T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI-CERRAHPASA

ADLI TIP VE ADLI BiLIMLER ENSTIiTUSU

DANISMAN

DOC. DR. SELDA MERCAN

KOKAIN KULLANIM BOZUKLUGU OLAN ERKEK BiREYLERDE PERIFERIK
KANDAKI MIRNA EKSPRESYON DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

FEN BiLIMLERIi ANABILIiM DALI

DOKTORA TEZi

SUHEYLA AYFER ALKAC

ISTANBUL, 2024






T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI-CERRAHPASA

ADLI TIP VE ADLI BiLIMLER ENSTIiTUSU

DANISMAN

DOC. DR. SELDA MERCAN

KOKAIN KULLANIM BOZUKLUGU OLAN ERKEK BiREYLERDE PERIFERIK
KANDAKI MIRNA EKSPRESYON DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

FEN BiLIMLERIi ANABILIiM DALI

DOKTORA TEZi

SUHEYLA AYFER ALKAC

ISTANBUL, 2024



[stanbul, 12 Ocak 2024

[STANBUL UNIVERSITESI-CERRAHPASA
ADLI TIP VE ADLI BiLIMLER ENSTIiTUSU MUDURLUGU

FEN BILIMLERI ANABILIM DALI BASKANLIGINA

Lisansiistii Ogretim Y6netmeliginin 50. Maddesi uyarmca Enstitiimiiz Fen Bilimleri Anabilim
Dali Doktora 6grencisi Siiheyla Ayfer ALKAC’ 1 ‘‘Kokain Kullanim Bozuklugu Olan
Erkek Bireylerde Periferik Kandaki miRNA Ekspresyon Diizeylerinin Arastirilmasi®

baslikli tezinin ve tez savunmasinin kabul edilmesine jiirimizce oy birligiyle karar verilmistir.

Prof. Dr. E. Hiilya YUKSELOGLU Dog. Dr. Selda MERCAN
Jiiri Bagkani Danigman
Prof. Dr. Hiiseyin CAKAN Dog. Dr. Zeynep TURKMEN
Uye Uye

Dr. Ogr. Uyesi Senay KORTKUT VURAL

Uye



Bu tez Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon

Birimi tarafindan desteklenmistir.

Proje No: TDK-2020-35144

Bu tez Tiirkiye Saglik Enstitiileri Baskanlig1 (TUSEB) Acil Arastirma ve Gelistirme

Projelerini Destekleme Programi tarafindan desteklenmistir.

Proje No: 20066



ITHAF

Sevgili anneme ve babama ithaf ediyorum.



vii
ONSOZ

Doktora egitimim siiresince giiler yiiz ve destegini eksik etmeyen, bilgi birikimi ve degerli

fikileri ile her zaman yol gostericim olan danismanim Dog. Dr. Selda Mercan’a,

Doktora egitimim siiresince bende 6nemli bir yeri olan degerli hocam Prof. Dr. Miinevver

Acikkol’a,

Doktora tez siirecimde sagladigi degerli destekleri ve laboratuvar olanaklari i¢in degerli

hocam Dog¢. Dr. Géniil Filoglu Tiifek’e,

Doktora egitimim siiresince degerli bilgi ve tecriibeleriyle katki saglayan degerli hocam Prof.

Dr. Emel Hiilya Yiikseloglu’na,

Arastirmamin 6rnek toplama asamasinda katkilarindan dolay1 Balikli Rum Hastanesi Anatolia
Klinigi’nde birlikte c¢alistigim hocalarim Psikiyatrist Do¢. Dr. Hasan Mirsal, Uzm.
Psikiyatrist Giiney Cetin, Uzm. Psikiyatrist Ozan Odabast ve Uzm. Psikiyatrist Rengin

Giiveng’e,

Arastirmamin Ornek toplama asamasinda desteklerinden dolayr Balikli Rum Hastanesi

Vakfi’na ve Anatolia Klinigi’nde ¢alisan hastane personeline,

Doktora tez siirecimde vermis olduklari burs desteklerinden dolayr TUSEB Proje Yonetimi ve

Destek Daire Baskanhigi’na,

Hayatimdaki en biyiik sansim olarak gordiigim, en degerli iki varligim olan sevgili

annecigim ve babacigima tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Stiheyla Ayfer Alkag



viii

ICINDEKILER
ICINDEKILER............oiviiiitieeeeeeeeeet ettt s st n st viii
SEKILLER DIZINI ......cooooiiiiiieceeeeeeeeee ettt Xii
TABLOLAR DIZINT .......coooiiiiiieieceeeeeeeeee et Xiv
1. GIRIS VE AMACGC ..o oottt ettt ettt ettt ettt sttt ettt 6
2. GENEL BILGILER ...........cccooiiiiiiieeieeeece et 10

2.0, KOKAIN Lottt e e e b e e e b e e ehe et e e beeebeeeraeanbeeareens 10
2.1.1. Kokainin tarthsel GeliSIMi.......c.cveiieiiiiiiieiiiie e 11
O B 0 23 1N =) (s (<) 13
2.1.3. KUullanim YOILATT ....cuviiiiieiieiesiesieee e 15

2.1.4. Kokainin fizikokimyasal 6zellikleri ve tanimlamaya yonelik analitik yontemler .. 16

2.1.5. Kokainin metaboliZmMast .........cocviiiiiiiieiiieiie e 18
2.1.6. Kokainin etkileri Ve tOKSISIEST......uiiuiiiiiiiiiiii i 21
2.2. Kokain BagimiliZl ....ccoooviiiiice e 23
2.2.1. BagimliliZ1n nOTobiyOlOJiST....ucirviieiiiieriieiee e 25
2.3. Bagimlilikta Genetik Baglantilar............ccocoooiiiiiiiii e 34
2.4, EPIQENELIK ..ot reenre e 36
2.5, MIKIORNA ... .ttt b bbbt n e 39
2.5.1. MIRNA DIYOZENEZI...cciviiiiiiiiiiieeiie ettt 40
2.5.2. Kokain kullanim bozuklugunda mikroRNA’Iar ..........cccoviiiiiiiiciiiec e 40

2.5.3. Kokain BagimliliZinin Tedavisi ........cccerriiiiiiiieiie e 45



2.6. Coklu Madde Kullanim BozuKIuKIart ..........cccooiiiiiiiiiiei e 49
2.7. Kokain Bagimliliginda Biyobelirteg Olarak Kullanilan Kandaki miRNA’lar .............. 52
3. GEREC VE YONTEM ........cocoooiiiiieieeteee e ee e esass s enas st enas s senen s 57
T € 1< < USSP 57
3.1.1. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler.............ccccveviiiiiiiiiiniiicic e 57
3.1.2. Kullantlan Kitler ........ooeiiiiiiiiiiiec e 57
3.1.3. Kullanilan eKipman .........cccooiiiiiiiiiiieiieeesee e 58

R I 0] 117<) 1 4 OO T PO PPP PRI 58
3.2.1. ATaIMANIN TP 1eeuveenriiireieeiisie et ettt sb et e b e e nn e reene e 58
3.2.2. Arastirmanin Yeri V€ ZAMANT .......ccueeruueeruerreeesseeasreassesaseesssesseessesssessssssssesssessnseses 58
3.2.3. Etik kurul onay1 ve yasal/6zel 1ZInler..........cccoeiiiiiiiiiciiiieee e 59
3.2.4. Arastirmanin evreni ve drneklem grubu...........ccocooeiiiiiii 59
3.2.5. Calismanin dahil edilme ve dislama OIGULIETT........ccuvvviiiiiiiiiiiie e 61
3.2.6. Calismanin de@iSKenIeri.......cccooiviiiiiiiiiiie e 62
3.2.7. CaliSma MAtETYall ....cccueiiiiiiii e 62
3.2.8. Veri toplama araglart ...........cccoocviiiiiiiiiii 62
4. BULGULAR ..o 73
4.1. Katilmeilarin Demografik Verileri ... 73
4.1, 1. CINSIYEE V& YAS wreeureirieiereerireaieesieeaseessse e e e sse e neessee s e e sseeaneesneeaneesneeaneennneanneennneas 73
4.1.2. BOY VE KILO .o 74
4.1.3. Madde Kullanim OYKGIETT .........cveveveviiriveiireisiceeieeiesesesse s 77

4.2. RNA 1201aSyonu SONUGIATT ..........cccveiiveiiiiiriiiiseieiiee et 79



4.3. ikili Calisma Gruplari ve Kontrol Grubunda Periferik Kan miRNA Ekspresyon

ANANZIEIT ..o 81
4.3.1. miR-9-5p ekspresyon analizi ..........c.cceovrviiieiiiiiiic e 83
4.3.2. miR-26b-5p ekspresyon analizi .........cccecverieiiiiiiiciiiiesees e 86
4.3.3. miR-132-3p ekspresyon analiZi .........cccoccvieiiiiieiiieiiiiiee e 89
4.3.4. miR-134-5p ekspresyon analiZi .........ccccovvieiiiieiiiieiiiiie e 92

4.4. Klinik Ozelliklerin miRNA Ekspresyonlar1 ile Korelasyon Analizi.............cccevvvenee. 95
4.4.1. miRNA ekspresyonlarinin yas ile iligKiSi.....cccovroviriiiiiiiiiiciiiiiceen 95
4.4.2. Madde kullanim 6ykiilerinin miRNA ekspresyonlart ile korelasyonu.................... 96

4.5. miRNA’larin ROC DegerlendirMesi .........ccviveriiiieiieiieiisieseee e 98
4.5.1. mir-9-5p ROC degerlendirmesi ........cccovviiiiniiiiiciicii e 98
4.5.2. mir-26b-5p ROC degerlendirmesi .........cccvvviiiiiiiiiiiciiic e 100
4.5.3. mir-132-3p ROC degerlendirmesi ..........cccovvvriiiiiiiiiiiiiiiice e 103
4.5.4. mir-134-5p ROC degerlendirmesi ...........coveiveirieieiniienee e 105

4.6. Tedavi Oncesi ve Tedavi Sonrast miRNA Ekspresyon Degisiminin Tedavi Uzerine

OAN EKIST c.eeeeeeee ettt ettt e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennees 108
5. TARTISMA ..ottt ettt sttt en sttt en et 110
TN I 111 e o o PSSR 113
5.2, MIR=26D-5P.....eeticie et e e e raereenes 116
5.3 MIR-132-3P ittt bbb 118
T 40 | I 72 LY o TSP 120

5.5. Calismadaki Hedef miRNA’lar i¢cin Gelecek Perspektifleri........ccccovvviiiiiiiiiiniinnnne, 123



Xi

8. SONUC ... eoeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e s e et e e e et e e s st e e ee e ees e s 128
T KAYNAKLAR ..ot ee s e e s et e s ees e e e ee s eee e ees e eeserees 133
I = = OO 149



Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:
Sekil 5:
Sekil 6:
Sekil 7:
Sekil 8:

Sekil 9:

Sekil 11:
Sekil 12:
Sekil 13:
Sekil 14:

Sekil 15:

xii

SEKILLER DiZIiNi

ErythroXyIUM COCA .....ooveiiieiiiieiee e 10
KOKAININ YAPISL. .ttt 16
Kokainin metabolik YOIIart. ........cccoovoiiiiiiiiiic 21
On beyne dopamin projeKSiyonlart ............ccccceeevervieereresiesciesieeessse e 27
Psikostimillan @Ylemi..........ccouiiiiiiiiiiiii s 29
Beyindeki Dopamin ProjeKsiyonlart ...........cccooeveiiiiiiiiiiiieccese e 30
Uyusturucu madde bagimliliginda beyin ve davranis modeli. .........cocccevviiiiiiienninnnn 32
Norodejeneratif hastaliklar igin RNA terap6tik yaklagimi..........ccocovvoviiieiiniiincnne, 49
miR-9-5p diizeylerinin ACt degerleri iizerinden karsilastirilmast............coocevevennene. 85
Sekil 10: miR-9-5p bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda kat degisimi (224¢7)................... 86
miR-26b-5p diizeylerinin ACt degerleri lizerinden karsilagtirilmast. ..........c..cce.... 88
MiR-26b-5p bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda kat degisimi (2"24¢T)............... 89
miR-132-3p diizeylerinin ACt degerleri lizerinden karsilagtirilmast. ..........c.cccceeee. 91
miR-132-3p bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda kat degisimi (2722<T)............... 92
mMiR-134-5p diizeylerinin ACt degerleri {izerinden karsilagtirilmast. ..........c..cceee.. 94
MiR-134-5p bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda kat degisimi (2722¢T)............... 95

Sekil 16:

Sekil 17: Kontrol-Tedavi gruplar1 karsilastirilmasinda tedavi grubunda miR-9-5p’nin ROC

analizi. .

..................................................................................................................................... 99

Sekil 18: Bagimli-Tedavi gruplarn karsilastirilmasinda tedavi grubunda miR-9-5p’nin ROC

analizi. .
Sekil 19

analizi. .

................................................................................................................................... 100
: Kontrol-Tedavi gruplari karsilagtirillmasinda tedavi grubunda miR-26b-5p’nin ROC

................................................................................................................................... 101

Sekil 20: Bagimli-Tedavi gruplari karsilastirilmasinda tedavi grubunda miR-26b-5p’nin ROC

analizi. .

................................................................................................................................... 102



Xiii

Sekil 21: Kontrol-Bagimli gruplart karsilastirilmasinda bagimli grubunda miR-132-3p’nin
ROC GNAHIZE. ..o 104
Sekil 22: Bagimli-Tedavi gruplari karsilastirilmasinda tedavi grubunda miR-132-3p’nin ROC
ANANIZI. e 105
Sekil 23: Kontrol-Bagimli gruplar1 karsilagtirllmasinda bagimli grubunda miR-134-5p’nin
ROC GNAHIZI. ... e 106
Sekil 24: Bagimli-Tedavi gruplari karsilastirilmasinda tedavi grubunda miR-134-5p’nin ROC

ANALIZI. oottt —t—teeete—————————————————————————————————————————— 108



Xiv

TABLOLAR DIZINI
Tablo I: Kokainin fiziksel ve kimyasal 0ZellIKIETI. .........cccvveiieiieiieiieie e 17
Tablo 1. cDNA sentezi igin reaksiyon bilesenleri ve miKtarlari. .........cccoccevvveveiiiesieeiniiennn, 67
Tablo I11. cDNA sentezi i¢in RNA 6rnegi-su karigiminin hesaplanmast. .........c.ccccoveevinennen. 68
Tablo IV. cDNA sentez reaksiyonu KOSUILATL. .......ccveiviiiiiiieiiiie e 68
Tablo V. Aday MIRNA QIZIIEI. .......coveiiie et 69
Tablo VI. qRT-PCR bilesenleri ve miKtarlart. .........cccccvevveiiieiiiiiiieseese e 70
Tablo VI gRT-PCR KOSUILATL. ....oveiviiiiiiiiiiiiiieieie et 70
Tablo VIII. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerin ortalama yas degerleri. ................... 74

Tablo IX. Calismaya katilan bireylerin yas degiskeni agisindan gruplar arasi karsilastirma

103110 163 F- 3 5 DRSSP 74
Tablo X. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerin ortalama boy degerleri. ............cc........ 75
Tablo XI. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerin ortalama kilo degerleri. ..................... 76

Tablo XII. Calismaya katilan bireylerin kilo degiskeni agisindan gruplar arasi karsilastirma
Y0 311 Lo] 1 o DO PSPPSR 76
Tablo XII1I. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerin ortalama BMI degerleri................... 77

Tablo X1V.Calismaya katilan bireylerin BMI degiskeni agisindan gruplar arasi karsilastirma

Y0 311 o] 1 o DO PSPPSR 77
Tablo XV. Kokain bagimlisi olan bireylerin madde kullanim yKaleri. ........cc.coovevrincnnnnnne. 78
Tablo XVI. Kokain bagimliligi tedavi goren bireylerin madde kullanim oykiileri................. 79

Tablo XVII. Calisgmaya katilan bireylerden elde edilen orneklerin total RNA
KONSANTIASYONIATL. ..iviiiiiiiiic e 80
Tablo XVI11. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerine ait miRNA ACT degerleri. ........ 82

Tablo XIX. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin ortalama miR-9-5p ACt degerleri.



XV

Tablo XX. miR-9-5p ACt degerlerinin gruplar arasi karsilastirma sonuglart. .............c..c....... 84
Tablo XXI. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin ortalama miR-26b-5p ACt
4 (105§ (<) o P PR P R PP ROV TURTRURUROTN 87
Tablo XXI1. miR-26b-5p ACt degerlerinin gruplar arasi karsilastirma sonuglart. ................. 87
Tablo XXIII. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin ortalama miR-132-3p ACt
4 (105§ (<) o TP T P UP R OPRTPPTOUPUPOTS 90
Tablo XXIV. miR-132-3p ACt degerlerinin gruplar arasi karsilastirma sonuglari. ................ 90

Tablo XXV. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin ortalama miR-134-3p ACt

4 (10534 (<) o P PP TURRURURR 93
Tablo XXVI. miR-134-5p ACt degerlerinin gruplar arasi karsilastirma sonuglari. ................ 93
Tablo XXVII. Bagimli grubunda miRNA ekspresyonlarinin yas ile iligkisi. ......c..cccevvriennnn 96
Tablo XXVIII. Tedavi grubunda miRNA ekspresyonlarinin yas ile iligkisi. .........c.ccccvenneen. 96
Tablo XXIX. Kontrol grubunda miRNA ekspresyonlarinin yas ile iligkisi. .......cc.cvevrvenennen 96

Tablo XXX. Bagimli grubunda madde kullanim Oykiilerinin miRNA ekspresyonlar ile
KOTEIASYONU. ...t bbbttt b e bbbttt 97
Tablo XXXI. Tedavi grubunda madde kullanim Oykiilerinin miRNA ekspresyonlart ile
KOTEIASYONU. ...t bbbttt b e bbbttt 98
Tablo XXXII. miR-9-5p i¢in Kontrol-Tedavi gruplari karsilagtirilmasinda tedavi grubunda
ROC €Zr1ST SONUGIATL. ..ttt 99
Tablo XXXIII. miR-9-5p i¢in Bagimli-Tedavi gruplar1 karsilastirilmasinda tedavi grubunda
ROC €Zr1ST SONUGIATL. ..vviieiiiieieie e 100
Tablo XXXIV. miR-26-5p i¢in Kontrol-Tedavi gruplar karsilastirilmasinda tedavi grubunda
ROC €Zr1ST SONUGIATL. ..vviiiiiiiesiiceee et 101
Tablo XXXV. miR-26-5p i¢in Bagimli-Tedavi gruplar1 karsilastiriimasinda tedavi grubunda

ROC €Zr1ST SONUGIATL. ..vviiiiiiiciiie e 102



XVi

Tablo XXXVI. miR-132-3p i¢in Kontrol-Bagimli gruplart karsilastirilmasinda bagimli
grubunda ROC egrisi SONUGIATT. ......cocuiiiiiiiiiiiiii e 103
Tablo XXXVII. miR-132-3p i¢in Bagimli-Tedavi gruplart karsilastirilmasinda tedavi
grubunda ROC egrisi SONUGIATT. .......oceiiiiiiiiiici e 105
Tablo XXXVIII. miR-134-5p i¢in Kontrol-Bagimli gruplart karsilastirllmasinda Bagimli
grubunda ROC egrisi SONUGIATT. ......cocueiiiiiiiiiii e 106
Tablo XXXIX. miR-134-5p i¢cin Bagimli-Tedavi gruplart karsilastirilmasinda Tedavi

grubunda ROC egrisi SONUGIATT. .......oceiiiiiiiiiii e 107



XVii

KISALTMALAR DIiZiNi

AMPAR a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit reseptor

ASAM American Society of Addiction Medicine (Amerikan Bagimlilik Tibbi

Dernegi)
AUC Area under the curve (Egri altinda kalan alan)
BBB Blood brain barrier (Kan-beyin bariyeri)
BE Benzoilekgonin
BDNF Brain-derived neurotrophic factor (Beyin kaynakli ndrotrofik faktor)
BMI Body mass index (Viicut kiitle indeksi)
CBD Cannabidiol (Kannabidiol)
CE Cocaethylene (Kokaetilen)
CSF Cerebrospinal fluid (Serebrospinal s1v1)
CREB CAMP Response Element-Binding Protein (cAMP yanit elemani baglayici
protein)
Ct Cycle threshold
CUD Cocaine use disorder (Kokain kullanim bozuklugu)
DA Dopamin
DAT Dopamin tastyicist
DNA Deoksiribo nucleic acid (Deoksiriboniikleik asit)
EC Ekgonin
ECF Extracellular fluid (Ekstraselliiler siv1)
ED Ekgonidin
EMA European Medicines Agency (Avrupa ilag Ajansi)
EME Ekgonin metil ester

EMCDDA European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (Avrupa



EtOH
FDA
GABA

GC-MS

hCE;

HPLC

LDso

LTD

LTP
m-OH-BE
miRNA
MSN

NACc

NBE

NDMA

NncRNA

NMDAR

NEDME

NEME

NGS

NCOC

Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimlihigi izleme Merkezi)

Ethanol (Etanol)
Food and Drug Administration (Gida ve ilag idaresi)

Gama aminobuitirik asit

Gas  chromatography-mass  spectrometry  (Gaz

spektrometresi)

Karboksilesteraz tip 2

High-performance liquid chromatography (Yiiksek performanslh

kromatografisi)

Letal Doz50

Long-term depression (Uzun siireli depresyon)
Long-term potentiation (Uzun siireli potansiyasyon)
meta-hidroksibenzoilekgonin

MicroRNA (MikroRNA)

Medium Spiny Neurons (Orta dikenli ndronlar)
Nucleus accumbens (Niikleus akiimbens)

Norbenzoilekgonin

N-metil-d-aspartat

Non-coding RNA (Kodlamayan RNA)

NMDA Receptor (NMDA reseptor)

Norekgonidin metil ester

Norekgonin metil ester

Next Generation Sequencing (Yeni nesil dizileme)

Norkokain

Xviii

kromatografisi-kiitle

S1vV1



PChE
PCR
PFC
PUD

gRT-PCR

RISC
RNA
RNAz
ROC

SAMSHA

SUbD
SIRT1

UNODC

VMAT
VTA
WGCNA

WHO

XiX

Psddokolinesteraz

Polymerase chain reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu)

Prefrontal cortex (Prefrontal korteks)

Polysubstance Use Disorder (Coklu madde kullanim bozuklugu)

Quantitative real time polymerase chain reaction (Kantitatif gergek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu)

RNA-induced silencing complex (RNA kaynakli susturma kompleksi)
Ribonucleic acid (Riboniikleik asit)

Riboniikleaz

Receiver operating characteristic (Alic1 islem karakteristigi)

Substance Abuse and Mental Health Services Administration (Madde
Bagimlilig1 ve Ruh Saglig1 Hizmetleri idaresi)

Substance use disorder (Madde kullanim bozuklugu)

Sirtuin 1

United Nations Office on Drugs and Crime (Birlesmis Milletler Uyusturucu ve
Sug Ofisi)

Vesicular monoamine transporter (Vezikiiler monoamin tasiyicisi)

Ventral tegmental area (Ventral tegmental alan)

Weighted correlation network analysis (Agirlikli ekspresyon agi analizi)

World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)



OZET

Kokain Kullanim Bozuklugu Olan Erkek Bireylerde Periferik Kandaki miRNA

Ekspresyon Diizeylerinin Arastirilmasi

Birgok hayvan ve hiicre calismasi mikroRNA'larin kokain, alkol, eroin ve
metamfetamin bagimlilig1 dahil olmak tizere psikotrop madde bagimliliklarinin gelismesinde
ve ilerlemesinde Onemli roller oynadigini gostermistir. Uluslararast literatiirde kokain
kullanim bozuklugunun, insan periferik kaninda mikroRNA diizeyindeki etkisini aragtiran
bilimsel calismalarin smirli sayida oldugu gozlenmektedir. Bununla birlikte, {ilkemizde
mikroRNA'larin kokain bagimlilig:1 {izerine periferik kanda potansiyel biyobelirtecler olarak
rolii heniiz kesfedilmemistir. Bu baglamda, bu ¢alisma kokain bagimlilarinin periferik tam
kaninda yer alan bazi mikroRNA'larin (miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve miR-134-5p)
ifadelerindeki degisimi saptayarak, kokain bagimliligi diizenlenmesinde rol oynayabilecek
aday mikroRNA'lar1 tanimlamayi hedeflemistir. Bu c¢alisma, uluslararasi literatiire gore
kokain bagimlist insan periferik kaninda ilgili mikroRNA’larin analizinin yapildigi ilk

calismadir.

Bu ¢aligmada, kokain bagimlist olan 12 erkek birey bagimli grubunu, kokain bagimlilig
tedavisi goren 11 birey tedavi grubunu ve herhangi bir madde bagimliligi olmayan 16 saglikli
birey kontrol grubunu olusturmaktadir. Bagimli ve tedavi grubu bireylerine ait kan 6rnekleri
Balikli Rum Hastanesi Anatolia Klinigi'ne tedavi edilmek {izere basvuran ve calismaya
katilmay1r kabul eden goniillii bireylerden toplanmistir. Bireylerden alinan periferik kan
orneklerinden total RNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra ters transkriptaz ile cDNA
sentezi gergeklestirilmistir. MikroRNA’larin ifadelerindeki degisim kantitatif ger¢ek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile belitlenmistir. 24T formiiliine gére mikroRNA

ekspresyon diizeylerindeki ‘‘fold change’” (kat degisimi) degeri belirlenmistir. Istatiktiksel



analizlerde mikroRNA’larin ekspresyonu icin ACt degerleri {izerinden analizler yapilmistir.
Bagimli, tedavi ve kontrol gruplar1 arasinda aday mikroRNA’larin ACt degerleri agisindan
fark olup olmadigi One-way ANOVA testi ile analiz edilmistir. Post-hoc test olarak LSD testi
ya da Tamhane’s T2 testi kullanilmistir. Tiim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir. Periferik kan mikroRNA'larinin tanisal yeterliligini degerlendirmek ig¢in

ROC analizi yontemi kullanilmistir.

Calismanin sonucunda, bagimli grubu ile tedavi grubu arasinda yalnizca miR-132-3p
(p=0,003) ve miR-134-5p’nin (p=0,020) ACt degerleri agisindan anlamli bir fark oldugu
belirlenmistir. Bagimli grubu ile tedavi grubu arasinda sirasiyla miR-9-5p (p=0,012), miR-
26b-5p (0,009), miR-132-3p (p=0,026) ve miR-134-5p’nin (p=0,023) ACt degerleri agisindan
anlamli bir fark oldugu belirlenmistir. Tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda, yalnizca miR-
9-5p (p=0,019) ve miR-26b-5p’nin (0,024) ACt degerleri agisindan anlamli bir fark oldugu
belirlenmistir. Yapilan ROC egrisi analizleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda bagimli
grubunda miR-132-3p i¢in AUC degeri 0,778; miR-134-5p i¢in AUC degeri 0,744 ile anlaml
bulunmustur. Bu sonuglar miR-132-3p ve miR-134-5p’nin kokain bagimlisi olan bireylerde

tanida etkili yardimer parametreler olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Bu calismadan elde edilen sonuglarla birlikte gelecekte benzer bulgularin bagka
caligmalarla ortaya konmasi durumunda, oOzellikle kokain bagimlilig1 patolojisinde rol
oynayabilecek mikroRNA’larin tespit edilmesi ve bu mikroRNA’larin kokain bagimliliginin

tedavisinde potansiyel bir hedef olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: kokain, kokain bagimliligi, mikro RNA, periferik kan, kantitatif gergek

zamanh polimeraz zincir reaksiyonu



SUMMARY

Investigation of miRNA expression levels in peripheral blood of males with cocaine use

disorder

Many animal and cell studies have shown that microRNAs play important roles in the
development and progression of drug addictions, including addiction to methamphetamine,
cocaine, alcohol, and heroin. In the international literature, it is observed that there are a
limited number of scientific studies investigating the effect of cocaine use disorder on
microRNA level in human peripheral blood. However, the role of microRNAS as potential
biomarkers in peripheral blood on cocaine addiction has not yet been discovered in our
country. In this context, this study detected changes in the expression of some microRNAs
(miR-9-5p, miR-26b-5p, MiR-132-3p, and miR-134-5p) in the peripheral whole blood of
cocaine addicts, which may play a role in the regulation of cocaine addiction aimed to identify
candidate microRNAs. According to the international literature, this study is the first to

analyze relevant microRNAs in the peripheral blood of cocaine addicted humans.

In this study, 12 male individuals who were addicted to cocaine constituted the addict
group, 11 individuals who were being treated for cocaine addiction constituted the treatment
group and 16 healthy individuals without any substance addiction constituted the control
group. Blood samples of dependent and treatment group individuals were collected from
volunteers who applied to the Anatolia Clinic of Balikli Rum Hospital for treatment and
agreed to participate in the study. After isolation of total RNA from peripheral blood samples
obtained from individuals, cDNA synthesis was performed with reverse transcriptase. The
change in the expression of microRNAs was determined by the quantitative real-time PCR
method. The ““fold change’’ value in microRNA expression levels was determined according

to 27 24CT In statistical analyses, analyzes were made based on ACt values for the expression



of microRNAs. One-way ANOVA test was used to analyze whether there was a difference in
ACt values of candidate microRNAs between dependent, treatment and control groups. LSD
test or Tamhane's T2 test was used as post-hoc test. In all analyses, p<0.05 was considered
statistically significant. ROC analysis was used to assess the diagnostic adequacy of

peripheral blood microRNAs.

At the end of the study, it was determined that there was a significant difference
between the dependent group and the treatment group only in terms of ACt values of miR-
132-3p (p=0.003) and miR-134-5p (p=0.020). There was a significant difference between the
dependent group and the treatment group in terms of ACt values of miR-9-5p (p=0.012), miR-
26b-5p (0.009), miR-132-3p (p=0.026) and miR-134-5p (p=0.023), respectively. There was a
significant difference between the treatment group and the control group only in terms of ACt
values of miR-9-5p (p=0.019) and miR-26b-5p (0.024). When the ROC curve analyses were
compared with the control group, the AUC value for miR-132-3p was found to be 0.778 and
the AUC value for miR-134-5p was found to be 0.744 in the dependent group. These results
suggest that miR-132-3p and miR-134-5p can be used as effective diagnostic parameters in

individuals with cocaine addiction.

With the results obtained in this study, it is thought that if similar findings are
demonstrated by other studies in the future, microRNAs that may play a role in the pathology
of cocaine addiction may be identified and these microRNAs may be a potential target in the

treatment of cocaine addiction.

Keywords: cocaine, cocaine addiction, micro RNA, peripheral blood, quantitative real

time polymerase chain reaction



1. GIRIS VE AMAC

1868 yilinda Friedrich Miescher'in niikleik asitleri kesfetmesinin ardindan DNA ve
RNA'min, hiicrenin diizglin calismasi i¢in gerekli bilgileri igeren genetik kod oldugu
anlasilmistir. Bu kesifleri takip eden yillarda higbir kodlama 6zelligine sahip olmayan birgok
yeni RNA tiirliniin de ortaya ¢ikarilmasi, ¢esitli insan hastaliklarinin tedavisinde yeni bir yol
haritas1 yaratmistir. Ancak RNA, yapis1 geregi nispeten kararsizdir ve dokuya 6zgii bir sekilde
bozunmaya karsi olduk¢a duyarlidir. Bu durum, RNA stabilitesini arttirici yonde gelismelere
ve RNA molekiillerinin hedef dis1 etkilerini 6nlemek i¢in nanopartikiiller gibi yeni ilag
dagittim mekanizmalarinin gelistirilmesine yol a¢mistir. RNA bazli tedavilerdeki mevcut
gelismeler, patolojiyi diizelterek bir¢ok insan hastaliginin ve bozuklugunun tedavi edilmesi ve

onlenmesinde biiylik umut vaat etmektedir (1).

Madde kotliye kullanimi ve madde kullanim bozukluklari her yil milyonlarca insani
dogrudan etkilemekte; yasam kalitesinin diismesine, sagligin bozulmasina ve 6liime neden
olmaktadir. Bununla birlikte, madde kétiiye kullanimi topluma biiylik ekonomik ve kamu
giivenligi  sorunlart  getirmektedir (2). Madde bagimliliginin  mekanizmasinin
aydmlatilmasinda, 6nlenmesi ve tedavisinde halen zorluklar yasanmaktadir (3). Bagimlilik
yapan maddelerin uzun siireli aliminin gen ekspresyon profilini modiile ettigi, beynin 6diil
mekanizmast ve hafiza ile ilgili bolgelerinde patolojik noéroadaptasyona yol actigi

bilinmektedir (4).

Kodlamayan RNA (non-coding RNA, ncRNA)'larin, uyusturucu bagimliliginda yer alan
genlerin anormal ifadesinde 6nemli roller oynadigi gosterilmistir. ncRNA’lar, insanlarda
birgogunun hiicre tipine 6zgli bir sekilde transkribe edildigi merkezi sinir sisteminde bol
miktarda eksprese edilir (5). ncRNA'larin, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, farklilagma,
sinyal iletimi, apoptoz, sinaptik plastisite ve DNA hasarina yanit verme de dahil olmak {izere

tiim siireclerde gen ekspresyonunun inhibisyonunu veya aktivasyonunu modiile ederek bir¢ok



hiicresel siirecin belirlenmesinde farkli roller oynadigi giderek daha belirgin hale gelmektedir
(6,7). Madde kullanim bozuklugu dahil noropsikiyatrik bozukluklarda, beyindeki ncRNA
ekspresyonundaki degisiklikler hastalik patofizyolojisi ile iliskilendirilmistir ve birgok
ncRNA, merkezi sinir sistemi hastalik modellerinde fonksiyonel olarak incelenmistir (5).
Madde kullanim bozuklugu iizerine yapilan arastirmalarin c¢ogunun mikroRNA'lara

(microRNA, miRNA) odaklandig1 goriilmiistiir.

ncRNA’larin periferik profillerini arastiran ¢alismalar, miRNA'larin gen ekspresyonunu
diizenlediklerini ve potansiyel biyobelirtecler olarak kullanilabileceklerini gdstermistir.
Uluslararasi literatlirde yakin zamanda yapilan {i¢ farkli ¢aligmada sirasiyla kokain, eroin ve
metamfetamin kullanim bozukluklarinda miRNA'larin periferik profilleri arastirilmistir (8-
10). Ancak iilkemizde, insanlarda periferik miRNA diizeylerinde kokain kullanim
bozuklugunun (Cocaine use disorder, CUD) etkisini aragtirmak icin herhangi bir calisma
yapilmadig1 tespit edilmistir. Dolayisiyla, bu ¢alismanin iki amaci bulunmaktadir: Birincisi bu
calismada, 6zellikle kokain bagimlilig: ile periferik kandaki miRNA iliskisinin daha 6nce hig
arastirilmadig@i  gézlenen miR-9-5p, mIiR-26b-5p, mMIiR-132-3p, and miR-134-5p’nin
ifadelerindeki degisimi saptayarak kokain bagimlilig1 patogenezinde rol oynayabilecek aday
miRNA'larin tanimlanmasidir. Caligmada, bu miRNA’larin ifadelerindeki degisimin kokain
bagimhiliginin gelisimindeki etkilerinin, kokainin davranigsal etkisine olabilecek katkilarinin
ve bu miRNA’larin bir biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacaklarinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Ikinci amac1 bu calismada, kokain kullanim bozuklugu olan erkek bireylerde
uygulanacak tedavi/tedaviler sonrasinda miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p, and miR-134-
5p ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin olgiilerek uygulanan tedavinin/tedavilerin

etkinligi ile iliskisinin arastirilmasidir.

Bu calisma ile gerek diinyada gerekse lilkemizde kokain kullanim bozuklugu olan erkek

bireylerin periferik miRNA profilleri ilk defa arastirilmigtir. Bu galisma ile kokain bagimliligi



tedavisinde kullanilan tedavi araci ve yonteminin miRNA’larin ekspresyon profillerine etkisi
ilk defa bu calisma ile toplumumuz i¢in belirlenmistir. Bu ¢alismada, kokain bagimlilig
tedavisinde Onerilen tedavi araci ve yonteminin miRNA diizeyleri iizerine etkilerinin ortaya
cikarilmasi, tedavi 6ncesi ve sonrast miRNA degisimlerinin ortaya konularak tedavinin olasi
calisma prensipleri ile ilgili bilgi verebilecek veya tedavi yanmitimi 6ngoérmede yardimci

olabilecek "biyobelirteg adayr miRNA’larin" tespit edilmesini de sagladigi diisiiniilmektedir.

Hizla gelisen biyoinformatik ve veri madenciligi teknolojileri, yiiksek riskli bireysel
tarama, teshis, siniflandirma, prognostik ve niiks tahminine katkida bulunan psikiyatrik
hastaliklarla iligkili biyobelirtegleri belirlemek igin yaygin olarak uygulanmaktadir (11).
Literatiirde daha 6nce yapilan c¢alismalarda, uzun siireli madde kullaniminin protein kodlayan
genlerin ve miRNA’lar dahil olmak {iizere kiiclik diizenleyici RNA’larin anormal
ekspresyonlarina sebep oldugu gosterilmistir. Bu calisma ile kokain bagimliliginda bir
biyobelirteg belirlenmesi ve patogenezin anlasilmasma katki saglanmasi hedeflenmistir.
miRNA’larin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde umut verici terapdtik bir yaklagim olmasini ve
bagimlilik tedavisinde kullanilan ilaglarin sinirli sayisin1 goz onilinde bulundurarak; benzer
bulgularin baska ¢aligmalarla ortaya konmasi durumunda bu c¢alismada gen ifadesi
aragtirilacak olan aday miRNA’larin kokain bagimliliginin tedavisinde potansiyel bir hedef
olabilecegi diislinlilmektedir. Bu baglamda, gelecekteki terapiler i¢in ilaglar1 yeniden
konumlandirmada, bu ¢alismadan elde edilen gen ekspresyonu verilerinin kullanilmasi ile

CUD tedavilerinin gelistirilmesi i¢in yeni bir yaklagim saglayacag: diigiiniilmektedir.

Bu ¢alismanin hipotezleri asagida siralanmistir:

H1: Periferik kanda miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve miR-134-5p miRNA ekspresyon

diizeyleri agisindan bagimli hasta grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir.



H2: Periferik kanda miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve miR-134-5p miRNA ekspresyon
diizeyleri agisindan bagimli hasta grubu ile bagimlilik tedavisi gbéren grup arasinda fark

vardir.

H3: Kokain bagimliligi tedavisinde kullanilan tedavi araci ve yonteminin miR-9-5p, miR-

26b-5p, miR-132-3p ve miR-134-5p miRNA’larinin ekspresyon profillerine etkisi vardir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Kokain

Aymara halki, Gliney Amerika'nin And Daglar1 ve Altiplano bolgelerinde yasayan yerli
niifusudur. Modern ‘‘koka’’ kullaniminin kdkeni, Aymaraca ‘‘aga¢’” veya ‘‘bitki’’ anlamina
gelen ‘‘khoka’ kelimesine dayanmaktadir. Gliney Amerika, Meksika, Endonezya ve Bati
Hint Adalari'na 6zgii olan koka bitkisi 1-2 metre boylarindadir. Yapraklar1 koyu yesil renkte,
cicekleri yesil-beyaz renkte, meyveleri ise kabuklu ve kirmizi renktedir (12-14). Giiney
Amerika'nin en eski kiiltiir bitkilerinden biridir. Yetistirilen koka bitkileri, Erythroxylum
cinsinin (Erythroxylaceaec familyasi) Erythroxylum coca Lam. ve Erythroxylum
novogranatense (Morris) Hieron olmak tizere iki farkl: tiirtidiir. ““Bolivian’ veya ‘‘Huanuco’’
koka olarak da bilinen E. coca Lam. var. coca ayn1 zamanda en iyi bilinen ¢esitidir ve hem
yasal kullanimlar hem de kokainin yasadigi iiretimi icin And bdlgesinde yaygin olarak
yetistirilmeye devam etmektedir. Diger ¢esitleri daha kiiciik alanlarda bulunur ve ¢cogunlukla
koka yapraklarii ¢ignemek veya yerel halklar tarafindan diger geleneksel kullanimlar igin
yetistirilmektedir. Kokain, koka bitkisinin yapraklarindan elde edilen ve dogal olarak olusan
bir alkaloiddir. Bu yapraklarin yaklasik % 0,1 ile % 0.8 arasinda kokain igerdigi bilinmektedir

(12). Koka bitkisi Erythroxylum coca Sekil 1°de gosterilmistir.

Sekil 1: Erythroxylum coca (15).
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2.1.1. Kokainin tarihsel gelisimi

Kokainin hikayesi oldukca eskiye dayanmaktadir. M.O. 5000 yilinda Arkeolog Ronald
K. Siegel tarafindan bulunan ¢anak ¢omlek parcasi, bu donemde gerceklesen bir olayda koka
yapragmm kullanimimi tasvir etmektedir. M.O. 3000 yilinda Giiney Amerika yerlileri
tarafindan aglik hissini koreltmek ve yorgunluklarini gidermek i¢in koka bitkisinin yapraklar
cignenerek tiiketilmistir (16). Bu donemde ayrica mumyalama ve lokal anestezik olarak
kullanilmistir. Kokain ilk olarak 1855 yilinda Alman kimyager Friedrich Gaedcke tarafindan
koka yapraklarindan izole edilerek elde edilmistir. Gaedcke elde ettigi alkaloidi "eritroksilin"
olarak isimlendirmistir. 1860 yilinda Albert Niemann eritroksilini saflagtirarak ilk kez saf
formda kokaini sentezlemistir. 1863 yilinda bir kimyager olan Angelo Mariani, Vin Mariani
olarak isimlendirdigi ve igerisinde kokain olan sarabi piyasaya sunmustur. Viyanali nérolog
Sigmund Freud, 1884 yilinda kokainin fizyolojik etkileri ve potansiyel terapdtik
kullanimlarina iliskin agiklamasimi ““Uber Coca’’ baslikli makalesinde yayinlamistir. Ayni yil
iceresinde goz doktoru Carl Koller, katarakt ameliyatinda lokal anestezik olarak kokain
hidrokloriir soliisyonunu kullanmis ve biiylik bir basar1 elde etmistir. 1886 yilinda John
Pemberton kokain-kafein karigimi ferahlatici bir igecek olan Coca Cola’y1 tiretmistir. 1900
yilina gelindiginde kokain, Vin Mariani'nin basarisindan sonra sevilen bileseni olmaktan ¢ikip
birgok insani bagimliliga mahkum eden korkulan bir uyusturucuya doniismiistir (15).
Amerika Birlesik Devletleri'nde, 20. yiizyilin basinda niifusun %35'inin kokain, eroin veya
morfinden bir veya daha fazlasina bagimli oldugu tahmin edilmis ve ¢ogunlugunun, iyi niyetli
doktorlar tarafindan ilag regete edilen kirsal kesimden, orta siniftan beyaz kadinlar oldugu
bildirilmistir. Kokain igeren triinlerin tibbi kullaniminin hem Birlesik Krallik'ta hem de
Amerika Birlesik Devletleri'nde bir bagimlilik salginiyla sonuglanmasi ve tibbi prosediirler
sirasinda kokain zehirlenmesi vakalarinin sayisinin artmasiyla birlikte kokainin diizenlenmesi

kacimilmaz bir gereklilik haline gelmistir. Birlesik Krallik'ta kokain igeren {iriinlerin
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etiketlenmesi ve satis1 ilk olarak 1908 tarihli Zehirler ve Eczacilik Yasasi kapsaminda
diizenlenmistir. Birinci Diinya Savasi sirasinda askerlerin kokain bulundurmasi ve satisindan
duyulan endise lizerine 1916 yilinda yasa dis1 kokain bulundurulmasini engellemek icin
Defence of the Realm Yasasi ¢ikarilmistir. 1920 yilinda Tehlikeli ilaglar Yasasi kokainin
iiretimini, ithalatini, ihracatini, bulundurulmasini, satisini veya dagitimimi lisansh kisilerle
sinirlandirmistir.  Tehlikeli Uyusturucu Yasasi'nin kabul edilmesinin ardindan Birlesik
Krallik'ta kokain kullanimi, sonraki yaklasik 60 yil boyunca basarili bir sekilde diisiik bir
seviyede tutulmustur. Amerika Birlesik Devletleri'nde kokaine erisimin kisitlanmasi, saglik
hizmetlerinin federal yetki yerine eyaletlerin yetki alanimma girmesi nedeniyle daha da
karmagik bir hal almistir; bu da kokaine erisimi kontrol altina alacak ulusal bir yasanin, saglik
hizmetlerine federal miidahaleye izin verecek bir anayasa degisikligi gerektirecegi anlamina
gelmistir. Uyusturucu kontroliine yonelik ilk federal adim 1906 tarihli Saf Gida ve ilag Yasast
olmustur. Bu yasa, sahte ila¢ reklamlarini azaltarak uyusturucu kullanimini azaltmaya hizmet
eden, katkili veya yanls etiketlenmis iriinlerin satisin1 yasaklamistir. Ancak, kokain gibi
tehlikeli uyusturucular1 yasaklamamis, hatta kokain bulundurulmasini ve satisint bile
kisitlamamistir. Kokain satiginin eczacilar ve doktorlar araciligiyla siirlandirilmasindaki
basar1 nihayet 1914 tarihli Harrison Vergi Yasasi ile elde edilmistir. 1970'lerde kokain
yeniden ortaya ciktiginda, freebase kokain kullanimi; 1970’lerin sonunda da crack (tas)
kokain kullaniomi ABD’de baslamistir. 1980'lerin sonlarinda, kokain ticaretinin Bati
Yarimmkiire'ye hakim olmasiyla birlikte uluslararas1 uyusturucu kagakeiligr orgiitleri daha da
giiclenmistir. 1985'te, crack salgini ABD'y1 tiim giiciiyle vurmus ve bircok ABD sehrinde
rakip gruplar ve crack kullanicilar1 arasinda catigmalarin artmasina neden olmustur. 1989
yilina gelindiginde, ABD’de uyusturucu salgin1 halen devam ederken, uyusturucu bagimliligi
tilkenin kars1 karsiya oldugu en 6nemli sorun olarak goriilmiistiir (17). 2012 yilinda kokainin

diinya c¢apinda yaklasik 17 milyon kisi tarafindan kullanildig: bildirilmistir (18). Bugiine
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bakildiginda, yiiksek rehabilitasyon maliyetleri, nispeten sik goriilen asir1 doz ve Oliimler,
hileli ve ¢oklu uyusturucu kullannomindan kaynaklanan saglik komplikasyonlar1 ile 21.

yiizyilda kokain, diinya ¢apinda saglik sistemleri iizerinde onemli bir yiik olusturmaktadir
(19).

2.1.2. Kokain eldesi

Koka bitkisinin yapraklari, koka tiiriine ve ¢esidine bagh olarak % 0,1 ile 0,8 arasinda
kokain icermektedir (12). ilk iiretim siirecinin yani sira tedarik zinciri boyunca atilan
adimlarin tiimii farkli kokain tiirleri yaratmaktadir. Koka isleme ii¢ asamaya ayrilmaktadir.
Birincisi koka yapraginin koka macununa doniistiiriilmesi olup, bu islem koka yapraklarinin
taginmasini azaltmak i¢in neredeyse her zaman koka tarlalarinin ¢ok yakininda yapilmaktadir.
Ikinci asama, koka macununun kokain bazina déniistiiriilmesidir. Kolombiya'da bu asama
genellikle atlanmakta ve siire¢ dogrudan macundan kokain hidrokloriire dogru ilerlemektedir.

Son asama ise bazin kokain hidrokloriire dontistiiriilmesidir.

Yapraklari macuna doniistiirme iglemi genellikle birkag giin siirmektedir. Yapraklara
alkali bir madde (sodyum karbonat) ve su eklenir. Burada alkali madde, yaprakta bulunan
kokain alkaloidinin kerosene ekstrakte edilmesini saglar. Suyla karigsmayan bir ¢oziicii
(kerosen) suya, ¢ozeltiye ve yapraklara eklenir. Daha sonra karisim calkalanir. Coziicti, suda
¢oziinmeyen kokain alkaloidlerini alkali ¢ozeltiden ¢ikarmak i¢in hareket eder. Kokain
alkaloitleri ve kerosen sudan ve yapraklardan ayrilir. Daha sonra su ve yapraklar bosaltilir.
Kokain alkaloidleri kerosenden seyreltik bir asit ¢ozeltisi igine ekstrakte edilir. Kalan
¢ozeltiye alkali madde (sodyum karbonat) eklenir ve bu da bir ¢okelti olugsmasina neden olur.
Asit ve su bosaltilir ve ¢okelti siiziiliip kurutularak koka macunu elde edilir, bu macun kirli

beyaz- agik kahverengi, macun benzeri bir maddedir.
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Koka macununun kokain bazina doniistiiriilmesi, macun iiretiminden daha karmasiktir
ve daha gelismis ekipman ve ilave beceriler gerektirir. Kokain bazi macun tesisinde
islenebilir, ancak baz laboratuvarlar1 koko yetistirme bdlgelerinden uzakta bulunabilir. Koka
macunu siilfiirik asit veya hidroklorik asit ve suya eklenir. Macun asit ¢6zeltisi i¢inde ¢oziiliir.
Potasyum permanganat su ile birlestirilir. Bu karisim koka macununa ve asit ¢dzeltisine
eklenir. Potasyum permanganat bu adimda diger alkaloidleri ve nihai iiriinde istenmeyen
maddeleri ayiklamak i¢in kullanilir. Bu karisimin yaklagik alt1 saat beklemesine izin verilir.
Cozelti stiziiliir ve ¢okelti atilir. Filtrelenen ¢ozeltiye amonyakli su eklenir ve bagka bir ¢cokelti
olusur. S1vi ¢6zeltiden bosaltilir ve kalan ¢okelti genellikle 1sitma lambalari ile kurutulur. Elde
edilen toz, kokain bazidir. Kolombiya'da kokain islemenin temel asamasini atlamak ve koka

macunundan kokain hidrokloriire ge¢gmek yaygindir.

Kokain islemenin son agamasi, daha fazla beceri ve ekipman gerektirir ve daha once
bahsedilen adimlardan ¢ok daha tehlike arz etmektedir. Kokain bazini ¢ozmek icin aseton
veya eter eklenir ve istenmeyen maddeleri uzaklastirmak icin ¢ozelti filtrelenir. Aseton veya
eter i¢inde seyreltilmis HCI kokain ¢6zeltisine eklenir. HCI ilavesi kokainin ¢ozeltiden kokain
hidrokloriir (tuz) olarak ¢okmesine (kristallesmesine) neden olur. Kalan aseton/eter ¢oziicii
atilabilir veya yeniden kullanilabilir. Kokain hidrokloriir 1s1 lambalar1 altinda kurutulur, fanlar
yardimiyla kurumaya birakilir veya mikrodalga firinlarda kurutulur. Kokain hidroklortir,
kokainin toz haline getirilmis halidir. Sonug¢ olarak, beyaz kristaller halinde goriinen,

neredeyse kokusuz kokain tuzu elde edilir (20).

Kokain tuzunun sigara gibi i¢ilebilmesi i¢in kokain bazinin serbest baz kokain ya da
crack (tas) kokain olmak {iizere iki formundan birine doniistiiriilmesi gerekmektedir. Serbest
baz (freebase) kokaini i¢in kokain hidrokloriir suda c¢oziildiikten sonra iizerine amonyak
eklenir. Ardindan eter ya da benzer bir ¢oziicii ilave edilerek ¢oziiliir. Burada karigim iki

katmana ayrilir. Cozilicii i¢inde ¢Ozlilmiis olan kokain igeren {ist katmandan c¢oziicii
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buharlastirilir ve saf kokain kristalleri elde edilir. Crack, kokain hidrokloriiriin suda
¢Oziilmesi, ardindan ¢oOzeltiye sodyum bikarbonat veya amonyak gibi zayif bir bazin
karistirilmasiyla hazirlanir. Bu daha sonra tiim ¢okelmis kokain bazi yagl bir tabaka halinde
eriyene kadar kaynatilir, bu da oldukga hizli bir sekilde gergeklesir. Cozelti sogudukea, kokain
baz yag1 haznenin alt kisminda katilasir ve bir bigak ucu gibi bir aletle geri kazanilir. Su atilir

ve crack kokain kuru katis1 elde edilir (21).

2.1.3. Kullanim yollari

Toz kokain genellikle burundan ¢ekilerek (intranazal kullanim) veya suda eritilip
damara enjekte edilerek (intravendz kullanim) kétiiye kullanilmaktadir. Toz kokaini burundan
cektiklerinde, kokain tozunu burun deliklerinden ¢ekerler ve kokain burun dokulart yoluyla
kan dolasimina karisir. Kokainin suda eritilmesi ve enjekte edilmesi (intravendz kullanim)
uyusturucuyu dogrudan kan dolasimina birakir ve etkilerinin yogunlugunu artirir. Kokain
bazi, toz kokainden iiretilir ve sigara gibi i¢gilerek kullanilir. Kullanicilar kokain ictiginde
(inhalasyon), kokain buharini veya dumanimi akcigerlere ¢ekerler; burada kan dolasimina

emilim neredeyse enjeksiyonla oldugu kadar hizlidir (13).

Kokainin yarattig1 etkiler biiyiik 6l¢lide kokainin merkezi ve ¢evresel sinir sistemlerine
ne miktarda ve ne kadar hizli ulagtigina baghdir. Genel olarak, sigara gibi i¢ilen kokain beyne
20 saniye i¢inde ulasir; etkileri yaklasik 30 dakika siirer. Damardan verilen kokain beyne bir
dakika icinde ulasir; etkileri de yaklasik 30 dakika boyunca devam eder. Intravendz
uygulama, sigara gibi igilen kokaine gore daha fazla biyoyararlanimla sonuglanir. Intranazal
olarak uygulanan kokainin baslangici daha yavastir. Maksimum psikotropik etkiler 20 dakika
icinde, maksimum fizyolojik etkiler ise 40 dakika iginde hissedilir. Intranazal olarak
uygulanan kokainin etkileri, en yiiksek etkilere ulasildiktan sonra genellikle yaklasik 60
dakika siirer. Burundan ¢ekilen kokain miktarinin yalnizca yaklasik % 30-60'1 biyolojik olarak

kullanilabilir. Kokain kullanicilarinin en yaygin olarak kullandiklari kokain tiirii serbest
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bazdir. Eter olduk¢a ugucu ve yanici bir solvent oldugundan, serbest baz kokain eterin
tamamen buharlasmadan O©nce icilmesi durumunda tutugsmasi veya patlamasi tehlike

yaratabilir (22).

2.1.4. Kokainin fizikokimyasal ozellikleri ve tammmlamaya yonelik analitik
yontemler

Kokainin TUPAC’a gore sistematik adi "metil (1R, 2R, 3S, 5S)-3-(benzoiloksi)-8-
metil8-azabisiklo[3.2.1]oktan-2-karboksilat"tir. Kokain zayif bazik 6zelliklere sahip bir tropan
alkaloididir. Kokainin genel yapis1 Sekil 2°de gosterilmistir. Serbest baz formunda kokain
birlesiktir ve sulu ortamda ¢dziinmez, kaynama noktas1 187 °C'dir. Iyonize hidrokloriir tuzu
ise suda kolayca ¢oziillir ve ¢ok yiiksek sicakliklarda yiiksek stabilite gosterir. Bu nedenle
dumanda buharlasmaz, sigara ile igmeye uydundur. Kokainin fiziksel ve kimyasal

ozelliklerinden bazilar1 Tablo I’de 6zetlemektedir.

Sekil 2: Kokainin yapisi (15).
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Tablo I: Kokainin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (13).

Ozellikler Kokain Hidrokloriir Serbest Baz Kokakin
Molekiil Formiilii C17C22CINO4 C17H 21NO 4
Mol Agirhgi (g/mol) 339,8 g mol * 303,35 g mol *
Kaynama noktasi - 187°C
Erime Noktasi (°C) 195°C 98 °C
Sudaki Coziiniirliigii 2 g/mL 1,7 x 10-3 g/mL
pKa; pKb (15 °C'de) - 8.61; 5.59

Kokain icin en ¢ok kullanilan tespit yontemlerinden biri, test edilen kan ve idrar gibi
biyolojik matrikste uyusturucu maddenin kalitatif bir varsayimsal degerlendirmesini
saglayabilen ve hizli bir yontem olan immiinoassaylerdir. Ancak, bu tiir testler belli dlciide
yanlig pozitif ve yanlis negatif sonuclara maruz kaldigindan, daha sonra dogrulayici bir
kantitatif yontem kullanilmasi gerekmektedir. Kokain hem biyolojik hem de biyolojik
olmayan matrikslerde kromatografik yontemlerle tespit edilebilmektedir. Literatiirde kokain
ve metabolitlerinin insan idrar orneklerinin yani sira kan/plazma veya sa¢ Orneklerinde de
tespit edilebilmektedir (13). Kromatografik teknikler ¢cok spesifik olmakla birlikte, yanlis
pozitifleri ve yanlis negatifleri en aza indirgemekte; ¢ok hassas olup, diisiikk uyusturucu
diizeylerini bile tespit edebilmektedir. Kokain ve benzoilekgonin (BE) sinir konsantrasyonlari,
Madde Bagimliligi ve Ruh Saghigi Hizmetleri Idaresi (Substance Abuse and Mental Health
Services Administration, SAMSHA) tarafindan baslangi¢c testi ve dogrulama testi icin

strasiyla 150 ng/mL ve 100 ng/mL olarak tanimlanmigtir (23).

Literatiirde insan idrarinin analizi i¢in kiitle spektrometresi ile birlestirilmis gaz
kromatografisi (gas chromatography coupled with mass spectrometry, GC-MS) ve yiiksek

performanshi sivi  kromatografisi (High-performance liquid chromatography, HPLC)
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arasindaki yontemleri karsilastiran ¢alismalar benzer sonuglar bildirmistir. HPLC tekniginin,
numune iizerinde bir 6n islem uygulamadan direkt numune inceleme kolayligi sagladigini;
bununla birlikte analitik laboratuvarlarda giderek daha fazla kullanilan giiclii bir ara¢ haline
geldigi belirtilmektedir (13,23). Kan/plazma orneklerindeki kokain, eger ornekler sodyum
floriir gibi bir psddokolinesteraz (PChE) inhibitorii ile muamele edilmezse, kendiliginden ve
enzimatik olarak metaboliti benzoilekgonine hidrolize ugrayabilmektedir. Bu nedenle, kokain
icerdiginden siiphelenilen numuneler asetik asit ile pH S5'e ayarlanmali ve maddenin
stabilitesini artirmak i¢in 4 °C'de sogutulmali veya dondurulmalidir. Ancak -20 °C'de bile

zaman ic¢inde bir miktar bozulma meydana gelebilecegi belirtilmektedir (13).

2.1.5. Kokainin metabolizmasi

Kokain kullanicisinin sectigi kokain formu (kokain tuzu veya serbest baz), uygulama
yolu ve kullanim kaliplar1 farklilik gostermektedir. Kokain hidrokloriir, hidrofilikligi
nedeniyle genellikle “burundan cekilerek™ tiiketilmektedir. Crack kokain, genellikle sigara
seklinde igilen tek kokain seklidir; bunun nedeni, kokain hidrokloriiriin yiiksek kaynama
noktasina sahip olmasi ve yanma sicakliklarinda buharlagmamasidir. Solunum sistemini
iceren bu yollar, uyaricinin beyin dolasimina yaklagik 6-8 saniye icinde ulasmasini
sagladigindan, kokainin her iki tiirii i¢in de tercih edilme egilimindedir. Bu da inhalasyon
yolunun, intranazal uygulamaya kiyasla daha hizli ulasilan ve daha yiiksek pik plazma
konsantrasyonlar1 sunmaktadir. Intranazal yol icin, kokainin vazokonstriiktif &zelliklerinin
kokainin kendi emilimini yavaslattid1 ve pik plazmatik konsantrasyonlarda 60 dakikalik bir
gecikmeye neden oldugu unutulmamasi gerekmektedir. Biyoyararlanim agisindan, inhalasyon
yolu %901 asan en yliksek biyoyararlanim oranina sahipken, intranazal yol yaklasik %80
orana sahiptir. Tepe etkilere ulagma siiresi ve etki siiresi agisindan, inhalasyon, doz alimindan
sonra 1-3 dakika icinde cok yiiksek uyarim saglar ve uyarim 5-15 dakika arasinda

siirmektedir. Intranazal yol, 15-30 dakika arasinda degisen daha uzun bir etki belirlemektedir.
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Kokain hidrokloriiriin, tozun sulu bir ortamda ¢oziilmesi yoluyla damardan verilmesi de
kullanicilar tarafindan kullanilmaktadir. Inhalasyon ve intranazal yollarla karsilastirildiginda,
kokain intravendz olarak uygulandiginda kokainin beyin dolagimina ulagmasi iki kat daha
fazla zaman almaktadir; pik plazma konsantrasyonlar1 daha yiiksektir ve boylece daha hizh
ulagmaktadir. Biyoyararlanim inhalasyon yoluna daha yakindir (13). Edward (1995) yaptig1
calismada kokainin inhalasyon, intranazal ve intravendz yolla sirastyla; 42 mg crack kokain,
32 mg kokain HCI ve 25 mg kokain HCI farmakokinetigini farkli yollar i¢in ayn1 denekleri
kullanarak dogrudan karsilastiran bir c¢alisma yayinlamis ve en yliksek plazma
konsantrasyonlarina intravendz enjeksiyon ve inhalasyon yoluyla 5 dakika i¢inde ulasilirken,

intranazal yolun yaklasik 50 dakika siirdiigli sonucuna varmistir (24).

Kokain hidrokloriir agizdan da (oral kullanim) alinabilmekte veya agiz, vajina ya da
rektum mukozalarina uygulanabilmektedir. Oral uygulamanin, daha yavas ve diizensiz bir
emilim sunarak en diisiik biyoyararlanima sahip oldugu; bu diisiik derecenin de gastrik
par¢alanma ve bagirsak metabolizmasina neden olabilecegi belirtilmektedir. En uzun etki
siiresinin, oral uygulama yolu ile gerceklesmekte oldugu ve genellikle 1-2 saat arasinda

degistigi gosterilmistir.

Kokain, 1-3 L/kg arasinda degisen bir dagilim hacmi ile dokulara hizli bir sekilde
atilmaktadir. Kokain, albiimin ve al-asit glikoproteine yaklasik %90 oraninda
baglanmaktadir. En yiiksek konsantrasyonlarda beyin, dalak, bobrek ve akcigerlerde
bulunmakta; ardindan bunu kan, kalp ve kas dokusu takip etmektedir. Kokainin ortalama
yarilanma 6mrii 40-90 dakika arasindadir. Bu siirenin uygulama yoluna bagl olarak degisiklik
gosterdigi; Ornegin, intravendz yol icin daha kisa; insuflasyon i¢in daha uzun oldugu

belirtilmektedir.
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Koka yaprag: tiikketmenin bir diger yolu da cay demlemektir. Jenkins ve ark. (1996)
poset basina ortalama, Bolivya’ya 6zgili yapraklar i¢inde 4.86 mg ve Peru’ya 6zgli yapraklar
icinde 5.11 mg kokain iceren ¢ay posetleri demlendiginde sirasiyla; 4.29 mg ve 4.14 mg

kokain igeren ¢aylar iirettigini bildirmistir (13).

Kokain, ekgonine (EC) daha fazla hidrolize ugrayabilen BE ve ekgonin metil ester
(EME) olmak tizere iki ana metabolit tiretmektedir. EME, sirasiyla psédokolinesteraz (PChE)
ve karboksilesteraz tip 2 (hCE,) etkisiyle plazmada ve karacigerde olusan farmakolojik olarak
inaktif bir metabolittir. Tiim uygulama yollar1 i¢in kokainin diger 6énemli inaktif metaboliti
olan BE, fizyolojik pH'da kendiliginden veya karacigerde hCE; tarafindan
olusturulabilmektedir. Kokain ayrica sitokrom P450 (CYP) enzimi CYP3A4 tarafindan N-
demetilasyonuna ugrayarak kan-beyin bariyerini (BBB) gecebilen oldukca hepatotoksik bir
metabolit olan norkokain (NCOC) olusturabilmektedir. NCOC, emilen kokainin yaklasik
%S35'in1 olusturmakta ve daha gii¢lii bir lokal anestezik ve beyin sinaptozomlar: tarafindan
noradrenalin alimini inhibe etmede ana ilagtan daha etkili olarak tanimlanmistir. BE ve EME,
CYP tarafindan daha fazla N-demetilasyonuna ugrayarak sirasiyla norbenzoilekgonin (NBE)
ve norekgonin metil ester (NEME) iiretebilmektedir. Ilave mindr metabolitler meta-
hidroksibenzoilekgonin (m-OH-BE), para-hidroksibenzoilekgonin (p-OH-BE), meta-
hidroksikokain (m-OH COC), ekgonidin (ED) ve norekgonidin metil esterdir (NEDME).

Kokainin metabolik yollar1 Sekil 3’te 6zetlenmektedir.

Ozellikle kokain ve alkoliin birlikte tiiketilmesi, her iki ilacin transesterifikasyon iiriinii
olan kokaetilen olusumuna yol agmaktadir. Kokaetilen in vivo olarak sadece hCE; tarafindan
kataliz yoluyla {iiretilmektedir. Harris ve ark. (2003) yaptigi ¢alismada, 10 insan denege
kokain alimindan 1 saat 6nce intravendz kokain (0,3, 0,6 ve 1,2 mg/Kg) ve tek bir oral doz

etanol (1 g/Kg) verilen bir ¢alisma gerceklestirmistir. Kokaetilen, kokaine goére daha uzun
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ortalama yarilanma omriine (148 + 15 dakika) sahip, farmakolojik aktivite gdsteren aktif bir

metabolittir.

Kokain ve ana metabolitleri metabolizmanin ardindan idrarla atilmaktadir. EME ve BE,
uygulama yoluna bakilmaksizin (intravendz, inhalasyon ve intranazal) baslica atilim

tirlinlerini olusturmaktadir (13).
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Sekil 3: Kokainin metabolik yollar1 (13).

2.1.6. Kokainin etkileri ve toksisitesi
Kokainin ortalama letal dozu (LDso) degeri farkli hayvan modelleriyle yapilan
caligmalarda tespit edilmistir. Farelerde intraperitoneal uygulama ile 95.1 mg/Kg; sicanlarda

ve kopeklerde intravenoz yolla sirasiyla 17.5 ve 21 mg/Kg oldugu bildirilmistir (13).
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Kokaini fazla miktarda c¢eken, sigara seklinde icen veya enjekte eden bir kullanici,
yasami tehdit edebilecek asir1 dozla karsilasabilir. Kokain dozlar1 genel olarak 30-70 mg
arasinda degismektedir, ancak kullanicilar tolerans gelistirdikge daha fazla kullanmakta ve
dozlarini 1 g'in iizerine ¢ikarma egiliminde olmaktadirlar. Letal kabul edilen minimum kokain
dozu 1,2 gramdir, ancak kokaine asir1 duyarlilig1 olan kullanicilarin 30 mg kadar diistik letal
doz asimlarina maruz kaldig1 tespit edilmistir. Oldukga yiiksek toleransa sahip bazi nadir

kullanicilarin giinde 5 g kokain kullanimlariin oldugu bildirilmistir (22).

Her ne kadar serbest baz ve crack genellikle baslangigtaki kokain hidrokloriir
maddesinden daha saf olsa da, bu durum kokaini igmenin kullanicilar i¢in biyolojik olarak
kullanilabilir hale getirecegi anlamina gelmemektedir. Ciinkii uyusturucunun énemli bir kismi
siklikla igme cihazinda ve kullanicilarin solunum yollarinda tutulacak ve akcigerlere

ulagmayacaktir (25).

Baz1 kokain kullanicilart kokaini alkol ile birlikte kullanmayi tercih etmektedir.
Yapilan arastirmalar, kokainin alkol ile birlikte aliminin, kokaine kiyasla daha o6liimciil
olabilecegini; daha agir akut toksik reaksiyonlara neden olabilecegini, ayrica kalp atis hizinda
daha biiyiik bir artisa neden olabilecegini bildirmektedir. Kokaetilen, alkol ve kokainin
birlikte kullanimi i¢in bir biyobelirte¢ olarak kullanilmakta ve maddenin son kullanimini

belirlemek i¢in idrarda veya kronik maruziyet igin sagta tespit edilebilmektedir.

Kokain merkezi sinir sistemini hedef alarak; kullanicinin profiline, uygulama yoluna
ve doza bagl olarak birgok fiziksel, psikolojik ve davranigsal etkiye neden olmaktadir.
Norodejenerasyon, erken beyin yaslanmasi, depresyon ve kan damarlari hasari kokainin
kronik tiikketimi nedeniyle kullanicilarinda ortaya ¢ikan ciddi patolojik etkiler arasinda yer
almaktadir. Tasikardi, hipertansiyon, hipertermi, terleme, titreme, nobet, midriyazis, bas

agrisi, karin agrisi, kas hiperaktivitesi, hemorajik inme ve ¢oklu organ yetmezligi gibi bazi
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etkiler de akut kokain kullanimi nedeniyle ortaya ¢ikan etkilerdir. Bununla birlikte, bazi
kokain metabolitlerinin kan-beyin bariyerini gegme yetenegini korudugu ve boylece gerek
arzu edilen etkilere gerekse kullanicilar tarafindan belirtilen advers/toksik reaksiyonlara

katkida bulundugu belirtilmektedir (13).

2.2. Kokain Bagimlihgi

Amerikan Bagimlilik Tibb1 Dernegi (American Society Addiction Medicine, ASAM)
bagimliligi; beyin devreleri, genetik, ¢evre ve bireyin yasam deneyimleri arasindaki karmasik
etkilesimleri igeren, tedavi edilebilir, kronik bir tibbi hastalik olarak tanimlamustir (26).
Uyusturucu ve alkol bagimliligi en yaygm bagimlilik ¢esidi olsa da bireyler; bir maddeye,
bireye ya da aktiviteye bagimli hale gelebilir. Madde kullanim bozuklugu (Substance use
disorder, SUD), zararli sonuglarina ragmen bir maddenin kontrolsiiz kullaniminin oldugu
karmasik bir durumdur (27). Amerikan Psikiyatri Birligi APA’nin yaymlamis oldugu DSM-V
listesinde madde kotiiye kullanim bozukluklari i¢in tanimlanan maddeler; alkol, kafein,
kenevir (esrar), halusinojenler (LSD, meskalin, fensiklidin vb.), inhalanlar (ugucular),
opiyatlar, sedatif-hipnotik ve anksiyolitikler (Dinginlestirici, uyutucu ve kaygi gidericiler),
stimulanlar (kokain, amfetamin, ekstazi ve diger uyaricilar), tiitiin ve diger bilinmeyen
maddeler olarak belirlenmistir (28). Kokain kullanim bozuklugu i¢in klinik tani, giincel
versiyonu DSM-V olan Ruhsal Bozukluklarin Tamsal ve Istatistiksel El Kitabi'na
dayanmaktadir (29). APA tarafindan hazirlanan Madde Kullanim Bozukluklarma Iligkin
DSM-V Kriterlerine gore, kullanicilara taninin konmasi i¢in 12 aylik bir siire i¢inde iki veya
daha fazla madde kullanim bozuklugu kriterini karsilamasi gerekmektedir. Bu kriterler (28)

asagida siralanmistir:

e  Onemli sorumluluklarini yerine getirememe
e Tehlikeli durumlarda madde kullaniminin tekrarlanmasi

e Toplumsal ve kisilerarasi olumsuz etkilere ragmen kullanima devam etme
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e Tekrarlanan hukuki sorunlara ragmen kullanima devam etme

e Amaglanandan daha fazla veya daha uzun siire kullanma

e Kullanmak i¢in 6nemli faaliyetlerden vazgegme

e Kullanarak ¢ok zaman harcama

e Tekrarlayan fiziksel/psikolojik sorunlara ragmen kullanimin olmasi
e Kalici, basarisiz birakma girisimlerinin olmasi

e Maddeye 6zlem-uyusturucu kullanma konusunda giiglii diirtii veya istek duyulmasi

Madde kullanim bozuklugu diinya c¢apinda bir halk sagligi sorunu olmaya devam
etmektedir (30). Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Sug¢ Ofisi (UNODC) Diinya Uyusturucu
Raporu’nda (2023), son 10 yilda madde kullanimimin yiizde 23 arttigi; 2021 yilinda diinya
genelinde 15-64 yas araligindaki her 17 kisiden birinin madde kullandig: ifade edilmistir.
Rapora gore, esrarin 2021 yilinda 219 milyon kullaniciyla (diinya niifusunun yaklasik %4’i)
kiiresel olarak en ¢ok kullanilan uyusturucu madde olarak devam ettigi bildirilmistir. 2021'de
son bir yil icinde 36 milyon kisinin amfetamin, 22 milyon kisinin kokain ve 20 milyon kisinin
ekstazi tlirli madde kullandig1 belirtilmistir. 2021'de diinya genelinde yaklasik 39,5 milyon
kisinin madde kullanim bozukluklarindan muzdarip oldugu, ancak madde kullanim bozuklugu
olan her 5 kisiden yalnizca 1'inin bagimhilik tedavisi gordiigli ve bu oranin da 6nceki 10 yila
gore % 45 artis gosterdigi belirtilmistir. Raporda, 2021 yilinda 13,2 milyon damar i¢i madde
kullanicis1 oldugu ve bunlarin 1.6 milyonunun HIV tasidigr bildirilmistir. Ayrica, madde
kullanimina bagli 6liimlerin 2019 yilinda yaklagik 500.000 oldugu belirtilmekte ve bu saymin

2009 yilina gore yiizde 17,5 oraninda arttig1 tespit edilmistir (19).

Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimlhilign Izleme Merkezi’nin (European
Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, EMCDDA) 2023 yili yaymi olan Avrupa
Uyusturucu Raporunda, kokainin Avrupa'nin en yaygin kullanilan yasa dis1 uyarici

uyusturucusu oldugu; onceki yil 15-64 yas arasi kisilerin yaklasik %1,3"iniin (3,7 milyon)
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tarafindan kullanildig1 belirtilmistir. Rapora goére 2021 yilinda kokainin, hastane acil
servislerinde akut zehirlenme basvurulariyla iliskilendirilen en yaygin madde oldugu;

vakalarin ise %27'sinde belirtildigi bildirilmistir (31).

Narkotik  Suclarla Miicadele Basgkanligi’nin yaymladigi Tiirkiye Uyusturucu
Raporu’unda (2023), madde bagimliliklar1 i¢in yatarak bagimlilik tedavisi goren hasta
bireylerin 1.787’sinin damar i¢i madde kullanicist oldugu; bu kullanicilarda HIV igin test
edilen hasta bireylerin 14’tinde (%0,8) pozitif sonug¢ tespit edildigi bildirilmistir. Raporda,
iilkemiz genelinde madde bagimlilig1 i¢in yatarak tedavi gorenlerin cinsiyete gore dagilimlar
incelendiginde; %92,3’ilinlin erkek, %7,7’sinin kadin oldugu belirtilmektedir. Rapora gore,
2022 yilinda ayaktan tedavi i¢in bagvuran kokain bagimlis1 bireylerin sayisinin 1.852 oldugu;

yatarak tedavi goren kokain bagimlisi bireylerin sayisinin 275 oldugu bildirilmistir (32)

2.2.1. Bagimlili@in norobiyolojisi

Bagimlilik yaratan davranislar genellikle belirli bir uyusturucunun denenmesiyle
baslamakta ve toleransin ortaya ¢ikmasiyla baglantili olarak tekrarlanan maruz kalmalarla
kullanim1 artmakta; baska bir deyisle bireyin hedonik (zevk) ayar noktasi artmakta ve daha
onceki diisiik miktarlarin tirettigi yiiksek seviyeye ulagsmak ic¢in artan miktarda uyusturucuya
ihtiyag duyulmaktadir (33). Birey bagimliliga yoneldik¢e, madde edinme ve kullanmaya
devam etme motivasyonu artmakta ve madde alimini sinirlama konusunda kontrol kaybi
yasamaktadir. Kronik uyusturucu madde kullaniminin ardindan bir¢ok kisi, genellikle kendi
istegiyle yoksunluk durumuna girmektektedir. Bazi kullanicilarda yoksunluk sendromlarinin
gelismesine neden olabilmektedir (34). Bireylerde geri ¢ekilme, siklikla yiiksek diizeyde
depresyon, stres ve kaygi meydana getirdigi olumsuz bir duygusal durumlarla
iliskilendirilmektedir (35). Bu durumu takiben, bireylerin ¢ogunda uyusturucu madde
arayisinin sonlanmasina karsi yiiksek diizeyde direng gosteren, tekrarlayan, dongiisel madde

alma modeliyle sonuglanan bir niiksetme takip etmektedir.
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Bagimlilik dongiisii, uyusturucu madde kullanimindan bagimlilik durumuna dogru
ilerlenmesi olarak tanimlanmaktadir. Gergeklesen bagimlilik durumu sirasiyla; uyusturucu
maddeyle ilgili mesguliyet ve beklenti; genellikle asir1 yeme benzeri bir sekilde kontrol
kaybiyla birlikte sarhosluk; genellikle olumsuz duygulanimla iliskili yoksunluk; genellikle
maddeye olan 6zlemin ardindan niiksetme olarak meydana gelmektedir (36). Bununla birlikte,
uyusturucu madde kullanmay1 deneyen tiim bireyler bagimli hale gelmemektedir. Uyusturucu
madde kullanan bireylerin az bir oranmnin bagimlilik kriterlerini karsilayacagi tahmin
edilmektedir (37). Uyusturucu madde bagimliliklarin nedeni ¢ok faktorliidiir. Genetik,

epigenetik, biyolojik ve ¢evresel faktorleri igermektedir (38).

Bagimlilik davramiglar1 sergilemeye devam eden bireyler, uyusturucu madde
kullanimin1 baslatma ve siirdiirme konusundaki hassasiyetlerine aracilik eden faktorlerden
etkilenebilmekte; bu faktorler, siradan madde kullanimindan kompulsif uyusturucu
kullanimina gegcislerine aracilik eden faktorlerden daha da etkilenmektedir. Bagimlilik ayni
zamanda hem diirtiisellik hem de diirtiisellik bilesenlerini igermektedir. Uyusturucu madde
kullanimi insanlarda yiiksek diirtiisellik ile iliskilendirilmekte ve bireyin diirtiisellik
sorununun dogasin1 daha da siddetlendirebilmektedir. Bu durum, bir bireyin uyusturucu
arama ve alma davraniglarini stirdiirme egilimi iizerindeki etkisinde diirtiisellik sorununun
daha biiyiik bir rol oynayabilecegini gdstermektedir. Diirtiiselligi azalttigi bilinen ilaglar
niikslin 6nlenmesine yardimei olabileceginden, yoksunluk sirasinda bu davraniglar1 birakmaya
kars1 direng de buna dahil olmaktadir. Diirtiiselligin ayn1 zamanda kompulsiflikten once
geldigi disiiniilmekte ve bircok kiside bagimliligin gelismesiyle baglantili olan diirtiisel

davraniglardan kompulsif davranislara gecis oldugu belirtilmektedir (36).

2.2.1.1. Beyin devreleri ve nérotransmitterler
Toplumda yaygin olarak kotiiye kullanilan birgok farkli uyusturucu madde

bulunmaktadir. Alkol, tiitiin ve inhalanlar yasal yollardan elde edilirken; esrar, amfetamin,
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kokain ve eroin yasa disi yollardan elde edilmektedir. Her bir uyusturucu madde farkl
kimyasal ve farmakolojik profile sahip olmakla birlikte, farkli yollarla uygulanabilmektedir.
Ayrica, farkli ndrobiyolojik sistemler lizerinde etki gostermekte ve farkli metabolik yollardan
ge¢mektedir. Bununla birlikte, tim maddelerin ilk etkilerini, takviyeli 6grenmeye biiyiik
Olclide dahil olan mezokortikolimbik dopaminerjik yol {izerinde gosterdigi goriilmektedir.
Orta beynin ventral tegmental alaninda (ventral tegmental area, VTA) bulunan dopaminerjik
noronlardan kaynaklanan bu yol; niikleus accumbens (Nucleus accumbens, NAC)
(motivasyon), amigdala (6diiliin ipuglar1 ve negatif pekistirme ile iliskilendirilmesine aracilik
eder), ventral pallidum, hipokampus (hafiza ve 6grenme ile iligkili limbik sistem) ve 6n beyin,
ozellikle prefrontal kortekse (prefrontal cortex, PFC) projeksiyon yapmaktadir. Bir maddeye
akut maruz kalma, NAc ve diger projeksiyon bolgelerindeki hiicre dis1 dopamin seviyelerinde
gecici bir artisa neden olmakta, ancak bunun gerceklestigi siire¢c maddenin kendisine bagh
olabilmektedir (36). Sekil 4’de beyin dopamin projeksiyonlari, ventral tegmental alandan
niikleus akumbens ve prefrontal serebral kortekse ve substantia nigra'dan dorsal striatuma

olan projeksiyonlar gosterilmistir. (39).

Singulat girus

Striatum

Prefrontal
kortex

Substantia nigra

Niikleus akiimbens
Ventral tegmental alan

Sekil 4: On beyne dopamin projeksiyonlari (39).
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Alkol, nikotin, opiyatlar, esrar ve inhalanlar i¢in bu, oncelikle VTA'da artan néronal
ateslemenin bir sonucu olarak presinaptik terminallerden dopamin saliniminin arttirilmasi
yoluyla gerceklesmektedir. Buna karsilik, kokain i¢in bu durum, dopamin tasiyicisi (DAT)
tarafindan presinaptik dopamin aliminin inhibisyonu yoluyla veya amfetamin i¢in oldugu gibi
NAc'de hiicre disi dopamini yiikseltmek i¢in DAT islevini aktif olarak tersine c¢eviren
vezikiiler monoamin tasiyicisi (vesicular monoamine transporter, VMAT) iizerindeki
eylemler yoluyla gergeklesmektedir (34). Sekil 5’te gosterildigi gibi kokain ve amfetamin

psikostimiilan maddeleri sinaptik dopamini arttirmaktadir.

Tekrarlana maddeye maruz kalmanin ardindan, bazal dopamin seviyelerinde bir artis
meydana gelmekte; degisen dopamin reseptor ekspresyonuyla birlikte tolerans ortaya
¢ikmaktadir (40). Uyusturucu maddeye maruziyetin sona ermesi halinde, dopamin seviyeleri
tipik olarak normal bazal seviyelerin altina diismektedir. Bununla birlikte, VTA yaklagik
%65'1 dopaminerjik, %30'u gama aminobiitirik asit (GABA) erjik ve %5'i glutamaterjik olmak
izere heterojen bir hiicre popiilasyonu igermektedir. VTA'ya giden birincil afferentler
PFC'den gelen uyarici glutamaterjik girdiler ve NAc'deki orta dikenli néronlardan (Medium
Spiny Neurons, MSN) gelen inhibitor GABAerjik girdiler olup; her ikisi de bu bolgedeki
aktiviteyl diizenlemek icin geri bildirim dongiileri olusturabilmekte, ancak bu farkli

mekanizmalar yoluyla gerceklesebilmektedir (38).
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Sekil 5: Psikostimiilan eylem (39).
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Sekil 6’da gosterilen beyin devresi, uyusturucuyla iliskili ¢evresel durumlarda normal
yanit vermeyi yeniden saglamak ve bodylece bir bagimlinin uyusturucu alimina niiksetme
tizerindeki kontroliinii artirmak i¢in manipiile edilebilecek potansiyel olarak énemli iKi beyin
yoluna ve ndrotransmitter sistemine isaret etmektedir. Ozellikle, prefrontal korteksten Nac’e
giden c¢ikis glutamaterjik; akumbens'ten ventral palliduma giden ¢ikis GABAerjik ve
peptiderjiktir. Glutamat iletiminin kronik kokainden c¢ekilme ile nasil degistigine dair
giiniimiizde ¢ok sayida hiicresel bilgi bulunmaktadir. Glutamat ve GABA iletimini etkileyen
ajanlarla yapilan son klinik ¢alismalar, kokain bagimlilar1 arasinda niiks oranlarini ve/veya
uyusturucuyla iligkili ipuglarina yaniti azaltmada potansiyel fayda olarak gostermektedir.
Sistemik olarak ilag uygulayarak glutamat veya GABA iletimini diizenlemek potansiyel
olarak sorunludur, ¢iinkii bu ileticiler beyindeki ndronal iletisimin bel kemigidir, glutamat
uyarict ve GABA inhibitordiir. Bu sistemlerin asir1 veya az uyarilmasinin sonucu, beyin

aktivitesini baskilayarak 6liime; beynin asir1 aktivitesiyle hayati tehdit eden ndbetlere neden

olabilmektedir (41).

‘) Dopamin
‘ Glutamat

. GABA/peptid

VTA

Sekil 6: Beyindeki Dopamin Projeksiyonlar1 (41).
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VTA’nin yani sira NAc’nin de bagimlilik davranislarina aracilik etmede 6nemli bir rol
oynadigina inanilmaktadir. NAc, uyaranlarin motivasyonel degerinin kontroliinde, 6diil
takviyesinde ve diirtiisel se¢imin arabuluculugunda yer almaktadir. NAc, VTA’dan gelen
dopaminerjik girdilerin yani sira PFC, amigdala, talamus ve hipokampustan da uyarici
glutamaterjik girdi almakta ve bdylece limbik (yeni ve Ogrenilen bilgilerin islenmesi) ve

motor (gdrev performansi) yollar1 arasinda bir arayiiz gorevi gormektedir.

Bununla birlikte, suistimal edilen bir maddeye maruz kalmanin aracilik ettigi son derece
entegre aglar ve lizerinde hareket edebilecekleri farkli norotransmitter sistemleri, sinyal
iletimini dikkatli ayarlamak {izere hareket eden 6nemli bir karigma saglamakta ve sonucta
ortaya cikan sonug, gelen tiim sinyallerin bir entegrasyonu tarafindan yonlendirilmektedir
(36). Sekil 7°de uyusturucu madde bagimliliginda beyin ve davranis modelinde; uyusturucu
bagimliligi dongiisiiniin temel klinik 6zellikleri (zehirlenme, aserme, asir1 yeme ve
yoksunlugu kapsayan), uyusturucu bagimliligmma ve bunun altinda yatan ndropsikolojik
mekanizmalara dahil olan mezolimbik ve mezokortikal dopamin devresini olusturan

subkortikal ve kortikal beyin bolgelerinin isleyisi ile eslestirilmistir.
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Madde takviyesi

Odiil devresi
(ventral tegmental alan
niikleus akiimbens)

Odiil devresi
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(hipokampiis)

BAGIMLILIK Sarth cevap
amigdala

Yoksunluk

Aserme (Madde beklentisi)

Singulat girus

Asmihk
(kontrol Prefrontal korteks
kaybi)
Odiil devresi Orbitofrontal korteks

(ventral tegmental alan
niikleus akiimbens)

Bastan sona kontrol (frontal korteks)

Sekil 7: Uyusturucu madde bagimliliginda beyin ve davranis modeli (42).

2.2.1.2. Sinaptik plastisite ve kokain bagimlilig:
Sinaptik plastisite, beyindeki 6grenme mekanizmasinin 6nemli bir bilesenidir. Uygun
zamanda uygun Olclide gerceklesmesi icin siki bir sekilde diizenlenmesi hayati Oonem
tagimaktadir. Kokain gibi maddelere maruz kalmak, molekiiler hedeflerin aktivitesinin

modiilasyonu yoluyla bu uzun vadeli sinaptik adaptasyonlar tetikleyebilmektedir (43).
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2.2.1.2.1. Dentritik dikenler

Dendritik dikenlerin yogunlugu ve morfolojisindeki degisiklikler, kotiiye kullanilan bir
maddeye maruz kalmanin ardindan veya yoksunluk sirasinda yaygin olarak bildirilen bir
noroadaptasyondur. Golgi-Cox boyamasi, sicanlarda bir aylik kendi kendine uygulamadan
sonra bir ay boyunca kokainden uzak durmanin ardindan NAc kabugundaki MSN’lerin
dendritik dikenlerinin yogunlugunda 6nemli bir artis oldugunu ve dallanmasinda ise 2,6 kat

art1s oldugunu gostermistir (36).

2.2.1.2.2. Norotrofik faktorler

Norotrofin beyin kaynakli nérotrofik faktér (Brain-derived neurotrophic factor, BDNF)
ve TrkB reseptorleri (birincil reseptorii) ile etkilesimlerinin, maddeye bagli néroadaptif
degisikliklerde ve dolayisiyla bagimlilik davraniglarinda 6nemli bir rol oynadigina
inanilmaktadir. Kokain bagimlist bireylerin serum BDNF seviyeleri yliksektir ve bu
seviyelerin 90 giine kadar yoksunluk doneminin ardindan niiksetme riskinin artmasinda
belirleyici oldugu ve alkol bagimlisi hastalarda yoksunluktan 6 ay sonrasina kadar yiiksek

seviyelerin korundugu tespit edilmistir (36).

22123.LTPveLTD

Noronlarin aktivite sonucunda yapilarin1 ve islevlerini degistirme yetenegi, normal
gelisim, 0grenme, beyin hasar1 ve ndrolojik hastalifa yanit verme acisindan kritik dneme
sahiptir. Sinaptik diizeyde, noral aktivite, uzun siireli potansiyasyon ( long-term potentiation,
LTP) ve uzun siireli depresyon (long-term depression, LTD) gibi kalict sinaptik plastisite
bigimleri olusturabilmektedir. LTP ve LTD mekanizmalarinin aktive edilmis néron aglarinda
yeni bilgileri saklamak icin kullanildigin1 gdsteren ¢ok sayida veri bulunmaktadir. Bu

nedenle, LTP veya LTD’nin doygunluga ulagmasini 6nlemek i¢in 6nlemler alinmalidir; bu da
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aglarin olaylar1 ayirt etme ve bilgi saklama becerisini tehlikeye atabilir ve asir1 LTP seviyeleri

durumunda eksitotoksisiteye yol acabilir (43).

LTP siirecinin 6nemli bir bileseni glutamat reseptorii N-metil-d-aspartattir (NMDA).
NMDA reseptorlerinin (NMDA Receptor, NMDAR) varligt LTP’nin baslatilmasinda hayati
Oneme sahiptir. Sinaptik Ooncesi ve sonrast noronlar arasindaki eszamanli aktivite, NMDAR
yoluyla postsinaptik norona biiyiik miktarda kalsiyum akigini tetiklemektedir. Daha sonra,
postsinaptik néronun zarina ¢ok sayida a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik
asit reseptorii (AMPAR) yerlestirilmektedir. AMPAR ifadesindeki bu artisin, LTP’de kritik

olan giiclendirilmis sinaptik iletimin altinda yattigina inanilmaktadir (44).

Sican kiiclik parca preparatlarinda kokaine akut maruziyet, VTA’daki glutamaterjik
sinapslarda LTP’yi indiiklemek i¢in yeterli olup, LTP’nin tekrarlanan indiiksiyonlar1 sinaptik
giiclenmeye yol agmaktadir. Her biri 24 saat arayla glutamata maruz birakma yoluyla 3 LTP
indiiksiyonundan sonra, sinapsla ilgili genlerin ifadesinde son maruziyetten 24-96 saat veya 6-
12 giin sonra meydana gelen uzun siireli ve zamana bagli degisiklikler olmustur. Sonugcta,
dopaminerjik noéronlarda kokaine maruz kalma, LTP olusumuna yol acan siiregleri

depolarizasyondan hiperpolarizasyona tersine ¢evirmistir (36).

2.3. Bagimhlikta Genetik Baglantilar

Her yil milyonlarca insan, 6rnegin agr1 tedavisi i¢in tibbi bakim sirasinda bagimlilik
yapict maddelere maruz kalmaktadir. Gegici tolerans ve bagimlilik ortaya ¢iksa bile biiyiik
cogunluk bagimli hale gelmemektedir. Ik kullanim olasiligi ve patolojik bir kullanim
modeline dogru ilerleme olasiligi; i¢sel faktdrlerden (genotip, cinsiyet, yas, ilk kullanim yasi,
daha 6nceden var olan bagimlilik bozuklugu veya diger zihinsel hastalik), digsal faktorlerden
(uyusturucu bulunurlugi, akran sosyal destek etkileri, ¢ocuklukta yasanan sikintilar,

ebeveynlik tarzi, sosyoekonomik durum) ve bagimlilik yapict maddenin dogasindan
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(psikoaktif 6zellikler, farmakokinetik, kullanim veya uygulama sekli) etkilenmektedir (45).
Ikiz ve evlat edinme calismalari, bir bireyi bagimli olmaya yatkin hale getiren genlerin
kalitsalliginin kokain bagimliligi i¢in %60, alkol bagimlilig1 i¢in %50, opioidler i¢in %70
oldugunu gostermektedir. CUD’nin kalitsalligina dair kanitlara ragmen, bozukluk icin
spesifik genetik risk faktorlerini belirlemeye yonelik ¢ok az calisma yer almaktadir. Ayrica,
genetik risk faktorlerinin kokain bagimliligina katkisi ¢ok yiiksek olsa da, bagimliligin altinda
yatan spesifik faktorlerin belirlemesinin, bu bozuklugun cok faktorlii ve poligenik olan
karmasik bir hastalik olmasi nedeniyle zor oldugu belirtilmektedir (29). Insanlarda kokain
bagimliliginin uygun sekilde gii¢lendirilmis genom ¢apinda iliskilendirme c¢aligmalari
(Genome-Wide Association Studies, GWAS), biiyiik olasilikla en az on bin bireyden olusan
yeterli popiilasyon boyutlarinin tespit edilmesini beklemektedir. Yeterli sayiya ulagmanin
oniindeki engeller arasinda kokain bagimlis1 bireylerin ise alinmasindaki zorluklar, gen-cevre
etkilesimleri, popiilasyon ve fenotipik heterojenite yer almaktadir (46). Genetik dizi
tizerindeki en yaygin ve en iyi anlasilan etkiler, bir gendeki tek bir niikleotidde (single
nucleotide polymorphism, SNP) meydana gelen degisiklik diizeyinde ortaya ¢ikmaktadir (36).
Noropeptid Y i¢in Y2 reseptoriinii kodlayan genlerdeki SNP'ler, kokain bagimmhiligi ile
iliskilendirilmistir (47). BDNF geni Val66Met polimorfizmi, bagimliliklara yatkinlik
olusturmada rol oynayan bir gen varyantidir. Farelerde bu polimorfizmin, kokain tepkisinin
yok olmasinda rol oynadigi; ancak eski haline donmesinde rol oynamadig1 ortaya konmustur
(48). Kokain bagimliligina iliskin pozitif bulgulara sahip ilk GWAS’da alkol, opioidler ve
nikotin gibi diger maddelere atfedilebilecek etkiyi ortadan kaldirmak icin bir model
gelistirmig; boylece kokain bagimliligi i¢in genetik risk varyantlarinin belirlenmesini
kolaylastirmistir (29). Daha sonra, FAM53B geninde kokain kullanim bozuklugu i¢in genom
capinda anlamli bir varyant tanimlanmistir. Ayni verilerin gen tabanli bir test kullanilarak

analizi C1QL2, STK38, KCTD20 ve NDUFB9'u bagimlilik genleri olarak tanimlarken, bir
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meta-analiz HISTIH2BD'yi tanimlamistir. Yakin tarihli bir GWAS, 13 06nemli geni
tanimlamak i¢in gen-gevre etkilesimlerini kullanmis ve baska bir arastirma, kokain
kullanimindan bagimliliga gecikme ile iligkili iki onemli lokus bulmustur. Elde edilen bu
bulgular, birlikte genetik degiskenlik ve bunun bagimlilik davraniginin ortaya ¢ikmasindaki

rolii hakkinda fikirler sunmaktadir (46).

2.4. Epigenetik

Kokain bagimliliginin kalitsalliginin altinda yatan spesifik genler hala tanimlanamamis
olsa da, kokaine tekrar tekrar maruz kalmanin, 6zellikle limbik sistemde olmak iizere gesitli
cekirdeklerde gen ekspresyonunda belirgin degisikliklere yol agtigina dair ¢ok sayida kanit
bulunmaktadir. Aday gen, gen dizisi ve genom ¢apinda yaklasimlar, limbik sistemin merkezi
olan ve ¢ok sayida kokain aracili davranisi modiile eden NAc’deki gen ekspresyonundaki
degisiklikleri tanimlamistir. Gen ekspresyonundaki degisiklikler transkripsiyon faktorleri,
kromatin ve epigenetik siire¢ler arasindaki karmasik etkilesimlerle diizenlenmektedir. Gen
ekspresyonunda kokaine bagli degisikliklerin altinda yatan epigenetik mekanizmalarin
tanimlanmast son yillarda hiz kazanmais; terapotik gelisim i¢in umut verici yeni bir yolu temsil
etmektedir (49).

Altta yatan gen yapisindaki degisiklikler bir bireyin bagimlilik davranislarina
yatkinligin1 artirabilirken, bugiliniin bakis agisiyla belirli mekanizmalarin gen ifadesinin
posttranslasyonel modifikasyonlarini diizenledigini gostermektedir. Bu, genetik kodun
kendisindeki degisikliklere bagli olmayan fenotiplerdeki kalitsal degisikliklerin kontrol
edilmesini saglamaktadir. ‘‘Epigenetik’” olarak adlandirilan bu degisiklikler, cevresel
uyaranlarin etkisini igeren kromatin yapisinin yeniden modellenmesi yoluyla gergeklesir.
Sonu¢ olarak, genlerin proteinlere transkripsiyonunun artmasi veya baskilanmasi,
histonlardaki posttranslasyonel modifikasyonlarin toplamindan veya DNA dizisinden

bagimsiz olarak DNA'nin kendisindeki degisikliklerden etkilenmektedir. Bu modifikasyonlar
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transkripsiyon faktorlerinin erisimini sinirlamakta; bdylece gen ifadesinin de§ismesine neden
olmaktadir. Her hiicre ayn1t DNA dizisini icermektedir. Epigenetik mekanizmalarin herhangi
bir zamanda ifade edilen belirli gen modelini diizenlemek iizere hareket ettigi ve bdylece
belirli hiicre tiplerinde farkli gen ekspresyon programlarimin olusturulmasinda,
stirdiiriilmesinde ve o hiicreye bir fenotipin tanimlanmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Kotiiye kullanilan maddelere maruz kalmanin, bagimli bir duruma geciste ve bu durumun
stirdiiriilmesi sirasinda goriilen gen ifadesini ve noroadaptif degisiklikleri degistiren kararh
epigenetik modifikasyonlarla sonuglandig1 diistiniilmektedir. Bununla birlikte, bu epigenetik
degisikliklerin, yoksunluk donemlerini takiben niiksii silirdiirmek i¢in hareket ettigi

diistiniilmektedir (36).

Yakin zamanlarda histon modifikasyonlari, DNA metilasyonu ve miRNA'lar gibi
epigenetik mekanizmalarda kokaine bagli degisiklikler oldugunu gdsteren ¢ok sayida c¢alisma
yaptlmistir. Ancak, insan Orneklerinde sadece birkag c¢alisma yapilmistir. Histon
posttranslasyonel modifikasyonlar1 ile ilgili olarak, kronik kokaine maruz kalan bireylerin
postmortem hipokampiisiinde H3K4Me3'teki genom c¢apinda degisiklikleri inceleyen ve 1115
genin promotorlerinde degisiklikleri ortaya koyan yalmizca bir calisma yapilmis; ancak
bunlardan sadece besi c¢oklu test diizeltmelerini ge¢mistir. CUD hastalarinin periferik
kanindaki DNA metilasyon profillerinin incelendigi bir ¢aligmada, 186 farkli sekilde
metillenmis pozisyon bulunarak bu bdlgelerin potansiyel biyobelirtecler oldugu one
stirlilmiistiir. Son olarak, iki ¢aligma insan kiiltiir hiicrelerinde ve diger ikisi de periferik kanda
ve kokain bagimlilariin postmortem beyinlerinde kokain tarafindan indiiklenen miRNA'larin
ekspresyonundaki degisiklikleri arastirmistir. Bu arastirmalarin tiimiinde, kemirgenlerde
kokain etkileriyle de iliskili olan bir miRNA olan miR-124'lin ifadesinde degisiklikler

bulunmustur (29).
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Gelisen teknoloji ile birlikte, ¢ok ¢esitli insan dokular1 ve hiicreleri ig¢in transkriptom
bilgilendirici veri setlerinin kullanilmasi, transkriptomik verileri genetik varyasyonla ilgili
bilgiler ile entegre etmek i¢in hesaplama yontemlerinin gelistirilmesine yol agmistir. Boylece,
genetik ve transkriptomik bilginin entegrasyonunun, 6rnegin madde kullanim ozellikleri ile
iliskili dokuya 06zgii transkriptomik degisikliklerin genetik olarak diizenlenen bileseninin
hesaplanmasina veya kokain gibi kotliye kullanilan maddelerin tiiketimi ile iligkili risk
alellerinin ekspresyon kantitatif o6zellik lokuslar1 ile birlikte lokalizasyonunun tahmin
edilmesine izin verebilecegi belirtilmektedir (50). Literatiirde yakin zamanda yapilan bir
calismada, genom/transkriptom capinda analizi entegre ederek, kokain bagimliliginin ve
kokain kullaniminin genetik ve molekiiler mimarisini tiirler arasi analizlerle arastirmistir.
Bunun i¢in arastirmacilar, daha dnce yapilan baska bir calismadan elde edilen post-mortem
insan hipokampal RNA dizileme verileri ile bir fare kokain kullanimi/maruziyeti modeli
tizerinden genom c¢apinda elde ettikleri sonuglar1 ve hipokampal RNA dizi verilerini entegre
etmistir. Yapilan arastirmada, insan hipokampiisiinde farkli sekilde eksprese edilen
genler/transkriptlerin, kokaine maruz kalan farelerde hipokampal ekspresyona ve nominal
olarak kokain bagimliligina olan yatkinlikla iligkili genlere paralel oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, kokain bagimliligi ile iligkili genom c¢apinda anlamli ii¢ genden biri olan
KCTD20’nin, insan hipokampal dokusundaki gii¢lii bir gen aginin merkezi bir parcasi oldugu
ve kokain kullanimiyla giiclii bir sekilde baglantili oldugu tespit edilmistir; daha da onemlisi
KCTD20min kokain kullanicilarinin  hipokampiisiindeki gen aglarin1 bozarak kokain
bagimliligina olan genetik yatkinliga katkida bulunabilecegini de diisiindiirmektedir. Sonug
olarak, bu ve benzeri calismalar, genetik plan ile dokuya 6zgli molekiiler altyap1 arasindaki
boslugu kapatan ve nihayetinde belirli biyolojik mekanizmalarla belirsiz genetik iliskileri

yorumlamaya giden yolu agabilecek bir ¢erceve ¢izmektedir (51).
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2.5. MikroRNA

miRNA’lar, ilk kez 1993 yilinda bir nematod (yuvarlak solucan) olan Caenorhabditis
elegans’da 22 niikleotid uzunlugunda olan ama protein kodlamayan lin-4 geninde
kesfedilmistir (52). miRNA’lara ait bilgiler miRBase isimli merkezi bir veri tabaninda
toplanmaktadir. Bu veri tabanina gére 271 organizma icin 38.589 pre-miRNA ve 48.860 olgun

miRNA iiriinii bulunmaktadir (53).

miRNA’lar, 15-22 niikleotitlik kisa, tek sarmalli ncRNA molekiilleridir. miRNA’lar, gen
ekspresyonu farkli seviyelerde diizenleyebilirler. Cogunlukla, miRNA’lar hedef mRNA’nin
3’UTR bolgesine baglanarak protein ekspresyonunu, mRNA degradasyonu veya translasyonel
baskilama yoluyla negatif olarak diizenler. Bununla birlikte, miRNA’larin 5'UTR, kodlama
dizisi ve gen promoterleri de dahil olmak tizere diger bolgelerle etkilestikleri bildirilmistir.
Farkli hiicresel konumlara ve baglanma bdlgelerine sahip olan miRNA’lar, translasyonu

aktive ederek post-transkripsiyonel seviyede farkli bir fonksiyon daha sunmaktadir (54).

miRNA’lar ve mRNA’lar arasindaki etkilesimler dinamiktir. Bu dinamik etkilesimler
sirasinda, mRNA translasyonun miRNA’ya bagl aktivasyonu hedef bolgelere, hiicresel
konumlara veya hiicresel yanitlara baghdir. Diger bir ifadeyle, dinamik miRNA-mRNA
etkilesimleri, miRNA’larin translasyonu baskilamasindan aktivasyona gecebilmesinin; hedef
bolgelere, alt hiicresel konumlara ve hiicresel kosullara bagli oldugunu gosterir (55). Tek bir
miRNA’nin  yarattifi ifade diizeyindeki degisiklik 100°den fazla farkli  geni
etkileyebilmektedir (56). miRNA’lar1 veya miRNA kiimelerini kodlayan genler, intronlar,
intergenik bolgeler ve eksonlar icinde yer almakta ve bu nedenle, ortak diizenleyici
sekanslarin kontrolii altinda siklikla transkripsiyonel olarak birlikte ifade edilmektedir. Bu da
dokuya 6zgii ekspresyon paternleri olusturur (57). miRNA’lar hiicre i¢inde, plazma, serum,
gbzyas1, idrar, beyin omurilik s1visi, anne siitii ve tiikiiriik dahil olmak iizere birgok biyolojik

stvida bulunmaktadir (58).
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Giiniimiizde miRNA’larin  ekspresyonundaki  diizensizliklerin  siklikla  insan
hastaliklarinin patogeneziyle iliskili oldugu gdosterilmekte ve bu da onlar1 ¢ekici terapotik
hedefler haline getirmektedir (59). Protein kodlayan genlerin %20-50’sini modiile etme
yetenegine sahip olan miRNA’lar, bir¢ok hiicresel aktivitenin ana diizenleyicileri olarak kabul
edilir. Ozellikle miRNA’lar beyin gelisiminde ve ndroplastisitede dnemli role sahiptir ve
miRNA’larin ekspresyon diizensizligi ¢ogu noropsikiyatrik bozuklugun patofizyolojisi ile
iliskilendirilmektedir (5). miRNA’larin, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, farklilasma, sinyal
iletimi, apoptoz, sinaptik plastisite gibi bircok biyolojik siireclerde gen ekspresyonunun
inhibisyonunu veya aktivasyonunu modiile ederek bir¢cok hiicresel siirecin belirlenmesinde

farkli roller oynadig giderek daha belirgin hale gelmektedir (60,61).

2.5.1. miRNA biyogenezi

Baslangicta miRNA’lar, pri-miR’ler adi verilen daha uzun birincil transkriptlere
kopyalanir. Pri-miRNA daha sonra ¢ekirdekte Drosha tarafindan bdoliinerek dncii miRNA’y1
(pre-miR) {iretir ve ardindan olgun miRNA’y1 vermek {izere sitozolde Dicer tarafindan islenir.
Olgun miRNA daha sonra RNA kaynakli susturma kompleksine (RNA-induced silencing
complex, RISC) yiiklenir ve burada translasyonel inhibisyona, boliinmeye veya degradasyona
aracilik etmek {lizere hedef mRNA’larin {i¢ ana ¢evrilmemis bolgesine (3'-UTR) hibritlenir.
Protein kodlayan genlerin %20-50’sini modiile etme yetenegi ile miRNA’lar, bir¢ok hiicresel
aktivitenin ana diizenleyicileri olarak kabul edilir. Ozellikle miRNA’lar beyin gelisimi ve
ndroplastisitede dnemli roller oynar ve bunlarin ekspresyon diizensizligi ¢ogu noropsikiyatrik

bozuklugun patofizyolojisi ile iliskilendirilmistir (62).

2.5.2. Kokain kullanim bozuklugunda mikroRNA’lar
Madde kullaniminda ilk karar ¢cogu insan igin istege baglidir, ancak tekrarlanan madde
kullanim1 beyinde, bagimli kisinin 6z kontroliinii zorlayan ve yogun madde alma diirtiisiine

direnmesini  engelleyen degisikliklere yol acabilmektedir. Bu degisiklikler kalici
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olabileceginden madde bagimliligi “niikseden” bir hastalik olarak kabul edilmektedir (63).
Kronik madde kullanimi, uzun siireli yoksunluk donemlerinden sonra bile maddenin
niiksetmesine zemin hazirlayan ¢esitli uyumsuz noroadaptasyonlarla sonug¢lanmaktadir (64).
Kokain maruziyeti beyinde, ozellikle striatum ve molekiiler hafizanin olustugu niikleus
akiimbens gibi 6diilde 6nemli rol oynayan bolgelerde uzun siireli ve kalict hiicresel ve

molekiiler degisikliklere neden olmaktadir (65).

miRNA'lar dopaminerjik tepkilere aracilik ettiginden; reseptor ifadesini degistirdiginden
(glutamat reseptorleri dahil); yerel mRNA ifadesini diizenlemek i¢in hiicresel sinyallere hizla
yanit verme yetenegine sahip oldugundan; dendritler de dahil olmak {izere hiicre alt1
lokalizasyon gosterdiginden, ilaca bagli sinaptik plastisitenin uzun vadeli adaptasyonlara
dontistiiriilmesinde kilit bir rol oynadiklar: diisiiniilmektedir. Hem dopamin D1 reseptorlerinin
ekspresyonu hem de dopaminerjik siireclerin ve hareket etme gibi dopaminerjik aracili

davraniglarin ince ayar1 spesifik miRNA'lar tarafindan diizenlenebilmektedir (36)

mMiRNA’lar, beyinde diger dokulara gore bol bulunmaktadir (66). Elde edilen kanitlar,
cok sayida miRNA’nin merkezi sinir sisteminde protein ekspresyonunu diizenledigini
gostermektedir (67). Bugiine kadar yapilan ¢alismalar, néro ve beyin dokularindaki deregiile
MIRNA’larin, psikotrop madde bagimliligiyla iligkili sinaptik plastisite gibi nérogenez ve
noronal fonksiyon dahil olmak {iizere bircok norobiyolojik siirecte yer aldigini gdstermistir
(9). Son zamanlarda ise miRNA disfonksiyonunun bagimliliktaki rolii, genis ¢apta ¢alismanin
dikkatini ¢ekmistir (9). Bu ¢aligmalar, miRNA’larin madde kétiiye kullanim bozukluklarinda
rol oynadigini géstermektedir. Hayvan deneyleri ile yapilan ¢alismalar, psikotrop maddeye
maruz kalmanin beyindeki bir¢ok bdlgede miRNA ekspresyon diizeylerini onemli 6l¢iide

degistirdigini géstermistir.
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Chandrasekar ve ark. (2009) yaptig1 calismada, siganlara iki hafta boyunca diizenli
olarak kokain enjekte edilmesinin ardindan dorsal striatumda miR-124 ve let-7’nin
ekspresyon diizeyinde azalig; nukleus akiimbens, prefrontal korteks ve hipokampus
bolgelerinde ise miR-181a’nin ekspresyon dilizeyinde artis meydana geldigini tespit
etmiglerdir. Kokain kullanim1 sonrasi ekspresyon diizeyleri degisen bu miRNA’larin hedef
aldig1 genlerin BDNF, CREB, AMPA-2 ve mGIuR5 oldugu gostermislerdir (66). Chandrasekar
ve ark. (2011) kokain kosullu yer tercihi (conditioned place preference, CPP) deneylerinde,
NAc’de miR-124 ve let-7d’nin lentiviral vektor aracili ekspresyonu kokain CPP’sini
azaltirken; miR-181a’nin lentiviral vektor aracili ekspresyonunun CPP’yi arttirdigini tespit
etmislerdir (68). Tersine baska bir ¢alismada, NAc'de miR-124 ve let-7’nin susturulmasinin
kokainin neden oldugu CPP'yi artirirken; miR-181a'nin susturulmasi kokainin neden oldugu
CPP'yi azalttig1 tespit edilmistir (69). Bahi ve ark. (2013) siganlarda dorso lateral striatumda
miR-124a'nin ve onun dogrudan hedefi olan BDNF'nin alkoliin neden oldugu CPP’yi ve alkol
alimindaki roliinii lentiviral vektor kullanarak arastirdiklari ¢alismada; miR-124a'nin viral
aracilt artan ekspresyonunun, alkoliin neden oldugu CPP’yi ve alkol alimin1 arttirdigini; miR-
124a’nin lentiviral vektor aracili ekpresyon susturucunun, CPP'yi ve alkol tiiketimini
azalttigint ortaya koymuslardir (70). Chen ve ark. (2013) tekrarli kokain maruziyetinin
ardindan sigan hipokampiisiinde miR-133b, miR-134, miR-181c, miR-191, miR-22, miR-26b,
miR-382, miR-409-3p ve miR-504 dahil olmak iizere beyin bozukluklari ve madde
bagimlilig: ile iliskili oldugu bildirilen bazi miRNA’larin, ifadelerinde degisiklik oldugunu
bulmuslardir (71). Erdogan (2016), alkol kullanim bozuklugu olan bireylerde miR-124, miR-
125b ve miR-399’un ekspresyon diizeylerinde azalis oldugunu gostermistir (72). Caykara
(2017), eroin bagimlisi insan NAc dokusunda miR-133b’nin ekspresyon diizeyinde artis;
miR-132, miR-140, miR-181a, miR-206, miR-212 ve mIiR-339-5p’nin ekspresyon

diizeylerinde azalis oldugunu tespit etmistir (73). Sadakierska-Chudy ve ark. (2017) miR-
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132°nin kokain uygulanan ratlarin dorsal striatumunda ekspresyon analizleri incelekleri
calismada, uzun siireli ve yoksunluk déneminde miR-132’nin (10 giine kadar) ekspresyon
diizeyinin arttigin1 tespit etmislerdir (74). Demirel (2018), Metilendioksimetamfetamin
kullanicilarinin beyin dokularinda miR-7975 ve miR-1202’nin ekspresyon diizeyinde azalis
oldugunu gostermistir (75). Cabana-Dominguez ve ark. (2018) insan post-mortem beyin
dokusunda miR-9 ekspresyon diizeyinin, kokain kullanim bozuklugu olan bagimli grubunda,
bagimli olmayan kontrol grubuna gore azaldigimi saptamistir (76). Quinn ve ark. (2018)
siganlarda kokain bagimliliginda niikleus akumbens kabugunda miR-132’nin artmis
ekspresyon diizeyleri bulunduklar1 ¢calismada, artmis mikroRNA diizeylerinin madde arama
davranisi ve bagimlilik dongilisiiniin ileri evreleriyle iligkilendirilmis ve miR-132"nin tedavide
potansiyel hedeflerin tanimlanmasina aracilik edebilecegini onermislerdir (77). Jia ve ar.
(2019) opioid kendi kendine uygulama (self-administration) deneylerinde, dentat girusta miR-
132'nin asir1 ekspresyonunun morfin arama davranislarini arttirdigini ortaya koymuslardir
(78). Mavrikaki ve ark. (2019) miR-9'un NAc'de asir1 ekspresyonunun oksikodon alimini
arttirdigint ve inflizyonlar arasi araligi azalttigini bildirmislerdir (79). Li ve ark. (2020)
kokaine bagli kosullu yer tercihi fare modeli kullanarak ventral hipokampusta sinaptik
plastisite, glia aktivitesi ve noérokimyasal mikro ortamlar ile iliskili artmis miR-134
ekspresyon diizeyleri ve azalmis gen diizeyleri ile birlikte kosullu yer tercihinin kokain
yoklugunda farelerde artan anksiyete ve depresyon benzeri davraniglarin arttigini tespit
etmiglerdir (80). Kumaresan ve ark. (2023) yaptig1 calismada, kokaine genisletilmis erigimi
olan siganlarin NAc’deki miR-101a-3p ve miR-137-3p’nin ekspresyon seviyelerinin, kokain
arama motivasyonunu degistirerek kokain kullanim davranisim1 etkileyebilecegini ifade

etmislerdir (81).

miRNA'larin, metilasyon gibi DNA modifikasyonundan bagimsiz olarak kromatin

yapisini sikistirabilen bir DNA baglayici protein olan MeCP2 gibi faktorlerin diizenlenmesi



44

yoluyla kromatin yeniden sekillenmesine aracilik edebilecegi de ortaya ¢ikmistir. MeCP2'nin
aktivasyonu sadece transkripsiyonun baskilanmasiyla sonuglanmayabilir. Ayni1 zamanda
cAMP yanit eleman1 baglayici protein (cAMP Response Element-Binding Protein, CREB)

araciligiyla transkripsiyonu da aktive edebilir.

MeCP2 ve miR-212 dorsal striatumda kokainin BDNF diizeyleri {izerindeki etkilerini
degistiren homeostatik etkilesimler olusturabilecegi belirtilmektedir. Bu nedenle
miRNA'larin degisen ifadesi, sinapsta protein sentezinin dogrudan diizenlenmesi veya
hiicresel diizeyde transkripsiyon veya epigenetik faktorlerle etkilesim yoluyla meydana
gelebilecek karmasik mekanizmalar yoluyla bagimlilik davranislarinin belirli durumlarini
yonlendirmek i¢in yeterli goriinmektedir. Bu, ayni hedefin transkripsiyonunu destekleyen
CREB'nin veya transkripsiyonu baskilayan REST'in aktivasyonu ile sonuglanabilmekte; bu
faktorlerin her ikisi de miRNA ifadesini diizenleyebilmektedir. Bu nedenle, koordineli geri
bildirim mekanizmalar1 yoluyla gen ekspreyonunu diizenleyen mekanizmanin bu {i¢ unsurun

(miRNA, CREB ve REST) birlesik eylemleri oldugu varsayilmaktadir (36).

miRNA’lar, sadece hiicre i¢inde bulunmaz. Ayn1 zamanda hiicre disinda, dolasimda ve
cesitli viicut sivilarinda bulunmaktadir. Hiicre i¢i miRNA’lar, hedef mRNA’lara baglanarak
gen ifadesinin diizenlenmesinde islev gormekte ve hiicreler arasi iletisimde Onemli rol
oynamaktadir. Patolojik diizeyde, hiicresel homeostazdaki degisiklikler, hiicrelerin molekiiler
fonksiyonunun modiilasyonuna yol agmakta ve boylece miRNA ifadesi deregiile edilmis
olmaktadir. Deregilile miRNA’lar hiicrelerden ¢ikar ve ¢esitli insan hastaliklarinin bir pargasi
olarak siklikla hiicre dis1 viicut sivilarinda dolasmaktadir. Beyinde molekiiler diizeyde
deformiteler meydana geldiginde, kan, CSF/ECF (Serebrospinal sivi/Ekstraselliiler siv1), idrar
ve tikirik gibi iliskili viicut sivilarinda anormal miRNA ekspresyonu gostermesi
beklenmektedir (82). Son on yilda yapilan ¢alismalarda, miRNA’larin serum/plazmada stabil

oldugunu ve cesitli hastaliklarda kan bazli biyobelirtegler olarak uygun olabilecegini ortaya
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cikarmistir. miRNA’larin psikotrop madde kullanimiyla iligkili bagimlihiga katildigi goz
Oniine alindiginda, eroin kotiiye kullanimi ve metamfetamin kotiiye kullanimi gibi madde
kotiiye kullanim bozukluklarinin  belirlenmesi; dolagimdaki miRNA’larin ekspresyon
paternlerini etkileyebilecegi bildirilmistir. Literatiirde yapilan bir¢ok arastirma, beyin ve
periferik miRNA’larin, psikiyatrik bozukluklar ve bagimlilik durumlart i¢in tamisal ve
prognostik bir belirte¢ oldugunu bildirmistir. Bu arastirmalarda, saglikli denekler ile diger
fiziksel ve zihinsel hastaliklara sahip olan hastalar arasinda plazma ya da serum miRNA
eskpresyon diizeylerindeki farkliliklar ortaya konmustur (9). Ornegin, o6zellikle madde
bagimlilig: ile ilgili olarak, Xu ve ark. (2020) eroin kullanim bozuklugu olan hastalarda
periferik miRNA diizeylerini arastirdiklar1 ¢calismada, erkek eroin bagimlist hastalarda miR-
181a ekspresyon diizeyinin normal kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir (83). Viola ve ark. (2019) insan periferik kanda miR-124 anlatiminin, CUD olan
bagimli grubunda, saglikli kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldigini; miR-181a

anlatimimnin ise anlamli derecede arttigin1 saptamiglardir (8).

2.5.3. Kokain Bagimhhiginin Tedavisi

Yiiksek verimli teknolojiler ve biyoinformatik teknikler siirekli gelismektedir, bu da
periferik kanda CUD’un etkisinin daha derinlemesine arastirilmasina ve tedavi i¢in gelismis
yollar bulunmasma izin vermektedir. Ozelikle son 70 yilda depresyon, sizofreni gibi
hastaliklarin farmakolojik tedavisinde 6nemli gelismeler meydana gelmistir (85). Madde
bagimlilig1 konusunda pek ¢ok tedavi yontemleri bulunmaktadir. Niikslerin 6nlenmesi 6énemli
bir sorun olusturmaktadir (5). Giiniimiizde madde kullanim bozuklugu icin ABD Gida ve Ilag
Idaresi (Food and Drug Administration, FDA) tarafindan onaylanan toplamda 11 ilag
bulunmaktadir, bunlardan 4’ alkol kullanim bozuklugu (Naltrekson, Disulfiram,

Akamprosat, Nalmefen); 4’ opioid kullanim bozuklugu (Metadon, Buprenorfin,
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Buprenorfin/nalokson, Naltrekson); 3’ de tiitin kullanom bozuklugu (Veranicline,

Bupropion, Nikotin replasman tedavisi) i¢in kullanilmaktadir (86).

Giiniimiizde kokain kullanim bozuklugunun tedavisi i¢in FDA onayl ilaglar
bulunmamaktadir. Literatiirde, deney hayvanlarinda iyi calisilmis ve su anda bagimlilik
tedavisi veya diger hastaliklar i¢in klinik arastirmalar altinda olan ilag stratejilerine odaklanan
caligmalar yer almaktadir. Bu stratejiler, dopamin tasiyici-tabanli agonist tedaviler, dopamin
reseptor bazli antagonist tedaviler, glutamat bazli terapi, GABA tabanli terapi ve

endokannabinoid bazl tedavilerdir (87).

Disiilfiram, alkol kullanim bozuklugunu tedavi etmek icin kullanilan FDA onayli bir
ilactir. Distilfiramin, kokain bagimlili§i i¢in farmakoterapdtik etkisinin arkasindaki
mekanizmanin tam olarak anlasilmasi igin ¢aligmalar yapilmaktadir. Disulfiram, son
zamanlarda yapilan gesitli ¢alismalarda kokain bagimliligmin tedavisinde yararli olmustur.
Genetik olarak yiiksek dopamin tasiyici diizeylerine sahip iki SLC6A3 rs28363170 10 tekrarli
alleli olan hastalarin, disiilfiram farmakoterapisi tedavisinden kaynaklanan artan dopamin

diizeylerinden fayda gorebildigi bildirilmistir (88).

Son zamanlarda ise Kannabidiol (CBD), bagimlilik i¢in umut verici bir tedavi olarak
biiytik ilgi géormektedir (89). Klinik oncesi arastirmalar, sarhos edici olmayan fitokanabinoid
olan kannabidioliin, kemirgenlerde ¢esitli maddeler (etanol, opioidler, psikostimiilanlar) i¢in
bagimlilikla ilgili davranislari azaltabildigini gostermistir (89,90). Mongeau-Pérusse ve ark
(2021) stres kaynakli asermeyi ve kokain kullanimini azaltmada CBD etkinligini
degerlendikleri ¢aligmada, CBD’in nispeten iyi tolere edildigini, ancak kokaine olan 6zlemi

veya niiksetmeyi azaltmadigini tespit etmislerdir (91).

Vanokserin, olduk¢a segici bir dopamin tastyict antagonistidir. 1970’lerin sonlarinda

sentezlenmis, ilk olarak Avrupa’da potansiyel bir antidepresan olarak test edilmistir. Daha
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sonra, kokainden daha yavas bir ayrigsma oraniyla dopamin geri alimini1 bloke etme kabiliyeti
nedeniyle kokain bagimlilig1 i¢in potansiyel bir tedavi olarak degerlendirilmistir. Giiniimiizde,
kokain ignesi olarak bilinen Vanoxerine consta, kokain bagimliligmin tedavisinde ve

bagimliligin tekrar etmesini 6nlemek i¢in kullanilmaktadir (92).

Madde kullanim bozuklugunun hayvan modellerinde, birkag ncRNA’nin madde arama
davranislarinda islevsel rol oynadigi gdsterilmistir (93,94). insanlarda madde kullanim
bozuklugu ile baglantili birgok genetik varyant, genomun kodlamayan bolgelerinde bulunur.
Bu nedenle, madde kullanim bozuklugundaki varsayilan ncRNA hedeflerinin sayisi artmaya
devam ettik¢e, bu mekanizmalar1 modiile etmek i¢in niikleik asit bazli terapétiklere ihtiyag

duyulacag disiiniilmektedir (5).

Geleneksel protein hedefli ve DNA bazh ilaglarla karsilastirildiginda, RNA bazli
terapotikler, farkli fizikokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinden dolayr umut vaad etmektedir
(95). “RNA terapotikleri”, bir bilesen olarak RNA’y1 kullanan bir hastalik tedavisini veya
ilact ifade eder. Bu baglamda RNA, kii¢lik molekiillii bir ilacin dogrudan hedefi olabilir veya
RNA’nin kendisi, bir proteine baglanmak, baska bir RNA’y1 taklit etmek veya hedeflemek
lizere tasarlanmis bir ilag olabilir. Son klinik basarilar ve ¢igir acan teknolojiler, molekiiliin
ilaca benzer niteliklerinde veya ila¢ hedefi olarak kullanighli§inda devrim yarattigindan,

RNA, ilag gelistirme diinyasinda dikkat ¢ekmistir (96).

RNA’lar, hastaligin olusumu ve ilerlemesindeki onemli siireclerde yer almaktadir ve
giiclii terapotik hedefler ve tanisal biyobelirtecler olarak ortaya ¢ikmistir. RNA tedavisinin,
hastaliga neden olan genleri diziye 6zgi bir sekilde hedef aldig1 ve yasami tehdit eden ¢esitli
hastaliklar i¢in daha kesin ve kisisellestirilmis tedaviler sagladigi i¢cin en 1iyi tedavi

stratejilerinden biri oldugu diistiniilmektedir. Hedef dokuya 6zgii bir niikleik asit sekansinin

eklenmesiyle gen ekspresyonu asagi yonde (down-regulation) diizenlenebilmekte,
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artirtlabilmekte veya diizeltilebilmektedir. Cesitli hastaliklarin siRNA veya ASO’larla gen
modifikasyonlar1 yoluyla tedavisini amaglayan, 6zellikle de 2015°ten bugiine 14 RNA bazli

ilag FDA veya Avrupa ila¢ Ajansi1 (European Medicines Agency, EMA) onay1 almistir (97).

Bugiine kadar, cesitli arastirmalar ncRNA’larin dopamin noronlarinin gelisiminde ve
norodejeneratif bozukluklarin patogenezinde kritik roller oynadigini gostermistir. Temel,
translasyonel ve klinik arastirmalardaki bu son gelismeler, RNA terapotiklerinin
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde degerli bir ara¢ oldugunu goéstermektedir (98, 99).
Pascale ve ark. (2020) Parkinson hastaligima kars1 miicadelede RNA terapétiklerini gen
diizenleme ve hiicre yeniden programlamasiyla birlestirerek nérodejeneratif bozukluklarin
tedavisine yeni bir bakis agis1 yaratmistir. Norodejeneratif hastaliklar igcin RNA terapotik
yaklagimi Sekil 8’de gosterilmistir. Norodejenerasyona dahil olan genleri modiile etmek i¢in
NCRNAlarin veya antisens oligoniikleotitlerin (ASO) kullanildig1 potansiyel RNA terapdtik
yaklagimlarinin ideal bir temsilini gostermektedir. Resmin sag tarafinda, hasta somatik
hiicrelerini yeniden programlamak ve diizeltmek i¢in ncRNA ’larin potansiyel bir kullanimi1
yer almakta; resmin sol tarafinda, yerlesik noral hiicrelerin potansiyel bir dogrudan in vivo

yeniden programlama/diizeltme yaklagimi yer almaktadir.

miRNA sentezi ve salinim tekniklerinin hizla gelismesinin bir sonucu olarak, bu
biyomolekiillerin tanisal biyobelirtegler olarak ve norolojik bozukluklar i¢in yeni bir tedavi
stratejisi olarak kullanilmasinda umut vaad etmektedir. Bu nedenle, miRNA’larin kokain
bagimlilig1 i¢cin de yeni terapotik girisimlere yol acabilecek potansiyele sahip oldugu

diistiniilmektedir (99).
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Sekil 8: Norodejeneratif hastaliklar igin RNA terapotik yaklagimi (99).

2.6. Coklu Madde Kullanim Bozukluklari

Bir uyusturucunun kotiiye kullanilmasiyla ilgili madde kullanim bozukluklarini ele
almak iizere ortak cabalar gosterilse de, son epidemiyolojik kanitlar ¢oklu madde
kullaniminin diinya ¢apinda asir1 dozda uyusturucudan kaynaklanan oliimlerde 6nde gelen bir
faktor haline geldigini gostermektedir. Uyusturucu dagiticilari, daha disiik {iretim
maliyetleriyle maddenin etkilerini artirmak amaciyla genellikle maddeye fentanil gibi katki
maddelerini kattiklarindan, birden fazla maddenin es zamanli kullanimi, kullanicinin bilgisi
olmadan gerg¢eklesebilir. Sentetik opioidlerin yasa dis1t maddelere dahil edilmesi nedeniyle
receteli opioidler, eroin, kokain ve psikostimiilanlar i¢in Oliim oranlart artmigtir. Bu
istatistikler, diger ilaglar i¢in pozitif olan hastalar arasinda regetesiz fentanil pozitifligini

onemli 6l¢iide artiran 2019 koronaviriis hastalig salginiyla daha da kotiilesmistir.
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Coklu madde kullanim bozuklugu (Polysubstance Use Disorder, PUD), iki veya daha
fazla yasal veya yasa dis1t maddenin kotiiye kullanilmasi anlamina gelir. PUD, kokain gibi bir
uyusturucunun kullanimini veya alkol, tiitliniin veya opioidler gibi regeteli bir ilacin kotiiye
kullanimini igerir. Bu bozukluga ¢oklu madde bagimliligi da denir (100). Frontiers
Neuroscience’da 2020’de yapilan bir arastirmada ¢oklu madde istatistikleri gbzden
gecirilmistir. Bu arastirmaya gore 35 milyon kisi madde kullanim bozuklugu kriterlerini
karsilamaktadir. Uyusturucu kullanimi ve bagimliligi oldukca fazla arastiriliyor olsa da,
madde kullanim bozukluklara iliskin arastirmalarin ¢ogu, uyusturucu kullanimini daha
yaygin olan es zamanli madde ge¢misleri baglamindan ziyade, tek basina incelemektedir.
Aslinda, madde kullanim bozukluklugu tanisi alan bireylerin %11,3’linde es zamanli alkol ve
yasa dist uyusturucu kullanim bozukluklari bulunmaktadir. Ayrica, bir maddeyle birlikte
madde kullanim bozuklukluguna sahip olmak, ek maddelere bagimlilik gelistirmeye yatkinligi
artirir. Alkol kullanim bozuklugu olan bireylerin eroin bagimliligi gelistirme olasilig1 iki kat
daha fazla; esrar kullanicilarinin eroin bagimliligi gelistirme olasiligi ise ii¢ kat daha fazladir.
Kokain kullanicilarinin eroin bagimlist olma olasiligt 15 kat daha fazladir. Kokain
kullanicilarinin %74’linlin ve amfetamin kullanicilariin %80’inin ¢oklu madde bagimlilig:
geemisi vardir. Es zamanli kokain ve alkol kullanim siklig1 9%24-98 arasinda degisirken, es
zamanh esrar kullanim siklig1 ise %12-76 arasinda degismektedir. Yasadisi bir uyusturucu
madde ile nikotin birlestirildiginde es zamanli kullanim orani kokain ve nikotinde %70-80,
amfetamin ve nikotinde ise %85-95’tir. Nikotin kullanim bozuklugu olan kisilerin baska bir
madde kullanom bozukluguna sahip olma olasiligi 3-4 kat daha fazladir. Amfetamin
kullanicilarinin es zamanli olarak kokain bagimlisi olma olasiligi 21 kat daha fazladir ve
gecen yil iginde kokain kullanmis olma olasiligi amfetamin kullanmayan kullanicilara gore 7
kat daha fazladir. Kokain kullanicilarinin %33’tinden fazlasi ve metamfetamin kullanicilarinin

%20’sinden fazlas1 ayn1 zamanda regeteli opioid kotiiye kullananlardir (101).
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Uyusturucu ve alkol kullannm bozukluklar1 tiim irklarda, etnik kokenlerde, sosyo-
ekonomik gruplarda, cinsiyetlerde, genglerde ve yaslilarda ayni sekilde goriiliir. Kokain ve
alkoliin ayn1 anda kullanilmasi, ¢oklu madde bagimliliginin yaygin bir sekli olmasina ragmen,
diger ¢oklu madde kullanimi1 kaliplariyla birlikte iyi bir sekilde incelenmemistir. Coklu madde
kullanim bozuklugu, kokain kullanicilar1 da dahil olmak iizere eglence amagl uyusturucu
madde kullanicilar1 arasinda yaygindir. Kokain ve etanol birlikte kullanildiginda, bu
kombinasyon kokaetilen adi verilen kokaine benzer farmakolojik ve psikoaktif 6zelliklere
sahip psikoaktif bir metabolit {iretilir. Kokaetilenin, kardiyovaskiiler ve hepatik sistemler i¢in
esas madde olan kokainden daha toksik oldugu kabul edilir ve kokainden (yaklasik 1 saat)
daha uzun bir plazma eliminasyon yar1 6mriine (yaklasik 2 saat) sahiptir. Alkoliin kokainle
birlikte tiiketilmesinin pek ¢ok nedeni vardir. Alkol bazen, kokainin psikoaktif etkilerini
arttirmak veya kokainin siiresini uzatmak; asir1 kokain alimindan sonra sakinlesmek; kokain
kullaniminda bazen ani olan “carpintilar’” hafifletmek; uzun bir aktivite doneminden sonra
uykuya dalmaya yardime1 olmak i¢in kokainle birlikte kullanilmaktadir. Kokaetilen, kalp atis
hizin1 ve kan basincini kokainden daha fazla artirir. Aslinda kokaetilenin kokainden 10 kat
daha fazla kardiyotoksik oldugu diisiiniilmektedir. Fare c¢aligmalari, kokaetilenin ana
maddeden hem daha giiglii hem de daha uzun 6miirlii oldugunu dogrulamistir; kopeklerde

yapilan bir arastirma kokaetilenin de daha kardiyotoksik oldugunu tespit etmistir.

Ventral tegmental alandaki dopaminerjik ndronlar, etanol ve kokain de dahil olmak
tizere kotiye kullanilan maddelerin ddiillendirici  6zelliklerinde 6nemli bir rol oynar.
Kokaetilen, esas maddesi kokain gibi, dopaminin geri alimin1 bloke eder ve sinaptik sonrasi
ndronal aktiviteyi arttirir ve dopaminin uyarici etkilerini giiclendirir. Bu néronal uyarim, hem
kokainin hem de kokaetilenin gli¢lii psikoaktif etkilerine katkida bulunarak enerji, odaklanma
ve heyecan hissi liretir. Bu merkezi uyarici etki agisindan, kokain ve kokaetilen es-giiclii gibi

goriinmektedir, ancak kokaetilenin daha uzun yar1 dmrii, etkilerini daha kalici kilmaktadir.
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Kokaini uzun siire yiiksek seviyede tutma yetenegi, bir¢ok kokain kullanicisinin, etanol
tilketerek kokainin psikoaktif etkilerini artirdiginin farkinda olmasalar bile, kokain

kullanirken neden alkol igtigini agiklamaya yardimci olabilir (102).

Madde kullanim bozukluklarina yonelik geleneksel farmakoterapiler, tek madde
kullanimina odaklanmistir. Bununla birlikte, son epidemiyolojik caligmalar, ¢oklu madde
kullanim bozukluklarimin daha yaygin hale geldigini ve katki maddesi igeren maddelerin
kotiiye kullaniminin, kasitsiz asir1 doz dliimlerinin artmasina yol agtigini ortaya koymustur.
Ne yazik ki PUD i¢in onaylanmis farmakolojik ajanlar mevcut degildir. Bu nedenle, biiyiiyen
bu salgina yonelik ilgi ¢ekici bir terapotik model, bireylerin, kétiiye kullanilan maddeyi taklit
eden haptenlerle formiile edilmis konjuge asilarla asilandigi immiinfarmakoterapidir.
Immiinfarmakoterapi, geleneksel olarak bireysel ilag siiflarii hedef alan tek bir hapten
gelistirilmesine odaklanirken; bu alandaki son gelismeler, farkli hapten-protein konjugatlar
iceren bir karisimin veya alternatif olarak ikili bir hapten yaklagiminin uygulanmasiyla ¢coklu
madde maruziyetine karsi koruma saglayabilen konjuge asilar iiretildigini gostermektedir
(100). Lee ve ark. (2022) konjuge asilarin, tekli maddenin kétiiye kullanimina kars1 6nemli bir
terapotik potansiyel gdstermesinden yola ¢ikarak yaptiklari ¢alismalarinda, bu modeli PUD’a
yonelik olarak uygulamislardir. Bu yaklasimin, iki opioide ve her ikisine de maruz kalan
asilanmis sicanlara karsi yiiksek titrelere sahip antikorlar {irettigini tespit etmislerdir.
Immiinofarmakoterapi uzun vadeli koruma saglamakta ve yan etkiler minimum diizeydedir.
Bununla birlikte, bagimlilik ve suiistimal potansiyeli bulunmamaktadir, ¢ilinkii bu yontemle
tiretilen antikorlarin maddeye kars1 yiiksek Ozgiilliige sahip oldugu ve antikorun kan-beyin

bariyerini gegememesi nedeniyle periferde kaldigi belirtilmektedir (100).

2.7. Kokain Bagimhihiginda Biyobelirte¢ Olarak Kullamilan Kandaki miRNA’lar
“Biyobelirtecler” veya “biyolojik belirtecler”, herhangi bir normal veya anormal

patofizyolojik silirecin veya bazi terapotik rejime farmakolojik yanitin potansiyel bir
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gostergesi olarak objektif olarak Sl¢iilebilen ve degerlendirilebilen karakteristik 6zelliklerden
bazilaridir. Diinya Saglik Orgiitii’ne (World Health Organization, WHO) gére, biyobelirteg
tanimi, herhangi bir biyolojik sistem ile kimyasal, fiziksel veya biyolojik nitelikte olabilen
potansiyel olarak tehlikeli bir ajan arasindaki etkilesimleri goOsteren herhangi bir
degerlendirmeyi kapsamaktadir. Biyobelirtecler, klinik ilaglarda her zaman kullanilmakta;
biyobelirte¢ tabanli analizler olarak giinlimiizde yeni alanlara girmekte, hastaliklarin daha
erken teshis edilmesine ve ¢esitli hastaliklarin etkili bir sekilde tedavi edilmesine yardimci
olabilmektedir. Bunlar, ¢esitli hastalik durumlarinda uygulanabilirliklerine bagli olarak ¢esitli
siiflara ayrilmaktadir. Glinlimiizde omiks teknolojilerindeki gelismeler; genomik stratejiler,
epigenetik, metabolomik, transkriptomik, lipit bazli analiz, protein ¢alismalar1 vb. kullanilarak
farkli tipte yeni biyobelirtegler elde etmek icin yeni firsatlar sunmaktadir. Tim
biyobelirtegler, ¢esitli ¢evresel faktdrlere maruz kalma seviyelerini veya tiirlerini, genomik
duyarliliklari, cesitli ¢evresel hassasiyetlere genetik yaniti, sub-klinik veya klinik hastalikli
durumlarin gostergelerini veya terapdtik rejime yanitlarin gostergelerini iceren saglikli veya

hastalikli durumlarin bir spektrumunu gostermektedir.

Bir biyobelirteg antikor proteinleri, mikrobiyal gostergeler, RNA’lar, DNA’lar, lipit
bazli ajanlar, metabolik bilesikler ve proteinli bilesikler gibi c¢esitli sekillerde
bulunabilmektedir.  Bunlarin  seviyelerindeki,  yapisal  ozelliklerindeki,  islevsel
davraniglarindaki veya farmakolojik etkilerindeki degisiklikler; belirli hastaliklarin baslamast,
ilerlemesi ve/veya gerilemesi, hastalarin viicutlarinin bu parametrelere nasil tepkiler verdikleri
ile iligkilidir. Hastalikli bir duruma 6zgili giivenilir ve tutarli bir biyobelirtecin herhangi bir
kolektif yonii genellikle biyobelirteg veya molekiiler imza olarak adlandirilmaktadir.
Gecgmisten bugline, tiim hastaliklarin ve tibbi durumlarin yonetimi i¢in veya genis bir tibbi ve
cevresel ajan yelpazesine maruz kalmanin kaniti olarak c¢ok ¢esitli biyobelirtecler

aydinlatilmis ve Olgiilmiistiir. Proteinler, niikleik asitler, enzimler, antijenler, antikorlar ve
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diger biyolojik ajanlar, patofizyolojik durumlarin teshisi veya izlenmesi i¢in degerlendirilen
biyoindikatdrlerin  tiim  spektrumunu olusturmaktadir. Ornegin, kandaki monoklonal
proteinlerin seviyesi, tedavi gerektiren bazi kan kanseri kategorilerinde tani konulan
bireylerde izleme parametresi olarak kullanilmaktadir. Benzer sekilde, prostat spesifik antijen
(PSA), prostat kanserli hastalarda terapotik sonuglarin degerlendirilmesinde bir izleme

biyobelirteci olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Biyomolekiillerin ve biyobelirteglerin tespiti ve analizi i¢in ¢ok ¢esitli teknolojiler ve
protokoller gelistirilmistir ve bu, proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve niikleik asitlerin
karmagik bir karistminda bu biyomolekiiler belirteclerin karakterizasyonu i¢in biiyiik
miktarda veri toplanmasimi saglamistir. Omik yaklasimlar, hastaliklarin molekiiler imzalar
olarak adlandirilabilecek yeni biyobelirte¢ biyomolekiillerin kesfine katkida bulunmus; klinik

uygulamalarda olduk¢a 6nemli ek degerler saglamistir (103).

Madde kétiiye kullaniminin, kan 6rnegi kullanilarak teshis edilmesi ve izlenmesi bir¢ok
alanda bliylik 6nem tagimaktadir. Madde ile miicadelenin 6nemli unsurlarindan biri olan
madde analizlerinde, tarama ve dogrulama yontemleri kullanilmaktadir. Tarama ve
dogrulama, cogunlukla kdétiiye kullanilan maddelerin ve bunlarin metabolitlerinin, madde
bagimlisi bireylerin tam kan, serum veya plazmasinda GC-MS veya HPLC yontemleri ile
tespit edilmektedir (9). Tiikiiriikte kokain 12 saate kadar, BZE ise 24 saate kadar; plazmada
kokain 12 saate kadar ve BZE ise 48 saate kadar; idrarda kokain BZE olarak en uzun siire ile
72 saate kadar tespit edilebilmektedir. Bu sonuglar dikkate alindiginda, bireylerde madde
kullanim bozuklariin dogru ve kesin bir sekilde tespit edilebilmesi gerekmektedir. Bunun

icin hassas ve giivenilir yontemler gelistirilmesi gerekmektedir (104).

Ideal bir biyobelirteg, invaziv olmayan ydntemler ile uygulanabilir olmali, ucuz olmal,

ilgili hastaliga veya fizyolojik duruma 6zgii olmali, model sistemlerde oldugu gibi insanlarda
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da uygulanabilir olmali, patolojik durumlar icin biyobelirtecler s6z konusu oldugunda, tanisal
uygulamalara sahip olmadir (105). Dolayisiyla, beyin dokusu kolaylikla ulasilabilir
olmadigindan madde bagimliliginda kan bazli ekspresyon profili ¢alismalariin yapilmasi,
bagimlilikta potansiyel biyobelirtecler gelistirilmesi agisindan 6nem arz etmektedir (106).
Periferik kan fraksiyonlar1 (serum, plazma ve periferik kan hiicreleri) arasindaki

varyasyonlardan biri de bu fraksiyonlarin igindeki miRNA ekspresyon diizeyleridir (105).

miRNA’lar kii¢lik boyutlari, hiicre ve dokularda yiiksek bollukta bulunmalari, hiicreye
ve dolayisiyla dokuya 6zgli olmalar1 ve periferik dolasimdaki goreceli stabiliteleri gibi sahip
olduklari bir dizi avantajlari ile invaziv olmayan potansiyel biyolojik belirtegler olabilecekleri
belirtilmektedir. Dondurularak uzun siire saklanabilme 6zelligine sahip olan kan plazmasi
miRNA’lari, endojen RNAaz (riboniikleaz) aktivitesine direnglidir. Yapilan ¢alismalarda,
plazma miRNA diizeylerinin, uzun siireli oda sicakliginda inkiibasyona tabi tutuldugunda
veya bir¢cok kez dondurularak ¢oziildiigiinde stabil kaldigi gosterilmistir. Ayni zamanda
plazma miRNA’larmin yiliksek ve diisik pH seviyelerine de direngli oldugu belirtilmistir

(107).

Periferik kani incelemek i¢in tam kan, serum ve plazma kullanilabilmektedir.
miRNA’larin periferik kandaki diizeyleri Northern blot, Kantitatif ger¢ek zamanl polimeraz
zincir reaksiyonu (qRT-PCR), Mikroarray, In situ hibridizasyon ve Yeni nesil dizileme (next

generation sequencing, NGS) yontemleri kullanilarak belirlenebilmektedir (103).

Kesfedildikleri tarihten itibaren giinlimiize kadar ¢ok sayida miRNA tanimlanmistir.
mMiRNA’larin patolojik vakalardaki roliinii tanimlamaya yonelik ilerlemeler kaydedilmis olsa
da, heniiz gelismekte olan bir alan oldugu i¢in yeni arastirmalara agiktir. Bunun baglica
nedenleri; MiRNA’larin insan doku ve viicut sivilarinda diisik ekspresyon diizeyleri

gostermesi, miRNA ile degistirilmis molekiiler yolaklarin kapsamli analizinde karmasiklik
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ortaya ¢ikmasi ve MiRNA verilerini normallestirmek igin uygun referans gen segiminde

zorluklar yagsanmasidir (108,109).

Kokain kullanim bozuklugu olgularina karsi terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi ve
kokain yoksunlugunun altinda yatan mekanizmalarin belirlenmesine her zamankinden daha
fazla ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, terapotik yaklagimlarin spesifik biyobelirteclerini
bulmak i¢in kokain bagimliligi progresyonunun altinda yatan molekiiler mekanizmanin

anlasilmasi gerekmektedir (98).



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

o Etil Alkol (%96) (Tekkim)

e [zopropanol (Sigma)

e PAXgene Blood RNA Tiipii (Qiagen)

e Sample Tiip, RB (2mL) (Qiagen)

¢ PCR Tiipti (Strip Tiip and Caps, 0.1mL) (Qiagen)

¢ PCR Tiipti, 0.2 mL (Qiagen)

e Filtreli pipet uglar1 (0.5-10 uL, 1-100 uL, 100-1000 uL) (Axygen)
e Parafilm (Isolab)

o Nitril eldiven (Beybi)

3.1.2. Kullanilan kitler

e PAXgene Blood miRNA Kit (Qiagen)

e MIRCURY LNA miRNA PCR Assay) (Qiagen)
e MIRCURY LNA RT Kit (Qiagen)

e MIRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (Qiagen)
e Qubit™ Assay Tiipii (Thermo Fisher)

¢ Rnase-Free Dnase Set (Qiagen)

e Qubit™ RNA HS Assay Kit, 100 rxn (Thermo Fisher)
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3.1.3. Kullanilan ekipman

e Buzdolab1 (+4°C ve -20°C) (Vestel)

¢ Derin dondurucu -70 °C (Hettich)

¢ VVorteks (Weightlab Instruments)

e Mikropipet Seti (Discovery Pro)

e Florometre (Qubit 4-Thermo Fisher)

e Mikrosantrifiij (Unicfuges-5)

e Santrifiij (Hettich Universal 320R)

e Thermal dongii cihazi (SimpliAmp™ Thermal Cycler-Applied Biosystems™)
e Real Time PCR Cihazi (Qiagen Rotor-Gene Q)

3.2. Yontem

3.2.1. Arastirmanin tipi

Calisma olgu-kontrol tipinde, deneysel bir ¢alismadir.

3.2.2. Arastirmanin yeri ve zamani

Bu c¢alismaya goniillii olarak katilmay1 kabul eden hasta bireylere ¢alismanin detaylari
ve siireglerinin anlatilmas1 Balikli Rum Hastanesi Anatolia Klinigi’nde; alinan 6rneklerin
molekiiler genetik analizi ise Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler
Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. 26/03/2021 tarihinde
Balikli Rum Hastanesi Anatolia Klinigi’nde bu arastirma icin ¢alisma materyalinin (periferik
kan Ornekleri) toplanmasi asamasina baslanmistir ve bu asama 06/11/2022 tarihinde

tamamlanmustir. Saglhikli kontrol grubu igin secilen géniilliilerden 1.U.-C. Adli Tip ve Adli
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Bilimler Enstitiisii’'nde biyolojik 6rnek toplanmasi asamasi 13/11/2022-15/08/2023 tarihleri

arasinda tamamlanmuistir.

3.2.3. Etik kurul onay1 ve yasal/ozel izinler

Bu calisma igin Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 03/11/2020 tarih ve A-30 karar numarasi ile etik kurul onayr alinmistir. Etik
kurul onay1r Ek-1’de sunulmustur. Calismaya Balikli Rum Hastanesi Vakfi’ndan arastirma
yapilabilecegine dair izin 06/01/2020 tarihinde verilmistir. Hastanede calisma izni onay1 Ek-

2’de sunulmustur.

3.2.4. Arastirmanmn evreni ve 6rneklem grubu
Bu ¢aligmanin 6rneklemi, ikili ¢alisma grubu ve bir kontrol grubu olmak iizere, agagida

belirtildigi gibi 3 gruptan olugmaktadir:

i) Bagimli (hasta) grubu: kokain bagimlisi olan ve tedavi olmak tizere heniiz bagvurmus

olan 12 erkek birey (n=12);

ii)_Tedavi grubu: Kokain bagimlisi olan ve tedavi olmak {izere heniiz bagvurmus olan

bireyler arasinda kendilerine uygulanacak tedavi yontemleri sonrasinda bu gruba goniillii
olarak katilmay1 kabul eden bireylerden ve/veya Anatolia Klinigi’nde halihazirda kokain

bagimlilig1 tedavisi gormekte olan bireylerden toplam 11 erkek birey (n=11);

iii) Saglikli kontrol grubu: daha 6nce hi¢ kokain kullanmamis ve herhangi bir madde

bagimliligi olmayan 16 goniillii erkek bireyden (n=16).

Bagimli calisma gruplarinin tamami Balikli Rum Hastanesi Anatolia Klinigi’ne tedavi
edilmek iizere bagvuran ve ¢alismaya katilmay1 kabul eden goniillii bireylerden olusmaktadir.
Kontrol grubu ise ¢alismaya katilmay1 kabul eden ve aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan

bireylerden rastgele secilmistir.



60

Aragtirma yeri olan Balikli Rum Hastanesi Anatolia Madde ve Alkol Bagimliliklar
Klinikleri’nde kokain kullanim bozuklugu tanis1 almis olan hastalar, ayakta tedavi ya da
yatarak tedavi gérmektedir. Her iki tedavi tiirii i¢in de klinikte standart tani taramasi igin
oncelikli olarak psikiyatr tarafindan tibbi bir muayene yapilmaktadir. Eger hasta birey, ayakta
tedavi gérmeyi tercih ederse idrar testi ile idrarda kokain analizi elde edilmektedir. Eger hasta
yatarak tedavi gérmeyi tercih ederse EKG, hepatit ve HIV testi, biokimyasal kan testi ve idrar
testi yapilmaktadir. Tedavinin tiirii kisiden kisiye degismektedir. Kokain bagimlis1 olan ve
tedavi olmak iizere heniiz basvurmus olan hasta bireylerden olusan grupta ayakta tedavi
olmay1 tercih edenler genellikle kendi yasamini degistirmeden, bulundugu cevre ve kosullar
icinde madde kullanmamay1 6grenmeye c¢alismak istemektedir. Bununla birlikte, bu grup
icerisinde yatarak tedavi gérmeyi (en az 3 giinliik detoksifikasyon tedavisi) tercih edenler de
bulunmaktadir ve bu hastalar ayn1 zamanda tedavi siiresince bagimlilik danigsmanlig: (bireysel
danismanlik) da almaktadir. Genel olarak bu gruptaki hasta bireylere komorbidite
ozelliklerine gore detoksifikasyon (arindirma) tedavisi uygulanmaktadir. Bu hasta bireylerin
viicudunun maddeden arindirilmasi gerekir. Viicudun maddeden arindirilmas: tedavinin ilk
asamasidir. Detoksifikasyon, kullanilan maddenin birakildiktan sonra ortaya ¢ikan yoksunluk
belirtilerinin kaldirilmasini hedefler. Bununla birlikte bu gruptaki bireylerde uygulanan tedavi
sonras1 yaklasik bir hafta sonra idrarda madde panellerinin negatif ¢ikip ¢ikmadiginin
kontrolii yapilmaktadir ve bu asamadan sonra idrar testinin sonucuna gore (pozitif-negatif) bu
bireylere ya ilag tedavisine (idrar testinin pozitif ¢ikmasi durumunda uygulanmaktadir) devam
edilmektedir ya da 3 ay kadar etkili olan vanoxerine consta tedavisi (asi/igne tedavisi — idrar
testinin negatif ¢ikma durumunda uygulanmaktadir) uygulanmaktadir. Halihazirda kokain
bagimlilig: tedavisi gérmekte olan bireylerden olusan grupta ise bireyler ayakta tedavi ya da
yatarak tedavi gormektedir. Bu gruptaki bireyler en az bir kez detoksifikasyon tedavisi

gérmiis olan bireylerden olusmaktadir. Bununla birlikte bu gruptaki bireylere Vanoxerine
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tedavisi de uygulanmaktadir. As1 tedavisi uygulama oncesi psikiyatr onay1 olmali ve idrarda
kokain grubuna rastlanmamasi gerekmektedir. Vanoxerine tedavi siiresi genellikle 1 yi1l olarak
uygun goriilmekte; 3 ve 6 aylik dozlar halinde iiretilmis olup, intramiiskiiler olarak
uygulanmaktadir. Balikli Rum Hastanesi Anatolia Klinigi’nde hastalara vanoxerine tedavisi
licer ay arayla lic kez uygulandiktan sonra yoksunluk belirtilerinin ve kokain isteginin
azalmasi saglanmaktadir. Ayrica asi1 tedavisi i¢in hastanin bir yillik takibinde iyilik halinin
devam edip etmedigi ve ticer ay arayla idrarda madde panellerinin negatif ¢ikip ¢ikmadiginin

kontrolii yapilmaktadir.

3.2.5. Calismammn dahil edilme ve dislama oél¢iitleri
Bu calismanin 6rneklemini olusturan ikili ¢alisma grubu i¢in (Bagimli katilimcilar i¢in)

calismaya dahil edilme Ol¢iitleri sunlardir:

¢ 18-65 yas araliginda olmasi,

e DSM-V tani kriterlerine gore (ICD-10 F14) kokain kullanim bozuklugu tanist almisg

olma,

e miRNA diizeyini etkileyebilecek durumlarin bulunmamasi. (Kokain kullanim
bozuklugu tanis1 alan kullanicilarda bagimlilik disinda bir psikiyatrik tani1 ya da
bedensel bir hastaligin bulunmasi gerekmektedir. Ciinkii, miRNA c¢alismalarinin
sonuclarini etkileyebilir. Bunun icin bireylerin se¢imi sirasinda katilimcilarin tibbi ve

psikiyatrik dykiileri dikkate alinmistir).

Bu calismanin 6rneklemini olusturan saglikli kontrol grubu i¢in c¢alismaya dahil edilme

Olctitleri sunlardir:

¢ 18-65 yas araliginda olmasi,

e Herhangi bir tibbi ya da psikiyatrik bozukluk tanis1 olmamasi,
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e [la¢ kullanim1 olmamasi,
e Herhangi bir madde bagimliliginin olmamasi,
e Spor performansina katkida bulunabilecek takviyeler kullanmamasi,

e miRNA diizeyini etkileyebilecek durumlarin bulunmamasi (Bireylerde bir psikiyatrik
tan1 ya da bedensel bir hastalifin bulunmasi, miRNA c¢aligmalarinin sonuglarini
etkileyebilir. Bu nedenle, saglikli kontrol grubunu olusturan bireylerin se¢imi igin
hazirlanan katilimer bilgi (veri) formu, katilimcilarin tibbi ve psikiyatrik Oykiileri
dikkate alinarak doldurulmustur ve katilimcilar bu dahil edilme Oolgiitlerine gore

calismaya dahil edilmistir).
Calismadan Dislanma Olgiitleri:

Gebeler ve 18 yas alt1 ¢ocuklar ¢aligmaya dahil edilmemistir. Ayrica her iki grup i¢in
(ikili calisma grubu ve saglikli kontrol grubu) de mental retardasyon dislama kriteri olarak

belirlenmistir.

3.2.6. Calismanin degiskenleri

Bagimsiz degisken: Kokain kullanim bozuklugu

Bagiml degisken: miRNA ekspresyon diizeyleri

3.2.7. Calisma materyali

Bu ¢alismanin materyali hasta ve kontrollerden alinan periferik tam kan 6rnekleridir.

3.2.8. Veri toplama araglar
3.2.8.1. Sosyodemografik ve klinik veri formu
Bu c¢alismaya goniillii olarak katilmayi kabul eden bireylere ¢alismanin detaylar1 ve
siirecleri anlatilmistir ve her bir bireyden bilgilendirilmis goniillii olur formu alinmistir.

Bilgilendirilmis goniillii olur formu 6rnegi Ek-3’de sunulmustur. Bu arastirmada, 6l¢gme araci
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olarak hazirlanan katilimci bilgi formu, olgulardan ve tibbi dosyadan alinan bilgilere gore
doldurulmustur. Bu bilgi formu su boéliimlerden olusmaktadir: Sosyodemografik bilgiler
(olgunun ad1 soyadi, dogum tarihi, cinsiyeti, iletisim bilgileri, kardes sayisi, egitim durumu,
anne ve babanin her birinin yasi, meslegi ve egitim durumu, aile ekonomik diizeyi), Madde
kullanim 6ykiisii (baslangi¢ tarihi, madde tiirleri, kullanim siklig1 ve miktar ile ilgili bilgiler).

Katilimci bilgi formu 6rnegi Ek-4’te sunulmustur.

3.2.8.2. Hasta degerlendirmesi ve Periferik Tam Kan Orneklerinin Toplanmast

Anatolia Klinikleri’ne bagvuran hasta (bagimli) bireylere, psikiyatristler tarafindan
yapilan muayene sonucunda DSM-V tani kriterlerine gore kokain kullanim bozuklugu tanisi
konmaktadir. Calisma grubunu olusturan bu bireylerden periferik kan ornekleri alinmustir.
Hasta bireylerden kan Ornegi bir defaya mahsus alinmistir. Ancak, bu bireyler arasinda
kendilerine uygulanacak tedavi yontemleri sonrasinda tedavi grubuna goniillii olarak
katilmay1 kabul eden bireylerden tedavi sonrasi da olmak iizere bir defa daha kan 6rnegi
alinmistir. Balikli Rum Hastanesi Merkez Laboratuvarinda toplanan kan numuneleri, 2—
8°C’de 5 giine kadar hastane laboratuvarinda saklanmistir. Bu numuneler daha sonra, 1.U.-C.
Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik Laboratuvarina soguk zincirde
taginarak, burada bulunan derin dondurucuda (-70 °C) saklanmistir. Kontrol grubu i¢in segilen
goniilliillerden kan drnekleri bir defa olmak iizere 1.U.-C. Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii
Numune Kabul Birimi’nde toplanmistir. Bu toplanan numuneler de derin dondurucuda
saklanmigtir. Calismada insan kan numunelerinin toplanmasi, stabilize edilmesi, saklanmasi
ve taginmasini saglayan; icerisinde 6.9 mL RNA stabilize edici soliisyon igeren 6zel PAXgene

Blood RNA tiipleri kullanilmstir.

Periferik kanin toplanma zamanina bagli olarak sirasiyla aglik-tokluk durumu, sigara ve
alkol tliketimi, uyku siiresi/diizeni, diyet ve fiziksel aktivite 6zellikleri i¢in kandaki miRNA

ekspresyon profillerinin bireyler arasi varyasyon gosterecek olmasi dikkate alinarak, bu
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calismada CUD olan hasta bireylerden ve CUD tedavisi goren bireylerden bu alt1 parametre
icin gerekli bilgiler alinmistir. Kontrol grubunu olusturan bireylerin 6zellikle sigara ve alkol
tiikketimi ile ilgili olarak herhangi bir madde bagimliliginin olmamasina; uyku siiresinin en az
6 saat olmasina; kan alimindan Once tok olmasina; herhangi bir tibbi ya da psikiyatrik
bozukluk tanisinin olmamasina; ila¢ kullaniminin olmamasina dikkat edilerek gruba se¢imleri

yapilmustir.

3.2.8.3. Periferik tam kan érneklerinden total RNA izolasyonu

Periferik kan fraksiyonlar: arasindaki varyasyonlardan biri de bu fraksiyonlarin i¢cindeki
miRNA ekspresyon seviyeleridir (95). Bu ¢alismada, olgu (¢alisma) grubunda yer alan
bireylerin periferik kan 6rneklerinde ekspresyon diizeyi arastirilan 4 hedef miRNA’nin kokain
bagimlilig1 ve kokain yoksunlugu durumunda hangi periferik kan fraksiyonunda degisiklik
gosterdigi, kan calisilmasindan dolay: tespit edilemeyecektir. Baska bir ifade ile miRNA
sinyallerinin hangi fraksiyondan geldigi belirsiz olacaktir ¢iinkii bunlar l6kositlerden,
plazma/serumdan veya hiicre dis1 vezikiillerden tiiretilebilir (72). Dolayisiyla, bu ¢alismada,

periferik kandan total RNA izolasyonu yapilmistir.

Total RNA izolasyonu i¢in Qiagen PAXgene Blood miRNA Kit kullanilmistir. Kit, bir
PAXgene Blood RNA Tube’da toplanmis 2,5 ml insan kanindan total RNA’nin
saflastirilmasia yoneliktir. Kan ornekleri toplandiktan sonra —70°C’de saklandigi i¢in oda
sicakligina dengelemek iizere, tiipler izolasyon giinlinden 2 giin 6ncesinde -20°C’de, bir giin
oncesinde +4°C’de, daha sonra prosediire baslamadan 6nce 1,5 saat boyunca oda sicakliginda

saklandiktan sonra, asagidaki basamaklar takip edilerek total RNA izolasyonu yapilmistir:

e Tiipler 10 dakika boyunca 5000 x g hizda santrifiijlenir.

e Siipernatan uzaklastirilarak iizerine 4 mL Rnase free water eklenir.
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e Pellet goriiniir sekilde ¢oziinlinceye kadar vortekslenir ve ardindan 10 dk boyunca

5000 x g’de santrifiij edilir, sonrasinda slipernatan uzaklastirilir.

© 350 uL resiispansiyon tamponu eklenir ve pellet goriiniir sekilde ¢oziiniinceye kadar

vortekslenir.

e Ornek 1,5 mL’lik bir mikrosantrifiij tiipiine pipetlenir. 300 pL baglama tamponu ve 40
pL proteinaz K eklenir. 5 sn boyunca vortekslenerek karigtirillir ve ¢alkalayici-

inkiibator kullanarak 10 dk boyunca 55°C’de 1400 rpm hizda inkiibe edilir.

e Numune dogrudan 2 mL’lik bir isleme tiipline yerlestirilmis kolona pipetlenir ve

15.000 x g hizda 3 dakika santrifiijlenir.

e Kolondaki tiim siipernatani, isleme tipiindeki pelleti bozmadan yeni bir 1,5 mL’lik

mikrosantrifiij tiipline aktarilir.
¢ 700 pL izopropanol (%96-100, saflik derecesi p.a.) eklenir. Vorteksleyerek karistirilir.

e 2 mL’lik isleme tiipiine yerlestirilmis kolona 700 puL 6rnek pipetlenir ve 15.000 x g

hizda 1 dk boyunca santrifiijlenir. Kolon yeni bir 2 mL’lik isleme tiipiine yerlestirilir.

e Kolona kalan 6rnek pipetlenir ve 15.000 x g hizda 1 dakika boyunca santrifiijlenir.

Kolon yeni bir 2 mL’lik isleme tiipiine yerlestirilir.

350 pL yikama tamponu kolona pipetlenir. 15 sn boyunca 12.000 x g hizda

santrifiijlenir. Kolon yeni bir 2 mI’lik isleme tiipiine yerlestirilir.

¢ 10 pL Dnaz I stok soliisyonu 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipii icerisinde 70 uL DNA
parcalama tamponuna eklenir. Tiipe parmakla hafifce vurarak karistirilir ve kisa siire

santrifiijlenir.
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e Dnaz I inkiibasyon karigimi (80 pL) dogrudan kolonun membranina pipetlenir ve

tezgah tlizerinde (20-30°C) 15 dakika bekletilir.

e PAXgene RNA dondiirme kolonuna 350 uL yikama tamponu pipetlenir ve 12.000 x g

hizda 15 sn boyunca santrifiijlenir. Kolon yeni bir 2 ml’lik isleme tiipiine yerlestirilir.

e Kolona 500 pL yikama tamponu pipetlenir ve 12.000 x g hizda 15 sn boyunca

santrifiijlenir. Kolon 2 mI’lik yeni bir toplama tiipiine kolon yerlestirilir.

e PAXgene RNA dondiirme kolonuna 500 puL. daha yikama tamponu eklenir. 12.000 X g

hizda 2 dakika santrifiijlenir.

e Kolon yeni bir 2 mL’lik isleme tiipiine yerlestirilir. 20.000 x g hizda 1 dakika

santrifiijlenir.

e Kolon 1,5 mL’lik bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilir ve 40 pL eliisyon tamponu
dogrudan kolonun membranina pipetlenir. Ardindan RNA eliisyonu i¢in 1 dk boyunca

12.000 x g hizda santrifiijlenir.

e Eliiat calkalayici-inkiibatérde 5 dk boyunca 65°C’de sallamadan inkiibe edilir.

Inkiibasyondan sonra hemen buz iizerinde sogutulur.

e izole edilen kan orneklerindeki RNA miktar1 onemlidir. Bu nedenle; elde edilen
RNA’nmn kalite kontrolii yapilmigtir. RNA kalite kontrolii;, RNA saflii ve RNA
biitlinliiglinliin analizini kapsamaktadir. RNA safliginin belirlenmesi ise Qubit®
Florometre cihazinda RNA HS (High Sensitivity) Assay Kit ile yapilmistir. Total
RNA izolasyonu, 1.U.-C. Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik
Laboratuvarinda gergeklestirilmistir ve elde edilen iiriinler, diger deneysel calismalarin

yapilacag tarihe kadar yine tiniversitenin laboratuvarinda (-70 °C) saklanmistir.
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3.2.8.4. Complementary DNA (cDNA) sentezi
Izole edilen RNA’lardan miRCURY LNA RT Kit ile reverse/ters transkripsiyon (RT)
islemi uygulanarak daha stabil olan ¢cDNA elde edilmistir. Reaksiyon i¢in kullanilan kit
igerisindeki ¢ozeltiler -20 °C’de; izole edilen total RNA’lar ise -70 °C’de saklandig1 i¢in buz
tizerinde ¢Ozdiirtilmiistiir. Kit protokoliine gore reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon
steril PCR tiiplerinde gergeklestirilmistir. Bir 6rneklik igin reaksiyon karisimi toplam 10 uL

olacak sekilde Tablo II’de belirtildigi gibi hazirlanmustir.

Tablo I1. cDNA sentezi igin reaksiyon bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Hacim (pL)
RNA ornegi (template RNA) A pL
Rnaz icermeyen su B uL

5x miRCURY SYBR® Green RT Reaction 2 pL

Buffer
10x miRCURY RT Enzyme Mix 1 uL
Toplam Reaksiyon hacmi 10 pL

Reaksiyon karigimina, izole edilen total RNA o6rnekleri (template RNA) 200 ng olacak
sekilde hesaplanarak eklenmistir. Buna gore, Tablo Il1I’de RNA 0&rnegi (A) ile Rnaz
icermeyen su (B) ile karisiminin nasil hesaplandigi iizerine ornekler verilmistir. Toplam

reaksiyon hacmine gore A+B=7 uL olarak hesaplanmustir.
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Tablo I11. cDNA sentezi igin RNA 6rnegi-su karigiminin hesaplanmasi.

RNA RNA (A) miktar1 = 200/RNA  Su (B) miktar1 = 7-
Ornek adi  konsantrasyonu konsantrasyonu RNA miktar
Ornek 1 100 ng/pL 200/100 =2 pL 7-2=5 uL
Ornek 2 150 ng/uL 200/200 =1 pL 7-1=6 puL

PCR tiipleri kisa bir siire spin yapilmistir. Ardindan, PCR cihazina (Thermal cycler)

yerlestirilmistir. cDNA sentez reaksiyon kosullart Tablo 1V te verilmistir.

Tablo IV. cDNA sentez reaksiyonu kosullari.

Siire Sicakhik
60 dk 42°C
5dk 95°C

© 4°C

Tiipler -20°C’ye kaldirilarak, qRT-PCR asamasina kadar saklanmistir. Tiim cDNA

reaksiyonlart ikili tekrar olarak gergeklestirilmistir.

3.2.8.5. miRNA’larin kantitatif gercek zamanlhi PCR analizleri i¢cin kullanilan
primerler
Bu calismada, kokain bagimliligi diizenlenmesinde rolii oldugu diisiiniilen aday
miRNAlar, “Web of Science”, “PubMed”, “Google Scholar” ve “Sciencedirect”
veritabanlarinda “addiction”, “substance abuse”, “cocaine addiction”, cocaine use disorder”,
“microRNA”, “bagimlilik”, “madde kotiiye kullanimi1”, “kokain bagimliligr”, “kokain
kullanim bozuklugu” ve “mikroRNA” arama terimleri kullanilarak, son 25 yili kapsayan
literatiirin detayli bir sekilde incelenmesi sonucunda ilgili bilimsel makalelerden alinan

referanslarla tanimlanmigtir. Bununla birlikte, bu aday miRNAlar “mirbase” (Versiyon 22,
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http://www.mirbase.org/) ve “targetscan” (http://www.targetscan.org/) veri tabanlarinda
taranmis ve toplanan verilerle belirlenmistir. Bu ¢alismada normallestiriciler olarak
SNORD44 ve SNORD48 olmak iizere 2 adet housekeeping (referans) gen se¢ilmistir. Aday
miRNA’lar olarak da miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve mMIiR-134-5p se¢ilmistir.
Calisilacak miRNA’lara ait dizi bilgileri miRBase veri tabanindan alinmistir (46). Aday

miRNA dizileri Tablo V’de verilmistir.

Tablo V. Aday miRNA dizileri.

miRBase ID MiRNA dizisi

hsa-miR-9-5p UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
hsa-miR-26b-5p UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU
hsa-miR-132-3p UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
hsa-miR-134-5p UGUGACUGGUUGACCAGAGGGG

3.2.8.6. Kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu uygulamasi
miRNA’larin amplifiye edilmesi ve diizeylerinin dl¢iilmesi qRT-PCR Rotor-Gene Q
cthazinda miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit kullanilarak ticari firma protokolleri
cercevesinde gergeklestirilmistir. Liyofilize halde temin edilen her bir primer assay’ler 220
pL niikleaz igcermeyen su ile sulandirilmistir. Ardindan, kisa bir vorteks ve spin yapilmistir.
20 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan alikotlanarak -20 °C’ye kaldirilmistir. cDNA
ornekleri 1:10 oraninda (10 pL cDNA+90 puL Rnaz igcermeyen su) seyreltilmistir. Bir 6rneklik

icin qRT-PCR bilesenleri Tablo VI’de verilmistir.



Tablo VI. qRT-PCR bilesenleri ve miktarlari.
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Bilesen Hacim (pL)
2x miRCURY SYBR® Green Master Mix 5 pL
Primer 1uL

cDNA template 3puL

Rnaz icermeyen su luL
Toplam reaksiyon hacmi 10 pL

cDNA o6rnekleri disinda diger bilesenler belirtilen miktarlarda 1,5 mL’lik ependorf tiipe

konularak mix hazirlanmistir. Bu hazirlanan mix’den, her bir PCR strip tiipiine 6 pL ilave

edilmistir. Ardindan, ¢alisma ve kontrol grubu bireylerine ait olan cDNA’lar, PCR strip

tiiplerine ilave edilmistir. Son olarak, tiipler 72 kuyucuklu olan Rotor Gene cihazina

yerlestirilmistir. qRT-PCR kosullar1 Tablo VII’de verilmistir.

Tablo VII. gRT-PCR Kosullari.

Basamak Siire Sicakhik
PCR Baslangic 2 dk 95°C
Aktivasyonu

2 Basamakh Dongii

Denatiirasyon 10s 95 °C
Primer 60 s 56°C
Baglanmasy/Uzama

Dongii Sayisi 40

Erime Egrisi Analizi 65-95 °C
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gRT-PCR sonuglari, Livak ve Schmittgen’nin 2001 (110) yilinda yaptiklar1 ¢alismada
tanimladig1 sekilde “2 2t metodu” kullanilarak analiz edilmistir. Her bir 6rnek i¢in qRT-
PCR reaksiyonlar1 iki tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir. Boylece, her bir 6rnege ait
referans ve hedef miRNA’lar i¢in Real-time PCR sonucunda iki tane ‘‘dongii esik (Cycle
threshold; Ct)” degeri elde edilmistir. Ct degerleri ile ilgili tiim sayisal veriler Microsoft Excel
programina aktarilmistir. Ardindan, her bir 6rnekte, her bir miRNA (referans ve hedef
miRNA’lar1) i¢in elde edilen Ct sonug degerlerinin ortalamasi alinarak “ortalama Ct” degeri
hesaplanmistir. Microsoft Excel’de, her bir 6rnek i¢in aday miRNA’larin Ct degerlerinden,
referans genlerin Ct degerleri ¢ikartilarak normalize edilmistir. Bu sekilde, her bir 6rnekte, her
bir gen igin delta Ct (ACt) degeri hesaplanmig; ACt = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen)
formiilii ile belirlenmistir. Ardindan, her bir bagimh ve tedavi grubunun ACt degerleri,
kontrol grubunun ortalama ACt degerinden ¢ikartilarak delta delta Ct (AACt) degerleri
hesaplanmig; AACt = ACt (bagimli/tedavi grubu) - ACt (kontrol grubu) formiili ile
belirlenmistir. Tiim miRNA’larin ekspresyon diizeyini belirlemek igin 224" analizleri
yapilmigtir. Son olarak, 2*A¢T formiiliine gére miRNA ekspresyon diizeylerindeki “fold
change” (kat degisimi) degeri belirlenmistir. miRNA ekspresyon diizeyleri genel olarak kat
degisimi hesaplamas1 yapilarak belirtilmistir. Istatiktiksel ~analizlerde bu degisim

kullanilmamis, ACt degerleri lizerinden analizler yapilmistir.

3.2.8.7. Istatiksel analiz
Bu ¢aligmada istatistiksel analizler SPSS 20 paket programu ile gergeklestirilmistir. Ikili
calisma grubunun (bagimli grubu ile tedavi grubu) ve kontrol grubunun miRNA ekspresyon
seviyelerinin normal dagilima sahip olup olmadig tespit edilmistir. Ik olarak bagimli grubu,
tedavi grubu ve kontrol grubunun miR-9-5p, miR-26b-5p, MiR-132-3p ve miR-134-5p
miRNA’larinin ACt degerleri icin Skewness (carpiklik) ve Kurtosis (basiklik) degerleri

hesaplanmistir. George ve Mallery’a (2010) gore, Skewness ve Kurtosis degerleri igin -2 ve
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+2 arasinda yer alan verilerin normal dagilima uygun oldugu kabul edilmistir (111). Buna
gore, -2 ve +2 arasindaki verilerin normal dagilim gosterdigi kabul edilmistir. Ardindan,
yapilan Shapiro-Wilk testi sonucuna gore, p>0,05 degerlerin normal dagilim gosterdigi kabul
edilmistir. Gruplar aras1 homojenligi tespit etmek i¢in Levene testi kullanilmistir. Bagimli,
tedavi ve kontrol gruplari arasinda aday miRNA’larin ACt degerleri agisindan fark olup
olmadigi One-way ANOVA testi ile analiz edilmistir. Post-hoc test olarak LSD testi ya da
Tamhane’s T2 testi kullanilmistir. miRNA’larin ekspresyonlari ile bagimli, tedavi ve kontrol
grubu bireylerinin klinik verileri arasinda korelasyon olup olmadigi normal dagilim gosteren
gruplarda Pearson korelasyon analizi; normal dagilim gostermeyen gruplarda Spearman
korelasyon testi kullanilarak belirlenmistir. Grafikler, Graphpad Prism ver. 8.4.3 programu ile
olusturulmustur. Degiskenlerin tanisal performans incelemesi igin ROC (receiver operating
characteristic, alict islem Karakteristigi) analizi yontemi kullanilmigtir. ROC analizi ile
degiskenler icin uygun kestirim noktalari, Sensitivite (Duyarlilik), Spesifite (Ozgiilliik)
degerleri ve egri altinda kalan alanlar (area under the curve, AUC) incelenmistir. AUC 0,50
ile 1 arasinda deger alir. AUC degeri 1 degerine yaklastik¢a sonuglarin dogrulugu artar. Tiim

analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Katihmcilarin Demografik Verileri

4.1.1. Cinsiyet ve yas

Bu calismanin, bagimli grubuna kokain bagimlisi olan ve tedavi olmak iizere heniiz
basvurmus olan 12 erkek birey; tedavi grubuna kokain bagimlisi olan ve tedavi olmak {izere
heniiz bagvurmus olan bireyler arasinda kendilerine uygulanacak tedavi yontemleri sonrasinda
bu gruba goniillii olarak katilmayr kabul eden bireylerden ve/veya Anatolia Klinigi’'nde
halihazirda kokain bagimlilig1 tedavisi gormekte olan 11 erkek birey; kontrol grubuna daha
once hi¢ kokain kullanmamis ve herhangi bir madde bagimlili§i olmayan 16 saglikli erkek

birey dahil edilmistir.

Bu c¢alismada bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda yer alan bireylerin periferik kan
orneklerinde ekspresyon diizeyi arastirilan 4 aday miRNA’nin kokain bagimlilig1 ve kokain
yoksunlugu durumunda hangi periferik kan fraksiyonunda degisiklik gosterdigi, tam kan
calisilacak olmasindan dolay:r tespit edilemeyecektir. Ancak, daha ¢ok g¢evresel faktorlerin
miRNA’lar lizerinde degisiklik meydana getirdigi bilinen serum ve plazma fraksiyonlar1 da
periferik kan 6rnegine dahil olacagindan dolayi; bu ¢alismada kontrol grubuna ¢cogunlugu 18-
21 yas arasi olan bireyler, bagimli ve tedavi gruplarina ise yas farki birbirine yakin olan
bireyler tercih edilerek, 6zellikle cevresel faktorlerin miRNA’lar {izerinde meydana getirdigi
degisikliklerin en aza indirgenmis oldugu ve kontrol grubunda miRNA ifadeleri i¢in yas

faktoriiniin kontrol altina alindig1 diistiniilmektedir.

Bagimli grubunun yas ortalamasi 35,17+5,86, tedavi grubunun yas ortalamasi 36,55 +
10,76 ve kontrol grubunun yas ortalamasi 22,25+ 5,94 olarak hesaplanmistir. Bu {i¢ grubun
ortalama yas degerleri Tablo VIII’de gosterilmistir. Bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinin yas
degiskeni agisindan normal dagilima uygun olup olmadigini belirlemek i¢in Skewness ve

Kurtosis degerleri ile birlikte Shapiro-Wilk testi sonucu incelenmistir. Buna gore, Skewness-
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Kurtosis degerleri sirasiyla, bagimli grubunda 0,26-(-1,67); tedavi grubunda 1,82-4,04;
kontrol grubunda 2,29-5,11 bulunmustur. Shapiro-Wilk testi sonucu bagimli grubunda
p>0,05; tedavi ve kontrol gruplarinda p<0,05 bulundugu i¢in gruplarin yas agisindan normal
dagilim gostermedigi tespit edilmistir. Levene testi sonucuna gore anlamlilik degeri 0,05’°ten
bliyiik oldugu icin (p = 0,226) yas degiskeni agisindan gruplar homojen varyans géstermistir.
Kruskal Wallis testi ile bagimli, tedavi ve kontrol gruplar1 arasinda yas degiskeni acgisindan
anlaml fark bulunmustur (F=15,266; p<0.01). Bu farklilik, post-hoc testinde Tamhane’s T2
testi ile degerlendirilmistir. Tablo 1X incelendiginde, yas degiskeni agisindan bagimli grubu
ile kontrol grubu arasinda ve tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark

bulunurken, bagimli grubu ile tedavi grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamustir.

Tablo VI1II. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerin ortalama yas degerleri.

Grup Birey Ortalama + Standart Sapma Minimum  Maksimum
sayisl
Bagimh 12 35,17+ 5,86 28 44
Tedavi 11 36,55+ 10,76 25 64
Kontrol 16 22,25+ 594 18 40

Tablo IX. Calismaya katilan bireylerin yas degiskeni agisindan gruplar arasi karsilagtirma
sonuglart.

Karsilastirilan Gruplar P degeri
Bagimh-Kontrol <0,001
Tedavi-Kontrol 0,004
Tedavi-Bagimh 0,976

4.1.2. Boy ve kilo
Bagimli grubunun boy ortalamasi 178,6 = 6,10, tedavi grubunun boy ortalamasi 176,5 +

6,30 ve kontrol grubunun boy ortalamasi 178,3 + 5,42 olarak hesaplanmistir. Bu {i¢ grubun



75

ortalama boy degerleri Tablo X’de gosterilmistir. Bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinin boy
degiskeni agisindan normal dagilima uygun olup olmadigini belirlemek i¢in Skewness ve
Kurtosis degerleri ile birlikte Shapiro-Wilk testi sonucu incelenmistir. Buna gore, Skewness-
Kurtosis degerleri sirasiyla, bagimli grubunda 0,52-(-0,06); tedavi grubunda 0,77-(-0,45);
kontrol grubunda -0,55-0,15 bulunmustur. Shapiro-Wilk testi sonucu bagiml, tedavi ve
kontrol gruplarinda p>0,05 bulundugu i¢in gruplarin boy agisindan normal dagilim gosterdigi
tespit edilmistir. Levene testi sonucuna gore anlamlilik degeri 0,05’ten biiyiik oldugu i¢in (p =
0,687) boy degiskeni agisindan gruplar homojen varyans gostermistir. Tek yonlii ANOVA
testi ile bagimli, tedavi ve kontrol gruplar1 arasinda boy degerleri agisindan anlamli fark

bulunmamistir (F=0,439; p>0.05).

Tablo X. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerin ortalama boy degerleri.

Grup Birey Ortalama + Standart Sapma Minimum  Maksimum
sayisl
Bagimh 12 178,6+ 6,10 170 190
Tedavi 11 176,5+ 6,30 170 189
Kontrol 16 178,3+ 5,42 166 186

Bagimli grubunun kilo ortalamasi 84,50+13,2, tedavi grubunun kilo ortalamasi 79,27+
11,7 ve kontrol grubunun kilo ortalamasi 72,5 + 9 olarak hesaplanmistir. Bu ii¢ grubun
ortalama kilo degerleri Tablo XI’de gosterilmistir. Bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinin kilo
degiskeni acisindan normal dagilima uygun olup olmadigini belirlemek i¢in Skewness ve
Kurtosis degerleri ile birlikte Shapiro-Wilk testi sonucu incelenmistir. Buna gore, Skewness-
Kurtosis degerleri sirasiyla, bagimli grubunda -0,05-1,28; tedavi grubunda -0,21-0,59; kontrol
grubunda 0,64-0,48 bulunmustur. Shapiro-Wilk testi sonucu bagimli, tedavi ve kontrol
gruplarinda p>0,05 bulundugu i¢in gruplarin kilo agisindan normal dagilim gosterdigi tespit

edilmistir. Levene testi sonucuna gore anlamlilik degeri 0,05°ten biiyiik oldugu i¢in (p =
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0,650) kilo degiskeni agisindan gruplar homojen varyans gostermistir. Tek yonlii ANOVA
testi ile bagimli, tedavi ve kontrol gruplar arasinda kilo degerleri agisindan anlamli fark
bulunmustur (F=2,070; p<0.05). Bu farklilik, post-hoc testinde LSD testi ile
degerlendirilmistir. Tablo XII incelendiginde, kilo degiskeni agisindan bagimli grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken, tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda ve

bagimli grubu ile tedavi grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamastir.

Tablo X1. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerin ortalama kilo degerleri.

Grup Birey Ortalama + Standart Sapma Minimum  Maksimum
sayisl
Bagimh 12 84,50 + 13,2 57 109
Tedavi 11 79,27+ 11,7 57 98
Kontrol 16 725+9 58 92

Tablo XII. Calismaya katilan bireylerin kilo degiskeni agisindan gruplar arasi karsilastirma
sonuglart.

Karsilastirilan Gruplar P degeri
Bagimhi-Kontrol 0,008
Tedavi-Kontrol 0,130
Bagimh-Tedavi 0,270

Bagimli grubunun viicut kiitle indeksi (body mass index, BMI) ortalamas1 26,57+ 4,32,
tedavi grubunun BMI ortalamas1 25,46 + 3,40 ve kontrol grubunun kilo ortalamasi 22,79+
2,38 olarak hesaplanmistir. Bu 1ii¢ grubun ortalama BMI degerleri Tablo XIII’de
gosterilmistir. Bagimli, tedavi ve kontrol gruplarmin BMI degiskeni acisindan normal
dagilima uygun olup olmadigini belirlemek icin Skewness ve Kurtosis degerleri ile birlikte
Shapiro-Wilk testi sonucu incelenmistir. Buna gore, Skewness-Kurtosis degerleri sirasiyla,

bagimli grubunda -0,53-1,16; tedavi grubunda -1,53-2,91; kontrol grubunda 0,40-(-0,92)
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bulunmustur. Shapiro-Wilk testi sonucu bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda p>0,05
bulundugu icin gruplarin BMI agisindan normal dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Levene
testi sonucuna goére anlamlilik degeri 0,05’ten biiyiik oldugu i¢in (p = 0,477) BMI degiskeni
acisindan gruplar homojen varyans gostermistir. Tek yonliit ANOVA testi ile bagimli, tedavi
ve kontrol gruplar arasinda kilo degerleri agisindan anlamli fark bulunmustur (F=4,719;
p<0.05). Bu farklilik, post-hoc testinde LSD testi ile degerlendirilmistir. Tablo XIV
incelendiginde, BMI degiskeni agisindan bagimli grubu ile kontrol grubu arasinda, tedavi
grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken; bagimli grubu ile tedavi grubu

arasinda anlamli farklilik bulunmamustir.

Tablo XI111. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerin ortalama BMI degerleri.

Grup Birey Ortalama + Standart Sapma Minimum  Maksimum
sayisl
Bagimh 12 26,57+ 4,32 17,21 33,64
Tedavi 11 25,46+ 3,40 17,21 29,59
Kontrol 16 22,79 £ 2,38 19,08 26,59

Tablo XIV.Calismaya katilan bireylerin BMI degiskeni agisindan gruplar arasi karsilastirma
sonuglart.

Karsilastirilan Gruplar P degeri
Bagimhi-Kontrol 0,006
Tedavi-Kontrol 0,050
Bagimh-Tedavi 0,436

4.1.3. Madde Kullanim Oykiileri
Kokain kullanim bozuklugu olan 12 bireyden dordiiniin kokain ve sigara; besinin
kokain, sigara ve alkol; dgiliniin kokain, sigara, alkol ve esrar kullanimin oldugu

kaydedilmistir. Kokain bagimlis1 hastalarin ¢ogunlugunun 1 yildan uzun kokain kullanim
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Oykiisii bulunmaktadir ve bu oran %66,7’dir. On bir (%91,7) hasta giinlik 1 g’in {izerinde
kokain  kullanmaktadir. Sekiz ~ (%66,7) hasta toz kokaini burundan ¢ekerek
kullanmaktadir. Dokuz (%75) hastanin kokain kullanim sikliginin her giin ti¢ defanin tizerinde
oldugu kaydedilmistir. Toplamda 10 (%83.,3) hastanin ilk detoksifikasyon tedavisi
tamamlanmistir. Kokain bagimlis1 olan bireylerin madde kullanim oykiileri Tablo XV’te
verilmistir.

Tablo XV. Kokain bagimlisi olan bireylerin madde kullanim 6ykiileri.

Ozellikler Bagimh grubu Oran (%)
Tercih maddesi
Kokain 12 100
Alkol 8 66,7
Sigara 12 100
Esrar 3 25
Kullanim siiresi (ay)
<12 4 33,3
12-24 1 8,3
24-48 5 41,7
48-96 2 16,7
Giinliik doz (g)
<1 1 8,3
1-2 5 41,7
>2 6 50
Kullanilan kokain tiirii
Toz kokain 8 66,7
Crack kokain 4 33,3
Kullanim sikhgi
<1 kez/giin 3 25
1-3 kez/giin 9 75
En son kullanim (giin)
<1 6 50
1-3 4 33,3
3-7 1 8,3
>7 1 8,3
Detoksifikasyon sikhigi
<2 10 83,3
2-4 1 3,3

>4 1 3,3
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Tablo XVI. Kokain bagimlilig1 tedavi goren bireylerin madde kullanim dykiileri.

Ozellikler Tedavi grubu Oran (%)
Tercih maddesi
Kokain 12 100
Alkol 7 63,6
Sigara 10 90,9
Esrar 3 27,3
Kullanim siiresi (ay)
<12 2 18,2
12-24 4 36,4
24-48 2 18,2
48-96 1 9,1
>96 2 18,2
Giinliik doz (g)
<1 1 9,1
1-2 5 45,5
>2 5 45,5
Kullanilan kokain tiirii
Toz kokain 10 90,9
Crack kokain 1 91
Kullanim sikhigi
<1 kez/giin 3 27,3
1-3 kez/giin 8 72,7
En son kullanim (giin)
<1 5 45,5
3-7 2 18,2
>10 4 36,4
Detoksifikasyon sikhig:
<2 7 63,6
2-4 4 36,4
Tedavi tiirii
Detoksifikasyon 10 90,9
Vanokserin 1 9,1

4.2. RNA izolasyonu Sonuglar
Calismaya katilan bireylerden elde edilen numunelerden total RNA izolasyonlari

basarili bir sekilde tamamlanmistir. RNA izolasyonu yapilan kokain bagimlis1 olan 12 bireye
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ait RNA orneklerinin konsantrasyonu 60-200 ng/uL; kokain bagimlilig1 tedavisi goren 11
bireye ait RNA orneklerinin konsantrasyonu 40-200 ng/uL; saglikli 16 bireye ait RNA
orneklerinin konsantrasyonu 70-200 ng/uL arasinda degismektedir. Tiim Orneklerde RNA
izolasyonu ve RNA miktar olgiimleri bir kere gergeklestirilmistir. Katilimcilardan elde edilen

orneklerin total RNA konsantrasyonlar1 Tablo XVII’de gosterilmistir.

Tablo XVII. Calismaya katilan bireylerden elde edilen Orneklerin total RNA
konsantrasyonlari.

Birey No Total RNA konsantrasyonu (ng/uL)
H1 78,8 ng/uL
H2 65,8 ng/uL.
H3 130 ng/uL
H4 134 ng/pLL
H5 67,4 ng/uLL
H6 78,4 ng/uLL
H7 200 ng/uL
H38 110 ng/pL
H9 200 ng/pL
H10 63,2 ng/uL
H11 100 ng/uL
H12 190 ng/uL
T1 62,4 ng/uL
T2 200 ng/pL
T3 89,4 ng/uL
T4 130 ng/uLL
T5 43,2 ng/uL
T6 200 ng/uL
T7 110 ng/pLL
T8 114 ng/pLL
T9 106 ng/uL
T10 114 ng/uL

T11 128 ng/puLL
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K1l 99,4 ng/ul
K2 81 ng/uL

K3 71 ng/uL

K4 200 ng/uL
K5 138 ng/uL
K6 168 ng/uL
K7 136 ng/uL
K8 110 ng/uL
K9 142 ng/uL
K10 132 ng/uL
K11 148 ng/uL
K12 130 ng/uLL
K13 170 ng/uLL
K14 114 ng/uL
K15 94,6 ng/uL
K16 166 ng/uL.

H:Hasta (bagiml) grubu; T: Tedavi grubu; K: Kontrol grubu

4.3. Ikili Cahsma Gruplar1 ve Kontrol Grubunda Periferik Kan miRNA Ekspresyon
Analizleri

Bu ¢alismada, kokain bagimlilig1 diizenlenmesinde rol oynayan miRNA’lardan miR-9-
5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve miR-134-5p aday miRNA’lar olarak segilerek; kokain
bagimlis1 olan 12 birey, kokain bagimlilig1 tedavisi géren 11 birey ve kontrol grubunu
olusturan 16 saglikli bireye ait orneklerde qRT-PCR yontemi kullanilarak miRNA’larin
ekspresyon analizi gergeklestirilmistir. Bu aday miRNA’larin ekspresyon diizeyleri 2"4A¢T
yontemiyle analiz edilmistir. Bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda miRNA sonuglar

incelenmistir. Bunun igin ilk olarak her bir 6rnekte her bir aday miRNA i¢in ACT degerleri

hesaplanmistir. Ardindan, ACT degerleri gruplar arasinda karsilagtirmali olarak analiz
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edilmistir ve p degerleri hesaplanmistir. Son olarak, gruplar arasinda miRNA periferik kan

diizeyleri agisindan gozlemlenen degisim “fold change” degerleri ile hesaplanmustir.

Kokain bagimlisi olan bireylerden olugsan bagimli grubuna; kokain bagimlilig tedavisi
goren bireylerden olusan tedavi grubuna ve saglikli bireylerden olusan kontrol grubuna ait

periferik kan miRNA ACT degerleri Tablo XVIII’de verilmistir.

Tablo XVIII. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerine ait miRNA ACT degerleri.

miR-9-5p miR-26b-5p miR-132-3p miR-134-5p
Birey No ACT ACT ACT ACT
H1 7,94 -2,19 1,54 6,42
H2 10,145 -0,835 3,165 8,285
H3 11,7725 0,6525 5,2075 8,2375
H4 9,6275 -1,1825 1,9875 6,8675
H5 9,405 -1,775 0,785 4,44
H6 7,5725 -3,0975 -1,2575 2,7925
H7 11,5 0,135 4,6 8,255
H8 12,69 1,46 5,27 8,33
H9 14,18 4,69 6,89 10,09
H10 8,45 -2,185 0,275 2,725
H11 13,1325 3,5025 6,0025 9,7875
H12 12,3375 1,9675 5,3525 9,5075
T1 12,955 3,375 4,725 10,175
T2 12,3525 1,8525 5,5275 9,4675
T3 10,2575 -0,7825 2,4525 6,8225
T4 13,3925 3,5875 6,1425 11,3975
T5 10,82 0,655 3,44 6,785
T6 14,54 3,58 6,985 11,45
T7 13,48 4,425 6,125 9,9
T8 12,3025 3,3425 5,1325 9,8875
T9 12,705 3,315 6,38 9,61
T10 13,1625 4,7275 7,0425 7,5375

T11 14,1225 5,0525 6,5975 9,9775
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K1
K2
K3
K4
K5
K6
K7
K8
K9
K10
K11
K12
K13
K14
K15
K16

9,885
12,0525
11,435
10,3875
12,38
8,99
9,99
13,835
13,17
12,41
10,5525
13,2175
10,7
6,6325
9,995
10,0175

-0,195
1,5725
2,445
-0,9425
0,925
-2,92
-1,24
7,585
51
2,435
-1,0375
2,8675
1,2
-4,2075
-1,485
-1,2225

5,565
6,4875
7,665
5,6475
5
3,11
7,335
12,13
6,865
6,245
4,4225
6,6925
4,425
1,2575
5,455
8,6675

8,435
9,6025
11,495
9,2875

8,755

6,47
9,2
14

12,56

9,585
9,1575

10,3525
8,86
4,1725

8,265

7,2025

H:Hasta (bagiml) grubu; T: Tedavi grubu; K: Kontrol grubu

4.3.1. miR-9-5p ekspresyon analizi

Bagimli grubunun miR-9-5p ACt degerleri ortalamasi 10,73+ 2,18, tedavi grubunun

miR-9-5p ACt degerleri ortalamasi 12,74+1,29 ve kontrol grubunun miR-9-5p ACt degerleri

ortalamas1 10,98+1,84 olarak hesaplanmistir. Bu {i¢ grubun ortalama miRNA ACt degerleri

Tablo XIX’de gosterilmistir. Bagimli grubu, tedavi grubu ve kontrol grubunun miR-9-5p ACt

degerleri i¢in normal dagilima uygun olup olmadigini belirlemek amaciyla Skewness ve

Kurtosis degerleri ile birlikte Shapiro-Wilk testi sonucu incelenmistir. Buna gore, Skewness-

Kurtosis degerleri sirasiyla, bagimli grubunda 0,01-(-1,29); tedavi grubunda (-0,8)-0,26;

kontrol grubunda (-0,52)-0,63 bulunmustur. Shapiro-Wilk testi sonucu bagimli, tedavi ve

kontrol gruplarinda p>0,05 bulundugu i¢in gruplarin miR-9-5p ACt degerleri agisindan

normal dagilim gosterdigi tespit edilmistir.



84

Tablo X1X. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin ortalama miR-9-5p ACt degerleri.

Grup Birey sayisi Ortalama + Standart Sapma
Bagimh 12 10,73+ 2,18
Tedavi 11 12,74 +£ 1,29
Kontrol 16 10,98 + 1,84

Levene testi sonucuna gore anlamlilik degeri 0,05’ten biiyiik oldugu i¢in (p = 0,087)
mMiR-9-5p ACt degerleri agisindan gruplar homojen varyans gostermistir. Tek yonli ANOVA
testi ile bagimli, tedavi ve kontrol gruplar1 arasinda ACt degerleri acgisindan anlamli fark
bulunmustur (F=4,199; p<0.05). Bu farklilik, post-hoc testinde LSD analizi uygulanarak
degerlendirilmistir. Tablo XX incelendiginde, tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda, tedavi
grubu ile bagimli grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken, bagimli grubu ile kontrol grubu
arasinda anlamli farklilik bulunmamistir. miR-9-5p ACT dagilimlarimin kutu grafikleri

(boxplot) Sekil 9°da verilmistir.

Tablo XX. miR-9-5p ACt degerlerinin gruplar arasi karsilagtirma sonuglart.

Karsilastirilan Gruplar p degeri
Tedavi-Kontrol 0,019
Tedavi-Bagimh 0,012

Kontrol-Bagiml 0,723
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Sekil 9: miR-9-5p diizeylerinin ACt degerleri iizerinden karsilastiriimasi.

Bu ¢alismada bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin miR-9-5p ekspresyon
diizeylerindeki kat degisimleri 22T metodu ile hesaplanmistir. Bagimli grubunda miR-9-5p
i¢in ekspresyon diizeyi 2 22“T=2,849; tedavi grubunda miR-9-5p i¢in ekspresyon diizeyi 2 ~
AACT=0,444; kontrol grubunda miR-9-5p i¢in ekspresyon diizeyi 2 “AT= 2433 olarak
hesaplanmistir. Buna gore, ekspresyon diizeyleri bakimindan bagimli grubu degerlerinin
kontrol grubuna gore 1,17 kat arttigi; tedavi grubu degerlerinin kontrol grubuna gore 5,48 kat
azaldigi; tedavi grubu degerlerinin bagimli grubuna gore 6,41 kat azaldig tespit edilmistir.
Bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda miR-9-5p i¢in ekspresyon diizeylerindeki kat degisimi

sonuglart Sekil 10°da gosterilmistir.
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Sekil 10: miR-9-5p bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda kat degisimi (2742¢T).

4.3.2. miR-26b-5p ekspresyon analizi

Bagimli grubunun miR-26b-5p ACt degerleri ortalamasi 0,10+ 2,43, tedavi grubunun
miR-9-5p ACt degerleri ortalamasi 3,01+ 1,77 ve kontrol grubunun miR-26b-5p ACt degerleri
ortalamasi 0,68+2,99 olarak hesaplanmigtir. Bu ii¢ grubun ortalama ACt degerleri Tablo
XXTI’de gosterilmistir. Bagimli grubu, tedavi grubu ve kontrol grubunun miR-26b-5p ACt
degerleri i¢in normal dagilima uygun olup olmadigni belirlemek amaciyla Skewness ve
Kurtosis degerleri ile birlikte Shapiro-Wilk testi sonucu incelenmistir. Buna gore, Skewness-
Kurtosis degerleri sirasiyla, bagimli grubunda 0,61-(-0,56); tedavi grubunda (-1,15)-0,86;
kontrol grubunda 0,68-0,63 bulunmustur. Shapiro-Wilk testi sonucu bagiml, tedavi ve
kontrol gruplarinda p>0,05 bulundugu i¢in gruplarin miR-26b-5p ACt degerleri agisindan

normal dagilim gosterdigi tespit edilmistir.
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Tablo XXI. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin ortalama miR-26b-5p ACt
degerleri.

Grup Birey sayis1 Ortalama+ Standart Sapma
Bagimh 12 0,10+ 2,43

Tedavi 11 3,01+1,77
Kontrol 16 0,68 +2,99

Levene testi sonucuna gore anlamlilik degeri 0,05’ten biiylik oldugu i¢in (p= 0,228)
miR-26b-5p ACt degerleri agisindan gruplar homojen varyans gostermistir. Tek yonlii
ANOVA testi ile bagimli, tedavi ve kontrol gruplart arasinda ACt degerleri agisindan anlaml
fark bulunmustur (F=4,288; p<0.05). Bu farklilik, post-hoc testinde LSD analizi uygulanarak
degerlendirilmistir. Tablo XXII incelendiginde, tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda,
tedavi grubu ile bagimli grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken, bagimli grubu ile kontrol
grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamistir. miR-26b-5p ACT dagilimlarinin kutu

grafikleri (boxplot) Sekil 11°de verilmistir.

Tablo XXII. miR-26b-5p ACt degerlerinin gruplar arasi karsilastirma sonuglari.

Karsilastirilan Gruplar p degeri
Tedavi-Kontrol 0,024
Tedavi-Bagimh 0,009

Kontrol-Bagiml 0,549
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Sekil 11: miR-26b-5p diizeylerinin ACt degerleri tizerinden karsilastirilmasi.

Bu calismada bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin miR-26b-5p ekspresyon

diizeylerindeki kat degisimleri 24A¢T

metodu ile hesaplanmistir. Bagimli grubunda miR-26b-
S5p icin ekspresyon diizeyi 2724“T= 2,296; tedavi grubunda miR-26b-5p icin ekspresyon
diizeyi 2 #4T= 0,293; kontrol grubunda miR-26b-5p icin ekspresyon diizeyi 2 24“T= 2,541
olarak hesaplanmistir. Buna gore, ekspresyon diizeyleri bakimindan bagimli grubu
degerlerinin kontrol grubuna gore 1,11 kat azaldigi; tedavi grubu degerlerinin kontrol grubuna
gore 8,68 kat azaldigi; tedavi grubu degerlerinin bagimli grubuna gore 7,84 kat azaldigi tespit

edilmistir. Bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda miR-26b-5p i¢in ekspresyon diizeylerindeki

kat degisimi sonuglar1 Sekil 12°de gosterilmistir.
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Sekil 12: miR-26b-5p bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda kat degisimi (2722¢T).

4.3.3. miR-132-3p ekspresyon analizi

Bagimli grubunun miR-132-3p ACt degerleri ortalamasi 3,32+2,61, tedavi grubunun
miR-132-3p ACt degerleri ortalamas1 5,50+1,47 ve kontrol grubunun miR-132-3p ACt
degerleri ortalamasi 6,06+2,42 olarak hesaplanmistir. Bu {i¢ grubun ortalama ACt degerleri
Tablo XXIII’de gosterilmistir. Bagimli grubu, tedavi grubu ve kontrol grubunun miR-132-3p
ACt degerleri i¢in normal dagilima uygun olup olmadigini belirlemek amaciyla Skewness ve
Kurtosis degerleri ile birlikte Shapiro-Wilk testi sonucu incelenmistir. Buna gore, Skewness-
Kurtosis degerleri sirasiyla, bagimli grubunda -0,36-(-1,16); tedavi grubunda (-1,09)- 0,46;
kontrol grubunda (0,54)- 2,17 bulunmustur. Shapiro-Wilk testi sonucu bagimli, tedavi ve
kontrol gruplarinda p>0,05 bulundugu icin gruplarin miR-132-3p ACt degerleri agisindan

normal dagilim gosterdigi tespit edilmistir.
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Tablo XXIIl. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin ortalama miR-132-3p ACt
degerleri.

Grup Birey sayis1 Ortalama + Standart Sapma
Bagimh 12 3,32+ 2,61

Tedavi 11 5,50+ 1,47
Kontrol 16 6,06 +2,42

Levene testi sonucuna gore anlamlilik degeri 0,05’ten biiyiik oldugu i¢in (p = 0,158)
miR-132-3p ACt degerleri agisindan gruplar homojen varyans gostermistir. Tek yonlii
ANOVA testi ile bagimli, tedavi ve kontrol gruplart arasinda ACt degerleri agisindan anlaml
fark bulunmustur (F=5,328; p<0.05). Bu farklilik, post-hoc testinde LSD analizi uygulanarak
degerlendirilmistir. Tablo XXIV incelendiginde, kontrol grubu ile bagimli grubu arasinda,
tedavi grubu ile bagimli grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken, tedavi grubu ile kontrol
grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamistir. miR-132-3p ACT dagilimlarmin kutu

grafikleri (boxplot) Sekil 13°de verilmistir.

Tablo XXIV. miR-132-3p ACt degerlerinin gruplar arasi karsilagtirma sonuglari.

Karsilastirilan Gruplar p degeri
Kontrol-Bagimh 0,003
Tedavi-Bagimh 0,026

Kontrol-Tedavi 0,534
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Sekil 13: miR-132-3p diizeylerinin ACt degerleri tizerinden karsilastirilmasi.

Bu calismada bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin miR-132-3p ekspresyon

2"84CT metodu ile hesaplanmustir. Bagimli grubunda miR-132-

diizeylerindeki kat degisimleri
3p igin ekspresyon diizeyi 2 4“T= 13,692; tedavi grubunda miR-132-3p i¢in ekspresyon
diizeyi 2 22“T=1,379; kontrol grubunda miR-132-3p i¢in ekspresyon diizeyi 2 22“T= 1,721
olarak hesaplanmistir. Buna gore, ekspresyon diizeyleri bakimindan bagimli grubu
degerlerinin kontrol grubuna gore 7,96 kat arttig1; tedavi grubu degerlerinin kontrol grubuna
gore 1,25 kat azaldigi; tedavi grubu degerlerinin bagimli grubuna gore 9,93 kat azaldig: tespit

edilmistir. Bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda miR-132-3p icin ekspresyon diizeylerindeki

kat degisimi sonuglar1 Sekil 14’te gosterilmistir.
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Sekil 14: miR-132-3p bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda kat degisimi (2722¢T).

4.3.4. miR-134-5p ekspresyon analizi

Bagimli grubunun miR-134-5p ACt degerleri ortalamasi 7,14+2,57, tedavi grubunun
miR-134-5p ACt degerleri ortalamasi 9,36+1,63 ve kontrol grubunun miR-134-5p ACt
degerleri ortalamasi 9,21+2,31 olarak hesaplanmistir. Bu {i¢ grubun ortalama ACt degerleri
Tablo XXV’de gosterilmistir. Bagimli grubu, tedavi grubu ve kontrol grubunun miR-134-5p
ACt degerleri i¢in normal dagilima uygun olup olmadigini belirlemek amaciyla Skewness ve
Kurtosis degerleri ile birlikte Shapiro-Wilk testi sonucu incelenmistir. Buna gére, Skewness-
Kurtosis degerleri sirasiyla, bagimli grubunda -0,81-(-0,59); tedavi grubunda (-0,60)- (-0,70);
kontrol grubunda (0,02)-1,22 bulunmustur. Shapiro-Wilk testi sonucu bagimli, tedavi ve
kontrol gruplarinda p>0,05 bulundugu i¢in gruplarin miR-134-5p ACt degerleri agisindan

normal dagilim gosterdigi tespit edilmistir.



93

Tablo XXV. Bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin ortalama miR-134-3p ACt
degerleri.

Grup Birey sayis1 Ortalama + Standart Sapma
Bagimh 12 7,14 + 2,57

Tedavi 11 9,36 +1,63
Kontrol 16 9,21+2,31

Levene testi sonucuna gore anlamlilik degeri 0,05’ten biiylik oldugu icin (p = 0,373)
miR-132-3p ACt degerleri agisindan gruplar homojen varyans gostermistir. Tek yonlii
ANOVA testi ile bagimli, tedavi ve kontrol gruplart arasinda ACt degerleri agisindan anlaml
fark bulunmustur (F=3,802; p<0.05). Bu farklilik, post-hoc testinde LSD analizi uygulanarak
degerlendirilmistir. Tablo XXVI incelendiginde, kontrol grubu ile bagimli grubu arasinda,
tedavi grubu ile bagimli grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken, tedavi grubu ile kontrol
grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamistir. miR-134-5p ACT dagilimlarmin kutu

grafikleri (boxplot) Sekil 15°te verilmistir.

Tablo XXVI. miR-134-5p ACt degerlerinin gruplar arasi karsilagtirma sonuglari.

Karsilastirilan Gruplar p degeri
Kontrol-Bagimh 0,020
Tedavi-Bagimh 0,023

Tedavi- Kontrol 0,863




94

12,50 Q

| i

T
2
=
W
& 7,50 l l
5,00 14
o
2,50
[ | |
Kontrol Bagml Tedawn

Grup

Sekil 15: miR-134-5p diizeylerinin ACt degerleri lizerinden karsilastirilmasi.

Bu c¢alismada bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin miR-134-5p ekspresyon
diizeylerindeki kat degisimleri 2"2A¢T metodu ile hesaplanmistir. Bagimli grubunda miR-134-
5p igin ekspresyon diizeyi 2 22“T= 18,698; tedavi grubunda miR-134-5p i¢in ekspresyon
diizeyi 2 #2¢T= 1,654; kontrol grubunda miR-134-5p icin ekspresyon diizeyi 2 24¢T=" 3,452
olarak hesaplanmistir. Buna gore, ekspresyon diizeyleri bakimindan bagmli grubu
degerlerinin kontrol grubuna gore 5,42 kat arttig1; tedavi grubu degerlerinin kontrol grubuna
gore 2,09 kat azaldigi; tedavi grubu degerlerinin bagimli grubuna gore 11,31 kat azaldig
tespit edilmistir. Bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda miR-134-5p i¢in ekspresyon

diizeylerindeki kat degisimi sonuglar1 Sekil 16’da gosterilmistir.
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Sekil 16: miR-134-5p bagimli, tedavi ve kontrol gruplarinda kat degisimi (2722¢T).

4.4. Klinik Ozelliklerin miRNA Ekspresyonlari ile Korelasyon Analizi

Bu caligmada bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerine ait klinik 6zelliklerin aday
miRNA’lar olarak segilen miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve miR-134-5p’nin ACt
degerleri ile korelasyonu incelenmistir. Normal dagilim gosteren gruplarda Pearson
korelasyon analizi, normal dagilim gdstermeyen gruplarda Spearman korelasyon analizi

yapilmugtir.

4.4.1. miRNA ekspresyonlarinin yas ile iliskisi

Bu caligmaya dahil edilen bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerinin yaslar1 ile miR-
9-5p, mIiR-26b-5p, mMIiR-132-3p ve mIiR-134-5p’nin ACt degerleri arasindaki iliski
degerlendirilmistir. Bagimli grubunda yas ile miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve miR-
134-5p’nin ACt degerleri arasinda korelasyon saptanmamistir (p>0.05). Tedavi grubunda yas
ile miR-9-5p, miR-26b-5p, MiR-132-3p ve miR-134-5p’nin ACt degerleri arasinda korelasyon
saptanmamustir (p>0.05). Kontrol grubunda yas ile miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve

mMiR-134-5p’nin ACt degerleri arasinda korelasyon saptanmamistir (p>0.05). Bagimli, tedavi
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ve kontrol grubu bireylerinin yaslar1 ile miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve miR-134-
5p’nin ACt degerleri arasindaki iliski sirasiyla, TabloXXVII, Tablo XXVIII ve Tablo

XXI1X’de gosterilmistir.

Tablo XXVII. Bagimli grubunda miRNA ekspresyonlarinin yas ile iliskisi.

Bagimhi Grubu miR-9-5p miR-26b-5p miR-132-3p miR-134-5p
r -0,79 -0,60 -0,104 -0,095
Yas p 0,808 0,852 0,748 0,770
n 12 12 12 12

Pearson korelasyon testi uygulanmistir. r= Korelasyon katsayisi, n=Birey sayisi

Tablo XXVIII. Tedavi grubunda miRNA ekspresyonlarinin yas ile iliskisi.

Tedavi Grubu miR-9-5p miR-26b-5p miR-132-3p miR-134-5p
r -0,173 -0,251 0,100 -0,251
Yas p 0,611 0,457 0,769 0,457
n 11 11 11 11

Spearman korelasyon testi uygulanmistir. r= Korelasyon katsayisi, n=Birey sayisi

Tablo XXIX. Kontrol grubunda miRNA ekspresyonlarinin yas ile iligkisi.

Kontrol Grubu miR-9-5p miR-26b-5p miR-132-3p miR-134-5p
r -0,379 -0,336 0,101 -0,255
Yas p 0,148 0,203 0,710 0,341
n 16 16 16 16

Spearman korelasyon testi uygulanmstir. r= Korelasyon katsayisi, n=Birey sayis1

4.4.2. Madde kullanim oykiilerinin miRNA ekspresyonlari ile korelasyonu

miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve miR-134-5p ekspresyonu (ACt degerleri) ile

bagimli ve tedavi gruplarina dahil edilen bireylerin bazi klinikopatolojik faktorleri arasindaki
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iliski Spearman korelasyonu ile analiz edilmistir. Tablo XXX’de gosterildigi gibi, bagimli
grubunda miR-9-5p, miR-26b-5p, MiR-132-3p ve mMIiR-134-5p ekspresyonu ile kullanim
stiresi, ginliik doz, kullanilan kokain tiirti, kullanim sikligi, en son kullanim o&zellikleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon tespit edilmemistir (p>0.05). Tablo
XXXI’de gosterildigi gibi, tedavi grubunda miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve miR-134-
5p ekspresyonu ile kullanim siiresi, giinliik doz, kullanilan kokain tiirii, kullanim siklig1, en
son kullanim 6zellikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon tespit edilmemistir

(p>0.05).

Tablo XXX. Bagimli grubunda madde kullanim Oykiilerinin miRNA ekspresyonlari ile
korelasyonu.

miR-9-5p miR-26b-5p miR-132-3p miR-134-5p

Ozellikler r D r 0 v 0 ” 0
Kullanim siiresi 0,163 0,613 0,285 0,565 0,200 0,533 0,241 0,451
(ay)

Giinliik doz (g) -0,226 0,481 -0,183 0,569 -0,140 0,664 -0,226 0,481
Kullanilan 0,256 0,422 0256 0422 0,256 0422 0,307 0,331

kokain tiirii

Kullanim sikhgr  -0,418 0,176 -0,418 0,176 -0,418 0,176 -0,307 0,332
En son kullanom 0,267 0,402 0,293 0,355 0,369 0,237 0,293 0,355
(giin)

Detoksifikasyon 0,177 0,581 0,177 0,581 0,118 0,714 0,059 0,855
sikhig

Spearman korelasyon testi uygulanmistir. r= Korelasyon katsayisi
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Tablo XXXI. Tedavi grubunda madde kullanim Oykiilerinin miRNA ekspresyonlari ile
korelasyonu.

miR-9-5p miR-26b-5p miR-132-3p miR-134-5p

Ozellikler r D r p r p r D
Kullamm siiresi 0,358 0,279 -0,224 0,507 0,378 0,252 -0,224 0,507
(ay)

Giinlik doz (g) 0472 0,142 0573 0065 0472 0142 0503 0,115
Kullanilan -0,400 0,223 -0,400 0,223 -0,400 0423 -0500 0,117

kokain tiirii
Kullanim sikhig1 0,194 0,568 0,323 0,333 0,194 0,568 0,065 0,850
En son kullanom 0,368 0,266 0,270 0,422 0,216 0,524 0,338 0,309

(giin)
Detoksifikasyon -0,478 0,137 -0,598 0,052 -0,418 0,200 -0,239 0,479
sikhig1

Spearman korelasyon testi uygulanmistir. r= Korelasyon katsayisi

4.5. miRNA’larin ROC Degerlendirmesi

Calismada miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve miR-134-5p miRNA’larinin kokain
bagimhiliginda tani i¢in uygunlugunu degerlendirmek ve yapilan miRNA ekspresyon
analizleri sonucu elde edilen verilerin dogrulugunu tanimlamak amactyla ROC egrisi analizi

yapilmistir.

4.5.1. mir-9-5p ROC degerlendirmesi

miR-9-5p’nin  ACt degeri kontrol grubu ile Kkarsilagtirildiginda, tedavi grubunda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmigtir. Bu anlamliliktan yola ¢ikarak miR-9-5p i¢in
tedavi grubunda yapilan ROC egrisi analizlerinin sonuglar1 Tablo XXXII’de gosterilmistir.
miR-9-5p i¢in tedavi grubunda AUC degeri 0,789 (%95 Giiven Araligi (GA): 0,644-0,934;
p=0,005) ve cut off degeri 12,3450°de, duyarhilik % 72,7 ve ozgiillik % 71,4 olarak
hesaplanmistir. Buna gore, yapilan ROC analizi miR-9-5p i¢in tedavi grubunda istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (Sekil 17).
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Tablo XXXII. miR-9-5p i¢in Kontrol-Tedavi gruplari karsilastirilmasinda tedavi grubunda
ROC egrisi Sonuglari.

% 95 p degeri
Grup Cut off Dllyal'llllk OZgllllllk AUC Giiven
Arahgi

miR-9-5p  Tedavi 12,3450 72,7 71,4 0,789  0,644- p=0,005

0,934

ROC Egrisi

Duyarhhk

I I
0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 - Ozgiilliik

Sekil 17: Kontrol-Tedavi gruplari karsilastiriimasinda tedavi grubunda miR-9-5p’nin ROC
analizi.

miR-9-5p’nin ACt degerleri i¢in bagimli grubu ile karsilastirildiginda, tedavi grubunda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmigtir. Bu iki grup i¢in yapilan ROC analizleri
Tablo XXXIII’de gosterilmistir. miR-9-5p i¢in tedavi grubunda AUC degeri 0,789 (%95

Giiven Aralig1 (GA): 0,644-0,934; p=0,005) ve cut off degeri 12,3450°de, duyarlilik % 72,7
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ve Ozgiillik % 71,4 olarak hesaplanmistir. Buna gore, yapilan ROC analizi miR-9-5p i¢in

tedavi grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 18).

Tablo XXXIII. miR-9-5p i¢in Bagimli-Tedavi gruplar karsilastirilmasinda tedavi grubunda
ROC egrisi Sonuglari.

% 95 Giiven p degeri

Cutoff  Duyarhhk Ozgiilliik AUC Arahg
miR-9-5p 12,3450 72,7 75 0,795 0,608-0,983 p=0,016
L ROC Egrisi
0,8
E 0,6
&
2 |
A
0,4
0,2
0,0 | | | T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Ozgiilliik

Sekil 18: Bagimli-Tedavi gruplar karsilastiriimasinda tedavi grubunda miR-9-5p’nin ROC
analizi.

4.5.2. mir-26b-5p ROC degerlendirmesi
mMiR-26b-5p’nin ACt degeri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, tedavi grubunda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Bu anlamliliktan yola ¢ikarak miR-26-5p



101

icin tedavi grubunda yapilan ROC egrisi analizlerinin sonuglar1 Tablo XXXIV’de
gosterilmistir. miR-26-5p icin tedavi grubunda AUC degeri 0,805 (%95 Giiven Araligi (GA):
0,664-0,946; p=0,003) ve cut off degeri 1,9100°de, duyarlilik % 72,7 ve 6zgiillik % 71,4
olarak hesaplanmistir. Buna goére, yapilan ROC analizi miR-26-5p i¢in tedavi grubunda

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 19).

Tablo XXXIV. miR-26-5p i¢in Kontrol-Tedavi gruplar1 karsilastirilmasinda tedavi grubunda
ROC egrisi Sonuglari.

% 95 p degeri
Grup Cutoff Duyarhhk Ozgiilliik AUC Giiven

Arah@
miR-26b-5p  Tedavi  1,9100 72,7 71,4 0,805 0,664- p=0,003

0,946

o ROC Egrisi

0,87

EU,S—

g

=

a

0,4

0,27

0.0 | T | |

0,0 0.z 04 0.6 08 1,0

1 - Ozgiillitkk

Sekil 19: Kontrol-Tedavi gruplari karsilastirllmasinda tedavi grubunda miR-26b-5p’nin ROC
analizi.



102

MiR-26-5p’nin ACt degerleri igin bagimli grubu ile karsilastirildiginda, tedavi
grubunda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Bu iki grup icin yapilan ROC
analizleri Tablo XXXV de gosterilmistir. miR-26-5p i¢in tedavi grubunda AUC degeri 0,833
(%95 Giiven Aralig1 (GA): 0,663-1,000; p=0,007) ve cut off degeri 1,9100°de, duyarlilik %
72,7 ve 6zgiilliik % 75 olarak hesaplanmistir. Buna gore, yapilan ROC analizi miR-26-5p i¢in

tedavi grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 20).

Tablo XXXV. miR-26b-5p i¢in Bagimli-Tedavi gruplari karsilastiriimasinda tedavi grubunda
ROC egrisi Sonuglari.

% 95 Giiven  p degeri

Cut off Duyarhhk Ozgiilliik AUC Arahgi
miR-26b-5p  1,9100 72,7 75 0,833 0,663-1,000 p=0,007

o ROC Egrisi

0,8
E 0,6
g
=5
A

0,47

0,27

0.0 | T | |

0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

1 - Ozgiilliikk

Sekil 20: Bagimli-Tedavi gruplar karsilastirilmasinda tedavi grubunda miR-26b-5p’nin ROC
analizi.
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4.5.3. mir-132-3p ROC degerlendirmesi

miR-132-3p’nin ACt degeri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, bagimli grubunda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Bu anlamliliktan yola ¢ikarak miR-132-3p
icin bagimmli grubunda yapilan ROC egrisi analizlerinin sonuglar1 Tablo XXXVI’de
gosterilmistir. miR-132-3p i¢in bagimhi grubunda AUC degeri 0,778 (%95 Giiven Aralig1
(GA): 0,620-0,936; p=0,006) ve cut off degeri 5,4038’de, duyarlilik % 88,3 ve ozgiillik %
66,7 olarak hesaplanmistir. Buna gore, yapilan ROC analizi miR-132-3p ig¢in bagimh

grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 21).

Tablo XXXVI. miR-132-3p i¢in Kontrol-Bagimli gruplar1 karsilastirilmasinda bagimli
grubunda ROC egrisi Sonuglart.

% 95 p
Grup  Cutoff Duyarhhk Ozgiilliik AUC Giiven degeri
Arah@

miR-132-3p Bagimli  5,4038 88,3 66,7 0,778 0,620-0,936 p=0,006
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ROC Egrisi
1.0
0.8
E 0,6
= ]
g
=
0,4
0,24
0,0 | T | T
0,0 0.2 0.4 0,6 0.8 1.0
1 - Ozgiillikk

Sekil 21: Kontrol-Bagimli gruplari karsilastirilmasinda bagimli grubunda miR-132-3p’nin
ROC analizi.

mMiR-132-3p’nin ACt degerleri ig¢in bagimli grubu ile karsilagtirildiginda, tedavi
grubunda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Bu iki grup i¢in yapilan ROC
analizleri Tablo XXXVII’de gosterilmistir. miR-132-3p i¢in tedavi grubunda AUC degeri
0,780 (%95 Giiven Araligt (GA): 0,590-0,971; p=0,023) ve cut off degeri 5,2388’de,
duyarlilik % 63,6 ve 6zgiilliikk % 66,7 olarak hesaplanmistir. Buna gore, yapilan ROC analizi

miR-132-3p i¢in tedavi grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 22).
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Tablo XXXVII. miR-132-3p i¢in Bagimli-Tedavi gruplar1 karsilastirilmasinda tedavi
grubunda ROC egrisi Sonuglari.

Cutoff  Duyarhli Ogzgiillik AUC % 95 Giiven  p degeri

(%) (%) Arahg
miR-132-3p  5,2388 63,6 66,7 0,780 0,590-0,971 p=0,023
o ROC Egrisi
0,84
% 0,6
2
=
a
0,4—
0,27
0,0 | I | I
0,0 0.z 0.4 0,6 0.3 1,0

1 - Ozgiilliik

Sekil 22: Bagimli-Tedavi gruplar karsilagtirilmasinda tedavi grubunda miR-132-3p’nin ROC
analizi.

4.5.4. mir-134-5p ROC degerlendirmesi

miR-134-5p’nin ACt degerleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, bagimli grubunda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Bu anlamliliktan yola ¢ikarak miR-134-5p
icin bagimli grubunda yapilan ROC egrisi analizlerinin sonuglart Tablo XXXXVIII’de

gosterilmistir. miR-134-5p i¢in bagimli grubunda AUC degeri 0,744 (%95 Giiven Araligi
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(GA): 0,577-0,911; p=0,016) ve cut off degeri 8,3825°de, duyarlilik % 75 ve 6zgilliik % 25,9
olarak hesaplanmistir. Buna gore, yapilan ROC analizi miR-134-5p i¢in bagimli grubunda

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 23).

Tablo XXXVIII. miR-134-5p i¢in Kontrol-Bagimli gruplar1 karsilastirilmasinda Bagimli
grubunda ROC egrisi Sonuglari.

%95  p degeri
Grup Cut off Dllyal'llllk OZgllllllk AUC Giiven

Arahgi
miR-134-5p Bagimli  8,3825 75 25,9 0,744 0,577- p=0,016
0,911
Lo ROC Egrisi
0,8
% 0,61
B
g
a
0,4
0,2
0.0 | T | I
0,0 0,2 0,4 0.6 0,8 1,0
1 - Ozgiilliik

Sekil 23: Kontrol-Bagimli gruplar1 karsilastirilmasinda bagimli grubunda miR-134-5p’nin
ROC analizi.
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miR-134-5p’nin  ACt degerleri i¢in bagimli grubu ile karsilastirildiginda, tedavi
grubunda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Bu iki grup ig¢in yapilan ROC
analizleri Tablo XXXIX’de gosterilmistir. miR-134-5p i¢in tedavi grubunda AUC degeri
0,765 (%95 Giiven Araligt (GA): 0,566-0,964; p=0,031) ve cut off degeri 8,8898’de,
duyarlilik % 72,7 ve ozgiilliik % 75 olarak hesaplanmistir. Buna gore, yapilan ROC analizi

miR-134-5p i¢in tedavi grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 24).

Tablo XXXIX. miR-134-5p i¢in Bagimli-Tedavi gruplar1 Kkarsilastirlmasinda Tedavi
grubunda ROC egrisi Sonuglari.

Cutoff  Duyarhli Ozgiillik AUC % 95 Giiven  p degeri
(%) (%) Arahgi

miR-134-5p  8,8898 72,7 75 0,765 0,566-0,964 p=0,031
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ROC Egrisi
1.0
0.8
% 0.6
B
=
]
0,4
0,0
0,0 | T | T
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
1 - Ozgiillitk

Sekil 24: Bagimli-Tedavi gruplar karsilastirilmasinda tedavi grubunda miR-134-5p’nin ROC
analizi.

4.6. Tedavi Oncesi ve Tedavi Sonrast miRNA Ekspresyon Degisiminin Tedavi Uzerine
Olan Etkisi

Bu ¢aligmada, bagimli ve tedavi gruplarinda aday miRNA’larin tedaviden 6nce ve sonra
miRNA ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. Ancak, bu calismada tedavi grubuna dahil
edilen bireylerin biiyiik ¢ogunlugunu (%90,9), Anatolia Klinigi’'nde halihazirda kokain
bagimlilig1 tedavisi gérmekte olan bireylerin olusturmasi nedeniyle, ayni bagimli olan hasta
bir bireyin tedavi Oncesi ve sonrasi olacak sekilde miRNA ekspresyon diizeyleri agisindan
karsilagtirmalar1 yapilamamistir. Bunun yerine, gruplar arasinda olacak sekilde karsilagtirma

yapilmistir. Bu baglamda, bagimli hasta bir bireye uygulanan bagimlilik tedavisinde
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kullanilan tedavi araci ve yonteminin, tedavi sonrast miRNA ekspresyon diizeyinin degisimi

izerine olan etkisi degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA
NCRNA’lar arasinda en ¢ok arastirilan ve en etkili olanlar miRNA’lardir. Beyinde,
eksprese olan birgok miRNA bulunmaktadir (66). Kokaine maruz kalma, beyindeki birgok
bolgede miRNA ekspresyonunu oOnemli Ol¢iide degistirmektedir (112,113). Literatiirde
yapilan bir¢ok ¢alismada, kemirgenlerde kokain maruziyetinin beynin bir¢ok bdlgesindeki
miRNA ekspresyon diizeyini degistirdigi (artis/azalis) bildirilmistir. Ornegin bu
miRNA’lardan bazilar1 sunlardir: miR-9, miR-19, miR-26, miR-34, miR-124, miR-132, miR-

134, miR-135, miR-181, miR-183, miR-212, miR-375, miR-449 ve Let-7d (8).

Cogu epigenetik modifikasyonlar dokuya 6zgilidiir ve bagimlilik durumunda epigenetik
sapmalar1 tanimlamak i¢in, canli denekler iizerinde beyinde meydana gelen degisikliklerin
aydinlatilmasinda, beyin dokusu ile calisma sartlart sinirlidir (106). Uluslararasi literatiirde
kokain bagimliligi alaninda yapilan arastirmalarin cogu genellikle deney hayvanlarinda
gerceklestirilmistir ve son yillarda ozellikle insan post-mortem beyin  dokular
kullanilmaktadir (76). Benzer calismalarin dogrudan kokain bagimlilarinin canli beyin
dokusunda yapilmasi su anda miimkiin degildir (114). Uluslararasi literatiirde yakin zamanda
yapilan ii¢ ayr1 ¢calismada sirastyla kokain, eroin ve metamfetamin kullanim bozukluklarinda
MiRNA’larin periferik profilleri arastirilmistir (8,9,26). Ancak iilkemizde, insanlarda periferik
miRNA diizeylerinde kokain kullanim bozuklugunun etkisini arastirmak i¢in herhangi bir
calisma yapilmadig: tespit edilmistir. Bu ¢aligmada, daha once kokain kullanimina bagl
olarak bagimli kemirgen beyin dokusu ve insan post-mortem beyin dokusunda ekspresyon
diizeyi degisikligi gozlenen bazt miRNA (miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve miR-134-
5p)’larin, ilkemizde kokain kullanim bozuklugu olan erkek bireylerin periferik kaninda

ekspresyon analizleri yapilmstir.

Yas; cinsiyet, 1k, etnik koken ve bir bireyin beslenme durumundan etkilenir. Cinsiyet

faktorii, epigenetik profillerdeki bireylerarasi farkliligi etkileyebilir (115). Protein kodlayan
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ve kodlamayan RNA’lar, X ve Y kromozomlar1 dahil tiim insan kromozomlarinda
tanimlanmistir. 27 protein kodlayan genin yani sira, insan Y kromozomunun erkege 6zgi
bolgesi bir dizi miRNA igcermektedir (116). ncRNA’larin her yasta cinsiyete gore ekspresyon
diizeylerinde degisiklikler gozlenebilir, ¢linkii yas, cinsiyete gore ¢ok daha fazla degisken
icerir. Ornegin, insan X kromozomunun, insan genomunda simdiye kadar tespit edilen tiim
miRNA’larin %10’unu i¢cermesi, kadinlarin, erkeklerden daha biiyiik bir miRNA makinesiyle
donatilmis oldugunu gosterir. Bu durum, cinsiyete 6zgii fenotiplerde gii¢lii bir miRNA
katilim1 ve patojenetik mekanizmalarda ve/veya patolojik tepkilerde bazi farkliliklar oldugunu
gostermektedir (115). Literatirde madde kullanim bozukluklariyla iliskili spesifik
miRNA’lar1 arastiran calismalarda, ornek gruplara tek cinsiyetin dahil edildigi dikkat
cekmistir. Ornegin, Viola vd. (2019) yaptig1 ¢alismada, kokain kullanim bozuklugu olan
kadin hastalar ve saglikli kadin bireyler arasinda 3 aday miRNA (miR-124, miR-181 ve miR-
212)’nin kan ekspresyon seviyelerini karsilastirmistir. Arastirmacilar, literatiirde daha
onceden yapilmis klinik calismalarda; 1) kadinlarin kokain kullanimina erkeklerden daha
erken yaslarda baglamasi ii) kadin hastalarin, tedavi olmak iizere basvuran erkek hastalardan
daha yiiksek miktarlarda kokain tiikketmesinin rapor edilmesi, iii) kadinlarin erkeklere gore
kokaine daha yliksek agserme ve yoksunluk belirtileri gdsterdiginin bildirilmesi, iv) kadinlarda
erkeklere gore ¢oklu madde kdtiiye kullaniminda artis oldugu ve bu nedenle, kadinlarin CUD
gelistirmeye daha yatkin olduklarinin bildirilmesi sonuglarina dayanarak CUD’li kadin

hastalara odaklanmistir (8).

Madde kullaniminin yas, cinsiyet, itk vb. belirleyicilere gore degisiklik gdstermesi;
cinsiyet farkliliklarinin, madde kullaniminin baslamasini ve siirdiiriilmesini etkileyen en
onemli faktorlerden biri olmasi; madde kullaniminin cinsiyet agisindan ele aldiginda kadin ile
erkek arasindaki yapisal degisikliklerin, kadin ve erkek arasindaki madde kullanim oranlar1 ve

bicimini etkilemesi nedeniyle; literatiirde yapilan aragtirmalarda 6rnek gruplarinin cinsiyet
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yoniinden uyumlu olmasi, yasa gore eslesmesi, yasa gore alt gruplara ayrilmasi veya yasa

gore ayarlanmasi gerektigi vurgulanmaktadir (117).

Balikli Rum Hastanesi Anatolia Klinigi’ne kokain bagimlisi olan ve tedavi olmak {izere
basvuran bireylerin ¢ogunlugunun erkek bireylerden olustugu; bununla birlikte kadin bireyler
arasinda yalnizca kokain kullananlarin oranmin daha az oldugu ve bu kadin kokain

kullanicilarinda ¢oklu madde kétiiye kullaniminin daha sik goriildiigii belirtilmektedir.

Homojenlik 6rneklem biiytlikliigiinii etkileyen onemli bir degiskendir ve miRNA
biyobelirte¢ analizlerinin yas ve cinsiyete gore ayarlanmasi gerektigi aciktir (116).
Dolayistyla, cinsiyet parametresinin herhangi bir karisikliga neden olmamasi acisindan bu
calismaya yalnizca erkek bireyler dahil edilmistir. Ayrica, iilkemiz dahil olmak iizere diinya
genelinde erkek kokain kullanicilart oranmin kadinlara kiyasla daha yiiksek olmasi,
bagimlilik tedavisi goren erkek bireylerin oraninin kadinlara kiyasla daha yiiksek olmasi,
madde bagimlilig: ile iligkili 6limlerde erkeklerin oraninin kadinlara kiyasla daha yiiksek

olmasi, bu ¢alismaya yalnizca erkek bireylerin dahil edilmesinin diger nedenleridir.

Literatiirde kokain kotiiye kullaniminin gelismesinde o6zellikle kadin ve erkek
bireylerdeki farkliliklar ile ilgili molekiiler aragtirma eksikliginin oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada Ornek gruplara yalnizca erkek bireylerin dahil edilerek elde edilen sonuclar ile
aragtirmalarma yalnizca CUD olan kadin bireyleri ve CUD tedavisi goren kadin bireyleri
dahil eden Viola ve ark. (2019) yaptig1 ¢alisma karsilastirilabilir nitelik gostermektedir. Bu
baglamda, bu calisma ile cinsiyete dayali madde kotiiye kullanim bozuklarinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar hakkindaki eksikligin giderilecek olmasi, cinsiyete dayali
bagimliligin temelinin agiga ¢ikarilmasi ve gelecekte cinsiyete 6zgii tedavi yaklasimlarinin

gelistirilmesi i¢in biiylik 6nem arz etmektedir.
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Bu ¢alismaya, kokain bagimlilig1 patolojisinde rol oynayabilecek aday miRNA’larin
ekpresyon diizeylerindeki degisimi saptayabilmek i¢in bagimli grubuna 12 erkek birey,
bagimlilik tedavisi géren gruba 11 erkek birey ve kontrol grubuna 16 saglikli erkek birey
dahil edilmistir. Calismada bu 3 gruba dahil edilen bireylerin klinik o6zellikleri
degerlendirildiginde, yas degiskeni agisindan bagimli grubu ile tedavi grubu arasinda anlamli
farklilik bulunmazken (p>0,05); bagimli grubu ile kontrol grubu arasinda ve tedavi grubu ile

kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05).

Boy degerleri acisindan bagimli, tedavi ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark
bulunmamistir (p>0.05). Kilo degiskeni acisindan bagimli grubu ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark bulunurken (p<0.05); tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda ve bagimlh
grubu ile tedavi grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05). BMI degiskeni
acisindan bagimli grubu ile kontrol grubu arasinda, tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark bulunurken (p<0.05); bagimli grubu ile tedavi grubu arasinda anlamli farklilik

bulunmamaistir (p>0,05).

5.1. miR-9-5p

miR-9, sineklerden insanlara kadar yiiksek oranda korunur ve beyinde yiiksek derecede
eksprese edilir. Insanlarda, olgun miR-9, tiiretildikleri 6ncii miRNA’nin ucuna (5’ veya 3°)
gore adlandirilan hem miR-9-5p hem de miR-9-3p’yi igerir. miR-9 yetiskin beyninin
hipokampiis gibi norojenik bolgelerinde ve ndral prekiirsor hiicrelerinde yiiksek derecede
eksprese edilen bir miRNA’dir (118). Cabana-Dominguez ve ark. (2018) yaptig1 ¢alismada,
insan dopaminerjik néron benzeri hiicrelerde 5 uM kokaine 30 dakikalik akut maruziyetin
ardindan 6 saat sonra belirlenen miR-9-5p ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gore
azaldigini tespit etmislerdir (76). Gu ve ark. (2020) metamfetamin bagimlilarinin serum
orneklerinde miR-9-3p ekspresyon diizeyinin kontrol grubu bireylerine gore 6nemli dlgiide

arttigin1  belirlemislerdir (9). Biiyiik iletkenlige sahip kalsiyum ve voltajla aktive olan
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potasyum kanali (Biiyiik potasyum=BK), beyinde bol miktarda bulunur ve néronal fonksiyon
icin kritik oneme sahiptir. BK potasyum kanallar1 alkoliin beyindeki birincil hedeflerinden
biridir. Ayrica, BK kanali davranigsal ve molekiiler alkol toleransinda 6nemli bir unsurdur
(119).  Pietrzykowski ve ark. (2008) yaptigi calismada, alkol kotiiye kullanimi ve
bagimliliginda 6nemli olan iki memeli beyin bolgesinde, supraoptik ¢ekirdek ve striatumda,
BK kanalinin alkole kars1 tolerans gelistirdigini belirlemisler ve alkoliin bu néronlarda miR-9
ekspresyon diizeyinde hizli bir artisa neden oldugu gostermislerdir (119). Mead ve ark. (2023)
yaptig1 calismada, fare striatal noronlarinda kisa bir stireligine alkol maruziyetinin, miR-9-5p

ekspresyon diizeyini arttirdigini tespit etmislerdir (120).

Bu c¢alismada, bagimli, tedavi ve kontrol gruplari miR-9-5p ekspresyonu (ACt degerleri)
acisindan karsilastirildiklarinda; tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda, tedavi grubu ile
bagimli grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken (p<0.05); bagimli grubu ile kontrol grubu
arasinda anlamli farklilik (p>0,05) saptanmamistir. Dolayisiyla, elde edilen bu bulgulara gore,
caligmanin “‘periferik kanda miR-9-5p ekspresyon diizeyi agisindan bagimli grubu ile
bagimlilik tedavisi goren grup arasinda fark vardir’” hipotezi dogrulanirken; “‘periferik kanda
miR-9-5p ekspresyon diizeyi agisindan bagimli grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir”’
hipotezi dogrulanmamistir. MiR-9-5p ekspresyon diizeyleri (2722°T) bakimindan bagimli
grubu degerlerinin kontrol grubuna gore 1,17 kat arttig1; tedavi grubu degerlerinin kontrol
grubuna gore 5,48 kat azaldigi; tedavi grubu degerlerinin bagimli grubuna gore 6,41 kat
azaldig tespit edilmistir. Dolayisiyla, miR-9-5p’nin bagimli grubunda kontrol grubuna goére
up regiile oldugu; tedavi grubunda kontrol grubuna gére down regiile oldugu; tedavi grubunda
bagimli grubuna gore down regiile oldugu tespit edilmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalar ile
bu c¢aligmadan elde edilen periferik miR-9-5p ekspresyon bulgulari, kullanilan 6rnek tipi
tizerine karsilagtirilldiginda; diger bagimlilik tiirlerinin beyin dokusu ve serum ornekleri

izerinde yapilan ¢aligmalarin sonuglariyla uyumlu oldugu tespit edilmistir. Ancak miR-9-
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5p’nin kokain bagimliliginda beyin dokusu 6rnekleri tizerindeki ¢aligmalarin sonuglarina gore

farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

miR-9-5p ACt degerleri agisindan tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
bulunmasi, bagimli grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmasi; bagimlilik
tedavisinde kullanilan tedavi yonteminin etkinligini degerlendirmede tek basina yeterli ve
uygun bulgular olamayacigini diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, miR-9-5p ACt degerlerinin
tedavi ve bagimli gruplari arasinda anlamli farklilik gostermesi, ayrica tedavi grubu miR-9-5p
ekspresyon diizeylerinin bagimli grubuna gore azalis gostermesi; tedavi grubunda tedaviden
fayda saglayan hasta bireylerin yer aldigimi diisiindiirmektedir. Dolayisiyla, caligmanin
“‘kokain bagimliligi tedavisinde kullanilan tedavi araci ve yonteminin miR-9-5p ekspresyon

profiline etkisi vardir’” hipotezi kismen dogrulanmuistir.

Bu c¢alismada bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerine ait klinik 6zelliklerin miR-9-
5p ACt degerleri ile korelasyonu degerlendirilmistir. Bagimli grubunda, tedavi grubunda ve
kontrol grubunda yas ile miR-9-5p ACt degerleri arasinda korelasyon saptanmamistir
(p>0.05). Periferik kan miRNA’larinin kokain bagimlilarinin ve bagimlilik tedavisi gérenlerin
klinik ozellikleri ile iliskili olup olmadigini incelemek igin, ¢aligmada tanimlanan miR-9-5p
ekspresyonunun madde kullanim Gykiileri ile korelasyonlari analiz edilmistir. Bagimli ve
tedavi gruplarinda miR-9-5p ekspresyonu ile madde kullanim siiresi, kullanilan giinliik doz,
kullanilan kokain tiirii, kullanim siklig1 ve maddenin en son kullanimi 6zellikleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon tespit edilmemistir.

miR-9-5p’nin kokain kullanim bozuklugu i¢in tanisal yeterliligini degerlendirmek iizere
hem tedavi ve kontrol gruplari arasinda hem de tedavi ve bagimli gruplari1 arasinda olacak
sekilde ROC egrisi analizi yapilmistir. Analiz sonucunda, kontrol-tedavi gruplarinda tedavi

grubu i¢in “AUC” degeri 0,789 (p=0,005) iken; bagimli-tedavi gruplarinda tedavi grubu igin
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“AUC” degeri 0,795 (p=0,016) olarak hesaplanmistir. ROC analizleri anlamli ¢iktig1 i¢in
mMiR-9-5p’nin kokain bagimlilig1 tedavisi goren hastalar i¢in bagimliligin tanisinda yardimci

parametreler olarak kullanilabilecekleri diistiniilmektedir.

5.2. miR-26b-5p

MiR-26b, transkripsiyonu noral kok hiicrelerde bulunmayan negatif bir geri besleme
dongiisii ile sonuglandigindan, noronal farklilasmada yer alir. Literatiirde, miR-26’nin
kardiyak Ozgiilliigli olmaksizin esas olarak kalpte zenginlesmis oldugu bildirilmistir. Aile
tiyeleri arasinda bulunan miR-26b, ¢esitli timoér dokularinda anormal sekilde eksprese edilir
ve bu da farkli timérlerde onkogen veya timdr baskilayici genin roliinii oynar. Ornegin,
yapilan ¢aligmalarda miR-26b’nin mide kanseri, karaciger kanseri ve meme kanseri doku ve
hiicrelerinde diisiik oranda eksprese edildigi ve tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
ettigi bulunmustur (121). Chen ve ark. (2013) tekrarli kokain maruziyetini takiben sican
hipokampiisiinde miR-26b’nin ekspresyon seviyesinde artis oldugunu gozlemistir (71).
Stringer ve ark. (2013) yaptig1 ¢alismada, miR-26b’nin dogum oncesi alkol maruziyetinin
etkileri de dahil olmak {lizere, ndrogelisim ve ilgili bozukluklarda (6rnegin sizofreni gibi)

giiclii bir sekilde yer alan bir gen olan BDNF’iin ekspresyonunu diizenledigini gostermislerdir

(122).

Bu ¢alismada, bagimli, tedavi ve kontrol gruplart miR-26b-5p ekspresyonu (ACt
degerleri) agisindan karsilastirildiklarinda, tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda, tedavi
grubu ile bagimli grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken (p<0.05); bagimli grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05). Dolayisiyla, elde edilen bu
bulgulara gore, ¢alismanin ‘‘periferik kanda miR-26b-5p ekspresyon diizeyi agisindan bagimli
grubu ile bagimhilik tedavisi goren grup arasinda fark vardir’’ hipotezi dogrulanirken;
““periferik kanda miR-26b-5p ekspresyon diizeyi agisindan bagimli grubu ile kontrol grubu

arasinda fark vardir’” hipotezi dogrulanmamistir. MiR-26b-5p ekspresyon diizeyleri



117

bakimindan bagimli grubu degerlerinin kontrol grubuna gore 1,11 kat azaldigi; tedavi grubu
degerlerinin kontrol grubuna gore 8,68 kat azaldigi; tedavi grubu degerlerinin bagimh
grubuna gore 7,84 kat azaldigi tespit edilmistir. Dolayisiyla, miR-26b-5p’nin bagimli
grubunda kontrol grubuna gore down regiile oldugu; tedavi grubunda kontrol grubuna gore
down regiile oldugu; tedavi grubunda bagimli grubuna gore down regiile oldugu tespit
edilmistir. Literatiirde kokain bagimlilig1 {izerine yapilan ¢alismalar ile bu ¢alismadan elde
edilen periferik miR-26-5p ekspresyon bulgular1 karsilastirildiginda; beyin dokusu ornekleri

tizerindeki caligmalarin sonuglarina gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

miR-26b-5p ACt degerleri agisindan tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli
fark bulunmasi, bagimli grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmasi; bagimlilik
tedavisinde kullanilan tedavi yonteminin etkinligini degerlendirmede tek basina yeterli ve
uygun bulgular olamayacag diigiiniilmektedir. Bununla birlikte, miR-26b-5p ACt degerlerinin
tedavi ve bagimli gruplari arasinda anlamli farklilik gostermesi, ayrica tedavi grubu miR-26b-
5p eckspresyon diizeylerinin bagimli grubuna gore azalis gostermesi; tedavi grubunda
tedaviden fayda saglayan hasta bireylerin yer aldigini diisiindiirmektedir. Dolayisiyla,
calismanin ‘‘kokain bagimlilig: tedavisinde kullanilan tedavi aract ve yonteminin miR-26b-5p

ekspresyon profiline etkisi vardir’” hipotezi kismen dogrulanmistir.

Bu calismada bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerine ait klinik 6zelliklerin miR-
26b-5p ACt degerleri ile korelasyonu degerlendirilmistir. Bagimli grubunda, tedavi grubunda
ve kontrol grubunda yas ile miR-26b-5p ACt degerleri arasinda korelasyon saptanmamistir
(p>0.05). Periferik kan miRNA’larinin kokain bagimlilarinin ve bagimlilik tedavisi gérenlerin
klinik 6zellikleri ile iligkili olup olmadigini incelemek i¢in, ¢alismada tanimlanan miR-26b-5p
ekspresyonunun madde kullanim Gykiileri ile korelasyonlar1 analiz edilmistir. Bagimhi ve

tedavi gruplarinda miR-26b-5p ekspresyonu ile madde kullanim siiresi, kullanilan giinliik doz,
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kullanilan kokain tiirii, kullanim siklig1 ve maddenin en son kullanimi 6zellikleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon tespit edilmemistir (p>0.05).

mMiR-26b-5p’nin kokain kullanim bozuklugu igin tanisal yeterliligini degerlendirmek
tizere hem tedavi ve kontrol gruplar1 arasinda hem de tedavi ve bagimli gruplar1 arasinda
olacak sekilde ROC egrisi analizi yapilmistir. Analiz sonucunda, kontrol-tedavi gruplarinda
tedavi grubu i¢in “AUC” degeri 0,805 (p=0,003) iken; bagimli-tedavi gruplarinda tedavi
grubu icin “AUC” degeri 0,833 (p=0,007) olarak hesaplanmistir. ROC analizleri anlamli
ciktigr i¢in miR-26-5p’nin kokain bagimlilig1 tedavisi goren hastalar icin bagimliligin

tanisinda yardimei parametreler olarak kullanilabilecekleri diistintilmektedir.

5.3. miR-132-3p

miR-132, noronal biiyiimede rolii oldugu gosterilen ilk miRNA olmustur (123). Norit
gelisiminde, dendritik biliylime ve dallanmasinda, sinaptik iletimde ve plastisitede, 6grenme
ve hafiza olusumunda, apoptoziste ve ndrolojik korumada 6nemli fonksiyon gosterir (124).
Sadakierska-Chudy ve ark. (2017) miR-132’nin kokain uygulanan ratlarin dorsal
striatumunda ekspresyon analizlerini inceledigi calismada, uzun siireli ve yoksunluk
doneminde miR-132’nin ekspresyon diizeyinin arttigini tespit etmislerdir (74). Quinn ve ark.
(2018) kokain bagimliliginda sigcan niikleus akumbens kabugunda miR-132’nin artmis
ekspresyon diizeylerini bulduklar1 calismada, artmis miRNA diizeylerini madde arama
davranig1 ve bagimlilik dongiisiiniin ileri evreleriyle iligskilendirmis ve 132’nin tedavide
potansiyel hedeflerin tanimlanmasina aracilik edebilecegini Onermislerdir (77). Karaciger
fibrozisi, kronik inflamatuar silireglerin neden oldugu asir1 skarlasma ile karakterizedir.
Momen-Heravi ve ark. (2021) karaciger fibrozunda kilitli niikleik asit (LNA)-anti-miR
yaklagimini kullanarak miR-132’nin fonksiyonel roliinii ortaya koyduklar1 ¢alismada; CCl4
ile tedavi edilen farelerde ve fibrozis/sirozlu hastalarda miR-132 diizeylerinde 6nemli bir

indiikksiyon ~ bulmuslardir.  Ayrica, farelerde miR-132’nin  LNA-anti-miR-132 ile
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inhibisyonunun, CCl4’iin neden oldugu fibrogenezde ve inflamatuar fenotipte azalmalara

neden oldugunu bildirmislerdir (125).

Bu c¢alismada, bagiml, tedavi ve kontrol gruplart miR-132-3p ekspresyonu (ACt
degerleri) agisindan karsilastirildiklarinda, bagimli grubu ile kontrol grubu arasinda; tedavi
grubu ile bagimli grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken (p<0.05), tedavi grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p>0.05). Dolayisiyla, elde edilen bu
bulgulara gore, ¢calismanin ““periferik kanda miR-132-3p ekspresyon diizeyi agisindan bagimli
grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir’’ hipotezi ile ‘‘periferik kanda miR-132-3p
ekspresyon diizeyi acisindan bagimli grubu ile bagimlilik tedavisi goren grup arasinda fark
vardir’’ hipotezi dogrulanmistir. miR-132-3p ekspresyon diizeyleri bakimindan bagimli grubu
degerlerinin kontrol grubuna gdre 7,96 kat arttig1; tedavi grubu degerlerinin kontrol grubuna
gore 1,25 kat azaldigy; tedavi grubu degerlerinin bagimli grubuna gore 9,93 kat azaldig tespit
edilmistir. Dolayisiyla, miR-132-3p’nin bagimli grubunda kontrol grubuna gore up regiile
oldugu; tedavi grubunda kontrol grubuna gore down regiile oldugu; tedavi grubunda bagimli
grubuna gore down regiile oldugu tespit edilmistir. Literatiirde kokain bagimlilig1 {izerine
yapilan ¢aligmalar ile bu calismadan elde edilen periferik miR-132-3p ekspresyon bulgular
karsilastirildiginda; beyin dokusu 6rnekleri tizerindeki ¢alismalarin sonuglarina gére uyumlu

oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismada bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerine ait klinik 6zelliklerin miR-
132-3p ACt degerleri ile korelasyonu degerlendirilmistir. Bagimli grubunda, tedavi grubunda
ve kontrol grubunda yas ile miR-132-3p ACt degerleri arasinda korelasyon saptanmamistir
(p>0.05). Periferik kan miRNA’larinin kokain bagimlilarinin ve bagimlilik tedavisi gérenlerin
klinik ozellikleri ile iligkili olup olmadigini incelemek igin, ¢aligmada tanimlanan miR-132-3p
ekspresyonunun madde kullanim Gykiileri ile korelasyonlari analiz edilmistir. Bagimhi ve

tedavi gruplarinda miR-132-3p ekspresyonu ile madde kullanim stiresi, kullanilan giinliik doz,
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kullanilan kokain tiirii, kullanim siklig1 ve maddenin en son kullanimi 6zellikleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon tespit edilmemistir (p>0.05).

miR-132-3p ACt degerleri agisindan bagimli ile kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark
bulunmasi, tedavi grubu ile bagimli grubu arasinda anlamli fark bulunmasi, tedavi grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamasi; ayrica bagimli grubu miR-132-3p
ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore artis ve tedavi grubu miR-132-3p ekspresyon
diizeylerinin bagimli grubuna gore azalis géstermesi; bagimlilik tedavisinde kullanilan tedavi
aract ve yonteminin etkinligini degerlendirmede uygun bulgular olacagi diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte, elde edilen bu bulgular bagimli ve tedavi gruplarinda tedaviden fayda
saglayan hasta bireylerin yer aldigin1 gostermektedir. Dolayisiyla, ¢alismanin ‘‘kokain
bagimlihigi tedavisinde kullanilan tedavi araci ve yonteminin miR-132-3p ekspresyon

profiline etkisi vardir’’ hipotezi dogrulanmustir.

miR-132-3p’nin kokain kullanim bozuklugu i¢in tanisal yeterliligini degerlendirmek
tizere hem bagimli ve kontrol gruplar1 arasinda hem de bagimli ve tedavi gruplar1 arasinda
olacak sekilde ROC egrisi analizi yapilmistir. Analiz sonucunda, bagimli-kontrol gruplarinda
bagimli grubu i¢in “AUC” degeri 0,778 (p=0,006) iken; tedavi-bagimli gruplarinda tedavi
grubu i¢in “AUC” degeri 0,780 (p=0,023) olarak hesaplanmistir. ROC analizleri anlaml
ciktig1 icin miR-132-3p’nin kokain bagimlilig1 tedavisi goren hastalar icin bagimliligin

tanisinda yardimci parametreler olarak kullanilabilecekleri diistiniilmektedir.

5.4. miR-134-5p

miR-134, beyine 6zgii bir miRNA’dir. miR-134, sirtuin 1 (SIRT1) araciligiyla hafiza
olusumunda ve sinaptik plastisitede islev goriir ve CREB’in ve BDNF’nin ekspresyonunu
diizenler (112). Li ve ark. (2020) yaptig1 caligmada, kokaine bagli kosullu yer tercihi fare

modeli kullanarak ventral hipokampusta sinaptik plastisite, glia aktivitesi ve norokimyasal



121

mikro ortamlar ile iliskili artmis miR-134 seviyeleri ve azalmis gen seviyeleri ile birlikte
kosullu yer tercihinin kokain yoklugunda farelerde artan anksiyete ve depresyon benzeri
davraniglarin arttigini tespit etmislerdir (80). Mamdani ve ark. (2015) alkol bagimlilig1 olan
deneklerin ve saglikli kontrollerin NAc’de genom g¢apinda mRNA ve miRNA ekspresyonu
tizerinde agirlikli gen korelasyon agi analizleri (Weighted correlation network analysis,
WGCNA) gergeklestirdikten sonra, alkol bagimliligi ile 6nemli 6l¢iide korelasyon gosteren 6

MRNA ve mir-134-5p igeren 3 MiRNA modiilii tanimlamislardir (126).

Bu calismada, bagimli, tedavi ve kontrol gruplart miR-134-5p ekspresyonu (ACt
degerleri) acisindan karsilastirildiklarinda, bagimli grubu ile kontrol grubu ile arasinda; tedavi
grubu ile bagimli grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken (p<0.05), tedavi grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0.05). Dolayisiyla, elde edilen bu
bulgulara gore, ¢alismanin “‘periferik kanda miR-134-5p ekspresyon diizeyi agisindan bagimli
grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir’’ hipotezi ile ‘‘periferik kanda miR-134-5p
ekspresyon diizeyi acisindan bagimli grubu ile bagimlilik tedavisi goren grup arasinda fark
vardir’” hipotezi dogrulanmigtir. miR-134-5p ekspresyon diizeyleri bakimindan bagimli grubu
degerlerinin kontrol grubuna gore 5,42 kat arttig1; tedavi grubu degerlerinin kontrol grubuna
gore 2,09 kat azaldigy; tedavi grubu degerlerinin bagimli grubuna gore 11,31 kat azaldigi
tespit edilmistir. Dolayisiyla, miR-134-5p’nin bagimli grubunda kontrol grubuna goére up
regiile oldugu; tedavi grubunda kontrol grubuna goére down regiile oldugu; tedavi grubunda
bagimli grubuna gére down regiile oldugu tespit edilmistir. Literatiirde kokain bagimlilig
lizerine yapilan ¢aligsmalar ile bu ¢alismadan elde edilen periferik miR-134-3-5p ekspresyon
bulgular karsilastirildiginda; beyin dokusu drnekleri lizerindeki ¢alismalarin sonuglarina gore

uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada bagimli, tedavi ve kontrol grubu bireylerine ait klinik 6zelliklerin miR-

134-5p ACt degerleri ile korelasyonu degerlendirilmistir. Bagimli grubunda, tedavi grubunda
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ve kontrol grubunda yas ile miR-134-5p ACt degerleri arasinda korelasyon saptanmamistir
(p>0.05). Periferik kan miRNA’larinin kokain bagimlilarinin ve bagimlilik tedavisi gérenlerin
klinik 6zellikleri ile iligkili olup olmadigini incelemek i¢in, ¢alismada tanimlanan miR-134-5p
ekspresyonunun madde kullanim &ykiileri ile korelasyonlari analiz edilmistir. Bagimli ve
tedavi gruplarinda miR-134-5p ekspresyonu ile madde kullanim siiresi, kullanilan giinliik doz,
kullanilan kokain tiirii, kullanim siklig1 ve maddenin en son kullanimi 6zellikleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon tespit edilmemistir (p>0.05).

mMiR-134-5p ACt degerleri agisindan bagimli ile kontrol gruplari arasinda anlaml fark
bulunmasi, tedavi grubu ile bagimli grubu arasinda anlaml fark bulunmasi, tedavi grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamasi; ayrica bagimli grubu miR-134-5p
ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore artis gostermesi, tedavi grubu miR-134-5p
ekspresyon diizeylerinin bagimli grubuna goére azalis goéstermesi; bagimlilik tedavisinde
kullanilan tedavi aracit ve yonteminin etkinligini degerlendirmede uygun bulgular olacagi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, elde edilen bu bulgular bagimli ve tedavi gruplarinda
tedaviden fayda saglayan hasta bireylerin yer aldigin1 géstermektedir. Dolayisiyla, ¢alismanin
““kokain bagimliligr tedavisinde kullanilan tedavi aract ve yoOnteminin MIiR-134-5p

ekspresyon profiline etkisi vardir’” hipotezi dogrulanmustir.

miR-134-5p’nin kokain kullanim bozuklugu igin tanisal yeterliligini degerlendirmek
tizere hem bagimli ve kontrol gruplar1 arasinda hem de bagimh ve tedavi gruplar1 arasinda
olacak sekilde ROC egrisi analizi yapilmistir. Analiz sonucunda, bagimli-kontrol gruplarinda
bagimli grubu i¢in “AUC” degeri 0,744 (p=0,016) iken; tedavi-bagimli gruplarinda tedavi
grubu i¢in “AUC” degeri 0,765 (p=0,031) olarak hesaplanmistir. ROC analizleri anlaml
ciktig1 icin miR-134-5p’nin kokain bagimliligi tedavisi goren hastalar i¢cin bagimliligin

tanisinda yardimci parametreler olarak kullanilabilecekleri diistiniilmektedir.
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5.5. Calismadaki Hedef miRNA’lar icin Gelecek Perspektifleri

Calismaya dahil edilen kokain kullanim bozuklugu olan bireylerin madde kullanim
Oykileri farklilik gostermektedir. Calismada, kokain kullanim bozuklugu olan hasta bireylerin
biiyiik bir cogunlugunun (%66,7) ve kokain kullanim bozuklugu tedavisi goren bireylerin yine
biiyiik bir cogunlugunun (%63,6) kokain ile birlikte alkol kullaniminin oldugu kaydedilmistir.
Ulkemiz genelinde ¢oklu madde kullanicilar1 arasinda alkol, opioid ve kokain kullanimi
Ozellikle yaygindir. Birgok kokain kullanicist alkolii kokainle birlikte alirken, ¢ok az1 bunun
viicutta daha uzun yar1 dmre sahip ve potansiyel olarak daha tehlikeli kardiyotoksik etkilere
sahip yeni bir gili¢lii metabolit iirettigini anlamaktadir. Kokain kullanicilari, nedenini tam
olarak bilmeden, alkoliin olumsuz etkilerini uzattigin1 veya artirdigini hissedebilmektedir. Bu
calismada, kokain bagimliliginda bir biyobelirte¢ belirlenmesi ve patogenezin anlasilmasina
katki saglanmasi hedeflenmistir. Dolayisiyla, bu calismada kokain kullanim bozuklugu olan
bireylerde, kokainin en sik suistimal edilen uyusturuculardan biri olan alkol ile birlikte
kullanim Oykiilerinin olmast nedeniyle; gelecekteki terapiler icin ilaglar1 yeniden
konumlandirmada bu calismadan elde edilen gen ekspresyonu verilerinin kullanilmasi ile
yalnizca kokain kullanim bozukluguna 06zgii tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in yeni bir

yaklasim saglanmas1 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alismada aday miRNA’lar olarak segilen miR-9-5p, miR-26b-5p, miR-132-3p ve
mMiR-134-5p’nin, literatiirde alkol bagimliligi (120,122,126) ve alkol kullanimina bagl olarak
gelisen hastaliklarda (125) ekspresyon profillerinin arastirildig tespit edilmistir. Ozellikle
alkol kullaniminin memeli néronlarinda miR-9 ekspresyon diizeyinde artisa neden oldugu
bulgularin; bu calismadan elde edilen bulgulara gore kokain kullaniminin periferik kanda
aday miR-9-5p ekspresyon diizeyinde neden oldugu artis ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.
Bu baglamda, bu ¢aligma ile kokain bagimlis1 olan bireylerin periferik kaninda ekspresyon

profilleri arastirilan aday miRNA’larin, gelecekte alkol bagimliligi patolojisinde rol
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oynayabilecek aday miRNA’lar olarak ekspresyon profillerinin ortaya konmasi durumunda,
bu miRNA’larin hem alkol bagimliliginin tedavisinde hem de coklu madde kullanim
bozuklugu tedavisinde uygulanabilir potansiyel RNA bazli terapotik hedefler olabilecegi

diistiniilmektedir.

Bu c¢alismanin amaclar1 ve hedefleri dogrultusunda, sadece Istanbul bélgesinde
calisilmasinin bazi nedenleri bulunmaktadir. Arastirma yeri olarak sec¢ilen Balikli Rum
Hastanesi iilkemizin en biiyiik metropolii olan Istanbul kentinde bulunan sayili bagimlilik
merkezlerinden biridir. Bununla birlikte, bu merkez kokain kullanim bozuklugu olan bireylere
uygulanan tedavi hizmetleriyle de 6zel bir konumdadir. Bu nedenle, ¢alismada ulasilan hasta
sayist ile standart 6l¢ekli bir profilleme gerceklestirilmis olmasi ve elde edilen bulgularin hem
diinya hem de iilkemiz adina bir ilk olma 6zelligi tasimasi bile kendi basina biiyiik bir katki
sagladigin1 gostermektedir. miRNA ekspresyon calismalarinin sonuglarini standardize hale
getirmek i¢in caligmada kullanilan ornek tipinde miRNA paterninin degerlendirilmesi ve
belirli bir profilin tanimlamas1 son derece 6nemlidir. Bagka bir ifadeyle aymi 6rnek tipini
kullanan farkli ¢aligmalar arasinda yiiksek diizeyde ortlismenin olmasi gerekir. Ulusal ve
uluslararas literatiir incelendiginde madde bagimlilig1 iizerine yapilan miRNA profilleme
calismalarinin genel olarak tek bir arastirma merkezinde yiiriitiildiigii dikkat ¢ekmektedir.
Kullanilan metodlarin farkliligi, 1s1 ve numune alma gibi faktorler profilleme ¢alismalarinin
sonucunda farkliliklara yol agabilecek nedenler arasinda sayilabilir. Bu ¢aligmada, miRNA
ekspresyon sonuglarini etkileyebilecek deneysel asamadaki olasi risk faktorlerinin disindaki
etkenlerin azaltilmasi ya da ortadan kaldirilmas1 amaciyla numune alinmasi, hastalara dogru
bagimlilik tanisinin konmasi, benzer tedavi tiirii ve yonteminin uygulanmasi agamalarina
dikkat edilmesi iizerine Istanbul bélgesinde tek bir arastirma yeri tercih edilmistir. Ciinki,
ancak bu sekilde bagimliligin standart bir miRNA biyobelirteci gelistirilebilecegi

diistiniilmektedir.
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Uyusturucu maddelerin sug ile gesitli sekillerde baglantisi bulunmaktadir. Dogrudan
ifadeyle, kotiiye kullanim potansiyeli tagiyan uyusturucularin kullanilmasi, bulundurulmasi,
iretilmesi veya dagitilmast suctur. Uyusturucular ayni zamanda kullanicinin davranisi
tizerindeki etkileri ve uyusturucu kagakeiligiyla baglantili siddet ve diger yasa dis1 faaliyetlere
yol agmasi nedeniyle sucla da iligkilidir. Elde edilen kanitlar, uyusturucu kullanicilarinin sug
isleme olasiligmmin  kullanmayanlara gore daha yiiksek oldugunu; tutuklananlarin ve
mahkumlarin su¢ isledikleri sirada siklikla uyusturucunun etkisi altinda olduklarmi ve
uyusturucu kacake¢iliginin siddete yol acgtigini gostermektedir. Uyusturucunun sug tizerindeki
etkisinin niteligini ve kapsamini degerlendirmek, su¢ ve fail hakkinda giivenilir bilgilerin
mevcut olmasint ve tanimlarin tutarli olmasin1 gerektirmektedir. Sorunlu deliller karsisinda
uyusturucunun su¢ olusumuna ne kadar etki ettigini niceliksel olarak soylemek miimkiin

degildir (127).

UNODC Diinya Uyusturucu Raporu’nda (2023), yaklasik on yillik dénem i¢inde kokain
tiretiminde ve kagakciliginda kiiresel boyutta bir artis s6z konusu oldugu bildirilmistir (19).
Tiirkiye Uyusturucu Raporuna (2023) gore, iilkemizde 2022 yilinda 3.827 kokain olayma
miidahale edilmis; bu olaylarda 5.647 siipheli yakalanmig ve 2.299 kg kokain ele ge¢irilmistir.
Raporda, kokain olay sayilarinin sug tiirlerine gore dagilimi incelendiginde; 2020 yilinda
%61,7°s1 TCK 191, %38,3’ti TCK 188, 2021 yilinda %66°s1 TCK 191, %34’iiniin TCK 188,

2022 yilinda ise %58’1 TCK 191, %42°sinin TCK 188 sucu oldugu goriilmektedir (31).

Son zamanlarda RNA’ya dayali adli molekiiler calismalarda hizli bir sekilde artis
yasanmaya baglamistir. Adli genetikte RNA’dan cok c¢esitli alanlarda yararlanilabilecegi
diisiiniilerek bu konuda ¢aligmalar yapilmaktadir. RNA tiirlerinin gen ekspresyon
seviyelerinin analizi ve RNA degradasyonunun kantitatif Ol¢limleri yapilarak RNA’larin
viicut sivilarmin ayirt edilmesi, postmortem interval tayini, leke yasi tayini gibi adli

bilimlerde potansiyel kullanim alanlar1 olup olmadig1 arastirilmaktadir. miRNA’larin da gen



126

ekspresyonunun regiilasyonunda rol oynamasi nedeniyle benzer amaclarla adli bilimler
alaninda kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir. Ozellikle miRNA temelli analizler; biyolojik
stvilarin, lekelerin ve organ dokularinin tanimlanmasinda, bireylerin ve kan lekelerinin yas
tahmininde kullanilmakta; ayrica 6liim sonrasi gecen zamanin tespit edilebilmesi icin yeni bir
uygulama olarak Onerilmektedir. Bununla birlikte, kokain bagimliliginin periferik kandaki
NCRNA’larin spesifik molekiiler mekanizmalar1 halen tam olarak aydinlatilmamistir (107).
Dolayisiyla, bu ¢alisma ile bagimlilik etkisi en yiiksek maddelerden biri olan kokain ile ilgili
insan periferik kanda molekiiler arastirma eksikliginin giderilecek olmasi, bagimliligin
temelinin aciga ¢ikarilmasi i¢in biiylik 6nem arz etmektedir. Bununla birlikte, bu caligmayla
kandan elde edilen miRNA profillerinin gelecekte adli amagli kullanimi ve bu profillerden
olusturulacak adli RNA veri tabanlarinin, sugla miicadelede etkin araclar olarak yer

alabilecegi diisiiniilmektedir.

Biyoinformatik, sistem biyolojisinin farkli alanlar1 arasinda koprii kurarak hem klinik
hem de temel arastirmalarin yonlerini birlestirmektedir. Yakin zamana kadar genetik,
transkriptomik ve sinirbilim alanlarindaki bilgilerin birlestirilmesi, hastalik, kritik gelisim
devreleri ve dinlenme durumundaki beyin aktivitesindeki ilgili yollara 151k tutmaya
baslamistir (128). Ozellikle psikiyatrik bozukluklarin teshisi, karmasik nozolojisi nedeniyle
her zaman biyolojik altin standartlardan yoksun durumdadir. Hasta popiilasyonundaki biiyiik
fenotipik  degiskenlik, oOzellikle uyusturucu madde bagimliligi alaninda gilivenilir
biyobelirtegleri kesfetmek i¢in de biyiik zorluklar getirmektedir (129). Bugiine kadar
biyoinformatik yaklasimlardaki ilerlemeler, CUD i¢in gen ekspresyon aglar1 ve hiicresel
temeli hakkinda bilgi vermistir. Bu alanin ilerleyebilmesi i¢in gen ekspresyonu, epigenetik ve
kodlamayan genler arasindaki etkilesimleri arastiran daha ¢ok c¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir (88,130). Hassas psikiyatri, “dogru hastaya dogru zamanda dogru ilag”

yaklasiminin daha iyi ve daha kalict klinik faydalara doniisecegini tavsiye etmektedir.
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Gelecekte CUD tedavilerinin gelistirilmesinde gen ekspresyonu verilerinin kullanilmasi, ilag
kesfinde yeni bir yaklagim saglayabilir. Sonug¢ olarak genis biyoinformatik alani, psikiyatride
nispeten yeni bir kesisim noktasidir ve yalnizca yeni biyobelirtecleri ve bunlara en uygun
sekilde uyan ilaglar1 kesfetmek ve gelistirmek icin tek bir ara¢ saglamakla kalmaz, aymi
zamanda, kombinasyon halinde, hassas psikiyatrinin anlasilmasi zor hedeflerinin kilidini

a¢gmaya yardimci olabilecegi belirtilmektedir (131).

Kompulsif madde kullanimin1 yonlendiren altta yatan mekanizmalarin ¢ogu agiklanmis
olmasina ragmen, madde kullanim bozuklugunu tedavi etmek i¢in onaylanan farmakolojik
ajanlarin sayist sinirlidir. Madde kullanim bozuklugu i¢cin mevcut farmakoterapiler biiyiik
Olciide norotransmitter-reseptor aktivitesinin kiigiik molekiil modiilasyonundan olugmaktadir.
Bu tedaviler bazi klinik basarilar gostermis olsa da, umut verici pek ¢ok terapotik firsati
kacirmamak adina, konuyu daha genis bir perspektiften ele almak gerekir. Bu nedenle, alani
ileriye tasimak ve tedaviyi iyilestirmek icin madde kullanim bozukluguna yonelik yeni
farmakolojik miidahalelere biiylik olglide ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu perspektifte, madde
kullanim bozuklugu i¢in ncRNA'lar1 yeni terap6tik yaklasimlar olarak gelistirmek iizere; bu
aracillarin madde kullanim bozuklugu {izerindeki potansiyel etkilerinin irdelendigi ve
tedavisinin gelecegine iliskin degerlendirmelerin yapildig1 arastirmalarin siirli sayida oldugu
dikkat ¢ekmektedir. S6zkonusu ihtiyagtan yola ¢ikilarak, Alka¢ ve Mercan (2023) yaptigi
calismada, madde kullanim bozuklugunun tedavisi i¢in ncRNA'y1 hedefleyen umut verici son
terapotik stratejilere bir bakis sunmustur. Arastirmacilar yaptigr ¢alismada, madde kullanim
bozuklugunda yer almasi olasi farkli ncRNA siniflar1 tanimlamis, ncRNA'lar1 degerlendirmek
icin kullanilan yontemlere genel bir bakis saglamis ve madde kullanim bozuklugu igin
ncRNA bazli tedavi stratejileri ortaya koymustur. Ayrica, NCRNA hedeflemenin devam eden
zorluklarini tartisarak, madde kullanim bozuklugunda ncRNA bazli terapétikler igin gelecege

doniik perspektifler sunmuslardir (132).
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6. SONUC

Literatiirde yapilan arastirmalarda 6rnek gruplarinin cinsiyet yoniinden uyumlu olmasi
ve yasa gore eslesmesi gerektigi belirtilmektedir. Ozellikle madde kullanim bozukluklariyla
iliskili spesifik miRNA’lar1 arastiran ¢alismalarda, 6rnek gruplara tek cinsiyetin dahil edildigi
dikkat ¢cekmektedir. Deney tasariminda bir diger 6nemli bir konu istatistiksel olarak anlamli
sonuglar elde etmek igin gereken Ornek sayisinin belirlenmesidir. Ciinkii gruplar arasi
homojen dagilim, 6rneklem biiytikliglinii etkileyen énemli bir degiskendir. Baslangigta bu
calismada bagimli, tedavi ve kontrol gruplarina yeterli sayida birey dahil edilmistir. Ancak,
gruplara dahil edilen bireylerin bazilari, periferik kanda diisik RNA konsantrasyonlari
gostermeleri nedeniyle istatistiksal analizlerin anlamli sonuglanabilmesi i¢in analiz
asamasindan once gruptan cikarilmistir. Bu durum, calismada gruplardaki 6rnek sayisinin
azalmasina neden olmustur. Ornekleminin kiigiik olmas1 ¢alismanin kisitliliklar arasindadir.
Ancak istatistiksel anlamlilik icin deneyler iki kez tekrarlanmistir. Calismada, gruplara
yalnizca erkek bireylerin dahil edilmesiyle cinsiyet parametresi agisindan karisikliga neden
olmamas1 c¢aligmanin avantajli yonlerindendir. Yas degiskeni acisindan bagimli grubu ile
kontrol grubu arasinda, tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken;
bagimli grubu ile tedavi grubu arasinda anlamli farklilik bulunmadig: ortaya konmustur. Bu
durumun, yas degiskeni i¢in anlamli fark bulunan gruplarin arasinda gerceklestirilen miRNA

ekspresyon analizlerinin sonuglarini etkiledigi diisiintilmektedir.

Caligmada, aday miRNA’lardan miR-9-5p ve miR-26b-5p’nin bagimli ve kontrol
gruplar1 arasinda miRNA ACt degerleri agisindan anlamli fark bulunmamasi, tedavi ve
kontrol gruplart arasinda anlamli fark bulunmasi; orneklem sayisinin  azlhigindan
kaynaklanabilecegini gostermis olsa da, bu gruplar arasinda ayn1 zamanda yas degiskeni icin
anlamli fark bulunmasi elde edilen miRNA ACt degerleri verilerini destekledigi

goriilmektedir. MiR-9-5p ve mIiR-26b-5p icin elde edilen bu sonuglar, bu miRNA’larin
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yaslanmada ve yas ile iligkili hastaliklarin olusmasinda rol oynabilecegini diisiindiirmektedir.
Son yillarda yapilan ¢alismalar, insanlarda yaslanma siirecinde dolasimda ve periferik kanda
miRNA’larin ekpresyon diizeylerinde onemli degisiklikler oldugu gosterilmistir. Alzheimer
hastalarindan alinan serum ve tam kan orneklerinde artmis miR-26b’nin ekspresyon diizeyleri
bulunurken; néronal dendritlerde artmis miR-9 ve miR-26a eksprese diizeyleri bulunmustur.
Dolayisiyla, miR-9-5p ve miR-26b-5p’nin yas ve yasa bagli hastaliklar i¢in potansiyel

biyobelirtegler olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Diger yandan, bu aday miRNA’lar i¢in bagimli ve tedavi gruplar1 arasinda miRNA ACt
degerleri agisindan anlamli fark bulunmasi ve ayrica farkliligin ROC analizleri verileri ile
desteklenmesi; CUD ile iliskisi kanitlanmis miR-9-5p ve miR-26b-5p’nin, biyobelirteg olarak
erken tan1 ¢aligmalarina eklenebilecegi diistiniilmektedir. Bununla birlikte, miR-9-5p ve miR-
26b-5p’nin, bagmlilik tedavisinde terapotik belirtegler olarak goérev alabilecegini

disiindiirmektedir.

Calismada, aday miRNA’lardan miR-132-3p ve miR-134-5p’nin miRNA ACt degerleri
acisindan bagimli ile kontrol gruplari arasinda anlamli fark bulunmasi, tedavi ile bagimli
gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmasi, tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli
farklilik bulunmamasi, ayrica gruplar arasinda goriilen bu anlamli farkliligin yapilan ROC
analizleri verileri ile desteklenmesi; CUD ile iliskisi kanitlanmis miR-132-3p ve miR-134-
Sp’nin biyobelirte¢ olarak erken tani caligmalarina eklenebilecegi diisiiniilmektedir. Bununla
birlikte, miR-132-3p ve miR-134-5p’nin bagimlilik tedavisinde terapotik belirtegler olarak

gorev alabilecegini gostermektedir.

Beyin hastaliklarinin gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 inceleyen
caligmalar heniiz gelisme asamasindadir ve bu da klinik tedaviler i¢in sinirlamalar

yaratmaktadir. Son yillarda eksozomlar, hastalik siirecindeki kritik onemleri ve klinik
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uygulama i¢in potansiyel degerleri nedeniyle Alzheimer hastaligi ve Parkinson hastalig1 gibi
beyin hastaliklarinin incelenmesinde biiyiik ilgi gormektedir. miRNA'larin eksozomlar
tarafindan konak hiicrelerin hedef molekiillerine iletildigi ve bdylece normal beyin
fonksiyonunun siirdiiriilmesinde onemli rol oynadiklar1 bildirilmektedir. Alandaki 6nceki
caligmalar, beyin eksozomlarinda bulunan RNA'larda kokaine bagli bazi degisikliklerin,
kokain bagimlis1 olan bireylerden izole edilen beyin omurilik sivisi ve serum eksozomlarinda
da gozlenip gozlenmedigini arastirmaya yonelik devam etmistir. Bu baglamda, yakin
gelecekte kokain bagimliliginda beyin omurilik sivist ve serum eksozomlarinda bulunan
miRNA’larin roliinii arastiran ¢aligmalarin ortaya konmasinin, bagimlilik tedavisi i¢in yeni
hedefler ve/veya kokain bagimliligi ve yoksunlugu icin yeni biyobelirtecler bulunmasina

yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir.

2020 yilina kadar ¢ogu insanin RNA uygulamalarma asinalign yoktu. Insanlar genom
diizenleme ve gen ifadesinin degistirilmesi hakkinda genel bilgilere sahipti. Ancak bu
durumun mRNA agilarinin gelisinden bu yana degistigi goriilmektedir. SARS-CoV-2’ye kars1
onaylanan ilk asilarin mRNA asilar1 olmasi, mRNA temelli tedavilerin kitleler arasinda
yayginlasmasinda ¢ok Onemli bir rol oynamistir. RNA uygulamasi sadece asilarla sinirh
degildir; ayrica teshis, tedavi ve arastirmalarda Onemli bir potansiyel role sahiptir. RNA
terapileri olduk¢a yakin zamanda ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte, ¢esitli RNA terapileri
simdiden kliniklere girmistir. RNA ilaglart 6rnegin, Duchenne kas distrofisi ve Spinal
miuskiiler atrofi i¢in onaylanmistir. RNA terapilerinin, su anda herhangi bir tedavi secenegi
bulunmayan hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilacagi 6ngoriilmektedir. RNA ilaglari, her ne
kadar maliyetli bir teknoloji olsa da RNA, onu diger mevcut terapotik teknolojilerden iistiin
kilan belirli dzelliklere sahiptir. {lk olarak, RNA ilaglari hem kodlayan hem de kodlamayan

RNA’larin hedeflenmesini saglamaktadir. ikinci olarak, RNA ilaglarmin tasarimi daha kolay

ve hizhidir. Ugiinciisii ve en 6nemlisi ise RNA terapileri gegici olup genomda kalict
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degisikliklere yol agmamakta ve geleneksel ilaglarla karsilagtirilabilir uzun vadeli bir etki
iretebilmektedir. Bugiine kadar, madde kullanim bozuklugunda ncRNA’larin periferik
profillerini arastiran c¢alismalar, miRNA’larin gen ckspresyonunu diizenlediklerini ve
potansiyel biyobelirtegler olarak kullanilabileceklerini gdstermistir. Bu baglamda, kokain
bagimliliginda miRNA’larin ekspresyon profillerinin ortaya konmasi, biyobelirteg
belirlenmesinde biliylik 6nem arz etmektedir. Ciinkii tespit edilebilecek yeni biyobelirteglerin

ileride ticarilesme potansiyeli bulunmaktadir.

Poplilasyonlar arasindaki genetik varyasyon kaliplarinin hem hastalik riskini hem de
tedavi etkinligini ve giivenligini etkileyebilecegi bildirilmektedir. Bununla birlikte, GWAS’a
katilanlarin ¢ogunun Avrupa kokenli oldugu; yine de, ¢alismalarin ¢cogunun hala Avrupa soy
popiilasyonlarinda  gergeklestigi  belirtilmekte ve bu mevcut durumda sonuglarin
popiilasyonlar arasinda sinirli faydasi olabilecegi yoniinde tartigsmalar yer almaktadir. Madde
kullanim bozukluklarina olan duyarlilik, insan popiilasyonlarindaki bireyler arasinda farklilik
gostermekte; hem genetik hem de g¢evresel faktorler tarafindan belirlenmektedir. Bununla
birlikte, psikostimulanlara duyarliligin genetik temeli hakkindaki bilgiler olduk¢a simirhdir.
Dolayisiyla, madde kullanim bozukluklari riskine katkida bulunan genetik varyasyonu
belirlemek i¢in GWAS 1 istatistiksel giicii, ¢evresel etkilerin ve fenotipik heterojenligin
hesaba katilmadig1 olciide sinirhidir. Literatiirde, hem bozuklugun fenotipik heterojenligini
hem de cocukluk ¢agi ¢evresel faktorlerini inceleyerek gen-cevre etkilesimini dikkate alan
CUD igin genom ¢apinda ¢ok az ¢aligma yapildig1 gézlenmistir. Ulkemizde popiilasyon veri
tabanimizda toplumumuza ait kokain bagimlilig: ile iligkili miRNA profilleri, bu ¢aligmayla
ilk kez ortaya cikarilmistir. Bu calisma ile elde edilen veriler, toplumumuzda fenotipik
heterojenite ve gen-gevre etkilesiminin, kokain bagimliliginda transkriptomik biyobelirtegler
olan miRNA’larin ekspresyon diizeylerini nasil etkiledigini gostermektedir. Dolayisiyla,

kokain bagimliliginin molekiiler mimarisi olarak bu ¢alismadan elde edilen verilerin, bugiine
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kadar yapilan GWAS ve yakin gelecekte gergeklestirilecek olan genom/transkriptom
capindaki analizler icin katki saglayacag: diistiniilmektedir. Bununla birlikte, bu ¢alismadan
elde edilen verilerin, gen ekspresyon veri tabanlarina islenerek, gelecekte ilag tasarimi icin

biyoinformatik tekniklerle birlikte yararlanilmasina katkida bulunacag diisiiniilmektedir.
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Ek-1 Etik Kurul Onay Formu
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EK-2 Tez Calisma Izni
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EK-3 Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

"Bir arastirma c¢alismaya katilmak icin davet edilmis bulunmaktasiniz. Asagidaki bilgileri
okuduktan sonra ¢aligmaya katilmak isterseniz, bu formu imzalayiniz. Formu imzalamaniz
caligmanin kapsami ve riskleri hakkinda bilgilendirildiginizi ve kararmizi serbestce
verdiginizi belirtmektedir. Bu onay formunun bir kopyast size verilecektir. Bu formda

anlamadiginiz ifadeler varsa ¢alismadaki arastirmaciya sorarak bilgi edinini”.

0o n

Arastirmayla ilgili bilgiler

1.

Bu katilacagiiz calisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmamin ad“ "Kokain
Bagimhilarinda Periferik Kandaki miRNA Ekspresyon Diizeyinin Arastirllma”1" dir.

Arastirmanin amaci:
Bu arastirmanin amaci, kokain bagimliliginin periferik kandaki miRNA {iizerine etkisini
ortaya koymaktir.

Goniilliiniin arastirmaya devam etmesi i¢in 6ngoriilen siire:
Bu calismaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Goniilliden kan
ornegi alindiktan sonra hicbir sorumlulugu olmayacaktir.

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi:
Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniilli katilimci sayisi, ¢calismaya riza gosteren
en fazla 100 kisi olacaktir.

Arastirmada uygulanacak tedaviler:
Goniilliillerden kan 6rnegi almak disinda hicbir miidahale yapilmayacak veya tedavide
bulunulmayacaktir.

Varsa farkh tedaviler icin goniillilerin arastirma gruplarina rastgele atanma
olasiigimin bulundugu:
Goniilliilere herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.

Arastirma sirasinda uygulanacak olan invazif yontemler dahil olmak iizere izlenecek
veya goniillitye uygulanacak yontemlerin tiimii:

Arastirmada, caligmaya riza gosteren goniillillerden bir defaya mahsus yalnizca kan 6rnegi
almacaktir.

Arastirmanin deneysel kisimlari:

Bu calismada, calismaya riza gosteren goniillillerden alinan kan 6rnekleri kullanilacaktir.
Aragtirmanin laboratuvar asamasinda ise goniilliillerden alinan kan 6rneklerinden total
RNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra elde edilen total RNA’dan ters transkriptaz ile
cDNA sentezi gerceklestirilecektir. Kanda miRNA’larin anlatim diizeyleri kantitatif real-
time PCR yontemi kullanilarak belirlenecektir.

. Goniilliiniin maruz kalacagr ongoriilen riskler veya rahatsizhklar (arastirma

hamilelerde veya lohusalarda yapilacak ise embriyo, fetiis veya siit cocuklarimin da
maruz kalacagi ongoriilen riskler veya rahatsizliklar dahil olmak iizere):
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Goniilliiden kan 6rnegi almacaktir. Bu arastirmada goniilliiler i¢in herhangi bir risk ve
zarar s6z konusu degildir. Yalnizca kan alinmas sirasinda olusabilecek riskler: 1-) Igne
batmasina bagli olarak az bir aci duyabilirler. 2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi
sonrasinda kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski vardir.

10. Arastirmadan makul 6lciide beklenen yararlarla ilgili olarak goniillii acisindan
hedeflenen herhangi bir klinik yarar olmadiginda goniilliiniin bu durum hakkinda
bilgilendirilecegi:

Goniillii agisindan hedeflenen bolgeler ile ilgili herhangi bir klinik yarar yoktur.

11. Goniillilye uygulanabilecek olan alternatif yontemler veya tedavi semasi ve
bunlarin olas1 yarar ve riskleri:
Goniilliiye herhangi bir girisim ya da tedavide bulunulmayacaktir.

12. Tlgili mevzuat geregince gerekiyorsa goniilliiye verilecek tazminat (sigorta) ve / veya
saglanacak tedaviler:
Goniilliilere yapilacak islem kan 6rnekleri almak olup, bu islem sirasinda katilimcilarda
dogabilecek hukuki ve mali riskleri tez 6grencisi istlenir.

13. Varsa, goniilliilere yapilacak ulasim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler
hakkindaki bilgiler:
Goniilliiler i¢in herhangi bir ulasim, yemek veya baska bir masraf 6denmeyecektir.

14. Goniilliilerin sorumluluklari:
Goniilliiniin bu ¢aligmayla ilgili hi¢bir yiikiimliiliigt yoktur.

15. Goniilliiniin arastirmaya katithminin istege bagh oldugu ve goniilliiniin istedigi
zaman, herhangi bir cezaya veya yaptirnma maruz kalmaksizin, hi¢cbir hakkim
kaybetmeksizin arastirmaya katilmayr reddedebilecegi veya arastirmadan
cekilebilecegi:

Goniilliiniin aragtirmaya katilimi istege bagli olup, istedigi zaman herhangi bir yaptirima
maruz kalmaksizin arastirmadan c¢ekilebilecektir. Ayrica, aragtirmaci tarafindan da gerek
goriildiigiinde katilimc arastirma dis1 birakilabilir.

16. Goniilliiniin kimligini ortaya cikaracak kayitlarin gizli tutulacagi, kamuoyuna
aciklanamayacagi; arastirma sonuclarmin yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin
kimliginin gizli kalacag:

Goniilliiniin kimligi ile ilgili kayitlarin gizli tutulacagi, kamuoyuna aciklanamayacagi;
arastirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin kimligi gizli kalacaktir.

17. 1lzleyiciler, yoklama yapan Kkisiler, etik kurul, kurum ve diger ilgili saghk
otoritelerinin  goniilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimlerinin
bulunabilecegi, ancak bu bilgilerin gizli tutulacagi, yazih bilgilendirilmis goniillii olur
formunun imzalanmasiyla goniillii veya kanuni temsilcisinin s6z konusu erisime izin
vermis olacag:

Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Bakanlik ve diger ilgili saglik otoritelerinin
goniilliinlin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimleri olacaktir. Ancak bu bilgiler gizli
tutulacaktir.
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18. Arastirma Kkonusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme
istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilliiniin veya kanuni
temsilcisinin zamaninda bilgilendirilecegi:

Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme istegini
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniillii veya yasal temsilcisi zamaninda
bilgilendirilecektir.

19. Goniilliiniin; arastirma, kendi haklar1 veya arastirmayla ilgili herhangi bir advers
olay hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmesi icin temasa gecebilecegi Kisiler ile bu
kisilere ait giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon numaralar::

Gondilliiniin aragtirma hakkinda, kendi haklar1 hakkinda veya arastirmayla ilgili herhangi
bir bilgi temi¢bilmesi i¢in Doktora tez 6grencisi Ayfer Alkag’a, X XXXXXXXX e-
posta adresinden ulasabilecektir.

20. Goniilliiniin arastirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya
nedenler: Goniilliiniin biyolojik drneginden herhangi bir nedenle sonug elde edilememesi
durumunda katilim sona erdirilir.

21. Calisma sonrasi arastirma iiriinlerine erisim:
Calismanin sonuglar1 bilimsel toplantilar ya da yayimlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir
durumlarda goniilliiniin kimligi kesin olarak gizli tutulacaktir.

22. Goniilliilerden alinacak biyolojik materyallerin ne oldugu, hangi amacla alindig1 ve

analizlerinin nerede yapilacagina dair bilgiler (analizlerin yurtdisinda yapilmasi
durumunda biyolojik materyallerin nereye gonderileceginin aciklanmasi):
Bu calismanin materyali, goniillillerden alinacak periferik tam kan ornekleridir.
Goniilliilerden elde edilecek kan oOrneklerinde, miRNA’larin anlatim (ekspresyon)
diizeyleri belirlenecektir. Bu materyal i¢in arastirmaya katilan goniilliillerden, Balikli Rum
Hastanesi Merkez Laboratuvarinda tibbi personel yonetiminde ve denetiminde gerekli
ornekler almacaktir. Caligma, 1.U-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Adli
Molekiiler Laboratuvari’nda yapilacaktir. Biyolojik materyallerin analizleri kesinlikle
yurtdisinda yapilmayacak olup; calisma, 1.U.-C. Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Adli
Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda yapilacaktir.

23. BGOF, goniillii veya kanuni temsilcisinin yasal haklarini ortadan kaldiracak bir hiikiim
veya ifade iceremez ayrica arastirmaciyi, kurumu, destekleyici veya bunlarin temsilcilerini
kendi ihmallerinden kaynaklanan herhangi bir yiikiimliiliikten kurtaracak hiikiim veya
ifade tasiryamaz.

BGOF’nin imza boliimiinde:

“Bilgilendirilmis goniillii olur formundaki tiim ac¢iklamalar1 okudum. Bana yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazih ve sozlii aciklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekceli veya gerekcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum”
Ifadesi goniilliiniin kendi el yazis1 ile yazilacaktir.
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“Soz konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay:
kabul ediyorum” Ifadesi goniilliiniin kendi el yazisi ile yazilacaktir.

Goniilliiniin ad1 / soyad1 / imzasi / tarih

Arastirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacinin ad1 / soyad1 / imzasi / tarih

Gerekli durumda islemine tanik olan kisinin ad1 / soyadi / imzasi / tarih

Gerekli durumda anne ve baba veya kanuni temsilcinin adi1 / soyadi / imzasi / tarih

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar: okudum. Bana, yukarida konusu
ve amact belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii aciklama asagida adi belirtilen gorevli
tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi veya kendi istegime bakilmaksizin
arastirmact tarafindan da arastirma dist birakilabilecegimi biliyorum.

Soz konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayr kabul
ediyorum.

fleride yapilacak arastirmalar icin;

“Kokain  Bagimlilarinda  Periferik Kandaki miRNA Ekspresyon Diizeylerinin
Arastirdmast” adli arastirma kapsaminda alinan kan ornegimin (Goniillii tarafindan uygun
olan sik isaretlenmelidir)

[] Sadece yukarida bahsi gegen ¢alismada kullanilmasina izin veriyorum.

[] Ileride yapilmasi planlanan tim ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.
[] Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.”

Goniilliiniin; Yetkin Arastirmacinin; Yasal temsilcinin;
Adr: Adt: Stiheyla Ayfer Adr:

Soyadi: Soyadi: Alkag Soyad:

Telefon numarasi: Telefon numarast: Telefon numarasi:
Tarih: Tarih: Tarih:

Adres: Adres: Adres:

Imzast: Imzast: Imzast:



EK-4 Katihme (Bilgi) Veri Formu

Adi-Soyadi PP

Cinsiyeti : O Kadin O Erkek

Yas D

Medeni durum : O Bekar OEvli

Egitim diizeyi : O ilkokul [OLise [OLisans [ Yiksek Lisans [ Doktora
Yasadig il e Telefon : oo,
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Calisma Oykiisii: O Diizenli birisivar [ Kisa araliklarla galismis su anissiz [ Hig calismamis

Yasam sekli : O Yalniz yasayanlar O Evli veya Ailesi ile yasayanlar
Boy : .. Kilo: oo,
Anne yasi DL, Babayasi: .........

Anne egitim diizeyi : O ilkokul [OLise O Lisans 0 Yilksek Lisans [ Doktora

Baba egitim diizeyi : Oilkokul [OLise 0O Lisans O Yiksek Lisans [ Doktora
Anne meslegi oo Babameslegi:..................

Kardes sayisi R

Aile ekonomik diizey: [ Disik [ Orta O YUksek

Sigara kullanimi : O Evet Miktar: ................ Baslangi¢ yast: ........ O Hayir
Alkol kullanimi : OO0 Evet Miktar: ................ Baslangig yast: ........ O Hayir
Madde kullanimi : 00 Evet Miktar: ................ Baslangi¢ yast: ........ O Hayir

Madde kullanmadan 6nce sigara kullanimi: O Evet [ Hayir

Madde kullanmadan énce alkol kullanimi : [0 Evet [0 Hayir

Ailede alkol kullanan bagka birey : OEvet ...................... O Hayir
Ailede madde kullanan bagka birey : OO Evet ....................... O Hayir
Alkol bagimhhiginin bagladigi yas: ..... ilk tedavi yasi: ... Toplam hastaneye yatis sayisi: ......

Hastaneye vyatisindan 6nce almakta oldugu sagaltim: [0 Yok [ Var (ilag etken-doz):

Yatig esnasinda diizenlenen sagaltim ve dozlari: .......................

Madde bagimhihginin bagladigi yas: ...... ilk tedavi yasi: ...... Toplam hastaneye yatis sayisi: ...

Hastaneye yatisindan énce almakta oldugu sagaltim: O Yok [ Var (ilag etken-doz): ........

Yatis esnasinda diizenlenen sagaltim ve dozlari: ......................
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