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Santral Alarin Enjeksiyonunun Erkek Siganlarda Toplam
Elektroensefalografi (EEG) VE EEG Bantlarina Etkisi: In vivo
Elektrofizyolojik Caligma

Amag: Beslenme ve su alimi gibi fizyolojik siireglerde rol oynayan ve néronlar arasi iletimi modile
eden etkisi bilinen alarinin kortikal uyariimadaki roli tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismanin
amaci santral alarin enjeksiyonunun kortikal aktiviteye olasi etkisini arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: 14 erkek Wistar albino sigan, sham ve 1 nmol santral alarin grubu olmak lizere
ikiye ayrildi. Tim gruplara ketamin/ksilazin (90/10 mg/kg) anestezisi altinda 70 dakikalik kayit yapildi.
Her iki grupta da 10 dakika bazal kayit alindiktan sonra enjeksiyon yapildi. Serum fizyolojik ve alarin
enjeksiyonunu takiben 60 dakika daha kayit alindi. Elde edilen Elektrokortikogram (ECoG)
kayitlarindan, toplam EEG gug¢ spektrumu, EEG dalgalarinin mutlak gii¢ ve goreceli gii¢ spektrumu
analizi yapildi.

Bulgular: Alarin uygulamasi toplam EEG gticlinii degistirmedi. Beta ve gama dalgalarinin mutlak
glcunu artirirken, beta, teta ve gama dalgalarinin toplam EEG'deki goreceli glictini de artird.

Sonug: 1 nmol santral alarin uygulamasi, bazal beyin aktivitesinin toplam guciini degistirmezken
EEG dalgalari Gzerinde moduilator etkiye sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Alarin, EEG, beyin dalgalari, sican

Effects of Central Alarin Injection on Total Electroencephalography (EEG) and
EEG Bands in Male Rats: An in vivo Electrophysiological Study

Objective: Neuropeptide alarin, known for its modulatory effect on neuronal transmission, involves
in many physiological processes such as nutrition and water intake. However its role in cortical
activity is not fully understood yet. The aim of this study is to investigate the possible effect of central
alarin injection on cortical activity.

Materials and Methods: Fourteen male Wistar albino rats were divided into two groups: Sham and
1 nmol central alarin. All groups were subjected to 70 minutes of recording under ketamine/xylazine
(90/10 mg/kg) anesthesia. After obtaining 10 minutes of baseline recording in both groups, injections
were performed. Another 60 minutes of recording were performed after physiological saline and
alarin injection. From the obtained Electrocorticography (ECoG) recordings, analysis was performed
on the total EEG power spectrum, absolute power, and relative power spectrum of EEG waves.

Results: Alarin application did not alter total EEG power. While it increased the absolute power of
beta and gamma waves, it also increased the relative power of beta, theta, and gamma waves in the
total EEG.

Conclusion: Injection of 1 nmol central alarin does not alter the overall effect of basal brain activity,
but it has a modulatory effect on EEG waves.

Key Words: Alarin, EEG, brain waves, rat

Girig

Noropeptitler, nérotransmitterlerle birlikte merkezi sinir sistemi (MSS) tarafindan
sinirsel iletisim icin kullanilan kimyasal habercilerdir (1). Noérotransmitterlerin sinyal
surecleriyle karsilastirildiginda néropeptitler daha hassas ve yaygin etkiye sahiptirler (2).
Bu fizyolojik 6zelliklerin bir sonucu olarak néropeptitler MSS lizerinde daha gok modulatér
etkinlik gostermektedir (3). Noropeptitler; beslenme, 6grenme ve hafiza, uyku uyanikhk
doéngisu, su alimi vb. pek gok MSS fonksiyonunda kritik Gneme sahiptir (4). Fizyolojik
katkilarinin yani sira patolojik siireglerde de kritik éneme sahiptirler (5). Demans, kronik
agri, epilepsi ve noébetler bu patolojik bozukluklara érnek olarak verilebilir (5).

Alarin, galanin peptit ailesine ait, 25 aminoasitlik bir néropeptittir (6). Galanin benzeri
peptitler (GALP) geninin bir varyant transkripti olup, MSS ve periferik sinir sisteminde
yaygin bir biyoaktiviteye sahiptir (7). Alarin, beslenme ve su alimi gibi fizyolojik
sureclerdeki katkisini hipotalamus ve hipofiz bezindeki ilgili yolaklarini aktive ederek
gerceklestirir (8). Alarinin bilinen otonom katkisinin yani sira ekstra hipotalamik etkileri de
vardir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, alarinin depresyonda diizenleyici etkilere
sahip oldugunu ve potansiyel bir terapétik hedef olarak kabul edilebilecegini gostermistir
(9). Alarinin hicresel etkilerini arastiran bir galismada, alarinin, otofajiyi zayiflatmak igin
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siklik adenozin monofosfat/protein kinaz-A sinyal yolunu
inhibe ederek miyokardiyal hipertrofiyi duzenledigi
g6sterilmigtir (10). Tip 2 diyabet ve obezite gibi metabolik
bozukluklarda dolagimdaki alarin dizeylerinin degistigi ile
ilgili galismalarda mevcuttur (11). Alarin, galanin peptid
ailesine ait olmasina ragmen, galanin reseptor
aktivasyonu yoluyla biyolojik islevini sergilememektedir
(12). Alarinin  mevcut tanimlanmis bir reseptori
bilinmemesine ragmen yapilan son bir ¢galismada, TrkB
(tropomyosin ile iligkili kinaz B) reseptéri aracii ERK
(hiicre digi sinyalle dizenlenen kinaz) ve AKT (protein
kinaz B) sinyal yolaklarini hedef etki gosterdigi literatiire
sunulmustur (13). Bu nedenle galanin ailesindeki diger
peptitlerden farkli olarak ayri bir biyolojik yapiya sahip
olabilir. Otonom ve metabolik stireglerde ki katkisi bilinen
alarinin ekstra hipotalamik sureglerdeki katkisina dair
yeterince galisma bulunmamaktadir. Ozellikle kortikal
uyarilma dizeylerine bagl olarak EEG aktivitesine nasil
katki sundugu bilinmemektedir.

Bu calismada alarinin sinaptik iletimi module ettigi
bilgisine dayanarak, santral alarin enjeksiyonunun bazal
beyin aktivitesi ve EEG bantlan Uzerinde etkisi olup
olmadidi arastirildi. Bu amagla toplam EEG verileri elde
edildikten sonra, bant analizi yapilarak EEG dalgalarinin
mutlak gi¢ ve toplam EEG’deki rolatif katkilan (ylzde
katkilar1) degerlendirildi.

Gereg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Deney protokollerinin
uygulanmasi icin KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 10.03.2023 tarihli oturumunda 2022/55 sayili
onay alindi.

Hayvanlar: Bu galismada ortalama agirhgi 250 g ve
10 haftalik toplam 14 adet yetiskin erkek Wistar albino
sican kullanildi. Hayvanlar KTU Cerrahi Arastirma
Merkezi hayvan biriminden temin edildi. Siganlar 12:12
aydinlik-karanhk doéngusinde, kontrolli nem (%50+10)
ve sicaklik (22+1°C) ortaminda barindirildi. Yiyecek ve
suya serbestce erismelerine izin verildi.

Elektrokortikogram (EC0G) ve Santral
Enjeksiyon igin Cerrahi Prosediir: Sicanlar (her grup
icin n=7), 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin karigimi
kullanilarak intraperitonal (i.p.) enjeksiyon ile anesteziye
alindi. Hayvanin basi stereotaktik aparata yerlestirildi ve
kafa derisinde orta hatta sagittal bir kesi yapildi. Bregma
noktasi referans alinarak lateral ventrikul koordinatlari
(lateral 1.40; posterior 0.8 mm) belirlendi ve kafatasina tur
cihazi ile delik agildi. Bu cerrahi proseduir,
intraserebroventrikiler ~ (i.c.v.)  alarin 1 nmol  doz
uygulamasi igin gergeklestirildi. ECoG kayitlarini elde
etmek igin sag serebral korteks kraniyotomi (Harvard
Instruments, South Natick, MA, ABD) ile dikkatlice agiga
cikarildi. Kortikal yuzeyi kaplayan sivi vazelin havuzu
(37°C) olusturuldu. Vicut isisi homeotermik battaniye
sistemi  (Harvard Homeothermic Blanket, ABD)
kullanilarak 37°C'de tutuldu. Olasi agn kaynaklarini en
aza indirmek icin tim temas ve insizyon noktalarina
prokain hidroklorir uygulandi.
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Elektrofizyolojik Kayitlar: ECoG kayitlarini elde
etmek icin Ag-AgCl top elektrot kullanildi. Elektrotlar kayit
esnasinda korteksin Uzerine yerlestirdi. Elektrotlarin
koordinatlari su sekildeydi: Birinci elektrot sagittal suturun
2 mm lateraline ve bregmanin 1 mm &énuine, ikinci elektrot
ise sagittal siturun 2 mm lateraline ve bregmanin 5 mm
arkasina konumlandirilacak sekilde yerlestirildi. Referans
elektrot sol kulak kepgesine yerlestirildi. ECoG aktiviteleri
veri toplama sistemi (PowerLab 16/30; AD Instruments,
Castle Hill, Avustralya) kullanilarak kaydedildi. Sinyaller
BioAmp amplifikatori (AD Instruments) kullanilarak
filtrelendi (0.1-50 Hz bant aralidi). Daha sonra ECoG
sinyalleri, Power Lab 4/SP kullanilarak 1024 Hz veri
ornekleme hiziyla dijitallegtirildi.

Deneylerde Kullanilan Kimyasallar ve Uygulama
Yoéntemleri: Deneyler sirasinda su kimyasallar kullanildi:
Alarin, ketamin hidroklortr (HCI) ve ksilazin hidroklordr.
Alarin, (Phoenix Pharmaceuticals, Inc., Burlingame,
ABD), ketamin HCI (ketalar) Pfizer'den (Pfizer, istanbul,
Tirkiye) ve ksilazin HCI Bayer'den (Bayer, istanbul,
Turkiye) satin alindi. Alarin solisyonu serum fizyolojik
kullanilarak elde edildi. Alarin i.c.v yoluyla 1 nmol dozda
uygulandi (14).

Deney Dizayni: Elektrofizyolojik kayitlar 14 adet
erkek sican kullanilarak yapildi. Hayvanlar, her biri igin
yedi sicandan olusan 2 gruba asagidaki sekilde ayrildi:

Grup I: Serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

Grup II: 1 nmol dozda i.c.v. alarin enjekte edildi.

Deneyler saat 08:00-12:00 arasinda gerceklestirildi.
Tim enjeksiyonlardan 6nce hayvanlardan 10 dakika
sureyle bazal kayitlar alindi. Tim ECoG kayitlari sag
korteksten elde edildi. Her hayvandan toplamda 70
dakikalik kayitlar alindi. Kontrol grubu igin bazal
kayitlardan sonra hayvanlara i.p. serum fizyolojik
enjeksiyonu yapildi ve 60 dakika daha ECoG kayitlari
alindi. Kontrol grubu alarinin  ¢dzlclisinin ECoG
kayitlarina etki edip etmedigi belirlenmesi igin kullanildi ve
istatistige dahil edilmedi. Alarinin bazal aktiviteye olasi
katkisinin irdelendigi grupta 10 dakikalik bazal kayittan
sonra 1 nmol dozda alarin enjekte edilerek ilave 60
dakikalik daha kayit alindi (Sekil 1).

Veri Analizi: EEG gl¢ spektrumu ¢evrimdisi olarak
analiz edildi. 50 Hz filtrelemeden sonra, her 10 dakikada
bir 70 dakikalik kayitlarin zaman pencerelerinde Fast
Fourier Transform (FFT) analizi yapildi. Sinyaller bir
Hamming penceresi ile guglendirildi. FFT'ler, 6rnek
biyukligld 1024 olan (6rtiisme olmadan) gli¢ spektrumlari
olarak toplandi. EEG giicu segilen frekans bantlarinda
hesaplandi: Delta bandi (0.5—4 Hz), teta bandi (4-8 Hz),
alfa bandi (8-13 Hz), beta bandi (13-30 Hz) ve gama
bandi (30-50Hz). Belirli bir bantta yer alan tim gig¢
degerlerinin toplami olan mutlak gu¢, bes EEG bandi igin
hesaplandi. Mutlak gli¢ bir band igerigindeki frekans
degerlerinin  genliklerinin  karesi olarak hesaplandi
(mV?/Hz). Relatif glig ise bir band igerigindeki frekanslarin
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toplam mutlak gucunin, 0-50 Hz arahdindaki butin
frekanslarin toplam gliciine orani olarak bulundu ve (%)
ile ifade edildi (15).

istatistiksel Analiz: Tim istatistiksel
karsilastirmalar GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilarak
yapildi ve mutlak glglerin analizi i¢in dncelikle normallik
testi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Veriler normal
dagiimadiginda, ANOVA'nin tekrarlanan ol¢iimlerinin
parametrik olmayan esdegeri olan Friedman testi ve ikili
karsilastirma igcin Dunn'in ¢oklu karsilastirma testi
kullanildi. Tim zaman noktalari bazal aktiviteyle (0-10
dakika) karsilastirildi. Veriler ortalamatzSEM olarak
sunuldu ve p<0.05 anlaml farklilik olarak kabul edildi.

Bulgular

Alarin enjeksiyonu siganlardan elde edilen EEG
verilerinde, toplam EEG lzerinde herhangi bir etkiye
sahip degildi (p>0.05, Sekil 2). Bazal degerlere gore
kiyaslandiginda 20.dk’dan sonra alarin toplam EEG'yi
artirir gibi goriinse de bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildi. Bant analizi yapilarak elde edilen verilerde, alarin
enjeksiyonunun alfa, delta ve teta bantlarinin mutlak gii¢
degerlerine herhangi bir etkisi oimadi (p>0.05, Sekil 3 A,
C, D). Beta bandinin gii¢ degerini kaydin 30.dk’sindan
sonra artirdi (p<0.05, Sekil 3B). Gama bandinin gig
degeri ise 60.dk dan sonra artti (p<0.05, Sekil 3E). EEG
bantlarinin toplam EEG igerisindeki ylzdesinin degisimi
bazal kayit verilerine gére degerlendirildi. Bu verilere gére
alfa bandinin toplam EEG’deki yilzdesi alarin
enjeksiyonuna baglh olarak degismedi (p>0.05, Sekil 4A).
Beta bandinin toplam EEG’deki yuzdesi, alarin
enjeksiyonuna bagl olarak 20.dk’dan sonra artti ve bu
artis 50.dk’da sona erdi (p<0.05, Sekil 4B). Delta bandinin
toplam EEG’deki yuzdesi, alarin enjeksiyonuna bagl
olarak 20. ve 40.dk'dan sonra azaldi ve bu azalis
50.dk'dan sonra sonlandi (p<0.05, Sekil 4C). Teta
bandinin toplam EEG’deki ylizdesi, alarin enjeksiyonuna
baglh olarak 60.dk’dan sonra artti (p<0.05, Sekil 4D).
Gama bandinin toplam EEG’deki yuzdesi, alarin
enjeksiyonuna bagh olarak 60.dk’dan sonra artti (p<0.05,
Sekil 4E).
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Sekil 1. Deney dizayni. A: Serum fizyolojik uygulamasi, B: 1 nmol
alarin uygulamasi

Total EEG Giig

1.5%10-9—

1.4x10-9—

1.3%10-9—

1.2x10°9—

Gili¢c (mV?3/Hz)

1.1%10-9—

-9
1x10 T T T T T 1
0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70

Zaman (dk)

Sekil 2. 1 nmol alarin uygulamasinin toplam EEG giicline
etkisinin enjeksiyon zamana bagli degisimi (p>0.05)
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Sekil 3. 1 nmol alarin uygulamasinin EEG dalgalarinin mutlak giicline etkisinin zamana bagh degisimi. A: alfa dalgasi, B: beta dalgasi,
C: delta dalgasi, D: teta dalgasi, E: gama dalgasi (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001)
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Sekil 4. 1 nmol alarin uygulamasinin EEG dalgalarinin rélatif glictine etkisinin zamana bagh degisimi. A: alfa dalgasi, B: beta dalgasi,
C: delta dalgasi, D: teta dalgasi, E: gama dalgasi (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001)
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Tartigsma

Bu calismadan elde edilen verilerde, santral alarin
enjeksiyonunun toplam EEG'ye etki etmedidi ve EEG
glictini enjeksiyon oncesi kosullara goére degistirmedigi
bulundu. EEG bantlarinin  mutlak gic¢c degisimi
incelendiginde yalnizca beta ve gama bantlarinin toplam
EEG’deki etkinliginin enjeksiyon Oncesi kosullara gore
arttigi bulundu. ilave olarak; EEG bantlarinin toplam
EEG'deki yuzdelik  katkisinin nasil  degistigi
irdelendiginde, delta bandinin yuzde katkisinin 30.dk’dan
sonra azaldigi, beta bandinin 20.dk’dan sonra arttigi, teta
ve gama bantlarinin ise 60.dk’dan sonra arttigi bulundu.

Alarin, galanin peptit ailesine ait ve MSS’de yaygin
bir etkiye sahip bir néropeptit olmasina ragmen bu yaygin
dagihm kortikal alanda diger beyin bolgelerine gére daha
azdir (7). Bu calismada toplam EEGye alarin
enjeksiyonunun etki gostermemesi bu zayif kortikal
biyoaktivite olabilir. Yine yapilan c¢alismalarda alarin
fizyolojik etkisini doz bagimh olarak artirabilmektedir (14,
16, 17). Mevcut galismada tek doz alarin enjeksiyonu
uygulandi. Farki dozlar kullanildiginda ve kullanilan
dozun Ustine cikildiginda toplam EEG degisikligi
goézlenebilir duruma gelebilir. lleri calismalarla, farkli
dozda alarin enjeksiyonunun bu durumu degistirip
degistirmeyeceginin  arastirimasi  hedeflenmektedir.
Noéropeptitler ¢odunlukla ventrikdl ici uygulandiginda
beyin dokusuna yayilma potansiyeline sahiptir (18).
Ancak santral dozlarin beyin dokusuna yayilma oranini
etkiledigi bilinmektedir (18). Bu bilgiye dayanarak,
uygulanan dozun beyin dokusuna yayilma etkinligi zayif
kaldigindan dolayr kortikal etkinlik Gzerine etki
gbsterememe durumunu ortaya ¢ikarmis olabilir. Yine bu
ilave c¢alismalarla arastirlmaya acik bir konudur.
EEG bantlar toplam EEG igerisinde var olan, genlik ve
frekansi kayit bdlgesine goére degdisebilen biyolojik
sinyallerdir  (19). Noropeptitlerin  kortikal  aktiviteyi
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degistirerek EEG bantlarini etkiledigi bilinmektedir (20).
EEG bantlari uyku ya da anestezi altinda yuksek
frekanstan dusik frekansa dogru degismektedir (19).
Ozellikle derin uyku esnasinda delta ve teta bandi baskin
hale gelmektedir (21). Bu g¢alismada delta ve teta
bandinin etkilenmedigi bulundu, ancak 6zellikle beynin
daha uyarilabilir oldugunu gdsteren beta bandinin, her ne
kadar toplam EEG degismese de, bazal kosullara gore
enjeksiyon sonucu arttigi goruldi. Bu sonug uygulanan
alarin dozunun her ne kadar toplam EEG'yi degistirecek
glict olmasa da, beyin aktivitesini artirabilecegini ve bu
etkiyi beta dalgasini artirarak ortaya koyabilecegi fikrini
vermektedir. Yine verilerde daha ¢ok dinlenme fazini
temsil eden delta dalgasinin toplam EEG’deki ylizdesinin
azaldiginin  gorilmesi bu c¢alismanin  hipotezini
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