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OZET
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Yiksek Lisans Tezi

KISA SURELI OPiOIiT UYGULAMASININ EPIGENETIK MEKANIZMALAR
UZERINE ETKISI

Hadice EDISON

Konya-2023

Morfin, siddetli agrilarin tedavisinde kullanilan gucli analjezik etkiye sahip bir opioit alkaloiddir.
Morfinin kotuye kullanimi; beyin néronlarinda meydana gelen adaptasyon ile néron fonksiyonlarini
degistirmektedir. Morfin bagimliligini agiklamaya yonelik bazi teoriler ileri siirtilmiistiir, ancak heniiz kesin olarak
ispatlanmamustir. Morfin ve diger opioitlerin epigenetik etkilerini ortaya koyan ¢alismalar bulunmaktadir. Farkli
transkripsiyon faktorlerini etkileyerek ve dolayli epigenetik modifikasyonlar sonucunda bazi genlerin ifadesinde
degisiklige neden olabilmektedir. Bu tez ¢alismasinin amact; kisa streli opioit uygulamasinin miRNA biyogenez
yolagi ve metilasyon profili Uizerine etkili DNMT (DNA metil transferaz) genlerinin ifadeleri lizerine etkisinin in
vitro ve in vivo model kullanilarak arastirilmasidir.

In vivo morfin bagimlilig1 ve ¢ekilmesi sigan modelinde; kontrol (K), 7 giin 10 mg/kg morfin (M) ve 10
mg/kg morfin bagimlilig1 + 1 mg/kg nalokson (M+N) grubu siganlarin hipotalamus dokular1 kullanilmstir. /n vitro
modelde ise sinir bilim ¢alismalarinda altin standart olarak tercih edilen SH-SY5Y insan néroblastom hiicre hatti
kullamlmustir. Kontrol, en yiksek toksik olmayan morfin (10 uM), 10 uM nalokson ve 10 uM morfin +10 pM
nalokson grubu olusturulmustur. Doku ve hiicre Orneklerinden total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. MIRNA biyogenezi yolagi ve DNMT genlerin ifadesi qPZR ile tespit edilmis ve gruplar arasi
farklar istatistiksel analizler ile karsilagtirilmistir.

XTT analizi sonucunda SH-SY5Y hiicrelerinde en yiiksek toksik olmayan morfin dozu 10 uM olarak
tespit edilmis ve in vitro bagimlilik modelinde kullanilmigtir. Morfin uygulamasinin DNMT1 DNMT2 ve
DNMT3B genlerinin ifadesini artirdigi, nalokson uygulamasinin ise baskiladigi gozlenmistir. TRBP2 haric,
miRNA biyogenez yolaginda bulunan genlerin morfin grubunda artmig ifadesinin nalokson uygulamas: ile
baskilandig1 gozlenmistir. [n vitro ve in vivo bagimlilik modellerinde gen ifadesi diizeyleri genel olarak benzer
bulunmustur. DNMT genlerinin ifadesinin M grubuna ait hipotalamus dokusunda artmig, M+N grubunda ise
baskilanmustir, ancak yalnizca DNMT3A geninde anlamli fark tespit edilmistir. Morfin grubunda artmis DGRCS,
XPO5 ve AGOL ifadesinin nalokson uygulamas ile baskilandig1 gozlenmistir

Morfin ve nalokson uygulamasimin epigenetik diizeyde g¢alismaya konu olan genlerin ifadesini genel
olarak etkiledigi tespit edilmistir. Bu tez projesi kapsaminda; in vivo ve in vitro subkronik opioit bagimlilik
modellerinin etkinliginin karsilastirilmas gerceklestirilmistir. /» vitro modelin etkin bulunmasi; farkli farmokojik
uygulamalar ve opioit bagimligin fizyopatolojisinin daha iyi anlasilmasina katki saglamasi beklenmektedir. Deney
hayvan modellerine olan gereksinime alternatif olarak, saglayacagi etik ve teknik kolayliklar nedeniyle
translasyonel diizeyde benzer ¢aligmalarin gergeklestirilmesine olumu yonde etkisi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Epigenetik, mikroRNA biyogenezi, Morfin.
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ABSTRACT

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

THE EFFECT OF SHORT-TREM OPIOID ADMINISTRATION ON EPIGENETIC
MECHANISMS

Khadija EDISON

Konya-2023

Morphine is an opioid alkaloid with a strong analgesic effect, used in the treatment of severe pain. Abuse
of morphine changes neuron functions with the adaptation occuring in brain neurons. Some theories have been
proposed to explain morphine addiction, but have not yet been conclusively proven. Indirect epigenetic
modifications and influencing different transcription factors cause changes in gene expression. There are also
studies revealing the epigenetic effects of morphine and other opioids. It is known that some miRNA levels change
and even affect the next generations epigenetically. The aim of this thesis is to investigate the effect of short-term
opioid administration on the expression of miRNA biogenesis pathway and DNMT (DNA methyl transferase)
genes, which are effective on methylation profile using an in vitro and in vivo model.

In the in vivo morphine addiction and withdrawal rat model, hypotalamus tissues of control (C), 7 days
of 10 mg/kg morphine (M) and 10 mg/kg morphine addiction+ 1 mg/kg naloxone (M+N) groups were used. In the
in vitro model, the SH-SY5Y human neuroblastoma cell line, preferred as the gold standard in neuroscience
studies, was used. The control, 10 uM highest non-toxic morphine dose, 10 uM naloxone and 10 M morphine+10
KM naloxone groups were formed. Total RNA isolation and cDNA synthesis were performed from tissue and cell
samples. The expression levels of mMiRNA biogenesis pathway and DNMT genes were determined by gPCR and
the differences between groups were compared by statistical analysis.

Based on the XTT analysis, highest non-toxic morphine dose was determined as 10 uM in SH-SY5Y
cells, which was used in in vitro morphine addiction model. Expression levels of DNMT1, DNMT2 and DNMT3B
were found to be elevated in morphine group; however, naloxone administration downregulated this incraese.
Except TRBP2, increased expression levels of miRNA biogenesis genes in morphine group were downregulated
in morphine+naloxone groups. Gene expression profiles were generally found to have similar profile in both in in
vivo and in vitro models. Steady-state levels DNMTs were upregulated in M groups and downregulated in M+N
group of hypothalamus tissues. However, this difference was significant for DNMT3A. Increased levels of
DGRCS8, XPO5 and AGO1 in morphine group were decreased by naloxone application.

Morphine and naloxone administration affected gene expression levels, which indicated an epigenetic
regulation mechanisms. This thesis project allows comparison of the effectiveness of in vivo and in vitro
subchronic opioid addiction models. Findings suggested that in vitro model is found to be effective. Therefore, it
is expected to contribute to a better understanding of different pharmacological applications and the
physiopathology of opioid addiction. As an alternative to the need for experimental animal models, it is expected
to have a positive effect on similar studies at the translational level due to the ethical and technical conveniences.

Keywords: Epigenetics, miRNA biogenesis, Morphine.
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1.GIRIS VE AMAC

Opioit ve benzeri maddelerin asil kullanim amaglari tibbi yardimdir. Ancak, kotuye
kullanima ag¢ik olmasi ve dogal bircok maddeden veya ucuz sekilde sentetik olarak dretilmesi
madde bagimliligina yol agmaktadir. Morfin, siddetli agrilarin tedavisinde kullanilan gucli
analjezik etkiye sahip bir opioit alkaloididir (National Institute on Drug Abuse, 2021). Morfinin
kotuye kullanimi; beyin noronlarinda meydana gelen adaptasyon ile néron fonksiyonlarini
degistirmektedir ve zamanla tolerans ve yoksunluk belirtileri ortaya ¢ikmaktadir (Thompson ve
ark., 2012). Morfin bagimliligin1 agiklamaya yonelik bazi teoriler ileri siiriilmistiir, ancak
heniiz kesin olarak ispatlanmamuistir. Kronik maruziyet, merkezi sinir sisteminde (MSS) bazi
yolaklar1 baskilar ve/veya aktif olmayan yedek yolaklar etkin duruma gelir. Kullanim aniden
kesilince, normal yolaklar tekrardan ¢alismaya baslar. Ancak, yedek yolaklarin aktif kalmasi
yoksunluk belirtilerinin ortaya ¢ikmasina sebep olur (Kayaalp ve Uzbay, 2009). Ayrica néronal
yolaklarda sinyal akigini baskilayarak, reseptor duyarliliginin artmasina sebep olur. Maddeye
kronik maruz kalma nérotransmitterlerin salinimini baskilar ve ndronal aktiviteyi azaltir. Bu
durum reseptor sayisini artirir. Bu durum; yeni reseptorlerin sentezi ve/veya latent reseptérlerin
etkin hale gelmesi olarak agiklanmaktadir. Akut ve kronik opioit bagimliligin gelisiminde etkili

olan farkli molekuler diizeyde arastirildig: literatlir bilgi bulunmaktadir (Allahverdiyev, 2014).

Morfin farkli transkripsiyon faktorlerini etkileyerek, farkli gen(ler)in ifadesinde
degisiklige neden olmaktadir. Morfin ve diger opioitlerin epigenetik etkilerini ortaya koyan
calismalar bulunmaktadir. Ozellikle, farkli genlerin promotor bélgelerinde modifikasyonlar ile
gen ifadesini etkilemektedir. Ayrica, morfin bagimliginda bazt miRNA seviyelerinin degisiklik

gosterdigi hatta epigenetik olarak bir sonraki nesilleri etkiledigi bilinmektedir.

Kisa slreli opioit uygulamasinin epigenetik mekanizmalar Uzerindeki etkisi, son
zamanlarda yapilan arastirmalarla daha iyi anlasilmaktadir. Epigenetik mekanizmalar, DNA
diziliminde kalic1 degisiklikler yapmayan ancak gen ifadesini etkileyen mekanizmalardir. Bu
mekanizmalar, cevresel faktorler, stres ve diger faktorler tarafindan etkilenebilir ve ¢esitli

hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilir ( Jaenisch ve Bird, 2003).

Kisa slreli morfin uygulamasinin farelerde beyin dokusunda DNA metilasyonunda
degisikliklere neden oldugu bulunmustur. Bu degisiklikler, morfinin belirli genleri nasil
etkiledigini ve bagimlilik riskini nasil arttirdigini agiklayabilir (Munoa-Hoyos ve ark., 2021;

Yu ve ark., 2003). Benzer sekilde, bir bagka arastirmada, kisa slreli fentanil uygulamasinin



insan beyin dokusunda DNA metilasyonunda degisikliklere neden oldugu ve bu degisikliklerin
kronik agriya neden olan genleri etkiledigi gosterilmistir (Caputi ve ark., 2021).

Kisa siireli oksikodon uygulamasinin farelerde beyin dokusunda histon degisikliklerine
neden oldugu ve bu degisikliklerin uzun vadeli agriya neden olan genleri etkiledigi
gosterilmigtir. Histon, DNA ile birlikte kromozomlarin yapisal bilesenleridir ve histon
degisiklikleri, gen ifadesini etkileyerek cesitli hastaliklara neden olabilir (Pryce ve ark., 2023).

Bu bulgular, kisa sireli opioit uygulamasmin epigenetik mekanizmalar zerinde etkili
oldugunu ve bu etkilerin uzun vadeli sonuglara yol agabilecegini gostermektedir. Bu sonuclar,
opioitlerin kullanimin1 diizenlemek ve bagimlilik riskini azaltmak igin daha fazla 6nleyici tedbir

alimmasini gerektirmektedir.

Ayrica, opioitlerin epigenetik etkilerinin yani sira, opioit kullaniminin bagirsak
mikrobiyotas1 Uzerinde de etkisi oldugu gosterilmistir. Bagirsak mikrobiyotasi, sindirim
sistemindeki mikroorganizmalarin toplamidir ve saglik izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Literatur bulgular opioit kullaniminin bagirsak mikrobiyotasinda degisikliklere neden oldugunu
ve bu degisikliklerin bagirsak iltihabi, depresyon ve anksiyete gibi hastaliklara neden

olabilecegini gostermistir (Banerjee ve ark., 2016).

Literatiirde, opioit uygulamasinin miRNA biyogenez yolagi (dolayli) ve metilasyon
profili Gzerine etkili DNMT (DNA metil transferaz) genlerinin (direkt) ifadeleri tzerine
etkisinin arastirildigi ¢aligma bulunamamugtir. Bu tez ¢alismasinin amact; kisa sireli opioit
uygulamasinin miRNA biyogenezi ve metilasyon profili Uzerine etkili DNMT genlerinin
ifadeleri (izerine etkisinin in vitro ve in vivo model kullanilarak arastirilmasidir. Ozellikle in
vitro modelin etkin bulunmasi durumunda; farkli farmokojik uygulamalar ve opioit

bagimliligin fizyopatolojisinin daha iyi anlagilmasina katki saglamasi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Madde Bagimhihg

Bagimlilik, karsilasilan bir deneyimin tekrar—tekrar yasama istegi ve siklikla arama
motivasyonu olarak degerlendirilir. Bagimlilik, kronik bir ihtiyac¢ olup, eger karsilanamaz ise
psikolojik ya da fiziksel huzursuzluk olusturur (Townsend, 2011). Zaman igerisinde iyice
yerlesmis olan bagimlilik durumu kisiye manevi ve maddi zarar verse de, kisi bu durumdan
vazgecememektedir (Furnham, 2014). Madde bagimlilig1 ise, bagimlilik yapan bir maddenin
insan saglhigini ve hayatin1 olumsuz yonde etkilemesine ragmen madde alma ve kullanma
arzusunu durduramamasidir (Merikangas ve McClair, 2012). Diger bir ifade ile madde
bagimliligi, beyinin 6dul devrelerinde yerlesen farkli norotransmitterlerin  adaptif

degiskenliklerine yol agan kronik bir beyin bozuklugudur.

Madde, viicuda girdiginde bagimlilik yapan ruhsal, davranmigsal ve fiziksel
degiskenliklere neden olan bir kimyasaldir (Trigo ve ark., 2010). Bagimlilik yapan maddelerin
temel farmakolojik 6zelligi ddullendirici ve pekistirici etkisinin olmasidir (Balster, 1991). Zevk
alma sebebiyle kisi tekrar-tekrar bu maddeyi kullanmaya tesvik olursa “pozitif pekistirici”,
madde almay1 birakinca keyifte azalmaya neden oluyorsa “negatif pekistirici” olarak
adlandirilir. Madde kesilince ise olumsuz belirtiler belirginlesip yoksunluk sendromununun

gelismesine sebebiyet verir (Kayaalp, 2005 ).

Bagimlilik psikolojik ve fiziksel bagimlilik olarak ikiye ayrilir (Ogel, 2010). Iyi olma
algisini iyilestirmek icin kompulsif madde alma istegi psikolojik bagimlilik olarak tanimlanir.
Fiziksel bagimhilik ise beyindeki hedef ndron reseptorlerinde, bu reseptorlere bagl efektor
membran proteinlerinde ve postreseptdr fonksiyonlarinda, maddenin yaptigi degisiklikler
sonucu olusan noéroadaptasyonlardir (Kayaalp, 2005). Fiziksel bagimlilikta bu degisiklikler
madde aliminin kesilmesinden sonra karakteristik yoksunluk belirtilerinin ortaya ¢ikmasina yol
acar. Bu belirtilerin siddeti, kullanilan maddenin tlr, dozu, kullanim suresi, kullanicin yasi ve

genetik yatkinlig1 gibi gesitli faktorlere baghidir (Goodman, 2008; Bodnar, 2016).

Diinya Uyusturucu Raporuna gore, 2019 yilinda diinya genelinde 275 milyon kisi en az
bir kere madde kullanmistir. Bu kisilerden 62 milyonu opioit kullanicisidir. Dinya genelinde
yaklasik 0,5 milyon insan ise madde kullanimi sebebiyle 6lmektedir. Bu 6limlerin %701 opioit
bagimlilig, %30’u ise asir1 doza baghdir (UNODC, 2021).



Opioit ve benzeri maddelerin asil kullanim amaglari tibbi yardimdir. Ancak, bu
maddelerin kotlye kullanima agik olmasi ve dogada var olan birgok maddeden ucuz veya
sentetik olarak Uretilmesi madde bagimliligina yol agmaktadir. Bagimlilik yapan maddeleri;
tatdn, alkol, esrar, kokain, kafein, ugucu maddeler, opioitler (eroin, morfin, kodein, afyon) ve

amfetamin olarak siralayabiliriz.

Madde bagimliligi, genellikle madde kullaniminin dozu veya kullanim sikligin
artirarak baglar. Daha sonra, kullanic1 bu maddeyi birakmak icin istekli olsa bile, yoksunluk
belirtileri, fiziksel ve zihinsel rahatsizliklar ve diger olumsuz sonuclar nedeniyle

birakamayabilir (National Institute on Drug Abuse, 2021).

Sirekli opioit kullanimi, opioit reseptorlerinin hassasiyetini ve sayini degistirir. Bu
zaman tolerans ve yoksunluk belirtileri ortaya ¢ikar. Tolerans, istenen ilk etkiyi elde etmek icin
artan miktarlarda maddeye basvurma ihtiyacidir. Yoksunluk ise uzun zaman kullanilan bir
maddenin dozunun azaltildiginda veya aliminin kesildiginde ortaya ¢ikan fizyolojik bir olaydir.
Yoksunluk belirtilerinin ortaya ¢ikmasindan sonra kisi bu durumu ortadan kaldirmak igin
madde kullanimini tekrarlar. Maddeye ara verildiginde kiside yoksunluk belirtileri ortaya

cikmigsa, bu kisilerde maddeye kars1 fiziksel bagimlilik olusmustur.

Tolerans, fiziksel bagimliligin ve yoksunluk sendromunun mekanizmalar1 henliz net
bilinmemektedir. Kullanilan maddenin kendi reseptorlerinin MSS’ne etki etmesi sonucu
MSS’de ortaya ¢ikan adaptif cevaplar tolerans gelismesime sebep gosterilse de halen etki
mekanizmasi net olarak agiklanmamistir. Tolerans metabolik ve fizyolojik olmak Uzere iki
farkli etki gosterebilir. Metabolik tolerans; alinan maddeyi metabolize eden enzimin asiri
faaliyeti ile viicuttan atiliminin hizlandirilmasidir. Fizyolojik tolerans veya hiicresel tolerans ise
devamli kullanilan bir maddenin etkisini dengelemek igin organizmanin farkli etki
mekanizmalar1 kullanarak vicudun Kkendini ayarlayabilmesidir. Bu durum bir cesit
homeostazdir. Madde ilk olarak alindiginda organizma yeni duruma alismaya calisirken,
homeostaz ile eski dengeyi tekrardan ayarlamaya calismaktadir. Tolerans alinan maddenin
birden fazla etkisine kars1 gelistirilir ise nonspesifik tolerans, yalnizca bir etkisine karsi ise
spesifik tolerans olarak adlandirilir. Ornegin, viicut 1sis1 normalin altina diistiigiinde organizma
bu durumu dengelemek igin birgok savunma mekanizmalar1 yaratabilir. Bu durum spesifik
toleranstir. Eger madde postsinaptik reseptorlerden birini baskilar ve norotransmitterlerin
reseptorler Gzerinde etkisi azalirsa, iki mekanizma kullanilarak ndrotransmitterleri yeniden

etkinlestirir. i1k olarak postsinaptik membrandaki reseptorlerin sayimni azaltir, sonra presinaptik
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ndronlardan daha ¢ok nérotransmitterlerin salinimini gergeklesir. Bu ise nonspesifik toleransdir
(Kayaalp ve Uzbay, 2009).

Akut ve kronik tip tolerans zamana bagimli olarak gelisen iki tip toleranstir. AKut,
madde alimindan hemen sonra, kronik tolerans ise surekli madde alinimi esnasinda zamanla
gelisir (Uzbay, 2009). Maddenin tekrar kullaniminda kullanilan maddenin etkilerinin artmasi
duyarlagsma olarak adlandirilir (Robinson ve Berridge, 1993). Duyarlagsmanin etki mekanizmasi

mezolimbik depaminerjik sistemle iliskilidir (Uzbay, 2009).

Fiziki bagimliliga ve yoksunluk sendromuna neden olan MSS degiskenliklerinin neler
oldugu net bilinmemektedir. Morfin bagimliligin1 agiklamaya yonelik bazi teoriler ileri
stiriilmiistiir, ancak heniiz kesin ispatlanmamistir. Bu teorilerden ilki; maddeye kronik maruz
kalma MSS’de belli bir sinir yolagini baskilar. Kullanimdan 6nce aktif olmayan baz1 yedek
yolaklar etkin duruma gelir. Kullanim aniden kesilince normal yolak tekrardan ¢alismaya
baglar. Ancak, yedek yolaklarin da aktif kalmasi yoksunluk belirtilerinin ortaya ¢ikmasina
sebep olur. ikinci teori; zamanla postsinaptik reseptorlerin aktivasyonu baskilayici yolagin
faaliyetini arttirir. Ayn1 zamanda madde presinaptik otoreseptorleri de etkiler. Presinaptik ugtan
noromediyatorlarin salinimi baskilanir. Bu ise postsinaptik membranda reseptor artisina sebep
olur. Madde kesilince néromediyatorler eskisi gibi salgilansa da, artan postsinaptik reseptor
say1 daha kuvvetli etki olusturmaktadir (Kayaalp ve Uzbay, 2009). Morfin tipi bagimlilikta ileri
strtlen diger bir teori; madde uzun sure kullanildiginda néronal yolaklarda sinyal akisini
baskilayarak, reseptdr duyarliliginin artmasina sebep olur. Baska bir teori ise reseptor
sayisindaki artistir. Maddeye kronik maruz kalma norotransmitterlerin salinimini baskilar ve
noronal aktiviteyi azaltir. Bu durum reseptor sayisini artirir. Buna sebep yeni reseptorlerin

sentezi ve ya latent reseptorlerin etkin hale gelmesi gosterilmektedir (Allahverdiyev, 2014).

Fiziksel bagimliligin siddeti madde kullanilmadiginda yaranan yoksunluk belirtileri ile
kiymetlendirilir. Bu belirtiler kisisel 6zelliklerin yan1 sira, bagimlilik yapan maddenin tirine
gore de farklilik gostermektedir. Yoksunluk belirtileri; kusma, bulanti, bas agrisi, terleme,
uykusuzluk, burun akintisi, anksiyete, dikkat daginikligi, halsizlik, karin kramplari, ishal gibi
ortaya ¢ikan istenmeyen fizyolojik durumlardir. Yoksunluk belirtileri madde kullaniminin

kesilmesinden 4 saat sonra ortaya ¢ikar, 48-72 saatte maksimuma ulasir.

Morfinin aniden kesilmesi sonucu ortaya ¢ikan yoksunluk sendromunda glutamaterjik

aktivitenin attig1 ve buna bagli olarak NMDA reseptorlerinde artmis duyarlasma olduguna dair



ireli stiriilmiis ¢aligmalar vardir. Deney hayvanlar1 Uzerinde yapilan MK-801 gibi NMDA
reseptdr antogonistinin verilmesi ve buna bagli olarak yoksunluk belirtilerinin siddetini

hafifletilmesinin gdzlemlenmesi bu sonuglar1 desteklemektedir (O’Brien, 1996).

Stresi azaltma, sosyal ddillendirme, aidiyet duygusunu kuvvetlendirme, cinsel tatmin
ve performans attirma madde kullaniminin birgok sebepleri arasinda yer almaktadir (Cakmak
ve Eren, 2006). Bagimliligin olusmasinda kigisel ve sosyo-kulturel faktorler de rol
oynamaktadir (Kayaalp, 2005). Madde bagimliliginda ayrica fiziksel saglik sorunlari (6rnegin;
hepatit B ve C, tromboz, HIV, solunum ve Kkalp sorunlar1), zihinsel saglik sorunlar1 (kaygi,
depresyon, paranoya ve intihar girisimleri), sosyal zorluklar (issizlik, iliski sorunlari, finansal
zorluklar) ve hukuki sorunlar ile karsilasiimaktadir (British Psychological Society, 2008).
Madde bagimliligi olgusunu azaltmaya yonelik ¢ok sayida sosyal, psikolojik ve tibbi
caligmalara ragmen, opioit kullanim bozuklugu olan kisilerin sayisi diinya ¢apinda giderek

artmaktadir.

2.1.1. Opioit bagimlihg:

Opioit bagimliligi, 6zellikle A.B.D.'de bir halk saghig: krizi haline gelmistir. Opioitler,
agr1 kesici olarak kullanilan ve genellikle morfin veya kodein gibi dogal olarak bulunan
maddeler veya sentetik opioitler olarak adlandirilan fentanil gibi yapay olarak dretilen
maddelerdir. Bu ilaglar, uzun sureli agr1 tedavisi igin recgete edilebilir veya uyusturucu olarak
kotlye kullanilabilir (Volkow ve McLellan, 2016).

Opioit bagimliligi, opioitlerin dizenli olarak kullanilmasiyla gelisir ve hangi siklikta,
ne kadar sure kullanilmasi ve miktarin yani sira kisiye yapacagi hassasiyet faktorlerine gore de
degisir (World Health Organisation, 2006). Opioitler, dokularda kendi reseptorlerine
baglanarak analjezi tedavisinde kullanilan ajanlardir. Analijezik etkilerini merkezi ve periferik
sinapslar ile yaparlar (Bodnar ve Klein, 2005). Kalsiyum kanallarinin baskilanmasi, potasyum
kanallarmin aktivasyonu ve cAMP dizeyini azaltarak pre- ve postsinaptik mekanizmalar ile
agri iletimini bloke ederler (Holden ve ark., 2005). Analjezik etkisinin yani sira, 6kstrik, ishal,
postoperatif agrilarin ve bir¢ok rahatsizligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Al-

Hasani ve Bruchans, 2011).

Opioitler endojen, dogal, sentetik ve yar1 sentetik olarak smiflandirilir. Viicutta dogal
olarak sentezlenen: endorfin, enkefalin ve dinorfin endojen opiotlerdir. Dogal opioitler: morfin,

kodein ve tebaindir. Dogal opioitlerden kimyasal yolla sentezlenen eroin, hidromorfin ve



oksikodon yari sentetik opioidlerdir. Tam sentetik opioitler ise: metadon, tramadol, petidin ve
fentanildir (Allahverdiyev, 2014).

Opioitler etkilerini, merkezi ve periferik sinir sisteminde yaygin olarak bulunan opioit
reseptorleri ve transmitterlerden, endojen opioit peptidlerinden olusan endojen opioit sistemini
uyararak gostermektedir. Endojen opioit sistemi sinir sisteminin yani sira immun sistem, treme

sisteminde de bulunur.

Endojen opiotler dogal aneljezik etkiye sahiptirler. Etkilerini G proteine baglh MOR,
DOR ve KOR reseptorleri Gzerinden gosterirler. Bu peptidler ve reseptorleri 6grenme, bellek,
nosiseptif ve emosyonel davranig ile 6dil sistemi gibi bircok fizyolojik siireclere aracilik
ederler (Bodnar, 2016). Endojen opioitler kendi reseptorlerine baglanarak beynin zevk ve 6dill
maddesi olan dopamin (DA) salinim1 gergeklestirir (Mcbride ve ark., 1999). Ekzojen opioitler,
endojen opioit salinimini baskilayarak fiziksel bagimlilik gelismesine sebep olur. Uzun siire
opioit alinimi, bradikardi, bulanti, kusma, bas agrisi, solunum baskilanmasi, hipertansiyon,
kasintili deri, kabizlik, osteporoz, aritmiler, seksual disfonksiyon, periferik 0dem, agiz
kurulugu, azalmis bobrek fonksiyonu, gastrodzofajiyal reflii gibi yan etkilere sebep olur
(Harris, 2008).

Opioitler, kendi reseptorlerini direk uyararak endojen opioitlerle benzer 0Ozellikler
gosterebilirler (De Vries ve Shippenberg, 2002). Opioitler ndronlara inhibisyonla ve membran
potansiyelindeki degiskenliklere neden olur (Jordan ve Devi, 1998). Hicresel etki
mekanizmalari; adenilat siklaz inhibisyonu, kalsiyum kanallarimin bloke edilmesiyle Ca?*
aliminin azalmasi ve Go; protein etkilesimi ile hiicre disina K* iyonlarinin diffizyonudur
(Rosenbaum ve ark., 2009). TUm opioit reseptorleri Gi/o - proteinleri Uizerinden adenilat siklaz
enzimini baskilarlar. Ardindan siklik adenozin monofosfat (CAMP) seviyesinin azalmasi ve
inhibisyon etkisidir (Sekil 2.1).

Opioit reseptorler G proteinin alt birimi ile eslesmis 7 transmembran Uniteye sahiptir.
Bu reseptorlerinin hiicre disinda kalan kismi1 N-terminal, hiicre ici kismi ise C-terminal olarak
adlanir. N-terminale opioid reseptor agonisti, C-terminale ise G proteini baglanir. Gs proteinine
birlesik reseptorler AC enziminin faaliyetini arttirir. AC enziminin aktif hale gelmesi cAMP
sentezini arttirir ve Protein Kinaz A (PKA)’y1 etkinlestirir. Bu durum ¢ok sayida protein, iyon
kanal1 ve bircok enzimlerin fosforilasyonuna neden olur. Gi proteini ise CAMP aktivasyonu

baskilar. Ligand reseptore baglaninca G proteinin o alt birimi GTP (guanosin 5' trifosfat) ile



birlesir ve G proteinin 3 ve y alt birimleri o alt biriminden ayrilir. Ligand resepttrden ayrilinca
a alt birimi GTP’den ayirir, yeniden 3 ve y alt birimlerine baglanir. Adenilat siklaz Gi tarafindan

baskilanir ve CAMP (retimi 6nlenir (Al-Hasani ve Bruchans, 2011).

Opioit
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Sekil 2.1. Opioit sinyal ileti mekanizmalar1 (Chen ve ark., 2006). Adenilat siklaz, Gi tarafindan
baskilamir ve CAMP (retimi onlenir. Ayn1 zamanda Gi proteini Ca?* kanallarini baskilarken, K* kanallarinin
aktivasyonunu artirarak hicre i¢ine potasyum girisini arttirir.

Ca?" kanallar1 merkezi ve periferik sinir sisteminde yerlesmis néronlarin hiicre zarinda
bulunmaktadir. Presinaptik ndronlarin igerisine kalsiyum akigina neden olur, bu durum
norotransmitterlerin  sinaptik bosluga salimmina neden olur. Opioit, agonist tarafindan
uyarildiginda G proteinin B ve vy alt birimleri Ca®* kanallariyla etkilesmesi sonucu Ca?*

kanallarin1 kapatarak, norotransmitterlerin salinimini baskilar (Mochida, 2018; Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Presinaptik ndronlardan transmitterlerin sinaptik bosluga bosalmasi (tr.wikipedia.org).



Uciincli etki mekanizmasi ise; néron membraninda potasyum kanallarinin aktivasyonu
sonucu hicrenin igerisine potasyum (K*) girisinin artmasidir. Bu olay hiperpolarizasyona neden

olur.

Opioitler, beyindeki opioit reseptorleri ile etkilesime girerek agriy1 azaltan ve zevk hissi
veren dogal kimyasallar olan endorfinlere benzer sekilde calisir. Ancak, opioitlerin dozu
arttikca, beyindeki opioit reseptorlerine asir1 miktarda baglanir ve endorfin tretimini engeller.
Bu, kullanicinin agriy1 azaltmak veya keyifli hissetmek icin daha fazla opioit kullanmasina

neden olur. Bu dongu, kullanicinin opioitlere bagimli hale gelmesine neden olur.

Opioit bagimlilig1 ile miicadele etmek icgin birgok tedavi segenegi mevcuttur. Bu
tedaviler arasinda ilag tedavisi, davranis terapisi, rehabilitasyon merkezleri ve destek gruplari
yer alir. Ilag tedavisi, opioit bagimlilig: olan kisilere opioit antagonistleri (buprenorfin ve
naltrekson) veya opioit yoksun kalma tedavisi icin methadone gibi opioit agonistleri
kullanilmaktadir. Bu ilaglar, opioit reseptorlerine baglanarak opioit bagimliligina neden olan
diger opioitlerin etkisini engeller veya azaltir (Kosten ve George, 2002).

Sonug olarak, opioit bagimliligi, yaygin ve ciddi bir saglik sorunudur. Ancak, uygun
tedaviler ve destek hizmetleri ile kontrol altina alinabilir. Tedavi edilmeyen opioit bagimliligi,
kullanicinin hayatin1 tehdit eden sonuglar dogurabilir. Bu nedenle, opioit bagimliligi olan
kisilerin tedaviye erisimi ve destek hizmetleri saglanmasi dnemlidir (Centers for Disease
Control and Prevention, 2021).

2.1.2. Opioit reseptorleri

Opioit reseptorleri, vicudumuzdaki agriyr kontrol etmek icin énemli bir rol oynarlar.
Endojen opioitler (6rnegin endorfinler, enkefalinler ve dynorphinler) ve sentetik opioitler
(6rnegin morfin ve fentanil), bu reseptorlere baglanarak agriy1 azaltir veya engellerler. Opioit
reseptorleri, opioitlerin etkilerinden sorumlu olan hicresel bilesenlerdir. Bu reseptorler,
noronlarda ve diger hticrelerde bulunur ve agri, memnuniyet ve bagimlilik gibi bircok biyolojik

sireci diizenleyen nérokimyasallarla etkilesime girerler.

Ik kez 1954 yilinda ortaya atilan opioit reseptorlerinin beyindeki varligi 1973 yilinda
ispat edilmistir (Demirkapu, 2014). Opioitler islevlerini G proteine bagli opioit reseptorine
baglanarak gostermektedirler. G proteinine bagli reseptorler 7 transmembrandan olusmaktadir
(Waldhoer ve ark., 2004). Bu reseptorlerinin hiicre disinda kalan kismi N-terminal, hiicre ici

kismi ise C-terminal olarak adlanir. N-terminale opioit resept6ér agonisti, C-terminale ise G
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proteini baglanir (Al-Hasani ve Bruchans, 2011). Butun opioit reseptorler G protein
kenetlidirler ve adenilat siklazi baskilayarak, iyon kanallarini etkilerler. Na* iyonlarinin hiicre
disma gocini arttirir, Ca?* iyonlarinin hiicre igerisine girisini azaltarak norotransmitterlerin

salimmasinin énine gecerler (Howland ve Mycek, 2006).

G proteine bagli dort opioit reseptorii bulunmaktadir. Bunlar; mi (p1, p2, p3), kappa
(k1, k2, k3), delta (61, 62, 83) ve nosiseptin/orfanin FQ’diir (Waldhoer ve ark., 2004). Etkilerini
bu reseptorleri uyararak, analjezi, 6fori, sedasyon ve solunum baskilanmasi gibi belirtilerin
ortaya ¢ikmasiyla gostermektedirler. Opioitler tedavi edici ve yan etkilerini 6zellikle p
reseptorleri uyararak gosterirler (Bender ve ark, 2014). Delta reseptorleri, 6zellikle kapsamli
opioitlerin etkilerinde rol oynar. Kappa reseptorleri, agri kesici etkileri olan ancak ayni zamanda
bircok yan etkisi olan opioitlerin etkilerinde rol oynar (Kieffer ve Gaveriaux-Ruff, 2002).
Opioit reseptorleri serebral korteks, hipotalamus, talamus, orta beyin, subustantia jelatinosa,
ekstrapiramidal alan ve sempatik preganglionik sinirlerde bulunur. Beyaz maddeye oranla gri
maddede daha fazladir. Agr ile ilgili yapilar ve yollarda daha yogun olarak bulunurlar (James
ve ark., 1991).

Tablo 2.1. Opioit reseptorleri ve etkileri

Opioit reseptorler Etkisi
K (mii) ul Analjezi
Oferi
Bulanti
Kusma

Hipertansiyon

Miyozis

p2 Solunum depresyonu
Bagimlilik
Bradikardi

k (kappa) Sp(ijnal analjezi
Sedasyon
Miyozis

o (delta) Analjezi
Davranigsal
Epileptojenik

e MU opioit reseptori (MOR): Supraspinal lokasyonda, ¢zellikle presinaptik bolgelerde
yuksek yogunlukta bulunur ve genellikle ¢ikan (afferent) yollar etkisiz hale getirirken,
inen (efferent) yollari etkinlestirir. Limbik sistem’de, hipotalamus’ta yliksek yogunlukta
bulunur. Agr1 ve strese yanitin diizenlenmesinde dnemli role sahiptir (Friedman ve
Nabong, 2020).
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e Kappa opioit reseptori (KOR): Omurilikte daha yilksek yogunlukta bulunur.
Hiperaljezi uretiminde 6nemli role sahiptir.

e Delta opioit reseptérii (DOR): Orta beyinde p ve k reseptorlerine oranla daha diisiik
yogunluktadir. Periferik sinirlerin dorsal kok ganglionlarinda yuksek yogunlukta
bulunur. Akut agrida diisiik, kronik agrida ise daha énemli etkiye sahiptir (Friedman ve
Nabong, 2020; Pradhan ve ark., 2011).

e Nosiseptin/orfanin FQ reseptdri: Opioit reseptor ailesinin opioit olmayan bir dali
olarak kabul edilir (Bodnar, 2016). Opioit reseptorleri ve etkileri Tablo 2.1°de
Ozetlenmistir.
p-reseptorleri, narkotik agr1 kesicilerin (opioitlerin) agr1 kesici etkilerinden sorumlu

olan opioit reseptorleridir (Kieffer ve Gaveriaux-Ruff, 2002). 6-reseptorleri, ddul sistemi ve
bagimlilik davraniglariyla iligkilendirilirken (Pasternak ve Pan, 2013), k-reseptorleri, agriy1
azaltmak gibi etkileri olan, ancak diger iki reseptore gore daha az arastirilmis olan opioit

reseptorleridir (Bruchas ve Chavkin, 2010).

Opioit reseptorlerine bagli olarak etkileri degisen bir¢ok opioit ila¢g vardir. Bunlar
arasinda morfin, hidromorfon, fentanil ve metadon gibi gucli opioid analjezikler bulunur.
Opioit reseptorlerine baglanarak agriyr azaltirken ayni zamanda mutluluk, uyusukluk ve
rahatlama hissi de yaratabilir. Ancak bu ilaglar ayn1 zamanda bagimlilik yapicidir ve asiri

kullanimi 6limcdal olabilir.

Opioit reseptorlerinin roli hala tam olarak anlasilmamistir ve arastirmalar, bu
reseptorlerin kontrol edilmesinin agr1 tedavisinde daha iyi sonuglar saglayabilecegini
gostermektedir (Bruchas ve Chavkin, 2010).

2.2. Beyin Odullendirme Mekanizmalari

Beyin odillendirme mekanizmalari, davranislarin ve etkinliklerin tekrarlanmasini
saglayan 6nemli bir role sahiptir. Bu mekanizmalar, beynin limbik sistemdeki yapilari
araciligiyla ¢alisir ve dopamin salinimu ile iligkilidir. Beyin 6dillendirme mekanizmalari,
Ozellikle mesolimbik dopamin yolu olarak bilinen bir dizi beyin bdélgesinde yer alan
dopaminerjik noronlar tarafindan module edilir. Bu yol, ventral tegmental alan (VTA) ve
nikleus accumbens (NAc) dahil olmak tizere bircok beyin bolgesini icerir (Lammel ve ark.,
2011).
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Arastirmalar, Odillendirici uyaranlarin beyinde dopamin salinimini arttirdigini ve
davranigin tekrarlanmasina neden oldugunu gostermektedir (Volkow ve Morales, 2015). Beyin
odullendirme mekanizmalari, bagimlilik davraniglarinin tedavisi icin hedef alinan bir alandir.
Noroplastisite ve farmakolojik tedaviler, ddullendirme mekanizmalarin1 hedef alarak

bagimlilik davraniglarini degistirmeyi amaglamaktadir (Koob ve Volkow, 2010).

Oduil davranis bicimlerini kuvvetlendiren bilissel uyaricidir, davranisin stirdiiriilmesini
ve olumlu duygularin yaranmasini saglar (Koob, 1996; Shultz, 1997). Beyinin édul merkezleri
medial 6n beyin demeti boyunca, baslica olarak hipotalamusun lateral ve ventromedial
¢ekirdeginde yerlesmistir. Septum, amigdala, talamus ve bazal gangliyonlar da az gucli odl
merkezleridir (Bardo, 1998).

Kotuye kullanilan maddeler bagimlilik olusturarak, beyinin 6dil sistemiyle ilgili
yapilarda degiskenliklere sebep olur. Mezokortikolimbik sistem 6dil sisteminin 6nemli bir
parcasidir. Mezolimbik ve mezokortikal dopominerjik yolaklarin birlesmesinden olusur. Bu
sistemin ana norotransmitteri dopamindir (Kaya ve ark., 2019). Dopamin (DA) insan
vucudunda dogal olarak dretilen bir nérohormon ve transmitterdir. Nérohormon olarak
hipotalamustan sentezlenir, periferal kan dolasimina karisarak gorev yapar. Gorevi hipofiz
bezinden prolaktin sentezini baskilamaktir. NOrotransmitter olarak beyindeki DA
resOptorlerine baglanarak etki etmektedirler. Parkinson ve sizofreni hastaliklart DA
bozukluklariyla iligkili en iyi bilinen patolojilerdir. Sizofreni hastalarinda mezokortikal yolakta,

parkinson hastalarinda ise nigrostriatal yolakta DA yogunlugunda azalma goriilmiistiir.

Dopaminerjik iletim G protein kenetli D1 (D1 ve D5) ve D2 (D2, D3, D4) dopamin
reseptor ailesi ile gergeklestirilir. D1 ve D5 ailesi Gs ile kenetli reseptordir, CAMP dizeyini
arttirir. D2, D3 ve D4 reseptorler ise Gi protein kenetlidir, CAMP dizeyini azaltir (Franken ve
ark., 2005). Bagimlilikta postsinaptik néronlarda D2 reseptdriiniin azalmasi siddetli kullanma
arzusuna ve bagimliliga yol agar (Lingford-Hughas ve ark., 2010). Mezokortikal, mezolimbik,
nigrostriatal ve tuberoinfundibular olmak tizere dért dopaminerjik yolak bulunmaktadir (Sekil
2.3. Harsing, 2008).

Mezokortikal yolak; ventral tegmental alandan (VTA) baslayip prefrontal kortekse
kadar, mezolimbik yolak ise; VTA’dan baslayip, ventral stratium, amigdala ve hipokampusa
kadar uzanir (Kaya ve ark., 2019; Kobb, 1992). Bagimliliga yol agan maddeler motivasyon ve

pekistirmenin 6grenilmesinde 6nemli roli olan beyinin ventral stratium’da DA salinimini
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arttirtr, mezolimbik yolagi aktive eder ve 6dillendirmede 6nemli rol oynar (Kaya ve ark.,
2019). Nigrostriatal yolak; substantia nigradan (kara madde) baslar ve dorsal stratiumda
sonlanir. Dorsal striatum hareket ile iligkilidir; eylem sec¢imi, hedefe yonelik davranis ve
aligkanliklarin ortaya ¢ikmasinda dnemli roli vardir (Kaya ve ark., 2019). Tuberoinfundibular

yolakta ise DA hipofizden prolaktin salgilanmasini diizenler (Harsing, 2008).

Tuberoinfundibular 3 Migrostriatal
Yolak ) \i = Yolak

Mezokortikal
Yolak

\\, - :
X \ ~ Mezolimbik
Yolak

Sekil 2.3. Dopaminerjik yolaklar (Kaya ve ark., 2019).

NAC ve diger beyin alanlarina giden mezokortikolimbik yolak; 6diil, uyang, istah, besin
arayisi, lokomotor aktivite, duygu durumu, cinselligin diizenlenmesi ve davranigsal yanitin
olusmasinda &nemli rol oynar. Odiil ile iliskili uyarilarm diizenlenmesi hipotolamusun lateral
bolgesi ve NAc ile ilgilidir. Amigdala, hipokampus, prefrontal korteks ve VTA’dan gelen
sinyeller NAc’ta birlesir. NAc beyinin O6diillendirme merkezi olarak bilinmektedir. Ayni
zamanda VTA’ya prefrontal korteksten, amigdaladan, lokus coreuleustan, VTA’daki ara
noronlardan ve NAC’tan inhibitor veya eksitator sinyaller gelir. VTA’daki DA néron
uyarilmasi ile NAc’ta biiyiilk miktarda dopamin salinir. Bu mekanizmada; GABA’erjik,
kolinerjik, seratonerjik, glutamaterjik, noradrenaljik ve NMDA mekanizmalarinda gorev
yaparlar. Odiil sisteminin ndronlarindan ¢ogu dopaminerjiktir (Spanagel ve Weiss, 1999; Di

Ciano ve ark., 2001; Nestler, 2005).

Morfine bagli ddullendirme ve bagimlilik mekanizmasi mezolimbik dopominerjik
sistemle islevini stirdurdr ve bu sistemde dopamin major nérotransmitterdir (Di Chiara, 2000).
VTA’dan NAc’a giden dopaminerjik yolak en etkili yoldur. VTA ve NAc yapilari uyarilir ve
bununla birlikte ventral striatum, hipokampus, PFC ve amigdaladan gelen uyarilar da
mezolimbik sistemi uyarir. Sonugta NAc‘ta haz duygusunu belirleyen dopamin salinimini
arttirir. Morfin  kullaniminda ligand VTA’nin GABAerjik sisteminde yer alan GABA
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noronlarindaki p opioid reseptorle birlesir ve GABA aracili sinaptik iletimi baskilar. Bu durum
dopaminerjik noronlart baskilar. Sonu¢ olarak 6fori duygularini indlkleyen ve bagimliligin
gelismesini saglayan NAc’ta dopamin salinimina yol acar. Dopaminin artmasi ise 6dl etkisinin
ortaya ¢ikmasina neden olur (Bodnar, 2016; Johnson ve North, 1992; Wise, 1989; Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Morfine bagh 6dillendirme etkisinin mekanizmalar1 (Listos ve ark., 2019). Morfinin
ddullendirici etkisi, VTA’daki GABAerjik terminallerde lokalize olan p opioit reseptdrlerinin uyarilmasi ile
iliskilidir. GABA salimmini baskilar ve NA¢’ta dopamin salimina yol acar. PFC: prefrontal korteks, VTA: ventral
tegmental alan, NAc: nikleus akkumbens, Amy: amigdala, HP: hipotalamus, DA: dopamin, GABA: gama
aminobtirik asit.

Morfine bagli yoksunlukta dopamin diizeyi 6nemli derecede azalmaktadir (Shaham ve
ark., 1996). Akut kullanimda dopamin dizeyi yiikselirken, kronik kullanimda dopamin dizeyi
azalir (Lingford- Hughas ve ark., 2010).

Ozetlemek gerekirse, beyindeki ddiillendirme mekanizmalar, kisilerin haz, mutluluk ve
keyif hissetmelerine yardimci olan karmagik streglerdir. Bu mekanizmalar, dogal olarak olusan
odullendirici uyaricilarla tetiklenebildigi gibi, bagimlilik yapan maddelerin kullanimiyla da
etkilenebilir. Bagimlilik yapan maddelerin tekrarlanan kullanimi, beyindeki ddullendirme
mekanizmalarinin bozulmasina neden olabilir ve sirekli daha yiksek dozda kullanim
gerektiren bir kisir dongtye yol agabilir. Sonu¢ olarak, beyin 6dillendirme mekanizmalari,

davraniglarin tekrarlanmasini saglayan 6nemli bir rol oynar ve dopamin salinimu ile iligkilidir.
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2.3. Morfin

Morfin, Papaver somniferum L.’de bulunan dogal bir opioit alkaloiddir. Bitkinin yas
meyvesinin kabugu ¢izilerek ortaya ¢ikan 6zsuyunun kurutulmasiyla elde edilir (Kog ve ark.,
2006). Morfin ismi Eski Yunan Mitolojisinde uyku tanris1 olan Morpheus’tan gelmektedir. Tlk
kez 1805 yilinda Hannover’li eczac1 Frederich Serturner tarafindan afyondan izole etmistir
(Ozmen, 2009). 1953 yilindan Klinik olarak kullamilmustir. Morfinin kimyasal formu:
C17H19NO3’tiir (Sekil 2.5).

HO™

Sekil 2.5. Morfinin molekuler yapisi (tr.wikipedia.morfin). Sistematik adi: 3,6-dihidroksi 4,5-epoksi -
17 metilmorfinan-7-en.

Halkasal yapisindaki 5, 6, 9, 13 ve 14 numarali karbonlari asimetrik olan morfin renksiz
kristal haldedir. Yapisinda bir fenol ve bir alkol hidroksil vardir. Morfinin kristallesmesi i¢in
bir ve ya da ¢ mol su gereklidir. 110 °C'de kristalin suyu kaybolur. Erime noktasi ise 230
°C'dir. Suda ¢ozunur, ancak lipitlerdeki ¢oziiniirligii zayiftir. Eczacilikta klorhidrati ve ya
stilfat1 formu analjezik olarak kullanilir (wikiwand.com/tr/morfin). Morfin glinuimiizde orta-
siddetli agrilarin tedavisinde kullanilan en guclu analjeziktir. Postoperatif agrilarin ve kansere
bagli agr1 yasayan kisilerin tedavisinde de kullanilir (Christie, 2008). Agri tedavilerinde etkili
olmakla beraber, kullanim esnasinda bagimlilik, tolerans, birakildiginda ise yoksunluk

belirtilerinin ortaya ¢ikmasina sebep olur.

Merkezi sinir sistemini etkileyerek agri1 hissini azaltir, uykuya neden olur ve zihinsel
durumu degistirir. Morfin ayrica, yiuksek dozlarda kullanildiginda solunum baskis1 yapabilir ve
6lumcdl olabilir. Oral yolla alindigi zaman gastriontestinal sisteminde tamamen emilir.
Karacigerden ilk gegiste 6nemli kismi eliminasyona ugrar. Bu yiizden etki dizeyi diisiiktiir.
Kas icine ve ya cilt altina enjekte edildikten 20 dakika sonra analjezi etki eder, 45-90 dakikada
maksimuma ulasir, ancak etkisi kisa strer. Uygulanan dozun %90’1 24 saatte metabolize
edilerek vicuttan atilir (Brunton ve Parker, 2011). Morfinin ana metabolitleri morfin-3-
glukuronid (M3G) ve morfin-6-glukuronid (M6G)’dir. M6G morfinin 2 kat1 kadar gucli
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metabolitdir. M3G ise inaktivdir (Penson ve ark., 2000). Morfinin metabolizmas1 sadece
karacigerde gergeklesmez, beyin ve bobreklerde de gergeklesebilir. Glukuronidler esas olarak
safra ve idrar yoluyla atilir. Glukuronidler, kan-beyin bariyerini gecemeyen polar metabolitler
olarak kabul edilir (Christrup, 1997). Morfinin az bir kismu ise karacigerde sllfat konjugatlarina
doniistiiriilir (Kayaalp, 2005). Bu metobolitlerin %901 bobrekler, %10°1 ise disk1 yoluyla
vicuttan atilir. Morfinin yarilanma 6mri 2-3,5 saattir (Brunton ve Parker, 2011).

Morfinin MSS Uzerindeki en blyuk etkisi analjezidir. Diger etkileri ise 6fori, sedasyon,
solunum depresyonu, bulanti-kusma ve hipotermidir. Endise, anksiyete ve ruhi gerginligi
ortadan kaldirarak Ofori yapar. Psikomotor ve kognitif performansta belirgin olmayan bir
azalma yapabilir. En 6nemli yan etkisi ise biriken karbondioksit nedeniyle solunumu
baskilamasidir (Kayaalp, 2005). Periferik etkileri ise; gastrointestinal, kardiyovaskiiler,
bosaltim sistemi Uzerindedir. Ayrica, uterus, safra yollar1 ve histamin salinimiyla ilgili etkileri
de vardir. Kardiyovaskiler sistemdeki etkileri hipotansiyon, hipertansiyon ve bradikardi olarak
kendini gosterir. Gastrointestinal sistemde diiz kas tonusunu arttirarak ciddi spazma neden olur
(Wolf ve ark., 1998).

Morfin, opioit reseptorleri Uzerinde etki ederek etkisini gosterir. Bu nedenle, morfin
endorfinlerin yerini alarak agriy1 azaltir ve hos bir his uyandirir. Morfin, kronik agr1 tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, yiksek bagimlilik potansiyeli nedeniyle kotuye
kullanim ve bagimlilik riski vardir. Morfinin bagimlilik yapan etkilerinin nedenleri arasinda,
opioit reseptorleri Uzerindeki etkileri ve beyindeki 6dillendirici mekanizmalarin aktive
edilmesi yer almaktadir. Morfinin bagimlilik yapici etkilerinin nedeni, beynin dddllendirici
mekanizmalarinin aktive edilmesidir. Bu nedenle, morfinin kronik kullanimi1 dopamin sistemini

degistirerek bagimliliga neden olabilir (Thompson ve ark., 2012).

2.3.1. Morfin reseptorleri

Morfin reseptorleri, opioit reseptor ailesinin bir pargasidir. Bu reseptorler, beyinde agri
duyusu gibi duyusal islevlerin yanmi sira keyif ve odil gibi duygusal islevlerin de
dizenlenmesinde rol oynarlar. Morfin, bu reseptorlere yiiksek afiniteli bir agonisttir ve

baglandiginda agr1 kesici etkileri olusur.

Morfin reseptérlerinin  farkli beyin bdélgelerinde farkli islevlere sahip oldugu
bilinmektedir. Ornegin, prefrontal korteks ve hipokampus gibi beyin bélgelerinde, morfin

reseptorleri hafiza, 6grenme ve duygusal islevlerin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar.
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Diger aragtirmalar ise, ventral tegmental alan (VTA) gibi beyin bolgelerinde, morfin

reseptorlerinin 6dul yolu ve bagimlilikla ilgili islevleri oldugunu gostermektedir.

Morfin reseptorleri, morfinin hedef aldigi ndérotransmitter reseptorlerinden biridir.
Morfinin etki mekanizmasi, bu reseptorlerin agonisti olarak hareket etmesine dayanir. Morfin
reseptorleri, G proteinine bagl reseptor ailesinin bir Uyesidir. Bu reseptorler, presinaptik
membranlarda bulunur ve néronlarin birbirleriyle etkilesimlerinde 6énemli bir rol oynarlar.
Morfin reseptorleri, ¢ farkl alttipi vardir: MOR-1, MOR-2 ve MOR-3. Bu alt tipinin her biri,
farkli noronlarda bulunur ve farkli islevlere sahiptir. MOR-1, beyindeki en yaygin morfin
reseptoridur ve agr kesici etkilere neden olan morfinin ana hedefidir. MOR-2 ve MOR-3,
beyinde daha az yaygin olarak bulunur ve sadece belirli néronlarda gorulur (Kieffer ve Evans,
2009).

Morfin reseptorlerinin etki mekanizmasi, G proteinlerinin aktivasyonu ile baslar.
Morfin, MOR-1 reseptorlerine baglanir ve G proteinlerinin alfa alt birimlerinin aktivasyonunu
indUkler. Aktif G protein alt birimleri, adenilil siklaz enzimini uyarir ve CAMP Uretimini arttirir.
Bu, hiicresel sinyal yolaklarinda degisikliklere neden olur ve sonugta morfinin agri kesici ve
diger etkilerini Gretir. Morfin reseptorleri, beyindeki dopamin sistemi lzerinde de etkilidir.
Dopamin, beyindeki 6dil sistemlerinde 6nemli bir rol oynar ve morfinin keyifli etkileri de bu
mekanizma araciligiyla gerceklesir. MOR-1 reseptorleri, DA salinimini arttirir ve beyindeki

0dul mekanizmalarini uyarir (Lutz ve ark., 2019).

Morfin reseptorleri hakkinda yapilan arastirmalar, bu reseptorlerin sadece agr1 kesici
etkilere neden olmadigini, ayn1t zamanda bagimlilik yapici 6zelliklere de sahip oldugunu
gostermistir. Morfin bagimliligi, MOR-1 reseptorlerinin aktivasyonuna baglidir ve bu
reseptorlerin bloke edilmesi, morfin bagimliliginin tedavisinde kullanilan yéntemlerden biridir
(McPherson ve ark., 2010).

2.3.2. Akut ve kronik kullannmda morfinin molekuler etkileri

Morfine akut maruz kalma durumunda; morfin ligandinin P opioit reseptérle baglanmasi
Go veya Gi proteinin aktivasyonuna, ardindan adenilat siklaz (AC) aktivasyonunun
baskilanmasina ve beyindeki birgok néronlarda cAMP yolagimin bloke edilmesine sebep olur.
Opioit reseptoriine baghh G proteini (a, B ve y) alt birimlerinden olusur. Ligand reseptorle
baglaninca guanosin 5’ trifosfat (GTP) o alt birimiyle birleserek, B/y dimerinden ayrilir. Her

ikisi hiicre ici sinyal iletimine katilir. AC aktivitesinin baskilanmast, siklik adenozin monofosfat
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(CAMP) seviyesinin azalmasina ve protein kinaz A (PKA) aktivitesinin de baskilanmasina
sebep olur (Chakrabarti ve ark., 2016). a-GTP kompleksi fosfolipaz C (PLC) ve MAP protein
kinaz yolaklarim aktive eder. Aym1 zamanda K* kanalim aktive ederek, hicrenin
hiperpolarizasyonunu arttirir. Hiicrede aktif hale gelen PLC, fosfatidilinositol 4,5-bifosfati
(PIP2), inositol 1,4,5-trifosfata (IP3) ve diasilgliserole (DAG) hidroliz eder. IP3, kalsiyum
bagimli sinyallesmeyi aktif ederek endoplazmik retikulumdan Ca®* salmimini arttirir. B/y
dimeri ise dogrudan Ca?* kanalmi bloke eder. Ca?* kanallari merkezi ve periferik sinir
sistemindeki noronlarin membraninda yerlesir. Ca?" kanallarinin baskilanmas1 presinaptik
néron igerisine Ca?* alimmm durdurur ve norotransmitterlerin sinaptik bosluga salinmasini
engeller (Mochida, 2018; Sekil 2.6).

3 arrestin

Farkli hiicresel
siiregler

Degismis gen

ifadesi r

Cekirdek

Sekil 2.6. Akut ve kronik morfin etkisinin molekiler mekanizmasi (Listos ve ark., 2019).

Bagimlilik yapan ilaglara kronik maruziyet, hiicre igi sinyal iletim yollarmin tekrar-
tekrar bozulmasina neden olarak, nukleer fonksiyonlarda degiskenliklere ve belirli hedef
genlerin transkripsiyon seviyelerinin degismesine yol agmaktadir. Bu genlerin degistirilmis
ifadesi, meydana geldigi noronlarin aktivitesinin farklilagmasina ve noranal networkta

degiskenliklere yol agmaktadir (Nestler ve Aghajanian, 1997).

Maddeye kronik maruz kalmada en iyi bilinen molekiler adaptasyon CAMP yolaginin
aktivasyonudur. AC seviyesi CAMP bagimli PKA ile artar, bagimlilik ve yoksunluk
Ozelliklerinde katkida bulunur. Kronik maruz kalma opioit reseptorlerin G protein reseptor

kinazlar (GRKS) tarafindan fosforilasyonu ile indiiklenir. Opioit reseptorlerinin fosforilasyonu
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[B-arrestin (sitolik protein) ile baglanmasina izin verir ve G protein aracili sinyallesmeyi bloke
eder. Reseptorler duyarsizlasir ve G proteinden ayrilir (Allouche ve ark., 2014). Duyarsizlasma
artan AC aktivitesinden ve CREB aktivitesini etkileyen yiksek cAMP seviyesinden
kaynaklanir (Nestler, 2016).

Noronlardaki AC | ve AC VIII olmak Uzere 2 tip adenilat siklaz, seviyesi artar ve bu
durum farkli mekanizmalar ile gergeklestirilir. Noranal genlerin ifadesi yizlerce farkli
transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenir. Tekrarlanan ilaca maruziyet durumunda CREB
(CAMP cevap elemani baglayan protein) ve AFosB transkripsiyon faktorleri bagimlilikla
iliskilendirilmistir. AC VIII enziminin seviyesinin artmast major transkripsiyon faktér CREB
tarafindan diizenlenir. CREB, konsensus TGACGTCA CRE dizi bolgesi iceren genlerin
transkripsiyonunu dizenler. CREB dimer olarak CRE bélgesine baglanir, sadece iki alt birimi
de serl133 tzerinde fosforile edildiginde transkripsiyonu aktive eder. Bunun sebebi yalniz
fosforile edilmis CREB, bazal transkripsiyon kompleksini uyaran adaptor protein CBP (CREB
baglayan protein) ile etkilesime girebilmesidir (Shaywitz ve Greenberg, 1999; De Cesare ve
Sassone-Corsi, 2000). CREB geninin artan transkripsiyonu tekrarlanan ila¢ aliniminda cCAMP
yolagini aktive eder, Adenilat siklaz V111 ve tirosin hidroksilaz’in ifadesini arttirir (Lane-Ladd,
1997). Artan CREB seviyeleri kisa dmurlidur, ancak daha uzun sireli bagimlilik belirtilerinin
altinda ek mekanizmalarin yattig1 diistiniliir (Nestler, 2001). Antisense oligonukleotid
tedavisinde CREB seviyesinde azalma morfine bagimliligi engellemektedir. AC | enziminin
artmis  seviyesi antisense oligonukletid tedavisinden etkilenmemektedir. Antisense
oligoniikleotid tedavisi yoksunlukta gorulen lokus coeruleusda néronlarin aktivasyonunu ve

yoksunluk davranis siddetini hafifletir.

Maddeye kronik maruz kalma beyinin bir¢cok bdlgesinde néronlarda CAMP yolaginin
aktivasyonuna sebep olabilmektedir. Striatium bdlgesinde artan cAMP seviyesi, CREB
fosforilasyonu veya ifadesinin degistirilmesidir. Bu genlerde gozlenen degisikler farkli gen
ifadelerine sebep olur. Lokus coeruleusda’taki noradrenerjik néronlar dikkat durumu ve
otomatik sinir sistemini duzenler ve somatik yoksunlukla iliskilendirilmistir. Bu néronlarda
CAMP yolagmin artmig seviyesi katyon kanallarinin aktivasyonuyla néronlarin seviyesini
arttirir. Glutamaterjik iletimin artmig aktivasyonu yoksunluk sirasinda artmis lokus coeruleus
aktivitesine neden olur. Kronik maruz kalma VTA’da dopaminerjik ve serotonerjik hicreleri

inerve eden GABAerjik noronlar icerisinde olan cCAMP yolaginin aktivasyonuna neden olur,
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CAMP artmasi yoksunluk sirasinda GABA salimimimi arttirir, dopaminerjik ve serotonerjik
noronlarin seviyesinde azalmaya yol acar (Nestler ve Aghajanian,1997).

Diger bir transkripsiyon faktorli AFosB, bagimlilik ile iliskili beyindeki uzun vadeli
adaptif degiskenliklerde dnemli role sahiptir. Morfinin akut uygulamasi NAc ve dorsal striatum
da birkag Fos ailesi tyesinin (c-Fos, FosB) indiiksiyonuna neden olmaktadir (Hope,1994; Kelz
ve Nestler, 2000). AFosB, akut ilaca maruz kalmada hafif indiklenir. Ancak tekrarlanan ilag
uygulamalar1 ile beyinde birikmeye baslar. Uzun sireli adaptasyonlar i¢in molekiler salter
olarak rol alir (Kelz ve Nestler, 2000).

[lag uygulamasindan sonra meydana gelen transkripsiyondan bagimsiz diger
modifikasyonlar ise azaltilmis protein bozulmasi ve reseptor duyarliliginin diizenlenmesidir.
Reseptor-G protein baglanmasinda adaptasyonlar: G proteine bagli opioit ve dopamin
reseptorleri akut etkide reseptorlerde karmasik duyarsizlasmaya neden olur. Kisa sureli
duyarsizlasmalarin nedeni GRKSs ve diger proteinler tarafindan reseptorlerin fosforilasyonudur.
Bu reseptorlerin internalizasyonuna neden olur ve G protein baglanmasini azaltir. GRKS sadece
reseptoriin agonist baglanan kismin1 ve fosforile reseptére baglanmis arrestin proteinlerini
fosforile eder. GRKs ve arrestin seviyesi kronik alimdan sonra beyinin ¢zel boélgelerinde
artmaktadir. Kronik etkide reseptorlerdeki bir baska adaptasyon reseptor-G protein
baglanmasindan kaynaklanan degiskenliktir. Digeri ise G proteinin alt birimlerinin bollugunda
go6zlenen adaptasyonlardir. Kronik maruz kalmada D2 reseptoriin baglanma yeri olan G

proteinin a alt Unitesinin, Gi/o ailesinin azaldig: bilinmektedir (Nestler ve Aghajanian, 1997).

2.4. Nalokson

Nalokson, akut opioit zehirlenmelerinde veya solunum depresyonu, hipertansiyon ve
koma gibi acil durumlarda kullanilan bir ilagtir. ilag, opioitlerin solunum merkezlerini
etkilemesini engelleyerek nefes almaya yardimer olur (Hardman ve ark., 2001). 1961 yilinda
Jack Fishman ve Mozes J. Lewenstein tarafindan patentlenmistir. C1gH21NO4 kimyasal yapisi

ile morfine benzemektedir (Sekil 2.7).

Nalokson, higbir agonist aktivitesine sahip degildir. Tlm opioit reseptorlerinin alt tipleri
icin kullanilan saf opioit reseptOr antogonistidir. Bu nedenle her hangi bir opioitin tim
eylemlerini engelleyebilir (Clarke ve ark., 2005). Nalokson, merkezi sinir sistemindeki opioit

reseptorlerine baglanarak, agonistlerin reseptorlere baglanmasini  bloke eder veya
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reseptorlerden uzaklastirir. p reseptorle yuksek, k ve &-reseptorlere daha diisiik afiniteyle
baglanir. Bunun yani sira beynin depaminerjik ve GABAerjik sistemlerine de etki etmektedir.

Sekil 2.7. Naloksonun molekiiler yapisi1 (wikipedia.org/wiki/Naloxone).

Tolerans ve ilag bagimliligi yapmaz. Ancak madde bagimliligi olan kisilerde ani
yoksunluk belirtilerinin gelismesine sebep olabilir (Roberts, 1984). Nalokson, interamiskdiler,
intraven0z veya intranazal olarak uygulanabilir. Yarilanma 6mri yarim 0,5-1 saat kadardir.
Karacigerde metobolizesi hizli oldugu igin oral kullanimi etkisizdir. Naloksonun etki suresi 60-

100 dakika arasindadir (tr.wikipedia.org/wiki/Nalokson).

2.5. Hipotalamus

Beyin merkezinde bulunan birgok kuguk ¢ekirdekten olusan hipotalamus, talamusun
altinda hipofiz bezinin tzerinde yerlesir. Ki¢lik olmasina ragmen, noral baglantilarla vicuttaki
birbirinden bagimsiz birgok énemli islevleri kontrol altina alir. Hipotalamus, hipofiz bezi yolu
ile sinir sistemi ve endokrin sistem arasinda baglanti kurar. En dnemli gorevlerinden biri,
homeostaz ile viicudu dengede tutmaktir. Homeostaz islevinin birgogunu dogrudan otonom
sistemini etkileyerek veya hormonlari kontrol ederek gergeklestirmektedir (Boeree, 2009).
Hipotalamus vicudun sinir sistemindeki hicrelerden kimyasal bir uyar1 aldiginda
ndrohormonlar salgilayarak, hipofiz bezinin ¢alismasini diizenler (Sargis, 2021). Hipotalamus,
kan dolasimimin diizenlenmesi (kan basinci, damar gegirgenligi), 1s1 transferi, tokluk, aglik ve
susuzluk, uyku donguleri, kadinlarda adet dongusu, zevk, bagirsaklardan enzim ve hormonlarin
salgilanmasi, metabolik ve zehinsel aktiviteler gibi birgok 0Onemli fonksiyonlarin

dizenlenmesinden sorumludur.

2.6. Epigenetik
Epigenetik, DNA diziliminde degisiklik olmaksizin gen ifadesini etkileyen
modifikasyonlar1 tanimlamaktadir. Epigenetik modifikasyonlar, gen ifadesini diizenleyerek,

hicrelerin farklilagmasi, gelisimi ve iglevi igin 6nemli bir rol oynamaktadir (Feinberg, 2018).
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Epigenetik modifikasyonlar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kromatin
yapisindaki degisiklikler gibi farkli mekanizmalar araciligiyla ger¢eklesmektedir (Lande-Diner
ve Zhang, 2019). Bu modifikasyonlar, cevresel, yas ve diger faktorler tarafindan
etkilenebilmekte ve sonug olarak, gen ifadesini degistirmesi mumkundir (Jirtle ve Skinner,
2007).

Epigenetik modifikasyonlar, insan saghg: Gzerinde de etkili olabilmektedir. Ornegin,
epigenetik degisiklikler kanser, norolojik bozukluklar ve diger hastaliklarin gelisiminde rol
oynayabilir (Szyf, 2013). Bu nedenle, epigenetik degisikliklerin anlasilmasi, hastaliklarin

tedavisi icin yeni yontemlerin kesfedilmesine yardimci olabilir.

Opioitler gibi bazi ilaglar da epigenetik modifikasyonlar {izerinde etkili olabilir.
Ornegin, opioitlerin uzun vadeli kullanimi, histon modifikasyonlart ve DNA metilasyonu gibi
epigenetik mekanizmalar etkileyebilir dolayisiyla opioit toleransini arttirabilir ve bagimlilig
gelistirebilir (Mao ve Huang, 2013). Sonug olarak, epigenetik degisikliklerin, gen ifadesini

etkiledigi ve insan saglig1 tizerinde dnemli bir rol oynadigi agiktir.

2.6.1. Epigenetik mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar, DNA dizileri Gzerinde degisiklikler yapmaz, ancak DNA
molekillerine bagli proteinlerin diizenlenmesi, histon modifikasyonlari, RNA iglemesi ve hiicre
bolinmesi sirasinda gergeklesen degisiklikler yoluyla genlerin ifadesini dizenleyebilir. Bu
mekanizmalar, gen ifadesinin kontroltinde dnemli bir rol oynar ve ayn1t DNA dizisi, farkli
epigenetik modifikasyonlara sahip farkl: fenotiplere neden olabilir (Jaenisch ve Bird, 2003). Bu
nedenle, epigenetik degisiklikler kalitimsal olabilir, ancak ayni zamanda g¢evresel faktorler

tarafindan da etkilenebilir (Jones, 2012).

Epigenetik mekanizmalar arasinda DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve
kodlanmayan RNA'lar (ncRNA'lar) yer alir. DNA metilasyonu, DNA (zerindeki metil
gruplarinin eklenmesi ile modifikasyonudur. Bu metil gruplari, gen ekspresyonunu baskilar ve
gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar.

DNA metilasyonu, gen ifadesinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynayan DNA'nin
metil gruplar ile modifikasyonudur. Histonlar, DNA molekiluniin ¢evresindeki proteinlerdir.
Histon modifikasyonlar1, histon proteinlerinin N-terminal uglarindaki post-translasyonel
modifikasyonlardir ve gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Bu proteinler,

DNA molekiliinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynarlar. ncRNA'lar, protein kodlamayan
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RNA molekulleridir ve DNA'dan protein sentezine kadar bir¢ok hiicresel islemde rol oynarlar.
DNA, RNA ve proteinlerle etkilesime girerek gen ifadesi duzenlemesinde ve kromatin

yapisinin degistirilmesinde rol oynarlar (Li ve Reinberg, 2011).

Epigenetik mekanizmalarin saglikli gelisim, ¢evresel uyum, hastaliklar ve yaslanma
gibi birgok farkli biyolojik siregte 6nemli bir roli oldugu disiinilmektedir. Bu nedenle,
epigenetik degisiklikler, 0zellikle kanser, kalp hastaliklari, Alzheimer gibi hastaliklarin tedavisi
ve tanisinda arastirmalar icin dnemli bir alan haline gelmistir (Turner, 2009). Sonug olarak,
epigenetik mekanizmalar, gen ifadesinin dizenlenmesinde énemli bir rol oynar ve farkli

fenotiplere neden olabilen ayn1t DNA dizisindeki farkliliklarin agiklanmasina yardimer olur.

2.6.2. DNA metilasyonu

Metilasyon, DNA yapisin1 bozmadan genleri (DNA’nin protein kodlayan boélimlerini)
susturarak, transkripsiyonu engeller. DNA metilasyonu spesifik olarak CpG (1 fosfat grubu
araciligl ile baglanti kuran sitozin (C) ve guanin (G)) bdlgesinde meydana gelmektedir.
Metilasyon, farkli DNA metiltransferaz enzimleri tarafindan Kkataliz edilir (Tost, 2010). Bu
spesifik enzimler, C’nin primidin halkasindaki 5. karbonuna bir metil (-CH:) grubu ekler ve bu
durumda o genin ifadesi baskilanir. Bitun omurgalilarin somatik hucrelerinde DNA
metillenmesi bu pozisyonda, embiryonik kok hicrelerinin metilasyonu ise CpG disinda
gerceklesir (Dodge ve ark, 2002; Haines ve ark, 2001). insan DNA’sinin tahmini olarak %80-
90’1 metillenmektedir. Ancak, DNA’da CpG adalar1 adlandirilan bélgelerde (%65 oranda C ve
G igerir) metillenme goérilmez (Salozhin ve ark, 2005). DNA metilasyonu, nikleotit dizisini
degistirmeden, bir DNA molekiilinde olusan kimyasal modfikasyonlar: ifade eder.

DNA metilasyonu gen ifadesinin dizenlenmesine onemli katkida bulunur. CpG
metilasyonu kararli hale gelerek, hiicre bélinmesinden epigenetik kalitima katkida bulunabilir
(Salozhin ve ark, 2005). Ayrica gelisim, T hicre fonksiyonu, X kromozom aktivasyonu,
parental imprinting, kanser gibi 6nemli hicresel olaylarda rol oynar. Ayni zamanda transpozan,

viriis gibi istilacilarin hiicre i¢i ¢cogalmasini engeller.

2.6.3. DNA- Metil-Transferaz’lar

DNA metilasyon stirecinde farkli DNA-metil-transferazlar (DNMT) gorev alir. Insan
genomunda DNMT’larin bes turi (DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L)
bulunmaktadir. DNMT’lar DNA’nin belirli bolgelerini metilleyerek, organizmanin biylime,

gelisme, gen dizenlenmesi gibi 6énemli sireclerde rol oynarlar (Haines ve ark., 2001). Bu
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enzimler; surdirme metilasyonu (DNMT1) ve yeni bastan (de nova) metilasyonu (DNMT3A,
DNMT3B, DNMT3L) olmak lzere 2 sinifa ayrilmaktadir.

Insan 19. kromozomunda bulunan DNMT1 geni tarafindan kodlanan DNMT1 enzimi
1620 amino asitten olusur. N-terminal dlzenleyici ve C-terminal katalitik alana sahiptir. Diger
DNMT’lara oranla memeli hicrelerde daha c¢ok ifade olunur. DNMT1, her DNA
replikasyonundan sonra DNA’nin metilasyon durumunu koruyarak, olusan yavru ipliklere
kopyalanmasimi strdrir. Fareler (zerine ydritilen galismalarda DNMT1 geninin her 2
kopyasimmin  silinmesi  durumunda gelisimlerinin 9. guUninde embiryonun 6ldigi

gozlemlenmistir (Goll ve ark, 2006).

DNMT3A ve DNMT3B enzimleri embriyonik gelisim sirasinda de nova metilasyonunu
diizenler (Takahashi, 2014). DNMT3L enzimi yapisal olarak DNMT3 aile Giyelerine benzerlik
gosterse de hicbir metiltransferaz aktivitesine sahip degildir. DNMT3A ve DNMT3B’nin C-
terminal bolgesine baglanarak enzimin aktivitesini arttirir (Suetake ve ark., 2004). DNMT3A
ve DNMT3B genleri embriyonik kok hcrelerinde bol miktarda bulunurken, farklilagsmis

hicrelerde ifadesinin diistiigii gorillmistiir.

DNMT2, eskiden bir DNA metil transferaz enzimi olarak biliniyordu. Ancak,
DNMT2’nin DNA’y1 metillemedigi yalniz aspartik asit tRNA’nin 38. pozisyonunu metilledigi
bulunmustur. Enzim sadece C-terminal katalitik alandan olusmaktadir ve N-terminal
diizenleyici alan1 yoktur. DNA hasari, rekombinasyon ve mutasyon onariminin belirlenmesine

katkida bulundugu tahmin edilmektedir.

2.7. mikroRNA

1993 yilinda V. Ambros ve arkadaglar1 Caenorhabditis elegans nemadotunda Lin14
genini kapsayan ¢alismlarinda; lin14 protein miktarinin kisa bir RNA gen Urlint Lin4 tarafindan
diizenlendigini kesfetmistir (Lee ve ark., 1993). mikroRNA (miRNA), kiicik RNA molekilleri
olarak bilinen bir smif ncRNA molekiilleridir. Yaklasik 22 niikleotitten olusurlar. Ozgiin
mRNA'larla etkilesime giren miRNA'lar, hiicre igi gen ifadesini diizenlemek igin 6nemli bir
role sahiptirler. Bu kiiglik molekiiller insan genomunun yaklasik tigte birini diizenlemektedir.
miRNA'larin hiicre dongiisii, hiicre farklilagmasi, apoptoz, bagisiklik yanit gibi biyolojik
stirecte ve kanser, norolojik ve kalp-damar hastaliklarda rol oynadig bilinmektedir (Ha ve Kim,
2014).
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miRNA’larin kan, idrar, beyin omurlik sivisi, tiikiiriik gibi biyolojik sivilarinda da
bulundugu tesbit edilmistir (Weber ve ark., 2010). Plazmadaki miRNA’lar kararli yapiya
sahiptirler. pH degiskenliklerine dayaniklidirlar ve oda sicakliginda 4 giine kadar bozunmadan
kalabilmektedirler (Lewis ve ark., 2005). miRNA'larin hastalik tanis1 ve tedavisinde de

potansiyel bir rol oynayabilecegini gostermistir (Bartel, 2004).

2.7.1. mikroRNA biyogenezi

miRNA'larin biyogenezi, gesitli enzimatik adimlar gerektiren kompleks bir silrectir.
miRNA'lar, genomik DNA'da kodlanan énci-RNA (pri-miRNA) molekdllerinin dncelikle
niikleus iginde ¢esitli enzimatik islemlerden gegerek kisaltilmasiyla olusur. miRNA'larin ifadesi
genel olarak protein kodlamayan DNA boélgelerinde gergeklesir. Bir miRNA molekull, farkl
RNA polimeraz tarafindan ifade edilen bir pri-miRNA olarak baslar. Ancak genellikle RNA
polimeraz II tarafindan ifade edilir. pri-miRNA, tipik olarak, birka¢ yuz nikleotid
uzunlugundadir ve kivrimli hairpin bir yapiya sahiptir (Winter ve ark., 2009). miRNA precursor
kompleksi (miRNA processing complex) Drosha olarak adlandirilan bir niikleaz ve kofaktorii
DGCR8 (DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8) proteinini icerir. Bu kompleks, pri-miRNA
molekiiliintin kivrimli yapisini tanir ve bu yapiy1 tanidiktan sonra, pri-miRNA'y1 yaklasik 70
niikleotid uzunlugunda keserek pre-miRNA’nin olugsmasina sebep olur (Denli ve ark., 2004).
Pri-miRNA ve pre-miRNA olusumu ¢ekirdekte, sonraki asama ise sitoplazmada

gerceklesmektedir.

alele's’e’
o \_r-ﬁ»}z,;‘.ﬁmp—s-s‘?‘%#ﬁ c
= Bize 0

e
ele'slelalseie e @ 0 o

g g

s Sie s eses =, 0

b

JJJ:ic‘ . Pre-miRNA

ol Sitoplazmaya 9 e %)

o3 k7 e, *5)
tasinma SO

I = e /;i> 1 e

b o Exportins = ge %

F 7 Gekirdek gl (TR ) Kesi
S e /. GTP L 0% ) Kesim
‘g’ - (Dicers) istomi rga‘ \
m-mmN% PrimiRNA | (
9 \

AN
~8 IJ' 1

3
miRNA ]

5 dupleksi I
g’ Hedef mRNA
degredasyonu

e o — =X =3
S { 51 3N rﬁ Tam olmayan 5
\ ” ””I I”I”” / —__l*\ A ate > i
N A
= 2 ~—

eslesme O
IS

5

Mikro-isl;nme /

RISC yiikleme g 2 5 C
Translasyon 3
) baskilanmasi -~

Sekil 2.8. Genel mikroRNA yolag: (Yang ve Lai., 2011). miRNA: mikroRNA, DGCRS8: DiGeorge kritik
sendrom bolgesi 8, Drosha: RNAaz Il enzimi, GTP: guanozin trifosfat, RAN: RAs-iliskili Niikleer protein, RISC:
RNA indiiklenmis susturma kompleksi, pri-mikroRNA: primer mikroRNA, TRBP: HIV-1 TAR RNA-baglanma
proteini.
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Pre-miRNA’nin ¢ekirdekten sitoplazmaya taginmasi Exportin-5 (XPO5) ve RanGTP
proteini ile yapilir. Sitoplazmada DICER (RNAaz III) araciligiyla sap-ilmig yapisi kesilerek,
21-24 niikleotit uzunlugunda dubleks miRNA’ya doniistiiriiliir (Hitit ve ark., 2015). DICER,
ayni anda miRNA ifadesi ve RNA kaynakli gen susturmasindan sorumlu olan RNA
indiiklenmis susturma kompleksi (RISC) olusumunun baglanmasina sebep olur. Sap-ilmik
yapidaki 5' ve 3' uglarda tek iplikli RNA ¢ikintilarinin varligi pre-miRNA’1n islenmesi igin
sarttir (Zeng ve Cullen., 2005). Daha sonra, dubleks miRNA’daki tamamlayici ipliklerden
yalniz biri, diger proteinlerden olusan baska bir kompleks olan RISC ile birlesir. RISC
kompleksinde bulunan argonaute proteinleri 5' ucu daha kararli olan ipligi kompleks ile
birlestirir. Bu iplige kilavuz iplik denir (Preall ve ark., 2006). Geride kalan iplik ise yolcu iplik
adlanir ve iglem sonrasi sindirilir (Gregory ve ark., 2005). RISC kompleksi, miRNA'nin hedef
mRNA'ya baglanmasimni kolaylastirir. Olgun miRNA'lar, hedef mRNA'larla ozellikle 3'-
untranslated boélgesine (UTR) baglanarak translasyonel olarak susturmasina veya yikimina
neden olur (Sekil 2.8).

miRNA biyogenezi, hiicre farklilasmasi, proliferasyon, gelisme, apoptoz, stres yaniti,
kanser ve diger hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, miRNA
biyogenezi mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, miRNA tabanli terapétik stratejilerin

gelistirilmesine yonelik ¢alismalarda buyuk bir Gneme sahiptir.

Bu tez galigmasinin amact; kisa sureli opioit uygulamasinin miRNA biyogenez yolagi
ve metilasyon profili Gizerine etkili DNMT (DNA metil transferaz) genlerinin ifadeleri Gzerine

etkisinin in vitro ve in vivo bagimlilik modeli kullanilarak arastirilmasidir.
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hipotalamus Dokularinin ve Noroblastoma Hucrelerinin Elde Edilmesi
Kisa slreli opioit uygulamasinin epigenetik mekanizmalar (zerine etkilerinin

arastirmasi amaciyla in vivo ve in vitro model kullanilmstir.

3.1.1. In vivo model

In vivo morfin bagimlilig1 ve cekilmesi sican modelinin gelistirilmesi KONUDAM
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
2020/05 nolu onay1 ile KONUDAM ve Necmettin Erbakan Universitesi Sinir Bilim Uygulama
ve Aragtirma Merkezi (NESAM) laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Kisaca; her 7 giin deri
alt1 %0,9’luk NaCl uygulanan kontrol grubu (K; n=12), 7 giin deri alts 10 mg/kg morfin
uygulanan morfin bagimlilik grubu (M; n=12) ile 7 giin deri alt1 10 mg/kg morfin uygulamasi
sonrast yedinci giin 1 mg/kg intraperitoneal nalokson uygulanan morfin bagimliligi+nalokson
grubu (M+N; n=12) olusturulmustur. Kontrol ve morfin gruplarina ayrica 7. giin tek doz
intraperitoneal %0,9’luk serum fizyolojik uygulanmistir. Sicanlar gézleme kafesine alinarak 30
dakika gozlemlenmis, morfin ¢ekilme bulgulari ve morfin ¢ekilme skorlar1 tespit edilmistir.
Tium siganlarin beyin dokular cikarilarak, snap fozen drnekler -80 °C derin dondurucuda

kullanilmak Uzere saklanmistir (Cimen, 2020).

3.1.2. In vitro model

In vitro sinir bilim galismalarinda néroblastom hiicre hatlar1 yaygm ve altin standart
olarak kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda kisa slreli in vitro opioit bagimlilik modelinin
gelistirilmesinde SH-SY5Y insan néroblastom hiicre hatti kullanilmistir. Hiicre hatt1 uygun besi
yeri sartlar1 (DMEM, %10 FBS ve %1 antibiyotik) ve 37 °C sicaklik, %95 nem ve %5 CO2’li
etivde ¢ogaltilmistir. Calismada kullanilmasi planlanan morfin ve mi opioit antagonisti
Nalokson N.E.U. Tip Fakiltesi Hastanesi Bashekimliginden temin edilmistir. /n vitro model
kapsaminda, kontrol (K), 1, 10 ve 100 uM en yiksek toksik olmayan dozun belirlenecegi
morfin grubu (M), 10 uM nalokson (N) ve 10 uM nalokson uygulanan morfin+nalokson (M+N)
grubu olusturulmustur. Her bir deneme grubuna ait SH-SY5Y hiicreleri 37 °C’de %5 CO2’li
etlivde 72 saat inkibe edilmis ve ilgili gruplarda besi yeri yenilenmistir. Hiicre canlilik testleri
XTT yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. XTT solusyonu ilavesi sonrasi 450 ve 630 nm
UV’de belirlen OD degerleri kullanilarak hiicre canliligi tespit edilmistir. N ve M+N
gruplarinda 5. giin 1 saat 10 uM nalokson uygulamasi sonrasi 6 kuyucuklu plakalarda her bir

deneme grubuna ait hticreler toplanip total RNA izolasyonunda kullanilmistir.
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3.2. Total RNA izolasyonu

In vivo modelde hipotalamus dokular1 ile in vitro model uygulamalarinda her bir
grupdan elde edilen néroblastom hicrelerinden total RNA izolasyonu TRIzol yoéntemi
kullanilarak yapilmistir. ilk 6nce 500 pl TRIzol ile 6rneklere homojenize islemi uygulanmistir.
Oda sicakliginda 5 dakika bekledildikten sonra her 6rnege 100 pl soguk kloroform ilave
edilmistir. Kisa vorteks isleminden sonra tekrar 15 dakika oda sicakliginda inkibe edilmistir.
Ardindan 12000 g’de +4 °C’de 15 dakika santrifllj yapilmis, Ust RNA faz1 yeni ependorfa
aktarilmistir. Sonra tiplere 500 pl izoproponal ilave edilmistir. Alt Ust yapilarak karigtirilmis
ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan 12000 g’de +4 °C’de 15 dakika santrif(j
yapilmustir. Santrifilj sonrasi olusan supernatant fazi uzaklastirilmistir. RNA pelletine 500 pl
%70’1ik soguk etanol eklenmis ve alt st yapilmistir. Yikama iglemi bittikten sonra, 12000 g’de
+4 °C’de 15 dakika santrifilj sonras1t RNA pelleti kurutulmus ve 50 pl niikleaz ari ddH20 ile

¢Ozdiirilmiistiir.

3.2.1. Total RNA 0Orneklerinin kalitesinin belirlenmesi

Total RNA o6rneklerinin kalitesi jel elektrofarez ve spektrofotometrik analizler
kullanilarak kontrolli saglanmistir. Nanodrop spektrofotometre cihazi kullanilarak potansiyel
gDNA, fenol, protein kontaminasyonlarini tayin etmek igin A260/280 ve A260/230 oranlari
degerlendirilmistir. Total RNA 6rneklerinin kalitesini degerlendirmek igin %1°’lik agoroz jel

elektroforez gergeklestirilmistir.

3.2.2. DNase-1 uygulamasiyla total RNA’dan gDNA’mn giderilmesi

Potansiyel gDNA kontaminasyonunun temizlenmesi igin DNase-1 protokoli
kullanilmistir. Total RNA’larin Gzerine 2 pl DNase-I reaksiyon tamponu ve 2 pl DNase-I
enzimi eklenerek toplam 20 pl tamamlanmistir. Reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 30 dakika 37
°C‘de inkilbe edilmistir. inkubasyon sonras1 1 pl 50 mM EDTA eklenerek, 65 °C’de 10

dakikada DNase-1 aktivitesi durdurulmustur.

3.3. Total RNA’lardan cDNA Sentezi

Total RNA ornekleri reverz transkriptaz (RT) reaksiyonu ile cDNA’ya ¢evrilmistir. Bu
asamada Bio-Rad iScript™ cDNA Sentez Kiti (#170-8891, A.B.D.) kullanilmistir. Bu
protokole gore izole edilmis 1 pg RNA Uzerine 4 pl 5X iScript reaksiyon miksi, 1 pl Reverz
Transkriptaz enzimi ve ddH20 eklenerek, 20 ul’ye tamamlanmustir. 25 °C’de 5 dakika, 42 °C’de
30 dakika ve 85 °C’de 5 dakika uygulanan orneklerden tek zincirli cDNA dretimi
gerceklestirilmistir.
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3.4. gPZR Primer Dizaym

Kantitatif ger¢ek zamanli PZR analizleri (qQPZR) i¢in DNMT (DNA metil transferaz)
genlerine ait oOzgiin oligolarin  hazirlanmast  online tabanli IDT PrimerQuest
(http://eu.idtdna.com/site) programi ile gerceklestirilmistir. miRNA biyogenez yolagi
(Kogaker, 2021) ile PGK1 (Seol ve ark., 2011), GAPDH (Lallemant ve ark., 2009) ve RPL13A

(Langnaese ve ark., 2008) referans genlerine ait primerler literatiirden alinmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Calismada kullanilan genlere ait primer bilgileri

Gen Oligonukleotid Dizisi PZR Grinu (bg)

DNMTL  5- AAGTGGTGAGGATTGCAGAG -3’ 100
5- TTCTCCATCAGACTTGCTTCTC -3’

DNMT2  5- CTCCATGTCAGCCATTCACA -3’ 105
5’- ACTTCTGTAACCTTGGGAGAATAT -3’

DNMT3a  5- AGAAGGAGACCAACATCGAATC -3’ 147
5-TGCGCTTGCTGATGTAGTAG -3’

DNMT3b  5’- GGAAAGATCAAGGGTTTCTCCT -3 119
5-GAGAACTTGCCATCACCAAAC -3’

AGO1 5’- CCGCCTGAGGGCTACTA -3’ 106
5-CATCAATGTTGAGCATCATCTTCC-3’

AGO2 5’- GCGTTACACGATGCACTTTC -3’ 100
5’- TGTACCTCATGGATGGCAAG-3’

AGO3 5’-GCAGATTGGTAAGAAGTGCAAAT-3’ 123
5-CATACTGGAGCATAGGTGCTG-3’

AGO4 5’- AACAGTAGCCACACCCAAC- 3’ 125
5’- GCAAATCTTCCCTACATTGTTTCT-3’

XPO5 5’- AACACAAATTGCCATCGTCAG-3’ 103
5’- CTTCAGGTAGACCTTCTCCAATC-3’

DROSHA  5°- AGATTTCATTTCATGCCACGTT-3’ 173
5’- TCCGCATATTTCTGCCACTC-3’

TRBP2 5’- CCGTGTACGACCTTCTCAAA-3’ 118
5- TGCTTGGCTGCCTTCTT-3’

DICER 5’- AACAAGTGTCAGCTGTCAGAA-3’ 151
5’- ACATTCAAGGCGACATAGCA-3’

DGCRS 5’- GTAATGGACGTTGGCTCTGG-3’ 144
5’- GCTGTGGCCACTACAGTTC-3’

Ran-GTP  5- CAGTACTATGACATTTCTGCCAAA-3’ 93
5’- CTCCAAGTTAGGATCTCCAATGA-3’

PGK1 5-ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC-3’ 104
5’- AGCCACAGCCTCAGCATATTTC-3’

GAPDH  5- TGAACGGGAAGCTCACTGG-3’ 307
5’- TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’

RPLI3A  5-GGATCCCTCCACCCTATGACA-3’ 132

5’-CTGGTACTTCCACCCGACCTC-3’
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3.5. Kantitatif PZR Analizleri

Tez c¢alismasinda konu olan genlerin ifadelerinin belirlenmesinde qPZR analizi
yapilmustir. Her bir reaksiyonda; 10 ul A.B.T. 2x gSYBR Green Master Mix ROX Dye, 5 pMol
forward ve reverse primer, 2 pl cDNA ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde qPZR miks
hazirlanmistir. Reaksiyonun 1s1 profili olarak +95 °C 5 dakika denatiirasyon sonrasi 40 siklus
(95 °C 40 saniye, 60 °C 30 saniye, 72 °C 10 saniye) kullanilmigtir. Daha sonra 65 °C’den 95
°C’ya 0,5 °C artisla kademeli olarak 1sitma islemi gergeklestirilereck melting curve analizi

yapilmis, Ct degerleri kayit altina alinmastir.

3.6. Istatiksel Analiz

Hedef genlere ait Ct degerleri, housekeeping genlere (PGK1, GAPDH ve RPL13A) ait
Ct degerleri kullanilarak normalize edilmis 24" degerleri hesaplanmistir. Gruplar arasi
farkliliklar tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve Asgari Onemli Fark (LSD) testi kullanilarak
karsilagtiritlmistir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. In vitro Model

In vitro bagimlilik modelinin gelistirilmesinde sinir bilim ¢alismalarinda altin standart
olarak tercih edilen SH-SY5Y insan noroblastom hiicre hatti kullamilmustir. XTT analizi
sonucunda SH-SY5Y insan ndroblastom hiicrelerinde en yilksek toksik olmayan morfin dozu
5. giin i¢in 10 uM olarak tespit edilmis ve in vitro bagimlilik modelinde kullanilmistir (Sekil
4.1). Kontrol (K), 10 uM en yuksek toksik olmayan morfin (M), 10 uM nalokson (N) ve 10 uM

morfin +10 uM nalokson (M+N) gruplari olusturulmustur.

150 -
100 +

50 Ao

Canhlik (%)

Kontrol

10 uMm 100 pM

Doz
00. giin @1. giin @3. giin W5. giin W7, giin

Sekil 4.1. Morfinin SH-SY5Y hicrelerinde canhiik Uzerine etkisi

4.2. In vivo Model
In vivo morfin bagimlilig1 ve gekilmesi sigan modeli olusturulmasi amaciyla kontrol (K)
ile 7 glin 10 mg/kg morfin (M) ve 10 mg/kg morfin bagimliligi+1 mg/kg nalokson (M+N) grubu

siganlarin hipotalamus dokular1 kullanilmastir.

4.3. Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

In vivo ve in vitro model kapsaminda alinmis olan doku ve hiicre 6rneklerinden total
RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Bulgular, drneklerin gPZR analizlerde
kullanilabilecek kalite oldugunu gostermistir. Caligma konusu olan miRNA biyogenez yolag,
DNMT (DNA metil transferaz) ve referans (PGK1, GAPDH, RPL13A) genlerine ait PZR
urtinlerinin agoroz jel (Sekil 4.2, ve 4.3.) ve melting curve (MC) analiz goruntuleri (Sekil 4.4
ve 4.5) verilmistir. Calismaya konu alan primerlerin hedef gen bdélgelerini spesifik olarak

yiikseltgendigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. DNA metil transferaz (DNMT) ve referans genlerine ait agaroz jel elektroforez
gorintlsd. M: 100 bg standart.

DROSHA

300 bg
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Sekil 4.3. miRNA biyogenez yolag1 genlerine ait agaroz jel

elektroforez gorintisu. M: 100 bg
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Sekil 4.4. DNA metil transferaz (DNMT) ve referans genlerine melting curve analizi
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Sekil 4.5. miRNA biyogenez yolagi genlerine ait melting curve analizi

4.4. gPZR Analizleri

Hedef genlere ait Ct degerleri, referans genlere ait Ct degerleri kullanilarak normalize
edilmistir. ACt degerleri ve varyans analizi kullanilarak gruplar arasi farklililar istatistiksel
olarak karsilastirilmistir. SH-SY5Y noroblastom hiicre hattinda DNMT (Sekil 4.6.) ve miRNA
biyogenezi yolagi genlerinin (Sekil 4.7.) mRNA duzeyinde ekspresyon seviyeleri
gdsterilmistir. /n vitro bagimlhilik modelinde; morfin uygulamasi ile DNMT1, DNTM2 ve
DNMT3B gen ifadesi artmig olup nalokson uygulamasinin baskiladigi gézlenmistir. Nalokson
grubunda kontrol grubuna gére DNMT2 ve DNMT3B genlerinde baskilanmistir (p<0,001).
Nalokson ve morfin uygulamasinin DNMT3A gen ifadesi tizerine etkisi gdzlenmemistir (Sekil
4.6). Kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman morfin grubunda TRBP2 hari¢c miRNA biyogenez

yolaginda bulunan butln genlerin ifadesi istatiksel olarak artmistir (p<0,05). Morfin grubunda
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nalokson uygulamasi (M+N) sonrasi tum genlerde artmis ifade dizeylerinin baskilandigi
gozlenmistir (p<0,01). XPO5 geninde de benzer bir asag1 yonde regilasyon gézlenmistir, ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,232). Kontrole gdre nalokson uygulamasi

sonrasit RanGTP, TRBP2 ve AGO2 genlerinde baskilanma tespit edilmistir (Sekil 4.7).

DNMT1 DNMT2
1,500 s B 0,060 —T— '
'_¥_¥_¥_'_¥_¥_¥_|

- =
£ 1,000 2 0,040
£ & e
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[C] G}
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K N M M+N K N M M+N
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DNMT3A DNMT3B

6,000 0,020
8 4,000 £ 001>
e £ 0,010
c [ =
8 2,000 @ 0,005

0,000 0,000

K N M M+N K N M M+N
Gruplar Gruplar

Sekil 4.6. In vitro bagimlihk modelinde DNMT genlerinin ifade diizeyleri. Kontrol (K), nalokson (N),
morfin (M) ve morfin+nalokson (M+N) gruplarina ait SH-SY5Y ndroblastom hiicre hattinda ekspresyon diizeyleri
2-C olarak gosterilmistir. *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001.
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Sekil 4.7. In vitro bagimhhk modelinde miRNA biyogenez yolag genlerinin ifade diizeyleri. Kontrol
(K), nalokson (N), morfin (M) ve morfin+nalokson (M+N) gruplarina ait SH-SY5Y ndroblastom hicre hattinda
ekspresyon diizeyleri 2¢ olarak gosterilmistir. *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001.
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Sekil 4.8. In vivo bagimhhk modelinde DNMT genlerinin ifade diizeyleri. Kontrol (K), morfin (M)
ve morfin+nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus dokularinda ekspresyon duzeyleri 24¢ olarak
gosterilmistir. *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001.

In vivo bagimlilik modelinde DNMT ve miRNA biyogenez yolag: genlerinin ifade
duzeyleri Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da gosterilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman
morfin grubunda DNMT genlerinin ifadesinin arttigi ve morfin+nalokson grubunda
baskilandigi gozlenmistir. Ancak bu tablo yalnizca DNMT3A geninde istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmustur (p<0,001). Benzer bir tablo DICER ve AGO4 hari¢ ¢alismaya konu olan
diger miRNA biyogenez yolaginda bulunan genler i¢inde gézlenmistir. Morfin uygulamasinin
yalnizca XPO5 ve AGOL1 genlerinde anlamli artisa neden oldugu tespit edilmistir. DGCRS,
XPO5, RanGTP, AGO1 ve AGO4 genlerinde morfin grubuna gére M+N grubunda istatistiksel

olarak anlamli bir baskilanma g6zlenmistir.

In vitro ve in vivo bagimlilik modellerinde gen ifadesi diizeyleri genel olarak benzer
bulunmustur. Morfin ve nalokson uygulamasinin epigenetik dizeyde calismaya konu olan

genlerin ifadesini etkiledigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. in vivo bagimliik modelinde miRNA biyogenez yolag genlerinin ifade diizeyleri. Kontrol
(K), morfin (M) ve morfin+nalokson (M+N) gruplarina ait hipotalamus dokularinda ekspresyon duizeyleri 24¢
olarak gosterilmistir. *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001.

37






5. TARTISMA

Madde bagimliligi, yasami olumsuz yonde etkileyen ciddi bir hastaliktir. Bu hastalik,
beyinin belirli bolgelerindeki kimyasal degiskenliklerle iliskilidir ve tekrarlayan madde
kullanimina neden olur. Madde bagimlilig, kisinin madde kullaniminin kontrol edilemez hale
gelmesi ve olumsuz sonuglara sebep olmasidir. Bu durum hem fiziksel hem de psikolojik olarak
bagimlilik olusturabilecek her tirli madde icin gecerlidir (Center for Substance Abuse
Treatment, 2005).

Madde bagimliligi, 6zellikle dopamin salinimini etkileyen nérotransmitterlerle ilgilidir.
Dopamin, 6dul ve ceza ile iligkili duygulari diizenleyen bir ndrotransmitterdir ve ddullendirici
uyarilara maruz kalindiginda salinir. Madde kullanimi1 beyinde dopamin salinimini arttirir ve
tekrarlanan kullanima neden olabilir (Koob ve Volkow, 2010). Madde bagimliligi, genetik ve
cevresel faktorlerin birlesimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bazi genetik varyasyonlar bireylerin
madde bagimliligina yatkinhigimi artirabilir. Bagimlilik yapici maddeler, hedef noron
reseptorlerinde, bu reseptorlere bagli effektér membran proteinlerinde ve postreseptor

fonksiyonlarinda degiskenlikler yaparak néroadaptasyonlara sebep olmaktadir.

Opioit ailesinin bir Gyesi olan morfin en gucll analjeziklerden biridir. Merkezi sinir
sistemini etkileyerek agri hissini azaltir, uykuya neden olur ve zihinsel durumu degistirir.
Ancak, kotliye kullanima agik olmasi madde bagimliligina yol agmaktadir. Morfinin kotiye
kullanimi; beyin noronlarinda meydana gelen adaptasyon ile ndron fonksiyonlarini
degistirmektedir. Morfin, p-reseptorii tzerinden etki ederek etkisini gosterir. Morfinin
bagimlilik yapici etkilerinin nedeni, beyinin 6dullendirici mekanizmalarinin aktive edilmesidir.
Beyindeki odillendirici mekanizmalar, dopamin sistemi tarafindan kontrol edilir. Morfin,
dopamin salimini artirarak 6dillendirici etkilerini artirir. Bu nedenle, morfinin kronik kullanimi

dopamin sistemini degistirerek bagimliliga neden olabilir (Thompson ve ark., 2012).

Epigenetik mekanizmalar gen ifadesini etkileyen mekanizmalardir. DNA metilasyonu
epigenetik mekanizmalar arasinda yer almaktadir. Insanlarda DNA metilasyonu DNA
metiltransferaz (DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b) enzimleri kataliz eder (Goll ve ark.,
2006). Tum DNA metiltransferazlar, enzim ve substrat bazi1 arasinda bir kovalent reaksiyon ara
uriniintin gelistirilmesi ile karakterize edilen katalitik mekanizmayi kullanir. Sitozin-5 DNMT
katalitik motifleri yuksek oranda korunur ve bu enzimleri DNA dizilerinde tespit etmek igin
kullanilabilir. Klasik sitozin-5 DNMT'ler (DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B) genomik DNA
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metilasyonunu katalize eder. DNMT2 ve DNMT3L ise katalitik DNMT aktivitesinden yoksun
olduklar1 i¢in kanonik olmayan aile Uyeleridir (Lyko, 2018). Bununla birlikte, sitozin
metilasyonu hem sitozin-guanin (CG) dinukleotitlerinde hem de CG olmayan bdlgelerde

(mCH) meydana gelir. mCH 6zellikle néronlarda bol miktarda bulunur (Kaplan ve ark., 2022).

DNMT1, her DNA eslesme dongusiinden sonra DNA’nin metilasyon durumunu
koruyarak, olusan yavru ipliklere kopyalanmasini strdirlr. Fareler (zerine yurutilen
calismalarda DNMT1 geninin her 2 kopyasinin silinmesi durumunda gelisimlerinin 9. gliniinde
embiryonun oldigi gozlenmistir (Goll ve ark., 2006). DNMT3A ve DNMT3B embriyonik
gelisim ve hiicre farklilasmasi sirasinda degiskenliklerin olusturulmasinda de nova metilasyonu
duzenler (Takahashi, 2014). Madde bagimlilig1 Uzerine yapilan ¢alismalarda da maddeye maruz

kalma durumunda DNMT genlerinin ekspresyonunda degiskenlikler oldugu saptanmustir.

Nalokson, 1960'larin baslarinda bir opioit antagonist olarak gelistirilmistir. Nalokson,
opioit reseptorlerine baglanarak opioit etkilerini engeller ve etkili bir sekilde tersine cevirir
(Rzasa ve ark., 2018). Morfin tedavisinin DNA metiltransferaz genlerinin (DNMT1, DNMT2,
DNMT3A, DNMT3B) gen ifadesini degistirdigi bulunmustur (Mufioa-Hoyos ve ark., 2021; Yu
ve ark., 2003). DNMT enzimleri, S-adenozil-L-metiyonin (SAM) adli evrensel metil
vericisinden metil grubunun DNA'daki sitozin kalintilarinin 5 pozisyonuna aktarilmasindan
sorumludur. Bu, gen ifadesinde 6énemli bir rol oynar (Gujar ve ark., 2019). Morfin, DNA
metiltransferaz genlerinde degisikliklere neden olan opioitlerden biridir. Cadet ve ark. (2021),
kokainin DNA metiltransferaz genleri zerine etkilerini arastirmistir. Cekirdek kabukta, akut
kokain enjeksiyonu sonrasinda DNMT3A ve DNMT3B mRNA dizeyleri artmistir. DNMT3A
MRNA, tek bir kokain enjeksiyonundan 4 saat sonra yiikselmis, ancak 24 saat sonra diismiistiir.
Ayrica, tekrarlayan kokain enjeksiyonlari niikleus akkumbens’de DNMT1, DNMT3A ve
DNMT3B mRNA diizeylerinde artisa neden olmustur. Ilging bir sekilde, kokaini kendileri
uygulayan fareler, son seanstan 24 saat sonra DNMT1 ve DNMT3A mRNA diizeylerinde
onemli dustisler gostermistir. EK olarak, tekrarlanan kokain enjeksiyonlari, NAc’de DNMTL,
DNMT3A ve DNMT3B mRNA seviyelerinin artmasina neden olmustur. (Zhang ve ark., 2020).
Bu tez ¢calismasinda; DNMT1, DNMT2 ve DNMT3B ifadesi in vitro modelde artmistir. Ancak,
nalokson ve morfin uygulamasiin DNMT3A gen ifadesi lizerine etkisi gdzlenmemistir. Benzer
bir artig in vivo modelde de gozlenmis olmasina ragmen, yalnizca DNMT3A geninde
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. DNMT3A geninin morfin aliminda énemli bir rol

oynadigi ve bu genin baskilanmasinin morfin bagimliligin1 6énlemede yardimci olacag ileri
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surulmektedir (Zhang ve ark., 2020). Bu ¢calismada, DNMT3A ifadesi hipotalamus dokusunda
artmis olup nalokson uygulamasi ile baskilanmistir. Ancak, in vitro modelde anlamli bir fark
gbzlenmemistir. Ayni sekilde, kokain uygulamasindan sonra énemli bir beyin 6dil bolgesi olan
fare NAc’de DNMT3A ifadesindeki dinamik degisiklikler gozlenmistir (Anier ve ark 2010).
Ayrica afyon bagimliligi, DNMT3Anin Ube2b'ye bagli bozulmasimi etkileyerek aktin
polimerizasyonunu ve davranis plastisitesini induklemeye yol agmaktadir (Chen, 2021).
Uyusturucu maddelere maruz kalmanin beyindeki DNA metilasyonunda global degisiklige
neden oldugunu ve bir metil donéri olan metiyoninin sistemik olarak verilmesinin kokaine
verilen davranigsal yaniti degistirdigini  gostermistir.  Molekuler profillemenin ortaya
cikmasiyla birlikte, sinaptik plastisite genlerinde, ekspresyonlarini etkileyebilen ve ilacin
kesilmesinden sonra da kalabilen, ilaca bagli ¢esitli DNA modifikasyon degisiklikleri
kesfedilmistir (Nestler ve ark, 2019).

Literatur bilgi miRNA'larin madde bagimliligi ve opioitle iliskili biyolojik sureclerin
onemli dizenleyicileri oldugunu gostermektedir (Hwang ve ark., 2012). Argonaute (AGO)
enzimleri, RNA interferansi (RNAI) yolunda kritik bir rol oynayan bir protein sinifidir. Bu
enzimler, gen ifadesini dizenlemek ve belirli genlerin aktivitesini kontrol etmekten sorumlu
olan RNA tarafindan indlklenen susturma kompleksinin (RISC) 6nemli bilesenleridir (Wu ve
ark., 2020). AGO genleri (6zellikle AGO2) tiim canlilarda katalitik aktivitesini korudugu
varsayim olarak ileri siiriilmiistiir. Bu sonuglar, AGO2 katalitik aktivitesine ve klavuz ipligin
yiiklenme i¢in AGO2’ye gereksinim duyuldugunu ileri stirmektedir (Kogaker, 2021). Bu tez
caligmasinda, in vitro modelde morfin uygulamasinin AGO gen ifadelerini genel olarak
artirdigi gézlenmistir. Bununla birlikte nalokson uygulamasi, morfinin AGO'lar uzerindeki
etkisini tersine ¢evirmistir. Benzer bir artis in vivo modelde de tespit edilmistir. Yalniz AGO1
ve AGO4 genlerinde morfin grubuna goére M+N grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
baskilanma gozlenmistir. Garcia-Pérez ve ark. (2015) calismasinda morfinin  AGO2'yi
diizenledigini bulmuslardir. AGO2 protein seviyesinin morfin bagimli siganlarda arttigini,
morfin cekilmesinden sonra azaldigini tespit etmislerdir. Ayrica, Schaefer ve ark. (2010)
calismasinda farelerde AGO2 eksikliginin kokaini uygulama motivasyonunu azalttigini

belirtmistir. Bu sonu¢ AGO'larin opioit bagimliligindaki rolunt géstermektedir.

miRNA'larin biyogenezinde yer alan diizenleyici RNA'larin olusumuyla ilgili genler
arasinda DICER (Dicerl), DROSHA ve DGCR8 (Pasha) bulunur. Klasik yolun bir pargasi
olarak, DROSHA ve DGCRS8 pri-miRNA'y1 pre-miRNA'ya isler, bu da ardindan Exportin-5
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(XPO5) araciligiyla sitoplazmaya tasinir (Mulligan ve ark., 2013). DGCRS, ¢ogu miRNA'nin
olgunlagsmasini yoneten mikroprosesor kompleksinin énemli bir bilesenidir (Chen ve ark.,
2020). Young ve ark. (2016) yaptiklar: bir ¢alismada, DROSHA, DICER ve XPO5 genlerinin
miRNA biyogenezinde dnemini anlayabilmek i¢in insan hiicre hattinda bu genlerin ifadesini
susturmustur. DROSHA geninin susturulmast miRNA biyogenezini tam olarak durdurmustur.
DROSHA geninin miRNA biyogenezi i¢in kritik oldugu sonucuna varilmistir. DICER geninin
silinmesi ise beyin dokusunda miRNA’larin seviyelerinde azalmaya sebep olmustur. Ayni
zamanda DICER’in yoklugunda pre-miRNA’larin argonatlara direkt yuklendikleri
gozlenmistir. XPOS5 geninin silinmesi de DICER geniyle ayni sonuglar olusturmustur. Diger
tarafdan XPOS5 gen fonksiyonunun alternatif yolaklar ile gerceklestirilebilmektedir (Kogaker,
2021). DROSHA’nin kofaktorii olan DGCRS, ¢ogu mMiRNA'nin olgunlagmasini ydneten
mikroprosesor kompleksinin 6nemli bir bilesenidir. Bu ¢alismada, in vitro ve in vivo modelde
DGCRS8'in M, N ve M+N gruplarinda etkisi gozlenmistir. Nalokson uygulamasi sonrast M+N
gruplarinda DGCRS ifadesi baskilanmistir. Shi ve ark., (2022) DGCR8'in agriya yol acan ERK
yolunu diizenledigini bulmuslardir. Bu durum, morfinin agriy1 hafifletici etkisine sahip olmasi
nedeniyle DGCR8'in morfin bagimliligindaki 6nemli rolini gostermektedir (Andersen ve ark.,
2003).

DROSHA, riboniikleaz 11 ailesinden bir enzimdir. RNaz Ill ve ¢ift sarmal RNA
baglayici alanlarin varligi bu endonukleaz ailesini ayirt eder. DGCR8'in DROSHA nin pri-
mMiRNA isleme icin zorunlu bir RNA baglayici ortag: olarak kesfedilmistir (Guo, 2012). Bu tez
calismasinda, in vivo modelde DROSHA gen ifadesinde gozlenen degisikligin istatistiksel
olarak anlamli olmadig: tespit edilmistir. Xu ve ark. (2015) bir ¢alismasinda, 1 ptM morfinin
DROSHA ekspresyon dizeyi zerinde anlamli bir etkisi olmadigi bulunmustur. Ancak, bu
caliymada morfin uygulamasi, hicre kulttrlerinde (in vitro) istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde DROSHA ifadesini artirmistir.

XPO5, miRNA hairpin dnctlerinin (pre-miRNA'lar) niikleustan ¢ikarilmasina yardimci
olan bir karyoforin proteindir. RanGTP bagimli bir sekilde, XPO5, pre-miRNA ve miniheliks
viral RNA dahil olmak Gzere, 2-8 nt 3' uzantili hairpin RNA'larina baglanir ve bunlari
nlkleustan sitoplazmaya tasir. Ran, Ras slper ailesine ait olan Ras benzeri nukleer protein
olarak da bilinir. Ailesindeki diger klgik GTPazlarin aksine, Ran, hedeflerini plazma
membranina yonlendiren CAAX motifini C-ucuna sahip degildir. Sonu¢ olarak, Ran, plazma

membranina yerlesmek yerine gekirdek ve sitoplazma arasinda taginir. Ran, molekdllerin
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nikleer por kompleksi Gzerinden tasinmasini diizenlemede 6nemli bir rol oynar ve nikleo-
sitoplazmik tasimay1 kolaylastirir. Ayrica, Ran, hiicre boélinmesi sirasinda mikrottbdl
polimerizasyonu ve mitotik ig olusumu gibi sirecleri diizenleyerek hiicre déngusi stirecinin
kontrollinde yer alir. Bu hiicresel sireclerdeki faaliyetleri, hiicre islevi ve organizasyonunun
genel duzenlemesine katkida bulunur (Boudhraa ve ark., 2020). Bu tez ¢alismasinda, XPO5 ve
RanGTP gen ifadelerinin morfin, nalokson veya morfin+nalokson gruplarinda degistigi
bulunmustur. /n vitro modelde XPO5 ifadesi M+N grubunda asag1 regulasyon gozlenmesine
ragmen istatistiksel anlam bulunmamustir. /n vivo modelde ise morfin grubuna gére M+N
grubunda XPO5 ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir baskilanma gdzlenmistir. Ote yandan,
in vitro modelde kontrole gore nalokson uygulamasi sonrast RanGTP dizeyi baskilanmistir.
Ayni1 bulgular in vivo modelde de gozlenmistir. Morfin grubuna gére M+N grubunda istatisksel
baskilanma tespit edilmistir. En iyi literatlir taramalarimiza gére morfin uygulamasmin bu
genlerin ifadesi Uzerine etkisinin tamimlandigi daha ©nce yapilmis bir calisma

bulunmamaktadir.

DICER, miRNA onculerini islevsel 21-23 nt RNA'ya doniistiiren bir RNaz [l
endoniikleazdir ve bunlart RNA tarafindan indiiklenen susturma kompleksi (RISC) icine dahil
etmek icin kullanilir. DICER'in devre dis1 birakilmasi, olgun miRNA'larin kaybina ve miRNA
onculerinin artmasina neden olur ve bu da miRNA'larin genel islevlerini arastirmak igin etkili
bir yontemdir. Morfin veya nalokson uygulamasinin hiicre kulttrinde DICER ifadesini kontrol
grubuna gore arttigi, ancak M+N grubunda baskilandig tespit edilmistir. Ayrica, hipotalamus
dokusunda nalokson uygulamasi ile DICER ifadesinde anlamli olmayan bir baskilanma
bulunmustur. Aslinda, Tapocik ve ark. (2016) ¢alismasina gore DICERL1 analjezik toleransin
gelisimiyle pozitif korelasyon gostermistir. DICER1'in baskilanmasi, farelerde tolerans
gelisimini ortadan kaldirmaktadir. Ayni calismada, DICER1'in miRNA27’i etkileyerek
farelerde morfine karsi toleransin azaltilmasinda rol oynadigina dair bilgiler sunulmustur. Xu
ve ark. (2015) galismasinda, 1 pM morfin uygulamasinin DICER gen ifadesini artirdigi

bulunmustur.

TRBP1 ve TRBP2, baslangicta insan bagisiklik yetmezligi virust (HIV-1) TAR
RNA'ya baglanma yetenegi nedeniyle kesfedilen hiicresel protein TRBP'nin izoformlaridir.
TRBP'nin hem insan hem de fare hicrelerinde HIV uzun terminal tekrarinin ifadesini artirdigi
bulunmustur. TRBPIer, iki ¢ift sarmal RNA baglama alani1 (dSRBD) igerir ve dsSRBD2, KR-

helix motifini iceren ve diger proteinlerle etkilesimleri kolaylastiran bir Medipal alana sahiptir.
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TRBPlerin dsRBD'leri araciligiyla PKR ve PACT'e baglanabilirken, Medipal alan1 Merlin,
DICER ve PACT'e baglanmalarini saglar. TRBPlerin RNA ve protein baglama yetenekleri,
spermatogenez, hiicre blyimesi, onkogenez ve viral replikasyon gibi fonksiyonel rollerine
katkida bulunur. Ozellikle, TRBP ve DICER arasindaki etkilesim ve RNA interferans1 (RNAI)
yolunun bir pargasi olarak, 6zellikle RNA tarafindan induklenen susturma kompleksi (RISC)
icindeki rolt 6nemli olarak taninmistir (Daniels ve ark., 2009). DICER ’in katalitik aktivitesinin
artmasinda TRBP’nin etkili oldugu, ancak TRBP’nin yoklugunda da DICER’in isleme
aktivitesinde degisikligin olmadigi tespit edilmistir (Hitit ve ark., 2015). Bu tez ¢alismasinin in
vitro modelinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda morfin grubunda TRBP2 diizeyinde anlamli
bir artis olmadigi, ancak kontrole gore nalokson uygulamasi sonrasi baskilanma tespit
edilmistir. /n vivo modelde ise mMRNA diizeyinde TRBP2 ifadesi anlamli bulunmamistir.
Nalokson uygulamasi ile in vitro modelde baskilanma gozlenmistir. Zhang ve ark. (2016)
tarafindan yapilan ¢alismada, morfin uygulamasinin hipokampal nérogenez tizerinde etkisinin
oldugu ve hiicre soy hattin1 etkileyerek opioit reseptérini (MOR) ve ERK aktivasyonunu da
iceren asag akis sinyal yolaklarini aktive ettigi bulunmustur. Sitoplazmadaki fosforile ERK,
DICER'in bir yardimcis1 olan TRBP'yi fosforile edebilmektedir. TRBP fosforilasyonu ise
DICER aktivitesini arttirmaktadir. Bu degisiklik, yetiskin hipokampal grantler hicrelerin
kaderini duzenleyebilir ve TRBP'nin morfin yanitindaki roltinu ortaya koymaktadir.

Epigenetik  degisikliklerinin  bagimliliktaki roli giderek artan bir sekilde
dogrulanmaktadir. Literatirde uyusturucu tedavisi gruplarmin, uyusturucu igermeyen
kontrollerle karsilagtirmak igin iki yonli tasarimlar kullanilmaktadir ve kotlye kullanilan
ilaglara kars1 davranigsal tepkilerdeki bireysel gesitlilik arastirilmaktadir. Bu galigmalarin
bulgulari; yasam tarzi/deneyim, hicre tipi, gelisim/yaslanma ve cinsiyet gibi c¢esitli
degiskenlerin yalnizca bagimliliga yatkinliga katkida bulunmadigini, ayn1 zamanda DNA
modifikasyonlarindaki degisikliklerle de guiclu bir sekilde baglantili oldugunu gostermektedir.
Sonug olarak, bagimlilik yatkinhiginda bireyler arasi degiskenlikle iligkili noérolojik ve
davranigsal adaptasyonlardan epigenetik degisiklikler sorumludur (Kaplan ve ark., 2022).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez projesi; in vivo ve in vitro subkronik opioit bagimlilik modellerinin etkinliginin
karsilastirilmasina olanak saglamistir. Morfin ve nalokson uygulamasinin direkt (DNMT
genleri) ve dolayli (MiRNA biyogenez yolagi) epigenetik mekanizmalar1 kontrol eden yolaklar
uzerine etkisi tespit edilmistir.

Morfin bagimliliginin epigenetik etkilerinin tespit edilmesi ve bu etkilerin bir sonraki
nesillere aktarilabilmesinin énemini ve bu konuda yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine
olan ihtiyaci desteklemektedir.

In vivo bagimlilik modelinde nalokson grubunun bulunmamas: 6nemli bir eksiklik
olarak degerlendirilmistir. Ancak, in vitro ve in vivo bagimlilik modelinde ¢alismaya konu olan
genlerin ifadesini genel olarak benzer sekilde etkiledigi gézlenmistir.

Morfin bagimlilig1 ve tedavisinin diger epigenetik modifikasyonlar tzerine etkisinin
arastirtlmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

In vitro modelin etkin bulunmas:; farkli farmokojik uygulamalar ve opioit bagimliligin
fizyopatolojisinin daha iyi anlasilmasina katki saglamasi beklenmektedir. Deney hayvan
modellerine olan gereksinime alternatif olarak, saglayacagi etik ve teknik kolayliklar nedeniyle
translasyonel diizeyde benzer c¢alismalarin gergeklestirilmesine olumu yonde etkisi

beklenmektedir.
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