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OZET

Catak, S. Eroinin Glutatyon Metabolizmasi Uzerindeki Etkisinin Metabolomik
Diizeyde Arastirllmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Toksikoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023. Eroin,
sentetik bir opioid tlirevleri arasinda yer alan ve bagimlilik yapma potansiyeli olduk¢a
yiiksek olan bir maddedir. Eroin kullanimina bagli olarak ciddi toksik etkiler ortaya
cikabilmektedir. Bu etkilerin ortaya ¢ikmasinda farkli pek ¢ok mekanizma etkili
olmakla birlikte, ana toksik etki mekanizmasi i¢inde oksidatif stres olusumu ve
glutatyon (GSH) tiiketimi de yer almakta, kullanicilarda ciddi oksidatif hasar meydana
getirmektedir. Bu tez ¢aligmasinda SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hattinda eroinin
glutatyon metabolizmas1 tizerindeki etkilerinin hem hedefli hem de hedefSiz
metabolomik analizlerle arastirilmasi, in siliko modelleme yontemleri ile GSH
yolagindaki enzimlerle eroinin iligkisinin ortaya konmasi, N-asetilsistein (NAC) ile N-
asetilsistein amidin (NACA) bu toksisite tizerindeki olasi etkilerinin ortaya konarak
bagimlilardaki genel saglik durumlarina katki sunacak bir 6n ¢alisma yapilmasi
amaglanmistir. Elde edilen bulgular, eroine bagli olusan sitotoksik cevabin NAC ve
NACA uygulamas ile onlendigi, ayrica GSH diizeylerinde eroin uygulamasi ile
goriilen azalmanin da GSH 6ncii maddeleri ile engellendigi belirlenmistir. Ancak NAC
ve NACA kiyaslandiginda koruyuculuklari agisindan aralarinda analamli bir fark
goriilmemistir. Ayrica yapilan in siliko molekiiler modelleme ¢aligmalarinda GSH
yolagindaki 6nemli enzimlerden biri olan glutatyon transferaz ile eroinin en 6nemli
metaboliti olan morfin arasinda anlamli bir baglanma belirlenmistir. Metabolomik
caligmalar1 da hem glutatyon hem de sistein metabolizma yolaklarinin eroin
uygulamasi ile degistigini ve eroin toksisitesinde bu hedeflerin énemli oldugunu
gostermistir. Yapilan literatlir taramasinda eroin toksisitesine kars1 N-asetilsistein ile
N-asetilsistein amidin karsilastirmali etkisinin metabolomik diizeyde incelendigi bir
caligmaya rastlanmamis olup, ileride klinikte de eroin bagimlilar1 iizerinde
uygulanabilecek bir alternatif yaklasimin gelistirilmesine katkida bulunulmasi
planlanmaktadir. Dolayisiyla, planlanan ¢alisma ile elde edilecek veriler, s6z konusu

bilimsel boslugun dolmasina katkida bulunacaktir.

Anahtar kelimeler: eroin, glutatyon, metabolomik, in siliko
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ABSTRACT

Catak, S. Investigation of the Effect of Heroin on Glutathione Metabolism at
Metabolomic Level, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Pharmacy Department of Pharmaceutical Toxicology Master of Science Thesis,
Ankara, 2023. Heroin is a substance that is a synthetic opioid derivative with a high
addictive potential. Serious toxic effects may occur due to heroin use. Although many
different mechanisms are effective in the emergence of these effects, oxidative stress
formation and glutathione (GSH) consumption are also included in the main toxic
effect mechanism, causing serious oxidative damage to users. In this thesis study,
investigating the effects of heroin on glutathione metabolism in SH-SY5Y
neuroblastoma cell line with both targeted and untargeted metabolomic analyzes,
revealing the relationship of heroin with enzymes in the GSH pathway with in silico
modeling methods, It is aimed to conduct a preliminary study that will contribute to
the general health status of addicts by revealing the possible protective effects on this
toxicity with N-acetylcysteine (NAC) and N-acetylcysteine amidine (NACA).
According to the findings, it was determined that the cytotoxic response due to heroin
was prevented by NAC and NACA administration, and the decrease in GSH levels
with heroin administration was also prevented by GSH precursors. However, when
NAC and NACA were compared, there was no significant difference between them in
terms of protection. In addition, in silico molecular modeling studies, a significant
binding was determined between glutathione transferase, one of the important
enzymes in the GSH pathway, and morphine, the most important metabolite of heroin.
Metabolomics studies have also shown that both glutathione and cysteine metabolism
pathways are altered by heroin administration and these targets are important in heroin
toxicity. In the literature review, no study was found in which the comparative effect
of NAC and NACA against heroin toxicity was examined at the metabolomic level,
and it is planned to contribute to the development of an alternative approach that can
be applied to heroin addicts in the future. Therefore, it will contribute to filling the

scientific gap in the development of treatment approaches.

Key Words: heroin, glutatyon, metabolomic, in silico
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1. GIRIS

Opioidler, afyon hashasinin (Papaver somniferum) reginesinden tiiretilen,
afyonda bulunan dogal bitki alkaloitleriyle yapisal olarak iligskilendirilen genis bir ilag
sinift olarak bilinmektedir. Dogal alkaloidler de ayni zamanda opiatlar olarak
adlandirilmakta olup, morfin ve kodeini igermektedir. Sentetik tiirevler arasinda eroin,
fentanil, hidromorfon, metadon, buprenorfin ve digerleri yer almaktadir. Opioidler
oldukca giiclii ve etkili analjezik bilesikler arasinda gosterilmektedir. Ancak cogunun
bagimlilik yapici ve suistimal edilebilir madde potansiyeli oldukga yiiksektir (1).

Opioidlerin giiclii agr1 kesici etkileri basta olmak tizere ¢esitli klinik etkileri
bulunmaktadir. Genellikle analjezi ile baglantili diger etkiler arasinda ofori, ruh
halindeki degisiklikler, uyusukluk ve zihinsel bulaniklik yer almaktadir. Ancak
opioidlerin neden oldugu analjezinin ayirt edici 6zelligi biling kaybi1 olmamasidir.
Opioidlerin, yanlis kullanimi veya suiistimali s6z konusu olmakta ve gii¢lii bagimlilik
yaratabilmektedir. Bagimlilik, kiside zevk duygusu olusturan madde veya
davraniglarin artan miktarlarda ve durdurulamaz sekilde tekrarlanmasiyla olusan
psikososyal bir davranig bozuklugudur (2).

Opioidler arasinda bagimlilik potansiyeli en gii¢lii madde olan eroin (Diasetil
morfin veya 3,6-diasetil morfin), pek ¢ok hastalik ve sosyal problemlere hatta 6liime
sebep olabilen bir madde olarak tanimlanmaktadir. Eroin, giiglii bagimlilik yapict
etkisi dolayisiyla, tim diinyada global bir sorun olarak kabul gormekte olan bir
maddedir. Eroin etkisini bagta mii-opioid reseptorleri olmak iizere, Gama aminobiitirik
asit (GABA), dopamin ve noradrenerjik (NA) sistem tizerinden gostermektedir (3,4).

Opioid reseptorlerin  aktivasyonu, GABA salimimin1i inhibe ederek,
dopaminerjik ndronlar iizerindeki tonik inhibitor etkileri 6nleyip Niikleus Akumbens
(NAc), dorsal striatum ve prefrontal kortekste dopamin salinimina neden olmaktadir
(5).Eroin beyne ulastiktan sonra morfine doniismekte ve hizla opioid reseptoérlerine
baglanmaktadir. Hissedilen 6fori yogunlugu, alinan madde miktarina ve maddenin
beyne ulasip opioid reseptorlerine baglanma siiresine bagli bir fonksiyonudur. Eroinle
birlikte, rusha genellikle deride sicak bir kizarma, agiz kurulugu ve ekstremitelerde
agirlik hissi ile beraber bulanti, kusma ve siddetli kasint1 eslik etmektedir. 1k etkilerin
ardindan, kullanicilarda genellikle birkag saat uykulu olma hali, zihinsel islev acisinda

bulaniklik, kalp fonksiyonu ve inhalasyonda ciddi sekilde yavaslama gibi etkiler



goriilmektedir. Bazen kisinin yagamin tehdit edecek kadar yavas inhalasyon ayrica
komaya ve kalici beyin hasarina yol agabilmektedir (6).

Eroin kullanimina bagli olarak ciddi toksik etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Bu
etkilerin ortaya ¢ikmasinda farkli pek ¢ok mekanizma etkili olmakla birlikte, ana
toksik etki mekanizmasi iginde oksidatif stres olusumu ve glutatyon (GSH) tiikketimi
de yer almakta, kullanicilarin makromolekiillerinde 6nemli oksidatif hasar meydana
getirmektedir (3). Yapilan ¢alismalarda eroin kullanimina bagli olarak lipit
peroksidasyonunun arttigini1 ve antioksidan enzim diizeylerinin ise lstiiglinii gésteren
calismalar bulunmaktadir (7,8).

Maddelerin toksisitelerinin saptanmasinda bilgisayar temelli yOntemlerin
kullanilmas1 onem tasimaktadir. In silico toksikoloji, bilgisayarlarm yardimiyla
kimyasallarin toksisite degerlendirmesi igin calisan biitlinlestirici teknoloji i¢in
kullanilan bir terimdir. Bu teknik, algoritmalar, yazilimlar ve ilgili veriler araciligiyla
kimyasallarin toksisitesinin degerlendirilmesi, modellenmesi, simiilasyonu ve tahmin
edilmesi i¢in bir platform saglamaktadir(7).

Canli hiicrelerideki metabolizma iirlinlerinin tamami metabolom olarak
tanimlanmaktadir. S6z konusu metabolitler, pek¢ok biyokimyasal reaksiyonun ara
tiriinii olup hiicrede gergeklesen metabolik yolaklarin ger¢ceklesme siireci i¢inde ortaya
¢ikan 6nemli kiigiik molekiillerdir(9) Metabolomik g¢alismalar, bilimsel ve teknolojik
geligsmelerin de getirisi olarak arastirma alanlarinda yerini almis, aragtirmalara yon
vermeye baglamistir (10). Metabolomik ¢alismalarinda; belirli bir dénemde viicut
icinde lipid, karbohidratlar, protein, gibi hiicre bilesenlerinden ortaya cikan kiigiik
molekiillii metabolitlerin saptanmasi, miktarinin belirlenmesi ve tanimlanmasi s6z
konusudur (11).

Eroin bagimlilarinda, eroin toksisitesine bagli olarak olusan oksidatif hasari
Onleyebilecek veya geri ¢evirebilecek ¢Oziim Onerilerinin ortaya konulmasi 6nem
tasimaktadir. Bu tez ¢alismasinda SH-SYSY noroblastoma hiicre hattinda eroinin
glutatyon metabolizmasi1 Tlizerindeki etkilerinin hem hedefli hem de hedefsiz
metabolomik analizlerle arastirilmasi, in siliko modelleme yontemleri ile GSH
yolagindaki enzimlerle eroinin iligkisinin ortaya konmasi, N-asetilsistein (NAC) ile N-

asetilsistein amidin (NACA) bu toksisite lizerindeki olas1 etkilerinin ortaya konarak



bagimlilardaki genel saglik durumlarina katki sunacak bir 6n c¢alisma yapilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Opioidlerin Tanimu, Tarihgesi ve Uretimi

Opiodler, dogal bitkisel alkoloidlerin genis bir smifim olusturan,
Papaveraceae familyasindan hashas, afyon ¢ig¢egi olarak da bilinen Papaver
somniferum (Sekil 2.1) bitkisinden elde edilmektedir. igeriginde morfin, kodein,
tebain, papaverin, narkotin gibi dogal bilesikleri barindirmaktadir. Kdkeni Dogu
Akdeniz olan hashas, Hindistan ve Anadolu’da uzun yillardir tarimi1 yapilan bir bitkidir
(12,13).

Sekil 2.1. Papaver somniferum (hashas) bitkisinin genel goriiniimii (14).

Opiyat (afyon) terimi baslangigta afyondan tiiretilen alkaloidler i¢in
kullanilmistir. Morfinin kimyasal yapisi belirlendikten ve kapsamli sentez
calismalarindan sonra bu terim hidromorfin, eroin, oksikodon ve nalokson gibi morfin
benzeri yapilara sahip tiim bilesikleri icerecek sekilde genisletilmistir. Morfinin en
karakteristik etkilerinden biri uyku-uyusukluk hali olup, opioidlerin tanimlandig bir
baska alan da narkotik ilaclardir. Daha kapsayicit opioid terimi; opiatlar, endojen
peptidler ve morfin benzeri etkilere sahip olup ancak farkli kimyasal yapilardaki diger

bilesikler i¢in gecerli kabul edilmektedir (15).



Opioidler “narkotik analjezikler” olarak da adlandirilmakta olup, giicli
analjezik etkileri nedeniyle yaygin kullanilmaktadir. Ttim tiirevlerinde ila¢ bagimlilig:
yapma potansiyeli bulunmaktadir. Yaygin depresif etkileri nedeniyle verilen dozun
blyiikliigline gore narkoz hali olusturur. Narkotik analjeziklerin antipiretik veya
antiinflamatuvar etkileri bulunmamaktadir. Analjezik etkileri tamamiyla merkezi sinir
sistemi tizerindeki etkilerinin bir sonucudur (12,13).

Opiyat (Yunanca "opos™ veya "meyve suyu" kelimesinden gelmektedir)
Papaver somniferum'un olgunlasmamis kapstillerinin okside olmus siitlii 6zsuyudur.

Hashag bitkisi Tirkiye'ye ozgiidiir ve yaklasik 4 ay siiren bir biiyiime
dongiisiine sahiptir. Millattan Once (M.O.) 4. Yiizyilin sonlarma dogru bu bitkinin ilk
kez kiiltiirliniin yapildigina dair kanitlar mevcuttur ve psikoaktif etkiler i¢in kullanimi
Bronz Cagi'na (MO 1600-1200) kadar uzanmaktadir (5).

Afyon bitkisi, birincil psikoaktif bilesigi olan morfin de dahil olmak iizere
bircok alkaloit igermektedir. Kimyasal acidan alkaloidler baz yapisindadir.
Yapisindaki azot atomu nedeniyle kusmayi tetikleyebilmekte ve karakteristik aci bir
tat icermektedir. Bitkiyi lezzetli hale getirmek ic¢in tarihte hashas bitkisinin bas
kisminin tiimii ezilip sarapla, balla ve suyla karistirilirak kullanilmistir. Baska bir
miistahzarda ise; hindistan cevizi, kakuleli hashas veya safran karigtirilarak
hazirlanmistir. Afyonda bulunan diger bilesikler kodein, tebain, papaverin ve
noskapindir. Morfin, kodein ve tebain benzer bir kimyasal yapiya sahiptir, ancak ilk
ikisi sedasyona neden olurken, tebainin uyarici etkisi bulunmaktadir (5).

Uygarlik tarihinin bagindan beri opioidler insanlar tarafindan farkli amaglarla
kullanilmigtir. Insanlarin yasamlarinin sosyal, tibbi ve ekonomik ydnlerini énemli
derecede etkileyen opioid pazari, cesitli donemlerde iilkeler arasinda savaslarin
¢ikmasina da neden olmustur (5).

Bu nedenle Birlesik Krallik, Asya ve Amerika Birlesik Devletleri'nde, opiyat
kullanim1 on dokuzuncu yiizyilin sonlarinda yaygin oldugu i¢in bagimlilik bir endise
kaynagi olmustur. Bunun sonucunda Almanya, Amerika Birlesik Devletleri, Cin,
Fransa, Birlesik Krallik, Italya, Japonya, Hollanda, iran, Portekiz, Rusya ve Tayland
opiyat iiretimini ve ticaretini kontrol etmek i¢in 1912'de Lahey Uluslararas1 Opiyat
Sézlesmesini imzalamistir. Iki y1l sonra, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Harrison

Narkotik Vergi Yasasini ¢ikartmigtir. Bu yasa opiyat ya da koka bitkisinin tuzlarini,



tiirevlerini, preparatlarini; iireten, ithal eden, yetistiren, ticaretini ve dagitimini yapan
tiim sahislara ek vergi uygulamasin yiiriirliige koymustur (16).

Topluluklar tibbi olmayan opioid kullannminin olumsuz sonuglarina karsi
koymak amaciyla yasalar ve anlagmalar gelistirmistir (5).

Mezapotamya’da (Bugiin Irak), Stimerliler’in adina “eglence bitkisi”” dedikleri
hashas yetistirilmistir. Bin yi1ldan uzun siire kullaniminin ardindan, kil Babil tabletleri
hashas suyunu tibbi bir madde olarak ifade etmistir. Hashas tohumlarina keskin bir
aletle s1g paralel kesiler atilarak hava ile temas ettiginde kisa silirede kuruyarak
kahverengimsi yapiskan bir macuna doniisen lateks toplanarak afyon hasat
edilmektedir. Sekil 2.2.’de hashasa kesi atilarak lateks eldesi gosterilmistir (5).

Bu sakiz daha sonra kaynatilmakta ve safsizliklardan kurtulmak igin
stiziilmektedir. Kurutma ve kaliplama siireci Hint, Bengal, Tiirk, Fars ve Misir
uygarliklarinda farklilik gostermis olmakla birlikte genel siireg 2000 yili agkin bir
stiredir ayn1 kalmistir (5).

Sekil 2.2. Hashas bitkisinden lateks eldesi (17).

Milattan 6nce 1500 civarinda yazilan Misir Ebers Papirtisii, haghas bitkisinin
bazi taneleri ile olusturulmus bir karisimi “duvarda bulunan ates salgilari...” ile
“cocuklarin asir1 aglamasin1 énlemek igin bir ¢are” olarak ifade etmistir. MO 400'de
Yunan doktor Hipokrat, afyonun tedavi edici 6zelliklerine sik sik atifta bulunmus ve

uykusuzluk ceken hastalara recete etmistir. Daha sonra, MO 3. yiizyilldan kalma



Eresuslu Theophrastus, afyonu bir bagirsak temizleyici olarak listeledigi botanik
tizerine bir inceleme tezi yazmustir (5).

Milattan sonra 1. yiizyllda dogan Yunan hekim-botanik¢i Dioscorides,
Imparator Nero'nun altinda asker hekimi olarak gdrev yaparken Roma egemenligi
altindaki bolgeleri ziyaret etmistir. Hevesli bir bilim insan1 olarak, seyahat ettigi her
yerden dogal kaynaklar hakkinda bilgi toplamis ve gelecek yiizyillarda da ¢ok degerli
olacak bir tibbi 6zet yazmistir. De Materia Medica adli tinlii eserinde opiyumu hem bir
analjezik olarak hem de oksiiriik ile intestinal rahatsizliklara ¢are olarak tanimlamistir
(5).

Arap tiiccarlar hashasi Cin, Iran, Hindistan, Kuzey Afrika ve Ispanya'ya
yaklasik olarak sekizinci yiizyilda, Hindistan'a ise dokuzuncu yiizyilda tanitmigslardir.
Hindistanda miisliiman yonetimi sirasinda afyon esas olarak tibbi amaglar i¢in yaygin
olarak yetistirilmistir. Afyon bir ev ilaci olarak kabul edimis, daha sonra sosyal ve dini
kullanim1 da s6z konusu olmustur. Miisliman Tiirk kokenli Babiir hanedani
doneminde hashas ekimi 1524 yilinda devlet tekeli haline gelmis, Cin ve Dogu ile
afyon ticareti yaptig1 gibi ekimi Bati kiyisinda yaygin olarak genislemistir (5).

1707'de, Ingiliz Imparatorlugu altinda aktif olarak icki ve uyusturucu tesvik
eden Ingiliz Dogu Hindistan Sirketi'ne devredilmis ve eglence amacli afyon kullaninmi
katlanarak artmistir. Daha sonra, 1773'te General Warren Hastings, Ingiliz Hindistan
Valisi, zararl etkileri nedeniyle siki kontrol onlemleri almis ve i¢ afyon tiiketimini
kisitlamustir. Ingiliz Farmakopesi, on dokuzuncu yiizyilin baslarinda afyonun igmek
i¢in hazirlanmasi prosediiriinii yayinlamistir (5).

Dogu Hindistan Sirketi'nin egemenligi 1858'de Ingiliz Kraliyetine devredilmis
ve sonraki on yillarda hiikiimet gelirlerini artirmaya devam ederken uyusturucu
tiiccarlarinin roliinii degistirecek olan afyon tekelini kaldirmak i¢in birkag¢ girisimde
bulunulmustur. Sonunda, 1924'te Gandhi, afyon politikasinin niifusun ahlaki refahina
aykirt oldugunu belirten bir karar ¢ikartmistir. 1937'de Hindistan Ulusal Kongresi'nin
iktidara gelmesiyle bazi illere afyon yasagi getirilmistir. Bu politika ayn1 zamanda
medya kampanyalarini, halka acik toplantilari, “bagimlilarin” kaydini ve {icretsiz
yatarak tedaviyi de icermistir.1920'de Narkotik Komisyonu'nun kurulmasiyla tiim
afyon ekimi ve tiretimi hiikiimetin sorumlulugu haline gelmis, 1920'de Narkotik

Komisyonu'nun kurulmasiyla tim afyon ekimi ve iiretimi devletin sorumluluguna



girmistir. Sonug olarak, tibbi olmayan kullanim azalmis, fiyatlar yiikselmistir. 1944'te
Amerika Birlesik Devletleri Hindistan'da afyon kullanimiyla ilgili endiselerini dile
getirmistir, ancak Ingiliz hiikiimeti tiim ekim ve ticaretin yerlesik politikalar ve ticaret
anlagsmalar1 izledigini soylemistir. Hintli Hiikiimet, baskiyr fark ederek afyon
icilmesini yasaklamis, bu ¢aba II. Diinya Savasi'nin sonlarina dogru durdurulmustur.
Uc yil sonra Hindistan'n bagimsizligi tibbi ve bilimsel amaglar disinda afyon
iretiminin tamamen yasaklanmasini beraberinde getirmistir. Ayrica daha fazla
ticretsiz tedavi merkezi agilmis ve kagakgilik cezalandirilmistir. On yil sonra, afyon
satiglart yasaklanmis ve tibbi gerekgelerle yalnizca kayith “bagimlilarin” oral
tilketimine izin verilmistir (5).

1970'e gelindiginde, eroinin oral tiiketimi ve sigara gibi kullanimi1 azalmstir.
Cogu eroin kullanicisinin 50 yasinda veya daha biiyiik oldugu gosterilmistir (18).

Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Sug Ofisi'ne (UNODC) gore, yeni psikoaktif
maddeler (YPM), " Psikotrop Maddeler hakkinda (saf halde veya miistahzar halinde),
1961 Narkotik Uyusturucu Tek Soézlesmesine veya 1971 Sozlesmesine kadar kontrol
edilmeyen, ancak halk sagligi tehdidi olusturabilecek suistimal edilen maddelerdir”
seklinde tanimlanmaktadir. Kontrolsiiz sentetik uyusturucularin kullanimi yeni bir
konu olmamakla birlikte, YPM bu yiizyilin basinda kiiresel bir endise konusu haline
gelmistir. Hashag bitkisinin tiretimi bagimlilik yapici 6zellikleri nedeniyle, yasalarla
sinirlandirilmistir. Birlesmis Milletler denetiminde yasal ana iiretici olarak Tiirkiye,
Hindistan, Avustralya, Fransa, Ispanya, Macaristan’da  hashas  ekimi
yapilmaktadir(19). Ancak kiiresel boyutta Afganistan hem hashas ekiminin hem de
afyon iiretiminin en fazla gergeklestigi iilkedir. Nitekim UNODC tarafindan 2020
yilinda Afganistan’da haghas ekiminin bir 6nceki yila gére %37 artisla 224.000 hektara
ulastigini ve afyon liretiminin ise 6.300 ton olarak gerceklestigi tahmin edilmektedir
(19).

Son bes yilda kiiresel afyon lretiminin yaklasik %84 liniin ger¢eklestigi
Afganistan; Avrupa, Yakin ve Orta Dogu, Giiney Asya, Afrika ve az oranda olmak
tizere Kuzey Amerika (0zellikle Kanada) ve Okyanusya’daki yasa disi uyusturucu
pazarlarinin kaynagidir. Cogunlukla Myanmar (kiiresel afyon tliretiminin %7’s1) ve az
oranda Laos (kiiresel afyon iiretiminin %1°1) ise Dogu ve Gilineydogu Asya ile

Okyanusya pazarlarinin tedarikini saglamaktadir. ABD’ye olan eroin sevkiyatinda ise



Meksika’nin (kiiresel afyon iiretiminin %6’s1) 6n plana ¢iktigi goriilmektedir. 2018
yilinda kiiresel boyutta ele gegirilen eroin ve morfinin %70°1 genellikle Giliney Bati
Asya’da ele gecirilmistir. Asya disinda en fazla miktarda eroin ve morfin (kiiresel
miktarda ele gegirilen eroinin %22’si), tiiketimde dnemli bir pazar olan Avrupa’da ele
gecirilmigtir. 2018 yilinda Avrupa’da en fazla miktarda eroin yakalamasi Dogu ve
Gilineydogu Avrupa’da gerceklesmis (%66), bu bolgede en fazla eroin ve morfin
yakalanmasi ise %62 oraninda Tiirkiye tarafindan yapilmistir(19). Eroin de dahil
uyusturucu trafiginde Tirkiye Cumhuriyeti’nin Yeri Sekil 2.4’te yer alan
Afganistan'dan Rusya Federasyonu'na ve Avrupa'ya eroin kagakc¢iligr haritasinda
verilmistir. Trafik akisi, eroinin iran islam Cumhuriyeti’nin Azarbaycan-e-Khavari ili
tizerinden Tirkiye'ye girdigini ve Tiirkiye'nin Hakkari ve Van illeri {izerinden (Sekil
2.3.) devam ettigini gosteriyor. Toplamda, her yil tahminen 95 ton eroin Tiirkiye

siirlarindan gecerek taginmaktadir.
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Sekil 2.3. Afganistan'dan Rusya Federasyonu'na ve Avrupa'ya eroin kagak¢iligr (19).

Birlesmis Milletler (BM) verilerine gore Tiirkiye 2019 yilinda 20.165 kg
yakalamasiyla kiiresel diizeyde en fazla miktarda eroin ele gegiren iilkedir (19).
Tiirkiye’nin kprii olarak kullanildig1 Balkan Rotas1; Afganistan’dan baslayarak Iran,
Tiirkiye ve Balkan iilkeleri lizerinden Orta ve Bat1 Avrupa’ya ulasan rota eroin dahil
diger opiyatlarin Avrupa’ya kacake¢iliginda on yillardir en sik kullanilan rota olmustur
(20). 2018 yilinda Afganistan disinda gergeklesen eroin yakalamalarinin %581 bu rota
tizerinde ger¢eklesmistir. Sadece 2009 ve 2012 yillar1 arasinda, Balkan Rotasi
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tizerinden kacakeilig1 yapilan opiyatlardan yilda ortalama 28 milyar ABD Dolar1 gelir
elde edildigi tahmin edilmektedir (19). Rekor olarak nitelendirilen yiikli eroin
yakalamalar1 nedeniyle Tiirkiye; Balkan Rotas1 iizerinde hayati bir 6neme sahiptir.
Eroinin Avrupa Birligi’ne (AB) girisinde Balkan Rotasinin hala kilit bir koridor olma
ozelligini siirdiirdiigli, bu nedenle de Tiirkiye’nin eroinin AB pazarlarina giriginin
Onlenmesi adina merkezi bir 6neme sahip oldugu 2019 Avrupa Uyusturucu Pazarlari
Raporunda da belirtilmistir (21). Gegmis yillarda oldugu gibi halen iilkemiz kolluk
birimleri tarafindan tim AB iilkelerinden daha fazla miktarda eroin yakalamasi
gerceklestirilmektedir. 2019 yilinda tiim AB {ilkelerinin ele gec¢irdigi eroin miktarinin
iki buguk kati lilkemizde gerceklestirilen yakalamalarda ele gegirilmistir (AB iilkeleri:
7,9 ton, Tiirkiye: 20.2 ton). Bu miktar son 10 yilda ele gecirilen en yiiksek miktardir
(22).

2.2. Bagimhlik Kavrami ve siniflamasi

Amerikan Bagimlilik T1ibb1 Dernegi bagimlilig1 beyin devreleri, genetik, cevre
ve bireyin yasam deneyimleri arasindaki karmasik etkilesimlerini igeren tedavi
edilebilir, kronik bir hastalik olarak tanimlamaktadir. Bir madde kullanimina bagiml
veya kompulsif hale gelen bir davranis bagimlis1 kisiler, bagimliligin getirdigi zararh

sonuglara ragmen bu durumu siirdiirmeye devam etmektedirler (22).

Tablo 2.1. Diinya saglik orgiitii’ne gore madde bagimlilig: tiirleri (23)

Opiat Tipi Bagimlilik

Alkol, Barbiitiirat, Benzodiazepin Tipi Bagimlilik

Esrar Tipi Bagimlilik

Kokain Tipi Bagimlilik

Uyaric1 Tipi Bagimlilik

Haliisinojen Tipi Bagimlilik

Solunan Coziicii Tipi Bagimlilik

Tiitlin Tipi Bagimlilik
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2.3. Opioid Tipi Bagimhihk

Uluslararas1 Hastalik  Siniflandirmas1  (ICD-11), opioid bagimliligin
“opioidlerin tekrarlanan veya siirekli kullanimindan kaynaklanan opioid kullaniminin
diizenlenmesindeki bir bozukluk™ seklinde tanimlamaktadir. Karakteristik 6zelligi,
maddenin kullanimini kontrol etme yeteneginde bozulma, diger faaliyetlere gore
kullanima verilen Onceligin artmasi ve zarara veya olumsuz sonuglara ragmen
kullanimin devam etmesine sebep olan opioidleri kullanmak i¢in duyulan gii¢lii bir
dahili diirtii olmustur. Bu deneyimlere genellikle opioidleri kullanmak i¢in 6znel bir
diirtii veya istek hissi eslik edebilmektedir. Bagimliligin fizyolojik o6zellikleri de
mevcuttur. Opioidlerin etkilerine karsi tolerans gelistirilmesi, opioid kullaniminin
kesilmesini, azaltilmasini takiben yoksunluk belirtilerini 6nlemek ve hafifletmek igin
opioidlerin ve farmakolojik olarak benzer maddelerin tekrar tekrar kullanimi
goriilebilmektedir (24).

Bagimliligin 6zellikleri genellikle en az 12 aylik bir siire boyunca gézlenmekte,
teshisin konulmasi i¢in en az 3 ay siirekli (giinliik veya hemen hemen her giin) opioid
kullanimi1 olmas1 gerekmektedir.

Opioid kullanim bozuklugunu teshis etmek icin sunulan on kriter asagida
Ozetlenmistir:

* Opioidlerin amacglanandan daha biiyiik miktarlarda veya daha uzun siireler
boyunca alinmasi.

* Opioid kullanimini azaltmak veya kontrol etmek i¢in 1srarli istek
duyulmasi veya ¢abalarin basarisiz olmasi.

* Opioid elde etmek veya kullanmak i¢in gerekli faaliyetlerde ¢ok fazla zaman
harcamak.

* Opioid kullanmak i¢in siddetli istek veya arzu duyulmasi.

« Is, okul veya evde énemli rol yiikiimliiliiklerini tekrarlayan opioid kullanimi
nedenleriyle yerine getirememe:

« Onemli sosyal, mesleki veya eglence etkinlikleri opioid kullanimi nedeniyle
birakmak veya azaltmak.

* Fiziksel olarak tehlikeli durumlarda dahi tekrarlayan opioid kullaniminin

goriilmesi.
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 Kalict veya tekrarlayan fiziksel durumlar1 ya da veya opioidlerle iliskili
psikolojik problemleri bilmesine veya yasamasina ragmen kisinin siirekli opioid
kullanima.

* Tolerans gelismesi.

* Yoksunluk geligsmesi.

Yukaridaki durumlardan madde kullanim bozuklugu hasta; 2-3 Kriteri
karsiladig: takdirde hafif, 4-5 semptomu gosterdigi takdirde orta ve 6 veya daha fazla
kriteri karsiladig1 takdirde ise siddetli kabul edilmektedir (25).

2.4. Opioidlerin Kimyasal Yapilar1 ve Siniflandirmalari

Opioidler, bir piperidin halkasinin eklendigi fenantren g¢ekirdegini (koyu
olarak) olusturan alt1 iiyeli doymus heterosiklik halkalardan olugsmaktadir. Sekil 2.5°te
Opioid Agonistleri, Kismi Agonistleri ve Antagonistlerinin Kimyasal Yapilari

gosterilmektedir (15).
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Sekil 2.4. Opioid agonistleri, kismi agonistleri ve antagonistlerinin kimyasal yapilari

(26).
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Morfin kimyasal yapisi, metadon ve meperidin hari¢ tiim opioidler i¢in
prototipi temsil etmektedir. Daha 6nemli opiyat alkaloidleri fenantren g¢ekirdek
igermesine ragmen opiyat alkaloid tiirevlerinin ¢ogu izokinolin halka yapisina sahiptir
(15).

Diasetilmorfin olusumunda oldugu gibi fenolik fonksiyonlarin esterlesmesi,
lipid ¢Ozliniirligii, etki giicli ve toksisitesi artmis bir bilesik ile sonug¢lanmaktadir (15).
Opioidler kimyasal yapilarina gore:

e Dogal opiyat alkaloidleri (kodein, morfin),
e Sentetik opiyat alkaloidi tiirevleri (hidrokodon, hidromorfon, oksikodon,
buprenorfin),
e  Cesitli sentetik opioid siiflart
1. Anililopiperidinler (fentanil, alfentanil, sufentanil, remifentanil),
2. Difenilpropilamin tiirevleri (propoksifen, dekstropropoksifen,
metadon, difenoksilat, loperamid),
3. Digerleri (pentazosin, butorfanol, nalbufin, levorfanol, tramadol),
e Opioid antagonistleri (nalmefen, nalokson ve naltrekson)

gibi alt siniflara ayrilmaktadir (27).

Tablo 2.2. Opioidlerin yapisina gore siniflandirilmasi (27).
Dogal Olarak Meydana | Yari- Sentetik Bilesikler | Sentetik Bilesikler

Gelen Bilesikler
Morfin Diamorfin (Eroin) Petidin
Kodein Dihidromorfon Fentanil
(Hidromorfon)

Tebain Buprenorpfin Metadon

Papaverin Oksikodon Alfentanil
Remifentanil
Tapentadol

Opioidler etki gosterdikleri reseptorlere gore de siniflandirilabilmektedir:
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1. Mii- reseptoriine secici olarak baglanan bilesikler, morfin benzeri analjezi,
ofori, solunum depresyonu, miyoz, kismi gastrointestinal (GI) inhibisyon ve
yatistiric etkiler sergilemektedir.

2. Pentazosin, nalorfin ve levorfanol gibi narkotik antagonistler analjezi,
sedasyon, sanri, haliisinasyonlar  (psikotomimesis),  gastrointestinal
inhibisyonu ve miyotik etkilerine ragmen Kappa reseptoriine baglanmaktadir.

3. Pentazosin ve nalorfin de delta reseptorleri i¢in afiniteye sahip olmakla birlikte,
bu baglanma ana olarak distfori ve ruh hali degisiklikleri (dopamin saliniminin
inhibisyonu) ile iliskilendirilmistir. Epsilon ve zeta reseptorlerinin insandaki
rolii heniiz tanimlanmamistir. Pentazosinin afiniteye sahip oldugu iddia edilen

sigma reseptoriiniin bir opioid reseptoriinii temsil ettigi anlagilmistir (15).
2.5. Opioidlerin Genel Etki Mekanizmalari ve Toksik Etkileri

Opiyat toksisitesinin mekanizmast merkezi sinir sistemi ve diger dokulardaki
stereospesifik, doyurulabilir baglanma bolgeleri veya reseptorler ile dogrudan
etkilesim ile ilgilidir. Bu reseptorler, gesitli opioid etkileriyle kaydedilen deneysel
gbzlemlere gore siniflandirilmaktadir. Opioid reseptorleri, iki pentapeptit, metiyonin-
enkefalin ve 16sin-enkefalin dahil olmak {izere bir¢ok endojen ligandin biyolojik
olarak aktif bolgeleridir. Endojen opioid benzeri maddelerin en giigliisii f-endorfin

gibi opioid reseptorlerine baglanan biiyiik birkag¢ polipeptittir (28).
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ETKILER

Sedasyon %5
Sersemlik Miyozis
Analjez1 -
Ofont (ﬂ)‘

Solunum merkezi inhibisyonu
Bulant: ve kusma
Oksiiriik baskilama

Analjez1

Ortostatik hipotansiyon

Uzanmus mide bosalmas:
Azalmis HCI sekresyonu

Artmis somatostatin sekresyonu
Azalmis Motilite ve sekresyonlar

' Kapali sfinkterin kasilmasi

Urniner retansiyon

Hipofiz bez1

Azalmis gonadotropinler ve
ACTH salmm

Gonatlar

@ Azalmus seks steroidlen
seviyest

Kasmt

Sekil 2.5. Opioidlerin viicutta etki ettigi organlar (29)

Opioid toksisitesinin klinik bulgulari merkezi sinir sistemi depresyonu (koma),

miyozis ve solunum depresyonu ile karakterizedir. Miyozis gézlenmesi hastanin yanit

verdigini diistindiirdiigii igin genellikle cesaret verici bir igarettir (Sekil.2.5.) Solunum

depresyonu; normal solunum ritminin korunmasindan sorumlu beyin sap1 ve

mediillerdeki solunum merkezlerinin baskilanmasiyla meydana gelmektedir. Mii-
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reseptor agonistleri solunumu doza bagimli bir sekilde baskilamakta ve dakikalar
icinde solunumun durmasina neden olabilmektedir. Akut opioid doz asiminin yiizde
ellisine koptiklii, kardiyojenik olmayan, pulmoner 6dem eslik etmektedir ve bunlar
6liimlerin gogundan sorumlu olan bulgulardir(29).

Periferik etkiler bradikardi, hipotansiyon ve azalmis GI motiliteyi
icermektedir. Artan antidiiiretik hormon (ADH) salgilanmasinin bir sonucu olarak

idrar ¢ikis da azalmaktadir (15).
2.6. Opioid Reseptorleri

Farmakolojik kanitlar 1967'den bu yana opioidler igin spesifik baglanma
bolgelerinin varligini gostermis, ancak spesifik opioid reseptorlerinin farkl alt tiplere
sahip biyokimyasal varliklar olarak tanimlanmasi, 1990'larin basinda gerceklesmistir.
Opioid reseptorleri, rodopsin benzeri aileye veya A smifi G proteinine bagh
reseptorlerdir (GPCRs). Klasik opioid reseptor alt tipleri p (veya MOR), 6 (veya DOR)
ve k (veya KOR) olarak adlandirilmaktadir. Bu grubun dordiincii iiyesi,
nosiseptin/orfanin FQ peptit (NOP) reseptoriidiir. NOP baslangigta bir "yetim" opioid
reseptorli olarak kabul edilmistir ¢iinkii endojen ligand1 karakterizasyonu sirasinda
tanimlanmamigtir. NOP, klasik opioid reseptorleri ile benzerlik gostermekle birlikte
farkli farmakolojik etkiye sahiptir. Tiim opioid reseptorleri, % 49-58 birincil sekans
0zdesligi sergilemektedir ve yapisal olarak benzemektedir. Farkli etkilerin ortaya
¢ikmasina aracilik eden reseptorler beyin, omurilik, deri ve gastrointestinal sistem
boyunca dagilim gostermektedir. Diger GPCR'ler gibi opioid reseptorleri de inaktif
ve aktif konformasyonlar arasinda farkli durumlar iistlenebilen, baglayici ligandlar ve
sodyum iyonlar ile G proteinleri gibi kiiciik molekiiller tarafindan diizenlenen dinamik

yapilardir (5).
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Sekil 2.6. Opioid Reseptorii; oo G-protein alfa alt birimi, arrestin fosforilasyonuna
bagli GPCR yapi iskelesi, py- G-protein beta-gama alt birimi, CAMP-
siklik adenozin monofosfat, ERK - - hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz,
JNK - c-Jun N- terminal kinaz, p38- p38 MAPK, P-fosforilasyonu (28).

Opioid reseptorii sinyal iletimini ve trafigini gostermektedir (Sekil 2.6.). Genel
olarak, dort opioid reseptdr alt tipinin tiimii, y, 6, k ve ORL1 sekildeki ortak yolaklari
paylasmaktadir. Yeni yapilan bir arastirma her bir opioid reseptoriindeki secici
ligandlarin, opioid reseptoriinii bir yada birden ¢ok sinyalleme (6nyargili agonizm
veya liganda yonelik sinyallesme) lehine yonlendirebilecegini gostermektedir. OKlar,
aktivasyon adimlarmi ifade etmektedir; T ¢izgileri, islevin bloklanmasini

(engellenmesini) veya indirgenmesini ifade etmektedir (28).
2.7. Eroin
2.7.1. Eroin ve Tarihgesi

Eroin (3,6-diasetilmorfin, diamorfin) Bayer tarafindan siddetli akciger
hastalig1 olan hastalarda solunuma yardimci olmak icin 6ksiiriik kesici olarak 1898°de
kullanilmaya baglanan morfinin bir di-esterdir. Eroin ismi, diasetilmorfin
formiilasyonlarina veya birkag saat kaynatilmis morfine Bayer tarafindan verilmistir.

1898'de Bayer Sirketi, ticari 6lgekte eroin iiretimine baslamustir. {lk klinik sonuglar
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timit verici oldugundan, eroin mucize ilag olarak adlandirilmistir. Eroinin klinikteki
etkileri incelendiginde solunum yolu hastaliklarinda kodeinden ¢ok daha yiiksek
etkinlik gosterdigi gézlenmistir (30). Bununla birlikte bronsit, tiiberkiiloz ve okstiriige
neden olan diger solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde de eroin kullanilmustir.
1906'da Amerikan Tabipler Birligi eroini genel kullanim i¢in onaylamis ve morfin
yerine kullanilmasini tavsiye etmistir (31). 1910'larin basinda eroinin 6forik
Ozelliklerini morfin bagimlilar1 tarafindan kesfedilmis olup bu etki intravendz
uygulamayla artirilmistir. Eroin narkotik bir uyusturucu haline gelmis ve suiistimal
edilerek kullanimi hizla yayilmaya baslamustir. Uretimi, kullanimi ve dagitimina
iliskin kisitlamalar uluslararasi kanunlarla diizenlenmistir. Eroin liretiminin tamamen
yasaklanmasi da onerilmistir. Siki diizenlemeler sonucunda eroin tiretimi ve tiiketimi
1931'den sonra énemli bir diisiis gostermistir, ancak ayn1 donemde eroin kisitlamasi
fark edilmis, yasadisi iiretim ve kagakgilig1 baglamistir (30,32).

Morfinden iki kat daha giiglii bir oksiiriik kesici oldugu bilinmekle birlikte
analjezik giiciiniin morfinin iki ila t¢ kati yiiksek oldugu, bagimlilik yapici
ozelliginden dolay1 birgok tilkede regete edilmesi yasaklandiktan onlarca yil sonra
anlagilmistir. Eroin, Birlesmis Milletler'in uluslararast kontrol altindaki Narkotik
uyusturucular listesine dahil edildigi i¢in bir suistimal edilebilir madde olarak kabul
edilmektedir (33).

Ancak eroin tibbi uygulamalardan tamamen yasaklanmamistir; ilag ve

miistahzarlar1 bugiin hala ingiliz Farmakopesinde yer almaktadir (34).

2.7.2. Eroinin Fizikokimyasal Ozellikleri

@)
Y
O
O

HsC

Sekil 2.7. Eroin kimyasal yapis1 (26).
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Eroin, kimyasal adi ile diasetilmorfin bir morfin esteridir. Kimyasal olarak
sentezi 3. ve 6. pozisyonlarinda bulunan iki hidroksil grubunun asetil gruplariyla yer
degistirmesi ile gerceklesmektedir. Eronin baz formu mevcuttur, ancak hidrokloriir
monohidrat tuzu farmasotik dozaj formlarinda ¢ok daha yaygm kullanilmistir.
Diasetilmorfin, morfin (P = 6) ve fentanil (P = 955) arasinda bir partisyon katsayisina
(P(oktanol/su) = 52) sahip olan lipofilik bir maddedir.

Diasetilmorfinin pKa's1 (7.6) fizyolojik pH'a yakin ve lipofilik oldugundan
viicutta biiyiilk oranda non-iyonize formda bulunmaktadir. Bu durum eroinin
absorpsiyonunu artirirken, iyonize formu da g¢ok iyi derecede suda ¢Oziiniirliige
sahiptir (35).

Diasetilmorfin bazinin erime noktasi (173 °C) hidrokloriir tuzundan (243-244
°C) daha diistiktiir. Bu durum da baz formun sigara seklinde sarilarak, enfiye edilerek
veya bir aliiminyum folyo tabakasi lizerinde toz halindeki 1sitilmis bir ¢ozeltisinden
buharmin solunarak kullaniminin tercih edilmesine sebep olmaktadir (35).

Sokak eroininin kimyasal bilesimi degisiklik gdstermektedir: genellikle, bir
kahverengi eroin numunesinin yaklasik %35-45'1 diasetilmorfin (hidrokloriir) olarak
tanimlanirken, beyaz eroin genellikle ¢ok daha saftir ve diasetilmorfin hidrokloriir
icerigi %85-95'e kadardir. Diasetilmorfin (hidrokloriir) disinda sokak eroininde
bulunan maddeler; iiretim safsizliklari, seyrelticiler ve katki maddeleri olarak
ayrilabilmektedir. Ik kategori morfin, kodein, papaverin, noskapin, asetilmorfin,
asetilkodein, vb.'den olugsmaktadir; bunlar da eroin sentezinde kullanilan afyon veya
morfinden kaynaklanan aktif maddeler ve asetilasyon prosesinden elde edilen ara
tiriinlerdir. Tkinci kategori, esas olarak, inert hacim arttirici maddeler olarak kullanilan
sekerleri igermektedir. Uciinciisii, eroin gibi ac1 bir tada sahip olan veya baz1 etkilerini
taklit edebilecek katki maddeleri olan parasetamol, kafein, fenobarbiton, metakalon,
prokain, strikinin, kinin, pirasetam gibi aktif ilaglar olabilir. Sokak eroinin etkinligi
ve toksisitesi, safsizliklarin, seyrelticilerin ve katki maddelerinin varligindan
etkilenmektedir. Eroinin farkli formlarda bulunabilmekte olup saf ve katkili formlari

sekil 2.8.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.8. Eroinin ¢esitli formlari; En saf haliyle ince beyaz bir toz halinde eroin (A),

Katki maddeleri ile rengi degisen ve topaklasan eroin (B), Katki maddeleri
ile siyah katran yapisinda yapiskan bir malzemeye doéntisen eroin (C) (36).

Eroinin genel fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2.3’te 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. Eroinin genel fizikokimyasal 6zellikleri (1).

Ozellik Deger

Molekiil Formiilii C21H23NOs

Molekiil Agirhg: 369,41 g/mol

Renk/ Eorm Beyaz kristal/ kristfil pudra o
Havaya maruziyet ile pembeye doniisiir.
Kokusuzdur.

Koku Havaya uzun siireli maruziyeti ile asetik bir
koku yayar.

Tat Bitter (Aci tada sahiptir.)

Kaynama noktasi1 (BP) |12 mm Hg’da 272-274 °C’de kaynar.

Erime Noktas1 (MP) 173 °C

Yogunluk (d) 25 °C’de 1.56 g/cu m olarak Ol¢lilmiistiir.

LogP log = 1,58

Disosiasyon Sabiti pKa=7,95
25 °C’de suda: 60 mg/L

Coziiniirliik 1 g Eroin;

1,700 mL suda, 1,5 mL kloroformda, 31 mL
alkolde, 100 mL eterde ¢oziinmektedir.
Amonyum ya da sodyum karbonatta kismen
¢Oziinmektedir.

Alkalilerde ¢oziinmektedir.

Benzende ise iyi ¢Oziinmektedir.

Buhar Basinci (VP)

25 °C’de 7,59x10-10 mm Hg



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/water
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2.7.3. Eroinin Kimyasal Sentezi

Morfin 3-Asetilmorfin 3,6-Diasetilmorfin (EROIN)

Sekil 2.9. Eroinin kimyasal sentez reaksiyonu (37).

Eroin (3,6-diasetilmorfin) ilk olarak 1874'te C. R. Alder Wright tarafindan
sentezlenmistir. Eroin sentezi morfinden baslayan iki agsamali bir reaksiyondur. Asetik
anhidrit varliginda, morfinin baslangicta fenolik hidroksil grubunda (3. konum)
asetillenerek 3-asetilmorfin olusturulup, ardindan alkolik hidroksil grubunda (6.
konum) baska bir asetilasyon reaksiyonu 3,6-diasetilmorfin olusumu ile
sonuclanmaktadir (Sekil 2.9.) (37).

Iki asetil grubu nedeniyle, eroin morfinden daha lipofiliktir ve bu nedenle kan-
beyin bariyerini ¢ok daha hizli gecebilmektedir. Bu durum morfine kiyasla eroinin
etkisinin daha hizli baglamasina ve daha yogun bir farmakodinamik etki gostermesine
katkida bulunmaktadir. Bununla birlikte, eroinin opioid reseptorii i¢in fenolik hidroksil
grubunda konjugatlari olmayan metabolitlerinden (6rn.6-Monoasetilmorfin [6-
MAM], Morfin, Morfin-6-Glukuronid [M6G]) daha diisiik bir afinitesi vardir. Bu
nedenle eroin esas olarak metabolitleri yoluyla etki eden bir 6n ilag olarak kabul
edilmektedir (37).

Farmasotik eroin saf morfinden sentezlenirken, sokak eroini genellikle kodein,
noskapin, papaverin ve tebain gibi diger alkaloidlerle kontamine olan afyon 6ziinden
saflastirilan morfinden yasa dis1 olarak sentezlenmektedir. Bu alkaloidler, sokak
eroininin sentezi sirasinda asetilasyon reaksiyonlarina da maruz kalabilmektedir,
dolayisiyla sokak eroini, bu afyon alkaloidlerinin yani sira bunlarin asetillenmis
tiirevlerini (6rnegin, 6-asetilkodein [6-AC], 6-monoasetilmorfin [6-MAM]) degisken
miktarlarda da igerebilmektedir (37).
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2.7.4. Eroinin Farmakokinetik Ozellikleri

Eroin, 3- ve 6- numarali konumlarina hidroksil asetil gruplar1 bagh olan, iki
bilesenli yar1 sentetik bir morfin esteridir. Eroin gibi ester yapisindaki tiirevlerinin kan-
beyin bariyerini oncii iirlinii olan morfinden daha hizli gectigi diisiiniilmektedir ve
farmakodinamik etkisinin morfinden daha yiiksek olmasi bu sekilde agiklanmaktadir
(38).

a. Eroinin Absorpsiyonu

Eroin, tiim uygulama yollari ile hizla emilmektedir. Intravendz yolla uygulanan
eroin 1 dakikadan kisa siirede kanda pik konsantrasyona ulasirken, burun i¢i ve kas igi
eroin uygulamalarinda 3 ile 5 dakikada bu seviyeye gelmektedir. Deri alti eroin
uygulamasinda ise serumda pik yapma siiresi 5 ile 10 dakika arasindadir (38).

Morfinin oral biyoyararlanimi1 %20-40'tir. Sigara seklinde sarilarak kullanilan
eroinin biyoyararlanimi ise yaklasik %44-61'dir (38).

Eroin, morfinden ve diger opioidlerden daha fazla yagda ¢oziindiiglinden kan-
beyin bariyerini 15-20 saniye iginde gecebilmekte ve beyinde etkisini
gosterebilmektedir. Intravendz(iv) morfinin %5’ten daha az1 beyne ulasabilirken bu
oran iv eroinde %68 seviyelerindedir(39).

Eroin kullanan iki hasta ile yapilan ¢alismada inhale ve intaven6z (iv) eroin
verilmistir ve biyoyararlanimlar1 karsilastirilmistir. Iki géniilliide de inhale edilen
eroin, iv olarak verilen eroine gore 1-5 dakika sonra kanda pik konsantrasyonuna
ulagmistir (40).

Yapilan bir diger ¢alismada eroin hidroklorid partikiillerinin (siv1 aerosol)
inhale edilmesi (solunmasi), %58'lik bir biyoyararlanim ile sonuglanmustir. Iki denegin
ti¢ inhalasyon seansini toz aerosol ile inhale etmesini takiben eroinin (baz) %35'lik

biyoyararlanim ile sonug¢lanmustir (18).
b. Eroinin Dagilimi ve Yarilanma Omrii

Morfin %12-35'i plazmada esas olarak albiimine baglanmakla birlikte yaklagik
%35’1 g-globuline, %5’1 al- asit-glikoprotein 'e de baglanabilmektedir. Saglikli
bireylerde kan/plazma konsantrasyonu orani yaklasik 1.02'dir(18).
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Morfin kismen hidrofilik 6zellik gostermektedir ve bu nedenle eroine kiyasla
dokularda yavas dagilir. Morfinin dagilim hacmi genellikle 1-5/ kg/L araligindadir.
Eroin ve metaboliti 6-MAM, kan-beyin bariyerini morfine gore daha kolay
gecgebilmektedir. Morfin, beyin kapiller endotelinde bulunan P glikoprotein tarafindan
beyne tasmir ve Ozellikle yiiksek konsantrasyonda opioid reseptorleri bulunan

hipokampusta birikmektedir(18).
¢. Eroinin Metabolizmasi ve itrah

Eroin MSS’de 5-10 dakika icinde eroin monoasetilmorfine hidrolize
olmaktadir. 20-30 dakikay1 asan bir siirede ise monoasetilmorfin morfine metabolize
olmaktadir(41).

Absorpsiyondan sonra eroin, serum ve karaciger esterazlari tarafindan hizla 6-
monoasetilmorfine ve morfine hidrolize edilmektedir. Ayrica, eroinin metaboliti
morfin, glukuronidlere konjiige edilmektedir(18).

Eroin hizla 6-MAM'e ve morfine metabolize olmaktadir(39).

Morfin oncelikle 3 ve 6. pozisyonlarda sirasiyla morfin-3-glukuronid (M3G)
ve morfin-6-glukuronid (M6G) olusturmak i¢in glukuronit konjugatina metabolize
edilmektedir. Az bir miktar1 (%5) CYP3A4 ve daha diisiik 6l¢iide CYP2CS8 enzimleri
tarafindan demetile edilerek normorfine doniistiiriiliir. Eroinin 2-6 dakikalik son
derece kisa bir yar1 dmrii vardir. 6-MAM ve morfinin yar1 dmiirleri sirasiyla 6-25
dakika ve 1,57 saattir. M6G morfinden daha yiiksek potensli aktif bir metabolitidir.
M6G'nin yar1 6mrii 4 + 1,5 saattir (39).

Eroin metabolizmasi Sekil 2.15.’te verilmistir.
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Sekil 2.10. Eroin metabolizmasi(42)

Idrarda pozitif morfin dlgiilmesi genellikle son 2-3 giin iginde veya uzun siireli
eroin kullanimi sonrasimi gdstermektedir. Idrarda 6-MAM saptanmasi ise eroin
kullaniminin 6nemli bir belirteg¢ gostergesidir. Yiiksek konsantrasyonlarda metabolit
olglilmesi ilacin kronik kullanimina isaret edebilmektedir (39).

Bir tek morfin dozunun yaklagik %90 72 saatte idrarla, %75’1 M3G olarak ve

%10'dan az1 degismemis morfin olarak atilmaktadir (39).
2.7.5. Eroinin Farmakodinamik Ozellikleri

Eroinin en 6nemli metaboliti ve prekiirsorii olan morfin MSS {izerindeki ana
etkilerini esas olarak p-reseptorleri araciligiyla ve daha sonra da «- ile d-reseptorleri
ile etkileserek gostermektedir. p- reseptorleri hemen hemen her zaman presinaptik
kavsaklarda bulunmaktadir. Opioidlerin, ddiil ve bagimlilik mekanizmasinda (niikleus
akumbens'te) inhibe edici GABAerjik internéronlarda bulunan p- opioid reseptorleri

ile etkilesimi, bu ndronlarin inhibisyonuna yol agarak, dopaminerjik ndronlarin
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inhibisyonunda azalmaya ve 6diil mekanizmasiyla tekrarlayan ila¢ kullanimiyla iligkili
artan sinaptik dopamin konsantrasyonlarina neden olmaktadir. p-opioid
reseptorlerinin en yiiksek konsantrasyonunu igeren beyin bolgesi periakuaduktal gri
maddedir ancak bu reseptorler ayn1 zamanda hipokampusta, omuriligin ylizeysel sirt
boynuzunda, koku ampuliiniin dis pleksiform tabakasinda, niikleus akumbens'te ve
ayrica serebral korteksin bazi kisimlarinda ve amigdalada da bulunmaktadir. pl-
reseptorler agri modiilasyonu, analjezi, solunum depresyonu, miyozis, 6fori ve azalmis
gastrointestinal aktivitede gorevalirken, u2-reseptorlerinin  etkileri  solunum
depresyonu, uyusukluk, mide bulantist ve zihinsel bulaniklikla ilgilidir. k- reseptdrleri
analjezi, dilirez, sedasyon, disfori, hafif solunum depresyonu ve miyozis ile
iliskilendirilmistir. d-reseptorleri ise analjezi, disfori, sanrilar ve haliisinasyonlarin

olusumunda rol almaktadir(18).
2.7.6. Eroine Maruziyet Yollari

Eroin ¢ok farkli yollarla uygulanarak kullanilabilmektedir. Genelde sigara gibi
icilebildigi gibi burundan c¢ekilerek enfiye de edilmektedir. Nazal yol yanisira
intravenozve deri alt1 uygulama seklinde de enjekte edilmektedir. Morfin ise oral, kas
ici, damar i¢i, deri alt1, rektal, epidural ve intratekal olarak kullanilabilmektedir (39).

Biyoyararlanimdaki farklara ragmen iv verilen ya da igilen eroinin
farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikleri yoniinden ¢ok benzer oldugu
gorillmistiir(39).

Bilinen ilk empirik ¢alisma, iv uygulama ile viicuda verilen eroin ayni1 miktarda
igilen eroine kiyasla daha siddetli (toplam ve maksimum olarak) yoksunluk
sendromuyla baglantili oldugunu gostermistir (43).

2.7.7. Eroinin Toksik Etkileri

Eroinin opiat reseptorlerine afinitesi diisiiktiir ve yiiksek oranda lipofilik bir
morfin tasiyicist gibi davranmaktadir. Bu da daha hizli ve daha yogun MSS etkilerine
neden olmaktadir. Farmakolojisinin ¢ogu, aktif metabolitleri olan 6-MAM, morfin ve
M6G araciligi ile gerceklesmektedir. Morfinin etkileri dozuna ve verilis yoluna baglh
olarak, 5-60 dakika iginde baslayip ve 4-6 saat siirebilmektedir. Eroin kullanimini

takiben yasanan yogun Ofori genellikle 45 saniyeden birka¢ dakikaya kadar
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stirebilmektedir. Pik etkileri 1-2 saat siirebilir ve genel etkiler 3-5 saat iginde
kaybolmaktadir(39).

Eroinin toksik ve oldiiriici dozlar1 biiyilik 6l¢iide kullanan kisinin maddeye
kars1 toleransina baglidir. Bu nedenle bir bagimlinin birkag¢ giinliik yoksunlugunun
ardindan toleransinda meydana gelen diisiis normal kosullarda onun i¢in olagan kabul
edilen bir dozu tehlikeli hale getirebilmektedir. Eroin dozunun 20 mg’1 ile, tolerans
gostermeyen deneklerde dldiiriicii olabilirken, bagimlilar 10 kat daha yiiksek dozlar
tolere edebilir. 12 mg'lik bir dozdan sonra ise solunum depresyonundan kaynaklanan
oliimler gdzlenmistir. Oliimeiil doz asimindan sonra morfinin plazma konsantrasyonu

genellikle 0,1-2,8 mg/1 araligindadir ve oldiiriicii doz 12-180 mg araligindadir (39).

Tablo 2.4. Eroinin LDso degeri (1).

Eroinin LDso Degeri Eroinin Verilis yolu
137 pg/kg Fare (intraserebral)
261,6 mg/kg Fare (derialt1)
21,8 mg/kg, 23 mg/kg Fare (iv), Sigan (iv)

Eroinin LDso degeri farelerde yaklasik 21,8 mg /kg (iv) ve si¢anlarda 23 mg
kgl iken (Tablo 2.5.), morfin i¢in farelerde LDso 226-318 mg kgl (iv)'dir (1).

Eroine bagl toksik etkiler akut veya kronik maruziyet durumuyla ortaya
cikmakta ve farkli klinik tablolara neden olabilmektedir. Kronik eroin bagimlilar
siklikla rabdomiyoliz yasamaktadir, bu durum da eroin etkisi altindayken yasanan
uzun siireli hareketsizlik sirasinda kas sikismasi nedeniyle damar arzinin tikanmast ile
siddetlenmektedir. Bagimliligin sonucu olan bobrek hasar1 terminal bdbrek
yetmezligine kadar ilerleyebilmektedir. Lenfosit proliferasyonunda, spontan sitolitik
aktivitede, fagositozda ve interferon iiretiminde azalma ile iligkili olabilecek
muhtemelen immiin yetersizlige bagli olarak solunum ve deri komplikasyonlar1 da
gozlenebilmektedir. Eroin bagimlilarinda antijenik stimiilasyona bagli splenomegali

de tanmmmlanmistir (44).
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a. Akut Eroin Toksisitesi ve Tedavisi

Eroin beyne ulastiktan sonra burada morfine doniistiiriip ve hizla opioid
reseptorlerine baglanmaktadir. Eroin kullanan kisiler tipik olarak oforik bir haz
duygusu dalgas: hissettiklerini bildirirmislerdir. Oforinin yogunlugu; alinan madde
miktartyla, maddenin beyne ulagsma siiresiyle ve opioid reseptdrlerine baglanmasiyla
iliskili fonksiyondur (45).

Eroin ile hissedilen bu hizli etkiye genellikle deride sicak bir kizarma, agiz
kurulugu ve ekstremitelerde agirlik hissi eslik etmektedir. Mide bulantisi, kusma ve
siddetli kasmti da goriilebilmektedir. Goriilen ilk etkilerin ardindan eroin
kullanicilarinda genellikle birkag saat uykulu olma hali, zihinsel islev bulanikligi,
yavaglamis kalp fonksiyonu ve bazen yasami tehdit edecek kadar ciddi derecede
yavaslamis solunum fonksiyonlar1 goriilmektedir. Yavaslamis solunum fonksiyonlar
ayrica komaya ve kalic1 beyin hasarina yol agabilmektedir (45).

Akut toksisite durumundan klinik degerlendirme hava yolu ve solunuma
oncelik verecek sekilde yapilmaktadir. Uyusturucu bakmak igin yapilan idrar testinde
eroin; morfin, kodein, hidromorfon ve hidrokodon ile birlikte opioid testinde pozitif
sonug¢ vermektedir. Diger opioidler genellikle bu testte pozitif sonu¢ vermemektedir.
Metadon, oksikodon, fentanil, buprenorfin ve tramadol dahil olmak {izere bu
opiodlerin ayrica test edilmeleri gerekmektedir. Eroin kullanimini kanitlayan tek idrar
bulgusu 6-MAM tespitidir. Bu metabolit, eroin metabolizmasinin spesifik bir yan
tirtintidiir. 6-MAM idrarla hizla atilmakta ve eroin suistimalinden 8 saatten daha kisa
bir siire sonra idrarda tespit edilebilmektedir (46).

Eroinin doz asimi alimina bagli hipopne (etkisiz sekilde yavas ve sig nefes
alma) apneye ilerleyebilmektedir. Bu durum da nalokson akut toksisite tedavisinin
temel dayanagidir ancak birinci basamak tedavinin ilk adimi hava yolu kontrolii ve
kurtarici solunum uygulamalarindan ge¢mektedir (46).

Tibbi miidahale yapan saglik profesyonelleri akut toksisite durumunda mevcut
nalokson uygulama yontemlerini degerlendirirken, hayati organlarin oksijensiz
kalmamasi i¢in oksijen destegi i¢in bir miidahale baslatilmalidir. Temel yasam destegi
Gelismis Kardiyak Yasam Destegi doz agimi ile gelen hastaya uygulanmalidir (46).

Baslangic olarak iv. 0,4-0,8 mg'lik bir intravenéz nalokson dozu genellikle

norolojik ve kardiyorespiratuar semptomlari doz agimina sebep olan madde karfentanil
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ve benzeri maddelerle kontamine olmamis saf eroin ise hizla tersine
cevirebilmektedir. Eroinin hasta sisteminden temizlendiginden emin olunmasi i¢in
kardiyorespiratuar durumun ve vital bulgularin takibi gereklidir. Asir1 dozda eroin
aldiktan sonra nalokson ile tedavi edilen hastalar, normal mentaliteye ve yasamsal
belirtilere sahiplerse, hastaneye veya acil servise nakledilmeden gilivenli bir sekilde
taburcu edilebilirler (46).

Asirt dozda eroin aldiktan sonra nalokson ile tedavi edilen hastalar, normal
mental ve yasamsal belirtilere sahiplerse hastaneye veya acil servise nakledilmeden

giivenli bir sekilde taburcu edilebilirler (46).
b. Kronik Eroin Toksisitesi ve Tedavisi

Tekrarlayan eroin kullanimi  beynin fiziksel yapisini, fizyolojisini
degistirmekte ve noronal, hormonal sistemlerde kolayca tersine ¢evrilemeyen uzun
vadeli dengesizlikler yaratmaktadir. Calismalar, eroin kullanimina bagli olarak beynin
beyaz maddesinde; karar verme, davranis diizenleme, stresli kosullara cevap iiretme
yetilerinde bir miktar bozulma oldugunu bildirmistir (47).

Eroin ayrica ciddi derecede tolerans ve fiziksel bagimlilik tiretmektedir.
Tolerans, eroin kullanan kisinin ayni etkileri elde etmek i¢in daha fazla madde
kullanimina ihtiyag duymasi durumunda ortaya c¢ikmaktadir. Viicut maddenin
varligina fiziksel bagimlilik ile uyum saglamaktadir ve kullanimin aniden azaltilmasi
durumunda yoksunluk belirtileri ortaya ¢ikmaktadir. Maddenin alinma yolundan
bagimsiz olarak kronik eroin kullanicilar1 uykusuzluk ve kabizlik da dahil olmak tizere
cesitli tibbi komplikasyonlar yasamaktadir (47).

Eroine kars1 gelistirilen tolerans, kan veya plazmadaki morfin
konsantrasyonunun yorumlanmasini son derece zorlagtirmaktadir. Asirt dozda eroinin
sebep oldugu oliim sonrasi analizlerde (post mortem) kan morfin konsantrasyonlari
0.1 ve 2.8 mg/ml arasinda bulunmaktadir (47).

Opiat intoksikasyon sendromu ilk olarak depresif biling diizeyi, miyotik goz
bebekleri ve baskilanmis solunum semptomlar1 igliisii olarak 1970'lerde
tanimlanmustir (45).

Yiiksek doz eroin tedavisi goren hastalarda hastaneye yatis oran1 %3 - %7

arasinda degismistir ve basvuru tanis1 kardiyojenik olmayan pulmoner o6dem
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(hastalarin %1 ile %2,4'i), pndmoni (%0,5), olast endokardit (%0,25), ve kalic1 bir
zihinsel durum degisikligi veya solunum depresyonu (%0,7 ila %4) gorillmiistiir (45).

Kronik eroin kullaniminda ortaya ¢ikan norotoksisiteye bagli olarak
kullanicilarda dikkat bozuklugu, 6grenme, hafiza, reaksiyon siiresi, biligsel esneklik,
diirtli kontrolii ve segici isleme dahil olmak tizere ¢esitli merkezi sinir sistemi (MSS)
islev bozukluklar1 sergilemektedir. Bu bulgular, bu maddenin normal beyin
fonksiyonlarini degistirebilecegini ve muhtemelen nérotoksisiteye neden olabilecegini
diistindiirmektedir. Norotrofinler, MSS noronlari i¢in hayatta kalma faktorleri olarak
hizmet eden bir protein sinifidir. Ozellikle sinir biiyiime faktdrii (SBF), kolinerjik
ndronlarin hayatta kalmasinda ve islevinde 6nemli bir rol oynamakta ve beyin kaynakli
norotrofik faktér (BKNF) sinaptik plastisitede ve orta beyin dopaminerjik ve kolinerjik
noronlarin korunmasinda yer almaktadir. Yapilan bir klinik ¢alismada BKNF faktorii
eroin kullanicilarinda azalirken, SBF hem eroin hem de kokain kullanicilarinda
azalmistir. Bulgular, SBF ve BKNF'nin bu ilaglarin neden oldugu noérotoksisite ve
bagimlilikta rol oynayabilecegini gostermektedir. Sizofreninin ndrotrofin hipotezi
1s18¢1nda, veriler ayn1 zamanda diisiik norotrofin diizeylerinin madde kullanicilarinda
gelisen psikoz ile sizofreninin riskini artirabilecegini diisiindiirmektedir (48).

Kronik eroin kullanimina bagli bobrek hasari ilk kez McGinn ve arkadaslari
tarafindan 1970 yilinda tanimlanmistir. 17-22 yas aralifindaki 3 eroin bagimlisinda
nefrotik sendrom goriildiigiinii renal biyopsi ile gostermislerdir. Bu bagimlilarda 3
aylik prednison, azatioprin ve bunlarin kombinasyonu ile uygulanan tedaviye ragmen
stabil veya ileri proteiniire goriilmiistiir. Bu hastalarin birinde yapilan 2. biyopsinin
ardindan membrandz glomeriilonefrit (MGN) saptanmustir (48).

Diger vaka ¢aligmalart serilerinde biyopsi yapilan eroin kullanicilarinda fokal
ve segmental glomeriiloskleroz (FSGS) yaygin bir glomeriiler lezyon olarak
gorilmiistiir. Bu calismada bobrek hasar1 baslamadan 6nce 1-18 yildir eroin enjekte
ettigini kabul eden 19-34 yas aras1 siyahi erkek hastalar incelenmistir. Ug hastanin
yakin zamanda ikterik hepatit ve diger li¢ hastanin yiiksek Antistreptolizin O (ASO)
titreleri dykiisii vardi. Immiinofloresan calismalari, tutarli bir fokal ve segmental
glomertiiler IgM ve C3 birikintileri modeli saptamistir (49).

Bir bagka klinik calismada FSDS bulgularinin aksine bazi renal biyopsilerde

sklero glomeriilonefrit prevalansinin yiiksek oldugunu saptamistir. 15 yillik eroin
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kullanim hikayesi olan 23 siyahi erkek hasta hipertansiyon, bobrek yetmezligi,
proteiniire ve {iriner anormallikler saptanmistir. Bu ¢alismalar sonucu kronik eroin
kullanim1 bobrek hasari ile iligskilendirilmistir (49).

Kronik eroin bagimliligi tedavisinde ilaglar ve davranis terapileri de dahil
olmak iizere bir dizi tedavi insanlarin eroin kullanimmi birakmalarina yardimci
olmaktadir. Her bir hastanin 6zel ihtiyaclarini kargilamak i¢in en iyi tedavi yaklagimini
hastayla eslestirmek 6nemlidir (6).

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis
Lofeksidin isimli opioid yoksunluk semptomlarini azaltmak i¢in tasarlanmis opioid
olmayan bir ilag bulunmaktadir (50).

Eroin kullanim bozuklugu dahil olmak {izere opioid kullanim bozukluklarina
yonelik ilaclar giivenli, etkili ve hayat kurtaran ilaglar olarak kabul edilmektedir. Bu
ilaglar, beyinde eroinin etki ettigi ayn1 opioid reseptorler ile etkilesime girmektedirler

ancak ayni etkileri yaratmamaktadirlar (6).

Tablo 2.5. Eroinin sistemler iizerindeki etkileri (28)

Organ Sistemi Etkileri

Analjezi (1)

Merkezi Sinir Sistemi Ofori (1)

Sedasyon (1)

Solunum Hizi (])

Miyozis (G6z Bebeklerinin Daralmasi)
Govde Sertligi (1)

Mide Bulantis1 ve kusma (1)

Kabizlik (1)

Mide-Bagirsak Sistemi Mide hareketliligi (|)

Ince bagirsakta sindirim (])

Kolondaki peristaltik dalgalar (])

Safra diiz kasinin daralmasi (1)

Ozofagus reflii (1)

Diger Diiz Kaslar Bobrek fonksiyonunun depresyonu (1)

Rahim tonu (|)

Idrar retansiyonu (1)

Deri Kagimti ve terleme (1)

Yiiz, boyun ve gogiiste kizarma (1)
Kardiyovaskiiler Sistem Kardiyovaskiiler sistem stres altindaysa kan basinci
ve kalp atis hizi1 (|)

Bagisikhik Sistemi Insan lenfositleri tarafindan rozet olusumu (|)
Dogal 6ldiiriicii hiicrelerin sitotoksik aktivitesi (|)
Diger Davranigsal huzursuzluk
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Tablo 2.6. Antidotal tedavi segenekleri (6).

Metadon Opioid reseptdrii tam agonisti; yoksunluk semptomlarint ve
isteklerini hafifletmek i¢in opioid reseptorlerine baglanip ve

onlar1 aktive etmektedir.

Buprenorfin Opioid reseptorii kismi agonisti; yoksunluk semptomlarin1 ve
isteklerini hafifletmek i¢in opioid reseptorlerine baglanip ve

kismen aktive etmektedir.

Naltrekson Opioid reseptorii antagonisti; eroinin opioid reseptorlerine

baglanmasini 6nleyerek etkilerini bloke etmektedir.

2.7.8. Eroin Toksisitesinde Oksidatif Stresin Roli

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS), cesitli patolojik
durumlar yanisira normal fizyoloji sirasinda iiretilen aerobik metabolizmanin
tiriinleridir. Hiicrenin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz dahil
olmak tizere hiicresel fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir.
Ancak bolgesel veya sistemik stresin ROS veya RNS iiretimini artirmasi, endojen
antioksidan savunma mekanizmalarmin yetersiz kalmasi ile oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi durumunda oksidatif stres meydana
gelmektedir (51).

Bu sitotoksik siireg, proteinlere, DNA'ya ve lipitler gibi Onemli
makromolekiillere zarar verme ve apoptoza yol agan sinyal yollarini aktive etme
potansiyeline sahiptir. Bu nedenle, bir hiicrenin oksidanlar, antioksidanlar veya redoks
durumu arasindaki denge, saglikli hiicre yasami ve islevi i¢in kritiktir. Redoks durumu,
hiicreler icinde biiylik 6lciide boliimlere ayrilmistir ve farkli hiicresel aktiviteleri
yansitmaktadir. Ornegin mitokondrideki yiiksek metabolik aktivite, sitozolden
nispeten daha fazla indirgeyici bir ortam gerektirir. Redoks homeostazinin
stirdiiriilmesi, viicudun oksijen ihtiyacinin yaklasik %20'sini tiikketen bir organ olan
beyinde Ozellikle kritiktir; beyin yiiksek konsantrasyonda oksidasyona egilimli ¢coklu
doymamus lipitlere ve daha diisiik seviyelerde antioksidan enzimlere sahiptir (51).

ROS iiretimi ile antioksidan kapasite arasindaki oksidatif stresle sonuclanan
dengesizlik, ndroinflamatuar ve ndrodejeneratif siireclere bagl olanlar da dahil olmak

tizere norolojik bozukluklarin etiyolojisinde rol oynamaktadir (51).
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Oksidatif stres olusumuna bagli olarak proteinlerde oksidasyon olusur.
Oksidatif ve nitrozatif strese kars1 viicudun korunmasina viicudun en 6nemli kiigiik ve
hidrofilik ozellikteki y-glutamilsistein-glisin yapisinda bir tripeptid olan glutatyon
(GSH) aracilik etmektedir. Spesifik beyin bolgelerindeki GSH igeriginde oksidatif
stres kaynakli azalma, daha dnce Parkinson hastaligi, sizofreni, Alzheimer ve epilepsi
gibi norolojik bozukluklarla iliskilendirilmistir. Merkezi sistein varlig1 nedeniyle,
GSH indirgenmis formda ya da oksidatif kosullar altinda glutatyon disiilfit (GSSG)
olarak bulunmaktadir. Bu nedenle GSH:GSSG orami, belirli bir hiicresel bolme
icindeki redoks metabolizmasinin bir gostergesini saglamaktadir (51).

Azalan GSH, beyin dokularinda yiiksek (2-3 mM) konsantrasyonlarda
bulunmaktadir ve normal homeostaz sirasinda hiicrenin indirgen durumuna katkida
bulunmaktadir. Bu indirgenen hiicre igi ortamin bir sonucu olarak bir¢ok sitoplazmik
protein, oksidatif modifikasyona ugrayabilen serbest sistein tiyolleri agisindan
zengindir. GSH'deki sistein kalintisinin tioller ve siilfenik asit dahil olmak tizere
kismen oksitlenmis reaktif protein tiyolleri ile karigik bir disiilfid olusturmak iizere
konjugasyonu S-glutatiyonilasyon olarak bilinir (51).

Glutatyon, sentezlenen ve hiicrelerde yiliksek konsantrasyonlarda (mM) tutulan
bir tripeptittir (y-L-glutamil-L-sisteinilglisin, GSH). C-glutamilsistein ara maddesi ilk
olarak c-glutamilsistein sentetaz enzimi (glutamat sistein ligaz) araciligiyla L-glutamat
ve sisteinden sentezlenmektedir. Bu reaksiyon, glutatyon sentezinde hiz sinirlayici
adim olmakla birlikte sonraki bir sentez adiminda; L-glisin glutathione sentetaz enzimi
araciligiyla y-glutamilsisteinin C-terminaline eklenmektedir (51).

Glutatyon (GSH), bir tripeptit, y-L-glutamil-L-sisteinilglisindir (52).
Glutatyon, hiicrelerde bol miktarda tiyol i¢eren diisiik molekiil agirlikli madde olmakla
beraber glutamat, sistein ve glisinden sentezlenmektedir. N-asetilsistein, hiicre i¢i
GSH sentezi igin kararli, etkili bir sistein onciisiidiir (4). En yiliksek konsantrasyon
karacigerde olmak iizere tiim memeli dokularinda 1-10 mM konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. En fazla miktarda bulunan protein olmayan (non-protein) tiyol olarak
oksidatif strese karsi koruyucu bir etki gdstermektedir. GSH ayni zamanda redoks
sinyalinde, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda hayati 6nem tasimaktadir ve hiicre
cogalmasi, apoptoz, bagisiklik fonksiyonu ve fibrogenezi modiile etmektedir.

Karaciger GSH homeostazinda organlar aras1 merkezi bir rol oynamaktadir (52).
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GSH'nin antioksidan islevi biiyiikk 6l¢iide GSH peroksidaz (GPx) katalizli
reaksiyonlar tarafindan; hidrojen peroksit ve lipid peroksidi GSH olarak indirgeyip,
GSSG'ye yiikseltgeyerek gerceklesmektedir. GSSG, NADPH’in kaybi pahasina
GSSG rediiktaz tarafindan tekrar GSH'ye indirgenir ve bir redoks dongiisti olusturur.
Organik peroksitler ayrica GPx ve GSH S-transferaz ile indirgenebilmektedir. Katalaz
ayrica hidrojen peroksidi de azaltabilir ancak yalnizca peroksizomda bulunmaktadir.
Bu da GSH'yi hem fizyolojik hem de patolojik olarak {iiretilen oksidatif strese karsi
savunmada mitokondride 6zellikle 6nemli kilmaktadir. GSH'den GSSG'ye orani,
hiicre i¢i redoks potansiyelini biiyiik Olgiide belirlediginden ([GSH]* /[GSSG]
logaritmasiyla orantili), oksidatif stres hiicrenin GSSG'yi GSH'ye indirgeme
kabiliyetini astiginda redoks dengesinde biiyiik bir kaymay1 dnlemek icin GSSG aktif
olarak hiicre disina ihrag edilebilmekte veya bir protein siilthidril grubu ile reaksiyona
girerek karigik bir disiilfid olusumuna yol agabilmektedir. Bu nedenle, siddetli
oksidatif stres hiicresel GSH'yi tiiketir(52). GSH’nin tiikenmesi durumunda,
makromolekiillere kovalent baglanma ve/veya enzimlerdeki siilthidril gruplarinin
oksidasyonu hiicre 6liimiine neden olabilmektedir (53).

Yarist erkek yarist disi olmak iizere 120 deney Kunming deney faresinin
kullanildig1 bir in vivo ¢alismada, ad libitum ortamdaki farelere intraperitonal olarak
40 giin boyunca enjeksiyon yapilmistir. Deneye alinan fareler rastgele olacak sekilde
her grup kendi kontrolil ile beraber ii¢ gruba ayrilmistir. |, eroine bagl grup olmak
tizere 40 giin boyunca eroin enjekte edilmistir. (Giinis =1.0, Giine-10=2.0, Giini1-15
=4.0, Gunis-20=8.0, Giinz1-25=16.0, Glin26-30=20.0, Guin 31-35=25.0, Glin 36-40=30.0,
mg.kg?, giinde bir defa intraperitoneal olarak). 11, antioksidan koruyucu grup olmak
tizere Il, eroin ile kombine intraperitoneal olarak 1-40 giin boyunca uygulanan
antioksidanlar ile olusturulmus grup. Il, antioksidan tedavi grubu olmak iizere, eroin
bagimli gruplarin stratejisine gore 40 giin boyunca eroin ile uygulamadan sonra,
antioksidanlar 41. giinden 50. giine kadar tek basina intraperitoneal olarak verilmistir
(54).

Antioksidanlarin dozu su sekilde verilmistir: Askorbik asit (1 mg/g/giin), tirik
asit (0,5 mg/g/giin, intraperitoneal), glutatyon (1,2 mg/g/giin) ve mannitol (1,2

mg/g/giin) normal tuzlu suda ¢oziilmiistiir, kuersetin (0.5 mg/g/glin) ve resveratrol (0.5
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mg/g/giin) dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziildii (%]1'lik son konsantrasyon). Tiim
kontrol gruplar1 intraperitoneal olarak ayni hacimde solvent almistir (54).

Calismanin sonucunda eroinin, DNA hasarli hiicrelerin yiizdesini artirdigi
beyin ve periferik kan lenfositlerinde, karbonil grubu igerikleri (oksidatif hasarli
protein tiretimi) ve malondialdehit (MDA, lipidlerin oksidatif hasarli iiretimi) uzamis
uygulama siiresi ve artan doz ile beyin ve serumda gosterilmistir.

Eroin sonug¢ olarak serumun toplam antioksidan kapasitesini ve beyindeki
antioksidatif enzim aktivitelerini azaltmistir. Toplam antioksidan kapasitesi, SOD ve
CAT aktiviteleri baslarda daha yiiksekken 15-20 giiniin sonrasinda kademeli olarak
diismiistiir. Hatta uzatilmig uygulama siiresi ve artan doz ile olusturulmus kontrollerde
toplam antioksidan kapasites GSH peroksidaz aktivitesi tiim test periyodunda onemli
oOl¢iide azalirken bunun bile altina diismiistiir (54).

Genel olarak, eroin gibi bazi eglence amacli uyusturucu maddelerin kronik
olarak suiistimal edilmesi insan beynine hasar verir ve bu ndrotoksik hasarin en
azindan bir agamasi oksidatif stresten kaynaklanmaktadir. Merkezi sinir sisteminde
eroine maruziyetin etkilerinin oksidatif streste rol oynadigina dair kanitlar
bulunmaktadir. Beyin ¢ok fazla miktarda ¢oklu doymamis yag asitleri igerdiginden
viicut tarafindan kullanilan oksijenin %20'ye kadarini tiiketmektedir ve diisiik
antioksidan aktivite gostermektedir. Ozellikle de reaktif oksijen tiirlerinin sebep
oldugu toksisiteye karsi1 daha hassas oldugu goriilmektedir. Glutatyon ve glutatyona
bagli enzimler beyindeki antioksidan ve detoksifikasyon siireclerinde 6nemli rol
oynamaktadir. Indirgenmis GSH; tek basina veya serbest radikallerin indirgenmesinde
rol oynayan enzimlerle is birligi yaparak, beyindeki oksidatif hasar1 ve diger
antioksidanlarin  rejenerasyonunu onaran en Onemli enzimatik olmayan

antioksidanlardan biri oldugu gosterilmistir.
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Sekil 2.11. GSH’1n antioksidan fonksiyonu(55)

Aerobik metabolizma, sitozol ve mitokondride GSH peroksidaz (GPx)
tarafindan ve peroksizomda katalaz tarafindan metabolize edilebilen hidrojen peroksit
(H202) iiretmektedir. GSSG, NADPH pahasina GSSG rediiktaz (GR) tarafindan
tekrar GSH'ye indirgenebilir, boylece bir redoks dongiisii olusturulur. Organik
peroksitler (ROOH), GPx veya GSH S-transferaz (GST) ile indirgenebilmektedir.
GSH ayrica protein redoks sinyallesmesinde de dnemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif
stres sirasinda, protein sistein kalintilari, GSH ile reaksiyona girerek protein karisik
distilfiirler Prot-SSG (glutatiyonilasyon) olusturmak {izere siilfenik aside (Prot-SOH)
oksitlenebilir; bu da glutaredoksin yoluyla tekrar Prot-SH'ye ( Grx) veya siilfiredoksin
(Srx) indirgenebilmektedir. Bu, hassas protein tiyollerini geri doniissiiz oksidasyondan
koruyan bir mekanizmadir ve ayrica oksidatif kosullar altinda GSH kaybin1 6nlemeye
de yardimci olabilmektedir. Hiicrenin GSSG'yi GSH'ye indirgeme yetenegi, siddetli
oksidatif hasar sirasinda asilabilir ve bu da GSSG birikimine yol agabilmektedir.
Redoks dengesinde bir kaymay1 6nlemek i¢in, GSSG ya aktif olarak hiicre disina
taginabilmekted ya da karisik bir disiilfid (Prot-SSG) olusturmak {izere bir protein
stilfhidril (Prot-SH) ile reaksiyona girebilmektedir (52).
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Hepatosit hiicre kiiltiirii ile yapilan bir ¢aligmada 3 saat eroin ile muamele
edilen hiicrelerde maksimum GSH tiikketimi gozlenmistir. 24 saat boyunca sigan
hepatositlerinin eroin inkiibasyonu ile doza bagli sitotoksisite ile sonug¢landigi

goriilmektedir (56).
2.8. N- Asetilsistein

N-asetilsisteinden (NAC) ilk olarak 1962'de bir mukolitik ajan olarak
bahsedilmistir (57).
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Sekil 2.12. NAC’n kimyasal yapisi (57).

N-asetilsistein, reaktif elektrofilleri ve serbest radikalleri konjugasyon ya da
indirgeme reaksiyonlar1 aracilig1 kararl hale getirerek detoksifiye edebilmektedir. Tlk
olarak, reaktif oksijen tiirlerini daha az reaktif olanlara indirgemektedir. Ikinci olarak
ise bir¢ok doku ve hiicrede dogrudan bir antioksidan veya GSH redoks dongiisiinde
bir substrat olarak hizmet eden GSH biyosentezinin 6nemli bir basamaginda gerekli
olansisteini  olusturmak i¢in deasetillenmektedir. Boylece GSH sentezini
desteklemektedir (53).

N-asetilsistein, asetaminofen doz asimi igin bir antidot gorevi gérmektedir ve
ayni zamanda mukolitik bir ajan olarak etkisini gostermektedir. NAC’m etki
mekanizmas1 bir indirgeme aktivitesidir (58). NAC fizyolojik etkisini solunum
yolunda mukozanin viskozitesinin azaltarak ve glutatyon konsantrasyonunu arttirarak

gostermektedir (53).
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Oral olarak alindiginda hizla emilen NAC, deasetillenmekte ve hiicre igi ile
hiicre dis1t GSH depolarina katilmaktadir. NAC, sistein tiirevlerinden biri olarak kabul
edilmektedir ve en az toksisite ile en iyi GSH prekiirsérii olma yetisini ayn1 anda
gosterebilmektedir (53).

N-asetilsistein, acil durum prosediirlerinden kaynaklanan asir1 doz
kullaniminda ve hastada altta yatan patofizyolojik durumlarin yaratti§i durumlarin
varliginda bile viicutta iyi tolere edilmektedir. NAC oksidatif stresin katkida bulundgu
hastalik durumunun baslangigc ve ilerlemesi sirasinda tedavisi amagli olarak
1980'lerden beri Onerilmektedir. Pek ¢ok in vitro ¢alisma, oksidatif siireci
degerlendirmek i¢in farkli oksidanlar, substratlar ve yontemler kullanarak NAC'nin
antioksidan aktivitesinin etkinligini bildirmistir. Bu bilgiler dogrultusunda,
biyoyararlanimi ve giivenligi dikkate alinarak NAC ayrica birgok in vivo ¢aligmada da
bir antioksidan olarak kullanilmustir. Yapilan /n vivo ¢alismalarda, NAC tedavisinin
oksidatif stireci onledigi ve/veya inhibe ettigi oksidatif stresin farkli biyobelirtecleri

tarafindan 6l¢iilerek gosterilmistir.
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Sekil 2.13. NAC etki mekanizmasi (59)

Bir tiyol bilesigi olarak NAC, en tipik radikal ve radikal olmayan oksidanlarla
test tlipiinde bile reaksiyona girebilmektedir. Bununla birlikte, biyolojik bir matriste

bir antioksidan olarak hareket etmek i¢in, NAC dahil herhangi bir antioksidanin
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oksidanlarla  reaksiyon  hizinin, endojen antioksidanlardan ve  agikga
substratlarinkinden ¢ok daha yiiksek olmasi gerekmektedir. Reaksiyon hizi
oksidanlarin tretildigi bolgedeki molekiil konsantrasyonunun ve reaksiyon hizi
sabitinin antioksidan1 spesifik oksidanlara dogru yonlendirmesinin sonucunda
gosterilmistir(59).

Farkli patolojik durumlarda GSH'nin kendisi dogrudan koruyucu bir madde
olarak kullanilmistir. Ancak bu sekilde tripeptit, hiicre zarlarm1 kolayca
gecemediginden klinik pratikte etkinligi ¢cok smirli kalmistir. Sistein kendiliginden
hiicre i¢ci GSH sentezi i¢in gereklidir, ancak insanlarda kullanimi toksisite sorunlari
nedeniyle engellenmistir. Bir sistein konjugati olan NAC, sisteinin toksisitesinden

kaginarak bir GSH o6nciisii saglamak i¢in sentezlenmektedir(59).
2.9. N-Asetilsistein Amid

N-asetilsistein amid (NACA), NAC'in karboksil grubu yerine bir amid grubu
iceren N-asetilsisteinin degistirilmis sekline denilmektedir. Karboksil grubunu
notralize etmenin hiicre membranlarinin i¢inden gecisine yardimci olacag olasilig ile
tasarlanmis ve sentezlenmistir (57).

N-asetilsistein amid, NAC'im bir amin igeren, karboksil grupla etkilesime
girebilen asit baz dengesi nétre yakin amid formudur bu da NACA’nin NAC’tan daha
hidrofobik ve zardan gegirgen olmasini saglamaktadir (57).

N-asetilsistein hidrofilik karakterinden dolayr kan beyin bariyerini
gecemezken, NAC''n amid formu olan NACA ise NAC'den daha yiiksek hiicresel
membran gegirgenlige sahiptir ve bu nedenle dikkate deger bir alternatif terapdtik ajan
olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle NACA, oksidatif strese bagli bir dizi hastalig
tedavi etmek i¢in kullanilmigtir. Her iki molekiilde ortak olan asetil grubu, glutatyon
iretimi i¢in ek antioksidan potansiyele sahip olmustur. NAC ve NACA molekiilleri,
yap1 olarak yalnizca -NH2/-OH fonksiyonel grubu ile farklilik gosterdikleri igin

karsilagtirmali ¢alismalar i¢in ideal goriilmiistiir (57).
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Sekil 2.14. NACA (B) kimyasal yapis1 (57).

N- Asetilsistein amidin bir antioksidan olarak koruyucu etkileri farkli hiicre
hatlar1 ve kemirgen hayvanlar kullanilarak hem in vitro hem de in vivo olarak
kanitlanmistir. Dahasi, NACA'nin membran gegirgenliginde NAC'a karsi iistiin
kalitesi, model sistem olarak insan kirmizi kan hiicreleri kullanilarak iyi bir sekilde
gosterilmistir. Calisma ayrica, NACA’nin indirgenmis GSH mekanizmasi {izerine
etkisini ongérmiistiir (60).

Hem NAC hem de NACA, tert-biitilhidroksiperoksit (BuOOH) tarafindan
indiiklenen hiicre ig¢i oksidasyonu insan kirmizi kan hiicrelerinde azaltmustir.
NACA'nin bulundugu yerde cesitli dlgiilerde  NAC'dan bes kat daha giiglii oldugu
goriilmistiir (60).

N- Asetilsistein amid ile tedavide kirmizi kan hiicrelerindeki endojen tiyoliin
%91'ini restore ettigi goriilirken, NAC ile tedavide bu oran sadece %15'e ulagmistir.
Bu sonuglar da NACA'nin daha fazla zar gegirgenligi oldugunu diisiindiirmiistiir (60).

Bir baska c¢alismada NACA’nin Doksorubisin (DOX, anti-kanser ilaci)
kaynakli oksidatif strese karsi koruyucu etkisi H9c2 kardiyomiyositleri kullanarak
gosterilmistir. NACA’nin (750 p M) lipid peroksidasyon ve ROS seviyelerini azaltip,
hem GSH seviyesini hem de GSH/GSSG oranim arttirdigi gosterilmistir. Katalaz
(CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) de dahil olmak iizere
antioksidan enzim aktivitelerini yiikselttigi goriilmiistiir. NACA bir antioksidan olarak

etkili oldugu tespit edilmis olmasina ragmen, DOX kaynakli hiicre 6liimiine karsi ¢ok
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az koruma saglamistir. Bu da DOX kaynakli H9¢2 kardiyomiyositlerinde hiicre ici

oksidatif stresten bagimsiz yol ile hiicre 6liimii fikrini desteklemektedir (60).
2.10. Toksikolojide in siliko Uygulamalar

In siliko toksikoloji, kimyasallarin toksisitesini analiz etmek, simiile etmek,
gorsellestirmek veya tahmin etmek icin hesaplamali yontemler kullanan bir tiir
toksisite degerlendirmesidir. In siliko toksikoloji, toksisiteyi tahmin etmek,
kimyasallara oncelik vermek, toksisite testlerine rehberlik etmek ve ilag tasariminda
gec asamadaki basarisizliklart en aza indirmek igin mevcut toksisite testlerini
tamamlamay1 amaglamaktadir. Toksisitenin ug noktalarini tahmin etmek i¢in modeller
olusturmak adina ¢esitli yontemler vardir ve in siliko bunlarin i¢inde gelecek vaad eden
ve in vivo yontemlere duyulan ihtiyaci azaltmasi umulan yontemler arasinda
gosterilmektedir (61). In siliko toksikolojide siklikla kullanilan ydntemler arasinda
nitel yapr etki iliskisi (QSAR), Uzmanlar Tarafindan Olusturulmus Kural Bazh
Yontemler, molekiiler kenetleme, molekiiler modelleme ve Read- across ( Capraz
Okuma ) sayilabilir(62).

In Silico toksikolojinink alanlari asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

» Test verilerinin alternatik olarak elde edilmesi

» Safsizliklarin ve bozunma tiriinlerinin degerlendirilmesi
+ Isci giivenligi ve is saghiginin degerlendirilmesi

* Metabolit analizler

» Ekotoksikoloji

+ llag adaylarinin segilmesi

+  Oncelikli test edilmesi gereken kimyasallarin segilimi

 Invivo veya in vitro calisma sonuglarinin rasyonallestirilmesi(62)
2.11. Toksikolojide Metabolomik Uygulamalar

Metabolom, biyolojik bir sistemdeki metabolik yolaklarda ve hiicresel
stireglerde 6nemli roller rol oynayan diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerin (<2000
Da) tam seti olarak tanimlanmaktadir(63). Metabolomik, biyolojik bir numunedeki

yiizlerce metabolitin kapsamli analizidir; herhangi bir anda canli bir organizmanin, bir
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hiicrenin veya bir hiicre alt1 kompartimanin fizyolojik durumu hakkinda ayrintili bilgi
saglamaktadir (64).

Metabolomik, hastaliklarin altinda yatan mekanizmalarinin arastirmalarinda
giiclii bir ara¢ olup 6zellikle biyobelirte¢ kesfinde umut verici bir hale gelmistir.
Biyobelirtegler hastaliklar1 teshis etmek, izlemek veya riskleri ongdérmek igin
kullanilabilen biyolojik dl¢iilebilir okumalar olarak goriilmektedir (63). ilgili analitler,
hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak hiicreler tarafindan iiretilen ve/veya
dontistiiriilen karbonhidratlar, amino asitler, niikleotidler, fosfolipitler, steroidler veya
yag asitleri ve bunlarin tiirevleri gibi kiigiik endojen molekiillerdir (64).

Metabolom bir hastalik durumunda oldugu gibi organizmadaki bozulmalar;
ilaglarin veya cevresel faktorlerin, yasam tarzi ve beslenme gibi etkilerini
yansitmaktadir. Bir diger deyisle, metabolomik yeni teshis ve prognostik hastalik
biyobelirtegleri ve karmasik hastaliklarin patolojik mekanizmalarinin anlagilmasina
yonelik biitiinciil bir yaklagim sunmaktadir (63).

Halihazirda mevcut verilerden, metabolomik bilgilerin hayvan caligmalarinda
kullanilan klasik toksikolojik u¢ noktalarla, 6rnegin transkriptomik verilere gore daha
kolay iliskilendirilebilecegi goriilmektedir. Bunun bir nedeni, metabolik profildeki
degisikliklerin genellikle genom, transkriptom ve proteom diizeyinde meydana gelen
ilk degisikliklerin "asag1 akis1" olmasi olabilir(63).

Toksikolojik ¢alismalar icin, hiicre dis1 metabolitlerin bir sekilde hiicre i¢i
durumu yansittig1 gergegi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu da, yalnizca yiiksek derecede
invaziv (histopatolojik) incelemelerle tanimlanabilecek hedef organ toksisiteleri
hakkinda bilgi elde etmek igin viicut sivilarindan (kan, idrar, vb.) non-invaziv veya
minimal invaziv numune almanin ve bu tlir numuneler {izerinde metabolomik
analizinin temelidir. Yontemler Viicut sivilarindan (kan, idrar, vb.) non-invaziv veya
minimal invaziv yontemlerle numune almanin, hedef organ toksisitelerine bilgi elde
etmek i¢cin metabolomik analizle belirlenmesin yalnizca invaziv (histopatolojik)
yontemlerle tanimlanabilecek bilgi eldesini temelidir (64).

Ik pilot galismalar, metabolomik yaklagimlarin gelecekteki uygulamalarinin
yiiksek verimli kimyasal tarama uygulamalar1 oldugunu gostermektedir. Son olarak,
yeni goriintiileme teknikleri yalnizca biyolojik sistemler igindeki g¢evresel toksik

maddelerin yerini belirleme yetenegine sahip olmakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicreler
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icindeki spesifik toksikolojik etkileri tanimlamak i¢in metabolomik yaklagimlarla
birlikte kullanilabilmektedir (64).

Metabolomiklerin in vitro uygulamasi, ¢ogunlukla iki ana faktor tarafindan
yonlendirilmektedir:

e Tanimlanmis ve kontrol edilebilir bir deneysel sistemde toksik bir aktivitenin
neden oldugu biyokimyasal degisikliklerin daha iyi anlasilmasi.

e Artan ihtiya¢ 3R konseptini (Hayvan testlerinin Azaltilmasi, Hayvan
Refahinin  lyilestirilmesi ve Hayvan Testlerinin  Alternatifleriyle
Degistirilmesi) onaylayan politikalara uygun olarak toksikolojide insanla ilgili
hayvan dis1 alternatiflerin kullanimina dogru ilerlemek (64).

Avantajlariyla beraber metabolomiklerin in vitro uygulamasia yonelik 6zel
zorluklar da su sekilde tespit edilmistir (64):

1) Farkli model gereksinimleri,

2) Kalite kriterleri ve kalite kontrol

3) Uygulama alanlari

4) Arastirma stratejileri

5) Analizin teknik zorluklar

6) In vivo duruma ekstrapolasyon



3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
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Kimyasal Maddeler Firma Adi
Dimetilsiilfoksit, DMSO Sigma Aldrich
Dulbecco' Modified Eagle's Medium Biological Industries
(DMEM) besiyeri

Dulbecco's Phosphated Buffer Saline Biological Industries
(DBPS)

Fotal Bovin Serum (FBS) Biological Industries
Glutamin Biological Industries
Glutatyon Sigma

Metformin Sigma Aldirch

MTT Sigma Aldrich
N-Asetil Sistein Sigma

N-Asetil Sistein Amid Sigma
Penisilin-Streptomisin Biological Industries
Sodyum hidroksit Riedel-de-Haén
Tripan Mavisi Sigma Aldrich
Tripsin EDTA Gibco

3.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Kullanilan Cihazlar Firma Ismi ve Modeli
5 ml'lik Dispenser Eppendorf

5 ml'lik steril plastik pipet Krigen

10 ml'lik steril plastik pipet LP Italiana SPA

15 ml'lik Falkon tiip Kirgen

25 ml'lik steril plastik pipet Cellstar

25 cm?'lik flask Corning

6 kuyucuklu mikroplak Collstar

50 ml'lik Falkon tiip Kirgen

75 cm?'lik flask Corning

96 kuyucuklu mikroplak Collstar

10 pl'lik pipet Socorex

100 ul'lik pipet ucu Eppendorf

100 pl'lik mikropipet Socorex

1000 ul'lik pipet ucu Eppendorf

1000 pl'lik pipet Socorex

Buzdolabi Arcelik

Cam pastor pipeti Interlab

Deiyonize su cihazi Barnstead EASYpure UV
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Kullanilan Cihazlar

Firma ismi ve Modeli

Derin Dondurucu (-20°C)

Arcelik AEG-1350S

Derin Dondurucu (-80°C)

Revco

Etiiv Dedeoglu
Handystep Brand

Hassas Terazi Mettler Toledo
Hiicre Dondurma Tiipii Kirgen

Isik Mikroskobu Leica

Inkiibator Heraeus
Kapakl tiip (1.5 ml) Eppendorf
Laminar Akimli Kabin Holten Laminair
Multipipet Socorex
Neubauer Cami Marienfeld
Otoklav Monarch
Otomatik Pipetor Topscien
Rezervuar Isolab

Santrifiij Heraeus, Hettich
Su Banyosu Termal® Laboratory Tools
UV Spektrofotometre Shimadzu

Yatay Calkalayici Edmund Biihler

3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Kullanilan hiicre hatlarinin ¢ogaltilabilmesi i¢in kullanilacak besiyeri 500 ml

Dulbecco' Modified Eagle's Medium (DMEM) icerisine %10 Foétal Bovin Serum

(FBS), %1 Penisilin-Streptomisin ve %1 Glutamin eklenerek hazirlanmistir.
Eroin Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 mg eroin 1 ml etanol i¢inde ¢oziilerek 3,3 mM stok ¢ozelti hazirlanmastir.

N-Asetil Sistein Cozeltisinin Hazirlanmasi

16,3 mg N-Asetil Sistein 1 ml suda c¢oziilerek 100 mM stok c¢ozelti

hazirlanmustir.

N-Asetil Sistein Amid Cozeltisinin Hazirlanmasi

1,62 mg N-Asetil Sistein Amid 10 ml suda ¢oziilerek 1 mM stok ¢ozelti

hazirlanmstir.
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MTT Cozeltisinin Hazirlanmasi (10 mg/ml)

MTT c¢ozeltisi hazirlanabilmesi i¢in 10 mg MTT hassas terazide tartilarak 1 ml
DPBS iginde ¢oziilerek hazirlanmistir.

GSH Standartlarinin Hazirlanmasi

120 pl 1200l 120 pl 120 pl 120 pl

1L

Kit icerisinde yer alan 48ng/ml konsantrasyondaki stok ¢6zeltinin 120 pL’si

3ng/ml 1 5ng/ml

tizerine 120 pL standart ¢oziicii eklenerek 24ng/ml konsantrasyondaki Standart 5
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Benzer sekilde bir 6ncekinden diliie edilerek 4 standart ¢ozelti

daha hazirlanmistir. Standart diliient ise kor olarak kullanilmustir.
3.3. Yontemler
3.3.1. Hiicre Kiiltiirii Yontemi

Deneylerin gerceklestirilebilmesi i¢in insan ndroblastoma hiicre hattt SH-
SY5Y kullanilmustir. Hiicreler DMEM-Ham's F12 w/L-Glutamin w/15-mM HEPES,
%10 (v/v) fetal sigir serumu (FBS) ilaveli ve %1 penisilin/ streptomisin iceren 75 cm?
hiicre kiiltiiri plakalarinda, 37°C'de %35 CO2’lik bir inkiibatérde yetistirilmistir.
Hiicrelerin ortami diizenli araliklarla ve uygun sekilde degistirilmistir. Hiicreler

istenilen diizeyde yogunluga (% 80) ulastiklarinda pasajlanmustir.

3.3.2. 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir (MTT)
Testi

Hiicre canlilifi veya cogalmasi ol¢iimii i¢in malzemelere dogrudan veya

dolaylt maruz kalimla toksikolojik taramada kullanilan bir dizi metodoloji vardir. 3-



48

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) en sik kullanilan
yontemlerdendir ve MTT indirgeme testi sitotoksisite Olgtimleri igin altin standart
olarak kabul edilmektedir(65). MTT’yi baz alan prosediirler memeli hiicre hatlarina,
bakteri ve mantarlara yaygin olarak uygulanmaktadir(66). Kolorimetrik olarak

hiicrenin metabolik aktivitesi bu yontemde degerlendirilmektedir.

\é\N

Mitokondriyal Rediiktaz S
HN-N
O
@ O o

Y

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)}-2,5- (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-
difeniltetrazolyum bromur 1,3-difenilformazan
(MTT) (Formazan)

Sekil 3.1. MTT'nin MTT formazana indirgenmesi (67).

MTT methodu Mossman tarafindan 1983 yilinda gelistirilmistir ve reaksiyon
Sekil 1'de gosterilmektedir (67). MTT testi, 96 kuyucuklu plaklarda
gerceklestirilmektedir. MTT testinin amaci, ¢ogalan canli hiicreler tarafindan artan
dehidrogenaz aktivitesine bagli olarak mitokondriyal rediiktaz enzimi ile
tetrazolyumdan olusan mor renkli formazan kristallerinin absorbansinin kolorimetrik
olarak spektrofotometrede Olciilmesidir.

Yapilan ¢calismada, hem 6n deneylerde doz ve siire belirlenmesinde hem de ana
deneyde sitotoksisitenin degerlendirilmesinde MTT testi kullanilmistir. Bu amagla,
100 pul DPBS i¢inde ¢6zlinmiis olan 10 mg/ml MTT her bir kuyucuga ilag ¢ozeltilerinin
dikkatli bir sekilde uzaklastirilmasini takiben eklenmis ve 3 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Olusan formazan kristalleri MTT nin uzaklastirilmasini takiben 100 pl
DMSO eklenerek ¢oziilmiis, 570 nm' de absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Negatif
kontrol olarak kullanilan hiicrelerin absorbans degeri %100 kabul edilerek, sitotoksik
ilaglarin uygulandig1 hiicrelerin absorbans degerlerine gore hiicre canlilik %’leri

hesaplanmastir.
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3.3.3. Eroin Uygulama Dozu ve Siiresinin Belirlenmesi

Doz ve siire belirlenmesinde boliim 3.4.’te detaylar1 verilen MTT sitotoksisite
testinden yararlanilmistir. Bu amagla uygulama oncesi 96 kuyucuklu plaklara 10000
hiicre/kuyu hiicre ekimi yapilmis, 24 saat inkiibe edilerek hiicrelerin tutunmasi
saglanmistir. Eroin uygulamalarinda kullanilacak dozu belirlemek amaciyla literatiir
verileri ile uyumlu bir doz aralig1 belirlenmistir. 100 uM-1,56 pM araliginda 8 farkl
konsantrasyonda eroin SHSYSY hiicrelerine uygulanmis, 24 ve 48 saat inkiibe
edilmistir. 24 ve 48 saatlik uygulamalarda onemli bir farklilik goézlenmemistir.
Bununla birlikte, 100 uM konsantrasyonda 24 ve 48 saat igin hiicre canliligi sirasiyla
% 84 ve % 86 olarak hesaplanmistir. Elde edilen bulgular sonucunda uygulama stiresi
olarak 24 saat ve 48 saat arasinda 6nemli bir fark olmamasi nedeniyle 24 saat ile devam
edilmesine karar verilmistir. Ancak, 100 uM konsantrasyonda istenilen sitotoksik
cevabin elde edilememesi nedeniyle 200 pM konsantrasyondan baslayarak tekrar 24
saatlik bir uygulama gerceklestirilmis ve hiicre canliligt % 72 olarak belirlenmistir.
Hiicre canliligina iliskin denemelerin sonuglar1 Sekil 3.2.’de gosterilmistir. Eroin i¢in
yapilan uygulamalarda inhibitdr konsantrasyon (ICso) degeri belirlenememistir. Bu
durum eldeki maddenin yetersizligi ve ¢oziinlirliik sorunundan kaynaklanmistir.
Ancak, %28 hiicre canliliginda diismeye neden olan ve ¢alismalarda kullanilmasi
uygun bulunan sitotoksik cevabi gosteren uygulama dozununa uygulamalar sonunda

(200 uM) ulagilabilmistir.
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3.3.4. N-Asetil Sistein (NAC) ve N-Asetil Sistein Amid (NACA)’nin

Eroin uygulama dozunun belirlenmesini

SHSYS5Y hiicre hattina 24 ve 48 saat stire ile 100 uM-0,78 uM

A

B

150

120

90

60

% Hiicre canlilig

30

[o]

Eroin (24 saat)

0 40 80

120
Konsantrasvon (uM)

160

200 240

C

50

konsantrasyon araliginda ve 20 araliginda eroin uygulamasi ile elde edilen
sitotoksisite verileri; A: 100 uM-0,78 uM konsantrasyon araliginda 24 saat
uygulama, B: 200 uM-1,56 uM konsantrasyon araliginda 48 saat
uygulama, C: 100 uM-0,78 uM konsantrasyon araliginda 24 saat
uygulama, p<0,05

Uygulama Dozlarimin Belirlenmesi

takiben birlikte uygulanarak

karsilastirilmas1 yapilmasi planlanan NAC ve NACA i¢in uygulama dozlan

belirlenmistir. Bu amagla 50 mM-0,39 mM araliginda 8 farkli konsantrasyonda NAC
ve 3000 uM-23,43 puM araliginda 8 farkli konsantrasyonda NACA, SHSY5Y

hiicrelerine uygulanmig, 24 saat inkiibe edilmistir. Sitotoksisite verilerinden elde
edilen bulgular incelendiginde NAC i¢in IC50 degeri 41,13 mM ve NACA i¢in ise
2842,38 uM seklinde belirlenmistir.

Uygulamada kullanilmak {izere %95 iizerinde hiicre canlilig1 saglayan dozlar

tercih edilmistir. Bu doz sinirlar1t NAC i¢in 12,5 mM (%98 hiicre canliligl) ve NACA

icin 93,75 uM (%104 hiicre canlilig1) seklindedir. Elde edilen sitotoksisite verileri

incelendiginde ve literatiir ile karsilastirildiginda uygulama dozu NAC i¢in 10 mM ve

NACA i¢in ise 100 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.3. SHSYSY hiicre hattina 24 saat siire ile 50 mM-0,39 mM araliginda 8 farkli
konsantrasyonda NAC ve 3000 uM-23,43 uM araliginda 8 farkl
konsantrasyonda NACA uygulamasi ile elde edilen sitotoksisite verileri;
A:NAC uygulamasi, B: NACA uygulamasi, p<0,05.

3.3.5. GSH Diizeylerinin Analizi

Sistein, glutamik asit ve glisin kalintilarini igeren bir tripeptit olan GSH bir¢ok
hiicresel iglevi etkileyen endojen bir antioksidan gorevi gortir. GSH ve gesitli enzimler,
organizmalarda reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin (sirasiyla, ROS ve RNS)
kullaniminda ve diizenlenmesinde ¢ok O6nemli bir rol oynayan glutatyon sistemini
olusturmak tiizere birlesir. Oksidatif strese bagli olarak antioksidan savunmadaki
degisimlerde kullanilan 6nemli bir parametredir (68).

GSH diizeylerinin olgiilebilmesi i¢in, 6 kuyulu plakalara 150000 hiicre/
kuyucuk olacak sekilde hiicreler ekilmistir. 24 saat inkiibasyonla hiicrelerin
tutunmasinin ardindan 6 farkli grup olusturulmustur. Bu gruplar, kontrol, eroin, NAC,
NACA, eroin ve NAC ile eroin ve NACA seklinde olup, hiicrelere sitotoksisite
deneyleri ile belirlenen dozlarda eroin (200 uM), NAC (10 mM) ve NACA (100 uM)
uygulanmistir. Toplanan hiicreler, analiz gilinline kadar -80°C derin dondurucuda
saklanmigtir. Olgiim giiniinde her bir kuyucuga 500 ul DPBS eklenmis, hiicreler
kazima islemi ile yerinden kaldirilip tiiplere aktarilmis ve 3000 rpm’de 15 dk
santrifiijlenmistir. ~ Stipernatant analizlerde kullanilmistir. Analizlerde, Bioassay

Technology Laboratory markali ticari ELISA kitleri kullanilmistir.
Miktar Tayini Prosediirii

. Standart, numune ve kor ¢ift olarak ¢alisilmistir.
. Orneklerin uygulanmasi sirasinda kér kuyucuklarina, sadece renk ¢ozeltisi A,

B ve durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.
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. Standart kuyucuklarina, 50 pL standart ve 50 pL  Streptavidin-HRP
eklenmistir. Ornek test kuyucuklarma ise 40 pL numune ile 10 pL hGSH-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP ilave edilmistir. Sonra kuyucuklar kapatma
membrani ile kapatilmis ve yavasca ¢alkalandiktan sonra 37°C'de 60 dakika
inkiibe edilmistir.

. Distile su ile 30 kat daha diliie edilerek yikama ¢ozeltisi hazirlanmis ve 96
kuyucuklu plaga 300 puL uygulanmis ve uzaklastirilmistir. Yikama islemi 3 kez
tekrarlanmustir.

. 50 pL renk cozeltisi A eklenmis, ardindan 50 pL renk c¢ozeltisi B ayni
kuyucuga ilave edilmis ve nazik¢e karistirllmigtir. Isiktan koruyarak 37°C'de
10 dakika inkiibe edilmistir.

. Durdurma reaksiyonu i¢in her kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklenmistir
(Bu islem sonucunda kuyucuklardaki mavi renkli ¢ozelti hemen sar1 renge
donmiistiir).

. Durdurma ¢dzeltisi eklendikten sonra 15 dakika i¢inde 450 nm dalga boyunda
OD ile 6l¢iim gergeklestirilmistir.

3.3.6. Eroin icin In silico MolekiilerModelleme Yoéntemi

Eroin, morfin ve ¢alismada kullanilan protein yapilarinda yer alan ligandlar
(GSH ve glutatyon siilfinat (GSF)) ve bu ligandlarin iyonizasyon durumlar1 ve
totomerleri LigPrep (2021-4, Schrodinger LLC, New York, NY) ve MacroModel ile
modellenerek OPLS4 (2021-4, Schrodinger LLC, New York, NY) kuvvet alani
parametrelerine gore optimize edilmistir(69). Calismada kullanilan enzimlerin ¢
boyutlu yapilar1 (Tablo 1) RCSB protein veri bankasindan (www.rcsb.org)
indirilerek(70) Maestro Protein Hazirlama Sihirbazi 2021-4, Schrodinger LLC, New
York, NY) (71)ile molekiiler kenetleme igin hazirlanmistir. Bu asamada yapilarda
bulunan gereksiz molekiiller silinerek hidrojen atomlari eklenmis, baglar ve kismi
yiikler atanmais, hidrojen baglar1 hesaplanarak buna gore belirli rezidiilerin iyonizasyon
durumlari/totomerleri  modellenerek  su  molekiilerlerinin  konformasyonlari
orneklenmistir. Yapilar son olarak kisitl bir enerji minimizasyonuna tabi tutulmustur
(agir atomlarn RMSD simiri: 0,3 A). Proteinlerin aktif bdlgelerinin merkezi

koordinatlari i¢in aktif bolgelerinde yer alan GSH ya da GSF molekiillerinin merkezi
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alinmis ve 27.000 A3 hacimli bolge molekiiler kenetleme i¢in tanimlanmustir (Tablo
3.1.). Ligandlar, proteinlerin aktif bolgelerine Glide 2021-4, Schrodinger LLC, New
York, NY) ile ekstra kesinlik kipinde 100’er defa kenetlenmis (72), elde edilen pozlar

gorsel olarak incelenerek ne 1yi pozun kenetleme skoru dikkate alinmustir.

Tablo 3.1. Molekiiler kenetleme ¢alismasinda kullanilan enzim yapilari

Enzim?® PDBkodu Céziiniirliik (A) Kenetleme i¢in merkezi koordinasyonlar
GSTA1l 6ATO (73) 1.55 78.06, 28.57, 14.01
GSTA2 2WJU (74) 2.30 -12.80, 2.96, -1.21
GSTA3 1TDI(75) 2.40 13.35, 10.84, 40.23
GSTK1 1YZX (76) 1.93 14.95, 66.07, 3.33
GSTM1 1XW6(77) 1.90 -8.24,8.14, 74.79
GSTM2 1XWS5(78) 1.80 20.16, -6.25, 18.45
GSTO1 5YVN(79) 1.33 15.04, -9.02, 14.09
GSTO2  3Q19(80) 1.90 19.56, -5.00, 21.32
GSTP1  5GSS(81) 1.95 11.53, 8.22, 26.71
GSTT2 4MPG(82) 1.95 13.46, 69.76, -0.03
GSTZ1 2CZ2(83) 1.40 -2.14, 25.08, 4.97
MGST2 6SSW(84) 3.00 121.20, 161.61, -6.80
GRD 1GRE(85) 2.00 62.52, 39.75, 21.42
GSS 2HGS(86) 2.10 43.76, 7.69, 20.08

@ GST: glutatyon S-transferaz, MGST: mikrozomal GST, GRD: glutatyon rediiktaz, GSS: glutatyon
sentaz. GSTK1 aktif bolgesinde GSF, diger enzimler GSH i¢ermektedir.

3.3.7. Metabolomik Analizi Yontemi

Metabolomdaki kiiciik molekiillii metabolitlerin spektroskopi, kromatografi

gibi yiiksek verimli teknolojiler kullanilarak saptanmasi, miktarinin belirlenmesi ve

tanimlanmasina metabolomik analiz denilmektedir(87). Organizmanin genetik

degisiklik, hastalik ve cevresel degisikliklere verdigi en son yanit metabolomdaki

degisiklikler oldugu icin hiicrenin veya dokunun fenotipi tanimlanabilmektedir.
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Metabolomik caligmalar bu o6zelligi ile kisisellestirilmis ve Ongiiriilebilir canli

sagligina olanak saglamaktadir(8,63).

Numune toplama Numune hazirlama Numune analizi Veri isleme & Yolak kesfi

3¢ = PN
- :

"""" - 1=

Sekil 3.4. Metabolomik ¢aligsmalarin is akis1(88).

Metabolomik analizler Sekil 3.4.’te gosterildigi gibi numunenin; toplanmasi,
hazirlanmasi, analizi ve elde edilen verilerin yorumlanmas: olmak baslica
basamaklardan olusmaktadir(88).

Calismada arastirilan bilesiklerin fizikokimyasal 6zellikleri tercih edilecek
olan ayirma metodu da belirleyici faktor olacaktir(63).

Metabolomik Analizi i¢cin Hiicre Numunelerinin Hazirlanmasi

Sitotoksisite ¢aligsmalarinda kullanilmasina karar verilen dozlarda uygulamalar
yapilmistir. Metabolomik analizler i¢in 6 kuyucuklu plaklara 150000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde hiicreler ekilmis ve 24 saat tutunmaya birakilmistir. Siireci takiben her
bir gruptan 3 adet olmak iizere sadece medyumu degistirilen negatif kontrol ve 200
uM eroin uygulamasi yapilan grup 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu
takiben medyum uzaklastirilmis, hiicreler DPBS ile yikandiktan sonra 1 ml metanol-
su (9:1) tim kuyucuklara eklenmis ve sivi azot igeren bir kabin igine alinarak
metabolomlarin donmasi saglanmistir. Daha sonra kuyucuklarda kazima islemi ile
hiicreler 2 ml’lik kii¢iik plastik tiiplere aktarilmis, kuyucuklara tekrar 1’er ml metanol-
su (9:1) eklenerek kuyucuklar yikanip, tiiplere aktarilmistir. 15000 rpm’de

santrifiijlenmis, list fazin 1 ml’si ayrilarak analize kadar -80°C’de saklanmustir.
Tiirevlendirme

Analiz edilmeden 6nce numunelerdeki ¢ozeltiler azot gazi altinda tamamen
ucurulduktan sonra N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroasetamid + %1 Klorotrimetilsilan

(MSTFA + %1 TMCYS) ile tiirevlendirme islemine geg¢ilmistir.
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Numuneler oda sicakligina ulastiktan sonra metoksimasyon reaksiyonu igin
tizerlerine 20 pl metoksiamin (20 mg /ml piridinde) ¢ozeltisi eklenerek 30°C’lik
etiivde 90 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda oda sicakligina gelmeleri beklenmis
ve sililasyon reaksiyonu i¢in 80 ul MSTFA + 1% TMCS eklenerek 37°C’lik etiivde
30 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda reaksiyon karisimindan alinarak 50 pl analiz

icin GS-MS viallerine transfer edilmistir.
GC-MS Parametreleri

Tiirevlendirme islemi sonrast humuneler GC-MS-QP2010 cihaziyla analiz
edilmistir. Helium 1 ml/dak aista tasiyici1 gaz olarak kullanilmistir. Analizler DB5-MS
(95% dimetil / 5% dimetil polisioksan) kolon (30 m uzunligunda; 0.25 mm i.d.; 0.25
um film kalinliginda, Agilent) ile firin1 sicaklik programlanmasi (1 dakika 60 °C’de
tutulduktan sonra dakikada 10°C artarak 325 °C’ye yiikselmis ve 10 dakika bu
sicaklikta kaldiktan sonra 60 °C’ye sogutulmustur) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Cihazin toplam ¢alisma siiresi 37,5 dakikadir. Kiitle analizleri tarama modunda
gerceklestirilmistir. Tarama modu i¢in MS parametreleri: MSD transfer hatti sicakligi:
290°C, Elektron impact iyonizasyon 70 eV, Filament sicakligi 230 °C, Kuadrupol
sicakligi 150 °C, tarama araligi 50-600 dalton ve 2 spektra/s, analizde solevent
gecikme zamani 5.90 dakikadir. GC-MS i¢in ¢alisma kosullar1 Tablo 3.2°de ayrica

Ozetlenmistir.

Tablo 3.2. GC-MS i¢in ¢alisma kosullari.

Cihaz Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra

Kolon DB5-MS kolon (30 m +10 m 6n kolon; 0,25 mm
i¢ ¢ap ve 0,25 pum film kalinlig1)

Firin sicaklik programi 60 °C (1 dk), 10 °C/dk ile 325 °C ulagilir. 10 dk
beklenir ve 60 °C’ye sogutulur.

Analiz siiresi 37,5 dk

Enjeksiyon hacmi 1 pl (1:10 bolmeli)

Tasiyic1 gaz Helyum 1 ml/dk

MSD transfer bolmesi sicakhigr | 290°C

Coziicii delay siiresi 5,90 dk

Kiitle arahig 50-650 Dalton
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3.3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Yapilan analizler sonucunda elde edilen veriler IBM SPSS Statistics Version
23 programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA), LSD testi kullanilarak
degerlendirilmistir. p<0,05 ise istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu kabul
edilmistir. Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

Metabolomik veri toplama Shimadzu LabSolution yazilimi kullanilarak
yapilmistir. Elde edilen kompleks kromatogramlar MS-DIAL programi ile
ayristirilmig ve piklerin alikonma zamanlar1 diizeltilmis ve veri matriksleri
olusturulmustur. Elde edilen metabolit pikleri alikonma indeksli kiitiiphaneler
kullanilarak (Fiehn ve Golm Database kiitliiphaneleri) aydinlatilmistir.

GC-MS temelli metabolomik analizler sonucunda elde edilen veri matrisi i¢
standarta gore normalize edilmistir. Data verilerindeki eksik degerler, metabolit grubu
icindeki en kiiciik derisimin yar1 degeri ile doldurulmustur. Daha sonra bu veri
matriksleri SIMCA-P+ 13 (Isvigre) programmna aktarilarak temel bilesenler analizi
(PCA) ve en kiiciik kareler farklilagtirma analizi (PLS-DA) yontemleri ile gruplarin
ayrilmasinda 6nemli olan metabolitler ve regresyon katsayilar1 bulunmustur.

PCA analizler veri setinde herhangi bir sistemik hata ve aykir1 bir veri olup
olmadigini gorsellestirmek i¢in kullanilmigtir. Eger veride herhangi bir problem yoksa
PLS-DA analizlerle veri gruplar1 birbirinden ayrilarak veriler hakkinda daha detayl
bilgiler alinmigtir. PLS-DA analizlerindeki farklilastirmaya neden olan metabolitlerin
bulunmast igin VIP (variable important in project) grafiklerinden yararlanilmigtir. En
yiiksek VIP degerine sahip metabolit ayrimda en biiyiik etkiye sahip metabolittir.
Dolayisiyla belirlenen gruplar arasinda istatiksel olarak en farklilik gosteren
metabolittir ve bu metabolitler belirte¢ olarak degerlendirilmistir. VIP grafiklerinden
onemli olan metabolitler bulunmasina ragmen hangi grup i¢inde hangi metabolitin
derisiminin arttig1 veya azaldig1 regresyon analizi sonucunda elde edilen katsayilarla
verilmistir.

Farkli bulunan metabolit konsantrasyonlarinin istatistiksel karsilastirmasinda
parametrik bagimli t test kullanilmigtir. Elde edilen metabolitler ile en son olarak

Metaboanalyst 3.0 analiz programi kullanilarak yolak analizleri yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite bulgulari

Calisma gruplarina iliskin hiicre canliliklar1 kiyaslandiginda eroin uygulanan
grubun hiicre canliligl kontrole goére anlamh sekilde azalttigi goriilmiistiir. Ayrica
NAC ve NACA uygulamasinin da kontrole gére anlamli bir degisime neden olmadigi,
eroin ile uygulandiginda ise hiicre canliligin1 anlamli sekilde yiikselttigi gosterilmistir.
Bununla birlikte eroinin NAC ve NACA ile uygulanmasinin hiicre canliligini eroin
grubuna gore anlamli derecede ylikselttigi, ancak aralarinda bir fark olmadig

belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.1. de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.1. SHSYS5Y hiicre hattina ait sitotoksisite bulgulari, K: Negatif Kontrol, E:
Eroin (200 uM) uygulanan grup, NAC: N-Asetil sistein uygulanan grup
(10 mM); NACA: N-Asetil sistein amid (100 pM) uygulanan grup;
NAC+E: N-Asetil sistein (10 mM) ve eroin (200 uM) uygulanan grup;
NACA+E: N-Asetil sistein amid (100 uM) ve eroin (200 uM) uygulanan
grup; a: Kontrolden farkli (p<0,05); b: Eroin grubundan farkli (p<0,05)
4.2. Hiicrelerin Isik Mikroskobu Altindaki Goriiniimlerine Iliskin

Bulgular

Mikroskop goriintiilerinden de anlasildigir gibi 200 uM eroin uygulamasi
kontrole kiyasla hiicrelerde sitotoksisitenin indiiklenmesine neden olmustur. NAC (10

mM) ve NACA (100 uM) uygulamalarinda ise kontrole gore hiicre goriiniimiinde
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onemli bir degisiklige rastlanmamus, eroin ile birlikte NAC ve NACA uygulanmasi

sonucunda eroine bagl sitotoksisitenin 6nlendigi ve hiicre canliliginda artis oldugu

gorilmistiir.

Isik mikroskobu altinda alinan hiicre goriintiileri sekil 4.2.”de gosterilmistir.

K NAC

NACA

E NAC+E

NACA+E

Sekil 4.2. Isik mikroskobu altinda ¢alisma gruplarina iligkin SHSYSY hiicre hattinin

goriintiileri, K: Kontrol, E: Eroin (200 uM) uygulanan grup, NAC: N-

Asetil sistein uygulanan grup (10 mM); NACA: N-Asetil sistein amid (100
uM) uygulanan grup; NAC+E: N-Asetil sistein (10 mM) ve eroin (200 uM)
uygulanan grup; NACA+E: N-Asetil sistein amid (100 uM) ve eroin (200

uM) uygulanan grup

4.3. GSH Diizeylerine iliskin bulgular

Hiicre hattina madde uygulamalar

sonucu Olciilen GSH diizeyleri

incelendiginde, eroin uygulanan grupta GSH diizeylerinin kontrole kiyasla istatistiksel

olarak anlamli sekilde diistligli, NAC ve NACA ile eroin beraber uygulandiginda ise

GSH diizeylerinin anlamli sekilde ytiksek oldupu tespit edilmistir. Bununla birlikte

yalniz bagina NAC ve NACA uygulamasi ile GSH diizeylerinde kontrole gore anlamli

bir degisim gozlenmemistir.

Sonuglar Sekil 4.3. te 6zetlenmistir.
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Sekil 4.3. Uygulama gruplarindaki GSH Diizeyleri (ng/ml), K: Negatif Kontrol, E:
Eroin (200 uM) uygulanan grup, NAC: N-Asetil sistein uygulanan grup (10
mM); NACA: N-Asetil sistein amid (100 pM) uygulanan grup; NAC+E: N-
Asetil sistein (10 mM) ve eroin (200 uM) uygulanan grup; NACA+E: N-
Asetil sistein amid (100 uM) ve eroin (200 uM) uygulanan grup; a:
Kontrolden farkli (p<0,05); b: Eroin grubundan farkli (p<0,05)

4.4. In siliko Molekiiler Kenetleme Yontemine Ait Bulgular

Molekiiler kenetleme yontemi, bir ligandin bir reseptor ile giiclii bir kompleks
olusturmak tizere tercih edilen olasi konformasyonunun tahmin edildigi bir in siliko
yontemdir. Yontemin bir parcasi olan skorlama fonksiyonu ile hesaplanan kenetleme
skoru, tahmin edilen bu konformasyonun reseptore olan afinitesinin bir gostergesidir.
Mevcut ¢aligmada, eroin ve onun ana metaboliti olan morfinin glutatyon S-trasnferaz
(GST), glutatyon rediiktaz (GRD) ve glutatyon sentaz (GSS) enzimlerinin aktif
bolgelerine baglanma bicimleri ve afiniteleri hesaplanmaya ¢alisilmistir. Bu amacla
secilen 14 kristal yapinin ve kullanilan yontemin giivenilirligini teyit etmek tizere,
oncelikle, bir geri kenetleme ¢aligmasi gerceklestirilmistir. Bu caligmada, belirtilen
kristal yapilan aktif bolgelerinde yer alan GSH (veya GSF) molekiilleri, bulunduklar
yerden ¢ikarilarak ve bastan modellenerek enzim aktif bolgelerine tekrar kenetlenmis
ve elde edilen teorik baglanma big¢imleri kristal yapilardaki orijinal baglanma bi¢imleri
karsilagtirilmistir. Bu amacgla hesaplanan RMSD (root-mean-square deviation)
degerleri oldukca diisiik (<2.0 A) bulunmustur (Tablo 4.1.), bu da GSH/GSF igin

molekiiler kenetleme ile dngodriilen baglanma bigimlerinin deneysel olarak belirlenmis
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baglanma bigimlerine ¢ok benzer oldugu ve yontemin giivenilir oldugunu
gostermektedir. Geri kenetleme ile GSH/GSF i¢in 6n goriilen baglanma big¢imlerine

ait kenetleme skorlar1 da referans olarak kullanilmak iizere Tablo 4.1.’de belirtilmistir.

Tablo 4.1. Geri kenetleme ve eroin ile morfinin molekiiler kenetleme sonuglari

Geri kenetleme Kenetleme skoru (kcal/mol)
Enzim RMSD (A) Kenetleme skoru Eroin Morfin
(kcal/mol)
GSTA1l 1.01 -6.2 2.1 -5.8
GSTA2 0.82 -7.7 -4.9 -6.3
GSTA3 0.82 -7.9 -4.3 -5.8
GSTK1 1.09 -6.8 -3.3 -5.4
GSTM1 1.11 -9.1 -4.6 -5.3
GSTM2 0.73 -11.2 -3.7 -4.6
GSTO1 0.21 -11.2 -1.0 -6.4
GSTO2 0.78 -6.4 -3.3 -5.3
GSTP1 0.31 -1.7 -5.2 -5.0
GSTT2 0.74 -10.4 -1.9 -6.0
GSTZ1 0.21 -12.6 -0.8 -3.4
MGST2 1.34 -8.7 -4.2 -4.5
GRD 0.76 -1.7 -4.2 -4.6
GSS 0.77 -13.1 -2.3 -4.8

Eroin molekiiliiniin kenetleme skorlari, GSH/GSF i¢in geri kenetleme ile elde
edilen skorlarla karsilastirildiginda, molekiiliin, GSTA2 ve GSTP1 gibi birkag istisna
disinda, hedef enzim aktif bolgelerine gorece zayif afinite gosterdigi tahmin
edilmektedir (Tablo 4.1.). GSH’nin substrat iglevi gordiigli bu enzimlerin aktif
bolgelerinin GSH’ye uygun bir sekilde polar 6zellikte oldugu dikkate alindiginda eroin
gibi gorece nonpolar yapidaki bir molekiilin bu boélgelere GSH gibi uyum
gostermemesi beklenen bir durumdur. Zira GSH yapisindaki polar gruplar sayesinde,
bu enzimlerin aktif bolgelerinde ilgili amino asitler ve su molekiilleri ile genis bir polar
etkilesme ag1 kurmaktadir (Sekil 4.4.). Eroin ise hedef enzimlerle agirlikli olarak
hidrofobik etkilesmelerde bulunmaktadir.

Diger taraftan eroin molekiiliinde yer alan asetil gruplarinin hidroliziyle olusan
morfin metaboliti serbest kalan hidroksil gruplari ile hidrojen bag: gibi kritik polar

etkilesmelere daha miisait hale gelmistir ve bu durum Kenetleme skorlarina
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yansimigtir. GSAT1, GSTA2, GSTO1 ve GSTT2 gibi hedeflere olan afinite eroinin
metabolizmasi sonucu olusan morfin ile kayda deger bir sekilde artmustir. Ozellikle
GSTA1 ve GSTA2’ye karst morfin, GSH’ye yakin kenetleme skorlarina sahip
olmustur. Ornegin eroin, GST nin a-1 alt tipi olan GSTA1 aktif bdlgesindeki teorik
baglanma bi¢iminde, ester gruplarinda biri tizerinden GSH baglanma yo6resindeki (G
yoresi) (89) Argl5 amino asidi ile H bagi yaparken pentasiklik govdesi daha derinde
yer alan hidrofobik yore (H yoresi) (89) ile kismen etkilesmektedir (Sekil 4.4A ve
Sekil 4.4C). Diger taraftan morfin, serbest hidroksil gruplar1 sayesinde G yoresi ile
daha fazla elektrostatik etkilesmeler yaparken pentasiklik govde H yoresine daha iyi
sokulmaktadir (Sekil Sekil4.5A ve Sekil4.5C). Benzer durum GSTALI ile yiiksek
yapisal benzerlik gdsteren a-2 alt tipi (GSTA2) i¢in de gozlenmistir (Sekil 4.4B, Sekil
4.4D, Sekil4.5B ve Sekil 4.5D).

Bu sonuglar eroinin GSTA2, GSTA3 ve GSTP1 enzimlerine bu enzimlerin
aktivitelerini etkileyebilecek afinite gosterdigi ve bazi Onemli amino asitlerle
etkilestigini gostermektedir. Ornegin eroin, GSTA2 G bolgesinde, GSTA alt tiplerinde
ortak olarak bulunan (korunmus) ve islevsel olarak 6nemli bir amino asit olan GIn54
ile hidrojen bag kurarken H bolgesi ile yogun van der Waals etkilesmeleri
gostermektedir (Sekil 4.4B ve Sekil 4.4D). Morfin ise GSTAL, GSTA2, GSTK1 ve
GSTO2’ye, GSH’ye kiyasla, bu enzimleri gii¢lii bir sekilde inhibe edebilecek kadar
yiiksek afinite gdstermekte ve 6nemli bagsiz etkilesmelerde bulunmaktadir. Ornegin
morfin GSTA1 ve GSTA2 aktif bolgesinde lic amino asitle elektrostatik etkilesmeler
gostermektedir: Tyr9, Val55 ve Phe222 (Sekil 4.5.). Tyr9 katalitik aktivite i¢in 6nemli
bir konformasyonel degisimi tetiklemektedir, Val55 ve Phe222 GSTA alt tiplerinde
GSH ile etkilesen onemli aktif bolge amino asitleridir (90,91). Diger taraftan eroin ve
morfinin glutatyon rediiktaz ve glutatyon sentaza karsi kayda deger afinite ve

inhibisyon gostermesi beklenmemektedir.
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Sekil 4.4. GSH’nin GSTA1 (A) ve GSTA2 (B) aktif bolgesine baglanma bi¢imi.
GSH yesil kiire-gubuk, enzim amino asitleri gri cubuk, su molekiilleri
kirmiz kiire, enzim omurga atomlar1 renkli kurdele ve ligand-reseptor
etkilesmeleri kesik ¢izgiler olarak gdsterilmistir. GSH nin bu enzimlerle
gerceklestirdigi tiim bagsiz etkilesmeler iki boyutlu grafik halinde
gosterilmistir (C ve D).
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Sekil 4.5. Eroinin GSTA1 (A) ve GSTA2 (B) aktif bolgesinde molekiiler modelleme
ile tahmin edilen baglanma bi¢imi. Eroin turuncu kiire-gubuk, enzim amino
asitleri gri cubuk, su molekiilleri kirmizi kiire, enzim omurga atomlari renkli
kurdele ve ligand-reseptor etkilesmeleri kesik gizgiler olarak gosterilmistir.
GSH’nin bu enzimlerle gerceklestirdigi tiim bagsiz etkilesmeler iki boyutlu
grafik halinde gosterilmistir (C ve D).
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Sekil 4.6. Morfinin GSTA1 (A) ve GSTA2 (B) aktif bolgesinde molekiiler
modelleme ile tahmin edilen baglanma bi¢imi. Morfin turkuaz kiire-gubuk,
enzim amino asitleri gri gubuk, enzim omurga atomlar: renkli kurdele ve
ligand-reseptor etkilesmeleri kesik ¢izgiler olarak gosterilmistir. GSH nin
bu enzimlerle gergeklestirdigi tiim bagsiz etkilesmeler iki boyutlu grafik
halinde gosterilmistir (C ve D).

4.5. Metabolomik Bulgular:

Eroin maruziyeti (200 uM) uygulanan hiicrelerde gerceklesen olasi
metabolomik profillerin degisimleri kontrolle kiyaslanmak amaciyla GC-MS ydntemi
ile incelenmistir. Sonugta metabolomik veriler birlestirilerek biitiinlesik omik (entegre
omiks) verisi elde edilmis ve bu veri matrisi ¢ok degiskenli veri analizleri ile
degerlendirilmistir. PLS- DA analizlerindeki farklilasmaya neden olan metabolitlerin
belirlenmesi igin VIP (projede 6nemli degisken) grafiklerinden yararlanilmistir (Sekil
4.6. AB,C). Elde edilen bulgular eroine maruz birakilan hiicrelerde kontrole
kiyaslandiginda metabolik profillerin degistigini ortaya koymustur. Bunlar arasinda,
VIP grafiginde baslica metabolitler siralanmistir. Bunlar arasinda glutamat, valin,
laktoz, gliseraldehit, glukonik asitin de yer aldigi, GSH yolaklar1 ile dogrudan iligkisi

olan 6nemli proteinlerin de bulundugu metabolitler bulunmaktadir.
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Sekil 4.7. SHSYSY hiicre hattinda eroin maruziyetine ait ait cok degiskenli veri
analiz, A) PLS-DA skor grafigi B) Veri analizinde farklilasmaya neden
olan metabolitlere ait VIP grafigi C) Eroin maruziyeti ile artan veya azalan
metabolitlerin degisim yoniinii gosteren regresyon katsayist grafigi; PLS-
DA: Kismi En Kiiciik Kareler Farklilastirma Analizi, VIP: Projede 6nemli

degisken.

GC-MS yontemi ile veri tabaninda yer alan toplam 76 metabolit

tanimlanmistir. Bu metabolitlerden 18 tanesinin iki grup arasinda anlamli olarak farkl

oldugu goriilmiistiir (p<0.05) (Tablo 4.2.). Bu metabolitler ve p degerleri asagida

verilmistir:
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Tablo 4.2. Eroin maruziyeti ile hiicre hattinda anlamli sekilde degistigi tanimlanan

metabolitler
Sira Metabolit P degeri
1 Oleik asit 9,7.10°
2 Riboz 1,9. 10*
3 Treonin 2,0. 10*
4 1zolosin 1,1. 10°%
5 Maltitol 2,4. 10°°
6 Fukoz 2,5. 10°%
7 Fosforik asit 3,5. 10
8 Laktik asit 3,6E-03
9 Glukoz 5,9. 10°
10 Prunetin 9,3. 10°
11 Gliserol 1,4. 10°%
12 Mannoz 1,7. 10
13 Liksoz 3,2. 10°
14 Riboz-5-fosfat 3,2. 10
15 Treitol 3,5. 10°
16 Glukonik asit 4,0. 10
17 Laktoz 4,1. 10
18 Glutamik asit 42. 10°

4.6. Yolak Analizleri

Eroine maruz birakilan SHSYSY hiicre hattinda kontrole kiyaslanarak yapilan
metabolomik analiz istatistiksel olarak karsilastirilmis (Tablo 4.2.) ve anlamli degisen
metabolitler kullanilarak (p<0.05) yolak analizleri (MetaboAnalyst, Kanada)
gerceklestirilmistir. Yolak analizlerinin sonuglar1 Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.°de

sunulmustur.
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Sekil 4.8. Eroin maruziyeti ile hiicre hattinda degisen yolaklar (A) ve istatistiksel
olarak 6nemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak analizlerinden
elde edilen yolaklar (B).
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Sekil 4.9. Eroin maruziyetine bagl olarak hiicre hattinda istatistiksel olarak anlaml
degisen metabolitlerin yer aldiklar1 yolaklar.

Eroin maruziyeti ile istatistiksel olarak anlamli sekilde etkilenen (p<0,05)
yolaklar arasinda Sekil 4.9.’da verildigi sekilde Fruktoz-mannoz degredasyonu,
glukoneogenez, galaktoz metabolizmasi, glutatyon metabolizmasi, sistein
metabolizmasi, glikoliz, pentoz fosfat yolagi, iire dongisii ve glutamat
metabolizmasiin yer aldigi goriilmektedir. Bunlardan 6zellikle glutatyon sentez
dongiisii icinde 6nemli yeri olan, biyolojik fonksiyonlar1 dolayisiyla pek ¢ok farkl
molekiiliin de dahil oldugu metabolitlerin eroin uygulamasi sonrasinda kontrole gore
anlaml sekilde degistigi goriilmiistiir. S6z konusu yolaklarin i¢inde glutatyon ve
sistein metabolizmasinin istatistiksel olarak anlamli sekilde degistigi de elde edilen

sonuglar ile ortaya konmustur (p<0,05).


https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/Secure/pathway/ResultView.xhtml
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5.TARTISMA

Bu tez galismasinda eroin uygulanmasiyla meydana gelebilecek toksisitede
glutatyon metabolizmasinin roliiniin hedefli ve hedefsiz metabolomik caligmalarla
ortaya konulmasi, toksisitede NAC’1n daha hidrofobik bir tiirevi olan ve kan beyin
bariyerini gecebilen NACA’nin olast koruyucu etkisinin karsilastiriimasi
amaglanmstir.

Opioid kullanim bozuklugu, 6nemli klinik sorunlara neden olan kronik
tekrarlayan bir bozukluktur. Sentetik bir opioid tiirevi olan eroin, dogal olarak olusan
bazi hashas bitki ¢esitlerinin tohum kabugundan ekstre edilen, morfinden sentezlenen,
yasadisi, olduk¢a bagimlilik yapict bir uyusturucu maddedir(6).

Opioidler arasinda bagimlilik potansiyeli en fazla olan eroin (Diasetil morfin
veya 3,6-diasetil morfin) , pek cok hastalik ve sosyal problemlere hatta 6liime sebep
olabilen bir maddedir (92).

Eroin, morfinin asetillenmesi ile elde edilir (3).Dolayisiyla morfin, eroin
metabolitlerinden en 6nemlisidir. Oral uygulamasindan sonra, ilk gecis etkisine ugrar.
IV uygulandiginda karacigerde hizli bir sekilde 6-asetilmorfine ve daha sonra daha
yavas olarak morfine doniisiir (93). Morfin de %80 oraninda Morfin 3-p Glukronit’e
ve diisiik bir oranda Morfin 6-f3 Glukronit’e metabolize olur (94). Metabolize olduktan
sonra hizla etkisini gosteren eroinin MSS’1 deprese etme 6zelligi, nitel olarak diger
depresan madde ve ilaglara (alkol ve benzodiazepinler) benzedigi ve basta mu-opioid
reseptorleri olmak {izere, GABA, dopamin ve noradrenarjik sistemle iligkili oldugu
belirtilmistir (95).

Eroin  bagimliligt  beynin  normal  yapisint  ve  fonksiyonunu
degistirebilmektedir. Kronik eroin istismari uzun siireli maruziyette MSS’nin bilissel
fonksiyonlarmin bozulmasina ve beynin normal fonksiyonlarmin degismesine sebep
olmaktadir. Calismalar eroinin kronik istismarinin beyinde prefrontal kortekste,
temporal insulada, talamusta, niikleus akumbenste, amigdalada ve sensorimotor
yapisinda bozulmalara sebep oldugunu gostermistir(96).

Opioidlerin sik kullanimi, ROS iretiminin artmasma ve antioksidan
kapasitenin de azalmasia neden olmaktadir. Bu durum sinaptik elastikligi modiile
etmekte ve sonugta afyon bagimliligina katkida bulunmaktadir. ROS, enflamatuar

sitokinlerin sentezini ve matriks metalloproteinaz (MMP) aktivitesini arttirir (10).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6-acetylmorphine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/morphine
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Calismalarda elde edilen bulgular, morfin tedavisinin, morfin toleransinin olusmasina
da katkida bulunabilecek MMP-9 aktivasyonuna yol agtigin1 gostermektedir.
Oksidasyon/rediiksiyon ~ durumunun dengede tutulmasinin opioid kullanim
bozuklugunun zararl etkileri agisindan yararl olabilecegi 6nerilmektedir (97,98).

Yapilan bir ¢aligmada, opioid kullanan kisiler ile sigara igen ve igemeyen
sagliklilar arasinda oksidatif ve inflamatuvar parametreler karsilagtirilmistir. Opioid
kullanan kisilerde iki karsilastirma grubuna kiyasla daha diisik SOD ve CAT
aktiviteleri ile daha yiiksek TNF-a ve MMP-9 seviyeleri gozlemlenmistir. Opioidler
oksidatif dengesizligi siddetlendirmis ve sigara icen karsilastirma grubunda altta yatan
oksidatif hasar1 ortaya ¢ikarmistir. Metadon tedavisinden iki hafta sonra daha diisiik
MMP-9 ve TNF-a seviyeleri gézlenmis, daha yiiksek SOD ve katalaz aktiviteleri ile
tedavi iliskilendirilmistir. Genel olarak oksidatif profilde bir iyilesme
belirlenmistir(97).

Diinya c¢apinda milyonlarca insan tarafindan suistimal edilen yasa dis1 bir
uyusturucu olan eroinin kotiiye kullaniminin GSH ve iliskili enzimler iizerindeki
etkisinin ortaya konuldugu bir calismada, 9 eroin bagimlist ve 8 kontrol otopsisinden
elde edilen insan beyin ornekleri {izerinde ¢alismalar yapilmistir. Sonuglar, eroin
bagimlilarinin frontal, temporal, parietal ve oksipital korteks, beyin sap1, hipokampus
ve beyaz cevherinde GST ve GSHPx aktivitelerinde énemli artis, GSH seviyesinde
azalma oldugunu ve Se-GPx aktivitesinin degismedigini gostermistir. GST pi
ekspresyonu hem mRNA hem de protein seviyelerinde artmis, ancak artig beyin
sapinda diger bolgelere gore daha diisiik olmustur. Eroin insan beyninin tim
bolgelerini ve ozellikle beyin sapini etkilemektedir. Glutatyon S-transferaz, eroin
zehirlenmesi sirasinda 6nemli bir rol oynadigi, ancak koruyucu etkisinin beyin sapinda
beyin korteksi veya hipokampusa gore daha diisiik oldugu ifade edilmistir (98).

Insan beyninde morfin ve eroin maruziyeti oksidatif strese de sebep oldugu
belirtilmektedir. Morfinin bu dokularda lipid peroksidasyonunu indiikledigi ve eroinin
de fare beyninde oksidatif DNA hasarina, protein ve lipid oksidasyonuna sebep oldugu
gosterilmistir (93). Sigcanlarda nalokson uygulamasi ile Onlenen eroin kullanim
gerilemesi, antioksidan sistemi deprese etmis, bu durumun melatonin veya E vitamini

ile GPx kofaktorii olan selenyum uygulamasi ile dnlenebilecegi ifade edilmistir (99).
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Eroin kullanim1 sonucunda hizla kana gegmekte, nitrik oksit, siiper oksit gibi
serbest radikaller olusturmaktadir. Nitrik oksit radikalinin fazlasi, SOD, CAT, GPx
gibi aktif grubu hidrosiilfid olan (-SH) enzimlerin tiyol gruplar ile birleserek, bu
enzimleri inaktif hale getirir. Antioksidan enzimlerin azalmas1i ROS miktarlarinin daha
da artmasina neden olur (94). Kronik maruziyeti oksidatif stresi indiikleyen eroin |
beyin ve norotoksik hasara neden olabilmektedir. Bazi hayvan g¢alismalari, eroin
kullaniminin beyinde oksidatif stresin bir isareti olan glutatyonun tiikenmesine neden
oldugunu gostermektedir (100).

Xu B. ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada farelere eroin enjeksiyonu
uygulanmis ve antioksidan enzim seviyelerindeki degisiklikler gozlemlenmistir.
Calisma sonucunda SOD, CAT ve GPx seviyelerinde ciddi bir diisiis gézlenmistir (54).
2004 yilinda yapilan bir ¢alismada farelere eroin verilmis ve bagimlilik olusturulan
farelerde antioksidan kapasite izlenmistir. Farelerde ROS iiretiminin artti1
antioksidan enzim seviyelerinin azaldigi ve oksidatif stres olustugu rapor edilmistir
(102).

Zhou JF. ve arkadaslarimin 114 eroin bagimlisi ve 100 saglikli goniillii ile
yaptig1 bir calismada lipit peroksidasyonu ve nitrik oksit diizeylerinin ortalama plazma
seviyelerinin eroin bagimlisi bireylerde 6nemli 6l¢iide arttigit SOD, CAT ve GSH-Px
ortalama eritrosit degerlerinin ise anlamli derecede azaldig1 gézlenmistir (80).

Eroin uygulamasindan sonra farelerin beyaz kan hiicrelerinde yiiksek ROS
tiretimi ve lipid ile proteinin oksidatif hasar1 beyin ve karacigerde gozlenmekte iken
benzer etkinin kalpte gézlenmedigi bildirilmistir. Eroin bagimlililarinda prooksidan
Joksidan homeostazin bozuldugu belirlenmistir. Ilging bir sekilde eroinin kendisi gibi
eroin yoksunluk sendromunun da oksidatif stresi tetikledigi goriilmiistiir (102).

Eroin verilen farelerde oksidatif stresin olup olmadigin1 ve eksojen
antioksidanlarin etkilerini arastirildigi bir ¢alismada, eroine bagimli fare modeli
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla yaratilmistir. DNA, protein ve lipidin oksidatif
hasari, sirasiyla tek hiicreli elektroforez, 2,4-dinitrofenilhidrazin yontemi ve
tiyobarbitiirik asit yonteminin analizi ile Ol¢ilmiistiir. Antioksidatn enzimlerin
aktiviteleri ve toplam antioksidan kapasite de analiz edilmistir. Eroin uygulandiktan
sonra farelerde, beyinde siiperoksit dismutaz, katalaz ve GPx gibi antioksidan enzimler

ve serumda toplam antioksidan kapasitede azalma gozlenmesinin yani sira DNA,
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protein ve lipitte oksidatif hasar olusmustur. Ote yandan, ekzojen antioksidanlar, eroin
uygulanan farelerde oksidatif stresi sinirlayabilir, hatta yoksunluk sendromunu
hafifletebilir. Sonuglar, ayrica ROS'un eroinin tiim bagimlilik ve geri ¢ekilme siirecine
katkida bulunabilecegini gostermistir. Bu nedenle, oksidatif stresi bloke etme
stratejileri, afyon kotiiye kullanimi i¢in terapinin gelistirilmesinde faydali olabilecegi
ifade edilmistir. Ayrica, yapilan ¢alismalarda eroinin dopamin seviyesini yiikselttigi
gosterilmistir. Dopaminin oksidatif metabolizmasindaki bir artisin, artan ROS
olusumuna yol actig1 iyi bilinmektedir ve bu nedenle, ROS, karbonhidratlara, amino
asitlere, fosfolipitlere ve niikleik asitlere verilen hasar nedeniyle siklikla ndronal hiicre
oliimii ile iligkilendirilmistir (103).

Ortalama 1,7 yildir eroin kullanmakta olan 14-16 yas araligindaki 20 erkek
hasta ve kontrol grubu olarak se¢ilen 13 saglikli goniillii ile yapilan bir ¢alismada kan
ornekleri toplanmistir. Eroin kullanan grupta kontrol grubuna gore ortalama plazma
ALT ve LDH aktivitelerinin anlamli derecede yiiksek (sirasiyla 1,7 ve 1,4 kat) oldugu
goriilmiistiir. Ayrica lipid peroksidasyonunun eroin kullanicilarinda kontrol grubuna
kiyasla %20 daha yiiksek oldugu saptanmistir (104).

Tiirkiye’deki eroin bagimlilarinda oksidatif stres enzimlerinin 6l¢iildiigii bir
calismada CuZn-Siiperoksit Dismutaz antioksidan aktivitelerinin eroin bagimlilarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda diisiikoldugu saptanmistir
(105).

Hazman O.’iin 2006 yilinda yaptig1 bir galismada, eroin verilen siganlarda ROS
diizeylerinin arttig1 gézlenmis ve GSH seviyelerinin ise 6nemli derecede azaldigi rapor
edilmistir (94).

Bagka bir ¢alismada eroin bagimlilarinda tiyol (SH) ve total tiyol (ToSH)
diizeylerinin azaldig1 ve SH/SS dengesinin disiilfit bag1 olusumu y6niinde bozuldugu
saptanmustir (106). Tong J. ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptig1 bir ¢alismada eroin
ve kokain kullanicilarinda otopsi bulgular1 incelenmis ve yapilan hayvan
caligmalarinin aksine kullanicilarda glutatyon seviyelerinin normal oldugu rapor
edilmistir (100). Bir baska ¢alismada eroinin, doz tekrarina gore glutatyon seviyelerini
nasil etkiledigi arastirllmistir. Tek doz eroinin, farelerde glutatyon seviyesini % 205
artirdi@i goriilmiistlir ancak tekrarlanan dozun glutatyon seviyelerini degistirmedigi
farkedilmistir (107).
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Morfinin  SH-SYS5Y hiicrelerine uygulandigi bir calismada, antioksidan
enzimlere ait mRNA diizeylerinin diistigii gézlenmis ve N-asetilsistein uygulamasi
sonunda mRNA diizeylerinde yiikseldigi belirlenmistir (108). Opioidlerin sebep
oldugu oksidatif stresin tedavisinde antioksidan bir molekiil olan GSH’1n prokiirsorii
olan NAC kullanilmistir. NAC, dogal olarak olusan amino asit sisteinin N-asetil 6n
ilactdir. NAC, intravendz, oral ve nebilizér formlarinda recete ile temin
edilebilmektedir. Asetaminofen zehirlenmesini tedavi etmek igin oral veya intravenoz
antidottur. Preklinik modellerde yoksunlugu takiben NAC'a bagh glutamaterjik
aktivitenin yenilenmesi, opioidler dahil olmak {izere ¢esitli maddelerde gosterilmistir
Cesitli suistimal edilen ilaglar arasindaki tutarliliklara ragmen, insan katilimcilarda,
tek basina bir tedavi olarak veya opioid ikame terapilerine veya davranissal tedaviye
ek olarak, opioid bagimliliginda NAC'n etkinligini belirlemek i¢in higcbir ¢alisma
yapilmamistir. Ek olarak, bir kemirgen modelinde NAC'in alkol yoksunlugu ve diger
alkol kaynakli caydiric1 etkiler {izerindeki etkileri umut verici sonuglarla
arastirilmistir. Bu ve diger sonuglar, NAC’mn suistimal edilen c¢esitli maddeler igin
etkili bir farmakoterapi olabilecegini ve maddeler arasinda daha fazla klinik
aragtirmaya ihtiya¢ oldugunu oOne siiren klinik Oncesi kanitlara katkida
bulunmaktadir(109).

Elde ettigimiz sonuglar degerlendirildiginde, literatiir verileri ile uyumlu olarak
SHSYS5Y noroblastoma hiicrelerinde eroin maruziyeti ile sitotoksisitenin indiiklendigi
ve GSH diizeylerinin kontrole gére anlaml sekilde azaldigi gosterilmistir. Bununla
birlikte eroin ile NAC ve NACA uygulamasinin da hiicre canliligini artirdigi ve GSH
deplesyonunu 6nledigi belirlenmistir. NAC hidrofilik karakterinden dolay1 kan beyin
bariyerini gecemezken, NAC'in amid formu olan NACA ise NAC'den daha yiiksek
hiicresel membran gecirgenlige sahiptir ve bu nedenle dikkate deger bir alternatif
terapotik ajan olarak kabul edilmektedir. Sonuglarimiz ise etkinlik acisindan NAC ve
NACA arasinda bir fark gostermemektedir. Ayrica in siliko degerlendirmelerde, eroin
ve onun major metaboliti olan morfinin glutatyon S-trasnferaz, glutatyon rediiktaz
(GRD) ve glutatyon sentaz (GSS) enzimlerinin aktif bolgelerine baglanma bigimleri
ve afiniteleri hesaplanmaya ¢alisilmistir. Eroinin kendisi GSH yolagindaki enzimlerle
zayif bir bag kurarken, en 6nemli metaboliti olan morfinin GST ile gii¢lii bir baglanma

gostermistir. Bu durum, eroin metabolizmasinin da toksisitesine katkida bulundugunu,
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GSH diizeylerindeki azalmaya metabolitlerin enzimlerle olan etkilesmesinin de katki
sunabilecegini diislindiirmiistiir.

Opioid kullanim bozuklugu olan ve olmayan kullanicilarindan ayirmak igin
objektif biyolojik belirtecler gelistirmeyi amaglayan bir metabolomik ¢alisma
yapilmustir. Caligma, kronik yliksek diizeyde afyon kullanan agirlikli olarak Tiirkmen
popiilasyonunda opioid kullanim bozuklugunun metabolomik belirteglerinidiizeyde
ortaya koymustur. Opioid kullanim bozuklugu pozitif olarak teshis edilen yiiksek
afyon kullanicilarinin negatif olarak teshis edilen kullanicilardan ayirt edilmesi igin
onemli olan, hedeflenmemis kiitle spektrometresi kullanilarak tespit edilen 712 pik
icin metabolit tanimlamalar1 ortaya konmustur. Bu farklilik, pozitif olanlar i¢in %95
tahmin eden bir belirte¢ kestirimi olarak degerlendirilmis, dogrulugu %63 olarak
verilmistir. Bu tanimlamalarin higbiri, kotiiye kullanilan diger ilaglardan tiiretilen
bilinen metabolitler degildir. Yolak zenginlestirme analizi, B9 vitamini (folat), B7
vitamini (biyotin), sitokrom P450, piirin ve glikan metabolizmasinda ve yag asitlerinin
FAD/FADH2 doniisiimiinde genel bir bozulmaya isaret etmistir. Bu sonugclar, bir
opioid kullanim bozuklugunun pozitif teshisini tahmin etmek icin bir metabolik
profilin kullanilabilecegi seklinde degerlendirilmistir (110). Opioid kullananlarin
idrarlar1 ile yapilan bir hedefsiz metabolomik ¢aligmasinda, kullananlar ve
kullanmayanlar1 farklilagtiran endojen bilesikler, biiylik 6l¢iide vitaminler ve yardimci
faktorler, norotransmisyonda yer alan metabolitler, Kreb dongiisii, piirin
metabolizmasi, merkezi karbon metabolizmasi, histon modifikasyonu ve asetilasyonu
seklinde tanimlanmustir (111).

Bizim ¢alismamizda da eroin maruziyeti olan hiicrelerde gerceklesen olasi
metabolomik profillerin degisimleri incelendiginde eroine maruz birakilan hiicrelerde
kontrole kiyasla metabolik profillerin degistigi ortaya konmustur. Bunlar arasinda
GSH yolaklarinda 6nemli olan glutamat, valin, laktoz, gliseraldehit, glukonik asit gibi
onemli proteinlerin de bulundugu metabolitler yer almaktadir. Sonug¢larimiz eroin
maruziyetinde GSH yolaklarinin  etkilendigini  dogrulamaktadir.  Biyolojik
fonksiyonlar1 dolayisiyla pekgok farkli molekiiliin de dahil oldugu metabolitlerin
icerisinde Ozellikle glutatyon sentez dongiisii iginde Onemli yeri olan, eroin

uygulamasi sonrasinda kontrole goére anlamli sekilde degistigi goOriilmiistiir. S6z
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konusu yolaklarin i¢inde glutatyon ve sistein metabolizmasinin istatistiksel olarak
anlamli sekilde degistigi de elde edilen sonugclar ile ortaya konmustur.

Calismamiz, eroin toksisitesinde GSH tiiketimini ortaya koymus, terapotik
yaklasimlarin  gelistirilmesine katki sunacak veriler elde edilmistir. Madde
bagimliligina bagl gelisen oksidatif stresin tedavi stratejisi olarak antioksidanlarin
kullanim1 goriilmektedir ve yeni tedavi yaklagimlar: aranmaktadir. Bu nedenle, madde
bagimliligina neden olan eroin gibi maddelerin toksisite mekanizmasinin
aydinlatilmasi, olusturdugu oksidatif hasarin toksisitedeki ve bagimliliktaki roliiniin
ortaya konmasi hastalarin tedavi seceneklerini, dolayisiyla yasam kalitelerini
artirabilir. Sonuclarimiz, GSH o6ncii maddeleri olarak NAC ve NACA’nin eroin
bagimlililart icin, klinikte Onerilebilecek 6nemli secenekler oldugunu gostermistir.
Eroin bagimliliginda GSH 6ncii madde takviyesi ile bir klinik denemenin de olmadig:
goriilmiistiir. Ancak bu etkinin klinik caligmalar planlanarak gosterilmesine ihtiyag
bulunmaktadir. Ayrica daha hidrofobik yapida olan ve kan beyin engelini gegebilen
NACA ile daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda sitotoksisite, hedefli ve hedefsiz metabolomik analizler, in siliko
veriler ve GSH analizleri bu hastalarda GSH yolaginin etkilendigini ve eroin
intoksikasyonunda onemli bir hedef oldugunu géstermistir.

Eroine bagli olusan sitotoksisite ve GSH tiiketiminin 6nemli GSH oncii
maddeleri olan NAC ve NACA uygulamasi ile azaldigini ortaya konmustur.
Eroine bagli toksisitede GSH yolaginin in siliko verilerle desteklenerek
metabolomik olarak ortaya kondugu, NAC ve NACA nin eroin toksisitesinde
koruyucu etkisinin karsilastirildigi bir baska calismaya rastlanmamis olmasi
calismamizi 6zgiin kilmaktadir.

Farkli opiyatlarda NAC takviyesi ile denemeler yapilmis olmakla birlikte eroin
bagimliliginda bdyle bir klinik denemenin de olmadigi goriilmiistiir. Daha
hidrofobik yapida olan ve kan beyin engelini gecebilen NACA ile daha fazla
caligmaya ihtiyag¢ vardir.

Klinikte eroin bagimlililarina GSH 6ncii maddesi Onerilebilmesinin 6nemli
olabilecegi, bagimlililarda olusacak olasi toksisiteyi azaltacagi ve planlanacak
klinik ¢aligmalarin bu anlamda degerli oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica,
eroin bagimliliginda oksidatif stresin rolii olmasi sebebiyle bu kisilere
antioksidan takviye yapilmasi, olasi toksisitenin ve bagimlilik yapict

etkilerinin azalmasina yardime1 olabilecegi degerlendirilmistir.
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