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Ozet

Atriyal natritiretik peptit (ANP) organizmanin sivi homeostazinda 6nemli etkileri olan, 6zellikle de kan basinci ile sivi elektrolit dengesinin
diizenlenmesinde rol oynayan bir peptittir. Yogun olarak atrial kalp kas: hiicrelerince tiretilen ANP, merkezi sinir siteminde (MSS) lokalize
bir grup noron tarafindan da eksprese edilir. MSSde néronal aglarda impuls iletiminde ¢ok onemli rolii olan glutamaterjik sistemin ANP
noronlarini kontrol eden etkileri ile ilgili bilgi literatiirde yer almamaktadir. Sunulan ¢alisma kapsaminda, hipotalamusun supraoptik ¢ekird-
eginde lokalize ANP noronlar: tizerinde glutamat agonistlerinin etkileri ve bu néronlarda eksprese olan glutamat reseptér alt birimlerinin
varligy, ikili immiinoperoksidaz ve immiinoflouresans yontemler kullanilarak arastirilmistir. Glutamat agonistlerinin etkilerini belirlemek
tizere, kainik asit, AMPA ve NMDA, kontrol gruplari i¢in salin, antagonist olarak CNQX ve MK801 enjeksiyonu yapilan siganlar: igeren
deney gruplar1 olusturulmustur. ANP néronlarindaki glutamaterjik innervasyonun belirlenmesinde vezikiiler glutamat transporter (VGIuT)
proteinleri ve noronal aktivasyonun gosterilmesinde ise c-Fos immiinoreaktivitesinin varlig1 belirteg olarak kullanilmistir. Calismalarin so-
nucunda; glutamat agonistlerinin ANP néronlarinda néronal aktivasyonu anlamli bir sekilde arttirdigi, bu artigin antagonistler ile anlaml
bir sekilde baskilanabildigi belirlenmistir. Ayrica ANP néronlarinin glutamat reseptorlerine ait alt birimlerden GluA1, GluA2, GluK1/2/3 ve
GluK5’i eksprese ettikleri ve VGIuT igeren glutamaterjik akson sonlanmalariyla temasta olduklari saptanmigtir. Sonug olarak, bu ¢alisma ile
glutamatin ANP noronlarinda aktive edici etkiye sahip oldugu ve glutamat reseptorlerinin bu néronlarca eksprese edildigi, dolayisiyla da bu
noronlarin glutamaterjik uyarilari alabilecek mekanizmaya sahip olduklar: gosterilmistir. Bu sonuglar, ANP noronlarinin merkezi diizenlen-
mesinde glutamaterjik sistemin 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmistiir.

Anahtar Kelimeler: Atrial natritiretik peptit, Glutamat, Kainik Asit, c-Fos, VGIuT. Si¢an.

Investigation of Glutamatergic Effects on Atrial Natriuretic Peptide Neurons by
Immunohistochemical Method in Rodent Hypothalamus
Abstract

Atrial natriuretic peptide (ANP) is a peptide that has important effects on the fluid homeostasis of the organism, particularly involved in the
regulation of blood pressure and fluid electrolyte balance. ANP, which is intensely produced in the heart atrium, is also expressed in different
peripheral and central organs. There is no knowledge in the literature regarding the control of ANP neurons in the central nervous system by the
glutamatergic system. In our study, the effects of glutamate agonists on ANP neurons and the presence of glutamate receptor subunits expressed
in these neurons were investigated using dual immunoperoxidase and immunofluorescence methods. In the present study, ANP neurons local-
ized in the supraoptic nucleus (SON) of the hypothalamus were examined. In order to determine the effects of glutamate agonists, experimental
groups were formed containing rats which were injected with kainic acid, AMPA and NMDA, saline for control groups and CNQX or MK801 as
antagonists. VGIuT protein was used as a marker for the determination of glutamatergic innervations in ANPergic neurons, and c-Fos immuno-
reactivity was used as a marker for neuronal activation. It has been determined that glutamate agonists cause activation in a significant number of
ANP neurons which can significantly be suppressed by antagonists. In addition, it was determined that the ANP neurons express GluA1, GluA2,
GluK5 and GluK1/2/3, which are subunits of glutamate receptors, and are in contact with glutamatergic axon terminations containing VGIuT.
As a result, it has been shown that glutamate has an effect on the activation of ANP neurons and that glutamate receptors are expressed by these
neurons, thus, these neurons possess the mechanism in order to receive glutamatergic stimulations. In conclusion, these results suggested that
the glutamatergic system plays an important role in the central regulation of ANP neurons.
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Giris

Natriiiretik peptit ailesi, atriyal natritiretik peptit (ANP)',
beyin natritiretik peptit (BNP)* ve C-tipi natritiretik peptit
(CNP)? olmak ftizere ii¢ peptitden olusur. ANP, beyinde-
ki su ve elektrolit igerigini diizenleyen 126 amino asitlik
atrial prohormondan kesilen 28 amino asitlik bir peptit-
tir.* Natritiretik peptitler periferik fonksiyonlarinin yani
sira, merkezi sinir sisteminde hem noromodilator hem
de nérotransmitter olarak gorev yaparlar’® Ilk kez kalp
atriyumlarinda yerlesik atriyal miyositlerce sentezlen-
digi ve salgilandig1 gosterilen ANP’nin® ayrica hipota-
lamik g¢ekirdeklerde yerlesik noéronlarca da sentezlen-
dikleri belirlenmistir.”® Hipotalamusta paraventrikiiler
gekirdekte (PVN)'", anteroventral periventrikiiler cekir-
dekte (AVPV)", suprakiazmatik ¢ekirdekte (SCN)'>", ar-
kuat ¢ekirdekte (ARC) ve supraoptik cekirdekte (SON)!*'
ANP igeren noron govdeleri immiinohistokimyasal yon-
temlerle ile gosterilmistir.

Hipotalamusun bir¢ok endokrin ve peptiterjik sistemi
tizerinde etki gosteren glutamat, sinaptik mekanizmalar
araciligryla hipotalamustaki neredeyse tiim néronlar1 et-
kilemektedir. Eksitator aminoasit norotransmitterlerinin
basinda gelen glutamatin, ndroendokrin sistemlerin ve
hipotalamus-hipofiz-endokrin sistem aksinin diizenlen-
mesinde 6nemli rolii vardir'®”. Glutamat reseptdrleri, hem
eksitator hem de inhibitor sinaptik iletisime aracilik eden
membran proteinleridir’®. Glutamatin iki farkli reseptor
tist ailesinden biri olan iyonotropik glutamat reseptorleri
iyon-ozgiil reseptor kanallar1 olustururlar'. Iyonotropik
glutamat reseptorleri, glutamat agonistlerine olan baglan-
ma afiniteleri degerlendirilerek 3 alt gruba ayrilmaktadur;
AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazol propri-
onik asit), Kainat (KA, 2-karboksi-3-karboksimetil-4-i-
zopropenilpirolidin) ve NMDA (N-metil-D-aspartat)
reseptorleri*®*. Glutamat agonistleri, segici olarak farkli
tipteki glutamat reseptorlerine baglanarak tasidiklar: uya-
r1y1 ndronlara aktarirlar ve néronal aktivasyonu saglarlar.
Aktive olan noronlarin belirlenmesinde kullanilan cesitli
belirtegler mevcuttur. Bir transkripsiyon faktorii olan c-fos
geninin (ani-erken gen) ve bu genin protein iiriinii olan
c-Fos’un gegici olarak ekspresyonu, bu geni tasiyan néron-
larin aktive oldugunu belirlemede bir parametre olarak
kullanilmaktadir**?. c-Fos proteini, uyari alan bir néronda
¢ok hizli olarak (60-90 dakika icerisinde) sentezlenip ce-
kirdege translokalize olarak noronda genetik aktivasyonu
baglatir. Bu islevi nedeniyle aktive olan néronlarin belir-
lenmesinde noronal aktivasyon belirteci olarak kullanil-
maktadir?.

Bu ¢alismada; c-Fos proteini varliginin noronal aktivasyon
belirteci olmasi 6zelliginden yararlanilarak, ikili immiino-
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histokimya teknigi ile ANP noronlarinin glutamat agonist-
lerinin uygulanmasi sonrasinda aktive olup olmadiklar
ve olas1 aktivasyonun glutamat antagonistleri ile bloklanip
bloklanmadig aragtirilmistir. Ayrica, bu néronlardaki glu-
tamat reseptor alt birimlerinin ekspresyonunun incelen-
mesi i¢in ikili immiinoflouresans teknigi kullanilmis, ANP
noronlar: tizerindeki glutamaterjik sonlanmalarin varlig
glutamaterjik belirteg olarak kullanilan vezikiiler glutamat
tastyici proteinleri-2 (VGluT2) ve VGluT3 immiinohisto-
kimyasi ile degerlendirilmistir.

Materyal ve Metot

Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Caligma, Universitemiz Hayvan Deneyleri Yerel Etik Ku-
rulunun (HADYEK) 19.04.2005/1 sayili karar: ile etik
yonden uygun bulunarak yapildi. Calismada, erigkin (60-
90 giinliik) Sprague Dawley cinsi disi siganlar kullanildi.
Si¢anlarin bulundugu ortam 1sis1 20-240C olacak sekilde
sabit tutulup, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik (07.00-
19.00 aras1 aydinlik) dongiisii uyguland: ve hayvanlar ad
libitum olarak su ve yemle beslendi.

Dokularin Hazirlanmasi

Denekler derin eter anestezisi altinda 0,13 M fosfat tam-
ponu ile hazirlanan %4 paraformaldehitin kullanildig:
transkardiyak perfiizyon fiksasyonu yontemi kullanilarak
sakrifiye edildi. Bu yontemde deneklerin gogiis kafesleri
acilarak kateter kalp apeksinden aortaya yerlestirildi ve sa-
bitlendi. Damar i¢i basinca uygun sekilde ayarlanan per-
fiizyon pompasi yardimiyla oncelikle deneklerin dolagim
sistemleri % 0,9 NaCl (150 ml) ile temizlendi, sonrasinda
denek bagina 400 ml fiksatif soliisyonu ile perfiizyon fik-
sasyon islemi gerceklestirildi. Perfiizyon sonras: ¢ikarila-
rak ayni fiksatifte +4°Cde gece boyu post-fiksasyon uygu-
lanan beyinlerden vibrotom ile 50 um’lik koronal kesitler
alindi. Hipotalamusun rostra-kaudal ekseninin tamamini
icerecek sekilde alinan kesitler 5 seri halinde Tris-HCI
tampon soliisyonu (pH 7.6) i¢ine toplandu. Tris—-HCl soliis-
yonunda 3x10 dk. yikanarak fiksatiften arindirilan kesit-
ler kriyoprotektan soliisyon icerisinde -20°Cde saklandi.
Daha sonra bu kesitlere asagida basamaklar1 ayrintili bir
sekilde verilen protokoller kullanilarak indirekt immiino-
peroksidaz yontemi ya da ikili immiinoflouresan yontem-
leri ile isaretlemeler yapildi.

Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Farkli glutamat reseptor agonistlerinin ANP noéronlarinin
aktivasyonuna olan etkisinin aragtirilmasi amaciyla deney
gruplari asagidaki gibi olusturuldu.

a) AMPA/kainat reseptor agonisti kainik asitin néron ak-
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tivasyonuna etkisinin arastirilmast: Denekler, her grupta 5
disi olmak tizere 3 grup olacak sekilde siniflandirildi (n=5/
grup):

Grup I (Kontrol grubu): Deneklere intraperitoneal (i.p.)
tizyolojik tuzlu su enjeksiyonu (300 Xl/denek) yapildi.
Grup II (Kainik asit grubu): Deneklere i.p. yolla kainik asit
(Calbiochem., LA) 2.5 mg/kg dozunda (300 Kl/denek) ve-
rildi.

Grup III (CNQX grubu): Kainik asit enjeksiyonundan 15
dk. 6nce AMPA-kainat reseptor antagonisti olan CNQX
(Ascent Scientific North Sumerset, UK) 1 mg/kg dozunda
i.p. yolla (300 Xl/denek) verildi.

b) AMPA reseptor agonisti AMPAnin néron aktivasyonu-
na etkisinin arastirilmasi: Denekler her grupta 5 disi ola-
cak sekilde 3 gruba ayrildi (n=5/grup).

Grup I (Kontrol grubu): Deneklere i.p. fizyolojik tuzlu su
enjeksiyonu (750 Xl/denek) yapild1.

Grup II (AMPA grubu): Deneklere i.p. yolla AMPA (As-
cent Scientific North Sumerset, UK) 5 mg/kg dozunda
(750 Kl/denek) verildi.

Grup III (CNQX grubu): AMPA enjeksiyonundan 15 dk.
once AMPA-kainat reseptdr antagonisti olan CNQX 2 mg/
kg dozunda i.p. yolla (300 Xl/denek) verildi.

c) NMDA reseptor agonisti NMDAnin noron aktivasyo-
nuna etkisinin aragtirilmasi: Her grupta 5 disi olmak tizere
denekler 3 grup olacak sekilde siniflandirildi (n=5/grup).
Grup I (Kontrol grubu): Deneklere i.p. fizyolojik tuzlu su
enjeksiyonu (2 ml/denek) yapildi.

Grup II (NMDA grubu): Deneklere i.p. yolla NMDA (As-
cent Scientific North Sumerset, UK) 100 mg/kg dozunda
(2 ml/denek) verildi.

Grup III (MK-801 grubu): NMDA enjeksiyonundan 15
dk. 6nce NMDA reseptor antagonisti olan MK-801 (As-
cent Scientific North Sumerset, UK) 1 mg/kg dozunda i.p.
yolla (300 Xl/denek) verildi.

Enjeksiyonlar 10:00-11:00 saatleri arasinda yapildi. Son
enjeksiyonlardan 90 dk. sonra tiim denekler derin eter
anestezisi altinda yukarida ayrintilar1 verilen yontemle
sakrifiye edilerek seri beyin kesitleri hazirland1 ve asagida
verilen immiinohistokimyasal yontemle isaretlendi.

Immiinohistokimya

Immiinohistokimyasal iglemlerin tiimii cam sintilasyon vi-
yallerindeki ytizen kesitlere uygulandi. Kesitlerin yikama
ve inkiibasyon islemleri orbital sallayic1 yardimi ile uygun
ajitasyonla gerceklestirildi. Immiinohistokimyasal isaretle-
me prosediirii sirasinda, kesitlerin ytkanmasi asamalarinda
ve ABC ile substrat kromojen soliisyonlarinin hazirlanma-
sinda Tris-HCI tamponu kullanildi. Spesifik olmayan bag-
lanmay1 azaltmak amaciyla %10 normal at serumu (Sigma,
Cat No: H1138, Sigma-Aldrich, Co., 3050 Spruce Street, St.
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Louis, USA.), %0.1 sodyum azid (BDH, Prod. No: 30111,
BDH Laboratory Supplies Poole, BH15 1TD, England) ve
%0.2 Triton-X 100 (BDH, Prod. No: 43700, BDH Labora-
tory Supplies Poole, BH15 1TD, England) igeren Tris_ HCI
tamponu bloklayic1 tampon olarak secildi. Ayrica, kullani-
lan tiim primer ve sekonder antikorlar bloklayic1 tampon
ile sulandirildi.

i. c-Fos ve ANP Kolokalizasyonunun Belirlenmesi i¢in
Ikili indirekt immunoperoksidaz isaretleme Protokolii
Kesitler Tris-HCI tamponda yikanarak kriyoprotektandan
arindirilmalarinin ardindan sira ile spesifik olmayan bo-
yanmasinin engelenmesi amaciyla %10’luk normal at seru-
mu ile 2 saat, tavsan poliklonal anti-c-Fos (1:20.000, Calbi-
ocem, PC-38, Lot#:D10669) antikoru ile oda sicakliginda
tiim gece ve biyotinli esek anti-tavsan IgG (1:300, Jackson
Immuno Research Laboratories, Inc. West Grove, PA) ile 2
saat inkiibe edildi. Takiben yikanan kesitler avidin-biotin
kompleksi (ABC Elite Kit, Vector Laboratories, Burlinga-
me, CA) soliisyonunda ile 60 dk. bekletildi. Yikamanin ar-
dindan, kesitlere substrat kromojen soliisyonu (Ni-DAB)
4 dk. siireyle uygulandi. Yikamasi yapilan kesitler, tekrar 2
saat siireyle %10’luk normal at serumuna alind1. Kobay an-
ti-ANP (1:1000, Peninsula, T-5004, Lot#:040847) primer
antikoru ile oda sicakliginda 24 saatlik inkiibasyonun ar-
dindan tamponda arindirilan kesitler esek anti-kobay IgG
sekonder antikoru (1:200) ile 2 saat muamele edildi. Avi-
din-biotin kompleksi (ABC) soliisyonu ile 1 saatlik inkii-
basyonun sonrasinda yikanan kesitlere substrat kromojen
soliisyonu olan DAB (diaminobenzidine) uygulandi. Lam-
lara alinan ve kurutulan kesitler 151k mikroskopi inceleme
oncesi DPX (BDH) ile kapatild.

ii. ANP néronlarinda Glutamaterjik Sinir Sonlanmala-
rinda Vezikiiler Glutamat Tastyicilar1 VGluT2 ve VG-
luT3iin Gosterilmesi I¢in Immunoperoksidaz Boyamasi
Yukarida c-Fos ve ANP kolokalizasyon boyamalar: igin
verilen protokol aynen uygulandi. c-Fos antikoru yerine
Tablo 1'de detay: verilen VGIuT2 veya VGIluT3 antikorlar1
kullanildz.

iii. ANP Noronlarinda AMPA (GluAl, GluA2) ve Kainat
(GluK5 ve GluK1/2/3) Reseptor Alt Birim Protein Eks-
presyonlarinin Ikili Immiinoflouresans Yontem ile Belir-
lenmesi

Kesitler, bloklayici tampon ile 2 saat bekletildikten son-
ra, kobay anti-ANP antikoru ve glutamat reseptor alt bi-
rimlerinden birine ait bir antikoru i¢eren primer antikor
karisimda inkiibe edildi. Karisgimdaki antikorlar Tablo 1de
verilen diliisyonlarda hazirlandi ve inkiibasyon siiresi, ka-
risitmdaki en uzun siire inkiibasyon gerektiren antikora
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gore belirlendi. Yikamanin ardindan, sekonder antikor
uygulamasina gegildi. GluK1/2/3 ile isaretlenecek kesit-
ler dncelikle biotinli esek anti-fare IgG ya da biotinli esek
anti-tavsan IgG (1:200, Jackson Immuno Research Labo-
ratories Inc. West Grove, PA) ile 1.5 saat ve ardindan Texas
Red-Streptoavidin (1:100, Vector Laboratories) ile 2 saat
inkiibasyona birakildi. Diger alt birim proinlerininin gos-
terilmesinde de sekonder antikor karigimi olarak FITC
isaretli esek anti-kobay IgG (1:300, Jackson Immuno Re-
search Laboratories, Inc. West Grove, PA) ve Cy3 isaretli
esek anti-tavsan IgG (1:300, Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. West Grove, PA) ya da FITC isaretli esek
anti-kobay IgG (1:300) ve TexasRed isaretli esek anti-fare
IgG (1:200) karigimi kullanildi. Yikanan kesitler lamlara
aliarak kurutuldu ve Prolong® Antifade Kit (Molecular
Probes, Oregon, USA) ile kapatild1.

Preparatlarin incelenmesi ve Istatistiksel Analiz

Immiinoperoksidaz boyamasi yapilan kesitlerin incelemesi
Olympus BX-50 fotomikroskopta, ikili immiinoflouresans
yontemle isaretlenen kesitlerin incelemesi ise Olympus

BX-FLA Reflected Light Flourescence Attachment adapte
Tablo 1. Caligmada kullanilan antikorlarin 6zellikleri

Optimum Optimum
Diliisyonlar (IF) | Inkiibasyon
Test Edilen Antikor Sicakhik | Tedarikei Katalog
Siiresi
Firma Numarasi
Kobay anti-ANP 1-28 | 1.1000, *(1:500) | 24 saat os Peninsula T-5004
Tavsan anti—c-Fos 1:20.000 Tiim gece os Calbiochem PC-38
Kobay anti-VGlut2 1:5000 Tiim gece oS Chemicon AB5907
Kobay anti-VGlut3 1:5000 Tiim gece os Chemicon AB5421
Tavsan anti-GluA1 1:250 48 saat +4°C Chemicon AB1504
Fare anti-GluA2 1:250 24 saat +40C Chemicon MAB 397
Tavsan anti-GluKS 1:1000 Tiim gece +4°C Jennes& R52-4
Eyigor
Fare anti-GluK1/2/3 1:1000 48 saat +40C Chemicon MAB379

* Parantez i¢indeki dilisyon immiinoflouresans (IF) ¢aligmalar-
da kullanilmistir. OS: Oda sicaklig

edilmis Olympus BX50 mikroskopla 40X objektif kullani-
larak dijital kamera (Olympus DP71 CCD color camera,
1,5 million pixel) ile bilgisayar ekranina alinan goriintiiler
tizerinde aninda tarama yapilarak gerceklestirildi.

Calismalar kapsaminda yapilan tekli ve ikili isaretlemeler
sonucu hazirlanan kesitlerin koordinatlar1 Paksinosun si-
¢an beyin atlasina27 gore belirlendi. SON i¢in kullanila-
cak kesitler bregma -0.48 mm ile —-1.44 mm koordinatlar1
arasinda secildi. Bu araliklarda rostrakaudal diizlemde hi-
potalamusun 5 farkli seviyesinden alinan kesitlerde sayim
islemleri yapildi. Kesitlerin birbirine esit uzaklikta ve her
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denek i¢in ayn1 koordinatta olmasina dikkat edildi.

Ikili immiinoperoksidaz isaretlenmis kesitlerde hem tiim
ANP immiinopozitif néronlar hem de c-Fos-pozitif ANP
noronlarnin sayilar1 belirlendi ve her denek i¢in c-Fos
isaretli ANP noronlarinin tim ANP néronlara orani he-
saplandi. Elde edilen verilerin deney gruplari arasi varyans
analizi ANOVA ile, istatistiki anlamlilik kargilagtirmast ise
Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. Istatistiki anlam-
lilik sinir degeri olarak p<0.05 alind.

ANP noéronlarinda glutamat reseptor alt birimlerinin eks-
presyonunun aragtirildig ikili immiinoflouresan isaretli
kesitlerde, ilgili reseptor proteininin ANP ile kolokalize
olup olmadig belirlendi. Konvansiyonel floresan mikros-
kop kullaniminda sinyalin ¢ok hizli kaybolmas: nedeniyle
kantitatif degerlendirme yapilamadi. Preparatlar ikili bo-
yanan noronlarin varlig1 ve yogunlugu acisindan degerlen-
dirildi.

Bulgular

Immiinohistokimyasal Isaretlemelerin Degerlendirilmesi
Immiinohistokimya teknigi kullanilarak yapilan iki-
li immiin isaretlemelerde, sitoplazmada eksprese oldu-
gu bilinen ANP proteini DAB kromojeni kullanilarak
renklendirildi ve olusturulan komplekse ait sinyaller 151k
mikroskobunda kahverengi olarak belirlendi. Cekirdekte
lokalize c-Fos proteini-antikor kompleksi ise nikel amon-
yum siilfatla zenginlestirilmis DAB (Ni-DAB) uygulamasi
ile goriiniir hale getirildi ve koyu mavi-siyah olarak izlen-
di. Hem ¢ekirdeginde (koyu mavi-siyah boyanma) hem de
sitoplazmasinda (kahverengi boyanma) isaretlenme olan
néronlar ikili isaretlenmis olarak kabul edildi. Tkili immii-
noflouresan isaretlemeler ile néronlardaki ANP proteini,
yesil renkte sinyal veren florokromlarla, glutamat reseptor
alt birim proteinleri ise kirmizi renkte sinyal veren flo-
rokromlarla isaretlendi.

ANP Noronlarinin Hipotalamusta Dagilimi

Atrial natriiiretik peptit noronlarina ait immiinreaksiyona
ozellikle supraoptik ve paraventrikiiler ¢ekirdeklerde rast-
landi. Bu ¢ekirdeklerde ¢ok sayida néronun ANP-pozitif
oldugu, paraventrikiiler ¢ekirdekte cogunlukta olan parvo-
seliiler noronlarin ise ANP sentezledigi goriilda (Sekil 1).
Ayrica anteroventral periventrikiiler ¢ekirdekte (AVPV),
suprakiazmatik ¢ekirdekte (SCN) ve arkuat cekirdekte
(ARC) az sayida ANP noéronu saptandi.

ANP Noronlarinin Glutamaterjik Aktivasyonu
Caligmalarimizda ANPerjik sistemin glutamaterjik regii-
lasyonunu belirleyici sonuglar elde edilmistir. ANP néron-
larinin glutamat agonistlerinin etkisiyle noronal aktivas-
yon gosterdikleri belirlenmistir.
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Sekil 1: SON (A) ve PVNde (B) yerlesik ANP néronlari. OK:
optik kiazma, 3V: Uciincii ventrikiil

Kainik asit etkisi: Kontrol grubunda goz ard: edilebilecek
kadar az sayida c-Fos igeren ANP néronu goriildii (orta-
lama %0,04). Kainik asit etkisiyle c-Fos pozitif néron sa-
yis1 %48%e yiikselirken, non-NMDA reseptor antagonisti
CNQX bu orani yar1 yariya azaltarak %23 geriletmistir.
Yapilan istatistiki incelemeler, hem kainik asitin c-Fosu
eksprese eden ANP noron sayisini arttirici etkisinin, hem
de CNQX’in bu artis1 baskilayici etkisinin anlamli oldugu-
nu gosterdi (p<0.05), (Sekil 2A-C).

AMPA etkisi: ANP noéronlarinin bir kismimin glutamat
agonisti AMPAya duyarli oldugu, AMPA uygulamasini
takiben bu noronlarin ¢ekirdekte lokalize c-Fos immiino-
reaksiyonunun belirlenmesiyle aktive olduklar1 gorildi.
Ancak antagonist uygulamasi bu artis tizerinde bir etki
gostermemistir (Sekil 2D-F).

NMDA etkisi: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
NMDA uygulanan grupta ¢ok sayida néronun c-Fos'u eks-
prese ettigi dolayisiyla bu néronlarin aktive olduklar: tespit
edildi. Deneklere MK-801 antagonistinin verilmesinin ar-
dindan, SON'de aktive olan ANP noron sayisinin baskilan-
dig1 belirlendi (Sekil 2G-I).
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ANP Noronlar1 ve VGIuT igeren Akson Sonlanmalar1

ANP noronlarinin hem VGIuT2 hem de VGIuT3 protei-
nini igeren akson sonlanmalari ile stiperpoze oldugu go-
rildii. VGIuT2 veya VGluT3 immiinreaktivitesi gosteren
akson son digmecikleri ANP-pozitif noronlar iizerinde
koyu renkli noktalar olarak izlendi (Sekil 3).

Sekil 2: Kainik asit uygulamasinin ANP néronlarindaki c-Fos
ekspresyonuna etkisi (A-C). Kontrol grubunda (A) SON'deki
ANP noéronlarinda c-Fos ekspresyonu gortilmezken, kainik asit
verilmis grupta (B) ¢ok sayirda ANP néronunun aktive oldugu
(¢ekirdekte c-Fos pozitif), CNQX’in etkisiyle de c-Fos-pozitif
ANP noron sayisinin azaldigi (C) izlenmektedir. ANP noron-
larinda AMPAnin etkisiyle c-Fos aktivasyonu (D-F). Kontrol
grubunda ANP néronlarinda c-Fos ekspresyonu goriilmezken
(D), AMPA grubunda c-Fos-pozitif ndron sayisinin arttig
izlenmektedir (E). CNQX etkisiyle aktive olan néron sayisinda
ise azalma goriilmemistir. (F). ANP néronlarina NMDAnin
etkisi (G-I). Kontrol grubunda (G) c-Fos igeren ANPerjik néron
gorillmezken, NMDAnin etkisiyle aktive ndron sayisinin arttigi
(H), MK-801 uygulamasi sonrasi ise bu oranin neredeyse kon-

trol seviyesine geriledigi gorillmektedir (I).

ANP Noronlarinda Glutamat Reseptor Alt Birimlerinin Eks-
presyonu

ANP noéronlarinda AMPA reseptorlerine ait alt birimler-
den GluAl ve GluA2’ye ait ekspresyon belirlendi. Kainat
reseptorlerinden GluK5 alt biriminin ¢ok sayida ANP-po-
zitif hiicrede sentezlendigi izlendi. GluK1/2/3 antikoru
ozellikle SON'de yerlesik ANP noronlarinda immiin reak-
siyon verdi (Sekil 4).
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i £ ™
Sekil 3: Atrial natritiretik peptit néronlarinin VGIuT2 (A) ve

VGIuT3 (B) igeren akson sonlanmalariyla (siyah oklar) olan
iligkisi.

Tartisma ve Sonug¢

Atrial natriiiretik peptit ve reseptorleri beyinde genis bir
sekilde dagilim gosterirler. Ancak anteroventral ti¢iincii
ventrikiil bolgesi, bazal medial hipotalamus, beyin sap1
ve ¢evresel organlar bu peptitin eksprese edildigi en belir-
gin bolgeler olarak tanimlanmigtir’®®. ANP immiinreak-
tif noronlar, hipotalamusun supraoptik, paraventrikiiler
ve periventrikiiler ¢cekirdegi ile median eminens’in akson
ve noronlarinda tespit edilmistir®®. Calismalarimiz kapsa-
minda yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda ANP
noronlariin beyindeki hipotalamik yerlesimleri belirlen-
mistir. ANP sentezleyen néronlarin literatiirdeki bilgilerle
uyumlu olarak® en fazla sayida SON'de ve PVN'nin par-
voseliiler bolgesinde lokalize olduklar1 gériilmiistiir. AVPV
ve PVNde lokalize bir kisstm ANP néronlarina ait akson-
lar, median eminens ve nérohipofizde sonlanirlar. Burada
portal damarlarin kan akimini arttiracak sekilde vazodila-
tasyona neden olurlar. Hipotalamus kaynaklt ANP’nin pe-
riferik etkilerini, hipotalamustaki diger noronal sistemleri
etkileyerek, nérohipofizden salinacak endotelin, a-mela-
nosit uyarict hormon, vazopressin veya oksitosin gibi pep-
titleri regiile ederek gosterebilecegi de diisiintilmektedir®.
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ANP+GluA1

GluA2

GluK1/2/3

50.0 ym

Sekil 4: SONde yerlesik ANP néronlarinda GluA1l, GluA2 ve
GluK1/2/3 reseptor protein ekspresyonlart. ANP noronlar
yesil renkte, GluA1, GluA2 ve GluK1/2/3 reseptor proteinini
eksprese eden noronlar kirmizi renkte goriilmektedir. Sag pan-
elde ustiiste bindirilmis mikrofotograflarda sar1 renkte goriilen
noronlar, glutamat reseptorii ile kolokalizasyon gosteren ANP

noronlaridir. OK: optik kiazma

Merkezi olarak uygulanan osmotik, kolinerjik ve anjio-
tensinerjik stimiilasyonlarin hem ANP salinimim arttir-
dig1, hem de supraoptik ve magnoseliiler paraventrikiiler
cekirdeklerdeki c-Fos-pozitif néronlarin sayisini kayda
deger sekilde arttirdig bildirilmistir*”>. Glutamatin, ANP
noronlarinin bulundugu bilinen AVPV’ye direkt olarak
verildiginde kan basincini azalttigi rapor edilmistir®>. ANP
antagonistinin bu etkiyi ortadan kaldirdiginin ayni grup
tarafindan gosterilmesi** ANP noronlarinin glutamaterjik
uyari alabildigini diistindiirmektedir. Calismamizda gluta-
mat agonisti kainik asitin enjeksiyonu sonrasi, supraoptik
cekirdekteki c-Fos-pozitif ANP néronlarinin orani kont-
rolleriyle karsilagtirildiginda bu saymin yaklagik 50 kat
arttig1 gozlendi. Artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi. Ayni sekilde, AMPA ve NMDA uygulamalari-
nin da ¢ok sayida ANP noronunu etkileyerek aktivasyona
neden oldugu belirlendi. c-Fos ekspresyonu néronlarda
genetik aktivasyona yonelik bir etkinin ortaya ¢iktigini be-
lirten bir gosterge olduguna gore®> ANP néronlarinda, sen-
teze ve/veya salgilamaya yonelik bir genetik hareketliligin,
glutamat tarafindan tetiklendigini soylemek miimkiin-
diir. Daha onceki ¢aligmalarda da glutamat agonistlerinin
benzer etkilerinin varlig1 oksitosin, oreksin, néronostatin
ve nesfatin-1 gibi farkli néroendokrin néronlarda goste-
rilmistir’***°. Calismamizda glutamat agonistlerinin ANP
noronlarini aktive ettiginin gosterilmesi, bu néronlarin
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glutamaterjik uyarilar1 ya direkt olarak kendi sentezledigi
reseptorler araciligi ile ya da indirekt olarak glutamat sen-
sitif internoronlar aracilig: ile algiladigini diistindiirmek-
tedir. Caligmalarda agonist etkilerinin anlamli bir sekilde
uygun antagonistlerce baskilandig1 belirlendi. Kainik asit
ve AMPA antagonisti olarak islev goren CNQX'in ozel-
likle kainat reseptorii antagonizmasinda etkili oldugu be-
lirlendi. NMDA reseptér antagonisti MK-801in etkisiyle
de aktive olan noron sayisinin kontrol seviyesine geriledi-
gi tespit edildi. Antagonistlerin anlamli bir sekilde aktive
olan ANP noéronu sayilarini azaltmalari, glutamatin ANP
noronlarindaki diizenleyici etkisinin 6zgiin oldugunu dii-
stindiirmektedir. SON’nin, hem kendi i¢indeki glutama-
terjik néronlardan hem de PVN, suprakiazmatik ¢ekirdek
(SCN), ventromedial ¢ekirdek (VMH), dorsomedial cekir-
dek (DMH), preoptik alan ve mamillar ¢ekirdekte yerlesik
glutamat noronlarindan innervasyon aldig bildirilmistir*'.
Bizim yayinlanmamis verilerimizde bu alanlardan SON,
PVN ve SCNde yerlesik néronlarin aktive olduklarinin be-
lirlenmesi, ANP néronlarinin, agonistlere aktivasyon yani-
tinin olugmasinda bu alanlardaki glutamaterjik néronlar-
dan uyari aliyor olabilecegini diistindiirdii.

Glutamaterjik nérotransmisyonda yer alan glutamatin etki
mekanizmasi ile reseptorlerinin alt birim kompozisyonlar:
hakkinda pek ¢ok ¢alisma vardir?*®. In situ hibridizasyon
teknigi kullanilarak elde edilen veriler, NMDA reseptor ai-
lesinden GluN1’in, AMPA reseptor ailesinden GluA1’in ve
kainat reseptor ailesinden GluK5 alt birim mRNA'larinin
hipotalamusta en ¢ok ve en yaygin bulunan alt birimler ol-
dugunu gosterirken; NMDA reseptor ailesinden GluN2C
ve GluN2D, AMPA reseptor ailesinden GluA3, GluA4 ve
kainat reseptor ailesinden GluK1, GluK2 ve GluK3 mR-
NA'larmin daha az hiicrede ve daha zayif bir hibridizas-
yon sinyaliyle bulundugunu gostermistir*’. Northern blot
analiziyle yapilan bir bagka ¢alismada da GluA1l ve GluA2
transkriptlerinin GluA3-4 ve GluK1-3 transkriptlerinden
daha yiiksek yogunlukta bulundugu bildirilmistir44. In situ
hibridizasyon tekniginin kullanildig1 bir diger ¢alismada
ise SON'deki kainat reseptor alt birimlerinin varligi mRNA
diizeyinde arastirilmis, GluK5’in ¢ok yiiksek GluKI’in ise
diisiik yogunlukta eksprese edildigi gosterilmistir. Ayni
calismada, AMPA reseptor alt birimlerinden GluA2’nin
orta yogunlukta, GluAl ve GluA3’in disiik yogunlukta
eksprese edildigi bildirilmistir*. Ancak literatiirde ANP
noronlarinin glutamaterjik uyarilar1 almasi igin gerekli
olan glutamat reseptorlerini eksprese ettiklerine dair bir
bilgi yoktur. Calisma sonuglarimiz, non-NMDA glutamat
reseptOr proteinlerinin (AMPA reseptor alt birimlerinden
GluA1l ve GluA2, kainat reseptor alt birimlerinden GluK5
ve GluK1/2/3) supraoptik ¢ekirdekte lokalize ANP néron-
larinca sentezlendigini gostermistir.
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Glutamat reseptorleri ayni alt birimlerle homomerik, farkl
alt birimlerle heteromerik reseptor kompleksleri olustura-
rak fonksiyonel hale gelirler***. Caligmamiz sonucunda
fonksiyonel reseptor kanali olusturabilecek reseptor alt
birimlerinin SONde yerlesik ANPerjik néronlarca sentez-
lendigi belirlenmigstir. Bu sonuglar ANP néronlarinda tek
basina kanal olusturamayan GluKS5 ile homomerik GluK1,
GluK2 veya GluK3 birimlerinin bir araya gelerek fonksiyo-
nel heteromerik kainat-segici reseptorleri olusturabilecegi-
ni ya da disiik afiniteli homomerik fonksiyonel alt birim-
lerin (GluK1, GluK2 ve GluK3) kainat reseptor kompleksi
olusturabilecegini diisindiirmektedir. Benzer sekilde ANP
noronlarinda eksprese edildigini gosterdigimiz GluAl
veya GluA2 alt birimleri kendi baglarina ya da birlikte
bulunarak fonksiyonel AMPA-secici glutamat reseptorii
olusturabilirler. Dolayisiyla reseptorlerin ANP ndronla-
rinda eksprese edildiklerinin belirlenmesi, bu néronlarin
glutamat tarafindan direkt olarak regiile edilebilecegini
diistindiirmektedir. Bu ¢aligmalarda floresan sinyalin hizli
kaybolmasi nedeniyle kantitatif bir degerlendirmenin ya-
pilamamas: 6nemli bir eksikliktir. Ancak bulgular, kanti-
tatif olmasa da ANP néronlarinda glutamat resptérlerinin
sentezlenebildigini gostermesi agisindan 6nemlidir.

Norotransmitter glutamatin noron govdesinden akson
sonlanmalarina aksonal taginiminda araci olan vezikiiler
glutamat tastyici proteinler, sadece glutamaterjik néron-
larda bulunmasi acisindan sinir bilimleri ¢aligmalarinda
glutamat noronlarinin spesifik isaretleyicisi olarak kulla-
nilmaktadir*®*’. VGluT1, VGIuT2 ve VGIuT3 olmak iizere
ti¢ izoformu olan bu proteinlerin® immiinohistokimyasal
olarak isaretlenmesi sonucu glutamaterjik akson sonlan-
malar1 butonlar seklinde goriliir’>*. VGluT immiinohis-
tokimyas1 yogun olarak diger noronlara temas eden im-
miinopozitif diigmeciklerin isaretlenmesi ve dolayisiyla
bu noronlarin glutamaterjik innervasyon aldiklarinin be-
lirlenmesine yonelik kullanilmaktadir. N6éroendokrin sis-
temlerin diizenlenmesinde glutamaterjik innervasyonlarin
belirlenmesinde de siklikla VGIuT immiinohistokimyasi
kullanilmaktadir®. c-Fos'u eksprese eden ANPerjik néron-
larin VGIuT igeren sonlanmalarla sinaptik temasta olma-
lar1, glutamaterjik sistemin direkt olarak ANP néronlarini
etkileyebilecegini gostermesi agisindan 6nem tagimaktadir.
Sonug olarak; ANP néronlarinin glutamat agonistlerine
aktivasyon yanit1 vermeleri, iist merkezlerden ya da hipo-
talamus igerisinden gelen eksitator glutamaterjik uyarilar:
direkt veya interndronlar araciligi ile, indirekt olarak algi-
layabilecek mekanizmaya sahip olduklarina isaret etmekte-
dir. Bu noronlarin fonksiyonel glutamat reseptérii olustu-
rabilecek AMPA ve kainat altbirimlerini sentezlediklerinin
saptanmasi ve tizerlerinde VGIuT proteini iceren akson
sonlanmalarinin belirlenmesi, glutamatin ANP ndronlar:
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tizerindeki diizenleyici etkisini direkt olarak da gostere-
bilecegini diisiindiirmektedir. Sonuglar biitiin olarak de-
gerlendirildiginde, organizmanin sivi homeostazinda glu-
tamaterjik sistemin ANP noéronlar tizerinden 6nemli bir
rolii olabilecegi sdylenebilir. ileri caligmalarda, aktive olan
ANP noéronlarinda hangi reseptorlerin eksprese edildigi-
nin uglii isaretleme teknikleriyle gosterilmesi glutamatin
reseptor-spesifik etkilerinin belirlenmesi agisindan 6nemli
olacaktir.

Tesekkiir: Bu makalede yer alan laboratuvarimiza ait
sonuglar, TUBITAK tarafindan desteklenen 1045286 nolu
proje kapsaminda yapilan ¢aligmalardan elde edilmistir.
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