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OZET

Bu c¢alismada, sicanlarda spinal kord ve
medulla (butbus) da opioid reseptoricrinni
otohistoradyografik yontemle gosterilmesi

amaclandi. 150-200 g agwhginda beyaz erkek
sicanlar kullanildi. Sicanlarda kuyruk venindcn
200 mCi /H3j dipreuorftn verildi. Bir saat sonra
sicanlann spinal kordu re medultast ¢itkarilarak
frozen kesit aletinde seri kesitler alindi. Kesit
yiizeyleri fotograf emiilsiyonu (Kodak NTB3) ile
kaplandi. 4-8 haftalik inkiibasyon pcriyordttn-
dan sonra siyah-beyaz film banyosu yapildi ve
Pirouin - Yile boyanarak kapatildi. Mikroskopik
incelemede spinal kordun servikal bolgesinden
alman seri kesitlerde endojen opioid
reseptorlerinin lamina I ve lamina II de ¢ok
yogun gruin dagilimu gosterdigi goriildii. Medtl-
lada ise, periventrikiilergti cevherde niikleus trak-
tus solitaryus'da ve spinal trigeminal niikleus ve
traktusunda c¢ok yogun grain dagihimi goriildii.
Niikleus olivaryus inferior daise, 'orta derecede

grain daglinu goriildii.

Anahtar Kelimeler F.ndnjen opioid reseptérleri, Oiohis-
toradyografi, Spinal kord. Medulla.
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GIRIS

Yetmisli yillardan bu yana, bilim diinyasina

giren endojen opioidlerin fizyolojik ve endokrin et-

kilerinin ortaya konmasi, ayni zamanda sok,

"Bu c¢alisma, K.T.U Arastirma Fonunca desteklenmistir.
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SUMMARY

In this study, the localization of opiate recep
torsindie spinal cord and lower medulla has

been cluciduied by the autoradiographiciden-
tification of [ 113] diprenorpliime (a potent
opiate antogonisi) binding sites. 30inal rats
(150-200g) were administered 200 mCi of
diprenoijihinc (9,8 Ci/mmole, Amersham
Searlc) by tail vein injektionin 0,3 ml gfsaUne.
Animates that were administered fH3j diprennr-
phinewere sacrificed by decapitation Hi afterin-
Jection and spinal cords lower medulla romeved
rapidly and 2 to 5 mm slices of various regjo is
were mounted on copen block supports and
quickly frozen by partialimmersion. In spinal
cord sections from lumbar and cervical regions,
autoradiographic grains showed a remarkably
selective localization to die most dorsal portions
of the dorsal horn lamina I and II in mor,
rostral sections of cervical cord, a high
autoradiographic grain density was localized to
the gelatinosa of the spinal trigeminal nucleus,
nucleus tractus solitarius and periaqueductal
gray matter.
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serebrovaskiiler olaylar ~ gibi  hastaliklarinda

fizyopatolojisinde rol oynadiklarinin gdosterilmesi,
bu konuya olan ilgiyi artirmistir. Son on yil iger-

sinde, bu konuya olan ilgiyi artirmistir. Son on yil

(Kod No:86.114.001.1).
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icersinde, endorfinlerle ilgili arastirmalar yaninda,
bunlarin baglandigi reseptdrler ve bu reseptdrlerin
bulundugu dokular iizerinde ¢ok sayida g¢aligma
yapilmistir (4,5,6,7,8,9,11,13,17).

Simdiye degin, birgok tipi (13) belirlenmis olan
endojen opioid reseptdrlerinin saptanmasinda;
bioassay, immunhistokimya ve otohistoradyografi
gibi yontemler kullanilmaktadir.

Bu yoOntemler arasinda otohistoradyografi
uygulama alani1 yodniinden ilk sirayr almakladir.
Ulkemizde endojen opioid reseptdr blokérii olan
farmakolojik ajanlarin kullanimi ile ilgili deneysel
ve klinik c¢aligmalar yapilmistir (14). Buna karsin,
konu ile ilgili reseptor diizeyinde otohis-
toradyografi yontemi esas alinarak yapilmis mor-
folojik bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle,
ileri caligmalara baslangic olusturmak {izere,
glinimiizde Onemi giderek artan endojen opioid
reseptorlerinin spinal kord ve medulla oblongatada
dagiliminin laboratuvarimizda otohistoradyografik

yontemle gosterilmesi amaglanmigtir.

Atweh ve Kuhar'in (2)
reseptdrlerinin otohistoradyografik yontemle belir-

endojen opioid

lenebilmesinde kullandiklar1 yontem esas alinarak
bu ¢cabsma planlanmistir.

Ulkemizde
yontemin kurulabilmesi ve amaglanan sonuca

ilk kez c¢alisitlan bu konuda,
ulagilmast nedeniyle, bu 6n c¢aligmanin ileri

caligmalara olumlu katkis1 olabilecegi

diistintilmiistir.

MATERYAL VE METOD

Bu calismamizda, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi
Arastirma Merkezi'nden saglanan homojen bir

Deney  Hayvanlar1  Yetigtirme ve
sustan, 150-200 g agirliginda 30 adet erkek beyaz
sican kullanildi. On ¢alismalarda kontrol grubu
hayvanlarin bir kisminda kuyruk venlerini bulma ve
¢ok kisa silirede spinal kord ve medullanin

cikarilmast aligtirmalar1 yapildi. Deney Oncesi
hayvanlara 40 mg/kg nembutal intraperitoneal
olarak wuygulandi. Daha sonra 200 jxCi [H3]

diprenorfin®* 0,3 ml serum fizyolojik ile kuyruk

veninden her sigana verildi. Kontrol grubu sican-
lara yalnizca (),3ml serum fizyolojik kuyruk venin-
den enjekte edildi.

Diprenofrinin reseptdrlerle baglanmas:1 i¢ni
gerekli olan bir saatlik siire sonunda, hem deney
grubu, hem de kontrol grubu si¢anlarda spinal kor-
dun servikal bdlgesi total olarak ¢ok kisa siirede ve
zedelenmeden ¢ikarildi. Spinal kord ve medulla
frozen kesit aletinde -20°C de sok ile dondurulduk-
tan sonra transvers palanda 2-3 mm lik kesiler
yapildi. Bu doku parcalarindan Reicher-Jung
Cryocut E frozen kesit aleti ile 6-10 mikrometre
kalinliginda kesitler asit soliisyonuyla yikanmis
temiz lamlar iizerine alindi. Onceden hazirlanmis
karanlik odada distile su ile 1:1 oraninda
sulandirilmis 151k mikroskobik otohistoradyografik
tekniginde kullanilan ve [H3] diprenorfin ile uyum-
lu 06zel fotograf emiilsiyonu Kodak NTB3**
(Niiclear tract soliisyonu) 25 ml'lik beherglass igine
tek tek daldirilarak kesit yiizeylerinin emiilsiyonla
kaplanmasi1 saglandi. Kesitin bulunmadigi lam

ylizeyi yumusak kagitla silinerek  temizlendi.
Silikajel yerlestirilmis 06zel kutulara alinan lamlar,
karanlik odada 2-4 °C ye ayarlanmis buzdolabina
kaldirildi. Fotograf emiilsiyonunun poz siiresi ig¢in
4-8 hafta gerekli oldu. bu siire sonunda, her grupta

kontrol preparatlarinin banyosu ile tespit edildi.

Inkiibasyon periyodu sonunda emiilsiyon kapli
lamlar oda sicakligina getirildi. Her preparat
karanlik odada 6zel salelerde dektol (siyah-beyaz
film banyosu) ve film tespit soliisyonu ile muamele
edildi. Mikroskop altinda banyo islemi kontrol
edilen lamlar Carnoy soliisyonuyla tespitten sonra,
Pironin-Y ilce boyandi. Lamlar balsam ile
kapatildi. Elde edilen preparatlar kontrol grubu ile
karsilagtirmali olarak mikroskop altinda incelen-
dikten sonra Carl-Zeiss Jena-Jenoval marka foto
mikroskobunda siyah-beyaz renkli

(kodak) filmleri ¢ekildi.

(orwo) ve

BULGULAR

200 jxCi [H3] diprenorfin verilen siganlarin
santral sinir sisteminden elde edilen kesitlerde

[H31 ile isaretlenmis opioid antagonisti diprenorfin [15,16 (n)-H3] (25-50 Cl/mmol) ingiltere'den Amersham laboratuvarindan

temin edildi.

Kodak NTB3 fotograf emiilsivonu  (Eastman Kodak Rochester Niiclear Track Soliisyonu) Dubai, Birlesik Arap Emirlikleri (UA.E.)

den temin edildi.
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Sekil 1:

Piroin-Y x 3.2

Tablo — 1

Spinal Kord ve
Medulla'daOtohistoradyografik  Grain
Yogunlugu
Grainyogunlugu derecesi Anatomik bolgeler
Spinal kord
-Irmina I
-Lamina II
Cokyogun Bulbus
-Periventrikiiler gri cevher

-Nukleus traktus solitarius

Orta derecede Medulla (Bulbus)

yogun -Nukleus olivarius inferior

Azyogun Spinal kord
-On boynuz

-Beyaz cevher

Tirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C.8, S.2,
Turkish Journal of RESEARCH in Medical Sciences V.8, N.2,

[H3] diprenorfin verilmis si¢anda spinal korddan lamina I ve lamina Il de grain dagilimi ¢ok yogun olarak izlenmektedir.

grain yogunlug Atweh'e (2) gore, ayri ayr1 degerlen-
dirildi. Buna gore, [H3] diprenorfin tutulumu
gdsteren alanlar az yogun, orta derecede youn, ¢ok
yogun olarak derecelendirilirdi [H3] diprenorfin
verilen sicanlarin spinal kordun servikal bdlgesin-
den alinan seri kesitlerde, arka boynuzda lamina I
ve lamina H'de  otohistoradyografik  grain
yogunlugu, diger dagilimi yoniinden de ¢ok yogun
alanlara uyuyordu. Spinal kordun 6n boynuzu ve
gri cevherin diger kisimlarinda grain yogunlugu son
derece azdi (Sekil 1,2).

[H3] diprenorfin verilen sicanlarda medulla
oblongatada 6nde piramidler, arkada 4. ventrikiil
alt yarisindan gecen seviyeden yapilan kesitlerde
periventrikiiler gri cevherde niikleus traktus
solitaryus, spinal trigeminal niikleus ve traktusu
grain dagilimi yoniinden ¢ok yogun alanlara uyuyor-
du (Sekil 3-5-6). Niikleus olivargus inferiorda orta
derecede grain yogunlugu dikkati ¢ekti (Sekil 4).
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Sekil 2: [H3] diprenofin verilmis sicanda spinal kordun arka oynuzunda lamina I ve lamina U'de ¢ok yogun grain dagilimi izlenmek-
tedir. Pironin-Y x 25.

Bu calismalarda, opioid reseptdrlere baglanma
yetenegi olan agonist ve antagonist ajanlar kul-
lanilmistir (2,15,17).

Calismamizda, reseptorlere  olan  yiiksek
afinitesi ve baglandiktan sonra diisiik 1silarda ¢ok
yavas ayrilma hizi géstermesi nedeniyle, reseptor
blokorii olarak opioid antagonisti diprenorphine
secilmistir.

Ik kez opioid reseptérleri 1976 yilinda kopek
spinal kordlarinda gosterilmistir. Bu reseptérler,

Sekil 3:  [H3] diprenorfin verilmis sicanda medulla'dan gegen Yunan alfabesindcki harflere gore, mu, kappa ve

transvers kesitte periventrikiiler gri cevherde (ok) sigma reseptdrleri olarak adlandirilmistir. Aym
grain dagilimi yogun olarak izlenmektedir. Pironin-Y x yil igerisinde, fare vasa deferensinde dérdiincii bir
3.2.

reseptor tipi olan delta reseptorleri gosterilmistir.

TARTISMA Son on yil igersinde devam eden arastirmalar-
la, 1979 yilinda psilon, 1983 yilinda da lamba

S llard li beyi inal kordund
on yillarda memeli beyin ve spinal kordunda reseptorleri bulunmustur (13).

opioid reseptorlerinin dagilimlarini otohis-
toradyografik ~ ydntemle  gosteren  caligmalar 1976 yilinda atweh ve Kuhar'in yapmis oldugu
yapitlmistir (1,2,3,15,17). caliymada, opioid reseptdrlerinin spinal kordun

Tirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C.8, S.2, 1990
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Sekil 4: [H3] diprenorfin verilmis sicanda Sekil S'de izlenen
medulla diizeyinden daha iist seviyeden gecen
transvers bir kesitte niikleus olivaryus inferior'da (0)
orta derecede youn grain dagilimi goriliyor. Kesitin
tst kisminserebellum korteksi izlenmektedir. Pironin-
Y x 3.2

Sekil 5:

[H3] diprenorfin verilmis siganda medulladan yapilan

transvers bir kesitte 4. ventrkikiill yakininda niikleus
traktus solitaryus'da (ok) ¢ok yoggun grain dagilimi
goriiliyor. Pironin-Y x 12.5.

boynuzunun lamina I ve lamina H'sinde trigeminal
niikleusun substansiya jelatinozasi, vagus sinirinin

Tiirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C.8, S.2, 1990
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Sekil 6: [H3] diprenorfin verilmis sicanda medulladan yapilan
transvers bir skesitte spinal trigeminal traktus ve
niikkleus (ok) da ¢ok yogun grain dagilimi goriliiyor.
Pironin-Y x 25.

niikleuslar1 ve area postrema'da opioid resep-
torleri gosterilmistir. Ayni yil igerisinde Kuhar ve
arkadaglarinca yapilan baska bir calismada da, bu
bolgelere niikleus kaudatus, putamen, amygdeloid
niiklear kompleks ve periventrikiiler gri cevher
bolgeleri eklenmistir (2,15).

1980 ve 1981 yillarinda yapilan ¢aligsmalarda
ise, sempatik gangliyon, adrenal medulla, intestinal
sistem ve pankreasda endojen opiyadlar ve onlarin
reeptorleri bulunmustur (16,18).

Yapilan g¢alismalarda spinal kord arka

boynuzunda opioid reseptorlerinin ¢ok yogun
olarak gosterildigi bolgeler, Raxed'in lamina I ve
lamina II sahalaridir. Bu bélgeler agr1 impulslarinin
afferent lifleri olan ince miyelinli A delta ve
miyelinsiz C liflerinin spinal kordun arka boynuzun-
dan girdikten sonra substansiya jelatinozada sinaps
bolgelerdir. Zararli sonucu

yaptiklari uyaran
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meydana gelen, ¢abuk iletilen batici tipteki agri im-
pulslar1 A delta lifleri ile, yanict zayif lokalize
duyular ise miyelinsiz C lifleri ile iletilirler. Boy-
lece, lamina I ve lamina II sahalar1 agr ile ilgili bil-
ginin visseral ve somatik organlardan daha yiiksek
merkezlere iletiminde rol oynarlar (2,10,11). Calis-
mamizda spinal kordun servikal bdlge kesitlerinde
grain yogunlugunun lamina I (Zona Marginalis) ve
lamina Il'de (substansiya jelatinoza) lokalize
oldugu goriildii. Yogunluk derecesi yoniinden ¢ok
yogun olanlara uyuyordu, diger laminalar ve beyaz

cevher az yogun alanlar olarak dikkati ¢ekti.

Atweh ve arkadaslarinca yapilan c¢aligmada,

medulla oblongatada otohistoradyografik ¢ok

yogun alanlar niikleus traktus solitaryus, niikleus
ambigus, niikleus kommissuralis olarak belirtil-
migtir (2). Orta derecede grain yogunlugu gdsteren
alanlar ise, spinal trigeminal niikleus ve traktusu ile
niikleus interkalatusdur (2).

Bu c¢alismada da, medulla oblangata kesit-

lerinde bildirilen bodlgelerden, niikleus traktus

solitaryus ve spinal trigeminal niikleus ve traktusu
¢ok yogun alanlar olarak nitelendirildi. Niikleus am-
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Niikleus
olivaryus inferiorda orta derecede yogun grain
dagilimi dikkati ¢ekti.

bigusta grain yogunlugu izlenmedi.

Gerek literatiir bulgulari, gerekse c¢aligma-
mizda elde ettigimiz bulgular opioid reseptdrle-
rinin spinal kord ve medulla oblongata diizeyindeki
dagimlimlarmin spinal ve supraspinal seviyelerde
aciklamakta ¢ok

analjezik etki mekanizmasini

onemli oldugunu goéstermektedir (4,12,15).

Bu c¢alismanin verileri ile literatiirle uyumlu
olarak su sonuglar elde edilmistir.

Spinal kord kesitlerinde gri cevherde endojen
opioid reseptorlerinin ¢ok yogun grain dagilimi
gosteren bolgeleri arka boynuzun lamina [ ve
lamina II sahalaridir. Bu boélgeler agri ile ilgili
liflerin (A delta ve C lifleri) ilk sinops yaptiklari
yerlerdir. Bdylece endojen opioidlerin agri1 yollari
ile olan iliskisi agiklanmaktadir.

Niikleus olivaryus inferiorda orta derecede

grain  yogunlugunun gorilmesi bu niikleusun

ekstrapiramidal sistem niikleuslar1 ve formasyo reti-
kiilarise ait niikleuslarla afferent ve efferent baglan-
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