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Onsoz

Omurilik aragtirmalari ile ge¢misten gliniimiize kilavuzluk yapan temel ve klinik bilim
sonuglari elde edilmistir. Ancak halen insan omuriligine dair ortaya konulmasi gereken
verilerin bulunmasi gerekliliginden dolay1 bu alandaki aragtirmalar geliserek gelecege
taginmaktadir. Uzun yillar boyunca sekillenen ve sekillenmeye devam eden bu
bilimsel birikime kayda deger bir katki saglamay1 hedeflemek, bu tez arastirmasinin
ana ¢ikis unsurunu olusturmustur.

Akademik danigsmanimla birlikte insan omuriliginde bir ilk niteli§i tasiyan bu
arastirmamizda; problemi, hipotezimizi ve arastirma tasarimimizi ayrintili olarak tayin
ettik. Arastirmamizi tasarlama asamasindan tamamlanmasina kadar olan siirecte
bilimsel etik ilkelere sonuna kadar bagli kalarak en dogru verilere ulasmaya calistik.
Bu arastirmanin gelecekteki calismalara kaynak olmasi ve yol gosterici olmasi

dilegimi saygilarimla iletiyorum.

[zmir, 27.07.2022 Ibrahim DEMIRCUBUK

II



Ozet
Nucleus Dorsalis, Nucleus Lumbaris Precerebellaris ve Nucleus Sacralis

Precerebellaris: Hiicresel Mimari ve Norokimyasal icerikleri

Insan omuriliginde nucleus dorsalis (D), T1(2)-L2(3) segmentleri boyunca, nucleus
lumbaris precerebellaris (LPrCb) L1-L5 segmentleri boyunca ve nucleus sacralis
precerebellaris (SPrCb) S1-Col segmentleri boyunca uzanan ve cerebellum’a projekte
olan yuvarlak veya oval sekilli nucleus’lardir. Bu aragtirma kapsaminda; %10 formalin
ile fikse edilmis ve %30 sukroz ile kriyoproteksiyonu yapilmis insan erkek T1-T12,
L1-L5, S1-S5 ve Col omurilik segmentlerinden Nissl ve NADPH-d histokimyasal
boyamasi i¢in 50 um kalinliginda, kalbindin (Cb), kalretinin (Cr), parvalbumin (Pv),
kolin asetil transferaz (ChAT), kokain ve amfetaminle diizenlenen transkript (CART),
ndronal niikleer protein (NeuN), glutamik asit dekarboksilaz 65/67 (GAD 65/67),
substans P (SP), serotonin (5-HT) ve enkefalin (ENK) immunohistokimyasal
boyamalar1 i¢cin 30 pm kalinli§inda transvers kesitler alindi. Elde edilen kesitlere ilgili
boyama protokollerinin uygulanmasinin ardindan nucleus’larin hiicresel mimari ve
immunoreaktivite degerlendirmeleri yapildi. Image J programi kullanilarak yapilan
analizin sonucunda yaklasik ortalama yiizey alam D i¢in 0,084 mm?, LPrCb i¢in 0,116
mm? ve SPrCb i¢in 0,118 mm? olarak &l¢iildii. Noron yogunluklari, D i¢in ortalama
400 + 120, LPrCb igin 220 + 100 ve SPrCb igin 190 £ 50 néron/mm? olarak bulundu.
Aragstirilan on bir adet nérokimyasal icerigin ili¢ nucleus’ta da bulundugu goriildii. Bu
tez ¢aligmasi insan omuriliginde D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin ilk detayli hiicresel
mimari ve ndérokimyasal igerik aragtirmasidir. Bu nedenle elde edilen bulgularin

literatiire 6nemli bir katki sagladig: diislincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler; medulla spinalis; nucleus lumbaris precerebellaris; nucleus

sacralis precerebellaris; nucleus dorsalis; immunohistokimya; histokimya
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Abstract
Investigation of the Cyto- and Chemoarchitecture of the Dorsal Nucleus,
Lumbar Precerebellar Nucleus and Sacral Precerebellar Nucleus

The dorsal nucleus (D) is located in T1(2)-L2(3) segments, lumbar precerebellar
nucleus (LPrCb) in L1-L5 segments, and sacral precerebellar nucleus in S1-Col
segments in the human spinal cord. These nuclei, which have a round or oval shape,
project to the cerebellum. T1-T12, L1-LS5, S1-S5, and Col human male spinal cord
segments fixed with 10% formalin and cryoprotected with 30% sucrose were
transversely cut at a thickness of 50 um for Nissl and NADPH-d histochemical
stainings. Sections were transversely cut at a thickness of 30 um for calbindin (Cb),
calretinin (Cr), parvalbumin (Pv), glutamate decarboxylase 65/67 (GAD 65/67),
cocaine- and amphetamine-regulated transcript peptide (CART), neuronal nuclear
antigen (NeuN), choline acetyltransferase (ChAT), substance P (SP), serotonin (5-HT)
and enkephalin (ENK) immunohistochemical stainings. Following the relevant
staining protocols to the obtained sections, cytoarchitecture and immunoreactivity of
neurons in these nuclei were examined. As result of the analysis using the Image J
program, the approximate average surface area was measured as 0.084 mm? for D,
0.116 mm? for LPrCb and 0.118 mm? for SPrCb. The average neuron densities were
400 + 120 for D, 220 + 100 for LPrCb, and 190 + 50 neurons/1 mm? for SPrCb. In all
of these three nuclei, the eleven neurochemical markers investigated were detected.
This thesis is the first detailed investigation of the cytoarchitecture and
chemoarchitecture of D, LPrCb, and SPrCb in the human spinal cord. Therefore, we

believe the obtained findings will significantly contribute to the literature.

Keywords; spinal cord; lumbar precerebellar nucleus; sacral precerebellar nucleus;

dorsal nucleus; immunohistochemistry; histochemistry
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1. Giris

Canalis vertebralis’te yer alan medulla spinalis (omurilik) ve cavum cranii’de yer alan
encephalon (beyin), kaudalden (caudalis) kraniyale (cranialis) dogru devamlilik
olusturarak merkez1 sinir sistemini meydana getirir (Arinci ve Elhan, 2014). Medulla
spinalis duysal bilginin ilgili {ist merkezlere iletildigi, iist merkezlerden gelen motor
uyaranlarin ilgili kaslara yonlendirildigi, refleks mekanizmasinin gerceklestirildigi ve
otuz bir ¢ift nervus spinalis’in (spinal sinir) ¢iktig1 otuz bir segmenti kapsayan
silindirik bir yapidir (Erzurumlu, Sengiil ve Ulupinar, 2019). Aym1 zamanda
dorsoventral olarak yassi sekilde bulunan medulla spinalis’in (Watson ve Kayalioglu,
2009), erkeklerde ortalama 44.79 - 46.8 cm ve kadinlarda 41.8 - 43.7 cm uzunluga
sahip oldugu (McCotter, 1916; Pfitzner, 1884; Thomson, 1894)! ve taze omurilik
dokusunun (fresh spinal cord) 23.5 - 35.8 gr agirliginda oldugu bildirilmistir (Barson
ve Sands, 1977). Meninksler (distan ice dogru dura mater spinalis, arachnoidea mater
spinalis ve pia mater spinalis) ile sarili olarak canalis vertebralis igerisinde seyreden
bu yapi, gelisim donemi igerisinde farkli seviyelerde sonlanir. Medulla spinalis,
intrauterin donemde tigiincii aya kadar S4 vertebra hizasinda bulunurken, columna
vertebralis’in daha hizli biliylimesinden dolayr dogumda L2 vertebra hizasinda
bulunur. Dogumdan iki ay sonra ise eriskinlerdeki seviye olan L1-L2 vertebra
hizasinda sonlanir (Barson, 1970; Watson ve Kayalioglu, 2009). Medulla spinalis’teki
transvers ¢ap C3’ten C5 segmentine dogru artar, C5’ten T8 e dogru cap giderek azalir
ve alt torakal segmentlerde neredeyse sabit kalmaktadir. Ancak T12’den L4’e dogru
tekrar artar ve L4 seviyesinden itibaren tekrar azalir. Ortalama 1173,9 mm?® ile
omurilikteki en genis hacme ve 75 mm? ile en genis kesit alanina sahip olan C5
segmenti, en genis transvers ¢apa sahiptir. T6 segmenti ise ortalama 22,4 mm uzunlugu
ile en uzun omurilik segmentidir (Ko, Park, Shin ve Baek, 2004). Medulla spinalis’in
transvers kesitinde anteriorda yer alan fissura mediana anterior medullae spinalis ve
posteriorda yer alan sulcus medianus posterior medullae spinalis, dokuyu sag ve sol

olmak tizere ikiye ayirir (Baron, 2016).

1. Herbert Moorhead’in 40 yetigkin omuriligi tizerine yapti§i uzunluk 6Sl¢timleri, Arthur Thomson’in Biiyiik
Britanya ve Irlanda Anatomik Dernegi Toplu Arastirma Komitesi’nin 1893-1894 yil1 i¢in hazirladig1 besinci yillik
raporun 48-52 sayfalari arasinda yer almaktadir.



Medulla spinalis’in i¢ kisminda noéronlarin somalariin, glia hiicrelerinin ve kan
damarlarinin bulundugu substantia grisea medulla spinale (gri cevher, gri madde), dis
kisminda afferent yollarin, efferent yollarin ve glia hiicrelerinin bulundugu substantia
alba medulla spinale (beyaz cevher, beyaz madde) yer alir. Bir “H” goriiniimde
bulunan substantia grisea medullae spinale’deki cornu anterius medullae spinale,
cornu laterale medullae spinale ve cornu posterius medullae spinale -ek olarak fissura
mediana anterior medullae spinalis ve sulcus medianus posterior medullae spinalis-
substantia alba medullae spinale’yi funiculus anterior, funiculus lateralis ve funiculus
posterior’a ayirir. Her iki tarafin substantia grisea medullae spinalis’i, commissura
grisea anterior ve commissura grisea posterior ile canalis centralis’in ¢evresinde
birlesir (Erzurumlu ve ark., 2019).

Isvegli arastirmaci Bror Rexed 1952 ve 1954 yillarinda yayimladigi makalelerle kedi
omuriliginin substantia grisea medullae spinalis’ini noronal boyut, sekil ve sitolojik
ozelliklere gore on adet lamina’ya ayirmistir. Rexed laminalari olarak bilinen bu
laminalar, daha sonra c¢esitli arastirmacilar tarafindan farkl tiirlerde tanimlanmistir
(Tablo 1). Laminasyon caligsmalarina ek olarak insan omuriliginin substantia grisea
medullae spinalis’inde hiicre gruplariin olusturdugu ¢esitli nucleus’lar tanimlanmistir

(Tablo 2).

Tablo 1: Rexed laminalarmin tanimlanmasi.

Tiir Referans
Kedi (Rexed, 1952, 1954)
(Molander, Xu ve Grant, 1984; Molander, Xu,
Sigan Rivero-Melian ve Grant, 1989)
Fare (Sidman, Angevine ve Pierce, 1971)
Postnatal 4. giin fare (Sengul, Puchalski ve Watson, 2012)

Rhesus maymunu, )
(Sengul, Watson, Tanaka ve Paxinos, 2013)
marmoset maymunu

(Schoenen ve Faull, 2004; Sengul ve ark.,
2013)

Insan




Tablo 2: Substantia grisea medullae spinale’deki tanimlanmis nucleus’lar (Sengul ve

ark., 2013; Erzurumlu ve ark., 2019).

Bulundugu
Nucleus Konum
Segmentler
Nucleus cervicalis )
' Lamina VII C1-C3(4)
centralis (CeCv)
Nucleus basilaris internus
Lamina [V C1-C4(6)
(IB)
Nuclues )
) ) o Lamina
intermediomedialis C1-L3
X’nun laterali
(IMM)
Nucleus dorsalis (D) Lamina VII T1(2)-L2(3)
Nuclues
' . Cornu laterale T1-L2(3)
intermediolateralis (IML)
Nucleus lumbaris
_ Lamina VII L1-L5
precerebellaris (LPrCb)
Nucleus sacralis
Lamina VII S1-S5(Col)
precerebellaris (SPrCb)
Nucleus parasympathicus '
) Lamina VII S1(2)-S4(5)
sacralis (SPSy)
Nucleus sacralis Canalis
commissuralis dorsalis centralis’in S1(2)-S5(Col)

(SDCom)

posterior’u




Cerebellum’a projekte olan rhombencephalon’daki ve medulla spinalis’teki hiicre
gruplari, nuclei precerebellares (precerebellar nuclei) olarak adlandirilir (Fu, Tvrdik,
Makki, Paxinos ve Watson, 2011). Nucleus cervicalis centralis (CeCv), nucleus
dorsalis (D), nucleus lumbaris precerebellaris (LPrCb) ve nucleus sacralis
precerebellaris (SPrCb) omurilikte bulunan nuclei precerebellares’i  (spinal
precerebellar nuclei) olusturur (Fu, Sengul, Paxinos ve Watson, 2012). Nucleus
dorsalis’i (nucleus thoracicus posterior, dorsal column, Clarke’in siitunu, Clarke’in
nucleus’u, dorsal nucleus, D) Ingiliz doktor ve anatomist Jacob Augustus Lockhart
Clarke, 1851°de “posterior vesicular column” olarak tanimlanmasina ragmen (Pearce,
1990), Alman cerrah ve anatomist Benedict Stilling, 1859°da omuriligin dorsal
kisminda bulunmasindan dolayi1 “dorsal nucleus” anlamina gelen “dorsal-kern” terimi
ile tanimlanmistir. Bir¢cok arastirmaci tarafindan uzun yillar boyunca D,
“Stilling’schen Zellen oder Zellen der Clarke’schen Saulen” (Stilling’in hiicreleri veya
Clarke’in siitununun hiicreleri) (Waldeyer-Hartz, 1889), “Clarke’sche sédulen oder
Stilling’scher Kern” (Clarke’in siitunu veya Stilling’in nucleus’u) (Koelliker, 1896)
veya “Stillingi, Clarkii” (Spalteholz, 1909) gibi farkli isimlerle adlandirilmistir. Ancak
giinimiizde siklikla “nucleus dorsalis”, “dorsal nucleus” ve “Clarke’in siitunu”
terimleri tercih edilmektedir (Demircubuk, Candar ve Sengul, 2022). Chang, 1951°de
oriimcek maymununda D’nin bir kaudal uzantis1 olabilecek olan bir hiicre grubunu
raporladi. 1977 yilinda ise Petras, bulgularmin Chang’in bulgulari ile uyustugunu
belirterek rhesus maymununda “Stilling’in hiicreleri” (cells of Stilling, St) adm
verdigi bir hiicre grubunu bildirdi. Bir sene sonra (Snyder, Faull ve Mehler, 1978)
siganin ve sincap maymununun omuriliginin sakral ve koksigeal segmentlerinde,
Clarke’in siitununa benzer bir pozisyonda bulunan ancak hiicresel mimari ve
projeksiyonlar1 agisindan farklilik gdsteren bir grup hiicre tespit edildi. Daha sonra
(Molander ve ark., 1984) sican omuriliginin S1-S4 segmentlerinde “ara bolgedeki
bliyiik noéronlarin medial grubu” (medial group of large neurons in the intermediate
zone, MQ) olarak bir grup hiicre tanimlandi. Giinlimiizde bu hiicre grubu, nucleus
sacralis precerebellaris (sacral precerebellar nucleus, Stilling’in sakral nucleusu,
SPrCb) olarak ifade edilmektedir. 2013 yilinda Sengul ve ark. (2013) ilk defa insan
omuriliginde SPrCb’yi haritalayarak gosterdi (Demircubuk ve ark., 2022). Molander
ve ark. aynt zamanda MG’nin sigan omuriliginin L1-L3 segmentlerinde de

bulundugunu ifade etmistir. Bunun ardindan bu hiicre grubunu Fu ve ark. 2012 yilinda
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fare, Sengul ve ark. 2013 yilinda fare, sican, rhesus maymunu, marmoset maymunu ve
insan omuriliginde “nucleus lumbaris precerebellaris” (lumbar precerebellar nucleus)
isimlendirmesi yaparak detayl1 olarak haritalandirmistir (Watson, Sengul ve Paxinos,
2022). Bu tarihsel altyapinin anlagilmasi bu tez arastirmasinin O6nemini ortaya

koyacaktir.

Bavyera dogumlu Alman psikiyatri profesorii Franz Nissl (1860-1919) giintimiizde
"Nissl graniilleri, Nissl cisimcikleri, Nissl maddesi" olarak bilinen sinir hiicrelerinin
daha 6nce tanimlanmamis bilesenlerini ortaya koydu (Nissl, 1894a). Ardindan 3
Haziran 1894 tarihinde Giineybati Alman Norologlar ve Psikiyatristler’in
(Versammlung der stidwestdeutschen Neurologen und Irrendrzte) toplantisinda verdigi
dersten olusan "Ueber eine neue Untersuchungsmethode des Centralorgans zur
Feststellung der Localisation der Nervenzellen" adli yayininda (Nissl, 1894b) sinir
hiicrelerinin lokalizasyonlarinin belirlenmesini  saglayacagini ifade ettigi ve
glinlimiizde Nissl histokimyasal boyamasi (Nissl staining) olarak bilinen yeni bir
boyama teknigini tanitt1 (Bhattacharyya, 2011). Bu tarihten itibaren giiniimiize kadar
Nissl histokimyasal boyama yontemi, birgok arastirmaci tarafindan hiicresel
mimarinin belirlenmesi (Arnold ve Trojanowski, 1996; Bjarkam, Glud, Orlowski,
Serensen ve Palomero-Gallagher, 2017; de Gois Morais ve ark., 2020; Gioia, Rodella,
Petruccioli ve Bianchi, 2000; Gioia ve Bianchi, 1987; Groenewegen, Ahlenius, Haber,
Kowall ve Nauta, 1986; Kulesza, 2007) amaciyla yaygin olarak kullanilmistir. Bu
histokimyasal teknik; krezil viole (genellikle en sik kullanilan), tionin, metilen mavisi
veya anilin gibi bazik boyalarin ilgili hiicrelerdeki niikleik asit igerigine baglanmasi
neticesinde noronlardaki ve glia hiicrelerindeki Nissl cisimciklerini ortaya ¢ikarmaya
dayanir (Carter ve Shieh, 2015; Kadar, Wittmann, Liposits ve Fekete, 2009; Watson,
Kirkcaldie ve Paxinos, 2010). Bu teknigin bir kesitteki noronlar ve glia hiicre tipleri
olmak tizere tiim hiicre toplulugunu degerlendirmeye olanak saglamasi ve daha diisiik
maliyetli olmasi yoniinden immunohistokimya arastirmalarina gore avantajlari
bulunur (Garcia-Cabezas, John, Barbas ve Zikopoulos, 2016). Ancak ¢ogu klasik
histolojik boyama tekniginde oldugu gibi bu teknikte de ndronlarin uzantilarinin tam

olarak takip edilmesi pek miimkiin degildir (Vints ve ark., 2019).



Immunohistokimya teknigi Emil Adolf von Behring ve Shibasaburo Kitasato
tarafindan 4 Aralik 1890 yilinda yayimlanan “Ueber das Zustandekommen der
Diphtherie-Immunitidt und der Tetanus-Immunitit bei Thieren” adli arastirmaya
dayanmaktadir (Childs, 2014). Bu aragtirmacilar aktif bagisikliga sahip hayvandan
alinan bir serumun diger bir hayvanda difteri toksinini notralize edebilecegini ortaya
koydular (Llewelyn, Hawkins ve Russell, 1992). Ancak onlar bir maddeye degil, bir
aktiviteye vurgu yaptilar (Lindenmann, 1984). Bir sene sonra Paul Ehrlich (1891)
“antikorper” (antikor) terimini kullandi (Lindenmann, 1984). Ardindan Rudolph
Kraus 1897°de soliisyondaki antijen-antikor reaksiyonunu saptayan presipitin testini
gelistirdi (Childs, 2014). Daha sonra Coons, Creech ve Jones 1941’de direkt
immunofloresans teknigini kulland1 (Burnett, Guichard ve Barale, 1997). Direkt
yontemin uygulanirken fazla miktarda birincil antikor (primer antikor)
gerektirmesinden ve antikorlarin ayni zamanda diger antikor igin bir antijen
olabileceginin anlasilmasindan sonra indirekt yontem gelistirildi (Childs, 2014).
Bunun ardindan bir¢cok farkli arastirmaci ¢esitli tirlerin sinir sisteminde
immunohistokimyasal yontemi uygulayarak ilgili bdlgenin norokimyasal igerik
dagilimmni arastirdilar. Giiniimiizde immunohistokimyasal yontemin spesifik olarak
antijen-antikor reaksiyonu ortaya c¢ikararak ilgili molekiiliin dokudaki dagilimin
gorsellestirmeyi saglamasi sinirbilim ve patoloji arastirmalarinda sik¢a kullanilmasini

saglamistir (Kim, Roh ve Park, 2016).

Bu bilimsel arka plana dayanarak tez arastirmasinda; insan omuriliginde detayli olarak
ilk defa D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin, Nissl histokimyasal boyamasi ile hiicresel
mimarileri, NADPH-d boyamasi ve immunohistokimyasal boyamalar ile

norokimyasal igerikleri ortaya konmustur.

1.1. Arastirmamn Problemi

Bu arastirma D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin yapilan literatiir taramas1 sonucunda
detayl1 bir hiicresel mimari ve ndrokimyasal icerik arastirmasi bulunmamasi nedeniyle
tasarlanmistir. Ilgili nucleus’lara ait hiicresel mimari ve ndrokimyasal igeriklerin
histokimyasal ve immunohistokimyasal boyamalarla ortaya konmasiyla bu
nucleus’larin islevlerine dair c¢ikarimlarin yapilmasi ve diger hayvan tiirleri ile

karsilagtirmali anatomisinin de degerlendirilmesi hedeflenmistir.



1.2. Arastirmanmn Sorusu

Insan omuriliginde tanimlanmis olan D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin hiicresel

mimarileri nasildir ve norokimyasal icerikleri nelerdir?

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Hp: Insan omuriliginde tamimlanmis olan nucleus dorsalis’e, nucleus lumbaris
precerebellaris’e ve nucleus sacralis precerebellaris’e ait olan ndronlar; kalbindin
(calbindin, Cb), kalretinin (calretinin, Cr), parvalbumin (Pv), kolin asetil transferaz
(ChAT), kokain ve amfetaminle diizenlenen transkript (CART), noronal niikleer
protein (NeuN), glutamik asit dekarboksilaz 65/67 (GAD 65/67), substans P (SP),
serotonin (5-HT), enkefalin (ENK) ve nitrik oksit sentaz (NOS) noérotransmitterlerini

kullanmamaktadir.

Hi: Insan omuriliginde tamimlanmis olan nucleus dorsalis’e, nucleus lumbaris
precerebellaris’e ve nucleus sacralis precerebellaris’e ait olan noronlar; Cb, Cr, Pv,
ChAT, CART, NeuN, GAD 65/67, SP, 5-HT, ENK ve NOS norotransmitterlerini

kullanmaktadir.

1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Sinirbilim arastirmalarinda uzun yillardir hiicresel mimarinin (cytoarchitecture) ortaya
konmasi amaciyla Nissl histokimyasal boyama yontemi tercih edilmistir. Bu nedenle
bu arastirmada, Nissl histokimyasal boyama yonteminin arastirilan nucleus’larin

hiicresel mimarisinin belirlenmesi amaciyla uygun bir yontem oldugu varsayilmistir.

Immunoreaktivitenin belirlenmesi ic¢in farkli zamanlarda cesitli arastirmacilar
tarafindan optimize edilmis protokoller kullanilarak immunohistokimyasal boyama
tekniginden yararlanilmistir. Bundan dolayr bu arastirmada, immunoreaktivitenin
ortaya konmasit amaciyla optimize edilmis immunohistokimyasal boyama

protokoliiniin uygun bir yontem oldugu varsayilmustir.



1.5. Arastirmanin Simirhhklari

Kriyostat ile elde edilen ve serbest sekilde (free floating) immunohistokimyasal olarak
boyanan kesitlere ilgili islemler uygulanirken kimi zamanlarda kesitlerde -
perflizyonun diger segmentlere gore daha zayif olmasindan dolay1 6zellikle torakal

segmentlerde- kismi doku ayrilmalarinin meydana geldigi gozlenmistir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu arastirma ile giiniimiize kadar norokimyasal igerigi ile ilgili detayli bir arastirma
bulunmayan D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin; Nissl histokimyasal boyamasi, NADPH-
d histokimyasal boyamasi ve immunohistokimyasal (Kalbindin (Cb), kalretinin (Cr),
parvalbumin (Pv), kolin asetiltransferaz (ChAT), kokainle ve amfetaminle
diizenlenmis transkript (CART), noronal niikleer protein (NeuN), GAD 65/67,
substans P (SP), serotonin (5-HT), enkefalin (ENK)) boyama neticesinde hiicresel
mimarilerin ve nérokimyasal 6zelliklerin ortaya konulmasi hedeflenmistir. Boylelikle
ilgili nucleus’larin nérokimyasal belirteglerinin anatomik ve fonksiyonel dagiliminin
belirlenmesi, bu nucleus’larin cerebellum iizerindeki etkilerine vurgu yapilabilecegi

gibi diger tiirlerle olan farklilar1 ortaya ¢ikaracaktir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Kalbindin, Kalretinin ve Parvalbumin

Kalsiyum iyonu (Ca*?) yaygin olarak bulunan ve ¢ok sayida hiicresel fonksiyonun
diizenlenmesini saglayan hiicre dis1 ve hiicre i¢i bir habercidir (Berridge, Lipp ve
Bootman, 2000; Stojilkovic, Tomi¢, Koshimizu ve van Goor, 2000). Heterojen ve
genis bir protein grubu olan kalsiyum baglayici proteinler (CBPs) (Yafiez, Gil-Longo
ve Campos-Toimil, 2012), hiicresel islevlerin gerceklestirilmesinde temel
belirleyicileri olmalariin yani sira néronal alt popiilasyonlar i¢in kullanigh anatomik
belirteglerdir (Zhang ve ark., 2014). Kalsiyum baglayici proteinlerin bir alt grubu olan
kalsiyum tamponlar1 (Schwaller, 2010), sitozoldeki kalsiyumun devamliligini
olusturur (Gilabert, 2012). Kalsiyum tamponlarindan olan kalbindin, parvalbumin ve
kalretinin (Schwaller, 2010), noronal alt gruplarin anatomik ve fonksiyonel olarak
ayristirilabilmesi i¢in kullanilan ve kalsiyum baglayici proteinler sinifina dahil olan
anatomik belirteglerdir (Zhang ve ark., 2014). Farkli arastirmacilar tarafindan cesitli
tiirlerin merkezi sinir sisteminde kalbindin (Tablo 3), kalretinin (Tablo 4) ve

parvalbumin (Tablo 5) dagilimi ortaya konmustur.

2.2. Kolin Asetil Transferaz (ChAT)

Asetilkolin reseptorleri, metabotropik muskarinik ve iyonotropik nikotinik reseptorler
olmak iizere iki temel alt formdan olusur (Albuquerque, Pereira, Alkondon ve Rogers,
2009). Muskarinik reseptorler, insan omuriliginde 6zellikle lamina IT ve IX’da yogun
olmak iizere lamina X hari¢ tiim laminalarda bulunurken (Scatton, Dubois, Javoy-Agid
ve Camus, 1984) nikotinik reseptorler laminae II, III, IX ve X’da bulunur (Gillberg,
d’Argy ve Aquilonius, 1988). Gillberg ve Aquilonius (1985) ALS vakalarinda
muskarinik reseptor baglanma alanlarinin motor noéron bolgelerinde belirgin diizeyde
azaldigimi bildirmislerdir. Asetilkolinin biyosentezinden sorumlu enzim olan kolin
asetiltransferaz (ChAT), kolinerjik noronlarin somasinda sentezlenir (Oda, 1999).
ChAT, kolinerjik noéronlarin dagiliminin belirlenmesinde sik¢a kullanilan bir

belirtectir (Sengul ve Watson, 2011) (Tablo 6).



2.3. Noronal Niikleer Protein (NeuN)

1992 yilinda kesfedilen (Mullen, Buck ve Smith, 1992) néronal niikleer protein
(NeuN), memelilerin merkezi sinir sistemininde yer alan nucleus’larin ¢ogunlugunda
bulunur. Bu proteinin, sinir dokusu disinda ve glia hiicrelerinde tespit edilmemesi onu
spesifik bir noronal belirte¢ haline getirmistir (Gusel’nikova ve Korzhevskiy, 2015).
NeuN immunohistokimyasal boyamasiin noéronlari, glia hiicrelerinden ayr1 olarak
ortaya koymasi Nissl histokimyasal boyamasina gore avantaj saglar (Watson ve ark.,

2010).

2.4. Kokain ve Amfetaminle Diizenlenen Transkript (CART)

Spiess, Villarreal ve Vale 1981 yilinda koyun hypothalamus’undan somatostatin
benzeri bir polipeptidin izolasyonunu gergeklestirdi. Bunun CART mRNA dizisine
kismen karsilik geldigi diisiiniilmektedir. Ardindan Douglass ve ark. 1995 yilinda
polimeraz zincir reaksiyonu ile CART’1 kesfettiler (Ahmadian-Moghadam, Sadat-
Shirazi ve Zarrindast, 2018).

Hypothalamus’a ait olan ¢ekirdeklerde yaygin olarak bulunan CART 1n (Tablo 7)
enerji homeostaziyla ve ndroendokrin regiilasyonla iliskili oldugu bilinmektedir.
Ancak CART’1n duysal, motor ve limbik sistem islevleriyle ilgili farkli bolgelerde
bulunmasi, bagimlilik, agr1, 6diil davranisi, 6grenme, hafiza, uyku gibi birbirinden ¢ok
farkl1 fonksiyonlarla baglantis1 heniiz birbiriyle iliskilendirilememistir (Subhedar,

Nakhate, Upadhya ve Kokare, 2014).

2.5. Glutamik Asit Dekarboksilaz 65/67 (GAD 65/67)

Merkezi sinir sisteminde, inhibitér bir norotransmitter olan y-aminobiitirik asit’i
(GABA) bulunduran noéronlarda eksprese edilen ve GAD65, GAD67 olmak tizere iki
temel izoformu bulunan glutamat dekarboksilaz (GAD) enzimi, L-glutamik asidin

GABA’ya doniisiimiinii katalize eder (Li ve Xu, 2008; Tavazzani ve ark., 2014).
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Mackie, Hughes, Maxwell, Tillakaratne ve Todd (2003) sican omuriliginde GAD 67
immunoreaktivitesinin, laminae I-III, X’da yogun olmak iizere tiim laminalarda
bulundugunu bildirmislerdir. Yogun GAD65 immunoreaktivitesinin ise laminae I-
[II’de, laminae IV-VI'nin 6zellikle medial kisminda ve lamina X’da bulundugunu
bildirirdiler. Ayrica laminae VII, VIII’de birkag¢ giiclii profil gozlemlediklerini ve

lamina IX’un immunoreaktivitesinin ayr1 kiimeler halinde bulundugunu gosterdiler.

2.6. Substans P (SP)

On bir adet amino asitin diziliminden olusan bir ndropeptit olan substans P (Chang ve
Leeman, 1970; Gautam ve ark., 2016; Haberberger, Barry, Dominguez ve Matusica,
2019; Severini, Improta, Falconieri-Erspamer, Salvadori ve Erspamer, 2002), merkezi
sinir sisteminde yaygin olarak bulunur (Sengul ve Watson, 2011) (Tablo 8). Tasikinin
(tachykinin) ailesine ait olan SP’nin, NK1R’i aktive ettigi bilinmektedir (Schank ve
Heilig, 2017). Sicanda, laminae III ve IV’te NK1R eksprese eden ve laminae I-1I’e
uzantilar génderen noron popiilasyonu (Bleazard, Hill ve Morris, 1994; Littlewood,
Todd, Spike, Watt ve Shehab, 1995; Mantyh ve ark., 1995) nucleus reticularis
lateralis’e, lateral parabrachial nucleus’a, substantia grisea periaquaeductalis’e (Todd,
McGill ve Shehab, 2000) ve thalamus’a (Marshall, Shehab, Spike ve Todd, 1996)
projekte olur (Polgar, Thomson, Maxwell, Al-Khater ve Todd, 2007).

2.7. Serotonin (5-HT)

Nuclei raphe’de yaklasik yarim milyon sayida bulunan serotonin igeren noronlar
beynin ¢esitli merkezlerine projekte olur (Hornung, 2003). Sicanda, nucleus magnus
raphes’te, nucleus obscurus raphes’te ve nucleus pallidus raphes’te yer alan serotonin
igeren noronlarin omurilige projekte oldugu bilinmektedir (Bowker, Westlund ve
Coulter, 1981). Memelilerin omuriliginde duysal, motor ve otonomik islevlerin
modiilasyonunda onemli bir rol istlenen serotoninin (Zhang, 2016) (Tablo 9)
Parkinson hastaliginda kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde azaldigi bildirilmistir

(Scatton ve ark, 1986; Sengul ve Watson, 2011).
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2.8. Enkefalin (ENK)

Tarihsel gelisime bakildiginda; Oncelikle beyinde opioid reseptdr alanlarinda bir
agonist olarak hareket eden endojen bir maddenin tanimlanmasiin (Hughes, 1975;
Terenius ve Wabhlstrom, 1974; Terenius ve Wahlstrom, 1975) ardindan bu madde
karakterize edilmis ve beyinden koken almasindan dolayr “enkephalin” olarak
adlandirilmigtir (Grossman ve Clement-Jones, 1983; Hughes ve ark., 1975; Hughes,
Smith, Morgan ve Fothergill, 1975). Glinlimiizde merkezi ve periferik sinir sisteminde
yaygin olarak bulundugu bilinen opioid reseptdrleri (Machelska ve Celik, 2020); DOP,
KOP ve MOP olarak ii¢ ana tipe ayrilir (Pathan ve Williams, 2012). Substantia grisea
periaquaeductalis gibi agriy1 modiile eden bdlgelerde eksprese edilen bu reseptorlerin
(Sobczak, Sataga, Storr ve Fichna, 2014), met- ve leu-enkefalin, dinorfin-A ve B, neo-
endorfin ve B-endorfin olmak {izere endojen peptit ligandlar1 bulunur (Henriksen ve
Willoch, 2008). DOP’a baglanan enkefalinin (Pathan ve Williams) merkezi sinir
sistemindeki dagilimi, uzun yillardir gesitli arastirmalarin konusu olmustur (Tablo

10).

2.9. Nitrik Oksit Sentaz (NOS)

Scherer-Singler, Vincent, Kimura ve McGeer 1983’te diyaforaz aktivitesine bagli
olarak noéron popiilasyonlarini segici olarak boyayan NADPH-d histokimyasal
teknigini tanimlamistir. 1990’da ise NO sentezini gergeklestiren enzim olan nitrik
oksit sentazin (NOS), sican beynindeki lokalizasyonun belirlenmesinin (Bredt, Hwang
ve Snyder, 1990) ardindan NADPH-d histokimyasal teknigininin, NO iireten ndronlara
yonelik spesifik bir histokimyasal belirte¢ oldugu ortaya ¢ikmistir (Dawson, Bredt,
Fotuhi, Hwang ve Snyder, 1991; Elphick, 1997; Hope, Michael, Knigge ve Vincent,
1991). Giiniimiizde NOS’un, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iINOS) ve dendritik dikenlerde yer alan ndronal nitrik oksit sentaz
(nNOS) olmak iizere ii¢ formu oldugu bilinmekle (Zhou ve Zhu, 2009) birlikte
NADPH-d histokimyasal yonteminin, sinir sistemindeki NOS dagiliminin (Tablo 11)
ortaya konmasi amaciyla kullanilan en yaygin yontem oldugu vurgulanmaktadir

(Elphick, 1997).
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Tablo 3: Cesitli tiirlerin merkezi sinir sisteminde Cb’nin dagilima.

Tir Konum Referans
Salamander
Retina (Deng ve ark., 2001)
ve mudpuppy
Canalis centralis’in )
) (Berg, Bertuzzi ve
Zebra balig1 etrafindaki ndronal ‘
Ampatzis, 2018)
progenitdr hiicreler
Omurilik — laminae I- (Morona, Lopez ve
Gekko gecko
X Gonzalez, 2006)
(Wierzba-Bobrowicz,
Cortex cerebelli’deki
On giinliik o ) Lewandowska,
Purkinje ve Golgi )
si¢an yavrusu ) Stepien ve Szpak,
hiicreleri

2011)

Omurilik — laminae I-

Sigan X, IB, CeCv, LSp, (Ren ve Ruda, 1994)
IML
Omurilik — laminae I-
Sican (Antal ve ark., 1991)
v
S PCRtA, PnC, SubCV, (Goodchild ve ark.,
1¢an
MdD, DPGi, IRt, Gi 2000)
Omurilik — laminae I- (Anelli ve Heckman,
Kedi
VIII, X 2005)
. Cortex cerebelli’nin
Insan (Flace ve ark., 2014)

tim katmanlarn
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Tablo 4: Cesitli tiirlerin merkezi sinir sisteminde Cr’nin dagilimi.

Tir Konum Referans
Salamander
ve Retina (Deng ve ark., 2001)
mudpuppy
Gekko (Morona ve ark.,
Omurilik — laminae I-X
gecko 2006)
(Sengul, Liang,
Fare Omurilik — laminae I-VI Furlong ve Paxinos,
2020)
Omurilik — laminae I-
Sigcan VIII, X, 1B, CeCyv, LSp, (Ren ve Ruda, 1994)
IML, IMM
Gyrus cinguli, tuber
cinereum, nuclei raphes (Résibois ve Rogers,
Sigcan
medulla oblongatae, LM, 1992)
ZI, SNC, SCh
Nucleus paraventricularis (Arevalo ve ark.,
Sigan ‘
hypothalami, SO 1993)
(Anelli ve Heckman,
Omurilik — laminae I- 2005; Veshchitskii,
Kedi

VIIL X, IML

Musienko ve

Merkulyeva, 2021)
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Tablo 5: Cesitli tiirlerin merkezi sinir sisteminde Pv’nin dagilima.

Tiir Konum Referans
Salamander
(Deng ve ark.,
ve Retina
2001)
mudpuppy
(Antal ve ark.,
Sican Omurilik — laminae I-1V?
1991)
S Omurilik — laminae V-VIII, X, (Ren ve Ruda,
1can
IB, CeCv, IMM? 1994)
(Anelli ve
Kedi Omurilik — laminae III-VIII, X Heckman,
2005)

2 Antal ve ark. lamina I’de yalnizca bir adet parvalbumin immunoreaktivitesi gdsteren néron oldugunu not etmistir.

3 Ren ve Ruda (1994), lamina II’nin dis kismmda ve lamina III’iin ¢ogu kisminda parvalbumine immunoreaktif
olan hiicreleri gézlemlemediklerini ancak lamina II ve III’lin sinir1 boyunca bu hiicreleri gézlemlediklerini not
etmigtir.
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Tablo 6: Cesitli tiirlerin merkezi sinir sisteminde ChAT’ nin dagilima.

Tiir Konum Referans

Omurilik — laminae IX, X, ICI,

Sican (Barber ve ark., 1984)
cornu posterius

Omurilik — laminae III-V, VII-
(Borges ve Iversen,

Sican X, IMM
1986)
(Houser, Crawford,
Sigcan Cortex cerebri, IP Barber, Salvaterra ve
Vaughn, 1983)
Fare Omurilik — laminae I-VI (Sengul ve ark., 2020)
‘ ‘ (Matsumoto, Xie, Inoue

Fare Ganglion spinale

ve Ueda, 2007)

(Calka, Zalecki,
Omurilik — laminae IX, ) ‘ )
Domuz Wasowicz, Arciszewski

X, IML, IMM
ve Lakomy, 2008)
Rhesus
ve

CeCv (Sengul ve ark., 2013)

marmoset

maymunu

Cornu posterius’ta ve o
. ‘ (Aquilonius, Eckernids
Insan cornu anterius’ta yogun

ve Gillberg, 1981)
ChAT aktivitesi
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Tablo 7: Insanin ve sicanin merkezi sinir sisteminde CART’mn dagilimu.

Tiir Konum Referans
Hypothalamus, glandula (Koylu ve ark.,
Sican o
pituitaria 1997)
Omurilik — laminae I, II’de,
LSp’de, PAG’da, nucleus
(Koylu, Couceyro,
caeruleus’da, pars compacta
Sigan o Lambert ve Kuhar,
substantiae nigrae’de yogun
1998)
ve ¢ok yogun
immunoreaktivite
Pulvinar thalami, nucleus
mediodorsalis thalami, zona
. ' (Hurd ve
Insan incerta, nucleus
o Fagergren, 2000)
tuberomamillaris, nucleus
arcuatus hypothalami
Nucleus paraventricularis
Sican ve hypothalami, nucleus (Elias ve ark.,
insan mediodorsalis thalami, 2001)

nucleus supraopticus
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Tablo 8: Cesitli tiirlerin merkezi sinir sistemindeki SP’nin dagilimi.

Tiir Konum Referans
Retina’daki amakrin (Karten ve Brecha,
Giivercin
hiicreleri 1980)
Sican Omurilik — laminae I-III (Hunt ve ark., 1981)
En yogun lamina I’de
olmak tizere tiim (Gibson, Polak, Bloom
Sigcan
laminalarda SP pozitif ve Wall, 1981)
lifler
S Omurilik — laminae I- (Ribeiro-da-Silva, Pioro
1can
[II’te ENK ile kolokalize ve Cuello, 1991)
(Battaglia ve Rustioni,
Sican LSp
1992)
Kedi LatC (Giesler ve Elde, 1985)
. (Lamotte ve de
Insan IMM, IML
Lanerolle, 1981)
. Omurilik — laminae I-VII, (de Lanerolle ve
Insan
IX LaMotte, 1982)
(Schoenen, Lotstra,
. Tiim laminalarda SP
Insan Vierendeels, Reznik ve

pozitif lifler

Vanderhaeghen, 1985)




Tablo 9: Cesitli tiirlerin merkezi sinir sistemindeki 5-HT nin dagilima.

Tiir Konum Referans
(Takeuchi,
Sican ve .
PAG, IP Kimura ve Sano,
kedi
1982)
. ) (Marlier ve ark.,
Sican Omurilik — laminae I-IV
1991)
Nucleus magnus raphes,
(Skagerberg ve
Sican nucleus obscurus raphes ve )
_ Bjorklund, 1985)
nucleus pallidus raphes
Kedi Omurilik — laminae I, II’de (Ruda, Coffield ve
edi
serotonerjik aksonlar Steinbusch, 1982)
Omurilik — lamina X’da ve
Macaca
IMM’de serotonerjik (Lamotte, 1988)
fascicularis

sonlanmalar
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Tablo 10: Cesitli tiirlerin merkezi sinir sistemindeki ENK’in dagilimu.

Tiir Konum Referans
. Omurilik — Laminae I- (Aronin, DiFiglia,
are
III, V Liotta ve Martin, 1981)
(Cliffer, Urca, Elde ve
Sican LSp
Giesler, 1988)
Sican CeCv (Ikeda ve ark., 1995)
En yogun lamina II ve
X’da olmak {iizere tiim )
Sigan (Gibson ve ark. 1981)
laminalarda ENK
pozitif lifler
En ytiiksek
immunofloresan
yogunluga sahip ) )
(Simantov, Kuhar, Uhi
Sigcan alanlardan birkaci:
. ) ve Snyder, 1977)
Omurilik — laminae I
ve I, corpus striatum
ve PAG
(Sar, Stumpf, Miller,
CA2, thalamus,
Sican Chang ve Cuatrecasas,
nucleus caeruleus
1978)
(Romagnano, Braiman,
Sigan LDCom ve SDCom Loomis ve Hamill,
1987)
. Omurilik — laminae I, (Glazer ve Basbaum,
Kedi
II, V-VII ve X 1981)
Macaca (DiFiglia ve Aronin,
. . Hypothalamus
fascicularis 1984)
. Tium laminalarda ENK (Schoenen ve ark.,
Insan
pozitif lifler 1985)
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Tablo 11: Cesitli tiirlerin merkezi sinir sistemindeki NOS’ un dagilimi.

Tiir Konum Referans
PAG, IP, nucleus posterior (Leigh, Connick ve
Sican
raphes Stone, 1990)
) (Kayalioglu,
Putamen, globus pallidus,
Sican ) Govsa ve Ertiirk,
pallidum ventrale
1999)
Fare, sican, . )
_ Omurilik — laminae I, II, X, (Dun ve ark.,
kedi, sincap
IML ve SPSy 1993)
maymunu
(Sengul ve ark.,
Fare Omurilik — laminae I-VI
2020)
Cornu anterius’ta zayif, cornu
. (Phul, Shaw, Ince
Insan posterius’ta giiclii )
‘ o ve Smith, 2000)
immunoreaktivite
) (Hinova-Palova ve
Insan Claustrum

ark., 2014)

21



3. Gerec ve Yontem

Tez arastirmasi, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu’nun
09.09.2021 tarihindeki 21-9T/7 numarali onay kararinin (Ek 1) ardindan Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Ana Bilim Dal’nin  Néroanatomi
Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Arastirma kapsaminda Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Anatomi Ana Bilim Dali’nin kadavra arsiv materyaline ait olan %10
formalin ile fiksasyonu ve %30 sukroz ile kriyoproteksiyonu yapilmis erkek T1-T12,

L1-L5, S1-S5 ve Col insan omurilik segmentleri kullanilmistir.

3.1. Arastirma Kapsaminda Kullanilan Geregler

Tez aragtirmasi sirasinda; ¢eker ocak (Sekil 1), kriyostat (Sekil 2), distile su cihazi
(Sekil 3), orbital karistirici, doku kiiltiirii plakasi (well plate) (Sekil 4), hassas terazi
(Sekil 5), manyetik karistirici, pH metre (Sekil 6), otomatik pipet seti (Sekil 7), Leica
DM4000B mikroskobu, etiiv (Kenton PX-40 SN 60106001), immunohistokimyasal ve
histokimyasal boyama protokolleri i¢in ¢esitli kimyasallar (Tablo 12), serumlar ve

antikorlar (Tablo 13) kullanilmstir.
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Sekil 1: Ceker ocak (Delta Lab, Istanbul, Tiirkiye).

ce| A_Mizsse

——

LEICA cM1950

Sekil 2: Kriyostat (Leica CM 1950, Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya).
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Sekil 3: Distile su cihazi (MP Minipure Basic M UP, Medikal Endiistriyel Sistemler,
Ankara, Tiirkiye).

Sekil 4: Orbital karistirici (bioSan PSU-101, Medical Biological Research and
Technologies, Riga, Letonya) ve doku kiiltiirii plakasi (well plate).
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Sekil 6: Manyetik karistirict (MK 318, Niive, Ankara, Tiirkiye) ve pH metre (HI
2211, Hanna Instruments, Woonsocket, RI, ABD).

= 10100

Sekil 7: 1-10 pl, 10-100 pl ve 100-1000 pl hacme sahip olan otomatik pipet seti
(Finnpipette F2, Thermo Scientific, MA, ABD).
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Tablo 12: Arastirma kapsaminda kullanilan kimyasallarin listesi.

Marka ve
Kullanilan
Kimyasalin Formiilii Katalog
Kimyasal
Numarasi
0.01 M PBS’nin Hazirlanmasi
Di-sodyum
o Merck KGaA,
hidrojen fosfat Na:HPO4.2H20
1.06580.1000
dihidrat
Sodyum
dihidrojen Merck KGaA,
NaH2P0O4.H20
fosfat 1.063646.1000
monohidrat
_ Merck KGaA,
Sodyum klorit NaCl
1.06400.5000
Merck KGaA,
Potasyum klorit KCl
1.04936.1000
Nissl Histokimyasal Boyamasi
Sigma Life
Cresyl violet
CisHisN30s3 Science, C5042-
asetat
10G
Glasiyal asetik Carlo Erba,
C2H402
asit 401424
Tekkim,
Etanol (> 99.5) C2HsOH
TK.200655.05001
' Merck KGaA,
Ksilen (xylene) CeHa(CHs)2

1.08685.2500
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Marka ve

Kullanilan
Kimyasalin Formuiilii Katalog
Kimyasal
Numarasi
NADPH-d Histokimyasal Boyamasi
NBT C40H30N1006-2C1 Sigma Aldrich, N6876
NADPH
tetrasodyum C21H26N7Na4O17P2.xH20 AK Scientific, 6179AH
tuz hidrat
Immunohistokimyasal Boyamalar
NGS
Vector Laboratories, S-
Bloklama
1000-20
Soliisyonu
NRS
Vector Laboratories, S-
Bloklama
5000-20
Soliisyonu
Hidrojen
peroksit
H202 Carlo Erba, 412072
sollisyonu
(%30)
t-Oct-CeHa-
Triton X-100 Fluka, 93420
(OCH2CH2)xOH,x= 9-10
Streptavidin Thermo Scientific,
peroksidaz TS-125-HR
(NH2)2CoH3CoH3(N Sigma-Aldrich,
DAB tablet
H>)2-4HCI D5905
Preparatlarin Kapatilmas
Merck KGaA,
Entellan

1.07961.0500




Tablo 13: Arastirma kapsaminda kullanilan serum ve antikorlarin listesi.

Marka ve Biyotinli Marka ve
Primer
Katalog Sekonder Katalog
Antikor
Numarasi Antikor Numarasi
Santa Cruz,
Cb
SC-265360
Santa Cruz,
Cr Goat-anti Chemicon,
SC-365956
mouse AP124B
GAD Santa Cruz,
65/67 SC-365180
Santa Cruz,
ChAT
SC-55557
Goat anti-
Abcam, olyvalent
Pv POy TP-125-BN
AB-32895 (Universal
Sekonder)
Phoenix
CART Pharmacoeticals,
H-003-62 Goat-anti )
. : . Chemicon,
Sigma Aldrich, rabbit
NeuN BA-1000
ABN78
Abcam, AB-
ENK
22620
Abcam,
SP Vector
AB-7340 Rabbit-anti )
Laboratories,
Sigma Aldrich, rat
5-HT BA-4001
MAB-352
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3.2. Arastirma Kapsaminda Kullanilan Yontemler

3.2.1. Omurilik Segmentlerinden Kesitlerin Alinmasi

Immunohistokimyasal ve histokimyasal boyamalarin yapilmasi amaciyla éncesinde
%30 sukroz ¢ozeltisi ile kriyoproteksiyonu saglanmis olan insan omuriliginin T1-T12,
L1-L5, S1-S5 ve Col segmentlerinden, doku dondurma ortaminda (tissue freezing
medium) tabakalara sabitlendikten sonra, kriyostat araciligiyla immunohistokimyasal
boyamalar i¢in 30 um kalinliginda Nissl histokimyasal boyamasi ve NADPH-d
histokimyasal boyamasi i¢cin 50 um kalinliginda transvers kesitler alind1 (Sekil 8).
Kriyostatta alman kesitler, ici 0.01 M PBS soliisyonu* ile doldurulmus olan
kuyucuklara aktarildi.

3.2.2. Nissl Histokimyasal Boyamasi

Nucleus dorsalis’in, nucleus lumbaris precerebellaris’in ve nucleus sacralis
precerebellaris’in hiicresel mimarisinin analiz edilmesi amaciyla kriyostat ile elde
edilen 50 pm’lik transvers kesitlere Nissl histokimyasal boyamasi uygulandi.
Baslangicta hassas terazi araciligiyla 0,5 g tartilan cresyl violet asetat’a hacimce 10
ml’e tamamlanana kadar distile su eklendi. Ardindan homojenize edilmesi amaciyla
cresyl violet asetat, manyetik karistiriciya alindi. Daha sonra pH metrede pH 3.9’a
ayarlanana kadar glasiyal asetik asit eklendi. Soliisyonun tortulardan arindirilmasi igin
¢ozelti filtre edildi. Son olarak farkli konsantrasyonlarda etanol soliisyonlar1 hazirlandi
(Sekil 9). Nissl histokimyasal boyamasinin agsamalar1 (Tablo 14) uygulandiktan sonra
kesitler Entellan ile kapatild1 ve kurumaya birakildi.

40.01 M PBS soliisyonu hazirlamirken; hassas terazide tartilarak hazirlanan 1,441 g di-sodyum hidrojen fosfat
dihidrat, 0,296 g sodyum dihidrojen fosfat monohidrat, 8 g sodyum klorit ve 0,2 g potasyum klorit karisimina distile
su eklenerek hacim bir litreye tamamlandi ve pH metre ile pH 7.4’e ayarlandi.
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Sekil 8: Dokularin kriyostatta sabitlenmesi ve transvers kesitlerin alinmasi.

%100 %95 %30
Eam EAOH EAOU
5 %95 %30
fion Eaom Eon
e —
e —

T Y T ey

Sekil 9: Nissl histokimyasal boyamasinin uygulama alani.
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Tablo 14: Nissl histokimyasal boyamasinin uygulama agamalari.

Asama Asamanin Siiresi Amacg
%100 etanol 1 dak.
%95 etanol 1 dak.
Hidratasyon
%70 etanol 1 dak.
%350 etanol 1 dak.
o Dokunun batirilip
Distile su
cikarilmasi
%0.5 cresyl
violet 10 dak. Hiicrelerin boyanmasi
soliisyonu
o Dokunun batirilip
Distile su
¢ikarilmasi
%50 etanol 1 dak.
Dehidrat
%70 etanol 1 dak. chictatasyon
%95 etanol 1 dak.
%100 etanol 1 dak.
Ksilen 5 dak. Seffaflastirma
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3.2.3. NADPH-d Histokimyasal Boyamasi

D’de, LPrCb’de ve SPrCb’de, NOS igerigini arastirmak amaciyla NADPH-d boyamasi
uygulandi. Kriyostatta alinan 50 um kalinliktaki kesitler, 0.1 M PB i¢eren kuyucuklara
aktarildi. Ardindan otomatik pipet seti kullanilarak {i¢ defa 0.1 M PB yikamas1 yapildi.
Yikamalarin ardindan dokular, 5.400 pl PB, 600 pl %0.3 Triton-X-100’den olusan
soliisyona alind1. Doku plakas1, yirmi dakika 37°C etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan var olan soliisyon kuyucuklardan ¢ekilerek, 3 ml 0.1 M PB i¢inde bulunan 3
mg NADPH tetrasodyum tuz hidrat, 500 pl distile su icerisinde bulunan 2 mg nitroblue
tetrazolium (NBT) ile hazirlanan 300 pul NBT soliisyonu ve 300 pl %0.3 Triton X-
100’den olusan ve karanlik ortamda hazirlanan soliisyon, kuyucuklarin igerisinde
bulunan dokulara eklendi®. Bir saat siireyle 37°C etiivde yapilan inkiibasyonun
ardindan dokular, 0.1 M PB’de yikandi. Son olarak dokular lama alindiktan sonra
Entellan ile kapatildi.

5 Histokimyasal ve immunohistokimyasal boyamalar birden fazla ¢aligma (run) sonrasinda tamamlanmustir. Bu
nedenle soliisyon miktarlar1 bir ¢alismada kullanilan 6rnek oranlar ifade etmektedir. Yapilan ¢alismanin i¢erdigi
kesit sayisina gore soliisyon miktar1 ayarlanmistir.
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3.2.4. Immunohistokimyasal Boyamalar

Cb, Cr, Pv, GAD 65/67, ChAT, CART, NeuN, SP, 5-HT ve ENK belirte¢lerine karsi
gelisen immunoreaktivitenin degerlendirilmesi amaciyla ilgili omurilik segmentleri
serbest bir sekilde (free floating) immunohistokimyasal olarak boyandi. Kriyostat
araciligiyla 30 um kalinlikta elde edilen kesitler, firca yardimiyla i¢inde 0.01 M PBS
bulunan kuyucuklara aktarildi. Ardindan {i¢ defa 10’ar dakika 0.01 M PBS ile yikandi.
En son yikamanin ardindan kuyucuklarin i¢gindeki 0.01 M PBS tamamen ¢ekildi ve
%0,3’liikk H202 (Tablo 15) dokularin bulundugu kuyucuklara eklendi. Doku kiiltiirii
plakas1 (well plate), karanlik ortamda orbital karistiricinin {izerinde 50 rpm hizda 30
dakika muamele edildi. Ardindan kuyucuklardaki %0,3’liikk H202 otomatik pipet ile
tamamen ¢ekildikten sonra {i¢ defa 10’ar dakika 0.01 M PBS boyamasi1 yapildi. Son
0.01 M PBS yikamasinin ardindan dokulara, %10’luk bloklama serumu eklendi ve iki
saat orbital karistiricr {izerinde 50 rpm hizda oda sicakliginda muamele edildi. iki
saatin ardindan bloklama serumlar1 kuyucuklardan c¢ekildikten sonra uygun
konsantrasyonlarda hazirlanan primer antikor soliisyonlar1 (Tablo 16) kuyucuklara
eklendi. Soliisyonun dokunun her bir bolgesine esit miktarda yayilabilmesi amaciyla
firga ile doku tlizerinde diizeltmeler yapilarak doku katlanmalar1 engellendi. Dokularin
kurumasinin engellenmesi i¢in doku kiiltiirii plakasi stre¢ film ile kaplandiktan sonra

+4 derecede orbital karistiric iizerinde 48 saat inkiibe edildi.

48 saatlik inkiibasyonun ardindan li¢ defa 10’ar dakikalik 0.01 M PBS yikamasi
yapildi. Yikamalarin ardindan primer antikorlara uygun sekonder antikorlar (Tablo
17) ile iki saat orbital karistirici lizerinde oda sicakliginda iki saat muamele edildi.
Daha sonra sekonder antikorlar kuyucuklardan cekildi ve on dakika boyunca
uygulanacak olan streptavidin peroksidaz eklendi. Streptavidin peroksidaz
uygulamasinin ardindan, ti¢ defa 10’ar dakika boyunca 0.01 M PBS yikamas1 yapildi.
Yikamalarin sonunda dokunun boyanma durumu g6z 6niine alinarak 3-5 dakika DAB
cozeltisi karanlik ortamda dokulara uygulandi. Ardindan boyanan dokular firca ile
kuyucuklarin igerisinden distile su dolu petri kaplarina alind1 ve bes dakika bekletildi.
Daha sonra distile sudaki dokular, firca ile lamlarin {izerine alindi. Dokularin
tizerindeki su kuruduktan sonra Entellan ile preparatlar kapatildi ve kurumaya

birakaldi.
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Tablo 15: Immunohistokimyasal boyamalar icin kullanilan soliisyonlarin
hazirlanmasi.
Soliisyon Soliisyonun Icerigi Oran
%30’luk H202 %1
%0,3’liik
%20’1ik Triton X-100 %1.5
H202
0.01 M PBS %97.5
%10’ Tuk NGS veya NRS %10
Bloklama %20’lik Triton X-100 %1.5
Serumu 0.01 M PBS %88.5
DAB tablet (10 m
DAB (10 mg)
0.01 M PBS (10 ml)
Soliisyonu®

%1°1ik H202 soliisyonu (200 pl)

¢ Bir ¢aligma (run) i¢in kullanilan érnek soliisyon miktari verilmistir.
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Tablo 16: Primer antikor soliisyonlarinin hazirlanmasi’.

Primer
Oran Serum Triton X-100
Antikor
Anti-Cb 1:200
Anti-Cr 1:200
Anti-Pv 1:250
Anti-GAD
1:250
65/67
Anti-
nl 1:100 Toplam
hAT
¢ sollisyonun %0.03
Anti-
1:5000 %04
CART
Anti-
1:1000
NeuN
Anti-SP 1:200
Anti-5-HT 1:200
Anti-ENK 1:1000

7 Toplam soliisyonun geri kalan kismi, 0.01 M PBS’ten olusmaktadir.
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Tablo 17: Sekonder antikor soliisyonlarinin hazirlanmasi®.

Sekonder
Oran Serum Triton X-100
Antikor
Goat-Anti
Mouse
1100 Toplam
Goat-Anti :
oar-A sollisyonun %0.3
Rabbit
%4

Rabbit-Anti
Rat

3.1. Goriintiilleme ve Goriintiillerin Analizi

Immunohistokimyasal ve histokimyasal boyamalarin ardindan elde edilen
preparatlarin tamami Leica DM4000B mikroskobunun (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Germany) aydinlik alan ayarinda goriintiilendi. Kesitler, mikroskop kamerasi
(QICAM Fast 1394, Qimaging, Surrey, Kanada) ve MBF Stereo Investigator (11.01,
MBF Bioscience, MicroBrightField Inc., Williston, VT, ABD) programi aracigiyla
10X biiylitmede uygun netlikte fotograflandi. Her bir kesit i¢in fotograflanan
goriintiiler, Image Composite Editor (Version 2.0.3.0, Microsoft Corporation,
Redmond, WA, ABD) programi araciligiyla birlestirildi. Birlesen kesit goriintiilerinin
analiz edilebilmesi amaciyla Adobe Photoshop (Adobe Photoshop 7.0, Adobe
Systems, Inc., San Jose, CA, ABD) ve Image J (ImageJ 1.52a, Wayne Rasband, NIH,
Bethesda, MA, ABD) programlar1 kullanildi. Analize hazir hale gelen kesit
goriintiilerinde ilgili nucleus’larin bolgesi -Sengul ve ark. (2013) ile Watson ve ark.
(2022) tarafindan detayli olarak hazirlanan omurilik atlaslarina gore- tespit edilerek

hiicresel mimarileri ve ndrokimyasal igerikleri degerlendirildi.

8 Toplam soliisyonun %94.5’i 0.01 M PBS’ten olugmaktadir.
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4. Bulgular

4.1. D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin Hiicresel Mimarileri

D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin Nissl histokimyasal boyamasi sonrasinda bolgesel
lokalizasyonlari, Sengul ve ark. (2013) ile Watson ve ark. (2022) tarafindan hazirlanan
omurilik atlaslar1 kullanilarak belirlendi. Lokalizasyonlarin belirlenmesinin ardindan
D’nin (Sekil 10, 11, 12, 13, 14, 15), LPrCb’nin (Sekil 15, 16, 17) ve SPrCb’nin (Sekil

18, 19, 20) hiicresel mimarileri degerlendirildi.
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Sekil 10: T2 segmentinde Nissl histokimyasal boyamas1 sonrasinda D’nin

lokalizasyonu ve yakin plan hiicresel mimari goriintiisii.
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Sekil 11: T4 segmentinde Nissl histokimyasal boyamas1 sonrasinda D’nin

lokalizasyonu ve yakin plan hiicresel mimari goriintiisii.
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Sekil 12: T6 segmentinde Nissl histokimyasal boyamas1 sonrasinda D’nin

lokalizasyonu ve yakin plan hiicresel mimari goriintiisii.
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Sekil 13: T8 segmentinde Nissl histokimyasal boyamasi sonrasinda D’nin

lokalizasyonu ve yakin plan hiicresel mimari goriintiisii.
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Sekil 14: T12 segmentinde Nissl histokimyasal boyamasi sonrasinda D’nin

lokalizasyonu ve yakin plan hiicresel mimari goriintiisii.
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Sekil 15: L2 segmentinde Nissl histokimyasal boyamasi sonrasinda D’nin ve

LPrCb’nin lokalizasyonu ve yakin plan hiicresel mimari goriintiisii.
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Sekil 16: L4 segmentinde Nissl histokimyasal boyamasi sonrasinda LPrCb’nin

lokalizasyonu ve yakin plan hiicresel mimari goriintiisii.
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Sekil 17: L5 segmentinde Nissl histokimyasal boyamasi sonrasinda LPrCb’nin

lokalizasyonu ve yakin plan hiicresel mimari goriintiisii.
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Sekil 18: S2 segmentinde Nissl histokimyasal boyamasi sonrasinda SPrCb’nin

lokalizasyonu ve yakin plan hiicresel mimari goriintiisii.
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Sekil 19: S4 segmentinde Nissl histokimyasal boyamasi sonrasinda SPrCb’nin

lokalizasyonu ve yakin plan hiicresel mimari goriintiisii.
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Sekil 20: Col segmentinde Nissl histokimyasal boyamasi sonrasinda SPrCb’nin

lokalizasyonu ve yakin plan hiicresel mimari goriintiisii.
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Nissl histokimyasal boyamasinin ardindan yapilan goézlemle D’ye, LPrCb’ye ve
SPrCb’ye ait ndronlarin multipolar, ovoid, fusiform ve triangular sekilli oldugu
goriilmiistiir. Image J {lizerinde yapilan degerlendirmelerin neticesinde; yaklasik
ortalama yiizey alan1 D i¢in 0,084 mm?, LPrCb i¢in 0,116 mm? ve SPrCb i¢in 0,118
mm? olarak 6lgiildii. Ilgili nucleus’lar i¢gin néron yogunlugu, dlgiime uygun 1 mm?’lik
birim alanda bulunan néron sayisini ifade etmektedir. Bu degerler D i¢in ortalama 400
+ 120, LPrCb igin 220 + 100 ve SPrCb i¢in 190 + 50 ndron/mm? olarak hesaplandi.
D’deki noéronlarin uzun caplart 7,05-81,54 um arasinda degismekle birlikte ortalama
18,94 £ 8,7 um, kisa caplar1 3,58-43,97 um arasinda ortalama 12,31 £+ 5,86 um
ol¢iildii. LPrCb’deki néronlarin uzun caplart 9,45-44,33 pum arasinda degismekle
birlikte ortalama 23,6 + 6,62 um, kisa ¢aplar1 6,67-26,4 um arasinda ortalama 13,2 +
3,58 um o6l¢iildii. SPrCb’deki ndronlarin uzun c¢aplarnt 8,1-40,8 pum arasinda
degismekle birlikte ortalama 19,26 + 7,5 um, kisa ¢aplar1 6,23-23,99 pm arasinda
ortalama 10,79 + 3,25 um olarak bulundu (Tablo 18).

Tablo 18: D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin morfometrik 6zellikleri.

D LPrCb SPrCb

Néron Min. 230 120 150

yogunlugu Maks. 510 330 240

(noron

sayis1/mm?) Ort. £ SD 400 + 120 220+ 100 190 + 50

Néron Min. (um) 7,05 9.45 8,1
uzun Maks. 81,54 4433 40,8
cap (um)

(nm) Ot £8D 1004487 2364662 1926475
(um)

Néron Min. (um) 3,58 6,67 6,23
kisa Maks. 43,97 26,4 23,99
cap (nm)

(wm) Or(t:;)SD 12314586 1324358 10,79 +325
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4.2. D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin Norokimyasal icerikleri

Immunohistokimyasal boyamalar ile D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin ndrokimyasal
igerikleri ortaya koyuldu.

4.2.1. Nucleus Dorsalis’in Norokimyasal Icerigi

Cb (Sekil 21), Cr (Sekil 22), Pv (Sekil 23), ChAT (Sekil 24), CART (Sekil 25), GAD
65/67 (Sekil 26), NeuN (Sekil 27), SP (Sekil 28), 5-HT (Sekil 29), ENK (Sekil 30)

immunoreaktivitesi gosteren D’ye ait néronlar izlendi.
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Sekil 21: T8 segmentinde Cb immunoreaktivitesi gosteren D’ye ait ndronlarin yakin

plan goriintiisii.
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Sekil 22: T12 segmentinde Cr immunoreaktivitesi gosteren D’ye ait noronlarin yakin

plan goriintiisii.
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Sekil 23: T8 segmentinde Pv immunoreaktivitesi gosteren D’ye ait ndronlarin yakin

plan goriintiisii.
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Sekil 24: T12 segmentinde ChAT immunoreaktivitesi gosteren D’ye ait ndronlarin

yakin plan goriintiisii.

54



Sekil 25: T8 segmentinde CART immunoreaktivitesi gdsteren D’ye ait néronlarin

yakin plan goriintiisii.
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Sekil 26: T8 segmentinde GAD 65/67 immunoreaktivitesi gosteren D’ye ait

ndronlarin yakin plan goriintiisii.
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Sekil 27: T8 segmentinde NeuN immunoreaktivitesi gdsteren D’ye ait néronlarin

yakin plan goriintiisii.
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Sekil 28: T12 segmentinde SP immunoreaktivitesi gosteren D’ye ait ndronlarin

yakin plan goriintiisii.
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Sekil 29: T8 segmentinde 5-HT immunoreaktivitesi gosteren D’ye ait ndronlarin

yakin plan goriintiisii.
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Sekil 30: T12 segmentinde ENK immunoreaktivitesi gosteren D’ye ait néronlarin

yakin plan goriintiisii.
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4.2.2. Nucleus Lumbaris Precerebellaris’in Norokimyasal Icerigi

Cb (Sekil 31), Cr (Sekil 32), Pv (Sekil 33), ChAT (Sekil 34), CART (Sekil 35), GAD
65/67 (Sekil 36), NeuN (Sekil 37), SP (Sekil 38), 5-HT (Sekil 39), ENK (Sekil 40)

immunoreaktivitesi gosteren LPrCb’ye ait noronlar tespit edildi.
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Sekil 31: L5 segmentinde Cb immunoreaktivitesi gosteren LPrCb’ye ait néronlarin

yakin plan goriintiisti.
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Sekil 32: L5 segmentinde Cr immunoreaktivitesi gosteren LPrCb’ye ait ndronlarin

yakin plan goriintiisii.
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Sekil 33: L5 segmentinde Pv immunoreaktivitesi gosteren LPrCb’ye ait néronlarin

yakin plan goriintiisti.
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Sekil 34: L5 segmentinde ChAT immunoreaktivitesi gosteren LPrCb’ye ait

ndronlarin yakin plan goriintiisii.
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Sekil 35: L5 segmentinde CART immunoreaktivitesi gosteren LPrCb’ye ait

ndronlarin yakin plan goriintiisii.
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GAD 65/67

Sekil 36: L5 segmentinde GAD 65/67 immunoreaktivitesi gosteren LPrCb’ye ait

ndronlarin yakin plan goriintiisii.
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Sekil 37: L4 segmentinde NeuN immunoreaktivitesi gosteren LPrCb’ye ait

noronlarin yakin plan goriintiisii.
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Sekil 38: L4 segmentinde SP immunoreaktivitesi gdsteren LPrCb’ye ait ndronlarin

yakin plan goriintiisii.
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Sekil 39: L4 segmentinde 5-HT immunoreaktivitesi gosteren LPrCb’ye ait

noronlarin yakin plan goriintiisii.
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Sekil 40: L5 segmentinde ENK immunoreaktivitesi gosteren LPrCb’ye ait ndronlarin

yakin plan goriintiisii.
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4.2.3. Nucleus Sacralis Precerebellaris’in Nérokimyasal Icerigi

Cb (Sekil 41), Cr (Sekil 42), Pv (Sekil 43), ChAT (Sekil 44), CART (Sekil 45),
GAD 65/67 (Sekil 46), NeuN (Sekil 47, 48), SP (Sekil 49), 5-HT (Sekil 50), ENK

(Sekil 51) immunoreaktivitesi gosteren SPrCb’ye ait noronlar tespit edildi.
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Sekil 41: S4 segmentinde Cb immunoreaktivitesi gosteren SPrCb’ye ait néronlarin

yakin plan goriintiisii.
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Sekil 42: S4 segmentinde Cr immunoreaktivitesi gosteren SPrCb’ye ait néronlarin

yakin plan goriintiisti.
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Sekil 43: S2 segmentinde Pv immunoreaktivitesi gdsteren SPrCb’ye ait ndronlarin

yakin plan goriintiisii.
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Sekil 44: S4 segmentinde ChAT immunoreaktivitesi gosteren SPrCb’ye ait

ndronlarin yakin plan goriintiisii.
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Sekil 45: S4 segmentinde CART immunoreaktivitesi gosteren SPrCb’ye ait

noronlarin yakin plan goriintiisii.
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GAD 65/67
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Sekil 47: S4 segmentinde NeuN immunoreaktivitesi gosteren SPrCb’ye ait

noronlarin yakin plan goriintiisii.
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Sekil 48: Col segmentinde NeuN immunoreaktivitesi gdsteren SPrCb’ye ait

ndronlarin yakin plan goriintiisii.
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Sekil 49: S4 segmentinde SP immunoreaktivitesi gosteren SPrCb’ye ait néronlarin

yakin plan goriintiisii.

81



Sekil 50: S4 segmentinde 5-HT immunoreaktivitesi gosteren SPrCb’ye ait noéronlarin

yakin plan goriintiisii.
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Sekil 51: S4 segmentinde ENK immunoreaktivitesi gosteren SPrCb’ye ait néronlarin

yakin plan goriintiisti.
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4.3. D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin NOS i¢erigi

D’de (Sekil 52), LPrCb’de (Sekil 53) ve SPrCb’de (Sekil 54) NOS icerigi tespit edildi.

H

i

Sekil 52: T6 segmentinde NADPHd histokimyasal boyamasi sonrasinda D’nin

lokalizasyonu ve yakin plan goriintiisii.
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Sekil 53: L2 segmentinde NADPHd histokimyasal boyamasi sonrasinda LPrCb’nin

lokalizasyonu ve yakin plan goriintiisii.
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S2 segmentinde NADPHA histokimyasal boyamasi sonrasinda LPrCb’nin
lokalizasyonu ve yakin plan goriintiisii.

kil 54:
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5. Tartisma

Insan omuriliginde nucleus dorsalis T1(2)-L2(3) segmentleri arasinda, nucleus
lumbaris precerebellaris L1-L5 segmentleri arasinda ve nucleus sacralis
precerebellaris S1-Col segmentleri arasinda yer alan ve transvers kesitlerde
yuvarlak/oval sekilli ¢ekirdeklerdir (Erzurumlu ve ark., 2019; Sengul ve ark., 2013).
Sengul ve ark. (2013) ve Watson ve ark. (2022) tarafindan fare, sican, marmoset
maymunu, rhesus maymunu ve insan omuriligine yonelik hazirlanan haritalamalar bu
nucleus’larin lokalizasyonlarinin belirlenmesinde temel referans gorevi goriir (Sekil
55, 56, 57). Ayrica Sengul ve ark. (2012) tarafindan postnatal dordiincii giin farede
yapilan hiicresel mimari haritalamas1 da bu nucleus’larin lokalizasyonlarina dair
onemli bilgiler sunar (Sekil 58). Loewy (1970) D’yi kedi omuriliginde A, B ve C
olmak tizere {i¢ farkli morfoloji igeren hiicre sinifina ayirdi. En kii¢iik hiicrelerin
olusturdugu A tipindeki hiicrelerin degisken dendritik dallanma paternleri
sergiledigini ve orta biiytikliikteki hiicrelerin olusturdugu B tipindeki hiicrelerin ise
multipolar ve fusiform hiicrelerden meydana geldigini bildirdi. Cogu multipolar
hiicrenin dendritlerinin radyal bir sekilde uzandigin1 ve fusiform ndronlarin uzun
eksenlerinin ise dikey olarak uzandigini gosterdi. Biiyiik hiicrelerin olusturdugu C
tipindeki hiicrelerin dendritlerinin ise kraniokaudal yonde uzandigini bildirdi. Ayrica
tic hiicre tipindeki hiicrelerin dendritlerinin laminae V, VI, VII ve X’a dogru
uzandigimi ve boylece nucleus’un smirlarini gectigini ve son olarak D’deki toplam
ndron popiilasyonunu, en ¢ok A tipindeki ve en az B tipindeki hiicrelerin
olusturdugunu kaydetti. Kuno, Mufioz-Martinez ve Randi¢ (1973) kedide tr.
spinocerebellaris posterior’daki kas ve kutandz noron gruplarinin kaynaginin D
oldugunu ifade ettiler. Ardindan Rivero-Melian (1996) siganda D’nin medialinde arka
bacagin distal kaslarini innerve eden sinirlerin isaretlenmis terminallerinin, lateralinde
proksimal kaslar1 innerve eden sinirlerin isaretlenmis terminallerinin bulundugunu

bildirerek D’nin somatotopik organizasyonunu gosterdi.
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Sekil 55: insan T12 omurilik segmentinin laminar organizasyonu ve D’nin

lokalizasyonu (Sengul ve ark., 2013).

Sekil 56: Insan L2 omurilik segmentinin laminar organizasyonu ve LPrCb’nin

lokalizasyonu (Sengul ve ark., 2013).
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Sekil 57: Insan S2 omurilik segmentinin laminar organizasyonu ve SPrCb’nin

lokalizasyonu (Sengul ve ark., 2013).

Sekil 58: Postnatal 4. giin farenin L3 omurilik segmentinin laminar organizasyonu,

D’nin ve LPrCb’nin lokalizasyonu (Sengul ve ark., 2012).
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Snyder ve ark. (1978) kedideki D’ye ait olan hiicresel mimari bulgularinin (Loewy,
1970), boyut ve sekil agisindan farkliliklar barindirmasina ragmen sincap
maymunundaki hiicresel mimari sonucglara benzer oldugunu bildirdi. Ancak si¢an
D’sinin, kedi ve maymununkine gére daha dorsoventral olarak yassi oldugunu ve
hiicrelerinin daha kiiciik ve daha fusiform sekilde oldugunu not etti. Ayrica
uzantilarinin D’dekiler kadar olmasa da longitudinal olarak uzandigmi belirttigi

SPrCb’nin, si¢anda ve sincap maymununda bulundugunu gosterdi.

Snyder ve ark. (1978) D’nin ipsilateral cerebellum’a, SPrCb’nin ise kontralateral
cerebellum’a projekte oldugunu bildirdi. Edgley ve Grant (1991) SPrCb’deki
ndronlarin grup I kas afferentlerinden monosinaptik olarak uyarildigini belirterek bu
nucleus’un D’ye ve CeCv’ye benzerligine vurgu yapti. Luo ve ark. (2020) faredeki
cerebellum’un SPrCb’den kuyrugun propriyosepsiyon duyusunu aldigini gosterdi. Fu
ve ark. (2012), farenin cerebellum’una Fluoro-Gold retrograd néronal isaretleyici
enjekte ederek ve Cb, Cr, Pv ve SMI-32’nin immunoreaktivitelerini degerlendirerek
omurilikteki spinocerebellar hiicre gruplarinin konumlarini lokalize ettiler (Sekil 59,
61). Bu hiicre gruplarinin, CeCv, D, LPrCb, SPrCb ve lumbar sinir preserebellar
nucleus’u olusturdugunu ve en yiiksek néron popiilasyonunun ise D’de bulundugunu
bildirdiler. Bununla birlikte D’deki ndronlarin ¢ogunlugunun igsi olmasi haricinde
nucleus’lardaki ndéronlarin genellikle oval, piriform veya multipolar sekilli oldugunu
ve Fluoro-Gold isaretli ndronlarin boyutlarinin 14.0-39.5 pm arasinda oldugunu tespit
ettiler. Sengul ve ark. (2015) cortex cerebelli’ye Fluoro-Gold ve kolera toksin B
enjeksiyonu yaparak farede spinocerebellar projeksiyonlar i¢in ayrintili bir topografik

harita olusturdular (Sekil 60).

SPrCb’ye yapisal ve fonksiyonel olarak benzerlik gosteren LPrCb (Watson ve ark.,
2022) fare (Fu ve ark., 2012), sican, rhesus maymunu, marmoset maymunu ve insan
omuriliginde (Sengul ve ark., 2013) haritalanarak gosterildi. Ancak D, LPrCb ve
SPrCb’nin insan omuriligindeki hiicresel mimarisi net olarak ortaya konmamuisti. insan
omuriligine ait dokular iizerinde gergeklestirdigimiz bu ilk niteligi tasiyan
arastirmamizda, her {i¢ nucleus’a ait hiicrelerin morfolojilerinin multipolar, ovoid,
fusiform ve triangular sekilde karakterize oldugunu gézlemledik. Ayrica D’ye ait
noronlarin uzun ¢apini 7,05-81,54 um arasinda, LPrCb’ye ait ndronlarin uzun ¢aplarini
9,45-44,33 um arasinda ve SPrCb’ye ait noronlarin uzun caplarimi 8,1-40,8 um

arasinda oldugunu tespit ettik.
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Sekil 59: Fluoro-Gold isaretleyici sonrasinda faredeki D’nin, LPrCb’nin ve
SPrCb’nin lokalizasyonu (Fu ve ark., 2012).
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Sekil 60: Fare omuriliginde D, LPrCb ve SPrCb noronal kolonlar1 (sol taraf), Fluoro-

Gold ve kolera toksin B enjeksiyonu sonrasinda nucleus’larin

lokalizasyonlari (sag taraf) (Sengul ve ark., 2015).
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Coklu sistem atrofisi (multipl sistem atrofisi, MSA) akinezi, rijidite ve postural
instabilitenin goriildiigli nérodejeneratif bir hastaliktir (Ubhi, Low ve Masliah, 2011).
Erigkin baslangich ve ilerleyici bir hastalik olan MSA’da, morfolojik olarak alfa-
siniiklein (a-syn) birikimi sadece ndronlarda degil, oligodendrositlerde de olur ve a-
syn’den olusan glial sitoplazmik inkliizyonlar ise hastaligin 6nemli bir mikroskobik
0zelligini olusturur (Jellinge ve Lantos, 2010; Jellinger, 2014; Monzio Compagnoni
ve di Fonzo, 2019; Papp ve Lantos, 1994; Papp, Kahn ve Lantos, 1989). Braak, Riib
ve Del Tredici (2003) MSA’da nuclei precerebellaris’te ndronal hiicre kaybini
bildirmistir. Bu nedenle D’nin, LPrCb’nin ve SPrCb’nin ndrokimyasal 6zelliklerinin
anlagilmas1 6nem kazanmistir. D’nin norokimyasal icerigine dair daha o6nce yapilan
arastirmalar insanda; SP, ENK (de Lanerolle ve LaMotte, 1982), benzodiazepin (Faull
ve Villiger, 1986), adrenalin (Smith, Schambra, Wilson, Page ve Schwinn, 1999),
glutamat (Aronica, Catania, Geurts, Yankaya ve Troost, 2001), CGRP, NeuN, ChAT
ve NOS (Sengul ve ark., 2013) (Sekil 62, 63, 64) immunoreaktivitesi gosterilmistir.
Farede D’de, LPrCb’de ve SPrCb’de ise Cb, Cr, Pv ve SMI-32 immunoreaktivitesi (Fu
ve ark., 2012) (Sekil 61) kedide ise Cr immunoreaktivitesi bildirilmistir (Veshchitskii
ve ark., 2021).

Bu tez arastirmamizla insan omuriliginde D’deki, LPrCb’deki ve SPrCb’deki
ndronlarin ilk kez genis bir panelde detayli norokimyasal igerik taramasi ile Cb, Cr,
Pv, ChAT, CART, GAD 65/67, NeuN, SP, 5-HT, ENK ve NOS immunoreaktivitesi

gosterdigini bildiriyoruz.
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Sekil 61: Faredeki D’de, LPrCb’de ve SPrCb’de Cb, Cr, Pv ve SMI-32

immunoreaktivitesi (Fu ve ark., 2012).
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Sekil 62: Insan omuriliginin L3 segmentinde D’nin CGRP immunoreaktivitesi

(Sengul ve ark., 2013).

Sekil 63: Insan omuriliginin L2 segmentinde D’nin NeuN ve ChAT

immunoreaktivitesi (Sengul ve ark., 2013).
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Sekil 64: Insan omuriliginin T12 segmentinde D’nin NOS immunoreaktivitesi

(Sengul ve ark., 2013).
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6. Sonuc ve Oneriler

Omuriligin mikroskobik anatomisinde tanimlanmis olan nucleus’larin, hiicresel
mimarilerinin ve norokimyasal 6zelliklerinin ortaya cikarilmasi, diger tiirlerle olan
farkliliklarin belirlenmesini ve bu hiicre gruplarinin fonksiyonlarina dair bilgilerin elde

edilmesini saglar.

Bu aragtirmamiz omurilikteki nuclei precerebellaris’e ait olan D’nin, LPrCb’nin ve
SPrCb’nin hiicresel mimarisini ayrintili olarak ortaya koydu. Bu nucleus’larin; Cb, Cr,
Pv, ChAT, CART, GAD 65/67, NeuN, SP, 5-HT, ENK ve NOS norokimyasal
iceriklerine sahip olduklarinin gozlenmesi neticesinde nucleus’larin pek c¢ok farkl
noérokimyasal nérotransmittere sahip oldugu anlagilmis ve bu anatomik ve fonksiyonel

cesitliligin cerebellum iizerinde yapacagi etkilere dair ipuglar1 elde edilmistir.

Arastirmamizin neticesinde elde edilen bulgularin ve gézlemlerin insan omuriliginde
detayli ilk arastirma olmasi agisindan, insan omuriliginin mikroskobik anatomisine ve
ilgili nucleus’larin fonksiyonlarina dair literatiire ciddi bir katki saglayacagini

diisiinliyoruz.
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Ek 2: Olgu Rapor Formu

OLGU RAPOR FORMU
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