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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dali
Fizyoloji
Yiiksek Lisans Tezi

HiPOTALAMUSTAKI BAZI OREKSIJENIK VE ANOREKSIJENIK
MOLEKULLERIN EKSPRESYONUNDA MU OPiOIiT RESEPTORLERIN OLASI
ETKIiSININ YETISKIN SICANLARDA ARASTIRILMASI

Zeliha ERKAYA

Konya-2024

Besin aliminin diizenlenmesi hipotalamusta bir¢ok néroendokrin mekanizmanin ¢ok faktdrlii olarak
entegrasyonuyla gerceklesmektedir. Hipotalamusta oreksijenik ve anoreksijenik peptitler uyarilara yanit
olusturarak besin alimiin diizenlenmesine katkida bulunur. Hipotalamusta da yaygin olarak eksprese olan opioit
peptitlerin beslenme iizerindeki uyarict etkileri bilinmesine ragmen, bu etkinin mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az
bilgi bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, hipotalamusta mii opioit reseptorlerin oreksijenik ve anoreksijenik
mekanizmalar tizerindeki etkilerinin deneysel modelde arastirilmasidir. Bu amagla morfinin subkutan yolla
uygulanmasinin yetigkin erkek siganlarda hipotalamusta besin alimiyla iliskili molekiiller tizerindeki etkisinin
belirlenmesi hedeflenmistir.

Wistar irki erkek siganlar kontrol, morfin, morfin+nalokson ve nalokson olacak sekilde 4 gruba ayrildi.
Morfin bagimlilig1 modeli igin siganlara 5 giin boyunca 10 mg/kg/giin dozunda morfin subkutan uygulandi. 5. giin
morfin+nalokson grubuna morfin yoksunlugu olusturmak i¢in 3 mg/kg dozunda nalokson ve diger gruplara
%0,9’luk NaCl ¢ozeltisi enjekte edildi. Gruplar 30 dakika siireyle gdzlemlendi ve dekapite edilerek hipotalamus
dokular ¢ikarildi. Elde edilen dokulardan RT-PCR yontemiyle anoreksijenik ve oreksijenik peptit ekspresyon
seviyeleri belirlendi. Istatistiksel degerlendirme icin tek yonlii varyans analizi kullanild.

Morfin uygulanmasi oreksin A gen ekspresyonunu artirirken, AgRP, NPY, POMK, FBN1 ifadelerini
degistirmedi. Nalokson uygulanmasi ise NPY ifadesini artirirken diger molekiilleri etkilemedi. Bu ¢aligmanin

sonuglart morfin uygulanmasinin beslenme ve metabolizmayla iliskili molekiilleri hipotalamustaki gen ifadelerini
farkli diizeylerde etkileyebilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Beslenme ve sigan, Hipotalamus, Morfin bagimlilig
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Physiology
Physiology
Master Thesis

INVESTIGATION OF THE POSSIBLE EFFECT OF MU OPIOIT RECEPTORS ON THE
EXPRESSION OF SOME OREXIGENIC AND ANOREXIGENIC MOLECULES IN THE
HYPOTHALAMUS IN ADULT RATS.

Zeliha ERKAYA

Konya-2024

Regulation of food intake occurs in the hypothalamus through multifactorial integration of many
neuroendocrine mechanisms. In the hypothalamus, orexigenic and anorexigenic peptides respond to stimuli and
contribute to the regulation of food intake. Although the stimulatory effects of opioid peptides, which are also
widely expressed in the hypothalamus, on feeding are known, little is known about the mechanisms of this effect.
The aim of this study was to investigate the effects of opioid receptors in the hypothalamus on orexigenic and
anorexigenic mechanisms in an experimental model. For this purpose, it was aimed to determine the effect of
subcutaneous administration of morphine on food intake-related molecules in the hypothalamus of adult male rats.

Male Wistar rats were divided into 4 groups as control, morphine, morphine+naloxone and naloxone. For
morphine addiction model, rats were administered morphine subcutaneously at a dose of 10 mg/kg/day for 5 days.
On the 5th day, the morphine+naloxone group was injected with naloxone at a dose of 3 mg/kg and the other
groups were injected with 0.9% NaCl solution to induce morphine withdrawal. The groups were observed for 30
minutes and the hypothalamus tissues were removed by decapitation. Anorexigenic and orexigenic peptide
expression levels were determined by RT-PCR method. One-way analysis of variance was used for statistical
evaluation.

Morphine administration increased orexin A gene expression, but did not change AgRP, NPY, POMK,
FBN1 expression. Naloxone administration increased NPY expression but did not affect other molecules. The

results of this study showed that morphine administration may affect gene expression of nutrition and metabolism
related molecules in the hypothalamus at different levels.

Keywords: Feeding and rat, Hypothalamus, Morphine addiction
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1.GIRIS VE AMAC

Beslenme ve metabolik olaylar canlilarin yagamlarini siirdiirebilmeleri igin bilyiik dnem
tasir. Enerji dengesinin diizenlenmesi, viicut agirligini korumak i¢in enerji alimi ve harcanmasi
arasindaki iliskidir. Enerji aliminin, enerji harcanmasindan fazla oldugu durumlarda pozitif
enerji dengesi ile viicut agirliginda ve yag oraninda artis gozlemlenir. Zamanla bu enerji alimi
ve harcanmasi arasindaki dengesizlik adipoz dokuda trigliserit formunda yag depolanmasina
yol agmaktadir. Belirtilen pozitif enerji dengesi ¢agin hastaligi obezite gibi patolojik sonuglarin

ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Besin aliminin diizenlenmesi merkezi sinir sistemi (MSS), periferal sinyaller, duyusal
uyaricilar gibi pek ¢ok yolla gergeklesir. Istahi ve besin alim1 miktarini diizenleyen en 6nemli
sinirsel merkezler hipotalamusta bulunur. Hipotalamusta besin alimini artiran ve azaltan
oreksijenik ve anoreksijenik peptitler uyarilara yanit olusturarak ac¢ligin, toklugun ve besin
aliminin diizenlenmesine katkida bulunur. Bu sebeple beslenme davranigi ve besin alim ile

ilgili siireglerin kontrol edildigi MSS boliimii hipotalamustur (Mayer, 1953).

Paraventrikiiler niikleus (PVN), ventromediyal niikleus (VMN), dorsomediyal niikleus
(DMN), arkuat niikleus (ARN) ve lateral hipotalamik alan (LHA) besin aliminin
diizenlenmesinde gorev alan hipotalamus ¢ekirdekleridir. VMN tokluk merkezi, LHA aglik
merkezi olarak islev gosterir. ARN, oreksijenik etkili néropeptit Y (NPY), aguti iliskili peptit
(AgRP) ve anoreksijenik etkili proopiomelanokortin (POMK) ifade edilen néronlarin yogun
popiilasyonunu igerir (Valassi ve ark. 2008). AgRP yalnizca beyinde hipotalamusun
ARN’sinden salgilanir ve AgRP iireten ndronlarin timii NPY ile birlikte bulunur. PVN ve
DMN de hipotalamusun beslenmeyle ilgili 6nemli bolgeleridir (Flier 2006).

Enerji dengesi ve besin aliminin diizenlenmesinde gorev alan bir¢ok oreksijenik ve
anoreksijenik etkili molekiil vardir. Oreksijenik peptitler besin alimini artirirken anoreksijenik
peptitler besin alimini1 azaltmaktadir. NPY, AgRP, ghrelin, oreksin A ve B (OXA ve OXB),
melanin yogunlastirict hormon (MCH) oreksijenik etkili peptitlerdir. POMK, leptin, kokain
amfetamin iliskili peptit (KART) anoreksijenik etkili peptitlerdir (Valassi ve ark. 2008).

Endojen opioit sistem yaklasik olarak 30 farkli opioit peptitten olugsmaktadir. Beta
endorfinler, met-enkefalin, leu-enkefalin, orfanin FQ (nosiseptin), dinorfinler bu peptitler

arasinda yer almaktadir. G protein eslenikli opioit peptit reseptorleri mii, kappa, delta (, «, 8),



ve nosiseptin opioit peptit reseptor olarak adlandirilmaktadir. p opioit reseptorler hipotalamus,

hipokampiis, niikleus akumbens ve prefrontal kortekste eksprese olmaktadir.

Beta endorfin p opioit reseptor aktivasyonu ile islev gosteren endojen bir opioittir. Ayni
reseptor araciligiyla analjezik etki gosteren sentetik opiyat morfin, farmakolojik alanda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Siddetli agri kontroliinde siklikla kullanilan morfin, tekrarlayan
kullanimlarinda bagimliligin gelismesine neden olabilmektedir (Hassanipour ve ark. 2016). Bu
Ozelligiyle morfin, deneysel opioit bagimlilik modellemelerinde oldukg¢a yaygin olarak

kullanilmaktadir (Kim ve ark. 2016).

Bu tez ¢alismasinda mii opioit reseptor agonist opiyat olan morfinin subkutan yolla
uygulanmasiin yetiskin erkek sicanlarda hipotalamusta oreksijenik ve anoreksijenik
molekiiller iizerindeki etkisinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu amagla davranis testleri
uygulanmis ve elde edilen gen ifade diizeyleri karsilagtirilarak mii opioit reseptor
aktivasyonunun hipotalamustaki beslenmeyle iligkili molekiiller tizerindeki etkisi

arastirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Enerji Metabolizmasi ve Hipotalamus
Beslenme kompleks bir davranistir. Besin alimi ve enerji harcanmasi arasindaki
karmasik denge viicut agirliginin siirekliligini saglamaktadir. Besin aliminin diizenlenmesi

hipotalamusta olduk¢a karmasik bir¢ok mekanizmanin entegrasyonuyla gerceklesmektedir.

MSS, besin alim1 ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde gastrointestinal sistem
(GIS) ve noroendokrin sinyallerin degerlendirilip integrasyonunun yapilmasinda énemli rol
oynar (Schwartz ve ark., 1996). Bu anlamda hipotalamus beslenmeyle ilgili siire¢lerin kontrol
edildigi MSS boliimidiir (Mayer 1953).

Hipotalamusta yer alan PVN, VMN, DMN, ARN ve LHA besin aliminin merkezi
kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir. LHA aclik merkezi olarak gorev yaparken, VMN

doygunluk hissinin olusmasinda etkili olan tokluk merkezidir (Insan Fizyolojisi. 2021).
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Sekil 2.1. Besin alimmin hipotalamus tarafindan diizenlenmesi. AgRP, agouti iliskili peptit; CART, kokain
amfetamin iliskili peptit; LH, lateral hipotalamus; NPY, néropeptit Y; POMC, proopiomelanokortin; PVN,
paraventrikiiler niikleus (Insan Fizyolojisi Ed: Erdal Agar, 2021).



ARN, besin alim1 ve enerji homeostazisini etkileyen ve aclik/tokluk durumlarinda
sinyallerin algilanip degerlendirilmesinde gorev alan enerji niikleusudur. ARN’de oreksijenik
ve anoreksijenik olarak adlandirilan noron gruplar1 bulunmaktadir. NPY, AgRP, ghrelin, OXA
ve OXB, MCH besin alimini artiran oreksijenik etkili peptitlerdir. POMK, leptin, KART besin
alimini azaltan anoreksijenik etkili peptitlerdir (Valassi ve ark. 2008).

Tablo 2.1. Enerji dengesi ve beslenme kontroliinde rol alan oreksijenik ve anoreksijenik peptitler.

Oreksijenik Peptitler Anoreksijenik Peptitler
Noropeptit Y Proopiomelanokortin

Agouti iligkili peptit Leptin

Ghrelin Kokain amfetamin iligkili peptit

Oreksin Ave B

2.2. Ventromediyal Niikleus

VMN'’nin, lezyon ¢alismalar1 sonucunda insanlar da dahil olmak tizere ¢esitli tiirlerde
hiperfaji ve obeziteye yol a¢tig1 Hetherington ve Ranson tarafindan 1942 yilinda agiklanmigtir
ve VMN beynin "tokluk merkezi" olarak adlandirilmistir (Sun ve ark., 2006; King, 2006). VMN
noronlari niikleusun dorsomediyal yoniinde yerlesmistir ve bu alan DMN ile karsilikli olarak

iligkilidir.

VMN’nin beslenme davranisinda birincil rol oynadigina dair ¢ok sayida ¢aligma vardir.
Insanlarda yapilan ndrogériintiileme galismalarinda, besin alimi sirasinda VMN bolgesindeki
aktivitede belirgin artis oldugu goriilmistiir (King, 2006). VMN, kan glikoz diizeylerine
dinamik olarak yanit veren genis glukoresponsif noron popiilasyonuna ve beslenmeyle ilgili
uyaranlara yanit veren ¢ok sayida histamin, dopamin, serotonin ve GABA ndronuna sahiptir.
Son ¢alismalar, melanokortinlerin beslenme davranisinin VMN diizenlemesinde rol oynadigim
gostermistir. POMK noronlari, VMN beyin kaynakli ndrotrofik faktdr noéronlarini aktive
ettiginde besin alimi azalir. Posterodorsal amigdaladan VMN'ye giden efferent
projeksiyonlarda hasar olan disi sicanlarda orta derecede hiperfaji ve obezite gozlemlenmistir

(King, 2006).



2.3. Paraventrikiiler Niikleus

PVN 3. ventrikiil’iin dorsal kismida bulunur. PVN, GIS’i kontrol eden sempatik ve
parasempatik preganglionik noéronlara 6nemli bir girdi kaynagidir. Bu durum besin alimindaki

degisikliklerin otonomik degisiklikler sonucu olabilecegini diisiindiirmektedir (Elmquist ve

ark., 1999).

PVN’ye a-melanosit uyarici hormon (0-MSH) enjeksiyonu besin alimini azaltirken,
NPY mikroenjeksiyonu besin alimini uyarip artirmistir (Rossi ve ark., 1998). Ayrica yapilan
elektrofizyolojik ¢alismalar, PVN’nin leptin, adiponektin, kolesistokinin (CCK) ve glukagon
benzeri peptit-1 (GLP-1)’e cevap olarak 6nemli degisikler gostermistir (Hamamura ve ark.,
1991; Larsen ve ark., 1997). PVN, kortikotropin salgilatict hormon, tirotropin salgilatici
hormon, oksitosin ve vazopressin salgilatict néron gruplari igermektedir. Bu noronlar NPY,
AgRP ve o-MSH‘nin besin alimi1 ve enerji harcama sinyallerini PVN’ye iletirler (Elmquist ve

ark., 1999).
2.4. Dorsomediyal Niikleus

DMN, Bernardis ve arkadaslar tarafindan yapilan elektrofizyolojik lezyon ¢aligmalari
ile 1963 yilinda hipotalamusta tanimlanmigtir (Bernardis ve ark., 1963). Beyin, g¢evresel
aydinlik-karanlik dongiileriyle uyum i¢inde giinliik davranis ve metabolizma ritimlerini
yonlendirmede Onemli bir rol oynar. Beyinde DMN, beslenme ve enerji homeostazinin

biitiinlestirici sirkadiyen kontroliinde gorev alir (Saper ve ark., 2005).

Leptin reseptoriinii ifade eden DMN noéronlarinin (DMHLepR) akut inhibisyonunun
beslenme iizerinde etkisi olmadig1 goriilirken (Garfield ve ark., 2016), kronik inhibisyonu
birka¢ giin boyunca devam eden hiperfajiye neden olmustur (Faber ve ark., 2021). Bu geg¢ici
hiperfajik yanit siirekli kilo alim1 ve yag kiitlesinde artisa neden olmustur. Artan yaglanmayla
tutarli olarak orta derecede artmis plazma leptin seviyesi ve aglik kan glikoz degerinde
yiikselme gozlemlenmistir. Bu bulgular, DMHLepR néronlarinin enerji homeostazisinde

fizyolojik bir rol oynadigini gostermektedir (Garfield ve ark., 2016; Faber ve ark., 2021).
2.5. Arkuat Niikleus

ARN, 3. ventrikiil boyunca uzanmis sekilde bazal hipotalamusta bulunur. Besin alimi,
viicut agirhiginin diizenlemesi ve enerji sinyallerinin algilanip degerlendirilmesinde kritik

Ooneme sahip olan enerji ¢ekirdegidir (Meister ve ark., 1989; Bergen ve ark., 1998). POMK ve
5



AgRP noronlarini igeren ARN, besin aliminin ve viicut agirliginin sinirsel kontroliinde en ¢ok

etkili beyin bolgesidir (Sohn ve Williams, 2012).

ARN kokenli noronlar anoreksijenik (besin alimini azaltan) ve oreksijenik (besin
alimin1 artiran) ve olarak adlandirilmaktadir. Bunlardan NPY/AgRP néronlari oreksijenik etkili

iken, POMK/KART noronlari ise anoreksijenik etkilidir.

POMK, o-melanin uyarict hormon Onciiliidiir ve istah baskilayici etkisiyle bilinir.
KART ve a-MSH’nin siganlarda intraserebroventrikiiler (ICV) enjeksiyonunun besin alimini
inhibe ettigi bildirilmistir (Edwards ve ark., 2000). a-MSH, MSS i¢indeki melanokortin
noronlarinin aktivasyonu ile besin alimini inhibe eden melanokortin 3 ve 4 reseptorii (MC3R

ve MCA4R) agonistidir.

Melanokortin reseptdrlerinin antagonisti olan AgRP'yi eksprese eden noéronlar, ARN’de
POMK néronlarma bitisik olarak bulunur. AgRP néronlar1 sadece ARN’de NPY ile birlikte
lokalize olur. NPY, besin alimini uyarmak ve enerji metabolizmasini diizenlemede birincil role
sahiptir. NPY ve AgRP’nin ICV enjeksiyonlarinin besin alimini uyardigi gosterilmistir (Sohn
ve Williams, 2012).

NPY/AgRP ve POMK/KART ndoronlarinin ARN’den hipotalamusun diger bolgeleri
olan PVN, DMN, VMN ve LHAya projeksiyonlar1 vardir (Ahima ve ark., 2000). NPY, besin
alimim Y1 ve Y5 reseptorleri ile uyarirken; a-MSH, MC4R reseptdrii ile besin alimini baskilar
(Elmquist ve ark., 1999). AgRP ise a-MSH antagonisti olarak gorev alir (Ollmann ve ark.,
1997). Hipotalamusta NPY/AgRP noronlar1 leptin hormonu tarafindan baskilanirken; buna
karsin POMK/KART néronlari pozitif uyarilir (Elmquist ve ark., 1999)
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Sekil 2.2. Arkuat Niikleus ve besin aliminin kontrolii (Schwartz ve Morton, 2002).

2.6. Lateral Hipotalamik Alan

LHA, 1951 yilinda lezyon ¢alismalari ile Anand ve Brobeck tarafindan “a¢lik merkezi”
olarak tanimlanmistir (Anand ve Brobeck, 1951). LHA, azalan glikoz seviyesiyle aktive olan
ve leptin ile inhibe edilen glikoza duyarli néronlar igermektedir (Stein ve ark., 1990).

Hipoglisemi ile uyarilmis hiperfajide 6nemli rol oynar (Bernardis ve ark.1996).

LHA’nin besin alimina etkisi hem serebral kortekse hem de beyin sap1 ve omuriligin
otonomik ve motor sistemlerine dogrudan projeksiyonlari olan lateral hipotalamik hiicre

sistemini gosteren ndroanatomik ¢alismalarla desteklenmistir (Elmquist ve ark., 1999).

LHA’da bulunan néron gruplar1 oreksin ve MCH sentezlemektedirler (Elmquist ve ark.,
1999). ORXA ve ORXB uyku/uyaniklik, istah ve otonomik fonksiyonlarin kontroliinde
islevlidir (Brisbare-Roch ve ark., 2007). MCH noéronlar1 hipotalamik aclik merkezi olan
LHA’da yogunlasmistir. MCH, 19 amino asitli siklik bir peptittir ve sinyalleri hipotalamusta G
protein eslenik MCH-1 ve MCH-2 reseptorleri ile islev gosterir (Qu ve ark., 1996). LHA’ya
MCH veya ORX'in enjeksiyonu sicanlarda besin alimini artirict etki gostermistir. Ayrica,
siganlarda MCH geninin hedeflenen sekilde silinmesi, kontrol grubuna kiyasla besin aliminin

ve viicut agirliginin azalmasina neden olmustur (Shimada ve ark., 1998).



2.7. Oreksijenik Molekiiller
2.7.1. Noropeptit Y

NPY molekiilii, 1982 yilinda Tatemoto ve arkadaslari tarafindan ilk defa domuz
beyninde kesfedilmistir. NPY, pankreatik peptit ailesinden 36 amino asitten olusan bir peptittir
ve MSS’de iiretilen bir nérotransmitterdir (Williams ve ark. 2000). NPY’nin MSS’de
bulundugu bolgeler, hipokampus, amigdala, hipotalamusun 3. ventrikiile komsu kisminda
yerlesen ARN’dir. PVN, suprakiyazmatik niikleus, median eminens (ME) ve DMN’de daha az
olacak sekilde eksprese edilir (White and Kershaw, 1990; Rossi ve ark., 1998; Schwartz ve ark.,
2000).

NPY, sinyal yolaklarindaki etkisini G protein araciligi ile calisan 6 adet reseptor ile
gosterir (Y1,Y2,Y3,Y4,Y5, Y6). Bureseptorler siklik adenozin monofosfat (cAMP) {iretimini
inhibe eden G protein eslenik reseptorlerdir. Y1, Y2 ve Y5 reseptorleri yogun miktarda
hipotalamusta sentezlenmektedir (Leibowitz ve Alexander, 1991; Lecklin ve ark., 2003; Chee
ve Colmers, 2008). Y1 reseptorii hipokampus, amigdala, hipotalamus bolgelerinde post sinaptik
olarak bulunmaktadir (Kopp ve ark., 2002). Y2 reseptorii presinaptik bolgede yerlesmistir ve
asirt NPY salinimini inhibe eder (Chee and Colmers, 2008).

NPY, besin aliminin kontrol edilmesi ve enerji metabolizmasi, duygusal davranislarin
diizenlenmesi, lireme, uyku uyaniklik siklusunun diizenlenmesi, giinliik sirkadiyen ritim,

termogenez ve kan basincinin kontrolii gibi birgok fizyolojik isleve sahiptir (Hu ve ark., 1997).

Oreksijenik etkili AgRP, ARN’de NPY ile birlikte besin alimini stimiile eden
NPY/AgRP noéronlarindan salgilanir (Rossi ve ark., 1998). NPY/AgRP noéronlarinin genetik
olarak kaldirilmas: erigkin sicanlarda zayif ve hipofajik bir fenotip ile sonuglanmistir (Bewick

ve ark., 2005).

ICV yolla NPY uygulanmasi beslenmeyi belirgin olarak artirmaktadir (Niimi ve ark.,

2001; Clark ve ark., 1984).

NPY besin alimmin diizenlenmesinde etkisini Y1, Y2 ve Y5 reseptorleri lizerinden
gosterir. ICV yolla NPY reseptorleri olan Y1, Y2, Y4 ve Y5 reseptor agonistlerinin

uygulanmasi siganlarda besin alimini indiiklemistir (Rojas ve ark., 2012).



2.7.2. Agouti iliskili peptit

AgRP ilk kez 1997 yilinda Olmann ve arkadaslar tarafindan bulunmustur (Ollmann ve
ark., 1997). AgRP, besin alimini stimiile eden AgRP/NPY néronlari tarafindan sentezlenen 132
amino asitli oreksijenik bir néropeptittir (Rossi ve ark., 1998). Hipotalamusun kavisli ¢ekirdegi
ARN’de bulunur. Cesitli hipotalamik alanlara; PVN, DMN ve LHA projeksiyon yapar (Rossi
ve ark. 1998; Arora 2006). Hipotalamik noronlardaki a-MSH reseptorii MC4R hem agonistik
hem de antagonistik sinyaller alir. POMK’den tiiretilen a-MSH, bu reseptorleri uyararak besin

alimin1 azaltir ve kilo kaybina neden olur (Flier 2006).

AgRP, POMK iiriinii olan a-MSH reseptorleri MC3R ve MC4R ’ye baglanarak a-MSH
anoreksijenik aktivitesini inhibe etmede rol alir (Fong ve ark., 1997; Yang ve ark., 1999). AgRP
enerji homeostazisinin diizenlenmesinde ve istahi artirmada gorev alir. Besin alimi ve besin
arama davranisinda AgRP hipotalamusta 6nemli isleve sahiptir (Flier, 2006). NPY besin
alimindaki artisa kisa siireli etki gosterirken, AgRP’nin bir haftay1 gegen siirede artisa neden
oldugu goriilmiistiir (Schwartz ve ark., 2000). AgRP’nin si¢anlarda yiiksek yag igeren besin
aliminin, diisiik yag iceren besin alimina gore daha fazla etkisinin oldugu gosterilmistir. Besin

alimin artirict etkisinin yanisira besin se¢iminde de etkisinin oldugu goriilmiistiir (Ghilardi ve

ark., 1996).
2.7.3. Ghrelin

Ghrelin, ilk kez 1999°da Kojima ve arkadaglari tarafindan biiylime hormonu salgilatici
reseptoriin (GHSR) endojen ligand1 olarak bulunmustur. Mide mukozasinda bulunan oksintik
hiicreler tarafindan sentezlenen 28 amino asitli oreksijenik bir peptittir (Kojima ve ark., 1999).
En yiiksek ghrelin salinimi midede meydana gelse de ghrelin tireten hiicreler ayn1 zamanda
pankreas adaciklarinda da mevcuttur. Burada ghrelin, glukagon ve insiilin salinimin1 modiile
eder (Miiller ve ark., 2015). Mide mukozasindan sentezlenen ghrelin, kan dolagimi ile ARN’ye
ve beynin diger kisimlarina aktif transport ile kan-beyin bariyerini gegerek istahi
etkilemektedir. Ayni1 zamanda ghrelin hipotalamusta da sentezlenmekte ve direkt olarak

ARN’deki NPY/AQRP ve diger hiicreleri uyarmaktadir (Kojima ve ark., 2005).

Ghrelin biiytime hormonu salinimini uyararak enerji homeostazisini diizenlemede gorev
alir. Aglik ve kalori kisitlamasi sirasinda, besin alimint ve yag depolamasini artirmak ve kan
glikoz seviyesinde hayati risk tasiyan diigiisleri onlemek i¢in plazmadaki ghrelin seviyeleri

yiikselir. Plazma ghrelin diizeyleri yemek sonrasi ve obezite gibi enerji fazlasi durumlarinda
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diiser. Ghrelin, istah ve enerji homeostazisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Ghrelin bu
islevleri, istah1 diizenleyen noronlarda ve endokrin pankreas dahil periferik metabolik
organlarda ghrelin reseptorii GHS-R'ye baglanarak gergeklestirir (Bader ve ark., 2016). Bu istah
artirict etkisini ARN’de bulunan NPY/AgRP araciligr ile gergeklestirmektedir. ARN’den
tiirevlenen ghrelin AgRP/NPY ndronlarini uyararak istah ve viicut agirliginda artisa neden olur

(Elias ve ark., 1999).
2.7.4. Oreksin A ve oreksin B

1998 yilinda tanimlanan OXA ve OXB pre-prooreksin adli tekli dncili polipeptitten
iiretilmektedir. Insanlarda pre-prooreksin geni 1721 kromozomu iizerine yerlesiktir. OXA 33
amino asit OXB ise 28 amino asit igermektedir (Hungs ve Mignot, 2001). Oreksinler G protein
eslenik OX1R ve OX2R adli reseptorleri aktive ederek etkilerini gosterir (Arora 2006; Nicholls
ve ark., 2012). OXA’nin OXI1R reseptorii ile, OXB’nin ise OX2R reseptorii ile daha iyi
baglandig1 gosterilmistir. OX1R ve OX2R reseptorlerinin beyinde farkli yerlesim yerleri vardir.
Sicanlarda OX2R PVN’de OXIR ise daha ¢ok hipotalamusta bulunur. Calismalar bagirsak ve
hipofiz bezinde de oreksin reseptorlerinin bulundugunu hatta OXIR’in kahverengi yag
dokusunda, OX2R’nin adrenal medullada bulundugunu géstermistir (Hungs ve Mignot, 2001;

Smart ve Jerman, 2002).

Oreksin noronlari beynin g¢esitli bolgelerinde yer almaktadir. Daha ¢ok LHA,
perifornikal hipotalamus, ARN ve PVN’de bulunur. Bunlarin diginda serebral kortekste,
hipotalamusun mediyal yapilarinda, limbik sistem ve beyin sapinda da gériilmektedir (Date ve
ark., 1999).

Oreksin ndronlarmmin ¢ogunda leptin reseptorii bulunmaktadir. Dolayisiyla plazma
leptin seviyesinin oreksin ndronlari tarafindan diizenlenebilecegi diisiiniilmektedir. Oreksin
immiinoreaktivitesi insan pankreasinda insiilin tireten hiicrelerde tespit edilmistir. OXA nin
izole edilmis adaciklardan glikoz tarafindan stimiile edilen insiilin salinimini azalttig
gozlemlenmistir. Leptine benzer sekilde oreksin ndronlarinin belirli bir kismi insiiline baglh
hipoglisemi ile aktive olmaktadir. Bu durum plazma glikoz seviyesinin de oreksin noronlari

tarafindan diizenlenebilecegini diisiindiirmektedir (Tatar, 2020).

Yapilan elektrofizyolojik bir ¢aligmada, diisiik glikozla veya yiiksek glikozla uyarilan
glikoza duyarli néronlardan bazilarinin oreksijenik noronlarla sinaps yaptigi gosterilmistir.

Ayrica OXA'nin LHA’daki glikoza duyarli sinirleri uyardigi, VMN'deki glikoza duyarl
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sinirleri ise baskiladig1 gosterilmistir. Bu nedenle hipogliseminin kismen, oreksijenik sinirleri

aktive ederek besin alimini uyardigi iddia edilmektedir (Gtiltekin ve Sahin 2005).
2.8. Anoreksijenik Molekiiller
2.8.1. Proopiomelanokortin

POMK, enerji metabolizmasinda gorev alan bir¢ok noropeptitin onciiliidiir. ARN’de
POMK/KART néronlarindan salinir. POMK, prohormon konvertaz 1 ve prohormon konvertaz
2 enzimleri ile posttranslasyonel asamalar gegirerek melanokortin peptitlerini olusturur. POMK
noronlart ARN’de KART noronlart ile birlikte islev goriir ve leptin hormonu tarafindan pozitif

uyarilir (Cowley ve ark., 2001).

POMK, hipotalamus-hipofiz-adrenal aksta a-MSH, adrenokortikotropik hormon ve
beta-endorfin gibi bir seri hormon yapiminda rol alir. Melanokortin anoreksijenik etkisini
beyinde MC3R ve MCA4R olarak adlandirilan iki reseptdrle gosterir (Arora 2006). Bu reseptorler
hipotalamusun DMN, LHA, ARN'sinde yogun olarak bulunur (Roselli-Rehfuss ve ark.,1993).

Melanokortin peptitleri, POMK’den salgilandiktan sonra agonist ligandlar olan
melanokortin reseptorleriyle etkilesime girerek viicutta birgok fizyolojik mekanizmada etkili
olurlar (Butler ve ark., 2017). Beyinde yiiksek oranda iiretilen MC3R ve MC4R reseptorleri,
diger reseptorlere gore istah ve enerji homeostazisinin diizenlenmesinde daha etkin rol
iistlenmislerdir. Yapilan calismalara gore enerji ve glikoz homeostazinda 6nemli goreve sahip
olan melanokortin reseptorii yardimer protein 2’nin gen yapilanmasmin yoklugu obeziteyle

iliskili bulunmustur (Anderson ve ark., 2016).
2.8.2. Kokain amfetamin iliskili peptit

KART 102 amino asitten olusan anoreksijenik etki gosteren bir néropeptittir. 1995
yilinda sigan striatumunda kesfedilmis, ancak daha sonra hipotalamusta yiiksek diizeyde
eksprese edildigi bulunmustur (Arora 2006). Spesifik olarak hipotalamusun LHA, ARN, VMN,
DMN ve PVN c¢ekirdeginde bulunan KART, genis ¢apta dagilmis bir ndropeptittir ve beynin
farkli bolgelerinde eksprese edilir. Bu genis dagilim, KART'nin beslenme, bagimlilik, stres,
anksiyete, dogustan gelen korku, norolojik hastalik, néropatik agri, depresyon, osteoporoz,
insiilin sekresyonu, 6grenme, hafiza, lireme, gorme, uykunun diizenlenmesi gibi c¢esitli
fizyolojik siireclerde rol oynadigini1 gostermektedir (Ahmadian ve ark., 2018). Beynin yan1 sira,

KART peptitleri hipofiz, bagirsak, adrenal, pankreas, Langerhans adacigi ve diger
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noroendokrin dokular ile ince bagirsagin diiz kas tabakasinda, sirkiiler kasinda, miyenterik
ganglionlarinda ve kalin bagirsagin diiz kas tabakasinda ¢ok sayida bulunmaktadir (Arora

2006).

KART hipotalamusta POMK ile birlikte bulunur ve ekspresyonu leptin hormonu ile
diizenlenir. Bu peptitin santral uygulanmasinin besin alimini 6nemli diizeyde azalttig1 tespit
edilmistir (Kozimor ve ark., 2013). Hipotalamustaki bazit KART néronlarinin NPY ndronlart
ile sinaps yaptig1 belirlenmistir. Bu sebeple KART’nin viicut agirliginin diizenlenmesinde rolii

olabilecegi diisiiniilmektedir (Giiltekin ve ark., 2004).

KART peptitinin potansiyel fizyolojik 6neminin anlasilmasina ragmen tanimlanmis bir
reseptoriiniin bulunmamasi sebebiyle kendisinin veya analoglarinin terapotik ajanlar halinde

kullanilmasi tam olarak miimkiin olmamaktadir (Yosten ve ark., 2021).

2.8.3. Leptin

[k kez 1994 yilinda kesfedilen leptin, 16 kilodalton molekiiler agirliginda, tek zincirli
167 amino asitli polipeptit yapiya sahip bir hormondur (Zhang ve ark. 1994). Leptin, basta
hipotalamusta olmak iizere, enerji metabolizmasi, termoregiilasyon, iireme ve metabolizma gibi

birgok sistemin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde gorev alir (Mercer ve ark., 1996; Meli ve

ark., 2004).

Leptinin besin alim1 ve viicut enerji dengesini diizenleme gorevi i¢in en dnemli hedef
organ hipotalamustur. Leptin reseptorleri viicut agirligi, besin alimy, istahin diizenlendigi bolge
olarak bilinen hipotalamusta belirlenmistir (Schwartz ve ark., 1996; Elmquist ve ark., 1998).
Leptin reseptoriiniin uzun formu OB-Rb’nin, en ¢ok hipotalamusta ARN, PVN, VMN ve DMN’
de bulunmasi leptinin besin alimi ve enerji dengesinin korunmasinda 6nemli bir faktor
oldugunu gostermektedir. Leptin, oreksijenik NPY/AgRP noéronlarini inhibe ederek ve ayni
zamanda anoreksijenik POMK/KART néronlarini uyararak besin alimini azaltir (Strnadova ve

ark., 2024).

Leptin eksikligi olan mutasyonlarda hem hayvanlarda hem de insanlarda viicut
agirhiginda ileri derecede artis oldugu gozlemlenmistir. Siganlarda ob ve db genlerindeki resesif
mutasyonlar obezite ile sonug¢lanmistir (Ingalls ve ark., 1950). Genetik olarak obez fareler
(ob/ob) ilk kez 1950 yilinda Ingalls ve arkadaslari tarafindan bulunmustur. Bu hayvanlarda 4

haftaliktan itibaren besin aliminda ve viicut agirliginda asir1 artis gdzlemlenmistir. 3. ayda obez
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olmayan farelere gore 2 kat daha fazla viicut agirligina sahip olduklari goriilmiistiir (Ingalls ve

ark., 1950).

Yapilan bir diger calismada obez olmayan sicanlarin dolasimi obez sicanlara
aktarildiginda, obez si¢anlarda kilo kaybinin bagladigi fark edilmistir (Coleman ve ark., 1982).
Bu caligmalar leptinin viicut agirlig1 ve besin aliminin diizenlenmesinde birinci derecede etkin

rol aldigin1 géstermektedir.

ikincil
noronlar it
Enerji
Besin alim harcanimi
Birincil
noronlar
3.ventrikiil
Arkuat nukleus
Insulin
f? E ! / L \
Yag doku
Karaciger

Sekil 2.3. Leptinin ARN’de besin alimi iizerinde etkisi (Barsh, 2002).

2.9. Opioitler
Opioitler, afyon haghasinin (Papaver somniferum) oOziinden tiiretilen dogal bitki
alkaloitleriyle ilgili ilag smifidir. Igeriginde morfin, kodein, tebain, papaverin, narkotin gibi

dogal opioitler vardir. Sentetik tlirevler arasinda eroin, fentanil, hidromorfon, metadon,

buprenorfin yer alir (Petrocelli ve ark., 2022).
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Opioitler son derece giiclii ve etkili analjeziklerdir. Giiniimiizde yaygin olarak agri
tedavisinde kullanilmaktadir. Islevlerini opioit reseptdrlerini etkileyerek gosterirler. Bagimlilik

yapict maddelerdir ve kotliye kullanim potansiyeli yiiksektir (Petrocelli ve ark., 2022).

Opioit reseptor antagonistleri (nalokson, naltrekson, nalmefen), opioitlerin islevlerini
tersine ¢evirmek i¢in kullanilir ve opioit doz agiminin tedavisinde dnemlidir. Uzun siireli opioit
kullananlarda sedasyon, solunum depresyonu, bagimlilik, uyku bozuklugu, cinsel islev
bozuklugu ve kabizlik gibi istenmeyen yan etkiler goriilebilir. Bu yan etkileri tersine ¢evirmek
i¢cin 6zel opioit antagonistler kullanilir. Bu ajanlar genellikle kan beyin bariyerini gecemeyecek
ve opiatlarin MSS etkilerini tersine cevirmeyecek sekilde modifiye edilmistir (National

Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 2012).

Opioitlerin inhibisyon etkilerinde {i¢ temel mekanizma vardir. Bu mekanizmalar
adenilat siklaz inhibisyonu, hiicreye Ca?* girisi azaltilmas1 ve Gi proteini vasitastyla hiicre

disina K*iyonlarinin difiizyonudur (Rosenbaum ve ark., 2009).

Opioit antagonistlerin LHA’ya enjeksiyonu siganlarda besin alimini inhibe ettigi
belirlenmistir (Ikeda ve ark., 2015). Opioit peptitlerin hipotalamik PVN icine enjeksiyonu besin
aliminm baglatir ve beslenme davranisinda uzamaya yol acar (Leibowitz ve Hoebel. 2004;
Lenard ve Berthoud. 2008; Stanley ve ark. 1988). PVN’ye opioit enjeksiyonu yagdan zengin
besin alimini 6zellikle artirmaktadir (Leibowitz ve Hoebel. 2004; Naleid ve ark. 2007).

Tam ve kismi agonistler:

e Alfentanil

e Buprenorfin

e Butorfanol

o Kodein

e Difenoksilat

o Fentanil

e Eroin

e Hidrokodon

e Hidromorfon

e Levorfanol

e Loperamid

e Meperidin
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e Metadon

e Morfin
o Afyon
e Oksikodon

e Oksimorfon
e Pentazosin

o Remifentanil
o Sufentanil

e Tramadol
Opiat antagonistleri:

e Naldmedin
e Nalmefen
o Naloksegol
o Nalokson

e Naltrekson
2.9.1. Opioit peptitler

Endojen opioit peptitler enkefalin, dinorfin, endorfin ve nosiseptin/orfanin FQ olmak
tizere dort sinifa ayrilmaktadir. Molekiiler agidan bakildiginda, her bir opioit peptit bir prepro
ve bir proform olarak sentezlenir ve Onciil islemden sonra fonksiyonel peptitler olustururlar.
Tim peptitler ortak bir amino terminal dizisini, Tyr-Gly-Gly-Phe-(Met/Leu), yani opioit
motifini paylasir. Bu nedenle ayn1 onciil farkli opioit peptitlerin olugsmasina neden olabilir. Bu
peptitler, asetilasyon, glikozilasyon, fosforilasyon ve metilasyon gibi translasyon sonrasi
hiicreye 6zgii modifikasyonlara ugrar. Bu tiir modifikasyonlar, peptit etkinligi ve reseptor

afinitesi peptitin fizyolojik eylemlerindeki degisiklikleri belirler (Petrocelli ve ark., 2022)

Endojen opioit peptitler proopiomelanokortin sistemi (POMK), Proenkefalin sistemi
(PENK), Prodinorfin sistemi (PDN) ve Nosiseptin/Orfanin FQ sistemi (N/OFQ) olarak dort

sisteme ayrilirlar:

- POMK sistemi: Bu sistemde B-endorfin ve endomorfinler bulunur. Bu peptitler p
reseptorlerine yiiksek afinite gosterirler. B-endorfin 31 amino asitli bir opioit peptittir ve onciil

madde olan POMK’nin yikilmasi sonucu olusur.

15



- PENK sistemi: Bu sistemde Met-enkefalin, 16-enkefalin gibi baglica enkefalinler
bulunmaktadir. Enkefalinler opioit reseptorlerinden & ve p reseptorlerine yiiksek afinite

gosterirler.

- PDN sistemi: Bu grupta dinorfin A, dinorfin B, a-neoendorfin ve B-neoendorfin

endojen opioit peptitleri bulunur. k opioit reseptdriine yiiksek afinite gosterirler.

- N/OFQ sistemi: Bu sistemin peptitleri nosiseptin, orfanin-2 ve nosistatindir. N/OFQ

reseptorlerine afinitesi vardir ve p, ¢ ve k reseptorlerini etkilemezler.

8) Endomorfin-1 Endomorfin-2 Leu-Enkefalin Met-Enkefalin
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Sekil 2.4. Endojen opioit peptitlerinin kimyasal yapilari.

2.9.2. Opioit reseptorler ve alt Tipleri

Dort farkli opioit reseptdr tipi tanimlanmistir. Bunlar mi (), delta (5), kappa (x),
nosiseptin/orfanin FQ reseptorleri (NOR/ORL1)’dir. Mii (ul, p2, u3), delta (61, 62, 83) ve
kappa (k1, k2, k3) reseptorleri 3 alt reseptor tipine sahiptir. En yogun bulunduklart bolge
MSS’dir. Opioit reseptdr alt tipleri talamus, pons, omuriligin arka boynuzu, periakuediiktal gri
alan, rostroventral medulla, ventral tegmental alan (VTA), korteks, globus pallidus,
hipokampus, amigdala, ventral pallidum, rafe niikleus ve diger baz1 beyin bolgelerinde bulunur.
Ayrica GIS, iireme sistemi, akciger, karaciger, kalp gibi periferal organlarda da bulunur. Opioit

reseptOrler uyarilara yanit olarak viicutta iiretilen endojen peptitler tarafindan islev goriirler. Bu
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endojen peptitler endorfin, enkefalin ve dinorfindir (Waldhoer ve ark. 2004; Engin ve ark.,
2023).

Opioit reseptdrleri G protein eslenik reseptdrlerdir (GPBR). Insan viicudunun ¢ogu
hormona, nérotransmitere ve ilaca verdigi tepkiye aracilik ederler ve duyusal islevlerde gorme,
tat ve koku almada rol oynarlar. Tiim GPBR'ler, hiicre i¢ci G proteinlerine baglanan yedi
transmembranli proteinden olusurlar. Reseptorlere baglanan ve hiicre i¢i olarak aktive edilen
sinyal yolaklarina gore farklilasan farkli tipte G proteinleri vardir. Gs proteinine bagh
reseptorlerin, cCAMP {iretimini artiran adenilat siklaz molekiiliinii aktive etmeleri nedeniyle
uyarict oldugu diisiiniilmektedir. cAMP molekiilli, cok sayida proteinin, iyon kanalinin ve
enzimin fosforilasyonundan sorumludur ve bunlarin aktivasyonu/inhibisyonu ile sonu¢lanan

Protein Kinaz A'y1 aktive eder (Dhaliwal ve ark., 2023).

p opioit reseptorleri (MOR), adin1 yiiksek afinite ile baglanan morfinden alir. Bu
reseptorler G protein eslenikli olduklarindan agonist varliginda hizla desentisitizasyona ve
internalizasyona ugrarlar. MOR pl, p2, u3 alt tiirlere sahiptir. Yogun olarak beyin sap1, medial
talamus ve amigdalada bulunmaktadir. MOR reseptorleri aktive edildiginde fiziksel bagimlilik,
ofori, analjezi, solunum depresyonu, sedasyon, gastrointestinal hareketlilikte azalma ve miyozis

gibi etkiler ortaya ¢ikar (Kayaalp 2012; Engin ve ark., 2023).

MOR‘nin bloke edilmesi si¢anlarda self administration davranisini azaltmistir. MOR
geni silinmis siganlarda opioit ilaglarin analjezik ve keyif verici etkisi gézlemlenmemistir

(Negus ve ark., 1993; Matthes ve ark., 1996).

Beynin 06diil merkezi, mezolimbik dopamin sistemi ic¢indeki ventral striatuma
projeksiyonlar gonderen VTA’dan olusur. MOR uyarimi, GABA sekresyonunun inhibisyonu
yoluyla dopamin salinimiyla sonuglanir. Dopamin, opioit uygulamasinin tirettigi ddiillendirici

etkilerden sorumludur ve pozitif pekistirmeye yol acar (Dhaliwal ve ark., 2023).

K reseptorii (KOR) adin1 agonistik etki yapan ketosiklazosinden alir. Yogun olarak
limbik bolgede ve beyin sapiyla omurilikte bulunur (Trescot ve ark., 2008). Dinorfin A ve
dinorfin B, bu reseptore baglanarak aktive eden endojen opioit peptitlerdendir. KOR
reseptorleri; spinal analjezi, sedasyon, nefes darlig1, bagimlilik, disfori ve solunum depresyonu
gibi durumlardan sorumludur. Agonistleri kronik ve siddetli agr1 tedavisinde kullanilirlar
(Wadenberg, 2003).
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d reseptorii (DOP) yogun olarak amigdala, niikleus akiimbens ve neokortekste bulunur.
Enkefalinlerin baglanmasiyla aktive olurlar. Morfinin duygudurum {izerine etkilerinde o
reseptorlerinin rol oynadig: diisiiniilmektedir (Katzung ve ark., 2009). 6 reseptor geni silinmis

siganlarda analjezi ve yoksunluk sendromu olustugu gézlemlenmistir.

Nosiseptin/Orfanin FQ, N/OFQ sistemine ait opioit peptitlerin etkilerine aracilik
ederler. Beslenme, kardiyovaskiiler sistem, oOgrenme, bellek, agr1 iletilmesi, hafiza,
epilepsi/nébetler, motor aktivite, Oksiiriik, depresyon, anksiyete, ilag bagimlilig1 ve stres

diizenlenmesi gibi bilissel aktivitelerde gorev alirlar (Chiou ve ark. 2006; Toll ve ark., 2016).
2.9.3. Morfin

Morfin, papaver somniferum ismi ile bilinen afyon (opiyum) hashas bitkisinin
olgunlagsmamis kapsiiliiniin ¢izilmesi ile ortaya ¢ikan rohopium 6ziitiinden elde edilen dogal bir
alkaloiddir. Morfin s6zciigli Yunan mitolojisinde uyku tanrisi olarak bilinen Morpheus adindan
tiiretilmistir (Sverrisdottir ve ark. 2015). Gegmisten giiniimiize agr1 kesici ve keyif verici madde
olarak kullanimi1 yaygindir. Morfin alkaloidi siddetli ve kronik agrilarda hala en etkili ve en sik
kullanilan analjezik maddedir (Yalug ve ark. 2008). Analjezik etkisi nedeniyle siklikla
kullanilan morfin, tekrarlayan kullanimlarinda bagimliliga neden olabilmektedir. Bu 6zelligiyle
morfin, deneysel opioit bagimlilik modellemelerini konu alan ¢alismalarda oldukg¢a yaygin

olarak  kullanilmaktadir ~ (Grenald ve ark., 2014; Kim ve ark., 2016).

Sekil 2.5. Morfin molekiiliiniin kimyasal yapisi.

2.9.4. Nalokson

Nalokson, opioit reseptorlerinin antagonistidir ve oksimorfonun sentetik bir N-alil
tiirevidir. Ozellikle p opioit reseptdriine karsi yiiksek afiniteye sahiptir ve morfin ve diger

agonistlerin yerini alarak etkilerini tersine ¢evirir. Nalokson, opioit bagimlis1 kisilerde hizla
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yoksunluk semptomlarinin basglamasina neden olur ve genellikle acil servislerde opioit doz
asiminin neden oldugu solunum depresyonunu tedavi etmek veya ameliyat sonrasi opioit
anestezik etkilerini tersine ¢evirmek i¢in kullanilir (National Institute of Diabetes and Digestive
and Kidney Diseases, 2020).

Sekil 2.6. Naloksonun kimyasal formiilii

2.9.4.0Opioit bagimhihig

Opioit bagimlilig1 Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) tanimina gére “Opioit bagimlilig,
tekrarlayici opioit kullanimi1 sonucu olusan, opioit alimi i¢in gii¢lii, kars1 konulamaz istek;
tolerans gelisimi, fiziksel yoksunluk durumu, opioit kullanimindan dolay: sosyal aktivite ve
yiikiimliiliiklerin ihmal edilmesi, zararli sonuglarmin apagik goriilmesine ve kullanim
zorluklaria ragmen kullanimina devam etme belirtileri ile karakterize, davranissal, biligsel ve
fizyolojik olaylar biitiiniidiir.” (DSO, Guidelines for the Psychosocially Assisted

Pharmacological Treatment of Opioit Dependence, 2009).

Opioit madde kullanan bireylerin genel olarak enerjileri diisiik, i ve sosyal aktivitelerle
ilgilenmedigi, yorgun goriindiikleri, istahlarinda degisiklikler oldugu, kendi tavirlarindan farkl
davrandiklari, ileri diizeyde miyozis, yiiz ve boyunda flashing ile ani kasintilar, konsantrasyon
eksikligi azalmalar, mental degisiklikler, odaklanamama gibi durumlar goze ¢arpmaktadir

(Kilig, 2017).

Opioitler hem akut hem de kronik agr1 tedavisinde kullanilan en etkili maddelerdir.
Ancak kullanim sirasinda bagimlilik, tolerans, birakildiginda ise yoksunluk sendromunu
gelismesine yol agmaktadir (Koob ve Le Moal, 2006). Etkilerini p, ¥ ve & reseptorlerini

uyararak gosterirler. Bu reseptorlerin uyarilmasi sonucunda analjezi, sedasyon, 6fori, diiirez,
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konstipasyon ve solunum depresyonu gibi bulgular goriilebilmektedir. Yapilan arastirmalarda
morfin ve diger opioitlerin yan etkilerini 6zellikle p reseptorlerine baglanarak gosterdikleri

anlasilmistir (Bender ve ark., 2013).

Opioit bagimliliginin gelisiminde mezokortikolimbik sistem kritik 6neme sahiptir.
VTA’dan baglayip, NAc ve medial prefrontal kortekse projeksiyon yapan dopaminerjik
ndrotransmisyonun, opioit maddelerin pekistirilmesinde temel rol oynadigi gosterilmistir

(Gang ve ark., 2012).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Hayvan Deneyleri

Projemiz Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve
Aragtirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nda degerlendirilerek onaylanmustir.
Deneysel ¢alismalar N.E.U. Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi (KONUDAM)
laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Projede opioit bagimliligt modeli olarak morfin
bagimlilig1 olusturulmustur. Deneylerde 300-350 gr agirliginda yetiskin 48 adet erkek Wistar
rki sican kullanilmistir. Siganlar 22+1 oda sicakliginda, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongt
olacak sekilde barindirilmistir. Standart sican yemi ve musluk suyuyla beslenmislerdir.
Bagimlilik modeli olusturulmasi amaciyla 5 giin boyunca her giin sabah 09.00-10.00 arasinda

morfin uygulamalar1 yapilmaistir.
3.1.1. Morfin bagimlihgr ve morfin ¢ekilmesi uygulama asamalari

Morfin yoksunlugu olusturmak amaciyla nalokson uygulanmasindan sonra si¢anlarin
davraniglar1 kaydedilmis ve bulgular gozlemlenip skorlanmistir. Morfin ¢ekilmesinin
davranigsal olarak belirgin bulgular olusturmasi, uyguladigimiz bagimlilik modelinin dogru
oldugunun gostergesi olarak kabul edilmistir (Akbarian ve ark. 2001; Ozawa ve ark. 2001; Chen
ve ark. 2014). 1978’ de Gellert ve Holtzman tarafindan bulunan bu yontem giiniimiizde de etkin
bir model olarak kullanilmaktadir. Akraba olmamak kaydi ile rastgele segilen siganlar kontrol,
morfin, nalokson ve morfin + nalokson olmak {izere dort gruba ayrilmistir. Morfin ve morfin +
nalokson gruplarindaki siganlara 5 giin boyunca 10 mg/kg/giin dozunda morfin subkutan yolla
enjekte edilmistir. Morfin bagimliliginin olup olmadigi, 5. giin intraperitoneal 3 mg/kg doz

nalokson uygulanarak yoksunluk bulgularinin goriilmesi ile belirlenmistir.

1. Kontrol grubu (K): Siganlara her giin %0,9’luk NaCl 10 mg/kg/giin dozunda 5 giin
stiresince deri alt1 yolla uygulanmistir. 5. giin sabah tekrar 10 mg/kg/giin dozunda %0,9’luk
NaCl uygulanmis ve 1,5 saat sonra bir doz daha subkutan olarak %0,9’luk NaCl enjeksiyonu

yapilmistir. Siganlar davranigsal olarak gézlemlenmistir.

2. Morfin bagimliligi grubu (M): Sigcanlara 10 mg/kg/giin dozunda 5 giin siiresince
morfin deri alti yolla uygulanmistir. 5. giin sabah tekrar 10 mg/kg/glin dozunda morfin
uygulanmis ve 1,5 saat sonra subkutan olarak tek doz %0,9’luk NaCl uygulanmaistir. Sicanlar

davranigsal olarak gozlemlenmistir.
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3. Morfin bagimlilig1 + nalokson grubu (M+N): Sicanlara 10 mg/kg/giin dozunda 5 giin
stiresince morfin subkutan yolla uygulanmistir. 5. giin sabah tekrar 10 mg/kg/giin dozunda
morfin ve 1,5 saat sonra subkutan olarak 3 mg/kg doz nalokson uygulanmistir. Yoksunluk

bulgular1 davranissal olarak gézlemlenmistir.

4. Nalokson grubu (N): Sig¢anlara her giin %0,9’luk NaCl 10 mg/kg/giin dozunda 5 giin
stiresince deri alt1 yolla uygulanmistir. 5. giin sabah tekrar 10 mg/kg/giin dozunda %0.9’luk
NaCl uygulanmus, 1,5 saat sonra 3 mg/kg dozunda nalokson subkutan yolla enjekte edilmistir.

Sicanlar davranigsal olarak gozlemlenmistir.

Biitiin hayvanlar enjeksiyonlardan hemen sonra 25X65 cm ebatlarinda pleksiglas seffaf
silindir gdzlem kafeslerine alinmiglardir ve hayvanlarin davraniglari izlenmistir. G6zlem 6ncesi
ve sonrast hayvanlar tartilmis ve % olarak agirlik degisim oranlart hesaplanmistir.
Enjeksiyondan sonra 30 dk boyunca morfin ¢ekilme davranislari Gellert ve Holtzman skalas1
dikkate alinarak skorlanmistir. Tiim siganlar i¢in ¢ekilme bulgulari ve morfin ¢ekilme skoru
belirlenmistir. Morfin bagimlilig1 ve ¢ekilme bulgularinin model alindig1 bir¢ok arastirmada
ayni yontemler kullanilmistir. (Almela ve ark. 2012; Pintér-Kiibler ve ark. 2013; Chen ve ark.
2014; Kaka ve ark. 2014; Raghav ve ark. 2018).

3.1.2. Deneyin sonlandirilmasi ve dokularin toplanmasi

Hayvan davranislar1 30 dk takip edilip skorlama yapildiktan hemen sonra tiim siganlarin
beyin dokulari hizla ¢ikarilmistir. Hipotalamus dokulari diseke edilerek kriyo tiiplere konmus

ve s1v1 azotta hemen dondurularak gen ekspresyon analizleri igin -80 °C’de saklanmustir.
3.1.3. Doku érneklerinden total RNA izolasyonu

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirilmesi i¢in hipotalamus dokularindan TRIzol
yontemi ile RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Doku 6rneklerinin homojenizasyon islemi
1000 pl TRIzol igerisinde gerceklestirilmistir. 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 &rnekler 12000 g’de 15 dk +4
°C’de santrifiyj edilmistir. Santrifiij sonras1t RNA’y1 igeren list faz yeni ependorf tiiplere
aktarilmis ve tizerlerine 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.
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Stipernatant kismi atilip peletin iizerine 1 ml %75’lik etanol eklendikten sonra ependorflar alt
ist edilmistir. Yikama isleminin ardindan 12000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij yapilmis ve
stipernatant kisim uzaklastirilmistir. Olusan pelet 5-10 dk oda sicakliginda kurutulduktan sonra
50 ul niikleaz free su ile ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen RNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -

80 °C’de saklanmustir.
3.1.4. Total RNA oérneklerinin kalite kontrolii

Total RNA orneklerinin 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 pul RNA 6rneginden yiiklenip,
A260/A280 ve A260/230 oranlar1 degerlendirilmistir. UV dlgiimleri A260/A280 i¢in 2+0,1 ve
A260/A230 i¢in 2,0-2,4 arasinda olan RNA Ornekleri analizlerde kullanilmistir. 1 pg/10ul
konsantrasyonundaki RNA oOrnekleri kalitesinin belirlenmesi amaciyla %1°lik agaroz jel
elektroforez  sonrasi  degerlendirilmistir. Tim  Orneklerin  qRT-PZR  analizlerinde

kullanilabilecek kalitede oldugu tespit edilmistir.
3.1.5. Total RNA érneklerinin GDNA kontaminasyonunun temizlenmesi

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

edilmistir.
3.1.6. Primer dizaym

Kantitatif ger¢ek zamanli PZR (qRT-PZR) analizinde kullanilan aday ve referans
genlerine ait primerler, IDT PrimerQuest (https://eu.idtdna.com/site) programi kullanilarak

tasarlanmig veya literatiirden alinmistir.
3.1.7. Reverse transkriptaz reaksiyonu

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

sonra kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.
3.1.8. Ger¢cek zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PZR)

Hedef ve referans genlerin ekspresyon kantitasyon analizi, gercek zamanli PZR cihazi
(Bio-Rad CFX Connect Ger¢ek Zamanli PZR Sistemi) kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon igin
cift iplikli DNA’ya baglanan bir boya olan SyberGreen kullanilmistir. Kisaca, 2X SyberGreen
master miskten 10 pl, forward primerden 5 pmol, reverse 34 primerden 5 pmol 2 pul cDNA ve
toplam hacim 20 pl olacak sekilde ddH2O ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Reaksiyonun 1s1 profili, +95 °C 10 dk, 40 dongii (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
gerceklestirilmistir. Gergek zamanli PZR’den elde edilen iiriinlerin dogru iiriin oldugunu teyit
etmek amactyla trlinler %2’lik agaroz jelde 120 voltta 30 dk yiiriitiilmiis ve gdzlenmistir.
Melting curve analizlerinde de tiim PZR f{irlinlerinin spesifik oldugu ve herhangi bir diger

genom bdlgesinin yiikseltgenmedigi tespit edilmistir.
3.1.9. istatiksel metot

Elde edilen tiim veriler Instat Istatistiksel Paket Programi (Instat Graphad Software
8.0.1, San Diago, CA, USA) aracilig1 ile analiz edilmistir. Verilerin normalligini test etmek i¢in
Shapiro-Wilk testi kullanilmistir. Normal dagilima sahip veriler tek yonliit ANOVA testiyle,
anormal dagilima sahip veriler ise Kruskal Wallis testleri ile analiz edilmistir. Gruplar
arasindaki post-hoc karsilagtirmalar Tukey ve Dunn testleri ile yapilmistir. Verilerin
tamamlayici istatistikleri ortalama + Ortalamanin standart hatasi (SH) olarak verilmistir.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Davranis Testi Bulgular

Tablo 4.1. Davranig testi bulgular1 Ortalama+SH degerleri

K M N M+N
Siislenme 3,625+0,565 5,25+1,449 5,625+0,8438 4,125+0,4407
Sahlanma 14,542.42 24,63+9,083 12,252,194 15,88+1,109
Sicrama 0,125+0,125 0 0 2,5+1,052
Silkelenme 0 0 0,125+0,125 5,2542,305
Defekasyon 0,875+0,5154 0 0,625+0,3239 3,75+0,5901
Yuvarlanma 0 0 0 0
Anormal Postiir 0,25+0,1637 0 0,375+0,2631 1,875+0,7892
Dis Gicirdatma 0,25+0,1637 0,875+0,875 0,5+0,378 2,625+0,6797
Goz Kisma 4,875+0,9717 0,125+0,125 3,375+0,7055 17,25+3,858
Salya 0 0 0 3,875+1,505
Agirhik Degisimi 0,125+0,125 0 0,125+0,125 1,375+0,3239
Kifoz 0 0 0 1,875+0,4795

Enjeksiyon sonrasi hayvanlar

skorlamas1 uygulanmistir.

yarim saat gozlemlendi ve gruplara goére davranis
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Sekil 4.1. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+nalokson (M+N) gruplarindaki agirlik degisimi
degerleri. **p<0,01 kontrol grubuyla karsilastirildiginda, ## p<0,01 nalokson grubuyla karsilastirildiginda tek

yonlii varyans analizi kullanilmistir.

Agirlik degisimi degerlendirildiginde M+N grubunun agirlik kaybmin hem K grubu

(p<0,01) hem de N grubuna (p<0,01) kiyasla belirgin olarak yiiksek oldugu goriildii (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.2. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarindaki anormal postur
sayilari. Tek yonlii varyans analizi kullanilmistir.

Anormal postiir sayisi istatistiksel analizi degerlendirildiginde M+N grubunun diger

gruplara kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriilmiistir.
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Sekil 4.3. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarindaki defekasyon sayilari.

* p<0,05 kontrol grubuyla karsilastirildiginda, ## p<0,01 nalokson grubuyla karsilagtirildiginda tek yonlii varyans
analizi kullanilmigtir.
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Defekasyon sayisinin istatistiksel analiz sonucu degerlendirildiginde, M+N grubundaki
defekasyon sayist hem N grubu (p<0,01) hem de K grubuyla (p<0,05) karsilastirildiginda
anlaml diizeyde artis goriilmistiir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.4. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarindaki dis gicirdatma
davranist sayilari. * p<0,05 kontrol grubuyla karsilastirildiginda, # p<0,05 nalokson grubuyla karsilastirildiginda,
+ p<0,05 morfin grubuyla karsilastirildiginda tek yonlii varyans analizi kullanilmigtir.

Dis gicirdatma sayis1 davranig bulgular istatistiksel olarak degerlendirilmistir. M+N
grubundaki dis gicirdatma sayis1 K grubu (p<0,05), M grubu (p<0,05) ve N grubu (p<0,05) ile
karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiiksek oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.5. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarindaki g6z kisma davranisi
sayist. * p<0,05 kontrol grubuyla karsilastirildiginda, +++ p<0,001 morfin grubuyla karsilastirildiginda tek yonlii
varyans analizi kullanilmastir.

GOz kisma sayisi davranig bulgulari istatistiksel olarak incelenmistir. K grubunda
gozlemlenen goz kisma sayist M grubuyla kiyaslandiginda anlamli diizeyde yiiksek oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). M+N grubunda goriilen goéz kisma davranigi sayist M grubu ile

karsilastirildiginda oldukca yiiksek diizeyde anlamli oldugu belirlenmistir (p<<0,001).
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Sekil 4.6. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarindaki kifoz sayisi. Tek
yonlii varyans analizi kullanilmistir.

Kifoz sayisi istatistiksel olarak degerlendirildiginde M+N grubunda goriilen kifoz sayis1

diger gruplar ile karsilastirildiginda oldukga yiiksek oldugu gozlendi.

S
|

7
>
©
(7)) 3
o
% F 5{%»&
; 2_ 544"
a
%%%
%%%
© bAA 2 ;
E 1- %
© %%
o $5%%
(75) l— 5555
0 1 1 | 1
K M N M+N

Gruplar

Sekil 4.7. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarindaki sigrama davranis
say1st. * p<0,05 kontrol grubuyla karsilastirildiginda tek yonlii varyans analizi kullanilmustir.
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Sigrama sayist davranig bulgular istatistiksel olarak incelendiginde M+N grubunda
goriilen sicrama davranisi sayisi diger gruplarla kiyaslandiginda anlamli sekilde yiiksek oldugu

goriildii (p<0,05).
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Sekil 4.8. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarindaki silkelenme davranis
sayist. ### p<0,001 nalokson grubuyla karsilastirildiginda tek yonli varyans analizi kullanilmistir.

Silkelenme davranig1 sayisi istatistiksel olarak degerlendirilmistir. M+N grubunda
goriilen silkelenme davranis sayisi diger gruplarla kiyaslandiginda olduk¢a anlamli artis ortaya
cikmistir (p<0,001, Sekil 4.8.).
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Sekil 4.9. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarindaki siislenme sayisi. Tek
yonlii varyans analizi kullanilmistir.

Stislenme davraniglarinda gruplar arasinda anlamli degisik goriilmemistir (p> 0,05).
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Sekil 4.10. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarindaki sahlanma sayisi.
Tek yonlii varyans analizi kullanilmistir.
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Sahlanma davranisi istatistiksel olarak incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir

farklilik goriillmemistir (p>0,05).

4.2.Gen ifadesi Bulgular

Tablo 4.2. Gen ekspresyon diizeyleri Ortalama+SH degerleri

K M N M+N
FBN1 0,0131181+0,00087994  0,0107638+,00092252  0,0100852+,00139125 0,0080556+,00077777
ORXA 0,1076207+0,00681897  0,1387700+,01153984  0,0800784+,00779555 0,1325324+,01869132
ORX1 0,0025033+0,00021390  0,0028832+,00036529  0,0019165+,00017498 0,0022601+,00022859
ORX2 0,0045006+0,00026836  0,0036397+,00018896  0,0033606+,00004370 0,0029125+,00027898
AGRP 0,1179827+0,00916539  0,0914508+,01117186  0,1038945+,02803761 0,1505285+,02024075
NPY 0,1806979+0,01184965  0,1975486+,02175501  0,3320569+,04631274 0,2484961+,02945846
POMK 0,0847978+0,01135100  0,0782827+,01000474  0,0639404+,00758626 0,0826757+,01107659
LEPR 0,0086042+0,00114323  0,0059060+,00051817  0,0063611+,00081242 0,0041273+,00045709
APELIN  0,0001+0,00002 0,0001+,00002 0,0001+,00004 0,0002+,00004
APLNR 0,0018776+0,00013914  0,0015352+,00020690  0,0019386+,00031457 0,0011613+,00013795
POMK

0,120 -

0,100 -

0,080 -
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o
()]
o
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0,000
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M+N

Sekil 4.11. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda POMK ekspresyon diizeyleri. Tek yonlii varyans analizi kullanilmustir.

POMK gen ifadesi miktar1 olarak incelendiginde K, M, N ve M+N gruplar1 arasinda
anlamli fark bulunmadi (p>0,05, Sekil 4.11).
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Sekil 4.12. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda OXR2 ekspresyon diizeyleri. ** p<0,01 ***p<0,001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda. # p<0,05
M grubuyla karsilastirildiginda tek yonli varyans analizi kullanilmastir.

OXR2 gen ifade diizeyleri istatistiksel olarak incelenmistir ve K grubunda gozlenen gen
ifadesi miktarinin diger gruplarla karsilastirildiginda M grubuna (p<0,01), N grubuna (p<0,001)
ve M+N grubuna (p<0,001) kiyasla anlamli sekilde yiiksek oldugu goézlendi. M grubunda
gozlenen gen ifadesi miktarinin M+N grubuna (p<0,05) kiyasla anlaml1 sekilde yiiksek oldugu

gozlendi.
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Sekil 4.13. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda AGRP ekspresyon diizeyleri. * p<0,05 morfin grubuyla karsilagtirildiginda tek yonlii varyans analizi
kullanilmistir.

AgRP gen ifade diizeyleri istatistiksel olarak incelendiginde M grubuyla
karsilastirildiginda M+N grubu AgRP diizeyinin anlamli sekilde yiiksek oldugu bulunmustur
(p<0,05, Sekil 4.13.).
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Sekil 4.14. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda NPY ekspresyon diizeyleri. *** p<0,001 kontrol grubuyla karsilagtirildiginda. ## p<0,01 morfin
grubuyla karsilastirildiginda tek yonlii varyans analizi ile yapilmustir.

NPY gen ifade diizeyleri istatistiksel olarak incelendiginde N grubunun K ve M grubuna

kiyasla belirgin diizeyde yiiksek oldugu gozlendi (p<0,001 ve p<0,01 sirasiyla, Sekil 4.14.).
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Sekil 4.15. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda LEPR ekspresyon diizeyleri. * p<0,05 *** p<0,001 tek yonlii varyans analizi ile yapilmistir.

LEPR gen ifade diizeyi incelendiginde K, M, N ve M+N gruplarinda LEPR gen ifade
diizeyleri degerlendirildiginde, K grubunda goézlenen gen ifadesi miktarinin diger gruplarla
karsilastirildiginda M grubuna (p<0,05) ve M+N grubuna (p<0,001) kiyasla anlamli sekilde
yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.16. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda APLNR ekspresyon diizeyleri. * p<0,05 kontrol grubuyla kiyaslandiginda, # p<0,05 nalokson
grubuyla kiyaslandiginda tek yonlii varyans analizi ile yapilmistir.

APLNR gen ifadesi diizeyleri istatistiksel olarak incelendiginde K grubunda gozlenen
gen ifadesi miktarinin M+N grubuna (p<0,05) kiyasla anlamli sekilde yiiksek oldugu gozlendi.
N grubunda gozlenen gen ifadesi miktarinin M+N (p<0,05) grubuna kiyasla anlamli sekilde
yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.17. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularmda APELIN ekspresyon diizeyleri. Tek yonlii varyans analizi kullanilmistir.

Apelin gen ifadesi diizeyleri istatistiksel olarak incelendiginde K, M, N ve M+N gruplari
arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05, Sekil 4.17.).
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Sekil 4.18. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda ORXA ekspresyon diizeyleri. ** p<0,01 nalokson grubuyla karsilastirildiginda tek yonlii varyans
analizi kullanilmistir.

ORXA gen ifadesi diizeyleri istatistiksel olarak incelendiginde N grubunda gézlenen
gen ifadesi miktarinin M grubuna (p<0,01) ve M+N grubuna (p<0,01) kiyasla anlamli sekilde
diisiik oldugu gozlendi (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.19. Kontrol (K), Morfin (M), Nalokson (N) ve Morfin+Nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus
dokularinda FBN1 ekspresyon diizeyleri. *p<0,05 **p<0,01 kontrol grubuyla karsilagtirildiginda tek yonlii
varyans analizi kullanilmigtir.

FBNL1 gen ifadesi diizeyleri istatistiksel olarak incelendiginde K grubunda gézlenen gen
ifadesi miktar1 diger gruplarla karsilastirildiginda N grubuna (p<0,05) ve M+N grubuna
(p<0,01) kiyasla anlaml1 sekilde yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.19).
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5 TARTISMA

Besin aliminin diizenlenmesi MSS’de periferal sinyaller, duyusal uyaricilar gibi pek ¢ok
girdinin entegrasyonuyla gerceklesir. Istah1 ve besin alimi miktarim diizenleyen en &nemli
sinirsel merkezler hipotalamusta bulunur. Hipotalamusta oreksijenik ve anoreksijenik peptitler
uyarilara yanit olusturarak besin aliminin diizenlenmesine katkida bulunur. Bu sebeple
beslenme davranigi ve besin alimi ile ilgili siireclerin kontrol edildigi MSS bdliimii

hipotalamustur (Mayer, 1953).

Hipotalamusta yer alan PVN, VMN, DMN, ARN ve LHA besin aliminin merkezi
kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir. LHA aclik merkezi olarak gorev yaparken, VMN

doygunluk hissinin olusmasinda etkili olan tokluk merkezidir (Insan Fizyolojisi. 2021).

Endojen opioit peptitler, sinir sisteminde basta afektivite, 6diil-motivasyon siirecleri ve
bellek gibi islevler yaninda, GnRH ndronlarinin etkinligi ve oksitosin noronlarinin aktivitesinin
diizenlenmesi gibi {lireme sisteminin hipotalamik regiilasyonunda da rol oynamaktadir.
Opioitler i¢in diger bir hedef aktivite de besin aliminin hipotalamik kontroliidiir. Santral opioit
sistemin besin aliminin diizenlenmesinde 6nemli etkilere sahip oldugu ileri siiriilmektedir
(Bodnar, 2007). Hipotalamusta opioit reseptorler yaygin olarak ifade edilmektedir (Mansour ve
ark. 1995; Le Merrer ve ark. 2009). Opioit antagonistlerin LHA’ya enjeksiyonun farelerde besin
alimini inhibe etigi belirlenmistir (Ikeda ve ark. 2015). Opioit peptitlerin hipotalamik PVN igine
enjeksiyonu besin alimini baslattigi ve beslenme davranisinda uzamaya yol actig1 goriilmiistiir
(Leibowitz ve Hoebel. 2004; Lenard ve Berthoud. 2008; Stanley ve ark. 1988). PVN’ye opioit
enjeksiyonu yagdan zengin besin alimini 6zellikle artirdigi belirlenmistir (Leibowitz ve Hoebel.
2004; Naleid ve ark. 2007).

Bu caligmada subkronik morfine maruziyetin hipotalamusta yer alan ve besin aliminin
diizenlenmesinde rol alan bazi molekiillerin ve reseptorlerin gen ifade diizeyindeki olasi
degisikliklerin belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica morfin uygulanmasiyla olusan bagimlilik
siirecinde nalokson enjeksiyonuyla tetiklenen morfin yoksunlugunun davranigsal olarak ne tiir
degisiklikler olusturdugu ve sonugta morfin bagimliliginin meydana gelip gelmedigi de analiz
edilmistir. Deneylerin sonucunda analiz edilen davraniglar morfin bagimliliginin gelistigini
ortaya koymustur. Morfin+tnalokson uygulanan grupta olduk¢a belirgin sekilde morfin

yoksunluk bulgular1 meydana gelmistir. Bu bulgular si¢anlarin farmakolojik olarak mii opioit
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etkiye maruz kaldigin1 gostermistir. Boylece bu c¢alismada hedeflenen mii opioiderjik

aktivasyon deney hayvanlarinda etkin sekilde olusturulmustur.

Beslenmenin hipotalamik regililasyonu, MSS’deki en karmasik mekanizmalari
icermektedir. Besin aliminin diizenlenmesine katki yapan faktorler hipotalamustaki oreksijenik
veya anoreksijenik noron gruplarini veya molekiilleri etkileyerek entegrasyonda rol

oynamaktadir.

Asprosin yag hiicrelerinden salgilanan ve metabolizma iizerinde etkilere sahip olan
oldukca yeni bir adipokindir (Romere ve ark., 2016). Asprosinin besin alimin artirici etkileri
belirlenmistir (Duerrschmid ve ark., 2017). Asprosinin bu oreksijenik etkisinde AgRP
ndronlarmin aktivasyonu rol oynamaktadir (Feng ve ark., 2023). Bizim calismamizda da
hipotalamus dokularinda asprosin sentezinde rol oynayan FBN1 gen ekspresyonu diizeyi analiz
edilmis ve morfinin énemli bir degisiklige yol agmadigi, nalokson uygulamasinin ise FBN1

ifade diizeyini azalttig1 belirlenmistir.

Morfin uygulanan grupta ORXA ifade diizeyi belirgin olarak artmistir. Bu durum
morfinin hipotalamusta ORXA’y1 aktive ederek oreksijenik etkiye sahip olabilecegini
gostermektedir. Tek basina nalokson uygulanmasi bu etkiyi azaltmasi, ORXA ndoronlar
tizerinde endojen bir mii opioit aktivasyonun oldugunu gostermektedir. Morfin+nalokson
uygulanan grupta ise morfin grubuna benzer etki ortaya ¢ikmistir. Farmakolojik diizeydeki mii

opioiderjik aktivasyon nalokson ile geri donmemistir.

Bir adipokin olan apelin besin alimin1 artiric1 (Tekin ve ark., 2017) veya azaltici etkileri
(O’shea ve ark., 2003) tanimlanmistir. Bu durumlar apelinin besin alimiyla ilgili farkli
etkilerinin olabilecegini gostermektedir (Recinella ve ark., 2020). Bizim ¢aligmamizda da

apelin gen ekspresyon diizeylerinde bir farklilik belirlenmemistir.

AgRP oreksijenik etkili bir hipotalamik peptittir. Morfin veya nalokson uygulamalarinin
AgRP gen ifade diizeylerinde herhangi bir degisiklie yol agmamasi, beslenmenin mii

opioiderjik regiilasyonunda AgRP’nin araci rol oynamadigina isaret etmektedir.

POMK anoreksijenik etkisi ¢ok iyi tanimlanmis hipotalamik ndéron grubudur. Bu
calismada morfin ve nalokson uygulamalari hipotalamik POMK gen ifade diizeylerinde bir
degisiklige neden olmamistir. Bu bulgular POMK néronlari iizerinde mii opioit reseptorlerin

onemli bir etkiye sahip olmadigini diisiindiirmektedir.
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Calisma bulgularimiza gore nalokson uygulamasi NPY gen ifadesini artirmigtir. Morfin
grubunda ise herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Bu durum NPY noéronlart tizerinde mii
opioiderjik endojen bir inhibisyon oldugunu diisiindiirmektedir. Mii opioit reseptor
aktivasyonun ve morfinin besin alimini uyardigina yonelik arastirma bulgular1 bulunmaktadir
(Silva ve ark., 2001). Bu bulgularin aksini ortaya koyan ¢alismalar da yer almaktadir (Laing ve
ark., 2022).
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. SONUC

Bu c¢alisma morfin bagimliligt ve morfin yoksunluk durumunun hipotalamik
noropeptitler lizerinde farkli etkiler olusturdugunu gostermektedir. Bu dislince farkl
calismalarla da iddia edilmektedir (Pinter Kiibler ve ark., 2013). Morfin uygulanmas1 oreksin
A gen ekspresyonunu artirirken, AgRP, NPY, POMK, FBNI1 ifadelerini degistirmemistir.
Nalokson uygulanmasi ise NPY ifadesini artirirken diger molekiilleri etkilemedigi goriilmiustiir.
Bu c¢alismanin sonuglart morfin uygulanmasinin beslenme ve metabolizmayla iligkili

molekdilleri hipotalamustaki gen ifadelerini farkli diizeylerde etkileyebilecegini gostermistir.

6.2. ONERILER
Besin alimimin diizenlenmesinde rol oynayan oreksijenik veya anoreksijenik
molekiillerin opioitler tarafindan regiilasyonunda rol oynayan molekiiler mekanizmalarin

anlasilabilmesi i¢in daha ileri diizeyde ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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8. EKLER

8.1. EK 1 Etik Kurul Karan

»

T.C. q
NECMETTiIN ERBAKAN UNIVERSITESI ‘b\b
KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve C‘\”'
Arastirma Merkezi Miidiirliigii

AN,

KONUDAM

Karar Sayisi: 2023 - 041 Karar Tarihi: 15.09.2023

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Karar

Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji ABD'den Prof. Dr. Selim KUTLU ve
Zeliha Erkaya’ nin sundugu “ Hipotalamustaki bazi oreksijenik ve anoreksijenik
molekiillerin ekspresyonunda mii opioit reseptorlerin olasi etkisinin yetigkin sicanlarda
arastirilmasi” baslikli tez projesi 8 Gyenin katiimi ile degerlendirildi.

Projede 5 grupta toplam 60 adet sigan kullanilacagi ve anestezi altinda servikal
dislokasyon ile sakrifiye edilecegi bildirilmistir.

Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesindeki ilgili maddelerde belirtilen basvuru
sahibinin sorumluluklari ve hayvan deneyleri ile ilgili etik ilkeler sakli kalmak kosulu ile
projenin hazirlanmasinda yénerge ilkelerine uyuldugu ve calismanin deneysel kismini
gerceklestirecek arastirmacilanin deney hayvanlar kullanim sertifikasina sahip oldugu dikkate
alinarak projenin hayvan kullanim etigi agisindan “Uygun” olduguna oybirligi ile karar
verilmistir.

Adres  : Meram Tip Fakiiltesi Eski Yerlegkesi 42080 Akyokus — Meram / KONYA
Tel :4903322237111 e-posta : konudam@konya.edu.tr
Faks 14903322237124 Elektronik Ag : https://www.konya.edu.tr/deneyseltip
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