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KISALTMALAR VE SIMGELER LiSTESI

BW Beden agirligi

ABD Amerika Birlesik devletleri
ICSD-2 Yeni uyku bozuklugu siniflandirilmasi
DSM-4 Mental bozukluk tanisi

BDZ Benzodiazpein

GABA Gama-Aminobiitrik asit

EEG Elektroensefalografi

REM Hizli g6z hareketi

ATP Adenozin trifosfat

ADP Adenozin difosfat

NMDA N-Metil D-Aspartik Asit
BDNF Beyin tiirevli ndrotrofik faktor
AST Aspartat aminotransferaz
GSH Glutation

CTGF Bag dokusu biiyiime faktorii
IL Interlokin

NF-kB Niiklear Kappa B Faktor

HIP Hipokamiis

5-HT Seratonin

DA Dopamin

AP-5 Amino-5-fosfonovalerik asit



cAMP

HIAA

MRS

MDB

GHB

Siklik adenozin monofosfat
Hidroksil indol asetikasit
Manyetik rezonans spektroskopisi
Major depresif bozukluk

GAMA hidroksibutiratin
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1. OZET

FARKLI TEANIN FORMLARININ FARELERDE UYKU, RAHATLAMA VE
GABAERJIK/ SEROTONERJIK RESEPTORLER UZERINE ETKISININ
ARASTIRILMASI

Uyku, hafizanin konsolidasyonu ve hatirlamada beyin fonksiyonlarmimn uygun
sekilde calismasina yardime1 olmaktadir ve uyku bozukluklar: giinliik hayat1 6nemli
Ol¢tide etkilemektedir. Uykunun 6nemi halk arasinda ¢ok iyi bilinmesine ragmen uyku
rahatsizliklar1 yasayan bir¢cok insan hipnotik ilaclar1 kullanmaktan kaginmaktadir. Son
yillarda, islenmemis bitki igerikli dogal ilaglar farmakolojiklere nispeten yan
etkilerindeki hafiflik sebebi ile kabul géren yeni bir yaklasimdir. Farmakolojik olarak
bir amino asit ¢esidi olan L-teaninin; sakinlik hissini arttirma, uyanikligi azaltma ve
stres Onleyici olma gibi etkilere sahiptir. Ayrica uyku siiresini arttirmak i¢in merkezi
GABAerjik norotransmisyonu diizenledigi belirlenmistir. Bu ¢alismada, uykusuzluk
tedavisi icin diisliniilen L-teanin ve farkli formlarmin etkisini beyin elektriksel
dalgalar1 ve inhibitdr norotransmitterleri iizerinden gozlemlemek icin kafeinle
uyarilmig Balb/c fare modeli olusturuldu. L-teanin ve farkli formlarmin farelere
intraperitonel olarak 0,78mg/kg'dan daha yiiksek bir dozda verildiginde kafeinin
uyarict etkisini inhibe ettigi 120 dakika elektroensefalografi (EEG) kayd: ile
gbzlemlendi. Calismada EEG baslatildiktan sonraki 15. dakikada kafein 30. dakikada
teanin ve farkli formlar1 verilerek kontrol grubu ile kiyaslama yapildi. Molekiiler
mekanizmalardaki etkilerini arastirmak icin GABAA -R2, GABAg -R1, GABAg -R2,
5-HT1A protein diizeylerine; hormonal mekanizmasindaki etkileri i¢in ise dokulardaki
seratonin, dopamin ve melatonin seviyeleri 6l¢iildii. Sonug olarak, teanin formlarinin
kafeinin uyaric1 etkisini tersine g¢evirdigi frekans degerlerinde artisa ve genlik
degerlerinde ise diisiise neden oldugu EEG kayd: ile tespit edildi. Ilgili protein
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig goriildii. Hormonal diizeyde ise
kontrol grubu ile kiyaslandiginda azalma belirlendi. Uygulanan teanin formlarinin
GABAerjik nérotransmisyonuna etki ederek kafeine 6zel bir inhibe edici etkisi oldugu
ve genel aliniminin rahatlama hissine ve beyin elektriksel aktivitesinde rahatlamaya
neden oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Kafein; L-teanin; Elektroensefalografi (EEG); GABA

reseptor.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DIFFERENT THEANINE FORMS
ON SLEEP, RELAXATION AND GABAERGIC/SEROTONERGIC
RECEPTORS IN MICE

Sleeping assists the brain to function properly regarding to the consolidation of
memory and remembrance, and sleep disorders necessarily affect the daily life.
Although the importance of the sleep is well-known colloquially, people who have
sleep disorder do avoid consuming hypnotic medicines. Nowadays, natural medicines
containing virgin herb in comparison to pharmaceuticals is new approach that is more
accepted due to lightness in their side effects. Pharmacologically, L-theanine, a type
of amino acid is known to have potential effects for increasing the calmness,
decreasing wakefulness and preventing stress. Besides, it is identified to regulate the
central GABAergic neurotransmission in order to increase sleep duration. In this study,
caffeine-stimulated Balb/c mouse model is used to observe the possible effect of L-
theanine and its other forms on the treatment of insomnia through the brain electric
waves and inhibitor neurotransmissions. It is observed with 120 minutes recording of
electroencephalography (EEG) that when L-theanine and its other forms are given to
mice intraperitoneally in a higher dosage than 0.78mg/kg, it inhibits the stimulation
effect of caffeine. In this study, the comparison is carried out with the control group
by giving the caffeine the fifteenth minute and theanine and its other forms the thirtieth
minute. In order to study the influence on the molecular mechanisms, GABAa-R2,
GABAg-R1, GABAgB-R2, 5-HT1A protein levels and for the effects on hormonal
mechanisms, serotonin, dopamine and melatonin levels of tissues are measured. As a
result, the forms of theanine are determined by EEG record to cause reversing the
stimulation effect of caffeine, increase in frequency values and decrease in amplitude
values. Statistically significant increase observed in protein levels. However, a
decrease is determined in hormonal level compared to control groups. It is thought that
the applied theanine forms have inhibitive effect on specially to caffeine by affecting
GABAergic neurotransmission and its normal uptake causes to the relaxation feeling

and relief in the brain electric activity.

Key words: Caffeine, L-theanine, Electroencephalography (EEG), GABA

receptor



3. GIRIS VE AMAC

Diizensiz uyku dongiisiiniin olusturdugu uyku bozukluguna “insomniya” adi
verilmektedir. Insomniya, uykuya baslama veya uykuyu siirdiirme zorlugu olarak
tanimlanmaktadir. Uyku bozuklugu; sinirlilik, ruhsal degisim, bas agrisi, migren,
o0grenme giicliigii gibi 6nemli fonksiyonel sorunlara ve buna bagli rahatsizliklara yol
acmaktadir. Uyku bozukluklar1 giinliik hayat1 dnemli 6l¢lide etkilemektedir ve yasam
kalitesini diistirmektedir (1). Uykunun miktar1 ve kalitesi, fiziksel saglik ve giivenli
yasami yakindan ilgilendirmektedir. Uyku, bilgiyi 6grenmede ve hatirlamada beyin
fonksiyonlarmin uygun sekilde calismasina yardimci olmaktadir (2). Ayni1 zamanda
hormonal dengeyi koruyarak normal biiyiime ve gelismeyi desteklemektedir (3).
Yapilan ¢aligmalara gore, uyku yetersizligi giindiizleri genellikle uykulu hissetme,
motivasyon ve enerji eksikligi, konsantrasyon eksikligi, hafiza zorlugu, duygu-durum
bozuklugu, bas agris1 ve mide-bagirsak sorunlari gibi fiziksel problemlere neden
olmaktadir (2). Uykusuzluk diinya capinda artan bir saglik sorunudur. Genel
popiilasyonun yaklasik %30'unun yasamlar1 boyunca uykusuzluk semptomlari
yasadig1 bilinmektedir (4). 2011 yilinda yaymlanan bir raporda yetigkin bireylerin
yaklasik %12-20'sinin uykusuzluk problemi yasadigi belirtilmistir. ABD'de yasayan
bireylerin %15'inden fazlas1 kronik uyku problemi yagamakta ve bu durum hastalarin

%50'sinin glindiiz rutinlerini ciddi sekilde etkilemektedir (3).

Psikofizyolojik insomniyanin en temel 6zelligi, uyarilmislik durumunda artis ve
uykuyu engelleyen 6grenilmis dusiinceler ile karakterize olmasidir. Bu 6zellikler,
kronik insomniya hastalarmnin buyuk bir kisminda bulunmaktadir. Hastalar genellikle
anksiyoz ve gergin ruh haline sahiptir. Hastalarin bu ozellikleri gdstermesinden dolay1
insomniya; “Ogrenilmis ve kosullandirilmis insomniya” veya “Primer insomniya”

gibi adlar ile de anilmaktadir-

Hastaligin diger isimlendirmeleri ise; islevsel olarak otonom insomni, kronik
insomni, kronik somatize gerginlik, psikopatoloji olmadan ig¢sel uyarilmislik
seklindedir. Uluslararas1 Uyku Bozukluklar1 Smiflandirmasinda (ICSD-2) yer alan
psikofizyolojik insomni, DSM-IV’K de tanimlanan birincil insomni olarak

degerlendirilmektedir. Uyku bozuklugu yasayan hastalarin biiyiikk bir kismi1 kronik



insomniya hastaligina sahiptir. Baglangicta akut stres bozuklugu ile ortaya ¢ikan
insomniya, ¢ogu birey i¢in gegici bir durum iken, bu hastalarda olusan uyuyamama ile
ilgili gerginlik ve kayg1 giderek kisir bir donguye donuserek sorunun devam etmesine

neden olmaktadir (5).



4. GENEL BILGILER

Uzun siireli uyku eksikligi, kalp hastaligi, yiiksek tansiyon, fel¢ ve obezite gibi
cesitli saglik problemleriyle iliskilendirilmektedir. Ayrica, uykusuzluk is kazalarina da
neden olmaktadir. Iyi bir gece uykusunun énemi ¢ok iyi bilinmesine ragmen, uyku
rahatsizliklarindan magdur birgok insan semptomatik rahatlama tercih ederken,

hipnotik ilaclar1 (6r: Benzodiazepin) kullanmaktan ka¢inmaktadir (6).

Uykusuzluk tedavisi iki ana kategoride siniflandirilabilir. Bunlar; farmakolojik
olan ve farmakolojik olmayan tedavilerdir. Bir farmakolojik tedavi 6rnegi olan
benzodiazepin (BDZ) tiirevi ilaglar, uykuyu tetikleyen ve en yaygin kullanilan sedatif
hipnotiklerdendir (7). Bununla birlikte, boyle bir ilacin stirekli kullanimi, kiside
performans diistikliigiine, hafiza gerilemesine, ilaca direngliligine ve buna bagli olarak

bagimlilik gibi olumsuz yan etkilere neden olmaktadir (8).

Son zamanlarda, bitkisel (dogal ilaglar denilmektedir) farmakolojik olmayan
tedaviler incelenmis ve bu bitkisel tedavi yontemleri farmakolojik tedavilere nazaran
hafif yan etkileri olan yeni bir yaklasim olarak kabul edilmistir. Bu bitkisel ilaglarin
ayrica, uykuyu arttirmak icin merkezi GABAerjik ndrotransmisyonu da diizenledigi

tespit edilmistir (9).

L-Teanin olarak da bilinen Glutamil-etilamin ve gamma-aminobutyric acid
(GABA), uyku bozukluklarini iyilestirmek i¢in bilinen ajanlardandir (10). GABA
amino asit yapilidir ve memeli beyninde temel inhibitdr olarak bilinen bir
ndrotransmiterdir. Bu nedenle GABAA (GABA type) reseptorleri, dogal anksiyolitik
bilesikler veya sakinlestiriciler i¢in birincil hedef olmustur (11,12). GABA aracil
inhibitdr norotransmisyonun, ¢esitli hastaliklar ve kafein alimma bagh uyku
bozukluklar1 i¢in yararli olduguna dair bilinen bir¢ok bilgi bulunmaktadir (13).
Teaninin konviilsif ve kafein uygulamasinin neden oldugu aktivite {izerinde inhibe
edici etkileri belirlenmistir (14). Yapilan ¢aligmalar sonucunda teaninin, kafeine
spesifik bir inhibe edici etkisi oldugu ve genel aliniminin rahatlama hissine neden

oldugu belirlenmistir (15).



4.1. Kafeinin Uykusuzluk Uzerine Olan Etkisi

Kafein, en yaygm kullanilan uyaricilardan biridir ve toplum arasinda cay ve
kahvede bulundugi bilinmektedir (16,17). Bu sebeple kafein en ¢ok tiiketilen
psikoaktif maddedir. Kafein ¢ay ve kahve haricinde kola, ¢ikolata, enerji igecegi gibi
yiyecek ve iceceklerde de bulunmakta ve genel itibari ile uyku halini azaltmak i¢in de
kullanilmaktadir. Kafeinin, uyku gecikmesi, toplam uyku siiresinde azalma, uyku
verimliligini diigiirme ve algilanan uyku kalitesini kotiilestirmek gibi etkileri oldugu
bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada kafein alimindan belli bir siire sonra alinan
Elektroensefalografik (EEG) kaydi sonucunda beyin elektriksel aktivitesinde
uyaniklik ve uyarilmanin arttirtigi tespit edilmistir (18). Kafein aliminda doz-
zamanlama-tepki iliskileri kurulmus ve yash bireylerin, geng ve yetiskinlere kiyasla
kafeine kars1 daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Geng insanlar arasinda da belirgin
bireysel farkliliklar gozlemlenmistir ve genetik ¢caligmalar sonucunda bu farkliliklarm
nedeni; adenozin nérotransmisyonunda yer alan genlerin fonksiyonel polimorfizmleri
olarak belirlenmistir. Bu farklilik ise kafein tarafindan uyku bozukluguna sebep olan
metabolizmaya etki etmektedir (18). Kafeinin beyindeki adenozin Ai ve Asa
reseptdrlerini antagonize ederek uyanikligi arttirdig1 bilinmektedir (19). insanlarda ve
hayvanlarda yapilan caligmalarla uyku ve uyarilma diizeninde adenozinin rolii
belirlenmigtir (20). Kafeinin biyolojik etkilerinin ¢ogu, tiiketim sirasinda ulasilan
seviyelerde, adenozin reseptorlerini, 6zellikle A1 ve Aza reseptorlerini ve daha az
derecede Az ve Aj reseptorlerini antagonize etmesinden kaynaklanmaktadir. A; ve
Az adenozin reseptorleri, beynin hipokampiis ve korteks bolgelerinde bulunan, uyku,
uyarilma ve bilisel foksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynayan ¢esitli mekanizmalara
etki etmektedir. Bu nedenle, bir adenozin alict antagonisti olarak kafeinin fizyolojik
ve zihinsel durumlar1 modiile edebilmesi olagan goriilmektedir. Bu, kafeinin gergekten
uyaniklikla iligkili uyku egilimi olusumunu hafiflettigini gdsteren bulgular ile
desteklenmis, sicanlarda kafeinin hizli olmayan goz hareketi ve uyku siirekliligini
bloke ettigi goriilmiistiir (19). Dahasi, uyku ve uyaniklik sirasinda REM dis1 uyku
homeostazinin EEG belirteglerini  giicli bir sekilde hafifletmekte oldugu
belirlenmistir. Adenozin sistemini kafein tiiketimi ile tetiklemek, uyku eksikligine,

biligsel performans ve uyku tizerindeki zararli degisimlere karsi etkin bir aragtir (20)



Cogunlukla kahve ve cay ile birlilkte oral olarak alinan kafeinin % 99'u bagirsak
sisteminde emilir ve kan dolagimina katilir. Bu oran tiiketimden 30-60 dakika sonra
en yuksek seviyeye ¢cikmaktadir. Kafein, tiim viicuda yayilarak kan-beyin ve plasenta

bariyeri dahil olmak {izere tiim biyolojik membranlardan gecebilmektedir (21).

Kafeinin insandaki etkisini net bir sekilde belirleyebilmek icin bireysel
farkliliklarin g6z 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir. Metabolik hiz ve kafeinin
etkileri bireyler arasinda 6nemli 6l¢iide degisiklik gostermektedir. Kafeinin yar1 6mrii,
endojen ve eksojen faktdrlere bagli olarak ortalama 2 ile 10 saat arasinda
degismektedir. Ornegin, nikotin kullanicilarinda kafeinin metabolik hizi %30-50
oraninda artarken, hamile kadinlarda ve oral kontraseptif kullananlarda bu oran azalma
gozlenmektedir (22). Ayrica, adenozin Asa reseptor genindeki genetik cesitlilikler,
adenozin ve adenozin reseptorlerinin REM dis1 uyku homeostazinda oynadiklar1 rol
ve uykudaki genotip bagiml farkhiliklar nedeniyle kafeine duyarlilikta bireyler arasi
biiyiik farkliliklar gdstermektedir (23). Bununla birlikte, erkekler ve kadinlar arasinda

kafein metabolizmasinda sistematik bir farklilik gézlenmemektedir.

Iyi bir uyku kalitesi yakalamak igin gereken sey, viicudu / zihni uyaran ve uyku
ahiskanliklarmi engelleyen maddelerden uzak durmaktir. Ozellikle, biyolojik saatin
giindiiz vakti sinyali gibi gii¢clii bir uyanma sinyali gondermesi, uyku kalitesinde zararli
etkilere neden olan bir uyar1 seklidir. Bagka bir deyisle, yiiksek zihinsel uyaniklik ve
fiziksel aktivasyonun uyku kalitesini engelledigi zamanlarda kafeini kullanmak,

uyumada yasanilan ¢esitli sorunlarin baslica nedenidir. (24).

Insomniya teshisi konulmus kisilerin 3 mg/kg ve tizeri kafein alimi1 sonrasi
uykusuzluk tepkisi saglikli bireylerden daha yiiksektir. Yapilan bir caligmada kafeinin
25 saatlik uyku eksikligi sonrasinda giindiiz iyilesme {izerine etkileri incelenmistir
(25). Geng 20-30 yas ve orta 45-60 yas arasi1 goniilliiler, 1 ay arayla 200 mg kafein ve
plasebo gruplarma katilmislardir. Giindiiz toparlanma uykusundan ii¢ saat Once,
katilimeilar ilk 100 mg kafein veya plasebo kapsiilii alirken, ikinci grup 100 mg doz 1
saat dncesinde almigtir. Kafeinin, her iki yas grubunda da giindiiz tuykusu iizerindeki
etkisi, uyku siiresi, yavas dalga uykusu ve REM uykusundaki diisise bagl olarak
gozlemlenmistir. Dahasi, kafein giindiiz uykusu swrasinda REM disi EEG



senkronizasyonunu azalttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglara gore, gece c¢alismasi ve
jetlag ile basa ¢ikmak i¢in kafeinin kullanilmasmin, sonraki uykuda zararh etkilere
neden olabilecegine dair ilave kanitlar sunulmustur (26). Kafein kullaninmimin uyku
diizeni tizerindeki etkileri farmakolojik etkiler ile de iliskilendirilmistir. Kafeinin
baskin etkisinin spesifik adenozinerjik reseptorleri bloke etmek oldugu yaygin olarak
kabul edilmekle birlikte, diger mekanizmalar, aday antifatigat maddelerinin zihinsel
yorgunluk iizerine de rol oynadigi bilmektedir (27). Dikkat ve uyaniklig1 arttirmak icin
kullanilan kafein, dalli zincirli amino asitleri etkileyerek uykuyu etkileyebilmektedir.
Dallanmis zincirli amino asitler, proteinlerin sentezi i¢in kullanilir ve zihinsel
yorgunlugun bir biyolojik isareti olarak kabul edilmektedir. Sekiz giin boyunca giinde
iki kez rastgele 100 mg kafein veya plasebo alan 17 sagliklh katilimcida bu amino
asitlerin seviyelerini incelenmistir. Yorgunluk, zihinsel performans Uchida-Kraepelin
psiko-tani testi ve gelismis iz yapma testi ile incelenmistir (28). Kafein grubunun goérev
performansmin plasebo grubunda go6zlenen performanstan daha iyi oldugu
belirlenmistir. Ancak, subjektif yorgunluk algisi, motivasyon ve uyku durumu her iki
grup arasinda farklilik gostermemektedir. Bu sonuglar, kafein uygulamasinin
yorgunluk hissini azaltmada performans gelistirdigini One siirmiistiir (29). Bu
calismanin 6nemli bir gézlemi, kafein grubundaki plazmasinda bulunan dalli zincirli
amino asit seviyelerinin, yorgunluga neden olan zihinsel gorevlerden sonra ve
iyilesme doneminden sonra plasebo grubunda goézlenenden diisiik olmasidir. Bu
sonuglar, kafeinin, beyni aktive ederek, yorgunluga hemen etki yaptigini

gostermektedir (30).

4.2. Kahvenin Norokoruyucu Etkisi

ATP ve ADP olarak bilinen niikleotitler, ektoniikleotidazlar tarafindan katalize
edilen hidrolizle etkisiz hale getirilen beyin dahil olmak {izere hemen hemen biitiin
dokularda bulunan hiicre dis1 sinyal maddeleridir. Bu niikleotid t7i ve di fosfatlari
hidrolize etmektedir (31). Adenozinin ndral hiicrelerdeki etkileri, temel olarak ya
inhibe edici A; reseptorleri veya uyarict Asa reseptorleri iizerindeki etkisi ile
calismaktadir. A; reseptdrleri beyinde daha fazla miktarda bulunur ve aktivasyonlar1

glutamat salinimini inhibe etmektedir. Gerilime duyarli kalsiyum kanallarinda ve



NMDA reseptorlerinde ve potasyum akimlarinda, kalsiyum akisinda azalmaya,
membran hiperpolarizasyonuna sebep olmaktadir (32). Asa reseptorleri aktivasyonu,
glutamat gibi farkli norotransmiterlerin salinimmi indiiklemektedir. Bu gibi
reseptorlerin kafein tarafindan bloke edilmesi, kemirgenlerde farkli norodejeneratif
hayvan modellerinde gii¢lii bir noroprotektif etkiye neden olmaktadir (33,34).
Adenozin ektoniikleotidaz yolu ile olusturuldugu Aza reseptorlerinin tercih edilen
aktivasyonuna isaret eden kanitlar bulunmaktadr (35). Kafein esasen A
reseptorlerinden ziyade Aza reseptorlerinin blokaji sonucu ndroprotektif etkiyi
indiiklemektedir (36). Bu nedenle, uzun siireli kafein tedavisi, yaglanma sirasinda Aza
reseptorleri ile iligkili beyin hasarina etki etmektedir. Kafeinin insan beyninde yasa
bagli bir biyolojik siirecte Parkinson gibi norodejeneratif hastalik riskini dnemli 6lgiide
disiirmektedir (37,38). Kemirgenlerde kafein alimi, norodejeneratif hastaliklarin
olusumunu, yaslanmaya baglh hafiza kaybini dnleyebilmektedir (39). Simdiye kadar,
kemirgenlerde uzun stireli kafein tiiketimi ilizerine yapilan calismalarda, beyin
hasarindan sonra hiicre hasar mekanizmalarinin geri dondiiriilmesine veya
Oonlenmesine odaklanilmistir. Bununla birlikte, yaslanma swrasinda hiicre Olimii

iizerindeki etkisi de arastirilmaktadir (40).

4.3. L-teanin Yapisi

Protein yapisma dahil olmayan bir amino asit olan L-teanin ilk kez 1949 yilinda
yesil ¢ay yapraklarindan izole edilmistir ve besin takviyesi olarak kullanilmaya
baslanmustir (41,42). L-teanin Camellia sinensis turu ¢ay yapraklarinda bulunmaktadir
ve kuru agirligmm %1-2’sini, toplam serbest amino asitlerin ise yaklasik %50’sini
olusturmaktadir (43). Teanin miktarlarmm oolong, beyaz, yesil ve siyah cayda
sirastyla 6,09, 6,26, 6,56 ve 5,13 mg/g olarak bulundugu belirtilmistir (44,45).
Demleme stiresinin artmast ile bir kupa 200 ml ¢ayda yaklagik 25 mg teanin bulundugu
bildirilmistir (42). Caydaki teanin miktar1 glinesten etkilenmektedir. Az giines olan
iklimlerde teanin konsantrasyonlar1 daha yiksek olmaktadir. Teaninin kimyasal
formuliit C;H4N,05, molekiil agirligi ise 174,2 g/mol’dur. Dogada bilinen diger amino
asitlerde oldugu gibi, teanin kiral 6zelliktedir ve L ve D olmak tizere iki enantiomeri

bulunmaktadir. D-teanin toplam teaninin %1,85’1 kadardwr (46). Mikroskopik



incelemeler sonucu L-teanin maddesinin kristal yapida ve renksiz oldugu goriilmiistiir
(47). Teanin maddesi kloroform, metanol ve etanolda ¢Oziilmesinin yani sira sulu

ortamlarda da yiiksek ¢Oztiniirliige sahip olmaktadir (48).

Sekil 4.3.1 L-Teaninin Kimyasal Yapis1 (48).

L-teanin y-etilamino-L-glutamik asit, y- glutamiletilamid, 2-amino-4 butirik asit
olarak da isimlendirilmektedir (49). Norotransmitter olan glutamat ve y- aminobutirik
asit teanin ile yapisal olarak benzerlik gostermektedir. L- teanin glutamatin karboksilik
ucunun bagka bir amin grubu ile ve pesi sira gelen etil grubunun modifiye edilmesi
sonucu olusmaktadir (50). Teanin amino asidi ¢ayin tadina onemli katkida
bulunmaktadir. Teanin etkileri lizerine yapilan bir ¢alismada, teaninin TIR1+T1R3
reseptor huicreleri uzerinde etkili oldugu ve onlarin ekspresyonunu aktive ettigi
gozlemlenmistir (51). Teanin ekstraksiyonu endiistriyel ve kimyasal sentez seklinde
elde edilmektedir (52). Ozellikle ¢ay bitkisinin koklerinde L-teanin sentezi yiiksek
olmaktadir; ¢inku teanin sentetaz (TS1 ve TS2) gen transkripsiyonlar1 bitkinin diger
kisimlariyla kiyas yapildiginda kotiledonlarda daha az bulunmaktadir (53).

L-teanin cay bitkilerinde etilaminden ve L-glutamik asitten L-teanin sentetaz
enzimi tarafindan sentezlenmektedir. Etilamin L-alanin dekarboksilaz enzimi ve L-
alaninden olugmaktadir (54). Teanin sentezlendikten sonra ksilem yoluyla siirgiinlere
yerlesir, orada ya konsantre olur ya da teanin hidrolaz ile glutamik asit ve etilamine
ayrilir (55). Ayn1 zamanda magnezyumun varligi, teanin senetizi i¢in biiylik 6nem

tasimaktadir (56).
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4.4. L-Teaninin Saghk Uzerine Etkileri

Teaninin glutamin ve glutamat ile yapi1 olarak benzerlik tasisa da metabolik
olarak farklilik gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada teanin iceren kapsillerin etkisi
ile yesil cay alimmdan bir siire sonra kanda glutamat seviyesinde yiikselme
gozlemlenmistir (57). Bir diger ¢aligmada ise, glutamin verilen hipertansif sican
grubunda herhangi bir degisim olmadigi halde, teanin verilen grupta hipotansif etki
gorulmiistiir. Bu durum teaninin glutaminden farkli etkilere neden oldugunu

gostermistir (58).

L-teaninin antitimor, rahatlatici, antiinflamatuvar, kafeinin olumsuz etkilerini
azaltici, 6grenme kabiliyetini gelistirici, vaskller hastaliklara karsi koruyucu gibi bir

cok biyoaktif etkilerinin oldugu yapilan ¢aligmalarda belirtilmektedir (59).

Timor
Kanser \ Antioksidan
Stres y Kardiyovaskuler
res : Hastaliklar
Depresyon . Noéronal hasar \
Alg | - inflamasyon \,
immin #
Savunma

Sekil 4.4.1 L-Teaninin Saglik Uzerine Etkileri (49).

L-teanin kan-beyin bariyerini kolayca gegen maddelerden biri sayilmakta ve bu
yuzden de beyin fonksiyonlarinda gesitli diizenleyici rolleri oldugu soylenmektedir
(60). Yapilan bir caligmada 50 mg teanin dozunun, a frekans degerini onemli olgtide
arttirarak zihni rahatlattigi gériilmiistiir (61). L-teanin ayni zamanada beyinde L-
glutamik asidin baglandig1 glutamat reseptorlerinin inhibe ederek kortikal néron

aktivitesini engellemekte ve buna bagli olarak da stresi azalttig1 diistiniilmektedir (58).
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L-teaninin beyinde melatonin diizeyini, GABA diizeyini ve dopamini arttirdigi
hayvan norokimyasi arastirmalar1 sonucunda belirlenmistir. Ayni zamanda 2-amino-
3-hidroksi-Smetil-izoksazol-propionik asit ve N-metil D-aspartat reseptorleri icin
mikromolar diizeyde afinite gosterdigi bildirilmektedir (62). Teaninin giinlik
200mg/kg alimi siganlarda noropatolojik degisiklikler olan noronal ve hafiza
fonksiyon kaybini engelleyerek koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir. (63). Bunun
disinda N-metil -D-aspartat reseptoriine rekabetli, hipokampusde beyin tiirevli
norotrofik faktoriinii (BDNF) uyardigi ve boylece antidepresan etkiye neden oldugu
goriilmiistiir (64).

Kafein ve L-teanin birlikte alindig1 zaman biligsel performansin gelisimi, kelime
tanima, gorsel bilgi isleme ve dikkat eksikliginde azalma gibi faydali etkileri oldugu
bildirilmektedir (65). Ayni zamanda teaninin uyku uzerinde biiylik dlgiide etkiye
neden oldugu soylenmektedir. Yapilan bir klinik ¢calismada 400 mg teaninin 6 hafta
sliresince verildiginde guvenli oldugu ve daha yiksek uyku performansi sagladigi

tespit edilmistir (66).

Bunun yani sira L-teaninin devamli tuketiminin kardiyovaskiiler hastalik riskini
azalttig1 ve vaskiler fonksiyonda iyilesmeye sebep oldugu goriilmiistiir. Saghk
alaninda L-teaninin koruyucu etki olarak nitrik oksit iiretimini azalttigi, serum
kolestrolii diizenledigi ileri surulmustiir. Teaninin serum kolesterol diizeyini azaltarak
koroner kalp hastalig riskini azaltabilecegi sdylenmistir (67). Kan basmci ile ilgili
yapilan ¢aligmada ise, 250 mg kafein ile birlikte 200 mg teanin alimi sonrasinda,
teaninin stresi ve kan basincini azalttigi, kafeinin etkilerini ise inhibe ettigi

gorulmustur (68).

Yapilan bir baska ¢alismada L-teaninin antioksidan etkisi oldugu belirlenmistir
(69). L-teaninin ve kafeinin diisuk yogunluklu lipoprotein oksidasyonu uzerine
etkilerine bakilmis ve L-teaninin yesil cayda bulunan polifenolden daha az ama

kafeinden daha ¢ok antioksidan etkisi tespit edilmistir (69).
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Yedi gun boyunca gunde bir kez oral yolla verilen karbon tetraklorur ile
karaciger hasar1 olusturulan farelere teanin verildiginde, karaciger hasarinin gostergesi

olan aspartat aminotranferaz (AST) azalttig1 goriilmiistiir(70).

L-teaninin farede hepatosit huicre apoptozunu inhibe ettigi ve AST nin etanol ile
indiiklenen artigin1 hafiflettigi belirtilmektedir (71). Ayn1 zamanda bag dokusu
buyume faktoru (CTGF) kapasitesini de azaltmaktadir (72).

Teanin IL-10 sitokinlerin diizeyini arttrmakta ve interlokin-6 (IL-6) gibi
proinflamatuvar sitokinlerin salinimini inhibe etmektedir. Ayrica anti nekrotik ve anti
inflamatuar 6zelliklerini, oksidatif stres kaynakli hiicre 6liimiine yol agan NFkB
yolagin1 da inaktive ederek gostermektedir (72). Teanin sitokinlerin salinimini
diizenlemekle birlikte mevalonat yolaklarinda gérev yapan Ras-iliskili olan protein ve
hidroksimetil glutaril koenzim-A rediiktaz ekspresyonunu arttirdigr belirlenmistir.
Mevalonat yolagi hiicrenin farklilasmasi, biiyiimesi ve proliferasyonunda gorev
yapmaktadir. Timor nekroz faktorii, interferon-y ve interlokinlerin ekspresyonlarini
inaktive etmektedir (73). Teaninin ayn1 zamanda anti kanserojen etkilerinin oldugu da
sOylenmektedir. Yapilan tetrazolyum mikro kiiltiirli calismasinda insan kanser hiicresi
ile saglikli kontrol hiicresi indukleme yetenegi kiyaslanmis ve karaciger, meme,

prostat ve kolon gibi kanser hiicre hattinda hiicre dliimiinii indiikledigi goriilmiistiir

(74).

Teanin ayni1 zamanda kanser hiicrelerinde anti tiimor etki gostermektedir.
Bununla beraber glutamat tasinimini inhibe ederek hiicre ici GSH diizeylerini
diisiirdiigii bildirilmistir (75). Yapilan bir calismada teaninin farelerde M5076
yumurtalik kanser hiicre hattinda adriamisin konsantrasyonunu arttirdigi ve timor

gelisimini engelledigi ortaya koyulmustur (76).

Teanin immiin sistemin gu¢lenmesinde gorevli olan etilaminin elemanlarindan
gama-delta T-huicrelerini aktive ettigi de belirtilmistir (77). Elde edilen sonuglara gore
(200 mg/kg) L-sistinin ve (80 mg/kg) L-teanin beraber verilmesi antijene spesifik
immunoglobulin-G uretimini, T-yardimc1 hiicresi aracili cevaplarini ve GSH diizeyini

arttirdi@1  goriilmiistir (78). Asilamadan oOnce L-sistin ve L-teaninin birlikte
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uygulanmasimin, diisuik hemoglobin konsantrasyonuna sahip yash insanlarda IgG ve
IgM antikorlarinin gii¢lendirilmesi yoluyla bagisiklik sisteminin etkisini arttirmaktadir
(79). Yapilan bir ¢alismada siganlara teanin maddesi verilmis ve sonrasinda beyindeki
serum kortikosteron seviyesinin azaldigi, beyindeki dopamin ve 5-hidroksitriptamin
diizeyinin duistigi gorilmistiir. Sicanlarda teanin Th2/Thl sitokin dengesinin
degistirerek bunlarla iligkili sicanlarin bagigikliginda gelisme gosterdigi tespit
edilmistir (80). L-teaninin ayn1 zamanda beyindeki dopamin, melatonin ve serotonin

hormon seviyeleri uzerine etki ettigi ileri surulmektedir (81).

Yapilan bir calismada yesil ¢ay bilesenlerinin anti obeziteye olan etkisi

arastirilmis, kafein ve L-teanin farelerde kilo artisina neden oldugu gosterilmistir (82).

4.5. L-teanin ve Formlarinin Cesitli Hastaliklara Olan Etkisi

Yesil cay bitkilerinde en ¢ok bulunan serbest amino asit olan L-teanin, kan-beyin
bariyerini gecebilmekte ve memelilerde 30 ile 120 dakika arasinda en yiiksek
konsantrasyonlara ulasabilmektedir (83,84). Bircok arastirma grubu L-teaninin
anksiyete, panik, depresyon ve obsesif-kompulsif bozukluk gibi psikiyatrik sorunlara
kars1 ndroprotektif etkilere neden oldugunu gériilmiistiir (85). Insan {izerinde yapilan
caligmalarda, L-teanin maddesinin akut stres problemini azalttigi gézlemlenmistir
(86). L-teanin uygulamasinin, hipokampiiste (HIP) beyin kaynakli norotropik faktor
ekspresyonunu arttirdigt ve 5-HT, DA ve aminobutirik asit gibi beyin ndro-

transmiterlerinin aktivitesini modiile ettigi goriilmiistiir (87,88).

L-teaninin siganlarmn striatumuna dogrudan enjeksiyonundan sonra striatal
dopamin saliniminda doza bagl bir artis gézlemlenmistir. Dopamin {lizerindeki L-
teaninin NMDA reseptorii antagonisti AP-5 tarafindan inhibe edildigi gdriilmiistiir.
Ayn1 zamanda noradrenalin konsantrasyonlarinin, beyindeki dopamin ndronlari
lizerinde gecici etkilere isaret eden L-teanin uygulamasmdan etkilenmedigi
bulunmustur. Bununla birlikte, sicanlarda yapilan bagka bir ¢alismada, L-teaninin,
noradrenalinle uyarilmis adenozin 3,5-mono-fosfat (CAMP) olusumunu inhibe ettigi
de bilinmektedir (89). Bununla birlikte, ayn1 ¢alismada ikinci haberci yolaklar

iizerinde genel bir etki olugturdugu da sdylenmistir (90). Teaninin triptofan1 arttirdigi
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fakat beyindeki hem serotonin hem de serotonin metaboliti olan 5-hidroksi indol asetik
asit (5-HIAA) diizeyini degistirdigi belirlenmistir. Bununla birlikte, spesifik beyin
bolgelerinde yapilan bir ¢alismada, intra-gastrik L-teaninin striatum, hipokampus ve

hipotalamusta serotonin diizeylerini anlamli sekilde arttirdigi goriilmiistiir (91).

L-teanin (N-etil-L-glutamin) amino asidi tarihte rahatlatict bir madde olarak
tanmmustir (91,92). Onceki ¢aligmalar, L-teaninin kan-beyin bariyerini gegebildigini
ve L-teaninin diyet uygulamasinda (4000 mg/kg,13 hafta) verildiginde sicanlarda

olumsuz bir etki yapmadigini géstermistir (92).

Hayvanlarda yapilan bazi ¢caligmalar sonucunda L-teaninin psikiyatrik sorunlar
anksiyete, psikososyal ve depresyon benzeri davraniglari iyilestirdigi gézlemlenmistir
(93). Ayrica, bazi ¢alismalar L-teaninin insanlarda sizofrenik belirtiler iizerindeki
etkileri de tespit edilmistir (94,95). Daha 6nce yapilan arastirmalarda, L-teaninin,
serotonin, dopamin ve y-aminobiitirik asit (GABA) gibi beyin ndrotransmiterlerinin
aktivitesini modiile ettigi gosterilmis olsa da bu etkilerin altinda yatan molekiiler
nedenler yeterince anlagilmamistir (96). Bazi amino asitler, ndrotransmiterlerin
kendileri gibi davranmakta veya norotransmiterlerin dnciisii olmaktadir (97). Yapilan
baska bir calismada, psikiyatrik bozuklugu olan hastalarin beyin omurilik sivisindaki
amino asit profillerinin degistigi dne siiriilmiistiir (98). Bir “postmortem” ¢aligmasinda
major depresyonu olan hastalarin 6n korteksinde glutamat diizeylerinde artis
gozlenmistir. Manyetik rezonans spektroskopisi (MRS) ¢alismalar1 da major depresif
bozuklugu (MDB) olan hastalarin hipokampiiste yiiksek glutamat diizeyi gosterdigi
tespit edilmistir (99). L-teaninin amino asit tastyicilarini inhibe etmesiyle amino asit
profillerini degistirebilmekte ve bu durum aminoasitlerin ndroverici islevini
etkileyebilmektedir (100). Onceki MRS bulgular1 sonucu L-teanin ndronlarda

glutamat salimimini inhibe ederek seviyelerini diisiirdiigii de goriilmiistiir (101).
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4.6. Adenozin Kafein Etkisi

Son 20 yilda norofizyoloji ve nérokimyadaki temel arastirmalarin nedeniyle,
adenozinin memeli beynindeki fizyolojik rolii hakkindaki bilgiler oldukc¢a artmis
bulunmaktadir (102,103). Piirin adenozinin etkilerini artiran veya antagonize eden
veya metabolizmasma miidahale eden ilaglar bir siiredir klinik kullanimda olmaktadir
(104). Psikiyatrik bozukluklarda, serebral hipoperfiizyona bagli uyku bozukluklar1 ve
dikkat eksikligi diizeltmek i¢in kafein uygulamasi yapilmaktadir (105).

GABA gibi adenozin de, memeli beyninde Onemli bir inhibe edici
néromodiilatordiir. Noronun elektriksel aktivitesini, kismen dogrudan bir postsinaptik
etki ile, kismen dolayli olarak, dopamin, asetilkolin ve glutamat gibi cok cesitli
norotransmiterlerin salinimini inhibe ederek engellemektedir (106). Bu etkilerin
yaygin olarak iki memran reseptorii adenozin A; ve A, tarafindan gergeklestirildigi
bilinmektedir. A reseptorlerinin aktivasyonu, hiicre ici cAMP seviyesini azaltirken A»
reseptOrlerin aktivasyonu cAMP seviyesini arttirmaktadir (107). Adenozin hiicre dis1
konsantrasyonlari, ndronal aktivasyona bagli olarak artmaktadir (108). Sonug olarak,
iki ana adenozin kaynagi olan A; ve A> ndrotransmiterler, ndrotidazlar ile hiicre dis1
metabolize olmaktadir (109). Bu transmitterler biyojenik aminlere benzer sekilde
metabolize edilemez, ancak iki yonlii diflizyon islemi ile hiicreye geri taginir (110).
Yeniden alim sonrasinda adenozin, adenozin trifosfatin olusumu i¢in yeniden
kullanilmaktadir ve {rik aside deaminasyonla metabolize edilmektedir (111).
Adenozin tiim noronlarin elektriksel aktivitesini baskilamasina ragmen, her bir beyin
bolgesindeki adenozinerjik néromodiilator sistemin tek tek bilesenlerinden ayr1 olarak
bulunmaktadir. Yiiksek niikleotidaz ve reseptdor yogunluklari, biiyiikk Olgiide
adenozlnerjik noéromodiilasyona izin verirken, kinazlar ve deaminazlar bunu

smirlamaktadir (112).
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4.7. GABAA ve GABAB Reseptorleril

Sinaptik iletim, ndrotransmiterin presinaptik terminallerden salinmasi ile
postsinaptik zarda bulunan reseptorleri aktive ederek olusmaktadir. Bununla birlikte,
norotransmiter reseptorlerinin presinaptik terminallerde de eksprese edilebilecegi
uzun siiredir bilinmektedir (113). Aslinda, postsinaptik zarlarda eksprese edilen hemen
hemen her reseptdr smifi presinaptik terminallerde de bulunmaktadir (114). Ornegin,
serebellumdaki paralel fiber botonlarinin GABAa, GABAg, metabotropik glutamat,
kanabinoid tip 1, adenozin ve muhtemelen NMDA reseptorlerini ifade ettigi
gosterilmektedir (115,116). Presinaptik reseptorlerin her birinin etkileri ayri ayri

tanimlanmis olsa bile, reseptorlerin birbirleriyle etkilesimi bilinmemektedir (113).

GABA reseptorleri olan GABAA ve GABAg bilinen en yaygin presinaptik
reseptorler arasinda yer almaktadir (117). Bu reseptorler genellikle GABA'nin komsu
inhibe edici sinapslardan yayilmasiyla veya hiicre dis1 ortamda bulunan GABA's1 ile

aktive edilmektedir (118,119).

Presinaptik GABAa reseptorleri genellikle aksonlardaki yiiksek kloriir
konsantrasyonlar1 nedeniyle presinaptik terminalleri depolarize ederek ve vezikiil
salinimin1 arttirmaktadir (120,121). Presinaptik GABAp reseptorleri ise voltaj

kaynakli kalsiyum kanallarmi inhibe ederek vezikiil salimimini azaltmaktadir (122).

GABAB reseptorii, bir metabotropik G protein-bagli reseptordiir. GABAs
reseptorlerinin aktivasyonu, hiperpolarizasyon sikliginin azalmasina neden olarak
inhibe edici etki gostermektedir (123). Yapilan hayvan calismalarinda, GABAg
reseptOrii agonistleri hem beyinde hem de omurilikteki analjezik etkilere neden oldugu
saptanmistir ve buna bagli olarak GABAp reseptorii agonisti baklofen
kullanilmaktadir. GABAB reseptorii agonisti baklofen, kronik agriy1 tedavi etmek igin
klinik olarak kullanimdadir (124). Plasebo kontrolli FM klinik denemesinde, bir
GABAB reseptor agonisti olan gama-hidroksibutiratin (GHB) sodyum tuzunun agri,
uyku bozuklugu ve yorgunluk gibi sikayetleri belirgin bir sekilde azalttig1 goriilmiistiir
(125,126). Bu c¢alisma, GABAg reseptorii sinyallerinin arttirilmasmnin FM i¢in,

potansiyel terapdtik bir yaklasima katkida bulunabilecegini gostermektedir. Bununla

17



birlikte, GHB ve baklofen sistemik GABAgp reseptorii agonistlerinin yatistirma
(sedasyon), kas giicsiizliigii ve bradikardi gibi istenmeyen yan etkileride bilinmektedir
(127,128). GABAB reseptorii agonistlerinin yol actig1 yan etkilerden korunmak igin
olas1 bir yaklagim, yerine pozitif allosterik bir modiilatér (PAM) kullanimini igerir.
PAM'ler, endojen agonistlerin ortosterik ligand baglama bolgesinden farkli bir bolgeye
baglanarak etkisini arttirdig1 i¢in, reseptorii dogrudan aktive etmemekte ve bu nedenle
istenmeyen yan etkilerin daha az siklikla goriilmektedir ve agonist benzeri aktivite
sergilemektedir (129,130). GABAg reseptorleri, yavas metabotropik inhibisyon iireten
dimerik G protein-baglantili reseptor ailesindendir. Asir1 uyarilma ve ndbetlerin
olusmasini dnlemek i¢in bu reseptorler gerekmektedir. Islevsel olarak yavas GABAg
aracilt inhibisyon 6 tipi GABAA reseptorlerinden kaynaklanan tonik iletkenlik
inhibisyonuna oldukc¢a benzemektedir. GABAg reseptorleri presinaptik terminalleri
iizerinde disa doniik olarak yerlesmektedir (131,132). Glutamat veya GABA noronlar1
GABAGg reseptorlerini aktive etmek i¢in K+ kanallarini agar ve voltaj kapili Ca2 +
kanallarin1 kapatir, bdylece norotransmitterin terminallerden serbest kalmasini
saglamaktadir (133). Hiicresel seviyede GABAg reseptorlerinin aktivasyonu inhibe
edici olmaktadir, ancak ag sevyesinde bu reseptorlerin aktif hale getirilmesi uyarici
etkileri olusturmaktadir. GABA salimmi azaltmak i¢cin GABAg reseptorleri,
GABAerjik néronun baska bir GABAerjik terminali veya bir glutamaterjik uyarici
terminalini inhibe edip etmedigine bagl olarak ag seviyesinde uyarict veya inhibe

edici etkileri olabilmektedir (134).

Bu ¢alismada, kafeinin beyine yaptig1 uyarimi ve teanininin inhibe edici etkisi
aragtirtlmigtir.  Korteks beyin dalgalar1 uyarict etkiye sahip minimum kafein
konsantrasyonunu belirlemek i¢in 6l¢iilmiistiir. En az etkili kafein konsantrasyonu ile

uyarilma iizerindeki teaninin inhibe edici etkisinin konsantrasyonu incelenmistir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney Semasi ve Deney Gruplan

Bu tezde bulunan biitiin deneyler Istanbul Medipol Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurulu 2019/57 onay1 alinarak yapildi. Deney kapsaminda

kullanilan Balb/c farelere Istanbul

Universitesi

Tibbi

Arastirma

Merkezi’ndeki barinma odalarinda 12 saat aydinlik/karanlik olacak sekilde biyolojik

saatleri dikkate alinarak bakildi. Yapilan deneylerde, deney hayvani olarak ortalama

agirliklar1 22-30 gram olan 8 haftalik Balb/c disi fareler kullanildi.

A
0. dk 15. dk 30. dk 120. dk
1- Kontrol [ & L 4 ®
SF SF
2- Kafein [ & L 4 L ]
SF Kaf
3- Kafein + LT P PS P °
Kaf LT
4- Kafein + MgT1 @ L 4 . g
Kaf MgT:
5- Kafein + MgT,. @ . 2 L 4 L
Taban deger Kaf MgT2 Sakrifikasyon

Sekil 5.1.1. Deney Semas1
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Tablo 5.1.2 Deney gruplar

Grup Adi Tiirii/Cinsiyeti Yasi Sayst
o BALB/c
Salin N 8 Haftalik 8
Dis1
Ny BALB/c
2. Kafein . 8 Haftalik 8
Disi
‘ . BALB/c
3. KL-teanin (20mg teanin) . 8 Haftalik 8
Disi
‘ : BALB/c
4. KMg-teanit #1(20mg teanit) N 8 Haftalik 8
Disi
‘ ‘ BALB/c
5. KMg-teanit #2(20mg teanit) 4 S Haftalik 8
isi

5.2. EEG Kayd1 ve Farmakolojik Ajanlarin Verilmesi

Sekiz haftalik Balb/c farelere 1,75 g/kg olacak sekilde %0,9 izotonik serum

fizyolojik (SF) igerisinde ¢oziilen uretan (U2500-250G, Sigma, China) anestezik ajani

intraperitonel olarak verildi. Anestezi altina alinan fareler stereotaktik cerceveye

(World Precision Instruments, Berlin, Almanya) yerlestirildi. Deney boyunca farelerin

viucut sicakligr sitici battaniye sistemi (507221F, Harvard Apparatus, ABD) ile

duzenli olarak ol¢uldii.
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Rostral

1. Elektrod alani

Bregma
""" noktasi

2. Elektrod alam

Kaudal

Sekil 5.2.1. Beyin hemisferindeki elektrod alanlar1.

Farelerin sol korteksi yuksek hizli tur aleti (Marothon-3, Giiney Kore)
kullanilarak kaldirildi. Sonrasinda bregma noktas1 merkez kabul edilerek iki adet Ag-
AgCl elektrodu korteks tizerine yerlestirildi. AP: 1 mm, L: 1,5 mm bolgesine ilk
elektrot (FE136 Animal Bio Amp: MLAI1212 Micro-Hook Electrodes, AD
Instruments, Avustralya), AP: -3 mm, L: -1,5 mm bolgesine ise ikinci elektrot

yerlestirildi.

Deney i¢in kullanilan L-teanin ve kafein maddeleri %0,9 izotonik sodyum kloriir
(Salin) igerisinde ¢ozdiiriildii. Her ilag ¢dzeltisinin konsantrasyonu 1,0 ml/kg sabit
olacak sekilde ayarlanarak enjekte edildi. ilaglar giinliik olarak hazirland1 ve 75ul

miktarinda intraperitonal olarak verildi.
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5.2.2. Beyin elektriksel aktivite kaydi

Deney siiresi boyunca deney gruplarinin ger¢ek zamanli bolgesel EEG kaydi
(PowerLab 16/30, AD Instruments, Castle Hill, Avustralya) (Sekil:) alindi
Elektrotlardan gelen biyolojik sinyaller, BioAmp amplifikatorleri (AD Instruments,
Castle Hill, Avustralya) kullanilarak amplifiye edildi ve bant gecirimi 0,03-60 Hz ve
genligi 10 mV olacak sekilde smirlandirildi. EEG kaydindan alinan 6lgiimlerde
frekans ve genlik analizi ¢evrim dis1 olarak analiz edildi (Labchart PowerLab
Software, AD Instruments, Castle Hill, Avustralya). Kayit tamamlandiktan sonra

fareler sakrifiye edildi ve beyinleri alindi.

Resim 5.2.3. Beyin elektriksel aktivite kayd: igin elektrotlarin yerlestirilmesi.
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5.3. WESTERN BLOT

5.3.1. Protein izolasyonu

Deneye baslamadan once lizis tampon ¢ozeltisi -20°C’den ¢ikartild1 ve soguk
buz iizerinde eritildi. Izole edilecek dokular kirik buz iizerinde tutuldu. 2 ml
mikrosantrifiij tiipii tiiplerde izole edilen dokularin net agirliklarin1 bulmak amaciyla
2ml bos mikrosantrifiij tiipline darasi1 alinarak dokularin net agirliklari mg olarak
hesaplandi. Agirlig1 belirlenen dokunun 3-5 kat1 miktarda Proteaz fosfataz inhibitorii
iceren lizis tamponu eklendi ve vorteks (541-1000-00-1, Heldolph Instruments,
Germany) yapildi. Homojenizator ayarlanarak tiipler 10 saniye homojenize edildi. Bu
islem 3 kere tekrarland1 ve sonrasinda her bir 6rnek kirik buza alindi. Buzda 20 dakika
inkiibasyon sonrasinda 14000 rpm de +4°C’ye ayarh santrifiijde 15 dakika santrifiij
(621BR24358, Bio-Rad, Germany) yapildi. 1,5 ml’lik veya 0,5 ml etiketlenmis
mikrosantrifiij tiiplere mikropipet yardimiyla proteinleri iceren supernatant aktarild.
Bu tiipler protein stok tiipleri olacak sekilde hazirland1 ve her 6rnek i¢in bu stoktan 10-

50 pl alind1.

5.3.2. Protein Konsantrasyonlarimin Olgiilmesi

Protein konsantrasyonlar1 Qubit® Protein c¢alisma kiti (Q33211; Invitrogen,
ABD) kullanilarak Qubit Fluorometer 2.0 (Q32866; Invitrogen, ABD) cihazi ile
olciildii. Ornekler, konsantrasyon dlgiimlerine gore esitlenip 20 pg/10 pl olacak
sekilde hesaplandi. Beta-merkaptoetanol iceren 2X Laemmli tamponu (161-0737;
Bio-Rad, ABD) ile karistirild1 95 °C’de 5 dakika bekletildi, sonrasinda ise hemen kirik

buzun tizerine alindi.
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5.3.3. Western blot

Her kuyucukta 20 pg ve 10 pl protein olacak sekilde drnekler hazirlandi.
Laemmli buffer 2X’i aktiflestirmek icin total hacime gore %5 P-merkaptoetanol
eklendi. Ornekler vortex ve spin-down (AC100-240V, Inovia Technology, Germany)
edilerek ACddH>O+ 2X aktif Laemmli tampon ¢6zelti ile karistirilarak, kuyucuklara
yiiklenmek iizere hazirland1. Ornekler kuyucuklu blok siticr’ya (AS-MK200-1145E,
Losheng instrument, China) yerlestirilerek 5 dakika inkiibasyonu saglandi.
Inkiibasyon sonrasinda ornekler spin-down edilerek buz iizerine alindi ve jel’in
kuyucuklar1 ice bakilacak sekilde WB kasedine takildi ve tanka oturtulduktan sonra
Yiiriitme tamponu(161-0772, Bio-Rad, Germany) eklendi. ilk olarak 5 dakika 50
voltta, sonrasinda 90 dakika 100 voltta ve en sonda 150 voltta bantlar istenilen noktaya
gelinceye kadar yiiriitiildii. Yiriitme islemi bittikten sonra iBlot (Invitrogen, ABD)
cihaz1 ve iBlot Gel Transfer Stacks PVDF, Regular (IB401001, Invitrogen, ABD)
transfer kiti kullanilarak jellerdeki proteinlerin polivinilden diflorit (PVDF) (170-
4272; Bio-Rad, ABD) membranlara transferi yapildi. PVDF memranlar ilgilenilen
proteinlerin bulundugu bdlgeye bagl olarak uygun boyutlarda kesildikten sonra tris
tamponlu salin-Triton-X-100(TBS-T) ile hazirlanmis %5’lik yagsiz siit tozu
cozeltisinde (sc-2325; ChemCruz, ABD) 1 saat bloklamaya alindi. Bloklama
sonrasimnda sonra kullanilacak primer antikorlar GABAA-R2, GABAg-R1, GABAg-
R2, 5-HTI1A, 1:1000 ve 1:5000 oraninda bloklama solusyonu ile seyreltilerek +4
°C’de gece boyunca (16 saat) shaker iizerinde sallantida birakild1.

Inkiibasyon sonunda membran yikamaya alindi. Uzerlerine TBS-T (TBS +
%0.1 Tween-20) eklenerek 3 kez 5 dakika araliklarla yikama yapildi. Yikama
yapildiktan sonra (1:1000; 1:5000; 1:500) oraninda bloklama soliisyonu igerisinde
seyreltilerek hazirlanan sekonder antikor anti rabbit (7074, Cell Signaling Technology,
ABD) veya anti Mouse (7076, Cell Signaling Technology, ABD) oda sicakliginda
1518a maruz kalmayacak sekilde 60 dakika inkubasyona birakildi. Bantlar Western
goriliniitiileme soliisyonlar1 (Clarity™ Western ECL substrate,170-5060, BIO-RAD,
ABD; WesternBright™Sirius, Westernblotting detection kit, K-12043-D10 Advansta,
ABD) kullanilarak ChemiDoc MP goriintiileme cihazinda goriintiilendi.
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5.3.4. Stripleme

Memranlar strip soliisyonu (%73,7 ddHO, %20 Sodyum Siilfat (10%), %0.007
Beta- merkaptoethanol) ile muamele edilerek 50°C sicaklikta 20 dakika boyunca

inkubasyona birakildi. Daha sonra TBS-T ile 3 kere beser dakika boyunca yikanarak,

bloklama asamasindan itibaren takip edilen protokol farkli bir antikor (Beta-aktin,

4970, CST) kullanilarak tekrar edildi. Ornegin; Bcl-xL antikoru ile muamele

edildikten sonra stripleme yapilip ayn1 membranda -aktin antikoruna bakildi.

5.4. Elisa

Tablo 5.4.1 Deneyde kullanilan reaktif gesitleri ve miktarlar

Reaktifler Miktar Reaktifler Miktar
Onceden kaplanmus, 96 kuyuluk
kullanima hazir 96 1 Kapatici Plate 4
oyuklu well plate
2 Standart
Standart 1x20mL
Sulandirict A (Assay
Reaktif A 1x120uL | Diluent) 1x12mL
Sulandiric1 B
Reaktif B 1x120pL| (Assay Diluent) 1x12mL
Durdurma soliisyonu
TMB substrat 1x9mL 1x6mL
Kullanim
Yikama soliisyonu 1x20mL | talimati 1
konsantrasyon)

[Ik asama olarak dokularin temizlenmesi icin soguk PBS ile yikama yapildi.

Hazir hale gelen dokular homojenizatorde lizis tamponu ile kii¢iikk parcalar haline

getirildi. Elde edilen ¢ozelti Ultrasonik hiicre transmiteri yardimai ile berraklastirildi ve
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daha sonra 5 dakika 10000 rpm’de santrifiij yapild1 ve kullanilmasi i¢in -20 °C’de

saklandi.

Hiicreleri parcalamak i¢in dokular 3 defa soguk PBS’den gecirildi ve tripsinle
ayrilip 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij yapildi. 107 hiicre/ml konsantrasyonu ile taze
lizis tampon i¢inde birakilarak ¢ozelti tekrardan ultrasona tabi tutuldu. Daha sonra 2-
8° C’de 10 dakika boyunca 1500 rpm’de santrifiij yapilarak tahlil i¢in hazir hale
getirildi.

5.4.2 Tahlil prosediirii

Seyreltilmis standartlar bos ve numuneler olacak sekilde kuyucuklar hazirland1
ve Plate sealer (kaplama Ambalaji) ile kaplatildi. 1 saat 37 °C'de inkiibe edildikden
sonra her kuyuya 100uL Reaktif A ¢calisma ¢ozeltisi eklenerek, kuyucuklar kapatici ile
kapatilip 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi. Her kuyucuk 350uL 1 X Yikama Solusyonu ile
3 kez yikand1 ve 1- 2 dakika bekletildi. Daha sonra her bir kuyucuga 100uL reaktif B
calisma ¢ozeltisi eklenerek, kapatici ile kapatilarak ve 37 °C'de 30 dakika inkiibe
edildi. Yikama islemi 4. adimda yapildig1 gibi toplam 5 kez tekrarlandi. Daha sonra
her kuyucuga 90pL Substrat ¢ozeltisi eklenerek yeni bir kaplama ambalaji ile ortiilmiis
37 °C'de 10-20 dakika 1siktan korunarak inkiibe edildi. Sonrasina her kuyucuga 50uL
Durdurma soliisyonu eklendi ve c¢ozeltinin siviyr sariya gevirmesine bakild.
Numunelerin antikor kapli 96 kuyucuklu plakalarla inkiibasyonundan sonra, proteinler
icin enzime baglh antikorlar eklendi. Rengin yogunlugu, 450 nm'de bir mikroplaka

okuyucuda (Chromate Manager 4300, Palm City, ABD) 6l¢iildi.

Serotonin, Dopamin ve Melatonin hormon sevyelerini belirlemek i¢in USCN
Life Science'dan (Katalog No: E94912Hu ve SEA868Hu. E94912Hu) enzim baglh
immiinosorbent tahlili (ELISA) kitleri kullanildi (135). Standartlar veya 6rnekler daha
sonra biyotin konjuge antikorlu uygun mikroplaka kuyularina eklendi. Daha sonra,
Horseradish Peroxidase (HRP) 'ye konjuge Avidin, her bir mikroplaka kuyusuna
eklenerek inkiibe edildi. TMB substrat ¢ozeltisi eklendikten sonra, sadece SIRT,
biyotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge Avidin igeren kuyucuklar renkte bir

degisiklik gozlemlendi. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit ¢ozeltisinin
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eklenmesi ile sonlandirilarak renk degisikligi, 450nm =+ 10nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Numunelerdeki SERT konsantrasyonu, daha sonra,

O.D. numunelerin standart egriye gore incelendi.

5.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen datalar SPPS istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir. Gruplar
arasindaki farklar One Way ANOV A ve Tukey’s post-hoc test kullanilarak, en dustik anlamli

farklilik testiyle analiz edilmistir.

Western blot sonunda elde edilen goriintiileme sonuglar1 ImageJ programi kullanilarak
analizi yapildi. Bant boyutlarmin piksel bazli optik yogunluk degerlerinden zemin degeri

cikartilarak endojen kontrol olarak kullanilan beta aktin proteinine gore optimize edildi.

Biitin degerler ortalama + standart hata olarak verilmis, *p<0,05 ve **p<0,01

istatistiksel anlamli olarak kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1.Beyin Elektriksel Aktivitesi

120 dakika operasyonun basarisint kontrol etmek i¢in beyin bdlgesine
(bregmadan 1mm anterior/1,5mm lateral ve posterior 3mm/1.5mm lateral) iki Ag-
AgCl kiire elektrotu referans bolgelerine yerlestirilerek kayit alindi. Kayidin
baslangicidan sonuna kadar belli araliklar taban deger ve diger maddelerin verilmesi

icin secilerek takip edildi.

Frekans
800 =
600 ~® Kontrol
- K
§ 400 - KT
= = KMgT1
- KMgT2
200 -
0
) \2) ) H (dk)
o N S o
A T X
o RN
Zaman

Sekil 6.1.1. Kontrol grubu ile deney gruplarinin zamana bagl olarak Elektroensefalografi (EEG)

beyin dlektriksel aktivitesinin frekans gosterimi.

120 dakika kayit siiresince beyine 15. dakikada Kafein 30. dakikada kafein

etkisini inhibe edici L-teanin ve farkli formlar1 verilerek Elektroensefalografi (EEG)
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yontemi ile beyinin uyarim aktivitesi analiz edildi. Veriler ortalama + strandart sapma
olarak verildi. 4p<0,01/ 2 p<0,05 kontrol grubu ile tedavi grubu arasindaki istatistiksel

olarak anlamlilig1 gdstermektedir.

Yapilan caligmada, 120 dakika kayit siiresinin 15. dakikasinda verilen kafein
maddesinin kontrol ile kiyaslandiginda beyin aktivitesine yiiksek oranda uyarici etki
ettigi gbzlemlendi. Alinan EGG kaydi sonucunda kafein uygulanan deney gruplarinda
frekans degerlerinde artisi tespit edildi. Calismanin 30. dakikasinda verilen teanin
maddesi ve farkli formlar1 kafein sonucuna etki ederek uyarim tersine gevirip frekans

degerinde diisiis saglad:.

Kafein grubu kontrol grubuna kiyasla beyin aktivitesine yliksek oranda uyarici
etki ettigi gozlemlenmistir ve frekans degerinde artis goriilmiistiir. Kafein sonrasi
30.dakikada verilen teanin ve farkli formlarinin kafeninin uyarimina olan etkisini

tersine ¢evirerek frekans degerinde diisiis saglandi.

Amplitiid
300+
-o- Kontrol
200+ = K
- KT
>
B * KMgT1
-+ KMgT2
100+
o L] 1 1 1 1 L] L] L)
) Q 2] Q \ N ) (dk)
N Rl .‘p" e @:\ '\"’q ® % 4
) N
Zaman

Sekil 6.1.2. Kontrol grubu ile deney gruplarmin zamana baglh olarak Elektroensefalografi
(EEG)beyin elektriksel aktivitesinin amplitiid gdsterimi.

29



120 dakika kayit siiresince beyine 15. dakikada Kafein 30. dakikada kafein
etkisini inhibe edici teanin ve farkli formlar1 verilerek (EEG) yontemi ile beyin
aktivitesi analiz edildi. Verilen ortalama + strandart sapma olarak verildi. ¢ p<0.01/?2
p<0.05 kontrol grubu ile tedavi grubu arasindaki istatistiksel olarak anlamlilig

gostermektedir.

Belirlenen 120 dakika kayit siiresinin 15. dakikasinda verilen kafein beyin
aktivitesinin uyarilmasmi saglayarak frekans degerinin aksine genlikte azalma
gozlemlendi. 30. dakikada verilen teanin ve farkli formlar1 kafein etkisini inhibe

ederek zamana bagl genlikte yiikselise sebep oldu.

6.2. Protein Analizi

EGG kayd1 sonrasinda protein seviyesindeki degisikliklerin
degerlendirilebilmesi amaciyla hayvanlar sakrifiye edildikten sonra beyinleri hizlica

izole edildi ve kuru buz iizerinde donduruldu. Daha sonra dondurulan beyinlerin

korteks bolgelerinden protein izolasyonlar1 yapildi.

150
'z GABA,-R2
= a
£ 100 be b GABASH1
) c
E B GABAgR2 -
g d
2
E 5-HT1A
g 50
< Practin - — - —
é I I 1 I 1
) 0- : Kontrol K KT KMgTl KMgT2

T
Kontrol K ~ KT KMgT1 KMgT2

Sekil 6.2.1. GABAA-R2 protein seviyesinin kontrole gore yiizdesi.
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Kontrol grubuyla kiyaslandiginda kafein grubunda ndronal sinaptik iletimi
saglayan GABAA-R2 protein seviyesi istatistiksel olarak anlamli dl¢iide diigsmiistiir
(p<0,05, Sekil 6.2.1). Kafein sonrasinda verilen L-teanin grubunda ise kontrol grubu
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artis gézlemlenmistir. L-
teaninin formlar1 olan #1Mg-teanit ve #2Mg-teanit verilen grublarda kontrol grubu ile

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli artig goriilmiistiir.
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Sekil 6.2.2. GABAg -R1 protein seviyesinin kontrole gore yilizdesi.

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda kafein grubunda GABA reseptoriiniin alt
birimi olan ve heterodimerik fonksyon saglayan GABAsg-R1 protein seviyesi
istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir (p<0,05, Sekil 6.2.2). L-teanin
grubunda ise kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli dl¢lide artis
gostermistir. L-teaninin formlar1 olan #1Mg-teanit ve #2Mg-teanit verilen gruplarda

kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli artig saglamistir.
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Sekil 6.2.3. GABAB-R?2 protein seviyesinin kontrole gore yiizdesg.

Kontrol grubuyla ile kiyaslandiginda kafein grubunda GABA reseptOriiniin alt
birimi olan ve izomerik fonksiyon saglayan GABAg -R2 protein seviyesi istatistiksel
olarak anlaml diisiis gériilmiistiir (p<<0,05, Sekil 6.2.3 ). L-teanin grubu kontrol grubu
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli artis saptanmistir. L-teaninin formlar1
olan #1Mg-teanit ve #2Mg-teanit verilen gruplarda kontrol grubu ile kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli artig belirlenmistir.
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Kontrol grubuyla ile kiyaslandiginda kafein grubunda santral bir mekanizma ile

periferik vazodilatasyonu indiikleyen 5-HT1A protein seviyesi istatistiksel olarak

anlamli 6l¢ilide azalma gostermistir (p<<0,05, Sekil 6.2.4). L-teanin grubu kontrol grubu

ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli artig saptanmustir. L-teaninin formlari

olan #1Mg-teanit ve #2Mg-teanit verilen gruplarda kontrol grubu ile kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli artig gériilmiistiir
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6.3.Beyin Hormonal Diizeylerinin Olciilmesi

Tablo 6.3.1. Farkli teanin formlarinin farelerin beyininde serotonin, dopamin ve melatonin

diizeylerine etkisi

Ogeler

Serotonin
, Ng/g

Dopamin
» ng/g

Melatoni
n,pg/g

Gruplar
Kontrol
K KT  KMgTl KMgT?2

836.29+44. | 571.00+42 | 655.43+35 | 762.29+25. | 751.43+30.
212 144 46° 34° 34°
968.00+74. | 584.86+72 | 779.00+77 | 832.71+74.  895.57+61.
44° 474 73¢ 50° 934
0.95+0.07* | 0.59+0.05% | 0.69+0.08° | 0.80+0.03°> | 0.85+0.04°

P--*

0.0001

0.0001

0.0001

K: Kafein; T: Teanin; Mg: Magnesium; MgT: Magnesium-teanet. Veriler ortalama ve

standart sapmalar olarak sunulmustur. a-c: Ayni ¢izgiyi ifade eden ortak bir iist simge olmadan

onemli Olctide farkli test ELISA ile yapild.

ELISA testi sonucu dokuda olan serotonin, dopamin ve melatonin kontrol grubu ile

kiyaslandiginda kafein verilen grupta istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalma saptanmigtir

(P < 0,05; *ANOVA and Tukey's post-hoc test). L-teanin grubu kontrol grubu ile

kiyaslandiginda istatistiksel olarak azalma goriilmiistiir. L-teaninin formlar1 olan #1Mg-teanit

ve #2Mg-teanit verilen gruplarda kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak azalma

tespit edilmistir.
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7. TARTISMA

Literaturde bulunan arastwrmalarda uykusuzluk; uygun kosullar
saglanmasma ragmen, uykuya dalmakta veya uykuyu strdirmede zorluk, yetersiz
surede uyuma ve restoratif olmayan uyku ile birlikte bu durumun kisinin uyanik
yasaminda etkili olmasi olarak tanimlanmaktadir (136). Uyku bozukluklar1 bedensel
ve sosyal yasami, ruh sagligmi, olumsuz etkileyen, akademik basarida ve is
verimliliginde dustise, kazalarda artisa neden olabilen ciddi anlamda bir halk sagligi
sorunudur (137). Epidemiyolojik calismalarin ¢ogu, yetiskinlerin yaklasik tigte birinin
(%30-%36) uykuya baslama veya uyumay: siirdiirmede zorluk yasadigini rapor
etmistir (138). Biz de bu calisma neticesinde daha onceki calismalar1 destekleyici

nitelikte sonuglar ortaya koyduk.

Bu tez c¢alismasinda L-teanin intraperitonel olarak farelerde 0,78mg/kg'dan
daha yiiksek bir dozda verildiginde yapilan analizler sonucunda, kafeinin uyarici
etkisini engelleyebilecegi gosterildi. Maddenin sistem icerisindeki doz miktar1 daha
onceki caligmalarla iligkili olarak belirlendi. 2014 yilinda yapilan bir calismada teanin
ve formlar1 2 pmol/kg (0,348 mg/kg) yogunlukta uygulandig takdirde ayni kafein gibi
uyarict etki ettigi gosterirken, bu yogunluk 5 pmol/kg (0,781 mg/kg) ¢ikarildiginda

kafeinin uyarici etkisini inhibe ettigi goriilmistiir (139).

Bu zamana kadar yapilmig L-teanin calismalarinda model hayvan olarak sican
(139,140) ve tavsan (141) kullanilmistir. Biz ise ¢alismamizda hayvan modeli i¢in
Balb/c farelerini kullandik. Bu hayvan modelini se¢gme nedenimiz duyarliligin
lokasyona gore belirlendigi atipik bir deneysel otoimmun ensefalomyelit (EAE) formu
gelistirmemesidir (142). Sicanlarda ortalama agirlhik 260-320g iken (140)
kullandigimiz farelerde bu agirlik ortalama 30g olucak sekildedir. Ilag konsantrasyon

ayarlamasi bu agirliklar baz alinarak yapilmistir.

Alman EEG kaydi analizi sonucu kafein uygulanan deney gruplarinda frekans
degerlerinde belirgin artis gozlemlendi. Kafein ile beyin aktivitesinin uyarilmasi
frekans degerine ters orantili olarak genlik degerinde azalmaya sebep oldu.

Sonuglarimiz ge¢mis caligmalar ile paralelik gostermistir (143). Bunun yan1 sira EEG

35



sonuclar1 literatiirdeki ¢aligmalarda beynin korteks, hipokampus ve amigdala gibi
farkli bolgelerinden incelenmis ve sonuclar birbirleri ile uyustugu i¢in yalniz korteks

bolgesi ile caligmanin yeterli oldugu diisiiniilmiistiir (139).

Frekans ve genliklerdeki degisim sonuglarini anlamlandirmak i¢in kafeinin EEG
belirtecleri iizerindeki etkisi 2008 yilinda incelenmis ve kafeinin uyku esnasinda, uyku

homeostazinin EEG belirteclerini azalttigi gortilmiistiir (144).

Kafein tiikketimi uyaniklik siiresinin artmasini sagladigi1 goriilmektedir (145) ve
maddenin alimi beynin yaygin bdlgelerinde bulunan A; ve A»A reseptorlerini
antagonize ederek uyku uyarilma mekanizmasi iizerine etki ettigi bilinmektedir (146).
Adenozin hem sinir hiicresi davraniglarn1 hem de sinir hiicresi aktivitesini
postsinaptik bolgedeki sinir hiicreleri tlizerine direk olarak ve norotransmitter

kimyasallarinin presinaptik salgilanisini dolayli olarak engelledigi goriilmiistiir (147).

Uygulanan kafein ile teanin ve formlarmin hiicre i¢i sinyal mekanizmasina nasil
etki ettiginin degerlendirilebilmesi icin Western Blot yontemi ile protein analizi
yapildi. Ozellikle GABA santral sinir sisteminde ve retinada en iyi bilinen presinaptik
inhibitor ve beyin metabolizmas1t ve isleyisi i¢in Onemli bir noOrotransmitter
oldugundan GABAA-R2, GABAs -R1, GABAg -R2i ve 5-HT1A protein seviyeleri
analiz edildi. Bu protein seviyelerinden bir kismi daha oOnceki caligmalarda
polyganatum sibiricum rhyzome (PSR) maddesinin uyku arttirici etkilerini arastirmak
lizere ¢alisilmis proteinlerdendir (148). Analizlerimiz sonucunda kafein uygulanan
gruplar kontrol grubu ile kiyaslandig1 zaman dort protein seviyesinde de istatistiksel
olarak anlamli sekilde diigiis goriilmiistiir. Protein sevyesinde goriilen bu degisim
mRNA ekspresiyonunun artmasini saglayarak uykuyu iyi yonden etkilemektedir
(149). Ayn1 zamanda noron verici sistemler olan glutamat baglayici reseptorlerin
aktivasyonuna degistirerek uykuyla beraber Ogrenme fizyolojisinede etkisi

goriilmektedir (150).

Biyokimyasal ve oksidatif stres belirtecleri olan, seratonin, melatonin ve
dopamin hormonlarinin beyindeki diizeyleri ELISA yontemi kullanilarak 6l¢tildi.

Kafein yapisal olarak adenozine benzer ve jeneralize inhibitdr fonksiyona sahiptir.
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Beyin, yiiksek adenozin diizeyine sahiptir ve adenozin genellikle serotonin, dopamin,
asetilkolin, norepinefrin gibi norotransmitterlerin konsantrasyonunu diisiirmektedir.
Adenozin ile kafein arasindaki yapisal benzerlik, kafeinin adenozin reseptorlerine
baglanip yarisabilmesine olanak tanir, bdylece adenozinin sinir hiicreleri iizerine
etkisini  bloke etmektedir (151). Bu bilgiler 1s1iginda deney gruplari
degerlendirildiginde ve serotonin degeri kontrol grubu ile kiyaslandiginda kafein;
serotonin seviyesinde bliyiik Ol¢iide azaltmaya neden oldu. Dopamin ve melotonin

degerleri kontrol grubunu baz alarak bakildiginda ise ayni1 sekilde azalma gézlemlendi.

Teanin uygulamasi, hipokampusta (HIP) norotropik faktér ekspresyonunu
arttirir ve dopamin ,seratonin, ve y-aminobutirik asit gibi beyin noéro-transmiterlerinin
aktivitesini degistirerek diizenler (88). Kafein uygulamasi sonrasinda teaninin formlari
verilen gruplarda kafein ile diismiis olan hormon seviyeleri izerinde artig gézlemlendi.
Gozlemlenen artis uygulama yapilmamis kontrol grubunun hormon seviyeleri ile
karsilastirildiginda ise higbir teanin formunun kontrol grubu kadar yiiksek olmadigi
sonucuna varildi. Bu sonuglar bize her ne kadar teanin formlarmin kafeinin uyarici

etkisini inhibe ettigini gosterse de, yiizde ylizliik bir etki saglamadig1 ortaya koyuldu.
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8. SONUC

Elde edilen tiim veriler incelendiginde teanin formlar1 farelere intraperitonel
olarak 0,78mg/kg tlizerinde bir dozda verildiginde kafenin uyarict etkisini tersine

cevirerek inhibe ettigi elektroensefalografi (EEG) kaydi sonucu goriilmektedir.

Kafein uygulamasi kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman GABAa-R2, GABAg-
R1, GABAg-R2, 5-HT1A protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamli olciide
azaltmaktadir. Teanin formlari ile kiyaslandigi zaman ise protein diizeyleri istatistiksel

olarak anlamli 6l¢tide artmaktadir.

Ayrica kafein sonrasi verilen teanin formlar1 beyindeki seratonin, dopamin ve
melatonin hormon diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda azaldigi, kafein grubu

ile kiyaslandiginda ise anlaml sekilde arttigi goriilmektedir.

Uygulanan teanin formlarmin GABA aracili inhibitor nérotransmisyonuna etki
ederek kafein uygulamasinin neden oldugu uyaricit aktiviteyi engelleyerek stres

onledigi, sakinlik hissini arttirdig1 ve uyaniklik siiresini azalttig1 diisiiniilmektedir.
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