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OZET
T.C.

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Deneysel Morfin Bagimlhiligi Modeli Olusturulmus Sicanlarda Hipokampus ve
Hipotalamustaki Melatonin Reseptorleri Gen Ifade Diizeylerinin Arastirilmasi

Yasin Ali CIMEN
Fizyoloji Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi / KONYA 2020

Melatonin, iki farkli G proteinine bagli membran reseptorii olan MT1 ve MT2 araciligiyla
birgok fizyolojik etkisini gosterir. Ek olarak, son galismalar bu reseptorlerin MT1/MT2 heteromer
olusumunu ortaya koymaktadir. Bu ¢alismanin amaci, sigan hipokampusu ve hipotalamusta morfin
bagimlilig1 ve morfin yoksunlugu durumunda bu melatonin reseptdrlerinin gen ekspresyon diizeylerini
arastirmaktir.

Bu ¢alismada 300-350 gr agirhginda 36 adet Wistar irki erkek siganlar kullanildi. Hayvanlar
12’serli olarak 3 gruba ayrildi. Kontrol grubuna serum fizyolojik, morfin ve morfin + nalokson
gruplarina 10 mg/kg/giin morfin siilfat 6 giin boyunca deri alt1 yolla uygulandi. 7. giin kontrol ve morfin
gruplarina serum fizyolojik, morfin + nalokson grununa ise 1 mg/kg nalokson periton i¢i yolla enjekte
edildi ve 30 dakika siireyle davramig parametreleri belirlendi. Tim siganlarin hipokampus ve
hipotalamus dokularindaki melatonin reseptorleri gen ekspresyon seviyeleri kantitatif RT-PCR ile
analiz edildi. Istatistiksel degerlendirmelerde yénlii ANOVA kullanildi.

Deney hayvanlarina nalokson uygulanmasi sonucunda hayvanlarda belirgin sekilde morfin
¢ekilme davranmig bulgular1 saptandi. Hipokampus dokusunda melatonin reseptorlerinin gen ifadesi
seviyelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu. Hipotalamusta MT1 reseptor gen ifadesi, kontrol
grubuna gore bagimlilik ve nalokson grubunda anlamli olarak yiiksek bulundu (p <0.05). Benzer
sekilde, bagimlilik ve nalokson grubunda kontrol grubuna gére MTI1/MT2 heteromer reseptor
ifadesinde artmig artmis olarak dedekte edildi (p <0.05). Hipotalamustaki MT2 reseptor ifade seviyeleri
arasinda anlamli bir fark yoktu.

Morfin g¢ekilme grubu bulgular1 gdz oniine alindiginda, bir haftalik morfin uygulanmasiyla
sicanlarda belirgin olarak bagimlilik olustugu goézlenmistir. Hipotalamusta melatonin gen ifade
seviyelerinin artmasi, morfin bagimliliginda hipotalamusun melatoninerjik etkiye daha duyarl hale
gelebilecegini diislindiirmektedir.

Anahtar Kelimler: Hipokampus, hipotalamus, melatonin reseptorleri, morfin bagimliligi, nalokson.

XV



ABSTRACT
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Investigation of Melatonin Receptors Gene Expression Levels in the
Hippocampus and Hypothalamus in Rats with an Experimental Morphine
Dependence Model

Yasin Ali CIMEN
Department of Physiology

Master Thesis / KONYA 2020

Melatonin exerts many physiological effects via two different G protein-coupled membrane
receptors, MT1 and MT2. Additionally, recent studies also reveal MT1/MT2 heteromer formation of
these receptors. The aim of this study was to investigate gene expression levels of these melatonin
receptors in morphine dependence and morphine withdrawal condition in rat hippocampus and
hypothalamus.

In this study, 36 male Wistar rats weighing 300-350 g were used. The animals were divided
into 3 groups of 12. In the control group, saline, morphine and morphine + naloxone groups were
administered subcutaneously 10 mg/kg/day morphine sulfate for 6 days. On the 7" day, saline was
injected intraperitoneally to the control and morphine groups, and 1 mg / kg naloxone to the morphine
+ naloxone group intraperitoneally and behavioral parameters were determined for 30 minutes.
Melatonin receptors gene expression levels in hippocampus and hypothalamus tissues of all rats were
analyzed by quantitative RT-PCR. Directional ANOVA was used for statistical evaluations.

As a result of naloxone administration to experimental animals, significant morphine
withdrawal behavior findings were detected in animals. There was no significant difference between
the groups in gene expression levels of melatonin receptors in the hippocampus tissue. MT1 receptor
gene expression in the hypothalamus was significantly higher in the addiction and naloxone groups
compared to the control group (p<0.05). Similarly, an increased MT1/MT2 heteromer receptor
expression was detected in the addiction and naloxone group compared to the control group (p <0.05).
There was no significant difference between MT2 receptor expression levels in the hypothalamus.

Considering the morphine withdrawal group findings, a significant dependence was observed
in rats after administration of morphine for one week. Increased melatonin gene expression levels in the
hypothalamus suggest that the hypothalamus may become more sensitive to melatoninergic effect in
morphine addiction.

Key words: Hippocampus, hypothalamus, melatonin receptors, morphine dependency, naloxone.
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda hizla degisen teknolojik gelismeler, niifus artisi, yasam
kosullarinin zorlasmasi, ¢alisma ortami ve insanlar arasindaki iliskilerdeki bozulma
sonucu ice kapanma gibi bir¢ok psikolojik problemlerin de sebebini olusturmaktadir.
Insanlar toplum iginde olmaktan keyif almak ve sosyallesmek yerine bireysel
aktiviteleri tercih etmeye baslamaktadirlar. Bunun sonucunda ise toplumdan diglanma,
mutsuzluk ve hayattan keyif alamama gibi duygusal semptomlar gbzlemlenmektedir.
Bu baglamda insanlar bagimlilik yapict maddelere yonelmekte ve bu maddeleri keyif
alma ve mutsuzluktan kagis araci olarak gdrmektedirler. Insanlarda bagimlilikla ilgili
durumlar aragtirmak i¢in deney hayvanlar {izerinde bir¢cok calismalar yapilmakta ve
kurgulanan modeller deney hayvanlarina uygulanarak fizyopatolojik siiregler ve olasi

tedavi seceneklerine yonelik bulgular elde edilmektedir.

Opioitler siddetli agrilarin kontroliinde en etkili ilaglardir, ancak tekrarlayan
kullanimlarinda bagimliligin gelismesine neden olmaktadirlar (Hassanipour ve ark.
2016). Bagimlilik, bir maddeye duyulan Onlenemez 6zlem olarak tanimlanabilir.
Morfin gibi opiyatlarin klinik kullanimi, tolerans ve hiperaljezinin de hizla gelismesine
sebep oldugu icin kanser agrisi ve noropatik agri gibi kronik agrilarin yonetiminde
kullanilmas: dikkat gerektirmekte ve sinirlandirilmaktadir. Morfin toleransi, benzer
keyif duygusunun kisi tarafindan algilanabilmesi i¢in daha fazla madde tiiketimine
ihtiya¢ duyulmasi ve mevcut olan dozun zamanla artirilmast durumudur (Nakamoto

ve ark. 2012).

Melatonin pineal bezden salgilanan ve organizmada birgok fizyolojik etkilere
sahip bir hormondur. Ayrica beyinde de birgok etkiler olusturmaktadir. Melatonin
ozellikle aydmlik-karanlik dongiisiine bagli olarak gece sentezlenmektedir
(Waldhauser ve Ditzel 1985). En 6nemli bilinen etkisi sirkadiyen ritmi diizenlemesi
ve antioksidan ozelligidir. Melatonin etkisini MT1, MT2 ve son yillarda varligi
belirlenen MT1/MT2 heteromer membran reseptorleri araciligiyla gostermektedir
(Savaskan ve ark. 2002). Melatoninin, morfin bagimlilik modeli uygulanmis deney
hayvanlan tizerindeki etkisi birgok c¢alismada arastirilmistir. Melatoninin, morfin
toleransini azaltic1 ve tersine cevirici bir¢ok etkisi gosterilmis olmasina ragmen var

olan mekanizmanin altinda yatan sebepler kesin olarak belirlenememistir. Bu nedenle



melatoninin morfin bagimlilig: iizerine etkilerini ve mekanizmalarini anlamak igin

daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Hipokampus, hafiza ve karar verme ile iliskili olup limbik sistemin bir
pargasidir. Hipokampusta MT1 ve MT2 melatonin reseptorlerinin varligi gosterilmistir

(Savaskan ve ark. 2005).

Hipotalamus endokrin sistem, otonom sinir sistemi ve vejetatif fonksiyonlar
gibi viicudun temel islevlerini kontrol eden bir yapidir. Hipotalamusta melatonin

reseptorlerinin varligi1 bir¢ok ¢alismada belirlenmistir (Wu ve ark. 2013).

Bu tez c¢alismasinda morfin bagimlilik modeli olusturulmus siganlarda
hipokampus ve hipotalamustaki melatonin reseptorleri gen ifade diizeylerinin

arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Opioitler

Opioit maddelerin kullanim1 bagimliliga sebep olabilmektedir. Gegmis yillarda
yapilan bir ¢calismaya gore 2013 yilinda toplam 246 milyon kisinin veya 15 ile 64 yas
arasindaki yirmi kigiden birinin yasadisi uyusturucu kullandigi tahmin edilmektedir
(Unodc 2016).

Opioitler dogal, sentetik ve yar1 sentetik olmak tlizere farmakolojik olarak ti¢

grupta yer alirlar.

Dogal opioitler: Fenantren tiirevleri (morfin, kodein) ve benzilizokinolin

tiirevleri (papaverin) olmak tizere ikiye ayrilirlar.

Sentetik opioitler: Morfinan tiirevleri (levorfanol), difenilpropilamin veya
metadon tiirevleri (metadon, d-propoksifen gibi), benzomorfan tiirevleri (pentazosin,
fenazosin), fenilpiperidin tiirevleri (fentanil, sulfentanil, meperidin) olmak tizere 4’e

ayrilirlar.

Yar1 sentetik opioitler: Eroin, dihidromorfon/morfinon, hidrokodon,

oksikodon, oksimorfon ve etorfin bu gruptadir (Schiff 2002).

2.1.1. Endojen Opioit Sistem

Opioitler, agr1 ile iliskili rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan giicli
analjeziklerdir. Opiyatlar, analjezi amaciyla uzun yillar boyunca kullanilmiglardir ve
giinimiizde kullanilmaya devam edilmektedirler. Son yillarda farmakolojik
caligmalarin da gelismesi ve hizlanmasiyla opioitlerden elde edilen opiyatlarin elde
edilmesinde 6nemli ilerlemeler saglanmistir. Opioitler agrinin yani sira, ishal, okstirtik,
ameliyat sonras1 agr1 gibi birgok rahatsizligin tedavisinde sik sik kullanilmaktadirlar
(Al-Hasani ve Bruchas 2011). Opioit maddelerin solunum sayisinda azalma, sedasyon,
kusma, ofori ya da disfori, gastrointestinal sistemde motilite seviyesinin azalmasi ve

kasint1 gibi bazi yan etkileri bulunmaktadir (Sora ve ark. 1997).

Opioitlerin inhibisyon etkilerinde ii¢ temel mekanizma mevcuttur: Bu
mekanizmalar adenilat siklaz inhibisyonu, hiicreye Ca*? girisi azaltilmasi ve Gi

proteini vasitastyla hiicre disina K* iyonlarinin difiizyonudur.



Opioit reseptorleri G proteini eslenik reseptorlerdir. Insan viicudunun
hormonlara, norotransmitterlere ve ilaglara verdigi tepkiye aracilik ederler ve duyusal
algi, tat ve koku algisinda gorev alirlar (Rosenbaum ve ark. 2009). Tiim G proteini
bagl reseptorler (GPBR) hiicre i¢i G proteinlerine baglanan yedi adet transmembran
kapsayan protein igerirler. Hiicre i¢i aktive edilen sinyal yollarina bagli olarak

farklilasan reseptorlere eslenik durumda yer alan farkli G protein tipleri vardir.

Gs protein bagl reseptorler adenilat siklaz enzimini aktive ederek siklik
adenozin monofosfat (CAMP) yapimint artirirlar. CAMP  molekiilii  sonunda
aktivasyon/inhibisyon ile sonuglanan cok sayida proteinin, iyon kanalinin ve
enzimlerin fosforilasyonundan sorumlu olan Protein Kinaz A'y1r (PKA) aktive

etmektedir (Al-Hasani ve Bruchas 2011).

Bazi hedef hiizrelerde cAMP’nin aktivasyonu Gi adli bir G proteini alt iinitesi
tarafindan inhibe edilebilir. Opioit agonistinin, reseptoriin hiicre dist N-terminal
alanina baglanmasindan sonra reseptoriin hiicre i¢gindeki C-terminal tarafinda bulunan
G alfa alt Ginitesi guanosin-5'-trifosfat (GTP)'ye baglanir. Bu baglanma ile alfa tinitesi,
G proteinin alt tiniteleri olan beta ve gama alt tinitelerinden ayrilir. Bu sirada beta ve
gama alt initeleri farkli efektdr molekiillerle etkilesime girebilir. Bu etkilesim GTP’ye
bagli alfa alt iinitesinin hidrolize olmasina kadar devam edebilmektedir. Adenilat
siklazin Ga; tarafindan inhibe edilmesi, cAMP {iretimini 6nlemektedir (Al-Hasani ve
Bruchas 2011). cAMP fiiretiminin 6nlenmesi ndronal sinapslarda presinaptik ya da
postsinaptik kavsaklarda inhibe ve aktive edici etki olusturabilmektedir (Yudin ve
Rohacs 2018). Ligantin reseptorden ayrilmasi sonucu alfa tinitesi GTP’den ayrilinca

tekrar beta ve gama alt liniteleriyle birlesir.

N tipli voltaj kapili Ca*? kanallar1, opioit agonistleri tarafindan uyarildiginda,
Gi eslenik reseptoriin G beta ve gama alt birimlerinin 6nemli hedefleridirler. Bu
kanallar, merkezi ve periferik sinir sistemi boyunca ndronlarin presinaptik bolgesinde
bulunmaktadirlar ve sinaptik yariga nérotransmiter salinimina neden olan presinaptik
ndronun i¢ine kalsiyum akigina neden olurlar. G proteini beta ve gama alt tinitelerinin
N tipi Ca*? kanallar1 ile etkilesimi inhibisyon ile sonuglamir ve Ca*? akisinin
bloklanmasi ile presinaptik ugtan ndrotransmitter salinimi bloke olmus olur (Mochida
2018). Opioit sistem bazi islevlerde rol oynamaktadir. Bunlardan bazilari stres
faktorlerine ve agrili uyaranlara nosiseptif yanitin diizenlenmesi, 6diil sistemi, su ve
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besin alimi yaninda sicakliin regiilasyonu gibi homeostatik diizenlenmelerdir. Bu
tezde Odiil sistemi iliski bagimlilik siirecleriyle melatonin ve melatonin reseptdrleri

arasindaki etkilesim iizerinde durulmustur.
2.1.2. Opioit Reseptor Alt Tipleri, Lokasyonu ve Fonksiyonlari

Bugiine kadar 4 farkli opioit reseptdr tipi tanimlanmigtir. Bunlar mii (), delta
(8), kappa (), nosiseptin/orfanin FQ reseptorleri (NOR/ORL1)’dir. Bu tanimlamada
molekiiler, hiicresel, genetik ve farmakolojik 6zellikler dikkate alinmistir (Dhawan ve
ark. 1996; Ozdemir 2017).

Opioit reseptorleri su alt tiplere ayrilir: p (ul, p2, u3); 8 (81, 82, 83); ve « (x1,
k2, k3) (Waldhoer ve ark. 2004; Bodnar 2016). Opioit reseptorlerinin sinir sisteminde
bulundugu alanlar ile ilgili bilgiler eski yillara dayanmaktadir (Pert ve Snyder 1973).
Opioit reseptor alt tiplerinin talamus, pons, omuriligin arka boynuzu, periakuediiktal
gri alan, rostroventral medulla (RVM), ventral tegmental alan (VTA), korteks, globus

pallidus, hipokampus, amigdala, ventral pallidum, rafe niikleus ve diger bazi beyin

bolgelerinde bulundugu belirlenmistir (Pert ve Snyder 1973; Wittert ve ark. 1996).

2.1.2.1. Opioit Reseptorleri

Tablo 2. 1. Opioit reseptorleri ve islevleri.

Reseptorler  Alt Tipleri Konumlari Islevleri
Mii, MOR Miil, Mii2, Mii3 Korteks Analjezi
Talamus Intestinal motilite
PAG Solunum depresyonu
Omurilik Fiziksel bagimlilik
Periferik duyu néronlart Ofori
Intestinal yol Miyozis
Delta, DOR DOR1, DOR2 Pontin niikleus Vazodilatasyon
Amigdala Analjezi
Olfaktor bulbus Konvulsan etkiler
Periferik duyu néronlari Antidepresan etkiler
Kappa, KOR KOR1, KOR2, KOR3 Beyin Analjezi
Hipotalamus Depresyon
PAG Disfori
Omurilik Miyozis
Periferik duyu ndronlar1 Noroproteksiyon
Nosiseptin NOR1 Korteks Sedasyon
Reseptor, NOR Hipokampus Stres
Amigdala Istah
Hipotalamus Anksiyete
Omurilik Depresyon

Opioit reseporleri, alt tipleri, konumlari ve islevleri tabloda gosterilmistir (Pert ve Snyder 1973; Xia ve
Haddad 1991; Wittert ve ark. 1996; Wadenberg 2003; Chiou ve ark. 2006; Peng ve ark. 2012; Pasternak
2014; Toll ve ark. 2016; Ozsoy, 2019).
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2.1.2.1.1. Mii Opioit Reseptorleri

Liretatiirde opioitlerin terapotik ve yan etkileri ile baglantili olarak primer
medyatdr olan mii opioit reseptorleri (MOR) tanimlanmistir. Morfin ve endorfinler bu
reseptorlere yiiksek baglanma o6zelligi gostermektedirler (Jankovic 1994). MOR
reseptorii miil, mii2 ve mii3 adli {i¢ reseptor alt tip biriminden olugsmaktadir. MOR
amigdala, serebral korteks, periakuaduktal gri madde (PAG) ve kaudat putamende
yogun olarak bulunmaktadir. MOR medulla spinalisin arka boynuzundaki primer
afferent noronlar tizerinde presinaptik terminallerde bulunmakta ve Ad ve C liflerinden
gelen agr1 uyarilarinin tasinmasini 6nlemektedir (Pasternak 2014). MOR agonistleri,
agr1 giderici 6zellige sahip olduklari icin klinik olarak onemlidirler. Ancak agriyi
engelleyici etkilere tolerans, bagimlilik, kabizlik, solunumun bastirilmasi ve kotiiye
kullanma gibi zararh etkileri genellikle 6lim de dahil olmak iizere ciddi tibbi
komplikasyonlara yol agabilmektedirler (Pasternak 2018). MOR'lar, ayrica
termoregiilasyon, kalp, vaskiiler sistem, gastrointestinal sistem, bagisiklik sistemi ve

endokrin sistem tizerinde de etki gostermektedirler (Feng ve ark. 2012).
2.1.2.1.1.1. Mii Opioit Reseptorlerinin Diger Etkileri
2.1.2.1.1.1.1. Strese Olan Etkisi

MOR’lar lokus seruleustan norepinefrinin salgilanmasinin engellenmesi
yoluyla merkezi stres tepkisinin azaltilmasinda énemli bir rol oynamaktadirlar. MOR,
hipotalamusun paraventrikiiler niikleusundan kortikotropin salgilatici hormonun
salgilanmasin1 azaltict etkisi ile norepinefrin salgilanmasini baskilar ve bdylece stres
azaltilmis olur. Bu nedenle MOR'larin, morfinin yararli etkilerinin gosterildigi
caligmalara dayanarak, travma sonrasi stres bozuklugu gelisme riskinin azaltilmasinda

onemli bir yeri oldugu bildirilmistir (Toubia ve Khalife 2019).
2.1.2.1.1.1.2. Ruh Hali ve Odiil Sistemine Olan Etkisi

Limbik sistemde MOR yogunlugunun fazla olmasi ile ruh hali
diizenlenmektedir ve bu reseptdrler anksiyete ve depresyon gibi ruhsal hastaliklarin
tedavisinde kullanilma potansiyeline sahiptirler. Beynin 6diil merkezi, mezolimbik
dopamin sisteminde yer alan ventral striatuma projeksiyon génderen VTA’dan

olugsmaktadir. MOR stimiilasyonu, gama aminobiitirik asit (GABA) salgilanmasinin



inhibisyonu yoluyla dopamin salinimina yol agmaktadir. Dopamin, opioitlerin tirettigi

odiillendirici etkilerden sorumludur (Al-Hasani ve Bruchas 2011).
2.1.2.1.2. Kappa Opioit Reseptorleri

Bu reseptorler dinorfinler ile aktive olmaktadirlar. Kappa opioit reseptorleri
(KOR, «l1, x2, «3), klonlanan opioit reseptorlerin ikincisidir. Agr1 algisi, agri
farkindaligi, ruh hali ve motor kontrol {izerine etkileri mevcuttur. Kappa reseptorleri
dinorfinler tarafindan uyarilirlar ve morfinin bu reseptorlerle baglanmasi ile delta
reseptorlerde oldugu gibi spinal diizeyde analjezik etki gostermektedirler. Dinorfin,
reseptorlere  baglanarak postgangliyonik noéronal ugtan asetilkolin  (ACh)
salgilanmasini inhibe etmektedirler (Baser ve ark. 2020). KOR agonistleri kronik ve
siddetli agr1 tedavisinde kullanilirlar. Disfori, sedasyon ve diiirez gibi bazi yan etkilere

neden olduklart bildirilmistir (Wadenberg 2003).
2.1.2.1.3. Delta Opioit Reseptorleri

Enkefalinler ile aktive olurlar ve agonistlerin bu reseptorlere baglanmasiyla
spinal seviyede analjezik etki gostermektedirler. Limbik sistemde (Topkara ve ark.
2013), korteks ve bazal gangliyonlarda fazla miktarda bulunmaktadirlar (Xia ve
Haddad 1991; Peng ve ark. 2012). Delta opioit reseptorleri (DOR); 61 (Onex) ve 62 (Oex)
olmak {izere 2 alt gruba ayrilmaktadir (Gendron ve ark. 2016). Kiiltiirle ¢ogaltilmis
kortikal noronlarda, DOR aktivasyonu glutamat kaynakli norotoksisiteyi dnemli
Ol¢iide azaltmakta (Zhang ve ark. 2000) ve hipoksik hasar1 hafifletmektedir (Lunzer
ve Portoghese 2007).

2.1.2.1.4. Nosiseptin Orfanin FQ Reseptorleri

Bu reseptorler 1990’11 yillarda tanimlanmig opioit reseptorleridirler. Bir
dopamin agonisti olarak gdrev alirlar. Beslenme, kardiyovaskiiler sistem, 6grenme,
bellek, agr iletilmesi, hafiza, epilepsi/ndbetler, motor aktivite, {iriner inkontinans,
oksiiriik, depresyon, anksiyete, ilag bagimlili§i ve stres diizenlenmesi gibi bilissel

diizeydeki aktivitelerde gorev almaktadirlar (Chiou ve ark. 2006; Toll ve ark. 2016).
2.1.3. Opioitlerin Odiil Sistemini Etkileme Mekanizmasi

Genellikle opioitler de dahil olmak tizere bagimlilik yapan maddelerin 6diil

sistemini etkilemesi VTA ya da niikleus akumbens gibi mezolimbik yolakta bulunan



bolgelerin uyarilmasi ile iliskilendirilmektedir. Mezolimbik yolak uyarildiginda, haz
alma merkezi olarak tanimlanan niikleus akumbensten dopamin salinimi artmaktadir
(Di Chiara 2000). Fakat ventral sitriatum, hipokampus, prefrontal korteks veya
amigdala gibi diger beyin bolgelerinden gelen uyarilar da mezolimbik sistemi
uyarabilmekte (Koob ve ark. 2004) ve niikleus akumbenste dopamin artigina sebep
olabilmektedirler. Bu nedenle, ila¢ alimindaki asir1 miktarda bir artisin, beyindeki
odiillendirici dopamin yollarinin diizensizligi ile karakterize oldugu bildirilmistir
(Anderson ve Pierce 2005; Listos ve ark. 2016). Boylece morfin ve diger opioitlerin
odiillendirici etkisi VTA’nin GABA’erjik terminallerindeki lokalize olmus MOR
stimiilasyonu ile iligkilendirilmektedir. Bu sekilde bir uyar1t GABA salinmasini inhibe
etmektedir, boylece dopaminerjik ndron inhibisyonu devre dis1 kalmakta, o6fori
duygusu uyarilmakta ve madde bagimliliginin gelismesine neden olan niikleus
akumbensten dopamin salinmaktadir (Wise ve Rompre 1989; Johnson ve North 1992;
Bodnar 2016). Dopamin, morfinin 6diillendirici  etkisinde Onemli bir rol
iistlenmektedir. Merkezi sinir sistemindeki (MSS) diger ndrotransmiterler ve
néromodiilatorler dopaminerjik sistemi etkilemekte ve dolayli yoldan morfin
bagimliligmin farkli asamalarinda etki gostermektedirler. Bu norotransmiterler
glutamat (Sepehrizadeh ve ark. 2008; Farahmandfar ve ark. 2011), serotonin (Reith ve
ark. 1997), y-aminobiitirik asit (Frankowska ve ark. 2008; Carr ve Sesack 2000),
noradrenalin (Frankowska ve ark. 2008; Reith ve ark. 1997; Zaniewska ve ark. 2015),
adonosin (Listos ve ark. 2016), nitrik oksit (NO) (Sahraei ve ark. 2007), oreksin
(Alijanpour ve ark. 2016) ve digerleridirler. Potansiyel olarak 6diil yolaginda bulunan
bu noérotransmitterlerin farmakolojik olarak etkilenimi ilag bagimliligindaki olusan

6zlem duygusunu etkileyebilmektedir.
2.1.4. Morfin
2.1.4.1. Morfinin Tarihgesi ve Yapist

Morfin, bir hashas bitkisi olan Papaver Somniferum’da bulunan dogal sekilde
olusan alkaloid tiirevidir. Bitkilerinin yas meyve halinde dis kabuklarinin ¢izilmesi ile
ortaya ¢ikan meyve 6zsularinin kurutulmus halidir (Koob ve Le Moal 2006). Diinya’da
ilk defa F. Wilhem Adam Setiirner adli bir Alman bilim adami tarafindan izole
edilmistir (Sertiirner 1925). Wilhem morfine, morfin ismini Yunan tanrilarindan olan
Morpheus’tan esinlenerek vermistir (Schiff 2002). Morfinin en 6nemli etkisi analjezik
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etkisi olmasidir. Bu etkisi nedeni ile 1830°1u yillarda oldukga sik kullanilmistir (Schiff
2002). Kanser kaynakli agrilarda, orta ve yiiksek siddetli agrilarda, ameliyat sonrasi
agrilarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (Christie 2008). Analjezik etkisi
sebebiyle en cok kullanilan opioit ajandir. Fakat kullanim esnasinda tolerans,
bagimlilik, ara verildiginde veya birakildiginda ise yoksunluk sendromu olusmasina

sebep olmaktadir (Koob ve Le Moal 2006).

morphine
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Sekil 2.1. Morfinin 6diil sistemi {izerindeki etki mekanizmasi. Morfinin 6diil sistemine etkisi VTA
icerisinde yer alan GABA’erjik terminaldeki MOR opioit reseptorlerinin stimiilasyonu ile
iliskilendirilmistir. Morfin, GABA salinimini inhibe etmekte ve NAC’deki dopaminerjik ndronlari
uyarmaktadir. PFC (prefrontal korteks); NAc (niikleus akumbens); HP (hipotalamus); Amy (amigdala);
VTA (ventral tegmental alan); GABA (gama aminobiitirik asit); DA (Dopamin) (Listos ve ark. 2019).

2.1.4.2. Morfinin Akut ve Kronik Etkileri

Opioit reseptorlerinin  farkli beyin alanlarindaki (hipokampus, niikleus
akumbens, lokus coerulus, vb) potasyum ve kalsiyum kanallar1 iizerindeki etkisi
bircok caligmada bildirilmistir ve bu kanallarin opioit reseptorlerinin aktivasyonu i¢in
anahtar rol oynadig1 disiiniilmektedir (Zamponi ve Snutch 1998; Torrecilla ve ark.
2008).

Kronik morfine maruz kalmak GRK’lar tarafindan opioit reseptorlerinin
fosforilasyonunu uyarmaktadir. Bu fosforilasyon, opioit reseptorlerini arrestin baglari
icin hazirlamaktadir. Arrestin baglar, G protein aracili sinyalleri bloklamaktadirlar.

Boylece bu baglar opioit reseptorlerinin duyarsizlasmasina neden olmaktadirlar

(Allouche ve ark. 2014).

Akut dozdaki morfinin etkisi, morfinin opioit reseptorlerini aktiflestirmesi ile

iliskilidir ve en fazla MOR ile afinite gostermektedir (Waldhoer ve ark. 2004; Bodnar
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2016). Histamin salinnminda artisa, hipotansiyona ve bronkospazma sebep
olabilmektedir (Trescot ve ark. 2008).

Oral yoldan viicuda alinan morfin gastrointestinal sistem ile tamamen absorbe
edilebilir fakat presistemik eliminasyona ugrayarak ilacin biyoyararlilig1 azalir, bu
nedenle intramiiskiiler veya cilt alt1 enjeksiyonla etkisi 20. dakikada baslayarak 45-90
dakika igerisinde maksimum degere ulagsmaktadir ve bu etkisi 4-6 saat devam
etmektedir. Intravendz enjeksiyonlarda ise analjezik etkisi 1-2 dakikada gdzlenmeye
baslamakta ve 10-20. dakikalarda maksimum degere ulasmaktadir. Bu etkisi daha kisa
stireli olmaktadir. Viicuda giren morfinin %90’1 yaklasik olarak 24 saat igerisinde

elimine edilmektedir (Brunton ve ark. 2011).

Kronik morfin maruziyeti

Opioit reseptor » Opioit Fosforilasyon
aktivasyonu K ca—) .
{ oo Hiicre Disi

“

Hunu l YOOy
| ( by '].l‘ o '. ll” ‘l ] F|'|'l"‘|'h“‘ill‘!'l-||l.ll|.|:|'

l 111
.,‘.I‘H.nn’um” 5 .umm‘ mng SN

SAC ;Q Hiicre ici

)VO
ATP CAMP arrestin
: sinyali
®
Y
/

® @ // =/ MaAPK

S \ sinyali

Hiicresel slrecin diizenlenmesi

Sekil 2.2. Morfinin molekiiler etkilerinin sekil olarak gosterimi.

Morfin aktivasyonunun molekiiler mekanizmasinin gorsellestirilmesidir. Ligant opioit reseptorlere
baglanarak G, veya G;i proteinlerini aktive eder. a-GTP, B dimerden ayrilir. Bu, adenilat siklaz
aktivitesinin inhibisyonuna ve hiicre i¢inde cAMP seviyesinin ve protein kinaz A'nin azalmasina yol
acar. Potasyum kanalinin aktivasyonu ve hiicresel hiperpolarizasyon gozlenir. Dimer kalsiyum kanalini
bloke eder ve hiicrelerin igindeki kalsiyum konsantrasyonunu azaltir. Opioit reseptorlerinin morfin
tarafindan kronik uyarilmasi, opioit reseptorlerinin fosforilasyonunu indiikler. SAC-¢6ziiniir adenil
siklaz; PKA-protein kinaz A; CREB-CAMP cevap eleman: baglayici protein; PIP2-fosfatidilinositol
bifosfat; PLC-fosfolipaz C; DAG-diagilgliserol; IP3-inositol trifosfat; MAPK — mitojenle aktiflestirilen
protein kinazlar (Listos ve ark. 2019).
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2.1.4.3. Morfin Bagimlilig

Kronik morfine maruz kalmak psikolojik ve fizyolojik bagimliliga sebep
olmaktadir (Robinson ve Berridge 2000; Koob ve Le Moal 2006; Goodman 2008).
Psikolojik bagimlilik fizyolojik bagimliliktan 6nce olugsmakta ve maddeye duyulan
0zlem ile kendini belli etmektedir. Morfine olan fiziksel bagimlilik ise verilen ilag
uygulamasinin aniden kesilmesi ile kendini belli etmekte (Listos ve ark. 2013; Taylor
ve ark. 2016) veya opioit reseptor antagonistlerinin uygulanmasiyla ortaya
cikmaktadir. Zamanla fiziksel bagimliligin farkli bir parametresi olan morfin toleransi

da gelismektedir (Nakamoto ve ark. 2012).
2.1.4.4. Morfin Cekilmesi

Deneysel farmakolojide morfin g¢ekilmesi igin en yaygin nalokson
kullanilmaktadir ve genelde 1 ile 6 mg/kg arasinda bir dozda uygulanmaktadir (Done
ve ark. 1992; Hooshmandi ve ark. 2017). insanlarda morfin yoksunluk belirtileri
hapsirma, burun akintisi, 6ksiiriik, karin agrisi, ishal, anoreksi ve anksiyete gibi diger
etkiler olarak gozlenmektedir (Harris ve Gewirtz 2005; Evans ve Cahill 2016).
Hayvanlardaki yoksunluk c¢ekilmesi belirtileri ziplama, penge titremesi, dis
gicirdatmasi, kopek salyasi ve ishal olarak gézlenmektedir (Schulteis ve ark. 1994;
Zhang ve Schulteis 2008). Morfinin yoksunluk belirtilerinin siddetini analiz etmede,
gegirilen ataklarin sayisi dikkate alinmaktadir (Listos ve ark. 2013; Taylor ve ark.
2016).

Baz1 arastirmacilar mezokortikolimbik sistemdeki dopamin
konsantrasyonlarindaki azalmanin morfin ¢ekilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigini
iddia etmektedirler (Koob ve ark. 1989; Elman ve ark. 2013). Noradrenalin (Fox ve
ark. 2017), glutamat (Sepulveda ve ark. 1998), serotonin (Zhang ve ark. 2016), oreksin
(Zhou ve ark. 2006) ve kortizol (Reisi ve ark. 2013) gibi ndrotranstmiterler de morfin
cekilmesinde rol oynayabilirler. Ayrica, norotransmiterlerdeki bu degisikliklere,
cAMP seviyesinde onemli bir artig (Meye ve ark. 2012) ve MAP kinaz yolagiin (ERK
1/2) (Bilecki ve ark. 2005; Cao ve ark. 2005) regiilasyonu gibi hiicre sinyal
yollarindaki degisiklikler eslik etmektedir.

11



2.1.4.5. Morfin Toleransi

Morfin toleransi, aym keyif duygusunun hissedilebilmesi i¢in daha fazla
madde alimina ihtiya¢ duyulmasi ve bu dozun zamanla artirilmas1 durumuna verilen

isimdir (Nakamoto ve ark. 2012).

Tolerans tipleri farmakokinetik, farmakodinamik ve 6grenilmis tolerans olmak
iizere iige ayrilmaktadirlar. Ilag dagilimi veya metabolizmadaki degisimler
farmakokinetik toleransa; bagimli olunan ilact kullanirken bazi davranislarin
Ogrenilmesi 6grenilmis toleransa; ilacin ortamda fazla miktarda bulunmas: ile opioit
reseptOrlerinin kendini kapatmasi, sinyal yollarindaki degisimde dahil olan tiim
norouyumsal degisikler farmakodinamik toleransa dahil edilmektedir (Mitra ve
Sinatra 2004). Morfin toleransi, dopamin (Zarrindast ve ark. 2002; Ozdemir ve ark.
2013), serotonin (Singh ve ark. 2003), asetilkolin (Gawel ve ark. 2017), oreksin
(Abdollahi ve ark. 2016) veya endokannabinoitler (Wilson-Poe ve ark. 2015) ve diger

norotransmiterlerle de modifiye edilebilmektedir.
2.1.5. Nalokson

Nalokson, narkotiklerin etkilerini etkili bir sekilde antagonize eden
oksimorfonun sentetik bir N-alil tiirevidir. Nalokson i¢in yarilanma 6mrii 4,7 dakika
olarak bildirilirken (Ngai ve ark. 1976), eliminasyon yarilanma 6mrii 30 ila 100 dakika
(Fishman ve ark. 1973), ortalama 65 dakika olarak bildirilmistir (Ngai ve ark. 1976).
Naloksonun ana metaboliti nalokson-3-glukuronittir ve esas olarak glukuronit asit ile
konjugasyonun bir sonucu olarak karaciger tarafindan hizla metabolize edilmektedir

(Weinstein ve ark. 1971; Fishman ve ark. 1973).
2.2. Melatonin
2.2.1. Melatonin Molekiilii

Melatonin, ilk defa kurbagalarda yapilan deneyler sonucunda pineal bezden
sentezlenen bir molekiiliin kurbaga deri ton rengini agik hale getirmesiyle Upjohn
Sirketi'nden R. V. Heinzelman ve J. Szmuszkovicz'in yardimiyla Lerner tarafindan
maddenin molekiiler yapisinin ¢oziilmesi ile sentezlenebilmistir. Bu molekiile
melatonin ad1 verilmistir. Alfa-MSH gibi melatoninin de bir azot atomuna bagl bir
asetil grubuna sahip oldugu bulunmustur. Kurbaga derisinin aydinlatilmasimin

gosterilmesi amaciyla sentetik melatonin kullanilmistir. Ancak memelilerle yapilan
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caligmalarda pigmentasyon tiizerine herhangi bir etkisinin olmadigr bilgisine
ulagilmistir (Lerner 1961). Kesfedilmesinden kisa bir siire sonra, pineal bezdeki

sentetik yolu tespit edilmistir.
2.2.2. Pineal Bez

Pineal bez omurgalilarin beyin bdlgesinde yer alan gri ve kirmizi renkte olan
ve melatonin sentezi yapan bir bezdir. Biiylikliigii ve bulundugu beyin bolgesi tiirlere
gore farklilik gosterebilir. Kesfi milattan 6nce 300’li yillara dayandirilmaktadir.
Simdiki adin1 ¢cam kozalagina benzerliginden dolay1 almistir. Pineal bezin i¢ salgi
yapan bir organ olarak tanimlanmasi 1950’li yillarin sonlarinda, sigir pineal
dokusunda N-asetil-5-metoksitriptaminin, yani N-asetil-5-metoksitriptaminin metoksi
tiirevinin izolasyonu ve saptanmasi ile gergeklesmistir (Lerner ve ark. 1958; 1959).

Bir¢ok kaynakta Diinya’ya agilan li¢iincii géz olarak tanimlanmaktadir (Reiter 1981).

Pineal bez tarafindan salgilanan ana hormon melatonindir (Claustrat ve ark.
2005). Pineal bezdeki melatonin hormonu miktar1 giinliik ritme gore farklilik
gostermektedir (Lynch 1971). Esas olarak geceleri sentezlenmekte ve salgilanmaktadir
(Axelrod ve ark. 1965). Melatonin amfoterik bir bilesiktir bu sebeple hiicre
¢ekirdeginden, hiicre plazmasindan (Hardeland ve ark. 1993) ve kan beyin

bariyerinden kolaylikla gecebilmektedir (Pardridge ve Mietus 1980).
2.2.3. Melatoninin Fizyolojik Fonksiyonlari

Melatonin diizenleyici birgok fonksiyonu bulunan bir hormondur. Melatoninin
MSS iizerinde onemli diizenleyici etkileri mevcuttur (Yahyavi ve ark. 2007).
Sirkadiyen ritminin diizenlenmesinde biiyiik bir rol oynamaktadir (Reiter ve Korkmaz
2008). Melatonin antiinflamatuar, antioksidan ve antiapopitotik ajan olarak dikkat

cekici ozelliklere sahiptir.

Yiiksek etkinligi, giivenligi ve temel toksisite azligi ile klinik pratikte ilgi
uyandirmaktadir (Reiter ve Korkmaz 2008). Melatoninin, antinosiseptif etkileri ve ters
morfin toleransini artirdig1 gosterilmistir (Song ve ark. 2015). Ayrica, morfine bagh
hiperaljezi ve spinal astrogliya aktivasyonu melatonin ile hafifletilebilmektedir (Wei
ve ark. 2012). Melatoninin, ¢esitli norotransmiterler ve néromodiilatorlerin 6zellikle
dopamin, FSH, gonadotropin saliverici hormon (GnRH) ve siklik niikleotitlerin neden

oldugu cAMP yiikselmesini azalttig1 bildirilmistir (Vanecek 1998). Ayn1 zamanda
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melatonin organizmada Tiretilen ve yiiksek derecede tahrip edici oldugu bilinen
hidroksil radikalinin (OH) olumsuz etkilerini baskilamaktadir (Reiter ve ark. 2002).
Daha once yapilan bir ¢alismada yiiksek toksisiteye sahip ve karsinojen olan safrol
deney hayvanlarina uygulanmistir ve karaciger hiicrelerinde yiiksek miktarda DNA
hasar1 gézlenmistir. Safrolle ayn1 zamanda melatonin verildiginde ise DNA hasarinin
azaldig1 bildirilmistir (Tan ve ark. 1993). Melatonin gii¢lii bir antioksidan olmasi
sebebiyle, diizeyinin azalmasi beynin oksidatif atakla daha fazla hasarlanmasina neden
olmaktadir. Boylece yaslanma endojen melatonin seviyesindeki belirgin azalmayla
iligkili olmakta, yaslanma siirecinde sinir dokusu ileri derecede hasar verici serbest
radikallere daha fazla maruz kalmaktadir (Reiter 1992). Ayni zamanda Alzheimer
hastasi olan bireylerin Alzheimer olmayan bireylere gore daha az melatonin diizeyine

sahip olduklar1 bildirilmistir (Maurizi 2001).

Ratlarla yapilan baska bir ¢alismada yaslh ratlarda melatonin seviyesinin geng
ratlara oranla daha diisiik (~ %75) oldugu fakat melatonin sentezindeki gece piklerinin
hala devam ettigi ama bu piklerin genglerdeki piklere gore daha az oldugu bildirilmistir
(Miguez ve ark. 1998). Yaslanmayla es zamanli olarak viicuttaki melatonin miktarinin
azalmasmin, beta-adrenerjik reseptorlerin sayisinin azalmasina bagli oldugu
diistinilmiistir (Weiss ve ark. 1980). Viicuda eksojen yolla uygulanan melatoninin
ortalama sigan yasam siiresini 25 aydan 31 aya kadar uzattig1 bildirilmistir (Maestroni
ve ark. 1988). Melatoninin kanserli dokularin proliferasyonunda, mitotik aktivitenin
azaltilmasinda ve meme bezlerinde antidstrojenik etkiye sahip oldugu belirtilmistir
(2009). Melatoninin, GnRH salinimin1 etkiyerek LH ve testesteron sentezini azalttigi
saptanmigtir (Mo ve Kas 2002). Melatonin serbest radikalleri uzaklastirarak
gastrointestinal kanalda tilser olusumunu azaltic1 etki gostermektedir (Genet ve Tez
2014). Ozetle melatonin oksidatif fosforilasyon etkinligini artirmakta, oksijenden
tiireyen radikalleri detoksifiye etmekte, adezyon molekiillerini azaltmakta, antioksidan
enzimlerini uyarmakta, genis ve yaygm hiicre i¢i dagilim gostermekte, tim
morfofizyolojik bariyerleri gegmekte, hiicre membranini stabilize etmekte, nitrojenden
tiireyen radikalleri detoksifiye etmekte ve pro-inflamatuvar sitokinleri azaltmaktadir

(Reiter 2003).
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2.2.4. Melatonin Sentezi

Melatonin sentezi, triptofan ile baslamakta ve serotoninden doniistiiriilerek
sonlandirilmaktadir. Pinealositlerde triptofan, triptofan hidroksilaz vasitasiyla 5-
hidroksitriptofana hidroksillenmektedir. Bu asamada gorev iistlenen triptofan
hidroksilaz enzimi, serotonin sentez yolaginin birinci enzimidir ve yolagin hiz
baskilayici asamasini olusturmaktadir (Rahman ve ark. 1982). 5-hidroksitriptofan, L-
aminoasit dekarboksilaz enzimi vasitasiyla var olan karboksil grubundan ayrigarak 5-
hidroksitriptamine yani serotonine doniistiiriilmektedir. Serotonin, sonraki asamada N-
asetil transferaz (NAT) enzimi vasitasiyla asetillenerek N-asetilserotonine
doniistiriilmektedir. N-asetilserotonin ise hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT)
ile melatonine donlismektedir (Cardinali ve Pévet 1998; Palaoglu ve Beskonakli 1998;
Maksimovich 2002; Boutin ve ark. 2005). Pineal bezde istisnai derecede serotonin
bulundugu i¢in bu oOnciiliin disiikligi higbir zaman melatonin sentezi igin bir
kisitlayict durum olusturmamaktadir (Quay 1963). Triptofan diyetle elde edilen 9
temel amino asitten birisidir (Zelante ve ark. 2013; Gao ve ark. 2018). Triptofan
melatonin sentezi i¢in pineal bez vasitasiyla plazmadan temin edilmekte ve
pinealositlerde sentezlenmektedir. Islev iistlenen hidroksiindol-O-metiltransferaz
enziminin pineal bez disinda bagka yapilarda bulunmasi, melatonin salgilanmasinin
baska bolgelerde de olduguna kanittir. Harder bezinde, lakrimal bezde, retinada,
eritrositlerde, trombositlerde ve gastrointestinal sistemdeki birtakim hiicrelerin de
melatonin salgiladiklart bildirilmistir. Fakat salgilanan miktarin kan dolagimindaki
melatonin seviyesine katkist olduk¢a az olmaktadir (Cardinali ve Pévet 1998,
Maksimovich 2002). Ayni zamanda karacigerde de sentezlendigi bilinmektedir
(Bouchard ve ark. 1981).

Melatonin  sentezindeki  nokturnal artis, uyarict  suprakiyazmatik
¢ekirdeklerden (SCN) kaynaklanan elektriksel aktivite ile saglanmaktadir (Moore ve
Klein 1974). SCN, norepinefrinin gangliyonik sempatik sinir uglarindan birincil olarak
31-adrenerjik reseptorleri araciligiyla melatonin iiretimini baglatan bir elektrik sinyali
gondermektedir (Maronde ve Stehle 2007). Pineal bezin parasempatik bir inervasyonu
da tarif edilmistir ancak melatonin iiretimini belirlemedeki 6nemi ihmal edilebilir
diizeyde oldugu bildirilmistir (Kappers 1969). NAT seviyesi ¢evredeki 1s18a gore

degiskenlik gostermektedir, 151kl1 ortamda seviyesi diisiik ve karanlik ortamlarda 1g1kli
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ortama gore seviyesi 15-30 kat artmaktadir (Klein ve Weller 1970). Triptofan
hidroksilaz, mRNA'nin ifadesi ve ayn1 zamanda enzimin aktivitesi de giinliik ritme
gore degiskenlik gostermektedir (Sugden 2003). 21.00-22.00 saatlerinde salgisi
artmaya baslamakta ve gece 02.00-04.00 saat araliginda pik noktaya ulagmaktadir.
Sabah 05.00-07.00 saat araliginda salgilanmasi azalmaya baslamakta ve saat
07.00’den sonra salgilanmasi asagi seviyelere diismektedir. Kan konsantrasyonundaki
melatonin gilindliz saatlerinde yaklasik olarak 0-20 pg/dl diizeylerindeyken, gece
saatlerinde 50-200 pg/dl seviyelerine yiikselmektedir. Bir giinde 30 mg melatonin
sentezlenmektedir ve bunun 4/5’ini gece sentezlenen melatonin kapsamaktadir

(Waldhauser ve Ditzel 1985).

Kandaki melatoninin, %60-70’i albumine bagli bulunmaktadir. Melatonin
intraven6z yolla dolagima verildiginde dagilimi hizli olmaktadir ve 0,5 dk-5,6 dk
arasindaki yarilanma omrii ile elimine edilmektedir (Iguchi ve ark. 1982). Metabolize
olmas1 sonucu melatonin 6-hidroksimelatonine ¢evrilmektedir. 6-hidroksimelatonin
konjugasyona ugrar ve metabolitlerinden birisi olan 6-hidroksimelatonin siilfat, idrar
yoluyla viicut digina atilan ana bilesendir. Bu idrar bilesen yapisi 6zellikle ¢ocuklarda
pineal bezi islevlerinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Webb ve Puig-
Domingo 1995).

Melatonin memelilerde dort farkli mekanizma ile etki gostermektedir:

1-) Plazma membranindaki melatonin reseptorlerine baglanarak,

2-) Kalmodulin gibi hiicre i¢i proteinlere baglanarak,

3-) Orphan niikleer reseptorlerine baglanarak,

4-) Antioksidan etki ile etkinligini gostermektedir (Ekmekcioglu 2006).
2.2.5. Melatonin Reseptorleri
2.2.5.1. MT1 ve MT2 Melatonin Reseptdrleri

Memelilerde, G proteini bagl daha 6nceki adi Melia ve Melyp olan simdiki adi
MT1 ve MT2 olan melatonin alt reseptor tipleri bulunmaktadir. MT1 reseptorleri,
hipofizin pars tuberalis boliimiinde ve hipotalamusun suprakiyazmatik nukleus
bolgesinde bulunmaktadir. Iyodomelatonin kullanimiyla, MT1 reseptoriiniin pars

tuberalis, hipotalamus gibi ¢esitli beyin bolgelerinde ve memelilerde kardiyovaskiiler
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sistem, gastrointestinal sistem, bagisiklik sistemi ve bobrek dahil olmak tizere periferik
dokularda ifade edildigi ispatlanmistir. MT2 reseptorleri; retina bolgesinde, beyin ve
gastrointestinal sistem dahil olmak iizere bir¢ok organda bulunmaktadir (Morgan ve
ark. 1994; Bubenik 2002; Wiechmann ve Sherry 2013). Ayrica MT1 ve MT2
reseptorlerinin; serebellumda, retinal yolaklarda ve gangliyon hiicrelerinde de var
oldugu saptanmistir (Reppert 1997; Sugden ve ark. 2004; Boutin ve ark. 2005). Bu
reseptorler dogal ligant melatonin i¢in afiniteleri bakimindan bir miktar farklilik
gostermektedirler. Insan MT1 ve MT2 reseptorleri, ilgili Ki degerleri sirastyla 80.7 ve
383 pM olarak bildirilmistir (Kato ve ark. 2005). Ayn1 zamanda sirkadyen ritmin
diizenlenmesinde, iireme fonksiyonlarinda ve serebral arter kasilmasinda gorev

almaktadirlar (Petit ve ark. 1999; Conway ve ark. 2000; Dubocovich ve ark. 2003).

Baz1 bilinen agonistleri; uzun salinimli melatonin analogu olan sirkadin, bazi
uyku problemlerinde kullanilan ramelton, tasimelteon, PD-6735, uyku diizenlenmesi
ve depresif durumlarda kullanilan agomelanindir. Antagonistleri ise afobazol ve
luzindoldur (Patel ve ark. 2020).

2.2.5.2. MT1/MT2 Heteromer Melatonin Reseptorii

Onceki calismalarda, melatonin reseptdrlerinin dimerler veya daha yiiksek
dereceli oligomerler olusturma potansiyeline sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Ayoub
ve ark. 2002). Bu fikir cesitli dokularda her iki reseptor tipinin birlikte ifadesi ve
heteromere 06zgii bir farmokolojik yapmin mevcudiyeti ile desteklenmektedir
(Milligan 2006). Fare retinasinda geceleri 151k duyarliligina sahip olan ve melatonine
bagli artigtan sorumlu MT1/MT2 heteromerlerinin varlig1 bildirilmistir (Baba ve ark.
2013). Transgenik farelerde yapilan ¢aligmalar sonucunda MT1/MT2 heteromerinin
antagonistleri luzindol ve 4-Phenyl-2-propionamidotetralin (4P-PDOT) olarak
belirtilmistir ve N-Butanoyl 2-(9-methoxy-6H-iso-indolo[2,1-a]indol-11-
yl)-ethan-amine (IIK7), MT1/MT2 heteromer agonistidir. Bu ¢alisma ayni1 zamanda
da MT1/MT2 heteromerinin varlig1 ve fonksiyonelligi hakkindaki ilk kesin kanattir.
Gelecek calismalarda MT1/MT2 heteromerinin muhtemelen insanlarin ¢esitli
dokularinda da ortaya konabilecegi bildirilmistir (Savaskan ve ark. 2002b, 2007;
Tosini ve ark. 2014). Bir diger ¢alismada ise MT1/MT2 heteromerlerinin Gij ve Gq
bagimli sinyal yollarina baglandigin1 ve heteromerlerin, biiyiik olasilikla reseptor
seviyesinde meydana gelen pozitif allosterik etkilesimler nedeniyle bu yollar
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etkinlestirmede daha gii¢lii ve verimli olma egiliminde oldugu gosterilmistir (Jockers

ve ark. 2008).
2.2.5.3. MT3 Melatonin Reseptorii

MT3 (Mely) adli reseptor tipi memelilerde bulunmamakta; amfibilerde,
baliklarda ve kuslarda bulunmaktadir (Emet ve ark. 2016). Ayrica Sinyallesme ve
GMP’nin siklusunda etkinligi vardir (Jockers ve ark. 1997). Melsc klonlanan ilk

melatonin reseptoriidiir (Ebisawa ve ark. 1994).
2.2.5.4. NQO2, Kinon Rediiktaz 2 Enzim, QR2 Reseptorleri

MT3 homojenlige kadar saflastirilmistir ve QR2 (kinon rediiktaz 2) olarak
tanimlanmistir.  Ayrica  NQO2 [NRH (N-ribosyldihydronicotinamide): guanin
oksirediiktaz 2)] olarak da bilinmektedir (Nosjean ve ark. 2000). Kinonlarin elektron
transfer reaksiyonlarini inhibe eden ve oksidatif strese karsi koruma saglayan reseptor
grubu oldugu bildirilmistir (Pandi-Perumal ve ark. 2008). Kalp, kas, karaciger, barsak,
akciger, bobrek ve kahverengi yag dokusunda yer almaktadir (Ekmekcioglu 2006).

2.2.5.5. Retinoid Baglantili Orphan Niikleer Hormon Reseptorleri

Melatonin ayrica retinoid ile ilgili orphan niikleer hormon reseptorii
(RZR/RORa) igin bir liganttir. Insan lenfositik hiicreleri (jurkat) ve monositik
hiicreleri (U937) lizerinde yapilan bir ¢aligmada, melatoninin niikleer RZR/ROR «
reseptOrleri ve membran MT1 reseptorleri aracilifiyla aktivite gostererek 1L-2 ve IL-
6 {lretimini arttirdigr bildirilmistir. Bu calismada niikleer melatonin reseptor
ekspresyonunun, melatoninin IL-6 fiiretimi {izerindeki etkisi igin gerekli oldugu

sonucuna varilmistir (Garcia-Maurino ve ark. 2000).
2.2.5.6. Melatonin ile lgili Orphan Reseptorleri

GPBR ailesinin birkag {iyesi, heterodimerizasyon yoluyla diger reseptorlerin
islevini modiile etmektedir. G protein reseptorii 50 (GPR50), insan MT1 ve MT2
reseptorleri ile yaklasik %45 6zdestir ve bazi hiicrelerde MT1 ve MT2 melatonin
reseptorleri ile yapisal ve spesifik olarak heterodimerlesmektedir (Levoye ve ark.
2006). GPR50 ve MT2 arasindaki iliski MT2 fonksiyonunu degistirmezken, GPR50
yiiksek afiniteli agonist baglanmasini ve MT1 reseptdriine G protein baglanmasini

ortadan kaldirdigi bulunmustur. Genetik GPR50’nin silindigi bir gen ¢alismasinda
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GPR50’nin bipolar depresyon ve major depresif bozukluk ile iligkili oldugu
saptanmustir (Thomson ve ark. 2005).

2.2.5.7. Melatonin Reseptorlerinin Hiicresel Sinyallesme Mekanizmasi

Melatonin, spesifik hiicreye ve tiirlere baglh olarak, membran reseptorlerine
baglanmasindan sonra ¢esitli farkli ikinci haberci basamaklarini aktive etmektedir ve
melatonin sinyal yolaklar tiirlere gore farklilik géstermektedirler (Hardeland 2009).
MT1 ve MT2 reseptorleri dogal ligantlar igin yiiksek afiniteye sahiptirler (disiik pM
araligl) ve baskin olarak Gip proteinlerine baglanmaktadirlar. MT1 ve MT?2
reseptorleri hiicre i¢inde adenilat siklaz inhibisyonu, cAMP'deki azalma ve PKA
aktivitesinin modiilasyonunu saglamaktadirlar. Simdiye kadar, sinyal seviyesindeKi
MT1 ve MT2 reseptorleri arasindaki en biiyiik fark, yalnizca MT2 ile transfekte
hiicrelerde gozlenen cGMP iiretimini inhibe edebilmesi ile ilgilidir (Petit 1999). MT1
ve MT2'in diger G protein ¢esitlerine (B-arrestinler ve MAP kinazlar gibi) sinyal
molekiillerine baglandigi da bildirilmistir (Brydon ve ark. 1999; Kamal ve ark. 2015;
Cecon ve ark. 2018). Diagilgliserol, fosfolipaz C (PLC), ikinci haberciler inositol
trisfosfat, kalsiyum ve kinazlar dahil olmak iizere melatonine yanit olarak c¢esitli
molekiillerin toplandig1, aktive edildigi veya iiretildigi bildirilmistir (PKA, PKC ve
MAP kinaz ailesi gibi) (Cecon ve ark. 2018). Transkripsiyon seviyesinde, melatonin
sinyallesmesi genellikle transkripsiyon faktorii cAMP'ye duyarli element baglayici
protein (CREB) kontrolii altindaki genlerin transkripsiyonunu negatif olarak
diizenlemektedir ve ERK ile indiiklenen transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol
edilen genlerin transkripsiyonunu pozitif olarak diizenlemektedir. Bazi ek sinyal
yollarinin belirli melatonin etkilerine aracilik ettigi bildirilmistir; bunlardan bazilar
yalnizca belirli hiicre tiplerinde (6rnegin, bagisiklik sisteminin hiicreleri) veya belirli
durumlarda (6rnegin kanser hiicreleri) meydana gelmektedir (Cecon ve ark. 2018;
Smith ve ark. 2018).

2.2.6. Hipotalamus

Hipotalamus beyinde talamusun altinda yer alir, yaklasik 4 gr agirligindadir ve
ticlincti ventrikiiliin tabanini1 olusturmaktadir. Hipotalamus; endokrin sistem, otonom
ve somatik sinir sistemi ile siirekli etkilesim halindedir ve homeostazi koruyan yiiksek
seviyeli bir duyusal entegrasyon ve motor ¢ikis alanidir. Hipotalamus ayni zamanda

viicut fonksiyonlarini temelden etkilemektedir.
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Fonksiyonlarini 6zetleyecek olursak hipotalamus; viicut 1sisinin diizenlenmesi,
kalp atimlarinin ve kan basincinin diizenlenmesi, sivi-elektrolit dengesi ve susamanin
diizenlenmesi, istah ve viicut agirliginin diizenlenmesi, mide ve barsak salgilarinin
diizenlenmesi, hipofizden hormon salgilanmasinin diizenlenmesi, kizginlik, korku,
ofori gibi duygu durumlarinin diizenlenmesi, aclik, susama ve cinsiyet gibi
motivasyonel davraniglarin diizenlenmesi, biyolojik ritmin diizenlenmesi gorevlerini
iistlenmektedir (Insan Fizyolojisi, 2020). Hipotalamusun 6zellikle hayvan davranislari
tizerindeki etkileri hipotalamusun lezyonlar1 veya uyarilmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.
Hipotalamusta, hipotalamusun uyarildig1 veya lezyona ugradigi bolgeye gore farkl
yanitlar tespit edilmistir. Hayvanlarda lateral hipotalamusun uyarilmasi susama ve
aclik duygulariyla beraber 6fke ve kavga davranislarinin da tetiklenmesine yol
acmaktadir. Ventromedial ¢ekirdegin uyarilmast doyma hissi ve istahin azalmasini
tetiklemektedir. Periventrikiiler ¢cekirdek bolgesinin uyarilmasi ile korku ve cezalanma
yamti olugmaktadir. On ve arka hipotalamusun uyarilmasi ile de seks diirtiileri
tetiklenmektedir. Hipotalamus lezyonlarinin ortaya ¢ikardig: etkiler ise uyarilmasiyla
ortaya ¢ikan cevaplarin genellikle tersidir. Lateral hipotalamusun cift tarafli lezyonu
yeme igme diirtlislinii azaltarak neredeyse sifir diizeyine indirmektedir. Ventromedyal
alanin ¢ift tarafli lezyonu ise asir1 yeme igme ve hiperaktivite diirtiilerinin olusmasina

sebebiyet vermektedir (Guyton 2017a).
2.2.6.1. Hipotalamus ve Melatonin Reseptorleri

Melatonin reseptor dagilimi ile ilgili olarak hipotalamustaki en yogun
bulundugu alan SCN’dir. Insanda, SCN'deki MT1 reseptdr protein igeriginin en
yiiksek oldugu bildirilirken sicanda ise esas olarak SCN néronlarinin dendritleri ve
somalar1 {izerinde lokalize oldugu saptanmistir (Waly ve Hallworth 2015). MT2
reseptorii  i¢in, SCN'deki seviyesi MT1’e kiyasla nispeten diisiiktir. MT2
reseptorlerinin lokalizasyonu baskin olarak paraventrikiiler ¢ekirdekte ve supraoptik

¢ekirdekte tanimlanmistir (Wu ve ark. 2013).

Melatonin, hipotalamus ve retinadan dopamin salinimini inhibe
edebilmektedir. Bu inhibisyon, uyarilmis doku tarafindan kalsiyum aliminin
baskilanmasi ile iliskilidir (Dubocovich 1983; Zisapel 2001). Ek olarak fonksiyonel
ve ligant baglanma caligmalari, hipotalamusun preoptik alaninda ve si¢anlarda
medulla ve ponsta diisiik afiniteli (10 nm araliginda Kdin) melatonin membran
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baglanma bolgelerinin varligini géstermistir (Zisapel ve Laudon 1982; Laudon ve ark.
1988). Yaslanma hipotalamustaki I-melatonin baglarinin azalmasi ile iligskilendirilir
(Laudon ve ark. 1988). Melatoninin hipotalamustaki kalsiyum alimi tizerindeki ¢ift
yonli etkileri, farkli zamanlarda belgelenmistir (Rosenstein ve ark. 1991).
Amfetaminlerle tedavi edilmis gen¢ sicanlar lizerinde yapilan bir ¢alismada,
melatoninin, 6n hipotalamusta bir dopamin (DA) salinimin1 inhibe ettigi ve glutamat
ve aspartat saliniminda 6nemli bir artis sagladig1 bulunmustur. Orta ve yagl sicanlarda,
melatoninin amfetamin ile uyandirilan 2',5'-dihidroksi-adenozin (DDA) salinimi
tizerindeki onleyici etkileri korundugu bulunmus ancak glutamat ve aspartat salinimi
tizerinde hicbir etkisi bulunamamistir. Bu sonuclar, yaslanma sirasinda melatoninin
sican On hipotalamusundaki DA salinimi {izerindeki diizenleyici etkisinin
korundugunu, buna karsin DA glutamat etkilesiminin bozuldugunu ileri stirmektedir

(Exposito ve ark. 1995).
2.2.7. Hipokampus

Ventrikulus lateralisin kornu temporalenin en alt kisminda konumlanmustir. 5
cm uzunlugundadir ve denizatina benzerliginden dolay1 bu ismi almistir. Hipokampus,
genellikle hafiza konsolidasyonu ve karar verme ile iligkilidir, ancak yapis1 ve islevi
cok daha karmagiktir. Hipokampus, hipotalamus, amigdala, mamiller cisim gibi limbik
sistem bolgelerinin yani sira serebral korteks ile de baglantilar1 mevcuttur. Hafiza,
duygu olusumu ve islenmesi, 6grenme i¢in énemli bir merkezdir. Hipokampusun
degisik bolgelerinin uyarilmasiyla 6tke ve seks giidiisii gibi farkli davranis sinyalleri
olugsmaktadir. Birgok duygusal deneyim hipokampusu az da olsa aktive etmektedir ve
hipokampus sinirsel bir ¢ikis yolu olan forniks vasitasi ile hipotalamus, talamus ve
limbik sistemin diger bdlgelerine elektriksel sinyaller gondermektedir. Bdylece
hipokampus algilanan duysal sinyalleri diizenleyerek gerekli cevap davranislarin
olusmasinda bir koprii gorevi gérmektedir. Hipokampusun insanlarda cerrahi girigim
ile ¢ift tarafli olarak ¢ikarilmasi sonucu bu insanlarin eski bilgilerini tatminkar bir
sekilde hatirlarken yeni 6gretilen bilgileri hatirlayamadiklari tespit edilmistir (Guyton
2017D).

2.2.7.1. Hipokampus ve Melatonin Reseptorleri

Melatoninin hipokampal noéronlar {izerinde hem inhibe (Hogan ve ark. 2001)

hem de aktive edici etkisi raporlanmigtir (Musshoff ve ark. 2002). Melatonin
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resepOrlerinin - hipokampus lizerindeki dagilimi  bolgesel olarak farklilik

gostermektedir.

Insan hipokampusunda MT1 varlig1 iyi bilinmektedir (Mazzucchelli ve ark.
1996; Weaver ve Reppert 1997; Savaskan ve ark. 2002). MT1 predominant olarak
hipokampusun CA1l bdlgesinde bulunmaktadir (Savaskan ve ark. 2002). MT2
reseptorleri CA3 ve CA4 alanlarinda daha baskin bulunmaktadir. CA1’in aksonlari
temel hipokampus ¢ikis bolgesi olarak degerlendirilirken CA3 ve CA4 piramidal
ndronlart prefrontal yol aracilifiyla entorinal korteksten gelen glutamerjik eksitator

inputlart kayit eden graniiler aksonlarin ana hedefidirler (Duvernoy ve ark. 2013).

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ¢alismalari sonucunda
MT?2 reseptorlerinin hipokampusta bulunduklar1 ortaya ¢ikarilmistir (Reppert ve ark.
1995). Alzheimer hastaligi olan bireylerden alinan hipokampus dokularinda MT2
immunoreaktivite yogunlugunun azaldigi veya hi¢ gozlemlenmedigi bulunmustur.
Kontrol gruplarinda MT2’nin imminohistokimyasal olarak hipokampusun piramidal

ve graniiler noronlarinda lokalize oldugu belirlenmistir (Savaskan ve ark. 2005).

MTT1 reseptoriiniin aksine, MT2 reseptorleri ¢cogunlukla hipokampusun CA3
alt alaninda, retikiiler talamik ¢ekirdek, supraoptik ¢ekirdek, alt kollikulus, substansiya
nigra pars retikulata ve ventrolateral periakueduktal gride gézlenmektedirler (Lacoste
ve ark. 2015). MT1 ve MT?2 reseptorleri ayrica serebral korteks, serebellar korteks,
talamus ve pineal bezin noronlarinda ve glial hiicrelerinde dagilmislardir (Lacoste ve

ark. 2015; Ng ve ark. 2017a).
2.2.8. Retikiiler Talamik Cekirdek

Retikiiler talamik ¢ekirdekte bol miktarda MT2 reseptorii bulunurken, MT1
reseptoric bulunmamaktadir (Lacoste ve ark. 2015). Yakin zamanda yapilan bir
calismada, uyku diizeninde retikiiler talamik ¢ekirdekte melatonin reseptorlerinin de
rol oynadigini gostermistir; burada daha derin uyku asamalarina gecis sirasinda ig
olusumunun MT2 reseptdr agonisti tarafindan desteklendigi bildirilmistir (Ochoa-
Sanchez ve ark. 2011). Bu bulgular, melatonin reseptdrlerinin uyku evrelerinde olasi
farkli roller oynadigim1 gostermektedir. MT2 reseptorleri, retikiiler talamik ¢ekirdegi
ve hizli goz hareketleri olmayan (NREM) uykuda yer alan diger alanlar1 modiile
ederek NREM uykusuna dahil olurken, MT1 reseptorleri hipotalamus gibi beyin
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bolgelerine etki ederek REM uykusunda yer almaktadirlar. Bununla birlikte, uyku
diizenleme ve homeostazda yer alan farkli bolgelerde MT1 ve MT2'nin oynadigi rolii

anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Ng ve ark. 2017a).
2.2.9. Striatum ve Melatonin Reseptdrleri

Nigrostriatal yoldaki dopaminerjik néronlarin aniden azalmasinin, striatumda
hiicre dis1 melatonin seviyesinde bir yiikselme ile iliskili oldugu bulunmustur (Lin ve
ark. 2013). Kronik melatonin tedavisi striatumdaki dopamin D2 reseptorlerinin
afinitesini arttirmaktadir (Hamdi 1998). Melatonin reseptorleri dopaminerjik sistemin
striatal noronlarinda ifade edilmektedirler (Uz ve ark. 2005a). Melatoninin,
dopaminerjik davraniglarin ve ruh halinin olusumu i¢in 6nemli bir bdlge olan
striatumdaki ‘clock’ gen ritimleri (PER1) igin gerekli oldugu bildirilmistir (Imbesi ve
ark. 2009). MT1 reseptorleri, melatoninin striatal néronlardaki ‘clock’ gen ifadeleri
tizerindeki diizenleyici etkisine aracilik etmektedirler (Jilg ve ark. 2005; Von Gall ve
ark. 2005). Huntington hastalik siirecinde insan striatumundaki MT1 reseptor
sayisinda bir azalma gozlenmistir (Wang ve ark. 2011). Striatumdaki MT2
reseptorlerinin blokaji sonrasi antidepresan benzeri bir etki ortaya ¢ikmistir. Tlging bir
sekilde, striatal MT2 reseptor aktivasyonu ve blokajinin bir sonucu olarak hipokampus

ve substantia nigra pars kompaktada DA miktar1 artmistir (Noseda ve ark. 2014).
2.2.10. Melatonin ve Dopamin

Melatoninin uyarilmis dopamin salinimi tizerindeki inhibitor etkisi ilk olarak
eksite edilmis disi sigan hipotalamik dokusunda in vitro olarak gosterilmistir (Zisapel
ve Laudon 1982). Dopamin saliniminin inhibisyonu sigan ventral hipokampusunda da
gbzlenmistir, ancak serebral korteks, serebellum, dorsal hipokampus ve striatumda
gozlenmemistir (Zisapel ve ark. 1982). Bu inhibisyonda melatoninin nanomolar
kontraksiyonu 6nemli oldugu ve bu etkinin milimolar kontraksiyonda maksimum
oldugu bildirilmistir. Uyarilmis dopamin salinimmin melatonin tarafindan
inhibisyonu, uyarilmis sinir sonlanmalarina kalsiyum akisinin baskilanmasi sebebi ile
gerceklestigi gdzlenmistir (Zisapel ve Laudon 1983). in vivo kamitlar in vitro bulgular;
hipotalamusta melatonin  tarafindan dopamin saliniminin  diizenlendigini
desteklemektedir. Tuberoinfundibular ve nigrostriatal dopaminerjik nd&ronlarin
terminal bolgelerinin dopamin salgilama aktivitesinin gostergesi olarak kullanilan

sican median eminensteki DOPAC ve DOPA seviyeleri, 6gleden sonra ge¢ saatlerde
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diisiik seviyelerle ve karanlikta yiiksek seviyelerle onemli gilinlik degisimler
sergilemistir. Ogleden sonra median eminensteki DOPA seviyesinin diistiigii ve
eksojen melatoninle tekrar DOPA seviyesinin yiikseldigi bildirilmistir (Shieh ve ark.
1997). Mikrodiyaliz yontemleri kullanilan in vivo g¢alismalarda, melatoninin sigan
mediobazal hipotalamustan amfetamin kaynakli dopamin salinimi iizerinde inhibe
edici bir etkisi oldugu gosterilmistir. Dopamin saliniminin engellenmesi, geng¢ ancak
orta yasl veya yasl siganlarda glutamat ve aspartat saliniminda 6nemli bir artisla
iliskilendirilmistir (Exposito ve ark. 1995). Erkek Suriye hamsterlarinda 9 hafta
boyunca her giin 6gleden sonra melatonin uygulamasi, arka hipofizdeki dopamin
iceriginde 5 haftalik tedaviden sonra <%S50'ye kadar kademeli bir disiisle
sonuglanmustir (Alexiuk ve Vriend 1993). Dahasi melatonin, dopaminerjik sistem
aracili kokain gibi lokomotor duyarlilasma ve 6diil gibi bagimlilik davranislarini

diizenlemektedir (Sircar 2000; Uz ve ark. 2003; Kurtuncu ve ark. 2004).

Ozellikle MT1 reseptérleri dopaminerjik néronlarin oldugu bélgelerde (kaudat
putamen, dorsomedial kaudat putamen, nukleus akumbens core bolgesi, nukleus
akumbens shell bolgesi, olfaktor tuberkiil, substantia nigra ve VTA) ifade
edilmektedirler (Uz ve ark. 2005b). MT1 reseptdriiniin aktivasyonu sitozolik Ca*? ve
inositolfosfat birikiminin gegici bir yiikselmesine neden olmaktadir (Brydon ve ark.
1999; Roka ve ark. 1999).

2.2.11. Bagimlilik ve Melatonin

Nispeten bol miktarda melatonin reseptorleri, cesitli MSS bdlgelerinde,
Ozellikle davranisin kontroliinde yer alan beyin cekirdeklerinde bulunmaktadirlar
(Ekmekcioglu 2006). Farelerde yapilan ¢aligmalara goére kokainle uyarilmig
davranigsal hassasiyet melatonin tarafindan inhibe edilmistir (Sircar 2000). ilk kez,
melatoninin eksojen uygulamasiyla, morfinin neden oldugu kosullu yer tercihinin
ifadesini tersine ¢evirdigi ve bu etkinin, farelerde merkezi sinir sistemi igerisindeki
melatonin MT2 reseptdr alt tipi araciligryla hafifletilebilecegi gosterilmistir (Han ve
ark. 2008). Melatonin, opioitlerin antinosiseptif etkisini arttirmakta ve morfin
toleransini tersine ¢evirmektedir (Raghavendra ve Kulkarni 2000; Song ve ark. 2015).
Sistemik veya intratekal melatonin uygulamasi, doza bagli analjezik etkiye sahip
olabilmekte ve morfine bagl hiperaljeziye karst koyabilmektedir (Wei ve ark. 2012,
Zurowski ve ark. 2012). Sabit 1s18a maruz kalmak si¢anlarda oral morfin tiiketimi
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tercihinin artmasina neden olmaktadir (Garmabi ve ark. 2016). Ayni zamanda bu etki
etanol ve kokain bagimlilig1 olan sicanlarda da gézlenmektedir, melatonin veya diger
MTI1 agonistlerinin uygulanmast bu ilaglarin  tiiketimini azaltabilecegini
distindiirmektedir (Vengeliene ve ark. 2015; Takahashi ve ark. 2017). Ayrica, elektif
major abdominal cerrahi veya abdominal histerektomi geciren hastalarda preoperatif
oral melatonin uygulamasi, postoperatif donemlerde daha az toplam morfin kullanimi
gerektirmistir (Caumo ve ark. 2009; Tunay ve ark. 2020). Ayrica laparoskopik
bariatrik cerrahi geciren obez hastalarda, endojen melatonin seviyeleri ile morfin
tiiketimi arasinda anlamli bir ters korelasyon tespit edilmistir (Altunkaya ve ark. 2018).
Melatonin ve morfin bagimlilig1 birbiri ile iliskilidir fakat bu iligkinin altinda yatan
mekanizma kesin olarak heniiz bilinmemektedir (Hemati ve ark. 2020). Morfin
uygulamasit MT2 miktarini etkilemezken MT1 miktarini azaltmaktadir (Fan ve ark.
2017). Ayrica MT1, PKA aktivitesi ve CREB fosforilasyonunda daha fazla azalma ile
cAMP sinyal transdiiksiyon kaskadinin inhibisyonu yoluyla morfinden kaynaklanan
toleransin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Witt-Enderby ve ark. 2003).
Sabit 1518a maruz kalan ratlarin daha siddetli bagimlilik gosterdigi ve daha siddetli bir
morfin yoksunluk sendromuna sahip oldugu bulunmustur (Garmabi ve ark. 2016).
Melatonin, morfin toleransinda Onemli bir rol oynayan NMDA reseptoriiniin
aktivasyonunu azaltmaktadir (Song ve ark. 2015). Ayrica melatoninin, nitrik oksit
sentazlarinin baskilanmasi ve NO seviyesinde azalma yoluyla tolerans indiiksiyonunu
ve morfine bagimliligr azalttigi bildirilmistir (Raghavendra ve Kulkarni 2000).
Melatonin, morfin toleranst ile ilgili genlerin ifadelerini diizenlemektedir
(Hosseinzadeh ve ark. 2018; Anderson 2019; Cheng ve ark. 2019; Tan ve Reiter 2019).

2.3. Odiil Sistemi
2.3.1. Odiil Sisteminde Yer Alan Yapilar ve Organizasyonu

Beyin odiil sistemi ile ilgili ilk ¢alismalar 1950’11 yillarin sonunda McGill
Universitesi’nde Olds ve Milner tarafindan yapilmustir (Olds ve Milner 1954). Viicut
icine aliman bagimlilik yapict maddeler bagimlilik yapmasinin yaninda; hafizayi,
bellegi, karar verme asamalarini ve ddiil sistemini de etkilemektedirler. Odiil sistemi
ventral tegmental alani, ventral striatumu (niikleus akumbens ve olfaktor tiiberkiil),
dorsal striatumu, prefrontal korteksi, anterior singulat korteksi, insular korteksi,
hipokampusu, hipotalamusu, talamusu, subtalamik niikleusu, globus pallidusu, ventral
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pallidumu, parabrakhial niikleusu, amigdalayr ve diger bolgeleri kapsamaktadir
(Richard ve ark. 2013; Grall-Bronnec ve Sauvaget 2014; Berridge ve Kringelbach
2015; Yager ve ark. 2015). Odiil sisteminde 6zellikle, mezokortikolimbik isimli bir
yolak gorev almaktadir ve mezolimbik yolak ve mezokortikal yolaklarin birlesiminden
olugmaktadir. Dopamin bu yolaklarin ana ndrotransmitteridir. Mezolimbik yolak
VTA’dan, amigdala, hipokampus ve ventral striatuma uzanmaktadir. Mezokotikal
yolak ise VTA’dan prefrontal kortekse uzanmaktadir. Opioitler, ventral striatumda
dopamin ndrotransmitterinin salinmasini artirmaktadir. VTA’da GABA’erjik ve
dopaminerjik noéronlar bulunmaktadir ve bunlarin yaridan fazlasini dopaminerjik

noronlar olusturmaktadir. GABA’erjik ndronlar dopaminerjik ndronlart inhibe

etmektedirler (Margolis ve ark. 2012; Tritsch ve ark. 2012).

Bagimlilik olusmasinda rol alan bagka bir yol ise nigrostriatal yolaktir. Bu yol
substantia nigra pars kompakta (SNc) ve dorsal striatumu baglamaktadir.
Farmakolojik ve fizyolojik calismalardan elde edilen bilgiler dogrultusunda beyin 6diil
sisteminde pek ¢ok yapi gorev alsa da mezolimbik yolak 6diil sisteminin temelini
olusturmaktadir (Wise 2004b; Krebs ve ark. 2012).

Ozet olarak niikleus akumbens (NAc) 6diil merkezi olarak kabul edildigi i¢in
ve mezolimbik yolak vasitasiyla VTA’dan NAc’e dopaminerjik ndron proksiyonu

gerceklestigi i¢in mezolimbik yolak bagimlilik olusumunda gorev alan ana yolaktir.
2.4. Dopamin
2.4.1. Dopamin ve Dopamin Reseptorleri

Dopamin viicutta hipotalamustan salgilanan bir hormon; merkezi sinir
sisteminde dopamin reseptorlerini aktive eden katokolamin bir ndrotransmitterdir.
Hormonal gorevi prolaktini baskilamaktir. Merkezi sinir sisteminde ilk olarak 1959
yilinda kesfedilmistir (Carlsson 1959). Yetiskin beyninde dopaminerjik noéronlar;
mezensefalonda, diensefalonda ve olfaktor bulbusta en ¢ok ise mezensefalonun ventral

bolgesinde, VTA ve retrorubral alanda bulunmaktadirlar (Bjorklund ve Dunnett 2007).

Dopaminerjik noronlar, dort ana yolakta gozlenmektedirler. Bu yolaklar:
Mezolimbik, nigrostriatal, mezokortikal ve tuberinfundibular sistem yolaklaridir.
Dopaminerjik ndronlar yolaklara gore gruplandirilmistir; A8 (tuberinfundibular

yolak), A9 (nigrosriatal yolak), A10 (mezolimbik ve mezokortikal yolak) (Andén ve

26



ark. 1964). Bu noronlar MSS’de goniillii hareket, beslenme, etkileme, ddiillendirme,
uyku, dikkat, calisma bellegi ve Ogrenme gibi c¢esitli fonksiyonlarda gorev
almaktadirlar. Dopaminin; periferde koku almayi, retinal siireci, hormonal
diizenlemeyi, kardiovaskiiler fonksiyonlari, sempatik diizenlemeyi, immiin sistem ve
renal fonksiyonlar gibi 6nemli fizyolojik rolleri mevcuttur (Snyder ve ark. 1970;
Missale ve ark. 1998; Sibley 1999; Carlsson ve ark. 2001; lversen ve lversen 2007).
VTA’daki dopaminerjik noéron goévdeleri 6diil ve besin alimi gibi aktivitelerle
uyarilmaktadirlar ve bu uyar1 mezolimbik merkezde bulunan yapilara akson ucunda
dopamin salgilanmasina yol agmaktadir (Johnson ve ark. 1992; Phillips ve ark. 1993;
Wilson ve ark. 1995; Bassareo ve Di Chiara 1999; Bassareo ve ark. 2007).

D1, D2, D3, D4 ve Ds olmak iizere 5 tane dopamin reseptorii bulunmaktadir.
Odiilde etkinligi baskin olan reseptdriin D2 reseptdrii oldugu bildirilmistir. Klonlanmis
DA reseptorlerinin primer yapisinin analizi, bunlarin yedi transmembran etki alani
GPBR fiyeleri oldugunu ve yapisal Ozelliklerinin c¢ogunu paylastigin1 ortaya

koymustur (Probst ve ark. 1992).
2.4.2. Dopamin ve Odiil

Limbik, kortikal, striatal ve orta beyin bolgelerinde DA ndrotransmisyonunun
blokaji, yemek yeme, besin alimi ve ilag bagimlilifinda arttirilan 6diil duygusunu
azalttig1 belirtilmistir (Wise 2004b). VTA’daki DA hiicrelerinin aktivasyonu terminal
bolgeden DA salinimi ile sonuglanmaktadir (Johnson ve ark. 1992; Phillips ve ark.
1993; Wilson ve ark. 1995; Bassareo ve Di Chiara 1999; Bassareo ve ark. 2007). Besin

alimi ve ilag bagimlilig1 VTA’daki dopaminerjik noronlar1 aktive etmektedir.

DA agisindan zengin VTA’dan mezolimbik yolun bir kismini igeren ventral
striatuma giden yolun subkortikal projeksiyonun onemli bir 6diil yolu oldugu
bildirilmistir (Bjorklund ve Dunnett 2007). Ventral striatum, bazal gangliyonlarin ana
girdi bolgesidir; putamen ve NAC’den olusmaktadir. Putamen, koku alma tiiberkiilii
ve primatlarda lateral koku alma yoluna bitisik 6n delikli bos bdlgenin rostrolateral
kismidir (Heimer ve ark. 1999). Striatuma ek olarak dopaminerjik ndronlardaki
projeksiyon amigdala ve hipokampus dahil limbik yapilara yansimaktadir. Bu
mezolimbik yol, 6diil temelli 6grenme, motivasyonun merkezindedir ve duygu ile
eylem arasinda onemli bir ara baglanti saglamaktadir (Mogenson ve ark. 1980;

Salamone ve Correa 2012; Chong ve Husain 2016).
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Kronik bagimlilikta dopamin miktarinda hizli artig goriiliirken, ¢ekilme ile
dopamin miktar1 biiyiik 6l¢iide azalmaktadir. Bu da prefrontal lob ve singulat girusta
islev  bozukluguna neden olmaktadir. Bu islev bozukluklar1 frontal lob
fonksiyonlarmin degismesine ve dogal maddelere duyarlilifin azalmasina neden

olmaktadir (Volkow ve ark. 2004).
2.4.3. Nikleus Akumbens

Mezolimbik ve mezokortikal yolaklar bagimlilik yapict maddeler tarafindan
aktivitesi artirilan nérokimyasal baglantilardir. Mezolimbik yolak, mediyal 6n beyin
demeti boyunca orta beynin VTA’sina baglanmaktadir (Wise ve ark. 1995; Philibin ve
ark. 2011). Mezolimbik yolak sisteminin ilaglarin, nikotin, afyon, alkol, kontrolsiiz
oyun oynama gibi bagimliliklarin 6diillendirici etkileriyle 6nemli bir iliski igerisinde
oldugu bilinmektedir. Bu yol biiyiik 6l¢iide miyelinli liflerden olusmaktadir (Koob ve
Bloom 1988). NAC mezolimbik yolakta yer alan ve ddiillenme norofizyolojisinde
onemli bir rol alan anatomik yapidir. NAC limbik bilgiyi almakta ve bu bilgiyi
ekstrapiramidal motor sistem vasitasiyla motivasyona doniistirmektedir. Diger limbik
sistemde gorev alan yapilar (prefrontal korteks, hipotalamus, amigdala, hipokampus,
lateral hipotalamus, septum, bazal gangliyonlar gibi) NAC ¢alismasinin modiilasyonu

ile 6diil sisteminde yer almaktadirlar (Koob ve Bloom 1988).

Maddeye tekrar erisimde ventral pallidum, korteks, NAC ve mediyal prefrontal
bolgelerin sorumlu tutuldugu bilinirken (McFarland ve Kalivas 2001), 6zlem
duygusundan bazolateral amigdala ve prefrontal korteksin daha baskin olarak sorumlu
oldugu bilinmektedir (Everitt ve Wolf 2002).

Opioit bir maddenin alinmasiyla VTA’daki GABA’erjik inhibitor aktivite
baskilanir, mezolimbik yolak vasitasiyla NAC’daki dopamin miktar1 artmaktadir
(Johnson ve North 1992).

2.4.3.1. Niikleus Akumbensin Bagimlilikla iliskisi

NAC cogunlukla GABA’erjik ndronlar1 barindirmaktadir ve bu GABA’erjik
medium spiny ndronlar (MSN) ventral pallidum ve VTA bolgelerine projeksiyon
yapmaktadirlar. Opioit alinmasiyla baslayan siiregte NAC’da doplamin seviyesi artar
ve bu artis ile niikleus akumbensten VTA ve ventral palliduma GABA salinim1 inhibe

olmaktadir (Bourdelais ve Kalivas 1990; Caillé ve Parsons 2006). Son galismalar
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VTA’dan dopaminerjik ndronlari projeksiyonunun yaninda glutamerjik néronlarinda
niikleus akumbens medial shell bélgesine projeksiyon yapildigini géstermistir (Poulin
ve ark. 2018). Niikleus akumbens VTA, limbik ve paralimbik bolgelerden gelen
dopaminerjik projeksiyonlart diizenler, MSN araciligiyla, 6diil dongiisiinde gorevli
olan ventral pallidum, VTA ve hipotalamusa c¢ikt1 olarak gondermektedir (Kelley
2004; Sesack ve Grace 2010; Dong ve Nestler 2014). NAC ¢iktilarinin diizenlenmesi
interndronlar tarafindan yapilmaktadir (Tepper ve ark. 2010). Onemli bir interndron
olan fast spiking internéronlari (FSIs) NAC ve MSN ndéronlarinin aktivitesini
diizenleyerek bagimlilik ve davranmiglarin1 diizenlemektedirler. NAC, FSIs orta
biiyiikliikkte GABAerjik noronlardir MSN ile monosinaptik baglantilart mevcuttur (Qi
ve ark. 2016; Wright ve ark. 2016). Bu NAC i¢ dongiisiinde FSIs iyi bir diizenleyicidir
ve NAC MSN’inde aksiyon potansiyelinin baslatilmasi, diizenlenmesi ve sinaptik
eksitasyonun kontroliinde gorev tistlendigi bildirilmistir (Hu ve ark. 2014; Xue ve ark.
2014; Yu ve ark. 2017).

Hipokampus ve hipotalamusta melatonin reseptorleri bulunmaktadir ve bu
reseptorler melatonin aracili 6grenme, bellek ve hipotalamik islevlerde etkili
olmaktadirlar. Bagimlilik siirecinde ise melatonin reseptorlerinin degisip degismedigi
bilinmemektedir. Bu c¢alismada ise morfin bagimliligi olusturulmus siganlarda
hipokampus ve hipotalamus dokularinda melatonin reseptorlerinin gen ifade

diizeylerinin nasil degistiginin belirlenmesi amag¢lanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

Projede 6n goriilen deneysel asamalar Necmettin Erbakan Universitesi
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi (KONUDAM) ve N.E.U. Sinirbilim
Uygulama ve Arastirma Merkezi (NESAM) laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Midiirligi’nden hayvan deneyleri yerel etik kurul onay1 alinmistir. Projede opioit
bagimliligt modeli olarak morfin bagimliligi olusturulmustur. Biitiin deney
gruplarinda 300-350 gr agirliginda yetiskin 36 erkek Wistar 1rk1 siganlar kullanilmustir.
Hayvanlar 7 giin boyunca 22+1 oda sicakliginda, 12 saat aydinlik/karanlik olacak
sekilde barindirilmistir. Hayvanlarin yemleri standart (pellet) yemi seklinde, sulari ise
Ozel siselerinde musluk suyu olarak verilmistir. Testler, birbirini izleyen giinlerde
sabah 09.00-12.00 arasinda yapilmistir. Hayvanlarin test ortamina alisabilmesi igin
teste tabi tutulmadan yaklagik yarim saat 6nce sessiz odaya alinmislardir. Bu ¢alismada
kullanlan morfin hidrokliiriir (Firma adi) N.E.U. Tip Fakiiltesi Hastenesi

Baghekimligi’nden, nalokson ise Merc Firmasi’ndan (Kat no:N7758) temin edilmistir.
3.1.1. Morfin Bagimlilig1 ve Morfin Cekilmesi Test Uygulamalari

Literatiirde morfin bagimliligt modelinin yer aldig1 oldukca fazla arastirma
bulgusu yer almaktadir. Bunlarin ¢ogunlugunda 10 mg/kg morfin subkutan yolla
giinde bir ya da iki defa uygulanarak, 6. veya 7. giin ya da 10. giinde bagimliligin
gelistigini belirlemek i¢in tek doz “mii opioit antagonist” olarak nalokson periton i¢i
yolla uygulanmaktadir (Morfin yoksunluk durumunun etkilerinin test edildigi bazi
aragtirmalarda ise 3 ya da 6 glinliik morfin pelletleri uygulanmasini takiben naltrekson
ya da nalokson gibi mii antagonist bir molekiil periton i¢i yolla enjekte edilerek
deneysel kurgular olusturulmaktadir). Bu c¢alismalara gore; morfin yoksunlugu
olusturan nalokson uygulanmasindan hemen sonraki siirecte hayvanlarin davranis
ozellikleri kaydedilmis ve morfin ¢ekilmesi olarak da adlandirilan morfin yoksunluk
bulgular1 skorlanmistir. Morfin ¢ekilmesinin belirgin davranis bulgular1 olusturmast,
uygulanan bagimlilik yonteminin etkin oldugunun gostergesi olarak kabul edilmistir
(Akbarian ve ark. 2001; Ozawa ve ark. 2001; Chen ve ark. 2014). Gellert ve Holtzman
tarafindan ilk defa 1978’de ortaya konan bu yontem giiniimiizde de etkin bir model

olarak kullanilmaktadir.
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Kardes ya da yakin akraba olmayan yetiskin erkek si¢anlar arasindan
randomize olarak segilen hayvanlar ti¢ gruba ayrilmistir. Morfin ve nalokson
gruplarindaki sicanlara 6 giin boyunca 10 mg/kg/giin dozunda morfin subkutan yolla
enjekte edilmistir. Bu uygulamanin amaci proje deney protokollerindeki morfin
bagimliligmin konfirme edilmis olmasidir. Morfin bagimliligi, morfin inflizyonu
sonunda 7. giin periton i¢i 1 mg/kg nalokson uygulanarak morfin yoksunlugu

bulgulariin ortaya ¢ikmasiyla belirlenmistir.

1. grup (kontrol grubu, n=12): Hayvanlara 6 giin boyunca 10 mg/kg/giin
dozunda subkutan ve 7. giin sabahinda tek doz periton i¢i %0.9’Iuk NaCl ¢ozeltisi (SF)

infiizyonu yapilmistir. Hayvanlar davranis yoniinden izlenmistir.

2. grup (test morfin bagimliligr grubu, n=12): Hayvanlara 6 giin boyunca 10
mg/kg/giin dozunda subkutan morfin infiizyonu yapilmistir, 7. giiniin sabahinda tek

doz SF periton i¢i yolla enjekte edilerek hayvanlar davranig yoniinden izlenmislerdir.

3. grup (morfin bagimliligi+nalokson grubu, n=12): Hayvanlara 2. gruptaki 6
glinliik islemlere ilaveten 7. giin tek doz olarak mii opioit antagonist olan nalokson 1
mg/kg dozda periton igi yolla enjekte edilmistir. Her ii¢ gruptaki hayvanlar nalokson
ve SF enjeksiyonlarindan 1.5 saat 6nce ve enjeksiyonlardan 0.5 saat sonra tartilmis ve

viicut agirlik degisim oranlar belirlenmistir.

Biitlin hayvanlar enjeksiyonlardan hemen sonra 25 cm capta ve 65 cm
yukseklikteki pleksiglas seffaf silindir gdzlem kafeslerine alinmiglardir ve hayvanlarin
davraniglar1 izlenmistir. Enjeksiyondan sonraki 30 dk boyunca asagidaki tabloda
belirtilen morfin yoksunluk davranis ve belirtileri manuel olarak skorlanmigtir. Her
hayvan i¢in sonugta morfin ¢ekilme skoru belirlenmis ve nalokson enjekte edilmeyen
hayvanlarla karsilagtirilmigtir. Bu deneysel dizayn bir¢ok aragtirmada kullanilmis ve
ayni doz ve uygulamalarda morfin bagimhiliginin gelistigi nalokson uygulamasiyla
belirlenmistir (Almela ve ark. 2012; Pintér-Kiibler ve ark. 2013; Chen ve ark. 2014;
Kaka ve ark. 2014; Raghav ve ark. 2018).

3.1.1.1. Modifiye Gellert ve Holtzman Skalasi

Asagidaki tabloda morfin bagimliligi ve nalokson uygulamasi sonrasinda

davranis skorlamasinda kullanilmis parametreler yer almaktadir. Bulgular tek yonlii
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varyans analiziyle degerlendirilmistir. Sonraki asamalar ise asagidaki sira ile

gergeklestirilmistir.

Tablo 3. 1. Modifiye Gellert ve Holtzman Skalasi.

Davranis veya bulgu Skor  Davranis veya bulgu Skor

Her bir %1°lik viicut agirlik kaybi 1 Yuvarlanma hareketi sayisi 2
Anormal postiir say1si Sahlanma sayist

Gozlerini kisma sayist Sicrama sayist

N N N -

3
1

Tiksirma sayist 1 Her bir defekasyon (diyare) sayisi
4

Islak kopek silkelenmesi 3-4 defa Dis ¢itirdatma sayisi

3.1.2. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Toplanmasi

30 dk boyunca davranislar incelendikten ve skorlama yapildiktan sonra kontrol
(K; n=12), morfin (M; n=12) ve morfin+naloksan (M+N; n=12) gruplarina ait
sicanlarin beyin dokulari hizla ¢ikarilarak hipokampus ve hipotalamus bolgeleri diseke
edilmis ve sivi azotta hemen dondurularak gen ekspresyon analizleri i¢in -80 °C’de

saklanmistir.
3.1.2.1. Doku Orneklerinden Total RNA izolasyonu

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirilmesi i¢in hipotalamus dokularindan
TRIzol yontemi ile RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Doku 6rneklerinin
homojenizasyon islemi 1000 pl TRIzol igerisinde gergeklestirilmistir. Homojenatlar
oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakilmis, daha sonra 200 pl kloroform eklenerek
ve kisa bir vorteks isleminin ardindan tekrar oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra drnekler 12000 g’de 15 dk +4 °C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast RNA’y1 iceren iist faz yeni ependorf tiiplere aktarilmis ve iizerlerine 500 pl
izopropanol eklenmistir. Daha sonra ependorflar birkag kez alt iist edilmis ve 10 dk
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 érnekler 10 dk 12000 g’de +4
°C’de santrifiij edilerek olusan RNA peletinin dibe ¢okmesi saglanmistir. Siipernatant
kismu atilip peletin tizerine 1 ml %75’lik etanol eklendikten sonra ependorflar alt iist
edilmigtir. Yikama isleminin ardindan 12000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij yapilmis
ve slipernatant kisim uzaklagtirllmigtir. Olusan pelet 5-10 dk oda sicakliginda
kurutulduktan sonra 50 pl niikleaz free su ile ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen RNA

ornekleri kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmaistir.
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3.1.2.2. Total RNA Orneklerinin Kalite Kontrolii

Total RNA o6rneklerinin konsantrasyonu ve kalitesinin tayini spektrofotometrik
ve agoroz jel elektroforez yontemi ile kontrol edilmistir. Fenol, protein ve genomik
DNA (gDNA) kontaminasyonlarini belirlemek amaciyla nanodrop cihazina 1 ul RNA
orneginden yliklenip, A260/A280 ve A260/230 oranlar1 degerlendirilmistir. UV
Olgtimler1 A260/A280 icin 2+0,1 ve A260/A230 icin 2,0-2,4 arasinda olan RNA
ornekleri analizlerde kullanilmistir. 1 pg/10ul konsantrasyonundaki RNA ornekleri
kalitesinin belirlenmesi amaciyla %]1’lik agaroz jel elektroforez sonrasi

degerlendirilmistir. Tiim 6rneklerin qRT-PZR analizlerinde kullanilabilecek kalitede

oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.1. Hipokampus ve hipotalamus dokularina ait 6rnek jel elektroforezi.

3.1.2.3. Total RNA Orneklerinin GDNA Kontaminasyonunun Temizlenmesi

Olast gDNA kontaminasyonunun giderilmesi amaciyla DNAse-l (Thermo
Scientific; #ENO0521) enzim reaksiyonu fretici firmanin talimatlarina gore
uygulanmistir. Bu protokole gore 2 pg total RNA, DNAse-I reaksiyon karisimi ile 20
ul total hacime tamamlanmistir. RNA 6rnekleri, tizerine 1U/ ul DNAse-1 enziminden
2 ul konularak 37 °C’de 30 dk bekletilmistir. Reaksiyon durdurulmasi amaciyla 2 pl
50 mM EDTA ilave edilerek 65 °C 10 dakika inkiibe edilmistir.
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3.1.2.4. Primer Diyazni

Kantitatif Gergek zamanli PZR (qRT-PZR) analizinde kullanilan Mtnrla,
Mtnrlb, Mtnrla/Mtnrlb ile referans (PGK1, RPL13A ve GAPDH) genlerine ait
primerler, IDT PrimerQuest (https://eu.idtdna.com/site) programi kullanilarak

tasarlandi veya literatiirden alindi (Tablo 3.2.).

Tablo 3. 2. qPZR analizlerinde kullanilan genlerin primer dizileri

Gen Primer dizileri (5°->3”) Uzunluk Referans*

MT1 ATGTCAGCGAGCTTCTCAAC 126 be NM 053676.2
GGATGTCCACCACGATAGTAAAG

T GGCGCTGACGTCTATACTTAAC 118 be NM_053676.2
CGATCCCGGTGATGTTGAATAC

MT1/MT2 COECGCTGACGTLEST ACTLGPC 116 b NM_053676.2/AF130341.1
CGATCCCGGTGATGTTGAATAC

ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC

PGK1 104 | ve ark. 2011
© AGCCACAGCCTCAGCATATTTC 04 b Seol ve ark. 20
TGAACGGGAAGCTCACTGG
APDH Lall K. 2
© TCCACCACCCTGTTGCTGTA 307b¢  Lallemant ve ark. 2009
GGATCCCTCCACCCTATGACA
RPL13A 132 bg Langnaese ve ark. 2008

CTGGTACTTCCACCCGACCTC

*Bu ¢alismada dizayn edilen primerleri i¢in ilgili GenBankasi erigim kodu.

3.1.2.5. Reverze Transkriptaz (RT) Reaksiyonu

Kalite kontrolii yapilmis olan RNA 6rneklerinden iiretici firmanm (Bio-Rad
iScript™ cDNA Synthesis Kit #170-8891, A.B.D.) protokolii kullanilarak cDNA
sentezlenmistir. Kisaca, 1 pg/20ul total RNA’dan tek zincir cDNA iiretilmesi i¢in 4 pl
5X iScript reaksiyon karigimi ve 1 pl Reverz Transkriptaz 1 pg RNA {iizerine ilave
edilmistir. Ardindan reaksiyon karigimi ddH20 ile 20 pl’ye tamamlanmistir. Daha
sonra 25°C’de 5 dk, 42°C’de 30 dk ve 85°C’de 5 dk protokolii uygulanarak cDNA
sentezi gergeklestirilmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri daha sonra kullanilmak {izere

-20 °C’de saklanmustir.
3.1.2.6. Gergek Zamanli Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)

Hedef ve referans genlerin ekspresyon kantitasyon analizi, gergek zamanli PZR
cthaz1 (Bio-Rad CFX Connect Ger¢ek Zamanli PZR Sistemi) kullanilarak yapilmastir.
Reaksiyon i¢in ¢ift iplikli DNA’ya baglanan bir boya olan SyberGreen kullanilmistir.

Kisaca, 2X SyberGreen master miskten 10 pl, forward primerden 5 pmol, reverse
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primerden 5 pmol (Tablo 3.2.), 2 ul ¢cDNA ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde
ddH.O ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmistir.
Reaksiyonun 1s1 profili, +95 °C 10 dk, 40 dongti (95 °C 30 sn, 60 “C 30 sn, 72 °C 30
sn) olacak sekilde ayarlanmistir. Ayrica 95 °C 1 dakika 1sitilip, 55 °C’ye diisiiriilen 1s1
95 °C’ye kadar tekrar kademeli olarak arttirilarak melting curve (erime egrisi) analizi
gergeklestirilmistir. Gergek zamanli PZR cihazindan elde edilen Ct (esik dongiisii)
degerleri kayit edilmistir. Gergek zamanli PZR’den elde edilen tiriinlerin dogru iiriin
oldugunu teyit etmek amaciyla triinler %2’lik agaroz jelde 120 voltta 30 dk
yiritilmiis ve gozlenmistir (Sekil 3.2.). Melting curve analizlerinde de tiim PZR
tiriinlerinin spesifik oldugu ve herhangi bir diger genom bdélgesinin yiikseltgenmedigi

tespit edilmistir (Sekil 3.3.).

MT1/MT2
RPL13A
GAPDH
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan genlere ait QRT-PZR iiriinlerinin jel goriintiisii. M; 100 b¢ DNA
markori.

arue

Sekil 3.3. MT1 (A), MT2 (B), MT1/MT2 (C), PGK1 (D), RPL13A (E) ve GAPDH (F) genlere ait
melting curve analiz egrileri.
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3.2. Istatiksel Metot

Hayvan davranislarinin analizinde sayisal degiskenler degiskenin tipine gore
ANOVA ya da poisson regresyon yontemi kullanilarak karsilastirilmistir. SAS Edition
9.4 programi1 kullanilmistir. p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.

Gen ekspresyon verilerinin analizinde oncelikle ¢alismaya konu olan biitiin
genlerin ekspresyon diizeylerini ifade eden Ct degerleri PGK1, RPL13A ve GAPDH
referans genlerin Ct degerleri ile normalize edilerek 204V degerleri tespit edilmistir.
Kontrol ve deneme gruplari arasinda gen ekspresyonu farkliliklar1 20449 yontemi ile
tespit edilmistir. Kontrol ve deneme gruplari arasinda gen ifadesinde gozlenen
farkliliklar kat artis1 olarak “RT? Profiler™ Pcr Array Data Analysis” olarak isimli
web tabanli program (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php)
kullanilarak hesaplanmistir. Gruplar arasi karsilagtirma “RT? Profiler™ PCR Array
Data Analysis” programinda bulunan “Student t-testi”” analizi ile istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Bulgular kat artis1 olarak ifade edilmistir. Ayni1 zamanda, bu
genlere ait 202V degerleri tek yonlii varyans analizi ile gruplar arasinda

karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Davranis Testi Bulgulari

Enjeksiyon sonrasi yarim saat igerisinde gruplara gore davranis skorlamasi
uygulandi. Davranis bulgulari manuel olarak degerlendirildi ve bulgular AO+SH

degerleri olarak hesaplandi.

Silkelenme Sayisi
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Resim 4. 1. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki silkelenme sayilar1.
* p<0,05 (Morfin grubuyla karsilastirildiginda).

Islak kopek silkelenmesi davranisi degerlendirildiginde, nalokson uygulanmasi
morfin grubuyla karsilastirildigin anlaml diizeyde artiga yol agt1 (p<0,05, Resim 4.1.).
Kontrol grubu ve diger gruplarda ise anlamli bir degisiklik ortaya ¢ikmadi.

Sigrama Sayisi
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Resim 4. 2. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki sigrama sayilari.

Kontrol ve morfin gruplarinda hayvanlar hicbir sigrama davranisi
sergilemediler. Buna karsin M+N grubunda 2,42+0,51 degerinde sigrama davranisi

gozlendi (Resim 4.2.).
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Resim 4. 3. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki sahlanma sayilar.

Sahlanma davranislarinda gruplar arasinda anlamli degisiklikler ortaya
¢ikmadi (p>0,05, Resim 4.3.).
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Resim 4. 4. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki siislenme sayilari.

Stislenme davraniglarinda gruplar arasinda anlamli degisiklikler ortaya c¢ikmadi
(p>0,05, Resim 4.4).
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Resim 4. 5. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki defekasyon sayilari.
*p<0,05 (Kontrol grubuyla karsilastirildiginda), ** p<0,01 (Morfin grubuyla karsilastirildiginda).

Defekasyon sayist degerlendirildiginde M-+N grubu degerleri kontrole
(p<0,05) ve M grubuna gore belirgin olarak yiiksekti (p<0,01, Resim 4.5.).
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Resim 4. 6. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki anormal postur
sayilari. *** p<0,001 (Morfin grubuyla karsilagtirildiginda).

Anormal postiir sayis1 degerlendirildiginde, nalokson uygulanmasi morfin
grubuyla karsilastirildiginda anlaml diizeyde artiga yol act1 (p<0,001). Kontrol grubu
ve diger gruplar arasinda ise anlamli bir degisiklik ortaya ¢ikmadi (Resim 4.6.).
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Resim 4. 7. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki gézlerini kisma
sayilari.  **p<0,01 (Kontrol grubuyla karsilastirildiginda), *** p<0,001 (Morfin grubuyla
kargilastirildiginda).

Gozlerini kisma sayilar1 karsilastirildiginda M+N grubunda hem K grubuna
(p<0,01) hem de M grubuna kiyasla olduk¢a anlamli artis gézlendi (p<0,001, Resim

4.7).
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Resim 4. 8. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki dis ¢itirdatma sayilari.
***n<0,001 (Kontrol grubuyla ve morfin grubuyla karsilagtirildiginda).

Dis ¢itirdatma sayilari karsilagtirildiginda M+N grubunda hem K grubuna hem
de M grubuna kiyasla oldukga anlamli artis ortaya ¢ikt1 p<0,001, Resim 4.8.).
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Resim 4. 9. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki tiksirma sayilari. *
p<0,05 (Morfin grubuyla karsilagtirildiginda).

Tiksirma sayis1 degerlendirildiginde, nalokson uygulanmasi morfin grubuyla
karsilastirildiginda anlamli diizeyde artisa yol acti (p<0,05). Kontrol grubu ve diger
gruplar arasinda ise anlaml bir degisiklik ortaya ¢ikmadi (Resim 4.9.).
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Resim 4. 10. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki yuvarlanma sayilar.

Kontrol ve morfin gruplarinda hayvanlar hi¢bir yuvarlanma davranisi
sergilemediler. Buna karsin M+N grubunda 1.334+0.25 degerinde sigrama davranisi
gozlendi (Resim 4.10.).
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Resim 4. 11. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki agirlik kaybt %
sayilart. *p<0,05 (Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda), ** p<0,01 (Morfin grubuyla
karsilagtirildiginda).

Agirlik kaybi yiizdesi degerlendirildiginde M-+N grubu degerleri kontrol
grubuna (p<0,05) ve M grubuna gore belirgin olarak yiiksekti (p<0,01; Resim 4.11.)
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Resim 4. 12. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarindaki yoksunluk skor
sayilari. ***p<0,001 (Kontrol grubuyla ve morfin grubuyla karsilastirildiginda).

Yoksunluk skoru degerleri karsilastirildiginda M+N grubunda hem K grubuna
hem de M grubuna kiyasla oldukga anlamli artis ortaya ¢ikt1 (p<0,001, Resim 4.12.).

42



Tablo 4. 1. On calisma deneyleri sonunda elde edilen morfin yoksunluk bulgular1 (Ortalama + Standart

hata degerleri).
Davrams Kontrol Bagimhihk Bagimhiik+Nalokson
(K) (M) (M+N)
Sikelenme Sayisi 4,63+3,02 1,18+1,30 15,50+4,52
Sicrama Sayis1 0,00+0,00 0,00+0,00 2,42+0,51
Sahlanma Sayisi 6,38+1,56 9,36+1,61 6,00+1,23
Siislenme Sayisi 5,38+1,46 3,18+0,96 4,25+1,06
Defekasyon Sayisi 0,88+0,38 0,36+0,21 2,42+0,52
Anormal Postur Sayisi 0,00+0,00 0,2+0,29 3,08+0,53
Gozlerini Kisma Sayisi 1,25+0,77 1,274+0,66 9,42+1,73
Dis Citirdatma Sayisi 0,50+0,41 0,27+0,26 11,92+1,66
Tiksirma Sayisi 3,13+£2,20 1,55+1,32 10,75+3,34
Yuvarlanma Sayisi 0,00+0,00 0,00+0,00 1,33+0,25
Agirhik kaybi (%) 0,46+0,17 0,36+0,14 1,06+0,14
Yoksunluk Skoru 7,25+1,42 4,45+1,21 17,25+1,16

4.2. Melatonin Reseptdrleri Gen Ifadeleri Bulgulart

Hipotalamus ve hipokampus dokularinda yer alan MT1, MT2 ve MT1/MT1 heteromer

reseptor gen ifadeleri (ACt) ve kat artiglart (AACt degerlendirildi ve tek yonlii varyans

analizi ile hesaplandi.

4.2.1. Hipokampustaki Melatonin Reseptorleri Gen Ekspresyonlari ve Kat Artisi

Bulgular1
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Resim 4. 13. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarina ait hipokampus
dokularinda MT1 gen ekspresyon diizeyleri. Gen ifadesi (ACt) diizeylerinin tek yonli varyans analizi

ile karsilastirilmasi.
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MT1 gen ifadesi karsilastirildiginda K, M ve M+N gruplar arasinda anlaml
degisiklikler ortaya ¢ikmadi (p>0,05, Resim 4.13.).
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Resim 4. 14. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarma ait hipokampus
dokularinda MT2 ekspresyon diizeyleri. Gen ifadesi (ACt) diizeylerinin tek yonlii varyans analizi ile

karsgilagtiriimasi.
MT?2 gen ifadesi diizeyleri incelendiginde K, M ve M+N gruplarinda anlamlt
degisiklikler ortaya ¢ikmadi (p>0,05, Resim 4.14.). Bununla birlikte morfin

grubundaki her iki reseptor ifadesinde istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif artiglar

gozlendi.
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Resim 4. 15. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarina ait hipokampus

dokularinda MT1/MT2 heteromer ekspresyon diizeyleri. Gen ifadesi (ACt) diizeylerinin tek yonli
varyans analizi ile karsilagtirilmasi.
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MT1/MT2 heteromer gen ifadesi miktar1 incelendiginde de gruplar arasinda
anlamli degisiklikler ortaya ¢ikmadi (p>0,05, Resim 4.15.).
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Resim 4. 16. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarina ait hipokampus
dokularinda MT1 ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi. Gen ifadesi (AACt) diizeyleri kat artist
olarak belirtilmistir.

Melatonin reseptorlerinin gen ifade diizeylerinin degerlendirilmesiyle ilgili
olarak kontrol grubuna gére diger grup bulgulari normalize edildi ve kat artig1 degerleri
kontrol gruplariyla karsilagtirildi. Bu kapsamda hipokampus dokularindaki MT1
mRNA kat artis1 degerleri karsilastirildiginda K, M ve M+N gruplarinda birbirine
benzer degerler ortaya c¢ikti ve istatistiksel olarak anlamli degisiklik olusmadigi

gozlendi (p>0,05, Resim 4.16).
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Resim 4. 17. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarina ait hipokampus
dokularinda MT2 ekspresyon diizeylerinin karsilagtiritlmasi. Gen ifadesi (AACt) diizeyleri kat artist
olarak belirtilmistir.

MTI ile benzer sekilde, hipokampustaki MT2 mRNA kat artis1 degerleri
karsilagtirildiginda K, M ve M+N gruplar1 arasinda anlamli degisiklikler ortaya

¢ikmadi (p>0,05, Resim 4.17.).
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Resim 4. 18. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarina ait hipokampus
dokularinda MT1/MT2 heteromer ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi. Gen ifadesi (AACt)
diizeyleri kat artis1 olarak belirtilmistir.

Hipokampus MT1/MT1 mRNA kat artis1 degerleri de yine gruplar arasinda
farkli degildi (p>0,05, Resim 4.18.).
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4.2.2. Hipotalamustaki Melatonin Reseptorleri Gen Ekspresyonlart ve Kat Artist
Bulgular:
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Resim 4. 19. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda MT1 ekspresyon diizeyleri. Gen ifadesi (ACt) diizeyleri tek yonlii varyans analizi ile
kargilagtirilmistir *p<0,05 (Kontrol grubuyla karsilagtirilmistir).

Hipotalamus dokusundaki MT1 gen ifade diizeyi incelendiginde M+N grubu
degerinin kontrol grubuna kiyasla daha istatistiksel olarak anlamli sekilde daha ytiksek
oldugu belirlendi (p<0,05, Resim 4.19.). Diger grup karsilastirmalarinda anlaml
degisiklik olusmadi.
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Resim 4. 20: Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda MT2 ekspresyon diizeyleri. Gen ifadesi (ACt) diizeyleri tek yonlii varyans analizi ile
karsilastirilmistir.
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Hipotalamustaki MT2 gen ifade diizeyi degerleri tiim gruplarda birbirine

paralel seyrettigi icin istatistiksel olarak anlaml bir farklilik gézlenmedi (p>0,05,
Resim 4.20.).
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Resim 4.21. Kontrol (K), Morfin (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda MT1/MT2 heteromer ekspresyon diizeyleri. Gen ifadesi (ACt) diizeyleri tek yonlil varyans
analizi ile karsilastirilmistir *p<0,05 (Kontrol grubuyla karsilagtirilmistir).

Melatonin ~ heteromer  reseptérii. = MT1/MT2 gen ifade  miktar
karsilastirildiginda morfin + nalokson grubunda anlamli artis ortaya ¢ikti. (p<0,05,
Resim 4.21.).
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Resim 4.22. Kontrol (K), Morfine (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda MT1 ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi. Gen ifadesi (AACt) diizeyleri kat artis1
olarak belirtilmigtir. M ve M+N gruplar1 *p<0,05 (Kontrol grubuyla karslagtirilmasi)
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Hipotalamus dokularindan izole edilen MT1 reseptor iadesi kat artis1 bulgulart
karsilastirildiginda, morfin ve morifn + nalokson gruplarinda kontrolle
karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gozlendi (p<0,05, Resim
4.22)).
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Resim 4. 21. Kontrol (K), Morfine (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda MT2 ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi. Gen ifadesi (AACt) diizeyleri kat artist
olarak belirtilmistir.

Hipotalamustaki MT2 reseptor ifade diizeyleri arasinda anlaml bir degisiklik
belirlenmedi (p>0,05, Resim 4.23.).
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Resim 4.24. Kontrol (K), Morfine (M) ve Morfin + nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda MT1/MT2 heteromer ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi. Gen ifadesi (AACt)
diizeyleri kat artigi olarak belirtilmistir. M ve M+N gruplart *p<0,05 (Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda).
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Hipotalamus MT1/MT2 heteromer reseptor ifade kar artist degerleri analiz
edildiginde morfin ve morfin + nalokson gruplarinda kontrol grubuyla

karsilastirildiginda anlamli diizeyde artis gézlendi (p<0,05, Resim 4.24.).
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5. TARTISMA

Bagimlilik bir maddenin tedavi amaci olmadan veya amagsiz bir sekilde
alinmasi1 ve alinan maddeye karsilik tolerans gelismesi ile kisinin yasaminda
problemler olusturmasina ragmen alinan madde dozunun artirilmast ve madde dozu
azaltildiginda veya tamamen birakildiginda yoksunluk belirtilerinin ortaya ¢ikma
durumudur. Alinan opiyatlarla, beyin 6diil merkezlerinin uyarilmasi madde aliminda

pekistirici etkilere neden olmaktadir (Nestler 2001).

Bagimli bir sekilde madde aliminin ¢ok onceki yillarda sadece keyif ve zevk
icin yapildigi tahmin edilmekteydi. Bununla birlikte, yapilan yeni arastirmalar
sonucunda psikolojik ve fizyolojik bagimlilik terimleri ortaya c¢ikmistir. Farkli
psikolojik sebeplerle ve istekle madde alinmaya baslandigi siire¢ bize psikolojik
bagimlilig1r ifade ederken, ileri asamalarda tolerans gelisimi ile aliman madde
miktarmin artirilmasi fizyolojik bagimliligi tanimlamaktadir. Opioitlere tolerans ve
bagimliligin gelismesinde serotonin, norepinefrin, dopamin, GABA, adenozin, uyarici
amino asitler, nitrik oksit, asetilkolin, oksitosin ve vazopressin gibi ¢ok cesitli
norotransmiterler ve néromodiilatorler rol oynamaktadir (Bhargava 1994). Bagimlilik
stirecinin altinda yatan noéronal mekanizmalar ilizerine arastirmalar yogun olarak
devam etmektedir. Sinirbilim arastirmalarinin artmasiyla birlikte bilim insanlari
madde bagimliliginin molekiiler, genetik ve hiicresel mekanizmalarin1 daha ileri

diizeyde anlamaya baslamiglardir.

Morfin analjezi amaciyla siklikla kullanilmaktadir fakat hiperaljeziye ve
toleransa sebep olmaktadir. Kullanimi sirasinda meydana gelen bu yan etkilere ¢oziim
bulabilmek amaciyla bir¢ok ¢aligma yapilmistir ve hala yapilmaktadir (Kalso ve ark.
2004). Ancak yogun arastirmalara ragmen morfin bagimliligini tedavi etmek igin ¢ok
az sayida etkili tedavi yontemi bulunabilmistir. Opiyat bagimliligi tedavisinde
kullanilan bazi ilaglar metadon, LAAM, naltrekson, buprenorfin ve beraber kullanilan

buprenorfin ve naloksondur (Ugurlu ve ark. 2012).

Nalokson, baz iilkelerde Narcan ismi ile satilmakta olan opiyat blokoriidiir.
Nalokson, mii opioit reseptoriinde agonistik aktiviteden yoksun oldugundan, kullanimi1

giivenli bir ilag olarak kabul edilir (Van Dorp ve ark. 2007).

51



Melatonin 6zellikle sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde gorev alan 6nemli bir
noroendokrin sinyal molekiilidir (Waldhauser ve Dietzeld 1985). Melatoninin
bagimlilik iizerine etkisinin altinda yatan mekanizmalar biiyiilk oranda gizemini
korumaktadir. Hayvanlar iizerinde uygulanan farkli bagimlilik modelleri ve morfin
bagimliligt modellemeleri bu mekanizmalarin aciga c¢ikarilmast agisindan Onem

tasimaktadir.

[Ik olarak benzodiazepin reseptdrleri ile yapilan c¢alismada melatoninin
morfinin tolerans gelisimini ve bagimliligini tersine c¢evirdigi gosterilmistir
(Raghavendra ve Kulkarni 1999). Farelerde uygulanan bir baska g¢alismada ise
melatonin ile morfinin neden oldugu toleransin tersine ¢evrildigi bildirilmistir (Naidu
ve ark. 2003). Dolasimdaki melatonin seviyesini azaltan sabit 1s1ga maruz kalmanin,
sicanlarda oral morfin tiikketim tercihinin artmasina neden oldugunu; bu hayvanlarin
daha yiliksek morfin tiikketimi ve daha siddetli morfin yoksunluk sendromu
gosterdikleri bildirilmistir (Garmabi ve ark. 2016). Baska bir c¢alismada ise
melatoninin, mikrogliyada kriyopirin kodlayan gen (NLRP3) sinyalini hedefleyerek
morfinin yan etkilerini hafifletebilecegini ve morfinin neden oldugu analjezik toleransi
hafiflettigini gostermek i¢in c¢esitli kanitlar saglanmistir. Kronik morfine maruz
kalmanin, asir1 hiicresel ROS {iretimine ve mikrogliyada NLRP3 inflamasyonunun
aktivasyonuna yol agtig1 potansiyel mekanizmalarla gosterilmistir. Melatonin, ROS'u
azaltabilir ve sonu¢ olarak NLRP3’iin inflamasyonunun aktivasyonunu inhibe ettigi,
asir1 aktive edilmis IL-1B sinyallesmesini bastirdigi, bunun da sonunda morfinin
analjezik toleransinin gelisimini zayiflattigi bildirilmistir (Feng ve ark. 2013).
Bahsedilen bu etkinin uyusturucu bagimliliginda rol oynadigi gosterilen (Zhao ve ark.
2010; Feng ve ark. 2013; Guo ve ark. 2015) ve autophagy related 5 (Atg5) ve Atg7'ye
bagli, dopaminerjik nérona 6zgii bir model sunan (Su ve ark. 2017) otofajiden
bagimsiz oldugu bildirilmistir. Ayrica, Fan ve ark. morfine bagli hiperaljeziye ve
toleransa sahip siganlarda kronik morfin inflizyonundan sonra serum melatonin ve
MT1 reseptor mRNA'sinda anlamli bir diisiis bildirmislerdir (Fan ve ark. 2017).
Indiiksiyon faz1 sirasinda morfin ile melatonin uygulanmasinin, nalokson enjeksiyonu

sonrasinda sigrama sayisini azalttig1 tespit edilmistir (Raghavendra ve Kulkarni 2000).

Melatonin, davranislar ve fizyolojik iglevler lizerindeki etkilerini biiyiik dl¢lide

melatonin reseptorleri olan MT1 ve MT2 araciligiyla gostermektedir (Onaolapo ve
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Onaolapo 2017; 2018). Son yillarda MT1/MT2 heteromer melatonin reseptoriiniin
varligi da kanitlanmistir (Baba ve ark. 2014). MT1 ve MT?2 reseptorleri yiiksek afiniteli
melatonin reseptorleridir ve inhibitér G proteini vasitasiyla hiicre i¢i CAMP
seviyelerinin baskilanmasina aracilik ederler. Ayni1 zamanda melatonin, MT1 ve MT2
reseptorleri vasitasiyla anksiyolitik ve analjezik etki gostermektedir (Kopp ve ark.
1999; Yu ve ark. 2000).

Melatonin membran reseptorleri MT1 ve MT2’nin bagimlilik davranisinda
onemli roller oynadigi bilinen prefrontal korteks, striatum, niikleus akumbens,
amigdala, hipokampus ve hipotalamus dahil olmak iizere beynin bir¢ok farkli
bolgelerinde mevcut olduklar1 bilinmektedir (Noori ve ark. 2012). Bu nedenle,
melatoninin morfin tiiketimi gibi bagimlilik yapict davranislart modiile ettigi
diistiniilmektedir. MT1 ve MT2 reseptorlerinin genetik olarak silinmesinin, melatonin
eksprese eden C3H/HeN farelerinde metamfetamin kaynakli lokomotor duyarliligin
(Hutchinson, Hudson, and Dubocovich 2012) ve metamfetamin kaynakli 6diiliin
(Clough et al. 2014) gelisimini ve ekspresyonunu ortadan kaldirdigin1 6ne siiren
raporlar mevcuttur. Epilepsi, bipolar bozukluklar ve analjezik amagla kullanilan
valproik asitin hipokampustaki MT1 ve MT2 mRNA ekspresyonlarini énemli bir
sekilde upregiile ettigi bildirilmistir (Niles ve ark. 2012). Baska bir c¢alismada,
antidepresanlar ve kokain ile uzun siireli tedavi, melatonin reseptéri mRNA
igerigindeki degisiklik ile iliskilendirilmistir ve bu ilaglarin MT1 ve MT2 mRNA'lar
tizerindeki etkilerinin beyin bolgesine 6zgii oldugu (Imbesi ve ark. 2006) ancak uzun
stireli kokain kullanimiin MT2 reseptor ekspresyonunu degistirmedigi belirtilmistir

(Imbesi ve ark. 2006; Hutchinson ve ark. 2012).

Bu ¢alismada ayni gruplar iizerinde 2 asamali uygulama yapilmustir. Ilk
asamada, deney hayvanlar1 morfin bagimlilik modeli uygulanarak bagimli hale
getirilmis 1ikinci asamada ise bagimlilik iizerine hipotalamus ve hipokampusta
melatonin reseptorlerinin gen ifade diizeyleri arastirtlmistir. Morfin bagimliligini
belirlemek i¢in belirtilen kosullar altinda Modifiye Gellert ve Holtzman Davranig

Skorlamas1 uygulanmis ve agirlik 6l¢iimleri yapilmistir.

Morfin bagimlilig: ile yapilan, ilk niteligi tasiyan bazi ¢calismalarda nalokson
yani ¢ekilme grubundaki sigcanlarda gozlenen diyarenin nalokson dozuna bagl olarak
degistigi ve viicut kiitle kayb1 ile olusan diyare siddetinin kolerasyon gosterdigi
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bildirilmistir (Ho ve ark. 1979). Ciinkii viicut kiitle kaybi diyare nedeniyle
olusmaktadir (Riahi ve ark. 2009). Bizim galismamizda da nalokson uygulanan
bagimlilik grubunda diger gruplara gore defekasyon (diyare) sayisi ve % viicut agirlik

kaybi diger gruplar ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Literatiir incelendiginde bazi fare ¢alismalarinda sigrama davranisi morfin
¢ekilmesi i¢in major belirleyici olarak kabul edilmistir (Nemoto ve ark. 2013). Baska
bir ¢alismada ise nikotinik asetilkolin reseptorii ligantlariin opiyat geri ¢ekilme
davranigsal belirtilerini azaltma kabiliyeti, morfine bagimli hayvanlara nalokson
uygulamasinin ardindan sigrama davranisinin degerlendirilmesiyle oOl¢iilmiistiir
(Neugebauer ve ark. 2013). Bizim ¢alismamizda da sigrama davranisi sadece nalokson

uygulanan morfin ¢ekilmesi olusturulmus sigan grubunda goézlenmistir.

Bazi ¢alismalarda penis yalama ve vokalizasyon davranisi da testlere dahil
edilmistir (Moon ve ark. 2019). Gézlemledigimiz hayvan davraniglarinda skalada yer
alan davraniglara ek olarak; morfin grubundaki baz1 si¢anlarda uzun siire hareketsiz
kalma davranist ve uzun silire kafasini yere koyarak yatma davranisi, nalokson
grubundaki bazi siganlarda ise uzun siire uzun yatma pozisyonunda kalma davranis,
cinsel organini yalama, ses ¢ikarma ve fazla sayida tiksirma davranisi belirgin bir

sekilde gozlenmistir.

RT-PCR, immiinohistokimya ve transgenik modeller kullanilarak,
hipokampusun piramidal ve graniiler ndronlarinda MT1 ve MT2 mRNA ve protein
ifadeleri bulunmustur (Mazzucchelli ve ark. 1996; Adamah-Biassi ve ark. 2014; Ng
ve ark. 2017b). Ozellikle, CA1 bolgesinde diffiiz MT1 reseptdér immiinoreaktivitesi
tespit edilirken, CA2 ve CA3 bolgelerinde MTI1 reseptorlerinin zayif varligi
gozlenmistir (Lacoste ve ark. 2015). Dentat girusta, hilusta MT1 immiinoreaktivitesi
tanimlanirken graniiler tabakada higbiri saptanmamistir. MT1 reseptor seviyelerinin,
sicanlarin hem frontal korteksinde hem de hipokampusundaki travmatik beyin
hasarindan sonra azaldigi bildirilmistir (Osier ve ark. 2017). Hipokampusta, CA1
alanmin morfin ¢ekilmesi sonucu olusan olumsuz duygusal bileseminde rol oynadig1
diistiniilmektedir (Frenois ve ark. 2002). Bizim ¢alismamizda da literatiire uygun
olarak, hipokampusta morfin grubundaki siganlarda diger gruplara kiyasla MT1 ve

MT?2 reseptor ifadelerinin yiikselme egiliminde oldugu saptanmistir. MT1/MT2
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heteromeri ifadesinin varligi anlamli olmasa da bu konudaki literatiir bilgisi i¢in ve bu

konu ile alakali gelecekte yapilacak ¢aligsmalar i¢in aydinlatici olabilir.

Western immunoblot yontemi ile yapilan 6nceki ¢alismalarda hipotalamusta
MT1 ve MT2 varhigi kanitlanmistir (Lacoste ve ark. 2015). insanlarda MT1 reseptor
protein igerigi en yogun SCN’de mevcut oldugu, hayvanlarda ise o6zellikle SCN
noronlariin dendrit ve somalarinda lokalize oldugu gosterilmistir (Waly ve Hallworth
2015). MT2, MT1 protein miktar1 ile karsilastirildiginda bu bolgelerde daha diisiik
oldugu fakat paraventrikiiler ve supraoptik ¢ekirdekte MT2 protein miktarinin daha
fazla oldugu bildirilmistir (Wu ve ark. 2013). MT1/MT2 heteromerinin varlig1 fare
fotoreseptor rodunda ortaya konmustur (Liu vd. 2016). Calismamizda hipotalamustaki
MT1 ve MT1/MT2 heteromer gen ekspresyonlart M ve M+N gruplarinda anlamli
olarak yiiksek saptanmistir. MT2 gen ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli olmasa
da morfinin MT2 gen ekspresyonu iizerinde olumlu etki gosterdigi sonucu

c¢ikarilabilir.

Melatonin ve morfin bagimlilig birbiri ile iligkilidir fakat bu iligskinin altinda
yatan mekanizma kesin olarak heniiz bilinmemektedir (Hemati ve ark. 2020).
Melatoninin, morfin bagimliligr modelinde toleransi azaltici etkisi davranis testleriyle
gosterilmistir (Chen ve ark. 2020). Bu etkide melatoninin antioksidan etkisinin araci
rol oynayabilecegi bildirilmistir. Bizim sonug¢larimiz da gz oniine alindiginda morfin
bagimlilig1 ve cekilmesinin limbik sistemde melatonin reseptor ifade diizeylerini

degistirerek baz1 ndroendokrinolojik etkiler olusturabilecegi ifade edilebilir.

Bir diger calismada art arda bes giin intratekal morfin uygulamasinin yetiskin
sicanlarda hiperaljezi ve morfin toleransiyla sonuglandigi, serum melatonin diizeyini
diigiirdiigii, sicanlarin spinal dorsal boynuzunda melatonin reseptorii MT1 ifadesini
azaltti31, ancak MT2 ve MOR'u diisiirmedigi ve PKCy’y1 up regiile ettigi saptanmistir
(Fan 2017). Farelerle yapilan bir opioit ve melatonin g¢alismasinda ise kokain
uygulamasinin hipokampusta MT1 ve MT2 diizeyini degistirmedigi ve striatumdaki
MT1 mRNA miktarinin azaldigi, MT2 mRNA miktarinin ise degismedigi
bildirilmistir lging bir sekilde, bu tiir maddelerin MT1/MT2 mRNA'lar iizerindeki
etkileri beyin bolgesine 6zel oldugu bildirilmistir (Imbesi 2006). Calismamiz ile
karsilastirildiginda opioit bagimliligi siirecinde rol oynayan melatonin reseptorleri gen
ifade miktarlarinin spesifik bolgelere gore farklilik gosterebilecegi fikri edinilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasi, morfin bagimlilik modeli olusturulmus si¢canlarda meydana
gelen davranis degisikliklerinin yaninda hipokampus ve hipotalamustaki MT1, MT2
ve MT1/MT2 heterometrik gen ifadelerinin arastirildig: bir ¢alismadir,

Bu ¢alisma sonucunda morfin bagimliliginin hipokampustaki MT1 ve MT2
gen ifadelerini arttirma egiliminde oldugu fakat bu artisin anlamli olmadig
belirlenmistir. Hipotalamusta ise morfin bagimlilig1 sonucunda MT1 gen ifadesinin
morfin + nalokson grubunda anlamli olarak arttigi ve MT1/MT2 heterometrik gen

ifadesinin de morfin + nalokson grubunda daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Morfin bagimliliginin melatonin reseptorleri iizerine etkileri hipokampustan
ziyade hipotalamusta ortaya ¢ikmistir. Bu durum hipotalamik islevlerde melatoninin
daha etkili olabilecegini gdstermektedir. Boylece opioit bagimliliginda melatoninle
iligkili hipotalamik etkilerin artabilecegi sdylenebilir. Melatonin reseptdrlerinin opioit
bagimlilig1 siireglerindeki muhtemel etkileri daha ileri diizeydeki calismalarla
aragtirilabilir. Spesifik melatonin reseptor agonist veya antagonistlerin etkilerinin

belirlenmesine yonelik aragtirmalar planlanabilir.

Bu ¢alisma morfin bagimliligi modelinde MT1/MT2 heteromer melatonin
reseptorii gen ifadesinin hipokampus ve hipotalamustaki varligini ortaya koyan ilk
calismadir. Melatonin ve melatonin reseptorlerinin bagimlilik {izerindeki etkileri ve
etki mekanizmalar1 biiyiik oranda gizemini korumaktadir. Ozellikle kisa bir zaman
once mevcudiyeti saptanan MTI1/MT2 heteromerleri hakkindaki bilgilerin
aydinlatilmasi igin bu konu hakkinda daha ¢ok ¢alisma yapilmali ve bulunan sonuglar

literatiire kazandirilmalidir.
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