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1.0ZET

Opioid bagimliligi ciddi bir saglik sorunudur. Opioidlerin kronik kullanimi
bagimlilik ve toleransa neden olur. Ilaca erisim engellendiginde/birakildiginda
yoksunluk sendromu adi verilen gesitli fizyolojik belirtiler ortaya ¢ikar. Yapilan
caligmalarda niikleus akiimbensin (NAc) madde bagimlilifinda 6nemli bir merkez
oldugu; GABA (Gama-Aminobiitirik asit) reseptorlerinin de kotiiye kullanilan
ilaglarin mekanizmasinda modiilatér rol oynadigini gosterilmistir. Bu g¢alismanin
amaci1 naloksonla tetiklenmis morfin yoksunlugunda, GABA agonistlerinin NAc’ye
uygulanmasinin yoksunluk belirtileri tizerindeki etkisinin incelenmesidir. Calismada
Sprague-Dawley sicanlar kullanilmig, sicanlarin NAc kabuk/¢ekirdek bolgesine
stereotaksik cerrahi yontemi ile bilateral klavuz kaniiller yerlestirilmistir. 75 mg baz
morfin igeren 3 pelet siganlarin cilt altina hafif eter anestezisi altinda 1.giin bir ve 3.
giin iki adet olmak tizere implante edilmis, 5.giinde NAc’ye enjeksiyonlar (baklofen
hidrokloriir (62,5, 125 ng) ya da musimol hidrobromiir (50 ng)) yapilmis, ardindan
nalokson uygulanarak morfin yoksunlugu tetiklenmistir. NAC kabuk bolgesine
uygulanan 62,5 ng baklofenin morfin yoksunlugundaki ziplama davranisin1 kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi, NAc ¢ekirdek bdlgesine
uygulanan 62,5 ng baklofenin ise yoksunluk belirtilerinden ziplama, 1slak kopek
titremesi ve agirlik kaybini anlamli derecede azalttigi saptanmistir. NAc kabuk
bolgesine uygulanan 62,5 ng baklofen morfin bagimlisi siganlarda lokomotor aktivite
degiskenlerinden ambulatuvar, vertikal hareketlerde ve kat edilen mesafede kontrole
gore anlamli bir azalmaya neden olmus, NAc ¢ekirdek bolgesine uygulanan 62,5 ng
baklofen ise vertikal hareketlerde istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden
olmustur. NAc kabuk bolgesine uygulanan musimol ise herhangi bir degiskende
istatistiksel olarak anlamli bir farka neden olmamustir. Bu bulgular, NAc’deki
GABAerjik iletimin morfin yoksunlugunun c¢esitli belirtileri iizerinde etkili oldugunu
ve opioid bagimliligr tedavisinde potansiyel bir mekanizma olarak arastirilmasi

gerektigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Baklofen, GABA, NAc, morfin yoksunluk sendromu, musimol



2.SUMMARY

Administration of GABA agonists into nucleus accumbens shell on naloxone
induced morphine withdrawal

Opioid addiction is a serious public health problem. Chronic use of opioids results in
tolerance to and dependence on the drug. Withdrawal syndrome is characterized by a
number of physiological symptoms after the rapid cease of drugs. Studies have
shown that the NAc is a crucial region in drug addiction and GABA receptors playa
modulatory role in the mechanism of action of different drugs of abuse. The aim of
this project is to investigate the effects of local GABA agonists in NAc during
naloxone precipitated withdrawal in morphine dependent rats. Sprague-Dawley rats
were stereotaxically implanted with a guide cannula to NAc shell/core and fixed to
the skull.Morphine addiction was induced by subcutaneous morphine pellet (75 mg
base) implantation. Three pellets were implanted on successive days, namely one on
the first and two on the third day. On the fifth day local microinjections into NAc
(baclofen hydrochloride (62.5, 125 ng), muscimol hydrobromide (50ng)) were
administered bilaterally through guide cannulas. Baclofen microinjection into NAc
shell/core (62.5 ng) significantly decreased the number of jumpings and into NAc
core also significantly decreased the number of wet dog shakes and weight loss as
compared to aCSF. Baclofen microinfection into NAc core/shell decreased vertical
activity and into NAc shell also decreased ambulatory activity and distance as
compared to aCSF. Muscimol had no effect on withdrawal symptoms. Our findings
suggest that GABAergic transmission in  NAc have some roles over some of the
opioid withdrawal signs and should be examined as a potential mechanism that can

be exploited for the treatment of opioid addiction.

Keywords: Baclofen, GABA, NAc, morfin withdrawal syndrome, muscimol



3.GIRIS ve AMAC

Madde bagimliligi, tiim diinyada 6nemli saglik problemlerinden biridir. Madde
bagimliliginin ciddi bir alt béliimiinii olusturan opioid bagimlilig1 da toplumda sosyal
ve ekonomik agidan biiyiik sorun olmaktadir (Hall, Doran, Degenhardt and Shepard
2006). Diinya capinda 80 milyon kisinin eroin veya diger opioid maddeleri
kullandig1 tahmin edilmektedir (United Nations Office on Drugs and Crime 2004)

Madde bagimliligi, psikoaktif maddelerin kullanimina bagli olarak beyin
fonksiyonlarinda degisim sonucu olusan bir bozukluktur. Bu maddeler beyindeki
normal algisal, duygusal, diirtiisel siiregleri etkiler (DSO, WHO 2005). En yaygin
kullanilan bagimlilik yapici ilaglar; opioidler (morfin benzeri ilaglar), barbitiirat ve
benzodiazepin tiirevi ilaglar, psikomotor stimiilanlar (kokain ve amfetaminler),
fensiklidin ve benzeri ilaglar, nikotin, kanabinoidler, etil alkol, inhalanlardir (Hyman
and Malenka 2001).

Opiyoidler p, k ve/veya 6 reseptorlerini dogrudan uyararak endojen opioidlerin
(enkefalin, dinorfin, endomorfin) etkilerini taklit eden maddelerdir. Bu reseptorlerin
uyarilmas:  Ofori, analjezi, sedasyon, dilirez, konstipasyon veya solunum
depresyonuna neden olur. Morfin ve benzeri opioidlerin pozitif pekistirici etkisinden

agirlikli olarak p reseptorleri sorumludur (Pierce and Kumerasan 2006).

Morfin, agr1 kesici olarak ve birtakim terapotik endikasyonlarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ancak morfine tekrarlayan dozlarda maruz kalmak tolerans,
psikolojik ve fiziksel bagimliliga sebep olmakta, ilacin kesilmesinden sonra ise

yoksunluk semptomlari karakterize edilmektedir (Koob and Le Moal 2006).

Mezolimbik dopaminerjik sistem noronlariin aktivasyonu keyif verici bir etki
saglamaktadir ve bu tiim bagimlilik yapan maddeler icin gegerlidir. Cok sayida
calisma ventral tegmental alandan (VTA) niikleus akumbense (NAc) projeksiyon
yapan mezolimbik dopaminerjik sistemin opioid pekistirilmesinin baslamasinda
kritik bir 6neme sahip oldugunu gostermistir (Mansvelder, De Rover, McGehee and
Brussaard 2003).



Bu caligmada hedef bolge olarak secilen NAc ddiil ve pekistirmeyle ilgili en iyi
bilinen beyin bolgelerinden biridir (Koob and Bloom 1988). NAc, kabuk (shell) ve
¢ekirdek (core) olarak iki alt boliime ayrilir. Her iki alt bolimde 6grenme ve

motivasyonel davraniglarda 6nemli rol oynamaktadir (Carlezon and Thomas 2008).

Opioidlerin, VTA’daki GABAerjik internéronlart inhibe ettigi ve GABA
salinimini azalttigt bununda VTA daki dopaminerjik noronlart disinhibe ederek
NAc’de dopamin salinimina yol ac¢tig1 diistintilmektedir (Xi and Stein 2002). Yapilan
pek c¢ok calisma GABAerjik sistemin  opioid bagimliligindaki roliinii ortaya
koymustur. GABA agonistleri baklofen ve musimoliin 6n tedavi olarak sistemik
uygulanmasinin siganlarda doza bagimli olarak morfin kendine verme davranisini
azalttig saptanmis ve bu etkinin GABA antagonistleri SCH 50911 ve bikukulin ile
geri dondiigii  goriilmiistir (Yoon et al 2007). Baklofenin sistemik olarak
uygulanmasinin, nalokson ile indiiklenen morfin yoksunlugu sendromunda farelerde
onemli bir yoksunluk belirtisi olan sigrama davranisini azalttigi gozlemlenmistir
(Zarrindash and Mousa-Ahmadi 1999). Baska bir caligmada ise yine baklofenin
morfin yoksunlugunda siganlarda stereotipik kafa sallamalari, ¢igneme, pitozis, dis
gicirdatma gibi yoksunluk belirtilerinin anlamli derecede azalttigi saptanmigtir

(Bexis, Ong and White 2001).

Bu calismada, bu bilgiler 1s183inda GABA agonistleri musimol ve baklofenin
niikleus akiimbense uygulanmasinin morfin yoksunlugundaki davranigsal bulgulara

ve lokomotor aktiviteye etkisi incelenmistir.



4.GENEL BILGILER

4.1. Morfin

Morfin giiglii bir opioid analjeziktir. Opiodlerin adim1 aldigi opyum (afyon),
hashas (papaver somniferum) bitkisinin yas meyve kapsiiliiniin ¢izilmesi ile ¢ikan
Ozsuyunun kurutulmus seklidir; bu 6zsuyun iginde 20°den fazla farkli alkaloid vardir

ve %10’u kadarini morfin olusturmaktadir (Waldhoer, Bartlett and Whistler 2004).

Opioidler tipta kullanilan en etkili analjeziklerdir. Kullanimlar1 uyusukluk,
sedasyon haline neden olur. Santral sinir sistemi ilizerinde yaygin depresif etki
yaparlar, bagimlilik yapma potansiyelleri yiiksektir. Bu gruptaki ilaglara narkotik
analjezikler olarak da adlandirilir. Morfin ve kodein gibi dogal alkoloidlerlerle
onlarin yari-sentetik tiirevlerine opiyatlar denir (Koob and Le Moal 2006, Kayaalp
2012).

Morfin ilk defa 1806 yilinda Frederich Serturner tarafindan saflastirilmistir,
santral sinir sistemi iizerinde terapdtik olarak en onemli etkisi analjezidir. Antitusif
etkiye de sahiptir. Solunumu baskilamasi, bagimlilik yapmasi ve birakildiginda
yoksunluk belirtilerine neden olmasi kullanimini kisitlayan en 6nemli faktorlerdendir

(Koob and Le Moal 2006; Waldhoer, Bartlett and Whistler 2004).

Morfinin farmakokinetigi: Morfin plazma proteinlerine %25-35 oraninda
baglanir. Karacigerde biiyiik kism1 morfin 3-B-gliikiironat ve az bir kismi1 ise morfin-
6p-gliikiironata doniisiir (Osbourne Joel, Trew and Slevin 1990). Morfin 3-B- ve 6-p-
gliikiironat polar olmasina ragmen kan beyin bariyerini geger (Christie, Williams and
North 1987). Morfin 6-gliikiironat aktif bir metabolittir ve farmakolojik etkileri
morfininkinden ayirt edilemez. Sistemik olarak verilen morfin 6-B -gliikiironat
morfinin 2 kat1 gii¢liidiir. Kronik kullanimda morfinin analjezik etkisinin ¢ogundan
sorumludur (Osbourne et al 1988). Morfin 3--gliikiironat ise inaktif bir metabolittir,
opioid reseptorlerine afinitesi azdir fakat morfinin eksitator etkisinde payr vardir

(Penson et al 2000).
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Sekil 1 : Morfinin metabolitleri (Koob and Le Moal 2006)

Morfin oral yoldan alindiginda mide-barsak kanalindan tamamen absorbe edilir;
fakat bu yoldan alinan morfinin O6nemli bir kismi karacigerden ilk gegiste
eliminasyona ugradigindan biyoyararlanimi, kan diizeyi ve etki giicii diisiik olur.
Morfin genellikle 10-15 mg dozunda intramiiskiiler veya subkutan enjeksiyon yolu
ile uygulanir. Doku i¢inden hizli ve tam olarak absorbe edilir. Etkisi ortalama 20
dakikada baglar, 45-90 dakikada maksimum konsantrasyona erisir ve etkisi 4-6 saat
kadar devam eder. Intravendéz yoldan uygulandiginda analjezik etkisi 1-2 dakika
icinde baslar, 10-20 dakikada maksimuma ulasir ve kisa siirer. Verilen morfin
dozunun %901 24 saat i¢inde elimine edilir (Koob and Le Moal 2006, Kayaaalp
2012).

Morfin viicut sicakliginda, hipofiz bezi fonksiyonlarinda azalma, solunumda,
oksiiriik refleksinde baskilanma, mide bulantisina neden olur (Gutstein and Akil
2001). Morfin ayrica histamin salinimina neden olmakta ve bu etkisinden dolay:1 da
bronkospazm ve hipotansiyon gibi yan etkileri ortaya ¢ikarmaktadir. (Trescot, Datta,
Lee and Hansen 2008).



4.2. Madde Kétiiye Kullanimi ve Bagimhihk

Tarihi siiregte bagimliligin  tanimi fiziksel bagimhiligin  tanimlanmasiyla
baglamistir. Himmelsbach fiziksel bagimliligi  “ge¢misteki uzamis ilag
kullaniminin bir sonucu olarak, fizyolojik denge durumunun saglanmasi i¢in yeterli
miktarda ilacin diizenli olarak verilmesi gerekliligi” olarak tarif etmis ve fiziksel
bagimlilik tanisinin objektif olarak konulmasinin tek yolunun ilacin kesilmesiyle

ortaya ¢ikan karakteristik yoksunluk sendromunun gosterilmesi oldugunu belirtmistir

(Himmelsbach 1943).

Fiziksel bagimlilik kavrammin bagimliligin ¢ogu o6zelligini kapsamamasi
tizerine ikinci bir kavram olarak psisik bagimlilik tanimlanmistir. Psisik bagimlilik:
“llacin keyif olusturmak ya da rahatsiz duygu durumundan kurtulmak icin periyodik
veya siirekli olarak kullanilmasina neden olan psikolojik bir itkinin varlig1” olarak

tanimlanmistir (Eddy et al 1965).

Madde kullanimi giiniimiizde maddenin kontrolli ya da sosyal kullanimi,
maddenin kotliye kullanimi, ve madde bagimhiligi olmak iizere 3 grupta

incelenmektedir.

Madde kotiiye kullanimi, belirli psikoaktif ilaglarin insanda yaptig keyif verici
davranigsal etkileri nedeniyle tibbi bakimdan gereksiz bir sekilde ve kisinin kendi
inistyatifiyle kullanmasidir. Madde koétiiye kullaniminda, beyinde psisik bagimlilik
ve fiziksel bagimlilik olusmasi ile iliskili davranigsal ve somatik fonksiyonlari
diizenleyen merkezlerde biyolojik adaptasyon olaylarinin meydana gelmedigi ya da

heniiz belirgin olmadigi kabul edilir (Kayaalp 2012).

Madde bagimliligi; ilag arama ve alma diirtlisli, ilag alimimi siirlandirmada
kontrol kaybu, ilaca erisim engellendiginde negatif duygudurum belirmesi (disfori,
anksiyete, sinirlilik gibi) ile karakterize kronik ve tekrar eden bir bozukluktur (Koob
and Le Moal 1997). Bagimlilik ¢cogu zaman madde koétiiye kullaniminin bir sonraki

agsamasidir.

Madde bagimliliginin ve ve madde kdtiiye kullaniminin tani kriterleri DSM-1V-
TR (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders Fourth Edition Text



Revision-Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal Elkitabi 4. Baski Metin
Revizyonu 2007)’de agiklanmustir.

DSM-IV-TR madde bagimliliginin temel 6zelliklerini, kisinin maddeyle iliskili
onemli sorunlar yasamasina ragmen maddeyi kullanmaya devam ettigine isaret eden
kognitif, davranigsal ve fizyolojik semptomlar kiimesi olarak tanimlamistir.
Maddenin tekrarlanan kullanimi santral sinir sisteminde uyumsal degisikliklere
neden olur ve bu degisiklikler tolerans, yoksunluk belirtileri ve kompiilsif madde
kullanimi1 ile sonuglanabilmektedir. DSM-IV-TR’de tolerans ve yoksunluk

kavramlar1 bagimliligin tanisinda 6nemli kriterlerlerdir.

Madde kotiiye kullaniminin DSM-IV-TR kriterleri Tablo 1’de ve madde

bagimliliginin tam kriterleri Tablo 2’de verilmistir.



Tablo 1: DSM-IV-TR ve ICD-10*" un Alkol ve Madde Kotiiye Kullanimi Tam
Kriterleri

DSM-IV ICD-10

A 12 aylik period igerisinde

asadakilerden bir veya birden A. Sagliga zarar veren madde kullanim

fazlasii iceren, klinik durumda | PRI
bozul 1 dde kull
OPITIAYE YOT gty fnacee antm S6z konusu zarar fiziksel ya da mental

aterni.
P olabilir. Tamida, kullanicinin saghigina olan

1. Is, okul ve ev  hayatindaki zararin  fiziksel ya da mental oldugu

yiikiimliiliiklerin yerine getirilmesinin belirtilmelidir
engellemesine yol acan tekrarlayict

madde kullanim. B. Semptomlar s6z konusu madde grubu

2. Kullamminin  fiziksel zarara sebep i¢in bagimlilik kriterlerini saglamamalidir.

olabilecek  kosullarda  tekrarlayic

madde kullanimu.

3. Tekrarlayici madde kullaniimasindan
kaynaklanan yasal sorunlarla

karsilasilmasi.

4, Maddenin etkisiyle sosyal ve bireyler
arasi  iligkilerde kalict ya da
tekrarlayic1 sorunlar olugsmasma yada
var olan sorunlari artmasina ragmen

madde kullanimina devam edilmesi.

B. Semptomlar s6z konusu madde grubu

icin bagimlilik kriterlerini saglamamalidir.

*ICD 10 (10th revision of the International Statistical Classification of Diseases and
Related Health Problems-Hastaliklar ve Saglik Problemlerinin Uluslararasi Istatistiksel

Simiflamas1 Onuncu Revizyon)



Tablo 2: DSM-IV-TR ve ICD-10'un Madde Bagimlilik Tan1 Kriterleri

DSM-IV-TR

ICD-10

Siniflandirma kriterleri

Tolerans

Yoksunluk (¢ekilme
sendromu)

Kontrol kayb1

Hayat aktivitelerin

ihmali

Harcanan zaman

Sorunlara ragmen
kullanima devam
edilmesi

Kompiilsif kullanim

Bagimlilik alt grubu
i¢in kriterler

12 aylhk  periyod  igerisinde
asagidakilerden ¢ veya daha
fazlasin1 igeren, klinik durumda
bozulmaya yol acan madde kullanim
paterni.

Istenilen etkiyi ya da intoksikasyonu
elde edebilmek icin gittikce daha
fazla maddeye ihtiyag duyulmasi; ya
da  aym  miktarda  maddenin
kullanilmasiyla  gittikce  azalan
etkinlik.

Madde icin karakteristik yoksunluk
sendromu ya da  yoksunluk
sendromunu dindirme ya da bu
sendromdan ka¢inma i¢in s6z konusu
maddenin veya benzer maddelerin
kullanima.

Madde kullanimini birakma istegi ya
da bir veya daha fazla basarisiz
birakma girisimi.

Maddenin planlanandan daha fazla
miktarda ya da daha uzun siire
kullanimu.

Onemli sosyal, is ya da dinlenme
aktivitelerinin ~ madde  kullanim
sebebiyle azaltilmast ya da terk
edilmesi.

Kullanilan maddeyi temin etme,
kullanma ve etkisinden arinma igin
biiyiik miktarda zaman harcama.

Kalic1 ya da tekrarlayici fiziksel ya da
psikolojik problemler olusturdugu ya
da var olan sorunlart arttirdig:
bilinmesine ragmen madde
kullanimina devam edilmesi.

Yok

Fiziksel bagimlilik: Tolerans ve
yoksunluk kanitinin varligi

Fiziksel bagimhiligin ~ olmamast:
Tolerans ve yoksunluk kanitinin
olmamasi

Gegen yil igerisinde
asagidakilerden 3 tanesi yasanmis
ya da gosterilmis olmalidir.

Tolerans kaniti, baglangicta diisiik
dozlarda saglanan etkiyi elde
edebilmek i¢in doz yiikseltmeye
ihtiya¢ duyulmasi.

Madde kullaniminin  kesilmesi
veya azaltilmasiyla ortaya c¢ikan,
kullanilan maddeye ozgii
fizyolojik yoksunluk durumu ya
da bu sendromdan kaginma igin
s6z konusu maddenin veya benzer
maddelerin kullanimu.

Maddeye baslangig, Dbitis ve
kullanim seviyesinin
kontroliindeki zorluklar.

Alternatif zevklerin veya ilgilerin
gittikce artan bir sekilde ihmali.

Kullanilan maddeyi temin etme,
kullanma ve etkisinden arinma
icin  blyiilk miktarda zaman
harcama

Madde kullaniminin agik  bir
sekilde fizyolojik ya da psikolojik
zararlar1 olmasina ragmen, madde
kullanimina devam edilmesi.

Madde kullanimi igin giiclii istek
veya kompiilsif duygunun varlig.

Yok

10




4.2.1.Tolerans ve Duyarhilasma Kavramlari

Tolerans, maddenin intoksikasyonu veya istenilen etkisi i¢in gereken madde
miktarinin 6nemli Ol¢iide artmasi ya da ayni miktarda maddenin devam eden
kullanim1 sirasinda ortaya ¢ikan etkinin 6nemli olgiide azalmasidir (DSM-IV-TR

2007).

Kotiiye kullanilan maddelere karst gelisen tolerans dogustan veya kazanilmig
olur. Toleransin hiz1 ve derecesi ilaca gore degiskenlik gosterir. Morfin ve eroin gibi
opioidlere kars1 gelisen tolerans, diger maddelerden daha hizli ve daha belirgindir.
Morfinin mide bulantis1 etkisine ¢ok ¢abuk tolerans gelisirken, miyozise tolerans

hi¢bir zaman gelismez (Koob and Le Moal 2006).

Ayn1 farmakolojik gruptaki maddelerden birine kars1 tolerans gelisirse o gruptaki
diger maddelere karsi da tolerans gelisir. Bu fenomene ‘capraz tolerans’ denir

(Kayaalp 2012).

Duyarlilagma toleransin tam tersidir, yani bir ilact kullandik¢a etkisinin giderek
artmasidir. Duyarlilagma ile ilgili bilgilerin ¢ogu kokain, amfetamin, nikotin, alkol,
fensiklidin ve morfin gibi maddelerle yapilan deneylere dayanmaktadir. Bu maddeler
diisiik dozda lokomotor aktivite artisina neden olmuslardir. Bu maddelerin ayn
dozunun tekrar verilmesi durumunda ise lokomotor aktivitede her seferinde giderek
artan bir stiimiilasyon goriilmiistir (Robinson and Berridge 1993). Ilaglarin
lokomotor duyarlilagsma olusturucu etkileri ile bagimlilik olusturma potansiyelleri

arasinda bir iligki bulundugu kabul edilir.

Tolerans gelisiminde oldugu gibi, baz1i maddeler arasinda ‘¢apraz duyarlilagma’
s0z konusudur. Bu durum o6zellikle bazi bagimlilik yapici maddelerden birine
gelisen duyarlilasmanin digerine kars1 da gelismis olmasi ile karakterizedir. Morfin,
kokain ve alkol ile amfetamin, kafein ve nikotin arasinda ¢apraz duyarlilasma oldugu

deneysel calismalarla gosterilmistir (Kayaalp 2012).
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4.3.Bagimhlik Tipleri ve Bagimhilik Yapan Maddeler

Bagimlilik yapan maddeler, santral sinir sisteminde biiyiik Ol¢iide psisik
stimiilasyon veya depresyon olusturan, algilama, duygudurum, mental durum,
davranis ve motor fonksiyonlarda bozukluk yapan psikoaktif maddelerdir (Saglam,
Uzbay ve Beyazyiirek 2003).

Diinya Saghk Orgiitii 10 cesit madde bagimlhiligi tanimlanustir. Buna gore;
morfin (opioid), alkol, barbitiirat, tiitiin, amfetamin, kokain, esrar, haliisinojen (LSD),

ucucu solvent ve khat tipi bagimlilik s6z konusudur (DSO 2005).
4.3.1. Morfin (Opioid) Tipi Bagimhhik

Morfin ~ ve  morfin-benzeri  ilaglarin  ayiric1  Gzellikleri  tekrarlayan
kullanimlarinda, diisiik dozlarda kullanildiklarinda bile gelisen ve dozla dogrudan

iligkili olan, psisik ve fiziksel bagimliliga, tolerans gelisimine neden olmalaridir.
Morfin tipi bagimliligin karakteristikleri sunlardir:

Q) Giiclii psisik bagimliliga neden olurlar. Ilac1 kullanmada kontrol kaybi
ya da ilac1 almaya kompulsif bir sekilde devam etme istegi baslar
(Eddy et al 1965).

(i)  Fiziksel bagimlilik erken baglar, bununla birlikte tolerans gelisir.
Kullanma siiresi arttikca fiziksel bagimlilifin ve toleransin derecesi
paralel olarak artar. 7-10 giin devamli opioid uygulanmasi, ilag
kesildiginde, hafif fakat fark edilebilir yoksunluk belirtilerine neden
olmaktadir. Insanda tek bir terapotik dozda verilen morfinden 6-8 saat
sonra verilen morfin antagonisti nalokson’un hafif de olsa yoksunluk
belirtilerini tetiklemesine dayanarak morfinin ilk dozundan itibaren
fiziksel bagimliliginin bagladig: diisiiniilmektedir (Koob and Le Moal
2006).

(iii) ~ Morfinin o6fori yapici (keyif verici) etkisine karsi tolerans gelistigi
halde, solunum merkezinin inhibisyonu, miyozis, konstipasyon gibi
etkilerine kars1 tolerans gelismemekte veya ¢ok daha az gelismektedir

(Kayaalp 2012).
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4.3.2.1. Morfine Kars1 Gelisen Tolerans ve Morfin Yoksunluk Sendromu

Yoksunluk belirtileri, uzun silire aliman bir madde birakildiginda ya da
azaltildiginda ortaya ¢ikan fizyolojik belirtilerdir. Bir madde kullanim1 birakildiginda
yoksunluk belirtileri yasayanlarin, o maddeye fiziksel bagimlilik gelistirdikleri kabul
edilir (Himmelsbach 1943).

Kronik tolerans ve fiziksel bagimlilik ve dolayisiyla yoksunlugun altinda yatan
mekanizmalar konusunda birden fazla olasilik tartisilmaktadir. Bunlar arasinda
reseptorlerin ortadan kaldirilmasi (internalizasyon gibi), opioid reseptor bulunduran
noronlarin hiicre i¢i ileti mekanizmalarinda adaptasyon gelismesi, sistem diizeyinde
karsi-adaptasyon ve farklilik gosteren tolerans ve fraksiyonel isgal gerekliligi

teorileri yer almaktadir.

Radyoligant baglama yontemleri ile yapilan deneylerde baz1 opioid
agonistlerinin uzun siire uygulanmasinin etkiledikleri hiicrelerde reseptor sayisini
azalttigl saptanmigtir. Bu durum reseptorlerin azaltilmasi (down-regulation) ile
hiicrelerin  ilacin devamli etkisine kars1 kendilerini savunmalari  olarak
yorumlanmaktadir. Bu mekanizmanin kronik toleransin baslangicinda rol alabilecegi
kabul edilmektedir ancak kronik maruziyetin yol actigi kalict degisiklikleri
aciklamakta yetersiz kalmaktadir. (Brunton and Parker 2011). Ayrica, diger p
agonistlerinden farkli olarak morfinin reseptor internalizasyonuna, fosforilasyonuna
ve desensitizasyonuna yol agmadigi gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (Koch et al
2005).

Kronik opioid uygulamasi hiicre i¢inde adaptif karsit-diizenleyici mekanizmalari
indiiklemektedir. Buna 6rnek olarak adenilat siklaz enziminin superaktivasyonuna ve
miktarindaki artiga bagli olarak hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat (SAMP)
seviyelerinin artmasi1 gosterilebilir. Bu da protein kinaz A (PKA) aktivayonu
dolayisiyla hiicre i¢i katyon akimini artirmaktadir (Brunton and Parker 2011). Buna
bagli olarak yoksunluk sirasinda genellikle noron terminallerinden ndrotransmitter

salmiminda artig goriilmektedir (Bailey and Connor 2005).
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Kronik opioid uygulamasi sirasinda tolerans gelisiminde 6nemli bir teori de,
opioidlerce diizenlenen bir sistem iizerindeki inhibitér etkinin bu sistemin
egzitabilitesindeki artisa bagli olarak azalmasidir. Bununla uyumlu olarak, kronik
opioid uygulamasia bagli olarak gelisen protein kinaz C (PKC) aktivasyonu N-
metil-D-aspartik  asit (NMDA)  reseptorlerinin  fosforillenmesi  yoluyla
aktivasyonunun artmasina neden oldugu disiiniilmektedir. Bu reseptorlerin bloke
edilmesinin morfinin analjezik etkilerine kars1 tolerans gelisimini kismen de olsa
engelledigi gosterilmistir (Trujillo and Akil 1991). Sistem seviyesinde goriilen bu
adaptasyon hipotezlerinin analjezi gibi bazi etkiler i¢in gegerli olabilecegi buna
karsin sedasyon ve miyozis gibi bazi etkiler i¢in gecerli olmadigi belirtilmistir

(Christie 2008).

Farkli etkilere kars1 farkli hiz ve siddette tolerans gelisimi, toleransin reseptdriin
belirli bir fraksiyonunun reseptoriin fonksiyonel ayrilmasiyla (uncoupling) iliskili
oldugu ve farkli fizyolojik yanitlar i¢in fonksiyonla eslesmis farkli reseptor
fraksiyonlarinin gerekli oldugu One siiriilmektedir. Bu hipoteze gore, miyozis
olusumundan sorumlu yolaklarda bu etkinin ger¢eklesmesi i¢in gerekli fonksiyonel
reseptor fraksiyonunun agri yolaklarinda etki gosterenlere kiyasla ¢cok daha diisiik

olmasi gerekmektedir (Brunton and Parker 2011).

Morfin yoksunluk belirtileri viicudun ¢esitli bolgelerinde agrilar, insomniya,
esneme, lakrimasyon, burun akintisi (rinore), terleme, midriyazis, tiiylerin diken
diken olmasi, sicak basmasi, mide bulantisi, kusma, viicut sicakliginda artis, solunum
sayisinda azalma, kan basincinda dislis, abdominal kas kramplari, dehidrasyon,
anoreksiya ve kilo kaybidir (Isbell and White 1953, Eddy et al 1965). Bu belirtiler
genel olarak morfin yoksunlugunun otonom sinir sistemi iizerindeki etkilerinden
kaynaklanmaktadir ancak bu belirtilere anksiyete-benzeri ve depresyon-benzeri
negatif duydudurum bozukluklar1 da eslik etmektedir. Yoksunluktaki negatif
duygudurum disfori olarak tanimlanmistir ve bu duruma eslik eden anksiyete ve
depresyon-benzeri belirtiler major depresif evre ya da anksiyete bozuklugu gibi
major bir mental bozuklugun kriterleriyle tam olarak uyusmamaktadir (Koob and Le

Moal 2006).
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Opioid yoksunluk sendromunda deney hayvanlarinda sigrama, 1slak kopek
silkinmesi, pitozis, diyare, davranigsal aktivasyon, motivasyonel fonksiyon
bozukluklar1 gibi davranigsal ve fizyolojik semptomlar goriilmektedir. Opioid
yoksunluk sendromunun aktive edici etkilerinin lokus koruleus (LC) araciligi ile
gerceklestigi, diyare ve lakrimasyonunda periferal opioid reseptorlerine bagl
olabilecegi diisiiniilmektedir. Opioid yoksunluk sendromunun motivasyonel etkisi
olan aversif uyaric1 ve negatif pekistirici etkilerinin ise NAC ile baglantili oldugu

diistiniilmektedir (Koob, Maldonado and Stinus 1992).
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Tablo 3:Narkotik ajanin son dozunu takiben ortaya ¢ikan yoksunluk belirtileri

Yoksunluk
derecesi

Yoksunluk semptomlari

Son dozu takiben gecen saatler

Morfin

Eroin

Anksiyete
Aranma

Esneme
Terleme
Burun akintisi
G0z yasarmasi

14

Midriyazis
Piloereksiyon
Tremor

Kas seyirmeleri
Anoreksiya

Kas ve kemik agrilar

16

12

Insomniya

Kan basincinda diisiis
Viicut sicakliginda diisiis
Solunum sayisinda azalma
Nabiz sayisinda azalma
Tedirginlik

Mide bulantisi

24-36

18-24

Kan sekerinde diisiis
Eozinopeni

Kilo kayb1

Diyare

Ani ejakiilasyonve orgazm
Kusma

36-48

24-36

(Koob and Le Moal 2006)
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4.4.Endojen Opioidler ve Opioid Reseptorleri

Pert ve Synder radyoaktif morfinin beyinde spesifik bolgelere baglandigini
gostermistir (Pert and Synder 1973). Daha sonra Hughes ve ark. enkefalin olarak
adlandirdiklar1, opiyat benzeri endojen bir maddeyi tanimlamislardir (Hughes et al
1975). Takip eden yillarda, endorfinler ve dinorfinler olmak iizere iki endojen opioid

peptid sinifi daha izole edilmistir (Akil et al 1984).

Endojen opioid peptidler giiniimiizde POMK sistemi, proenkefalin sistemi,
prodinorfin sistemi ve Nosiseptin/Orfanin FQ (N/OFQ) sistemi olmak {izere dort ana

grupta siniflandirilirlar.

POMK (pro-opiomelanokortin) sistemi: Bu grupta B-endorfin adli 31 amino
asitli opioid peptid bulunur, bu madde POMK adli onciilin yikilmasi sonucu
meydana gelir. B-endorfin mii reseptorlere yiiksek afinite gosterir, beyin ventrikiilleri
icine enjekte edildiginde giiclii analjezi yapar; gravimetrik etki giicli morfine gore 50

kat yiiksektir.

Proenkefalin sistemi: Bu grupta bulunan baglica endojen opioid peptidler met-
enkefalin, 15-enkefalin, bir heptapeptid olan met-enkefalin-Arg®-Phe’ ve bir
oktapeptid  olan  met-enkefalin-Arg®-Gly’-Leu®dir. ~ Enkefalinler  opioid

reseptorlerinden delta ve miij reseptorlere yiiksek afinite gosterirler.

Prodinorfin sistemi: Bu prekiirsorden olusan baslica opioid peptidler dinorfin A,
dinorfin B, a-neoendorfin ve B-neoendorfin’dir. Opioid reseptorlerin kappa tiiriine

yiiksek afinite gosterirler. Intratekal uygulamada giiglii analjezik etki gosterirler.

Nosiseptin/Orfanin FQ (N/OFQ): Bu sistemdeki opioid peptidler nosisseptin,
orfanin-2 ve nosistatin’dir. Propeptid sekli proorfanindir. p, «,8, reseptorlerine az
miktarda afinite gosterirler (Trescot et al 2008). Deney hayvanlarinda, hayvanin
davranigsal durumuna gore agri1 esigini degistirirler ve bdylece anti-analjezik etki

yaparlar (Kayaalp 2012).

17



Opioid reseptorleri p (mii, OP3), «  (kappa, OP;), & (delta, OPy),
Nosiseptin/Orfanin FQ’dur. Bu reseptdrlerin hepsi G-protein kenetlidir.

u opioid reseptorleri (MOR),B-endorfinve morfinin yiiksek afiniteli sekilde
baglandig1 reseptorlerdir. Medialtalamus ve beyin sapmnda bulunurlar. p; ve pp
alttipleri bulunmaktadir. py analjezi ve 6foriden, 1, ise solunum depresyonu, pruritus
(kasint1), prolaktin salinimi, bagimlilik gelisimi, anoreksiya ve sedasyon gibi

etkilerden sorumludur (Trescot, Datta, Lee and Hansen 2008).

K reseptorleri beyin sapi, spinal kordda, serebral korteksin derin tabakalarindaki
noronlarda, omurilik arka boynuzunda agri duyusunu tasiyan birinci sira duyusal
noronlarin akson uglarinda, limbik sistem, talamus ve striyatum gibi bolgelerde
bulunurlar. Spinal analjezi, sedasyon, nefes darligi, disfori ve solunum depresyonuna
neden olur (Trescot et al 2008). Genelde opioid agonistlerin k reseptorler aracilig ile
olusturduklart etkiler, p veya o reseptorler {lizerinden olusturduklari etkilere zit

yondedirler (Kayaalp 2012)

O reseptorleri enkefalinlere selektif olan reseptdrlerdir. Limbik sistemde bol
miktarda saptanmustir. Psikomimetik ve disforik etkilerden sorumlu oldugu

diistiniilmektedir (Trescot et al 2008).

Nosiseptin/Orfanin FQ, N/OFQ sistemine ait opioid peptidlerin etkilerine
aracilik ederler. Dagilimlarnt ve transdiikleme sistemleri halen diger opioid

reseptorlerinki kadar incelenmemistir.

U, x , 0 reseptorlerinin ii¢ii tizerinde de nalokson antagonist etki gosterir.
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4.5. Opioid Sinyal Transdiiksiyonu

Opioidlerin ndronlarda hiperpolarizasyon ve inhibisyon yaptig1 cesitli
elektrofizyolojik incelemelerde gosterilmistir. Ote yandan opioid peptidlerin ve
ilaglarin beyinde belirli néron topluluklarin1 veya mekanizmalar1 stimiile ettikleri
bilinmektedir. Noron diizeyindeki etkiyle noron toplulugu diizeyindeki zit yonli etki
bir celiski gostermez; ¢ilinkii néron topluluklarinda s6z konusu maddelerin yaptigi
eksitator etki, disinhibisyon olayina dayanir. Yani inhibitér bir néronun inhibe

edilmesi, o néronun inhibe ettigi néronun eksitasyonu ile sonuglanir.

Opioidlerin inhibitdr etkilerine aracilik eden ii¢ transmembranal transdiikleme

mekanizmasinin varlig1 gosterilmistir:

1. Adenilat siklazin inhibisyonu: Opioid reseptorlerinin her ii¢ alt tipi de Gip’
proteinleri araciligi ile noronlarda adenilat siklazi inhibe eder ve sAMP
diizeyini azaltir. SAMP, protein kinaz aktivasyonu, gen transkripsiyon
proteinleri aktivasyonu ve/veya gen transkripsiyonu ile sonlanacak pek ¢ok
hiicre i¢i olayda ikinci ulak olarak gorev yapar (Sekil 2). Dolayistyla néronda
sAMP diizeyinin azalmasina bagli olarak inhibitor etki olusur. (Trescot et al
2008).

2. Noron membranindaki voltaja-bagimh kalsiyum kanallarindan hiicreye Ca®*
giriginin azaltilmasi: Bu etki sonucu akson uglarinda veya néron somalarinda

intraseliiler Ca®* diizeyinin azalmas1 da inhibitor etkilerine katkida bulunur.
3. Gj proteinin araciligi ile ndéron membranindaki K* kanallarinin agilmas:

Potasyum kanallarinin agilmasi ndronlarda hiperpolarizasyona (inhibisyon)
sebep olur (Trescot et al 2008, Kayaalp 2012).
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Sekil 2: Opioid sinyalizasyonu (Trescot et al 2008)
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Tablo 4:0pioid reseptorlerin analjezik etkileri

Mii (p) Delta (0) Kappa ()
EndojenPeptidler
Enkefalinler Agonist Agonist
B-endorfin Agonist Agonist
Dinorfin A Agonist Agonist
Agonistler

Morfin Agonist Zayif agonist
Kodein Zayif agonist Zayif agonist
Fentanil Agonist
Meperidin Agonist Agonist
Metadon Agonist

Antagonistler
Nalokson Antagonist Zayif antagonist | Antagonist
Naltrakson Antagonist Zayif antagonist | Antagonist

(Trescot et al 2008).

4.6.GABA (Gama-aminobiitirik asit)

GABA, memeli santral sinir sisteminde en yaygin bulunan inhibitor
norotransmiterdir. GABA saliveren (GABAerjik) néronlar yogun olarak beynin ve az

oranda da omuriligin etrafina yayilmislardir.

GABA, GABAerjik sinir uglarinda glutamik asidin dekarboksillenmesi ile
olugsmaktadir. Bu olay1 glutamik asit dekarboksilaz (GAD) enzimi katalize eder. Bu
yolla olusan GABA, sitoplazma i¢inde kendine 6zgii vezikiiller i¢inde toplanir. Sinir
ucu depolarize edildiginde, GABA ekzositoz ile saliverilir. Sinaps araligina
saliverilen GABA’nin inaktivasyonu, esas olarak saliverildigi uca geri-alim (re-
uptake) ve cevredeki glia hiicreleri igine alim (up-take) ve kismende difiizyon ile
meydana gelir. Bu olaylar hiicre membranina yerlesmis yliksek afiniteli ve diisiik

afiniteli iki transportor tarafindan gerceklestirilir. Diisiik afiniteli alm1 mekanizmasi
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sadece, sinapstaki GABA konsantrasyonu asiri derece yiikseldiginde c¢alisir.
Sitoplazmaya gecen GABA, GABA transaminaz (GABA-T) enzimi tarafindan
siiksinik semialdehid’e yikilir; inaktif olan bu madde trikarboksilik asit siklusuna

girer ve sonugta GABA 0nciilii olan glutamik aside doniismiis olur.

GABA, postsinaptik membranda veya akso-aksonik sinapslarda ana sinapsin
presinaptik membran {izerinde yer alan GABA reseptorlerini aktive eder. Boylece
GABA hiperpolarizasyon ve buna bagli postsinaptik ve presinaptik inhibisyon yapar.
GABA igeren inhibitér sinapslar daha net olarak serebral Purkinje néronlart ve
bunlarin hedef yapis1 olan Deiter ¢ekirdegi arasinda; serebellar korteks, olfakor
bulbus, kuneat ¢ekirdek, hipokampus ve lateral septal c¢ekirdegin kiiciik
internoronlar1 ile ana c¢ikan noéronlar1 arasinda ve vestribiiler ¢ekirdekle troklear
motor noronlar arasinda gosterilmistir. GABA serebral korteksin i¢indeki ve kaudat
cekirdekle substansiya nigra arasindaki inhibisyona aracilik eder. GABA igeren
noronlar ¢ogunlukla ayn1 zamanda bir veya birden fazla sayida noropeptidi de igerir

(Kayaalp 2011).

GABA etkili aracili etkilerin dogrulanmasinda en etkili bilesikler bikukulin ve
pikrotoksindir ancak daha Once etkileri agiklanamayan bir¢ok konviilzan bilesik
(pentilentetrazol ve penisilin de dahil) GABA’nin etkilerini se¢ici olarak antagonize
etmektedir. GABA’y1 taklit eden (musimol gibi) altif gerialiminit inhibe eden (2,4-
diamin butirat, nipekotik asit ve guvasin gibi) veya yenilenmesini degistiren
(aminooksiasetik asit gibi) ajanlardan heniiz yararli terapdtik etkiler elde

edilmemistir (Brunton and Parker 2011) .

GABA reseptorleri 3 grupta toplanir: A, B ve C. GABAA reseptorleri genellikle
postsinaptik yerlesimlidir. Cok fazla tiirii bulunan altbirimlerin ortalarinda kloriir
kanal1 olusturacak sekilde, genellikle tetramerik ve pentamerik bir protein kompleksi
olusturacak sekilde bir araya gelmeleriyle olusur. En fazla incelenen birimler a, f3, v,
0 ve o altbirimleridir. Bunlardan reseptér yapisina en fazla katilanlar a, B, vy
monomerleridir ve hepsin alt-tipleri vardir (op, oz, B2, y3 gibi). Genel bir monomer
stekiyometrisi; iki tane a, iki tane § ve bir tane de y’dir. Tanimlanan altbirim protein
sayist 19°dur (Zheleznova, Sedelnikova and Weiss 2009). Bunlarin her biri

kendilerine 6zgii, genler tarafindan kodlanir.
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Tablo 5:GABA norotransmitinin 6zeti

RESEPTOR
ALT
TIPLERI RESEPTOR
TRANSMITTER | ANATOMI VE MEKANIZMALARI
TERCIH | ANTAGONISTLERI
EDILEN
AGONIST
GABA Supraspinal ve | GABAR: Bikukulin Inhibitor:
spinal Musimol ClI  iletkenligini arttirir.
interndronlar Pikrotoksin
pre- ve post-
sinaptik
inhibisyona yol
agar.
GABAg: 2-OH saklofen Inhibitdr(presinaptik):
Baklofen
Ca*? iletkenligini
azaltir.
Inhibitér(postsinaptik):
K" iletkenligini arttirir.

(Katzung, Masters and Trevor 2009)

GABA,, ligant kapili ClI iyon kanali yapidaki iyonotrop bir reseptordiir;
presinaptik noronlardan GABA saliverilmesi ile agilir. Beyinde yaygin olarak
bulunurlar, bu reseptdoraynt zamanda benzodiazepinler, barbitiiratlar, etanol,
anestezik steroidler ve volatil anestezikler gibi bazi ndroaktif maddelerin etki bdlgesi

olarak tanimlanmustir.

GABAg reseptorleri G protein kenetlidir. G proteinlerin araciligi ile adenilil
siklaz veya kalsiyum kanallar1 ile ya da K" kanallar ile kenetlenmislerdir. Bu tiir
reseptOrlerin aktivasyonu adenilil siklaz1 ve Ca?*kanallarin1 inhibe eder, K
kanallarin1 ise acar. Benzodiazepinler ve barbitiiratlar GABAg reseptorlerini

etkilemezler (Katzung, Masters and Trevor 2009).
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Benzodiazepin Bilgesi

Sekil 3: GABAA reseptorlerinin izoformunun goésterimi (Sigel and Steinmann
2012)

GABAg reseptorler benzodiazepinler ve diger sedatif-hipnotiklere karsi diisiik
afiniteye sahiptirler (Katzung, Masters and Trevor 2009). Ilk baslarda, ayirici
ozelliginin antispastik bir ila¢ olan baklofen tarafindan aktive edilmek oldugu kabul
edilmistir ancak daha sonra baklofene duyarsiz alt-tipi de bulunmustur. Baklofenin
fosfonik asid tiirevi olan 2-hidroksi-s-saklofen, bu reseptorlerinin bir¢ok tiiriiniin
antagonistidir. Daha sonra bulunan CGP35348 maddesi, daha giiglii kan-beyin
bariyerini agabilen bir antagonisttir. GABAg reseptorleri baklofene duyarli olup
olmadiklarina gore iki gruba ayrilirlar. Bunlardan baklofene duyarli olanlar saklofen
vel/veya CGP35348’¢e duyarli olup olmamalarina gore tig-alt tipe ayrilirlar (Kayaalp
2012).

GABAg reseptorleri GABAg; ve GABAg, heterodimer alt-birimlerden olusur.
GABAg reseptorlerinin  hem sentral hem de periferik sistemde bulundugu
gosterilmistir. GABAp reseptorleri santral sinir sisteminde en yogun talamik
cekirdek, serebellum, amigdala ve kortekste bulunur. Hipokampiis, habenula,

substansiya nigra, ventral tegmental alan, niikkleus akiimbens septi, globus pallidus ve
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hipotalamusta da biiyilk miktarda saptanmistir. Farkli calismalar da GABAg
reseptorlerinin spinal kordda eksprese edildiklerini gostermistir. GABAg reseptorleri
periferde, otonom gangliya, olfaktér bulb, dalak, mesane, ince bagirsak, akciger,
testisler, pankreas, bobrek, karaciger, miyokardiyum, iskelet kaslarinda bulunur

(Filip and Frankowska 2008).

GABAg reseptorleri, GABAerjik noronlarin govdeleri ve/veya dentritlerinde
(otoreseptorler) presinaptik, GABAerjik olmayan noronlarda (heteroreseptorler)

presinaptik ya da postsinaptik yerlesimlidir (Filip and Frankowska 2008).

Presinaptik GABAg
otoreseptori

Presinaptik GABAg
heteroreseptor

Glutamat

o® o8, ®

Ky 9¢ 9¢
—— i

Postsinaptik GABAB Reseptoru

HUCRE DENDTIRIK SAFT

Sekil 4: GABAg reseptorlerinin yapisi ve sinyalizasyonu (Filip and Frankowska
2008)
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Hucre Digi GABA s, GABA,,

GABA, Agonist ve
Antagonistleri

Allosterik
ayarlayicilar

Hiicre igi

Sekil 5: GABAg reseptorlerinin lokalizasyonu (Filip and Frankowska 2008).

GABAA ve GABAg reseptorleri DAerjik hiicre govdelerinde de bulunmaktadir
(Kalivas, Duffy and Eberhardt 1990). GABAg reseptorlerinin ilaglarin pekistirici
etkisi lizerinde roliiniin GABA’ya gore daha fazla oldugu diisiiniilmektedir (Fadda,
Scherma, Fresu, Collu and Fratta 2003). GABAg agonistlerinin siganlar ve fareler
tizerinde yapilan c¢alismalarda kokain (Roberts, Andrews and Vickers1996),
metamfetamin (Ranaldi and Poeggel 2002), eroin (Xi and Stein 1999), nikotin
(Colombo et al 2000), GABA (Fattore, Cossu, Martellotta, Deiana and Fratta 2001)
ve alkol (Colombo et al 2000) kendine verme davranigini azalttigi goriilmistiir.
Ayrica GABAg agonistlerinin klinik c¢aligmalarda (Akhondzadeh et al 2002) ve
deney hayvanlarinda opioid (Zarrindash and Mousa-Ahmadi 1999) ve alkol

yoksunlugunun semptomlarini azalttig1 da saptanmustir.
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4.6.1. Baklofen ve Musimol

Baklofen bir GABAg reseptor agonistidir. Kimyaca B-p-klorofenil-GABA dir.
GABA sistemik olarak kullanildiginda santral sinir sistemine geg¢emedigi halde
baklofen ge¢gmektedir. GABAGR reseptorlerini aktive ederek akso-aksonik sinapslarda
presinaptik inhibisyonu giiclendirmektedir. Reseptoriin baklofen tarafindan aktive
edilmesinin sonucunda K™ iletiminin artmasi ile hiperpolarizasyon meydana gelir. Bu
hiperpolarizasyon Ca®* akisinin azalmasi ile presinaptik inhibisyon olusturur, beyin
ve spinal kord da eksitator transmitlerin salinimi azalir (Katzung, Masters and Trevor
2009).

HN- 0

/©/\/MDH
Cl

Sekil 6: Baklofenin kimyasal yapisi

(Mann et al 1991)

Baklofenin spastisiteyi giderici etkisinin omurilik {izerinden oldugu
diigiiniilmektedir. Baklofen beyinde dopaminerjik yolaklarin ucundan dopamin

salinim1 inhibe etmektedir.

Baklofen mide barsak kanalindan yiiksek oranda absorbe edilir. Eliminasyonu
bobreklerden degismeden itrah yolu ile olur. Absorpsiyon orani ve eliminasyon hizi
bireyler arasinda fazla degiskenlik gosterdiginden dozu bireye gore tespit etmek

gerekir. Uzun siire kullaniminda tolerans gelisir

Multipl skleroz, amyotrofik lateral skleroz, ve omurilik lezyonlarina bagh diger
norolojik hastaliklarda gelisen agir kronik spastisiteye karsi kullanilir. (Katzung,
Masters and Trevor 2009; Kayaalp 2012).

En sik goriilen yan tesirler sedasyon, uyusukluk, bas donmesi konfiizyon,

hipotansiyon ve bulantidir (Katzung, Masters and Trevor 2009).
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Musimol, amanita muscaria (sinek mantari) ve amanita pantherina isimli
mantarlarda bulunan baslica psikoaktif bilesendir. Sedatif-hipnotik etkilere sahiptir
(Chandra et al 2010). Musimol ve Kkonformasyonel analogu 4,5,6,7-
tetrahidroisoksazol [5,4-c] piridin-3-ol (THIP), GABAA ve GABAc reseptorleri
tizerinde etki gosterirler. Musimoliin GABA A ve GABA( reseptorleri tizerideki etkisi
benzerdir (Chebib and Johnston 1999)

Yapilan ¢alismalarda GABA agonistleri baklofen ve musimoliin ilag kotiiye

kullanimi, bagimlilik ve yoksunluk sendromunda rol oynadigi gosterilmistir.

Baklofenin morfin yoksunluk sendromunda etkili olabilecegini ilk kez Bowery
1982  yilinda o6ne sirmistir.  Baklofenin  intraperitoneal  (i.p.) ve
intraserebroventrikiiler (i.c.v.) olarak uygulanmasinin, nalokson ile indiiklenen
morfin yoksunlugu sendromunda farelerde sigrama davranisini azalttigi gosterilmistir
(Zarrindash and Ahmadi 1999). Baska bir ¢aligmada ise yine naloksonla indiiklenmis
morfin yoksunluk sendromunda baklofenin sistemik (i.p.) olarak uygulanmasinin
sicanlarda stereotipik kafa hareketleri, ¢igneme hareketi, pitozis, agirlik kaybi, dis
gicirdatma  gibi bulgu ve davraniglarda anlamli bir azalmaya sebep oldugu

gorilmistiir (Bexis et al 2000).

GABA agonistleri morfin kendine verme caligmalarinda da kullanilmistir.
Baklofen ve musimoliin 6n tedavi olarak i.p. uygulanmasinin sigcanlarda doza
bagimli olarak bir morfin kendine verme calismasinda morfin alimin1 azalttig
gozlemlenmistir ve bu etkinin GABA antagonistleri SCH 50911 ve bikukulin ile
geri dondigi saptanmistir (Yoon et al 2007). Yine baklofen ve musimolun
kullanildig1 bir bagka ¢alismada da, baklofen ve musimoliin sican NAc ‘ine bilateral
olarak uygulanmasinin morfin kendine verme davranigindaki etkisi incelenmis,
musimoliin kendine verme cevabini anlamli olarak azalttig1 ancak baklofenin bdyle

bir etki yapmadig goriilmiistiir (Yoon et al 2009).

In vivo bir calismada baklofenle 6n tedavinin morfin, nikotin ve kokain
uygulanmis si¢anlarda intraperitoneal (i.p.) olarak uygulanmasiin doza bagiml
olarak, sican NAc kabuk bolgesinde dopamin salimimimi azalttigi saptanmistir

(Fadda et al 2003). Baklofenin lokal uygulamasinin niikleus akiimbens ve VTA gibi
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beyin bolgelerinde ekstraseliiler dopamin seviyelerini azalttigina dair bagka
calismalar da mevcuttur (Yoshida et al 1996). Xi ve Stein yaptiklari ¢alismada
baklofenin VTA’ya uygulanmasinin eroin kendine vermeyle indiiklenmis dopamin
salinimin1 azalttigin1 gostermislerdir ve bu etkinin VTA’da bulunan GABAg

reseptorleri araciligiyla ortaya ¢iktigini iddia etmislerdir (Xi and Stein 1999).

NAc kabuk bolgesine uygulanan musimoliin bilateral inflizyonunun si¢anlarda
motivasyonal bir davranis olan yeme davranisi tizerine etkili oldugu gézlemlenmistir
(Soderpalm and Berridge 2000). Baska bir ¢alismada da yine yine bu ¢alismayi
destekler nitelikte NAc kabuk bolgesine uygulanan musimoliin siganlarda yeme
davranigini artirdign saptanmustir (Stratford and Wirtshafter 2004). Baklofen ve
musimol si¢can medial akiimbens kabuk bolgesine bilateral olarak uygulandiklarinda
yeme davranisinda anlamli artisa neden olmuslardir (Lopes et al 2007).  Musimol
ventral tegmental alana uygulandiginda (VTA) siganda morfinle indiiklenmis sartl

yer tercihini azaltmistir (Sahraei et al 2005 ).

GABA reseptér agonistleri musimol ve baklofenin lokomotor aktivite
davraniglarinda etkisi de incelenmis ve lokomotor aktivitede azalmaya neden oldugu
bazi caligmalarca gosterilmistir. Yapilan bir ¢calismada dorsal rafe ¢ekirdegine lokal
olarak uygulanan baklofen ya da musimoliin lokomotor aktiviteyi azalttig
saptanmistir (Przewltocka, Stala and Scheel-Kriiger 1979). Baklofenin VTA’ya
bilateral olarak uygulanmasinin doza bagimli olarak morfinle indiiklenmis lokomotor
aktivite davraniginda anlamli oranda azalmaya neden oldugu gozlemlenmistir (Leite-
Morris et al. 2002). Lokomotor aktivite deneyleri kullanilan bir bagka ¢aligmada ise
sistemik uygulanan baklofenin morfin sensitizasyonunu gelisimini inhibe ettigi

saptanmustir (Fu, Yang, Xiao, Zhao and Huang 2012).
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4.7.Bagimhlikla ilgili Beyin Bolgeleri

Volkow bagimlilikta ii¢ temel evre oldugunu ve bu evrelerde farkli
norotransmitterlerin ve farkli yolaklarin gorev aldigi teorisini ortaya atmistir. Bu
teoriye gore, bagimliliga gecis evresinde ve bu evreye kadar olan akut ilag etkisinde
dopamin, bagimliligin son evresinde ise glutamat gorevlidir. Bagimlilikta rolii olan
yolaklar ise ilk iki evrede lokus sereloustan ventral tegmental bolgeye (VTA)
oradanda niikleus akiimbensin kabuk bolgesine uzanan yolaktir. Bagimliligin son
evresinde ise prefrontal bolgeden NAcC’nin ¢ekirdek bdlgesine uzanan yolaktir.
Dopamin sistemi akut ila¢ etkisinin baslamasinda ve ilag—cevap iliskisinde,
glutamaterjik sistem ise bagimliliga gegiste rol oynadigi distiniilmektedir.
Glutamaterjik projeksiyonun prefrontal korteks, amigdala ve hipokampustan kaynak
aldigi, etkisini niikleus akiimbenste direkt veya VTA’da dopamin salmimini
arttirarak dolayli olarak yaptigi diisiiniilmektedir. (Volkow, Wang, Fowler, Tomasi
and Telang 2011) (Sekil 7).

NAc, VTA ve ventral pallidumun o&diillendirici etkilerden; amigdala, medial
orbitofrontal korteks (medial OFC), hipokampiis ve dorsal striyatum
sartlanma/hafizadan; anteriyor singulat korteks (ACC), inferor frontal korteks ve
lateral orbitofrontal korteks kognitif fonksiyonlar1 yoneten yonetimsel kontolden
(executive control); motor korteks, medial OFC, ventral ACC, substansiya nigra
(SN), dorsal striyatum, VTA’da motivasyondan sorumludur. Sekil 7(A) Bu sistemin
cevrimi denge halinde oldugunda (bagimli olmayan beyin) karar verme ve kontrol
mekanizmalar1 diizgiin calisir. (B) Ilag bagimliliginda (ilag beklentisi arttig
durumda) 6diil, motivasyon ve hafiza ¢evrimleri kontrolden ¢ikar, ilacin alimi ile
baglayan bir pozitif bir geribildirim (feedback) dongiisii ortaya cikar, ve araliksiz
devam eder. Bu devreler ayrica ruh hali, stres reaktivitesi (amigdala ve hipokampiisle
iliskili) 1ile 1iligkisi olan diger c¢evrimlerle de etkilesim halindedir. Bu
noroadaptasyonlarda glutamat, GABA, norepinefrin ve opioid reseptorleri gibi pek

¢ok norotransmiter rol oynamaktadir (Volkow et al 2011).

Ventral 6n beyin ile ventral orta beyini birbirine baglayan halkanin, ilaglarin
odiillendirici etkileri ile iliskisi oldugu ileri siiriilmektedir. Medial 6n beyin demeti

olarak da adlandirilan bu yol ventral tegmental alan (VTA) ve hipotalamus ile
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olfaktor tiiberkiil, septum ve NAc’yi birbirine baglar. Yine VTA'daki kaynak alarak,
niikleus akiimbens, olfaktor tiiberkiil, kaudat putamenin ventral striatal bolgeleri ve
frontal kortekse projeksiyon yapan liflerden olusan mezokortikal ve mezolimbik
dopaminerjik yolaklarin psikostimiilan 6diillendirme ve pekistiride onemli bir role
sahip oldugu ¢ok sayida ¢aligmada gosterilmistir. Bu iki yolak birlikte
mezokortikolimbik yolak olarak anilir (Koob and Bloom 1988).

A) BAGIMLI OLMAYAN BEYIN B) BAGIMLI OLAN BEYIN

PFC

(ACC, inferior PFC,

—)
(medial OFC) [l om0

(medialOFC) Rl  lateral OFC)

|
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b.'"
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Y, [
Hipctampte % Hipokampiis

S,

Sekil 7:Bagimliliin altinda yatan iletisim ag1 dongiisii i¢in bir model

DEVAM

(Volkow, Wang, Fowler, Tomasi and Telang 2011)

4.7.1.Niikleus Akiimbensin Madde Bagimhihgindaki Yeri

Niikleus akiimbens limbik sistemden bilgiyi alip bunu motor sistem baglantilari
yoluyla motivasyona doniistiiren bir anatomik yapidir (Koob and Bloom 1988).
NAc’nin, opioidlerin bagimlilikla iliskilendirilen 6diillendirici ve motivasyonel
etkileriyle iligkili oldugu disiiniilmektedir ve bu teori pek c¢ok c¢alismada
desteklenmistir (Koob, Sanna and Bloom 1998). Amigdala, frontal korteks ve
hipokampus gibi yapilar da niikleus akiimbens aktivitesinin modiilasyonu araciligi ile

odiillendirmede rol oynamaktadirlar.
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NAc; medioventral kabuk (shell) bolgesi ve dorsolateral ¢ekirdek (core)
bolgesini icermektedir. Kabuk ve c¢ekirdek bolgelerinin farkli fonksiyonel rolleri
oldugu bilinmektedir. Kotiiye kullanilan ilaglarin alinmasinin NAc kabuk bélgesinde
dopamin salimimini artirdig1 goriilmistiir (Di Chiara, Tanda, Frau and Carboni 1993).
Cekirdek bolgesinin ise ilag arama davranisinin kosullandirma modellerinde kritik
role sahip oldugu goriilmiistiir (Di Ciano, Cardinal, Cowell, Little and Everitt 2001).
NAc kabuk bolgesinin genel olarak motivasyonel mekanizmalarda (kotiiye kullanilan
ilaglarin pekistirici etkilerinin diizenlenmesinde) (Yoon et al, 2007) ve cekirdek
bolgesinin ise motor fonksiyonlarda rol aldigi disiliniilmektedir (Kelley 1999).
Cekirdek ve kabuk bolgesinin aferent impulslar1 ve projeksiyonlari da farkli beyin

bolgelerine olmaktadir (Brog, Salyapongse, Deutch and Zahm 1993).

NAc deki noronlarin ¢ogu GABAerjiktir ve bu GABAerjik ndronlar ¢cogunlukla
VTA’ya ve ventral pallidiuma (VP) projeksiyon yaptiklarindan, medium spiny
GABAerjik noronlarin opiyat reseptor aracili inhibisyonunun opiyat pekistirilmesi ve
lokomotor davranislarinda direkt olarak aracilik edebilecegi hipotezi kurulmustur.
Morfin, eroin ve dopaminin NAc’ye lokal uygulanmasinin ya da sistemik olarak
verilmesinin NAc’deki néronal aktiviteyi inhibe ettigi ve NAc’deki dopamin reseptor
aktivasyonunun VTA ve VP’de GABA salinimini inhibe ettigi saptanmistir ve bunlar
da bu hipotezi dogrular niteliktedir. NAc’nin ndronal inhibisyonun GABA
transaminaz veya GABA alim inhibitorleri ile VTA ve VP’de endojen GABA
konsantrasyonu artirilarak antagonize edilebilir, bunun da doza bagimli olarak
sicanlarda eroin kendine verme davranigini azalttigi saptanmistir. (Xi and Stein
2000). Bu bilgiler 1siginda NAc’deki medium spiny GABAerjik projeksiyon
ndronlarmin dopaminerjik ve non-dopaminerjik nérotransmiter ve néromodiilatorler
igin ortak bir hedef oldugu diisiiniilmektedir (Xi and Stein 2002).

Bu calismada tiim bu literatiir bilgilerine dayanarak beyinde morfin bagimliligi
ve yoksunlugunda 6nemli rolii oldugu diistiniilen NAc se¢ilerek GABA agonistleri
baklofen ve musimoliin bu bolgeye uygulanmasiin yoksunluk esnasindaki bulgulara

etkisi incelenmistir.
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5.GEREC ve YONTEM

Bu arastirmada uygulanan ¢alisma protokolii Marmara Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (08.2012.mar). Deneyler
Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde ve
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali'nda

gerceklestirilmistir.
5.1.Hayvanlarin Ozellikleri

Bu ¢alismada 3-6 aylik, 250-350 gram agirhiginda toplam 77 adet, erigkin erkek
Sprague Dawley sigan kullanilmistir. Siganlar, Marmara Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden, temin edilmistir. Caligma
stiresince sabit 151 (21£4°C) ve nem kontroliinde 24 saat su ve yeme ulasimlar
saglanmistir. Siganlar, 1siklarin sabah 07.00 da acildigir 12 saat aydinlik-karanlik
dongiisiine uygun olan ortamda barindirilmistir. Deney boyunca her kafeste bir

hayvan barmdirtlmistir.
5.2.Morfin Bagimlihgi Olusturma ve Yoksunluk Bulgularimin Degerlendirilmesi

Stereotaksik cerrahi yontemi uygulanmig sicanlar bir hafta dinlenmeye
birakilmig bu slirenin sonunda morfin bagimliligi olusturma prosediiriine

baglanmistir.

Morfin bagimliligi, siganlarin cilt altina hafif eter anestezisi altinda, her biri 75

mg baz morfin igeren yavas salinimli peletlerin yerlestirilmesiyle saglanmigtir.

Deneyin ilk giiniinde 75 mg baz morfin igeren bir pelet, hafif eter anestezisi
altinda siganlarin cilt altina yerlestirilmistir. Deneyin 2. giiniinde sicanlar dinlenmeye

birakilip, herhangi bir islem uygulanmamastir.

Deneyin 3. giiniinde siganin cilt altina, hafif eter anestezisi altinda 75 mg baz
morfin igeren peletlerden iki adet yerlestirilmistir. Deneyin 4. giiniinde sicanlar yine
dinlenmeye birakilip, herhangi bir islem uygulanmamistir. Boylece siganlarda morfin

bagimlilig1 olusturma prosediirii tamamlanmistir.
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Deneyin 5. giinlinde Once siganlarin agirliklart Slgiilmiis ardindan Siganlara
mikroenjeksiyon yapilmis, birka¢ dakika sonra nalokson (2 mgkg, i.p)
uygulanmistir. Nalokson uygulamasi ile ve morfin bagimliligi olusturulmus
siganlarda yoksunluk sendromu tetiklenmistir. Nalokson uygulamasini takiben
sicanlar lokomotdr aktivite kafesine yerlestirilip lokomotor aktivite Ol¢iimii ile

eszamanli olarak 15 dakikalik siire icindeki yoksunluk bulgular gézlemlenmistir.
Gozlemlenen davranis ve bulgular:
Sigrama,
1slak kopek silkinmesi,
dis gicirdatma,
diyare,
pelet sayist,
kanl gozyast,
dokununca ¢i1glik atma,
pitozisdir.

Sicrama, 1slak kopek silkinmesi gibi davraniglar sayilarak, diyare, dis
gicirdatma, pitozis gibi bulgular ise derecelendirilerek her sican icin kantitatif bir
puanlama gergeklestirilmistir. 15 dakikanin sonunda sigcanlarin agirliklar1 tekrar

Olclilmiis ve agirlik kaybi da bir bulgu olarak incelenmistir.

Incelenen yoksunluk belirtilerinden sigrama, 1slak kopek silkinmesi, dis

gicirdatma ve agirlik kayb istatistiksel olarak degerlendirmeye alinmistir.
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5.3.Lokomotor Aktivite Ol¢iim Deneyleri

Lokomotor aktivite Ol¢limleri AMS 9701 lokomotor aktivite goriintiilleme
sistemi ile gergeklestirilmistir. Bu sistem, yatay ve dikey eksendeki hareketleri
algilayan kizil 6tesi 151k kaynaklari igeren iki sira kenar ve bu hareketleri kaydeden

bir bilgisayardan olugmaktadir.

Kenarlar, seffaf pleksiglastan yapilmis bir kafesi ¢evrelemektedir. Bu kafesin
taban kenarlar1 ve yiiksekligi 41 cm’dir. Deney hayvanlari bu kafesin icine
birakilmakta ve sistem denegin lokomotor hareketlerini otomatik olarak

kaydetmektedir.

Calismada kullanilan tiim siganlar igin iki kez bazal lokomotor aktivite Ol¢limii
yapilmistir. Lokomotor aktivite dl¢iimlerinin giiniin yaklasik olarak ayni saatlerinde
yapilmasina dikkat edilmistir. Olgiimler 15 dakika siireyle gerceklestirilmis ve higbir

hayvan i¢in ayn1 giin i¢inde birden fazla lokomotor aktivite dl¢limii yapilmamistir.

Cerrahi sonrast iyilesme donemi olarak belirlenen 7 giin siirenin ardindan
sicanlarin bazal lokomotor aktivite Ol¢iimleri gerceklestirilmistir. Siganlarin 15
dakikalik siire boyunca lokomotor aktivite kayd: Ol¢iilmiistiir. Lokomotor aktivite
Olclimii sessiz bir ortamda yapilmistir. Kayit alinmadan 6nce %10 luk etanol
¢oOzeltisiyle kafesin zemini temizlenmistir. Calismada kullanilan her sican i¢in 2 kez
bazal lokomotor aktivite Ol¢iimii yapilmistir ancak ilk bazal aktivite Ol¢iimi

kullanilmamustir.

Ikinci bazal aktivite, ilk bazal aktivite dl¢iimiinden sonraki giin alinmistir. Bu
aktivite 6l¢iimiinden sonra sicanlara ilk morfin peleti takilmis ve morfin bagimlhilig

olusturma deneyi baglamistir.

Deneyin 4. giiniinde siganlara iki morfin peleti yerlestirilmeden once tekrar
lokomotor aktivite Ol¢limii yapilmistir. Bu olgtimle morfinin lokomotor aktivite

Olctim degerleri tizerindeki etkisi gozlemlenmistir.
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Deneyin 6. giiniinde ise nalokson ile tetiklenen yoksunluk sendromu ile
eszamanli lokomotor aktivite Olglimii yapilir. Yoksunluk sendromunun lokomotor

aktivite 6l¢tim degerleri lizerindeki etkisi gozlemlenmistir.

Deney prosediiriine gore morfin bagimliligi olusturulmus gruplardaki her bir
sicanin toplam 4 kez, morfin bagimlilig1 olugturulmamis gruptaki her bir siganlarin

ise toplam 3 kez lokomotor aktivite kafesinde 6l¢iimii yapilmustir.

Kafes iginde; gerceklestirilen stereotipik hareket sayisi, ambulatuvar hareket
sayisl, vertikal hareket sayis1 ve kafes i¢inde kat edilen toplam mesafe her bir hayvan

icin kaydedilmistir ve incelenmistir.

- Kizltesi
Plcksiglas Kafes ’—\ f | Algllayiailar

Dikey Hareket

Algilayizlar ..i }
r ‘ol SO L OQO0OO QD N b ||

i

- Gikey Hareket Algilayicilarimin
Yer Degigtirme ” i .
rarcketi Yiiksekligini Ayarlama Vidas
Algilayicilar

Sekil 8:Lokomotor Aktivite Ol¢iim Cihazi

(Uzbay 2004)
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5.4.Stereotaksik Cerrahi Yontemi

Stereotaksik cerrahi yontemi uygulanarak siganlarin NAC bolgesine bilateral

kaniil yerlestirilmistir.

Siganlar ketamin (100 mg/kg, ip) ve ksilazin (10 mg/kg, ip) anestezisi altinda
stereotaksik cerrahi aletine (Stoelting, model 51600, A.B.D) yerlestirilmistir. Kafa
derileri orta hattan bir insizyonla 6nde bregma arkada lambda noktalar1 goriinecek
sekilde agilip periyost temizlenmistir. Yapisal destek saglamak amaciyla {i¢ adet

sabitleme vidasi frontal ve paryetal kemiklere takilmistir.

Sicanlarin niikleus akiimbens kabuk bolgesinin kafatasi tizerindeki izdiistimii,
sican beyin atlasindan (Paxinos and Watson2007) bregma noktasi referans alinarak
saglanan koordinatlara gore (8 derece ag1 ile AP: +1.7 mm, L:+2.0 mm, V: 6.7 mm)
belirlenmistir. Niikleus akiimbens cekirdek bolgesinin koordinatlar1 da (AP: +1.2
mm, L:£2.2 mm, V: 6.5 mm) aym1 yontemle belirlenmistir. Bu koordinatlarin
izdligiimii kafatasi iizerinde belirlenerek mikrodrill vasitasi ile delinmis ve paslanmaz
celik kilavuz kaniiller hedeflenen bolgelere yerlestirilmistir. Kafaya yerlestirilen
kilavuz kaniilleri, iic sabitleme vidasi ile mikrokonektor soguk akrilik sement ile
kafatasina sabitlenmistir. Kilavuz kaniiliin tikanmasin1i 6nlemek i¢in muhafaza

(dummy) takilmistir.
5.5.Maddeler ve Mikroenjeksiyon

Baklofen hidrokloriir (G013), musimol hidrobromiir (G019) ve nalokson
hidrokloriir (N7758) Sigma’dan temin edilmistir. Baklofen hidrokloriir, Musimol
hidrobromiir yapay beyin omurilik sivis1 (yBOS) [2.5 mM KCI, 125 mM NaCl, 1.26
mM CaCl;, (2H,0), 1.18 mM MgCl, (6H,0) ve 0.2 mM NaH,PO, (2H,0); pH: 7.0]
igerisinde ig¢inde ¢ozilmistir ve bu sivi ile enjeksiyon konsantranyonuna
seyreltilmistir. Nalokson ise fizyolojik tuzlu su i¢inde ¢oziilmiistiir ve yine bu sivi ile

enjeksiyon konsantrasyonuna seyreltilmistir.

Mikroenjeksiyonlar, sicanlara daha Onceden stereotaksik cerrahi ile
yerlestirilen kilavuz kaniillerden gecirilen ve bir polietilen tiip araciligiyla 1 pl

hacmindeki Hamilton mikrosiringaya bagli paslanmaz ¢elik internal kaniller
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araciligiyla yapilmistir. Mikroenjeksiyon sirasinda hayvanlar nazikge tutulmus ve
enjeksiyonlarl pl/dk hizinda gercgeklestirilmistir. Verilen maddenin geri kagmasini

engellemek igin internal kaniiller 1 dakika daha kilavuz kaniil i¢erisinde birakilmistir.

Niikleus akiimbens kabuk bolgesine 1ul hacminde yapay beyin omurilik sivisi,
yapay beyin omurilik sivisinda ¢6ziinmiis baklofen (her bir hemisfere 62.5, 125 veya
250 ng/0,5ul olacak sekilde) bilateral olarak uygulanmistir. Niikleus akiimbens
¢ekirdek bolgesinede 1ul hacminde yapay beyin omurilik sivisi, yapay beyin
omurilik sivisinda ¢6ziinmiis baklofen (her bir hemisfere 62.5 ng/0,5ul olacak
sekilde) bilateral olarak uygulanmigtir. Musimol 50 ng ise niikleus akiimbens kabuk
bolgesine 0,5u1 hacminde bilateral olarak uygulanmistir (her bir hemisfere 50
ng/0,25ul olacak sekilde). Niikleus akiimbens ¢ekirdek bolgesine ise 1ul hacminde
yapay beyin omurilik sivist ve yapay beyin omurilik sivisinda ¢oziinmiis 62.5 ng

baklofen bilateral olarak uygulanmistir.
5.6.Histolojik Dogrulama

Deney bitiminde sicanlarin yliksek doz sodyum tiyopental anestezisi
uygulanmistir. Bu anestezi altinda dekapite edilmislerdir. Bunu takiben beyinleri
cikartilmistir. Cikarilan beyinler 48 saat boyunca % 20 formol sukroz karisiminda
bekletildikten sonra, kriyostatla koronal diizlemde 40 um kalinliginda kesilmis ve
kesitler lamlara yerlestirilmistir. Lamlara alinan kesitler bir giin siireyle etiivde
kurutulduktan sonra, tiyoninle boyanarak, 151k mikroskopu altnda degerlendirilmistir.
Histolojik degerlendirmenin sonunda hedeflenen beyin bdlgelerine ulasildig

dogrulanan sicanlarin sonugclari degerlendirmeye alimmustir.
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5.7.Deney Protokolii

Calismaki deney gruplari ve her bir grupta kullanilan si¢an sayis1 agagidaki tabloda

gosterilmistir:

Tablo 6: Deney gruplari ve gruplardaki sigan dagilimlari

Deney Gruplari

Morfin bagimliligt gelistirilmemis sicanlarda
niikleus akiimbens kabuk bolgesine bilateral
olarak yBOS, baklofen (62,5, 125, 250 ng),
uygulanmasinin lokomotor aktivite
bulgularina etkisinin degerlendirildigi grup

Morfin bagimliligi gelistirilmis sigcanlarda
naloksonla tetiklenen yoksunluk
sendromunun lokomotor aktivite bulgularina
etkisinin degerlendirildigi grup

Morfin bagimliligi gelistirilmis siganlarda
niikleus akiimbens kabuk bolgesine bilateral
olarak yBOS,baklofen (62,5, 125 ng) ve
musimol (50 ng) uygulanmasinin naloksonla
tetiklenen morfin yoksunluk sendromunun
davranis lokomotor aktivite bulgularina
etkisinin degerlendirildigi grup

Morfin bagimliligi gelistirilmis siganlarda
niikleus akiimbens ¢ekirdek bdlgesine
bilateral olarak yBOS ve baklofen 62.5ng/1ul
uygulanmasinin naloksonla tetiklenen morfin
yoksunluk  sendromunun  davranis  ve
lokomotor aktivite bulgularina etkisinin
degerlendirildigi grup

Toplam

Hayvan
sayisli
yBOS 6
Baklofen (62,5 ng) 6
Baklofen (125 ng) 6
Baklofen (250 ng) 4
13
yBOS 6
Baklofen (62,5 ng) 8
Baklofen (125 ng) 6
Musimol (50 ng) 6
yBOS 8
8
Baklofen (62,5 ng)
77
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5.7.1. Morfin Bagimlilik Modeli Olusturulmus Grup

Stereotaksik cerrahiyle niikleus akiimbens kabuk/¢ekirdek bolgesine kaniil
yerlestirilen sigcanlar, cerrahi sonrasi bir haftalik dinlenmeye birakilmistir. Bir
haftalik siire sonunda ilk giin siganlarin ilk bazal lokomotor aktivite Ol¢limii
yapilmistir. Sonraki gilin ikinci bazal aktivite Ol¢ciimi yapilmistir ve aynmi giin
icerisinde sicanlara hafif eter anestezisi altinda 75 mg lik yavas salinimli bir baz
morfin peleti yerlestirilmistir. Deneyin {icilincii giliniinde sicanlar dinlenmeye
birakilmistir ve herhangi bir islem uygulanmamistir. Deneyin dordiincii giiniinde ise
yeniden lokomotor aktivite dl¢iimii yapilmis ve morfinin lokomotor aktivite lizerine
etkisi incelenmistir. Lokomotor aktivite dl¢limiinii takiben, siganlara yavas salinimli
iki adet morfin peleti hafif eter anestezisi altinda yerlestirilmistir ve bagimlilik
prosediirii tamamlanmistir. Deneyin besinci giiniinde hayvanlar yine dinlenmeye

birakilmig ve herhangi bir iglem uygulanmamustir.

Deneyin altinci giiniinde morfin bagimlilig: gelistirilmis siganlarin 6nce agirligi
Olglilmiis sonrasinda niikleus akiimbens kabuk/gekirdek bolgesine, yapay beyin
omurilik sivisi (yBOS) ya da yapay beyin omurilik sivisi iginde ¢dziinmiis baklofen
her bir hemisfere 62,5 ng, kabuk bolgesine musimol (her bir hemisfere 50 ng) veya
baklofen (her bir hemisfere 125 ng) mikro enjeksiyonu bilateral olarak
uygulanmistir. yBOS grubu kontrol grubu olarak kullanilmistir. Bu uygulamanin
birka¢ dakika sonra nalokson (2 mg/kg,i.p) enjeksiyonu yapilmistir. Nalokson
uygulanmasi ile ve morfin bagimlilig1 olusturulmus siganlarda yoksunluk sendromu

tetiklenmistir.

Nalokson uygulamasini takiben sicanlar lokomotor aktivite kafesine yerlestirilip
lokomotor aktivite dl¢limii ile eszamanli olarak 15 dakikalik siire i¢indeki yoksunluk

bulgular1 gézlemlenmistir.

15 dakika siireyle ziplama, 1slak kopek silkinmesi, dis gicirdatma, kafa ve el
tremoru, pelet sayist gibi parametreler sayilmis, pitoz ve diyare siddeti gibi
parametreler derecelendirilmis ve es zamanli olarak lokomotor aktivite Ol¢limleri
gerceklestirilmistir. Lokomotor aktivite kafesinden c¢ikarildiktan sonra sicanlarin

tekrar agirlik 6l¢timii yapilmistir.
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5.7.2.Morfin Bagimlhihik Modeli Olusturulmamis Grup (Kontrol
Grubu)

Stereotaksik cerrahiyle bilateral niikleus akiimbens kabuk/¢ekirdek bolgesine
kaniil yerlestirilen sicanlar, cerrahi sonrasi bir haftalik dinlenmeye birakilmistir. Bir
haftalik siire sonunda ilk giin sicanlarin ilk bazal lokomotor aktivite Ol¢iimii
yapilmustir. Ikinci giin ikinci bazal aktivite dlgiimii yapilmistir. 4. giin sicanlarin
niikleus akiimbensine yapay beyin omurilik sivisi ya da yapay beyin omurilik sivisi
icinde ¢6ziinmiis musimol (her bir hemisfere 50 ng/0.25 ul) veya baklofen (her bir
hemisfere 62.5, 125, 250 ng/0,5ul) mikro enjeksiyonu bilateral olarak uygulanmustir.
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Tablo 7: Deney protokolii

Morfin Bagimlilig: Gelistirilmis Gruplar

Morfin Bagimliligi
Gelistirilmemis Gruplar

Stereotaksik cerrahi iglemi

uygulanmis gruplar

Stereotaksik cerrahi
islemi uygulanmamis

Stereotaksik Cerrahi
islemi uygulanmis gruplar

gruplar
1.giin Bazal lokomotor aktivite Bazal lokomotor l.giin | Bazal lokomotor
Olglimii aktivite 6l¢limii aktivite 6l¢limii
2.giin Ikinci bazal lokomotor Ikinci bazal lokomotor | 2.giin Ikinci bazal
aktivite 6l¢iimii ve cilt aktivite 6l¢timii ve cilt lokomotor
altina tek pelet altina tek pelet aktivite o6l¢iimil
implantasyonu implantasyonu
4.glin | Lokomotor aktivite 6lgtimii Lokomotor aktivite Mikroenjeksiyon
ve cilt altina iki pelet 6l¢timii ve cilt altina iki (Baklofen (62,5,
implantasyonu pelet implantasyonu 125 veya 250 ng)
ya da musimol
Mikroenjeksiyon (Baklofen Sistemik nalokson (50 ng))
(62,5, 125 ng) ya da uygulamast
musimol (50 ng))
Lokomotor aktivite
Sistemik nalokson olciimii ve davranis 4.giin Lokomotor
uygulamasi degerlendirilmesi aktivite 6l¢iimii
6.gilin

Lokomotor aktivite 6l¢timi
ve davranig
degerlendirilmesi

Dekapitasyon ve histolojik
dogrulama

Dekapitasyon ve
histolojik
dogrulama
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5.8. Verilerin Analizi

Deney gruplarindan elde edilen veriler ortalama =+ standart hata olarak
verilmistir. Veriler Graph Pad Prism 5.03 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

P<0,05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.

Naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugunun lokomotor aktiviteye etkisinin
gruplarda istatistiksel analiz olaraktek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmas,

gruplar aras1 farkliliklar ise “Post-hoc Tukey’s testi” uygulanarak incelenmistir.

Baklofenin farkli dozlariin (62,5, 125, 250 ng) lokomotor aktiviteye etkisinin
incelendigi morfin bagimlist olmayan grup ve baklofen (62,5, 125 ng) veya
musimoliin (50 ng) NAc kabuk bolgesine uygulanarak naloksonla indiikklenen morfin
yoksulugunda lokomotor aktiviteye/davranigsal bulgulara etkisinin incelendigi
gruplar istatistiksel analizi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilnmis,

gruplar arasi farkliliklar “Post-hoc Dunnett’s testi” uygulanarak incelenmistir.

Baklofenin 62,5 ng dozunun kabuk veya ¢ekirdek bolgesine uygulandigi ve bu
dozun naloksonla indiikklenmis morfin yoksunlugunda lokomotor aktiviteye ve
yoksunluk davraniglarma etkisinini incelendigi gruplarda istatistiksel analizler

student’in t testi ile degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Lokomotor Aktivite Olciimleri

Calismada kullanilan tiim si¢anlarin tekrarlayan lokomotor aktivite olgiimleri
alinmistir. Yeni ¢evreyi arama ve tanima davranisinin lokomotor aktivite degerleri
tizerindeki etkisini ve yeni ¢evreye karsi arama davranisinin si¢anlar arasinda
gosterdigi varyasyonu azaltmak igin sicanlara birbirini takip eden iki giin i¢inde iki
kez bazal lokomotor aktivite 6l¢iimii yapilmistir. Deney boyunca yapilan girisimlerin
kontrolii olarak kullanilan bazal deger olarak ikinci lokomotor aktivite dl¢timii kabul
edilmistir. Ikinci bazal lokomotor aktivite dl¢iimiiniin tamamlanmasinin ardindan,
yontemler boliimiinde tarif edildigi gibi, cilt altina eter anestezisi altinda morfin
peletleri yerlestirilerek morfin bagimliligi gelistirilmistir. Bir giin ara verilerek
sicanlarin tekrar lokomotor aktivite Ol¢timleri alinmis ve bunu takiben iki morfin
peleti cilt altina yerlestirilmistir. Tekrar bir giin ara verilerek sicanlarin son
lokomotor aktivite dl¢iimleri, NAc kabuk veya g¢ekirdek bolgesine yBOS (kontrol),
baklofen (62,5 veya 125 ng) veya musimol (50 ng) uygulanmasindan hemen sonra

naloksonla tetiklenen yoksunluk sendromu sirasinda gerceklestirilmistir.

Lokomotor aktivite deneylerinde 15 dakika siireyle stereotipik hareket sayist,
ambulatuvar hareket sayisi, vertikal hareket sayisi ve kat edilen mesafe

degerlendirilmistir.
6.1.1. Morfin Yoksunlugunun Lokomotor Aktivite Uzerine Etkisi

Bu gruptaki sicanlara stereotaksik cerrahi islemi uygulanmamistir. Morfin
peletleri cilt altina yerlestirilerek siganlarda morfin bagimlilig1 olusturulmus ve
lokomotor aktivite Ol¢limlerinde  diger gruplarla ayni prosediir izlenmistir.
Hayvanlara hi¢bir madde enjeksiyonu yapilmamistir. Naloksonla morfin yoksunlugu
indiiklenmis ve bulgular degerlendirilmistir. ~ Gruplarin istatistiksel analizleri
tekrarlayan 6l¢timlii tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak incelenmistir.

Gruplar arasi farkliliklar ise “Post-hoc Tukey’s testi” uygulanarak incelenmistir.

Bazal lokomotor aktivite 6l¢iimii stereotipik hareket sayist1 534,50 + 75,16, iki

morfin peleti uygulanmasi oncesinde alinan lokomotor aktivite Sl¢iimii stereotipik
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hareket sayis1 550,60 + 37,61, naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugu esnasindaki
lokomotor aktivite stereotipik hareket sayisi 634,30 + 39,61 olarak saptanmuistir.
Istatistiksel olarak bu 6lciimlerin hicbiri arasinda bir anlamlihk bulunmamistir

(p>0.05).

Bazal lokomotor aktivite 6l¢limii ambulatuvar hareket sayis1 576,80 = 72,28 ,
iki morfin peleti uygulanmasi Oncesinde alinan lokomotor aktivite Ol¢limii
ambulatuvar hareket sayisi 423,80 =+ 30,01, naloksonla indiiklenen morfin
yoksunlugu esnasindaki lokomotor aktivite ambulatuvar hareket sayist1 833,50 +
97,85 olarak saptanmigtir. Naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugundaki aktivitede
bazal lokomotor aktivite ve iki pelet oncesi lokomotor aktiviteye gore anlamli bir

artis saptanmustir (p< 0.05).

Bazal lokomotor aktivite 6l¢timii vertikal hareket sayis1 20,08 + 3,89 , iki
morfin peleti uygulanmasi Oncesinde alinan lokomotor aktivite Glglimii vertikal
hareket sayis1 16,46 + 1,95 , naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugu esnasindaki
lokomotor aktivite vertikal hareket sayis1 41,23 + 9,62 olarak saptanmigstir.
Naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugundaki aktivitede bazal lokomotor aktivite

ve iki pelet 6ncesi lokomotor aktiviteye gore anlamli bir artis saptanmustir (p<0.05).

Bazal lokomotor aktivite 6l¢timiinde kat edilen mesafe 1052,00 + 130,70 cm,
iki morfin peleti uygulanmasi1 dncesinde alinan lokomotor aktivite 6l¢iimiinde kat
edilen mesafe 815,20 + 66,08 cm, naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugu
esnasindaki lokomotor aktivitede kat edilen mesafe 1703,00 + 166,30 cm olarak
saptanmigtir. Naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugundaki aktivitede bazal
lokomotor aktivite ve iki pelet oncesi lokomotor aktiviteye gore anlamli bir artis

saptanmstir (p<0.05) (Sekil 9).
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6.1.2. Morfin Bagimhlisi Olmayan Sicanlarda NAc’nin Kabuk
Bolgesine Baklofen (62,5, 125, 250 ng) Uygulamalarinin Lokomotor
Aktivite Uzerine Etkisi

Morfin bagimlist olmayan sicanlarin NAc kabuk bolgesine yBOS, baklofen
(62,5, 125, 250 ng) uygulamalar1 yapilmis ve bunu takiben lokomotor aktivite
Olciimii yapilmistir. Bu deneyin amaci etkin baklofen dozunun belirlenmesi ve
baklofenin siganlarin lokomotor aktivitesi {izerine etkisinin incelenmesidir. Gruplarin
istatistiksel analizleri tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak incelenmistir.
Gruplar aras1 farkliliklar “Post-hoc Dunnett’s testi” uygulanarak incelenmistir.
Baklofen lokal enjeksiyonu uygulanan gruplar ile yBOS uygulanan grup

karsilastirilmistir.

NAc kabuk boélgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan sigcanlarda 15
dakika boyunca stereotipik hareket sayis1 688,70 = 130,50 iken, baklofen 62,5 ng 6n
uygulamasi alan grupta 974,20 + 113,40, baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan grupta
660,70 = 119,10, baklofen 250 ng 6n uygulamasi alan grupta ise 205,30 + 65,37
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olarak saptanmistir. Baklofen 250 ng uygulanan grup ile yBOS uygulanan grup

arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmistir (p<0.05).

NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan si¢anlarda 15
dakika boyunca ambulatuvar hareket sayis1 347,30 + 98,45 iken, baklofen 62,5 ng 6n
uygulamasi alan grupta 376,80 + 77,56, baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan grupta
306,20 + 42,18, baklofen 250 ng 6n uygulamasi alan grupta ise 43,00 + 15,72 olarak
saptanmistir. Baklofen 250 ng uygulanan grup ile yBOS uygulanan grup arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p<0.05).

NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda 15
dakika boyunca vertikal hareket sayisi 6,00 + 1,88 iken, baklofen 62,5 ng o6n
uygulamasi alan grupta 7,66 + 2,87, baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan grupta 7,00
+ 2,62, baklofen 250 ng On uygulamasi alan grupta ise 0,25 + 0,25 olarak
saptanmistir. yBOS grubu ile baklofen lokal enjeksiyonu yapilan hi¢bir grup arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamuistir (p>0.05).

NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan sicanlarda 15
dakika boyunca kat edilen mesafe 593,30+ 166,90 cm iken, baklofen 62,5 ng 6n
uygulamasi alan grupta 692,10 £ 139,80 cm, baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan
grupta 627,90 £ 95,70 cm, baklofen 250 ng 6n uygulamasi alan grupta ise 64,96 +
25,64 cm olarak saptanmistir. Baklofen 250 ng uygulanan grup ile yBOS uygulanan
grup arasinda istatistiksel anlamlilik oldugu saptanmistir (p<0.05) (Sekil 10).

Bu sonuglara gore baklofen 250 ng dozunun lokomotor aktivite {lizerinde
baskilayict etkisi olduguna karar verilmis ve bu dozun davranigsal deneylerde

kullanilmamasina karar verilmistir.
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Sekil 10: NAc kabuk bolgesine bilateral olarak yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=6),
baklofen 125 ng (n=6) ve baklofen 250 ng (n=4) uygulanmasinin lokomotor aktivite
Olctimleri tizerine etkisi. *p<0.05.
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6.1.3.Niikleus Akiimbens Kabuk Boélgesine Uygulanan Baklofen (62,5,
125 ng) ve Musimoliin Naloksonla Indiiklenen Morfin Yoksunlugu

Esnasinda Lokomotor Aktivite Davranislar1 Uzerine Etkisi

Bu deney grubunda morfin bagimliligi gelistirilmis siganlarin NAc kabuk
bolgesine yBOS, baklofen (62,5, 125ng) ve musimol (50 ng) uygulamalarinin
naloksonla tetiklenen yoksunluk sendromu sirasindaki lokomotor aktivite davranigi
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Gruplarin istatistiksel analizleri tek yonli
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak incelenmistir. Gruplar arasi farkliliklar “Post-
hoc Dunnett’s testi” uygulanarak incelenmistir. Baklofen ve musimol lokal

enjeksiyonu uygulanan gruplar ile yBOS uygulanan grup karsilastirilmistir.

NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan si¢anlarda 15
dakika boyunca stereotipik hareket sayisi 850,70 + 71,17 iken, baklofen 62,5 ng 6n
uygulamasi alan grupta 740,0+ 66,47, baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan grupta
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772,00 + 25,19, musimol 50 ng 6n uygulamasi alan grupta ise 710,50 &= 56,77 olarak
Olgtilmistiir. yBOS grubu ile lokal baklofen ya da musimol enjeksiyonu yapilan

higbir grup arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamaistir (p>0.05).

NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan si¢anlarda 15
dakika boyunca ambulatuvar hareket sayis1 681,50 & 67,71 iken, baklofen 62,5 ng 6n
uygulamasi alan grupta 366,40 + 71,69, baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan grupta
312,20 + 63,55, musimol 50 ng 6n uygulamasi alan grupta 532,80 + 73,24 olarak
saptanmustir. YBOS grubu ile baklofen 62,5 ng ve baklofen 125 ng enjeksiyonu

yapilan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda 15
dakika boyunca vertikal hareket sayist 33,83 + 4,11 iken, baklofen 62,5 ng 6n
uygulamasi alan grupta 15,38 + 5,10, baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan grupta
10,20 + 4,51, musimol 50 ng 6n uygulamasi alan grupta 18,00 + 4,42 olarak
saptanmistir. YBOS grubu ile baklofen 62,5 ng ve baklofen 125 ng enjeksiyonu

yapilan gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmistir (p<<0.05).

NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan sicanlarda 15
dakika boyunca kat edilen mesafe 1469,00 + 104,2 cm iken, baklofen 62,5 ng 6n
uygulamasi alan grupta 775,80 =+ 129,20 cm, baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan
grupta 702,60 + 152,20 cm, musimol 50 ng 6n uygulamasi alan grupta 1172,00 +
196,60 cm olarak ol¢iilmiistir. yBOS grubu ile baklofen 62,5 ng ve baklofen 125 ng
enjeksiyonu yapilan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). (Sekil 11).

49



10001 = 8004

[ yBOS O yBOS
@ Baklofen 62,5 ng @ Baklofen 62,5 ng
@ Bakiofen 125 ng 6001 @8 Bakiofen 125 ng
@@ Muscimol 50 ng @@ Muscimol 50 ng

g

g

5

g

Sterotipik Hareket (say1)

Ambulatuvar Hareket (sayi

b

$

03 yBOS 2000 1 yBOS

@ Baklofen 62,5 ng @ Baklofen 62,5 ng
. [ ] ;ak|0f9n|15205 ng 1500 @l Baklofen 125 ng

@@ Muscimol 50 ng @l Muscimol 50 ng

w
S

Vertikal Hareket (say1)
N
T T il T
*
*
Kat edilen mesafe (cm)

1000 *k *%

=
=)

500

o
=3

Sekil 11: NAc kabuk bolgesine bilateral olarak yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=8),
baklofen 125 ng (n=6) ve musimol 50 ng (n=6) uygulamalarinin naloksonla
(2mg/kg) indiiklenen morfin yoksunlugu esnasinda lokomotor aktivite Ol¢iimleri
tizerine etkisi.*p<0.05, **p<0.001.

6.1.4. Niikleus Akiimbens Kabuk ve Cekirdek Bdlgesine Uygulanan
Baklofenin (62,5 ng) Naloksonla Indiiklenen Morfin Yoksunlugu

Sendromu Esnasinda LokomotorAktivite Davramsi1 Uzerine Etkisi

Gruplarin istatistiksel analizleri student’in t testi ile degerlendirilmistir. NAc
cekirdek bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda 15 dakika boyunca
stereotipik hareket sayis1 758,00 + 98,84 iken; baklofen 6n uygulamasi alan grupta
705,50 + 65,39 olarak saptanmistir. NAc kabuk bdlgesine bilateral yBOS 6n
uygulamasi alan siganlarda stereotipik hareket sayis1 850,70 + 71,17 iken; baklofen
On uygulamasi alan siganlarda 740,00 + 66,47 olarak saptanmistir. NAc¢’nin ¢ekirdek
veya kabuk bolgesine baklofen uygulanan gruplarin stereotipik hareket sayisi, yBOS

uygulanan gruplar ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0.05) (Sekil 12).
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Sekil 12: NAc ¢ekirdek bolgesine yBOS (n=8), baklofen 62,5 ng (n=8) veya NAc
kabuk bolgesine yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=8) uygulamalariin naloksonla
(2mg/kg) tetiklenen morfin yoksunluk sendromu sirasindaki Stereotipik hareket
sayisi lizerindeki etkisi.

NAc ¢ekirdek bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda 15 dakika
boyunca ambulatuvar hareket sayis1 964,10 + 118,30 iken; baklofen 6n uygulamasi
alan grupta 631,80 + 86,07 olarak saptanmistir. NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS
On uygulamasi alan si¢anlarda ambulatuvar hareket sayis1 681,50 + 67,71 iken;
baklofen 6n uygulamasi alan siganlarda 366,40+ 71,69 olarak 6l¢iilmiistiir. NAc’nin
kabuk boélgesine baklofen uygulanan grubun ambulatuvar hareket sayisi, yBOS
uygulanan grup ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0.01) ancak NAc’nin ¢ekirdek bolgesine baklofen uygulanan grup
ile yBOS uygulanan grup arasinda istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik

bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 13).
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Sekil 13:NAc ¢ekirdek bolgesine yBOS (n=8), baklofen 62,5 ng (n=8) ve NAc kabuk
bolgesine yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=8) uygulamalarinin naloksonla (2mg/kg)
tetiklenen morfin yoksunluk sendromu sirasindaki ambulatuvar hareket sayisi
tizerindeki etkisi. *p<0.05.

NAc ¢ekirdek bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda 15 dakika
boyunca vertikal hareket sayis1 42,00 £ 6,43 iken; baklofen 6n uygulamasi alan
grupta 17,83 + 3,80 olarak saptanmistir. NAc kabuk boélgesine bilateral yBOS 6n
uygulamasi alan siganlarda vertikal hareket sayis1 33,83 + 4,11 iken; baklofen 6n
uygulamasi alan si¢anlarda 15,38 + 5,10 olarak dlgiilmiistiir. NAc’nin kabuk veya
cekirdek bolgesine baklofen uygulanan grubun vertikal hareket sayisi, NAc’nin
kabuk veya ¢ekirdek bolgesine yBOS uygulanan grup ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.05) (Sekil 14).
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Sekil 14:NAc ¢ekirdek bolgesine yBOS (n=8), baklofen 62,5 ng (n=8) ve NAc kabuk
bolgesine yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=8) uygulamalarinin naloksonla (2mg/kg)
tetiklenen morfin yoksunluk sendromu sirasindaki vertikal hareket sayis1 tizerindeki
etkisi.*p<0.05.
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NAC ¢ekirdek bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda 15 dakika
boyunca kat edilen mesafe 2227,00 + 257,20 cm iken; baklofen 6n uygulamasi alan
grupta 1713,00 + 525,80 cm olarak saptanmistir. NAc kabuk bdlgesine bilateral
yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda kat edilen mesafe 1469 + 104,2 cm iken;
baklofen 6n uygulamasi alan siganlarda 775,80 + 129,20 cm olarak olgiilmiistiir.
NAc’nin kabuk boélgesine baklofen uygulanan grubun kat ettigi mesafe, yBOS
uygulanan grup ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0.01) ancak NAc’nin ¢ekirdek bolgesine baklofen uygulanan grup
ile yBOS uygulanan grup arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmamuistir

(p>0.05) (Sekil 15).
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Sekil 15: NAc ¢ekirdek bolgesine yBOS (n=8), baklofen 62,5 ng (n=8) ve NAc
kabuk bolgesine yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=8) uygulamalarimin naloksonla
(2mg/kg) tetiklenen morfin yoksunluk sendromu sirasinda kat edilen mesafe
tizerindeki etkisi. **p<0.01.
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6.2. Davranigsal Bulgular

6.2.1. Niikleus Akiimbens Kabuk Boélgesine Uygulanan Baklofen
(62,5, 125 ng) ve Musimoliin (50 ng) Yoksunluk Bulgular1 Uzerine
Etkisi

NAc kabuk bdlgesine bilateral baklofen veya musimol uygulamasinin yoksunluk
bulgular iizerine etkisini incelemek icin; morfin bagimlilig1 olusturulmus siganlara
gruplarima gore (yBOS, 62,5, 125 baklofen veya 50 ng musimol) madde
mikroenjeksiyonu ve ardindan nalokson uygulamasi yapilmis; takiben lokomotor
aktivite kafesindeki davraniglar1 15 dakika boyunca goézlemlenmistir. Bu siire
icerisinde sicanlarda goriilen fiziksel yoksunluk bulgulari arasindan ziplama, 1slak
kopek silkinmesi, dis gicirdatma siddeti ve agirlik kaybi degerlendirilmistir.
Gruplarn istatistiksel analizleri tek yonlii varyans analizi kullanilarak incelenmistir.

Gruplar arasi farkliliklar “Post-hoc Dunnett’s testi” uygulanarak incelenmistir.

NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda 15 dakika
boyunca ziplama sayis1 4,33 = 1,14 iken,baklofen 62,5 ng 6n uygulamasi alan grupta
0,37 + 0,26, baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan grupta 3,83 + 1,27, musimol 50 ng
On uygulamasi alan grupta ise 3,50 + 1,47 olarak hesaplanmigtir. yBOS uygulanan
uygulanan grup ile 62,5 ng baklofen uygulanan grup arasinda istatistiksel anlamlilik
saptanmis (p<0.05), ancak yBOS grubu ile 125 ng baklofen ve yBOS grubu ile
musimol (50 ng) grubu arasinda istatistiksel bir anlamlilik bulunmamistir (p>0.05)

(Sekil 16).
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Sekil 16:NAc kabuk bolgesine yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=8), baklofen 125 ng
(n=6), musimol 50 ng (n=6) uygulamalarinin morfin peleti yerlestirilmis sicanlarda,
nalokson (2mg/kg) ile indiiklenen yoksunluk belirtilerinden ziplama {izerine etkisi.
*

p<0.05.

NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda 15 dakika
boyunca 1slak kopek silkinmesi sayist 5,33 £ 1,35 iken, baklofen 62,5 ng 6n
uygulamasi alan grupta 2,25 + 03,75, baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan grupta
1,50 + 0,67, musimol 50 ng 6n uygulamasi alan grupta ise 2,16 + 1,13 olarak
hesaplanmistir. YBOS uygulanan uygulanan grup ile 62,5 ve 125 ng baklofen
uygulanan gruplar arasinda istatistiksel bir anlamlilik saptanmistir (p<0.05).(Sekil
17).
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Sekil 17:NAc kabuk bolgesine yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=8), baklofen 125 ng
(n=6), musimol 50 ng (n=6) uygulamalarinin morfin peleti yerlestirilmis sicanlarda,
nalokson (2mg/kg) ile indiiklenen yoksunluk belirtilerinden 1slak kdpek silkinmesi
tizerine etkisi. *p<0.05.
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NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda agirlik
kaybr 7,60 = 1,28 gram iken, baklofen 62,5 ng 6n uygulamasi alan grupta 8,83 +
1,62gram, baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan grupta 6,25 + 2,30 gram, musimol 50
ng On uygulamasi alan grupta ise 5,33 + 1,05 gram olarak saptanmigtir. yBOS
uygulanan uygulanan grup ile hi¢bir grup arasinda istatistiksel bir anlamlilik yoktur

(p>0.05) (Sekil 18).

NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda 15 dakika
boyunca dis gicirdatma siddeti 7,833 + 0,3073 iken, baklofen 62,5 ng 6n uygulamasi
alan grupta 7,11 £ 0,61 , baklofen 125 ng 6n uygulamasi alan grupta 7,83 + 0,30,
musimol 50 ng 6n uygulamasi alan grupta ise 7,50 + 0,42 olarak saptanmistir. yBOS
uygulanan uygulanan grup ile higbir grup arasinda istatistiksel olarak anlamlilik

bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 19).
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Sekil 18:NAc kabuk bolgesine yBOS(n=6), baklofen 62,5 ng (n=8), baklofen 125 ng
(n=6), musimol 50 ng (n=6) uygulamalarinin morfin peleti yerlestirilmis sicanlarda,
nalokson (2mg/kg) ile indiiklenen yoksunluk belirtilerinin sonug¢larindan agirlik
kaybi iizerine etkisi.
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Sekil 19:NAc kabuk bolgesine yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=8), baklofen 125 ng
(n=6), musimol 50 ng (n=6) uygulamalarinin morfin peleti yerlestirilmis sicanlarda,
nalokson (2mg/kg) ile indiiklenen yoksunluk belirtilerinden dis gicirdatma siddeti
tizerine etkisi

6.2.2. Niikleus Akiimbens Kabuk ve Cekirdek Bdlgesine Uygulanan
Baklofenin (62,5 ng) Yoksunluk Bulgular1 Uzerine Etkisi

NAc kabuk/¢ekirdek bolgelerine bilateral baklofen uygulamasinin yoksunluk
bulgular tizerine etkisini incelemek i¢in; morfin bagimlilig1 olusturulmus siganlara
gruplaria gore (yBOS veya 62,5 ng baklofen) madde mikroenjeksiyonu ve ardindan
nalokson uygulamas: yapilmis; takiben lokomotor aktivite kafesindeki davranislar
15 dakika boyunca gozlemlenmistir. Bu siire icerisinde sicanlarda goriilen fiziksel
yoksunluk bulgular1 arasindan ziplama, 1slak kopek silkinmesi, dis gicirdatma siddeti
ve agirlik kaybi degerlendirilmistir. Gruplarin istatistiksel analizleri student’in t testi

ile degerlendirilmistir.

NAc ¢ekirdek bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda 15 dakika
boyunca ziplama sayisi 4,50 + 0,89 iken; baklofen 6n uygulamasi alan grupta 1,14 +
1,14 olarak saptanmistir. NAc kabuk bdlgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan
siganlarda ziplama sayis1 4,33 + 1,14 iken; baklofen 6n uygulamasi alan siganlarda
0,37 + 0,26 olarak saptanmistir. NAc’nin ¢ekirdek bolgesinde de (p<0.05) kabuk
bolgesinde de (p<0.01) baklofen uygulanan gruplarin ziplama sayist yBOSuygulanan

gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (Sekil 20).
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Sekil 20:NAc ¢ekirdek bolgesine yBOS (n=8),baklofen 62,5 ng (n=8) ve NAc kabuk
bolgesine yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=8) uygulamalarmin morfin peleti
yerlestirilmis sicanlarda, nalokson (2mg/kg) ile indiiklenen yoksunluk belirtilerinden
ziplama tizerindeki etkileri. *p<0.05, **p<0.01.

Naloksonla tetiklenen yoksunluk sendromu 6ncesinde NAc cekirdek bolgesine
bilateral yBOS 6n uygulamasi alan si¢anlarda 15 dakika boyunca islak kopek
silkinmesi sayis1 9,22 + 1,84 iken; baklofen 6n uygulamasi alan siganlarda 3,57 +
0,71 olarak saptanmistir. NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamas1 alan
sicanlarda 1slak kopek silkinmesi sayis1 5,33 + 1,35 iken; baklofen grubunda 2,25 +
0,83 olarak ol¢iilmiistiir. NAc’nin ¢ekirdek bolgesine baklofen uygulanan grubun
1slak kopek silkinmesi sayisi, yBOS uygulanan grup ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05) ancak NAc’nin kabuk
bolgesine baklofen uygulanan grup ile yBOS uygulanan grup arasinda istatistiksel

olarak bir anlamlilik saptanmamustir (Sekil 21).
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Sekil 21:NAc ¢ekirdek bolgesine yBOS (n=8), baklofen 62,5 ng (n=8) ve NAc kabuk
bolgesine yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=8) uygulamalarmin morfin peleti
yerlestirilmis sicanlarda, nalokson (2mg/kg) ile indiiklenen yoksunluk belirtilerinden
1slak kopek silkinmesi. *p<0.05.

NAc cekirdek bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda agirlik
kayb1 10,43 + 0,84 gram iken; baklofen 6n uygulamasi alan siganlarda 6,85 + 1,05
gram olarak saptanmistir (p<0,05). NAc kabuk bdlgesine bilateral yBOS &n
uygulamas1 alan sicanlarda agirlik kaybir 8,833 + 1,621 gram iken; baklofen 6n
uygulamasi alan siganlarda 6,62 £ 0,99 gram olarak hesaplanmistir. NAc’ nin
¢ekirdek bolgesine baklofen uygulanan grubun agirlik kaybi, yBOS uygulanan grup
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli 6lglide diisikk bulunmustur (p<0.05)
ancak NAc’nin kabuk bolgesine baklofen uygulanan grup ile yBOS uygulanan grup
arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 22).
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Sekil 22:NAc ¢ekirdek bolgesine yBOS (n=8), baklofen 62,5 ng (n=8) ve NAc kabuk
bolgesine yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=8) uygulamalarmin morfin peleti
yerlestirilmis si¢anlarda, nalokson (2mg/kg) ile indiiklenen yoksunluk belirtilerinin
sonuglarindan agirlik kaybi tizerine etkisi. *p<0.05.

NAc ¢ekirdek bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan siganlarda dis
gicirdatma siddeti 7,70 + 0,44 iken; baklofen 6n uygulamasi alan si¢anlarda 6,50 +
1,31 olarak saptanmistir. NAc kabuk bolgesine bilateral yBOS 6n uygulamasi alan
sicanlarda dis gicirdatma siddeti 7,83 + 0,30 iken; baklofen 6n uygulamasi alan
sicanlarda 7,11 = 0,61 olarak 6l¢iilmiistiir. NAc’nin ¢ekirdek veya kabuk bolgesine
baklofen uygulanan gruplarin dis gicirdatma siddeti NAc’nin ¢ekirdek veya kabuk
bolgesine yBOS uygulanan gruplar ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamlilik
bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 23).
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Sekil 23:NAc ¢ekirdek bolgesine yBOS (n=8), baklofen 62,5 ng (n=6) ve NAc kabuk
bolgesine yBOS (n=6), baklofen 62,5 ng (n=9) uygulamalarinin morfin peleti
yerlestirilmis siganlarda, nalokson (2mg/kg) ile indiiklenen yoksunluk belirtilerinden
dis gicirdatma siddeti iizerine etkisi.
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7.TARTISMA ve SONUCLAR

Bu caligmada bagimlilik ve yoksunlukta kritik 6neme sahip olan NAc’ye
bilateral uygulanan GABA agonisti musimol ve GABAg agonisti baklofenin, morfin
bagimlis1 siganlarda, naloksonla indiiklenmis yoksunlukta davranis bulgular1 ve
lokomotor aktivite davranisi tizerinde etkisi arastirilmistir ve birincil bulgu olarak
GABAg agonisti baklofenin (62,5 ng) naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugu
esnasinda davranig ve lokomotor aktivite bulgular iizerinde baskilayict yonde bir

etki meydana getirdigi saptanmuistir.

GABA reseptor agonistleri musimol ve baklofenin lokomotor aktivite
davraniglarinda azalmaya neden oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur. Yapilan bir
calismada dorsal rafe ¢ekirdegine lokal olarak uygulanan baklofen ya da musimoliin
(25-100 ng) lokomotor aktiviteyi azalttigi saptanmistir (Przewlocka, Stala and
Scheel-Kriiger 1979). Bizim c¢alismamizda baklofenin etkin dozunu belirlemek igin
morfin bagimlist olmayan hayvanlarla doz belirleme g¢alismasi yapilmis ve NAc
kabuk bolgesine bilateral olarak uygulanan 250 ng dozunun lokomotor aktivitenin
stereotipik hareket, vertikal hareket ve kat edilen mesafe gibi degiskenlerinde
baskilamaya neden oldugu gozlemlenmistir. Sicanlarin lokomotor aktivitesinde
istatistiksel azalmaya yol acan baklofen 250 ng dozu yoksunluk deneylerinde
kullanilmamistir (Sekil 10). Ancak yine morfin bagimlisi olmayan hayvanlarin NAc
kabuk bolgesine bilateral baklofen 62,5 ve 125 ng dozu uygulandiginda lokomotor

aktivitede anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

Opioidlere tekrarlanan sayida maruz kalma lokomotor aktivitede artisa neden
olmakta ve bu duruma davranigsal sensitizasyon denmektedir (Smith et al 2009).
Baklofenin (0,01, 0,05, 0,1, and 1,0 nmol) VTA’ya bilateral olarak uygulanmasinin
doza bagimli olarak morfinle indiiklenmis lokomotor aktivite davraniginda anlamli
oranda azalmaya neden oldugu gbézlemlenmistir (Leite-Morris et al. 2002). Yapilan
bir baska calismada ise sistemik uygulanan baklofenin (2,5, 5 mg/kg, s.c.) morfin
sensitizasyonunu gelisimini inhibe ettigi saptanmistir (Fu, Yang, Xiao, Zhao and

Huang 2012). Bu inhibisyonu lokomotor aktivite deneyleri kullanarak saptamislardir.
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Bizim g¢alismamizda Oncelikle naloksonla indiiklenmis morfin yoksunlugunda
baklofenin lokomotor aktivite lizerine etkisi incelenmistir. Morfin yoksunlugunda
NAc’ye yBOS uygulanan grup ve baklofen (62,5 ng) uygulanan grup karsilastirilmig
ve baklofen uygulanan grupta lokomotor aktivitede anlamli bir azalma saptanmuistir.
Cekirdek bolgesine baklofen (62,5 ng) uygulanan grupta morfin yoksunlugunda
vertikal davraniglarda anlamli bir azalma gozlenirken, kabuk bdlgesine baklofen
(62,5 ng) uygulanan grupta ise vertikal hareket, ambulatuvar hareket ve kat edilen
mesafe degiskenleri iizerinde anlamli bir azalma saptanmustir. Baklofen 125 ng
uygulanan grupta da vertikal hareket, ambulatuvar hareket ve kat edilen mesafe
degiskenleri iizerinde anlamli bir azalma saptanmistir. NAc’nin kabuk bdlgesine
uygulanan musimol (50 ng) ise naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugunda

lokomotor aktivite iizerinde anlamli bir degisiklige neden olmamustir (Sekil 11).

NAc’ye baklofen (62,5 ng) uygulamasinin naloksonla indiiklenen morfin
yoksunlugu esnasindaki davranig bulgularmi da etkiledigi gosterilmistir. Baklofen
62,5 ng dozunda kabuk bdlgesine uygulandiginda naloksonla indiiklenen morfin
yoksunlugunda ziplama davranisini anlamli 6l¢iide azaltmis ancak 1slak kopek
silkinmesi, dis gicirdatma siddeti ve agirlik kaybinda anlamli bir farka yol
acmamistir. Baklofen 125 ng dozunda NAc kabuk bdlgesine uygulandiginda
yoksunluk belirtilerinden 1slak kopek silkinmesi tizerinde etkili bulunmstur, bu
belirtide anlamli bir azalmaya neden olmustur. Baklofen (62,5 ng) NAc ¢ekirdek
bolgesine uygulandiginda naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugunda ziplama,
1slak kopek silkinmesi davraniglarin1 ve agirlik kaybini anlamh 6lgiide azaltmustir.
NAc kabuk bolgesine uygulanan musimol (50 ng) ise naloksonla indiiklenen morfin
yoksunluk sendromu esnasinda herhangi bir degisken {izerinde istatistiksel olarak

anlaml bir etkiye neden olmamustir.

Daha o6nce yapilan pek ¢ok ¢alismada GABAA ve GABAg agonistlerinin ilag
bagimliligi ve yoksunlugunda rol oynadigi gosterilmistir. Baklofenin morfin
yoksunluk sendromunda etkili olabilecegini ilk kez Bowery (1982) 6ne slirmiistiir.
Zarrindash ve Ahmadi’nin yaptig1 caligmada baklofen ve musimoliin intreperitoneal
(1.p.) ve intraserebroventrikiiler (i.c.v.) olarak uygulanmasinin farelerde naloksonla

indiiklenen morfin yoksunlugu esnasindaki ziplama davramisini azalttig
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gosterilmistir (Zarrindash and Mousa-Ahmadi 1999). Bizim ¢alismamizda da
litaratiire uygun olarak baklofen (62.5 ng) siganlarin ziplama davranisinda azalmaya
yol agmistir. Bu bulgu baklofenin siganlarin ziplama davranisi iizerindeki etkiside
NAc’nin rolii olduguna isaret etmektedir. Ancak NAc’ye lokal olarak musimol
uygulanan hayvanlarda sistemik uygulamadan farkli olarak sigrama davranisinda
istatistiksel bir azalma olmamustir. Onceki calismalardan farkli olarak musimoliin
sistemik uygulamadan farkli bir davranis paterni gostermesi ise bu bolgedeki
GABAA reseptorlerinin sicanlarin ziplama davranisinda rolii olmayabilecegine isaret

etmektedir (Sekil 16)

Kruszewska (1988) yaptigi calismada baklofenin sistemik uygulamasinin,
naloksonla indiiklenmis morfin yoksunlugunda islak kopek silkinmesi sayisini
azalttigin1 gostermistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da bu calismaya uygun olarak
GABAg agonisti baklofenin NAc’ye uygulanmasi 1slak kopek titremesi davranisini
anlamli olarak azaltmis, musimol ise herhangi bir degisiklige yol agmamistir. Bu
bulgu bize 1slak kopek silkinmesi davranisinda ki azalmanin NAc’ deki GABAg

reseptorleri araciligiyla olabilecegini disiindiirmektedir (Sekil 21).

Yapilan bagka bir calismada ise sistemik uygulanan (i.p.) baklofenin morfin
yoksunlugunda si¢anlarda stereotipik kafa hareketleri, agirlik kaybi, pitozis, ¢igneme
hareketini azalttigi saptanmistir (Bexis et al 2001). Bizim yaptigimiz ¢alismada da
baklofenin agirlik kaybini azalttigi saptanmistir (Sekil 22). NAc’ye lokal olarak
uygulanan baklofenin periferik oldugu diisiiniilen agirlik kaybina etkisi beklenmeyen

bir bulgudur.

Baklofen ve musimol kendine verme c¢alismalarinda da kullanilmistir.
Baklofen ve musimoliin 6n tedavi olarak i.p. uygulanmasinin siganlarda doza
bagimli olarak bir morfin kendine verme caligmasinda morfin alimini azalttigi
gbzlemlenmistir ve bu etkinin GABA antagonistleri SCH 50911 ve bikukulin ile
geri dondigi goriilmiistir (Yoon et al 2007). Yine baklofen ve musimolun
kullanildig1 bir bagka ¢alismada da, baklofen ve musimoliin sigan NAc’sine bilateral
olarak uygulanmasinin morfin kendine verme davranisindaki etkisi incelenmis,
musimoliin kendine verme cevabini anlamli olarak azalttig1 ancak baklofenin boyle

bir etki yapmadigi goriilmiistiir (Yoon et al 2009). Bizim calismamizda ise NAC
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kabuk bolgesine uygulanan musimol etkili bulunmamistir ancak bu ¢alismadan farkl
olarak bizim ¢alismamizda morfin yoksunlugundaki davranigsal parametreleri

incelenmistir.

Kotiiye kullanilan ilaglarin pekistirici etkileri ile iliskilendirilen baslica sistem
mezokortikolimbik dopaminerjik sistemdir. Cok sayida ¢alisma ventral tegmental
alandan (VTA) niikleus akiimbense (NAc) projeksiyon yapan mezolimbik
dopaminerjik sistemin opioid pekistirilmesinin baslamasinda kritik bir neme sahip
oldugunu gdostermistir (Hedayat et al 2005). NAc’nin, bagimlilikla iligkilendirilen
ilaclarin o6diillendirici ve motivasyonel etkileriyle iliskili oldugu diistindiirmektedir
(Koob, 1998). NAc deki noronlarin ¢ogu GABAerjiktir ve bu GABAerjik néronlarin
opioid reseptor aracili inhibisyonunun opioid pekistirilmesi ve lokomotor

davraniglarda direkt olarak aracilik ettigi hipotezi kurulmustur.

NAc; medioventral kabuk bolgesi ve dorsolateral c¢ekirdek bolgesini
icermektedir. Kabuk ve ¢ekirdek bolgelerinin farkli fonksiyonel rolleri oldugu
bilinmektedir. Kotiiye kullanilan ilaglarin alinmasinin NAc kabuk bolgesinde
dopamin salinimini artirdigi gériilmistiir (Di Chiara, Tanda, Frau and Carboni 1993).
Cekirdek bolgesinin ise ila¢ arama davranmisinin kosullandirma modellerinde kritik
role sahip oldugu goriilmiistiir (Di Ciano, Cardinal, Cowell, Little and Everitt 2001).
NAc kabuk bolgesinin genel olarak motivasyonel mekanizmalarda (kotiiye kullanilan
ilaglarin pekistirici etkilerinin diizenlenmesinde) (Yoon et al, 2007) ve ¢ekirdek
bolgesinin ise motor fonksiyonlarda rol aldigi diisiiniilmektedir (Kelley 1999). Bizim
calismamizda opioid bagimliliginda etkisi gosterilmis GABAg agonisti baklofen
(62,5 ng) naloksonla indiikklenmis morfin yoksunlugunda NAc kabuk ve g¢ekirdek
bolgesine uygulanmis ve her iki bolgede de etkili bulunmustur. Bir GABA agonisti
olan musimoliin (50 ng) kabuk bdlgesine uygulanmasi ise naloksonla indiiklenen
morfin yoksunlugunda etkili bulunmamistir. Bu da NAc’de naloksonla indiiklenen
morfin yoksunlugunda bu etkinin GABAg reseptorleri iizerinden gergeklestigini

diistindiirmektedir.

GABAg reseptor agonistlerinin  opioid bagmimliligi  ¢aligmalarinda
dopaminerjik etkileri diizenledigi gosterilmistir (Tyacke, Lingford-Hughes, Reed and

Nutt 2010). Yapilan bir ¢alismada baklofenle 6n tedavinin morfin, nikotin ve kokain
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uygulanmis sicanlarda intraperitoneal (i.p.) olarak uygulanmasmin doza bagiml
olarak, sican NAc kabuk bolgesinde dopamin salinimini azalttigi gostermistir (Fadda
et al 2003). Bir baska ¢alismada ise baklofenin NAc’ye uygulanmasinin si¢anlarda
alliglisinle indiiklenmis dopamin akisini azaltti§i ancak musimoliin NAc’ye
uygulanmasinin bdyle bir etki yapmadigi gosterilmistir (Saigusa et al 2012). Zhenyu
ve ark. nin (2012) yaptigi calismada ise baklofen tedavisinin (s.c.) sicanlarda morfin
sensitizasyonu kazanilmasini ve NAc kabuk bolgesinde dopamin salinimini inhibe
ettigi saptanmistir. VTA’daki GABAg reseptor aktivasyonunun NAc’de sinaptik
dopamin salinimimi azalttigi daha once yapilan galismalarda gosterilmistir (Pinto,
Jankowski and Sesack 2003). Bu da etkinin VTA’da dopaminerjik néronlar {izerinde
bulunan GABAg reseptorlerinden kaynakli olabilecegini disiindiirmektedir. Bu
bulgular bizim ¢alismamizda da baklofenin naloksonla indiiklenmis morfin
yoksunlugunda dopaminerjik noronlar iizerinde bulunan bu GABAg reseptorlerini
aktive ederek NAc kabuk ve ¢ekirdek bolgesinde dopamin salinimini inhibe ederek

davranis ve lokomotor aktivite bulgularini azalttig1 diisiindlirmektedir.

Ancak yakin zamanda opioid bagimliliginda glutamaterjik sistem gibi non-
DAerjik norotransmiter sistemlerinde rol oynadigi kesfedilmistir (Fu et al 2012).
NAc’ye NMDA antagonistlerinin uygulanmasimin morfin yoksunluk bulgularim
azalttigr gosterilmistir (Ji et al 2004). Baklofenin NAc’ye uygulanmasi agirlikli
olarak GABAg’nin presinaptik inhibisyonu araciligiyla medium spiny néronlarda
inhibisyona neden olmaktadir. NAc’ye gelen primer Stimulan ndrotransmiterin
glutamat oldugu bilinmekte ve NMDA antagonistlerinin yoksunluk bulgularin
azalttigi g6z oniline alindiginda baklofenin yoksunluk bulgularini azaltici etkisinin
NAc’deki glutamat saliniminin  presinaptik inhibisyonuna bagli olabilecegi
diistiniilmektedir. Baklofenin yoksunluk bulgularini baskilayict etkisinin yalnizca
diisiik doz (62,5 ng) uygulanan sicanlarda goézlenmesi, ve yliksek dozunda (125 ng)
bu etkinin goériillmemesi, bu dozlarda glutamatla birlikte dopamin saliniminda da

azalmaya neden olmasiyla agiklanabilir.

Musimoliin GABAA reseptorleri araciligiyla NAc’ de medium spiny noronlar
tizerinde hem presinaptik hem de postsinaptik inhibisyona neden olabilecegi

gosterilmistir (Yamamoto et al 2010). Buna karsin ¢alismada NAc’sine musimol
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uygulanan hayvanlarin 6nceki ¢aligmalarin aksine sistemik uygulamadan farkli bir
davranig paterni gostermesi ve baklofenden farkli olarak yoksunluk belirtileri tizerine
baskilayict etki olusturmamasi NAc'de GABAAa reseptorlerinden ¢ok glutamaterjik
noronlarda yer alan GABAg reseptorlerinin sicanlarin yoksunluk davranisinda rolii
olabilecegine isaret etmektedir. Bu bolgedeki baklofen uygulamasinin yoksunluk
belirtilerinde azalmaya yol agmasi fakat musimol uygulamasmin bu etkiyi
gostermemesi glutamaterjik eksitator iletinin baskilanmasi sonucu olabilecegini
diistindiirmektedir. GABAg reseptor agonistlerinin DA reseptorleri lizerine de inhibe

edici etkisi oldugu bilinmektedir (Pinto, Jankowski and Sesack 2003).

Bu bulgular 1s183inda GABAg agonisti baklofenin yoksunluk bulgularini
azaltict etkisinin; GABAerjik inhibisyon, glutamaterjik inhibisyon ya da
dopaminerjik modiilasyon (inhibe edici yonde)  yoluyla meydana geldigi
disiiniilmektedir. Biitiin bu bulgular GABAg’nin etkilerini otoreseptdrler veya
heteroreseptorler araciligr ile yaptigin1 disiindiirmektedir. Dopaminerjik ve
glutamaterjik ajanlarn  GABAg agonistleri ile beraber incelenmesi bu

mekanizmalarin aydinlatilmasinda yarar saglayacaktir.

Sonuclar Ozet:

1) GABAg agonisti baklofenin (62,5 ng) naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugu
esnasinda davranig ve lokomotor aktivite bulgulart {izerinde baskilayict yonde bir

etki meydana getirdigi saptanmustir.

2) GABAA, agonisti musimoliin naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugu esnasinda

davranis ve lokomotor aktivite bulgular iizerinde bir etkisi olmamustir.
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Ingilizce Iyi Iyi Iyi
Almanca Orta Orta Orta

* Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin




Yabana Dil Sinav Notu *

KPDS UDS IELTS

TOEFL IBT | TOEFL PBT

TOEFL CBT |FCE CAE CPE

#*Basarilmis birden fazla smav varsa, tiim sonuglar yazilmalidir

#KPDS: Kamu Personeli Yabanct Dil Smavi; UDS: Universitelerarast Kurul Yabanci Dil Siavi; IELTS:

International English Language Testing System; TOEFL IBT: Test of English as a Foreign Language-Internet-
Based Test TOEFL PBT: Test of English as a Foreign Language-Paper-Based Test; TOEFL CBT: Test of English
as a Foreign Language-Computer-Based Test; FCE: First Certificate in English; CAE: Certificate in Advanced

English; CPE: Certificate of Proficiency in English

Sayisal

Esit Agirhk Sozel

ALES Puam

(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Microsoft Office

Iyi

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Uluslararasi ve Ulusal Yaylari/Bildirileri/Sertifikalari/Odiilleri/Diger

Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Sertifikasi- Marmara Universitesi
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