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Arastirma Makalesi / Research Article

Kaju (Anacardium occidentale L.) Bitki Ekstrelerinin
Anksiyolitik  Etkisinin Biyoinformatik Temelli
Gelistirilen Lipidom Analiz ile Beyin Dokularinda
Arastirilmasi: Zebra Baligi Modellemesi

Investigation of Anxiolytic Effect of Cashew (Anacardium
occidentale L.) Plant Extracts in Brain Tissues by Bioinformatics
Based Lipidome Analysis: Zebrafish Modeling (Chemometric

Analysis)
0z

Amag: Bu calismada, predator stresi ile zebra baliklarinda olusturulan anksiyete modelinde, kaju (Anacardium
occidentale) meyvesinin metanol ekstresinin anksiyolitik etkisi ve bu etkinin molekiler mekanizmasi
incelenmistir. Calismanin temel amaci, kaju metanol ekstresinin zebra baligi modelinde anksiyolitik etkisini
belirlemek ve bu etkilerin altinda yatan biyokimyasal mekanizmalari lipidomiks analizleri araciligiyla molekiler
diizeyde agiklamaktir.

Yontem: Deneyde, predatdr stresine maruz birakilan 18 zebra baligi rastgele ii¢ gruba ayriimistir. Ug hafta
suresince, her gruba farkli bir uygulama yapilmistir: Birinci gruba farmasotik referans ilag olarak diazepam, ikinci
gruba 100 gram toz haline getirilmis kaju meyvesinin metanolde maserasyon yontemiyle hazirlanmis ekstresi,
Uglincli gruba ise kontrol grubu olarak yalnizca standart yem verilmistir. Bu siire¢ boyunca baliklarin davranigsal
ve biyokimyasal degisimleri izlenerek anksiyolitik etkinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Bulgular: Deneyler sonucunda, kaju ekstresi ile tedavi edilen deney grubu ve diazepam ile tedavi edilen kontrol
grubu basariyla aynistiriimistir. Gergeklestirilen ayrim analizlerinin dogrulugu, hassasiyeti ve o6zgilligu ek
deneylerle dogrulanmistir. Anksiyete durumundaki zebra baliklarinin beyin dokusunda metabolit profili 6nemli
Olglde degisim gostermis olup, calismada anlamli farklilik gosteren toplam 64 metabolit tespit edilmistir.
Sonug: Zebra baligi modelinde, deney grubu kaju ekstresi ile, kontrol grubu ise diazepam ile tedavi edilmistir.
Yapilan analizler sonucunda, kaju ekstresinin igerdigi anakardik asit ve triptofan bilesikleri sayesinde anksiyolitik
etkisinin belirgin oldugu ve bu etkinin bilimsel olarak dogrulandigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anacardium occidentale, anksiyete, anakardik asit, lipidomiks, tof ms/ms, zebra baligi

ABSTRACT

Obijective: In this study, the anxiolytic effect of methanol extract of cashew (Anacardium occidentale) fruit and the
molecular mechanism of this effect were investigated in an anxiety model induced in zebrafish by predator stress.
The main objective of the study was to determine the anxiolytic effect of cashew methanol extract in a zebrafish
model and to explain the biochemical mechanisms underlying these effects at the molecular level through
lipidomics analyses.

Methods: In the experiment, 18 zebrafish exposed to predator stress were randomly divided into three groups.
Each group received a different treatment for three weeks: the first group received diazepam as a pharmaceutical
reference drug, the second group received 100 grams of powdered cashew fruit extract prepared by maceration
in methanol, and the third group received only standard feed as a control group. During this process, the aim was
to evaluate the anxiolytic effect by monitoring the behavioral and biochemical changes of the fish.37.8% of the
participants were male.

Results: As a result of the experiments, the experimental group treated with cashew extract and the control
group treated with diazepam were successfully differentiated. The accuracy, sensitivity and specificity of the
discrimination analyses performed were confirmed by additional experiments. The metabolite profile in the brain
tissue of zebrafish in the anxiety state showed significant changes, and a total of 64 metabolites were detected
that showed significant differences in the study.

Conclusion: In the zebrafish model, the experimental group was treated with cashew extract, and the control
group was treated with diazepam. As a result of the analyses, it was shown that the anxiolytic effect of cashew
extract was evident thanks to the anacardic acid and tryptophan compounds it contained, and this effect was
scientifically confirmed.

Keywords: Anacardic acid, Anacardium occidentale, anxiety, lipidomix, tof ms/ms, zebra fish
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Giris

Bitkisel kaynakh bilesiklerin farmakolojik potansiyelinin
degerlendirilmesi, geleneksel tiptan modern tibba uzanan koklu
bir gecmise sahiptir. Ozellikle anksiyolitik 6zelliklere sahip bitkisel
tedaviler, anksiyete bozukluklarina yonelik mevcut tedavi
seceneklerine alternatif veya tamamlayici yaklasimlar olarak
giderek daha fazla ilgi gormektedir. Bu baglamda, kaju
(Anacardium occidentale) bitkisinin anksiyolitik 6zelliklerine
odaklanmak, dogal kaynakli potansiyel tedavi segeneklerinin
kesfinde 6nemli bir adim olabilir (Dendena & Corsi, 2014).

A. occidentale L., Anacardiaceae familyasina ait tropik bir agag
olup, 6zellikle kaju fistigI ve meyvesiyle taninmaktadir. Bu bitkinin
baglica biyoaktif bilesenleri arasinda anakardik asitler, tanenler,
flavonoidler ve diger fenolik bilesikler yer almaktadir. S6z konusu
bilesiklerin anti-inflamatuar ve antioksidan 6zelliklere sahip
oldugu bilinmektedir (Akinpelu, 2001). Ayrica, yapilan bazi 6n
calismalar, kaju ekstrelerinin anksiyete Uzerinde olumlu etkiler
gosterebilecegini ortaya koymustur. Ancak, bu bulgularin daha
genis  Olgekli ve kontrolli  c¢alismalarla  dogrulanmasi
gerekmektedir (Konan & Bacchi, 2007; Razali et al., 2008).
Arastirmalar, kaju agaci ekstrelerinin hem fistik hem de elma dabhil
olmak lizere potansiyel saglk faydalari sundugunu gostermistir.
Bu faydalar arasinda antidiyabetik, kansere karsi koruyucu ve
gastroprotektif etkiler bulunmaktadir. Ayni zamanda antiseptik,
antioksidan, antiviral ve antifungal gibi farmakolojik etkileri igin
kullanilmaktadir. Antidepresan etkileri Gzerindeki arastirmalar ise
hala devam etmektedir. Agacin kabugu ve yapraklari, ishal ve dis
agrilar gibi cesitli rahatsizliklar tedavi etmek icin geleneksel
ilaglarda kullaniimaktadir (Lim, 2010).

Kaju, vitaminler, mineraller, yag asitleri, proteinler ve
anakardik asit, tanenler, saponinler gibi biyolojik agidan aktif
fitokimyasallar icermektedir (Togola et al., 2020). Bu bilesenler,
anti-inflamatuar ve noroprotektif o6zellikler gostererek sinir
sistemi tizerinde olumlu etkilere sahip olabilir. Ozellikle anakardik
asit ve polifenoller, anksiyete gibi psikolojik rahatsizliklarin
hafifletilmesinde potansiyel faydalar saglayabilir. Anksiyete,
zaman zaman normal kabul edilse de asiri ve kontrol edilemez
hale geldiginde yasam kalitesini dlstren bir saghk problemine
doénusebilir. Klinik olarak anksiyete bozuklugu tanisi igin, kisinin
en az alti ay boyunca belirgin veya belirsiz kaygi yasamasi ve bu
durumun ginlik islevselligini etkilemesi gerekmektedir. Genetik
yatkinhk, cevresel faktorler ve beyin kimyasindaki dengesizlikler
gibi cesitli etmenler anksiyetenin gelisiminde rol oynar. Anksiyete
bozukluklari; panik bozukluk, sosyal anksiyete ve genellesmis
anksiyete bozuklugu gibi alt tirlere ayrilir (Bandelow et al., 2017).

Anksiyete tedavisinde bireysel farkliliklar gbz O6nilinde
bulundurularak psikoterapi, ozellikle bilissel davranisgi terapi
(BDT), yaygin bir yaklasim olarak o6ne c¢ikmaktadir. Ayrica,
farmakolojik tedavi ve bitkisel bilesiklerin anksiyolitik potansiyeli
Uzerine yapilan arastirmalar, alternatif yaklasimlarin gelismesini
desteklemektedir. Kaju ekstresi gibi dogal bilesiklerin anksiyete
Uzerindeki etkilerinin incelenmesi, nérolojik saglik Gzerindeki
potansiyellerini anlamamiza katki saglayabilir (Bandelow et al.,
2017).

Current Research in Health Sciences

ilac tedavisi, anksiyete ydnetiminde &nemli bir rol oynar.
SSRI'lar ve SNRI'lar gibi antidepresanlar, anksiyete semptomlarini
kontrol altina almak igin siklikla kullanilir. Ayrica, bazi durumlarda
benzodiazepinler kisa sureli tedavi icin tercih edilebilir, ancak
bagimhhk riski tasir. Yasam tarzi degisiklikleri, dizenli egzersiz,
yeterli uyku, saglkli beslenme ve meditasyon, anksiyeteyi
hafifletebilir. Mindfulness ve yoga gibi teknikler de stres
yonetiminde faydalidir. Anksiyete tedavisi, bireysel ihtiyaglara
gore Ozellestirilmeli ve dogru tedavi kombinasyonu, etkili bir
yonetim saglar. Anksiyete bozukluklari, yasam kalitesini olumsuz
etkileyen yaygin bir psikiyatrik rahatsizliktir (Remes et al., 2016).

Geleneksel anksiyete tedavileri ¢cogunlukla farmasoétik ilaglar
icerir, ancak bu ilaglar yan etkilere yol agabilir ve her hastada ayni
derecede etkili olmayabilir. Bu nedenle, daha az yan etkiye sahip
dogal alternatiflerin arastiriimasi 6nemlidir. Anksiyolitik ilaglar,
genel anksiyete bozuklugu, sosyal anksiyete bozuklugu, panik
bozuklugu ve bazi durumlarda obsesif kompulsif bozukluk gibi
farkli anksiyete tirlerinin tedavisinde kullanilir. Ayrica, cerrahi
islemler 6ncesi veya diger tibbi prosedirlerde de tercih edilebilir.
Benzodiazepinler, hizl etki gdsterse de uzun sireli kullanimlarda
bagimlilik riski tasir, bu nedenle dikkatli kullanilmahdir (Longo &
Johnson, 2000).

Buspiron gibi ilaclar, bagimhlik riski diisiik ve daha yavas etkili
olup uzun tedavi siiregleri gerektirir. Anksiyete tedavisinde ilaglar
ve psikoterapi, Ozellikle bilissel davranis¢i terapi, daha etkili
sonuglar saglar. Anksiyolitik ilaglar benzodiazepinler, SSRl'lar,
SNRI'lar ve digerleri olarak doért gruba ayrilir; her biri farkli etki
mekanizmalarina ve yan etki profillerine  sahiptir.
Benzodiazepinler bagimhlk riski tagirken, SSRI ve SNRI'lar alkolle
alinmamalidir. Yan etkiler genellikle hafif olup sedatif etkiler
dikkat gerektiren durumlarda g6z 6niinde bulundurulmalidir. Bu
¢alismada, zebra baligi modeli kullanilarak kaju bitkisinin
anksiyolitik etkileri, biyoinformatik temelli lipidom analizleriyle
incelenmektedir. Zebra baligl, insan benzeri sinir sistemi yapisi ile
anksiyolitik etkilerin lipidomik yollar {izerindeki etkilerini
aydinlatmak i¢in ideal bir modeldir (Karasakal, 2021).

Bu ¢alismanin amaci, lipidom verilerini istatistiksel analizlerle
birlestirerek kaju ekstresinin anksiyolitik etkilerini molekiler
dizeyde incelemektir. Elde edilen veriler, kaju bitkisinin beyin
dokularindaki lipidomik vyollari nasil etkiledigini ve hangi
metabolitlerin dizeylerinde degisiklik meydana geldigini ortaya
koyacaktir. Bu analizlerin 1siginda, kaju bitkisinin anksiyolitik
etkilerinin mekanizmalarini aciklayacak bir model gelistirilecektir.
Calisma, bitkisel ilaglarin anksiyolitik potansiyelini ve tedavi
hedeflerini daha iyi anlamanin yani sira, kaju bitkisinin beyin
metabolizmasi Uzerindeki etkilerini degerlendirerek anksiyete
bozukluklarinin  tedavisinde bitkisel tedavi yontemlerinin
potansiyelini agiga ¢ikarmayl amaglamaktadir.

Yontem
Bu calismada, arastirma icin AB hatti zebra baligi larvalar

(Danio rerio) kullanilmistir. Baliklar, kapali devre zebra baligi
Unitesinde yetistiriimekte olup, fotoperiyodlari 10 saat karanlik ve
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14 saat aydinlik olacak sekilde diizenlenmistir. Dollenmeden
itibaren 10. gline kadar paramecium ile beslenen baliklar, 10.
gunden sonra gunlik olarak canli Artemia salina ve pul yemle
beslenmeye devam edilmistir. Calismada, 72 saatlik larva baliklar
kullanilmigtir. Ayrica ¢alismada kullanilan cihaz ve materyallerin
kullanim amaglari da Tablo 1’ de belirtilmistir.

Tablo 1. Deneyde kullanilan cihaz ve materyaller
Kurulugta Bulunan
Altyapi/Ekipman Tiirii, Modeli Calismada Kullanim
(Laboratuvar, Arag, Makine- Amaci
Techizat, vb.)

Anag zebra baliklarinin
beslenmesi, Uremesi ve
zebra balig yumurtasi
elde etmek igin
kullaniimistir.
Metabolom analizleri igin
ornek hazirlama
agsamasinda kullaniimistir.

Kapali devre zebra baligi
Uretim sistemi

Sogutmali santrifij

Sterilizasyon igin

Otoklav kullanilmistir.

Numune hazirlamada
inkiibasyonda
kullaniimistir.

Istya duyarh sarf
malzemelerin
muhafazasinda
kullaniimigtir.

Doku homojenizasyonu
asamalarinda
kullaniimistir.

-20 derin dondurucu

+4 buzdolabi

Ultra sonik su banyosu

Orneklerinin muhafazasi

-80 derin dondurucu .
icin kullanilmistir.

Metabolom analizlerinde

TOF-MS kullaniimistir.

Alinan yeni nesil baliklarin
C 120. saatlerine kadar sabit
InkUbator

sicakhkta tutulmasi igin
kullaniimistir.

Calisma Kurgusu ve Diizeni

Calismada, toplam ¢ grup olusturulmustur (Tablo 2).
Deneyde kullanilan predator strese maruz kalmis 18 zebra balig
U¢ gruba ayrilmistir. Pozitif kontrol grubunda, altin standart
olarak bilinen diazepam kullanilarak anksiyete modeli
olusturulmus zebra baliklarina verilmistir. Deney grubuna, 3 hafta
boyunca metanol ekstrati (100 ppm) igeren yem verilmis, kontrol
grubuna ise ayni siire boyunca sadece normal yem verilmistir. Ug
hafta sonunda, tiim gruplar analizlere tabi tutulmustur. Anksiyete
testi, zebra baligindaki anksiyete benzeri davranislari test etmek
icin literatlirde yaygin olarak kullanilan yeni dalma tanki
yontemiyle (Sekil 1) yapilmistir. Bu testler, kaju ekstresinin
anksiyolitik etkilerini degerlendirmek igin kullaniimistir.

Tablo 2. Deney gruplari

Predat  Anksi

Deney Gruplari EI.(.straks‘lyon Doz stlepme or yete
Yontemi Siiresi . .
Stresi Testi
Pozitif Kontrol Grubu Farme.l.sotlk 10
(PK) Formiilasyon mg/L 3 Hafta Var Var
(Diazepam)
Deney Grubu (Kaju 100
M | H V V
Metanol Ekstresi) etano ppm 3 Hafta ar ar
Kontrol Grubu - - 3 Hafta Var Var

Sekil 1. Yeni dalma tanki yontemi

Deneyde Kullanilan ilag Uygulamasi

Deneyde Pozitif Kontrol Grubu'ndaki (PK) zebra balgi
larvalarina her 24 saatte bir 10 mg/L Diazepam uygulanmstir.
Uygulama toplam 3 hafta sitrdi ve Diazepam larvalara suya
eritilmis formda eklenerek verilmistir.

Ekstraksiyon

Kuru kaju meyvesinin 100 gr’'t homojen bir partikiil boyutu
elde edilene kadar ogutiilerek ince toz haline getirilmistir. Elde
edilen toz, her biri 300 mL saf metanol iceren kapali kaplarda,
surekli hareketli ortamda 3 gin boyunca maserasyona
birakilmistir. Maserasyon islemi, her gin 8 saatlik periyotlar
halinde gergeklestiriimis ve her periyot sonunda c¢ozeltiler
suzilerek ayrilmistir. Elde edilen slzlntiler, ¢6zlclnin
uzaklastirilmasi amaciyla rotary evaporatorde dusik basing
altinda buharlastinimis ve yogunlastirilmis metanol ekstreleri
elde edilmistir. Glnlik olarak elde edilen konsantre ekstreler
birlestirilmis, hassas terazide tartilmis ve nihai verimi
belirlenmistir. Ekstraksiyon siirecinin tekrarlanabilirligini ve
ekstraktin  kimyasal igeriginin tutarhhgini degerlendirmek
amaciyla, elde edilen ekstraktin toplam fenolik bilesik miktari,
toplam flavonoid igerigi ve belirleyici fitokimyasal bilesenleri
spektrofotometrik ve kromatografik ydontemlerle analiz edilmistir.
Bu sonuglar, literatiirde bildirilen benzer ¢alismalardaki verilerle
karsilastirilarak metodun gegerliligi degerlendirilmistir. Son
olarak, elde edilen metanol ekstresi, anksiyolitik ajan olarak
model organizmada kullanilmak {izere -80°C'de muhafaza
edilmistir. Diyette kullanilacak miktarin belirlenmesine bagh
olarak ekstraksiyon siirecinde elde edilen ekstre miktari optimize
edilmistir.
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21

Lipidom Profili

Zebra baliklarindan alinan beyin doku &rnekleri, toz haline
getirilip homojenize edilmistir. 1 mL metanol/kloroform karisimi
kullanilarak 6rneklerdeki proteinler ¢oktiirilmis ve yag asitleri
ekstrakte edilmistir. Ornekler, analiz siiresine kadar -80°C’de
saklanmistir. Supernatant kismi, vakum altinda ugurularak
izopropanol, su ve metanol igeren mobil fazda ¢éztindirulmustir.
Bu asamada, her ornekten 10 pL alinarak kalite kontrol (QC)
analizi icin bir havuz olusturulmustur. Lipidomik analiz, ters faz
C18 kolon kullanilarak gergeklestirilmistir. Gradiyent ellsyonla
yapilan analizde enjeksiyon hacmi 4 puL, kolon sicakligi ise 50°C
olarak ayarlanmis ve QTOF-MS cihazi pozitif modda ESI
iyonizasyonu ile ¢alistirilmistir. Cihaz parametreleri, daha 6nceki
calismalarimiza dayali olarak 70-1500 m/z aralig), 5 Hz tarama
frekansi, 200°C kuru gaz sicakhgi ve nebulizor basinci 37 psi olarak
belirlenmistir. Bu parametreler, pilot ¢alismaya dayali olarak
optimize edilmistir. Analiz sirasinda her 8 ornekte bir kalite
kontrol numunesi cihaza verilmistir. Ornekler, kalite kontrol
ornekleriyle normalize edilmis ve rastgele siralanarak cihaza
verilmistir. Lipid anotasyonu, iterated DDA yontemiyle 70-200,
200-350, 350-500, 500-750, 750-1000, 1000-1250 ve 1250-1500
m/z araliginda tandem MS/MS analizleri  yapilarak
gerceklestirilmistir. Preklrsor ve Grin iyonlari tespit edilerek her
bir lipidin tanimlanmasi saglanmistir. MS/MS spektrumlari,
Lipidblast, HMDB ve METLIN gibi referans kitliphanelerindeki
spektrumlarla karsilastirilarak pikler tanimlanmistir. Elde edilen
veriler, MATLAB 2021a yaziliminda yer alan PLS Toolbox 8.5 ile
karsilastirmal biyoinformatik analizlere tabi tutulmustur. XCMS
pik dedeksiyonu, m/z degerlerinin listelenmesi ve MS/MS
spektrum eslesmeleri sonrasi veriler MATLAB programina
aktarilmistir. MATLAB igerisinde, grubumuzca hazirlanan kodlar
kullanilarak, dusik yogunluklu (<£5000), tekrarlanabilirligi
olmayan (%BSS > 30) ve QC 6rneklerinde yer almayan (false peak)
m/z degerleri filtre edilmistir. Bu islemlerden sonra, PLS Toolbox
yazihminda yer alan OPLS-DA modellemesi ile karar/destek
modeli olusturulmus ve istatistiksel olarak anlamli lipidler igin VIP
skorlari ve fold degisimleri hesaplanmistir. Yolak analizleri igin
PIUMET ve Metaboanalist 6.0 programlari kullanilarak
hedeflenmis ve hedeflenmemis lipidom analizleri yapilmis,
boylece zebra baliklarinda anksiyete modeli olusturulmus ve
lipidomik strateji gelistirilmistir.

Bulgular

Model organizmada istatistiksel olarak anlamli farkhlik
gostermis annotasyonu vyapilan lipid molekilleri Tablo 3’de
verilmistir.

Kemometrik analizler
Kismi en kiigiik kareler diskriminant analizi (PLS-DA)

Bu analiz, cok degiskenli verilerde gruplar arasindaki farklari
ve siniflandirmayl degerlendirmeye olanak tanir. Gruplarin
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birbirinden nasil ayrildigini daha net bir sekilde gérmek icin ise
skor grafigi kullanilabilir (Sekil 2).

Sekil 2. PLS-DA skor grafigi: kaju ekstresi ve diazepam
gruplarinin lipit profil ayirimi

Yesil kareler kaju ekstresi ile tedavi edilen zebra baliklarini
(Deney Grubu), kirmizi elmaslar ise diazepam ile tedavi edilen
zebra baliklarini (Pozitif Kontrol Grubu) temsil etmektedir. Bu
dagihm, iki grubun birbirinden ne kadar ayrldigini veya
Ortlstigunu gorsel olarak ortaya koyar. PLS-DA model
parametreleri ise Tablo 4'de sunulmustur.

Hiyerarsik kiime analizi

Bu grafik, kontrol ve deney gruplarinin belirgin sekilde
ayrildigini ortaya koymaktadir. Yesil cgizgiler diazepam ile tedavi
edilen zebra baliklarini (Pozitif Kontrol Grubu), kirmizi gizgiler ise
kaju ekstresi ile tedavi edilen zebra baliklarini (Deney Grubu)
temsil etmektedir. Sekil 3’ deki dendogramda rastgele
olusturulan gruplarin birbirinden acikc¢a ayrildigi gozlemlenmistir.
Bu cizgilerin birbirine karismamasi ayrimin basarili sekilde
yapildiginin kanitidir.

Sekil 3. Hiyerarsik kiime analizi dendogrami: kaju ekstresi ve
diazepam gruplarinin lipit profil kimelenmesi

Alici galisma karakteristigi (ROC) analizi

Bu grafikler, modelin dogrulugunu ve performansini
degerlendirmek icin kullanilan ROC egrilerini ve duyarhlik
(sensitivity) ile 6zgillik (specificity) analizlerini gbstermektedir.
ROC egrilerindeki AUC degerleri hem kalibrasyon hem de gapraz
validasyon veri seti icin 1.0000’dir (Sekil 4).
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Sekil 4. PLS-DA modeli ROC egrisi
Permiitasyon analizi

Bu analiz, tedaviyle elde edilen basarinin rastgele olup
olmadiginin anlasiimasina yardimci olur. Modelin dogrulugu
hakkinda bilgi verir. 50 kombinasyon yapilmis ve bunlarin
performanslari degerlendirilmistir (Sekil 5).

Sum Squared ¥ (€ & CV)for 3 Components
. = T

e em———

Sekil 5. Permitasyon analizi grafigi
Korelasyon Matrisi

Korelasyon haritasi, ¢alismada incelenen gesitli lipidlerin ve
metabolitlerin birbirleriyle olan iliskilerini gosterir. Bu tir
haritalar, biyolojik sistemlerdeki molekiiler etkilesimlerin
anlasilmasina yardimci olur ve belirli biyokimyasal yolaklarin
potansiyel islevleri hakkinda bilgi saglar (Sekil 6).

Sekil 6. Korelasyon matrisi

Sekil 6’daki kirmizi kareler, iki degisken arasinda yliksek pozitif
korelasyonu (1’e yakin) goésterir; bu, her iki degiskenin birlikte
arttigini veya azaldigini ifade eder. Mavi kareler ise negatif

korelasyonu (-1’e yakin) simgeler; bu da bir degisken artarken
digerinin azaldigini gosterir. Beyaz kareler, korelasyonun olmadigi
(0) veya ¢ok disik oldugu durumu yansitir.

Her bir karedeki renk yogunlugu, korelasyon katsayisinin
blylklGgini belirtir ve katsayinin biylklGga, iki degisken
arasindaki iliskinin glicini gosterir. Eger belirli bir metabolit
grubu arasinda glgli bir pozitif korelasyon bulunuyorsa, bu
metabolitlerin ayni biyokimyasal yolakta yer alabilecegini veya
benzer biyolojik islevler listlenebilecegini disindurebilir.

Projeksiyonda Degisken Onem (VIP)

Bu analiz sayesinde PLS-DA modelindeki degiskenlerin
modelin agiklayici gilicine katkilari degerlendirilir. Sekil 7’de
¢alismamiz igin olusturdugumuz modele katkilari olan lipidler ve
bu katkilarin dereceleri gésterilmistir.

Uhrgercprciac 304

Sekil 7. VIP skorlari
Hareket Eksenine Gore Anksiyete Ol¢iimii

Thigmotaxis, normal eksende hareket etmeme olarak
tanimlanabilir ve hayvanlarin anksiyete ve stres diizeylerini
degerlendirmede 6nemli bir géstergedir. Bu yontem, anksiyolitik
ilaclarin etkinligini degerlendirmek icin kullanilir. Hayvanlar,
anksiyete seviyeleri ylksek oldugunda cevreyi aktif olarak
kesfetmek yerine test alaninin duvarlarina yakin kalma
egilimindedir (Kankaynar et al., 2023). Zebra baliklari da anksiyete
durumunda havuzun kenarlarina yakin ylizme egilimi gostermistir
(Sekil 8).

Model organizmalar, deney boyunca kamerayla izlenerek
hareket eksenlerine gore anksiyete tedavi siiregleri
degerlendirilmistir.

Thigmotaxis (%)
100

*%

"L

60

40

20
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Sekil 8. Diazepam ile tedavi edilen pozitif kontrol grubu
(siyah siitun) ve kaju ekstresi verilmis deney grubunun (gri
sttun) Thigmotaxis grafigi
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Tablo 3. Model organizmada istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermis lipid molekiilleri

m/z Kat Orani p.value Diizenlenme
(R)-5-Diphosphomevalonic acid 331,0027 0,92781 ,03 Azalmis diizenleme
13-L-Hydroperoxylinoleic acid 295,2271 0,073297 ,02 Azalmig diizenleme
17alpha,20alpha-Dihydroxypregn-4-en-3-one 261,2213 0,076841 ,01 Azalmis diizenleme
17-Hydroxyprogesterone 330,2272 0,02293 ,04 Azalmis diizenleme
27-Deoxy-5b-cyprinol 219,1743 4,178679 ,01 Artmis diizenleme
2-Aminobenzoic acid 138,0538 0,06368 ,01 Azalmis diizenleme
2-Aminomuconic acid semialdehyde 164,0296 1,84265 ,04 Artmis diizenleme
2-Hydroxyestrone 309,1559 0,092307 ,03 Azalmis diizenleme
2-Methoxyestrone 3-glucuronide 459,206 0,034747 ,05 Azalmis diizenleme
4alpha-Methylzymosterol 327,337 0,735435 ,04 Azalmig diizenleme
4-Hydroxyretinoic acid 300,1806 0,031115 ,04 Azalmis diizenleme
5-Dehydroepisterol 369,3541 2,941342 ,01 Artmig diizenleme
7-Dehydrocholesterol 385,3428 9,999824 ,01 Artmis diizenleme
Adrenosterone 301,1648 2,332575 ,03 Artmis diizenleme
all-trans-Decaprenyl diphosphate 859,5817 5,227941 ,01 Artmis diizenleme
alpha-Ketoisovaleric acid 116,0494 0,057547 ,03 Azalmis diizenleme
Androstenedione 287,2029 0,06182 ,05 Azalmis diizenleme
Arachidic acid 335,2792 0,432094 ,02 Azalmis diizenleme
Beta-Carotene 555,4452 7,195638 ,01 Artmis diizenleme
Beta-Sitosterol 397,3785 2,324958 ,02 Artmis diizenleme
Calcidiol 400,3424 3,175361 ,03 Artmis diizenleme
Caprylic acid 167,1066 0,057443 ,05 Azalmis diizenleme
Cholesterol 369,3524 2,14952 ,01 Artmis diizenleme
Cholesterol sulfate 423,332 0,282695 ,01 Azalmis diizenleme
Corticosterone 311,2044 0,079365 ,04 Azalmis diizenleme
Cortisol 345,2096 1,322263 ,04 Artmis diizenleme
Cortisone 361,1924 3,587769 ,02 Artmis diizenleme
Dodecanoic acid 223,1692 0,082277 ,01 Azalmis diizenleme
Eicosapentaenoic acid 325,2201 2,599403 ,01 Artmis diizenleme
Estradiol 201,1599 0,208228 ,01 Azalmis diizenleme
Estrone 293,1389 0,035491 ,05 Azalmis diizenleme
Gamma-Linolenic acid 233,2263 0,106889 ,04 Azalmis diizenleme
Glycocholic acid 448,2907 1,313115 ,01 Artmis diizenleme
Leukotriene B4 269,2476 2,250562 ,02 Artmis diizenleme
Leukotriene D4 479,269 1,917981 ,03 Artmis diizenleme
Linoleic acid 245,2262 0,213346 ,01 Azalmis diizenleme
Oleic acid 153,1275 0,297716 ,01 Azalmis diizenleme
Palmitic acid 279,2304 1,921963 ,01 Artmis diizenleme
Phytosphingosine 282,2778 0,313419 ,01 Azalmis diizenleme
Prostaglandin F2a 119,0854 0,607344 ,03 Azalmis diizenleme
Sphinganine 284,2944 0,237686 ,01 Azalmis diizenleme
Sphingosine 1-phosphate 402,221 2,87104 ,03 Artmis diizenleme
Squalene 411,398 1,306625 ,01 Artmis diizenleme

Tablo 3. Model organizmada istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermis lipid molekdlleri (Devami)
Current Research in Health Sciences
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m/z Kat Orani p.value Diizenlenme

Stearic acid 267,268 2,144304 ,02 Artmis diizenleme

Succinic acid 119,0351 1,77832 ,04 Artmig diizenleme

Testosterone 271,2053 0,110067 ,05 Azalmis diizenleme

Tetrahydrocortisol 283,2817 0,21907 ,01 Azalmis diizenleme

Tetrahydrocortisone 347,226 0,170456 ,03 Azalmis diizenleme

Tetrahydrodeoxycorticosterone 357,25 0,2614 ,04 Azalmis diizenleme

Vitamin K1 2,3-epoxide 467,3581 0,353988 ,03 Azalmis diizenleme
Tablo 4. PLS-DA model performans metrigi degerleri

&zellik Sinif 1 Sinif 2

Duyarlilik (Cal) 1.000 1.000

Ozgiillik (Cal) 1.000 1.000

Duyarhhk (CV) 1.000 1.000

Ozgiillik (CV) 1.000 1.000

Siniflandirma Hatasi (Cal) 0 00

Siniflandirma Hatasi (CV) 0 00

Kalibrasyonun Karekodk Ortalama Hatasi 0.108122 0.108122

Capraz Dogrulamanin Karekok Ortalama Hatasi 0.222994 0.222994

Bias 0 0

Capraz Dogrulama Yanhhgi 0.0130765 -0.0130765

RA2 (Cal) 0.953238 0.953238

RA2 (CV) 0.826215 0.826215

Toplam Kat Edilen Mesafeye Gore Anksiyete Olgiimii Tartisma

Zebra baligi modellerinde, anksiyete ve stres terapilerinin Anksiyete, yaygin olarak gorilen bir ruhsal bozukluktur ve
degerlendiriimesi, baligin kat ettigi toplam mesafenin kontrol edilemeyen kaygi ile huzursuzluk durumu olarak
Olculmesiyle izlenebilir (Sekil 9). Kaygili veya stresli zebra baliklari tanimlanir. Psikoterapi ve davranigsal tedavinin yani sira,

siklikla daha az hareket ederler veya bir kdsede sabit kalma
egilimindedir. Zebra baligindaki kaygi, donma ve diizensiz hareket
ataklari olarak kendini gosterir. Donma, solungaglar ve gozler
hari¢, 2 saniye veya daha uzun siren hareketin tamamen
durmasiyla karakterize edilir. Sonug olarak, toplam kat edilen
mesafe dahil olmak Gzere lokomotor aktiviteyi degerlendirmek,
zebra baligi modellerinde kaygiyla iliskili davranislari ve olasi
terapilerin etkinligini analiz etmek igin etkili bir yaklasimdir
(Hamilton et al., 2021; Ranjith et al., 2022).

Total Distance (mm)
6000

4000

2000

DM KJ

Sekil 9. Diazepam ile tedavi edilen pozitif kontrol grubu
(siyah sttun) ve kaju ekstresi verilmis deney grubunun (gri
sttun) kat ettikleri mesafe grafigi

anksiyete tedavisinde en vyaygin yontem ilag kullanimina
dayanmaktadir. Ancak ilaglarin yiksek yan etkileri ve
birakildiginda yoksunluk sendromuna yol agabilmesi, tedavide
beklenen basariya ulasilamamasi, alternatif tedavi yontemlerine
olan talebi artirmistir. Bu baglamda, tibbi bitkiler, gérece
glivenilirlikleri, duslik yan etkileri ve maliyetleri ile etkili bir tedavi
alternatifi olarak 6ne ¢ikmaktadir (Bandelow et al., 2017; Bayir et
al., 2023; Karaarslan et al., 2024).

Kaju kabugu (A. occidentale), ekonomik olmasinin yani sira,
zengin kimyasal igerigi nedeniyle ila¢g endistrisinde sik¢a tercih
edilmektedir. igerigindeki anakardik asit ve triptofan, antitimér
ve antimikrobiyal aktiviteleriyle daha 6nce c¢esitli calismalara
konu olmustur. Ancak, kaju kabugunun anksiyolitik etkileri
lizerine yapilmis sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir ve bunlar
cogunlukla kemirgenler lzerinde gercgeklestirilmistir (Baptista et
al., 2018; Baptista et al., 2020; Siracusa et al., 2020). Zebra
baliklari ile ilgili ise herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu
¢alismamiz, kaju kabugundan elde edilen sekonder metabolitlerin
farmakolojik etkilerini arastirarak, anksiyolitik etkileri konusunda
onemli veriler sunmayi hedeflemistir. Elde edilen bulgular, bu
metabolitlerin anksiyolitik etki potansiyelini ortaya koymaktadir.

Tablo 3'te, model organizmada tespit edilen 64 farkh lipitin
anlamh farkhhklar gosterdigi belirtilmistir. Bu veriler, kaju
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ekstraktinin lipid profili Gzerindeki etkilerini net bir sekilde ortaya
koymaktadir. Sekil 4'deki Kismi Bilesen Analizi (PLS-DA) skor
grafigi, kaju ve kontrol gruplarinin belirgin bir sekilde ayrildigini
gostermektedir. Bu, kaju grubunun kontrol grubuna kiyasla farkli
bir bilesen profiline sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Sekil
3'teki hiyerarsik kime analizi dendograminda, rastgele
olusturulan gruplarin birbirinden agik¢a ayrildigi gozlemlenmistir.
Bu ayrimin netligi, analizin basariyla gergeklestirildiginin bir
gostergesidir. Sekil 4'teki PLS-DA Modeli ROC egrilerindeki AUC
degerlerinin 1.0000 olmasi, modelin iki grup arasinda mikemmel
bir ayrim yapabildigini ve dogrulugunun ¢ok ylksek oldugunu
gosterir. Bu, kaju ekstrasi alan ve almayan baliklarin ylzde yiz
dogrulukla ayirt edilebilecegini kanitlamaktadir. Bu grafik, kaju
verilen deney grubunun diazepam verilen kontrol grubuna gore
¢ok daha farkh bir lipid profiline sahip oldugunu da
gostermektedir.

Permuitasyon analizi grafiginin saginda kalan degerler kendi
diazepam ve kaju degerlerimiz. Solunda kalanlar ise iterasyonu
yapilan degerleri gbsterir. iterasyonu yapilan degerlerin hepsi ana
modelden daha kotli performans gostermis. Bu da elde edilen
basarinin rastgele olmadigini bize kanitlar (Sekil 5). Sekil 6' daki
korelasyon matrisinde, "17-hydroxyprogesterone" ve "17alpha,
20alpha-Dihydroxy-4-pregnene-3-one"  bilesenleri  arasinda
yuksek pozitif korelasyon goézlemlenmistir. Bu, bu bilesenlerin
ayni  biyokimyasal yolda islev gordGgini veya birlikte
diizenlendigini gosterebilir. "Cortisol" ve "17 hydroxyprogeste-
rone" arasindaki negatif korelasyon, bu bilesenlerin farkli
biyolojik stireclerde yer aldigini veya birbirini dengeleyici islevlere
sahip olabilecegini distindiirmektedir. Sekil 7'de kaju ekstresi
almis zebra baligi modelinde en fazla artis gdsteren lipit olan 13-
L-hidroperoksilineleik asit dikkat ¢ekmektedir. Linoleik asit,
vicutta arasidonik asite doniserek prostaglandinler ve
I6kotrienler gibi biyolojik olarak 6énemli bilesiklerin olusumuna
katki saglar. Linoleik asit, ayni zamanda anti-enflamatuvar ve anti-
seboreik etki gosterdigi bilinen bir bilesiktir (Innes & Calder, 2018;
Lin et al., 2017).

Thigmotaksis, zebra baligi larvalarinda anksiyete indeksinin
belirleyicisi olarak kabul edilir ve genel olarak canlinin gevresel
uyaranlara duyarhhginin bir gostergesidir (Pir et al., 2024). Sekil
8'deki thigmotaxis orani, kaju ekstresi verilmis deney grubunun
daha dislk bir orana sahip oldugunu géstermektedir. Bu, kaju ile
beslenen model organizmada anksiyete durumunun azaldigini,
yani tedaviye yanit gosterildigini distindlirmektedir. Sekil 9'da,
zebra baliklarinin kat ettigi toplam mesafeler kiyaslanarak
iyilesme dilzeyleri analiz edilmistir. Diazepam verilen grubun
deney grubuna kiyasla daha az hareket ettigi gézlemlenmistir, bu
da kaju ekstresinin diazepam benzeri anksiyolitik etki
gostermisgtir.

Sonug
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Elde edilen bulgular, kaju ekstresinin anksiyete tedavisinde
potansiyel bir tedavi alternatifi olabilecegini gdstermektedir.
Yapilan metabolit analizleri ve kemometrik degerlendirmeler,
kaju ekstrasinin vicutta onemli degisikliklere yol agtigini ve
anksiyete tedavisinde faydali olabilecek metabolitlerin
bulundugunu ortaya koymustur. Gelecekteki calismalar, kaju
ekstresinin  insanlarda  uygulanabilirligini ve  anksiyete
tedavisindeki etkinligini daha ayrintili bir sekilde inceleyerek, bu
bitkinin tedaviye katkisini daha iyi anlamamiza yardimci olacaktir.
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