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TOPOGRAFSKO ISPITIVANJE PONTOMEDULARNIH RESPIRATORNO-
SENZITIVNIH JEDARA MOZGA PACOVA MIKROSTIMULACIJAMA

GLUTAMATOM

Milan Stoiljkovi¢ 12, Srdjan Pesi¢ ! i Nenad Stojiljkové 3

Autonomna kontrola disanja zavisi od integriteta pontomedularne mreze reciprono
povezanih neurona koji su lokalizovani u nekoliko funkcionalno i neurohemijski razliCitih
kompartmana. Glutamat se smatra kljuénim neurotransmiterom koji posreduje u transmisiji
signala u respiratornim podru¢jima mozdanog stabla. Identifikacija respiratorno-senzitivnih
neurona mikrostimulacijama ovim neurotransmiterom daje uvid u topografsku organizaciju
pontomedularnih jedara ukljucenih u modulaciju i kontrolu disanja.

Mikroinjekcijama glutamata dobijena su tri tipa respiratornih odgovora: hiperpneja,
apneusis (inspiratorni gré) i hipopneja ili apneja. Hiperpneja je dobijena nakon
mikrostimulacija u regionu lateralnog parabrahijuma i kaudalnog Kélliker-Fuse nukleusa.
Apneustic¢ki odgovor je dobijen u regionu koji je ventralno od gornjeg cerebelarnog
pedunkula, dok se respiratorni odgovori tipa hipopneje ili apneje dobijaju nakon
mikroinjekcija glutamata u podrucju ventralnog Kolliker-Fuse nukleusa i uskom pojasu
izmedju motornog i principalnog senzitivnog jedra nervus trigeminusa koje se definiSe kao
intertrigeminalni region.

Distribucija dobijenih respiratornih odgovora zavisi od anatomske lokalizacije
mikroinjekcija i od ascendentnih i descendentnih projekcija koje polaze iz samih podrudja

stimulacija. Acta Medica Medianae 2008;47(1):41-46.
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Uvod

Disanje predstavlja visoko integrisani pro-
ces koji ukljucuje kompleksne signalne meha-
nizme u mozgu, mozdanom stablu, ki¢menoj
mozdini, kranijalnim i spinalnim Zzivcima, uz
koordinisano funkcionisanje dijafragme, interkos-
talnih misi¢a, larinksa, farinksa, pluéa i kardio-
vaskularnog sistema. Ovaj proces podrazumeva i
ucesce vise razli¢itih neurotransmitera, neuromo-
dulatora, receptora, sekundarnih glasnika i tran-
skripcionih faktora, od kojih se vecina joS uvek
ispituje (1,2).

Kljuéni neurotransmiter koji posreduje u
sprovodjenju sinaptickih ekscitatornih signala u
gotovo svim respiratornim neuronima mozdanog
stabla je glutamat. On je neophodan za tran-
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smisiju inspiratornih signala u respiratornim
premotorima i respiratornim motornim neuro-
nima (3). Glutamat svoje efekte ostvaruje
uglavnom delovanjem preko N-methyl-d-aspartat
(NMDA) receptora, ali i preko non-NMDA
receptora, tj. AMPA (alfa-amino-3-hydroxy-5-
methylisoxazole-4-propionic acid) i kainatskih
receptora, kao i metabotropnih receptora
(mGIluRs) uklju¢enih u pontomedularne signalne
puteve (4,5,6).

Poslednjih godina, brojna eksperimentalna i
klinicka istrazivanja ukazuju na znacaj funkcio-
nalnog integriteta pontomedularne signalne
mreze koja povezuje dorzolateralni tegmentum
ponsa, nc. tractus solitarius i ventrolateralno
podrucje produzene mozdine i njihove uloge u
autonomnoj kontroli disanja (7,8).

S obzirom na znacaj pontomedularnog
regiona u kontroli i modulaciji disanja, cilj naseg
rada bio je da se mikroinjekcijama glutamata
topografski ispitaju respiratorno-senzitivne zone i
efekti glutamatske stimulacije pojedinih struktura
ovog podrucja.

Materijal i metode

U eksperimentu je koris¢eno dvadeset adul-
tnih Sprague-Dawley pacova muskog pola, telesne
mase 270-300 g. Pre izvodjenja eksperimenta
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Zivotinje su uzgajane i Cuvane u kontrolisanim
uslovima uz dvanaestocasovni ritam svetlost/tama i
uvek dostupnu hranu i pija¢u vodu. Sve hirurske i
eksperimentalne procedure u ovom eksperimentu
bile su u skladu sa etickim principima o radu sa
eksperimentalnim  Zivotinjama sadrzanim u
protokolu Nacionalnog saveta za istrazivanje SAD
(Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, National Academy of Science Press,
Washington, DC, 1996).

Za izvodjenje eksperimenta zivotinje su
anestezirane kombinacijom ketamina (80 mg/kg)
i xylazina (5 mg/kg), datom intraperitonealno.
Ovakva kombinacija obezbedjuje relativho brzu
anesteziju uz optimalan nivo sedacije i anal-
gezije. Tokom eksperimenta, dubina anestezije je
kontinualno pracena stabilnoS¢u respiratornog
ritma i odsustvom kornealnog refleksa. Za
izvodjenje farmakoloskih hemostimulacija pacovi
su postavljani u stereotaksicki aparat (Stoelting
Co., Wood Dale, IL). Nakon odredjivanja
stereotaksickog “nultog polozaja”, u cilju pristupa
dorzalnom ponto-medularnom regionu mozga
vrSena je unilateralna parietookcipitalna kranioto-
mija. Hemostimulacije su vrSene pomocu
mikropipeta napravljenih od 3 kapilarne cevcice
koris¢enjem vertikalnog pulera (Harvard
Apparatus Ltd, Kent, England) i sa proseCnom
sirinom vrha od 10-20 pm. Mikropipete su
postavljane na stereotaksicki micromanipulator a
svaka od cevlica je povezivana tankim
polietilenskim crevom sa pulsnim injektorom
(Picospritzer 1I, General Valve Co., Fairfield, NJ),
¢ime je omoguceno mikroinjektovanje supstan-
cija pod pritiskom. Za izvodjenje hemostimulacija
mikropipete su punjene 10 mM glutamatom
(rastvor u 0.2 M fosfatnom puferu), fizioloskim
rastvorom i bojom oil red O-dye. Fizioloski
rastvor je sluzio kao kontrolna injekcija, dok je
boja ubrizgavana posle svake efektivhe stimu-
lacije glutamatom kako bi se obelezilo i kasnije
histoloski verifikovalo tacno mesto injekcije.
Volumen svake pojedinacne injekcije je kon-
trolisan pracenjem pomeranja meniskusa
rastvora u pipeti pomocu kalibrisanog okulara
stereomikroskopa i kretao se izmedju 10 i 30 nl.

Za registraciju efekata nakon ubrizgavanja
supstancija koriS¢en je Brain Wave softver
prilagodjen za Windows. Dvokanalno registro-
vanje signala svakog pojedinacnog eksperimenta
ukljucivalo je: 1) artefakt pulsnog injektovanja
supstance i 2) respiratorne pokrete merene
pomocu piezo-elektricnog pojasa koji sadrzi tecni
kristal kao senzor (Sleepmate Technologies,
Midlothian, VA), a postavljan je oko grudnog kosa
pacova. Oba kanala su kontinualno pretvarana u
digitalni signal sa frekvencom semplovanja od
100/s i snimana na hard disk za dalju analizu
koja je vrSsena pomocu  Experimenter’s
Workbench softvera (Datawave Systems Long-
mont, CO) za identifikaciju ritma, amplitude i
duZine svake pojedinacne respiracije.

Eksperimenti ove studije uradjeni su na
Institutu za farmakologiju Univerziteta Ilinois u
Cikagu u okviru projekta NIH broj 70870. Analiza
i ekspertiza dobijenih rezultata obavljena je na
Medicinskom fakultetu u Nisu.
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Eksperimentalni protokol

Za topografsko ispitivanje, mikropipeta je
uvodjena dorzoventralno u mozak pacova kako bi
se omogucile injekcije glutamata u razliCite
regione ponsa i medule. Za identifikaciju
respiratorno-senzitivnih ponto-medularnih struk-
tura pipeta je pomerana ventralno u inkre-
mentima od 100 pum. Ukoliko nije bilo
respiratornih odgovora na injekcije glutamata u
datom poloZaju pipete, vrSena su pomeranja po
medio-lateralnoj ili antero-posteriornoj osovini.
Efektivnim mestom injekcije smatrano je svako
gde je stimulacija glutamatom dovodila do
promene ritma ili privremenog prekida disanja.
Ovakvo mesto obelezavano je injekcijom boje, a
koordinate poloZaja pipete su belezene za dalju
identifikaciju pomocu stereotaksickog atlasa (9).

Po zavrsetku svakog eksperimenta, pacovi
su duboko anestezirani i pripremani za tran-
skardijalnu perfuziju u cilju in situ fiksacije
mozdanog tkiva. Perfuzija je vrSena fizioloSkim
rastvorom (300 ml, pH=7.4), zatim 4%
formaldehidom (200 ml u 0,1 M fosfathom
puferu) i 10% rastvorom saharoze (200ml u 0.1
M fosfatnom puferu) koris¢éenjem perfuzione
pumpe. Nakon toga, mozak pacova je vadjen iz
lobanje u bloku i cuvan u 4% formaldehidu
tokom noci, a zatim se fiksacija tkiva nastavljala
u 30% rastvoru saharoze tokom nekoliko dana,
kako bi se potpuno izvrsSila krioprotekcija tkiva.
Tkivo mozga je sefeno koronalnim serijskim
presecima debljine 40 pym koriSéenjem kriostat-
mikrotoma. IseCci mozga bojeni su klasi¢cnom
Nissl-ovom metodom (cresyl violet).

Rezultati

Rezultati ove farmakoloske studije poka-
zuju da ekscitacija mikroinjekcijama glutamatom
u razli¢itim delovima pontomedularnog regiona
mozga pacova izaziva tri razliCita tipa
respiratornih odgovora: hiperpneju, apneusis
(inspiratorni gr¢) i hipopneju ili apneju (Slika 1).

Slika 1. Tranzitorni prekid disanja izazvan
mikroinjekcijom glutamata (10mM) u podrucju
dorzolateralnog ponsa izmedju motornog i principalnog
senzitivnog jedra trigeminalnog Zivca
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Mikroinjekcije glutamata, u podruéju koje
se rostro-kaudalno proteze u pojasu od 8.75-9.68
mm udaljenom od bregme, sa dorzoventralnim
rasponom od 6,4-7,2 mm i koje je u odnosu na
sagitalnu suturu lokalizovano lateralno izmedju
1.6-3.0 mm, izazivaju hiperpneju. Ovo podrucje
po svojoj anatomskoj lokalizaciji odgovara
kompleksu jedara lateralnog parabrahijuma.
Posebno senzitivno podrucje, gde se odmah
nakon glutamatske stimulacije javlja tahipneja u
trajanju od nekoliko minuta je region koji je
lokalizovan 9,16 mm kaudalno od bregme i sa
koordinatama 7,4-7,8 mm dorzoventralno i 2.6-
3,0 mm mediolateralno. Ovo podrucje, lokalizo-
vano ventralnije od parabrahijalnog hiperpne-
iCkog regiona, odgovara kaudalnom Kolliker-Fuse
nukleusu. Respiratorni odgovori koji se karak-
teriSu produZenim trajanjem ili prematurnim
inspirijumima (apneusis) dobijeni su u podrucju
rostralnog dorzolateralnog ponsa nakon mikro-
injekcija glutamata u region koji je 8,8-9,3 mm
udaljen od bregme sa dorzoventralnim 7,2-8,2

mm i mediolateralnim koordinatama izmedju 1,6-
3,0 mm. Prema stereotaksickom atlasu, ovo
podrucje odgovara regionu koji je ventrolateralno
od gornjeg cerebelarnog pedunkula i rostralno od
Kolliker-Fuse nukleusa. Tranzitorni prekid disanja
(apneja) dobijen je u podrucju koje je na istim
anteroposteriornim i mediolateralnim koordi-
natama kao i podrucja gde su dobijena prethodna
dva respiratorna odgovora, ali se nalazi znatno
ventralnije (7,8-9,0 mm) od njih. Momentalni
prekid disanja nakon mikroinjekcije glutamata
dobijen je u uskom podrudju koje se pruza u
pojasu 2,4-2,8 mm lateralno od sagitalne suture.
Medijalnije od tog podrucja, kao i nesto ven-
tralnije dobijani su motorni odgovori kao sto su
tonicki grcevi vilice i facijalne muskulature. Lokali-
zacija ovih injekcija bila je u podru¢ju motornog
jedra trigeminusa ili u parafacijalnoj regiji.

Sva respiratorno-senzitivnha mesta su
obelezavana injekcijama boje i kasnije histoloski
analizirana i identifikovana pomocéu stereo-
taksickog atlasa (Slike 2 i 3).

Slika 2. Sematski prikaz topografske distribucije respiratorno-senzitivnih jedara pontomedularnog dela mozga
pacova. CrteZi predstavljaju koronalne preseke mozga pacova koji su u rostrokaudalnom rasponu od 8.72 mm do
9.68 mm udaljeni od bregme. Tri tipa respiratornih odgovora dobijena mikroinjekcijama glutamata su

predstavljena posebnim simbolima: hiperpneja ( A ), apneusis ( 0) i hipopneja ili apneja ( *).

scp- superior cerebellar peduncle; mpc- middle cerebellar peduncle;

LPB- lateral parabrachial region; DLL- nc.

dorsalis of lateral lemniscus; KF- Koélliker-Fuse nucleus; Mo5- motor trigeminal nucleus; Pr5- principal sensory

trigeminal nucleus; s5-

sensory trigeminal root; n7- facial nerve; py- pyramidal tract; RMg- nc. raphe magnus;

A5- noradrenaline cells region; 4v- 4™ ventricle (Paxinos and Watson, 1986).
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Slika 3. Anatomska distribucija respiratornih jedara u pontomedularnom delu mozga pacova. Na slici je
prikazan koronalni presek mozga pacova bojen klasi¢nom Nissl-ovom metodom bojenja, a koji odgovara nivou koji

je 9.30 mm kaudalno od bregme.
Diskusija

U eksperimentu se fokalnim mikrostimu-
lacijama  glutamatom ispituju  respiratorno
senzitivna podrucdja pontomedularnog regiona.
Ekscitacije glutamatom izazivaju tri vrste
respiratornih odgovora koje zavise od anatomske
lokalizacije mikroinjekcija. To su: hiperpneja,
apneusis (inspiratorni gr¢) i hipopneja ili apneja.
Hiperpneja se karakterise kratkotrajnim
povecanjem respiratorne frekvence (tahipneja) i
tidal volumena Sto je posledica skracivanja
intervala izmedju disajnih ciklusa uz istovremeno
povecanje amplitude disanja neposredno nakon
stimulacije glutamatom (10). Apneusis il
inspiratorni gr¢ karakteriSe se inspirijumom koji
se po dostizanju svog maksimuma odrzava u fazi
platoa nekoliko desetina sekundi. Ponekad
nekoliko prematurnih inspirijuma moze da
prethodi normalnom ekspirijumu. Ovakvo disanje
moZe biti posledica neprekidnog produzenog
nadrazaja frenikusa, povecanja frekvence disanja
do nivoa koji onemogucava potpuni izdisaj
izmedju dva disajna ciklusa tj. vracanja tidal

volumena na bazalne vrednosti ili je posledica
istovremenog produzenja vremena trajanja
inspirijuma i skraenja vremena trajanja
ekspirijuma (11). Treéi tip respiratornog

odgovora na stimulaciju glutamatom je hipopneja
koja se karakteriSe smanjenjem respiratorne
frekvence (bradipneja) i tidal volumena il
potpunom tranzitornom inhibicijom inspiracije
(apneja) (7). Apnejom se smatra svaka pauza u
disanju koja traje duze od 3 sekunde (12).
Najznacajnija karakteristika hipopneje  je
produzenje vremena trajanja ekspirijuma koje se
ogleda u odlozenom pocetku prvog disajnog
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ciklusa nakon egzogene aplikacije glutamata.
Nakon pauze koja je dozno-zavisna, disanje se
ponovo uspostavlja uz snizen tidal volumen ali se
vec¢ posle nekoliko ciklusa normalizuje i vraéa na
pocetne kontrolne vrednosti (11).

Nasa studija je pokazala da se hiperpneja
kao odgovor na stimulaciju glutamatom dobija
nakon mikroinjekcija u podru¢ju koje po
anatomskoj lokalizaciji odgovara kompleksu
jedara lateralnog parabrahijuma (superiorno,
lateralno-  krescentno, lateralno-dorzalno i
centralno jedro) ili regionu kaudalnog Kolliker-
Fuse nukleusa. Ovaj nalaz je u korelaciji sa
ranijim hemostimulacionim ispitivanjima (11, 13)
pontomedularnog podruc¢ja macke ili pacova.
Studija Herberta i saradnika (14) pokazala je da
neuroni ovog hiperpneickog regiona Salju
direktne descendentne projekcije do ventro-
lateralne medule, podrudje koje se smatra
generatorom respiratornog ritma (15). Kvali-
tativno drugaciji respiratorni odgovor dobijen je u
regionu koji po stereotaksi¢ckim koordinatama
odgovara podruc¢ju ventralno od gornjeg
cerebelarnog pedunkula i rostralno od Kolliker-
Fuse nukleusa. Studije (11,14) u kojima su
koris¢eni anterogradni i retrogradni trejseri
pokazale su da iz ovog podrucja polaze projekcije
ka nc. tractus solitariusu (ventrolateralni i
komisuralni subnukleus) i ka motornom jedru
nervus frenikusa. Apneusticki odgovori dobijeni u
nasoj studiji mogu biti posledica produzene,
neprekidne stimulacije ovog Zzivca. Sa druge
strane, poznato je da nc. tractus solitarius
predstavlja prvu centralnu sinapsu za visceralne
senzorne informacije koje dolaze iz hemo-
receptora i pulmonalnih stre¢ receptora.
Tranzitorni prekid disanja, tj. apneja koja se
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javlja neposredno nakon injekcija glutamata u
podrucju ventralnog Kolliker-Fuse nukleusa ili
uskom pojasu izmedju motornog i principalnog
senzitivhog jedra nervus trigeminusa takodje je u
korelaciji sa prethodnim studijama (16,17).
Smatra se da je ovo podrucje deo neuronskog
kruga koji povezuje nc. tractus solitarius i
respiratorne neurone ventrolateralne medule i
kao takvo ima klju¢nu ulogu u integraciji i
modulaciji senzornih informacija koje dolaze iz
plu¢a i gornjih disajnih puteva (7,18). Apneja
izazvana glutamatom u ovom podrucéju u skladu
je sa hipotezom o fizioloskoj ulozi neurona

rostralnog ponsa u iskljudivanju

stepenicastog signala.

inspiratornog

Zakljucak
Topografska distribucija respiratornih
odgovora dobijenih  nakon mikrostimulacija

glutamatom u pontomedularnom podrucéju mozga
pacova, u nasem eksperimentu potvrdjuje nalaze
ranijih studija slicnog eksperimentalnog dizajna
(7,11,19,20,21,22) kao i nalaze starijih, klasi¢nih
elektrostimulacionih studija u ponsu i produzenoj
mozdini (23,24,25).
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TOPOGRAPHIC IDENTIFICATION OF THE PONTOMEDULLARY
RESPIRATORY-SENSITIVE NUCLEI OF THE RAT BRAIN BY
GLUTAMATE MICROSTIMULATIONS

Milan Stoiljkovic, Srdjan Pesic and Nenad Stojiljkovic

Automatic control of breathing is highly dependent on the integrity of the
pontomedullary network of reciprocally connected neurons localized in a number of
functionally and neurochemically different compartments. Glutamate is considered the
key neurotransmitter mediating signal transmission in the respiratory regions of the
brainstem. Identification of the respiratory-sensitive neurons using this
neurotransmitter for microstimulations provides an insight into the topographic
organization of the pontomedullary nuclei involved in the modulation and control of
breathing.

Three types of respiratory responses were observed following glutamate
microinjections: hyperpnea, apneusis (inspiratory cramp) and hypopnea or apnea.
Hyperpnea was obtained as a result of microstimulations in the region of lateral
parabrachium and caudal Kélliker-Fuse nuclei. Apneustic response was observed in the
region localized ventrally from superior cerebellar peduncle, while hypopneic or apneic
responses followed glutamate microinjections in the region of ventral Kélliker-Fuse
nucleus and a narrow area between motor and principal sensory trigeminal nucleus,
which is referred to as intertrigeminal region.

Anatomical distribution of the obtained respiratory responses depends on the
localization of microinjections and ascendant and descendent projections stemming
from the sites of stimulation. Acta Medica Medianae 2008,47(1):41-46.

Key words: glutamate, pontomedullary region of the rat brain, microstimulation,
breathing
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