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ÖZET 

Fimbria rezeksiyonu yapılarak septo-hipokampal kolinerjik sistemde /ezyon 
meydana getirilen erişkin sıçanlarda (n: 34) kavite açılmasından 10 gün sonra 15-
16 günlük sıçan fetus/annın ventral önbeyinlerinden alman nöral dokular implante 
edildi (n: 10). Nöral greftlerin ve diyelle verilen kolinin muskarinik reseptörler üze
rindeki etkileri araştm/dı. Greftlemeden 3 ay sonra yapılan dekapitasyonda sham 
kontrol grupta boş kavite gözlenirken, greft grubunda bütün sıçanlarda kavite içinde 
greft dokusu gözlendi. Tüm gruplardaki sıçan/ann sağ ve sol.'lıipokampus/an çıkan
larak maksimum 3H-QNB bağlanma kapasitesi incelemji. \..Sham gruptaki sıçanlar 
nonnal gruba göre 3H-QNB bağlanması düşük bulunurken, greft grubunda nonnal 
değerlere yükseldiği saptandı. Diyelle ko/in vennek/e 3H-QNB bağlanma kapasite
sinde artma olmadı. 

• Yrd. Doç. Dr.; U.Ü. Tıp Fakültesi Nöroşirürji Anabilim Dalı 
•• Araş. Gör.; U.Ü. Tıp Fakültesi Famıakoloji Anabilim Dalı 
• •• Uzm. Dr.; Fevzi Çakmak Hastanesi Nöroşirürji Uzmanı 
•••• Prof. Dr.; U.Ü. Tıp Fakültesi Nöroşirürji Anabilim Dalı 
••••• Prof. Dr.; U.Ü. Tıp Fakültesi Fannakoloji Anabilim Dalı 

-215-



SUMMARY 

Muscarinic Receptor Binding in Cholinergic Fetal Septal Grafts 

Fetal ventral forebrain tissues obtained from 15-16 day old fetuses were im
planted into cavities 10 days after fimbria resection for destruction of septo-hippo
campal cholinergic pathways. 3 months after grafting all the grafts were found survi
ved and filled the cavity. After decapitation in all groups left and riglıt hippocam
pus were removed and 3H-QNB binding capacity were measured. 17ıere was signi
ficant decline in 3H-QNB bindingin sham group (p < 0.001). In grafted group 
3H-QNB binding restored to normal values (p < 0.001). Feeding the ratsalone 
with choline did not have any effect on receptar binding capacity. 

GiRIŞ 

Alzheimer hastalığı olan hastalarda ve serebral korteksleri denerve edil

miş sıçanlarda elde edilen korteks örneklerinde ko lin asetiltransferaz (KAT) en
zim aktivitelerinde ve Mı muskarinik reseptör sayısında azalma olduğu gösteril
miştirı.2. 

Alzheimer Hastalığı modeli yaratılmış sıçanlarda, fötal kolinerjik greftle
rin yaşadığı ve fonksiyon gördüğü, spantan motor aktivite ve KAT enzim aktivite

si tayinleri ile gösterilmiştir3. Ancak yaptığımız literatür taramasında kolinerjik 

fötal septal greftlerde muskarinik reseptör bağlanması ile ilgili fazla literatüre 
rastlanmamıştır. 

Çalışmamızın amacı, Alzhaimer Hastalığı modeli oluşturulan sıçanlarda, 

muskarinik reseptör bağlanmasındaki azalmayı gösterdikten sonra, Fimbriyaya 
fötal septal greft implantasyonu yaparak reseptör bağlanmasındaki değişiklikleri 
incelemek ve ayrıca kolinli diyetle beslenen sıçanlarda olabilecek değişiklikleri 
incelemektir. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Deneyde Wistar cinsi deney başlangıç ağırlıkları 180-220 g olan 34 sıçan 
kullanıldı. Verici olarak aynı cins sıçanların 15.-16. günlük fötusları kullanıldı. 

Deneyde sıçanlar 3 gruba ayrıldılar: 

1. Normal sıçan grubu (n: 10): Hiçbir cerrahi işlem yapılmayan bu grup 
ölçümlerde normal değerlerin saptanması için kullanıldı. 

2. Sham kontrol grubu (n: 10): Sağ fımbriya rezeksiyonu yapılarak Alzhei
mer Hastalığı modeli oluşturulan grup. 

.. 3. Greft grubu (n: 12): Sağ fimbriya rezeksiyonu yapıldıktan 10 gün sonra 
fatal septal greft konan sıçan grubu. 
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Ayrıca bu gruplar kendi aralarmda ikiye ayrılarak bir grup kolinli, diğer 
grup normal diyetle beslendi. 

Bütün cerrahi işlemler sodium tiopental (40 mg/kg) anestezisi altmda ve 
steril şartlar altında yapıldı. Greft yeri Björklund ve arkadaşlarının tarif ettiği 
şekilde sağ koronet sütürün hemen arkasına (Bregmadan ı mm kaudal ı mm la
teral) 2 rom'lik bir kraniektomi yapılarak dura açıldı4. Kortikal doku ve korpus 
kallozum aspire edilerek fimbriya görülerek aspire edildi ve 2-3 mm3'lük greft 
kavitesi açıldı. KaYitasyondan 10 gün sonra gebeliğinin 15.-16.' günlerinde bulu
nan sıçanlara laparatomi yapılarak fötuslar alındı. Rioger Laktat içinde beyinleri 
çıkarılarak ventral ön beynin heriki hemisfer açıklığının ventro-medialinden 2-3 
mrn3'lük fötal septal greft alınarak daha önce hazırlanan kavitelere konuldu5. 

Greftlemeden sonra her gruptaki sıçanlar ikiye ayrılarak bir grubu normal 
diyetle beslenirken, ikinci gruba içme sularına Kolin klorür (15 mg/kg/gün) ilave 
edilerek beslendi. 

Greftlemeden 10-12 hafta sonra sıçanlar dekapite edilerek beyinleri hızla 
çıkarıldı. Buzda soğutulmuş, bir cam üzerinde Pellegrino ve Cushman'ın stereo
taksik atıasından yararlanılarak hipokarnpus dokusu çıkarıldı ve bu dokular sü
ratle donduruldu6. - 20°C'de saklanan bu hipokampus dokuları hassas terazi 
(Mettler HıO) ile tartılarak, 10 hacim 0.32 M sukroz solüsyonu içinde cam tef
lon öğütücüleri ile öğütüldü. Soğutmalı santrifüjde (Sorval RCS-8) 10 dakika sü
reyle 1000 g döndürüldü. Daha sonra süpematant 18000 g da 20 dakika süreyle 
yeniden döndürüldü. Elde edilen çöküntü sodyum-potasyum fosfat tamponu (50 
mM, pH 7.4) içinde '0.2 ml de 1 mg doku olacak şekilde yeniden homojenize 
edildi (Ultra-Turrax kullanılarak). Bu membran parçaları radyoligant bağlaması 

yapılana kadar- 20°C'de saklandı. 
3H-QNB bağlanması Yarnamura ve Snyder'in metoduna göre ~apıldı7• 

Hazırlanan membran homojenatları 0.2 ml olarak plastik tüplere alındı. Takiben 
değişik konsantrasyonlarda (0.2-3.2x10-9 M) 3H-Kinüklidirıil benzilat (~-QNB) 
tüplere eklendi. Bir seri tüpe muskarinik reseptörleri işgal etmek ve spesifik ol
mayan bağlanınayı bulmak için atropin (son konsantrasyonu 10 mikromolar) 
eklendi. Membranlar 60 dakika süreyle 3rC'de inkübe edildiler. Takiben vakum 
altında GF/B filtrelerden sözüldü ve filtreler 5 ml soğuk fosfat tamponu ile üç 
kez yıkandı. Daha sonra fıltreler likit skintilasyon sayım şişelerine alındı ve to
luene dayalı sayım ortamında ( 49 PPO + 100 mg POPPO/lL Toluen) radyoakti
viteleri ölçüldü (Packard, Tri-Carb Liquid Scintilation Spectrometer, Model 
3385).-Atropinsiz ve atropinli serilerio farkları almarak-spesifık bağlanma bulun
du ve-konsantrasyon bağlarıma-satürasyon ilişkileri Scatchart analizi

8 
ile belirlen

di. Protein tayij;ıi Lowry ve arkadaşlarının metoduna göre yapıldı9. 
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BULGULAR 
Greftlemeden 12 hafta sonra yapılan dekapitasyonda; Sham kontrol gruır 

ta tüm sıçanlardasağda fimbriyanın kesilmiş olduğu, greft konan grupta ise greft

lerin greft kavitesini doldurduğu gözlendi. 
Tüm gruplarda radyoaktif 3H-QNB, konsantrasyona bağlı olarak incele

nen sağ ve sol hipokampus dokularının tamamında doyurulabilir tarzda bir bağ
lanma özelliği gösterdi (Tablo: I). 

Tablo: ı - Kolinli ve Normal Oiyetle Beslenen Sıçanlarda Greftin 

Hipokampusta 3H-QNB BaQianmasına Etkisi 

Normal Diy. Bes. 
Gruplar 

3H-QNB Bağlanması 

n Sağ Hip. Sol Hip. 

Nonnal kon. 
Sham kon. 
Septal greft 

Kolinli Diy. Bes. 
Gruplar 

Nonnal kon. 
Sham kon. 
Septal greft 

6 
6 
6 

6 
4 

6 

1711 :±:65 
1217:±: 102* 

1680 :±: no•• 

1804 :±: 152 
1428:±:7* 
1711:±:131** 

• p < 0.001 Sham grup nonnal grupla karşı laştınldıgtnda 

• • p < 0.001 Greft grubu Sham kontrolla karşılaştınldılı;ında 

171.9 :±: 141 
2120 :±:91 

1934 :±: 123 

1826:±:75 
2386 :±: 196 
2084 :±:124 

Bu ölçümlerde normal kontrol grubu-sham kontrol grubu ile karşılaştırıl
dığında sham kontrol grupta kavitenirı açıldığı tarafta maksimum 3H-QNB bağ
lanmasında istatistiki olarak anlamlı bir düşme saptandı (p < 0.001). Greft gru
bu ile sham kontrol grubu karşılaştırıldığında sağ hipokampusta maksimum 3H
QNB bağlanması normale döndü (p < 0.001). 

Kolinli diyetle beslenen grupların 3H-QNB bağlanmasının maksimum 
değerleri Tablo: l'de gösterilmiştir. 

Kolinli normal kontrol grupla sham kontrol grup karşılaştırıldığında, kolin 
verilmeyen gruplarda olduğu gibi sham kontrol grupta da kavitenin açıldığı taraf
ta istatistiki olarak anlamlı bir düşme saptandı (p < 0.001). Septal greft grubu 
ile sham kontrol grubu karşılaştırıldığında, sağ hipokampustaki 3H-QNB bağlan
ması normale döndü (p < 0.002). Kolinli diyetle beslenmekle sağ hipokampusta 
3
H-QNB bağlanmasında bir artış gözlenmedi. . 

Kolinli ve normal diyetle beslenen tüm gruplarda, sol hipokampusta 3H
QNB bağlanması normal kontrol gruplarda eşit çıkarken, sham kontrol ve greft 
grubunda oldukça yüksek bulundu. 
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TARTIŞMA 

Hipokampus bilindiği gibi kolinerjik innervasyon bakımından oldukça 
yoğun bir dokudur10

·
11

. Muskarinik reseptörlerin büyük bir çoğunluğu kolinerjik 
sinir uçlarında yerleşmiştir12·13·14 ·15·16·17. Hipokampusta 3H-QNB bağlanması ile 
KAT enzim seiyeleri arasında pozitif bir korrelasyon olduğu ileri sürülmekte-
d. 18.19.20.21 .22 s ll d ıl çal al d b . ·ı: • k ır . on yı ar a yap an ışm ar a eyın ve perııerık do ularda 
muskarinik reseptörlerin özelliklerine sahip yerlere 3H-Asetilkolinin süratli, re
versibl ve yüksek affınite ile bağlandığı gösterilmiştir1·23·24·25·26. Aynı yıllarda ya
pılan diğer çalışmalarda, fonksiyonel parametre olarak nörotransmitter salıveril

mesini kullanarak ve presinaptik mukarinik reseptörler aracılığı ile olan salıveril
menin düzenlenmesinde agonist ve antagonistlerin karşılaştırmaları yapılarak, 
beyindeki muskarinik reseptörler hakkında daha detaylı bilgiler edinil
miştir 13.15.24.27.28 

Kaseda ve arkadaşları fımbriya-forniks lezyonlu sıçanlarda septal hücre 
greftlerinin hipokampusta yüksek affıniteli kolin uptake'i restorasyonu ile ilgili 
yapmış oldukları çalışmalarında 3H-QNB'nin hipokampusa bağlanmasıru, -sham 

grup sıçanlardan anlamlı olarak yüksek bulmuşlardır29. 
Çalışmamızda, fımbriya rezeksiyonu yapılan sıçanlarda rezeksiyon yapılan 

tarafta muskarinik reseptör bağlanmasının azaldığı, septal greft implante edilen 

sıçanlarda ise muskarinik · reseptör bağlanmasının anlamlı bir şekilde normal 
grup sıçanların seviyesine çıktığı saptandı. Yamamura, Synder ve arkadaşlarının 
çalışmalannda da çalışmamıza benzer sonuçlar bulunmuş ancak reseptör bağ

lanmasındaki bu artışların tüm hipokampus dokusunda aynı olmadığı ifade edil-
•• 7 

mıştır . 

Yine Kaseda ve arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmada fımbriya re

zeksiyonu yapılan sıçanlarda fötal septal greft implantasyonundan 9-14 hafta 

sonra hipokampal muskarinik reseptör bağlanmasının değişik cevapları alınmış 
ve bu sonuçların hipokampustaki kolinerjik innervasyonun geniş defısiti ve 

3
H

QNB bağlanmasının redüksiyonu için bu sürenin yeterli olmaması ile açıkla
mışlardır29. Dawson ve arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmalarda ise, im
plantasyondan 6 ay sonra hipokampus muskarinik reseptörlerinin "up-regula-

tionu" olduğu gösterilmiştir30• 
Sonuç olarak fıbriya rezeksiyonu yapılan sıçanlarda fötal septal greft im

plantasyonundan sonra hipokampusta muskarinik reseptör b_ağlanma kapasite
sinde bir yükselme görülmektedir. Greftli sı çarıların içme sularına kolin klorür 
ilave etmekle muskarinik reseptör bağlanmasında verilmeyeniere göre anlamlı bir 

artış olmamaktadır. Bu bulgular ileride Alzheimer hastalığının tedavisinde fötal 

septal greftlerin kullanılabilirliğini gündeme getirmektedir. 
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