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Nucleus pedunculopontinus tegmenti’de norokimyasal ozelliklerin

gelisimsel olarak incelenmesi

Developmental investigation of neurochemical features in tegmental pedunculopontine nucleus

Ozlem KIRAZLI, Umit Siileyman SEHIRLI

OZET

Amag: Kaudal tegmentumda yerlesimli, smirlar1 belirsiz bir beyin
sap1 niikleusu olan nucleus pedunculopontinus (PPN), lokomotor
hareketlerin olusumunda ve kontroliinde rol oynar. Bunun yani
sira, PPN, uyku/uyaniklik, davranis, 6grenme ve dikkat ile de
iliskilendirilmistir. PPN ig¢inde kolinerjik glutamaterjik,
dopaminerjik, ndradrenerjik ve GABAerjik ndronlar tanimlanmistir.
PPN son donemlerde Parkinson hastaliginin aksial semptomlarinin
tedavisi i¢in potansiyel bir hedef haline gelmistir. Protein sentezi ve
salinimi sirasinda gerek duyulan énemli bir molekiil olan kalsiyum
baglayici protein ailesi iiyesi kalbindin, nérodejeneratif hastaliklarla
iliskilendirilmektedir. Amacimiz, bu ¢alisma ile GABAerjik ve
glutamaterjik noéronlarla yakindan iligkili olan kalbindinin PPN’de
gelisimsel olarak sentezlenme farkliliklarini incelemektir.

Gerec ve Yontem: PPN sinirlari, igerdigi kolinerjik néronlara
gore tanimlanmistir. Kalbindin, glutamaterjik ve GABAerjik
noronlardan sentezlenir. Wistar siganlar dogumlariin 7.giin, 14.
glin ve 21. gilinlerinde alinarak % 4’liikk paraformaldehit ile
transkardiyak perfiize edilip, beyinleri ¢ikarilmistir. 40 pm’luk
kesitler mikrotom kullanilarak alinmis ve kesitlere
immunohistokimyasal anti kolinasetil transferaz boyama ile
kalbindin boyama uygulanmistir. Calismamizda, her bir hayvan
grubu i¢in 4’er tane olmak tizere 12 sigan kullanilmistir. 7 giin, 14
giin ve 21 giinliik sicanlarin PPN niiklesuna ait kalbindin pozitif
noronlarinin  say1, lokasyon ve niikleus ¢aplar1 aragtirtlmistir.

Bulgular: Ortalama ndron sayilar1 7 glinliik hayvan i¢in 30+£3,
14 giinlik hayvan i¢in 11£1 ve 21 giinliikk hayvan i¢in 150+50
olarak sayilmistir. Noron sayilart agisindan 7. ve 14. giinler ile 14
ile 21. giinler arasinda anlamli farkliliklar gézlenmistir (p=0,0075
ve p=0,0343 ).Noron ¢aplar1 7. giinde 13+1,4 um ;14.giinde 11£1,6
um ve 21. giinde 13,5+1,1 um olarak 6l¢iilmustiir.

Sonu¢: Bu caligma, PPN’deki gelisimsel farkliliklarin ortaya
¢iktigi kritik donemin yukarida belirtilen zaman araliginda oldugunu
gostermistir. Elde ettigimiz sonuglar, daha dnce yapilan ¢alismalarin
sonuglarini destekleyip, katki saglamaktadir.
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ABSTRACT

Objective: Pedunculopontine nucleus (PPN) is a brainstem
nucleus with an obscure border and located in the caudal
tegmentum. In recent years, the numbers of studies related to PPN
have been increasing due to its role in sleep/waking, in behavior,
learning, and attention as well as its role in generation and control
of locomotion. Besides cholinergic neurons, there are GABAergic,
glutamatergic, dopaminergic and noradrenergic neurons in the
PPN. Recently, the PPN has been a target for treatment of axial
semptoms in Parkinson disease (PD). Calbindin, a member of the
calcium binding protein family, which is an important molecule
during protein synthesis has been related to neurodegenerative
diseases. In our study, we investigated the developmental
differences of calbindin expression which is related to GABAergic
and glutamatergic neurons.

Materials and Methods: The borders of the PPN were
determined on the basis of the distribution of cholinergic neurons.
Calbindin is expressed by GABAergic and glutamatergic neurons.
Wistar rats aged 7, 14 and 21 days were perfused through the heart
with a 4% paraformaldehyde solution. Brains were removed and 40
um plane of sections were cut via microtome. Free-floating slices
were stained with anti choline asetyltransferase and calbindin. In
our study, we used 4 rats for each group, totally 12 rats were
utilized. The number, location and diameters of calbindin positive
neurons in PPN were evaluated in 7, 14 and 21 day-old rats.

Results: The mean numbers of neurons were 30 £3 at 7 days,
11 £1 at 14 days and 150450 at 21 days rats. There were
statistically significant differences between 7 and 14 days and 14
and 21 day-old rats (p=0.0075 ve p=0.0343 respectively). The
diameters of the neurons were 13 £1.4 um at 7 days, 11+1.6 um at
14 days; 13.5+1.1um at 21days.

Conclusion: This study indicates that critical developmental
changes in PPN occur between these intervals. These findings
support and contribute to the findings of previous studies.
Keywords: Tegmental pedunculopontine nucleus, Calbindin,
GABAergic, Cholinergic

Giris

Tegmentumun kaudal kisminda yerlesmis olan nucleus
pedunculopontinus (PPN), kolinerjik ve nonkolinerjik
noronlardan olusmaktadir [1]. Lokomotor hareketlerin
olusumunda ve kontroliinde rol oynadigi bilinen PPN
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basal ¢ekirdeklerin yani sira farkli beyin bolgeleri ile de
yogun baglantilar igermektedir [2]. Son yillardaki
calismalar, PPN’e olan ilginin arttigin1 gostermektedir. Bu
ilgi, PPN’in baz1 motor hareketlerin olusmasiyla iliskili
olabileceginin 6ne siiriilmesi ile baslamistir [3]. Parkinson
hastaliginda goriilen akinezi tedavisinde, derin beyin
stimulasyonu uygulanan bir ¢ekirdek olmasi da klinik
Onemini arttirmistir [4].

PPN kama seklinde bir niikleus olup, substantia nigra
pars reticulata (SNr)’dan pedunculus cerebelli superior’a
dogru dorsokaudal olarak uzanir ve rostral ucu, nucleus
ruber’in hemen altinda, substantia nigranin dorsalinde
bulunup, kaudale dogru locus coerules seviyesine devam
eder [5].

PPN’den gelen basal ganglia’nin g¢esitli kisimlarini
inerve eden glutamaterjik ve GABAerjik afferentleri oldugu
gosterilmistir. PPN, SNr ve globus pallidus’un i¢ kismina
(Gpi), substantia pars compacta (SNc) ile baglantilari
mevcuttur [6,7]. Bu noéronlar glutamat ve asetilkolin igerir
[8]. Nucleus subthalamicus (STN) ve siganda insandaki
Gpi’ye denk gelen entopedunkular ¢ekirdekteki kolinerjik
sonlanmalarin PPN’den kaynaklandig1 ve glutamat icerdigi
diistiniilmektedir [9]. Mena-Segovia ve ark. [10] PPN’den
area tegmentalis ventralis (VTA)’e glutamaterjik ve
GABAerjik projeksiyonlarin varligin1 gostermislerdir.
Bunun yanisira STN’de ve VTA’daki dopaminerjik
ndronlarin PPN’den gelen kolinerjik terminallerden uyari
(input) aldig1 gosterilmistir [11,12].

PPN’a basal ganglia’dan (SNr, Gpi) gelen liflerin
PPN’ye GABAerjik ileti sagladiklar1 diisiniilmektedir.
Nigral GABAerjik aferentler glutamaterjik oldugu sanilan
nonkolinerjik ve daha az miktarda kolinerjik néronlarla
baglantilar1 igerir. SNr ve Gpi ile iki yonlii baglantilarini
gosteren ¢alismalar mevcuttur. STN’ye glutamaterjik
baglantilar1 gosterilmistir. Basal ganglia’nin ¢ikis (output)
cekirdeklerinin PPN noéronlarint dogrudan veya indirekt
yoldan etkiledigi diisiiniilmektedir PPN’nin korteks-basal
ganglia-talamokortikal dongiideki roliiniin hala arastirilmasi
gerektigi diisiiniilmektedir [2].

Kalsiyum baglayici proteinlerin pek ¢ok tiiriiniin sinir
sistemi i¢inde var oldugu bilinmektedir [13-15]. Kalsiyum
ndrotransmitterlerin sentezi, membran gegirgenligi enzim
aktiviteleri, aksonal taginim, néronal uyarim gibi fizyolojik
olaylarin gegeklesmesinde hayati oneme sahip bir
moderatordiir. Kalsiyum baglayici proteinler ailesi iginde
parvalbumin, kalretinin, kalbindin gibi proteinlerin de
bulundugu 240 adet proteinden olusur. Kalbindin (D-28K
and D-9K) agirliginda ve vitamin D’ye bagli olarak
sentezlenen bir proteindir [16].

Sekil 1. Kolinasetil transferaz boyama yapilan PPN goriintiisti

Kalbindin D-28k, Oncelikle uzun aksonlu néronlar ile
talamik projeksiyon noronlari, strionigral ndronlar, basal
noronlar, Meynert noéronlari, beyincik Purkinje hiicreleri,
genis omurilik, retinal, kohlear ve vestibular ganglion
hiicreleri ile iligkilidir. Bununla birlikte kisa aksonlu
hiicreler ile omurilik interndronlart ve serebral korteks
internoronlarinda da bulunur. Kalbindin D-28k igeren
hiicrelerin ¢ogu noérodegeneratif hastaliklara daha yatkin
oldugu belirtilmektedir [17].

Kalsiyum baglayici proteinlerin, maymun [18] ve
sicanda [19] PPN noéronlari tarafindan sentez edildigi
gosterilmigtir. Bir baska ¢aligma, kalretinin ve kalbindinin
sican PPN’indeki kolinerjik néronlarin sayisina benzer
noronlarca sentez edildiklerini [20]
Martinez-Gonzales ve arkadaglari, kolinerjik néronlarca
nadiren sentez edilseler de yaygin olarak GABAerjik ve
glutamaterjik ndronlarca sentezlenmeleri, GABAerjik ve
glutamaterjik noronlarin alt gruplarinin olabilecegini
gostermiglerdir [21].

ortaya koymustur.

Bu ¢alisma ile amacimiz, GABAerjik ve glutamaterjik
noronlarla yakindan iliskili olan kalbindinin, salinim
farkliliklarint PPN’de gelisimsel olarak incelemektir.

Gere¢ ve Yontem

Marmara Universitesi, Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Merkez’inden temin edilen Wistar siganlar, her
grupta n=4 olacak sekilde dogumlarinin 7.giin, 14.giin ve
21.glinlerinde ¢alismaya dahil edilmislerdir. %4’ lik
paraformaldehit ile transkardiyak perfiize edilip, beyinleri
cikarilmistir. Bir gecelik postfiksasyon sonrasinda %30’luk
sikkroz solusyonu igerisinde saklanmiglardir. 40pm’luk
kesitler mikrotom kullanilarak alinmis ve kesitlere
immunohistokimyasal boyamalar uygulanmistir.
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Sekil 2. 7 giinliik sigan PPN ‘inde boyanmus kolinerjik ve CB + noronlar (a)
CB + Noronlarin niikleus igerisindeki rostral yonelimli dagilimlari (b)

Sekil 3: 14 giinliik sican PPN ‘inde boyanmis kolinerjik ve CB + noronlar (a)
CB + Noronlarin niikleus igerisindeki rostral yonelimli dagilimlari (b)

Sekil 4: 21 giinliik sigan PPN ‘inde boyanmus kolinerjik ve CB + noronlar (a-b)
CB + Noronlarin niikleus icerisindeki homojen dagilimlart (c)

Calismamizda, her bir hayvan grubu igin 4’er tane olmak
iizere 12 sican kullanilmistir.

Mikrotom vasitasiyla alinan 40pm’luk kesitler salin
fosfat (phosphate buffered saline (PBS)) tamponu igerisinde
3x10 dakika yikanmistir. 1/500 oraninda seyreltilmis
antikolinasetiltransferaz antikoru (Milipore AB144P) ile
esek serumu igceren PBS solusyonunda oda 1sisinda 1 gece
bekletilmistir.

Ertesi giin 3x10 dakika PBS ile yikanmistir. 1/400°lik
Donkey anti-goat IgG Cy3 (Milipore AP180C) sekonder
antikoru ile oda 1sisinda 2 saat bekletilmistir. Olympus
BX51 model floresan mikroskop ile kolinerjik boyanan
hiicreler uygun filtre (UMWG?2) ile bakilarak PPN’in
sinirlar1 belirlenmigtir (Sekil 1).

Ertesi giin, kesitler yine 3x10 dakika PBS ile yikanmuistir.
Kolinerjik boyama yapilan kesitlere kalbindin monoklonal
antikor ile ikincil boyama yapilmistir. 1/500 oraninda
kalbindin D-28K (Santa- Cruz Biotechnology CB955)
birincil antikor ile esek serumu iceren PBS solusyonunda
oda 1sisinda 1 gece bekletilmistir. Ertesi giin, 3x10 dakika
PBS ile yikanmustir. 10 mg/ml Alexa Fluor 488 Donkey anti
Mouse IgG (invitrogen A21202) sekonder antikor ile oda
1s1sinda 2 saat bekletilip, 3x10 dakika PBS ile yikanmistir.
Kesitler, jelatinli lamlar {izerinde fir¢a yardimi ile alinip,
kurumaya birakilmistir. Flouromount DPX ile lamlar
kapatilmigtir.

Olympus BX51 model floresan mikroskop ile kolinerjik
boyanan hiicreler uygun filtre (UMWG?2) ile bakilarak
PPN’in sinirlar1 belirlenmistir. Belirlenen bu sinirlar
i¢indeki bolgede uygun filtre (UMWIBA3 ) kullanilarak
kalbindin pozitif boyama gdsteren hiicreler tespit edilip,
X40’lik objektifte fotograflanarak; noéron tipleri, niikleus
icindeki boyanma alanlari ve ndron ¢aplart kaydedilmistir.
7 glinliik sicanlarda ortalama 8 kesit, 14 glinlik sicanlarda
15 kesit, 21 giinliik sicanlarda ise 21 kesit sayilmistir. PPN
kamaya benzer bir niikleus oldugundan her kesitte sayilan
alan esit degildi. Ortalama 7 giinlik bir sicanda 0,467
mm?3, 14 giinliik bir sicanda 0,672 mm? ve 21 giinliik bir
sicanda 0,848 mm? niikleus hacmi sayildi. Caligmamiz igin
Etik Kurul’un onay1 alinmistir. Veriler unpaired t - test
analiz programi1 kullanilarak karsilastirilmistir.

Bulgular

7 giinliik Sicanda Iimmunohistokimyasal Boyanmalar
Kalbindin sentezleyen hiicrelerin gelisimsel siiregteki
degisimlerini inceledigimiz c¢alismamizda gruplar
arasindaki noron c¢ap ortalamalarina bakildiginda 7 -21. ve
14 - 21. giinlerdeki siganlarin néron cap ortalamalari
arasinda unpaired t-testine gore anlamli bir farklilik
gbzlenmistir (sirasiyla p=0,01 ve p=0,0001) (Sekil 5-8).
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PPN 21-14

kk

Kalbindin pozitif ndronlarin

cap ortalamalari
L]

21 gur; sigan 14 giin sigan

Sekil 7. 14 ve 21. giinlerdeki siganlarin néron ¢ap ortalamalar1 arasinda
unpaired t-testine gore anlamli bir farklilik gdzlenmistir (p=0,0001).
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Sekil 10. 14 ve 21 giinlik sicanlarin PPN bolgesinde bulunan kalbindin
pozitif néron sayilar karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmistir
(p=0,0343).
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Sekil 11. 7 ve 14 giinliikk sicanlarin PPN bélgesinde bulunan kalbindin
pozitif néron sayilar1 karsilagtirildiginda anlamli bir farklihk gozlenmistir
(p=0,0075).

7 giin sigan

7 ve 14 giinliik sigan PPN’inde boyanmis kolinerjik ve
rostral yonelimli CB + ndronlar Sekil 2 ve Sekil 3’de
gOsterilmistir. 21 giinlik sigan PPN’inde boyanmis
kolinerjik ve homojen dagilimli CB + noéronlar ise Sekil
4’de gosterilmistir.

Beyin kesitlerinde yapilan immunohistokimyasal
boyamalar sonucunda 7 - 14 ve 14 - 21 giinliik siganlarin
PPN bolgesinde bulunan kalbindin pozitif néron sayilari
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmistir
(strasiyla p=0,0075 ve p=0,0343). (Sekil 9-11) 7. - 14.
glinler arasinda niikleus hacmi %43 artarken néron
sayisinda %53 oraninda diisiis gézlenmistir. 14.- 21. giinler
arasinda ise hacim artis1 %79 iken, noron sayisindaki artigin
%90 oraninda oldugu bulunmustur.

Tartisma

Kolinerjik ve nonkolinerjik néron gruplarina sahip olan
PPN’de kalbindin miktarinin gelisimsel olarak arttig1 ilk
kez bu ¢alisma ile ortaya konulmustur. Noron sayisindaki
degisimlerin, gelisimsel olarak farkli 6zelliklerin ortaya
ciktig1 giinlerle paralellik gostermesi anlamlidir.

Kevin ve arkadaslar1 postnatal 12 ve 21.giinler arasinda
PPN néronlarint alpha -2 adrenerjik inhibisyonu ile alt
gruplara ayirip, hizli gz hareketi (rapid eye movement
(REM)) uykusunun diisiis gosterdigi giinlerdeki néron
tiplerini tanimlamaya c¢aligmiglardir [25]. Christen Simon
ve arkadaslari ise REM uykusunun diistis gosterdigi 9-17.
giinlerdeki glutamat receptdr alt tiplerini ortaya
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cikarmiglardir [26]. Glutamaterjik ve GABAerjik kokenli
oldugu bilenen kalbindin pozitif néronlarin gelisimsel
olarak 7, 14 ve 21. gilinler arasindaki degisimin incelenmesi
REM uykusundaki diisiisiin agiklanmasinda anlamli ipuglart
verebilecektir.

PPN iizerinde yaptig1 elektrofizyolojik REM uykusu
calismalarinda, Jouvet-Mounier siganlarda 10 ile 30.
postnatal giinler arasinda REM uykusunda diisiis meydana
geldigini, bu diisiisiin biiylik kismi1 12 ile 21. giinler arasinda
gerceklestigini bulmustur [27]. Garcia Rill ise major
degisikligin 10 ile 15. giinler arasinda oldugunu
savunmustur [28]. Calismamizda, kalbindin boyanan
hiicre sayisinda artis 14-21. giinlik  siganlarda
gorlilmiistiir. Bu bulgu da gelisimsel sliregcte REM
uykusunda disiisiin gorildiigii giinlerdir. Bu nedenle,
PPN’de isaretlenen kalbindin ile REM uykusu arasinda bir
iligki olabilecegi diisiiniilebilir.

REM uykusunu ve uyaniklig1 diizenleyen retikiiler
aktive edici sistemin kolinerjik parcasi olan PPN’in
uyarilmast REM uykusunu arttirirken [29], PPN lezyonlar
da REM uykusunu diisiirmiistiir [30]. REM uykusundaki
diististi gelisimsel farkliliklar ile agiklamaya calisan Garcia-
Rill ve arkadaslarinin ¢alismasinda PPN nd&ronlari
gelisimsel donem boyunca GABA agonisti muskimol
(GABA , reseptoriine spesifik) ve yine GABA agonisti
baklofen (GABA, reseptdriine spesifik) ile module
edilmistir. Sonug¢ta, REM uykusunda meydana gelen
gelisimsel diistis boyunca GABA | reseptoriiniin aktivasyonu
ile eksitasyondan inhibisyona dogru kayan bir tablo ortaya
¢ikmaktadir. GABA, reseptorii ise daha az goze carpan bir
inhibitdrdiir [25]. Gelisimin erken dénemlerinde 12. ve
16. giinler arasinda GABA, reseptoriiniin aktivasyonu PPN
noronlarinin depolarizasyonuna ve REM uykusundaki
gelisimsel diisiis siiresi olan 17-21. giinlerde
hiperpolarizasyona sebep olmaktadir.

PPN, diger mesopontin niikleuslardan glutamaterjik
lifler almaktadir. Glutamaterjik liflerin, wuyarilma
durumlarinin olusumuyla yakin iliskili olduguna
inanilmaktadir. Christen Simon ve arkadaslarinin yeni
yayinladiklart ¢alismada postnatal 9 ile 17. ginler
arasindaki glutamat reseptdrlerinin alt tiplerindeki
gelisimsel degisikliklerin PPN ndronlarinin cevaplarina
katkis1 olup olmadigr arastirilmistir. PPN hiicre tiplerinin
glutamaterjik eksitabilitesindeki degisiklikler REM
uykusundaki gelisimsel diislisiin temelini olusturur [26].

Ninomiya ve arkadaslarinin 2005 yilinda kolinerjik
noéronlarin gelisimini inceledikleri ¢alismada 14 ve 21.
giinler arasinda niikleuslarin c¢aplarinin arttigini
gostermislerdir. Bizim ¢aligmamizda 14. giinde néron cap1
yaklasik 12 um iken 21. giine gelindiginde 15 pm olarak

Ol¢iilmiistiir. Genel olarak 14 ve 21. giinler arasinda néron
caplarinda artis meydana geldigini sdyleyebiliriz.

Uyaniklik ve REM uykusu ile iliskili oldugu gosterilmis
olan PPN néronlari, uyaniklik sirasinda tonik, REM uykusu
sirasinda tonik ve burst, yavas dalgali uykuda ise azalan
aktivite gosterirler [31]. Kobayashi ve arkadaslar1 postnatal
12- 21. giinliik sicanlarda PPN néronlarinda meydana gelen
norokimyasal degisiklikleri incelemislerdir. Bu c¢aligsma,
hiicresel diizeyde uyku/ uyaniklik siklusu ve uyarilma ile
ilgili gelisimsel bilgiler sunmustur. Bu bilgiler
dogrultusunda, PPN’e gelen glutamaterjik ve serotonerjik
liflerdeki gelisimsel diizensizligin REM uykusundaki
diistise yol actig1 hipotezini ortaya koymuslardir [32].
Temel olarak, yenidoganda REM uykusu temel uykunun
%50 seviyesindeyken (yaklasik 8 saat ), yetiskinde temel
uykunun % 15’ini olusturmaktadir (yaklasik 1 saat). REM
uykusundaki bu ana diisiis, dogum ile ergenlik donemi
arasinda olur. Siganda ise gelisimsel diigiis 10. ile 30. giinler
arasinda olmaktadir. Siganda bu dénemdeki REM uykusu
toplam uykunun %701 oranindan %15’e¢ dismektedir.
Bilim adamlarina gore gelisimsel donemdeki bu diizensizlik
arastirilip uyku inhibitér siirecine iliskin tedavi
uygulanabilirse REM uykusu bozukluguna bagli, anksiyete,
sizofreni, bipolar ve unipolar depresyon gibi hastaliklar
iizerinde olumlu sonuglar elde edilebilir [33].

Kobayashi ve arkadaslari diigiisiin oldugu dénemi, 12.-
21. giinler arasindaki siganlara glutamat enjekte ederek
aciklamaya ¢alismislardir. Glutamat, N-metil-D-aspartik
asit (NMDA) ve kainik asit, glutamat reseptorlerini aktif
hale gegirirr NMDA uyanikligin saglanmasinda etkin rol
oynarken, kainik asit ise REM uykusuna ge¢isi saglar.
Uyanikligin saglanmasinda etkin olan NMDA baslangicta
yiiksek uyarilara cevap verirken zamanla daha diisiik
uyarilara cevap verir, uyku durumuna geciste etkin olan
kainik asit ise baslangicta daha diislik uyarilara cevap
verirken, zamanla daha yiiksek seviyede uyarana cevap
vermektedir. Boylece, NMDA daha etkin olmaya
baslayacagindan uyaniklik durumu gergeklesir. Bu kritik
diistisiin 15 ve 16. giinler arasinda bagladig1 goziikmektedir
[32]. 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 géz oniine alinirsa ve bu
donemde insanda da REM uykusunun azaldigr donem
olmasi anlamlidir.

Beyinin, hipokampus [34], korteks [35] ve bazal
ganglia [36] gibi farkli bolgelerindeki noronlar, kalsiyum
baglayici proteinler sentezlemektedirler. Bu sayede ayni
norotransmitteri kullanmalarina ragmen farkli fonksiyonel
ozelliklere sahip olmaktadirlar ve kalsiyum baglayici
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proteinler ile ndronlar g¢esitli alt gruplara
ayrilabilmektedirler. Kalsiyum baglayict proteinlerin
varligt maymun [18,23] ve sican PPN’inde [19]
gOsterilmistir. Aslinda sican PPN’indeki kolinerjik
noronlarin sayist ile kalbindin ve kalretinin eksprese eden
noronlarin sayist hemen hemen aynidir [20].

Kalsiyum baglayici proteinler yaygin olarak GABAerjik
ve glutamaterjik ndronlarda sentezlenmeleri yaninda nadir
olarak kolinerjik ndronlarda sentezlenebilirler. GABAerjik
ve glutamaterjik néronlarin fonksiyonel alt tiplerini ortaya
koyarlar [21]. Bizim ¢alisgmamizda, asetilkolin ve kalbindin
koekspresyonu gozlenmedi.

Seto-Ohshima, 2003 yilinda Huntington hastaligindan
(HD) olen kisilerin beyinlerinde yaptigt ¢alismada
neostriatum bdlgesindeki kalbindin igeren ndronlarin
onemli derece azaldigini bulmus ve kalsiyum
mekanizmasinin HD iizerinde etkili olabilecegini
savunmustur [22]. Coté ve Parent, 2003 yilinda yaptiklari
caligmada, maymunlarda PPN ve nucleus basalis’teki
kolinerjik ndronlarin ikili immunhistokimyasal boyama
yaparak kalbindin varligini incelemigler, sonugta PPN’deki
kolinerjik noronlarin kalbindinden yoksun oldugunu,
nucleus basalis’teki kolinerjik ndronlarin ise kalbindin
icerdigini ortaya koymuslardir [23]. Bu sonuglar
dogrultusunda ise Alzheimer hastalig1 patogenezinde rolii
olmayan PPN’e ragmen nucleus basalis’in hastaligin
iizerinde etkisi olmasindan yola ¢ikarak kalbindin varliginin
sadece Alzheimer hastaligi degil diger nérodejeneratif
rahatsizliklarda da etkin olabilecegini dne sitirmiislerdir.
Diger bir kalsiyum baglayic1 protein olan kalretinin
varliginin ise Parkinson hastaligi tizerinde koruyucu etkisi
olduguna dair ¢aligmalar yapilmistir [24].

Calismamiz sirasinda karsilasilan sorunlardan birisi
GABA noronlarinin geleneksel immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmasindaki zorluklardir. Belirttigimiz
kalbindin boyanan hiicre sayis1t GABAerjik ve glutamaterjik
noronlarin toplamidir. GABAerjik ve glutamaterjik
noronlarin ayri olarak sayimlarinin yapilabilmesi i¢in in situ
hibridizasyon yontemi kullanilmalidir. Bhagvandin’in 2013
yilinda yayinladig1 ¢aligmasinda, PPN ve LDT niikleuslar1
igerisinde kalbindin pozitif noéron sayisinin diisiik oldugu,
fakat kalbindin pozitif terminal sayisinin yiiksek yogunlukta
oldugu gosterilmistir. Bu durum g¢alismamizda kalbindin
pozitif néronlarin az miktarda sayilmis olmasi agisindan
aciklayici olmustur [37].

Literatiirde, postnatal gelisim siirecinde, zamana bagl
olusan bazi fonksiyonel degisimlerin ¢alismamizdaki
morfolojik degisimlerle paralellik gosterdigi sdylenebilir.
Bu calismamiz sonucunda, PPN’de ilk kez kalbindin
miktarmin gelisimsel olarak degisimi ortaya konmustur. Bu

calismanin devamu niteliginde olacak sekilde postnatal 14
ile 21.giinler arasindaki siirenin daha detayli ¢alisiimasi,
giine bagli degisimi daha net ortaya koyabilecektir.
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