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OZET

Nucleus Pedunculopontinus Tegmenti (PPN) kaudal tegmentum yerlesimli,
sinirlart belirsiz bir beyin sapt niikleusudur. Lokomotor hareketlerin olusumunda ve
kontroliinde rol oynamasi yani sira uyku uyaniklik, davranig, 6grenme, dikkatle de
iliskilendirilmis olmasi sebebiyle son donemlerde PPN ile yapilan ¢alismalara ilgi
artmistir. Noron yogunluguna gore anatomik olarak iki alt gruba; pars compacta
(PPNc) ve pars dissipatus (PPNd) ayrilir. Bu niikleus  iginde Kkolinerjik,
glutamaterjik, dopaminerjik, noradrenerjik ve GABAerjik noronlar tanimlanmuistir.
GABAerjik néronlarin uyku uyaniklik siklusunun diizenlenmesi, hareketin olugsmasi
ve dikkat ile iligkili oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Son dénemde yapilan
bir ¢aligma ile PPN’in smurlarinin klasik olarak kolinerjik noronlar ile belirleniyor
olmasima karsin GABAerjik noronlarin sayisinin kolinerjik néronlardan daha fazla

oldugu saptanmustir.

PPN fonksiyonlar1 gelisimin ¢esitli donemlerinde ortaya ¢ikmaktadir. Bazi
lokomosyon paternleri ( ziplama veya kosma) ikinci postnatal haftada, kesfetme
davranigi ise daha sonra ortaya ¢ikmaktadir. PNN’de kolinerjik ndronlarin gelisimsel
degisiminde kolinasetiltransferaz boyanmasi postnatal {igiincii giinde azalmistir ve
ardindan 14 ve 21 giinlerde en {ist noktaya ulasan bir artis izlenmistir. Motor
hareketlerin kontrolii ve paradoksik uykunun diizenlenmesi PPN’deki kolinerjik
noronlarinin gelisimsel donemine baglidir. REM uykusunda 10. ve 30.giinler
arasinda diisiis meydana gelmektedir. Davranigsal gelisimin daha 1yi anlasilabilmesi
icin kolinerjik sistemin disinda, monoaminerjik, GABAerjik ve glutamaterjik
sistemlerin aragtirilmasi gerekmektedir.

Bu calisma ile PPN’de GABAerjik ve glutamaterjik noronlar tarafindan
sentezlenen ve bir isaretleyici gorevi géren kasiyum baglayici proteinlerden olan
kalbindinin gelisimsel siirecteki degisimini inceledik. 7.,14., ve 21. Giinliikk si¢an
beyinlerde yaptigimiz immunohistokimyaal boyamalar sonucunda 7.giinliikte
ortalama 30, 14. Giinliikte ortalama 11 ve 21 giinliikte ortalama 150 ndronun

kalbindin pozitif oldugunu gordiik.



Istatistiksel olarak degerlendirildiginde 7 ile 14 ve 14 ile 21 giinliik siganlarda
kalbindin pozitif ndron sayilar1 karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmistir
(p=0.0075 ve p=0.0343).

Noron caplar1 7 giinliiklerde ortalama 13 pm, 14 giinliiklerde ortalama 11 pm
ve 21 giinliklerde ortalama 13,5 pm olarak Olclilmiistiir. Noron ¢aplari
karsilagtirildiginda 7 ile 21 ve 14 ile 21. giinlerdeki siganlarin néron ¢ap ortalamalari
arasinda unpaired t-testine gore anlamli bir farklilik gozlenmistir (p=0.01) ve
(p=0.0001).

Bu c¢alisma sonucunda belirtilen giinler arasinda PPN’de gelisimsel
farkliliklarin oldugu gosterilmistir. Bunun yani sira gegmiste yapilan ¢alismalari

destekleyen ve katki yapan sonuglar elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Nucleus pedunculopontinus tegmenti, kalbindin,
GABAerjik, Glutamaterjik, Kolinerjik



SUMMARY

DEVELOPMENTAL INVESTIiGATION OF NEUROCHEMICAL
FEATURES IN NUCLEUS PEDUNCULOPONTINUS TEGMENTI

Pedunculopontine nucleus (PPN) is a brainstem nucleus with an obscure
borders and located in the caudal tegmentum. In recent years, the number of studies
related to PPN has been increasing due to its role in sleep/waking, behavior, learning,
attention besides its role in generation and control of locomotion. PPN is divided
into two parts according to the density of the cholinergic neurons; pars compacta
(PPNCc) and pars dissipatus. Besides cholinergic neurons, GABAergic, glutamatergic,

dopaminergic and noradrenergic neurons have been described in the PPN.

There are studies which show that the GABAergic neurons are related to
regulation of the sleep/waking cycle, generation of movement and attention. The
borders of PPN has been determining according to cholinergic neurons. However, a
very recent studies has shown that the number of GABAergic neurons is higher than
the cholinergic neurons in PPN.The functions of the PPN develop at different
developmental periods. Some of the locomotion patterns (running, jumping) start at

the second postnatal week, discover starts in later period.

The acetylcholinetransferase staining of the cholinergic neurons is decreased at
3.postnatal day and then a peak was at the 14 and 21 days was observed. The control
of motor movements and regulation of paradoxical waking is dependant to the
development of the cholinergic neurons in the PPN. There is a decrease in the
duration of the REM sleep in between 10. and 30. days. The monoaminergic,
GABAergic and glutamatergic systems should be investigated to understand the
development of the behavior. In this study, the developmental change of a calcium

binding protein calbindin in PPN was evaluated.

Calbindin is expressed by GABAergic and glutamatergic neurons. The
number, location and diameters of calbindin positive neurons in PPN was evaluated
in 7, 14 and 21 days rats. The mean number of neurons was 30 in 7 days, 11 in 14
days and 150 in 30 days rats. There were statistically significant differences between
7 and 14 days and 14 and 21 days rats (p=0.0075 ve p=0.0343 respectively).The

3



diameters of the neurons were 13 pum in 7 days;11 pm in 14 days; 13,5 um in
21days.

There were statistically significant differences between 7 and 21 and also 14
and 21 days (p=0.0001 and p=0.01 respectively).This study indicates that there are
critical developmental changes in PPN occur between these day intervals. These

findings support and contribute to the findings of previous studies.

Key Words: Nucleus pedunculopontinus tegmenti, Calbindin, GABAergic,
Glutamatergic, Cholinergic



BOLUM |. GIRIS ve AMAC

Kaudal tegmentumda yerlesimli sinirlar1 belirsiz bir beyin sap1 niikleusu olan PPN
lokomotor hareketlerin olusumunda ve kontroliinde rol oynamasi yani sira uyku

uyaniklik, davranis, 6grenme, dikkatle de iliskilendirilmistir.

PPN’in santral sinir sisteminin bir¢ok bdlgesine inen ve ¢ikan yollarla baglantilari
vardir. PPN’in mesencephalon’da yer alan lokomotor sistemin (MLR) bir pargasi
oldugu diisiiniilmektedir. PPN, REM uykusu ve uyaniklik modulasyonunda
fonksiyonu olan retikiiler aktive edici sistemin kolinerjik kolu oldugu gosterilmistir.
Davranigsal gelisimin daha iyi anlasilabilmesi igin kolinerjik sistemin disinda,

monoaminerjik, GABAerjik ve glutamaterjik sistemlerin arastirilmasi gerekmektedir.

PPN iginde kolinerjik glutamaterjik, dopaminerjik, noradrenerjik ve GABAerjik
noronlar tanimlanmistir. PPN son dednemlerde Parkinson hastaliginin aksial
semptomlarinin tedavisi i¢in potansiyel bir hedef haline gelmistir. PPN’e uygulan
derin beyin stimiilasyonu parkinson hastalarinin yasam kalitesini arttirirken, PPN’e

olan ilgiyi de arttirmaktadir.

Protein sentezi ve salinimi sirasinda gerek duyulan énemli saperon molekiiller olan
kalsiyum baglayici protein ailesi {iyesi kalbindin Alzheimer gibi norodejeneratif

rahatsizliklarla iligkilendirilmektedir.

Bu tez calismasi ile amacimiz REM uykusu , Parkinson , anksiyete bozukluklari ile
klinik 6nemi olan kalbindinin gelisimsel olarak 7.,14. ve 21. giinlerdeki si¢an

beynine ait Nucleus Pedunculopontinus Tegmenti ‘de incelenmesidir.



BOLUM Il. GENEL BOLUM

11.1.Nucleus Pedunculopontinus Tegmenti

Tegmentum’un kaudal kisminda yerlesmis olan Nucleus Pedunculopontinus
Tegmenti (PPN) kolinerjik ve nonkolinerjik noéronlardan olusmaktadir (1).
Lokomotor hareketlerin olusumunda ve kontroliinde rol oynadigi bilinen PPN’in
basal c¢ekirdeklerin yani sira farkli beyin bolgeleri ile de yogun baglantilar
icermektedir (2). Son yillardaki calismalar PPN’e olan ilginin arttigimi
gostermektedir. Bu ilgi, PPN’in bazi motor hareketlerin olusmasiyla iligkili
olabileceginin one siiriilmesi ile baslamistir (3). Parkinson hastaliginda goriilen
akinezi tedavisinde, derin beyin stimulasyonu uygulanan bir g¢ekirdek olmasi da
klinik onemini arttirmistir (4). Motor fonksiyonlardaki rolii yaninda PPN uyku

uyaniklik, davranis, 6grenme, dikkatle de iliskilendirilmistir.
11.1.1.Anatomi

PPN kama seklinde bir niikleus olup, substantia nigra pars reticulata’dan pedunculus
cerebelli superior’a dogru dorsokaudal olarak uzanir (5). Rostral ucu nuclues ruber’in
hemen altinda, substantia nigra’nin dorsalinde bulunup, kaudale dogru locus coerules

seviyesine devam eder (Sekil 1 ve Sekil 2).

Olszewski ve Baxter, 1982 yilinda insanda yaptiklari ¢aligma sonucunda PPN’i
noronlarin yogunluklarina goére PPN pars compacta (PPNc) ve pars dissipatus
(PPNA) diye iki kisima ayirmislardir (6). PPNc niikleusun kaudalde kalan kismidir ve
biiyiilk noéronlardan olusur. Bu ndronlar niikleusun dorsolateral kisminda yogun
olacak sekilde dizilim gostermislerdir. PPNd ise niikleusun rostrakaudal hattinda
yerlesir, kiiciikk ve orta boyutlu néronlardan meydana gelir (6,13). PPNc kolinerjik
noronlardan olusur. Bu iki farkli kisim igerdikleri kolinerjk néron sayisi agisindan
farklilik gostermektedirler. PPN’deki ¢cogu hiicrenin asetilkolin salgilamasina ragmen
PPN’deki diger pek ¢ok hiicre de farkli norotransmitterler kullanmaktadir. PPN’de
glutamaterjik (8,9), GABAerjik (10), dopaminerjik (11) néronlarin bulundugu gosterilmistir.



Sekil 1: Nucleus pedunculopontinus tegmentinin sican beyninde gosterimi. (The
Rat Brain in Stereotaxic Coordinates Sixth Edition by George Paxinos and Charles

Watson’dan alinmustir).




Sekil 2: Macaca mulatta ‘ya ait coronal beyin kesitinde PPN (BrainMaps.org
adresinden 15.06.2011 tarihinde alinmustir).

11.1.2.Baglantilar

1909 yilinda Jacobsohn’un PPN’ i ilk tanimlamasindan beri mesencephalon’daki
anlagilmast glic hiicre grubu olmustur. 1954 yilinda insan beyin sapinin
sitoarkitektonik tanimlanmasi ile Olszewski and Baxter bu niikleusu bilinmeyen

baglantilara sahip bir niikleus olarak tanimlamslardir (7) .

PPN’in santral sinir sisteminin birgok bdlgesine inen ve ¢ikan yollarla baglantilart
vardir (12) Bu noronlarin dallanan aksonlari farkli bir¢ok yapiyla da baglanti saglar
(13). Cikan yollaklarin kontralateral ya da ipsilateral nasil bir dagilim gosterdigi tam
olarak bilinmemektedir.

Yapilan caligmalardan elde edilen bilgiler 1s18inda baglantilar1 asagida 6zetlenmistir:

1) Medulla spinalis ile her iki yonlii baglantisi mevcuttur. Servikal, torakal ve
lumbar seviyelerinde arka boynuz hiicreleri ile baglantilar1 gosterilmistir (14).
PPN’in kolinerjik noronlart medulla spinalis’ten gelen duyu liflerini thalamus’a

aktaran bir ara istasyon gibi davranir (15). Servikal, lumbar ve sakral bolgelere



uygulanan retrograd trase izleme boyalari ¢ogunlukla PPNd’de boyanmaya neden
olmustur. Bu bolge bir miktar kolinerjik noron icerse de genelde nonkolinerjik
ndronlar igerir. inen baglantilarin bazilar1 medulla spinalis’in servikal ve torakal
bolgesinde [lamina indermediate’da tek tarafli veya servikal bolgede griseum
centralis 'te bilateraldir (16-17),

2) Beyinsap1 baglantilari: Formatio reticularis pontis ve medullaris (18-23) , nucleus
motorius nervi trigemini (24), colliculus superior, nucleus oculomotorius,
nuc.cuneiformis, nuc. parabrachialis, nuc. raphe dorsalis, cerebellum ve duyu
cekirdekleri. Kolinerjik ve nonkolinerjik efferent lifler nuc. reticularis pontinus’da
bilateral olarak sonlanirlar (25).

PPN, formatio reticularis’in pons’ta yer alan kismindan medulla’da yer alan kismina
gore daha fazla lif alir. Asendan Retikular Aktivasyon Sistemi (ARAS) (nuc. raphe,
locus cereleus, nuc. tegmentalis laterodorsalis, kontrolateral PPN) ile serotonerjik ve
noradrenerjik baglantilar1 vardir (26-30). Kontralateral PPN ile de kolinerjik

baglantilart mevcuttur (31).

3) Thalamus: PPN’nin kolinerjik néronlarmin thalamus ile dorsal asendan tegmental
yollaklar araciligiyla efferent baglantilari vardir. PPN, nuc. geniculatum mediale,
nuc. geniculatum dorsolateralis, ve thalamus’un nuc.centrolateralis, nuc.
dorsolateralis, nuc.ventroanterioris, nuc.ventrolateralis’i yani sira yine thalamus’un
nuc. anteroventralis, nuc.ventromedialis, nuc.dorsomedialis ve nuclei reticularis
intralaminaris baglantilart vardir. Thalamus’un nuc. parafascicularis ve nuc.
centromedianus 'u da PPN’den efferent lifler alirlar. PPN thalamusun neocortex ve
striatum’a iletilerini etkiler. Asetilkolin (Ach), neokortikal sinaptik aktivitede dnemli
etkisi olan talamik ateslemenin diizenlenmesinde rol oynar (32-33)

4) PPN’den kortikal projeksiyonlar1 ve ventral striatum’un ¢ikis istasyonu olan
hypothalamus lateraline ve kortekse yogun kolinerjik innervasyon saglayan nucleus
basalis magnocellularis ile baglantilar vardir (14,31). Bu kolinerjik ndronlara olan
PPN baglantilarinin kolinerjik olup olmadigi net degildir, hatta nonkolinerjik
olduguna iligkin bulgular vardir (34).

5) PPN basal ganglia ile de yogun baglantilara sahiptir.

PPN’den basal ganglia’nin cesitli kisimlarim1 inerve eden glutamaterjik ve

GABAerjik afferentleri oldugu gosterilmistir. PPN substantia nigra pars reticulata
9



(SNr) ve globus pallidus’un i¢ kismina (Gpi), substantia nigra pars compacta (SNc)
ile baglantilart mevcuttur (35,36). Bu néronlar glutamat ve asetilkolin igerir (9). Nuc.
subthalamicus (STN) ve sigcanda insandaki Gpi’ye denk gelen entopedunkular
cekirdekteki kolinerjik sonlanmalarin PPN’den kaynaklandigi ve glutamat igerdigi
diistiniilmektedir (37). Mena-Segovia ve ark. (38) PPN’den area tegmentalis
ventralis’e (VTA) glutamaterjik ve GABAerjik projeksiyolar gostermislerdir. Bunun
yanisira STN’de ve VTA’daki dopaminerjik néronlarin PPN’den gelen kolinerjik
terminallerden uyari (input) aldig1 gosterilmistir (39,40).

PPN’a basal ganglia’dan (SNr, Gpi) gelen liflerin PPN’ye GABAerjik ileti
sagladiklar1 diistiniilmektedir. Nigral GABAerjik aferentler glutamaterjik oldugu
sanilan nonkolinerjik ve daha az miktarda kolinerjik noéronlarla baglantilar1 igerir.
SNr ve Gpi ile iki yOnlii baglantilarini gosteren caligmalar mevcuttur. STN’e
glutamaterjik  baglantilar1  gOsterilmistir. Basal ganglia’nin  ¢ikis  (output)
cekirdeklerinin PPN noronlarini  dogrudan veya indirekt yoldan etkiledigi
diistiniilmektedir (2). PPN’nin korteks-basal ganglia-talamokortikal dongiideki

roliiniin hala arastirilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Bu bilgiler 1s1831inda asagida PPN’in basal ganglia dongiisiindeki yeri asagidaki
semada verilmistir (Sekil3a-b).

PPN  =nucleus pedunculopontinus tegmenti

RF = fornatio reticiilaris,
Striatum R HBN =habenula
SC =medulla spinalis

STN = nucleus subthalamicus
GPe = globus pallidus’un dis kismi
GPi

SNr = substantia nigra pars reticulata

= globus pallidus’un i¢ kismi

SNr/GPi

SNc = substantia nigra pars compacta

uyar veya geri hesleme

Sekil 3a: Basal ganglia dongiisii. GABAerjik projeksiyonlar mavi, glutamaterjik
kirmizi ve dopaminerjik sar1 ile gosterilmistir. Prof. Dr. Paul Bolam’in web

sayfasindan alinmistir. (http://mrcanu.pharm.ox.ac.uk/groups/paul.html,(02/04/2011)
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Thalamus Lo e / -, J,-]
k..{ SMrand GP J:_ : sTN ||| T

Beyin sap1 Niiklewslam

Sekil 3b : Basal ganglia ve PPN arasindaki baglantilar (i) PPN’in talamik hiicrelere
lifler gonderir, bu hiicreler striatuma projekte olur. (ii) PPN ile basal ganglia cikis
niikleuslar1 arasinda karsilikli  baglantilar mevcuttur. (iii) PPN  SNc’deki
dopaminerjik néronlar1 uyarir. (iv) PPN ve STN arasinda karsilikli ekstatuar oldugu

varsayilan bir dongii vardir.
(Mena —Segovia 2004 yil1 makalesinden alinmistir).

Tablo 1: Nucleus pedunculopontinus tegmenti’nin efferent baglantilar:

Basal ganglia

STN Caudal Nomura et al. (1980), Carpenter et al. (1981), Saper and Loewy
(1982), Edley and Graybiel (1983), Hammond et al.(1983), Lavoie
and Parent (1994), Bevan and Bolam (1995), Muthusamy et al.
(2007), Martinez-Gonzalez et al. (2009),Kita and Kita (2010)

EP/GPi Rostral Saper and Loewy (1982), Gonya-Magee and Anderson (1983),
Jackson and Crossman (1983), Woolf and Butcher (1986), Scarnati
et al. (1988), Charara and Parent (1994), Lavoie and Parent (1994),
Shink et al. (1997)

SN Rostral Saper and Loewy (1982), Scarnati et al. (1984, 1987), Sugimoto
and Hattori (1984), Woolf and Butcher (1986), Clarke et al. (1987),
Gould et al. (1989), Nakamura et al. (1989), Bolam et al. (1991),
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Lavoie and Parent (1994), Futami et al. (1995), Oakman et al.
(1995), 1999, Charara et al. (1996), Takakusaki et al. (1996)

VTA Caudal Sugimoto and Hattori (1984), Oakman et al. (1995), Charara et al.
(1996), Geisler and Zahm (2005), Mena-Segovia et al. (2005),
Good and Lupica (2009)

STR Saper and Loewy (1982), Nakano et al. (1990)

Thalamus

MD Caudal Steriade et al. (1988), Lavoie and Parent (1994)

VA Caudal Caudal Smith et al. (1988)

VL Caudal Caudal Smith et al. (1988)

VM Caudal Caudal Smith et al. (1988)

Pf Caudal Sugimoto and Hattori (1984), Kobayashi and Nakamura (2003),
Kobayashi et al. (2007), Parent and Descarries (2008)

DG Caudal Parent and Descarries (2008)

RT Caudal Parent and Descarries (2008)

CM/CL/PV Caudal Steriade et al. (1990), Erro et al. (1999), Krout et al. (2002)

Mena-Segovia et al. (2008), Motts and Schofield (2009)

Beninato and Spencer (1986), Hall et al. (1989), Krauthamer et al.
(1995), Mena-Segovia et al. (2008)

Forebrain

MgPA Rostral

Semba and Fibiger (1992), Losier and Semba (1993)

NbMC Rostral

Semba and Fibiger (1992)

Hypothalamus

Woolf and Butcher (1986), Hallanger et al. (1987), Ford et al.
(1995)

LM-Sg Hoshino et al. (2004)
RMTyg Jhou et al. (2009)
Brainstem
PRF Caudal Mitani et al. (1988), Semba et al. (1990), Takakusaki et al. (1996)
MVM Caudal Skinner et al. (1990b)
MRF Caudal Nakamura et al. (1989), Grofova and Keane (1991)
NPO Caudal Garcia-Rill et al. (2001)

Spinal cord Caudal

Rye et al. (1988), Spann and Grofova (1989), Skinner et al. (1990a)
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Tablo 2 | Nucleus pedunculopontinus tegmenti’nin afferent baglantilar

Cerebral cortex

FL Semba and Fibiger (1992), Matsumura et al. (2000)
PAC Schofield and Motts (2009)
MPC Sesack et al. (1989)
Cerebellum
DCN Hazrati and Parent (1992)
Basal ganglia
STN Nauta and Cole (1978), Jackson and Crossman (1981), Hammond et

al. (1983), Kita and Kitai (1987), Granata and Kitai (1989), Semba
and Fibiger (1992), Florio et al. (2007)

EP/GPi Rostral

Smith et al. (1990), Moriizumi and Hattori (1992), Semba and
Fibiger (1992), Shink et al. (1997), Parentet al. (2001)

SN Rostral

Noda and Oka (1986), Scarnati et al. (1987), Nakamura et al.
(1989), Granata and Kitai (1991), Spann and Grofova (1991),
Semba and Fibiger (1992), Saitoh et al. (2003)

VTA

Haber et al. (1990), Semba and Fibiger (1992)

STR

Semba and Fibiger (1992)

Woolf and Butcher (1986), Redgrave et al. (1987), Semba and
Fibiger (1992), Steininger et al. (1992)

Forebrain

Jones and Yang (1985),Habenula Semba and Fibiger (1992)

Jhou et al. (2009)

Satoh and Fibiger (1986), Semba and Fibiger (1992), Kolmac et al.
(1998)

Caudal Vertes (1991), Steininger et al. (1997)

Brainstem

LTDg

Satoh and Fibiger (1986), Cornwall et al. (1990), Semba and Fibiger
(1992) Contralateral PPN Semba and Fibiger (1992)

(Martinez & Gonzales 2011 den alinmistir).
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11.1.3.Fizyoloji

Kedi ve siganlarda in vivo atesleme 6zellikleri goz oniine alinarak iki tip néron
tammlanmustir. Ik tip yaygin iiglii- fazik dalga boyu igerisinde diisiik fakat diizenli
aktivite gosteriken, ikinci tip kisa ikili - fazik dalga boyu gosterir ve ateslemeleri

yiiksek ve diizensizdir (41)

PPN lokomosyon, uyku uyaniklik, 6grenme gibi temel fonksiyonlarda goérev
alan bir yapidir. Ancak bu ¢ekirdekte bulunan noronlarin islevsel degiskenlik

gosterdigi diisiintilmektedir.

PPN farkli atesleme paternleri gdstermektedir. Bu durum aktivasyon veya
inhibisyona bagli olan degisiklikler olarak yorumlanmaktadir. Herbir ndronda
norotransmiter kombinasyonlar1 ve de reseptdr kombinasyonlari bulunmaktadir. Tek
bir noéron farkli fonksiyonlarda bulunabilir. Tek bir PPN noronunun farkl
fonksiyonlarda farkli fizyolojik ozellikler gostermesi ve farkli ndrotransmiter
koekspresyonu birlikte ele alindiginda, PPN hiicrelerinin atesleme paternine bagh
olarak degisken ndrotransmiterler salma olasiligr disiinilmektedir (2). PPN’nin
potansiyel gorevinin postlir modulasyonu ve ylirlime baglangici i¢in geribesleme
saglayan bir aktarma istasyonu oldugu disiiniilmektedir. Bu gorev thalamusa

kolinerjik ¢ikan liflerle ve cerebellum’un ¢ekirdeklerine baglantilari ile iliskilidir (3).

PPN’in mesencephalon’da yer alan lokomotor sistemin (MLR) bir parcasi
oldugu diistiniilmektedir. MLR, bu alana yapilan stimulusun lokomotor aktiviteleri
indiiklemesi sonucu bu ismi almistir. Elektrik stimulus sonrasi bu ismi aldigindan
anatomik olarak sinirlar1 kesin degildir (25). MLR stimulasyonu ile hareketin (adim
atma) baglangict arasinda 2 saniyelik tipik bir gecikme goriiliir. Bu durum
lokomosyonun gitgide olusan bir hareket oldugunu diistindiiriir. PPN’a yapilan hizl
bir stimulusun baglangi¢ yaniti olusturdugu ancak bu stimulasyonun artirildiginda
adim hareketini olusturdugu gosterilmistir (1). PPN’in uyarilmasmin baglantili
oldugu alanlar (pons retikiiler néronlarinda 6rnegin) {izerinde etkisi de uyarmnin
frekans ile iligkilidir (42). Bu degisken yanitlarin PPN terminallerinden degisken
norotransmiter salimimu ile iligkili oldugu diisiintilmektedir. Atesleme hizi yaninda
atesleme paterninin de farkli davranislarla ilgkili oldugu diisiiniilmektedir: tonik
atesleme lokomosyonun baslangici ve sonlandirilmasi, burst (patlayici) atesleme
adim frekansi ile iligkilidir (43). Fizyolojik 6zelliklerin de PPN icinde topografik bir
dagilim gosterdigi ileri siiriilmiistiir. Burst atesleme gosteren hiicrelerin dorsal
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kisimda, tonik atesleme 6zelligindeki hiicrelerin ventral kistmda daha yogun oldugu
belirtilmektedir. Elektrod ile yapilan uyarilarda elektrodun dorsal ya da ventralde
bulunmasina bagli olarak lokomotor yanita ya da kas tonusu degisikligine neden
oldugu goriilmiistiir (44 ). Ayn1 PPN noronu farkli gorevlerde farkli atesleme paterni
gostermektedir (45).

PPN REM uykusu ve uyaniklik modulasyonunda fonksiyonu olan retikiiler
aktive edici sistemin kolinerjik kolu oldugu gosterilmistir. PPN néronlar1 uyku
uyaniklikta hizli ritmlerin senkronizasyonu sirasinda atesleme oranini artirirlar.
Uyaniklik sirasinda tonik aktivite, REM uyku sirasinda burst aktivite ve yavas uyku
dalgasi sirasinda azalmis aktivite goriiliir (46). Son dénemde yapilan bazi ¢aligmalar
kedi ve sicanlarda PPN’de glutamat reseptorlerinin aktivasyonunun REM uykusunu
indiikledigi  gosterilmistir.  Diger ¢alismalarda PPN  GABA-B  reseptor
aktivasyonunun REM uykusunu baskiladigi gosterilmistir (47). Beyin sapinin
rostralinde PPN’i de iceren kolinerjik ndronlarin yavas ossilasyonlar sirasinda
kortikal gamma aktivitesini module ettigi gosterilmistir. Bu nedenle PPN’in uykuda

simdiye kadar anlasilandan farkli bir role sahip olabilecegi belirtilmektedir (48).
Bunun yanisira, PPN’in 6grenmede de rolii olabilecegi tartisilmaktadir (47).
11.1.4. icerdigi Noron Gruplar

PPN néron yogunluguna gore anatomik olarak iki alt gruba ayrilmistir: pars
compacta (PPNc) ve pars dissipatus (PPNd). PPNc ¢ekirdegin dorsolateral kisminda
caudal yerlesim gosterir. PPPNd hiicreleri ise daha seyrek sekilde pedunculus
cerebelli superior ve tractus tegmentalis centralis i¢inde yerlesmistir. Bu iki kisim
insanlarda, maymunlarda ve subprimatlarda tanimlanmistir (6,9, 49 ,50,) PPN iginde
kolinerjik (49) glutamaterjik (9), dopaminerjik (51), noradrenerjik ve GABAerjik
(52) noronlar tanimlanmistir. Bu hiicre tipleri arasinda en ¢ok kolinerjik néronlarla
ilgili ¢alismalar yapilmistir. PPN’in smirlar1 bu hiicrelerin  dagilimima gore
tanimlanmistir(13). Diger hiicrelerin PPN sinirlarina  katkist  tam  olarak
bilinmemektedir. PPN ¢alismalarindaki temel sorunlardan biri de smirlarinin tam
olarak bilinememesinden kaynaklanmaktadir (2). PPN’de glutamaterjik hiicreleri ilk
kez tanimlamislardir ve bu hiicrelerin bulundugu alanlarin kolinerjik ndronlarla

belirlenen klasik sinirlarla tam olarak ortiismedigni saptamislardir (8).
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Segovia PPN’in tiim mediolateral seviyeleri boyunca GABAerjik noéronlarin

kolinerjik néronlardan daha fazla yogunlukta bulundugunu gostermistir.

Hatta bu nedenlerle baz1 yazarlar PPN’in bir ¢ekirdek degil de alan olarak
tanimlanmast gerektigini belirtmektedir (11). Hatta bu nedenle gelecekte farkli bir

anatomik tanimlama yapilmasi olasiligr da mevcuttur (2).
11.1.4.1. Kolinerjik noron dagilim

Kolinerjik noronlar ( formatio retikularis pontinus, thalamus, limbik sistem,
colliculus superior, basal ganglia) ve REM ( rapid eye movement ) uykusu, gz
hareketleri, uyku uyaniklik dongiisii, 6diil tesvikli 6grenme ile iligkili ¢esitli beyin
bolgelerini innerve ederler. PPN sinirlari kolinerjik hiicrelere gore tanimlaniyor olsa
da kolinerjik hiicreler PPN’deki hiicrelerin ancak %50sini olusturmaktadir (53).
Sicanlarda yapilan ¢alismada PPN icindeki ilk kolinerjik nérona bregmanin 2.3mm
lateralinde rastlandig: belirtilmistir. Kolinerjik néronlar substantia nigra sinirina ¢ok
yakin olup lemniscus medialis ile smirlanirlar. Rostral alanda bulunan kolinerjik
noronlar kaudal bolgedekilere oranla daha seyrek dagilimhidirlar. Rostral
segmentlerdeki noronlar pedunculus cerebelli superior’u takip eden bir diizen
gosterirken kaudal segmentlerde bulunan kolinerjik ndronlar herhangi bir diizen
gostermezler. Total hiicre sayilar1 agisindan bakildiginda kolinerjik noronlarin

substantia nigradan uzaklastik¢a sayilarinin arttig1 ortaya ¢ikmaktadir (5).
11.1.4.2 Gabaerjik néron dagilinm

Beyin sapinda yaygin dagilim gosteren GABAerjik noéronlar uyku uyaniklik
siklusunun diizenlenmesi (54), hareketin olugmas1 (55) ve dikkat (56) ile iliskilidir.
Pedunculopontine niikleusun simirlart kolinerjik ndronlar ile belirleniyor olsa da
gabaerjik néronlarin sayisi kolinerjik néronlara oranla daha fazladir (57). GABAerjik
noronlarin geleneksel immunohistokimyasal yontemlerle isaretlenmesinde yasanan
sorunlardan dolay1 karakterizasyonlar1 hakkinda bilgi sahibi olmada giiclik
yaratmaktadir. Mena Segovia ve arkadaslarmin 2009 yilinda in situ hibridizasyon
yontemi ile yaptigi calismada GABAerjik noronlarin dagiliminin PPN’i fonksiyonel
alt bolgelere ayirdigi, GABAerjik noéronlarin  kolinerjik ndéronlarin  aksine
rostrokaudal bir gradiyente sahip oldugu bulunmustur. GABAerjik noéronlar
kolinerjik ndronlarla ile i¢e ige ge¢gmis bir goriintii verirken, rostral PPN’de bulunan

kolinerjik ndronlarin Kkarakteristik 6zelligi olan tabakalanma benzeri bir diizende
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yerlesmezler. PPN’in tiim mediolateral seviyeleri boyunca GABAerjik noronlarin
yogunlugu kolinerjik noéronlarin yogunlugundan fazladir ve GABAerjik noronlar
heterojen bir dagilim gosterir. Sekil 4’te dagilim farkliliklar1 gosterilmistir (5).

A. ChAT B. GAD mRNA

Lateral 5 "
4

2 []
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Hiicre Yogunlugu x10° mm?®
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Medial

Substantia Nigra’dan uzakhk

C. GAD:ChAT

L 235%0mm

. GAD mRMNA
[ £ "‘-L‘ﬂ'}

Sekil 4: PPN’in tiim mediolateral seviyeleri boyunca kolinerjik ve GABAerjik ndron

dagilimlar1 (Mena-Segovia J.2005 yili makalesinden alinmistir).

17



I1.1.4.3. Glutamaterjik noron dagilimi

Glutamat immunoreaktivitesi gosteren néronlar sigan (58,59) ve maymun (60)
PPN ve LDTg niikleuslarinda gdsterilmistir. immunokimyasal boyamalar sonucunda
PPN’in sinirlarii belirleyen kolinerjik noronlarin bir kisminin asetilkolin ile birlikte
glutamat eksprese ederken bir kisminin da GABA eksprese ettigi gosterilmistir.
kolinerjik ndronlarin  siganlarda (59) ve maymunlarda (60) glutamat
immunoreaksitvitesi gosterdigi ¢alismalar bulunmaktadir. Kedi mesopontine
tegmentumunda bulunan kolinerjik néronlarin %50’sinin

GABA immunoreaktivitesi gosterdigi (61) bulunmusken, sigandaki kolinerjik
noronlarda GAD (GABA’nin sentezi ic¢in gerkli esansiyel bir enzim)
immunoreaktivitesine rastlanmamistir. PPN / LDTg ‘nin ndronlarinin in situ
hibridizasyon ile karakterize edildigi Morales ve arkadaslarinin 2009 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada ChAT, GAD ve vesikiiler transporter proteinler olan vGIuT]I,
vGIuT2 and vGluT3’nin hiicresel ekspresyonlari ortaya ¢ikarilmistir (62). Rye ve
arkadaslarinin 1987°de yaptig1 calismada sican PPN pars compacta bdolgesinin
tamamen kolinerjik noronlardan olustugu bulunmusken Morales ve arkadaslarinin
yaptig1 bu ¢alismasi ile kolinerjik glutamaterjik ve GABAerjik néronlarin PPN ‘in
biitin seviye ve alt bolgelerinde bulundugu agiklanmigtir. Pars compacta
bolgesindeki glutamaterjik noéronlarin kolinerjik noéronlarin 1,5 kati oldugu, pars
dissipata bolgesinde ise GABAerjik noronlarin kolinerjik noronalrin iki kati

konsantrasyonda oldugu bulunmustur (62).

Noron Ekspresyonlari

ChAT VGIUT2mRNA GAD mRNA
PPN % n % n % n
Pars compacta (n =2093) 31+3 652 50+4 912 19+£2 372
Pars dissipata (n=3789) 23+3 760 37+2 1392  40+4 1637
Toplam (PPN) (n=5725) 27+2 1412 43+£2 2304  31+3 2009

Tablo 3. PPN’ de bulunan ChAT, vGIuT2 mRNA ve GAD mRNA
immunoreaktivitesi gosteren 3 alt ndéron grubunun oranlar1 (Hui-Ling Wang
2009’dan alinmustir.)

11.1.5. Gelisimsel Ozellikler
PPN’in fonksiyonlar1 gelisimin g¢esitli donemlerinde ortaya ¢ikmaktadir.
Ornegin bazi lokomosyon paternleri ( ziplama veya kosma) ikinci post natal haftada,

kesfetme davranis1 ise daha sonra ortaya c¢ikmaktadir (64). Neonatal memeliler
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giinliik yasamlarinin biiyilk kismini uyuyarak gegcirirler. Bu 6zellikle paradoksik
uyku seklindedir. Paradoksik uyku ikinci postnatal donemde hizlica kaybolmaktadir
(65). Kolinasetiltransferaz aktivitesinin bu bolgede ikinci postnatal donemde ciddi
oranda azaldigr (66) ve bunun da gelisim siirecindeki lokomotor paternlerdeki
degisikliklerle (64) korelasyon gosterdigi disiiniilmektedir. Fakat mesopontin
kolinerjik ndronlarn bu davranigsal ve fonksiyonel gelisimsel siireci nasil
etkiledikleri net degildir. PNN’de kolinerjik noéronlarin gelisimsel degisiminde
kolinasetiltransferaz boyanmasi postnatal ii¢lincii glinde azalmistir ve ardindan 14 ve
21 giinlerde pik yapan bir artis izlenmistir (66) . Hiicre boyutundaki artisin olustugu
donemle, NADPH-d boyanmasmin goriildiigii néronlarin elektriksel aktivitelerinin
degistigi donem birbiriyle koreledir (67). Bu donemde bircok motor patern anlamli
olarak degisim gosterir (64). PPN kolinerjik noronlarinin projeksiyonlart yogun
olarak bazal ganglionlar, retikiiler formasyon ve medulla spinalis bolgelerinedir (68).
Bu baglantilarin motor fonksiyonlarin diizenlenmesinde etkili oldugu bilinmektedir
(1,69). Bu bilgiler 1s1ginda motor hareketlerin kontroliindeki gelisimsel donem, PPN
kolinerjik néronlarnin gelisimsel dénemine baglidir (66). Motor kontrole ek olarak
PPN paradoksik uykunun diizenlenmesinden de sorumludur. (70). Bunun yanisira,
monoaminerjik noronlarmn paradoksik uykuyu inhibe ettigi bilinmektedir (71).
Noradrenerjik sistemin gelisimi ise prenatal doneme denk gelmektedir ve
noradrenalin sentezinin diizenleyici enzimi olan tirozin hidroksilaz aktivitesi
postnatal yedinci giinde yetigkin seviyesinin yarisina, postnatal ondordiincii giinde
ise yetigkin seviyesine ulagmaktadir (72). Serotonin sentezinin diizenleyici enzimi
olan triptofan hidroksilaz aktivitesi ise onsekizinci embrionik giinle postnatal yirmi
ikinci giinler arasinda anlamli olarak artmaktadir (73). Tiim bu davranigsal geligsimin
daha iyi anlagilabilmesi i¢in kolinerjik sistemin disinda, monoaminerjik, GABAerjik

ve glutamaterjik sistemlerin arastirilmasi gerekmektedir (66).

11.1.6. Nérokimyasal Ozellikler

PPN noérokimyasal olarak degisken hiicreler igerir. Bu ¢ekirdekteki néronlarin
acetilkolin (Ach), noradrenalin, serotonin (5-HT), glutamat, GABA igerdigini
bildiren ¢alismalar mevcuttur. PPN, norokimyasal olarak kolinerjik ve nonkolinerjik
iki gruba ayrilir (4).

Kolinerjik noéronlar aynt zamanda NADPH, degisen boyutta glutamat ve
GABA igerir. Bazi kolinerjik hiicreler kalbindin, kalretinin, parvalbumin, enkephalin
ve P maddesi icerir. Yeni yapilan bir ¢alismada PPN’in kolinerjik hiicrelerinde
tirotensin II bulundugu belirtilmektedir (2, 4). Urotensin II'nin PPN’deki kolinerjik
ndronlara spesifik etkisi oldugu belirtilmektedir.

19



Nonkolinerjik néronlarin 6nemli kisminin bazi peptidler igermesine ragmen
heniiz tanimlanmamis 6nemli néron popiilasyonlar1 olabilecegi diisiiniilmektedir.
Nonkolinerjik néronlarin nérokimyasal 6zelliklerinin kismi olarak bilinebilmesinin
bir nedeni de PPN’de giivenilir imunohistokimyasal sinyallerin alinmasindaki
giicliikklerdir (2). PPN hiicrelerin bazi nérokimyasal 6zellikleri ¢alisilmis olmasina
karsin asetilkolinin diger ndrotransmiterlerle birlikte goriilmesinin sistematik
aciklamasi yapilamamustir (2).

11.1.7. Elekrofizyolojik Ozellikler ve Noéron Morfolojisi

Intraseliiler kayitlara gore bazi aragtirmacilar 3 tip néron tarif ederken bazilari
2 tip norondan bahsetmektedirler. Tip I hizli sekilde inaktive olan inward (ic)
kalsiyum akimi1 ve burst atesleme 6zelliklerine sahiptir. Tip II transient outward (dis)
potasyum akimina ve nonburst atesleme 6zelliklerine sahiptir. Tip III ise her iki tipin
ozelliklerini de gosterebilmektedir. Tip II ve III goreceli olarak biiyiik ndéronlardir.
Bu noéronlarin hepsinin belli miktarinin Ach igerdigi one stiriilmektedir.

Ekstraselliiler kayitlar iki ana grup gostermistir. Bir grup diisiik ve regiiler
spontan ateslenen (0.5-8 diken/s) ve ikinci grupta dar diken ve daha yiiksek desarj
orani (10-20 diken/s) genis diken ve diisiik desarj oranlar1 olanlarin kolinerjik oldugu
ve Tip II ndronlara karsilik geldigi diger grubun da nonkolinerjik olup Tip I grubuna
denk geldigi bildirilmektedir.

Ancak Sehirli ve Stanford’un ¢aligmasinda ekstraselliiler tek hiicre kaydi ile
elde edilen verilere gore en az 3 ana grubun oldugu ve bunlarin alt gruplarmin
olabilecegini diisiindiiren veriler elde edilmistir (74).

PPN noéronlarinin elektrofizyolojik 6zellikleri ve morfoloji iligkisini ortaya
koymaya amagclayan g¢aligsmalar mevcuttur. Kolinerjik ndronlarin gévdeleri 20 - 40
um ve 3-6 dendrit i¢cermekte, glutamerjik ve GABAerjik noronlar ise 10-20 pm
boyutunda ndron govdesi, glutamaterjik noéronlarda 2-4 dentrit icermektedir
(8,11,61,75). Glutamaterjik ve GABAerjik noronlarin daha kiigiik gévdeleri (10-20
um) oldugunu bildiren ¢alismalarin yan1 sira bazi ¢alismalarda daha genis govdeli
GABAerjik ve glutamaterjik noronlarin ayn1 zamanda Ach de icerdigi goriilmiistiir
(2). Yapilan diger bir ¢alismada da PPN’deki kolinerjik ndronlarin dendritlerinin
yaslanmayla birlikte morfolojik degisikliklere ugradigi gosterilmistir (77).

Yapilan caligmalara karsin PPN ndronlarmin alt tiplerinin noérokimyasal
ozellikleri agik bir sekilde ortaya konamamistir. Bu durum asetilkolin ve de diger
norotransmiterler acisindan gecerlidir. Ag¢ik olan tek sey tiim néronlarin farkl

ndrotransmiterlerin etkisinde oldugudur (4).
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Sekil 5. PPN’den alinan ekstraselliier tek hiicre kaydi.
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Sekil 6. PPN ndron atesleme hizi, aksiyon potansiyeli, degiskenlik katsayisi a) Olasi

non-kolinerjik bir néronun AP siiresinin 6l¢iimii, hiz1 ve frekansi b) Olasi kolinerjik
bir néronun AP siiresinin 6l¢iimii, hiz1 ve frekansi

21



11.1.8. fla¢c Yamitlan

flag calismalart GABA ve Ach’in PPN’in kolinerjik aktivitesini ve lokomosyonu
azalttigin1 gosterirken glutamatin PPN’in kolinerjik ativiteyi artirdifi ve lokomosyonu

artirdigint gostermistir.

Asetilkolin agonisti olan karbakolun kobaylardan aliman beyin kesitlerine
mikroinjeksiyonlart doza bagli hiperpolarizasyona ve kolinerjik PPN néronlarinin atesleme

oraninda azalmaya neden olmustur. Bu etkiler atropin ile bloke edilmistir.

Sehirli ve Stanford (74) calismasinda 90 hiicre kaydi degerlendirilmeye uygun
bulunmustur. Ekstraselliiler tek hiicre kaydi sirasinda kesite karbakol, dopamin ve
serotonin uygulanmistir. Elde edilen veriler atesleme hizi, néronun atesleme
paternini gosteren varyans katsayisi ve aksiyon potansiyeli ile ilaglara yanitlara gore
degerlendirilmistir.  Atesleme hizi <IOHz, varyans katsayis1 <%40 ve aksiyon
potansiyeli siiresi >2ms olan noronlar literatiirdeki bilgilerin 1s18inda muhtemel
kolinerjik noronlar olarak kabul edilmistir. Atesleme hizit <10Hz, varyans katsayisi
<%40 ve aksiyon potansiyeli siiresi <2ms olan ndronlar ile atesleme hizi >10Hz,
varyans katsayis1 <%40 ve aksiyon potansiyeli siiresi <2ms olan ndronlar iki ayri
grup olarak smiflandirilmistir. Ancak bu genel siniflamanin yaninda alt grup

olabilecek hiicre gruplar1 da mevcuttur.

Birinci grupta, karbakol hiicrelerin %55’inde eksitasyon %36’sinda inhibisyona neden
olmustur. Bu bulgular literatiirle farklilik gdstermektedir. Diger iki grupta da karbakol hem

inhibisyon hem de eksitasyon yanitlarina neden olmustur (74).

Bikukulin’in banyo sivisina uygulanmasi kolinerjik noronlarda IPSP’leri bloke
ettigi  goOsterilmistir.  Pikrotoksin ya da  bikukulin’in PPN  bdlgesine
mikroenjeksiyonlarinin doza bagli olarak lokomosyonu artirdigi ve benzer zaman
etkisi gosterdigi ancak musimol’iin intakt sicanlarda lokomosyonu inhibe ettigi
gosterilmistir (15). PPN’in farmakolojik 6zellikleri bir¢ok ¢alismada arastirilmistir.
Ancak calismalarda kolinerjik noronlara agirlik verilmesine karsin nonkolinerjiklere
daha az onem verilmistir. Yontemlerdeki ve ila¢ konsantrasyonlarindaki biiyiik
farkliliklar sonuglarda da biiyiik farkliliklara neden olmustur (25 ). Parkinson
hastaliginda beyindeki histamin dopamin uyar1 sistemleri normal iken locus

coeruleus (noradrenalin), PPN ve 6n beyin (acetylcholine), median raphe (serotonin)
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ve lateral hypothalamus (orexin) gibi ¢ogu uyari sistemi hasarlidir. Modefinil gibi
stimulanlar hastalarin tedavisinde kismen etkilidir. Anti h3 ve sodyum oxibate
ilaglar ile tedavi uygulanmasi ise daha etkili olmaktadir. Sonug olarak PPN’e yapilan
uyarilar uygulanma sikliklarina gore hastalar {izerinde uyarici veya sedatif etkiler

yaratabilir (77).

11.1.9. Derin Beyin Stimiialasyonu ve PPN

PPN hareketin baslatilmast ve stiriidiilmasinde 6nemli rol oynadigi hayvan
caligmalar ile gosterilmistir. (23,43 ). PPN son dednemlerde Parkinson hastaliginin
aksial semptomlarinin tedavisi i¢in potansiyel bir hedef haline gelmistir. Yasam
kalitesinin diismesine sebebiyet veren durus ve yiiriiylis bozukluklar1 dopaminerjik
terapilere diren¢ gosterir. Onceleri PPN’in kolinerjik néronlardan olustugu 6ne
stiriilse de daha sonralart nonkolinerjik ndéronlarinda varligina dikkat c¢ekilmistir.
Nonkolinerjik noronlar ¢ogunlukla glutamaterjik olmasinin yani sira noradrenarjik,

dopaminerjik, GABAerjik ve peptiderjiktir

r Cerebral cortex I

1

Spinal cord

Sekil 7: Primat PPN’ine gelen Major uyarilar (Pahapill and Lozano 2000).

Nucleus subthalamicus (STN), cerebral korteksten gelen glutamaterjik, globus
pallidus internustan (GPi)’tan ve substantia nigra pars retikulatadan (SNr) gelen
GABAerjik ve omurilikten gelen duyu uyarilari primat PPN’ine gelen major afferent
liflerdir. (15). PPN’in ¢ikan Kolinerjik projeksiyonlari talamik bolgelere giderek
oncelikle intralaminar niikleuslar1 innerve ederler. (9) Cikan diger yolaklar ise PPNd

kismindan basal ganglia yapilarina, ozellikle de STN, substantia nigra compacta
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(SNc) ve globus pallidus’a baglanti saglayan liflerdir (9,15). Inen PPN
projeksiyonlari, pons, nucleii pontinus et medullaris, formatio reticularis, locus
coeruleus, raphe nuclei ve medulla spinalis (1,15,78). PPN mesensephalik lokomotor
bolgenin bir parcasini olusturdugu, beyni c¢ikarilmis hayvanlara verilen uyari
vasitasiyla lokomosyonun kontrol edilmesi ile agiklanmistir ( 1,79) . Son donem
yapilan calismalardan Takakusaki ve arkadaglarminin beyni ¢ikarilmis kedilerde
yaptiklar1 ¢alismada, PPN’in dorsal kistminin uyarilmasi ile azalan lokomotor
aktivite ve diisen kas tonusunda indiiklenmenin gerceklestigi goriilmiistiir. Uyarinin

ventral PPN’e verildigi durumda ise hipotoninin indiiklendigi belirtilmistir. (69).

I Cerebral cortex I

Caudate/
putamen

SNc 4

STN GPi

Brainstem

Spinal cord
Cerebellum

Sekil 8: PPN’ in major projeksiyonlar1 (Pahapill and Lozano 2000).

Romigi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada PPN’e derin beyin stimulasyonu
sonucunda ise gece uykusunun stabilite ve devamliliginin iyilestigi goriilmiistiir. faz
2 uykusunun %30 arttig1, uyaniklifin % 70 azaldigi, REM uykusunda anlamli bir
artig gozlendigi ortaya koyulmustur. (80).

I1.1.10.0diil ve 6grenme iizerine etkisi

PPN’in 6diil ile iligkili olabilecegine dair ilk teori Van Der Kooy ve arkadaslari
tarafindan One surilmiistiir. (81) PPN ve dopamin igeren noronlar 6dil ile farkli

sekilde iliskilidir. Yapilan hayvan deneylerinde, hayvanlarin su ve yiyecekten
24



mahrum olmadiklari durumlarda PPN etkin rol tistlenirken, su ve yiyecekten mahrum
olduklar1 durumda ise dopamin noronlar etkin rol oynamaktadir. Bu ‘iki motivasyon
sistemi’ hipotezi bir soru haline geldi ¢iinkii ne ppn ne de dopamin néronlarinin
spesifik olarak mahrumiyet veya mahrum olamama durumlar ile iligkili olmadiklari
goriildii (82). PPN’ ponstaki dopaminerjik néronlarda atesleme aktivitesi yaratan
uyarilar gonderir ve ipsilateral striatumda dopamin akisini yonetir. SNC’nin
kolinerjik stimiilasyonu dopamine bagli davranislarin diizenlenmesinde goérev alir
(83). PPN ‘deki bileteral lezyonlar dogal ddiillere verilen edimsel cevabi (84) ve
pavlovun baglantiladigi gibi birincil pekistiriciler ile ( yemek ,su ,seks)
pekistiricilere olan cevabi bozar. ( 85) PPN lezyonlar1 ayn1 zamanda nikotin , (86)
eroin (87) ve D- amphetamine (88) gibi kotiiye kullanilan maddelerin kendi kendine
intravendz kullaniminida degistirmistir. Edimsel testlerdeki dogal odiillere karst
cevabin bozulmasi temel motivasyonel siireg¢lerdeki bir bozukluga bagli degildir
clinkii ana kafesteki yeme i¢me durumu normaldir.(89) ve tat algilamasi
degismemistir. (90) problemin istemek ve begenmekten (82) ziyade uygun davranisi
se¢mekte oldugu anlasilmaktadir.

PPN deki kolinerjik noronlar limbik motivasyon sistemi ve beyin sapinda
bulunan motor bdliimler arasinda araci olarak gorev yapar. Sican SNc’nin kolinerjik
karsit1 uyarilari-ki bunlar PPNc den gelen ana kolinerjik afferentlerdir -hareketin
baglatilmasi ve performansin arttirilmasini saglarlar. Mikroenjeksiyon ile karbakol
uygulanan Kkolinerjik PPN néronlarinin inhibisyonunun motor performansi
diistirebilecegi amphetamine uygulanan niikleus accumbens ile agiklanmistir.(91).
PPNd’nin nonkolinerjik noéronlarinin basal ganglia ve limbik yapilardan afferent
lifler almast PPN’in basal gangliadan aldigi motor lifler ve striatal- pallidial
komplexten gelen motivasyonu tesvik edici uyarilar pons, medulla ve medulla
spinalisteki motor yapilarin aktivasyonunu arttirici bir arayiiz olmustur.( 78) Tesvik
ve motivasyonu etkileyici faktorler motor fonksiyonular: etkiler. PPN aktivasyonu

motor planlamay1 gelistirir (15).
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11.1.11. Algilama ve dikkat

PPN davranig ve davranis pekistirecleri arasindaki iliskiden dolay1 6grenme ile
ilgili bir niikleustur ve ponstaki dopaminerjik néronlara gelen bilginin biiylik bir
ksimin1 saglar.

Duyusal bilginin islenme siirecinde de rol oynadigna dair netlik kazanmamis
fikirler one siiriilmiistiir. PPN’in gorsel ve isitsel stimuluslardan sorumlu oldugu
bilinir (92). Colliculus superiorun PPN’e projekte oldugu diisiiniilmektedir (93) fakat
kesin duyu inputlarinin tanimlanmasi basarilmasi hedeflenen bir amag olsa da yine
de iliskiyi agiklayabilmek i¢in 6nemli bir bilgidir. Deneyler si¢anlardaki bilateral
ekzitoksik lezyonlarin

dikkat performansinda kusurlara yol agtigini gostermistir. Eletrofizyolojik
calismalardan gelen veriler ile bu iddialar desteklenmistir. Dormont ve arkadaglar
kediler tlizerinde yaptiklar1 ¢aligmada kedilere zorunlu bir isitme sinyali arkasindan
yiyecek ddiiliine ulagmak i¢in asili kalma hareketi yapmalar1 6gretilmistir. Bu esnada
aliman noron kayitlarinda cevap siirelerinin olaganiistii hizli oldugu goriilmiistiir
(ortalama cevap siiresi 8 ms) (92). Kobayashi ve arkadaslarinin primatlarda yaptigi
calismada bu sonuglar1 desteklemektedir. Goziin kisa ve hizli hareketleri sirasinda
noronlarda atesleme aktivitesinin gerceklestigi goriilmiistiir. Elekrofizyolojik
caligmalar PPN’in ¢oklu modal duyu bilgisi aldigi, bu bilgilerin hedef baglantili
davraniglarin performansinda etkili oldugu, PPN ‘in bu bilgilerin entegrasyonuyla
iligkili oldugu 6nerilmistir (94).

11.2 Nucleus Pedunculopontinus Tegmenti ile iliskili hastaliklar

11.2.1.PPN’in Parkinson Hastah@indaki Rolii

Parkinson substantia nigra da bulunan dopaminerjik néronlarin kaybi ile
tanimlanan bir hastalik olup, tremor, kas rijiditesi, bradikinezi, durus ve yiiriiyiis
bozukluklar ile karakterizedir. Basal ganglia’nin PPN iizerindeki rolii dogrudan ya da
dolayli yollaklara baghdir. STN’den gelen glutamaterjik ve Gpi ve SNr’dan gelen
GABAerjik projeksiyonlar PPN’e basal gangliadan gelen temel inputlardir. Bu
yollaklar ve norotransmiterler PPN fonksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar. Parkinson
modelinde basal ganglia asir1 aktiftir ve PPN noron aktivitesinde belirgin degisiklere
neden olur. Bu durumda basal ganglia ¢ikis (output) ¢ekirdeklerinden PPN’e gelen
artmis inhibe edici etki ve STN’den gelen artmis uyarici etki PPN noronlarinda
ateslemede artma ya da azalma seklinde farkliliklara neden olur (15,38). Ancak
etkilenen hiicrelerin hangi tipte oldugu bilinmemektedir. Bu degisikliklerin
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Parkinson Hastalifinda goriilen akinezinin altinda yatan neden oldugu
diistiniilmektedir ve GABA-A reseptor blokaji ile diizelme saglanabilmektedir (95).
Son donemde yapilan bir calismada Parkinson hastaliinda kolinerjik noronlarda
kayip ve kiiciilme oldugu ancak ndéron kaybinin boyutundaki degisimlerden daha
fazla oldugu vurgulanmistir. Nonkolinerjik noronlardaki degisikliklerin hastaligin
daha ileri safhalarinda ortaya ¢iktig1 belirtilmektedir (96).
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Glutamate 1
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Sekil 9 : Basal Ganglia Dongiisii a) Saglikli bireyde b) Parkinson hastaligina sahip
bireyde

Basal ganglia dongiisiindeki bozukluklar Parkinson hastaliginin patofizyolojisinde
merkezi rol oynamaktadir. Paralel noéral baglantilar basal ganglia ile korteks,
thalamus ve beyinsapi arasinda entegrasyonu saglar (97) motor dongii icerinde direkt
ve indirekt olmak tizere iki yol vardir. Direkt yol striatumu GPi ve SNr’ye baglar.
GPi ve SNr inhibitor GABA noéronlarmi talamus ve PPN’e gonderirir. Talamik
outputlar ise ekstatuar glutamaterjik lifler yoluyla prefrontal ve motor kortekse
projekte olur. Major beyin sap1 niikleusu olan PPN lokomasyon siirecinde yer alan
mesensefalik lokomotor bdlgenin bir pargasidir. indirekt yolda ise yine striatum GPi
veSNr ile baglantilidir. Fakat bu dongiide inhibitor lifler dncelikle globus pallidusun
eksternal kismindaki (GPe) sinaptik baglantilardan gecer. GPe GABAerjik
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baglantilar araciligi ile STN iizerinde inhibitdr etki yaratir. indirekt yolun son
basamagi STN’dan ¢ikan glutamaterjik uyarilar GPi/SNr output niikleuslarina ulasir.
Klasik olarak bu kompleksin striatal dopaminerjik ndronlarca meydana getirilen
sinyal vasitasiyla siirdiiriildiigii diistiniilmektedir. SNc’dan ¢ikan dopaminerjik
noronlarin projeksionu ile striatumun aktivasyonu gerceklesir. Direkt yolakda D1
reseptorii  bulunurken indirekt yolak D2 reseptorlerini igermektedir. Striatal
noronlarda D1 reseptoriiniin diizenlemesi GPi’ deki inhibisyonun artmasina sebep
olur. Bu durum talamus ve PPN’in baskilanmasini azaltir. Boylece korteksin

eksitasynu artar ve hareket gerceklesir.

Buna alternatif olarak indirekt yolda striatal noronlardaki D2 reseptorlerinin
stimiilasyonu GPe’nin inhibisyonunun azalmasina yol agar. Sonug¢ olarak STN’deki
daha biiyiik bir inhibisyon daha az GPi aktivasyonuna sebebiyet verir. Azalan GPi
aktivitesi thalamusun daha fazla aktivasyonuna izin verir. Bu da hareketin olugsmasini
kolaylastirir. Sonug olarak striatumda dopamin salinimi hem direkt hemde indirekt
yollar ile hareketin olusmasini kolaylastirici etki yaratir. Bu durumun motor hareket

tizerinde ince ayar etkisi yarttigina inanilmaktadir (98).
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Parkinson hastaligindaki motor dongiiye bakilacak olursa motor dongiideki
dogal dengenin bozulmasi striatumdaki dopaminin tilkenmesinden kaynaklanir.(sekil

b) Dopaminerjik uyar1 kaybt GPi/SNr output niikleuslarinin asir1 aktivasyonuna bu
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durumda PPN ve thalamusun baskilanmasinin artmasina neden olur. Gerek direkt,
gerekse indirekt yol ile motor hareketin aktivasyonu zayiflayacaktir. Motor
dongiideki bu model hastaligin akinetik 6zelliklerinin agiklanmasini saglar ayrica
klinik ¢alismalar, fonksiyonel goriintiileme, elektrofizyolojik ve biyokimyasal
calismalar ile desteklenir (99,100).

I1. 2.2.Anksiyete bozukluklar:

Cesitli anksiyete bozukluklar1 Parkinson hastalarinda sik olarak goriilmektedir.
Anksiyetenin kronik hastaliga bir yanit olabilecegi gibi Parkinson hastaliginda beyin
sap1 dopaminerjik, noradrenerjik ve serotonerjik ndronlarin hasari sonucu da
olasabilecegi diisiiniilmektedir REM uyku davranis bozuklugu (RDB) REM uykusu
sirasinda normal iskelet kasi atonisinin kaybi ve rilya durumu ile iligkili ekstremite
hareketleriyle karakterizedir REM uykusunun olusumundan sorumlu anatomik
alanlar beyin sap1 niikleuslarinda lokalizedir (101,102). Ponsta yer alan
pedunkulopontin niikleus (PPN) ve laterodorsal tegmental trakt niikleusu(LDTN)
REM uykusu sirasinda aktiftir ve rostral medulladaki magnoselliiler niikleus ile
kaudal medulladaki paramedian retikiiler niikleusa projekte olurlar. Bu meduller
¢ekirdeklerin aktivasyonu sonucu REM uykusu sirasinda kas tonusu kaybolur (103).
RDB’nin patofizyolojisinde 6zellikle peri-lokus seruleus bolgesi, PPN ve LDTN gibi
beyinsap1 bélgeleri sorumlu tutulmaktadir (104). Ilk RDB olgusunun detayli beyin
sap1 incelemesinde lokus seruleus néronlarinin sayisinda belirgin azalma, PPN ve
LDTN noronlarmin sayisinda da belirgin artis bulunmus ve yazarlar bunu lokus
seruleusun monoaminerjik aktivitesinde azalma nedeniyle PPN ve LDTN’un
disinhibisyonunun azalmasi ve/veya kolinerjik noronlarin aktivitesinde artisin
RDB’na yol acabilecegi seklinde yorumlamislardir (105). RDB’nun
patofizyolojisinde dopaminerjik disfonksiyon da anatomik, farmakolojik ve
fonksiyonel norogdriintilleme calismalarinda saptanmistir, fakat hala RDB’nun

primer nedeninin dopaminerjik disfonksiyon olduguna dair yeterli veri yoktur.
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Mliskili oldugu diger hastaliklar: 15. Kromozomda meydan gelen bir delesyon
sonucu ortaya ¢ikan Prader Willi sendromu goriilen kadavralarda yapilan ¢aligmada
ppndeki acetilkolin igeren néron sayisinda ciddi bir azalmanin oldugu gézlenmistir.
Bu azalmaninda bu sendromu tasiyan hastalardaki hipotoni ve rem uykusu

bozukluklar ile iliskili olabilecegi 6ne siirtilmiistiir. (106)

11.3. Kalsiyum Baglayic1 Proteinler

Kalsiyum iyonu kas kasilmasi, adezyon, sekresyon, hareket, biiyiime,
farklilasma, gen ekspresyonu ve hiicre 6liimii gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin
diizenli islevi i¢in gerekli esansiyel bir mineraldir. Hiicrenin kalsiyum
konsantrasyonundaki bir degisim ikincil haberci mekanizmalari i¢in bir sinyal gorevi
gormektedir. Kalsiyum baglayici proteinler sinyal iletiminde aract bir rol iistlenerek,
hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar.

Kalsiyum baglayici proteinler ayrica protein sentezi ve salinimi sirasinda gerek
duyulan Onemli saperon molekiillerdir. Bu proteinler baglica kalsiyumun
tamponlanmasi, taginimi ve c¢esitli enzim aktivitelerinin kontroliinde rol oynarlar.
Kalsiyum baglayic1 proteinler belirgin bir dizi ve yapisal benzerlik gosterir, ancak
fonksiyonlar1 genis biyolojik ¢esitlilige sahiptir. Kalsiyum baglayict proteinlerin
hiicre i¢i dagilimindaki dengesizlikler hipertansiyon, kalp hastaliklari, diabet, manik
depresyon ve Alzhemier gibi gesitli hastaliklara yol agmaktadir. Birgok kalsiyum
baglayict proteinin hiicre canliligi, apoptozis ve kanserin ilerlemesinde énemli bir
rolleri bulunmustur.

Kalsiyum baglayici proteinler ailesi iginde parvalbumin, Kalretinin, kalbindin
gibi proteinlerinde bulundugu 240 adet proteinden olusur. Ik karakterize edileni
parvalbumindir. Boyutlar1 ve albumin ¢6ziiniirliigii ile isimlendirilmistir. Kalbindin
(D28k and D9k) agirhiginda ve vitamin d bagimli exprese olan bir proteindir. (107)
bu kategorideki ii¢lincii protein olan calretitin is€ ismini baslangi¢ sentez yeri olan
retinadan almistir. Calretinin bagslangigta sican beyninde wesStern blot yontemi
kullnailarak tanimlanmis 29 kd agirliginda bir proteindir. (108.), calretitn yogun
olarak visual sistemin periferal duyu noronlar1 (retinal ganglion hiicreleri ) vestibular
( tip 1 tiysi hiicreler), isitme sistemi (korti organi) exprese olur. Santral sinir

sisteminde en ¢ok bulunan molekiilerden biridir (109).
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GABA noéronlarn tizerlerinde tasidiklart kalsiyum baglayict proteinin ¢esidine
gore smiflandirilabilirler. Bunlar; parvalbumin, kalbindin (CB), kalretinin pozitif

olarak gruplandirilabiliriler.
11.3.2. Kalbindin

Kalsiyum baglayic1 proteinlerin pek ¢ok tiirliniin sinir sistemi iginde var oldugu
bilinmektedir (110,111,112 ). Kalsiyum ndorotransmitterlerin sentezi, membran
gecirgenligi enzim aktiviteleri, aksonal taginim, noronal uyarim gibi fizyolojik
olaylarin gegeklesmesinde hayati 6neme sahip bir moderatordiir. Bunula birlikte
kalsiyumun bir tampon olarak sinyal aktariminda ne kadar aktif bir rol oynadig1 veya

sinir sistemi i¢inde kendilerine spesifik fonksiyonlar1 bilinmemektedir.

Kalbindin D-28k oncelikle uzun aksonlu ndéronlar ile talamik projeksiyon
noronlari, strionigral noronlar, nucleus basalis Meynert noronlari, beyincik purkinje
hiicreleri genis omurilik retinal, kohlear ve vestibular ganglion hiicreleri iliskilidir.
Bununla birlikte kisa aksonlu hiicreler ile omurilik interndronlart ve serebral korteks
internoronlarinda da  bulunur. Kalbindin D-28k igeren hiicrelerin ¢ogu

norodegeneratif hastaliklara daha yatkin oldugu belirtilmektedir (113 ).

Nucleus pedunculopontinus gibi kolinerjik ndronlart varlig: ile ortaya g¢ikan
basal onbeyin bolgesi de uyku uyanliklik, 6grenme ve hafiza ile iliskili oldugu
bilinen bir bolgedir. Bu bdlgedeki GABAerjik noronlart kalsiyum baglayici
proteinlerle olan iliskisine gore alt gruplara ayirmayi amaglayan (114 ) ¢alismanin
sonucunda % 90 oraninda parvalbumin (+) ¢ikan hiicrelerin ayn1 zamanda GAD (+)
oldugu , %10 oranindaki kalbindin veya kalretinin (+) hiicrelerin ise GAD (+)
oldugunu bulmuslardir. Kalbindin ve kalretinin igeren hiicrelerin glutamaterjik basal

Onbeyin noronlari ile projekte olduklarini ortaya koymuslardir.

Kalsiyum baglayici proteinlerin gelisim siireglerindeki varliklarini inceleyen
caligmalara bakildiginda (115,, 116 ) kalbindin, kalretinin ve parvalbuminin insan
beyincigi gelisimsel siirecinde farklt donemlerde ortaya e¢iktiklarini bulmusglar.
Kalbindin ve parvalbuminin genellikle birlikte gelisim gosterdigi bu sayede {i¢ farklh
kalsiyum baglayict proteinin de gelisimin farkli asamalarinda farkli fonksiyonlara
sahip olacabilecegini savunmuslardir. Kalbindine korteks ve serebellar niikleuslarda
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hamileligin 14. haftasinda ilk defa rastlandigimi ve gelisim siireci boyunca da

miktarinin azaldigini bulmuslardir (117).

Beynin farli bolgelerindeki ndronlarin; hipcampus (118) kortex (119) basal
ganglia (120) kalsiyum baglayic1 proteinler sentezledikleri ve ayni transmiteri
kullaniyor olabilmelerine ragmen farkli fonksiyonel o6zelliklere sahip olduklari

gosterilmistir.

Kalsiyum baglayici proteinlerin maymun(121) ,sigan (122) ppn ndoronlar
tarafindan exprese edilidigi gosterilmistir. Kalretinin ve Kalbindin sigan ppn indeki
kolinerjik noronlarin sayisina benzer noronlarca sentez edildiklerini (123 ) ortaya
koymustur. Kolinerjik noéronlarca nadiren eksprese edilseler de yaygin olarak
gabaerjik ve glutamaterjik ndronlarca sentezlenmeleri gabaerjik ve glutamaterjik

noronlarin alt gruplarinin olabilecegini gostermislerdir (124).

Seto-Ohshima 2003 yilinda Hungtinton hastaligindan 6len kisilerin
beyinlerinde yaptig1 calismada neostriatum bolgesindeki calbindin i¢eren néronlarin
onemli derece azaldigin1 bulmug kalsiyum mekanizmasimnin HD {izerinde etkili
olabilecegini savunmustur (125).

Pierre-Yves Co6t¢ and André Parent 2003 yilinda yaptiklart caligmalarda
maymunlarda ppn ve nucleus Dbasalisteki  kolinerjik  néronlarin  ikili
immunhistokimyasal boyama yaparak cb varligini incelemisler, sonugta ppn deki
kolinerjik nodronlarin cb den yoksun oldugunu nucleus basalisteki kolinerjik
ndronlarin ise cb igerdigini ortaya koymuslardir. Bu sonuglar dogrultusunda ise
Alzheimer hastaligi patogenezinde rolii olmayan ppn e ragmen nucleus baslisin
hastaligin iizerinde etkisi olmasindan yola c¢ikarak calbindin varliginin sadece
Alzheimer hastalig1 degil diger norodejeneratif rahatsizliklarda da etkin olabilecegini
one slrmiislerdir (126). Diger bir kalsiyum baglayici protein olan kalretinin
varligiin ise Parkinson hastalig1 lizerinde koruyucu etkisi olduguna dair caligsmalar

yapilmistir (127).
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Sekil 10 : PPN igerisindeki farkli noron gruplarinin sematik olarak gosterilmesi

(Martinez Gonzales 2011 yilindaki makelesinden alinmistir).

Son donemde yapilan ¢aligmalarda kalbindin iceren hiicrelerin erigskin sigan
ppnindeki dagilimi incelenmis, gabaerjik ndronlar rostral ppn de yogunluk
gosterirken kolinerjik, glutamaerjik ve kalbindin ,calretinin igeren noronlarin

caudalde yogunlastig1 gézlenmistir.

PPN 300 um luk araliklarla bolgelere ayrildiginda rostral ve caudalde yogun

bulunarak niikleusun orta bolgelerinde bu yogunlugun diistiigii bildirilmistir (124).

Bu calismanin devami olarak kalbindinin gelismsel siirecteki dagiliminin
inceledigi bu ¢alismanin yapilan diger ¢aligmalarla biitlinlik gosterecegini

diistinmekteyiz.
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BOLUM III. Gerec ve Yontem

III.1.Arastirma Yontemleri

Marmara Universitesi deney hayvanlar1 arastirma ve uygulama merkezinden
temin edilen wistar sicanlar dogumlarinin ,7.giin ,14.glin , ve 21. Giinlerinde
almarak % 4 lik paraformaldehit ile transkardiyak perfiize edilip, beyinleri
cikarilmistir. 1 gecelik postfiksasyon sonrasinda %30 luk siikroz solusyonu igerisine
saklanmistir. 40 um luk kesitler mikrotom kullanilarak alinmis ve free-floating
kesitlere immunohistokimyasal boyamalar uygulanmistir. Calismamizda her bir

hayvan grubu i¢in 4’er tane olmak tizere 12 sican kullanilmistir.

111.1.1. Pedunculopontine niiklesun sinirlarinin belirlenmesi

PPN’in sinirlar1 ChS ve Ch6 sinirlar1 kolinerjik néron gruplarindan olusur
(Mesulam et al., 1983).. Kolinerjik noronlarin tesbiti igin kolinasetil transferaz
boyast ile boyama gerceklestirilir.Pedunculopontine tegmental niikleus ve
laterodorsal tegmental niikleusun sinirlarinin tanimlanilmasinda kullanilan kolinerjik

ndronlarin disinda bu niikleuslar glutamaterjik ve gabarjik ndronlarda igerirler.

111.1.2. Kolinerjik Noronlarin Tesbit Edilmesi : Kolinerjik noronlara
spesifik nérotransmitter olan asetilkolin kolin asetil trasnsferaz enzimi tarafindan
kolin ve asetil-CoA'dan sentez edilir. Anti kolinasetil transferaz antikoru kullanilarak
yapilan immunohistokimyasal boyama yontemi ile kolin asetil trasnsferaz enzimini
sentezleyen kolinerjik hiicreler tesbit edilir.

Anti kolinasetil transferaz boyama :

1.40 um luk free- floating kesitler Salin Fosfat Tamponu (PBS) tamponu igerisinde
alinarak 3x10 dakika yikanir.
2. Birincil antikor i¢eren serum + PBS solusyonunda oda 1sisinda 1 gece bekletilir.
%0.3 Triton X (Merck 108643)
PBS( Sigma Aldrich P4417 PBS Tablet )
%31 nonimmun serum (Sigma D9663 Donkey Serum)
1/500 ‘lik Anti-Choline Acetyltransferase antikor (Milipore AB144P)
3. 3x10 dakika PBS ile yikanir.
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4. Sekonder antikor ile oda 1sisinda 2 saat bekletilir.

% 0.3 Triton X (Merck 108643)

PBS(Sigma Aldrich P4417 PBS Tablet)

%21 nonimmun serum (Sigma D9663 Donkey Serum)

1/400 ‘lik Donkey anti- goat 1gG Cy3 antikor (Milipore AP180C)

5. 3x10 dakika PBS ile yikanir.

I11.1.3. Kalbindin iceren Noronlarin Tesbiti: Kolinerjik boyama yapilan kesitlere

Kalbindin monoklonal antikor ile ikincil boyama yapilir.

Kalbindin boyama

1.

Birincil antikor igeren serum + PBS solusyonunda oda 1sisinda 1 gece
bekletilir.
%0.3 Triton X (Merck 108643)
PBS( Sigma Aldrich P4417 PBS Tablet )
%21 nonimmun serum (Sigma D9663 Donkey Serum)
1/500 ‘lik Kalbindin D28K antikor (Santa- Cruz Biotechnology CB955)

3x10 dakika PBS ile yikanr.

Sekonder antikor ile oda 1sisinda 2 saat bekletilir.

% 0.3 Triton X (Merck 108643)

PBS( Sigma Aldrich P4417 PBS Tablet )

%1 nonimmun serum (Sigma D9663 Donkey Serum)

10 mg/ml Alexa Fluor 488 Donkey anti Mouse IgG (invitrogen A21202)
3x10 dakika PBS ile yikanur.

Kesitler jelatinli lamlar iizerinde fir¢a yardimi ile alinir, kurumaya birakilir.

Flouromount DPX ile lamlar kapatilir.

111.1.4. Noron Goruntiilleme

Olympus BX51 model floresan mikroskop ile kolinerjik boyanan hiicreler uygun
filtre (UMWG2) ile bakilarak PPN’in sinirlart belirlenir. Belirlenen bu sinirlar
icindeki bolgede uygun filtre (UMWIBAS3 ) kullanilaark kalbindin pozitif boyama
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gosteren hiicreler tesbit edilir, X40’lik objektifte fotograflanarak; ndron tipleri,

niikleus i¢indeki boyanma alanlar1 ve noron ¢aplari kaydedilir.

111.1.5.Boyanma alanlarinin belirlenmesi

Diizensi bir sekle sahip olan PPN, kama benzeri goriintiisii ile substantia nigra pars
reticulata

dan dorsokaudal olarak pedunculus cerebelli superior’a dogru uzanir. PPN’in sekli ve
biiytikliigii mediolateral seviye farkina bagl olarak degisir. Kolinasetiltransferaz
boyama ile niikleusun sinirlari belirlenmistir. Niikleusun orta bolgelerinden alinan bir

goriintii  Sekil 3’te verilmistir. Rostrokaudal uzunluk ~2193,356 um olarak

Olglilmistiir. Alanin tamamu rostral (yaklasik 460 um ), median( yaklagik 860 um) ve
kaudal (860 um) olmak iizere ii¢ bolgeye ayrilmustir. Isaretlenen néronlarin
konumlar1 bolgeler arasindaki néron yogunluklarini gelisimsel olarak karsilagtirmak
amaci ile bu ii¢ alandaki bulunduklar1 yere kaydedilmistir. Noronlarin konumlarinin
yani sira ¢ap Ol¢timleri alinip, ndron tipleri belirtilmistir. Niikleusun bolgeleri veya
gelisimsel siiregleri arasinda noéron ¢aplart acisindan bir farklilik olup olmadigi

incelenmistir.

Sekil 11: Kolinasetil transferaz boyama yapilan PPN goriintiisii
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Boliim IV: Bulgular
IV.1. 7 giinliik Sicanda Immunohistokimyasal Boyanmalar

Sekil 12 : 7 giinliik sigan PPN ‘inde
boyanmis kolinerjik ve CB + noronlar

(a)

CB + Noronlarin niikleus igerisindeki
rostral yonelimli dagilimlar1 (b)

IV.IL. 14 giinliik Sicanda immunohistokimyasal Boyanmalar

Sekil 13: 14 giinliik sican PPN ‘inde
boyanmis kolinerjik ve CB + noronlar

(@)

CB + Noronlarin niikleus igerisindeki
rostral yonelimli dagilimlari (b)

(@) (b)

IV.I11. 21 giinliik Sicanda immunohistokimyasal Boyanmalar
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(b)

Sekil 14: 21 giinliik sican PPN ‘inde
boyanmig kolinerjik ve CB + néronlar (a-b)

CB + Noronlarin niikleus igerisindeki
homojen dagilimlari (c)
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Kalbindin pozitif néronlarin
c¢ap ortalamalari
H
o

21 gun sican 14 gun sigan 7 giin sigan

Tablo 4. 7., 14. ve 21. Giinliik siganlarin néron ¢aplarinin karsilastiriimasi

ppn 14-7

154
ns

104

Kalbindin pozitif néronlarin
cap ortalamalari

14 gijrll sigan 7 giin sigcan

Tablo 5. 7. ve 14.giinlerdeki siganlarin ndron ¢ap ortalamalari arasinda unpaired

t-testine gore anlamli bir farklilik gézlenmemistir. (p=0.1262)
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Tablo 6. 14 ve 21 .giinlerdeki si¢anlarin néron ¢ap ortalamalari arasinda unpaired

t-testine gore anlamli bir farklilik gézlenmistir. (p=0.0001)

ppn 21-7
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Tablo 7. 7 ve 21 .giinlerdeki si¢anlarin néron ¢ap ortalamalar1 arasinda unpaired

t-testine gore anlamli bir farklilik gézlenmistir. (p=0.01)
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Tablo 8. 7., 14., ve 21 giinliik sigcanlarin PPN bolgesinde bulunan kalbindin

pozitif noron sayilar1 karsilastirilmasi

pPpn 21-14
250-
*x
= _ 2004 —
‘N &
2'S, 150-
£
=
£ 5 100-
G-
' 50
0 .
21 giin sigan 14 giin sigan

Tablo 9. 14 ve 21 giinliik siganlarin PPN bolgesinde bulunan kalbindin pozitif néron
sayilar karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmistir (p=0.0343)
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Tablo 10. 7 ve 14 giinliik siganlarin PPN bolgesinde bulunan kalbindin pozitif néron
sayilar1 karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmistir (p=0.0075)
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Boliim V: Tartisma ve Sonug¢

PPN pons ve medulla spinalis’teki motor hareketi yapan yapilar ile basal
ganglia ve limbik sistem arasinda 6nemli bir anatomik role sahiptir. GABAerjik ve
glutamaterjik uyarilar alir ve mesensefhalik dopaminerjik noronlar ile karsilikli
baglantilar1 mevcuttur. PPN’nin frontostriatal bilginin islenme siirecinde anahtar role
sahip oldugu disiiniilmektedir (128). Yaygin olarak kabul edilen goriise gore
PPN’in farkli boyutlarda ve farkli kimyasal 6zellikte néronlardan meydana geldigi
kabul gortilmektedir. Kolinerjik néronlar PPN igerisinde ¢ok daha az oranda bulunup
rostrokaudal hat boyunca heterojen sekilde represante olmuslardir. Genis oranlarda
GABAEerjik ve glutamaterjik noronlar ile i¢ ige gegmis bir dagilim gostermektedirler
(62,129). GABAerjik noronlar kolinerjik ve glutamaetrjik noronlara kiyasla rostral
PPN’de ¢ok daha yogun bulunmaktadir (124). Rostral PPN’in aksine kaudal PPN’ de
glutamaterjik néron orani fazladir (62).

Martinez-Gonzalez’in Nisan 2011 de yayinladiklar1 calismaya kadar PPN’deki
ayni noron gruplarinin farkli ndrokimyasal bir marker ile birlikte exprese olabilecegi
tanimlanmamustir. Beynin farkli bolgelerindeki néronlar, hipokampus (118); korteks
(119) ve basal ganglia gibi (120 ) kalsiyum baglayici proteinler sentezlemektedirler.
Bu sentez ile noronlar ayni norotransmitteri kullanmalarina ragmen farkl
fonksiyonel o6zelliklere sahip olmaktadirlar ve kalsiyum baglayici proteinler
noronlarin ¢esitli alt gruplar ayrilmalarinda yararli isaretleyicidirler. Kalsiyum
baglayici proteinlerin varligt maymun PPN ‘inde (121,126) sican PPN’inde (122)
gosterilmistir. Aslinda sigan PPN’indeki kolinerjik néronlarin sayisi ile kalbindin ve
kalretinin eksprese eden noronlarin sayist hemen hemen aymidir (123). Kalsiyum
baglayici proteinler nadir olarak kolinerjik noronlarda eksprese olsalar da yaygin
olarak GABAerjik ve glutamaerjik noronlarda eksprese olmalar1 ile GABAerjik ve
glutamaerjik noronlarin fonksiyonel alt tiplerini ortaya koyarlar (124).

Kalbindin  sentezleyen hiicrelerin  gelisimsel siirecteki  degisimlerini
inceledigimiz ¢alismamizda 7., 14. ve 21. giinliik sicanlara ait beyin kesitlerinde
yapilan immunohistokimyasal boyamalar sonucunda 7 ile 14 ve 14 ile 21 giinliik
sicanlarin PPN bdlgesinde  bulunan  kalbindin  pozitif ndron sayilar
karsilastirildiginda anlamli bir farklihk gozlenmistir (sirasiyla p=0.0075 ve
p=0.0343).
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PPN iizerinde yaptig1 elektrofizyolojik REM uykusu calismalarinda Jouvet-
Mounier sicanlarda 10 ile 30. postnatal giinler arasinda REM uykusunda diisiis
meydana geldigini, bu diistisiin biiyiik kismi 12 ile 21. giinler arasinda gergeklestigini
bulmustur ( 65). Garcia rill ise major degisikligin 10 ile 15: giinler arasinda oldugunu
savunmustur (130). REM uykusundaki bu diisiis mekanizmasinin artan REM uykusu
egilimi ile karakterize olan sizofreni, anksiyete ve depresyon gibi hastaliklarin
baslangicinda rol oynayabilecegine dair hipotezler ortaya konulmustur (131). REM
uykusunda tesbit edilen gelisimsel diisiisiin rastlanildigr 14 -21 giinler arasindaki
giinlerde ¢alismamizda saydigimiz kalbindin boyanan hiicre sayisinda artis olmasi

uyumluluk gdstermektedir.

REM uykusu ve uyanikligi diizenleyen retikiiler aktive edici sistemin kolinerjik
pargasi olan PPN ‘in uyarilmasi REM uykusunu arttirirken ( 132) PPN lezyonlar1 da
REM uykusunu diistiirmiistiir (133). PPN noronlar1 uyaniklik ve REM uykusu
stiresince diisiik burst aktivite gostermektedir. REM uykusundaki diisiisti gelisimsel
farkliliklar ile agiklamaya calisan Garcia-Rill ve arkadaslarinin ¢alismasinda PPN
noronlar1 gelisimsel donem boyunca GABA aganosti muscimol (GABAa reseptoriine
spesifik) ve yine GABA agonisti baklofen (GABAD reseptoriine spesifik) ile module
edilmistir. Sonugta REM uykusunda meydana gelen gelisimsel diislis boyunca
GABA a reseptoriiniin aktivasyonu ile eksitasyondan inhibisyona dogru bir kayan bir
tablo ortaya c¢ikmaktadir. GABADb reseptorii ise daha az goze carpict sekilde
inhibitordiir (131). Gelisimin erken déonemlerinde 12. ve 16. giinler arasinda GABA a
reseptOriiniin aktivasyonu PPN ndronlariin depolarizasyonuna yol agmaktadir. REM
uykusundaki gelisimsel diisiis siiresince 17-21. gilinlerde hiperpolarizasyona sebep

olmaktadir.

PPN diger mesopontin niikleuslardan glutamaterjik lifler almaktadir.
Glutamaterjik liflerin uyarilma durumlarinin olusumuyla yakin iliskili olduguna
inanilmaktadir. Christen Simon ve arkadaslarinin yeni yayinladiklart caligmada
postnatal 9 ile 17. giinler arasindaki glutamat reseptorlerinin alt tiplerindeki
gelisimsel degisikliklerin PPN néronlarinin cevaplarina katkist olup olmadig
arastirilmistir. PPN hiicre tiplerinin glutamaterjik eksitabilitesindeki degisiklikler
REM uykusundaki gelisimsel diisiislin temelini olusturur(134)
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Bay (2006 ) ve Simon (2011) calismalar1 da gutamaterjik ve gabarjik kokenli
oldugu bilenen kalbindin pozitif noronlarin gelisimsel olarak 7, 14 ve 21. giinler
arasindaki degisikliklerin anlamli ipucglar1 verebeileceginden daha spesifik

incelenmesi gerektigini isaret etmektedir.

Diger taraftan gruplar arasindaki néron ¢ap ortalamalarina bakildiginda ise 7
ile 21. ve 14 ile 21. giinlerdeki siganlarin néron ¢ap ortalamalari arasinda unpaired t-
testine gore anlamli bir farklilik gozlenmistir (sirasiyla p=0.01 ve p=0.0001).
Ninomiya ve arkadaslarinin (2005 ) kolinerjik noronlarin gelisimini inceledikleri
calismada 14 ve 21. giinler arasinda niikleuslarin ¢aplarinin arttigin1 géstermislerdir.
Bizim caligmamizda 14.glinde noron cap1 yaklasitk 12 mikron iken 21.giine
gelindiginde 15 mikron olarak Sl¢lilmistiir. Genel olarak 14 ve 21. Giinler arasinda
ndron ¢aplarinda artis meydana geldigini sdyleyebiliriz.

Calismamiz sirasinda Kkarsilagilan sorunlardan birisi GABA ndronlarinin
geleneksel ~ immunohistokimyasal  yOntemlerle  boyanmasinda  karsilagilan
zorluklardir. Belirttigimiz Kalbindin boyanan hiicre sayis1 gabaerjik ve glutamaterjik
noronlarin toplamidir. gabaerjik ve glutamaterjik néronlarin ayr1 olarak sayimlariin
yapilabilmesi i¢in in situ hibridizasyon yontemi kullanilmalidir.

Coté and André Parent 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarda maymunlarda
PPNve nucleus basalisteki kolinerjik noronlarm ikili immunhistokimyasal boyama
yaparak kalbindin varligim1 incelemisler, sonucta PPN’deki kolinerjik ndronlarin
kalbindinden yoksun oldugunu nucleus basalisteki kolinerjik néronlarin ise kalbindin
icerdigini ortaya koymuslardir (126). Bu sonuglar dogrultusunda ise Alzheimer
hastalig1 patogenezinde rolii olmayan PPN’ e ragmen nucleus baslis’in hastaligin
tizerinde etkisi olmasindan yola ¢ikarak kalbindin varliginin sadece Alzheimer
hastaligi degil diger norodejeneratif rahatsizliklarda da etkin olabilece§ini 6ne
stirmislerdir. Diger bir kalsiyum baglayic1 protein olan kalretinin varliginin ise
Parkinson hastalig1 {izerinde koruyucu etkisi olduguna dair ¢aligmalar yapilmistir
(127).

Uyaniklik ve REM uykusu ile iligkili oldugu gosterilmis olan PPN ndoronlari
uyaniklik sirasinda tonik, REM uykusu sirasinda tonik ve burst, yavas dalgali uykuda

ise azalan aktivite gosterirler (135). Kobayashi ve arkadaslari postnatal 12- 21.
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giinliik sicanlarda PPN ndronlarinda meydana gelen norokimyasal degisiklikleri
incelemislerdir. Bu ¢alisma hiicresel diizeyde uyku uyaniklik siklusu ve uyarilma ile
ilgili gelisimsel bilgiler sunmustur. Bu bilgiler dogrultusunda PPN’e gelen
gultamatergic ve serotonerjik liflerdeki gelisimsel diizensizligin REM uykusundaki
diisiise yol agtig1 hipotezini ortaya koymuslardir (136). Temel olarak yenidoganda
REM uykusu temel uykunun %50 seviyesindeyken (yaklasik 8 saat ), yetiskinde %
15’ini olusturmaktadir (yaklasik 1 saat). REM uykusundaki bu ana diisiis dogum ile
ergenlik donemi arasinda olur. Sicanda ise gelisimsel diisiis 10. ile 30. giinler
arasinda olmaktadir. Sicanda bu dénemdeki REM uykusu toplam uykunun %70’
oranindan %15’e dismektedir. Bilim adamlarina gore gelisimsel donemdeki bu
diizensizlik arsatirilip uyku inhibitor siirecine iliskin tedavi uygulanabilirse REM
uykusu bozukluguna bagl, anksiyete, sizofreni, bipolar ve unipolar depresyon gibi

hastaliklar tizerinde olumlu sonuglar elde edilebilir (137).

Kobayashi ve arkadasalar1 diisiisiin oldugu donemi su sekilde agiklamaktadir.
12-21 giinler arasindaki siganlara glutamat enjekte etmisler. Glutamat NMDA(N-
metil-D-spartik asit) ve kainik asit glutamat reseptorlerini aktif hale gegirir. NMDA
Uyanikligin saglanamsinda etkin rol oynarken kainik asit ise REM uykusuna gegisi
saglar. Uyanikligin saglanmasinda etkin olan NMDA baslangicta yiiksek uyarilara
cevap verirken zamanla daha diisiik uyarilara cevap verir, uyku durumuna gegiste
etkin olan kainik asit ise baslangigta daha diisiik uyarilara cevap verirken zamanla
daha yiiksek seviyede uyarana cevap vermektedir. Boylelikle NMDA daha etkin
olmaya baslayacagindan uyaniklik durumu gerceklesir. Bu kritik diislisiin 15 ve 16.
Giinler arasinda basladig1 goziikmektedir (136). Insanda REM uykusu bozukluguna
bagli, anksiyete, sizofreni, bipolar ve unipolar depresyon gibi hastaliklarin ortaya
¢iktig1 donemin 15- 25 yaslar arasinda oldugu ve ergenlik donemine rastladigi goz
Oniline alinirsa ve bu donemde insanda da REM uykusunun azaldigi dénem olmasi

anlamlidir.

Nucleus pedunculopontinus tegmenti’de farklt norokimyasal 6zellikleri
bulunan noronlara g¢esitli gorevler adledilmistir.  Ninomiya motor kontroliin
gelisiminde PPN’deki kolinerjik néronlarin gelisiminin rol oynadiginmi (66), Garcia

Rill uyku uyaniklik siklusunun diizenlenmesinde gelisimsel degisikliklerin etkisini

46



calismalarinda gostermistir (131). Winn’in g¢aligmalar1 6diil destekli 6grenme iizerine
PPN’in etkisini ortaya koymus olsa da bu alanda gelisimsel c¢alismalar

yapilmamamistir.

Literatiir calismalar1 ile elde edilen sonuglar, ortaya c¢ikan gelisimsel
farkliliklarin bazi fonksiyonel farklarin olusmasiyla iliskili oldugunu géstermistir. Bu
calismamiz sonucunda kalbindin miktarinin gelisimsel olarak degisimi i¢in elde

ettigimiz degisim giinleri literatlirdeki ¢alismalar ile paralellik gostermektedir.

PPN’deki gabaerjik ve glutamaterjik noronlarin gelisimsel degisimi ile ilgili
heniiz yeterli ¢alisma yoktur. Bu ndrotransmitterlerin rutin immiinhistokimyasal
yontemlerle isaretlenmesindeki zorluklar bu ¢aligmalarin olmamasimin temel
nedenlerindendir. Bu ¢alismamizla gabaerjik ve glutamaterjik noronlar isaretledigi
bilinen Ca baglayict bir protein olan kalbindinin gelisimsel degisimi ortaya

konmustur.
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