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OZET

Merkezi sinir sisteminde (MSS) néron fonksiyonlarinin diizenlenmesinde gok gesitli norotransmitter madde rol oynar. Glutamat, hipotala-
musta en 6nemli eksitatér amino asit norotransmitterlerden biri olarak yer alir ve nOronlar {izerindeki diizenleyici islevini iyonotropik ve
metabotropik olarak iki alt ailede smiflandirilan reseptorlerine baglanarak gerceklestirir. Glutamatin bazi néroendokrin noronlar iizerinde
etkili oldugu yapilan elektrofizyolojik ve farmakolojik caligmalarla belirlenmistir. Calismamiz kapsaminda, glutamaterjik innervasyonun
histomorfolojik olarak desteklendigi ¢aligmalarin bulunmamasi sebebiyle hipotalamik glutamat reseptor alt birimlerine odaklanilmustir.
Iyonotropik glutamat reseptor alt birimlerinden AMPA (GluAl, GluA2, GluA3, GluA4), Kainik asit (GluK5, GluK1, GluK2, GluK3) ve
NMDA’nin (GluN1, GluN2A) hipotalamustaki dagilimlari immiinohistokimya yontemi Kullanilarak arastirilmistir. Disi siganlarin beyin
dokularindan vibratom araciligiyla alinan kesitler, hipotalamik noronlardaki glutamat reseptor alt birimlerinin varligi ve yogunlugu agisindan
degerlendirilmistir. Calismada, AMPA reseptorlerinden GluA1 ve GluA2’nin yaygin olarak hipotalamusta lokalize oldugu, GluA3 ve GluA4
immiinoreaksiyonunun ise ¢ok smirli oldugu; kainat reseptdr alt birimlerinden GluK5’in ¢ok yaygin oldugu ve GluK1/2/3 igeren néronlarin
daha az sayida oldugu, NMDA reseptor alt birimlerinden GIuN1’in ise hipotalamusta yogun olarak bulundugu saptanmistir. Sonug olarak, bu
calisma ile hipotalamik bir¢ok ndéronun iyon spesifik iGluR kanallarini farkli miktar ve yogunlukta eksprese edebildigi, bunun da hedef
noronlarin glutamat tarafindan farkli sekilde diizenlenmesine izin verebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glutamat. Kainik Asit. AMPA. NMDA. Hipotalamus.

lonotropic Glutamate Receptor Expression in the Hypothalamus: An Immunohistochemical
Localization Study

ABSTRACT

A wide variety of neurotransmitters play a role in the regulation of neuron functions in the central nervous system (CNS). Glutamate is the
major excitatory amino acid neurotransmitter in the hypothalamus. Glutamate performs its regulatory function on neurons by binding to its
receptors, which are classified in two subfamilies as ionotropic and metabotropic. It has been determined by electrophysiological and phar-
macological studies that glutamate is effective on some neuroendocrine neurons. Due to the lack of studies supporting glutamatergic innerva-
tion histomorphologically, our study focused on hypothalamic glutamate receptor subunits. The distributions of AMPA (GluAl, GIuA2,
GIuA3, GluA4), kainic acid (GIuK5, GluK1, GluK2, GluK3) and NMDA (GIuN1, GIuN2A) in the hypothalamus, which are ionotropic
glutamate receptor subunits, were investigated using the immunohistochemistry method. Sections taken by vibratome from brain tissues of
female rats were evaluated for the presence and density of glutamate receptor subunits in hypothalamic neurons. It was determined that the
AMPA receptors subunits GIuAl and GIuA2 are highly expressed in the hypothalamus while the synthesis of GIUA3 and GluA4 is too
limited. Very high number of GluK5-immunoreactive neurons was detected, where the expression of GluK1/2/3 was moderate. GIuN1A, one
of the NMDA receptor subunits, was found to be densely localized in the hypothalamus. In conclusion, with this study, many hypothalamic
neurons can express ion-specific iGIUR channels in different amounts and intensities, which would allow a differential regulation of the
target neurons by glutamate.
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Glutamat memeli merkezi sinir sisteminde (MSS)
yerlesik noronlarin regiilasyonunda rol alan baslica
eksitatsr amino asit norotransmitterdir’.  Biling,
o0grenme ve hafiza gibi normal beyin fonksiyonlarin
yant sira MSS’nin gelisiminde, sinaps iletimi ve
eliminasyonu, hiicre gogl, farklilanmasi ve 6liimiinde
de major rol oynadigi bildirilmistir’. Glutamat
konsantrasyonunun en fazla oldugu yer sinir
terminallerinin  icidir®.  Glutamat,  presinaptik
terminallerdeki vezikiillerden voltaj bagimli Ca®*
kapilarmim bulundugu mekanizma ile salmir®. Gluta-
mat sinaptik araliga salinir salinmaz, pre- ya da post-
sinaptik membrandaki reseptorlerine baglanir ve onlari
aktive eder®. Glutamat aracili ndrotransmisyon, iyo-
notropik (iyon kanali reseptorleri) ve metabotropik
reseptorler (G-protein-bagli reseptdrler) Uzerinden

gergeklesirl'6’7.

Iyonotropik glutamat reseptdrleri, hizli eksitator
postsinaptik potansiyel olusturarak néronal
depolarizasyon yaparken metabotropik reseptorler,
norotransmisyonda modiilator olarak islev
gérmektedir®. iyonotropik glutamat reseptorleri, farkl:
glutamat agonistlerine verdikleri yanitlar karsilagtirila-
rak 3 alt gruba ayrilmaktadir; Kainat (KA, 2-karboksi-
3-karboksimetil-4-izopropenilpirolidin), AMPA (o-
amino-3-hidroksi-5-  metil-4-isoksazol  proprionik
asit)/ quisqualate ve NMDA (N-metil-D-aspartat)
reseptorleri®*’. Bu reseptorlerin en ilgi cekici 6zellik-
lerinden biri, memeli beynindeki ekspresyon profilleri
ile alt birim kompozisyonuna dayanan kanal dzellikle-
rinin gesitliligidir. AMPA reseptorleri GluA1-4, kainat
reseptorleri GluK1-5 ve NMDA reseptorleri GIuN1,
GIuN2A-D, GIUN3A-B alt birimlerinden olusur®. Bu
alt birimler homomerik (tek bir alt birim) ya da hete-
romerik (birden fazla farkli alt birim kombinasyonu)
olarak iyon kanallari olustururlar ki bunlar fonksiyo-
nel reseptor kanallaridir®™. Farkli reseptor grubuna
ait iyon kanallarinin glutamatin farkli fizyolojik etkile-
rinde araci olduklarini belirleyen ¢aligmalar vardir®*®,
Bu nedenle glutamaterjik innervasyon alan ndéron
gruplarinda eksprese olan farkli reseptor alt birimleri-
nin belirlenmesi 6nem kazanmaktadir.

Hipotalamus farkli organlarin fizyolojik yanitlarini
koordine ederek homeostazin saglanmasindan sorumlu
beyin bolgesidir. Bunu gergeklestirirken dis ¢evreden
gelen, diger beyin bolgelerinden alinan ve viseral
afferentlerle ulasan sinyalleri entegre eder ve boylece
uygun bir néroendokrin yanitin ortaya ¢ikmasini sag-
lar. Bunun sonucunda hipotalamus organizmanin
besin ve sivi alimi dengesi, enerji kullanimi, viicut
agirligi, kan basinci, susama, viicut 1sis1 ve uyku don-
gusu gibi bir¢ok giinliik fonksiyonlarinin diizenlenme-
sinde 6nemli bir rol oynar’. Hipotalamik fonksiyonla-
rin ger¢eklesmesinde nérosekretuvar ya da noroendok-
rin hicreler (ndronlar) rol alirlar. Bu néronlara ait
hiicre govdeleri hipotalamus igerisinde cok sayida
gruplar olustururlar. Glutamatin hipotalamik néroen-
dokrin ndronlar Uzerindeki diizenleyici etkisi bilin-
mektedir'®,
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Literatlirde hipotalamik noronlarin glutamat reseptor-
lerini eksprese ettiklerine dair raporlarin olmasina
ragmen, bu ¢aligmalar glutamat reseptdrlerinin tim alt
ailelerini ya da alt ailelerin her alt birimini kapsama-
maktadir. Hipotalamik ndronlarin glutamaterjik etkile-
siminde yer alma olasilig1 olan reseptor alt birimleri-
nin tiimiinii kapsayan ve ayrica hipotalamik ¢ekirdek-
ler 6zelinde lokalizasyonlarini bir biitiin olarak tanim-
layan bir ¢alisma literatiirde yoktur. Bu calismada;
hipotalamik noronlardaki glutamat reseptdr ailelerinin
tlm alt birimlerinin protein diizeyindeki ekspresyonla-
rinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amaca yonelik
olarak iyonotropik reseptorlerden kainat (GIuKS,
GluKl, GluK2, GluK3), AMPA (GluAl, GIluA2,
GluA3, GluA4) ve NMDA (GIuN1, GIuN2A) alt
birimlerinin hipotalamustaki lokalizasyonlari ile hipo-
talamik cekirdeklerdeki yogunluklari immiinohisto-
kimyasal yontem kullanilarak arastirilmistir.

Gerecg ve YOntem

Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Calismada, 200-250 gr agirhginda erigskin (2-3 aylik)
Sprague Dawley cinsi disi siganlar kullanildi. Siganlar
25 °C oda sisinda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
(07.00-19.00 arasi1 aydinlik) dénemler seklinde ayar-
lanmis ortamda tutulup, ad libitum olarak beslendi.
Caligmada kullanilan deney hayvanlari, Uludag Uni-
versitesi Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesi’nin
19.04.2005/1 sayil karari ile etik yonden uygun bulu-
narak kullanild.

Dokularin Hazirlanmasi

Herhangi bir enjeksiyon yapilmayan 10 disi denek,
derin eter anestezisi altinda 0.13 M fosfat tamponu® ile
hazirlanan %4  paraformaldehitin®  kullamldig:
transkardiyak  perfizyon  fiksasyonu  ydntemi
kullanilarak sakrifiye edildi. Bu yontemde deneklerin
goglis kafesleri acilarak kateter kalp apeksinden
aortaya yerlestirildi ve sabitlendi. Deneklerin kan
basincina uygun sekilde ayarlanan perflizyon
pompasina bagli bu katater yardimiyla oncelikle
deneklerin dolasim sistemleri %0.9 serum fizyolojik
(NaCl, 150 ml) kullanilarak temizlendi, sonrasinda
denek basina taze hazirlanmis 400 ml fiksatif ile
perfiizyon fiksasyon islemi gergeklestirildi. Perflizyon
sonrasi ¢ikarilarak aym fiksatifte +4°C’de gece boyu
post-fiksasyon uygulanan beyinlerden vibrotom ile
30-50 pm’lik koronal kesitler alindi. Hipotalamusun
rostra-kaudal ekseninin tamamini igerecek sekilde

alman kesitler 5 seri halinde Tris-HCI tampon
soliisyonu® (pH 7.6) icine toplandi. Tris-HCI
solisyonunda 3x10 dk. yikanarak fiksatiften

arindirilan kesitler kriyoprotektan madde® icinde —
20°C’de saklandi.



Hipotalamusda Glutamat Reseptdr Ekspresyonu

Immiinohistokimyasal Islemler

Immiinohistokimyasal islemlerin ~ tiimii cam
sintilasyon viyallerindeki yiizen kesitlere uyguland.
Immiinohistokimya uygulamasi 6ncesinde kesitler —
20°C’den oda sicakligina c¢ikartilarak soliisyon
sicakliginin  ortam 1sisina  yiikselmesi beklendi.
Takiben, kriyoprotektan maddeden arindirtlmak {izere

kesitler tampon ile yikandi. Calismanin tiim
asamalarinda tampon madde olarak Tris-HCI
solisyonu  kullanildi. Tamponda yikama ve

inkiibasyon islemleri, orbital sallayici yardimi ile
uygun ajitasyonla gerceklestirildi. Kriyoprotektandan
arindirilan  kesitlere spesifik olmayan baglanmay1
azaltmak i¢in bloklayict tampon uygulandi. Calismada
kullanilacak  tiim sekonder antikorlarin  esekte
tiretilmis olmast nedeniyle bloklayici ajan olarak
normal at serumu secildi. Bloklayic1 tampon, Tris-HCI
tamponunda, %10 normal at serumu (Sigma, Cat No:
H1138, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), bakteri

olusumunu engelleyen %0.1 sodyum azid (BDH, Prod.

No: 30111, BDH Laboratory Supplies, Poole,
Ingiltere) ve yiizey gerilimini azaltip antikorlarin
hiicre igine girisini kolaylastiran %0.2 Triton-X 100
(BDH, Prod. No: 43700, BDH Laboratory Supplies,
Poole, Ingiltere) igerecek sekilde hazirlandi. Bloklama
islemini primer antikor inkiibasyonu takip etti.
Kullanilan tiim primer ve sekonder antikorlar
bloklayici tampon ile sulandirildi. Primer antikor
inklibasyonunu  takiben yikanan kesitler uygun
sekonder antikorlar i¢eren soliisyona alind1 ve uygun
siirelerde inkiibe edildi. Isaretleme igin kromojen
soliisyonu kKkullanilacak kesitler iireticisinin verdigi
bilgilere gore Tris-HCI tamponda avidin-biotin
soliisyonunda (ABC Elite Kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA) inkiibe edildi. Olusan kompleksi
goriiniir hale getirmek amaciyla kesitlere son islem
olarak kromojen madde uygulamasi yapildi. Avidin-
biotin kompleksi peroksidaz enzimi ile isaretli oldugu
icin kromojen madde olarak diaminobenzidine (DAB,
Sigma, D5637, St. Louis, MO) secildi. Kromojen
solisyonu, 100 ml Tris-HCI tamponda, 50 mg DAB
ve 5 pl hidrojen peroksit eklenerek hazirlandi. Kesitler
bu son asamadan sonra yikanarak lamlara alindi.
Kuruyan kesitler 1s1tk mikroskopi inceleme 6ncesi
DPX ile kapatildi. Bu ¢aligmalar sirasinda test edilen

antikorlar icin belirlenen optimum dillisyonlar Tablo
I’de 6zetlenmistir.

Tablo I. Caligmada kullanilan antikorlarin 6zellikleri

. . Optimum .
Test Edllen C_)ptlmum inkiibasyon | Sicaklik Tedarlkgl Katalog
Antikor | Dilusyonlar o Firma | Numarasi
Suresi
Tavsananti-| 41500 | 4gsaat | +4°C |Chemicon| ABL504
GluAl
Fareanti- | 41000 | 24saat | +4°C |Chemicon| MAB397
GluA2
Fareanti- | 41000 | 72saat | +4°C |Chemicon| MABS416
GIuA3
Tavsan anti- . 0 .
CluAd 1:500 72 saat +40C |Chemicon| AB1508
. antikor
TangL:'lKasntl— 1:2000 Timgece | +4°C J%n?egr& referans no:
Y9 R52-4
Fare anti- . 0 .
GIUK1/213 1:2000 48 saat +40C |Chemicon| MAB379
Mouse anti- . Pharmin-
GIUN1 (1gG) 1:500 48 saat 0Ss gen 556,308
Mouse anti- . -
GIUN2A (IgG) 1:2000 48 saat 0s Millipore | MAB5216
0S: oda sicakhg

Hipotalamusta AMPA (GluAl, GIuA2, GIuA3, GluA4),
Kainat (GIuK5 ve GluK1/2/3) ve NMDA (GIuN1,
GIuN2A) Reseptor Dagilimlarimin  Belirlenebilmesi
I¢in Immiinohistokimya Boyama Protolokii

Kriyoprotektandan ¢ikarilan kesitler Tris-HCI tam-
ponda 3x10 dk. yikanarak zemin boyanmasinin mas-
kelenmesi amaciyla %10’luk normal at serumu ile 2
saat slreyle inkibe edildi. Primer antikor uygulama-
sinda kesitler tablo I’de verilen dilusyon ve surelerde
inklbe edildi. Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikama-
nin ardindan Kesitler, kullanilan primer antikoru
taniyan ve biyotin konjuge sekonder antikorlar (1:100-
1:200; Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.
West Grove, PA) ile 2 saat inkiibe edildi. Sekonder
antikordan Tris-HCI tamponunda yikama ile arindiri-
lan kesitler avidin-biotin kompleksi (ABC Elite Kit,
Vector Laboratories, Burlingame, CA) soliisyonu ile 1
saat siireyle inkiibe edildi. Yikamanin ardindan, kesit-
lere substrat kromojen soliisyonu (DAB) uygulandi.
Tris-HCI tamponu ile yikanan kesitler lamlara alinip
kurutuldu. Kuruyan kesitler 11k mikroskopi inceleme
Oncesi DPX ile kapatild.

?  Sorenson’un Fosfat Tamponunun Hazirlamsi. Solisyon A [Na2HPO412H20 (0.13 M), (Merck, CAS n0:10039-32-4, Merck KGaA,
Darmstadt, Almanya)] 46.54 g/lt, Solisyon B [KH2PO4 (0.13 M), (ChemCruz, CAS no:7778-77-0, sc-203211, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, TX.)] 17.68 g/lt. Her iki soliisyon buzdolabinda saklanir. Soliisyon A iizerine soliisyon B eklenerek pH

7.4’ ayarlanir.

® %4 Paraformaldehit Hazirlamsi. 100 ml distile suda 40 gr paraformaldehit (Merck, Cat. No: 104005, Merck KGaA, Darmstadt,
Almanya) magnetik karistirict ve 1sitict lizerinde 58°C’ye kadar 1sitilarak ¢oziiliir. Sicaklik kesilir. 1 N NaOH (Merck, CAS1310-73-2,
Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) ilave edilir ve soliisyon berraklasincaya kadar karigtirihir. Filtre kagidindan siiziiliir. Fosfat
tamponu ile 1 1t’ye tamamlanir. pH 6l¢timii yapilarak konsantre hidroklorik asit ya da 1 N NaOH ile son pH 7.4’ ayarlanir.

¢ Tris Tamponu (0.05 M) Hazirlamgi. Trizma base (Merck, Cat. No: 108387, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) 6 g, distile su 1000

ml. Konsantre hidroklorik asit ile pH 7.6’ya ayarlanir.

4 Kriyoprotektan Hazirlamisi. 0.05 M Tris tamponu (500 ml), siikroz (BDH, Prod. No: 302997, BDH Laboratory Supplies, Poole,
Ingiltere) (300 g), etilen glikol (Sigma-Aldrich, Lot# STBH2872, Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO) (300 ml) ve polivinilprolidon
(Amresco, Cat. No: 1512B22, Solon, OH) (10 g). Maddeler verilen siraya gore eklenir. Distile su ile 1 litreye tamamlanir.
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Preparatlarin Incelenmesi

Immiinoperoksidaz boyamasi yapilan kesitlerin ince-
lemesi, Olympus BX-50 fotomikroskopta 40X
objektif kullanilarak dijital kamera (Olympus DP71
CCD color camera, 1,5 million pixel, Tokyo, Japonya)
ile bilgisayar ekranmna alman gorlintiiler iizerinde
aninda tarama yapilarak gerceklestirildi. Caligmalar
kapsaminda yapilan tekli isaretlemeler sonucu hazirla-
nan kesitlerin koordinatlar1 sigan beyin atlasma®® gére
belirlendi. Supraoptik ¢ekirdek (SON) icin bregma —
0.48 mm ile -1.44 mm, paraventrikiiler cekirdek
(PVN) icin bregma —-1.32 mm ile -1.92 mm, lateral
hipotalamus (LH) i¢in ise bregma —2.04 mm ile —-3.60
mm koordinatlar1 arasindaki Kesitler segildi. Bu
araliklarda rostrakaudal diizlemde hipotalamusun 5
farkli seviyesinden alinan kesitlerde inceleme yapild.
Kesitlerin ~ birbirine  esit  uzaklikta  (lateral
hipotalamusta 350 um’lik aralikla) ve her denek igin
ayni koordinatta olmasina dikkat edildi. Kesitler, hipo-
talamik noronlardaki iyonotropik glutamat reseptor alt
birimlerinin varligi ve yogunlugu agisindan Semi-
kantitatif olarak degerlendirildi (Tablo Il). Belirli bir
hipotalamik ¢ekirdekteki néronlarmn ¢ogu ilgili alt
birimi eksprese ediyorsa “+++”, orta duzeydeki eksp-
resyon igin “++”, hafif diizeyde ekspresyon varsa “+”
ve imminopozitifligin olmadigi bolgeler icin “—”
olucak sekilde immunoperoksidaz reaksiyonlarin
yogunluklari siniflandirildi.

Bulgular

Bu ¢aligmada, glutamat reseptdr alt birimlerinin hipo-
talamustaki yerlesim 6zellikleri ile hipotalamik ¢ekir-
deklerdeki yogunluklari immiinohistokimyasal yakla-
simla arastirildi.

D. Gok Yurtseven, ark.

AMPA Reseptorleri

Yapilan immiinoperoksidaz boyamalarinda hipotala-
musta GluAl, GluA2, GIuA3 ve GluA4 alt birimlerine
ait imminoreaksiyonun mikroskobik olarak degerlen-
dirilmesiyle bu alt birimlerin dagilim paterni belirlendi.
Buna gore GIuAl ve GluA2’nin hipotalamusta daha
yogun olarak yer aldigi, GluA3 ve GluA4’{in ¢cok daha
az sayidaki ndronda eksprese oldugu ve segici bir
dagilim gosterdikleri tespit edildi.

GluAl: GIuAl imminoreaktif hiicrelere preoptik
bélgede anteroventral periventrikiler nukleus (AVPe)
ve medial preoptik nukleusda (MPO) rastlandi. isaretli
ndronlar AVPe’de orta yogunlukta izlenirken MPO’da
¢ok sayida noron goriildi. Median preoptik nukleusda
(MnPO) az ile orta yogunlukta igaretli néron vardi
(Sekil 1A). Anterior hipotalamik bolge incelendiginde,
PVN’de 6zellikle magnoselliiler néronlarin bulundugu
kisimlarda yogun GIuAl isaretlenmesi gozlendi (Sekil
1B). SON’de ¢ok sayida néronun GluAl-pozitif oldu-
gu belirlendi (Sekil 1C). Suprakiazmatik cekirdekte
(SCN) yogun aksonal boyanma izlenirken az sayida
noron govdesinin immiinoreaktif oldugu tespit edildi
(Sekil 1D). Ventromedial cekirdekte (VMH) yaygin
isaretli hiicre gozlenirken, ¢ekirdegin &zellikle dorso-
medial ve santral boliimlerinde ventrolateral kismina
gore daha yogun sayida immiinoreaktif hiicre belirlen-
di (Sekil 1E). Arkuat cekirdekte (ARC) az sayida,
ancak sitoplazmik antijen-antikor reaksiyonunun yo-
gun oldugu bdlgede GluAl-pozitif norona rastlandi
(Sekil 1F). Lateral hipotalamus incelendiginde peri-
fornikal alanda yogunlasmis GluAl-pozitif ndéronlar
goriildii (Sekil 1G).

Tablo 1. Glutamat reseptor alt birimlerinin hipotalamik ¢ekirdeklerdeki dagilimlari ve immiin reaksiyon diizey-

leri

Hipotalamik Bolgeler AMPA Reseptor Alt Birimi Kainat Reseptdr Alt Birimi | NMDA Reseptor Alt Birimi
GluAl | GIuA2 | GIuA3 | GluAd | GIuk5 Gluk1/2/3 GluN1 GIuN2A

Preoptik Seviye
Median preoptik nukleus (MnPO) ++ - - - +++ + +H+ -
Anteroventral Periventrikiiler Nukleus (AVPe) ++ ++ - ++t+ +++ +++ -
Medial Preoptik Nukleus (MPO) +++ ++ - ++ + +H+ -
Lateral Preoptik Alan - - - - - - - _
Anterior Seviye
Anterior Periventrikiiler Nukleus (APeV) - + - - - o _
Suprakiazmatik Nukleus (SCN) + ++ - + +H+ -
Paraventrikiiler Nukleus (PVN) ++t ++ - - +++ ++ +++ -
Supraoptik Nukleus (SON) +++ ++ +H+ + +H+ -
Lateral Hipotalamik Alan (LH) - - - - - - — _
Tuberal Seviye
Arkuat Nukleus (ARC) ++ + + ++t+ +H+ + -
Ventromedial Nukleus (VMH) +++ + - 4+ +++ + _
Dorsamedial Nukleus (DMH) - + - - ++ _ ¥ _
Lateral Hipotalamik Alan (LH) +++ - - - +++ - +H+ -

Yogun diizeydeki ekspresyon igin “+++, orta diizeydeki ekspresyon icin “++” ve hafif dizeydeki ekspresyon i¢in “+”, immiinpozitifligin

olmadig1 bolgeler i¢in “~” ifadeleri kullanilmistir.
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Preoptik Seviye

Anterior Seviye

Tuberal Seviye

GNPl e o=

Sekil 1.

Hipotalamusun farkl seviyelerindeki GluA1 im-
munreaktivitesi. (A) Preoptik bolgedeki AVPe, MPO,
MnPO’da lokalize GluAl-pozitif ndronlar gorilmek-
tedir. Anterior hipotalamusta PVN’de 6zellikle mag-

noselliiler noronlarin bulundugu kistmlarda (B),

SON’de (C) ve SCN'ta (D) yogun GluAl isaretlenmesi
izlenmektedir. Mediobazal hipotalamusta VMH’da
(E), arkuat cekirdekte (F) ve lateral hipotalamusun

perifornikal alaninda (G) yogunlasmis GluAI-
immiinoreaktivitesi belirlenmistir. 3V: Uciincii
ventrikal, f: forniks, ox: optik kiazma, ME: median
eminens.

GluA2: Hipotalamusun preoptik bolgesinde AVPe’de
orta diizeyde bir GIuA2 ekspresyonu izlendi. MPO’da
GluA2-pozitif néron sayisinin daha fazla oldugu an-
cak ndronlardaki immiin reaksiyonun orta dizeyde
kaldig1 belirlendi. Az sayida isaretli norona perivent-
rikiiler alanda rastland1 (Sekil 2A). Anterior hipotala-
mus seviyesi incelendiginde, PVN’de (Sekil 2B) biraz
daha fazla olmakla birlikte SCN (Sekil 2C) ve
SON’de (Sekil 2D) orta diizeyde ndron yogunlugu
goriildii. Mediobazal hipotalamusta dorsomedial (Se-
kil 2E) ve arkuat (Sekil 2F) gekirdeklerde az sayida
norona rastlandi. Ventromedial ¢ekirdekte ise daginik
yerlesimli néronlar goriildi (Sekil 2E-F).

GIuA3: Cok az sayida ve daginik yerlesimli GluA3-
pozitif nérona AVPe, MPO, SON, SCN, ARC, VMH
ve dorsomedial hipotalamusta (DMH) rastland1 (Sekil
3A-C). Lateral hipotalamus da dahil olmak iizere diger
alanlarda isaretli ndron goriilmedi.

GluA4: GluA4 iceren ndronlara ¢ok az sayida arkuat
(Sekil 3D) ve supraoptik (Sekil 3E) cekirdeklerde
rastlandi.
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Sekil 2.

Hipotalamusun farkl seviyelerindeki GluA2 im-
munreaktivitesi. Preoptik hipotalamik alanda yer alan
AVPe, periventrikiler gekirdek (Pe) ve MPO’da (A)
lokalize GluA2-pozitif néronlar gérilmektedir. Ante-
rior seviyedeki PVN (B), SCN (C) ve SON’de (D)
GIuA2 ekspresyonu izlenmektedir. Tuberal seviyede
dorsomedial ve ventromedial ¢ekirdek (E) ile arkuat
cekirdekte (F) GIuA2 alt birimini eksprese eden hiicre-
ler goriilmektedir. 3V: Ugiincii ventrikiil, f: forniks,
ox: optik kiazma.
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Sekil 3.

Hipotalamusun farkl seviyelerindeki GluA3 ve GluA4
immunreaktivitesi. GIuA3 ekspresyonunun sinirli
oldugu, ¢cok az sayida néronun AVPe (A), SON de (B)
ve SCN'de (C) yerlestigi izlenmektedir. GluA4 eksp-
resyonuna ise ARC (D) ile SON’deki (E) birkag no-
ronda rastlanmustir. 3V: Uglincil ventrikiil, ox: optik
kiazma.
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Kainat Reseptorleri

Hipotalamusta kainat reseptérlerinden GluK5’in ok
sayida noronda eksprese oldugu ve yogun bir dagilim
ozelligi gosterdigi belirlendi. Diisiik afiniteli kainat
reseptor alt birimleri olan GluK1, GIuK2 ve GIuK3’iin
belirlenmesi i¢in her ii¢ alt birimi de tamyacak bir
ortak sekanstan elde edilen GluK1/2/3 antikoru ile
yapilan boyamalarda, bu antikorun da hipotalamusta
yerlesik ndronlarda immiin reaksiyon verdigi ve dagi-
liminin yaygin oldugu belirlendi.

GluK5: GIuKS5 reseptor alt birimine ait immun reaksi-
yon gosteren noronlara tim hipotalamik cekirdeklerde
ve alanlarda rastlandi. Preoptik bélgede, en yogun
GluK5-pozitif néron gruplart MnPO’da (Sekil 4A) ve
AVPe’de (Sekil 4B) yerlesikti. MPO’da (Sekil 4A)
orta yogunlukta ve alana dagilmis sekilde lokalize,
ancak gucld immun reaksiyon veren noronlar tespit
edildi. Anterior hipotalamusta, PVN’de hem parvosel-
liler hem de magnoselliiler kisimlarinda ¢ok sayida
immdinopozitif néron izlendi. Magnoselltler néronla-
rin GluK5 ekspresyonunun parvoselliiler néronlara
gore daha fazla oldugu tespit edildi (Sekil 4C). Bu
seviyede, Uglincl ventrikil cevresindeki periventrikdi-
ler alanda GIuK5 iceren ndronlar goruldi (Sekil 4D).
SCN’de ¢ok az sayida GluKS5-pozitif ndrona rastlandi
(Sekil 4E). Cekirdegin hemen cevresinde medial alan-
da dagmik yerlesimli GluK5’i eksprese eden néronlar
gorildi. SON’de ¢ok sayida GluKS5 igeren ve sitop-
lazmik GluK5 miktari fazla olan néron gézlendi. Bu
noronlarin magnoselliler néronlar oldugu belirlendi
(Sekil 4F). Mediobazal bolgede en yogun GluK5-
pozitif néron igeren ¢ekirdegin ARC’de oldugu belir-
lendi. Median eminensin dis zonundaki aksonal yapi-
larda yogun GluK5 boyamasi goriildii (Sekil 4H).
VMH’1n anteromedial kisminda isaretli néron sayist
fazla iken posterolateral kisminda daha az sayida
GluK5 eksprese eden ndron saptandi. Supraoptik
retrokiazmatik cekirdekteki (SOR) ndéronlarda da
yogun GIuK5 reaksiyonu goriulmektedir (Sekil 4G).
Lateral hipotalamik alanda dagmik olarak yayilmig
noronlarin yam sira ozellikle perifornikal bdlgede
GIluK5 néronlarimin yogunlastigi ve belirgin bir sayiya
erigtigi goriildii. Dorsomedial hipotalamik g¢ekirdekte
orta diizeyde bir ekspresyon ve isaretli néron sayisi
belirlendi (Sekil 4G).

GluK1/2/3: Hipotalamusta GluK5-pozitif n&ronlar
kadar ¢cok olmamakla birlikte, kainat reseptor alt bi-
rimlerinden GluK1, 2, 3’0 tamyan antikor ile isaretli
¢ok sayida noron tespit edildi. Preoptik alanda, néron-
larin AVPe’de yogunlastigi daha az miktarda hiicrenin
ise MnPO ve MPO’da lokalize oldugu belirlendi (Se-
kil 5A, B). PVN’de posterior magnoselliler, medial
parvoselliler ve dorsal parvoselliler bélimlerde belir-
gin, medial parvoselliller alanda ise daha az sayida
néronun GluK1/2/3-pozitif oldugu goriildii (Sekil 5C).
SON’de magnoselliller noronlarin ¢ogunda yogun
sitoplazmik tutulum izlendi (Sekil 5E). SCN’nin ante-
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rior kisminda ¢ok az sayida néron goriiliirken, poste-
romedial yerlesimli belirgin immiinoreaktif akson
varligi tespit edildi (Sekil 5F). Anterior periventrikuler
cekirdekte (APeV) dagmik yerlesimli immiinopozitif
noronlar belirlendi (Sekil 5D). Mediobazal hipotala-
musta ise VMH (Sekil 5G) ve arkuat cekirdekte (Sekil
5H) ¢ok sayida GluK1/2/3’ii eksprese eden ndron
g6zlendi.
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Sekil 4.

Hipotalamusun farkli seviyelerindeki GluK5 im-
miinreaktivitesinin dagilimi. En yogun GluK5-pozitif
ndron iceren preoptik bolge cekirdekleri olarak
MnPO (A) ve AVPe (B) goriilmektedir. Ugtinci ventri-
kiiltin lateralinde yer alan MPO’da (A) orta yogunluk-
ta ve alana dagilmis néronlar izlenmektedir. Anterior
hipotalamus bélgesindeki PVN’de magnoselliler
néronlar daha belirgin olmak tizere parvoselliler
néronlarin biiytik bir kisminda GIluKS immiin reaksi-
yonu izlenmektedir (C). Ugtincii ventrikiil cevresindeki
periventrikiller alanda GluK5-pozitif néronlar izlen-
mektedir (D). SCN'de ¢ok az sayida GluKS5-pozitif
norona rastlanirken, ¢ekirdegin medialine komsu ¢ok
sayida GluKS5 noronu gorilmektedir (E). SON’in ¢ok
sayida GluK5-pozitif ndron igerdigi, bu néronlarda
yogun reaksiyon oldugu goriilmektedir. Noron biiyiik-
[Ukleri itibariyle isaretli néronlarin magnoselliler
noronlar oldugu anlasiimaktadir (F). Mediobazal
hipotalamusta yerlesik arkuat ¢ekirdekte yogun bo-
yanmig ¢ok sayida néron goriilmektedir (H). Median
eminensin dis zOnunda yogun boyalr aksonal yapilar
dikkati cekmektedir (H). VMH in anteromedial kis-
minda isaretli nOronlarmm daha fazla sayida oldugu
gorilirken, posterolateral kisminda daha az sayida
GIuK5’i eksprese eden ndron izlenmektedir. SOR’deki
noronlarda da yogun GluK5 reaksiyonu gériilmekte-
dir (G). 3V: Uglincii ventrikl, f: forniks, ox: optik
kiazma, ac: anterior komissur.
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Sekil 5.

Hipotalamusun farkh seviyelerindeki GluK1/2/3 im-
miinreaktivitesi. GluR1, 2, 3’ii taniyan antikor ile
isaretli noronlarin preoptik alanda AVPe’de (4, B)
yogunlastigi, daha az miktarda hiicrenin ise MnPO
(A) ve MPOda (A, B) lokalize oldugu izlenmektedir.
Anterior hipotalamik ¢ekirdeklerden PVN’in posterior
magnoselliler, medial parvoselliler ve dorsal par-
voselliler bélumlerde belirgin (C), SON’deki magno-
selliiler néronlarin ¢ogunda yogun (E), SCN 'nin ante-
rior kisminda ¢ok az sayida (F) ve periventrikiiler
cekirdekte (D) daginik yerlesimli GluK1/2/3-
imminopozitif néronlar gorilmektedir. Mediobazal
hipotalamusta VMH (G) ve ARC’de (H) GluK1/2/3’1i
eksprese eden néronlarin dagilimi izlenmektedir. 3V:
Uciincii ventrikiil, ox: optik kiazma, ac: anterior
komissur.

NMDA reseptorleri

NMDA reseptorlerinden GIuN1’in ¢ok sayidaki hipo-
talamik alanda ve noronda eksprese oldugu, yogun bir
dagilim 6zelligi gosterdigi belirlendi.

GIluN1: Preoptik seviyede, medial septal nukleus (MS),
lamina terminalis’in vascular organi (VOLT) ile
AVPe’de, medial preoptik alandaki ventromedial
preoptik c¢ekirdek (VMPO) ile ventrolateral preoptik
cekirdekte (VLPO) ve forniks ¢evresindeki néronlarda
yogun bir GluN1 ekspresyonu gozlendi (Sekil 6A-B).
Anterior seviyede perifornikal nukleusda (PeF),
PVN’in (Sekil 6C) o6zellikle posterior magnoseliiler
kisminda belirgin olmak tizere, SON’de (Sekil 6D) ve
retrokiazmatik supraoptik cekirdekte (SOR) (Sekil 6E)
¢ok sayida GluN1-pozitif néronun lokalize oldugu
gorildu. Tuberal seviyedeki alanda lokalize ARC’de,
VMH’de ve DMH’de daha az sayida GluN1’i ekspre-
se eden noron tespit edildi (Sekil 6E). Tuberal seviye-
deki lateral hipotalamus incelendiginde perifornikal
alanda yogunlasmis GluN1-pozitif néronlar gorildi
(Sekil 6F).
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Sekil 6.

Hipotalamusun farkli seviyelerindeki GluN1 im-
munreaktivitesi. Preoptik seviyede, AVPe’de (A),
VMPO ’da (A) ve VLPO ’daki (B) noronlarda yogun
GIuN1 ekspresyonu gbzlenmektedir. Anterior seviyede,
PVN’in (C) ozellikle posterior magnoseliiler kiSminda
belirgin olmak lizere, SON’de (D) ve SOR’da (E) ¢ok
sayida GluN1-pozitif néronun lokalize oldugu goriil-
mektedir. Tuberal seviyedeki ¢ekirdeklerden ARC’de,
VMH da ve DMH de az sayida, lateral hipotalamik
alanda (F) ¢ok sayida GIuN1'i eksprese eden hiicreler
tespit edilmigtir. 3V: Uglincii ventrikil, ox: optik
kiazma.

GIuN2A: GIUN2A reseptor alt Unitesi ile ilgili incele-
nen kesitler, elimizdeki antikorun spesifik ve yeterli
boyama yapmamasi nedeniyle degerlendirilememistir.

261



Tartisma ve Sonug¢

Calismalarimiz kapsaminda yapilan immiinohistokim-
yasal boyamalarda, iyonotropik glutamat reseptor alt
birimlerinden AMPA reseptdr ailesine ait alt Uniteler
olan GluAl, GIuA2, GIuA3, GluA4, kainat reseptdr
ailesine ait alt uniteler GIluK5 ve GIuK1/2/3 ve
NMDA reseptor ailesine ait GIUN1 alt birimini eksp-
rese eden noronlarin hipotalamustaki dagilim ve hipo-
talamik cekirdeklerdeki yerlesim diizenleri belirlen-
mistir.

Iyonotropik glutamat reseptdrlerinin hipotalamusta
dagilim motifini mRNA diizeyinde gdsteren in situ
hibridizasyon calismalari literatiirde meveuttur®®?. In
situ hibridizasyon tekniginin kullanildigi ve  AMPA
reseptor ailesinden GluAl-4’tin arastirildigi bir ¢alis-
mada, GIuAl ve GIuA2’nin hipotalamus boyunca
glcli bir ekspresyon gosterdigi, GluA3 ve GluA4 alt
birimlerinin ise daha diisiik yogunlukta eksprese edil-
digi bildirilmistir®. Aym teknigin kullanildigi basgka
bir calismada ise, kainat reseptor ailesinden GluKS5,
AMPA reseptdr ailesinden GIuAl ve GluA2, NMDA
reseptor ailesinden GIuN1, GIuN2A ve GIuN2B
mRNA’larinin ¢ok yiiksek yogunlukta, diger alt birim-
lerin (GluK1-3, GluA3-4, GIuN2C-2D) ise daha zayif
bir hibridizasyon sinyali ile saptandig1 gosterilmistir.
Farkli ¢alismalarda ise GIuA1 ve GIuA2 imminoreak-
tivitesi ve. mRNA sinyalleri hipotalamusta medial
preoptik nukleus, ARC, SCN, SON ve PVN’de goste-
rilirken, GIUA3 ve GIuA4’in hipotalamik cekirdekler-
de daha az eksprese edildigi bildirilmistir®®**®,
Hipotalamusun  preoptik  seviyesinden  tuberal
seviyesine kadar olan tim bdlgeleri g6z ©nine
alindiginda; néron sayisinin fazla oldugu, sitoplazmik
tutulumun  yogun gozlendigi GluAl ve GIuA2
ekspresyonuna rastlanirken, GIUA3 ve GluA4 alt
birimleri icin dagmnik yerlesimli, daha az sayida
immunopozitif hiicreye rastlanmustir.

Sican hipotalamusu, korteks gibi beyin bolgeleriyle
karsilagtirildigi zaman orta derecede NMDA reseptor
baglama alanlar1 gosterilmis®® olmakla birlikte non-
NMDA reseptorleri ile karsilastirildiginda bu oranin
diisiik oldugu bildirilmektedir?’. Hipotalamusta yaygin
GluN1 mRNA varlig in situ hibridizasyon ¢alismalari
ile belirlenirken**??# calismamizda bu alt birimin
noronlardaki yogun sekildeki lokalizasyonu immiino-
histokimyasal teknik kullanilarak gosterilmistir.

Glutamatin hipotalamustaki dagilimi ile ilgili ultrast-
riiktiirel calismalar, suprakiazmatik, ventromedial,
arkuat ile parvoselliiler ve magnoselliler paraventrikii-
ler nukleuslarda presinaptik butonlarda glutamat im-
munopozitifligi gosterdigini bildirmistir®®. immiino-
reaktif glutamat aksonlarmin tim mediobazal hipota-
lamus bolgelerindeki hiicre govdeleri ve dentritik
uzantilar ile temas ettigi'® ve supraoptik nukleusta
yerlesik magnoselliller noroendokrin hiicrelerdeki
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sinaptik girdilerin {igte birinden fazlasinin glutamat-
pozitif oldugu bilinmektedir®.

Hipotalamusun belirli alanlarina spesifi ya da tek
bir alt birimin hipotalamusta belirlenmesine yonelik®
% imminohistokimyasal ¢alismalar literatiirde var
olmasma ragmen, genel dagilimi belirleyen calisma
sayis1 oldukca azdir. Bu teknigin kullanilarak yapildi-
&1 bir bagka ¢aligmada, sigan red nuklesundaki gluta-
mat reseptor alt birimlerin ekspresyonu arastirilmig
olup, isaretlenen néronlarin immiinoreaktivite ve sayi-
larinin ilgili reseptoriin alt birim proteinlerine bagl
olarak degistigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada, red
nukleusun magnoseliiler kismindaki néronlarin GluA2,
GluA4, GIluK2/3, GIuK5, GIuN1 ve GIUN2A reseptor
proteinleri i¢cin immunopozitif boyanma, parvoseliler
kismindaki noronlar igin diisiik-orta yogunlukta bir
boyanma gésterdikleri bildirilmistir®®. SON’de lokali-
ze magnoseliler norosekretuar néronlarim (MNC)
eksitabilitesinin glutamat tarafindan diizenlendigi
bilinmektedir. NMDA reseptorleri, MNC’lerin sinap-
tik plastisitesine aracilik eden, bu ndronlarin hormon
salimimlarini en st diizeye ¢ikaran elektriksel aktivite-
leri icin gerekli iyonotropik glutamat reseptér alt bi-
rimlerindendir. SON'daki GIuN1 ve GIuN2 alt birim-
lerinin ekspresyon profillerinin mRNA ve protein
seviyelerinde aragtirlldigi  bir calismada; GIluNI1,
GIuN2B ve GIuN2D alt birimlerinin glclu, GIUN2A
alt biriminin ise daha zayif bir ekspresyon paterni
sergiledigi gosterilmistir®’.

Merkezi sinir sisteminde, GIUN2A alt birimine ait
ekspresyon bolgeseldir ve gegici olarak gesitlilik g6s-
terir. Bu alt birimin doguma kadar eksprese edilmedigi,
en yuksek ekspresyon seviyesinin hipokampils ve
korteksde izlendigi bildirilmistir®. Supraoptik ge-
kirdekteki NMDAR alt (nitelerinin ekpresyon profil-
lerinin arastirildigi baska bir calismada, MRNA diize-
yinde GIuN1 ve GIuN2 alt birimlerinin timtn{n gicli
bir sekilde eksprese edildigi, protein duzeyinde ise
sadece GIuN1, GIuN2B ve GIuN2D’nin gucli immi-
noreaktivite gosterdigi  bildirilmistir’’. Cahsmamiz
kapsaminda yapmis oldugumuz immiinohistokimyasal
boyamalarda, GIuN1 alt (nitesinin pek cok hipotala-
mik ¢ekirdekte lokalize oldugu gosterilmistir. GluN2A
alt birimine ait protein ekspresyonuna ise, beyin kesit-
lerinde rastlanmamigtir. Bu alt birime ait olan 6zgul
antikorun cok yiksek konsantrasyonda bile sinyal
vermemesi, dillisyon denemesi disinda uygulanan
antijen retrieval protokolinun de sorunu ¢6zicu bir
katkisinin olmamast sebebiyle galisma kapsaminda
GIuN2A proteinine ait ekspresyon elde edilememistir.

k30—32

Sican ve maymunda yapilan c¢aligmalar, hipotalamusta
kainat reseptdrlerinin NMDA reseptorlerine benzer
dagilm paterni oldugunu géstermistir’. Preoptik
seviyede ve mediobazal hipotalamusta ise 6zellikle

arkuat nukleus ile median eminenste kainat
reseptorlerinin -~ yogun  oldugu  gdzlenmistir®?’,
Immiinohistokimyasal ~¢alismalar GIluK1 reseptdr
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proteininin, AVPE, SCN, PVN, SON, ve ARC’de®,
GluK2 ve GIuK5 reseptor proteininin hipotalamusta
yaygmn dagilimma karsin ekspresyonun ozellikle
AVPE, PVN’nin posterior magnoselliler ve medial
parvoselliiler bélimiinde, SCN ve ARC’de* yogun
oldugunu gosterdi. Yapmis oldugumuz c¢aligmada,
GIuKS5 reseptor alt birimine ait immun reaksiyon gos-
teren ndronlara tim hipotalamik cekirdeklerde ve
alanlarda rastlanirken, GluK1/2/3’i taniyan antikorla
isaretli noronlara sadece AVPE, PVN, SON, ARC ve
VMH’de rastlanmustir.

Calisma sonuglarimiz, non-NMDA ve NMDA gluta-
mat reseptor alt birim proteinlerinin pek ¢ok hipota-
lamik gekirdekte lokalize néronlarca sentezlendigini
gOstermistir. Ayrica immiin boyamalardaki benzerlik-
lerin, bu bdlgelerdeki hiicrelerin glutamaterjik girdiye
benzer sekilde yanit verebilecegini gostermektedir.

Son yillarda hem iyonotropik hem de metabotropik
glutamat reseptor alt tiplerinin molekiiler olarak go-
rintilenebilmesinde kullanighi olabilecek ligandlar
iizerinde calisiimaktadir®®. Beyin fonksiyonunda glu-
tamaterjik sinyalizasyonun merkeziligi ve gesitliligi
g6z oniline alindiginda, glutamat reseptorlerinin mole-
kiler olarak goriintilenebilmesi icin selektivitesi ve
sensitivitesi daha az yontemlere sahip oldugumuz
agikardir. Caligmalarda ¢oklu isaretleme teknigi kulla-
nilamadigi i¢in her bir néronda hangi alt birimlerin
ko-eksprese oldugunu séylemek bu yaklagimla miim-
kiin degildir.

Calismalarimizda kullanilan immiinohistokimya tek-
nigi antikorlarin &zgiinliigii seviyesinde sonug ver-
mektedir. Bu 0Ozellik immiinohistokimya teknigine
belirli bir diizeyde limitasyon getirmektedir. Calis-
mamizdan elde edilen sonuglarin literatiirde yer alan
ve glutamat reseptor alt birimlerinin mRNA seviye-
sinde ekspresyonunu gosteren ¢alismalarla karsilagtiri-
larak bir biitiin olarak degerlendirilmesi uygun olacak-
tir. Caligmamizda laboratuvar ve deney hayvanlari
yetistirme merkezimizin sartlar1 dogrultusunda sadece
disi denekler kullanilmigtir. Hipotalamusta yer alan
farkli noéronlarda protein ekspresyonunun cinsiyete
bagl olarak degisiklik gosterebilecegi bilinmektedir.
Bu kapsamda c¢alismamizda erkek deneklerin kulla-
nilmamis olmasi ¢aligmanin limitasyonudur.

Sonug olarak, bu calismada sunulan bulgular hipota-
lamusta fonksiyonel glutamat reseptdrii olusturabile-
cek tiim alt birimlerin sentezlendigini gdstermesi agi-
sindan 6nemlidir. Hipotalamusta lokalize olan hedef
néronlardaki glutamaterjik fonksiyonun daha iyi ay-
dinlatilabilmesi i¢in, iGluR'lerin alt birimlerinin loka-
lizasyonlarinin gosterilmesi glutamaterjik innervasyo-
nun gosterilebilmesi agisindan bir belirteg olarak kul-
lanilabilir. Bu ¢alismadan ¢ikan sonuglar belirli hipo-
talamik alanda yerlesik ndronlarin glutamaterjik ola-
rak hedeflenmesinde yol gosterici olacaktir. Ayni
zamanda hipotalamusta yer alan néroendokrin sistem-

lere terapotik yaklasimlarda aragtirmacilara bilgi sag-
layacaktir.
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