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ÖZET 

 

Alkan EN. Farklı Dozlarda ve Sükrozla Birlikte Uygulanan Kakaonun (Theobroma 

Cacao) Sıçanlar Üzerindeki Anksiyolitik Etkisinin İncelenmesi. Hacettepe 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Fizyoloji Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2023. 

Anksiyete bozukluğu sık görülen bir rahatsızlıktır. Mevcut farmakolojik tedavilerin 

etkinliği geç başlamakta ve yan etkileri hastaları olumsuz etkilemektedir. Bu yüzden 

hastalar, anksiyete durumunu azaltan farklı ürünlere yönelmektedirler. Kakao çeşitli 

biyoaktif maddeler içerir ve sık tüketilir. Bu çalışmada kakaonun farklı dozlarda 

alınmasının veya kakaonun şekerli ya da şekersiz tüketilmesinin akut anksiyolitik etkisi 

araştırılmıştır. Kakaonun oral yolla verildikten sonra muhtemel anksiyolitik etkisinin ne 

zaman ortaya çıkacağı bilinmediği için öncelikle süre tespit edilmeye çalışılmıştır. Süre 

tayininden sonra ana çalışmaya geçilmiştir. Ana çalışma için 64 Wistar albino erkek 

sıçan kullanılmıştır ve her grup 8 adet sıçandan oluşturulmuştur. İki farklı dozda kakao 

(500 mg/kg ve 1000 mg/kg), sükroz (1000 mg/kg), her iki dozdaki kakao+sükroz, 

diapezam ve tween 80 oral gavajla sıçanlara tek doz uygulanmıştır. Açık alan testi ve 

yükseltilmiş artı labirent testleriyle anksiyeteyle ilişkili davranışlar değerlendirilmiştir. 

Rotarod testiyle lokomotor aktivite ölçülmüştür. Hipokampüs ve kan dokusunda çeşitli 

biyokimyasal parametrelere bakılarak anksiyolitik etkiye yönelik herhangi bir değişim 

olup olmadığı araştırılmıştır. Ayrıca kanda ALT, AST, BUN, kreatinin, total kolesterol, 

trigliserid ve glikoz seviyeleri incelenmiştir. Çalışmanın sonucunda kakaonun akut 

uygulanması genel olarak anksiyeteyle ilişkili davranışları azaltırken sükrozla birlikte 

verildiğinde bu etki kaybolmuştur. GABA miktarları üzerinde etkisi olmamakla birlikte, 

sükrozla birlikte kullanıldığında GABA seviyesi artmıştır. Serotonin ve noradrenalin 

miktarını değiştirmediği görülmüştür. Kortizol miktarı üzerinde etki oluşturmazken 

sükrozla birlikte kullanıldığında kortizol miktarı azalmıştır. İncelenen diğer kan 

parametrelerinde herhangi bir değişim gözlenmemiştir. 

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

Destekleyen: Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Projeleri TYL-2022-19766 
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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. GİRİŞ 

Anksiyete bozuklukları hem çocuklarda hem de yetişkinlerde sıklıkla görülen 

ruhsal bozukluklardan biridir (1, 2). Anksiyete bozukluğu tanısı koyulan her dört 

kişiden üçü yaşamları boyunca en az bir ruhsal bozukluk daha yaşar (3). Anksiyete 

bozukluğunda ruhsal, bilişsel ve otonomik belirtiler bir arada görülür (4). Kişi yaşam 

kalitesini ve psikososyal işlevselliğini ciddi bir şekilde etkileyecek kadar yoğun korku 

ve endişe duygusu yaşar (5-7). Yaşam kalitesinin düşmesi ve başka bir hastalıkla 

birlikte görülmesi mortalite riskini arttırır (8). Artan ölüm riskleriyle birlikte insidans 

oranının yüksek olması halk sağlığını olumsuz etkiler. Bu durum ekonomik yükleri de 

beraberinde getirir (8-10). Dünya sağlık örgütünün verileri, giderek artan insidans 

oranına dikkat çekmektedir (11). Dolayısıyla her geçen yıl bireysel, toplumsal ve 

ekonomik yükler de artarak ilerleyecektir. Tüm bunlar anksiyete bozukluklarının ciddi 

ve önlem alınması gereken bir sorun olduğunu göstermektedir.  

Anksiyete bozukluğunun farmakolojik tedavisinde seçici serotonin geri alım 

inhibitörleri, serotonin-noradrenalin geri alım inhibitörleri ve benzodiazepinler ana 

tedavi basamağını oluşturur. Ancak bu ilaç tedavileri, çeşitli yan etkilere, yetersiz 

etkinliğe ve düşük tedavi yanıtına sahiptir (12, 13). Bununla birlikte tedaviye yanıt 

veren kişilerin de yalnızca yarısında iyileşme gözlenir (12). Anksiyete bozukluğu olup 

iyileşemeyen ya da ciddi yan etkilerden dolayı farmakolojik tedaviyi sürdüremeyen 

hastalar, anksiyolitik etkisi olabilecek diğer ürünlere yönelmektedir (13, 14).  

Kakao ve kakao türevli ürünler, dünya genelinde ciddi miktarda üretilen ve 

günlük hayatta sıklıkla tüketilen besinlerdendir. Ayrıca kakao, çeşitli biyoaktif 

bileşiklerin de önemli bir kaynağıdır (15, 16).  Literatür tarandığında kakaonun uzun 

süreli nöroprotektif etkilerini destekleyen veriler olmasına rağmen, duygusal işlevleri 

ve davranış üzerindeki ani etkilerine yönelik çalışmalara pek rastlanmamıştır (17). 

Bununla birlikte kakaonun anksiyete üzerine etkisini araştıran çalışmaların sayısının 

da oldukça az olduğu gözlemlenmiştir. Ek olarak yapılan çalışmalar, genellikle kakao 

içerisinde yer alan biyoaktif bileşenlerin etkisinin gözlenmesine yöneliktir.  
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Kakaonun oral yolla tek doz verilip akut anksiyolitik etkisini araştıran bir 

çalışmaya literatürde rastlanmamıştır. Kakaonun genellikle şekerle tatlandırılarak 

tüketildiği bilinmektedir. Ek olarak kakao ürünlerindeki kakao oranı, çok düşük 

yüzdelerden çok yüksek yüzdelere kadar değişim göstermektedir. Tüm bunlar göz 

önünde bulundurulduğunda yapılan bu çalışma hem insanların kakao tüketim şekline 

uygun bir model hem de kakaonun akut anksiyolitik etkisinin araştırılmasına yönelik 

tasarlanmıştır. Bu doğrultuda kakaonun farklı dozlarda alınmasının veya kakaonun 

şekerli ya da şekersiz tüketilmesinin anksiyolitik etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 

Bu bağlamda yapılan bir çalışmaya literatürde rastlanmamıştır. Ana tatlandırıcı olarak 

dünya çapında çoğunlukla sükroz kullanıldığı için bu çalışmada da sükroz tercih 

edilmiştir (18). Literatür tarandığında sükrozun anksiyete üzerine etkisi net olarak 

ifade edilmemektedir. Bununla birlikte şeker tüketiminin anksiyete veya depresif 

davranışlarda kalıcı değişikliklere yol açmadığı varsayılmaktadır (19).  

Araştırmanın amacı doğrultusunda çalışmanın hipotezleri aşağıda belirtildiği 

gibi kurulmuştur. 

1. Kakaonun Wistar albino cinsi sıçanlara oral yolla tek doz (500 ve 

1000mg/kg) uygulanması anksiyete benzeri davranışları azaltır. 

2. Kakaonun Wistar albino cinsi sıçanlara oral yolla tek doz (500 ve 

1000mg/kg) uygulanması lokomotor aktivitede değişikliğe neden olmaz. 

3. Kakaonun Wistar albino cinsi sıçanlara oral yolla tek doz (500 ve 

1000mg/kg) uygulanması hipokampüs dokusundaki serotonin, 

noradrenalin, gama-amino bütirik asit miktarını ve kan kortizol düzeyini 

değiştirir. 

4. Wistar albino cinsi sıçanlara oral yolla tek doz %10 sükroz solüsyonunun 

kakao (500 ve 1000mg/kg) ile birlikte uygulanması, kakaonun anksiyolitik 

etkisini azaltmaz. 

5. Wistar albino cinsi sıçanlara oral yolla tek doz kakao (500 ve 1000mg/kg) 

uygulanması karaciğer ve böbrek fonksiyon testlerinde değişikliğe neden 

olmaz. Total kolesterol, trigliserid ve kan glikoz seviyelerini değiştirmez.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Anksiyete Bozukluğu 

Anksiyete, organizmayı tehdit eden unsurlara karşı uyarıcı bir sinyal olup 

kişinin önlem almasını sağladığı için gerekli bir tepkidir. Bunların yanı sıra belirsiz ve 

rahatsız edici bir endişe duygusudur (20). Anksiyete duygusunun aşırı bir şekilde 

hissedilmesi ve uzun süre devam etmesi anksiyete bozukluğu olarak tanımlanır (21). 

Bu bozukluk, 20. Yüzyıl itibariyle psikiyatrik sınıflandırmada yerini almıştır (22). 

Anksiyete bozukluğu 19. yüzyıldan önce bir hastalık olarak bilinmemesine rağmen 

anksiyete ve anksiyete bozukluğu kavramlarının kökleri, M.Ö. beşinci yüzyıla kadar 

uzanır (22, 23). Dahası M.Ö. 106-43 yıllarında yaşamış olan ve filozof olarak bilinen 

Cicero, tehlikeli bir anda ortaya çıkan geçici anksiyete ile kalıcı eğilim gösteren 

anksiyete duygularını birbirinden ayıran ve anksiyeteyi tıbbi bir hastalık olarak 

tanımlayan ilk kişidir (22-24). Günümüzde ise hastalıkları tanımlayan, sınıflandıran, 

görülme sıklığını bildiren, tanı koyma kriterleri oluşturan sistemler vardır. Ruhsal 

hastalıklar için ise en çok bilinen ve kullanılan ana sınıflandırma aracı Amerikan 

Psikiyatri Birliği (APA) tarafından yayınlanan DSM (Ruhsal Bozuklukların Tanısal ve 

İstatiksel El Kitabı) tanı koyma sistemidir (25). Son olarak 2013 yılında yayınlanan 

DSM-5; anksiyeteyi gelecekte meydana gelme olasılığı olan tehlikeli bir durumu 

bekleme hali olarak tanımlar. Bu haliyle gerçekte olan veya yakında algılanan tehlikeli 

bir duruma tepki olarak verilen korku duygusundan ayrılır (26). Korku ve anksiyete 

kavramlarının ayırt edilip edilemeyeceği yönünde birbirine zıt düşünceler olmakla 

birlikte DSM-5, ayrılan yönleri üzerinde durarak bir tanım geliştirmiştir ancak iki 

durumun örtüşebilir olduğunu da belirtmiştir (26, 27).  

2.1.1. Anksiyete Bozukluklarının Sınıflandırılması 

DSM-5 anksiyete bozukluklarını; semptomları tetikleyen uyaran türleri ve 

durumları ile belirli alt tiplere ayırmıştır ve son güncelleme ile bazı yenilikler 

getirmiştir (28). Anksiyete bozuklukları altında değerlendirilen travma sonrası stres 

bozukluğu ve obsesif-kompulsif bozukluk nörobiyolojik temellerinden dolayı bu 
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bölümden çıkartılmıştır. Seçici mutizm1 ve ayrılık anksiyetesi2 bozukluğu yeni 

güncellemeyle birlikte anksiyete bozuklukları sınıflandırmasına dahil edilmiştir (12). 

Bunlarla birlikte sosyal anksiyete bozukluğu, belirli bir duruma veya nesneye karşı 

gelişen (yükseklik, böcek fobisi) spesifik fobiler ve yaygın anksiyete bozukluğu3 DSM-

5’te varlığını sürdürmeye devam etmiştir (26, 28). Panik bozukluğun ise mevcut olan 

agorafobili ya da agorafobisiz hali DSM-5 ile sonlandırılmış ve hem panik bozukluğun 

hem de agorafobinin4 kendi tanı sınıfı ayrı bir şekilde oluşturulmuştur (30, 31). Ek 

olarak DSM-5’e göre anksiyete bozukluklarının başka bir sağlık durumuna bağlı, 

madde yoksunluğunun veya ilaç tedavisinin yol açtığı, başka belirtilmiş ve 

belirtilmemiş anksiyete bozuklukları olmak üzere farklı alt sınıfları da vardır (26). 

Anksiyete bozuklukları çeşitli sınıflara ayrılmasına rağmen hepsi aşırı korku ve 

uygunsuz anksiyete deneyimi içerir (28).  

2.1.2. Anksiyete Bozukluğunun Belirtileri 

Anksiyete bozuklukları algılanan tehlikeye karşı somatik ve ruhsal tepkilerden 

oluşur (4). Kişi dikkatini tehdit edici unsurlar üzerinde yoğunlaştırır ve vücut buna 

karşı harekete geçerek tepkisel süreci başlatır (33, 34). Somatik semptomlar 

çoğunlukla otonomik uyarılmayı ve kasların gerilmesini içerir (4). Fakat tüm kas 

gruplarında aynı şekilde aktivite artışı olmaz. Genellikle baş, boyun ve omuz kaslarının 

gerimi artar. Dolayısıyla bu bölgelerde ekstra olarak rahatsızlık ve ağrı ortaya çıkabilir 

(24). Otonomik uyarı ise kalp hızında, kan basıncında, ter bezi aktivitesinde ve 

solunumda artışa neden olur. Ayrıca gastrointestinal ve mesane aktivitesinde artış 

görülebilir (33). Ancak otonomik belirtiler daha çok şiddetli anksiyete durumlarında 

gözlenir (24). 

 
1 Normal dil gelişimi ve becerisine rağmen seçilmiş kişiler veya ortamlar (genellikle ebeveyn veya aile 
ortamı) haricinde bireyin konuşamama durumu (29). 
2 Bireyin bağlandığı kişilerden (partner, arkadaş) ayrılma konusunda orantısız bir şekilde korku 
duyması hali (28). 
3 Belirli alanlarda (iş ve okul başarısı gibi) sürekli ve aşırı anksiyete yaşama durumu (26). 
4 Anksiyete belirtilerin oluştuğu durumlarda kaçma ihtimalinin güç olacağı yerler (toplu taşıma 
araçları, açık alanlar vb.) karşısında yaşanan panik benzeri hal (32). 
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Anksiyete bozukluklarında bilişsel işlevler abartılı (aşırı uyanıklık hali) hale 

gelebilir ya da inhibe (dikkat dağınıklığı) olma durumu da söz konusu olabilir. Ek olarak 

kavramsal (kontrolü yitirme, başa çıkamama vs.), algısal (gerçek dışı hisler) ve 

düşünme (objektif düşünememe) süreçleri bozulabilir (35). Bunların yanı sıra 

huzursuzluk, hareketsizlik, titreme, kaçınma gibi davranışsal belirtiler de bireyin kişilik 

özelliklerine göre ortaya çıkabilir (24).  

Hafif düzeyde ve geçici olan anksiyete semptomları bozukluk olarak 

değerlendirilmez ve bu anksiyete deneyimini çoğunlukla herkes yaşar (4). Bozuklukta 

semptomlar şiddetli olmakla birlikte semptomların yoğunluğu zaman zaman azalabilir 

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

2.1.3. Anksiyete Bozukluğunun Görülme Sıklığı ve Etkileri 

Anksiyete bozuklukları hem çocuklarda hem de yetişkinlerde sıklıkla görülen 

ruhsal bozukluklardan biridir (1, 2). Yaygın olarak görülen diğer ruhsal bozukluklarla 

kıyaslandığında çok daha erken yaşlarda ortaya çıkmaya başlar (37). Bununla birlikte 

bazı alt tiplerinin ortaya çıkma ve görülme yaş aralığı değişkenlik göstermektedir. 

Ayrılık kaygısı bozukluğu ve seçici mutizm çocukluk çağında ortaya çıkıp çocuklarda ve 

ergenlerde görülürken panik bozukluk ve agorafobi esas olarak yetişkinlikte ortaya 

çıkar (1). Sosyal anksiyete bozukluğu ile spesifik fobiler yaşam boyu prevalansı 

(%10’dan fazla) en yaygın görülen anksiyete bozukluklarıdır (29). Ayrıca yaygın 

anksiyete bozukluğu ve panik atak krizleriyle karakterize olan panik bozukluk yine 

sıklıkla görülen bozukluklardandır (30). 

Anksiyete bozukluklarında komorbidite oranı yüksektir ve anksiyete 

bozukluğu tanısı koyulan her dört kişiden üçü yaşamları boyunca en az bir başka 

ruhsal bozukluk yaşar (3). Dahası anksiyete bozukluğu olan bireyler zaman içinde 

daha fazla anksiyete bozukluğu geliştirme riski altındadır (38). 

Anksiyete bozukluğunun ortaya çıkmasında ve anksiyete tepkilerinin farklılık 

göstermesinde çevresel faktörler, kalıtsal yapı ve kişilik özellikleri etkilidir (24). Düşük 

eğitim seviyesi, düşük sosyoekonomik statü, büyük şehirde yaşamak, evli olmamak, 

içe dönük kişilik özelliğine sahip olmak gibi etkenler yüksek anksiyete düzeyi ile 
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ilişkilidir (24, 39). Ayrıca herhangi bir anksiyete bozukluğunun yaşam boyu yaygınlık 

oranları incelendiğinde kadınların (%30,5) anksiyete bozukluğu geliştirme olasılığının 

erkeklere (%19,2) göre daha yüksek olduğu ve dolayısıyla kadınların bu rahatsızlığa 

daha yatkın olduğu sonucu ortaya çıkmaktadır (40).  

Anksiyete bozukluklarının bireylerin yaşam kalitesini ve psikososyal 

işlevselliğini belirgin bir şekilde etkilediği yapılan birçok çalışmayla raporlanmıştır (5-

7). Özellikle sosyal anksiyete bozukluğuna sahip kişilerin eğitim (sınıfta kalma, okulu 

bırakma), iş (düşük performans) ve aile hayatlarında başarısız olma olasılığı yüksektir 

(41). Dahası anksiyete bozuklukları mortalite riskini de önemli ölçüde artırır (8). 

Yüksek görülme sıklığı ve artan ölüm riskleriyle birlikte halk sağlığı üzerinde ciddi 

etkiler oluşturur. Bunun yanı sıra küresel düzeyde de çok büyük ekonomik yüklere 

sebep olur (8-10).  

2.2. Anksiyete Bozukluklarının Nörobiyolojisi 

Anksiyete bozukluğunun tüm belirti ve etkilerinden tek bir yapı sorumlu 

değildir (24). Bununla birlikte kesin nörobiyolojik mekanizmalar hala büyük ölçüde 

bilinmemektedir. Anksiyete ile ilişkisi bilinen ve yapılan çalışmalarda en fazla 

odaklanılan nöroanatomik yapılar amigdala, hipokampüs ve prefrontal korteksten 

oluşurken en fazla hipotez kurulan nörotransmiterler ise gama-aminobütirik asit 

(GABA), serotonin ve noradrenalindir (20, 42).  

2.2.1. Anksiyete ile İlgili Beyin Yapıları 

Anksiyete durumunun ortaya çıkması için belirsiz bir uyaranın tehdit olarak 

tanımlanması gerekir. Bunun içinse önce çevresel uyaranların duyusal sistemler 

tarafından algılanması ve çeşitli sistemler tarafından yorumlanması gereklidir (43).  

Limbik sistem, beynin duygusal merkezidir. Limbik korteks, hipokampal 

formasyon, amigdala, septal alan ve hipotalamustan oluşur. Duygularla alakalı 

davranışların tanınması, etkinleştirilmesi, düzenlenmesi ve kontrol edilmesi için bu 

yapılar kendi aralarında ve beynin diğer bölümleri arasında bağlantılar kurar (44, 45).  
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Beyin sapında bulunan noradrenalinle ilişkili locus ceruleus ve serotoninle 

bağlantılı olan raphe nucleusları limbik sisteme direkt projeksiyonlar verir. Bu 

yapıların birbirleriyle etkileşimleri sonucunda anksiyetenin ortaya çıktığı 

düşünülmektedir (20, 24). Ek olarak anksiyete bozukluğunun başlıca semptomu olan 

korku duygusunun anksiyete ile ilişkili olan davranış ve mekanizmalarının 

incelenmesiyle bu bozuklukların daha iyi anlaşılacağına inanılmaktadır (46). 

Amigdala 

Amigdala, korku tepkilerinin ve anksiyete bozukluklarının oluşumunda önemli 

bir rol oynar (46, 47). Tehdit edici faktörün hızlı bir şekilde algılanmasında, tehditle 

ilişkili uyaranların işlenmesinde ve savunma davranışlarının başlatılmasında etkilidir 

(48). Ayrıca korku hafızasının oluşturulmasında ve depolanmasında esas olarak görev 

alır (49). 

Amigdala beynin medial temporal lobunda yer alır. Farklı işlevlere hizmet 

eden ve beynin diğer bölgeleriyle farklı anatomik bağlantılara sahip olan çeşitli 

çekirdeklerden oluşur (47). Bu çekirdekler birçok kortikal ve subkortikal alanlarla tek 

yönlü veya karşılıklı olarak bağlantılar kurar (49) (Şekil 2.1). Amigdala, bazolateral 

amigdala (BLA) ve merkezi amigdala (CEA) olmak üzere iki ana alana ayrılır. BLA da 

kendi içerisinde lateral amigdala (LA), bazal amigdala (BA) ve bazal medial amigdala 

(BMA) çekirdek alanlarına bölünür (50). BLA, yoğunlukla glutamaterjik ana 

nöronlardan ve daha az miktarda GABAerjik internöronlardan oluşur (51). BLA 

talamustan, hipokampüsten, singulat girustan ve prefrontal korteksten LA yoluyla 

duyusal bilgileri alır, bu bilgiyi BA’da işler ve CEA'ya gönderir (44, 52). CEA, 

amigdalanın başlıca çıktı çekirdeği olarak hizmet eder ve BLA’nın aksine sadece 

GABAerjik nöronlardan oluşur (51). BLA tarafından uyarılan CEA yanıt olarak 

GABAerjik nöronlarını, hipotalamusa ve beyin sapına projekte eder. Sonuç olarak 

CEA’nın çıktısı, davranışsal tepkilere (özellikle kaçınma ve donma) ve somatik 

belirtilere dönüşür (52, 53).  

BLA'dan gelen nöronlar ayrıca stria terminalisin yatak çekirdeğindeki (BNST) 

hücreleri de aktive eder (53). Bu çekirdek de amigdalanın CEA’sının çıktı yaptığı 
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yapıların çoğuna projeksiyon gönderir (46). BNST, belirsiz tehditleri algılayan ve 

işleyen doğuştan gelen bir savunma devresinin önemli bir parçasıdır ve anksiyete 

bozukluğunda amigdalayla birlikte görev alır (46, 54). BNST ve amigdala, benzer 

davranışsal ve fizyolojik çıktıya aracılık eden beyin bölgelerinin aktivasyonunu 

koordine etmek için birbirinin işleyişini düzenler (55). 

 

Şekil 2.1. Anksiyete bozuklukları ile ilişkili yapılar (56) 

Amigdalanın hiperaktivitesi özellikle sosyal anksiyete bozukluğu gibi fobik 

bozukluklarla birlikte görülmekle beraber anksiyete bozukluklarının ortaya 

çıkmasında kilit bir rol oynamaktadır (57). Ayrıca insanlar üzerinde yapılan bir 

çalışmada, iyi bilinen bir anksiyolitik ilacın kullanılmasıyla ilişkili olarak amigdalanın 

aktivasyonunun azaldığının tespit edilmesi bu görüşü desteklemektedir (58).   

Hipokampüs 

Limbik sistemin bir diğer parçası olan hipokampal formasyon; dentat girus, 

hipokampüs (HPC) ve subikulum olmak üzere üç ana bölüme ayrılır (45). Subikulum, 

hipokampüsü dentat girusa bağlayan bir geçiş bölgesidir ve üç bileşenden oluşur: 

presubiculum, parasubiculum ve subiculum (45, 59). Hipokampüs ise hücre 

yapısındaki değişiklikler ve bağlantısal farklılıklardan kaynaklı olarak 4 alana ayrılır: 

CA1, CA2, CA3 ve CA4 (45, 60). Bunlardan CA1 subikuluma, CA4 ise dentat girusa en 

yakın olan alandır (60). Bunun yanı sıra hipokampüsü bilişsel ve duygusal işlevlerine 

göre dorsal (dHPC) ve ventral hipokampüs (vHPC) olarak ikiye ayırmak mümkündür 
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(61). Uzamsal öğrenmede ve hafıza biçimlerinde dHPC rol oynarken anksiyete ile ilgili 

davranışları içeren beyin süreçlerinde vHPC önemli bir görev alır (62). Bu görev 

dağılımının ayrımında farklı alanlara yapılan projeksiyonların rolü vardır. Ventral 

hipokampüs, amigdala dahil olmak üzere subkortikal yapılarla güçlü ve doğrudan 

projeksiyonlara sahipken dHPC neokorteksle bağlantılar kurar (63). 

Anksiyete ile ilişkisi bilinen medial prefrontal korteksin (mPFC) sinir aktivitesi 

vHPC ile senkronize etkinlik gösterirken dHPC ile senkron bir şekilde çalışmadığı 

bildirilmiştir (64). Bununla birlikte BLA-vHPC arasındaki sinapsların aktivasyonunun, 

anksiyete ile ilgili davranışları akut ve güçlü bir şekilde arttırdığı gözlemlenmiştir. Öte 

yandan inhibisyonunun ise tam tersi etki gösterdiği saptanmıştır (65). Ventral 

hipokampüsün anksiyete bozukluklarında yüksek oranda rol oynadığını kanıtlayan 

çalışmaların sayısı artış göstermektedir (66). vHPC, amigdala ve mPFC ile koordineli 

aktivite göstermekle birlikte yine bu yapılarla beraber çevredeki tehdit unsurlarının 

yorumlanma sürecine katkı sağlamaktadır (43). Bununla birlikte artan anksiyete 

seviyesiyle birlikte hipokampüsün aktivitesinde orantılı olarak artış görülmektedir 

(66). 

Tüm bunlara ek olarak hipokampüsün depresyon patogenezinde önemli rol 

oynadığı bilinmektedir. Bozulmuş hipokampal nörogenezin depresyona yol açtığı ve 

nörogenezin iyileştirilmesinin depresyonu tedavi ettiği düşünülmektedir. Bu düşünce 

anksiyete bozukluklarını kapsayacak şekilde genişletilmiştir. Bu düşünceye göre ruh 

hali ve anksiyetenin ana düzenleyicisi olarak ventral dentat girus kabul edilmiştir (67, 

68). 

Prefrontal Korteks 

Prefrontal korteks (PFC), limbik sistem ve diğer beyin bölgeleriyle yaptığı 

bağlantılar ile duyguları, düşünceleri ve eylemleri düzenler (69). Hafıza, öğrenme, 

stres ve duygusal davranışların kontrolünde yer alır (70). PFC, dorsal kısmında yer alan 

dorsolateral alan ile ventral kısmında yer alan medial ve orbitofrontal alanlar olmak 

üzere 3 alt bölüme ayrılır (69, 71). Dorsolateral PFC, motor ve duyusal korteks ile 

yoğun şekilde bağlantılar kurarak düşünceleri ve eylemleri düzenlemede görev alır 
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(69). Medial PFC ve orbitofrontal alanlar yapısal ve işlevsel olarak yüksek oranda 

birbirine bağlı bölümlerdir ve birlikte duygusal davranışların düzenlenmesine katkı 

sağlarlar (70, 72). Buna ilave olarak mPFC’nin, anksiyetenin modülasyonunda etkin 

bir rol oynadığı yapılan birçok çalışma ile gösterilmiştir. Bu rolde hipokampüs ve 

amigdala ile karşılıklı olarak yaptığı güçlü bağlantıların etkili olduğu düşünülmektedir 

(64). Üstelik mPFC yaptığı güçlü bağlantılar sayesinde amigdalanın aktivesinin 

kontrolünde de görev alır. Bu kontrolde ise mPFC’nin amigdalaya gönderdiği 

baskılayıcı bir girdi oldukça önemli bir rol oynar. (71). Bununla birlikte anksiyete 

bozukluklarında PFC’nin aktivitesinde değişkenlik görülür ve bu durum, bozukluğun 

türüne göre farklılık göstermekle birlikte değişim çoğunlukla hiperaktivasyon 

yönünde olur (73).  

Literatürde mPFC’nin bağlantılarıyla ilişkili olarak bulunan mevcut bir çalışma, 

BLA-mPFC arasındaki yolun aktifleştirilmesinin sonucunda anksiyete benzeri 

davranışların arttığını ve bununla birlikte sosyal etkileşimlerin azaldığını bildirmiştir. 

Ayrıca bu bağlantının engellenmesiyle anksiyete benzeri davranışlar azalmış ve sosyal 

etkileşim artmıştır (74). Öte yandan vHPC’nin subiculum ve CA1'inde yer alan 

nöronlar da doğrudan mPFC ile ilişki kurar. Bununla birlikte amigdalaya da eş zamanlı 

olarak afferentler yollar (75). Dahası vHPC'den mPFC'ye yapılan bu bağlantı, doğuştan 

gelen anksiyete davranışları için gereklidir ve vHPC’nin mPFC’ye direkt girdisi kaçınma 

davranışının uzaysal temsilleriyle ilişkilendirilmiştir (76). Ek olarak yüksek anksiyete 

düzeyiyle ilişkili olan bilişsel esnekliğin azalmasında (özellikle karar verme sürecinin 

bozulması) esas olarak PFC görevlidir (77). 

Striatum 

Anksiyete bozuklukları üzerine yapılan çalışmalar başlangıçta amigdala, 

prefrontal korteks ve hipokampüse yönelik olmuştur. Daha sonra konum ve 

bağlantıları göz önüne alındığında striatumun da anksiyete devresinin bir parçası 

olabileceği düşünülmüştür (78).  Bazal gangliyonların ana girdi bileşeni olan striatum; 

dorsal ve ventral striatum olmak üzere iki temel alana ayrılır. Dorsal striatum, 

putamen ve caudat çekirdeğin dorsal bölgelerini içerir (79). Motor ve bilişsel 
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fonksiyonları düzenleyen premotor, motor ve parietal kortekslerle bağlantılıdır (78). 

Ventral striatum ise putamen ve caudat çekirdeğin ventral kısımlarıyla birlikte nucleus 

accumbensten oluşur (79). Limbik sistemle bağlantılıdır. Dolayısıyla otonomik ve 

emosyonel sistemler ile ilişkileri vardır (80). Amigdala, hipokampüs ve vPFC’den 

projeksiyonlar alır. Bu bağlantılar aracılığı ile anksiyete ile daha fazla ilişkisi olan 

kısmın ventral striatum olduğu düşünülür (78). Ayrıca ventral striatumun 

disfonksiyonu, motivasyon bozukluğu ve kaçınma davranışları ile ilişkilidir. Bu durum 

da anksiyete bozukluğu ile olan ilişkisini destekler niteliktedir (48). 

HPA Aksı 

Hipotalamo-hipofizer-adrenal (HPA) aksı stres tepkisine aracılık eden başlıca 

yapılardan biridir ve anksiyete bozukluğu patofizyolojisinde de rol oynadığı 

düşünülmektedir (81).  Canlıların yaşamını sürdürebilmesi için homeostazı sağlaması 

gereklidir. Homeostazı tehlikeye sokan durumlar ise stres olarak ifade edilir (82). 

Herhangi bir stres varlığında homeostatik bozulmayı en aza indirmek ve hayatta 

kalmayı desteklemek için HPA aksı, bazı nöronal devrelerle birlikte aktifleşir (83).  

Bir stres faktörü ile karşılaşıldığında HPA aksı aktive olur. HPA aksının aktive 

olmasıyla birlikte hipotalamustan kortikotropin salgılayıcı hormon (CRH) salgılanır. 

CRH’nin salınımını takiben hipofizin ön kısmından adrenokortikotropin hormonu 

(ACTH) salınır. ACTH, sistemik dolaşıma geçer ve adrenal bezleri uyarır. Sonucunda 

kortizolün biyosentezi ve salınımı gerçekleşir. Kortizolün miktarı, kanda yükselmeye 

başlayınca CRH ve ACTH salınımı üzerinde negatif geri bildirim sağlar ve kandaki 

kortizol miktarının kontrolü sağlanır (82, 84, 85). 

Strese maruz kalan kişilerde, anksiyete bozukluğunun bazı alt tiplerinde HPA 

aksının hiperaktivitesi görülür (81, 86). HPA aksının aktivasyonunun artışıyla kortizol 

hormonunun salınımında da artış olur (86). Bununla birlikte uzun süre strese veya 

kronik anksiyeteye maruz kalan kişilerde, HPA aksının duyarlılığının azalacağı ve 

sonucunda kortizol salınımında bir azalma görüleceği yönünde bir teori 

bulunmaktadır. Bu teoriyi destekleyen çalışmalar da literatürde mevcuttur (87). 



12 

 

Böylelikle akut anksiyete durumunda, HPA aksının hiperaktivitesiyle birlikte kortizol 

miktarının yükselmesi ve kronik durumda ise hipoaktiviteyle birlikte kortizol 

miktarının düşmesi beklenir. Bu değişimin dolaşımdaki kortizolden gelen negatif geri 

bildirime karşı artan hassasiyetten kaynaklı olabileceği düşünülmektedir (88). Ek 

olarak anksiyolitik etkisi bilinen bazı ajanların (BDZ’ler, TCA'lar ve SSRI'lar) HPA aksını 

modüle ederek hareket ettiği bilinmektedir (81).  

2.2.2. Anksiyete ile İlişkili Ana Nörotransmitterler 

GABA  

Nöronal iletimin düzenlenmesinde kilit rol oynayan GABA, merkezi sinir 

sisteminin temel inhibitör nörotransmiteridir (89). Glutamik asit dekarboksilaz (GAD) 

enzimi tarafından GABAerjik nöronlarda glutamattan sentezlenmektedir (90). 

GABA’nın GABAA, GABAB ve GABAC olmak üzere üç ana reseptör alt tipi bulunmaktadır 

(91). GABAA ve GABAC iyonotropik reseptör olup Cl- iyonu geçirgenliğini arttırarak işlev 

gösterirken GABAB metabotropik reseptör olup G proteinleri aracılığı ile K+ ile Ca+2 

kanalları üzerinden etkinlik göstermektedir (90, 91). 

Beyindeki GABA seviyelerindeki herhangi bir değişiklik, beyindeki uyarıcı ve 

engelleyici sinyaller arasında dengesizliğe neden olarak psikolojik bir rahatsızlığın 

ortaya çıkmasına zemin hazırlayabilir (89). Dahası GABAerjik fonksiyonun bozulması 

amigdalanın hiperaktivitesine neden olur. Bu durum ise GABA’nın anksiyete 

bozukluğu ile ilişkisinin bir göstergesidir (92).  

GABA, fizyolojik ve psikolojik etkilerinin çoğunu, GABAA reseptörleri 

aracılığıyla üretir. GABAA reseptörleri, özellikle amigdala, hipokampüs ve medial 

prefrontal kortikal alanlarda yoğun şekilde bulunmakla beraber merkezi sinir 

sisteminde yaygın bir şekilde dağılım göstermektedir (91, 93). Anksiyete 

bozukluklarını tedavi etmek için kullanılan benzodiazepinler, GABAA reseptörleri 

üzerinden etki göstermektedir (93). 
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GABA, hiperpolarizasyon yoluyla nöronların uyarılabilirliğini azalttığı için 

anksiyetenin düzenlenmesinde merkez olarak kabul edilir (53). Anksiyete 

bozukluğunda GABAerjik iletim azalır. Bu sebeple GABAerjik iletimi azaltan durumlar 

veya farmakolojik ilaçlar anksiyojenik etkilere neden olur (49). Dolayısıyla anksiyete 

bozukluklarını tedavi etmek için kullanılan ilaçlar GABAerjik iletimi artırmaya 

yöneliktir (94).  

Serotonin 

Serotonin, 5-hidroksitriptamin (5-HT) ismiyle de bilinir ve triptofan esansiyel 

amino asidinden sentezlenir (95). Serotonin koşullu korkunun, stres tepkilerinin, ödül 

ve anksiyete ile ilişkili davranışların düzenlenmesinde önemli rol oynar (96). Ayrıca 

serotonerjik sistemin düzensizliği, anksiyete bozukluğu dahil olmak üzere çok sayıda 

nöropsikiyatrik hastalığın gelişmesine neden olur (95). 

Anksiyete ve panik modülasyonunda rol alan serotonerjik sistemler vardır (97) 

Bunlar beyin sapında bulunan dorsal (DRN) ve medial raphe çekirdeklerindeki (MRN) 

nöronların projeksiyonlarından oluşur (94). DRN’den kaynaklanan serotonerjik lifler 

daha çok frontal korteks, amigdala ve striatumu innerve ederken MRN ise esas olarak 

dorsal hipokampus ve septumu innerve eder. Bununla birlikte birçok beyin bölgesine 

de aynı oranda efferentler gönderirler (97).  

Serotonin, beyne yayılmış çeşitli reseptörler aracılığıyla etkisini 

göstermektedir ve başlıca 7 tip serotonin reseptör ailesinden söz edilir (98,99). 

İyonotropik bir reseptör olan 5-HT3 reseptörü haricinde diğerleri G protein bağımlı 

reseptörler olup adenil siklaz ve fosfolipaz C’yi aktifleştirerek etki göstermektedir 

(96). 5-HT1A ve 5-HT2C reseptörleri anksiyete davranışlarını düzenleyen reseptörlerdir 

ve anksiyete bozukluğu tedavisinde kullanılan antidepresanlar (trisiklik 

antidepresanlar ve SSRI'lar) bu reseptörleri hedefleyerek etki gösterir (95, 98). 
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Noradrenalin 

Beyinde noradrenerjik nöronların çoğunluğu locus coeruleusta (LC) bulunur. 

LC; hipokampüs, amigdala, neokorteks ve talamus dahil birçok beyin bölgesinin ana 

noradrenalin (NA) kaynağıdır (100). Katekolamin nörotransmiteridir ve dopamin β-

hidroksilaz enzimi aracılığı ile noradrenerjik nöronlarda dopaminden sentezlenir. Bazı 

dokularda NA daha sonra adrenaline dönüştürülür ancak merkezi sinir sistemindeki 

ana sempatik nörotransmitter NA'dır (94). 

Noradrenalin; hafıza, öğrenme, uyku, uyarılma, stres ve anksiyete cevaplarını 

düzenleme süreçlerinde baskın bir şekilde rol oynar. Bununla birlikte dikkat 

süreçlerine doğrudan katkı sağlayarak sosyal davranışları da etkiler (101). Dolayısıyla 

anksiyete bozukluklarında da görülen dikkat süreçlerinin ve sosyal davranışların 

bozulmasında noradrenalinin payı olduğu söylenebilir. Bunlara ek olarak anksiyetenin 

çok sayıda fizyolojik semptomunun ortaya çıkmasında NA görev alır (102).  

Beyin noradrenalin düzeylerini artıran ilaçlar veya yasaklı maddeler anksiyete 

seviyesini arttırır (94). Ayrıca anksiyete veya korku duygusuyla ilişkili olarak LA ve 

amigdala gibi beyin bölgelerinde, noradrenalin düzeyinde artış görülebilir (103). Ek 

olarak, hipotalamusun noradrenerjik uyarımı HPA aksını aktive ederek stres 

tepkilerini ve anksiyeteyi ortaya çıkarır. Artan hipotalamik aktivite de LC’yi daha fazla 

uyarabilir (104). Bununla birlikte birçok anksiyolitik ilaç (SSRI'lar, trisiklik anti-

depresanlar) LA’nın aktivasyonunu azaltır ve anksiyete düzeyini düşürür (94).  

2.3. Anksiyete Bozukluklarının Farmakolojik Tedavisi 

Anksiyete bozukluklarının tedavisinde kullanılan ilaçlar anksiyolitik ilaçlar 

olarak adlandırılır. Mevcut farmakolojik tedavide antidepresanlar, antipsikotikler, 

antihistaminikler, alfa ve beta-adrenerjik ilaçlar, benzodiazepinler ve diğer 

anksiyolitik etkili ilaçlar kullanılmaktadır (12). Bu ilaçların çoğu GABA, serotonin ve 

noradrenalin sistemleri üzerinden etkinlik gösterir ve yapılan araştırmaların çoğu da 

bu sistemlere odaklanmaktadır (42).  Anksiyolitikler içerisinde en iyi etkinlik ve 

güvenlik kanıtına sahip olan ilaçlar antidepresanlar ve benzodiazepinlerdir (29).  
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Antidepresanlar arasında en sık kullanılan ve birinci basamak tedavisinde 

uygulanan ilaçlar seçici serotonin geri alım inhibitörleri (SSRI'lar) ve serotonin-

norepinefrin geri alım inhibitörleri (SNRI'lar) içerir (105). SSRI’lar serotonin taşıma 

pompası tarafından presinaptik zarda serotoninin geri alımını engelleyerek etki 

gösterir. Böylece serotoninin sinaps aralığındaki konsantrasyonu artmış olur (106). 

SNRI'lar ise 5-HT ve NA geri alımını engeller. Bu da artan NA ve 5-HT konsantrasyonları 

ile sonuçlanır (107). Artan noradrenerjik aktivite, korku ve anksiyete devreleri 

aktivasyonu ile ilişkili olduğundan bazı araştırmacılar SNRI’ların anksiyete arttırıcı 

yönde etki edeceğini düşünmektedir. Bununla birlikte bu fikri destekleyen hiçbir kanıt 

yoktur (104). 

SSRI'lar ve SNRI'lar, anksiyete bozuklukları için standart ilaçlar olarak 

reçetelenmektedir ancak anksiyolitik etkisinin başlangıcı 2-4 hafta arasındadır. Hatta 

6 haftaya kadar bir gecikme süresine sahiptir ve optimal yanıtı elde etmek için 12-16 

hafta kadar beklemek gerekmektedir (12, 29) Dolayısıyla bu ajanlar akut anksiyolitik 

tedavilerde kullanılamamaktadır ve bunun yanı sıra tedavinin ilk haftalarında yan 

etkiler daha belirgin görülmektedir (12). 

Benzodiazepinlerin (BDZ) anksiyolitik etkileri, alımdan hemen sonra başlar 

(105). Bu etkiyi BDZ’ler, GABAA reseptöründeki spesifik bölgelere bağlanıp GABA 

nörotransmitterine olan afiniteyi arttırarak yapar. Sonucunda GABA'nın merkezi sinir 

sistemindeki inhibitör etkisi güçlenir. BDZ’lerin bulunan tüm türevlerinin hepsi aynı 

mekanizma üzerinden etki gösterir (108).  Genellikle iyi tolere edilen ilaçlar olmasıyla 

birlikte uzun süreli (1 aydan fazla olan) kullanımlarında birtakım bağımlılık riskleri 

taşır. Dolayısıyla bazı seçili durumlarda ve kısa süreli (2-4 hafta) kullanımları dışında 

birinci basamak tedavi seçeneği olarak önerilmez (53, 108). BDZ’ler, önceden tahmin 

edilebilen ve belirli durumlarla sınırlı kalabilen (örneğin, uçma fobisi gibi spesifik fobi; 

topluluk önünde konuşma veya diğer performans kaygıları gibi sosyal fobiler) 

anksiyeteyi tedavi etmek için en iyi seçenektir (29). 

BDZ’lerin yan etkileri kişilerde nadir olarak ilacı bırakma sebebi olsa da ilacın 

faydalarını sınırlayabilecek etkilerdir. En yaygın görülen yan etkisi, genel bir zihinsel 



16 

 

ve motor yavaşlamayla karakterize olan sedasyondur (109). Uyuşukluk, yorgunluk ve 

uyku hali sıklıkla görülen diğer yan etkilerdendir. Daha yüksek dozlarda ise motor 

koordinasyon bozukluğu ve baş dönmesi ortaya çıkabilir (93). Bu yan etkiler, ekstra 

olarak yaşlılarda düşme ve kırık riskini arttırır. Bu yüzden yaşlılar için kullanımı 

sınırlandırılmalıdır. Ayrıca BDZ kullanan hastalara olası kazaları önleme açısından 

araba ve makine kullanmamaları veya karmaşık görevleri yapmaktan kaçınmaları 

tavsiye edilir (109). 

Beta adrenerjik reseptör blokörleri, esas olarak kardiyovasküler hastalıklar için 

geliştirilmiş ajanlardır (110). Anksiyete bozukluklarında ise titreme ve kalp çarpıntısı 

gibi otonomik semptomlarını hafifletmek amaçlı olarak akut tedavilerde kullanılır 

(111). En yaygın kullanılan propranolol, kan-beyin bariyerini kolayca geçebilen ve 

seçici olmayan bir beta blokördür. Tüm beta-adrenerjik reseptör tiplerine adrenalin 

ve noradrenalin bağlanmasını bloke eder (112). Bu ilaçların; seçici olmayan reseptör 

etkinliği, bir dizi yan etkiye sahip olması ve anksiyete bozukluklarında kullanımına 

yönelik araştırma desteğinin eksik olması tercih edilebilirliğini etkilemektedir 

(12,110). 

2.4. Davranış Testleri 

Anksiyetede davranış testlerinin tarihi, Calvin Hall'un sıçanlarda duygusal 

davranışları analiz etmek amacıyla açık alan testini kullandığı ve bu testin kullanımına 

öncülük ettiği 1934 yılına kadar uzanır (113). Hala günümüzde yoğunlukla bu testler 

anksiyetenin nörobiyolojik mekanizmasının araştırılmasında ve anksiyolitik 

bileşiklerin taranmasında kullanılır (114). O zamandan beri, anksiyete durumunu 

gösteren davranışsal parametreleri değerlendirmek için çeşitli test modelleri 

geliştirilmiştir. Anksiyete testlerini, koşullu ve koşulsuz anksiyete testleri olmak üzere 

iki ana gruba ayırmak mümkündür (115, 116).  

Koşullu anksiyete testleri, hayvanın hoşnut olmayacağı çoğunlukla da elektrik 

şoku gibi ağrılı uyaranlara karşı yanıtlarını ve bu yanıtların oluşması için de belli bir 

koşullandırma sürecini içerir (115-117). Hem etik düşünceler hem de elektrik 
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şoklarının etolojik olarak ilgili bir uyarıcıyı temsil edip etmeyeceği sorusu nedeniyle 

son yıllarda koşullu anksiyete testlerinden uzaklaşılmakta ve koşulsuz anksiyete 

testleri tercih edilmektedir (115, 116).  

Koşulsuz anksiyete testlerinde, herhangi bir öğrenme ve koşullandırma süreci 

olmaksızın hayvanlarda doğal korku veya endişe duygusu oluşturacak düzeneklerle 

anksiyete durumu taklit edilmeye çalışılır (113). Bu testler, hayvanların temel ve 

anksiyete ile ilişkili davranışsal boyutları göz önüne alınarak oluşturulur ve genellikle 

yeni bir ortam veya uyaranla karşı karşıya kalma durumunu içerir (115). Hayvanların 

yeni bir ortamı keşfetme ile bu ortamdaki potansiyel tehlikelerden kaçınma dürtüleri 

arasında yaşanan çatışma duygusuyla temellenir (113). Açık alan, yükseltilmiş artı 

labirent ve aydınlık-karanlık kutusu testleri hem en sık kullanılan hem de güncel olan 

koşulsuz anksiyete testleridir (114). 

2.4.1. Açık Alan Testi 

Açık alan testi, hayvanın platformdan kaçışını önlemek için duvarlarla çevrili, 

üst kısmı açık ve genellikle kare şeklinde tercih edilen bir alanda, hayvanların 

anksiyete davranışlarını ve lokomotor aktivitelerini ölçmek amacıyla yapılan bir testtir 

(118). Bu testin birçok farklı şekilde kullanımı mevcuttur. Farklılıklar uygulama 

alanının boyutları, şekilleri (dikdörtgen, daire), aydınlatma koşulları (loş ışıktan parlak 

ışığa) veya çevrenin zenginleştirilmesi (obje, yiyecek sunarak) ile oluşturulabilir (115). 

Bununla birlikte testin değerlendirilme aşamasında önemli bir yer kapladığı için tüm 

kullanımları, merkez ve periferik alan olmak üzere iki ana bölgeye ayrılır (116). Bu iki 

bölüm arasındaki geçiş kısımlarının netliği ve hayvanların davranışlarını daha doğru 

değerlendirebilmek açısından anksiyete ile ilgili davranışları ölçmek için yapılan 

testlerde standartlar içerisinde yer alan en büyük deney düzeneklerinin kullanılması 

tavsiye edilir (113). 

Açık alan testi, hayvanların alışık olduğu ortamdan alınıp yeni ve açık bir alana 

(merkez bölgeye) koyulmasını takiben bu ortamda sergilediği davranışların 

incelenmesini içerir (115). Tanıdık olmayan bu yeni ortam, tehlikenin yanı sıra 
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kullanabileceği kaynakları da içerebilir. Bununla birlikte hayvanlar kaynakları 

keşfetmeden önce çevrenin tehlike potansiyelini dikkatlice değerlendirme 

eğilimindedir (119). Açık alan testinde hayvanlar içgüdüsel olarak merkez alanı 

korkutucu bulup kaçınma eylemi sergilerken duvarlara yakın bölgeleri keşfetmeye 

yönelik davranışlar gösterir (115).  

2.4.2. Yükseltilmiş Artı Labirent Testi 

Yükseltilmiş artı labirent testi, Montgomery'nin yükseltilmiş Y şeklinde bir 

labirentte, sıçanların açık kolları keşfetmek için kapalı bir kolda daha az zaman 

harcadığı gözlemine dayanarak geliştirilmiş bir testtir (120). Bunun yanı sıra çeşitli 

türevleri de (yükseltilmiş T-labirent, sıfır labirent gibi) geliştirilmiştir (121). 

Yükseltilmiş artı labirent testi, yerden belirli bir yükseklikte bulunan, artı şeklinde 

görünen ve toplamda dört koldan oluşan bir test düzeneğidir. Duvarları olan koruyucu 

iki kapalı kolu ve duvarları olmayan iki açık kolu bulunur. Bu kollar dik bir şekilde 

kesişerek artı şeklini oluşturur (122). Labirentin yükseklikte bulunan ve koruyucu 

duvarları olmayan açık kolları doğal bir stres kaynağı görevi görürken kapalı kollar 

hayvana daha güvenli bir ortam sağlar (123). Bu test ile kemirgenlerin yeni bir çevreyi 

keşfetme eğilimi ile açık ve yüksek yerlerden kaçınmaya yönelik meyilleri arasındaki 

çatışmadan kaynaklı olarak keşfetme ve kaçış davranışları değerlendirilebilir (116). 

Davranışsal ölçümlerin yanı sıra uzamsal-zamansal ölçümler de değerlendirilir. 

Uzamsal-zamansal ölçümler; hayvanların açık kola giriş sayısı, açık kolda geçirilen süre 

ve bu parametrelerinin yüzdesi olarak ifade edilmektedir (124). 

Yükseltilmiş artı labirent testi hem anksiyolitiklere hem de anksiyojeniklere 

duyarlılığından dolayı standart bir şekilde referans olarak seçilir (114, 121). Ayrıca 

günümüzde anksiyolitik ilaçların taranması konusunda ilk tercih edilen testtir (125).  

2.4.3. Aydınlık-Karanlık Kutusu Testi 

Crawley ve Goodwin tarafından ilk kez 1980 yılında tanımlanan aydınlık-

karanlık kutu testi, aydınlık ve karanlık iki bölmeden oluşan bir koşulsuz anksiyete 

testidir. Yine burada da kemirgenlerin yeni bir ortamı keşfetme motivasyonu ile 
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parlak ışıklı bir alanın caydırıcı etkisi sonucu ortaya çıkan kaçınma dürtüsü arasındaki 

çatışmadan yararlanılarak hayvanın anksiyete seviyesi ölçülür (126). Test, karanlık 

bölmeyi kemirgenin arka kısmına alacak şekilde hayvanı aydınlık alanın merkez 

kısmına yerleştirilerek başlatılır ve 5 dakika süre ile kaydedilir (121). Aydınlık ve 

karanlık bölmelerde geçirilen toplam süre ve iki bölme arasında yapılan geçiş sayısı 

bu test için anksiyetenin ana göstergeleri olarak kabul edilip değerlendirilir (126). 

Karanlık bölgenin tercih edilmesi yüksek anksiyete ile ilişkiliyken anksiyolitik ilaçlar 

aydınlık bölmede geçirilen süreyi artırır (117).  

Bilindiği üzere davranış testlerinin en büyük dezavantajlarından biri testlerin 

tekrarlanamamasıdır. Bunun yanı sıra birçok hayvan anksiyete testi, vücut 

aktivitesine ve hareketine bağlı davranışlara dayanır. Bu duygusal olmayan faktörler 

testin saf bir şekilde duygu durumunun ölçülmesine engel olur. Dolayısıyla lokomotor 

aktivitenin ayrıca test edilmesi sonuçların doğru değerlendirmesi açısından önemlidir. 

Bunun dışında kemirgenlerin duygusal davranışlarını daha net yorumlayabilmek için 

birden fazla davranış testinin yapılması tavsiye edilir (125). 

2.5. Kakao 

Kakao, Theobroma cacao L. ağacının tohumlarından elde edilen bitkisel 

kaynaklı bir besin maddesidir ve insan sağlığını etkileyebilecek biyoaktif bileşenler 

içerir (127). Kökeni yaklaşık 3000 yıl öncesine dayanan kakao, ilk kez Mayalar 

tarafından yetiştirilmiştir (128, 129). Kakaonun ismi “tanrıların yiyeceği” anlamına 

gelen Theos ve Bromos kelimelerinden türetilmiştir (130). 

Kakao, yüzlerce yıl önce genellikle soylu kişiler tarafından tüketilebilen ve 

hatta bir dönem para birimi olarak kullanılan değerli bir maddeydi (128). 21. yüzyılda 

ise birçok insanın kolayca ulaşabileceği bir konumda yer almaktadır ve günlük hayatta 

kakao ve kakao türevli ürünler sıklıkla tüketilmektedir. 

Bilindiği gibi çikolatanın ham maddesi (en az 350 g/kg kuru kakao maddesi 

içerir) kakaodur ve kakao çoğunlukla çikolata şeklinde tüketilmektedir (15, 17). 

Dünyada ortalama çikolata tüketimi, yıllık kişi başına 0,9 kg olarak tahmin 
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edilmektedir (131). Bununla birlikte çikolata tüketimi en fazla Avrupa ülkelerinde 

görülmektedir ve çikolatanın en fazla tüketildiği ülkelerden biri olan İsviçre'de bu 

oran, yıllık kişi başına 8,8 kilogramken çikolata tüketimin alt seviyelerde olduğu 

bilinen Çin’de yıllık kişi başına çikolata tüketimi 100 gramdır (15). Türkiye’de ise bu 

oran 2017 yılı verilerine göre, kişi başına yıllık 3,1 kg olarak tespit edilmiştir (132). Ek 

olarak dünyada 2020-2021 yıllarında yaklaşık 5 milyon ton kakao üretilmiştir (16). 

Tüm bu verilere dayanarak dünya çapında ciddi miktarda kakao üretildiği ve 

tüketildiği sonucu ortaya çıkmaktadır.  

2.5.1. Kakaonun Elde Edilme Süreci 

Kakao elde etmek amacıyla kakao ağaçlarından toplanan kakao meyvesinin 

(pod hali) belirli işlemlerden geçmesi gereklidir ve bu işlemlerden sonra farklı türlerde 

kakao ürünleri elde edilebilir (133). Meyveler toplandıktan sonra kakao çekirdekleri 

pod denilen dış kabuğundan uzaklaştırılmalıdır (127, 128). Bir pod içerisinde yaklaşık 

20 ile 40 arasında kakao çekirdeği bulunur ve pod haricinde kakao çekirdekleri her 

biri ayrı olarak bir dış kabukla (posa) sarılıdır (128) (Şekil 2.2).  

 

                                          Şekil 2.2. Kakao meyvesi ve bölümleri 

Çekirdeklerin elde edilmesinden sonra kakaonun lezzet kalitesini önemli 

ölçüde etkileyen fermantasyon ve kurutma aşamaları gelir. Bu aşamalarla birlikte taze 
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kakao çekirdeklerinde acılığa ve burukluğa neden olan polifenollerin miktarı (%12-20 

arasında değişim) azalır ve kakao çekirdeklerinin lezzeti dolaylı olarak artar (134, 135). 

Kurutma adımında ekstra olarak kakao çekirdekleri dış kabuğundan ayrılmaya başlar 

(128). Bunun neticesinde çekirdekler kırılabilir veya parçalanabilir ve kakaonun nib 

olarak adlandırılan ilk ana ürünü elde edilmiş olur (136). Daha sonra istenmeyen 

uçucu maddelerin (asetik asit) uzaklaştırılmasına ve nem oranının düşürülmesine 

oldukça büyük katkı sağlayan kavrulma süreci başlatılır ve nem oranı %1-2 seviyesine 

ulaşana kadar çekirdekler kavrulur (17). Bu aşamayı takiben çekirdek kırıntıları (nib) 

öğütülerek ikincil ürün olan kakao likörü oluşur (127). Kakao likörü preslenirse kakao 

yağı ve kakao kitlesi olmak üzere iki farklı ürün elde edilir. Ek olarak kakao tozu elde 

etmek amacıyla kakao kitlesi tekrar öğütülebilir (136). Tüm bu süreçler neticesinde 

elde edilen bütün ürünler doğal kakao ürünleridir (133) (Şekil 2.3).   

       

          Şekil 2.3. Kakaonun işlenmesi ve doğal kakao ürünleri 



22 

 

Doğal kakao ürünleri elde edildikten sonra isteğe bağlı kakaonun nib, likör 

veya toz hallerinden herhangi birine uygulanabilen ve alkalizasyon olarak adlandırılan 

bir adım daha vardır (137, 138). Bu adım, kakaonun yüksek sıcaklık ve basınç altında 

bir alkali madde ile karıştırılarak işlenme sürecini kapsar (133). Alkalizasyon işleminde 

kakaonun asitliğinin nötralize edilmesiyle birlikte buruk-acı aromanın azaltılması, 

lezzetin iyileştirilmesi ve rengin değiştirilmesi amaçlanır (138). Alkalize edildikten 

sonra elde edilen ürünler, artık doğal kakao ürünleri olarak kabul edilmez (133). 

Alkalizasyon sırasında meydana gelen değişimler esas olarak biyoaktif 

bileşiklerin (polifenoller ve metilksantinler) bozunmasına bağlı olarak gerçekleşir ve 

bu bileşiklerin miktarlarında belirli bir ölçüde azalma görülür (139, 140). Azalma 

miktarı ise alkalileştirme derecesine göre değişkenlik gösterir (141). Polifenoller ve 

metilksantinlerin yanı sıra vitaminler, amino asitler ve şekerlerin de miktarlarında 

azalmalar görülür (140). 

2.5.2. Kakaonun Bileşenleri 

Kakao, lif (%26-40), proteinler (%15-20), karbonhidratlar (yaklaşık %15) ve 

lipidler (%10-12) açısından zengin bir içeriğe sahiptir. Ayrıca kakao polifenoller 

(flavonoidler) ve metilksantinler gibi çeşitli biyoaktif bileşiklerin önemli bir kaynağı 

olarak görülür (142, 143).  

Polifenollerin insan sağlığına yararlı olan bilişsel ve fizyolojik etkilerinin 

antioksidan özelliğinden kaynaklı olduğu kabul edilir (144, 145). Kakaoda bulunan 

polifenolleri; proantosiyanidinler (yaklaşık %58), flavan-3-oller (flavanoller) (yaklaşık 

%38) ve antosiyanidinler (yaklaşık %4) olmak üzere üç gruba ayırmak mümkündür 

(146). Bu grupların içerisinde yer alan bazı alt üyeleri kakao kalitesinde ve 

biyoaktivitesinde özellikle belirleyici rol oynar: Kateşinler, epikateşinler, 

prosiyanidinler (147). Prosiyanidinler, çoğunlukla kateşin bazlıdır ve kakao 

ürünlerinde antioksidan aktivite ile esas olarak ilişkili kısımdır (148, 149). Kakao 

çekirdeklerinde (-)-epikateşin, ana monomerik flavan-3-ol olarak bilinir ve kakao 

çekirdekleri daha az miktarlarda (+)-kateşin, (+)-gallokateşin ve (-)-epigallokateşin 
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içerir (144, 150). Monomerik kateşinler, on beş karbonlu bir iskelete sahiptir ve iki 

benzen halkasıyla birlikte bir heterosiklik piran halkasından oluşur (13) (Şekil 2.4).

 

        Şekil 2.4. Monomerik kateşinlerin kimyasal yapısının gösterimi 

Ham çekirdekte bulunan polifenollerin miktarı ile son üründe bulunan 

polifenol miktarı eşit değildir. İşlenme sürecine ve son ürünün türüne bağlı olarak bu 

miktar belli bir ölçüde azalır (151). Örneğin; 100 g alkalize olmayan şekersiz kakao 

tozu 250 mg'a kadar flavan-3-oller içerebilirken 100 g bitter çikolata yaklaşık 100 mg 

flavan-3-oller içerir (152). 

Kakao tüketiminden sonra (-)-epikateşin ve (+)-kateşin’in emilimi hızla 

gerçekleşir. Alımdan 30 dakika sonra plazmada saptanabilir ve ortalama 2 saatte 

maksimuma ulaşır (153). Bununla birlikte kateşinler ve epikateşinler kan-beyin 

bariyerini geçen kakao monomerik bileşenlerindendir (145). Serebral kan akışını 

arttırır. Kan akışının artışı hipokampal nörogeneze ve nöronların fonksiyonel 

gelişimine de katkı sağlayabilir. Bu etkinin kakao tüketimden 3 saat sonra 

gözlemlendiğine dair çalışma mevcuttur (154). Dolayısıyla kakao doğrudan beyin 

fonksiyonlarını etkileyebilir (155). Ayrıca bazı polifenollerin, GABAA reseptörlerinde 

bulunan benzodiazepin bağlanma bölgeleri için ligand olabileceği yönünde çıkarımlar 

mevcuttur (156, 157). 

Kakaonun ana flavanol monomeri olan (-)-epikateşin, hipokampal 

anjiyogenezi artırır ve hipokampal beyin kökenli nörotrofik faktör (BDNF) düzeylerini 

yükselttir. Bu etkiler aracılığı ile (-)-epikateşinin, anksiyolitik aktivite üzerinde rol 
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oynayabileceği varsayılabilir (155). Ek olarak polifenoller, kortizol seviyelerini 

azaltarak HPA aksını etkileyebilir. Bunun neticesinde, bireyin anksiyete düzeyinde bir 

azalış görülebilir (158).  

Kateşin, epikateşin ve epigallokateşinin uygulandığı çalışmalarda, hayvanlarda 

anksiyete benzeri davranışları önemli ölçüde azalttığı ve flavanollerin anksiyolitik 

etkiye neden olduğu gözlenmiştir (155, 156, 159). Polifenol bakımından zengin bitter 

çikolatanın, insan deneklere uygulandığı bir çalışma ise tükürük kortizol seviyelerinin 

düşmesiyle sonuçlanmıştır (158). 

Kakaoda bulunan bir diğer biyoaktif bileşen olan metiksantinler alkaloid 

yapıdadır ve esas olarak teobromin (%3,7) ve kafeinden (%0,2) oluşur (144). 

Teobromin (3,7-dimetilksantin), kafeinin (1,3,7-trimetilksantin) bir 

metabolitidir (160). Teobromin, kafeinden yalnızca, bir metil grubunun eksikliği ile 

farklılık gösterir. Eksik metil grubu, teobrominin kan-beyin bariyerinden daha yavaş 

geçmesine neden olur (161) (Şekil 2.5).  

 

Şekil 2.5. Metilksantinlerin kimyasal yapısının gösterimi 

Kafein, oral tüketimi takiben hızlı bir şekilde emilir ve maksimum plazma 

konsantrasyonlarına alımdan 30 dakika sonra ulaşır.  Yarılanma ömrü yaklaşık olarak 

2,5-5 saat aralığında gerçekleşir (162). Kafeinin emilimi şeker varlığında yavaşlar fakat 

yine de tam bir şekilde emilir (163). Teobromin, kafeinden daha yavaş emilir ve 2,5 

saat sonra maksimum plazma konsantrasyonlarına ulaşır ancak tam süre ortamına 
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göre değişir (162). Örneğin; çikolata ile alındığında maksimum plazma süresine 

ulaşması hızlanır (163). 

Metilksantinlerin; fosfodiesteraz inhibitörü gibi davrandığı, adenozin 

reseptörlerini bloke ettiği ve GABAA reseptörlerini etkilediği bilinir (164). Bu 

mekanizmalarla ilişkili olarak merkezi sinir sistemi üzerinde etki sağlar ve bireyin ruh 

halini (olumlu yönde) değiştirebilir (165).   

Kafeinin ekstra metil grubu, adenozin reseptörleri için teobrominden 2-3 kat 

daha güçlü afiniteye sahip olmasını sağlar. Bu durum, kafeinin merkezi sinir sistemi 

üzerindeki etkisini daha önemli kılmasını sağlar (161, 166). Ancak teobrominin 

kafeine göre daha uzun bir yarı ömre sahip olduğu unutulmamalıdır (161).  

Kafeinin tüketim miktarı ve süresine bağlı olarak kişilerin üzerindeki psikolojik 

etkileri değişkenlik gösterebilir. Yüksek dozda ve kronik kafein tüketimi, anksiyeteye 

neden olurken düşük dozlarda ve akut bir şekilde kullanıldığında anksiyete seviyesini 

düşürdüğü gözlemlenmiştir (167-169). Kakaoda kafein oranı düşük seviyelerde 

bulunduğu için beklenilen olası anksiyolitik etkiyi kafeinin sağlayabileceği 

düşünülebilir. 

Kakaonun 1000 mg/kg dozda intraperitonal uygulandığı bir çalışma, sıçanlarda 

anksiyete benzeri davranışların 30 dakika sonrasında azaldığını bildirmiştir (170). 

Ancak kakaonun oral yolla tek doz verilip akut anksiyolitik etkisini araştıran bir 

çalışmaya literatürde rastlanmamıştır.  

2.6. Sükroz 

Sakkaroz veya çay şekeri olarak da bilinen sükroz, bir glikoz ve bir fruktoz 

molekülünün glikozit bağıyla birbirine bağlanması sonucunda oluşan disakkarittir. 

Parlak, beyaz ve kristal yapıda olup C12H12011 kimyasal formülüyle gösterilir (171). 

Sükroz, birçok yiyecek ve içeceğin ortak bir bileşenidir ve dünyanın büyük 

çoğunluğunda birincil tatlandırıcı olarak kullanılır (18, 172). Tüketimi son yıllarda 

belirgin olarak artış göstermiştir (172).  
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Sükroz, HPA aksı aktivitesini düşürür ve stresin neden olabileceği psikolojik 

etkileri doğrudan azaltarak bireyin ruh halinin iyileşmesine katkı sağlayabilir (173, 

174). Bu durumu destekleyen bir çalışmada, akut strese maruz kalan sıçanlara, 14 gün 

boyunca %30 sükroz içeren solüsyon verilmiştir. Çalışmanın sonucunda hem ACTH 

hem de kortikosteron salgısının önemli ölçüde azaldığı görülmüştür (175). Olumsuz 

duyguları yatıştırmak için insanların şekerli gıdalara yönelmesinin sebebinin kortizol 

miktarının düşmesi ile ilişkili olabileceği düşünülmektedir (174).  

Şekerin psikolojik süreçlere etkileri net ve anlaşılır değildir (172). Çalışmaların 

sonuçları da birbirinden farklılık göstermektedir. Bazı çalışmalar, hayvanlardaki 

anksiyete davranışlarında artış veya azalışla sonuçlanırken bazı çalışmalar ise şekerin 

anksiyete davranışları üzerinde herhangi bir değişiklik oluşturmadığı yönünde bir 

sonuç ortaya koymuştur. Bununla birlikte anksiyete davranışlarını arttırdığına yönelik 

çok az sayıda çalışma bulunmaktadır (176).  

Sükroz verilerek anksiyete benzeri davranışlarda değişim gözlemlenen bir 

çalışmada, sıçanlara 14 gün boyunca günde 2 kez, 4ml %30 sükroz içeren çözelti 

verilmiştir. Protokol sonucunda anksiyete benzeri davranışlarda azalma gözlenmiştir 

(177). Bir başka çalışmada ise kronik strese (21 gün) maruz kalan farelere, sükroz 

çözeltisi verilmiştir ve bu süre boyunca hayvanlar %15’e kadar artan sükroz çözeltisi 

ile tedavi edilmiştir. Sükroz grubunda, anksiyolitik etki görülmüştür (173). Yapılan bir 

diğer çalışmada, sıçanlara 28 gün boyunca günde 2 saat, %10’luk sükroz çözeltisi 

verilmiştir. Diğer çalışmaların aksine bu çalışmada, sükroz grubunda yer alan 

hayvanların anksiyete benzeri davranışlarında artış izlenmiştir (178).  

%10 sükroz ve %10 glikoz çözeltilerinin 56 gün boyunca sıçanlara uygulandığı 

bir çalışmada, anksiyete ile ilgili davranışlar değerlendirildiğinde gruplar arasında bir 

farklılık ortaya çıkmamıştır (18). Yine bir diğer çalışmada, %7,9 sükroz içeren diyetle 

12 ay boyunca sıçanlar beslenmiştir ve sükroz grubunda anksiyete ile ilişkili 

davranışlarda herhangi bir fark gözlenmemiştir (179). 
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Yapılan bu çalışmalarda; şekerin veriliş şekli, süresi, sıklığı, tüketilen şeker 

miktarı (dozu) ya da hayvanın türü, barınma veya yaşam koşulları gibi değişiklikler 

deneylerin sonuçlarını etkilemiş olabilir. Dolayısıyla hayvanların anksiyete 

davranışları çalışmalar arasında değişkenlik gösterebilir (176). 

Literatürde yer alan tüm bu bilgiler doğrultusunda bu çalışmada kakaonun ve 

sükrozla birlikte kakaonun anksiyete ile ilişkili olan davranış ve mekanizmalarının 

incelenmesi amaçlandı. Bunun için en sık kullanılan davranış testleriyle birlikte 

anksiyete çalışmalarında en çok hipotez oluşturulan nörotransmiterlerin hipokampüs 

dokusundaki miktarları araştırıldı. Bunların yanı sıra serum kortizol miktarları 

incelendi.   
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Deney Hayvanları 

Bu çalışmada kullanılan deney hayvanları, Başkent Üniversitesi Deney 

Hayvanları Üretim ve Araştırma Merkezi’nden temin edildi. Deneyler; 190-230 gram, 

8 haftalık, erkek, Wistar albino cinsi, 74 adet sıçan üzerinde gerçekleştirildi. 

Hayvanlar, temin edildikten sonra ortama adaptasyon sağlamaları için 7 gün süreyle 

Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı Hayvan Laboratuvarı’nda 

bekletildi. Bu süreçte sıçanlar 12 saat aydınlık / 12 saat karanlık döngüsünde, 22 ± 2°C 

sıcaklık, %40-45 nem oranı ve uygun havalandırma koşullarına sahip olan hayvan 

laboratuvarında tutuldu ve standart sıçan kafeslerinde barındırıldı. Beslenme ve su 

ihtiyaçları için herhangi bir kısıtlanma olmaksızın standart sıçan yemi ve normal 

musluk suyu kullanıldı. Ayrıca sakrifiye edilene kadar her gün hayvanların genel sağlık 

durumları kontrol edildi. 

Deneylerin yapılması için Hacettepe Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu’ndan gerekli izinler alındı. Bu izin, 28.09.2021 tarihinde 2021/07-02 karar 

numarasıyla onaylandı (Ek-1). 

3.2. Deney Grupları ve Deney Protokolü 

Bu çalışma, süre tayini (ön deney) ve ana deney olmak üzere iki aşamalı olarak 

planlandı. İlk aşamada, anksiyete ile ilişkili davranışların azalmasına yönelik etkinin 

görülme süresini belirlemek amacıyla 10 adet Wistar Albino cinsi erkek sıçan 

kullanıldı. Kakaoda bulunan ana biyoaktif bileşenlerin (polifenoller ve metilksantinler) 

farmokinetik etkileri dikkate alınarak gruplar oluşturuldu. Sıçanlar kontrol (n=3), 60 

dk (n=3) ve 90 dk (n=4) olmak üzere 3 gruba ayrıldı. 60 ve 90 dk grubunda yer alan 

sıçanlara 1000 mg/kg kakao oral gavaj yoluyla tek doz olarak verildi. Kontrol grubuna 

ise distile su oral gavaj yoluyla tek doz olarak verildi. Bu aşamada sadece anksiyete ile 

ilişkili davranışları değerlendiren davranış deneyleri yapıldı. Kontrol ve 60 dk 

gruplarına oral gavaj uygulamasından 60 dk sonra sırasıyla açık alan testi ve 
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yükseltilmiş artı labirent testi yapılırken 90 dk grubuna bu davranış deneyleri oral 

gavaj uygulamasından 90 dk sonra yapıldı. 

Süre tayini çalışmasının sonuçları ve kakaonun emilim hızı göz önüne alınarak 

ana deneyde oral gavaj uygulamasını takiben 90 dk sonra davranış deneylerinin 

yapılmasına karar verildi. 

Ana deney için kakaonun anksiyolitik etkisini araştırmak amacıyla iki farklı dozda 

ve sükrozla birlikte alımına yönelik bir deney protokolü hazırlandı. Toplam 64 adet 

Wistar albino cinsi erkek sıçan kullanıldı. Bu sıçanlar temin edildikten sonra vücut 

ağırlıkları tartıldı ve ağırlıklarına göre gruplar homojen bir şekilde dağıtıldı. 8 grup 

oluşturuldu. Bu gruplar, 

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

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

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

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

• %10 sükroz çözeltisi verilen sükroz grubu (S grubu, n=8) 

• 500 mg/kg kakao + %10 sükroz çözeltisi verilen kakao + sükroz grubu (K500+S 

grubu, n=8) 

• 1000 mg/kg kakao + %10 sükroz çözeltisi verilen kakao + sükroz grubu 

(K1000+S grubu, n=8) 

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

olarak belirlendi (Tablo 3.1). 

Kakaonun fiziksel özelliklerinden dolayı 0,48g/kg’dan daha yüksek dozları tek 

doz oral gavaj ile uygulanamamaktadır (180). Bu yüzden kullanılan kakao tozunun 

distile su ve birçok gıda ve ilaçta çözücü olarak görev alan tween80 ile birlikte 

çözülmesi sağlandı. Ayrıca kakao haricinde diazepam grubunda da çözücü olarak 

tween80 içeren distile su kullanıldı (Tablo 3.1).  
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  Tablo 3.1. Ana deney grupları 

Deney Grupları 
 

 Ajan 
Hayvan 
Sayısı 

 
Doz 

 

 
Hacim 

K500 grubu Kakao 8 500mg/kg 10ml/kg 

K1000 grubu Kakao 8 1000mg/kg 10ml/kg 

S grubu Sükroz 8 %10 10ml/kg 

K500 + S grubu Kakao + Sükroz 8 500mg/kg + %10 10ml/kg 

K1000 + S grubu Kakao + Sükroz 8 1000 mg/kg + %10 10ml/kg 

D grubu Diazepam 8 1mg/kg 10ml/kg 

K grubu  Distile su 8  10ml/kg 

T grubu Tween 80 8 5 µl 10ml/kg 

 

Oral gavaj uygulamasının hayvanlarda oluşturabileceği stres yanıtının gruplar 

arasında herhangi bir fark yaratmaması amacıyla tüm gruplara uygulanan ajanlar oral 

gavaj yoluyla verildi. Diazepam grubu haricinde diğer gruplara oral gavaj 

uygulamasından 90 dk sonra sırasıyla açık alan testi, yükseltilmiş artı labirent testi ve 

rotarod testi yapıldı. Diazepamın alımından itibaren 60 dk sonra etki göstermesinden 

dolayı sadece diazepam grubunda yer alan hayvanlara 60 dk sonra davranış deneyleri 

yapıldı (181). Davranış testleri sonlanan hayvanlar, kan ve beyin dokularının elde 

edilmesi için anestezi altına alındı (Şekil 3.1).  

 

Şekil 3.1. Deney protokolü 
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3.3. Gavaj Uygulaması 

Kakao, ticari bir firmadan elde edildi. Alkalizasyon işleminden geçirilmemiş ve 

%10-12 kakao yağı içeren doğal kakao tozu kullanıldı. Şeker olarak sükroz (Sigma-

Aldrich S-8501) tercih edilirken benzodiazepin olarak dizaepam (Diazem 5 mg kapsül, 

Deva Holding AŞ) kullanıldı. 

Oral gavaj uygulaması, metal eğimli gavaj tüpü (16 numara) kullanımıyla 9.30-

10.30 saatleri arasında yapıldı. Hayvanlar işlemden önce tartıldı ve ağırlıkları 

kaydedildi. Uygulanan ajanların dozu hayvanların ağırlıklarına göre ayarlandı. 6 

dakikalık aralıklarla aynı gruptaki hayvanlara gavaj işlemi yapıldı. Bu sayede tüm 

hayvanların davranış deneylerine başlamadan önce bekleme süresi aynı olacak 

şekilde ayarlanmış oldu. 

3.4. Davranış Deneyleri 

Davranış deneyleri 11.00-12.15 saatleri arasında yapıldı. 

3.4.1. Açık Alan Testinin Uygulanması 

Açık alan testi için 50 cm yüksekliğinde, ahşap duvarlarla çevrili, beyaz zeminli, 

kare şeklinde ve 1m2’lik (100 cm x 100 cm) alana sahip olan test düzeneği kullanıldı. 

Zemin 25 eş kareye bölündü ve bu karelerin her bir kenarı 20 cm olacak şekilde 

ayarlandı. Dış kısımda yer alan 16 kare “kenar bölge” olarak adlandırılırken iç kısımda 

bulunan 9 kare ise “merkez bölge” olarak kabul edildi (Şekil 3.2). Deneyler, yeterli 

mesafede bulunan ve düzeneğin üst kısmında yer alan bir kamera ile kaydedildi. 

Deney, sıçanlar düzeneğin merkezine nazik bir şekilde yerleştirildikten sonra 

başlatıldı. 5 dakikalık süre boyunca sıçanların serbest bir şekilde zaman geçirmeleri 

sağlanıp davranışları kayıt altına alındı. Deney boyunca ortamın sessiz olması 

sağlandı. Deneyi sonlanan hayvan, tek kişilik taşıma kafesine alındı ve bir sonraki 

deney düzeneğine geçildi. Her deneyin sonunda düzenek sıradaki sıçan için %70’lik 

etanol ile temizlendi ve kağıt havlu ile kurutuldu.  
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Şekil 3.2. Açık alan testinde hayvanların gözlenmesi: A) Kenarda geçirilen zaman          
B) Şahlanma davranışı C) Tımarlanma davranışı.       

Kaydedilen videolar aracılığı ile merkez bölgeye giriş sayısı, merkez alanda 

geçen süre, kareler arasında çizgi geçme sayısı, toplam şahlanma (iki ayağı üzerinde 

kalkma) davranışı, tımarlanma (tüylerini temizlemek üzere yalanma, kaşınma) sayısı 

ve süresi manuel bir şekilde değerlendirildi (Şekil 3.2). 

3.4.2. Yükseltilmiş Artı Labirent Testinin Uygulanması 

Yükseltilmiş artı labirent testi için 50 cm uzunluğunda ve 10 cm genişliğinde 

yere paralel dört koldan oluşan, yerden 70 cm yükseklikte bulunan ve siyah pleksiglas 

malzemeden yapılan deney düzeneği kullanıldı (182, 183). Düzeneğin iki kolu duvarsız 

açık kollardan oluşurken diğer iki kolu 40 cm yüksekliğinde duvarlarla çevrili kapalı 

kollardan oluşmaktadır (Şekil 3.3). Düzeneğin açık kollarında ekstra olarak korkuluk 

bulunmamaktadır.  

Açık alan testini tamamlayan sıçan, tek kişilik bir taşıma kafesi kullanılarak 

yükseltilmiş artı labirent testinin yapılacağı odaya getirildi. Hayvanlar açık kola 

bakacak şekilde düzeneğin merkez noktasına nazik bir şekilde yerleştirildikten sonra 

deney başlatıldı. 5 dakikalık süre boyunca düzeneğin üst kısmında yer alan bir kamera 

yardımı ile hayvanların davranışları kaydedildi. Deney boyunca ortamın sessiz olması 

sağlandı.  
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Deney esnasında açık kollardan düşen bir hayvan olduğu zaman deneyi yapan 

kişi hayvanı tekrar labirentin açık koluna yerleştirerek 5 dakikalık deneyin 

tamamlanmasını sağladı. Bununla birlikte düşen hayvanların verileri analiz dışı 

bırakıldı (182). Her deneyin sonunda düzenek bir sonraki sıçan için %70’lik etanol ile 

temizlendi ve kağıt havlu ile kurutuldu. Deneyi sonlanan hayvan, tek kişilik taşıma 

kafesine alındı ve rotarod testinin yapılacağı odaya aktarıldı. 

 

Şekil 3.3. Yükseltilmiş artı labirent testi 

Bu test için açık ve kapalı kola giriş sayısı, açık kola giriş yüzdesi, açık ve kapalı 

kolda geçen süre ve açık kolda geçen sürenin yüzdesi manuel bir şekilde 

değerlendirildi.  

• Açık kola giriş yüzdesi (%), Formül 3.1. kullanılarak hesaplandı (184).  

Açık kola giriş sayısı

Açık kola giriş sayısı+Kapalı kola giriş sayısı
× 100                                        (3.1)                                                                                                                             

• Açık kolda geçen sürenin yüzdesi (%), Formül 3.2 kullanılarak hesaplandı (184). 

Açık kolda geçen süre (sn)

Açık kolda geçen süre (sn)+Kapalı kolda geçen süre(sn)
× 100                            (3.2)       
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Hayvanın dört ayağının da açık kol üzerinde olduğu durum, açık kola giriş 

olarak kabul edildi (121). Kolların kesişim noktası olan merkez bölgede geçirilen süre 

ve merkez bölgeye giriş verileri açık veya kapalı kola dahil edilmedi. Bu bölge analiz 

dışı bırakıldı.  

3.4.3. Rotarod Testinin Uygulanması 

Rotarod testi, motor koordinasyon ve dengeyi değerlendirmek için 

kemirgenlerde sıklıkla tercih edilen bir testtir. Hastalık modellerinin, fizyolojik 

değişkenlerin veya herhangi bir ilacın motor sistem üzerine etkilerini araştırmak için 

kullanılır (185, 186). 

Anksiyete benzeri davranışları ölçen testler vücut aktivitesine bağlı testler 

olduğu için ve sıçanlara verilen ajanların motor sisteme etkilerinin olup olmadığını 

araştırabilmek için rotarod testi kullanıldı.  

8 cm çapında silindir bir çubuktan, çubuğun dönmesini sağlayan bir motordan 

ve 10 cm genişliğinde 4 bölmeden oluşan bir test düzeneği kullanıldı (Şekil 3.4). 

Kullanılan test düzeneğinin dakikadaki devir sayısı (rpm) 16’ya kadar çıkabilmektedir. 

                       

                                             Şekil 3.4. Rotarod testi 
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Deney, eğitim ve test aşaması olarak 2 aşamadan oluşturuldu. Yükseltilmiş artı 

labirent testi sonlanan hayvanlar son olarak rotarod testinin uygulanacağı odaya 

getirildi ve ikişerli olarak eğitilip test edildi.  

Eğitim aşaması 2 dakika sürdü.  

1. Hayvanlar 4 rpm’de dönen silindir çubuğun üzerine dönme yönünün tersine 

bakacak şekilde ve nazikçe yerleştirildi (187). 

2. Düzeneğin hızı ilk 60 saniyede kademeli olarak artırıldı ve son 60 sn’de 

maksimum hızda (16 rpm) hayvanlar yürütüldü.  

3. Eğitim bittikten sonra %70 etanol ile düzenek temizlendi ve kağıt havluyla 

kurutuldu. Bu esnada sıçanlar 2 dk boyunca dinlendirildi. 

Daha sonra 3 aşamadan oluşan test adımına geçildi. Test adımı, düzeneği 

karşıdan görecek şekilde yerleştirilmiş bir kamera yardımı ile kayıt altına alındı. 

1. Hayvanlar 4 rpm’de dönen silindir çubuğun üzerine dönme yönünün tersine 

bakacak şekilde ve nazikçe yerleştirildi (187). 

2. Silindirin hızı 16 rpm’e yükseltildi ve test bu hızda yapıldı. 

3. Düzeneğe yerleştirildikten sonra ilk 15 saniye içerisinde düşme durumu 

yaşanırsa hayvan tekrar düzeneğe yerleştirildi. Bu düşüşlerin sebebinin testi 

yapan kişinin hayvanları kötü yerleştirmesinden kaynaklı olabileceği 

düşünüldü ve testi sonlandıracak bir durum olarak kabul edilmedi (187).  

4. Her aşama 60 saniye veya hayvan düzenekten düşene kadar devam etti. Test 

aşamalarının arasında hayvanlar için 60 saniyelik dinlenme periyotları 

mevcuttu (188). 

5. Dinlenme periyodunda düzenek %70 etanol ile temizlendi ve kağıt havluyla 

kurutuldu.  
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Bir sıçanın dönen silindir çubuk üzerinde geçirdiği toplam süre motor 

koordinasyonunun nicel bir göstergesidir (186). Sıçanların düzenek üzerinde kaldıkları 

süre değerlendirme kriterini oluşturdu ve her saniye 1 puana denk geldi. Alınabilecek 

maksimum puan 180 olarak kabul edildi (188).  

3.5. Kan ve Beyin Dokularının Alınması 

Davranış ve rotarod testleri tamamlandıktan sonra hayvanlar ketamin (90 

mg/kg, i.p.) ve ksilazin (10 mg/kg, i.p.) karışımı kullanılarak anestezi altına alındı. 

Anestezi altındaki hayvanların abdomen bölgesi dikey bir şekilde kesilerek açıldı. 

Hayvanların bağırsakları yan tarafa alınarak inferior vena cavalarına ulaşıldı. Bir 

enjektör yardımıyla kan örnekleri alındı ve sarı kapaklı jelli biyokimya tüplerine 

koyuldu. Kan örnekleri yaklaşık 20 dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra 5000 

rpm’de 10 dakika, santrifüj (Kubota Tabletop Refrigerated Centrifuge 5500, Osaka, 

Japonya) edildi. Kan serumları elde edildi ve daha sonra kullanılmak üzere 1,5 ml’lik 

mikrosantrifüj tüplerine konuldu. Örnekler biyokimyasal analizler yapılıncaya kadar    

-80°C’lik derin dondurucuda saklandı. 

Hayvanlar eksanguinasyon ile sakrifiye edildikten sonra beyinleri çıkarıldı. 

Spijker’in sıçan beyin bölgelerinin diseksiyonu temel alınarak hipokampüs izole edildi 

(189).  

1) Tüm deneyin soğuk bir zeminde çalışılması için bir petri kabının iç kısmı buzla 

dolduruldu ve kabın çevresi alüminyum folyo ile sarıldı.  

2) Beynin ventral yüzü soğuk zeminle temas edecek şekilde petri kabının dış 

yüzeyine yerleştirildi ve fazla kanın uzaklaştırılması için beyin, serum fizyolojik 

ile yıkandı. 

3) Arka beyin, cerebellum kısmından uzaklaştırıldı. 

4) Beynin arka tarafı ve orta hattından cerebral yarıların arasına forceps, kapalı 

bir şekilde yerleştirildi. 
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5) Kortikal yarıların açılması için forceps yavaşça açıldı. Sonra hangi tarafın 

hipokampüsü izole edilecekse forcepsin ucu ona göre yönlendirildi.  

6) Açma kapama işlemlerine hipokampüsün üst kısmı görünene (grimsi yarı 

saydam doku) kadar devam edildi. Hipokampüse zarar verilmeden korteks 

kısımları uzaklaştırıldı. 

7) Hipokampüs tamamen açığa çıktığında ise hipokampüsün üst uç kısmından 

geriye doğru sıyrıldı ve beynin kalan kısmından uzaklaştırıldı. 

8) Hipokampüsün etrafında korteks kalıntısı kaldığı takdirde bunlar da 

uzaklaştırıldı. 

9) Bu izolasyon işlemi her iki taraf için de sırasıyla yapıldı (Şekil 3.5). 

Hipokampüs izole edildikten sonra 1,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine konuldu 

ve 80°C’lik derin dondurucuya alınana kadar sıvı nitrojende tutuldu.   
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Şekil 3.5. Hipokampüs izolasyonu: A) Arka beynin uzaklaştırılması B) Forcepsin kapalı 
bir şekilde yerleştirilmesi C) ve D) Forcepsin açılması E) Hipokampüsün tek taraflı 
görülmesi F) Hipokampüsün iki taraflı görülmesi G) H) ve I) Hipokampüsün geriye 
doğru sıyrılması J) K) ve L) Hipokampüs dokusundan korteks kalıntılarının 
temizlenmesi. 

A B C

D E F

G H I

J K L
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3.6. Doku Homojenizasyonu 

Deney günü hipokampüs örnekleri -80 °C’den çıkarılarak çözünmeleri 

sağlandı. Çözünen hipokampüs dokuları bilateral olarak gram cinsinden hassas terazi 

kullanılarak (Mettler Toledo AB204-S, Ohio, ABD) tartıldı ve deney tüplerine 

yerleştirildi. Daha sonra üzerine 1:9 ağırlık (g) hacim (ml) oranında fosfat tampon 

(PBS) (Sigma-Aldrich P4417) çözeltisi eklendi. Deney tüpü, buzla dolu bir beherin 

içerisine yerleştirildi ve dokuların deney boyunca buz üzerinde homojenleşmesi 

sağlandı (Şekil 3.6) (Şekil 3.7). 

    

Şekil 3.6. Mekanik homojenizatör         Şekil 3.7. Ultrasonik homojenizatör 

Hipokampüs dokusu ilk olarak mekanik homojenizatör (Pro Scientific PRO200 

Homogenizer, Connecticut, ABD) yardımı ile homojen bir görüntü elde edilene kadar 

parçalandı (Şekil 3.6). Sonrasında ultrasonik homojenizatör (OMNI Ruptor 4000, 

Georgia, ABD) ile parçalama işlemine devam edildi (Şekil 3.7). Bu işlem 3 kez olmak 

üzere %50 amplitüdde (130 W), 60 saniyelik uyarılar kullanılarak tekrarlandı. 

Parçalama işlemleri bittikten sonra elde edilen homojenatlar +4°C’de 15000 

rpm’de 10 dakika süreyle santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatanlar 1,5 ml’lik 

mikrosantrifüj tüplerine konularak -80°C’de saklandı. 
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3.7. Biyokimyasal Analizler  

3.7.1. Toplam Protein Tayini 

Doku homojenizasyonundan sonra elde edilen örneklerin protein miktarı, 

Bicinchoninic Asit (BCA) yöntemi ile ölçüldü. ABP Biosciences BCA protein ölçüm kiti 

(katalog no: P011A) kullanıldı. Üretici firmanın önerdiği mikroplaka protokolü 

referans alınarak ölçümler yapıldı. 

İlk olarak çözeltiler ve örnekler hazırlandı. BCA kitinde bulunan 2 mg/ml 

yoğunluğundaki sığır serum albümin (BSA) standardı PBS kullanılarak seyreltildi. 

Yoğunlukları 2 mg/ml ile 0,025 mg/ml arasında değişen toplamda 8 farklı standart 

çözelti hazırlandı. Hipokampüs dokusundan elde edilmiş protein örnekleri de PBS ile 

2 kat seyreltildi. Kör örnek için PBS kullanıldı. Yine kit içerisinde yer alan reaktif A ve 

B çözeltileri sırasıyla 50:1 oranında karıştırılarak BCA çalışma çözeltisi elde edildi. 

Örnekler ve standartlar 2 tekrarlı olacak şekilde 20 µl olmak üzere daha 

önceden belirlenmiş olan kuyucuklara koyuldu. Daha sonra tüm kuyucuklara 200 µl 

BCA çalışma çözeltisi eklendi. Bu işlemleri takiben mikroplaka 30 sn çalkalandı ve 

37°C’de 30 dk süreyle inkübe edildi. İnkübasyon sonrası mikroplaka okuyucu 

(Allsheng AMR-100 Microplate Reader, Hangzhou, Zhejiang, Çin Halk Cumhuriyeti) 

ile 570 nm dalga boyunda absorbans değerleri ölçüldü ve standart eğri oluşturuldu. 

Elde edilen standart eğri yardımı ile protein miktarları belirlendi. Öncesinde örnekler 

2 kat seyreltilmiş olduğu için ortaya çıkan protein miktarları 2 ile çarpılarak tekrar 

hesaplandı. Değerler µg/ml olarak ifade edildi. 

3.7.2. ELISA Deneyleri 

ELISA, enzime bağlı immünosorbent tahlilinin kısaltılmış halidir. Prensibi 

antijen-antikor bağlanmasına dayanır. Bu bağlanmayı saptamak için de bir enzim 

kullanılır. Burada yer alan enzim ise renksiz bir substratı renkli bir ürüne dönüştürerek 

antijen-antikor bağlanmasının varlığını gösterir (190). Kolay bir şekilde uygulanması, 

hızlı sonuç vermesi ve güvenilir bir test olması nedeniyle sıklıkla tercih edilen bir 

yöntemdir (191). 
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Yapılan bu çalışmada hipokampüs dokusundan elde edilen homojenatlardan 

GABA, serotonin ve noradrenalin miktarı bu yöntem kullanılarak ölçüldü. Ayrıca yine 

elde edilen serumdan kan kortizolü miktarının ölçümü için ELISA kullanıldı. GABA, 

serotonin ve kortizol miktarının tespit edilmesi için sandwich-ELISA yöntemi 

kullanılırken noradrenalin miktarı için kompetitif-ELISA kullanıldı.  

GABA Miktarının Ölçülmesi 

GABA miktarı sandwich-ELISA yöntemi kullanılarak ölçüldü. Bioassay 

Technology Laboratory GABA Elisa test kiti (katalog no: E0102Ra) kullanıldı. Kit 

içerisinde yer alan yönerge referans alınarak ölçümler yapıldı. 

1. -80°C’den doku örnekleri çıkarıldı. Örnekler, kit ve çözeltiler kullanılmadan 

önce oda sıcaklığına getirildi. 

2. Örnekler 4 kat PBS ile seyreltildi ve standartlar hazırlandı. 

3. Daha önceden GABA antikoruyla kaplanmış olan kuyucuklara 40 µl örnekler 

eklendi. 

4. Standart kuyucuklarına 50 µl standart çözeltiler eklendi. 

5. Daha sonra örnek kuyucukların üzerine 10 µl biyotinleşmiş GABA’ya özgü 

saptama antikoru ilave edildi. 

6. Son olarak kör kuyucuklar haricindeki tüm kuyucuklara 50 µl Streptavidin-

Horseradish Peroxidase (HRP) antikoru eklendi. 

7. 37°C’de 60 dk süreyle inkübe edildi. 

8. İnkübasyon işlemini takiben serbest bileşenlerin uzaklaştırılması için tüm 

kuyucuklar yıkama solüsyonu kullanılarak yıkandı ve bu işlem 5 kez 

tekrarlandı. 

9. Bütün kuyucuklara sırasıyla 50 µl substrat-A ve substrat-B reaktifleri eklendi. 

Kuyucukların rengi enzim-substrat reaksiyonu sonucunda GABA miktarıyla 

doğru orantılı olarak maviye dönmeye başladı. 
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10. 37°C’de 10 dk inkübe edildi.  

11. Enzim-substrat reaksiyonunun sonlandırılması amacıyla tüm kuyucuklara 50 

µl stop çözeltisi eklendi ve kuyucukların renginin sarıya dönmesi gözlendi. 

12. Tüm bu işlemler bittikten sonra plaka, 450 nm dalga boyunda mikroplaka 

okuyucusunda okutuldu. 

13. Örneklerin absorbans değerleriyle standart eğri karşılaştırılarak GABA 

miktarları tayin edilmiş oldu. 

14. Çıkan sonuçlar başlangıçta örnekler 4 kat seyreltildiği için 4 ile çarpılarak 

tekrar hesaplandı.  

15. Daha sonra elde edilen sonuç, total protein miktarına (GABA miktarı/total 

protein miktarı) oranlanarak standardize edildi. Değerler nmol/g olarak ifade 

edildi. 

Serotonin Miktarının Ölçülmesi 

Serotonin miktarı sandwich-ELISA yöntemi kullanılarak ölçüldü. Bioassay 

Technology Laboratory Serotonin Elisa test kiti (katalog no: E0866Ra) kullanıldı. Kit 

içerisinde yer alan yönerge referans alınarak ölçümler yapıldı. 

1. -80°C’den doku örnekleri çıkarıldı. Örnekler, kit ve çözeltiler kullanılmadan 

önce oda sıcaklığına getirildi. 

2. Örnekler 4 kat PBS ile seyreltildi ve standartlar hazırlandı. 

3. Daha önceden serotonin antikoruyla kaplanmış olan kuyucuklara 40 µl 

örnekler eklendi. 

4. Standart kuyucuklarına 50 µl standart çözeltiler eklendi. 

5. Daha sonra örnek kuyucukların üzerine 10 µl biyotinleşmiş serotonine özgü 

saptama antikoru ilave edildi. 
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6. Son olarak kör kuyucuklar haricindeki tüm kuyucuklara 50 µl Streptavidin-HRP 

antikoru eklendi. 

7. 37°C’de 60 dk süreyle inkübe edildi. 

8. İnkübasyon işlemini takiben serbest bileşenlerin uzaklaştırılması için tüm 

kuyucuklar yıkama solüsyonu kullanılarak yıkandı ve bu işlem 5 kez 

tekrarlandı. 

9. Bütün kuyucuklara sırasıyla 50 µl substrat-A ve substrat-B reaktifleri eklendi. 

Kuyucukların rengi enzim-substrat reaksiyonu sonucunda serotonin miktarıyla 

doğru orantılı olarak maviye dönmeye başladı. 

10. 37°C’de 10 dk inkübe edildi.  

11. Enzim-substrat reaksiyonunun sonlandırılması amacıyla tüm kuyucuklara 50 

µl stop çözeltisi eklendi ve kuyucukların renginin sarıya dönmesi gözlendi. 

12. Tüm bu işlemler bittikten sonra plaka, 450 nm dalga boyunda mikroplaka 

okuyucusunda okutuldu. 

13. Örneklerin absorbans değerleriyle standart eğri karşılaştırılarak serotonin 

miktarları tayin edilmiş oldu. 

14. Çıkan sonuçlar başlangıçta örnekler 4 kat seyreltildiği için 4 ile çarpılarak 

tekrar hesaplandı. 

15. Daha sonra elde edilen sonuç, total protein miktarına (serotonin miktarı/total 

protein miktarı) oranlanarak standardize edildi. Değerler ng/mg olarak ifade 

edildi. 

Noradrenalin Miktarının Ölçülmesi 

Noradrenalin miktarı kompetitif-ELISA yöntemi kullanılarak ölçüldü. Bioassay 

Technology Laboratory Noradrenalin Elisa test kiti (katalog no: EA0041Ra) kullanıldı. 

Kit içerisinde yer alan yönerge referans alınarak ölçümler yapıldı.   
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1. -80°C’den doku örnekleri çıkarıldı. Örnekler, kit ve çözeltiler kullanılmadan 

önce oda sıcaklığına getirildi. 

2. Örnekler 2 kat ile seyreltildi ve standartlar hazırlandı. 

3. Uygun kuyucuklara 50 µl örnekler eklendi. 

4. Standart kuyucuklarına 50 µl standart çözeltiler eklendi. 

5. Daha sonra kör kuyucuklar haricindeki tüm kuyucukların üzerine 50 µl 

biyotinleşmiş antijen ilave edildi. 

6. Antijenin eklenmesinden sonra 37°C’de 60 dk inkübe edildi. 

7. Yıkama solüsyonu ile plaka 5 kez yıkandı. 

8. Yıkama işleminin ardından kör kuyucuklar haricinde tüm kuyucuklara 50 µl 

avidin-HRP antikoru eklendi. 

9. Plaka tekrar 37°C’de 60 dk süreyle inkübe edildi. 

10. İnkübasyon işleminin sonunda tekrar tüm kuyucuklar yıkama solüsyonu 

kullanılarak yıkandı ve bu işlem 5 kez tekrarlandı. 

11. Bütün kuyucuklara sırasıyla 50 µl substrat-A ve substrat-B reaktifleri eklendi. 

Kuyucukların rengi enzim-substrat reaksiyonun başlamasıyla birlikte 

noradrenalin miktarı ile ters orantılı olarak maviye dönmeye başladı. 

12. 37°C’de 10 dk inkübe edildi.  

13. Enzim-substrat reaksiyonunun sonlandırılması amacıyla tüm kuyucuklara 50 

µl stop çözeltisi eklendi ve kuyucukların renginin sarıya dönmesi gözlendi. 

14. Tüm bu işlemler bittikten sonra plaka, 450 nm dalga boyunda mikroplaka 

okuyucusunda okutuldu. 

15. Örneklerin absorbans değerleriyle standart eğri karşılaştırılarak noradrenalin 

miktarları tayin edilmiş oldu. 
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16. Çıkan sonuçlar başlangıçta örnekler 2 kat seyreltildiği için 2 ile çarpılarak 

tekrar hesaplandı. 

17. Daha sonra elde edilen sonuç, total protein miktarına (noradrenalin 

miktarı/total protein miktarı) oranlanarak standardize edildi. Değerler ng/g 

olarak ifade edildi. 

Kortizol Miktarının Ölçülmesi 

Kandan elde edilen serumdaki kortizol miktarı Sandwich-ELISA yöntemi 

kullanılarak ölçüldü. Bioassay Technology Laboratory Kortizol Elisa test kiti (katalog 

no: E0828Ra) kullanıldı. Kit içerisinde yer alan yönerge referans alınarak ölçümler 

yapıldı.   

1. -80°C’den doku örnekleri çıkarıldı. Örnekler, kit ve çözeltiler kullanılmadan 

önce oda sıcaklığına getirildi. 

2. Standartlar hazırlandı. 

3. Daha önceden kortizol antikoruyla kaplanmış olan kuyucuklara 40 µl örnekler 

eklendi. 

4. Standart kuyucuklarına 50 µl standart çözeltiler eklendi. 

5. Daha sonra örnek kuyucukların üzerine 10 µl biyotinleşmiş kortizole özgü 

saptama antikoru ilave edildi. 

6. Son olarak kör kuyucuklar haricindeki tüm kuyucuklara 50 µl Streptavidin-

Horseradish Peroxidase (HRP) antikoru eklendi. 

7. 37°C’de 60 dk süreyle inkübe edildi. 

8. İnkübasyon işlemini takiben serbest bileşenlerin uzaklaştırılması için tüm 

kuyucuklar yıkama solüsyonu kullanılarak yıkandı ve bu işlem 5 kez 

tekrarlandı. 
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9. Bütün kuyucuklara sırasıyla 50 µl substrat-A ve substrat-B reaktifleri eklendi. 

Kuyucukların rengi enzim-substrat reaksiyonu sonucunda kortizol miktarıyla 

doğru orantılı olarak maviye dönmeye başladı. 

10. 37°C’de 10 dk inkübe edildi.  

11. Enzim-substrat reaksiyonunun sonlandırılması amacıyla tüm kuyucuklara 50 

µl stop çözeltisi eklendi ve kuyucukların renginin sarıya dönmesi gözlendi. 

12. Tüm bu işlemler bittikten sonra plaka, 450 nm dalga boyunda mikroplaka 

okuyucusunda (BioTek ELx800 Absorbance Microplate Reader) okutuldu. 

13. Örneklerin absorbans değerleriyle standart eğri karşılaştırılarak kortizol 

miktarları tayin edilmiş oldu. 

14. Değerler ng/ml olarak ifade edildi. 

3.7.3. Kan Parametrelerinin Ölçümü 

Kan serum örneklerinde Alanin Aminotransferaz (ALT), Aspartat 

Aminotransferaz (AST), kan üre azotu (BUN), kreatinin, glikoz, trigliserid ve total 

kolesterol miktarları ölçüldü. Ölçümler Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Merkez 

Laboratuvarında biyokimya otoanalizör cihazı kullanılarak yapıldı. 

3.8. İstatistiksel Analizler 

Verilerin istatiksel analizleri SPSS 26 programı (IBM SPSS Statistics v26) 

kullanılarak yapıldı. Verilerin normal dağılıma uygunluğu Kolmogorov-Smirnov testi 

yapılarak değerlendirildi. Normallik testinin sonucunda gruplar arası karşılaştırmalar 

Kruskal-Wallis testi kullanılarak yapıldı. Gruplar arasında anlamlı bir fark görülmesi 

durumunda Bonferroni düzeltmeli Dunn’s testi kullanıldı ve grupların birbirleriyle 

olan ilişkileri karşılıklı bir şekilde incelendi. Sayısal değişkenler için ortanca, 

maksimum ve minimum değerler gibi tanımlayıcı istatistikler verildi ve bu veriler 

tablolar halinde sunuldu. İstatiksel anlamlılık düzeyi p<0,05 olarak kabul edildi. 
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İstatistiksel analiz sonucunda anlamlı farklılık saptanan veriler için kutu 

(boxplot) grafikleri oluşturuldu. Kutunun içerisinde yer alan yatay siyah çizgiler ile 

ortanca değerler, kutunun alt ve üst sınırlarıyla sırasıyla 25. ve 75. yüzdelikler 

gösterildi. Kutunun uçlarından çizilen doğrularla aykırı (aşırı) olmayan maksimum ve 

minimum değerler verildi. Bunun dışında aykırı olan değerlerin gösterilmesi için 

noktasal şekiller kullanıldı. Bu grafiklerin çizimi için SPSS 26 programı kullanıldı.  
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4. BULGULAR 

4.1. Süre Tayini için Yapılan Ön Çalışmanın Bulguları 

Tek seferde gavajla sıçanlara verilecek kakaonun muhtemel anksiyolitik 

etkisinin ne zaman ortaya çıkacağı literatürde mevcut olmadığı için ana deneylere 

başlamadan önce bu etkinin ortaya çıkacağı süre tayin edilmeye çalışılmıştır. Bunun 

için açık alan testi ve yükseltilmiş artı labirent testi yapılmıştır. Açık alan testi için 

sıçanların merkez alana giriş sayısı ve merkez alanda geçirdikleri süre 

değerlendirilmiştir. Yükseltilmiş artı labirent testinde ise sıçanların açık kollara giriş 

sayısı, açık kollarda geçirdikleri süre, açık kola giriş sayısının yüzdesi ve açık kolda 

geçen sürenin yüzdesi değerlendirilmiştir. Hem açık alan testi hem yükseltilmiş artı 

labirent testi sonuçları incelendiğinde gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark ortaya çıkmamıştır (p>0,05) (Tablo 4.1). Anlamlılık tespit edilmemiş olsa bile 90 

dk grubunda yer alan sıçanların 60 dk grubuna göre anksiyete benzeri davranışları 

ifade edilen parametrelerde daha düşük seviyede gözlenmiştir. 

Deney esnasında yükseltilmiş artı labirent test düzeneğinden 90 dk grubunda 

yer alan sıçanlardan 1 tanesi düşmüştür. Bu hayvanın verileri istatistiksel olarak 

değerlendirilmeye alınmamıştır. Tüm grupların davranış deneylerine ait 

parametrelerinin ortanca, maksimum ve minimum değerleri Tablo 4.1.de verilmiştir. 

        Tablo 4.1. Süre tayini için yapılan ön çalışmanın davranış testi parametreleri 
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4.2. Ana Deney Bulguları  

4.2.1. Hayvanların Vücut Ağırlıkları 

Sıçanların oral gavaj işlemi öncesinde vücut ağırlıkları ölçülmüştür. Gruplar 

arası vücut ağırlıkları incelendiğinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır 

(p>0,05) (Tablo 4.2). Tüm grupların vücut ağırlıklarına ait ortanca, maksimum ve 

minimum değerleri Tablo 4.2.de verilmiştir. 

Tablo 4.2. Vücut ağırlıkları 

 

4.2.2. Açık Alan Testi Bulguları 

Açık alan testi için değerlendirme kriterlerini sıçanların merkez alana giriş 

sayısı, merkez alanda geçirdikleri süre, çizgi geçme sayısı, şahlanma (iki ayağı üzerinde 

kalkma davranışı), tımarlanma (tüylerini temizlemek üzere yalanma, kaşınma) sayısı 

ve süresi oluşturmuştur. Tüm bu parametreler için grupların ortanca, maksimum ve 

minimum değerleri Tablo 4.3.te verilmiştir.  

Merkez Alana Giriş Sayısı ve Süresi 

Sıçanların merkez alana giriş sayıları değerlendirildiğinde merkez bölgeye en 

çok sayıda girişin K1000 grubunda olduğu saptanmıştır. K1000 grubunun merkez 

bölgeye giriş sayısı kontrol, tween80, diazepam ve sükroz gruplarına kıyasla 

istatistiksel olarak yüksek çıkmıştır (p<0,05) (Şekil 4.1). Merkez alanda geçirilen süre 

değerlendirildiğinde ise K1000 grubunun diğer gruplara göre daha uzun süre merkez 

bölgede zaman geçirdiği gözlenmiştir. Bununla birlikte gruplar arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05) (Tablo 4.3).  
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Tablo 4.3. Açık alan testi parametreleri 

 

 

 

Şekil 4.1. Merkez alana giriş sayısı parametresinin gruplar arası karşılaştırılması                       

* K1000’e göre (* = p<0,05). # Kontrole göre (# = p<0,05). aşırı değer.  çok aşırı 
değer. 

 

* 

 # 

* 
* 
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Şahlanma Sayısı 

Şahlanma davranışı incelendiğinde K1000 grubu, diğer gruplara kıyasla daha 

fazla sayıda şahlanma davranışı (şahlanma sayısı) sergilemesine rağmen K1000 

grubunun sadece kontrol, tween80 ve diazepam grupları ile olan ilişkisi istatistiksel 

olarak anlamlı çıkmıştır (p<0,05) (Şekil 4.2). Ayrıca K500 ve diazepam grupları arasında 

da şahlanma davranışı açısından anlamlı bir fark gözlemlenmiştir (p<0,05). K500 

grubu, diazepam grubuna kıyasla daha fazla miktarda şahlanma davranışı göstermiştir 

(Şekil 4.2). 

 

Şekil 4.2. Şahlanma sayısı parametresinin gruplar arası karşılaştırılması                                  

* K1000’e göre (* = p<0,05). # Kontrole göre (# = p<0,05). K500 grubuna göre               

( = p<0,05). aşırı değer. 

 Tımarlanma Sayısı ve Süresi 

Tımarlanma sayısı incelendiğinde K500 grubunun tımarlanma sayısı, K1000 

grubuna göre anlamlı derecede yüksek gözlenmiştir (p<0,05) (Şekil 4.3). Tımarlanma 

süresi dikkate alındığında ise gruplar arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05) 

(Tablo 4.3). 

* 

# 

* 
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Şekil 4.3. Tımarlanma sayısı parametresinin gruplar arası karşılaştırılması                            

* K1000’e göre (* = p<0,05). aşırı değer. 

 Çizgi Geçme Sayısı  

Çizgi geçme sayısı incelendiğinde ise en çok sayıda çizgiyi geçen grubun K1000 

grubu olduğu tespit edilmiştir (Tablo 4.3). K1000 grubunun çizgi geçme sayısı, 

diazepam ve sükroz gruplarına göre anlamlı derecede yüksek gözlenmiştir (p<0,05) 

(Şekil 4.4). 

 

Şekil 4.4. Çizgi geçme sayısı parametresinin gruplar arası karşılaştırılması                             

* K1000’e göre (* = p<0,05). aşırı değer. 

 

* 

* 
* 
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4.2.3. Yükseltilmiş Artı Labirent Testi Bulguları 

Yükseltilmiş artı labirent testinde sıçanların açık ve kapalı kollara giriş sayısı, 

açık ve kapalı kollarda geçirdikleri süre, açık kola giriş sayısının yüzdesi ve açık kolda 

geçen sürenin yüzdesi istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. Grupların ortanca, 

maksimum ve minimum değerleri Tablo 4.4.te verilmiştir. 

Deney esnasında düzenekten düşen hayvanlar istatistiksel olarak 

değerlendirilmeye alınmamıştır. Diazepam, K500, sükroz, K500+S ve tween80 

gruplarının her birinden birer hayvan, K1000+S grubundan iki hayvan, K1000 

grubundan ise üç hayvan test tamamlanmadan düşmüştür. Kontrol grubunda yer alan 

hayvanlar ise testi düşmeden tamamlamıştır. Böylece tüm analizler elli dört hayvan 

üzerinden gerçekleştirilmiştir. Sadece bu hayvanların verileri sunulmuştur. 

Tablo 4.4. Yükseltilmiş artı labirent testi parametreleri 
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Açık Kola Giriş Sayısı ve Yüzdesi 

Açık kola giriş sayısında K1000 grubu, kontrol grubuna göre anlamlı derecede 

yüksek gözlenmiştir (p<0,05) (Şekil 4.5). Ancak açık kola giriş sayısının yüzde olarak 

ifadesi değerlendirildiğinde gruplar arasında anlamlı bir fark ortaya çıkmamıştır 

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

 

Şekil 4.5. Açık kola giriş sayısı parametresinin gruplar arası karşılaştırılması                         

# Kontrole göre (# = p<0,05). aşırı değer. 

 Açık Kolda Geçirilen Süre ve Yüzdesi 

Açık kolda geçirilen süreler ve açık kolda geçirilen sürelerin yüzdelerine ait 

veriler değerlendirildiğinde K500 ve kontrol grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark bulunmuştur (p<0,05). K500 grubu, kontrol grubuna göre açık kolda daha fazla 

zaman geçirmiştir (p<0,05) (Şekil 4.6). Bu zamanın yüzdesi hesaplandığında da K500 

grubunun kontrol grubuna göre daha yüksek bir sonuca sahip olduğu görülmüştür 

(p<0,05) (Şekil 4.7). 

Kapalı Kola Giriş Sayısı ve Kapalı Kolda Geçirilen Süre 

Kapalı kola giriş sayısı ve kapalı kolda geçirilen sürelere ait veriler 

değerlendirildiğinde gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (p>0,05) (Tablo 4.4). 

 # 
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Şekil 4.6. Açık kolda geçilen süre parametresinin gruplar arası karşılaştırılması                 

# Kontrol göre (# = p<0,05). aşırı değer.             

 

Şekil 4.7. Açık kolda geçilen süre yüzdesi parametresinin gruplar arası karşılaştırılması 

# Kontrole göre (# = p<0,05, K1000 için n=5). aşırı değer. 

 

 

 

 # 

 # 
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Ön Çalışma Verileri ile Birlikte Ana Çalışma Verilerinin Değerlendirilmesi 

K1000 grubundan yer alan 8 hayvandan 3’ü yükseltilmiş artı labirent testini 

tamamlayamamıştır. En fazla veri kaybı bu grupta yaşanmıştır. Bu yüzden süre tayini 

çalışmasına ait yükseltilmiş artı labirent testinin 90 dk grubunda yer alan hayvanların 

verileri (n=3), ana çalışmaya eklenip ortaya çıkan sonuçların tekrar değerlendirilmesi 

düşünülmüştür. Ön çalışma (süre tayini) verileriyle birlikte hayvan sayısı 8’e çıkmıştır 

ve bu veriler tekrar değerlendirilmeye alınmıştır. Bu yeni değerlendirmeyle birlikte 

ana verilere (n=5) kıyasla herhangi bir farklılık oluşup oluşmadığına bakılmıştır. 

Sadece farklılık görülen parametrenin sonucu verilmiştir ve bu parametrenin grafiği 

oluşturulmuştur (Şekil 4.8.). 

Açık kolda geçirilen sürenin yüzde hesabı değerlendirildiğinde kontrol 

grubuna göre K500 ve ek olarak K1000 grubunda anlamlı bir artış gözlemlenmiştir 

(p<0,05) (Şekil 4.8). Yeni sonuçlarla K1000 grubunun verileri istatistiksel olarak 

anlamlı çıkmıştır. 

 

Şekil 4.8. Yükseltilmiş artı labirent testinin ön çalışma verileri ve ana çalışma 
verilerinin birlikte değerlendirilmesiyle açık kolda geçirilen süre yüzdesi 
parametresinin gruplar arası karşılaştırılması # Kontrole göre (# = p<0,05, K1000 için 

n=8). aşırı değer. 

 

# 

 # 
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4.2.4. Rotarod Testi Bulguları 

Rotarod testinde, sıçanların düzenek üzerinde kalma süreleri istatistiksel 

olarak değerlendirilmiştir. Rotarod testi değerlendirildiğinde düzenek üzerinde en az 

zaman geçiren grubun K500 grubu olduğu saptanmıştır. K500 ve tween80 grupları 

arasında anlamlı bir fark bulunmuştur (p<0,05) (Şekil 4.9). Bu gruplar haricinde diğer 

grupların kendi aralarında kıyaslamalarında ise istatiksel olarak anlamlı bir farklılık 

bulunmamıştır (p>0,05). Tüm grupların düzenek üzerinde kalma sürelerine ait 

verilerin ortanca, maksimum ve minimum değerleri Tablo 4.5. ile verilmiştir.  

Tablo 4.5. Rotarod testi  

 

 

Şekil 4.9. Düzenek üzerinde kalma süresinin gruplar arası karşılaştırılması                            

* Tween80’e göre (* = p<0,05). aşırı değer.  çok aşırı değer. 

 

 

 

* 
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4.2.5. Hipokampüs Dokusuna ait Bulgular 

Hipokampüs dokusuna ait GABA miktarları değerlendirildiğinde K500+S 

grubunun GABA miktarının diğer gruplara kıyasla daha yüksek düzeyde seyrettiği 

tespit edilmiştir. Bununla birlikte K500+S’nin sadece kontrol, diazepam ve tween80 

grupları ile arasındaki ilişki istatistiksel olarak anlamlı çıkmıştır (p<0,05) (Şekil 4.10). 

Ayrıca K1000+S ve Tween80 grupları arasında da GABA miktarları açısından istatiksel 

olarak anlamlı bir fark saptanmıştır. K1000+S grubunun GABA miktarının Tween80’e 

göre daha yüksek düzeyde olduğu gözlenmiştir (p<0,05) (Tablo 4.6) (Şekil 4.10). 

Tablo 4.6. GABA, serotonin ve noradrenalin miktarları  

 

R2= Determinasyon katsayısı, verilerin standart eğriye uyumunun göstergesi 

 

Şekil 4.10. GABA miktarının gruplar arası karşılaştırılması * K500+S’ye göre                       

(* = p<0,05). # Kontrole göre (# = p<0,05) K1000+S’ye göre ( = p<0,05). aşırı 
değer. 

* 

# 

*
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Serotonin miktarları değerlendirildiğinde K500 grubunun serotonin düzeyinin, 

diazepam, sükroz ve K1000 gruplarına kıyasla anlamlı olarak düşük miktarda olduğu 

tespit edilmiştir (p<0,05) (Şekil 4.11). Diğer grupların kendi aralarında 

kıyaslamalarında ise istatiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmamıştır (p>0,05).  

 

Şekil 4.11. Serotonin miktarının gruplar arası karşılaştırılması * K500 grubuna göre    

(* = p<0,05). aşırı değer.  çok aşırı değer. 

Son olarak hipokampüs dokusuna ait noradrenalin miktarları 

değerlendirildiğinde gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

saptanmamıştır (p>0,05) (Tablo 4.6). Tüm grupların GABA, serotonin ve noradrenalin 

miktarlarına ait ortanca, maksimum ve minimum değerleri Tablo 4.6. ile verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

* 
* 

* 
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4.2.6. Kan Serum Parametrelerine ait Bulgular 

Serum kortizol miktarı verilerine bakıldığında diazepam grubunun kortizol 

miktarının diğer gruplara oranla daha düşük seviyede olduğu tespit edilmiştir (Tablo 

4.6). Diazepam grubunun kortizol seviyesi K1000, K500 ve kontrol gruplarına göre 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde düşük bulunmuştur (Şekil 4.12). Ayrıca K1000+S 

ve tween80 grubunun kortizol miktarı K500 ve kontrol grubuna göre düşük seviyede 

bulunmuştur (p<0,05) (Şekil 4.12). Tüm grupların serum kortizol miktarlarına ait 

ortanca, maksimum ve minimum değerleri Tablo 4.7’de sunulmuştur. 

Tablo 4.7. Serum kortizol miktarları 

 

R2= Determinasyon katsayısı, verilerin standart eğriye uyumunun göstergesi 

 

 

Şekil 4.12. Serum kortizol miktarının gruplar arası karşılaştırılması * Diazepama göre 

(* = p<0,05). # Kontrole göre (# = p<0,05). K1000+S ve tween80 gruplarına göre         

( = p<0,05). aşırı değer. 

 # 

* 
* 

 # 
 # 
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Kan serum örneklerinde ayrıca karaciğer ve böbrek fonksiyonlarının 

değerlendirilmesi için ALT, AST, BUN ve kreatinin miktarları ölçüldü. Bunun yanında 

glikoz, trigliserid ve total kolesterol miktarları da incelendi. Ancak tüm bu 

parametreler değerlendirildiğinde gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

ortaya çıkmamıştır (p>0,05). ALT, AST, BUN ve kreatinin miktarlarına ait ortanca, 

maksimum ve minimum değerleri Tablo 4.8. ile verilmiştir. Glikoz, trigliserid ve total 

kolesterol miktarlarına ait ortanca, maksimum ve minimum değerleri Tablo 4.9. ile 

verilmiştir. 

Tablo 4.8. ALT, AST, BUN ve kreatinin miktarları 

 

Tablo 4.9. Glikoz, trigliserid ve total kolesterol miktarları 
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5. TARTIŞMA 

5.1. Süre Tayini 

Süre tayini için yapılan ön çalışmada açık alan testi ve yükseltilmiş artı labirent 

testi sonuçları incelendiğinde gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

görülmemiştir (p>0,05) (Tablo 4.1). Kullanılan hayvan sayısının yeterli miktarda 

olmamasından kaynaklı olarak anlamlı bir farkın ortaya çıkmadığı düşünülmüştür. 

Ancak yine de kakao uygulamasından 90 dk sonra sıçanlarda anksiyolitik benzeri 

davranışların 60 dakikaya göre daha fazla olduğu görülmüştür. 

Kakaonun anksiyolitik etkisinin zengin antioksidan içeriğinden kaynaklı olduğu 

düşünülmektedir (144,145). Bu yüzden ana çalışma için ön çalışmanın sonuçlarının 

yanı sıra polifenollerin emilim hızları dikkate alınmıştır. Kakaonun başlıca 

polifenollerinden olan (-)-epikateşin ve (+)-kateşin alımdan 30 dk sonra plazmada 

saptanabilir ve ortalama 2 saat içerisinde maksimum değere ulaşır. Ayrıca bu süre 

zarfında metilksantinlerin plazmada hala yarılanmadıkları bilinir (153, 162). Bununla 

birlikte davranış deneylerinden sonra alınacak olan kan ve hipokampüs dokusu 

örneklerinin polifenollerin kanda maksimum değerde olduğu zaman diliminde 

alınmasına önem verilmiştir. Tüm bu gerekçeler ve süre tayini (ön çalışma) deneyleri 

göz önüne alındığında ana çalışma için davranış deneyleri kakao alımından 90 dk 

sonra yapılmıştır. 

5.2. Davranış Testlerinin Değerlendirilmesi 

Davranış testleri için güncel olarak en sık kullanılan testler; açık alan testi ve 

yükseltilmiş artı labirent testidir (114). Bu testlerin bu kadar sık kullanılmasının sebebi 

hızlı ve kolay uygulanabilir olmasıdır (192). Bu testler, hayvanlara belirsizlik sunar. 

Belirsizlikten kaynaklı hayvanlarda içgüdüsel olarak tehlike algısı veya keşfetme 

arzusu oluşabilir. Bu da çeşitli davranış durumlarını ortaya çıkarır (193). Ortaya çıkan 

davranışların gözlemlenmesiyle hayvanların anksiyete düzeyi hakkında bilgi sahibi 

olunabilir. Bununla birlikte hayvanların anksiyete düzeylerini değerlendirebilmek için 

kullanılabilecek tek bir anksiyete ölçütü bulunmamaktadır (194). Bu yüzden aynı 
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hayvanlar için birden fazla testin kullanılması önerilen bir durumdur (195). Yapılan bu 

çalışmada açık alan testi ve yükseltilmiş artı labirent testi hayvanların anksiyete 

davranışlarının değerlendirilmesi amacıyla kullanılmıştır.  

5.2.1. Açık Alan Testi 

Açık alan testi için esas olarak hayvanların merkez alana giriş sayıları ve merkez 

alanda geçirdiği toplam süreler değerlendirilmiştir. Hayvanlar tehdit unsurlarına karşı 

kaçınma davranışı sergilerler (119). Hayvanlar, bu test genelinde merkez alanı tehdit 

unsuru olarak görür (115). Bu yüzden merkez alanda geçirilen sürenin ve merkez 

alana giriş sayılarının artışı sıçanlardaki anksiyete seviyesinin düşük olduğunu gösterir 

(117). Merkez bölgeye en fazla K1000 grubunun en az ise sükroz grubunun giriş 

yaptığı gözlenmiştir. Bununla birlikte K1000 grubunda merkez bölgeye giriş sayısında 

kontrol, tween80, diazepam ve sükroz gruplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

bir artış gözlemlenmiştir (p<0,05). Merkez alana giriş süresi incelendiğinde yine en 

fazla zamanı K1000 grubu merkez alanda geçirmiştir. Fakat merkez alanda geçirilen 

sürede istatistiksel olarak anlamlı bir fark oluşmamıştır. Bu veriler neticesinde K1000 

grubunda anksiyete davranışlarının azaldığı söylenebilir. 

Hayvanlar kaçınma davranışının yanı sıra yeni ortam hakkında fikir sahibi 

olmak için merak etme içgüdüsüyle birlikte keşfetme davranışları sergiler (119). 

Şahlanma (iki ayağı üzerinde yükselme) keşif davranışlarından biridir (117). Şahlanma 

ve normallik göstergesi olarak bilinen tımarlanma (tüylerini temizlemek üzere 

yalanma, kaşınma) davranışları destekleyici veri olarak bu çalışmada 

değerlendirilmiştir. Şahlanma sayısı, tımarlanma sayısı ve süresi hesaplanmıştır. Söz 

konusu bu parametreler sadece davranışsal gözlemlere dayalı oldukları için duygusal 

boyutları belirlemede tek başına görev almamaktadır (196). Şahlanma sayısının azalışı 

anksiyetenin bir göstergesi sayılır (117). Tımarlanma davranışı hakkında ise iki farklı 

görüş bulunmaktadır (117, 197). Hayvanların stres altında kendilerini rahatlatmak 

amacıyla tımarlanma davranışını arttırdığı görüşüne dayanarak bu çalışma için 

tımarlanma davranışının artışı anksiyete ile ilgili davranışlarla ilişkilendirilmiştir.  
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K1000 grubunda şahlanma sayısı en fazla görülürken tımarlanma sayısı ve 

süresi en az görülmüştür. K1000 grubunun şahlanma sayısı kontrol, tween80 ve 

diazepam gruplarına göre anlamlı şekilde yüksek seviyededir (p<0,05). K500 

grubunda ise sadece diazepam grubuna göre şahlanma sayısı anlamlı derecede 

yüksek bulunmuştur (p<0,05). Akut benzodiazepin uygulaması sıçanlarda keşif 

davranışlarını azaltabilir. Bu azalma düşük dozlarda ortaya çıkar (198). Çalışmamızda 

diazepam grubunun en az sayıda şahlanma davranışı göstermesi bu durumla 

ilişkilendirilebilir. Tımarlanma süresi gruplar arasında bir farklılık oluşturmazken 

tımarlanma sayısında kakao grupları (K500 ve K1000) arasında bir farklılık 

görülmüştür (p<0,05).  

Son olarak açık alan testinde çizgi geçme sayısı değerlendirilmiştir. Çizgi geçme 

sayısında artış anksiyete benzeri davranışların azaldığını gösterirken aynı zamanda 

hayvanların genel aktivitesi hakkında bilgi verir (199). En çok sayıda çizgiyi K1000 

grubu geçmiş olup bu grupta hareketlilik artışı gözlemlenmiştir. Bu gözlem önceki 

çalışmalar ile tutarlı sayılabilir (159, 170, 200, 201). K1000 grubunun çizgi geçme 

sayısında diazepam ve sükroz gruplarına kıyasla anlamlı bir yükseklik gözlenmiştir 

(p<0,05). Gözlemlenen hareketlilik, metilksantinlerden kaynaklı olarak adenozin 

reseptörlerinin blokajına bağlı bir şekilde gerçekleşmiş olabilir (201). Öte yandan en 

az sayıda çizgiyi geçen grubunun diazepam grubunun olduğu görülmektedir. 

Benzodiazepinlerin en sık görülen etkilerinden birinin motor yavaşlama olduğu 

düşünüldüğünde en az sayıda çizgiyi geçen grubun diazepam grubu olması normal 

karşılanabilir (109). Bununla birlikte akut BDZ uygulamasının keşif davranışlarını 

azalttığı gibi çizgi geçme sayısını da azaltabileceği düşünülebilir. Diazepam grubunda 

rotarod testinde belirgin hareket azalması gözlemlenmemesi bu son düşünceyi 

destekleyebilir. 

Açık alan testine ait tüm bu veriler değerlendirildiğinde K1000 uygulamasının 

sıçanlarda anksiyete ile ilgili davranışları azalttığı düşünülmektedir. Ancak bu etki 

K500 grubunda görülmemiştir. Bu durum kakao dozuyla ilişkili olabilir. Bununla 

birlikte sükroz grubu, kontrol grubuyla karşılaştırıldığında sıçanların davranışlarında 

anlamlı bir fark ortaya çıkarmazken sükrozun kakaoyla birlikte kullanılmasının 
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kakaonun anksiyolitik etkisini düşürdüğü yönünde bir çıkarım yapılabilir. Sükrozun 

etkisini araştıran bir çalışmada 14 gün boyunca günlük sükroz ve sükroz+kafeine 

erişim sağlanmıştır. Anılan bu çalışmanın açık alan testinin sonuçlarında ise yaptığımız 

çalışmanın aksine kafein ve sükrozun birlikte kullanılmasıyla anksiyeteyle ilişkili 

davranışların azaldığı görülmüştür. Ancak bizim çalışmamızın sadece tek bir seferlik 

uygulamaya bağlı akut etkiyi hedeflediği buna karşın söz konusu olan çalışmanın 14 

gün uygulama içerdiği dikkate alınmalıdır. Bunun yanında bizim çalışmamıza benzer 

şekilde sükroz ve kontrol grupları birbirleriyle kıyaslandığında fark görülmediği 

raporlanmıştır (202).   

5.2.2. Yükseltilmiş Artı Labirent Testi  

Yeni bir çevre ve yükseklik sıçanlarda anksiyete duygusu oluşturur. Bu yüzden 

sıçanlar açık kollardan kaçınma ve kapalı kollarda daha fazla zaman geçirme 

eğiliminde olur. Dolayısıyla kapalı kollarda zaman geçirmek yüksek anksiyete 

düzeyine işaret eder (123). Ayrıca anksiyolitik aktiviteye sahip ilaçlar açık kola giriş 

sayısını ve açık kolda geçirilen süreyi arttırırken anksiyojenik aktiviteye sahip ilaçlar 

bu değişkenlerin her ikisini de azaltmaktadır (203). Yükseltilmiş artı labirent testi 

yapılırken 64 hayvan içinden 10 hayvanın açık kollardan düştüğü tespit edilmiştir. Bu 

hayvanlar testi tamamlayamamış kabul edilmiş ve bu test için verileri değerlendirme 

harici bırakılmıştır. Test sonuçlarının doğruluğu ve güvenirliği için bu uygulamanın 

yapılması önerilen bir durumdur (182). Bu yüzden 54 hayvanın verilerine göre 

istatistiksel değerlendirme yapılmıştır. Yapılan bu çalışma için kullanılan test 

düzeneğinde hayvanların açık kollardan düşmesini engelleyecek bir bariyer 

bulunmamaktadır. Dolayısıyla hayvanların düşmesi test düzeneğinin tasarımından 

kaynaklı gerçekleşmiş olabilir. Bu durumu önlemek amacıyla açık kollara bariyer 

koyulması yapılacak daha sonraki çalışmalar için tavsiye edilebilir. 

Açık kola en fazla K1000 grubunun (n=5) girdiği, en az ise kontrol grubunun 

(n=8) girdiği gözlemlenmiştir ve iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmuştur (p<0,05). Öte yandan açık kola giriş yüzdesi hesaplandığında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark ortaya çıkmamıştır (p>0,05). Açık kolda en fazla süreyi sırasıyla 
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K500 ve K1000 grubu geçirirken en az süreyi kontrol grubu geçirmiştir. K500 grubu 

(n=7), kontrol grubuna kıyasla daha fazla açık kolda zaman geçirmiştir (p<0,05). 

Bununla birlikte orantılı bir şekilde açık kolda geçirilen sürenin yüzde hesabında da 

K500 grubu, kontrol grubuna göre daha yüksek yüzdeye sahiptir (p<0,05). Bu sonuçlar 

kateşinin farklı dozlarda uzun süreli uygulandığı bir çalışmayla benzer çıkmıştır. Açık 

kola giriş sayısı yüksek dozda kateşin uygulanan grupta görülürken açık kola giriş 

süresi daha düşük dozdaki grupta görülmüştür (159).  

Kakao kullanılarak yapılan ve kakaonun anksiyolitik etkisini gösteren 

literatürde bulunan tek hayvan çalışmasında T labirent kullanıldığı için parametrelerin 

karşılaştırılması yapılamamıştır (170). Diğer yandan yükseltilmiş artı labirentin 

kullanıldığı bizim çalışmamız da kakaonun anksiyete benzeri davranışları 

azaltabileceği düşüncesini destekler niteliktedir. Açık kolda en fazla süreyi K500 grubu 

geçirirken açık kola en fazla giriş yapan K1000 grubudur (p<0,05). Ayrıca açık kolda 

geçirilen süre ve sürenin yüzdesinde K500 grubundan sonra K1000 grubunun 

değerleri gelmektedir. K1000 grubunda labirentten düşmeye bağlı veri kaybının diğer 

gruplara göre daha fazla olması sonuçların istatistiksel olarak anlamlılığını etkilemiş 

olabilir. 

 K500 grubunun bu testte görülen anksiyolitik etkisinin açık alan testinde 

görülmediğini vurgulamak gerekmektedir. Yapılan her bir anksiyete testi için 

hayvanların duygusal profilinin sadece bir kısmı hakkında bilgi verdiği yönünde 

görüşler bulunmaktadır. Yani farklı testler anksiyetenin bir diğer yönünü sunabilir. 

Çalışmamızda kullanılan anksiyete testlerinin bulgularının bazı farklılıkları bu durumla 

ilişkili olabilir. Bununla beraber uygulanan farklı anksiyete testlerinin sonuçlarının 

birbiriyle örtüşmeme durumuna literatürde de rastlanmıştır (195, 204).  

K1000 grubuna (n=5), daha önce yapılan ve hazır olarak elde bulunan süre 

tayini (ön çalışma) çalışmasının 90 dk grubunda yer alan hayvanların verileri (n=3) 

eklenip herhangi bir değişiklik olup olmadığı incelenmiştir. Ana çalışma sonuçları 

değerlendirildiğinde K1000 grubunda açık kolda geçirilen sürenin yüzde hesabı 

istatistiksel anlamlılık oluşturmazken ön çalışma sonuçlarıyla birleştirildiğinde 
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istatistiksel anlamlılık düzeyine ulaşılmıştır (Şekil 4.8). Bu durum da hayvan sayısının 

arttırılmasıyla birlikte K1000 uygulamasının anksiyolitik etki üzerinde istatistiksel 

anlamlılığın ortaya çıkarabileceğini göstermiştir.   

Yükseltilmiş artı labirent testinin verilerinde sükrozun etkisine bakıldığında, 

sükroz grubunda yer alan sıçanlarla kontrol grubunda yer alan sıçanların 

davranışlarında anlamlı bir fark ortaya çıkmazken sükrozun kakaoyla birlikte 

kullanılmasının kakaonun anksiyolitik etkisini düşürdüğü söylenebilir. Önceki bir 

çalışma, kakao gibi antioksidan yönünden zengin olan bal ve sükrozun anksiyete ile 

ilişkisini araştırmıştır. Bal ve sükroz hayvanların diyetlerine eklenmiştir. Balın 

anksiyete davranışlarını azalttığı gözlenirken sükrozun bir etki göstermediği ortaya 

çıkmıştır. Bununla birlikte bal bazlı diyet ne kadar uzun süre uygulanırsa, 

anksiyetedeki azalmanın o kadar fazla olduğu görülmüştür (179). Bu da antioksidanlar 

açısından zengin içeriğe sahip kakaonun diyete eklenmesinin ve uygulanma süresinin 

artırılmasının anksiyolitik etkisini arttırabileceğini düşündürtmektedir. 

Davranış testlerinin sonuçları hakkında genel bir yorumda bulunmak gerekirse 

kakaonun anksiyeteyle ilişkili davranışları azalttığı fakat sükrozla birlikte 

uygulandığında anksiyete azaltıcı etkiyi düşürdüğü görülmektedir. Sükrozun 

anksiyete davranışlarını arttırdığına yönelik az sayıda çalışma bulunmasına rağmen 

yapılan bu çalışma anksiyete davranışlarını arttırdığı yönde sonuçlar ortaya 

çıkarmıştır (176). Davranış testlerinin polifenollerin kanda maksimum seviyede 

olduğu zaman diliminde (yaklaşık 2 saat) veya polifenollerin kanda ilk görüldüğü (30 

dk) anda yapılması kakaonun anksiyete davranışları üzerindeki etkilerinin farklı 

yönlerini ortaya koyabilir. Bununla beraber hayvanların bireysel kaygı düzeyleri ve 

duygusal strese dirençleri birbirinden farklılık gösterebileceği düşünülmelidir (195). 

Bu tarz farklılıklar çıkan sonuçları negatif yönde etkileyebilir. Bu olası negatif etkinin 

azaltılması için daha fazla sayıda hayvanın kullanılması önerilebilir. 

5.2.3. Rotarod Testi  

Anksiyete testlerinin doğru bir şekilde yorumlanabilmesi için hayvanların 

motor aktivitesi hakkında fikir sahibi olmak önemlidir. Çünkü hareket sistemindeki 



68 

 

değişimlere bağlı olarak davranışlarda değişiklikler gözlemlenebilir (125). Kakaonun 

içerisinde adenozin reseptörleri blokajıyla psikomotor uyarımı arttıran 

metilksantinler olduğu için lokomotor aktivitenin kakaonun miktarına göre artması ya 

da değişmemesi beklenir (201). Çalışmamızda K500 grubunda yer alan sıçanlar 

rotarod testi düzeneği üzerinde en az zaman geçiren grup olmuştur ancak kontrol 

grubuyla karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark ortaya çıkmamıştır. 

Bununla birlikte diğer kakao gruplarıyla kontrol grubu kıyaslandığında aralarında 

herhangi bir motor aktivite değişikliği gözlemlenmemiştir. Bu durum anksiyete 

testlerinde (açık alan testi ve yükseltilmiş artı labirent testi) kakao uygulamasına bağlı 

olarak anksiyete davranışlarında azalma yönünde görülen etkinin lokomotor 

aktivitedeki değişime bağlı olmadığını ve daha çok anksiyolitik etkiye bağlı olduğunu 

düşündürmektedir. 

Benzodiazepinlerin motor aktiviteleri yavaşlattığı veya bozduğu bilinmektedir 

(93, 109, 198). Bu yüzden diazepam grubunun düzenekte en az zamanı geçirmesi 

beklenmiştir. Ancak diğer gruplarla arasında istatistiksel olarak bir fark ortaya 

çıkmamıştır (p>0,05). Böylelikle tüm bu sonuçlarla motor aktiviteye (motor 

koordinasyon) bağlı olarak davranışsal testlerdeki performansın etkilenmediği 

yönünde yorum yapılabilir.  

5.3. Hipokampüs GABA Seviyeleri  

GABA, kemirgenlerde anksiyete ile ilgili davranışların ana düzenleyicisi olarak 

kabul edilmektedir (197). Anksiyete bozukluğunda GABA konsantrasyonunun 

azaldığını bildiren çalışmalar mevcuttur (205). Benzodiazepinlerin akut uygulamasının 

GABA miktarlarını arttırarak veya azaltarak etki gösterdiğine ilişkin çalışmalar 

literatürde mevcuttur ancak etki mekanizması hala belirsizliğini korumaktadır (206, 

207). Yapılan bir çalışma, düşük hipokampal GABA seviyesini artan stres 

davranışlarıyla ilişkilendirmektedir (197). Bu doğrultuda yüksek hipokampal GABA 

seviyesini azalan anksiyete düzeyiyle ilişkilendirmek mümkündür.  

Bu çalışmada diazepam grubunda yer alan sıçanların GABA miktarları, 

tween80 ve kontrol grubundaki sıçanlarla birlikte düşük seviyede izlenmiştir. Sadece 
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kakaonun verildiği grupta GABA miktarı diazepam, kontrol ve tween80 gruplarına 

göre yüksek seviyede seyretmekle birlikte istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç ortaya 

çıkmamıştır. İlginç bir şekilde kakao ve sükrozun birlikte verildiği gruplarda GABA 

miktarının arttığı görülmüştür. K500+S’nin kontrol, diazepam ve tween80 grupları ile 

arasındaki ilişki istatistiksel olarak anlamlı çıkarken K1000+S grubunun sadece 

tween80 ile arasındaki ilişki istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05). 

Literatür tarandığında sükrozun daha çok dopaminerjik sistemler üzerinden 

etkisini gösterdiği gözlemlenmiştir. Bu yüzden kakaoyla birlikte sükrozun verildiği 

durumlarda kakaonun var olan etkisinin değişmemesi beklenilen bir durumdur. 

Literatürde sükrozun veya şekerin GABA ile ilişkisini araştıran çalışmaların sayısı 

oldukça azdır. Bu çalışmalardan birinde sıçanlara 3 hafta boyunca fruktoz yönünden 

zengin bir diyet uygulanmıştır. Çalışmanın sonucunda beyin GABA seviyelerinin 

değişmediği gözlenmiştir (208). Bununla birlikte bazı polifenollerin GABAA 

reseptörleri üzerinden etki gösterdiği bilinmektedir (156, 157). Kakaonun da etki 

etme mekanizmasının GABAA üzerinden olması olasıdır. Bu yüzden sükroz ve 

kakaonun birlikte uygulandığı gruplarda ortaya çıkan GABA artışını kakaoyla 

ilişkilendirilebilir. 

5.4. Hipokampüs Serotonin Seviyeleri  

Serotonin seviyesindeki azalmanın anksiyete ile ilişkili olabileceği 

düşünülmektedir (209). Anksiyolitik ilaçların bir kısmı serotonerjik iletimi ve serotonin 

miktarını arttırmayı hedefler (106, 107). Artan serotonin miktarı, hipokampüs dahil 

olmak üzere farklı beyin bölgelerinde gözlemlenebilir (210).  

Düzenli kakao tüketiminin beyindeki serotonin konsantrasyonlarını arttırdığı 

literatürde bildirilmiştir. Bunun yanı sıra akut kakao tüketiminde serotonin 

konsantrasyonunda bir değişim gözlemlenmemiştir (170). Yapılan bu çalışmada en 

yüksek serotonin miktarı diazepam grubunda görülmüştür. Bunu takiben sükroz ve 

K1000 gruplarında serotonin miktarı yüksek düzeyde saptanmıştır. En düşük 

serotonin miktarı ise K500 grubunda görülmüştür. Diazepam, sükroz ve K1000 

gruplarının serotonin miktarı K500’e göre daha yüksek bulunmuştur (p<0,05). Ancak 
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tüm bu grupların (diazepam, sükroz, K1000, K500) kontrolle kıyaslandığı durumda 

anlamlı bir farkın ortaya çıkmadığını belirtmek gereklidir (p>0,05).  

Flavonoidlerin etkisini araştıran bir çalışma, artan flavonoid dozlarında 

serotonin miktarında artış görüldüğünü raporlamıştır. Fakat bu etki uzun süreli 

kullanım sonucu ortaya çıkmıştır (211). Bizim çalışmamızın sonuçlarıyla birlikte bahsi 

geçen bu çalışmanının bulguları serotonin artışının akut kullanımdan ziyade uzun 

süreli kullanıma bağlı olarak ortaya çıkabileceğini düşündürebilir.  

Kakao ve sükroz birlikte kullanıldığında serotonin miktarında istatistiksel 

olarak anlamlı bir değişim görülmemiştir. Bu da sükrozun serotonin miktarına yönelik 

etkisinin herhangi bir değişkenlik oluşturmadığı yönde olduğunu gösterebilir. 

5.5. Hipokampüs Noradrenalin Seviyeleri  

Anksiyeteli bireylerde locus coeruleus bölgesinde aktivite artışıyla birlikte 

noradrenalin seviyelerinde artış görüldüğü bildirilmiştir (212). Kakaonun hem tek doz 

hem de uzun süreli olarak uygulandığı bir çalışma, NA seviyesini değiştirmediğini 

ortaya koymuştur (170). Yaptığımız bu çalışmanın sonuçları benzer şekilde çıkarak bu 

görüşü destekler niteliktedir. 

5.6. Kan Serum Parametreleri  

Performans kaygısı gibi akut anksiyete durumlarında, kortizol miktarı 

yükselirken kronik anksiyete bozukluklarında kortizol miktarı düşer (88). 

Benzodiazepinler, akut uygulamayı takiben kortizol salınımını azaltır (213). Yapılan bu 

çalışmada serum kortizol miktarı değerlendirildiğinde literatürle uyumlu olarak 

diazepam grubunun kortizol miktarı diğer gruplara oranla daha düşük seviyede 

bulunmuştur. Diazepam grubunun kortizol seviyesi K1000, K500 ve kontrol gruplarına 

göre istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük düzeydedir (p<0,05). Önceki 

çalışmalar uzun süreli kakao tüketiminin ya da kakaonun diyete eklenmesinin kortizol 

miktarını düşürdüğünü ve bunu da 11β-hidroksisteroid dehidrogenaz enziminin 

inhibe edilmesi sonucunda ortaya çıkabileceğine dikkat çekmiştir (158, 214). Ancak 

kakaonun tek seferlik kullanımında kortizol miktarıyla ilişkisini araştıran bir çalışmaya 



71 

 

rastlanmamakla birlikte yaptığımız çalışma da tek doz kakaonun kortizol miktarı 

üzerinde bir farklılık ortaya çıkarmamıştır.  

Sükrozun uzun süreli kullanımının kortizol miktarını düşürdüğüne yönelik 

çalışmalar literatürde mevcuttur (174, 175). Yapılan bu çalışma, sükrozun tek doz 

kullanımı sonrasında kortizol miktarının düşük seviyelerde olduğunu göstermektedir. 

Ancak bu sonuç istatistiksel olarak anlamlı değildir. Bununla birlikte sükroz ve 

kakaonun birlikte kullanılmasının kortizol salınım düzeyini azalttığı gözlemlenmiştir. 

K1000+S grubunun kortizol miktarı K500 ve kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde düşük seviyede bulunurken K500+S grubunun kortizol miktarı ise 

kontrole göre istatiksel olarak anlamlı olmasa dahi daha düşük seviyede bulunmuştur. 

Bu etki sükrozun varlığıyla ilişkilendirilebilir. Ayrıca kakao miktarının artışının artan 

polifenol miktarıyla orantılı olarak bu etkiyi güçlendirebileceği varsayılabilir. 

Akut kakao uygulamasının 500 ve 1000 mg/kg doz olarak verilmesinin 

karaciğer ve böbrek fonksiyonlarını bozmaması beklenilmiştir. Yaptığımız çalışmada 

beklenildiği gibi uygulanan dozlarda herhangi bir toksik etki görülmemiştir.  

Kakaonun uzun süreli kullanımında lipit profilini iyileştirdiği ve glikoz seviyesini 

düşürdüğü bilinmektedir (215, 216). Total kolesterolü ve düşük yoğunluklu 

lipoproteini (LDL) azalttığı raporlanırken trigliserid ve yüksek yoğunluklu lipoproteini 

(HDL) etkilemediği gözlemlenmiştir (215). Yapılan bir çalışmada Tip 2 diyabetli 

bireylerin akut kakao takviyesi sonrasında toplam kolesterol ve trigliserid 

seviyelerinde herhangi bir değişim görülmezken HDL seviyesinde artış 

gözlemlenmiştir (217). Yaptığımız çalışma sağlıklı denekleri içeren hayvan çalışması 

olmasıyla beraber benzer şekilde total kolesterol ve trigliserid seviyelerinde gruplar 

arasında bir fark görülmemiştir. Bunun yanı sıra glikoz seviyesi incelendiğinde yine 

gruplar arasında anlamlı bir değişim ortaya çıkmamıştır. 

Hem kakaonun hem şekerin anksiyete mekanizması üzerine literatürde az 

sayıda çalışmaya rastlanmıştır. Bununla birlikte daha önce yapılan sükroz 

çalışmalarının sonuçları değişkenlik göstermektedir. Bu durum da esas olarak etkisini 

araştırdığımız kakaonun sonuçlarını yorumlamayı zorlaştırmaktadır.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

• Kakao uygulaması sıçanlarda doz farkına göre davranış testlerinde farklı 

sonuçlar ortaya çıkarmıştır. Bununla birlikte genel olarak anksiyeteyle ilişkili 

davranış parametrelerindeki değişimler dikkate alındığında kakaonun 

anksiyete davranışlarını azalttığı söylenebilir. Sükrozla birlikte uygulandığında 

ise bu etkinin kaybolduğu gözlemlenmiştir. 

• Kakao, GABA miktarları üzerinde bir etki oluşturmamıştır. Sükrozla birlikte 

uygulandığında kakao GABA üzerindeki yükseltici etki göstermiştir. 

• Kakao ve kakaoyla birlikte sükroz uygulaması serotonin ve noradrenalin 

miktarını değiştirmemiştir.  

• Kakao, kortizol miktarları üzerinde herhangi bir farklılık ortaya çıkarmamıştır. 

Ancak kakao ve sükroz birlikte kullanıldığında kortizol miktarı azalmıştır. 

• Akut kakao uygulaması karaciğer ve böbrek fonksiyonları üzerinde herhangi 

bir değişiklik yapmamıştır. Ayrıca kan glikozu, total kolesterol ve trigliserid 

seviyelerini de değiştirmemiştir. 

Kakaonun akut anksiyolitik etkilerinin doza bağımlılığını, etki süresini ve kesin 

etki mekanizmasını ortaya çıkarabilmek için daha fazla çalışmaya ihtiyaç 

duyulmaktadır. 

Kakao birçok farklı bileşeni barındıran bir maddedir. İçeriğinde bulunan 

maddelerin kana karışma süreleri farklılık göstermektedir ve bu maddelerden hangisi 

ya da hangilerinin anksiyete mekanizmasını etkilediği net olarak bilinmemektedir. 

İçeriğinde bulunan kafeinin dozuna göre hem anksiyojenik hem anksiyolitik etkisi 

varken polifenollerin anksiyolitik etki oluşturduğu düşünülmektedir. Yani bu iki etken 

madde birbirine zıt çalışabilir veya birbirinin etkisini büyütebilir. Bu yüzden kakaodan 

elde edilen çeşitli biyoaktif maddelerle birlikte kakaonun daha detaylı şekilde 

araştırılması literatüre katkı sağlayacaktır.  
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