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OZET

Substansiya nigra pars kompakta yerlesik dopamin ndronlarmm kayb: ile karakterize Parkinson hastaliginda noron dliimiine neden olan
mekanizmalar tam olarak anlagilamamis olsa da, bazi kanitlar hastaligin patogenezinde glutamaterjik sistemin rol oynadigini gostermektedir.
Merkezi sinir sisteminin (MSS) ana eksitator nérotransmitteri olan glutamatin sinaptik araliktaki konsantrasyonunun yiikselmesi eksitotoksi-
siteye neden olmaktadir. Noronlar1 glutamat kaynakli toksisiteden koruyan ana mekanizma, eksitator amino asit tasiyicilari olarak bilinen
plazma membran proteinlerinin aracilik ettigi alim sistemi yoluyla sinaptik glutamatin ortamdan uzaklastirilmasidir. Bu tastyicilarin disfonk-
siyonunun bazi nérodejeneratif hastaliklarla iliskili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada, 6-hidroksidopamin (6-OHDA) ile olusturulan deney-
sel Parkinson modelinde astrositlerde ve GLT1 ekspresyonundaki olas1 degisikliklerin ikili immiinohistokimyasal yontem ile gosterilmesi
amaglandi. Denekler rasgele iki gruba ayrild: ve streotaksik olarak intranigral serum fizyolojik ya da 6-OHDA enjeksiyonu yapildi. 15 giin
sonra yapilan rotasyonel testlerin ardindan denekler sakrifiye edildi ve ¢ikarilan beyinlerden alman yiizen kesitler ikili immiinofloresans ve
ikili indirekt immiinoperoksidaz yontemleri kullanilarak sirasiyla glial asitik fibriler protein (GFAP)-GLT1 ve tirozin hidroksilaz (TH)-
GFAP antikorlari ile isaretlendi. Intranigral 6-OHDA enjeksiyonu dopaminerjik néron kaybina neden olurken, glial hiicre govdelerinde
genisleme astroglial uzantilarda say:1 ve ¢ap artis1 gozlendi (glial reaksiyon). Glial reaksiyona klasik intermediyet filament belirteci olan
GFAP up-regiilasyonu eslik ediyordu. 6-OHDA uygulanan grupta astrositik aktivasyona karsin GLT1 ekspresyon yogunlugunun degisme-
mesi, GLT1 down-regiilasyonu olarak degerlendirildi. Sonu¢ olarak; SNpc’da 6-OHDA ile olusturulan dopaminerjik noron hasar1 sonrasi
immiinohistokimyasal yontemlerle belirledigimiz astrogliozis ve astrositik aktivasyona karsin GLT1 proteininin artig gostermemesi, astrosit-
lerin ve/veya glutamat tasiyicist GLT1’in, SNpc’da dopaminerjik noron 6liimii ile karakterize Parkinson hastaligmim etyopatolojinde rol
oynayabilecegini ve ayrica astrositlerin sagkalimi ve fonksiyonlarinin korunmasmin, néron kaybi ile karakterize MSS hastaliklarinin sagal-
timz1 igin yeni terapotik ajan arayigina yonelik ¢aligmalar i¢in hedef yaklasimlar olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Substansiya nigra. Dopaminerjik néronlar. Astrogliozis. Eksisitotoksisite. GLT1.
Astrogliosis and Glutamate Transporter Protein GLT1 Expression in 6-OHDA induced Parkinson's Disease Model

ABSTRACT

Although the mechanisms that cause neuronal death are not fully understood in Parkinson's disease, which is characterized by the loss of
dopamine neurons located in the substantia nigra pars compacta, some evidence suggests that the glutamatergic system plays a role in the
pathogenesis of the disease. The increase in the concentration of glutamate, the main excitatory neurotransmitter of the central nervous
system (CNS), in the synaptic gap causes excitotoxicity. The main mechanism that protects neurons from glutamate-induced toxicity is the
removal of synaptic glutamate through the uptake system mediated by plasma membrane proteins known as excitatory amino acid transport-
ers. Dysfunction of these transporters has been shown to be associated with some neurodegenerative diseases. In this study, it was aimed to
demonstrate the possible changes in astrocytes and GLT1 expression in the 6-hydroxydopamine (6-OHDA) induced Parkinson’s disease
model by dual immunohistochemical method. The rats were randomly divided into two groups and injected stereotactically with intranigral
saline or 6-OHDA. Rotational tests were performed 15 days after the injections and then the rats were sacrificed. Free floating sections were
labeled with glial acidic fibrillar protein (GFAP)-GLT1 and tyrosine hydroxylase (TH)-GFAP antibodies using dual immunofluorescence
and dual indirect immunoperoxidase methods, respectively. While intranigral 6-OHDA injection caused loss of dopaminergic neurons,
enlargement of the glial cell bodies and an increase in the number and diameter of the astroglial extensions (glial reaction) were assessed.
Furthermore, the glial reactivity was accompanied by upregulation of the synthesis of glial fibrillary acidic protein which is intermediate
filament protein of astrocytic cytoskeleton. The fact that no changes in the density of GLT1 expression was found in SN in despite of glial
activation in the rats injected with 6-OHDA was evaluated as down-regulation of GLT1. After dopaminergic neuron damage induced by 6-
OHDA in SNpc, the fact that astrogliosis and despite of astrocytic activation GLT1 protein did not increase suggest that astrocytes and/or
glutamate transporter GLT1 may play a role in the etiopathology of Parkinson's disease, which is characterized by dopaminergic neuron
death in SNpc. This also suggests that the survival and function of astrocytes may be targeted approaches for studies to seek new therapeutic
agents for the treatment of CNS diseases characterized by neuronal loss.
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Dopamin néronlart, merkezi sinir sistemindeki (MSS)
tiim ndronlarin ancak %]1’ini olusturmalarina karsin,
farkli anatomik pozisyon ve uzantilar ile organizmada
motor kontrol, kardiovaskiiler, respiratuvar, gastroin-
testinal ve davranig aktivitelerinin diizenlenmesinde
rol oynarlar'?. Bu néronlarin %90’ m olusturan en
biiyiikk bolimii, mezensefalonun ventral bolgesindeki
retrorubral alan, substansiya nigra (SN) ve ventral
tegmental alanda (VTA) yerlesiktir**. SN, nérokimya-
sal ve fonksiyonel olarak birbirleri ile iligkili iki ana
ndron grubundan olusur: Hiicre govdeleri substansiya
nigra pars kompaktada (SNpc) yerlesik nigral dopa-
minerjik noronlar ve bazal ganglion devresinin ¢ikisi
olarak kabul edilen substansiya pars retikiilatada
(SNpr) yerlesik olan GABAerjik noronlar’®. Nigral
dopaminerjik néronlarin aktiviteleri beynin ¢esitli
bolgelerinden gelen inhibitdr ve eksitatdr girdiler ile
diizenlenir®. SNpc’nin glutamaterjik girdileri (input),
ozellikle pedunkulopontin ¢ekirdek’ ve subtalamik
nukleusdan (STN)!%!2 gelir.

Merkezi sinir sisteminin major eksitator amino asit
norotransmitter olarak kabul edilen glutamat'3 presi-
naptik terminallerdeki vezikiillerden sinaptik araliga
salindiktan sonra reseptorlerine baglanarak organiz-
mada pek ¢ok ara metabolizmada anahtar rolii oynar.
Ancak, glutamat ayn1 zamanda potent bir ndrotoksin-
dir'#, Sinaptik araliktaki konsantrasyonunun yiiksek
kalmasi, glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasinin
sonucu olarak, kalsiyum homeostazinin bozulmasi,
mitokondrial disfonksiyon, membran yikimi, hiicre
iskeleti degisimleri, nitrik oksit sentezinin artmast,
sitoplazmadaki katabolik siireclerde islev goren kalsi-
yum bagimli proteazlarin aktivasyonu, sitotoksik
transkripsiyon faktorleri ve serbest radikallerin artist
gibi zarar verici mekanizmalar iizerinden néron hasar1
ve dliimiine neden olur'#?* Bu nedenle MSS’de glu-
tamat seviyesinin regiilasyonu, gerek bir sonraki aksi-
yon potansiyalinin yayilmasi gerekse glutamat resep-
torlerinin asir1 uyarilmasinin engellenmesi i¢in gerek-
1idir'>!613, Glutamatin sinaptik araliktan uzaklastiril-
masinda major sorumlu, Na*-bagimli, yiiksek afiniteli
alim (tasiyici-aracili alim) mekanizmasidir. Bu alim,
eksitator amino asit tastyicilari (EAAT) olarak bilinen
ve noronlar ile astrositlerde bulunan membran protein-
leri aracihigiyla gergeklesir'>!'%2122 Giiniimiizde astro-
sitler ve/veya ndronlar tarafindan eksprese edilen bes
plazma membran glutamat tasiyicisi alt tipi tanimlan-
mustir. Sigan beyninden klonlanan astrositik Na'-
bagimli glutamat tasiyicilari, GLAST (EAATI1) ve
GLT1 (EAAT2) olarak adlandirilirlar®??, GLAST,
MSS gelisimindeki ana tasiyici protein olup eriskinde
ozellikle beyincigin Bergmann gliasi tarafindan eksp-
rese edilir'®. GLT1 (EAAT?2) postnatal dsnemde eksp-
rese edilen ana glutamat tasiticisidir ve erigkinde tiim
glutamat transportunun  %90’indan sorumludur',
Glutamat tastyici ailesinin diger iiyeleri olan EAACI,
EAAT4 ve EAATS noronal glutamat tastyicilar olup
ve postsinaptik membranlarda yiiksek yogunlukta
bulunur**?7,
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Merkezi sinir sisteminin degisik seviyelerinde, gluta-
materjik ve dopaminerjik sistemler arasinda iliski
oldugu bilinmektedir. Morfolojik ¢aligmalar, glutamat
iceren akson terminallerinin dopamin igeren bolgeler-
de bulundugunu ve dopamin ndronlart ile sinaps yap-
tigini®28, fizyolojik ve farmakolojik veriler ise gluta-
mat reseptorlerini uyaran glutamat ve antagonistlerinin
dopamin ndronlarinin aktivitesini etkiledigini ve do-
pamin salimmimm diizenledigini!, elektrofizyolojik ve
farmakolojik ¢alismalar da, o-amino-3-hidroksi-5-
metil-4- izoksazolpropionik asit (AMPA) ve N-metil-
D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin - dopaminerjik
ndron soma ve dendritlerinde yerlesimlerini goster-
mistir®. SNpc’da lokalize dopaminerjik néronlann
irreversibl, selektif ve ilerleyici dejenerasyonu, ndro-
dejenetatif bir patoloji olan Parkinson hastaliginda
gozlenen karakteristik yapisal degisiklik olmakla
birlikte*®3! gizofreni, manik-depressif hastalik ve
tardif diskinezi gibi affektif hastaliklarla da iliskili
bulunmustur?®3233, Parkinson hastaligi, amyotrofik
lateral skleroz (ALS), Alzheimer hastalig1 gibi noérode-
jenetatif hastaliklarda néron 6liimiine neden olan me-
kanizma/lar tam olarak bilinmemekle birlikte glutamat
metabolizmasi ve/veya transportundaki degisikliklerin
bu hastaliklarin etyolojisi ile iligkili oldugu, ayrica,
glutamat tasiyic1 proteinlerin ekspresyonunun inhibe
edilmesi ile eksisitotoksisite ve norodejenerasyon
gelistigi gosterilmigtir®!3449,

Normal beyinde noronal ekstraselliiler ¢evrenin ho-
meostatik kontroliiniin primer sorumlusu olan astrosit-
ler, beyin hasarlarinda gbzlenen ndrodejenerasyon ve
noroproteksiyonda da kritik rol oynarlar*!. Beyindeki
pek cok hastaligin en belirgin ndropatolojik 6zelligi
astrogliozistir. Beyin hasarlarinda hem morfolojik
ozellikleri hem de sentetik aktiviteleri degiserek reak-
tif hale gelen astrositler, hasarli hiicrelerden salinan
K" ve artan ekstraselliiler glutamat konsantrasyonunu
bazal degerlerine indirecek molekiillerin ekspresyonu-
nu arttirirlar®?, mikroglial aktivasyonu diizenleyerek
asir1 enflamasyonu baskilarlar'* ve reaktif oksijen
radikallerine hizla yanit vererek noronlari ve sinir
sisteminde yer alan diger hiicreleri korurlar*!,

Bu bilgilerin 15181 altinda ¢alismamizda, 6-hidroksi
dopamin (6-OHDA) ile olusturulan deneysel Parkin-
son modeli kullanilarak substansiya nigradaki dopa-
minerjik ndron kaybinda astrositlerde ve GLT1 eksp-
resyonundaki olasi degisikliklerin immiinohistokim-
yasal yontemle gosterilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Calisma Bursa Uludag Universitesi Hayvan Bakim ve
Kullanim Komitesi tarafindan 29.12.2005 tarih ve
29.12.2005/1 no’lu karar ile onaylanmistir. Calismada
Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvanlari Yetis-
tirme ve Uygulama Merkezi’nden saglanan, 15 adet



Parkinson Hastaligi Modelinde Astrogliozis ve GLT1

Wistar albino erkek sigan (300-350 gr) kullanildi.
Denekler, sicaklign 20-24°C’de sabit tutulan ortamda
ve 12 saat aydinlik (07:00-19:00) - 12 saat karanlik
(19:00-07:00) dongiisiinde ad libitum olarak su ve
yemle beslendi.

Lezyon Olusturulmasi

Calismada, SNpc’da dopaminerjik ndronlarin dejene-
rasyonunu indiikleyebilmek i¢in ndrotoksin olarak 6-
OHDA kullanildi®*. Denekler rasgele iki gruba ayrildi
ve bir gruba tek tarafli intranigral %0,9 NaCl (SF, 4
ul) verilirken (SF grubu, n=7), diger gruba serum
fizyolojikte hazirlanmis 6-OHDA (8 pg/4ul) enjekte
edildi (6-OHDA grubu, n=8). Bu enjeksiyonlar igin
hazirlanan denekler sodyum pentotal anestezisi altinda
(40 mg/kg, ip) stereotaksik alete yerlestirildi. Cerrahi
islemler i¢cin gerekli olan asepsi-antisepsi kosullar
saglandiktan sonra, orta hat cilt insizyonunu takiben
cilt alt1 fasyasi agilarak, sagital ve koronal sutiirler
goriildii. Bregmaya gore, anteroposterior —5 mm, sol
lateral 2 mm isaretlenerek el perforatorii ile 1 mm
capli delik agildi. Stereotaksik alete adapte edilen
Hamilton enjektdrii ile dura mater diizeyinden 7,4 mm
derinlikte sol taraf SN bolgesine enjeksiyon 0,5 pl/dak
hizinda uygulandi. Enjeksiyon tamamlandiktan sonra
enjektor 2 dk siireyle yerinde tutuldu ve 2 mm/dk
hizla geri ¢ekildi. Kraniumdaki delik kemik mumu ile
kapatilarak insizyon yerine sutiir konuldu.

Enjeksiyon Sonrast Uygulanan Doniis Testleri

6-OHDA enjeksiyonun sonra lezyon olusup olusma-
digimi ve lezyonun neden oldugu motor bozuklugun
derecesini izlemek amaciyla deneklere doniis testleri
yapildi**. Bu amagla, enjeksiyonlardan 15 giin sonra
deneklere oOnce intraperitoneal amfetamin siilfat
(5mg/kg) verilerek 360°°lik ipsilateral tam doniisleri
ve bu uygulamadan 24 saat sonra apomorfin hidroklo-
rid (0,1 mg/kg, subkutan) verilerek 360°’lik kontrola-
teral tam doniisleri kaydedildi. Doniis testleri ile Par-
kinson modeli olustugu belirlenen denekler ¢aligmaya
dahil edildi. Kayit edilen doniis degerlerin standart
istatistiksel analizleri i¢in Student—t testi kullanild1
p<0,05 anlaml1 kabul edildi.

Dokularin Hazirlanmasi

Doniis testleri tamamlanmasinin ardindan derin anes-
tezi altindaki denekler kalp apeksinden aortaya yerles-
tirilen bir kateter araciligiyla 0,13 M Sorenson’un
fosfat tamponu ile hazirlanan fiksatif %4 paraformal-
dehit, (400 ml/denek) ile transkardiyak perfiizyon
fiksasyonu yontemi ile sakrifiye edildi. Perfiizyon
sonrast deneklerin kraniyumlart agilarak beyinleri
cikarildi. Cikarilan beyinler ayni fiksatifte hazirla-
nan %10 siikroz soliisyonunda tiim gece, 0,13 M fos-
fat tamponda (pH 7,4) hazirlanan %20 ve %30 siikroz
soliisyonlarmnda ise ikiser giin bekletildi. Beyinler

dondurulduktan sonra, kriyostat ile 5 seri olacak sekil-
de aliman 30 um’lik kesitler kullanilincaya kadar kri-
yoprotektan igerisinde —20°C’de saklandi.

Immunohistokimya

6-OHDA ile Olusturulan [ezyonun ve Astrositik De-
gisikliklerin Belirlenmesi: 1k olarak SNpc’da olustu-
rulan lezyonu ve lezyon alanindaki astrositlerin mor-
folojisi, dagilimi ve yogunlugunu belirlemek amaciyla
asagida belirtilen yontemle ikili immiinoperoksidaz
boyamasi yapildi. Her iki grupta da intranigral enjek-
siyon tarafindaki dopaminerjik ndron hasarimi goster-
mek ve saglam substansiya nigra tarafi ile farkini
belirlemek amaciyla, dopamin sentezinin birinci ba-
samaginda rol alan tirozin hidroksilaz (TH) enzimini
tantyan antikor ve astrositlerde gézlenen degisiklikleri
gozlemlemek amaciyla da bu hiicreler igin belirteg
olarak kullanilan glial asitik fibriler protein (GFAP)
antikoru kullanildi. Tris-HCI tamponu ile yikanarak
kriyoprotektandan arindirilan kesitler, normal blokla-
yic1 serum (%10 at serumu) ile 2 saat inkiibasyonu
takiben fare anti-GFAP (1:5,000; Sigma, Clone G-A-5,
G3893, St Louis, MO, USA) soliisyonunda 48 saat
bekletildi. Primer antikordan sonra biyotin konjuge
esek anti-fare IgG (1:200; Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc. West Grove, PA) ile 2 saat sekonder
antikor uygulamasi yapildi. Ardindan kesitler avidin
biyotin kompleksi (ABC Elite Kit, Vector Labs, Bur-
lingame, CA) soliisyonu ile 1 saat inkiibe edildi. Olu-
san kompleks nikel-diaminobenzidin (Ni-DAB) subst-
rat kromojen soliisyonu ile isleme tabi tutuldu. Yika-
nan kesitler tavsan anti-TH (1:3,000; AB152, Chemi-
con International Inc., Temecula, CA USA) antikoru
tiim gece inkiibasyon oncesi tekrar normal bloklayici
serumda 2 saat siireyle bekletildi. Sirasiyla biyotinli
esek anti-tavsan IgG’de (1:200; Jackson ImmunoRe-
search Laboratories, Inc. West Grove, PA USA) 2 saat
ve avidin biyotin kompleksi soliisyonu ile 1 saat inkii-
basyon sonrasi reaksiyon nikel igermeyen DAB ile
goriiniir hale getirildi. Yikanarak lamlara alinan kesit-
ler kurutuldu ve dibiitilfitalat polistiren ksilen (DPX)
ile kapatildi.

SNpc’da GLT1 Ekspresyonunun Belirlenmesi - ikili
Immiinofloresans Yéntemi: Bu amagla 30 um kalinli-
gindaki ylizen kesitlere ikili immiinofloresans isaret-
leme yontemi uygulandi. Tris-HC] tamponu yikanan
kesitler, bloklayic1 serum igerisinde 2 saat bekletildi.
Takiben astrosit ve GLT1’i es zamanli isaretlemek
amaciyla, fare anti-GFAP (1:1,000; Sigma, Clone G-
A-5, G3893, St Louis, MO, USA) ve kobay anti-
GLT1 (1:2,000; AB1783 Chemicon International Inc.
Temecula, CA USA) antikorlarini igeren primer anti-
kor karisimi ile oda sicakliginda 48 saat inkiibe edilen
kesitler yikandiktan sonra FITC isaretli esek anti-
tavsan IgG (1:300; Jackson ImmunoResearch Labora-
tories, Inc. West Grove, PA USA) ve Cy3 isaretli esek
anti-kobay (1:400; Jackson ImmunoResearch Labora-
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tories, Inc. West Grove, PA USA) sekonder antikorla-
rin1 igeren soliisyonda 2 saat bekletildi. Kesitler lamla-
ra alinarak kurutuldu ve incelemeden hemen once
kapatma materyali (Prolong Gold Antifade Kit, Mole-
cular Probes, Oregon USA) ile kapatildi.

Istatistiksel Analiz

Histolojik olarak degerlendirilecek kesitlerin araligi
Paxinos’un sigan beyin atlasina* gore belirlendi. Buna
gore en rostralde bregma —4,8 mm, en kaudalde ise
bregma —6,36 mm’ye uyan SN kesitleri kullanildi. Bu
aralikta rostrokaudal diizlemde SN’nin 5 farkl seviye-
sinden alinan kesitlerde sayim islemleri yapildi. Kesit-
lerin tiim denekler i¢in ayni koordinatta olmasina
dikkat edildi. Saymmlar 20X objektif kullanilarak diji-
tal kamera ile bilgisayar ekramina alinan goriintiiler
iizerinde gerceklestirildi. Belirlenen kesitlerde intra-
nigral enjeksiyon uygulanan SNpc’nin dorsal bolii-
miinde GFAP immiinoreaktif astrositler sayildi. De-
neklere ait sayisal verilerden ortalama ve standart hata
(SEM) hesapland. Intranigral 6-OHDA uygulanan
grupla SF uygulanan grup arasindaki karsilastirmada
Mann Whitney-U testi kullanildi. p<0,05 anlamli
kabul edildi.

GLTI immiinoreaktivitesinin GFAP-pozitif astrosit-
lerdeki yogunlugu yari-kantitatif metot ile incelendi.
GFAP ve GLT1 i¢in uygulanan ikili immiinofloresans
boyamalarda degiskenleri en aza indirmek iizere tim
kesitler ayn1 soliisyonlarla (tampon, antikorlar ve
diger soliisyonlar) ayn1 anda boyandi. Her iki gruptan
deneklerin  enjeksiyon  uygulanan taraflarindan
SN’lerin goriintiileri (4080x3072 piksel boyutunda),
mikroskoba (Olympus BX-FLA floresan atasman
takili Olympus BX50) adapte edilmis dijital kamera
(Olympus DP71, 1,5 million pixel) kullanilarak 20X
objektifle aymi kosullar altinda (es pozlama siiresi)
elde edildi. Dijital goriintiiler elde edilirken optik kesit
kullanilmad1 baska bir deyisle tek fokusta fotografla-
ma islemi yapildi. Floresan yogunlugunu belirlemek
icin yukarida koordinatlari verilen aralikta denek basi-
na bes kesitin dijital goriintiisii elde edildi. Her kesitte
de dijital analiz programi (Imaje J) kullanilarak
255x255 piksel boyutunda alan segici ile rasgele 5
alanda tiim noropilar elemanlar kapsayacak sekilde
olgiim yapildi**#’. Floresan yogunlugu programda
belirlenen “ortalama gri deger” olarak ifade edildi.
Her denek igin 5 kesitten elde edilen degerlerden
gruplar i¢in ortalama ve SEM hesaplandi. Gruplar
arast karsilagtirmada Mann Whitney-U testi kullanildi.

Bulgular

Doniis Testleri

Intranigral SF ve 6-OHDA enjeksiyonundan 15 giin
sonra sistemik olarak uygulanan amfetamini takiben
deneklerde ipsilateral tam doniis degerleri sirasiyla
yaklagik 23 doniig/saat ve 677 doniig/saat olarak kay-
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dedildi. Istatistiksel degerlendirme sonucunda iki grup
arasinda fark anlamli bulundu (Sekil 1). Amfetamin
enjeksiyonundan 24 saat sonra uygulanan apomorfin
sonrasi kontralateral doniis degeri SF grubunda ise 7
doniig/saat, 6-OHDA grubunda yaklagitk 246 do-
niis/saat olarak belirlendi. iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 1). Apomor-
fin enjeksiyonundan sonra donils degerlerinin diizel-
memesi deneysel Parkinson modeli olustugunu gos-
terdi.

‘ SF Grubu = 6-OHDA Grubu ‘

676,88
800 *

700
600
500

246,25
400

*
300
200
100 23,14 7,00
0 - = |

Apomorfin

doniis / saat

Amfetamin

Sekil 1.
Deneklerin rotasyonel test sonuglari ve istatistiksel
karsilagtirmasi. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmigstir. * p<0,0001 kontrol grubuna gore.

6-OHDA ile Olusturulan Lezyonun ve Astrositik Degi-
sikliklerin Belirlenmesi

Ikili immiinohistokimyasal boyamalar degerlendirildi-
ginde hem SF grubunda (Sekil 2A, B) hem de intrast-
riatal 6-OHDA uygulanan deneklerin saglam tarafla-
rindaki (Sekil 2D, E) SNpc’da TH immiinoreaktivitesi
(TH-IR) dopaminerjik ndronlarin somalarinda kahve-
rengi olarak izlendi. Ek olarak tiim SN’de ¢ok sayida
noronal uzantida da TH-IR gozlendi ve dopaminerjik
ndronlarin bu uzantilart SNpr’in neredeyse tamaminda
izlendi (Sekil 2A, D). Biiyiik biiyiitmede, ndronlardaki
immiinoreaktivitenin diffiiz oldugu gozlendi (Sekil 2B,
C, E). SF grubunda enjeksiyon yapilan SNpc’da tara-
finda dopaminerjik noéron sayisinda degisiklik izlen-
mezken (Sekil 2B, C) 6-OHDA enjeksiyonu sonrasi
SNpc’da dopaminerjik néronlarin neredeyse tamami-
nin yok oldugu belirlendi (Sekil 2D-F).

GFAP immiinoreaktivitesinin degerlendirildigi kesit-
lerde, beklenildigi gibi her iki grupta saglam tarafta
SNpr’te ¢cok sayida GFAP immiinoreaktif (GFAP-IR)
hiicreye rastlanitken SNpc’da sadece bir ka¢ hiicre
belirlendi (Sekil 2A, B, D, E, Sekil 3, Sekil 4A, D).
GFAP-IR hiicreler, SF grubunda igne skarinda belir-
ginken, 6-OHDA verilen deneklerde igne skariyla
birlikte tiim SNpc’da izlendi. Saglam tarafa oranla her
iki grupta da astrosit sayisinda artis belirgindi (Sekil
2B-C ve E-F, Sekil 4A, D). Intranigral SF ve 6-OHDA
uygulanan gruplarda enjeksiyon tarafindaki ortalama
astrosit sayisi sirastyla 188,2 + 30,5 ve 423,3 = 16,7
olarak bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonucu iki
grup arasindaki farkin anlamli oldugu belirlendi
(p<0,0012) (Sekil 3C).
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Sekil 2.
SF ve 6-OHDA gruplarinda TH ve GFAP immiinore-
aktivitesi. SF (A) ve 6-OHDA (D) gruplarinda subs-
tansiya nigra alanlarimin goriintisii. Enjeksiyon yapi-
lan SN sag tarafta gozlenmektedir. Saglam (B ve E) ve
enjeksiyon tarafinda (C, F) ikili immiin boyama sonu-
cu dopaminerjik noronlar kahverengi immiinoreakvi-
teleri (ok basi) ve astroglial hiicreler de (ok) siyah
immiinoreaktiviteleri ile ayirt edilmektedir. TH ve
GFAP immiinoreaktivitesi noron ve astrositlerin hem
hiicre govdelerinde hem de uzantilarinda gozlenmek-
tedir. SF grubunda saglam SNpc'da (B) ¢ok az sayida
GFAP-immiinoreaktif astrosit gozlenirken enjeksiyon
tarafinda SNpc 'da glial hiicre sayisinda artig dikkati
cekmektedir (C). 6-OHDA enjeksiyonu yapilan
SNpc’'da (D sag taraf ve F) neredeyse hi¢ dopaminer-
Jik noron gozlenmezken saglam tarafta (D sol taraf, E)
TH immiinoreaktivitesi hem hiicrelerin somalarinda
hem de uzantilarinda belirgin olarak izlenmektedir. 6-
OHDA grubunda astroglial hiicreler degerlendirildi-
ginde saglam tarafia (E) sadece bir ka¢ GFAP-pozitif
astrosit ayirt edilirken, lezyonlu tarafia (F) astrosit
sayisindaki artigla birlikte morfolojik degisiklikler de
gozlenmektedir. (B: TH-pozitif dopamin néronlart,
—: GFAP-pozitif astrositler)

Her iki grupta enjeksiyon tarafindaki astrositler mor-
folojik agidan da degerlendirildi (Sekil 3). SF grubun-
da astrosit sayisindaki artiga karsin, reaktif astrositlere
0zgli morfolojik ozelliklere rastlanmadi. GFAP-IR
astrositlerin kisa ve hipertrofik sitoplazmik uzantilar-
dan ziyade ince uzun sitoplazmik uzantilarinin oldugu
ve kapillerlere yakin yerlesim gosterdikleri belirlendi
(Sek 3A). 6-OHDA enjeksiyonu sonrasinda ise astro-
sitlerin hiicre govdelerinde belirgin bir hipertrofi ile

birlikte, hiicre uzantilarinin hem sayica arttig1 hem de
bariz bir sekilde genisledigi goriildii (Sekil 3B).
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SF ve 6-OHDA gruplarinda intranigral enjeksiyonla-
ra bagh astrositlerde gozlenen morfolojik ve sayisal
degisiklikler. SF enjeksiyonu (A) astrositlerde belirgin
morfolojik degisikliklere neden olmazken, 6-OHDA
enjeksiyonunu takiben (B) astrosit govdelerinde hi-
pertrofi, uzantilarinda sayica artigla birlikte kalinlas-
ma gozlenmektedir. (C) Enjeksiyon yapilan
SNpc lardaki astrosit sayim sonuglart (ortalama £
SEM, p<0,0012). (®: astrositler)

SF Grubu

6-OHDA Grubu

Sekil 4.
Intranigral serum fizyolojik (A-C) ve 6-OHDA (D-F)
uygulanan deneklerde GFAP ve GLTI proteinlerinin
ekspresyonu. GFAP immiinoreaktivitesi (yesil immii-
nofloresans) enjeksiyon taraflarinda (**) daha belir-
gin olarak gozlenmektedir (4, D). SNpc’'da GLTI
immiinoreaktivitesi (kirmizi immiinofloresans) ozellik-
le néropilde ayirt edilmektedir (B, Cve E, F). GLTI
immiinoreaktivite seviyesi enjeksiyonlu (B, E) ve sag-
lam (C, F) tarafta benzerdi.

6-OHDA ile Olusturulan Lezyon Alaminda GLTI
Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Ikili immiinofloresans boyamalarinda her iki grupta da
SN’de hem SNpc hem de SNpr’te GLT1 immiinreak-
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tivitesi gozlendi. Her iki grupta da SNpc biiyiik bii-
yltmede degerlendirildiginde GLT1 immiinoreaktivi-
tesi noropilde ag benzeri bir yap1 seklinde goriintiilen-
di (Sekil 4, 5). Cok sayida GLT1-pozitif hiicre uzantisi
ve punkta seklinde isaretlenme belirlendi (Sekil 4B, C,
E, F ve Sekil 5B, E). Olasilikla néropilar GLT1 im-
miinoreaktivitesinin ¢ok kuvvetli olmasi ve ¢ekirdek
boyamasinin kullanilamamas: nedeniyle astrositlerin
hiicre govdelerindeki GLT1 ekspresyonu ayirt edile-
medi. Ust iiste cakistirlan goriintiilerde, ozellikle
astrositik uzantilarda GLT! immiinoreaktivitesinin
GFAP immiinoreaktivitesi ile kolokalize oldugu belir-
lendi (Sekil 5C, F). SF ve 6-OHDA gruplar1 arasinda
semikantitatif olarak “ortalama gri deger” olarak de-
gerlendirilen GLT1 ekspresyon yogunlugu arasinda
farklilik gézlenmedi (p=0,4557) (Sekil 6).

GFAP GLT1

GFAP + GLT1

SF Grubu

6-OHDA Grubu

Sekil 5.

Intranigral serum fizyolojik (A-C) ve 6-OHDA (D-F)
uygulanan deneklerde GFAP (4, D) ve GLTI (B, E)
eksprese eden astrositlerin goriiniimii. Ust iiste ¢akis-
tirllan goriintiilerde (C, F) astrositlerde GLTI eksp-
resyonu (sari) izlenmektedir.
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Sekil 6.

Deneklerin enjeksiyon taraflarindaki SNpc’'daki GLT1
immiinoreaktivite yogunlugunun karsilagtirmasi. Se-
mikantitatif analiz iki grup arasmda GLTI immiinore-
aktivitesinin yogunlugu acgisindan fark olmadigini
gosterdi. Degerler ortalama £ SEM olarak verilmistir

(p= 0,4557).

Tartisma ve Sonug

Az sayida astrosit popiilasyonu ile birlikte bulunan
dopaminerjik noéronlarin dejenerasyona daha egilimli
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olduklar1 ve bu nedenle de oksidatif ve enflamatuvar
saldirilara kars1 hassas olduklan diisiiniilmektedir*3-°,
Sunulan ¢alismada kullandigimiz teknik ile SNpc’da
dopaminerjik néronlara eslik eden ¢ok az sayida astro-
sit bulundugu gosterilmistir. Bu sonug literatiir bulgu-
lar1 ile paralellik gostermektedir’®. Ancak, SNpc’daki
astrosit yogunlugunun az olarak degerlendirilmesinin,
astrositleri belirlemek i¢in kullanilan GFAP antikoru-
nun gri cevherde bulunan s6z konusu hiicrelerin distal
uzantilarini isaretlemekte yetersiz kalmasindan kay-
naklandigim ve tiim hiicre uzantilarmi boyayan farkli
bir astrositik belirteg ile tiim SN’nin astrositik uzanti-
larla dolu oldugunu gosteren bir ¢alisma bulunmakta-
dir®,

Normal bir beyinde astrositler, gerek noronlarin sag-
kalimi ve fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan ndrotrofik
faktorler ve metabolik substratlar salgilayarak, gerekse
ekstraselliiler sividan potansiyel toksik ajanlart uzak-
lastirarak, noroproteksiyonda anahtar rol oynayan
hiicrelerdir®!. MSS hasarlarinda astrositler aktive
olurlar (astrogliozis). Aktive olan astrositler (reaktif
astrositler), morfolojik olarak hiicre gévdesinin genis-
lemesi, astroglial uzantilarin sayisinda ve ¢aplarinda
artiy ile karakterizedir. Bu yapisal degisikliklere
Kird.1, GLAST, astrositik intermediyet filamentler
olan GFAP ile vimentin sentezinin up-regiilasyonu ve
nestinin reekspresyonu eslik eder*'*>%, Sunulan ¢a-
lismada, 6-OHDA uygulanan deneklerin SNpc’larinda,
literatiirde idiyopatik Parkinson hastaligi (PH) tamisi
almis hastalarin postmortem Orneklerinde®* ve deney-
sel hayvan modelinde®® olmadig: bildirilen, astroglial
aktivasyon ve kantitatif olarak degerlendirilmemekle
birlikte GFAP immunoreaktivitesinde artis belirlendi.
Bu veri, 6-OHDA ile nigral lezyon olusturulan denek-
lerin kullanildig1r diger c¢alismalarmn sonuglart ile
uyumluydu®?°¢38, GFAP immiinoreaktif astrositlerde-
ki artisin nedeni ile ilgili alternatif agiklamalar vardir.
McGeer ve ark®! gore SNpr gibi ¢evre dokulardan
astrositlerin gog¢ii, Aponso ve ark’na® gore, lezyon
alanindaki astrogliogenez reaktif astrogliozisin nede-
nidir. Baz1 arastirmacilar ise SN’deki astrositik reak-
siyonun 6-OHDA ’nin toksik etkisine ve pars kompak-
tadaki dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonuna bagl
oldugunu diisiinmektedir*’*°. 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin ~ (MPTP)  fare = modellerinde,
SNpc’daki dopaminerjik néron 6liim siirecinin, astro-
sitik aktivasyonla paralellik gostermesi ve MPTP
intoksikasyonu nedeniyle ¢ok sayida dopaminerjik
ndéronun dliimiinden sonra bile GFAP ekspresyonu up-
regiile kalmasi®!, astrositik reaksiyonun néronal hiicre
6liimiinden sonra olustugunu diisiindiirmiistiir®. Intra-
nigral 6-OHDA enjeksiyonundan 12 saat sonra dopa-
minerjik noronlarin dejenere oldugu bilgisi 15181 altin-
da®, sunulan galigmada enjeksiyondan 15 giin sonra
bile belirgin astroglial reaksiyonla birlikte GFAP
ekspresyonun yiiksek olmasi reaktif gliozisin noron
oliimiinden sonra oldugu yoniinde degerlendirildi.
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Reaktif astrositlerin segici ablasyonunun travmatik
ndronal hasarini siddetlendirdigi, astrosit transplantas-
yonunun beyin hasarini azalttig1 ve hasarlanmis beyin-
lerde ndron Sliimiiniin astroglial reaksiyonun olugma-
dig1 alanlarda daha fazla oldugu bildirilmistir*?. Bu
hiicrelerin eksprese ettigi norotrofik faktdrler néronal
sagkalima aracilik ederler ve lezyonlu MSS bdlgesin-
de néronal tomurcuklanmayr uyarirlar’>363, Proinf-
lamatuvar bir sitokin olan IL-1f’nin SN’ye enjeksi-
yonu sonrast astrosit aktivasyonunun goézlenmesi ve
SNpc’daki dopaminerjik noronlarin 6-OHDA toksisi-
tesine kars1 korunmasi, aktive astrositlerin néroprotek-
tif etkisini oldugu goriisiinii desteklemektedir®. Ek
olarak, glutamat ve ROS’a kars1 koruyucu trofik fak-
torlerin kaynagmnin glial yanit oldugu bildirilmekte-
dir®. Chen ve ark®, SN’de dopaminerjik noronlarn
korunmasinda reaktif astrositlerin énemli rol oynadi-
gint ileri siirmektedir. Ishida ve ark®, astrositlerce
eksprese edilen proteaz aktive reseptdr-1’in miktarinin
SNpc’da yiikselmesinin PH’nin progresyonunda nd-
roproteksiyon sagladigini gostermistir. Bu literatiir
verileri birlikte degerlendirildiginde sunulan ¢alisma-
da nigral hasarda olusan astrogliozisin dopaminerjik
ndronlar1 destekliyor olmasi olasidir.

Ekstraselliiller glutamat seviyesinin yiiksek kalmasi
eksisitotoksik néron oliimii ile sonuglanmir. Bu nedenle
impulsun iletiminden sonra, glutamatin sinaptik ara-
liktan uzaklastirilarak glutamat konsantrasyonunun
optimal seviyede kalmasi saglanir. Bu siirecte astrosi-
tik glutamat tasiyicilari islev goriir'®. Astrositik GLTI,
eriskin MSS’de sinaptik araliktan glutamatin uzaklag-
tirllmasindan asil sorumlu glutamat tasiyici proteini-
dir®®7. immunofloresans isaretleme teknikleri, SN nin
rostrokaudal ekseni boyunca GLT1 imiinoreaktivitesi-
nin homojen dagildigin1 ve SNpc ve SNpr’te kabaca
ayni seviyede oldugunu gdstermistir’. Yine ayni ¢a-
lisma, immiinoperoksidaz yontemi ile boyanmis do-
kunun elektron mikroskobik incelemesi ile SN'deki
GLT1-pozitif yapilarin esas olarak ndropilde dagilmis
astroglial uzantilara kargihk geldigini dogrulamistir®,
Norolojik hastaliklarla baglantili eksisitotoksisitenin
mekanizmasi tam olarak anlagilamamakla birlikte
EAAT lerin disregiilasyonunun néron oliimiiyle iliski-
li oldugunu gosteren galismalar mevcuttur!647:6870,
Striatumun glutamaterjik girdilerinin denerve edildigi
deneysel modellerde, GLT1 ekpresyonun %50 oranin-
da azaldig1’!, benzer seckilde kortekste olusturulan
lezyonlarm GLT1 ve GLAST’mn %20-30 oraninda
down-regiilasyonuna neden oldugu gosterilmistir’.
Hayvan modellerinde parkinsonizm olusturmak igin
kullanilan bir toksin olan MPTP, astrosit kiiltiirlerine
verildiginde glutamat transportunun %39 azaldigi,
MPTP’nin ortamdan uzaklastirilmasi ile tasiyict akti-
vitesinin geri geldigi gosterilmistir’®. Dervan ve ark.
(74), MPTP uygulanmis farelerde striatumda GLT1’in
down-regiile oldugunu gostermistir. GLT1 aktivitesi-
nin blokaji ile nérodejenerasyon olugmasi da glutamat
tastyicilarinin ndrolojik hastaliklarin gelisiminde rol

oynadiklart diisiincesini desteklemektedir. Substrat
inhibitor PDC ve non-substrat inhibitor DL-
TBOA’nin hipokampusa ve striatuma direkt enjeksi-
yonu ile glutamat tasiyicilarinin inhibe edilmesinin
ndron Sliimiine neden oldugu’ ve GLT1-segici bloker
WAY-855’in sigan hipokampusunda in vivo ve in
vitro norotoksisite olusturulabilecegi’® gosterilmistir.
Sican ve farelerdeki homologu glutamat tasiyicisi-
iliskili protein 3-18 (GTRAP3-18) olan JWA geninin
astrositlerdeki selektif delesyonunun, MPTP/ probene-
sid fare modelinde motor islev bozuklugunu ile dopa-
minerjik norodejenerasyonu siddetlendirdigi ve GLT1
ekpresyonunu azalttig1 gosterilmistir®®. Deneysel sican
ve fare Parkinson modellerinde GLT1 mRNA ve pro-
tein seviyeleri ile ilgili ¢elisen bulgular olan ¢alisma-
lar bulunmaktadir. 6-OHDA modelinde GLT1 mRNA
seviyesinde degisiklik olmadif1 bildirilirken,””78,
MPTP modelinde, astrosit sayisinda artis ile birlikte
GLTI mRNA ve protein seviyelerinde azalma oldu-
gu’® gosterilmistir. Intrastriatal 6-OHDA ile dopamin
denenervasyonundan sonra striatal GLT1 protein
ekspresyonu azalirken, nigral ekspresyonun degisme-
digi gosterilmistir'’. Ancak, bu ¢alismada GFAP-IR
astrositlerin kantitatif degerlendirmesi ile ilgili veriler
acik degildir. Calismamizda, intranigral 6-OHDA ile
olusturulan dopaminerjik noéron hasarindan sonra
SNpc’da astroglial reaksiyon olugmasina karsin GLT1
ekspresyonunun degismedigi immiinohistokimyasal
olarak gosterilmistir ve astroglial reaksiyona karsin
GLT1 protein ekspresyon seviyesinin degismemesi,
GLT1 down-regiilasyonu olarak degerlendirilmistir.
Ancak, kullandigimiz yontem ve analiz yaklasiminin
olasit bir GLT1 artisim1 belirleyebilecek hassaslikta
olmayabilecegi de goz ardi edilemeyecek bir olasilik-
tir. Reaktif astrositlerin néron oliimiinden 15 giin
sonra tiim SNpc’da belirgin olmasi, glial reaksiyonun
yalmzca uygulanan maddenin toksik etkisine ve/veya
ndron Oliimiine baglanamayacagi, aksine astrositlerin
koruyucu etkisinin olabilecegi yoniindeki bulgular
desteklemektedir.

Sonug olarak; SNpc’da 6-OHDA ile olusturulan do-
paminerjik ndron hasar1 sonrasi immiinohistokimyasal
yontemlerle belirledigimiz astrogilozis ve glial akti-
vasyona karsin GLT1 protein ekspresyonunun degis-
memesi, astrositlerin ve/veya glutamat tastyicisi
GLTI’in, SNpc’da dopaminerjik noéron oliimi ile
karakterize Parkinson hastaliginin etyopatolojinde rol
oynayabilecegi akla getirmis ve astrositlerin sagkalimi
ve/veya fonksiyonlarinin korunmasinmn, néron kaybi
ile karakterize MSS hastaliklarimn sagaltimi i¢in yeni
terapdtik ajan arayisina yonelik calismalarda hedef
yaklagimlar olabilecegini diigiindiirmiistiir.
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