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OZET

Bu ¢alisma anoksi, aglisemi ve iskeminin neden oldugu dopamin (DA)
saliverilmesi Uzerine sigma reseptoér ligandlarinin koruyucu etkilerini ve varsa
etkilerinin mekanizmasini aydinlatmak amaci ile yapilmistir. Sican korpus
striatum dilimlerinin anoksik, aglisemik veya iskemik kosullarda inklbe
edilmeleri DA saliverilmesinde arttiriken, doku ATP dlzeylerinde sirasiyla
%40, %75 ve %91 oraninda azalmalara neden oldu. Sigma reseptér
ligandlari haloperidol ve ifenprodil sadece anoksinin neden oldugu DA
saliveriimesini  azaltirken, aglisemi ve iskeminin neden oldugu DA
saliveriimelerini etkilemedi. Anoksinin neden oldugu DA saliverilmesini
hemen tamamen &nleyen ifenprodilin, doku ATP dlizeyindeki azalmayi geriye
déndiurmemesi, inhibitdér etkisinin doku ATP dlzeyini korunmasi ile iligkili
olmadigini distndUrmektedir. Sigma ligandlarinin etkisinde glutamaterjik
sistemin olas! roll, hem saliverilen glutamat miktarinin él¢ciimesi, hem de
glutamat reseptdér antagonistlerinin etkilerinin test edilmesi ile incelendi. Diger
taraftan, etkide revers DA transportunun olasi blokaji ise, gbzlenen etkilerin
DA uptake blokéri nomifensinin etkileri ile karsilastirilarak test edildi.
Anoksik kosullarda glutamat saliveriimesinin artmamasi, etkide glutamat
saliverilmesindeki bir inhibisyonun majér rol oynamadigini isaret etmektedir.
NMDA ve non-NMDA reseptdr antagonistleri MK-801 ve CNQX anoksinin
neden oldugu DA saliveriimesi Uzerine azaltici etki gdsterseler de, etki
glcleri haloperidol ve ifenprodile gére ¢ok dusik bulundu. Anoksi ve benzeri
kosullarin farmakolojik similasyonu olan Na*,K*-ATPaz enziminin ouabain
ile inhibe edilmesi DA saliverilmesini arttirirken, bu artisin haloperidol
tarafindan inhibe edildigi, ancak MK-801 tarafindan etkilenmedigi gézlendi.
Sonug olarak sigma ligandlari ve glutamat reseptdr antagonistlerinin, anoksi
ve ouabainin neden oldugu DA saliverilmesi Uzerine farkli etki géstermeleri,
sigma ligandlarinin etkisinde glutamat reseptdr blokajinin rol oynamadigini
distndirmektedir. Diger taraftan, anoksi ve ouabainin neden oldugu DA

saliverilmeleri Uzerine DA uptake blokéri nomifensinin ile haloperidoliin
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etkilerinin yakin benzerlik géstermesi, sigma ligandlarinin etkisinde revers DA
transportundaki inhibisyon olasihgini giiglendirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sigma reseptér ligandlari, anoksi, dopamin, glutamat
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SUMMARY

Anoxia and anoxia-like conditions induced dopamine release from rat
striatal slices - Role of sigma receptors.

This study was performed to reveal(investigate) the protective effects
of the sigma receptor ligands on anoxia, aglycemia and ischemia induced
dopamine (DA) release and if any to enlighten the mechanisms underlying
this effect. While the incubation of rat striatal slices in anoxic, aglycemic and
ischemic conditions increased DA release, a decline was observed in the
tissue ATP levels by 40%, 75%, 91% respectively. The sigma receptor
ligands haloperidol and ifenprodil only reduced the anoxia-induced DA
release whereas, aglycemia and ischemia induced DA releases stayed
unaffected. While ifenprodil almost completely prevented the DA release, it
was unable to reverse the ATP depletion within the tissue, which makes one
conclude that the inhibitory effect is not related with the preservation of the
tissue ATP levels. The possible contribution of glutamatergic system to the
effect of sigma ligands was investigated with the measurement of glutamate
release and with the assessment of the effects of glutamate receptor
antagonists as well. Moreover, the contribution of the possible blockade of
the reverse DA transportation in this effect was tested via the comparison of
the observed effects with the effects of the DA uptake blocker nomifensine.
While no rise was observed in the release of glutamate under anoxic
conditions, it seems unlikely that an inhibition on the release of glutamate
plays a major role in this effect. Although the NMDA and non-NMDA
receptor antagonists MK-801 and CNQX exert a preventing effect on the
anoxia-induced DA release, this effect was not as strong as haloperidol and
ifenprodil. The inhibition of Na-K-ATPaz enzyme by ouabain, which is the
pharmacological simulation of anoxia and similar conditions, stimulated DA
release and while haloperidol inhibited this release, MK-801 had no effect. As
a result, the differential effect of sigma ligands and glutamate receptor

antagonists on the anoxia and ouabain induced DA release makes one think
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that glutamate receptor blockade does not play a role in the effect of sigma
ligands. Moreover, the similar effect of the DA uptake blockers haloperidol
and nomifensin on anoxia and ouabain induced DA release, fortifies the
possible effect of reverse DA transport inhibition on the effect of sigma
ligands.

Key Words: Sigma receptor ligands, anoxia, dopamine, glutamate



GiRIS

Beyin insan vicut agirhdinin %2’sini olugturmasina karsin perfizyon
orani oldukga yuksek bir organdir. Enerji gereksinimi diger birgcok organdan
daha fazla olan beyin, viicuda alinan glukozun yaklasik %25, oksijenin ise
%20’sini kullanir. Tlkettigi oksijenin %90’dan fazlasini mitokondrial ATP
sentezi i¢in kullanan beyinde, normal kan akimi 45-60 ml/100 g/dakika,
metabolik hiz ise 1.3 — 1.8 pumol/g/dakika kadardir (1).

Hlcrede aerobik kosullar altinda primer enerji kaynaklar oksijen ve
glukozdur. Bu kosullarda glukozun glikoliz, trikarboksilik asit siklusu (TCA) ve
elekron transport zinciri asamalarindan gecmesi sonucu ATP ile birlikte H,O
ve CO; ac¢iga cikar. Glikoliz, hiicre sitoplazmasinda gerceklesen ve glukozun
piruvata pargalanmasi ile sonucglanan, 2 mol ATP’nin Uretildigi reaksiyonlar
zinciridir. Ortamda oksijenin olmadigi kosullarda piruvat laktik aside déntsUr.
Oksijen varliginda ise piruvat, dekarboksilasyonla asetil CoA’ya dénustiraltr
ve mitokondriye gegip TCA sirklistne katilir. Bu siklusda meydana gelen
NADH ve FADH,, glikoliz sirasinda Uretilen NADH ile beraber mitokondride
elektron transport zincirine katilarak, enerji tretiminde kullanilirlar. Elektron
transport zincirinde gerceklesen reaksiyonlar sonucu toplam 34 ATP acida
cikar. Sonugta aerobik metabolizma 2 tanesi glikoliz, 2 tanesi de TCA
asamasinda olmak Uzere net 38 ATP sentezi ile sonuglanir (1).

Enerji metabolizmasinin bozulmasi sonucu hicre i¢i ATP dizeyindeki
ani azalma, hlcre hasarlanmasina neden olabilecek birgok biyokimyasal ve
hiicresel olayi tetikler. Bu olaylardan en 6nemlisi Na*,K* ATPaz enziminin
inhibisyonu ile gelisen membran depolarizasyonu (anoksik depolarizasyon)
ve bunu takip eden voltaja bagimli Na* ve Ca*™* kanallarinin acgiimasidir.
Membran depolarizasyonu, basta eksitatér amino asitler olmak Uzere anoksi
ve/veya iskemiye duyarli birgcok nérotransmitterin saliveriimesine neden olur.
Hicre icinde serbest Ca*™" dlzeyindeki ylkselme, bu iyona bagh enzim

aktivitelerinde ve serbest radikal olusumunda artis ile beraber yapisal



proteinlerin fosforilasyonu sonucu hasarlanmaya yol acan bir c¢ok

mekanizmanin tetiklemesine neden olmaktadir (2-5).

Beyin kan akiminin azalmasi ve/veya kesintiye ugramasi sonucu sinir
hicresinde gbézlenen fizyolojik, biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler ile
meydana gelen doku hasarinin blyukligu bazi faktérlere yakindan baghdir.
Bu faktdrlerden bir tanesi, beyin kan akiminda meydana gelen azalmanin
derecesidir. Yukarida belirtildigi gibi, serebral kan akim hizi fizyolojik
kosullarda yaklasik olarak 45-60 ml/100 g/dakika arasindadir. Kan akim hizi
20 ml'ye azaldigi zaman beyin bunu tolere edilebilir. Ancak bu azalma, biling
kaybi ve ensefalografide yavaslamaya yol agabilir. Kan akiminin 18 ml/100
g/dakika’nin altina inmesi, iyonik dengenin yavas yavas bozulmasina neden
olur. Bu kosullarda, ndéronlardaki aerobik metabolizma anaerobik
metabolizmaya dénmeye baslar. Serebral kan akiminin 10 mil/100
g/dakikanin altina inmesi durumunda ise membran bUtinliginde bozulma,
hiicre icine asin Ca™ iyonu girisi ve geri dénlisimsliz doku hasari ortaya
cikar (1).

iskemiye bagl doku hasarinin ortaya ¢cikmasini ve bunun biyGkIagani
belirleyen diger bir faktdér, iskeminin sdresidir. Beyin dokusu, 18 ml/100
g/dakika serebral kan akimi hizina, herhangi bir doku hasari olmaksizin 4
saat boyunca dayanabilmektedir. Bu slre serebral kan akim hizi 15 ml
oldugunda 3.5 saat, 10 ml oldugunda 3 saat, 5 ml oldugunda ise 30 dakika
kadardir. Sonug¢ olarak slrenin uzamasi ve buna bagh olarak oksijen ve
glukozun uzun sire yeterli miktarlarda beyine ulasamamasi, doku hasarinin
ortaya ¢ikmasini ve hasarin blyUkliguni belirleyen kritik bir faktérdur (1).
iskemiye bagl hasarin biyukligini belirleyen bir diger faktér de, iskemiye
maruz kalan beyin bélgesidir. Yapilan ¢alismalar beynin farkli bélgelerinde
iskemiye olan duyarliigin ve meydana gelen hasarin blyUkliginin farklilk
gbsterdigini ortaya koymustur. Sirasi ile hipokamputsin CA1, CA4, CA3
bdlgeleri, grandl hicreleri, serebellumun purkinje, stellate ve basket, graniil,



golgi hicreleri, striatum, serebral korteksin 6zellikle 2 ve 4. tabakalar iskemi
ve benzeri kogullara duyarliligi daha fazla olan beyin bdlgeleridir (6).

Hlcre iyon dengesinin surdirdimesi 6nemli dlgtide ATP’ye bagimlihk
gbsteren aktif ve pasif transport sistemlerinin uyum iginde calismasi ile
mumkUinddr. Sinir hlicre membraninin her iki tarafi arasinda, bu aktif ve pasif
transport sistemleri ile saglanan yaklasik 60 mV’luk bir potansiyel farki s6z
konusudur. Hlcrenin canhligini devam ettirebilmesi igin gerekli olan oksijen
ve glukoz yeterli bir sekilde hiicreye ulasamadigi zaman hiicre ici ATP dizeyi
hizla azalmaya baslar ve kisa slrede ATP depolari bosalir. Hiicre ici ATP
depolarindaki bu bosalma sonucu ATP’ye bagimh olarak calisan Na*' K-
ATPaz enzimi (sodyum pompasi) inhibe olur (4).

iskemi veya anoksinin ilk 90 saniyesi icinde iyon dengesindeki
degisiklikler yavas bir sekilde gergeklesir. Baglangicta gézlenen en énemli
degisiklik hiicre ici pH'nin hafifce dismesi ve ekstraselliler K*
konsantrasyonunun yine hafifce ylkselmesidir (1-8). Birka¢c dakika sonra
ekstrasellller K" konsantrasyonu aniden artarak yaklasik 60 mM’a ulasirken,
Na* ve Ca'™ konsantrasyonlarinda kisa sireli bir disme meydana gelir.
Ekstraselliler K* dlzeyinin ylkselmesi hilcrenin -20 mV dolaylarinda
depolarize olmasina neden olur. Anoksik depolarizasyon olarak adlandirilan
s6z konusu bu durum, anoksiye maruz kalan dokudaki hiicrelerin elektriksel
olarak uyarilabilirliklerinin artmasina yol agar. Anoksik kosullarda hicre
membraninin K* iyonlarina karsi gegirgenliginin artmasinda voltaj ve ATP’ye
duyarl K* kanallarinin rollerinin oldugu gésterilmistir (1,3,4,8). Her ne kadar
hiicre ici ATP dizeyindeki diisme sonrasi ATP’ye duyarli K* kanallarinin
aktive olduklari biliniyorsa da, voltaja duyarli K* kanallarinin anoksik
kosullarda nasil aktive olduklari tam olarak anlasilabilmis degildir. Hiicre igi
veya hlicre disi pH degisikliklerinin  s6z konusu K* kanallarinin
aktivasyonundan sorumlu olabilecegi distnulmektedir (8).



Anoksi ekstraselliler K* konsantrasyonunu arttirirken, Na* ve CI
konsantrasyonlarinda azalmaya, intraselliler CI° konsantrasyonunda ise
artmaya neden olur. S6z konusu bu degisiklikler ya membran
potansiyelindeki degisikliklerle beraber, ya da bundan hemen sonra ortaya
cikar. Mg*" ile ilgili calismalar cok fazla degilse de, intraselliler Mg™
konsantrasyonunun iskemiden bir slire sonra (6rnegin akut iskemik stroktan

bir glin sonra) anlamli derecede yukseldigi gosterilmigstir (4).

Anoksi ve benzeri kogullarin neden oldugu diger bir 6nemli degisiklik
intrasellliler Ca™ konsantrasyonundaki artistir. Normal fizyolojik kosullarda
sarkoplazmik retikulum ve mitokondri gibi Ca*™ iyonlarini hicre iginde
depolayan organeller vyaninda, Ca'™u hiicre disina pompalayan
mekanizmalar sayesinde hiicre ici Ca™ konsantrasyonu 100 nM’in altindaki
dizeylerde tutulur (5,6).

ATP Uretiminin azalmasina bagll olarak ortaya cikan depolarizasyon,
voltaj ve reseptdre bagl Ca*™ kanallarinin agilmasina neden olarak hiicre
icine Ca™ iyonlarinin girisine izin verir. Hicre igci Na* diizeyindeki ylikselme
de, Na*-Ca™ degisimini aktive ederek hiicre icine ilave Ca*™ girisine yol acar.
Diger taraftan fosfolipaz C aktivasyonu gibi hiicre ici organellerden Ca*™*
saliverilmesine neden olan mekanizmalar da hiicre ici serbest Ca*™* diizeyinin
yUkselmesine katkida bulunur. Sonug¢ olarak, iskeminin baglangicindan 60—
90 sn sonra ekstraselliler Ca*™ konsantrasyonu hizla 1.2—1.5 mM'dan 0.2—
0.5 mM dizeyine duserken, intraselliiler serbest Ca™ diizeyi de 60—90 nM
dan 20-200 uM’a kadar yukselir (5,6).

Yapilan ¢aligmalar anoksinin hicre i¢i pH’sini digtrdtgana (7.4’den
6.2 dolaylarina) ve bu digsmenin membran potansiyelindeki degisikliklerden
6nce meydana geldigini gdstermektedir (1,2,8,9). Hlcre ici pHdaki bu
dismenin ATP sentezi ve tlketilmesi arasindaki dengenin bozulmasi
yaninda, laktat olusumundaki artmaya bagll olmasi da olasidir. Hicre ici
pH’nin dismesi ile ilgili bir diger gbézlem, asidozun yalniz basina iskemik



hasardan sorumlu olmadigi yénindedir. Laktat olusumundaki artma ve
asidoz iskemik beynin hemen her tarafinda uniform bir sekilde gézlenirken,
meydana gelen iskemik hasarda benzer bir homojenlik genellikle séz konusu
degildir. Anoksi veya iskemi, hicre i¢ci pH yaninda hicre digi pH'da da
dismeye neden olur. Hicre ici pH degisikligi ile hemen hemen es zamanl
ortaya c¢ikan bu degisikligin hidrojen iyonu ve laktatin sitoplazmadan

ekstrasellller ortama tasinmasina bagh oldugu sanilmaktadir (1).

Anoksik-iskemik kosullarda glutamat saliveriimesinin artmasi ve
saliverilen glutamatin da hiicre ici Ca™ dlzeyini ylkselterek doku
hasarlanmasindan sorumlu mekanizmalari tetiklemesi, “eksitotoksisite”
hipotezinin ortaya atilmasina neden olmustur (3,5,7,8,10,11). Normoksik
kosullarda, istirahat halindeki  hlcrede  ekstraselliler  glutamat
konsantrasyonu 1-5 uM’dir. Ancak siddetli iskemi eksitatér aminoasitlerin
ekstrasellller ortamdaki konsantrasyonlarini 10-60 kat arttirmakta ve sonugcta
kortikal, hipokampal ve striatal bdlgedeki glutamat dizeyi 35-500 pM’a
ulasabilmektedir. Orta dereceli iskemi esnasinda veya in vitro kosullarda
gbzlenen glutamat yikselmesi ise, cok daha az dizeylerde (yaklasik 2-5 kat)
kalmaktadir (9,12).

Normal kosullarda sinir uglarindan glutamat saliveriimesi, Ca™
iyonlarina bagimli vezikiller ekzositoz yolu ile olur. Ancak iskeminin neden
oldugu hicre ici ATP dlizeyindeki azalma vezikller saliverilmeyi inhibe ettigi
icin, glutamat saliveriimesinin kismen veya tamamen Ca*”dan bagimsiz
“revers transport” mekanizmasi ile meydana geldigi gérist agir basmaktadir.
Taslyicilar aracihigr ile yapilan glutamat transportunun yoéni, ortamdaki
glutamat konsantrasyonuna degil, iyonik konsantrasyona baglidir. Normal
kosullarda taslyict molekil, bir glutamat anyonu ve iki Na* katyonunu hiicre
icine tasirken, bir K" ve bir OH" (veya HCOg') iyonu hiicre disina transport
eder. Béylece her bir tasima déngustinde hiicre igine bir pozitif yakin
taginmasi sd6z konusudur. iskemik/anoksik kosullarda oldugu gibi,
membranin iki tarafi arasindaki iyon konsantrasyonundaki degisiklikler



(ekstraselliler K* ve intraselliler Na*® konsantrasyonundaki artislar veya
intrasellliler K* ve ekstraselliiler Na* konsantrasyonundaki azalmalar) tasiyici
mekanizmanin ters ybnde calismasina neden olur. Gerek iyon
konsantrasyonunda  g6zlenen  degisiklikler ~ve  gerekse  uptake
mekanizmasinin  stoikiometrisini temel alan hesaplamalar, anoksik
depolarizasyon esnasinda tasiyici mekanizmanin yeni bir denge olusuncaya
kadar glutamati hlicre disina transport ettigini ve meydana gelen bu denge
esnasinda ekstrasellller ortamdaki glutamat konsantrasyonunun ndrotoksik
dizeylere (>100 puM) ciktigini géstermistir (9).

iskemi esnasinda ekstraselliiler konsantrasyonu artan glutamat,
postsinaptik membrandaki iyonotropoik ve metabotropik glutamat
reseptorlerini aktive eder. Iyonotropik glutamat reseptdrlerinden NMDA
reseptorlerinin uyarilmasi hiicre icine Ca*™*, AMPA ve kainat reseptdrlerinin
aktivasyonu ise Na* ve Ca™ iyonlarinin girisine neden olur (13). Metabotropik
reseptérler ise ikincil haberci sistemleri Uzerinden etki gdstermektedir. Bu
etkiler fosfoinositol hidrolizi, fosfolipaz C aktivasyonu, cAMP artisi, Ca*™ ve K*
iyon kanallari Gzerinden meydana gelmektedir (5).

Hacre ici Ca™ artisinin birgok biyokimyasal mekanizmayi aktive
ederek doku hasarinin olusmasina neden oldugu gdsterilmistir. Ca*™ artisina
bagh olarak fosfolipaz, ksantin oksidaz, endonlkleaz, nitrik oksit sentaz,
proteaz ve lipazlarin aktivasyonu s6z konusu biyokimyasal mekanizmalarin
en bilinenleridir. Bu olaylar sonucu htcre icinde hidroksil ve superoksid
radikalleri, peroksinitrit, ve hidrojen peroksit dizeylerinin artmasi sonucu
lipidlerin oksidasyonu, proteinlerin nitrittenmesinin neden oldugu sinyal
transdiiksiyonunda bozulma ve DNA hasari, hiicrenin nekroz veya apoptoza

girmesi ile sonuclanan kisir bir dénglye yol acmaktadir (6,11,12,14,15).

Hicre ici Ca™ artisi, mitokondri membranin ic membran ile dis
membrani arasinda bulunan mitokondrial membran gecis porlarinin (MPT)

acllmasina neden olmaktadir. Hiicre ici Ca™ dlizeyi artisindan baska, diger



bazi faktdrler de (ATP ve endojen antioksidan diizeylerindeki azalma, serbest
radikal dizeylerindeki artig gibi) bu porlarin agilmasini uyarmaktadir. MPT’nin
acllmasi, mitokondrinin i membraninda depolarizasyon ile birlikte
intermembran  proteinlerin  (sitokrom-c, apoptoz indUkleyen faktor)
saliveriimesine neden olur. Mitokondrilerde bu porlarin agilma sayisinin
fazlahgr ve ATP azalmasina bagh olarak nekrotik veya apoptotik élimle
sonuclanan hicresel hasar ortaya cikar (6). Hicre ici Ca™ dlzeyinin
yikselmesi, MPT acgilmasindan baska, kalpain, kalsinérin ve kaspaz
aktivasyonunun tetikledigi mekanizmalar C(zerinden de hiicre hasarina
katkida bulunur. Serin proteazlar (doku tipi plazminojen aktivatér(, Grokinaz
plazminojen aktivatdri), matriks metalloproteinazlarin aktivasyonu, interldkin-
1 ve tlimor nekroz faktér a saliveriimesindeki artis da Ca™ ile iligkili hasarin
blayukliginde rol oynayan diger mekanizmalardir (6).

iskemi ve benzeri kosullarin sadece eksitatér amino asitlerin degil,
diger bazi ndérotrasmitterlerin de saliveriimesinde artmaya neden oldugu
bilinmektedir. Nitekim benzer kosullarda DA saliveriimesinin de belirgin
derecede arttigi ve saliverilen DA’in meydana gelen doku hasarlanmasinda
rol oynayabilecegini gbsteren sonuclar bulunmustur. Yapilan calismalarda
sicak carpmasinin neden oldugu iskemi ve hicre O6luminin DA
saliverilmesinin inhibisyonu ile azaltilabildigi (9,16,17) g&sterilmistir. Benzer
sekilde, iskeminin neostriatumda neden oldugu hasarin buyukltgu, tek tarafli
substantia nigra lezyonu ile azaltilabilmisti (18,19). iskemi veya benzeri
kosullarda meydana gelen doku hasarlanmasinda DA’in etki mekanizmasi
cok acik degilse de, DA’in glutamat ile sinerjistik bir sekilde etkileserek
hasarlanmaya katkida bulundugu sanilmaktadir (10,20).

Bu c¢alismanin konusu olan sigma reseptérleri, vicutta yaygin bir
dagihm gdsteren ve baslangicta k- ve p-opioid reseptérlerinden farkli bir
opioid sistem reseptdri olarak tanimlanmis olsa da, bu reseptérler Gzerinden
meydana gelen bir cok etki non-spesifik opioid antagonistleri tarafindan

6nlenememistir (21). Diger taraftan, sigma ligandlarinin NMDA reseptérleri



Uzerinde fensiklidin baglanma bdélgesine baglanarak bu reseptérler Gizerinden
ortaya cikan etkileri modlle etmesi nedeni ile sigma reseptdrinin, gercekte
fensiklidin baglanma bélgesi oldugu ileri strlGlmastir (21). Bununla beraber
yeni yapilan calismalarla sigma reseptérlerinin opioid reseptorleri ve
fensiklidin baglanma bdélgelerinden ayri, morfinan, butirofenon, trisiklik
antidepresan, fenotiyazin, poliaminler gibi yapilar farkli birgcok maddeye
afinitesi olan ve hiicre membraninda yerlesim gésteren bagimsiz reseptorler
oldugu kanitlanmistir (21-23). Konu ile ilgili yayinlara bakildiginda sigma
reseptorlerine yiksek afinite gdsteren ifenprodil i¢in sigma-2 reseptdr agonisti
(24), sigma-2 reseptdér antagonisti (25), veya sigma-1 reseptdr ligandi (26)
ifadelerinin kullanildig1 gértulmektedir. Haloperidol i¢in de, sigma reseptdr
ligandi (27) veya sigma-1 reseptdr antagonisti (28) ifadeleri kullaniimaktadir.
Yapilan yayinlarin énemli bir kisminda ise bu belirsizlik (veya celigki)
nedeniyle “sigma ligandlar” ifadesi daha sik tercih edilmektedir (27,29,30).
Bu nedenle calismamizda haloperidol ve ifenprodil igin sigma ligandlari
ifadesi kullaniimistir.

Sigma ligandlarinin iskemik ve anoksik kosullarda meydana gelen
doku hasarlanmasindaki rolleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda, artan glutamat
(31) ve DA (32) saliveriimesinin bu ilaclar tarafindan azaltildigr gésterilmigtir.
Benzer sekilde, sigma ligandlarinin serebral iskemide korteks ve
hipokampUste koruyucu etki gdésterdigi (33-35), dopaminerjik néronlarda
NMDA'nin neden oldugu sitotoksik etkileri engelledigi (36) ve sican

retinasinda iskeminin neden oldugu hasar azalttiklari gésterilmistir (37).

Sonug olarak konu ile ilgili elde edilen bulgular, sigma ligandlarinin
anoksik/iskemik  kosullarda terapétik potansiyele sahip olabilecegini
disindirmektedir. S6z konusu etkilerdeki mekanizmalari ¢ok net degilse de,
glutamat ve DA saliveriimesindeki azalmanin ve/veya iyon kanallarinin
modulasyonunun etkilerine aracilik ettigi sanilmaktadir. Yapilan bu g¢alisma,
sigma reseptorleri Gzerine yiksek afinite gdsteren haloperidol ve ifenprodilin

anoksi ve benzeri kogullarin neden oldugu DA saliverilmesi Gzerine etkilerini



gostermeyi ve varsa go6zlenen etkilerin mekanizmasini aydinlatmayi

amaclamaktadir.



GEREC VE YONTEM

Genel:

Bu calisma Uludag Universitesi Hayvan Bakimi ve Kullanimi Etik
Komitesi tarafindan onaylanmistir (25. 07. 2006/4). Calismada, U.U Tip
Fakuiltesi, Deney Hayvanlari Yetistrme ve Arastirma Merkezinden temin
edilen, 250-350 gram agirliginda Wistar tirl erkek ve disi siganlar kullanildi.
Sicanlar calismadan en az bir giin énce deney hayvanlari merkezinden
alinarak, sicakligr (18-24 °C) ve 1s1g1 (12 saat karanlk, 12 saat aydinlik)
ayarli odada, su ve yem alimlari serbest birakilarak, 4-6 kadar bir kafeste
olacak sekilde tutuldular.

Beyin dilimlerin hazirlanigi ve inkiibasyonu:

Her deney prosedirinde bir adet disi, bir adet erkek sicanin baslari
giyotinle kesildikten sonra beyinleri slratle ¢ikarildi ve %95 O, + %5 CO,
karisimi ile gazlandirilmis fizyolojik soguk Krebs igine alindi. Calismada
kullanilan Krebs solliisyonunun kompozisyonu séyledir: 120 mM NaCl, 3.5
mM KCI, 1.3 mM CaClz, 1.2 mM MgSQ4, 1.2 mM NaH;PO4, 10 mM glukoz,
25 mM NaHCOg;, antioksidan olarak 0.3 mM askorbik asit ve 0.029 mM
Na>EDTA. Anoksik inkilbasyon ortami, Krebs ¢dzeltisinin 6nce vakum altinda
degaze edilmesi ve ardindan %95 N, + %5 CO, karigimi ile gazlandiriimasi
sonucu elde edildi. Aglisemik ortam igin glukoz icermeyen Krebs ¢ozeltisi
hazirlandi ve solisyonun osmolaritesi glukoza ekimolar miktarda NaCl
konsantrasyonunun arttirimasi ile dengelendi. iskemik ortam ise, aglisemik
Krebs ¢dzeltisinin vakum altinda degaze edilmesi ve ardindan %95 N, + %5
CO, karisimiyla gazlandiriimasi sonucu elde edildi. Cikarilan beyinlerin her
iki hemisferinden korpus striatumlar diseke edildikten sonra Mcllwain doku
dilimleyicisine (Brinkmann Instruments, Westbury, NY) yerlestirildi ve 0.3 mm
kalinhginda dilimlendi. Dilimlenen dokular soguk Krebs iceren petri kabina
alinarak yumusak bir firga yardimi ile birbirinden ayrilmasi saglandi. Bu
sekilde elde edilen dilimler, 2 ml Krebs igceren 4 bélmeli inkibasyon tlplerine,
her bdlmede bir dilim olacak sekilde yerlestirildi. inkilbasyon tiplerine
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yerlestirilen dilimler 37°C ’lik su banyosunda 90 dakika boyunca
preinkiibasyon dénemine alindi. Bu dénem esnasinda 2 ml'lik inklbasyon
ortami 10 dakika araliklarla oksijenlendiriimis taze Krebs ile degistirildi. 90
dakikalik preinkiibasyon dénemi sonrasi striatal dilimler 60 dakika sUrecek
olan kontrol (normoksik), anoksik, aglisemik veya iskemik kosullarda
inkllbasyona birakilarak, bu kosullarin neden oldugu etkilerin incelenmesi
amagclandi. Bu dénem boyunca da inkibasyon ortami 10 dakikada bir tazesi
ile degistirildi ve toplanan 6rnekler HCIO, ile asitlendirilerek (son
konsantrasyon 0.4 N) yapilmasi planlanan analizler icin kullanildi. Etkileri
incelenecek ilacglar preinkiibasyon déneminin son 10 dakikas! icinde ortama
eklendi ve bunu takip eden 60 dakikalik deney stresince de bu ilaclarin
ortamda bulunmalarn saglandi. 60 dakikalik inklibasyon, beyin dilimlerinin 2
ml 0.4 N HCIO4 igcine alinmasi ile durduruldu. Dokudaki ATP miktari
olclilecegi zaman ise dilimler, 2 ml soguk metanol (-30 °C) igerisine alinarak
inkibasyonlari sonlandirildi. Dilimlerin homojenize edilmesi ile elde edilen
homojenatlar doku DA, dihidroksi fenil asetik asit (DOPAC), ATP ve protein

dlzeylerinin 6lgtimu igin kullanildi.

Striatal dilimlerden saliverilen DA ve DOPAC’ In ekstraksiyonu ve
Olctimu:

Striatal dilimlerden saliverilen DA ve DOPAC miktarlari aliminyum
oksit (Al,O3) ekstraksiyonunu takiben, elektrokimyasal dedektdr baglantih
yUksek basingh sivi kromatografisi (HPLC-EC) ile dl¢tldi (38). HCIO, igeren
siselerde toplanan 6rnekler Gizerine (son HCIO4 konsantrasyonu 0.4 N) asitle
yilkanmis 100 mg Al,O3 eklendi. 0.5 M Tris tamponundan (pH 8.6, %1 EDTA
+ %1 sodyum metabisilfit) 5 ml ilave edilmesinden sonra, ortam pH’si 5 N
NaOH ile 8.3-8.6 arasina ayarlandi. Siselerin agzi parafilm ile kapatildi ve
orneklerdeki DA ve DOPAC’In Al,Osz’e baglanmasini saglamak igin 10-15
dakika kadar calkalandi. Siselerin igerisindeki sivi faz aspire edilip,
siselerdeki Al,O3, 10 ml distile su ile 2 defa yikandi. Son yikama sonrasi su
tamamen aspire edildi ve siselere 150 ul 0.4 N HCIO,4 eklenerek, Al.Os’e
baglanmig DA ve DOPAC ile geri alindi. Bu sekilde elde edilen érneklerin 50
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Ul si HPLC-EC sistemine enjekte edilerek DA ve DOPAC dizeyleri 6lguldu.
DA ve DOPAC standartlari HCIO, ile asitlendirilmis Krebs iginde hazirlandi
(son HCIO4 konsantrasyonu 0.4 N) ve drneklerle beraber ayni iglemlere tabi
tutuldu.

DA ve DOPAC 6lgum0 icin ¢ift pistonlu likid kromatografi pompasi
(Jasco PU 980, Japan) ve elektrokimyasal dedektér (Hewlett Packard 1049,
PA, USA) baglantili HPLC-EC sistemi kullanildi. Sistemde analitik ayirim, Cqg
analitik kolonu (Macherey-Nagel GmbH & Co. K. G., Germany) ve akis hizi 1
ml/dakika olan mobil faz (0.15 M Na,HPO,, 0.05 M sodium octysulphate, 0.1
mM NaxEDTA, %10 MeOH, pH 4.5) kullanilarak yapildi. Working elektrod
olarak karbon, referans elekitrod olarak da kati gimis elektirod igeren
elektrokimyasal dedektér hicresinin  potansiyeli 0.7 volta ayarlandi.
Rhyedone marka enjeksiyon Unitesi kullanilarak &rneklerin enjeksiyonu
gerceklestirildi. DA ve DOPAC'In elektrokimyasal dedektdr hiicresinde okside
olmalari sonucu agiga c¢ikan elektronlarin meydana getirdigi akim
degisikliklerinin Hewlett Packard integratér (HP 3396, PA, USA) ile pik
seklinde cizdiriimesiyle kromatogramlar elde edildi. Ornek kromatogramlarin
pik boylari, standartlarin pik boylari ile karsilastirilarak érneklerdeki DA ve
DOPAC miktarlari hesaplandi.

Dokuda DA ve DOPAC dl¢umii:

60 dakikalk inkibasyon sonunda 2 ml 0.4 N HCIO, igerisine alinan
dilimler ultrasonik homojenizatér (Bandelin UW70) ile homojenize edildi. Elde
edilen homojenatin 0.5 ml’si ependorf tlplere aktarihp Beckman mikrofjinde
5 dakika santrifiij edildi. 50 pl stpernatant herhangi bir 6n igleme alinmadan
direk olarak HPLC-EC sistemine enjekte edildi. Dokulardaki DA ve DOPAC
miktarlar, elde edilen pik boylarinin 0.4 N HCIO4 iginde hazirlanmis
standardlarin verdigi pik boylari ile karsilastiriimasi ile hesaplandi. Doku
DOPAC diizeyleri, DA dizeyinin %5 veya daha azi kadar oldugu icin (cogu
zaman Olcllemeyecek seviyelerde), bu calismada degerlendirmeye alinmadi.
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Saliverilen glutamat 6lciimu:

60 dakikalik inkibasyon sonunda toplanan &rneklerdeki glutamat
miktari, kolon sonrasi tlreviendirme Unitesine bagli kuaterner pompa (HP,
G1311A), fluorometrik dedektér (HP, G1321A) ve autosampler (HP, G1329A)
iceren bir HPLC sistemi ile él¢ildl. Sistemde analitik kolon olarak lityum
exchange kolon (Pickering) ve mobil faz olarak Li280, Li750 ve rejenerasyon
tamponlari (Pickering) kullanildi. Mobil fazlarin gradient oranlari, kolon ve
kolon sonrasi reaksiyon sicakliklari literatirde belirtilen degerlere goére
ayarlandi (39). Orto-fitalaldehid reaktif bilesikleri 330 nm eksitasyon, 465 nm
emisyon dalga boylarinda él¢ildi ve kromatogramlar bir bilgisayar programi
ile analiz edildi (HP Chemstation, revision A.08.03., 847).

HCIO, ile asitlendirilen (son HCIO4 konsantrasyonu 0.4 N) érnekler 5
dakika boyunca mikroflijde santriflij edildi ve pH’lari 0,25 M LiOH ile 2-2.5
arasina ayarlandi. Daha sonra sUpernatantin bir kismi (20 pl), herhangi bir
isleme tabi tutulmadan HPLC sistemine enjekte edildi. Glutamat miktarlari,
Orneklerin  pik  boylarinin, glutamat standardlarinin pik boylarnyla
karsilastirimasi ile hesaplandi. Glutamat standardlari HCIOs ile
asitlendiriimis Krebs icinde hazirlandi ve &rneklerle ayni islemlere tabi
tutuldu.

Striatal dilimlerden ATP’nin ekstraksiyonu ve 6l¢timii:

Striatal dilimler 2 ml metanol (-30 °C) igcerisinde homojenize edildi.
Homojenatin 1 ml’si, 1 ml formik asit (1 M ) ile kanstirllarak vortekslendi.
Vorteks islemi sonrasi karisima 2 ml kloroform eklendi. Tekrar vortekslenen
érnekler +4 °C’de 10 dakika siiresince 3000 x g'de santrif(ij edildi. Ust fazdan
1 ml alinpp vakum altinda kurutuldu (40). Kurutulan &rneklerin bulundugu
tiplere 50 pl distile su konularak érnekler ¢ézildi ve bunlarin 20 pl'si HPLC
sistemine enjekte edilerek ATP miktarlari 6lgiildi. Olcim igin HPLC
sisteminde Dynamax (250X4,6 mm 5um, Waters) kolon, kuarterner pompa
(HP, G1311A), DAD dedektér (HP, G1315A), autosampler (HP, G1329A) ile
akis hizi 1 ml/dakika olan A (5 mM amonyum fosfat pH 2.8) ve B mobil
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fazlari (750 mM amonyum fosfat PH 3.7) kullanildi. Orneklerle beraber
ekstrakte edilerek hazirlanan standartlarin pik alanlari, érneklerin pik alanlari

ile karsilastirilarak érneklerdeki ATP miktarlari hesaplandi.

HPLC &lcimleri sonucu hesaplanan DA, DOPAC, glutamat ve ATP
miktarlar, doku protein miktarlarina oranlanarak ifade edildi. Doku protein
dlizeyleri ise Lowry metoduna (41) gore, 50 ul doku homojenati kullanilarak

lcaldd.

Kullanilan kimyasal maddeler:

DA, DOPAC, ifenprodil, haloperidol, MK-801, CNQX, ouabain,
nomifensin, sodium octylsulphate, askorbik asit Sigma, ATP Acros, glutamat
RBI, glutamat 6lciminde kullanilan tampon cbézeltiler Pickering, diger

kimyasallar ise Merckden temin edildi.

istatistiksel degerlendirme:

Calismalar sonucunda elde edilen bitlin degerler ortalama + standart
hata (SH) seklinde ifade edildi. istatistiksel degerlendirmeler tek yonlii
ANOVA ve bunu takiben Tukey testi ile, gerekli oldugunda ikili
karsilastirmalarda ise Student t testi kullanilarak yapildi. P degerinin 0.05’den
kiclk olmasi durumunda, gbézlenen farklilik istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. istatistik islemlerinde SigmaStat (versiyon 2.03) bilgisayar programi
kullanildr.
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BULGULAR

1. Anoksik, iskemik ve aglisemik kosullarin DA, DOPAC
saliverilmesi ve doku DA diizeylerine etkileri:

Preinklbasyon ddnemi sonrasinda 60 dakika boyunca kontrol
(normoksik) inklbasyon ortaminda inklbe edilen dilimlerden saliverilen DA
ve DOPAC miktarlari, sirasi ile 9 + 3 ve 120 + 7 pmol/mg protein bulundu.
Dilimlerin bir saat boyunca anoksik ortamda inklbe edilmeleri DA
saliverilmesini 456 + 34 pmol/mg proteine c¢ikartirken, ayni slirede aglisemik
kosullarda saliverilen DA miktarn 256 + 29 pmol/mg protein kadar 6lguldi
(Sekil 1A). inkibasyon ortamindan oksijen ve glukozun birlikte ¢ikartiimasi
ise (iskemi), dilimlerden saliverilen DA miktarini 641 + 43 pmol/mg proteine
yUkseltti.

DA saliveriimesinde gb6zlenen artisin aksine DOPAC saliverilmesi,
iskemik ve Ozellikle de anoksik kosullarda kontrole gére anlamli derecede
azalmis bulundu (Sekil 1B). Aglisemi ise striatal dilimlerden DOPAC
saliveriimesinde yaklasik 4 kat kadar bir artisa neden oldu; kontrol kosullarda
120 £ 7 pmol/mg protein olan DOPAC saliverilmesi, aglisemik kosullarda 440
+ 54 pmol/mg proteine yikseldi (Sekil 1B). Dilimlerden saliverilen DA ve
DOPAC miktarlari ile paralel olarak doku DA duzeyleri anoksik, aglisemik ve
iskemik kosullarda kontrol grubuna gbére anlamli élctiide azalmis bulundu
(Sekil 1C).
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Sekil 1: Anoksik, aglisemik ve iskemik kosullarin striatal dilimlerden DA ve DOPAC
saliverilmesi ile doku DA diizeyleri lizerine etkileri. Preinkiibasyon dénemi ardindan
dilimler 60 dakika kontrol, anoksik, aglisemik veya iskemik kosullarda inkiibe edildi.
inkiibasyon ortaminin 10 dakika araliklarla yenisi ile degistirimesi sonucu elde edilen
ornekler HCIO, icinde toplandi ve dilimlerden saliverilen DA (Sekil 1A) ve DOPAC (Sekil 1B)
miktarlarinin élctimi igin kullanildi. inkilbasyon sonrasi dilimlerin homojenize edilmesi ile
elde edilen homojenatlardan ise doku DA dulzeyleri 6lgtldi (Sekil 1C). Yapilan dlgimler
sonucu elde edilen bulgular ortalama + standart hata (SH) seklinde gdsterilmistir. Her bir
grupta Olcim sayisi en az 14°tir. *p<0.05, ***p<0.001 kontrol grubuna gére anlaml derecede
farklidir.
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2- Anoksinin neden oldugu DA saliverilmesi Uzerine sigma
reseptor ligandlarinin etkisi:

Bu calismada sigma reseptdr ligandi olarak, sigma reseptérlerine
yUksek afinite ile baglanan haloperidol ve ifenprodil kullanildi. Preinktbasyon
déneminin son 10 dakikas! igcinde ortama eklenen ve anoksik dénem
boyunca ortamda kalmasi saglanan haloperidol anoksinin neden oldugu DA
saliveriimesinde doza bagh bir azalmaya neden oldu (Sekil 2A).
Saliveriimede gb6zlenen bu azalmaya paralel olarak, anoksinin neden oldugu
doku DA diizeyindeki azalma da haloperidol tarafindan énemli élgtide énlendi
(Sekil 2B).

600 -
500 - T

400

300

200

Salinan DA diizeyi
(pmol/mg protein/1 saat)

100 1

Kontrol ,
<«<—— Haloperidol (uM)——
- Anoksi—— — 1

Doku DA dizeyi
(pmol/mg protein)

Kontrol 0,1 1 10
<——Haloperidol (pM) —>
Anoksi ——

Sekil 2: Anoksinin neden oldugu DA saliveriimesi ve doku DA diizeyindeki azalma
tzerine haloperidoliin etkisi. Preinkiibasyon dénemi sonrasinda striatal dilimler 60 dakika
boyunca anoksik ortamda haloperidol varliginda veya yoklugunda inkiibe edildi. Bu ddnem
boyunca toplanan inkibasyon ortami dilimlerden saliverilen DA miktarinin 6lgimQ igin
kullanildi (Sekil 2A). inkiibasyon sonrasi homojenize edilen dilimlerden ise doku DA
miktarlan 6l¢lildi. Yapilan dlgimler sonucu elde edilen bulgular ortalama + SH seklinde
gOsterilmistir. Her bir grupta élgim sayisi en az 5’dir. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 anoksi
grubuna gére anlaml derecede farkhdir.
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seklinde gdésterilmistir. Her bir grupta élcim sayisi en az 5’dir. **p<0.01, ***p<0.001 anoksi

grubuna gére anlamli derecede farklidir.
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3- Aglisemi ve iskeminin neden oldugu DA saliverilmesi Uzerine
sigma reseptor ligandlarinin etkisi:

Calismanin bu béliminde haloperidol ve ifenprodil'in aglisemik ve
iskemik kosullardaki etkileri incelendi. Anoksinin neden oldugu DA
saliverilmesini hemen tamamen &énleyen 10 uM haloperidol, ne agliseminin
(Sekil 4A), ne de iskeminin neden oldugu DA saliveriimesini (Sekil 4B)
anlamli bir sekilde etkiledi. Benzer sekilde, ifenprodil de (10 uM) aglisemi ve
iskeminin neden oldugu DA saliverilmesi Gzerine etkisiz bulundu (Sekil 4A ve
4B). Diger taraftan sigma reseptdr ligandlarinin bu kosullarda gézlenen
DOPAC saliverilmesini anlamli bir sekilde degistirmedikleri gdzlendi (bu

bulgular gdsterilmemistir).
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Sekil 4: Aglisemi ve iskeminin neden oldugu DA saliverilmesi (izerine
haloperidol ve ifenprodilin etkisi. Striatal dilimler 60 dakika boyunca aglisemik veya
iskemik kosullarda haloperidol ve ifenprodil ile inkiibe edildi. Bu dénem boyunca toplanan
inkibasyon ortami dilimlerden saliverilien DA miktarinin élgim( igin kullanildi. Degerler
ortalama + SH seklinde ifade edilmistir. Her bir grupta dlcim sayisi en az 5'dir. Haloperidol
ve ifenprodil kullanildiginda elde edilen degerler, sadece aglisemik veya iskemik kosullarda
elde edilen degerlerden anlamli olarak farkli degildir (p>0.05).
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4- Anoksik, aglisemik ve iskemik kosullarda doku ATP
dizeyindeki degisiklikler - Sigma reseptor ligandlarinin etkisi:

Yapilan ¢alismalarda hicre i¢ci ATP azalmasinin hasan tetikleyen en
6nemli faktdrlerden biri oldugu gdsterilmistir (4). Yaptigimiz bu ¢alismada,
inklbasyon ortamindan oksijenin ¢ikartiimasi ATP miktarinda %40 azalmaya
neden olurken, aglisemik veya iskemik kosullarda ATP dizeyindeki azalma
oranlari sirasi ile %75 ve %91 olarak saptandi (Sekil 5A). ATP dizeyinde
g6zlenen bu azalmalar Uzerine sigma reseptdr ligandlarinin etkisi ifenprodil
kullanilarak test edildi. Anoksinin neden oldugu DA saliveriimesini hemen
tamamen inhibe eden 10 uM ifenprodil, bu kosullarda gézlenen doku ATP
dizeyindeki azalmay! anlamli bir sekilde etkilemedi (Sekil 5B). Aglisemi ve
iskeminin neden oldugu DA saliveriimesindeki artigi etkilemedidi icin, bu
kosullarda gbézlenen ATP dususleri Uzerine ifenprodilin etkisi bu calisma
kapsaminda test edilmedi.

4 -
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Doku ATP
(nmol/mg protein)
N

Kontrol Anoksi A

Doku ATP
(nmol/mg protein)
N
1

Anoksi

Kontrol Anoksi

+
ifenprodil 10puM

Sekil 5: Anoksik, aglisemik, iskemik kosullarda doku ATP diizeylerindeki
degisiklikler (Sekil 5A) ve sigma reseptor ligandi ifenprodilin etkisi (Sekil 5B). Striatal
dilimler 60 dakika normoksik, anoksik, aglisemik ve iskemik kosullarda inkibe edildi.
inkiibasyon sonrasi dilimler -30 °C’deki methanol igine alindi ve metod kisminda belirtilen
sekilde doku ATP dizeyleri dlguldd. Yapilan él¢iimler sonucu elde edilen bulgular ortalama +
SH seklinde gosterilmistir. Her bir grupta élgim sayisi 6'dir. ***p<0.001, kontrol grubuna
gbre anlamli derecede farkhdir.

20



5- Anoksi, aglisemi ve iskeminin neden oldugu DA
saliverilmesinde glutamatin roli - Sigma reseptor ligandlarinin etkisi:

Giris kisminda belirtildigi gibi, anoksi ve benzeri kosullarda meydana
gelen doku hasarinda glutamat ve bununla iligkili olarak “eksitotoksisite”
hipotezi olduk¢ca dnemsenmektedir. Bu nedenle ¢alismanin bu bdliminde,
anoksinin neden oldugu DA saliveriimesindeki artista glutamatin olasi rold,
ve varsa buna sigma reseptoér ligandlarinin etkisi arastirildi. Glutamatin olasi
roll ise, striatal dilimlerden DA ile ayni anda saliverilen glutamat miktarinin
Olgilmesi ve anoksinin neden oldugu DA saliveriimesi Uzerine glutamat

reseptdér antagonistlerinin etkilerinin incelenmesi ile test edildi.

Striatal dilimlerin 60 dakika boyunca anoksik kosullarda inklbe
edilmeleri, DA saliverimesinde gb6zlenen artisin aksine, glutamat
saliveriimesinde anlamli bir yikselmeye neden olmadi (Sekil 6). Dilimlerden
DA yaninda DOPAC saliveriimesinde de cok belirgin bir artisa neden olan
aglisemi de glutamat saliverimesi (zerine etkisiz bulundu. inkiibasyon
ortamindan oksijen ile birlikte glukozun c¢ikartiimasi ise (iskemi), glutamat
saliverilmesini kontrol degeri olan 1588 + 442 pmol/mg protein’den 15479 +
1282 pmol/mg proteine ylkseltti (Sekil 6). Bu bulgular, anoksik kosullarda
meydana gelen DA saliveriimesinde, glutamat saliveriimesindeki bir artisin
rol oynamadigini isaret etmektedir. Dolayisi ile bu kosullarda sigma reseptor
ligandlar haloperidol ve ifenprodilin neden olduklari DA saliveriimesindeki
azalma, glutamat saliverilmesindeki bir inhibisyon ile iligkili gériilmemektedir.
iskeminin neden oldugu DA saliverilmesi (zerine etki gdstermemelerine
karsin, calismanin bu béliminde haloperidol ve ifenprodilin iskeminin neden
oldugu glutamat saliverimesine etkili olup olmadiklari da test edildi.
inkllbasyon ortamina eklenen 10 pM haloperidol bu kosullarda artan
glutamat  saliverilmesini  anlamli  bir  seklide  etkilemedi.  Ayni
konsantrasyondaki ifenprodil ise iskeminin neden oldugu glutamat
saliverimesini 17600 + 1560 pmol/mg protein’lden 13099 + 574 pmol/mg
proteine disirdi (p<0.05).
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Sekil 6: Anoksik, aglisemik ve iskemik kosullarin striatal dilimlerden glutamat
saliverilmesi lizerine etkisi. Preinkibasyon dénemi ardindan dilimler 60 dakika kontrol,
anoksik, aglisemik veya iskemik kosullarda inkiibe edildi. inkiibasyon ortaminin 10 dakikada
bir yenisi ile degistiriimesi sonucu elde edilen &rnekler asit iginde toplandi. Toplanan
Orneklerdeki glutamat miktarlari materyal ve metod kisminda belirtildigi gibi él¢tldi. Yapilan
Olgimler sonucu elde edilen bulgular ortalama + SH seklinde gdsterilmistir. Her bir grupta
Olcim sayisi en az 5'dir. ***p<0.001, kontrol grubuna gdére grubuna anlamli derecede
farkhidir.

Yukaridaki bulgular anoksinin neden oldugu DA saliveriimesinde
glutamat saliveriimesindeki bir artisin rol oynamadigini isaret etmekle birlikte,
glutamatin olasi rolini dislayamaz. Saliveriimesinde artma olmasa bile,
ekstraselliler ortamdaki glutamatin bu kosullarda duyarliigi artmis
reseptérleri araciligi ile DA saliveriimesindeki artista rol oynamasi olasidir
(8). Bu olasilik, glutamat reseptdr antagonistlerinin anoksinin neden oldugu
DA saliverilmesi Gzerine etkilerinin incelenmesi ile test edildi. Sekil 7A’da
goéruldiga gibi AMPA reseptér antagonisti CNQX 10 pMda etki
gostermezken, NMDA reseptdér antagonisti MK-801 ise kullanildiginda
anoksinin neden oldugu DA saliverimesinde azalmaya neden oldu (Sekil
7B).
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6. Ouabainin neden oldugu DA saliverilmesi - Sigma reseptor
ligandlarinin ve glutamat reseptor antagonistlerinin etkisi:

Anoksi benzeri kosullarin neden oldugu en énemli etkilerin basinda
“anoksik depolarizasyon” oldugu ifade edilmisti. Bu kosullarda hlcre ici ATP
diizeyindeki dislsin Na*,K'-ATPaz enzim inhibisyonuna neden oldugu ve
bu inhibisyonun yol actigi depolarizasyonun ortaya ¢ikan doku hasarindan
sorumlu oldugu genel olarak kabul edilmektedir (3,4,8,10). Calismanin bu
béliminde inklibasyon ortamina eklenen ouabain ile Na*,K*-ATPaz enzimi
inhibe edilerek, anoksi etkisinin farmakolojik olarak taklit edilmesi ve bu
kosullarda gbzlenecek DA saliveriimesi lzerine sigma reseptér ligandlarinin
etkisinin test edilmesi amaclandi. Yine bu bdlimde, anoksinin neden oldugu
DA saliveriimesini azaltan MK-801’in etkisi de incelenerek, sigma reseptor
ligandlari ile NMDA reseptdér antagonsitlerinin etkilerinin  benzerligi
kargilastiriidi.

Sekil 8A’da goéruldiga gibi inkibasyon ortamina eklenen ouabain
konsantrasyona bagh bir sekilde DA saliveriimesinde artmaya neden oldu.
Anoksinin neden oldugu DA saliveriimesini hemen tamamen 6nleyen 10 uM
haloperidol, 1 pM ouabainin neden oldugu DA saliveriimesi Uzerine de
benzer glicte bir etki gdsterdi (p<0.001). Na*,K*-ATPaz enziminin 10 puM
ouabain ile inhibe edilmesi durumunda, haloperidol DA saliverilmesini inhibe
etmekle birlikte, etki gliciinde belirgin bir azalma gézlendi (p<0.05, Sekil 8A).
inkllbasyon ortamindaki ouabain konsantrasyonu 100 pMa yikseltildiginde
ise haloperidol, aglisemik veya iskemik kosullarda oldugu gibi, artmis olan
DA saliverilmesini anlamli bir sekilde etkilemedi (Sekil 8A).

Anoksinin neden oldugu DA saliverilmesi Uzerine haloperidol benzeri
etki gbsteren MK-801 ise, sigma reseptér ligandinin aksine, dusik
konsantrasyonlarda ouabainin neden oldugu DA saliveriimesi Uzerine bile
inhibe edici bir etki géstermedi (Sekil 8B).
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Sekil 8: Ouabain neden oldugu DA saliverilmesi - Sigma reseptér ligandi haloperidol
(Sekil 8A) ve NMDA reseptor antagonisti MK-801’in (Sekil 8B) etkisi. Haloperidol ve MK-
801 preinklibasyon déneminin son 10 dakikasinda ortama eklendi ve 60 dakikalik ouabain
inkiibasyonu siiresince ortamda bulunmasi saglandi. inkiibasyon ortaminin 10 dakika
araliklarla yenisi ile degistiriimesi sonucu elde edilen 6rnekler asit icinde toplanarak
dilimlerden saliverilen DA miktarinin élgima igin kullanildi. Yapilan dlgimler sonucu elde
edilen bulgular ortalama = SH seklinde gdsterilmistir. Her bir grupta élcim sayisi 6-7’dir.
*p<0.05, ***p<0.001 sadece ouabain varliginda elde edilen degerlere gbére anlamli derecede
farkhdir.

7. Anoksi ve ouabainin neden oldugu DA saliverilmesi Gzerine DA
uptake blokori nomifensinin etkisi:

Daha 6nce laboratuarimizda yaptigimiz calismalarda anoksinin neden
oldugu DA saliverilmesinin, DA uptake blokéri nomifensin tarafindan hemen
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tamamen &énlendigi bulunmustu (38). Bu nedenle anoksinin neden oldugu
DA saliveriimesinde, diger bazi calismalarda da g&sterildigi gibi, revers
transport mekanizmasinin rol oynayabilecedi ileri surilmektedir (42,43).
Calismanin bu bdliminde, anoksi ve ouabainin neden oldugu DA
saliveriimesi Uzerine nomifensinin etkisi test edilerek, sigma reseptér

ligandlar ile nomifensinin etkilerinin benzerligi karsilastirildi.
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Sekil 9: DA uptake blokérii nomifensinin anoksi (Sekil 9A) ve ouabainin (Sekil 9B)
neden oldugu DA saliverilmesi lizerine etkisi. Nomifensin preinkiibasyon déneminin son
10 dakikasinda ortama eklendi ve 60 dakikalik anoksi veya ouabain inkibasyonu suresince
ortamda bulunmasi saglandi. inkiibasyon ortaminin 10 dakika araliklarla yenisi ile
degistiriimesi sonucu elde edilen érnekler asit i¢cinde toplanarak dilimlerden saliverilen DA
miktarinin 8lgima igin kullanildi. Yapilan élgimler sonucu elde edilen bulgular ortalama +
standard hata (SH) seklinde gdésterilmistir. Her bir grupta 6l¢ciim sayisi 6 dir. ***p<0.001
ouabain grubuna gére anlamli derecede farklidir.
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Sekil 9A’da gébsterildigi gibi nomifensin (20 uM), daha 6nce de
gbsterildigi gibi (38), anoksinin neden oldugu DA saliveriimesini hemen
tamamen oOnledi. Diger taraftan nomifensin, sigma reseptdr ligandi
haloperidol gibi, dislk konsantrasyonlarda ouabainin neden oldugu DA
saliveriimesini  énlerken (p<0.001), inklbasyon ortamindaki ouabain
konsantrasyonun yukseltiimesi, nomifensinin koruyucu etkisinin azalmasina

veya tamamen ortadan kalkmasina oldu (Sekil 9B).
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TARTISMA VE SONUC

Bu calismadan elde edilen bulgular, daha énce yapilan calismalarla
uyumlu olarak (19,20,38) dopaminerjik sinir uglarindan DA saliveriimesinin
anoksik ve benzeri kosullara olduk¢a duyarh oldugunu gdstermektedir. S6z
konusu kosullarda meydana gelen doku hasarlanmasinda glutamat yaninda
DA’'in de olasi katkisi farkli arastirici gruplar tarafindan vurgulanmistir
(9,16,18,19). Bu nedenle, anoksik-iskemik kosullarda meydana gelen DA
saliveriimesinin mekanizmasini aydinlatmak, saliveriimeyi azaltan veya
ortadan kaldiran ve sonug¢ olarak doku hasarini dnleyen yeni farmakolojik

yaklasimlarin gelistiriimesi bakimindan énemlidir.

Giris kisminda belirtildigi gibi, anoksi/iskeminin neden oldugu en
6nemli etkilerden bir tanesi, hiicre igcinde ATP diizeyinde meydana gelen ani
azalmadir (3,4). Bunu sodyum pompasi, yani Na*,K'-ATPaz enziminin
inhibisyonu, hiicre ici Na* ve Ca™ iyonlarinin yikselisi ile kendini gbsteren
“anoksik depolarizasyon” takip eder (4). Nitekim yapilan ¢alismalarla, hlcre
ici ATP azalmasini dnleyen veya hicre iginde Na* ve Ca*™ artisini inhibe
eden farmakolojik girisimlerin, anoksi-iskeminin neden oldugu doku hasarini

azaltabildigi gdsterilmistir (44-46).

Anoksi-iskeminin neden oldugu doku hasari ile ilgili olarak 6ne sirilen
6nemli gérlslerden bir tanesi “eksitotoksisite” hipotezidir. Buna gére anoksik
depolarizasyon sonucu saliverilmesi ve sonucta ekstrasellller ortamdaki
konsantrasyonu artan glutamat, reseptérlerini  etkilemek sureti ile
hasarlanmadan sorumlu biyokimyasal mekanizmalari aktive etmektedir
(3,5,7,8,10,11). Diger taraftan, glutamat saliveriimesindeki artis yaninda,
iskemi sonrasinda NMDA reseptérlerinin glutamata olan yanitlarinin belirgin
derecede arttigl, dolayisi ile glutamatin normoksik kosullarda meydana
getirdigi etkinin, iskemi sonrasi 6nemli &lgide potansiyalize edildigi
gosterilmigtir (44,47,48). NMDA NR2A alt Gnitinde upreguilasyon (8,47),

Mg*™un NMDA reseptérleri Uizerindeki bloke edici etkisini azaltan protein
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kinaz C aktivasyonu (49), anoksik-iskemik kosullarda saliveriimesi artan
arasidonik asit (50), glutamat reseptdér duyarliginda artmaya neden olan
baslica faktdrlerdir. Bu bulgularla uyumlu olarak glutamat Saliverilmesinin
veya reseptdr duyarhginin azaltlmasi yaninda, glutamat reseptér
antagonistlerinin anoksi-iskeminin yol ac¢tigi doku hasarini énlemede etkili
oldugu gosterilmistir (45-47,51).

Sekil 1’de goéruldugu gibi, striatal dilimlerin inkGibe edildigi ortamdan
oksijenin c¢ikartilmasi DA saliverilmesinde belirgin bir artisa neden olurken,
DOPAC saliverilmesinde azalma gézlenmistir. Bu kosullarda ortaya ¢ikan DA
saliverilmesindeki artigsin mekanizmasi daha sonraki bélimlerde detayh bir
sekilde tartisilacaktir. DA metabolizmasinda rol oynayan monoaminoksidaz
(MAO) enzimi, oksijene gereksinim gdsteren bir enzim oldugu icin (52),
anoksik kosullarda gézlenen DOPAC cikisindaki azalma, daha &énce de
belirtildigi gibi (38), muhtemelen DA metabolizmasindaki bir inhibisyonun
sonucudur. inkiibasyon ortamindan oksijen yerine glukozun gikartiimasi,
anoksik kosulda gbzlendigi kadar olmasa da, DA saliveriimesinde anlamli
artisa neden oldu. Ancak anoksinin aksine, aglisemi DOPAC saliverilmesini
yaklasik 3 kat kadar arttirdi. inkiibasyon ortamindan oksijen ile birlikte
glukozun cikartiimasi ise, DA saliveriimesini anoksi ve agliseminin neden
oldugu salivermeden cok daha fazla arttirirken (Sekil 1A; p<0.001 ), DOPAC
saliveriimesinde aglisemik kosularda gbézlenen artisin geriye déndigul
gozlendi (Sekil 1B). Sekil 1'deki DA ve DOPAC verileri topluca
degerlendirildiginde, aglisemik kosullarda saliveriien DA + DOPAC
miktarinin, iskemik kosullarda elde edilen degerlere oldukca yakin oldugu
goruldi (p=0,733). Bu bulgular, aglisemik kosullarda DA’in blyudk bir kisminin
MAO tarafindan DOPAC’a dénUstlraldigind, ortamdan oksijenin  de
¢ikartiimasi durumunda, s6z konusu enzimin inhibe olmasi nedeni ile bu

dénlisimuUn gerceklesmedigini isaret etmektedir.

Anoksik/iskemik kosullarda gézlenen DA saliveriimesindeki artis, konu

ile ilgili butin ¢alismalarda rapor edilen ortak bir bulgu olmakla birlikte, bunun
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mekanizmasi konusunda ileri sUrtlen goéruglerde farklliklar s6z konusudur.
Yapilan galismalarin bir kisminda DA saliverilmesinin Ca*™ iyonlarina bagimli
bir mekanizma ile meydana geldigi ileri strulirken (53), diger calismalarda
ise Ca™" iyonlarinin saliveriimede rol oynamadigi rapor edilmistir (54). Benzer
sekilde, DA saliveriimesinde meydana gelen artista glutamatin rol0 ile ilgili
olarak da celiskili sonuclara kolaylikla rastlanabilir (55-57). Anoksi-iskemi ile
ilgili in vitro ¢alismalara bakildiginda, arastiricilarin dedisik deneysel modeller
kullandigi gériilebilir. inkiibasyon ortamindan sadece oksijen veya glukozun
cikartilmasi veya her ikisinin kismen veya tamamen ortamdan
uzaklastiriimasi siklikla kullanilan deneysel modeller arasindadir. Dolayisi ile
kullanilan model farkhliginin, gézlenen etkilerin mekanizmasinda degisiklige

ve sonug¢ olarak bulgularin farkli yorumlanmasina neden olmasi olasidir.

ATP deplesyonu ve anoksik depolarizasyonun en énemli etkilerinden
bir tanesi plazma membraninin iki tarafi arasindaki Na* ve K* gradientinin
bozulmasidir (4). S6z konusu bu gradient, nérotransmitter tasiyici (uptake)
sistemlerin galisabilmesi icin gereklidir (58). Bu nedenle Na*,K*-ATPaz enzim
inhibisyonu, sadece anoksik depolarizasyona neden olmakla kalmaz, ayni
zamanda taslyici sistemlerin inhibisyonuna, hatta onlarin ters ydnde
calismalarina (reversed transport) neden olabilir (42,43,59). Gercekten de,
anoksik-iskemik kosullarda meydana gelen DA saliveriimesindeki artisin
kismen veya tamamen DA uptake sisteminin ters ydénde calismasina bagli
olabilecegi gdsterilmistir (38,49,60). Sekil 9’da gdsterildigi gibi, DA uptake
blokéri nomifensinin anoksinin neden oldugu DA saliveriimesini hemen
tamamen geriye doéndidrmesi, etkide uptake sisteminin ters ydnde
calismasinin roli oldugu distncesini kuvvetlendirmektedir. Ancak anoksinin
aksine, iskemi ve agliseminin neden oldugu DA saliveriimesindeki artisin
nomifensin tarafindan etkilenmemesi (38), oksijen ve/veya glukoz eksikliginin
derecesine gbre saliverimeden sorumlu mekanizmalarin  farkhlik

gbsterebilecegdi olasihigini desteklemektedir.
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Giris kisminda ifade edildigi gibi yapilan calismalar sigma reseptor
ligandlarinin anoksi ve iskeminin neden oldugu néron hasarina karsi
terap6tik degerlerinin olabilecegini distindirmektedir. Doku hasarlanmasinda
6nemli rol oynayan eksitatér aminoasit saliveriimesindeki artisin sigma
ligandlari tarafindan azaltildigr in vitro iskemik modelde gdsterilmistir (31).
Benzer sekilde iskeminin neden oldugu striatumdan DA saliverilmesi de bu
ligandlar tarafindan azaltilabilmistir (32). Bazi sigma ligandlarinin farelerde
uygulanan serebral iskemi modelinde koruyucu rol oynadigi ve infarkt alanini
azattigi rapor edilmistir (33,34). Hipokamplsin C1A bdélgesinde iskeminin
neden oldugu M1 ve M2 reseptérlerdeki azalma, sigma ligandlarin
uygulamasi sonucunda anlamli derecede &6nlenmis ve bunun sigma
ligandlarinin koruyucu etkisi ile ilgili olabilecegi ileri strGlmagstdr (35). Beyin
dilimlerinde yapilan bir calismada ise, NMDA’nin dopaminerjik ndronlar
Uzerindeki toksik etkileri sigma lidandlari ile geriye déndurllebilmistir (36).
Diger taraftan sigma ligandlarinin sigan retinasinda iskeminin neden oldugu
ATP dlstsUnU o6nledigi, LDH saliveriimesindeki artisi ise azalttigi
gbsterilmistir (37). Sonu¢ olarak konu ile ilgili elde edilen bitin bulgular,
sigma ligandlarinin anoksik/iskemik kosullarda terapétik potansiyele sahip
olabilecegini digtndirmektedir.

Sigma reseptér ligandlarinin séz konusu etkilerdeki mekanizmalari ¢cok
net degilse de, glutamat ve DA saliveriimesinin inhibisyonu ve/veya iyon
kanallarinin  modilasyonunun etkilerine aracihk ettigi  saniimaktadir
(31,32,61). DA saliverilmesinin anoksik-iskemik kosullara ¢ok duyarli olmasi,
glutamat ile birlikte DA’'in de meydana gelen doku hasarlanmasina katkida
bulunmasi (10,20) ve yukarida belirtildigi gibi bazi sigma ligandlarinin
noéroprotektif potansiyel gdbstermeleri bu calismanin ¢ikis noktasini

olusturmustur.
Sekil 2A’dan c¢ok net goérllecedi gibi sigma reseptér ligandi

haloperidol, anoksinin neden oldugu striatal dilimlerden DA saliverilmesini

doza bagh bir sekilde azaltt. Bu sonuglarla uyumlu olarak, doku DA
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dlzeyindeki azalmanin da haloperidol tarafindan 6nlendigi gézlendi (Sekil
2B). Bu galismada test edilen diger bir sigma ligandi ifenprodil de, anoksinin
neden oldugu DA saliveriimesi ve doku DA dizeyindeki azalma Uzerine
haloperidol benzeri etki gosterdi (Sekil 3A ve 3B). Bu bulgularin aksine,
anoksinin neden oldugu DA saliveriimesini hemen tamamen &nleyen
konsantrasyonlardaki haloperidol ve ifenprodil (10 uM), ne agliseminin, ne de
iskeminin neden oldugu DA saliveriimesindeki artisi anlaml bir sekilde
etkilemedi (Sekil 4A ve 4B). Bu bulgular, daha 6nce de belirtildigi gibi,
oksijen ve/veya glukoz eksikliginin derecesine gore, saliveriimeden sorumliu

mekanizmalarin farklilik gbsterebilecegdi olasihgini kuvvetlendirmektedir (38).

Anoksi ve benzeri kosullarin neden oldugu en énemli etkilerden bir
tanesinin hicre igci ATP dlzeyindeki azalma oldugu belirtiimisti (4).
Haloperidol ve ifenprodilin gbézlenen etkileri ile ilgili olarak akla gelen ilk
olasllik, bu ilaclarin daha énce rapor ediligi gibi (37), anoksinin neden oldugu
ATP distsunU engelleyerek DA saliveriimesindeki artigi inhibe etmesidir. Bu
olasilik, anoksi ve benzeri kosullarda meydana gelen doku ATP dlizeyindeki
degisiklikler ve varsa bu degisiklikler Uzerine sigma reseptér ligandlarinin
etkilerinin incelenmesi ile test edildi. Sekil 5A’da gdéruldagi gibi, striatal
dilimlerin bir saat boyunca anoksik ortamda inktbe edilmeleri doku ATP
diizeyinde yaklasik %40 oraninda bir azalmaya neden oldu. inkiibasyon
ortamindan sadece glukozun cikartilmasi (aglisemi) veya oksijen ile birlikte
glukozun cikartilmasi (iskemi) ise, literatlr bulgulari ile uyumlu olarak ATP
dizeyindeki azalmanin blyUmesine neden oldu (62,63). Ancak, anoksinin
neden oldugu DA saliveriimesini kontrole yakin dlizeylere dustren
konsantrasyonlardaki ifenprodil’in (10 uM), doku ATP dizeyindeki azalmayi
etkilemedigi gbézlendi ($ekil 5B). Bu bulgu, test edilen sigma reseptér
ligandlarinin DA saliverilmesi Uzerine olan koruyucu etkilerinin, doku ATP
dizeyindeki azalmanin édnlenmesi ile iligkili olmadigni disindirmektedir.

Anoksik-iskemik kosullarin ekstrasellller glutamat dizeyinde énemli

artiglara neden oldugu, bunun da DA saliveriimesindeki artista rol oynadigi
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yapillan calismalarla gb6sterilmistir (64-68). Diger taraftan, glutamat
saliveriimesinde belirgin bir artma olmasa bile, bu kosullarda glutamat
reseptér yanitlarinda meydana gelen artisin da DA saliveriimesini
uyarabilmesi olasidir (8). Dolayisi ile sigma reseptér ligandlari haloperidol ve
ifenprodilin glutamat saliverilesini azaltmak ve/veya reseptor aktivitesini bloke
etmek sureti ile anoksinin neden oldugu DA saliveriimesini inhibe etmesi akla
gelen diger bir olasi mekanizmadir. Sekil 6'da gdosterildigi gibi, striatal
dilimlerin anoksik bir ortamda inkibe edilmeleri glutamat saliverilmesini
etkilemezken, sadece iskemi ekstraselller glutamat dlizeyini ¢ok belirgin bir
sekilde arttirdi. Bu bulgu, anoksinin neden oldugu DA saliverilmesinin,
glutamat saliveriimesindeki bir artisa bagh olmadigini ifade etmektedir.
Dolayisi ile haloperidol ve ifenprodilin anoksinin neden oldugu DA
saliveriimesi Uzerine koruyucu etkilerini, glutamat saliveriimesindeki bir

inhibisyonla iliskilendirmek olasi gérilmemektedir.

Glutamat saliveriimesinde bir artma olmasa bile, anoksik-iskemik
kosullarda glutamat reseptér duyarlihginda meydana gelen bir artigsin da DA
saliverilmesine katkida bulunabilecegi yukarida tartisiimisti. Sinaptozomlarda
yapilan bir calismada, anoksik-iskemik kosullarda glutamat ve DA
saliverilmesi arasinda bir iligki gbsteriimesine karsin, NMDA ve non-NMDA
antagonistlerinin (sirasi ile MK-801 ve CNQX) DA saliveriimesindeki artisi
degistirmedigi bildirilmistir (66). Bu bulgularin aksine, striatal dilimlerde
hipoksi-hipogliseminin uyardigi DA saliverimesinde NMDA resept6r-iyon

kompleksinin blytk dlctide katkisi oldugu rapor edilmistir (69).

Bu calismada test edilen NMDA reseptér antagonisti MK-801,
anoksinin neden oldugu DA saliverilesinde konsantrasyona bagli bir
azalmaya neden olurken, non-NMDA reseptér antagonisti CNQX ancak test
edildigi en yUksek konsantrasyonda (100 puM) DA saliverlimesini anlamli bir
sekilde azaltti (Sekil 10). Bu bulgular anoksik kosullarda glutamat
saliveriimesinde belirgin bir artma olmamakla birlikte, DA saliveriimesindeki

artista 6zellikle NMDA reseptér aktivasyonunun katkisini distndirmektedir.
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Bu disinceden hareket ederek, haloperidol ve ifenprodilin de, MK-801 gibi
NMDA reseptérine baglanarak anoksinin neden oldugu DA saliverilmesini
azaltabilece@i akla gelen bir olasiliktir. Ancak s6z konusu sigma reseptdr
ligandlarinin NMDA reseptdrlerine olan affiniteleri yiksek olmasina ragmen,
NMDA reseptér antagonistlerinin sigma reseptérlerine olan affinitesi distktir
(70-73). Bu calismada test edilen MK-801, CNQX, haloperidol ve ifenprodil’in
anoksinin neden oldugu DA saliveriimesi Uzerine inhibitér etkileri sekil 10’da
karsilastirmali olarak verilmigtir. Bu inhibisyon egrileri kullanilarak elde edilen
ICs0 degeri CNQX ve MK-801 igin, sirasi ile 8070354 ve 6914 nM dir.
ifenprodil igin bu deger 246 nM bulunurken, haloperidol i¢in hesap edilen ICsg
degeri 185 nM dir. Sigma reseptdr ligandlarinin disik 1Csy degerleri, NMDA
reseptdr antagonistlerinin sigma reseptdrlerine olan disuk afiniteleri ile ilgili
literatir bulgular ile birlikte degerlendirildiginde, kullandigimiz sigma
ligandlarinin DA saliverilmesini azaltici etkilerinde, NMDA resept6r blokajinin

dUsik bir olasilik oldugunu distndirmektedir.
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Sekil 10: Sigma reseptér ligandlari ile glutamat reseptér antagonistlerin anoksik
kosullarda striatal dilimlerden DA saliverilmesi (izerine etkileri. Preinkiibasyon
déneminin son 10 dakikasinda ve 60 dakika anoksik kosullarda striatal dilimlerin ilaglar ile
inkiibe edilmesi sonucunda toplanan d&rneklerde sigma reseptdr ligandlari ifenprodil,
halloperidol, ve glutamat reseptér antagonistlerinden NMDA reseptdér antagonisti MK-801,
AMPA reseptér antagonisti CNQX'in saliverilen DA dlizeylerine olan etkisi 6lglldu. Tlaglarin
anokside DA saliverilmesini inhibe etme oranlari hesaplanarak % inhibisyon orani
konsantrasyon grafigi yapiimistir.Yapilan él¢iimler sonucu elde edilen bulgular ortalama +
SH seklinde gdsterilmistir. Her bir grupta dlgim sayisi en az 5’dir. Sekildeki verilerin ICs
degerlerinin hesaplanmasi, Pharmacological Calulations Ver-4 kullanilarak yapiimistir.
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Daha 6nce de belirtildigi gibi, anoksik-iskemik kosullarin neden oldugu
en Onemli etkilerin baginda hucre igi ATP azalmasi ve buna bagl olarak
Na*,K*-ATPaz enziminin inhibisyonu gelmektedir. Bu ¢alismada, s6z konusu
enzimin farmakolojik inhibisyonu ile gézlenen DA saliveriimesi Gzerine sigma
reseptér ligandi haloperidol ile NMDA reseptér antagonisti MK-801'in etkileri
de test edildi. Bbylece anoksinin neden oldugu DA saliveriimesi (zerine
koruyucu etki gbsteren bu iki ilacin, enzimin farmakolojik inhibisyonu sonucu
artan DA saliveriimesi Uzerine olan etkilerinin karsilastiriimasi amaclandi.
Sekil 8'de gorildigi gibi striatal dilimlerin Na*,K*™-ATPaz inhibitérli ouabain
ile inkibasyonu, DA saliveriimesinde konsantrasyona bagh bir artisa neden
oldu. Sigma reseptér ligandi haloperidol (10 um), 1 uM ouabain’in neden
oldugu DA saliveriimesini, anoksik kosullarda g6zlendigi gibi, hemen
tamamen kontrol dizeylerine kadar azaltti (Sekil 8A). inkiibasyon
ortamindaki ouabain konsantrasyonunun 10 veya 100 pM'a cikartiimasi,
haloperidoliin koruyucu etkisinde, sirasi ile azalmaya ve etkinin ortadan
kalkmasina neden oldu ($ekil 8A). Bu bulgular, anoksik, aglisemik ve iskemik
kosullarda gb6zlendigi gibi, inkibasyon ortaminda ouabain
konsantrasyonunun artmasi, dolayisi ile Na*,K*-ATPaz inhibisyonunun
derecesi ile orantili olarak DA saliveriimesine neden olan mekanizma(larin)
farklilk gbésterdigini isaret etmektedir. Ouabainin, disik veya yiksek, test
edildigi butin konsantrasyonlarinin neden oldugu DA saliverilmesi Uzerine
MK-801’in etki gbstermemesi ise, haloperidolin MK-801’den farkh bir
mekanizma ile etki gésterdigini distindirmektedir.

Laboratuarimizda daha énce yaptigimiz calismalarda anoksinin neden
oldugu DA saliveriimesinin DA uptake blokéri nomifensin ile hemen
tamamen 6nlendigi, dolayisi ile bu kosullarda gbézlenen DA saliverilmesinin
revers transport mekanizmasi ile meydana geldigi gdsterilmisti (38). Sigma
reseptdr ligandlarinin nomifensine benzer bir etki ile revers transport
mekanizmasini inhibe etmeleri olasidir. Bu olasiligin test edilmesi iki farkli
yolla yaplabilir. Bunlardan bir tanesi, belki de direkt olani, sigma reseptér

ligandlarinin nomifensin gibi DA geri alimi (uptake) Uzerine olan etkilerinin
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gosterilmesidir. Bu calismada haloperidol ve ifenprodilin DA uptake’i lzerine
etkileri test edilememekle birlikte, sigma ligandlarindan haloperidolin DA
uptake’ini doza bagimli olarak inhibe ettigi rapor edilmistir (74). S6z konusu
olasihgin test edilmesi ile ilgili diger bir yol, nomifensin ve haloperidolin DA
saliveriimesi (Uzerine olan etkilerinin  karsilastinimasidir.  $ekil 9A’da
gbruldaga gibi nomifensin, sigma reseptér ligandlari haloperidol ve ifenprodil
gibi, anoksinin neden oldugu DA saliveriimesini hemen tamamen inhibe etti.
Her ne kadar bu calismada test edilmediyse de, daha &énce yaptigimiz
calismada nomifensin’in, sigma reseptér ligandlar gibi, aglisemi ve iskeminin
neden oldugu DA saliverimesini etkilemedigi gésterilmisti (38). Diger taraftan
nomifensin, sekil 9B’de g6raldiglu gibi ouabainin neden oldugu DA
saliverilimesi (Ozerine haloperidol benzeri bir etki gbsterdi; disik
konsantrasyondaki ouabainin etkisi nomifensin ile tamamen inhibe edilirken,
ortamdaki ouabain konsantrasyonunun yulkseltiimesi, nomifensinin etkisinin
azalmasina veya tamamen ortadan kalkmasina neden oldu. Nomifensin ve
sigma ligandlarinin etki profillerindeki bu yakin benzerlik, her iki farmakolojik
ajanin benzer bir mekanizma ile anoksi veya ouabainin neden oldugu DA

saliverilmesini azalttigini distndirmektedir.

Sonug olarak buraya kadar tartisilan ve bu calismadan elde edilen

bulgular;

1) Sigma reseptér ligandlar haloperidol ve ifenprodilin striatal dilimleri
anoksinin neden oldugu DA saliveriimesine karsi koruduklarini, ancak bu
koruyucu etkilerini aglisemik ve iskemik kosullarda gésteremediklerini,

2) Haloperidol ve ifenprodilin koruyucu etkilerinin, anoksik kosullarda

ortaya c¢lkan doku ATP dlzeyindeki azalmanin &nlenmesi ile iligkili

olmadigini,
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3) Anoksik kosullarda glutamat saliverilmesinde bir artis séz konusu
olmadigi igin, koruyucu etkinin glutamat saliveriimesindeki bir inhibisyonla

aciklanamayacagini,

4) Haloperidol ve ifenprodilin MK-801’den ¢ok daha dustk bir 1Csg
degeri ile anoksinin neden oldugu DA saliveriimesini inhibe etmeleri nedeni
ile, etkide NMDA resept6r blokajinin majér rol oynama olasiliginin disuk

oldugunu,

5) Na',K*-ATPaz inhibitérii ouabain’in neden oldugu DA
saliveriimesinin, NMDA reseptér antagonisti MK-801’in aksine haloperidol
tarafindan inhibe edilmesi, bu iki maddenin farkh bir mekanizma ile etki

gbsterdigi géristini daha da kuvvetlendirdigini,

6) Sigma reseptér ligandi haloperidol ile DA uptake inhibitdri
nomifensinin, gerek anoksi ve gerekse ouabainin neden oldugu DA
saliveriimesi Gzerine etkilerinin benzer olmasi, her iki farmakolojik ajanin
benzer bir mekanizma ile, muhtemelen revers DA transportunu inhibe

ederek, etki gosterdiklerini disundirmektedir
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