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Fimbria rezeksiyonu yapilarak septo-hipokampal kolinerjik sistemde lezyon
meydana getirilen erigkin sicanlarda (n: 34) kavite acilmasindan 10 giin sonra 15-
16 giinliik si¢an fetuslanmin ventral énbeyinlerinden alinan néral dokular implante
edildi (n: 10). Noral grefilerin ve diyetle verilen kolinin muskarinik reseptorler iize-
rindeki etkileri arastinldi. Greftlemeden 3 ay sonra yapilan dekapitasyonda sham
kontrol grupta bos kavite gozlenirken, greft grubunda biitiin szganlarda kavite iginde
greft dokusu gozlend: Tiim gruplardaki sicanlann sag ve sol thokampuslan cikan-
larak maksimum H -QNB baglanma kapasitesi incelendi."Sham gruptaki sicanlar
normal gruba gore 3H- ONB baglanmas: diigiik bulunwken greft grubunda normal
degerlere yiikseldigi saptandi. Diyetle kolin vermekle 3H-QNB baglanma kapasite-
sinde artma olmadi.
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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 right hippocam-
pus were removed and 3H-QNB binding capacity were measured. There was signi-
ficant decline in 3H-QNB binding in sham group (p < 0.001). In grafted group
3H-QNB binding restored to normal values (p < 0.001). Feeding the rats alone
with choline did not have any effect on receptor binding capacity.

GiRiS

Alzheimer hastalif: olan hastalarda ve serebral korteksleri denerve edil-
mig siganlarda elde edilen korteks drneklerinde kolin asetiltransferaz (KAT) en-

zim aktivitelerinde ve M2 muskarinik reseptor sayisinda azalma oldugu gosteril-
12

migtir ",

Alzheimer Hastalifs modeli yaratilmig siganlarda, fotal kolinerjik greftle-
rin yasadifx ve fonksiyon gordiigii, spontan motor aktivite ve KAT enzim aktivite-
si tayinleri ile gosterilmistir’. Ancak yapugimiz literatiir taramasinda kolinerjik
fotal septal greftlerde muskarinik reseptor baglanmas: ile ilgili fazla literatiire
rastlanmamugtir.

Cahsmamizin amaci, Alzhaimer Hastalifi modeli olusturulan sicanlarda,
muskarinik reseptor baglanmasindaki azalmayn gosterdikten sonra, Fimbriyaya
fotal septal greft implantasyonu yaparak reseptor baglanmasindaki degisiklikleri

incelemek ve ayrica kolinli diyetle beslenen sicanlarda olabilecek degisiklikleri
incelemektir.

GEREC VE YONTEM

Deneyde Wistar cinsi deney baslangi¢ agirliklarnn 180-220 g olan 34 sican
kullamildi. Verici olarak aym cins si¢anlarin 15.-16. gunliik fotuslar kullamldr.

Deneyde siganlar 3 gruba aynildilar:

1. Normal sican grubu (n: 10): Higbir cerrahi islem yapilmayan bu grup
Olgiimlerde normal degerlerin saptanmasi igin kullanilds.

2. Sham kontrol grubu (n: 10): Sag fimbriya rezeksiyonu yapilarak Alzh 7
mer Hastaligi modeli olusturulan grup.

) 3. Greft grubu (n: 12): Sag fimbriya rezeksiyonu yapildiktan 10 giin sonra
fotal septal greft konan sigan grubu.
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Ayrica bu gruplar kendi aralarinda ikiye ayrilarak bir grup kolinli, diger
grup normal diyetle beslendi.

Biitiin cerrahi iglemler sodium tiopental (40 mg/kg) anestezisi altinda ve
steril sartlar altinda yapildi. Greft yeri Bjorklund ve arkadaglarimin tarif ettigi
sekilde sag koronel siitiiriin hemen arkasina (Bregmadan 1 mm kaudal 1 mm la-
teral) 2 mm’lik bir kranicktomi yapilarak dura agildi®. Kortikal doku ve korpus
kallozum aspire edilerek fimbriya goriilerek aspire edildi ve 2-3 mm>litk greft
kavitesi agildi. Kavitasyondan 10 giin sonra gebeliginin 15.-16. giinlerinde bulu-
nan sicanlara laparatomi yapilarak fotuslar alindi. Ringer Laktat iginde beyinleri
cikarilarak ventral 6n beynin heriki hemisfer agikhiginin ventro-medialinden 2-3
mm>liik fotal septal greft alinarak daha once hazirlanan kavitelere konuldu’.
Greftlemeden sonra her gruptaki siganlar ikiye ayrilarak bir grubu normal
diyetle beslenirken, ikinci gruba i¢me sularina Kolin kloriir (15 mg/kg/giin) ilave
edilerek beslendi.

Greftlemeden 10-12 hafta sonra siganlar dekapite edilerek beyinleri hizla
cikarildi. Buzda sogutulmus, bir cam iizerinde Pellegrino ve Cushman’m stereo-
taksik atlasindan yararlanilarak hipokampus dokusu gikarild: ve bu dokular sii-
ratle donduruldu®. — 20°C’de saklanan bu hipokampus dokular1 hassas terazi
(Mettler H20) ile tartilarak, 10 hacim 0.32 M sukroz soliisyonu iginde cam tef-
lon ogittiiciileri ile 6gitildii. Sogutmah santrifiijde (Sorval RCS-8) 10 dakika sii-
reyle 1000 g dondiiriildii. Daha sonra siipernatant 18000 g da 20 dakika siireyle
yeniden dondiiriildii. Elde edilen ¢okiintii sodyum-potasyum fosfat tamponu (50
mM, pH 7.4) icinde 0.2 ml de 1 mg doku olacak sekilde yeniden homojenize
edildi (Ultra-Turrax kullamlarak). Bu membran pargalan radyoligant baglamasi
yapilana kadar — 20°C’de sakland1.

3H-QNB baglanmasi Yamamura ve Snyder’in metoduna gore yapild:”.
Hazirlanan membran homojenatlar1 0.2 ml olarak plastik tiiplere alindi. Takiben
degisik konsantrasyonlarda (0.2-3.2x10” M) *H-Kiniiklidinil benzilat (*H-QNB)
tiiplere eklendi. Bir seri tiipe muskarinik reseptorleri isgal etmek ve spesifik ol-
mayan baglanmayr bulmak igin atropin (son konsantrasyonu 10 mikromolar)
eklendi. Membranlar 60 dakika siireyle 37°C’de inkiibe edildiler. Takiben vakum
alinda GF/B filtrelerden siiziildii ve filtreler 5 ml soguk fosfat tamponu ile ii¢
kez yikandi. Daha sonra filtreler likit skintilasyon sayim siselerine alindi ve to-
luene dayah sayim ortaminda (49 PPO + 100 mg POPPO/1L Toluen) radyoakti-
viteleri dlgiildia (Packard, Tri-Carb Liquid Scintilation Spectrometer, Model
3385). Atropinsiz ve atropinli serilerin farklari alinarak-spesifik baglsanma bulun-
du ve konsantrasyon baglanma-satiirasyon iligkileri Scatchart anaéizi ile belirlen-
di. Protein tayipi Lowry ve arkadaglarinin metoduna gore yapild:™.

-
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BULGULAR
Greftlemeden 12 hafta sonra yapilan dekapitasyonda; Sham kontrol grup-
ta tiim siganlarda sagda fimbriyanin kesilmig oldugu, greft konan grupta ise greft-
lerin greft kavitesini doldurdugu gozlendi.

Tiim gruplarda radyoaktif 3H-QNB, konsantrasyona bagh olarak incele-
nen sag ve sol hipokampus dokularinin tamaminda doyurulabilir tarzda bir bag-
lanma ozelligi gosterdi (Tablo: I).

Tablo: | - Kolinli ve Normal Diyetle Beslenen Siganlarda Greftin
Hipokampusta *H-QNB Baglanmasina Etkisi

Normal Diy. Bes. 3H-ONB Baglanmas1
Gruplar n Sag Hip. Sol Hip.
Normal kon. 6 1711+ 65 171.9 + 141
Sham kon. 6 1217 = 102* 212091
Septal greft 6 1680 + 110** 1934 £ 123
Kolinli Diy. Bes.

Gruplar

Normal kon. f 6 1804 % 152 1826 +75
Sham kon. 4 1428 7* 2386 =196
Septal greft 6 1711 + 131** 2084 =124

* p < 0.001 Sham grup normal grupla karsilagtinldifinda
** p < 0.001 Greft grubu Sham kontrolla kargilagtinldifinda

Bu odl¢iimlerde normal kontrol grubu-sham kontrol grubu ile kargilagtiril-
diginda sham kontrol grupta kavitenin agildif: tarafta maksimum *H-QNB bag-
lanmasinda istatistiki olarak anlamh bir diigme saptandi (p < 0.001). Greft gru-

bu ile sham kontrol grubu kargilagtirildifinda sag hipokampusta maksimum *H-
QNB baglanmas: normale déndii (p < 0.001).

Kolinli diyetle beslenen gruplann *H-QNB baglanmasinin maksimum
degerleri Tablo: 'de gosterilmigtir.

Kolinli normal kontrol grupla sham kontrol grup karsilastinldiginda, kolin
verilmeyen gruplarda oldugu gibi sham kontrol grupta da kavitenin agildig taraf-
ta istatistiki olarak anlamh bir diigme saptandi (p < 0.001). Septal greft grubu
ile sham kontrol grubu kargilastinildiginda, sag hipokampustaki SH-QNB baglan-

;nasx normale dondi (p < 0.002). Kolinli diyetle beslenmekle sag hipokampusta
H-QNB baglanmasinda bir artig gozlenmedi.

Kolinli ve normal diyetle beslenen tiim gruplarda, sol hipokampusta 3H-

QNB baglanmasi normal kontrol gruplarda esit gikarken, sham kontrol ve greft
grubunda oldukga yiiksek bulundu.
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TARTISMA

Hipokampus bilindigi gibi kolinerjik innervasyon bakimindan oldukga
yogun bir dokudur'®!!, Muskarinik reseptorlerin bityiik bir gogunlugu kolinerjik
sinir uglarinda yerlegmigtir'%13-14.15:16.17 Hipokampusta ’H-QNB baglanmas: ile
KAT enzim seiyeleri arasinda porzitif bir korrelasyon oldugu ileri siiriilmekte-
die’ P (gon yillarda yapilan caligmalarda beyin ve periferik dokularda
muskarinik reseptorlerin ozelliklerine sahip yerlere 3H-Asetilkolinin siiratli, re-
versibl ve yilksek affinite ile baglandig gﬁstcri]migtirl'zu"'zs'%. Aymi yillarda ya-
pilan diger calismalarda, fonksiyonel parametre olarak norotransmitter sahveril-
mesini kullanarak ve presinaptik mukarinik reseptorler araciifs ile olan salveril-
menin diizenlenmesinde agonist ve antagonistlerin kargilagtirmalari yapilarak,
beyindeki muskarinik reseptorler hakkinda daha detayh bilgiler edinil-
migtir 315242728

Kaseda ve arkadaglar1 fimbriya-forniks lezyonlu siganlarda septal hiicre
greftlerinin hipokampusta yiiksek affiniteli kolin uptake’i restorasyonu ile ilgili
yapmig olduklar galimalarinda 3H-QNB’nin hipokampusa baglanmasini, sham
grup siganlardan anlaml olarak yiiksek bulmug.]ardu'zg.

Calismamizda, fimbriya rezeksiyonu yapilan siganlarda rezeksiyon yapilan
tarafta muskarinik reseptor baglanmasimin azaldify, septal greft implante edilen
siganlarda ise muskarinik reseptér baglanmasimin anlamh bir sekilde normal
grup sicanlarin seviyesine ¢iktigh saptandi. Yamamura, Synder ve arkadaslarmin
calismalarinda da ¢alismamiza benzer sonuglar bulunmus ancak reseptor bag-
lanmasindaki bu artiglarin tiim hipokampus dokusunda aym olmadig ifade edil-
mistir .

Yine Kaseda ve arkadaglarimin yapmug olduklar galismada fimbriya re-
zeksiyonu yapilan siganlarda fotal septal greft implantasyonundan 9-14 hafta
sonra hipokampal muskarinik reseptor baglanmasmin degisik cevaplari alm;mg,
ve bu sonuglarin hipokampustaki kolinerjik innervasyonun genis defisiti ve “H-
QNB baglanmasimin rediiksiyonu igin bu siirenin yeterli olmamasi ile acikla-
ml§|ardlr29. Dawson ve arkadaslarinn yapmis olduklari calismalarda ise, im-
plantasyondan 6 ay sonra hipokampus muskarinik reseptorlerinin "up-regula-
tionu" oldugu gt')stc:rilmi§tir30 .

Sonug olarak fibriya rezeksiyonu yapilan siganlarda fotal septal greft %m-
plantasyonundan sonra hipokampusta muskarinik reseptor b'aglanma !(apas:t?-
sinde bir yiikselme goriilmektedir. Greftli siganlarin igme sularma kolin klon}r
ilave etmekle muskarinik reseptor baglanmasinda verilmeyenlere gﬁrc.a.nlamll .bu-
artig olmamaktadir. Bu bulgular ileride Alzheimer hastaliginin tedavisinde fotal

septal greftlerin kullamlabilirligini giindeme getirmektedir.
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