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OZET

Aslan, A. (2017). Zenginlestirilmis ¢evre, memantin ve SKF82958'in si¢anlarda
nalokson ile baslatilan morfin yoksunluk sendromuna etkileri: Hipokampal doku
plazminojen aktivatdri mRNA diizeyleri. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali. Doktora Tezi. istanbul.

Bu c¢alisma, morfin bagmmliligi noérobiyolojisinde glutamaterjik, dopaminerjik
sistemlerin ve hipokampus doku plazminojen aktivatorii (dPA)’niin rollerini ve olasi
etkilesimlerini incelemek {izere tasarlandi. Wistar Albino erkek siganlarin bazilar
standart ¢cevre (SC)’de bazilari ise sinaptik plastisite gelisimi i¢in zenginlestirilmis ¢evre
(ZC)’de bir ay siire ile tutuldu. Sonra tiimiiniin sirt derileri altina morfin (150 mg) ya da
plasebo peletleri yerlestirildi. Pelet yerlesiminden 72 saat sonra hayvanlarin bir kismina
serum fizyolojik bir kismina opioid-reseptor antagonisti nalokson (1 mg/kg, i.p.)
uygulandi. SC hayvanlarindan bir gruba nalokson uygulamasi Oncesi glutamaterjik
reseptor alt tiplerinden N-metil-D-aspartik asit reseptor antagonisti memantin (10 mg/kg
1.p.), bir kismima dopamine D1-reseptor agonisti SKF82958 (1 mg/kg, i.p.) ve memantin
oncesi SKF82958 uygulandi. Her bir hayvan, nalokson injeksiyonundan sonra 15
dakika boyunca yoksunluk sendromu parametreleri igin izlendi. Izleme sonrasi
hayvanlar dekapite edilerek ¢ikartilan beyinlerinden hipokampuslari, sinaptik plastisite
gostergelerinden biri olarak diistiniilen dPA’niin mRNA analizi i¢in ayrildi. ZC
grubunda, yoksunluk belirtilerinden sigrama, dis gicirdatma, diyare, lokomotor aktivite
artist ve vicut agirhig kaybi istatistiksel anlamli olmaksizin daha fazla gelisti.
Hipokampus dPA mRNA, SC yoksunluk grubunda plasebo grubuna gore anlamli olarak
daha diisiik saptanirken, ZC yoksunluk grubuna yakin bulundu. Yoksunluk
belirtilerinden dis gicirdatma, ptozis, diyare ve viicut agirligi kaybini istatistiksel
anlamli olarak memantin azaltti, SKF82958 si¢rama ve ptozisi azaltirken diyare ve kilo
kaybini artirdi, memantinin etkilerini ise geri ¢evirdi. Bulgular, glutamaterjik ve
dopaminerjik sistemlerin morfin bagimlilik mekanizmalarinda birbirleri ile etkilesimli
olarak onemli rolleri olabilecegini diisiindiirmekte, bagimlilik gelisiminde hipokampus
dPA’niin bu sistemlerle etkilesiminin ileri ¢alismalarla arastirilmasi gerektigine isaret
etmektedir.

Anahtar Kelimeler: morfin bagimliligi, memantin, SKF82958, zenginlestirilmis ¢evre,
doku plazminojen aktivatorii
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ABSTRACT

Aslan, A. (2017). Effects of enriched environment, memantine and SKF82958 on
naloxone precipitated morphine abstinence syndrome in rats: Hippocampal tissue
plasminogen activator mRNA levels. Istanbul University, Institute of Health Science,
Istanbul Faculty of Medicine, Department of Medical Pharmacology, Doctoral Thesis.
Istanbul.

This study was designed to investigate involvement of glutamatergic, dopaminergic
systems and hippocampal tissue-plasminogen-activator (tPA) with possible interactive
roles in neurobiology of morphine dependence. For this purpose, some male Wistar
Albino rats were kept in standard-environment (SE) and some in enriched-environment
(EE) to induce synaptic-plasticity for one month. Then, rats were implanted
subcutaneously with either morphine (150 mg) or placebo pellets. Seventy-two hours
after this, opioid-receptor antagonist naloxone (1 mg/kg, i.p.) was administered to
precipitate abstinence syndrome. In divided groups, saline, memantine (10 mg/kg i.p.)
an antagonist of N-methyl-D-aspartic acid class of glutamatergic receptor-subtype,
dopamine D1-receptor agonist SKF82958 (1 mg/kg, i.p.) or memantine pre-treated
SKF82958 were administered prior to naloxone administration. Then, signs of
morphine-abstinence of rats taken individually to observation cage were recorded for 15
minutes. Immediately after, animals were decapitated and hippocampi of them were
removed for the analysis of mMRNA of tPA which was deemed to be one of the synaptic
plasticity indicators. Jumping, teeth-chattering, diarrhea, locomotor activity and weight
loss increased without statistical significance in the EE group. Hippocampal tPA mRNA
was found to be significantly lower in SE-abstinence group than in placebo group, but
close to EE-abstinence group. Memantine decreased teeth-chattering, ptosis, diarrhea,
and weight loss significantly. SKF82958 increased diarrhea and weight loss while
decreasing jumping and ptosis, and reversed the effects of memantine. Findings suggest
that in morphine dependence mechanisms, glutamatergic and dopaminergic systems
may have important interactions with each other and the interaction of tPA with these
systems should be further investigated.

Key Words: morphine dependence, memantine, SKF82958, enriched environment, tPA
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1. GIRIS VE AMAC

llag/madde bagimlihig ve tutkunlugu, bagimli bireyleri ilgilendiren olumsuz
etkileri yaninda tiim diinyada sosyal ve ekonomik yonleri ile ciddi bir toplumsal
sorundur. Bagimliliga neden olan ilag ya da maddeler ¢ok ¢esitli olup, olusturduklar
bagimliligin psikolojik ve/veya fiziksel olmasi, olusma kosullari, gelisme stiresi, siddeti,
yoksunluk belirtileri gibi 6zellikleri benzerlik ve farkliliklar tagimaktadir. Gilintimiizde
ilag ya da madde bagimlilig ve tutkunlugu tedavisinin basarisi ilag ya da maddeye gore
degismekte, morfin bagimlilig1 ve tutkunlugu gibi giiclii olanlarin tedavi basar1 orani
diisiik kalmaktadir. Morfinin, niikslerle (relaps) seyreden tutkunlugun eslik ettigi
fiziksel bagimliliginin heniiz radikal bir tedavisi bulunmamakta, mevcut davranis
tedavisi ve farmakolojik yaklasimlar tek basina ya da birlikte yeterli tedavi basarisi

saglamamaktadir (Bart 2012; Liischer 2015 pp. 552-566).

llac ya da madde bagimhiligina neden olan mekanizmalar yogun olarak
arastirilmasina ragmen tam olarak anlasilamamistir. Madde bagimlist kisilerin siklikla
nikotin, morfin, alkol gibi birden fazla maddeyi ayn1 anda ya da birbirinin yerine
kullanmasi, bu bagimlilik tiirlerinin biyolojik zemininin ortak mekanizma ya da
mekanizmalara dayandigi diislincesine yol a¢mistir. Son yillarda, bu diisiincenin
gecerliligine dair kanitlar giderek giiclenmektedir. Bunlardan biri, bagimlilik yapici
maddelerin etkisi altinda beyinde dopamin saliverilmesinde artigin saptanmasidir.
Boylelikle mezolimbik dopaminerjik 6diil yolaginin etkinlesmesi bagimlilik gelisiminde
gerekli olabilir (Wise 1989; Liischer 2015 pp. 552-566). Diger yandan, 6grenme-bellek
islevinin 6nemli bir bileseni oldugu diisiiniilen sinaptik plastisite patolojik olarak
geliserek bagimliligin  yerlesmesinden sorumlu bulunmaktadir. Bagimlilik yapict
maddeye kronik maruziyet sonucu gelisen noroadaptif degisikliklerin, sinaptik plastisite
ile iliskili oldugu gosterilmektedir (Nestler 2001; Everitt ve Wolf 2002; Jones ve Bonci
2005).

Bagimlilik tiirleri arasinda morfin bagimliligi, yayginligi ve ciddi sonuglar ile
Oonemli bir aragtirma alanidir. Morfin bagimliligi gelisiminde dopaminerjik sistem

yaninda Ogrenme-bellek ile de iligkili olan glutamaterjik sistemin roliiniin varlig



varsayimi giderek giliglenmistir (Koyuncuoglu ve ark. 1992; Trujillo ve Akil 1994,
Chartoff ve ark. 2003). Ancak, morfin bagimliliginin biyolojik zemini ile bu sitemlerin
ilintisi tim yonleri ile aydinliga kavusmamistir ve morfin bagimliligi siirecinde
glutamaterjik ve dopaminerjik iki temel mekanizmanin arasindaki etkilesim de yeterli

bilinmemektedir.

Son yillarda, sinaptik plastisitede rol oynadigi saptanan doku plazminojen
aktivatoriiniin (dPA) (Samson ve Medcalf 2006), madde bagimliligi gelisiminde de rolii
olabilecegi diistiniilmektedir (Nagai ve ark. 2004; Yamada ve ark. 2005). Doku
plazminojen aktivatoriinii morfinin de indiikledigi bildirilmis ve morfin yoksunlukta
hipokampusta sinaptik degisimler (Zhong ve ark. 2006) saptanmistir. Ote yandan,
deneysel modellerde zenginlestirilmis c¢evrenin, sinaptik plastisite gibi noral
(Kempermann ve ark. 1997; Rema ve ark. 2006) ve 6grenme-bellek performansi artisi

gibi davranigsal (Rampon ve ark. 2000) degisiklikler olusturdugu bilinmektedir.

Timii birlikte degerlendirildiginde, morfine karsi gelisen bagimliligin
mekanizmalarimin =~ heniiz ~ yeterli  aydinlatilamadigit  ve morfin  bagimlilig
tedavisinin basarisinin istenen diizeyde olmadigini goriilmektedir. Bu tez projesi ile
morfin  bagimliligi gelisim mekanizmalarinda, glutamaterjik ve dopaminerjik
sistemlerin ayr1 ayr1 ve birlikte rolleri, 6genme-bellegin 6nemli beyin merkezlerinden
hipokampiiste olast dPA iligkili sinaptik plastisitenin yerinin degerlendirildigi bir

zeminde arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ila¢/Madde Bagimlihg ve Tutkunlugu

2.1.1. Tanimlar

Tedavi amagli verilen bazi ilaglarin yinelenen kullanimi ile beyinde gelisen
uyum yaniti (ndroplastik degisiklikler) sonucu siklikla bagimlilik (fiziksel bagimlilik),
ender olarak da kontrol dis1 ilag kullanimina yol acan kompulsif bir davranis (psikolojik
bagimlilik) gelismektedir (O’Brien 2011 pp. 649-668; Liischer 2015 pp. 552-566). Uzun
siire kavram kargasas1 yasanmis ve bu iki durum farklilik gézetilmeden birbirinin yerine
kullanilan bagimlilik ve adiksiyon sozciikleri ile ifade edilmistir. Adiksiyon, kendini bir
seye teslim etme anlamindaki Latince “ad dicere” sOzciigiinden tiiretilen ve dilimize
tutkunluk olarak ¢evrilen bir deyimdir (Kayaalp ve Uzbay 2012 pp. 846-868). Oysa,
bagimlilik (fiziksel bagimlilik), giderek daha yiiksek dozlarda beklenen etkinin elde
edilebildigi (tolerans) durumu izleyerek, ilacin yoklugunda bazi klinik belirtilerin
olusmasi ile karakterizedir. Tolerans gelisimi ile birlikte genellikle fiziksel bagimlilik da

olusmaktadir (Kalant 2007 pp. 236-251).

Uzun siire beta-bloker ya da kortikosteroid kullanimi sonrasi aniden ilag
kesilmesi ile de ciddi yoksunluk belirtileri gelismektedir. Bu nedenle, tibbi amaclarla
kullanilan bazi ilaglara kars1 gelisebilen bu durum, normal fizyolojik islevlerin devami
icin yeniden ilacin alinmasini gerektirmekte, yavasca ilacin kesilmesi ile yapilan
tedaviye iyi yamit vermektedir (O’Brien 2011 pp. 649-668). Bagimlilik (fiziksel
bagimlilik), psikoaktif (morfin, etanol, kokain, nikotin, vb.) maddeler disinda psikoaktif
olmayan maddelere (nitratlar, sempatomimetik vazokonstriktor ve bronkodilator ilaglar
gibi) karsi da santral sinir sistemi disi hedef sistemlerine 6zgii klinik 6zellikler ile
gelisebilmekte iken adiksiyon/tutkunluk sadece psikoaktif bazi ilag/maddelere karsi
gelismektedir (Liischer 2015 pp. 552-566). Ote yandan, tedavi amagh kullanilan ilag
psikoaktif olsa da c¢ogu hasta ilact yeniden kullanmayr arzu etmemekte, ilaci

aramamaktadir.

Amerikan Psikiyatri Dernegi calisma grubunda Onceleri kiiciiltiicii bir ifade
olabilecegi i¢in tutkunluk yerine bagimliligin kullanilmasi 6nerilmis, bu oneri kabul

edilmis fakat daha sonra kontrol disi ilag/madde kullanimini tutkunluk (adiksiyon)



olarak ifade etme karari alinmistir (O’Brien 2011). Zira, kavram karisikligi sonucu
olusan ¢ekincelerle agrili hastalarin yeterli opioid uygulamasindan yoksun kalmalari
gibi olumsuz sonuglar yasanmistir. Kotiiye kullanim (abuse) sdylemi ise ilag kullanimi
ve ilag tutkunlugu arasinda bir durumu destekleyen veriler olmadigindan ayni1 dénemde
dislanmigtir. Tutkunluk, tibbi amagclar disinda bazi ilaclarin (kotliye) kullanimi sonucu
ya da bazi maddelerin kullanimi ile daha sik gelismekte ve tedavi basarisi oldukga

diisiik oranda kalmaktadir.

Bir ilag/maddeye adiksiyon/tutkunlugun (psikolojik bagimlilik) eslik etmedigi
bagimlilik (fiziksel bagimlilik) olabilirken, bazi kisilerde hem bagimlilik ve hem de
adiksiyon/tutkunluk gelisebilmektedir.

2.1.2. Bagimhilik ve Tutkunluk Gelisimi

Tutkunlugun eslik ettigi ilag/madde bagimliligi, olumsuz sonuglarina ragmen
stirekli yeniden ilgili ila¢/maddenin alimlar1 ile niikseden ciddi saglik sorunlari ve
sosyal sorunlara yol agan karmasik bir durumdur. Biyolojik ve ¢evresel degiskenlerin
etkilesimleri tutkunluga giden yolu olusturmaktadir (Leshner 1997) ancak bu etkilesim
mekanizmalart iyi bilinmemektedir. Genel olarak bu tiir ilag ya da maddelerin keyif
verici, gl¢lii hissettirici (6forik) ve kaygi giderici etkileri vardir. Bagimlilik yapan
maddelerin, bu etkilerle pozitif pekistiri etki zemininde beyin 6diil sistemini
etkinlestirerek bagimliligr gelistirdigi diisiiniilmektedir (Wise ve Bozarth, 1987; Nesse
ve Berridge 1997). Baslangigta ilag/maddelerin kullanimi bu 6forik ve kaygi giderici
Ozellikleri nedeni ile gergeklesmektedir. Ancak bu maddeler kendi Ozelliklerine ve
kisinin yatkinligina gore degisebilen bir siirede kiside maddeye kars1 siddetli bir istek
olusturmaya baglarlar. Boyle impulsif olarak baslayan daha sonra madde aliminin
kontrol edilemedigi kompulsif hale doniisen bir siire¢ s6zkonusudur (Koob ve Le Moal
2001). Impiilsif etkiler “iyi” olan durumun tekrar yasanmak istenmesi ile kisinin madde
alimim pozitif sekilde pekistirmektedir. Diger yandan, maddenin viicuttan atilimi ile
etkilerinin kaybolmasi sonucu gelisen yoksunluk belirtilerinin yasanmak istenmemesine
karsilik da kompiilsif etki negatif pekistiri olusturmaktadir. Bu siire¢ ilag/maddenin

bagimliliginmi gliglendirmektedir.

2.1.3. fla¢/madde Bagimhihgi ve Tutkunlugu Mekanizmalari
Cesitli ilag ya da maddelere karsi gelisen bagimlilikta beyinde ortak

mekanizmalarin sorumlu olabilecegini diisiindiiren kanitlar ¢ok¢a bulunmaktadir. Bu



kanitlardan biri bagiml kisilerin tutkun olduklart maddeleri bulamadiklarinda diger
bagimlilik yapict maddeleri kullanmalaridir (Collins ve ark. 1988; Burton ve Tiffany
1997). Morfin, amfetamin, nikotin, kokain ve tetrahidrokanabinol gibi bagimlilik ve
tutkunluk olusturan maddeler, odiillendirici ve pekistirici etkileri ile beyin 6diil
sisteminden dopamin saliverilmesinin artmasina yol agmaktadir (Adinoff 2004). Odiil,
beyinde olumlu ve ulasilmasi gereken bir sey olarak algilanan bir uyaran iken pekistirici
uyaran yinelenen davraniglara yol acabilmektedir ve her zaman Odiillendirici degildir
(Nestler ve ark. 2009 pp. 364-388). Fazla dopamin saliverilmesi, maddenin kronik alim1
sonrasit ve yoksunluk sirasinda kaybolmakta tersine dopaminerjik sistem etkinligi

belirgin olarak azalmaktadir (Adinoff 2004; Radke ve Gewirtz 2012).

Psikoaktif tutkunluga yol agan ilaclarin etkiledigi beyin 6diil yolaklari, normal
olarak yasamsal ve iireme i¢in gerekli bir sistemdir. Yiyecek, su ve cinsel temas gibi
dogal pekistiricilere iligskin davraniglar1 yonetmektedir (Nestler ve ark. 2009 pp. 364-
388). Beyin dogal ve dogal olmayan uyaran1 ayiramamaktadir, ayrica dogal olmayan
tutkunluga yola acan maddelerin uyarici etkisi daha gii¢lii bulunmaktadir. Kompulsif

ila¢ ya da madde arayis1 boylelikle gelismektedir.

2.2. Yoksunluk Sendromu

Diinya Saglik Orgiitiiniin tanimina gore (WHO), yoksunluk sendromu, genellikle
uzun bir siire ve /veya yliksek dozlarda yinelenen sekilde alinan bir psikoaktif maddenin
kullaniminin kesilmesi veya azaltilmasi iizerine ortaya ¢ikan siddet derecesi maddeye
gore degiskenlik gosteren semptomlar grubudur. Yoksunluk sendromu, madde ya da
ila¢ bagimliliginin gelistiginin gostergesidir.

Yoksunluk sendromunun siddeti, bagimlilik yapan maddeye gore hafiften,
yasami tehdit edici diizeye farkli olabilmektedir. Bagimlilik yapici madde ya da ilacin
yinelenen uygulamast ile etkileri, beyinde normal islevlerin siirdiiriilebilmesi igin telafi
mekanizmalar1 tarafindan karsilanmaktadir. Madde ya da ilacin santral sinir sistemini
uyarict ya da baskilayict etkili olmasma gore etkinin zitti mekanizmalar telafi
mekanizmas1 olarak gelismektedir. Madde ya da ilacin yoksunlugunda ise bu telafi
mekanizmalar1 yoksunluk sendromunu, ilgili madde ya da ilaca 06zgii olarak
olusturmaktadir. Yoksunluk sendromunun belirtileri 6nce yogun olarak ortaya gikar,
daha sonra siddeti azalarak kaybolur. Dolayis1 ile geriye doniisiimlii fizyolojik bir

stirectir (Kalant ve Grupp 2007 pp. 945-958).



2.3. Dopaminerjik Sistem ve Madde Bagimhihgi

Tirozinden  sentezlenen  dopamin  (3-hidroksitriptamin),  katekolamin
norotransmiterler arasinda beyinde en yaygin bulunandir. Tirozin, tirozin hidroksilaz
enzimi ile 3,4-dihidroksifenilalanin (DOPA)’e dontismekte, DOPA da dopamin
dekarboksilaz enzimi aracilig1 ile dopamine doniismektedir (Sekil 2-1). Dopaminin etki
sonlanmas1 metabolik ve geri-alim mekanizmalar1 ile ger¢eklesmektedir (Sanders-Bush
ve Hazelwood 2011 pp. 335-361). Dopaminerjik reseptérlerden D1, D4, D5
postsinaptik yerlesimli iken D2 ve D3 presinaptik ve postsinaptik yerlesimlidir. Sinyal
ileti yolaklarinda cAMP rol almaktadir.
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Sekil 2-1: Dopaminerjik sinaps (Djang ve ark. 2012°den).

Substansia nigradan bazal gangliyonlara uzanan nigrostriatal, tegmentum-nukleus
akumbens-limbik korteks tizerindeki mezokortikolimbik ve hipotalamustan hipofize

uzanan tuberoinfundibuler yolaklar beyinde temel dopaminerjik devreleri



olusturmaktadir. Bunlardan mezokortikolimbik yolak, &fori, keyif gibi durumlarin
olustugu beyin bolgesi olup beyin 6diil sistemini olusturmaktadir. Bu dopaminerjik

yolagin etkinlesmesi ile madde bagimliligi ve tutkunlugunun gelistigi diistiniilmektedir

(Wise ve Bozarth, 1987; Nesse ve Berridge 1997).

2.4. Glutamaterjik Sistem ve Madde Bagimhihig:

Glutamaterjik sistem, santral sinir sistemindeki en yaygin uyarict aminoasit
norotransmiter sistem olup, glutamaterjik yolaklar, diger bir¢ok ndorotransmiter
sistemler ile baglantilidir (Molinoff 2011 pp. 363-395). Glutamat, glutaminden
glutaminaz enzimi aracili1 ile sentezlenir (Sekil 2-2). Iyonotropik olan N-metil-D-
aspartik asit (NMDA), AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropionik asit),
kainat reseptorleri ve metobotropik reseptorler glutamaterjik sistemin reseptor alt
tipleridir. Bu sistemde etki sonlanmasi geri-alim mekanizmasi ile olur. NMDA
reseptorleri, NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A ve NR3B alt protein birimlerine
sahiptir (Kew ve Kemp 2005; Pleasure 2008). Iyonotropik olan reseptdriin kalsiyuma
gecirgenligi yiiksek olup, kanalin agik kalma siiresi uzundur. AMPA ve kainat
reseptorlerinin kalsiyum gegirgenligi diisiik olup kanallarinin agik kalma stireleri
kisadir. AMPA, kainat ve G-protein iligkili metabotropik reseptorlerin de protein alt
birimleri vardir. NMDA reseptorlerinin yaygin olarak nérotransmisyonda onemli yeri
oldugu ve sinaptik plastisitenin birgok formunda temel araci islevi bulundugu
anlasilmistir (Malenka 2004).
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Sekil 2-2: Glutamaterjik sinaps (Popoli ve ark. 2011°den).

Glutamaterjik sistemin, morfin bagimliginin gelismesinde ve siirdiiriillmesinde
katkisinin oldugu deneysel olarak gosterilmistir (Koyuncuoglu ve ark. 1999; Tehrani ve
ark. 2009). NMDA reseptor antagonisti olan MK-801 maddesi, morfin ve alkol
yoksunlugunu baskilamaktadir (Koyuncuoglu ve ark. 1992; Boyce-Rustay ve
Cunningham 2004).

2.5. Sinaptik Plastisite ve Madde Bagimhihg:

"Sinaps" sozciigi, 19. yiizyilin sonlarinda Sherrington tarafindan tanimlanan
Yunanca kokenli syn-:birlikte ve haptein:baglamak sézciiklerinden olusmaktadir.
Sinapslarin ¢ogu kimyasal olup, presinaptik noron, sinaptik yarik igine bir
norotransmiter salivererek komsu postsinaptik ndron zarinda bulunan spesifik

reseptorlerle etkilesime girmektedir.

Sinaptik plastisite, cok cesitli ¢evresel uyaranlara karst uyum i¢in gereklidir.
Bagimlilik yapici madde ve ilaglarin, ilgili beyin devrelerinde sinaptik fonksiyonu ve
plastisiteyi degistirerek davranis iizerinde uzun vadeli degisikliklere neden olabilecegini
varsayimi uzun zamandir arastirilmaktadir. Bu birikim sonucunda, bagimlilik yapici
maddeler ile yapilan cesitli davranis deneylerinden elde edilen veriler, diger sinapslarda
uzun siireli potansiyasyon (LTP) ve uzun siireli depresyon (LTD) mekanizmalarinda yer
alan spesifik sinyal molekiillerinin roliine isaret etmektedir (Kelley 2004).

NMDA reseptor blokajinin, ¢esitli beyin bolgelerinde LTP ve LTD gelisimini
onledigi bilinmektedir (Malenka 2004). Bunun yani sira, kosullandirilmig yer tercihini,
davranigsal hassaslasmayr ve bagimlilik maddelerinin kendine uygulama etkisini de
onlemektedir (Schenk ve ark. 1993, Tzschentke ve Schmidt 1995). NMDA reseptor
blokaji, dopaminerjik sistemin bagimlilikla ilgili 6nemli merkezi ventral tegmental
bolgede nukleus akumbensden farkli olarak hem davranigsal hassasiyeti hem de
kosullandirilmig yer tercihini etkili bir sekilde onlemektedir (Kalivas ve Alesdatter
1993; Harris ve Aston-Jones 2003). Ote yandan, NMDA reseptorlerine bagl sinaptik
plastisitenin normal 6grenme ve bellekte oldugu diisiiniilen kritik rolii géz Oniine
alindiginda, bu bulgular bagimliligin erken gelisiminde de benzer siireclerin gerekli

oldugunu diisiindiirmektedir (Morris 2006).



Ilk olarak hipokampusta gdzlemlenen NMDA reseptor-bagimli LTP, uzun
zamandan beri incelenmis ve memeli beyninde uzun siiren sinaptik plastisitenin en iyi
anlasilmis hali olarak kalmistir (Bliss ve Lomo 1973, Malenka 2004). LTP olusumu,
presinaptik  olarak saliverilen glutamat araciigiyla NMDA reseptorlerinin
aktivasyonunu, postsinaptik membranin 6nemli 6l¢lide depolarize olmasini gerektirir.
LTP icin énemli tetikleyici olan postsinaptik Ca® * konsantrasyonundaki artis, cesitli
protein kinazlari, en Onemlisi CaMKII29'u igeren kompleks hiicre ici sinyalleme
kaskadlarin1 harekete gegirir.

Mezokortikolimbik dopaminerjik sistem, bagimlilik yapict maddelerin pekistiri
etkisinde Onemli bir rol oynamaktadir ve aktiviteye bagli bu sistemin sinaptik
plastisitesi madde bagimliliginda rol almaktadir (Otani ve ark. 2003). Morfin veya
metamfetamine bagimli si¢anlarin dopaminerjik nukleus akumbens (nAC)’lerinde
yapilan DNA mikroerey taramasinda, doku plazminojen aktivatorii (dPA) mRNA'sinin
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gore belirgin sekilde arttigi goriilmiistiir
(Yamada ve ark. 2005). Bu sekilde, dPA'nin ilag bagimliligina bagli uzun siireli néronal

degisikliklerde rol oynadigina dair hipotezler 6ne siiriilmektedir.

2.6. Zenginlestirilmis cevre

Zenginlestirilmis ¢evre (ZC), Rosenzweig ve ark. (1978) tarafindan cansiz bir
kompleksin sosyal bir uyaranla birlesimi olarak tanimlanmistir.

Zenginlestirilmis ¢evre, beyin fonksiyonlar1 ve yapisi ilizerinde giiclii etkilere
sahiptir. Ancak, zenginlestirilmis ¢evrede yapilan bir¢ok calisma, 6grenme ve bellek
fonksiyonlarinin davranigsal boyutuna, 6grenme ve bellek siirecine katilan hipokampus
gibi beyin yapilariin hiicresel ve molekiiler yapilarina odaklanmiglardir (Van Praag ve
ark. 2000).

Rosenzweig ve ark. (1972) bir siire igin rastgele standart kafes, zenginlestirilmis
cevre ve fakir ¢cevre olarak {i¢ ¢cevre kosuluna yerlestirilen ayn1 genetik 6zelliklere sahip
olan otuz giinlikk siganlarin farkli beyin baglantt modelleri gosterdigini bildirmistir.
Zenginlestirilmis g¢evreye konulan hayvanlarin beyin agirliklari, standart ¢evre ve
fakirlestirilmis ortama konulan siganlarinkine gore agirlikga daha yiiksekti. Bunun yani
sira zenginlestirilmis c¢evre grubu hayvanlarinin ¢ok belirgin bir sekilde daha fazla

sinirsel aglara, daha fazla dendritik dallanma ve yogunluga sahip olduklar1 gosterildi.
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2.7. Doku plazminojen aktivatorii

Doku plasminojen aktivatorii (dPA), plazminojenin plazmine dontisimiini
katalize ederek ekstraseliiler matrikste bulununan proteinlerin santral sinir sistemine
gecisini saglama gorevini yapan bir serin proteazdir. Membran depolorizasyonu ile
noronlardan saliverilmekte (Lochner ve ark. 2006) ve sinaptik plastisitede rol
almaktadir (Horii-Hayashi ve ark. 2011). Embriyonik hipokampal noéronlarda,
NMDA’in diisiik diizeylerde uyardigi hiicre igine kalsiyum girisini 6nledigi
gosterilmistir (Robinson ve ark. 2015).

Santral sinir sisteminin cesitli bolgelerinde, 6zellikle néron ve glilarda iiretilen
dPA basta 6zellikle hipokampiis olmak iizere, hipotalamus, serebellum ve amigdalada
bol miktarda bulunur (Sappino ve ark. 1993).

Doku plazminojen aktivatoriiniin (dPA) NMDA spesifik alt birimlerinden NR1 ve
NR2B ile etkileserek NMDA-reseptor sinyalizasyonunu giiclendirdigi bildirilmistir.
dPA ile NMDA reseptorleri arasindaki fonksiyonel etkilesim, in vivo olarak,
intrastriatal rekombinant dPA injeksiyonlarinin, NMDA kaynakli eksitotoksik
lezyonlarin potensiyasyonu ile sonug¢landigini gosteren kanitlarla desteklenmistir
(Nicole ve ark. 2001).

Morfinin 6diillendirici mekanizmasindaki dPA rolii ile ilgili yapilan bir ¢alismada,
kosullu yer tercihinin dPA-yoksun (dPA-/- ) farelerde oOnemli o6lgiide azaldigi
saptanmigtir (Noda ve ark. 1998). Bu bulgular, dPA-plazmin sisteminin, nAC’de akut
olarak morfin tarafindan indiiklenen dopamin saliverilmesinin diizenlenerek morfinin

odiillendirici etkisinde rol alabileceginidiisiindirmektedir (Nagai ve ark. 2004).

2.8. Hipokampus

Hipokampus, Yunanca denizati anlamia gelen hippos:at ve kampos:deniz
canavarlt ya da verimli tarla kelimelerinden tiiretilen insan ve omurgali canlilarin
beyinlerinde bulunan en eski beyin boliimlerinden biridir. Hipokampus limbik sistem
icinde her iki serebral korteks temporal lobunun medialinde yer alir (Sekil 2-3).
Karmagik yapilardan olusur ve tiimii hipokampal sistem olarak adlandirilir. Bu sistem,
dentat girus, ammon boynuzu (CA bolgeleri) ve subikulum bdéliimlerini igermektedir
(Wible 2013). Ogrenme-bellek ve yén bulma islevleri olup uzaysal bellek bilgisini

pekistirilmesinde 6nemli bir merkezdir.
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Sekil 2-3: Rodent beyninde hipokampus yerlesimi (Spijker 2011°den).
y P pusy P1)

Noral plastisite gostergesi olarak bilinen uzun siireli potentiyasyon (LTP)’nun
varhigr ilk kez hipokampusta ortaya g¢ikarilmistir (Bliss ve Lomo 1973), boylelikle
hipokampus siklikla incelenen bir beyin boliimii olmustur.

Hipokampiisiin beyin 6diil sisteminde rol alabilecegi diisiiniilmemesine ragmen,
yapilan ¢aligmalar hipokampiisiin dogrudan katilim1 ile maddenin 6diillendirici etkisine
aracilik ettigini gostermistir. Klasik bir 6diil modeli kullanarak, sicanlarin bir pedala
basarak kendi hipokampiislerini elektriksel olarak stimiile edebildikleri gdsterilmistir
(Ursin ve ark. 1966). Hipokampusun domapinerjik baglantilari oldugu ve yiiksek oranda
D1 ve D2 reseptorleri igerdigi bilinmektedir (Bruinink ve Bischoff 1986). Madde
tutkunlugu gostergesi ilgili maddeye aserme ve kompulsif olarak arama, maddenin
pekistirici etkisinin deneyimlendigi anilarla canlanmaktadir. Bu klinik goézlemden
hareketle yapilan bir ¢alismada, si¢anlarin mii-reseptor antagonisti naloksonla geri
cevrilebilir bir sekilde opioid dinorfin-A maddesini hipokampusun CA3 bolgesine
verdiklerini saptamiglardir (Stevens ve ark. 1991). Morfinin hipokampus i¢ine dogrudan
infizyonunun siganlarda kosullandirilmig yer tercihini artirdigi da gosterilmistir
(Corrigall ve Linseman 1980). Ote yandan hipokampal sinaptozomlarda glutamat alimi
(uptake)’nin  morfin yoksunluk olusturulan sicanlarda belirgin olarak arttig1

gosterilmistir (Xu ve ark. 2003).
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Birlikte ele alindiginda, mevcut kanitlar, 6grenme ve bellek altinda yatan
mekanizmalarin madde bagimlilig: i¢in de gegerli olup, klasik 6diil devresinin merkezi
bir bileseni oldugunu gostermektedir (Kelley 2004; Hyman ve ark. 2006).
Hipokampusun da s6zkonusu bagimlilik mekanizmalar1 i¢inde énemli yer aldigina dair

yeterince bilgi birikimi olugsmus goértinmektedir.

2.9. Morfin Yoksunluk Sendromu Deneysel Modeli

Morfin yoksunluk sendromunun siddeti, bagimliligin siddeti ile uyumludur
(Martin 1967). Boylelikle, opiyat antagonistleri ile yapilan tetiklenmis yoksunluk
sendromu deneysel modeli, morfin bagimlilik mekanizmalarinin arastirilmasina arag
olabilmektedir.

Yoksunluk sendromu modelinde, morfine bagimli hale getirilen deney
hayvanlarma opiyat antagonistleri uygulamasi ile akut olarak baslatilan yoksunlugun
stereotipik davranig belirtileri izlenmektedir (Himmelsbach ve ark. 1935; Francis ve
Schneider 1971; Wei ve ark. 1973). Bu sirada normal davraniglar azalmakta, si¢an ya da
farelerde si¢rama, silkinme (1slak kopek titremesi), dis gicirdatma, sahlanma, ptozis,
tremor, diyare, {irinasyon, piloereksiyon gibi bulgular gozlenmektedir. Opiyat
antagonisti uygulamasindan hemen sonra ortaya ¢ikan bu bulgular, ilk 15-20 dakika
icinde yogun olarak gelismekte, giderek soniimlenmektedir. Yoksunluk sendromunda
gozlenen davranigla ilgili belirtiler bu sirada saptanan elektrofizyolojik ve biyokimyasal

degisiklikler ile uyumlu bulunmaktadir (Rasmussen ve ark. 1990).

2.10. Morfin

Morfin (Sekil 2-4), gelincikler familyast olarak da bilinen Papaveracea
familyasinin Papaver somniferum (hashas) bitkisinin meyve kapsiiliinden izole edilerek
elde edilmektedir (Kayaalp 2012 pp. 826-845). Ilk olarak Alman eczaci Friedrich
Wilhelm Adam Sertiirner tarafindan 1805 yilinda izole edilmistir (Kalant 2007 pp. 236-
251). Morfin adi, Sertiirner tarafindan sedatif etkisi nedeniyle riiya tanris1t Morpheus’tan
esinlenerek verilmistir. Giiglii bir analjezik olan morfinin, orta ve ciddi agrilarda

kullanimi giiniimiizde gecerliligini korumaktadir.

HO

)
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Sekil 2-4: Morfinin molekiiler yapisi (Crow 2017’den)

Opiyatlar, mii, kappa ve delta opioid reseptorlerine farkli afinitelerle baglanarak
G-proteini kenetli reseptorlerinin sinyal yolaklarini aktive ederler (Kalant 2007 pp. 236-
251). Morfin, mii reseptorler lizerine giiglii, kappa reseptorler iizerine zayif agonistik
etkilere sahiptir (Kayaalp 2012 pp. 826-845). Santral ve periferik Sinir sistemi basta
olmak {izere organizmada cesitli sistemlere morfin ve diger opiyatlar etki etmektedir.
Opiyatlarin istenen etkilerinin basinda analjezik etkileri gelmektedir. Morfinin giiclii
analjezik etkisi yiizyillardir bilinmekte, giiniimiizde de ciddi istenmeyen etkilerine
ragmen tibbi endikasyon alanlarinda gegerliligini siirdiirmektedir. Morfinin, ciddi
istenmeyen etkileri arasinda fiziksel bagimlilik gelistirmesi bulunmaktadir. Tedavi
amach kullanimlarinda az oranda tutkunluk diizeyinde bagimliliga yol agsa da tip disi
kullanimlari ile yiiksek oranda ve giiglii bir sekilde bagimlilik olusturmaktadir. Morfinin
etkilerine tolerans yinelenen uygulamalarda hizla gelismektedir. Ornegin, deney
hayvanlarinda 4 saat gibi kisa siireli siirekli yavas morfin infiizyonu sonucu tolerans

gelisebilmektedir (Kalant 2007 pp. 236-251).

Morfin  bagimlilik ve tutkunluk mekanizmalart heniiz tam olarak
aydinlatilamamis  olup, niikslerle giden tutkunlugunun etkin bir tedavisi
bulunmamaktadir. Bagimlilik mekanizmalar1 icin beyinde ¢esitli boliimlerin
incelenmesi ile farkli norotransmiter norohumoral sistemlerin rolii arastirilmaktadir
(Koyuncuoglu ve ark. 1999; Allahverdiyev ve ark. 2011; Yamantiirk-Celik ve ark.
2011; Bhalla ve ark. 2016).

2.11. Memantin

Influenza viriisiine karsi antiviral etkinligi ile 1968 yilinda patent alinan
amantadini, grip infeksiyonu profilaksisi i¢in kullanan bir hastada Parkinson hastaligi
belirtilerinin geriledigi tesadiifen saptanmistir (Schwab ve ark. 1969). Daha sonra
yapilan klinik caligmalarla amantadinin Parkinson hastaligindaki tedavi edici etkisi
kanitlanmis ve yeni bir endikasyon alani bulunmustur (Parker 1970). Bdylece,

adamantan tiirevlerinin santral sinir sistemini etkileyen hastaliklardaki olasi tedavi
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degerini arastirma yolu ac¢ilmistir (Wanka ve ark. 2013). Altmish yillarda hipoglisemik
ila¢ olarak aragtirilirken bu etkisi saptanmayan baska bir adamantan tiirevi memantin,
yillar iginde Parkinson hastalifi ve Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir (Rabey ve ark. 1992; Ditzler 1991).

Memantin (1-amino-3,5-dimetil-adamantan), organik bilesiklerden
sikloheksilaminler grubu i¢inde yer almaktadir (Sekil 2-5). Sikloheksilaminler, bir amin
grubuna bagli siklohekzan halkasina sahip sikloheksilamin kismi igeren alifatik

homopolisiklik bilesiklerdir.

NH,

CH,

CH,

Sekil 2-5: Memantinin kimyasal yapisi (Parsons ve ark. 1999°dan)

Cesitli santral sinir sistemi patolojilerine 6zgii deneysel modellerde NMDA-
reseptOr antagonistlerinin tedavi degeri olabilecegi saptanmaktadir (Cho ve ark. 2013;
Refsgaard ve ark. 2017). Ancak, dizosilpin (MK-801), fensiklidin ya da ketamin gibi bu
NMDA reseptor antagonistleri insanda psikotomimetik toksisiteye yol agmaktadir
(Luby ve ark. 1959; Luisada 1978). Glutamaterjik reseptorler, santral sinir sisteminde
¢ok yaygm bulunmakta, bu sisteme yonelik ilag molekiillerinin segiciligi yetersiz
kalmaktadir. NMDA reseptorleri (Sekil 2-6), 6grenme-bellek islevi gibi fizyolojik
sinaptik plastisitede onemli rol oynamakta (Collingridge ve Singer 1990), NMDA
reseptor antagonistlerinin ise bu islevler tizerine olumsuz etkileri olas1 goriilmektedir
(Parsons ve ark 1999).
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Sekil 2-6: NMDA reseptorii iizerinde memantin ve cesitli ligand baglanma bélgeleri
(Ghasemi ve Schachter 2011°den).

Memantinin, diisilk ya da orta derecede afiniteli, yarismasiz NMDA reseptor
antagonisti oldugu Bormann tarafindan bildirilmistir (1989). Diger NMDA-reseptor
antagonistlerinden farkli olarak memantinin insanda daha az istenmeyen etkisi
bulunmaktadir (Kornhuber ve Weller 1997). Giigli voltaj bagimli olmasi ve hizli
kinetigi ile memantin, reseptore patolojik aktivasyonunu Onleyecek kadar uzun siire
bagli kalmakta ve fizyolojik etkinligini engellemeyecek hizla uzaklagsmaktadir (Danysz
ve ark. 2000). Memantin, néronal hiicre 6liimiine ve bilissel islev bozukluguna neden
olabilecek anormal glutamat etkinliginin etkilerini bloke etmektedir. Hizli agma/kapama
kinetigi ve diisiikk dereceli afinite, memantinin klinik kullanima uygunlugunu
saglamaktadir. Normal norolojik islevleri yoneten diisiik reseptor etkinligine etkisiz
kalmakta, NMDA reseptorlerinin glutamatin yiiksek diizeyleri ile olan agir1 etkinligine
kars1 etkili olmaktadir (Chen ve Lipton 2006). Diger yandan, daha diisiik dozlarda,
klinik olarak ilgili konsantrasyonlarda memantin, sinaptik plastisiteyi uyarabilmektedir
ve Alzheimer hastaligit hayvan modellerinde bellek islevini korumakta ve bellek
performansini artirmaktadir (Rogawski ve Wenk, 2003). Memantin bu etkisini yash
hayvanlarin bellek performansini artirarak da gostermektedir (Ugur 2006).

Memantinin, glutamaterjik sistem disinda baska ndorotransmitter sistemleri

tizerine etkileri de saptanmistir. Bunlar arasinda dopaminerjik, serotonerjik, kolinerjik
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sistemler bulunmaktadir (Seeman ve ark 2008; Rammes ve ark, 2001; Aracava ve ark,
2005). Etkilerinde NMDA-reseptorii  antagonisti olmasmin yan1 sira diger
norotransmitter sistem reseptorleri ile olan etkilesimlerinin katkisi iyi bilinmemektedir.
Morfin bagimlilik mekanizmalarinda glutamaterjik sistem ve NMDA reseptor
alt tipinin 6nemi uzun zamandan beri bilinmektedir. NMDA antagonistlerinin deneysel
modellerde morfin yoksunluk sendromunu baskiladigi gosterilmektedir (Koyuncuoglu
ve ark. 1992; Trujillo ve Akil 1994). Olumlu deneysel sonuglarin klinige yansimasi
kullanilan NMDA antagonisti molekiillerin ciddi istenmeyen etkileri nedeni ile
gerceklesememistir. Memantinin sentezlenmesi bu kisitliligi ortadan kaldiran umut

verici bir gelisme olmustur.

2.12. SKF82958

SKF82958, benzazepin grubu sentetik bir bilesik olup D1/D5 reseptorleri i¢in tam
agonisttir (Pfeiffer ve ark. 1982). Sekil 2-7°de goriilen benzazepinlerin genel kimyasal
yapisinda R1, R2 ve R3 icin sirast ile klor, CH2CHCH2 ve hidrojen oldugunda molekiil
SKF82958 adin1 almaktadir (Lee ve ark. 2014).

R3

Sekil 2-7: Benzazepinlerin kimyasal yapisi (Lee ve ark. 2014°den)
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Sekil 2-8: Dopaminerjik D1 ve D2 reseptor yapisi (Pandey ve ark. 2013’den)

SKF82958’in, cesitli calismalarla santral etkileri gosterilmektedir. Niikleus
akumbens iizerine etki ve D1 dopamin reseptorleri (Sekil 2-8) araciligi ile lokomotor
aktiviteyi ve sahlanmayi siganlarda akut olarak artirmakta, bu etkisi glutamaterjik
etkinligin artirilmas: ile siddetlenmekte ve iki madde amfetaminin lokomotor etkinligi
artirma etkisini de birlikte artirmaktadir (Kim ve ark. 2001). SKF82958, kendisi de tek
bagma uygulandiginda sicanlarin kendine-verme testinde D1 dopaminerjik reseptorler
lizerinden pekistirici etki gostermektedir (Self ve ark. 1996). Ote yandan, dopamin D1
reseptor agonisti SKF 82958 uygulamasinin, sicanlarda alkol alimini ve tercihini

azalttig1 da gosterilmistir (Spoelder ve ark. 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde, 1.U. Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiin’de iiretilen
inbred Wistar Albino ii¢ aylik erkek si¢anlar kullanildi. Hayvanlar, deney giiniine kadar
21+2°C sicaklik kontrollii odada, standart yemle beslendiler. Deneysel protokol Istanbul
Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Deney Hayvanlar1 Etik

Kurulu tarafindan onaylandi (Onay No: 30, Tarih:17/05/2007).

3.2. Deneylerin Yiiriitiildiigii Yer

Tez projesinin davramssal ve genetik verilerini olusturan deneyleri, 1.U. Aziz
Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’niin Laboratuar Hayvanlart Bilimi Anabilim
Dali ve Genetik Anabilim Dali mekanlarinda ve sagladiklar1 imkanlar ile

gerceklestirilmistir.

3.3. Deney Maddeleri
3.3.1. Deney hayvanlarina uygulanan maddeler

Deneylerde kullanilan maddelerden morfin Toprak Mabhsiilleri Ofisi (Tiirkiye),
nalokson, memantin ve SKF82958 Sigma (Almanya)’dan satin alinmistir. Morfin i¢eren
peletler ve plasebo peletler Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali’nda her bir morfin pelet 75 mg baz morfin igerecek sekilde
Gibson ve Tingstad‘in formiiliine (Gibson ve Tingstad, 1970) gore hazirlanmistir.
Nalokson hidroklorid, memantin ve SKF82958 serum fizyolojik (%0.9 NaCl) icinde
¢oziilmistiir. Morfin ve plasebo peletler deri altina, diger maddeler periton igine

uygulanmigtir.

3.3.2. Analizlerde kullanilan maddeler

Hipokampal dPA mRNA analizinde kullanilan etil alkol ve glasiyal asetik asit
Merck (Almanya)’den, etidyum bromiir, tris baz, EDTA ve DNasel ise Sigma
(Almanya)’dan satin alinmistir. Kantitatif PZR analizi i¢in kullanilan, LC480 Master
Mix, UPL Prob, UPL Primer ve 96 kuyulu PZR tabaklar1 Roche (Almanya)’dan satin
alimmistir. cDNA sentezi i¢in MBI Fermentas (Litvanya)’dan satin alinan 5X RT buffer,
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10 mM dNTP miks, DTT, RNaz inhibitor (20U/ul), revers transkriptaz (200 U/ul) ve
random primer kullanilmistir. Analizlerde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler Tablo 3-1’de

verilmektedir.

Tablo 3-1: Analizlerde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Tris-asetat EDTA-TAE (500 mL, 50X) 121 g Tris baz, 28,5 mL glasiyal asetik asit, 50 mL
EDTA, 0,5 M ddH,0 ile 500 mL’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda 1sisinda saklandi.

Lysis Buffer 250 mL ddH,0 iginde 1mM Tris (pH:8), SM NaCl, 0.5M EDTA, 0.5M NaF, 25
mL %200 gliserol, 2.5 mL NP40 olacak sekilde hazirlandi.

0.5 M Tris pH:6.8 15.1 g Tris’e 250 mL’ye kadar ddH,O eklenir. 5N HCI ile pH ayar1
yapilir.

1.5M Tris pH:8.8 45.4 g Tris’e 250 mL’ye kadar ddH,O eklenir. 5N HCI ile pH ayari
yapilir.

Elektroforez Buffer 1000 mL ddH,O igerisine 145 g glisin, 30 g tris, 50 mL %10 SDS

eklenir.

10X blot buffer pH:8 1000 mL ddH,O igerisine 144.1 glisin, 30.3 Tris eklenir. 1X blot

buffer hazirlanirken %20 metanol eklenerek sulandirilir.

10X TBS 1000 mL ddH,0 igerisine 100 mM Tris, 1.5M NaCT eklenir. SN HCI ile pH 7.4’¢

ayarlanir.

TBS-Tween 100 mL 10X TBS {izerine 900 mL ddH,O konur. Hazirlanan soliisyona %0.05

tween 20 eklenir.

2X Protein Loading Buffer 30 mL ddH,O igerisine 6 mL 1.5M Tris pH 6.8, 4.5 mL beta-
merkapto-ethanol, 9 mL %20 SDS, 10.34 mL %87 gliserol, 250uL, Broom fenol mavisi

eklenir.

StripBuffer 50 ml ddH,0 igerisine 6.25 ml 0.5M tris pH6.7, 10 ml %10 SDS, 349 ul B-ME

eklenir.

Timosit Ayrim icin Cozelti I: 23 mL RPMI1640 igerinde 25u/ulL Dnase I karistirilarak elde

edilir.
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Timosit Ayrim icin Coézelti II: 11.2 mL medium A igerisinde 2.8 mL FCS eklenerek elde

edilir.

3.4. Kullanilan Cihazlar

Deneyler ve analizlerde kullanilan cihazlar Tablo 3-2’de siralanmustir.

Tablo 3-2: Deneylerde ve analizlerde kullanilan cihazlar ve laboratuar malzemesi

Hassas terazi (Shimadzu)

Masa st mini santrifiij (Hettich,

Eppendorf)

Otomatik pipetler (Glison, Eppendorf)

CCD kamera-bilgisayar donanimi (BIO-
RAD)

Ceker ocak (Kermanlar)

Elektroforez aleti (Stratagene)

Otoklav (Kermanlar)

Gli¢ kaynag (Stratagene)

Distile su cihaz1 (Millipore)

Es-zamanli PZR cihazi (Roche, Light
Cycler 480)

Buzdolab1 ve derin dondurucu

(+4°C, -20°C, -80°C) (Argelik, Sanyo,
Bosch, Heraeus Sepatech)

Vorteks (Kermanlar)

Sogutmali santrifiij (Eppendorf)

Spektrofotometre (Nanodrop)

Mikro Dizi Cihaz1 (Affymetrix)

Hibridizasyon Firin1 (Affymetrix)
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3.5. Morfin Bagimlihig1 ve Yoksunlugu Olusturulmasi

Morfin (MOR) bagimliligi, hafif eter inhalasyonu ile olusturulan anestezi altinda
hayvanlarin sirt derisi altina her biri 75 mg baz morfin iceren peletlerden ikiser adet
yerlestirilmesi ile olusturuldu (Way ve ark. 1969). Pelet yerlesiminden 72 saat sonra
opiyat reseptdr antagonisti nalokson (NAL) (1 mg/kg, i.p.) uygulanarak MOR
yoksunluk sendromu baslatildi. NAL uygulamasindan kisa siire sonra hayvanlarda
baslayan MOR yoksunluk sendromunda sigrama, 1slak kopek titremesi, dis gicirdatma,
sahlanma, lokomotor aktivite artig1 gibi stereotipik davraniglar ve ptozis, diare olusumu,
viicut agirh@ kaybi gibi bulgular gozlemlendi (Tablo 3-3). Elde edilen bulgular
degerlendirilmek iizere kaydedildi.

Tablo 3-3: Nalokson ile baslatilan morfin yoksunluk sendromu izlem formu

No: Tarih:
Kantitatif Sayt
Sicrama

Islak kopek titremesi

Sahlanma
Kalitatif Derece

Dis gicirdatma’
Ptozis™
Diyare™

Lokomotor aktivite™

“Ortaya ¢tkma durumuna gore 1-10 arasi dereceleme

“0/1 (yok/var) her 3 dakikada bir degerlendirme (toplam en fazla 5)

“"0/1/2 (vok/hafif, orta, siddetli) her 3 dakikada bir degerlendirme (toplam en fazla 10)
Nalokson uygulamast oncesi Nalokson uygulamast 15

Viicut agirligi (g) dakika sonrasi

3.6. Sinaptik Plastisite Gelisimi: Zenginlestirilmis Cevre

Standart c¢evre icin 10X30X30 cm., zenginlestirilmis c¢evre igin ise
40X84.5X55 cm boyutlarinda kafesler kullanildi. Standart ¢evre kafeslerinde yalnizca

suluk ve yemlik bulunurken, zenginlestirilmis ¢evre icin kafes i¢gine merdivenler ve
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tiinel yerlestirildi (Sekil 3-1) (Kempermann ve ark. 1997). Sinaptik plastisite gelisimini
indiiklemek tizere ii¢ aylik deney hayvanlari bir ay boyunca ZC kafeslerinde tutuldu.

Sekil 3-1: Deneylerde kullanilan zenginlestirilmis ¢evre kafesi

3.7. Deney Gruplari ve Islemler

Erkek Wistar Albino siganlar (ii¢ aylik) bir ay siire ile SC ya da ZC kafeslerinde
tutuldu. Bu siire sonunda SC’de tutulan hayvanlardan bir kisminin sirt derisi altina hafif
eter anestezisi altinda morfin pellet yerlestirilirken bir kisminin sirt derisi altina plasebo

pellet yerlestirildi. Bu hayvanlarin bir kismina pellet yerlesiminden yetmis-iki saat sonra
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SF uygulamasi: (SC-PLA-SF-SF ya da SC-MOR-SF-SF) bir kismina ise nalokson
uygulamast (SC-PLA-SF-NAL ya da SC-MOR-SF-NAL) yapildi. ZC’de tutulan
hayvanlarin da bir kisminin sirt derisi altina hafif eter anestezisi altinda morfin pellet
yerlestirilirken bir kismmin sirt derisi altima plasebo pellet yerlestirildi. ZC
gruplarindaki hayvanlara pellet yerlesiminden 72 saat sonra nalokson uygulandi (ZC-
PLA-SF-NAL ya da ZC-MOR-SF-NAL). SC kafeslerde bulunan diger hayvanlara ise
morfin pellet yerlesiminden 72 saat sonra nalokson injeksiyonundan 30 dakika once
memantin (SC-MOR-MEM-NAL), SKF82958 (SC-MOR-SKF82958-NAL) ya da
SKF82958 ile memantin (SC-MOR-SKF82958-MEM-NAL) birlikte uygulandi. Bu
sekilde dokuz deney grubu olusturuldu (Tablo 3-4). Deney gruplart 5-10 hayvan
icerecek sekilde olusturuldu. Tiim deneyler, farkli deney gruplarindan hayvanlar1 ayni
giinde icerecek sekilde 09:00-14:00 saatleri arasinda gerceklestirildi.

Nalokson ile baglatilan morfin yoksunluk sendromu gruplarindaki her bir hayvan
NAL injeksiyonundan hemen sonra izleme kafeslerine (20X20X20 cm.) alinarak 15
dakika siire ile izlendi. NAL uygulamasi oncesi ve 15 dakika sonunda hizla her bir
hayvan tartildi. NAL uygulamasindan kisa siire sonra baslayan yoksunluk sendromu
belirtilerinden sigrama, 1slak kopek titremesi, sahlanma, dis gicirdatma, ptozis, diyare ve
lokomotor aktivite, viicut agirhigr kayb1 kaydedildi (Tablo 3-3). Sendromun
degerlendirilmesi Maldonado ve ark. (1992) kullandig1r yontem kismen degistirilerek
yapildi. Kantitatif degerlendirme sigrama, 1slak kopek titremesi, sahlanma
parametreleri, kalitatif degerlendirme ise dis gicirdatma, ptozis, diyare ve lokomotor
aktivite parametreleri i¢in yapildi. Sigrama, 1slak kopek titremesi ve sahlanma sayildi;
dis gicirdatma ortaya ¢ikma durumuna gore sayildi (15 dk’da en fazla 10); ptozis ve
diyare 0/1 (yok/var) ve lokomotor aktivite 0/1/2 (yok/hafif, orta, siddetli) seklinde her 3
dakikada bir degerlendirme yapildi. Bu sekilde 15 dk iginde her bir hayvan igin ptozis
ve diyare i¢in en fazla 5, lokomotor aktivite i¢in en fazla 10 degeri belirlendi.

Tartimdan hemen sonra ise tiim gruplardaki hayvanlar servikal dislokasyon
sonras1 dekapite edildi. Beyinleri ¢ikartilarak hipokampuslari ayrildi ve hipokampus
1slak agirliklari tartildi. Tartilan hipokampuslar siv1 azotta hemen dondurularak -80 C°
sicaklikta saklandi. Nalokson uygulanmayan iki gruptaki hayvanlara da ayni islemler
yapildi ve hipokampuslart -80 C® sicakliktaki derin dondurucuya alindi. Ayrilan
hipokampuslar dPA mRNA diizeyi tayini i¢in kullanildi.
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Tablo 3-4: Deney gruplari ve islemler

30 3giin  0.dk 30. dk 15dk  Tartim ve Beyinden
giin Pelet 1. 2. izlem  Dekapitasyon hipokampuslarin
injeksiyon injeksiyon ayrilmasi
(i.p.) (i.p.)
SC PLA SF SF + + +
NAL + + +
MOR SF SF + + +
NAL + + +
MEM NAL + + +
SKF NAL g + +
'SKF-MEM  NAL + + +
7C PLA SF NAL + + +
MOR SF NAL + + +

3.8. Hipokampal Doku Plazminojen Aktivatorii mRNA Tayini

Tiim gruplarda hipokampal doku plazminojen aktivatorii mRNA diizeyleri “Real time
PCR?” ile olgiildii (Nagai ve ark. 2004).

3.8.1. RNA izolasyonu

RNA molekiilii ¢cok hassas olup yikilimi hizli oldugundan, hipokampal dokunun
cikartilmasini takiben tartilarak sivi nitrojen icinde hizla dondurulmasi saglandi. Dondurulan
dokular izolasyon tarihine kadar -80 C° ’de saklandi. izolasyon tarihinde hizla ¢ozdiiriilen
dokular 1 mL Qiazol lizis soliisyonu icine alinarak el homojenizatorii ile buz iizerinde
parcalandi. Her bir 6rnek iizerine 200 pL kloroform eklenerek hizla karismasi saglandi.
Ardindan 2-3 dakika kadar oda sicakliginda bekletildi ve +4 C° *de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi drnek ii¢ faza ayrildi (Sekil 3-2). Ust akudz fazda RNA, orta fazda DNA ve alt

fazda proteinlerin ayrildig1 gézlendi.
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Doku
Tj Pargalama
Homojenizasyon
= Kloroform eklenmesi
hi ve karistirma
? Faz Ayrilmasi
| Akiisz faza
ol etanol eklenmesi
}g Total RNA'nin
‘[g baglanmasi
ft Yikama
.1. RNA
geri kazanilmast
<=

‘5@
=

Total RNA eldesi

Sekil 3-2: RNA izolasyon protokolii akis semasi (Qiagen RNeasy Lipid Tissue Kkiti
protokolii)

RNA’nin bulundugii seffaf iist faz yeni bir 1,5 mL tiipe aktarilarak es hacimde %70
etanol eklendi ve vorteks yardimi ile karigtirildi. RNA izolasyonlar1 Qiagen RNeasy Lipid
Tissue kiti ile tiretici firmanin 6nerisi dogturultusunda gergeklestirildi. RNA’nin ¢6ziinmesi igin
40 pL RNase agisindan arindirtlmis su eklenerek 10.000 rpm’de cevrildi ve alt tiipe gecmesi
saglandi. Izole edilen RNA &rneklerinin miktart Nanodrop 1.000 cihazinda 6lgiildii, ayn

zamanda kalite agisindan %]1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.

3.8.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi igin 1 pg total RNA kullanildi. Orneklere 20 uM random primer
eklenerek 65 C°’de 10 dakika bekletildi. Hemen buza alinan drnekler iizerine reaksiyon karigimi
(Tablo 3-5) eklendi ve 25 C°’de 10 dakika, 42 C°’de 1 saat ardindan da 70 C°’de 10 dakika
inkiibe edildi. Ornekler 100 ng/uL olacak sekilde sulandirilarak -20 C°’de saklandh.



Tablo 3-5: cDNA Sentezinde kullanilan karisimin icerigi.

5xTers Transkriptaz Tampon

10mM dNTP karisimi1

0.1IM DTT

Rnase Inhibit6r (20U/uL)

Ters Transkriptaz Enzimi (250U/uL)

Toplam

Ornek basina miktar

(uL)

3.8.3. Kantitatif Eg-zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
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Es-zamanli PZR, floresan isaretli boya ya da problar yardimiyla, in-vitro

cogaltma isleminin bilgisayar ekraninda es-zamanl olarak takip edilmesini saglayan bir

teknolojidir. Kantitatif es-zamanli PZR ise konsantrasyonu ya da kopya sayis1 bilinen

referans Ornekler yardimiyla, calisma Orneklerindeki gen anlatim diizeylerini sayisal

olarak belirlemek mumkiindiir.

Calismada kullanilan problar, Roche firmasi tarafindan olusturulmus Evrensel

Prob Kiitiiphanesi (Universal Prob Library, UPL) yardimiyla tasarlandi (Sekil 3-3)

(https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp).

Bage

LNA DMNA

Bage

RNA

Sekil 3-3: Kilitlenmis niikleik asit yapis1i ve DNA ve RNA ile karsilastirnlmas1 (Universal

Prob Library, UPL)
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UPL problar 8-9 niikleotid uzunlugunda ve genom boyunca ¢ok sayida farkli
yere homoloji gosterebilen, 5’ ucu floresein (FAM) isaretli, 3” ucu ise karanlik soluk bir
boya igeren dizilerdir. Her bir UPL prob dizisinde kilitlenmis niikleik asit (Locked
Nucleic Acid, Sekil 3-4) adi verilen niikleik asit anologlar1 eklenmistir. Bu sayede kisa

olduklar1 halde 6zgiinliik ve stabilite saglayabilirler.

1. NM_013151.2

ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:
NM_013151.2 Rattus norvegicus plasminogen activator, tissue (Plat), mRNA

Assay rank 1
Use probe #55 (cat. no. 04688520001)

Primer Length Position m %GC Sequence
Left 21 1429 - 1449 59 52 agtgtgagctttctggctacg
Right 19 1474 - 1492 59 53 ttcagccggtcagagaaga

Amplicon (64 nt)

agtgtgagctttctggctacggcaagcatgaggcatcctctectttecttectctgacecggetgaa
The search was for intron spanning assays.

This assay has: All criteria met.

Length of intron(s) spanned by this assay: 2973 nt
5

AN N AN AN A AN A 2585

agtgtgagctttctggetacg agaagagactggocgactt
gactggacagagtgtgagectttctggoctacggoaagoatgaggeatcctctectttettctctgaccggctgaaggaggetoac
1415 /\ 1562
2973

Sekil 3-4: Cahsmada kullanilan plazminojen aktivatéor genine ait primer ve prob
yerlesimlerinin gosterimi (Universal Prob Library, UPL), 55 no’lu UPL prob Plat

geni calismasi icin tasarlanan primer ile kullamlmistir.

Es-zamanli PZR teknolojisinde iki farkli sekilde sayisal analiz yapilabilir.
Mutlak sayimsal analizde PZR i1simalari, kopya sayisi bilinen bir kalibrator ile
karsilagtirilirken, gorece sayimsal analiz, mRNA anlatimlarindaki gorece degisimleri
tespit eder.

Goreceli saymmsal analiz yontemi uygulamalarinda bir 6rnegin referans gen
seviyesi ile hedef gen seviyesi karsilastirilarak analiz yapilir. Bir genin anlatim seviyesi
ne kadar yiiksekse, cogalma (logaritmik faz) evresine girisi o kadar erken olacaktir. Bir

Ornegin ¢ogalma evresine girdigi dongii sayisina Ct (Treshold Cycle) denir (Bustin ve
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ark. 2005) (Sekil 3-5). Goreceli sayimsal analizlerde Ct degerinden faydalanilir. Buna
gore goreceli gen anlatim diizeyleri delta Ct algoritmasi ile Livak ve Schmittgen’in
tamimladig1 sekilde hesaplanmustir (Livak ve Schmittgen 2001). Referans gen olarak

yine Universal Prob Library tarafindan tasarlanmais.

Amplifikasyon Egrileri
Amplehication Curves

3156 ot
20% e
25% P
22%
1.9%1
1.6%
13%

1.0%6

Isima siddeti
Fluorescence (883.533)

075
Esik Deger

0456

0156

5 10 15 20 3 0 S 0 5
Cycles
Déngii Sayisi

Sekil 3-5: Kantitatif Es-zamanh PZR’de Ct Gosterimi. Referans gen amplifikasyon
egrileri (Kirmiz1 ¢izgi, esik deger; Ct, amplifikasyon iiriiniiniin esik degeri

gectigi ilk dongii sayis).

3.9. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi, GraphPad Prism 7.01 programi kullanilarak
yapilmigtir. Yapilan istatistiksel analizde, ikili karsilastirmalarda parametrik olanlar igin
Student’in t-testi, parametrik olmayanlar i¢in Mann-Whitney u-testi kullanilnustir. Istatistiksel

anlamlilik i¢in p<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir. Degerler ort.+s.h. olarak verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Standart cevre morfin ve plasebo gruplari

Standart c¢evrede (SC) tutulan plasebo ve morfin pelet uygulanmis deney
gruplarinda davranis parametrelerine ait elde edilen degerler arasinda istatistiksel
anlamli fark elde edilmedi (Tablo 4-1). Her iki grup arasinda lokomotor aktivite, diyare
ve viicut agirhigi kaybi degerleri birbirine benzer bulundu (Sekil 4-1, Sekil 4-2, Sekil 4-
3). Bu gruplarda hipokampal doku plazminojen aktivatorii géreceli PLAT % mRNA
degerleri de birbirinden anlamli farkli degildi (Sekil 4-4).

Tablo 4-1: Standart ¢evre morfin pellet uygulamasinin 72 saat sonunda davrams iizerine

etkileri.
Islak kopek . .
Gruplar N  Sigrama titremesi Dis Gicirdatma Sahlanma ptozis
SC-PLA+SF+SF 8  0.0£0.0  0.0+0.0 0.0+0.0 4.1+1.7 0.0£0.0
SC-MOR+SF+SF 8  0.0£0.0  0.0+0.0 0.0+0.0 3.0+1.4 0.3+0.2

Lokomotor AKktivite

Derece

Sekil 4-1: Morfin pelet uygulanan SC’deki sicanlarda 72 saat sonunda plaseboya kiyasla

lokomotor aktivite derecesi.
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D iy are

Derece

ekil 4-2:Morfin pelet uygulanan SC’deki sicanlarda 72 saat sonunda plaseboya gore
p Y9

diyare goriilme derecesi.

Vicut Agirligi1 Kayb

Vicutagirhig: farki (g)
N
1

Sekil 4-3: Morfin pelet uygulanan SC’deki sicanlarda 72 saat sonunda yapilan 15 dakika

izlem sirasinda plaseboya kiyasla viicut agirhg: kaybi.
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Hipokampus
Goreceli PLAT % mRNA
IS
1

Gruplar

Sekil 4-4: SC’deki sicanlara morfin pelet uygulamasimin 72 saat sonunda plaseboya
kiyasla hipokampus dPA goreceli PLAT % mRNA diizeyi iizerine etkisi.

Standart ¢evre nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromu

Morfin pelet uygulanmis deney gruplarinda 72 saat sonra nalokson ile uyarilmis
morfin yoksunluk sendromu beklenen davranis parametrelerinin belirgin olarak elde
edildigi 15 dakikalik izlem siirecinde gozlendi (Tablo 4-2). Lokomotor aktivite, diyare
ve viicut agirhigr kaybr degerleri de NAL ile uyarilmis MOR yoksunluk sendromunda
anlamli olarak yiiksek degerlerde bulundu (Sekil 4-5, Sekil 4-6, Sekil 4-7). Hipokampal
doku plazminojen aktivatorii goreceli PLAT % mRNA degeri ise NAL ile uyarilmis
MOR yoksunluk sendromu grubunda anlamli olarak daha diisiik saptandi (Sekil 4-8).

Tablo 4-2. Standart ¢evrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunun

plaseboya kiyasla davranis parametreleri iizerine etkisi.

Islak kdpek Dis .
Gruplar N  Sigrama tittemesi  Gieirdatma Sahlanma Ptozis
SC-PLA+SF+NAL 6 0.0£0.0  0.0+0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+0.0
SC-MOR+SF+NAL 10 4.6+1.4°  5.1+137 324097  12.4+1.97 3.8+0.4"

ERE3

"P=0.0170, “P=0.0002, ~ P=0.0016 (Mann Whitney U test)
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LokomotorAKktivite

Derece

Sekil 4-5: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunun
plaseboya kiyasla lokomotor aktivite iizerine etkisi. 'P=0.0001 (Mann Whitney U
test)

Diyare

Derece

Sekil 4-6: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunda

plaseboya kiyasla diyare derecesi. "P=0.0041 (Mann Whitney U test)
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Vicut Agirhigr Kayb

"] 1

Vicut agirhig: farki (g)

Sekil 4-7: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunda

plaseboya kiyasla viicut agirhg kaybi. 'P=0.0015 (Student’in t testi)

Hipokam pus
G oreceli PLAT % mRNA

Sekil 4-8: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunun
plaseboya kiyasla hipokampus dPA goreceli PLAT % mRNA diizeyi iizerine
etkisi. "P=0.0205 (Student’in t testi)



34

4.2. Zenginlestirilmis cevre nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromu

Zenginlestirilmis ¢evreye alinmis morfin pelet uygulanmis deney grubunda 72
saat sonra nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromu beklenen davranis
parametrelerinin belirgin olarak elde edildigi 15 dakikalik izlem siirecinde gozlendi
(Tablo 4-3). Lokomotor aktivite, diyare ve viicut agirligi kaybi degerleri de
zenginlestirilmis ¢evre NAL ile uyarilmis MOR yoksunluk grubunda zenginlestirilmis
¢evre NAL uygulanan plasebo grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (Sekil 4-9,
Sekil 4-10, Sekil 4-11). Hipokampal doku plazminojen aktivatorii géreceli PLAT %
mRNA degeri ise NAL ile uyarilmis MOR yoksunluk sendromu ZC grubunda
plaseboya gore daha diisiik saptandi ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(Sekil 4-12).

Tablo 4-3. Zenginlestirilmis ¢evrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk
sendromunun plaseboya gore davranis parametreleri iizerine etkisi.

Islak kopek Dis

Titremesi ~ Gicirdatma  >2020ma Ptozis

Gruplar N  Sigrama

ZC-PLA+SF+NAL 4  0.0£0.0  0.0+0.0 0.0+0.0 1.25+0.94 0.0+0.0
ZC-MOR+SF+NAL 5  6.6+23°  5.2+2.0° 6.2+1.4" 11.6+3.8™" 4.2+0.3"

"P=0.0476,  P=0.0159, ~ P=0.0317 (Mann Whitney U test)
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Lokomotor AKktivite

Derece
»
1

Gruplar

Sekil 4-9: Zenginlestirilmis c¢evrede nalokson ile wuyarilmis morfin yoksunluk
sendromunda plaseboya kiyasla lokomotor aktivite derecesi. "P=0.0317 (Mann
Whitney U test)

Diyare

Derece

Gruplar

Sekil 4-10: Zenginlestirilmis cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk
sendromunda plaseboya kiyasla diyare derecesi. 'P=0.0476 (Mann Whitney U
test)
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Vicut Agirhig:r Kayb

T

Vicutagirhig: farki (g)

Gruplar

Sekil 4-11: Zenginlestirilmis cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk
sendromunda plaseboya kiyasla viicut agirh@ kaybi. 'P=0.0118 (Student’in t
testi)

dPA

[ERN
g

[EEN
<

Hipokampus
Goreceli PLAT % mRNA
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-
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<<x
2
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Gruplar

Sekil 4-12:Zenginlestirilmis ¢evrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk
sendromunun plaseboya kiyasla hipokampus dPA goreceli PLAT % mRNA

diizeyi iizerine etkisi.
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4.3. Standart cevre ve zenginlestirilmis cevre morfin yoksunluk sendromu

karsilastirilmasi

Zenginlestirilmis ¢evreye alinmis MOR pelet uygulanmis ve standart ¢evreye
alinmig MOR pelet uygulanmis gruplarda, 72 saat sonra nalokson ile uyarilmig morfin
yoksunluk sendromu davranig parametreleri birbirine benzer bulundu, ZC grubunda
baz1 parametrelerdeki daha yiiksek degerler istatistiksel olarak anlamli elde edilmedi
(Tablo 4-4). Lokomotor aktivite, diyare ve viicut agirligi kaybi degerleri de
zenginlestirilmis ¢evre NAL ile uyarilmis MOR yoksunluk sendromu grubunda
istatistiksel olarak anlamli olmaksizin biraz daha yiiksekti (Sekil 4-13, Sekil 4-14, Sekil
4-15). Hipokampal doku plazminojen aktivatorii goreceli PLAT % mRNA degerleri ise
her iki grupta birbirine yakin elde edildi (Sekil 4-16).

Tablo 4-4: Zenginlestirilmis ¢evrenin standart ¢cevre grubu ile karsilastirarak nalokson ile

uyarilmis morfin yoksunluk sendromu davranis parametreleri iizerine etkisi.

Islak kopek Dis .
Gruplar N Sigrama Titremesi  Gicirdatma Sahlanma Ptozis
SC-MOR+SF+NAL 10 4.6t1.4 5.1£1.3 3.2+0.9 12.4+1.9 3.8+0.4

ZC-MOR+SF+NAL 5 6.6+2.3 5.242.0 6.2+1.4 11.6+3.8 4.2+0.3
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Lokomotor A ktivite

Derece
N

Gruplar

Sekil 4-13: Zenginlestirilmis c¢evrenin nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk
sendromunda SC grubu ile karsilastirarak lokomotor aktivite parametreleri

uizerine etkisi.

D iy are

Derece

G ruplar

Sekil 4-14: Zenginlestirilmis cevrenin nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk

sendromunda SC grubu ile karsilastirarak diyare iizerine etkisi.
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Vicut Agirhigr Kayb

Vicut agirhig: fark: (g)

Gruplar

Sekil 4-15: Zenginlestirilmis c¢evrenin nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk

sendromunda SC grubu ile karsilastirarak viicut agirhg: kaybi iizerine etkisi.

Hipokam pus
G oreceli PLAT % mRNA

Gruplar

Sekil 4-16: Zenginlestirilmis ¢evrenin nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk
sendromunda SC grubu ile karsilastirarak hipokampus dPA goéreceli PLAT %

mRNA diizeyi iizerine etKkisi.

Standart ¢evrede morfin yoksunluk sendromu iizerine memantinin etkisi
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Standart ¢evre MOR pelet uygulanmig grupta 72 saat sonra yapilan NAL
injeksiyonundan 30 dk. once yapilan MEM grubunda davranig parametreleri NAL
oncesi serum fizyolojik (SF) yapilan gruba goére sigrama, dis gicirdatma, sahlanma ve
ptozis parametrelerinde daha diisiik 1slak kopek titremesinde ise daha yiiksek saptandi.
Bu degisikliklerden dis gicirdatma ve ptozis istatistiksel olarak anlamli idi (Tablo 4-5).
Lokomotor aktivite, diyare ve viicut agirligi kayb1 degerleri de MEM uygulanan MOR
yoksunluk grubunda daha diisiiktii, bu fark, lokomotor aktivite diginda istatistiksel
olarak anlaml idi (Sekil 4-17, Sekil 4-18, Sekil 4-19). Hipokampal doku plazminojen
aktivatorii goreceli PLAT % mRNA degerleri ise her iki grupta birbirine yakin elde
edildi (Sekil 4-20).

Tablo 4-5: Standart ¢evrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunun

davrams parametreleri iizerine memantinin (10 mg/kg, i.p.) etkisi.

Islak kopek Dis .
Gruplar N Sigrama i ermesi Gicirdatma Sahlanma Ptozis
SC-MOR+SF+NAL 10 4.6+14  5.1+1.3 3.240.9 12.4+1.9 3.8+0.4
SC-MOR+MEM+NAL 8  1.340.7  7.142.5 0.6+0.3" 6.242.7 0.8+0.5"

"P=0.0076,  P=0.0011 (Mann Whitney U test)
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Lokomotor AKktivite

. 1

Derece

Gruplar

Sekil 4-17: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunda

lokomotor aktivite iizerine memantinin (10 mg/kg, i.p.) etkisi.

Diyare

_*l_

Derece
N
1

G ruplar

Sekil 4-18: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunda
diyare iizerine memantinin (10 mg/kg, i.p.) etkisi. 'P=0.0004 (Mann Whitney U
test)



42

Vicut Agirhhigr Kayb

Vicut agirhig: farki (g)

Gruplar

Sekil 4-19: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunda viicut
agirhg kayb iizerine memantinin (10 mg/kg, i.p.) etkisi. 'P=0.0046 (Student’in t
testi)

Hipokampus
% mRNA

Goreceli PLAT

G ruplar

Sekil 4-20: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunda
hipokampus tPA goreceli PLAT % mRNA diizeyi iizerine memantinin (10
mg/kg, i.p.) etkisi. Standart cevrede morfin yoksunluk sendromu iizerine

SKF82958’in etkisi
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Standart ¢evre MOR pelet uygulanmis grupta 72 saat sonra yapilan NAL
injeksiyonundan 30 dk. 6nce yapilan SKF82958 grubunda davranig parametrelerinden
NAL o6ncesi serum fizyolojik (SF) yapilan gruba gore sigrama ve ptozis parametreleri
istatistiksel anlamli olarak daha diisiik elde edildi, 1slak kdpek titremesi degerleri her iki
grupta birbirine yakindi, dis gicirdatma ve sahlanma ise istatistiksel anlamli olmayarak
SKF82958 grubunda daha yiiksekti (Tablo 4-6). Lokomotor aktivite SKF82958
grubunda anlamli olmayarak daha yliksek saptanirken, diare ve kilo kaybi degerleri
SKF82958 uygulanan MOR yoksunluk grubunda anlamli olarak daha yiiksekti (Sekil 4-
21, Sekil 4-22, Sekil 4-23). Hipokampal doku plazminojen aktivatorii goreceli PLAT %
mRNA degerleri ise SKF82958 uygulanan grupta anlamli olmayarak daha yiiksek
bulundu (Sekil 4-24).

Tablo 4-6: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunun

davrams parametreleri iizerine SKF82958’in (1 mg/kg, i.p.) etkisi.

Islak kopek Dis .
Gruplar N  Sigrama Titremesi  Gicirdatma Sahlanma Ptozis
SC-MOR+SF+NAL 10 4.6+1.4 5.1+1.3 3.240.9 12.4+1.9 3.8+0.4
SC-MOR+SKF+NAL 7  0.5+0.3" 5.1+1.0 4.8+1.8 27.7+7.8 1.44+0.6™

"P=0.0378, ~ P=0.0076 (Mann Whitney U test)

Lokomotor AKktivite

T

Derece
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Sekil 4-21: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunda

lokomotor aktivite iizerine SKF82958’in (1 mg/kg, i.p.) etkisi.

Diyare

Derece

Gruplar

Sekil 4-22: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunda
diyare iizerine SKF82958’in (1 mg/kg, i.p.) etkisi. "P=0.0364 (Mann Whitney U
test)

Vicut Agirhigr Kayb

Vicut agirhig: farki (g)

Gruplar

Sekil 4-23: Standart cevrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunda viicut
agirhgn kayb iizerine SKF82958’in (1 mg/kg, i.p.) etkisi. 'P=0.0381 (Student’in t
testi)
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dPA

4 =

Hipokam pus
Godéreceli PLAT % mRNA

Gruplar

Sekil 4-24: Standart ¢evrede nalokson ile uyarilmis morfin yoksunluk sendromunda
hipokampus dPA goreceli PLAT % mRNA diizeyi iizerine SKF82958’in (1
mg/Kg, i.p.) etkisi.

4.4. Standart c¢evrede memantin uygulanmis nalokson ile uyarilmis morfin

yoksunluk sendromunun davranis parametreleri iizerine SKF82958’in etkisi

Standart ¢cevre MOR pelet uygulanmis grupta 72 saat sonra yapilan NAL
injeksiyonundan 6nce SKF82958 ve MEM yapilan grupta, NAL 6ncesi sadece MEM
yapilan gruba gore ptozis daha diisiik iken diger davranig parametreleri daha yiiksek
degerlerde bulundu, bunlardan dis gicirdatma ve sahlanmadaki yiikseklik istatistiksel
anlamli idi (Tablo 4-7). Lokomotor aktivite, diare ve viicut agirhig kaybi degerleri
SKF82958 ve MEM yapilan grupta sadece MEM uygulanan gruba gore istatistiksel
anlamli olarak daha yiiksek saptandi (Sekil 4-25, Sekil 4-26, Sekil 4-27). Hipokampal
doku plazminojen aktivatorii goreceli PLAT % mRNA degerleri, istatistiksel anlaml

olmayarak SKF82958 ve MEM uygulanan grupta daha yiiksek bulundu (Sekil 4-28).
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Tablo 4-7: Standart ¢cevrede, memantin (10 mg/kg, i.p.) uygulanmis nalokson ile uyarilms
morfin yoksunluk sendromunun davrams parametreleri iizerine SKF82958’in (1

mg/Kg, i.p.) etkisi.

Islak kopek Dis
titremesi  Gicirdatma

SC-MOR+MEM+NAL 8 1.3+0.7  7.1+2.5  0.6+0.3 6.2+2.7 0.8+0.5
SC-MOR+SKF+MEM+NAL 6 2.8+1.2 7.8+2.1 4.0+1.5" 22.0+4.17 0.0+0.0

Gruplar N Sigrama Sahlanma Ptozis

"P=0.0336,  P=0.0176 (Mann Whitney U test)

Lokomotor A ktivite

—

Derece
»
1

Sekil 4-25: Standart cevrede, memantin (10 mg/kg, i.p.) uygulanmis nalokson ile uyariimis
morfin yoksunluk sendromunun lokomeotor aktivite diizeyi iizerine SKF82958’in (1 mg/kg,

i.p.) etkisi. 'P=0.0057 (Mann Whitney U test)

Sekil 4-26: Standart cevrede, memantin (10 mg/kg, i.p.) uygulanmis nalokson ile uyarilmis
morfin yoksunluk sendromunun diyare diizeyi iizerine SKF82958’in (1 mg/kg,
i.p.) etkisi. ‘P=0.0083 (Mann Whitney U test)
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Sekil 4-27: Standart cevrede, memantin (10 mg/kg, i.p.) uygulanmis nalokson ile uyarilmis
morfin yoksunluk sendromunun viicut agirhg: kaybi diizeyi iizerine SKF82958’in
(1 mg/Kg, i.p.) etkisi. 'P=0.0046 (Student’in t testi)

Hipokampus
Goreceli PLAT % m RNA

Gruplar

Sekil 4-28: Standart cevrede, memantin (10 mg/kg, i.p.) uygulanmis nalokson ile uyarilmis
morfin yoksunluk sendromunun hipokampus dPA goreceli PLAT % mRNA
diizeyi iizerine SKF82958’in (1 mg/kg, i.p.) etkisi.
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5. TARTISMA

Morfin bagimlilik mekanizmalari, diger sistemlerin katkis1 da diglanmayarak
esas olarak glutamaterjik sistem ve dopaminerjik sistem ile iliskili bulunmakta,
glutamaterjik sistemin ozellikle bagimlilik gelisiminde sinaptik plastisite zemininde
sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (Tzschentke ve Schmidt 2003; Kim ve ark. 2016).
Son yillarda, doku plazminojen aktivatoriiniin, sinaptik plastisite belirteci olabilecegi
dogrultusunda bulgular rapor edilmekte (Samson ve Medcalf 2006), madde bagimlilig
gelisimi zemininde de rolii olabilecegi diigiiniilmektedir (Nagai ve ark. 2004; Yamada
ve ark. 2005). Morfin bagimliliginin nérobiyolojik zemininde s6zkonusu sistemlerin ve

olusumlarin aralarindaki etkilesim iyi bilinmemektedir.

Bu tez projesi ile morfin bagimliligi biyolojik zemininde glutamaterjik,
dopaminerjik sistemler ve dPA’niin roliiniin birbirleri ile etkilesimleri ile anlagilmasi
amaglanarak, nalokson ile baglatilan morfin yoksunluk sendromu {izerine sinaptik
plastisiteyi uyaran zenginlestirilmis ¢cevre, NMDA reseptor antagonisti memantin ve
dopamin D1 reseptor agonisti SKF82958’nin etkileri incelenmis, beynin 6grenme-
bellekle ilgili islevi olan boliimlerinden hipokampuste dPA mRNA degisimi ilgili deney

gruplarinda saptanmaistir.

Bu calismada nalokson ile baslatilan morfin yoksunluk sendromu modeli, SC de
tutulan hayvanlarda plasebo pelete gére morfin pelet grubunda elde edilen sonuglarla
caligmalarimizda kullanilacak parametreler i¢in bazal degerleri olusturmustur. NAL
uygulanmayan gruplardan plasebo grubuna gére MOR grubunda davranissal ve somatik

belirtiler anlamli olarak farkli bulunmamustir.

Tiim deney gruplarinda morfin yoksunluk sendromu sirasinda gozlenen
stereotipik davranislar ve somatik bulgulara ait elde edilen degerler ayr1 ayri
karsilastirilmistir.  Literatiir incelendiginde, bu sekilde bulgularin ayr1 ayn
degerlendirilmesi oldugu gibi bazi ¢aligmalarda, sigrama tek basina yoksunlugun major
belirtisi olarak incelenirken (Nemoto ve ark. 2013), bazi calismalarda yoksunluk
sirasinda gozlenen davranmis belirtileri toplam bir deger ile ifade edilerek morfin
yoksunluk degerlendirilmektedir (Gellert ve Holtzman 1978; Espejo ve ark. 2001;
Chartoff ve ark. 2006). Bu tiir farkliliklar, ¢eligkili sonuglar elde edilmesine yol agmakla

birlikte tiim raporlara bakilarak genel bir degerlendirme olanagi da sunmaktadir. Morfin
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yoksunluk bulgularinin, uygulanan maddeden genel olarak etkilenme yOniiniin toplam
bir deger olarak ifade edilmesi elde edilen sonucun kolayca degerlendirilmesini
saglayabilir. Uygulanan maddenin, yoksunluk belirtileri tizerine etkilerini tek tek
degerlendirmek ise klinik ¢alismalar i¢in daha giivenli bir yorumlama yolu
acabilmektedir. Bu c¢alisma ile elde edilen yoksunluk bulgularmin analizi tek tek
yapilmis, sonuglarin degerlendirmesinde literatiirde yer alan calismalar ile biitiinleyici

bir tartisma yapilmaya caligilmistir.

Morfin bagimliliginin siddeti, nalokson ile baslatilan yoksunluk sendromunun
siddeti ile uyumludur (Martin 1967). Zenginlestirilmis ¢evrede tutulan hayvanlarda
MOR yoksunluk sendromunun bazi parametrelerinde, SC grubuna gore hafif olarak
daha yiiksek degerler elde edilmis ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. Elde edilen bu farklarin anlamli bulunmamasi, ZC grubundaki hayvan
sayisinin Ve zenginlestirilmis ¢evrede tutulma siiresinin yeterli olmamasindan ya da
kafesin zenginlestirme tarzindan kaynaklanabilir. ZC’de tutulma siiresi g¢esitli
calismalarda farkli olabilmekle birlikte bir ay siire genellikle yeterli bulunmaktadir
(Zhang 2015). Kafesin zenginlestirme tarzi da ¢ogu ¢alisma ile uyumlu olarak
yapilmistir (Rema ve ark. 2006). Opiyatlarin davranigsal etkilerine duyarliligi, ZC’nin
ne yonde etkiledigini inceleyen az sayida ¢alisma vardir. Bazi ¢alismalarda, ZC’nin,
erkek sicanlart MOR’in 6diillendirici etkilerine (Bardo ve ark. 1997) ve disi sicanlari ise
MOR’in aversif etkilerine (Smith ve ark. 1998) daha duyarli kildig1 saptanirken, baska
bir calismada disi siganlarin opiyat reseptor agonistlerinin etkilerine duyarliligim
ZC’nin degistirmedigi raporlanmistir (Smith ve ark. 2008). Diger yandan, bagimliliga
ve tutkunluga yol acan bazi ilag ya da maddelerin akut ve kronik etkilerini ZC’nin
baskiladig1 gosterilmistir (Bardo ve ark. 1997; Green ve ark. 2003; Solinas ve ark
2008). Boylelikle, ZC’de MOR’in etkilerine duyarliligin erkek sicanlarda arttigi
gortliirken, tez projesi ile elde edilen bulgularla MOR yoksunluk sendromu siddetini
ZC’nin anlamli degistirmedigi saptanmistir. Bardo ve ark. ¢alismasinda (1997) mii
opiyat reseptor yogunlugu ve MOR’in dopamin sentezini mezolimbik ve nigrostriatal
yolaklarda uyarmasi iizerine ZC ve SC gruplari arasinda fark bulunmazken, MOR’in
uyardigir lokomotor aktivite, ZC’de daha az gergeklesmis ancak MOR’e bagli kosullu
yer tercihinin ZC grubuna daha fazla gelistigi saptanmistir. Bu sonuglara gére MOR’in
lokomotor ve odiillendirici etkilerinin farkli ndral yapilarla ilgili olabilecegi

diistiniilmiistiir. Burada oldugu gibi bazi1 ¢alismalarin SC kosullarinin tez projesi SC
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kosullarindan ayiran bir 6zellik de hayvanlarin, ZC kafeslerinde ¢alismamizda oldugu
gibi ¢oklu gruplar halinde olmalarina karsin SC’de tek tek tutulmalaridir. Hayvanlarin
kafesde tek olarak tutulmasi depresyon olusturdugundan (Kuramochi ve Nakamura
2009), depresyonun sonuglar tizerine etkilerini dislamak i¢in sunulan g¢alismada SC
kafeslerinde si¢anlar 5°li gruplar halinde barindirilmistir. ZC’nin, MOR yoksunluk
sendromu {izerine etkisini si¢anlarda inceleyen bir calismada, ZC’nin yoksunluk
sendromu parametrelerini baskiladigi, bu sirada goriilen anksiyete ve depresyon iligkili
davraniglar azalttigi gosterilmistir (Hammami-Abrand Abadi ve ark. 2016). Celiskili
sonuclardan ZC’nin ve SC’nin nasil olusturuldugu, ZC’de gecen siire ve hayvanlarin
yas grubu, tiiri gibi degiskenlerin etkileri sorumlu olabilir. Hammami-Abrand Abadi ve
ark. calismasinda (2016) ZC, ¢ok sayida cisim ile ve sikga cisimler ya da cisimlerin yeri
degistirilerek olusturulmus, hayvanlar 14 giin ZC’de tutulmuslardir. Bu calisma, tez
projesinden, kullandigimiz ZC’nin daha sade olmasi ve ¢alisma boyunca ayni kalmasi
ve hayvanlarm bir ay boyunca ZC’de kalmalari ile ayrilmaktadir. Diger yandan, MOR
bagimlilig1 olusturma yontemleri de her iki calismada farklidir. Caligmamizda stirekli
yenilik stres kaynagi olabilecegi (Moncek ve ark. 2004) i¢in zenginlestirilmis ortam
sabit tutulmustur. Onceki ¢alismalarimizda da kullandigimiz benzer ZC ortamu ile geng
ve yasl sicanlarin  6grenme-bellek performanslarmin arttigi saptanmis, boylelikle
fizyolojik sinaptik plastisitenin gelismesinin uyarildigi yoniinde bulgulara ulagilmistir
(Yamantiirk-Celik ve ark. 2011; Ugur ve Yamantiirk-Celik 2006).

Tez g¢alismasi sonuglarina gore hipokampusta dPA mRNA diizeyi, NAL ile
baslatilan MOR yoksunluk sendromu gruplarinda azalmis, her iki kafes kosullarinda ise
birbirine yakin degerlerde bulunmustur. Baska bir deyisle, hipokampusta dPA mRNA
diizeyi, yoksunluk sendromunda c¢evre kosullarindan bagimsiz olarak azalir
goriinmektedir. Bu azalma, NAL uygulanan SC-plasebo grubuna kiyasla SC-MOR
yoksunluk grubunda anlamli olup, NAL uygulanan ZC-plasebo grubuna kiyasla ZC-
MOR yoksunluk grubunda anlamli bulunmamistir. Bu durum ZC grubundaki hayvan
sayisinin az olmasindan kaynaklanabilir. Madde etkisi altinda olmadan ZC’de yetisen
sicanlarda dPA hipokampusta artmaktadir (Hori-Hayashi ve ark. 2011). Caligmamizda,
ZC’nin bu etkisi dogrudan incelenmemistir ancak NAL uygulanan SC ve ZC plasebo
gruplar1 arasinda hipokampus dPA mRNA diizeyleri karsilagtirilmast anlamli olarak
farkli bulunmamistir. Bu sonug, gruplardaki hayvan sayisinin azlig: ile ilgili olabilir.

Ote yandan, Nemoto ve ark. (2013), farelerin prefrontal kortekslerinde dPA anlatiminin
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(ekspresyonu) MOR etkisi altinda ve NAL ile baglatilan MOR yoksunluk sirasinda
arttigin1  gostermislerdir. Beyin bolgesi ve tiir farki uyumsuz sonuglardan sorumlu

olabilir.

MOR’in, farelere tek doz uygulanmasi ile nukleus akumbensde dPA mRNA
diizeyinin ve protein anlatiminin NAL duyarli bir sekilde arttigi, MOR’in yinelenen
uygulamalarinda ise bu etkisinin azaldig1 saptanmistir (Nagai ve ark. 2004). S6zkonusu
calismada, NAL, MOR’in akut olarak artirdig1r tPA’y1 diisirmiistiir. Ayn1 ¢alismada,
MOR’e bagli kosullu yer tercihinin ve lokomotor aktivite artisinin, dPA tasimayan
genetik oynanmig farelerde belirgin azaldigi ve buna MOR’nin nukleus akumbensde

dopamin saliverdiren etki kaybinin eslik ettigi goriilmiistiir.

MEM ya da SKF82958 uygulanan MOR yoksunluk gruplarinda ise hipokampus
dPA mRNA diizeyleri MOR yoksunluk kontrol grubuna gore anlamli degismemistir.
Her iki maddenin MOR yoksunluk sendromunun diger bazi parametrelerini anlamli
etkiledigi saptanirken, yoksunluk sirasinda azaldigi saptanan hipokampus dPA mRNA
diizeyini etkilememeleri, dPA’nin yoksunluk sirasinda glutamaterjik ve dopaminerjik
siras1 ile NMDA ve DI reseptorlerden bagka alt reseptorler ile iliskili mekanizmalar ile
azaldigin1 diislindiirebilir. Zira, hipokampal noéronlarda glutamat uyarimindan sonra
metobotropik glutamat reseptorleri araciligi ile dPA’niin arttigi gosterilmistir (Shin ve
ark. 2004). MOR yoksunlukta dPA degisimi bu sistemlerden bagimsiz olarak da
geligmis olabilir. Diger yandan, kullanilan MEM ve SKF82958 dozlarinin dPA {izerine

etkileri i¢in yetersiz kaldig1 da diisiiniilebilir.

Memantin genel olarak yoksunluk parametrelerini baskilamisken MEM etkisi
altinda hipokampal dPA degerlerinde anlamli farklilik elde edilmemistir. Davranig
parametrelerinden sigrama, dis gicirdatma, sahlanma ve ptozis degerleri MEM grubunda
belirgin azalmis, bunlardan dis gicirdatma ve ptozisdeki azalma istatistiksel anlamli
bulunmustur. Yoksunlugun diger bulgularindan diyare ve viicut agirhigr kaybi da
istatistiksel anlamli olarak azalmistir. Genel olarak baskilama yoniinde elde edilen
bulgular NMDA antagonistlerinin MOR yoksunluk sendromunu baskiladigi diger
caligmalarla uyumludur (Koyuncuoglu ve ark. 1992; Koyuncuoglu ve ark. 1994;
Trujillo ve Akil 1994). MEM’in farelerde kosullanmis yer tercihi testinde morfine ve
ilag dis1 yiyecek ve cinsel pekistirici faktorler lizerine etkileri arastirilmis morfinin ve

cinsel pekistiricinin etkisini baskiladigr gosterilmis ve baskilayici etkisinin bdylece
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yiyecek disinda ilag pekistiricilerle sinirli olmayabilecegi ileri siiriilmiistir (Popik ve
ark. 2003). Bunun yani sira, kosullanmis yer tercihi testinde farelerin MOR’e karsi
soniimlenmis yer tercihinin tekrar kazanilmasini MEM’in 6nledigi, boylelikle madde
alimi niikslerini Onleyebilecegi ileri stiriilmistir (Popik ve ark. 2006). Sézkonusu
calismada, MEM’in olasi niiks 6nleyici etkisinin bu dozlarda 6grenmeyi bozmadigindan
buna baglanamayacagi belirtilmistir. Bir bagka ¢alismada, eriskin siganlarda 6grenmeyi
delikli kutu testinde bozmadigi ancak bellek performansin1 aymi diisiik dozlarda
bozdugu gosterilmistir (Creeley ve ark. 2006). Ote yandan, MEM ayni dozda yash
siganlarda ti¢-panelli pist testinde bellek performansimi artirmaktadir (Ugur ve
Yamantiirk-Celik  2006). Tiim bu sonuglar, MEM’in diger bilinen NMDA
antagonistlerinden farkli olarak diisiik dozlarda santral sinir sistemi {izerine ciddi
istenmeyen etkiler gostermedigini diisiindiirmektedir. MOR bagimliligi gelisimi ve
MOR yoksunlugu tizerine MEM ve MK-801’in etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada,
kosullanmis alan kaginmada her ikisinin ve MOR yoksunlugu iizerine ise yalniz
MEM’in baskilayicr etkileri saptanmis, her iki NMDA antagonisti ile es-zamanlit MOR
uygulanmasinin ise giiclii bir sekilde bagimlhilik gelisimini 6nledigi sicanlarda
gosterilmistir (Maldonado ve ark. 2003). Bununla birlikte, MEM’in deneysel etkilerini
bir klinik ¢alisma destekler goriinmektedir. S6yle ki; MEM’in eroin bagimlist yedi
kiside naloksonla baglatilan yoksunluk belirtilerini baskiladig: bildirilmistir (Bisaga ve
ark. 2001). Tek olan bu galismanin sonucu daha genis, kontrollii klinik ¢alismalarla
incelenmelidir. Deneysel c¢alismalara gére de MEM’in, MOR bagimlilarinin
detoksifikasyonu sirasinda kullanilmasi yoniinde oneriler vardir (Popik ve Skolnick.

1996; Harris ve ark 2008).

SKF82958, kontrol grubuna gore sigrama ve ptozisi anlamli olarak baskilarken
diyare ve viicut agirligi kaybini anlamli olarak siddetlendirmistir. Sahlanmay1 ise
belirgin olarak artirmasina karsin bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Ayrica bu grupta lokomotor aktivite ve hipokampus dPA degerleri hafif yiiksek
bulunmus, ancak istatistiksel olarak anlamli elde edilmemistir. Dopaminerjik etkinlik
MOR yoksunluk sirasinda azalmaktadir (Adinoff 2004; Radke ve Gewirtz 2012). Bu
nedenle dopaminerjik etkinligin artirllmast yoksunluk siddetini baskilayabilir,
caligmanin bulgularindan sigrama ve ptozisin anlamli azalmasi bu Ongdriyi
karsilamaktadir. Diyare ve dolayisi ile viicut agirligi kaybinin anlamli artmasi ve

sahlanma ve lokomotor aktivitenin istatistik anlamli olmayarak artis1 ise bu Ongoriiye
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ters bulgulardir. Bu bulgular, SKF82958’in sicanlarda lokomotor aktiviteyi artirdigini
bildiren c¢alisma ile uyumlu bir sonuctur (Kim ve ark. 2001). Yine kismen uyumlu
olarak SKF82958’in, MOR yoksunluk belirtilerini baskiladig1 gosterilmistir (Chartoff
ve ark. 2006). Ote yandan SKF82958, kendine verme etkisi oldugu gosterilmistir (Self
ve ark. 1996).

Diger yandan, SKF82958, memantinin baskiladigi parametreleri geriye
cevirmistir. SKF82958’in MEM o0Oncesi uygulanmasi ile dis gicirdatma, sahlanma,
lokomotor aktivite, diyare ve viicut agirligi kaybi tek basina MEM uygulanan gruba
gore anlamli olarak daha fazla gerceklesmistir. Bu sonug, caligmamizda saptanan
SKF82958’in tek basina bazi yoksunluk parametrelerini siddetlendirme egilimi ile
uyumlu goriinmektedir. Glutamaterjik ve dopaminerjik sistemler arasinda anatomik ve
fonksiyonel olarak karsilikli bir etkilesimin bulundugu bilinmektedir (Christie ve ark
1987; Gorelova ve Yang 1997; Kim ve ark 2001; Floresco ve ark. 2001). Bu etkilesim
sonucu, MOR bagimlilig1 gelisimi ve karst mekanizmalarla yoksunlugun ndrobiyolojik

zemini olusur goriinmektedir.

5.1. SONUC
Elde edilen sonuglar,

1) Morfin bagimlilig: tedavisinde NMDA reseptor antagonisti MEM’in etkili bir
detoksifikasyon ilaci olabilecegini,

2) MEM ve gelistirilebilecek bagka etkili ve giivenli NMDA reseptor
antagonistlerinin MOR bagimliligi ve tutkunlugunda niiksleri onleme olasi
etkilerinin ileri aragtirmalarla incelenmesi gerektigini,

3) Dopamin D1 reseptor agonisti SKF82958’in, MOR yoksunlugu sirasindaki
dopaminerjik etkinligin azalmasmi karsilayarak yoksunluk siddetini
hafifletebilece§i varsayiminin gecerli olabilece§ini ancak bazi yoksunluk
belirtilerini siddetlendirebileceginin géz oniine alinmasi gerektigi, daha etkili
baska dopaminerjik reseptor agonistleri gelistirilmesinin uygun olabilecegi ve
bu agonistlerin bagimlilik yapma potansiyelinin test edilmesi gerektigini,

4) Hipokampusun MOR bagimmliligi gelisiminde O6nemli bir beyin bdlgesi
oldugunu ve sinaptik plastisite iligkili dPA’niin MOR bagimhiligi ve
tutkunlugu  gelisiminin  ve yinelenen madde arayisimin  altindaki

mekanizmalardan sorumlu olabilecegini, yoksunluk sirasinda azalmasinin ileri
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aragtirmalarla  incelenmesi  gerektigini, ayrica dPA’ne yonelik etkili
maddelerin MOR bagimliligindaki etkilerinin arastirilmasi gerektigini,

Ileri ¢alismalarin daha genis deney gruplarinda ve doz-yamt iliskisi
sorgulanarak yapilmasi gerektigini,

Glutamaterjik  ve  dopaminerjik  sistemlerin ~ morfin  bagimlilik
mekanizmalarinda birbirleri ile etkilesimli olarak rol aldiklarini, bu etkilesim
tizerinden MOR bagmmliligi etkili tedavi yollarinin aranmasi gerektigini

diistindiirmektedir.
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