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1. OZET

ENDOJEN OPiOiD RESEPTORLERIN DINAMIGININ ARASTIRILMASI

Noronal hasar, agr1 ve dejenerasyon olarak sonuclanan énemli rahatsizliklardan bir
tanesidir. Bu tiir agrilarin tedavisinde kullanilan morfin benzeri ilaglar opioid olarak
adlandirilmaktadir ve etkilerini kendilerine 6zgli reseptdrler araciligr ile
gostermektedir. Opioid reseptorleri analjezi ve hipotermi gibi bir¢ok biyolojik siireci
diizenlemektedir. Bu siiregte agonist ve antagonist ligandlarin etkisiyle hiicresel
diizeyde farkli yolaklara katilmaktadir. Reseptorler aktiflestikten sonra endositoz ile
sitoplazmaya alinip daha sonra tekrar ekzositoz ile hiicre zarina yerlestirilmektedir ve
bu silire¢ reseptdr trafiginin varhiini gostermektedir. Bu reseptor trafiginin ilag
tolerans1 ve bagimlilikla ilgili oldugu disiliniilmektedir. Calismamizda arka kok
gangliyon hiicrelerinde, kiiltiir ortaminda, p opioid reseptoriic (MOR), & opioid
reseptorli (DOR) ve -6 heteromer reseptoriin (HET) agonist ve antagonist varliginda
noronal hasara bagli dinamigi immiinositokimya yontemi ile incelenmistir. Ayrica bu
dinamigin sicaklik degisimiyle nasil degistigi aragtirilmistir. Konfokal mikroskobu ile
goriintlilenen hiicrelerin hiicre zar1 ve sitoplazmadaki immiinoreaktiviteleri, parlaklik
degerleri olarak ayr1 ayri olgiilmiistiir. Sonug olarak bu {i¢ reseptor alt tipinin
aksotomiye, agonist ve antagonist muamelesine ve sicaklik degisimine farkli tepkiler
verdikleri gozlendi. Heteromer reseptoriin dinamiginin, MOR ve DOR’un trafigi ile
iligkili olabilecegi ve li¢ reseptor alt tipi arasinda en hareketli olanin DOR oldugu
sonucuna varildi. Bu ¢aligmanin sonuglari opioid sistem fizyoloji ve farmakolojisi ile

ilgili bilinenlere 6nemli katkilar saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Arka kok gangliyonu, sinir hasari, aksotomi, opioid, opioid
reseptorleri, MOR, DOR, MOR-DOR.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE DYNAMICS OF ENDOGENOQOUS OPIOID
RECEPTORS

Neuronal damage is one of the major disorders that result in pain and degeneration.
Morphine-like drugs used in the treatment of such pain are called opioids and show
their effects through their specific receptors. Opioid receptors regulate many biological
processes like analgesia and hypothermia. In this process, it is involved in different
pathways at the cellular level under the influence of agonist and antagonist ligands.
After activation, the receptors are taken up by endocytosis into the cytoplasm and then
placed back into the cell membrane by exocytosis, which indicates presence of
receptor trafficking. This is thought to be related to drug tolerance and dependence. In
our study, with the presence of agonist and antagonist, neuronal damage-induced
dynamics of p opioid receptor (MOR), 8 opioid receptor (DOR) and p-6 heteromeric
receptor (HET) were investigated by immunocytochemistry in the cultured dorsal root
ganglion cells. The effect of temperature on these dynamics was also investigated.
Using confocal microscopic images, immunoreactivity for the receptors on the cell
membrane and cytoplasm denoted by signal intensities were analyzed. The three
receptor subtypes gave different responses to axotomy, agonist and antagonist
treatment and temperature changes. It was concluded that HET dynamics may be
related to MOR and DOR trafficking and DOR has the highest mobility among three
receptor subtypes. The results of this study contribute to what is known about

physiology and pharmacology of opioid system.

Key Words: Dorsal root ganglion, nerve damage, axotomy, opioid, opioid receptors,
MOR, DOR, MOR-DOR.



3. GIRIS VE AMAC

Duyusal bilginin doniistiiriilmesinden sorumlu olan ve primer duyu sinir
hiicrelerinin hiicre govdelerini igeren yapilara arka kok gangliyonu denilmektedir (1).
Yalanci tek kutuplu noron tipine sahip olan arka kok gangliyonu noéronlari uydu glial
hiicreler ile gevrilidir (2). Somatik duyu sistemi hakkinda bilinmeyen pek ¢ok
mekanizmanin yani sira noropatik agr1 gelisimi gibi duyusal isleme modiilasyonundaki
onemli rollerinden dolay1 arka kok gangliyonu ndéronlari, pek ¢ok arastirmanin

odaginda bulunmaktadir (3).

Periferik sinir yaralanmasi, noronlarin aksonlarina veya uzantilarina verilen
hasar sonucu meydana gelmektedir. In vitro ortamda aksonu keserek ya da ezerek
gerceklestirilen hasar modeline aksotomi denilmektedir (4). Hasardan sonra, arka kok
gangliyonunda (AKG) duyusal néronlar hayatta kalmay1 ve onarimi desteklemek igin
morfolojik ve molekiiler degisiklige ugrarlar (5). Aksotomi sonrasinda hiicrelerde, gen
ifadesi azalimi ya da artis1 goriilebilecegi gibi bagisiklikla ilgili cevaplar da

gozlenebilmektedir.

Hashas bitkisinin 6ziinden elde edilen ve “afyon” adiyla bilinen, morfine
benzer kimyasal 6zellikler gosteren maddelere opioid adi verilmektedir (6). Opioidler
genel olarak analjezik 6zelliginden dolayr agri kesici olarak kullanilmaktadir fakat
solunum baskilanmasi, kabizlik ve en Onemlisi bagimlilik gibi yan etkileri

bulunmaktadir (7).

Opioidlerin etki ettigi reseptorlerin oldugu bulunduktan sonra, memelilerde
endojen olarak bulunabilen opioidlerin varligi da kanitlanmistir (8). Yapilan
caligmalar sonucunda ti¢ farkli endojen opioid peptidi ve bu peptitlerin dncii peptitleri
bulunmustur. Bunlar; B-endorfin ve Onciisii preproopiomelanokortin  (POMC),
16sin(Leu)- ve metiyonin (Met)- enkefalinleri ve onciisii olan prepeproenkefalin
(PENK), dinorfinler (dinorfin A ve B ve neoendorfinler dahil) ve onciisii
preprodinorfin (proenkefalin B)(PDNY) dir (9).

Opioid reseptorleri, G proteine bagli reseptor (GPCR)’nin ailesine ait olan yedi

transmembran yayilimli (7TM) reseptorlerdir (10). Opioid reseptorleri p (MOR), &



(DOR) ve k (KOR) reseptorlerinden olusur ve sirasiyla OPRM1, OPRD1 ve OPRK1
genleri tarafindan kodlanmaktadir (10). Bu reseptorler agonistlere ve antagonistlere
baglanma farkliliklar1 gosteren alt tiplere sahiptir. Ornegin literatiirde p reseptdriiniin
alt tipleri p1 ve p2; 6 reseptoriiniin alt tipleri ise 61 Ve o, olarak bahsedilmektedir (11,
12). B-endorfin dncelikle p ve & reseptorleri, enkefalinler & reseptorleri ve dinorfinler

ise K reseptorleri vasitasiyla etkilerini gostermektedir (13).

Opioid reseptorleri kendilerine 6zgili agonistlerle aktive edildikten sonra Ga
ve GPy alt birimleri birbirinden ayrilir ve hiicre iginde ¢esitli yolaklara katilimi
gerceklesir (14). Ornegin reseptdr aktivasyonu adenilil siklazin (CAMP) inhibisyonuna
voltaj kapili kalsiyum (Ca2 +) kanallarinin inhibisyonuna ve potasyum kanallarinin
aktivasyonuna sebep olabilmektedir (15). Ek olarak bu reseptérler GRK/B-arrestin
sinyaline bagli olan yolaga katilip duyarsizlastirilirlar (16). Bu duyarsizlagtirllmadan
sonra opioid reseptorleri, hizla hiicre igine endositozla alinmaktadir. Endositozun

tolerans gelisimini azaltip koruyucu bir role hizmet ettigi 6ne siiriilmiistiir (17).

Opioid reseptorleri oligomer olusturabilmektedir. Bu oligomerizasyon iKi
cesittir; homodimerler (ayn1 reseptor) ve heterodimerler (farkli reseptor tipi) (18).
MOR-DOR heteromer yapist arastirmalarda daha fazla 6ne ¢ikmaktadir. Ciinkii
antagonizmin veya DOR'un yoklugunun morfin toleransini ve bagimlilik gelisimini
azalttig1 savunulmaktadir. Dolayisiyla MOR-DOR heteromer yapinin bu konuda etkili
oldugu diistiniilmektedir. Calismalar ayn1 zamanda MOR ve DOR heterodimerlerinin

farkli ligand baglama ve sinyal iletim 6zelliklerine sahip olduklarini ortaya koymustur
(19).

Opioid reseptdrlerinin dinamigini ve hiicre zar1 ve sitoplazma arasindaki
trafigini inceleyen calismalar farkli farkli sonuglar dogurmus ve tartismalara sebep
olmustur. Genetik ¢alismalarla yesil floresan protein (GFP) gibi floresan proteinlerle
birlestirilen ve reseptorlerin hareketini inceleyen calismalarin, gercek protein yapisini
bozdugundan dolayr reseptoriin endositoz ve ekzositoza bagli hareketini
degistirebilecegi savunulmaktadir (20). Ayrica reseptor trafiginin, enzimatik bircok
stirecle iligkili oldugundan, sicakliga bagl degisiklik gosterebilecegi diisiiniilmektedir
(20). Ayn1 zamanda, merkezi sinir sistemi ve gevresel sinir sisteminin her bolgesinde

farkli bir dinamik sergileyen reseptorlerin (21) arka kok gangliyonu ndoronlari



hasarinda agonist ve antagonist etkisiyle nasil etkilendigine dair literatiirde ¢aligma
bulunmamaktadir. Amacimiz immiinositokimya yontemi ile fizyolojik kosullarda ve
oda sicakliginda, agonist ve antagonist etkisinde MOR, DOR ve MOR-DOR
heteromer reseptorlerinin trafiginin nasil degistigini gozlemlemek ve aksotomiye bagli
olarak bu reseptorlerin dinamiginin nasil etkilendigini arastirmaktir. Bu ¢alismalardan
elde edilen sonuglarin, ndron hasarindan sonra olusan opioid cevabi ve reseptdrlerin
dinamigi ile ilgili c¢alismalara 1s1k tutacagni ve literatiire katkida bulunacagim

diisiinmekteyiz.



4. GENEL BILGILER

4.1. Primer Duyu Noronlar1 ve Arka Kok Gangliyonu

Arka kok gangliyonlar1 (AKG), duyusal bilginin doniistiiriilmesinden
modiilasyonundan ve omurilige iletilmesinden sorumlu primer duyu sinir hiicrelerinin
hiicre govdelerini igeren yapilardir (1). AKG noronlarmin cgesitli tirleri, hiicre
govdelerinin blyiikliigiine ve islevlerine gore siniflandirilmaktadir. Tip A AKG
noronlar1 biiyiiktlir ve dokunma, titresim ve propriosepsiyondan sorumludur; B tipi
noronlarin boyutu kiigiiktiir ve nosisepsiyondan sorumludur (1). Histolojik ¢aligsmalar,
kiictik noronlarin (B tipi) sayisinin bilylik ndéronlarin (A tipi) sayisin1 71: 29 oraninda
astigim1 tahmin etmektedir (22). Daha once periferik siireglere metabolik depo
"yardimc1” olarak etki ettigi diisiiniilen hiicre govdelerinin, Sitokin ve kemokin {iretimi,
bagisiklik faktorlerinin yukari-agagi regiilasyonu veya Na+, K+ ve Cat++ iyon
kanallarindaki degisiklikler gibi diizenlemelerle sinyal verme siirecine katildigi
bilinmektedir (23). Nosiseptif agr1 ve noropatik agr1 gelisimi gibi duyusal isleme
modiilasyonundaki 6nemli rolleri ve klinik miidahaleye anatomik erisilebilirligi ile

AKG, agr1 kontrolii i¢cin mitkemmel bir klinik hedef olmaktadir (3) (Sekil 4.1.1).

intratekal aralik

Noroforamina

Epidural aralik =

Sekil 4.1.1. Arka kok gangliyonunun (AKG) spinal kanaldaki anatomik iligkileri (1).



Insanlarda omurilik ve gevre arasinda otonom ve duyu-motor bilgi tastyan 31
sag ve sol ¢ift "karisik" spinal sinir vardir (24). Dorsal koklere doniisen dorsal afferent
duyu aksonlarindan ve ventral koklerine donilisen ventral efferent motor aksonlardan
olusan bu spinal sinirler, bitisik vertebral segmentler arasindaki ve iist ve alt pedikiil
arasindaki intervertebral sinir boslugundan ortaya cikarlar (24). Dorsal duyusal kok
lifleri yanal olarak ilerlerken AKG 'i olusturan hiicre govdeleri ile bir T-kavsak yoluyla
baglanmaktadir. AKG, sinir boslugundaki pedikiilin medial ve lateral yonleri
arasindadir. Yalanci tek kutuplu yapida olan bu hiicre kiitlesi, uydu glial hiicreleri
kompleksleri (SGC'ler) ile ¢evrilidir. Arka duyu kokiintin distal aksonlari birincil duyu

sinirini olusturmaktadir (2).

Birincil duyu néronu, viicudun uyari-yaralanma ya da iltihaplanma gibi,
noronun ¢evresel alici alaninda baslar; noronun atisin1 degistirir ve merkezi sinir
sistemi (CNS) i¢inde son bulur (25). Bu néronlar, 1,5 m uzunluga kadar olabilmektedir

ve viicudun en biiyiik néronlaridir (26).

AKG noronlari, dallanmis aksonlardan hiicre govdesine giden bir T-
birlesimiyle bagli ikiye boliinmiis aksonlara sahip olduklari i¢in ve ayni zamanda tek
kutuplu noronlardan da ayirt edilebilmesi igin yalanci tek kutuplu néronlar olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 4.1.2). Yalanci tek kutuplu néronun aksonunun bir dali T-
kavsagindan periferiye uzanir ve bir dali T-kavsagindan omurilige dogru
uzanmaktadir. AKG ndronunun T-kavsagi, periferik nosiseptorden omuriligin arka
kok giris bolgesine hareket eden, elektriksel uyaranin yayilimina katilan veya diisiik
geciren bir filtre gibi davranan elektriksel uyarimlarin engellenmesine neden

olabilmektedir (27).



Tek kutuplu néron

7— Yalanci tek kutuplu néron ‘t

Sekil 4.1.2. Tek kutuplu ve yalanci tek kutuplu ndron tiplerinin sematik gosterimi.

4.2. Sinir Hasarn ve Gelisen Cevaplar

Periferik sinir yaralanmasi, endonéryumdaki hiicresel ve molekiiler
degisiklikler ve aksonlar1 kesilen ndronlarin hiicre govdeleri icindeki reaksiyonlarla
desteklenen yara iyilesmesinin 6zel bir seklidir (28). In vivo ve in vitro ortamlarda
olusturulan periferik sinir hasarinin diger bir ismi de aksotomidir. Aksotomi terimi,
akson kesmek ya da ezmek gibi aksonal biitiinliigii bozan siiregler igin kullanilan bir
terimdir (4). Aksotomi programlanmis hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Ayni zamanda
noral biiyiime hormonu (NGF) yoklugu da aksotominin izledigi yolag: takip eden
programlanmis hiicre oliimiine yol agabilmektedir (29). Periferik sinir hasarindan
sonra, arka kok gangliyonunda (AKG) duyusal noronlar ve omurilikte veya beyin
sapindaki motor ndronlar hayatta kalmay1 ve onarimi desteklemek i¢in morfolojik ve
molekiiler degisiklige ugrarlar (5). Ayni1 zamanda motor ve duyu néronlarinin bir kismi

ozellikle proksimal hasardan sonra dlebilmektedir.

Aksotomi sonrasinda hiicresel diizeyde, gen ifadesi azalimi ya da artis1 veya
bagisiklikla ilgili cevaplar gibi birgok degisiklik gozlenebilmektedir. Goriilen
degisiklikler geriye doniik tasima ile hiicre govdesine iletilirler. Bunu ilk gdsteren
Nissl’dir (30). Gen ifadesi ve protein azalimina baktigimizda yapilan bir ¢alismada
aragtirmact Harkonen, sempatik noéronlarin akson kesimine bagli olarak hiicre
govdesindeki  katekolamin immiinoreaktivitesinin tamamen kayboldugu ve
katekolamin yikiminda rol oynayan bir enzim olan monoamin oksidazin aktivitesinde

de bir azalma oldugu sonucuna varmistir (31). Bagka bir ¢alismada ise siyatik sinir



hasar1 sonucunda omuriligin arka boynuzunda P maddesinin azaldig1 gézlemlenmistir
(32). Bunlara ek olarak, muskarinik ve glisinerjik reseptorlerin hipoglossal motor
noronlarda (33) ve nikotinik reseptorlerin de sirasiyla hipoglossal ve fasiyal sinirlerin

kesiminden sonra yiiz motor néronlarinda azaldig1 one siiriilmektedir (34).

Aksotomi sonrasi gen ifadesi azalimi veya protein miktari azalmasinin yani sira
art1s da gozlenebilmektedir. Ornegin, siyatik sinir hasarindan sonra dérdiinii ve besinci
lumbar AKG’lerdeki duyu noéronlarinda tiibiilin ve aktin ifadesinin arttig
gozlemlenmistir (35). Gelisen aksonlarda biiylik bir rol oynayan ve aksotomi
sonrasinda, AKG ndéronlarinda; hem mRNA seviyesinde hem de protein seviyesinde
artis1 gdzlemlenen bir diger protein ise Biiyiimeyle Iliskili Protein-43 (GAP-43)’tiir
(36). Diger bir ¢alismada ise aksotomiye ugrayan sempatik ve motor noronlarda
Vazoaktif intestinal Peptidin (VIP) hem kendisinin hem de mRNA seviyesinin arttig1
gozlemlenmistir. Bu bahsi gegen proteinlerin genel olarak rejenerasyonla ilgili oldugu

tespit edilmistir (37).

Yapilan bir arastirmada, noronal olmayan bir hiicre fraksiyonu, ndronla
zenginlestirilmis kiiltiire sartlandirmak i¢in eklendiginde, VIP artisin1 saglayan bazi
faktorlerin ortama salindig1 goriilmiistiir (38). Bu faktorlerin Schwann hiicrelerinde
tiretilen Losemi-Inhibe edici Faktor (LIF) ve Siliyer Norotrofik Faktdr (CNTF) oldugu
tespit edilmistir (39). Interlokin (IL)-6 ve onkostatin M gibi sitokinlerin ait oldugu
aileye liye olan LIF ve CNTF, glikoprotein gp130 igeren reseptor tipleriyle etkilesimde
bulunmaktadir (40). Bu reseptorler yoluyla gergeklesen sinyal iletimi Janus kinazin
(JAK) aktivasyonu ve sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktifleyici (STAT)
proteini ile kontrol edildigi kanitlanmistir (Sekil 4.2.1) (41). Biitiin bu proteinler ve

sinyal yolaklari sinir hasarlarina verilen cevaplar olarak one siiriilmektedir.
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Sekil 4.2.1. CNTF ve LIF uyarimiyla sinyal yolagi aktivasyonunun sematik gésterimi (41).

4.3. Opioidler

Opium, latince ismi “Papaver Somniferum” olan hashas bitkisinin 6ziinden

elde edilmektedir ve halk dilinde “afyon” olarak bilinmektedir. “Opioid” terimi

opiumdan koken alir ve sentetik ya da dogal olarak bulunan morfine benzeyen

bilesiklerin geneline verilen isimdir (6).

Hashasg bitkisi, antik ¢aglardan beri agrinin semptomatik olarak hafifletilmesi

icin kullamilmistir. Bu bitkiden elde edilen morfin, bir opioid prototipidir ve yiiz

yillarca tibbi amaclar dogrultusunda kullanilmistir. Morfin kullanimini ilk raporlayan

ikinci ylizy1l Yunan doktoru Galen’dir. Actyr hafifletmek ve astim ve konjestif kalp

yetmezligi ¢eken hastalari rahatlatmak i¢in afyon kullanmistir. Yakin gegmiste, 1806

yilinda Alman kimyac1 Serturner opium alkaloidlerini izole etmistir, bunlardan biri de
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morfindir. Fakat 167 yil sonrasina kadar morfinin farmakolojisi reseptor seviyesinde

tanimlanamamustir (42, 43).

Morfinin; analjezik etkisi, solunum depresani, kabizlik ve bagimlilik yapan
Ozellikleri deney hayvanlarinda ve insanlarda karakterize edilmistir (7). Bazi
kimyacilar morfinin yapisin1 manipiile ederek, analjezik etkisini koruyacak ve ayni
zamanda solunum depresan1 ve bagimliligi azaltacak tiirevlerini gelistirmeye
caligmiglardir. Bu sekilde eroin (diasetilmorfin), hidromorfin, levorfanol ve bunlara
benzer diger yari sentetik ilaglar gelistirilmistir. Bu ilaglar ilk ¢iktig1 zaman bagimlilik
yapmadig1 iddia edilmistir fakat daha sonra bu iddialarin yanlis oldugu ¢ok hizli bir
sekilde gosterilmistir (9). Daha sonra, opiumdan izole edilen bir baska alkaloid olan
tebain kullanilarak, morfine benzer bircok farkli ilag gelistirilmistir. Bu ilaglardan
etorfin, morfin benzeri ilaglar arasinda en gii¢lii olanlardan bir tanesidir ve gliniimiizde
veteriner analjezik ve immobilize edici ajan olarak kullanilmaktadir. Bu ilacin yakin
analogu olan buprenorfin ise hem analjezik olarak kullanilmaktadir hem de eroin

bagimlilig tedavisinde kullanilmaktadir (44).
4.3.1. Endojen Opioidler

Uzun siiren arastirmalar sonucunda, opiyat ilaglarmin reseptorleri oldugu
deneysel olarak kanitlanmaya baslanmistir ve bu endojen reseptorlerin aktivitesinin
endojen bir ligand tarafindan diizenlenebilecegi goriisii ortaya ¢ikmistir. Daha sonra
memeli beyninde endojen opioidlerin varligi kanitlanmigtir. Bu sonuglar ilk olarak
MTE’de (Massachusetts Teknoloji Enstitiisii-MIT) gergeklestirilen Sinirbilim
Arastirma Programi’nda (Neuroscience Research Program) 1974 yilinda
raporlanmistir (8). Akabinde kimyasal karakterizasyonlar yapilmaya baslanmustir.
Arastirmaci Hughes ve arkadaslart hem fare vas deferensleri hem de guinea pig ileum
preparatlarinda giiglii nalokson-tersinir opiyat benzeri aktiviteye sahip, domuz
beyninden izole edilen iki peptidin yapisini bildirmislerdir. (45). Bu yakindan iligkili
pentapeptidler Kosterlitz ve meslektaslar1 tarafindan [Met5] enkefalin ve [Leu5]
enkefalin olarak adlandirilmistir. Bu ¢alisma, endojen ndrotransmitterlerin kimyasal
yapilarin1 tanimlamak i¢in yeni gelistirilmis kiitle spektrometresi tekniginin ilk defa

kullanilmis olmasi bakimindan dikkate deger bir ¢calisma olmustur.
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Daha sonra yapilan ¢alismalar sonucunda [Met5] enkefalin dizisinin daha dnce
yaymlanmis hipofiz bezi peptidi olan ve adrenokortikotropinin (ACTH) {iretildigi
oncii peptidin bir pargasi olan b-lipotropinin (b-LPH) dizisinde yer aldigi fark
edilmistir (9). Yari saflastirilmis hipofiz 6ziitiiniin hizli bir analizi, b-LPH hipofiz bezi
peptidinin  bir C-terminal fragmanimmin gergekten giiclii bir opiyat aktivitesi
uyguladigini  gostermistir (46). Bu peptid daha sonralart [B-endorfin olarak
adlandirilmaya baslanmistir. Diger bir ¢alismada ise Goldstein ve arkadaslar1 domuz
hipofiz bezlerinden “dinorfin” olarak adlandirilan ¢ok giiclii, son derece basit bir
opioid heptadekapeptidi izole etmis ve karakterize etmislerdir (47). Beyinde ve
cevresinde fizyolojik ve patofizyolojik roller oynayan endojen peptidler, eylemlerinde
opiyat uyusturucularinin benzerliklerini yansittiklar: i¢in "opioid” peptidleri olarak
anilmaya baslanmistir. Daha sonralar1 ise "Endorfinler” genel terimi, kullaniimaya
baglanmistir. Yapilan ¢alismalarda ii¢ endojen opioid ailesini kodlayan mMRNA’larin
yapisi belirlenmistir. Bunlar; B-endorfinin Onciisii olan preproopiomelanokortin
(POMC), 16sin(Leu)- ve metiyonin (Met)- enkefalinleri dnciisii olan preproenkefalin
(PENK) ve dinorfinlerin (dinorfin A ve B ve neoendorfinler dahil) onciisii olan
preprodinorfin (proenkefalin B diye de adlandirilir)(PDNY)’dir (9). Biitiin opioid
peptidleri amino(N)-terminalinde bulunan, Tyr (tirozin)-Gly (glisin)-Gly-Phe
(fenilalanin) dizilerinden olusan ortak bir tetrapeptid bulundurmaktadir. Bu tetrapeptid
dizisi ¢ farkli opioid reseptoriiyle etkilesimde bulunmaktadir. Fakat Oncii
pronosiseptin (PNOC) tarafindan {iretilen nosiseptinin (6nceleri orfanin FQ olarak
bilinen) N-terminalinde tirozin amino asidi bulunmadig: i¢in bu peptid farkl tip bir

reseptorle etkilesimde bulunmaktadir (13).

Endojen opioid yolaginin merkezi sinir sisteminde farkli organizasyonlar
mevcuttur (Sekil 4.3.1.1)(48). B-endorfin sentezleyen POMC néronlarinin lokasyonu,
hipotalamusun arkuat niikleusu ve dorsal medulladaki niikleus traktus ile sinirlidir ve
merkezi sinir sistemi boyunca yaygin projeksiyonlar saglar. Arkuat niikleustaki
POMC néronlari, niikleus akumbens, amigdala, hipotalamus, periakutuktal gri
bolge(PAG) ve ventral tegmental alan (VTA) dahil biitiin limbik 6n beyin ve orta beyin
bolgelerini etkilerken; niikleus traktus solitari de bulunan POMC néronlart ise
oncelikli olarak beyin sap1 ve omuriligi etkilemektedir. Tam tersi PENK, PDYN, and

PNOC’ler merkezi sinir sisteminin birgok seviyesine dagilmis neokorteks,
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hipokampiis, talamus; bazal gangliyonlar, hipotalamus; PAG, VTA,; rostral
ventromediyal medulla (RVM) ve arka boynuzun yiizeysel katmanlar1 ve trigeminal
niikleus kaudalis gibi lokal néronlarda ifade edilmektedir. Bu lokal opioderjik néronlar
heterojen bir dagilima sahiptir. Ornegin, PENK c¢ogunlukla talamusta ifade edilirken
PDYN ise cogunlukla hipokampiiste, hipotalamusta ve niikleus akumbenste ifade
edilmektedir (49-51).
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Sekil 4.3.1.1. Merkezi sinir sisteminde endojen opioid yolag1 organizasyonu (48).

4.4. Opioid Reseptorleri

Son yiizyilin ortalarinda, opiyat ilag farmakolojisi ¢calismalarindaki temalar,

morfinin belirli bir reseptér formunu aktive ederek omurgalilarin beynine etki ettigi
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olasiligini, giicli bir sekilde desteklemeye baslamistir. Bu goriis ilk olarak
aragtirmacilar Beckett ve Casy tarafindan yaptiklari calismaya bagli olarak ileri
stirilmiistiir. Calismada; stereo izomer elde edebilmek igin kimyasal manipiilasyonlara
morfinden daha acik, sentetik bir ajan olan meperidinin antinosiseptif 6zellikleri
incelenmistir (52). Opiyat ilaglari igin spesifik reseptorler kavrami, 1960'larin sonuna
kadar alanda calisan bir¢ok grup tarafindan, ilag-reseptor etkilesimini gergekei
Olctimlerle gosterebilecek tekniklerin gelismesiyle, kabul edilmeye baglanmustir.
Radyoaktif olarak isaretlenebilen ila¢ molekiillerinin bulunmasiyla, radyoaktif
isaretlenmis ilacin, ilag etkilerinin uygulandigi dokulardaki baglanma bolgelerine
baglanmasi 6l¢iilebilir hale gelmistir (9). Goldstein ve ark. reseptorlere baglanmanin
yiiksek afiniteli, doyurulabilir ve stereo spesifik olmasi gerektigini belirtmistir. Bu
yaklagimla Goldstein ve meslektaslari, toplam isaretlenmis opiyat baglanmasinin
yalnizca % 2'sinin doyurulabilir ve stereo spesifik oldugunu ve dolayisiyla bu durumun

reseptor baglanmasini yansittigini ileri stirmiislerdir (53).

Birkac¢ yil i¢inde, ii¢ grup, belirgin olarak daha yiiksek 6zgiil etkinlige sahip
olan [3H]- isaretli opiyatlar elde etmistir ve boylece daha az serbest ilag
konsantrasyonlar1 ile baglanmanin arastirilmast miimkiin hale gelmistir (spesifik
olmayan baglanmay1 6énemli Olgiide azaltarak). Ayni zamanda, cam fiber filtreleri
kullanan ligand baglama testleri gelistirilmistir, bu da spesifik olarak baglanmamis
ilacin daha kapsamli "yikanmas1" na izin vermistir. Biitlin bu teknik gelismeler
sayesinde Pert ve Snyder (43), Terenius (54), ve Simon ve ark. (55) deneysel kosullar
altinda toplam gozlemlenen baglanmanin %70'inden biiyiik olan, nicel olarak
giivenilir, spesifik ilag baglanmayr gostermigledir. Rekabet calismalari, bu
caligmalarda bulunan isaretli bdlgelerin, in vivo analjezik eylemin yapi-aktiflik
caligmalarindan tahmin edildigi gibi, opiyat reseptdrleri i¢in beklenen baglanma
ozelliklerine c¢arpict sekilde benzer baglanma Ozellikleri sergiledigini  hizla

dogrulamstir.

Daha sonralar1 yapilan calismalarda, reseptorleri aktive edebilen birden fazla
endojen ajan tanimlanmistir ve bu durum ajanlarin hepsinin ayni endojen reseptorii
etkinlestirip etkinlestirmedigi sorusunu derhal ortaya c¢ikarmistir. Arastirmacilar

Martin ve meslektaslar1 daha 6nce, morfin i¢in M, nalorfin i¢in N olarak adlandirilan
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en az iki reseptor tipinin bulundugu sonucuna varmislardir (56). Daha ileri ¢aligmalar
tamamlaninca, arastirmaci, tercih edilen ligandlar olan morfin, ketosiklazokin ve SKF
10,047'nin isimlerinden tiiretilen yeni isimleri sirasiyla p, Kk ve ¢ olan opiyat ilaglari
igin Ui¢ reseptor varligini 6nermistir (57). Fakat diger arastirmacilar, sentetik opiyat
benzeri ilag olan SKF 10,047'ye (N-allil-normetazosin) tercihen yanit veren o
reseptOrlerinin nalokson tarafindan antagonize edilmedigi i¢in aslinda opioid
reseptorleri ailesinin {iyesi olmadigi sonucuna varmislardir (58). Martin'in galigsmasi
yayinlandiktan sonra Lord ve ark. yeni kesfedilen opioid peptitlerin morfin benzeri
ilaclarla karsilagtirmalarinda, dnce beyin zarlarindaki radyoligand baglanma yerleri
icin rekabet calismasi yaparak ve ikinci olarak da izole edilmis iki noro-efektor
biyoesey'de nalokson-tersinir agonist kullanarak nitel analiz  sonuglarin
bildirmislerdir. Bu sonuglar 1s181inda, ikisi 6nceden Martin ve meslektaslarinin da
belirttigi reseptorlerden p ve k reseptorleri olan ii¢ farkli reseptoriin varligi tespit
edilmis olup, li¢iincii reseptoriin ise & (Tercihen [D-Ala2] ikame edilmis enkefalinlere
ve ayni zamanda endojen enkefalinlere cevap veren) olarak isimlendirildigi bir

reseptor oldugu kanitlanmistir (59).

Aragtirmalar 1518inda 6, p ve k reseptorlerinin klonlanabilmesiyle yeni bir
stirpriz ortaya ¢ikmistir. Homoloji klonlama teknikleri kullanilarak, ti¢ "klasik" opioid
reseptoriine benzer reseptdr klonlart bulunmus fakat kodlama diziliminde bazi
farkliliklar oldugu hizla tespit edilmistir. Gegici olarak ORL-1(60), KOR-3(61), veya
LC132(62) olarak adlandirilan bu 6nceden bilinmeyen (ve 6zdes) reseptor klonlarinin
ekspresyonu ve karakterizasyonu, p, 8, veya k reseptorlerine baglanan ligandlarin bu
yeni reseptdre dnemsiz bir afiniteyle baglandigim ortaya c¢ikarmistir. iki arastirma
grubu endojen ligandlarin beyne etkisini arastirmak i¢in ifade edilen "ailesiz" klonlarin
aktivasyonunu kullanmistir (ORL1 veya LC132'yi ifade eden hiicre hatlarinda adenil
siklaz aktivitesinin inhibisyonunu 6l¢erek). Her iki grup da ayni yeni heptadekapeptiti
endojen ligand1 olarak belirlemistir ve nosiseptin (63) veya orphanin FQ (64) olarak
isimlendirilmistir. Daha sonra reseptor nosiseptin orfanin peptid reseptorii (veya NOP
reseptOrii) olarak taninmaya baglamistir. Su anda kabul goren opioid reseptor tipleri,

etkileri ve bunlarin 6nemli endojen ligandlari, tabloda gosterilmektedir (Tablo 4.4.1).
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Tablo 4.4.1. Opioid reseptor gesitleri, etkileri ve ligandlari (65).

Opioid reseptor cegitleri Etkileri Endojen Ligandlan
{, mu veya MOP, MOR T} Supraspinal analjezi, bagimlilik, yoksunluk, analjezik tolerans, B-endorfin (segici degil)
mutluluk, kusma, yatistirma, prolaktin salinimi, igtah artmasi Enkefalinler (segici degil)
immiin baskilama, kaginma Endomorfin-1
12 Spinal analjezi, solunum depresyonu, gastrointestinal motilitede Endomorfin-2
8, delta veya DOP, DOR 01 Supraspinal analjezi, beslenmeyi tetikleme, biiyiime hormonu salinimi Enkefalinler (segici degil)
82 Supraspinal ve spinal analjezi B-endorfin (segici degil)
K, kappa veya KOP, KOR K1 Disforik cevaplar Dinorfin A
k2 Gastrointestinal gegiste azalma, yatistirma, beslenme davranigi Dinorfin B
k3 Supraspinal analjezi a-neoendorfin
NOP Analjezi ve morfin toleransi Nosisepsiyon/orfanin FQ (N/OFQ)

4.4.1. Opioid Reseptorlerinin Yapisi ve Dagilimi

Opioid reseptorleri, yedi transmembran yayilimh (7TM) G proteine bagh
reseptor (GPCR)’nin biiyiik siiper familyasina aittir ve hiicresel etkilerini Gi / Go
iletim basamaklart ile birleserek {iretirler (Sekil 4.4.1.1)(10, 16). Opioid reseptor ailesi
OPRMI1 geni tarafindan kodlanan p reseptori (MOR, MOP veya OP1); OPRD1 geni
tarafindan kodlanan o reseptorii (DOR, DOP, OP3); Ve OPRKI1 geni tarafindan
kodlanan k reseptorii (KOR, KOP, OP2) c¢esitlerinden olusmaktadir (10). Bu
reseptorler, farkli agonistler ve antagonistlere olan afiniteleri ile tanimlanan farkli alt
tipleri igermektedir (66). Ornegin, p opioid reseptdrleri supraspinal analjeziden
sorumlu pl reseptorleri ve opioid tetiklemeli solunum depresyonuna ve miyoza
aracilik eden p2 reseptorlerini igerir (Tablo 4.4.1). Yapilan bir ¢alismada, Porreca ve
meslektaglari iki dengesiz antagonist olan, naltrindol 5’-izotiosiyanat (5’-NTII) (12)
ve [p-Ala? Leu®,Cys®lenkefalinin  (DALCE) (11), [p-Pen?p-Pen®lenkefalinin
(DPDPE) ve [p-Ala?]deltorfin II’nin analjezik aktivitesi iizerine olan etkisini
kiyaslamiglardir. Sonug olarak 5°-NTII’nin segici olarak [p-Ala?] deltorphin 11’nin
etkisini engelledigini ve DALCE’nin de segici olarak DPDPE’nin aktivitesini
engelledigini bulmuslardir. Bu etkilere gore [p-Ala?] deltorfin 11/5’NTII kisnm deltas
olarak adlandirilirken DPDPE/DALCE kismi ise delta; olarak adlandirilmaya
baslanmistir. Bu antagonistler delta alt tiplerinin genis eylem yelpazesini aydinlatmak
icin yaygin bir sekilde kullanilmisgtir (11, 12, 67).
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Sekil 4.4.1.1. Opioid reseptorlerinin yapisi. Her transmembran sarmal yapi Roma rakamlariyla
isaretlenmistir. I¢i bos beyaz daireler MOR, DOR VE KOR arasinda korunmamis amino asitleri temsil
etmektedir. Icinde harf olan beyaz daireler bu ii¢ reseptdrde de ayni1 olan amino asitleri gdstermektedir.
Mor renkli olan daireler reseptorlerin kendi kimliklerini belirleyen amino asitleri ve yesil olan daireler

ise A reseptorii ailesine mensup olduklarini belirleyen amino asitleri temsil etmektedir (16).

Farmakolojik arastirmalar, p-endorfinin Oncelikle p ve & reseptorleri,
enkefalinlerin & reseptorleri ve dinorfinlerin k reseptorleri vasitasiyla etkilerini
gosterdiklerini kanitlamigtir. Nosiseptin, geleneksel opioid reseptorleriyle yakindan
iligkili olan ve ayn1 zamanda nosiseptin reseptorii (NOP) olarak da adlandirilan ORL1
(opioid reseptor benzeri-1) reseptoriine baglanir, fakat bu reseptor segici agonist ve

antagonistlerine kars1 diisiik baglanma afinitesi gostermektedir (13).

Opioid reseptorleri sekilde de goriildiigii tizere, serebral korteks, limbik sistem,
bazal gangliyonlar, beyin sap1 ve dorsal boynuz ve ayrica arka kok ganglionu (AKG)
ve enterik sinir sistemi de dahil olmak {izere MSS boyunca genis capta fakat farkli
sekilde ifade edilmektedir (Sekil 4.3.1.1). u reseptorii amigdala, talamus ve beyin
sapinda en fazla bulunan reseptorken; & reseptorii cogunlukla serebral korteks, koku

sistemi, striatum ve limbik kortekste ve x reseptorii claustrum, striatum ve
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hipotalamusta ifade edilmektedir. Bu 3 reseptor alt tipi, arka boynuzu ve trigeminal

niikleus kaudalisin yiizeysel katmanlarinda eksprese edilir (49-51).
4.4.2. Opioid Reseptorlerinin Trafigi

Smif olarak, GPCR'ler, bilinen norotransmitterlerin ve hormonlarin ¢gogunun
eylemlerine aracilik eden temel fizyolojik 6neme sahiptir (42). Opioid reseptorleri,
medulla, locus coeruleus ve periakuduktal gri alan gibi agrinin modiile edildigi
bolgelerde ifade edilmektedir. Bu bolgelerdeki opioid reseptorlerinin aktivasyonu,
noronlart dogrudan inhibe eder ve bu da omuriligin agr1 iletimini engeller (68). Bu

stirecin ¢ogunlukla analjezi ile ilgili oldugu anlasilmistir.

Opioid reseptorleri, p opioid reseptorii peptidi endorfin gibi endojen ya da
morfin gibi ekzojen agonistlerle aktive edildikten sonra Ga ve GPy alt birimleri
birbirinden ayrilir ve daha sonra ¢esitli hiicre i¢i yolaklar {izerinde etki gostermektedir
(14). Opioid reseptor farmakolojisinde yapilan caligmalar, guanozin trifosfataz
(GTPase) aktivitesi gibi guanin niikleotitlerinin, opioid agonistleri ve endojen opioid
peptidler tarafindan uyarildigint gostermistir (69). Agonist miidahalesinin ayrica
adenilil siklazin (ve dolayisiyla siklik adenosil monofosfat (CAMP) iiretiminin)
inhibisyonuna, voltaj kapili kalsiyum (Ca2 +) kanallarinin (6zellikle presinaptik P / Q-
ve N tipi kanallarin) inhibisyonuna ve i¢e dogru rektifiye potasyum (K +) kanallarinin
aktivasyonuna sebep oldugu c¢alismalarda gosterilmektedir (15). Hiicresel seviyede,
tiim bu eylemler, nérotransmitter saliniminin presinaptik inhibisyonuna, postsinaptik
hiperpolarizasyona ve ndronal uyarilabilirligin azalmasina sebep olmaktadir (70).
Opioid reseptorleri ayn1 zamanda mitojenle aktive olan protein kinaz yolagini aktive
eder ve cogu GPCR gibi, ayn1 zamanda G-protein bagimsiz yolaklar yoluyla hiicre i¢i
sinyalizasyonu tetikleyebilir (Sekil 4.4.2.1)(10).
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Sekil 4.4.2.1. Opioid reseptdr sinyalizasyonunun dzeti. Genel olarak dort opioid reseptorii alt tipi ortak

yolaklari paylagsmaktadir (71).

Alkaloit veya peptid agonistleri tarafindan aktive edildikten sonra opioid
reseptorleri, bircok mekanizma tarafindan diizenlenir ve sonucunda reseptor
duyarsizlagsmasi veya tolerans goriilebilmektedir. Reseptor duyarsizlagsmasi, herhangi
bir reseptoriin kendi G proteinine ya da ikincil mesajc1 sinyal yolagina fonksiyonel
baglanmasini degistiren siire¢ olarak tanimlanmaktadir (16). Bu duyarsizlastirmayi
saglayan mekanizmalardan biri fosforilasyondur. G proteinine bagli reseptor kinazlar
(GRK) tarafindan fosforlanan reseptorler B-arrestinin de katimiyla kendi G
proteininden ayrilarak hizli bir reseptdr duyarsizlagmasina sebep olur. Bu siireg,
reseptorlin aktiflesmesiyle baslayan ve dakikalar icerisinde gerceklesebilen hizli bir

stiregtir (72).

[lag toleransi, sorumlu hiicresel veya molekiiler mekanizmalar1 belirtmeksizin,
bir agoniste siirekli olarak maruz kaldiktan sonra karsi olusan tepki kaybi olarak
tanimlanir (20). Daha 6nceleri yapilan in vitro caligmalarda bildirilene gore, kronik
agoniste maruz kaldiktan sonra opioid reseptdrlerinin asagi regiilasyonunun toleransi
indiikledigi diistintilmistiir (73). Fakat sonra yapilan ¢alismalarda, asagi-regiilasyonun
her agonist ile tutarhi bir sekilde ger¢eklesmedigini ve toleranst tamamen

aciklayamayacagini gostermislerdir. Bu bulgular 1s181nda, MOR proteinlerinin aslinda
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asagi-regiile edilmedigi, bunun yerine agag1 yonli sinyal yolaklarindan ayrisabildigi
ve duyarsizlastirilabilecegi One siiriilmistiir (16). Ayrica arastirmalarda kronik olarak
morfine maruz birakilan hiicrelerde ikincil mesajc1 cAMP molekiiliiniin seviyesinin
artign  goézlemlenmistir. Fakat, cAMP'deki bu yiikselmenin, inhibitor G
proteinlerinden opioid reseptér ayrilmasina atfedilemeyebilecegi, bunun yerine
adenilil siklaz, protein kinaz A ve cAMP tepki-elementi baglayici proteinin yukari
regiilasyonu da dahil olmak iizere hiicresel adaptif degisiklikleri yansitabilecegi de

savunulmaktadir (74).

Opioid reseptorleri i¢in endositoz, GRK/B-arrestin sinyaline bagh
duyarsizlasmayi, fosforilasyon gibi diger duyarsizlagtirma yollarindan ayiran énemli
bir 6zelliktir (16). GRK ve B-arrestin tarafindan duyarsizlastirildiktan sonra opioid
reseptorleri, hizla hiicre igine endositozla alinmaktadir (Sekil 4.4.2.1). Endositoz ile
opioid reseptorlerinin diizenlenmesinin tolerans gelisimini azalttig1 ve bu nedenle de
koruyucu bir role hizmet ettigi 6ne siiriilmiistiir (17). Endositozdan sonra, hiicresel
tepki agoniste kars1 duyarsizlagtirilir ve aktif bir durumda hiicre ylizeyine geri
dondiiriilen reseptorler tekrar agonist igin duyarli hale gelmektedir (75). In vivo
caligmalar, morfine yanit olarak MOR endositozunun kolaylastirilmasinin morfin
toleransinin gelismesini engelledigini gostermistir (75). Buna ek olarak, in vivo olarak,
B-arrestin 2 eksikliginin, kronik morfin tedavisinden sonra MOR'un duyarsizlagmasini

onledigi ve bu farelerin antinosiseptif toleransi gelistirmedikleri de gosterilmistir (76).
4.4.3. Reseptorlerin Dimerizasyonu; MOR-DOR

Birgok rapor, GPCR'lerin proteinler ve diger reseptor tiirleri arasindaki biiyiik
etkilesimlerle, dinamik protein kompleksleri olarak var oldugunu gdstermistir.
Calismalar, GPCR'lerin dimer ve oligomer olusturabilecegini gostermistir. Bu
oligomerizasyon iki ¢esit igerir: homodimerler (ayn1 reseptdr) ve heterodimerler (farkli
reseptor tipi)(18) (Sekil 4.4.3.1). Bu GPCR homomerlerinin ve heteromerlerinin
varlig1 transfekte hiicre hatti sistemleri, hiicre hatlar1 ve birincil kiiltiirlerde ve baz

durumlarda in vivo olarak gosterilmistir (77).
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Sekil 4.3.3.1. Opioid dimerizasyonu. Sekil, opioid reseptor homodimerlerini ve opioid reseptorii

heterodimerlerini tasvir etmektedir (71).

Devi ve meslektaglari, opioid dimerizasyonu ile ilgili aragtirmalara onciiliik
etmis ve orijinal olarak opioid reseptorii heterodimerlerini tespit etmislerdir (78).
Ayrica, o reseptorlerinin homodimerler olarak var olabildiklerini ve agonist
uyariminin onlarin ayrigsmasina neden oldugunu bulmuslardir (79). Yazarlar, baska bir
calismada, KOR ve DOR'un, bu reseptorlerin trafigini degistiren heterodimerik
kompleksler olusturdugunu kesfetmislerdir. DOR reseptdrlerinin agonistinin neden
oldugu hiicre i¢ine yonelimin, DOR / KOR reseptorlerini ifade eden hiicrelerde esas
olarak indirgendigini gostermislerdir (78). Dahasi, segici olarak KOR veya DOR
heterodimeri hedefleyen 6'-guanidinonaltrindolun, opioid heterodimerlerin varligi i¢in
ek kanit saglayan benzersiz bir sinyal verme varligi rettigi gosterilmistir (80).
MOR'un ORL1 ile heterodimer olusturabildigi gosterilmistir (81) ancak MOR veya

KOR heterodimerlerin varlig1 tartigmalara konu olmaya devam etmektedir (82).
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Aragtirmalarda, antagonizmin veya DOR'un yoklugunun morfin toleransi ve
bagimliligin gelisimini azalttigina iliskin yapilan gozlemler, iki reseptor arasinda bir
etkilesim olabilecegini disiindiirmiistiir. Calismalar yalnizca MOR ve DOR
heterodimerlerin varligini tanimlamakla kalmamis, aynm1 zamanda MOR ve DOR
heterodimerlerinin farkli ligand baglama ve sinyal iletim G&zelliklerine sahip
olduklarini ortaya koymustur (19). Bu durum, heterodimerizasyonun, hiicrenin ikinci
mesajlasma aktivitesini ayarlamak ve kontrol etmek i¢in alternatif bir mekanizma
oldugunu diisiindiirmektedir. Son derece diisiik dozda DOR segici ligandlarla yapilan
muamele, MOR agonistinin baglanmasinda dnemli bir artisa neden olmustur. Benzer
sekilde, MOR segcici ligandlarla yapilan islem, DOR agonistinin baglanmasinda
onemli bir artisa neden olmustur (19). Buna ek olarak, her reseptor igin son derece
secici sentetik agonistler, heteromer i¢in azaltilmis potansiyel sergilemistir. Bu
calismalarla birlikte MOR-DOR heteromerinin Endomorfin-1 ve Leu-enkefalin icin
artmig afinite gosterdigi ve dimerizasyonun yeni bir baglanma bolgesi olusturabilecegi

distintilmustiir (83).

MOR-DOR heteromerinin sinyalizasyonunun kapsamini degerlendirmek igin
farkli bircok yontem denenmistir. Engelleyici G proteini Gai ile birlesmis opioid
reseptorleri kullanilan ¢aligmalar, DOR'a kaynastirilan G proteininin MOR agonistleri
tarafindan aktive olabilecegini gdstermistir (veya bunun tam tersi) (84). Voltaj kapili
kalsiyum kanallarmin engellenmesinde rolii olup olmadigim1 anlamak i¢in DRG
ndronlarinda yapilan ¢alismalarda, DOR’un yoklugunda, MOR agonisti morfinin ya
da DAMGO’nun kalsiyum kanallarin1 engelleyemedigi gézlenmistir (85). Ayrica
MOR-DOR aracilikli sinyallemeyi inceleyen yakin tarihli bir ¢alisma, G proteini
araciligindan [-arrestin aracili yolagma sinyalizasyon gecisini bildirmistir (86).
Bunlara ek olarak MOR-DOR heteromerlerinin trafigini inceleyen ¢alismalar geliskili
sonuglar vermistir. Bir ¢alisma, reseptor segici ligand ile yapilan deneyin, onun kokenli
reseptOriinlin endositozuna yol agtigini, ancak dimerik partnerin endositozuna neden
olmadigint bildirmistir (87). Bir baska c¢alismada, bazi ligandlar (DAMGO veya
deltorfin II) reseptor kompleksinin birlikte ice alimina neden olurken, diger ligandlarin
(DPDPE veya DSLET) bu konuda etkili olmadig1 sonucuna varilmistir (88). Baska bir
aragtirmaya gore MOR-DOR heteromerinin Gai ile baglantili olmasinin ancak

reseptorler hiicre ylizeyine ulastiktan sonra olabilecegi savunulurken diger bir
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caligmada ise heteromerin endoplazmik retikulumdan hemen sonra Gaz ile birlestigi
ve hiicre ylizeyine birlikte baglandiklari ongoriilmiistiir (88). Bu farkliliklar, hiicre
sistemindeki farkliliklardan veya bu arastirmalarda kullanilan deneyin dogasindan
kaynaklanabilir. MOR-DOR heteromerlerinin trafiginin (olgunlasma ve endositik)
ozelliklerini kesfetmek ve onlari reseptér homomerleriyle karsilastirmak igin ek

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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5. MATERYAL VE METOD

5.1. Deney Hayvanlar

Arastirmada kullanilan Balb-c ki (6-8 haftalik) albino fareler, Istanbul

Medipol Universitesi Tip Arastirmalar1 Merkezi’nden (MEDI-TAM) temin edilmistir.

Etik kurul onayi, Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’ndan alinmistr.

5.2. Materyaller

Tablo 5.2.1. Kullanilan malzemeler

Katalog
Malzeme Adi Firma Numarasi
35 mm cam tabanli kiiltiir kab1 WPI FD35-100
Poly-L-Lysine Sigma P6282
Laminin Sigma L2020
NBA (Without L-Glutamine, with
Phenol Red) Gibco 10888-022
RPMI 1640 1X (Without L-
Glutamine, Without Sodium Pyruvate,
with Phenol Red) Multicell 350-030-CL
HBSS (With Sodium Bicarbonate,
with Phenol Red) Multicell 311-510-CL
Antibiyotik antimikotik soliisyon Sigma A5955
GlutaMAX Gibco 35050061
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B-27® Serum-Free Supplement Gibco 17504044
Kollajenaz Sigma C7657
Tripsin Gibco 15400-054
DNAz Sigma D4513
Tripsin inhibitorii Sigma T6522
FBS (Fetal Sigir Serum) Sigma F4135
Percoll Sigma P4937
p-opioid reseptorii (MOR) antikoru | Alomone Labs AOR-011
d-opioid reseptorii (DOR) antikoru Santa Cruz Sc -7492
u-0 heteromer reseptdrii antikoru Kerafast EMSO007
Morfin Galen Ilag¢ San. -
Naloxone Sigma N7758
Alexa Flour 488 Esek anti- Tavsan ThermoFisher A21206
Alexa Flour 546 Esek anti- Kegi Invitrogen A11056
Alexa Flour 488 Tavuk anti- Fare ThermoFisher A21200
Alexa Flour 594 Tavuk anti- Fare ThermoFisher A21201
Alexa Flour 594 Tavuk anti- Tavsan | ThermoFisher A21442
PBS Tablet Biomatik A3602
Triton-x Biomatik A4025
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Tween-20 Sigma P1379
Si1gir Serum Albumin (BSA) Capricorn BSA-15
Tavuk Serumu Sigma C5405
Esek Serumu Sigma D9663
Sodyum Azit Sigma S8032
Paraformaldehit Sigma 158127

5.3. Kiiltiir Hazirhklar1 ve Hiicre izolasyonu
5.3.1. Kiiltiir Kab1 Kaplama

Kiiltiir yapilacagi giinden bir giin 6nce hiicrelerin ekilecekleri 35 mm’lik cam
tabanl kiiltiir kaplari, hiicrelerin yapismasi ve yasayabilmeleri i¢in 750 pl %10’luk
Poly-L-Lizin (75ul Poly-L-Lizin + 675 pl steril su) 35 mm’lik steril kiiltir kabinin
ortasina yayilarak kaplandi. 2 saat oda sicakliginda kabin icerisinde bekletildikten
sonra 2 kere 1’ er ml distile su ile yikandi. Daha sonra kiiltiir kaplarma 500ul %1
laminin (5ul laminin + 495 pl steril su) eklendi ve gece boyunca 37 °C’de inkiibator
igerisinde bekletildi. Hiicre ekiminden 6nce 2 defa distile su ile yikandi ve kurumasi
icin bekletildi.

5.3.2. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Kiiltiirtin yapilacagi giin oncelikle besiyerleri hazirlandi. Doku diseksiyonu
i¢in kullanilacak olan besiyeri igin %1 antibiyotik ve %1 glutamax olacak sekilde
yaklasik 15ml RPMI 1640 hazirlandi. Diseksiyona kadar sogumasi ig¢in +4 °C’de
bekletildi.

Yine ayn1 zamanda kiiltiir besiyeri de hazirlandi. Kiiltiir besiyeri i¢in i¢cinde %1

antibiyotik, %1 glutamax ve %2 B27 olacak sekilde ve kiiltiir kab1 sayisina gore
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degisen miktarda Neurobasal A hazirlandi. Besiyeri 37 °C’de inkiibator igerisinde
kapag1 yarim acik olacak sekilde bekletildi.

5.3.3. Doku Diseksiyonu

Balb-C farelere CO; solutarak 6tenazi yapildi. Farenin gogiis kafesi omurgayla
birlikte ¢ikarilarak diseksiyon igin hazirlanan besiyeri igerisine alindi. Diseksiyon -
20°C de bekletilen soguk demir tabla tizerindeki silikon tabanli bir cam kap igerisinde
yapildi. En az 20 tane olacak sekilde, arka kok gangliyonlar1 stereo mikroskop altinda
hizli bir sekilde steril kosullarda ¢ikarildi. Cikarilan gangliyonlar diseksiyon igin

hazirlanan besiyeri igerisinde bekletildi.
5.3.4. Hiicre Izolasyon Protokolii
5.3.4.1 Kollajenaz inkiibasyonu

990 pl kiiltiir besiyeri + 10 pl kollajenaz olmak iizere 1 ml %1°lik kollajenaz
enzimi ile besiyeri hazirlandi. Tam olarak karigmasi saglandi. Cikarilan AKG’ler
hazirlanan enzimli besiyerine alindi. 37°C’de inkiibatérde 40 dakika kapagi agik
sekilde bekletildi.

5.3.4.2 Kollajenaz enziminin uzaklastirilmasi

Kollajenazli besiyeri AKG’leri ¢ekmeyecek sekilde alindi. 3 kez 1 ml HBSS
ile gangliyonlarin hareket etmesi saglanarak yikama yapildi. HBSS ¢ekilmeden 6nce
gangliyonlart ¢ekmemek igin ¢okmeleri beklendi. Yikamanin sonrasinda HBSS

dikkatlice ¢ekildi.
5.3.4.3 Tripsin inkiibasyonu

450 pl kiilttir besiyeri + 50 pl tripsin 10X olacak sekilde 500 pl Tripsin 1X
hazirland1 ve gangliyonlarin bulundugu yere homojen bir sekilde eklendi. 37°C’de

inkiibator igerisinde 15 dakika kapagi acik bir sekilde inkiibe edildi.
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5.3.4.4 Mekanik Ayristirma ve DNAz inkiibasyonu

Enzim heniiz besiyeri igerisindeyken gevsemis olan dokular, gittikge daralan
pipet uglarindan gegirilerek mekanik olarak ayristirildi. Hiicreler 6nce 1000 pl’lik ucu
biraz kesilmis pipet ucu, sonra 1000 ul’lik kesilmemis pipet ucu, sonra 200 pl’lik
normal pipet ucu ve son olarak da insiilin enjektorii kullanarak 1 kez ayristirildi.
Ayristirillmis hiicre siispansiyonuna %2 olacak sekilde 10ul DNAz eklendi. 40 dk.
37°C’de inkiibatorde kapagi agik bir sekilde inkiibe edildi.

5.3.4.5 DNAz ve Tripsinin Uzaklastirilip ve Aktivitesinin Durdurulmasi

Hiicre stispansiyonu 15ml’lik falkon tiipe alindi ve 4°C’ye sogutulan
santrifiijde 3 dakika 1000 RPM’ de ¢oktiiriildii. Tiipiin tabaninda biriken hiicrelere
degmeden siipernatant alinip atildi ve enzim uzaklastirildi. Tiim enzim aktivitesini
durdurmak i¢in hiicrelere, 360 pl kiiltiir besiyeri, 40 pl FBS ve 30 pl tripsin inhibitorii
eklendi. Bu sekilde bir sonraki asama olan percoll gradiyenti igin kullanilacak hiicre

tabakasi olusturuldu.
5.3.4.6 Hiicrelerin ayristirilmasi

Hiicrelerin 6zgiil agirliklarina ve biiyiikliikleri gore ayrigabilmesi i¢in %60°lik,
%35’lik ve %10’luk olacak sekilde 3 tabakali percoll gradienti hazirlandi. En 6nce
%60’11ik (300ul Percoll + 200l kiiltiir besiyeri), sonra %35°lik (175 pl Percoll + 325
ul kiiltiir besiyeri) ve en son da %10’luk (50 ul Percoll +450 pl kiiltiir besiyeri) percoll
soliisyonu yavasca 15 ml’lik falkona eklendi. Hazirlanan tabakalarin tizerine bir
onceki adimda hazirlanan hiicre soliisyonu yavasga eklendi. 1700 RPM'de +4°C’de 20
dakika santrifiij edildi. Pipet %60°lik tabakanin ortasina daldirilarak 750ul hiicre

soliisyonu ¢ekildi.
5.3.4.7. Percoll’iin uzaklastirilmasi

Cekilen 750l hiicre soliisyonu bagka bir falkona alind1 ve 3 ml kiiltiir besiyeri
eklendi. Hiicre siispansiyonu 3 dakika 800 RPM’de 4 °C’ye sogutulmus santrifiijde

coktiiriildii. Falkon dibindeki hiicrelere degmeden siipernatant kismi atildi.
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5.3.4.8. Hiicre ekimi

Falkon tiipiin dibinde kalan hiicrelerin lizerine kag¢ tane kiiltiir kabi
kullanilacaksa kap bas1 500 ul kiiltiir besiyeri olmak tizere besiyeri eklendi ve homojen
olarak karstirildi. Kiiltiir kaplarina ¢icek seklinde damla damla 500 pl hiicre
soliisyonu ekildi. Hiicreler 2 saat 37 °C’de inkiibator igerisinde inkiibe edildi. 2 saatin

sonunda hiicreler yapistiktan sonra kiiltiir kab1 basina 1ml kiiltiir besiyeri eklendi.
5.4. Aksotomi ve Oncesi Hazirhklar

5.4.1. Deney Gruplar:1 Hazirhg:

5.4.1.1. 37 °C Kontrol Gruplari

Kiiltlir asamasindan 2 giin sonra 37°C’de inkiibe olan hiicreler hi¢gbir agsamaya

ugramadan paraformaldehit (PFA) ile tespit edildi.
5.4.1.2. 37°C Aksotomi Gruplari

Sadece aksotomi yapilacak olan gruplar i¢in ayrilan hiicreler higbir

maniplilasyona ugratilmadan aksotomi i¢in mikroskoba alindu.
5.4.1.3. 37°C Nalokson Gruplari

Ticari olarak alinan toz halindeki nalokson distile su ile ¢oziilerek 500uM’lik
stok soliisyonu hazirland1 ve +4°C’de saklandi. Kiiltiir kabindaki ekili hiicrelere ait
besiyerinden 990ul alinip 10ul nalokson stok soliisyonu ile karistirildi. Kiiltiir
kabindaki besiyerinin tamami ¢ekildi. Hazirlanan karigim tekrar kaba eklendi. Boylece

S5uM’lik nalokson eklendi. 37°C’de inkiibator icerisinde 4 sa bekletildi.
5.4.1.4. 37°C Nalokson ve Aksotomi Gruplari

Kiiltiir kabindaki ekili hiicrelere ait besiyerinden 990ul alinip hazirlanmis olan
nalokson stok soliisyonundan alinan 10ul ile karistirildi. Kiiltiir kabindaki besiyerinin
tamami ¢ekildi. Hazirlanan karisim tekrar kaba eklendi. Bu islem aksotomi

yapilmadan 1 sa dnce gergeklestirildi. Bu siirecte 37°C’de inkiibe edildi.
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5.4.1.5. 37°C Morfin Gruplari

Ticari olarak alinan sivi halindeki morfin HBSS ile karistirilarak 500uM’lik
stok sollisyonu hazirlandi. 10’ar pl alikotlanarak -20°C de saklandi. Kiiltiir kabindaki
ekili hiicrelere ait besiyerinden 990ul alinip 10ul morfin stok soliisyonu ile karistirildi.
Kiiltiir kabindaki besiyerinin tamami ¢ekildi. Hazirlanan karisim tekrar kaba eklendi.

Boylece 5uM’lik morfin eklendi. 37°C’de inkiibator igerisinde 4 sa bekletildi.
5.4.1.6. 37°C Morfin ve Aksotomi Gruplari

Kiiltiir kabindaki ekili hiicrelere ait besiyerinden 990ul alinip hazirlanmis olan
morfin stok soliisyonundan alinan 10pl ile karistirildi. Kiltiir kabindaki besiyerinin
tamami ¢ekildi. Hazirlanan karisim tekrar kaba eklendi. Bu islem aksotomi

yapilmadan 1 sa. 6nce gerceklestirildi. Bu stiregte 37°C’de inkiibe edildi.
5.4.1.7. 25 °C Kontrol Gruplari

Kiiltlir agamasindan 2 giin sonra 37°C’de inkiibe olan hiicreler 25°C ve %5 CO2
olan inkiibatore alindi ve 2 sa. bekletildi, daha sonra paraformaldehit (PFA) ile fikse
edildi.

5.4.1.8. 25 °C Aksotomi Gruplari

Sadece aksotomi yapilacak olan gruplar i¢in ayrilan hiicreler 25°C ve %5 CO2

olan inkiibatore alind1 ve 1 sa. bekletildi. Daha sonra aksotomiye bagslandi.
5.4.1.9. 25°C Morfin Gruplari

Kiiltiir kabindaki ekili hiicrelere ait besiyerinden 990ul alinip 10ul morfin stok
soliisyonu ile karistirildi. Kiiltiir kabindaki besiyerinin tamami ¢ekildi. Hazirlanan
karisim tekrar kaba eklendi. Boylece S5uM’lik morfin eklendi. 25°C’de inkiibator
igerisinde 4 sa bekletildi.

5.4.1.10. 25°C Morfin ve Aksotomi Gruplar:

Kiiltiir kabindaki ekili hiicrelere ait besiyerinden 990ul alinip hazirlanmis olan

morfin stok soliisyonundan alinan 10l ile karigtirildi. Kiiltiir kabindaki besiyerinin
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tamam1 ¢ekildi. Hazirlanan karisim tekrar kaba eklendi. Bu islem aksotomi

yapilmadan 1 sa. 6nce gerceklestirildi. Bu siirecte 25°C’de inkiibe edildi.
5.4.2. Aksotomi

In vitro sartlarda hiicrelerde aksotomi modeli olusturabilmek icin Zeiss PALM
CombiSystem mikroskobu kullanildi (Resim 5.4.2.1). Cihazda infrared lazer ve
ultraviole lazer olmak tizere iki farkli lazer bulunmaktadir. 1064 nm dalga boyundaki
infrared lazer tutup tasima islemi yapabilirken ultraviole lazer ise kesim islemi igin
kullanilmaktadir. Mikroskopta 10X, 20X, 40X, 32X ve 100X biiyiitmeli EC-Plan-
Neofluar objektifler bulunmaktadir. Her biiyiitmedeki objektifte kesim
yapilabilmektedir. Ayrica cihazda canli hiicreler icin sicaklik ve %5 CO2 saglayan

inkiibator sistemi de bulunmaktadir.

Resim 5.4.2.1. Palm CombySystem Mikroskobu.

PALM RoboSoftware yazilimi kullanilarak aksotomi yapildi. Aksotomi
yapilacak gruplara gore mikroskobun inkiibatér sicakligi ayarlandi. Daha once
hazirlanan kiiltiir kaplar1 mikroskoba yerlestirildi. Kesim yapilacak olan hiicreleri daha
sonra tekrar kolaylikla bulabilmek i¢in kiiltiir kab1 saat 12 yoniinde kapagiyla beraber
isaretlendi ve 10X objektifte aksotomi yapilacak hiicreler segilerek fotograflari ¢ekildi

(Resim 5.4.2.2). Petri basina en az 65 hiicre de aksotomi yapilacak sekilde hiicreler
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secildi. Daha sonra daha iyi gormek ve kesebilmek i¢in 40x objektif kullanildi. Segilen
hiicrelerin konumlar1 yazilimin element listesi sekmesine otomatik olarak kayit edildi
(Sekil 5.4.2.1). Kayit edilen hiicrelere teker teker gidilerek aksotomi yapilacak bolgesi
secildi ve kesim islemi yapildi. Aksotomi yapilacak olan bdlge yaklasik olarak hiicre
govdesinin ¢apt uzunlugu kadar uzaklikta olacak sekilde secildi (Resim 5.4.2.3).

Aksotomi islemi toplamda yaklasik yarim saat kadar siirdi.

Resim 5.4.2.2. Hiicre se¢imi ve 10x objektifle ¢ekilen fotografi.
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Sekil 5.4.2.1. Element listesi sekmesi. Okla gosterilen yere tiklanarak onceden isaretlenmis hiicrenin

konumuna ulasilir.
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Resim 5.4.2.3. Aksotomi yapilacak olan bolgenin mesafesinin 6lglilmesi. Ok kesim yerini

gostermektedir.
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5.5. Aksotomi Sonrasi

Aksotomi sonrasinda nalokson ve morfin verilen gruplar 2 saat daha deney
diizenegine uygun sicakliklarda inkiibe edildi yani toplamda 4 sa. morfin ve nalokson
inkiibasyonu gergeklestirildi. Sadece aksotomi olan gruplar ise aksotomi yapilan ilk

hiicreden yaklasik 1 sa. sonrasina kadar daha inkiibe edildi.

Resim 5.5.1. Aksotomi sonrasi hiicre (40x).

5.6. iImmiinositokimya

5.6.1. Soliisyon Hazirlama

5.6.1.1. Tuzlu Fosfat Tamponu (PBS) (1x) Soliisyonu Hazirlanmasi

PBS, tablet seklinde satilmaktadir ve kutusunun {istiinde 1x PBS hazirlamak
icin kag tane tablet kullanilmas1 gerektigi yazmaktadir. 500 ml PBS hazirlamak i¢in
500 ml dH2O’ya 5 tane tablet eklendi. Manyetik karistirict igin kullanilan baliktan
igine atild1 ve karistiricr iistiine koyuldu. Tabletlerin iyice eriyip ¢oziinmesi beklendi.

pH'in 7.4 olup olmadig1 kontrol edildi.
5.6.1.2. Sulandirma ve Bloke Etme Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Esek ve tavuk serumlari i¢in iki ayr1 soliisyon hazirlandi. 2 tane 50ml’lik cam

otoklav sigeleri iizeri esek ve tavuk olarak isaretlendi. 40’ar ml soliisyon hazirlamak
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icin 2 ayr1 siseye 25’er ml hazirlanan PBS eklendi. Iglerine manyetik karistirma igin
balik atild1 ve %3 olacak sekilde 1,2°ser gram sigir serum albumin (BSA) tartilip
eklendi. iki sise de karistiriciya konuldu ve ¢oziinmesi beklendi. Daha sonra iki siseye
de 3/1000 olacak sekilde 120°ser mg sodyum azit eklendi ve karismasi saglandi. %1
olacak sekilde tavuk sisesine 400ul tavuk serumu, esek sisesine de 400ul esek serumu
eklendi ve tekrar manyetik karistiricida karistirilmasi saglandi. Son olarak her sise PBS

ile 40 ml’ye tamamlandi ve tekrar karistirildi.
5.6.1.2.1. Tavuk Sulandirma ve Bloke Etme Soliisyonu

40ml’lik hazirlanan soliisyon 20’ser ml olmak {izere iki falkona boliindii. Bir
falkon “tavuk sulandirma” digeri ise “tavuk bloke etme” olarak isaretlendi. Sulandirma
soliisyonu igerisine serolojik pipetle %1 olacak sekilde 200ul Tween-20 eklendi.
Bloke etme soliisyonu igerisine ise 1/1000 olacak sekilde Triton-x eklendi ve bu

sollisyonlarin vorteks yardimiyla karigmasi saglandi.
5.6.1.2.2. Esek Sulandirma ve Bloke Etme Soliisyonu

40ml’lik hazirlanan soliisyon 20’ser ml olmak {izere iki falkona boliindii. Bir
falkon “esek sulandirma” digeri ise “esek bloke etme” olarak isaretlendi. Sulandirma
soliisyonu igerisine serolojik pipetle %1 olacak sekilde 200ul Tween-20 eklendi.
Bloke etme soliisyonu igerisine ise 1/1000 olacak sekilde Triton-x eklendi ve bu

soliisyonlarin vorteks yardimiyla karigsmasi saglandi.
5.6.1.3. PFA (%4) Hazirlanmasi

100 ml PBS’e 4gr PFA eklendi. Isiticitli manyetik karistiricida 65°C” de
karigmasi saglandi. Bu islem ¢ok uzun siirdiigii i¢cin damla damla 1M NaOH PFA
¢Oziinene kadar eklendi. PFA ¢oziindiikten sonra 1M HCI ile pH'inin 7.4’e ulagmasi

saglandi.
5.6.1.4. %0,2’lik Tween-20’li PBS Hazirlanmasi

200ml PBS igerisine 400ul Tween-20 eklendi ve karistiricida karigmasi

saglandi.
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5.6.1.5. %0,2’lik Sodyum Azit’li PBS hazirlanmasi

50ml PBS igerisine 100mg sodyum azit eklendi ve karistiricida karigmasi

saglandi.
5.6.2. Boyama
5.6.2.1. Fiksasyon

Kiiltiir kaplarindan besiyerleri dikkatlice ¢ekildi. Hiicreler 2 kere 1’er ml PBS
ile yikandi1. Daha sonra 1’er ml %4 PFA eklendi ve oda sicakliginda 15 dk. bekletildi.
PFA ¢ekildi ve ayr1 PFA atigina atildi. Hiicreler tekrar 2 kere 1’er ml PBS ile yikandi.

5.6.2.2. Bloke Etme

Kiiltiir kaplarina, deney gruplarina ve kullanilacak olan ikincil antikora gore
bloke etme soliisyonlar1 eklendi. Yani tavuk ikincil antikoru kullanildiginda, tavuk
bloke etme soliisyonu; esek ikincil antikoru kullanildiginda ise esek bloke etme
soliisyonu kullanildi. Bloke etme soliisyonlarindan her kiiltiir kabina 750’ser pl
eklendi ve oda sicakliginda 45 dk. beklenmesi saglandi. Daha sonra hiicreler 2 kere

1’er ml PBS ile yikandi.
5.6.2.3. Birincil Antikor Ilavesi

MOR antikoru (tavsan-poliklonal) 1/200 oraninda (1ul antikor + 199ul esek
sulandirma soliisyonu) esek sulandirma soliisyonu ile sulandirildi. DOR antikoru
(kegi-poliklonal) 1/200 oraninda (1ul antikor + 199l esek sulandirma soliisyonu) esek
sulandirma soliisyonu ile sulandirildi. Heteromer (MOR-DOR) (fare-monoklonal)
antikoru ise 1/300 oraninda (1pl antikor + 299pul tavuk sulandirma soliisyonu) ile
sulandirildi. Sulandirilan antikorlardan deney gruplarma gore 50°ser ul kiiltiir

kaplarina eklendi ve gece boyunca +4°C’ de bekletildi.
5.6.2.4. ikincil Antikor flavesi

Ertesi giin kiiltiir kaplar1 2 kere 1’er ml PBS ile yikandi. ikincil antikorlardan

esekte tretilenler esek sulandirma soliisyonu ile ve tavukta iiretilenler tavuk
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sulandirma soliisyonu ile 1/100 oraninda sulandirildi. Deney gruplarina ve birincil
antikorlara gore; MOR i¢in Alexa Flour 488 Esek anti- Tavsan ve Alexa Flour 594
Tavuk anti- Tavsan ikincil antikorlari, DOR i¢in Alexa Flour 546 Esek anti- Ke¢i
antikoru ve heteromer i¢in de Alexa Flour 488 Tavuk anti- Fare ve Alexa Flour 594
Tavuk anti- Fare ikincil antikorlar1 kullanildi. Her kiiltiir kabina 50’ser pl uygun olan
ikincil antikorlar eklendi. 3 sa. boyunca oda sicakliginda 1siktan koruyarak bekletildi.

5.6.2.5. Yikama Islemi

Her kiiltiir kab1 1ml Tween-20’1i PBS (%0,2) ile calkalayici tizerinde 4 dk. ve
4’er kez yikandi. Daha sonra kiiltiir kaplar1 igerisine 1ml sodyum azit igeren PBS

(2/1000) eklendi ve parafilmle kaplanarak +4°C’de 1s1iktan koruyarak muhafaza edildi.
5.7. Konfokal Mikroskobu ile Goriintiileme

Immiinositokimya sonras1 hiicrelerde reseptdr immiinoreaktivitelerini gdsteren
floresan 1s1ma parlakliklarmi 6lgmek i¢in Zeiss LSM780 Konfokal Mikroskobu
kullanildi (Resim 5.7.1). Cihazda 405, 458, 488, 514, 561, 594, 633, 1050 nm’lik lazer
kaynaklar1 bulunmaktadir. Bu araliklarda bulunan floresan boya ile boyanan hem canli
hem de cansiz 6rnekler fotograflanabilir ya da video kaydi alinabilir. Mikroskopta %5
COz ve ayarlanabilen sicaklik saglayan inkiibator sistemi de mevcuttur. 10X, 20X, 40X

ve 100x objektifler de bulunmaktadir.

Kiiltiir kaplar1 mikroskoba saat 12 yoniinde ¢izilen yonde yerlestirildi. Palm
mikroskobunda 10x’te ¢ekilen goriintii baz alinarak hiicrelerin yeri bulundu ve 40x
yagl objektif kullanilarak goriintii alindi. Cihazin lazeri, kullanilan ikincil antikora
gore ayarlandi. Lazer giicii 2.0, odak noktas1 2.0, “Gain” 750 olacak sekilde 1024 x
1024 piksel boyutunda goriintii alindi. Hiicrelerin fotografi ¢ekilmeden 6nce hiicre
cekirdek¢igini gorecek sekilde hiicreye odaklama yapildi. Cekilen fotograflar “czi”
formatinda kayit edildi.
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Resim 4.7.1. Zeiss LSM780 Konfokal Mikroskobu.

5.8. Parlaklik Ol¢iimii ve Analiz

Konfokal mikroskobunda goriintiileri alinan hiicrelerin hiicre zarindaki ve
sitoplazmadaki parlaklik &lgiimleri yapildi. Bu islem i¢in Fiji Image J programu
kullanildi. Program agildiktan sonra “file” (dosya) boliimiinden dosya agildi. Serbest
el secim butonu tiklanarak once 2-3um’lik hiicre zar1 alani segildi ve “ctrl+M” kisa
yolu kullanilarak parlaklik 6l¢iimii yapildi (Sekil 5.8.1). Daha sonra sitoplazma alant
segildi ve tekrar ayni kisa yol kullanilarak parlaklik olgiimi yapildi (Sekil 5.8.2).
Olgiilen parlaklik sonuglari ayr1 bir “results” (sonug) penceresinde, “mean” (ortalama)
sekmesi altinda listelendi (Sekil 5.8.3). Parlaklik degerleri ayr1 bir excel dosyasina
yazilip kaydedildi. Aynmi dosya igerisinde hiicre zarindaki parlaklik degeri
sitoplazmadaki parlaklik degeriyle oranland1 ve kaydedildi.
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Sekil 5.8.1. Hiicre zarinin parlaklik 6l¢timii. Okla gosterilen yer: Serbest el se¢im butonu.
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Sekil 5.8.2. Sitoplazma parlaklik 6l¢iimii.
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Sekil 5.8.3. Parlaklik 6l¢iim sonucunun gosterildigi pencere.

5.9. istatistik

Hazirlanan biitiin gruplarin parlaklik Sl¢iimii yapildiktan ve hiicre zari
parlakligi ile sitoplazma parlakligi oranlari hesaplandiktan sonra veriler IBM SPSS
programina aktarildi. Analizler tek yonli ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc
testleriyle yapildu.

Her grup icinde zar ve sitoplazmadaki sinyal seviyelerinin karsilastirilmasi

paired-t testi ile yapildi.
5.10. Kolokalizasyon Analizi

Kullandigimiz birincil antikorlarin 6zellikle kendi reseptdrlerine baglanip
baglanmadigini test etmek i¢in iki ayr1 AKG kiiltiirinde DOR-HET antikorlari ve
MOR-HET antikorlar1 kullanilarak immiinositokimya yapildi. Konfokal mikroskobu
ile 30’ar hiicrenin goriintiisii alindi. Analiz i¢in image j programinin analiz
kismindaki kolokalizasyon sekmesinde bulunan kolokalizasyon esigi (colocalization
treshold) programi kullanilarak hiicrelerin Rcoloc degeri hesaplandi ve ortalamasi

alindi.
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6. BULGULAR

6.1. Kolokalizasyon Sonuclari

30 hiicrede bakilan kolokalizasyon analizi sonuglar1 tabloda gosterildigi gibidir

(Tablo 6.1.1). Rcoloc degerlerinin 1’den kiigiik olmasi kolokalizasyonun olmadigi

anlamina gelmektedir.

Tablo 6.1.1. Kolokalizasyon analizi sonuglari. Rcoloc <1.

DOR-Heteromer MOR-Heteromer
Rcoloc Rcoloc

Hucre 1 0,0595(|Hiicre 1 0,0708
Hucre 2 0,0089|Huicre 2 0,0225
Hucre 3 -0,0614|Hducre 3 0,0453
Hucre 4 -0,1504|Hlcre 4 -0,0745
Hucre 5 0,0048|Huicre 5 -0,0219
Hucre 6 0,0634|Hiicre 6 0,0771
Hucre 7 -0,0378|Hiicre 7 -0,1467
Hucre 8 -0,0046|Hicre 8 0,0041
Hucre 9 -0,118|Hucre 9 0,0248
Hucre 10 -0,0204|Hucre 10 0,0076
Hucre 11 -0,0358|Hiicre 11 -0,016
Hucre 12 -0,0973|Hucre 12 0,0071
Hucre 13 0,0007|Hticre 13 -0,0077
Hucre 14 0,1613|Hucre 14 -0,0596
Hucre 15 -0,0063|Hucre 15 -0,0171
Hucre 16 -0,1645|Hlcre 16 0,0746
Hucre 17 -0,0394|Hucre 17 -0,02
Hucre 18 0,0201|Hiicre 18 0,0734
Hucre 19 -0,0224|Hucre 19 -0,0286
Hucre 20 0,0365|Hiicre 20 0,0225
Hucre 21 0,0223|Hucre 21 -0,0465
Hucre 22 -0,0085|Hucre 22 0,0387
Hucre 23 0,0287|Hiicre 23 0,0599
Hucre 24 0,0103|Hucre 24 0,2354
Hucre 25 0,0371|Hlicre 25 -0,0592
Hucre 26 0,0118|Hlcre 26 -0,0097
Hucre 27 0,1882|Hiicre 27 -0,0489
Hucre 28 -0,0022|Hucre 28 -0,0213
Hucre 29 0,0316|Hucre 29 0,1173
Hucre 30 0,0139(Hiicre 30 0,0321
ortalama -0,00233 |ortalama 0,011183
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6.2. Hiicre Zan ve Sitoplazmadaki Reseptor Dagilim
6.2.1. MOR (n opioid reseptorii) Dagilimi

10 farkli gruba gére manipiile edilen hiicreler fikse edilip boyandiktan sonra
konfokal mikroskobunda goriintiileri alindi ve Image J programiyla parlaklik
Ol¢iimleri yapildi. Hiicre zar1 parlakligi ve sitoplazma parlakligi ayr1 ayr olgiildi.
Istatistik sonuglarina gére hiicre zarinda (MORzar) ve sitoplazmadaki (MORsito)
reseptor seviyesi ortalamasi tablodaki gibidir (Tablo 6.2.1.1). Her grupta reseptor
miktarmin genel olarak sitoplazmada daha fazla oldugu gozlemlenmistir (Sekil
6.2.1.1). Hiicre zar ve sitoplazma arasindaki parlaklik degeri farkinin anlamli olup
olmadigi, SPSS programinda her grup icin yapilan “paired sample t test” ile teyit
edilmistir sonug olarak her gruptaki degisimin anlamli oldugu goriilmektedir (Tablo
6.2.1.1). Gruplar arasinda zardaki ve sitoplazmadaki reseptor dagiliminin degisimi
grafikte gosterildigi gibidir (Sekil 6.2.1.2). Hiicre zarindaki ve sitoplazmadaki
degisimlerin anlamlilik degerleri ayr1 ayr1 tablolarda gosterilmistir (Tablo 6.2.1.2)
(Tablo 6.2.1.3).

Tablo 6.2.1.1. Her hiicrede 6lgiilen parlaklik degerlerinin gruplara gore ortalamasi. *MORzar ve
MORsito arasindaki fark anlamli (p <0.05).

Gruplar MORzar |[MORsito |p degeri |Hiicre Sayisi
Kontrol37* 3896,5667 | 5944,7500 0,000 60
Kontrol25* 3575,3500( 5383,8000 0,000 60
Aksotomi37* 5465,3571| 8564,3286 0,000 70
Aksotomi25* 4506,9000( 7468,9857 0,000 70
Morfin37* 3681,0923| 5691,7077 0,000 65
Morfin25* 4552,2462| 6726,8308 0,000 65
MorfinAksotomi37* 1960,0000| 3114,3623 0,000 69
MorfinAksotomi25* | 4226,0000| 6506,2879 0,000 66
Nalokson37* 3883,5231| 5768,5692 0,000 65
NaloksonAksotomi37*| 3426,7015| 5558,9851 0,000 67
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Sekil 6.2.1.1. Hiicrelerde MOR dagiliminin her gruptaki genel goriintiisii (40x biiylitme).

MOR DAGILIMI
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Sekil 6.2.1.2. Hiicre zart ve sitoplazmadaki MOR dagilimi. * Kontrol37’ye gore anlamli. #

Aksotomi37’ye gore anlaml.
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Tablo 6.1.1.2. Hiicre zarindaki MOR dagiliminin gruplar arasindaki farkimin anlamhilik (p) degerleri.

Kalin yazili olanlar anlamli olanlari géstermektedir (p <0.05).

MORzar Anlamllik (p) Kontrol37 |Kontrol25 |Aksotomi37 [Aksotomi25 [Morfin37 [Morfin25 |[MorfinAksotomi37 [MorfinAksotomi25 |Nalokson37 |NaloksonAksotomi37
Kontrol37 0,9962 0,0002 0,7424| 0,999 06771 0,0000 0,9946 1,0000 0,9379
Kontrol25 0,9962 0,0000 0,1639(  1,0000 0,1340 0,0001 0,6823 0,9968 1,0000
Aksotomi37 0,0002 0,0000 0,1012f  0,0000 0,1627 0,0000 0,0081 0,0001 0,0000
Aksotomi25 0,7424 0,1639 0,1012 0,2858 1,0000 0,0000 0,9978 0,6922 0,0388
Morfin37 0,9998 1,0000 0,0000 0,2858 0,2388 0,0000 0,8443 0,9999 0,9991
Morfin25 0,6771 0,1340 0,1627 1,0000{  0,2388 0,0000 0,9941 0,6236 0,0307
MorfinAksotomi37 0,0000 0,0001 0,0000 0,0000{  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005
MorfinAksotomi25 0,9946 0,6823 0,0081 09978| 0,843 0,9941 0,0000 0,9916 0,3419
Nalokson37 1,0000 0,9968 0,0001 06922| 0,999 0,6236 0,0000 0,9916 0,9406
NaloksonAksotomi37 0,9379 1,0000 0,0000 00388 09991 0,0307 0,0005 0,3419 0,9406

Tablo 3.1.1.3. Sitoplazmadaki MOR dagiliminin gruplar arasindaki farkinin anlamlilik (p) degerleri.

Kalin yazili olanlar anlamli olanlar1 géstermektedir (p <0.05).

Kontrol37 |Kontrol 25| Aksotomi37| Aksotomi25|Morfin37 |Morfin25 |MorfinAksotomi37 |MorfinAksotomi25 |Nalokson37 |NaloksonAksotomi37
MORsito Anlamlilik (p)
Kontrol37 0,991 0,000 0,111 1,000 0,908 0,000 0,989 1,000 0,999
Kontrol25 0,991 0,000 0,003 1,000 0,269 0,001 0,529 0,999 1,000
Aksotomi37 0,000 0,000 0,485 0,000 0,015 0,000 0,003 0,000 0,000
Aksotomi25 0,111 0,003 0,485 0,022| 0,915 0,000 0,689 0,035 0,008
Morfin37 1,000 1,000 0,000 0,022 0,622 0,000 0,869 1,000 1,000
Morfin25 0,908 0,269 0,015 0,915 0,622 0,000 1,000 0,721 0,432
MorfinAksotomi37 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000{ 0,000 0,000 0,000 0,000
MorfinAksotomi25 0,989 0,529 0,003 0,689 0,869 1,000 0,000 0,925 0,721
Nalokson37 1,000 0,999 0,000 0,035 1,000 0721 0,000 0,925 1,000
NaloksonAksotomi37 0,999 1,000 0,000 0,008 1,000 0432 0,000 0,721 1,000

Yukaridaki degerlere gore baktigimizda;

Hiicre zarindaki MOR miktari;

1) Kontrol37 grubuna gore Aksotomi37 grubunda anlamli olarak daha fazladir.

2) Kontrol37 grubuna gore MorfinAksotomi37 grubunda anlamli olarak

azalmistir.

3) Aksotomi37 grubuna gore Morfin37, MorfinAksotomi37, Nalokson37 ve

NaloksonAksotomi37 grubunda anlamli olarak daha azdir.

4) Morfin37 grubuna gore MorfinAksotomi37 grubunda anlamli olarak

azalmistir.
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5) MorfinAksotomi37 grubuna gore MorfinAksotomi25 ve
NaloksonAksotomi37 grubunda anlamli olarak daha fazladir.

Sitoplazmadaki MOR miktari;

1) Kontrol37 grubuna gére Aksotomi37 grubunda anlamli olarak daha fazladir.

2) Kontrol37 grubuna gore MorfinAksotomi37 grubunda anlamli olarak daha
azdir.

3) Kontrol25 grubuna gore Aksotomi25 grubunda anlamli olarak daha fazladir.

4) Aksotomi37 grubuna goére Morfin37, MorfinAksotomi37, Nalokson37 ve
NaloksonAksotomi37 grubunda anlamli olarak daha azdir.

5) Morfin37 grubuna gore MorfinAksotomi37 grubunda anlamli olarak
azalmstir.

6) MorfinAksotomi37 grubuna gore MorfinAksotomi25 ve

NaloksonAksotomi37 grubunda anlamli olarak daha fazladir.
6.2.2. DOR (0 opioid reseptorii) Dagilimi

10 farkli gruba gore manipiile edilen hiicreler fikse edilip boyandiktan sonra
konfokal mikroskobunda gériintiileri alindi ve image j’de parlaklik dl¢iimleri yapildi.
Hiicre zar1 parlaklig1 ve sitoplazma parlakligi ayr1 ayri dlgiildii. Istatistik sonuglarma
gore hiicre zarinda (DORzar) ve sitoplazmadaki (DORsito) reseptdr seviyesi
ortalamasi tablodaki gibidir (Tablo 6.2.2.1). NaloksonAksotomi37 grubu hari¢ diger
gruplarda reseptor miktarinin genel olarak hiicre zarinda daha fazla oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 6.2.2.1). Hiicre zar1 ve sitoplazma arasindaki parlaklik degeri
farkinin anlamli olup olmadigi, SPSS programinda her grup i¢in yapilan “paired
sample t test” ile teyit edilmistir sonu¢ olarak Aksotomi25 grubu hari¢ diger
gruplardaki degisimin anlamli oldugu goriilmektedir (Tablo 6.2.2.1). Gruplar arasinda
zardaki ve sitoplazmadaki reseptdr dagiliminin degisimi grafikte gosterildigi gibidir
(Sekil 6.2.2.2). Hiicre zarindaki ve sitoplazmadaki degisimlerin anlamlilik degerleri

ayr1 ayri tablolarda gosterilmistir (Tablo 6.2.2.2) (Tablo 6.2.2.3).
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Tablo 6.2.2.1. Her hiicrede dlgiilen parlaklik degerlerinin gruplara gore ortalamasi. *DORzar ve

DORsito arasindaki fark anlamli (p <0.05).

Gruplar DORzar |DORsito |p degeri |Hiicre Sayisi
Kontrol37* 7309,0667| 6556,983 0,000 60
Kontrol25* 12382,1| 10937,58 0,000 59
Aksotomi37* 7083,2899 6680 0,012 69
Aksotomi25 10060,83| 9770,657 0,298 70
Morfin37* 3635,3077| 3076,862 0,000 65
Morfin25* 3850,5538| 3129,354 0,000 65
MorfinAksotomi37* | 7800,4286| 7296,129 0,003 70
MorfinAksotomi25* | 5851,2174| 5415,725 0,001 69
Nalokson37* 3691,4615| 3144,585 0,000 65
NaloksonAksotomi37*| 5795,0857| 6066,557 0,010 70

Sekil 6.2.2.1. Hiicrelerde DOR dagiliminin gruplardaki genel goriintiisii.
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Tablo 6.2.2.2. Hiicre zarindaki DOR dagiliminin gruplar arasindaki farkinin anlamlilik (p) degerleri.
Kalin yazili olanlar anlamli olanlar1 géstermektedir (p <0.05).

Kontrol37 |Kontrol25| Aksotomi37| Aksotomi25Morfin37 [Morfin25 | MorfinAksotomi37 {MorfinAksotomi25 [Nalokson37 |NaloksonAksotomi37
DORzar Anlamllik (p)
Kontrol37 0,000 1,000 0,000 0,000, 0,000 0,974 0,017 0,000 0,010
Kontrol25 0,000 0,000 0,000 0,000, 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Aksotomi37 1,000 0,000 0,000 0,000, 0,000 0,734 0,065 0,000 0,042
Aksotomi25 0,000 0,000 0,000 0,000, 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Morfin37 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000
Morfin25 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000
MorfinAksotomi37 0,974 0,000 0,734 0,000 0,000, 0,000 0,000 0,000 0,000
MorfinAksotomi25 0,017 0,000 0,065 0,000 0,000, 0,000 0,000 0,000 1,000
Nalokson37 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
NaloksonAksotomi37 0,010 0,000 0,042 0,000 0,000, 0,000 0,000 1,000 0,000
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Tablo 6.2.2.3. Sitoplazmadaki DOR dagiliminin gruplar arasindaki farkinin anlamlilik (p) degerleri.
Kalin yazili olanlar anlamli olanlar1 géstermektedir (p <0.05).

Kontrol37 {Kontrol25|Aksotomi37| Aksotomi25|Morfin37 |Morfin25 |MorfinAksotomi37 | MorfinAksotomi25| Nalokson37 {NaloksonAksotomi37
DORsito Anlamlilik (p)
Kontrol37 0,000 1,000 0,000 0,000{ 0,000 0,494 0,033 0,000 0,919
Kontrol25 0,000 0,000 0,027 0,000] 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Aksotomi37 1,000 0,000 0,000 0,000{ 0,000 0,698 0,006 0,000 0,703
Aksotomi25 0,000 0,027 0,000 0,000] 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Morfin37 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000
Morfin25 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000
MorfinAksotomi37 0,494 0,000 0,698 0,000 0,000{ 0,000 0,000 0,000 0,008
MorfinAksotomi25 0,033 0,000 0,006 0,000 0,000{ 0,000 0,000 0,000 0,626
Nalokson37 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
NaloksonAksotomi37 0,919 0,000 0,703 0,000 0,000{ 0,000 0,008 0,626 0,000

Yukaridaki degerlere gore baktigimizda;

1)
2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

9)

Hiicre zarindaki DOR miktari;

Kontrol37 grubuna gére Kontrol25 grubunda anlamli olarak daha fazladir.
Kontrol37 grubuna goére Morfin37, Nalokson37 ve NaloksonAksotomi37
gruplarinda anlamli olarak daha azdir.

Kontrol25 grubuna goére Aksotomi25, Morfin25 ve MorfinAksotomi25
gruplarinda anlamli olarak daha azdir.

Aksotomi37 grubuna gore Aksotomi25 grubunda anlamli olarak daha fazladir.
Aksotomi37 grubuna gore NaloksonAksotomi37 grubunda anlamli olarak
daha azdir.

Aksotomi25 grubuna gére MorfinAksotomi25 grubunda anlamli olarak daha
azdir.

Morfin37 grubuna goére MorfinAksotomi37 grubunda anlamli olarak daha
fazladir.

Morfin25 grubuna gére MorfinAksotomi25 grubunda anlamli olarak daha
fazladir.

MorfinAksotomi37 grubuna gore MorfinAksotomi25 ve

NaloksonAksotomi37 gruplarinda anlamli olarak daha azdir.

10) Nalokson37 grubuna gore NaloksonAksotomi37 grubunda anlamli olarak daha

fazladir.
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Sitoplazmadaki DOR miktari;

1) Kontrol37 grubuna gore Kontrol25 grubunda anlamli olarak daha fazladir.

2) Kontrol37 grubuna gore Morfin37 ve Nalokson37 gruplarinda anlamli olarak
daha azdir.

3) Kontrol25 grubuna gore Aksotomi25, Morfin25 ve MorfinAksotomi25
gruplarinda anlamli olarak daha azdir.

4) Aksotomi37 grubuna gore Aksotomi25 grubunda anlamli olarak daha fazladir.

5) Aksotomi25 grubuna gore MorfinAksotomi25 grubunda anlamli olarak daha
azdir.

6) Morfin37 grubuna gore MorfinAksotomi37 grubunda anlamli olarak daha
fazladir.

7) Morfin25 grubuna gore MorfinAksotomi25 grubunda anlamli olarak daha
fazladir.

8) MorfinAksotomi37 grubuna gore MorfinAksotomi25 ve
NaloksonAksotomi37 gruplarinda anlamli olarak daha azdir.

9) Nalokson37 grubuna gore NaloksonAksotomi37 grubunda anlamli olarak daha

fazladir.
6.2.3. HET (p-0 heteromer opioid reseptorii) Dagilim

10 farkl gruba gore manipiile edilen hiicreler fikse edilip boyandiktan sonra
konfokal mikroskobunda gériintiileri alind1 ve image j’de parlaklik dlgiimleri yapildi.
Hiicre zar1 parlaklig1 ve sitoplazma parlakligi ayr1 ayn olgiildii. Istatistik sonuglarma
gore hiicre zarinda (HETzar) ve sitoplazmadaki (HETsito) reseptor seviyesi ortalamasi
tablodaki gibidir (Tablo 6.2.3.1). Hiicre zar1 ve sitoplazma arasindaki parlaklik degeri
farkinin anlamli olup olmadigi, SPSS programinda her grup icin yapilan “paired
sample t test” ile teyit edilmistir sonu¢ olarak Kontrol37 ve Kontrol25 gruplarinda
reseptor seviyesinin anlamli olarak hiicre zarinda daha fazla oldugu goriiliirken
NaloksonAksotomi37 grubunda ise reseptor miktar1 sitoplazmada anlamli olarak daha
fazladir. (Sekil 6.2.3.1 ve 6.2.3.2) (Tablo 6.2.3.1). Gruplar arasinda zardaki ve
sitoplazmadaki reseptor dagilimmin degisimi grafikte gosterildigi gibidir (Sekil
6.2.3.3). Hiicre zarindaki ve sitoplazmadaki degisimlerin anlamlilik degerleri ayr1 ayri

tablolarda gosterilmistir (Tablo 6.2.3.2) (Tablo 6.2.3.3).
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Tablo 6.2.3.1. Her hiicrede olgiilen parlaklik degerlerinin gruplara gére ortalamasi. *HETzar ve

HETsito arasindaki fark anlamli (p <0.05).

Gruplar HETzar |HETsito |p degeri |Hiicre Sayisi
Kontrol37* 7616,6500| 7139,8167 0,014 60
Kontrol25* 7809,6500| 6769,8000 0,000 60
Aksotomi37 5484,0781| 5417,2344 0,648 64
Aksotomi25 5266,5000( 5161,1970 0,445 66
Morfin37 3820,2031| 3927,8125 0,320 64
Morfin25 4749,3906| 4757,1719 0,931 64
MorfinAksotomi37 3470,1970| 3585,9394 0,217 66
MorfinAksotomi25 3773,3939| 3671,7424 0,248 66
Nalokson37 7063,5231| 6774,5231 0,050 65
NaloksonAksotomi37*| 3263,6667 | 3507,9420 0,004 69

Sekil 6.2.3.1. Hiicrelerde HET dagilimimin Kontrol37 ve Kontrol25 gruplarindaki genel goriintiisii.
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Sekil 6.2.3.2. Hiicrelerde HET dagilimimin NaloksonAksotomi37 grubundaki genel goriintiisii.
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Sekil 6.2.3.3. Hiicre zar1 ve sitoplazmadaki HET dagilimi. *Kontrol37°ye gore anlamli.

#Aksotomi37’ye gore anlamli.
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Tablo 6.2.3.2. Hiicre zarindaki HET dagilimmnin gruplar arasindaki farkinin anlamlilik (p) degerleri.

Kalin yazili olanlar anlamli olanlari géstermektedir (p <0.05).

Kontrol37 | Kontrol 25| Aksotomi37 | Aksotomi25(Morfin37 [Morfin25 |MorfinAksotomi37 |MorfinAksotomi25 Nalokson37 |NaloksonAksotomi37
HETzar Anlamhlik (p)
Kontrol37 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,921 0,000
Kontrol25 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,658 0,000
Aksotomi37 0,000 0,000 1,000 0,001 0,662 0,000 0,000 0,002 0,000
Aksotomi2s 0,000 0,000 1,000 0,006 0,940 0,000 0,004 0,000 0,000
Morfin37 0,000 0,000 0,001 0,006 0,317 0,996 1,000 0,000 0,902
Morfin25 0,000 0,000 0,662 0,940 0,317 0,029 0,240 0,000 0,004
MorfinAksotomi37 0,000 0,000 0,000 0,000 0,996 0,029 0,999 0,000 1,000
MorfinAksotomi25 0,000 0,000 0,000 0,004 1,000 0,240 0,999 0,000 0,938
Nalokson37 0,921 0,658 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
NaloksonAksotomi37 0,000 0,000 0,000 0,000 0,902 0,004 1,000 0,938 0,000

Tablo 6.2.3.3. Sitoplazmadaki HET dagiliminin gruplar arasindaki farkinin anlamlilik (p) degerleri.

Kalin yazili olanlar anlamli olanlar1 géstermektedir (p <0.05).

Kontrol37 {Kontrol25| Aksotomi37| Aksotomi25|Morfin37 {Morfin25 |MorfinAksotomi37 |MorfinAksotomi25| Nalokson37 | NaloksonAksotomi37
HETsito Anlamlilik (p)
Kontrol37 0975 0,000 0,000 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,974 0,000
Kontrol25 0,975 0,001 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
Aksotomi37 0,000 0,001 0998 0,000 0,472 0,000 0,000 0,000 0,000
Aksotomi25 0,000 0,000 0,998 0,002 0943 0,000 0,000 0,000 0,000
Morfin37 0,000 0,000 0,000 0,002 0,161 0,981 0,998 0,000 0,923
Morfin25 0,000/ 0,000 0,472 0943 0,161 0,004 0,012 0,000 0,001
MorfinAksotomi37 0,000/ 0,000 0,000 0000 0981 0,004 1,000 0,000 1,000
MorfinAksotomi25 0,000/ 0,000 0,000 0000/ 0998 0012 1,000 0,000 1,000
Nalokson37 0974 1,000 0,000 0,00 0,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000
NaloksonAksotomi37 0,000/ 0,000 0,000 0000 0923 0,001 1,000 1,000 0,000

Yukaridaki degerlere gore baktigimizda;

1)

2)

3)

4)

5)

Hiicre zarindaki HET miktari;

Kontrol37 grubuna gore Aksotomi37, Morfin37, MorfinAksotomi37 ve
NaloksonAksotomi37 gruplarinda anlamli olarak daha azdir.

Kontrol25 grubuna goére Aksotomi25, Morfin25 ve MorfinAksotomi25
gruplarinda anlamli olarak daha azdir.

Aksotomi37 grubuna gore MorfinAksotomi37 ve NaloksonAksotomi37
gruplarinda anlamli olarak daha azdir.

Aksotomi25 grubuna gére MorfinAksotomi25 grubunda anlamli olarak daha
azdir.

Nalokson37 grubuna gore NaloksonAksotomi37 grubunda anlamli olarak daha

azdir.

52



Sitoplazmadaki HET miktari;

1) Kontrol37 grubuna gore Aksotomi37, Morfin37, MorfinAksotomi37 ve
NaloksonAksotomi37 gruplarinda anlamli olarak daha azdir.

2) Kontrol25 grubuna gore Aksotomi25, Morfin25 ve MorfinAksotomi25
gruplarinda anlamli olarak daha azdir.

3) Aksotomi37 grubuna gore MorfinAksotomi37 ve NaloksonAksotomi37
gruplarinda anlamli olarak daha azdir.

4) Aksotomi25 grubuna gore MorfinAksotomi25 grubunda anlamli olarak daha
azdir.

5) Morfin25 grubuna gore MorfinAksotomi25 grubunda anlamli olarak daha
azdir.

6) Nalokson37 grubuna gore NaloksonAksotomi37 grubunda anlamli olarak daha

azdir.

6.3. Reseptor Dagiliminin Hiicre Zary/Sitoplazma Oram Bakimindan

Degerlendirilmesi
6.3.1. MORoran Dagilim

Hiicre zan ve sitoplazmadaki parlaklik degerleri ayr1 ayr Olciildiikten sonra
degerlerin zar/sitoplazma orani (MORoran) ortalamast alindi. Degerler SPSS
programinda ANOVA-Tukey istatistik testine tabi tutuldu. Her gruptaki MORoran
degerleri, standart sapma degerleri ve hiicre sayis1 tabloda gosterildigi gibidir (Tablo
6.3.1.1). Oran degerlerine gore reseptorlerin her grupta sitoplazmada daha yogun
oldugu goriilmektedir. Gruplara gore MORoran dagilimi grafikte gosterildigi gibidir
(Sekil 6.3.1.1). Oranlarin gruplar arasindaki farkinin anlamlilik degerleri tabloda
gosterilmistir (Tablo 6.3.1.2). Anlamlilik degerleri sonuglart gruplar arasindaki farkin

anlamli olmadigimi gostermektedir.
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Tablo 6.3.1.1. MORoran degerleri, hiicre sayisi ve standart sapma degerleri.

Gruplar MORoran |Hiicre Sayis1 |Standart Sapma

Kontrol37 0,6815 60 0,20134

Kontrol25 0,7027 60 0,19377

Aksotomi37 0,6430 70 0,13444

Aksotomi25 0,6401 70 0,15082

Morfin37 0,6734 65 0,16552

Morfin25 0,7136 65 0,18156

MorfinAksotomi37 0,7129 69 0,21108

MorfinAksotomi25 0,6792 66 0,15966

Nalokson37 0,6937 65 0,20147

NaloksonAksotomi37 0,6429 67 0,16243

MORoran
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Sekil 6.3.1.1. Gruplara gére MORoran dagilimu.
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Tablo 6.2.3.3. MORoran dagiliminin gruplar arasindaki farkinin anlamlilik (p) degerleri. Gruplar
arasindaki fark anlamli degildir (p> 0.05).

Kontrol37 |Kontrol25| Aksotomi37| Aksotomi25Morfin37 {Morfin25 | MorfinAksotomi37 | MorfinAksotomi25|Nalokson37 | NaloksonAksotomi37
MORoran Anlamlilik (p)
Kontrol37 1,000 0,966 0,946 1,000 0,992 0,992 1,000 1,000 0,968
Kontrol25 1,000 0,658 0,592 09%| 1,000 1,000 0,999 1,000 0,670
Aksotomi37 0,966 0,658 1,000 0993 0,382 0374 0974 0817 1,000
Aksotomi25 0946 0592 1,000 0986 0,322 0314 0,956 0,762 1,000
Morfin37 1,000 0,99 0,993 0,986 0,955 0,956 1,000 1,000 0,993
Morfin25 0,992 1,000 0,382 0,322 0,955 1,000 0,984 1,000 0,396
MorfinAksotomi37 0,992 1,000 0,374 0,314 0,956 1,000 0,984 1,000 0,389
MorfinAksotomi25 1,000 0,999 0974 0,956 1,000 0,984 0,984 1,000 0,975
Nalokson37 1,000 1,000 0817 0,762 1,000 1,000 1,000 1,000 0,825
NaloksonAksotomi37 0968 0,670 1,000 1,000 0993 0,39 0,389 0975 0,825

Yukaridaki degerlere gore baktigimizda; gruplar arasindaki zar/sitoplazma reseptor

miktart oran1 farki anlamli degildir.
6.3.2. DORoran Dagilimi

Hiicre zan ve sitoplazmadaki parlaklik degerleri ayr1 ayr 6lciildiikten sonra
degerlerin zar/sitoplazma orant (DORoran) ortalamasi alindi. Degerler SPSS
programinda ANOVA-Tukey istatistik testine tabi tutuldu. Her gruptaki DORoran
degerleri, standart sapma degerleri ve hiicre sayis1 tabloda gosterildigi gibidir (Tablo
6.3.2.1). Oran degerlerine gore reseptorlerin NaloksonAksotomi37 grubu harig hiicre
zarinda daha yogun oldugu goriilmektedir. Gruplara gore DORoran dagilimi grafikte
gosterildigi gibidir (Sekil 6.3.2.1). Oranlarin gruplar arasindaki farkinin anlamlilik
degerleri tabloda gosterilmistir (Tablo 6.3.2.2).
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Tablo 6.3.2.1. DORoran degerleri, hiicre sayisi ve standart sapma degerleri.

Gruplar DORoran |Hiicre Sayis1 |Standart Sapma
Kontrol37 1,1277 60 0,16608
Kontrol25 1,1269 59 0,16757
Aksotomi37 1,0637 69 0,18687
Aksotomi25 1,0446 70 0,21850
Morfin37 1,1857 65 0,18168
Morfin25 1,2451 65 0,18778
MorfinAksotomi37 1,0712 70 0,18490
MorfinAksotomi25 1,0937 69 0,18590
Nalokson37 1,1792 65 0,16560
NaloksonAksotomi37 0,9556 70 0,14270
DORoran
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Sekil 6.3.2.1. Gruplara gére DORoran dagilimi. * Kontrol37’ye gore anlamli. # Aksotomi37’ye gore

anlamli.
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Tablo 6.3.2.2. DORoran dagiliminin gruplar arasindaki farkinin anlamlilik (p) degerleri. Kalin yazili

olanlar anlamli olanlar1 géstermektedir (p <0.05).

Kontrol37 {Kontrol 25| Aksotomi37 |Aksotomi25Morfin37 |Morfin25 |MorfinAksotomi37 | MorfinAksotomi25| Nalokson37 |NaloksonAksotomi37
DORoran Anlamlilik (p)
Kontrol37 1,000 0,592 0,210 0735 0,011 0,746 0,987 0,849 0,000
Kontrol25 1,000 0,615 0,221 0,725 0,011 0,766 0,990 0,841 0,000
Aksotomi37 0,592 0,615 1,000 0,004 0,000 1,000 0,993 0,009 0,016
Aksotomi25 0,210 0,227 1,000 0,000 0,000 0,997 0,846 0,001 0,101
Morfin37 0,735 0,725 0,004 0,000 0,685 0,009 0,093 1,000 0,000
Morfin25 0,011 0,011 0,000 0,000 0,685 0,000 0,000 0,540 0,000
MorfinAksotomi37 0,746 0,766 1,000 0,997 0,009 0,000 0,999 0,019 0,006
MorfinAksotomi25 0,987 0,990 0,993 0,846 0,093 0,000 0,999 0,158 0,000
Nalokson37 0,849 0,841 0,009 0,001 1,000 0540 0,019 0,158 0,000
NaloksonAksotomi37 0,000 0,000 0,016 0,101 0,000 0,000 0,006 0,000 0,000

Yukaridaki degerlere gore baktigimizda;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Kontrol37 grubuna gore NaloksonAksotomi37 grubunda zar/sitoplazma orani
anlamli olarak daha azdir.

Kontrol25 grubuna gore Morfin25 grubunda zar/sitoplazma oranit anlamli
olarak daha fazladir.

Aksotomi37 grubuna gore NaloksonAksotomi37 grubunda zar/sitoplazma
orani anlamli olarak daha azdir.

Morfin37 grubuna gdére MorfinAksotomi37 grubunda zar/sitoplazma orani
anlamli olarak daha azdir.

Morfin25 grubuna gére MorfinAksotomi25 grubunda zar/sitoplazma orani
anlamli olarak daha azdir.

MorfinAksotomi37  grubuna gore NaloksonAksotomi37  grubunda
zar/sitoplazma oran1 anlamli olarak daha azdir.

Nalokson37 grubuna gore NaloksonAksotomi37 grubunda zar/sitoplazma

orani anlamli olarak daha azdir.

6.3.3. HEToran Dagilim

Hiicre zan ve sitoplazmadaki parlaklik degerleri ayr1 ayr1 6lgiildiikten sonra

degerlerin zar/sitoplazma orant (HEToran) ortalamasi alindi. Degerler SPSS

programinda ANOVA-Tukey istatistik testine tabi tutuldu. Her gruptaki HEToran

degerleri, standart sapma degerleri ve hiicre sayisi tabloda gosterildigi gibidir (Tablo
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6.3.3.1). Oran degerlerine gore reseptorlerin ¢ogunluklar hiicre zarinda yogun oldugu
goriilmektedir. Gruplara géore HEToran dagilimi grafikte gosterildigi gibidir (Sekil
6.3.3.1). Oranlarin gruplar arasindaki farkinin anlamlilik degerleri tabloda

gosterilmistir (Tablo 6.3.3.2).

Tablo 6.3.3.1. HEToran degerleri, hiicre sayisi1 ve standart sapma degerleri.

Gruplar HEToran |Hiicre Sayis1 |Standart Sapma
Kontrol37 1,0691 60 0,19779
Kontrol25 1,1532 60 0,15738
Aksotomi37 1,0096 64 0,21367
Aksotomi25 1,0004 66 0,17582
Morfin37 0,9816 64 0,19024
Morfin25 0,9950 64 0,14465
MorfinAksotomi37 0,9778 66 0,20343
MorfinAksotomi25 1,0130 66 0,15787
Nalokson37 1,0319 65 0,15136
NaloksonAksotomi37 0,9120 69 0,16138
HEToran
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Sekil 6.3.3.1. Gruplara gére HEToran dagilimi. * Kontrol37’ye gére anlamli. # Aksotomi37’ye goére

anlamli.
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Tablo 6.3.3.2. HEToran dagiliminin gruplar arasindaki farkinin anlamlilik (p) degerleri. Kalin yazili

olanlar anlamli olanlar1 géstermektedir (p <0.05).

Kontrol37 |Kontrol25|Aksotomi37 | Aksotomi25|Morfin37 |Morfin25 |MorfinAksotomi37 | MorfinAksotomi25 | Nalokson37 NaloksonAksotomi37
HEToran Anlamlilik (p)
Kontrol37 0217 0,686 0472 0154 0,369 0,109 0,747 0,975 0,000
Kontrol25 0217 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,005 0,000
Aksotomi37 0,686 0,000 1,000 0,997| 1,000 0,991 1,000 0,999 0,049
Aksotomi2s 0472 0,000 1,000 1,000 1,000 0,999 1,000 0,991 0,106
Morfin37 0,154 0,000 0,997 1,000 1,000 1,000 0,991 0,840 0411
Morfin25 0,369 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,975 0173
MorfinAksotomi37 009] 0,000 0,991 0,999 1,000( 1,000 0,980 0,766 0,484
MorfinAksotomi25 0,747 0,000 1,000 1,000 0,991 1,000 0,980 1,000 0,032
Nalokson37 0,975 0,005 0,999 0,991 0840 0,975 0,766 1,000 0,004
NaloksonAksotomi37 0,000 0,000 0,049 0,106 0411 0,173 0,484 0,032 0,004

Yukaridaki degerlere gore baktigimizda;

1) Kontrol37 grubuna gore NaloksonAksotomi37 grubunda zar/sitoplazma orani
anlamli olarak daha azdir.

2) Kontrol25 grubuna gore Aksotomi25, Morfin25 ve MorfinAksotomi25
gruplarinda zar/sitoplazma orani anlamli olarak daha azdir.

3) Aksotomi37 grubuna gore NaloksonAksotomi37 grubunda zar/sitoplazma
orani anlamli olarak daha azdir.

4) Nalokson37 grubuna gore NaloksonAksotomi37 grubunda zar/sitoplazma

orani anlamli olarak daha azdir.
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7. TARTISMA

Opioid aktivitesinin diizenlenmesinde reseptor hareketi olduk¢a Onemlidir.
Sitoplazmada tiretilen opioid reseptorleri ekzositozla hiicre zarina taginirken, ligandla
aktif hale getirilen hiicre zarindaki reseptdrler de hiicre zarindan sitoplazmaya
endositozla gecebilmektedir (16). Opioidlere karst olusan bagimlilik ve tolerans
reseptorlerin dinamigine bagh regiilasyonu ile iliskilidir. Agoniste maruz birakildiktan
sonra hiicre igerisine endositozla alinan reseptorlerin duyarsizlastirildigi ve bu
duyarsizlagmanin da tolerans olusumunun Oniine gectigi diistiniilmektedir (75).
Reseptor regiilasyonu sirasinda hiicre iginde takip eden yolaklar degisiklige ugradigi
gibi reseptorlerin sitoplazma-zar hareketi ve reseptor seviyesi de degisiklige
ugramaktadir. Bu gergeklesen degisiklikler konusunda literatiirde belirsizlikler
mevcuttur. Klonlama ve fiizyon teknikleriyle GFP (green flourescent protein) gibi
yesil floresan protein ile birlestirilen reseptdrlerin fizyolojik aktivite gostermedigi ve
sicakligin reseptor hareketini etkiledigi soylenmektedir (20). Ayrica MOR ve DOR
reseptorlerinin heteromer bir yapi olusturabilecegi (19) ve bu yapimnin DOR2 diye
adlandirilan 6-opioid reseptoriiniin alt tipi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu yapinin
dinamigi hakkinda da c¢ok az sey bilinmektedir. Bu tezin kapsaminda sicakliktan
etkilendigi bilinen MOR, DOR ve MOR-DOR heteromer reseptorlerinin trafiginin
model agonist olan morfin uygulamasindan nasil  etkilendigi, dahas1  reseptor
dinamiginde radikal degisiklikler yapabilecegi muhtemel olan akson hasarinin ne gibi

etkileri oldugu arastirilmistir.

7.1. Kolokalizasyon analizleri kullanilan antikorlarin 6zgiinligiinii

dogrulamstir.

Kullanilan birincil antikorlarin &zellikle kendi reseptorlerine baglanip
baglanmadiklarin1 anlamak ve yanlis sinyaller almadigimiz1 dogrulamak i¢cin HET
antikoruyla birlikte ayr1 ayr1 MOR ve DOR immiinositokimya uygulamasi yapildi.
Parlaklik ve kolokalizasyon analizleri 6zgiil antikorlarin HET yapisindaki MOR ve
DOR birimlerine baglanmadigini, dolayisiyla calisma icin segilen ii¢ antikorun

reseptor dinamiklerini analiz etmede kullanilabilecegini gdsterdi.
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7.2. Mu Opioid Reseptor (MOR) Dinamikleri

Genel olarak hiicre zar1 ve sitoplazmadaki reseptér dagilimima bakildiginda
(Sekil 6.2.1.2) fizyolojik sicaklikta (37°C) aksotominin hem hiicre zarinda hem de
sitoplazmada reseptor miktarini arttirdigi gortildii. Yapilan bir ¢alismada, siyatik sinir
hasarindan sonra duyu noéronlarinda MOR ifadesinin arttigindan bahsedilmektedir
(89). Bu artisin noropatik agrinin  diizenlenmesinde 6nemli bir rolii oldugu

diistiniilmektedir.

Sadece morfine maruz birakildiginda reseptor seviyesinin her iki bolgede de
kontrol seviyelerinde kaldigi goriildii. Zar/sitoplazma oraninda da post hoc Tukey
testine gore gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 6.3.1.1). Bu sonug,
ligand baglanmasi ile opioid reseptor trafiginin indiiklendigine dair raporlarla uyumlu
degildir (16, 75). Ote yandan bir arastirmada birgok veriden yola ¢ikarak reseptdriin
dinamiginin ¢ok hizli oldugu, reseptoriin aktiflesip endositozla igeri alindiktan
yaklasik 10 dakika sonra tekrar hiicre zaria ekzositoz ile geri dondiigi bildirilmistir
(20). Hiicrelerin tespiti i¢in tercih edilen siirelerin olasi bir degisikligin gozlenmesi
icin uygun olmamast miimkiindiir. Ancak morfinin omurilik hiicrelerinde MOR

trafigine bir etkisi olmadigina dair raporlar da bulunmaktadir (21).

Aksonal hasar basli basina hiicre igerisindeki bircok mekanizmay1 harekete
gecirebilirken, morfin varliginda verilen hasarin daha farkli sonuglar dogurabilecegi
diistintildii. Morfin varliginda yapilan aksotomi MOR seviyesinde dramatik bir
azalmaya sebebiyet vermistir. Bu durumu, aksotomi ile bir¢ok yolagin aktiflesmesi ve
morfin etkisiyle mu opioid reseptoriiniin aktivasyonuyla aktiflesen farkli yolaklarin
birbiriyle olan uyumu ile agiklayabiliriz. Ornegin, bir ¢alismada optik sinire verilen
hasar sonrasinda ERK-1’ in arttig1 gozlemlenmistir (90). Diger bir calismada ise
morfinin ERK-1 proteinini aktif hale getirdigi ve bu aktiflesmenin ise morfin toleransi
olusturdugu rapor edilmistir (20). ERK-1 proteininin iki tarafli aktiflesmesi reseptor
seviyesinin azalmasina sebebiyet vermis olabilir. Ancak elbette bu olasi

mekanizmalardan sadece birisi olabilir.

Antagonist olarak Nalokson kullandigimiz ve Nalokson varliginda aksotomi

yaptigimiz gruplarda reseptor seviyesi kontrol grubu civarlarinda seyrederek bir
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degisiklige ugramamistir. Naloksonun MOR igin etkili bir antagonist oldugu ve
reseptor aktiflesmesini ve alt yolaklarin aktivasyonunu engelleyerek reseptor

seviyesinde bir degisiklige ugratmadigi s6ylenebilir.

25°C kontrol grubunda reseptor seviyesinde, 37°C kontrol grubuna gore bir
degisiklik gozlemlenmemistir. Diisiik sicakligin reseptoér dinamigini durdurdugu
sOylenebilir. 37°C’de kontrol grubuna gore aksotomi grubunda her iki bolgede de
reseptor seviyesinde artig goriiliirken, 25°C’de ise aksotomideki bu artis sadece
sitoplazmada goriilmektedir. Aksotomi sebebiyle ifadesi artan reseptorler diisiik
sicakliktan dolay1 hiicre zarina taginamiyor olabilir. Fizyolojik sicakliklarda morfin
varliginda aksotomi yapildiginda hiicrelerde reseptér miktar1 azalirken, 25°C
sicaklikta morfin varlifinda aksotomi grubunda reseptdr seviyesinde kontrol grubuna
gore bir degisiklik goriilmemistir. Bu sonuca gore diisiik sicakligin reseptor yikimini

engelleyici bir rol istlendigi ve reseptor dinamigini etkiledigi sOylenebilir.

Tablo 7.2.1. MOR dinamigindeki degisimin tablosu. “=" anlamli bir degisiklik olmadigi, “+” artig

[73R 1)

oldugu, azalma oldugu anlamlarina gelmektedir. Parantez icindekiler sadece o bdlgede degisiklik

oldugunu ifade etmektedir.

MOR DiINAMIGINDEKi DEGISIKLIKLER
I P O O R O O
Kontrol37 Kontrol25 Aksotomi37 Aksotomi2s Morfin37 Morfin25 orfinAkso 37 25 Nalokson37 37
= r + (sito) = = = = = =

= - - (sito)

= - (sito) = - (sito) = - = - (sito)

+ + + + + + + + +
Mo i25 = = I = = = - = =
= = + + (sito) = = - = =

= = + + (sito) = = - = =

7.3. Delta Opioid Reseptor (DOR) Dinamikleri

Hiicre zarn ve sitoplazmadaki DOR miktar1 (Sekil 6.2.2.2) 25°C kontrol
grubunda hem hiicre zarinda hem de sitoplazmada 37°C kontrol grubuna gore daha
fazla bulundu. Delta reseptorlerinin aktivasyondan sonra MOR gibi tekrar hiicre zarina

donmesinden ziyade yikim yolagma girdigi diistiniilmektedir (91). 25°C sicaklikta
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bozulma i¢in gereken enzimatik aktivitenin daha yavag olacagi diisiiniiliirse bozulma
hizinin da yavaslamasi muhtemeldir. Dolayisiyla 25°C’de reseptér miktarnin daha

fazla olmas1 beklenilen bir durumdur.

Hem 37°C hem de 25°C kontrol gruplarina gore hiicreler morfine maruz
birakildiklarinda DOR seviyesinde diisiis goriilmektedir. Bu azalma hiicre zarinda ve
sitoplazmada gerceklesmistir. Yapilan bir ¢aligmada, morfine maruz birakilan niikleus
akumbens noronlarinda DOR seviyesinin azaldigi gosterilmistir (92). Bu g¢alismada

AKG noronlarinda gdzlenenin benzer bir durum olmas1 miimkiindiir.

Fizyolojik sicakliklarda morfine maruz birakip aksotomi yaptigimiz grupta
reseptor seviyesinin kontrol grubundaki seviyede dengelendigi goriilmustiir. Morfin
verdigimizde reseptdr seviyesinde bir azalma goriirken aksotominin eklenmesiyle
reseptor miktart artmistir. 25 “C’de ise morfin varliginda aksotomi, DOR miktarini
kontrol seviyelerine ¢ikaramamaktadir. Aradaki bu farkin sicaklik diisiisiiniin bir¢ok

enzimatik aktiviteyi yavaslatmasina bagl oldugu diistiniilebilir.

Genel olarak bakildiginda ise 37 °C’de, kontrol grubu hiicreleri ile aksotomi
yapilan gruptaki hiicreler arasinda reseptor seviyesinde bir degisiklik goriilmezken; 25
°C’de, kontrol grubuna gore aksotomi grubu hiicrelerinde reseptor seviyesinde bir
azalma goriilmektedir. Ayrica, 37 °C’de, aksotomi yapilan grup ile morfin uygulayip
aksotomi yapilan gruplar arasinda hiicrelerin reseptér seviyesinde bir fark
goriilmezken; 25 °C’de, aksotomi yapilan grup ile morfin uygulayip aksotomi yapilan
gruplar arasinda hiicrelerin reseptor seviyesinde bir azalma gortiliiyor. Son olarak, 37
°C’de morfin uygulanan hiicre grubuna gore morfin uygulanip aksotomi yapilan
gruptaki hiicrelerde reseptor seviyesinde bir artig goriiliirken; ayni gruplarin 25°C
sicakliklarinda, morfin uygulanip aksotomi yapilan hiicre gruplarinda reseptor
seviyesindeki artisin daha az oldugu goriildii. Biitiin bu farklarin, sicakligin reseptor

dinamigini azalttig1 i¢in olustugu soylenebilir.

Yapilan baz1 ¢alismalarda DOR’un daha ¢ok sitoplazmada bulundugundan
bahsedilse de (93), bizim sonuglarimiza gore reseptor seviyesi hiicre zarinda
sitoplazmadan daha fazladir (Sekil 6.3.2.1). Tukey testine gore degerlendirdigimizde,

37 °C’de kontrol grubuna gore nalokson varliginda aksotomi yapilan gruptaki
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hiicrelerde reseptdrlerin daha ¢ok sitoplazmada yogunlagtigin1 goriiyoruz. Fizyolojik
sicakliklarda hiicre zarindaki reseptor seviyesi Morfin verdigimizde anlamli olarak
artmasa da 25°C’de anlamli olarak arttigini1 gériiyoruz. Bu durumu, dinamigi fazla olan
DOR’un sicaklik diisiince bozulmaya ugrayamadigi i¢in anlamli bir artig gordiigiimiiz

seklinde yorumlayabiliriz.

Tablo 7.3.1. DOR dinamigindeki degisimin tablosu. “=" anlamli bir degisiklik olmadig1, “+” artis

[73R L)

oldugu, azalma oldugu anlamlarina gelmektedir. Parantez icindekiler sadece o bdlgede degisiklik

oldugunu ifade etmektedir.

DOR DiINAMIGINDEKi DEGISIKLIKLER
P P O P P P e
Kontroli7 Kontrol25 Aksotomi37 Aksotomi25 Morfin37 Morfin25 | MorfinAksotomi37 25 Nalokson37 37

- (zar)

+ - - = = - - (zar)
+ = + + = +
+ + + + = + + = +
= + = + - =
+ + + (sito) + - - + - =
+ + + + = = + + +
+ (zar) + + (zar) + - - + =

7.4. MOR-DOR Heteromer Reseptor (HET) Dinamikleri

Her gruptaki reseptor miktar1 kendi icinde 37 °‘C ve 25 °C olarak
karsilastirildiginda, sicaklik farkinin reseptor dinamigi lizerinde bir etkisi olmadig:
goriildli. Yani 37 °C’de kontrol grubu ile 25 *C’deki kontrol grubunda hiicrelerdeki
reseptor miktar1 ayni seviyede kaldi. Ayni durum aksotomi, morfin ve morfin
varliginda aksotomi yaptigimiz gruplardaki hiicrelerde de gozlendi. Bu durumda
heterodimer yapinin olugsmasinin, sicaklik farkindan bagimsiz bir sekilde gergeklestigi

sOylenebilir.

Fizyolojik sicakliklarda yapilan aksotomi HET reseptor seviyesinin hem hiicre
zarinda hem de sitoplazmada azalmasimna neden oldu (Sekil 6.2.3.3). Bunun
heterodimerlesmenin azalmasiyla gergeklestigi diisiiniilebilir. MOR reseptoriindeki

aksotomiye bagh artis da heteromer yapinin ayrigsmasindan kaynakli olabilir.
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Hem fizyolojik sicakliklarda hem de 25°C’de kontrol gruplarina gére morfin
uygulandiginda ve morfin varliginda aksotomi yapildiginda reseptor seviyesinin her
iki bolgede de azaldigi bulundu. Bu durumda heterodimer yapinin bozuldugu
sOylenebilir. Ya da hiicrelerdeki MOR’un, 37 °C’de morfin uygulanip aksotomi
yapilan gruptaki azalmasimni ve DOR’un miktarinin da 25°C’de morfin uygulanip
aksotomi yapilan gruptaki hiicrelerde azaldigini géz Oniine alirsak, HET in azalan
reseptor seviyesinden Otiirli olusamadiginm1i da sdyleyebiliriz. Literatirde AKG
noronlariin kronik morfine maruz birakilmasinin, reseptor seviyesinde artisa neden
oldugu, akut etkide de bir degisiklik olmadigi soylenmektedir (94). Bu ¢aligmadaki

sonucun literatiirdeki ile uyusmadigi goriilmektedir.

25°C sicaklikta morfin verilen gruba gore morfin verip aksotomi yapilan
gruptaki hiicrelerde HET seviyesi diistii. Fakat bu azalma 37°C’de goriilmedi. Bunun
sebebinin, diisiik sicakligin heterodimer yapi olusturmasini giiglestirmesi oldugu

disiiniilebilir.

Aksotomi yapilan gruplara gore hem 37°C’de hem de 25°C’de morfin
varliginda aksotomi yapilan grup hiicrelerinde azalma gergeklesti. Yine ayni sekilde
hiicrelerdeki MOR miktarinin 37°C’de morfin varliginda aksotomi yapilan grupta
azalmasi ve DOR’un da 25°C’de morfin varliginda aksotomi yapilan grupta azalmasi
goz Oniine alindiginda, HET’in azalan reseptdr seviyesinden oOtiirli olusamadigi

sonucuna varilabilir.

Nalokson’a maruz birakilan grupta HET seviyesi kontrol seviyelerinde iken
Nalokson varliginda hiicrelere verilen hasar sonrast HET miktarinin azaldig: tespit
edildi. Nalokson ve nalokson varliginda aksotomi MOR dagilimina etki etmezken,
Naloksonun DOR seviyesini diigiirdigiinii, nalokson varliginda uygulanan
aksotominin ise arttirdig1 gézlendi. Yani DOR’un HET e gore tam tersi tepki verdigi
goriiliiyor. Bu durumu heteromer yapinin artmasit DOR’un tek basina bulunma
olasiligin1 azaltirken, heteromer yapinin bozulmasi ise DOR seviyesinin artmasina
sebep olabilecegi yoniinde tartismak miimkiindiir. Bu tartismay1 destekleyebilecek bir
calismada da heteromer reseptdriin olusmasi i¢in gereken MOR ve DOR reseptorlerin
de novo olarak iretilmedigi, hiicrede bulunan reseptorlerin  kullanildig

savunulmaktadir (95).
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Zar/sitoplazma reseptér oranina bakildiginda 25°C’de kontrol grubunda
reseptor ¢ogunlukla hiicre zarinda bulunurken diger 25°C’deki gruplarda daha ¢ok
sitoplazmaya bir yonelim oldugu sdylenebilir. 37 °C’deki kontrol grubu hiicrelerinde
heterodimer yapmin daha ¢ok hiicre zarinda bulundugu ve 37 °C’de nalokson
uygulanip aksotomi yapilan grup hari¢ diger manipiilasyonlarin reseptor hareketinde
bir degisiklik olusturmamis oldugu goriildi. 37 °C’de nalokson varliginda aksotomi
yapilan gruptaki hiicrelerde ise reseptorlerin ¢ogunlukla sitoplazmada bulundugundan
bahsedilebilir. 37 °C’de aksotomi ve nalokson uygulanan gruplarda HET ¢ogunlukla
zarda bulunurken, Nalokson varliginda aksotominin hiicre igerisine girigine sebep
oldugu da goriilmektedir. Heteromer olusumunun tam olarak nerede gerceklestigi
halen tartigsmalara yol agsa da bazi ¢aligmalara gore reseptor olusumu sadece hiicre
zarinda gergeklesmektedir (87). Fakat arastirmamiz sonucunda nalokson varhiginda

aksotomi uyguladigimizda, reseptorler hiicre icerisinde de goriildii (Sekil 6.2.3.2).

MOR-DOR heteromer yapimin dinamigi ile ilgili literatiirde ¢ok fazla ¢alisma
bulunmamaktadir. Yapilan calismalarda da farkli sonuglarla karsilasilmaktadir.

Yukarida degerlendirdigimiz sonuclarin literatiire katkida bulunacagina inanmaktay1z.

Tablo 7.4.1. HET dinamigindeki degisimin tablosu. “=" anlamli bir degisiklik olmadigi, “+” artis

[T3RL)

oldugu, azalma oldugu anlamlarina gelmektedir. Parantez igindekiler sadece o bdlgede degisiklik

oldugunu ifade etmektedir.
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7.5. Travma Sonras1 Meydana Gelen Opioid Reseptor Dagilim Degisikliklerinin
Olasi Etkileri

Travma sonrast AKG noronlarinda artan MOR miktar1 morfin varliginda hasar
verildiginde ise baskilanmistir. Sadece morfin varliginda MOR seviyesinde bir
degisiklik olmazken, hasar ile artan MOR ’un morfin tarafindan daha etkili bir bigimde
azaltildigr goriilmektedir. Ayn1 durumlarda aksotomi sonrast ve morfin varliginda
hasar sonras1t DOR miktarinda bir degisiklik gozlenmemektedir. MOR’un daha ¢ok
mekanik, kimyasal ve termal agrilar gibi akut agrilarda etkili oldugu; DOR’un ise
noropatik agr1 ve hiperaljezi gibi kronik durumlarda etkisini gosterdigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (96). Bu duruma gore bakildiginda hasar sonrasi akut
olarak MOR’un daha aktif oldugu, daha uzun siireli etkilerde ise DOR’un devreye
girecegi sOylenebilir. Ayrica morfin varliginda hasar verilen néronlardaki MOR
miktarinin azalmasina bakildiginda reseptér duyarsizlasmasimnin ya da opioid

toleransinin olugsmaya bagladig1 soylenebilir.

Aksotomi sonrast HET’in dimerlesmesinin sona erdigi ve bundan Otiirii
hiicredeki MOR miktarinin arttig1 ve bozulmaya yatkin olan fazla DOR’un da yikima
ugradigi soylenebilir. Morfin varliginda verilen hasarin da MOR seviyesini azalttigi

g0z Online alindiginda yine heterodimerlesmenin daha az olacag: diisiiniilebilir.

Genel olarak bu ti¢ farkli reseptor dinamigine bakildiginda, hasar sonrasi farkl
hareketler sergileseler de hepsinin birbiriyle baglantisi oldugu, bu yiizden de analjezik
etki olusturmak istenirken reseptorlerin birbirinden bagimsiz diisiiniilemeyecegi

sOylenebilir.
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8. SONUC

Bu tez calismasinda AKG ndéronlarinda MOR, DOR ve HET reseptor miktar
ve dagilimimin agonist ve antagonist etkisinde ve/veya aksonal hasar sonrasi farkli
sicakliklarda nasil degistigi immiinositokimya ve goriintii analiz yOontemleriyle
arastirilmistir. Sonug olarak bu ii¢ reseptdr miktar ve dagiliminin birbirinden farkli
dinamikler gosterdigi bulunmustur. HET’in dinamiginin kismen de olsa MOR ve DOR
dinamikleri ile aciklanabilecegi gozlendi. Ayrica travma ile birlikte diistintildiigiinde,
DOR’un dinamiginin daha ¢ok etkilendigi ve daha 6nemli oldugu, 6te yandan hem

MOR’un hem de HET’in daha az degisiklik gosterdigi tespit edildi.

Opioidlerle ilgili literatiirdeki birgok calisma ya ndron disi hiicre hatlartyla ya
klonlama teknigiyle reseptorler GFP gibi floresan proteinler ile birlestirilerek, ya da
sicaklik gibi uygun fizyolojik kosullar g6z Oniinde bulundurulmayarak
gerceklestirilmistir (20). Bu teknik eksiklik ve farkliliklardan dolay1 farkli ¢aligmalar
reseptorlerin dinamigi ile ilgili farkli sonuglar ortaya koymustur (21, 97, 98). Bu tez
calismasinda primer duyu néronlarinin kullanilmasi, sicaklik farkinin olusturabilecegi
etkinin goz Oniine alinmasi, reseptor dinamiklerinin aksotomi gibi gii¢lii bir modelle
degisime zorlanmasi ve immiinositokimya gibi daha az miidaheleci bir analiz
yonteminin tercih edilmesi, sonuglarin in vivo fizyolojik durumu yansitma giiciini

arttirmistir.

Opioid sisteminin daha iyi anlagilmasi 6zellikle agr1 farmakolojisinde mevcut
ilaglarin daha etkin kullanilmasi, tolerans ve bagimlilik sorunlarinin ¢éziilmesi ve daha
etkin ve uygun yeni ajanlarin gelistirilmesi agisindan son derece onemlidir. Bu tez
calismasi kapsaminda elde edilen sinirli bulgularin daha ileri ve kapsamli arastirmalara

oncli olacag1 beklenmektedir.
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