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OZET
SICANLARDA MORFIN YOKSUNLUGU MODELINDE BEYiN RENIN
ANJIYOTENSIN SISTEMININ ROLU

Bagimlilik yapict durumlarin ortak noktasi beyinde prefrontal korteks, ventral tegmental
alan ve nucleus accumbens 'in olusturdugu 6diil mekanizmasinin asir1 uyarilarak dopamin
salmimmimin artmasi, dolayisiyla beynin yap1 ve islevinde degisikliklerin olusmasidir.
Beyin renin anjiyotensin sisteminin (BRAS) bazi ndrolojik hastaliklarda néroprotektif etki
gosterdigi bilinmektedir ancak morfin yoksunlugunda BRAS’1n arastirildigi ¢calismalar
siirlidir ve olasi etkilesim mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak agisindan yetersizdir. Bu
calismanin amaci, morfin bagimlis1 sicanlarda, intraperitoneal (i.p.) naloksonla
indiiklenmis yoksunluk sendromu Oncesi intraserebroventrikiiler (ICV) Anjiyotensin II
(ANJ II), anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorii kaptopril (KAP) ve anjiyotensin
reseptor tip 1 antagonisti telmisartan (TLM) enjeksiyonu yapilarak BRAS’in yoksunluk
sendromu bulgularina etkilerini incelemektir. Stereotaksik cerrahi ile ICV rehber kaniil
yerlestirilen Wistar erkek siganlarin cilt altina morfin peletleri (sham kontrol grubuna
morfinsiz dolgu peleti) yerlestirilmistir. Hayvanlar gruplara ayrilarak son morfin peleti
yerlestirildikten 48 saat sonra nalokson ile yoksunluk sendromu indiiklenmeden 5 dk 6nce
ANJ II 1 nM, 15 dk 6nce TLM 33 nM, 100 nM veya 300 nM, 30 dk once KAP 300 pg
cozeltisi ICV yolla enjekte edilmistir. Kronik tedavi grubuna (TLM Kr) ise 33 nM TLM
5 giin boyunca verilmistir. Nalokson uygulamasini takiben sigrama sayisi tiim tedavi
gruplarinda yoksun kontrol (YK) grubuna gore anlamh sekilde azalmistir. Bu azalma
TLM Kr 33 nM ve TLM 33 nM grubunda daha da belirgindir (p=0,0006). Islak kopek
silkinmesi sayis1 ise ANJ II ve KAP gruplarinda YK grubuna gore anlamli sekilde
azalmistir (p=0,03). Yoksunluk sirasindaki lokomotor aktivite davraniglarinin bazale gore
degisimine bakildiginda kat edilen mesafede degisim en fazla TLM 33 nM grubunda
izlenmistir. Bu bulgular, ANJ II ve AT1 reseptorlerinin yoksunlukta etkin rol oynadigini,
fakat tek sorumlu mekanizmanin bu olmadigi ve BRAS’in diger reseptor ve peptit
mekanizmalarinin dahil edildigi baska ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

ANAHTAR SOZCUKLER: morfin, opiyat bagmmliligi, renin-anjiyotensin sistem,
telmisartan, kaptopril



ABSTRACT
EVALUATION OF THE ROLE OF BRAIN RENIN ANGIOTENSIN SYSTEM IN
THE MORPHINE WITHDRAWAL MODEL IN RATS

The common feature of all addictive conditions is the overstimulation of the reward
mechanism in the brain, generated by the prefrontal cortex, ventral tegmental area and
nucleus accumbens, leading to an increase in dopamine release and consequently causing
changes in the structure and function of the brain. The renin-angiotensin system (RAS) in
the brain is known to exert neuroprotective effects in some neurological disorders. Studies
investigating the role of brain RAS in morphine withdrawal are limited and insufficient to
reveal potential interaction mechanisms. This study aims to examine the effects of RAS
on withdrawal symptoms in a morphine dependence model in rats by administering
Angiotensin II (ANG 1I), captopril (CAP), and telmisartan (TLM) injections before to
systemic naloxone-induced withdrawal syndrome. During stereotactic surgery
intracerebroventricular (ICV) guide cannulas were implanted in the male Wistar rats. One
and two morphine pellets (filler pellets for the sham group) were subcutaneously inserted
at 48 hours intervals. At the end of the experiment, 5 minutes before naloxone-induced
withdrawal syndrome, ANG II (1 nM), 15 minutes prior TLM at 33 nM, 100 nM, or 300
nM doses, and 30 minutes earlier CAP (300 pg) solution were administered via ICV
injection. One group (TLM Kr) received 33 nM TLM for 5 days. Rats were observed for
withdrawal symptoms for 15 minutes in a locomotor activity cage. The number of jumps
decreased in all treatment groups compared to the withdrawal control (WK) group, and
this decrease was more pronounced in the TLM Kr 33 nM and TLM 33 nM groups (p =
0.0006). The number of wet dog shakes was significantly lower in the ANG II and CAP
groups compared to the WK group (p = 0.03). When examining the percentage change
during withdrawal compared to the baseline, the greatest change in the distance traveled
was observed in the TLM 33 nM group. These findings suggest that ANG II and AT1
receptors played a significant role during withdrawal, but this is not the only mechanism,
and studies involving other RAS receptor and peptide mechanisms are needed.
KEYWORDS: morphine, opiate addiction, renin-angiotensin system, telmisartan,

captopril
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1. GIRIS ve AMAC

1.1. Giris

Bagimlilik; bireyin sagligina olumsuz etkilerinin yaninda, toplum kaynaklarinin
Onlenebilir nedenlerden dolay1 harcanmasi, su¢ oraninin artmast ve ekonomik bozulma
yaratmasi gibi sonuglardan dolay1 toplumsal olumsuz etkilere de sahip bir hastaliktir (1).
Bagimlilik yapici tiim durumlarin ortak noktasi beyinde prefrontal korteks (PFC), ventral
tegmental alan (VTA) ve nucleus accumbens’in (NAc) olusturdugu 6diil mekanizmasinin
normal sinirlarin iizerinde uyarilmasi ve buna bagl olarak talamustan kortekse kadar
beynin ¢ok sayida bolgesinde yapisal ve islevsel degisikliklere neden olmasidir (2).
Bagimlilik ve yoksunluk sendromlari mekanizmalarinin tam olarak agiklanamamasinin
bir sonucu olarak uygulanan mevcut tedavilerin ¢ogu yetersiz kalmakta ve bagimlilik
yapicit etkenin hasta tarafindan tekrar kullanilmasina neden olmaktadir (3). Morfin
bagimlilig1 ve yoksunlugunda ortaya ¢ikan degisikliklerden sorumlu olan mekanizmada
dopamin (DA) en 6nemli norotransmiter olarak gosterilmektedir (4). DA disinda basta
noradrenalin (NA) ve glutamat olmak iizere, serotonin, GABA, adenozin, nitrik oksit,
oreksin gibi ndrotransmiterler veya ndromodulatorlerin de gorev aldigr bilinmektedir (5-
7). Bagimlilik ve yoksunluk patofizyolojisinin multifaktoriyel olmasi ve tam olarak
aydinlatilamamas1 nedeniyle, gerek olusmasma yol agan faktorler gerekse tedavisi
noktasinda yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Renin anjiyotensin sistemi (RAS), norovaskiiler ve kardiyopulmoner fizyolojide
onemli bir rol oynayan ¢esitli enzimler ile inaktif ve aktif peptitlerden olusan bir peptit
hormon sistemidir (8). RAS’da yer alan peptit ve enzimleri hedefleyen antihipertansif
ilaclar klinikte siklikla kullanilmaktadir. Bu ilaglardan santral sinir sistemine gecen ajanlar
arasinda kaptopril anjiyotensin donistiirlici enzim inhibitdrleri (ADE) grubunun
prototipi, telmisartan ise anjiyotensin reseptor blokorleri (ARB) grubunun santral sinir
sistemine en ¢ok gecen tiyesidir (9). Beyinde bulunan RAS, sistemik RAS’tan bagimsiz
olarak ¢aligmakta ve RAS’1 etkileyen ilaglarin bazi hastalik modellerinde (Alzheimer
hastalig1, Parkinson hastaligi, multipl skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklar veya inme

gibi serebrovaskiiler durumlar) yapilan in-vitro, in-vivo c¢alismalarda ve hastalar ile



yapilan prospektif klinik ¢alisma serilerinde noroprotektif etki gosterdigi bilinmektedir
(10-19). RAS ile kolinerjik, dopaminerjik ve adrenerjik sistemler gibi diger sistemler
arasinda bir capraz etkilesim oldugu gosterilmistir (14, 20). Morfin yoksunlugu
sendromunda beyin RAS’in arastirildigi caligmalar sinirli sayida ve olasi etkilesim
mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak acisindan yetersizdir. VTA’ya yapilan ANJ II ve ADE
inhibitéric kaptopril enjeksiyonunun siganlarda morfinin kendi kendine uygulanmasi
modelinde etkilerinin incelendigi bir calismada, ANJ II grubunda, aktif kola basma sayisi
morfin grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (21). NAc’e kaptopril uygulanan
baska bir calismada ise aktif kola basma sayis1 morfin grubundan anlamli olarak diisiik
bulunmustur (22). Intraserebroventrikiiler (ICV) verilen kaptopril ve ANJ II’nin morfinle
indiiklenmis kosullu yer tercihi ve morfin yoksunlugu modelinde etkilerinin incelendigi
bir diger ¢alismada ise ICV kaptopril uygulamasinin naloksonla indiiklenmis yoksunluk
semptomlarim1 azalttigt ve ANJ II’'nin yoksunluk semptomlarmi artirdig: bildirilmistir
(23). ki sise serbest tercihli alkol bagimlilik modelinde Sardinian alcohol preferring
sicanlarla yapilan bir ¢aligmada santral telmisartan uygulamasimin siganlarin alkol
tiketimini azalttigr gosterilmistir (24). ARB grubundan bir ajanin morfin yoksunlugu
modelinde denendigi sadece bir ¢alisma mevcuttur. Bu ¢aligmada, valsartanin sicanlara
sistemik yoldan kronik uygulanmasinin morfin toleransim1 ve diyare, defekasyon gibi

yoksunluk bulgularini azalttig1 bildirilmistir (25).

1.2. Amacg

Bu tez calismasinda, morfin bagimlilig1 ve sonrasinda naloksonla indiiklenmis yoksunluk
sendromu olusturulan sicanlarda beyin RAS sisteminin ICV mikroenjeksiyonlar ile
modiile edilfmesi; bu sayede beyin RAS sisteminin bagimlilik ve yoksunluk sendromu
stirecindeki roliiniin davranis ve lokomotor aktivite testleri aracilifiyla ortaya konmasi

amaclanmastir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Opioidler

2.1.1. Opioidlerin tanimi ve Kesfi

Opioidler, akut agr tedavisinde temel basamaklari olustururken, son yillarda opioidlerin
kronik agr1 tedavisindeki etkinligi, giivenligi, bagimlili§a yol agmasi, suistimal edilmesi
ve belki de en Onemlisi yiiksek dozda kullanildiginda 6liime neden olmasi gibi
nedenlerden 6tiirli sorgulanmaya baslamistir (26).

Opium (afyon) kelimesinin Yunan kokenli olan opos (meyve suyu) kelimesinden
tiiretildigi diigtiniilmektedir (27). Morfinin kaynagi olan opium, Papaver somniferum ve
P album (haghas) bitkisinden elde edilmistir. Hashas tohumu kabugu kesildikten sonra
beyaz bir madde salgilar ve daha sonra kahverengi bir sakiza doniiserek ham afyon
meydana gelir. 1800’ yillarin basinda Frederik Sertiirner tarafindan ¢ok sayida alkaloid
iceren bu madde ayristirilip morfin, kodein, tebain ve papaverin gibi dogal olarak olusan
alkaloidler kesfedilmistir (28). Afyon alkaloidleri, baslicas1 yaklagik %10'luk bir
konsantrasyonda bulunan morfin olmak iizere kodein, tebain ve papaverin igerir (29).

Opium alkaloidleri, bitkinin kurutulmus kapstillerinden dogal olarak elde edildigi gibi
laboratuvar kosullarinda da iiretilmektedir (30). Oksikodon, hidromorfin, hidrokodon ve
buprenorfin dogal afyon alkaloidlerinden iiretilen yar1 sentetik bilesikler olup; fentanil,
metadon ve tramadol tamamen laboratuvar kosullarinda sentetik sekilde tiretilmektedir
(31). Opioid tanimi, opioid reseptorleri ile ¢alisan biitiin bilesikleri ifade etmek icin
kullanilir. Opiyat kelimesi ise morfin, kodein, tebain ve papaverin gibi dogal olarak olugan

alkaloidleri tanimlar (28).

2.1.2. Endojen opioid peptitler

1970’11 yillarda morfinin beyin bdlgelerine baglandig1 yerlerin 'morfin reseptdrleri' olarak
adlandirilmasin1  takiben ‘endojen morfinler’ veya ‘endorfinler’in varhigi ortaya

konmustur (32). Beyinde bulunan ve opioid reseptorler araciligiyla etki gdsteren endojen



opioid peptitler, temel olarak enkefalin, endorfin ve dinorfin ailesinden olusmaktadir (26,
33). Agrili uyaranlar, agriyla veya agr1 beklentisiyle iliskili stres altinda endojen opioid
peptitlerinin salinimini uyandirabilir ve agr1 algisini azaltirlar. Endojen opioid peptitler ii¢
oncii proteinden tiiretilmektedir: prepro-opiomelanokortin (POMC), preproenkefalin
(proenkefalin A) ve preprodinorfin (proenkefalin B). POMC; met-enkefalin dizisi, -
endorfin ve adrenokortikotropik hormon (ACTH), B lipotropin ve melanosit uyarici
hormon (MSH) dahil olmak iizere birka¢ nonopioid peptid icerir (33). Preproenkefalin,
alt1 kopya met-enkefalin ve bir kopya lo-enkefalin igerir. Preprodinorfin, 16-enkefalin

neoendorfinlerdir (28).

2.1.3. Opioid reseptorler

Opiod reseptor alt tipleri p (mu), 0 (delta), k (kappa) ve nosisepsiyon/opioid-reseptor-
benzeri alt tip 1 (ORL-1)’den olugsmaktadir (34). Opioid reseptorleri G proteini kenetli
reseptdr yapisindadir (35, 36), yapisal olarak c¢ok benzerdirler (37). Morfinle
indiiklenirler, naloksonla antagonize edilir ve benzer analjezik etkiye sahiptirler (38).
Opioid ilaglar reseptorlere baglanirken tam agonist, kismi agonist ve antagonist 6zellikler
gosterebilirler. Morfin, major analjezik opioid reseptor olan p (mu) opioid reseptoriiniin
tam agonistidir (28). Morfinin azotu iizerindeki bir alil grubunun degistirilmesi ve bir
hidroksil grubunun eklenmesiyle, giiclii bir p-reseptor antagonisti olan nalokson elde
edilmistir (39). Nalokson, 6zellikle yiliksek dozlarda verildiginde, opioid bagimlisi
bireylerde yoksunluk sendromuna ve agr1 hastalarinda analjezinin tamamen kaybolmasina
neden olan bir opioid reseptor antagonistidir (40, 41). L6- ve met-enkefalin ise, p-opioid

reseptoriine gore O (delta) i¢in daha yiiksek afiniteye sahiptir (28) (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Opioid reseptorlerin 6zellikleri ve fonksiyonlari1 (Katzung, 2018’den ve

Demirkapu Jafarova ve Yananli, 2021°den uyarlanarak diizenlenmistir) (28, 30).

Opioid [ reseptor 0 reseptor K reseptor N/OFQ reseptor
Reseptorleri
Beyinde yer Talamus, kaudat Olfaktor bulbus,  Serebral Serebral korteks,
aldig1 putamen, neokorteks, korteks, NAc, anterior olfaktor
boliimler neokorteks, kaudat putamen,  claustrum, nukleus, lateral
nucleus NAc, amigdala hipotalamus septum, ventral
accumbens forebrain,
(NAc), amigdala, hipokampus,
interpedinkiiler hipotalamus,
kompleks, inferior amigdala,
ve superior substantia nigra,
colliculi ventral tegmental
alan (VTA), locus
coeruleus, beyin
sap1 nukleuslari
Spinal Spinal kordun dorsal boynuzunun ylizeyel katmanlar1 Dorsal boynuz
kordda
bulunduklari
bolgeler
SSS disinda Deri, immiin Deri, immiin Deri, immiin
bulunduklar1 hiicreler, gebe hiicreler, gebe hiicreler, gebe
bolgeler uterusu, uterusu, GIS, uterusu, GIS,
Gastrointestinal kohlea kohlea
sistem (GIS),
kohlea
G-protein Primer: Gi/Go Gi/Go Primer: Gi/Go  Primer: Gi/Go
tiirleri Sekonder: Sekonder:
Gg/Gl1 G12/G13




Tablo 2.1. Opioid reseptorlerin 6zellikleri ve fonksiyonlar1 (Katzung, 2018’den ve

Demirkapu Jafarova ve Yananli, 2021’°den uyarlanmistir) (28, 30) (Devami).

Opioid [ reseptor O reseptor K reseptor N/OFQ reseptor
Reseptorleri
Endojen B-endorfin, Enkefalinler, Dinorfin A, Nociceptin,
ligandlar Enkefalinler, B-endorfin Dinorfin B, a-  Orphanin FQ
Endomorfin-1 ve neoneodorfin
-2
Agonistler Morfin, kodein Morfin Morfin
(opium
alkaloidleri
arasindan)
Antagonistler Nalokson, naltrekson UFP-101
Etkiler Supraspinal ve Supraspinal ve Supraspinal ve  Nosisepsiyon,

spinal analjezi,
solunum ve
kardiyovaskiiler
fonksiyonlar, GIS
hareketinde
yavaglama,
noéroendokrin
fonksiyonlar,
immiin sistem
fonksiyonlari,
beslenme,
sedasyon,

termoregiilasyon

spinal analjezi,
kardiyovaskiiler
fonksiyonlar,
noroendokrin
etkiler, GIS
hareketinde
yavaslama, ruh

hali, davranis

spinal
analjezi,
noéroendokrin
fonksiyonlar,
GIS
hareketinde
yavaglama,
immiin sistem
fonksiyonlari,
ditirez,
beslenme,
psikomimetik

etkiler

motor hareketler
ve agresif
davranislar,
giiclendirme ve
odiil, stres yaniti,
otonom sistem
fonksiyonlari,
immiin sistem

fonksiyonlari




L6- ve met-enkefalinin analjezik roliiniin aksine, spinal kordun dorsal boynuzunda
yer alan dinorfin A'nin doku yaralanmas1 ve inflamasyondan sonra yiikselmesinin agriy1
artirdig1 ve uzun siireli duyarlilik ve hiperaljezi durumu olusturdugu 6ne siiriilmektedir.
Dinorfinin omurilikteki pronosiseptif etkisi i¢in baslica reseptér, G proteinine bagli
orphanin (yetim) opioid reseptor benzeri alt tip 1'dir (ORL1) (42). Endojen ligand1 bir
grup arastirmaci tarafindan nosiseptin, bir diger grup tarafindan ise orphanin FQ olarak
adlandirilmistir bu nedenle bu ligand-reseptor sistemi su anda N/OFQ sistemi olarak
bilinmektedir (43). Nosiseptin, N-terminal tirozinin olmamasi disinda dinorfine yapisal
olarak benzerdir; yalnizca arttk NOP olarak bilinen ORLI1 reseptoriinde etki eder. Bu
reseptorler de G proteini kenetli reseptor yapisindadir (44). N/OFQ sistemi, santral sinir
sistemi (SSS) ve periferde yaygin olarak eksprese edilir. Secici NOP reseptor ligandlar
kullanilarak yapilan deneyler sonucunda, N/OFQ sistemi hem pro- hem de anti-nosiseptif
aktivitede ve ayrica 0dill mekanizmasi, 0grenme, ruh hali, anksiyete ve Oksiiriik
stireclerinin ve parkinsonizmin modiilasyonunda rol oynamistir (28). Baslangicta opioid
reseptdrlerinden biri oldugu diisiiniilen sigma (o) reseptorii ise G proteini bagli degildir
ve agonist ¢ reseptoriine baglanirken nalokson tarafindan antagonize edilmez. Bu nedenle
bir opiat reseptorii olarak smiflandirilmaz (45). o reseptorleri, mitokondri ile iligkili
zarlardaki endoplazmik retikulum iizerinde TM bir reseptor olarak bulunurlar. Stres ve
noropatik yaralanma durumunda, c-1 reseptorleri, opioid reseptor aktivitelerini inhibe
eden ve analjezik etkiyi baskilayan fonksiyonlar sergileyebilirler (46).

Yapilan calismalarda p reseptorii bagimlilikla (47), dopaminerjik sistemin
modiilasyonuyla (48), 6grenme ve hafizayla (49) da iliskilendirilmistir. & reseptorleri p

reseptorleriyle birlikte duygusal duyarliliga katkida bulunur (49).

2.1.4. Opioid reseptorlerin etki mekanizmasi

Opioid reseptorleri hem uyarict hem de inhibitér ndronlar {izerinde yerlesimlerinden
kaynakli noronal aglarda inhibisyon veya eksitasyona neden olabilir (50). Opioid
reseptorleri G proteini kenetli reseptér yapisindadir ve reseptdrlerin her biri, bir
ekstraselliiler N-terminus, yedi transmembran (TM) heliks, ii¢ ekstraselliiler ve

intraselliiler halka ve G proteini bagli reseptorlerin karakteristigi olan bir intraselliiler C-



terminustan olusur (26) (Sekil 2.1). Tiim opioid reseptorlerinde TM3-TM?7 tarafindan
olusturulan baglanma bdlgesi bulunur. Ilgili reseptordeki bdlge kismen ekstraselliiler
halkalarla kaplidir ve TM segmentlerin ekstraselliiler sonlanmalariyla birlikte bir segicilik
saglayarak ligandlarin, Ozellikle peptitlerin farkli reseptor tiplerine farkli sekilde
erisebilmesini saglar. Bu nedenle, alkaloidler (6rnegin morfin) reseptdriin TM kisminin
cekirdegine baglanirken, biiylik peptitli ligandlar ekstraselliiler halkalara baglanir.
Ligandlarin segiciligi ekstraselliiler halkalar ile iligskilendirilmis: birincisi ve li¢iinciisii p
(mu), ikincisi k (kappa) ve {i¢iinciisii 0 (delta) reseptorii i¢in. Alkaloid antagonistlerinin
baglanma bolgesine daha derin baglandigi, konformasyonel degisiklikleri engelledigi ve
islevsel bir antagonizmaya yol acgtig1 diistiniilmektedir. Opiyat reseptorlerinin homo- ve
heterodimerizasyonlar olusturmasi1 ve aktivasyon sonrasi trafigi de ¢esitli ligandlarin
seciciligini ve bunlara verilen fizyolojik tepkileri degistirebilir (26, 34). Opioidlere karsi

toleransin mekanizmasinda, post-reseptor olaylarin etkili oldugu gosterilmistir (32).
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Sekil 2.1. Opioid reseptorlerinin yapisi. Kirmizi noktalar fosforilasyon bdlgelerini
gostermektedir. Goodman & Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics 13.

Baskidan uyarlanarak hazirlanmistir (26).

Gin opioid reseptorlerinin uyarilmasindan sonra, hiicre igerisinde adenilat siklaz

enzimi aktivitesi baskilanir ve siklik adenozin monofosfat (cCAMP) seviyesi diiser. Bunun



sonucunda potasyum kanallarinin aktivasyonu ile potasyum hiicre igine girerek membran
hiperpolarizasyonu gerceklesir veya voltaj kapili kalsiyum kanallarinin agilmasi azalir ve
gerekli kalsiyum artis1 saglanamadigindan presinaptik terminallerden ndrotransmitter
saliimi azalir. Sonug olarak, opioid reseptorleri uyarildiginda néronlarin inhibisyonu ve
hiperpolarizasyonu meydana gelir (38, 51).

Fosfolipaz C, mitojen-aktive kinazlar (MAP kinazlar) veya B-arrestin gibi sinyal
yolaklarinin da morfin aktivitesinde ve opioidlerin etkilerinin sonlandirilmasinda etkili

oldugu gosterilmistir (52).

2.1.5. Opioid reseptorlerin fizyolojik etkileri

L, 6 ve k opioid reseptorleri SSS’de (53) ve periferik dokuda bulunmaktadir (30). SSS'de
bu reseptorlerin uyarilmasi analjezi, uyusukluk, ofori, kopukluk hissi, solunum
depresyonu, mide bulantis1 ve kusma, oksiiriik refleksinin baskilanmasi ve hipotermiye
neden olur. Bu reseptorler periferik dokularda uyarildiginda ise miyozis, ortostatik
hipotansiyon, kabizlik, idrar retansiyonu gibi etkiler ortaya ¢ikar (54, 55). Opioidlerin
kullanim1 i¢in endike olan analjezik veya antinosiseptif etkiler beyin ve spinal kord
diizeyinde gelisir. Beyin diizeyinde, agr1 uyarismin yayilimi zayiflar ve agri algisi
engellenir. Spinal kord diizeyinde ise agr1 diirtiilerinin iletimi baskilanir (26, 28).
Alkaloidlerden olusan dogal (morfin, kodein) bilesiklerin yaninda sentetik
(meperidin, fentanil, sufentanil, vb.) bilesikler de nosiseptif yolaklarda, hipotalamik-
hipofiz-adrenal eksen boyunca ve limbik sistemde eksprese edilen opioid reseptorlerini
uyararak analjezi, sedasyon, ofori, kusma, konstipasyon, antitiissif etkilere, solunum
depresyonuna neden olabilir. Ayrica bu bilesikler duygusal davranislarin
diizenlenmesinde, agr1 ve strese verilen yanitlarda, 6grenme ve hafizada ve bagimlilik

mekanizmalarinin gelismesinde rol almaktadir (30, 32, 56-60).

2.1.6. Morfin

Morfin, Papaver somniferum bitkisinden elde edilen afyon alkaloidlerinin ayristirilip

izole edilmesi ile kesfedilmistir (28). Morfin ismi, Yunan riiya tanrist Morpheus’tan



esinlenerek verilmistir (61). Afyon alkaloidleri, yaklasik %10 oraninda bulunan morfinin
yant sira kodein, tebain ve papaverin gibi diger alkaloidleri de igerir (29). Morfin, merkezi
sinir sistemi (SSS) ve periferik dokularda yaygin olarak bulunan p, 6 ve k reseptdrlerine
baglanarak analjezi, anksiyoliz, 6fori, sedasyon, solunum depresyonu ve gastrointestinal
yolun diiz kaslarinda kasilma gibi etkiler olusturur (62). Morfin, siddetli agrinin kontrolii,
akut pulmoner 6dem tedavisi ve anestezi prosediirlerinde kullanilir (62). ilacin uygulama
yollar1 arasinda oral, rektal, intramuskiiler, intravendz, subkutan, epidural ve intratekal
yontemler bulunur (63).

Genel olarak opioidler oral alindiginda gastrointestinal sistemden iyi emilirler, rektal
mukozadan da emilimleri yeterlidir, bu nedenle morfin ve hidromorfin iceren rektal
supozituvar formlar da tiretilmistir (26). Morfin, spinal etki yoluyla analjezi iiretmek i¢in
de kullanilabilir (64). Morfin de dahil olmak iizere cogu opioidde, karacigerdeki ilk gecis
metabolizmasi nedeniyle, ilacin emilimi oral uygulamadan sonra parenteral uygulamaya
gore daha azdir. Ornegin, morfinin oral preparatlarmin biyoyararlanimi %17 ila 33
araligindadir (65). Etki-zaman grafiginin sekli de uygulama yoluna gore degismektedir,
bu nedenle etki siiresi genellikle oral yolla biraz daha uzundur. i1k gecis metabolizmasinin
ve klirensinin degiskenligi i¢in ayarlama yapilirsa, morfinin oral uygulamasiyla yeterli
agr1 kesici elde edilebilir. Kanser hastalarinda etkili analjezi, plazmada sabit bir kararli
durum morfin konsantrasyon aralifiyla iliskilidir (16—360 ng/mL) (66). Morfin ve ¢ogu
opioid intravendz olarak verildiginde hemen etki etmektedir. Ancak, fentanil gibi daha
lipofilik bilesikler, emilim ve SSS'ye giris oranlarindaki farklar nedeniyle subkutan
uygulamadan sonra morfinden daha hizli etki eder. Kodein, eroin ve metadon gibi daha
lipofilik opioidlerle karsilastirildiginda, morfin kan-beyin bariyerini daha az bir oranda
geemektedir (26, 67).

Morfinin yaklasik iigte biri plazma proteinlerine baglanir, beyne, iskelet kasina,
karacigere, bobreklere, akcigerlere, bagirsak yoluna ve dalaga dagilir, son dozdan 24 saat
sonra doku konsantrasyonlar1 diiger (68). Morfinin metabolizmasi i¢in ana yol glukuronik
asitle konjugasyondur (69). Olusan iki major metabolit morfin-6-glukuronid ve morfin-3-
glukuroniddir. Az miktarda morfin-3,6-diglukuronid de olusabilir. 3- ve 6-glukuronidler

polar olmasina ragmen, ikisi de kan-beyin bariyerini gegebilir (70). Morfin-6-glukuronid,

10



morfinine ¢ok benzer farmakolojik etkilere sahiptir. Sistemik olarak verilen morfin-6-
glukuronid, hayvan modellerinde ve insanlarda morfinden yaklasik iki kat daha gii¢liidiir
(71). p reseptorlerine morfinden daha giiglii baglandig1 g6z oniine alindiginda, morfin-6-
glukuronid kronik morfin tedavisi alan hastalarda morfinin analjezik aktivitesinin
cogundan sorumlu olabilir. Morfin-6-glukuronid bobrekler tarafindan atildigindan bobrek
yetmezliginde, morfin-6-glukuronid seviyeleri birikebilir etki siiresi uzar. Yasli hastalarda
dagilim hacminin ve renal fonksiyonlarin azalmasi nedeniyle daha diisiik dozlarin
kullanilmas1 o6nerilmektedir (72, 73). Bir diger onemli metabolit olan morfin-3-
glukuronid, opioid reseptorlerine karsi diisiik afiniteye sahiptir ancak morfinin uyarici
etkilerine katkida bulunabilir (74). Morfin, glomeriiler filtrasyonla, esas olarak morfin-3-
glukuronid olarak atilir; toplam atiimin %901 ilk giin gerceklesir. Cok az morfin
degismeden atilir. Morfin ve glukuronidleri, enterohepatik dolasima girdiginden son doz
alimindan sonra birkag giin siiresince disk1 ve idrarda eser miktarda morfin bulunmasina
yol agar (69).

Morfin ve ilgili opioidler, analjezik etkilerinin yani1 sira, opiyat reseptdrlerinin organ
sistemleri arasindaki genis dagilimi nedeniyle genis bir yan etki yelpazesi gosterebilir. Bu
etkiler arasinda solunum depresyonu, mide bulantisi, kusma, bas donmesi, zihinsel
bulaniklik, disfori, pruritus, kabizlik, safra yollarinda artan basing, idrar retansiyonu,
hipotansiyon ve nadiren deliryum bulunur. Son dozun etkisi gegtikten sonra agriya karsi
artan hassasiyet meydana gelebilir ve opiyat reseptdrlerinin uyarilmamas: yoksunluk

durumuna yol agabilir (62).

2.1.7. Opioidlere tolerans gelistirilmesi

Opioid toleransi, klinik olarak opioid uygulamasmin baglangicinda gozlenen analjeziyi
elde etmek i¢in artan bir opioid doz gereksinimi olarak tanimlanmustir. Toleransa neden
olan baslica mekanizmalar arasinda, reseptorlerin ortadan kaldirilmasi (internalizasyon
benzeri), reseptdr sayisinin azaltilmasi, opioid reseptér bulunduran ndronlarda
intraselliiler ileti yolaklarinda adaptasyon gelismesi ve sistem diizeyinde karsi-adaptasyon

teorileri yer almaktadir (26, 75).
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Morfine kronik maruziyet G protein kenetli reseptor kinazlari tarafindan opioid
reseptoriinlin fosforilasyonuna neden olur. Fosforilasyon sonrasi reseptdre baglanan
arrestin, G proteininin sinyalizasyon aktivitesini durdurur bdylece opioid reseptorlere
desensitizasyon meydana gelir (35).

Tolerans gelisimi bir opioidin ilk dozuyla baslasa da, belirgin hale gelmesi genellikle
terapdtik dozlara sik maruziyetten 2-3 hafta sonrasinda ortaya ¢ikar. Bununla birlikte,
remifentanil gibi ultra giiclii opioid analjeziklerin kullaniminin saatler icinde opioid
toleransini indiikledigi gosterilmistir. Tolerans en kolay sekilde, biiyiik dozlar kisa
araliklarla verildiginde gelisir ve dozlar arasinda daha uzun araliklarla az miktarda ilag
verilerek en aza indirilir. Klinik olarak o6fori, disfori, zihinsel karisiklik, sedasyon,
solunum depresyonu, antidiiirez, bulant1 kusma ve 6ksiirlik baskilayici etkilerine tolerans
gelisimi yiiksek olurken, opioid tolerans1 miyoziz, konstipasyon ve konviilsiyonlar i¢in
nadirdir. Bu olgu, hiicre i¢i yolaklar diizeyinde (6rnegin adenilat siklaz inhibisyonunun
azalmasi) ve organ sistemi diizeyinde (6rnegin sedatif ve analjezik etkilerin kaybi1) ortaya
c¢ikabilir (76).

Capraz tolerans, morfine toleransli hastalarin genellikle diger agonist opioidlere kars:
da analjezik yanit, 6fori verici, yatigtirict ve solunum depresyonu gibi etkilerde azalma
gostermesi demektir. Bu durum 6zellikle birincil olarak p-reseptor agonist aktivitesi olan
ajanlar icin gecerlidir. Bununla beraber, p-reseptdr agonistleri arasinda var olan c¢apraz
tolerans genellikle kismi veya eksiktir. Klinikte bu durumdan faydalanilarak opioid
rotasyonu kavrami ortaya cikmistir. Bir opioid analjezik rejime tolerans gelistiren bir
hasta, farkli bir opioid analjezige (6rnegin, morfinden hidromorfona; hidromorfondan
metadona) dondiiriildiigiinde azaltilmis esdeger dozajda onemli Olciide iyilestirilmis
analjeziden fayda goriir. Bagka bir yaklasim da opioid reseptdr fonksiyonunu, yardimcei
nonopioid ajanlarin kullanimi yoluyla yeniden birlestirmektir. Ornegin N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri (6rnegin ketamin) kontrollii calismalarda, opioid
toleransli hastalarda postoperatif agriyr ve opioid gereksinimlerini azaltmada klinik

etkinlik gostermistir (26, 28).
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2.1.8. Opioid kullanim bozuklugu ve bagimhihk

Opioid kotiiye kullanimi, tolerans nedeniyle ayni etkiyi liretmek i¢in daha ytliksek
dozlarda kullanilan, yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip tekrarlayan bir hastaliktir
(77). Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM)-V kriterlerine gore
opioid kullanim bozuklugu, bir tibbi endikasyon olmadan kullanilan ya da tibbi
durumlarda kullanilmas1 gerekenden uzun siire ve/veya yiiksek dozda kendiliginden
opioid kullanimi, 6zlem ya da kuvvetli bir kullanma istegi olarak tanimlanabilir (78).
Opioid bagimlilig1 hem psisik hem de fiziksel bagimlilikta gelisir. Fiziksel opioid
bagimlilig1 hem tedavi amacli kullanildiginda hem de kotiiye kullanim sonucu ortaya
cikar (30). Opiyatlarin olumlu, 6diillendirici etkileri, opiyatlarin eglence amaclh
kullanimina baglamanin itici bileseni olarak kabul edilir (2). Bagimlilik, s6z konusu
uyusturucu sinifina ve reseptore 6zgiidiir. Opioidlere maruz kalma siiresi ne kadar uzun
olursa, bagimlilik ve tolerans derecesi de o kadar yiiksek olur (52). Fiziksel bagimlilik
gelistikten sonra, yoksunluk semptomlarini 6nlemek i¢in opioid tiiketimi siirdiirtiliir
(76). Bu nedenle tedavi uzun ve zordur. Metadon, buprenorfin, bir opioid antagonisti
olan naltrekson gibi opioid agonistleri veya yoksunluk temelli tedavi tercih edilebilir. a-
2 agonisti klonidin, opioid analjezik detoksifikasyonu i¢in FDA onayl tedavilerdendir
(28).

Morfin gibi bagimlilik yapict maddelerin kullanimi genel olarak beyindeki 6diil
sistemi olan medial prefrontal korteks (PFC), ventral tegmental alan (VTA) ve nucleus
accumbens (NAc) gibi mezolimbik dopaminerjik sistemin yapilarini uyararak nucleus
accumbensten dopamin salinimina neden olur (79) (Sekil 2.2). Morfin ve diger opioidlerin
odiillendirici etkisi, VTA’'nin GABAerjik terminallerinde lokalize olan p opioid
reseptorlerinin uyarilmasi ile iliskilidir. Bu stimiilasyon GABA salinimini inhibe eder, bu
da dopaminerjik ndronlar1 disinhibe eder ve NAc’de 6fori duygularina neden olan ve
bagimliligin gelisimini destekleyen dopamin salinimina yol acar (28, 52, 80). Bunun
yaninda ventral striatum, hipokampiis, PFC veya amigdala gibi beyin yapilarindan
VTA’ya gelen uyarilar da nucleus accumbense dopamin salinimi artirirlar. Bunun yaninda

bu yapilarin NAc’a dogrudan innervasyonlar1 vardir (81).
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Sekil 2.2. Mezolimbik dopaminerjik sisteme morfin uygulamasinin etkisi (Ami-

amigdala, DA-dopamin, HP-hipokampiis, NAc-nucleus accumbens, PFC-prefrontal
korteks, VTA-ventral tegmental alan) (www.biorender.com adresinden uyarlanarak

hazirlanmstir).

2.1.9. Opioid bagimliliginda yoksunluk gelismesi

Opiyat yoksunlugu 6nemli somatomotor ve otonomik bulgular ile (ajitasyon, hiperaljezi,
hipertermi, hipertansiyon, diyare, g6z bebegi geniglemesi ve hemen hemen tiim hipofiz ve
adrenomediiller hormonlarin salinimiyla yansitilir) ve duygusal semptomlarla (disfori,
anksiyete ve depresyon) kendini gosterir. Yoksunluk durumu oldukea rahatsiz edicidir ve
madde alicisin1 yoksunluktan ka¢inmak i¢in giiglii ¢abalar gostermeye, yani daha fazla
madde tiiketmeye motive eder (82). Capraz tolerans olgusuyla tutarli olarak, ayn1 opiyat
reseptoriiyle etkilesime giren ilaglar, aymi reseptdr lizerinde etki eden baska bir ilaca
(6rnegin morfin ve metadon) toleransli organizmalarda gozlemlenen yoksunlugun

bastirilmasina neden olur (83).
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Yoksunluk gelisimi DSM-V’e gore opioid kullaniminin azaltilmasi veya kesilmesi ya
da opioid antagonistinin verilmesi durumunda birka¢ dakika-giin igerisinde disforik ruh
hali, bulant1 veya kusma, miyalji, lakrimasyon veya rinore, ishal, esneme, uykusuzluk,
pupillerde dilatasyon veya terleme gibi bulgu ve semptomlarin gelismesi olarak
tanimlanmistir (78).Yoksunluk sendromunun baglangi¢c zamani, yogunlugu ve stiresi daha
once kullanilan ilaca baghdir ve biyolojik yar1 émriyle iliskili olabilir. Morfin veya
eroinle, yoksunluk belirtileri genellikle son dozdan 6-10 saat sonra baslar. Zirve etkiler
36-48 saatte goriiliir, bundan sonra belirti ve semptomlarin ¢ogu kademeli olarak azalir. 5
giine kadar etkilerin ¢ogu ortadan kalkar, ancak baz1 vakalarda aylarca stirebilir (28).

Gegici, hizlandirilmis yoksunluk sendromu -antagonistle hizlandirilmis yoksunluk-
nalokson veya bagka bir antagonist uygulanarak opioidlere fiziksel olarak bagimli bir
denekte indiiklenebilir. Antagonistin enjeksiyonundan sonraki 3 dakika i¢inde, ilaci ani
birakmadan sonra goriilenlere benzer isaretler ve semptomlar ortaya ¢ikar, 10-20 dakikada
zirveye ulasir ve 1 saat sonra biiyiik Olgiide azalir. Nispeten hafif bir yoksunluk
sendromuna neden olan metadon kullaniminda dahi, antagonistle hizlandirilmis
yoksunluk sendromu ¢ok siddetli olabilir (28, 41).

Opioid bagimliliginda, mezokortikolimbik dopaminerjik sistem NAc bdlgesinde
dopamin salinimini aktive eder ve indiikler. Opioid bagimliliginda SSS'deki dopaminerjik
aktivitedeki adaptif artis, yoksunluk sirasinda baskilanir ve ¢ekilme semptomlar1 ortaya
cikar (84). Kronik ila¢ maruziyeti sonrasi NAc’de dopaminerjik ve serotonerjik iletide
zayiflama, p opioid reseptorlerin yanitinda artis, GABAerjik iletide azalma ve NMDA
glutamaterjik iletide artis olusmasi gibi degisiklikler yoksunluk sendromunun olusmasina
neden olmaktadir (85). Locus coeruleus (LC) ve nucleus tractus solitarius'tan (NTS)
VTA'ya projekte olan noradrenerjik ndronal agin ve noradrenalinin (NA) opioid kullanimi1
sonrasinda ortaya ¢ikan yoksunluk sendromuna katkida bulundugu diisiintilmektedir (86).
Morfin bagimliliginda dopamin (DA) disinda NA, glutamat, serotonin, GABA, adenozin,
nitrik oksit, oreksin gibi norotransmiterler veya noéromodulatorlerin gorev aldigi
gosterilmistir (5-7). Odiil mekanizmalarinda yer alan bu norotransmitterlerin etkilerinin
farmakolojik ajanlar ile modiile edilmesi, ilag bagimlilig1 ve yoksunluk tedavisinde yeni

yaklagimlar kazandirabilir (52).
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Gilintimiizde opiyat bagimliligi tedavisinde metadon, buprenorfin, naltrekson,
lofeksidin gibi farmakolojik tedavi seceneklerine ek olarak motivasyonel goriisme,
biligsel davranisci terapi gibi psikoterapiler de kullanilmaktadir. Ancak opioid bagimliligi

tedavisi sonrasi hastalik yiiksek oranda tekrarlamaktadir (87).

2.1.9.1. Sicanda morfin yoksunlugu modeli olusturulmasi

Morfin bagimlilig1 sicanlarda genellikle art arda 5-9 giin boyunca morfinin artan dozlarda
(10'dan 50-100 mg/kg'a kadar) kronik uygulanmasiyla elde edilir. Morfin yoksunlugu
belirtilerinin olugturulmasi1 ise deney hayvaninda ya kronik morfin uygulamasinin
kesilmesi ya da en sik kullanilan yontem olan opioid reseptor antagonisti naloksonun (1-
6 mg/kg araliginda degisen dozlarda) verilmesi ile meydana gelir (52). Morfin yoksunluk
belirtileri kemirgenlerde sigrama, 1slak kopek silkinmesi, karin germe, pitozis ve kilo
kayb1 gibi bulgularla belirti verir (5, 52). Baz1 ¢aligmalarda morfin yoksunlugunda
mezokortikolimbik sistemdeki dopamin azalisinin kritik bir 6neme sahip oldugu bildirilse
de NA, serotonin, glutamat, oreksin ve kortizol gibi ndrotransmitterler de bu siirece

katkida bulunabilir (52, 76, 85).

2.2. Renin Anjiyotensin Sistemi

Renin anjiyotensin sistemi (RAS), ilk kez Tigerstedt ve Bergman (1898) tarafindan tavsan
bobreginde tanimlanmustir (16). Filogenetik olarak RAS, lamprey gibi ilkel omurgalilarda
bulunan ¢ok eski bir hormon sistemidir ve suda yasayan canlilardan karasal canlilara
adaptasyonda ve az tuzlu ekosistemlerde yasamin devaminda énemli bir rol oynar (88).
RAS noral, vaskiiler ve kardiyopulmoner fizyolojide dnemli bir rol oynayan, cesitli

enzimler ile peptitlerden olusan bir peptit hormon sistemidir (8).

2.2.1 Renin anjivotensin sisteminde ver alan peptitler ve reseptorler

Anjiyotensin II (ANJ II), onciil protein anjiyotensinojenden renin ve anjiyotensin
dontstiiriicii enzim (ADE veya ADE1) enzimleri tarafindan sirali boliinmeler yoluyla

iiretilen ana RAS efektor peptididir (Sekil 2.3) (Tablo 2.2). ANJ II, ANJ I tip 1 (AT1) ve
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2 (AT2) reseptorleri olarak adlandirilan iki ana G-protein bagl reseptdre baglanir. Klasik
RAS’1n periferik etkilerinin (damarlarin kasilmasi ve bobreklerde su ve tuz tutulmasi gibi)
cogunluguyla AT1 reseptorleri iligkilidir. AT1 reseptoriiniin geni insanlarda kromozom 3q
iizerinde yer almaktadir ve 40-42 kDa protein (359 amino asit) kodlar. AT1 reseptorii
aktive olduktan sonra, membran fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat hidrolize olarak inositol
trifosfat (IP3) ve diacilgliserol (DAG) iiretilir. Endoplazmik retikulum gibi hiicre i¢i Ca*?
depo bolgelerinde IP3 reseptorleri bulunur. Bunlar ligand kapili Ca*? salim kanallaridir ve
IP3 reseptorlerine baglanarak intraselliiler Ca™ depolarinin hareket etmesini saglar (89).
NADPH, mitokondriden sonra ikinci biiyiik siiperoksit kaynagidir. DAG protein kinaz
C'yi aktive ederek, NADPH oksidaz kompleksinin uyarilmasini destekler (90, 91).
Stiperoksit ve siiperoksit bilesenlerinden NADPH-oksidaz ile iretilen reaktif oksijen
tirleri (ROS), AT1 reseptorlerinin oksidasyonu ve inflamasyonu arttiric1 etkilerinden

sorumlu olan baslica etmenlerdir (92).

PRO-OKSIDATIF / PRO-
INFLAMATUAR

EKSEN ‘

Anjiyotensinojen
ProRenin/Renin

Anjiyotensin I

ANTI-OKSIDATIF / ANTIi-INFLAMATUAR
EKSEN

Anjiyotensin 1-9

ADE/NEP

Anjiyotensin 1-7

Anjiyotensin 11

([ Mack )

Sekil 2.3. Renin anjiyotensin sistemde yer alan peptitler ve reseptorler (16) (Notral

endopeptidaz -NEP-)
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Tablo 2.2. Renin anjiyotensin sisteminde yer alan peptitler (17)

Ad1 Primer Dizi Reseptor

ANJ I (ANJ 1-10) H-Asp-Arg-Val-Tyr-1le-His-Pro-Phe-His-Leu- -

OH

ANJ 1-9 H-Asp-Arg-Val-Tyr-1le-His-Pro-Phe-His-OH Mas
reseptoru

ANJII (ANJ 1-8)  H-Asp-Arg-Val-Tyr-1le-His-Pro-Phe-OH ATRI1/ATR
2

ANJ 1-7 H-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-OH Mas
reseptoru

ANJ 1-5 H-Asp-Arg-Val-Tyr-1le-OH Mas
reseptoru

ANJ 1-4 H-Asp-Arg-Val-Tyr-OH ATR4

ANJ I (ANJ 2-8) H-Asp-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-OH ATR1/ATR
2

ANJ IV (ANJ 3-8) H-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-OH IRAP

Alamandin H-Ala-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-OH MrgD

AT2 reseptorii 363 amino asitlik bir proteindir. AT2 geni X kromozomunda,
cogunlukla Xq23 bolgesinde bulunur (93). AT2 reseptorleri aktive edildiginde genelde
AT1 reseptorleri tarafindan harekete gecirilen etkilere zit degisimler gosterir. AT2
reseptorlerinin aktivasyonu NADPH oksidaz enziminin aktivitesini azaltarak siiperoksit
iiretimini smirlar ve nitrik oksit AT2R sinyali i¢in 6nemli bir ara tiriindiir (94-96). AT2
ekspresyonunda cinsiyet farkliliklar1 gozlenmistir ve bu farkliliklar hem hormonal hem de
cinsiyet kromozomu tamamlayici etkilerle iligkili olabilir (97).

AT1 ve AT2 reseptorlerine ek olarak diger anjiyotensin peptitleri ve reseptorleri, genel
olarak pro-oksidatif ve pro-inflamatuar bir kol ile ona kars1 diizenleyici islevleri bulunan
anti-oksidatif ve anti-inflamatuar bir kol seklinde organize olarak RAS fonksiyonlarmi

modiile eder (Sekil 2.3). Fiziksel kosullarda her iki tarafin da dogru sekilde dengelenmesi
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gerekir. Oksidasyon ve inflamasyona yol acgan yolaklar temelde ANJ II/AT1
reseptorlerinin NADPH oksidaz kompleksi enziminin ve Ca*?’un sitoplazmaya salinimini
aktive etmesi ile olusturulur. Bunun yaninda, prorenin ve renin de AT1 reseptorlerine
baglanabilir (Sekil 2.3). Proreninin ve reninin AT1 reseptOriine baglanmasi, benzer
yolaklarda aktivasyona neden olur. Prorenin reseptorii de AT1 reseptdr aktivasyonunun
yol ac¢tig1 mekanizmalar gibi oksidatif etkilere yol agan mekanizmalar1 tetikler (98). Anti-
oksidatif/anti-inflamatuar eksen esas olarak ANJ II/AT2 reseptor bileseni ve G-protein-
bagli Mas reseptorii (MasR) (99, 100) ve MrgD (101) ve MrgE (102) gibi Mas ile iliskili
G protein reseptor ailesi iiyelerinin ANJ (1- 7) ve alamandin tarafindan aktivasyonu ile
olusturulur.

Anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ADE2) oksidasyon olusturan yolakta bulunan
peptitleri (ANJ I ve ANJ II), anti-oksidasyon mekanizmalarinda yer alan ANJ 1-9 ve ANJ
1-7, ANJ A, ANJ III gibi diger peptitlere tlirevlere parcalayarak sistemin iki ucu arasindaki
dengeyi saglamada 6nemli bir rol oynamaktadir (20) (Sekil 2.3). Alamandin, ANJ 1-7'nin
aspartik asit amino asidinin dekarboksilasyonu ile sentezlenir (101). Mas ile iliskili G
proteini reseptorleri i¢in ana ligand, alamandindir. ANJ A, ANJ III ve ANJ IV gibi diger
RAS bilesenlerinin rolii halen tartisilmaktadir (103).

Farkli RAS reseptorleri ve RAS reseptorleri ile dopamin, adenozin, kannabinoid,
bradikinin veya noradrenalin ile aktive olan reseptdrler arasinda reseptor heteromerleri
oldugu bildirilmistir (104). AT1 reseptorii kendisiyle de dimerleserek ve AT1-AT1
homodimerlerini olusturabilir. AT1R’nin AT2R ile birlesmesi ise AT1 reseptoriiniin
sinyalizasyonunu bloke edilmesine neden olur veya reseptorlerden birine antagonist
baglanmasi diger reseptor aktivitesinin inhibe edilmesini geriye dondiirebilir (105). AT1
reseptoril ile Mas reseptdriiniin ndronlarda hetero -dimerler ve -trimerler meydana geldigi
bulunmustur (106). Beynin striatum bdlgesinde ise AT1R ile DA D2 reseptorlerinin
heteromer yapisit olusturup birlestigi ve AT1 reseptoriine agonist ve antagonist etki
gosteren ilaglarin D2 reseptorler etkilesimlerini degistirebildigi bildirilmistir (107).

Dolagimdaki RAS ve doku veya parakrin RAS'a (Sekil 2.3) ek olarak, fibroblastlar,
vaskiiler diiz kas hiicreleri, kalp hiicreleri, bobrek hiicreleri ve néronlar dahil olmak iizere

cesitli hiicre tiirlerinde hiicre i¢i veya intrakrin RAS (6zellikle mitokondri veya niikleus
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membrani iizerinde) tanimlanmistir (20, 108). Intraselliiler ortamda yer alan {igiincii bir
RAS, ANJ II'nin intraselliiler olarak olusumu sentezi ve farkli RAS peptitlerinin,

enzimlerinin ve reseptdrlerinin hiicre icinde bulunmasi ile desteklenmektedir.

2.2.2 Renin anjivotensin sisteminin fizvolojik etKileri

Vazokonstriksiyon: AT1R, ANJ II'nin prekapiller arteriyollerde ve postkapiller veniillerde

vazokonstriksiyona bagli kan basincini artisina neden olan birincil reseptordiir (109).

Aldosteron salgisinin uyarilmasi: ANJ II, adrenal korteksi aldosteron hormonunun
salgilanmas1 i¢in uyarir. Aldosteron, bobreklerin distal tiibiillerinin ve toplama
kanallarmin potasyum karsiliginda su ve sodyumu reabsorbsiyonuna neden olarak
ekstraselliiller hacim ve kan basincinda artisa yol acar. Ayrica aldosteronun etkisiyle

potasyum atilimi da artmasi viicutta elektrolit dengesinin korunmasini olanak saglar (110).

Antidiliretik Hormon (ADH) salgisinin uyarilmasi: ANJ II, hipotalamusu uyararak
antidiiiretik hormon (ADH) salinimmi artirir. ADH, bobreklerde suyun geri emilimini

saglayarak idrarla su kaybin1 azaltir ve bdylece viicudun su dengesini korur (111).

Bobreklerde glomertiler filtrasyon hizinin (GFR) diizenlenmesi: ANJ II, bobreklerdeki
glomeriiler filtrasyon hizin1 koruyarak bobrek fonksiyonlarinin saglikli bir sekilde devam
etmesine katki saglar. Ozellikle bobrekteki efferent arteriyolleri daraltarak glomeriiller
lizerinde yeterli basin¢ olusturur. Bu durum, diisiik kan basincina ragmen filtrasyon

hizinin korunmasina olanak tanir (111).

Sempatik sinir sisteminin aktivasyonu: ANJ II, sempatik sinir sistemini uyararak pozitif
kronotrop etki ile kalp atis hizin1 ve pozitif inotropik etki ile kalbin kasilma giiclinii artirir.
Ayrica sempatik sistemin alfa 1 reseptorlerinin etkisiyle bobreklerden daha fazla renin
salgilanir ve RAS daha da aktif hale gelir. Sonu¢ olarak, kan basinci ve kan hacmi
diistislerinde viicudun hizli yanit vermesini saglar (111). Sempatik sistemin bu
aktivasyonu oOzellikle beyindeki nukleus solitarius ve paraventrikiiler c¢ekirdek gibi

bolgelerdeki ANJ II aktivitesi ile iligskilendirilmistir.
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Kalp ve Damar Sisteminde Remodeling (Yapisal Yeniden Sekillenme): ANJ I, siirekli
yiiksek seviyelerde bulundugunda kalp ve damar sisteminde yapisal degisikliklere
(remodeling) yol agabilir. Ornegin, anjiotensin II kalp kas1 hiicrelerinin hipertrofisine ve
damar duvarlarinin kalinlagmasma, damar sertligi ve ateroskleroz tablosunun

agirlasmasina neden olabilir (112).

ANJ 11 tip 2 reseptorii (AT2R) de ¢esitli dokularda tanimlanmaistir ve aktivasyonunun
ATI1R aracili etkilere karsit gérev aldigi ve bu nedenle 6zellikle nitrik oksit salinimi ve
anti proliferasyon yoluyla kompanse edici yanitlarda rol oynadig: diisiiniilmektedir (95).
ANJ-(1-7) MasR araciligiyla etki ederek vazodilatasyonu tesvik eden ve antiproliferatif
ve antihipertrofik etkiler gosteren ANJ II'nin 6zelliklerine zit 6zelliklere sahiptir (100).
RAS sisteminde yer alan peptit ve enzimleri hedefleyen antihipertansif ilaglar klinikte
siklikla kullanilmaktadir. Aliskiren renin enzimini inhibe eder. ADE inhibitorleri
(kaptopril, enalapril, lisinopril gibi) ANJ I’den ANJ II’nin iretilmesini bloke ederek
etkilerini gosterirler. Anjiyotensin II reseptdr blokorleri (ARB) (valsartan, losartan,
kandesartan gibi) ise AT1R’in selektif kompetetif antagonistleridir. Spirinolakton ve

eplerenon ise aldosteronun kompetetif reseptor blokorleridir (28).

2.2.3 Beyinde bulunan renin anjivotensin sistemi

ANIJ II intakt bir kan beyin bariyerini (KBB) gecemedigi i¢in beyinde RAS baslangicta
sirkumventrikiiler organlar araciligiyla kan basincinin diizenlenmesiyle iliskilendirilmistir
(113). Ayrica, ANJ II'nin beyindeki diizeylerinin serumdan daha yiiksek olmasi, beyinde
yer alan parakrin bir RAS sisteminin olabilecegini ortaya koymaktadir. Beyin RAS sistemi
icin en Onemli protein olan anjiyotensinojen, en fazla astrositlerde iiretilmektedir (114),
noronlar gibi diger hiicrelerde daha az iiretilir. Yapilan ilk arastirmalarda beyinde renin
diizeyi tespit edilememis ve bu nedenle beyinde bulunan ANJ II'nin periferik dolasimdan
gecebilecegi diisiiniilmiis, bagimsiz bir beyin RAS'min olabilecegi tartismali kalmstir.
Sonraki calismalarda beyinde az miktarda renin ve yliksek seviyelerde prorenin ve

prorenin reseptorlerinin varligi kanitlanmistir (115). KBB, periferdeki sistemik ANJ II'nin
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ndronal dokulara gegmesine bir bariyer gorevi gordiigiinden, beyin RAS’1n, sistemik
RAS'tan bagimsiz ¢alistig1 kabul edilmektedir (116).

Baglica noroaktif anjiyotensin peptitleri arasinda ANJ II, ANJ IV, ANJ (1-7) ve
Alamandin sayilabilir (Tablo 2.2), (Sekil 2.4). ANJ II ayrica aminopeptidazlar tarafindan
ANJ IIT'e, ardindan da ANJ IV'e doniistiiriilebilir. ANJ III, AT1R'leri ANJ II'den daha az
bir afinite ile ve AT2R'leri ANJ II'den daha ytiiksek bir afinite ile baglar. ANJ IV, AT4R'leri
baglar ve yiiksek konsantrasyonlarda oldugunda AT1R'leri de baglayabilir (20).

Anjiyotensinojen

Asp Arg Val Tyr llc His Pro Phc His ! Arg Val Tyr lle His Pro Phe

Asp Arg Val Tyr lle His Pro Phe His Leu

Anjiyotensin (1-9)
\m Anjiyotensin I (1-10)

Anjiyotensin I1I (2-8)

#

Val Tyr lle His Pro Phe
Anjiyotensin IV (3-8)

Asp Arg Val Tyr lle His Pro Asp Arg Val Tyr lle His Pro  Phe Asp Arg Val Tyr lle His Pro

Anjiyotensin II (1-8) Alamandin

Anjiyotensin (1-7)

Ala Arg Val Tyr lle His Pro  Phe

Anjiyotensin A

Sekil 2.4 Beyinde bulunan renin anjiyotensin sistemi peptitleri (20) (Aminopeptidaz A -
Ap-A, aminopeptidaz N-Ap-N, notral endopeptidaz-NEP, dekarboksilaz -DC).

ATI1R ve AT2R, korteks, hipokampus, locus coeruleus, amigdala, periaqueduktal
grey, medyan eminens, subfornik organ, paraventrikiiler niikleus, dorsomedial
hipotalamus ve niikleus traktus solitarius dahil olmak tizere tiim beyine dagilmistir. Beyine
0zgli olan lokal RAS’1in AT1 reseptorii; sivi ve elektrolit dengesinin diizenlenmesi,
noroendokrin kontrol ve kardiyovaskiiler sistemin otonomik kontrolii ile iliskili

bolgelerde bulunur (117). AT2R aktivasyonu kognisyonu, hiicre sagkalimini kolaylastirir
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ve hem antioksidan Ozelliklere hem de anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir. Hiicre
yiizeyinde bulunan AT2R, bu islevleri gerceklestirmek i¢in serin-treonin fosfataz (PP2A)
ve peroksizom proliferator aktive reseptdr y (PPARYy) gibi yollarin aktivasyonuna yol
acabilir (43). Hem AT2R'ler hem de MasR ayni zamanda korteks, hipokampus ve bazal
gangliyonlardaki noronlar, astrositler ve mikroglia lizerinde bulunan G proteine bagl
reseptorlerdir. Mas ile iliskili G protein bagh reseptorler (MrgD), AT2R'ler ve ADE2
vazodilatasyondaki rolleriyle bilinirler, ancak beyinde 6zellikle kognisyonu ve hiicre
sagkalimini arttirirlar ve hem antioksidan hem de anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptirler.
AT2R, MasR ve MrgD yollar1 birbirine baghdir. ADE2, MasR'ler ve MrgD'ler i¢in ligand
olusumunu saglar. AT2R aktivasyonu ADE2 ekspresyonunu artirir. AT2R'ler devre dis1
birakildiginda, MasR ve ADE2 mRNA, protein ve aktivitesinde bir diislis olur (118).
AT2R'ler ve MasR'lerin her biri AT1R'lerle heterodimerize olarak AT2R/AT1R ve
MasR/AT1R heterodimerleri olusturarak AT 1R'leri direkt antagonize ve inaktive edebilir,
bu da AT1R sinyal yollarinda azalmaya yol agar. ADE2, bu AT2R/AT1R ve MasR/AT1R
heterodimerlerinin olusumunu 6nemli Ol¢lide artirir (20). AT4R, G proteine bagl bir
reseptor degil, insiilinle diizenlenen bir aminopeptidaz (IRAP) yapisindadir. Korteks,
hipokampus ve bazal ganglionlardaki ndronlarda yer alan bir tip II aminopeptidaz
membran proteinidir (118). Diger reseptorlerin aksine, AT4R'ler néronlarla sinirli olabilir.
AT4R aktivasyonu kognisyonu, hiicre sinyal iletimini, sinaptik remodelingi gelistirir ve

hem antioksidan hem de anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir (119).

2.2.4. Beyinde bulunan renin anjivotensin sistemi ve dopamin iliskisi

ANIJ II/AT1 reseptor ve pro-renin sinyalizasyonu ile olustan oksidatif ve inflamatuar
mekanizmanin bilesenleri dopamin sentezleyen ve salgilayan noéronlarda ve glial
hiicrelerde gosterilmistir (120). Son zamanlarda ANJ II/AT2 yolag1 ve ANJ 1-7/MasR
yolagini da igeren anti-oksidatif ve anti-inflamatuar mekanizmalarin varligi da ortaya
konmustur (97). Beyinde, dopamin ve ANJ II arasindaki etkilesim ilk olarak mikrodiyaliz
deneyi ile gosterilmis ve ANJ II'nin striatuma akut olarak uygulamasinin striatumda AT
reseptdr antagonistleri tarafindan bloke edilebilen bir dopamin salinimina neden oldugu

ortaya c¢cikmistir. Bu sonuglar, ANJ II'nin AT1 reseptorlerini aktive ederek dopamin
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salinimint arttirabildigini ve dopamin seviyelerinde bir azalma oldugunda, ANJ II/AT1
reseptor aktivitesinde kompansatuar bir artis olusturularak dopaminerjik fonksiyonun eski
haline getirilmesinin saglanacagini gostermektedir (121). Bununla beraber ANJ II
katekolamin biyosentezi ig¢in kilit rol {istlenen tirozin hidroksilaz ve dopamin [-
hidroksilaz enzimlerinin ifadesini ve metabolizmasini degistirebilir, bu sayede NA ve DA
sentezinin diizenlenmesinde rolii bulunur. Anjiyotensin ve DA reseptorleri arasindaki
karsilikl1 etkilesimler substantia nigra ve striatumda yapilan arastirmalarda gosterilmistir

(122).

2.2.5. Beyinde bulunan renin anjivotensin sisteminin kognitif etkileri

RAS modiilatorlerinin (ADE inhibitdrleri, ARB gibi) hipotansif etkilerinden bagimsiz
olarak, kognisyonunun gelistirilmesi gibi baska pleiotropik 6zelliklere de sahip oldugu
gosterilmistir. Beyinde, RAS'in farkli bilesenleri noroprotektif ve kognisyon agisindan
kapsamli bir sekilde incelenmistir (20).

Beyinde bulunan RAS’1 etkileyen ilaglarin bazi hastalik modellerinde (Alzheimer
hastalig1, Parkinson hastaligi, multipl skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklar veya inme
gibi serebrovaskiiler durumlar) yapilan in-vitro ve in-vivo ¢alismalarda ndroprotektif etki
gosterdigi bilinmektedir (10, 11, 13-17). RAS inhibitdrleri periferde kardiyovaskiiler,
renal ve metabolik hastaliklarda rol alirken, beyinde migren, ndropatik agri, kognitif
bozukluklar ve serebral hasarlanma gibi patolojilerde etkilidir (117). RAS ile kolinerjik,
dopaminerjik ve adrenerjik sistemler gibi diger sistemler arasinda bir ¢apraz etkilesim
oldugu gosterilmistir (14, 20).

Ornek vermek gerekirse ATIR blokérii telmisartanin, tekrarlanan serebral iskemi
modelinde, kronik serebral hipoperfiizyon modelinde, akut ve kronik stres modelinde,
lipopolisakkarit kaynakli noroinflamasyonda ve kronik bobrek hastaligi olan liremik
farelerde hafiza bozuklugunu iyilestirdigi gosterilmistir (10). Ayrica, inme egilimli
spontan hipertansif sicanlarin telmisartan ile tedavisi uzamsal 6grenmeyi ve hafizay1
gelistirmistir (123). Ayrica telmisartan diyabete bagli kognitif gerilemeyi iyilestirmek i¢in
PPARYy aktivasyonu yoluyla KBB gecirgenligindeki bozulmalar1 hafifletmis, telmisartanin
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PPARYy aktivasyonunun kognisyon tlizerindeki olumlu etkileri kismen aciklayabilecegi 6ne
stirilmiistiir (124).

Losartan, Azheimer hastaligi hayvan modellerinde kullanilan bir baska ATI1R
blokdriidiir. Losartanin, amiloid-f oncii protein modelinde yash farelerde uzamsal
ogrenme ve hafiza kapasitesini normallestirdigi gosterilmistir. Ayrica astrogliozisi
azalttig1 ve ATIR ve AT4R'nin ekspresyon seviyelerini normallestirdigi bildirilmistir
(125). AT1R'nin kronik blokaji ANJ IV {iretimini artirir. Asir1 eksprese edilen ANJ 1V,
ATI1R sinyalini aktive edebilir. AT 1R bloke edildiginde ANJ 1V, yiiksek konsantrasyonda
bile, yalnizca AT4R reseptorlerine baglanir. ANJ IV/AT4R sinyali, AT2R'leri aktive etmek
iizere baglanacak ANJ III konsantrasyonunu, anti-inflamatuar etkiler gostermek {izere
nitrik oksiti artirir ve sinaptik iletimi ile uzun dénem hafiza olusumunu gelistirir (126).

ADE’nin perindopril gibi santral sinir sistemini etkileyen inhibitorlerle inhibisyonu,
Alzheimer hastalig1 hayvan modellerinde biligsel bozuklugu azaltmistir. ADE inhibisyonu
ile kognisyondaki iyilesmenin mekanizmasi; ADE ve dopaminerjik norotransmisyon
arasindaki etkilesim, asetilkolinesteraz aktivitesi ve ekspresyonunun azaltilmasi, serebral
kan akismin artmasi, oksidatif ve nitratif stresin azalmasi, amiloid beta birikiminin
azalmasi veya bu faktorlerin bir kombinasyonu gibi birden fazla faktorle agiklanabilir
(127). Cesitli caligmalar, kandesartan da dahil olmak iizere ARB'lerin etkilerine AT 1R'nin
bloke edilmesinin aracilik ettigini ve bunun da AT2R'ye baglanabilen baglanmamis ANJ
IT miktarinin artmasi nedeniyle AT2R'nin aktivasyonuna yol agtigini gostermistir (128).
Baska bir calismada, AT2R'nin dogrudan uyarilmas1 uzamsal hafizay1 gelistirmis ve bir
Alzheimer hastaligi modeli deneyinde ICV Amiloid Beta (1-40) enjeksiyonundan sonra
biligsel gerilemeyi onlemistir (129).

2.2.6. Beyinde bulunan renin anjivotensin sisteminin opioidler ile iliskisi

Beyindeki ve periferdeki RAS ile endojen opioidler arasinda 6nemli pozitif ve negatif
etkilesimler bulunmaktadir (117). ANJ II'nin analjezik, hormonal ve kardiyovaskiiler
etkilerine indirekt olarak endojen opioidlerin salinimi aracilik ederken (130, 131),
opioidlerin de RAS bilesenlerini aktive ettigi gosterilmistir (132, 133). Preklinik ve klinik
caligmalarda ADE inhibitorii ve opioidler birlikte kullanildiginda opioidlerin etkinliginin
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arttig1 gosterilmistir (134). ADE inhibitdrii olan kaptopril ile siganlarda yapilan bir
calismada, kaptoprilin olas1 inflamasyon yolaklarini inhibe ederek antinosiseptik 6zellik
gosterdigi, morfinin analjezik etkisini artirdig1 ve tekrarlayan morfin uygulamasina karsi
tolerans gelisimini engelledigi bildirilmistir (135). Buna zit olarak, RAS ile opioid sistemi
arasinda negatif bir iliski oldugunu 6ne siiren raporlar da mevcuttur. Baz1 arastirmalar
ANJ II'nin opioidlerin etkilerini azaltmak i¢in anti-opioid peptit gorevi gordiigi fikrini
desteklemektedir (136, 137). Ayrica, anjiyotensin salimiminda ve isleyisinde endojen
opioidlerin bazal inhibitor etkisi olabilecegi ve normal kosullarda RAS’in asiri
aktivasyonunu Onleyebilecegi, opioid agonistlerin bazi1 etkilerini anjiyotensin
reseptorlerini  bloke ederek iiretebilecegi o©ne siirtilmiistir (138, 139). ADE
inhibitorlerinin  opioidlerle  birlikte  uygulanmasi, muhtemelen  opioidlerin

metabolizmasinin azalmasina bagl olarak etkilerinin giiclenmesine yol acabilir (134).

2.2.7. Beyinde bulunan renin anjivotensin sisteminin bagimhhk ile iliskisi

RAS’m, ddiil sistemi dahil olmak iizere beyin fonksiyonlarinin fizyolojisi i¢in ¢ok 6énemli
oldugu diisiiniilmektedir (140). Son arastirmalar, mezolimbik dopaminerjik 6diil
sisteminin modiilasyonu nedeniyle RAS'm madde kétiiye kullanimi ve bagimliligimin
gelisimindeki kritik rollerini vurgulamistir. Spesifik olarak, ANJ II ve AT1R'nin
ekspresyonu, hayvanlarda ve insanlarda VTA dahil olmak iizere DAerjik beyin 6diil
bolgeleri ile iliskilidir (141). ADE1, DA reseptorlerinin aktivasyonunu kontrol ederek
opioid bagimliliginin patofizyolojisine kap1 agarken, ANJ II, DA sentezini uyarir ve
oksidatif stresin indiiklenmesi yoluyla rodent beyinlerinde veya noronal kiiltiirlerde
DAerjik hiicre 6liimiinii veya dejenerasyonunu siddetlendirir (92).

ADEI1/ANJ 1I/AT1R ekseni, alkol tiiketiminin diizenlenmesinde ve alkol
bagimliliginda da yer almaktadir. Beyin ANJ II-AT IR sinyalinin aktivasyonu, rodentlerde
yliksek alkol tiiketimine katkida bulunur, oysa ADEI inhibitorleri veya ATIR
antagonistleri, kompiilsif alkol aliminda 6nemli azalmaya neden olur. Bununla birlikte,
beyin ANJ II tarafindan uygulanan eylemler ANJ 1-7 tarafindan zit sekilde diizenlenir ve
bu etkilesim oksidatif durumun modiilasyonunda yer alir (142). Ayrica, ANJ 1-7

olusumunda hiz sinirlayict enzim olan ADE2'nin ve ANJ 1-7 reseptorii olan MasR'nin
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ekspresyonu, bol miktarda DAerjik néron igeren ve DAerjik sistem iizerinde néroprotektif
etkiler sergileyen VTA dahil mezolimbik bolgelerde gézlenmektedir (118). Baska bir
calismada, ADE2 diizensizliginin beyinde artan oksidatif strese katkida bulundugu ve bu
nedenle DAerjik noéronlarin nérodejenerasyonunda 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir
(102).

Psikoaktif maddelerin alimi beyin RAS'min homeostazin1 da degistirebilir. Ornegin
nikotin ile tedavi, néronlarda ve glial hiicrelerde AT1R'nin upregiilasyonuna ve ADE2'nin
downregiilasyonuna yol agmustir (143). Kokain igeren hayvan deneylerinde, ADEI1'in
ekspresyonu ve aktivitesinin si¢an striatumu ve frontal kortekste 6nemli Olciide arttig
bulunmustur (144). Toluene kronik maruz kalma, bagimliligin bir gostergesi olan
lokomotor duyarliligini 6nemli dl¢lide artirirken ADE! inhibitorii kaptopril veya AT1R
antagonisti losartan uygulamasi, NAc'de ANJ (1-7)/ANJ II oranmni artirarak davranigsal
yanitt azaltmistir (145). Amfetamine maruz kalan rodentlerde de RAS diizensizlikleri
bildirilmistir (146). Iki sise tercihli alkol bagimlihk modelinde Sardinian alcohol
preferring siganlarla yapilan bir ¢alismada ICV uygulanan telmisartan enjeksiyonunun
sicanlarin alkol tiiketimini, NAc bolgesindeki dopamin miktarini degistirmeden azalttig1
gosterilmistir (24). Sprague-Dawley siganlarda yapilan iki sise secimine aralikli erigim
paradigmasi kullanilarak olusturulan volunter ytiksek alkol tiiketimi modelinde, asir1 alkol
alimi, oksidatif stresi indiikleyerek RAS homeostazinda 6nemli bozulmalara yol agmugtir.
RAS dengesizligi volunter alkol tiikketimini indiiklemis ve oksidatif stress ile DA
birikimini tetikleyerek orta dereceden asir1 alkol tiiketimine gegise aracilik etmistir, bu da
alkolizm ve alkol bagimliliginin etiyopatogenezinde RAS dengesizligi ve oksidatif stresin
kisir dongiisiinii ortaya koymustur. Bu ¢alismada ADE1 inhibitorii ve ANJ 1-7 kullanarak
RAS homeostazinin diizenlenmesi, icme ve bagimlilik davraniglarini 6nemli Olglide
azaltmistir (147). Bununla birlikte, iki kars1 diizenleyici RAS kolunun, alkol bagimlilig
gibi madde kullanim bozukluklarimin gelisimindeki biitiinlestirici rolleri acikliga

kavusturulmay1 beklemektedir.
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2.2.8. Morfin voksunlugu sendromunda renin anjivotensin sistemi

Morfin yoksunlugunda beyin RAS sisteminin arastirildig1 ¢caligma sayis1 olduk¢a azdir ve
olas1 etkilesim mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak agisindan yetersiz kalmaktadir. VTA’ya
yapilan ANJ II ve kaptopril enjeksiyonunun si¢anlarda morfinin kendi kendine
uygulanmas1 modelinde etkilerinin incelendigi bir ¢calismada, ANJ II grubunda, aktif kola
basma sayis1 morfin grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmugstur. Bu ¢aligma, VTA'da
ANIJ Il ile opioid sistemi arasindaki olasi etkilesimi 6ne stirmektedir (21). NAc’e kaptopril
uygulanan baska bir calismada da aktif kola basma morfin grubundan anlamli olarak
diisiik bulunmustur (22). ICV verilen kaptopril ve ANJ II’'nin morfinle indiiklenmis
kosullu yer tercihi ve morfin yoksunlugu modelinde etkilerinin incelendigi bir diger
calismada ise ICV kaptopril uygulamasinin naloksonla indiiklenmis yoksunluk
semptomlarmi azalttigi ve ANJ II’'nin bir Onceki c¢alismanin aksine yoksunluk

semptomlarini artirdig bildirilmistir (23).

2.2.9. Anjivotensin doniistiiriicii enzim inhibitorlerinden kaptopril

Kaptopril; hipertansiyon, miyokard enfarktiisii sonrasi sol ventrikiil disfonksiyonu ve
diyabetik nefropati tedavisinde kullanilan FDA onayli bir ilagtir. Endikasyon dis1 kullanim
alanlar1 arasinda akut hipertansif kriz ve Raynaud fenomeni yer almaktadir. Kaptopril
ADE’yi inhibe ederek ANJ II seviyelerini azaltir ve RAS’1 baskilar, ayrica KBB’yi
gecebilir (9). ADE ayrica vazodilatasyona neden olan bir peptid olan bradikinini de
metabolize eder. Bu nedenle ADE inhibitorleri bradikinin par¢alanmasini engelleyerek
vazodilatasyona ve bradikinin kaynakli oksiirige neden olabilir. Bu da klinikte en sik
karsilagilan ilag degistirme nedenlerinden biridir, genelde ADE inhibitérii tedavisi

kesilerek hastaya ARB baglanir (148).

2.2.10. Anjivotensin reseptor blokorlerinden telmisartan

Telmisartan hipertansiyon tedavisinde kullanilan, ARB ailesine ait bir ilag tiirtidiir. 1991
yilinda ¢aligmalarina baslanip, 1999 yilindan itibaren kullanilan ve giiniimiizde de oldukg¢a

sik recete edilen telmisartanin temel mekanizmasit AT1R’i bloke ederek vasodilatasyon
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saglayip aldosteron sentezini inhibe ederek kan basincini diistirmektir. Bu mekanizmast
sebebiyle inme, koroner arter hastaligi, bobrek yetmezligi gibi hastaliklarin meydana
gelme olasiligimi azaltir (149).

Telmisartan oldukga lipofilik olmasi nedeniyle KBB’yi gecebilmektedir (9). ARB’ler
icerisinde en giicli PPARy aktivatorii olan telmisartanin, in vitro ¢alismalarda
oligodendrositleri korudugu, beyin dokusunda inflamasyonu azaltarak Alzheimer,
vaskiiler demans ve stroke sonrasi demansta kognitif diizelme sagladigi gosterilmistir
(10). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada telmisartanin Sardinian alcohol-preferring
sicanlarin  alkol yoksunlugu bulgularint ve alkol alma tercihlerini yeme i¢me
davraniglarii etkilemeden azalttigi, ayrica ¢alismada telmisartanin bu etkisini dopamin
diizeyini degistirmeden yaptig1 gosterilmistir (24). Alkol bagimlilig1 ve RAS ile ilgili
sicanlarda yapilan en son calismaya gore ise asirt alkol aliminin VTA'da oksidatif stres
yoluyla RAS dengesizligine neden oldugu; kaptopril, ADE 2 aktivatorleri veya ANJ 1-7
mimetikleri kullanilarak RAS dengesizliginin iyilestirildigi ve oksidatif stres kisir
dongiisiiniin kirilldig1 bildirilmistir. Yazarlar bagimlilikla miicadele icin KBB’yi gecen
antioksidan RAS modiilatorlerinin kullanimini umut verici olarak ifade etmislerdir (147).
Yapilan preklinik ¢aligmalar ADE inhibitérlerinin ve ARB’nin néroprotektif ve kognitif
fonksiyonlar iyilestirici etkilerini gdsterdiginden, son yillarda 6zellikle hafif veya orta
dereceli Alzheimer hastalar1 ile bu ajanlarin hastalik progresyonunu azaltici etkileri

acisindan klinik caligmalar yiritiilmektedir (12).
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3. GEREC ve YONTEM

Tez calismasi deneylerine baslamadan énce Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’'ndan (MUHDEK) 07.2024mar protokol kodu ile etik kurul onay1
alinmistir (Ek 1).

3.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde kullanilan 8 ila 10 haftalik ortalama 277,5 g (£ 23,8 @) agirhiginda 61 adet
erkek cinsiyetinde Wistar Albino sigan Marmara Universitesi Deney Hayvanlar
Uygulama ve Arastirma Merkezi ve Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip
Arastirma Enstitiisii laboratuvarlarindan temin edildi. Deneyler Marmara Universitesi T1p
Fakiiltesi T1ibbi Farmakoloji Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Hayvanlar
12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiiniin ve % 45 - % 65 aras1 nem oraninin saglandigi
ve sicakligin 20 - 24°C’de tutuldugu bu laboratuvarlarda barindirilarak deneysel islemler
bu kosullar altinda uygulandi. Calisma siiresince hayvanlar standart sigan yemi ve ¢gesme
suyu ile ad libitum seklinde beslendi. Deneylere baslandiktan sonra her kafeste bir hayvan
barindirilmasi saglandi.

Calismada yalnizca erkek sicanlarin kullanilmasinin nedeni, morfin yoksunlugunun
davranis deneyleriyle belirlenmis olmasidir. Disi siganlarin menstriiel siklusu hayvanlarin
davraniglarini etkilemektedir (150). Ayrica morfin yoksunlugu semptomlarinin erkek
siganlarda disi siganlara gore daha erken zamanda ve daha siddetli ortaya ciktigi

bildirilmistir (150, 151).

3.2. Deneyde Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin marka model isimleri, Tablo 3.1°de yer almaktadir.
Deneyde yer alan kimyasal malzemelerin marka-model veya iiriin kodu isimleri ise Tablo

3.2’de yer almaktadir.
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Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar ve marka-model bilgileri

Kullanilan Cihaz

Marka-Model

Terazi Ohyo Elektronic Balance MP-300
Soguk 151k kaynagi Nikon Optical Fiber light source
Stereotaksi Aleti Stoelting Model 51600, Stoelting Co., Illinois,

USA

Unilateral rehber kaniil

Plastics One, C313G/SPC 22 GA

Internal kaniil

Plastics One, C3131/SPC 26 G

Dummy kaniil

Plastics One, C313DC/SPC

Sabitleme vidalar1

Plastics One, 8LOX3905202F

Ceker Ocak

Laborty Laboratuvar Sistemleri

Elektronik hassas terazi

AND GR-200

Vortex Janke&Kunkel IKA Labortechnik VF2 SN:
697268
Distile Su Cihazi Milipore A-10
Polietilen kaniil PE 20 Commat LTD, 59-8324

Hamilton mikro enjektorii

Hamilton Company, 25 uL, 22 G

Lokomotor aktivite kafesi

Commat, ACT 508

Etiiv

Thermoscientific- Herather Oven

No Frost Buzdolabi (-40°C)

Ugur Derin Dondurucu

Derin Dondurucu (-80°C)

-80 ° Ultra Low Temperature Freezer- New
Brunswick U-570
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Tablo 3.2. Kullanilan malzemeler ve marka-model-kod bilgileri

Kullanilan Malzeme Marka-Model-Kod
Ketamin Alfasan, Alfamine %10
Ksilazin Alfasan, Alfazyne %2

NaCl Merck, 106404
Dietil eter Isolab 914.023.2501
DMSO Supelco, 1.02952
Telmisartan Sigma-Aldrich, T8949
Kaptopril Sigma-Aldrich, C4042
Anjiyotensin |l Sigma-Aldrich, A9525
Naloksan hidroklortir dihidrat Sigma-Aldrich, N7758
Etanol Sigma-Aldrich, V001229
PBS Sigma-Aldrich, P4417
Aseton Isolab 901.026.2500

3.3. Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve Deney Protokolii

Deney gruplar1 sham-kontrol (SK), bagimli-kontrol (BK), yoksun-kontrol (YK) ve
yoksunluk Oncesi yapilacak ICV enjeksiyonlara gore anjiyotensin II (ANJ II), kaptopril
(KAP), telmisartan (TLM) 33 nM, TLM 100 nM, TLM 300 nM ve TLM kronik (TLM
Kr) grup olmak iizere olusturuldu. Her grupta en az 6 hayvan yer aldi. Deney gruplar1 ve
her grupta yer alan hayvan sayis1 tabloda belirtilmistir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Deney gruplari ve gruplarda yer alan hayvan sayilari. SK grubu harig biitiin
gruplara morfin peleti yerlestirildi. SK grubuna dolgu maddesi igeren pelet yerlestirildi.
SK ve BK grubu disindaki tiim gruplarda i.p. nalokson ile yoksunluk sendromu
indiiklendi.

Deney gruplar Hayvan Sayilari
SK 6
BK 6
YK 6
ANJ II 7
KAP 7
TLM 33 nM 6
TLM 100 nM 8
TLM 300 nM 8
TLM Kr 33 nM 7
Toplam 61

Tim siganlara deneyin 1. giinii stereotaksik cerrahi ile ICV rehber kaniil ve 4
sabitleme vidasi yerlestirildi. Cerrahi sonrasi 1 hafta dinlenmeye birakilan hayvanlar
deneyin 8. giiniinde 15 dakika siiresince bazal lokomotor aktivite kafesine alindilar. Daha
sonra si¢anin sirt bolgesi cilt altina eter anestezisi altinda 75 mg baz morfin igeren yavas
salimimli 1 pelet (veya kontrol grubunda bos pelet) yerlestirildi. Deneyin 10. giiniinde ise
ayn1 sekilde 2 pelet subkutan sekilde yerlestirildi (152). Deneyin 12. giiniinde ise ANJ II
grubuna nalokson enjeksiyonundan 5 dk 6nce ANJ II 1 nM (23), kaptopril grubuna

33



nalokson uygulamasindan 30 dk 6nce kaptopril 300 pg (23) ve TLM gruplarina nalokson
uygulamasindan 15 dk énce TLM 33 nM, 100 nM veya 300 nM (24) olacak sekilde ICV
yolla enjekte edildi. Doz ve uygulama zamanu ilgili ilag ile yapilan ¢aligmalar incelenerek
belirlendi. TLM kronik gruba ise deneyin 8.-12. giinleri arasinda (5 giin boyunca giinde 1
kere ayni1 saatte) ICV yolla 33 nM TLM enjekte edildi. Bu gruba verilen TLM dozu, akut
TLM gruplarinda yoksunluk sendromu olusturulduktan sonra sigrama davranigini en iyi
azaltan doz olan 33 nM olarak belirlendi. Kontrol, bagimlilik ve yoksunluk gruplarina ise
tedavi maddelerinin ¢oziiciisii kimyasal (%20 DMSO ve distile su karisimi) enjekte edildi.

12. giindeki ICV enjeksiyonlardan sonra yoksunluk modeli olusturmak amaciyla
intraperitoneal (i.p.) 3 mg/kg nalokson (152) veya kontrol/ bagimli gruplara naloksonun
coziiciisii olan SF enjekte edildi ve sigan 15 dk boyunca yoksunluk davraniglarinin
gozlemlenmesi amaciyla lokomotor aktivite kafesine birakildi. Lokomotor aktivite ile es
zamanli yoksunluk bulgular1 (sigrama, 1slak kopek silkinme davranisi, dis gicirdatma,
diyare, defekasyon sayisi, kanli gbzyasi, titreme, dokununca ¢iglik atma ve pitozis)
gbzlemlendi.

Hayvanlar yoksunluk sendromu go6zleminden hemen sonra sakrifiye edilerek
beyinleri ¢ikarildi. Cikarilan beyinlerden protokole uygun olarak PFC ve NAc bolgeleri
ayristirildi (153, 154). Cikartilan bu bolgeler eppendorflara alinarak -80 derecedeki dolaba
kaldirildi. Deney protokolii ve hayvanlara yapilacak islemler tabloda verilmistir (Tablo

3.4 ve 3.5).
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Tablo 3.4. Deney gruplar1 ve deney protokolii (1.-5. Grup)

Deney
Gunleri

10

11

12

1. Kontrol 2. Bagimh 3. Yoksun 4. ANJ I 5. Kaptopril
Stereotaksik cerrahi ile ICV kanil yerlestirilmesi

LMA 15 dk LMA 15 dk

1 bos pelet 1 morfin peleti

2 bos pelet 2 morfin peleti

Cozlcu ICV  Cozlcu ICV | Cozicu ICV | ANJ 111 nM Kaptopril 300
enjeksiyon  enjeksiyon enjeksiyon ICV enjeksiyon  pg ICV
(nalokson enjeksiyon
uygulamasinda = (nalokson
n 5 dk 6nce) uygulamasinda
n 30 dk dénce)
i.p. Serum i.p. SF 3 mg/kg i.p. 3 mg/kg i.p. 3 mg/kg i.p.
fizyolojik nalokson ile nalokson ile nalokson ile
(SF) yoksunluk yoksunluk yoksunluk
LMA 15 dk

Sakrifikasyon ve beynin ¢ikarilarak dondurulmasi
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Tablo 3.5. Deney gruplari ve deney protokolii (6.-9. Grup)

Deney 6. TLM 33nM 7.TLM 100nM 8. TLM 300 nM | 9. TLM kronik
Gunleri
1 Stereotaksik cerrahi ile ICV kaniil yerlestirilmesi
8 LMA 15 dk LMA 15 dk
1 morfin peleti 1 morfin peleti
TLM 33 nM ICV
enjeksiyon
9 TLM 33 nM ICV
enjeksiyon
10 2 morfin peleti TLM 33 nM ICV
enjeksiyon
11 TLM 33 nM ICV
enjeksiyon
12 TLM 33nMICV  TLM 100 nM TLM 300 nM TLM 33nM ICV
enjeksiyon ICV enjeksiyon ICV enjeksiyon enjeksiyon
(nalokson (nalokson (nalokson (nalokson
uygulamasindan uygulamasmndan | uygulamasindan  uygulamasindan 15
15 dk énce) 15 dk dnce) 15 dk 6nce) dk 6énce)

3 mg/kg i.p. nalokson ile yoksunluk
LMA 15 dk

Sakrifikasyon ve beynin ¢ikarilarak dondurulmasi

3.4. Stereotaksik Cerrahi

ICV enjeksiyonlar1 gergeklestirmek amaciyla tiim siganlara deneyin 1. giinii stereotaksik
cerrahi yontemi ile unilateral rehber kaniil yerlestirildi. Agirliklar1 6lciildiikten sonra

ketamin 100 mg/kg ve ksilazin 10 mg/kg anestezi kokteyli ile i.p. enjeksiyon verilerek
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uyutulan sicanlarin genel anestezi durumlart ekstremite kistirma ydntemi ile kontrol
edildi. Hayvanlarin anestezi altinda olduklarina emin olunduktan sonra cerrahi 6ncesi
temiz alan olusturmak amaciyla gozleri ve kulaklarinin arasindaki tiiyler tiras makinesi ile
kisaltildi. Sican kafatasi stereotaksi aletine dis kulak yolundan bilateral sekilde sabitlendi
(Sekil 3.1). Kafa derisi gozlerin hemen altindan enseye kadar povidon iyot antiseptik
solisyonu silindikten sonra longitudinal sekilde kesi atildi. Periost ince bir bistiiri
yardimiyla styrilarak kafatasi tizerindeki bregma ve lambda noktalar1 a¢iga ¢ikartildi.
Takilacak olan rehber kaniil sicanin kafatasina toz ve sivi dental akrilik ile
sabitlenmelidir. Bu nedenle dental akriligin ylizey alaninin artirilmasi ve kaniiliin daha
saglam tutunmasi i¢in sag frontal, sol frontal, sag arka parietal ve sol arka parietal
kemiklere 4 adet sabitleme vidasi yerlestirildi. ICV koordinatlari i¢in Paxinos ve Watson
sigan stereotaksi atlasina bakildi (154), bregmadan 1.0 mm anterior; sagital siiturdan 1.5
mm lateral ve vertikalde dura mater yiizeyinden 3.6 mm derinde olacak sekilde sag lateral
ventrikiiliin yaklasik koordinati tespit edilerek bir rehber kaniil yerlestirildi. Kaniil ve
vidalar dental akrilik ile sabitlendi. Akrilik kuruyup sertlestiginde hayvan cihazdan
alimarak uyanmaya birakildi. Dummy kaniil, rehber kaniiliin titkanmasmi ve enfekte
olmasini engelleyen koruyucu bir kapak gorevi gormektedir. Cerrahiden sonra rehber
kaniil tizerine dummy kaniil takild1 (Sekil 3.2). Cerrahi sonras1 sivi kayiplarinit dnlemek
icin hayvanlara 2 ml serum fizyolojik (SF) subkutan enjekte edildi. Cerrahi sonrasi ayr1
kafeslere aliman hayvanlar 1 hafta dinlenmeye birakildi ve bu bir hafta icerisinde kilo,

davranis ve olas1 enfeksiyon bulgulari agisindan takip edildi.
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Sekil 3.1. Stereotaksi cihazi (solda), stereotaksi cihazi igerisine sabitleme (sagda)

1t

Sekil 3.2. Soldan saga sabitleme vidalari, rehber kaniil, dummy kaniil, internal kaniil

(www.biorender.com’da hazirlanmaistir).

3.5. Lokomotor Aktivite Kafesi Testi

Lokomotor aktivite testi (LMA), a¢ik alanda sican davraniglarini izleme testlerinden
biridir. Deneysel hayvan modellerinde lokomotor ve davranigsal aktivite seviyelerini
kapsamli bir sekilde incelemeye olanak tanir (Sekil 3.3). Lokomotor aktivite kafesinin
icerisinde bulunan yatay ve dikey hareket algilayicilar1 sayesinde siganin konumu ve yer
degisiklikleri kafesin kendi yazilim programma (AMS 9701, Commat Ltd.,)
kaydedilmektedir. Lokomotor aktivite kafesinden elde edilen sinyal verileri ayrica

Microsoft Office Excel dosyasi olarak c¢iktiya donistiiriilebilir. Bu ¢iktidan elde
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edilebilecek veriler; stereotipik, vertikal, ambulatuvar ve horizontal aktivite (say),
stereotipik, vertikal ve ambulatuvar aktivite siiresi (sn), hareketsiz ge¢irdigi siire (sn),
stereotipik, ambulatuvar ve hareketsiz gecirdigi siire yiizdesi (%) ve kat edilen toplam
mesafe (cm)’dir. Ambulatuvar aktivite siganin hareketli oldugu dénemleri temsil eder.
Deneyin 8. giinlinde, hayvanlar 30 dakika boyunca davranis testinin yapilacagi odaya
alistirildiktan sonra 40x40x40 cm boyutundaki lokomotor aktivite kafesine alinarak 15 dk
boyunca kayit alindi. Lokomotor aktivite dl¢limlerinin hayvanlarm aktif oldugu dénem
olan sabah saatlerinde (08:00-12:00) yapilmasima dikkat edildi. Deneyin 12. giinlinde
nalokson verilerek yoksunluk sendromu gelistirilen hayvanlar yine lokomotor aktivite

kafesi icerisinde 15 dk boyunca gozlemlenerek davranislar kayit altina alindi.

Sekil 3.3. Lokomotor aktivite kafesi

3.6. Morfin Bagimlihig: Olusturma

Morfin bagimliligi modeli; bagimli, yoksun ve tedavi gruplarina (ANJ II, kaptopril ve
telmisartan verilen gruplar) 75 mg yavas salinimli baz morfin i¢eren peletlerin deneylerin
8. ve 10. giinlerinde sirasiyla 1 ve 2 adet olacak sekilde yerlestirilmesiyle olusturuldu.
Kontrol grubuna ise 75 mg baz morfin peletine benzer olgiilerde, dolgu maddesinden
olusturulmus bos pelet yerlestirildi.

Morfin peleti yerlestirme islemini gergeklestirmek i¢in sican 6nce ¢eker ocak altinda

hafif eter anestezisi ile anestezi uygulamak i¢in cam fanusa alindi. Yeterli anestezi
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saglandiktan sonra fanustan cikarildi. Islem sirasinda hayvan dikkatli bir sekilde takip
edildi, anestezinin devami icin; gerektiginde burnuna eter damlatilmis gazli bezin yer
aldig1 kiiglik bir beher yaklastirilarak anestezi idamesi saglandi. Hafif eter anestezisi
altindaki sicanin sirt kismi cerrahi makas ile yaklagik 1 cm kesildi, kesi i¢i diseksiyon
pensi ile genisletildi. Morfin igeren yavas salinimli pelet penset yardimiyla tutularak

kesiden cilt altina yerlestirildi daha sonra kesi siitiire edilerek kapatildi.

3.7. Cozelti Hazirlama ve Mikroenjeksiyon

Deneyin 12. giinlinde ANJ II, kaptopril ve TLM gruplarina yoksunluk sendromu
olusturulmasi oncesi enjeksiyon yapildi. Bir nM igeren ANJ II ¢6zeltisinden 5 pl hacimde
verebilmek i¢in 1 mg ANJ II (Sigma-Aldrich, A9525) tartildi, 200 ul DMSO (Supelco,
1.02952) icerisinde ¢ozunda, icerisine 800 ul distile su eklendi ve 1 milimolar ¢ozelti elde
edildi. Daha sonra distile su ile 1 nM olacak sekilde seyreltildi. -20°C’de saklandi.
Kaptopril ise 5 ul ¢ozeltide 300 pg verilecek sekilde planlandi. Once 60 mg kaptopril
(Sigma-Aldrich, C4042) hassas terazide tartildi, 200 ul DMSO (Supelco, 1.02952)
icerisinde ¢oziindii, icerisine 800 pl distile su eklenerek vortekslendi. Oda sicakliginda
sakland.

TLM ¢ozeltisi hazirlanirken 0.5 mg TLM (Sigma-Aldrich, T8949100) 100 ul DMSO
(Supelco, 1.02952) igerisinde hafif 1sitilarak ¢oziindii, tizerine 100 ml hacime ulasacak
sekilde distile su eklendi ve 10uM ¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozelti distile su ile 1/33 oraninda
seyreltilerek 300 nM TLM ¢ozeltisi, ylizde bir oraninda seyreltilerek 100 nM TLM
cozeltisi elde edildi. 33 nM ¢ozelti elde etmek i¢in 100 nM TLM ¢6zeltisi tigte bir oraninda
distile su ile seyreltildi.

Nalokson ile yoksunluk sendromu olusturulmadan 5 dk 6nce ANJ Il grubuna 1 nM,
kaptopril grubuna nalokson uygulamasindan 30 dk once kaptopril 300 pg ve TLM
gruplarina da nalokson uygulamasindan 15 dk 6nce dozuna goére (TLM 33 nM, 100 nM
veya 300 nM) ICV enjeksiyon yapildi. Kontrol, bagimli ve yoksun gruplarma ise TLM
100 nM ¢ozeltisindeki oranlarda hazirlanmig DMSO (Supelco, 1.02952) ve distile su
karigimi uygulandi. Biitiin gruplara basina ve sonuna 2 pl hava g¢ekilmis Sul hacimde

¢ozelti, Hamilton mikroenjektorii ile ICV rehber kaniile polietilen tiibe sabitlenmis
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internal kaniiller araciligryla 1 dk icerisinde enjekte edildi. Enjeksiyon bitiminde internal
kaniiliin rehber kaniil i¢erisinde 15 sn daha kalmasi1 beklendi. Daha sonra rehber kaniil
dummy kantl ile kapatildi.

Kronik TLM enjeksiyonu yapilan gruba ise deneyin 8. ve 12. glinleri arasinda (5 giin
boyunca) giiniin ayni saatlerinde olacak sekilde TLM 33 nM c¢ozeltisinden ICV enjeksiyon
yapildi.

3.8. Yoksunluk Sendromu Olusturma

Yoksunluk sendromu yoksun ve tedavi gruplarinda (ANJ II, kaptopril ve TLM gruplari)
nalokson enjeksiyonu ile olusturuldu. Bu gruplarda ilk morfin peletinin
yerlestirilmesinden 48 saat sonra 2 morfin peleti yerlestirilmisti. Iki pelet
yerlestirilmesinden 48 saat sonra ise (deneyin 12.giinlinde) 3 mg/kg nalokson i.p.
enjeksiyonu ile yoksunluk sendromu tetiklendi. Yoksunluk sendromu olusturulmadan
once tiim siganlarin agirligr olgiildii. SF’te ¢oziilerek hazirlanan nalokson siganlara
agirliklar1 oraninda enjekte edildi. Hemen ardindan lokomotor aktivite kafesine konarak
hem lokomotor aktivite testi hem de yoksunluk sendromu bulgularinin gézlemi yapildi.
Yoksunluk sendromu bulgulart 15 dk boyunca (sigrama sayisi, 1slak kdpek silkinmesi,
defekasyon numarasi, tremor sayisi, diyare skoru (0-3, 3 en yiiksek), dis gicirdatma skoru
(0-10, 10 en yiiksek), pitozis skoru (0-3, 3 en yiiksek), kanl1 gézyas1 varligi, dokununca
cighk atma ve agirlik kaybi olarak degerlendirilerek her hayvan icin tablo halinde
kaydedildi (Tablo 3.6). Sakrifikasyondan hemen 6nce hayvanlarin agirlig: tekrar 6l¢iildii
ve agirlik kayb1 hesapland.
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Tablo 3.6. Yoksunluk bulgular1 (152)

Semptomlar Hayvan no: Hayvan no: Hayvan no:

Tarih

Verilen tedavi

Agirhik (g)

Sicrama sayisi

Islak kopek sayisi

Defekasyon sayisi

Tremor sayisi

Diare skoru (0-3)

Dis gicirdatma skoru (0-10)
Pitozis skoru (0-3)

Kanh gozyas

Dokununca ¢iglik atma
Agirhik kaybi
Not:

3.9. Sakrifikasyon ve Beyin Bolgelerinin Diseksiyonu

Yoksunluk sendromu olusturulmasini takiben semptomlarin 15 dk gozlemlenmesinden
sonra hayvanlar karbondioksit 6tenazisi ile sakrifiye edildi. Dekapite edildikten sonra
cerrahi ronjur yardimiyla hizlica ¢ikarilan beyinler +4°C sicakliktaki 0.1 M PBS (Sigma-
Aldrich, P4417) ¢ozeltisinde, kiigiik bir beher igerisinde yikandi. Daha sonra beyinler,
iiniversitemiz Tip Fakiiltesi Temel Bilimler binasinda yer alan Genetik ve Metabolik
Hastaliklar Arastirma ve Uygulama Merkezi (GEMHAM)'da bulunan Sivi Kromatografi
Hibrid Quadrupole Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS, AB Sciex 4000 QTRAP)
cihazinda beyin bolgelerinden miktar tayini yapilmak {izere diseksiyona alindi. Tiim

beyinlerden PFC ve NAc bolgeleri ¢ikarilarak LC/MS-MS cihazt ile DA, NA ve
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metabolitlerinin 3,4-Dihidroksifenil asetik asit (DOPAC), homovanilik asit (HVA) ve
vanilmandelik asit (VMA) bakilmas1 planlandi. DOPAC ve HVA dopamin
metabolizmasinda, VMA ise noradrenalin ve adrenalinin metabolizmasinda yer
almaktadir. Bu analiz ile beyin RAS modiilasyonunun naloksonla indiiklenen morfin
yoksunluk sendromunda DA ve NA salinimi ve metabolizmasina etkisinin agiklanmasi
planland.

PFC diseksiyonu i¢in beynin 6n kismindan 2 mm'lik bir kesit bir bistiiri yardimryla
kesildi ve eppendorfa yerlestirildi. Daha sonra yine anterior taraftan 2 mm’lik bir koronal
kesit alinarak ayristirildi. Devaminda alinan 4 mm’lik koronal bdliim soguk cam bir plaka
iizerine yerlestirilerek dort bir yanindan 2 mm kesildi. Elde edilen NA ayr1 bir eppendorfa
konuldu. Beynin kalan kism1 ise ayrica bir aliiminyum folyo igerisine sakland1. Tiim beyin
bolgeleri, lizerine sigan isimleri yazilarak ayri bir sekilde -80 derecedeki dolaba kaldirildi
(153, 154). LC-MS/MS cihazi ile ilgili gelisen teknik sorunlar ve tez siiresinin dolmasi

nedeniyle bu tez caligmasina sadece davranis deneylerinin bulgular1 dahil edilmistir.

3.10. Veri Analizi

Deney gruplarindan elde edilen veriler ortalama + standart hata olarak verildi. Verilerin
diizenlenmesi ve tiim istatistiksel analizler GraphPad Prism 8 yazilimi ve Microsoft Office
Excel programi kullanilarak analiz edildi. Yoksunluk bulgular1 arasindan parametrik test
kosullarini saglayan sigrama sayisi, agirlik kaybi yiizdesi ve lokomotor aktivite bulgular
icerisinden stereotipik davranislar, vertikal, ambulatuvar hareketler ile kat edilen mesafe;
gruplar arasi tek yonlii varyans analizi ANOVA ve post hoc Tukey yontemi kullanilarak
analiz edildi. Parametrik test kosullarini saglamayan yoksunluk bulgularindan 1slak kopek
silkinmesi ise Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Gruplar arast yapilan

karsilastirmalarda p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Telmisartan, Kaptopril ve Anjiyotensin II’in Yoksunluk Bulgularma Etkisi

Yoksun-kontrol (YK) (n=6), Telmisartan (TLM) 33 nM (n=6), TLM 100 nM (n=8), TLM
300 nM (n=8), Anjiyotensin II (ANJ II) (n=7), Kaptopril (KAP) (n=7) ve TLM Kr 33 nM
(n=7) gruplarindaki siganlarda morfin bagimlilig1 gelistirilerek, deneyin 12. giinii i.p.

naloksonla (3mg/kg) indiiklenen yoksunluk belirtileri izlendi.

4.1.1. Telmisartan, kaptopril ve anjivotensin II’nin voksunluk sendromunda goriilen

sicrama sayisl iizerine etkisi

Nalokson uygulamasindan sonra YK grubunda 14,3 + 3,1 olarak izlenen si¢grama sayisi
TLM 33 nM grubunda 1,6 = 0,6; TLM 100 nM grubunda 5,2 + 1,5; TLM 300 nM
grubunda 5,3 =2,5; ANJ II grubunda 3,8 = 1,3; KAP grubunda 4 + 1,4 ve TLM Kr 33 nM
grubunda 1,2 + 0,5 olarak bulunmustur. Sigrama sayisinda izlenen bu azalma istatistiksel

olarak anlamhdir (p=0,0006; F=5; Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. YK (n=6), TLM 33 nM (n=6), TLM 100 nM (n=8), TLM 300 nM (n=8), ANJ
IT (n=7), KAP (n=7) ve TLM Kr 33 nM (n=7) gruplarindaki si¢anlara unilateral ICV
enjeksiyon ile uygulanan tedavilerin morfin yoksunluk sendromunda goriilen si¢grama
sayist iizerine etkisi. Kontrol grubunda (YK; n=6) aym1 hacimde ¢oziicii sivi
uygulanmustir. Veriler ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir.

*p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001 YK grubuna gore

4.1.2. Telmisartan, kaptopril ve anjivotensin II’nin voksunluk sendromunda goriilen

1slak kopek silkinmesi iizerine etkisi

Nalokson uygulamasindan sonra YK grubunda 4,1 + 1,4 olarak bulunan 1slak kopek
silkinmesi sayis1t TLM 33 nM grubunda 3,1 + 1,2; TLM 100 nM grubunda 3,6 = 1; TLM
300 nM grubunda 2,8 = 1; ANJ II grubunda 0,8 + 0,4; KAP grubunda 0,8 + 0,6 ve TLM
Kr 33 nM grubunda 3,7 + 0,6 olarak azalmistir. Bu azalma ANJ II ve KAP gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,03; H=13.4; Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. YK (n=6), TLM 33 nM (n=6), TLM 100 nM (n=8), TLM 300 nM (n=8), ANJ
IT (n=7), KAP (n=7) ve TLM Kr 33 nM (n=7) gruplarindaki si¢anlara unilateral ICV
enjeksiyon ile uygulanan tedavilerin morfin yoksunluk sendromunda goriilen 1slak kopek
silkinmesi sayis1 lizerine etkisi. Kontrol grubunda (YK; n=6) ayni1 hacimde ¢dziicii sivi
uygulanmustir. Veriler ortalama =+ standart hata olarak verilmektedir.

*p<0,05 YK grubuna gore

4.1.3. Telmisartan, kaptopril ve anjivotensin II’nin naloksonla indiiklenen morfin

yoksunluk sendromunda goriilen agirhk kaybi iizerine etkisi

Agirlik kayb1 ylizde degisimi, yoksunluk sendromu olusturulduktan sonra 6l¢iilen agirlik
ile yoksunluk sendromu olusturulmadan once Olglilen agirliklar arasindaki farkin
yoksunluk sendromu olusturulmadan 6nce 6l¢iilen agirliga oranlanmasiyla yiizde seklinde
hesaplandi.

Nalokson uygulamasini takiben YK grubunda 3,1 + 0,4 olarak bulunan agirlik kayb1
yiizde degisimi TLM 33 nM grubunda 3,9 + 0,8; TLM 100 nM grubunda 2,6 + 0,4; TLM
300 nM grubunda 3,5 + 0,6; ANJ II grubunda 2,6 + 0,4; KAP grubunda 2,9 + 0,5 ve TLM
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Kr 33 nM grubunda 3,4 £ 0,5 olarak bulunmustur. Bu degisimler istatistiksel olarak
anlamli degildir (p=0,5; F=0,8; Sekil 4.3).

6-
oy
= 4-
S T
- 3-
=) T
5
- 2-
=<
5 1
<«
0 1 1 1
& &HS
S S
S &y

Sekil 4.3. YK (n=6), TLM 33 nM (n=6), TLM 100 nM (n=8), TLM 300 nM (n=8), ANJ
II (n=7), KAP (n=7) ve TLM Kr 33 nM (n=7) gruplarindaki si¢canlara unilateral ICV
enjeksiyon ile uygulanan tedavilerin morfin yoksunluk sendromunda goriilen agirlik kayb1
ylizde degisimi lizerine etkisi. Kontrol grubunda (YK; n=6) aynm1 hacimde ¢oziicii sivi

uygulanmustir. Veriler ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir.

4.2. Telmisartan, Kaptopril ve Anjiyotensin II’nin Naloksonla indiiklenen Morfin

Yoksunluk Sendromunda Lokomotor Aktivite Uzerine Etkisi

Tiim si¢anlara deneyin 8. ve 12. giinlinde (yoksunluk sendromunun olusturuldugu giin)
lokomotor aktivite testi yapildi. Bazal ve yoksunluk sendromunda elde edilen verilen
veriler Microsoft Excel programinda (=yoksunluk sendromundaki veri/bazal durumdaki
veri*100) seklindeki formiil kullamlarak yiizde degisim hesaplandi. Istatistik analizde
naloksonla indiiklenen morfin yoksunluk sendromundaki stereotipik davranislarin

yoksunluk 6ncesi bazal duruma gore yiizde degisimi kullanildi.
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4.2.1. Telmisartan, kaptopril ve anjivotensin II’nin naloksonla indiiklenen morfin

voksunluk sendromunda stereotipik davranislarin viizde degisimi iizerine etkisi

Sham-Kontrol (SK) ve Bagimli-Kontrol (BK) gruplarinda Serum Fizyolojik (SF)
uygulamasini takiben sirastyla 105 + 14 ve 78 + 9 bulunan stereotipik davranis sayilariin
ylizde degisimi; nalokson uygulamasini takiben Yoksun-Kontrol (YK) grubunda 79 + 13;
TLM 33 nM grubunda 68 + 9; TLM 100 nM grubunda 82 + 13; TLM 300 nM grubunda
73 £10; ANJ II grubunda 84 + 12; KAP grubunda 64 £ 9 ve TLM Kr 33 nM grubunda 54
+ 7 olarak azalmistir. Bu degisimler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur

(p=0,15; F=1,5; Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. SK (n=6), BK (n=6), YK (n=6), TLM 33 nM (n=6), TLM 100 nM (n=8), TLM
300 nM (n=8), ANJ II (n=7), KAP (n=7) ve TLM Kr 33 nM (n=7) gruplarindaki sicanlara
unilateral ICV enjeksiyon ile uygulanan tedavilerin morfin yoksunluk sendromunda
goriilen stereotipik davranis sayisi tizerine ylizde degisim olarak etkisi. Kontrol gruplarina
(SK, n=6; BK, n=6 ve YK, n=6) ayn1 hacimde ¢0ziicii stvi uygulanmistir. Veriler ortalama

+ standart hata seklinde verilmistir.

4.2.2. Telmisartan, kaptopril ve anjivotensin II’nin naloksonla indiiklenen morfin

yvoksunluk sendromunda ambulatuvar hareketlerin viizde degisimi iizerine etkisi

SK ve BK gruplarinda SF uygulamasini takiben sirasiyla 63 £ 9 ve 64 + 12 bulunan
ambulatuvar hareket sayilarinin ylizde degisimi; nalokson uygulamasini takiben YK
grubunda 106 + 14 bulunarak artmis; TLM 33 nM grubunda 44 + 6; TLM 100 nM
grubunda 58 + 5; TLM 300 nM grubunda 59 + 10; ANJ II grubunda 55 £+ 14; KAP
grubunda 55 £ 9 ve TLM Kr 33 nM grubunda 56 + 7 olarak azalmistir. Bu degisimler
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TLM, ANJ Il ve KAP gruplarinda YK grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,01;
F=2,7; Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. SK (n=6), BK (n=6), YK (n=6), TLM 33 nM (n=6), TLM 100 nM (n=8), TLM
300 nM (n=8), ANJ II (n=7), KAP (n=7) ve TLM Kr 33 nM (n=7) gruplarindaki sicanlara
unilateral ICV enjeksiyon ile uygulanan tedavilerin morfin yoksunluk sendromunda
goriilen ambulatuvar hareket sayis1 lizerine yiizde degisim olarak etkisi. Kontrol
gruplarina (SK, n=6; BK, n=6 ve YK, n=6) ayni hacimde ¢6ziicli sivi uygulanmustur.
Veriler ortalama + standart hata seklinde verilmektedir.

*p<0,05; **p<0,01 YK grubuna gore

4.2.3. Telmisartan, kaptopril ve anjivotensin II’nin naloksonla indiiklenen morfin

voksunluk sendromunda kat edilen mesafenin viizde degisimi iizerine etkisi

SK ve BK gruplarinda SF uygulamasini takiben sirasiyla 63 = 10 ve 64 + 13 bulunan kat

edilen mesafe (cm) yilizde degisimi; nalokson uygulamasini takiben YK grubunda 118 +
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20 bulunarak artmig; TLM 33 nM grubunda 46 = 6; TLM 100 nM grubunda 61 = 7; TLM
300 nM grubunda 61 = 9; ANJ II grubunda 68 + 20; KAP grubunda 57 = 10 ve TLM Kr
33 nM grubunda 59 + 9 olarak azalmistir. TLM ve KAP gruplarinda YK grubuna gore
istatistiksel olarak anlamh fark vardir (p=0,02; F=2.4; Sekil 4.6).

140-
)
g; 120+ L
i’; 100- E
% 80 E
= 60 = - T L
S = 1 AN El B
SR = (IIN B 1
N 20 = % § 7

Sekil 4.6. SK (n=6), BK (n=6), YK (n=6), TLM 33 nM (n=6), TLM 100 nM (n=8), TLM
300 nM (n=8), ANJ II (n=7), KAP (n=7) ve TLM Kr 33 nM (n=7) gruplarindaki sicanlara
unilateral ICV enjeksiyon ile uygulanan tedavilerin morfin yoksunluk sendromundaki kat
edilen mesafe (cm) iizerine yiizde degisim olarak etkisi. Kontrol gruplarina (SK, n=6; BK,
n=6 ve YK, n=6) ayn1 hacimde ¢oziicii stvi uygulanmistir. Veriler ortalama + standart hata
seklinde belirtilmistir.

*p<0,05; **p<0,01 YK grubuna gore
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4.2.4. Telmisartan, kaptopril ve anjivotensin II’nin naloksonla indiiklenen morfin

voksunluk sendromunda vertikal hareketlerin viizde degisimi iizerine etkisi

SK ve BK gruplarinda SF uygulamasini takiben sirasiyla 47 + 8 ve 36 + 6 bulunan vertikal
hareket sayis1 yiizde degisimi; nalokson uygulamasini takiben YK grubunda 96 + 15
bulunarak artmis; TLM 33 nM grubunda 40 = 7; TLM 100 nM grubunda 42 + 10; TLM
300 nM grubunda 51 + 10; ANJ II grubunda 26 + 9; KAP grubunda 31 + 8 ve TLM Kr 33
nM grubunda 35 + 10 olarak bulunmustur. Bu degisimler YK grubuna gore istatistiksel
olarak anlamlidir (p=0,009; F=4; Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. SK (n=6), BK (n=6), YK (n=6), TLM 33 nM (n=6), TLM 100 nM (n=8), TLM
300 nM (n=8), ANJ II (n=7), KAP (n=7) ve TLM Kr 33 nM (n=7) gruplarindaki sicanlara
unilateral ICV enjeksiyon ile uygulanan tedavilerin morfin yoksunluk sendromundaki
vertikal hareket sayis1 lizerine ylizde degisim olarak etkisi. Kontrol gruplarina (SK, n=6;
BK, n=6 ve YK, n=6) ayn1 hacimde ¢6ziicii s1ivi uygulanmigstir. Veriler ortalama + standart
hata seklinde verilmistir.

*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001 YK grubuna gore

4.2.5. Telmisartan, kaptopril ve anjivotensin II’nin naloksonla indiiklenen morfin

voksunluk sendromunda hareketsiz kalma siiresinin viizde degisimi iizerine etkisi

SK ve BK gruplarinda SF uygulamasini takiben sirastyla 108 + 3 ve 113 £+ 4 bulunan
hareketsiz kalma stiresinin ylizde degisimi; nalokson uygulamasi sonrasi YK grubunda
104 £ 4; TLM 33 nM grubunda 120 = 4; TLM 100 nM grubunda 121 + 4; TLM 300 nM
grubunda 116 + 4; ANJ II grubunda 113 + 4; KAP grubunda 119 + 4 ve TLM Kr 33 nM
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grubunda 117 £ 33 olarak bulunmustur. Gruplar arasi farklar istatistiksel olarak anlamli

degildir (p=0,07; F=1,9; Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. SK (n=6), BK (n=6), YK (n=6), TLM 33 nM (n=6), TLM 100 nM (n=8), TLM
300 nM (n=8), ANJ II (n=7), KAP (n=7) ve TLM Kr 33 nM (n=7) gruplarindaki si¢canlara
unilateral ICV enjeksiyon ile uygulanan tedavilerin morfin yoksunluk sendromundaki
hareketsiz kalma siiresi lizerine yiizde degisim olarak etkisi. Kontrol gruplarina (SK, n=6;
BK, n=6 ve YK, n=6) ayn1 hacimde ¢dziicii s1vi uygulanmistir. Veriler ortalama + standart

hata olarak verilmistir.
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4.3. Bazal ve Yoksunluk Sendromu Olusturulmus Sicanlarda Telmisartan, Kaptopril

ve Anjiyotensin II’nin Stereotipik Hareketlere etkisi

4.3.1. Bazal stereotipik hareketler

Deneyin 8. giinlinde yapilan bazal lokomotor aktivite testinde SK grubunda stereotipik
hareket sayis1 918 + 42, BK grubunda 873 + 60, YK grubunda 779 + 125; TLM 33 nM
grubunda 915 + 79; TLM 100 nM grubunda 948 + 97; TLM 300 nM grubunda 919 + 71;
ANUJ II grubunda 775 + 49; KAP grubunda 1003 £ 72 ve TLM Kr 33 nM grubunda 887 +
99 olarak bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,5; F=0,8; Sekil
4.9).
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Sekil 4.9. SK (n=6), BK (n=6), YK (n=6), TLM 33 nM (n=6), TLM 100 nM (n=8), TLM
300 nM (n=8), ANJ II (n=7), KAP (n=7) ve TLM Kr 33 nM (n=7) gruplarindaki siganlarin
15 dk boyunca bazal lokomotor aktivite testi sirasindaki stereotipik hareketleri.

Veriler ortalama + standart hata seklinde verilmistir.
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4.3.2. Yoksunluk sendromu olusturulmus sicanlarda telmisartan, kaptopril ve

anjivotensin II’nin stereotipik hareketlere etkisi

SK ve BK gruplarinda SF uygulamasini takiben sirasiyla 950 + 101 ve 680 + 76 bulunan
stereotipik hareket sayisi; nalokson uygulamasini takiben YK grubunda 549 + 33; TLM
33 nM grubunda 603 £+ 65; TLM 100 nM grubunda 694 + 35; TLM 300 nM grubunda 626
+ 52; ANJ II grubunda 625 + 78; KAP grubunda 606 + 49 ve TLM Kr 33 nM grubunda
448 + 47 olarak bulunmustur. Bu degisimler YK, TLM 33 nM, TLM 300 nM, ANJ II,
KAP ve TLM Kr 33 nM gruplarinda SK grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0,0003; F=4,6; Sekil 10).
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Sekil 4.10. SK (n=6), BK (n=6), YK (n=6), TLM 33 nM (n=6), TLM 100 nM (n=8), TLM
300 nM (n=8), ANJ II (n=7), KAP (n=7) ve TLM Kr 33 nM (n=7) gruplarindaki si¢anlara
unilateral ICV enjeksiyon ile uygulanan tedavilerin morfin yoksunluk sendromundaki
stereotipik hareket sayisi lizerine etkisi. Kontrol gruplarina (SK, n=6; BK, n=6 ve YK,
n=6) ayn1 hacimde ¢oziicli sivi uygulanmistir. Veriler ortalama + standart hata seklinde
verilmistir.

*p<0,05; **p<0,01, ****p<0,0001 SK grubuna gore
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢aligsmanin birincil bulgusu nalokson uygulamasini takiben YK grubuna gore tim
gruplarda (TLM 33 nM, TLM 100 nM, TLM 300 nM, ANJ II, KAP ve TLM Kr 33 nM)
sicrama sayisinin istatistiksel olarak anlamli derecede azalmasidir. Bu azalma TLM 33
nM ve TLM Kr 33 nM gruplarinda yiiksek dozlara goére daha belirgin bulunmustur (Sekil
4.1).

Sigrama sayisi, sicanlarda naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugunun siddetini
gosteren en 6nemli bulgudur. Opiyat antagonistlerinin tek bir uygulamasini takiben morfin
bagimlilig1 durumundan aniden yoksunluga girerek, DA norotransmisyonunda karmasik
degisiklikler goriilen bir davranigs olan ziplama da dahil olmak iizere; 1slak kopek
silkinmesi, titreme, diyare, dis gicirdatma ve irritabilite gibi bulgularla belirti verir (5, 52).
Bir ¢aligmada DA miktarinin azaldiktan sonra 3-(3,4-dihidroksifenil)-L-alanin (L-Dopa)
verilmesi suretiyle DA seviyelerinin yiikseltilmesine paralel ziplama davranisi artmistir
(155). Ayrica, morfine bagimli farelere nalokson uygulamasindan sonraki 2 dakika i¢inde
kortikal-striatal alanda DA seviyelerinin arttig1 ve ziplama davranis1 gosteren farelerin,
ziplamayan farelere gére DA’da %20 daha fazla artis gdsterdigi bildirilmistir (156).

Opioid bagimliliginda, mezokortikolimbik dopaminerjik sistem NAc bolgesinde
dopamin salinimini aktive eder ve indiikler. Opioid bagimliliginda SSS'deki dopaminerjik
aktivitedeki adaptif artis, yoksunluk sirasinda baskilanir ve ¢ekilme semptomlar1 ortaya
cikar (84). Kronik ilag maruziyeti sonrast NAc’de dopaminerjik ve serotonerjik iletimde
azalma, p opioid reseptor yanitinda artis, GABAerjik iletide azalma ve NMDA
glutamaterjik iletimde artis olugmasi gibi degisiklikler yoksunluk sendromunun
olusmasina neden olmaktadir (85). Locus coeruleus (LC) ve nucleus tractus solitarius'tan
(NTS) VTA'ya projekte olan noradrenerjik ndronal agin ve NA’nin opioid kullanimi
sonrasinda ortaya ¢ikan yoksunluk sendromuna katkida bulundugu diisiiniilmektedir (86).

Kronik morfin alimi sonrasi goriilen yoksunluk durumunda DA ve NA noronal
aktivitesinde ilk opioid etkisinin tersi yonde degisiklikler goriiliir: Bagka bir degisle hem
noradrenerjik noronlar aktive olur hem de kortikal NA salinimi artar (157), VTA’dan

projeksiyon alan dopaminerjik ndronlar inhibe edilir (84) ve bunun sonucu NAC'de DA
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salmimi siirekli olarak azalir (158). Bununla birlikte, PFC'deki ekstraselliiler DA
konsantrasyonlarinin hem akut morfin verilmesinden sonra hem de kronik morfin
yoksunlugunda, dopaminerjik noronlarin aktivitesiyle belirgin bir kontrast i¢inde degistigi
gosterilmistir. Bu nedenle DA néronlarmin aktivasyonuna ragmen, akut morfin
uygulamasi ekstraselliiller DA'y1 artirmada basarisiz olurken (159), VTA’da yer alan DA
noronlarinin  inhibisyonunun aksine (84) morfin yoksunlugu sirasinda PFC'de
ekstraselliiler DA belirgin sekilde artar (160). Opioid yoksunlugunda dopaminerjik
aktivitenin zayifladigimi ve NAc’de dopamin salintmimin azaldigini gosteren ¢ok sayida
calisma mevcuttur (84).

Literatiirde naloksonla indiiklenmis morfin yoksunluk modellerinde DA ve NA
ndrotransmitterlerinin ve metabolitlerinin -sirasiyla 3,4-Dihidroksifenil asetik asit
(DOPAC), homovanilik asit (HVA) ve vanilmandelik asit (VMA)- deney hayvanlarinin
beyni ekstrakte edildikten sonra gesitli beyin bolgelerinde High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) yontemi ile tespit edildigi calismalar mevcuttur. Bir ¢alismada
naloksonla indiiklenmis yoksunluktan 0,5 saat sonra kobay beyinlerinde hipotalamusta
NA ve metaboliti diizeyleri ve metabolit/NA orani artmis ve naloksondan 1 saat sonra
hipotalamus, medulla/pons ve kortekste NA diizeyleri artmis olarak bulunmustur.
Naloksonla indiiklenmis yoksunluk, ayrica 0,5 saat sonra korteks, orta beyin ve
medullada, 1 saat sonra ise korteks, hipotalamus ve striatumda DA metabolizmasinda
artisa neden olmustur. Dolayisiyla, yoksunlugun, NA ve DA'nin sentez ve
metabolizmasinda zamanla ve incelenen beyin bolgesiyle degisen karmasik bir artig
modeli (turnover) olusturdugu sdylenebilir (161). Morfin bagimlisi siganlara nalokson
uygulamasinin ardindan hipotalamo-hipofiz-adrenal eksen aktivitesinde bir artis oldugunu
gosteren calismalar sonrasinda, morfin bagimlilig1 ve yoksunlugu sirasinda hipotalamik
paraventrikiiler niikleustaki (PVN) noradrenalin (NA) ve dopamin (DA) miktarlarindaki
degisiklikleri inceleyen bir calismada, NA ve DA igeriginin yani sira bunlarin PVN'deki
metabolitlerinin miktar1t HPLC ile incelenmistir. Nalokson ile yoksunluk indiiklenmesi
sonrast hem NA hem de DA metabolitinde belirgin bir artis gelismis bir diger ifadeyle NA

ve DA turnover1 artmig olarak bulunmustur (162).
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Beyin RAS ile DA ve NA iliskisine bakildiginda; beyinde, dopamin ve ANJ II
arasindaki bir etkilesim ilk olarak mikrodiyaliz ile gosterilmis ve ANJ II'nin akut striatal
uygulamasinin striatumda AT1 reseptor antagonistleri tarafindan bloke edilebilen bir
dopamin salmimina neden oldugu ortaya cikmistir. Bu sonuglar, ANJ II'nin AT1
reseptorlerini aktive ederek dopamin salinimint arttirabildigini ve dopamin seviyelerinde
bir azalma oldugunda, ANJ II/AT1 reseptor aktivitesinde kompansatuar bir artis
olusturularak dopaminerjik fonksiyonun eski haline getirilmesinin saglanacagini
gostermektedir (121). Bununla beraber ANJ II katekolamin biyosentezi i¢in kilit rol
istlenen tirozin hidroksilaz ve dopamin [-hidroksilaz enzimlerinin ifadesini ve
metabolizmasii degistirebilir, bu sayede NA ve DA sentezinin diizenlenmesinde rolii
bulunur. Anjiyotensin ve DA reseptdrleri arasindaki karsilikli etkilesimler substantia nigra
ve striatumda yapilan aragtirmalarda gosterilmistir (122).

RAS ile kolinerjik, dopaminerjik ve adrenerjik sistemler gibi diger sistemler arasinda

bir ¢apraz etkilesim oldugu gosterilmistir (14, 20). Spesifik olarak, ANJ II ve ATIR'nin
ekspresyonu, hayvanlarda ve insanlarda VTA dahil olmak iizere DAerjik beyin 6diil
bolgeleri ile iliskilidir (141). ADE1, DA reseptorlerinin aktivasyonunu kontrol ederek
opioid bagimliliginin patofizyolojisine kap1 agarken, ANJ II, DA sentezini uyarir ve
oksidatif stresin indiiklenmesi yoluyla rodent beyinlerinde veya noronal kiiltiirlerde
DAerjik hiicre 6liimiinii veya dejenerasyonunu siddetlendirebilir (92).
Sprague-Dawley si¢anlarda yapilan iki sise sec¢imine aralikli erisim paradigmasi
kullanilarak olusturulan volunter yiiksek alkol tiiketimi modelinde, asir1 alkol alimi,
oksidatif stresi indiikleyerek RAS homeostazinda 6nemli bozulmalara yol agmistir. RAS
dengesizligi volunter alkol tiiketimini indiiklemis ve oksidatif stress ile DA birikimini
tetikleyerek orta dereceden asirt alkol tiiketimine gecise aracilik etmistir, bu da alkolizm
ve alkol bagimliliginin etiyopatogenezinde RAS dengesizligi, DA ve oksidatif stresin kisir
dongiisiinii ortaya koymustur (147).

Bu tez ¢caligmasinin sonuglarina bakildiginda, yoksunlugun 6nemli bir gostergesi olan
sigrama davraniginin tiim tedavi gruplarinda azaldigi bulunmustur (Sekil 4.1). Bu bulgu,
literatiirde morfin bagimliliginda beyin RAS’m arastirildigi, ANJ II ve kaptopril ile
yapilan diger caligmalar ile kismen uyumludur. Preklinik ve klinik ¢aligmalarda ADE
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inhibitorii ve opioidler birlikte kullanildiginda opioidlerin etkinliginin arttig
gosterilmistir (134). ADE inhibitorii olan kaptopril ile sicanlarda yapilan bir ¢aligmada,
kaptoprilin olas1 inflamasyon yolaklarini inhibe ederek antinosiseptik 6zellik gosterdigi,
morfinin analjezik etkisini artirdig1 ve tekrarlayan morfin uygulamasina karsi tolerans
gelisimini engelledigi bildirilmistir (135). VTA’ya yapilan ANJ II ve kaptopril
enjeksiyonunun si¢anlarda morfinin kendi kendine uygulanmasi modelinde etkilerinin
incelendigi bir ¢alismada, ANJ II grubunda, aktif kola basma sayis1 morfin grubuna gore
anlamh olarak diisiik bulunmustur. Bu ¢alisma, VTA'da ANJ II ile opioid sistemi
arasindaki olas1 etkilesimi 6ne slirmiistiir (21). NAc’e kaptopril uygulanan baska bir
calismada da aktif kola basma morfin grubundan anlamli olarak diisiik bulunmustur (22).
ICV verilen kaptopril ve ANJ II’nin morfinle indiiklenmis kosullu yer tercihi ve morfin
yoksunlugu modelinde etkilerinin incelendigi bir diger calismada ise ICV kaptopril
uygulamasinin naloksonla indiiklenmis yoksunluk semptomlarin1 azalttigi ve ANJ II'nin
bir dnceki ¢alismanin aksine yoksunluk semptomlarini artirdigi bildirilmistir (23).

Bu caligmada ANJ II grubu, YK grubuna gore sigrama sayisi, 1slak kopek silkinmesi
say1s1, lokomotor aktivite testinde ise bazale gore ambulatuvar hareket ve vertikal hareket
sayis1 yiizde degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir. Bunun nedeni
olarak, ANJ II’nin AT1R’lerine baglandiktan sonra ANJ II/AT2 ekseni ve ANJ 1-7/MasR
anti-oksidatif/anti-inflamatuar yolaginda etki gosterebilecegi diisiiniilmiistiir. Soyle ki,
ANJ 1II ayrica aminopeptidazlar tarafindan ANJ IIl'e, ardindan da ANJ IV'e
doniistiiriilebilir. ANJ II1, AT2R'leri ANJ II'den daha yiiksek bir afinite ile baglar. ANJ IV,
noroprotektif etkilere yol agabilen AT4R'lere baglanabilir (20).

KAP grubu ise YK grubuna gore sigrama sayisi, 1slak kopek silkinmesi sayisi,
lokomotor aktivite testinde ise bazale gore ambulatuvar hareket, kat edilen mesafe ve
vertikal hareket sayist ylizde degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli azalma
gostermistir. Bu sonu¢ karsisinda, ADE inhibitorii ilaglarin ANJ II olusumunu
engelleyerek RAS eksenini ADE2/ANJ 1-9/ANJ 1-7/MasR tarafina yonlendirdigi
diistiniilmektedir. Literatiirde ADE’nin perindopril gibi santral sinir sistemini etkileyen
inhibitor bir ilag ile blokaji, Alzheimer hastalig1 hayvan modellerinde biligsel bozuklugu

azaltmistir. ADE inhibisyonu ile kognisyondaki iyilesmenin mekanizmasi; ADE ve
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dopaminerjik norotransmisyon arasindaki etkilesim ile agiklanabilir (127). Alkol
bagimlilig1 ve RAS ile ilgili sicanlarda yapilan giincel bir ¢alismaya gore asir1 alkol
alimmin VTA'da oksidatif stres yoluyla RAS dengesizligine neden oldugu; kaptopril,
ADE 2 aktivatorleri veya ANJ 1-7 mimetikleri kullanilarak RAS dengesizliginin
tyilestirildigi bildirilmistir (147). Ayrica onceki ¢alismalar, kaptoprilin ROS siipiiriicii
etkisini, kimyasal yapisindaki siilthidril (-SH) grubunun varhigina baglamistir. Bu
nedenle, lisinopril gibi SH igermeyen ADEIl inhibitorlerinin  bagimlilik
mekanizmalarindaki potansiyel etkileri daha fazla arastirma yapilmasimi gerektirir (147,
163).

Losartanin (ARB blokorii) Azheimer hastaligi amiloid- hayvan modeli deneyinde
kullanildiginda, farelerde uzamsal 6grenme ve hafiza kapasitesini normallestirdigi; ayrica
astrogliozisi azalttigi ve ATIR ve AT4R'nin ekspresyon seviyelerini normallestirdigi
bildirilmistir (125). Cesitli ¢alismalar, kandesartan da dahil olmak tizere ARB'lerin
etkilerine AT 1R'nin bloke edilmesinin aracilik ettigini ve bunun da AT2R'ye baglanabilen
baglanmamis ANJ II miktarinin artmasi nedeniyle AT2R'nin aktivasyonuna yol actigini
gostermistir (128). Baska bir ¢alismada, AT2R'nin dogrudan uyarilmasi1 uzamsal hafizay1
gelistirmis ve bir Alzheimer hastaligi modeli deneyinde ICV Amiloid Beta (1-40)
enjeksiyonundan sonra bilissel gerilemeyi 6nlemistir (129). Alkol bagimliligini konu alan
bir calismada telmisartanin 100 nM ICV uygulamasimn Sardinian alcohol-preferring
sicanlarin alkol yoksunlugu bulgularint ve alkol alma tercihlerini yeme i¢cme
davraniglarini etkilemeden azalttigi, ayrica ¢alismada telmisartanin bu etkisini dopamin
diizeyini degistirmeden yaptigi gosterilmistir (24). ARB grubundan bir ajanin morfin
yoksunlugu modelinde denendigi sadece bir ¢aligma mevcuttur. Valsartan ile ¢alisilan bu
deneyde, valsartanin sicanlara oral yoldan 7 giin boyunca kronik uygulanmasinin morfin
toleransini ve diyare, defekasyon gibi yoksunluk bulgularini azalttig1 bildirilmistir (25).
Bu ¢aligmada valsartan alan grupta sigrama sayisinda anlamli bir azalma goriilmemistir.
Bizim caligmamizda ise YK grubuna gore degerlendirildiginde, yoksunluk oncesi ve
sonrasi tartilan sicanlarin agirligr yiizde degisimi olarak hesaplandiginda tiim tedavi
gruplar1 arasinda yoksunluk sonrasi anlamli bir degisim goriilmemistir (Sekil 4.3). Bunun

nedeni tiim tedavi gruplarma santral yolla (ICV) verilen tedaviler olabilir. Valsartan ile
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yapilan c¢aligmada ila¢ tedavisi siganlar oral uygulanmistir (25). Opioid yoksunluk
sendromunun uyarici edici etkilerinin LC bolgesiyle gergeklestigi, diyare ve lakrimasyon
bulgularinin da periferal opioid reseptdrlerine bagli olabilecegi dne siiriilmiistiir (79).
ARB grubu ilaglarin yoksunlugu azaltic1 etki mekanizmalar1 su sekilde agiklanabilir.
AT1R'nin kronik blokaji ANJ IV iiretimini artirir. Asirt eksprese edilen ANJ IV, ATIR
sinyalini aktive edebilir. AT1R bloke edildiginde ANJ IV, yiiksek konsantrasyonda bile,
yalnizca AT4R reseptorlerine baglanir. ANJ IV/AT4R sinyali, AT2R'leri aktive etmek
iizere baglanarak ANJ III konsantrasyonunu, anti-inflamatuar etkiler gostermek {izere
nitrik oksiti artirir ve sinaptik iletimi ile uzun dénem hafiza olusumunu gelistirir (126).

Islak kopek silkinmesi sayisi, naloksonla indiiklenmis yoksunluk sendromunda ANJ
II ve KAP gruplarinda YK grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (Sekil 4.2).
Bilindigi iizere morfin yoksunlugu sendromunda baskin olarak mezokortikolimbik
sistemdeki dopamin azalisinin kritik bir dneme sahip oldugu bildirilse de NA, serotonin,
glutamat, oreksin ve kortizol gibi norotransmitterler de bu siirece katkida bulunabilir (52,
76, 85, 121). Islak kopek silkinmesi hareketi serotonerjik sistemde olan degisiklikleri
yansitan bir gostergedir. Sadece ANJ II ve kaptopril grubunda anlamli olarak diisiik
cikmasi, ATIR blokajinin tek bagina bu hareketi azaltmada yeterli olmadigim
distindiirmektedir (164).

TLM 33 nM dozda akut ve kronik tedavi verilen grupta, TLM 100 nM ve 300 nM
dozlarinda enjeksiyon yapilan gruba gore sigrama sayisinda daha fazla azalma oldugu
gbze carpmaktadir. Yiiksek doz TLM verildiginde etkinin azalmasi, ilk bakista TLM nin
ATIR iizerinde parsiyel agonist etkisi oldugunu diistindiirmektedir, ancak literatiirde
TLM’nin bodyle bir etkisine rastlanmamistir. Bu konuda bagka bir teori ise RAS’in
birbirine zit ¢alisan iki kolunu harekete gecirerek, kompansatuvar yanitlar olusumuna
neden olabilir. S6yle ki, ANJ II/AT1 reseptor yolagi ve pro-renin reseptdr fonksiyonlari
dopaminerjik noronlarda ve glial hiicrelerde oksidasyon ve inflamasyona yol agan
mekanizmalarda gorev almaktadir (120). ANJ II/AT2 sinyal yolagi ve ANJ 1-7/MasR
mekanizmasi da oksidatif ve inflamatuar etkileri tersine ¢eviren bir mekanizma olarak
tanimlanmistir (97). AT1 ve AT2 reseptorlerine ek olarak diger anjiyotensin peptitleri ve

reseptdrleri, genel olarak pro-oksidatif ve pro-inflamatuar bir kol ile ona kars1 diizenleyici

63



islevleri bulunan anti-oksidatif ve anti-inflamatuar bir kol seklinde organize olarak RAS
fonksiyonlarim1 modiile eder. Fiziksel kosullarda her iki tarafin da dogru sekilde
dengelenmesi gerekir. Oksidasyonu ve inflamasyonu arttirici etkiler temelde ANJ II/AT1
reseptor aktivasyonunun NADPH- oksidaz enzim kompleksinin islevi diizenleyerek ve
Ca*? salmimini tetikleyen mekanizmalar ile olugturulur. Buna ek olarak, renin ve onciisii
prorenin de ilgili reseptorler {izerinde etkilidir. Ayrica, prorenin reseptorii, AT1 reseptor
aktivasyonu tarafindan indiiklenenler gibi pro-oksidatif etkilere neden olan sinyal yolunu
indiikler (98). Anti-oksidatif/anti-inflamatuar eksen esas olarak ANJ II/AT2 reseptor
bileseni ve G-protein-bagli Mas reseptorii (MasR) (99, 100) ve MrgD (101) ve MrgE (102)
gibi Mas ile iliskili G protein reseptdr ailesi tiyelerinin ANJ (1- 7) ve alamandin tarafindan
aktivasyonu ile olusturulur. ADE2 oksidasyon olusturan yolakta bulunan peptitleri (ANJ
I ve ANJ II), anti-oksidasyon mekanizmalarinda yer alan ANJ 1-9 ve ANJ 1-7, ANJ A,
ANJ III gibi diger peptitlere tiirevlere parcalayarak sistemin iki ucu arasindaki dengeyi
saglamada 6nemli bir rol oynamaktadir (20). Mas ile iligkili G proteini reseptorleri i¢cin
ana ligand, alamandindir. Alamandin, ANJ 1-7'nin aspartik asit amino asidinin
dekarboksilasyonu ile sentezlenir (101).

Yiiksek doz TLM verildiginde yoksunluk semptomlarinda iyilesmenin azalmasi,
yedek reseptor teorisi ile de acgiklanabilir (28). Ayrica kismi PPARy agonisti olan
telmisartan, AT2R aktivasyonu ve serin-treonin fosfataz yolagi ile birlikte kognisyonu
iyilestirir, hiicre sagkalimini kolaylastirir ve hem antioksidan 6zelliklere hem de anti-
inflamatuar 6zelliklere sahiptir (43).

SK ve BK i.p. SF uygulamasi, diger gruplarda da i.p. nalokson uygulamasi sonucunda
bazal lokomotor aktivite testine gore gruplar arasinda stereotipik hareket sayisinin %
degisimi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.4). Bazal lokomotor aktivite
testinde gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmezken, yoksunluk sendromu
olusturulduktan sonraki 6l¢iimde SK grubuna gore tiim gruplarda (yoksun ve bagimli
grup) stereotipik hareketlerin sayisinda azalma bulunmustur. Bu bulgu morfin peleti
yerlestirilen siganlarin stereotipik aktivitelerinin azalmasi ile agiklanabilir. Stereotipik
hareketler, belirli bir diizen i¢inde meydana gelen, tekrarlayan, dikkat dagitan amagsiz

hareketler olarak tanimlanir. Siganlardaki stereotipik hareketler ise yer degistirmeksizin
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yapilan ekstremite fleksiyon ve ekstansiyonlari, bas ve boyun hareketleri, timarlama,
cigneme, kemirme, koklama, orofasiyal hareketler ve basi sallama hareketleri olarak
belirtilebilir (165). Mezoakkumbens ve striatal dopaminerjik yolaklarin stereotipi
olusumunda rol aldiklar1 bilinmektedir. D1 ve D2 reseptor agonistlerinin g¢esitli
hayvanlarda stereotipi yarattigi, dopamin antagonistlerinin ise stereotipik davranislari
baskiladig1 gozlemlenmistir. Mcbride ve Hemmings’in arastirmasina gore stereotipi
gosteren hayvanlarin nucleus accumbens D1 ve D2 reseptdr yogunlugu kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak fazladir (166). SK grubu disindaki hayvanlarin tiimiine morfin
peleti yerlestirilmistir. Bu peletlerin zamanla dopaminerjik sistem etkilerini baskilayarak
stereotipik davraniglar1 azalttig1 6ne siiriilebilir.

Ileriki galigmalarda, naloksonla indiiklenmis morfin yoksunlugu modelinde, 6nce 33
nM ICV TLM verilerek AT1R blokasyonu, sonrasinda ise ANJ II verilerek ANJ II’nin
ADE2/ANG 1-7/MasR eksenindeki etkilerinin incelenmesi diisiiniilmektedir. Ayrica tim
hayvanlarin beyinlerinden PFC ve NAc bolgeleri ¢ikarilmis, -80°C sicakliktaki dolaba
kaldirilmistir. Bu beyin bolgelerinden LC-MS/MS cihazinda DA, NA ve metabolitlerinin
(sirastyla DOPAC, HVA ve VMA) bakilmasi planlanmistir. LC-MS/MS cihaz ile ilgili
gelisen teknik sorunlar ve tez siiresinin dolmasi nedeniyle bu tez ¢aligmasina sadece
davranis deneylerinin bulgular1 dahil edilmistir DOPAC ve HVA dopamin
metabolizmasinda, VMA ise noradrenalin ve adrenalinin metabolizmasinda yer
almaktadir (26). Yoksunluk sendromunda, DA ve NA'nin sentez ve metabolizmasinda,
zamanla ve incelenen beyin bolgesiyle degisen karmasik bir metabolizma hizinda artis
modeli (turnover) olusturdugu soylenebilir (161). Calismanin devaminda, bagimlilikta
rol alan 6nemli beyin bolgelerinin (PFC ve NAc) homojenatinin hazirlanarak LC-MS/MS
cihazinda DOPAC/DA, HVA/DA ve VMA/NA oranlarinin analizinin yapilmasi ve bu
analiz ile beyin RAS modiilasyonunun naloksonla indiiklenen morfin yoksunluk
sendromunda DA ve NA salmimi ve metabolizmasma etkisinin agiklanmasi
hedeflenmektedir.

Sonug olarak, yiiksek dozda uygulanan TLM’nin diisiik doz verilen gruba gore
yoksunluk belirtilerini goreceli olarak diistirmesi bize beyindeki renin anjiyotensin

etkisinin AT1 reseptdrleri ile sinirlandirilmasinin miimkiin olmadigint gostermektedir.
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Olas1 mekanizmalar arasinda yliksek doz ATIR antagonizmasinin AT2R, MasR ve AT4
reseptorlerinden biri veya birkaci iizerinde desensitizasyon etkisi olusturmasi yer alabilir.
Reseptor desensitizasyonu, hiicre yiizeyindeki reseptorlerin, bir agonist tarafindan yiiksek
dozda veya siirekli olarak uyarilmasi sonucunda o agoniste karsi duyarliligini gegici veya
kalic1 olarak kaybetmesi durumudur. Ayni sinyal yoluna bagl diger reseptorlerde de
duyarlilik azalabilir. Ikincil habercilerin tilkenmesi ve G proteine bagli fosforile
reseptorlerin B arrestin ile baglanmasi desensitizasyon mekanizmalari arasinda sayilabilir.
Baska olas1 bir mekanizma ise yiiksek dozda uygulanan TLM enjeksiyonunun AT2R,
MasR, MrgDR ve AT4 reseptorlerinde downregiilasyona yol agmasi olabilir. Ancak bu
deneyde 33 nM TLM enjeksiyonunun hem akut hem de kronik verildigi (5 giin) gz oniine
alindiginda, kronik grupta bu etkinin goriilmemesi bizi reseptér downregiilasyonu
teorisindense, yiiksek ve tez dozda TLM verilmesinden dolay1 desensitizasyon goriilmesi
fikrine itmektedir. Daha Once yapilan caligmalar ve bizim calismamizdaki bulgular
1s181nda ANJ II’in yoksunluk semptomlarini azaltmasinin nedeni olarak ANJ II’nin ADE2,
Ap-A, Ap-N ve DC enzimleri ile ANJ 1-7, ANJ III, ANJ IV, ANJ A ve Alamandin
peptitlerine doniiserek anti-oksidatif ve anti-inflamatuar diizenleyici etkiler gosterdigi 6ne
stirilebilir. Bu bulgular RAS’1n ve ANJ II’nin morfin yoksunluguna etkisinin esasen
beyinde piir bir endojen agonistik etkiye yol agan bir sistem gibi rol oynamasindan ziyade

bir modiilator gibi gorev aldigini diistindiirmektedir.
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