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1. OZET

Opioidlerin, hipotalamustaki oksitosin hiicrelerinin norosekretuvar fonksiyonlari
tizerinde baskilayict etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bu etkinin mekanizmas: hakkinda
degisik fikirler ileri siirilmistir. Bu caligma, gebeligin son doéneminde ve dogum
sirasindaki siganlarda, oksitosin, ostrojen, progesteron ve B endorfin seviyelerindeki
farklihklarla birlikte, p1 ve x oipioid reseptorlerin oksitosin salgilanmasi ve hipotalamustaki

noradrenerjik nérotransmisyon iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yapilmistir.

Gebeligin 20 ve 21. giniiyle dogum sirasindaki 3 gurup sican dekapite edilerek
serum oksitosin ve plazma 3 endorfin seviyeleri radyoimmiinoassay, serum ostrojen ve
progesteron duzeyleri de enzim immiinoassay ile tayin edildi. Yine gebeligin 20.
ginindeki diger hayvanlar 5 guruba ayrildi. Anestezi altinda intraserebroventrikiiler yolla,
kontrol gurubuna serum fizyolojik, diger guruplara da 1L agonist, W antagonist, K agonist ve
K antagonist opiyatlar 50 pg/kg/10 pl dozunda 2 dakikalik inflizyonla uyguland:. 20 dakika
sonra bitiin hayvanlar dekapite edilerek kan érnekleri oksitosin tayini i¢in alindi. Beyin
dokulart mikrotomda dilimlenerek hipotalamustan supraoptik ve paraventrikiiler niikleuslar
micro-puiic ydntemiyle, norohipofizier de diseksiyonla gikarildi. Her iki niikleusta ve
norohipofizde noradrenalin ve dihidroksifenil glikol konsantrasyonlart HPLC’de tayin
edildi. Oksitosin ve 6strojen diizeyleri gebeligin son doneminde ve dogum gurubunda
birbirine yakin degerlerdeyken, progesteron ve B endorfin seviyelerinin belirgin sekilde
azaldigi gorildi. | antagonist gurubunda oksitosin diizeyinde anlamh bir artma ve x
agonist gurubunda diisme gozlendi. Diger guruplarda oksitosin diizeyi degismedi.
Hipotalamustaki noradrenalin konsantrasyonu sadece K antagonist gurubunda artma
gosterdi. Diger guruplardaki noradrenalin diizeyi ise birbirine yakin degerlerdeydi.

Dihidroksifenilglikol konsantrasyonlarinda hicbir gurupta farkhhk ortaya ¢ikmad.

Sonug olarak, gebeligin son doéneminde oksitosin néronlart tizerinde, noradrenerjik
nérotransmisyon aracih énemli bir 1 opioid baskilamanin oldugu ileri sirtlebilir. p
reseptorlere etkili opioid olan B endorfin seviyesinin doguma dogru azalmasi bu kaniy
gli¢lendirmektedir. Progesterondaki diisme, B endorfin seviyesindeki azalmay:

indukleyebilir.

Anahtar kelimeler: Oksitosin, opioid, gebelik, sigan.



2. ABSTRACT

Opioids have inhibitory effects on the neurosecretory functions of the oxytocin cells
in the hypothalamus. Different insights have been suggested about the mechanism of this
cffect. The present study was carried out to investigate the effects of p and « opioid
receptors on the noradrenergic neurotransmission in the hypothalamus and the blood levels

of oestrogen, progesterone, oxytocin and B-endorphin in late pregnant and parturient rats.

The blood hormone levels were determined (Oxytocin and P endorphin by
radioimmunoassay, oestrogen and progesterone by enzyme immunoassay) in 20 and 21
daily pregnant and parturient rats following decapitation. The others in the 20" day of
pregnancy separated to five groups. The animals were anaesthetised with chloral hydrate.
and x receptor agonists and antagonists were intracercbroventricularly administered at 50
ng/kg/10 pl saline doses in a period of two minutes. The control group received salinc
alone. After 20 minutes, all rats were decapitated and trunk blood was collected for
determination of serum oxytocin levels. The brains were rapidly removed and frozen on
dry ice. Brain slices were cut, and supraoptic and paraventricular nuclei were isolated by
micro-punch. The neurohypophysis was removed by dissection. Noradrenaline and
dihydroxyphenil glycol concentrations in both hypothalamic nuclei and neurohipophysis
were detected by HPLC-ECD. Progesterone and B endorphin levels were significantly
reduced in parturient group, while oxytocin and oestrogen levels were similar in late
pregnant and parturient rats. An apparent increase occurred in oxytocin levels in the p
antagonist-treated animals and there was a decrease in x agonist group. Oxytocin levels did
not significantly differ in all other groups. Noradrenaline concentrations were elevated in
only the p antagonist group. There was no significant difference in the

dihydroxyphenilglycol levels between the groups.

[n conclusion, it is suggested that there is a p opioid restriction mediating
noradrenergic neurotransmission on the oxytocin neurones in the late period off pregnancy.
A decrease in 3 endorphin (which acts through p opioid receptors) levels towards
parturition appears to support to this suggestion. It is possible that the dramatically

decreased serum progesterone levels may be the cause for reduced endorphin tone.

Key words: Opioid, oxytocin, pregnancy, rat.



3. GIRIS

3.1. Hipotalamo-Nérohipofizeal Sistem

Hipotalamusta bulunan supraoptik niikleus (SON) ve paraventrikiiler niikleus
(PVN)’lardaki  naronlar, vazopressin  (VP) ve oksitosin (OT) norohormonlarini
sentezleyerek (331, 332, 333), bu peptitleri hipofiz arka loby (NH)’ndaki aksonal uclara
tagirlar (304). Her bir noron NH’e tek bir akson gonderir (209) ve her akson ucu da 2000-
10000 varikoziteye sahiptir (140, 324). Noral lopta depolanan hormonlar akson
terminallerindeki varikozitelerden salinarak kapillerler yoluyla dolasima katilirlar ( 122).
Bu néronlara magnoseliiler néronlar (MN), bu yapiya da Hipotalamo-Nérohipofizeal

Sistem denmektedir.

Parvoseliiler norosekretuvar sistem; paraventrikiiler ve arkuat nikleus (ARN)
néronlarma ilaveten, hipotalamik ve preoptik periventrikiiler tabaka, medial septal nitkleus
ve brokanin diagonal bant nikleusu boyunca yayilan hiicrelerden meydana gelir (250).
Parvoseliiler néronlar, mediyan eminensin dis tabakasindaki akson uglarindan salinan

faktorlerle, hipofiz on lop hormonlarimn sekresyonunu denetlerler (319).

3.1.1. Yapisal Ozellikleri

3.L.1.1. Supraoptik Niikleus

SON'un ¢ok biiyiik bir bolimii on tarafta optik kiyazmanin her iki yaninda dagilmus,
genis ve koyu boyanan néronlar olarak kivrik sekilde baglar. Kuyruk seklinde
yogunlasarak optik traktusun yan stnirina dayamir. Arka bolgede, optik yolla SON'dan
aynlan retrokiyazmatik uzanti, 3. ventrikiil ve optik traktus arasinda uzamir ve ince bir

noéron tabakasi olarak lokalize olur (250).

Nikleus igindeki OT néronlars genel olarak anterodorsal, VP néronlar ise
posteroventral olarak yerlesmistir (312, 331). VP néronlart OT néronlarindan sayica hafif
sekilde fazla olsa da, niikleusun genis alani her iki hormonun sentezi i¢in yeterli sahay:
olusturur. SON néronlarinin buyiik ¢ogunlugu ya OT ya da VP -sentezler. Laktasyon
donemindeki siganlarda ise MN"in % [5-20'sinde OT ve VP beraber bulunmaktadir (211).



Basit bir hiicre yapisi sergileyen SON ve retrokiyazmatik uzanti néronlari, yumurta
seklindeki yuvarlak govdelere ve 2-3 tane primer dendrite sahiptirler (122, 222). Ventral
olarak projeksiyon gosteren ve nadiren dallanan dendritler, gelen aksonlar igin ahci bir
pleksus yapmak uGzere pial mesafe ve hiicre govdeleri arasindaki bir tabaka icinde
tnoplamrlar (11.,304). Govdeler, diizensiz sekilli uzantilar nedeniyle yuvarlak bir goriinise

sahiptirler (268, 303).

3.1.1.2. Paraventrikiiler Niikleus

PVN hiicre yapisi olarak SON' a karsilastirilinca daha komplekstir (314). SON'dan
farkli olarak, noral loba aksonlar gonderen magnoseliller OT ve VP htcreleriyle birlikte,
mediyan eminensin dis tabakasina ulasarak kortikotropin salgilatict hormon ve VP sekrete
eden (25, 319, 320) parvoseliiler noronlar ihtiva etmektedir. Ayni zamanda PVN, Merkezi
Sinir Sistemi’nin diger bolgelerine projeksiyonlar génderen kiiciik ve orta buytklukteki
parvoseliiler noron gruplarina sahiptir ve bu noronlar OT ve VP salgilayarak tireme ve

sosyal davraniglarin diizenlenmesinde rol oynarlar (48, 163, 305, 313).

Hipofizin noral lobuna aksonlar gonderen PVN'daki noronlarin ogu, yanyana iki
gurup i¢inde yer alir. Mediyal magnoseliler bolim buyiik oranda OT néronlarindan olusur
ve nikleus iginde anterodorsal olarak yerlesirken, lateral magnoseliiler boliim genelde VP
noronlart igerir ve top seklinde ayr ve yogun bir kitle halinde dorsolateral ve posterior

bolgede lokalize olur (124).

MN, genellikle basit dallanmalara sahip 2-3 dendritli tipik hiicreler olarak SON’daki
karsiliklaryla benzer goriiniige sahiptirler (13, 123, 277, 328). Kalin dendritler giderek
incelerek, niikleusun mediyal bolimiinde 3. ventrikiil duvarina ara sira invaze olan yogun
bir pleksus halini alirlar (11, 147, 304). Bu mediyal ve genis parvoseliiler bolge aksonal
inputlardan zengindir (328). PVN, SON'a oranla daha yogun afferent baglantilara sahiptir
(122).

3.1.1.3. Norohipofiz

Norohipoliz diensefalik dokudan derive olur ve néral lop, hipofiz sapi ve mediyan

eminensin i¢ tabakasindan meydana gelir. Noral sap, OT ve VP néronlarindan orijin alan



ve mediyan eminensin i tabakasinda bulunan aksonlarin distal devamliligidir (250). Néral
lop yapisi, bu aksonlarin dallanmalari, zengin damar ag1 ve gliyal hiicrelerle (pituisit)
karakterizedir. Noral lop igindeki OT lifleri genellikle periferik dagilirken, VP lifleri
merkezde lokalize olur (334). Noral loba, niikleus traktus solitaryus (NTS)’daki beyin
koki katekolamin néronlarindan (111) ve rostral periventrikiller dopamin (DA)

noronlarindan (150) inputlar gelmektedir.

3.1.2. Magnoscliiler Noronlarin Elektrofizyolojik Ozellikleri

MN’m  somalarinda olusan aksiyon potansiyelleri, NH’deki aksonal uglara
ulastiklarinda, voltaj bagiml Ca'? kanallarim agarak hiicre i¢ine Ca'? girisinf tetiklerler ve
sitozolik Ca'’un artmastyla OT ve VP’in ekstraseliler araliga ve dolayisiyla sistemik

dolagima gegisini saglarlar (10, 37, 58, 59, 122).

3.1.2.1. Magnoseliiler Noronlardaki Ca™ Kanallari

SON’daki MN’in farkh biyoﬂziksél ve farmakolojik 6zelliklerine dayamilarak,
voltaja duyarl Ca'? kanallarinin birgok tiiriini eksprese ettikleri gosterilmistir (101, 104).
Bunlar dusik voltaj aktiveli T tipi ve yiiksek voltaj aktiveli L, N, P, Q ve R tipi Ca'?
kanallandir. Hipofiz arka lobunda bulunan aksonal uglarda sadece yiuksek voltaj aktiveli
Ca'? kanallarinm eksprese edildigi bulunmustur (165, 166). Nérohipofizde, somatik
akimlardan farkli biyofiziksel ve farmakolojik ozelliklere sahip L tipi ve hizli inaktive
edici N tipi.(165) ile P tipi (102) kanal akimlarinin oldugu belirlenmistir. Bu farkhliklar,
hipotalamustaki biyoelektriksel MN aktivitesinin ve arka loptaki terminallerde
norosekresyon fonksiyonlari igin gereken Ca'? bagimli olaylar1 yansitmasi agisindan
Onemlidir (103).

3.1.2.2. Magnoseliiler Néronlardaki Elektrofizyolojik Olaylar

Magnoseliiler hiicre somalarindaki aksiyon potansiyelleri hem Na' hem de volta)
bagimli Ca'? akimlariyla olusur (34, 206). Repolarizasyon fazi tipik olarak zaman ve
frekans bagimli aksiyon potansiyel genislemesi sergiler (6, 34). Aksiyon potansiyel
siiresinin benzer modilasyonu akson uglarinda da ortaya gikmaktadir (3 1). Norosekretuvar

terminaller, intrinsik ve tekrarlayan biyoelektriksel hareketlenmeyi devam ettiremedikleri
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igin, OT ve VP sekresyonu primer olarak hiicre govdelerinde baslayan aksiyon

potansiyellerle tayin edilir (31).

Elektriksel uyarimla olusturulan biyoelektriksel aktiflesme VP noronlarinda fazik
kaliplar halinde yani aksiyon potansiyel patlamalarinin (burst) sakin peryotlarla boliinmesi
seklinde seyrederken, elektrofizyolojik hareketlenmenin siireklilik gostermesi OT
hucrelerinin tipik 6zelligi olarak ortaya ¢ikmaktadir (18, 258, 342, 360). intak hayvanlarin
OT noronlarinda sadece dogum ve emzirme sirasinda patlama tarzinda ateslenmeler
(firing) meydana gelir (276, 309, 340). Devamli bir sekilde uygulanan orta siddetteki
duzenli uyarimlar sirasinda VP sekresyonu sirekli olarak azalirken, OT sekresyonu
nispeten ayni devam eder ve uzun bir sire sonra azalmaya baslar (17). VP néronlarindaki
fazik aktiflesmeler hiicreler arasinda senkronize bir tarzda olmadigi igin (170), VP

salgilanmasi pulsatil olmaktan ¢ok devamli karakterdedir.

MN’daki fazik hareketlenmenin olusumuna katilan énemli olaylardan biri, aksiyon
potansiyeli takip eden yavas bir depolarizasyon yani depolarize edici art-potansiyeldir (5,
6, 12, 29, 32, 177). Fazik hareketlenme ve depolarize edici art-potansiyeller ekstraseliiler
Ca'*un azalmasiyla, Ca'? kanallarinin blokajiyla ve sitozolik serbest Ca'*’un selasyonuyla
yok edilebilmektedir (133, 177, 179). MN’da olusan tek aksiyon potansiyelleri, Ca'2
bagimh K' iletkenliginin aktivasyonuyla olusan hiperpolarize edici art-potansiyellerle
takip edilir (12, 30, 33, 156). Bu K' iletkenligine gegici bir disa dogru K' akimi aracilik
etmektedir (30).

3.1.3. Oksitosin Salgilanmasmm Ozellikleri

Dogum sirasinda NH’den artan oranlarda salgilanan OT, uterus kontraksiyonlarini
ilerletir ve dogumun gergeklesmesinde onemli rol oynar. Laktasyonda ise emme uyarimina
yanit olarak OT sekrete edilir ve meme bezlerinden siitiin bosalmasi indiiklenir. Bu iki
fizyolojik uyarim sirasinda meydana gelen oksitosinerjik sistemin aktivite kalibindaki
benzerlikler, OT’in dolagima pulsatil karakterde salmimina yol agan (127, 309), laktasyon
doneminde (258, 340) ve fotuslarin dogumundan az once (309) ortaya ¢ikan OT
noronlarinin yiiksek frekansh desarjlartyla kendini gosterir. Gebeligin sonuna kadar
hipofizdeki OT depolart yaklastk %30 oraninda artar ve bu fazlaligin tumii dogumun

sonunda titkenmis olur (107). Dogumun baglamasi sirkadiyan bir 6zellik gosterebilir (283).



Ciinkti. SON ve PVN, suprakiyazmatik niikleustan (50, 73) ve retinadan (72) projeksiyonlar
almaktadir. Ayrica pinealektomi, ozmotik olarak stimiile edilmis OT sekresyonunu

clkileycbi'lmcl\'tedir (355).

Insanlarda (56, 223) ve tavsan ve siganlarda (308) seksiiel aktivite esnasinda da OT

salgilanmasi meydana gelmektedir.

Hiperozmotik uyarimlar da OT sekresyonunu indiikler (164, 239), fakat bu tarz
sekresyon pulsatil degil devamli karakterdedir ve Na' atilimini regile eder (169).
Hiperozmolar uyarimdan sonra OT néronlarinin desarj aktivitesinde artma meydana gelir

(168).

3.2. Magnoseliiler N6ron Fonksiyonlarini Etkileyen Norotransmitterler
3.2.1. Noradrenalin

SON'a gelen inputlardan kimyasal olarak ilk tespit edileni beyin koki katekolamin
néronlaridir. Bu projeksiyon primer olarak noradreherjiktir (292) ve ventrolateral medulla
(VLM)’daki A1 hicreleriyle, NTS’un kaudal kismindaki A2 hiicrelerinden kéken alir (74,
82, 264, 290, 322, 351). VP ve OT salgitfanmasimi kontrol eden kardiyovaskuler ve diger
visseral afferent uyarilar, bu beyin kékii niikleuslar: yoluyla génderilirler (272). A1 hiicre
grubundan kaynaklanan projeksiyon VP néronlarina ulagirken (16, 139, 264, 299), SON'a
gelen A2 projeksiyonu yogun olarak dorsalde yerlesmis OT noronlarina projekte olur (69,
75, 265). Al hiicre gurubunun kimyasal ve elektriksel stimiilasyonu, VP noronlarini uyarir
ve NH’den VP salgifanmasini harekete gegirir (24, 78, 81, 83, 207). A2 hiicre gurubunun
uyartmi da OT noronlarinda aktivite artigina neden olmaktadir (188, 265). Subfornikal
organ (215, 351) ve mediyan preoptik nikleus (291, 322) VP sekresyonu ve sivi
dengesinin diizenlenmesi i¢in 6nemli ve yogun inputlar saglar. Stria terminalisin bed
niikleusu, dorsomediyal niikleus, anteroventral periventrikiiler niikleus, mediyan preoptik
alan, rostral periventrikiiler alan ve lamina terminalisin organum vaskulozumu gibi
onbeyin ve hipotalamusa ait alanlardan da inputlar gelmektedir (36, 122, 274, 275, 292).
Broka'nin diagonal bandr (144) ve lateral septum (257) SO noronlar tzerinde giicli

inhibitor rol oynarlar. Bununla beraber bu bolgeler sadece seyrek monosinaptik inputlar



gonderirler. Locus coerulous'un A6 noradrenerjik lifleri daha yogun olarak PVN’un

parvoseliiler hiicrelerine ulagmaktadir (290).

OT ve VP hiicrelerinin fonksiyonlari, noadrenerjik inputlarla baglantilidir (14, 145,
218, 301, 323). Noradrenerjik afferentler, MN aktivitesi iizerinde fonksiyonel olarak
uyarici etkilere sahiptirler (81, 134, 264, 266, 358). NA’in SON néronlarinin ateslenme
oranimi (firing rate) arttirdigi ve membran potansiyel depolarizasyonunu indiikledigi hiicre
i¢i kayitlarla gosterilmistir (267, 359). Santral katekolaminlerdeki azalma, MN’in.
norosekretuvar fonksiyonlarinda azalmayla sopuclanmakladn‘ (213, 239). NA’in, SON ve
PVN’daki magnoseliiler hiicre aktivitesi tizerindeki postsinaptik etkilerine aracilik eden
reseptorler o adrenoreseptorlerdir (80, 267, 359). «; agonist fenilefrin OT salinimini
arttirirken, o antagonist prazosin azaltict etki gostermektedir (269). Bunun yaninda her iki
nikleusta da o, (9) ve B (184) adrenoreseptorlerin bulundugu ve MN’in elektriksel
aktiviteleri {izerinde uyarici etkilere sahip olduklari bildirilmistir (80, 358). NA SON
ndronlarinda inhibitor postsinaptik akimlarin frekansini presinaptik a, reseptérler yoluyla
ve muhtemelen gammaaminobuitirikasit (GABA)’erjik noronlara etki ederek azaltmaktadir
(344). Yine NA, sitozolik Ca'? konsantrasyonunu arttirmak gibi postsinaptik
mekanizmalarla inhibitor postsinaptik akimlart inhibe edebilir (344). in vitro tiim hicre
kayitlarinda, NA uygulanmast MN’da o reseptor aracili direk bir depolarizasyon ve
eksitator postsinaptik potansiyellerde artma meydana getirirken (76), in vivo NA OT

salimmini artirmaktadir (269).

NA’in hem lateral ventrikiil hem de 3. ventrikiil icine verilmesi, PVN’daki VP
noronlarinin elektriksel aktivitesini inhibe ederken, OT noronlarini aktive etmektedir
(145). Laktasyon doneminde SON igine a; agonist fenilefrin infiizyonu plazma OT

seviyesini ytkseltmistir (247).

Noradrenalin VP salinimini inhibe edebilir (130). Bu etki, a, otoreseptorler
aracth@uyla (42, 153, 155, 358) veya VP hucreleri iizerindeki B adrenoreseptorler yoluyla

(80) olusabilir.
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3.2.2. Dopamin

SON’da DA imminoreaktivitesi igeren terminallerin varligr gosterilmistir (49, 86).
Al4 ve A5 hiicre guruplarinin SON iizerinde 6nemli bir dopaminerjik innervasyon

sagladiklar belirlenmistir (336).

DA’in santral olarak verilmesi sonucu her ne kadar inhibe edici etkilerinden
bahsedilse de (70), OT noronlarindaki ateslenme oranlarinda ve OT saliiminda artmalar
kaydedilmistir (219, 245). Bu gozlemler in vivo (15, 219) ve in vitro (204, 361)
kaydedilmis OT ve VP noronlarindaki DA’in depolarize edici etkileriyle uyumludur.
Noronlarin uyarilmasindaki artiglar Dy (204) ve D, (361) reseptorleri  araciligiyla
olugmakta ve her 2 reseptor aktivasyonu da hormon salinimini baslatabilmektedir (245,
327).

3.2.3. Glutamat

SON igindeki OT néronlart iizerinde bulunan terminal sinapslarin yaklasik %50’sinin
glutamaterjik oldugu dastinilmektedir (330). SON’daki MN’da glutamatin eksitator
etkilere sahip oldugu saptanmistir (234). Parker ve Crowley laktasyon donemindeki
siganlarin OT noronlarinda glutamatin muhtemelen AMPA veya kainat reseptorleri yoluyla
etki ettifini gostermislerdir (246). NMDA reseptér blokérleri OT  noronlarinin
ateslenmesini in vivo etkilememelerine (234) ve tek bagina NMDA uygulanmast OT
sekresyonunu degistirmemesine ragmen, NMDA SON’daki AMPA/kainat reseptorlerinin
ve glisinin aktivasyonundan sonra OT sekresyonunu etkileyebilir (246). Siganlarda
dogumun baslamasindan birkag dakika ¢nce SON igindeki glutamat salinimi belirgin
sekilde artmaktadir (125). Bu artis dogumun ilerlemesi esnasinda devam etmedigindeh,
glutamatin dogumun baglamasinda etkili bir eksitatér amino asit olabilecegi ileri
sirtilmustir (125). Ayrica laktasyondaki siganlarda NA  ve glutamatin birlikte OT
sekresyonu {izerinde presinaptik veya postsinaptik etkiyle stimiile edici fonksiyonlarinin

olabilecegi de gosterilmistir (247).
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3.2.4. Gammaaminobutirikasit

Hipotalamustaki MN’da GABA \ reseptdr ekspresyonu gdzlenmistir (14, 99, 100).
SON ve PVN'daki sinapslarda GABA yogun olarak bulunmaktadir (51, 87, 315, 329).
Immiinogold teknikle yapilan ultrastriiktiirel analizde SON’daki sinapslarin % 30-40"1nin
GABA’erjik oldugu bulunmustur (114). Virjin ve laktasyon donemindeki siganlar
kargtlagtirildiginda, laktasyon donemindekilerde SON’daki GABA’erjik sinapslarin
sayisinda artma saptanmugtir (114). GABA’erjik hiicre govdeleri SON ve PVN’da belirgin
olarak dedekte cdilemediginden (85, 114, 315), GABA’erjik inputlar niikleus iginden

kaynaklanmamaktadir.

SON igine GABA.\ reseptor agonisti muscinol uygulanmasi OT ve VP hicrelerinin
clektriksel aktivitesini bariz sekilde inhibe etmis, GABA yantagonisti hicucilline cklenmesi
ise bu inhibisyonu engellemistir (199). Bicucilline’in ek basina verilmesi de OT
hiicrelerinde aktivite artigina yol agtigindan, SON’a ulasan GABAerjik allerentlere ail
tonik bir aktiviteden soz edilebilir (199). OT ve VP noronlarinda muscimol’un inhibe edici
etkisi ve hicucillin’in bu etkiyi geri dondirici ozelligi in vitro olarak da gosterilmistir

(270).

3.2.5. Kolesistokinin

Kolesistokinin (CCK)’in sistemik olarak verilmesi VP salgilanmasini etkilemezken
(230, 320), OT sekresyonunu doz bagimli bir sekilde indiklemektedir (23, 337). CCK’in
sistemik ve niikleus i¢i enjeksiyonu hem plazma hem de SON igindeki OT
konsantrasyonunun artisina neden olur (230). Bu tarzdaki OT salgilanmasi, SO ve
PVN’lardaki OT hiicrelerinin aktivitesinde bir artigi takip eder (273). CCK gecici ve
tekrarlanabilir etkilere sahip oldugundan, OT hiicrelerinin taninmasi icin elektrofizyolojik
calismalarda yogun olarak kullanilmaktadir (173). CCK uygulanmasi, OT hiicrelerinde 10
dakikalik stirede clektriksel aktivitede artisa neden olurken, VP hiicreleri etkilenmemekte
veya inhibisyon olugmaktadir (173). CCK’in OT néronlari tizerindeki, bu etkisine A2 hiicre

gurubundaki noradrenerjik projeksiyon aracilik etmektedir (188).

CCK kan-beyin bariyerine zayif sekilde niifuz eder ve OT hiicrelerinin uyarimi

timayle periferik ctkilerin bir sonucudur. CCK verilmesinden sonra olusan OT salinimi,
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gastrik vagotomiyle (337) ve CCK-A reseptor antagonistlerinin periferik uygulanmasiyla
(194, 212) bloke edilebilmektedir. Boylece sistemik CCK OT hiicrelerini in vivo olarak
gastrik  vagal afferentler iizerindeki CCK-A reseptorlerinin  aktivasyonu yoluyla

uyarmaktadir.

CCK, fos ekspresyonunu NTS ve VLM da indiiklemektedir (188). Subfornikal organ
ve lamina terminalisin organum vaskulozumunda ise boyle bir etkisi yoktur. ‘Beyin
kokindeki bu fos ekspresyonu, CCK-A reseptor antagonistleriyle onlenebilir (188).
NTS"un tizerini kaplayan arca postremanin ayriimast, sistemik CCK ile indiiklenmig O'T
sekresyonunu azaltirken (57), igiincii ventrikiillin 6n duvartmin lezyonu bu etkiyi
gostermemektedir (23). Bu durum, OT hiicrelerine gelen gastrik vagal afferent uyarinin
tasinmasinda  onbeyinin  degil, be)‘/in kokiiniin rol aldigini géstermektedir. Selektif
noradrenerjik  norotoksin - 5-ADMIP (141 nin  intrasercbroventrikiiler (ICV) olarak
verilmesinden sonraki santral noradrenerjik noronlarin ayrilmas (ablation), CCK’le
indaklenmis OT sckresyonunu engellemektedir (239). Yine PYN’da CCK’le indtklenmis
OT hicrelerinin - uyarimi o antagonist fentolaminin  iyontoforetik uygulanmasiyla
onlenebilir (326). CCK’in sistemik enjeksiyonu SON icindeki OT’den zengin dorsal
bolgede ve PVN’da artmug bir NA salinmiyla sonuglanir (152). Katekolaminerjik
norotoksin 6-hidroksi dopaminle 6n' muamele edilmis siganlarda CCK uygulanmast OT

sekresyonunundaki artigi engellemektedir (46).

CCK’in sistemik enjeksiyonu birgok noradrenerjik néron iceren NTS ve VLM’da
gegici bir fos ekspresyonuyla sonuglanir, Fos proteini degerlendirildiginde SON’a projekte
olan. A2 gurubu ‘noronlarinin CCK ile aktive oldugu gozlenirken, Al gurubu noronlari

aktive olmamaktadir (239).

SON ve PVN’da CCK baglayan alanlarin varligi gésterilmistir (77). CCK, SON’daki
OT ve VP hiicrelerini in vitro olarak depolarize eder (142), izole norohipofizeal sinir
uglarindan OT ve VP salinimint indiikler (27). SON’a direkt enjeksiyonu lokal ve sistemik
OT sekresyonunun yamsira (230), MN’da fos ekspresyonu meydana getirir (198). CCK,
bazt MN'da OT'l¢ birlikte lokalize oldugundan (175). magnoseliiler niikleuslarda otokrin

bir role sahip olabilecegi ileri siiriilmiistiir (169).



3.2.6. Nitrik Oksit

MN yiiksek diizeyde nitrik oksit sentetaz eksprese ederler (121, 148). Nitrik oksit,
MN’in elektriksel aktivitesinin énemli bir otomodiilatorii olabilir (186). Ayrica afferent
sinir uglarindaki presinaptik etkilerle afferent transmisyonu etkileyebilirler (71). Nitrik
oksit dondrti S-nitroso-N-acetylpenicllamine’in uygulanmasi, SON’dan kaydedilen spontan
inhibitor postsinaptik akimlarin frekansini arttirrken eksitator postsinaptik akimlart
etkilememektedir (242). Bunlarin yaninda nitrik oksit, SON néronlarinda cGMP aractli bir
cksitator rol oynamaktadir (363) ki bu durum nitrik oksitin presinaptik etkilerine ilaveten
supraoptik noronlar tizerinde direkt etkilere sahip olabilecegini gostermektedir. Srisawat ve
arkadaglart nitrik oksit dondrii sodyum nitroprussidin SON igine lokal uygulanmasinin hem
OT hem de VP hiicrelerinin elektriksel aktivitesini azalttigini, ICV yolla verilmesinin de
hiperozmotik uyarimdan sonraki OT salgilanmasini inhibe ettigini gostermislerdir (307).
Ayni calismada nitrik oksit sentetaz inhibitorii 1-NNA'mn SON’da giiclii hipertonik

uyartmdan sonraki fos ekspresyonunu arttirdigr da belirlenmistir.

3.2.7. Histamin

Gebeligin son doneminde dorsomediyal tuberomamiller niikleusun histamin igeren
hiicreleri yiksek bir histidin dekarboksilaz mRNA ekspresyonu sergilerler (195) ki bu
durum hiicrelerdeki aktivite artisini ifade eder. Bu hicrelerin bazilari direkt olarak MN’a
projekte olurlar. Histamin VP noronlarini H, reseptérleri yoluyla depolarize ederken (178),
OT néronlarinin  elektriksel aktivitesi iizerindeki etkisi H, reseptorler araciligiyla
inhibitordar (362). Bununla birlikte histaminin santral olaqu verilmesi, MN’da fos
ekspresyonunu stimiile eder ve SON’daki OT mRNA ekspresyonunu belirgin sekilde
arttinir (157, 158). Boylece OT noronlarina gelen histaminerjik projeksiyon, gebelikte OT

sentezini arttirict ve saliimi azaltici yonde ikili etkiye sahiptir.

Bu norotransmitter maddelere ilaveten, noropeptit Y (97, 292), galanin (176) ve
substance P (22) gibi bazi peptitler magnoseliiler hiicrelere projekte olmakta ve bu

hiicrelerin fonksiyonlarini etkileyebilmektedirler (64, 79, 244).
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3.3. Opioid Peptitler ve Hipotalamo-Nérohipofizeal Sistem

Opioid peptitler, nalokson veya diger opioid antagonistlerle reseptorleri  bloke
edilebilen maddelerdir. Algi ve zararli uyarilara kars yanitta dnemli bir gurup olduklar
digiinalmugse de, fonksiyonlari ve birgok sistemle etkilesimleri olduk¢a komplekstir.
Opioid peptitler, analjezi, stres, hafiza, immuin yanit, beslenme, kan basincinin
dizenlenmesi ve endokrin diizenleme gibi birgok olayda onemli rol oynarlar. Opioid
reseptdr tipleri ve bunlara baglanabilen endojen opioidler ve sentetik opiyatlar Tablo

3.1°de gosterilmistir.

Endojen Sentetik
Reseptor tipi Agonistler 1 Agonist prokiirséricri | Sentetik agonistler Antagonistler

Endomorphin-1

i Endomorphin-2 Bilinmiyor DAGO Naloxonc
reseplér DAMGO cror
Pro- Morphinc Clocinnamox
[¥-endorphin opiomelanocortin
3 Met® -enképhalin Pro-enkephelin A DPDPE Naltrindole
reseplor Leu’-enkephelin IC1I74864

Dyvnorphin A, 4
Dynorphin A, - .

Hhorp ” Pro-dynorphin
Dynorphin B

a-necoendorphin

U50,488H Nor-
K fP-ncocndorphin U69.593 .binallorphimine
reseplor 4 Dynorphin A;3

Met -cnkephelin-
Arg-Phe
Pro-cnkephalin A
Mect*-enkephalin-
Arg-Gly-Leu

Tablo 3.1. Opioid reseptorlerin siniflandiriimasi ve farmakolojisi (47).

Genellikle, opioid peptitlerin baglandiklart tamii klonlanmis olan (62, 96, 154, 210,

214, 317) , x ve  olmak tizere 3 reseptor tipinin oldugu kabul edilmektedir (61, 249). Bu
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reseptorler 7 transmembran alanli (domain) G-protein baglantili reseptor ailesinin
tiyesidirler ve yaklagik 400 aminoasitten olusurlar. Farmakolojik olarak A1, gibi diger
bazi opioid reseptorlerin varlig: ifade edilse de, bunlarin gen sifreleri yeterince karakterize

edilmemistir ve varsayilan bu reseptorler heniiz klonlanmamustir (47).

Ug tir opioid aile bulunmaktadir: B-endorfin igeren proopiomelanokortin (POMC)
ailesi, enkefalinler ve dinorfin. Bunlarin her biri yaklagitk 250 aminoasitlik bir prokiirsore
sahiptir. Bu prokiirsorler POMC, pro-enkefalin ve pro-dinorfindir. Son peptit Grlnleri,
beyinde yaygin olarak bulunan genel bir genden cksprese edilir. 1975 de met -enkelalin ve
leu™-enkefalin izole cdilmis ve gliglii opioid agonist ctkiye sahip olduklari gosterilmistir
(132). Met -enkefalin ve leu®-enkelalin pro-enkelalin A’dan (235), B-endorfin POMC den

(220), dinorfinler (A.g1.17, pro-dinorfin (=pro-enkefalin B)’den (149) derive olurlar.

3.3.1. Opioidlerin Etki Mekanizmalar

Opioid reseptorler effektor mekanizmalariyla yalnizca Gi, proteinleri vasitasiyla
baglanmaktadir (63, 325). Baslangigta p ve & reseptorlerin inhibitor etkilerini ige dogru
yonlendirici (inwardly rectifying) K* iletkenliginin aktivasyonuyla sergiledikleri, «
reseptorlerin ise voltaj bagimli Ca* iletkenliginin inhibisyonu yoluyla etki ettigi
dustintlmistir. Fakat zamanla, reseptorlerin herbiri tarafindan kullanilan effektor
mekanizmalarin hicre tipine spesifik oldugu ortaya ¢ikmistir, Cinku, P reseptor
aktivasyonu da voltaj aktiveli Ca'? iletken]igi‘hi inhibe edebilmekte ve x reseptor
aktivasyonu ayni zamanda ige dogru ydnlendirici K’ iletkenligini aktive edebilmektedir
(117). Opioid effektér mekanizmalar iyon kanallarinin aktivasyon/inhibisyonuna ilaveten,
fosfolipaz C (302) ve mitojen aktiveli protein kinaz (108) aktivasyonunun yamisira, adenil

siklazin inhibisyonu (63) gibi ikinci haberci sistemleri aracilt etkiler igermektedir.

3.3.1.1. Nérohipofizeal Diizeyde Opioid Etkiler

3.3.1.1.1. Norohipofizdeki EndojenOpioidler

Her ne kadar bazi p reseptor baglayan alanlar olsa da (52, 310) NH’de opioid
reseptorlerin yogun olarak « alt tipi bulunmaktadir (52, 113, 180, 200, 300, 311, 368). «

reseptérler OT ve VP sinir uglarimin yamsira pitiiisitler tizerinde de saptanmistir (126).
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Hipofiz arka lobu sadece OT ve VP hormonlarini degil, aym zamanda enkefalin
(112, 161, 236, 280, 335), dinorfin (115, 116, 131, 227) ve a-neo-endorfin (137, 236, 350)
gibi opioid peptitleri de igermektedir. Pro-dinorfin geninden derive olan dinorfin A (1-8)
reseptorlere etki edebilen bir opioid peptittir (67). Dinorfin A (1-8) magnoseliiler VP
noronlart iginde sentezlenir (298, 348) ve noral ldpta VP ile birlikte salgilanir (353). Pro-
dinorfin, OT noronlarinda da eksprese edilmektedir (209). Pro-enkefalin A geninden derive
olan met -enkefalin, norohipofizeal sinir uglarinda OT ile birlikte (1, 203) veya gliyal
hucreler tizerinde (335) lokalize olmustur. Met’-enkefalin, bir « reseptor ligandi degildi‘r.
Bununla birlikte, yine pro-enkefalin A'dan derive olan diger iki enkefalin peptidi (Met-
enkefalin-Arg-Phe " ve Met-enkefalin-Arg-Gly-Leu)’'nin noral lobda « reseptorlere
baglanarak inhibitor etkiye sahip olduklari tespit edilmistir (243). . Ayrica, pitiiisitler
tizerinde pro-enkefalin A mRNA'sinin bulunmasi da, noral lopta lokal bir opioid sentezinin
olabilecegini gostermektedir (293). Boylece arka hipofizde OT sekresyonu iizerinde etki
gostermesi muhtemel endojen norohipofizeal opioidlerin pro-dinorfin veya pro-enkefélin A

derive peptitleri oldugu sdylenebilir (167).

3.3.1.1.2. Opiyatlarin Gebelik ve Diger Siireclerde Norohipofizdeki Etkileri

Gebe olmayan sigan NH’inde elektriksel uyarimla indiiklenmis OT salgilanmast
tzerinde 1 agonist DAGO ve A agonist DPDPE etki gostermemis (369), k agonist
1rdns(2)-34-dichloro-N-methyl-N-(2-[ 1-pyrrolidingl jeyclohexyl) benzene-acetamide
(U50,488H) ise i vitro ortamda nemli $lgiide inhibe etmistir (368, 369). Yine in vitro
sartlarda OT sekresyonunu k agonist ajanlar dinorfin A (26, 98), dinorfin Aj.3 (368) ve
dinorfin A 1.7 (26) azaltmis, akabinde ortama eklenen genel opioid antagonist bir ajan olan
nalokson ise belirgin sekilde arttirmigtir (19, 26, 343, 369). Virjin sicanlarda in vitro
ortamdaki bazal OT salinimi {izerinde direkt nalok\son uygulanmasi hormon sekresyonu

yoniinden herhangi bir etkiye neden olmamistir (368).

Clarke ve arkadaglarinmn farkli bulgularina ragmen (65), spesifik p reseptor etkili

morfin gibi agonistlerin noral lop tizerinde énemli etkileri yoktur (260, 281).

Izole norohipolizeal terminallerde « agonist ajanlar dinorfin A, US50,488H ve

U69,593 uygulanmasi, yiksek voltajla aktive olan L, N ve P/Q kanallarindan Ca'?
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akimlariiinhibe ederken, [ agonist DAMGO ve 6 agonist DPDPE bu etkiyi

gostermemistir (281).

Gebeligin son donemindeki siganlarda izole NH’in elektriksel uyarimiyla salinan OT
miktar, gebe olmayan siganlardakinden daha fazladir ki bu da azalmig opioid etkiyi
gostermektedir (92). Nalokson hem gebe olmayan hem de gebeligin son dénemindeki
sicanlarda elektriksel olarak stimile edilmis OT salinimin arttirmigtir (92). Fakat nalokson
uygulanmasindan sonraki OT salimimi, gebeligin 16. ve 21. guniindeki siganlarda gebe
olniayanlarla kasiastrlmea onemli derecede dugaktur. Bu bilgiler gebelik sirasinda arka
hipofizdeki OT sckresyonu iizerinde gebe olmayan sicanlardakinden daha zaytl” bir opioid
inhibisyon oldugunu ortaya koymaktadir (90). ‘U50,48811 gebeligin son donemindceki ve
gebe olmayan si¢anlarda noral lobdaki OT salintmim giiglii bir sekilde azaltmaktadir (92).
U50,48811'nin bu ctkisi, gebe olmayan sicanlarda daha belirgindir. Boylece, doguma birkag
gun kala OT sinir uglarinin « opioid etkiye duyarsizlastigi ortadadir. Gebeligin son
donemindeki sicanlarin NH’inde, « reseptorlerin yogunlugu azalmaktadir (311). Gebe
sican NH’indeki x reseptdr baglanmasinin azalmast, gozlenen duyarsizlasma icin bir

mekanizma ortaya koyabilir (90).

3.3.1.2. Gebelik ve Diger Siireclerde Magnoseliiler Noronlardaki Opioid Etkiler

K agonist bir opiyat olan ﬁmrﬁn ICV olarak verildiginde baslamig olan dogumun
ilerlemeshﬁ geciktirmekte (21, 192, 282), nalokson ise bu etkiyi ortadan kaldirmaktadir
(21, 282). Benzer sekilde morfin ve US0488H’nin sistemik olarak enjeksiyonu da dogumu
yavaslatmakta, nalokson ve spesﬁiﬂk bir x antagonist olan nor—Binaltorphimine (NRB, 255,
2506) 1se bu etkiyi geri dondiirmektedir (91). Dogumun gecikmesindeki bu duruma, plazma
OT sekresyonundaki azalma istirak etmektedir (91, 282). 1 agonist etkileri oldugu bilinen
petidinin deri alti yolla uygulanmasi, naloksonla geri dontsimli bir tarzda dogumu

- yavaslatmaktadir (285).

3.3.1.2.1. Oksitosin Noronlarma Gelen Santral Endojen Opioid inputlar

SON ve PVN’da hem k hem de p opioid reseptorler bulunmaktadir (202, 310, 311).

OT hiicrelerine etki eden endojen opioidler, birkag farklr kaynaktan koken alirlar. Pro-
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enkefalin peptitleri, NTS’tan derive olan fibrillerdeki somatostatin veya inhibin B ile
birlikte lokalize olmuglardir (288). Bu peptitler VP'den daha ¢ok selektif olarak OT
hicrelerini innerve ederler (289). Aymi zamanda enkefalinler, bir kismi MN’a projekte olan
VLM ve NTS’daki adrenerjik ve noradrenerjik noronlarda (60) ve mindr bir innervasyon
saglayan Jocus coerulous néronlarmda da bulunmaktadir (208). Zona incerta ve
ventromediyal nikleus gibi bazi alanlar proenkefalin A geni eksprese ederler (120). Diger

enkefalin igeren hiicreler PVN’a komsu alanlarda yer almaktadirlar.

NTS’da POMC néronlarinimn varligi saptanmistir (41). Ayrica ARN’da bulunan
POMC hiicrelerinden ¢ikan lifler, magnoseliiler veya perinul{leer bolgeyi innerve ederler
(159, 290). ARN’tan SON’a -tamamen opioid aracili olmayan- fonksiyonel bir inhibitor
projeksiyon oldugu elektrofizyolojik olarak gosterilmistir (174).

i

3.3.1.2.2. Opioidlerin Oksitosin Hiicreleri Uzerindeki Elektrofizyolojik Etkileri

1 ve x agonistler gebe olmayan siganlarda OT naéronlarinin elektriksel aktivitesinde
azalmaya neden olurlar (262, 263, 341). SON igine naloksonun direk verilmesi morfinin
sistemik enjeksiyonuyla meydana gelen OT hiicrelerindeki hareketlenme oraminin (firing
rate) inhibisyonunu ortadan kaldirmistir (197). Bu durum olusan inhibisyonun SON
igindeki reseptorler araciligiyla ortaya ¢iktigini gostermektedir. Onceleri hiicre igi
kayitlarda morfinin, membran potansiyelini ve input rezistansini degistirmeksizin,
magnoseliiler norosekretuvar hticrelerin hareketlenme oranini‘inhibe ettigi gézlenmisken
(238), son zamanlarda i reseptor aktivasyonunun, izole supraoptik noronlarda N ve P tipi
Ca'? akimlarini azalttig belirlenmistir (306). | agonistler aynt zamanda supraoptik ve
paraventrikiler MN'da K' iletkenligini arttirmaktadir (225, 357). Boylece p reseptor
aktivasyonunun, magnoseliler hiicre aktivitesini hem K" iletkenliginin aktive edilmesi hem

de Ca'? akimlarinin inhibisyomi yoluyla baskiladig: ifade dilebilir.

x opioidlerin  magnoseliler hiicrelerin  membran 6zellikleri tzerindeki etki
mekanizmalariyla ilgili bilgilér birbiriyle tamamen uyumlu degildir. OT hicrelerinin
ateslenme oranindaki « opioid inhibisyon, SON igine nalokson verilmesiyle geri
donmektedir (197) ki bu durum magnoseliiler hicre aktivitesindeki x opioid inhibisyonun

primer olarak niikleus i¢i reseptorler arciligiyla meydana geldigini ortaya koymaktadir. Bu
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bulgu, kesit preparatlarindan clde edilen kayitlarda da k opioidlerin SON hiicrelerindeki
ateslenme oranini inhibe etmeleriyle uyumludur (135). k agonistler supraoptik hiicrelerde
postsinaptik potansiyelleri ve aksiyon potansiyelin Ca™ komponentlerini azaltmaktadir
(136). Yine SON kiltiriinden elde edilen hiicrelerde x of)ioidlerin, volta) aktiveli Ca'*?
akimlarini inhibe ettikleri ileri siirillmiisse de (205) yakin zamanda  ve & opioid reseptor

aktivasyonunun izole SON noronlarinda N ve P tipi Ca*? akimlarimi etkilemedikleri ortaya
konmustur (306). Ayrica, U50488H supraoptik OT hiicrelerinde K' iletkenligini (225) ve

VP néronlaninda depolarize edici art potansiyelleri belirgin sekilde (43) azaltmaktadir,

3.3.1.2.3. Niikleus I¢i Oksitosin Sekresyonunun Opiod Inhibisyonu

SON igindeki OT salinimi, OT néronlarinin otoregiilasyonunda ¢nemli bir rol
oynadig ileri stiriimastiir (196, 216, 220). Bu sekresyon esas olarak dendritlerde meydana
gelmektedir (196, 259). Intraniikleer hormon saliimi dogum ve emzirme gibi OT
noronlarinin aktiflesme oranlarinin arttigi durumlarda saptanmistir (217, 231, 232). SON
icine OT antagonisti verilmesi, dogumun ilerlemesini geciktirdiginden (228, 287) ve
laktasyonda niikleus igi ve sistemik OT sekresyonunu azalttigindan (229), intraniikleer OT
salgilanmas dogumda ve emzirme déneminde etkin bir rol oynar. Morfin bagimhiligindan
sonraki nﬁloksonla hizlandirtlan morfin gekilmesi sonucu SON iginde OT salinimi
artmaktadir (286). Gebe olmayan ve gebeligin 10,18 ve 21. giniindeki sicanlarda
SON’daki OT salgilanmasi aym diizeylerdedir (93). Nalokson bu salinimi gebe olmayan ve
10 giinliik gebe sicanlarda etkilemezken, 21 giinlik gebelerde arttirmis, NRB ise 21 giinliik

gebe sicanlarda herhangi bir degisiklige neden olmamistir (93).

3.3.1.2.4. C-Fos Protein Sentezinin inhibisyonu

MN’da hizh olusan ilk (immediate early) gen c-fos’un wrinii olan fos proteinin, OT
gen regtlasyonunda rol éynadlgl ileri stirdlmistar (138). SON ve PVN’lardaki noronal
aktivasyon, c-fos mRNA ekpresyonunun indiksiyonuyla meydana gelir (118, 129) ve bu
durum OT hiicrelerinde protein wrinii fosun senteziyle sonuglamir (338). MN’mn
transéinaptik stimiilasyonu c-fos genini aktive etmektedir (193). MN’da olusan aksiyon
potansiyeller ve takibeden Ca'? girisi, c-fos ekpresyonunun indiiksiyonunda énemli rol

oynar (171)." Normal spontan dogum sirasinda SON ve beyin kokii néronlarinda fos
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cksprese edilir (7, 8, 181, 182, 190, 191, 192). Akut hiperozmotik stimiilasyon veya
CCK’in sistemik olarak uygulanmasiyla saglanan OT hiicrelerinin aktiflesme oranlarindaki
arttg, c-fos mRNA"sinda hizli bir artisa yol agar (118). CCK verilmesinden sonra SON, Al
ve A2 noron bolgelerindeki fos imminoreaktif hiicre sayilarinda oénemli artmalar
gozlenmis, morfin én.muamelesinden sonraki CCK uygulanmast ise bu artiglara yol
agmamistir (240). Nalokson enjeksiyonu gebe olmayan ve 16 giinliikk gebe siganlarda fos
sentezini etkilememis, fakat 21 ginlik gebe siganlarda ise belirgin sekilde arttirmistir (93).
NRB gebe olmayan ve 21 giinlik gek;e siganlarda SON’daki fos pozitif néron sayisinda
degisiklik olusturmamustir (93). Boylece SON OT néronlari tzerindeki santral endojen
opioid inhibisyonun, gebeligin 16, ile 21, ginleri arasmdu‘erzwlyu ciktigr ifade cdilebilir,
NRB'in  butin  gruplarda SON igindeki  fos ckspresyonunu - etkilememesi, endojen
opioidlerin fos ckspresyonu tzerindeki inhibitor etkilerini « reseptorlerle degil, p

reseptorler araciligiyla gosterdigini ortaya koymaktadir (90).

3.3.1.2.5. Hipotalamustaki Presinaptik Uclardan Noradrenalin Salhiverilmesinin

Opioidlerce Baskilanmas:

OT noronlarina gelen 6nemli bir uyarict input beyin koki noradrenerjik sisteminden
kaynaklanmaktadir (265). NTS’daki A2 noronlariin bir bolimii SON'a projekte olur. Bu
ndronlar normal gebelik esnasinda ve CCK verilmesinden sonra aktive olmaktadir (193).
CCK NTS’a ve A2 noronlarina gastrik vagal yolla ulasir ve OT néronlarint uyarir (239).
Ozellikle vagal afferent uglari aktive eden CCK’in sistemik ol‘arak uygulanmasi, OT
hucrelerinin daha yogun. oldugu dorsal SON’da NA salgilanmasiyla ve dolagtmdaki OT
seviyesinin artistyla sonuglanir (152, 240). Morfin SON’daki NA salinimini bazal sartlarda
etkilemezken, CCK’le induklenmis salinion bariz sekilde engellemektedir (240). Nalokson
uygulanmasindan sonra intraniikleer NA seviyesi gegici olél'ak yukselmistir. Morfinin
SON’daki NA salgilanmasi tizerindeki bu inhibitor etkisi nalokson eklenmesiyle geri

dondiiralebilmektedir (240).

3.3.1.2.6. Oksitosin Noronlarmin Morfin Bagimlilig: ve Toleransi

Mortinin ICV olarak uygulanmasi baslangigta OT hiicrelerini gugli sekilde inhibe
ederken, sonraki S giin siirede uygulamamn devam etmesiyle OT hiicreleri morfinin

inhibitor etkilerine daha az duyarli hale gelir ve tolerans geliserek OT néronlarinin
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elektriksel aktivitesi ve OT sekresyonu normal degerlere yaklasir (20, 260, 271, 284).
Morfinin devamli inftizyonu sonucu OT sisteminde morfin bagimhligi olusur ve morfinin
kesilerek opioid antagonistlerin verilmesi, OT hiicrelerinin hipereksitasyonuna ve OT'in
hipersekresyonuna yol agar (20, 45, 172, 197, 224, 271). Aym sartlarda santral nalokson
infiizyonu ise SON i¢inde NA (224) ve OT (286) salinimini da arttirmaktadir. Yine benser
sekilde naloksonla hizlandirilan (precipitate) morfin gekilmesi hipereksitasyonu, SON,
PVN ve NTS’da fos ekspresyonunda artmaya neden olur (143, 224). G protein inhibitori
pertusis toksininin  SON igine enjeksiyonu, morfin ¢ekilmesiyle indiiklenen fos

ekspresyonunu azaltmaktadir (44).

Morfin uygulanan siganlarin SON’undaki p opioid baglayan alanlarin yogunlugunda
azalma goriilirken, x opioid baglayan alanlarin dansitesinde degisme olmamaktadir (310).
Bu durum,  morfin toleransmin, p  reseptor davnregilasyonu sonucu meydana
gelebilecegi.ni distindarmektedir. Birgok santral néron i reseptor eksprese etse de (201),

bagimhilik morfine duyarli néronlarin genel 6zelligi degildir (237).

3.3.2. Gebelikte Hipotalamik Endojen Opioidlerin ve Steroit Hormonlarmin

Seyri

Gebelik esnasinda OT néronlarinin inhibisyonundan sorumlu olan endojen opioidler,
MN’da hormonlarla beraber lokalize olan dinorfin, met-enkefalin ve diger enkefalinler-ile
MN’la baglantili hipotalamik alanlardaki B endorfin gibi opioidlerdir (90). B endorfin
ARN'tan,  met-enkeflalin - parvoseliler  PVN'tan  kaynaklanmaktadir.  Gebelikte
hipotalamustaki noronlarda pro-dinorfin (92) ve pro-enkefalin A (94) mRNA diizeyleri
degismemektedir. Yine gebelik sirasinda hipotalamus (345) ve plazma (39) B endorfin
seviyesinde bir artig tespit edilmistir. Gebeligin sonuna ddgru daha fazla ARN noronu
POMC geni eksprese etmekte, fakat SON ve PVN'ta pro-dinorfin ve pro-enkefalin A
ekspresyonunda degisme olmamaktadir (92). Gebeligin son doneminde x reseptor etkili
opioidlerin sentezinde apregiilasyon veya MN’daki bu genlerin opioid uiriinlerinin OT

noronlarinin inhibisyonunda rol oynamasi pek olasi gérilmemektedir (90).

Plazma konsantrasyonlari gebelikte artan seks steroit hormonlari olan dstrojen ve

progesteron, hipotalamustaki hem O'T hem de 3 endorfin’ néronlarim etkilemektedir.



21

Plazma progesteron diizeyi dogumdan 6nce dramatik bir sekilde azalir (38, 221, 252).
Ostrojen seviyesi ise gebelik boyunca paralel ‘seyrederkén doguma yakin hafif bir artma
egilimindedir (290). Progesteron OT sentez ve sekresyonunu iﬁhibe ederken (40, 68, 316),
ostrojen stimiile eder (253, 295). Ayrica progesteron, gebelikte hipotalamustaki B endorfin
ve POMC mRNA miktarmt (39, 356) ve p reseptor baglanmasini (119) arttirirken, 6strojen
zit etkilere sebep olur (279, 321). B endorfin tizerindeki bu steroit etkiler, dstrojen ve
progesteron reseptorlerine sahip olan hipotalamus ve ARN’daki POMC néronlan iizerine
direk etkiyle olusabilir (106, 183). Fakat OT hicrelerinde bu reseptorler yoktur (54, 106).
Ovaryumlar ¢ikarilmis dist siganlarda Ostrojep uygulanmast hipotalamik 8 endorfin (105,
346, 347) ve POMC mRNA (321) miktarini azaltmaktadir. Yine ostrojen, hipotalamustaki
POMC gen expresyonunu inhibe etmektedir (318, 354). Progesteron, OT néron aktivitesini
inhibe eden B endorfin sekresyonunu indiikleyerek, indirek bir sekilde OT néronlarini
etkileyebilir (90). Ovariyektomize gebe siganlarda progesteron gebeligin son 3 guniinde
OT noronlari tizerindeki opioid inhibisyonu en azindan kismi bir sekilde muhafaza eder
(349). Boylece, gebeligin son donemindeki siganlara progesteron verilince ortaya gtkan
dogumun baglamasindaki gecikme, sadece uterus wzerindeki inhibitor yolla degil, aym

zamanda hipotalamustaki opioid mekanizmalar Gzerindeki etkilerle meydana gelebilir (8).

Amag: Bu bilgilerin isiginda, gebeligin son doneminde ve dogum sirasinda kan
ostrojen, progesteron degerleriyle oksitosin ve 3 endorfin diizeylerinin dedekte edilmesi,
steroit hormon-f endorfin-oksitosin etkilesimlerinin anlastimasina katki saglayacaktir. Bu
amagla gebeligin 20. ve 21. gintyle dogum ammdaki siganlarim hormon ve opioid
diizeylerinin saptanmast  hedellenmigtir, Gébeligin 20. guniinde, 1 ve Kk agonist ve
antagonist opiyatlarm santral olarak verilerek, kan oksitosin diizeyi ile SON, PVN ve
NH’de NA konsantrasyonlari arasindaki iliskinin arastiriimasi, dolayistyla opioidlerin OT
salgilanmast tizerindeki presinaptik noradrenerjik norotransmisyon aracili olasi etkilerinin

ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir,



22
4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlarimin Bakim ve Beslenmeleri

Calismada F.U. Saglk Bilimleri Enstitisii Biyomedikal Arastirmalar Unitesi’nden
saglanan, 200-220 gr agirhginda 61 adet Wistar cinsi intak dist sigan kullanildr.

Siganlar 12 saat karanhk, 12 saat aydinlik ve standart oda sicakhi@ (21£1 °C)
saglanan ortamda. her giin temizlenen plastik kafeslerde, dorderli gruplar halinde tutuldu.

Hayvanlar ¢esme suyuyla ve Elazig Yem Fabrikasi’nda hazirlanan pelet halindeki 6zel

sican yemleriyle beslendi (Tablo 2.1).

Kuru madde (% ) 93,69
Ham Protein ( % ) 34,15
Ham Yag ( % ) 3,00.
Metabolik Enerji ( Kcal/kg ) 2095
- Kalsiyum ( %) 3,36
Sodyum ( % ) 1,09
Magnezyum ( % ) 0,50
Cinko ( mg/kg ) | 286,80
Demir ( mg/kg ) 920,00
-Bakir ( mg/kg ) 29,33
Ham Maddeler Balik unu, musir, bugday, aygicegi
kaspesi, ¢cavdar ve mineral maddeler

Tablo 2.1: Sigan yeminin bilesimi.
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4.2. Deney Protokolii

4.2.1. Dency Guruplar:

Deneyler 2 ayri protokol seklinde uygulandi. ilk diizenekte hayvanlar 3 guruba
ayrildr:

A- Gebeligin 20. guinu dekapite edilen gurup, (n=7).
B

C

Gebeligin 21. gunu. dekapite edilen gurup, (n=7).

Dogum sirasinda dekapite edilen gurup, (n=9).

Bu ilk diizenekteki guruplarda serum Gstrojen, progesteron ve oksitosin ile plazma B
“endorfin tayinleri yapildi. Dogum gurubunun dekapitasyonu, 2. veya 3. yavrunun
dogmasindan henien sonra gergeklestirildi. Bu guruptaki siganlarin 5 tanesi 21. giin, 4

tanesi de 22. giin dogum yapti.

ikinci protokol ise 5 gurup halinde diizenlendi.

I- Kontrol gurubu (n=8): Bu gruptaki siganlara 10 il izotonik NaCl (SF) uyguland.

2- p agonist gurubu (n=8): Morfin hidrokloriir 50 pg/kg/10 nl SF dozunda
uyguland. |

3- | antagonist gurubu (p=8): Spesifik | antagonist bir opiyat olan (55, 66)
Clocinnamox mesylate, (Tocris, Ballwin, ABD) 50 pg/kg/10 pl SF dozunda
uyguland.

4- «x agonist grubu (n=6): U50,488H (Upjohn Co., Kalamazo, ABD) 50 ug/kg/10 ul
SF dozunda uygulandi.

5- K antagonist grubu (n=8): Nor-Binaltorphimine (Sigma, St. Louis, ABD) 50
ng/kg/10 pl SF dozunda uyguland.

Bu gruplarda serum oksitosin seviyeleri, hipotalamik SON ve PVN ile NH deki NA
ve bir NA metaboliti olan dyhidroxyphenylglycol (DHPG) diizeyleri tayin edildi.
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4.2.2. Vajinal Simir ve Gebeligin Saglanmasi

Hayvanlar giinlik olarak sabah 08.°-09.%" saatleri arasinda vajinal simirle takip
edildi. Proostrus evresindekiler aksam yetigkin birer erkek siganla ayn: kafeste tutuldu.
Ertesi gin sabah vajinal simirde sperm gorulenlerin, gebeligin sifirinci giininde olduklar
kabul edildi (Gebelik stiresi 21 giin). Siganlar dekapitasyon islemi yapilana kadar bireysel

kafeslerde izlendi.

4.2.3. intraserebroventrikiiler infiizyon

(0 00
<107 arasinda

ICV infiizyonlar bitiin gruplara gebeligin 20. giindi sabah saat 08,
yapildi. Hayvanlara anestezik olarak, 0.5 ml SI’de ¢ozdurilen chloralhidrat (Botafarma
Lab, Ankara) 550 mg/kg dozunda periton igi verildi. Tam ancstezi saglandiktan sonra
hayvanlarin kafalarinin st bolgesi tilylerden arindirildi. Iyotlu solusyonla temizlendikten
sonra frontal ve oksipital bolgeler aras, bistiiri yardimiyla kafa derisi kesilerek orta hattan
diiz bir sekilde kemik dokuya kadar agildi. Siganlar daha sonra tutucular ve kulak barlari
yardimiyla, kafanin en kiigiik hareketi bile engellenecek sekilde sterotaksik alete (Stoelting
Co, lllinois, ABD) yerlestirildi. Hayvanlarin kafa bolgelerinin fronto-oksipital dogrultu

boyunca yere tam olarak parelel bir sekilde lokalize olmalar1 sagland.

10 pl'lik bir mikroenjektor, vertikal olarak sterotaksik alete implante edildi. Lateral,
antero-posterior ve vertikal olarak hareketi saglayan vidalar oynatilarak enjektoriin ucu
kafanin bregma noktasina temas ettirildi. Bu noktadaki ii¢ boyutlu koordinatlar saptandi.
Sigan beyin atlasindan (251) elde edilen 1.45 mm lateral ve 0.92 mm antero-posterior
koordinatlarla, sag lateral ventrikiil izdisiimi noktasi sag temporal kemik uGzerinde
isaretlendi. Bir disgi turu yardimiyla bu noktadaki kemik doku son derece hassas bir
sekilde beyin dokusuna temas etmeden delindi. Mikroenjeklél: igine infiize edilecek ¢ozelti
ahnarak-bu noktada mikroenjektor beyin dokusuna temas edinceye kadar dikey yonde
tlerletildi. Yine atlastaki koordinatiar kullamlarak 3.6 mm vertikal olarak beyin dokusu
igine girildi ve sag lateral ventrikiile ulagtldi. 2 dk.’lik siirede toplam 10 ul infuzyon
yapilarak mikroenjektdr yavasga .geri ¢ekildi. Infiizyonun bitn‘iesinden 20 dk sonra

hayvanlar dekapite edildi.
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4.2.4. Kan ve Beyin Dokularimm Eldé Edilmesi

Hayvanlarin dekapitasyonunu takiben, kan 6rnekleri- 2 ml lik plastik ependorf tiiplere
alindi ve +4 °C’de 15 dk pihtilasmalart icin bekletildi. Santrifiij cihazina (Hettich,
Tuttlingen, Almanya) konan ornekler +4 °C’de 15 dk siireyle 3000 devir/dk’de santrifiij
edildi. B endorfin tayini igin 1 ml kan da heparinize ependorf tipe kondu ve ayni sartlarda
santrifijle aynstirildi. Elde edilen serum ve plazma numuneleri kuru buz igine
yerlegtivilmis 1S mi ik plastik ependort taplere konarak hemen donduruldu ve 80 "Cde

saklandi

Dekapitasyonun akabinde hayvanlarin kafalar alinarak, oksipito-frontal yonde her
iki parycto-temporal st hatlar l)(;yllllcz\ kemik dokulart kesildi. Kemik dokunun ckarte
edilmesinden sonra, egimli ve uzun bir pens yardimiyla beyin dokusu kiint diseksiyonla
gikarildi. Kuru buz {izerine alinarak hizla donduruldu ve -80 °C’deki derin dondurucuya

kondu.

Kafa boslugunun tabaninda bulunan hipofiz bezi yine kiint diseksiyonla gikarild1.
ince bir pens yardimiyla bezin ortasinda bulunan NH bolgesi elde edildi ve kuru buz iginde

donduruldu. Plastik ependorf tiipe alinarak —80 °C’deki derin dondurucuda sakland:.

4.2.5. Mikrodiseksiyon ve Mikropang islemleri

Beyin 6rnekleri derin dondurucudan almip kuru buz iizerine yerlestirildi. On frontal
bolge ve serebellumun distal bolgesi dizgiin bir sekilde kesildi. Beyinin ventral yiizeyi
alta, frontal yiizi iste gelecek sekilde, -25 °C’ye ayarlanmis alkol sogutmali mikrotomun
(Leitz, Wetzler, Almanya) platformuna dondurucu jel (Leica Instrument, Nussloch,

Almanya) yardimiyla yapistirildi. Beynin etrali kuru buz pargalart ile desteklendi.

Platform tizerine yerlestirilen donmug beyinde | mm kalinliktaki koronal
mikrodiseksiyonlarla korpus kallozuma ulagildi. 100 pum’lik kesitlerle anterior komissur
goriilinceye kadar ilerlendi (Bregmq -0.25 mm). 700 um’lik bir kesit ekarte edilerek
SON’larn basladigr noktaya gelindi (Bregma —0.95 mm). Bu asamada 450 um kahinliginda
itk kesit (Bregma -1.40 mm), 400 pum kalinhgindaki 2. kesit.(Bregma —1.80 mm) ve 400
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pm’lik 3. kesit (Bregma —2.20 mm) alinarak kuru buz kabindaki lam iizerine yerlestirildi.
SON ve PVN alanlar olmadig1 igin 350 um'lik alan (Bregma —2.55 mm’ye kadar) ekarte
edildi. Son olarak 450 um kalinligindaki 4. kesit (Bregma —3.00 mm) elde edildi. 1.
kesitten SON, 2. kesitten SON ve PVN, 3. kesitten PVN ve 4. kesitten de SON’un
retrokiyazmatik uzantist micro-punc yontemiyle diseksiyon mikroskopu kullamilarak
¢ikarildi. Pang islemi 0.3 um i¢ ¢apa sahip 6zel pang ignelcriyle gerceklestirildi. SON"un
¢ikarilmasinda optik kiyazma, PVN’un ¢ikarilmasinda’ 3. ventrikiil ve retrokiyazmatik

uzantinin ¢ikartlmasinda da optik traktustan referans olarak yararlanildi.

Pang yapilan nitkleus dokulari hemen kuru buza temas ettirilerek ¢oziinmemeleri
saglandi ve kuru buz kabindaki plastik ependorf tiiplere kondu. Derin dondurucuya

alinarak —80 °C’de sakland..

4.2.6. Beyin Dokularmimn Ekstraksiyonu

SON, PVN ve arka hipofiz dokulart bulunan ependorf tiipler, derin dondurucudan
¢ikarildi. NH tiiplerine 150 gl 3,4-Dihydroxibenzylamine (DHBA, Sigma Chemicals Co.,
St. Louis, ABD) ile 300 pl 0.1M HCI (Surechem Products Ltd, Ingiltere), icinde SON ve
PVN bulunan diger tiiplere ise 50 pul DHBA, ile 100 pl 0.1M HCl ilave edildi. Vorteks ile
homojenize oluncaya kadar 5-6 dk karistirildi. Homojenizasyondan sonra numuneler
santrifiij cihazina yerlestirildi. +4 °C sicakhikta 3000 devir/dk hizinda 10 dk. santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra tiplerin iist bolgesindeki berrak sivi igerigi mikropipetle alindi
ve 0,5 mI'lik ependorf tiiplere kondu. Iginde ¢okelti kalan diger tiiplerle birlikte kuru buz

kabinda dondurularak derin dondurucuya yerlestirildi.
4.3. Analiz islemleri

4.3.1. Oksitosin Olgiimii

Serum OT tayini radioimmunoassay (RIA) ile yapildi. Analiz sirasinda RIA
sensitivitesi 3-4 pg/ml idi. Intra ve inter-assay katsayilari, sirasiyla 7.5 ve 14.6 olarak
belirlendi.  Uygulanan protokoliiniin ~ giivenilirligi, “blank plazma”ya karsi bilinen
miktarlardaki OT"in (3, 5, 20 ve 200 pg/ml, ve n=5 her doz i¢in) Slciimlenmesi ile test

edildi. Elde edilen bu standart OT miktarlari igin regresyon esitligi Y = 0.99 X 0.14 olarak
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hesaplandi. Tam OT olgimleri Profesér Jan Kotwica tarafindan Polish Academy of
Sciences, Institute of Animal Reproduction and Food Research’te (Kortowo, Polonya)

gergeklestirildi. OT RIA metodu detayli olarak daha 6nce bildirilmistir (160, 294),

4.3.2. Beta Endorfin Ol¢iimii

Plazma B endorfin diizeyleri RIA yéntemiyle Dr. lsfvan Barna tarafindan Hungarian
Academy of Science Institute of’ Experimental Medicine’de (Budapeste, Macaristan) tayin
cdildi. Bu amagla ckstrakte cclilmcmi$ plazma kullamldi. Analizler, molar diizeyde met-
enkefalin, leu-enkefalin ve B endorphin ile kros-reaksiyon vermeyen fakat 3 lipotropin ile
%30 oraninda. benzerlik gosteren B endorfin antikoru (BN-3, Chicago, ABD) ile
gergeklestirildi. 5 endorfin RIA metodu detayli olarak Dr. Barna tarafindan daha once
bildirilmistir (367). Deneylerimizde B endorfin icin intra ve inter assay katsayilari sirasiyla

5.1 ve 7.2 olarak belirlendi.

4.3.3. Ostrojen ve Progesteron Tayinleri

Tam orneklcrin serum ostrojen ve progesteron diizeyleri Chemiluminescent Enzyme
Immunoassay yontemi ile belirlendi. Tayinlerde Immulite 2000 hormon analizori ve
Immulite Gstrojen ve progesteron kitleri kullanildi (Diagnostic Products Corp, LA, CA,
ABD). Ostrojen ve progesteron analizleri F.U. Tip Fakiltesi Biyokimya A.D.

laboratuvarinda gerceklestirildi.

4.3.4. Monoamin Tayinleri

Hipotalamus ve NH 6rneklerindeki NA ve DHPG ' diizeyleri, Elektrokimyasal
Deteksiyonlu-Yiiksck  Performansli  Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Cromatography with EClectrochemical Detection, HPLC-ECD, Gilson, Villiers-le-bel,

Fransa) kullamilarak tayin edildi.

NH ve niikleus dokulart tartilamayacak kadar. kiigiik olduklari igin, icindé
santrifiijden sonra ¢okelti kalan numunelerde total protein tayinleri yapildi. HPLC den elde

edilen pg cinsinden monoamin miktarlari, spektrofotometreden elde edilen pg cinsinden
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protein dederlerine boliindi. Sonugta monoamin konsantrasyonlart pg amin/ug protein

olarak degerlendirildi

4.3.4.1. Total Protein Tayini

NH, SON ve PVN tiiplerinde santrifiijden sonra kalan gokeltiler protein tayininde
kullamldi. Tiplere 0,1 M NaOH ¢ozeltisinden 210 ul eklenerek +4 °C’de inkiibe olmalari
saglandi. Ertesi gun birkag dakika vortekste karistirildiktan sonra her ornek 2
spektrofotometre kivetine 100%er pul olarak kondu, Kavetlere 0.9 ml distile su ve 1 ml
Coomassic Blue (Pierce, Hlinois, ABD) ilave edildi. Spektrofotometrede (Jasco V-530,
Tokyo, Japonya) 595 & dalga boyunda okunarak absorbans degerleri elde edildi. Her bir
numune igin elde edilen iki degerin ortalamasi alindi. Lowry ve arkadaslari (187)
tarafindan bildirilen sekilde bovine serum albumin (Sigma Chemicals Co., St. Louis, ABD)
kullanilarak standart egri hazirlandi ve elde edilen y-0,43/2i944x10™ formiiliinde ortalama
absorbans “y” yerine konarak total protein degerleri ug olarak saptandi. Spektrofotometrik

total protein tayini daha once detayh olarak Yilmaz ve - arkadaslan (364) tarafindan

bildirilmistir.

4.3.4.2. Noradrenalin ve Dihidroksifenilglikol Tayini

HPLC, yiiksek basing altinda kimyasal ayrismamn hizlandirilmast esasina dayanan
bir sivi kromatografisidir. HPLC'de temel prensip, bir numunenin yiksek basing altinda bir
tampon ¢ozelti vasitasiyla kolon iginden kosturulmasidir, Tampon ¢ozelti onceden
belirlenmis bir akim hiziyla (I ml/dk.) sirkiile edilir. Numune icindeki maddeler, kolondan
gegerken kimyasal uygunluklarina gore (igerdikleri OH iyonu miktariyla orantilt olarak)
aynistrlar. Bu nedenle, her madde elekirokimyasal dedektore farkl zamanlarda ulasir ve
sisteme bagli bilgisayar ekranindaki kromatogramda farkli zamanlarda pik olarak ortaya
¢ikar. Bu pik alanlari bilgisayar programinda otomatik olarak hesaplanir ve ekrandan
okunur, Aynsan' maddelerin konsantrésyonlarl ile pik alanlari arasinda dogru oranti vardir.

Bir HPLC-ECD modeli Sekil 4.1°de gosterilmistir -
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. Sekil 4.1: Bir HPLC-ECD'nin Sematik Olarak Gosterilmesi
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Analizlerde S50DS2-250A, 25cm, HICHROM, Cis paslanmaz gelikten yapilmis
mikro pargalardan olusmus ve iizeri octadecyl silane hypersil (Sum) ile kaplanmis analitik

kolon kullanildi.

Tampon ¢ozeltinin HPLC'deki fonksiyonu (pompadan gelen yiiksek basing altinda)
enjekte edilen numunenin sistem igerisinde tasinmasini sagiamaktir. Cézeltiyi olusturan
maddeler, analiz yapilmasi distiniilen kimyasal maddelerin elektrokimyasal ozelliklerine
gore bazi degisiklikler igerir. Monoaminlerin analizi i¢in deneylerimizde kullanilan tampon

¢ozeltinin igerigi asagidaki gibi hazirland;

Mobil Faz:

25 ml HPLC metanol (Merck, Darmstadt, Almanya)'

3 ml tetrahidroforan (Merck, Darmstadt, Almanya)

[,15 ml glasiyal asetik asit (Merck, Darmstadt, Almanya)

6,74 gr sitrik asit (Surechem Products Ltd, Ingiltere)

4,81 gr sodyum sitrat (Merck, Darmstadt, Almanya))

400 mg heptasulfonik asit (Sigma Chemicals Co., St. Louis, ABD)
47 mg EDTA (Sigma Chemicals Co., St. Louis, ABD)

Bu kimyasallar 100 ml bidis-tjle su iginde ¢ozilldii ve ¢ozelti [ 1t'ye bidistile suyla
tamamlandi. 1M NaOH (Merck, Darmstadt, Almanya) ile solusyonun pH’si 4.9’a

ayarlandi.

Cozeltideki hava kabarciklarim climine igin 15-20 dakika siireyle sonikasyon
uygulandi. Analizler sirasinda tampon ¢ozelti haftalik olarak degistirildi. Sistemde hem
manuel hem de bilgisayar kontrolli, tampon ¢ozelti ve numunenin yiiksek basing altinda
sirkiilasyonunu saglayan bir HPLC pompast (Gilson 307 Model, RO10B) kullanildi. Akim
hizi analiz esnasinda ECD agikken | ml/dk, analiz yapilmayan diger siireclerde ise 0.2

ml/dk olarak ayarland.

Standart ¢ozeltiler veya analizi yaptimak istenen numuneler sisteme enjeksiyon
tnitesi (/njection port)’ nden verildi. Enjeksiyon islemi 100 pl’lik mikroenjektorle yapilds.

Uygulamadan énce ve sonra enjeksiyon iinitesi metanol ile yikand.
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Analiz iglemlerinde I;I‘OInatograﬁ cihazina eklenmis bir elektrokimyasal dedektor
kullanildi. Voltaj +0.70 mV olarak ayarlandi. Bu- dedektor sabit akimda calisan cam
benzeri bir karbon elektrot esasina dayanmaktadir. ECD’de asil fonksiyonu cel/ denen
bolim yapmaktadir. (e/l, tizerinde ¢aligan (working), referans ve yardimer olmak iizere ug
elektrot tagir. Referans elektrot, 3 M NaCl ihtiva eden bir kisim ile (Ag/AgCl filament)

cell'e baglidir.

Tampon ¢ozelti igerisinde yiiksek basing altinda kosturulan maddeler analitik kolon
iizerinde iyonize olurlar ve daha sonra dedektor tarafindan okunurlar. Farkli maddeler
farklt zamanlarda iyonize oldugu i¢in bu degisiklikler bilgisayar monitoriinde degisik
zamanlarda pik olarak yansir Deteksiyonu yapitan monoaminler ve metabolitlerin standart
cozeltileri tek tek sisteme verilir ve monitdrde ortaya gikan piklerin goriinme zamanlan
kaydedilerck, hangi maddenin hangi zaman diliminde ortaya ¢iktig belirlenir. Dokulardan
ekstrakte edilmis numune ¢ozeltiler sisteme enjekte edildikten sonra monitorde gorilen

pikler, standart pikleriyle kargilagtinlarak hangi madde olduklari saptanir.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen piklerin  alanlar hesaplanarak

monoaminlerin miktart belirlendi. Hesaplama isleminde kullanilan formuller

Standart solisyondaki DHBA'in pik alan

Respons Faktor (RF) =
Standart soliisyondaki monoaminin pik alani

Ornekteki bilinmeyen pikin alani o
Pik Konsantrasyonu = - ' - x RF x SF*
Ornekteki DHBA pikinin alani

Pik konsantrasyonu
Sonug = (pg amin / pg protein)
Protein agirlig

*SF = Sulandirma Fakt6ri = SON ve PVN igin 7.5, NH i¢in 22.5

istatistik: Bulgularin istatistiksel islemlerinde tek yonlt varyans analizi kullanild

(Minitab 10.0). P degerinin 0.05°den k['u;ﬂk olmasi anlamli kabul edildi.
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S. BULGULAR

S.1. Birinci Protokol Serum Oksitosin ve Plazma Beta Endorfin Diizeyleri

Serum oksitosin degerlerinin, gebeligin 21. giinii sabaht (B) ve dogum esnasinda (C)
dekapite edilen guruplardaki siganlarin, gebeligin 20. giinii sabah dekapite edilen gurupla
(A) karsl'lastmlmasmda istatistiksel olarak anlamii farklihklar gozlenmedi (p>0.05 ve
p>0.05). Plazma B endorfin seviyeleri degerlendirildiginde -ise A grubuyla C grubu
arasinda onemli bir farkhihk saptandi (p<0.01). Her 3 gruba ait serum oksitosin ve plazma
beta endorfin degerleri Tablo S5.1'de aritmetik ortalama + standart hata olarak

gosterilmistir.

§.2. Birinci Protokol Serum Ostrojen ve Progesteron Diizeyleri

Serum ostrojen degerleri dogum gurubunda diger guruplara kiyasla biraz daha
yiiksek olarak gozlense de, her 3 gurup arasinda anlamh bir farklilik ortaya g¢tkmadi
(p>0.05). Serum progesteron seviyeleri degerlendirildiginde, A gurubu degerlerinin
oldukea yiksek oldugu goérildi. Bu gurup degerleri B gurubu ve C gurubu degerleriyle
kargilastirildi@inda, istatistiksel olarak énemli derecede azalmalar kaydedildi (p<0.00I ve
p<0.001). C gurubu degerlerinin ise B gurubu degerlerinden de belirgin sekilde dugiik
oldugu gozlendi (p<0.01). Serum 6strojen ve progestef(;n degerleri Tablo 5.2°de

sunulmustur.

5.3. ikinci Protokol Serum Oksitosin Degerleri

Gebeligin 20. giini 1ICV fnﬁjzyondan sonra dekapite edilen gruplarda, serum
oksitosin seviyelerinin istatistiksel analizi sonucunda, 1 agonist ve k antagonist gruplarinin
kontrol grubu degerleriyle paralellik sergiledik]efi_ gozlendi. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, t antagonist grubunda onemli bir artmé' tespit edildi (Ap<0.01). K agonist
grubunda da bir azalmanin oldugu belirlendi (p<0.05). Serum oksitosin seviyeleri Tablo

§.3°de verilmistir
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5.4. Supraoptik Niikleus Monoamin Kdnsantrasyonlarl

SON NA seviyeleri degerlendirildiginde, \ antagonist grubunda serum oksitosin
degerleriyle paralel bir sekilde belirgin bir artma ortaya g1kt (p<0.01). Diger gruplarda ise
istatistiksel antamda farklilik gozlenmedi. Kontrol ve diger gruplardaki DHPG
konsantrasyonlarmin da, birbirine yakin diizeylerde oldugu belirlendi. SON’daki NA ve

DHPG degerleri Tablo 5.4’de sunulmustur.

S.5. Paraventrikiiler Niikleus Monoamin Konsantrasyonlar

PVN daki monoamin konsantrasyonlart SON daki kargithklariyla benzer farkhiliklar
gosterdi. Yine p antagonist grubundaki NA seviyesi, kontrol grubundan belirgin olarak
daha ytksek (p<0.05)‘ duZeydeyken, diger gruplarda 6nemli bir degisme sergilemedi.
DHPG degerleri de kontrol, p agonist, | antagonist, K agonist ve x antagonist gruplarinda
birbirine oldukca yakin seviyelerde ortaya ¢ikti. PVN monoamin degerleri Tablo 5.5°de

gosterilmistir.

3.6. Norohipofiz Monoamin Konsantrasyonlar

Kontrol ve diger gruplar arasindaki hipofiz arka lobu NA diizeylerinde, istatistiksel
olarak anlamli bir farklilk ortaya ¢ikmadi. Aym sekilde DHPG seviyeleri de biitiin
gruplarda birbirine yakin seyretti. Norohipofizdeki NA ve DHPG konsantrasyonlari Tablo

5.6’da gosterilmistir.
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SERUM OKSITOSIN VE PLAZMA BETA ENDORFIN DEGERLERI
GRUPLAR A B C
(N) (7) (7 (9)
or
28:97+7.97 29.75+3 .49 41.0£5.13
(pg/ml) :
B ENDORFIN 32.07£5.55 25.24+7 81 13.9842.00
(pmol/ml)

Tablo S.1: Birinci protokol gruplart serum oksitosin ve plazma f endorfin
ortalamatSH degerleri. (A; Gebeligin 20. guniinde dekapite edilen grup, B; Gebeligin 20.
gununde dekapite gedilen grup, C; Dogum esnasinda dekapite edilen grup).

SERUM OSTROJEN VE PROGESTERON DEGERLERi
‘GRUPLAR A B C
(N) . (7) ‘ (7) (9)
OSTROJEN
48.59+7.13 41.24+7.64 60.69+5.59
(pg/ml)
PROGESTERON : ,
12584300 31.67+7 41 8.24+1.29
(ng/ml)

Tablo 5.2: Birinci protokol gruplari serum 6strojen ve progesteron ortalama+SH
degerleri.
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IKINCI PROTOKOL SERUM OKSIiTOSIN DEGERLERI

1 i K K
GRUPLAR | KONTROL | Agonist | Antagonist | Agonist Antagonist
(N) (8) (8) (8) (6) (8)

oT ,
46.4519.77 | 46.90+8.83 | 103.8+14.4 | 18.98+6.83 | 36.81+8.93
(pg/ml)

Tablo 5.3: Ikinci protokol gruplari serum oksitosin ortalama+SH degerleri.

SUPRAOPTIK NUKLEUS MONOAMIN KONSANTRASYONLARI

(pg amin/ g

protein)

1 i K K
GRUPLAR | KONTROL | Agonist | Antagonist | Agonist | Antagonist
(N) (8) (8) 8) (6) (8)

NA
(pg amin/ |0.9240.19 |0.57+0.27 |7.14+1.95 [0.65+0.13 |0.39+0.16
g protein)
DHPG
4.81+£0.96 |5.6944.05 |7.63+2.73 12.78+5.47 |3.76%1.29

Tablo 5.4: Ikinci protokol gruplari SON monoamin ortalamazSH degerleri.
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PARAVENTRIKULER NUKLEUS MONOAMIN

KONSANTRASYONLARI
u L K K
GRUPLAR | KONTROL |  Agonist Antagonist Agonist Antagonist
(N) (8) (8) (8) (6) (3)
NA
. 1.59+0.50 1.65£1.07 | 4.234+0.97 1.19+£0.39 | 2.08+0.49
(pg amin/
LLg protein)
DHPG
: 0.30+1.27 | 4314146 | 781x1.15 | 597+1.15 | 4.81%1.75
(pg amin/
ug protein)
Tablo 5.5: Ikinci protokol gruplart PVN monoamin ortalama+SH degerleri.
NOROHIPOFIZ MONOAMIN KONSANTRASYONLARI
il L K K
GRUPLAR | KONTROL | Agonist | Antagonist Agonist | Antagonist
(N) (8) (8) 8) (6) (8)
NA
: 0.69£0.25 |0.5340.20 0.54£0.15 | 0.524+0.44 | 0.32+0.13
(pg amin/
L protein)
DHPG
(pg amin/ | 15.80+£3.47 |12.33+2.05 |13.68+2.29 |14.36+3.57 |8.13+2.98

Lg protein)

Tablo 5.6: ikinci protokol gruplari nérohipofiz monoamin ortalama+SH degerleri.
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Gralik 5.3: Birinci protokol guruplari 8strojen (pg/ml) degerleri.
(A: Gebeligin 20. giininde, B: Gebeligin 21. giiniinde, C: Dogum
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Gralik 5.4: Birinci protokol guruplari progesteron (pg/ml) degerleri.
(A: Gebeligin 20. giiniinde, B: Gebeligin 21. giiniinde, C: Dogum aninda
dekapite edilen guruplar) * p<0.001 (A-B ve A-C grubu kiyaslandiginda).
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6. TARTISMA VE SONUC

Dogumla ilgili stireglere katilan uterin afferent sinirler (127, 128) beyin kokinde
sonlanirlar (241). Vagal ve genel duyusal afferentler de beyin kokii katekolaminerjik
néronlarma  projekte olmaktadir (75). Transgenik OT knock our fareler iizerinde
gergeklestirilen bazi galismalar OT yoklugunda dogumun ilerleyebilecegini gosterse de
(233, 305), memelilerde OT sekresyonu dogumun baslatiimasinda ve siirdiiriilmesinde
(timing) 6nemli bir rol oynamaktadir (127, 283). Dogum sirasinda ortaya ¢ikan OT
salgilanmasi, dogum kanalindaki fStuslarin hareketleriyle tetiklenen OT hicrelerinin
koordineli biyoclektriksel ateglenmelerinin bir sonucu olarak pulsatil karakterdedir (127,
309). Takat OT infuzyonu, gebeligin son giini ogleden sonrasina kadar dogumu
indukleyemez (7). Bu durum, OT’in uterusa relatif duyarsizhiginin bir sonucudur ¢inkd OT
reseptorlert dogumdan onceki birkag saat iginde apregiile olur (151). Santral mekanizmalar
dogumda OT sisteminin erken aktivasyonunu énler. Gebeligin son giini sabahinda OT

hicreleri santral ctkili opioidler tarafindan baskilanir (93).

Bu caligmada birinci protokol gurubu OT seviyelerinin, gebeligin 20. ve 21. giintiyle
-digerlerinden hafifge yiksek olsa da- dogum gurubunda birbirine yakin degerlerde oldugu
belirlendi. Dogum gurubundaki dekapitasyon ve kan ornegi elde etme iglemi, 2. veya 3.
yavrunun dogmasi esnasinda gerceklestirilmistir. Bu gurupta beklenen yiksek OT
diizeyinin ortaya ¢tkmamasi, OT pulsundan sonra olusan uterus kontraksiyonu ve akabinde
fetusun ekspulsiyonuyla birlikte dekapitasyon icin gecen zamanin, OT pulsunun
yakalanmasint engellemis olmasiyla agiklanabilir. OTin yarilanma omriinin 1-2 dakika

gibi ¢ok kisa olmasi, bu sonucun ortaya ¢ikmasinda muhtemel roli oynamistir.

Gebelik peryodunda kan seviyeleri degisen steroit hormonlari olan dstrojen ve
progesteron, OT'le ilgili suregleri etkilemektedir. Gebelikte progesteron diizeyi dogumdan
once azalirken Ostrojen dizeyi aynmi kalmaktadir (38). Progesteronun plazma
konsantrasyonundaki normal diisme ertelenirse, uterin degisiklikler onlenir ve gebelik
stresi uzar (28, 110). Bir progesteron reseptdr antagonisti olan RU486 ile tedavi ise,
gebelikte OT’e miyometriyal duyarlih@ arttinr (95). Bu tiir klasik uterin etkilerinin
yaninda gebelik  sonundaki steroit degisiklikler, dogumla ilgili  noéroendokrin
mckanizmalart ethileyebilir, Ostrojenin verilmesi, OT noronlarinm elektriksel aktivitesini

-~

artirir (2. 3). Progesteron OT sentez ve sekresyonunu inhibe ederken (40, 68) Ostrojen
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stimile edici etkilere sahiptir (253). Progesteronun ICV yolla verilmesi, vajinal
distensiyona cevapta OT salmimini azaltir (278). Progesteron ve metabolitleri, gebeligin
sonunda supraoptik OT noronlarnmin elektriksel aktivitesini baskilar (146). Gebeligin son
donemindeki  siganlara  progesteron uygulanmasi, dogum eylemini geciktirmis ve
dogumdan az énce SON’da ortaya ¢ikan fos expresyonunu engellemistir (8). Mevcut
¢aligmada, 20 giinliik gebe gurubundaki progesteron seviyesi diger iki guruba gore oldukca
yiksek olarak dedekte edildi. 21 ginlik gebe hayvanlarda oldukca dusik ve dogum
gurubunda ise en disik seviyede oldugu belirlendi. Bu sonuglar, bahsedilen diger
¢calismalarm bulgularint tamamen destekler niteliktedir. Deney sonuclarindaki dstrojen
degerleri, 20 ve 21 giinlik gebe guruplarda birbirine paralelken, dogum gurubunda
istatistiksel olarak anlamh olmasa da hafif bir yiikselme gosterd. Boylece dogum
gurubundaki dstrojen/progesteron orani, dogum oncesi guruplara gore ¢ok belirgin sekilde
6strojen tehine daha da artmis oldu. Bu durum siganlardaki klasik progesteron cekilmesiyle

tamamen uyumlu bir durum ortaya koymaktadir.

MN’da hormonlarla birlikte lokalize olan dinorfin, met-enkefalin ve diger enkefalin
peptitleriyle, MN'la baglantili hipotalamik alanlardaki B endorfin gibi endojen opioidlerin,
gebelik esnasinda OT néronlarinin inhibisyonundan sorumlu olabilecekleri bildiriimistir
(90). Fakat gebelik siirecinde, hipotalamustaki néronlarda pro-dinorfin (92) ve pro-
enkefalin A (94) mRNA diizeylerinde énemli bir degisme olmazken, hipotalamus (345) ve
plazma (39) B endorfin dizeylerinde belirgin artislar saptanmigtir. Yine, ARN’da gebeligin
sonuna dogru daha fazla néronda POMC gen ekspresyonu ortaya ¢itkmakta. fakat SON ve
PVN'ta pro-dinorfin ve pro-enkefalin A ekspresyonunda artig gérilmemektedir (92). Bu
¢aligmadaki plazma f3 endorfin seviyeleri, 20 giinliik gebe gurupta yliksek duzeydeyken, 21
giinltk gebelerde ve gok daha bariz sekilde de dogum gurubunda azalmalar gostermistir.
Bu sonuglar, gebeligin son déneminde OT néronlart iizerinde baskilayict rol oynayan
muhtemel endojen opioid peptidin B endorfin olabilecegini gostermektedir.  Son
zamanlarda hipotalamusta yeni bir endojen opioid aile olan endomorfinlerin bulundugu
belirlenmigtir (366). Spesifik p agonist etkili endomorfin-1 izole SON OT néronlarinda
ateslenmeyi inhibe etmektedir (88, 89). Fakat endomorfinlerin kesin lokalizasyonlar ve

fizyolojik rolleriyle ilgili bilgiler oldukga yetersizdir.
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B endorfin miktarlarindaki bu azalmalari, gebelikte kan seviyeleri énemli oranda
degigen steroit hormonlari etkileyebilir. Progesteron, gebelikte hipotalamustaki f3 endorfin
ve POMC mRNA miktarmi arttirirken (39, 356), 6strojen zit etkilere sebep olmaktadir
(279, 321, 345) P endorfin uzerindeki bu steroit etkiler, ostrojen ve progesteron
reseptorlerine sahip olan ARN néronlart izerine direk etkiyle olusabilir (106, 167).
Cahigmamizda, bu bilgilere paralel bir sekilde, 20 gunliik gebe gurupta progesteron ve f3
endorfin seviyesi-yiiksek, dogum gurubunda ise en disiik diizeyde bulunmustur. B endorfin
seviyesinin dogum gurubunda azalmasi, muhtemelen OT hicreleri tizerindeki opioid
baskilamanin ortadan kalkmasina ve OT sekresyonunun aktif hale gelmesine  yol

agcmaktadir.

Bu ¢aligmanin sonuglari, yalniz bagina santral olarak p reseptOr antagonisti
uygulanmasinim, gebeligin son déneminde OT néronlari tizerinde var olan endojen L
opioid baskilanmayr ortadan kaldirarak kan OT diizeyinin yikselmesini sagladigin
gostermektedir. Morfin OT diizeyinde bir azalmaya neden olmazken clocinmamox’un OT
degerini arttirmasi, gebeligin son déneminde OT néronlar tizerinde tonik karakterde

onemli bir (v opioid inhibisyonun oldugunu ortaya koymaktadir.

Morlimin sistemik enjeksiyonuyla meydana gelen OT hiicrelerindeki ateslenme
oraninin inhibisyonunu, SON igine naloksonun direk olarak verilmesi ortadan kaldirmistir
(197). Bu durum olusan inhibisyonun SON igindeki reseptorler araciligiyla ortaya ciktigini
gostermektedir. t reseptor aktivasyonunun, izole supraoptik noronlarda Ca'? akimlari
azaltirken (306), MN'da K iletkenligini arttirmaktadir (225, 357). Boylece p reseptor
aktivasyonunun, magnoseliiler hiicre aktivitesini, hem K' iletkenliginin aktive edilmesi
hem de Ca? akimlarimin inhibisyonu yoluyla azalttigi ifade dilebilir. Normal spontan
dogum sirasinda SON ve beyin kokii noronlarinda fos eksprese edilir (8, 181, 192).
Nalokson enjeksiyonu gebe olmayan ve 16 gunliik gebe sicanlarda SON’da fos sentezini
etkilememis, fakat 21 gunliik gebe siganlarda ise belirgin sekilde arttirmistir (93). Bu
durumda SON OT noronlarr iizerindeki santral endojen p opioid inhibisyon, gebeligin 16.
ile 21 giinleri arasinda ortaya ¢ikmaktadir. NRB’in biitiin gruplarda SON igindeki fos
ekspresyonunu etkilememesi (93), endojen opioidlerin fos ekspresyonu iizerindeki
inhibitor etkilerini x reseptérlerle degil, 1 reseptorler araciligryla gosterdigini ortaya

koymaktadir (90).
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OT noron fonksiyonlari énemli derecede sinaptik inputlarin kontrolu altindadir.
NTS’daki A2 néron gurubu OT hiicrelerini innerve eder (265) ve normal gebelik esnasinda
aktive olur (193). NA’in SON néronlarinin ateslenme oramini arttirdigi ve membran
potanstyel depolarizasyonunu indikledigi bilinmektedir (359). NA uygulanmast MN’da «,
reseptor aractli direk bir depolarizasyon ve eksitatér postsinaptik potansiyellerde artma
meydana getirirken (76), inhibitor postsinaptik akimlarin  frekansini presinaptik o
reseptorler yoluyla azaltmaktadir (344). Morfin, SON’da CCK’le indiiklenmis NA
salimini naloksonla geri déntigimli olarak engellemektedir (240). Mevcut ¢aligma,
gebeligin son doneminde SON ve PVN’da OT hiicreleri tzerindeki tonik p opioid
inhibisyona, presinaptik noradrenalin salintminin baskilanmasinin da istirak ettigini
gostermektedir. Bu durum, OT sekresyonunun inhibisyonunda, OT hiicreleri iizerindeki
direkt etkilerin yaninda, presinaptik mekanizmalarin da dénemli rol oynayabilecegini ortaya
koymaktadir. pu reseptor aktivasyonunun SON’da presinaptik inhibisyon olusturabilecegi

elektrofizyolojik olarak da belirlenmistir (185).

Bu calismada, x agonist US0,488Hm uygulandigi guruptaki serum OT dizeyi
belirgin sekilde baskilanmistir. Ayni gurubun SON ve PVN'daki NA konsantrasyonlarinda
ise degigme gozlenmemistir. Bu sonuglar, gebeligin son doneminde k opioid aktivasyonun
OT sekresyonunu noradrenerjik norotransmisyon aracili olmadan direk etkiyle veya baska
bir presinaptik mekanizmayla inhibe edebilecegini gostermektedir. x opioid reseptor
aktivasyonu hipokampus (109) ve rafe niikleusta (254) eksitator inputlari presinaptik yolla
baskilamaktadir. Sistemik olarak enjekte edilen U50,488H OT sekresyonunu azaltarak
dogumu yavaslatmaktadir (91). k opioid agonistlerinin norohipofizde indiklenmis OT
sekresyonunu baskiladiklarn bilinmektedir (26, 98, 309). Gebeligin son déneminde
NH’deki « reseptor yogunlugu azalmakta (311) ve « opioid etki belirgin sekilde
zayiflamaktadir (90). Magnoseliiler hiicre aktivitesi tzerindeki k opioid inhibisyon,
nikleus i¢i reseptorler aracihigiyla meydana gelir (197). Bu diisiince, kesit preparatlarindan
elde edilen kayitlardaki bulgularla uyumludur (135). x agonistler supraoptik hicrelerde
postsinaptik potansiyelleri ve aksiyon potansiyelin Ca'? komponentlerini (136) ve voltaj

aktiveli K' iletkenligini azaltmaktadir (225).
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K antagonist uygulanmasinimn, L antagonist gurubundaki gibi OT seviyesinde bir
artmaya neden olmamasi, gebeligin son déneminde OT noronlari Gzerinde x reseptor
aractli endojen bir tonik opioid baskilanmanin olmadigim diisiindiirmektedir. Endojen bir
opioid prokirsorii olan pro-dinorfinin gebelik doneminde hipotalamustaki noronlarda
ekspresyon oraninin ayni kalmast (92) ve NRB’in 21 giinliik gebe sicanlarda SON icindeki
OT sekresyonu iizerinde ve fos pozitif noron sayisinda degisiklige neden olmamasi (93) bu

diistinceyi destekler niteliktedir.

Norohipofizde o ve B adrenerjik reseptérlerin bulundugu (53, 84) ve NA’in sinir
uglarinim  depolarizasyonundan sonra salgilandigi in vitro olarak gosterilmistir (297).
Nalokson yine in vitro ortamda NH’de elektriksel olarak stimile edilmis NA salintmini
arttirmaktadir (370). Bu bulgu meveut ¢alismanin sonuglariyla uyumlu degildir. Hipofiz
arka lobundaki NA ve DHPG konsantrasyonlariin biitiin guruplarda benzer diizeylerde
olmasi, santral olarak uygulanan opioidlerin, in vivo sartlarda NH’de NA salinimi tizerinde

etkilerinin olmadigini gostermektedir.

Sonug: Bu ¢alismanin sonuglart birkag maddede ozetlenebilir:

[- Gebeligin son donemindeki siganlarda hipotalamustaki OT néronlar tizerinde, L
reseptor aracili bir endojen opioid baskilanma mevcuttur. Bu baskilanmaya, presinaptik
uglardan NA salgilanmasinin inhibisyonu da katilmaktadir. B endorfinin séz konusu
etkilerden sorumlu endojen opioid olabilecegi buyiik olasiliktir.

2- Endojen « opioidlerin bu tiir bir 6zellikleri saptanmamistir. Dogumdan 6nce oksitosin
hucreleri x opioid etkiye agiktir. Bu etki niikleus ici NA salmimini etkilememektedir.

3- Norohipofizdeki noradrenalin sekresyonu tizerinde, santral uygulanan opioidlerin akut
etkileri yoktur.

4- Klasik obstetrik bilgi olan, kemirgenlerdeki doguma dogru ortaya ¢gitkan progesteron
¢ekilmesi ve ostrojen/progesteron oraninin strojen lehine hizla degismesi bu calismada
da gozlenmistir.

5- Diger bazi noroendokrin mekanizmalarla birlikte progesteron ¢ekilmesi, muhtemelen 3
endorfindeki azalmay tetiklemekte ve oksitosin noronlari tizerindeki opioid inhibisyon
ortadan kalkarak, dogumda etkin rol oynayan oksitosin sekresyonunun indiksiyonu

kolaylagmaktadir,
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