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Losin Enkefalin’in Kurbaga Sinir Sistemindeki Lokalizasyonu

Localization of Leucine Enkephalin on Frog Nerve System
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Ozet

Amac: Bu calismada, opioid peptitlerden 16sin enkefalin’in
kurbaga sinir  dokularinda  immiinohistokimyasal
lokalizasyonunun tespit edilmesi amaglandi.

Yontem: Kurbagalarin (n=6) diseksiyonuyla beyin,
omurilik ve siyatik sinir dokulari izole edildi. Indirekt
immiinohistokimya yontemi ve 1sitk mikroskopi teknigi
kullanilarak kurbaga sinir dokularinda 19sin  enkefalin
yayilist belirlendi.

Bulgular: Kurbaga beyin ve omurilik dokularinda
immiinopozitif hiicreler gozlendi. Buna gore perikaryonlar,
ependima ve glial hiicreler immiinopozitif olarak isaretlendi.
Ayrica, siyatik  sinir  aksoplazmalariin  ¢ogunda
immiinoreaktivite saptandi fakat, fibroblast ve Schwann
hiicrelerinin az bir kismunda immiinoreaktivite izlendi.
Incelenen deneklerin dokulari arasinda immiinoreaktivite
kuvveti bakimindan herhangi bir fark ggzlenmedi.

Sonu¢: Bulgular, kurbaga sinir sisteminde opioid
peptitlerden 16sin enkefalin’in lokalize olduguna isaret
etmektedir. Bu peptitin merkezi sinir sisteminde yayilis
gostermesi, norotransmitter veya noromodiilator rolliniin
olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: 16sin enkefalin, kurbaga,

immiinohistokimya, sinir doku

Mersin Univ Saghk Bilim Derg, 2009;2(1):30-40
Gelig Tarihi 1 08.01.2009
Kabul Tarihi ~ :10.04.2009

Yazisma Adresi:

Dr. Yusuf CAMLICA

Mersin Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii,
Ciftlikkoy Kampiisii, 33342, Mersin

Tel 1 0-324-3610001-4601

Faks 1 0-324-3610047

E-posta  : ycamlica@yahoo.com

30

Abstract

Objective: In this study, it is aimed to determine the
immunohistochemical localization of opioid peptide,
leucine enkephalin in frog nerve tissues.

Method: After dissection of frog (n=6) brain, spinal cord
and  sciatic  nerves  were  isolated.  Indirect
immunohistochemical and light microscopy techniques
were then applied for the distribution of leucine
enkephalin in frog nerve tissues.

Result: In frog nerve tissues such as brain, spinal cord
immunopositive structures were observed. Accordingly,
the perikaryon, eppendymal and glial cells were
immiinoreactive. In addition, immunopositive staining
was observed in all axoplasm of the sciatic nerves, but
little of fibroblast and Schwann cells were
immunoreactive. It was no observed immunoreactivity
difference of intensity between tissues of patterns.
Conclusion: These findings show that opioid peptide,
leucine enkephalin in the frog nervous system was
localized. The distribution of leucine enkephalin in the
central nervous system is an evidence of their
neurotransmitter or neuromodulator role.

Key Words: leucine enkephalin,
immunohistochemistry, nerve tissue
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Giris ve Amag

Sinir sistemine sahip hayvanlarda icsel (endojen) agri
dindirici bir sistem bulunur. Bu sistem peptit yapisinda olan
noromodiilatorler tarafindan diizenlenir (1-5). Opioidler
olarak isimlendirilen bu peptitler, sinir sistemi basta olmak
tizere viicudun bircok farkli bolgesinde lokalize olmustur.
Opioid peptitler, merkezi sinir sistemi olan beyin ve
omurilikte sentezlendikten sonra motor sinirler ile viicudun
periferine ulastirilir. Noromodiilatsr ya da norohormon
olarak gorev yapan opioid peptitler, hedef doku iizerinde
bulunan spesifik reseptorlere baglanarak etki gosterirler.
Opioid peptitler, sinir hiicrelerinin  perikaryonlarinda
bulunduklar1 gibi, motor noronlarin aksoplazmasinda ve
ependimal hiicrelerin plazmasinda da bulunabilmektedir (3-
5).

Opioid peptitler, tip alaninda uyusturucu, sedatif ve
analjezik olarak kullanilmaktadir. Metionin enkefalin (ME)
ve 19sin enkefalin (LE) adi verilen iki pentapeptit, 1975
yilinda ilk defa kobay beyininden izole edilen opioid
peptitlerdir (1-5). Bu peptitler daha sonra sigcan (6- 8) ve fare
(9) sinir sisteminde identifiye edilmislerdir. Avyrica,
enkefalin benzeri maddeler sican ndrohipofizinde kolokalize
edilmistir (10). Bunlarin yan1 sira bu peptitler amfibilerde de
bulunmuslardir. Enkefalinler, Rana catesbeiana beyininde
(11), Rana temporaria mide bagrsak sisteminde (12) ve
Rana esculenta, Cyanolyca pulchra ile Bufo marinus
bobrekiisti  bezinde immiinohistolojik olarak tespit
edilmistir (13). Baska bir tiir olan Rana ridibunda’da ise
enkefalin varligi sadece bobrekiistii bezinde immiinolojik
olarak bulunmustur. Ayrica enkefalinlerin bu tiiriin siyatik
siniri aksiyon potansiyelini inhibe ettigi de gdzlemlenmistir
(14, 15). Rana ridibunda sinir sisteminde enkefalinin
yayilist heniiz immiinohistolojik olarak ¢alistimamistir. Bu
nedenle tip alaminda kullanilan opioid peptitlerden LE’nin
Rana ridibunda sinir sisteminde lokalize olup olmadigim
tespit etmek amacit ile bu calisma yapildi. LE, bu tiiriin

beyin, omurilik  ve siyatik  sinir dokularinda
immiinohistokimyasal yontemlerle lokalize edildi.

Yontem

Deney Hayvanlart

Deneylerde, Mersin Miiftii Deresi’nden yakalanan 6
adet kurbaga (Rana ridibunda; 40t5gr) kullamldi.

Havalandirmali bidonlar igerisinde tasinan kurbagalar,
laboratuvar kosullarina uyum saglamalari i¢in 5 glin
boyunca akvaryumda bekletildi. Kurbagalarin, ketamin
(0.1mg/gr) ile anestezi altina alinmasindan sonra, karinlari
agtlarak truncus arteriosus ig¢ine, 10 ml %0.64’liikk NaCl
cozeltisi enjekte edilerek damarlart yikandi. Bu islemi
takiben, yine truncus arteriosus igine PBS (Phosphate Buffer
Saline) i¢inde hazirlanmus 25 ml %4’liikk paraformaldehit
enjekte edilerek dokularin tespiti saglandi. Diseksiyon
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sonucu kurbagalardan izole edilen beyin, omurilik ve
siyatik sinir dokularina %4’liik paraformaldehit iginde 4
saat boyunca postfiksasyon uygulandi. Dokular, swrastyla
dehidrasyon ve seffaflandirma islemlerinden sonra parafin
bloklar igerisine gomiildli. Leica marka mikrotom
kullamlarak polilizin kapli lamlara 4 pm kalinliginda
kesitler alindi. Kurbagalara uygulanan tim islemler,
National Institutes of Health (NIH) tarafindan hazirlanan
laboratuvar hayvanlarimn bakim ve kullanim rehberinde
belirtilen kriterlere gore yapild.

Immiinohistokimyasal Uygulama

Calismada indirekt immiinohistokimya yontemi
kullanildi (16). Bunun igin, rabbit anti LE (USBIO,
E3220-10) primer antikor, biyotin ile konjuge edilmis anti
rabbit-IgG  (Sigma-B 8895) sekonder antikor olarak
kullanildi.  Antikorlar  %0.5 BSA (Bovine Serum
Albumin) iceren fosfat tamponu (PBS: NaCl: 8.79;
KH,PO,: 0.274; Na,HPOy: 1.135 gr; 1000 ml saf su; 0.01
M; pH=74) ile hazirlandi. Antikorlar (rabbit anti LE:
1/500; anti rabbit IgG: 1/1600) doku kesitlerine 40’ar pl
olarak uygulandi. Kromojen olarak diaminobenzidin
(09mg DAB/1 ml siibstrat) kesitlere uygulandi ve
immiinopozitif hiicreler kahverengi olarak izlendi.
Yapilan islemlerin spesifik olup olmadigini belirlemek
amacl ile dokulara negatif kontrol uygulandi. Negatif
kontrol uygulanan dokulara, primer antikor yerine BSA’l1
PBS (%0.5) damlatilarak inkiibasyona brrakildi. Diger
biitiin islemler, indirekt immiinohistokimya prosediiriine
uygun olarak yapildi. Negatif kontrol sonucunda herhangi
bir spesifik isaretlenmeye rastlanmadi. Beyin dokudan
sagital, omurilik dokusundan enine, siyatik sinirden ise,
enine ve boyuna kesit ahnarak immiinohistokimyasal
isaretleme yapildi. Beyin dokusunun, sagital kesitinde 6n,
orta ve arka beyin, omurilik dokusunun enine kesitinde
ise, torakal bolge anti LE ile isaretlendi. Sinir dokulari
daha sonra 151k mikroskobunda incelendi.

Bulgular

Istk mikroskopik inceleme sonucunda, indirekt
isaretlenme ile LE’nin Rana ridibunda beyin dokusunda
biiyiik oranda lokalize oldugu gozlendi. Beyin dokusunun
sagital kesitinde 6n beyin, orta beyin ve arka beyin olmak
tizere beyin dokularmin tamaminda immiinoreaktivite
saptandi. Bu doku perikaryonlarinin  yani  sira,
ventrikiillerin etrafint doseyen ependimal hiicrelerin ve
glial hiicrelerinin de immiinoreaktif olduklar1 goriildii. LE
ozellikle bulbus olfactorius, septum, pallium, tegmentum,
optik traktus, rhombencephalon, talamus ve hipotalamus
gibi noronal aktivitenin yiiksek oldugu alanlarda lokalize
oldugu tesbit edildi. LE’nin immiinopozitifligi, beyin
dokusunun ozellikle biiyiik motor ndron hiicre
govdelerinde izlenirken, motor ndron niikleuslarinda ise
goriilmedi. Arka beyin alanlarinda da LE bakimindan
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immiinopozitif hiicreler izlendi (Sekil 1-4). Buna karsilik,
bu dokunun negatif kontroliinde herhangi bir immiinoreaktif
hiicreye rastlanmadi (Sekil 5).

Dokulardaki immiinoreaktivite kuvveti beyin doku
sagital kesitinde ve omurilik torakal bolge enine kesitinde
yildiz (*) ile sematik olarak gosterildi (Sekil 1 ve 0).
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Dokular arasindaki farki belirtmek icin
immiinoreaktivitenin kuvvetli oldugu bolgeler yildiz ile
isaretlenmis, olmadigi bolgeler ise bos birakildi. Ayrica
her bir dokunun immiinoreaktivite orant Tablo 1’de

belirtildi.

i

hulbus

T on .
w = olfactorius

Sekil 1. Rana ridibunda beyin dokusu sagital kesiti sematik cizimindeki 16sin enkefalin lokalizasyonu (3<:Lésin

enkefalinin lokalize oldugu alanlar, v: ventrikiil)

immiinoreaktif hiicreler oklarla gosterilmigtir, skala: 100 pwm).
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Sekil 3. Losin enkefalinin Rana ridibunda orta beyin dokusundaki lokalizasyonu (OT: Optik traktus, E:
Ependima, V: Ventrikiil; orta beyindeki optik traktus ve ependimal hiicrelerin immiinopozitifligi oklarla
gosterilmigtir, skala: 100 pm).
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Sekil 4. 1.osin enkefalinin Rana ridibunda arka beyin dokusundaki lokalizasyonu (R: Rhombencephalon; arka
beyinde bazi immiinoreaktif hiicreler oklarla gosterilmistir, skala: 100 pm).
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Sekil 5. Rana ridibunda orta beyin dokusunda negatif kontrol (OT: Optik traktus, E: Ependima, V: Ventrikiil; negatif
kontrolde immiinoreaktif olmayan optik traktus ve ependimal hiicreler oklarla gosterilmistir, skala: 50 pm).

Benzer sckilde kurbaga omuriligi ventral kokiinde
bulunan motor ndron perikaryonlarinin yani sira, akson
lifleri, dorsal kokteki afferent noron aksonlari, santral kanal
doseyen ependimal hiicreler, gri cevher ve beyaz cevherdeki
glial hiicrelerin de immiinopozitif olarak isaretlendikleri
gozlendi. Omurilik dokusu enine kesitinde,

u

k-4
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immiinopozitiflik  gosteren perikaryonlar ve glial
hiicrelerin gri cevherde beyaz cevhere gore daha fazla
oldugu izlendi. (Sekil 6-8). Bu dokunun negatif
kontroliinde ise, herhangi bir immiinopozitif isaretlenme
goze carpmadi (Sekil 9).

Sekil 6. Rana ridibunda omurilik dokusu enine kesiti gematik
cizimindeki 16sin enkefalin lokalizasyornu (3%: Losin enkefalinin
lokalize oldugu alanlar).
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Sekil 7. Losin enkefalinin Rana ridibunda omuriligi ventral kok lokalizasyonu (BC: Beyaz cevher, GC: Gri cevher, omurilik ventral
kokiindeki bazi immiinoreaktif perikaryonlar oklarla gosterilmigtir, skala 60 pm).
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Sekil 8. Losin enkefalinin Rana ridibunda omuriligi dorsal kok lokalizasyonu (BC: Beyaz cevher, GC: Gri cevher, omurilik dorsal
kokiinde bazi immiinoreaktif hiicreler oklarla gosterilmistir, skala 60 um).
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Sekil 9. Rana ridibunda omurilik dokusunda negatif kontrol (BC: Beyaz cevher, GC: Gri cevher, E: Ependima, omurilik dokusunda
immiinoreaktif olmayan baz1 hiicreler oklarla gosterilmistir, skala 60 pm).

Diger bir doku olan siyatik sinirin enine ve boyuna
kesitleriyle yapilan isaretlemelerde LE’nin, burada da
yayiis gosterdigi  bulundu. Immiinopozitif isaretlenme
aksoplazmada gozlenirken miyelin kilifta ise izlenmedi.
Sinir aksoplazmalarinin tamamina yakininda
immunoreaktivite saptanwken, fibroblast ve Schwann

Sekil 10. Losin enkefalinin Rana ridibunda siyatik siniri boyuna kesitindeki lokalizasyonu (Siyatik sinir boyuna kesitinde bazilari
oklarla igaretlenen immiinoreaktif aksoplazmalar gosterilmigtir, skala 70 pm).
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hiicrelerinin az bir kisminda immunoreaktivite gozlendi
(Sekil 10,11). Diger dokularin negatif kontrollerinde
oldugu gibi, siyatik sinirin negatif kontroliinde de
herhangi bir immiinopozitif isaretlenme goriilmedi (Sekil
12).
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Sekil 12. Rana ridibunda siyatik siniri enine kesitinde negatif kontrol (Siyatik sinir enine kesitinde bazilar1 oklarla igaretlenen
immiinoreaktif olmayan aksoplazmalar gosterilmistir, skala 30 um).
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Tablo 1. Losin enkefalinin Rana ridibunda sinir dokularindaki immiinoreaktivite diizeyi

Doku Anatomik bolge Isaretlenme diizeyi
Beyin bulbus olfactorius +
septum ++
pallium +
tegmentum ++
optik traktus +++
hipotalamus +++
talamus +++
rhombencephalon ++
Omurilik (torakal bolge) gri cevher (ventral kok) +++
eri cevher (dorsal kok) ++
beyaz cevher +
Siyatik sinir aksoplazma +++
fibroblast -

schwann hiicreleri

—: isaretlenme yok, +: zayif, ++: orta, +++: kuvvetli.

Denek sayist kadar doku preparatt incelenerek
dokulardaki immiin reaksiyon tespit edilmeye cahsild1.
Yapilan inceleme sonucuna gore, isaretlenme oraninin
dokular arasinda farklilik gosterdigi, fakat denekler arasinda
immiinoreaktivite kuvveti bakimindan herhangi bir fark
olmadif1 gozlendi.

Tartisma ve Sonug

Tibbi 6neme sahip bir opioid peptit olan LE Rana
ridibunda beyin, omurilik ve siyatik sinir dokularinda
immiinoreaktivite gdstermistir. Beyin dokusunun tamamina
yakint  immiinoreaktivite — gbsterirken, isaretlenmenin
ozellikle sinirsel aktivitenin yogun oldugu pallium, septum,
hipotalamus, talamus, tegmentum, optik traktus ve
ventrikiilleri igeriden doseyen ependimal hiicrelerde diger
bolgelere gore daha kuvvetli oldugu tespit edilmistir (Tablo
1). Baska kurbaga tiirlerinde de opioid peptitlerin
lokalizasyonlar1 tespit edilmistir. Kuljis ve Karten (17)
LE’yi Rana pipiens beyini optik tektum bolgesinde
immiinopozitif olarak gozlemlemislerdir. Diger kurbaga
tiirleri olan Rana esculenta ve Litoria moorei beyini enine
kesitlerinde aym sekilde LE yayilis1 gozlenmistir (18).
Baska bir opioid peptit olan ME varlig1 Hirai ve Katayama
(19) tarafindan Rana catesbeiana sempatik gangliyon
hiicrelerinde bulunmustur. Diger bir calismada Rana
esculenta beyininin optik ventrikiil ve onun ependimal
hiicrelerinde ME’nin immiinohistolojik lokalizasyonu tespit
edilmistir (20).

Omurilik ile yapilan ¢alismada, ventral kokte bulunan
biiylik motor néronlarin perikaryonlari, akson lifleri, dorsal
kokteki afferent noron akson lifleri ve santral kanalt
doseyen ependimal hiicrelerin immiinoreaktif olduklart
gozlenmistir. Ozellikle, fizyolojik aktivitenin fazla oldugu
gri cevherde, beyaz cevhere gore daha yogun
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immiinoreaktivite bulunmustur. Hajek ve ark. (21)
tarafindan, Rana temporaria omuriliginde enkefalinerjik
sistemin varlify gosterilmistir. Diger bir calismada
Stevens ve Rothe (22) tarafindan, Rana pipiens
omuriliginde enkefalinlerin yayilisi izlenmistir. Ayni
kurbaga tiirtinde, baska bir opioid peptit olan
nociceptin’in - omurilik noéronal aktivitesini azalttig
gosterilmistir (23). Kurbagalarin yani sira siganlarla
yapilan ¢aligmada, Sprague/Dawley erkek sican omuriligi
servikal bolgesinde ME ve delta opioid reseptorii lokalize
edilmistir (24).

Siyatik sinirde ise LE’nin daha ¢ok aksoplazmada
lokalize oldugu gozlendi. Buna karsilik fibroblast ve
Schwann  hiicrelerinin @ ¢ok  az  bir  kisminda
immiinoreaktivite vardi. Endojen olarak bulunan opioid
peptitlerin iyon kanallar1 tizerine etkileri de arastirilmistir.
Carratu ve ark. (25) tarafindan, enkefalinlerin Rana
esculenta siyatik siniri liflerindeki sodyum kanallarina
baglanarak iyon gecisine engel olduklart ve aksiyon
potansiyeli iletimini engelledigi bulunmustur. Yapilan
baska bir ¢alismada, Rana pipiens ve erkek Ingiliz kisa
saglt kobay siyatik siniri ile kobay ve Yeni Zelanda beyaz
tavsan1 vagus sinirinde enkefalinlerin varlig1 gosterilmistir
(26). Diger c¢alismalarda, Rana. ridibunda siyatik
sinirinde elektrofizyolojik olarak enkefalinerjik sistemin
varlign  gosterilmistir  (14,15). Mizuta ve ark. (27)
opioidlerin, Rana nigromaculata siyatik siniri birlesik
aksiyon potansiyeli genligini  diistirdiglinii  tespit
etmislerdir.

Sonug¢ olarak, LE’nin Rana ridibunda beyin
dokusunda lokalize olmasi, burada sentezlendigine,
norotransmitter veya noromodiilatér roliintin olduguna
isaret etmektedir. LE’nin farkl kurbaga tiirlerinin merkezi
veya periferik sinir sisteminde yayilis gostermesi,
filogenetik olarak bu peptit geninin giinlimiize kadar
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muhafaza  edildigini  gostermektedir. Bu  peptitin,
norotransmitter veya noromodiilatér  roliiniin  olup
olmadifint tespit etmek igin reseptdr arastrmalari
yaptmalidir.
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