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OZET

Alkan EN. Farklh Dozlarda ve Siikrozla Birlikte Uygulanan Kakaonun (Theobroma
Cacao) Sicanlar Uzerindeki Anksiyolitik Etkisinin incelenmesi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023.
Anksiyete bozuklugu sik gorilen bir rahatsizliktir. Mevcut farmakolojik tedavilerin
etkinligi ge¢ baslamakta ve yan etkileri hastalari olumsuz etkilemektedir. Bu ylizden
hastalar, anksiyete durumunu azaltan farkh triinlere yonelmektedirler. Kakao ¢esitli
biyoaktif maddeler igerir ve sik tiketilir. Bu ¢alismada kakaonun farkl dozlarda
alinmasinin veya kakaonun sekerli ya da sekersiz tiiketilmesinin akut anksiyolitik etkisi
arastirilmistir. Kakaonun oral yolla verildikten sonra muhtemel anksiyolitik etkisinin ne
zaman ortaya ¢ikacagi bilinmedigi icin 6ncelikle siire tespit edilmeye ¢alisilmistir. Siire
tayininden sonra ana ¢alismaya gegcilmistir. Ana galisma igin 64 Wistar albino erkek
sican kullanilmistir ve her grup 8 adet sicandan olusturulmustur. iki farkli dozda kakao
(500 mg/kg ve 1000 mg/kg), siikroz (1000 mg/kg), her iki dozdaki kakao+sukroz,
diapezam ve tween 80 oral gavajla sicanlara tek doz uygulanmistir. Acik alan testi ve
ylkseltilmis arti labirent testleriyle anksiyeteyle iliskili davranislar degerlendirilmistir.
Rotarod testiyle lokomotor aktivite dlctlmistir. Hipokampus ve kan dokusunda cesitli
biyokimyasal parametrelere bakilarak anksiyolitik etkiye yonelik herhangi bir degisim
olup olmadigi arastirllmistir. Ayrica kanda ALT, AST, BUN, kreatinin, total kolesterol,
trigliserid ve glikoz seviyeleri incelenmistir. Calismanin sonucunda kakaonun akut
uygulanmasi genel olarak anksiyeteyle iliskili davranislari azaltirken siikrozla birlikte
verildiginde bu etki kaybolmustur. GABA miktarlari lizerinde etkisi olmamakla birlikte,
siikrozla birlikte kullanildiginda GABA seviyesi artmistir. Serotonin ve noradrenalin
miktarini degistirmedigi gorilmustir. Kortizol miktari lizerinde etki olusturmazken
siikrozla birlikte kullanildiginda kortizol miktari azalmistir. incelenen diger kan

parametrelerinde herhangi bir degisim gézlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Anksiyete, kakao, siikroz, GABA, kortizol

Destekleyen: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri TYL-2022-19766



viii

ABSTRACT

Alkan EN. Investigation of Anxiolytic Effect of Cacao (Theobroma Cacao)
Administered at Different Doses and with Sucrose on Rats. Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences, Physiology Program Master Thesis, Ankara,
2023. Anxiety disorder is a common condition. The effectiveness of current
pharmacological treatments is delayed and their side effects negatively impact
patients. Therefore, patients turn to different products. Cocoa is a frequently
consumed substance that contains various bioactive compounds. This study
investigated the acute anxiolytic effect of cocoa consumed in different doses or with
or without sugar. Since the time when cocoa's potential anxiolytic effect would appear
after oral administration was not known, the duration was determined first. The main
study was then conducted. 64 male Wistar albino rats were used in the main study,
with 8 rats in each group. Two different doses of cocoa (500 mg/kg and 1000 mg/kg),
sucrose (1000 mg/kg), both doses of cocoa+sucrose, diazepam, and tween 80 were
administered orally to rats in a single dose. Anxiety-related behaviors were evaluated
using open field test and elevated plus maze test, and locomotor activity was
measured using the rotarod test. Various biochemical parameters were examined
from hippocampus and blood to determine whether there was any change in the
anxiolytic effect. In addition, ALT, AST, BUN, creatinine, total cholesterol, triglyceride,
and glucose levels in the blood were examined. The results of the study showed that
acute administration of cocoa generally reduced anxiety-related behaviors, but this
effect disappeared when cocoa is given with sucrose. Although cocoa did not affect
GABA levels, the combination with sucrose increased GABA levels. It did not change
the levels of serotonin and noradreline. While cocoa did not have an effect on cortisol
levels, the combination with sucrose decreased cortisol levels. No changes were

observed in the other examined blood parameters.
Keywords: Anxiety, cocoa, sucrose, GABA, cortisol

Supported by: Hacettepe University Scientific Research Projects TYL-2022-19766
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1. GIRiS

Anksiyete bozukluklari hem cocuklarda hem de yetiskinlerde siklikla gorilen
ruhsal bozukluklardan biridir (1, 2). Anksiyete bozuklugu tanisi koyulan her dort
kisiden Ggl yasamlari boyunca en az bir ruhsal bozukluk daha yasar (3). Anksiyete
bozuklugunda ruhsal, bilissel ve otonomik belirtiler bir arada gorilir (4). Kisi yasam
kalitesini ve psikososyal islevselligini ciddi bir sekilde etkileyecek kadar yogun korku
ve endise duygusu yasar (5-7). Yasam kalitesinin diismesi ve baska bir hastalikla
birlikte gorilmesi mortalite riskini arttirir (8). Artan 6lim riskleriyle birlikte insidans
oraninin yiiksek olmasi halk sagligini olumsuz etkiler. Bu durum ekonomik yiikleri de
beraberinde getirir (8-10). Dlinya saghk orgitiniln verileri, giderek artan insidans
oranina dikkat ¢ekmektedir (11). Dolayisiyla her gecen vyil bireysel, toplumsal ve
ekonomik yiikler de artarak ilerleyecektir. TUm bunlar anksiyete bozukluklarinin ciddi

ve Onlem alinmasi gereken bir sorun oldugunu géstermektedir.

Anksiyete bozuklugunun farmakolojik tedavisinde secici serotonin geri alim
inhibitorleri, serotonin-noradrenalin geri alim inhibitorleri ve benzodiazepinler ana
tedavi basamagini olusturur. Ancak bu ilag tedavileri, gesitli yan etkilere, yetersiz
etkinlige ve dlsuk tedavi yanitina sahiptir (12, 13). Bununla birlikte tedaviye yanit
veren kisilerin de yalnizca yarisinda iyilesme gozlenir (12). Anksiyete bozuklugu olup
iyilesemeyen ya da ciddi yan etkilerden dolayi farmakolojik tedaviyi siirdliremeyen

hastalar, anksiyolitik etkisi olabilecek diger triinlere yonelmektedir (13, 14).

Kakao ve kakao tirevli Urilinler, diinya genelinde ciddi miktarda Uretilen ve
gunlik hayatta siklikla tlketilen besinlerdendir. Ayrica kakao, cesitli biyoaktif
bilesiklerin de 6nemli bir kaynagidir (15, 16). Literatir tarandiginda kakaonun uzun
sureli noroprotektif etkilerini destekleyen veriler olmasina ragmen, duygusal islevleri
ve davranis Uzerindeki ani etkilerine yonelik calismalara pek rastlanmamistir (17).
Bununla birlikte kakaonun anksiyete lzerine etkisini arastiran calismalarin sayisinin
da oldukg¢a az oldugu gozlemlenmistir. Ek olarak yapilan calismalar, genellikle kakao

icerisinde yer alan biyoaktif bilesenlerin etkisinin gézlenmesine yoneliktir.



Kakaonun oral yolla tek doz verilip akut anksiyolitik etkisini arastiran bir
¢alismaya literatlirde rastlanmamistir. Kakaonun genellikle sekerle tatlandirilarak
tuketildigi bilinmektedir. Ek olarak kakao Urlnlerindeki kakao orani, ¢ok dusik
yuzdelerden ¢ok yiksek yizdelere kadar degisim gostermektedir. Tim bunlar goz
oninde bulunduruldugunda yapilan bu ¢calisma hem insanlarin kakao tiiketim sekline
uygun bir model hem de kakaonun akut anksiyolitik etkisinin arastirilmasina yonelik
tasarlanmistir. Bu dogrultuda kakaonun farkh dozlarda alinmasinin veya kakaonun
sekerli ya da sekersiz tliiketilmesinin anksiyolitik etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.
Bu baglamda yapilan bir ¢alismaya literatlirde rastlanmamistir. Ana tatlandirici olarak
dinya capinda c¢ogunlukla sikroz kullanildig icin bu calismada da siikroz tercih
edilmistir (18). Literatir tarandiginda siikrozun anksiyete Uzerine etkisi net olarak
ifade edilmemektedir. Bununla birlikte seker tiketiminin anksiyete veya depresif

davranislarda kalici degisikliklere yol agmadigi varsayilmaktadir (19).

Arastirmanin amaci dogrultusunda calismanin hipotezleri asagida belirtildigi

gibi kurulmustur.

1. Kakaonun Wistar albino cinsi sicanlara oral yolla tek doz (500 ve
1000mg/kg) uygulanmasi anksiyete benzeri davranislari azaltir.

2. Kakaonun Wistar albino cinsi sicanlara oral yolla tek doz (500 ve
1000mg/kg) uygulanmasi lokomotor aktivitede degisiklige neden olmaz.

3. Kakaonun Wistar albino cinsi siganlara oral yolla tek doz (500 ve
1000mg/kg) uygulanmasi  hipokamplis dokusundaki serotonin,
noradrenalin, gama-amino butirik asit miktarini ve kan kortizol dizeyini
degistirir.

4. Wistar albino cinsi siganlara oral yolla tek doz %10 siikroz sollisyonunun
kakao (500 ve 1000mg/kg) ile birlikte uygulanmasi, kakaonun anksiyolitik
etkisini azaltmaz.

5. Wistar albino cinsi sicanlara oral yolla tek doz kakao (500 ve 1000mg/kg)
uygulanmasi karaciger ve bobrek fonksiyon testlerinde degisiklige neden

olmaz. Total kolesterol, trigliserid ve kan glikoz seviyelerini degistirmez.



2. GENEL BILGILER
2.1. Anksiyete Bozuklugu

Anksiyete, organizmayi tehdit eden unsurlara karsi uyarici bir sinyal olup
kisinin 6nlem almasini sagladigi icin gerekli bir tepkidir. Bunlarin yani sira belirsiz ve
rahatsiz edici bir endise duygusudur (20). Anksiyete duygusunun asiri bir sekilde
hissedilmesi ve uzun siire devam etmesi anksiyete bozuklugu olarak tanimlanir (21).
Bu bozukluk, 20. Yuzyil itibariyle psikiyatrik siniflandirmada yerini almistir (22).
Anksiyete bozuklugu 19. ylzyildan 6nce bir hastalik olarak bilinmemesine ragmen
anksiyete ve anksiyete bozuklugu kavramlarinin kokleri, M.O. besinci yiizyila kadar
uzanir (22, 23). Dahasi M.0O. 106-43 yillarinda yasamis olan ve filozof olarak bilinen
Cicero, tehlikeli bir anda ortaya cikan gecici anksiyete ile kalici egilim gosteren
anksiyete duygularini birbirinden ayiran ve anksiyeteyi tibbi bir hastalik olarak
tanimlayan ilk kisidir (22-24). Ginliimizde ise hastaliklari tanimlayan, siniflandiran,
gorilme sikligini bildiren, tani koyma kriterleri olusturan sistemler vardir. Ruhsal
hastaliklar icin ise en ¢ok bilinen ve kullanilan ana siniflandirma araci Amerikan
Psikiyatri Birligi (APA) tarafindan yayinlanan DSM (Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve
istatiksel El Kitabi) tani koyma sistemidir (25). Son olarak 2013 yilinda yayinlanan
DSM-5; anksiyeteyi gelecekte meydana gelme olasiligi olan tehlikeli bir durumu
bekleme hali olarak tanimlar. Bu haliyle gercekte olan veya yakinda algilanan tehlikeli
bir duruma tepki olarak verilen korku duygusundan ayrilir (26). Korku ve anksiyete
kavramlarinin ayirt edilip edilemeyecegi yoniinde birbirine zit diisiinceler olmakla
birlikte DSM-5, ayrilan yonleri Ulzerinde durarak bir tanim gelistirmistir ancak iki

durumun ortisebilir oldugunu da belirtmistir (26, 27).
2.1.1. Anksiyete Bozukluklarinin Siniflandirilmasi

DSM-5 anksiyete bozukluklarini; semptomlari tetikleyen uyaran tirleri ve
durumlari ile belirli alt tiplere ayirmistir ve son glincelleme ile bazi yenilikler
getirmistir (28). Anksiyete bozukluklari altinda degerlendirilen travma sonrasi stres

bozuklugu ve obsesif-kompulsif bozukluk noérobiyolojik temellerinden dolayl bu



bélimden cikartilmistir. Secici mutizm! ve ayrilik anksiyetesi?> bozuklugu yeni
gincellemeyle birlikte anksiyete bozukluklari siniflandirmasina dahil edilmistir (12).
Bunlarla birlikte sosyal anksiyete bozuklugu, belirli bir duruma veya nesneye karsi
gelisen (yUkseklik, bocek fobisi) spesifik fobiler ve yaygin anksiyete bozuklugu3® DSM-
5’te varligini sirdiirmeye devam etmistir (26, 28). Panik bozuklugun ise mevcut olan
agorafobili ya da agorafobisiz hali DSM-5 ile sonlandirilmis ve hem panik bozuklugun
hem de agorafobinin® kendi tani sinifi ayri bir sekilde olusturulmustur (30, 31). Ek
olarak DSM-5’e gore anksiyete bozukluklarinin baska bir saghk durumuna bagli,
madde yoksunlugunun veya ila¢ tedavisinin yol actig, baska belirtilmis ve
belirtiimemis anksiyete bozukluklari olmak tzere farkl alt siniflari da vardir (26).
Anksiyete bozukluklari cgesitli siniflara ayrilmasina ragmen hepsi asirn korku ve

uygunsuz anksiyete deneyimi igerir (28).
2.1.2. Anksiyete Bozuklugunun Belirtileri

Anksiyete bozukluklari algilanan tehlikeye karsi somatik ve ruhsal tepkilerden
olusur (4). Kisi dikkatini tehdit edici unsurlar tGzerinde yogunlastirir ve viicut buna
karsi harekete gecerek tepkisel sireci baslatir (33, 34). Somatik semptomlar
cogunlukla otonomik uyarilmayi ve kaslarin gerilmesini icerir (4). Fakat tim kas
gruplarinda ayni sekilde aktivite artisi olmaz. Genellikle bas, boyun ve omuz kaslarinin
gerimi artar. Dolayisiyla bu bolgelerde ekstra olarak rahatsizlik ve agri ortaya cikabilir
(24). Otonomik uyari ise kalp hizinda, kan basincinda, ter bezi aktivitesinde ve
solunumda artisa neden olur. Ayrica gastrointestinal ve mesane aktivitesinde artis
gorilebilir (33). Ancak otonomik belirtiler daha ¢ok siddetli anksiyete durumlarinda

gozlenir (24).

! Normal dil gelisimi ve becerisine ragmen secilmis kisiler veya ortamlar (genellikle ebeveyn veya aile
ortami) haricinde bireyin konusamama durumu (29).

2 Bireyin baglandigi kisilerden (partner, arkadas) ayrilma konusunda orantisiz bir sekilde korku
duymasi hali (28).

3 Belirli alanlarda (is ve okul basarisi gibi) siirekli ve asiri anksiyete yasama durumu (26).

4 Anksiyete belirtilerin olustugu durumlarda kacma ihtimalinin gii¢ olacagi yerler (toplu tasima
araglari, acik alanlar vb.) karsisinda yasanan panik benzeri hal (32).



Anksiyete bozukluklarinda bilissel islevler abartili (asirt uyanikhk hali) hale
gelebilir ya da inhibe (dikkat daginikligi) olma durumu da s6z konusu olabilir. Ek olarak
kavramsal (kontroll yitirme, basa c¢ikamama vs.), algisal (gercek disi hisler) ve
disinme (objektif dislinememe) siirecleri bozulabilir (35). Bunlarin yani sira
huzursuzluk, hareketsizlik, titreme, kaginma gibi davranigsal belirtiler de bireyin kisilik

ozelliklerine gore ortaya cikabilir (24).

Hafif dizeyde ve gecici olan anksiyete semptomlari bozukluk olarak
degerlendirilmez ve bu anksiyete deneyimini cogunlukla herkes yasar (4). Bozuklukta
semptomlar siddetli olmakla birlikte semptomlarin yogunlugu zaman zaman azalabilir

ancak anksiyete bozukluklari genellikle kronik bir seyir izler (4, 36).

2.1.3. Anksiyete Bozuklugunun Goriilme Sikhgi ve Etkileri

Anksiyete bozukluklari hem ¢ocuklarda hem de yetiskinlerde siklikla gorilen
ruhsal bozukluklardan biridir (1, 2). Yaygin olarak gorilen diger ruhsal bozukluklarla
kiyaslandiginda ¢ok daha erken yaslarda ortaya ¢cikmaya baslar (37). Bununla birlikte
bazi alt tiplerinin ortaya ¢ikma ve gorilme yas araligl degiskenlik géstermektedir.
Ayrihk kaygisi bozuklugu ve secici mutizm cocukluk caginda ortaya ¢ikip cocuklarda ve
ergenlerde gorillirken panik bozukluk ve agorafobi esas olarak yetiskinlikte ortaya
cikar (1). Sosyal anksiyete bozuklugu ile spesifik fobiler yasam boyu prevalansi
(%10’dan fazla) en yaygin goriilen anksiyete bozukluklaridir (29). Ayrica yaygin
anksiyete bozuklugu ve panik atak krizleriyle karakterize olan panik bozukluk yine

siklikla gortlen bozukluklardandir (30).

Anksiyete bozukluklarinda komorbidite orani ylksektir ve anksiyete
bozuklugu tanisi koyulan her dort kisiden Uicli yasamlari boyunca en az bir baska
ruhsal bozukluk yasar (3). Dahasi anksiyete bozuklugu olan bireyler zaman iginde

daha fazla anksiyete bozuklugu gelistirme riski altindadir (38).

Anksiyete bozuklugunun ortaya ¢cikmasinda ve anksiyete tepkilerinin farklilik
gostermesinde cevresel faktorler, kalitsal yapi ve kisilik 6zellikleri etkilidir (24). Distk
egitim seviyesi, dlisiik sosyoekonomik statti, bliylk sehirde yasamak, evli olmamak,

ice donlik kisilik ozelligine sahip olmak gibi etkenler ylksek anksiyete diizeyi ile



iliskilidir (24, 39). Ayrica herhangi bir anksiyete bozuklugunun yasam boyu yayginlik
oranlari incelendiginde kadinlarin (%30,5) anksiyete bozuklugu gelistirme olasiliginin
erkeklere (%19,2) gore daha ylksek oldugu ve dolayisiyla kadinlarin bu rahatsizliga

daha yatkin oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (40).

Anksiyete bozukluklarinin bireylerin yasam kalitesini ve psikososyal
islevselligini belirgin bir sekilde etkiledigi yapilan bircok calismayla raporlanmistir (5-
7). Ozellikle sosyal anksiyete bozukluguna sahip kisilerin egitim (sinifta kalma, okulu
birakma), is (duslik performans) ve aile hayatlarinda basarisiz olma olasiligi ylksektir
(41). Dahasi anksiyete bozukluklari mortalite riskini de 6nemli 6lglide artirir (8).
Yiksek goriilme sikligi ve artan olim riskleriyle birlikte halk saghgi tzerinde ciddi
etkiler olusturur. Bunun yani sira kiiresel diizeyde de ¢ok buylik ekonomik yiiklere

sebep olur (8-10).
2.2. Anksiyete Bozukluklarinin N6robiyolojisi

Anksiyete bozuklugunun tim belirti ve etkilerinden tek bir yapi sorumlu
degildir (24). Bununla birlikte kesin nérobiyolojik mekanizmalar hala blyiik 6lglide
bilinmemektedir. Anksiyete ile iliskisi bilinen ve yapilan g¢alismalarda en fazla
odaklanilan néroanatomik yapilar amigdala, hipokampis ve prefrontal korteksten
olusurken en fazla hipotez kurulan noérotransmiterler ise gama-aminoblitirik asit

(GABA), serotonin ve noradrenalindir (20, 42).
2.2.1. Anksiyete ile ilgili Beyin Yapilari

Anksiyete durumunun ortaya ¢ikmasi icin belirsiz bir uyaranin tehdit olarak
tanimlanmasi gerekir. Bunun icinse once cevresel uyaranlarin duyusal sistemler

tarafindan algilanmasi ve cesitli sistemler tarafindan yorumlanmasi gereklidir (43).

Limbik sistem, beynin duygusal merkezidir. Limbik korteks, hipokampal
formasyon, amigdala, septal alan ve hipotalamustan olusur. Duygularla alakal
davranislarin taninmasi, etkinlestirilmesi, diizenlenmesi ve kontrol edilmesi icin bu

yapilar kendi aralarinda ve beynin diger bolimleri arasinda baglantilar kurar (44, 45).



Beyin sapinda bulunan noradrenalinle iligkili locus ceruleus ve serotoninle
baglantih olan raphe nucleuslari limbik sisteme direkt projeksiyonlar verir. Bu
yapilarin  birbirleriyle etkilesimleri sonucunda anksiyetenin ortaya ¢iktig
disunilmektedir (20, 24). Ek olarak anksiyete bozuklugunun baslica semptomu olan
korku duygusunun anksiyete ile iliskili olan davranis ve mekanizmalarinin

incelenmesiyle bu bozukluklarin daha iyi anlasilacagina inanilmaktadir (46).

Amigdala

Amigdala, korku tepkilerinin ve anksiyete bozukluklarinin olusumunda 6nemli
bir rol oynar (46, 47). Tehdit edici faktortn hizli bir sekilde algilanmasinda, tehditle
iliskili uyaranlarin islenmesinde ve savunma davraniglarinin baslatilmasinda etkilidir
(48). Ayrica korku hafizasinin olusturulmasinda ve depolanmasinda esas olarak gérev

ahr (49).

Amigdala beynin medial temporal lobunda yer alir. Farkli islevlere hizmet
eden ve beynin diger bolgeleriyle farkli anatomik baglantilara sahip olan gesitli
cekirdeklerden olusur (47). Bu ¢ekirdekler birgok kortikal ve subkortikal alanlarla tek
yonll veya karsilikl olarak baglantilar kurar (49) (Sekil 2.1). Amigdala, bazolateral
amigdala (BLA) ve merkezi amigdala (CEA) olmak Uzere iki ana alana ayrilir. BLA da
kendi icerisinde lateral amigdala (LA), bazal amigdala (BA) ve bazal medial amigdala
(BMA) cekirdek alanlarina bolinir (50). BLA, yogunlukla glutamaterjik ana
noronlardan ve daha az miktarda GABAerjik internéronlardan olusur (51). BLA
talamustan, hipokampisten, singulat girustan ve prefrontal korteksten LA yoluyla
duyusal bilgileri alir, bu bilgiyi BA’da isler ve CEA'ya gonderir (44, 52). CEA,
amigdalanin baslica ¢ikti ¢ekirdegi olarak hizmet eder ve BLA’nin aksine sadece
GABAerjik noéronlardan olusur (51). BLA tarafindan uyarilan CEA yanit olarak
GABAerjik noronlarini, hipotalamusa ve beyin sapina projekte eder. Sonuc olarak
CEA'nin ciktisi, davranissal tepkilere (6zellikle kagcinma ve donma) ve somatik

belirtilere dondsur (52, 53).

BLA'dan gelen noronlar ayrica stria terminalisin yatak cekirdegindeki (BNST)

hicreleri de aktive eder (53). Bu cekirdek de amigdalanin CEA’sinin ¢ikti yaptig



yapilarin ¢oguna projeksiyon gonderir (46). BNST, belirsiz tehditleri algilayan ve
isleyen dogustan gelen bir savunma devresinin dnemli bir parc¢asidir ve anksiyete
bozuklugunda amigdalayla birlikte gorev alir (46, 54). BNST ve amigdala, benzer
davranigsal ve fizyolojik ciktiya aracilik eden beyin bdlgelerinin aktivasyonunu

koordine etmek igin birbirinin isleyisini diizenler (55).

Hipokampiis |«
“““““““““““ Amigdala
’ I

Sekil 2.1. Anksiyete bozukluklarriile iliskili yapilar (56)

Prefrontal
Korteks

Amigdalanin hiperaktivitesi 6zellikle sosyal anksiyete bozuklugu gibi fobik
bozukluklarla birlikte gorilmekle beraber anksiyete bozukluklarinin ortaya
cikmasinda kilit bir rol oynamaktadir (57). Ayrica insanlar (zerinde yapilan bir
calismada, iyi bilinen bir anksiyolitik ilacin kullaniimasiyla iliskili olarak amigdalanin

aktivasyonunun azaldiginin tespit edilmesi bu gorisii desteklemektedir (58).

Hipokampiis

Limbik sistemin bir diger parcasi olan hipokampal formasyon; dentat girus,
hipokampis (HPC) ve subikulum olmak lzere lg¢ ana boélime ayrilir (45). Subikulum,
hipokampisi dentat girusa baglayan bir gecis bolgesidir ve ¢ bilesenden olusur:
presubiculum, parasubiculum ve subiculum (45, 59). Hipokampis ise hicre
yapisindaki degisiklikler ve baglantisal farkhliklardan kaynakh olarak 4 alana ayrilr:
CA1, CA2, CA3 ve CA4 (45, 60). Bunlardan CA1 subikuluma, CA4 ise dentat girusa en
yakin olan alandir (60). Bunun yani sira hipokampusi bilissel ve duygusal islevlerine

gore dorsal (dHPC) ve ventral hipokampis (vHPC) olarak ikiye ayirmak mimkiindur



(61). Uzamsal 6grenmede ve hafiza bigimlerinde dHPC rol oynarken anksiyete ile ilgili
davraniglari iceren beyin siireclerinde vVHPC 6nemli bir goérev alir (62). Bu gorev
dagilminin ayriminda farkh alanlara yapilan projeksiyonlarin roli vardir. Ventral
hipokampis, amigdala dahil olmak lzere subkortikal yapilarla gligli ve dogrudan

projeksiyonlara sahipken dHPC neokorteksle baglantilar kurar (63).

Anksiyete ile iliskisi bilinen medial prefrontal korteksin (mPFC) sinir aktivitesi
VHPC ile senkronize etkinlik gosterirken dHPC ile senkron bir sekilde galismadigi
bildirilmistir (64). Bununla birlikte BLA-vHPC arasindaki sinapslarin aktivasyonunun,
anksiyete ile ilgili davranislari akut ve giiclii bir sekilde arttirdigi gézlemlenmistir. Ote
yandan inhibisyonunun ise tam tersi etki gosterdigi saptanmistir (65). Ventral
hipokampustin anksiyete bozukluklarinda yiksek oranda rol oynadigini kanitlayan
calismalarin sayisi artis gostermektedir (66). vHPC, amigdala ve mPFC ile koordineli
aktivite gbstermekle birlikte yine bu yapilarla beraber ¢evredeki tehdit unsurlarinin
yorumlanma sirecine katki saglamaktadir (43). Bununla birlikte artan anksiyete
seviyesiyle birlikte hipokampdsiin aktivitesinde orantili olarak artis gértlmektedir

(66).

TUm bunlara ek olarak hipokampisiin depresyon patogenezinde dnemli rol
oynadigl bilinmektedir. Bozulmus hipokampal nérogenezin depresyona yol actigi ve
norogenezin iyilestirilmesinin depresyonu tedavi ettigi distnilmektedir. Bu distince
anksiyete bozukluklarini kapsayacak sekilde genisletilmistir. Bu dislinceye gore ruh
hali ve anksiyetenin ana dizenleyicisi olarak ventral dentat girus kabul edilmistir (67,

68).
Prefrontal Korteks

Prefrontal korteks (PFC), limbik sistem ve diger beyin bolgeleriyle yaptigi
baglantilar ile duygulari, diisiinceleri ve eylemleri dizenler (69). Hafiza, 6grenme,
stres ve duygusal davranislarin kontroliinde yer alir (70). PFC, dorsal kisminda yer alan
dorsolateral alan ile ventral kisminda yer alan medial ve orbitofrontal alanlar olmak
Gzere 3 alt bolime ayrilir (69, 71). Dorsolateral PFC, motor ve duyusal korteks ile

yogun sekilde baglantilar kurarak dislinceleri ve eylemleri diizenlemede gorev alir
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(69). Medial PFC ve orbitofrontal alanlar yapisal ve islevsel olarak yiiksek oranda
birbirine bagl bolimlerdir ve birlikte duygusal davranislarin diizenlenmesine katki
saglarlar (70, 72). Buna ilave olarak mPFC’nin, anksiyetenin modiilasyonunda etkin
bir rol oynadigi yapilan birgok calisma ile gosterilmistir. Bu rolde hipokampis ve
amigdala ile karsilikhi olarak yaptig glicli baglantilarin etkili oldugu distniimektedir
(64). Ustelik mPFC yaptigi giigli baglantilar sayesinde amigdalanin aktivesinin
kontroliinde de gorev alir. Bu kontrolde ise mPFC’'nin amigdalaya gonderdigi
baskilayici bir girdi oldukga 6nemli bir rol oynar. (71). Bununla birlikte anksiyete
bozukluklarinda PFC’'nin aktivitesinde degiskenlik gorulir ve bu durum, bozuklugun
tiriine gore farkhlik gostermekle birlikte degisim ¢ogunlukla hiperaktivasyon

yoniinde olur (73).

Literatlirde mPFC’nin baglantilariyla iliskili olarak bulunan mevcut bir calisma,
BLA-mPFC arasindaki yolun aktiflestirilmesinin sonucunda anksiyete benzeri
davraniglarin arttigini ve bununla birlikte sosyal etkilesimlerin azaldigini bildirmistir.
Ayrica bu baglantinin engellenmesiyle anksiyete benzeri davranislar azalmis ve sosyal
etkilesim artmistir (74). Ote yandan vHPC’nin subiculum ve CAl'inde yer alan
noronlar da dogrudan mPFC ile iliski kurar. Bununla birlikte amigdalaya da es zamanli
olarak afferentler yollar (75). Dahasi vHPC'den mPFC'ye yapilan bu baglanti, dogustan
gelen anksiyete davranislariicin gereklidir ve vHPC'nin mPFC’ye direkt girdisi kacinma
davranisinin uzaysal temsilleriyle iliskilendirilmistir (76). Ek olarak yiksek anksiyete
dizeyiyle iliskili olan bilissel esnekligin azalmasinda (6zellikle karar verme siirecinin

bozulmasi) esas olarak PFC gorevlidir (77).
Striatum

Anksiyete bozukluklari Uizerine yapilan calismalar baslangicta amigdala,
prefrontal korteks ve hipokamplise yonelik olmustur. Daha sonra konum ve
baglantilari géz 6niline alindiginda striatumun da anksiyete devresinin bir parcgasi
olabilecegi disinllmustir (78). Bazal gangliyonlarin ana girdi bileseni olan striatum;
dorsal ve ventral striatum olmak (izere iki temel alana ayrilir. Dorsal striatum,

putamen ve caudat cekirdegin dorsal bolgelerini icerir (79). Motor ve bilissel
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fonksiyonlari diizenleyen premotor, motor ve parietal kortekslerle baglantilidir (78).
Ventral striatum ise putamen ve caudat ¢ekirdegin ventral kisimlariyla birlikte nucleus
accumbensten olusur (79). Limbik sistemle baglantilidir. Dolayisiyla otonomik ve
emosyonel sistemler ile iliskileri vardir (80). Amigdala, hipokampiis ve vPFC'den
projeksiyonlar alir. Bu baglantilar araciligi ile anksiyete ile daha fazla iliskisi olan
kismin ventral striatum oldugu distnalir (78). Ayrica ventral striatumun
disfonksiyonu, motivasyon bozuklugu ve kaginma davranislari ile iliskilidir. Bu durum

da anksiyete bozuklugu ile olan iliskisini destekler niteliktedir (48).

HPA Aksi

Hipotalamo-hipofizer-adrenal (HPA) aksi stres tepkisine aracilik eden baslica
yapilardan biridir ve anksiyete bozuklugu patofizyolojisinde de rol oynadigi
dusltinilmektedir (81). Canlilarin yasamini siirdlirebilmesi icin homeostazi saglamasi
gereklidir. Homeostazi tehlikeye sokan durumlar ise stres olarak ifade edilir (82).
Herhangi bir stres varliginda homeostatik bozulmayi en aza indirmek ve hayatta

kalmayi desteklemek icin HPA aksi, bazi néronal devrelerle birlikte aktiflesir (83).

Bir stres faktoru ile karsilasildiginda HPA aksi aktive olur. HPA aksinin aktive
olmasiyla birlikte hipotalamustan kortikotropin salgilayici hormon (CRH) salgilanir.
CRH’nin salinimini takiben hipofizin 6n kismindan adrenokortikotropin hormonu
(ACTH) salinir. ACTH, sistemik dolasima gecer ve adrenal bezleri uyarir. Sonucunda
kortizollin biyosentezi ve salinimi gergeklesir. Kortizolliin miktari, kanda ylikselmeye
baslayinca CRH ve ACTH salinimi lizerinde negatif geri bildirim saglar ve kandaki

kortizol miktarinin kontroli saglanir (82, 84, 85).

Strese maruz kalan kisilerde, anksiyete bozuklugunun bazi alt tiplerinde HPA
aksinin hiperaktivitesi gorilur (81, 86). HPA aksinin aktivasyonunun artisiyla kortizol
hormonunun saliniminda da artis olur (86). Bununla birlikte uzun sire strese veya
kronik anksiyeteye maruz kalan kisilerde, HPA aksinin duyarhliginin azalacagi ve
sonucunda kortizol saliniminda bir azalma goriilecegi yoniinde bir teori

bulunmaktadir. Bu teoriyi destekleyen calismalar da literatiirde mevcuttur (87).
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Boylelikle akut anksiyete durumunda, HPA aksinin hiperaktivitesiyle birlikte kortizol
miktarinin yikselmesi ve kronik durumda ise hipoaktiviteyle birlikte kortizol
miktarinin diismesi beklenir. Bu degisimin dolasimdaki kortizolden gelen negatif geri
bildirime karsi artan hassasiyetten kaynakli olabilecegi disinllmektedir (88). Ek
olarak anksiyolitik etkisi bilinen bazi ajanlarin (BDZ’ler, TCA'lar ve SSRI'lar) HPA aksini

modile ederek hareket ettigi bilinmektedir (81).
2.2.2. Anksiyete ile iliskili Ana Nérotransmitterler
GABA

Noéronal iletimin diizenlenmesinde kilit rol oynayan GABA, merkezi sinir
sisteminin temel inhibitor nérotransmiteridir (89). Glutamik asit dekarboksilaz (GAD)
enzimi tarafindan GABAerjik noéronlarda glutamattan sentezlenmektedir (90).
GABA’nin GABA,, GABAg ve GABAcolmak lizere (i¢ ana reseptor alt tipi bulunmaktadir
(91). GABAAve GABAciyonotropik reseptor olup Cl-iyonu gegirgenligini arttirarak islev
gosterirken GABAs metabotropik reseptér olup G proteinleri araciligl ile K* ile Ca*?

kanallari tGzerinden etkinlik gostermektedir (90, 91).

Beyindeki GABA seviyelerindeki herhangi bir degisiklik, beyindeki uyarici ve
engelleyici sinyaller arasinda dengesizlige neden olarak psikolojik bir rahatsizligin
ortaya ¢ikmasina zemin hazirlayabilir (89). Dahasi GABAerjik fonksiyonun bozulmasi
amigdalanin hiperaktivitesine neden olur. Bu durum ise GABA’nin anksiyete

bozuklugu ile iliskisinin bir gdstergesidir (92).

GABA, fizyolojik ve psikolojik etkilerinin ¢ogunu, GABAa reseptorleri
araciligiyla Uretir. GABAa reseptorleri, 6zellikle amigdala, hipokampis ve medial
prefrontal kortikal alanlarda yogun sekilde bulunmakla beraber merkezi sinir
sisteminde vyaygin bir sekilde dagihm go6stermektedir (91, 93). Anksiyete
bozukluklarini tedavi etmek icin kullanilan benzodiazepinler, GABAs reseptorleri

Uzerinden etki gostermektedir (93).
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GABA, hiperpolarizasyon yoluyla néronlarin uyarilabilirligini azalttigi igin
anksiyetenin duzenlenmesinde merkez olarak kabul edilir (53). Anksiyete
bozuklugunda GABAerjik iletim azalir. Bu sebeple GABAerjik iletimi azaltan durumlar
veya farmakolojik ilaglar anksiyojenik etkilere neden olur (49). Dolayisiyla anksiyete
bozukluklarini tedavi etmek ic¢in kullanilan ilaclar GABAerjik iletimi artirmaya

yoneliktir (94).
Serotonin

Serotonin, 5-hidroksitriptamin (5-HT) ismiyle de bilinir ve triptofan esansiyel
amino asidinden sentezlenir (95). Serotonin kosullu korkunun, stres tepkilerinin, 6ddl
ve anksiyete ile iliskili davranislarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (96). Ayrica
serotonerjik sistemin diizensizligi, anksiyete bozuklugu dahil olmak zere ¢ok sayida

noropsikiyatrik hastaligin gelismesine neden olur (95).

Anksiyete ve panik modilasyonunda rol alan serotonerjik sistemler vardir (97)
Bunlar beyin sapinda bulunan dorsal (DRN) ve medial raphe ¢ekirdeklerindeki (MRN)
noronlarin projeksiyonlarindan olusur (94). DRN’den kaynaklanan serotonerjik lifler
daha ¢ok frontal korteks, amigdala ve striatumu innerve ederken MRN ise esas olarak
dorsal hipokampus ve septumu innerve eder. Bununla birlikte bircok beyin bélgesine

de ayni oranda efferentler gonderirler (97).

Serotonin, beyne vyayilmis cesitli reseptorler araciigiyla etkisini
gostermektedir ve baslica 7 tip serotonin reseptor ailesinden s6z edilir (98,99).
lyonotropik bir reseptér olan 5-HTs reseptorii haricinde digerleri G protein bagimli
reseptorler olup adenil siklaz ve fosfolipaz C'yi aktiflestirerek etki gostermektedir
(96). 5-HT1a ve 5-HTac reseptorleri anksiyete davranislarini diizenleyen reseptorlerdir
ve anksiyete bozuklugu tedavisinde kullanilan antidepresanlar (trisiklik

antidepresanlar ve SSRI'lar) bu reseptorleri hedefleyerek etki gdsterir (95, 98).
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Noradrenalin

Beyinde noradrenerjik néronlarin gogunlugu locus coeruleusta (LC) bulunur.
LC; hipokampds, amigdala, neokorteks ve talamus dahil birgok beyin bélgesinin ana
noradrenalin (NA) kaynagidir (100). Katekolamin nérotransmiteridir ve dopamin -
hidroksilaz enzimi araciligi ile noradrenerjik néronlarda dopaminden sentezlenir. Bazi
dokularda NA daha sonra adrenaline donustlrulir ancak merkezi sinir sistemindeki

ana sempatik nérotransmitter NA'dir (94).

Noradrenalin; hafiza, 6grenme, uyku, uyarilma, stres ve anksiyete cevaplarini
dizenleme siireglerinde baskin bir sekilde rol oynar. Bununla birlikte dikkat
sureclerine dogrudan katki saglayarak sosyal davranislari da etkiler (101). Dolayisiyla
anksiyete bozukluklarinda da gorilen dikkat siureglerinin ve sosyal davranislarin
bozulmasinda noradrenalinin payi oldugu séylenebilir. Bunlara ek olarak anksiyetenin

cok sayida fizyolojik semptomunun ortaya ¢ikmasinda NA goérev alir (102).

Beyin noradrenalin diizeylerini artiran ilaclar veya yasakli maddeler anksiyete
seviyesini arttirir (94). Ayrica anksiyete veya korku duygusuyla iliskili olarak LA ve
amigdala gibi beyin bolgelerinde, noradrenalin diizeyinde artis gorulebilir (103). Ek
olarak, hipotalamusun noradrenerjik uyarimi HPA aksini aktive ederek stres
tepkilerini ve anksiyeteyi ortaya cikarir. Artan hipotalamik aktivite de LC'yi daha fazla
uyarabilir (104). Bununla birlikte birgok anksiyolitik ilag (SSRI'lar, trisiklik anti-

depresanlar) LA'nin aktivasyonunu azaltir ve anksiyete dizeyini duslrir (94).

2.3. Anksiyete Bozukluklarinin Farmakolojik Tedavisi

Anksiyete bozukluklarinin tedavisinde kullanilan ilaglar anksiyolitik ilaglar
olarak adlandirilir. Mevcut farmakolojik tedavide antidepresanlar, antipsikotikler,
antihistaminikler, alfa ve beta-adrenerjik ilaglar, benzodiazepinler ve diger
anksiyolitik etkili ilaclar kullanilmaktadir (12). Bu ilaglarin cogu GABA, serotonin ve
noradrenalin sistemleri lizerinden etkinlik gdsterir ve yapilan arastirmalarin ¢cogu da
bu sistemlere odaklanmaktadir (42). Anksiyolitikler icerisinde en iyi etkinlik ve

glvenlik kanitina sahip olan ilaglar antidepresanlar ve benzodiazepinlerdir (29).
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Antidepresanlar arasinda en sik kullanilan ve birinci basamak tedavisinde
uygulanan ilaglar segici serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI'lar) ve serotonin-
norepinefrin geri alim inhibitorleri (SNRI'lar) icerir (105). SSRI’lar serotonin tasima
pompas! tarafindan presinaptik zarda serotoninin geri alimini engelleyerek etki
gosterir. Boylece serotoninin sinaps araligindaki konsantrasyonu artmis olur (106).
SNRI'lar ise 5-HT ve NA geri alimini engeller. Bu da artan NA ve 5-HT konsantrasyonlari
ile sonuclanir (107). Artan noradrenerjik aktivite, korku ve anksiyete devreleri
aktivasyonu ile iliskili oldugundan bazi arastirmacilar SNRI'larin anksiyete arttiric
yonde etki edecegini disiinmektedir. Bununla birlikte bu fikri destekleyen higbir kanit

yoktur (104).

SSRI'lar ve SNRI'lar, anksiyete bozukluklari icin standart ilaglar olarak
recetelenmektedir ancak anksiyolitik etkisinin baslangici 2-4 hafta arasindadir. Hatta
6 haftaya kadar bir gecikme siiresine sahiptir ve optimal yaniti elde etmek icin 12-16
hafta kadar beklemek gerekmektedir (12, 29) Dolayisiyla bu ajanlar akut anksiyolitik
tedavilerde kullanilamamaktadir ve bunun yani sira tedavinin ilk haftalarinda yan

etkiler daha belirgin gérilmektedir (12).

Benzodiazepinlerin (BDZ) anksiyolitik etkileri, alimdan hemen sonra baslar
(105). Bu etkiyi BDZ'ler, GABAa reseptoriindeki spesifik bolgelere baglanip GABA
norotransmitterine olan afiniteyi arttirarak yapar. Sonucunda GABA'nin merkezi sinir
sistemindeki inhibitor etkisi gliclenir. BDZ'lerin bulunan tim tlrevlerinin hepsi ayni
mekanizma Uzerinden etki gosterir (108). Genellikle iyi tolere edilen ilaclar olmasiyla
birlikte uzun sireli (1 aydan fazla olan) kullanimlarinda birtakim bagimlilik riskleri
tasir. Dolayisiyla bazi secili durumlarda ve kisa siireli (2-4 hafta) kullanimlari disinda
birinci basamak tedavi secenegi olarak dnerilmez (53, 108). BDZ'ler, 6nceden tahmin
edilebilen ve belirli durumlarla sinirli kalabilen (6rnegin, ugcma fobisi gibi spesifik fobi;
topluluk 6ninde konusma veya diger performans kaygilari gibi sosyal fobiler)

anksiyeteyi tedavi etmek icin en iyi secenektir (29).

BDZ’lerin yan etkileri kisilerde nadir olarak ilaci birakma sebebi olsa da ilacin

faydalarini sinirlayabilecek etkilerdir. En yaygin gorilen yan etkisi, genel bir zihinsel
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ve motor yavaslamayla karakterize olan sedasyondur (109). Uyusukluk, yorgunluk ve
uyku hali siklikla gortlen diger yan etkilerdendir. Daha ylksek dozlarda ise motor
koordinasyon bozuklugu ve bas donmesi ortaya cikabilir (93). Bu yan etkiler, ekstra
olarak yaslilarda diisme ve kirik riskini arttirir. Bu yizden yashlar igin kullanimi
sinirlandirilmalidir. Ayrica BDZ kullanan hastalara olasi kazalari 6nleme agisindan
araba ve makine kullanmamalari veya karmasik gorevleri yapmaktan kaginmalari

tavsiye edilir (109).

Beta adrenerjik reseptor blokorleri, esas olarak kardiyovaskiiler hastaliklar igin
gelistirilmis ajanlardir (110). Anksiyete bozukluklarinda ise titreme ve kalp carpintisi
gibi otonomik semptomlarini hafifletmek amagl olarak akut tedavilerde kullanilir
(111). En yaygin kullanilan propranolol, kan-beyin bariyerini kolayca gecebilen ve
secici olmayan bir beta blokérdir. Tim beta-adrenerjik reseptor tiplerine adrenalin
ve noradrenalin baglanmasini bloke eder (112). Bu ilaglarin; segici olmayan reseptor
etkinligi, bir dizi yan etkiye sahip olmasi ve anksiyete bozukluklarinda kullanimina
yonelik arastirma desteginin eksik olmasi tercih edilebilirligini etkilemektedir

(12,110).

2.4. Davranis Testleri

Anksiyetede davranis testlerinin tarihi, Calvin Hall'un sicanlarda duygusal
davranislari analiz etmek amaciyla acik alan testini kullandigi ve bu testin kullanimina
oncilik ettigi 1934 yilina kadar uzanir (113). Hala giinimiizde yogunlukla bu testler
anksiyetenin norobiyolojik mekanizmasinin  arastiriimasinda ve anksiyolitik
bilesiklerin taranmasinda kullanilir (114). O zamandan beri, anksiyete durumunu
gosteren davranissal parametreleri degerlendirmek icin cesitli test modelleri
gelistirilmistir. Anksiyete testlerini, kosullu ve kosulsuz anksiyete testleri olmak lGzere

iki ana gruba ayirmak mimkindur (115, 116).

Kosullu anksiyete testleri, hayvanin hosnut olmayacagi cogunlukla da elektrik
soku gibi agrili uyaranlara karsi yanitlarini ve bu yanitlarin olusmasi icin de belli bir

kosullandirma sirecini icerir (115-117). Hem etik dislinceler hem de elektrik
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soklarinin etolojik olarak ilgili bir uyariciylr temsil edip etmeyecegi sorusu nedeniyle
son yillarda kosullu anksiyete testlerinden uzaklasilmakta ve kosulsuz anksiyete

testleri tercih edilmektedir (115, 116).

Kosulsuz anksiyete testlerinde, herhangi bir 6grenme ve kosullandirma siireci
olmaksizin hayvanlarda dogal korku veya endise duygusu olusturacak dizeneklerle
anksiyete durumu taklit edilmeye cahsilir (113). Bu testler, hayvanlarin temel ve
anksiyete ile iliskili davranissal boyutlari gbz dniine alinarak olusturulur ve genellikle
yeni bir ortam veya uyaranla karsi karsiya kalma durumunu icerir (115). Hayvanlarin
yeni bir ortami kesfetme ile bu ortamdaki potansiyel tehlikelerden kaginma durtdleri
arasinda yasanan catisma duygusuyla temellenir (113). Acik alan, ylkseltilmis arti
labirent ve aydinlik-karanlik kutusu testleri hem en sik kullanilan hem de glincel olan

kosulsuz anksiyete testleridir (114).

2.4.1. Acik Alan Testi

Acik alan testi, hayvanin platformdan kagisini 6nlemek igin duvarlarla gevrili,
Ust kismi acik ve genellikle kare seklinde tercih edilen bir alanda, hayvanlarin
anksiyete davranislarini ve lokomotor aktivitelerini 6lgmek amaciyla yapilan bir testtir
(118). Bu testin bircok farkli sekilde kullanimi mevcuttur. Farklihklar uygulama
alaninin boyutlari, sekilleri (dikdértgen, daire), aydinlatma kosullari (los 1siktan parlak
Isiga) veya cevrenin zenginlestiriimesi (obje, yiyecek sunarak) ile olusturulabilir (115).
Bununla birlikte testin degerlendirilme asamasinda 6nemli bir yer kapladigi icin tim
kullanimlari, merkez ve periferik alan olmak Ulzere iki ana bdlgeye ayrilir (116). Bu iki
bollim arasindaki gecis kisimlarinin netligi ve hayvanlarin davranislarini daha dogru
degerlendirebilmek agisindan anksiyete ile ilgili davraniglari 6lgmek igin yapilan
testlerde standartlar icerisinde yer alan en biylik deney diizeneklerinin kullaniimasi

tavsiye edilir (113).

Acik alan testi, hayvanlarin alisik oldugu ortamdan alinip yeni ve acik bir alana
(merkez bolgeye) koyulmasini takiben bu ortamda sergiledigi davranislarin

incelenmesini icerir (115). Tanidik olmayan bu yeni ortam, tehlikenin yani sira
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kullanabilecegi kaynaklari da igerebilir. Bununla birlikte hayvanlar kaynaklari
kesfetmeden oOnce cevrenin tehlike potansiyelini dikkatlice degerlendirme
egilimindedir (119). Acik alan testinde hayvanlar icgldisel olarak merkez alani
korkutucu bulup kaginma eylemi sergilerken duvarlara yakin bolgeleri kesfetmeye

yonelik davraniglar gosterir (115).

2.4.2. Yiikseltilmis Arti Labirent Testi

Yikseltilmis arti labirent testi, Montgomery'nin yukseltilmis Y seklinde bir
labirentte, sicanlarin acik kollari kesfetmek icin kapali bir kolda daha az zaman
harcadigl gozlemine dayanarak gelistirilmis bir testtir (120). Bunun yani sira gesitli
turevleri de (yukseltilmis T-labirent, sifir labirent gibi) gelistirilmistir (121).
Yikseltilmis arti labirent testi, yerden belirli bir yikseklikte bulunan, arti seklinde
goriinen ve toplamda dort koldan olusan bir test diizenegidir. Duvarlari olan koruyucu
iki kapal kolu ve duvarlari olmayan iki agik kolu bulunur. Bu kollar dik bir sekilde
kesiserek arti seklini olusturur (122). Labirentin yikseklikte bulunan ve koruyucu
duvarlari olmayan acik kollari dogal bir stres kaynagi gorevi goriirken kapali kollar
hayvana daha giivenli bir ortam saglar (123). Bu test ile kemirgenlerin yeni bir cevreyi
kesfetme egilimi ile acik ve yliksek yerlerden kaginmaya yonelik meyilleri arasindaki
catismadan kaynakh olarak kesfetme ve kagis davranislari degerlendirilebilir (116).
Davranigsal ol¢limlerin yani sira uzamsal-zamansal 6l¢imler de degerlendirilir.
Uzamsal-zamansal dl¢ciimler; hayvanlarin agik kola giris sayisi, agik kolda gecirilen siire

ve bu parametrelerinin ylizdesi olarak ifade edilmektedir (124).

Yikseltilmis arti labirent testi hem anksiyolitiklere hem de anksiyojeniklere
duyarliigindan dolayi standart bir sekilde referans olarak segilir (114, 121). Ayrica

ginimizde anksiyolitik ilaglarin taranmasi konusunda ilk tercih edilen testtir (125).

2.4.3. Aydinhik-Karanlik Kutusu Testi

Crawley ve Goodwin tarafindan ilk kez 1980 yilinda tanimlanan aydinlk-
karanlk kutu testi, aydinlik ve karanlik iki bélmeden olusan bir kosulsuz anksiyete

testidir. Yine burada da kemirgenlerin yeni bir ortami kesfetme motivasyonu ile
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parlak isikh bir alanin caydirici etkisi sonucu ortaya ¢ikan kaginma dirtiisl arasindaki
catismadan yararlanilarak hayvanin anksiyete seviyesi ol¢llir (126). Test, karanhk
bolmeyi kemirgenin arka kismina alacak sekilde hayvani aydinlik alanin merkez
kismina yerlestirilerek baslatilir ve 5 dakika sire ile kaydedilir (121). Aydinlk ve
karanlik boélmelerde gecirilen toplam siire ve iki bolme arasinda yapilan gegis sayisi
bu test icin anksiyetenin ana gostergeleri olarak kabul edilip degerlendirilir (126).
Karanlik bolgenin tercih edilmesi ylksek anksiyete ile iliskiliyken anksiyolitik ilaglar

aydinhk bélmede gegirilen sireyi artirir (117).

Bilindigi Gzere davranis testlerinin en biliylk dezavantajlarindan biri testlerin
tekrarlanamamasidir. Bunun vyani sira bircok hayvan anksiyete testi, viicut
aktivitesine ve hareketine bagh davranislara dayanir. Bu duygusal olmayan faktorler
testin saf bir sekilde duygu durumunun 6lciilmesine engel olur. Dolayisiyla lokomotor
aktivitenin ayrica test edilmesi sonuglarin dogru degerlendirmesi agisindan 6nemlidir.
Bunun disinda kemirgenlerin duygusal davranislarini daha net yorumlayabilmek igin

birden fazla davranis testinin yapilmasi tavsiye edilir (125).

2.5. Kakao

Kakao, Theobroma cacao L. agacinin tohumlarindan elde edilen bitkisel
kaynakli bir besin maddesidir ve insan sagligini etkileyebilecek biyoaktif bilesenler
icerir (127). Kokeni yaklasik 3000 yil 6ncesine dayanan kakao, ilk kez Mayalar
tarafindan yetistirilmistir (128, 129). Kakaonun ismi “tanrilarin yiyecegi” anlamina

gelen Theos ve Bromos kelimelerinden tiretilmistir (130).

Kakao, yuzlerce yil 6nce genellikle soylu kisiler tarafindan tiketilebilen ve
hatta bir donem para birimi olarak kullanilan degerli bir maddeydi (128). 21. yizyilda
ise bircok insanin kolayca ulasabilecegi bir konumda yer almaktadir ve giinlik hayatta

kakao ve kakao turevli Griinler siklikla tiketilmektedir.

Bilindigi gibi cikolatanin ham maddesi (en az 350 g/kg kuru kakao maddesi
icerir) kakaodur ve kakao cogunlukla cikolata seklinde tiiketilmektedir (15, 17).

Diinyada ortalama cikolata tiiketimi, yillik kisi basina 0,9 kg olarak tahmin
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edilmektedir (131). Bununla birlikte cikolata tiketimi en fazla Avrupa Ulkelerinde
gorilmektedir ve cikolatanin en fazla tiiketildigi tlkelerden biri olan Isvigre'de bu
oran, yillik kisi basina 8,8 kilogramken cikolata tiiketimin alt seviyelerde oldugu
bilinen Cin’de yillik kisi basina gikolata tiiketimi 100 gramdir (15). Tirkiye'de ise bu
oran 2017 yili verilerine gore, kisi basina yillik 3,1 kg olarak tespit edilmistir (132). Ek
olarak diinyada 2020-2021 yillarinda yaklasik 5 milyon ton kakao Uretilmistir (16).
Tim bu verilere dayanarak dilinya capinda ciddi miktarda kakao duretildigi ve

tuketildigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
2.5.1. Kakaonun Elde Edilme Siireci

Kakao elde etmek amaciyla kakao agaclarindan toplanan kakao meyvesinin
(pod hali) belirli islemlerden gecmesi gereklidir ve bu islemlerden sonra farkli tirlerde
kakao drinleri elde edilebilir (133). Meyveler toplandiktan sonra kakao ¢ekirdekleri
pod denilen dis kabugundan uzaklastirilmalidir (127, 128). Bir pod igerisinde yaklasik
20 ile 40 arasinda kakao cekirdegi bulunur ve pod haricinde kakao cekirdekleri her

biri ayri olarak bir dis kabukla (posa) sarilidir (128) (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Kakao meyvesi ve bolimleri

Cekirdeklerin elde edilmesinden sonra kakaonun lezzet kalitesini 6nemli

Olclide etkileyen fermantasyon ve kurutma asamalari gelir. Bu agsamalarla birlikte taze
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kakao cekirdeklerinde aciliga ve burukluga neden olan polifenollerin miktari (%12-20
arasinda degisim) azalir ve kakao ¢ekirdeklerinin lezzeti dolayli olarak artar (134, 135).
Kurutma adiminda ekstra olarak kakao cekirdekleri dis kabugundan ayrilmaya baslar
(128). Bunun neticesinde gekirdekler kirilabilir veya pargalanabilir ve kakaonun nib
olarak adlandirilan ilk ana Grini elde edilmis olur (136). Daha sonra istenmeyen
ucucu maddelerin (asetik asit) uzaklastirilmasina ve nem oraninin disirilmesine
oldukga bliyuk katki saglayan kavrulma sireci baslatilir ve nem orani %1-2 seviyesine
ulasana kadar c¢ekirdekler kavrulur (17). Bu asamay! takiben g¢ekirdek kirintilari (nib)
ogutulerek ikincil Griin olan kakao likori olusur (127). Kakao likoéri preslenirse kakao
yagi ve kakao kitlesi olmak tizere iki farkh Griin elde edilir. Ek olarak kakao tozu elde
etmek amaciyla kakao kitlesi tekrar 6gutilebilir (136). TiUm bu sirecler neticesinde

elde edilen bitin Griinler dogal kakao Urlnleridir (133) (Sekil 2.3).

Kakao ¢ekirdegi

Ayiklama
Fermantasyon
Kurutma

Kavurma

Kakao nibi
Kakao nibi
Ogiitme l
Kakao likorii

Kakao likorii

Presleme / \

Kakao yagi Kakao kitlesi ’@

Kakao yag

Ogiitme

Kakao tozu

Kakao tozu

Sekil 2.3. Kakaonun islenmesi ve dogal kakao Urtnleri
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Dogal kakao urunleri elde edildikten sonra istege bagl kakaonun nib, likor
veya toz hallerinden herhangi birine uygulanabilen ve alkalizasyon olarak adlandirilan
bir adim daha vardir (137, 138). Bu adim, kakaonun yiiksek sicaklik ve basing altinda
bir alkali madde ile karistirilarak islenme sirecini kapsar (133). Alkalizasyon isleminde
kakaonun asitliginin notralize edilmesiyle birlikte buruk-aci aromanin azaltilmasi,
lezzetin iyilestirilmesi ve rengin degistiriimesi amaclanir (138). Alkalize edildikten

sonra elde edilen Urinler, artik dogal kakao Urinleri olarak kabul edilmez (133).

Alkalizasyon sirasinda meydana gelen degisimler esas olarak biyoaktif
bilesiklerin (polifenoller ve metilksantinler) bozunmasina bagli olarak gergeklesir ve
bu bilesiklerin miktarlarinda belirli bir Ol¢lide azalma gorilir (139, 140). Azalma
miktari ise alkalilestirme derecesine gore degiskenlik gosterir (141). Polifenoller ve
metilksantinlerin yani sira vitaminler, amino asitler ve sekerlerin de miktarlarinda

azalmalar gorilir (140).

2.5.2. Kakaonun Bilegenleri

Kakao, lif (%26-40), proteinler (%15-20), karbonhidratlar (yaklasik %15) ve
lipidler (%10-12) agisindan zengin bir igerige sahiptir. Ayrica kakao polifenoller
(flavonoidler) ve metilksantinler gibi cesitli biyoaktif bilesiklerin énemli bir kaynagi

olarak gorulir (142, 143).

Polifenollerin insan saghgina yararli olan bilissel ve fizyolojik etkilerinin
antioksidan o6zelliginden kaynakh oldugu kabul edilir (144, 145). Kakaoda bulunan
polifenolleri; proantosiyanidinler (yaklasik %58), flavan-3-oller (flavanoller) (yaklasik
%38) ve antosiyanidinler (yaklasik %4) olmak lzere g gruba ayirmak mimkindr
(146). Bu gruplarin icerisinde yer alan bazi alt Uyeleri kakao kalitesinde ve
biyoaktivitesinde o0zellikle belirleyici rol oynar: Katesinler, epikatesinler,
prosiyanidinler (147). Prosiyanidinler, cogunlukla katesin bazhidir ve kakao
UrGnlerinde antioksidan aktivite ile esas olarak iliskili kisimdir (148, 149). Kakao
cekirdeklerinde (-)-epikatesin, ana monomerik flavan-3-ol olarak bilinir ve kakao

cekirdekleri daha az miktarlarda (+)-katesin, (+)-gallokatesin ve (-)-epigallokatesin
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icerir (144, 150). Monomerik katesinler, on bes karbonlu bir iskelete sahiptir ve iki

benzen halkasiyla birlikte bir heterosiklik piran halkasindan olusur (13) (Sekil 2.4).

H H
OH OH
HO 0 .-""‘
gy
OH
(+) - KATESIN (-) - EPIKATESIN

Sekil 2.4. Monomerik katesinlerin kimyasal yapisinin gosterimi

Ham cekirdekte bulunan polifenollerin miktari ile son {riinde bulunan
polifenol miktari esit degildir. islenme siirecine ve son {riiniin tiiriine bagli olarak bu
miktar belli bir 6lctide azalr (151). Ornegin; 100 g alkalize olmayan sekersiz kakao
tozu 250 mg'a kadar flavan-3-oller icerebilirken 100 g bitter gikolata yaklasik 100 mg
flavan-3-oller igerir (152).

Kakao tiketiminden sonra (-)-epikatesin ve (+)-katesin’in emilimi hizla
gerceklesir. Aimdan 30 dakika sonra plazmada saptanabilir ve ortalama 2 saatte
maksimuma ulasir (153). Bununla birlikte katesinler ve epikatesinler kan-beyin
bariyerini gegcen kakao monomerik bilesenlerindendir (145). Serebral kan akigini
arttirir. Kan akisinin artisi hipokampal norogeneze ve noéronlarin fonksiyonel
gelisimine de katki saglayabilir. Bu etkinin kakao tiliketimden 3 saat sonra
gozlemlendigine dair calisma mevcuttur (154). Dolayisiyla kakao dogrudan beyin
fonksiyonlarini etkileyebilir (155). Ayrica bazi polifenollerin, GABAareseptorlerinde
bulunan benzodiazepin baglanma bdlgeleri icin ligand olabilecegi yoniinde ¢ikarimlar

mevcuttur (156, 157).

Kakaonun ana flavanol monomeri olan (-)-epikatesin, hipokampal
anjiyogenezi artirir ve hipokampal beyin kdkenli nérotrofik faktor (BDNF) diizeylerini

yikselttir. Bu etkiler araciligi ile (-)-epikatesinin, anksiyolitik aktivite Gzerinde rol
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oynayabilecegi varsayilabilir (155). Ek olarak polifenoller, kortizol seviyelerini
azaltarak HPA aksini etkileyebilir. Bunun neticesinde, bireyin anksiyete diizeyinde bir

azalig gorilebilir (158).

Katesin, epikatesin ve epigallokatesinin uygulandigi calismalarda, hayvanlarda
anksiyete benzeri davranislari 6nemli 6lclide azalttigi ve flavanollerin anksiyolitik
etkiye neden oldugu gézlenmistir (155, 156, 159). Polifenol bakimindan zengin bitter
cikolatanin, insan deneklere uygulandigi bir calisma ise tiikirilik kortizol seviyelerinin

diismesiyle sonuglanmistir (158).

Kakaoda bulunan bir diger biyoaktif bilesen olan metiksantinler alkaloid
yapidadir ve esas olarak teobromin (%3,7) ve kafeinden (%0,2) olusur (144).
Teobromin (3,7-dimetilksantin), kafeinin (1,3,7-trimetilksantin) bir
metabolitidir (160). Teobromin, kafeinden yalnizca, bir metil grubunun eksikligi ile
farkhlik gosterir. Eksik metil grubu, teobrominin kan-beyin bariyerinden daha yavas

gecmesine neden olur (161) (Sekil 2.5).

O CHs O CHs
/ H3C N

HN | N/> "N | />
O)\ITJ N O)\N N
CHs CHs
TEOBROMIN KAFEIN

Sekil 2.5. Metilksantinlerin kimyasal yapisinin gésterimi

Kafein, oral tiketimi takiben hizli bir sekilde emilir ve maksimum plazma
konsantrasyonlarina alimdan 30 dakika sonra ulasir. Yarilanma 6mri yaklasik olarak
2,5-5 saat araliginda gerceklesir (162). Kafeinin emilimi seker varliginda yavaslar fakat
yine de tam bir sekilde emilir (163). Teobromin, kafeinden daha yavas emilir ve 2,5

saat sonra maksimum plazma konsantrasyonlarina ulasir ancak tam siire ortamina
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gore degisir (162). Ornegin; cikolata ile alindiginda maksimum plazma siiresine

ulasmasi hizlanir (163).

Metilksantinlerin; fosfodiesteraz inhibitorii gibi davrandig, adenozin
reseptorlerini bloke ettigi ve GABAa reseptorlerini etkiledigi bilinir (164). Bu
mekanizmalarla iliskili olarak merkezi sinir sistemi lizerinde etki saglar ve bireyin ruh

halini (olumlu yonde) degistirebilir (165).

Kafeinin ekstra metil grubu, adenozin reseptorleri icin teobrominden 2-3 kat
daha gliclu afiniteye sahip olmasini saglar. Bu durum, kafeinin merkezi sinir sistemi
Uzerindeki etkisini daha 6nemli kilmasini saglar (161, 166). Ancak teobrominin

kafeine gore daha uzun bir yari 6mre sahip oldugu unutulmamahdir (161).

Kafeinin tiketim miktari ve slresine bagli olarak kisilerin Gzerindeki psikolojik
etkileri degiskenlik gosterebilir. Yiiksek dozda ve kronik kafein tiiketimi, anksiyeteye
neden olurken disiik dozlarda ve akut bir sekilde kullanildiginda anksiyete seviyesini
dislirdigl gozlemlenmistir (167-169). Kakaoda kafein orani dislik seviyelerde
bulundugu icin beklenilen olasi anksiyolitik etkiyi kafeinin saglayabilecegi

dustnilebilir.

Kakaonun 1000 mg/kg dozda intraperitonal uygulandig bir calisma, sicanlarda
anksiyete benzeri davranislarin 30 dakika sonrasinda azaldigini bildirmistir (170).
Ancak kakaonun oral yolla tek doz verilip akut anksiyolitik etkisini arastiran bir

calismaya literatiirde rastlanmamistir.
2.6. Siikroz

Sakkaroz veya cay sekeri olarak da bilinen sikroz, bir glikoz ve bir fruktoz
molekilinin glikozit bagiyla birbirine baglanmasi sonucunda olusan disakkarittir.
Parlak, beyaz ve kristal yapida olup Ci2H12011 kimyasal formiliyle gosterilir (171).
Sikroz, bircok yiyecek ve icecegin ortak bir bilesenidir ve dinyanin buyik
cogunlugunda birincil tatlandirici olarak kullanilir (18, 172). Tiiketimi son yillarda

belirgin olarak artis gostermistir (172).
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Sukroz, HPA aksi aktivitesini disurir ve stresin neden olabilecegi psikolojik
etkileri dogrudan azaltarak bireyin ruh halinin iyilesmesine katki saglayabilir (173,
174). Bu durumu destekleyen bir calismada, akut strese maruz kalan sicanlara, 14 gin
boyunca %30 siikroz iceren soliisyon verilmistir. Calismanin sonucunda hem ACTH
hem de kortikosteron salgisinin 6nemli dlclide azaldigi gortlmustir (175). Olumsuz
duygulan yatistirmak igin insanlarin sekerli gidalara yoénelmesinin sebebinin kortizol

miktarinin diismesi ile iliskili olabilecegi dustinilmektedir (174).

Sekerin psikolojik streclere etkileri net ve anlasilir degildir (172). Calismalarin
sonuglari da birbirinden farkliik gostermektedir. Bazi c¢alismalar, hayvanlardaki
anksiyete davranislarinda artis veya azalisla sonuglanirken bazi calismalar ise sekerin
anksiyete davranislari lizerinde herhangi bir degisiklik olusturmadigl yoniinde bir
sonuc ortaya koymustur. Bununla birlikte anksiyete davranislarini arttirdigina yonelik

cok az sayida calisma bulunmaktadir (176).

Sukroz verilerek anksiyete benzeri davraniglarda degisim godzlemlenen bir
calismada, siganlara 14 giin boyunca ginde 2 kez, 4ml %30 sukroz iceren ¢ozelti
verilmigstir. Protokol sonucunda anksiyete benzeri davranislarda azalma gozlenmistir
(177). Bir baska calismada ise kronik strese (21 glin) maruz kalan farelere, silikroz
¢Ozeltisi verilmistir ve bu sure boyunca hayvanlar %15’e kadar artan sikroz ¢ozeltisi
ile tedavi edilmistir. Stikroz grubunda, anksiyolitik etki gorilmastir (173). Yapilan bir
diger ¢alismada, siganlara 28 gin boyunca glinde 2 saat, %10’luk siikroz ¢ozeltisi
verilmistir. Diger calismalarin aksine bu calismada, silikroz grubunda yer alan

hayvanlarin anksiyete benzeri davranislarinda artis izlenmistir (178).

%10 siikroz ve %10 glikoz ¢ozeltilerinin 56 glin boyunca siganlara uygulandigi
bir calismada, anksiyete ile ilgili davranislar degerlendirildiginde gruplar arasinda bir
farklihk ortaya ¢citkmamistir (18). Yine bir diger calismada, %7,9 sikroz iceren diyetle
12 ay boyunca sicanlar beslenmistir ve siikroz grubunda anksiyete ile iliskili

davranislarda herhangi bir fark gézlenmemistir (179).
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Yapilan bu galismalarda; sekerin verilis sekli, suresi, sikhgi, tiuketilen seker
miktari (dozu) ya da hayvanin tiri, barinma veya yasam kosullari gibi degisiklikler
deneylerin sonugclarini  etkilemis olabilir. Dolayisiyla hayvanlarin anksiyete

davraniglari galismalar arasinda degiskenlik gosterebilir (176).

Literatlirde yer alan tiim bu bilgiler dogrultusunda bu calismada kakaonun ve
suikrozla birlikte kakaonun anksiyete ile iliskili olan davranis ve mekanizmalarinin
incelenmesi amaclandi. Bunun igin en sik kullanilan davranis testleriyle birlikte
anksiyete ¢alismalarinda en ¢ok hipotez olusturulan nérotransmiterlerin hipokampus
dokusundaki miktarlari arastirildi. Bunlarin yani sira serum kortizol miktarlari

incelendi.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada kullanilan deney hayvanlari, Baskent Universitesi Deney
Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezi’'nden temin edildi. Deneyler; 190-230 gram,
8 haftalik, erkek, Wistar albino cinsi, 74 adet sican Uzerinde gergeklestirildi.
Hayvanlar, temin edildikten sonra ortama adaptasyon saglamalari icin 7 glin stireyle
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Hayvan Laboratuvari’nda
bekletildi. Bu slirecte sicanlar 12 saat aydinlik / 12 saat karanlhk dongiisiinde, 22 + 2°C
sicakhik, %40-45 nem orani ve uygun havalandirma kosullarina sahip olan hayvan
laboratuvarinda tutuldu ve standart sican kafeslerinde barindirildi. Beslenme ve su
ihtiyaglari i¢in herhangi bir kisitlanma olmaksizin standart sigan yemi ve normal
musluk suyu kullanildi. Ayrica sakrifiye edilene kadar her glin hayvanlarin genel saglik

durumlari kontrol edildi.

Deneylerin yapilmasi icin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan gerekli izinler alindi. Bu izin, 28.09.2021 tarihinde 2021/07-02 karar

numarasiyla onaylandi (Ek-1).
3.2. Deney Gruplan ve Deney Protokolii

Bu calisma, siire tayini (6n deney) ve ana deney olmak Gzere iki asamali olarak
planlandi. ilk asamada, anksiyete ile iliskili davranislarin azalmasina yénelik etkinin
gorilme siresini belirlemek amaciyla 10 adet Wistar Albino cinsi erkek sican
kullanildi. Kakaoda bulunan ana biyoaktif bilesenlerin (polifenoller ve metilksantinler)
farmokinetik etkileri dikkate alinarak gruplar olusturuldu. Sicanlar kontrol (n=3), 60
dk (n=3) ve 90 dk (n=4) olmak (izere 3 gruba ayrildi. 60 ve 90 dk grubunda yer alan
sicanlara 1000 mg/kg kakao oral gavaj yoluyla tek doz olarak verildi. Kontrol grubuna
ise distile su oral gavaj yoluyla tek doz olarak verildi. Bu asamada sadece anksiyete ile
iliskili davranislari degerlendiren davranis deneyleri yapildi. Kontrol ve 60 dk

gruplarina oral gavaj uygulamasindan 60 dk sonra sirasiyla acik alan testi ve
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yukseltilmis arti labirent testi yapilirken 90 dk grubuna bu davranis deneyleri oral

gavaj uygulamasindan 90 dk sonra yapildi.

Sure tayini ¢alismasinin sonuglari ve kakaonun emilim hizi g6z 6éniine alinarak
ana deneyde oral gavaj uygulamasini takiben 90 dk sonra davranis deneylerinin

yapilmasina karar verildi.

Ana deney i¢in kakaonun anksiyolitik etkisini arastirmak amaciyla iki farkli dozda
ve slikrozla birlikte alimina yonelik bir deney protokolii hazirlandi. Toplam 64 adet
Wistar albino cinsi erkek sican kullanildi. Bu sicanlar temin edildikten sonra viicut
agirliklari tartildi ve agirliklarina gore gruplar homojen bir sekilde dagitildi. 8 grup

olusturuldu. Bu gruplar,

e Distile su verilen kontrol grubu (K grubu, n=8)

e 1 mg/kg diazepam verilen diazepam grubu (D grubu, n=8)

e 500 mg/kg kakao verilen kakao grubu (K500 grubu, n=8)

e 1000 mg/kg kakao verilen kakao grubu (K1000 grubu, n=8)

e %10 sukroz ¢ozeltisi verilen siikroz grubu (S grubu, n=8)

e 500 mg/kg kakao + %10 siikroz ¢ozeltisi verilen kakao + siikroz grubu (K500+S
grubu, n=8)

e 1000 mg/kg kakao + %10 sikroz ¢ozeltisi verilen kakao + sikroz grubu
(K1000+S grubu, n=8)

e Tween80 verilen tween grubu (T grubu, n=8)

olarak belirlendi (Tablo 3.1).

Kakaonun fiziksel 6zelliklerinden dolayi 0,48g/kg’dan daha yiiksek dozlari tek
doz oral gavaj ile uygulanamamaktadir (180). Bu yiizden kullanilan kakao tozunun
distile su ve bircok gida ve ilacta ¢cozlici olarak gorev alan tween80 ile birlikte
¢Ozlilmesi saglandi. Ayrica kakao haricinde diazepam grubunda da ¢o6zlicli olarak

tween80 iceren distile su kullanildi (Tablo 3.1).
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Deney Gruplar Ajan HsaaC::In Doz Hacim
K500 grubu Kakao 8 500mg/kg 10mli/kg
K1000 grubu Kakao 8 1000mg/kg 10ml/kg
S grubu Siikroz 8 %10 10ml/kg
K500 + S grubu Kakao + Siikroz 8 500mg/kg + %10 10mli/kg
K1000 + S grubu Kakao + Siikroz 8 1000 mg/kg + %10 10mli/kg
D grubu Diazepam 8 1mg/kg 10ml/kg
K grubu Distile su 8 10ml/kg
T grubu Tween 80 8 5ul 10ml/kg

Oral gavaj uygulamasinin hayvanlarda olusturabilecegi stres yanitinin gruplar

arasinda herhangi bir fark yaratmamasi amaciyla tiim gruplara uygulanan ajanlar oral

gavaj

yoluyla verildi.

Diazepam grubu haricinde diger gruplara oral

gavaj

uygulamasindan 90 dk sonra sirasiyla acik alan testi, yikseltilmis arti labirent testi ve

rotarod testi yapildi. Diazepamin alimindan itibaren 60 dk sonra etki gostermesinden

dolayi sadece diazepam grubunda yer alan hayvanlara 60 dk sonra davranis deneyleri

yapildi (181). Davranis testleri sonlanan hayvanlar, kan ve beyin dokularinin elde

edilmesi icin anestezi altina alindi (Sekil 3.1).

Anestezi

Agik Alan Testi

Gavaj islemi

Yiikseltilmig Arti

1 Labirent Testi
Rotarod Testi

Sekil 3.1. Deney protokoli
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Cikartilmasi
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3.3. Gavaj Uygulamasi

Kakao, ticari bir firmadan elde edildi. Alkalizasyon isleminden gegirilmemis ve
%10-12 kakao yagi iceren dogal kakao tozu kullanildi. Seker olarak siikroz (Sigma-
Aldrich S-8501) tercih edilirken benzodiazepin olarak dizaepam (Diazem 5 mg kapsiil,

Deva Holding AS) kullanildi.

Oral gavaj uygulamasi, metal egimli gavaj tlipl (16 numara) kullanimiyla 9.30-
10.30 saatleri arasinda yapildi. Hayvanlar islemden 6nce tartildi ve agirhklari
kaydedildi. Uygulanan ajanlarin dozu hayvanlarin agirliklarina gére ayarlandi. 6
dakikalik araliklarla ayni gruptaki hayvanlara gavaj islemi yapildi. Bu sayede tim
hayvanlarin davranis deneylerine baslamadan 6nce bekleme siiresi ayni olacak

sekilde ayarlanmis oldu.
3.4. Davranis Deneyleri
Davranis deneyleri 11.00-12.15 saatleri arasinda yapildi.
3.4.1. Agik Alan Testinin Uygulanmasi

Acik alan testiicin 50 cm ylksekliginde, ahsap duvarlarla gevrili, beyaz zeminli,
kare seklinde ve 1m?lik (100 cm x 100 cm) alana sahip olan test diizenegi kullanildi.
Zemin 25 es kareye bolindi ve bu karelerin her bir kenari 20 cm olacak sekilde
ayarlandi. Dis kisimda yer alan 16 kare “kenar bolge” olarak adlandirilirken i¢ kisimda
bulunan 9 kare ise “merkez bolge” olarak kabul edildi (Sekil 3.2). Deneyler, yeterli
mesafede bulunan ve diizenegin Ust kisminda yer alan bir kamera ile kaydedildi.
Deney, siganlar diizenegin merkezine nazik bir sekilde yerlestirildikten sonra
baslatildi. 5 dakikalik siire boyunca sigcanlarin serbest bir sekilde zaman gegirmeleri
saglanip davranislari kayit altina alindi. Deney boyunca ortamin sessiz olmasi
saglandi. Deneyi sonlanan hayvan, tek kisilik tasima kafesine alindi ve bir sonraki
deney diizenegine gecildi. Her deneyin sonunda diizenek siradaki sican icin %70’lik

etanol ile temizlendi ve kagit havlu ile kurutuldu.
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Sekil 3.2. Acik alan testinde hayvanlarin gézlenmesi: A) Kenarda gecirilen zaman
B) Sahlanma davranisi C) Timarlanma davranisi.

Kaydedilen videolar aracihgl ile merkez bolgeye giris sayisi, merkez alanda
gecen sire, kareler arasinda cizgi gegcme sayisi, toplam sahlanma (iki ayagi Gzerinde
kalkma) davranisi, timarlanma (tlylerini temizlemek tzere yalanma, kasinma) sayisi

ve suresi manuel bir sekilde degerlendirildi (Sekil 3.2).

3.4.2. Yiikseltilmis Arti Labirent Testinin Uygulanmasi

Yikseltilmis arti labirent testi icin 50 cm uzunlugunda ve 10 cm genisliginde
yere paralel dort koldan olusan, yerden 70 cm yikseklikte bulunan ve siyah pleksiglas
malzemeden yapilan deney diizenegi kullanildi (182, 183). Diizenegin iki kolu duvarsiz
acik kollardan olusurken diger iki kolu 40 cm yiiksekliginde duvarlarla gevrili kapah
kollardan olusmaktadir (Sekil 3.3). Dlzenegin acik kollarinda ekstra olarak korkuluk

bulunmamaktadir.

Acik alan testini tamamlayan sican, tek kisilik bir tasima kafesi kullanilarak
ylukseltilmis arti labirent testinin yapilacagl odaya getirildi. Hayvanlar agik kola
bakacak sekilde dizenegin merkez noktasina nazik bir sekilde yerlestirildikten sonra
deney baslatildi. 5 dakikalik siire boyunca diizenegin Ust kisminda yer alan bir kamera
yardimi ile hayvanlarin davranislari kaydedildi. Deney boyunca ortamin sessiz olmasi

saglandi.
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Deney esnasinda agik kollardan diigsen bir hayvan oldugu zaman deneyi yapan
kisi hayvani tekrar labirentin acik koluna vyerlestirerek 5 dakikalik deneyin
tamamlanmasini sagladi. Bununla birlikte diisen hayvanlarin verileri analiz digi
birakildi (182). Her deneyin sonunda diizenek bir sonraki sigan igin %70’lik etanol ile
temizlendi ve kagit havlu ile kurutuldu. Deneyi sonlanan hayvan, tek kisilik tagima

kafesine alindi ve rotarod testinin yapilacagi odaya aktarildi.

Sekil 3.3. Yukseltilmis arti labirent testi

Bu test igin agik ve kapali kola giris sayisi, acik kola giris ylzdesi, agik ve kapali
kolda gecen slire ve aclk kolda gecen siirenin ylzdesi manuel bir sekilde

degerlendirildi.

e Acik kola giris ylzdesi (%), Formil 3.1. kullanilarak hesaplandi (184).

Acik kola giris sayisi1
— T SISl X 100 (3.1)
Acik kola giris say1si+Kapali kola giris sayis1

e Acik kolda gecen siirenin ylizdesi (%), Forml 3.2 kullanilarak hesaplandi (184).

Acik kolda gegen stire (sn) 100 (3 2)
Acik kolda gecen stire (sn)+Kapali kolda gegen siire(sn) )




34

Hayvanin dort ayaginin da agik kol Uzerinde oldugu durum, acik kola giris
olarak kabul edildi (121). Kollarin kesisim noktasi olan merkez bélgede gegcirilen siire
ve merkez bélgeye giris verileri agik veya kapal kola dahil edilmedi. Bu boélge analiz

disi birakildi.
3.4.3. Rotarod Testinin Uygulanmasi

Rotarod testi, motor koordinasyon ve dengeyi degerlendirmek igin
kemirgenlerde siklikla tercih edilen bir testtir. Hastalik modellerinin, fizyolojik
degiskenlerin veya herhangi bir ilacin motor sistem Uzerine etkilerini arastirmak icin

kullanihr (185, 186).

Anksiyete benzeri davraniglari 6lgen testler viicut aktivitesine bagl testler
oldugu icin ve siganlara verilen ajanlarin motor sisteme etkilerinin olup olmadigini

arastirabilmek icin rotarod testi kullanildi.

8 cm capinda silindir bir cubuktan, cubugun donmesini saglayan bir motordan
ve 10 cm genisliginde 4 boélmeden olusan bir test dizenegi kullanildi (Sekil 3.4).

Kullanilan test diizeneginin dakikadaki devir sayisi (rpm) 16’ya kadar gikabilmektedir.

Sekil 3.4. Rotarod testi
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Deney, egitim ve test asamasi olarak 2 asamadan olusturuldu. Yikseltilmis arti
labirent testi sonlanan hayvanlar son olarak rotarod testinin uygulanacagl odaya

getirildi ve ikiserli olarak egitilip test edildi.
Egitim asamasi 2 dakika slirdu.

1. Hayvanlar 4 rpm’de donen silindir cubugun Gzerine donme yoniunin tersine

bakacak sekilde ve nazikce yerlestirildi (187).

2. Duzenegin hizi ilk 60 saniyede kademeli olarak artirildi ve son 60 sn’de

maksimum hizda (16 rpm) hayvanlar yuratulda.

3. Egitim bittikten sonra %70 etanol ile dizenek temizlendi ve kagit havluyla

kurutuldu. Bu esnada siganlar 2 dk boyunca dinlendirildi.

Daha sonra 3 asamadan olusan test adimina gecildi. Test adimi, dizenegi

karsidan gorecek sekilde yerlestirilmis bir kamera yardimi ile kayit altina alindu.

1. Hayvanlar 4 rpm’de donen silindir cubugun tzerine dénme yoniinin tersine

bakacak sekilde ve nazikge yerlestirildi (187).
2. Silindirin hizi 16 rpm’e yikseltildi ve test bu hizda yapildi.

3. Diizenege vyerlestirildikten sonra ilk 15 saniye icerisinde disme durumu
yasanirsa hayvan tekrar dizenege yerlestirildi. Bu duslslerin sebebinin testi
yapan kisinin hayvanlari kotl yerlestirmesinden kaynakli olabilecegi

diistnildi ve testi sonlandiracak bir durum olarak kabul edilmedi (187).

4. Her asama 60 saniye veya hayvan dizenekten diisene kadar devam etti. Test
asamalarinin arasinda hayvanlar igin 60 saniyelik dinlenme periyotlari

mevcuttu (188).

5. Dinlenme periyodunda dizenek %70 etanol ile temizlendi ve kagit havluyla

kurutuldu.
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Bir sicanin donen silindir cubuk (zerinde gecirdigi toplam slire motor
koordinasyonunun nicel bir gostergesidir (186). Sicanlarin diizenek tizerinde kaldiklari
sure degerlendirme kriterini olusturdu ve her saniye 1 puana denk geldi. Alinabilecek

maksimum puan 180 olarak kabul edildi (188).
3.5. Kan ve Beyin Dokularinin Alinmasi

Davranis ve rotarod testleri tamamlandiktan sonra hayvanlar ketamin (90
mg/kg, i.p.) ve ksilazin (10 mg/kg, i.p.) karisimi kullanilarak anestezi altina alind.
Anestezi altindaki hayvanlarin abdomen bdlgesi dikey bir sekilde kesilerek agildi.
Hayvanlarin bagirsaklari yan tarafa alinarak inferior vena cavalarina ulasildi. Bir
enjektor yardimiyla kan ornekleri alindi ve sari kapakh jelli biyokimya tliplerine
koyuldu. Kan 6rnekleri yaklasik 20 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 5000
rom’de 10 dakika, santrifiij (Kubota Tabletop Refrigerated Centrifuge 5500, Osaka,
Japonya) edildi. Kan serumlari elde edildi ve daha sonra kullanilmak tzere 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiplerine konuldu. Ornekler biyokimyasal analizler yapilincaya kadar

-80°C’lik derin dondurucuda saklandi.

Hayvanlar eksanguinasyon ile sakrifiye edildikten sonra beyinleri cikarildi.
Spijker’in sican beyin bolgelerinin diseksiyonu temel alinarak hipokampdis izole edildi

(189).

1) Tum deneyin soguk bir zeminde calisilmasi igin bir petri kabinin i¢ kismi buzla

dolduruldu ve kabin gevresi aliminyum folyo ile sarild1.

2) Beynin ventral ylzi soguk zeminle temas edecek sekilde petri kabinin dis
ylzeyine yerlestirildi ve fazla kanin uzaklastirilmasi icin beyin, serum fizyolojik

ile yikandi.
3) Arka beyin, cerebellum kismindan uzaklastirildi.

4) Beynin arka tarafi ve orta hattindan cerebral yarilarin arasina forceps, kapali

bir sekilde yerlestirildi.
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5) Kortikal yarilarin agilmasi igin forceps yavasca acildi. Sonra hangi tarafin

hipokampisu izole edilecekse forcepsin ucu ona gore yonlendirildi.

6) Ag¢ma kapama islemlerine hipokampusin Ust kismi gorlinene (grimsi yari
saydam doku) kadar devam edildi. Hipokampise zarar verilmeden korteks

kisimlari uzaklastirildi.

7) Hipokampus tamamen aciga ciktiginda ise hipokampdsin st ug¢ kismindan

geriye dogru siyrildi ve beynin kalan kismindan uzaklastirildi.

8) Hipokampusiin etrafinda korteks kalintisi kaldig1 takdirde bunlar da

uzaklastirildi.
9) Bu izolasyon islemi her iki taraf icin de sirasiyla yapildi (Sekil 3.5).

Hipokampdis izole edildikten sonra 1,5 ml’lik mikrosantrifij tiplerine konuldu

ve 80°C’lik derin dondurucuya alinana kadar sivi nitrojende tutuldu.
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Sekil 3.5. Hipokamps izolasyonu: A) Arka beynin uzaklastiriimasi B) Forcepsin kapall
bir sekilde yerlestiriimesi C) ve D) Forcepsin acilmasi E) Hipokampusiin tek tarafli
gorilmesi F) Hipokampsin iki tarafli goriilmesi G) H) ve |) Hipokamplsiin geriye
dogru siyrilmasi J) K) ve L) Hipokampis dokusundan korteks kalintilarinin
temizlenmesi.



39

3.6. Doku Homojenizasyonu

Deney glinli hipokampilis ornekleri -80 °C’den ¢ikarilarak ¢ozinmeleri
saglandi. Cozlinen hipokamplis dokulari bilateral olarak gram cinsinden hassas terazi
kullanilarak (Mettler Toledo AB204-S, Ohio, ABD) tartildi ve deney tiplerine
yerlestirildi. Daha sonra Uzerine 1:9 agirlik (g) hacim (ml) oraninda fosfat tampon
(PBS) (Sigma-Aldrich P4417) ¢ozeltisi eklendi. Deney tlpl, buzla dolu bir beherin
icerisine yerlestirildi ve dokularin deney boyunca buz lzerinde homojenlesmesi

saglandi (Sekil 3.6) (Sekil 3.7).

Sekil 3.6. Mekanik homojenizatoér Sekil 3.7. Ultrasonik homojenizator

Hipokampis dokusu ilk olarak mekanik homojenizatér (Pro Scientific PRO200
Homogenizer, Connecticut, ABD) yardimi ile homojen bir goriinti elde edilene kadar
parcalandi (Sekil 3.6). Sonrasinda ultrasonik homojenizatér (OMNI Ruptor 4000,
Georgia, ABD) ile parcalama islemine devam edildi (Sekil 3.7). Bu islem 3 kez olmak

Uzere %50 amplitiidde (130 W), 60 saniyelik uyarilar kullanilarak tekrarlandi.

Parcalama islemleri bittikten sonra elde edilen homojenatlar +4°C’'de 15000
rom’de 10 dakika sireyle santrifiij edildi. Santriflij sonrasi siipernatanlar 1,5 ml’lik

mikrosantrifiij tiiplerine konularak -80°C’de sakland.
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3.7. Biyokimyasal Analizler
3.7.1. Toplam Protein Tayini

Doku homojenizasyonundan sonra elde edilen 6rneklerin protein miktari,
Bicinchoninic Asit (BCA) yontemi ile 6lglldi. ABP Biosciences BCA protein dlglim Kkiti
(katalog no: PO11A) kullanildi. Uretici firmanin 6nerdigi mikroplaka protokolii

referans alinarak 6lglimler yapildi.

ilk olarak ¢ozeltiler ve érnekler hazirlandi. BCA kitinde bulunan 2 mg/ml
yogunlugundaki sigir serum albimin (BSA) standardi PBS kullanilarak seyreltildi.
Yogunluklari 2 mg/ml ile 0,025 mg/ml arasinda degisen toplamda 8 farkli standart
¢Ozelti hazirlandi. Hipokampis dokusundan elde edilmis protein 6rnekleri de PBS ile
2 kat seyreltildi. Kor 6rnek icin PBS kullanildi. Yine kit icerisinde yer alan reaktif A ve

B ¢ozeltileri sirasiyla 50:1 oraninda karistirilarak BCA ¢alisma ¢ozeltisi elde edildi.

Ornekler ve standartlar 2 tekrarli olacak sekilde 20 ul olmak iizere daha
onceden belirlenmis olan kuyucuklara koyuldu. Daha sonra tim kuyucuklara 200 pl
BCA calisma c¢ozeltisi eklendi. Bu islemleri takiben mikroplaka 30 sn ¢alkalandi ve
37°C'de 30 dk siireyle inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi mikroplaka okuyucu
(Allsheng AMR-100 Microplate Reader, Hangzhou, Zhejiang, Cin Halk Cumhuriyeti)
ile 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri dl¢ildi ve standart egri olusturuldu.
Elde edilen standart egri yardimi ile protein miktarlari belirlendi. Oncesinde érnekler
2 kat seyreltilmis oldugu icin ortaya ¢ikan protein miktarlari 2 ile carpilarak tekrar

hesaplandi. Degerler ug/ml olarak ifade edildi.
3.7.2. ELISA Deneyleri

ELISA, enzime bagh imminosorbent tahlilinin kisaltilmis halidir. Prensibi
antijen-antikor baglanmasina dayanir. Bu baglanmayi saptamak icin de bir enzim
kullanilir. Burada yer alan enzim ise renksiz bir substrati renkli bir Griine dénistirerek
antijen-antikor baglanmasinin varhigini gosterir (190). Kolay bir sekilde uygulanmasi,
hizli sonu¢ vermesi ve glvenilir bir test olmasi nedeniyle siklikla tercih edilen bir

yontemdir (191).
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Yapilan bu ¢alismada hipokampis dokusundan elde edilen homojenatlardan
GABA, serotonin ve noradrenalin miktari bu yéntem kullanilarak élgildi. Ayrica yine
elde edilen serumdan kan kortizoli miktarinin 6l¢ima igin ELISA kullanildi. GABA,
serotonin ve kortizol miktarinin tespit edilmesi i¢cin sandwich-ELISA ydntemi

kullanilirken noradrenalin miktari igcin kompetitif-ELISA kullanildi.
GABA Miktarinin Olgiilmesi

GABA miktari sandwich-ELISA yontemi kullanilarak o6lclildi. Bioassay
Technology Laboratory GABA Elisa test kiti (katalog no: E0102Ra) kullanildi. Kit

icerisinde yer alan yonerge referans alinarak él¢timler yapildi.

1. -80°C’den doku &rnekleri cikarildi. Ornekler, kit ve ¢ozeltiler kullaniimadan

once oda sicakligina getirildi.
2. Ornekler 4 kat PBS ile seyreltildi ve standartlar hazirlandi.

3. Daha onceden GABA antikoruyla kaplanmis olan kuyucuklara 40 pl 6rnekler

eklendi.
4. Standart kuyucuklarina 50 ul standart ¢ozeltiler eklendi.

5. Daha sonra 6rnek kuyucuklarin tzerine 10 ul biyotinlesmis GABA’ya 6zgli

saptama antikoru ilave edildi.

6. Son olarak kér kuyucuklar haricindeki tim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-

Horseradish Peroxidase (HRP) antikoru eklendi.
7. 37°C'de 60 dk siireyle inklbe edildi.

8. inkiibasyon islemini takiben serbest bilesenlerin uzaklastirilmasi icin tim
kuyucuklar yikama solisyonu kullanilarak yikandi ve bu islem 5 kez

tekrarlandi.

9. Bitln kuyucuklara sirasiyla 50 pl substrat-A ve substrat-B reaktifleri eklendi.
Kuyucuklarin rengi enzim-substrat reaksiyonu sonucunda GABA miktariyla

dogru orantili olarak maviye dénmeye basladi.
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10. 37°C'de 10 dk inkuibe edildi.

11. Enzim-substrat reaksiyonunun sonlandiriimasi amaciyla tim kuyucuklara 50

pl stop ¢ozeltisi eklendi ve kuyucuklarin renginin sariya donmesi gozlendi.

12. Tim bu islemler bittikten sonra plaka, 450 nm dalga boyunda mikroplaka

okuyucusunda okutuldu.

13. Orneklerin absorbans degerleriyle standart egri karsilastirilarak GABA

miktarlari tayin edilmis oldu.

14. Cikan sonuglar baslangicta ornekler 4 kat seyreltildigi icin 4 ile ¢arpilarak

tekrar hesaplandi.

15. Daha sonra elde edilen sonug, total protein miktarina (GABA miktari/total
protein miktari) oranlanarak standardize edildi. Degerler nmol/g olarak ifade

edildi.
Serotonin Miktarinin Olgiilmesi

Serotonin miktari sandwich-ELISA yontemi kullanilarak o6l¢ildi. Bioassay
Technology Laboratory Serotonin Elisa test kiti (katalog no: EO866Ra) kullanildi. Kit

icerisinde yer alan yonerge referans alinarak ol¢ciimler yapildi.

1. -80°C’den doku érnekleri cikarildi. Ornekler, kit ve ¢ézeltiler kullaniimadan

Once oda sicakligina getirildi.
2. Ornekler 4 kat PBS ile seyreltildi ve standartlar hazirlandi.

3. Daha oOnceden serotonin antikoruyla kaplanmis olan kuyucuklara 40 ul

ornekler eklendi.
4. Standart kuyucuklarina 50 ul standart ¢ozeltiler eklendi.

5. Daha sonra 6rnek kuyucuklarin tGzerine 10 ul biyotinlesmis serotonine 6zgi

saptama antikoru ilave edildi.
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6. Son olarak kér kuyucuklar haricindeki tim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP

antikoru eklendi.
7. 37°C'de 60 dk siireyle inkiibe edildi.

8. inkiibasyon islemini takiben serbest bilesenlerin uzaklastirilmasi igin tim
kuyucuklar yikama solisyonu kullanilarak yikandi ve bu islem 5 kez

tekrarlandi.

9. Btln kuyucuklara sirasiyla 50 ul substrat-A ve substrat-B reaktifleri eklendi.
Kuyucuklarin rengi enzim-substrat reaksiyonu sonucunda serotonin miktariyla

dogru orantili olarak maviye donmeye basladi.
10. 37°C’'de 10 dk inkiibe edildi.

11. Enzim-substrat reaksiyonunun sonlandirilmasi amaciyla tim kuyucuklara 50

ul stop ¢ozeltisi eklendi ve kuyucuklarin renginin sariya donmesi gozlendi.

12. Tim bu islemler bittikten sonra plaka, 450 nm dalga boyunda mikroplaka

okuyucusunda okutuldu.

13. Orneklerin absorbans degerleriyle standart egri karsilastirilarak serotonin

miktarlari tayin edilmis oldu.

14. Cikan sonuglar baslangicta 6rnekler 4 kat seyreltildigi icin 4 ile carpilarak

tekrar hesaplandi.

15. Daha sonra elde edilen sonug, total protein miktarina (serotonin miktari/total
protein miktari) oranlanarak standardize edildi. Degerler ng/mg olarak ifade

edildi.
Noradrenalin Miktarinin Olgiilmesi

Noradrenalin miktari kompetitif-ELISA yontemi kullanilarak 6l¢ildi. Bioassay
Technology Laboratory Noradrenalin Elisa test kiti (katalog no: EAO041Ra) kullanildi.

Kit icerisinde yer alan yonerge referans alinarak olciimler yapildi.
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-80°C’den doku &rnekleri cikarildi. Ornekler, kit ve ¢ozeltiler kullaniimadan

once oda sicakhgina getirildi.

Ornekler 2 kat ile seyreltildi ve standartlar hazirlandh.
Uygun kuyucuklara 50 ul 6rnekler eklendi.

Standart kuyucuklarina 50 pl standart ¢ozeltiler eklendi.

Daha sonra kor kuyucuklar haricindeki tim kuyucuklarin Gzerine 50 ul

biyotinlesmis antijen ilave edildi.
Antijenin eklenmesinden sonra 37°C'de 60 dk inkibe edildi.
Yikama sollisyonu ile plaka 5 kez yikandi.

Yikama isleminin ardindan kor kuyucuklar haricinde tim kuyucuklara 50 pl

avidin-HRP antikoru eklendi.
Plaka tekrar 37°C’'de 60 dk siireyle inkiibe edildi.

inkiibasyon isleminin sonunda tekrar tiim kuyucuklar yikama soliisyonu

kullanilarak yikandi ve bu islem 5 kez tekrarlandi.

Bltlin kuyucuklara sirasiyla 50 ul substrat-A ve substrat-B reaktifleri eklendi.
Kuyucuklarin rengi enzim-substrat reaksiyonun baslamasiyla birlikte

noradrenalin miktari ile ters orantili olarak maviye donmeye basladi.

.37°C'de 10 dk inklibe edildi.

Enzim-substrat reaksiyonunun sonlandiriimasi amaciyla tim kuyucuklara 50

ul stop ¢ozeltisi eklendi ve kuyucuklarin renginin sariya dénmesi gézlendi.

Tim bu islemler bittikten sonra plaka, 450 nm dalga boyunda mikroplaka

okuyucusunda okutuldu.

Orneklerin absorbans degerleriyle standart egri karsilastirilarak noradrenalin

miktarlari tayin edilmis oldu.
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16. Cikan sonuglar baslangicta 6rnekler 2 kat seyreltildigi icin 2 ile ¢arpilarak

tekrar hesaplandi.

17. Daha sonra elde edilen sonug, total protein miktarina (noradrenalin
miktari/total protein miktari) oranlanarak standardize edildi. Degerler ng/g

olarak ifade edildi.
Kortizol Miktarinin Olgiilmesi

Kandan elde edilen serumdaki kortizol miktari Sandwich-ELISA yontemi
kullanilarak 6l¢lildii. Bioassay Technology Laboratory Kortizol Elisa test kiti (katalog
no: E0828Ra) kullanildi. Kit icerisinde yer alan yonerge referans alinarak olgiimler

yapild.

1. -80°C’den doku érnekleri ¢ikarildi. Ornekler, kit ve ¢ézeltiler kullaniimadan

once oda sicakligina getirildi.
2. Standartlar hazirlandi.

3. Daha onceden kortizol antikoruyla kaplanmis olan kuyucuklara 40 ul 6rnekler

eklendi.
4. Standart kuyucuklarina 50 ul standart ¢ozeltiler eklendi.

5. Daha sonra ornek kuyucuklarin Gzerine 10 ul biyotinlesmis kortizole 6zgi

saptama antikoru ilave edildi.

6. Son olarak kor kuyucuklar haricindeki tim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-

Horseradish Peroxidase (HRP) antikoru eklendi.
7. 37°C'de 60 dk siireyle inklbe edildi.

8. inkiibasyon islemini takiben serbest bilesenlerin uzaklastirilmasi icin tiim
kuyucuklar yikama solisyonu kullanilarak yikandi ve bu islem 5 kez

tekrarlandi.
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9. Btln kuyucuklara sirasiyla 50 ul substrat-A ve substrat-B reaktifleri eklendi.
Kuyucuklarin rengi enzim-substrat reaksiyonu sonucunda kortizol miktariyla

dogru orantili olarak maviye dénmeye basladi.
10. 37°C'de 10 dk inkube edildi.

11. Enzim-substrat reaksiyonunun sonlandiriimasi amaciyla tim kuyucuklara 50

pl stop ¢ozeltisi eklendi ve kuyucuklarin renginin sariya donmesi gozlendi.

12. Tim bu islemler bittikten sonra plaka, 450 nm dalga boyunda mikroplaka

okuyucusunda (BioTek ELx800 Absorbance Microplate Reader) okutuldu.

13. Orneklerin absorbans degerleriyle standart egri karsilastirilarak kortizol

miktarlari tayin edilmis oldu.

14. Degerler ng/ml olarak ifade edildi.
3.7.3. Kan Parametrelerinin Ol¢iimii

Kan serum oOrneklerinde Alanin Aminotransferaz (ALT), Aspartat
Aminotransferaz (AST), kan Ure azotu (BUN), kreatinin, glikoz, trigliserid ve total
kolesterol miktarlari 6lciildi. Olgiimler Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez

Laboratuvarinda biyokimya otoanalizor cihazi kullanilarak yapildi.
3.8. istatistiksel Analizler

Verilerin istatiksel analizleri SPSS 26 programi (IBM SPSS Statistics v26)
kullanilarak yapildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi
yapilarak degerlendirildi. Normallik testinin sonucunda gruplar arasi karsilastirmalar
Kruskal-Wallis testi kullanilarak yapildi. Gruplar arasinda anlamh bir fark gorilmesi
durumunda Bonferroni dizeltmeli Dunn’s testi kullanildi ve gruplarin birbirleriyle
olan iliskileri karsilikli bir sekilde incelendi. Sayisal degiskenler icin ortanca,
maksimum ve minimum degerler gibi tanimlayici istatistikler verildi ve bu veriler

tablolar halinde sunuldu. istatiksel anlamhlik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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istatistiksel analiz sonucunda anlamh farklilik saptanan veriler icin kutu
(boxplot) grafikleri olusturuldu. Kutunun igerisinde yer alan yatay siyah cizgiler ile
ortanca degerler, kutunun alt ve Ust sinirlariyla sirasiyla 25. ve 75. yizdelikler
gosterildi. Kutunun uglarindan gizilen dogrularla aykiri (asir) olmayan maksimum ve
minimum degerler verildi. Bunun disinda aykiri olan degerlerin gdosterilmesi igin

noktasal sekiller kullanildi. Bu grafiklerin gizimi igin SPSS 26 programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Siire Tayini i¢in Yapilan On Calismanin Bulgulari

Tek seferde gavajla sicanlara verilecek kakaonun muhtemel anksiyolitik
etkisinin ne zaman ortaya ¢ikacag literatiirde mevcut olmadig igin ana deneylere
baslamadan 6nce bu etkinin ortaya ¢ikacagi siire tayin edilmeye ¢alisiimistir. Bunun
icin agik alan testi ve yikseltilmis arti labirent testi yapiimistir. Agik alan testi igin
sicanlarin merkez alana giris sayisi ve merkez alanda gegirdikleri sire
degerlendirilmigtir. Yukseltilmis arti labirent testinde ise siganlarin agik kollara giris
sayisi, acik kollarda gecirdikleri siire, acik kola giris sayisinin ylizdesi ve acik kolda
gecen slirenin ylzdesi degerlendirilmistir. Hem acik alan testi hem ylikseltilmis art
labirent testi sonuglari incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark ortaya ¢ikmamistir (p>0,05) (Tablo 4.1). Anlamhlik tespit edilmemis olsa bile 90
dk grubunda yer alan sicanlarin 60 dk grubuna gore anksiyete benzeri davranislari

ifade edilen parametrelerde daha diisiik seviyede gozlenmistir.

Deney esnasinda ylkseltilmis arti labirent test diizeneginden 90 dk grubunda
yer alan sicanlardan 1 tanesi dismustir. Bu hayvanin verileri istatistiksel olarak
degerlendirilmeye alinmamistir.  Tim gruplarin  davranis deneylerine ait

parametrelerinin ortanca, maksimum ve minimum degerleri Tablo 4.1.de verilmistir.

Tablo 4.1. Sire tayini icin yapilan 6n ¢calismanin davranis testi parametreleri

Kontrol 60 dk 90 dk
(n=3) (n=3) (n=3)
Ortanca 1 5 10
Merkeze Giris Sayisi
(Min-Maks) 1-3 3-7 5-12
Ortanca 8 38 45
Merkezde Gegirilen
Siire (sn) (Min-Maks) 4-8 16-48 25-69
Ortanca 1 3 5
Acik Kola Giris Sayisi
(Min-Maks) 0-3 2.5 2-7
Ortanca 25 42.8 42,8
Acik Kola Giris Yuzdesi
(24) (Min-Maks) 0-50 20-45,4 38,4-63,6
Ortanca 13 a0 125
Acgik Kolda Gecgirilen
Siire (sn) (Min-Maks) 0-30 26-92 68-155
Ortanca 9,2 40,1 58,9

Acik Kolda Gegirilen
Sire Yuzdesi (%) (Min-Maks) 0-10,6 10,5-45,3 30,2-68,6
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4.2. Ana Deney Bulgulari
4.2.1. Hayvanlarin Viicut Agirliklari

Sicanlarin oral gavaj islemi 6ncesinde vicut agirhiklari 6lctlmastir. Gruplar
arasi vicut agirhklari incelendiginde istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamistir
(p>0,05) (Tablo 4.2). Tum gruplarin viicut agirliklarina ait ortanca, maksimum ve

minimum degerleri Tablo 4.2.de verilmistir.

Tablo 4.2. Viicut agirliklar

K D K500 K1000 s K500+5 K1000+5 T
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Hayvan Ortanca  210,5 204,5 215 2055 203,5 204 204 200,5

Agirhklan (g)

(Min-Maks) 203-216 195-211 201-228 194-214 195-221 192-220 194-213 191-223

4.2.2. Acik Alan Testi Bulgular

Acik alan testi icin degerlendirme kriterlerini sicanlarin merkez alana giris
sayisl, merkez alanda gecirdikleri siire, ¢izgi gegcme sayisi, sahlanma (iki ayagi tizerinde
kalkma davranisi), timarlanma (ttylerini temizlemek lizere yalanma, kasinma) sayisi
ve suresi olusturmustur. Tim bu parametreler igin gruplarin ortanca, maksimum ve

minimum degerleri Tablo 4.3.te verilmistir.

Merkez Alana Giris Sayisi ve Siiresi

Sicanlarin merkez alana giris sayilari degerlendirildiginde merkez bélgeye en
¢ok sayida girisin K1000 grubunda oldugu saptanmistir. K1000 grubunun merkez
bolgeye giris sayisi kontrol, tween80, diazepam ve sikroz gruplarina kiyasla
istatistiksel olarak yuksek ¢cikmistir (p<0,05) (Sekil 4.1). Merkez alanda gecirilen siire
degerlendirildiginde ise K1000 grubunun diger gruplara gore daha uzun siire merkez
bolgede zaman gecirdigi gdzlenmistir. Bununla birlikte gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir fark bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Agik alan testi parametreleri

K D K500 K1000 5 K500+5 K1000+S T
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Ortanca 3,5 2,5 4 10 1 4 45 3
Merkeze Girig Sayisi
(Min-Maks) 0-6 0-6 2-8 1-14 0-6 0-11 19 0-18
Ortanca 15,5 12 18,5 36 10,5 10 20,5 16
Merkezde Gegirilen
Siire (sn) (Min-Maks) 2-49 1-28 14-31 687 1-40 2-26 10-56 2-115
Ortanca 33,5 325 51,5 66 37 43 46,5 385

Sahlanma Sayisi

(Min-Maks) 28-73 17-43 3460 43-84 21-74 16-61 37-68 23-51

Ortanca 2,5 35 6 25 2 2,5 3 4
Timarlanma Sayisi
(Min-Maks) 1-8 3-6 3-8 0-5 1-5 1-5 2-6 2-13
Ortanca 39 61 27,5 11 35 27,5 47 22,5
Timarlanma Siiresi
(sn) (Min-Maks) 894 18120 18-69 0-51 2-119 13-66 2-78 16-79
Ortanca 66 56 73,5 95 58 64 68 67

Cizgi Gegme Sayisi

(Min-Maks) 23-98 39-82 56-132 81-141 3872 59-110 38-101  52-108
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Sekil 4.1. Merkez alana giris sayisi parametresinin gruplar arasi karsilastiriimasi
* K1000'e gore (* = p<0,05). # Kontrole gore (# = p<0,05). ® asiri deger. ® cok asiri
deger.
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Sahlanma Sayisi

Sahlanma davranisi incelendiginde K1000 grubu, diger gruplara kiyasla daha
fazla sayida sahlanma davranisi (sahlanma sayisi) sergilemesine ragmen K1000
grubunun sadece kontrol, tween80 ve diazepam gruplari ile olan iliskisi istatistiksel
olarak anlamli gikmistir (p<0,05) (Sekil 4.2). Ayrica K500 ve diazepam gruplari arasinda
da sahlanma davranisi agisindan anlamli bir fark gozlemlenmistir (p<0,05). K500
grubu, diazepam grubuna kiyasla daha fazla miktarda sahlanma davranisi gostermistir

(Sekil 4.2).

Sahlanma Sayisi

#
80T
601
*
Wz a
—

K D K500 K1000 S K500+S K1000+S T

Sekil 4.2. Sahlanma sayisi parametresinin gruplar arasi karsilastiriimasi
* K1000’e gore (* = p<0,05). # Kontrole gore (# = p<0,05). ":"KSOO grubuna gore
( A p<0,05). ® asiri deger.

Timarlanma Sayisi ve Siiresi
Timarlanma sayisi incelendiginde K500 grubunun timarlanma sayisi, K1000
grubuna gore anlamli derecede yiiksek gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.3). Timarlanma

suresi dikkate alindiginda ise gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05)

(Tablo 4.3).
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Timarlanma Sayisi

Sekil 4.3. Timarlanma sayisi parametresinin gruplar arasi karsilastiriimasi
* K1000’e gore (* = p<0,05). ® asiri deger.

Cizgi Gegme Sayisi

Cizgi gecme sayisi incelendiginde ise en ¢ok sayida ¢izgiyi gecen grubun K1000
grubu oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.3). K1000 grubunun ¢izgi gecme sayisl,
diazepam ve siikroz gruplarina gore anlamli derecede yiiksek gézlenmistir (p<0,05)

(Sekil 4.4).
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K D K500 K1000 S K500+5 K1000+5 T

Sekil 4.4. Cizgi gecme sayisi parametresinin gruplar arasi karsilastiriimasi
* K1000’e gore (* = p<0,05). ® asiri deger.
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4.2 3. Yiikseltilmis Arti Labirent Testi Bulgular

Yikseltilmis arti labirent testinde sicanlarin agik ve kapali kollara giris sayisi,
acik ve kapal kollarda gecirdikleri siire, acik kola giris sayisinin yiizdesi ve acik kolda
gecen silrenin ylzdesi istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Gruplarin ortanca,

maksimum ve minimum degerleri Tablo 4.4.te verilmistir.

Deney esnasinda dlizenekten disen hayvanlar istatistiksel olarak
degerlendirilmeye alinmamistir. Diazepam, K500, siikroz, K500+S ve tween80
gruplarinin her birinden birer hayvan, K1000+S grubundan iki hayvan, K1000
grubundan ise i¢ hayvan test tamamlanmadan dismdstur. Kontrol grubunda yer alan
hayvanlar ise testi dlismeden tamamlamistir. Boylece tim analizler elli dort hayvan

Uzerinden gergeklestirilmistir. Sadece bu hayvanlarin verileri sunulmustur.

Tablo 4.4. Yiikseltilmis arti labirent testi parametreleri

K D K500 K1000 S K500+S K1000+5 T
(n=8) (n=7) (n=7) (n=5) (n=7) (n=7) (n=6) (n=7)
Acik Kola Girig Ortanca 2,5 3 4 7 3 2 4 2
Sayisi
(Min-Maks) 0-5 3-5 3-6 3-12 1-5 1-5 2-b 1-5
Kapal Kola Girig  Ortanca 3,5 3 3 6 3 4 3,5 3
Sayisi
(Min-Maks) 1-8 0-4 2-5 3-7 2-5 2-5 2-4 1-6
Agik Kola Giris Ortanca 33,3 50 60 53,8 42,8 42,8 55 33,3
Yiizdesi (%)
(Min-Maks) 0-71,4 42,8-100 42,8-66,6 45,4-66,6 16,6-71,4 2550 40-66,6 33,3-62,5
Acik Kolda Ortanca 18 51 72 65 33 30 32 33
Gegirilen Siire
(sn) (Min-Maks) 050 32-295 65220  30-166 9-65 7-94 22-74 16-70
Kapali Kolda Ortanca 2405 202 199 213 243 246 2175 240
Gegirilen Siire
(sn) (Min-Maks) 212-300 0-227 45-227  86-226 192-271 153-270 144-247 194-278

Acik Kolda Ortanca 6,9 23,7 26,6 23,4 11,8 10,5 12,3 13,9

Gegirilen Siire
Yiizdesi(%) (Min-Maks) 0-182 135100 205-83 12658 35252 2738 96339 54265
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Acik Kola Girig Sayisi ve Yizdesi

Acik kola giris sayisinda K1000 grubu, kontrol grubuna gore anlamli derecede
yuksek gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.5). Ancak acik kola giris sayisinin yizde olarak
ifadesi degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir fark ortaya g¢ikmamistir

(p>0,05) (Tablo 4.4).

121

:*‘i -0

Acik Kola Girig Sayisi
[=2]

1 1 1 1

L
T T T
D K500 K1000 S K500+5 K1000+5 T

Sekil 4.5. Acik kola giris sayisi parametresinin gruplar arasi karsilastiriimasi
# Kontrole gore (# = p<0,05). ® asiri deger.

Acik Kolda Gegirilen Siire ve Yiizdesi

Acik kolda gegirilen siireler ve agik kolda gegirilen sirelerin yizdelerine ait
veriler degerlendirildiginde K500 ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur (p<0,05). K500 grubu, kontrol grubuna gore acik kolda daha fazla
zaman gecirmistir (p<0,05) (Sekil 4.6). Bu zamanin yizdesi hesaplandiginda da K500
grubunun kontrol grubuna gore daha yliksek bir sonuca sahip oldugu gorilmustir

(p<0,05) (Sekil 4.7).
Kapali Kola Giris Sayisi ve Kapali Kolda Gegirilen Siire

Kapali kola giris sayisi ve kapali kolda gecirilen slirelere ait veriler
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark

bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 4.4).
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Sekil 4.6. Acik kolda gecilen sire parametresinin gruplar arasi karsilastiriimasi
# Kontrol gore (# = p<0,05). ® asiri deger.
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Sekil 4.7. Agik kolda gegilen slire ylizdesi parametresinin gruplar arasi karsilastiriimasi
# Kontrole gore (# = p<0,05, K1000 icin n=5). ® asiri deger.
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On Galisma Verileri ile Birlikte Ana Calisma Verilerinin Degerlendirilmesi

K1000 grubundan yer alan 8 hayvandan 3’0 yikseltilmis arti labirent testini
tamamlayamamistir. En fazla veri kaybi bu grupta yasanmigstir. Bu yilizden siire tayini
¢alismasina ait ylkseltilmis arti labirent testinin 90 dk grubunda yer alan hayvanlarin
verileri (n=3), ana ¢alismaya eklenip ortaya ¢ikan sonuglarin tekrar degerlendirilmesi
distinilmistiir. On calisma (siire tayini) verileriyle birlikte hayvan sayisi 8’e ¢ikmistir
ve bu veriler tekrar degerlendirilmeye alinmistir. Bu yeni degerlendirmeyle birlikte
ana verilere (n=5) kiyasla herhangi bir farklihk olusup olusmadigina bakilmistir.
Sadece farklilik gériilen parametrenin sonucu verilmistir ve bu parametrenin grafigi

olusturulmustur (Sekil 4.8.).

Acik kolda gecirilen sirenin ylizde hesabi degerlendirildiginde kontrol
grubuna gore K500 ve ek olarak K1000 grubunda anlamli bir artis gézlemlenmistir
(p<0,05) (Sekil 4.8). Yeni sonugclarla K1000 grubunun verileri istatistiksel olarak

anlamli gtkmugtir.

100 T T

3 #

o 80t

B

5 H

>

o

3 60T

[7)]

c

Q

=

g 40T o

U] o

1]

L)

0

» 201

2 - L

(%0

< i

0__

} } } } } } { }
K D K500 K1000 S K500+S K1000+S T

Sekil 4.8. Yikseltilmis arti labirent testinin 6n calisma verileri ve ana ¢alisma
verilerinin  birlikte degerlendirilmesiyle acik kolda gecirilen slire vylzdesi
parametresinin gruplar arasi karsilastirilmasi # Kontrole gore (# = p<0,05, K1000 icin
n=8). ® asiri deger.
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Rotarod testinde, sicanlarin diizenek (zerinde kalma sireleri istatistiksel

olarak degerlendirilmistir. Rotarod testi degerlendirildiginde diizenek lizerinde en az

zaman gegiren grubun K500 grubu oldugu saptanmistir. K500 ve tween80 gruplari

arasinda anlaml bir fark bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.9). Bu gruplar haricinde diger

gruplarin kendi aralarinda kiyaslamalarinda ise istatiksel olarak anlamli bir farkhhk

bulunmamistir (p>0,05). Tum gruplarin dizenek Uzerinde kalma sirelerine ait

verilerin ortanca, maksimum ve minimum degerleri Tablo 4.5. ile verilmistir.

Tablo 4.5. Rotarod testi

K D K500 K1000 = K500+5 K1000 S5 T
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Diizenek Ortanca 152,5 173,5 145,5 170 156 160 180 180
Uzerinde
Kalma (Min-Maks) 120-173 120-180 96-180 141-180 137-180 122-180 152-180 155-180
Siiresi (sn)
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Sekil

4.9. Duzenek uzerinde kalma suresinin gruplar arasi

karsilastirilmasi

* Tween80’e gére (* = p<0,05). ® asiri deger. ® cok asiri deger.



58
4.2.5. Hipokampiis Dokusuna ait Bulgular

Hipokampis dokusuna ait GABA miktarlari degerlendirildiginde K500+S
grubunun GABA miktarinin diger gruplara kiyasla daha yiksek dlizeyde seyrettigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte K500+S’nin sadece kontrol, diazepam ve tween80
gruplari ile arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli ¢itkmistir (p<0,05) (Sekil 4.10).
Ayrica K1000+S ve Tween80 gruplari arasinda da GABA miktarlari agisindan istatiksel
olarak anlamli bir fark saptanmistir. K1000+S grubunun GABA miktarinin Tween80’e

gore daha yliksek diizeyde oldugu gozlenmistir (p<0,05) (Tablo 4.6) (Sekil 4.10).

Tablo 4.6. GABA, serotonin ve noradrenalin miktarlari

K D K500  K1000 s K500+5 K1000+5 T
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)  (n=8)
GABA (nmolfg) Ortanca  159,7 1561 1888 1869 219,6 358,4 2539 1120
(R%= 0,930)

(Min-Maks) 56-367 104-219 104-356 100-748 121-348 269-665 133-456 73-154

Serotonin Ortanca 325 50,6 231 414 44,0 38,9 26,9 30,6

(ng/mg)
(R’=0,039) (Min-Maks) 15-65 2572 927 22100  27-76  15-92 2249 2157

Noradrenalin  Ortanca 1152 94,6 58,7 1082 1086 96,3 1043 57,9

(ng/g)
(R?=0,996)

(Min-Maks) 65-183 69-122 30-167 38-160 50-173  61-113  65-203 16-113

R2= Determinasyon katsayisl, verilerin standart egriye uyumunun gostergesi
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Sekil 4.10. GABA miktarinin gruplar arasi karsilastiriimasi * K500+S’ye gore
(* = p<0,05). # Kontrole gore (# = p<0,05) A K1000+S’ye gore (":‘ = p<0,05). ® asiri
deger.
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Serotonin miktarlari degerlendirildiginde K500 grubunun serotonin diizeyinin,
diazepam, slikroz ve K1000 gruplarina kiyasla anlamli olarak dusiik miktarda oldugu
tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.11). Diger gruplarin kendi aralarinda

kiyaslamalarinda ise istatiksel olarak anlamli bir farkliik bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 4.11. Serotonin miktarinin gruplar arasi karsilastirilmasi * K500 grubuna gore
(* = p<0,05). ® asiri deger. ® cok asiri deger.

Son olarak hipokamplis dokusuna ait noradrenalin  miktarlar
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark
saptanmamistir (p>0,05) (Tablo 4.6). Tum gruplarin GABA, serotonin ve noradrenalin

miktarlarina ait ortanca, maksimum ve minimum degerleri Tablo 4.6. ile verilmistir.



4.2.6. Kan Serum Parametrelerine ait Bulgular

60

Serum kortizol miktari verilerine bakildiginda diazepam grubunun kortizol

miktarinin diger gruplara oranla daha disuk seviyede oldugu tespit edilmistir (Tablo

4.6). Diazepam grubunun kortizol seviyesi K1000, K500 ve kontrol gruplarina gore

istatistiksel olarak anlamh diizeyde disiik bulunmustur (Sekil 4.12). Ayrica K1000+S

ve tween80 grubunun kortizol miktari K500 ve kontrol grubuna gore disuk seviyede

bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.12). Tum gruplarin serum kortizol miktarlarina ait

ortanca, maksimum ve minimum degerleri Tablo 4.7'de sunulmustur.

Tablo 4.7. Serum kortizol miktarlari

K D K500  K1000 s K500+5  K1000+S T
(n=8) (n=8)  (n=8) (n=8)  (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Kortizol Ortanca 1861 133,7 183,7 1686 1546  160,6 135,2 146,6

(ng/ml)
(R%=0,999) (Min-Maks) 170-219 123-151 155-219 159-199 138-182 145-177

57-186 116-176

R2= Determinasyon katsayisi, verilerin standart egriye uyumunun gostergesi
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Sekil 4.12. Serum kortizol miktarinin gruplar arasi karsilastiriimasi * Diazepama gore

(* = p<0,05). # Kontrole gore (# = p<0,05). A K1000+S ve tween80 gruplarina gore

(A= p<0,05). @ asiri deger.
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Kan serum orneklerinde ayrica karaciger ve bobrek fonksiyonlarinin
degerlendirilmesi icin ALT, AST, BUN ve kreatinin miktarlari 6lctldi. Bunun yaninda
glikoz, trigliserid ve total kolesterol miktarlari da incelendi. Ancak tim bu
parametreler degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
ortaya ctkmamistir (p>0,05). ALT, AST, BUN ve kreatinin miktarlarina ait ortanca,
maksimum ve minimum degerleri Tablo 4.8. ile verilmistir. Glikoz, trigliserid ve total
kolesterol miktarlarina ait ortanca, maksimum ve minimum degerleri Tablo 4.9. ile

verilmistir.

Tablo 4.8. ALT, AST, BUN ve kreatinin miktarlari

K D K500 K1000 S K500+S K1000+S T
(n=7) (n=6) (n=6) (n=7) (n=7) (n=6) (n=7) (n=6)
Ortanca 67 59 69 56 61 78 64 55
ALT (U/L)
(Min-Maks) 48-84 42-76 52-79 53-74 45-107  46-92 56-81 39-83
Ortanca 117 111 130 133 128 134 130 131
AST (U/L)
(Min-Maks) 106-153 82-158 111-153  105-148 98-183 124-150 124-159 104-183
Ortanca 23,4 20,4 21,2 23 20,30 19 21 22,2
BUN (mg/dl)
(Min-Maks) 20,8-24,2 17,9-258 16,2,255 20,5-252 19,5-23,7 18-23,4 18,5-26,1 17,8-25,2
.. Ortanca 0,32 0,25 0,26 0,30 0,35 0,23 0,29 0,31
Kreatinin
(mg/dl)

(Min-Maks) 0,29-0,39 0,24-0,36 0,21-0,34 0,27-0,34 0,23-0,39 0,19-0,41 0,26-0,39 0,26-0,39

Tablo 4.9. Glikoz, trigliserid ve total kolesterol miktarlari

K D K500 K1000 S K500+S K1000+S T
(n=7) (n=6) (n=6) (n=7) (n=7) (n=6) (n=7) (n=6)
Glikoz Ortanca 263 233 190 203 260 204 196 210
(mg/di) -
(Min-Maks) 176-302  189-300 146-218 174-221 176-302 166-595 178-243 151-260
Trigliserid Ortanca 136 89 105 89 107 83 94 91
(mg/di) -
(Min-Maks) 77-172 79-128 70-149 55-103 50-121  65-125 83-117 62-114
Total Ortanca 60 61 61 57 58 56 61 56
Kolesterol

(mg/dI) (Min-Maks) 45-73 54-67 57-69 51-62 47-69 48-63 54-67 48-67
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5. TARTISMA

5.1. Siire Tayini

Sure tayini icin yapilan 6n ¢alismada agik alan testi ve yiikseltilmis arti labirent
testi sonugclari incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gorilmemistir (p>0,05) (Tablo 4.1). Kullanilan hayvan sayisinin yeterli miktarda
olmamasindan kaynakl olarak anlamli bir farkin ortaya ¢ikmadigi distiniimastir.
Ancak yine de kakao uygulamasindan 90 dk sonra siganlarda anksiyolitik benzeri

davranislarin 60 dakikaya gore daha fazla oldugu gérilmdastdr.

Kakaonun anksiyolitik etkisinin zengin antioksidan iceriginden kaynakli oldugu
disunilmektedir (144,145). Bu ylzden ana galisma icin 6n ¢alismanin sonuglarinin
yani sira polifenollerin emilim hizlari dikkate alinmigtir. Kakaonun baslica
polifenollerinden olan (-)-epikatesin ve (+)-katesin alimdan 30 dk sonra plazmada
saptanabilir ve ortalama 2 saat igerisinde maksimum degere ulasir. Ayrica bu sire
zarfinda metilksantinlerin plazmada hala yarilanmadiklari bilinir (153, 162). Bununla
birlikte davranis deneylerinden sonra alinacak olan kan ve hipokamplis dokusu
orneklerinin polifenollerin kanda maksimum degerde oldugu zaman diliminde
alinmasina 6nem verilmistir. Tim bu gerekgeler ve sire tayini (6n ¢alisma) deneyleri
goz onilne alindiginda ana calisma icin davranis deneyleri kakao alimindan 90 dk

sonra yapilmistir.

5.2. Davranis Testlerinin Degerlendirilmesi

Davranis testleri icin glincel olarak en sik kullanilan testler; acik alan testi ve
ylukseltilmis arti labirent testidir (114). Bu testlerin bu kadar sik kullanilmasinin sebebi
hizli ve kolay uygulanabilir olmasidir (192). Bu testler, hayvanlara belirsizlik sunar.
Belirsizlikten kaynaklh hayvanlarda icgudisel olarak tehlike algisi veya kesfetme
arzusu olusabilir. Bu da gesitli davranis durumlarini ortaya cikarir (193). Ortaya c¢ikan
davranislarin gozlemlenmesiyle hayvanlarin anksiyete diizeyi hakkinda bilgi sahibi
olunabilir. Bununla birlikte hayvanlarin anksiyete dizeylerini degerlendirebilmek icin

kullanilabilecek tek bir anksiyete 6lcttli bulunmamaktadir (194). Bu yiizden ayni
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hayvanlar icin birden fazla testin kullanilmasi 6nerilen bir durumdur (195). Yapilan bu
¢alismada acik alan testi ve yukseltilmis arti labirent testi hayvanlarin anksiyete

davraniglarinin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmistir.

5.2.1. Agik Alan Testi

Acik alan testiicin esas olarak hayvanlarin merkez alana giris sayilari ve merkez
alanda gecirdigi toplam sireler degerlendirilmistir. Hayvanlar tehdit unsurlarina karsi
kaginma davranisi sergilerler (119). Hayvanlar, bu test genelinde merkez alani tehdit
unsuru olarak gorir (115). Bu ylizden merkez alanda gegirilen siirenin ve merkez
alana giris sayilarinin artisi sicanlardaki anksiyete seviyesinin disuk oldugunu gosterir
(117). Merkez bolgeye en fazla K1000 grubunun en az ise slikroz grubunun giris
yaptigl gozlenmistir. Bununla birlikte K1000 grubunda merkez boélgeye giris sayisinda
kontrol, tween80, diazepam ve siikroz gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir artis gézlemlenmistir (p<0,05). Merkez alana giris slresi incelendiginde yine en
fazla zamani K1000 grubu merkez alanda gegirmistir. Fakat merkez alanda gegirilen
surede istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmamistir. Bu veriler neticesinde K1000

grubunda anksiyete davranislarinin azaldigi séylenebilir.

Hayvanlar kagcinma davranisinin yani sira yeni ortam hakkinda fikir sahibi
olmak icin merak etme igglduslyle birlikte kesfetme davranislari sergiler (119).
Sahlanma (iki ayagi Uzerinde ylkselme) kesif davranislarindan biridir (117). Sahlanma
ve normallik gostergesi olarak bilinen timarlanma (tlylerini temizlemek Uzere
yalanma, kasinma) davranislari destekleyici veri olarak bu c¢alismada
degerlendirilmistir. Sahlanma sayisi, timarlanma sayisi ve siiresi hesaplanmistir. S6z
konusu bu parametreler sadece davranissal gdzlemlere dayal olduklari icin duygusal
boyutlari belirlemede tek basina gérev almamaktadir (196). Sahlanma sayisinin azalisi
anksiyetenin bir gostergesi sayilir (117). Timarlanma davranisi hakkinda ise iki farkl
goris bulunmaktadir (117, 197). Hayvanlarin stres altinda kendilerini rahatlatmak
amaciyla timarlanma davranisini arttirdigi goértisiine dayanarak bu calisma icin

timarlanma davranisinin artisi anksiyete ile ilgili davranislarla iliskilendirilmistir.
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K1000 grubunda sahlanma sayisi en fazla goriliirken timarlanma sayisi ve
siresi en az gorilmistir. K1000 grubunun sahlanma sayisi kontrol, tween80 ve
diazepam gruplarina goére anlamli sekilde yiksek seviyededir (p<0,05). K500
grubunda ise sadece diazepam grubuna gore sahlanma sayisi anlamli derecede
yiksek bulunmustur (p<0,05). Akut benzodiazepin uygulamasi sicanlarda kesif
davraniglarini azaltabilir. Bu azalma dislik dozlarda ortaya ¢ikar (198). Calismamizda
diazepam grubunun en az sayida sahlanma davranisi gostermesi bu durumla
iliskilendirilebilir. Timarlanma siresi gruplar arasinda bir farkhilik olusturmazken
timarlanma sayisinda kakao gruplari (K500 ve K1000) arasinda bir farklilik
gorilmustir (p<0,05).

Son olarak agik alan testinde ¢izgi gegme sayisi degerlendirilmistir. Cizgi gegme
sayisinda artis anksiyete benzeri davranislarin azaldigini gosterirken ayni zamanda
hayvanlarin genel aktivitesi hakkinda bilgi verir (199). En cok sayida ¢izgiyi K1000
grubu gec¢cmis olup bu grupta hareketlilik artisi gdzlemlenmistir. Bu gozlem onceki
calismalar ile tutarh sayilabilir (159, 170, 200, 201). K1000 grubunun cizgi gecme
sayisinda diazepam ve slikroz gruplarina kiyasla anlaml bir ylkseklik gozlenmistir
(p<0,05). Gozlemlenen hareketlilik, metilksantinlerden kaynakli olarak adenozin
reseptorlerinin blokajina bagh bir sekilde gerceklesmis olabilir (201). Ote yandan en
az sayida ¢izgiyi gecen grubunun diazepam grubunun oldugu goérilmektedir.
Benzodiazepinlerin en sik gorilen etkilerinden birinin motor yavaslama oldugu
dislintldigiinde en az sayida ¢izgiyi gecen grubun diazepam grubu olmasi normal
karsilanabilir (109). Bununla birlikte akut BDZ uygulamasinin kesif davraniglarini
azalttigl gibi cizgi gecme sayisini da azaltabilecegi distnilebilir. Diazepam grubunda
rotarod testinde belirgin hareket azalmasi gozlemlenmemesi bu son dislinceyi

destekleyebilir.

Acik alan testine ait tiim bu veriler degerlendirildiginde K1000 uygulamasinin
sicanlarda anksiyete ile ilgili davranislari azalttigi diustinlilmektedir. Ancak bu etki
K500 grubunda goriilmemistir. Bu durum kakao dozuyla iliskili olabilir. Bununla
birlikte stkroz grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda sicanlarin davranislarinda

anlamh bir fark ortaya cikarmazken sikrozun kakaoyla birlikte kullaniimasinin
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kakaonun anksiyolitik etkisini distrdigl yoninde bir ¢ikarim yapilabilir. Siikrozun
etkisini arastiran bir calismada 14 giin boyunca ginlik siikroz ve siikroz+kafeine
erisim saglanmistir. Anilan bu ¢alismanin agik alan testinin sonuglarinda ise yaptigimiz
calismanin aksine kafein ve sikrozun birlikte kullaniimasiyla anksiyeteyle iliskili
davranislarin azaldigi gortlmustir. Ancak bizim calismamizin sadece tek bir seferlik
uygulamaya bagh akut etkiyi hedefledigi buna karsin s6z konusu olan ¢alismanin 14
gln uygulama icerdigi dikkate alinmalidir. Bunun yaninda bizim calismamiza benzer
sekilde sikroz ve kontrol gruplari birbirleriyle kiyaslandiginda fark gorilmedigi

raporlanmistir (202).

5.2.2. Yiikseltilmis Arti Labirent Testi

Yeni bir ¢cevre ve ylkseklik sicanlarda anksiyete duygusu olusturur. Bu ylzden
sicanlar acik kollardan kaginma ve kapali kollarda daha fazla zaman gecirme
egiliminde olur. Dolayisiyla kapali kollarda zaman gegirmek yiksek anksiyete
diizeyine isaret eder (123). Ayrica anksiyolitik aktiviteye sahip ilaglar acik kola giris
sayisini ve agik kolda gegirilen siireyi arttirirken anksiyojenik aktiviteye sahip ilaglar
bu degiskenlerin her ikisini de azaltmaktadir (203). Yukseltilmis arti labirent testi
yapilirken 64 hayvan iginden 10 hayvanin agik kollardan distligi tespit edilmistir. Bu
hayvanlar testi tamamlayamamis kabul edilmis ve bu test icin verileri degerlendirme
harici birakilmistir. Test sonuglarinin dogrulugu ve glivenirligi icin bu uygulamanin
yapilmasi onerilen bir durumdur (182). Bu ylzden 54 hayvanin verilerine gore
istatistiksel degerlendirme vyapilmistir. Yapilan bu c¢alisma i¢in kullanilan test
dizeneginde hayvanlarin acik kollardan dismesini engelleyecek bir bariyer
bulunmamaktadir. Dolayisiyla hayvanlarin diismesi test diizeneginin tasarimindan
kaynakli gerceklesmis olabilir. Bu durumu 6nlemek amaciyla acik kollara bariyer

koyulmasi yapilacak daha sonraki calismalar igin tavsiye edilebilir.

Acik kola en fazla K1000 grubunun (n=5) girdigi, en az ise kontrol grubunun
(n=8) girdigi gdozlemlenmistir ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark
bulunmustur (p<0,05). Ote yandan acik kola giris yiizdesi hesaplandiginda istatistiksel

olarak anlamli bir fark ortaya cikmamistir (p>0,05). Acik kolda en fazla siireyi sirasiyla
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K500 ve K1000 grubu gecirirken en az slireyi kontrol grubu gecirmistir. K500 grubu
(n=7), kontrol grubuna kiyasla daha fazla ac¢ik kolda zaman gegcirmistir (p<0,05).
Bununla birlikte orantili bir sekilde acik kolda gecirilen siirenin yilizde hesabinda da
K500 grubu, kontrol grubuna gore daha yiiksek ylizdeye sahiptir (p<0,05). Bu sonuglar
katesinin farklh dozlarda uzun sireli uygulandig bir galismayla benzer ¢ikmistir. Agik
kola giris sayisi yliksek dozda katesin uygulanan grupta géruliurken agik kola giris

suresi daha diistk dozdaki grupta gortlmustir (159).

Kakao kullanilarak yapilan ve kakaonun anksiyolitik etkisini gosteren
literatlrde bulunan tek hayvan ¢alismasinda T labirent kullanildigi icin parametrelerin
karsilastirilmasi yapilamamistir (170). Diger yandan vyikseltilmis arti labirentin
kullanildigi bizim c¢alismamiz da kakaonun anksiyete benzeri davranislar
azaltabilecegi duslincesini destekler niteliktedir. Acik kolda en fazla siireyi K500 grubu
gecirirken acik kola en fazla giris yapan K1000 grubudur (p<0,05). Ayrica acik kolda
gegirilen siure ve silrenin ylizdesinde K500 grubundan sonra K1000 grubunun
degerleri gelmektedir. K1000 grubunda labirentten diismeye bagli veri kaybinin diger
gruplara gore daha fazla olmasi sonuglarin istatistiksel olarak anlamlihigini etkilemis

olabilir.

K500 grubunun bu testte goriilen anksiyolitik etkisinin agik alan testinde
gorilmedigini vurgulamak gerekmektedir. Yapilan her bir anksiyete testi icin
hayvanlarin duygusal profilinin sadece bir kismi hakkinda bilgi verdigi yoniinde
gorusler bulunmaktadir. Yani farkli testler anksiyetenin bir diger yonini sunabilir.
Gahsmamizda kullanilan anksiyete testlerinin bulgularinin bazi farkhilklari bu durumla
iliskili olabilir. Bununla beraber uygulanan farkli anksiyete testlerinin sonuglarinin

birbiriyle 6rtismeme durumuna literatiirde de rastlanmistir (195, 204).

K1000 grubuna (n=5), daha 6nce yapilan ve hazir olarak elde bulunan siire
tayini (6n c¢alisma) calismasinin 90 dk grubunda yer alan hayvanlarin verileri (n=3)
eklenip herhangi bir degisiklik olup olmadigl incelenmistir. Ana calisma sonuglari
degerlendirildiginde K1000 grubunda acik kolda gecirilen siirenin yiizde hesabi

istatistiksel anlamlilk olusturmazken o6n calisma sonuglariyla birlestirildiginde
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istatistiksel anlamlilk dizeyine ulasiimistir (Sekil 4.8). Bu durum da hayvan sayisinin
arttirilmasiyla birlikte K1000 uygulamasinin anksiyolitik etki Uzerinde istatistiksel

anlamliligin ortaya gikarabilecegini gdstermistir.

Yikseltilmis arti labirent testinin verilerinde siikrozun etkisine bakildiginda,
sikroz grubunda vyer alan siganlarla kontrol grubunda yer alan sicanlarin
davraniglarinda anlamhl bir fark ortaya ¢ikmazken sikrozun kakaoyla birlikte
kullanilmasinin kakaonun anksiyolitik etkisini diisiirdiigii séylenebilir. Onceki bir
calisma, kakao gibi antioksidan yoniinden zengin olan bal ve siikrozun anksiyete ile
iliskisini arastirmistir. Bal ve slikroz hayvanlarin diyetlerine eklenmistir. Balin
anksiyete davranislarini azalttigi gozlenirken siikrozun bir etki gostermedigi ortaya
¢ikmistir. Bununla birlikte bal bazh diyet ne kadar uzun slire uygulanirsa,
anksiyetedeki azalmanin o kadar fazla oldugu gorilmustir (179). Bu da antioksidanlar
acisindan zengin icerige sahip kakaonun diyete eklenmesinin ve uygulanma siiresinin

artirilmasinin anksiyolitik etkisini arttirabilecegini diistindirtmektedir.

Davranis testlerinin sonuglari hakkinda genel bir yorumda bulunmak gerekirse
kakaonun anksiyeteyle iliskili davranislari azalttigr fakat silikrozla birlikte
uygulandiginda anksiyete azaltici etkiyi dustrdiglt gortlmektedir. Sikrozun
anksiyete davraniglarini arttirdigina yonelik az sayida ¢alisma bulunmasina ragmen
yapilan bu calisma anksiyete davranislarini arttirdigi yénde sonuglar ortaya
citkarmistir (176). Davranis testlerinin polifenollerin kanda maksimum seviyede
oldugu zaman diliminde (yaklasik 2 saat) veya polifenollerin kanda ilk gorialdagi (30
dk) anda yapilmasi kakaonun anksiyete davranislari Gzerindeki etkilerinin farkli
yonlerini ortaya koyabilir. Bununla beraber hayvanlarin bireysel kaygl diizeyleri ve
duygusal strese direncleri birbirinden farklihk gosterebilecegi distntlmelidir (195).
Bu tarz farkhliklar ¢ikan sonuclari negatif yonde etkileyebilir. Bu olasi negatif etkinin

azaltilmasi icin daha fazla sayida hayvanin kullanilmasi onerilebilir.
5.2.3. Rotarod Testi

Anksiyete testlerinin dogru bir sekilde yorumlanabilmesi icin hayvanlarin

motor aktivitesi hakkinda fikir sahibi olmak onemlidir. Clink(i hareket sistemindeki
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degisimlere bagli olarak davranislarda degisiklikler gbzlemlenebilir (125). Kakaonun
icerisinde adenozin reseptorleri  blokajiyla  psikomotor uyarimi  arttiran
metilksantinler oldugu igin lokomotor aktivitenin kakaonun miktarina gore artmasi ya
da degismemesi beklenir (201). Calismamizda K500 grubunda yer alan siganlar
rotarod testi diizenegi izerinde en az zaman gegiren grup olmustur ancak kontrol
grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya ¢ikmamistir.
Bununla birlikte diger kakao gruplariyla kontrol grubu kiyaslandiginda aralarinda
herhangi bir motor aktivite degisikligi gdzlemlenmemistir. Bu durum anksiyete
testlerinde (acik alan testi ve ylikseltilmis arti labirent testi) kakao uygulamasina bagh
olarak anksiyete davranislarinda azalma yonlinde gorilen etkinin lokomotor
aktivitedeki degisime bagl olmadigini ve daha ¢ok anksiyolitik etkiye bagh oldugunu

dislindirmektedir.

Benzodiazepinlerin motor aktiviteleri yavaslattigi veya bozdugu bilinmektedir
(93, 109, 198). Bu yilzden diazepam grubunun diizenekte en az zamani gegirmesi
beklenmistir. Ancak diger gruplarla arasinda istatistiksel olarak bir fark ortaya
clkmamistir (p>0,05). Boylelikle tim bu sonuglarla motor aktiviteye (motor
koordinasyon) bagh olarak davranissal testlerdeki performansin etkilenmedigi

yoninde yorum yapilabilir.

5.3. Hipokampiis GABA Seviyeleri

GABA, kemirgenlerde anksiyete ile ilgili davranislarin ana diizenleyicisi olarak
kabul edilmektedir (197). Anksiyete bozuklugunda GABA konsantrasyonunun
azaldigini bildiren galismalar mevcuttur (205). Benzodiazepinlerin akut uygulamasinin
GABA miktarlarini arttirarak veya azaltarak etki gosterdigine iliskin c¢alismalar
literatiirde mevcuttur ancak etki mekanizmasi hala belirsizligini korumaktadir (206,
207). Yapilan bir calisma, disik hipokampal GABA seviyesini artan stres
davranislariyla iliskilendirmektedir (197). Bu dogrultuda yiksek hipokampal GABA

seviyesini azalan anksiyete diizeyiyle iliskilendirmek mimkuinddir.

Bu calismada diazepam grubunda yer alan sicanlarin GABA miktarlari,

tween80 ve kontrol grubundaki sicanlarla birlikte disuk seviyede izlenmistir. Sadece
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kakaonun verildigi grupta GABA miktari diazepam, kontrol ve tween80 gruplarina
gore ylksek seviyede seyretmekle birlikte istatistiksel olarak anlaml bir sonug ortaya
cikmamustir. ilging bir sekilde kakao ve siikrozun birlikte verildigi gruplarda GABA
miktarinin arttigi gorilmustir. K500+S'nin kontrol, diazepam ve tween80 gruplari ile
arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli c¢ikarken K1000+S grubunun sadece

tween80 ile arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Literatlir tarandiginda siikrozun daha ¢ok dopaminerjik sistemler lzerinden
etkisini gosterdigi gdzlemlenmistir. Bu ylzden kakaoyla birlikte siikrozun verildigi
durumlarda kakaonun var olan etkisinin degismemesi beklenilen bir durumdur.
Literatlirde slikrozun veya sekerin GABA ile iliskisini arastiran calismalarin sayisi
oldukga azdir. Bu g¢alismalardan birinde sicanlara 3 hafta boyunca fruktoz yoniinden
zengin bir diyet uygulanmistir. Calismanin sonucunda beyin GABA seviyelerinin
degismedigi goOzlenmistir (208). Bununla birlikte bazi polifenollerin  GABAa
reseptorleri lGzerinden etki gosterdigi bilinmektedir (156, 157). Kakaonun da etki
etme mekanizmasinin GABAa Uzerinden olmasi olasidir. Bu ylzden sukroz ve
kakaonun birlikte uygulandigl gruplarda ortaya ¢ikan GABA artisini kakaoyla
iliskilendirilebilir.

5.4. Hipokampiis Serotonin Seviyeleri

Serotonin seviyesindeki azalmanin anksiyete ile iliskili olabilecegi
disundlmektedir (209). Anksiyolitik ilaglarin bir kismi serotonerijik iletimi ve serotonin
miktarini arttirmayi hedefler (106, 107). Artan serotonin miktari, hipokampis dabhil

olmak Uzere farkl beyin bolgelerinde gézlemlenebilir (210).

Dizenli kakao tuketiminin beyindeki serotonin konsantrasyonlarini arttirdigi
literatlirde bildirilmistir. Bunun vyani sira akut kakao tliketiminde serotonin
konsantrasyonunda bir degisim gézlemlenmemistir (170). Yapilan bu galismada en
ylksek serotonin miktari diazepam grubunda gorulmdistir. Bunu takiben silikroz ve
K1000 gruplarinda serotonin miktari yiliksek diizeyde saptanmistir. En dislk
serotonin miktari ise K500 grubunda gorilmistir. Diazepam, slikroz ve K1000

gruplarinin serotonin miktari K500’e goére daha yiksek bulunmustur (p<0,05). Ancak
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tim bu gruplarin (diazepam, siikroz, K1000, K500) kontrolle kiyaslandigi durumda

anlamli bir farkin ortaya ¢itkmadigini belirtmek gereklidir (p>0,05).

Flavonoidlerin etkisini arastiran bir calisma, artan flavonoid dozlarinda
serotonin miktarinda artis gorildiglini raporlamistir. Fakat bu etki uzun sdreli
kullanim sonucu ortaya ¢ikmistir (211). Bizim ¢alismamizin sonuglariyla birlikte bahsi
gecen bu calismaninin bulgulari serotonin artisinin akut kullanimdan ziyade uzun

sureli kullanima bagl olarak ortaya gikabilecegini duslindiirebilir.

Kakao ve sikroz birlikte kullanildiginda serotonin miktarinda istatistiksel
olarak anlamli bir degisim gortlmemistir. Bu da siikrozun serotonin miktarina yonelik

etkisinin herhangi bir degiskenlik olusturmadigi yonde oldugunu gosterebilir.
5.5. Hipokampiis Noradrenalin Seviyeleri

Anksiyeteli bireylerde locus coeruleus bdlgesinde aktivite artisiyla birlikte
noradrenalin seviyelerinde artis gorildiga bildirilmistir (212). Kakaonun hem tek doz
hem de uzun sireli olarak uygulandigi bir ¢calisma, NA seviyesini degistirmedigini
ortaya koymustur (170). Yaptigimiz bu ¢alismanin sonuglari benzer sekilde ¢ikarak bu

gorlsl destekler niteliktedir.

5.6. Kan Serum Parametreleri

Performans kaygisi gibi akut anksiyete durumlarinda, kortizol miktar
yukselirken kronik anksiyete bozukluklarinda kortizol miktari duiser (88).
Benzodiazepinler, akut uygulamayi takiben kortizol salinimini azaltir (213). Yapilan bu
calismada serum kortizol miktari degerlendirildiginde literatlirle uyumlu olarak
diazepam grubunun kortizol miktari diger gruplara oranla daha duslik seviyede
bulunmustur. Diazepam grubunun kortizol seviyesi K1000, K500 ve kontrol gruplarina
gore istatistiksel olarak anlaml derecede disiik diizeydedir (p<0,05). Onceki
calismalar uzun sireli kakao tliketiminin ya da kakaonun diyete eklenmesinin kortizol
miktarini distrdtglini ve bunu da 11B-hidroksisteroid dehidrogenaz enziminin
inhibe edilmesi sonucunda ortaya ¢ikabilecegine dikkat cekmistir (158, 214). Ancak

kakaonun tek seferlik kullaniminda kortizol miktariyla iliskisini arastiran bir calismaya



71

rastlanmamakla birlikte yaptigimiz ¢alisma da tek doz kakaonun kortizol miktari

Uzerinde bir farklilik ortaya ¢cikarmamistir.

Stukrozun uzun sireli kullaniminin kortizol miktarini distrdigiine yonelik
calismalar literatirde mevcuttur (174, 175). Yapilan bu calisma, slikrozun tek doz
kullanimi sonrasinda kortizol miktarinin distk seviyelerde oldugunu géstermektedir.
Ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildir. Bununla birlikte sikroz ve
kakaonun birlikte kullaniimasinin kortizol salinim diizeyini azalttig1 gdzlemlenmistir.
K1000+S grubunun kortizol miktari K500 ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde disuk seviyede bulunurken K500+S grubunun kortizol miktari ise
kontrole gore istatiksel olarak anlamli olmasa dahi daha disiik seviyede bulunmustur.
Bu etki stikrozun varligiyla iliskilendirilebilir. Ayrica kakao miktarinin artisinin artan

polifenol miktariyla orantili olarak bu etkiyi gliclendirebilecegi varsayilabilir.

Akut kakao uygulamasinin 500 ve 1000 mg/kg doz olarak verilmesinin
karaciger ve bobrek fonksiyonlarini bozmamasi beklenilmistir. Yaptigimiz ¢alismada

beklenildigi gibi uygulanan dozlarda herhangi bir toksik etki gorilmemistir.

Kakaonun uzun sureli kullaniminda lipit profilini iyilestirdigi ve glikoz seviyesini
disiardGgi bilinmektedir (215, 216). Total kolesteroli ve dusik yogunluklu
lipoproteini (LDL) azalttigi raporlanirken trigliserid ve yiksek yogunluklu lipoproteini
(HDL) etkilemedigi gozlemlenmistir (215). Yapilan bir g¢alismada Tip 2 diyabetli
bireylerin akut kakao takviyesi sonrasinda toplam kolesterol ve trigliserid
seviyelerinde herhangi bir degisim gorilmezken HDL seviyesinde artis
gozlemlenmistir (217). Yaptigimiz calisma saglikh denekleri iceren hayvan calismasi
olmasiyla beraber benzer sekilde total kolesterol ve trigliserid seviyelerinde gruplar
arasinda bir fark gordlmemistir. Bunun yani sira glikoz seviyesi incelendiginde yine

gruplar arasinda anlamli bir degisim ortaya ¢cikmamistir.

Hem kakaonun hem sekerin anksiyete mekanizmasi lzerine literatlirde az
saylida calismaya rastlanmistir. Bununla birlikte daha ©Once vyapilan sikroz
calismalarinin sonuclari degiskenlik géstermektedir. Bu durum da esas olarak etkisini

arastirdigimiz kakaonun sonuglarini yorumlamayi zorlastirmaktadir.
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6. SONUGC VE ONERILER

e Kakao uygulamasi sicanlarda doz farkina gore davranis testlerinde farkli
sonuglar ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte genel olarak anksiyeteyle iliskili
davranis parametrelerindeki degisimler dikkate alindiginda kakaonun
anksiyete davranislarini azalttigi sdylenebilir. Slikrozla birlikte uygulandiginda
ise bu etkinin kayboldugu gézlemlenmistir.

o Kakao, GABA miktarlari lizerinde bir etki olusturmamistir. Sikrozla birlikte
uygulandiginda kakao GABA Uzerindeki yikseltici etki gostermistir.

e Kakao ve kakaoyla birlikte slikroz uygulamasi serotonin ve noradrenalin
miktarini degistirmemistir.

e Kakao, kortizol miktarlari Gzerinde herhangi bir farkhlik ortaya ¢cikarmamistir.
Ancak kakao ve siikroz birlikte kullanildiginda kortizol miktari azalmistir.

e Akut kakao uygulamasi karaciger ve bobrek fonksiyonlari (izerinde herhangi
bir degisiklik yapmamistir. Ayrica kan glikozu, total kolesterol ve trigliserid

seviyelerini de degistirmemistir.

Kakaonun akut anksiyolitik etkilerinin doza bagimliligini, etki stresini ve kesin
etki mekanizmasini ortaya c¢ikarabilmek icin daha fazla c¢alismaya ihtiyag

duyulmaktadir.

Kakao bircok farkli bileseni barindiran bir maddedir. iceriginde bulunan
maddelerin kana karisma sireleri farkhlik gostermektedir ve bu maddelerden hangisi
ya da hangilerinin anksiyete mekanizmasini etkiledigi net olarak bilinmemektedir.
iceriginde bulunan kafeinin dozuna gére hem anksiyojenik hem anksiyolitik etkisi
varken polifenollerin anksiyolitik etki olusturdugu distinilmektedir. Yani bu iki etken
madde birbirine zit ¢alisabilir veya birbirinin etkisini blyUtebilir. Bu ylizden kakaodan
elde edilen cesitli biyoaktif maddelerle birlikte kakaonun daha detayl sekilde

arastirilmasi literatlire katki saglayacaktir.
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