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OZET

Dopaminerjik ndronlarin, memeli beyninde birbirinden bagdimsiz
alanlarda yerlestigi (arkuat cekirdek, substansiya nigra, ventral tegmental
alan gibi) ve glutamaterjik akson sonlanmalari ile sinaps yaptiklari
gOsterilmigtir. Bu alanlardan biri substansiya nigra (SN)'dir ve merkezi sinir
sisteminin degisik bolgelerinden glutamaterjik innervasyon alir. Glutamat
etkisini metabotropik ya da iyonotropik glutamat reseptérlerine baglanarak
gOsterir ve bu reseptorlerin Parkinson hastali§i ve benzeri nérodejeneratif
hastaliklarin patolojik sUreglerinde rol oynayabilecegi dusunulmektedir.
Parkinson hastaligi ile yakindan iligkili SN’da iyonotropik glutamat
reseptorlerinden NMDA ve AMPA reseptorlerinin varhdi, in situ hibridizasyon
ve immunohistokimyasal ydntemlerle gosterilmistir. Ancak, kainat
reseptorleriyle ilgili ¢alismalar sinirlidir ve geliskili sonuglar vermektedir.
Calismamizda, SN dopamin ndéronlarinda kainat reseptorlerinin varliginin ve
cinsiyetler arasi ekspresyon farkliliginin gosterilmesi amaclandi. Eriskin sican
beyinlerinden kriyostat ile alinan seri kesitlere tirozin hidroksilaz (TH) ve
kainat reseptor alt birimleri (GIuRS, GluR6, GIuR7 ve KA2) antikorlari ile ikili
immunofluoresan isaretleme yapildi. TH—pozitif néronlarin timu KA2 proteini
eksprese ederken, GIURS5 eksprese eden TH-pozitif néronlar digilerde %
67.8 ve erkeklerde % 65 olarak belirlendi. Bu oranlar, GIuR®6 igin, disilerde %
70.2, erkeklerde % 78.2, ve GIuR7 icin digilerde % 81.1, erkeklerde % 82.6
olarak bulundu. istatistiksel degerlendirme sonucu cinsiyetler arasinda fark
olmadigi belirlendi. Bu sonuglar, SN dopamin néronlarinin buyudk bir kisminin
kainat reseptor altbirim proteinlerini eksprese ettigini gostermekte ve NMDA
ve AMPA reseptorlerinin yani sira kainat reseptorlerinin de dopaminerjik
noéronlarin glutamaterjik modulasyon ve regulasyonuna aracilik ettigini
dusundurmektedir. Bu reseptdrlerin SN’daki varhidi, eksitatér aminoasitlerin
neden oldugu ndronal toksisite g6z Onune alindiginda, Parkinson
hastaligindaki selektif dopaminerjik néron o6liminin temelinde, hicresel

glutamat reseptdrlerin rol oynayabilecegi gorusunu desteklemektedir.



(Bu calisma, TUBITAK 106S029 no’lu proje (F.Z.Minbay) kapsaminda
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SUMMARY

Kainate Receptor Subunit Expression in

Dopamine Neurons in Substantia Nigra

Dopaminergic neurons are discretely localized in the mammalian
brain, including arcuate nucleus, substantia nigra (SN) and ventral tegmental
area and form synapses with glutamatergic axonal endings. SN is one of
these areas and receives glutamatergic innervations from different parts of
the central nervous system. Glutamate exerts its effects by binding to
metabotropic or ionotropic glutamate receptors and these receptors are
thought to play an important role in the pathological processes of
neurodegenerative diseases such as Parkinson’s disease. In situ
hybridization as well as immunohistochemical studies revealed that NMDA
and AMPA receptors are localized in SN, the area known to be effected in
Parkinson’s disease. However, there is very little number of studies about
kainate receptors and these studies report controversial results. In our study
we aimed to detect the localization of kainate receptors in SN dopamine
neurons and determine expression differences, if any, between two genders.
Dual immunofluorescence labeling was employed on cryostat sections of
adult rats for tyrosine hydroxylase (TH) and one of the kainate receptor
subunit antibodies (GluR5, GIuR6, GIuUR7 or KA2). While almost all of the
TH—positive neurons express KA2 protein, the percentages of GIuR5—
expressing TH—positive neurons in female and male were detected as 67.8%
and 65%, respectively. Similar numbers were found for GIuR6 (70.2 % for
females and, 78.2% for males) and GluR7 (81.1% for females and, 82.6% for
males). Statistical analyses revealed no significant differences between
genders. These results showed that a large population of SN dopamine
neurons express kainate receptors and suggested, in addition to NMDA and
AMPA receptors, that kainate receptors may also be participated in the

modulation and regulation of dopaminergic neurons. When the neuronal



toxicity caused by excitatory amino acids is taken into consideration, the
presence of glutamate receptors in SN supports the idea that these cellular
glutamate receptors play an important role in the basis of selective death of

dopaminergic neurons in Parkinson’s disease.

(This study was supported by a grant from TUBITAK (106S029) to
F.Z.Minbay).

Key words: substantia nigra, kainate receptors, tyrosine hydroxylase,

immunohistochemistry, colocalization.



GiRiS

Memeli merkezi sisteminde (MSS) dopaminerjik (DAerjik) néronlarin
yogun olarak bulundugu bdlgelerden biri substansiya nigra pars kompaktadir
(SNC). Organizmanin motor kontroll ile direkt iligkili olan SNC, striatumun
DAerjik innervasyonunu saglar. Bu nigrostriatal yolagin ilerleyici
dejenerasyonu Parkinson hastaligi gibi noérolojik bozukluklarla sonuglanir.
MSS’nin baslica eksitatdr noérotransmitteri olan glutamatin (GLU), SNC’nin
DAerjik hucrelerinin aktivitesini dizenledigi ve Parkinson hastaligindaki
selektif néron kaybindan sorumlu olabilecedi dusinilmektedir. Bu etkileri
nedeniyle glutamat reseptorlerinin  orta beyindeki dopamin (DA)

noronlarindaki lokalizasyonunun gésterilmesi 6nemlidir (1,2).
Glutamat ve Glutamat Reseptorleri

Glutamat, MSS ana eksitatér nérotransmitterdir (3-8). GLU,
presinaptik terminallerdeki vezikiillerden voltaj bagimli Ca?* kapilarinin
bulundugu mekanizma ile salinir. Serebral iskemi gibi, zardaki Na* ve K*
gradientinin azaldigi durumlarda ise GLU salinimi, GLU taslyicilarinin ters
calismasi ile de gerceklesebilir (7).

Eksitatér aminoasit nérotransmisyonu, esas olarak, G—protein kapili
metabotropik ve iyon kanali olusturan iyonotropik GLU reseptorleri tarafindan
diizenlenir (3-5, 9-14). lyonotropik GLU reseptorleri, hizli eksitator
postsinaptik potansiyel olusturarak noéronal depolarizasyon yaparken,
metabotropik reseptorler, ndrotransmisyonda modilatér olarak fonksiyon
yapmaktadir (15). lIyonotropik GLU reseptorleri, agonistlerine gore
siniflandirilir: N—metil-D—aspartat (NMDA), a—amino—3-hidroksi—5metil-4—
izoazolpropionik  asit (AMPA) ve  2-karboksi—3—karboksimetil-4—
izopropenilpirolidin (kainat) reseptorleri (4,6,8,11,13-17).

iyonotropik NMDA ve AMPA reseptorleri, eksitatdr norotransmisyon,

sinaptik plastisite ve norotoksisiteyi diizenleyici Na*, K* ve Ca?" igin iyon



kanali olarak islev gériir (9). NMDA reseptorleri Ca®"

olan NMDAR1, 2A-D alt birimlerinden olusur (9,15). AMPA reseptorleri,

homomerik ya da heteromerik konfigurasyondaki GluR1-4 GLU reseptdr alt

a yuksek gecirgenligi

birimlerinden olusur. Bunlarin intraselltler ca® girigleri ya da gecirgenlikleri,
GluR2'nin bulunmasiyla belirlenir (9). AMPA ve kainat reseptorleri Na™’un,
bazi reseptdrlerinde ise Ca?"’un hiicre icine alinmasi ve K" un disari veriimesi
ile transmisyonu saglar (18). NMDA reseptorleri, hafiza formasyonu, striatum
ve SN’daki presinaptik DA terminallerinde, DA saliniminin kontroli, DA
noronlarinin uyarilmasi ve norotoksisitede 6nemlidir. AMPA ve kainat
reseptorleri, MSS’de hizli eksitator transmisyondan sorumludur (6,18-20).
NMDA reseptorleri ise yavas komponentinden sorumludur, ndral gelisim ve
sinaptik plastisitede 6nemlidir (6,14,20).

Kainat reseptor alt birimleri 1990’ yillarin basinda klonlanmistir
(21,22). Kainat reseptorleri de AMPA reseptorleri gibi buyuk molekullerdir,
yaklagik 900 aminoasitten olugur ve molekuler agirliklari 100 kDa’'dur (23,24).
Kainat reseptorlerini olusturan bes farkh alt grup bulunmaktadir. GIuRS,
GluR6, GIuR7, KA-1 ve KA-2 (11,17,23,25). Bu bes alt birim, yapisal
benzerlik ve [°H] kainat affinitesine gore iki gruba ayrilir (4,11,23,24,26).
GIuR5-7, diusuk affiniteli grup, %75-80 benzerlik gosterir; KA1 ve KAZ2,
yiksek affiniteli grup, %68 benzerlik gésterir. iki grup arasindaki benzerlik
orani ise %45'dir (17,23,26). Kendi aralarindaki benzerligin yani sira, AMPA
(%30-35) ve NMDA (%10-20) reseptor alt birimleri ile de benzerlik gosterir
(11,17,20). Ancak AMPA reseptor alt birimleri olan GluR1—4 ile kanal yapisi
olusturmazlar (27). GIluR5-7, tek basina homomerik kanal vyapisi
olustururken, KA1 ve KA2, yalnizca diger alt birimlerle (GluR5—-GIuR?7) birlikte
eksprese edildiklerinde kanal olusturabilirler (17,23,25).

Kainat reseptorleri AMPA ve NMDA reseptorleri ile ayni transmembran
topoloji ve sitoisiometriyi paylasirlar (11,14,17,20). Her birinin ligand baglama
bdlgesi bulunduran tetramerler oldugu disunulmektedir. Membran igine
gbmuld, hidrofobik rezidilerden olusan, MDIlI segmenti olarak adlandirilan
aminoasit uzantilari ile kanal lUmeni olusumuna katilirlar. Bunun yani sira her

alt birim, G¢ transmembran segmentine sahiptir: MDI, MDIIl ve MDIV. Her



proteinin NHy—terminal ucu hlcre disinda, COOH-terminal bdlgesi hiicre
iginde yerlesiktir (4,11,13,14,17,20). iyonotropik reseptor altbirimlerinin amino
terminalleri GLU tanima bdlgesi (S1) bulundurur. MDIII-MDIV halkasinda ise
ikincil GLU tanima bodlgesi (S2) bulunmaktadir (Sekil-1). Kainat
reseptorlerinin GLU baglama bdélgelerinin, MDIIl, MDIV ve NHy—terminal
arasindaki halkada dagiimis olarak bulunan rezidulerden olustugu

dugunulmektedir (17).
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Sekil-1: Iyonotropik glutamat reseptérlerinin transmembran topolojisi. Dort
domain (MDI-MDIV) ve iki glutamat taniyan bolge (S1 ve S2) gorulmektedir
(27).

S1 ve S2 bolgeleri, iki loblu GLU baglanma ceplerini olugturur (13,20).
Ligand baglanma bolgesi, S1 ve S2 akslari arasindaki yarikta yerlesik
durumdadir (13). Transmembran boélimlerin tanima bdlgelerine baglanan
kisa segmentleri, AMPA ve NMDA reseptor kanallarinin olusumunda (gating)
major rol oynar (20). Hucre igi karboksi terminalleri ise sinyal transduksiyonu,
reseptdr baglanmasi fonksiyonlarina katilir ve reseptor aktivitesini dizenleyici
fosforilasyon boélgeleri bulundurur (20). Presinaptik nérondan salinan GLU’a
cevap olarak, iyonotropik GLU reseptorlerinde konformasyon degisikligi
meydana gelir ve transmembran iyon kanallari acgilir. Desensitizasyon ya da

GLU’In deaktivasyonuyla kanallar spontan olarak kapanir (13).



Kainat reseptorleri diger iyonotropik reseptorlerden farkli olarak,
siklikla ayni  néronda olmak Uzere, presinaptik ve postsinaptik
lokalizasyonlara sahiptir (8,11,28-30). Presinaptik kainat reseptorleri,
transmitter salinimini (GLU ve diger transmitterler), postsinaptik kainat
reseptorleri ise eksitator sinaptik transmisyonu dizenler (11,29,30). Farkli
lokalizasyonlarda farkli subunit kompozisyonlari oldugunu ve bazi
durumlarda, klasik iyonotropik fonksiyonlarinin yaninda G protein—bagiml
sinyalizasyon fonksiyonlarinin da oldugunu goésteren kanitlar vardir (30,31).
Presinaptik terminallerde, G proteinleri ve protein kinaz C aktivasyonu ile
GABA salinimini baskilarken, duslk dozlardaki kainat agonistleri GABA
salinimini arttirmaktadir (32,33). Kainat reseptoérleri, medulla spinalis,
korteks, retina, amigdala ve striatumdaki sinaptik transmisyona da
katilmaktadir (11,29).

Dopamin, Dopaminerjik Noronlar ve Bazal Ganglion

Katekolamin grubundan bir nérotransmitter olan DA (34), birgok
mental ve norolojik hastaliga katihmindaki roli nedeniyle, en yogun olarak
caligilan nérotransmitterlerden biridir (35). Beyindeki tim néronlarin %1’inden
azini olusturmasina karsin (35), DAerjik néronlar, inen ve gikan uzantilari ile
motor kontrol, kardiyovaskuler, respiratuvar, gastrointestinal ve davranig
kontrolline katilmaktadir (9,34,35).

MSS’deki c¢esitli DAerjik ndéron kimeleri, ortak yodnleri DA
ndrotransmitter sentezi olan, birbirlerinden bagimsiz hdcre gruplari olarak
degerlendirilebilirler (35). Bu gruplar farkli anatomik pozisyon ve uzantilara
sahiptir, ayrica farkh hicresel fonksiyonlarda 6nemli rol oynarlar (9,35).
Medulla oblongatadan hipotalamusa kadar uzanan bdlgede oniki farkh (A1—
A12) DAerjik néron grubu vardir. Ayrica, diensefalon, olfaktor bulbus ve
retinada (A13-A17) bes grup daha bulunmaktadir (36). Beyindeki toplam
DAerjik hucrelerinin yaklasik %90’nini olusturan en belirgin DAerjik hicre

grubu mezensefalonun ventral bélgesinde yerlesiktir. Orta beyinde retrorubral



alan (A8), SN (A9) ve vental tegmental alan (A10)'daki DAerjik néronlar,
memeli MSS’deki DA’in ana kaynagini olusturur (35,36).

Fonksiyonel olarak korteks ve talamus arasinda yerlesik (37) ve diger
elemanlari, korpus striatum (kaudat nukleus, putamen ve globus pallidus
[GP]), subtalamik nukleus (STN) olan bazal ganglionun bir pargasi kabul
edilen SN, noérodejeneratif hastaliklarla ilgisi nedeniyle Uzerinde yogun
arastirmalar yapilan bir beyin bdlgesidir. Bu bdlgedeki DAerjik néronlarin
selektif dejenerasyonu Parkinson hastaliginin nedenidir. Ekstrapiramidal
motor hastaliklara ek olarak sizofreni, manik—depressif hastalik ve tardif
diskinezi gibi affektif hastaliklarla da iliskilidir (38). SN ve ventral tegmental
alan (VTA) ilag bagimlihgi gelisimi ve zevk (pleasure) duyusunda anahtar rol
oynar. Yine bu bdlge, gonadal hormonlar, otonomik sinir sistemi, stres ve
davranis guglendirmesi ve klinik hastaliklar ile davranis sureglerinde de yer
alir (38). SN-VTA aktivitesinin bu kadar genis etki alanina sahip olmasi,
bolgenin anatomik, fizyolojik ve molekuler o&zelliklerinin kompleksligi ile
paralellik gosterir (38).

SN-VTA, orta beyinin ventral tegmentumunda yerlesiktir. Rostro—
kaudal dizlemde 2.5 mm medial-lateral diizlemde 3 mm genigligindedir. SN,
0.3 mm?® hacmindedir ve her bir taraf yaklasik 10,000-12,000 néron igerir. SN
nérokimyasal ve fonksiyonel olarak birbirleri ile iligkili bolgelerden olusur.
Cogunlugunu DAerjik ndronlarin  olusturdugu substansiya nigra pars
kompakta (SNC), bir tabaka seklinde, GABAerjik noéronlardan olusan
sunstantiya nigra pars retiklata (SNR)'nin Gzerinde yer alir (38,39). SNC’nin
lateral uzantisi olan substansiya nigra lateralis (SNL) diger iki bolge ile pek
cok benzerlik gosterir (38) (Sekil-2). SNC, blyuk pigmente néronlardan
olusmus hicreden zengin bolgedir. SNR, morfolojik olarak strionigral
projeksiyonlarda bulunan hucrelere benzeyen noronlardan olugsmus, hucre
icerigi daha az olan bdlgedir. SNC’da DA, SNR’te GABA néronlari yogundur

ve her iki néron grubuda ayni uyarilari almaktadir (39—-41).
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Sekil-2: Substansiya nigra’nin boélimleri. IPF: interpedinkdler fossa, ml: medial lemniskus,
mp: mammillar pedinkdl, MT: medial terminal nukleus (aksesuvar optik yolagin), PaR:
pararubral nukleus, PBP: parabrakial pigmentli nukleus (VTA’nin), PIF: parainterfasikuler
nukleus (VTA'nin), PR: prerubral alan, RMC: red nukleus, magnoselliler bélim, RPC: red
nukleus, parviselliler bélim, SNCD: substansiya nigra pars kompakta, dorsal bélim, SNCM:
substansiya nigra, pars kompakta, medial bolim, SNCV: substansiya nigra pars kompakta,
ventral bolim, SNL: substansiya nigra, lateral bélim, SNR: substansiya nigra pars retikulata,
VTAR: ventral tegmental alan, rostral bolim (42).

SNC’da sikica bir araya gelmis yaklagsik soma ¢api 11 x 20 um olan
orta buyuklikte DAerjik ndéronlar bulunur. Ekzantrik yerlesmis ¢ekirdeklerinde
bazofilik invajinasyonlar vardir. SNC’nin dzellikle ventral bélimuande yerlesik
olan bu ndronlar, dendritik uzantilari nedeniyle bas asagr duruyormus gibi
g6zlenir. Yine bu néronlardan ¢ikan birka¢ apikal uzun dendrit SNR’e uzanir.

ikinci tip néronlar ise SNC'nin dorsal tarafinda yerlesik orta buyiklikte



fuziform sekilli noéronlardir. SNC’da bulunan Gglncid tip ndronlar ise
10-12 pum c¢aph kiiguk yildiz bigimli hticrelerdir. SNC’daki néronlarin %10’unu
olusturan bu hucrelerin berrak bir sitoplazmasi ve buylk bir gekirdekleri

vardir. Bu hucreler DAerjik olmayan ara néronlardir (38).

Substansiya Nigradaki DAerjik Noronlar ve Glutamat Reseptorleri

SN’ya, striatum, SNR ve globus pallidusdan gelen uyarilarin timu
GABAerjik inhibitérdir. Pedinkilopontin  nukleus, prefrontal korteks ve
STN’tan gelen eksitatér uyaranlar glutamaterjik (GLUerijik)’tir (33,37,41,43).

Memeli beyninde DA ndronlari, esas olarak, iyonotropik reseptorler
araciligi ile etki eden eksitatér aminoasitler tarafindan diazenlenir. Her g tip
GLU reseptorinin orta beyindeki DAerjik néronlarda bulundugunu goésteren
kanitlar vardir (6,44-46). Anatomik c¢alismalarla, orta beyindeki DA
noéronlarina uzanan GLUerjik afferentlerin oldugu ve bunlarin frontal korteks,
STN ve pedinkilopontin nukleustan orijin aldigi gdsterilmistir (12,39,45).
Morfolojik galigmalar ve mikro kultirlerde beyinde, GLU igeren akson
terminallerinin, DA bulunduran bdlgelerde yogun olarak dagilim gosterdigi ve
DA noronlan ile sinaps yaptigi gosterilmistir (1,2,9). GLU ya da GLU
reseptorlerinin diger agonistlerinin, DA ndéronlarinin aktivitesini etkiledigini ve
DA salinimini dizenledigini gosteren fizyolojik ve farmakolojik kanitlar da
bulunmaktadir (9). Elektrofizyolojik ve farmakolojik ¢alismalarda, AMPA ve
NMDA reseptorlerinin DAerjik néron soma ve dendritlerinde yerlesimleri
gOsterilmigtir (40).

AMPA ve NMDA reseptorlerinin, orta beyindeki DAerjik néronlarda
ekspresyonunu gosteren immunohistokimya ve in situ hibridizasyon
calismalari bulunmaktadir (9,39,40,47-49). Bu c¢alismalarda orta beyindeki
DAerjik néronlarin AMPA (GIluR1, GluR2/3, GluR4) ve NMDAR1 reseptor alt
birimleri icin de immunoreaktif oldugu, SNC’da metabotropik reseptorlerden
sadece mGIuR71’in DAerjik néronlarda eksprese edildigi gosterilmistir (6,41).
Bu galismalarda, NMDA reseptorlerinin beyinde yaygin bir dagilim gosterdigi,

AMPA reseptérlerinin ise daha sinirli bir dagilimi oldugu goésterilmistir. ikili



immunohistokimyasal calismalarla, AMPA resept6r alt birimlerinden GluR1
ve GIluR2/3’'in DA ndéronlarinda ekspresyonu gosterilmistir. GluR4
ekspresyonu ise nadirdir (6,9). Mikro kultirlerde, DA néronlarinin hedef
ndronlarla GLUerjik sinaptik baglantilar yaptigi gosterilmistir (1). ikili immun
isaretleme calismalarinda, siganlarda SN ve VTA néronlarinin %91’inin,
maymunlarda %86’sinin TH ve GLU i¢in immunoreaktif oldugu gézlenmisgtir.
Kaltr hucrelerinde VTA’da néronlarin %84’dnde GluR4 immunoreaktivitesi
belirlenmistir (2). Ayrica arastirmacilar tarafindan bu GLU reseptdrlerinin
ndrodejeneratif hastaliklarin patolojisinde roll olabilecegi ileri surtlmektedir
9).

SNC’daki selektif DAerjik néron hasari ile cinsiyet arasindaki
baglantinin olasi nedenleri arastiriimakta olan bir konudur (50-55). $oyleki;
Parkinson hastaliginin prevalansi erkeklerde daha yuksektir ve hastaligin
insidansiyla ilgili veriler, tum yas gruplarinda erkek populasyonun en az iki
kat daha fazla Parkinson hastaligi riski tasidigini goéstermektedir (55,56).
Cinsiyet ayrica hastahgdin klinik 6zelliklerini ve iliskili risk faktorlerini de etkiler
(57-59). Parkinson hastaliginin cinsiyete 6zgl karakteristiklerin, bazal
ganglionda DA metabolizmasindaki cinsiyete 6zgu farkhliklarla da iligkili
oldugu bulunmusgtur. Hem saglikli  kadinlarda DA igaretleyicilerinin
yogunlugunun daha fazla oldugu hem de hasta kadinlarda DA uptake
alanlarinin daha fazla korundugu bulunmustur (60).

Bu veriler, DA ve GLU arasinda anatomik ve fonksiyonel olarak
baglanti oldugunu géstermektedir. GLUerjik nérotransmisyondaki degisimler,
iskemi ve hipoglisemi ataklarindan sonra goérllen néronal hasarla iligkili
oldugu gibi, epilepsi (28), Alzheimer hastaligi, Huntington koresi, amiyotrofik
lateral skleroz gibi bir seri norolojik hastaligin etiyolojisinde de rol almaktadir
(7,15,17,26). insanlarda substansiyal DA néronlarindaki atrofi ya da kaybin,
Parkinson gibi noérodejeneratif hastaliklarla sonuglandigi gosterilmigtir
(2,9,48,61). DA ve GLU arasindaki etkilesimin tam olarak gdsterilmesi, bu
hastaliklarin tedavilerinde yeni yontemlerin bulunmasinda yol gdsterici
olabilir. Bu gune kadar yapilan ¢alismalarda, AMPA ve NMDA reseptor alt

birimlerinin, DA noéronlar ile kolokalizasyonu, in situ hibridizasyon,



elektrofizyolojik c¢alismalar ve immunohistokimyasal olarak goOsterilmigtir.
Kainat reseptdr alt birimlerinin (KA1, KA2, GIuR5 GIluR6, GIuR7) DA
noronlari ile kolokalizasyonu, celiskili sonuglar bildiren in situ hibridizasyon
yontemi ile gosteriimis olup (10,12,62,63), bu konuda yapimis
immunohistokimyasal ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu galigmada,
SN’nin DA néronlarinda, kainat reseptor alt birimlerinin ekspresyonunun ve
DAerjik néron hasarinda risk faktori oldugu dusunulen cinsiyetin, reseptor
ekspresyonundaki etkinliginin immunohistokimyasal olarak gosterilmesi

amagclanmistir.



GEREG VE YONTEM

Dokularin hazirlanmasi

Calismada Uludag Universitesi Deney Hayvanlar Yetigtirme ve
Uygulama Merkezi’'nden saglanan, 5 adet disi ve 5 adet erkek, 60—-90 gunlik
Sprague—Dawley turl siganlar kullanildi. Derin eter anestezisi altinda
deneklerin gogus kafesleri acgilarak, kalp apeksinden aorta igine kateter
yerlestirilerek sabitlendi. Dolasim sistemi 125 ml, %0.9 NaCl ile temizlendi.
0.13 M Sorenson’un fosfat tamponu i¢inde hazirlanan %4’lik paraformaldehit
ile perfizyon fiksasyonu yapildi (350 ml/denek). Cikarilan beyinler ayni
fiksatifte hazirlanan %10 slkroz solisyonunda tim gece bekletildi. Beyinler
0.13 M fosfat tamponda (pH 7.4) hazirlanan %20 ve %30 slkroz
solUsyonunda ikiser gun bekletildi. Beyinler dondurulduktan sonra, kriyostat
ile 4 seri halinde 20 pm’lik kesitler alinarak tampon sollsyon iginde toplandi.
Kesitler, Tris—HCI tampon sollsyonu ile yikanarak fiksatiften arindirildiktan

sonra, kriyoprotektan icerisinde —20°C’ de saklandi.

immunohistokimya

Yuzen kesit immunohistokimyasinda, inkiibasyon ve yikama islemleri,
sallayici yardimi ve uygun ajitasyonla viyaller iginde gerceklestirildi. Yikama
islemlerinde Tris—HCI tamponu (pH 7.6) ve anti—serumlarin seyreltiimesinde
Tris—HCI tamponda hazirlanan bloklayici serum (%10 normal at serumu,
%0.1 sodyum azid ve %0.2 triton—X 100) kullanildi. Kesitler —20°C’den
cikarihp oda sicakhgina gelmeleri beklendi. Kriyoprotektandan arindirmak
icin tampon solusyonu ile yikanip, spesifik olmayan baglanmalari énlemek

amaciyla bloklayici serum uygulandi.

SNC’da GluRS5, GIuR6, GIuR7 ve KA2 Reseptor Alt Birim Proteinlerinin

Belirlenmesi_icin_immunoperoksidaz Boyamasi: ilk olarak SNC'da KA

reseptdr alt birimlerinin dagihimini belirlemek amaciyla asagida belirtilen
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yontemle immunoperoksidaz boyamasi yapildi. Reseptdr proteinlerini

isaretlemek icin kecide gelistiriimis anti-GluRS5, anti-GIuR6 ve anti—-GluR7

antikorlari ile tavsanda gelistiriimis anti—-KA2 antikoru kullanildi.

1.  Kriyoprotektandan c¢ikarilan kesitler Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dk
yikandi.
Bloklayici serum ile 2 saat inkuibe edildi.
Primer antikor uygulamasi: Kegi anti-GIuR5 (1:1000; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA); ke¢i anti-GluR6 (1:100; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA); ke¢i anti-GIuR7 (1:500; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA); tavsan anti-KA2 (1:3000; R52-4,
Jennes and Eyigor) antikorlari ile 72 saat inkiibe edildi.
Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.
Sekonder antikor uygulamasi: Biotinli esek anti—kegi 1gG (1:200;
Jackson Immuno Research Laboratories, Inc. West Grove, PA) ya da
biotinli esek anti-tavsan (1:300; Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. West Grove, PA) ile 2 saat inktbe edildi.
Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.
Avidin biyotin kompleksi (ABC Elite Kit, Vector Labs, Burlingame, CA)
soliisyonu ile 1 saat inkibe edildi (Soltsyon Uretici firmanin énerisine
gOre hazirlandi).

8. Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.

9. Substrat kromojen solisyonu (DAB) ile inkuibe edildi.

10. Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.

11. Kesitler lamlara alinip kurutuldu, DPX ile kapatildi.

Dopaminerjik Noronlarda Kainat Reseptor Alt Birim Proteinlerinin

Belirlenmesi_— _ikili_immunofluoresan Yéntemi: Bu amacla 20 pm

kalinhgindaki yuzen Kkesitlere asagida ayrintilari verilen ikili fluoresan
isaretleme yontemi uygulandi. SNC’da yerlesik DAerjik néronlari isaretlemek
amaciyla, DA sentezinin birinci basamaginda rol alan tirozin hidroksilaz (TH)

enzimine karsi tavsan ve farede gelistirilmis anti-TH antikoru kullanildi.
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TH ve GIuRS igin ikili immunofluoresan yontemi

1.

Kriyoprotektandan ¢ikarilarak Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dk yikanan
kesitler, bloklayici serum ile 2 saat inklibe edildi.

Bloklayicl serum ile 2 saat inkube edildi.

Primer antikor uygulamasi: Tavsan anti-TH (1:2000; Chemicon
International Inc.) ve kec¢i anti-GIuR5 (1:100; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) karisimi ile +4°C’de 72 saat inkube
edildi.

Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.

Sekonder antikor uygulamasi: Biotinli esek anti—keci 1gG (1:200;
Jackson Immuno Research Laboratories Inc. West Grove, PA) ile 2
saat inkube edildi.

Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.

FITC isaretli esek anti—-tavsan IgG (1:300; Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. West Grove, PA) ve Texas Red-streptoavidin (1:100;
Vector Laboratories) ile 2 saat inklibe edildi.

Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikanan kesitler lamlara alinarak
kurutuldu ve Prolong® Antifade Kit (Molecular Probes, Oregon, USA) ile
kapatildi.

TH ve GIuRG6 igin ikili immunofluoresan yontemi

1.

Kriyoprotektandan ¢ikarilarak Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dk yikanan
kesitler, bloklayici serum ile 2 saat inklbe edildi.

Primer antikor uygulamasi: Tavsan anti-TH (1:2000; Chemicon
International Inc.) ve kegi anti-GIuR6 (1:50; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) karisimi ile +22°C’de 72 saat inklbe edildi.

Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.

Sekonder antikor uygulamasi: Biotinli esek anti—kegi 1gG (1:200;
Jackson Immuno Research Laboratories, Inc. West Grove, PA) ile
2 saat inkube edildi.

Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.
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FITC igaretli esek anti—-tavsan IgG (1:300; Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. West Grove, PA) ve Texas Red-streptoavidin (1:100;
Vector Laboratories) ile 2 saat inklibe edildi.

Tris tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.

Kesitler lamlara alinarak kurutuldu, Prolong® Antifade Kit (Molecular
Probes, Oregon, USA) ile kapatildi.

TH ve GIuR?7 igin ikili immunofluoresan yontemi

1.

Kriyoprotektandan ¢ikarilarak Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dk yikanan
kesitler, bloklayici serum ile 2 saat inklibe edildi.

Primer antikor uygulamasi: Tavsan anti-TH (1:2000; Chemicon
International Inc.) ve ke¢i anti-GluR7 (1:100; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) karisimi ile +4°Cde 72 saat
inkibasyon yapildi.

Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.

Sekonder antikor uygulamasi: Biotinli esek anti—kegi IgG (1:200;
Jackson Immuno Research Laboratories, Inc. West Grove, PA) ile
2 saat inkube edildi.

Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.

FITC isaretli esek anti—tavsan IgG (1:300; Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. West Grove, PA) ve Texas Red-streptoavidin (1:100;
Vector Laboratories) ile 2 saat inklibe edildi.

Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.

Kesitler lamlara alinarak kurutuldu, Prolong® Antifade Kit (Molecular
Probes, Oregon, USA) ile kapatildi.

TH ve KA2 igin ikili immunofluoresan yontemi

1.

2.

Kriyoprotektandan cikarilan kesitler Tris—=HCI tamponu ile 3 x 10 dk
yikandi.

Bloklayici serum ile 2 saat inkuibe edildi.
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3. Primer antikor uygulamasi: Fare anti-TH (1:1000; Chemicon
International Inc.) ve tavsan anti-KA2 (1:2000; R52-4, Jennes ve
Eyigor) karigimi ile +4°C de 72 saat inkube dildi.

Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.

5. FITC isaretli esek anti—fare IgG (1:100; Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. West Grove, PA) ve Cy3 isaretli esek anti—tavsan
(1:200; Jackson Immuno Research Laboratories, Inc. West Grove, PA)
ile 2 saat inklibe edildi.

6. Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikandi.

7. Kesitler lamlara alinarak kurutuldu, Prolong® Antifade Kit (Molecular
Probes, Oregon, USA) ile kapatildi.

istatistiksel Analiz

Histolojik olarak degerlendirilecek kesitlerin araligi Paxinos’un beyin
atlasina (42) goére belirlendi. Buna gore en rostralde bregma —4.8 mm, en
kaudalde ise bregma —6.36 mm’ye uyan SN kesitleri kullanildi (Sekil-3). Bu
aralikta rostrokaudal duzlemde SN’nin 4 farkli seviyesinden alinan kesitlerde
sayim iglemleri yapildi. Kesitlerin her denek ic¢in ayni koordinatta olmasina
dikkat edildi. Sayimlar 40X objektif kullanilarak dijital kamera ile bilgisayar
ekranina alinan goruntuler Uzerinde aninda tarama yapilarak iki Kigi
tarafindan gergeklestirildi. Belirlenen kesitlerde, sadece TH immunoreaktif
dopaminerjik néronlar ve hem TH hem de glutamat reseptori eksprese eden
dopaminerjik noéronlar ¢ift tarafli sayildi. Elde edilen dederlerden, denek
basina sayllan TH eksprese eden dopaminerjik néronlardan ne kadarinin
glutamat reseptoru icin de immunoreaktif oldugu (sayisal ve ylzde olarak)
belirlendi. Calismanin analizleri SPSS 13.0 programinda vyapildi. Her
glutamat reseptoru igin deneklere ait sayisal ve yuzde verileri Uzerinden
ortalama ve SEM (standard error mean) hesaplandi. Cinsiyetler arasi

kargilastirmada Mann Whitney—U testi kullanildi. p<0.05 anlamli kabul edildi.
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Bregma -5.04 mm

Bregma -4.80 mm

Sekil-3: Paxinos’'un sigan beyin atlasina (42) gore belirlenerek histolojik olarak
degerlendirilen kesitlerin araligi. Buna gore en rostralde bregma —4.8 mm, en kaudalde ise
bregma —6.36 mm’ye uyan SN kesitleri kullanildi.
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Sekil-3: (devam)
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Sekil-3: (devam)
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Bregma -6.36 mm

Bregma -6.12 mm
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Sekil-3: (devam) 3N: okulomotor nukleus, 3V: 3" ventrikiil, Aq: Akuaduktus serebri, chp:
Koroid pleksus, D3V: dorsal 3™ ventrikll, fr: fasikulus retrofleksus, IPF: interpedunkular
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fossa, ml: medial lemniskus, mp: mammillar pedinkil, MT: medial terminal nukleus
(aksesuvar optik yolagin), PaR: pararubral nukleus, PBP: parabrankial pigmentli nukleus
(VTA’nin), PIF: parainterfasikular nukleus (VTA'nin), PN: paranigral nukleus (VTA'nin), PR:
prerubral alan, RMC: red nukleus, magnoselliler bolim, RPC: red nukleus, parviselliler
bolim, scp: superior serebellar pedinkil, SNCD: substansiya nigra, pars kompakta dorsal
bolim, SNCM: substansiya nigra pars kompakta medial bélim, SNCV: substansiya nigra,
pars kompakta ventral bélim, SNL: substansiya nigra, lateral bélim, SNR: substansiya nigra
pars retikulata, tth: trigeminotalamik yolak, VTAR: ventral tegmental alan rostral bolim,
vtgd: ventral tegmental ¢caprazlasma.
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BULGULAR

Uygulanan immunoperoksidaz yontemi sonunda DAB reaksiyonu
kahverengi ve tonlarinda izlendi. Dopaminerjik noéronlari isaretlemek
amaclyla tavsan ve fare anti-TH antikoru kullanildi. immunofluoresan
yontemle, FITC igaretli sekonder antikor uygulamasi ile goéranur hale getirilen
antijen—antikor reaksiyonu sonucunda, dopaminerjik néronlar yesil, Teksas
kirmizisi ya da Cy3 ile gorunur hale getirilen reseptor proteinleri ise kirmizi
olarak izlendi. TH immunoreaktif olup ayni zamanda kainat reseptor alt birim
proteinlerinden birini eksprese eden néronlar ise ekpresyonun derecesine

gére sari ve tonlanlarinda gozlendi.

TH Ekspresyonu: SNC’nin dopaminerjik ndronlarinin soma ve

dendritlerinde yogun TH immunoreaktivitesi izlendi. SNC’nin dorsal
béluminde orta buyudklikte fuziform sekilli néronlar belirlendi (Sekil—4A).
SNC’nin ventral boliminde ise SNR’e yonelmis dendritik uzantilari ile orta

blyuklikte dopaminerjik néronlar izlendi (Sekil-4B).

GluR5 Ekspresyonu: immunoperoksidaz boyamasinda, SNC’ya uyan

bdlgede orta yogunlukta hicrenin GIuRS reseptor proteini icin immunopozitif
oldugu goruldi. SNC’nin ventral ve dorsal bélimlerinde GluR5 immunoreaktif
hiacrelerin dagihmi incelendiginde bdlgesel farklilik tespit edilmedi (Sekil-5A,
B). GIuR5 reseptoér alt birim proteini icin elde edilen DAB reaksiyonu hiicre
gbvdelerinde belirgindi. Proksimal dendritlerde GIuR5 ekspresyonuna
rastlanmadi (Sekil-5C, D ve 6).

TH eksprese eden dopaminerjik noron sayisi disilerde 4840,
erkeklerde 4605; GIuR5 immunoreaktif olan dopaminerjik néron sayisi ise
disilerde 3525, erkeklerde 3613 olarak belirlendi (Tablo—1). GIuR5 reseptor
proteinini ekprese eden TH immunopozitif néronlarin orani disilerde %67.9,
erkeklerde %65.1 olarak bulundu. istatistiksel degerlendirme sonucu

cinsiyetler arasinda fark olmadigi belirlendi (Tablo-2).
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Sekil-4: SNCnin dopaminerjik néronlarinin soma ve dendritlerinde yogun TH
immunoreaktivitesi izlendi. SNC’'nin dorsal béliminde (SNCD) orta buyuklukte fuziform
sekilli ndronlar belirlendi (A). SNC’nin ventral bolimunde (SNCV) ise SNR’e yodnelmis
dendritik uzantilari ile orta biyiklikte dopaminerjik néronlar izlendi (B). i¢ resim: Fuziform
sekilli TH immunopozitif dopaminerjik néronlarin blylk bulyitmedeki goérunisi. SNCD:
Sunbstansiya nigra, pars kompakta dorsal bdlim, SNCV: Sunbstansiya nigra, pars
kompakta ventral bélim SNR: Sunbstansiya nigra, pars retikilata
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Sekil-5: GIuRS5 reseptorlerinin SN'daki dagilimi, immunoperoksidaz boyamasi. A: SNC’nin
dorsal bélimiinde GIuR5 reseptdr proteini eksprese eden noéronlarin gorinusu. B ve C'de
sirasi ile X10 ve X20 objektif ile elde edilen GIuR5 immunopozitif néronlarin gérundsu. D:
GIuR5 immunoreaktivitesi hlcre gdvdelerinde belirgindi. Proksimal dendritlerde GIuRS
ekspresyonuna rastlanmadi. ml: medial lemniskus, SNC: substansiya nigra pars kompakta,
SNR: substantiya nigra pars retikulata.
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Sekil-6: Kainat reseptér alt birimi GIUR5 proteini eksprese eden dopaminerjik néronlari ikili
fluoresan isaretleme ile elde edilen fotomikrograflari. A, B ve C: SNC’nin dorsal bdlimiinde
yerlesik TH immunoreaktif DAerjik ndronlarin artan blyUtmelerdeki géruntileri. D, E, F de,
ayni ndronlardaki GIUR5 immunoreaktivitesi izlenmektedir. G, H ve I'da iki proteini de
eksprese eden noronlar izlenmektedir. Dopamin ekspresyonu yesil, GIuR5 protein
ekspresyonu ise kirmizi gézlenmektedir. Her iki proteini de eksprese eden ndronlar ise sari
olarak izlenmektedir. SNC: Substansiya nigra, pars kompakta, SNR: Substansiya nigra, pars

retikllata.
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Tablo-1: SNC’nin TH immunoreaktif DAerjik néronlarinda GIuR5 reseptdr alt

birim proteini ekspresyonu.

TH TH/GIuR5 %GIuR5
Denek #
Digi Erkek Digi Erkek Disi Erkek
1 1124 1032 743 659 66.01 66.16
2 1039 1007 723 658 69.58 62.48
3 1014 1133 736 807 72.58 63.44
4 801 1172 801 693 71.16 63.69
5 862 972 522 796 60.05 69.58
Toplam 4840 4605 3525 3613 - -
*Ort. 968 £59.42 |1110.6 +46.97 | 705+47.66 | 722.6 +32.86 | 67.89 £2.23 | 65.07 +1.28

TH: Dort kesitte bilateral sayilan TH immunoreaktif DAerjik néron sayisi (n=5)
TH/GIuRS5: Glutamat reseptori eksprese eden TH immunoreaktif DAerjik ndron sayisi
%GIuRS5: ikili isaretlenen (TH/GIUR) néron ylizdesi
*Ort.: Ortalama + SEM

Tablo-2: Disi ve erkek deneklerin TH immunoreaktif DAerjik néronlarindaki

GIuR alt birim ekspresyonlarinin karsilastiriimasi.

TH TH/GIuR %GIuR
Disi Erkek Disi Erkek Disi Erkek
GIuR7 944 +49.62 |1046.80+40.20| 770 +61.92 866.80+41.26 | 81.10+2.25 | 82.69 £ 0.92
P 0,22 0,42 0,69
GIuR6 1063.2 +38.18 | 1075.6 + 38.87 | 832.40 + 32.78 | 755.00+26.56 | 78.27 £ 1.03 | 70.24 + 1.09
P 1,00 0,22 0,008*

TH: Dort kesitte bilateral sayilan TH immunoreaktif DAerjik néron sayisi (n=5).
TH/GIuR: Glutamat reseptori eksprese eden TH isaretli DAerjik néron sayisi.
%GIuR: ikili isaretlenen (TH/GIUR) néron yiizdesi.
*p<0.05.

24



GluR6 Ekspresyonu: TH-pozitif dopaminerjik néron sayisi disilerde
5378, erkeklerde 5316; TH/GIuR6—pozitif ndéron sayisi digilerde 3775,

erkeklerde 4162 olarak belirlendi GIuR6 reseptor proteinini ekprese eden TH

ndronlarinin orani disilerde %78.3, erkeklerde %70.3 olarak bulundu. (Tablo—
3). Disi ve erkek deneklerde istatistiksel karsilastirmada sayisal olarak

anlamli fark bulunmadi (Tablo—2).

Tablo-3: SNC’nin TH immunoreaktif DAerjik néronlarinda GIuRG6 reseptor alt

birim proteini ekspresyonu.

TH TH/GIuR6 %GIuR6
Denek #
Digi Erkek Digi Erkek Digi Erkek
1 1128 1032 762 826 67.55 80.03
2 1110 1007 751 754 67.65 74.87
3 1146 1133 828 911 72.25 80.40
4 1064 1172 771 903 72.46 77.04
5 930 972 663 768 71.29 79.01
Toplam 5278 5316 3775 4162 - -
*Ort. 1063.2 3 8.18 | 1075.6 + 38.87 | 832.40 + 32.78 | 755.00+26.56 | 78.27 £1.03 | 70.24%1.09

TH: Dort kesitte bilateral sayilan TH immunoreaktif dopaminerjik néronlarin sayisi (n=5).
TH/GIuRG6: Glutamat reseptoru eksprese eden dopaminerjik néron sayisi.

%GIuRG6: ikili isaretlenen (TH/GIUR) néronlarinin ylzdesi.

*Ort. = Ortalama £ SEM.

GluR6 immnunopozitif néronlarin SNC’nin dorsal tabakasinda daha
yogun oldugu goézlendi (Sekil-7A, B ve 8C, E). SNC ndronlarinda GluR6
proteinin hlcre ic¢i ekspresyon yogunlugu gerek immunoperoksidaz yontemi
gerekse immunofluoresan yonteminde klicik buyutmede diger alt birimlere
go6re daha az belirgin olup (Sekil-7A, B ve 8C) buylk blylutmede daha kolay
ayirt edildi (Sekil-7C, D ve 8C). Morfolojik degerlendirmede, GIuR6 alt birim
ekspresyonu hicre uzantilarinda da gorulmekle birlikte siklikla hicre

gbvdelerinde belirgindi (Sekil-7D ve 8D). Her iki proteini de eksprese eden
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noronlar ekspresyonun derecesine gore sari ve tonlarinda izlendi (Sekil-8E,
F ve 9).

Sekil-7: GIuRe6 reseptér proteininin SN'daki dagilimi, immunoperoksidaz boyamasi. GIuR6
reseptorlerinin SNC’nin dorsal boliminde daha yodun olarak dagilim gosterdigi izlenmekle
birlikte (A ve B), DAB reaksiyonu buyilk blylitmede daha rahat ayirt edildi (C). Buyuk
biylutmede, SNC’nin dorsal bolimiinde yerlesik orta buyuklikte fuziform sekilli néronlarin
hiicre govdelerinde GluR6 immunreaktivitesi gézlendi (D). ml: medial lemniskus, MT: medial
terminal nukleus (aksesuvar optik yolaga ait), SNC: substansiya nigra pars kompakta, SNR:
substansiya nigra pars retikilata.
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Sekil-8: Kainat
reseptor alt birimi GIuR6
proteini eksprese eden
DAerjik néronlarin
fluoresan isaretli
sekonder antikorlarin
kullanimi sonrasi elde
edilen fotomikrograflari.
Kaguk buyiatmede
SNCD’da yerlesik TH—
pozitif (A), GIuR6
reseptor alt birim protein
iceren (C) gorunusu.
SNR’te de GIuR6
immunoreaktif non—
dopaminerjik néronlar
izlenmektedir (C).
DAerjik néronlarin hiicre
uzantilarinda da belirgin
TH ekspresyonu
izlenirken (B), GIuR6
ekspresyonu hiicre
gbévdelerinde daha
belirgindi (D). Her iki
proteini de eksprese
eden noronlar (E, F)
ekpresyonun derecesine
gore sari ve tonlarinda
izlendi. SNCD:
Substansiya nigra, pars
kompakta dorsal bélim,
SNR: Substansiya nigra
pars retikllata.



TH (FITC) GIuR6 (TxR)

Sekil-9: Kainat reseptér alt birimi GIuR6 protein ekspresyonu gézlenmeyen DAerjik
noronun fotomikrografi.

GIluR7_Ekspresyonu: immunoperoksidaz yéntemi ile SN'nin her iki
béliminde de (SNC ve SNR) kolaylikla ayirt edilebilen heterojen GIuR7
immunoreaktivitesi belirlendi. GIuR7 immunoreaktif néronlar SNC’da yogun
olarak go6zlenirken, SNR’'te daha az miktarda izlendi (Sekil-10A, B). Bu
immunoreaktivite her iki bolgede de hucre govdelerinde daha belirgin olmakla
birlikte, dendritik uzantilarda da gézlendi (Sekil-10C, D ve 11). GIuR7 pozitif
TH néronlarinin SN’daki dagiliminda bolgesel farklilik gozlenmedi (Sekil-11).

GIuR7 ekspresyonu igin isaretlenen kesitlerde sayllan TH
immunoreaksiyonu ile izlenen dopaminerjik néron sayisi disilerde 4723,
erkeklerde 5234; TH ve GIuR7'yi birlikte eksprese eden néron sayisi digilerde
3853, erkeklerde 4334 olarak belirlendi (Tablo—4). GIuR7 reseptér protein
ekprese eden dopamin néronlarinin orani digilerde %81.1, erkeklerde %82.6
olarak bulundu. istatistiksel degerlendirme sonucu cinsiyetler arasinda fark

olmadigi belirlendi (Tablo-2).
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Sekil-10: GIuR?7 reseptorlerinin SN’daki dagilimi, immunoperoksidaz boyamasi. Heterojen
GIuR7 immunoreaktivitesi, hiicre goévdelerinde belirgin olup, SNC’da, SNR’a oranla daha
yogun olarak izlendi (A ve B). SNC ve SNR'te, DAB reaksiyonu hiicre gdévdelerinde
belirgindi. Ayni zamanda GIuR7 pozitif hiicrelerin dendritik uzantilarinda da immunoreaktivite
gozlendi (C ve D). ml: medial lemniskus, SNC: substansiya nigra, pars kompakta, SNR:
substansiya nigra pars retikulata.
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Sekil-11:
Kainat reseptor
alt birimi GIuR7
proteini
eksprese eden
DAerjik
noronlarin
immunfluoresan
yontemle elde
edilen
fotomikrograflari.
Kuguk
blyutmede
SNCD’daki
TH-pozitif (A),
GluR7-pozitif
(D) néronlarin
gorunusu.
SNR’te de
GluR7—pozitif
non—-DAerjik
néronlar
izlenmektedir
(D). DAerjik
noronlarin hiicre uzantilarinda da belirgin TH (C) ve GIuR7 ekspresyonu (E) vardi. Her iki
proteini de eksprese eden ndronlar (G, H, |) ekpresyonun derecesine gore sari ve tonlarinda
izlendi. SNR: Substansiya nigra pars retikllata, VTA: Ventral tegmental alan.
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Tablo—4: SNC’nin TH immunoreaktif DAerjik néronlarinda GIuR7 reseptdr alt

birim proteini ekspresyonu.

TH TH/GIuR7 %GIuR7
Denek #
Disi Erkek Disi Erkek Disi Erkek
1 822 1157 619 995 75.3 85.99
2 1063 1053 916 879 86.17 83.47
3 1062 960 920 783 86.62 81.56
4 891 954 698 772 78.33 80.92
5 885 1110 700 905 79.09 81.53
Toplam 4723 5234 3853 4334 - -
*Ort. 9441 49.62 [1046.80 +40.20| 770+ 61.92 | 866,80£41.26 | 81,10£2.25 | 82.69%0.92

TH: Dort kesitte bilateral sayilan TH immunoreaktif DAerjik néron sayisi (n=5).
TH/GIuRY: Glutamat reseptoru eksprese eden TH isaretli DAerjik noron sayisi.
%GIuR?7: ikili isaretlenen (TH/GIUR) néron yiizdesi.

*Ort. = Ortalama £ SEM.

KA2 Ekspresyonu: Iimmunoperoksidaz yoéntemi ile vyapilan

boyamalarda SN’'daki DAerjik ve non-DAerjik noéronlarda KA2
immunoreaktivitesi belirlendi (Sekil-12A, B). isaretlenmenin 6zellikle hiicre
gbvdelerinde; ayni zamanda az sayida dendritik uzantilarinda da belirgin
oldugu goruldi  (Sekil-12C).  Hicresel duzeyde incelendiginde;
immunoreaktivitenin  bazi ndéronlarin sitoplazmalarinda uniform dagilim
gOsterirken, bir kisim ndéronda ise néroplazmanin belli bélgelerinde toplandigi
izlendi (Seki-12D). immunofluoresan yéntemle isaretlenen kesitler
incelendiginde, erkek ve disilerde SNC’nin dorsal ve ventral bélimlerindeki
TH-pozitif DAerjik néronlarin timunin kainat reseptor alt birimi KA2 proteini

eksprese ettigi belirlendi (Sekil-13).
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Sekil-12: KA2 reseptorlerinin SN'daki dagilimi, immunoperoksidaz boyamasi. SN'daki DAerjik ve
non—DAerjik noéronlarda KA2 immunoreaktivitesi oldugu (A), isaretlenmenin 6zellikle hicre
govdelerinde (B) ve bazi dendritik uzantilar da belirgin oldugu izlendi (C). Hicresel diizeyde,
immunoreaktivitenin bazi néronlarin sitoplazmalarinda uniform dagilim gosterdigi, bir kisim néronda ise
noroplazmanin belli bélgelerinde toplandidi izlendi (D). Ok basi: Noéroplazmasinda bdlgesel KA2
immunoreaktivitesi gbsteren néronlar. ml: medial lemniskus, SNC: substansiya nigra pars kompakta,
SNR: substansiya nigra pars retikiilata, VTA: ventral tegmental alan.
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TH + KA2

TH (FITC)
TH(FITC)

Sekil-13: SNCnin dorsal (A) ve ventral (B) bolimiinde TH-pozitif DAerjik néronlarin gériinisti.
SNC’nin dorsal ve ventral bolimleri arasinda kainat reseptor alt birimi KA2 proteini ekspresyonu
acisindan fark gézlenmedi. Ayrica, SNR’in non-DAerjik néronlarinda da KA2 ekspresyonu belirlendi
(D, E). SNC’nin TH eksprese eden DAerjik néronlarinin timinde KA2 reseptdr alt birim proteini
ekspresyonu gozlendi (G, H). Ok basi, sadece KA2—pozitif olan bir néronu gdstermektedir. Blylk
biyiutmede TH (C), KA2 (F) ve heriki proteini eksprese eden néronlar (I) izZlenmektedir. KA2—pozitif
hiicrelerin hem somalari hem de uzantilarinda (ok) ekpresyon gorildi. SNR: Substansiya nigra pars
retikulata, SNCD: SNC dorsal bolim, SNCV: SNC ventral bolim, VTA: Ventral tegmental alan.
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TARTISMA VE SONUG

Sunulan c¢alismada, ikili immunofluoresan isaretleme yontemi ile
SN’nin DAerjik néronlarinda, KA reseptor alt birimlerinden KA2, GIuR5,
GIuR6 ve GIuR7’nin farkli miktarlarda eksprese edildigi gosterildi. TH pozitif
ndéronlarin timinde KA2 protein ekspresyonu vardi. Dusik affiniteli kainat
reseptor alt birimleri arasinda en belirgin ekspresyon GluR7 proteinine aitti.
DAerjik néronlarin  yaklasik %81 (disi) — %83 (erkek)linde GIuR7
immunoreaktivitesi belirlendi. Daha belirgin olarak hicre goévdelerinde
g6zlenen GIluR6 protein ekspresyonunun hicre ici ekspresyon yogunlugu
diger reseptor proteinlerine gére daha azdi. En az oranda immunoreaktif olan
kainat reseptdr alt birim proteini GluR5’ti. DAerjik néronlarin yaklasik %68
(disi) — %65 (erkek)’inin GIuRS reseptor alt birim proteini eksprese ettigi
belirlendi.

Bazal ganglion, serebral hemisferlerin beyaz cevherinde bilateral
yerlesmis bes cift nukleustan olusur; kaudat nukleus, putamen, STN, SN ve
GP. SN’nin, pars retikillatasi, bazal ganglionun ana c¢ikis sistemini
olustururken pars kompaktasinin dopaminerjik noéronlari, baskin olarak
striatumu innerve eden nigrostriatal DAerjik yolagi meydana getirir (49).
SNC’nin dopaminerjik néronlari hem inhibitor hem de eksitator girdiler
(inputs) alir. Bu girdilerin ¢ok blyuk bir kismi (£%90) inhibitérdur ve kaudat—
putamen kompleksi ve pallidumdan kaynaklanir (33,43). Eksitator girdiler
basta STN (64) olmak Uzere pedinkulopontin nukleus (65) ve serebral
korteksten (49,66) gelir. Bu girdiler GLUerjiktir (9,37,67). Morfolojik
calismalar, SNC’da glutamat igeren akson sonlanmalarinin oldugunu
gOsterirken (39,40,68), elektrofizyolojik ve farmakolojik veriler, glutamat ve
agonistlerinin dopamin ndronlarinin aktivitesini etkiledigini ve dopamin
salinimini diizenledigini ortaya ¢ikarmisgtir (33,37,45,67,69). Salinan glutamat
fizyolojik kosullarda eksitatdér norotransmitter olarak DAerjik noéronlarin
aktivitesini duzenler. Buna karsin glutamatin asiri ve uzun suireli uyarisi,

dopaminerjik noéronlarda progressif dejenerasyona neden olabilir (6,49).
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NMDA ve AMPA reseptorlerinin eksitator aminoasitler tarafindan uyarilan
noronal toksisite ile ilgili oldugu gdsterilmistir (19,70). Ornegin, Parkinson
hastaliginda artmis GLU miktarina bagh DAerjik ndéron hasarinin (6,47),
sizofrenide, glutamat reseptoérlerinin azalmis fonksiyonuna bagh DA
hiperaktivitesinin patofizyolojide rol oynadigi distintlmektedir (62,71).

GLU reseptorlerinin agsiri uyarilmasi néron 6limine neden olur. Bu
fenomen eksisitotoksisite olarak adlandirilir. SNC’tadaki DAerjik ndron
dejenerasyonunda pekgok patojenik faktdrin etkili oldugu bilinmesine karsin
asil mekanizma hala agiklanamamistir (72). Giderek artan veriler bazal
gangliondaki noéronal dejenerasyonda ve Parkinson hastaliginin
patogenezinde glutamatin aracilik ettigi eksisitotoksisitenin  kritik rol
oynadigini  gostermektedir (73). GLU'In G¢ farkhh mekanizma ile
nodrodejeneratif olaylara katildigi diistiniilmektedir (7): ilk mekanizmaya gore,
GLU reseptorlerine etki eden eksojen GLU ya da iliskili molekuller diyetle
alinabilir ve bu da beyin hasari olugturabilir. ikinci mekanizmada, néronlardan
salinan endojen GLU’In, serebral iskemi ve beyin travmalarinda gortlen akut
norodejenerasyona katilma olasihglr vardir. Son mekanizmada ise GLU
reseptorlerinin aktivasyonunun, kronik nérodejeneratif hastalikladaki (motor
noéron hastalgi, ALS, Huntington hastaligi, Parkinson hastaligi ve Alzheimer
hastaligi gibi) hiicre élimine katilmasi s6z konusudur (7).

GLU, NMDA, AMPA; kainat ve Grup | metabotropik reseptdrierde
agonist etki yoluyla noérotoksik olabilir. Bu farkh siniflardaki reseptorlerin
relatif katimi, etkilenen ndronlara ve diger sartlarin gesitliligine gore degisim
gosterir. Ornegin; status epileptikusu takiben goézlenen selektif néronal hiicre
hasarinin 6zellikle NMDA reseptor aktivasyonuna, gecici global ve fokal
serebral iskemi sonrasi izlenen néronal dejenerasyonun ise hem NMDA hem
de AMPA reseptorlerine bagh oldugu sanilmaktadir (7,27,40,74). Deneysel
Parkinson  modeli  olusturulmus  deneklere  iyonotropik  reseptdr
antagonistlerinin uygulamasinin DAerjik ndronlar tzerinde koruyucu etkisinin
oldugunun bildiriimesi, ndérodejeneratif hastaliklardaki eksitotoksisitede bu
reseptorlerin  aktivasyonunun  etkili  olabilecedini  dusundurmektedir
(8,47,75,76).
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GLU, etkisini metabotropik ve iyonotropik reseptorler Uzerinden
gésterir (3—-5, 9-14, 43). iyonotropik glutamat reseptdr alt grubundan biri olan
ve MSS’de oldukga yaygin dagilimi bulunan KA reseptdrleri eksitator ve
inhibitér nérotransmisyonda rol alir (30). KA reseptorlerinin mezensefalon ve
striatumda yogun olarak bulundugu (10,12) ve hem orta beyin hem de striatal
noronlarin bazal aktivite ve plastisite kontrolinde o6nemli rol oynadigi
bilinmektedir (63). Ventral orta beyin DAerjik néronlari, hareket ve davranig
organizasyonunda oénemli rol oynamaktadir (2). KA reseptodrlerinin bazal
ganglion ve mezensefalonda yogun sekilde eksprese edilmesi, DAerjik
transmisyonun kontrolline katildigini digindirmektedir (63).

DA ve GLU, bazal ganglionun cesitli bolgelerinde kognitif ve motor
fonksiyonlari diizenlemek igin, presinaptik ve post sinaptik dizeyde etkilesim
icindedir  (45,77). GLUerjik efferentler, nigrostriatal ve mezolimbik
dopaminerjik noéronlara projeksiyonlarini  gdondermektedir (62). GLU,
striatumda DA salinimini duzenledigi gibi, SN ve VTA’da DA salinim ve
aktivitesini degistirebilir (62). in situ hibridizasyon ve immunohistokimyasal
calismalar ile iyonotropik glutamat reseptorleri olan NMDA ve AMPA reseptor
alt birimlerinin, orta beyinin DAerjik néronlarindaki ekspresyonu belirlenmigtir
(9,39-41,47-49). Mikro Kkultlrlerde, DA ndéronlarinin hedef ndronlarla
GLUerjik sinaptik baglantilar yaptigi goésterilmistir (1). Buna kargin kainat
reseptor alt birimlerinin sinir dokusu ve Ozellikle bazal gangliondaki dagilimi
ile ilgili veriler sinirhdir ve ayrica; g¢alismalarin sonuglari arasinda farkhliklar
bulunmaktadir (10,12,17,62,63). GIuR5 reseptér alt birimi icin SNC’da
ekspresyon gorulmedigini bildiren calismalar yaninda (10,17), SNC’'da ¢ok
yuksek seviyede eksprese edildigini gosteren calismalar da bulunmaktadir
(12,62,63). Wllner ve ark (10), oligodeoksiribontkleotid problari kullandiklari
in situ hibridizasyon c¢alismalarinda sigan SNC’sinda GIluR5 mRNA
ekspresyonu olmadidini bildiriimektedir. Buna karsin Bischoff ve ark (12),
cingila farelerde yaptiklari ve riboprob kullandiklari in situ hibridizasyon
calismalarinda, SNC’da GluR5 mRNA’sinin ylksek oranda eksprese edildigi
goOstermiglerdir. Mueller ve ark (62), insan otopsi materyallerinde in situ

hibridizasyon teknigi ile bes tip kainat reseptdr alt birim mRNA’sinin
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ekpresyonunu gostermiglerdir. Bu calismaya gbre en yogun ekspresyon
GluR6, daha az olarak ta GIuR5 ve KA2 alt birimine aittir. Lilliu ve ark (63),
RT-PCR teknigi ile erigskin siganlarin ventral mezansefalonunda bes tip
glutamat reseptér gen ekspresyonunun oldugunu goéstermiglerdir. Sunulan
calismada, GIuR5 alt biriminin, SNC'da TH immunoreaktif DAerjik
noéronlardaki ekspresyon orani disi deneklerde yaklasik %68, erkek
deneklerde ise %65 olarak bulundu.

GluR6 ekspresyonunun, striatum ve STN’ta belirgin, SNR néronlarinda
orta derecede, serebellar granul hlcreleri, dentat girus, hipokampus CA3
bdlgesinde yodun olarak bulunurken SNC néronlarinda eksprese edilmedigini
go6steren calismalarin (10,17) yani sira, SN’nin DAerjik néronlarinda GIuR6
immunoreaktivitesi oldugunu gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir
(12,62,63). Sunulan galismada, GIuR®6 alt biriminin SNC’da TH immunoreaktif
DAerjik néronlardaki ekspresyon orani olduk¢a ylksek bulundu. Oran digi
denekler igin %78, erkek denekler icin %70 olarak belirlendi. Bu sonug¢
Mueller ve ark (62)nin insan beyninde yaptigi in situ hibridizasyon
calismasinda GIuR6’nin SNC’da en yuksek oranda ekspresyonu olan kainat
reseptor alt birimi oldugunu bildiren g¢alismasi ile uyumluydu. Bischoff ve ark
(12) ise GIluR6 mMRNA’'nin SNC’nin ventral boliminde daha fazla olmak
Uzere eksprese edildigini gostermigtir. Diger bir in situ hibridizasyon
calismasinda Woillner ve ark. (10), sican beyninde SNC'da GIuR6
ekspresyonunun olmadigi bildirilmektedir. Sunulan c¢alismada hicre igi
yogunlugu az olmakla birlikte SNCda GIuR6 reseptdr protein
ekspresyonunun belirlenmesi, GluR6’nin bdlgede bulunan kainat reseptor
komplekslerinin yapisina katilabilecegini dusundirmustar.

Kainat reseptdr agonisti olan kainat uygulamasi, hiicre ici Ca*
miktarinin artigiyla sonuglanir ve pek gok beyin bolgesinde ndronal apopitoza
neden olan Ca2+—baglmll yolaklari tetikler. Kemirgenlerde kainatin sistemik
enjeksiyonu, ndrodejeneratif hastaliklarda gozlenen glial hiicre aktivasyonu
ve enflamatuvar yanita neden olur (27). Striatum ve hipokampusun CA3
bdlgesi gibi kainat eksitotoksisitesine 6zellikle duyarl olan boélgelerde, GIuR6

ve KA2 kainat reseptdr gen ekspresyon seviyesi ylksektir (78,79). Yiksek
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afiniteli kainat reseptorlerinin (KA1 ve KA2) ndrodejenerasyon surecine
katiliminin olasi olmasina kargin, bunu gosteren direkt bulgular nadirdir (27).
CA3 bodlgesinde yapilan immunohistokimyasal morfolojik ve farmakolojik
calismalar eksisitotoksisitenin tetiklenmesinde anahtar reseptérin GluR6
oldugunu gdstermistir (80,81). intranigral kainik asit uygulamasi, SN’'nin
DAerjik néronlarinda dejenerasyona sebep olmaktadir (74). Sunulan
calismadan elde edilen sonuglar ve literatlr verileri birlikte degerlendirildigi
zaman SNC’daki DAerjik néron kaybinda GIuR6 reseptorinin de etkisi
olabilecegini disundurmustar.

GIuR7 reseptdr proteininin beyindeki ekspresyonu sinirlidir. Serebral
korteksin derinlerinde, hipotalamik nukleuslarin bazilarinda, striatumda,
serebellumun molektller tabakasindaki inhibitor noéronlarda, GP, VTA, SNC
ve STN'da eksprese edilir (10,12,17,82). in situ hibridizasyon ve
immunohistokimyasal c¢alismalar, bazal ganglionda en yuksek GIuR7
ekspresyonunun SNC’da oldugunu bildirmektedir (10,12,83). Sunulan
calismada elde edilen veriler, TH immunoreaktif dopaminerjik néronlarin
soma ve proksimal dendritlerinde en fazla eksprese edilen duslk affinitel
kainat reseptor alt birim proteininin GIuR7 oldugunu goésterdi. Bu da SNC’da
GLUerjik innervasyon alan DAerjik ndronlarin soma ve proksimal
dendritlerindeki GIuR7 reseptdr alt biriminin postsinaptik lokalizasyonu ile
bagdasmaktadir ve assendan nigrostriatal DAerjik feedback devrelerinde
eksprese edildigini gostermektedir. Ek olarak, SNC’nin DAerjik ndéronlarinda
en yuksek oranda goézlenen kainat reseptor alt biriminin GIuR7 oldugunun
immunohistokimyasal olarakta gosterilmesi, uygun DAerjik girdinin
saglanmasinda gerekli olan eksitator glicl saglayan anahtar kainat reseptor
alt birimi olabilecegi gorusuniu de desteklemektedir (12). Ayrica, GIuR?7,
DAerjik noronlarin soma ve dendritlerinde yerlesik presinaptik DA
otoreseptorleri ile de iliskili olabilir. DA’in somatodendritik salinimini
tetikleyebilir ve boylece DA transmisyonunu kontrol eden presinaptik
feedback aksina katilabilir (67). Yine, SNC’nin dopaminerjik ndronlarinda
sentezlenen GIuR?7 reseptor proteininin bir kisminin kaudat putamen ve/veya

nukleus akumbensteki DAerjik sinir sonlamalarina tasiniyor olmasi
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muhtemeldir. Nitekim, GIuR7 ve KA2, SNC’da en yiksek oranda eksprese
edilen kainat reseptor alt birimleri olmasina kargin, SN’da [3H] kainat
baglama oraninin ¢ok dusuk oldugu gosterilmistir (10,12). Bu literatlr verisi
de GIuR7 ve KA2'nin DAerjik sinir sonlanmalarinda presinaptik yerlesiminin
olabilecegi dusuncesini desteklemektedir. Vezikuler glutamat tasiyicilan
(VGIuT) GLUerjik ndronlarda, glutamatin sinaptik vezikiller iginde
toplanmasini saglar. Bu noktalar birlikte degerlendirildigi zaman, DAerjik
feedback aksinin regulasyonunda ve homeostatik ndronal aktivitenin
surdurdlmesinde GIuR7’nin kritik bir rol oynadigi disundlmustar.

KA2 ekspresyonu beyinde yaygin bir dagilim gdsterir. Bazal ganglion
icinde ise striatum, STN’ta yogun, GP ve SNR’te dislk seviyede eksprese
edilmektedir {10,17,23}. Waillner ve ark. (10) SNC'da orta dereceli
ekspresyon oldugunu bildirirken, Bischoff ve ark (12), SNC'da KA2
ekspresyonu olmadigini bildirilmektedir. Sunulan galismada cinsiyet farklilgi
olmaksizin SNC’nin DAerjik ndronlarin timinde KAZ2 immunoreaktivitesi
belirlendi. Kainat reseptér alt birimlerinin dagiimlari ile ilgili ¢aligmalar
arasindaki celiskiler, kullanilan yéntemlere ve/veya calisilan canli tlrindn
farkhligina bagh olabilecedi disunulmustar.

Kainat reseptorleri, katyonlara gecgirgen, dugsik konsantrasyonda
kainat ile uyarilan ve hizli aktivasyon ve desensitizasyon 6zelligi olan ligand—
kapili kanallardir. Beynin degisik bolgelerindeki hucreler, farkh farmakolojik
ve elektrofizyolojik dzellikleri olan kainat reseptor alt birim kombinasyonlari
eksprese ederler (27,78). Dolayisiyla alt birim sitogiometrisindeki degisim
kainat reseptor fonksiyonlari Gzerinde etkili olabilir. GIuR5 homomerleri ve
GluR5/6 iceren reseptorler, homomerik GIluR6 reseptdrlerinden daha hizh
desensitize olmakta ve onlardan daha yavas desensitizasyondan
kurtulmaktadir (62). Sunulan ¢alismada SNC’da varligi gOsterilen kainat
reseptor alt birimlerinin tek baglarina ve/veya birlikte fonksiyonel iyon
kanallari olusturarak striatumdaki DAerjik aktivitede degisim olusturmalar
olasidir.

Nigrostriatal DAerjik sistemin nérodejenerasyonunun neden oldugu

Parkinson hastali§i icin bazi risk faktérleri oldugu bilinmektedir (57-59). Bu
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risk faktorlerinden biri cinsiyettir ve hastaligin erkeklerde gortlme sikhginin

daha fazla oldugu bilinmektedir (51). Hastaligin prevalansindaki cinsiyet

farklihginin nedeni tam olarak bilinmemesine karsin gonadal steroidlerin

(6rnegin Ostrojen) nigrostriatal dopaminerjik sistemin nérodejenerasyonunu

etkileyebilecegi ve nigrostriatal sistemin korunmasinda etkili olabilecegi ileri

surllmektedir (51,54). Ancak; Ostrojenin noérodejeneratif hastaliklardaki
etkisini arastirmak amaciyla vyapilan g¢alismalarin sonuglari farkhlik
gOstermektedir (50-52). Literatlr verilerinden yola ¢ikarak, sunulan
calismada cinsiyetler arasinda kantitatif olarak reseptér dizeyinde farklilik
olup olmadigi arastinildi. Arastirilan dort kainat reseptdr alt birim proteini

(GIluR5, GIuR6, GIuR7 ve KA2) icin elde edilen degerler, gerek sayilan

toplam DAerjik néron sayilari gerekse reseptor proteini immunoreaktif DAerjik

ndéron sayilari arasinda cinsiyetler agisindan farklihk olmadigini goésterdi. Bu
da kainat reseptdr alt birim proteinlerinin ndroprotektif etkisinin
olamayacag@ini dusundurmustur.

Sunulan ¢aligsma, SNC’nin DA néronlarinin buylk bir kisminin kainat
reseptdr altbirim proteinlerini eksprese ettigini immunohistokimyasal olarak
gostermigtir. Elde edilen bulgular;

e NMDA ve AMPA reseptorlerinin yani sira kainat reseptorlerinin de
dopaminerjik néronlarin glutamaterjik modulasyon ve regllasyonuna
aracilik ettigini,

o Eksitatdor aminoasitlerin neden oldugu noéronal toksisite gbz Onune
alindiginda, kainat reseptor alt birim proteinlerinin SNC’daki varhgi,
Parkinson hastaligindaki selektif DAerjik néron 6liminin temelinde,
hlcresel glutamat reseptorlerinin rol oynayabilecegini,

e Bazi mental hastaliklar (sizofreni gibi) nigrostriatal ve mezolimbik DAerjik
sistemin hiperfonksiyonu ile iligkilidir. GLUerjik yolaklarla baglantilar g6z
ontne alininca GLUerjik sistemin bu hastaliklarin etyolojisinde rol
oynamasi olasidir. SNC’da kainat reseptor alt birim proteinlerinden birinin

ekpresyonunun artmasi sizofreni ile iligkili olabilecegini,
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¢ Nigrostriatal Daerjik sistemin nérodejenerasyonunda var olan cinsiyetler
arasindaki prevalans farkinda kainat reseptor alt birim proteinlerinin

kalitatif olarak etkili olmadigini disindirmustur.

Sonug olarak; immunohistokimyasal yontemlerle SNC’da ekspresyonlari
belirlenen kainat reseptor alt birimlerinin, bazal ganglionda meydana gelen
pek ¢ok fizyolojik olaya katilabilece@i ve bdylece cesitli patolojik sureglerde

etkili olabilecegi sonucuna variimigtir.
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EKLER

EK-1: Kisaltmalar

3N: okulomotor nukleus,

3V: 3" ventrikiil,

AMPA: a—amino—3-hidroksi—5metil-4—izoazolpropionik asit
Aq: Akuaduktus serebri,

CA1: Hippokampusun CA1 bdlgesi

chp: Koroid pleksus,

Cy3: Cyanine Dye3

D3V: dorsal 3" ventrikill,

DA: Dopamin

FITC: fluorescein isothiocyanate

fr: fasikulus retrofleksus,

GABA: gamma-aminobutyric acid

GLU: glutamat

GluR: glutamat reseptor

GP: globus pallidus

IPF: interpedinkiiler fossa,

IPF: interpedunkular fossa,

KA: 2—karboksi—3—karboksimetil-4—izopropenilpirolidin (kainat)
ml: medial lemniskus

mp: mammillar pedinkdl

MT: medial terminal nukleus (aksesuvar optik yolagin)
NMDA: N—metil-D—aspartat

PaR: pararubral nukleus

PBP: parabrankial pigmentli nukleus (VTA’nin)

PIF: parainterfasikular nukleus (VTA’nin)

PN: paranigral nukleus (VTA’nin),

PR: prerubral alan,
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RMC: red nukleus, magnosellller bolim

RPC: red nukleus, parviselltler bdlim

scp: superior serebellar pedinkul

SN: substantia nigra

SNC: substantia nigra, pars kompata

SNCD: substansiya nigra pars kompakta, dorsal bélim
SNCM: substansiya nigra pars kompakta medial bdlim
SNCV: substansiya nigra, pars kompakta ventral bolim
SNL: substansiya nigra, lateral bolim

SNR: substansiya nigra pars retikllata

MSS: merkezi sinir sistemi

STN: subthalamic nucleus

TH: tirozin hidroksilaz

tth: trigeminotalamik yolak,

VTA: ventral tegmental alan

VTAR: ventral tegmental alan rostral bolim,

vtgd: ventral tegmental caprazlasma.
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EK-2: Calismada kullanilan sollisyonlarin hazirlanisi

Tris tamponu (0,05M)
Trizma base (Merck, Cat. No: 108387) 6 g
Distile su 1000 ml

Konsantre hidroklorik asit ile pH 7.6’ ya ayarlanir.

Bloklayici serum

Normal at serumu (Sigma, Cat. No: H1138) 100 ml
Sodyum azid (BDH, Prod. No: 30111) 19
Triton X—100 (BDH, Prod. No: 43700) 2ml

Tris tamponu ile 1 I’ ye tamamlanir.

ABC Soliisyonu

Tris tamponu 5ml
A solisyonu 100 pl
B sollsyonu 100 pl

DAB Soliisyonu

Tris tamponu 100 ml

DAB (Sigma, D5637) 50 mg

Hidrojen peroksit (% 35) 5 ul

DAB oda sicakligindaki Tris tamponu ile hazirlanir.

Hidrojen peroksit kullanmadan hemen 6nce eklenir.

%4 Paraformaldehit Fiksatifi

1. 150 ml distile su icinde 40 g paraformaldehit (Merk, Cat. No: 104005)
magnetik karistirici ve isitici Uzerinde 58°C’ ye kadar isitilarak ¢ozilir.

2. Sicaklk kesilir. 10 ml 1 N sodyum hidroksit ilave edilir. Karigtirilarak
berraklasmasi saglanir.

3. Filtre kagidi ile stzalUr.

4. Fosfat tamponu ile 1 It' ye tamamlanir.
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5. 1 N NaOH ya da konsantre HCl ile pH 7.4’ e ayarlanir.

Sorenson’un Fosfat Tamponu

Solusyon A: Na;HPO412H,0 (0.13 M), (Merk) 46.54 g/lt

Solusyon B: KH;PO4 (0.13 M), (Merk) 17.68 g/lt

Her iki solisyon buzdolabinda saklanir. Sollisyon A U(zerine solisyon B

eklenerek pH 7.4’ e ayarlanir.

Kriyoprotektan

0.05 M Tris tamponu 500 ml
Sikroz (BDH, Prod. No: 302997) 300 ¢
Etilen glikol (BDH, PROD. No: 282966) 300 ml

Polivinilprolidon (Amresco, Cat. No: 1512B22) 10g

Distile su ile 1 It’ ye tamamlanir. Maddeler verilen siraya gore eklenir.
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Kursu, 28-30 Ocak 2005, ANKARA.

5. ileri Molekiiler Hiicre Biyolojisi Teknikleri Uygulamali Egitim Kursu, 9-13

Mayis 2005, GEBZE.

Travmali Hastaya Yaklasim Kursu, 10-11 Kasim 2005, BURSA.

Temel ve ileri Yasam Destegi Kursu, 15-16 Kaim 2005, BURSA.

VII. Ulusal Histoloi ve Embriyoloji Kongresi, 18—21 Mayis 2004, MERSIN.

VIIl. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 27-30 Haziran 2006,

MALATYA.
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