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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dali
Fizyoloji
IDoktora Tezi]

DENEYSEL MORFIN BAGIMLILIGI MODELINDE HIiPOTALAMIK VE
HiPOKAMPAL SEMAFORIN 3A VE RESEPTORLERI GEN IFADELERININ
ARASTIRILMASI

Kaniye Zeynep CALISKAN SAK

Konya-2024

Ratlar iizerinde deneysel morfin bagimlilig1 olusturularak, hipotalamus ve hipokampus dokularmdaki
SMF 3A NRF1 ve PLA1 gen ifade diizeylerinin incelenmesi amaglanmistir.

Mevcut ¢alismada agirliklart ortalama 300-350 gr olan 48 adet Wistar irki erkek sican kullanilmistir.
Randomize olarak alinan ratlar 4 grup halinde ve her grupta 12 adet sican olacak sekilde ayrilmistir. Bu
gruplardan kontrol grubuna serum fizyolojik, morfin grubuna 10 mg/kg/giin morfin siilfat, nalokson grubuna
serum fizyolojik, morfin + nalokson grubuna deri alt1 yolla 10 mg/kg/glin morfin siilfat 5 giin boyunca enjekte
edilmistir.

5. gilin sabah nalokson ve kontrol gruplarina serum fizyolojik, morfin + nalokson ve morfin gruplarina ise 10
mg/kg/glin morfin siilfat verilmistir. Bu enjeksiyonlardan 1.5 saat sonra ayn1 dozda olacak sekilde kontrol ve
morfin grubuna SF, nalokson ve morfin+nalokson grubuna nalokson enjekte edilerek davranis testine alinmistir.
Tiim si¢anlarin hipotalamus ve hipokampus dokularindaki SMF 3A, NRF1 ve PLAI1 reseptorlerinin gen
ekspresyon seviyeleri kantitatif RTPCR ile analiz edilmistir. Elde edilen tiim veriler Instat Istatistiksel Paket
Program1 (Instat Graphad Software 8.0.1, San Diago, CA, USA) araciligi ile analiz edilmistir. Verilerin
normalligini test etmek i¢in Shapiro-Wilk testi kullanilmistir. Tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey ikili ¢oklu
karsilastirma testi, esit grup varyanslarina sahip normal dagilimli veriler igin kullanilmistir. Anormal dagiliml
veriler i¢cin Kruskal-Wallis testi ve ardindan Dunn'in ikili ¢oklu kargilagtirma testi kullanilmigtir. Hayvanlarin ilk
ve son agirlik kiyaslamasi iki yonlii ANOVA testi ile yapilmustir. 2724€T degerleri ortalama + Ortalamanin
standart hatas1 (SEM) olarak ve davranis deneyleri sonuglari ortalama + standart sapma olarak verilmistir. p<0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Deney hayvanlarina nalokson uygulanmasinin ardindan ratlarda belirgin olarak morfin ¢ekilme
davranisg bulgular saptanmistir. Hipotalamus ve hipokampus dokulariin her ikisinde de SMF 3A, NRF1 ve
PLA1 reseptorlerinin gen ifadesi seviyelerinde morfin grubu ile morfin+nalokson grubu arasinda anlamli
diizeyde fark olugmustur.

Genel olarak sonuglarimizi degerlendirdigimizde, morfin uyguladigimiz grupta hem SMF 3A hem de
reseptorleri olan NRF1 ve PLA1 gen ekspresyonlarinin arttigi, bunun tam tersi olarak morfin uygulanan gruba
nalokson uygulanmasini takiben belirgin olarak azaldigi gozlemlenmistir. Mii opioit antagonisti uygulandigi
zaman sonucun tersine ddnmesi morfinin etkisinin reseptor aracili oldugunu gostermektedir. Nalokson bir opioit
antagonisti olarak, kontrole gore kiyaslayimca etkiyi tam tersine dondiirmiis olsaydi, beyinde endojenik olarak
mii-opioiderjik bir aktivitenin oldugu ve bunlarin tonik etki olusturdugu ve sadece nalokson uygulamasiyla bu
etkinin ortadan kalktig1 diisiintilebilirdi. Ancak bulgulara gore nalokson ve kontrol grubunun degerlerinin
birbirine ¢ok yakin olmasi, sadece nalokson uygulamasinin SMF 3A ve reseptorleri lizerinde anlamli bir etki
olusturmadigim1 ve hipotalamus ve hipokampiiste SMF 3A ve reseptorleri iizerinde opioiderjik tonik
baskilamanin olmadigini gosterdi. Morfin uygulamasi hipotalamusta ve hipokampiiste SMF 3A ve
reseptorlerinin diizeyini belirgin olarak arttirdi. Bu durum, endojen B-endorfin veya morfin gibi mil opioit
reseptor agonistlerinin beyin dokusunda belli diizeyde yiikselmesinin sonucunda SMF 3A, NRF1 ve PLA1
ekspresyon diizeyini arttirabilecegini, bu artisin da semaforinerjik aktivasyonla beraber, néronal entegrasyon ve
ndronlar arast baglantisalligin belirgin diizeyde azalmasina yol agmasi1 kuvvetle muhtemeldir.

Anahtar Kelimeler. Hipotalamus, Hipokampus, Norofilin 1, Pleksin A1, SMF 3A.
xi



ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Physiology
Physiology
_[Doctoral Thesis]

INVESTIGATION OF HIPPOCAMPAL AND HIPPOCAMPAL SEMAPHORIN 3A
AND ITS RECEPTORS GENE EXPRESSION IN AN EXPERIMENTAL
MORPHINE ADDICTION MODEL

Kaniye Zeynep CALISKAN SAK

Konya-2024

It was aimed to investigate the SMF 3A, NRF1 and PLA1 gene expression levels in hypothalamus and
hippocampus tissues by inducing experimental morphine addiction in rats.

In the present study, 48 male Wistar rats with an average weight of 300-350 g were used. The rats were
randomly divided into 4 groups with 12 rats in each group. The control group was injected with saline, the
morphine group with 10 mg/kg/day morphine sulphate, the naloxone group with saline, and the morphine +
naloxone group with 10 mg/kg/day morphine sulphate subcutaneously for 5 days. 1.5 hours after these injections,
SF was injected into the control and morphine groups at the same dose, naloxone was injected into the naloxone
and morphine+naloxone groups and they were subjected to behavioural test. The gene expression levels of SMF
3A, NRF1 and PLAI receptors in the hypothalamus and hippocampus tissues of all rats were analysed by
quantitative RTPCR. All data obtained were analysed using Instat Statistical Package (Instat Graphad Software
8.0.1, San Diago, CA, USA). Shapiro-Wilk test was used to test the normality of the data. One-way ANOVA
followed by Tukey's pairwise multiple comparison test was used for normally distributed data with equal group
variances. Kruskal-Wallis test followed by Dunn's pairwise multiple comparison test was used for abnormally
distributed data. Initial and final weight comparison of animals was performed by two-way ANOVA test. 2-
AACT values are given as mean + standard error of the mean (SEM) and results of behavioural experiments as
mean + standard deviation. p<0.05 was considered statistically significant.

Following the administration of naloxone to the experimental animals, morphine withdrawal
behavioural signs were detected in rats. There was a significant difference between morphine group and
morphine+naloxone group in the gene expression levels of SMF 3A, NRF1 and PLA1 receptors in both
hypothalamus and hippocampus tissues.

When we evaluated our results in general, we observed that both SMF 3A and its receptors NRF1 and
PLA1 gene expressions increased in the morphine-treated group and, on the contrary, decreased significantly
following the administration of naloxone to the morphine-treated group. The reversal of the result when an opioid
antagonist was administered indicates that the effect of morphine is receptor mediated. If naloxan, as an opioid
antagonist, had reversed the effect compared to the control, we could say that there is an endogenous
muopioidergic activity in the brain, which produces a tonic effect and that this effect is eliminated only by
naloxan administration. However, according to our findings, the fact that the values of naloxone and control
group were very close to each other showed that only naloxone administration had no significant effect on SMF
3A and its receptors and there was no opioidergic tonic suppression on SMF 3A and its receptors in the
hypothalamus and hippocampus. Morphine administration significantly increased the level of SMF 3A and its
receptors in the hypothalamus and hippocampus. This suggests that endogenous B-endorphin or mu opioid
receptor agonists such as morphine may increase the expression level of SMF 3A, NRF1 and PLA1 as a result
of a certain level of opioid receptor agonists in brain tissue, and it is highly probable that this increase may lead
to a significant decrease in neuronal integration and inter-neuronal connectivity with semaphorinergic activation.

Keywords: Hypothalamus, Hippocampus, Neurophilin 1, Pleksin A1, SMF 3A.
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya c¢apinda 6zellikle son yillarda yasam kosullarinin zorlagmasi, hizla degisen
teknolojik gelismeler ve insan iligkilerinin zayiflamasi sonucunda bir¢ok psikolojik problem
ortaya ¢ikmaktadir. Genel olarak bireyler sosyallesmek ve toplum i¢inde olmak yerine daha
izole olarak bireysellesmeye baslamislardir. Bu durumun neticesinde de kisiler hayattan daha
az zevk alma, ¢evresi tarafindan dislanma, mutsuzluk gibi olumsuz durumlarla kars1 karsiya
kalmislar ve neticede kisiler bagimlilik yapict maddelere yonelerek giderek eksilmekte olan
mutluluk veya haz gibi duygular1 bu maddelerden saglamaya calismaya baslamislardir.
Insanlarda gittikce yayginlasan bagimlilik konusunu arastirmak i¢in deney hayvanlari iizerinde
caligmalara yonelinmis, bagimliligin altinda yatan olasi patofizyolojik siiregler ve tedavi

protokollerine yonelik bilgiler elde edilmeye calisilmistir.

Bagimlilik mekanizmalart merkezi sinir sisteminde (MSS) olduk¢a karmasik ve
cesitli siiregleri igermektedir. Opioitler gibi bagimlilik olusturan molekiillerin MSS’deki 6diil
merkezlerini aktive ettigi bilinmektedir. Bagimliligin olugsmasiyla beyindeki hipokampal dentat
girus gibi ndrogenez bolgelerindeki progenitdr hiicrelerde ve ndronlarda sagkalimin azaldig:
bulunmustur. Son yillarda hipotalamusun da 6nemli bir nérogenez bdlgesi oldugu ortaya

cikmugtir.

Opioitler giiglii analjezik etkili ilaglar olup, uzun siireli kullanimlarda bagimlilik
olusturabilme potansiyeli olan ajanlardir (Hassanipour ve ark. 2016). Bagimlilik genel anlamda,
bireyin kullandig1 madde, nesne, alkol veya gerceklestirdigi bir davranis iizerindeki kontroliinii
kaybedip siirekli ihtiya¢ duymasi olarak tanimlanabilir. Morfin toleransi ise; alinmasi gereken
dozdan ve siireden bagimsiz olarak kisinin keyif duygusunu tekrar hissetmek i¢cin maddeyi

tekrarli olarak kullanmasina dayanmaktadir (Nakamoto ve ark. 2012).

SMF’ler, glikoproteinlerin genis bir ailesi olup yapilar1 ve kokenlerine gore sekiz farkli
alt gruba ayrilirlar. Fizyolojik sistemlerin fonksiyonu ve gelisiminde dnemli gorevleri bulunan,
ozellikle sinir sisteminin gelisiminde gorev oynayan noronal rehberlik proteinleridir. SMF’ler
sinaptogenez, akson budanmasi, dendritik dikenlerin yogunlugu ve olgunlasmasi siirecinde rol
oynar. SMF 3A, smif 3 tipte salgilanan bir SMF’dir ve gelisen aksonlarm itici bir molekiilii
olarak iyi karakterize edilir (Jongbloets ve ark. 2014). Norofilin 1 (NRF1), SMF 3A i¢in birincil
baglanma bolgesini saglar ve SMF 3A sinyallerini aktaran pleksinlerle (PLA) bir kompleks

olusturur. SMF’lerin akson rehberligi ve néronal hiicre gogilindeki fizyolojik rolleri yogun bir



sekilde calisilmig olmasina ragmen, bagimlilik siirecinde meydana gelebilecek olasi ndronal

degisimlerdeki rolii halen tam anlamiyla anlasilamamustir.

Bu projenin amaci, SMF 3A ve reseptorleri olan PLA ve NRF1’in deneysel bagimlilik
modeli olarak secilen morfin bagimliligindaki diizeylerinin aragtirilmasidir. Bu amagla, opioit
reseptorlerinin yer aldigi bagimlilik fizyopatolojisinde Onemli beyin bdlgelerinden olan
hipokampus ve hipotalamusta bagimlilik sonrast SMF 3A ve reseptor diizeylerindeki olasi

degisikliklerin molekiiler yontemlerle arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

Opioit maddelerin uzun siireli kullanim1 sonucunda bagimlilik meydana gelmektedir.
2013 yilinda yapilan bir ¢alismaya gore 15 ile 64 yaslar1 arasinda olan her yirmi bireyden bir
kisinin uyusturucu kullanmakta oldugu belirtilmistir (Unodc 2016). Opioit maddeler
dogal,sentetik ve yar1 sentetik olacak sekilde farmakolojik agidan {i¢ farkli gruptan

olusmaktadir.

Opioitlerin farkl: tiirleri olan eroin, morfin, oksikodon, metadon ve fentanil beynin farkli

alanlarinda etkinlik gdstermektedir.
2.1. Endojen Opioit Sistem

Opioit maddeler 6zellikle agr1 ile seyreden hastaliklarin tedavisinde yer alan analjezik
yonleri ¢ok giiclii olan, uzun yillardir kullanilan ve giiniimiizde halen sik kullanilan agr kesici
ajanlardir. Son yillarda ozelikle farmakoloji alaninda yapilan g¢aligmalarin ilerlemesi ile

opiyatlarin elde edilmesinde bilyiik 6l¢iide gelismeler saglanmstir.

Opioit maddeler analjezik etkilenin yani sira oksiiriik, ishal, operatif islemler sonrasi
olusabilecek agrilar gibi fazlaca rahatsizligin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (Hasani ve
Bruchas 2011). Opioit maddelerin agr1 kesici oOzelliklerinin yani sira O6fori, kusma,
gastrointestinal sistemdeki motilitede azalma ve sedasyon gibi bazi1 yan etkileri bulunmaktadir
(Sora ve ark. 1997). Opioit maddeler inhibitor 6zelliklidir ve bu etkinin ortaya ¢ikmasinda ii¢
temel mekanizma bulunur bunlar sirasiyla G; proteini vasitasiyla hiicre digina K* iyonlarinin

diflizyonu, adenilatsiklaz inhibisyonu ve hiicreye Ca?* girisinin azaltilmasidr.

Opioit reseptor grubu G protein bagli reseptor grubu icinde yer almaktadir.
Norotransmitterler, hormonlar ve ilaglara kars1t meydana gelen tepkide araci rol {istlenirler ve
tat, koku, duyusal algida gorev alirlar (Uprety ve ark. 2013). G protein bagli reseptdrler yedi
kat transmembran proteinine sahiptir ve hiicre i¢i G proteinlerine baglanarak etki gosterirler.
Ilgili ligand reseptdre baglandiktan sonra transmembran protein yardimiyla ileti hiicre igine
iletilir, hiicre i¢cinde aktive edilen yola baglh olarak farkli cevaplar meydana gelir. G protein
ailesi Gi, Gq ve Gs alt birimlerinden meydana gelir ve her birinin aktivasyonu sonucunda farkli

yanitlar olusur.

G protein alt {initelerinden olan Gs uyarildiginda adenilat siklaz enzimi aktive olur ve

bu sayede siklik adenozin monofosfat (cAMP) yapiminda artis meydana gelir. Artan cAMP, ¢ok
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sayida iyon kanalinin, proteinin ve protein Kinaz A’nin (PKA) aktivasyonundan sorumludur
(Hasani ve Bruchas 2011). Baz1 hedef hiicrelerde bir diger G protein alt tiirii olan G;, cAMP nin
aktivasyonunu inhibe etme 0Ozelligi gosterir. Opioit antagonistinin, ilgili reseptdriin hiicre
disinda bulunan N- terminal bdlgesine baglanmasini takiben, hiicre igindeki GTP’ye baglanur.
Bu baglanmay1 takiben, alfa alt {initesi beta ve gama alt {linitesinden ayrilir. Gy tarafindan
adenilat siklazin inhibisyonu ger¢eklesir ve cAMP iiretimi 6nlenmis olur. Bu durum, pre/post

sinaptik kavsaklarda inhibisyon veya aktivasyon etkisini ortaya ¢ikartir (Yudin ve ark. 2018).

Opioit agonistleri tarafindan N tipli voltaj kapili Ca?* kanallar1 uyarilirlar. Bu kanallar
cogunlukla sinaptik yariga ndrotransmiter salgilayan presinaptik bolgede bulunurlar. G proteini
beta ve gama alt initelerinin N tipi Ca?" kanallar ile etkilesimi girerek Ca?* akigi engellenir ve

presinaptik uctan salinan norotransmiter salinimi engellenmis olur (Mochida ve ark. 2018).

Baglanmadan 6nce ) __ Opioit

Sekil 2.1. Mii opioit reseptdr sinyallesme mekanizmasi. (Biorender.com kullanilarak ve lisansli olarak
olusturulmustur).

Opioit sistemi ¢esitli homeostatik diizenlemelerde de rol almaktadir. Bunlardan bazilart;
sicakligin regiilasyonu, 6diil sistemi, nosiseptif yanitin diizenlenmesi, besin ve su alimidir.
2.1.1. Opioit reseptorlerin alt tipleri, lokasyon ve fonksiyonlari

Gilinitimiize kadar mii (p), delta (8), kappa (x), ve nosiseptin/orfanin FQ reseptorleri

(NOR/ORLT1) olmak tizere 4 farkl: tipte opioit reseptoriiniin oldugu bildirilmistir. Reseptorler
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gruplandirilirken farmakolojik, hiicresel, molekiiler ve genetik 0Ozellikleri gbz Oniinde
bulundurulmustur (Dhawan ve ark. 1996). Yine reseptor tipleri de kendi aralarinda 3 alt gruba
omuriligin arka boynuzu, rostroventralmedulla (RVM), ventraltegmental alan (VTA), amigdala

gibi beyin bolgelerindeki varlig1 belirlenmistir (Pert ve Snyder 1973).

Mii opioit reseptorleri

Literatiirde, morfin ve endorfinler i¢in primer baglanma bdlgesi olan bu reseptdrler
opioitlerin tedavi edici ve yan etkileri ile iligkili olarak esas mediyatdr olarak bilinen mii opioit
reseptorleri (MOR) olarak tanimlanmistir (Jankovic ve ark. 1994). MOR’lar serebral korteks,
periakuaduktal gri madde (PAG), amigdala ve kaudat putamende yogun olarak ifade
edilmektedir. Ayn1 zamanda medulla spinalisin arka boynuzundaki primer afferent néronlarda
presinaptik terminallerde bulunur, As ve C liflerinden iletilen agr1 sinyallerinin tasinmasini
engelleyerek agr1 kesici gorevi goriirler (Pasternak ve ark. 2014). Ancak agriy1 engelleyici
etkilerinin yani sira bagimlilik, solunumun bastirilmasi, tolerans, kabizlik ve kétiiye kullanma
gibi zararli etkileri ciddi tibbi komplikasyonlara yol a¢ip sonunda 6liime kadar gidebilecek agir

bir tabloya yol agabilmektedir (Pasternak ve ark. 2018).

Mii opioit reseptorlerinin etkileri Mii opioit reseptirlerinin stres iizerine olan etkisi

MOR’lar merkezi stres tepkisinin azaltirlar ve bunu lokus seruleustan norepinefrinin
salgilanmasinin  engelleyerek gerceklestirirler.  MOR, hipotalamustaki paraventrikiiler
niikleustan kortikotropin salgilatict hormonun salinimini inhibe eder ve norepinefrin
salgilanmasi baskilanir bu sayede stres azaltic1 etki olusur. MOR'lar, travma sonrasi stres

bozuklugunun azaltilmasinda da etkilidir (Toubia ve Khalife 2019).

Mii opioit reseptorlerinin ruh hali ve ddiil sistemine olan etkisi

Limbik sistemde olduk¢a yogun miktarda bulunan MOR’lar ile duygu durum
diizenlenmektedir ve duygu durum bozukluklarinin tedavisinde bu reseptorlerin kullanilma
potansiyeli vardir. Beyindeki 6diil merkezi, VTA’dan olusur ki bu alan mezolimbik dopamin
sisteminde yer alan ventral striatuma projeksiyon gonderir. MOR’un stimiilasyonu, gama
aminobiitirik asit (GABA) salgilanmasini inhibe edip dopamin salinimini tetikler. Dopamin,

opioitlerin yarattig1 6diillendirici etkileri ortaya ¢ikarir (Hasani ve Bruchas 2011).



Kappa opioit reseptorleri (KOR)

KOR’lar agr1 farkindaligi, ruh hali, agr1 algis1 ve motor kontrol iizerine etkilidir.
Dinorfinler KOR’lar1 uyarir ve morfin de reseptore baglanarak spinal diizeyde analjezik etki
gosterir. Bunun yaninda bu baglanma, postgangliyonik ndronal ugtan asetilkolin (ACh)
salgilanmasin1 azaltir (Baser ve ark. 2021). Kronik ve siddetli agr1 tedavisinde KOR agonistleri

kullanilmaktadir (Wadenberg 2003).

Delta opioit reseptirleri (DOR)

DOR’larn aktivasyonu enkefalinler aracilig1 ile meydana gelmektedir. Reseptoragonist
etkilesiminden sonra spinal seviyede analjezik etki olusur. Kortekste, limbik sistemde ve bazal
gangliyonlarda DOR reseptdr yogunlugu oldukc¢a fazladir (Peng ve ark. 2012). DOR
aktivasyonunun kortikal ndronlardaki néron harabiyetini azaltma yoniinde etkisinin oldugu

(Zhang ve ark. 2000) ve hipoksik hasar1 hafiflettigi bilinmektedir (Lunzer ve Portoghese 2007).

Nosiseptin orfanin FQ reseptorleri

Dopamin agonisti olarak gorev alan bu reseptdrler 1990’11 yillarda tanimlanan opioit
reseptorleridir. Hafiza, 6grenme, bellek, anksiyete, depresyon, epilepsi/nobetler, beslenme, agr1
iletilmesi, motor aktivite, kardiyovaskiiler sistem ve ila¢ bagimliligini1 da igeren birgok farkli

alanda rol alir (Toll ve ark. 2016).

2.1.2. Odiil sistemi iizerinde opioitlerin rolii

Niikleus akumbens haz alma merkezi olarak tanimlanir ve niikleus akumbensten
dopamin salinimi mezolimbik yolun uyarilmasi sonrasi artmaktadir (Chiara 2000). Ancak
mezolimbik sistem amigdala, ventral sitriatum, hipokampus ve prefrontal korteksten gelen
uyarilarla uyarilir ve niikleus akumbenste dopamin artisi ortaya ¢ikar (Koob ve ark. 2004). Bu
sebeple yliksek miktarda ila¢g kullanimi beyindeki 6diillendirici dopamin yollarinda
diizensizlige neden olabilmektedir (Listos ve ark. 2016). Bundan yola ¢ikarak morfinin
odiillendirici etkisinin VTA’nin GABA’erjik kisminda bulunan MOR aktivasyonu ile yakindan
iligki icinde oldugu diistiniilmektedir. Bu durum GABA salinmasini inhibe ederek ofori
duygusu uyarir, dopaminerjik néron inhibisyonu devre dis1 kalir ve niikleus akumbensten
dopamin salimarak madde bagimliligi ortaya ¢ikar (Bodnar 2013). Dopaminerjik sistem,
MSS’deki diger norotransmiterler ve néromodiilatdrlerden etkilenir ve dolayli olarak morfin

bagimliligmin farkli asamalarinda etkili olur. Bu norotransmiterler adenozin (Listos ve ark.



2016), serotonin (Reith ve ark. 1997), noradrenalin (Frankowska ve ark. 2008), glutamat
(Ghanizadeh ve ark. 2015), y-aminobiitirik asit (Frankowska vd., 2008), nitrik oksit (NO)

(Sahraei ve ark. 2007) ve digerleridir. Odiil yolaginda bulunan bu nérotransmitterler aktive

oldugunda potansiyel olarak ila¢ bagimliligindaki olusan 6zlem hissini tetikleyebilmektedir.

2.1.3. Morfin
Morfinin tarihgesi ve yapisi

Morfin, latince adiyla Papaver Somniferum olarak bilinen hashas bitkisinde dogal
sekilde olusan bir maddedir. {1k olarak F. Wilhem Adam Setiirner tarafindan izole edilen morfin,
yas meyve halindeki hashas bitkisinin disinda bulunan kabuklarin ¢izilmesi ile elde edilen
meyve 0zsularinin kurutulmus halidir (Uhl ve ark. 2019). Morfinin en 6nemli 6zelligi analjezik
etki gostermesidir. Postoperatif donemde olusan agrilar, kanser kaynakli agrilar ve orta/yiiksek
siddetli agrilarda siklikla kullanilmaktadir (Christie 2008). Gilinlimiizde kliniklerde en ¢ok
tercih edilen opioit ajan olup bunun yani1 sira uzun siire kullanildiginda bagimlilik olusturma

riskiyle beraber birakildiginda yoksunluk sendromu olusturabilmektedir (Uhl ve ark. 2019).

Morfinin akut ve kronik etkileri

Opioit reseptorleri, beynin farkli bolgelerinde bulunan kalsiyum ve potasyum kanallari
izerinde etkilidir ve bu kanallar opioit reseptor aktivasyonu icin olduk¢a dnemlidir (Marker ve

ark. 2005).

Kronik morfin maruziyeti, G proteini reseptor kinazlar araciligryla opioit reseptdrlerinin
fosforilasyonunu tetikleyerek opioit reseptorlerini - arrestin baglari i¢in hazirlar. Bu baglar G
protein aracili sinyalleri inhibe ederek opioit reseptdrlerin duyarsizlagsmasina neden olurlar

(Allouche ve ark. 2014).

Akut ve siddetli agrilarda uygulanan morfin en ¢ok MOR’a affinite gostererek opioit
reseptorleri aktiflestirirler ve bu durum histamin saliniminda artisa, bronkospazma ve
hipotansiyona neden olur (Pergolizzi ve ark. 2008). Agiz yolu ile alinan morfin sindirim
sisteminden tamamen emilir ancak presistemik eliminasyondan dolay1 ilacin biyoyararliliginda
azalma meydana gelir. Intramuskuler veya cilt alt1 olarak uygulanan morfin enjeksiyonun etkisi
yaklasik 20. dakikada baglar 45-90 dakika arasinda maksimum etki degerine ulasir, bu etki 4-6

saat siirebilir. Intravendz uygulamalarda ise agr1 kesici etkisi yaklasik 1-2 dakikada baslar ve



10.-20. dakikalarda pik yapar. Ancak bu etki kisa siirelidir. Morfin viicuda alindiginda, 24 saat
icinde yaklagik olarak % 90 oraninda eliminasyona ugrar (Kayaalp 2000).

Morfin Bagimhilig

Morfine kronik maruziyet fizyolojik ve psikolojik bagimliliga neden olur (Goodman
2008). Psikolojik bagimlilik fizyolojik bagimliliktan daha 6nce olusurken psikolojik bagimlilik
ilaca duyulan o6zlemle kendini belli etmektedir. Fizyolojik bagimlilik, opioit reseptor
antagonistlerinin uygulanmasiyla veya uygulanan ilacin aniden kesilmesi ile meydana
gelmektedir (Taylor ve ark. 2016). Zaman i¢inde morfin toleransi da gelisebilmektedir

(Nakamoto ve ark. 2012).

Morfin yoksunlugu

Deneysel ¢alismalarda morfin yoksunlugu i¢in ¢ogunlukla nalokson tercih edilmekte ve
sicanlara yaklasik 1-6 mg/kg dozda uygulanmaktadir (Hooshmandi ve ark. 2017). Morfin
yoksunlugunun insanlardaki belirtileri arasinda siklikla oksiiriik, hapsirma, ishal, anksiyete,
burun akintisi, karm agrist ve anoreksi gibi etkiler bulunmaktadir (Harris ve ark. 2005).
Hayvanlardaki ise titreme, dis ¢itirdatma, ziplama, salya c¢ikarma davranisi ve diskilama
davraniginda artig goriiliir (Zhang ve Schulteis 2008). Morfin c¢ekilmesi belirtilerinin

dogrulanabilmesi i¢in davraniglarin tekrar sayis1 dnemlidir (Taylor ve ark. 2016).

Morfin toleransi

Morfinin uzun siireli ve tekrarli kullanimi sonucunda morfin toleransi olugmaktadir
(Nakamoto ve ark. 2012) ve farmakokinetik, farmakodinamik ve 6grenilmis tolerans olarak iice
ayrilmaktadir. Metabolizmadaki degisimler veya ila¢ dagilimi farmakokinetik toleransa; bazi
davraniglarin  ilact kullanirken edinilmesi 6grenilmis toleransa; ilacin ortamdaki
konsantrasyonunun artmasi ile opioit reseptdrlerinin olumsuz yonde etkilenmesi ve ilacin
farmakolojik etkilerine kars1 gelisen tiim ndrouyumsal adaptasyonlar farmakodinamik tolerans

olarak isimlendirilir (Mitra ve Sinatra 2004).

2.1.4. Nalokson

Nalokson, mii opioit reseptdr antagonisti olup karacigerde metabolize edilmektedir
(Ngai ve ark. 1976; Cimen 2020). Nalokson, opioitlerin asir1 doz kullaniminda tedavi amaclh
kullanilmaktadir. Nalokson MOR, DOR ve KOR’un tiimiinii bloke edebilme kapasitesine

sahiptir ancak MOR’lar naloksona kars1 diger reseptorlerden ¢ok daha duyarlidir. Naloksonun



intravendz enjeksiyonundan yaklasik 2 dakika sonra etkisi baslar ve viicuttaki eliminasyonu

hizhdir.
2.2. Bagmmhlik Siireclerinde Hipokampus ve Hipokampal Norogenez
2.2.1. Hipokampal norogenez

Hipokampus, yeni bellegin edinilmesinde esas rolii iistlenmekte ve bolgesel olarak
dentatgirus, CA1 ve CA3’ten olugmaktadir. Duysal bilgi entorinal korteksten dentat girusa,
dentat girustan yosunsu liflerle CA3 alanina ve CA3 bolgesinden Schaffer kollateralleriyle CA1
piramidal ndronlarma yayilir, CA1 piramidal néronlar1 da kortekse tek yonlii projeksiyon
yaparak trisinaptik hipokampal dongliyli olusturan uyar1 mekanizmasini sekillendirir.
Trisinaptik dongiiyii igeren her bolge, spesifik hiicre tiplerine ve fonksiyonel plastisiteye
sahiptir ki bunlar da uzun siireli spasyal, dekleratif ve asosiyatif belleklerin kazanilmasi,
depolanmas1 ve konsolidasyonuna katk1 yaparlar (Burgess ve ark. 2002; Squire 2004).
Hipokampusun bagimlilikla iliskili davranig siire¢lerinde etkili olan ndrobiyolojik
degisikliklerde rol oynayabilecegi ve bagimlilik olusturan maddelerle ilgili ¢evresel ipuclar
hakkindaki bilgiyi depoladig1 ortaya konmustur (Belujon ve ark. 2011; Castilla ve ark. 2016).

Norogenez yeni noronlarin olusumu ve gelismesiyle birlikte, ndroplastisitenin 6zel bir
formu olarak ndronal aglarin yeniden meydana gelmesi ve organize edilmesi siireglerini
kapsamaktadir. Bu siire¢, kok hiicrelerin proliferasyonu ve artmasiyla baslar, farklilasma ve
olgunlasmayla devam eder. Yetigkin memeli beyninde ndrogenez 2 temel bodlge olan
subventrikiiler zon ve hipokampal dentat girusta belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ming ve
ark. 2005; Drew ve ark., 2013). Geng yetiskin si¢gan hipokampusunda her giin yaklagik 1000
yeni noron kok hiicrelerden olgunlasmaya baglar (Lledo ve ark. 2006; Amrein ve ark. 2011).
Dentat girustaki subgraniiler zonda yer alan tip 1 radiyal gliya benzeri hiicreler progenitor
hiicreler olan tip 2 hiicrelere ve onlar da ndroblastlara (tip 3 hiicreler) farklilagirlar (Gongalves
ve ark. 2016). Noroblastlar olgun dentat girus graniiler ndronlari olustururlar. Bu siire¢ yaklasik
olarak bir ayda ortaya ¢ikmaktadir. Gliyal fibriler asidik protein (GFAP), nestin, Sox-2 eksprese
eden radiyal gliyal hiicreler noral kok hiicre 6zelligi gostermektedir (Lagace ve ark. 2007).
GFAP, nestin ve Sox-2 tip 1 hiicre farklilasmasinda, PSA-NCAM tip 2 hiicre farklilagmasinda
ve doublecortin ile Neun tip 3 hiicre ve immatiir néron farklilagsmasinda noérojenik belirteg
olarak rol oynamaktadir (Gongalves ve ark. 2016). Kalretinin ve kalbindin ise matiir nronlara

ozgidiir. Yetiskinlerdeki hipokampal noérogenez, 0grenme ve bellek basta olmak {izere



affektivite, ruh durumu gibi birgok biligsel siirecte dnemli rol oynamaktadir (Lazarov ve ark.
2016).

Subgrantiler zondaki glutamaterjik NMDA reseptor (NMDAR) aktivasyonunun néronal
sagkalimi artirdig1 gosterilmistir (Tashiro ve ark. 2006). Bu etki biiyiik 6l¢iide antiapopitotik
Bcl-2 uyarimina baglhidir (Kuhn ve ark. 2005). Akt1 sinyallesmesi de Bel-2 uyarimini artirarak
noronal sagkalimi desteklemektedir (Fuchs ve ark. 2014). Boylece subgraniiler zonda olusan
yeni noronlardaki apopitoz Bcl-2/Bax aktivitesi iizerinde odaklanmaktadir. Bazi biiyiime
faktorlerinin dentat girustaki norogenez mekanizmalarini stimiile ettigi bilinmektedir.
Transforming growth factor B1 (TGF B1) ve insiilin benzeri biiylime faktorii 1 (IGFI)
subgraniiler zondaki graniil hiicre sagkalimini artirmaktadir (Kandasamy ve ark. 2014). IGF1’in
dentat girus progenitdr hiicrelerde proliferasyonu indiikledigi belirlenmistir (Lichtenwalner ve
ark. 2001). Beyin derive norotrofik faktor (BDNF) ve reseptorii olan tropomisin reseptor kinaz
B (TrkB) sinyallesmesinin hipokampal ndrogenezi belirgin olarak uyardigi gosterilmistir
(Bergami ve ark. 2008).

Hipokampal norogenezin Alzheimer hastalifi, depresyon, inme gibi bazi
noropsikiyatrik patolojilerde belirgin olarak azaldigi detayli olarak bilinmektedir (Micheli ve
ark. 2018). Opioit bagimliligmin da hipokampal nérogenez iizerinde olumsuz etkileri
belirlenmistir (Bortolotto ve ark. 2017). Morfin bagimliligi olusturulmus sicanlarda
hipokampal subgraniiler zondaki noral progenitdr hiicre proliferasyonu belirgin olarak
azalmistir (Liu ve ark. 2018). Kronik morfin uygulanmasi sonucu, dentat girustaki azalmis
proliferasyonu kompanse etmek iizere subgraniiler zondaki ndrojenik mikro ¢evre upregiile
olmustur (Arguello ve ark. 2009). Boylece opioitler ndrogenez iizerindeki etkileri araciligiyla,
duygulanim, ruh durumu, emosyon ve 6grenme-bellek islevlerini degistirebilirler (Kibaly C ve
ark. 2019).

2.2.2. Hipotalamik Norogenez

Otonomik fonksiyon ve davranis modalitelerinde de etkin role sahip olan hipotalamus,
enerji metabolizmast, iireme, sirkadiyen ritim diizenlenmesi gibi bir¢ok islevde 6nemli gorevler
iistlenen ve 3. ventrikiilii ¢evreleyen bir limbik sistem bolgesidir. Bu islevler hipotalamustaki
0zel ndron gruplar1 ve belirli niikleuslarda koordine edilmektedir. Hipotalamus, yetigkinlerde
norogenezin devam ettigi ve yaslanma doneminde de etkin oldugu 6nemli bir bolge olarak 6n
plana ¢ikmaktadir (Chaker ve ark. 2016). Norogenez sonucu hipotalamusta olugan yeni néron

orani si¢an beynindeki toplamin % 1-37’sini olugturmaktadir (Migaud ve ark, 2010). Bu miktar

BDNF ve IGF1 gibi bazi biiylime faktorleri uygulandiginda artmaktadir (Pencea ve ark. 2001).
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Arkuat niikleus ve mediyan eminens hipotalamik ndrogenezde etkin bolgelerdir.
Noroblastlarin arkuat niikleusa gog ettikleri oreksijenik ve anoreksijenik néronlara farklilagarak
leptin gibi baz1 periferik sinyallere yanit verdikleri ileri siiriilmiistiir (Zainuddin ve ark., 2012).
Ayrica hipotalamik noronal dnciil hiicrelerin yiiksek sicaklik (Matsuzaki ve ark. 2009), ytliksek
yagl diyet (Nascimento ve ark. 2016) gibi etkilerle modifiye edilebilecegi gosterilmistir. Bu
bilgiler 1s181inda hipotalamik ndronal Onciil hiicrelerin, kan beyin bariyerinin bulunmadig:
mediyan eminens araciligtyla periferik ve nodroendokrin sinyalleri alarak, homeostaz ve
ndroendokrin regiilasyonda rol oynayabilecekleri ifade edilmistir (Paredes ve ark. 2016).

2.3. Semaforin Proteinleri

1990’11 yillarda Alex Kolodkin ve ekibi tarafindan kesfedilen SMF’ler farkl fizyolojik
sistemlerin fonksiyonu ve gelisiminde anahtar rol alan, 6zellikle sinir sisteminin embriyonik
gelisim siirecinde gorev yapan néronal rehberlik proteinleridir. Ayni zamanda hiicre ¢cogalmasi,
kas-iskelet sistemi, hiicre adezyonu, bagisiklik, kardiyovaskiiler, solunum, endokrin ve
gastrointestinal sistemde farklilasma, morfogenez, anjiyogenez gibi temel hiicre
fonksiyonlarim1 diizenleyen sinyal ligandlari olarak gorev yaparlar. Bununla beraber son
yillarda yapilan g¢alismalarda SMF’lerin reseptorleri olan NRF ve PLA’ya baglanarak,
otoimmiin, kanser ve alerjik bozukluklara kadar ¢esitli hastaliklarin patogenezinde yer aldigi

ortaya konmustur (Movassagh ve ark. 2018).

2.3.1. Semaforin proteinlerinin yapisi ve siniflandiriimasi

SMF protein ailesi, yapisal olarak farklilik gdsterir ve bu farkliliklarindan dolayi 8 alt
sinifa ayrilir. 1 ve 2. simf omurgasizlarda, 3, 4, 5, 6 ve 7. simif omurgalilarda, V sinif ise
viriislerde bulunur. 5. sinif omurgalilar ve omurgasizlarin her ikisinde de bulunmaktadir. 2., 3.,
V siniflar1 sekretuar proteinler olup 1., 4., 5., 6. siniflar ise transmembran proteinlerdir. 7. sinif
proteinler plazma zarina glikofosfatidilinositol yardimiyla gii¢lii bigimde baglanmistir. SMF
proteinleri ailesinde salgilanmig, membrana bagli ve transmembran proteinler yer alir (Lu ve

ark. 2020).

SMF domeini tim SMF proteinlerinde N terminallerinin ucunda bulunur ve SMF sinyal
iletimi ve temel aktivitesi i¢in gereklidir. SMF 3A kismi, karboksi terminalinde (C-terminal)
bulunan PSI domein ile baghdir. Yapisal olarak SMF 3A ve PSI domein kisimlari tim
SMFproteinlerinde yer almaktadir (Alto ve ark. 2017). SMF proteinlerinin farkli alt siif

proteinleri spesifik yapisal domein ile karakterizedir.
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SMF 1 alt sinifinda; SMF 1A ve SMF 1B transmembran proteinleri bulunmaktadir.
SMF 2 alt sinifinda; SMF 2A ve SMF 2B sekretuar proteinleri vardir. SMF 3 alt sinifi; SMF
3A, SMF 3B, SMF 3C, SMF 3D, SMF 3E, SMF 3F, SMF 3G olarak 7 proteinden meydana
gelen sekretuar protein grubudur. SMF 4 alt sinifinda transmembran proteinler olan SMF 4A,
SMF 4B, SMF 4C, SMF 4D, SMF 4E, SMF 4F, SMF 4G bulunur. SMF 5 alt simnifinda SMF 5A
ve SMF 5B transmembran proteinleri yer almaktadir. SMF 6 alt sinifi; SMF 6A, SMF 6B, SMF
6C, SMF 6D transmembran proteinlerini igerir. V alt sinif SMF’ler SMF VA ve SMF VB
sekretuar proteinlerinden olugur. SMF 7 alt sinifi SMF 7A proteinini igerir.
2.3.2. Semaforin 3A (SMF 3A)

SMF 3A, viicuttaki bircok dokuda yaygin sekilde eksprese edilmektedir ancak en fazla
sinir sisteminde, 6zellikle de gelisim sirasinda hem ndronal hem de néronal olmayan hiicrelerde
eksprese olmaktadir. Bu durum SMF 3A’nin noéronal gelisim siireglerinde oldukc¢a 6nemli bir
rol tstlendigini ve SMF 3A sinyalizasyonundaki olas1 degisikliklerin ndronla biiytimedeki

fizyolojik siirecleri ve farklilasmayi etkiledigini gostermektedir (Matrone ve ark. 2023).

SMF 3A, noronlardaki aksonal uzamayi ve dendritik agaglanmayi kontrol ederek
(Feretti ve ark. 2022) serebral korteks , hipokampus ve amigdala gibi ana beyin yapilariin
modelizasyonuna katkida bulunmaktadir (Carulli ve ark. 2021). Kortekste SMF 3 A, postmitotik
kortikal ve GABA néronlarinin radyal go¢iinii kontrol eder (Limoni ve ark. 2021). Dahasi, SMF
3A ve SMF 3C'nin noronlar {izerindeki itici ve gekici etkileri, ilk eferent aksonlarin kortikal
plakadan ¢ikip talamusa ulasmasini saglar, bdylece ndronlarin ventrikiiler bolgeye girmesini
onler ve uygun katman organizasyonunu korur (Bagnard ve ark. 2001). Ayrica SMF 3A,
kortikal dendritleri pial yiizeye dogru yonlendirir (Polleux ve ark. 2000) ve dendritlerin
bliylimesi ile dallanmasini destekler (Fenstermaker ve ark. 2004).

SMF 3A, aksonal biiylime konisinin ¢okmesini ve geri ¢ekilmesini tetikleme yetenegi
nedeniyle omurgalilarda tanimlanan ilk SMF’dir (Osborne ve ark. 2007). SMF 3A yolundaki
degisiklikler epilepsi gibi ¢esitli ndron hastaliklarinda rol oynamaktadir (Carulli ve ark. 2021).

2.3.3.Semaforin proteinlerinin fizyolojik fonksiyonlari

SMF proteinlerin yapisal Ozellikleri, alt gruplarinin ¢esitliligi, farkli reseptorlere
baglanarak farkli etkiler olusturmasi, fizyolojik siireglerde olduk¢a dnemli rol oynamaktadir.
SMF proteini ilk kesfedildigi yillarda akson rehber molekiilii olarak tanimlanmistir ancak
ilerleyen yillarda yapilan calismalarla birlikte SMF proteinlerinin immiinomodiilasyon,

kemiklerde remodelizasyon, anjiyogenez ve tiimdr neovaskiilarizasyonu gibi hem fizyolojik
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hem de patolojik bircok slirecte de 6nemli gorevler iistlendikleri ifade edilmistir (Lu ve ark.

2020).

Bunun yani sira SMF proteinlerinin kan damarlarimin olusumunda, noral krest
hiicrelerinin  go¢iiniin  kontroliinde, kalp gelisiminde ve miyokardiyal katmanlarin
farklilagmasinda rol aldiklar1 belirtilmektedir. SMF proteinleri anjiyogenez siirecinin spesifik
adimlarinda ya anjiyogenezin promotdrleri ya da inhibitor olarak rol almaktadir. SMF’ler ayni
zamanda bagisiklik tepkisini tetikleyen yollart modiile etme yetenegine de sahiptir ve bu da
biiytime faktorleri, kemokinler ve sitokinler gibi ¢oziinebilir faktorlerin salgilanmasina neden
olur (Kiseleva ve ark. 2022; Eiza ve ark. 2023).

SMF’lerin kemik metabolizmas1 ve kemik hastaliklar1 silirecinde Oncii hiicre
flizyonunun aktivasyonunu meydana getirerek osteoklast ve osteoblast aktivitesinin
diizenlenmesinde, osteoklast farklilasmasinda ve SMF proteinleri gen polimorfizmi ile kemik
mineral yogunlugu iliskisinde oldukca 6nemli rol aldiklart yapilan ¢alismalarda belirtilmistir.
Bununla birlikte bagisiklik hiicrelerinin gdclerinde aracilik ettigi ve immiinitede énemli rol
aldig1 belirtilmistir. Yine, kas, bobrek, goz akciger ve diger dokulardaki muhtemel rolleri halen
arastirma konusudur (Fard ve ark.2021; Lu ve ark. 2020).

SMF proteinleri sinir sisteminde noral ¢ogalma, noral gocilin diizenlenmesi ve noral
polaritenin belirlenmesinde kritik bir dneme sahiptir. Sinaps olusumu, olusan sinapslarin
fonksiyonunun diizenlenmesi ve dendrit morfolojisi tizerinde onemli etkileri bulunmaktadir.
Bunun yan1 sira PLA-SMF sinyallesmesi glia ve néronlar arasindaki iletisimde rol alir. Ayni
ndérondan birden fazla gelisim siireci bulunmaktadir ve SMF’ler bu siireclerde rol oynayarak,
hiicre i¢indeki sinyal icerigine gore cevap olusturulmasina aracilik eder. Bunun yami sira
sinaptik plastisite lizerinde de dnemli gérevleri bulunmaktadir (Gu ve ark. 2012; Alto ve ark.
2017).

SMF’lerin ve reseptorlerinin hem fizyolojik hem de patolojik siireclerdeki rolleri
diistintildiginde parkinson, alzheimer, epilepsi ve anksiyete bozukluklar1 gibi c¢esitli
norodejeneratif, ndrogelisimsel ve psikiyatrik hastaliklar ile iligki i¢cinde oldugu asikardir. Bu
hastaliklarin baglamasi ve ilerleme siirecinde SMF’lerin hem fonksiyonunun hem de
ekspresyonunun, ilgili hastaliklarin karakteristik yonlerinin meydana gelmesini saglayan sinaps
kayb1 veya sinaptik yeniden diizenleme gibi ndronal baglantilarda meydana gelebilecek
farklilagmalara neden olabilecegi ¢esitli ¢galigmalarla ortaya konmustur (Alto ve ark. 2017).

SMF proteinlerinin karakterizasyonuna yonelik bilgiler 6énemli olc¢lide edinilmistir

fakat, SMF proteinleri arasindaki etkilesimin hangi diizeyde oldugu, SMF’lerin islevleri ve
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molekiiler etki mekanizmalarina yonelik gerceklestirilecek olan ayrintili ¢alismalara ihtiyag
bulunmaktadir.

Bunun yani sira SMF proteinlerinin kanser, retina dejenerasyonu, kemik mineral
yogunlugu, mutasyon, azalmis romatoid artrit gibi patolojik siireclerle iliskileri
aciklanabilmistir fakat davramiglar, diisiinceler, hafiza ve duygu ile ilgili olan sinirsel
baglantilardaki olasi rolleri heniiz tam olarak ag¢ikliga kavusturulamamistir. Sonug olarak
SMF’lerin karakterizasyonu ve sinyal iletim mekanizmalarina yonelik edinilebilecek daha yeni
bilgiler ile hastaliklarin patolojik mekanizmalarinda semaforinerjik iletisimin ne gibi roller
iistlendigi daha rahat anlasilabilecektir.

2.3.4. SMF 3A proteininin fizyolojik fonksiyonlar:

SMF protein ailesinin tanimlanan ilk tiyesi SMF 3A’lardir. SMF 3A grubu fizyolojik
etkilerini NRF1, PLA1, PLA2, PLA3, PLA4 reseptor/koreseptor sinyal iletimi yoluyla
gostermektedir (Alto ve ark. 2017; Movassagh ve ark. 2018). Fareler ile yapilan bir ¢alismada,
SMF 3A mutasyonu olan farelerde anormal sempatik ndron inervasyonuna bagli olarak kalpte
inervasyon defektleri olusmustur. Bu durum SMF 3A’nin kardiyak inervasyonda rol aldigini
gostermektedir (Ieda ve ark. 2009). SMF 3A integrin iglevini baskilayarak damar olusumunu
kontrol etmektedir ve vaskiiler gecirgenligi arttirmaktadir (Treps ve ark. 2013). SMF 3A
eksikligi olan farelerde osteogenezisin azaldigi bildirilmistir (Behar vd., 1996). SMF 3A/NRF1
sinyal iletimi de osteoblastik kemik olusumunu artirarak ve osteoklastik kemik rezorpsiyonunu
baskilayarak bir osteoprotektif etki de gostermektedir. Bdobreklerde ise SMF 3A'nin
diizenledigi, SMF 3A ekspresyon diizey artiginin farelerde glomeriiler disfonksiyona yol actig1
ve lreter tomurcugunun dallanmasini negatif yonde etkiledigi bildirilmistir (Reidy ve ark.
2011). Meme kanseri ve prostat kanserinde SMF 3A proteinin hiicrelerin hareketliligini

azalttig1 ortaya konmustur (Yin ve ark.2021).

SMF 3A proteininin sinir sistemindeki rolii

SMF 3A akson/dendrit biiyiimesini ve ndronal gocii yonlendiren bir faktdrdiir ve MSS’
de duyusal ve periferik motor liflerin etrafindaki bolgelerde eksprese edilerek gelismekte olan
ndronlarin yanlis yonde filizlenmesini engeller ve aksonla dendrit gelisiminde polarize edici

etkisi vardir (Alto ve ark. 2017).

SMF 3A’nin entorhinal kortekste bulunan stellat hiicrelerinde, hipokampus
formasyonunda yer alan graniil, piramit ve hilar hiicrelerinde ekspresyonunun oldugu

bilinmektedir (Tamagnone ve ark. 2008). Hipokampal gelisme siiresinde SMF 3 A proteinlerinin
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entorhino-hipokampal baglantisinin biiyiimesinde ve olgunlagsmasindaki etkileri gosterilmistir.
SMF 3A yosunsu liflerin 6nemli diizenleyicilerinden biri olup aksonlarin entorhinal korteks,
graniiler ve piramidal katmanlardan sitriatum ve molekiiler tabakadaki uygun hedeflerine go¢
etmesini kolaylastirmaktadir (Gill ve ark. 2019).

SMF proteinleri, sinir sistemi hasar1 olusumu sonrasinda 6zellikle néronlarda apoptozu
diizenlemede etkindirler. SMF 3A, noronlarda dejenerasyon sonucu olusabilen parkinson,
sizofreni, epilepsi ve alzheimer hastaligi gibi patolojilerin olusum mekanizmalarinda rol
almaktadir.

2.3.5. Semaforin proteinlerinin reseptorleri

Gilinlimiizde heniiz SMF proteinlerinin islevlerini nasil ger¢eklestirdigi tam anlamiyla
acikliga kavusturulamamistir. SMF proteinlerine birkag farkli protein ailesinin dogrudan
baglanmakta ve reseptor olarak rol oynamaktadir. Bununla beraber bir dizi kofaktér de SMF
proteinlerinin reseptorleriyle baglanir ve sinyal yanitinin olusabilmesi i¢in aktivasyonu saglar

(Yazdani ve ark. 2006).

Pleksinler (PLA)

PLA’lar transmembran reseptorler olup, biitin SMF proteinlerinin alt gruplarimin
reseptorlerine baglanarak aktivasyonlarini saglamaktadir. PLA’lar omurgalilarda PLA1, PLA2,
PLA3, PLA4, PLBI1, PLB2, PLB3, PLC1 ve PLDI1 olarak 9 alt gruptan olusur. PLA’larin
ekstraselliiler kisminda SMF proteinleri ile etkilesimlerini saglayan SMF 3A domeini yer
almaktadir. Ekstraselliiler alanda PSI domeini ve immiinoglobulin benzeri domeini (IPT)
bulundururlar. Intraselliiler alanda GAP homoloji domeini vardir. PLA’lar akson rehberliginde
ve vaskiiler sistemde Onemli rol alirlar ve PLA’larda meydana gelebilecek herhangi bir
fonksiyon kaybinin bir¢cok hastaligin ortaya ¢ikmastyla iligkili olabilecegi belirtilmistir (Alto
ve ark. 2017; Movassagh ve ark. 2018).

Norofilinler (NRF)

NRF’ler PLA’larin koreseptorleridir. Koreseptorler ve tirozinkinazlar, SMF protein
reseptorleri ile baglanarak SMF’lerin farkli gorevlerde rol almasini saglarlar. PLA
koreseptorleri arasinda en iyi bilinenleri NRF transmembran proteinleri olan NRF1 ve
NRF2’dir. NRF’ler, SMF alt sinifi proteinlerinin sinyal iletimine de aracilik etmekte rol

oynayan kisa intraselliiler bolgelere sahiptir (Movassagh ve ark. 2018).
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SMF alt smif proteinlerinde bulunan 6zel bir alan, PLA ve NRF’den olusan reseptor
kompleksinin baglanma boélgeleri ile etkilesime girebili. SMF 4 alt grubunda da PLA
reseptorleri ile etkilesime giren bir alan bulunur. SMF 5 alt sinifi etkisini PLA1, PLA3, PLB3
reseptorleri araciligr ile gerceklestiri. SMF 6 alt smifi ise etkilerini PLA1, PLA2, PLA4
reseptorleri ile baglanarak ortaya ¢ikarir. SMF 7 alt sinifi ise PLC1 reseptorii ile etkilesime
girerek aktive olur (Movassagh ve ark. 2018). Fizyolojik olarak SMF-NRF-PLA sinyallesmesi
cok dnemli olup bu alanda bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir ancak sinyal aginin nasil olustugunun
mekanizmasi hala tam olarak acikliga kavusmamastir.

2.4. Opioitler ve Semaforin Proteinleri

Diinya genelinde yaklasik olarak 80 milyondan fazla kisiyi etkileyen opioit bagimliligs,
gittikge biiyliyen dnemli bir halk sagligi sorunudur (Herscher ve ark. 2020). Bagimliligin
molekiiler ve hiicresel mekanizmalarina iliskin yeni molekiiler aragtirmalar ile 151k tutmak,

tedavide yeni stratejiler saglayabilir.

SMF proteinleri, 6zellikle son yillarda psikiyatrik ve ndrodejeneratif hastaliklar iizerine
gerceklestirilen deneysel calismalara konu olmaktadir. Calismalarda SMF-NRF-PLA
sisteminin fizyolojik isleyiste onemli gorevler aldig1 gosterilmistir (Yaron ve ark. 2007). SMF
alt sinifindan olan SMF 3 A grubu proteinlerinin dendritik dallanma, sinaptik iletim, hipokampal
akson fonksiyonu ve omurga olgunlagmasi iizerinde diizenleyici etkisinin oldugu yapilan
caligmalarda gdosterilmistir (Yaron ve ark. 2007). Bunun yaninda SMF 4A grubu proteinlerinin
uyariclt ve inhibitér sinaps gelisimi i¢in gerekliligi ve sinaps gelisimi iizerine Onemli
etkilerinden bahsedilmektedir (Dermott ve ark. 2018).

2.5. Bagimhhk, Semaforin Proteinleri ve Davramssal Etkiler

Bagimlilik, olusum siirecinde genetik, psikososyal ve ¢evresel faktdrlerin rol onadigi
norodejeneratif bir hastaliktir. Opioit bagimlilig1 genellikle biligsel, davranigsal ve emosyonel
acidan olumsuz etkileri olan bir durumdur (Herscher ve ark 2020). Bagimlilikla beraber sinaptik
organizasyon, hiicre kayb1 ve norogenezdeki degisiklikler dahil bir¢ok morfolojik degisiklik
ortaya c¢ikabilmektedir. Bunun yani sira, eksitator ve inhibitor iletilerde fizyolojik degisiklikler
ve bilginin kodlanmasinda farkliliklar ortaya cikabilmektedir. Morfolojik ve fizyolojik bu
degisikliklere paralel olarak bagimlilik olusturulmus sicanlarda 6nemli davranissal ve biligsel
bozukluklarin ortaya ¢iktig1 belirtilmigtir. Opioit bagimlilii, noéronal aglar etkiler ve
bagimlilik ile ilgili biligsel ve davranigsal bozukluklar, farklt beyin bdlgeleri arasindaki

patolojik etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Bagimli bireylerde davranis bozukluklari,
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ogrenme giicliikleri, sosyal izolasyon hafiza bozukluklari, dikkat eksikligi, duygudurum
bozukluklari, anksiyete olusabilir ve bu tarz komorbiditelerin neticesinde kisilerin yasam

kalitesi olumsuz yonde etkilenmektedir (Pomrenze ve ark. 2019).

Sinaptik olusumda veya sinaptik islevde meydana gelebilecek herhangi bir bozulma,
psikiyatrik ve norolojik hastaliklara yol ac¢maktadir. Son yillarda insanlar iizerine
gerceklestirilen genetik caligmalarda, SMF-NRF-PLA sinyal iletimi ile otizm, anksiyete,
depresyon, bipolar bozukluk ve sizofreni gibi ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklar arasinda iligki
olabilecegi belirtilmistir (Matsuda ve ark. 2016). Bununla birlikte, SMF 3A grubunun
hipokampusta sinaptik plastisitenin modiilasyonunu saglayarak hafiza ve 6grenmede énemli rol
aldig1 belirtilmistir. NRF2 eksikligi olan hayvanlarin sosyal hafizalarinin, nesne tanima ve
ardisik motor davranislarda bozulma oldugu bilinmektedir (Shiflett ve ark. 2015). SMF F
eksikliginin, muhtemelen anormal anksiyete ile ilgili davraniglart ve lokomotor aktivite
azalisini indiikledigi, korkuyu ve baglamsal hafizay1 arttirdigi da belirtilmistir. Ozellikle SMF
3F'nin, korku ve anksiyete tepkilerinin diizenlenmesinin altinda yatan ndronal devre
gelisiminde 6nemli rol iistlenebilecegini ifade edilmistir (Matsuda ve ark. 2016). Huntington
hastalig1 olan hayvanlarda, anti-SMF 3A 4D tedavisi ile korpus kallozum atrofisi, striatal atrofi
ve kortikal atrofi dahil olarak ndropatolojik belirtileri iyilestirdigi saptanmigtir (Southwell ve
ark. 2015).

SMF diizeylerinin morfin bagimliligi olusturulan sicanlarda gelisen bilissel ve
davranigsal fonksiyon bozukluguna etkisini arastiran herhangi bir arastirmaya rastlanmamastir.
Calismamizda, deneysel morfin bagimligi modeli olusturulmus sicanlarin hipotalamus ve
hipokampus dokularinda SMF 3A ve reseptorlerinin gen ifade diizeylerinin aragtirilmasi

amaglanmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlan

Projede 2 farkli deneysel asama uygulanmistir. Deneysel asamalar Necmettin Erbakan
Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gerceklestirilmistir. Etik kurul
onay! Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi Miidiirliigii'nden 06.07.2022 karar tarihli hayvan deneyleri etik kurul karari ile temin
edilmistir. Projede ratlar {izerinde deneysel morfin bagimliligi modeli olusturulmustur.
Gruplandirmada 300-350 gr agirliginda toplam 48 adet yetigskin erkek Wistar Albino tiirii
sicanlar kullanilmigtir. Hayvanlar, 7 giin boyunca 22+1 oda sicakliginda, 12 saat
aydinlik/karanlik olacak sekilde barindirilmistir. Hayvanlarin sulart 6zel sigelerinde musluk
suyu seklinde, yemleri standart (pellet) yemi olarak verilmistir. Testler, birbirinin devami olan
giinlerde sabah 09.00-12.00 arasinda yapilmistir ve testten yaklagik yarim saat once deney
hayvanlarmin ortama uyum saglayabilmesi amaciyla sessiz odaya alinmiglardir. Bu ¢aligmada
kullanilan morfin hidrokliiriir Meram Tip Fakiiltesi Hastenesi Bashekimligi’nden, Nalokson ise

Sigma’ dan (Kat no: N7758) temin edilmistir.

3.1.1. Morfin bagimlilig ve morfin ¢ekilmesi test uygulamalar:

Gruplandirmalar i¢in siganlar randomize olarak secilerek 4 farkli grup olusturulmus ve
enjeksiyonlar1 yapilmistir. Asagida tiim gruplar icin yapilan uygulamalar ayrintili olarak

verilmistir.

1. grup (kontrol grubu, n=12): Siganlara 5 giin boyunca, subkutan yolla % 0.9’luk NaCl
cozeltisi (SF) enjeksiyonu yapilmig ve 5. giin sabah tekrar SF enjeksiyonu tek doz olarak
uygulanmis, 1.5 saat sonra son SF uygulamasi yapilarak hayvanlar davranis deneylerine tabi
tutulmustur.

2. grup (morfin bagimlilig1 grubu, n=12): Ratlara 5 giin boyunca subkutan yolla 10
mg/kg/giin dozunda morfin inflizyonu yapilmis, 5. giin sabah tekrar 10 mg/kg/giin dozunda
morfin enjeksiyonu tek doz olarak uygulanmis ve 1.5 saat sonra SF uygulanarak hayvanlar
davranig deneylerine tabi tutulmustur.

3. grup (morfin bagimliligi+nalokson grubu, n=12): Hayvanlara 5 giin boyunca subkutan
yolla 10 mg/kg/giin dozunda morfin uygulanmais, 5. giin sabah tekrar 10 mg/kg/giin dozunda
morfin ve 1.5 saat sonra 3 mg/kg dozda nalokson uygulanarak hayvanlar davranig deneylerine
tabi tutulmustur.

4. grup (nalokson grubu, n=12): Hayvanlara 5 giin boyunca subkutan yolla % 0.9’luk
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NaCl ¢ozeltisi (SF) inflizyonu yapilmistir. 5. giiniin sabahinda tekrar SF uygulanmis, 1.5 saat
sonra tek doz nalokson 3 mg/kg dozda uygulanarak hayvanlar davranis yoniinden izlenmistir.
Tim gruplardaki hayvanlar, randomize olarak secildigi ilk giinde, davranig

deneylerinden 6nce ve sonra tartilarak viicut agirlik degisim oranlar1 belirlenmistir.

Kontrol grubu(n=12) Morfin grubu(n=12) Morfin+ nalokson grubu(n=12) Nalokson grubu(n=12)
EEE— [ ] ] S

SF ls giin Morfin l gln Morfin ls gin SFlS gin

SFl5 gtin sabah Morfin lS giin sabah Morfin l5. giin sabah SFlS. giin sabah

SF 1.5 saat sonra
SF 1 5 saat sonra Nalokson W1.5 saat sonra Nalokson 1.5 saat sonra

‘ 4 '-" "".' N - ,*‘
(

'Jdav:;?)ncllit%ti L J davranis testi l davranis testi { j davranig testiu
* N / 3U+dk N 3$Jk / 30 dk \

v

Sekil 3.1. Deneylerde kullanilan gruplar ve gruplara yapilan uygulamalar (Biorender.com kullanilarak ve lisansh
olarak olusturulmustur).

Deney hayvanlarinin tiimii enjeksiyonlarin ardindan 25 cm ¢apta ve 65 cm yiikseklikte
olan pleksiglas seffaf silindir gozlem kafeslerine alinarak davranislari ayni arastirmaci
tarafindan ¢ift kor olarak izlenmistir. 30 dk boyunca Modifiye Gellert ve Holtzman Skalasi’nda
yer alan davraniglar ¢izelgesine gore manuel olarak skorlanmistir. Her hayvan i¢in morfin
yoksunluk skoru belirlenerek diger gruplarla karsilastirmasi yapilmistir (Raghav ve ark. 2018).
Modifiye Gellert ve Holtzman skalast

Asagidaki tabloda davranis skorlamasinda kullanilan parametreler yer almaktadir.
Bulgular tek yonlii varyans analiziyle degerlendirilmistir. Sonraki agamalar ise asagidaki sirayla

gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.1. Modifiye Gellert ve Holtzman skalasi

|72)
=~
=}
=

Davranis

Gozlerini Kisma Sayisi

Sicrama Sayis1

Defekasyon Sayis1

Anormal Postur Sayist

%1’lik viicut agirlik kaybi

Tiksirma

Dis Citirdatma Sayist

Islak kopek silkelenmesi

Yuvarlanma hareketi

= NN == W=

Sahlanma say1s1

3.2. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Toplanmasi

30 dk siiren davranis skorlamasindan sonra tiim sicanlarin beyin dokulari hizla
cikarilarak hipotalamus ve hipokampus bolgeleri alinmig ve akabinde s1v1 azot tankina konarak

dondurulmustur. Gen ekspresyon analizleri i¢in -80 °C’de saklanmugtir.

3.3. Doku Orneklerinden Total RNA Izolasyonu

Ekspresyon diizey degisimlerini belirleyebilmek icin hipotalamus ve hipokampus
dokularindan TRIzol yontemi ile RNA izolasyonu yapilmistir. Beyin doku numunelerinin
homojenizasyonu 1000 pl TRIzol (301-001, Geneall) igerisinde yapilmistir. Homojenatlar oda
1s1sinda 5 dk inkiibasyona birakildiktan sonra iizerlerine 200 pl kloroform konarak kisa siire

vortekslenerek oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan numuneler 12000 g’de 15 dk +4 °C’de santrifiij edilerek NA’y1
iceren iist faz yeni ependorf tliplere alinarak tizerlerine 500 pl izopropanol konmus ve birkag
defa alt iist edilerek ve 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda
numuneler 15 dk 12000 g’de +4 °C’de santrifiij edilmis ve ortaya ¢ikan RNA peletinin dibe
coktligii belirlenmistir. Siipernatant kismi atilarak peletin {istine 1 ml %75’lik etanol
konulmasinin ardindan ependorflar tekrar alt iist edilmistir. Yikama islemin yapildiktan sonra
12000 g’de 15 dk +4 °C’de santrifiij yapilmis ve siipernatant kisim atilmistir. Meydana gelen
pelet 5-10 dk oda sicakliginda kurutulup, 50 pl niikleaz free su ile ¢oziindiiriilerek elde edilmis
olan RNA 6rnekleri -80 °C’ye kaldirilmgtir.

RNA izolasyonu asamasi bittikten sonra ThermoScientific™ MultiskanSkyHigh
(ThermoScientific™ Multiskan™ GO, ABD) cihaziyla RNA’larin saflifi ve miktar1 tayin

edilmistir. Blank olarak NanodropPlate’i niikleaz free su eklenmistir. Protein, fenol, ve genomik
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DNA (gDNA) kontaminasyonlarin1 belirlemek i¢in nanodrop cihazinda, UV Olg¢limleri
A260/A280 i¢in 2+0,1 ve A260/A230 i¢in
2,0-2,4 arasinda olan RNA oOrnekleri analizlerde kullanilmistir.

3.3.1. Total RNA orneklerinin gDNA kontaminasyonunun temizlenmesi

Olusabilecek ~ gDNA  kontaminasyonunun  Onlenebilmesi  igin ~ DNAse-I

(ThermoScientific; #EN0521) enzim reaksiyonu liretici firmanin yonergelerine gore uygulama
yapilmustir. 2 pg total RNA, 2 pl 10 reaction buffer with MgClz, pl/1U DNAse-I enziminden 2
ul eklenmis, 20 pl total hacim nukleaz free su ile tamamlanarak 37 °C’de 30 dk bekletilmistir.
Olusan reaksiyonu durdurulmasi i¢in 2 pl 50 mM EDTA eklenmis ve 65°C 10 dakika
inkiibasyon saglanmistir.

3.3.2. cDNA sentezi

RNA 6rneklerinden ¢cDNA elde etmek igin OneScript® Plus cDNA Synthesis Kiti (ABM,

#G236) kullanildi. cDNA sentez protokoliine baslamadan 6nce 6l¢iilen RNA konsantrasyonlari
niikleazfree su ile 100 ng’a esitlenmistir.

100 ng’a esitlenen RNA &rneklerini igeren tiipe sirastyla 4 pl 5 RT Buffer, 1 ul dNTP,
1 pl Random Primers (10 uM), 1 pl OneScript® Plus RTase ile son hacim 20 ul’e niikleaz free
su ile tamamlanmustir. Tiiplerin inkiibasyonu T100 Thermal Cycler Biorad cihazinda 55°C’de
15 dk, 85 °C’de 5 dakika 1 déngii olacak sekilde yapilmustir. Inkiibasyonun ardindan tiipler
buz tizerine konularak kullanilana kadar -80°C’ye kaldirilmustir.

3.3.3. Gerg¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

Referans ve hedef genlere ait olan ekspresyon kantitasyon analizi, gercek zamanli PZR
cihazi Quant Studio3 cihazi (Thermo, ABD) kullanilmistir. Reaksiyon i¢in Eva Green
(SolisBiodyne, #08-24-00001) kullanilmistir.

5X Eva Green master miskten 2 pl, forward primerden 10 uM, reverse primerden 10
uM, 2 ul cDNA ve toplam hacim 10 pl olacak sekilde ddH»O ile tamamlanarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu olusturulmustur.

Ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amaciyla SMF 3A, NRF1, PLA1 genlerine
spesifik tasarlanan primer dizileri Tablo 3.2’de verilmistir. Primerler Primer-Blast programi ile

tasarlanmigtir.
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Tablo 3.2. Ekspresyon analizinde kullanilan genlere spesifik primer dizileri

Gen Primer dizisi Referans*
SMF 3A F:5'- AAGGGCTCTGCTGTGTGTAT-3’ NM 017310
R:5-TGGGTTGTACATGGCTGGAT-3'
NRF1F:5-TTTCCTCCCTCAATCGTGCT-3’ NM 145098.2
R:5'-CCGGGAGATGTAAGGTACCC -3’
PLA1 F:5-TCCCCAACTACAAGAGCTGG-3’ XM 002729398.6
R:5-CGTCCTTGTACTTGGCGATG-3'
GAPDH F:5- TGAACGGGAAGCTCACTGG-3'
R:5- TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3’ Lallemant ve ark.
2009

*Dizayn edilen primerler i¢in ilgili gen bankasi erigsim kodu.
Cihazda caligilacak genler icin asagida verilen tablodaki gibi program ozellikleri

ayarlanarak, reaksiyon 40 dongii olarak baglatilmistir.

Tablo 3.3. qRT-PCR basamaklarinin sicaklik ve siireleri

Denatiirasyon 50C’ de 2 dk
95 °C’ 10 dk
Amplifikasyon (40X) 95°C’ 15 sn
Primer baglanma sicakliginda 30 sn
72 °C’1dk
Uzama 95°C’ 15 sn
60 °C’ 1 dk
95°C’0.1 sn

Gergek zamanli PZR cihazindan alinan Ct (esik dongiisii) degerler kaydedilmistir. Gen
ekspresyon verilerinin analizinde aragtirmada kullanilan tim genlerin ekspresyon seviyelerini
gosteren Ct degerleri GAPDH referans geninin Ct degerleri ile normalize edilmis ve ACt
degerleri belirlenmistir. Deneme gruplar1 ve kontrol arasindaki ekspresyonu degisimleri 2-AA¢)
yontemi kullanilarak tayin edilmistir.

3.4. 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. Tek yonli ANOVA ve ardindan Tukey ikili ¢oklu
karsilagtirma testi, esit grup varyanslarina sahip normal dagilimli veriler i¢in kullanilmigtir.
Anormal dagilimli veriler i¢in Kruskal-Wallis testi ve ardindan Dunn'in ikili ¢oklu karsilagtirma
testi kullanilmistir. Hayvanlarin ilk ve son agirlik kiyaslamasi iki yonlii ANOVA testi ile
yapilmustir. 272A€T degerleri ortalama + Ortalamanin standart hatas1 (SEM) olarak ve davranig
deneyleri sonuglar1 ortalama + standart sapma olarak verilmistir. p<0.05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Davranis Testi Bulgular:

Enjeksiyonlardan sonraki 30 dk ic¢inde tiim gruplara davranig skor testi uygulandi.

Davranig skorlamalar1 belirlenerek AO+SS degerler olarak hesaplandi.

MN grubundaki dis ¢itirdatma sayist M ve N gruplartyla karsilastirildiginda belirgin
sekilde yiiksekti (p<0.05, Sekil 4.1.).

Dis Citirdatma Davranisi

* %

)
T

-
(54
1

n
|

Dis Citirdatma Sayisi
>
1

Gruplar

Sekil 4.1. Gruplar aras1 dis ¢itirdatma sayilari. Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson
grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu (n=12), (MN) i¢in dis gicirdatma davranis sonuglar1. Veriler

ortalama AO= SS olarak sunuldu ("p<0.05, **p<0.005).
Siislenme davranis sayilart degerlendirildiginde M grubunun degerleri K grubuna

gore anlaml diizeyde diisiiktii (p<0.05, Sekil 4.2.).
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Suslenme Davranisi
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Sekil 4.2. Gruplar arasi siislenme sayilari. Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson
grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu (n=12), (MN) i¢in siislenme davranis sonuglari. Veriler ortalama
AO= SS olarak sunuldu (*p<0.05).

Sahlanma davranis sayilart incelendiginde, M grubunda K grubuna kiyasla anlaml
diizeyde diisiis meydana geldi (p<0.05, Sekil 4.3.).
Sahlanma Davranisi

40-

w
o
1

Sahlanma Sayisi
N
o
|

-
o
1

ARNSN

N

N

N

N

N

N
AN

N

I
M N MN
Gruplar

Sekil 4.3. Gruplar arast sahlanma sayilari. Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson
grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu (n=12), (MN) i¢in sahlanma sonuglar1. Veriler ortalama AO=+

SS olarak sunuldu (*p<0.05).
Anormal postiir davranig degerleri karsilastirildiginda M+N grubunda tiim gruplara

kiyasla anlamli diizeyde artig mevcuttu. (p<0.05, Sekil 4.4.).
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Anormal Postiir Davranisi
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Sekil 4.4. Gruplar aras1 anormal postiir sayilar1. Kontrol grubu (n=12) (K)), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson
grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu (n=12), (MN) i¢in anormal postiir serileme davranis sonuglari.
Veriler ortalama AO=+ SS olarak sunuldu (*p<0.05).

Defekasyon davranis degerleri karsilastirildiginda M+N grubunda M grubuna gore
anlamli diizeyde artis mevcuttu (p<0.05, Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Gruplar aras1 defekasyon sayilari. Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson
grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu (n=12), (M+N) i¢in defekasyon davranis sonuglari. Veriler
ortalama AO= SS olarak sunuldu (“p<0.05).

Go6z kisma davranis degerleri karsilagtirildiginda M+N grubunda M ve N grubuna

gore anlaml diizeyde artig mevcuttu (p<0.05, Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Gruplar aras1 goz kisma sayilarl. Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson
grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu (n=12), (MN) i¢in goéz kisma davranis sonuglari. Veriler
ortalama AO= SS olarak sunuldu (*p<0.05, ***p<0.001).

Salya davranis degerleri karsilastirildiginda M+N grubunda tiim gruplara kiyasla
belirgin diizeyde artis mevcuttu. (p<0.05, Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Gruplar aras1 salya davranis sayilar1. Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson
grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu (n=12), (MN) i¢in salya davranis sonuglari. Veriler ortalama
AO= SS olarak sunuldu (**p<0.005).

Silkelenme davranis degerleri M+N grubunda hem M grubuna hem de N grubuna
kiyasla anlamli diizeyde yiiksekti (p<0.05, Sekil 4.8.).
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Silkelenme Davranisi
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Sekil 4.8. Gruplar arasi silkelenme sayilari. Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson
grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu (n=12), (M+N) i¢in silkelenme davranis sonuglar1. Veriler
ortalama AO= SS olarak sunuldu (**p<0.005).

Idrar yapma degerleri degerlendirildiginde, gruplar arasmnda anlamli bir fark

olugmadi (p>0.05, Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Gruplar arasi idrar yapma sayilari. Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson
grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu (n=12), (MN) i¢in idrar yapma davranis sonug¢lart. Veriler
ortalama AO= SS olarak sunuldu (p> 0.05).

M+N grubu sicrama davranis1 degerleri tiim gruplara kiyasla anlamli diizeyde
yiiksekti (p<0.05, Sekil 4.10.).
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Sigrama Davranisi
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Sekil 4.10. Gruplar arast sigrama sayilari. Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson
grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu (n=12), (MN) i¢in sicrama davranis sonuglart. Veriler ortalama
AO= SS olarak sunuldu (**p<0.005).

M+N grubu yoksunluk davranist degerleri tiim gruplara kiyasla anlaml diizeyde

yiiksekti (p<0.05, Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Gruplar aras1 yoksunluk skor sayilari. Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M),
Nalokson grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu (n=12), (MN) i¢in yoksunluk davranis skorlama
sonuglar1. Veriler ortalama AO=+ SS olarak sunulmustur (***p<0.001).
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K, M, N ve MN grubuna ait olan davranis degerleri asagidaki tabloda detayli olarak verilmistir
(Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Morfin yoksunluk bulgulari (Ortalama + SS).

Davranis Kontrol Morfin Nalokson Morfin+ Nalokson
Silkelenme Sayis1 0 0 0 3,83+2,31
Sicrama Sayisi 0 0 0 7,50+£7,71
Anormal Postur Sayisi 0,50%1,22 0,16+0,40 0,33+0,81 2,50+1,37
Gozlerini Kisma Sayisi 5,33£3,38 0,50+0,54 2,66+3,20 11,67+3,67
Dis Citirdatma Sayisi 2,00+1,26 1,16+1,16 1,66+1,86 10,83+7,19
Defekasyon Sayisi 2,16£2,56 0,16+0,40 1,50+1,76 3,33£1,50
Siislenme Sayisi 5,60£1,21 2,33+0,81 4,50+6,89 4,83+1,72
Sahlanma Sayisi 21,50+11,50 5,16+4,26 9,16+5,30 11,33+4,17
Salya Davramisi 0 0 0 2,83+2,13
Silkelenme Davranisi 1,33+0,51 0,33+0,51 0,16+0,40 3,83+£2,31
Yoksunluk Skoru 5,16£2,13 2,16+2,71 3,66+2,80 14,33+2,50

4.2. SMF 3A, NRF ve PLA1 Gen ifade Bulgular

Her iki dokuda bulunan SMF 3A, NRF ve PLAI reseptor gen ifadeleri (ACt) ve kat
artiglart (AACt) degerlendirildi ve tek yonlii varyans analizi yapildi.
4.2.1. Hipotalamus dokusundaki SMF 3A, NRF ve PLA1 gen ifade bulgular

Hipotalamus SMF 3A reseptor ifade kat artis1 degerleri incelendiginde, MN grubunda
M grubuna kiyasla anlamli diizeyde azalma mevcuttu (p<0.05, Sekil 4.12.).

2.5- Hipotalamus
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Sekil 4.12. Gruplar aras1 hipotalamus dokusu SMF 3A/(2—AACT) kat degisim sayilar1. Hipotalamus dokusu
icin Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson
grubu (n=12), (MN) SMF 3A gen ekspresyon kat say1 artist PCR sonuglari. Veriler ortalama AO=+ SH olarak
sunuldu (**p<0.005)
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Hipotalamus dokularindan izole edilen NRF1 reseptoriine ait kat artist bulgular

karsilagtirildiginda, M grubunda diger tiim gruplara kiyasla anlamli diizeyde artis mevcuttu
(p<0.05, Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. Gruplar aras1 hipotalamus dokusu NRF1/(2—AACT) kat degisim sayilar1. Hipotalamus dokusu i¢in
Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu
(n=12), (MN) NRF1 gen ekspresyon kat say1 artis1 PCR sonuglar1. Veriler ortalama AO+ SH olarak sunuldu
(**p<0,005, ***p<0,001).

Hipotalamus PLAI1 reseptor ifade kat artist degerleri degerlendirildiginde, M

grubunun degerleri MN grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p<0.05, Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Gruplar arast hipotalamus dokusu PLA1 (2—AACT) kat degisim sayilari. Hipotalamus dokusu i¢in
Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu
(n=12), (MN) PLA1 gen ekspresyon kat say1 artis1t PCR sonuglar1. Veriler ortalama AO+SH olarak sunuldu.
(*p<0,05)
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K, M, N ve MN gruplarinin hipotalamus bdlgelerindeki SMF 3A, NRF1 ve PLAL1
kat artis degerleri asagidaki tabloda detayli olarak verilmistir (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Hipotalamus dokusundan elde edilen SMF 3A, NRF1 ve PLA1 kat artis1 sonuglart (Ortalama + SH).

Gen Kontrol Morfin Nalokson Morfin+ Nalokson
SMF 3A/GAPDH 1,00+0,00 1,80+ 0,13 1,01+0,08 0,83 +0,06
NRF1/GAPDH 1,00+0,00 2,54+0,52 0,98+0,05 0,59+0,11
PLA1/GAPDH 1,00+0,00 1,250,054 1,21+0,15 0,87+0,07

4.2.2. Hipokampus dokusundaki SMF 3A, NRF1 ve PLA1 gen ifade bulgular

Her iki dokuda bulunan SMF 3A, NRF ve PLAI reseptor gen ifadeleri (ACt) ve kat
artiglart (AACt) degerlendirildi ve tek yonlii varyans analizi yapildi.

Hipokampus dokusundaki SMF 3A gen ifade diizeyi incelendiginde M grubu N ve MN
grubuna gore anlamli diizeyde artis gosterdi. Bununla birlikte K grubunun degeri MN grubuna
gore anlamli diizeyde yiiksekti. N grubunda MN grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis
mevcuttu (p<0.05, Sekil 4.15.).

Gruplar

Sekil 4.15. Gruplar aras1 hipokampus dokusu SMF 3A (2—-AACT) kat degisim sayilar1. Hipokampus dokusu
icin Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson
grubu (n=12), (MN) SMF 3A gen ekspresyon kat say1 artist PCR sonuglari. Veriler ortalama AO+SH olarak
sunuldu. (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001)
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Hipokampus dokusundaki NRF1 gen ifade diizeyi incelendiginde M grubu degerinin K
ve N gruplarina kiyasla yiiksek oldugu belirlendi. Ayrica, M grubu degerlerinde MN grubuna
gore anlaml diizeyde ytikseklik ortaya ¢ikt1 (p<0.05, Sekil 4.16.).

Hipokampus
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Sekil 4.16. Gruplar aras1 hipokampus dokusu NRF1 (2—-AACT) kat degisim sayilar1. Hipokampus dokusu i¢in
Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu
(n=12), (MN) NRFI1 gen ekspresyon kat say1 artist PCR sonuglari. Veriler ortalama AO+SH olarak sunuldu.
(***p<0,001)

Hipokampus dokusundaki PLA1 gen ifade diizeyi incelendiginde K ve M grubu degerlerinin
MN grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05,

Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. Gruplar aras1 hipokampus dokusu PLA1/(2—AACT) kat degisim sayilar. Hipokampus dokusu igin
Kontrol grubu (n=12) (K), Morfin grubu (n=12) (M), Nalokson grubu (n=12) (N) ve Morfin + Nalokson grubu
(n=12), (MN) PLA1 gen ekspresyon kat say1 artis1 PCR sonuglar1. Veriler ortalama AO+SH olarak sunuldu.
(*p<0.05)

K, M, N ve MN gruplarinin hipokampus bdlgelerindeki SMF 3A, NRF1 ve PLAL1
kat artis degerleri asagidaki tabloda detayli olarak verilmistir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Hipokampus dokusundan elde edilen SMF 3A NRF1 ve PLA1 kat artist sonuglari (Ortalama + SH).

Gen Kontrol Morfin Nalokson Morfin+ Nalokson
SMF 3A 1,00+0,00 1,2940,10 0,91+0, 0,09 0,56+0,058
NRF1 1,00+0,00 2,83 £0,46 1,11+0, 0,06 0,68+0,06
PLA1 1,00+0,00 0,94+0,10 0,84+0,04 0,64-0,09
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5. TARTISMA

Bagimlilik olusturan maddelerin uzun siireli kullanimi sonucunda beyin dokusunda
meydana getirdigi hasarlar bilinmekle beraber, bu hasarlarin patofizyolojik mekanizmalari hala
yeterince arastirilmamistir. Morfin bagimliliginin beyin dokusunda nérogenez ve sinaptogenez
iizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu, bunun yani sira gesitli hiicresel mekanizmalari
tetikleyerek noronal apopitoza yol agabildigi bilinmektedir. SMF 3A sisteminin ndronal
apopitoz, akson olusumunun inhibisyonu ve dentritik dallanmalarda diizensizlikler gibi néronal
islevlerde rol aldigi belirtilmistir. Bu calismada, morfin bagimliligi olusturulmus sicanlarin
hipotalamus ve hipokampus dokularinda SMF 3 A ve reseptdrlerinin gen ekspresyon diizeyleri

arastirilmastir.

Morfin uyguladigimiz grupta hem SMF 3A hem de reseptorleri olan NRF1 ve PLA1’in
gen ekspresyon diizeylerinin arttigini, bunun tam tersi olarak morfin uygulanan gruba nalokson
uygulanmasini takiben ekspresyon diizeylerinin belirgin olarak azaldigini belirledik. Mii opioit
antagonisti uygulandigi zaman sonucun tersine donmesi, morfinin etkisinin reseptor aracili
oldugunu gostermektedir. Nalokson bir opioit antagonisti olarak, kontrole gore kiyaslayinca
etkiyi tam tersine dondiirmiis olsaydi, beyinde endojenik olarak mii-opioiderjik bir aktivitenin
oldugunu ve bunlarin tonik etki olusturdugunu ve sadece nalokson uygulamasiyla bu etkinin
ortadan kalktigini soyleyebilirdik. Ancak bulgularimiza gore nalokson ve kontrol grubunun
degerlerinin birbirine ¢ok yakin olmasi bize sadece nalokson uygulamasinin SMF 3A ve
reseptorleri lizerinde anlamli bir etki olusturmadigini, hipotalamus ve hipokampusta SMF 3A

ve reseptOrleri iizerinde opioiderjik tonik baskilamanin olmadigini gosterdi.

Morfin uygulamasi hipotalamusta ve hipokampusta SMF 3 A ve reseptorlerinin diizeyini
belirgin olarak arttirdi. Bu durum, endojen B-endorfin veya morfin gibi mii opioit reseptor
agonistlerinin beyin dokusunda belli diizeyde yilikselmesinin sonucunda SMF 3A, NRF1 ve
PLAT1 ekspresyon diizeyini arttirabilecegini, bu artisin da semaforinerjik aktivasyonla beraber,
noronal entegrasyon ve noronlar arasi baglantisalligin belirgin diizeyde azalisina yol

acabilecegini gostermektedir.

Hipokampus, kisa siireli bellegin uzun siireli bellege doniistiiriilmesinde, limbik
sistemin aktivitelerinde uyarict etki olusturma ve uzamsal bellegin olusmasi gibi gesitli
alanlarda rol alan 6nemli bir beyin bolgesidir. Bu islevlerde meydana gelebilecek herhangi bir
hasar, beynin entegrasyonunun azalmasini beraberinde getirebilmekle beraber, bagimli olan
bireylerde duygusal entegrasyonun énemli dl¢iide azaldigi zaten bilinmektedir. SMF 3A ve
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PLA1, aksonlarin gelisimi {lizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Katzman ve arkadaglari,
hipokampus dokusunda 6grenmeyle beraber PLA1’in gen ekspresyon diizeyinin azaldigini
belirtmislerdir (Katzman ve ark. 2021). Hiicre kiiltiirii calismalarinda da SMF 3A ve PLA1'in
akson olusumunu baskiladigi bildirilmistir (Wang ve ark. 2018). SMF 3A’daki biyoaktivite
artisl, dogrudan norodejenerasyona veya ndronlarin iyilesme yeteneklerini ortadan kaldirarak
dolayli olarak noronal baskilanmaya sebep olmaktadir. Multipl skleroz hastaliginda beyin
dokular1 postmortem olarak incelenmis ve SMF 3A ekspresyonunda anlamli bir artis oldugu
ifade edilmistir (Williams ve ark. 2007). Bu durum bazi nérodejeneratif hastaliklarda SMF 3A

sisteminde aktivasyon artisinin olabilecegini gostermektedir.

Hipokampus yiiksek metabolik aktivitesi nedeniyle reaktif oksijen tiirleri
seviyelerindeki degisikliklere karsi hassas olan bir bolgedir. Metamfetamin ve kokain gibi
psikostimiilan ilaglarin kullanimini takiben hipokampal atrofinin yani sira ndrotoksik hasarlar
olusur, apoptotik ve inflamatuar mekanizmalar dahil olmak iizere ndrotoksisitenin
indiiklenmesinde rol oynayan molekiiler siiregler tetiklenir (Fox ve ark. 2009; Golsorkhdan ve
ark. 2020). Bunun yan1 sira hipokampusun 6zellikle SVZ’sinde SMF 3 A diizey artisinin hiicre
cogalmasimin azalmasma yol actigi, diisiik diizeydeki SMF 3A varliginda ise hiicre
cogalmasinin ortaya c¢iktigi bildirilmistir (Sun ve ark. 2016). Alzheimer hastalarinin
hipokampal SMF 3A ekspresyon diizeyinin yiiksek oldugu ve bu durumun hipokampal
noronlarin dejenerasyonuna yol actig1 ileri siiriilmiistiir (Good ve ark. 2004). Yine, sizofreni
hastalarinin  beyinciginde postmortem olarak ve ndrogelisimsel bozukluk modelinin
uygulandig1 farelerden alinan hipokampus dokularinda SMF 3A diizeyinin yiliksek oldugu
gosterilmistir (Eastwood ve ark. 2003; Fatemi ve ark. 2008). Sizofreni ve epilepsi hastalarinin
postmortem beyin bolgelerinde noronal aksonal retraksiyonu ve anormal dentritik
dallanmalarla birlikte SMF 3 A ekspresyon diizeyinin arttig1 ortaya konmustur ( Feretti ve ark.
2022).

Mevcut caligmada, morfin grubu hipokampus dokularinda SMF 3A ve reseptor
diizeylerinin yiiksek olmasi, bagimlilikla birlikte ortaya ¢ikan néronal hasarin SMF sistemi
aracilifiyla ortaya ¢ikabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer bulgular hipotalamus dokusunda
da ortaya cikmistir. Dolayisiyla bagimlilik siireclerinde, bazi hipotalamik islevlerdeki
disfonksiyonelitede SMF 3A sisteminin etkili olabilecegi varsayilabilir. Ayrica, NRF1
hipotalamus dokusunda &zellikle ndronal apopitozda etkin rol oynamaktadir (Cariboni ve ark.

2011). NRF1 nakavt GnRH ndronlarin iceren farelerin hipotalamusunda yiiksek miktarda
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GnRH noéron birikiminin ortaya ¢ikmasi yaninda, SMF 3A nakavt farelerde ise GnRH
hiicrelerinde belirgin artisin meydana gelmesi bu diisiinceyi desteklemektedir (Cariboni ve ark.
2011). Bu bilgiler 1s181inda ¢calismamizin sonuglart degerlendirildiginde, morfin maruziyetinin
neden oldugu SMF 3A sistemindeki potansiyel aktivite artisinin, bu bolgelerdeki ndronal

disfonksiyon olusumunda 6nemli bir mekanizma olusturabilecegi ifade edilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi, morfin bagimliligi modeli olusturulmus siganlarda meydana gelen
davranig degisikliklerinin yani sira, hipotalamus ve hipokampus dokularinda bulunan SMF 3A
ve reseptorleri olan NRF1 ile PLA1 gen ifade degisim diizeylerinin arastirildig: bir ¢calismadir.
Bulgularimizi degerlendirdigimizde morfin uygulanan grupta sigrama davranisi, salya
davranig1 ve dis gicirdatma davranisi gibi yoksunluk skorunun belirlenmesinde rol oynayan
onemli belirteglerin anlamli diizeyde artis gosterdigini belirledik. Meydana gelen bu degisimler
bize bagimlilik protokoliinii dogru uyguladigimizi géstermis oldu. Sonrasinda, hipotalamus ve
hipokampus dokusunda bulunan SMF 3A, NRF1 ve PLA1 gen ifade diizey degisimlerini rtPCR
yontemini kullanarak belirledik. Morfin bagimliligt olusturdugumuz gruptan aldigimiz
hipotalamus ve hipokampus dokularindaki SMF 3A, NRF1 ve PLA1 gen ifadelerinin
morfin+nalokson uyguladigimiz gruba kiyasla anlamli olarak yiikseldigi sonucuna ulagtik. Tiim
bu sonuglar bize, morfin bagimliliginin olusmasi ile hipotalamus ve hipokampusta meydana

gelen noronal hasarda SMF 3A, NRF1 ve PLA1’in de etkin rol alabilecegini diislindiirdii.
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