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OZET
T.C.

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Sicanlardaki Morfin Bagimlihginin Hipokampal Apelin Ve Apelin Reseptorii Gen Ekspresyon
Diizeylerine EtKisi

[brahim YILDIZ
Fizyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi / Konya - 2021

Opioit bagimhiligiyla ilgili bir¢ok bilimsel arastirma bulgusu olmasina ragmen, fizyopatolojik
stirecler hakkinda halen bilinmeyen ve arastirilmasi gereken alanlar bulunmaktadir. Sinir sisteminde
yeni néron olusumu ve sinaptogenez gelisimi olarak ifade edilebilen nérogenez, bir¢ok noéropsikiyatrik
patolojide bozulmaktadir. Bagimlilik da bu patolojiler arasinda yer almaktadir.

Apelin sinir sistemindeki baz1 bdlgelerde sentezlenerek fizyolojik etkilere sahip olan yeni bir
peptittir. G protein baglantili membran reseptdrii aracili etkiler olusturmaktadir. Apelin ve reseptorii
APJ’nin opioit bagimliliginda rolii hakkinda bir aragtirma bulgusu bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin
amaci, morfin bagimliligi olusturulmus siganlarda hipotalamus ve hipokampuste apelinerjik sistem gen
ekspresyon seviyesinin degisip degismediginin arastiritlmasidir.

Aragtirmanin deneysel asamalarinda 36 adet yetiskin disi sicanda morfin bagimliligi modeli
olusturulmustur. Kontrol, morfin ve morfin+nalokson seklinde 3 gruba ayrilan hayvanlar 7 giin boyunca
morfin ve morfin+nalokson gruplarina morfin, kontrol grubuna ise serum fizyolojik enjekte edilmistir.
7. giin sabahinda morfin+nalokson grubuna nalokson diger gruplara ise serum fizyolojik enjekte
edilerek hareketleri gozlemlenmistir. Deneylerin sonunda hayvanlarin beyin dokulari ¢ikarilarak
hipokampus dokular1 elde edilmistir. Hipokampusta apelin ve APJ gen ekspresyon diizeyleri analiz
edilmigtir.

Davranig bulgulart morfin bagimliligmin belirgin olarak olustugunu gostermistir. MRF
grubundaki apelin gen ekspresyon diizeyi anlamli olmasa da artis gostermistir. Bu bulgular bagimlilik
stireglerinin, muhtemelen azalan ndrogenezin kompanze edilmesine yonelik olarak hipokampustaki
apelin ifade diizeyini artirabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimler: Apelin, APJ, hipokampus, morfin, nalokson.
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ABSTRACT
REPUBLIC OF TURKEY

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

Effect of Morphine Dependence on Hippocampal Apelin and Apelin Receptor Gene Expression

Levels in Rats
[brahim YILDIZ
Department of Physiology
Master Thesis / Konya - 2021

Although there are many scientific research findings about opioit addiction, there are still
unknown and research areas about the pathophysiological processes. Neurogenesis, which can be
expressed as the formation of new neurons and the development of synaptogenesis in the nervous
system, is impaired in many neuropsychiatric pathologies. Addiction is among these pathologies.

Apelin is a new peptite that has physiological effects by being synthesized in some regions of
the nervous system. G protein-coupled membrane receptor mediated effects. There are no research
findings on the role of apelin and its receptor APJ in opioit addiction. The aim of this study is to
investigate whether apelinergic system gene expression levels change in hypothalamus and
hippocampus in morphine-dependent rats.

In the experimental stages of the study, a morphine addiction model was created in 36 adult
female rats. Animals divided into 3 groups as control, morphine and morphine+naloxone were injected
with morphine to the morphine and morphine+naloxone groups, and saline to the control group for 7
days. On the morning of the 7th day, morphine+naloxone group was injected with naloxone and the
other groups were injected with physiological saline and their movements were observed. At the end of
the experiments, the brain tissues of the animals were removed and hippocampus tissues were obtained.
Apelin and APJ gene expression level markers in the hippocampus were analyzed.

Behavioral findings reveal that morphine dependence is obviously occurred. The apelin gene
expression level in the MRF group increased, although not significantly. These findings suggest that
opioid dependency processes may increase apelin expression in the hippocampus, possibly to
compensate for decreased neurogenesis.

Keywords: Apelin, APJ, hippocampus, morphine, naloxone.
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya genelinde oldugu gibi iilkemizde de siirekli artis gdsteren bagimlilik
tirlerinden biri olan madde bagimliligi, kisilerin ruh ve beden sagligin1 bozan, sosyal
hayatlarim1 etkileyen, devamli madde kullanma istegi olusturan ve bu istege karsi
koyamamayla karakterize bir durumudur (https://www.unodc.org/unodc/en/data-and-
analysis’WDR-2009.html). Toplum ve aile baskilar, sosyal iliskilerin kotiiye
gitmesi, hayat sartlarinin zorlagsmasi, issizlik, yalnizlasma ve egitim sistemi sorunlari
gibi nedenler insanlar1 bir kacis yolu olarak gorebilecekleri madde bagimliligina

itmektedir (https://www.unodc.org/unodc/en/data-and-analysis/WDR-2004.html.)

Madde bagimliligi denildiginde opiyat bagimlilik akla gelen en Onemli
tiirlerdendir. Opiyatlar tipta gii¢lii bir agr1 kesici olarak kullanilan etkili ilaglardir.
Eroin disindaki opiyat bagimliliginin en ¢ok goriildiigli kisiler, saglik calisanlari,
ilaca kolayca ulasabilen tedarikgiler ve opiyatlarla tedavi goren hastalardir (Jaffe ve

Starin 2007; Jaffe J. 2016).

Opiyatlar, hashas bitkisinden elde edilen gii¢lii agr1 dindirme 6zelligi olan
ayn1 zamanda keyif veren bagimlilik yapict maddelerdir (Saglik Bakanligi TITCK
2016; Saglik Bakanligi 2016). Opiyat ilaglarin igerisinde bulunan morfin merkezi
sinir sisteminde etkili, siddetli agrilarin azaltilmasinda aktif kullanilan narkotik bir
ilagtir. Tedavi siireci boyunca siirekli kullanima bagli olarak bagimliliga sebep
olabilmektedir. Morfinin siirekli kullanim1 sonras1 birden kesilmesi ile de yoksunluk

olusur.

Ik defa 1998°de sigir mide sivisindan elde edilen apelin, sinir sistemindeki
baz1 bolgelerde sentezlenen ve fizyolojik etkilere sahip olan yeni bir peptit tiiriidiir
(Tatemoto ve ark. 1998). Apelinin birden fazla dokuda iiretildigi tespit edilmesine
ragmen fizyolojik ve patofizyolojik hangi olaylarda goérevli oldugu tam olarak
belirlenememistir (Shin ve ark. 2017). Apelin olgun adipositler tarafindan da

tiretildigi i¢in bir adipokin olarak da kabul edilmektedir (Castan ve ark. 2011).

Hipokampus limbik sistemin bir pargasi olup; 6grenme, bellek, duygusal
davraniglar ve hipotalamus islevlerine destek olmak gibi olaylarla ilgilidir (Anand ve
Dhikav 2012).


https://www.unodc.org/unodc/en/data-and-analysis/WDR-2004.html

Bu tez ¢alismasinda siganlardaki morfin bagimliliginin hipokampal apelin ve

apelin reseptorii gen ekspresyon diizeylerine etkisinin arastiritlmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Opioitler

Opioitler bagimlilik yapici maddelerdir. Yasami boyunca en az bir defa opioit
madde kullanmis kisi sayisinin diinya genelinde 15-21 milyon civarinda oldugu
bildirilmektedir (Ogel ve ark. 2012). 1999 ve 2014 aras1 donemde Avrupa’da, yiiksek
doz opioit kullanimi, toplamda 165 bin kisinin hayattan kopmasina sebep olmus ve
ilag tiiri olarak en ¢ok sayida dliimden sorumlu tutulmustur (Avrupa Uyusturucu
Raporu, 2017 EMCDDA).

Opioitler ti¢ grupta siniflandirilir. Bunlar dogal olan opioitler, yar1 sentetik
olan opioitler ve sentetik olan opioitlerdir. Dogal opioitler, icerisinde morfin ve
kodeinin de bulundugu saf olarak elde edilen opioit tiirleridir. Yar1 sentetik opioitler,
morfinden elde edilen eroinin de i¢inde oldugu gruptur. Sentetik opioitlere 6rnek
olarak morfinan, benzomorfan ve fenilpiperidin tiirevleri sdylenebilir (Ozden 2004;

Kaplan ve Sadock 2005; Simon 2005; Yalug ve ark. 2008).
2.1.1. Endojen Opioit Peptitler

Opioit peptitler, endorfinler veya opiopeptinler opioitlere benzeyen
farmakolojik Ozelliklerde olan endojen opioit peptitler seklinde isimlendirilen
endojen peptitlerin etkilerine yardimci olan reseptorleri uyararak etkilemektedir

(Katzung ve ark. 2014).

Endojen opioit olan peptitler proopiomelanokortin sistemi (POMK),
Proenkefalin sistemi (PENK), Prodinorfin sistemi (PDN) ve Nosiseptin/Orfanin FQ
sistemi (N/OFQ) olarak dort sistem seklinde ele alinmaktadir:

(1) POMK sistemi: Bu sistemde p endorfin ve endomorfinler bulunmaktadir.
Bunlar opioit reseptorlerinden olan p (mii) reseptorlerine (MOR) karsi giiglii bir

afinite gosterirler.

(2) PENK sistemi: Bu sistemde Met-enkefalin, 16-enkefalin gibi baslica
enkefalinler bulunmaktadir. p ve delta (8) opioit reseptorlerine (DOR) karsi giiglii

afinite gosterirler.

(3) PDN sistemi: Bu sistemde endojen opioit peptitlerden olan
alfaneoendorfin, B-neoendorfin, dinorfin A ve B bulunmaktadir. Kappa (k) opioit

reseptorlerine giiclii afinite gdsterirler.



(4) N/OFQ sistemi: Bu sistemin peptitleri nosisseptin, orfanin-2 ve
nosistatindir. y, & ve k reseptorlerini ¢ok fazla etkilemeyen, 1990°da tanim1 yapilmis

opioit peptit sistemidir ve N/OFQ reseptorlerine afinitesi vardir (Kayaalp 2012).

2.1.2. Opioit Reseptorler ve Alt Tipleri

MOR pl, p2, p3 alt tiirlere sahiptir. Korteks, talamus ve omurilikte
bulunmaktadir. Fiziksel bagimlilik, 6fori ve miyozis gibi gorevleri vardir (Kayaalp
2012).

DOR, DOR1, DOR2 alt tiirlere sahiptir (Peng ve ark. 2012). Amigdala,
periferik duyu noéronlari, korteks ve bazal gangliyonlarda bulunur. Analjezi ve
vazodilatasyonda rol oynadig bildirilmistir (Gendron ve ark. 2016).

KOR, KOR1, KOR2, KOR3 alt tiirlere sahiptir. Beyin, hipotalamus ve
omurilikte bulunur. Sedasyon, disfori ve beslenme gibi islevlerde rol oynamaktadir
(Baser ve ark. 2018).

Nosiseptin reseptorii (NOR) NORI1 alt tiirline sahiptir. Korteks, hipokampus,
hipotalamus ve amigdala da goriiliir. Ogrenme, istah, stres ve hafiza gibi gdrevleri

vardir (Toll ve ark. 2016).

Tablo 2. 1. Opioit reseptorlerin (Mii, Delta, Kappa, Nosispetin) bulundugu bolgeler (Demirkapu ve
Yananli, 2020°den uyarlanmistir).

Reseptor tiirii Bulundugu boélgeler

Mii Talamus, Kaudat putamen, Neokorteks, NAc, Amigdala,

Inferior/superior kollikulun interpedinkiiler kompleksi

Delta Olfaktor bulbus, Neokorteks, Kaudat putamen, NAc, Amigdala
Kappa Serebral korteks, NAc, Hipotalamus
Nosispetin Serebral korteks, Anterior olfaktor niikleus, Lateral septum,

Ventral 0Onbeyin, Hipokampus, Hipotalamus, Amigdala,
Substansia nigra, VTA, LC

2.1.3. Opioitlerin Hiicresel Etki Mekanizmalar

Opioitler, reseptorlerini etkileyerek endojen opioit peptitlerin etkilerini taklit

ederler. Opioitlerin sitolojik diizeyde etkileri ti¢ sekilde gergeklesir.



1. Adenilat siklaz: Gi/0 proteinleri vasitasi ile biitiin opioit reseptorleri néron
hiicrelerinde adenilat siklaz1 inhibe eder. Siklik AMP diizeyini azaltarak inhibisyon
etkisi olusturur (Al-Hasani ve Bruchas 2011).

2. Potasyum kanallari: Noron hiicre zarindaki K* kanallarinin acilmasi ile
potasyum gegisini ¢ogaltir (Yudin ve Rohacs 2018).

3. Voltaj bagimh kalsiyum kanallari: Noron hiicre zarindaki kalsiyum
kanallarin1 kapatarak hiicre i¢ine kalsiyum girigini diisliriir. Presinaptik bolgede

intraseliiler Ca™" diizeyini azaltarak inhibisyona katk1 saglar (Mochida 2018).

Adenylyl K'/Ca*
ion channel

Sekil 2. 1. Opioit reseptorlerin etki mekanizmasi
(https://www.abcam.com/index.html?pageconfig=resource&rid=14861) (05 Subat 2021).

2.1.4. Opioitlerin Odiil Sistemine Etkileri

Biitiin bagimlilik yapici maddeler mezokortikolimbik dopaminerjik sistemini
uyarmaktadir. Literatiirde baslangic olarak ventral tegmental alandan (VTA),
mediyal prefrontal korteks (mPFC) ve niikleus akiimbense (NAc) projeksiyon yapan
dopamin noronlarmin  opioit maddelerin  pekistirilmesinde  etkili  oldugu
gosterilmistir. Etki dogrudan veya interndronlar aracilifiyla dolayli olarak
gerceklesmektedir. Opioit maddeler dogrudan veya dolayli olarak VTA tizerinde etki
gostererek NAc’den dopamin salinimina sebep olurlar (Koob ve Volkow 2016). NAc



VTA, prefrontal korteks, hipokampus, amigdaladan gelen dnemli limbik mesajlarin

toplandig1 bir bolgedir.

Frontal korteks

Niikleus akiimbens / \

Ventral tegmental alan
Hipokampus

Sekil 2. 2. Mezokortikolimbik 6diil yolagi.
(http://www.acikbilim.com/wp-content/uploads/2015/03/bagimlilik5.png) (8 Subat 2021).

2.1.5. Morfin
2.1.5.1. Morfinin Genel Yapis1 ve Tarihgesi

Papaver somniferum Latince ismi ile bilinen afyon (opyum) hashas bitkisinin
olgunlasmamais kapsiiliiniin ¢izilmesi ile ortaya ¢ikan afyon sakizi ya da hashas siitii
de denen sivinin kurutulmus haline morfin denir (Yalug ve ark. 2008). Morfinin
bilinen en az 5000 yillik kullanimi vardir. Morfinin koékeninin Dogu Asya,
Mezopotamya ya da Anadolu oldugu tahmin edilmektedir. Bu bolgelerde oksiiriik
giderici, agr1 kesici ila¢ ve ayni zamanda keyif veren bir madde olarak morfin
kullanilmistir. Morfin adi, Grek kiiltiiriinde uyku tanrist anlaminda olan
Morpheus’dan gelmektedir. 1805°de Almanya’nin Hannover sehrinden eczaci
Frederic Serturner tarafindan afyondan izole edilmistir. ilk defa kullanim amaci
afyon bagimlilig: tedavisi igindir. Analjezik etkiden dolay1 en sik kullanilan opioittir
(Schiff 2002). Genel olarak onkojik agrilarda, ameliyat sonrasinda olusan agrilarda
ve yiiksek siddetli agr1 durumlarinda kullanilmaktadir. Fakat tedavi sirasinda bagiml
olma durumuna, tolerans gelismesine ve terkedildiginde ise yoksunluk sendromunun

ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Koob ve Le Moal 2006).


http://www.acikbilim.com/wp-content/uploads/2015/03/bagimlilik5.png

Resim 2. 1. Haghas bitkisinin kapsiiliiniin ¢izilmis ve siitiiniin ¢ikartilmig hali.

Morfinin kimyasal yapisinda fenolik ve alkol grubu olmak iizere 2 tane
hidroksil grubu bulunur. Bu 6zelligi ile morfin diger alkaloitlerden farklilik kazanir.
Bilimsel isimlendirme 7,8didehidro-4,5-epoksi-17-metilmorfinan3,6-diol seklindedir.

Kapali formiil yapis1i C; ; Hy o NO3 ’dir.

Sekil 2. 3. Morfinin kimyasal formili (https://www.ilactr.com/ilac/morfin.html; 12 Mart 2021).

2.1.5.2. Morfinin Kullanim Yollar1

Morfin, damar yolu ile oral yolla ve deri alti yollarla kullanilmaktadir.
Morfinin damar yolu ile verilmesinin akabinde en yiiksek analjezi 20. dakikadan
itibaren goriilmeye baslar. Bunun sebebi ilacin yavas niifuz etmesidir. Hizh

etkisinden dolay1 genellikle deri alti enjeksiyon tercih edilir. Deri altina enjekte


https://www.ilactr.com/ilac/morfin.html

edilen morfinin %60’ min ilk yarim saat i¢inde emildigi tahmin edilmektedir. Deri
altina enjeksiyon yapildiktan sonra 30-60 dakikada beyindeki yogunlugu en {ist
seviyeye ulasir. Deri alt1 enjeksiyondan 1-1,5 saat sonra iist diizey analjezi goriiliir

(Ozden 2004).
2.1.5.3. Morfinin Etkileri

Morfin reseptorlerini uyararak agrinin algilanmasi analjezik etki, mental
aktiviteyi etkileyerek sedatif etki, anksiyeteyi ortadan kaldirmasi ile trankilizan etki,
Oksiiriik merkezini inhibe etmesi ile antitiissif etki, miyozise sebep olmasiyla miyotik
etki, antiditiretik hormonun ortaya c¢ikisini saglamasi ile antiditiretik etki, barsak
hareketlerini yavaslatarak antidiyarik etki gosterir (Trescot ve ark. 2008; Brunton ve

ark. 2011; Schiff 2002; Christie 2008).
2.1.5.4. Morfin Bagimhhgi

Morfin bagimliligi madde bagimlilifinda da oldugu gibi iki sistem ile ele
alinir. Bunlar psikolojik (ruhsal) ve fizyolojik (fiziksel) sistemlerdir. Psikolojik
olarak maddenin olumlu olarak yatistirict etki yapmasma baglhidir. Kullananlarin
morfini almaya kars1 siirekli istegi vardir. Fizyolojik sistemde morfin bagimliligi,
morfinin belirli bir siire kullanilmis olmasina bagl olarak viicudun maddeye kars1 bir
denge olusturmasi ile maddeyi alamadigi zaman yoksunluga girmesidir. Madde

kesilmedigi siirece belirti vermez ve fark edilmez (Uzbay 2005).
2.1.5.5. Morfin Yoksunlugu (Cekilme)

Morfinin tekrarlayan kullanimina bagli tolerans ve fiziksel bagimlilik gelisir
ve kullaniminin kesilmesi durumunda ise yoksunluk sendromu meydana gelir.
Morfin kullaniminda siklikla bariz diizeylerde tolerans gelismekte ve madde
kullanim1 kesilince yoksunluk tablosu ortaya g¢ikmaktadir. Kisilerde ilag arama
davranigina neden olabilecek bircok fizyolojik degisiklikler de goriilebilmektedir.
Fiziksel olarak bagimli kisi artik ilacin siirekli uygulanmasina gereksinim duyar.
[lacin kullanimmin kesilmesi ya da ilacin bir antagonistinin kisiye uygulanmasi
durumda ise ¢ekilme sendromu (yoksunluk sendromu) meydana gelir. Yoksunluk
sendromu fiziksel (fizyolojik) bagimliligin en agik belirteclerindendir. Yoksunluk
belirtileri olarak burun akintisi, esneme ve g6z yasarmasi, huzursuzluk, titreme, ishal,
kusma, kas spazmlar1 ve depresif ruh hali goriilmektedir. Morfin ¢ekilmesi i¢in en

aktif kullanilan ila¢ naloksondur. Yoksunlugun gelisme hiz1 ve siddeti, ilgili ilacin



yarllanma omrii ile orantihdir. Ilacin yarilanma &mrii kisaldikga yoksunluk

belirtilerinin goriilmesi o kadar hizli olur.
2.1.5.6. Morfin Toleransi

Morfin toleransi fizyolojik bir olay olup, belirli bir siire kullanimindan sonra
ayni dozun etkisini yitirmesidir. Bir diger deyisle ayni etkiyi elde edebilmek i¢in
daha fazla morfin kullaniminin gerekli hale gelmesidir. Tolerans kronik agrili
hastalarda sik goriilen bir olgudur. Devamli kullanildiginda morfininin
potansiyelindeki devamli diisme ve ayni analjezi diizeyini saglamak i¢in daha yiiksek

dozlara gereksinim duyulmasidir (Ozden 2004).

Morfin bagimlist olan kisilerin ¢ogu tolerans gelistirmistir. Bu durum
dogustan ve kazanilmis olarak iki kisma ayrilir. Dogustan tolerans, genetik durum
sebebi ile istenen diizeyde farmakokinetik ve farmakodinamik farkliliklarin meydana
gelmemesi durumudur. Kazanilmis tolerans ise farmakodinamik, farmakokinetik ve
Ogrenilmis tip olarak 3’e ayrilir. Farmakokinetik tolerans maddenin devaml
alinmasindan kaynakli metabolizmanin hizlanmasi ve dagiliminin artmasina baglidir.
Farmakodinamik tolerans maddenin benzer oldugu maddeye maruz birakilmasi
sonucu reseptorlerin sayisinin azalmasina baglidir. Ogrenilmis tip tolerans ise madde
kullanimimin yol actig1, fiziksel deformasyonlarin kullanan kisi tarafindan
ogrenilmesi ile kendi gayretine bagli olarak bagimliligin bastirilmasi sonucu olusur.
Bagimli maddeyi kullanmadan 6nce, maddenin yapacag: etkilere karsi, karsit bir

refleks olusturur. Bu durumda maddenin etkisi daha az olur.
2.1.6. Nalokson

Kimyasal adi N-alilnoroksimorfon hidrokloriir olan nalokson, nalorfinden
daha giiclii ve tam etkili bir antagonisttir. Farmakolojik olarak degerlendirildiginde,
naloksonun bir antagonist olarak p, 8 ve k reseptorlerini etkiledigi ve N/OFQ
reseptorlerini  ¢ok fazla etkilemedigi bilinmektedir. Naloksonun solunum
baskilanmasi, koma, miyozis, hipotansiyon ve hiperglisemi gibi morfin ve morfine
benzeyen analjeziklerin etkilerini de antagonize ettigi bilinmektedir. Deney
hayvanlarinda kullanilan miktara gore analjezik ya da tersine antianaljezik etkili
olabildigi gosterilmistir. Deney hayvanlarinda, periakuaduktal bolgenin ve beyin

sapinda agr ile iliskili diger niikleuslarin elektriksel uyarimi ile olusturulan



analjeziyi antagonize edebildigi gosterilmistir (Kayaalp 2000). Kimyasal olarak
nalokson C19H21NO, kapali formiil yapisindadir.

Sekil 2. 4. Naloksonun kimyasal formiilii
(https://www.pharmawiki.ch/wiki/index.php?wiki=Oxycodon_und_Naloxon&search=0xycodon)
(Mart-2021).

2.2. Apelin
2.2.1. Apelinin Genel Yapis1 ve Tarihcesi

Tatemato ve ark. tarafindan 1998 yilinda sigir mide 6zsuyundan elde edilen
apelin, adipoz dokuda yeni bir iiye olarak tamimlanmustir. Ilk olarak, beyinde ve
midede gosterilmistir (Tatemoto ve ark. 1998). Olgun adipoz doku hiicreleri
tarafindan da salgilanan apelin, bir adipokin olarak da kabul edilmektedir (Castan ve
ark. 2011). Apelin, G protein kenetli reseptoriine (APJ) baglanarak etki etmektedir
(O’Dowd ve ark. 1993). Preproapelin, 77 aminoasite sahip, biyoaktif apelin onciilii
olarak kabul edilmektedir. Proteaz enzimi ile proteolitik yikim sayesinde farkli
izoformlara doniismektedir. Apelinin izoformlari: apelin-55 (apelin 23-77 dizisine
karsilik gelen), apelin-36 (apelin 42-77 dizisine karsilik gelen), apelin-17 (apelin 61-
77 dizisine karsilik gelen), apelin-13 (apelin 65-77dizisine karsilik gelen) ve (Pryl)-
apelin-13’diir (Tatemoto ve ark. 1998; Kawamata Y 2001; O’Carroll ve ark. 2013).
Plazmada bulunan apelin izoformlarinin apelin-13 ve apelin-17 ve apelin-13’e gore

daha az oranda bulunan apelin-36 oldugu diistiniilmektedir (Beltowski 2006).
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Sekil 2. 5. Apelin ve elabela izoformlari. (C. Chaves-Almagro ve ark. 2015).

2.2.2. Apelinerjik Sistem

Apelinerjik sistem, apelin reseptorii APJ ile peptit yapili apelin ve apela
(elabela) olarak tanimlanan iki liganttan olugmaktadir (Shin ve ark. 2017). APJ, G-
proteini kenetli bir reseptordiir. Apelin, ilk kesfedilen endojen APJ ligandidir.
Elabela ise daha sonra kesfi gerceklestirilerek sisteme eklenmistir (Yang ve ark.

2015).
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and other pathways

cardiomyocytes
endothelial cells
smooth muscle cells

Sekil 2. 6. Apelinerjik sistem (Kuba ve ark. 2018).

2.2.3. Apelin Reseptorii

Ik olarak orfan bir reseptdr olarak tanimlanan apelin reseptorii (APJ),
Anjiyotensin II tip 1 reseptdr geniyle yaklasik dizilime sahip olarak kesfedilmistir
(O’Dowd ve ark. 1993). APJ daha sonra endojen ligand1 olan apelinin bulunmasi ile
orfan yapisindan ¢ikarilmistir (Tatemoto ve ark. 1998). APJ, G-protein eslenik
reseptorlerdendir (Cai ve ark. 2017). 380 aminoasitten ve 7 transmembran bolgeden
olugsmaktadir (O’Dowd ve ark. 1993). APJ dokularda genis bir ekspresyon
gostermektedir. Kardiyomiyositlerde, vaskiiler endotelyal ve diiz kas hiicrelerinde
APJ ekspresyonu gorilmektedir (Kleinz ve Davenport, 2005). 11. kromozom
tizerinde yer alan APLNR geni APJ’yi kodlamaktadir. (O’Dowd ve ark. 1993).

2.2.4. Apelinin Etkileri
2.2.4.1. Elektrolitler ve S1ivi Homeostazina Etkileri

Apelin ve APJ hipotalamusun PVN ve (supraoptik niikleus) SON
noronlarinda yogun olarak ifade edilmektedir (Brailoiu ve ark. 2002; Medhurst ve
ark. 2003; Hus-Citharel ve ark. 2008). SON ve PVN’de apelin ile birlikte bulunan
antidiiiretik hormon c¢evre dokulari ve bdbregi etkilemektedir. Santral olarak
uygulanan apelinin antidiiiretik hormon miktarin1 azalttign ve Na* ve K* atilimim

etkilemedigi belirlenmistir (De Mota ve ark. 2000). Baska bir ¢alismada da fareler
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susuz birakilmasina ragmen intraserobroventrikiiler yolla apelin enjeksiyonunun
farelerde su alimia kars1 fazla bir istege neden oldugunu ve bdylece apelinin sivi
dengesini diizenleyici bir gérevinin de olabilecegi belirtilmistir (Reaux ve ark. 2001).
Roberts ve ekibinin yaptig1 bir calismada ise apelinin antidiiiretik etkisinin oldugu ve
APJ eksik farelerde sular1 azaltildigi halde idrar hacminin eksilmedigi bildirilmistir
(Roberts ve ark. 2010). Bu veriler apelinin su tiiketimini artirici etkisinin oldugunu

gostermektedir.
2.2.4.2. Kardiyovaskiiler Sistem Etkileri

Apelinle ile ilgili en yogun arastirmalar kalp ve dolasim sistemi iizerinde
gerceklestirilmistir (Falcao-Pires ve ark. 2005). Insan damar endotelinde fazla
miktarda APJ’nin bulundugu gosterilmistir (Medhurst ve ark. 2003). Yine insan ve
sicanlarin kalp ve damarlarinda da bol miktarda APJ ve apelin varligi goriilmiistiir
(Hosoya ve ark. 2000; Devic ve ark. 1999; Saint-Geniez ve ark. 2003). Apelinin kan
basinct lizerinde diizenleyici etkisi oldugu yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir
(Szokodi ve ark., 2002). Ayrica kalp krizi ve hipertansiyon gibi kardiyolojik
rahatsizliklarda koruyu etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Dai ve ark. 2006; Koguchi
ve ark. 2012; Pisarenko ve ark. 2014; Boal ve ark. 2015; Azizi ve ark. 2017).

2.2.4.3. Sindirim Sistemi Etkileri

Apelinin ilk olarak sigir midesinde bulunmasi, mide ve sindirim sistemi
lizerine yapilan calismalarda pankreas, bagirsak, kolon, duedonum ve ileumda
eksprese edildiginin goriilmesi apelinin sindirim siteminde de aktif gorevlerinin
olabilecegini diisiindiirmiistiir (Wang ve ark. 2004; Lambrecht ve ark. 2005; Winzell
ve ark. 2005; Wang ve ark. 2009). Apelinin gastrointestinal sistemdeki etkileri
genellikle insiilin ile iligkilidir (Winzell ve ark. 2005; Boucher ve ark. 2005).

2.2.4.4. Ureme Sistemi Etkileri

Apelinin oksitosin sekresyonunda rol oynayan SON ve PVN gibi bazi beyin
bolgeleri ile beraber insan, sigan ve farelerde testis ve ovaryumda da varligi, lireme
sistemi lizerinde baz1 gorevlerinin olabilecegini gostermistir. Sican ovaryum
dokusunda apelin varligt ve aynmi zamanda sican meme dokusunda gebelik ve
laktasyon doneminde apelin yogunlugunun arttig1 goriilmiistiir (Habata ve ark. 1999).
Sican over ve uterus dokusunda yapilan bir calismada ise bol miktarda APJ

reseptorlerinin oldugu gdzlenmistir (Hosoya ve ark. 2000). Insanlarda fetiis ve
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plasentada apelinin yogun bir sekilde bulunmasi, apelinin intrauterin biiyiimede bir

gorevinin olabilecegini diisiindiirmektedir (Malamitsi-Puchner ve ark. 2007).

CNS main sites of expression
PVN: apelin and APJ

SON: apelin and APJ
Pituitary: apelin and APJ

Endothelial cells: li d APJ :
eEfistaleslapeiean Osteoblasts: apelin and APJ

Thymus: -

. Heart: apelin and APJ
Lung: apelin and APJ

Liver: apelin
Adrenal gland: apelin and APJ

Adipocytes: apelin and APJ Kidney: apelin and APJ

Stomach: apelin and APJ
Pancreas: APJ

Spleen: -

Ovary: li d APJ
Intestine: apelin and APJ VETY: Bpaaan

Uterus: apelin and APJ
Bladder: APJ

Mammary gland: apelin and APJ

i Colon: li d APJ
Testis: apelin olon: apelin an

Sekil 2. 7. Siganlarda Apelin ve APJ’nin Eksprese Oldugu Viicut Yapilar1 (Anne-Marie O'Carroll ve
ark. 2013).

2.3. Hipokampus

Hipokampus denizatina benzetildigi i¢in Yunanca hippokampos (hippos = at,
kampos = deniz) isminden, farkli bir 6ngérii ile de Yunanca “Hippos” ve deniz
canavart anlamina gelen “kampos” sozciiklerinden tiretilmistir. Hipokampus,
insanda yaklasik olarak 5-8 cm uzunlugundadir ve arkikorteks olarak da
isimlendirilir (D’Udine ve Gozzo 1983; izci ve Erbas 2015). Hipokampus kisa ve
uzun siireli hafiza, kalici bilginin 6grenilmesi, yer-yén bulma, motor kontrol,
duygusal davranislart diizenleme ve hipotalamik fonksiyonlar1 ayarlamak gibi
fizyolojik olaylarla iligkilidir. Ayrica birden fazla bilgiyi isleyip birlestirerek
mekansal hafizayr da kontrol edebilme 6zelligine sahiptir. Hipokampus amigdala,
hipotalamus gibi yapilarla baglant1 kurarak davranigsal hafizanin ortaya ¢ikmasinda
rol oynar (Guyton ve Hall 2013). Beynin bellek olusumunu ve 6grenilen davranislar
kontrol etmesini saglayan en onemli bdlge hipokampustur (Lagali ve ark. 2010;
Malberg ve ark. 2000; Bannerman ve ark. 2004; Surget ve ark. 2011).

Hipokampusun dorsal ve ventral bolgeleri bulunmaktadir. Dorsal alt alanin konumsal
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ogrenme ve hafiza, ventral alt bolgenin ise kaygi gibi davranislarda rol oynadigi ileri

stirilmiistiir.

Bagimlilik siireglerinin apelinin ve APJ’nin hipokampustaki ekspresyonu
tizerinde rol oynayip oynadigi bilinmemektedir. Bu tez projesinde deneysel morfin
bagimliligi olusturulmus si¢anlarda hipokampus dokusundaki apelin ve APJ
ifadesinin degisip degismedigi, nalokson uygulanmasiyla olusturulan morfin

yoksunlugu durumunda ise bu olas1 degisikligin geri doniip donmedigi arastirilmastir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hayvan Deneyleri

Projemiz 2020/005 etik numarasi ile Necmettin Erbakan Universitesi
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nda degerlendirilerek onaylanmistir. Deneysel calismalar N.E.U. Deneysel
Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi (KONUDAM) ve N.E.U. Sinirbilim Uygulama
ve Arastirma Merkezi (NESAM) laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Tez
projemizde opioit madde bagimliligt modeli olarak morfin bagimmlilig
olusturulmustur. Deney gruplarinda 300-350 gr yetiskin 36 adet erkek Wistar irki
sican kullanilmistir. Sicanlar 22+1 oda sicakliginda, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
dongilide barindirilmigtir. Standart sigan yemi ve musluk suyuyla beslenmislerdir.
Bagimlilik modeli olusturulmasi amaciyla 7 giin boyunca her giin sabah 09.00-10.00
arasinda morfin uygulamalar1 yapilmistir. Siganlar uygulama yapilmadan yarim saat
Once ortama alistirilmak i¢in uygulama yerine getirilip bekletilmistir. Calismamizda
enjekte edilen morfin hidrokliiriir N.E.U. Tip Fakiiltesi Hastanesi Bashekimligi’nden,
temin edilmistir. Mii opioit antagonist olarak kullanilan nalokson Merckgroup’dan
(N7758) temin edilmistir.

3.1.1. Morfin Bagimhilig1 ve Morfin Cekilmesi Uygulama Asamalari

Morfin bagimliligi modelinin yer aldigt olduk¢a fazla arastirma
bulunmaktadir. Bu arastirmalarin birgogunda 10 mg/kg morfin deri alt1 enjeksiyon
giinde bir veya giinde iki defa uygulanarak, 6. ya da 7. veya 10. giinde bagimliligin
olustugunu belirlemek amaci ile tek doz nalokson intraperitoneal olarak

uygulanmaktadir.

Morfin yoksunlugu olusturmak amaciyla nalokson uygulanmasi ile beraber
arkasindan  siganlarin  davramiglart  kaydedilmis ve bulgular goézlemlenip
skorlanmistir. Yoksunlugun agik bir sekilde davranigsal olarak bulgular olusturmast,
uyguladigimiz bagimlilik modelinin dogru ve etkin 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 halen etkin bir model
olarak kullanilmaktadir. Akraba olmamak kaydi ile rastgele segilen siganlar morfin,
nalokson ve kontrol olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir. Morfin ve nalokson uygulanan

gruplarda bulunan siganlara 10 mg/kg/giin dozunda 7 giin siiresince morfin deri alt1
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yolla uygulanmistir. Morfin bagimliliginin olup olmadigi, 7. giin intraperitoneal 1

mg/kg doz nalokson uygulanarak yoksunluk bulgularinin gériilmesi ile belirlenmistir.

1. Kontrol grubu (n=12): Siganlara her giin %0,9’luk NaCl 10 mg/kg/giin
dozunda 7 giin siiresince deri alti yolla uygulanmistir. 7. giin bir doz daha
intraperitoneal %0,9’luk NaCl enjeksiyonu yapilmistir. Siganlar davranigsal olarak

gbzlemlenmistir.

2. Morfin bagimlilig1 grubu (n=12): Sigcanlara 10 mg/kg/giin dozunda 7 giin
stiresince morfin deri alt1 yolla uygulanmistir. 7. giin intraperitoneal olarak tek doz
%0,9’luk NaCl uygulanmistir. Bagimlilik grubundaki hayvanlar da davranissal

olarak gozlemlenmistir.

3. Morfin bagimliligi+nalokson grubu (n=12): Sicanlara 10 mg/kg/giin
dozunda 7 giin siiresince morfin deri alt1 yolla uygulanmistir. Morfin ¢ekilme
bulgularmin belirlenmesi amact ile 7. gin intraperitoneal olarak 1 mg/kg doz

nalokson uygulanmistir. Yoksunluk bulgulari davranigsal olarak gézlemlenmistir.

Siganlar nalokson ve NaCl uygulamalarindan 1,5 saat 6nce ve uygulama
yapildiktan 0,5 saat sonra tartilmis ve % olarak agirlik degisim oranlar

hesaplanmustir.

Sicanlar uygulamalarin hemen akabinde 25X65 cm ebatlarinda seffaf gézlem
kafeslerine konularak davranislari izlenmistir. Islemlerin bitiminden sonra 0,5 saat
boyunca Gellert ve Holtzman skalasi dikkate alinarak morfin ¢ekilme davranislari
skorlanmistir. Tiim sicanlar i¢in sonugta ¢ekilme bulgulari ve morfin ¢ekilme skoru
belirlenmistir. Morfin bagimliligi ve ¢ekilme bulgularinin model alindigr bir¢ok
aragtirmada ayni yontemler kullanilmistir. (Almela ve ark. 2012; Pintér-Kiibler ve
ark. 2013; Chen ve ark. 2014; Kaka ve ark. 2014; Raghav ve ark. 2018).
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Tablo 3. 1. Morfin ¢ekilme bulgular1 ve degerlendirme skor tablosu.

DAVRANIS VEYA BULGU SKOR

Islak kopek silkelenmesi 1-2 defa
Islak kopek silkelenmesi 3-4 defa

Sahlanma sayis1

Her bir defekasyon (diyare) sayisi

Anormal postiir sayisi

Yuvarlanma hareketi sayisi

Tiksirma sayist

Gozlerini kisma sayist

Dis Citirdatma Sayisi

Sigrama

PRI NN PN WOWOIDNRPRPBDN

Her bir %1°lik viicut agirlik kayb1

3.1.2. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Toplanmasi

Hayvan davranislar1 yarim saat siire ile takip edilip skorlama yapildiktan
hemen sonra tiim gruplardaki hayvanlarin beyinleri hizla ¢ikartilmistir. Hipokampus
dokular1 diseke edilerek kriyo tiiplere konmus ve sivi azotta hemen dondurularak

analizler yapilmak i¢in -80 C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3. Hipokampus Orneklerinden Total RNA izolasyonu

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirilmesi i¢in hipokampus dokularindan
TRIzol yontemi ile RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Doku 6rneklerinin
homojenizasyon iglemi 1000 pul 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 ornekler 12000 g’de 15 dk +4 °C’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrast RNA’y1 igeren iist faz yeni ependorf tiiplere aktarilmig ve iizerlerine
500 pl izopropanol eklenmistir. Daha sonra ependorflar birkag¢ kez alt iist edilmis ve
10 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 &rnekler 10 dk. 12000
g’de +4 °C’de santrifiij edilerek olusan RNA peletinin dibe ¢okmesi saglanmistir.
Stipernatant kismi atilip peletin lizerine 1 ml %75’lik etanol eklendikten sonra
ependorflar alt {ist edilmistir. Yikama isleminin ardindan 12000 g’de 10 dk +4 °C’de
santriflij yapilmis ve siipernatant kisim uzaklastirilmistir. Olusan pelet 5-10 dk. oda
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sicakliginda kurutulduktan sonra 50 pl niikleaz free su ile ¢oziindiiriilmiistiir. Elde

edilen RNA o6rnekleri kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmuigtir.

3.1.4. Total RNA Orneklerinin 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 oranlari
degerlendirilmistir. UV olgtimleri A260/A280 igin 2+0,1 ve A260/A230 i¢in 2,0-2,4
arasinda olan RNA  Ornekleri analizlerde kullanilmistir. 1 pg/10ul
konsantrasyonundaki RNA o6rnekleri kalitesinin belirlenmesi amaciyla %1 ’lik agaroz
jel elektroforez sonrasi degerlendirilmistir. Tiim 6rneklerin qRT-PZR analizlerinde

kullanilabilecek kalitede oldugu tespit edilmistir.

3.1.5. Total RNA Orneklerinin gDNA Kontaminasyonunun Temizlenmesi

Olas1 gDNA kontaminasyonunun giderilmesi amaciyla DNAse-1 (Thermo
Scientific; #EN0521) enzim reaksiyonu iiretici firmanin talimatlarina gore
uygulanmistir. Bu protokole gore 2 pg total RNA, DNAse-I reaksiyon karigimi ile 20
ul total hacime tamamlanmistir. RNA 6rnekleri, tizerine 1U/ ul DNAse-1 enziminden
2 ul konarak 37 “C’de 30 dk. bekletilmistir. Reaksiyon durdurulmasi amaciyla 2 pl
50 mM EDTA ilave edilerek 65 °C’de 10 dk. inkiibe edilmistir.

3.1.6. Primer Diyazm
Kantitatif gercek zamanli PZR (qRT-PZR) analizinde kullanilan aday ve
referans genlerine ait primerler, IDT PrimerQuest (https://eu.idtdna.com/site)

programi kullanilarak tasarlanmis veya literatiirden alinmistir (Tablo 1).
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Tablo 3. 2. qPZR analizlerinde kullanilan genlerin primer dizileri

Gen Primer dizileri (5°->3") Uzunluk (bg)

Apelin TGCTCTGGCTCTCCTTGA 166
AAAGGCATGGGTCCCTTATG

APJ TCATTGCCCAAACCATCGCT 132
CCAGGTGGTAAGGCATCCAG

PGK1 ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC 104
AGCCACAGCCTCAGCATATTTC

CycA TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG 126

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

3.1.7. Reverse Transkriptaz (RT) Reaksiyonu

Kalite kontrolii yapilmis olan RNA orneklerinden iiretici firmanin (Bio-Rad
iIScriptTM 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
ul 5X iScript reaksiyon karisimi ve 1 pl Reverz Transkriptaz 1 pg RNA {izerine ilave
edilmistir. Ardindan reaksiyon karigimi ddH2O 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 gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA ornekleri 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 cihaz1 (Bio-Rad CFX Connect Ger¢ek Zamanli PZR Sistemi) kullanilarak
yapilmustir. 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 primerden 5 pmol (Tablo 1), 2 ul cDNA ve toplam hacim 20 pl olacak
sekilde ddH20 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 diisiirtilen
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
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dogru iriin oldugunu teyit etmek amaciyla iiriinler %2’lik agaroz jelde 120 voltta 30
dk. yiriitilmis ve gozlenmistir (Sekil 2). Melting curve analizlerinde de tiim PZR
irlinlerinin spesifik oldugu ve herhangi bir diger genom bolgesinin yiikseltgenmedigi

tespit edilmistir (Sekil 3).

c

T - 5 <

S & 2 & &
500 bp-
300 bp-
200 bp-
100 bp-

Sekil 3. 1. Caligmada kullanilan genlere ait qRT-PZR {iriinlerinin jel goriintiisi. M; 100 b¢ DNA
markorii.
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Sekil 3. 2. Caligmada kullanilan genlere ait melting curve analiz egrileri.

3.2. istatistiksel Yontem

Davranis testlerine ait verilerin elde edilmesinden sonra bilgisayar ortaminda
SPSS 21 (IBM Corp. Released 2017. IBM SPSS Statistics for Windows, Version

21.0.) paket programina aktarilarak islenmistir. Bulgular ortalama + standart hata
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olarak ifade edilmistir. Verilere ait tanimlayici degerler “descriptive analiz”
kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismada olusturulmus olan kontrol, morfin ve
morfin+naloksan gruplari, Mann-Whitney U ile degerlendirilmistir. Varyanslarin
homojenligi degerlendirilerek homojen olmayan si¢rama, siislenme, defekasyon
frekansi, yuvarlanma, gozlerini kisma, dis c¢itirdatma, kilo kaybi degerleri icin

literatiirde 6nerilen Kruskal-Wallis kullanilmustir.

Gen ekspresyon verilerinin analizinde oncelikle ¢alismaya konu olan biitiin
genlerin ekspresyon diizeylerini ifade eden Ct degerleri PGK1 ve CycA referans
genlerin Ct degerleri ile normalize edilerek 2(-ACt) degerleri tespit edilmistir.
Kontrol ve deneme gruplari arasinda gen ekspresyonu farkliliklar1 SPSS Paket
programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilmis gruplar arasinda

farklar Asgari Onemli Fark (LSD) yéntemi kullanilarak karsilastirilmstir.
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4. BULGULAR
4.1. Davranis Bulgulari

Tim gruplarda son enjeksiyonlardan sonraki 0,5 saat icinde hayvanlarin
davranig Ozellikleri gozlendi. Yoksunluk parametreleri manuel olarak kaydedildi.

Bulgular AO+SH degerleri olarak hesaplandi.

Silkelenme Sayilar1

Silkelenme Sayilart

l ﬁ
0
Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 1. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) ve gruplarindaki silkelenme
sayilart. *p<0,05.

Silkelenme davranigi degerlendirildiginde, MRF+NLK grubu kontrol ve
morfin gruplartyla karsilastirildiginda anlaml bir azalma ortaya ¢ikmustir (p<0,05).
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Sicrama Sayilari

**

@
3]

w

N
3]

Sicrama Sayilari
=
o N

=

©
3]

0 I |
Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 2. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki sigrama sayilari.
*%
p<0,01

Sigrama davranigt  degerlendirildiginde kontrol ve MRF gruplaryla
karsilastirildiginda  MRF+NLK grubunda istatistiksel olarak belirgin bir artis
gozlenmistir (p<0,01).

Sahlanma Sayilari

Sahlanma Sayilari
L~ (2] [0} 8

N

Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 3. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grularindaki sahlanma
sayilari.
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Sahlanma davranislar1 degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik ortaya ¢ikmadi (p>0,05, Resim 4.3.).

Siislenme Sayist

N W OO N 0 ©

Stislenme Davranis Sayist

[EEN

Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 4. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki siislenme sayilari.

Stislenme davraniglar1 degerlendirildiginde ise gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik g6zlenmedi (p>0,05, Resim 4.4.).

Defekasyon Frekans Sayisi

3.5 *
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2
wn 25
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0.5 -

0

Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 5. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki defekasyon
frekans sayilari. *p<0,05, **p<0,01
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Defekasyon frekansi degerlendirildiginde kontrol ve MRF gruplar1 arasinda
anlamli farklilik bulunmazken, her iki grupla MRF+NLK grubu karsilastirildiginda

anlamli fark bulunmustur (p<0,05 ve p<0,01, sirasiyla).

Anormal Postiir Sayilari
*k*k

w

*x

N
ol

N

**

Kontrol MRF MRF+NLK
Eksen Baslig

[N

Anormal Postiir Sayilari
=
(62}

o
3

o

Resim 4. 6. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki anormal postiir
sayilari. *p<0,01, **p<0,001

Anormal postiir sayisi degerlendirildiginde, tim gruplar arasinda anlaml
farkliliklar bulunmustur (kontrol grubu, MRF ve MRF+NLK arasinda p<0,01,
kontrol grubu ile MRF+NLK p<0,001).
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Gozleri Kisma Sayisi

**

Gozleri Kisma Sayisi
N w IS (62} D ~ [o¢] [{e]

=

|
H -

Kontrol MRF MRF+NLK

o

Resim 4. 7. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki gézleri kisma
sayilar1. **p<0,01

Goz kisma hareketlerinde kontrol ve MRF gruplar1 arasinda anlamli fark
bulunmazken (p>0,05) her iki grup ile MRF+NLK deney grubu arasinda anlamli fark
gozlenmistir (p<0,01).

Dis Citirdatma Sayisi

*k*k

14

12

10

Dis Citirdatma Sayisi

0 i —
Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 8. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki dis ¢itirdatma
sayilar. ***p<0,001
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Dis citirdatma sayilart karsilagtirlldiginda MRF+NLK deney grubu ile hem
kontrol hem de MRF deney gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0,001).

Tiksirma Sayisi
*

Tiksirma Sayist
o [ N w IS o (2] ~ oo O

Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 9. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki tiksirma sayilari.
*
p<0,05

Tiksirma sayis1 degerlendirildiginde, MRF ve kontrol grubu arasinda anlamli
fark bulunmazken (p>0,05), kontrol ve MRF ile karsilastirildiginda MRF+NLK
grubunda anlamli bir artis ortaya ¢ikmustir (p<0,05).

Yuvarlanma Sayist
*kx

4 I
35

2.5

15 '

Yuvarlanma Sayist

0.5

0 —— —

Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 10. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki yuvarlanma
sayilart. ***p<0,001
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Yuvarlanma sayilar1 degerlendirildiginde, MRF ve kontrol grubu arasinda
anlaml fark bulunmazken (p>0,05), her iki grup ile karsilastirildiginda MRF+NLK
grubunda anlamli bir artis gozlenmistir (p<0,001).

% Agirlik Kaybi
‘ 1

=
~

% Kilo Kaybi
o o o9 =
B [e2] [o0] [ N

o
)

Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 11. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki % agirlik kayb1
sayilari.

Yiizde agirlik kaybi degerlendirildiginde, MRF ve kontrol grubu arasinda
anlaml fark bulunmazken (p>0,05), her iki grup ile MRF+NLK arasinda anlamli
fark bulunmustur (p<0,05).

Yoksunluk Skor Sayisi

a o
o O o

SN
o

Yoksunluk Skor Sayist
S 8
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Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 12. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki yoksunluk skor
sayilar1. *p<0,001
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Yoksunluk skor sayilar1 degerlendirildiginde MRF ve kontrol grubu arasinda

anlamli fark bulunmazken (p>0,05), her iki grup ile karsilastirildiginda MRF+NLK

grubunda anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,001).

Tablo 4. 1. Deneyler sonu yoksunluk bulgular1 (Ortalama + Standart hata degerleri).

Davranig Tiirli Kontrol MRF MRF+NLK
Silkelenme 3,70+1,53 0,60+0,27 6,00+2,79
Sigrama 0,00+0,00 0,00+0,00 2,70+0,95
Sahlanma 6,00+1,01 10,00£2,61 5,40+0,63
Siislenme 6,30+1,08 3,00+1,14 2,80+0,63
Defekasyon Frk 1,00+0,33 0,40+0,22 2,60+0,62
Anormal Postiir 0,00+0,00 0,50+0,22 2,20+0,25
Yuvarlanma 0,00+0,00 0,00+0,00 2,90+1,28
Go6z Kisma 1,80+5,33 0,80+0,80 7,50+1,06
Dis Citirdatma 0,50+0,26 0,00£0,00 11,20£2,51
Tiksirma 2,50+1,96 1,70+1,49 7,20+3,60
Yiizde Kilo Kayb1 0,78+0,22 0,34+0,09 1,03+0,21
Yoksunluk 14,90+2,38 14,20+3,43 50,30+5,35
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4.2. Molekiiler Bulgular

Apelin
0.0080
0.0070
0.0060
0.0050
0.0040
0.0030
0.0020
0.0010
0.0000

Gen ifadesi (4Ct)

Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 13. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki Apelin gen ifade
diizeyi.

Apelin gen ifade diizeyleri karsilastirildiginda anlamli bir farklilik olmasa da,

morfin grubu degerlerinin daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmistir (p>,05).

APJ

.0014
.0012
.0010
.0008
.0006
.0004

Gen ifadesi (ACt)

.0002

.0000
Kontrol MRF MRF+NLK

Resim 4. 14. Kontrol, Morfin (MRF) ve Morfin+Nalokson (MRF+NLK) grubundaki APJ reseptorii
gen ifade diizeyi.

Hipokampal APJ ifade diizeyleri gruplar arasinda paralel seyretmistir.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada bir haftalik morfin uygulanarak olusturulan opioit bagimlilig:
ve nalokson enjeksiyonu ile olusturulan morfin yoksunluk durumunun, sigan
hipokampus dokusundaki apelin ve apelin reseptoriiniin gen ekspresyon diizeyleri

tizerindeki etkisi aragtirilmigtir.

Opioit bagimliligiyla ilgili bircok bilimsel aragtirma bulgusu olmasina
ragmen, fizyopatolojik siliregler hakkinda halen bilinmeyen ve arastirilmasi gereken
alanlar bulunmaktadir. Sinir sisteminde yeni ndron olusumu ve sinaptogenez gelisimi
olarak ifade edilebilen nérogenez, bir¢cok ndropsikiyatrik patolojide bozulmaktadir.

Bagimlilik da bu patolojiler arasinda yer almaktadir.

Bagimliligin sebebini arastirmayr amaglayan ¢alismalar son donemde yogun
olarak davranissal siiregleri diizenleyen limbik alanlar {izerinde yogunlagmistir. Bu
calismalarin fazlalagmasi ile beraber arastirmacilar bagimliligin genetik, molekiiler

ve sitolojik yapilarin1 daha net olarak ¢6zmeye baslamislardir.

Analjezik olarak siklikla kullanilan morfin tolerans ve hiperaljezi gibi
durumlara neden olmaktadir. Bu tarz yan etkileri ortadan kaldirmak i¢in birgok
calisma yapilmistir (Kalso ve ark. 2004). Tedavide kullanilan ve bizim ¢alismamizda
da yoksunluk sendromu olusturmak amaci ile kullandigimiz nalokson ve tiirevleri

olan bazi ilaglar metadon, naltrekson, buprenorfin ve LAAM’dir (Ugurlu ve ark.
2012).

Apelin sinir sistemindeki bazi bolgelerde sentezlenen fizyolojik etkilere sahip
olan yeni bir peptittir. Izole kortikal ndron kiiltiirlerinde oksidatif stres ve apopitoza
kars1 apelinin néron koruyucu etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Yan ve ark. 2015;
Yang ve ark. 2016). Deneysel travmatik beyin hasarina karst koruyucu etkisi
belirlenmistir (Bao ve ark. 2015). Antikonviilzan ve noroprotektif etkisi epilepsi
modelinde de gdsterilmistir (Kalantaripour ve ark. 2016). Intrahipokampal ve santral
apelin enjeksiyonunun belirgin antidepresan etki gosterdigi ortaya konmustur (Li ve
ark. 2016; Xiao ve ark. 2018). Bu etki santral apelin reseptdr antagonist
uygulanmasiyla geri donmektedir (Xiao ve ark. 2018). Apelinin, beta amiloit
peptidinin intrahipokampal inflizyonuyla indiiklenmis deneysel Alzheimer hastaligi
modelinde belirgin noroprotektif etkiler sergiledigi ve spasyal bellegi diizelttigi

ortaya konmustur (Aminyavari ve ark. 2019). Bu etkisiyle de Alzheimer tedavisi i¢in
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aday bir molekiil olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Apelin hipokampusta travmatik beyin
hasart modelinde Bcl2 diizeyini (Bao ve ark. 2015), stresle indiiklenmis depresyon
modelinde BDNF diizeyini belirgin sekilde artirmistir (Dai ve ark. 2018; Shen ve
ark. 2019).

Apelin ve reseptorii APJ nin opioit bagimliliginda rolii hakkinda bir arastirma
bulgusu bulunmamaktadir. Aragtirmamizda morfin bagimliligi olusturulmus
siganlarda hipokampuste apelinerjik sistem gen ekspresyon seviyesinin degisip

degismedigi arastirilmistir.

Apelin-APJ sisteminin opioit aracili etkiler de sergileyebilecegi ozellikle
kardiyovaskiiler sistemde ortaya konmustur. Bu etkiler biiyiik 6l¢iide kappa opioit
reseptorleri igermektedir (Rostamzadeh 2018; Yeganeh-Hajahmadi 2018). Apelinin
belirgin olarak analjezik etki gosterdigi (Lv 2012; Turtay 2015) bilinmektedir. Bu
etkinin APJ aracili olmasinin yani sira, mii Opioit reseptor antagonistler tarafindan
geri  dondiiriilmesi  apelin-APJ sinyallesmesinin  mii reseptor etkilesimini de
icerebilecegini diisiindiirmektedir (Xu 2009). Bununla birlikte opioit bagimliliginda
apelinin etkilerinin belirlendigi herhangi bir arastirma bulgusu yoktur. Morfin
bagimliligi olusturulmus sicanlarda, apelin ve APJ gen ekspresyon diizeyinin
bagimlilik iligkili limbik bolgelerde bu proje kapsaminda ilk defa irdelenmesi bu

projenin temel 6zgiinliiglinli olusturmaktadir.

Projenin deneysel asamalarinda yetiskin disi siganlarda morfin bagimlilig
olusturmustur. Deneylerin sonunda hayvanlarin beyin dokular1 ¢ikarilarak

hipokampusta apelin ve APJ gen ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir.

Calismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda morfin grubunda apelinin
gen ifadesinde bir artig gézlenmistir. Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli olmasa
da ortaya ¢ikan bu artis, morfinin direk etkisi sonucu meydana gelebilir. Diger bir
ongorii ise hipokampusta morfin bagimliliginin olusturdugu norogenez iizerinde
ve/veya noronlar ilizerindeki olumsuz siireglerin kompanze edilebilmesi amaciyla

noroprotektif 6zellige sahip olan apelinin sentezinin sekonder olarak artabilecegidir.

AP]J ifade diizeyinde minimal bir azalmanin morfin uygulanan hayvanlarda
olusmasi da ayni grupta artan apelin ekspresyonu nedeniyle APJ’nin down
regiilasyona  ugramasindan  kaynaklanabilir.  Sonu¢ta  morfin  bagimlilig

hipokampusta apelin sentezinde az da olsa bir artisa neden olmaktadir.
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Nalokson uygulamalarinin morfin grubundaki apelin ifade diizeylerini kontrol
grubuna yakin bir degere diisiirmesi, kisa siirede mii reseptdr antagonistik etkinin

ortaya ¢iktigini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda morfin bagimliligt modeli olusturulan sicanlarda
hipokampusta apelin gen ekspresyon diizeylerine ilk defa arastirilmistir ve morfin
uygulanmasimin hipokampal apelin gen ekspresyonun az da olsa artirdig

belirlenmistir.

Bu bulgular, opioit bagimliliginin hipokampustaki ndronal olumsuz
etkilerinin azaltilmasinda apelinin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu

konunun aydinlatilabilmesi i¢in ileri diizeyde arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURUL KARARI

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Fizyoloji ABD'den Prof. Dr. Selim KUTLU
ve ibrahim YILDIZ tarafindan sunulan “Sicanlardaki Morfin Bagimhliginin Hipokampal Apelin ve
Apelin Reseptorii Gen Ekspresyon Diizeylerine Etkisi” bashkl tez projesi 9 lUyenin katilimi ile
degerlendirildi.

Projede 5 grupta toplamda 36 adet sigan kullanilacagi, sicanlarin hafif eter sedasyonundan
sonra dekapitasyonla ile sakrifiye edilecedi bildirilmistir.

Projenin deney hayvanlarina iliskin y&nlerinin, Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yénergesindeki ilgili
maddeler geredince "Etik Kurallara Uygunluk Esasi” dikkate alinarak hazirlandigi belirlenmistir.

Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yénergesindeki ilgili maddelerde belirtilen basvuru sahibinin
sorumluluklan ve hayvan deneyleri ile ilgili etik ilkeler sakli kalmak kosulu ile projenin hazirlanmasinda
yonerge ilkelerine uyuldugu ve galismanin deneysel kismini gerceklestirecek arastirmacilarin deney
hayvanlari kullanim sertifikasina sahip oldugu dikkate alinarak projenin hayvan kullanim etigi
acisindan "Uygun” olduguna oybirligi ile karar verilmistir.

Ek1. Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Hayvan Deneyleri Etik Kurulu

Karari
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