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OZET
RAKICI G. Yerlesik- isgalci Paradigmasi Uygulanan Wistar Sicanlarinda Amilinin

Agresyona Etkileri, 2024

Amaglar: Agresyon; madde bagimliligi, psikiyatrik hastaliklar ve diger saglik
sorunlariyla birlikte gorilebilmekte ve siddete donlsebilmektedir. Calismamiz
amilinin santral sinir sistemindeki agresyon merkezlerine etkisini ve olasi terapotik

etkilerini arastirmak amaciyla yapilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmamizda dort gruba ayrilan sicanlarda iki deney
gerceklestirilmistir. Deney 1’de sicanlarin bir grubuna serum fizyolojik uygulanirken
diger gruba intraperitoneal amilin (50 pg/kg) uygulanmistir. Deney 2’de ise her iki
gruba intraperitoneal amilin verilmistir. Deney 2’deki sicanlarin bir grubuna Area
Postrema’ya (AP) takilan kanil araciligiyla serum fizyolojik, diger grubuna amilin
antagonisti uygulanmistir. Tim gruplardaki sicanlar kafeslerde bir hafta overektomize
disilerle barindirildiktan sonra kendilerinden daha gen¢ ve zayif baska bir erkek
sicanla 10 dakika Yerlesik isgalci Paradigmas’na maruz birakilmis ve davranislar
kamera ile kaydedilmistir. Sire¢ sonunda sakrifiye edilen sicanlarda amilinin agresyon

merkezlerine etkileri immunohistokimyasal ve davranis testleriyle incelenmistir.

Bulgular: Deney 1’de amilinin Medial Amigdala (MeA) aktivasyonunu ve
agresyon davranisini anlaml 6lclide azalttigi belirlenmistir. Deney 2’de AP’ye amilin
antagonisti uygulanan sicanlarin Stria Terminalisin Yatak Nukleusu’'nda (BNST),
Ventromedial Hipotalamusun Ventrolateralinde (VMHvl) ve MeA cekirdeklerinde

immunreaktivitenin arttig gdzlenmistir.

Sonug: Bulgularimiz amilinin antiagresif etki gosterdigini ve antiagresif

etkilerinin AP lizerinden gergeklesebilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Agresyon, Amilin, Sosyal Davranis, AC 187



ABSTRACT

RAKICI G. The Effects of Amylin on Aggression in Wistar Rats Exposed to the

Resident-Intruder Paradigm, 2024

Aim: Aggression can be seen together with substance addiction, psychiatric
diseases and other health problems and can turn into violence. Our study was
conducted to investigate the effect of amylin on aggression centers in the central

nervous system and its possible therapeutic effects.

Materials and Methods: In our research, two experiments were carried out
on rats divided into four groups. In Experiment 1, physiological saline was applied to
one group of rats, while intraperitoneal amylin (50 pg/kg) was administered to the
other group. In Experiment 2, intraperitoneal amylin was administered to both
groups. In Experiment 2, saline was administered to one group of rats through a
cannula attached to the Area Postrema (AP), and amylin antagonist was administered
to the other group. After rats in all groups were housed in cages with ovariectomized
females for a week, they were exposed to the Resident Intruder Paradigm with
another male rat that was younger and weaker than them for 10 minutes, and the
behaviors were recorded with a camera. The effects of amylin on aggression centers
in rats sacrificed at the end of the process were examined with immunohistochemical

and behavioral tests.

Results: In Experiment 1, it was determined that amylin significantly reduced
Medial Amygdala (MeA) activation and aggression behavior. In Experiment 2, it was
observed that immunoreactivity increased in the Bed Nucleus of Stria Terminalis
(BNST), Ventrolateral of the Ventromedial Hypothalamus (VMHvI) and MeA nuclei of

rats administered amylin antagonist to the AP.



Conclusion: Our findings indicate that amylin has an antiaggressive effect and

that its antiaggressive effects may occur through AP.

Keywords: Aggression, Islet Amyloid Polypeptide, Social Behavior, AC 187
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1. GIRIS

Agresyon, zarar verme niyetiyle bagka bir kisiye, hayvana veya nesneye
saldirmayi iceren, so6zli olaylar da dahil tim davranis bicimleridir. Her ne kadar
agresyon ile siddet glinlliik hayatta birbirleri yerine kullanilsalar da siddet, birine veya
bir seye zarar vermek veya oldirmek icin kasitli olarak fiziksel glic kullanmak olarak
tanimlanmistir. Agresyon toplumda negatif bir davranis olarak algilansa da dogada
canlilarin hayatta kalabilmeleri, besine ulasabilmeleri, Ureyebilmeleri gibi birgok
durumda basvurduklari koruyucu bir davranistir. Bununla birlikte modern hayatta
insan iliskilerinde daha olumsuz sonuglara varan siddete donilsebilmektedir. Bazi
psikiyatrik hastaliklar basta olmak Uzere cesitli durumlarda patolojik boyutlara
ulasabilen agresyon, sosyal davranislarda o6nemli bir bashk olma niteligini

korumaktadir [1].

Genel olarak agresyon, insan dahil tim canhlarda giris, slire¢ ve c¢ikis
bolimlerinden meydana gelmektedir. Siire¢ kismi, Cekirdek Saldirganlik Devresi
(CSD) olarak tanimlanmis olan bir devredir. CSD; Medial Amigdala (MeA), Stria
Terminalisin Yatak Nikleusu (BNST), Ventromedial Hipotalamusun Ventrolaterali
(VMHuvI) ve Premamiller Niikleusun Ventralinden (PMv) olusmaktadir. Bu devre hem
odul sistemine (mezolimbik yolaga) hem de Periakuaduktal gri cevher (PAG)

Uzerinden motor yanitlara sebep olmaktadir [2].

Agresyon, canlinin enerji durumundan etkilenmektedir. Enerji eksikligine
neden olan aglik durumunda saldirganlik diizeylerinin yiksek oldugu bilinmektedir
[2]. CSD, enerji durumundan etkilenerek agresyon davranislarinin ortaya ¢ikmasina
neden oldugu bilinmektedir [2]. Vicudun enerji dengesinde etkili olan, aghk
durumunda salgilanan ghrelinin santral uygulanmasinin erkekler arasi saldiriyi tesvik
ettigi bildirilmistir [3]. Ghrelinin noronlarda glukoz alimina neden olan GLUT3'lin
hipotalamik seviyelerini azalttigi ileri stridlmustir [4]. Ayrica Chen ve arkadaslari
ghrelinin Ventromedial hipotalamusu (VMH) inhibe ettigini bildirmislerdir [5].

Bilindigi gibi VMH tokluk merkezidir ve aktive olmasi tokluk duyumuna neden olur [6].



Tokluk merkezinin aktivitesi ise hucrelerin glukoz tiiketimiyle yakindan iliskilidir.
VMH’nin bir alt bolimi olan VMHuvI ise glukoza yanit veren agresyondan sorumlu
hicrelerin bulundugu bir bolge olarak belirtilmistir [2,7,8]. Agresyonun hipoglisemide
arttigini gosteren calismalar bulunmaktadir [9-11]. Bu bilgiler kapsaminda amilinin
glukoz homeostatisisindeki roll ile VMH'yi aktive ederek tokluk duyumuna neden
olabilecegini ve yine VMHvl’'nin aktivasyonu durumunda agresyon tetiklendigini
bilgisine dayanarak amilinin agresyon merkezi olan VMHv!’yi inhibe ederek agresyonu

azaltabilecegini dislinebiliriz.

Diger taraftan amilinin doygunluk etkisinde Area Postrema’ dan (AP), Nikleus
Traktus Solitarius (NTS) ve Lateral Parabrakial Nikleus’a (LPBN) projekte olan
noradrenerjik AP noronlarinin etkili oldugu ortaya konmustur [12]. Bipolar afektif
bozukluklarda kullanilan lityumun agresyon davranislarinda da kullanildigl
bilinmektedir [13]. AP boélgesinde termal lezyon olusturulan deney hayvanlarina
uygulanan sok kaynakli saldirganlik testinde lityumun antiagresif etkisinin ortadan
kalktigi bildirilmistir [14]. Ayrica LPBN'den stres ve anksiyete yanitlarinda etkili
alanlara projeksiyonlar mevcuttur [15]. Amilinin doygunluk etkisinde AP'den LPBN'ye
olan projeksiyonlarin énemli rol oynamasi ve LPBN'den stres ve anksiyete yanitlarinda
etkili alanlara projeksiyonlarin bulunmasi amilinin AP-LPBN (zerinden antiagresif

etkilerinin olabilecegini distndlirmustur.

AP-LPBN aksi lzerinden alt beyin bdlgelerine giden projeksiyonlarin stres
hormonlarinin salinimini tetikledigi ileri stridlmektedir [16]. Normal agresyon
davranislarinda stres hormonlarinin arttigi belirtilmistir [17]. Stres hormonu
kortikototropin salgilatici faktoriin (CRF) Santral Amigdala’yi (CeA) aktive ettigi ve bu
sekilde stres kaynakli lezzetli gida alimina neden oldugu ileri siiriilmektedir. Bu
nedenle asiri yemek yeme (Binge eating) davranisi yliksek stresle baglantihdir.
Amilinin, AP-LPBN-CeA yolag! lizerinden aglik merkezi olan Lateral Hipotalamus’un
(LHA) aktivitesini azaltarak asiri yeme davranisini ortadan kaldirip besin alimini
azalttigiileri stirGlmasttr [18—20]. Amilinin anksiyolitik benzeri etkilerini AP (izerinden
gosterdigi duslnilmektedir [21]. Bu bilgilerden yola c¢ikarak amilinin antiagresif

etkilerinin de AP-LPBN yolag lizerinden gergeklesebilecegini diistinebiliriz.



Daha once de ifade edildigi gibi amilin etkilerini direkt hipotalamus ve AP-
LPBN yolag lzerinden gostermektedir. Amilinin etkili oldugu limbik sistem alt
cekirdekleri (BNST, CeA, VMHvI) ayni zamanda CSD elemanlarinin (BNST, MeA, PMy,
VMHuvI) 6nemli bir kismini olugturmaktadir. Amilinin; hipotalamustaki kan glukozunu
diizenleyici ve enerji metabolizmasindaki etkileri, AP’'nin agresyon icin énemli bir alan
olabilecegine dair verilerin olmasi ve agresyon yolaklarindaki cekirdeklerle amilinin
etki gosterdigi cekirdeklerin ayni olmasi amilinin AP Uzerinden agresyon
merkezlerinde antiagresif etki gosterebilecegi hipotezini 6ne sirmemize neden
olmustur. Bu kapsamda; bir agresyon modeli olan Yerlesik isgalci Testi uygulanan
sicanlarda; periferik uygulanan amilinin agresyon merkezlerindeki
immunohistokimyasal  degisimlere  etkisi incelenerek amilinin  agresyon
mekanizmalarindaki ve agresyon tedavisindeki olasi rolini arastirmak

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Agresyon ve Etkileri

Agresyon, diger canliya zarar verme, o canli Gzerinde hegomonya kurma
amaciyla gerceklestirilen davranis olarak bilinmektedir. Amerikan Psikoloji Birligi
(APA), agresyonu: “Bireyin diger bireye/bireylere yonelen fiziksel ya da psikolojik
zarar verme davranisi” olarak tanimlamaktadir. Siddeti ise “Bireylerin ya da gruplarin,
psikolojik, sosyal ya da fiziksel iyi oluslarina zarar gelmesiyle sonuglanan, ani ya da
kronik durumlar” seklinde ifade etmektedir [22] Agresyon ve siddet birbiri yerine
kullanilan kavramlar olsa da siddet, yaralanma veya 6lim gibi asiri zarari olabilecek
agresyon olarak nitelenebilir. Agresyon ve siddet i¢sel ve dissal faktorlerin bir
kombinasyonu olarak ortaya cikmakta, kisilik 6zellikleri, stres seviyesi, 6fkeyle basa
ctkma mekanizmalari, fiziksel ve sosyal ortam, algilanan tehlike vb. faktorlerden

etkilenmektedir [23].

Siddet 6nemli bir halk sagligi sorunudur ve her yil milyarlarca insanin hayatini
etkilemektedir. Diinyada her yil 1.6 milyondan fazla insan hayatini siddet yliziinden
kaybetmekte, daha biyuk bir kismi ise fiziksel, cinsel, psikolojik ve zihinsel saglik
problemleri nedeniyle zarar gérmektedir [22]. Her gin on binlerce insan, siddet
nedeniyle tibbi yetkililere basvurmaktadir. Siddetin uluslara, toplamda diinyanin
gayri safi yurtici hasilasinin %11'i kadar ekonomik yik getirdigine dair tahminler
mevcuttur [24]. Siddet sadece maruz kalani degil seyirci olani da etkileyebilen bir
durumdur. Yayimlanan bir rapora gore Tirkiye’de; evde siddete tanik olan 12-21 yas
arasi ergenlerin orani %17 olarak bulunurken, ayni yas grubunda okulda siddete tanik
olanlarin orani %34, yasadiklari ¢gevrede siddete tanik olanlarin orani ise %28 olarak

ifade edilmistir [25].



Siddet birgok ortamda siklikla karsilastigimiz bir sorun olsa da bazi ortamlarda
daha sik karsimiza ¢cikmaktadir. isyeri siddetinin %25'ini saghk hizmeti veren isyerleri
olusturur [26]. 2014 yilinda, NHS (National Health Service) saglik personelinin %14'Q
bir yil icinde hasta, hasta yakini ya da diger kisilerden fiziksel siddet gordigini
bildirmistir. Bu oran ambulanslarda (%31) ve ruh saghgi merkezlerinde (%17) calisan
personelde diger yerlerde calisanlara nazaran daha yuksektir [27]. Bu baglamda da
ozellikle psikiyatrik hastalarin daha saldirgan olduguna dair bir diisince mevcuttur.
Psikiyatrik hastaliklarin agresyonun ortaya cikmasini tetikleyen bir durum oldugu
bildirilmisse de [28] psikiyatrik hastaliklarla birliktelik gosteren madde bagimliliginin

agresyon olusumunda daha etkili oldugu belirtilmistir [23,29].

2.2. Agresyonun Diger Patolojilerle iliskileri

Agresyon toplumda sik gorilen diyabet ve hipertansiyon gibi hastaliklarda da
sikhikla gézlenen bir durumdur [30]. Agresyonun kan sekeri degisiminden etkilendigi
bilinmektedir. Hipoglisemide agresyonun arttigini belirten ¢alismalar [9-11] glnlik
hayatta siklikla dile getirdigimiz achgin getirdigi sinirlilik durumunu destekler
niteliktedir. Diyabet hastalarinin tedavilerinde doz hatalari sebebiyle sik gortlen
hipoglisemi ataklari ve genel olarak kan glukoz seviyelerindeki dalgalanmalar
hastalarda ruhsal degisimlere sebep olmaktadir [31]. Ayrica demans [13], dikkat ve
hiperaktivite bozuklugu [32], sizofreni, bipolar bozukluk, antisosyal kisilik bozuklugu
ve borderline kisilik bozukluklari [33] da agresyonun komorbidite gosterdigi

hastaliklardir.

2.3. Agresyonun Siniflandirilmasi

Her ne kadar agresyon siddete donilisme potansiyeli ile sosyal hayatimizda
istemedigimiz bir gercek olsa da gelisimsel olarak baktigimizda hayvanlar aleminde
agresyon, canllarin arzu edilen kaynaklara (yiyecek, yasama alani, partner) erismesi,
kendilerini ve yavrularini korumasi ve hiyerarsik diizen icinde sosyal iliskilerini devam
ettirmesi icin gerekli bir davranistir. Agresyon aslinda kaynaklarin ve sosyal ¢evrenin
kontroliinde rol oynayan bir sosyal iletisim bicimidir. Agresyon ile insanlarin (ve

hayvanlarin) stresorlerle basa ¢ikma bigimleri arasinda yakin bir iligki vardir.



Agresyon, duygudurum bozuklugu olan (depresyon, travma sonrasi stres
bozuklugu, aralikli patlayici bozukluk) hastalarda yliksek otonomik tepkiler, yiksek
glukokortikoid seviyeleri ve yiiksek afektif reaksiyonlarla giden asiri uyariimaya dayall
bir saldirganlik haliyken; kisilik bozukluklari (davranis, antisosyal ve sinirda Kkisilik
bozukluklari) olan hastalarda diisiik duygulanim, strese karsi diisiik otonomik tepkiler
ve disiik glukokortikoid seviyeleri ile giden az uyarilma odakli bir tablodur. ilk durum
reaktif agresyon olarak tanimlanirken ikincisi, proaktif agresyon alt tipi olarak
tanimlanmistir. Saldirganligin bu farkli 6zellikleri, normal ile anormal agresyon
davranislarini ayirt etmede hayvan modellerinde de kullaniimaktadir. Proaktif
agresyon davranisi sergileyen modellerde hayvan, karsisindakinin hayati organlarina
saldirarak oldirmeye yonelik tepkiler gosterir. Arastirmamizda tim deney
gruplarindaki sicanlarin yasadigi alani koruma sirasinda (bolgesel agresyon) ve
karsisindaki canliya hayati risk teskil etmeyecek sekilde saldiri géstermesi normal
saldirganlik davranisi olarak nitelendiriimektedir. ifade edildigi gibi duygudurum

bozukluklari semptomlariyla paralellik gosterir [34].

insanda goriilen antisosyal kisilik bozuklugu gibi psikiyatrik tablolarda
karsimiza ¢ikan durumlar agresyonun patolojik formlarina isaret etmektedir.
Agresyonun patolojik formlarinin, normal formlarinin ve sosyal davranislarin
cogunlukla ayni merkezlerde aktivasyon gosterdigi bildirilmistir [35,36]. Bu durumda
normal agresyona aracilik eden néronal devreleri ve/veya beyindeki nérokimyasal
yollari arastirarak hem normal hem de anormal agresyon davranislarinin etki

mekanizmalari hakkinda fikir sahibi olabiliriz.

2.4. Agresyon Modeli

insanda agresyon siirecini anlamak icin 6ne siriilen Genel Agresyon Modeli
(GAM); giris, stirec ve c¢ikis bolimleriyle diger canlilara da uyarlanabilmektedir.
Kemirgenler karsilastiklari tirdeslerinin cinsiyetini, yasini, daha 6nce karsilasip
karsilasmadiklarini, baskinlik durumunu koku yoluyla algilarlar. Olfaktor sistemlerce
detekte edilen veriler bu asamadan sonra Cekirdek Saldirganlik Devresi (CSD) olarak
tanimlanmis olan bir devreye gecer. CSD agresif uyarilmayi belirleyen yapidir ve

Medial Amigdala (MeA), Stria Terminalisin Yatak Nukleusu (BNST), Ventromedial



Hipotalamusun Ventrolaterali (VMHvl; bu alan intermedier niikleusla birlikte
sicanlarda yapilan eski calismalarda atak alani olarak tanimlanmistir ve saldirganligin
temel indikleyicisi olarak gorilmustir [37,38]) ve Premamiller Nikleusun
Ventralinden (PMv) olusmaktadir. Olfaktor uyarilarla gelen sinyaller giris devresini
olusturur ve bu uyarilar MeA ve BNST’ye yansiyarak CSD devresine girmis olur. Bu
devre hem 6diil sistemi olarak bilinen mezolimbik yolaga hem de ¢ikis devresinin ana
elemani olarak bilinen Periakuaduktal gri cevhere (PAG) yansiyarak motor yanitlara

sebep olur [2] ( Sekil 1).

Duyusal Yukaridan
veri girigi asagi isleme

Olfaktor ipuglan

/ { Dopamin
{ L ¢sD ' yantlan
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Motor p CSD ve VTA
@ cevap | baglantilan

AOB

MOB

Motor
cevap

MPO <+ VMHvIl < - PMv

Sekil 1. Farede agresyonun noroanotomik yolaklari [2].

(AOB: Aksesuar olfaktor bulbus; BNST: Stria terminalisin yatak c¢ekirdegi; CSD: Cekirdek Saldirganlk
devresi; Hip: Hipokampus; Hyp, hipotalamus; KoAp, Posterior kortikal amigdala niikleusu; LS: Lateral
Septum) MeA: Medial amigdala; MOB: Ana olfaktor bulbus; mPFC: Medial Prefrontal Korteks, MPO:
Medial preoptik Alan; PAG: Periakuaduktal gri cevher; PMv: Premamiller Nikleusun Ventrali, Str:
Striatum; VTA: Ventral tegmental alan)

2.5. Amilin

Amilin vicutta temel olarak pankreasta Uretilen 37 aminoasitlik bir peptid
hormondur. Kalsitonin, adrenomedulin ve CGRP (Kalsitonin gen iliskili peptid) ile
molekiler benzerlik gésterir. Bu molekiillerle ayni G protein reseptor ailesine baglanir
[39]. Bu reseptor iki parcali heterodimerik bir yapidadir: Kalsitonin reseptorii + RAMP
(Reseptor aktive edici modifiye protein). Bu sekilde bir reseptor gesitliligi gdostermesi
yapisal olarak ona benzeyen CGRP, kalsitonin gibi yapilarin ayni reseptorlerde

etkinligiyle de bir araya geldiginde amilin-spesifik reseptor-ligand eslesmesini



¢ahisabilmek zorlagsmaktadir (sekil 2). Amilin, Gs, Gq proteinleri Gzerinden etkisini
gosterebilmektedir. Hicre ici sinyalizasyon yollari olarak Arkuat Nikleus’ta (ARC)
ERK1 / 2 ve leptin yolagi olan STAT3 fosforilasyonunun indiklendigi [40,41], 6zellikle

AP’de cAMP ve cGMP ikincil habercilerinin artis gésterdigi ortaya konmustur [42].

Agonistler
L]
CGRP AM, AMm, Kalsitonin _AMY. _ e o
o . . reseptorii reseptori reseptoriu reseptoru
reseptori reseptori reseptori =R CTR+RAMP1 CTR+ RAMP2 CTR + RAMP3

CLR + RAMP1 CLR + RAMP2 CLR + RAMP3

Antagonistler

Olgecepant

Sekil 2. Reseptor alt iiniteleri [42].

Kalin oklar daha etkili olunan reseptorleri ifade etmektedir. (AM: Adrenomeddllin, AMY: Amilin; CLR:
Kalsitonin benzeri reseptor; CTR: Kalsitonin reseptori)

Amilinin beyindeki baglanma alanlari kalsitonin reseptortnin dagilim alanlari
ile paralellikler gostermektedir: Nikleus akumbens (NAc), AP, hipotalamus,
Subfornikal Organ (SFO), NTS, VTA [15,43,44]. Ozellikle hipotalamusun bircok
cekirdeginde ve AP’ de RAMP ekspresyonu gosterilmistir [45]. Akciger, mide fundusu,
dalak ve beyinde reseptorleri bulunan amilin, pankreasin Langerhans adaciklarindaki
beta hiicrelerinden insiilin ile birlikte (insilin: Amilin orani 100:1 [46]) salinan bir
anorektik ajandir. Dlsuk oranlarda olsa da beyin ve mideden ekstrapankreatik
salinimi da mevcuttur. Memeli néroendokrin hiicrelerinde amilin gen ekspresyonu
gosterilen yerler: dorsal kék gangliyonu, mide, gelisen bdbrek, plasentadir [12].

Santral sinir sisteminde de bir¢ok alanda Uretimi gosterilmistir (Sekil 3).



Sekil 3. Amilin sentezi yapilan beyin bolimleri [12].

(Sub-AP:Subpostremal alan (Area postremanin ventrali); MPA: Medial preoptik alan; MPO:
Medial preoptik niikleus; PVN: Hipotalamik paraventrikiiler nukleus; ARC: Arkuat nikleus; DMH:
Dorsomedial hipotalamus; VMN: Ventromedial nikleus)

Doygunluk hissi yaratir, enerji harcanmasini arttirir, gastrik bosalmayi
yavaslatir, beslenmeyi ve kilo alimini azaltir, postprandial glukagon salimini baskilar.
Ayrica glukoneogenezi ve glikojenolizi stimiile ederek kan glukoz seviyesini korur
[12,47]. Boylece glukoz homeostasisinde dnemli rol oynar [48]. Salinimi glukoz ve yag
asitleri ile artar [39]. Peptid YY, Kolesistekinin (CCK), Glukagon benzeri peptid (GLP-1)
(exenatid) ile sinerijistik etki gosterir [49,50]. Diyabet hastalarinda insulin tedavisine
ek olarak kullanilir ve glisemik kontrol( saglar [15,51] Renin aktivitesini arttirir,
vozodilatasyon yapar, osteoklast aktivitesini azaltip osteoblast aktivitesini arttirir,
insulin sekresyonuna etkisi yoktur/dusiik seviyede azaltir [52]. Ayrica amilinin
nosisepsiyon, annelik davranislari, nérogenez, anksiyolitik olma ve adipozite gibi
konularda da etkilerini gosteren calismalar mevcut olsa da bu konularda kesinlesmis

bilgilere mevcut degildir [47].

Bir sirkimventrikiiler organ olan ve kusma merkezi olarak da bilinen AP’ nin
noronlari bolca amilin reseptori bulundurur [53]. Amilinle aktive olan hicreler
bunlarla 6rtisme gostermektedir. Bu da bize AP’ nin amilin tarafindan direkt
uyarildigini géstermektedir [18]. Amilin doygunlukla iliiskili bahsedilen fonksiyonlarini
santral sinir sistemi lzerinden, 6zellikle doygunlukla iliskisi gosterilen AP lizerinden
gerceklestirir. Amino asitler AP’nin amilin hassasiyetini baskilamaktadir [54]. Amilinin
anorektik etkisinde AP’den NTS ve LPBN’ye projekte olan néradrenerjik AP

noronlarinin etkili oldugu ortaya konmustur [12,55-57].



LPBN noronlari tatma isteksizligi, kardiyovaskiiler kontrol, tansiyon ve su ve
tuz aliminin diizenlenmesi gibi birgok durumun kontroliinde 6nemli bir merkez olarak
gosterilmistir [58—60]. LPBN’den; duygusal islem, 6grenme, hafiza, stress, korku, agri
gibi yanitlarda gorev alan Santral Amigdala’ya (CeA), Amigdala-Hipotalamus iliskisini
saglayan anksiyete ve stres yanitlarinda etkili Stria Terminalisin Yatak Cekirdegi'ne
(BNST), odil sisteminde gorev alan Ventral Tegmental Alan (VTA) ve oradan Nukleus
Akumbens’e (NAc), hipotalamik nikleuslara ve cok sayida 6n beyin bolgesine
projeksiyonlar mevcuttur [15,61] (Sekil 4). Amilin bilissel performansi arttirir [21],
o0grenmeyi ve hafizayi iyilestirir [62], anksiyolitik ve antidepresan benzeri etkilere
[63,64] ve analjezik Ozelliklere sahiptir [65]. Ancak bu etkilerin altinda yatan

mekanizma tam olarak anlasilamamistir [66].

Periferik Amilin Yollari Santral Amilin Yollari

vBesin alimi

Pankreas
AlRg Laktasyon Leptin
fEnerji tiiketimi
¥Besin alimi
Periferik amilin ® Santral amilin Gretimi

Sekil 4. Periferik ve santral amilinin etki yolaklari [15].

(AP: Area postrema, ARC: Arkuat nucleus, BNST: Stria terminalisin yatak cekirdegi, CeA: Santral
amigdala, DMH: Dorsomedial hipotalamus, LHA: Lateral hipotalamik alan, LPBN: Lateral parabrakial
nucleus, MPA: Medial preoptik alan, MPO: Medial preoptik nucleus, NAc: Niikleus akumbens, NTS:
Nikleus tractus solitarius, PVN: Hipotalamik Paraventrikller Nikleus VTA: Ventral tegmental alan)

LPBN, dorsolateral ponstaki bir néron kompleksinden olusur ve tat, solunum,
merkezi kardiyovaskiler kontrol ve uyku gibi cesitli viseral fonksiyonlara aracilik

etmede 6nemli bir rol oynar [67]. LPBN ndronlarinin aktivasyonu gida alimini
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azaltirken, VTA noronlarin ve dopamin sisteminin aktivasyonu amilinin édillendirici
Ozelliklerine aracilik eder. VTA (zerinde direkt etkisi gosterilen amilinin yemek

boyunca 6dul degerini dislirerek yemek o6l¢lisiini azalttigl 6nerilmistir [68].

VMH, ARC ve VMN'yi kapsayan enerji metabolizmasinda dnemli bir alandir
[69]. Periferik amilin gida alimini azaltmak ve enerji harcamasini artirmak icin direkt
ARC noronlarina da  baglanabilir. Burada AP’den bagimsiz  olarak
Proopiomelanokortin (POMC) ve Noropeptid Y (NPY) néronlarini aktive eder. NPY
noronlarinin amilin aktivasyonu LPBN noronlarina etki ederek yemeyi, POMC

sinyallemesi enerji harcanmasini ve lokomotor aktiviteyi etkiler [15].

Salgilanmasi ve dolasimdaki seviyeleri viicut yagiyla (leptin ve insiilin) dogru
orantili olan hormonlara adipozite sinyalleri adi verilir ve ARC'yi uyarirlar. Doyma
sinyalleri, yemek yeme sonrasi gastrointestinal sistemde (retilir ve gida hakkinda
NTS’ye bilgi verir (Sekil 5). Gelen bilgiler bitlinlestirilerek enerji harcanmasi ve besin
alimi diizenlenir [70]. Amilin de ARC’'de STAT3 yolagini calistirarak leptinin etkisine
aracilik eder ve bahsedilen diger etkileriyle yemeyi azaltir ve enerji harcanmasini

arttirir [71] (Sekil 6).
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Sekil 5. Periferik ve santral doygunluk sinyalleri [72].
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(ARC: Arkuat niikleus, CCK: Kolesistokinin, GiS: Gastrointestinal sistem, LHA: Lateral hipotalamik alan,
NPY: Noropeptid Y, NTS: Niikleus traktus solitarius, PFA: Perifornikal alan, POMC:
Proopiomelanokortin)

Mikroglia
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~ " Amilin ¢

Besin alimi
Kilo artigi

Sekil 6. VMH’ de amilinle indiiklenmis leptin sensitizasyonu semasi [73].

(Lepr-b: Leptin reseptérii b)
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismanin hayvan deneyi kisimlari Bezm-i Alem Vakif Universitesi Bilimsel
Arastirmalar laboratuvarinda, histolojik analiz kisimlari ise istanbul Universitesi
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiltesi Histoloji Anabilim Dali laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

3.1. Hayvanlar

Calismada agirliklari ortalama 500 gr olan yerlesik ve her biri yaklasik 400 gr
agirhginda isgalci yetiskin erkek Wistar Albino siganlar kullanildi. i¢ élgiileri 62x89x52
cm [74] olan genis kafeslerde, yiyecek ve su ad libitum olarak saglanip, 21+1 °C oda
sicakhiginda, 12/12 saat aydinlik/karanlk déngusu altinda tutuldu (Sekil 7). Calismada
ayrica her bir yerlesik erkek sicanla barindirilacak ayni cins sterilize disi sicanlar
kullanildi. Sterilizasyon disinin gebe kalip maternal agresyon goéstermemesi igin

gereklidir [75].

Yerlesik erkek sicanlar 4 gruba ayrildi (Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4) ve iki

ayri deneyde agresyon prosediirii (Yerlesik isgalci Paradigmasi) uygulandi:

Deney 1: Grup 1(n=8) intraperitoneal (iP) serum fizyolojik; Grup 2 (n=8) iP
amilin (50 pg/kg)

Deney 2: Grup 3 (n=6) IP amilin uygulamasi (50 pg/kg)+ Area Postrema’ya (AP)
serum fizyolojik uygulamasi; Grup 4 (n=6) iP amilin uygulamasi (50 ug/kg) + AP’ ye

amilin antagonisti (AC187) uygulamasi

Deney 1 amilinin agresyon davranisi Uzerindeki etkilerini incelemek ve
serotonerjik etkilerini gostermek icin tasarlanmistir. Deney 2 ise amilin etkisinin AP

Uzerinden gerceklesip gerceklesmedigini gosterebilmek amaciyla tasarlanmistir.
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Sekil 7. A. Siganlarin iginde bulundugu ig 6lciileri 62x89x52 cm olan genis kafesler. B. Suluklarin tele
takilabilmesi igin telin Ustiine eklendigi ve serbestce gezebilmeleri igin iki tarafindan agiklik
olusturulan genis kafeslerin igindeki kiiglik kafesler.

3.2. Area Postrema’ ya AC187 (Amilin Antagonisti) Enjeksiyonu

3.2.1. Kaniilasyon

Galismamizda Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4 olacak sekilde dort grup sican
bulunmaktadir. Grup 3 ve Grup 4 gruplarinda beynin Area Postrema bolgesine [76]
stereotaksik yontemle kanul yerlestirildi ve postop tedavileri uygulandi (Sekil 8).
Genel anestezi altinda (Ksilazin 10 mg/kg, Ketamin 80 mg/kg ), 26 gauge kilavuz kaniil,
ucu AP'nin 1 mm Uzerinde, bregmanin 13.8 mm posterioru ve 7,1 mm ventralinde
olacak sekilde yerlestirildi [77]. implante edilen kandiil, vidalar ve plastik bir

polimerizat yardimiyla sabitlenip gikarilabilir tipalarla kapatildi (

Sekil 9, Sekil 10). Cerrahi islemin ardindan yerlesik siganlar, ameliyattan sonra
antibiyotik ve agr kesici (Amoksisilin + Klavulanik asit 5 mg/ kg, Meloksikam 1 — 2
mg/kg) Davranis deneyi ve sakrifikasyon Oncesi bir haftalik iyilesme sirecine

birakildilar.
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Sekil 8. Stereotaksi cihazi.

A

Kilavuz Kandil Kor Kaniil
Uzunlugu Uzunlugu

..

Kilavuz Kaniil Kor Kaniil

Projeksiyon

Sekil 9. Kaniil alt birimleri [78].
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Sekil 10. Sirasiyla kaniilasyon agamalari.

3.2.2. AP'ye ilag infiizyonu

Kantlasyon isleminden bir hafta sonra (iyilesme siresi) sicanlara davranis
deneylerinden hemen 6nce kanil yoluyla %0.9 sodyum klorir (NaCl) iginde ¢ozilmus

olarak AC187 ya da sham grubu icin sadece %0.9 NaCl verildi. inflizyon, Hamilton
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mikrolitre siringalari ve yliksek hassasiyetli inflizyon pompalari ile 15 - 33 gauge
inflizyon kandlleri (1 mm cikintili kilavuz kanullere uyacak sekilde) ile gerceklestirildi.
AC 187 AP'ye 3 saatte 1 mikrolitre/saat dozda olacak sekilde inflize edildi. [76] (Sekil
11).

Sekil 11. infiizyon sirasinda Wistar siganlari kiigiik kafeslerde serbestce gezinebilmektedir.

3.2.3. Kaniilasyon Boélgesinin Dogrulanmasi

Davranis deneyleri de tamamlandiktan sonra, kantlasyon uygulanmis olan
Grup 3 ve Grup 4 grubundaki sicanlarin AP kanllne krezil viyole uygulandi (15 dakika
boyunca 0.5mikrolitre/sican). Kanul yerlesimi, beyin dilimlerinin histolojik incelemesi
ile dogrulanacaktir. istatistiksel degerlendirmeye yalnizca kaniiliin dogru sekilde
yerlestirildigi hayvanlar dahil edildi. AP'de kanil izi olmayan hayvanlar (6rn.,

dordiincl ventrikile kanl yerlestirilmesi) harig tutuldu [76] (Sekil 12).
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Sekil 12. Sakrifikasyon sonrasi krezil viyole boyamalari ile AP dogrulanma alani.

3.3. Davranis Testi

Yerlesik-isgalci Testi: Saldirganlik, vyerlesik-isgalci testi kullanilarak
laboratuvardaki erkek sicanlarda kolaylikla g6zlemlenebilen bir durumdur. Bu testte
tek basina barinan bir 'yerlesik' erkek sicanin ev kafesine yabanci bir ‘isgalci’ erkek

sican birakilir. isgalciyi tespit eden, yerlesik sican saldirgan eylemlerine baslar [2].

Yerlesik erkek sicanlar, toplam yedi giin boyunca bdlgesel davranislarin
olusmasina izin verecek sekilde, talaslar degistiriimeden ayri ayri sterilize edilmis bir
disi ile birlikte barindirildi. Yerlesik sicanlara isgalci ile karsilasmadan 20 dakika 6nce
tek doz yiiksek dozda amilin (50 pg/kg) i.p. enjeksiyonu ya da sham grubu ise salin
enjeksiyonu [21] uygulandi. Sigan amilininin yarilanma omri yaklasik 13 dk’dir [79].
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Bu yaklasimla suprafizyolojik verilen bu dozajin plazma amilin diizeyini en az 2 saat
icin achk duzeylerinin Gzerine gikarmasi beklenmektedir [80]. Beynin i¢ bolgelerine
ulasabilmesi de g6z 6niine alindiginda amilinin direkt etkilerinin goérilmesiigin yliksek
doz kullaniimasini uygun bulduk [21]. Amilin uygulamasindan sonra disi siganlar
kafeslerden gikarildi ve disi sicanlarin yerine isgalci sicanlar ev kafesine yerlestirildi.
Hayvanlarin 10 dakika boyunca etkilesime girmesine izin verildi [75] (Sekil 13).

Hayvanlara karsi kor olan bir gozlemci, saldirgan, sosyal ve sosyal olmayan

davranislarin siresini, sikhgini ve gecikmesini puanladi [3] (Tablo 1).

Sekil 13. Yerlesik isgalci Testi sirasinda siganlar.
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Grup 1

Yerlesik sicanlarin sterilize disi ile 1 hafta ev

kafesinde yasamasi

Yerlesik sicana salin uygulanmasi ve 20
dakika sonra disinin isgalci

dakika

sican ile
degistirilip 10 boyunca

saldirganhgin kaydedilmesi

isgalci sican cikarildiktan sonra yerlesik
sicanin ev kafesinde tek basina 1 saat
dinlendirilmesi. Anesteziye alinip
perfiizyon ve doku toplama islemlerinin

tamamlanmasi.

Grup 2

Yerlesik sicanlarin sterilize disi ile 1 hafta ev

kafesinde yasamasi

Yerlesik sicana amilin uygulanmasi ve 20

dakika sonra disinin isgalci sican ile

degistirilip 10 dakika boyunca saldirganligin
kaydedilmesi

isgalci sican cikarildiktan sonra vyerlesik
sicanin ev kafesinde tek basina 1 saat
dinlendirilmesi. Anesteziye alinip perflizyon
ve doku

toplama islemlerinin

tamamlanmasi.

Grup 3

Yerlesik sicanin AP’sine stereotaksi ile
kanul yerlestiriimesi ve 1 hafta iyilesme

slireci

Yerlesik sicanlarin sterilize disi ile 1 hafta ev

kafesinde yasamasi

Yerlesik sicana kanul vasitasiyla 3 saatlik
serum fizyolojik (1 pl/saat) inflizyonu

yapilmasi

Yerlesik sicana amilin uygulanmasi ve
20 dakika sonra disinin isgalci sican ile
degistirilip 10 dakika boyunca

saldirganlhigin kaydedilmesi

isgalci sican cikarildiktan sonra yerlesik
sicanin ev kafesinde tek basina 1 saat
dinlendirilmesi. Anesteziye alinip
perfiizyon ve doku toplama islemlerinin

tamamlanmasi.

Tablo 1. Deney diizeni 6zeti
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Grup 4

Yerlesik sicanin AP’sine stereotaksi ile kandil

yerlestiriimesi ve 1 hafta iyilesme sireci

Yerlesik sicanlarin sterilize disi ile 1 hafta ev

kafesinde yasamasi

Yerlesik sicana kanidl vasitasiyla 3 saatlik

AC187 (1 pl/saat) infuzyonu yapilmasi

Yerlesik sicana amilin uygulanmasi ve 20

dakika sonra disinin isgalci sican ile

degistirilip 10 dakika boyunca saldirganhgin
kaydedilmesi

isgalci sican cikarildiktan sonra yerlesik sicanin
ev kafesinde tek basina 1 saat dinlendirilmesi.
Anesteziye alinip perflizyon ve doku toplama

islemlerinin tamamlanmasi.




3.3.1. Davranislar igin Gruplama

Kamera ile kaydedilen sosyal davranislar toplam 28 davranis 6gesi lzerinden
puanlandi. Verilerin net bir temsilini desteklemek icin asagidaki davranis
kategorilerinde islem uygulandi: (1) Atak (yanal tehdit, perginleme, asagida tutma,
kovalama, dik durus; (2) Sosyal kesif (ona dogru hareket etme, burnunu sokma, rakibi
inceleme, anogenital koklama, emekleme, binmeye tesebbis, sosyal timar), (3)
Sosyal olmayan kesif (ambulasyon, buylutme, koklama, tarama, kazma), (4)
Hareketsizlik (oturma, yatma, hareketsiz, donma), (5) Timarlama (yikama, sallama,
kasima). Ayrica yerlesik tarafindan ilk saldiriya kadar olan gecikme siiresi saldirganlik
Olclist olarak kullanildi. Mevcut amag icin slire, farkli davranissal unsurlarin yizdesi

belirlendi ve ylizlesmenin toplam slresinin ylizdesi olarak ifade edildi [81].
3.4. Dokularin Toplanmasi

Karsilasma sliresinin sonunda, isgalci kafesten cikarildi ve yerlesik erkek,
altmis dakika boyunca kendi kafesinde rahatsiz edilmeden kaldi. c-Fos
ekspresyonunun néronal aktivasyondan 60-90 dakika sonra zirve yaptigini géz éniine
alarak 1 saatin sonunda yerlesige anestezi uygulandi. Sicanlar intrakardiyak perflizyon
ile fikse edildi (75-100 ml distile su, ardindan fosfat tamponlu distile su icinde 400 ml|
paraformaldehit (0,1 M PBS'de %4 paraformaldehit, pH 7.3) (Sekil 14). Beyinler
cikarihp ayni fiksatif icinde +4°C'de fikse edildi. Fikse edilen beyin dokulari ertesi giin
sirayla %70, %90, %96 ve %100 olan yukselen alkol serilerinden gegirilerek dehidrate
edildi. Daha sonra toluol ile seffaflastirma yapildi. Seffaflastirma isleminden sonra
56°C’'deki etlivde 6nce 45 dk toluen+parafin karisimi icinde, daha sonra 2 saat saf sivi
parafin icinde bekletildi. Son asamada ise dokular, parafin bloklara gomildi ve
mikrotom (Thermo Scientific: Microm hm430) ile bu bloklardan, pozitif sarjl lamlara
4 um kalinlikta olacak sekilde kesitler alindi [82]. Alinan kesitlerdeki amigdala ve
hipotalamustaki BNST, MEA ve VMHVL bolgelerinin lokalizasyonu icin, krezil viyole ile
boyama sonucu ¢ekirdeklerin Paxinos atlasi [83] yardimiyla tespit edilmesinden sonra

es kesitlere c-Fos imminohistokimyasal analiz yapildi.
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Sekil 14. Perfliizyon pompasi (sol) ve kardiyak olarak perfiize edilen sigan (sag).

3.5. Krezil Viyole

Amigdala ve hipotalamus gekirdeklerinin mikroskobik olarak yerinin belirlenmesi igin
elde edilen kesitlere, dncelikle krezil viyole boyamasi yapildi. Bu dogrultuda kesitler,
PBS ile yikandiktan sonra 10 dk boyunca 37°C'de pH:3.0 olan %1'lik krezil viyolede
bekletildi. Dokular, fazla boyalari PBS ile giderildikten sonra %96 etil alkol ile
diferansiye edildi. iki kez saf etil alkolden gegirilip dehidrate edildikten sonra toluolle
seffaflastirihp entellan ile kapatildi. Bu sayede BNST, MeA VE VMHUvI bolgeleri icin
dogru kesit seviyeleri, krezil viyole ile boyanan kesitlerin Olympus BX61 1sik
mikroskopu ile 2X biyltmede incelenerek elde edilen gorsellerinin, Paxinos

atlasindaki gorseller ile kiyaslanmasiyla belirlendi.
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3.6. c-Fos immiinohistokimyasal Analizi

56°C'lik etlivde parafinin giderilmesi icin bekletilen kesitler, daha sonra sirayla
%100, %96, %90 ve %70 olan inen alkol serisinden gecirilerek rehidrate edildi. Daha
sonra, fiksasyon islemiyle bozulan antijenik yapinin eski halini geri almasi igin doku
kesitlerine “antijen geri kazanimi” islemi, kesitlerin mikrodalga firinda 95-98°C’ye
Isitilan sitrat tampon solisyonunda (pH=6,0) bekletilmesiyle yapildi. Tris tamponlu
salin (TBS) ile yikamanin ardindan kesitler, endojen peroksidazin bloklanmasi
amaciyla %3’lik H,0, sollisyonunda bekletildi. Tekrar yikama sonrasi dokularin etrafi
hidrofobik kalemle sinirlandildi ve ardindan doku kesitlerine bloklama islemi
uygulandi. Bloklama sonrasinda doku kesitleri, yikama yapilmadan, primer antikor (c-
Fos, ab208942, 1/1000) soliisyonu ile +4°C'de humidity chamber i¢inde 16-18 sa
(overnight) inkiibe edildi. Ertesi glin, doku kesitlerindeki primer antikor
uzaklastirildiktan sonra yikama yapildi ve kesitlere oda sicakliginda 20 dk sekonder
antikor uygulandi. Tekrar yikamanin ardindan kesitler, streptavidin-biyotin-
peroksidaz sollisyonuile RT’de 20 dk inkiibe edildi. Yikama yapilan kesitlere DAB (3,3'-
diaminobenzidine) kromojen sollisyonu uygulandi ve Mayer’s hematoksilen ile zit
boyama vyapildi. Son olarak, sirasiyla %90, %95, %100 ve %100 yikselen alkol
serilerinden gecirildikten sonra toluende bekletilip entellan ile kapatildi [82].
Olympus BX61 1sitk mikroskopu ile 2X ve 40X buylUtmelerde fotograflari gekilerek
gorintileme yapildi. Doku orneklerinde c-Fos ekspresyonlari, QuPath yazilimi
kullanilarak degerlendirildi [84]. Skorlamalarda BNST i¢in 40X biylitmede ¢ekilen 5
farkli alan, MeA ve VMHUvI icin 40X blylutmede cekilen 2 farkli alan kullanildi. Beyin
dokularinda boyanmanin siddeti ve yogunluguna gore pozitif néron hicreleri
belirlendi ve bu hiicreler segilen alandaki tim hicrelere oranla yiizde (%) olarak

hesaplandi.

3.7. istatistiksel Analiz

Cahsma sonuglarinin (Grup 1 ve Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 kiyaslamasi)
istatistiksel degerlendirilmesi agamasinin iki grup karsilastirmasinda surekli
degiskenler arasinda farki belirlemek icin Student’s t-test kullanildi (t tests - Means:

Difference between two dependent means) (Sekil 15). Deney sonucundaki davranis
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ve immiinohistokimyasal veri analizinde Mann-Whitney U testi ve bagimsiz

orneklem T testi kullanilimistir.

t tests — Means: Difference between two dependent means (matched pairs)
Analysis: A priori: Compute required sample size

Input: Tailis) = (One
Effect size dz = 1.01107Va2
o err prob = 0.0%
Power (1-0 err prokb) = 0.80
Output: MNoncentrality parameter & = 28597553
Critical t = 1.8945786
Df = 7
Total sample size = 8
Actual power = 0.B8223575

Sekil 15. Power analizi.

Yapilan ¢alismada her bir grup igin 6rneklem sayisi %95 giiven diizeyinde (1-
a), %80 test glicti (1-B) ile gruplar arasinda 6ngorilen en genis 1. Grup igin ortalama
deger: 4.65+0.40 ve standart sapma 1.2, 2. Grup icin ortalama deger: 3.23+0.47 ve
standart sapma 1.5 olarak atfedildiginde her bir grupta alinmasi gereken 6rnek
sayisi n=8 olarak belirlenmistir. [85] Cerrahi islem ve sonrasindaki bir haftalik
iyilesme slirecinde kaybedilen si¢anlar nedeniyle 3 ve 4. gruplar n=6 olacak sekilde

deneye devam edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Davranis Bulgulari

Yerlesik-isgalci paradigmasi sonucu 10 dakikalik videolar elde edilmistir.
Burada davranislar 28 kategori lizerinden 10 dakikalik siire boyunca manuel olarak
hesaplanarak veriler elde edildi. Bu davranislar hiicum/atak, sosyal kesif, sosyal
olmayan kesif, hareketsizlik, timarlama seklinde bes ana baslikta gruplandi. Her bir
davranis saniye cinsinden hesaplanarak ilk saldiri zamani gecikmesi ve toplamda kag
kez direkt saldiri meydana geldigi de saldiri sayisi olarak belirtildi. Elde edilen ham
veriler tabloda toplam slire 600 saniye olacak sekilde her hayvan icin yer almaktadir
(Tablo 2). Grup 1-2 ve grup 3-4’Un tim davranislarinin zamansal dagilim situn
grafikleri (Tablo 3, Tablo 5) ve grup 1-2 ve grup 3-4’Un toplam saldiri sayilari stitun

grafikleri asagida verilmistir (Tablo 4, Tablo 6).
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Grup Sican Atak/Hicum | Sosyal | Sosyal Hareketsizlik | Timarlama | ilk Saldiri
Numarasi | Numarasi | siresi kesif olmayan saldiri sayisl
kesif gecikme
zamani
1 11 118.53 188.81 | 258.04 | 20.98 13.64 107 3
1 12 106.35 109.36 | 225.75 | 13.04 145.48 201 2
1 13 118.53 188.81 | 258.04 | 20.98 13.64 491 2
1 14 253.85 181.47 | 152.10 | 12.59 .00 323 6
1 15 131.53 104.22 | 305.56 | 30.35 28.33 303 5
1 16 122.64 219.93 | 190.54 | 7.09 59.80 182 2
1 17 27.18 146.98 | 317.11 | 39.26 69.46 600 0
1 18 124.39 196.52 | 240.42 | 11.50 27.18 343 1
2 21 78.97 198.97 | 299.49 | 7.18 15.38 246 2
2 22 106.30 275.98 | 175.81 | 27.60 14.31 333 5
2 23 6.26 259.83 | 208.70 | 4.17 121.04 600 0
2 24 114.19 123.21 | 285.48 11.02 66.11 437 4
2 25 .00 161.66 | 421.76 | 6.22 10.36 600 0
2 26 .00 214.72 | 317.06 | 46.15 22.07 600 0
2 27 102.21 135.95 | 280.07 | 2.04 79.73 78 8
2 28 74.23 159.79 | 303.09 | 34.02 28.87 306 3
3 31 50.59 200.34 | 267.12 | 79.93 2.02 88 3
3 32 20.30 241.62 | 271.07 | 30.46 36.55 325 2
3 33 2.05 72.95 | 363.70 | 15.41 145.89 299 1
3 34 17.17 236.36 | 236.36 | .00 110.10 600 0
3 35 91.22 229.05 | 252.36 | 15.20 12.16 224 2
3 36 .00 84.28 | 344.15 | 167.56 4.01 600 0
4 41 .00 191.96 | 227.14 | .00 180.90 600 0
4 42 41.31 162.13 | 303.61 86.75 6.20 584 1
4 43 1.00 95.00 | 491.00 2.00 11.00 600 0
4 44 .00 111.22 | 277.55 72.45 138.78 600 0
4 45 83.25 60.91 | 405.08 | 10.15 40.61 362 2
4 46 23.00 132.00 | 352.00 | 62.00 31.00 438 1

Tablo 2. Grup 1 (n=8), 2 (n=8), 3 (n=6) ve 4 (n=6)"lin yerlesik-isgalci paradigmasi boyunca davranis

siireleri tablosu.

27




Grup 1-2 tim davranislarin zamansal dagilimi

3500
3000
2500
2000
1500 o
1000
500 I
, HN = HN
Atak Suresi Sosyal Kesif ~ Sosyal Olmayan Hareketsizlik Timarlama
Kesif

B Grupl EGrup2

Tablo 3. Grup 1-2 tiim davranislarin zamansal dagilimi.

Saldiri Sayisi

Grupl _

0 5 10 15 20 25

Tablo 4. Grup 1-2 toplam saldiri sayisi.
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ilk Saldiri
Gecikmesi



Grup 3-4 tim davranislarin zamansal dagilimi

3500
3000
2500
2000
1500
1000
500 I I
, mm = uB
Atak Suresi Sosyal Kesif ~ Sosyal Olmayan Hareketsizlik Timarlama ilk Saldiri
Kesif Gecikmesi

B Grup3 EGrup4

Tablo 5. Grup 3-4 tiim davranislarin zamansal dagilimi.
Saldiri Sayisi

Grup 4

Grup3 _

Tablo 6. Grup 3-4 toplam saldiri sayisi.

4.1. Deney 1 (Grup 1-2) Yerlesik isgalci Paradigmasi Sonuglari

Deney 1'deki Grupl ve 2’'nin atak sireleri Mann-Whitney U testi ile
kiyaslandiginda toplam atak siiresi amilin uygulamasi yapilan Grup 2 sicanlarinda

anlamli olacak sekilde agresif davranislari azaltmistir [Z=6.00, p=.005] (Tablo 7).
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Tablo 7. Grup 1-2 atak siiresi karsilagtirmasi grafigi.

Grup 1 ve 2’deki siganlar bagimsiz érneklem T testi ile karsilastirildiginda
intraperitoneal amilin uygulamasinin isgalciye ilk saldirilarinin gecikme sirelerine

etkisi anlamli bulunmamustir [T(14)=-.90, p=.38] (Tablo 8).

700
600
500
400
300
200
100

ilk Saldiri Gecikme
Zamani (sn)

Grup 1-2

Tablo 8. Grup 1-2 ilk saldiri gecikme zamani karsilastirmasi grafigi.

Grup 1 ve 2’'deki sicanlar bagimsiz orneklem T testi ile karsilastirildiginda
intraperitoneal amilin uygulamasi sonrasi 10 dakikalik siire zarfinda toplam saldiri

sayisindaki degisim anlamli sonuglanmamistir [T(10)=1.11, p=.29] (Tablo 9).
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Saldiri Sayisi

O R N WU O N W

-

Grup 1-2
Tablo 9. Grup 1-2 toplam saldiri sayisi karsilagtirmasi grafigi.
Grup 1 ve 2’'deki sicanlar bagimsiz orneklem T testi ile karsilastirildiginda
intraperitoneal amilin uygulamasi 10 dakikalik strede sosyal kesif davranislari

suresinde anlamh bir degisim gozlenmemistir [T(14)=-.97, p=.34] (Tablo 10).

300
250
200

150

Sosyal Kesif (sn)

100

50

Grup 1-2

Tablo 10. Grup 1-2 sosyal kesif davraniglari toplam siresi karsilagtirmasi grafigi.

4.2. Deney 2 (Grup 3-4) Yerlesik isgalci Paradigmasi Sonuglari

Deney 2’de kanilasyon ve sonrasindaki iyilesme sirecinde n=8 olan iki
gruptan da ikiser sican kaybedilmistir. Yerlesik isgalci Paradigmasi sonucu elde edilen
ham davranis veri tablosu ve grafikleri yukarida verilmistir. Taban etkisinden
kaginabilmek adina hig¢ saldiri géstermeyen sicanlar istatistiksel degerlendirmeden

dislanmistir (Grup 3, n=4; Grup 4, n=3).
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Deney 2’deki Grup 3 ve 4’lUn atak sireleri bagimsiz 6rneklem T testi ile
karsilastirildiginda toplam atak slresinde, AP’ye amilin antagonisti (AC187)
uygulanan si¢anlarda (Grup 4) uygulanmayanlara gore (Grup 3) anlaml bir degisiklik

gozlenmemistir [T(5)=-2.97, p=.77] (Tablo 11).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Atak Siresi (sn)

Grup 3-4

Tablo 11. Grup 3-4 atak siiresi karsilastirmasi grafigi.
ik atak icin gecikme zamanlari bagimsiz drneklem T testi ile kiyaslandiginda
toplam ilk saldiri gecikme zamani AP’de amilin antagonisti uygulamasi yapilan Grup

4 sicanlarinda anlamli olacak sekilde artmistir [T(5)=-2.73, p=.041] (Tablo 12).

oo |

600

500

400

300

200

ilk Saldiri Gecikme Zamani (sn)

100

Grup 3-4

Tablo 12. Grup 3-4 ilk saldiri gecikme zamani karsilastirmasi grafigi.
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Grup 3 ve 4’ teki sicanlar Mann-Whitney U testi ile karsilastirildiginda AP’ ye
AC187 uygulamasi sonrasi 10 dakikalik slire zarfinda toplam saldiri sayisindaki

degisim anlamli sonuglanmamistir [Z=3.00, p=.29] (Tablo 13).

3:5

25

1,5

Saldiri Sayisi

0,5

Grup 3-4

Tablo 13. Grup 3-4 toplam saldiri sayisi karsilastirmasi grafigi.

Sosyal kesif slireleri bagimsiz 6rneklem T testi ile kiyaslandiginda toplam
sosyal kesif siiresi AP’de amilin antagonisti uygulamasi yapilan Grup 4 siganlarinda

anlaml olacak sekilde degisim gozlenmemistir [T(5)= 1.29, p=.25] (Tablo 14).
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Tablo 14. Grup 3-4 sosyal kesif davranislari toplam siiresi karsilastirmasi grafigi.
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4.2, Histolojik Veriler

4.2.1. Deney 1

Asagida sirasiyla Grup 1 BNST niikleus boyamalari (Sekil 16), Grup 1 VMHvI ve
MeA niikleus boyamalari (Sekil 17), Grup 2 BNST niikleus boyamalari (Sekil 18), Grup
2 VMHvI ve MeA niikleus boyamalari (Sekil 19) gosterilmistir.
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Sekil 16. Grup 1 BNST
¢ekirdeginin (taral alan)
krezil viyole (x2
biiyiitme), c-Fos
immiinohistokimyasal
boyamasi (x2 biyiitme)
ve c-Fos aktif hiicrelerin
(x40 buyiutme)
fotograflari.
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Sekil 17. Grup 1 MeA
¢ekirdeginin (soldaki
tarali alan) ve VMHvI
¢ekirdeginin (sagdaki
tarali alan) krezil viyole
(x2 biiyiitme), c-Fos
immiinohistokimyasal
boyamasi (x2 biylitme)
ve c-Fos aktif hiicrelerin
(x40 biyiitme)
yukaridan asagiya
sirasiyla VMHvl ve
MeA’dan gekilmis
fotograflari.
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Sekil 18. Grup 2 BNST
¢ekirdeginin (tarah alan)
krezil viyole (x2
biiyiitme), c-Fos
immiinohistokimyasal
boyamasi (x2 biyiitme)
ve c-Fos aktif hiicrelerin
(x40 buyutme)
fotograflari.
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Sekil 19. Grup 2 MeA
¢ekirdeginin (soldaki tarali
alan) ve VMHuvI
¢ekirdeginin (sagdaki taral
alan) krezil viyole (x2
biiyiitme), c-Fos
immiinohistokimyasal
boyamasi (x2 biiyiitme) ve
c-Fos aktif hiicrelerin (x40
biiylitme) yukaridan
asagiya sirasiyla VMHvl ve
MeA’dan gekilmis
fotograflari.



Bagimsiz orneklem T testi ile kiyaslandiginda Grup 2’de BNST'deki c-Fos
aktivasyonu Grup 1’e gore ¢ok anlamli olarak artmistir [T(68)=-2.93, p=.005] (Tablo

15).
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Tablo 15. Grup 1-2 BNST’ deki hiicre aktivasyonu karsilastirma istatistik tablosu.
Mann-Whitney U testi ile kiyaslandiginda Grup 2’de VMHvI gekirdegi
hicreleri Grup 1’e gore ¢ok daha anlaml olacak sekilde c-Fos aktivitesi gostermistir

[2=124.000, p=.003] (Tablo 16).
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Tablo 16. Grup 1-2 VMHvI’ deki hiicre aktivasyonu karsilastirma istatistik tablosu.
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Mann-Whitney U testi ile kiyaslandiginda Grup 2’deki MeA ¢ekirdegi c-Fos
aktivasyonu Grup 1’den anlamh 6l¢tide distk bulunmustur [Z=37.000, p=.043]

(Tablo 17).
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Tablo 17. Grup 1-2 MeA’ daki hiicre aktivasyonu karsilagtirma istatistik tablosu.

4.2.2. Deney 2
Asagida sirasiyla Grup 3 BNST niikleus boyamalari (Sekil 20), Grup 3 VMHvI ve

MeA niikleus boyamalari (Sekil 21), Grup 4 BNST niikleus boyamalari (Sekil 22), Grup

4 VMHvI ve MeA niikleus boyamalari (Sekil 23) gosterilmistir.
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Sekil 20. Grup 3 BNST
cekirdeginin (tarah alan)
krezil viyole (x2 biyiitme),
c-Fos
immiinohistokimyasal
boyamasi (x2 biyiitme) ve
c-Fos aktif hiicrelerin (x40
biliylitme) fotograflari.
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Sekil 21. Grup 3 MeA
¢ekirdeginin (soldaki tarali alan)
ve VMHuvI gekirdeginin (sagdaki
tarali alan) krezil viyole (x2
biiyiitme), c-Fos
immiinohistokimyasal boyamasi
(x2 biiyiitme) ve c-Fos aktif
hiicrelerin (x40 biiyiitme)
yukaridan asagiya sirasiyla
VMHvI ve MeA’dan ¢ekilmis
fotograflari.
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Sekil 22. Grup 4 BNST
¢ekirdeginin (taral alan)
krezil viyole (x2
biiyiitme), c-Fos
imminohistokimyasal
boyamasi (x2 biyitme)
ve c-Fos aktif hiicrelerin
(x40 biiyitme)
fotograflari.
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Sekil 23. Grup 4 MeA
cekirdeginin (soldaki
taral alan) ve VMHvI
¢ekirdeginin (sagdaki
tarali alan) krezil viyole
(x2 biiyiitme), c-Fos
immiinohistokimyasal
boyamasi (x2 biyiitme)
ve c-Fos aktif hiicrelerin
(x40 biiyiitme) yukaridan
asagiya sirasiyla VMHvI
ve MeA’dan gekilmis
fotograflari.



Mann-Whitney U testi ile kiyaslandiginda Grup 4’te Grup 3’e gore BNST'de
anlamli oranda daha ¢ok c-Fos aktivasyonu gozlenmistir [Z=584.000, p=.048] (Tablo

18).
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Tablo 18. Grup 3-4 BNST’ deki hiicre aktivasyonu karsilastirma istatistik tablosu.
Bagimsiz 6rneklem T testi ile kiyaslandiginda Grup 4 VMHuvI ¢ekirdegindeki c-
Fos aktivitesi cok anlamli olacak 6lctide Grup 3’ten fazladir [T(18)=-3.30, p=.004]

(Tablo 19).
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Tablo 19. Grup 3-4 VMHvl’deki hiicre aktivasyonu karsilastirma istatistik tablosu.
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Bagimsiz 6rneklem T testi ile kiyaslandiginda Grup 4’tGn MeA ¢ekirdegindeki
hiicresel c-Fos aktivasyonu. Grup 3’tekine gore cok anlamli olacak dlclide fazla

bulunmustur [T(22)=-4.65, p=<.001] (Tablo 20).
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Tablo 20. Grup 3-4 MeA’daki hiicre aktivasyonu karsilagtirma istatistik tablosu.
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5. TARTISMA

5.1. Yerlesik isgalci Paradigmasi

Yerlesik isgalci Paradigmasi literatiirde agresif davranislarin gdsterilmesi icin
standardize olmus bir metoddur [75]. Bu testle canlida agresyon yaratarak ve bu
slireci video altina alarak agresif davranislar o6lculebilmektedir. Deney 1’de
intraperitoneal olarak verilen serum fizyolojik ve amilin kiyaslamasinda si¢anlarin
agresyon davranis skorlamasi yapilmistir. Yerlesik ve isgalci sicanin 10 dakikalik
karsilasma stirelerindeki 28 davranis; hlicum/atak, sosyal kesif, sosyal olmayan kesif,
hareketsizlik, timarlama seklinde bes kategoride toplanmistir. Buradaki atak siiresi
canlinin agresif davranislarinin belirleyicisi olarak degerlendiriimektedir. Bunun
disinda literatlirdeki calismalar ilk saldiriya kadar gegen sireyi de saldirganlikla ters
orantili bir belirtec olarak kullanmislardir [81]. Bu baglamda ¢alismamizda biz de atak
suresi, ilk saldiri gecikme zamani ve toplam direkt saldiri sayisi saldirganhgi
degerlendirmek amaciyla kullaniimigtir. Elde ettigimiz sonuglara gére serum fizyolojik
uygulanan Grup 1, amilin uygulanan Grup 2’ ye gore anlamh 6l¢lide daha fazla atak
suresi gostermistir (p<.01). Cahsmamizda Grup 2’de atak siresindeki azalma ile
birlikte sosyal kesif davranislarinda anlamli olmayan artis egilimi gézlenmistir (p=.34).
Yapilan bir calismada da atak siiresindeki artislarin, sosyal kesif davranislarinda kismi
azalmayla birlikte oldugu bildirilmistir[81]. ilk saldirinin gecikme siiresinin anlamli bir
fark olusmasa da Grup 2’deki deney hayvanlarinda daha yliksek olarak belirlenmistir
(p=.38). Saldiri sayilarinin iki grupta anlamli farkhlik gostermedigi saptanmistir.
Bulgularimiz amilinin, Yerlesik isgalci Paradigmasi’nda temel agresyon belirleyicisi

olarak kabul edilen atak sliresinde anlamli azalmaya neden olmustur.

intraperitoneal amilin ve intraserebral kaniilden serum fizyolojik uygulanan
Deney 2’deki Grup 3 ile intraperitoneal amilin ve intraserebral olarak AP’ye amilin
antagonisti uygulanan Grup 4 arasindaki karsilastirma ile amilinin agresyona etkisinde
AP’nin roliiniin arastirilmasi amaglanmistir. Kaniilasyon ve sonrasindaki iyilesme

surecinde Grup 3 ve Grup 4’ ten ikiser sican kaybedilmistir. Calisma bu gruplar n=6
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olacak sekilde siirdiriilmustiir. Yerlesik isgalci Paradigmasi sonucu elde edilen ham
davranis veri tablosu ve grafikleri yukarida verilmistir (Tablo 2, Tablo 5, Tablo 6).
Taban etkisinden kaginabilmek adina hig¢ saldiri géstermeyen sicanlar istatistiksel
degerlendirmeye alinmamistir (Grup 3; n=4, Grup 4; n=3). Bu durum Deney 2 davranis
verilerinde yiksek standart sapmaya ve dislik glivenilirlige neden olmustur. Buna
ragmen elde edilen verilere gére Grup 4’ in atak slresi Grup 3’e gore artis egilimi
gosterdigi belirlenmistir (p=.77). Bununla celisecek sekilde Grup 4’ in ilk saldiri
gecikme zamani ise anlamli 6lciide Grup 3’ten yiksek oldugu saptanmistir (p=.041).
Bu sonug tek basina degerlendirildiginde Grup 4’lin daha az agresyon gosterdigi
disundlebilir. Bununla birlikte Grup 4’teki deney hayvanlarinin Grup 3’teki deney
hayvanlarina gore atak siresinin artis egiliminde olmasi, sosyal kesif strelerinde ise
azalma egiliminde olmasi (p=.25) bulgulari Deney 1 davranis bulgulariyla

degerlendirildiginde amilin antiagresif etkiler gosterdigini diisindirmektedir.

Literatiirde Yerlesik isgalci Paradigmasi ile agresyon modeli olusturmak igin
genellikle fareler [86] ve sicanlar kullaniimistir. Koolhaas ve arkadaslari [75] her cins
sicanda agresyon modeli olarak Yerlesik isgalci Paradigmasi’nin uygulanabilecegini
ancak sican tirlerinin saldirganlik derecelerinin farkli oldugunu, Wistar cinsi siganlarin
diisiik saldirganhk gésterdigini ve Yerlesik isgalci Paradigmasi icin yiiksek saldirganlik
gosteren siganlarin kullanilmasinin daha uygun olacagini belirtmislerdir. Bununla
birlikte Wistar cinsinin Yerlesik isgalci Testlerinde kullanildigi cok sayida calisma
bulunmaktadir [87-89]. Saldirganhgin siddet olarak niteleyebilecegimiz hayati bir
saldirganlk sekline donusebilecegi bilinmektedir [90]. Bircok calismada agresyon
normal ve anormal agresyon olarak gruplandiriimistir [91-94]. Normal agresyon
yuksek glukokortikoid seviyeleriyle iliskiliyken anormal agresyonda glukokortikoid
seviyelerinin azaldigi belirtilmistir. Calismamizda amilinin normal agresyona etkileri
arastirilacagindan anormal agresyonda stres hormonlarinin farkhlik goéstermesi
amilinin normal agresyondaki etki mekanizmalarini tam olarak ortaya koymayabilir.
Diger taraftan anormal agresyon olusturulan deney hayvanlarinda hayati organlara
saldirilarin gerceklesebilecegi belirtilmistir [95]. Bu durum tarafimizda etik kaygilara
neden olmustur. Bu nedenlerle calismamizda Wistar cinsi sicanlar kullanilarak

amilinin agresyon mekanizmalarina etkisi arastirilmistir. Bulgularimiz amilinin
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agresyon davraniglarinda azalmaya neden oldugunu gostermistir. Bu agresyon

davraniglarinin immunohistokimyasal bulgulari destekledigi belirlenmistir.
5.2. Histolojik incelemeler

Yerlesik isgalci Paradigmasi uygulanan tiim sicanlarda BNST, VMHvI ve MeA
cekirdeklerinde c-Fos aktivitesi imminohistokimya yontemi ile incelenmistir.
Uyarana ilk yanit veren c-Fos, hiicre aktivitesinin artisinda kullanilan 6nemli bir
belirtectir [96]. Doygunluk mekanizmalarina etkisinin arastirildigi calismalarda
intraperitoneal verilen amilinin, BNST ve CeA c¢ekirdeklerindeki c-Fos
immunreaktivitesini AP {zerinden [15], VMHvl c¢ekirdegindeki c-Fos
immunreaktivitesini direkt yoldan [69] gosterdigi, MeA’da ise aktivite artisi
gostermedigi belirtiimektedir [97]. Ote yandan BNST, VMHvl ve MeA agresyon ile
iliskili CSD’ nin temel ¢ekirdekleridir (Sekil 1). Bu nedenle agresyonun da bu alanlarda
c-Fos immiunreaktivitesini arttirdigi belirtiimektedir [37]. Bu durumda MeA’da
agresyon artisindan, BNST ve VMHvl’de ise hem agresyon artisindan hem de amilinin

bu bolgelerdeki etkisinden kaynaklanan immiuinreaktivite artisi gézlenebilir.

Calismamiz her biri iki grup iceren Deney 1 ve Deney 2 asamalarindan
olusmaktadir. Deney 1’de; Yerlesik isgalci Testi’ne maruz birakilan sicanlarin bir
grubuna serum fizyolojik uygulanirken (Grup 1), diger gruba amilin uygulamasi
yapilmistir (Grup 2). Grup 2’deki deney hayvanlarina amilin uygulamasi Grup 1’deki
deney hayvanlarina kiyasla BNST ve VMHvl c¢ekirdeklerinde c-Fos
imminreaktivitesinde anlamli artislara neden olurken [(p=.005), (p=.003)], MeA
cekirdeginde c-Fos immiinreaktivitesini anlamli olarak azalttigi (p=.043) saptanmistir.
BNST ve VMHUvI cekirdeklerindeki immiuinreaktivite artisi agresyon artisindan ya da
amilinin etkilerinden kaynaklanabilir. Davranis testi bulgularimiz Deney 1 Grup 2’deki
deney hayvanlarinda agresyonun azaldigini géstermistir. Bu durumda Grup 2’deki
deney hayvanlarinda BNST imminreaktivitesindeki artisin amilinin etkilerin
kaynaklandigini duslinebiliriz. Doygunluk mekanizmalariyla ilgili olarak amilinin
etkilerinin arastinldigi calismalarda amilinin MeA’da imminreaktif etki gostermedigi
ileri stirGlmustur [97]. Agresyonun imminreaktivite artisina neden oldugu bilgisinden
yola gikarak amilinin MeA’da c-Fos immiinreaktivitesinde anlamli azalma gostermesi

amilinin antiagresif etkilerinden kaynaklandigini diistindiirmektedir.
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Deney 2’de; Yerlesik isgalci Testi’ne maruz birakilan ve intraperitoneal amilin
uygulanan sicanlarin bir grubuna AP’ye takilan kantl aracihgiyla serum fizyolojik
(Grup 3), diger gruba ise amilin antagonisti (AC187) verilmistir (Grup 4). Grup 4’te
BNST, VMHvI ve MeA ¢ekirdeklerinde Grup 3’e gére anlamli immiinreaktivite artigi
gozlenmistir [(p=.048), (p=.004), (p=<.001)]. Grup 4’te antiagresif etkilerinin
olabilecegini dislindigliimiz amilinin amilin antagonisti ile BNST cekirdegindeki AP-
LPBN-BNST vyolagi lzerinden olusan etkisi ortadan kaldirildigi icin bu gruptaki
immunoreaktivite artisinin sicanlarin daha agresif olmalarindan kaynaklanabilecegini
duslinebiliriz. Amilin direkt olarak da BNST ¢ekirdegindeki reseptorleri [98] araciligiyla
aktivasyon olusturabilir. Deney 2’deki iki gruba da intraperitoneal amilin uygulandigi
icin Grup 4’teki immiinreaktivite artisi amilinin direkt etkilerinden kaynaklanmadigi
amilinin agresyonu azaltici etkisinden kaynaklandigini gostermektedir. Deney 1 ve
Deney 2’deki Yerlesik isgalci Paradigmasi’ndan elde edilen davranis bulgularimiz,
BNST cekirdegi ile ilgili c-Fos imminoreaktivitesi bulgularimiz ile uygunluk
gostermektedir. Bulgularimiz amilinin AP {zerinden antiagresif mekanizmalarda rol

alabilecegine isaret etmektedir.

Anksiyete hafif ya da siddetli olabilen endise ya da korku gibi bir rahatsizlik
hissiyken [99], agresyon baskalarina fiziksel ya da psikolojik olarak zarar verme
davranisidir. Amilinin anksiyolitik etkileri bildiriimisse de [21] amilinin antiagresif
etkilerini gosteren calismaya rastlanmamistir. Calismamiz amilinin antiagresif etkisini
gosteren ilk calismadir. Amilinin AP-LPBN aksi tGzerinden projekte oldugu CeA, BNST
gibi cekirdekler 6zellikle stres hormonu Uretiminde etkili olan ¢ekirdekler olarak da
gorev yapmaktadir [100,101]. Normal agresyon davranislarinda stres hormonlarinin
arttig belirtilmistir [17]. Bu veriler ve ¢alismamizin bulgulari amilinin anksiyolitik,
antiagresif ve diger davranissal etkilerinin AP'deki etkilerinden ve onun limbik alt

sisteme yayilan aksonlarindan kaynaklandigini disindirmektedir.

AP’nin korku kosullanmasi, sosyal geri cekilme, bilissel fonksiyonlar gibi
davranislarla da iliskili olabilecegini gosteren calismalar bulunmaktadir [102,103].
AP’de lezyon olusturuldugunda lityumun antiagresif etkisinin ortadan kalktig
bildirilmistir [14]. Farkh bir calismada ise sicanlarda AP lezyonunun, bir anksiyete testi

olan agik alan testinde daha az kaygi benzeri davranislar sergiledigi bildirilmistir [104].
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Zebra baliklarinda yapilan bir ¢calisma AP aktivasyonu ile agresif davranislar arasinda
pozitif korelasyon oldugu gosterilmistir. [105]. Calismamizin bulgulari ise AP
aktivasyonunun agresif davranislari azaltabilecegini distindirmektedir. Calismamiz
ve s0z konusu diger ¢alismalar kapsaminda AP’nin agresyon mekanizmalarinda
onemli bir merkez oldugunu disiindirmektedir. AP (izerinden yansiyan noral yollarin
CeA’ya da ulastig1 ve CeA aktivasyonunun agresyonu azaltabilecegi ileri stirGImustur
[95]. Yakin zamanli bir calismada monosodyum glutamatin antiagresif etkilerinin
oldugu ve bu etkide AP ile cok siki iliski gosteren NTS’den CeA’ya uzanan yolagin etkili
olabilecegi ileri strdlmustir [106]. Amilin de antiagresif etkilerini AP- LPBN- BNST-
CeA vyolag (Sekil 4) Uzerinden gosterebilir. Konuya agiklik getirebilecek ileri

¢alismalara ihtiyacg vardir.

Deney 1, Grup 2’deki deney hayvanlarina amilin uygulamasi, serum fizyolojik
uygulanan Grup 1 deney hayvanlarina gore VMHvl cekirdeginde c-Fos
imminoreaktivitesinde anlamli artisa neden olmustur (p=.003). Davranis testleri
Grup 2’deki deney hayvanlarinda Grup 1’e kiyasla agresyonun azaldigini gstermistir
(p=.005). Bu durumda Grup 2’deki deney hayvanlarinda c-Fos immiinreaktivitesindeki
artis, amilinin AP aksindan bagimsiz VMHv!I’deki direkt etkisi olarak degerlendirilebilir.
Grup 4’'te VMHvI cekirdeginde Grup 3’e gore c-Fos imminreaktivitesinin anlamli
olarak ylksek oldugu belirlenmistir (p=.004). Grup 4‘te amilin antagonisti ile amilinin
AP-LPBN-BNST vyolagi Uzerinden etkisi ortadan kaldirildigl icin bu gruptaki
immunreaktivite artisinin agresyondan kaynaklandigi dislintlmuistir. Bu grubun
davranis testlerinde agresyon gostergesi olan atak siliresinde anlamli olmayan artis
saptanmistir (p=.77). Diger agresyon gostergesi ilk saldiri zamani gecikmesinde ise
anlamliartis saptanmistir (p=.041). Bu geliskiye ragmen davranis testlerinin tartisildig
bélimde ifade edilen nedenlerden dolayr Grup 4’teki deney hayvanlarinin agresif
olduklari distnilmustir. Soyle ki; Deney 1’in davranis testlerinin sonuglarina
dayanarak Grup 3’te amilinin antiagresif etkiler gdsterebilecegini distinebiliriz. Grup
4’'te ise VMHvlI'de imminreaktivite artisi agresyondan ve amilin direkt etkisinden
kaynaklanabilir. Amilinin Grup 3 ve 4’te VMHuvI ¢ekirdegine direkt etkilerinin ayni
diizeyde olacagini gbz 6niine aldigimizda, Grup 4’teki immuinreaktivitenin Grup 3’ten

anlaml olarak yliksek olmasi bu gruptaki deney hayvanlarinin agresyonunun yiksek
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oldugunu ve imminreaktivite artisinin yiksek agresyondan kaynaklandigini

dislindirmektedir.

Bilindigi gibi VMH tokluk merkezidir ve aktive olmasi tokluk duyumuna neden
olur. Tokluk merkezinin aktivitesi ise hiicrelerin glukoz tliketimiyle yakindan iliskilidir
[6]. VMH’nin bir alt bolimi olan VMHvl enerji metabolizmasinda rol almasinin
yaninda, yapilan bircok calismada agresyonu indiikleyen merkez olarak One
¢ikmaktadir [37,38,107,108]. Ayrica VMHvl'de glukoza yanit veren agresyondan
sorumlu hicrelerin bulundugu belirtilmistir [2,7,8]. Agresyonun hipoglisemide
arttigini gosteren calismalar bulunmaktadir [9-11]. Bu bilgiler kapsaminda amilinin
glukoz homeostatisisindeki roll ile VMH'yi aktive ederek tokluk duyumuna neden
olabilecegini ve yine VMHvl'nin aktivasyonu durumunda agresyonun tetiklendigi
bilgisine dayanarak amilinin agresyon merkezi olan VMHv!I’yi inhibe ederek agresyonu
azaltabilecegini disUnebiliriz. Ancak amilin sadece VMHvl'yi inhibe ederek
agresyonda azaltici etki olustursaydi Grup 3 ve Grup 4 arasinda anlamh farkin
olmamasi beklenirdi. Zira Grup 3’te de Grup 4’te de amilinin direkt etkileri mevcuttur.
Grup 4’'te Grup 3’e gore daha yiksek immiinreaktivitenin saptanmasi, amilinin
antiagresif etkilerinin VMHvl'yi inhibe edici etkisinden degil AP yolag lzerinden

gerceklesebilecegini diistindiirmektedir.

Agresyonun kan sekeri degisiminden etkilendigi bilinmektedir. Hipoglisemide
agresyonun arttigini belirten calismalar [9-11] glinltik hayatta siklikla dile getirdigimiz
achgin getirdigi sinirlilik durumunu destekler niteliktedir. Diyabet hastalarinin
tedavilerinde doz hatalari sebebiyle sik goérilen hipoglisemi ataklari ve genel olarak
kan glukoz seviyelerindeki dalgalanmalar hastalarda ruhsal degisimlere sebep
olmaktadir [31]. Bu nedenlerle amilin VMH Uzerinden doygunluk hissine neden
olurken ayni zamanda antiagresif etkilerini de VMH Uzerinden gercgeklestirebilecegi
hipotezi gelistirilmistir. Ancak bulgularimiz amilinin antiagresif etkilerinin VMHvl’den

bagimsiz AP yolagi lizerinden gergeklestigini desteklemektedir.

Deney 1’de Grup 2’deki deney hayvanlarina amilin uygulamasi serum
fizyolojik uygulanan Grup 1 deney hayvanlarina gore MeA c¢ekirdeginde c-Fos
imminoreaktivitesinde anlamli azalmaya neden olmustur (p=.043). Bu bulgu amilinin

antiagresif etkileriyle MeA c¢ekirdeginin aktivasyonunu azalttigini ve antiagresif
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etkilerinde MeA ¢ekirdeginin 6nemli rol oynayabilecegini distindirmistir. Amilinin
santral sinir sistemindeki genel etkilerinin arastinldigi bir g¢alismada amilin
uygulamasinin MeA’da imminreaktivite artisi gostermedigi belirlenmistir [97]. Yakin
zamanda yapilan bir diger calismada da MeA’nin posterodorsal kisminda (MeApd)
amilin reseptori iceren bir grup néronun oldugu gosterilmistir [109]. Calismamizda
Deney 1, Grup 2’de amilin uygulamasi CSD’nin dnemli agresyon merkezlerinden biri
olan MeA’da immiinreaktiviteyi azaltmasi ve bu grupta agresif davranislarin anlamh
azalma gostermesi amilinin antiagresif etkilerini teyit etmektedir. Deney 2, Grup 4'te
MeA cekirdeginde Grup 3’e gore c-Fos immiinreaktivitesinin anlamli olarak ylksek
oldugu belirlenmistir (p=<.001). Grup 4‘te amilin antagonisti ile amilinin AP-LPBN-
BNST-CeA vyolagl Uzerinden etkileri ortadan kaldirildiginda Grup 4’teki
imminoreaktivite artisi amilinin antiagresif etkilerini AP yolagl Uzerinden
gerceklestirdigini dlislindiirmektedir. Amilinin Deney 1, Grup 2’de Grup 1’e gore MeA
cekirdeginin aktivasyonunda anlamli azalma olusturmasi MeA’yl innerve eden
inhibitor yolaklarin olabilecegini ve bu inhibitor yolaklarin agresyon mekanizmasinda
rol alabilecegini dustindirmektedir. Nitekim vyapilan literatiir incelemesinde
doygunluk ve agresyon iliskisinin arastirildigi bir calismada VMH’deki Arkuat
Nikleus'ta bulunan Agouti iliskili peptid (AgRp) noronlarinin MeA’ya inhibitor
sinyaller gonderdigi bdylece MeA aktivasyonunu azaltarak agresyonda azalmaya
neden oldugu; MeA’nin inhibe olmadigi durumlarda ise MeA’dan BNST’ye gelen
sinyallerin BNST aktivasyonuna neden olarak agresyonu arttirdig ileri strdlmustir
[110]. Amilinin doygunluk mekanizmalarindaki roltiinin arastirildigi bir calismada ise
VMH’deki AgRP néronlarinin amilinle aktive oldugu gosterilmistir [111]. Bu bilgiler
kapsaminda amilinin Deney 1, Grup 2’de MeA’da c-Fos imm{inreaktivitesini ve agresif
davranislari azaltici etkisi AgRp néronlarindan MeA'ya yansiyan inhibitor yollara bagli
olabilir. Yukarida belirtildigi gibi BNST aktivasyonunun MeA aktivasyonuna bagli
olabilecegi dusiunildiginde Grup 2'de MeA'ya paralel olarak  BNST
immunreaktivitesinde de azalma olmasi beklenirdi. Ancak boyle bir bulgunun
saptanmamasi BNST’deki imm{nreaktivite artisinin amilinin AP araciligiyla ve/ veya
direkt BNST’yi aktive edici etkisinden kaynaklandigini diisiindirmektedir. Daha 6nce
de ifade edildigi gibi cekirdek aktivasyonlarindaki artis c¢ekirdeklerdeki

imminreaktivitede artisini gostermektedir. Ayrica Deney 2, Grup 4’te amilinin AP
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yolagindaki etkisi ortadan kaldinldigi icin MeA ¢ekirdeginde anlamli immiinreaktivite
artisinin BNST cekirdegine de yansidigi goriilmektedir. Bu bulgu MeA aktivasyonunun
BNST'ye vyansimasindan ve/ veya AP blokajindan kaynaklanabilecegini
disundirmigse de mevcut bulgularimiz BNST'nin MeA aktivasyonuyla iliskisini
dogrudan ortaya koyamamaktadir. Hipotalamusun MeA'yi etkiledigini gosteren
¢alismalarin yanisira yakin zamanda yapilan bir calismada MeA’nin VMHvI’yi uyararak
agresyon olusturdugu gosterilmistir [112]. Bulgularimiz bu bilgi dogrultusunda
degerlendirildiginde MeA aktivasyonunun VMHvI aktivasyonuna neden olabilecegini

kesin olarak soyleyememekteyiz.

Diger taraftan MeA’daki immiunreaktivite azalmasi, amilinin AP-LPBN-CeA
yolagi uzerinden intraamigdalar yollar araciligiyla ve/ veya extraamigdalar yollar
araciligiyla ile MeA’ da olusturdugu inhibitor etkilere bagli olabilir. Konuya agiklik

getirebilecek ileri ¢galismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC

Yerlesik isgalci Testi’'ne maruz birakilan sicanlara amilin uygulamasi BNST ve
VMHUvI cekirdeklerinde c-Fos immiinreaktivitesinde anlamli artislara neden olurken
MeA cekirdeginde c-Fos immiunreaktivitesini anlaml olarak azalttigi saptanmistir.
Davranis testi bulgularimiz amilinin deney hayvanlarinda agresyonu azalttigini
gostermistir. Amilinin BNST ve VMHvI ¢ekirdeklerinde c-Fos imminreaktivitesinde
anlamli artis gdstermesi amilinin BNST ve VMHUvI gekirdeklerini etkilemesi ile iligkili
bulunurken, amilinin MeA’da c-Fos immiinreaktivitesinde anlamli azalma gostermesi
amilinin antiagresif etkilerinden kaynaklandigini ve MeA’yi innerve eden inhibor

yolaklarin olabilecegini dlisiindirmustir.

Yerlesik isgalci Testi’'ne maruz birakilan ve intraperitoneal amilin uygulanan
sicanlara AP’ye takilan kandl araciligiyla amilin antagonisti (AC187) verilmesi BNST,
VMHuvI ve MeA c¢ekirdeklerinde anlamli immuinreaktivite artisina neden olmustur.
Amilin antagonisti ile amilinin AP-LPBN-BNST-CeA yolagi ile olusan etkisi ortadan
kaldirildigr icin bu gruptaki immuinoreaktivite artislari sicanlarin daha agresif
olmalarindan kaynaklanabilecegi distnilmistir. Bulgularimiz amilinin agresyonu
azaltabilecegini ve antiagresif mekanizmalardaki etkisinin AP {zerinden
gerceklesebilecegine isaret etmektedir. Amilinin agresyon mekanizmalarina ve

agresyon tedavisine etkisini arastiran daha ileri calismalara ihtiyag vardir.
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