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OZET

Dastan, A.O., Salvia heldreichiana’nin (Ayakh Salba Ada Cayi) Tek ve Tekrarlayan Dozda
Siganlar Uzerindeki Anksiyolitik Etkisi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji
Uzmanlk Tezi, Ankara, 2023. Anksiyete bozukluklarinin akut tedavisinde kullanilabilecek
etki baslangici hizli, yan etkisi az tedavi seceneklerine ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu ihtiyaca
cevap verebilmek adina, calismamizda Tirkiye’de endemik olan Salvia heldreichiana’nin
anksiyolitik benzeri etkisi arastirilmistir. Bitkinin ucucu yaginin, kisa uygulama siirelerinde,
sicanlardaki anksiyete benzeri davranislar Gzerindeki etkisi incelenmistir. Ugucu vyag,
anksiyolitik etkisi bilinen diazepamla karsilastirilmistir. Toplamda 48 adet Wistar albino erkek
sican kullanilmistir. Deney 1’de Salvia heldreichiana ugucu yagi 200 mg/kg/gin dozda, oral
gavajla bir kez uygulanmistir (tek doz). Deney 2’'de ise ayni doz, ardisik 5 glin uygulanmistir
(tekrarlayan doz). Sonrasinda hayvanlarin anksiyete benzeri davranislari agik alan testi ve
ylkseltilmis arti labirent testi ile degerlendirilmistir. Rotarod testi ile ugucu yagin olasi sedatif
etkisi ve motor aktivite lizerindeki etkisi incelenmistir. Hipokampal noradrenalin, serotonin,
gama amino bitirik asit diizeyleri ile serum kortizol diizeylerine bakilarak olasi anksiyolitik
benzeri etkinin altta yatan mekanizmasi arastirilmistir. Son olarak bazi karaciger ve bobrek
fonksiyon testi parametreleriyle ucucu yagin hepatotoksik ve nefrotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Salvia heldreichiana ugucu yagi, acik alan testi ve ylkseltilmis arti labirent
testinde anksiyete benzeri davranislari azaltmamistir. Ancak diazepam da anksiyete benzeri
davranislarda belirgin bir etki gostermemistir. Hem Salvia heldreichiana ugucu yagi hem de
diazepam serum kortizol dizeylerini azaltmistir. Calismamiz, Salvia heldreichiana’nin
anksiyolitik benzeri etkisini arastiran bildigimiz kadariyla ilk calismadir. Salvia heldreichiana
ucucu yaginin, diazepamla benzer sekilde serum kortizol diizeylerini distirmesi anksiyolitik
benzeri etkisi agisindan dnemli bir gostergedir. Bununla birlikte Salvia heldreichiana ugucu
yaginin hipokampal serotonin dizeylerini artirma egiliminde oldugu izlenmistir. Salvia
heldreichiana ugucu yaginin anksiyolitik benzeri etkisinin, farkli dozlarla ve kosullu anksiyete
modelleri ile degerlendirilmesi daha net sonuglar verebilir. 200 mg/kg/giin dozundaki Salvia
heldreichiana ugucu yagi, incelenen parametrelerde nefrotoksik ve hepatotoksik etki

gostermemistir.
Anahtar Kelimeler: Anksiyete, Salvia, Kortizol, Agik alan testi, Yukseltilmis arti labirent testi

Destekleyen Kuruluslar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri TTU-2021-19696



ABSTRACT

Dastan, A.O., Anxiolytic Effect of Single and Repeated Doses Salvia heldreichiana on Rats,
Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Physiology, Ankara, 2023. There is a
need for treatment options with a rapid onset of action and fewer side effects that can be
used in the acute treatment of anxiety disorders. To meet this need, the anxiolytic-like effect
of Salvia heldreichiana, which is endemic in Turkey, was investigated in our study. The plant's
essential oil on anxiety-like behavior in rats at short exposure times was studied. The
essential oil was compared with diazepam, whose anxiolytic effect is well known. A total of
48 Wistar albino male rats were used. In Study 1, Salvia heldreichiana essential oil was
applied once by oral gavage at a dose of 200 mg/kg/day (single dose). In Study 2, the same
dose was administered for five consecutive days (repeated doses). Then anxiety-like
behaviors of the animals were evaluated with the open field test and the elevated plus maze
test. The possible sedative effect of essential oil and the effect of essential oil on motor
activity were investigated with the rotarod test. The underlying mechanism of the possible
anxiolytic-like effect was investigated by examining the hippocampal noradrenaline,
serotonin, gamma amino butyric acid levels, and serum cortisol levels. Finally, essential oil's
hepatotoxic and nephrotoxic effects were evaluated with some liver and kidney function test
parameters. Salvia heldreichiana essential oil did not reduce anxiety-like behavior in open
field and elevated plus maze tests. However, diazepam also did not show a significant effect
on anxiety-like behaviors. Both Salvia heldreichiana essential oil and diazepam reduced
serum cortisol levels. To the best of our knowledge, this study is the first to investigate the
anxiolytic-like effect of Salvia heldreichiana. Salvia heldreichiana essential oil reduced serum
cortisol levels, similar to diazepam, which indicates its anxiolytic-like effect. In addition, a
tendency to increase hippocampal serotonin levels was observed. Evaluation of the
anxiolytic-like effect of Salvia heldreichiana essential oil with different doses and conditional
anxiety models may yield more precise results. Salvia heldreichiana essential oil at a 200
mg/kg/day dose did not show nephrotoxic and hepatotoxic effects in the investigated

parameters.
Keywords: Anxiety, Salvia, Cortisol, Open field test, Elevated plus maze test
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1. GIRIS

Anksiyete bozukluklari tim diinyada ve tiim yas gruplarinda en sik goérilen
psikolojik bozukluktur (1). Tedavisinde siklikla antidepresanlara basvurulmaktadir.
Ancak antidepresanlar, anksiyolitik etkilerinin gec baslamasi nedeniyle anksiyete
bozukluklarinin akut tedavisinde kullanilamamaktadir. Anksiyete bozukluklarinin akut
tedavisinde kullanilabilecek az sayida farmakolojik ajan bulunmaktadir. Bu ajanlarin
neden olabildigi istenmeyen etkiler kullanimlarini sinirlamaktadir. Bu nedenle akut
tedavide kullanilabilecek, yan etki profili dar, yeni tedavi seceneklerine ihtiyac
duyulmaktadir.

Anksiyete bozuklugundan muzdarip hastalarin gesitli nedenlerle tamamlayici
tedavi seceneklerine yonelimi giderek artmaktadir (2). Tamamlayici tedaviler
arasinda siklikla bitkisel kdkenli Grinler tercih edilmektedir. T.C. Tarim ve Orman
Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel MadurltGglinin 20.10.2020 tarihli
yazisinda (Bkz. EK-1) belirtildigi izere (ilkemiz Tibbi ve Aromatik Bitkiler agisindan
blylk bir potansiyele sahiptir. Calismada Turkiye’nin endemik tlrlerinden olan Salvia
heldreichiana (S. heldreichiana) Boiss. ex Bentham ugucu yaginin anksiyolitik benzeri
etkisi arastirildi. Bu tiriin secilmesinde etkili olan nedenler:

e S. heldreichiana ugucu yagindaki monoterpenlerin anksiyolitik benzeri etkisini
gosteren calismalar (3-6),

e Baska Salvia (Adacgayi) tirlerinin anksiyolitik benzeri etkisini ortaya koyan
calismalarin (7-16) olmasi ve S. heldreichiana ugucu yagi iceriginin bu tirlerin
icerigine benzemesi,

e On calismada (17) elde ettigimiz S. heldreichiana ugucu yaginin anksiyolitik
benzeri etki gosterebilecegine dair veriler,

e Tirlin endemik olusu,

e Literatlirde bu tirin anksiyolitik benzeri etkisinin arastirildigi baska bir

¢alismaya rastlanmamasi.



1.1. Calismanin Amaglari

S. heldreichiana ugucu yaginin sicanlar lzerindeki akut anksiyolitik benzeri
etkisini arastirmak ve fizyolojik parametrelerle bu etkinin olasi mekanizmalarini
ortaya koymak calismanin esas amacidir. Bu amacla S. heldreichiana ugucu yagi tek
doz (200 mg/kg) ve tekrarlayan dozda (200 mg/kg/glin, 5 giin), oral yolla uygulandi.
Sicanlarin anksiyete benzeri davranislarinin, kosulsuz anksiyete testleri olan
yukseltilmis art1 labirent ve acik alan testleri ile incelendi. Ayrica rotarod testi
kullanilarak S. heldreichiana ucucu yaginin olasi sedatif etkisi ve lokomotor aktivite
Uzerine etkisi degerlendirildi. Muhtemel anksiyolitik benzeri etkinin hangi
mekanizmalar Uzerinden gergeklestigini saptamak amaciyla hipokampal serotonin,
noradrenalin, gama-amino butirik asit (GABA) dizeyleri ve serum kortizol diizeyi
incelendi. Karaciger fonksiyon testleri (serum alanin amino transferaz - ALT, serum
aspartat transaminaz - AST) ve bobrek fonksiyon testleri (serum (ire, serum kreatinin
ve kan (re azotu -BUN) ile S. heldreichiana ucucu yaginin karaciger ve bdbrek

Uzerindeki olasi istenmeyen etkileri degerlendirildi.

1.2. Galismanin Hipotezleri

e S. heldreichiana ugucu yaginin tek doz, 200 mg/kg, oral yolla uygulanmasi; acik
alan testi ve ylikseltilmis arti labirent testinde kontrole kiyasla sicanlarin anksiyete
benzeri davraniglarini azaltir.

e S. heldreichiana ugucu yaginin tek doz, 200 mg/kg, oral yolla uygulanmasi; rotarod
testinde pozitif kontrole (diazepam) kiyasla sicanlarin lokomotor aktivitelerini
etkilemez, sedatif bir etki gostermez.

e S. heldreichiana ugucu yaginin tek doz, 200 mg/kg, oral yolla uygulanmasi;
kontrole kiyasla hipokampiis dokusu serotonin, noradrenalin ve GABA dizeyleri

ile serum kortizol diizeyinde degisikliklere sebep olur.
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e S. heldreichiana ucgucu yaginin tek doz, 200 mg/kg, oral yolla uygulanmasi;
kontrole kiyasla karaciger ve bobrek fonksiyon testlerinde degisiklige neden
olmaz.

e Ayni hipotezler S. heldreichiana ugucu yaginin tekrarlayan dozda (5 giin), 200
mg/kg/gun, oral yolla uygulandigi 2. deney i¢in de gegerlidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Anksiyete Bozukluklan ve Anksiyetenin Akut Tedavisi

Anksiyete herkesin zaman zaman hissettigi, bizi gelebilecek tehditlere karsi
uyaran, nahos ancak normal bir duygudur (18). Anksiyetenin dnemli sorunlara yol
acacak derecede asiri veya uzun sireli hissedilmesi ise patolojik olup anksiyete
bozuklugu olarak tanimlanir (19).

Diinya genelinde yapilan g¢alismalar anksiyete bozukluklarinin bitiin yas
gruplarinda en sik gorilen zihinsel bozukluk oldugunu ortaya koymaktadir (1, 18-20).
Yaygin gorilmesi, uzun siireli tedavi gereksinimi, tekrarlayabilmesi ve baska psikolojik
rahatsizliklarla birlikte gorilmesi nedeniyle anksiyete bozukluklari 6nemli bir
sosyoekonomik yik olusturmaktadir (2, 19, 21). Son zamanlarda yapilan kiresel
hastalik yiki calismalari, hastaliklarin sebep oldugu yeti yitimi ve mortaliteyi
actklamak icin Yeti Yitimine Ayarlanmis Yasam Yillari* kavramini kullanmaktadir. Bu
kavram, yeti yitimi ile gecirilen yillar? ile erken 6limler nedeniyle kaybedilen yillarin3
toplamini ifade eder (1). Anksiyete bozukluklari tim zihinsel, nérolojik ve madde
kullanim bozukluklarinin sebep oldugu Yeti Yitimine Ayarlanmis Yasam Yillar’’nin
ylizde 10’unu agiklamaktadir (18, 22).

Anksiyete bozukluklari bashg altinda birbirinden farkli hastaliklar yer
almaktadir. Amerikan Psikiyatri Birligi (APA) anksiyete bozukluklarini birka¢ ana alt
grupta toplamaktadir: Ozgiil fobi, ayrilma kaygisi bozuklugu, secici konusmazlik,
sosyal anksiyete bozuklugu, panik bozuklugu, agorafobi, yaygin anksiyete bozuklugu,
maddenin/ilacin neden oldugu anksiyete bozuklugu, baska bir saglik durumuna bagl
anksiyete bozuklugu, tanimlanmis diger bir anksiyete bozuklugu, tanimlanmamis
kaygl bozuklugu. Obsesif kompulsif bozukluk ve travma sonrasi stres bozuklugu artik

anksiyete bozukluklari arasinda siniflandiriimamaktadir (23).

! Disability Adjusted Life Years
2 Years Lived with Disability
3 Years of Lost Life
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Anksiyete bozukluklarinin tedavisinde, alt gruplar arasinda farkhliklar olmakla
birlikte, farmakolojik ajanlardan, psikolojik tedavi yontemlerinden veya ikisinin
kombinasyonundan faydalanilir (2, 20).

Bilissel davranisci terapi (BDT) psikolojik tedavi yontemlerinden en etkin
olanidir (20). Ancak BDT ile tedavi uzun bir zaman (12-20 hafta) gerektirmektedir. Son
zamanlarda ortaya ¢ikan yogun BDT ile daha hizli sonuglar almak hedeflenmistir.
Ancak anksiyete bozukluklarinin akut tedavisindeki etkinligi bilinmemektedir (24).

Anksiyete bozukluklarinin  farmakolojik tedavisinde benzodiazepinler,
antidepresanlar, antikonvilsanlar, antipsikotikler, buspiron, agomelatin, ketiapin ve
propranolol gibi bircok siniftan ilaglar kullanilmaktadir. Selektif serotonin gerialim
inhibitorleri (SSRI’lar) ve serotonin noradrenalin geri alim inhibitorleri (SNRI'lar)
genellikle ilk tedavi secenegi olarak kullaniimaktadir (2, 18, 25, 26). SSRI'lar ve
SNRI'lar ile tedaviye baslandiktan en erken 2-4 hafta sonra tedavi edici etki
izlenebilmektedir (2, 25). Kronik anksiyetenin uzun sireli kontroliinde etkili
olmalarina karsin tedavi edici etkilerinin ge¢ baslamasi nedeniyle bu ajanlar akut
anksiyolitik tedavide kullanilamamaktadir (27). Hatta tedavi baslangicinda bazi
hastalarda anksiyete semptomlarini daha da koétilestirebilirler (25, 27).

Benzodiazepinlerin anksiyolitik etki baslangici hizlidir. Panik atak ve
performans anksiyetesi gibi akut durumlarda hizli anksiyolitik etkisi nedeniyle tercih
edilirler (2). Akut prosediirel anksiyete tedavisinde de ilk tedavi secenegi olarak
Onerilmektedir (28). Ayrica benzodiazepinler tedavi baslangicinda 3-4 hafta kadar
antidepresanlara ek olarak kullanilabilirler. Bunun iki amaci vardir: Birincisi
antidepresanlarin tedavi edici etkisi ortaya g¢ikana kadar anksiyete semptomlarini
azaltmak, ikincisi antidepresanlarin tedavi basindaki olumsuz etkilerinin tolere
edilmesini saglamaktir. Benzodiazepinlerin en sik goriilen yan etkileri bas donmesi ve
sedasyondur (2). Diger potansiyel yan etkileri arasinda uyusukluk, sersemlik, bilissel
bozukluk, motor koordinasyon bozuklugu ve amnezi sayilabilir (28). Benzodiazepin

kullanan hastalar arag ve tehlikeli ekipman kullanmamalari konusunda uyarilmalidir
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(2, 28). Sozi edilen yan etkiler, benzodiazepinlerin akut anksiyete tedavisinde
kullanimini sinirlandirmaktadir.

Buspiron yaygin anksiyete bozuklugunda etkilidir. Ancak tedavi yanitinin
ortaya ¢ikmasi igin birka¢ hafta gerekmektedir (2, 25). Bu nedenle anksiyete
bozukluklarinin akut tedavisinde tercih edilmezler. Antikonvilsan etkisi bilinen
pregabalin hem akut tedavide hem de profilaktik olarak, tek basina veya ek tedavi
seklinde kullanilabilir. Ancak akut tedavi sirasinda bas donmesi ve uykululuk hali sik
gorilen yan etkileridir. Agomelatin; melatonin MT1 ve MT2 reseptorlerine agonist,
serotonin 5HT.c reseptorlerine antagonist etki gosterir. Yaygin anksiyete
bozuklugunun akut tedavisinde ve profilaksisinde etkili olduguna dair ¢alismalar
mevcuttur. Sedasyon vyapici etkisi vardir (2, 26). Antipsikotik ajanlardan ketiapin,
yaygin anksiyete bozuklugunun hem akut hem de idame tedavisinde kullanilabilir. Bas
donmesi ve uykululuk hali yaygin goriilen yan etkilerindendir (2, 26, 29). Propranolol
ve atenolol gibi beta blokorler tasikardi, tremor gibi fiziksel semptomlari azaltirlar.
Ozellikle performans anksiyetesi icin énerilmektedirler (2, 18, 25, 26). Ancak beta
blokérlerin etkinligine dair kanitlar geliskilidir (2, 18).

Ozellikle performans anksiyetesi tedavisinde, akut prosediirel anksiyete
tedavisinde ve antidepresanlarin anksiyolitik etkisinin ortaya ¢cikmasina kadar gecen
siirede daha az yan etki profiline sahip, bilissel ve motor islev bozukluguna neden

olmayacak yeni tedavi segceneklerine gereksinim duyulmaktadir.

2.2. Anksiyetenin No6robiyolojisi

Anksiyetenin ortaya c¢ikmasinda gorev alan noéroanatomik vyapilar ve
norokimyasal maddeler hakkindaki bilgi birikimi her gegcen giin artmaktadir.
Anksiyetenin altinda yatan mekanizmalarin bilinmesi, anksiyete bozukluklarinin
farmakolojik tedavisi icin yeni hedefler ortaya cikaracaktir (30). Anksiyetenin
norobiyolojisinin anlasilmasinda hayvan calismalari oldukga ©6nemlidir. Bunun
yaninda goruntileme teknolojisindeki gelismeler, anksiyete ile iliskili mekanizmalarin

insan ¢alismalarinda da gosterilmesini saglamistir (31, 32).



2.2.1. Anksiyete ile iligkili N6roanatomik Yapilar
Hayvan Calismalarinda One Cikan Néroanatomik Yapilar

Hayvanlar 6zellikle de kemirgenler lizerinde yapilan ¢alismalar anksiyetenin
ortaya ¢cikmasinda gorev alan beyin bolimlerini anlamamizi saglamistir (32, 33) . Bu
calismalarda sikhkla korku kosullandirmasi (fear conditioning) modeli ve avciya
(kendisi veya kokusuna) maruz birakma modeli uygulanir (33).

Korku kosullandirmasi modelinde hayvana zararsiz bir uyaridan (ses gibi)
hemen sonra caydirict bir uyaran (elektrik soku gibi) verilir. Bu durum
tekrarlandiginda hayvan, zararsiz uyariyi caydirici uyaran igin bir isaret olarak 6grenir.
Bu durumda zararsiz uyaran kosullu uyaran, caydirici uyaran ise kosulsuz uyaran
olarak adlandirihr. Bu 6grenmeden sonra tek basina kosullu uyaran verilmesi
durumunda bile hayvan, kosulsuz uyarana maruz kalacagini 6ngortp korku ve
anksiyete belirtileri gosterir (32). Bu modelde amigdala merkezi bir rol oynar. Tehdit
edici gorsel, isitsel ve somatik uyaranlar talamus ve korteksten sonra amigdalanin
lateral gekirdegine gelir. Kosullu ve kosulsuz uyaran hakkindaki bilgi bu ¢ekirdekte
birlestirilir. Kosullu korku 6grenmesi muhtemelen bu ¢ekirdekte gergeklesir. Buradan
ctkan uyarilar direkt amigdalanin merkezi g¢ekirdegine projekte olabilir veya once
bazolateral gekirdege oradan merkezi cekirdege projekte olabilirler. Bazolateral
cekirdegin islevi tartismalidir; korku kosullandirmasinin uzun sireli bellege
islenmesinde gorevi oldugu dislnilmektedir. Merkezi ¢ekirdekten ¢ikan noronlar
hipotalamus ve beyin sapina projekte olup korku ve anksiyete cevabini olusturur (32,
33). Peririnal korteks gorsel uyaranlarin kullanildigi korku kosullandirmasinda
bilgilerin amigdalaya iletilmesinde gorev alir (32).

Avclya maruz birakma, dogustan gelen bir korku tepkisine neden olur. Korku
kosullandirmasinda oldugu gibi sonradan 6grenilmez. Bu modelde gorev alan
anatomik yapilar farkhliklar gosterir. Bu modelde koku duyusu énemlidir. Avcinin
kokusu once aksesuar koku soganinda (olfactory bulb) islenir. Aksesuar koku sogani
amigdala medial ¢ekirdegine projekte olur. Medial ¢ekirdegi hasarli ancak merkezi

cekirdegi saglam sicanlarin kedi kokusuna maruz birakildiklarinda korku tepkilerinde
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azalma oldugu gosterilmistir. Avcinin kendisi ile karsilasan hayvanlarda ise amigdala
medial cekirdegi ile birlikte posterior bazomedial ¢ekirdek ve lateral gekirdegin
kaudal kisminin aktivasyonu gézlenmistir. Amigdaladan c¢ikan uyarilar direkt olarak
veya stria terminalis yatak c¢ekirdegi (BNST) lzerinden hipotalamus ventromedial
cekirdegine projekte olur (33).

Hipokampiisiin her iki modelde de tehdit edici uyarilari cevreyle iliskilendirme
gorevi vardir (33). Baglamsal korku kosullandirmasinda, hayvan yeni bir ortama
konulup burada caydirici uyarana (elektrik soku) maruz birakilir. Sonra bu yeni
ortamdan uzaklastirilir. Hayvan yeni ortama tekrar konulur ve yine caydirici uyarana
maruz birakilir. Bu islemin tekrarlamasi sonrasinda hayvan yeni ortama konulmasini
caydirici uyaranin bir isareti olarak 6grenir. Yeni ortama konuldugunda caydiric
uyaran verilmese dahi anksiyete benzeri davranislar sergiler (34). Hipokamplsten
forniks araciligiyla amigdalaya projekte olan néronlarda hasar gelismesi baglamsal
korku kosullandirmasini engeller (32). Hipokampils ve septal boélge arasindaki
baglantilar (septo-hipokampal sistem) bir ikilem varliginda baslamis olan motor
aktiviteyi durdurabilir. Ornegin bir yaklasma-kacinma ikilemi ortaya ciktiginda septo-
hipokampal sistem devreye girip dnceden baslamis olan davranisi durdurur. Bilgi
toplamak adina uyarilabilirligi, dikkati ve anksiyeteyi artirir. Hipokampis veya septal
alan lezyonlarinda davranis inhibisyonunda azalma gézlenmektedir (33).

Avcinin kendisine veya kokusuna maruz kalma medial hipotalamustaki baz
cekirdeklerin aktivasyonuna neden olur. Bunlardan dorsal premamiller ¢ekirdek avci
tehdidine en duyarl olanidir. Buranin lezyonlarinda savunma cevaplari azahr (33).

Medial hipotalamustan g¢ikan uyarilar beyin sapinda periakuaduktal gri
maddeyi uyarir. Bu bolge her iki modelde de savunma tepkisinin olusturulmasinda
onemlidir. Avciya maruz kalma modelinde bélgenin dorsolateral kismi aktive olurken
korku kosullandirmasinda ventrolateral kismi aktive olmaktadir (33).

Korku kosullandirmasi modeli ile bir hayvana zararsiz bir uyaranin, ardindan
gelecek caydirici uyaran icin bir belirti oldugu 6gretilir. Bu asamadan sonra hayvana

zararsiz uyaran verilmeye devam edilip ardindan caydirici uyaran verilmezse hayvanin
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zararsiz uyarana verdigi tepkiler azalir. Bu durum sénme 6grenmesi (extinction
learning) olarak adlandiriir (32, 35). Medial prefrontal korteks, korku
kosullandirmasinin sondirilmesinde gorev alan beyin bolgesidir. Bu alan infralimbik
korteks, prelimbik korteks ve anterior singulat korteksi icermektedir. S6nme
0grenmesi medial prefrontal korteksten amigdalaya projekte olan noronlar

aracihgiyla gerceklesir (32, 33).

insan Calismalarinda One Cikan Néroanatomik Yapilar

Noérogoriintileme yontemlerinde yasanan gelismeler, anksiyete gelisiminde
gorev alan noroanatomik yapilarin daha iyi anlasiimasina olanak saglamistir (36).
insanlar iizerinde yapilan nérogoriintiileme ¢alismalari iki farkli yéntem kullanilir.
Birincisinde saglikli insanlarda deneysel olarak anksiyete olusturulurken ikinci
yontemde anksiyete bozuklugu tanisi olan insanlar calismaya alinir (32, 36).

Saghkli insanlarda anksiyeteyi olusturma yontemlerinden birisi korku
kosullandirmasidir (32, 36). Burada zararsiz uyaran olarak gorsel uyaranlar (fotograf)
tercih edilebilir. Caydirici uyaran olarak yine elektrik soku kullanilabilir. Korkmus bir
ylz ifadesi kendisinden sonra verilecek elektrik sokunun habercisi olabilirken nétral
bir yliz ifadesi kendisinden sonra elektrik soku verilmeyeceginin habercisi olabilir. Bu
durumda korkmus yuz ifadesi, tehlike belirten kosullu uyaran (CS+); notral yiz ifadesi
ise glvenlik belirten kosullu uyaran (CS-) seklinde isimlendirilebilir. Caydirici elektrik
soku ise yine kosulsuz uyarandir (37). insanlarda yapilan goriintiileme c¢alismalari,
korku kosullandirmasi modelinde hayvan deneylerine benzer sekilde amigdalanin
aktive oldugunu gostermistir. Korku kosullandiriimasinin sénmesinde (extinction) ise
yine ventromedial prefrontal korteks aktivasyonu izlenmistir. Hipokampiis, hayvan
deneylerinde gosterildigi gibi baglamsal 6grenmede 6nemlidir. Tehlike belirten
kosullu uyaran varliginda hipokampiis ve amigdala arasindaki baglantilar aktive
olurken, glivenlik belirten kosullu uyaran varliginda hipokampds ile ventromedial

prefrontal korteks arasindaki baglar aktive olur (32, 36).
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Saglikli insanlarda deneysel olarak anksiyete olusturulmasinin bir diger yolu
da panikojenik madde kullanimidir. Bunun igin en sik kullanilan ajan kolesistokinin-
tetrapeptittir (CCK-4). CCK-4 ile indiiklenen panik durumunda yapilan goriintiileme
calismalarinda anterior singulat korteks, klaustrum - insula - amigdala bolgesi ve
serebellar vermiste aktivasyon artisi izlenmistir (36).

Anksiyete bozuklugu tanisi almis hastalarda yapilan goriintiileme g¢alismalari
farkl anksiyete tiplerinin gelisiminden sorumlu néroanatomik yapilarin incelenmesini
saglamistir. Panik bozuklugun dinlenim déneminde hipokampal ve parahipokampal
aktivitede anormallikler izlenirken akut panik doneminde striatum ve insulada artmig
aktivasyon, prefrontal kortekste azalmis aktivasyon gézlenmistir (32). Ozgiil fobide
duyusal asosiasyon alanlari ve 6n paralimbik boélgelerin aktivasyonu on plandadir.
Ozgiil fobide amigdalanin belli bir tehdide asiri duyarliligi séz konusudur (32, 36).
Oriimcek fobisi olan hastalar, ériimcek resmine maruz kaldiklarinda ¢ok kuvvetli
amigdala aktivasyonu gozlenmistir (36). Sosyal anksiyete bozuklugunda sosyal
uyaranlara karsi medial temporal lob ve amigdalada abartili yanit izlenmistir (32).
Diger bozukluklardan farkli olarak yaygin anksiyete bozuklugunda bariz bir amigdala
hiperaktivitesi izlenmez. Uzun sireli anksiyetede BNST sorumlu tutulmaktadir (32).
Medial prefrontal korteks ve amigdala arasindaki baglantilarin farkli olmasi yaygin
anksiyete bozuklugunda gorilen duygusal dizensizligin nedenini agiklamaktadir (32,

36).

2.2.2. Anksiyete ile iligkili N6rokimyasallar
Noradrenalin

Santral sinir sistemindeki birincil kaynagi ponstaki lokus seruleustur (25, 31).
Lokus seruleus ile kortikal ve limbik alanlar arasindaki baglantilar akut ve kronik stres
yanitinin diizenlenmesinde goérev alir (31). Hayvanlar cesitli stresorlere maruz
birakildiginda lokus seruleus, hipotalamus, hipokampls, amigdala ve serebral

kortekste noradrenalin miktari artmistir (32). Maymunlarda lokus seruleusun
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uyarilmasi korku davranislarina sebep olurken bu bélgenin hasarlanmasi durumunda
tehdide karsi bir kayitsizlik gézlenmistir (25).

Noradrenalin, G-protein kenetli al ve a2 adrenerjik reseptorleri lizerinden
etki gosterir (31). a2 adrenerjik reseptorler presinaptiktir ve negatif geri bildirimde
gorevlidir. Sinaptik aralikta noradrenalin arttiginda presinaptik a2 adrenerjik
reseptorleri uyarilir ve noradrenalin salinimi azaltilir (31, 38). Hayvan calismalari stres
durumunda hipokampilis ve amigdaladaki a2 adrenerjik reseptdor yogunlugunun
azaldigini gdstermistir. Yohimbin ve idazoksan, a2 adrenerjik reseptor antagonistidir,
sinaptik araliga noradrenalin salinimini artirirlar. Yohimbin, panik bozuklugu olan
hastalarda panik atak gelisimini uyarirken saglkli insanlar lGzerinde boyle bir etki
yapmaz. idazoksanin a2 adrenerjik reseptorlerine selektivitesi daha yiiksektir ve
saglikl insanlarda da panik ataklara sebep oldugu gosterilmistir. Yaygin anksiyete

bozuklugu tanisi olan hastalarin plazma noradrenalin dlzeyleri daha yliksektir. (31).

Gama (y) - Amino Biitirik Asit (GABA) ve Benzodiazepin Sistemi

Beynin ana inhibitér noérotransmitteri olan GABA, iyonotropik GABAA ve
metabotropik GABAg reseptorleri Uzerinden etki gosterir. Endojen GABA,
benzodiazepinler, barbitliratlar, alkol, norosteroidler ve anestezikler GABAa
reseptorlerine baglanarak anksiyolitik etki olustururlar. GABAa reseptorlerinin
protein yapili bes alt birimi vardir (30, 31). Bu alt birimlerde yer alabilecek 19 farkl alt
birim tanimlanmistir (al—6; B1-3; y1-3; 5, €, 6, mve p1- 3) (39). GABAA reseptorleri
sikhikla 2a, 23 ve 1y alt biriminden olugsmaktadir. Endojen GABA baglanma bdlgesi a
ve B alt birimleri arasindayken, benzodiazepinlerin baglanma bdlgesi a ve y alt
birimleri arasindadir (Sekil 2.1). Endojen GABA’nin reseptére baglanmasi klor
iyonlarinin néron icine hareket etmesine neden olur. Klor iyonlarinin hiicre icine
hareketi hicre membraninda hiperpolarizasyona ve ndéronal uyarimanin
inhibisyonuna neden olur. Tek basina benzodiazepinin reseptére baglanmasi klor
kanalinin  acilmasini  saglamaz. Kanali acan GABA baglanma bdlgesinin

aktivasyonudur. Benzodiazepinler, benzodiazepin baglanma boélgesine baglanarak
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kanalin acilma frekans ve zamanini modiile ederler. Benzodiazepin bdlgesine
baglanarak etki gosteren ligandlara bu nedenle allosterik modiilatorler denilmektedir

(30, 39).

0%

. GABA baglanma bolgesi

O Benzodiazepin baglanma bolgesi
Sekil 2.1. GABAa reseptorinin sematik gosterimi (30)

Benzodiazepinlerin anksiyolitik etkilerinin yaninda sedatif, kas gevsetici ve
antikoviilsan etkileri vardir. Benzodiazepinlerin sebep oldugu bu farkh etkiler, GABAa
reseptorlerinde aktive ettigi a alt birimi ile iliskili olabilir. Klasik benzodiazepinler alti
farkli a alt biriminden al, a2, a3 ve a5’e baglanabilirken a4 ve a6 alt birimlerine
baglanamamaktadir. y alt birimlerinden tipik olarak y2 alt birimine baglanirlar. Fareler
Uzerinde gerceklestirilen calismalarda al alt biriminin sedatif, anterograd amnezik ve
kismen antikonviilsan etkilerin ortaya cikmasinda rolli oldugu anlasilmistir. Ayrica
bagimhlik yapan etkiden de sorumlu olabilir. Anksiyolitik ve kas gevsetici etkilere a2
alt birimi aracilik etmektedir. a3 ve a5 alt birimlerinin yine kas gevsetici etkide roli
oldugu gozlenmistir. Bu bilgiler 1siginda sedatif etkisi olmayan anksiyolitik bir ajan a2
iceren reseptorlere afinite gosterirken al iceren reseptorlere etki etmemelidir. Bu
amaca yonelik gelistirilen molekillerden L-838,417, olumsuz farmakokinetik
Ozellikleri nedeniyle ileri galismalara alinamamistir. TPA023 galismalari molekdliin
katarakta sebep olmasi nedeniyle sonlandiriimistir. Osinaplon (ocinaplon) ise faz IlI
¢alismalarinda izlenen hepatotoksik etkisi nedeniyle sonraki faz c¢alismalarina

alinamamistir (30, 39).
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Serotonin (5-HT)

Merkezi sinir sisteminde dorsal rafe (raphe) cekirdekleri tarafindan salinimi
kontrol edilir. 5-HT reseptorlerinin pek ¢ok ¢esidi bulunmaktadir. Bunlar arasinda 5-
HTia ve 5-HT2a anksiyete ile iliskilendirilmistir. 5-HTia reseptorleri korteks,
hipokamps, amigdala, periakuaduktal gri madde ve dorsal rafe cekirdeklerinde ¢ok
miktarda bulunur (31).

Calismalar, cesitli stres faktorlerine maruz birakilan deney hayvanlarinin
medial prefrontal korteks, niikleus akumbens, amigdala ve lateral hipotalamuslarinda
5-HT donglisiinlin arttigini gostermistir. Stres, uyardigi 5-HT reseptori tipine bagl
olarak hem anksiyojenik hem de anksiyolitik 5-HT doéngilerini aktive edebilir.
Amigdalaya 5-HT enjekte edilmesi anksiyojenik etki yaratirken periakuaduktal gri
maddeye 5-HT enjeksiyonu anksiyolitik etki gostermektedir. Ayrica hipokampdusteki
5-HT,a reseptorlerinin  uyarilmasinin  anksiyojenik, 5-HTia reseptorlerinin
uyarilmasinin anksiyolitik etkili oldugu 6ne strilmistir (40).

Yapilan galismalarda 5-HT1a reseptori olmayan kemirgenlerin kaygi diizeyinin
daha yliksek oldugu izlenmistir. Tam tersine 5-HT1a reseptor ekspresyonu daha fazla
olan farelerde anksiyete seviyesinin disiik oldugu gorilmustir. Panik bozuklugu ve
sosyal anksiyete bozuklugu olan hastalarla yapilan nérogoriintiileme calismalarinda
5-HTia reseptér yogunlugunun azaldigi rapor edilmistir. Farkli anksiyete
bozukluklarinda farkli beyin bélgelerindeki, farkli 5-HT reseptérlerinin gorevli oldugu
dislintlmektedir (31).

5-HT1a reseptorleri G-protein kenetli inhibitor reseptorlerdir. Presinaptik
(otoreseptor) veya postsinaptik yerlesebilirler. Presinaptik otoreseptorler temel
olarak dorsal rafe ¢ekirdeginde bulunur. Otoreseptérler negatif geri bildirim yoluyla
5-HT salinmasini kontrol eder. Salinan 5-HT’nin presinaptik nérona geri alinmasinda
gorevli 5-HT tasiyicisi (5-HTT / SERT) da presinaptik membranda bulunmaktadir (30).
5-HTT ile yapilan genetik ¢alismalarda 5-HTT polimorfizminin iki kisa alelinin varligi

utangaclik, anksiyete ve depresyonla iliskilendirilmistir (30, 31).
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Hipotalamus - Hipofiz - Adrenal (HHA) Aksi

Stresli bir uyaranin algilanmasindan hemen sonra HHA aksi aktive olur.
Hipotalamustan salinan kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH), 6n hipofizden
adrenokortikotropik hormon (ACTH) salgilanmasini uyarir. ACTH da adrenal
korteksten kortizol salinimini uyarir (41). Kortizol; dikkatin artmasina, bellek
olusumuna, uyarilma ve uyaniklikta artisa neden olur. Hipokampts, amigdala ve
prefrontal korteks aktivitesini dlzenler (31). Kortizol, glukokortikoid ve
mineralokortikoid reseptorleri lizerinden etki eder. Bu reseptorler limbik sistemde
Ozellikle hipokampuiste yogun miktarda bulunur. Hipokampts, HHA aksinin negatif
geri bildiriminde gorevlidir (31, 41). Kortizol dlzeyinin uzun sireli yiksek
seyretmesinin bircok zararl etkisi vardir. Hipokampls bu zararli etkilere 6zellikle
hassastir. Uzun siire yuksek seyreden kortizol hipokampuste hiicresel hasara
dolayisiyla da bilis ve bellekte bozukluga neden olur. Yani kortizol akut streste hafiza
olusumunu desteklerken uzun siireli streste tam tersine, hafiza ve biliste bozulmalara
neden olur (31).

Anksiyete bozuklugu olan hastalar Ulzerinde yapilan calismalarda kortizol
diizeyinin panik bozuklugun siddetiyle orantili olabilecegi belirtilmistir. Yaygin
anksiyete bozuklugunda tikiirik ve plazmadaki kortizol diizeyleri daha yiksek
bulunmustur. Oriimcek fobisi olan hastalara uygulanan oral kortizol tedavisi ise

maruz birakmaya dayal grup terapisinin basarisini artirmistir (31).

Kortikotropin Serbestlestirici Hormon (CRH)

CRH hipotalamus disinda; prefrontal korteks, singulat korteks, amigdala,
BNST, periakuaduktal gri madde ve niikleus akumbens gibi bircok anatomik bolgeden
salgilanabilir (31). Bu kisimda HHA aksinin disindaki etkileri ele alinmistir.

Erken yaslarda stres yasayan primatlarda beyin omurilik sivisindaki CRH
miktari daha yiksek izlenmistir. Yasamin erken doneminde asiri CRH’ye maruz kalmak

ileri yasta hipokampal hasara neden olabilmektedir (31).
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CRH’nin G-protein kenetli iki farkh reseptori tanimlanmistir. CRH-1
reseptoriniin uyarilmasi anksiyeteyi artirici etki gosterirken CRH-2 reseptorinin
uyarilmasi anksiyolitik etki géstermektedir. CRH-1 ve CRH-2 reseptorlerinin baskin
oldugu santral sinir sistemi bolgeleri farkhlik gostermektedir (31, 41). CRH-1
reseptoriniin anksiyojenik etkisine binaen CRH-1 antagonistleri gelistirilmis ancak

klinik deneylerde etkinlik gosterememislerdir (31).

Diger Nérokimyasallar

Dopamin strese yanit olarak salinan bir katekolamindir. Amigdala, nikleus
akumbens ve medial prefrontal korteks gibi bircok beyin boélgesinden salinir (31). Kisa
sireli ve dustk siddetli stresler ilk 6nce medial prefrontal kortekste dopamin
salinimini ve donglsinld artirir. Stresin siuresi ve siddeti arttiginda sirasiyla
mezolimbik ve nigrostriatal sistemde dopamin aktivasyonu izlenir. insan anksiyete
bozukluklarinin patofizyolojisinde dopaminin roliini arastiran az sayida c¢alisma
vardir. Anksiyete siddeti yliksek ve sik panik atak geciren panik bozukluk hastalarinin
plazmalarinda, dopamin metaboliti olan homovanilik asit dlzeyleri ylksek
bulunmustur (31, 40). Sosyal anksiyete bozukluklarinda dopamin tasiyicisi ve D;
reseptor yogunlugunda azalma bildirilmistir (31).

Glutamat santral sinir sisteminin temel eksitator nérotransmitteridir (31, 42).
GABA’niIn inhibitor etkisi ile glutamatin eksitator etkisi arasindaki dengenin glutamat
lehine kaymasi anksiyeteye neden olabilir (31). Glutamat etkisini iyonotropik ve
metabotropik reseptorleri Gzerinden gostermektedir. N-metil-D-aspartat (NMDA), a-
amino-3-hidroksi-5-metilizoksazol-4-propiyonik asit (AMPA) ve kainat reseptorleri
glutamatin iyonotropik reseptérleridir. Panik egilimli siganlarin hipotalamusuna
enjekte edilen NMDA antagonisti MK-801, panik benzeri davranislari engellemistir.
Bir baska NMDA antagonisti ketaminin ise anksiyete bozukluklari Gzerine etkisini
degerlendiren vyeterli ¢alisma bulunmamaktadir. NMDA reseptérinin parsiyel
agonisti D-sikloserin, saglkh gondillilerde stresi azaltip 6grenmeyi kolaylastirmistir

(31).
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Metabotropik glutamat reseptorleri G-protein kenetlidir (31, 42). Bu
reseptorlerin sekiz alt ¢esidi vardir ve U¢ grup altinda toplanir. Grup I'de, genelde
postsinaptik yerlesimli mGlul ve mGlu5 bulunur. Grup II'de, genelde presinaptik
yerlesimli mGlu2 ve mGlu3 yer almaktadir. Grup lll'te ise genelde presinaptik
yerlesimli mGlu4, mGlu6, mGlu7 ve mGlu8 bulunmaktadir. Presinaptik yerlesimli grup
Il reseptorleri negatif geri besleme yoluyla glutamatin salinimi azaltirlar. mGlu2/3
reseptdr agonistlerinin bu yolla anksiyolitik etki gosterebilecegi distinilmustir (42).
Bu amacla gelistirilen eglumetad (LY354740) ve onun on ilaci talaglumetad
(LY544344), yaygin anksiyete bozuklugu olan hastalarda plasebodan daha etkili
bulunmustur. Ancak preklinik ¢alismalarda molekiliin konvilsiyona sebep oldugu
anlasilinca calismalar durdurulmustur (43).

Kolesistokinin (CCK) anksiyojenik o6zellik gosteren bir néropeptittir. Sahip
oldugu amino asit sayisina gore cesitli formlarda bulunur. CCK tetrapeptit (CCK-4)
anksiyojenik 6zelligi nedeniyle 6zellikle Gnemlidir. Beyinde yogun olarak bulundugu
bolgeler arasinda serebral korteks, amigdala, hipokampls, kaudat cekirdek,
putamen, periakuaduktal gri madde, substantia nigra ve rafe cekirdekleri bulunur.
Kolesistokinin reseptorlerinin CCK-A ve CCK-B olmak Uzere iki alt tipi vardir. CCK-4,
CCK-B reseptor agonistidir. Hem hayvan hem de insan calismalarinda
anksiyojenik/panikojenik etkisi gésterilmistir. Bu da anksiyolitik ilag gelistiriimesinde
CCK-B reseptor antagonistlerinin arastirilmasinin 6nini acmistir (31, 40). Klinik
calismalarda CCK-B antagonisti olan Cl-988, plasebodan daha Ustiin bir anksiyolitik
etki gosterememistir (31, 40, 44).

Oksitosin hipotalamusun paraventrikiiler ve supraoptik cekirdeklerinde
sentezlenir. Néronlardan salinabildigi gibi arka hipofiz araciligiyla kan dolasimina da
salinir. Anksiyolitik etkileri ilk olarak kemirgenler tizerinde gdsterilmistir. insanlarda
gerceklestirilen calismalar, intranazal oksitosin uygulamasinin olumlu sosyal
davranislarda artis sagladigini gostermistir (31). Saglikh gondllilere intranazal

oksitosin uygulandiginda amigdalanin korkulu yizlere karsi aktivasyonunda azalma
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gdzlenmistir (31, 44). intranazal oksitosinin sosyal anksiyete bozuklugu olan
hastalarda sosyal kaygiy azalttigi yoniinde kanitlar bulunmaktadir (31).

Noropeptit Y beyinde lokus seruleus, hipotalamus, periakuaduktal gri
maddede yogun; hipokampis, amigdala ve beyin sapinda orta miktarda bulunur.
Kemirgenlerde yapilan galismalarla néropeptit Y’'nin anksiyolitik etkisine dair ¢okga
kanit elde edilmistir (31, 40). Askeri tatbikatlarda, noéropeptit Y dlzeyi yuksek
olanlarin stres direnglerinin de yiiksek oldugu tespit edilmistir (40). Noropeptit Y’'nin
anksiyete bozuklugu olan hastalar Uzerindeki tedavi edici etkisi hakkinda yeterli
¢alisma bulunmamaktadir (31).

Yukarida bahsedilenler disinda vazopressin, galanin, endokannabinoid
sistem ve norosteroidlerin de anksiyete fizyopatolojisinde rol aldigini gbsteren

calismalar mevcuttur (31).

2.3. Anksiyete Arastirmalarinda Hayvan Modeli Kullanimi

Hayvan modellerinin insan psikolojisini ne kadar iyi yansitabildigi tartismalidir.
Bulgularin tirler arasi terclimesi yapilmalidir. Bu terciime ne kadar dogruysa hayvan
modellerinin insan psikolojisini yansitmasi da o denli basarili olacaktir (45).

Hayvan modellerinde kemirgenler ve insan olmayan primatlar siklikla
kullanihir. Hem kemirgenlerde hem de insan olmayan primatlarda, tire 0zgi
davranislarla ifade edilen korku, panik, anksiyete, motivasyon, dirtisellik, 6grenme,
dikkat etme ve hatirlama gibi insanlarla ortak psikolojik siirecler gbzlemlenebilir. Bu
fonksiyonel benzerliklere ek olarak énemli biyolojik benzerlikler de vardir. Ozellikle
subkortikal yapilar olmak lzere beynin anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal dizayni
insanlarla bu tirler arasinda oldukga benzerlik gostermektedir (45).

Benzerliklerine ragmen insanlari bahsi gegen tirlerden ayiran onemli
farkhhklar vardir. insanlar soyut diisiinme yetenegine sahiptir. Ayrica 6z yansitma
(self-reflection) olarak adlandirilan kendi davranis ve diistinceleri tGzerinde disiinme
ve degerlendirme yetisi vardir. Yine dil yetisinin gelismis olmasi insanlarin kompleks

iletisim kurmasina olanak saglar. Bu islevsel farkliliklarin yaninda yapisal farkhhklar da
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dnemlidir. insanlar daha gelismis bir beyin korteksine sahiptir. Ozellikle daha gelismis

bir prefrontal kortekse sahip olmalari psikolojik acidan énemli bir fark yaratmaktadir.

Bircok ortak gene sahip bu tirlerin farkli olmalarina neden olan bir baska énemli

faktor de gen ekspresyonu diizeyindeki farkliliklardir (45).

Bu farkhliklar goz oniinde bulunduruldugunda hayvanlarin bitin bir insan
psikiyatrik bozuklugunu modelleyemeyecegi, hayvan modellerinin ancak belirli bazi
semptomlari temsil edebilecegi 6ne siirilmistir (45, 46). Anksiyete; insanda bilissel,
fizyolojik ve davranissal tepkilere neden olur. Hayvanlar fizyolojik (kalp atiminin hizi,
kan basinci, vicut sicakhgr vb.) ve davranigssal tepkilerin modellenmesinde
kullanilabilirken bilissel tepkilerin modellenmesinde yetersiz kalacaklardir. Bilissel
tepkiler (6rnegin; panik bozukluktaki “kontroli kaybetme ve delirme korkusu”, sosyal
fobideki “reddedilme, utanc verici sekilde davranma korkusu”) cogunlukla 6z bildirim
(self-report) ile ifade edilir; bu nedenle hayvanlarda 6lctilmesi ve modellenmesi su an
icin imkansiz gériinmektedir (46, 47).

Hayvan modelleri, insan psikiyatrik bozukluklarinin c¢esitli 6zelliklerini
hayvanlar (zerinde gosterebilmeyi amaclar. Bu Ozellikler hayvan modelinin
gecerliligini degerlendirmek icin kullanilan kriterleri olustururlar (41, 45, 46):

e Goriiniis gecerliligi (Face validity): Hayvanlarda gozlenen davranissal ve fizyolojik
degisikliklerin, modellenmesi amacglanan insan davranis ve fizyolojik
degisikliklerine ne derece benzedigini ifade eder.

e Yapi gecgerliligi (Construct validity): Hayvan modelinin, altta yatan biyoloji
(etiyoloji) acisindan insan psikiyatrik bozuklugu etiyolojisine benzerligini ifade
eder.

e Tahmin edici gegerlilik (Predictive validity): Klinik olarak etkili terapotiklere
hayvan modelinde de cevap alinmasi veya klinik olarak semptoma yol agan
ajanlarin hayvan modelinde de semptom olusturmasini ifade eder.

Hayvan modeli seciminde bu gecerlilik unsurlarinin géz 6nilinde bulundurulmasi

gerekir.
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2.4. Deney Hayvanlarinda Siklikla Kullanilan Anksiyete Modelleri

Hayvanlarda anksiyete benzeri davranislari degerlendirmek icin bircok farkh
model gelistiriimistir. Pek ¢ok model, yaklasma ve kaginma ikilemini kullanarak
hayvanlardaki anksiyete benzeri davranislari degerlendirir. Girisimde bulunma ve
kesfetme davraniglarindaki azalma veya kaginma davraniglarindaki artis anksiyete ile
iliskilendirilir. Hayvanlardaki kaginma davranisi kosulsuz tetiklenebilecegi gibi bir
kosula (6dlil veya ceza uygulamalariyla) bagh da tetiklenebilir. Anksiyete modelleri,
tercih edilen tetikleyiciye gore kosulsuz ve kosullu anksiyete modelleri olarak

siniflandirtlir (45, 48, 49).

2.4.1. Kosulsuz Anksiyete Modelleri

Kemirgenler, avcilardan saklanabilecekleri karanlik ve kapali ortamlari tercih
ederler. Avcilar tarafindan fark edilme riskinin arttigi acik, aydinlik ve yiksek
yerlerden kaginirlar. Ayrica kemirgenlerde yeni nesneleri ve yeni yerleri kesfetme
icglidist vardir. Acik, yliksek ve aydinlik ortamlardan faydalanarak hayvanlarin
kesfetme ve kagcinma davranislarini degerlendirmeye calisan anksiyete modelleri
kosulsuz anksiyete modellerini olusturur. Bu sinifta acik alan testi, ytkseltilmis arti
labirent testi ve aydinlk/karanhk kutu testi gibi sik¢ca kullanilan modeller bulunur.
Bunlar disinda delikli levha testi, sosyal etkilesim testi, hiponeofaji ve merdiven testi

gibi daha az bilinen modeller de vardir (48, 49).

Acik Alan Testi

Kagmanin mimkin olmayacagi yuksek duvarlarla cevrelenmis, Gstli acik,
aydinlik bir ortamda hayvanin davranislari degerlendirilir (Sekil 2.2.). Degisik
versiyonlari olmakla birlikte genelde tabani kare seklinde olan modeller kullanihr.
Kemirgenler boyle bir ortamda tehlikeden kaginma ve yeni ortami kesfetme
ikileminde kalacaklardir. Acik ve aydinlik alandan sakinan kemirgenler, viicutlarini yan

ylzeylere yakin tutmak isteyeceklerdir. Bu davranis tigmotaksis olarak adlandirilir.
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Buna karsilik kesfetme icglidiist ile hayvanlar, alanin merkezini de incelemek
isteyecektir. Anksiyete seviyesi diislik hayvanlar alanin merkezinde daha fazla vakit
gecireceklerdir. Tam tersine anksiyete seviyesi yliksek hayvanlarda tigmotaksis sliresi
artacaktir (48, 49). Merkez alani belirlemek icin taban 25 esit kareye bollnir.
Ortadaki 9 kare alanin merkezini olusturur. Hayvanin kenardaki 16 kare iginde

bulunmasi tigmotaksis olarak kaydedilir (50, 51).

www.BANDICAM . com

Sekil 2.2. Acik alan testi

Tigmotaksis ve merkezde gecirilen siire disinda defekasyon sayisi, timarlanma
aktivitesi (kendini temizlemesi, kendine bakim yapmasi) ve sahlanma (arka ayaklari
Uzerinde durma) sayisi da hayvanin anksiyete seviyesi hakkinda bilgiler vermektedir
(48, 49, 52). Defekasyon sayisinin artisi, artmis anksiyete durumuile iliskilidir (52, 53).
Timarlanma davranisinin sayl ve siresindeki artis, anksiyete seviyesinin yliksek
oldugunu gosterir (54). Kesif davranislarindan olan sahlanma davranisindaki artis,
azalmis anksiyetenin gostergesidir (48, 53, 55). Acik alan testi lokomotor aktiviteyi
degerlendirmek icin de kullanilabilir. Bu durumda daha kicik ebattaki modeller
kullanilabilirken anksiyete benzeri davranislarin degerlendirilmesi icin daha genis
alana sahip aparatlar kullanilmahdir. Testin siliresi lokomotor aktivitenin
degerlendirilmesi icin 30 dakikaya uzatilabilir. Ancak anksiyete benzeri davranislari

degerlendirmek igin testin sliresi 5 dakika ile sinirhdir (56).
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Yiikseltilmis Arti Labirent Testi

Birbirleri ile dik kesisen dort koldan olusan aparatin karsilikhi duran iki kolu
acik, diger iki kolu ise U¢ taraftan yliksek duvarlarla kapalidir (Sekil 2.3.). Diizenek
yerden belirli bir yikseklikte bulunur. Hayvan, yizi acik kollardan birisine bakacak
sekilde kesisme noktasina konulur. Hayvanin acik ve kapali kollara giris sayisi ile bu
kollarda gecirdigi stire hesaplanir. Kemirgenler tehlikeden sakinmak icin kapal kollari
tercih ederken, vyeni alanlari kesfetme icglidiisii hayvanlari acik kollara
yonlendirecektir. Anksiyete seviyesi disik hayvanlarin agik kola giris sayisi ve agik
kolda gecirdikleri slire daha yliksek olacaktir. Test 5 dakika slireyle uygulanir (48, 49,
52).

www. BANDICAM com

Sekil 2.3. Yukseltilmis arti labirent
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Aydinhk/Karanlik Kutu Testi

Aparat, bir gecis kapisiyla birbirine baglanan aydinlik ve karanlik iki b6lmeden
olusur (Sekil 2.4.). Bolmelerin ve gecis kapisinin boyutlari degisiklik gosterebilir.
Kemirgenler daha korunakli olan karanlik alan ile kesfetmek istedikleri aydinlk alan
arasinda ikilemde kalirlar. Aydinlik alana gegis sayisinin ve aydinlik alanda gegirdikleri

slrenin artisi, distk anksiyete seviyesi ile iliskilidir. Testin stiresi 5 dakikadir (48, 49).

Sekil 2.4. Aydinlik/karanlik kutu testi

2.4.2. Kosullu Anksiyete Modelleri

Kosullu anksiyete modellerinde de yaklasma-kacinma ikilemi kullanilir. Ancak
burada kacinma davranisi dogal yollarla degil elektrik soku gibi ceza uygulamalari ile
tetiklenir. Vogel zitlasma testi, Geller-Seifter zitlasma testi ve sok probu gémme

testleri bu grupta siklikla kullanilan modellerdir (45, 48, 49).
Vogel Zitlagma Testi

Susuz birakilan hayvanlara su ictikleri sirada elektrik soku uygulanir. Hayvanin
su icme davranisi ile soktan kacinma davranisi 5 dakika boyunca degerlendirilir.
Anksiyete dizeyi dislik hayvanlarda; soka ragmen su icme davranisi daha cok

tekrarlanir, uygulanan sok sayisi artar (48, 49).
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Geller-Seifter Zitlagsma Testi

Alistirma asamasinda bir sire a¢ birakilan hayvanlar, pedala bastiklarinda
besinle édillendirilir. Bu protokol tekrar tekrar uygulanarak hayvana 6gretilir. Test
asamasinda sirasiyla cezasiz donem ve cezalandirma donemi olmak tzere iki donem
vardir. Cezasiz donemde hayvan pedala bastiginda elektrik soku veriimeden sadece
oddl verilir. Cezalandirma déneminde hayvanlar pedala bastiklarinda édille birlikte
elektrik soku verilir. Anksiyete seviyesi diisiik hayvanlarda cezalandirma doneminde

pedala basis sayisinda artis izlenmektedir (48, 49).

Sok Probu Gomme Testi (Savunma Amacgl Gomme Testi)

Kemirgenler tehdit olarak gordiikleri nesneleri altlik malzemeleri ile gdmme
davranisinda bulunur. Bu testte hayvanin bulundugu kafesin duvarina elektrik soku
veren bir prob yerlestirilir. Proba temas sonrasi elektrik sokuna maruz kalan hayvan
probu althk malzemesiyle gdmmeye calisir. Hayvanin proba temas sayisi, gdmme
davraniginin siiresi, sok sonrasi sergilenen donma davranislari kaydedilir. Anksiyete
diizeyi yuksek hayvanlarda gémme davranisinin siiresi daha uzundur. Test siresi

probla ilk temas sonrasi 15 dakikadir (49, 57).

2.5. Salvia (Ada gayi) Tirlerinin Anksiyolitik Etkisi ve Salvia heldreichiana

Salvia cinsi, Lamiaceae ailesinin en genis lyesidir. Dlinyada Salvia cinsine ait
yaklasik 980 tir tanimlanmistir (58, 59). Bu tirlerden bazilarinin anksiyolitik etkili
olabilecegini gosteren calismalar Tablo 2.1.’de 6zetlenmistir.

Ulkemizde 100’den fazla Salvia tiirii vardir ve bunlarin yarisi endemiktir (60).
Salvia heldreichiana Boiss. ex Bentham Tirkiye icin endemik bir tlirdir (61-63). Kisa
boylu, cali seklinde dallanmis, cok yillik bir bitkidir. Ortalama 25-50 cm olan bitki boyu
1.5 m’yi bulabilir. Geng siirglinler dik, yaprakli, sapli ve sapsiz salgi tiylidur. Yapraklari
oval-eliptik olup cok sayida sapli ve sapsiz salg tiyleri vardir. Cicekleri mavi mor

renklidir (Sekil 2.5.). Haziran ve temmuz ve agustos aylarinda cicek acar. Dogu ve Orta
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Akdeniz bolgesinde yayilis gdstermektedir. Ozellikle Isparta, Konya, Karaman, Adana
ve Nigde cevresinde gorilebilmektedir (64, 65). Zarar gorebilir (Vulnerable - VU)

tehlike kategorisinde yer almaktadir (65, 66).

Tablo 2.1. Cesitli Salvia tirlerinin anksiyolitik 6zelligini arastiran calismalar

Salvia tiirii Oziit Tiir / Cinsiyet Doz / Uygulama yolu Sonug Kaynak

S. miltiorrhiza uy SD sigan, E 100/200 mg/kg, p.o. ABD'de (11)

azalma
ABD’d
S. miltiorrhiza EEks ICR fare, E 100 mg/kg, p.o. : ()
azalma
-~ . ABD’de (12)
S. miltiorrhiza ~ EEks W sigan, E 100 mg/kg, p.o. azalma
o _ ABD’de (13)
S. officinalis MEks SDsigan, E 50 mg/kg, i.p. azalma
o insan, K 100 mg tablet, p.o. Anks.’de (14)
S. officinalis Eks PostM 3x1, 3 ay azalma
o insan, K+E . Anks.’de (8)
S. officinalis KY Saglikli 300 mg kapsiil, p.o. azalma
_ ABD’de (10)
S. elegans HAEks  SDsigan, E 12,5 mg/kg, i.p. azalma
125, 250, 500, 1000 ve ~ ABD’de (9)
S. elegans HAEks ICR fare, E 2000 mg/kg, p.o. azalma
S. reuterana HAEks Fare, E >0, 100, .250 me/ke, ABD'de 7
i.p. azalma
Sukks SuEks 400 mg/kg i.p. ,
ABD
S. limbata HAEks  NMRI fare, E HAEks 25 mg/kg i.p. azalr:ae e
MEKs MEks 50 mg/kg i.p.

UY: Ugucu yag, EEks: Etanolli ekstre MEks: Metanolli ekstre SuEks: Sulu ekstre, HAEks: Hidroalkolik
ekstre KY: Kurutulmus yaprak SD: Sprague Dawley, ICR: Institute for Cancer Research, NMRI: Naval
Medical Research Institute, W: Wistar, E: Erkek, K: Kadin, PostM: Postmenapozal, p.o.: Per oral i.p.:
intraperitoneal, ABD: Anksiyete benzeri davranis, Anks.: Anksiyete

S. heldreichiana ugucu yaginin bilesenlerini inceleyen Basalma ve ark. (61) bu
tirde en fazla bulunan bilesenlerin sirasiyla a-pinen (% 13.35), spatulenol (% 4.17),
karyofilen oksit (% 4.14), a-kadinol (% 3.94), linalol (% 3.57) ve a-terpineol (% 3.56)
oldugunu tespit etmistir. Akin ve ark. (62) 2010 yilinda yayimlanan ¢alismalarinda ise

S. heldreichiana ugucu yaginda en fazla bulunan icerikleri linalol (% 9.4), a-pinen

(%5.6), 1,8-sineol (% 5.6), borneol (% 5.6), kripton (% 5.3), linalil asetat (% 4.9) ve a-
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terpineol (% 4.4) olarak siralamiglardir . Son olarak, Erdogan (67), yaptigI doktora tez
calismasinda S. heldreichiana ucucu yaginda en fazla B-pinen (% 33.73), kamfor (%
7.9), a-pinen (% 6.26), spatulenol (% 5.23) ve borneol (% 4.11) maddelerinin

bulundugunu belirtmistir.

Sekil 2.5. Salvia heldreichiana Boiss. ex Bentham

Calismalara gore S. heldreichiana ugucu yaginda en fazla miktarda bulundugu
belirtilen a-pinen, B-pinen ve linaloliin anksiyolitik ve antidepresan benzeri etkisine
dair kanitlar bulunmaktadir (3-6). Kasuya ve ark. (4) farelerle yaptiklari galismada a-
pinen inhalasyonundan 90 dakika sonra yikseltilmis arti labirent testinde acik kola
giris sayisi ve aglk kolda gegirilen siirede artis oldugunu bildirmislerdir. Linck ve
ark.nin (3) yaptiklari calismaya gore % 3’lik linalol inhalasyonu sonrasinda farelerin
aydinlik/karanhk kutu testinde aydinlik alanda kalma silireleri artmistir. Ayni
calismada % 1 linalol inhalasyonu sonrasinda farelerin sosyal etkilesim testinde sosyal
etkilesim sirelerinin arttigl tespit edilmistir. Guzman-Gutiérrez ve ark. (5) yaptiklari

calismada farelere linalol (100 mg/kg, i.p.) ve B-pinen (100 mg/kg, i.p.) uygulamis, her
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ikisinin de zorunlu yizme testinde hareketsiz kalinan slireyi azaltarak antidepresan
benzeri etki gosterdigi belirtilmistir. Weston-Green ve ark. (6) yayimladiklari
derlemede pinen, linalol ve bu monoterpenlerden zengin ugucu yaglarin anksiyolitik
ozelliklerini gosteren galismalari 6zetlemistir.

S. heldreichiana ugucu yagi icerdigi a-pinen, B-pinen, 1,8-sineol, kamfor,
karyofilen oksit, linalol ve borneol agisindan S. officinalis’e (68), S. elegans’a (69), S.
reuterana ve S. limbata’ya (70) benzerlik gostermektedir. Bu Salvia tirlerinin
anksiyolitik benzeri etki gosterdigine dair calismalara 6nceki sayfalarda (Bkz. Tablo

2.1.) deginilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullar

Calismada, Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari Sanayi ve Ticaret AS’den
temin edilen, toplam 48 adet, 6-7 haftalik, 200-300 gram agirligindaki Wistar albino
erkek siganlar kullanildi. Siganlar 35x56x19 cm (en, boy, ylkseklik) boyutlarindaki
kafeslerde, her kafeste 4 sican olacak sekilde yerlestirildi. Kafeslerde TAPVEI® marka,
titrek kavaktan (aspen) Uretilmis, 5x5x1 mm boyutlarindaki altlik malzeme kullanildi.
Sicanlar 12 saatlik aydinlik ve karanlik dongisiinde, 22 + 2°C sicaklikta, % 40-45 nem
orani olan odada tutuldu. Beslenmelerinde standart sican yemi (Bil-Yem) kullanildi.
Yem ve su (musluk suyu) kisitlamasi yapilmadi. Calisma igin Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan 22.01.2021 tarihli ve 2021/05-04 karar numarali

etik kurul onayi alindi.

3.2. Salvia heldreichiana Ugucu Yaginin Elde Edilmesi

Salvia heldreichiana bitkisi; T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Doga Koruma ve
Milli Parklar Genel Mudurlaginin izniyle (Bkz. EK 2), Karaman iline bagh Yesildere
Koyl’'niin 1300 m yikseklikteki yamacglarinda, giceklenme déneminde (Temmuz
2021) toplandi. Bitki numunelerinden hazirlanan herbaryum oOrnekleri, Ankara
Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Herbaryumu’na kaydedilip (AEF: 30892) dolaplara
yerlestirildi.

Ucucu yagin elde edilmesi icin bitkinin toprak Ustli kisimlarindan 6rnekler
alinip golgede kurutuldu. Kuruyan bitki 6rnekleri toz haline getirilip tartildi. Clavenger
cihaziile 150 gram bitki numunesinin 3 saat boyunca distilasyonu yapildi. Ugucu yag
verimi % 0,33 olarak hesaplandi. Elde edilen ugucu yaglar deney gliniine kadar, agz

kapali bir sekilde, +4°C’de saklandi.
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3.3. Kullanilan ilag ve Kimyasallar

Calismada pozitif kontrol grubuna anksiyolitik ve sedatif etkileri bilinen
diazepam (Diazem 5 mg kapsiil, Deva Holding AS) uygulandi. Coziicii olarak ise Tween

20 (Fisher BioReagents) kullanildi.

3.4. Deneyler

Calisma, S. heldreichiana ugucu yaginin tek doz uygulanmasinin etkilerini
inceleyen Deney 1 ve tekrarlayan dozda uygulanmasinin etkilerini inceleyen Deney

2’den olusmaktadir.

3.4.1. Deney 1: Tek Doz

Temin edilen 24 adet sican, ortalama agirliklari benzer olacak sekilde, her

grupta 8 hayvanin bulundugu (¢ gruba ayrilip kafeslere yerlestirildi.

1. Grup (Kontrol Grubu): Distile su ile hazirlanmis 0,85 pl/ml Tween 20 ¢ozeltisi; 1
kez, 10 ml/kg, oral gavajla

2. Grup (Diazepam Grubu - Pozitif Kontrol): 1,5 mg/kg diazepam; 0,85 pl/ml Tween
20 cozeltisi icinde, 1 kez, 10 ml/kg, oral gavajla

3. Grup (Salvia Grubu): 200 mg/kg S. heldreichiana ucucu yagi; 0,85 pl/ml Tween 20
cozeltisi icinde, 1 kez, 10 ml/kg, oral gavajla

* Tween, salin ve suyun davranissal fark olusturmadigini belirten ¢alismalar baz

alinarak kontrol grubunun Tween ¢6zeltisi olmasi kararlastirilmistir (71-73).

Deney Protokolii

Hayvanlar temin edildikten sonra adaptasyon saglamalari icin yedi giin
beklenildi. Her giin bir grup deneye alindi. Ardisik 3 deney giiniinde calisma
tamamlandi.

Deney giini sabah 08.00’de belirlenen gruptaki 8 sican tartildi. Agirliklarina

gore gerekli sollisyon miktari hesaplanip hazirlandi. Saat 09.00 civarinda oral gavaj
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uygulanmaya baslandi. Gavaj uygulamasi 5 dk. arayla gergeklestirildi. Birinci sican
gavaj uygulanmasindan 1 saat sonra acik alan testine sokuldu. Test 5 dk. sirdi.
Sonrasinda birinci sigan yukseltilmis arti labirent testine alinirken ikinci sigan agik alan
testine girdi. 5 dk. sliren testlerden sonra birinci sican rotarod testine, ikinci sican
ylkseltilmis arti labirent testine, liclinci sican acik alan testine alindi. Bu sekilde
birbirini izleyen 5 dakikalik periyotlarla istasyon degisimi saglandi (Sekil 3.1).
Boylelikle S. heldreichiana ugucu yaginin etkisi her hayvan icin benzer zamanlarda test
edilebildi. Testlerden sonra son istasyona gelen sicana anestezi (ketamin-ksilazin)
uygulandi. Anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edildi. Alinan kan
santrifiij edilip serum elde edildi. Beyin dokusu cikarildi. Sonrasinda bilateral
hipokampdis izole edildi. Serum ve hipokampiis dokusu daha sonra incelenmek lizere
-80°C buzdolabina kaldirildi. ilk hayvanin anestezisi ile sekizinci hayvanin dokularinin

-80°C buzdolabina kaldiriimasi yaklasik bir saat (11.00 - 12.00) strdd.

Sekil 3.1. Deney protokoliuindeki istasyonlar ve 5 dakikalik strelerle siganlarin

sonraki istasyona gegmesi
(AAT: Agik alan testi, YALT: Yukseltilmis arti labirent testi, RT: Rotarod testi, Anest.: Anestezi)
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Gavaj Uygulamasi

Gavaj uygulamasi icin 16 gauge’lik, egri uclu, paslanmaz metal kandl kullanildi.
Deneye alinacak gruptaki sicanlara 5 dk. ara ile gavaj uygulandi (Sekil 3.2). Gavaj
sonrasinda hayvanlarin solunumu, agri benzeri davranis sergileyip sergilemedikleri

takip edildi; hicbir hayvanda komplikasyon izlenmedi.

Sekil 3.2. Gavaj uygulamasi

Literatlirde S. heldreichiana ugucu yaginin siganlardaki farmakokinetik
ozelliklerini gosteren bir ¢alismaya rastlanmadi. Bu nedenle S. heldreichiana ugucu
yaginda en fazla bulundugu belirtilen linalol, a-pinen ve PB-pinen ile yapilmis
farmakokinetik calismalara basvuruldu. Shi ve ark. (74) yaptiklari ¢alismada oral
uygulanan linaloliin sican plazmasinda maksimum konsantrasyona ulasma siresini
(Tmax) 40 dk. olarak bulmustur. Baska bir ¢calismada oral uygulama sonrasi a-pinen
icin Tmax 2.33 saat (yaklasik 140 dk.) bulunmustur. Yine ayni ¢calismada borneol igin
Tmax 1.33 saat (yaklasik 80 dk.), 1,8-sineol icin Tmax 0.67 saat (yaklasik 40 dk.)
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hesaplanmistir (75). Bu veriler 1s18inda gavajdan 60 dk. sonra davranis testlerine

baslanmasi planlandi.

Acik Alan Testinin Uygulanmasi

Deney 100 x 100 x 50 cm (en, boy, yikseklik) boyutlarindaki diizenekte
gerceklestirdi. Dizenegin tabani ~ 400 liiksle aydinlatildi. Sessiz bir ortam saglandi.
Kare seklindeki taban 20 x 20 cm’lik 25 kiiglik kareye bolindd. Alanin ortasindaki 9
kare merkez kabul edildi. Sicanin kenardaki 16 karede bulunmasi ise tigmotaksis
kabul edildi. Sicanlar tam ortadaki kareye yerlestirildi (Sekil 3.3). Hayvanlarin alanda
5 dakika serbestce hareket etmelerine izin verildi. Alani yukaridan géren bir kamera
ile hareketleri kayit altina alindi. Denegin géremeyecegi uzaklikta bulunan gozlemci,
test sirecini bilgisayar Gzerinden es zamanli takip etti. Her testten sonra diizenek %70
etanol ile temizlendi. Test sonrasi sigan tekli kafesle yikseltilmis arti labirent testi

istasyonuna alindi.

100 cm

4

Sekil 3.3. Acik alan testinin tabani. Mavi alan merkez, kirmizi alan kenar bélge (50).

Test manuel degerlendirildi. Sicanin 4 ayaginin da merkezde veya kenarda
olmasi gozlemlendi. Merkezde gecirilen siire, merkeze giris sayisi, tigmotaksis siiresi,
tigmotaksis sayisi, sahlanma sayisi, timarlanma sayisi, timarlanma silresi ve

defekasyon sayisi degerlendirildi.
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Yiikseltilmis Arti Labirent Testinin Uygulanmasi

Pleksiglastan yapilmis, yerden 70 cm yliksekte, birbirleriyle dik kesisen, 50 cm
uzunluk, 10 cm genislik ve 40 cm ylkseklikteki (kapali kollarda) dort koldan olusan
dizenek kullanildi (Sekil 3.4). Dizenek koyu renkli, kalin bir perdeyle odanin
kalanindan izole edildi. Sessiz bir ortam saglandi. Sicanlar kollarin birlesim noktasina
ylzleri acik kola bakacak sekilde yerlestirildi. Hayvanlarin labirentte 5 dk. serbestce
hareket etmelerine izin verildi. Labirenti yukaridan goren bir kamera ile hareketleri
kayit altina alindi. Perdenin 6teki tarafindaki gozlemci test slirecini bilgisayarla es
zamanli takip etti. Labirent her testten sonra %70 etanol ile temizlendi. Test sonrasi

sican tekli kafesle rotarod testi istasyonuna alindi.

10cm

50cm

30cm

N =

Sekil 3.4. A: Yikseltilmis arti labirentin Gstten gorintsi
B: Calismada kullanilan yukseltilmis arti labirent
Kapali kollara giris sayisi, acik kollara giris sayisi, acik kollara giris ylizdesi*,
kapali kollarda gegirilen siire, agik kollarda gecirilen siire, agik kollarda gegirilen siire
ylzdesi** manuel degerlendirildi. Siganin 4 ayaginin da kollarin iginde olmasi kola

giris olarak sayildi.

Actk kollara giris sayist
* AKGY = = T 00
Actk kollara giris sayisi+Kapali kollara giris sayist
Actk kollarda gecgirilen stire
** AKGSY = : ges x 100

Actk kollarda gegirilen sire+Kapali kollarda gegirilen siire
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Rotarod Testinin Uygulanmasi

Deneyde 10 cm genislig§inde 4 bolme iceren (ayni anda 4 denek teste
alinabilir), kendi etrafinda dakikada 16 kez dénebilen, 8 cm ¢apindaki silindir cubuk
kullanilmistir (Sekil 3.5). Hayvanlar yiikseltilmis arti labirent testinden rotarod testi
istasyonuna geldiklerinde dinlenmeleri igin 1 dk. beklendi. Sonrasinda kuyruklarindan
tutularak donme yoniinin tersi yonde cubugun Uzerinde tutuldu. Ayaklari dénen
gubuga uyum sagladiginda siganlarin kuyruklari birakildi. Kronometre baslatildi.
Hayvan diisene kadar ya da diismezse 60 saniye boyunca ¢ubuk Gizerinde kaldi. Disen
ya da 60 saniyeyi tamamlayan hayvan tekrar kafesine alinip 1 dk. dinlendirildi. Bir
sican, 1 dakikalik dinlenme aralari ile toplamda 5 kez cubuk tizerine konuldu. ilk 2’si
alistirma, son 3’0 test asamasi olarak kabul edildi. Cubuk lzerinde diismeden test
asamalarini tamamlayan hayvan, en yliksek skor olan 180 puani (3 x 60 saniye) aldi.
Dizenekte kalma siresinin azalmasi motor koordinasyonda bozulmanin ve
sedasyonun gostergesi kabul edildi. Test sirasinda diizenegi karsidan goéren cep

telefonu kamerasiyla kayit alindi. Degerlendirme manuel gergeklestirildi.

Sekil 3.5. Rotarod testi
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Anestezi, Sakrifikasyon ve Dokularin Toplanmasi

Rotarod testi sonrasinda hayvanlara 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin
anestezisi intraperitoneal uygulandi. Anestezi derinligi parmak kistirma yaniti ile
degerlendirildi. Anestezi altindaki hayvandan intrakardiyak kan alindi, pihti
aktivatorld tuplere konulup 5000 rpm ile 10 dk. santriflij edildi. Serum kismi mikro
santriflij tlplerine aktarihp -80°C’de muhafaza edildi.

Sakrifikasyon sonrasinda hayvan dekapite edildi, kafatasi acilarak beyin
dokusu cikarildi. Bilateral hipokampilis dokusu Spijker (76)’in uyguladigi yontemle

eksize edilip (Sekil 3.6.) mikro santrifiij tlpleri icinde, -80°C’de muhafaza edildi.

Sekil 3.6. Hipokampisin cikarilmasi A: Serebellumu uzaklastirilmis beynin iki
hemisferi posteriordan ayrilir. B: Sag hemisfere posteriordan girince hipokampis
daha agik renkte, anteromedialde izlenir (sari ok) . C: Hipokamplis tzerindeki korteks
bilateral ¢ikarilir. D: Hipokamps arka-capraza siyrilarak eksize edilir.
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Hipokampiis Parametrelerinin Olgiimii

Homojenizasyon: Homojenizasyon islemi, Uretici firmanin enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) kitlerindeki talimatlar dogrultusunda yapildi. Oncelikle
hipokampiis dokulari tartildi (Mettler Toledo, AB204-S/FACT). Uzerine soguk fosfat
tamponlu salin (PBS-Phosphate Buffered Saline, pH:7.4) 1:9 oraninda (Doku agirhg
(g) : PBS (ml)) eklendi. Buz dolu bir kaba vyerlestirilen test tlipl icerisinde
homojenizatér (PRO Scientific Inc., PRO 200) ile homojenize edildi. ileri hiicre yikimi
icin ultrasonik homojenizatér (OMNI International Inc., Omni-Ruptor 4000) kullanildi.
Homojenat daha sonra santrifiij cihazinda (Kubota Corporation, Table Top
Refrigerated Centrifuge 5500) -4°C’de, 15000 x g’de 10 dk. santriflij edildi. Santrif(j
sonrasinda silipernatant kismi pipetle alinip calisilacak her bir kitin gerektirdigi
miktarda mikro santrifij tiplerine ayrildi.

Total Protein Tayini: Total protein miktarinin élgimiinde BCA test kiti (ABP
Biosciences) kullanildi. Kit, bikinkoninik asit (BCA) bazli olup total protein miktarini
kolorimetrik olarak belirler. Alkali ortamda proteinin, Cu*? iyonunu Cu*! iyonuna
indirgemesi prensibine dayanir. iki BCA bir Cu*! iyonu ile reaksiyona girer ve mor
renkli reaksiyon Urlni olusur. Bu reaksiyon triinii 562 nm dalga boyunda gticli bir
absorbans sergiler. Protein konsantrasyonlari, standart proteine (BSA - Sigir serum
alblimini) gére hesaplanir.

Deney sirecinde Uretici firmanin talimatlarina uyuldu. Steril, 96 kuyucuklu,
tabani diiz mikroplaka (Greiner Bio-One, Cellstar, 655180) kullanildi. ilk kuyucuklara
konsantrasyonlari bilinen standart proteinler konuldu. Diger kuyucuklara numuneler
yerlestirildi. A ve B reaktifleri uygun oranda karistirilarak calisma reaktifi elde edildi.
Kuyucuklara calisma reaktifi eklenip 37°C’de 30 dk. inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda mikroplaka okuyucuda (Allsheng, AMR-100) 570 nm dalga boyunda
absorbans degerleri 6lcildi.

Noradrenalin Miktarinin Belirlenmesi: Hipokamplisteki noradrenalin miktari,
sican noradrenalin ELISA kiti (Bioassay Technology Laboratory, EA0O041Ra, kompetitif)

ile 8l¢uldii. Uretici firmanin talimatlarina uyuldu. Antikorla kaplanmis mikroplakada
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onceden belirlenen kuyucuklara 50 pl standart ve numune eklendi. Sonrasinda
Uzerine 50 pL biyotinlenmis antijen eklendi. Kitin ¢alisma prensibi, numunedeki
antijenler ile biyotinlenmis antijenlerin antikora baglanmak icin rekabet etmesine
dayanmaktadir. 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda baglanmamis
antijenler yikanarak uzaklastirildi. Kuyucuklara 50 pl avidin-HRP (horseradish
peroksidaz) eklendi. ikinci kez inkiibe edildi (37°C’'de 60 dakika). Yikama islemi ile
baglanmamis avidin-HRP uzaklastirildi. Kuyucuklara 50’ser ul A ve B sollisyonu
konuldu. Karanhkta, 37°C'de, 10 dk. inkiibe edildi. Son olarak kuyucuklara 50 pl
durdurma solisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Bu asamada kuyucuktaki
rengin maviden sariya déndigi gozlendi. Absorbans degerleri mikroplaka okuyucu
(Allsheng, AMR-100) ile 450 nm’de olgildl. Renk yogunlugu 6rnekteki noradrenalin
miktari ile ters orantihdir. Sonuglar total protein normalizasyonu yapilarak ng/g
(noradrenalin/total protein) seklinde verilmistir.

Serotonin Miktarinin Belirlenmesi: Hipokampiusteki 5-HT miktari, sican
serotonin ELISA kiti (Bioassay Technology Laboratory, EO866Ra, sandvig) ile olcilda.
Uretici firmanin talimatlarina uyuldu. 5-HT antikoru ile kaplanmis mikroplakada
Onceden belirlenen kuyucuklara 50 ul standart ve 40 pl numune eklendi.
Numunelerin Gzerine 10 pl 5-HT antikoru konuldu. 50 ul streptavidin-HRP eklenip
37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra baglanmamis streptavidin-HRP
yikama islemi ile uzaklastirildi. Kuyucuklara 50’ser ul A ve B sollisyonu konuldu.
Karanlikta, 37°C'de, 10 dk. inkiibe edildi. Son olarak kuyucuklara 50 pl durdurma
sollisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Bu asamada kuyucuktaki rengin maviden
sarlya dondugi gozlendi. Absorbans degerleri mikroplaka okuyucu (Allsheng, AMR-
100) ile 450 nm’de Olgildi. Absorbans degerleri 5-HT miktari ile dogru orantilidir.
Sonuglar, total protein normalizasyonu yapilarak ng/mg (5-HT/total protein) seklinde
verilmistir.

GABA Miktarinin Belirlenmesi: Hipokampusteki GABA miktari, sican GABA
ELISA kiti (Bioassay Technology Laboratory, E0102Ra, sandvic) ile dlcuildii. Uretici

firmanin talimatlarina uyuldu. GABA antikoru ile kaplanmis mikroplakada 6nceden
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belirlenen kuyucuklara 50 pl standart ve 40 pl numune eklendi. Numunelerin lizerine
10 pl GABA antikoru konuldu. 50 pl streptavidin-HRP eklenip 37°C’'de 60 dakika
inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra baglanmamis streptavidin-HRP yikama islemi ile
uzaklastirildi. Kuyucuklara 50’ser pl A ve B soliisyonu konuldu. Karanlkta, 37°C'de, 10
dk. inkibe edildi. Son olarak kuyucuklara 50 ul durdurma sollisyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu. Bu asamada kuyucuktaki rengin maviden sariya dondigi
gozlendi. Absorbans degerleri mikroplaka okuyucu (Allsheng, AMR-100) ile 450
nm’de 6lcildl. Absorbans degerleri GABA miktari ile dogru orantilidir. Sonuglar, total

protein normalizasyonu yapilarak nmol/g (GABA/total protein) seklinde verilmistir.

Serum Parametrelerinin Olgiimii

Kortizol dlizeyleri sigan ELISA kitiyle; ALT, AST, kreatinin, tre ve BUN diizeyleri
ise biyokimya analizorii (Mindray, BS-400) ile kolorimetrik yontemle olg¢ildi. Serum
parametreleri, hizmet alimi kapsaminda, CE ve ISO kalite belgelerine sahip 6zel bir
laboratuvar tarafindan calisildi.

Kortizol diizeyinin Olgciimiinde sican kortizol ELISA kiti (Bioassay Technology
Laboratory, E0828Ra) kullanildi. Olgiim siirecinde Uretici firmanin protokolii izlendi.
Kitin icinden cikan mikroplaka, kortizol antikoru ile énceden kaplanmisti. Uzerine
serum eklendiginde serumdaki kortizol kuyucuklardaki kaplanmis antikorlara
baglandi. Sonrasinda eklenen biotinlenmis kortizol antikoru da serumdaki kortizole
baglandi (sandvi¢). Daha sonra streptavidin-HRP eklendi. Streptavidin-HRP,
biotinlenmis kortizol antikoruna baglandi. inkiibasyon sonrasinda baglanmamis
streptavidin-HRP, otomatik mikroplaka vyikayici (BioTek, ELx50) ile yikanarak
uzaklastirildi. Substrat soliisyonu eklendi. Substrat soliisyonunun eklenmesi kortizol
miktariyla orantili olarak renk olusmasini sagladi. Asidik durdurma sollsyonu eklenip
reaksiyon durduruldu. Mikroplaka okuyucu (BioTek, ELx800) ile 450 nm dalga

boyunda absorbans degerleri dlglldd.
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3.4.2. Deney 2: Tekrarlayan Doz

Deney 2 icin de 24 adet sican temin edildi. Ortalama agirliklari benzer olacak

sekilde, her grupta 8 hayvanin bulundugu Ug¢ gruba ayrilip kafeslere yerlestirildi.

4. Grup (Kontrol): Distile su ile hazirlanmis 0,85 pl/ml Tween 20 ¢6zeltisi; ardisik 5
gun, gtinde 1 kez, 10 ml/kg

5. Grup (Diazepam Grubu - Pozitif Kontrol): 1,5 mg/kg diazepam; 0,85 ul/ml Tween
20 cozeltisi icinde, ardisik 5 gin, gtinde 1 kez, 10 ml/kg

6. Grup (Salvia Grubu): 200 mg/kg S. heldreichiana ugucu yagi; 0,85 pl/ml Tween 20
cozeltisi icinde, ardisik 5 giin, glinde 1 kez, 10 ml/kg

* Tween, salin ve suyun davranissal fark olusturmadigini belirten calismalar baz

alinarak kontrol grubunun Tween ¢ozeltisi olmasi kararlastirilmistir (71-73).
Deney Protokolii

Hayvanlar temin edildikten sonra uyum saglamalari icin yedi giin beklenildi.
Adaptasyon sirecinden sonra 5 giin boyunca, sabah 09.00-10.00 saatleri arasinda
gavaj islemi uygulandi. Literatlirde Salvia ugucu yaglarinin tekrarlayan dozdaki
anksiyolitik etkisini arastiran bir calismaya rastlanmadi. Perry ve ark. (77) yaptiklari
calisma ile Salvia lavandulaefolia ugucu yaginin 5 giin, giinde 1 kez, oral yolla
verilmesinin bazi beyin bdlgelerine etki ettigini gostermesi lzerine 5 glnlik gavaj
uygulanmasina karar verildi. 5. glin gavaj isleminden 60 dk. sonra davranis

deneylerine gecildi (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Deney 2'nin uygulanma semasi

l.giin 2.gin 3.gin 4.gin 5.gilin 6.glin 7.giin

Diazepam G G G G G+D+S
Salvia A G G G G G+D+S
Kontrol A A G G G G G+D+S

(A: Adaptasyon, G: Gavaj, D: Davranis deneyleri, S: Sakrifikasyon)
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Hayvanlar gavaj 6ncesinde tartildi. Soliisyonlar Deney 1’de acgiklandigi sekilde
hayvanlarin agirliklarina gore ginlik hazirlandi. Egri uglu, paslanmaz metal kanil (16
gauge) kullanildi. Her sicandan sonra 5 dk. ara verilerek siradaki sicana gecildi.
Sicanlar gavajdan 60 dk. sonra davranis testlerine alindi. Yaklasik 5 dk. aralklarla
istasyon degistirdiler (Bkz. Sekil 3.1). Anestezi uygulanmasinda, sakrifikasyonda,
dokularin toplanmasinda, hipokamplis ve serum parametrelerinin 6l¢lilmesinde

Deney 1’de agiklanan yontem, malzeme ve aletler kullanildi.

3.5. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesinde IBM SPSS 25 programi
kullanildi. Deney 1 ve Deney 2’deki gruplar kendi icinde karsilastirildi. ikiden fazla
sayisal grup iceren verilerin dagilimi, normal dagilima uygun olmadigi icin gruplar
arasindaki farkhlik Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Fark bulunan degiskenlerde
farkhligin kaynaklandigl grup ya da gruplari belirlemek icin Bonferroni dizeltmeli
Dunn'’s testi yapildi. Anlamlilik diizeyi P < 0,05 olarak kabul edildi. Bulgular bélimiinde
degiskenlere ait istatistikler kutu-cizgi grafikleri ve tablolar yardimiyla gosterildi.
istatistiksel degerlendirme siireci Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik

Ana Bilim Dali’'na kontrol ettirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizin en 6nemli bulgusu S. heldreichiana ugucu yaginin hem tek hem de

tekrarlayan dozda diazepama benzer sekilde serum kortizol diizeylerini distirmesidir.

4.1. Davranis Deneylerine iliskin Veriler

Deney oOncesi gruplarin vicut agirliklari olglilmis sonuglar Tablo 4.1.de
verilmistir.

Tablo 4.1.Siganlarin deney 6ncesi viicut agirliklarina dair veriler

DENEY 1 DENEY 2
Viicut Agirligi (g, P > 0,05) Viicut Agirhigi (g, P > 0,05)
Ortanca 243,5 242
Kontrol
(Min-Maks) 220-283 214-260
Ortanca 251 238
Diazepam
(Min-Maks) 241-265 222-248
Ortanca 256,5 243
Salvia
(Min-Maks) 230-275 230-251

4.1.1 Acik Alan Testi Bulgular

Acik alan testinde sicanlarin merkeze giris sayisi, merkezde gecirdikleri siire,
tigmotaksis sayisi, tigmotaksis siiresi, sahlanma sayisi, timarlanma sayisi, timarlanma
siresi ve defekasyon sayisi degerlendirildi. Deney 1 ve Deney 2’ye ait tanimlayici
istatistikler ve P degerleri sirasiyla Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.de 6zetlenmistir.

Deney 1'de diazepam grubunun timarlanma sayisinda, kontrol grubuna gére
azals izlendi (P = 0,018) (Sekil 4.1.). Salvia grubunda kontrol grubuna gore anksiyete
benzeri davranislarda anlamli bir azalma izlenmedi.

Deney 2’de diazepam grubunun sahlanma sayisi, kontrol grubundan yiiksek
saptandi (P = 0,017) (Sekil 4.2.A). Ayrica diazepam grubunun timarlanma siiresi,
kontrol grubuna gore kisaydi (P = 0,013) (Sekil 4.2.B). Salvia grubunda kontrol

grubuna gore anksiyete benzeri davranislarda anlaml bir azalma izlenmedi.



Tablo 4.2. Acik alan testine ait veriler (Deney 1)
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DENEY 1
Kontrol Diazepam Salvia P
(n=8) (n=8) (n=8)
.. Ortanca 3,50 2,50 2 >05
Merkeze Girig Sayisi (Min-Maks) 110 18 112
Merkezde Gegirdigi Siire Ortanca 12,50 7,50 5 >0,5
(sn) (Min-Maks) 1-27 2-30 2-29
Ortanca 5 3 3
Tigmotaksis S >0,5
ismotaksis Saylst (Min-Maks) 1-11 17 212
Ortanca 280 287 291,50
T. t k N S . ’ >0’5
igmotaksis Suresi (sn) (Min-Maks)  265-299 257-297 254-294
Ortanca 33 22,50 20
hi S ! >0,5
3ahlanma Sayisi (Min-Maks) 17-41 8-40 12-32
Ortanca 4 1,50 * 2
T | S ! <0,5
imarianma sayist (Min-Maks) 17 03 13
Ortanca 19 4,50 20,50
T I Sii . ) 1] > O,5
imarlanmma suresi (Min-Maks) 541 031 7-62
Ortanca 1,50 2 1,50
Defekasyon Sayis : ’ >0,5
yon sayisi (Min-Maks) 03 0-8 0-4
* Timarlanma sayisi diazepam grubunda kontrol grubundan diisiik izlendi (P = 0,018).
Tablo 4.3. Agik alan testine ait veriler (Deney 2)
DENEY 2
Kontrol Diazepam Salvia P
(n=8) (n=8) (n=8)
Ortanca 4 7 4
Merkeze Giris S >0,5
erkeze Girly Sayisl (Min-Maks) 213 313 111
Merkezde Gegirdigi Siire Ortanca 15,50 15,50 14,50 >0,5
(sn) (Min-Maks) 7-28 6-33 2-24
Ortanca 5 9,50 4,50
Tigmotaksis S : : >0,5
ismotaksis Saylst (Min-Maks) 214 4-15 1-13
Ortanca 279,50 274,50 278
T. t k N S.. N ’ ’ >0’5
igmotaksis Suresi (sn) (Min-Maks)  243-291 246-292 253-297
Ortanca 27,50 39 * 34
hi s : <05
3ahlanma Sayisi (Min-Maks) 2035 22-49 24-39
Ortanca 3 1,50 3
T | S ’ >0,5
imarianma sayisi (Min-Maks) 25 15 0-4
Ortanca 24,50 7 ** 18
Timarl Siiresi : <05
imarianma surest (Min-Maks) 13-68 0-15 0-46
Ortanca 1,50 0,50 2
Defek ’ ’ > 0,5
efekasyon Sayisi (Min-Maks) 0-2 0-5 0-5

* Sahlanma sayisi diazepam grubunda kontrol grubundan yiksek izlendi (P=0,017).

** Timarlanma siresi diazepam grubunda kontrol grubundan disik izlendi (P = 0,013).
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Timarlanma Sayisi
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Sekil 4.1. Deney 1, acik alan testi timarlanma sayilari (* P < 0,05)

Sahlanma sayisi
N
N
(%)
o

w

~

Timarlanma siiresi (sn.)

24,50

]

T T T T
Kontrol Diazepam Salvia Kontrol Diazepam Salvia

Sekil 4.2. A: Deney 2, acik alan testi sahlanma sayilari (* P < 0,05)
B: Deney 2, acik alan testi timarlanma siresi (* P < 0,05)

4.1.2. Yikseltilmis Arti Labirent Testi Bulgulan

Yikseltilmis arti labirent testinde acik kollara giris sayisi, kapali kollara giris
sayisl, acik kollara giris ylizdesi, acik kollarda gecirilen siire, kapal kollarda gecirilen
slire ve acik kollarda gegirilen siire ylzdesi degerlendirildi. Deney 1’deki ve Deney
2’deki gruplar arasinda, bu parametrelerde fark izlenmedi (P > 0,05). Bu teste ait
veriler Tablo 4.4. ve Tablo 4.5.te gosterilmistir.

Deney 1'de 4, Deney 2’de ise 5 hayvan dizenegin acik kollarindan disti.

Diizenekten diisen toplam 9 hayvanin verileri degerlendirmeye alinmamistir.



Tablo 4.4.Yikseltilmis arti labirent testine ait veriler (Deney 1)
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DENEY 1
Kontrol Diazepam Salvia p
(n=6) (n=7) (n=7)
Ortanca 4 4 2
Acik Kollara Girig Sayisi >0,5
(Min-Maks) 0-7 1-6 0-6
Ortanca 7 7 7
Kapali Kollara Giris Sayisi >0,5
(Min-Maks) 3-12 3-9 4-11
Ortanca 31,73 36,36 33,33
Acik Kollara Giris Yiizdesi (%) >0,5
(Min-Maks) 0-44,44 14,29-50 0-60
Acik Kollarda Gegirilen Siire Ortanca 43 51 34 505
(sn) (Min-Maks) 0-69 5-73 0-89
Kapali Kollarda Gegirilen Siire Ortanca 168,50 170 213 505
(sn) (Min-Maks) 128-289 143-238 127-243
Acik Kollarda Gegirilen Siire Ortanca 23,07 23,07 13,63 505
Yiizdesi (%) (Min-Maks) 0-32,39 2,06-33,8 0-41,20
Tablo 4.5. Yiukseltilmis arti labirent testine ait veriler (Deney 2)
DENEY 2
Kontrol Diazepam Salvia p
(n=5) (n=8) (n=6)
Ortanca 6 4 4
Acik Kollara Giris Sayisi >0,5
(Min-Maks) 1-7 3-7 0-12
Ortanca 7 8 8,50
Kapali Kollara Giris Sayisi >0,5
(Min-Maks) 5-9 4-13 6-11
Ortanca 44,44 33,33 30
Acik Kollara Giris Yiizdesi (%) >0,5
(Min-Maks) 12,5-58,3 27,27-60 0-57,14
Agik Kollarda Gegirilen Siire Ortanca 36 43,50 32,50 505
(sn) (Min-Maks) 1-65 20-72 0-151
Kapali Kollarda Gegirilen Siire Ortanca 237 208 207,50 505
(sn) (Min-Maks) 172-247 132-235 106-261
Acik Kollarda Gegirilen Siire Ortanca 14,51 17,14 13,39 505
Yiizdesi (%) (Min-Maks) 0,42-27,4 8,40-35,2 0-58,75




44
4.1.3. Rotarod Testi Bulgulari

Rotarod testinde sicanlarin diizenek (izerinde kalma slreleri degerlendirildi.
Deney 1 ve Deney 2’de gruplar arasinda fark saptanmadi (P > 0,05). Veriler sirasiyla

Tablo 4.6. ve 4.7.da gosterilmistir.

Tablo 4.6. Rotarod testine ait veriler (Deney 1)

DENEY 1
Kontrol Diazepam Salvia p
(n=8) (n=8) (n=8)
Diizenek lizerinde Kalma Ortanca 63 98,50 80 505
Siiresi (sn) (Min-Maks) 0-111 0-139 0-142
Tablo 4.7. Rotarod testine ait veriler (Deney 2)
DENEY 2
N. kontrol Diazepam Salvia p
(n=8) (n=8) (n=8)
Diizenek lizerinde Kalma Ortanca 117,50 63,50 99,50 505
Siiresi (sn) (Min-Maks) 21-180 0-161 0-179

4.2. Hipokampiis Dokusuna Ait Bulgular

Hipokampis dokusunda noradrenalin, GABA ve 5-HT miktarlari 6lgildi.
Deney 1 ve Deney 2’ye ait veriler sirasiyla Tablo 4.8. ve 4.9.de gosterilmistir. Deney
2’de diazepam grubundan 5, kontrol grubundan 3 adet hayvanin noradrenalin diizeyi,
standart egri araliginin altinda kalmalari (6lclilemeyecek kadar dusik olmalan)
nedeniyle Olgllemedi. Yine Deney 2’de teknik bir sorun nedeniyle (ELISA
mikroplakasinin 8. sitununda beklenen renk degisimi gézlenmedi) kontrol grubundan
1, diazepam grubundan 2 adet hayvanin 5-HT duzeyleri 6l¢lilemedi.

Deney 1’de diazepam grubunun noradrenalin miktari, Salvia grubuna goére

ylksek bulundu (P = 0,016) (Sekil 4.3.). Ayrica GABA miktari diazepam grubunda,
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kontrole gore yiksek izlendi (P = 0,014) (Sekil 4.4.). Deney 1'de 5-HT miktari
yonilinden gruplar arasinda fark izlenmedi (P > 0,5). Ancak her iki deneydeki 5-HT
grafikleri birbiri ile uyumluydu (Sekil 4.5.).

Deney 2’de noradrenalin ve GABA miktarlari, gruplar arasinda fark géstermedi

(P >0,5). Salvia grubunun 5-HT miktari, diazepam grubuna gore yiksek izlendi (P =

0,003).

Tablo 4.8. Hipokampiis dokusu noradrenalin, GABA ve 5-HT diizeyleri (Deney 1)

DENEY 1
Kontrol Diazepam Salvia p
(n=8) (n=8) (n=8)
Noradrenalin (ng/g) Ortanca 61 126* 57 <0,5
(R*=0,985 ) (Min-Maks) 39-78 50-146 33-102
GABA (nmol/g) Ortanca 199 319%* 209 <0,5
(R?=0,996 ) (Min-Maks)  175-239 211-375 131-334
5-HT (ng/mg) Ortanca 22 21 31 50,5
(R*=0,994 ) (Min-Maks) 11-32 16-27 16-41

* Noradrenalin miktari diazepam grubunda Salvia grubuna gore yiiksek izlendi (P = 0,016).
** GABA miktari diazepam grubunda kontrol grubuna gore yiiksek izlendi (P = 0,014).
R?: Determinasyon katsayisi, verilerin standart egriye uyumunun gostergesi

Tablo 4.9. Hipokampiis dokusu noradrenalin, GABA ve 5-HT diizeyleri(Deney 2)

DENEY 2
Kontrol Diazepam Salvia p
(n=5) (n=3) (n=8)
Noradrenalin (ng/g) Ortanca 74 39 127 50,5
(R?=0,997 ) (Min-Maks) 25-140 17-62 2-188
Kontrol Diazepam Salvia p
(n=8) (n=8) (n=8)
GABA (nmol/g) Ortanca 207 227 250 50,5
(R?=0,957 ) (Min-Maks) 148-342 180-289 119-358
Kontrol Diazepam Salvia p
(n=7) (n=6) (n=8)
5-HT (ng/mg) Ortanca 17 8 33* <0,5
(R?=0,994 ) (Min-Maks) 10-23 5-20 12-49

* 5-HT miktari Salvia grubunda diazepam grubuna gore yiksek izlendi (P = 0,003).
R2: Determinasyon katsayisi, verilerin standart egriye uyumunun gostergesi
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4.3. Serum Parametreleri

Serum kortizol, ALT, AST, kreatinin, tre ve BUN degerlerine bakildi. Deney 1
ve Deney 2’ye ait veriler sirasiyla Tablo 4.10. ve 4.11.da gosterilmistir.

Deney 1’'de diazepam ve Salvia grubunun kortizol diizeyi, kontrol grubundan
disuk izlendi (P < 0,05) (Sekil 4.6.). ALT, AST, kreatinin, tGre ve BUN dizeyleri gruplar
arasinda farklilik géstermedi (P > 0,05).

Deney 2’de de diazepam ve Salvia grubunun kortizol dizeyi, kontrol
grubundan disuk izlendi (P < 0,05; kontrol grubundaki 7. hayvana ait asiri u¢ deger
cikariimistir) (Sekil 4.7.). Kreatinin dlzeyi ise diazepam grubunda diger iki gruptan

diisuk gozlendi (P < 0,05) (Sekil 4.8.).

Tablo 4.10.Serum kortizol, ALT,AST, kreatinin, Gre ve BUN diizeyleri(Deney 1)

DENEY 1
Kontrol Diazepam Salvia p
(n=8) (n=8) (n=8)
Kortizol (ng/ml) Ortanca 52,22 30,12* 36,53* <05
(R?=0,999) (Min-Maks) 42-61 22-46 32-49
Ortanca 48,70 54,50 51,90
ALT (U/L) >0,5
(Min-Maks) 42-78 40-58 42-60
Ortanca 104,15 117,15 128,25
AST (U/L) >0,5
(Min-Maks) 91-273 107-139 99-177
Ortanca 0,52 0,54 0,56
Kreatinin (mg/dl) >0,5
(Min-Maks) 0,48-0,59 0,54-0,57 0,54-0,60
. Ortanca 41,35 47,70 42,20
Ure (mg/dl) >0,5
(Min-Maks) 34-55 38-53 25-48
Ortanca 19,32 22,29 19,72
BUN (mg/dl) >0,5
(Min-Maks) 16-26 17-24 11-22

* Kortizol dlzeyi diazepam (P = 0,000) ve Salvia (P = 0,040) gruplarinda kontrol grubuna goére dusik

izlendi.
R?: Determinasyon katsayisi, verilerin standart egriye uyumunun géstergesi
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Tablo 4.11.Serum kortizol, ALT,AST, kreatinin, Gre ve BUN diizeyleri(Deney 2)

DENEY 2
Kontrol Diazepam Salvia p
(n=7) (n=8) (n=8)
Kortizol (ng/ml) Ortanca 50,17 34,69* 37,15* <05
(R?=0,999 ) (Min-Maks) 46-53 20-50 31-49
Kontrol Diazepam Salvia p
(n=8) (n=8) (n=8)
Ortanca 42,55 42,40 43,80
ALT (U/L) >0,5
(Min-Maks) 36-50 38-53 36-58
Ortanca 118,85 106,55 116,55
AST (U/L) >0,5
(Min-Maks) 95-131 86-145 96-131
Ortanca 0,53 0,51%** 0,54
Kreatinin (mg/dl) <0,5
(Min-Maks) 0,51-0,57 0,47-0,53 0,51-0,57
. Ortanca 28,70 28,30 25,85
Ure (mg/dl) >0,5
(Min-Maks) 22-34 23-32 17-36
Ortanca 13,41 13,22 12,08
BUN (mg/dl) >0,5
(Min-Maks) 10-16 11-15 8-16

* Kortizol diizeyi diazepam (P = 0,004) ve Salvia (P = 0,031) gruplarinda kontrol grubuna gére disik

izlendi.
** Kreatinin dizeyi diazepam grubunda kontrol grubuna (P = 0,047) ve Salvia grubuna (P = 0,008) gére

disik izlendi.

R2: Determinasyon katsayisi, verilerin standart egriye uyumunun gdstergesi
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5. TARTISMA

Hayvan c¢alismalari ve insanlarda vyapilan gorintileme g¢alismalar
anksiyetenin fizyolojik ve patofizyolojik 6zelliklerini anlamak adina ¢cok 6nemli bilgiler
saglamaktadir. Bu alandaki bilgi birikiminin artisi, anksiyete bozukluklarinin daha iyi
anlasilmasini ve yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesini saglayabilir. Anksiyete
bozukluklarinin akut tedavisine yonelik ilaglarin tolere edilmesi zor yan etkileri
nedeniyle hizli etki gbsteren ve yan etki acisindan glivenli ideal bir anksiyolitige ihtiyag
duyulmaktadir. Arastirmacilar bu zor hedefe yonelik calismalarini devam ettirirken
tedaviye ulasamayan, yan etki nedeniyle tedaviye devam edemeyen veya tedaviden
yarar gormeyen hastalar tamamlayici tedavi segeneklerine bagvurmaktadir.
Tamamlayici tedavi secenekleri arasinda bitkisel ilaglar siklikla tercih edilmektedir.
insanlarin bitkisel ilag denemesinin yaygin sebeplerinden birisi de anksiyete
bozukluklaridir (78).

GuUnlUmiuze kadar bazi Salvia tirleri dahil bircok bitkinin anksiyolitik etki
gosterdigi bildirilmistir. Literattirde, Glkemiz icin endemik olan S. heldreichiana’nin
anksiyolitik etkisinin arastirildigi baska bir ¢alismaya rastlanmamistir, ¢alismamiz

bildigimiz kadariyla bu konuda yapilan ilk calismadir.

5.1. Davranis Testi Bulgularinin Tartismasi

Sicanlarin anksiyete benzeri davranislarinin degerlendirilmesi icin acik alan
testi ve ylkseltilmis arti labirent testi kullanilmigtir. Her iki kosulsuz anksiyete testi de
sicanlarda yeni alanlar kesfetmek ile glvenli bolgede kalmak arasinda bir ikilem
yaratmakta ve bu g¢atismaya verilen davranissal cevabi incelemektedir. Ancak bu iki
test her zaman tutarli sonuclar vermeyebilir. Acik alan testinde anksiyete dizeyi
dislik izlenen hayvanlarin, yikseltilmis arti labirent testinde anksiyete diizeyleri
ylksek saptanabilir. Bu durum acik alan testi ve yikseltilmis arti labirent testinin
anksiyetenin farkh yonlerini ol¢tiiginiin gostergesidir (79). Duygusal durumlar ¢ok

yonlidir. Anksiyetenin farkli yonlerinin degerlendirilmesi adina farkli streslerin (yeni
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ortam, parlak isik, ylkseklik, acik alan) uygulandigi bir dizi test kullanilmasinda fayda
vardir. Bu nedenle ¢alismamizda da iki farkli anksiyete testi kullaniimistir. Ancak bu
testleri birbirinden bagimsiz, anksiyetenin tamamen farkli yonlerini ele alan testler
olarak gormek yerine anksiyetenin farkli yonlerini irdeleyen ancak kesisen ozellikler

de barindiran testler olarak gérmek daha dogru bir yaklagim olacaktir (Sekil 5.1.) (80).

AKKT

Sekil 5.1. Farkl anksiyete modelleri arasindaki iliskiyi gésteren bir model.
Bir gen (G1) veyailac (i1) tek bir testte davranislari etkilerken baska
genler ve ilaglar iki (G2 ve i2) veya daha fazla (G3 ve i3) testte etki

gosterebilir (Ramos (80)’tan degistirilerek alinmistir.).
AAT: Acik alan testi YALT: Yikseltilmis arti labirent testi AKKT: Aydinhk/karanlik
kutu testi

Acik alan testinde anksiyete benzeri davranislarin degerlendirilmesi igin
kullanilan ana parametreler merkeze giris sayisi, merkezde gecirilen siire, tigmotaksis
sayisl, tigmotaksis suresi ve defekasyon sayisidir. Timarlanma ve sahlanma aktiviteleri
ise destekleyici parametrelerdir (81). Timarlanma davranisi, stresli bir durumun
gostergesi olarak dislintilmektedir. Yeni bir ortama konulan; sicaklik degisimine,
parlak 1s1ga ve siddetli glriiltiye maruz kalan hayvanlarda gozlemlenebilir (82).
Kemirgenlerin stresle basa ¢ikmasini ve strese davranissal uyum gostermesini saglar
(83). Sahlanma ise bir kesif davranisidir ve tehlikeli bir durumla karsilasan
hayvanlarda kesif davranislari azalir (84, 85). Diazepam, calismamizin Deney 1
kisminda timarlanma sayisini azaltarak; Deney 2 kisminda timarlanma siiresini azaltip

sahlanma sayisini artirarak anksiyolitik benzeri etkisini géstermistir. Benzer sekilde
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S. heldreichina ucucu yagi da timarlanma aktivitesini azaltma, sahlanma sayisini
artirma egilimi gostermistir (Bkz. Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.). Dikkat cekici olan,
diazepamin anksiyolitik benzeri etkisinin sadece destekleyici parametrelerde

gozlenebilmesi; ana parametrelerde izlenmemesidir.

Yikseltilmis arti labirent testinde bakilan parametrelerin hicbirinde, Deney 1
ve Deney 2’deki gruplar arasinda istatistiksel olarak fark izlenmemistir. Ozellikle

diazepamin anksiyolitik etkisinin gozlenmemesi dikkat cekicidir.

Davranis deneylerinde diazepama ait asikar bir anksiyolitik benzeri etkinin
izlenmemis olmasi dozun yetersiz gelmesi ile aciklanabilir. Ancak literatlirde, benzer
veya daha dislik dozlarda uygulanan diazepamin, anksiyete benzeri davranislari
azalttiginin belirtilmesi (11, 86-89) bu aciklamayi yetersiz kilmaktadir. Baska bir
aciklama diazepam uygulamasi ile testlerin baslamasi arasinda gecgen sirenin (60dk.)
uzunlugu olabilir. Ancak literatiirde diazepam uygulanmasindan 60 dk. sonra da
anksiyolitik benzeri davranislarin azaldigi belirtilmistir (11, 88). ila¢ uygulamalar,
deney diizeneklerinin kurulumu ve testlerin uygulanmasi esnasinda literatirle gelisen
bir hataya rastlanmadigi da g6z 6niline alindiginda hayvanlarin bireysel 6zellikleri bu
durumun bir baska aciklamasi olabilir. Calisilan grubun anksiyete diizeyinin yiksek
olmasi veya diazepam etkilerine karsi direncli olmasi bu sonuca neden olmus olabilir.
Yukseltilmis arti labirent testi esnasinda disen hayvanlarin oraninin yiksek (9/48, ~
% 19) olmasi da bireysel farkliliklarla agiklanabilir. Son olarak bu testlerin hayvanlarin
anksiyete durumlarini ne derecede yansitabildigini sorgulamak da yararli olacaktir.
Kosulsuz anksiyete testleri ikilem yaratmakta yetersiz kalabilmektedir. ikilemin ortaya
cikmasi icin her iki secenekte de hem olumlu hem olumsuz yénler olmalidir. Ornegin
ac¢/susuz bir hayvan, korunakli-karanhk bolgede glivende olmakla korunaksiz-aydinlk
bolgede yeme/suya ulasmak arasinda gercek bir catisma yasayabilir. Korunaksiz
bolgede kesfedecekleri bir sey, ulasacaklari bir fayda olmadiktan sonra hayvanlar
anksiyete diizeylerinden bagimsiz olarak korunakli bélgede kalmayi tercih
edebilmektedir. Bu testlerde goézlenen timarlanma ve sahlanma davranislari da

celiskili sonuglar verebilmektedir. Ayrica timarlanma davranisindaki artis her zaman
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anksiyete ile iliskili olmayabilir. Anksiyete durumunda dikkati tehlikeden
uzaklastiracagi icin timarlanma davranisinin azalmasi beklenebilir. Benzer bir sekilde
anksiyete durumunda etrafi kontrol etmek ya da siginacak giivenli bir yer aramak

amaciyla sahlanma davranisinda artis izlenebilir (90).

Hayvanlarin anksiyete durumlarini tahmin etmek igin kullandigimiz davranis
testleri hayvanlarin aktivitesine baghdir. Simdilik motor aktiviteden bagimsiz, sadece
hayvanlarin duygusal durumlarini 6lgmeye yonelik bir yéntem bulunmamaktadir (80).
Calismamizda motor aktivite dlizeyi ile anksiyete durumunu kismen de olsa ayirt
edebilmek icin rotarod testi kullanilmistir. Boylece anksiyete testlerinde izlendiginde
yuksek anksiyete dizeyi ile iliskilendirilebilecek motor aktivite distkliginin (91),
motor koordinasyon bozuklugu veya sedasyon gibi yan etkilerden kaynaklanmadigini
gostermek amaclanmistir (92, 93). Calismamizin hem Deney 1 hem de Deney 2
safhasinda rotarod Uzerinde kalma sliresi tim gruplarda benzerdir. Bu bulgu S.
heldreichina ugucu yaginin sedasyon yapmadiginin ve motor koordinasyonu
bozmadiginin bir isareti olabilir. Ayrica diazepamin 1,5 mg/kg dozunda uygulanmasi
s0z konusu istenmeyen yan etkilerin olusmasina neden olmamistir. Benzer sekilde Liu
ve ark.nin (11) S.miltiorrhiza ugucu yagi ile yaptiklari ¢alismada 1,5 mg/kg dozunda

uygulanan diazepam motor koordinasyon bozukluguna yol agmamistir.

5.2. Hipokampiis Bulgularinin Tartismasi

Kemirgenlerle insanlar arasindaki anatomik benzerlikler subkortikal yapilarda
daha barizdir. Kortikal bir yapi olmasi nedeniyle, anksiyete fizyolojisinde énemli bir
rol oynamasina karsin, prefrontal korteks calismaya dahil edilmemistir. Anksiyete
fizyolojisindeki rolli, hem prefrontal korteks hem de amigdala ile baglantili olusu ve
baglamsal bilginin islenmesinde gérev almasi dikkate alinarak ¢alismamizda
hipokampus dokusu arastirilmistir. Literatirde kosulsuz anksiyete testleri sonrasinda
hipokampal 5-HT, GABA ve noradrenalin miktarini arastiran baska calismalar

bulunmaktadir (94-96).
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5.2.1. Hipokampal Noradrenalin Miktari

Stres varliginda, hipokampal presinaptik a2 adrenerjik reseptdr yogunlugu
azalir (31), bunun sonucunda negatif geri bildirimin etkisi azalir ve sinaptik aralikta
noradrenalin miktari artar (38). Bu bilgi baglaminda diazepamin, birtakim ara yolaklar
araciligiyla hipokampal noradrenalin miktarinda azalmaya sebep olmasi ya da bir
degisiklik gerceklestirmemesi 6ngorilmistir. Ancak beklenilenin aksine, diazepam
Deney 1’de hipokampiis noradrenalin miktarini artirmistir. Literatirde diazepamin
hipokampal noradrenalin miktarini arastiran az sayida calismaya rastlanmistir.
Broderick’in (86) yaptigl calismada diazepam, hipokampal noradrenalin salinimini
azaltmistir. Andrews ve ark. (97) tarafindan gerceklestirilen baska bir calismada ise
diazepam cekilmesi (diazepam withdrawal) modellenmistir. 21 giinlik diazepam
uygulamasi kesildikten 24 saat sonra hipokampal noradrenalin miktarinin azaldigi
belirtilmistir. Ancak 21. giin sonundaki noradrenalin miktarinin 6l¢lilmemesi
nedeniyle diazepamin noradrenalin miktarina etkisi net degildir. Noradrenalin
miktarindaki diististin kronik diazepam uygulamasina mi yoksa diazepam cekilmesine
mi bagl oldugu net degildir. Mevcut ¢alismalar diazepamin, hipokampal noradrenalin
diizeyi Gizerindeki etkisini agiklamak icin yeterli degildir.

Diazepamin hafiza gibi hipokampal noradrenerijik stireclere etkisini incelemek,
hipokampal noradrenalin miktarina etkisi hakkinda fikir verebilir. Genel olarak
noradrenalin, B adrenerjik reseptorler Uzerinden hafiza Uzerinde olumlu etki
gostermektedir (98). Benzodiazepinlerin ise duygusal anilara erisimi artirdigi, hatta
bir donem psikiyatrik goriismelerde, olayin yeniden deneyimlenmesine yardimci
olmak icin kullanildigi bilinmektedir (99). Benzodiazepinlerin duygusal anilarin
hatirlanmasina yonelik etkisi, hipokampal noradrenalin miktarindaki artis ile
gerceklesiyor olabilir. ikisi arasindaki iliskiyi irdeleyecek calismalar bu konudaki
bilgimizi artiracaktir. Son olarak Deney 1’de izlenen noradrenalin yliksekliginin Deney
2’de izlenmedigini belirtmek gerekir. Ancak Deney 2 ‘de diazepam grubunda yalnizca

3 hayvanin noradrenalin diizeyinin 6lcllebildigi goz 6ninde tutulmahdir.



56

5.2.2. Hipokampal GABA Miktari

Diazepam, Deney 1’de GABA miktarini artirmistir. Ancak benzodiazepinlerin
GABA miktarina etki ederek degil, GABA reseptoérlerine baglanarak etki goésterdigi
bilinmektedir. GABA ve benzodiazepinlerin baglanma bdlgeleri farkhdir (30). Bu
nedenle birinin reseptdre baglanmasinin, digerinin sinaptik aralikta artisina neden
olmasi beklenmemektedir. Nitekim Carton ve ark.nin (100) yaptiklari calismada
diazepam uygulamasi hipokampal GABA miktarlarini degistirmemistir. Deney 1'de
ayni grupta noradrenalin artisi oldugu da goz oniine alindiginda, mevcut tablonun
actklanmasi adina GABA ve noradrenalinin hipokamplsteki etkilesimini arastiran
calismalara ihtiyag duyulmaktadir. Ancak diazepamin Deney 2’de (tekrarlayan dozda)
GABA miktarinda anlamli bir degisiklige neden olmadigi da dikkate alinmahdir.

S. heldreichina ugucu yagl hem Deney 1 hem de Deney 2’de GABA
dizeylerinde anlamli bir farklihk olusturmamistir. Bu bulguya goére S. heldreichina
ucucu yaginin GABA miktari Gzerinden etki gostermedigi soylenebilir. Calismadaki
hayvanlarin ek stres faktoriine maruz birakilmamasi da bu durumu agiklayabilir.
Yapilan iki ¢calismada anksiyolitik 6zelligi arastirilan madde, kontrol grubuna goére
GABA dizeylerinde fark olusturmazken ek stres faktorinin sebep oldugu GABA
duslsint hafifletmistir (96, 101). S. heldreichina ugucu yaginin, ek stresin sebep
oldugu GABA miktarindaki azalmayi 6nleyip 6nlemedigine dair ileri calismalara ihtiyag

vardir.

5.2.3. Hipokampal Serotonin Miktari

S. heldreichina ugucu yagi, Deney 2’de 5-HT dUizeyini diazepam grubuna gore
artirmistir. Salvia grubunun 5-HT dilzeyi, istatistiksel olarak anlaml olmamakla
birlikte kontrol grubundan da yiksek izlenmistir. Ayrica Deney 2’deki 5-HT diizeyi
grafigi ile Deney 1’deki grafigin tutarlihg dikkat cekicidir (Bkz. Sekil 4.6). Calismalar
hipokampts 5-HT dizeyindeki azalmanin anksiyete benzeri davranislarda artisa yol

actigini (102), kronik stresin hipokampal 5-HT diizeyini azalttigini (103), hipokampal
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5-HT,c ve 5-HT,4 reseptorlerinin anksiyete ile iliskisini (103, 104) gostermistir. S.
heldreichina ugucu yagi hipokampiste 5-HT dlzeyini artirip ilgili 5-HT reseptorleri
araciliglyla anksiyete seviyesini dlistrlyor olabilir. Ayrica diazepam hipokampal 5-HT
diizeyini bir miktar azaltmistir. Bu bulgu ile uyumlu olarak Broderick (105) de
diazepamin hipokampliste 5-HT miktarini distirdigini belirtmistir. 5 glin siire ile
uygulanan S. heldreichina ucgucu yaginin hipokampal 5-HT dlizeyini artirirken
diazepamin disirmesi anlamh bir fark izlenmesini saglamistir. Daha uzun sire
uygulanan S. heldreichina ugucu yagi kontrol grubuna kiyasla da anlamli sonuglar
verebilecegi ongoriilebilir.

Anestezik olarak ketamin kullaniimis olmasi hipokampal noradrenalin, GABA
ve serotonin diizeylerini etkileyebilir. Literatiirde ketaminin subanestezik dozda (10
mg/kg) hipokampal 5-HT miktarinda artisa (106), GABA miktarinda azalisa (107) yol
actigl gorulmistir. Ancak ketamin 100 mg/kg dozda bile hipokampal noradrenalin
miktarinda 6nemli bir degisiklige sebep olmamistir (108). Calismamizda tiim gruplara

esit dozda (90 mg/kg) ketamin uygulanmis ve ketaminin etkisi minimalize edilmistir.

5.3. Serum Bulgularinin Tartismasi

Stresin HHA aksini aktive ederek kanda kortizol diizeyini artirdigi bilinmektedir
(41). Diazepamin ise serum kortizol dizeylerini dastrdtga belirtilmistir (109).
Literatlrle uyumlu olarak diazepam hem Deney 1’de hem de Deney 2’de serum
kortizol diizeylerini azaltmistir. Diazepama benzer sekilde S. heldreichina ugucu yagi
da her iki deneyde serum kortizol diizeylerini anlamli 6lglide azaltmistir. Bu veriler S.
heldreichina ugucu yaginin anksiyolitik etkisinin bir gdstergesi sayilabilir.

Son olarak uygulanan ugucu yag ve diazepamin hepatotoksik ve nefrotoksik
etkilerinin arastirilmasi igin ALT, AST, kreatinin, Gre ve BUN dlzeylerine bakilmistir. S.
heldreichina ucucu yagi hem tek doz hem de tekrarlayan dozlarda karaciger ve bobrek
fonksiyon testlerinde bir bozukluga yol agmamistir. Bu bulgular dogrultusunda oral
yolla uygulanan, 200 mg/kg/glin dozundaki S. heldreichina ugucu yaginin, nefrotoksik

ve hepatotoksik etki gostermedigi soylenebilir. Yan etkileri arasinda Uriner
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retansiyon, sarilik, ALT ve AST yuksekligi bulunan (110) diazepam; 1,5 mg/kg/gln
dozunda nefrotoksik ve hepatotoksik etki gostermemistir. Ancak Deney 2’de, kontrol
ve Salvia grubuna kiyasla, serum kreatinin seviyelerini dlisirmustiir. Benzer sekilde
Nzor ve ark. (111) da diazepamin serum kreatinin seviyesinde distise neden oldugunu
belirtmistir. Serum kreatinin diizeyinin azalmasinin nedenleri arasinda kas hacminde
azalma, fazla hidrasyon, karaciger hastaligi ve yetersiz beslenme gibi durumlar
bulunmaktadir (112). Ancak gruplar arasinda kilo farki bulunmayip (Bkz. Tablo 4.1.)

karaciger hastaligina dair bir bulgu da izlenmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

S. heldreichina ucgucu yagi, diazepamla benzer sekilde her iki deneyde de
serum kortizol seviyelerini distrmustlr. Bu bulgu, S. heldreichina ugucu yaginin
anksiyolitik benzeri etkiye sahip olabileceginin 6nemli bir gostergesidir. Ayrica
hipokampal 5-HT diizeyini yiikseltme egilimi gostermesi de bunun baska bir isareti
olabilir. Calismada siganlarin anksiyete benzeri davranislarini degerlendirmek icin agik
alan testi ve yikseltilmis arti labirent testi kullanilmistir. Bu testlerde S. heldreichina
ucucu yaginin anksiyete benzeri davranislari azalttigina dair bir veri elde edilmemistir.
Ancak anksiyolitik oOzelligi bilinen diazepam da bu testlerde asikar bir etki
gosterememistir. Dolayisiyla ¢alismamizin davranis testlerinin sonucuna bakarak S.
heldreichina ugucu yaginin anksiyolitik benzeri etkisinin olmadigini sdylemek yaniltici
olabilir.

Serum kortizol dlizeyinde ve hipokampis 5-HT dlizeyinde izlenen
degisikliklerin davranis deneylerine yansimamasinin c¢esitli nedenleri olabilir.
Oncelikle belirtmek gerekir ki davranis testi diizeneklerinin kurulmasinda ve
uygulanmasinda literatlirle c¢elisen, bariz bir hataya rastlanmamistir. Ancak
yukseltilmis arti labirent testinde, hayvanlarin dizenekten dismelerini azaltmak
adina mevcut diizenegin gdzden gecirilmesi gerekmektedir. Ayrica sicanlarin bireysel
Ozelliklerinin etkisini bertaraf etmek igin ayni dizenekte baska sigan gruplariyla
yapilan deneyler degerlendirilmelidir. Bir baska konu da uygulanan kosulsuz
anksiyete testlerinin, insan anksiyetesini ne derece iyi modelleyebildigidir. S.
heldreichina ugucu yaginin anksiyolitik benzeri etkisinin degerlendirilmesi agisindan,
diazepam gibi anksiyolitik 6zelligi bilinen ilaglarin da etkisinin izlenebilecegi, tahmin
edici gecerligi (predictive validity) daha yiksek, kosullu anksiyete testleri ile de
sinanmasi 6nemlidir. Ayrica ugucu yagin farkli doz ve siirelerde anksiyolitik benzeri
etkisi daha belirgin gozlenebilir. Deney hayvanlarinin soguk, kisitlama, sarsma gibi ek
anksiyojenik faktoérlere maruz birakilmasi da anksiyolitik benzeri etkinin

gorunirlGgind artirabilir.
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Bildigimiz kadariyla, calismamiz S. heldreichina’nin anksiyolitik etkisinin
arastirildigr ilk calismadir. Dahasi literatlirde S. heldreichina’nin tibbi potansiyelini
arastiran baska bir calismaya da rastlanmamistir. Ulkemiz icin endemik olan S.
heldreichina’nin anksiyolitik etki yaninda antimelanogenik etki gostermesi de
beklenmektedir (67). Bu degerli bitkinin tibbi potansiyelinin belirlenmesi bilimsel

faydalarinin yaninda lilke ekonomisine de katki saglayacaktir.
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Konu : Aragtirma/Gelistirme Projeleri
DAGITIM YERLERINE

Tiim diinyada gida, baharat, boya, ilag, kozmetik, parfiim gibi bir¢ok alanda yaygin sekilde
kullanilan Tibbi ve Aromatik Bitkilere olan ilgi artarak devam etmektedir. Diinyada Tibbi ve Aromatik
Bitki pazar1 hacmi yaklasik 115 milyar dolar iken, milyon dolarlarla ifade edilen Tiirkiye pazarinda 2023
yili hedefi 5 milyar dolardir. Tiirkiye'de 12.000'in tizerinde bitki ¢esidi bulunmakta ve bunlarin 3.600'
de endemik bitkidir. Ulkemiz farkli iklim ve ekolojik kosullara sahip olmasi, floranin ¢ok sayida bitki
tiirii ve cesitliligi icermesi bakimindan dogadan toplanan ve kiiltiirli yapilan Tibbi ve Aromatik Bitkiler
acisindan biiyiik bir ekonomik potansiyele sahiptir. Tibbi ve Aromatik Bitkilerde siirdiiriilebilir iiretim ve
pazar potansiyelinin yeterince degerlendirilebilmesi icin bu iriinlerin istenen miktar ve kalitede
tiretilmesi ve katma degeri yiiksek tirinlere doniistiiriilmesi gerekmektedir.

Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigiine bagl olarak faaliyet gosteren Arastirma
Enstitiilerimizde, bugiine kadar 50 tiirde kiiltiire alma c¢alismalari sonug¢landirilmig, bunlardan 16
tanesinin adaptasyon caligmalari tamamlanmig ve 16 tiirde 33 gesit tescil ettirilmistir.

Genel Midiirliik olarak, Tibbi bitkilerde bitki, hayvan ve insan sagligina hitap edecek ve tiim
paydas ve sektdrlerin ortak calismasi ile "Tiirkiye Tibbi Bitki Potansiyellerinin Belirlenmesi, Uretimi ve
Kullanimimin Yayginlastirilmas1" adiyla "Ulkesel Biiyiik Proje" hazirlig: baslatiyoruz. Bu proje hazirlig
caligmalarinda ve sonrasinda projenin uygulamaya aktarilmasinda kurumunuzun gorev alip alamayacagi
bizler icin 6nem arz etmektedir.

Gorev almayr uygun gordiigiiniiz taktirde ekte gonderilen tabloda yer alan bilgilerden
kurumunuzu ilgilendiren veya gorev alabileceginiz bagliklara ait bilgilerin doldurularak 20.11.2020
tarihine kadar Genel Miidiirliigiimiize génderilmesi hususunda;

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Dr. Nevzat BIRISIK
Bakan a.
Genel Mudiir

Ek: Proje Caligma Tablosu
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EK 2: Salvia heldreichiana Bitkisinin Toplanabilmesine Dair T.C. Tarim ve Orman Bakanhgi
Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Midiirligiinden Alinan Onay

5IDAR! “ORU
T. C . SOFRANA SAHIP CIK

TARIM VE ORMAN BAKANLIGI
Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Mudurlugu

Sayr :E-21264211-288.04-1922262 03.07.2021
Konu :Arastirma izinleri ( Aysen ERDEM)

HACETTEPE UNIVERSITESI REKTORLUGUNE

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Aysen
ERDEM tarafindan yiiriitiilecegi ifade edilen "Salvia heldreichiana'nin (Ayakh Salba Adacayi) Tek ve
Tekrarlayan Dozda Sicanlar Uzerindeki Anksiyolitik Etkisi" baslikli proje kapsaminda yiiriitiilecek
olan arazi calismalar1 ile ilgili Bilimsel Arastirma Izin Basvurusu Genel Miidiirliigiimiiz yetki ve
sorumluluklari ¢ergevesinde incelenmis olup, buna gore;

® (Calismalarin sahada bulunan flora, fauna, dogal ve kiiltiirel degerlerin yani sira ekosistem
biitlinliigline de zarar vermeyecek sekilde yapilmasi,

® S6z konusu alanlarin 6zelliklerinin kaybolmamasina 6zen gosterilerek yaban hayatinin tahrip
edilmemesi,

® Arazi ¢alismalarinin yapilacagi yerin il merkezlerinde Valilige, ilgelerde ise Kaymakamliga bilgi
verilmesi,

® Arazide yapilacak her tiirlii ¢alisma ile ilgili arazi ¢alismalarindan en az bir (1) giin once
Bakanligimiz Doga Koruma ve Milli Parklar 8. Bolge Midiirliigiine bagli Karaman Sube
Miidiirliigiine ve genel kolluk kuvvetlerine bilgi verilmesi

® S6z konusu ¢aligmalarin 2873 sayili1 Milli Parklar Kanunu, 4915 sayili Kara Avciligi Kanunu veya
Sulak Alanlarin Korunmasi Yonetmeligi kapsamindaki korunan alan sinirlar1 dahilinde kalmasi
durumunda ¢alismanin siire¢ ve sonucu hakkinda mutlak suretle Karaman Sube Miidiirliigiine bilgi
verilmesi ve Bakanligimiz Doga Koruma ve Milli Parklar 8. Bolge Miidiirliigiimiizden veya
Karaman Sube Miidiirliiglimiizden bir teknik personel esliginde araziye ¢gikilmasinin saglanmasi,

® Arazi ¢alismalarinin yapilacagi yerin il merkezlerinde Valilige, ilgelerde ise Kaymakamliga bilgi
verilmesi,

® Calisma konusu tiirin endemik olmasi nedeniyle, tiir devamliliginin saglanabilmesi agisindan
popiilasyona zarar vermeyecek sekilde ornek alinmasi ve popiilasyonun % 5'inden fazla 6rnek
toplanmamasi,

® Aragtirma ara ve sonu¢ raporlarinin basili ve dijital ortamda birer kopyasinin Genel
Miidiirliigiimiize gonderilmesi,

sarttyla bahse konu ¢aligmalarin yapilmasi Genel Miidiirliiglimiizce uygun goriilmiistiir.
Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.
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