ¢ogunlukla Non-REM uykusunda gecer. Ozellikle de Evre-3
baskindir. REM uyku donemleri ise kapladig: siire itibari ile devam eden uyku stireci
icerisinde stirekli olarak artar. Gecenin son c¢eyreginde REM uyku donemi
maksimum siireye ulasir. Gece boyunca REM uyku donemlerinin sayisi 4 ila 6
arasinda degisir. Bu say1 toplam uyku siiresi ve her uyku doneminin siiresine
baghidir. Uyku Non-REM Evre 1 ile baglar, REM uykusu ile biter (27-32) (Sekil
2.1).

Uyvkunun Evreleri

w REM uykusu

REM

N3

Derin uvku

Gecenin ikinci yarisi

Gecenin ilk yansi

v

4 5.00 6.0 7 00 h

Sekil 2.1. Saglikli Erigkin Bireyde Uyku Evrelerini Gosteren Hipnogram (33).

2.1.4.1. Non-REM Uykusu
Non-REM uykusu 3 evreden olugmaktadir.

Evre 1: Uyku-uyaniklik arasi gecis donemidir. Gozler kapali, istirahat
durumundaki kisilerde alfa (o) dalgasi baskindir. Uykunun gelmesinden hemen once
o dalgalar1 arasinda teta (0) dalgalar1 belirir. 0 dalgalar1 korteks noéronlarinda

uyarilmanin daha es zamanl hale geldigini gdsterir.

Evre 2: Yiizeyel uyku donemidir. EEG’de K kompleksleri ve uyku igcikleri

gortliir. K kompleksleri, Evre 2 sirasinda aniden ortaya ¢ikan ve aniden kaybolan,



pozitif defleksiyonla baslayip negatif deflekiyonla devam eden dalga benzeri keskin
yapilardir.

Evre 3: Derin uyku donemidir. K kompleksleri, delta (6) dalgalarinin

habercisidir. Evre 3, delta dalgalari ile karakterizedir (34).

2.1.4.2. REM Uykusu

Diisiik voltajh, degisik frekansli bir aktivitedir. Riiyalar goriiliir, hizli goz
hareketleri ve kaslarda atoninin oldugu donemdir. Baz1 REM uyku epoklarinda goz
hareket aktivitesi olduk¢a yogundur. Bu durum fazik REM uyku ve tonik REM uyku
olarak adlandirilir. Uykudan REM doneminde uyananlarin yaklagik %80’

uyanidiklar1 anda son gordiikleri riiyalar hatirlarlar (34).

REM uykusunda; beyin sap1 mekanizmalar1 yoluyla spinal motor néronlarinin
inhibisyonu, postiiral motor tonusun baskilanmasini diizenler. Kalp atiminda ise
tagikardi, bradikardi donemleri gozlenmekle birlikte, solunum sayisinda ve
derinliginde degisiklik olur. Beynin kan akimi tizerinde yapilan ¢aligmalarda, REM
uykusu sirasinda kan akimin uyanikliga benzedigini gostermektedir. Biitiin bu
degismeler, fizyolojik aktiviteler agisindan uyaniklikla benzerlik gostermektedir. Bu
tarafiyla, REM uykusu fel¢li bir viicutta yiiksek derecede aktif bir beyin seklinde

tanimlanabilir (35).

2.1.5. Uykunun Norofizyolojik Mekanizmasi

2.1.5.1. Uyku ve Uyanikhigin Sinirsel Kontrolii

Uyku ve uyaniklik siireci beyin sap1, omurilik ve serebral korteks de bulunan
Retikiiler Aktive Edici Sistem (RAS) tarafindan kontrol edilir. RAS’da bulunan
noronlar aralikli olarak inhibe ve aktive olurlar. Sonu¢ olarak inhibisyon da uyku

olusurken, aktivasyonda ise uyaniklik olusur (25, 36).

2.1.5.1.1. Uyanikhigin Sinirsel Kontrolii

RAS iki yol boyunca ilerler. Birinci yol talamusa dogru giderken, ikinci yol
hipotalamusa uzanir. RAS’1n talamusa yonlenen kolunda pons’un rostral kismindan

ve mezensefalon’un kaudal kismindan kaynaklanan kolinerjik néronlar bulunur. Bu



ndron gruplarina, pedunkulopontin ve laterodorsal tegmental (PPT-LDT) alan denilir
(36).

Pedunkulopontin  ve laterodorsal tegmental, noron grubu talamusun
intralaminar ¢ekirdeklerine, role ¢ekirdeklerine ve retikiiler ¢ekirdege sinaps yapar.
Talamokortikal sistem uyaniklik da aktif rol oynar. RAS’1n ikinci kolunda, locus
coeruleus noroadrenerjik noronlar, dorsal ve median rafe ¢ekirdeklerinden
serotonerjik noronlarin aksonlari tuberomamiller g¢ekirdekten gelen histaminerjik
noronlarin aksonlarina katilarak hippotalamusa uzanir. Bu néron gruplari uyaniklik

da yiiksek seviye de atesleme hizina sahiptir (36).

2.1.5.1.2. Uykunun Sinirsel Kontrolii

Uykunun olusumu RAS’in inhibe edilmesi ile saglanir. Uyanikligin
olusumundaki anatomik yapilarin gama aminobiitirik asit (GABA) noéronlari
tarafindan inhibe edilmesiyle uyku evresi baslar. Bu inhibisyon siirecinde locus
coeruleus’daki noéroadrenerjik noronlar, PPT-LDT noronlari, histaminerjik
noronlarin inhibisyonu gergeklesir. Ayrica beyindeki adenozin diizeyleri uyaniklik

stirdiik¢e yiiksekmekte ve uyku siiresince de azalmaktadir (37-40).

2.1.6. Uyku ve Uyamikhkla flgili Nérotransmitterler

2.1.6.1. UyamikhKla flgili Nérotransmitterler

2.1.6.1.1. Asetilkolin

Kolinerjik noronlardan salgilanir. Merkezi sinir sisteminde uyku ve uyanikla
ilgili alanlarda bulunan kolinerjik ndronlarda bulunur. RAS’in talamusa giden
kolunda kolinerjik noronlarin aksonlart bulunur. Dolayisiyla talamokortikal
aktivasyonu saglar. Kortekste asetilkolin salgilanmasi uyaniklik ve REM uykusu

sliresince artmistir (41).

2.1.6.1.2. Noradrenalin

Noradrenalin salgilayan ndoronlar, beyin sapinda ozellikle de locus
coeruleus’un lateral tegmental bolgesinde bulunur. Noradrenalin uyaniklik da
salgilanir, locus coeruleus’ un aktivasyonunu artirici her tiirlii etki bireyin uyaniklik

diizeyini artirir (42, 43).



2.1.6.1.3. Histamin

Histamin salgilayan noronlar, yalnizca posterior hipotalamusda yer alan
tuberomamiller ¢ekirdek icerisinde bulunur. Uyaniklik da histamin seviyeleri
yiiksektir. Beyinde histamin seviyelerini yiikselten ilaglarin verilmesi ve serebral
ventrikiillere dogrudan enjeksiyonu, kortikal aktivasyona neden oldugundan dolayi,

bireyin uyaniklik diizeyini artirmaktadir (44).

2.1.6.2. UyKku ile ilgili Norotransmitterler

2.1.6.2.1. Serotonin

Yapilan ilk caligmalar, serotonerjik etkinin uyku yarattigini bildirse de
reseptor diizeyinde yapilan yeni calismalar serotoninin uyanikligi artirdigini
gbstermistir. Serotonin'in, suprakiazmatik ¢ekirdekte (SCN) vazoaktif inestinal
polipeptid (VIP) sentezini kontrol ettigi gosterilmistir. Lateral preoptik alanda ViP
iceren noronlarin varligr ve hipnojenik 6zelliklerinin gosterilmesi de serotonin ve

uyku arasindaki iliskiyi gliclendirmistir (43).

2.1.6.2.2. Gama Aminobiitirik Asit

GABA; inhibitor norotransmitter bir maddedir. Ventral lateral preoptik
niikleus (VLPO) ve basal forebrain de GABAerjik ndronlar bulunmaktadir. Bu
noronlar uyaniklikla olusturan ndron gruplarini  inhibe ederek uykunun

baslatilmasinda ve devam ettirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (45).

2.1.6.2.3. Galanin

Galanin; inhibitér norotransmitter bir maddedir. Ventral lateral preoptik
niikleus ve basal forebrain de galanin igeren noronlar bulunmaktadir. Bu néronlar
uyaniklikla aktiflesen ndron gruplarini inhibe ederek uykunun baglatilmasinda ve

devam ettirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (46).

2.1.6.2.4. Adenozin

Adenozin; uykunun humoral diizenlenmesinde 6nemli bir iglev gormektedir.

Adenozin, niikleozidin beyinde artmasi uykunun baslamasinda O6nemli rol alir.



Ozellikle kafein gibi maddelerin uykuyu azaltmadaki etkisi, adenozin reseptdrlerinin

bloke edilmesiyle olmaktadir (43) (Sekil 2.2.).

UvamKkhk

Oreksin

Odii :
o (hipotalamus)

iucleus
ccumbens

Ventral tegmental alan
(dopamin) y
Rafe cekirdekleri

S /
(serotonin) /

Locus coeruleus

/

(norepinefrin)

Sekil 2.2. Beyin Sap1 ve Orta Beyinde Farkli Norotransmitter Salgilayan Noronlarin
Oldugu Merkezler. Uyku ve Uyaniklikla Ilgili Norotransmitterler (47).

2.1.7. Sirkadiyen Ritim ve Homeostatik Mekanizmalar

Gilines 1518mnin - uykunun giinliik  diizenlenmesinde ©6nemli bir yeri
bulunmaktadir. Uyku-uyaniklik donemi bireyin biyolojik saatinin ayarlanmasini
saglar. Dolayisiyla biyolojik saat bireyin belirli bir zamanda uykuya dalmasina ve
uyanmasina sebep olur. Sirkadiyen ritim uykunun diizenlenmesini, 1s1 ve 1s1K

araciligi ile kontrol eder (48).

Insan viicudunun sicakligi belli bir ritim gdsterir. Viicut sicakligi sabahlari

saat 05.00’da en diisiik seviyelere ulasirken, aksam saat 21.00°de en yiiksek sicaklik
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seviyelerine ulagmaktadir. Bu sicaklik ritmi hipotalamus da bulunan SCN

¢ekirdekleri tarafindan kontrol edilmektedir (48).

Uykunun toplam siiresi, siddeti, zamanlamasi homeostatik mekanizmalar
tarafindan kontrol edilmektedir. Birey uyku yoksunlugu veya az uyku uyumussa, bu
bireyin viicudunda uykuya gereksinim olur. Bu uykusuz kalinan siire ve yogunluga
gore degiskenlik gosterebilmektedir. Aksine uykunun siiresi ¢cok fazla uzadiginda,

bireyin uykuya olan gereksinimi azalmaktadir (49).

2.1.8. Uyku Yoksunlugu

Uyku yoksunlugu; uzatilmis uyaniklik durumu veya uykusuzluk olarak
adlandirilir. Giinliik hayatimizda uykusuzlugun etkilerine ¢ok sik maruz kaliriz.
Uykusuzluga birgok organik ve psikolojik problemler neden olabilir. Insanlar
isteyerek veya zorunlu olmak tizere iki farkli sekilde uykusuz birakilabilirler. Son
yillarda yapilan c¢aligmalarda uykusuzluk halinin canli iizerinde olusturdugu etkiler
arastirilmaktadir. Bu uykusuzluk durumu ii¢ sekilde yapilmaktadir; total uyku

yoksunlugu, kismi uyku yoksunlugu, selektif uyku yoksunlugu (50).

Uyku yoksunlugu tiirii olan total uyku yoksunlugu, canliyr 24 saat boyunca
uykusuz birakarak gerceklestirilmektedir. ikinci uyku yoksunlugu tiirii olan kismi
uyku yoksunlugu ise, uykunun normal siiresinden daha az bir silirede uyku siiresini
belirtmektedir. Selektif uyku yoksunlugu ise, uykunun bir boliimiiniin segici olarak
engellenmesi ile gergeklestirilir. Bu uyku yoksunlugu tiiriine en énemli 6rnek REM

uyku yoksunlugu gosterilebilir (51).

2.1.9. Uyku Yoksunlugu ile Basal Forebrain, Locus Coeruleus ve

Preoptik Alanlarda Degisen Norotransmitterler

Beyinde uykuyu indiikleyen ve inhibe eden bdlgelerin karsilikli ¢alismasi
sonucu uyku ve uyaniklik durumlar olugmaktadir. Bu durumlar yapilan uyku
yoksunlugu modellerinde, uzatilarak hangi tip ndron ve bolgelerin etkilendiklerini
arastirilmistir. Moduris ve arkadaslarin yaptiklari ¢alismalarda, Basal forebrain (BF)
ve Preoptik alanlarinda (PO) uykusuzluk durumunda kolinerjik noronlarin aktive

oldugu ve GABAerjik noronlarin inaktif oldugunu gostermiglerdir. Diger yandan
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adenozin miktarmin biriktigi ve GABA reseptorlerini bloke ettigi bulunmustur.
Ayrica, uyku yoksunlugunda locus coeruleus alaninda noroadrenerjik ndronlarin
aktif ve GABAerjik noronlar inaktif oldugu gosterilmistir (52, 53).

2.2. Koku

Hava igerisinde siirekli olarak yayilabilen ugucu ve kimyasal molekiillere
koku molekiilleri denir. Havada yayilan bu molekiilleri burun igerisinde duyusal
olarak algilanmasina ise koku alma islemi denir. Duyusal reseptorler tarafindan

alinan koku, olfaktor noronlar tarafindan medial olfaktor alanda degerlendirilir (54).

2.2.1. Burun Anatomisi ve Fizyolojisi

Kokunun algilandig1 yer burun boslugunun iist kisminda bulunan bolgedir.
Bu bolgede olfaktér duyu noronlari bulunmaktadir. Ayrica olfaktdr duyu néronlarini
iceren bu bolgeye regio olfactoria’da denir. Bu bdlge ayrica burnun diger
bolgelerinden farkli olarak sar1 renge sahip olmasiyla ayrilir. Bu bolgedeki
hiicrelerde sar1 pigment bulunmaktadir. Bolgenin toplam alani1 5 (sag:2,5-sol:2,5)
cm®dir. Bolgede olfaktér duyu noronlari, destek hiicreleri, bazal hiicreler

bulunmaktadir.

Regio olfactoria’da bowman bezlerinden salgilanan mukus igerisine yayilmis
olfaktdr duyu ndronlarmin silialar1 bulunmaktadir. Koku molekiillii bu mukus sivi
icinde silialar ile reaksiyona girerek olfaktor duyu noronlarini uyarir. Silialar da her
kokuya 6zgii reseptor bulunmaktadir. Silialar ile reaksiyona giren koku molekiillii
olfaktor duyu noronlarinda aksiyon potansiyeli meydana getirir. Olfaktor duyu
ndronlarmin aksonlar1 bulbus olfactorius da bulunan glomeriil i¢erisindeki mitral ve
tily hiicrelerinin dentritleri {izerinde sonlanir. Mitral ve tiiy hiicrelerinin aksonlarina

traktus olfaktorius denir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Burun anatomisi ve fizyolojisi (55).

Tractus olfactorius beyinin frontal kisminin altindan diimdiiz ilerleyerek stria
olfactoria lateralis ve medialis olmak iizere ikiye ayrilir. Lateralis kolu Brodman’in
34 numarali alaninda, yani primer olfaktor alanda sonlanir. Medialis kolu ise olfaktor

alanda sonlanir (56).

2.2.2. Olfaktor Duyu Néronun Uyarilma Mekanizmasi

Koku molekdillii ilgili reseptoriine baglanarak, silia membranin da bulunan G
proteini aktive eder. Aktive olan G proteini adenilaz siklazi aktif hala getirir ve siklik
adenozin monofosfat (CAMP) olusumuna sebep olur. Olusan cAMP sodyum kanalini
acar ve sodyum girisi membran potansiyelini yiikseltir. Meydana gelen aksiyon

potansiyeli tractus olfactorius yolu ile merkezi sinir sistemine iletilir (56).
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2.2.3. Koku Esigi

Koku esigi; bir kokunun fark edilebilmesi i¢in en diisik seviyedeki
konsantrasyonuna denilir. 1 ml havada metil merkaptan’in 1/25.000.000.000 mg’1

koku duyusu olusturur. Bu sebeple dogal gaza karistirilir (56).

2.2.4. Koku ve Uyku iliskisi

Uyku; disaridan gelen uyaranlara duyarliligin algilanmasinin azaldigi bir
durumdur. Uyku esnasinda, disardan gelen uyaranlara tepki azalmasina ragmen,
uyarilar merkezi sinir sisteminde islenir ve beyin aktivitesinde degisikliklere sebep

olur (57, 58).

Yapilan c¢aligmalarda; gorsel, isitsel, somatosensoriyel uyaranlarin beynin
tepkisi olarak uykunun siiresini, yapisini bozdugu goézlemlenmistir. Ortaya konulan
kanitlarda diger uyaranlarin haricinde koku uyarim1 uykudan uyanmaya neden
olmadig1 gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda, uyku sirasinda verilen lavanta ugucu
yagmin uyku verimliligini artirdigt ve toplam wuyku siiresini artirdiginm
gozlemlemislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada, hasta uyurken odaya verilen
yasemin kokusunun uyku verimini artirdigr ve giindiiz uykularinda uygulanan sedir

ugucu yaginin uyku gecikmesini azalttigini belirlenmistir (59-74).

Uyku Non-REM ve REM olarak biribirine takip eden sikluslardan
olusmaktadir. Non-REM genel olarak dinlendirici uykudur. REM ise riiyalarin
gorildiigli uyku donemidir. Bu donemleri olusturan molekiiler mekanizmalara
uykunun molekiiler mekanizmasi denir. Molekiiller mekanizmada olusabilecek olan
herhangi bir bozukluk uykunun siiresini, kalitesini, verimliliini azaltmaktadir. Bu
iki uyku donemin diizgiin bir sekilde baslamasi ve devam ettirilmesi uykuda gorev
alan molekiillerin aktiviteleri ve miktarlar1 mekanizmanin islemesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Kokunun, uykunun molekiiller mekanizmasindaki molekiiller iizerine

etkileri bulunmaktadir (75).

2.2.5. Aromaterapi ve Tarihsel Gelisimi

Gecmisten gilinlimiize insan viicudun gilizel kokmasi, giizellestirilmesi ve

iyilestirilmesi i¢in aromatik bitkiler kullanilmigtir. Antik zamanlarda, Misir
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toplumunda banyo sularina giizel koku ve giizel kokulu aromatik bitkiler ile masaj
uygulamasi kullanilmistir. Eski donemlerde rahipler, krallar ve kraligeler aromatik
bitkileri kullanmaktaydilar. Aromatik bitkilerin ugucu 6zelliklerini ¢ikarma sanati
Misirhilar tarafindan baglatildi. Yunanli simyacilar, aromatik yaglarin 6zlerini 200
yiizyil sonra dini ve tedavi amagh olarak kullanmiglardir. Millattan sonra (M.S.)
Avicenna (Ibn-i Sina) daha giiclii esanslar elde edebilmek icin damitma sistemine

sogutma siireci eklemistir (76-78).

Aromatik bitkileri uygulayan aromaterapistler, yaygin olarak masaj
uygulamasi seklinde kullanmislardir. 1920’lerin basinda Fransiz kimyager René-
Maurice Gattefosse laboratuvarda deney yaparken, yanliglikla elini yakmis ve
sonrasinda yakininda bulunan lavanta yagi iceren kaba elini daldirmistir. Kimyager
yanan elinin agrisinin azaldigini, kizarikliginin biiyiik 6l¢tide azaldigini, iltihaplanma
ve kabarma durumun azaldigini gézlemistir. Ayrica yarasi hizli bir sekilde iyileserek
ve yara izi kalmamistir. Bu olaydan sonra kimyager hayatinin geri kalanini ugucu
yaglarin iyilestirici 6zelliklerini arastirmaya adamistir. 1928°de aromatik bitkilerden
elde edilen yaglarin terap6tik kullanimimi ortaya koyarak ‘‘aromaterapi’’ terimini

tanimlamistir (79, 80).

Aromatik yaglarda; tasiyict yag igerisine bir damla veya daha fazla ugucu yag
eklenerek kullanilir. Elde edilen yag bireyin viicuduna masaj yolluyla
uygulandiginda, yag kan dolasgimina inhalasyon yoluyla veya direkt deriden girebilir.
Bu emilimin miktar1 olduk¢a azdir. Tisserand ve Balacs’a gore elde edilen yag ile
aromaterapi masaj uygulamasinda, yagin %4-25’1 emilecek, kalan kismi cilt
yiizeyinden buharlagacaktir. Sonug olarak kan dolagimina giren yag miktar1 0,025-

0,1 ml (0,5-2 damla) olabilecektir (81-84).

Hipokrat saglikli bir hayat ve hastaliklarin tedavisi i¢in, her giin aromatik
bitkiler i¢eren sularla banyo yapmay1 ve bu bitkilerden elde edilen yaglarla masaji
onermistir. Florence Nightingale; Kirim savasinda yarali askerlere ugucu yaglari
tedavi edici olarak kullanmigtir. Aromaterapi uygulamalar1 80’l1 yillardan itibaren,
saglik personelleri tarafindan terapotik tedavi, rahatlatict ve cilt bakiminda

uygulanmstir. Ingiltere, Fransa ve Japonya’da aromaterapi ve masaj okullar1 1980
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yilinda acilmistir. Isvigre’de halen hastanede calisan hemsireler tarafindan hastalara

uygulanmaktadir (85-88).

2.2.6. Aromaterapinin Etkileri

Bilimsel yaymlarda aromaterapinin etkinligi hakkinda makaleler
yayimlanmigtir. Aromaterapi ile ilgili yapilan aragtirmalar aromaterapinin tibbi
uygulamalara 6nemli katkis1 bulunmaktadir. Ugucu yaglarin kullanimu stres, kaygi ve
ruh halini iyilestirmekte ve insanlarin hem fiziksel hem de ruh ve beden sagligi
diizeyini artirmaktadir. Ugucu yaglar, bu psikolojik semptomlar1 azaltmanin yani sira

iltihaplanmay1, agriy1 ve anksiyeteyi azaltici etki gosterdigi bilinmektedir (89-97).

Ugucu yaglar, igerdikleri molekiiller ile uyarici, sakinlestirici, antiviral ve
antimikrobiyal etkilere sahiptir. Ucucu yaglar sentetik olmadiklarindan dolay:
igerisindeki bilesenler bireyin viicudu ile uyumlu bir sekilde birliktelik gosterebilir.
Japonya’da tretkenligi artirmak ve grip gibi bulasici hastaliklarin yayilmasini
onlemek i¢in lavanta ve biberiye yaglarini havalandirma sistemlerine ekleyerek

is¢ilerin bu havadan olumlu etkilenmesini saglamislardir (98-102).

2.2.7. Aromaterapinin Uygulanma Yontemleri

Ucucu yaglarin oOzellikleri ve wuygulama alanlar1 olduk¢a farklilik
gostermektedir. Ugucu yaglarin etkinliginden maksimum faydalanabilmek igin, etkisi
kanitlanmis yaglarin  dogru yontem, uygun doz, yeterli siire kullanilmasi
gerekmektedir. Ugucu yaglar; solunum yoluyla, deri yoluyla ve agiz yoluyla
uygulanabilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda ugucu yaglarin enerji verici bir 6zelligi
oldugu bulunmustur. Aromaterapi yontemleri igerisinde solunum yolu uygulamasi
hormonal ve duygusal hisleri uyarir. Ugucu yaglar burun ile koklandiginda koku
maddesi burun icinde silialara tutunarak aksiyon potansiyeli olusturur. Aksiyon
potansiyeli beyinde bulunan limbik ve hipotalamus bdlgelerine iletilir. Sonrasinda

tepki olarak, merkezi sinir sisteminde serotonin ve endorfinler salgilanir (103-111).
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2.2.8. Aromaterapide Kullamlan Yaglar

2.2.8.1. Lavanta Yad

Lavanta bitkisi Yunanistan’dan Ispanya’ya ve Kuzey Akdeniz’in daglk
bolgelerinin orta yiikseltilerinde genis bir alanda ekimi yapilan 20-60 cm boyunda gri
yar1 ¢alimsi, ¢ok yillik ¢igekli bir bitkidir. Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasinda
bulunan lavanta Diinya da yaygin olarak bulunmaktadir. Lavantanin iki tiirii vardir.
Bunlar; Lavandula intermedia ve Lavandula angustifolia’dir (Sekil 2.1.). Lavantanin
parfim ve kozmetikte kurutulmus ¢icek ve yapraklart bulunmaktadir. Tibbi olarak

ise taze ¢igekli dal uglart kullanilmaktadir (112).

Tibbi olarak kullanilan lavantada, lavanta ugucu yagi elde edilmektedir. Bu
yag lavanta bitkisin taze dal uglarindan hidrodistilasyon yontemi ile %0,5-1 oraninda
ugucu yag elde edilebilmektedir. Bu ugucu yagin igerisinde %30-40 oraninda Linalol
ve %35-55 oraninda Linalil asetat vardir. Bunlarin disinda Okaliptol, Borneol,

Geraniol, Limoen, Sineol etken maddeleri bulunmaktadir (113).

Resim 2.1. Lavanta (Lavandula Angustifolia) (114).

Lavantanin Tablo 2.1'de lavantanin bir¢ok terapotik 6zelligi gosterilmektedir.

Bu ozellikler sirasiyla antikonviilsan, anksiyolitik, antioksidan, antienflamatuar,
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antimikrobiyal, antifungal ve analjezik etkilerdir. Lavanta yagmin yara iyilesmesine
direkt ve indirekt olmak iizere iyilestirici etkisinin oldugu diistiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda lavanta igeren kremlerin topikal olarak uygulandigi siganlarda kontrol
grubuna gore antioksidan enzim aktivitelerinde ve deri dokularinin rejenarasyonunu
olumlu ydnde uyardig1 belirlenmistir. In vitro ¢alismalarda lavanta yagmin icerisinde
bulunan linalol ve linail asetatin antiinflamatuvar 6zellik gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica linalol, prostaglandin yolagini etkilemeden nitrik oksit salinimi ve iiretimi
azalttigin1 gostermislerdir. Lavanta yaginin bir baska etkisinde graniilasyon doku
yenilenmesini hizlandirdigi, Doniistiiriicii biiylime faktorii (TGF) etkisi ile dokunun
yeniden sekillenmesini sagladigi belirlenmistir. Koca ve arkadaglarinin yaptigi bir
calismada; sicanlar iizerine yara iyilesmesi yaptiklar1 bir ¢alismada lavanta yagi
kullanilan tedavi grubunda Epidermal biiytime faktorii (EGF) sekresyonunun artmasi

ile epitel olusum siirecinde artig oldugu belirlenmistir (115-121).

Tablo 2.1. Lavandula Angustifolia Icerik Analizi (121-124).

Bilesen Sonuc¢ Bilesen Sonug

Linalool 35.04 Hexyl Butyrate 1.5
Linayl Acetate 3494 Geranyl Acetate 1.01
Kafur 5.84 Trans Beta Fernasene 0.96
1,8 Cineol 3.93 Acetic Acid, hex! ester 0.92
Borneol 2.8 Geraniol 0.92
Alpha Terpineol 2.23 Cis ocymene 0.89
Lavanduly Acetate 1.96 Limonen 0.66
Trans Ocimene 1.86 Carvacrol 0.6
Trans Caryophyllene 1.77 Amyl Ethyl Ketone 0.59
Beta Myrcene 0.57 Hexyl Tiglate 0.45
Nerlyl Acetate 0.55

2.3. Lavanta Ugucu Yagimn Uyku ile Tliskisi

Konvansiyonel tedaviler, uyku siirecini baglatan ve uzatan ilaclarin tiimiini
icerir. Fakat uykuda kullanilan bu tiir tedavi yontemlerinde kaliteli bir uyku
olmayabilir. Ayrica kullanilan ilaglar bireylerde bagimlilik ve artan miktarda verilen

ilag dozu yan etkileri artirabilir (125).

Lavanta son yillarda uyku kalitesi ve uyku bozukluklar1 {izerine
kullanilmaktadir. Bu alanda yapilmis bir¢ok bilimsel yayin bulunmaktadir. Yapilan
bir ¢alismada, 35 tane erkek bireyin uyku kalitesi pittsburgh uyku kalite indeksine

gore incelenmis ve kaliteli ve kalitesiz olmak {izere ikiye ayrilmistir. Uyku Kalitesi
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iyi ve kotii hastalara aromaterapi oncesi, sirasinda, sonrasinda olmak iizere kayitlar
alimmistir. Sonug olarak uyku kalitesi iyi olan bireylerde uyanma durumuna bagh
beyin dalgasinda azaltici etkilerinin oldugu belirlenmistir. Uyku kalitesi diisiik olan
bireylerde her iki hemisferin periyetal lobunda alfa dalgalarinda azalma goériilmiistiir
(126).

2.4. Hipotez

Uyku yoksunlugu olusturulan siganlarda; uyku olusumunu saglayan
ndronlarin (GABA) aktif olmasini ve uyaniklig1 saglayan néronlarin inhibe olmasini
bekliyoruz. Beyinde Locus coeruleus, Basal forebrain (BF) ve Preoptik alan (PO)
uyku-uyaniklik sorumlu olan bolgelerdir. Bu alanlardan BF ve PO Kkolinerjik,
GABAerjik noronlar yaygin olarak bulunur. BF ve PO uyku olusumunda gorev alir.
Bu bolgelerde GABAerjik noronlarin aktivitesinin arastirilmasi planlandi. C-fos
Immediate-early Genes TUriiniidir. Bu gen ndronlarin reseptoriine ilgili
norotransmitter baglandiginda aktiflenir. BF ve PO oncelikle aktif ndronlar
belirlenerek, aktif ndronlarin ekpresyonlarini c-fos proteinine bakilarak belirlenir.
Hangi tiir noronlarin oldugunu belirlemek igin GAD ve CHAT bakilacak. Uyku-
uyaniklik dongiisiinde GABA ve Kolinerjik sistem gorev yaptigi i¢in locus coeruleus
bolgesindeki noronal aktiviteye bakilacak. Locus coeruleus bolgesinde, c-fos aktif
noronlarini belirlenecek. CHAT ve GAD néron tiirtinii belirledik. a-2 adrenerjik
reseptorlerle ilgili  yapilan c¢alismalarda, GABAerjik noronlar bulunmustur.
Kolinerjik sistem GABAerjik ndronlart ADBR2 {izerinden inhibe etmektedir.
Saglikli bir uykuda ADBR2 seviyesi yiiksek olmasi beklenir. Fakat uyku
yoksunluklarinda bu ekspresyon seviyesi diiser. Dolayisiyla tibbi lavanta ugucu yagi
uygulanan sicanlarin ilgili beyin bolgelerinde ADBR2’nin ekspresyonlarin yiiksek

olmasini bekliyoruz.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Yontem

Calismamiz, Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulunun 23.09.2021 tarihinde ve 01 karar sayili etik kurul onayi alind1 (Ek 1).
Calismamizda, 12-14 haftalik 250-300 gram (gr) agirhginda, 48 adet Sprague
Dawley erkek sigan kullanildi. Sicanlar SDU Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel
Arastirma Laboratuvarindan (HUDAL) temin edildi. Deney siiresince tiim si¢anlar
Ozel kafes ve normal kafeslerde tutularak, standart yem ile musluk suyu ad libitum
olarak verildi. 21-23 °C sicaklikta, 12 saat aydinlik-karanlik dongiisiinde ve %55-60

nem oraninda tutuldu.

3.1.1. Deney Hayvanlar1 ve Gruplandirma

Calismamizda, SDU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayr alindiktan
sonra, deney prosediiriine dahil edilen siganlarin agirlik dl¢ctimleri yapildi ve homojen
sekilde kafeslere dagilimi yapildi. Sicanlarin kuyruklari rakam numaralandirma

sistemine uygun sekilde isaretlendi.

Deney hayvanlarmin timii total uyku yoksunluguna (TUY) maruz
birakilmistir. Siganlar gruplandirilirken; Kontrol grubu (n:8), TUY + Alprazolam
grubu (n:10) ve 3 adet TUY + Lavanta gruplari (n:10) olarak toplam bes grup altinda
toplandi.

Deney uygulamasi 20 giin siirdii ve hayvanlarin agirliklar1 haftada bir kez
olmak {izere olgiildii. Sicanlar deney uygulamasi siiresince SDU HUDAL’da
barindirildi (Resim 3.1.).
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Resim 3.1. Calisma Gruplari

1. Kontrol (K) grubu (n=8)

20 giin boyunca TUY uygulandi1 ve giinde bir defa 60 dakika (dk) siiresince
0,5 ml saline inhalasyon yolu ile verildi.

2. Alprazolam (A) grubu (n=10)

20 giin boyunca TUY uyguland: ve giinde bir defa 0,25 mg/kg intraperitoneal
(ip) olarak uygulandi. Uygulandiktn sonra kafes icerisine 60 dakika diger koku
gruplar1 gibi bekletildi.

3. Lavanta 1 (L1) grubu (n= 10)

20 giin boyunca TUY uygulandi ve giinde bir defa 60 dk siiresince 0,3 ml
lavanta ucucu yagi1 (Lavandula angustifolia) inhalasyon yolu ile uygulandi.
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4. Lavanta 2 (L2) grubu (n=10)

20 giin boyunca TUY uygulandi ve giinde bir defa 60 dk siiresince 0,5 ml

lavanta ugucu yagi inhalasyon yolu ile uygulandi.
5. Lavanta 3 (L3) grubu (n=10)

20 giin boyunca TUY uygulandi ve giinde bir defa 60 dk siiresince 1 ml

lavanta ugucu yagi inhalasyon yolu ile uygulandi (127).

3.1.2. Deney Prosediirii

3.1.2.1. Total Uyku Yoksunlugu Prosediirii

Kontrol grubuna 5 cm ¢apinda platformlar kullanildi. Diger dort gruba 5 cm
capinda platformlar kullanilarak yapildi. Bir kafeste 12 platform olacak sekilde her
kafese 10 hayvan yerlestirilerek 1 kafeste deney gerceklestirildi. Kafeslere
platformlarn 1 cm altina kadar 24+1°C su konularak ve giinliik kafes sular
degistirildi. Deney boyunca kafeste siganlarin yem ve suya serbest sekilde ulagsmalari
saglandi. Siganlara total uyku yoksunlugu 20 giin boyunca hazirlanan platformlarda
uygulandi (Resim 3.2.). Sicanlar 18 saat uyku yoksunlugunda kalan 6 saat iginde ise
kendi ev kafeslerinde dinlenilmeye birakildi (128, 129).

Resim 3.2. Total Uyku Y oksunlugu Grubu
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3.1.2.2. Lavanta Ucucu Yag1 Uygulama Prosediirii

Sicanlar ilk olarak pleksiglass kafes icerisine alindi. Bu kafes de tek bir giris
bulunmaktadir. Bu giristen nebulizatériin hortumu baglanmaktadir. Bu hortum da
nebulizatoriin  ¢ikigina baglanmaktadir. Siganlar kafes igine konulduktan sonra

nebiilazatoriin  uygulama kismina uygun dozlarda tibbi lavanta ugucu yagi

yerlestirilidi ve nebulizatér 60 dk boyunca galistirildi (Resim 3.3.).

Resim 3.3. Lavandula Angustifolia ve Alprazolam Gruplari

3.1.2.3. Ila¢ Uygulamasi

Alprazolam (Pfizer, Xanax, ABD) grubu si¢anlarina, 20 giin siiresince giinde
bir defa olmak iizere 0,25 mg/kg intraperitoneal (ip) yolu ile verildi. Ila¢ uygulamasi
grubundaki siganlara verilecek olan Alprazolam ilac1 serum fizyolojik igerisinde
¢ozdiiriilerek soliisyon halinde hazirlanip, ip olarak uuygulandi. Siganlar ilag

uygulandiktan sonra 60 dk boyunca uygulama kafesinde kaldilar.

3.1.3. Lavanta Yagi (Lavandula angustifolia)

Tibbi lavanta ugucu yag ticari olarak Saglik ve Uyku ARGE (Health and
Sleep) sirketinden temin edildi. Tibbi lavanta ugucu yagi, Lavandula angustifolia
tirii olup Tirkiye’de dogal olarak {iretilen bitkilerden hidrodistilasyon yontemiyle
elde edilmistir. Yagin bilesenlerini (Lot no: H&S-101) iceren Analiz Raporu Tablo 3.

1.’de ve Ek 2’de sunulmustur.
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Tablo 3.1. Lavanta Yag1 Igerik Analizi Sonucu (SDU Dogal Uriinler Uygulama ve
Arastirma Merkezi tarafindan analiz edildi. Rapor numarasi: 2108036,
Rapor tarihi: 19.08.2021)

Sira

Sira

No Bilesik % Miktar NoO Bilesik % Miktar
1 a-Thujene 0,10 23 4-Terpineol 7,15
2 o-Pinene 0,40 24 Cryptone 0,20
3 Camphene 0,18 25 a-Terpineol 1,22
4 2-a-Pinene 0,12 26 Hexyl butanoate 0,23
5 1-Octen-3-ol 0,14 27 n-Dodecane 0,04
6 3-Octanone 0,15 28 Nerol 0,12
7 a-Myrcene 2,31 29 Cuminic aldehyde 0,04
8 Sabinene 0,18 30 Linalyl acetate 24,11
9 dl-Limonene 0,50 31 Endobornyl acetate 0,19
10 1,8-Cineole 1,65 32 Lavandulyl acetate 5,04
11 Cis-Ocimene 8,20 33 Neryl Acetate 0,68
12 Cis-Ocimene Y 3,11 34 Geranyl Acetate 1,39
13 ¢-Terpinene 0,16 35 Car;rp?ﬂjhene 4,62
14 a-Terpinolene 0,15 36 Santalen 0,55
15 a-Linalool 29,30 37 trans-a-Bergamotene 0,13
16 1-Octen-3-yl-acetate 1,16 38 o-Humulene 0,17
17 Allocimene 1,67 39 trans-a-Farnesene 2,29
18 Camphor 0,11 40 Germacrene-D 0,17
19 a-Ocimene X 0,03 41 Caryophyllene oxide 0,22
20 n-Hexyl isobutyrate 0,06 42 a-Cadinol 0,16
21 1-Borneol 0,53 43 Diger bilesiker 0,79
22 (-)-Lavandulol 0,29 Toplam 100,0

3.1.4. Sicanlarin Dekapitasyonu

Deney prosediirii uygulandiktan sonra siganlara ketamin HCI 90 mg/kg +

Xylazyne HCI 10 mg/kg ip uygulama ile anestezi yapildi. Anestezi altinda sicanlar

dekapite edildi ve siganlardan abdominal vena cava inferiordan kan alindi.

3.1.5. Beyin Bélgelerinin Diseksiyonu

Sicanlarin her birinin beyni kafatasindan ayrilarak ¢ikartildi. Cikarilan beyin

yapisi sagittal olarak ikiye boliindii. Sag orta beyin kismi1 histopatolojik inceleme igin
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%10’luk formaldehit igerisine konuldu. Sol orta beyin kismi1 homojenize edildi ve
ependorf tiiplerine konuldu. Bu tiipler biyokimyasal calismalar i¢in —80°C de

donduruldu.

3.1.6. Histopatolojik Yontem

Nekropsi sirasinda dekapitasyonun hemen ardindan beyin drnekleri toplandi
ve %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Iki giin formaldehidde
bekletilen dokular BF, PO alan ve locus coeruleus bolgelerini igerecek sekilde
trimlenerek takip kasetlerine alindi. Bir giin daha formaldehitte bekletilen kasetler
ertesi glin aksam tam otomatik doku takip cihazina (Leica ASP300S; Leica
Microsystem, Nussloch, Almanya) rutin doku takibi igin yerlestirildi. Kaset i¢indeki
dokular gece boyunca dereceli alkol serilerinden (%70’den %100’e) gegirilerek doku
icindeki sularin ¢ekilmesi saglandi. Ardindan iki adet ksilolden gegirilerek
dokulardaki yag alindi, ardindan sicak parafinden gegirilerek doku bosluklarina
parafin dolmasi saglandi. Gece boyunca cihaz iginde takibi yapilan dokular ertesi
giin sabahtan parafine gomiilerek parafin bloklar elde edildi. Bu bloklarin
herbirinden  4-5 saat sogutmadan sonra hem histopatolojik  hemde
immunohistokimyasal incelemeler i¢in Leica 2155 rotary mikrotom ile 5 mikrometre
(um) kalinhiginda seri kesitler alindi. Normal lama alinan kesitleri rutin boyama olan
hematoksilen eozin (HE) ile boyandi. Bu amagla lamlara ¢ekilen beyin kesitleri
etiivde 2 saat 60°C’de kurutuldu ve ardindan parafinin uzaklastirilmasi i¢in 30’ar
dakika siire ile 3 ayr1 ksilol serisinden geg¢irildi. Daha sonra sirasiyla yiiksek dereceli
alkollerden diisiik dereceli alkollere (sirasiyla %100, 96, 90, 80 ve 70’lik alkoller)
gecirilerek dokulara su verilmesi saglandi. Takiben Harris hematoksilende 15 dakika
ve ardindan eozinde 3 dakika tutularak HE boyamasi gerceklestirildi. Boyamanin
ardindan diisiik dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere (sirastyla %70, 80, 90,
96 ve 100’likk alkoller) gegirilerek dokularin suyunun tamamen alinmasi saglandi.
Ksilolde parlatilan dokularin {izerine entellan damlatilarak lamel yapistirildi ve

mikroskop altinda incelendi.
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3.1.7. immunohistokimyasal Yontem

Bu amagla polilizinli lamlara g¢ekilerek hazirlanan kesitlerin streptoavidin-
biotin peroksidaz yontemine gdre boyamalar1 gergeklestirildi. Immunohistokimyasal
inceleme i¢in Polyclonal Anti-Choline Acetyletransferase/CHAT picoband Antibody
(Catalog Number: A01192-5 (Boster Bio, CA, USA), GAD Polyclonal antibody (bs-
0400R-TR) (Bioss Antibodies Inc.MA, USA), ADRB2 Polyclonal Antibody (bs-
0947R-TR) (Bioss Antibodies Inc.MA, USA), c-fos (Ser362) (bs-12910R-HRP)
(Bioss Antibodies Inc.MA, USA) primer antikorlar1 kullanildi. Kesitler 1/100
sulandirma ile immunohistokimyasal olarak boyandi. Bu amagcla kesitler yukarida
aciklandigir gibi ksilol ve dereceli alkollerden gegirilerek deparafinize ve rehidre
edildi. Kesitler 10 dakika siireyle suda yikandi. Daha sonra dokulardaki endojen
peroksidaz aktivitesini gidermek amaciyla kesitler %3’liikk metanoldeki hidrojen
peroksitte 20 dakika siire ile bekletildi. Ardindan sitrat buffer soliisyonu iginde 2 defa
5 dakika siireyle kaynatilmalar1 gergeklestildi. Dokular 2 defa 10’ar dakika siireyle
phosphate buffer saline (PBS) i¢inde yikandi.

Ardindan nonspesifik boyamalar1 6nlemek amaciyla normal serumda 15
dakika siireyle inkiibe edildi. Bu agsamadan sonra serumun fazlasi atilarak ve yikama
yapilmadan primer serumlar ile inkiibasyona birakildi. Bu islem oda sicakliginda bir
gece bekletilmek suretiyle gerceklestirildi. Ardindan tiim kesitler ayni sekil ve
stireyle PBS’te yikandi, daha sonra streptoavidin damlatilarak 30 dakika siireyle
bekletildi ve PBS ile 2 defa 10’ar dakika yikandi. Bunun ardindan dokular biotinli
serum ile 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Daha sonra kesitler ayn1 sekilde ve siireyle
yikandi. Ardindan, yeni hazirlanmis olan DAB (3,3 diaminobenzidine) kromojen ile
boyamalar1 gergeklestirildi. Sekonder kit olarak BioVision firmasinin ready to use
IHC/ICC kit (Biotin free), one step HRP polymer anti-mouse, rat & rabbit 1gG with
DAB (Catolog K405-50) kullanildi. Karsit boyama ic¢in Harris hematoksilen
kullanildi. Tiim bu islemlerin ardindan lamel ile kapatilip kurutulan preparatlar 151k
mikroskobunda incelendi. Negatif kontrol i¢in kesitlere primer antikor konulmadi ve

ayn1 yontem ile boyamalar1 tamamlandi.

Immunohistokimyasal boyama skorlar1 semikantitatif olarak boyama

siddetine gore 0 ile 3 arasinda skorlandi. Buna gore 0, negatif; 1, hafif; 2, orta ve 3
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siddetli boyama olarak degerlendirildi. Sonuglarin fotograflanmasi i¢in Olympus
CX41 model mikroskop ile morfometrik inceleme ve mikrofotografi icin Database
Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus Corporation,
Tokyo, Japan) kullanildi. Immunohistokimyasal skorlamalar icin Image J 1.46r
(National Institutes of Health, Bethesda MD) programi kullanildi.

3.1.8. istatistik Analiz

Istatistiksel degerlendirme bilgisayar ortamida SPSS For Windows 22.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanilarak yapilmistir. Verilerin homojen
dagilip dagilmadiklar1 Shapiro-Wilk ve Kruskal Wallis testi ile kontrol edildi.
Homojen dagilan veriler i¢in parametrik testler, homojen dagilmayan veriler igin ise
nonparametrik testler kullanildi. Nonparametrik verileri i¢in Kruskal Wallis, Mann
Whitney-U testleri kullanildi. Parametrik veriler igin ise one-way ANOVA ve post-
hoc Duncan testi kullanildi ve p<0,05°ten kiigiik degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

3.2. Gereg
3.2.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler
1. Lavandula angustifolia (Lot no: H&S-101, Tiirkiye)
2. Polyclonal Anti-Choline Acetyletransferase/CHAT picoband Antibody (Boster
Bio, CA, USA)
3. GADG65 Polyclonal antibody (bs-0400R-TR) (Bioss Antibodies Inc.MA, USA)
ADRB?2 Polyclonal Antibody (bs-0947R-TR) (Bioss Antibodies Inc.MA, USA)
4. c-fos (Ser362) (bs-12910R-HRP) (Bioss Antibodies Inc. MA, USA)
5. Alprazolam (Pfizer, Xanax, ABD)
6. Anestezik madde: Rompun (Bayer, Almanya), Ketasol (Richter pharma AG 4600
Wels, Avusturya)

3.2.2. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

1. Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya)
2. Sogutmali mikro santrifiij: Niive MR5415 (Tiirkiye)
3. Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)
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Otomatik pipetler: Brand (Almanya), Iso Lab (Almanya)
Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)

Bosch -20°C derin dondurucu

Nebulizator cihazi (OMRON / NE-C28P, Kyoto / Japonya)
Leica (ASP300S; Leica Microsystem, Nussloch, Almanya)

© © N o 0 &

Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus
Corporation, Tokyo, Japan)
10. Isik mikroskobu: Olympus CX41

28



4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Beyin dokusunda locus coeruleus, BF ve PO alanlar mikroskobik olarak
incelendiginde kontrol grubunda beyin dokusunda hiperemi ve édem ile noronlarda
dejeneratif  degisiklikler —dikkati c¢ekti. Alprazolam grubunda dejeneratif
degisikliklerin 6nemli oranda azaldig1 gozlendi. L1, L2 ve L3 gruplar kontrol ile
karsilastirildiginda dejeneratif degisikliklerin azaldigi goriildii. Lavanta gruplari
icinde en iyi iyilesme L2 grubunda gozlendi. Beyin dokusu hasariin siddetine gore

siralandiginda K, L3, L1, L2 ve A grubu olarak siralandi. Tibbi lavantanin ugucu

yaginin Alprazolam kadar olmasa da dejeneratif degisiklikleri azalttigi gozlendi
(Resim4.1.,4.2.,4.3.).

Resim 4.1. Gruplara gore locus coeruleuslarin mikroskobik goriiniimii (A) Kontrol
grubunda noronlarda belirgin derecede dejeneratif degisiklikler (oklar),
(B) Alprazolam grubunda dejeneratif hiicrelerde (ok) belirgin azalma,
(C) L1 grubunda kontrole gore azalmis dejeneratif noronlar (oklar), (D)
L2 grubunda belirgin sekilde azalmis dejeneratif noronlar (ok), (E) L3
grubunda kontrole gore hafif sekilde azalmig dejeneratif ndronlarin
goriinimi, HE, Barlar=50um.

Resim 4.2. Gruplarm preoptik alanlarmim mikroskobik goriiniimii (A) Kontrol
grubunda damarlarda belirgin hiperemi (oklar), (B) Alprazolam
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grubunda patolojik bulgularda belirgin derecede azalma, (C) L1
grubunda bulgularda azalma, (D) L2 grubunda Alprazolama benzer
goriiniim, (E) L3 grubunda kontrole gore azalmis patolojik bulgularin
goriinlimii, HE, Barlar=50um.

Resim 4.3. Gruplarin basal forebrain alanlarinin mikroskobik goriiniimii (A) Kontrol
grubunda damarlarda belirgin hiperemi (oklar), (B) Alprazolam
grubunda patolojik bulgularda belirgin derecede azalma, (C) L1
grubunda kontrol grubuna gore bulgularda azalma, (D) L2 grubunda
patolojik bulgularda belirgin derecede azalmis goriiniim, (E) L3
grubunda kontrole gore azalmis patolojik bulgularin goriiniimii, HE,
Barlar=50pm.

4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Gruplarda locus coeruleus, PO, BF alanlarinda immunopozitif hiicre sayimi

yapildi ve Tablo 4.1. de gosterildi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi yapildi.

30



Tablo 4. 1. Gruplara ve Bolgelere Gore Immunopozitif Hiicre Sayilarinin
Istatistiksel Analizi

K A L1 L2 L3
Locus coeruleus | 1,87+0,80° 0,20+0,13° 2,80+1,47° 0,30+0,15° 0,90+0,56°
; Preoptik alan 276,50+30,27° 1,30+0,53° 97,30+8,61° 0,90+0,50° 24,30+5,57°

C-T10S

Basal forebrain | 271,12+32,59* 2,40+0,76" 117,90+18,14° | 20,60+6,05 67,80+7,65°

Locus coeruleus | 0,87+0,35° 32,20+5,61° 7,50+0,23° 17,80+3,35¢ 13,70+4,42°
CHA i

Preoptik alan 31,25+4,09° 192,70+15,19° 62,206,49° 110,30+40,26¢ 162,50+15,18°
T

Basal forebrain | 39,87+5,54° 249,70+15,90° 60,20:+4,26° 174,30+19,59 154,10+5,72°

Locus coeruleus | 9,50+6,30% 26,10+3,41° 8,90+1,96° 24,30+3,05° 17,50+3,74°
GAD | Preoptik alan 8,62+3,96° 235,50+19,98° 124,90+8,19° | 101,90+4,70° 80,50+2,79°

Basal forebrain | 18,25+3,84° 103,60+24,59" 39,90+5,13° 58,10+4,04 33,5042,75°

Locus coeruleus | 6,37+1,99% 22,60+6,97° 5,00+4,10% 30,20+3,61° 4,40+2,22°
ADR | Preoptik alan 6,87+2,35° 30,40+3,68" 40,90+6,17° 16,10+3,07¢ 4,50+1,95°
B2

Basal forebrain | 6,75+2,96* 59,50+3,43 105,50+16,37° | 72,30+5,05° 41,10+13,22°

Veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. Ust simgesi farkli olan
gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak Onemlidir. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak dnemli kabul edildi.

Bu ¢aligmanin sonuglari total uyku yoksunlugunun beyinde locus coeruleus,
preoptik alan ve basal forebrain bolgelerinde bakilan nérotransmitter seviyelerinde
patolojik degisikliklere sebep oldugu, tibbi lavanta ugucu yagi uygulamalarinin
Alprozolam kadar olmasa da ekspresyon seviyelerini artirici etkileri oldugunu

gosterdi.

4.2.1. c-fos Immunohistokimyasal Bulgular

Gruplara gore locus coeruleus, PO ve BF bolgeleri incelendiginde tiim
alanlarda kontrol grubunda ekspresyonlarin ndronlarda belirgin derecede arttig

goriildii. Alprazolam ekspresyonlari belirgin derecede azaltirken, lavanta ugucu yagi
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uygulanan gruplar da ekspresyonlarda azalmaya sebep oldugu dikkati ¢ekti. En
belirgin azalma L2 grubunda saptandi (Resim 4.4., 4.5., 4.6.) (Grafik 4.1., 4.2., 4.3.).

Resim 4.4. Gruplarimn locus coeruleus alanlarinda c-fos ekspresyonlarinin goriiniimii
(A) Kontrol grubunda noronlarda belirgin derecede artmis
ekspresyonlar (oklar), (B) Alprazolam grubunda negatif ekspresyon,
(C) L1 grubunda kontrol grubuna gore azalmis ekspresyon (ok), (D) L2
grubunda negatif ekspresyon, (E) L3 grubunda kontrole gore azalmis
ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.

Resim 4.5. Gruplarin preoptik alanlarinda c-fos ekspresyonlart goriintimi (A)
Kontrol grubunda noéronlarda siddetli ekspresyonlar (oklar), (B)
Alprazolam grubunda negatif ekspresyon, (C) L1 grubunda kontrol
grubuna ekspresyonlarda énemli oranda azalma (ok), (D) L2 grubunda

negatif ekspresyon, (E) L3 grubunda néronlarda kontrole gore azalmis
ekspresyon  (ok), Streptavidin  biyotin  peroksidaz  metodu,
Barlar=50pm.
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Resim 4.6. Gruplarin basal forebrain bolgelerinde c-fos ekspresyonlarinin goriiniimii
(A) Kontrol grubunda c¢ok sayida néronda c¢ok siddetli ekspresyon
(oklar), (B) Alprazolam grubunda negatif ekspresyon, (C) L1 grubunda
kontrol grubuna noronlarda ekspresyonlarda belirgin sekilde azalma
(oklar), (D) L2 grubunda az sayida noronda hafif ekspresyon (ok), (E)
L3 grubunda ndronlarda kontrol grubuna gore daha az néronda hafif
siddette ekspresyon (oklar), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu,

Barlar=50pm.
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Grafik 4.1. Gruplarin Locus Coeruleus Alanlarinda c-fos Ekspresyonlart.

Gruplara ve bolgelere gore immiinopozitif hiicre sayilarinin istatistiksel
analizi yapildi. Gruplar arasi farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak onemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak
verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.
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Grafik 4.2. Gruplarin PO Alanlarinda c-fos Ekspresyonlart.

Gruplara ve bolgelere gore immiinopozitif hiicre sayilarmin istatistiksel
analizi yapildi. Gruplar arasi farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak Onemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak

verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasmdaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.
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Grafik 4.3. Gruplarin BF Alanlarinda c-fos Ekspresyonlari.
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Gruplara ve bolgelere gore immiinopozitif hiicre sayilarinin istatistiksel
analizi yapildi. Gruplar arasi farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak Onemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak
verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.

Calismamizda; locus coeruleus, BF ve PO da c-fos ekspresyonu i¢in ikili
gruplar arasinda yapilan Kkarsilastirmalarda; locus coeruleus alaninda tedavi
gruplarinin c-fos ekspresyonlarinda Alprazolam grubuna yakin istatistiksel olarak
anlamli bir azalma belirlendi. Alprazolam grubuna en yakin istatistiksel olarak
anlamli azalma L2 grubunda bulundu. Normal sartlarda BF ve PO alanlarinda,
Alprazolam grubunda kontrol grubuna gore c-fos ekspresyonlar1 yiiksek olmaliydi.
Fakat baktigimiz histolojik preparatlarda, ilgili bélgedeki adrenerjik ndron sayisinin
fazla olmasindan dolay1 c-fos ekspresyonlar1 diisiik bulundu. Diger yandan, BF ve
PO alanlarinda tedavi gruplarinin c-fos ekspresyonlarinda kontrol grubuna yakin
istatistiksel olarak anlamli bir artig belirlendi. Kontrol grubuna en yakin istatistiksel

olarak anlamli artig L1 grubunda bulundu.

4.2.2. CHAT immunohistokimyasal Bulgulari

Gruplara gore CHAT immunoekspresyonlari incelendiginde hem PO hemde
BF bolgelerinde kontrol grubunda ekspresyonlarin 6nemli odlgiide azaldigi,
Alprazolam uygulamasinin ise ekspresyonlari belirgin bir sekilde arttirdigi dikkati
cekti. Tibbi lavanta uygulamasinin da ekspresyonlarin artisina sebep oldugu saptandi.
En belirgin artis L2 grubunda dikkati ¢ekti (Resim 4.7., 4.8., 4.9.) (Grafik 4.4., 4.5.,
4.6.).
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Resim 4.7.

Gruplarin  locus coeruleus alanlarinda asetil kolin  esteraz
ekspresyonlarinin  goriiniimii  (A) Kontrol grubunda azalmis
ekspresyonlar, (B) Alprazolam grubunda belirgin sekilde artmig
ekspresyon (oklar), (C) L1 néronlarda grubunda kontrol grubuna
gore artmis ekspresyon (ok), (D) L2 grubunda belirgin sekilde artmig
ekspresyonlar (oklar), (E) L3 grubunda kontrole gbre artmis
ekspresyonlar,  Streptavidin  biyotin  peroksidaz =~ metodu,
Barlar=50pm.

Resim 4.8. Gruplara gore PO alanlarinda asetil kolin esteraz ekspresyonlarmnin

goriinimii (A) Kontrol grubunda noronlarda azalmis ekspresyonlar
(oklar), (B) Alprazolam grubunda noronlarda belirgin sekilde artmis
ekspresyon (oklar), (C) L1 noronlarda grubunda kontrol grubuna gore
artmig ekspresyon (oklar), (D) L2 grubunda belirgin sekilde artmis
ekspresyonlar (oklar), (E) L3 grubunda kontrole gore artmig
ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50pm.

Resim 4.9. Gruplarin BF alanlarinda asetil kolin esteraz ekspresyonlarinin gortiiniimii
(A) Kontrol grubunda azalmis ekspresyonlar, (B) Alprazolam grubunda
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belirgin sekilde artmis ekspresyon (oklar), (C) L1 noronlarda grubunda
kontrol grubuna gore artmis ekspresyon (ok), (D) L2 grubunda belirgin
sekilde artmis ekspresyonlar (oklar), (E) L3 grubunda kontrole gore
artmis  ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu,
Barlar=50um.
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Grafik 4.4. Gruplarin Locus Coeruleus Alanlarinda Asetil Kolin Esteraz
Ekspresyonlari.

Gruplara ve bolgelere gore immiinopozitif hiicre sayilariin istatistiksel
analizi yapildi. Gruplar arasi farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak Onemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak
verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.
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Grafik 4.5. Gruplarin PO Alanlarinda Asetil Kolin Esteraz Ekspresyonlari.

Gruplara ve bolgelere gore immiinopozitif hiicre sayilarinin istatistiksel
analizi yapildi. Gruplar arasi farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak onemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak

verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.
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Grafik 4.6. Gruplarin BF Alanlarinda Asetil Kolin Esteraz Ekspresyonlari.

Gruplara ve bolgelere gore immiinopozitif hiicre sayilarinin istatistiksel

analizi yapildi. Gruplar aras1 farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler
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istatistiksel olarak oOnemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak
verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.

Calismamizda; locus coeruleus, BF ve PO da asetil kolin esteraz ekspresyonu
icin ikili gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda; Locus coeruleus, BF, PO
alanlarinda tedavi gruplarmin asetil kolin esteraz ekspresyonlarinda Alprazolam
grubuna yakin istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi. Locus coeruleus ve BF
alanlarinda, Alprazolam grubuna en yakin istatistiksel olarak anlamli artis L2
grubunda ve PO alaninda ise L3 grubunda bulundu. Locus coeruleus, BF, PO
alanlarinda tedavi gruplarinin asetil kolin esteraz ekspresyonlarinda kontrol grubuna

yakin istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi.

4.2.3. GAD immunohistokimyasal Bulgular1

Gruplarin GAD immunohistokimyasal bulgular1 incelendiginde locus
coeruleus, PO ve BF bdlgelerinde kontrol grubunda ekspresyonlarin noronlarda

belirgin derecede azalan ekspesyonlarin Alprazolam tedavisi ile 6nemli 6l¢iide artigi

goriildi, tibbi lavanta ilavelerinin de ekspresyonlarda artmaya sebep oldugu dikkati
¢ekti. En belirgin artis L2 grubunda saptandi (Resim 4.10., 4.11., 4.12.) (Grafik 4.7.,
4.8.,4.9).

S

Resim 4.10. Gruplarin locus coeruleus alanlarinda GAD ekspresyonlarinin
goriinimii  (A) Kontrol grubunda azalmis ekspresyonlar, (B)
Alprazolam grubunda 6nemli 6l¢lide artmis ekspresyon (oklar), (C)
L1 noronlarda grubunda kontrol grubuna gore artmis ekspresyon
(ok), (D) L2 grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar),
(E) L3 grubunda noéronlarda kontrole gore artmis ekspresyonlar,
Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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Resim 4.11. Gruplara gore PO alanlarinda GAD ekspresyonlarinin goriiniimii (A)

Kontrol grubunda néronlarda azalmis ekspresyon, (B) Alprazolam
grubunda ndronlarda belirgin sekilde artmig ekspresyon (oklar), (C) L1
grubunda noronlarda grubunda kontrol grubuna gore artmig ekspresyon
(oklar), (D) L2 grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar),
(E) L3 grubunda kontrole gore artmis ekspresyonlar, Streptavidin
biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50pm.

Resim 4.12. Gruplarin BF alanlarinda GAD ekspresyonlarinin goriinimii (A)
Kontrol grubunda azalmis ekspresyonlar, (B) Alprazolam grubunda

belirgin sekilde artmis ekspresyon (oklar), (C) L1 noéronlarda
grubunda kontrol grubuna gore artmis ekspresyon (ok), (D) L2
grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar), (E) L3
grubunda kontrole gore artmis ekspresyonlar, Streptavidin biyotin
peroksidaz metodu, Barlar=50pm.
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Grafik 4.7. Gruplarin Locus Coeruleus Alanlarinda GAD Ekspresyonlari.

Gruplara ve bolgelere gore immiinopozitif hiicre sayilarinin istatistiksel
analizi yapildi. Gruplar arasi farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak onemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak
verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.
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Grafik 4.8. Gruplarin PO Alanlarinda GAD Ekspresyonlart.

Gruplara ve bolgelere gore immiinopozitif hiicre sayilarinin istatistiksel

analizi yapildi. Gruplar arasi farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler
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istatistiksel olarak Onemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak
verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.
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Grafik 4.9. Gruplarin BF Alanlarinda GAD Ekspresyonlari.

Gruplara ve bolgelere goére immiinopozitif hiicre sayilarinin istatistiksel
analizi yapildi. Gruplar arasi farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak Onemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak
verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.

Calismamizda; locus coeruleus, BF ve PO da GAD ekspresyonu igin ikili
gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda; Locus coeruleus, BF, PO alanlarinda
tedavi gruplarinin GAD ekspresyonlarinda Alprazolam grubuna yakin istatistiksel
olarak anlamli bir artig belirlendi. Locus coeruleus ve BF alanlarinda, Alprazolam
grubuna en yakin istatistiksel olarak anlamli artig L2 grubunda ve PO alaninda ise L1
grubunda bulundu. Locus coeruleus, BF, PO alanlarinda tedavi gruplarinin GAD
ekspresyonlarinda kontrol grubuna yakin istatistiksel olarak anlamli bir artis

belirlendi.
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4.2.4. ADRB2 Immunohistokimyasal Bulgular

Gruplarmn  ADRB2 immunohistokimyasal bulgular1 incelendiginde locus
coeruleus, PO ve BF bolgelerinde kontrol grubunda ndronlarda ekspresyonlarin
onemli derecede azaldigi gozlendi. Alprazolam tedavisi ile ekspresyonlarin belirgin

sekilde arttigi goriildii. Tibbi lavanta tedavilerinin immunoekspresyonlarda artisa

sebep oldugu dikkati ¢ekti. En belirgin artis L2 grubunda gozlendi (Resim 4.13.,
4.14., 4.15)) (Grafik 4.10., 4.11., 4.12.).

Resim 4.13. Gruplarin locus coeruleus alanlarinda ADRB2 ekspresyonlarmin
goriinimii  (A) Kontrol grubunda azalmis ekspresyonlar, (B)
Alprazolam grubunda onemli Ol¢lide artmis ekspresyon (oklar), (C)
L1 néronlarda grubunda kontrol grubuna gore artmig ekspresyon, (D)
L2 grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar), (E) L3
grubunda noronlarda kontrole gore artmis ekspresyonlar, Streptavidin
biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.

Resim 4.14.  Gruplara gore PO alanlarinda ADRB2 ekspresyonlarinin goriiniimii
(A) Kontrol grubunda noéronlarda azalmis ekspresyon, (B)
Alprazolam grubunda ndronlarda belirgin sekilde artmis ekspresyon
(oklar), (C) L1 grubunda noronlarda kontrol grubuna goére artmis
ekspresyon (oklar), (D) L2 grubunda belirgin sekilde artmis
ekspresyonlar (oklar), (E) L3 grubunda kontrole gore artmig
ekspresyonlar,  Streptavidin ~ biyotin  peroksidaz =~ metodu,
Barlar=50pm.
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Resim 4. 15. Gruplarin BF alanlarinda ADRB2 ekspresyonlarinin gériiniimii (A)
Kontrol grubunda azalmis ekspresyonlar, (B) Alprazolam grubunda
belirgin sekilde artmis ekspresyon (oklar), (C) L1 noéronlarda
grubunda kontrol grubuna gore artmis ekspresyon (ok), (D) L2
grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar), (E) L3
grubunda kontrole gore artmis ekspresyonlar, Streptavidin biyotin
peroksidaz metodu, Barlar=50pm.
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Grafik 4.10. Gruplarin Locus Coeruleus Alanlarinda ADRB2 Ekspresyonlari.

Gruplara ve bolgelere gore immiinopozitif hiicre sayilarin istatistiksel
analizi yapildi. Gruplar arasi farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak Onemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak
verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.
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Grafik 4.11. Gruplarin PO Alanlarinda ADRB2 Ekspresyonlari.

Gruplara ve bolgelere gore immiinopozitif hiicre sayilarimin istatistiksel
analizi yapildi. Gruplar arasi farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak Onemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak
verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.
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Grafik 4.12. Gruplarin BF Alanlarinda ADRB2 Ekspresyonlart.

Gruplara ve bolgelere gore immiinopozitif hiicre sayilarmin istatistiksel
analizi yapildi. Gruplar aras1 farklar i¢in Duncan testi yapildi. p<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak Onemli kabul edildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak

45



verilmistir. Ust simgesi farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamlidir.

Calismamizda; locus coeruleus, BF ve PO da ADBR2 ekspresyonu igin ikili
gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda; Locus coeruleus, BF, PO alanlarinda
tedavi gruplarinin ADBR2 ekspresyonlarinda Alprazolam grubuna yakin istatistiksel
olarak anlamli bir artis belirlendi. Locus coeruleus alaninda, Alprazolam grubuna en
yakin istatistiksel olarak anlamli artis L2 grubunda bulundu. Ayrica, BF ve PO
alanlarinda ise Alprazolam grubuna en yakin istatistiksel olarak anlamli artis L1
grubunda bulundu. Locus coeruleus, BF, PO alanlarinda tedavi gruplarinin ADRB2
ekspresyonlarinda kontrol grubuna yakin istatistiksel olarak anlamli bir artis

belirlendi.

Bu ¢alisgmanin sonuglar1 uykusuzlugun beyinde locus coeruleus, PO ve BF
bolgelerinde patolojik degisikliklere sebep oldugunu, tibbi lavanta ugucu yagi
uygulamalarinin Alprazolam kadar olmasa da norotransmitterlerin  ekspresyon

seviyelerini artirict etkileri oldugunu gosterdi.
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5. TARTISMA

Calismamizin en 6nemli bulgular1 histopatolojik ve immunohistokimyasal
verilere dayanarak; Lavandula angustifolia ugucu yaginin total uyku yoksunlugu
olusturulan si¢anlarin PO ve BF alanlarinda CHAT, c-fos, GAD ve ADRB2
ekspresyonlarinda artig belirlendi. Bu sonuglar, literatiirde total uyku yoksunlugu
olusturulmus si¢anlarda Lavandula angustifolia ugucu yaginin uykunun noronal
mekanizmasi iizerine etkisini arastiran ilk ¢alisma 6zelligi tasimaktadir. Ozellikle de
bu calismada ugucu yagin koku reseptorleri ile beyne ulasarak beyindeki uyku

merkezleri tizerindeki etkilerinin noronal mekanizma tizerine odaklanildi.

c-fos hiicreleri etkileyerek biiylime ve farklilasmaya neden olan, hizli bir
sekilde kopyalanan bir gendir. c-fos geninin iiretmis oldugu fos proteinleri niikleer
proteinlerdir. IEG grubunun bir iiyesi olmakla beraber ayni zamanda bir
protoonkojendir. Fos proteinin en 6nemli 6zelligi hiicre aktivasyonu ile ekspresyonu
artar. c-fos baz1 ¢esitli uyaranlarin etkisi sonucunda, néron topluluklarinin hiicre
cekirdeklerinde, bu genin ekspresyonunu saglar. Dolayisiyla fos proteinlerinin
merkezi sinir sistemindeki noronlardaki ekpresyonu, ndronal aktiviteyi gosteren bir
model olarak diislinilmiistiir. Giinlimiizde noronlarin aktivitesini gosteren bir belirteg
olarak kullanilmaktadir. Bu sayede; merkezi sinir sisteminde, ndronlarin hangisinin
aktif hangisinin ateslenmemis Yyani statik olduguna dayanarak haritalanma
yapilabilmektedir (130). Guohong Cai ve arkadaslari, kronik uyku yoksunlugu
olusturduklar1 fare modelinde, tiim beyin genelinde birikmis c-fos aktivasyon
durumunu kapsamli bir sekilde analiz etmek igin floresan mikro-optik kesit
tomografisi (fMOST) teknigi ile haritalama yapmislardir. Sonugta, 230 beyin
bolgesinde c-fos pozitif hiicreler tespit etmislerdir. Ozellikle, retrosplenial, anterior
singulat, agraniiler insular ve parasubikulum dahil olmak iizere izokorteks-serebral
korteks plakasi alani, en hassas bolgeler olarak bulunmustur (131). Hsieh ve
arkadaglar1; Fluorogold (FG) ile retrograd etiketleme ile tanimlanan preoptik-
Periakuaduktal grinin (vIPAG) ve lateral hipotalamus (LH)-vIPAG projeksiyon
noronlarinda c-fos proteininin  REM ve REM uykusuna bagli olmayan
ekspresyonunu incelemislerdir. Incelenen herhangi bir preoptik cekirdek igin ¢ift

etiketli noronlarin yiizdesi ile REM uykusunda harcanan zaman arasinda anlamli bir
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korelasyon bulunamamistir. LH'de, ¢ift etiketli ndronlarin yiizdesi uyanik sicanlarda
en yliksek, toplam uyku yoksunlugu-toparlanma uykusu (TSD-RS) si¢anlarinda orta
ve REM uyku yoksunlugu-toparlanma uykusu (RSD-RS) grubunda en diisiik
bulunmustur. Sonugta, medyan preoptik ¢ekirdegin rostral kismi ve ventro lateral
preoptik alana yansiyan noronlarin REM disi uyku sirasinda aktive edildigini
gostermislerdir  (132). Jha ve arkadaslari, sirkadiyen ritmi belirleyen
aydinlik/karanlik  dongiisiiniin -~ disinda 1siktan  bagimsiz  etkenlerin  etkisine
bakmuglardir. Dolasiyla, Sudan Cim si¢anlarinda (Arvicanthis ansorgei) uyku
yoksunlugu ve baska bir gruba da uykuyu engelleyen kafein tedavisini
uygulamiglardir. Gecenin erken saatlerinde uyku yoksunlugu, ventral SCN'de 151k
kaynakli c-fos ekspresyonunu gii¢lendirdigi gostermiglerdir. Gece yarisi kafein
tedavisin de dorsal SCN'de c-fos ekspresyonunu tetikledigini ortaya koymuslardir
(133). Calismamizda; locus coeruleus, BF ve PO da c-fos ekspresyonu igin ikili
gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda; Locus coeruleus alaninda tedavi
gruplariin c-fos ekspresyonlarinda Alprazolam grubuna yakin anlamli bir azalma
belirlendi. Normal sartlarda BF ve PO alanlarinda, Alprazolam grubunda kontrol
grubuna gore c-fos ekspresyonlar1 yiiksek olmaliydi. Fakat baktigimiz histolojik
preparatlarda, ilgili bolgedeki adrenerjik néron sayisinin fazla olmasindan dolay1 c-
fos ekspresyonlar1 diisiik bulundu. BF ve PO da c-fos ekspresyonlarinin Alprazolam
grubuna yakin bir ekspresyon artist gostermesi, uyku olusumunu saglayan

GABAerjik hiicrelerin aktivitelerinin arttiginin bir gostergesi olabilir.

Kolinerjik sistem, REM uykusunun baglatilmasi ve siirdiiriilmesinde énemli
rol oynamaktadir. Yapilan bir¢ok bilimsel ¢alismada; kolinerjik sistemin dikkat,
ogrenme ve hafiza dahil bir¢cok biligsel siirecin ve uyku-uyaniklik durumlarinin
diizenlenmesinde rol oynadigi bildirilmistir. Kolinerjik sistem etkisini asetilkolin
salgilayan kolinerjik ndronlar tarafindan gostermektedir. Norotransmitter olarak
asetilkolin hidrolizinde gorev alan enzim asetil kolin esteraz, ndrotransmisyon
sirasinda membran biitiinliigline ve gecirgenligine yardim eder. Kolinerjik néronlar,
aktive olduklarinda asetilkolin salgilanir ve uyar1 gerceklesir. Asetil kolin esteraz
enziminin uyarilmasi sinaptik aralikta asetilkolinin pargalanmasina ve azalmasina
sebep olmasindan dolayi, kolinerjik aktivitede azalma goriilir (134). Bu azalmaya

dayanarak asetil kolinin kolinerjik noronlar tarafindan iiretilmedigi, bu durumun
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kolinerjik sistem hiicrelerinin aktif olmadigi anlamina gelmektedir. Khadrawy ve
arkadaglari, sicanlarda REM uyku yoksunlugu modeli olusturmuslardir.
Olusturduklar: bu yoksunluk modelinde, REM uyku yoksunlugu sonucunda beyin
bolgelerinde oksidan ve antioksidan kapasiteleri, CHAT ekspresyonunu
incelemisglerdir. Sonug olarak, REM uyku yoksunlugunun oksidatif strese neden
oldugunu ve kolinerjik aktiviteyi artirdigini1 ortaya koymuslardir (134). Benedito ve
arkadaglari, siganlarda olusturduklar1 REM uyku yoksunlugunun beynin tiim
bolgelerindeki asetil kolin esteraz aktivitesine bakmiglardir. Sonug olarak REM uyku
yoksunlugu uygulanan siganlarda pons, medulla oblangata ve talamus da asetil kolin
esteraz seviyelerini yiiksek bulmuslardir (135). Adsersen ve arkadaslari, asetil kolin
esteraz inhibitor aktivitesi i¢in hafiza fonksiyon bozuklugunu tedavisi yapmak iizere
Danimarka’daki tibbi bitkileri taramiglardir. Taradiklar1 11 bitki tizerinde asetil kolin
esteraz inhibitor aktivite testi uygulamiglardir. Sonug olarak, bu 11 bitki igerisinde
yer alan, Lavandula angulistoliafolia’nin 0,1 mg/ml de %15’den fazla olarak asetil
kolin esterazin orta derecede inhibisyon gosterdigini bulmuslardir (136). Mushtaq ve
arkadaglari, Nootropik aktivite i¢in Lavandula stoechas L. biyomolekiiller
degerlendirilmesini yapmuslardir. Degerlendirme igin, bu bitkinin sulu 6ziitiini sivi
kromatografisiyle saflastirmislardir. Elde edilen {irtine, Lavandula stoechas aktif
fraksiyonu adi vermislerdir. Elde edilen bu aktif fraksiyonu farelere yedi giin
boyunca oral olarak uygulamiglardir. Deney sonunda asetil kolin esteraz
ekspresyonlarina bakilmigtir. Sonug¢ olarak, asetil kolin esteraz ekspresyonlarinda
azalma belirlenmistir (137). Calismamizda, BF ve PO da asetil kolin esteraz
ekspresyonu i¢in ikili gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda; Kontrol grubuna
gore L1, L2, L3 tedavi gruplarinda, asetil kolin esteraz ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir artig belirlendi. Alprazolam grubuna gore L1, L2, L3 tedavi
gruplarinda, asetil kolin esteraz ekspresyonunda bu gruba yakin istatistiksel olarak
anlaml bir artig belirlendi. BF ve PO da c-fos ve asetil kolin esteraz ekspresyonlarin
Alprazolam grubuna yakin bir ekspresyon artisi gostermesi, uykunun Non-REM
boliimiiniindeki molekiillerin seviyelerini diizelttiZinin bir gostergesi olabilir. Clinkii
c-fos iki bolgedeki hiicre aktivitesini gosterirken asetil kolin esteraz iki bolgedeki
azalmis kolinerjik aktiviteyi gostermektedir. Sonuclarimiz literatiirdeki calismalarla

uyumluluk gostermekte ve tedavi gruplarinda asetil kolin esteraz ekspresyonunun
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istatistiksel olarak anlamliligi, calismamizda uyguladigimiz Lavandula angustiafolia
ugucu yagmimn total uyku yoksunlugunda uyku geri kazanimini sagladigini
gostermektedir. Uykuda GABAerjik aktivite artar, dolayisiyla lavanta gruplarinda
Alprazolam gruplarina yakin bir ekspresyon artisi goézlemlenmesi; lavantanin
kolinerjik ndronlar1 inhibe ettigi ve buna bagli olarak GABAerjik noronlar1 aktive
ettigini dngorebiliriz.

y-aminobiitirik asit, glutamatin glutamik asit dekarboksilaz enzimi tarafindan
dekarboksilasyonu ile sentezlenen bir aminoasit nérotransmitterdir. GABA noronlari,
GABA norotransmitterlerini sentezler ve salgilar. GABA, etkisini GABAa Ve
GABAg lizerinden gosterir. GABAA, etkisi bir kloriir kanali acarak hiicre igerisine
klor iyonu geg¢isini artirarak néronun inhibe olmasini saglar. GABAg reseptorii ise,
potasyum kanallarin1 agarak ve kalsiyum kanallarini inhibe ederek etkisini gosterir
(138). GABA noronlari uyku esnasinda diger noronlari inhibe ederek uyku olusumu
saglar. Maloney ve arkadagslari, REM uyku yoksunlugu ve uykusuzlugun giderilmesi
sonras1 Pontomesensefalik Tegmentumun kolinerjik, monoaminerjik ve GABAerjik
hiicre gruplarinda diferansiyel c-fos ekspresyonu incelemislerdir. Calisma
sonucunda, REM uykusuzlugunun giderilmesi doéneminde GABAerjik hiicre
gruplarinda artis gozlenmis ve serotonerjik noronlarda azalma bulunmustur (139).
Alnamer ve arkadaslari, Lavandula angustifolia'in metanolik ve sulu ekstraktlarinin
sedatif ve hipnotik aktiviteleri arastirmislardir. 200, 400, 600, 800 ve 1000 mg/kg
dozlarinda verildiklerinde etkilerini, diapezam maddesi verilen grup ile
karsilastirmislardir. Sonug¢ olarak; bu sonuglar 200, 400, 600 mg/kg dozlarinda
onemli bir yatistirici etki, 800 ve 1000 mg/kg dozlarinda verildiklerinde hipnotik bir
etki gozlemlemislerdir. Bu ¢alisma, Lavandula angustifolia'in metanolik ve sulu
ekstraktlarinin, uykusuzluk i¢in terapdtik kullanimini destekleyen giiglii yatistirict ve
hipnotik aktivitelere sahip oldugunu goéstermektedir (140). Calismamizda, locus
coeruleus, BF ve PO da GAD eckspresyonu ig¢in ikili gruplar arasinda yapilan
karsilagtirmalarda; Alprazolam grubuna gore L1, L2, L3 tedavi gruplarinda, GAD
ekspresyonunda bu gruba yakin istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi.
Kontrol grubuna gore L1, L2, L3 tedavi gruplarinda, GAD ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi. Kontrol grubuna gore Alprazolam

grubunda GAD ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi.
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Sonuglarimiz literatiirdeki ¢aligmalarla uyumluluk gostermekte ve tedavi gruplarinda
GAD ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamliligi, ¢alismamizda uyguladigimiz
Lavandula angustifolia ugucu yagmin total uyku yoksunlugunda uyku geri
kazanimimi sagladigim1 gostermektedir. BF ve PO alanlarda asetil kolin esteraz ve
GABA cekspresyonlarin Alprazolam grubuna yakin bir ekspresyon artigi gostermesi,
uykunun Non-REM boélimiiniindeki molekiillerin seviyelerini diizelttiginin bir
gostergesi olabilir. Ciinkii c-fos iki bolgedeki hiicre aktivitesini gosterirken asetil
kolin esteraz iki bolgedeki azalmis kolinerjik aktiviteyi ve GAD iki alanda bulunan
GABAerjik hiicre aktivitesini gostermektedir. Mekanizma olarak diistiniirsek c-fos
aktiflenmis GABAerjik noronlar1 gosterir. Ayrica azalmis kolinerjik aktivite
GABAerjik noronlarin aktivite artigini  destekleyebilecigini ve sonug olarak
GABAerjik noron sayisi artist uykunun noéronal mekanizmasinin aktive olmaya

basladigini gostermektedir.

Noroepinefrin, hipokampiisdeki anahtar ndrotransmitterlerden birisidir. Bu
molekiil, diger birgok beyin bolgesine projeksiyonlar génderen Locus coeruleus'un
noradrenerjik ndronlarinin terminalleri tarafindan salinir. Norepinefrin etkisini alfa
ve beta adrenerjik reseptorler tarafindan gostermektedir. op-adrenerjik reseptorler bu
alt gruplardan bir tanesidir. Locus coeruleus da bulunan, néroadrenerjik néronlar BF
ve PO’da, kortikal aktiviteyi ve uyku-uyaniklik durumlarini diizenlemede 6nemli bir
rol oynar. BF’de farkli kortikal aktiviteleri ve durumlari destekleyen farkli hiicre
gruplar1 bulunmaktadir. Bu hiicre gruplarindan bir tanesi GABAerjik hiicre
gruplaridir. Bu noron grubundaki hiicrelerin davranislart farklidir. Cilinkii bu post-
sinaptik ndronlarin membranlar1 iizerinde ap-adrenerjik reseptorler bulunmaktadir.
Modirrousta ve arkadaglarinin 2003 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, BF ve PO da
kolinerjik ve GABAerjik noron gruplarmin oldugunu immiinohistokimyasal olarak
belirlemislerdir. Uretan ile anestezi uyguladiklar1 gruptaki sigan beyinlerinin preoptik
alanlarinda, GABAerjik noronlarin aktif olduklarini bulmuslardir. Diger taraftan bu
aktif GABAerjik noronlarin op-adrenerjik reseptor tasidigini  gostermislerdir.
Uyaniklikla birlikte bu ndronlarin adrenerjik noéronlar tarafindan ap-adrenerjik
reseptor araciligiyla inhibe edildigini 6ne siirmektedirler (51). Modirrousta ve
arkadaslarinin 2004 yilinda yaptiklar bir ¢alismada, BF uyanma sirasinda kortikal

aktivasyonu uyaran adrenerjik noéronlar oldugunu belirlemislerdir. Bunun yani sira
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hem BF hem de bitisik PO’da uykuyu destekleyen néronlar bulunur. BF ve PO'daki
kolinerjik ve GABAerjik noronlarda, uyku yoksunlugunun ardindan uykusuzlugun
giderilmesi durumunda farkli sekilde aktif olup olmadiklarini ve GABAerjik
noronlarin uyku sirasinda aktif olup olmadigini belirlemek i¢in c-fos ekspresyonunu
kullanarak hiicrelerin  durumunu incelemislerdir. BF ve PO ¢ekirdeklerinde,
uykusuzlugun giderilmesini takiben kolinerjik olan c-fos pozitif hiicrelerinin sayisi
ve c-fos pozitif hiicrelerinin oranlar1 azalirken, GABAerjik olan oranlarin arttigini
bulmuslardir. Ayrica, uykuda aktif GABAerjik noronlarda ap-adrenerjik reseptorler
ekspresyon miktarlarini yiiksek bulmuslardir. Genellikle ay-adrenerjik reseptor
tastyan GABAerjik noronlar, BF ve PO'nin uykuda aktif hiicrelerini igerir. Bu
GABAerjik hiicreler, uyanma sirasinda locus coeruleus néronlarindan salinan
noradrenalin tarafindan inhibe edilir. Uykuya girerken ve uyku esnasinda kolinerjik
aktivite azalacagi i¢in bu GABAerjik noronlar aktive olurlar (52). Calismamizda,
locus coeruleus op-adrenerjik reseptor ekspresyonu igin ikili gruplar arasinda yapilan
karsilastirmalarda; Alprazolam grubuna gore L1, L2, L3 tedavi gruplarinda, op-
adrenerjik reseptor ekspresyonunda bu gruba yakin istatistiksel olarak anlamli bir
artig belirlendi. Kontrol grubuna gore L1, L2, L3 tedavi gruplarinda, ap-adrenerjik
reseptor ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi. Clinkii c-fos
iki bolgedeki hiicre aktivitesini gosterirken asetil kolin esteraz iki bolgedeki azalmig
kolinerjik aktiviteyi ve GABA iki alanda bulunan GABAerjik hiicre aktivitesini ve
dahas1 ADRB?2 artist ile total uyku yoksunlugunda uyku geri kazanimini sagladiginin
bir gostergesi olabilir. Sonuclarimiz yukaridaki literatiirdeki ¢aligsmalarla uyumluluk
gostermekte ve GABAerjik aktivite artis1 néronal inhibisyonun gergekleserek uyku
yoksunlugunu azaltici etki gosterdigiin dogrulamaktadir. Dahasi, BF ve PO
alanlarinda ap-adrenerjik reseptor ekspresyonundaki artis, ndroepinefrin miktarinin
azaldiginin, dolayisiyla da noroadrenerjik noronlarin aktivitesinin azaldiginin
gostergesi  olabilir. Tedavi gruplarinda ap-adrenerjik reseptor ekspresyonunun
istatistiksel olarak anlamliligi, ¢alismamizda uyguladigimiz Lavandula angustifolia
ugucu yagmin total uyku yoksunlugunda uyku geri kazanimini arttirdigini
gostermektedir. BF ve PO da GABA ve op-adrenerjik reseptor ekspresyonlarin
Alprazolam grubuna yakin bir ekspresyon artisi gOstermesi, total uyku

yoksunlugunda uyku geri kazanimini sagladigini bir gostergesi olabilir. Diger
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taraftan locus coeruleus adrenerjik noronlarinin inhibe oldugunu varsayarsak, bu
noronlarin inhibe olmasi durumunda op-adrenerjik reseptor lizerinden GABAerjik

noronlar inhibe edemeyecek ve uykusuzluk giderilmis olacaktir.
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SONUC VE ONERILER

Uyku insan hayati i¢in 6nemli bir fizyolojik siirectir. Bu fizyolojik siireg
REM ve Non-REM olmak {izere iki boliimden olusur. Bu uyku donemlerinde,
olusabilecek herhangi bir sorun uyku yoksunluguna yol agar. Uyku yoksunlugunda
bir¢ok tedavi yontemi kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemlerinden bir tanesi ugucu
yaglarin inhalasyon yolu ile wverilerek; uykunun norolojik mekanizmasini
diizenlemektir. Son yillarda; ugucu yaglarin, uykunun noronal mekanizmasina

yonelik etkisini inceleyen arastirmalar oldukga artmustir.

Literatiirde total uyku yoksunlugu olusturulmus si¢anlarin ndronal
mekanizmalariyla ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Fakat Lavandula
angustiafolia’nin inhalasyon yolu ile verilerek uyku noéronal mekanizmasina
etkilerinini arastiran bir calisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla, g¢alismamizda
arastirilan parametrelerden elde edilen veriler agisindan bu tez calismasi 6zgiin ve

bilime katki saglayacaktir.

Bu tez caligmasinda, Lavandula angustiafolia ugucu yagmin uyku {izerine
etkileri incelendi. Total uyku yoksunlugu olusturulmus siganlardaki olasi noronal
mekanizma yolagini arastirmak amaciyla gergeklestirildi. Calismada, total uyku
yoksunlugu olusturulmus siganlarda; Lavandula angustiafolia ugucu yagmin total
uyku yoksunlugu modelinde Alprazolam etken maddesine es deger diizeyde etki

gosterdigi sdylenebilir.
Calismamizin sonuglarina gore;

Tibbi lavanta ugucu yaginin total uyku yoksunlugu olusturulan siganlarda,
total uyku yoksunlugunu azalttigmi belirlendi. Ik olarak ilgili beyin alanlarinda c-
fos immiin pozitif hiicre sayisi belirlendi. Tedavi gruplarinda locus coeruleus
alaninda, kontrol ve Alprazolam gruplarina yakin istatistiksel olarak anlamli artig
gozlendi. Fizyolojik kosullarda BF ve PO alanlarinda, Alprazolam grubunda kontrol
grubuna gore c-fos ekspresyonlar1 yiiksek olmaliydi. Fakat baktigimiz histolojik
preparatlarda, ilgili bolgedeki kolinejik ndron sayisinin fazla olmasindan dolay1 c-fos

ekspresyonlari diisiik bulundu.
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Ikincil olarak, elde edilen veriler ve asetil kolin esteraz ekspresyonlarmin
yiiksek olmasi nedeniyle uyaniklik saglayan Asetilkolin miktanin azalmasi uykuya
gecii  kolaylastiracaktir. Tibbi lavanta ugucu yagmin total uyku yoksunlugu
olusturulmus sicanlarda bu mekanizma araciligi ile uyku yoksunlugunu azalttigin
One siirmekteyiz. Elde edilen bu sonuglarin tedavi rutininde kullanilabilmesi igin,
farkli dozlarda ve mekanizmalara yonelik arastirmalarin yapilmasi ve bu ¢alismalarin

klinik, molekiiler ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Ucgiinciil olarak, BF ve PO alanlarinda en fazla GABAerjik hiicrelerin oldugu
saptand1. Lavanta ugucu yag1 uygulanan gruplarda; GABA ve ay-adrenerjik reseptor
ekspresyonlarinda, bu iki alanda da kontrol ve Alprazolam gruplarina yakin bir artis
gozlemlendi. Bu bulguya dayanarak bu iki bolgedeki, aktif GABAerjik néronlarin
sayisinda bir artis oldugu ve op-adrenerjik reseptoriin noroepinefrin salinimin
azalttigl, bu aktivite artisinin da uyku yoksunlugunu gidermeye yonelik bir

mekanizma oldugu goiiriisiinii 6ne siirmekteyiz.

Son olarak; PO ve BF ADRB2 ekspresyonlarinin yiiksek olmasina dayanarak
tibbi lavanta ugucu yaginin ilgili beyin bolgelerinde GABAerjik néron aktivitesini
artirdigint ~ sdyleyebiliriz. BF ve PO alanlarinda oy-adrenerjik  reseptor
ekspresyonundaki artig, presinaptik yerlesimli ADRB2 noroepinefrin  salinimini
azalttigini, dolayisiyla da bu azalmanin uyaniklik aktivitesinin diismesi ile
sonuglandigini  géstermektedir. Bulgularimiza gore; sonuglarin tedavi rutininde
kullanilabilmesi i¢in, farkli dozlarda ve mekanizmalara yonelik arastirmalarin
yapilmast ve bu c¢alismalarin klinik ve molekiiler calismalarla desteklenmesi

gerektigini diisiinmekteyiz.

Elde edilen sonuglar gergevesinde; uyku yoksunlugu olan kisilerde tibbi
lavanta ugucu yagmin giinliik yagam rutininde inhalasyon yolu ile uygulanmasinin,
uyku yoksunlugunun fizyolojik olumsuz etkilerini azaltmada dogal tedavi yontemi

olarak kullanilabilecegini dnermekteyiz.
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