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Sekanslama ile OPRM1 A118G polimorfizminin gérintilenmesi OPRM1
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sikliklarinin dagilimi.

Bagimh ve kontrol grubunda OPRM1 A118G gen polimorfizminin alel

sikliklarint dagilimi
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OPRM1 A118G gen polimorfizmi ile ailede madde kullanan baska birey

durumdnun karsilastiriimasi.
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OPRM1 A118G gen polimorfizminin psikolojik hastaliklara etkisi.
OPRM1 A118G gen polimorfizminin madde kullanmaya baslamadan
once sigara tiryakiligine etkisi.

OPRM1 A118G gen polimorfizminin sigara kullanma miktarina etkisi.



I. GIRIS VE AMAG

Opiyatlarin ve esrar, kokain gibi halisunojenik diger psikoaktif
ilaclarin en eski kullanimlari M.O. 3400 yilina dayanmaktadir. Uyusturucu
maddeler yillardir ruhsal duruma olumsuz etkileri oldugu bilinen maddelerdir.
Gunumuzde en gelismis Ulkelerden geri kalmig Ulkelere kadar ¢ok yaygin
olarak uyusturucu madde kullanilmaktadir *.

Madde bagimhligi madde arama davranigi, kullanmaktan
vazgecememe, artan dozlarda kullanmaya ve maddenin vicuttaki etkilerine
toleransin gelismesi ile surekli kullanma halinde fiziksel ve ruhsal sagligin
bozuldugu durumlari tanimlar. Madde kullanim bozukluklarinin gelisimi kigiler
arasinda farklliklar gosteren karmasik bir strectir. Madde kullanan birey,
madde kullanmaya baglama, sirekli olarak kullanma ve bagimlilik gibi degisik
asamalardan gecerek bu sureci vyasar. Onceleri, madde kullanim
bozukluklarinin gelisiminde c¢evresel, gelisimsel ve sosyal sartlarin etkili
oldugu dusiunudlmekteydi. Ancak genetik alanindaki gelismelerden sonra diger
psikiyatrik bozukluklarda oldugu gibi madde kullanim bozukluklarinin
etiyolojisinde de genetik yatkinlik 6n plana ¢ikmaya baglamis ve maddeyi ilk
denemeden baslayarak bagimlilikla sonuglanan zamana kadar gecen sirecte
genetik nedenler arastiriimaya baslanmistir >

Esas olarak analjezi amaciyla kullanilan opiyatlar, ilac
suistimaline neden olmalari agisindan da 6nemli bir ilag grubudur. Opiyatlarin
etkilerinden sorumlu opiyat reseptorlerinden biri ma (u) reseptoradar. p
reseptorinin opiyatlarin pozitif pekistiri yapmasinda 6nemli bir role sahip
oldudu ileri strtlmustir. Bu gorlsu destekleyen en énemli bulgu p reseptor
antagonistlerinin deney hayvanlarinda doza bagimh bir sekilde opiyat kendine-

vermeyi azaltmalaridir *°.

Epidemiyolojik ¢alismalar bagimlilik gelismesinde c¢evresel
faktorler, ilacin noérobiyolojk sistem aracihidiyla olusturdugu etkiler yaninda

%60 oraninda genetik faktorlerin sorumlu oldugunu goéstermektedir. DNA



metilasyonu ve histon modifikasyonlari bagimllik gelisiminden soruml

epigenetik degisikliklerin primer kaynaklarini olusturmaktadir.

Ote yandan, bir popllasyonda cevresel ve mesleki olarak
ilaglara, yasam tarzina ve bireysel aligkanliklara badli sigara, alkol, ¢ay, kahve
gibi kimyasal ve/veya kontaminantlara maruziyet, sonucu maruz kalinan
kimyasal maddelere karsi verilen bireysel cevaplarin genis 6l¢gude degiskenlik
gOsterdigi ve ayni zamanda populasyonlar arasinda da farklliklarin bulundugu
bilinmektedir. ilac metabolizmasindan sorumlu enzimler, ilag tasiyicilari,
reseptorler veya kofaktorlerde rol oynayan proteinleri kodlayan genlerdeki
varyasyonlardan etkilenebilmektedir. Genetik kodda meydana gelen kucguk
degisiklikler ve populasyonun en az % 1'inde gérulmesiyle tanimlanan gen
polimorfizmleri hastalik gelisiminde ve yasam tarzina bagll gen-gcevre

etkilesimlerinde klinik dneme sahiptir °.

M reseptor morfin, fentanyl ve benzeri opiyat ilaglarin ana
hedefidir ve Morfinin p reseptorini aktivasyonunda ortaya cikan etkilerden
biri olan 6fori bagimlihk gelisimini tetikler. p-opiyat reseptoérini kodlayan
OPRM1 genindeki polimorfizmler de opiyatlarin klinik ve badimlilik yapici
etkilerindeki bireysel farkliliklarin sebebi olabilmektedir >. OPRM1 geni
Uzerinde en yaygin galisilan tek nukleotid polimorfizmi (TNP), exon 1 ‘de 118.
pozisyonda adenin (A) nukleotidinin, guanin (G) nukleotidinine doénusune
neden olan polimorfizmdir (A118G). Bu polimorfizm, asparjin (Asn)
aminoasidinin aspartat (Asp) aminoasidine donugune (Asn40Asp) neden
olmaktadir. Bu dedisiklik, opiyat bilesiklerinin p- reseptoérine olan
affinitelerinde de degisiklige neden olabileceginden opiyat grubu ilacglara
bireysel farkliliklar OPRM1 genindeki genetik varyasyonlara atfedilmektedir ve
A118G polimorfizminin opiyat bagimhiliginin olusumunda ya da korunmasinda

onemli rol oynadig diistiniilmektedir *.

Calismamizda opiyat reseptor polimorfizmi ile madde

bagimlihgi iligkisinin arastirilmasi amaglanmaktadir. Bu amagla ¢alismamiz



madde bagimlisi hasta grubu olusturularak ve asagidaki hedeflere yonelik

olarak planlanmistir:

" Tirk toplumunda OPRM1 genotip ve alel sikliklarinin belirlenmesi
ve dagilimi hakkinda veri elde edilmesi,

" Tark toplumundaki bu dagihmlarin diger populasyonlardaki
dagilimlarla kargilastirarak sonuglarin degerlendiriimesi,

" OPRM1 genindeki polimorfizmlerin bagimliik degiskenleriyle

uyumlu olup olmadiginin incelenmesi.



2. GENEL BILGILER

2.1.Bagimhilik Tanimi

insanlara keyif veren veya uyarici etkileri olan, giderek daha
fazla alma istedi yaratan, kesildiginde yoksunluk belirtileri olugturan,
sakinlestiricilere, kimyasal maddelere ve ilaglara uyusturucu madde adi verilir.
Uyusturucu madde bagimhligi, zararli etkilerine ragmen uyusturucu maddeleri
kullanmanin engellenememesidir. Bagimhlik bir sendrom olarak kabul
edilmektedir®.

Psikiyatri nozolojisinde en yetkili kaynak sayilan Amerikan
Psikiyatri Derneginin (APD) DSM IV (Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders) (1994) kilavuzunda, motivasyonel davranigsal bozukluk
belirtilerine ve bireylerarasi etkilesimdeki bozukluklarinin tirtine ve derecesine
gore madde kotiye kullanimi ve madde bagimiiigi icin somut tanimlar
yapilmistir. Madde kotlye kullaniminin taniminda, 6l¢it olarak APD, 6zellikle,
tekrarlayan madde kullanimi sonucu iste, okulda ve aile iginde kiginin temel
yukumlaltklerini yerine getirememesi ve fiziksel bakimdan tehlikeli olan
durumlarda maddeyi tekrar tekrar kullanmasini, maddeyle iligkili yedi sorundan
en az Ugundn son 12 ay veya daha uzun sure igcinde meydana gelmis olmasini
esas alir °.

Madde tutkunlugu/bagimliigi taniminda ise APD uzun sireli
kullanihg sonucu maddenin etkisinin belirgin sekilde azalmasini ve maddenin
fazla miktarda ve uzun sure alinmasinin gerekmesini, madde temin etmek igin
ve etkisinden toparlanmak icin fazla zaman sarf edilmesini, madde kullanimina
zaman ayirmak icin onemli sosyal mesleki ve dinletisel etkinliklerden
vazgecilmesini yada bunlarin azaltiimasini, maddeyle iligkili dort sosyal, yasal
veya kisilerarasi sorundan herhangi birinin son 12 ay icinde meydana gelmis
olmasini esas alir. Her iki durumda da ilkinde gorece hafif ikincisinde daha
ciddi sorunlara karsin madde kullaniminin birakilmamasi veya birakilamamasi
s6z konusudur. Bagimlilik gelistikten sonra madde kullanma aliskanhgi aniden
kesildiginde hos olmayan fiziksel ve psikolojik reaksiyonlara katlanmak
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zorunda kalinir. Bagimhhgin bu evresinde, kullanicinin maddeye olan istegi
artar, hatta bu durum onu isine, sagligina ve ailesine acik acgik zarar
vermesine kadar goturebilir. En kotlisu ise madde kullanan kigiyi uyusturucu

alabilmek amaciyla sug islemeye kadar gétiirebilmesidir *°**.

2.2. Bagimliliga Yol Acan Etkenler

Madde bagimliigi olugsmasini etkileyen, farklh mekanizmalari

tetikleyen, i¢ ice gegmis birgok faktdr s6z konusudur ( Sekil-1).

Biyolojik
Diizenizlik
Sosyal Kdltdrel
Madde
Bagimhha
Psikolojik Cevresel
Genetik

Sekil 1. Bagimlihgi Etkileyen Faktorler

2.2.1. llacin Pekistiri Yapmasi

Pekistii  bagimlihk yapan maddelerin ortak farmakolojik

Ozelligidir. Bagimlihk yapan maddenin yaptigi pekistiri pozitif veya negatif olur.



2.2.1.1. Pozitif Pekistiri

Pozitif pekistiri ilk olarak 1954'te hareket edebilen siganlarda
septal bolge ve medyal 6n beyin demeti veya ventral tegmental alan gibi
beynin odullendirici bolgelerine bir uyarici elektrod vyerlestirdikten sonra
hayvanin kendi kendini situmile etmesine olanak veren bir dizenekte
gerceklestirilen intrakraniyel self-stimtlasyon yontemiyle tanimlanmigtir. Bir
maddenin duygu durumda yaptigi dedisme, onu tekrar tekrar kullanma veya
onsuz edememe davranigina sebep oluyorsa ya da kullanimini pekistiriyorsa
bu tur madde pekistiricidir ve bu tar pekistiriye, pozitif pekistiri veya
odullendirme denir. Maddenin yaptigi keyif artmasi veya 6fori pozitif pekistirici
ana etkendir ve buna maddenin 6dullendirici etkisi adi da verilebilir. Baska bir
deyigle ilaci almakla kendisinde olusacak keyif, 6fori gibi etkilere 6zlem duyma
ve bu amacgla madde arayisi durumdur. ilacin beyinde etki gosterme hizi

pozitif pekistiriyi artirir 123,

2.2.1.2. Negatif Pekisgtiri

Negatif pekistiri, madde kullanmayi strdlirmede rol oynar ve ilaci
alamama durumunda olusabilecek istenmeyen keyif dususl, yoksunluk
sendromlari gibi olumsuz etkilerden kaginmadir. ilag kullaniimadigi zaman
ortaya ¢ikan, agri veya agir anksiyete gibi sakinilmasi gereken durumlar da
negatif nitelikli pekistirici durumlardir. CUnkd bagdimhlik yapan maddeyi
kesmenin veya bulamamanin keyifte yapacagi azalma bagimli i¢in olumsuz bir
durumdur (yoksunluk sendromu). Bagimh bu duruma dusmekten sakinmak
icin maddeyi almaya devam eder. Yoksunluk sendromu; santral sinir
sisteminde, depresan etkili maddenin kesilmesiyle ortaya ¢ikan semptomlar

olarak tanimlanir *?

Bagimlilikla ilgili 6ne surllen yeni gorlUglere gore ise
negatif pekistiri, pozitif pekistiriye katki saglayan davranigssal mekanizmadan

biri olarak kabul edilmektedir.



2.2.2.Yatkinhik

Bagimlihk yapan maddeler arasinda sadece keyif verici veya
uyarici etkileri sebebiyle kullanilanlar olmakla beraber bir kismi tedavi
amaciyla da kullaniimaktadir. Bununla beraber, tedavi amaciyla kullanilan
maddeler de doktor kontrolu disinda sakinlestirici veya keyif verici etkileri
sebebiyle koétu kullaniimakta ve bagimhhiga yol agmaktadir. Ayni ilacin farkl
kisilerde madde bagimhsi semptomlarina ve davraniglara yol agcmasi bazi
kimselerin kompdlsif ila¢ kullaniimasina karsi elverigli bir durumlarinin

oldugunu gésterir. Yatkinlikta rol oynayan faktorler sunlardir 3

2.2.2.1.Kisilik Yapisi

Toplumun  uygun  bulmadigi maddeleri  kullanan  ve
vazgecemeyen Kisilerin bir kisminin, Kigilikleri geregi, sosyal degerlere 6nem
vermeyen, cabuk parlayan ve dus kirikligina dayanci olmayan Kisiler oldugu
saptanmigtir. Ancak, yatkinlkta, insanin kigilik yapisi bir dereceye kadar rol
oynar ve ilag kullanma davranigini belirli bir kigilik kalibina baglamak her

zaman mumkun dedgildir.

2.2.2.2. Genetik Faktorler

Maddeyi ilk denemeden bagimliliga kadar gegen slregte genetik
nedenlerin etkisi arastirma konusudur. Onceleri, bagimhlik gelisiminde
cevresel, gelisimsel ve sosyal sartlarin etkili oldugu dusundlirken, genetik
alaninda kaydedilen gelismelerin ardindan psikiyatrik bazi patolojilerde oldugu
gibi genetik faktorlerin, maddelerin pozitif pekistirici 6zelliklerinin sergiledigi
bireysel farkhliklar ve ayni doza ait pozitif pekistirici etkinligin sergiledigi
cevresel ve sosyal farkliliklarda etkili oldugu ortaya c¢ikmistir. Genetik
bilimcilerin Uzerinde ¢alistigi konulardan biri bagimlihgin babadan ogla gecen
bir niteliginin olup olmadididir. Bu konuda retrospektif calismalarin sonuglari

celigkili olmakla beraber, yakin akrabalarinda bagimli olan kigilerde bagimliliga
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1415 Birinci derece

kargl bir predispozisyon olabilecegi seklindedir
akrabalarinda alkol bagimlihgr bulunanlarin, bulunmayanlara goére 3-4 kat
daha fazla bagimlilik gelistirme riskine sahip oldugu bildiriimektedir *°. Genetik
faktorler maddenin olusturdugu o6fori gibi sibjektif cevaplari etkileyerek etki
eder. Bagimhlik yapan maddenin farmakokinetik ve farmakodinamik ozellik-
lerini olusturan enzim, reseptor ve diger fonksiyonel proteinleri kodlayan
genlerdeki polimorfizm kisinin madde bagimhligina olan genetik yatkinhgini

belirler.

2.2.2.3. Ahgkanliklar

Algkanliklar, gelenek, gorenek, olanak ve deger kavramlarinin
da bagimlilik gelismesinde ve tipinin belirlenmesine katkisi vardir. Kisinin
yetistigi ailenin tipi ve sorunlari da onun predispozisyonuna katkida bulunabilir.

2.2.3.Cevresel Etkenler

2.2.3.1.Kultiurel Ortam

Kisinin igerisinde bulundugu toplum kesiminin ve toplum
genelinin gelenek, gorenek, olanak ve deger kavramlarinin bagimiilik
gelismesinde ve tipinin belirlenmesinde katkisi vardir. Batida alkolin gunluk
hayatin bir pargcasi olmasi, alkol ve sigaranin toplumca onanan maddeler
olmasi gibi bazi toplumlarda bagimlilik yapan ilaglarin ya da bitkilerin bireysel
olarak veya toplu halde kullaniimasi (bizim toplumumuzda da kahve i¢cme,
nargile igme ve cay icme gibi) yasamin bir pargasi veya toplumsal bir gelenek
haline gelmistir.  Kaltirin badimliiga etkisine bir baska 6rnek Glney

Amerika’da kokainin, kiltirin bir pargasi olmasidir 2,



2.2.3.2.Maddeyi Bulma Olanagi

Bagimhlik yapan maddelere erigsim sosyal gevreyle iligkilidir ve
sosyal refahin artmasi bagimlilik gelisme insidensini artirmaktadir. Ayrica ila¢
bulma olanagl fazla olan doktor, eczaci ve hemsgirelerde ilaca bagimlhlik
yuzdesi diger mesleklere gore daha fazla olabilmektedir.

2.2.4. Ozel Yardimci Etkenler

Madde bagimlhilig: gelismesinde rolu olabilen etkenler sunlardir:
a- Keyif, ferahlik ve gevseme ihtiyaci,
b- Glncel sikinti ve korkulardan uzaklagsmak ihtiyaci,
c- Yeni zevkler ve eglenceler aramak,
d- ilag etkisi hakkindaki 6grenme meraki,
e- Psikolojik depresyon,
f- Cevre ve geleneklerin yarattigi baski,
g- Yuklendigi sorumluluklarin baskisini gidermek
h- Cesitli nedenlerden dolayi igcinde bulundugu i1zdirabi gidermek,

I- llacin yarattigi psisik durum igerisinde bilincinin derinlerine inme arzusu o

2.3. Bagimliik Olugsma Mekanizmasi

ilagc ve diger psikotrop maddelere bagimhlik olusmasi ve
surdurtlmesi, norobiyolojik ortak noktalar yaninda maddenin Uzerindeki etki
kalibinin ve genetik kulturel, ¢cevresel ve psikososyal faktorlerin rol oynadigi
multifaktoriyel bir mekanizmayla gerceklesmektedir. Bir goruse gore bagimhlik,
tekrarlayan madde zehirlenmesine bagl karmasik bir beyin hastaligi olarak

psikiyatrik ve norolojik dogal hastaliklar taklit eder.

Elektriksel veya kimyasal madde vererek yapilan c¢alismalara

gore; bagimhlik yapan maddelere ait pozitif pekistirinin ortak 6zelligi beyinde



0dul sisteminin aktive edilmesidir ve bu mekanizma maddenin kétiye

kullanimda tek mekanizma sayilabilir.

Bagimlilik gelistiren mekanizmalarla ilgili cahsmalar, “Odul
eksikligi sendromunu” ortaya c¢ikarmis ve beyin odullendirme sureglerinde
meydana gelen kimyasal dengesizlikler sonucunda bagimhligin olustugu kabul
edilmistir. Bu kimyasal dengesizlikler sonucu beyin haz mekanizmalarinda

eksiklikler ortaya ¢cikmaktadir.

Eroin (Morfin), amfetaminler, nikotin, kokain ve kenevirin temel
etki yerleri tamamen farkli olmasina ragmen, bu maddelerin hepsi beyin édul
sisteminin belirli boélgelerinden dopaminin salinimini artirma yetenegine
sahiptir. Dopaminde, kisinin uyusturucu madde almaya devam etmesini
kiskirtan sinyalleri ortaya cikarir 1”8, Dopamin D2 reseptérlerin sigara icme,
obesite, kompulsif kumar ve birgok kisilik 6zellikleriyle (yenilik arama, zarardan
kaginma, odulle iligkili impulsivite, anti sosyal 0Ozellikler) beraber madde
bagimhhgi ile de iligkilidir ve Dopamin D2 reseptor eksikligi ile ddullendirmeye

duyarlilikta azalma olusmaktadir®®.

Bagimlihk yapici maddeye kisa veya uzun sure maruz kalma
sonucu beyindeki motivasyonel sureclerden sorumlu beyin 6dul sisteminin
normal duzenlenmesi bozulmaya baglar. Bu suregte bagimlhlik sorunu olan
birey madde kullanmaya baslama, surekli olarak kullanma ve bagimhlik gibi

degisik asamalardan gecer. Bu gelisme siireci Sekil-2’ de goriilmektedir %°.
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Pozitif pekistiri {(gerginlidin gideriimesi)
+——1 Odul sisteminin uyarnimasi
Gulg¢ld 6zlem (maddeye aserme)

Erken dénem
(Psikolojik stireg)

Bagimhhgin baslamasi

Geg¢ dénem Tolerans gelisimi
(Fiziksel bagimhhk Fiziksel bagimhhk
stireci) Yoksunluk krizi

|

Bagimhhgin surddrtlmesi

Sekil 2: Bagimlilik olusum sureci %
2.3.1. Madde Bagimhhiginin Nérobiyolojisi

Beyin o6dullendirme sisteminin  (mezokortikolimbik dopaminerjik
sistem) baslica yapilari ventral tegmental alan (VTA) nukleus akumbens ve
frontal kortekstir (Sekil 3).

Sekil 3: Beyin Odillendirme Sistemi N6éroanatomisi %
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VTA noéronlart nudkleus akumbens ve prefrontal korteksin her
noktasindan salinan dopamin norotransmiterlerini igerir. VTA hem nukleus
akumbens hem de prefrontal kortekse baghdir ve ndronlar araciligiyla bu
yapilara bilgi gonderir. Bu yol odullendirici bir uyaran ile aktive oldugunda

tekrarlanir.

Eroin, kokain, nikotin ve alkol VTA ve cekirdek akumbensteki odul
yolunu etkinlestirir. Bagimlilik yapan bu ilaclar dopamin ndrotransmisyonunu
artirmak suretiyle, 6dul sistemini aktive ederler ve her madde artan dopamin
iletimi ile 6dul yolunun aktivitesini arttirir. Beynin bu dizayni ve maddelerin
odul icin bu 6zel beyin yolagini aktive etmesi nedeniyle maddeler bu
yeteneklerini kétliye kullanirlar. Bu nedenle madde bagimhhgi ¢cok yonla ve
bircok faktor tarafindan etkilenen karmagik ve gergek bir beyin hastaligidir
21,22.

Bagimlihdin karmasik nérobiyolojisi nedeniyle eroin ve opiyatlarin
fiziksel bagimlihgr ile psikolojik bagimhligindan beyinin farkli bélgeleri
sorumludur. Eroin ve morfinin fiziksel bagimhhgindan talamus ve beyin sapi
sorumlu iken psigsik bagimliigindan odual yollari sorumludur. Bu nedenle
cogunlukla bir kiside psisik bagimlilik olusmussa fiziksel bagimhligin da
olusmasi beklenirken;  bir kisi psikolojik bagiml olmadan fiziksel bagiml
olabilir. Bu o6zellik terminal kanseri olan ve morfin ile kronik tedavi olan
hastalar icin dogrudur. Bu hastalar bagimli olabilir ve ila¢ kesilirse yoksunluk
sendroundan muzdarip olabilirler. Ama onlar, morfini dirtiyle kullanmazlar ve
badimli degildirler. Bu nedenle ameliyat sonrasi agri kontroll i¢in hastanede
morfin ile tedavi olan hastalarin daha sonra bagimli hale gelmesi olasi degildir.

Zira cogku hissedebilmelerine ragmen asil analjezik ve sedatif etkileri hakimdir
1,3

Bagimlihgin norobiyolojisinde dopamin, serotonin, GABA ve
opiyat peptidler gibi bircok transmitter 6dul ve arama davraniginin olus
mekanizmalarinda rol oynamaktadir. Dopamin, lokomotor aktiviteyi,

odullendirilme, haz, 6fori hissinin olusumunu kontrol eder. Ventral tegmental
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alandan nukleus akumbense giden dopaminerjik yollarin tim bagimhlik
tiplerinin olusumunda en 6nemli yol oldugu ileri sturilmektedir. Endorfinler ise
acl ve keyif verici uyaranlara karsi yaniti ve bunlara uyumsal iglevleri

duzenleyerek bagimhligin olusumuna katilirlar 2°.

Soyle ki;  ©Once dopaminin  endojen opiyat tarafindan
norotransmisyonu ve modulasyonu olur. Bunun ig¢in sinir terminallerinde
sentezlenen ve vezikillerde paketlenen dopamin, vezikillerin membran ile
kaynasmasiyla vezikilden salinir. Once dopamin reseptorlerine baglanan
dopamin molekulleri daha sonra reseptérden koparak sinaptik araliktan
terminal tzerinde bulunan protein ve membran pompalari ile alinir. Bu slreg
dopamin molekullerinin aralikta fazla miktarda kalmamasini saglamasi
agisindan onemlidir. Ayrica noromodulator adi da verilen bagka bir
ndéromodulatér salan komgu noronlar vardir. Bu néronlar, endorfin ve dopamin
gibi noérotransmitterler tarafindan kontrol edilen bir ndérotransmisyonu

gelistirmeye veya inhibe etmeye yardimci olur.

Endorfin baglayan p reseptdrleri, postsinaptik hiicrede veya
diger noron terminallerinde bulunur. Endorfinler membran pompalarindan
ziyade enzimlerle yikilir. Bu siklusun tekrari ile morfin, VTA ve nukleus
akumbensteki noronlar Uzerindeki reseptorlere baglanir ve 6dul yolu aktive

olur %24,

VTA’' da bulunan baska bir sistem, santral sinir sisteminde baslica
kontrolden sorumlu olan GABA reseptorleridir. Bagimhlik yapan ilaglar GABA
ndronlarindaki p reseptérlerine baglanarak VTA deki GABA kontrolini inhibe
eder ve dopaminerjik noronlari atesler bu nukleus akkumbenste dopamin
salinimini artirir. Dopamin salinimi da 6dul ile sonlanir ve pozitif pekistiri yapar
(Sekil 4) %,
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Ventral Tegmental Alan Niikleus Akkumbens

Dopamin salinimi postsinaptik reseptérle
etkileserek pozitif pekistiri ile sonuclanir.

Opiyatlar GABA néronlarinin
Dopamin hiicreleri Gizerindeki

kontroliindi bloke eder. Wikleus Arkuatustan gelen

beta-endarfin yolaklan

Opiyatlar dopamin hicrelerini

Yiuzeydeki reseptorlerle
etkileserek  direk  olarak
uyarir

Sekil 4: Bagimhiligin Norobiyolojisi

2.3.2.Bagimhilikta Opiyat Sistemi Ve p Reseptorlerinin Roli

Madde bagimhligi, beynin tekrarlanan ila¢ maruziyetlerine
kademeli adaptasyonu ile olusan kronik ve tekrarlayici bir hastaliktir.
Bagimlihk konusunda, beyin 6dul devreleri ile genis sinir agi i¢erisinde en ¢ok
dopaminerjik sistemlerin rol aldigi1 ve arastirildigi birgok nérotransmitter sistem

mevcuttur 24,

[ opiyat reseptorleri; beslenme, 6grenme ile hafiza, bagirsak,
solunum, kalp ve damar fonksiyonlarinda, lokomotor aktivite, termoregulasyon,
hormon salinimi ve bagisiklik fonksiyonlariyla ilgilidir. Opiyat sistemin duygu
durum ve lyilik halinde rol almasi nedeniyle endojen opiyatlarin madde
bagimhiiginin gelisiminde etkili olduguna ve endojen opiyat sistemlerinin
bagimlilikta énemli rol oynadigina inanilmaktadir. Ayrica, opiyat sistem stres
fizyolojisini degistirerek ilag 6zlemi ve nuksleri etkileyebilir. Opiyatlarin oforiye,
suklUnete ve farkli ruh hallerine nasil sebep olduklarini agiklayacak mekanizma
henlz belirlenememistir.

Davranissal ve farmakolojik etkiler dopaminerjik yolagi isaret
ederken, ilaglara karsi olusan yanit ise Nukleus Akumbensi gosterir. Ayrica,
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Lokus Seruleus, noradrenerjik ndronlari ve opiyat reseptorleri kapsar ve panik,
korku ve anksiyete gibi acil durumlari algilamada kritik rol oynar, ancak
buradaki noral aktivite de ekzojen ve endojen opiyat peptidler tarafindan inhibe
edilir 222,

Opiyat sistemi endojen opiyat peptid ailesi tarafindan uyarilan G
proteini kapli reseptorlerden olusur 2°. Opiyat reseptériniin aktivasyonu ile
adenilat siklaz inhibe olur ve boéylece hicresel siklik adenozin monofosfatta
(AMP) azalmaya sebep olur. Elektrofizyolojik olarak voltaj-bagimh Ca*? kanali
inhibe olur ve K* kanallari aktive olur. Sonugta ndronal eksitabilite opiyat
reseptorinun aktivasyonu ile azalir. Tersine, opiodlerin ayni zamanda noéron

hiicrelerine Ca*? girisini stimiile ettigi de bildiriimistir 2”

Opiyat reseptorleri buyuk olcide morfin ve birkag opiyat olmayan
pekistiriciye arabuluculuk ettikleri 6dul devreleri (neokorteks, talamus, nukleus
akumbens, hipokampus, amigdala) boyunca ve periferik sinir sistemi

(myenterik néronlar ve vas deferens) iginde dagilir.

Opiyat reseptorlerinin, mu (u), kapa (k) ve delta (8) olmak tzere 3
alt grubu vardir. Opiyat reseptorlerinin lokalizasyonlari ve fonksiyonlari Tablo
1'de gorulmektedir. Enkefalin, B-endorfin; p-reseptdrt dinorfin; k- reseptéri
ve enkefalin ise &-reseptorleri icin belirlenen endojen agonistlerdir 2. p, k ve &
reseptorlerinin yaklasik % 50’sinin aminoasit sekanslari birbirleriyle homojenite
gosterir %°. Opiyat reseptérleri ayrica morfin prototipi olan ekzojen afyon

alkoloidleri tarafindan da aktive edilir.
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Tablo 1: Opiyat reseptorlerinin farmakolojik etkileri.

Reseptor | Alt Lokalizasyon Fonksiyon
Grubu
ni:
e Analjezi
o Fiziksel Bagimlilik
e Beyin M.
o) Korteks (lamina 111 ve 1V)
) Talamus e Solunum
o) Periaquaduktal gri madde Depresyonu
mu () KL M2 1 gpinal Kord « Miyosiz
Hs ) Substantia Jelatinoza « Ofori
e Periferik Sinir néronlari e Gastrointestinal
o Intestinal Trak motilite azalma
o Fiziksel Bagimlilik
ns:
e Bilinmiyor
e Beyin
o) Hipotalamus e Analjezi
o) Periaquaduktal gri madde e Sedasyon
kappa (k) | K » Miyozis
PP L "2 14 Spinal Kord e ADH  salinmmini
K3 e ey
inhibisyon
0 Substantia Jelatinoza o Disfori
e Periferik Sinir néronlari
e Beyin
0 Pontin Nukleus .
o  Amigdala * Analjezi i
delta ()1 5.5, |o  Olfaktor bulbus » Anndepresan el
0 Derin Korteks £
e Periferik Sinir Noronlari
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2.4.Bagimhlik Gesitleri
2.4.1.Psisik (Psikolojik) Bagimhhk

Psikolojik karakterli bagimhliktir. Bagimlihkta temel 6gedir ve
maddenin pozitif pekistii yapmasina baghdir. Bireysel degiskenlik gosterir.
Psisik bagimlilik gelisme belirtisi maddeyi kullanmaya devam etme istegidir.
Madde kullanmaya devam etme arzusu, Ozlem, arayis, stoklama istegi
olusturur, iradenin kontroll ortadan kalkar. Opiyatlar (morfin, kodein, eroin) ve

sigara giclii psisik bagimhlik yapar 2,

Psisik bagimlilikta, kiside maddeye karsi maddenin tirine gore
degisen bir derecede az veya c¢ok siddetli, baskilanmasi zor bir 6zlem
gelismigtir. Madde ozlemi kisiyi ilag arama davranisi icine sokar. Psigik
bagimlihdin derecesi maddenin farmakolojik grubuna ve bazen grup icindeki
konumuna gore degisir. Eroin, kokain ve sigara dumani iginde alinan nikotin

gucli ilag 6zlemi ve psisik bagimlilik olusturur.

Madde alindigi zaman olusan keyif artmasinin ve kesildigi
zaman olusan 6zlemin hizi ve boyutu maddenin farmakokinetigi ile yakindan
iligkilidir. Soyle ki; madde beyine hizla giriyorsa keyif artmasi siddetli olur.
Beyne fazla girme doz-yanit iliskisine gére etkinin siddet ve siiresini artirir %°.

2.4.2. Fiziksel (fizyolojik) Bagimhhk

Fiziksel bagimhlik negatif pekistiricilerle pekisir. Fiziksel bagimlilik
psisik bagimliliktan ayri ve cogunlukla ondan bagimsiz bir olaydir. Fiziksel
bagimlilik, ilacin kisa veya uzun sire vucutta bulunmasi sonucu beyinde onun
etkiledigi noéronlardaki reseptorlerde, o reseptdr Uzerinde olusan etkiyi hicre
icerisinde dengeleyen sistemde ve etkilenen ndron toplulugunu etkileyen diger
noron sistemlerinde meydana gelen fizyolojik degismelere baghdir. Bu

nedenle fiziksel bagimlilik yerine ndéroadaptasyon terimi de kullaniimaktadir.
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Fiziksel bagimhlik sonucu bireysel néronlarda veya noron topluluklarinda yeni

bir nérohiimoral denge veya yeni bir homeostaz olugur #%*.

Ozellikle opiyatlara yonelik olmakla birlikte fiziksel bagimhhk

olusumuna dair mekanizma teorileri sunlardir;

1- Homeostaz ile ilgili adaptasyon teorisi; Homeostazin
strdurilmesinden birinci derecede sorumlu otonomik merkezleri, morfinin

etkilerine kargi cevap olarak uyum duzenlemelerine girmelerini savunur.

2- Enzim indiksiyonu: ilacin beyinde kendi farmakolojik etkinligi
ile ilgili bir enzimi inhibe etmesi ve bu enzimin inhibe olmasinin néronlar igin

gerekli olan son Uran miktarinin azalmasina neden olmasidir.

3- Latent sinir yolaklarin agilmasi: Devamli ila¢ kullanilmasi santral
sinir sisteminde belirli bir sinirsel yolagi bloke eder. Bunun Uzerine normal
durumlarda kullanilmayan yedek yolaklar acilarak etkinlik kazanir. ilag
kesildiginde normal yolak tekrar ¢alismaya baglar. Hem onun hem bir sure igin

yedek yolagin ¢alismasi, yoksunluk sendromuna neden olur.

4- Reseptor artigl: Noronal aktiviteyi azaltan ve norotransmiterlerin
sentezini inhibe eden bagimlilik yapici ilaglarin kronik kullanimi, dolayli olarak
reseptor sayisini artirir. Bu durum, reseptoriin sentez edilmesi ya da sessiz
reseptorlerin aktif sekle dénudsmesi ile olur. Yoksunluk sirasinda, normal
norotransmiter aktivitesi ile birlikte asiri duzeyde reseptorlerin varligi rebound

etkisi olusturur.

5- Reseptor duyarliiginin artmasi: Tolerans ve fiziksel bagimlilik
olusturan ilaglar, néronal yolaklarda impuls akisini azaltmak suretiyle direkt
olarak veya dolayl bir sekilde supersensiviteye neden olurlar. Yoksunlukta

impuls akigi eski seklini alir ve re-bound hipereksitabilite ortaya ¢ikar.
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6- Dual etki: Morfinin aksonlarin yuzeyindeki bazi reseptorlere
baglanmasi santral depresyona neden olurken, ayni hucrelerin veya
ndronlarin intraselller reseptorlere badlanmasi santral stimilasyona neden
olur 22°,

Fiziksel bagimlihgin siddeti madde kesildigi zaman ortaya gikan

yoksunluk sendromunun somatik belirtilerinin siddeti ile dlgulur.

Fiziksel bagimlilik geligen bireylerde, ilacin alinmadigi veya
ilacin farmakolojik antagonistinin verildigi durumlarda, yoksunluk sendromu
ortaya c¢ikar ki bu sendrom; kendisini psisik ve somatik nitelikteki ¢cok belirgin
ve ciddi belirtilerle gostererek belirli bir sire devam eden hastalik halidir.
Yoksunluk sendromuna kesilme sendromu adi da verilir. Ortaya c¢ikan
semptomlar ve isaretler, beyinde genellikle maddenin etkilerine goére ters
yonde olan degismeleri yansittigi icin yoksunluk sendromu genelde bir

rebound olayi olarak kabul edilir.

Yoksunluk belirtilerinin yoni maddenin sinir sisteminde yaptigi
etkinin  yénlniin tersidir.  Ornegin depresan ilaglarla iligkili yoksunluk
sendromunda santral sinir sistemi stimilasyonu belirtileri ve stimilasyon
yapan ilaclarla iliskili sendromda depresif belirtiler egemendir. ilag asiri madde

Ozlemi butun madde kesilmesi olaylarinin ortak semptomudur.

Yoksunluk sendromunun altinda yatan patolojik zemin,
maddenin beyinde surekli olarak bulunmasina kargi maddenin etkiledigi
merkezlerde onun etkisini notralize etmek igin zit yonde etki yapan
mekanizmalarinin bir suredir aktive edilmis olmasi ve madde kesilince bu
mekanizmalarin egemen duruma gecgcmeleridir. Bu dengesizlik yeni bir
homestaz olugsmasi ile kisa zamanda duzeltildigi icin yoksunluk belirtileri
madde 6zlemi hari¢ genellikle uzun sirmez. Ancak yillar siren birakmadan

sonra bile niikse yatkinlik gegmez %2,
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2.4.3. Capraz Bagimhihk

Ayni ya da farkl farmakolojik gruplardaki ilaglarin, birbirlerinin
neden oldugu yoksunluk sendromlarini  gidermesi, birbiri  yerine

kullanilabilmesidir.
2.4.4.Tolerans

Tekrarlanan dozlarda alindiginda, bastaki dozun etkisinin
giderek azalmasi velveya etki suresinin kisalmasidir. Bagimlihk yapan
maddelerin bazilari sudrekli kullanildiklarinda hizli veya yavas bir sekilde
etkilerinin siddeti azaldigi ve suresi kisaldigi i¢in kullanan kisi maddenin
dozunu artirma gereg@i duyar. Tolerans belirli bir tavan duzeye kadar olusur,
ondan sonra durur. Ayni ndronal mekanizmayla etki yapan ilaglara karsi
capraz-tolerans olusur. Toleransin gelisme hizi ve boyutu da tipki fiziksel

bagimlilik gibi maddelerin farmakolojik sinifina gére degisiklik gdsterebilir 2.
1.5. Bagimhlilik Durumlari
Agriy1 dindiren ilaglar gibi, beyin veya beyni besleyen kan
damarlari Uzerine etkili olan ilaglardan farkli olan ve eglence amacli kullanilan
maddeler ¢ok farkl bir amaca sahiptir ve bagmlilik yapan maddelerin

kullaniimasindaki sorun bagimliliga yol acabilmeleridir *2.

ilag gruplarina gére bagimlilik tipleri tablo 2’ de gériilmektedir.
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Tablo 2. ilag gruplarina gére bagimlilik tipleri

Morfin Tipi Bagimlihk

Gucla psisik bagimhhk ve fiziksel bagmlihk vardir Kismi
tolerans gelisir

Alkol Tipi Bagimhhk

Tolerans geligimi vardir

Stoklama davranigi goralur

Psisik bagimhlik kisiler arasi farklilik gosterir.

Fiziksel bagimhlik uzun sireli ve yiksek miktar tiketimle geg
gelisir.

Bagimlilarda psikotoksik belirtiler ve alkol-ilag etkilesimine
bagh zehirlenmeler goérilur

Barbittrat Tipi Bagimhhik

Barbituratlar, benzodiazepinler ve hipnosedatiflerde gorulur
Ofori ve sedasyona tolerans gelisir

Psisik ve fiziksel bagimhlik gérulur

Yoksunluk sendromlari belirgindir

Tathn Tipi Bagimhihk

Sorumlu madde nikotin

Guglu psisik ve fiziksel bagimlilik vardir

Bulanti, kusma, bas donmesi etkilerine hizla tolerans geligir
Giclu 6zlem uyandirir, birakinca yeniden baglama orani
yuksektir

Amfetamin Tipi Bagimhilik

Amfetamin: Psikostimilan madde
Uzun siren oforik hal vardir

Degisik oranda psisik bagimlilik gorlur
Zayif fiziksel bagimhhk vardir
Psikotoksik etkiye tolerans gelismez
Yiksek dozda paranoid tablo yapar
Yoksunluk sendromu uzun sirer

Kokain Tipi Bagimlilik

SSS’ de dopaminerjik etkinligi artirir

Cok kuvvetli psisik bagimlilik yapar

Uzun silre ya da yiksek doz kullanimda fiziksel bagimhiik
gelisir

Oforik etkisine karsi hizla kismi tolerans gelisir

Guvenlik indeksi diguktur

Gebeligin birinci trimestrinda diisige neden olur

Esrar Tipi Bagimlihk

Psikotropik etkileri vardir

Psikolojik bagimlilik degiskendir

Fiziksel bagimlilik ve tolerans gelisimi yoktur
Psikozlara ve toksik deliryumlara neden olabilir
Akademik performansi disirir

Halisinojen Tipi Bagimlihk

LSD, en gigclu halisinojen maddedir

Hafif ya da orta siddette psisik bagimlihk vardir
Fiziksel bagimhlik yoktur

Tolerans, hizla ve siddetli bir sekilde ortaya ¢ikar

Khat Tipi Bagimlihk

Hafif psikostimilan etki yapar
Fiziksel bagimhlik ve tolerans geligimi yoktur
Orta derecede psikolojik bagimlilik yapar

Fensiklidin tipi bagimlilik

LSD’ye benzer
Kisi ve ¢cevreye zarari yiksek olan bagimlilik yapar

Ucucu Solvent Tipi
Bagimhhk

Sorumlu maddeler: inhalasyon anestezikleri, Petrol uriinleri,
Toltien, Zamk, Tiner, LPG

Alkolizm benzeri 6fori ve gevseme yapar

Psisik bagimhlik az, fiziksel bagimlilik yoktur

Solunum depresyonu 6limcil olabilir. Kanserojendirler
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2.6. Bagimhiik Yapan Maddelerin Siniflamasi

DSM-IV’e gore bagimhlik yapict maddeler siniflamasi soyledir:

1.Alkol,

2.Amfetamin,

3.Kafein,

4.Kokain,

5.Halistinojenler,

6.inhalanlar,

7.Nikotin,

8.Opiyatlar,

9.Fensiklidin,

10.Sedatif-hipnotikler ve anksiyolitikler

11.Birden fazla maddeyi birlikte kullanma

Bu ayrim kullanilan maddelerin 6zelliklerine gore yapilmistir. Bu

maddelerin bazilari merkezi sinir sistemi Uzerinde uyarici etkilere sahipken
(kokain, ekstazi gibi) bir kismi ise tersine beyin islevlerini baskilayici etki
olusturmaktadir (alkol, opiat, benzodiazepin gibi). Ayrica bu maddelerin dogal
olanlari (esrar, tutln, opiat grubundan morfin gibi) ve yapay Uuretilenleri (eroin,

psikostimulanlar gibi) vardir.

2.6.1. Farmakolojik Ortak Ozellikleri

Bagimlilik yapici maddelerin ortak farmakolojik ézelliklerinden en
onemlisi bunlarin farmakolojik bakimdan keyif-verici veya keyif-artirici
psikoaktif maddeler olmasidir. Santral sinir sistemini etkileyen farmakolojik
ajanlardan bazilar psikoaktif degildir ya da psikoaktif nitelikte olsalar bile

psisik etkileri keyif-artirici sekilde degildir ve bagimhlik yapmazlar.

Maddeler, bagimhlik olusturmadaki sorumluluklar agisindan
yuksek riske sahip olan kokain, eroin ve opiyattan, daha dusuk riskli alkol,
kenevir, ekstazi ve amfetaminlere kadar farklilik gésterir. Batiin bu maddeler,

beyindeki ndrotransmiter ve diger kimyasal haberci sistemleriyle farkl sekilde
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etkilesime girer. Birgok durumda ilaglar, haz ve odul ile ilgili dogal beyin
sistemlerini ve yeme, icme, cinsel durtuler hatta 6grenme ve bellek ile ilgili

onemli psikolojik stirecleri ele gegirir *2.

Maddelerin etkileri madde c¢esidi ve uygulama yoluna goére
degisir. Ornegin opiyatlarin oral kullanimi ofori ve sedasyon yaparken,
parenteral eroin kullanimi telasli hareketler yapar. Eglence amaciyla
kullanilan maddelerin arzu edilen akut etkileri ve bagimhlik yapici 6zellikleri
mezolimbik 6dul sisteminin (orta beyin ventral tegmental alan, nikleus
akumbens ve diger limbik yapilar) dopaminerjik projeksiyonlarina baglidir.
Asiri doz ve letalite ajanlara gore degisir. Ornegin, opiyatlar koma, solunum
depresyonu ve miyozis  olusturur. Psikostimulanlar deliryum, psikozis,
hipertansif kriz, malin hipertermi, metabolik asidoz, epileptik nébet, miyoklonus
ve kardiyak aritmi olusturur. Etanol, barbitirat ve diger sedatifler ataksi ve
koma ya da apneye ilerleyen disinhibisyona neden olur. Fensiklidin ajitasyon
ve psikoz, tasikardi, hipertansiyon, olusturarak myoklonus, epileptik nébet ve
komaya ilerler. Antikolinerjikler deliryum, reaksiyon vermeyen pupil, hipertermi
ve tasikardi ile koma, epileptik ndbet ve solunum yetmezligine ilerler. Esrar
gorsel ve isitsel halUsinasyonlar ve psikoza neden olur. Konvansiyonel dozlari
panik olusturur ama fatal asin dozlari dokimente edilmemistir. Ayni sekilde
halUsinasyon yapici ajanlar kaza, intihar, cinayete yol acan paranoya veya
panik olusturur ama LSD'yle direk iligkili 6lim tanimlanmamistir. inhalasyon

kullananlar kazalara egilimlidir ve kardiyak aritmiler ani 6lime neden olabilir *°.

Bagimlihk yapan maddelerin yoksunluk sendromlari ve belirtileri
de rahatsiz edici semptomlar ile yasam tehdit edici semptomlar arasinda
degisir. Etanol ve sedatifler tremor, hallisinasyon ve epileptik nébetlerle
deliryum tremans, otonomik instabiliteye yol acarak 6limle sonuclanabilir.
Opiyat yoksunlugu tam tersine nadiren tehlikeli olabilen ve ila¢ eksikliginden
ve isteginden sorumlu olmayan grip benzeri semptomlara (6rnegin; titreme,
rinore, terleme, myalji, bulanti, kusma, diyare ates) neden olur. Psikostimulan

maddelerin yoksunlugu depresyon, yorgunluk yaparken esrarin yoksunluk
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sendromu maddenin yavas eliminasyonu nedeniyle hafif sinirlilik, anoreksia

ve bas agrisi ile sinirhdir.

inhalanlar, fensiklidin ve antikolinerjiklere karsi ise fiziksel bagimlilik gelismez
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Nikotinin fiziksel bagimhligi daha ilimhdir.

Maddelere ait intoksikasyon ve yoksunluk durumlarinin klinik

tablolari tablo 3'de toplu olarak verilmstir *.

Tablo 3. Maddelere ait intoksikasyon ve yoksunluk durumlarinin Klinikleri

Klinik Tani

Klinik Gorinim

Alkol Intoksikasyonu

Koordinasyon yoklugu
Anksiyolizis

Kognitif degisikler
Ataksi

Bulanti, kusma
Stupor

Alkol Yoksunlugu

Tremor

Artmis Anksiyete
Diyaforesis
Tasikardi
Epilepsi
Deliryum, 6lim

Wernicke-Korsakoff Sendromu

Konflizyon
Oftalmopleji
Ataksi

Antegrad amnezi
Konfabulasyon
Haliisinasyon

Marihuana Intoksikasyonu

Orta derecede ofori

Gevseme

istahta artma

Anksiyete

Fobik reaksiyonlar

Psikomotor yavaglama

Psikotik reaksiyonlar (Paronoya)

Marihuana Yoksunlugu

Huzursuzluk
Anoreksi
Irritabilite
Uykusuzluk

Uyaricilarin (amfetamin, metamfetamin,

kokain) intoksikasyonu

Uyarilmada artma, yorulmada azalma
Ofori

Cinsel durttlerde artma
Diskinezi

Ajitasyon, irritabilite
Psikozis, paranoya
Karincalanma

Go6gus agrisi, palpitasyon
Midriyazis, hipertermi
Hipertansiyon

Tasikardi

24



Uyarici Yoksunlugu Asiri uyku egilimi
istah artigi
Depresyon
Anksiyete

Opiyat Intoksikasyonu Biling depresyonu, stupor, koma
Uyusukluk

Ofori

Mental durumda ani degisiklik, deliryum
Epilepsi

Bradipne, hipopne

Pruritis

Opiyat Yoksunlugu Ajitasyon, Anksiyete
Uykusuzluk
Lakrimasyon

Diyaforezis

Urperme

Esneme

Abdominal kramp, diyare
Miyozis

Bulanti, kusma

Sedatiflerin (benzodiyazepinler, | Anksiyoliz

barbitiiratlar) intoksikasyonu Bilin¢ depresyonu, stupor, koma
Nistagmus

Ataksi

Solunum depresyonu

Olim

Sedatiflerin (benzodiyazepinler, Anksiyete
barbituratlar) Yoksunlugu imsomnia
Huzursuzluk
Diyaforezis
Tasikardi
Tasipne
Epileptik ndbet
Deliryum, 6lim

2.6.2.Madde Kullaniminin Komplikasyonlari

Bagimhlik yapan maddeleri kullanmanin medikal, kigisel ve

sosyal zararlari vardir.

2.6.2.1. Tibbi Komplikasyonlar:

Bagimlihk yapan maddelerin kullanimina bagli ortaya g¢ikabilen

tibbi zararlari sunlardir:

1. Travma: Maddelerle ilgili U¢ gesit siddet gorulur. Farmakolojik

siddet; ilacin farmakolojik etkileri nedeniyledir. Kazalar, intihar girisimleri
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seklinde gorulebilir. Ekonomik siddet; kullanicilarin ilag teminine bagh olarak
gorulen hirsizlik, soygun gibi olaylardir. Sistemik siddet; kullanicilarin i¢ ve

0zel yasamlarina bagh eylemlerini ifade eder.

2. Enfeksiyon: Herhangi maddeyi parenteral yolla kullananlar
cesitli lokal ve sistemik enfeksiyonlarla karsilasabilirler. Endokardit, menenijit,
hepatit, tetanus gibi. Ayrica beyinde, epidural veya subdural aralikta abseler
gelisebilir. Eroin kullanan kisileri malarya etkileyebilir. Madde bagimlilarindaki
en buyuk tehlike ise AIDS'tir.

3. Epileptik noébet: Epileptik ndbetler ya ila¢ toksisitesinin ya da
yoksunluk sendromunun belirtisi olarak gorulurler. Amfetamin gibi uyarici
madde kullaniminda epilepsiye diger asiri doz belirtileri eslik eder. Kokain
kullaniminda ise epileptik nobet tek bagina goérulir. Kokain ile diger maddeler

arasindaki bu fark kokainin lokal anestezik etkisine baghdir.

4. inme: Alkol, sigara gibi yasal maddelerin inme igin risk faktor
olmasi epidemiyolojik iken; yasal olmayan maddelerin inme igin risk faktoru

olmasi anektodaldir.

5. Mental degisiklikler: Bagimhlik yapan maddeler kognitif
fonksiyonlari etkileyerek, demansa neden olarak, psikolojik ya da sosyal

bozulmayla ndrolojik fonksiyonlari olumsuz etkiler.
6. Fetal etkiler: Etanol teratojeniktir ve fetal alkol sendomuna

neden olur. Tutun intrauterin gelisme geriligi ile spontan abortusa neden olur.

illegal diger maddelerin etkileri de alkol ve tiitiin etkilerinin karisimidir .
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2.6.2.2. Kigisel Zararlar

Madde kullanimina bagli kigisel zararlar agagida siralanmigtir:
1. Kaza ihtimalinin artmasi,
2.[1 Hijyen bozulmasi,
3. Ortak siringa kullanimina bagli saglik risklerinde artma,

4. Ekonomik kayiplar.

2.6.2.3.Sosyal Zararlar

Bagimhlik yapan maddelerin kullaniminin tibbi ve kigisel zararlari
yaninda sosyal zararlari da vardir: Bu zararlar sunlardir:

1. Sosyoekonomik yuk,

2. Suga yonelmeler,

3. Yasa disi yollara gidis *.

2.7.Bagimhilik Yapan Maddeler
2.7.1.0Opiyatlar

Morfin, kodein, morfin tlrevi yari-sentetik ilaclar ve farmakolojik
etkileri bakimindan morfine benzeyen ilaglar, farmakolojide narkotik
analjezikler veya opiyatlar olarak adlandirlirlar. Subkutan, intravenéz,
intramuskuiler ve burun igine kullanilan solisyon seklinde uygulanabilirler.
Subkutan yoldan alindidinda % 601 ilk 30 dakikada emilir. Burundan
alindiginda emilim daha hizhdir. Kas igine enjekte edildiginde, kanda
maksimum seviyeye enjeksiyondan 60- 90 dakikalik bir slre sonra ulasir.
Surekli kullanicilarda gelisen toleransa bagh farkhliklar géstermekle birlikte,
normal olarak yetigskinde 200 mg. letal doz olarak kabul edilmektedir. Ancak
tolerasyonu dusuk bir kiside 30-40 mg subkitan morfin agir zehirlenme
olustururken, bazi toksikomanlarda 2000 mg’'lik ¢ok yuksek bir dozun sadece
solunumun azalmasina yol actigi bildirilmigtir. Alinan morfinin % 90’1 alimdan

sonraki ilk 24 saatte morfin-3-glukuronit, morfin-6-glukuronit, morfin-3,6-
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glukuronit, morfin sdlfat halinde idrarla atilir. Atihm 3-6 gutine kadar uzayabilir.
Morfin safra, feces ve fetlise gecer.

Bu grupta olan ve bagimllar tarafindan en fazla kullanilan
ajanlar morfin, eroin, afyon, oksikodon ve meperidin'dir. Eroin tim uyusturucu
maddeler i¢cinde en yaygin ve en tehlikeli olanidir. Morfine gore daha kolay
bulunabilmesi ve ucuz olmasi nedeni ile tim dinyada yaygin bir kullanim alani
bulan eroin morfinden 2-3 kat daha etkilidir. Eroin aktif maddesini ayirmak
amaciyla isitilarak eritildikten sonra intraven6z enjeksiyonla, bazen buruna
cekilerek, nadiren de damlalikla cilt kesisine damlatmak seklinde de
uygulanmaktadir. Letal doz 200 mg olmakla birlikte bagimlilar 10 kat fazla
miktarini  kullanabilmektedir. Emilimi hizhdir. Kanda hizla 6-monoasetil
morfin’e (6-MAM) hidrolize olur ve yavas yavas morfine donusgur. Yari dmru 20
dakikanin altindadir. % 80’i ilk 24 saatte, morfin 3 glukuronit, serbest morfin, 6
MAM, eroin olarak idrarla atilir. Beyinde dogal olarak olusan agri kontroliinde
ve muhtemelen 6dul mekanizmasi Uzerinde etkili olan endorfinler nedeniyle
zevk veren duygulari hemen ortaya cikaran eroin son derece bagimlilik

olusturan bir maddedir *.

2.7.2.Etanol

Alkolin cesitli kultirlerde degisik vesilelerle sik olarak kullanimi
seklinde bagimhlik s6z konusu degildir. Kisi normal kabul edilen miktarlarin
Uzerinde ve toplumun kabul ettigi durum ve zamanlar disinda alkol almaya
baglamig ve vyeterli alkol stokunu bulundurma fikrini edinmis ise alkol
bagimhhgindan soz edilir. Alkol, uyari mesajlarini sonimlendirmek ve noral
aktivitenin inhibisyonunu desteklemek i¢in beyindeki norotransmiter sistemleri
Uzerine etki eder. Alkolun etkisi, rahatlama ve keyiflenme basamaklarini

izleyerek uyuklama ve biling kaybina kadar devam eder .
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2.7.3.Tatun (Nikotin)

Nikotin, tatin Urlnlerinin bilesimindeki aktif maddedir. Nikotin,
normal olarak beyindeki dogal uyari mekanizmalarini aktive etmeye egilimli
asetilkolin ndrotransmiterini tantyan beyin reseptorleri Uzerine etki eder. Sigara
icme ve diger sekillerde yapilan tatin dumani inhalasyonu, zamanla psisik ve
fiziksel 6geleri olan bir bagimlilik olusturur. Nikotin, morfin ve kodeine oranla
¢ok zayif bir pekistiricidir. Bu nedenle, tatun i¢gcmenin bagimhlik haline
gelmesinde farmakolojik nitelikte olmayan dumanin kokusu, icine gekme olayi
ve dumanin akcigerlerde ve solunum yollarinda yaptidi duyusal uyari gibi

faktorler de pekistirici olmaktadir.

2.7.4.Esrar

Esrar, kenevir veya kendir adi verilen ve ihman iklimlerde yetisen
bitkilerden elde edilir. Bu bitkilerin sap, cicek ve yapraklarinda degigik
oranlarda bulunur. Cografi bolgelere gore degisik isimler veriimektedir. Bati
ulkelerinde esrara karsilik genellikle “marihuana” terimi kullaniimaktadir.

Esrarin etkili maddesi tetrahidro kanabinol (THC) dur. Esrar en
yaygin sigara seklinde alinmaktadir. Nargile seklinde, agizdan bal ve tatl
karistirilarak, sivi sekilde ve enjeksiyon yolu ile de alinabilir. Sindirim yolu ile
alindiginda etkisi agizdan alinmasina goére U¢ kat fazladir. Solunum yolu ile
alindiginda 2-4, sindirim yolu ile alindiginda 5-12 saat sirer. Esrar sigara
seklinde alindiginda % 80’i akcigerlerden emilime ugrar, sindirim yolu ile
alindiginda ise tamami emilir. THC kendisi kanda ancak birka¢ saat sure ile
bulunur. idrar &rneginde ilk 2 gin icerisinde Delta-9-THC-9-COOH
saptanabilmektedir. THC yag dokusunda birikir. Bir dozun vicuttan atimi 30
gunde tamamlanir. Esrar ve onun ana etken maddesi olan THC belirgin
psikotrop etkilere sahiptir. Esrar kullanmanin tipik bir belirtisi konjonktivada

belirgin bir kizarikliktir. Ancak pupil capini degistirmez *
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2.7.5. Fensiklidin

Fensiklidin arilsikloheksilamin turevi sentetik bir maddedir.
Genellikle PCP olarak bilinir. Yapisal olarak ve farmakolojik etkileri yéninden,
disosiyatif tipte anestezi yapan ketamin adli kati genel anestezik ilaca benzer.
Cok potenttir, bu nedenle ¢ok dusik kan konsantrasyonlari bile psikotik
reaksiyonlara neden olabilir. insanlarda fiziksel bagimlilik nadir olmasina
ragmen, psikolojik bagimhlik siktir.  Fensiklidin akut ve kronik psikotoksik
sendrom olusturdugundan kisi ve cevreye zarari yuksek olan bir bagimlilk
yapici maddedir. Kullananlarda olusturdugu etkiler yoninden LSD’ ye bir
dereceye kadar benzer. Solusyonu tutline, esrara ve diger bazi bitkisel
drtnlere puskiartaldukten sonra sigara yapilmak suretiyle alinir; ayrica enfiye,

hap veya intravenoz enjeksiyon seklinde de uygulanir 3%

2.7.6. Ucucu Maddeler

Eter ve kloroform gibi genel anesteziklerin, benzin ve benzol'lin,
toluen gibi zamk sivaglarinin, boyacilarin kullandiklari tiner'in (%90 toluen +
%9 etil asetat + %1'den az benzol), karbon tetraklorir ve benzeri ucucu
solventlerin, bilinci kaybettirmeyen miktarda inhalasyonu alkol sarhoglugunu
andiran oOfori ve gevseme hali olusturur. Bu maddelere karsi belirgin
olmamakla birlikte psisik, fiziksel bagimhlik ve tolerans geligebilir. Organik
solventler toksik maddelerdir. Bunlari kronik olarak koklayanlarda psikotoksik

ve organik toksik etkiler ortaya gikabilir. Biling kaybi ve 8lim olabilir 2.

2.7.7.Amfetaminler

Amfetaminler, “Deksedrin(deksamfetamin)”, “Speed( amfetamin)”
ve bir metamfetamin turevi olan “Ekstazi” yi igceren insan yapimi kimyasal
maddelerdir. Merkezi sinir sistemini uyarir, sempatik sistem etkisini aktive
eder. MSS situmdulanlarinin prototipidir. Beyinde dogal olarak olugan iki

ndrotransmiterin salinmasina neden olacak sekilde etki ederler. Bunlardan
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birisi muhtemelen amfetaminlerin ¢ok gucglu uyarici ve zevk veren etkilerini
aciklayan dopamindir. Digeri ise mutluluk ve riya alemine dalma gibi
hallUsinasyonlari yarattigi dusinulen serotonindir. Deksedrin ve speed
cogunlukla dopamin, ekstazi ise daha c¢ok serotonin salinimini artirir.
Amfetaminler fiziksel performansi artirmalari, sistolik ve diastolik basinci
artirmalari, solunum sistemini stimile etmeleri nedeniyle tipta merkezi sinir
sisteminin uyarilmasi gereken durumlarda, narkolepside, ¢ocuklarda dikkat
bozuklugu durumlarinda ve zayiflama kuirlerinde kullanilir. Etkili ve letal doz
arasinda genis farkhlik bulunmaktadir. Amfetamin metobolitleri genel olarak
idrarda 2-3 guin kadar tespit edilebilmektedir.

Kisa slrede tolerans gelisirse de opium turevlerinde oldugu gibi
fiziksel tipte bir bagmlihk yapmamaktadir. Amfetaminler uzun sureli
kullanimda hipereksitasyon, halusinasyonlar ve tehlikeli psikotik reaksiyonlara
yol acar. Amfetaminler ylksek ates ve hipertansiyon sonucu oldirici
intrakranial kanama ve kardiyak aritmilere yol acabilir. Hiperterminin neden
oldugu “Stroke Sendromu” oOlumle sonuglanabilir. Yapilan son c¢alismalar
amfetamin bagimlilarinda depresyon ve hafiza bozukluklari yaninda, kalici

beyin zararlarinin da meydana geldigini ortaya koymustur 2.

2.7.8.Kokain

Kokain, Giney Amerika'da yetisen Erytroxylin coca adh bitkinin
yapraklarindan elde edilir. Bitkideki kokain baz seklindedir ve ¢ozunurlGgu
azdir. Bu nedenle organik ¢ozuculerle ayrilma ve rekristalizasyon uygulanarak
yapilan basit bir yontemle baz seklinde bitkiden kokain elde edilir ve tuza
donustaralir. Kokain igicilerinin en yaygin olarak kullandiklar sekil serbest

bazdir, organizmada en giicli etkiyi serbest baz kullanimi saglar **°

Vicuda sigara gibi icmek, intravendz injeksiyon, mukoza (burun,
rektum, vagina) veya agiz yoluyla alinir. Eroin gibi ¢cok tehlikeli bir madde olan

kokain de beyindeki dopamin ve serotonin miktarini artirir.
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Kokainin etkisi alinan miktara, sure ve kullanim yoluna baghdir.
Ofori, anksiyete, ajitasyon, delirium, psikoz, paranoid hezeyanlar,
halUsinasyonlar, suphecilik, korku hissi olusturur. Psikotik bir reaksiyonu
takiben delirium tablosu ve agresyon ortaya cikabilir. Letal doz kisiye ve
alinma sekline bagli olarak ¢ok degiskenlik gosterir. Letal doz ortalama 1-2
gramdir. Kokain oral alindiginda c¢abuk tahrip olur, 1 g bile 6lduriciu
olmayabilir. Burun mukozasindan alindiginda 20-30 mg’nin 6lime yol acgtigi
bildirilmigtir. Heterozigot atipik esterazli kisilerde ¢ok kuguk kokain dozlarinda
bile ani élimler meydana gelebildigi bildirilmistir *".

2.7.9. Halusinasyon Yapici Maddeler (LSD)

LSD, yaygin olarak "uyusturucu" olarak bilindigi halde asil olarak bir
haltsinojendir. Claviceps Purpurea adli mantarin ¢avdar gibi bugdaygiller
Uzerinde olusturdugu Secale Cornutum (Cavdarmahmuzu)'dan sentezlenerek
elde edilir. Sivi halde veya kagida emdirilmis halde, ayrica seyrek de olsa jel,
toz veya hap seklinde olabilir. Etkileri, alinmasini izleyen 20-60 dakika iginde
baglayan ve 6-12 saat stren bu madde en kuvvetli hallsinojenlerden biri
olarak kabul edilir. Hallsinojenler olarak adlandirilan ilaglar gesitli nedenlerle
kullaniimaktadir. Bu tip ilaglar kullanan kisilerce en yaygin olarak ileri surulen
neden bu ilaglarin dunyaya ve Kkigisel bakista yeni yaklasimlar sagladigi

yonundedir 12

2.7.10. Sedatif/Hipnotikler

Kaygi bozukluklari tedavisinde kullanilan bu ilaglar, madde
bagimlilari tarafindan istismar edilmektedir. Bu tlrde bir bagimhlk,
barbittratlar ve diger uyku ilaglar (glutetimid, metakalon ve kloral hidrat gibi)
ile gorulebilecegi gibi, trankilizan ilaglar (diazepam, diger benzodiazepin
turevleri ve meprobamat gibi) ile de gorulebilir. Bu ilaglarin kisa ve orta etki
sureli olanlarinin bagimhlik yapma potansiyelleri, uzun etki surelilerden daha

fazladir. Bu ilaglar siddetli fizyolojik bagimlilik gelistirmektedir. Sedatif hipnotik
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kullananlarda uyusukluk, peltek konusma ve nistagmus belirgindir. Ozellikle
barbitUratlar siddetli yoksunluk sendromuna neden olurlar.

2.8.  Ba@mllik Tani Olgitleri

Bagimhhgin tanisinda yaygin olarak kullanilan iki tani sistemi
mevcuttur. Bu tani sistemleri Dinya Saghk Orgitinin 1992 yilinda
yayimladigi ICD 10 Ruhsal ve Davranigsal Bozukluklar Siniflandirmasi ve
Amerikan Psikiyatri Birligi'nin 1994 yilinda yayimladigi DSM [V Tani
Olgutleridir. Her iki siniflandirma sistemi de benzer ilkelere dayanmakta ve
icerik olarak da tarama ve tani kriterleri agisindan olduk¢ga benzer
olusturulmaya calisiimiglardir. DSM-IV tani Olcutlerine gére 12 aylhk dénem
icerisinde herhangi bir zaman ortaya ¢ikan, asagidakilerden tg¢unin (ya da
daha fazlasi) olmasi bireyin madde bagimlisi olarak tanimlanmasi igin

yeterlidir:

1.Kullanilan maddenin istenen etkisini saglamak igin kisinin giderek daha
fazla miktarda bu maddeyi kullanmasi ya da ayni miktarda madde
kullanildiginda kiside belirgin olarak azalmis etkinin ortaya ¢ikmasi (Tolerans
Gelismesi), madde kullaniimadiginda bu maddeye 6zgu yoksunluk belirtilerinin

ortaya ¢ikmasi,

2. Maddenin ¢odu kez tasarlandigindan daha fazla miktarda ve daha

uzun bir donem slrecinde alinmasi,

3. Madde kullanimini birakmak ya da denetim altina almak i¢in surekli bir

istek ya da bosa ¢ikan ¢abalarin varlig,

4. Maddeyi saglamak, maddeyi kullanmak ya da maddenin etkilerinden

kurtulmak icin ¢ok fazla ¢caba ve zaman harcanmasi,
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5.Madde kullanimi yuzinden onemli toplumsal ve mesleki etkinliklerin

birakilmasi ya da azaltiimasi

6.Maddenin neden olmus ya da alevlendirilmis olabilecegi, surekli olarak
var olan ya da yineleyici bir bicimde ortaya ¢ikan fizik ve psikolojik bir sorunun

oldugu bilinmesine karsin madde kullaniminin strdartlmesi olarak tanimlanir.

Bu tanima gdre bagiml kisi glnlik programini maddeyi bulma ve
kullanma Uzerine odaklamistir. Diger tUm yasam alanlari onun igin yok
sayilabilir. Her turlu is ve sosyal etkinlikler bagimli bireyin yagaminda 6nemsiz

birer ayrinti haline gelmeye baslar.

Bir diger madde kullanim bozukluguysa madde kotuye
kullanimidir. Bu bozuklugun temel 6zelligi madde kullanimi ile ilgili dnemli
zararli sonuglarina ragmen tekrarlayan bicimde madde kullanimidir. DSM IV’ e

g6re madde kotlye kullanimi;

1.Tekrarlayan bir bicimde madde kullanimi sonucu ortaya gikan iste,

okulda ya da evde almasi gereken baglica sorumluluklari alamamasi

2.Fiziksel olarak tehlikeli olacak sekilde tekrarlayici madde kullaniminin

olmasi

3.Tekrarlayici madde kullanimui ile ilgili yasal problemlerin olmasi

4. Maddenin etkilerinin sebep oldugu ya da alevlendirdigi surekli ya da
tekrarlayici toplumsal ya da kKisilerarasi sorunlara karsilik surekli madde

kullaniminin olmasi olarak tanimlanmaktadir.

Madde kotuye kullanimi bagimlihk tanisina gore daha az
siddetlidir. Maddeyi yeni kullanmaya baslayanlar icin 6n planda

disundlmektedir. Bazi maddeler daha uzun dbénemde bagimiilik
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olusturmaktadir. Bagimliik olusana kadar gegen sure¢ igin madde kotuye
kullanimi tanisi dugunulebilir. Burada incelemeye calisilan her iki madde
kullanim bozuklugu igin yasla ilgili bir kriter belirtiimemistir. Bunun nedeni de

maddeyle iliskili sorunlarin yasla baglantili olmamasidir *?

2.9. Bagimh Hastalarin Tedavisi

Bagimlihk gunimuizde hipertansiyon ve astim gibi diger kronik
hastaliklar gibi tedavi edilebilir bir kronik hastalik olarak kabul edilmektedir.
Bagimlihk tedavisinde ideal amag relaps riski ve sikligini azaltarak madde
kullanimiyla ilgili mortalite ve morbiditeyi azaltmaktir. Bagimlilik tedavisi
badimli ve ailesinin uzun sureli gabasini ve multidisipliner yaklagimi gerektirir.
Kisa sureli onlemler bazi acil durumlarda etkilidir ancak uzun sureli

davranigsal degisiklikte yetersizdir *®.

Madde bagimlilari hastaneye madde kullaniminin dogrudan
etkileri (asin doz, intoksikasyon, yoksunluk sendromu) ya da tibbi
komplikasyonlari gibi gesitli sebeplerle yatirilir. Bu sebepler yumusak doku
enfeksiyonlari, endokardit, ila¢ kullanimiyla ilgili siddet sonucu olusan
travmalar, maddeye bagli psikoz ya da intihar girisimleri gibi psikiyatrik

problemlerdir 3%4°,

Madde Bagimhliginda etkili tedavinin 6zellikleri sunlardir:
1. Herkes icin ayni tedavi uygun degildir. Tedaviler hasta ihtiyaclarina goére

bireysellestirilmistir.

2. Tedavi aninda uygulanabilmelidir. Cunkl tedavi hazir olmazsa tedaviye

hazir olan hasta kaybolabilir.

3. Diger kronik hastaliklarda oldugu gibi tedavi plani surekli degerlendirilerek

hasta ihtiyaglarini karsilayacak sekilde degistiriimelidir.
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4. Tedavi suresi kisiye gore degismekle beraber en az 3 ay olmalidir. Tedavi
stratejisi hastayi tedavi iginde tutmaya yonelik olmalidir.

5. Danisma tedavileri (grup ya da bireysel) veya diger davranissal tedaviler
bagimlilik tedavisinin dnemli bir bélimadur. Bu tedaviler; motivasyon, problem
¢o6zme, madde kullanimindan kaginma igin tecribe gelistirme, sosyal iligkileri

dizenlemeye yoneliktir.

6. ilag tedavileri bircok hastada 6zellikle davranis tedavileri ile kombine
edildiginde tedavinin 6nemli bir pargasidir.

7. Medikal detoksifikasyon bagimlilik tedavisinin ilk asamasidir ve tek basina

uzun sureli kullanimda gok az faydahdir.

8.Tedavinin etkili olmasi igin goéndlli olmasi gerekmez. Zorunlu tedavi,

tedavinin etkisini artirabilir.
9. ilag kullanimi siirekli monitorize edilmelidir. Bu hastanin madde kullanma
isteginin engellenmesine yardim eder ve gerektiginde tedavinin artirilmasini

sadlar.

10. Madde bagimhliginda iyilesme uzun sdrelidir, tedavinin aralikli

uygulanmasini ya da uzun siireli uygulanmasini gerektirir 4.

Madde bagimhlarinin hastanede tedavi yoOnetimleri sekil 5’te
gorulmektedir.
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Degerlendirme

Egitim ve bilgilendirme
Yoksunluk
1
Detoksifikasyon Opiyat idamesi
* { Metadon Buprenorfin

20-40mg 4-6mg
Clonidine Metadon Buprenorfin (Her giin 5 mg (32 mg'a kadar
3X75-100 ug 1x30-40mg 4-6mg artiriimali) cikabiliir)
Diazem (16 mg'a kadar
NSAD 1x5-75mg cikabiliir) ‘ ‘

Yoksunluk semptomlari

1 kayboluncaya kadar doz ayarlanir

Grup tedavisi organize edilir

3
Spesifik Rehabili{asyon

Tedavileri ve Sosyal Cevre

Duzenlemesi

Sekil 5: Madde bagimlilarin hastane tedavi protokolii #?

2.10. Bagimhilik ve Genetik

Madde kullanim bozukluklarinin gelisiminde 6nceleri gevresel,
gelisimsel ve sosyal sartlarin etkili oldugu distnulmekteydi. Ancak genetik
alaninda kaydedilen gelismelerin ardindan genetik nedenlerin oynadigi rol 6n
plana gikmaya baslamistir **. Karmasik bir siireg olan bagimlilik gelisimi siireci
maddeyi ilk deneme ile baslar, surekli olarak kullanma ile devam eder ve
bagimhlik gelisimi ile sonuglanir. Alkol, sigara, esrar ve kokain bagimlliklarinin

ailesel gegcisi oldugu bildirilmistir **.

Bagimlihk yapan maddelere kisa sureli maruz kalan bazi
kisilerde bagimliik gelismezken, bazilarinda gelismesi ailesel faktorlerin
bagimhlik gelismesine katkisi nedeniyledir. Ailesel faktorler bagimlihiga
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yatkinllig etkiler **. Birinci derece akrabalarinda alkol bagimlihgi bulunanlar,
bulunmayanlara goére bagimlilik gelistirme acgisindan 3-4 kat daha fazla

bagimlilik gelistirme riskine sahiptir *°

Gen-gevre etkilesiminin bagimhlik gelismesine etkisi bagimliliga
yatkin genleri tasiyan bireylerin stres gibi ¢esitli olumsuz gevresel faktorler
varhginda kisiyi bagimhliga itmesi seklindedir. Bu genlerin kalici etkileri
uyusturucu kesilmesinin 6tesine uzayabilir ve bu uzun sureli kullanmanin
ardinda uyusturucuya 6zlem ve yeniden ila¢g kullanma da etkilidir. Bu 6zellik
genetik olarak modifiye edilen hayvan galigmalarinda gosterilmistir. Bu uzun
sureli etkinin spesifik noron ve beyin alanlarinda sessiz DNA’ nin RNA ‘ya
transkripsiyonunda histonun metilasyon, asetilasyon ve fosforilasyonu gibi
epigenetik mekanizmalari kullanir. Maddeler, turlerine goére belirli reseptorleri
tutar ve tutundugu reseptorin islevlerini dogrudan etkiler. Bagimhhgin
biyokimyasal temelini dikkate almadan uygulanan dogrudan genetik yaklagim
olasi biyokimyasal surece etkisi olan aday gen yaklasimina gdre madde
kullanim bozuklugu olanlar arasindaki bireysel farkliliklarin ortaya konmasina

daha cok katkida bulunur %647,

Bagimlihk gelisiminden sorumlu DNA cesitliligi insersiyon,
delesyon, dublikasyon ve bircok TNP’leri icerir. TNP’ler islevsel olarak tehlikeli
protein drUnlerinin olusmasina katkida bulunur. Bagimhlik gelisiminde
Uzerinde uzlasi saglanan bir genetik yerlesim henlz saptanmamistir. Bunun
bir nedeni bu hastaligin olusumunun poligenik nedenlere baglanmasidir. Bu
durum hastaligin ¢ok farkli fenotipik Ozelliklerle karsimiza ¢ikmasina neden
olmaktadir. Bu farkli fenotipik 6zelliklerin ortaya konmasi genetik zeminin

arastirilmasinda yol gostericidir >

Bagimhlikla ilgili gen aragtirmalari 6nce Alkol Dehidrogenaz
(ADH) ve Aldehit Dehidrogenaz (ALDH) genleri ile baglamistir. Calismalar,
ALDH geninin varyantlarinin enzim aktivitesinde bozuklukla, bu alele sahip

bireylerin asetaldehidi ¢cabuk metabolize edemedikleri icin toksik etkilerine

38



daha fazla maruz kalmalarina sebep oldugu, bunun da 6zellikle bu alelin sik
goruldugu Asya populasyonunda alkol bagimhligina kargi koruyucu oldugunu
gostermigstir. Yine ADH varyantlarinin etanoli aset aldehide hizla okside
ederek alkole duyarlihk semptomlari olusturmalari nedeniyle 6zellikle sik
goraldikleri Japon populasyonunda alkole karsi koruyuculuk olusturduklar
gosterilmistir *°* Bagimlilikla ilgili daha sonra bulunan gen ise Dopamin D2 geni
olmustur. Bu gen 11 g22-23 kromozomunda lokalizedir ve 6dul sistemiyle
ilgilidir. Bu gendeki Tagl A aleli alkol, madde bagimhligi, sigara ve bir¢ok kisilik

ozelligi ile ilgili bulunmugtur'®°,

Arastirma konumuz olan G protein kapli 4 opiyat reseptér geni
ise morfin, eroin ve metadonun ana hedefi olmasi nedeniyle opiyat ve diger

madde bagimlihginda en énemli rolii oynamaktadir >,

Opiyat sistemde p
opiyat reseptorunde DNA dizisindeki degisiklikler veya DNA dizisi
degisikliklerinden kaynaklanmayan epigenetik  degisikliklerinde bagimlilik
gelismesinde 6nemli rol oynayabilecedi belirtiimektedir. Eroin bagimhlarinda p
reseptorian promotor bolgesinde CpG (sitozin:guanin di nukleotid) alanlarinda
asir metilasyon rapor edilmistir °>°*°*, Opiyat sistemde p reseptdr genini
kodlayan OPRM1 geninden bagska kapa opiyat reseptdor genini kodlayan
OPRK1 geni ve polidinorfin geni de arastiriimaktadir >*°*. Opiyat sistem
disinda bagimhlik patofizyolojisindeki yerlerine goére madde bagimhliginda roli
olma olasihgr yuksek diger genler ise hipotalamus-hipofiz-adrenal hatt
genlerinden melanokortin reseptér tip 2 geni, dopamin ve seratonin yolu
genlerinden katekol-o-metiltransferaz geni, triptofan hidroksilaz geni ve 5-
hidroksitriptamin (serotonin)-1B reseptor genidir 2°>°%>" Madde bagimhligi ile

iligkisi arastirilan diger genler tablo 4 ‘de toplu olarak verilmigtir.
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Tablo 4: Bagimhlikla iligkili muhtemel genler

Gen Fonksiyon System Kromozom
Lokalizasyonu
OPRM1 Reseptor Opioderijik 6024-925
PDYN Bag Opioderijik 20pter-p12.2
DRDA4 Reseptor Dopamineriik 11p15.5
SLC6A3 Transport Dopaminerijik 5p15.3
DBH Metabolizma | Dopamineriik 9034
TPH1 Metabolizma Serotoneriik 11p15.3-pl4
HTR1B Reseptor Serotoneriik 6013
SLC6A4(5- Transport Serotoneriik 17911.1-g12
GABRA1 Reseptor GABA-erijik 5034-035
GABRAG Reseptor GABA-erijik 5031.1-035
GABRB1 Reseptor GABA-erijik 4p13-p12
NPY Bag Noromodulator 7p15.1
FAAH Metabolizma Kanabinoiderjik 1p33b
MAOA Metabolizma Katekolamineriik, Xpl1.23
COMT Metabolizma | Katekolaminerjik 22911.2
ADH1B Metabolizma | Alkol metabolizmasi 4022
ADH1C Metabolizma | Alkol metabolizmasi 4922
ALDH2 Metabolizma | Alkol metabolizmasi 12g24.2
CYP2D6 Metabolizma ilac metabolizmasi ( opivat | 22q13.1
CYP2A6 Metabolizma | ila¢ metabolizmasi (nikotin) | 19913.2

2.10.1.Farmakogenetik tedavi

ilagc  uygulamalarinda, ilag  metabolizmasi,  dagilimi,
absorbsiyonu ve atilimini inceleyerek “ilag viicuda ne yapiyor?” sorusuna
cevap arayan ila¢ farmakinetigindeki farkhliklar; ve ilag etki mekanizmasi ile
ila¢ etkisini inceleyerek “Vicut ilaca ne cevap veriyor?” sorusuna cevap
arayan ilag farmakodinamigindeki farkliliklar buyluk oranda kiginin genetik
profili ile ilgilidir.

Farmakogenetik aragtirmalar bireysel genetik farkhliklar ilag
secimlerinde kullanarak tedavi sonuglarini iyilestirmeyi amaclamaktadir. Son
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zamanlarda, ilag uygulamalarinda kisiye gore tedavinin risk ve etkinligini
belirleyen genetik testler siklikla yol gosterici olmaya baglamistir. Bu tip kisiye
dzel ilag uygulamalari dzellikle psikiyatride halen kullaniimaktadir.  ilag
bagimlihdinda da gen temelli farmakogenetik tedaviler kullaniimaya
baglanmistir ve 06zellikle alkol ve opiyat bagdimlihginda tedavi sonucunun
basarisini olumlu etkiledigi rapor edilmektedir. Zira ilaclara karsi Kisisel
degisen cevap bir veya daha fazla genin sorumlu oldugu farmakokinetik veya
farmakodinamik faktorler nedeniyledir.

Farmakogenetik tedavide temel kural uygun geni
secebilmektir. Bu sec¢im basarili olursa ilag tedavisindeki klinik yaklasim
basarili olmaktadir. Bu sekilde, dnce kisinin TNP analizi yapilir sonra basarili
tedavi icin Sekil 6’ da gorulen gerekli faktorler (bagimliliga egilimi, hedef gene
uygun ilag segimi, farmakokinetik, doz ayarlamasi, emniyet ve toksisite)
dogrultusunda hedeflenen klinik sonuca ulasilir >°

Genetikteki gelismelerle madde bagimhisi bireylerle ilgili koruyucu
calismalardaki hedef kitleler daha iyi secilecek ve daha etkin koruyucu
calismalar yapilabilecektir.

Farmakodinami Genetik Farmakokinetik

e

Degiskenlik

Hedef Absorbsiyon
Reseptorler Genotip Metabolizma
Taslyicilar g

sl Degerlendirme Dagilim
Enzimler Atilm

Etki mekanizmalari

ilac cevaplari

lla¢g Uygulamasi
(Genetik temelli)

\ 4

Azalmis toksisiste
Artmis Farmakoterapoétik etki

Sekil 6: Farmakogenetik yaklasim °°
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2.10.2. Genetik Polimorfizm

Gen polimorfizmleri (“single nucleotide polymorphisms”)(TNP),
genomik DNA’nin bir populasyonun normal bireyleri arasinda farklilik
goOsterdigi tek baz-cifti degisiklikleridir.  Mutasyon ise DNA’nin nukleotid
dizilerindeki veya duzenlenmesindeki dedigiklikler olarak tanimlanir.
Polimorfizmler, mutasyonlardan populasyonda daha yuksek siklikta varyant
aleller olarak bulunmalariyla ayrilirlar. Mutasyonlar hastalik nedeni olabilir.
Polimorfizmler hastalik nedeni degildir, ancak hastaliga yatkinlik nedeni

olabilirler® .

Eger bir lokusdaki alel frekansi en az 0.01 ise ve bu aleli tagiyan
heterozigotlarin frekansi % 2'den bilyikse bu gen lokusuna polimorfik
denebilir. Proteinleri kodlayan gen lokuslarinin en az 1/3’Unin polimorfik
oldugu saptanmigtir. Farkli bir tanimla, toplumlarda normal kisilerde genomik
DNA'nin tek baz ciftik pozisyonunda farkli sekans alternatiflerinin
bulunmasidir. Toplumda % 1° den daha sik gdézlenen DNA varyasyonlarina

polimorfizm ad verilebilir.

Genetik degisiklikler birgok sekilde bulunabilir: tek nokta
mutasyonu (TNP: single nucleotide polimorphism; TNP: Tek Nukleotid
Polimorfizm) en sik gdzlenen seklidir. insan genomunda yaklasik 30 000 farkli
gen mevcuttur. Toplam 3.12 milyon nulkleotid oldugu ve TNP olusma
frekansinin iki birey arasi 1/1250 baz cifti oldugu hesaba katilirsa iki birey
arasindaki TNP sayisinin 2.5 milyon oldugu sonucuna ulagilir. insan
genomunda yaklasik 15 milyon TNP bulundugu tahmin edilmektedir. TNP,
DNA sekansindaki bir baz ciftindeki degisikliktir. Olusturdugu proteinde

fonksiyonel veya miktar bazinda degisiklige yol agabilir ya da agmayabilir *°.

Hastanin molekuler profilinin, yani insanda genetik polimorfizm
gosteren enzimler ve reseptorlerin tedavi surecinde bilinmesi; ila¢ seciminde,
yan etkilerin belirlenmesinde ve tedavinin uygunlugunun saglanmasinda,
terapotik yanitin 6ngorulmesine veya tedavinin bireysellestiriimesine olanak

saglayabilir °*. Guniuimiizde klinik uygulamasi gok sinirli alanda (anti kanser
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ajanlar, bazi antidepresanlar, varfarin gibi) kalmakla birlikte yeni
farmakogenetik iliskiler acgiklandikga pratikteki kullanim alani da

genigleyecektir.

DNA polimorfizmleri; mutasyon sonucu ortaya ¢ikarlar ve Mendel
kurallarina goére aktanlirlar. Genlerin protein kodlayan ve kodlamayan

bdlgelerinde meydana gelebilir.
DNA polimorfizm tipleri:
-Tek nukleotid polimorfizmi (TNP)
--Minisatellit (Variable Number of Tandem Repeats, VNTR)
-Mikrosatellit (Short Tandem Repeats, STR) %23,

Tam genomda en sik gdzlenen genetik polimorfizm tipi TNP’dir.
Polimorfizmlerin en basit tipi olan TNP’de tek baz mutasyonu mevcuttur ve bir

niikleotidin yerini bir bagkasi alir®>®,

Polimorfizm analizi, geleneksel olarak polimeraz zincir
reaksiyonu-baglantili restriksiyon fragment polimorfizmi (PCR-RFLP) ydntemi
ile yapilmaktadir ®°. Bu yéntem, polimorfizmi ortaya cikaran baz degisiminin bir
restriksiyon enzimi icin yeni bir kesim yeri ortaya gikarmasi veya mevcut olan
bir kesim yerini ortadan kaldirmasina baglh olarak, polimeraz zincir reaksiyonu
ile cogaltilan fragmentin enzim kesimi sonucunda normal durum ile polimorfik
allel arasinda uzunluk farkliklarinin (veya polimorfizminin) izlenmesi esasina

dayanir.

Mikrosatellit, kisa tekrarlayan nukleotid sekanslarinin blok
halinde degismesidir. Ornegin CA tekrari li¢c (5-CACACA-3’) veya bes (5'-
CACACACACA-3) kez tekrarlanabilir. Minisatellitde ise 20-500 baz ciftlik
tekrarlayan uniteler mevcuttur. Bu iki tip genellikle genin kodlamayan

bdlgesinde ortaya gikar **.
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2.10.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction; PCR)

ilk kez 1985'de bilim diinyasina sunuldugundan itibaren
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ABD'de Cetus Corporation'da galisan Henry
A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilmistir. Molekuler
biyoloji teknigi olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction,
PCR) teknigi; belirli DNA veya RNA segmentinin ya da lokalize edilen genin
invitro olarak nukleik asit senteziyle sayisinin arttirimasi yéntemidir. Metod
basitge tup icerisinde nukleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltiimasi esasina
dayanir. Bu bulusundan dolayi Kary Mullis, 1993 yili Nobel Kimya Odiiliine hak
kazanmistir .

PCR, bir gesit "in vitro klonlama"dir. PCR reaksiyonu, DNA’'nin iki
zincirinin - yuksek 1s1 ile birbirinden ayrimasini; daha sonra sentetik
oligonukleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasini; sonra zincirin uzamasini ve bu
sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. Bu ¢ adim (denatirasyon /
primer baglanmasi / DNA sentezi) bir PCR siklusunu olusturur. Her adim farkh
Isilarda gergeklestirilir. Bu teknikle; bir DNA hedefini 106-1012 arasinda
cogaltmak mudmkinddr. Yontemin temeli, ¢ogaltiimak istenen bdlgenin iki
ucuna 6zgl, bu bolgedeki baz dizilerine tamlayici bir c¢ift sentetik
oligonukleotid primer (18-20 baz uzunlugunda) kullanilarak; bu iki primer ile
sinirlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir ®. Cok sayida

uygulama alani olan PCR’in kullandigi alanlar sunlardir:

-Gen delesyonlarinin belirlenmesi
-Spesifik nokta mutasyonlarinin saptanmasi
-Enzim ya da spesifik DNA sekanslarinin gen haritalarinin

olusturulmasi
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-Populasyonda genetik polimorfizm gdsteren enzimlerin  genotip
dagilimlarinin  saptanarak, kisilerin  hastaliklara / kansere
duyarhliklarinin arastiriimasi

-Populasyon epidemiyolojisi

-Hastaliklara neden olan genetik etkenlerin arastiriimasi

-Aile soy agacinin ¢ikariimasi

-Adli tiphk vakalar

-Temel biyolojik calismalar.

PCR ile yeni sentezlenen belirli bir DNA segmenti geometrik
olarak artmaktadir. 1 DNA molekull ile baglayarak 1 PCR siklusunda 2
molekdl, 2 siklusta 4 molekul, 3 siklusta 8 molekul olusur. Sicakliklari kendi
otomatik olarak degistirebilen PCR aleti ile 3-4 saat gibi kisa bir zamanda 20
siklus sonunda 1 milyona yakin orijinal DNA kopyasi elde edilmig olur. Boylece
ornegin bir mutasyonun belirlenmesi gibi arastirmalar icin yeterli miktar
saglanabilir. PCR i¢in en énemli unsur amplifikasyonu hedeflenmis olan DNA
sekansina bitisik karsi zincirdeki bdlgeyi tamamlayici bir ¢ift sentetik
oligonukleotid primerin olmasidir (genellikle her biri 20 nukleotidden
olusmaktadir). DNA oOrnegine eklendikten sonra, primerler birbirlerine dogru
yonlendirilmis 3’-hidroksi sonlarina sahip olmalidirlar. Hedef DNA sekansi 100
ile 35,000 baz cifti (b¢) uzunlugunda olabilir. PCR igin ikinci gerekli unsur 95°
C veya daha yiuksek derecelere aktivitesini kaybetmeden direnebilen isiya
dayanikli DNA polimerazdir. Yontemin PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu diye
adlandiriimasinin sebebi de bir dizi DNA polimeraz reaksiyonlari igermesidir
6788 Tipik bir PCR islemi belirli birkag siklustan olusmaktadir. Her siklus kesin
zamanlamali, her biri digerine bagli ve farkh sicakliklar gerektiren DNA
Denaturasyonu, primerlerin baglanmasi ve uzama olmak lzere U¢ ardigik

reaksiyondan olusmaktadir (Sekil 7):
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Sekil 7: Standart bir PCR igleminin bélimleri.

Denaturasyon:

Hedef cift sarmal DNA’ nin birkag saniyede isi ile tek sarmal
DNA’ ya ayrilmasidir. Denattrasyon isisi 95°C 30 sn veya 97°C 15 sn’dir.
PCR’In basarisizhigi icin muhtemel neden, hedef kalibin veya PCR urinunun
batinuyle ayrilmamasidir. Butinuyle denatire olmama kalip DNA’nin bir
kisminin ayrilmamasina ve istenen udrinde azalmaya neden olur.
Denatirasyon basamaklarinin ¢ok yiiksek ya da ¢ok uzun olmasi da gereksiz
enzim aktivite kaybina yol agar. Bu nedenle ulagilan isi1 yaklasik bir dakika

kadar korunmalidir.

Baglanma
ilk adimda yiikselen 1si ikinci adim igin yavas bir sekilde 55°C’ye

iner. Primerlerin baglanmasi icin gereken slre ve sicaklik amplifikasyon
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primerlerinin konsantrasyonuna, uzunluguna baz komposizyonuna baghdir ve
baglanma sicakligi, primerlerin gergek erime derecesinin (Tm) 5°C dusugudar.

Bu nedenle 55-72°C deki annealing sicakhdinda en iyi sonuglar elde edilir.

Uzama

Ekstensiyon zamani, hedef sekansin konsantrasyonuna,
uzunluguna ve sicakligina baghdir. Primer ekstansiyon, optimal sicaklik olan
72°C’ de yapilir. NUkleotidlerin 72°C’de DNA ile birlesme orani (saniyede 35-
100 nukleotid) tampona, pH’a, tuz konsantrasyonuna, kalip DNA’'nin yapisina

baghdir .

2.10.3.1.PCR igin kritik parametreler

Onemli birgok degisken PCR’in sonucunu etkiler. Ornegin, MgCl,
konsantrasyonunun dikkatli titrasyonu kritiktir. Polimerazin stabilitesini ve
iglenebilirligini veya hibridizasyonun sikiligini arttiran katki maddeleri ve
nonspesifik primer kalip etkilesimlerini azaltan stratejiler, 6zellikle kritik olan ilk

siklustan 6nce, genellikle amplifikasyonun etkinligini arttirirlar ",

MqgCl, konsantrasyonu

Magnezyum konsantrasyonu; primerlerin baglanmasini, her ikKi
DNA sarmalinin ve PCR Uranunun ayrilma sicakhgi, uran ozelligi, primer-
dimer olusumunu, enzim aktivitesini ve verimliligini etkileyebilir.
Taq DNA polimeraz, DNA kalip, primerler ve dNTP’lerin maksimum dizeyde
baglanmasi icin serbest halde Mg. ihtiya¢ duyar. Bu nedenle, PCR’ da Mg

konsantrasyonu, total dNTP konsantrasyonundan daha fazla 0,5-2,5 mM
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olmalidir. EDTA ya da diger selatdrler mevcut primer stoklarindaki ya da kalip

DNA'daki Mg optimizasyonunu bozabilir .

Reaktif safligi

Nadir bulunan kaliplarin amplifikasyonu igin reaktif safligi en
onemli parametredir, her basamakta kontaminasyondan kaginmak gereklidir.
Bu amagla, reaktifler kiglk porsiyonlar halinde vidali plastik kaplarda

saklanmalidir ™.

Primer secimi

Genellikle olmasi gereken primer konstrasyonu 0,1-0,5 yM’dir.
Daha yuksek primer konsantrasyonu, yanlis primer baglanmasini ve spesifik
olmayan drunlerin  birikmesine ve primer-dimer diye adlandirilan kalp
DNA’dan farkh arin olugma ihtimalini artirabilir. Primerler genellikle %50-60'1
G+C’ den olugsan 18-28 nikleotid dizisidir. Primerler arasindaki mesafe
degistirilebilir olmakla beraber 10 kb civarindadir. Sentezin etkinligi igin
énerilen mesafe >3 kb 'dir”.

“Primer-dimerler’; az miktardaki DNA kalibinin  birgok
amplifikasyon siklusuna girmesi sonucu sik olusan istenenden farkli olan
artnlerdir. Bir primerin 3’ ucu diger primerin 3’ ucuna baglandiginda, polimeraz
her primeri digerinin sonunda uzattiginda primer-dimerler olusur. Primer-dimer
olusumundan kaginmak igin primerlerin Ozellikle 3’ uclarindan Dbirbirini

tamamlayici olmamalarina dikkat edilmelidir .
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DNA kalibi

DNA kalibi igin en onemli iki 6zellik; saflik ve miktardir. DNA
hazirlanmasi sirasinda bulunan birgok kontaminant PCR'’in etkinligini azaltir.
Kontaminasyon kaynaklari olarak; ure, SDS deterjani (baskilayici etkisi
noniyonik deterjanlarla geriye gevrilebilir), sodyum asetat, agaroz jel sayilabilir
" Ek organik ekstraksiyonlar, etanol presipitasyonu, agaroz yerine
poliakrilamid jel kullanimi gibi basit 6nlemlerle kontaminasyonlardan

kacinilabilir.

Kalip  miktart  etidyum  bromur ile PCR  drdndndn
g06zlenebilmesine yetecek kadar olmalidir. Genellikle 100 ng genomik DNA tek
kopya memeli geninden PCR urunu elde etmeye yeterlidir. MgCl, ve diger
parametreler optimize edildiginde kalp miktarini arttirmak énerilmez. Hatta
kalip miktar1 arttinldiginda saf olmadigi durumlarda kontaminant miktari da
artacagindan etkinligi azaltacaktir .

Tag ve diger i1siya dayanikli polimerazlar

Taq DNA polimerazin i1siya dayanikli olmasi avantajlari iginde
sayllmakla birlikte, asil 6nemli 6zelligi PCR’in gerektirdigi tekrarlayan isinma
ve sogumalara kargi da dayanikli olmasidir. Bu enzim, elbette isitiimaya karsi
sonsuza dek dayanikl degildir. Bu nedenle gerek duyulmayan denattrasyon
basamaklarina sokulmamaldir. Bazi protokollerde (érn: sicak baslangig) ilk

denaturasyon basamagindan sonra eklenmektedir.

Tag DNA polimeraz miktarini 2.5 U/reaksiyon diizeyinin tizerine
cilkarmak bazi durumlarda PCR etkinligini arttirabilir. Daha fazla enzim
eklemek bazen istenen Uruni degil de nonspesifik PCR Urinu miktarini

arttirabilir.

Tag DNA polimerazin énemli bir 6zelligi de hata oranidir, ilk

8 Firmalar tarafindan

olarak 2x10™* niikleotid/siklus olarak hesaplanmistir
saglanan enzim hatalari tespit ederb’ 3ekzonlkleaz aktivitesinden
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yoksundur. Klenow fragman E. Coli DNA polimeraz I'de ise hata orani daha

disuktir. Birgok uygulamada bu durum glicliik yaratmamaktadir "2,

Siklus Sayisi

Siklus sayisi diger parametreler ayarlandiginda baslangig
konsantrasyonuna bagldir. Genel bir hata, fazla Urin elde etmek igin ¢ok
sayida siklus yapmaktadir. Bir geni amplifiye etmek igin siklus sayisi 40’tan
daha fazla olursa PCR’da ciddi olarak bir seyler yanhs demektir. Cok fazla
sayida siklus, spesifik olmayan drtnlerin miktarini ve kompleksliligini artirabilir
(Plato etkisi). Onemli olan baglangi¢ hedef konsantrasyonuyla siklus sayisi
arasindaki iligkinin belirlenerek, olusan Urunun kalitesine bagh olarak siklus

sayisina karar vermektedir.
2.13.2. Endoniikleaz Kesimi ile Mutasyon Saptanmasi

PCR ile ¢ogaltimis genetik sinyalin hangi sifreyi tasidigi
dogrudan dizi analizi (sekanslama) ile saptanabilir. Ancak farmakogenetik
calismalarda amag¢ genelde daha oOnce saptanmis bir mutasyonun genis
toplum drneklerinde taranmasi ve ilag-TNP iligkisinin incelenmesidir. Tek nokta
mutasyonlarinin saptanmasinda restriksiyon endonukleazlarin kullaniimasi
uygulama kolayhgi, temel laboratuar aygitlarinin yeterli olmasi ve gorece

ucuzlugundan dolayi sik tercih edilen bir yontemdir.

Bu ydntemde, PCR ile c¢ogaltilan bdlge icerisinde kalan bir
noktada bulunan tek baz degisimi (6rnedin 100 bireyde saptanan guaninin
yerini bir bagka 10 kiside timinin almasi) o bolgenin spesifik bir restriksiyon
enzimi ile taninmasini saglar. Kesim reaksiyonu sonrasinda olusan urtnlerin
agaroz jel Uzerinde yurlUtilmesinden sonra olusan bant paterni incelenerek

bireyde mutasyon olup olmadigi saptanabilir.

Ticari olarak saglanan yuzlerce restriksiyon enzimi bulunur. Bu
enzimler de Tag polimeraz gibi gliserol iceren tamponlarda ve —20°C’de
saklanmalidir. Enzimin galisma tamponlari da enzimle birlikte genelde 10X

konsantrasyonunda saglanir. Genelde 10-20 mikrolitre PCR Urininin 1
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mikrolitre (4-5 U) endonlikleaz varliginda en az bes saat uygun sicaklikta

inkibasyonu kesimin tamamlanmasi igin yeterli olur.

Reaksiyon tupundeki tum bilesenlerin (PCR Urlnl, enzim,
tampon cozelti ve distile su) pipet ucu yardimiyla 5-10 kez cekilerek
karistirlmasi kesim islemiyle dogru genotipleme sonucu alinmasi agisindan
onemlidir™ ™,

2.13.3.Amplifikasyon Uriuinlerinin Test Edilmesi
(Elektroforez)

Elektroforez, bir ¢ozeltide asili taneciklerin elektrik alani etkisiyle
ayrilmasidir. Arne Tiselius tarafindan gelistiriimis olan elektroforezden 6zellikle
tipta ve biyokimyada kandaki cesitli proteinlerin ve lipitlerin ayriimasi,

taninmasi ve miktarinin élgulmesinde yararlanilir.

Elektroforezin c¢alisma ilkesi, molekul agirhigi ve molekulde
bulunan elektrik enerjisinin jel iginden bir yukten digerine giderken kat ettigi
mesafe farkliliklarini ele almaktir. Elektroforetik sistemde analizi yapilacak
ornek bir destek ortamina uygulanir. Destek ortam olarak jeller tercih edilir ve
jeller icine uygun tampon yerlestirilerek islem gergeklestirilir. Analiz edilecek
ornek, jele bir leke ya da ince bir bant halinde uygulanir. DNA negatif
yukladiar ve anoda dogru hareket eder. Bu nedenle yikleme daima katod
tarafina yapiimahdir. Jellerin icerisinde DNA molekillerinin girip hareket
edebilecekleri porlar vardir. Kati jel destegi ile ayirimi yapilacak molekdullerin
hareketi, molekdllerin yukine, boyutuna, bi¢cimine, kimyasal igerigine ve

uygulanan elektriksel alana baghdir *°.
Elektroforez yontemleri:
1. Poliakrilamid jel elektroforezi
2. Agaroz jel elektroforezi

3. Degisken alani jel elektroforezi
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4. izoelektrik odaklanma

5. Iki boyutlu elektroforezi

6. Kilcal elektroforezi

7. immun elektroforez
Poliakrilamid jel elektroforezi:

Akrilamidin polimerizasyonuyla hazirlanan poliakrilamid jellerin
elektroforetik ayirimlarina gesitli Gstlnlukleri vardir. Klguk ya da orta boydaki
(yaklasik 1 milyon dalton kadar) nukleik asitler ve proteinler igin yUksek
ayristirma gucune sahiptir. Go¢g eden molekullerle destek materyali arasindaki
etkilesim minimum duzeydedir. Destek materyali fiziksel olarak kararli ve
dayaniklidir. Poliakrilamid jellerle yapilan elektroforez ornekteki bilesenlerin
daha iyi ayrismasina yol acar. Cunku ayirnm hem molekiler elekleme hem de

elektroforetik harekete dayanir ”°.

Poliakrilamid jel birbirinden belli uzakhkta (0.5-2.0 mm) tutulan iki
cam tabaka aralarinda ve genelde 8-10 cm ya da 10-10 cm boyutunda
hazirlanir. Polimerizasyon sirasinda jelin Ust kismina yerlestirilen plastik bir
tarak jelde kuguk kuyucuklarin olusumunu saglar. Polimerizasyondan sonra
tarak cikarilir, kuyucuklardaki tuzlari ve polimerize olmamis akrilamidi yok
etmek icin tamponla yikanir. Jel kaseti iki tampon arasina yerlestirilir;
kuyucuklara drnekler konularak akim gegcirilir (Sekil 8). Elektroforez bitiminde,
elektroforez ile ayrilan DNA’ yi goruntilemek icin jel etidyum bromar ile

boyanir ’°.
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Sekil 8: Poliakrilamid jel elektroforezi
Agaroz Jel Elektroforezi:

Poliakrilamid jel elektroforezi daha cok proteinlerin ve kictk DNA
parcalarinin ayirimi ve analizi igin kullanighdir. Poliakrilamid jeldeki kuguk por
boyutlari buyik DNA molekulu parcalarinin ayrimi igin uygun degildir. 200-
50.000 bg¢ boyutlari arasindaki DNA ve RNA molekdllerini tanimlamakta
kullanilan standart yontem Agaroz elektroforezidir. Agoroz bir alg tiriinden
elde edilir. Jel elektroforez tamponuna konulmug agorozun yuksek sicaklikta
¢ozundurulmesi ile hazirlanir. Kaynatilmig agaroz ¢ozeltisi 50 dereceye kadar
sogutularak tepsilere dokulir. Ayrimi yapilacak 6rnek taraklarla olusturulmus
kuyucuklara yuklenir ve elektriksel alanda yuruttlerek ayrimi yapilir. Nukleik
asitlerin agaroz jeldeki hareketleri agaroz konsantrasyonu ile nikleik asit
molekullerinin boyutlar ve seklinden etkilenir. NuUkleik asitlerin ayirimi igin en

etkin agaroz konsantrasyonlari % 0.3-2.0 dir ’.
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2.13.4. OPRM1 Geni

Opiyatlarin beden Uzerinde ¢ok sayida etkisi vardir. Endojen
(endorfin, enkefalinler ve dynorphins) ve ekzojen opiyatler p,x ve 8 olmak
lizere UG reseptoril aktive ederler ®"® G protein kapli p opiyat reseptor ilac
etkisinden sorumlu olarak morfin, heroin, ve metadon’ un ana hedefidir ve
opiyat bagimliligi ve toleransinda énemli rol oynar %!, Opiyat reseptorler
siraslyla opiyat reseptor p -1 (OPRML1), opiyat reseptor kappa-1 (OPRK1) ve
opiyat delta reseptor-1 (OPRD1) genleri tarafindan kodlanirlgr. opiyat
reseptorini kodlayan OPRM1 geni 6 (6g924-925) kromozomunda lokalize
edilmistir ve 4 y reseptoruni kodlar (MOR-1, MOR-1A, MOR-1X, MOR-10).
MOR’u kodlayan OPRM1 geni opiyata hassasiyette farkliliga neden olan
birincil aday gendir ve 6g24-g25 kromozomu Uzerinde lokalizedir.
800 den fazla TNP icerir. Bu mutasyonlar promotor, kodlama bdlgeleri ve
intronlarda yer alir %%, Bu mutasyonlardan, OPRM 1 geninde amino grup asit
degisimi yaparak reseptor proteini ve genin fonksiyonlarinda degisiklik
yaptiklari invitro ve insan calismalariyla gosterilmis ya da yuksek alel
frekansina sahip olmasi nedeniyle opiyatlarin kliniginde etkili olabilecek TNP’
ler olmak (izere yirmi dért mutasyon bildirilmistir *%>%® Bu mutasyonlarin

yerleri Sekil 9'da gorulmektedir.

5flanking region and 5SUTR 3'UTR and 3flanking region
R TAA+COT TAA+CO994A
213333(: :::ig:g Intron 1 |::|::.r.10:|A:.,:17c; Lip Aol patay L T
A-530BG A-1320C IVS1-A4980G IVE3+GEB0TA TAA+GABEA TAA+10223 (A),
o.s238T ottt IWVE1-A4010G ias s RaEh TAA+T1360G TAA+ATDZATT
G-5026A  A-1238G IVS51-4808 (AC),;. IVS3+8113 (GT) Sl 13716 TAAEAT0AAS
G-4936A A-11T71C IVS1-G4690A IV;Z-I-AE151G 1018 TAA+GI1BTOA TAA+G1D!P‘!A
Cod5044, gt IVS1-T4591G TAA+G1700A TAA+T10752G
T-2694G C-g95A IVS1-T44880G IWVS3+AB440C TAA+CZ007T TAA+C111007T
A-2683C C.BO8T S L - IVS3+CB497T TAA+AZ2109G TAA+C11120A
T-2883C G.se2c N EEEGEAR IWVS3+8761 (32bp),__,, TAA+AZZTAG TAA+11132 (CA),
A-2413G  -BES del(3bp) S24G31A, TAA+G2287 A TAA+A11133G
T-2402¢C G-BE4A ngfT 106C IVS3-Gaa04A TAA+G2395C TAA+11368 del(TCTC)
G-235BA 5-490T IVS2+T307A e TAA+CEO220 TAA+T11411C
C_D31BA e nd L IVS2+3438A an- TAA+TOTS del(322bp) TAA+T11431C
G oO7BG | Aomie IVS2+T480C TAA+CT427T TAA+11449 Ins(TTTC)
iy A DASe IVE2+GE18A TAA+T483 del(A) TAA+G11541A
T-1793A o-172T IVS2+C534T TAA+TTS38C TAA+A11602C
G-1T4BA C-133T IVSZ2+G691C (54.5-81.9%) TAA+ATS89G TAA+C11650T
-1699 Ins(T) 1117 TAA+CB116T TAA+C11918T
C-1800T C3EA Exon 2  Exon 3 TAA+CBI1BST TAA+A11956C
T.15858C cason | arren TAA+GB281A TAA+A12143G
A‘dbtﬂf_; GT94h TAA+B3IB6 (A), TAA+AI2630G
Exon 1 2 TAA+CO000T TAA+T12681C
17T GB77A TAA+ADSE4G TAA+T12831C
GZaA GO4ZA TAA+GOBBOA TAA+G12834C
TAA+TAT16A TAA+13236 (T),
A11BG (4.7-45.3%) TAA+TOB30G TAA+T13071G
ATG TAA
1 kbp
Exon 1 / Exon?l IEan 3 / Exon 3
B ) . I\.r:‘..:i3 I-E?QEW—QU’:I!I:! Analyzed
5763 ~ IVS1+971 IV81-5380 IVS1-357 IVS3+5729 IVS3-8808 IVS3-324 — TAA+13830 Teglons
- 4196 - IWS3+210 - 6351 ~ 8470

Sekil 9. OPRML1 Geni
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Tablo 5'te Alel frekansi %9%’in Ustunde olan OPRM1
polimorfizmleri gorilmektedir. Bu polimorfizmlerden exon 1 de yer alan 17C>T
polimorfizmi madde bagimlilarinda sinirda anlamlilik derecesinde (p=0.054
veya p=0.05) etkili bulunmus olmasina ragmen, fonksiyonel sonuglara dair
pozitif raporlardan c¢ok negatif raporlar mevcuttur. Tablodaki diger
polimorfizmler ise dusuk alel frekanslari nedeniyle opiyatlarin klinik etkileriyle
ilgili olarak dikkati ¢cekmemektedir. Alel frekansi yuksek olan 691C>G

polimorfizminin ise madde bagimliigina dair etkisi rapor edilmemistir 878889,

Tablo 5. Alel frekansi %5’in Ustinde olan OPRM1 polimorfizmleri

OPRM1 | ALEL . o
POLIMORFIZMI | FREKANSI OZELLIGI
172G >T % 3.4-11.4 Cevriimemis  bodlgede lokalizedir ~ Molekduler

sonuglari bilinmemekle beraber, madde
bagimhliginda roli olmadigi dusundlmektedir.
Ozellikle idiyopatik epilepsi yoklugu ile iligkili
oldugu saniimaktadir.

17C>T % 1-10 Exon 1'de lokalizedir. Ekstraselliler reseptor
terminalinin 6. Reseptdr proteininde alaninin valinle
yer  degistirmesine neden olur. Opiyat
bagimlilarinda  olustugu rapor edilse de
calismalarin cogunda madde bagimhligiyla ilgili bir
bag rapor edilmemistir.

118A>G % 10.5-18.8 |intron 2 de lokalizedir. Ekstraseliiler reseptor
terminalinin 40. Reseptor protein pozisyonunda
asparajinin aspartat ile amino asit degisimine
neden olur. Madde bagimliigi, opiyat etkilerinin
azalmasi, pisikiatrik hastalikla ve diger nérolojik
patolojilerle ilgilidir.

31G>A % 4.2-14.3 intron 2 de lokalizedir. Madde bagimhligiyla
iliskisine dair hem pozitif hem negatif raporlar
vardir.

691C>G % 43 intron 2 de lokalizedir. Madde bagimliigina dair

etkisi rapor edilmemistir.
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OPRML’in ekstraselliler reseptér terminalindeki N-glikolisazyon
sahasini ¢ikaran nonsinonim varyant rs1799971 (A118G, Asn40Asp, exon 1)
en ¢ok calisilan OPRML1 polimorfizmidir. Asp40 varyant reseptor (118G) ile
hicre kultlrlerinde yapilan ¢galismalarda mutant genlere morfin baglanmasinda
degisiklik olmazken, B-endorfin baglama ve reseptor aktivitesinde 3 kez daha

90,91

potent oldugu gosterilmistir . Mutant reseptdrlerde reseptor sinyal etkisine

dair celiskili yayinlar vardir.

A118G polimorfizminden baska p reseptor mutasyonlarina dair
yapilan ¢alismalarin bulustugu ortak nokta reseptdrin dguncu intraselliler
halkasindaki mutasyonlarin reseptdr fonksiyonunu etkiledigidir. Bu bdlge G
protein ile etkilesmede ve reseptdr sinyal etkisinde etkilidir. S268P-mutant
reseptoriind kodlayan T802C TNP ve R260H ile R265H mutant reseptdrlerini
kodlayan G779A and G794A, TNP’ leri reseptor sinyal etkisinde azalma ile
sonuc¢lanmaktadir ancak bu TNP’ lerin alel frekanslar %1’in altindadir ve bu

nedenle madde bagimliigina etkilerine dair calisma yoktur %%,

Al118G tek nukleotid polimorfizmiyle ilgili ¢alismalar morfin-6-
glukronidin (M6G) gucunun azalmasina neden oldugunu gostermistir ve buna
dayanilarak A118G tek nukleotid polimorfizminin opiyat toksisitesine kargi
koruyucu bir faktor oldugu oOne surulmigtir. Ayrica A118G tek nukleotid
polimorfizminin morfin gereksinimini artirdigi gézlenmistir **. Bir baska ifade ile
OPRML1 GG genotipi tagiyanlar yiksek doz morfini tolere edebilmektedirler. Bu
degisiklik opiyat bagimlihiginin olusumunda ya da korunmasinda da 6énemli rol
oynamaktadir. Ancak elde edilen bu sonucun yinelenmedigi ¢alismalar vardir.
Bazi koruyucu etmenler madde yoksunlugu ya da bagimhligi gelismesine

engel olur.
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Genlerdeki allelik farkhliklar maddelerin farmakodinamik,
farmakokinetik farkliliklara neden olur. Bunun sonucunda yoksunluk
bulgularinin siddeti kisiden kisiye farkhk gosterir. A118G tek nukleotid

polimorfizminin Klinik etkileri Tablo 6'da gorilmektedir 9>-96:97:98.99.100

Tablo-6. A118G polimorfizminin etkileri

"

40. Pozisyonda asparajin’in aspartat'a degistigi bir amino asit degisimi
(N40D)

Opiyat affinitesinde artma

U reseptorinde desentisizasyon

Taslyicilarda kanser agrisinin tedavisinde daha fazla morfin ihtiyaci

Taslyicilarda postoperatif agri icin daha fazla alfentanil ihtiyaci

Morfin ve morfinin aktif metabliti olan morfin-6-glukuronid (M6G)’nin miyotik

etkisinde azalma

Analjezi olusturmada daha fazla M6G ihtiyacina ve daha yiiksek dozlarda

kullanilan M6G‘e ragmen kusma komplikasyonunda azalma

118G tasiyicilarinda hipotalamus-hipofiz-adrenal sistemin yanitinda azalma

M reseptorinde birgok mutasyon rapor edilmesine ragmen
calismalar sadece A118G TNP ‘nin klinik etkileri oldugunu gostermektedir.
Alel frekansini %12 ve homozigot tasiyici sikliginin %3 olmasi, heterozigot
bireylerde de klinik sonuglarinin gorilmesi nedeniyle 8 kisiden birinde etki
olmaktadir *>%.

Farkli populasyonlardaki saglkh bireylerde OPRM1 A118G gen

polimorfizminin G alel sikliklari Tablo 7’de gorilmektedir.
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Tablo 7 : Farkh populasyonlardaki saglikli bireylerde OPRM1

polimorfizminin G alel sikliklari

A118G gen

A118__G ASP40 ALEL | KAYNAKLAR
POPULASYON SIKLIKLARI

Ingiliz Kafkas 0,152 Baratt ve ark., 2006
isveg 0.074 Bart ve ark., 2005
isveg 0.074 Bart ve ark., 2004
Finlandiya Kafkas 0.111 Bergen ve ark.,1997
Hindu-Amerikan 0.140

Kafkas-Amerikan 0.125

Avrupa —Amerikan 0.114 Bond ve ark., 1998
Afrika-Amerikan 0

Hispanik 0.154

Avrupa —Amerikan 0.153 Crowley ve ark.,2003
Afrika-Amerikan 0.051

Kafkas-Avrupa 0.115 Drakenberg ve ark.,2006
Alman 0.121 Franke ve ark., 2001
Japon 0.453 Ide ve ark., 2004
Tayvan 0.329 Loh ve ark., 2004
ispanyol 0.139 Gelementer ve ark., 1999
Japon 0.485

Avrupa —Amerikan 0.154

Afrika-Amerikan 0.47

Kore 0.371 Kim ve ark., 2004a
Kore 0.311 Kim ve ark., 2004b
Cin 0.298 Li ve ark., 2000
Avrupa —Amerikan 0.137 Luo ve ark., 2003
Afrika-Amerikan 0.027

Alman 0.15 Rommelspacher ve ark., 2001
Avrupa —Amerikan 0.136 Schinka ve ark., 2002
Cin 0.271 Shi ve ark., 2002

Cin 0.294 Szeto ve ark., 2001
Cin 0.351 Tan ve ark., 2003
Malazya 0.45

Singapur hintlileri 0.474

Alman 0.078 Sander ve ark., 1998
Hint 0.28 Deb ve ark., 2009
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3. GEREC VE YONTEM

Caligmamiz Bakirkdy Ruh Saghgi ve Sinir Hastaliklari Egitim ve
Arastirma Hastanesi Alkol ve Madde Bagimliligi Arastirma ve Tedavi Merkezi
(AMATEM)’de yapiimistir. AMATEM Bakirkdy Ruh ve Sinir hastaliklari ig¢inde
yer alan, alkol ve madde bagimlilarina yonelik hizmet veren ve bu konuda
arastirmalar yapan bir merkezdir. 1983 yilinda kurulmustur. Bagimhhk tedavi
birimi AMATEM temel olarak ayaktan poliklinik hizmetleri, yatakh tedavi
hizmetleri ve rehabilitasyon Unitesini icermektedir. Merkez; yogun bakim,
detoksifikasyon, terapi ve ayaktan tedavi ve izleme Unitelerinden olusmaktadir.
Calisma protokolu Bakirkdy Ruh Saghgr ve Sinir Hastaliklari Egitim ve
Arastirma Hastanesi Etik Kurul Komitesi tarafindan onaylanmistir. Ayrica
calismaya katilan her hasta s6zli ve yazili olarak bilgilendiriimis ve yazili

hasta onaylari alinmisgtir.
3.1. Caligma Grubunun Segilmesi

Turk populasyonundaki madde bagimliligi ile OPRM1 genindeki
polimorfizm arasindaki iligskiyi arastirmak amaciyla Bakirkdy Ruh Sagligi Ve
Sinir Hastaliklarn Egitim Ve Arastirma Hastanesi, AMATEM Kilinigi'nde madde
bagimlihd konusunda uzmanlagsmis psikiatristler tarafindan DSM-IV Klinik
degerlendirme kilavuzuna goére degerlendirilip, DSM-IV kriterlerine goére
badimli tanisi konulan ve hospitalize edilen hastalar (n=103) c¢alismaya dahil
edildi. Bu grup bir yil ve daha uzun sire opiyat veya esrar, kokain, amfetamin,
ekstazi, LSD, ugucu maddeler gibi diger bagimlilik yapan maddeleri kullanan
veya tolerans / badimlilik gelismis hastalar veya madde arama davranigi
gelismis hastalardan olusturulmustur. Benzer demografik verilere sahip saglikli
bireylerden ise kontrol grubu (n=83) olusturulmustur. Kontrol grubuna dabhil
edilen bireylerin hi¢ bagimlilik yapan ilag, madde ya da sigara kullanmamis
olmalarina dikkat edilmistir. Geg¢misinde sigara, ilag ya da alkol kullanma

doénemleri olan hastalar bu gruba dahil edilmemistir.
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3. 2. Galigma Protokolu

Bagimh hastalara ve kontrol grubunu olusturan olgulara kisisel,
ailesel ve cevresel 6zgegmisleri ile badimliik olusumunda rol oynadigi
dusundlen faktorlerin yer aldigi anket formu uygulanmigtir. Ayrica, bagimli
hastalarin madde kullanim oykuleri alinmigtir.  Bu anket formunun bir 6rnegi
ekte sunulmustur. Calismaya dahil edilen bireylerden hasta onam formu
alinmasi ve anket formu  doldurulmasindan sonra biyolojik materyal
toplanmigtir. Biyolojik materyal olarak kan ©6rnekleri alinarak OPRM1

polimorfizmi igcin A118G genotipi bakiimistir.
3.3. Galisma Grubundan Biyolojik Materyalin Toplanmasi

Calismamizda biyolojik materyal olarak, c¢alisma grubunu
olusturan hastalarin periferik kan ornekleri sterii EDTA'lI tlplere alinarak
toplanmis ve DNA izolasyonu yapilana kadar -20°C’ de saklanmistir. DNA
izolasyonu igin alinan kan drnekleri sodyum perklorat / kloroform ekstraksiyon
yontemi kullanilarak caligiimigtir. Bu yontemde lizis islemini takiben
proteinlerin denattirasyonu ve nukleik asitlerin etanol ile c¢okturilmesi stz
konusudur. Testler, Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Toksikoloji Anabilim dali laboratuarlarinda yapilmistir.

3.4.DNA izolasyonu

Canlilarin tum ozellikleri, kusaktan kusaga gen adi verilen genetik
maddelerle tagsinmaktadir. Genler, kromozomlarin Gizerinde lokalize olan bir ya
da bir dizi nukleotidden olusan pargaciklardir. Bu nukleotidler (DNA, RNA),
nukleik asit bazlari, fosfat molekili ve pentoz sekerden olusmustur.
Hucrelerdeki batlin biyolojik olaylari (fizyolojik, biyokimyasal, genetik v.b.)
yoneten, genetik bilgiler tasiyarak bunlarin nesillere aktarilmasinda onemli
fonksiyonu bulunan DNA molekuludur.

DNA; kan, doku (karaciger, dalak gibi), kemik, idrar, sperm,

yanak epiteli, sag¢ teli (kil kokl), embriyo gibi canli biyolojik materyallerden ve
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mumya, arkeolojik 6rnekler, postmortem doku gibi 6li materyallerden de elde
edililebilir.

3.4.1. DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Aletler

- Terazi (Sartorius BA 610)

- EDTA’lI steril vakumlu kan tapu (Greiner)

- Falkon tupu (Greiner)

- Kromozom ttpu (Greiner)

- Plastik Pastor pipeti (Greiner)

- Agzi vidal ependorf tipu (Greiner)

- Steril Bioloop

- Mikropipetler

- Mavi ve sari mikropipet uclari

- Otoklav banti

3.4.2. DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasal Maddeler
e Trizma Baz (Sigma Kat. No: T-1503)

e Sukroz (Sigma Kat. No: S-1513)

e Triton (Sigma Kat. No: X-100)

e Magnezyum Klorur (Sigma Kat. No: M-9272)

e Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma Kat. No:ED2SS)
e Sodyum Klortur (Merck)

e Sodyumperklorat (Sigma Kat. No: S-1513)

e Sodyum dodesil silfat (SDS) (Sigma Kat. No: L-4509)

e Kloroform (Merck)

e Hidroklorik asit (Merck)

e Mutlak Etanol (Merck)

e Sodyum hipoklorit
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3.4.3. DNA izolasyonu igin Kullanilan Gozeltiler

-Lysis Buffer (reaktif A): (10mM Tris HCI (pH=8), 320 mM sukroz,
5 mM MgCl,, %1 Triton); 12,1g Trizma Baz tartilarak 100ml distile suda
¢oziulda ve HCI ile pH’s1 8'e ayarlandi. 109,5g Sukroz ve 1.0g Magnezyum
Klorur tartildi. 1M Tris HCI (pH=8) ¢ozeltisinden 10 ml ilave edilerek 1000 ml’
ye distile su ile tamamlandi. Otoklav ile steril edildi. En son olarak sicakken 10

ml Triton X-100 ilave edilerek, +4°C’ de saklandi.

-Reaktif B: (400 mM Tris HCI (pH=8), 60mM EDTA, 150 mM
NaCl, %1 SDS, 1000 ml distile su ) 48,5 g Trizma Baz, 22,3 g EDTA, 8,89
NaCl tartilarak 1000 ml'ye distile su ile tamamlandi. HCI ile PH’si 8e
ayarlanarak otoklav ile steril edildi. En son olarak sicakken 10 g SDS ilave
edilerek, oda sicakliginda saklandi.

e 5M Sodyumperklorat c¢ozeltisi: 70,2 g sodyumperklorat
tartilarak 100 ml’ ye distile su ile tamamlanarak, otoklav ile steril edildi. Oda

sicakhginda saklandi.
3. 4.4. Deneyin Yapiligi

1. EDTA’ll taplere alinan 5-10 ml kan d&rnekleri izolasyon

yapilincaya kadar -20°C’ de sakland.

2.50 ml'lik falkon taplerinin herbirine Lysis buffer (Reajan A)

¢cozeltisinden 35 ml eklendi.

3. Kan ornekleri falkonlara bosaltildi ve takiben tlpler alt st

edilerek karigtirildi.
4. 10 dakika 3000 rpm’de santrifuj edildi.

5.5M Sodyum perklorat cozeltisinden 15 ml lik kromozom

tiplerine 0. 5 ml eklendi.

6. Santriflj edilen falkonlarin supernatanlari gamasir suyu igeren

behere bosaltilir.
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7. Tupun dibinde kalan pelletlerin tGzerine Reaktif B’den pastor

pipeti yardimiyla 2ml ilave edildi.

8. Falkondaki Reaktif B’li pellet sodyumperklorat iceren

kromozom tuplerinin Gzerine aktarildi.

9. 15 dakika alt Ust edilerek, takiben 65°C’'de 30 dakika etlivde
inkube edildi.

10. Etivden alinan tiplere soduk kloroformdan 2ml ilave
edildi.

11. 10 dakika alt st edilerek, takiben 10 dakika 1400 rpm’

de santrifiij edildi.

12. Ust fazin hepsi pastor pipeti ile yeni kromozom tiplerine

aktarilarak supernatanlarin Gzerine 5ml soguk etanol ilave edildi.

13. Etanolll tupler iyice alt Ust edilerek, DNA sarmalinin

olusumu go6zlendi.

14. Bioloop ile olusan DNA sarmali alindi ve kurumasi igin
ependorfa aktarilarak 5-10 dk bekletildi.

15. Kuruyan DNA’lar ependorflarin igine aktarilarak DNA'nin
bayuklugune gore 200/300pL steril distile su ilave edildi.

16. 60°C’ de 1 gece su banyosunda inkiibe edildi.

17. C6zunen DNA'lar +4°C’de saklandi.
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3.5. Bireylerin OPRM1 A118G Genotiplerinin incelenmesi
3.5.1. Yontemde Kullanilan Kimyasal Maddeler

1) 100 mM dATP (Fermentas)

2) 100 mM dGTP (Fermentas)

3) 100 mM dTTP (Fermentas)

4) 100 mM dCTP (Fermentas)

5) Taqg DNA polimeraz (5U/ul) (Fermentas)

6) 10X Tag Buffer (KCI)(Fermentas)

7) 25 mM MgCI2 (Fermentas)

8) 100 bp’lik DNA markir (Amresco)

9) BSTUL1I restriksiyon enzimi (10 U/ul) (BioFarmas)
10)Steril su (AppliChem)

11)%2’lik rutin agaroz ¢ozeltisi (Sigma, ABD)
12)Bis-akrilamid solusyon (29:1) (Serva)

13) Tetrametiletilendiamin (TEMED) (AppliChem)
14)Amonyum per sulfat (APS)

15)Trizma Baz (Sigma, T-1503) (AppliChem)
16)Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma, ED2SS)
17)Borik asit (Sigma, B-0252)

18)6X Loading dye c¢b6zeltisi (Fermentas)
19)Etidyum Bromur (Sigma)

3.5.2.YOntemde Kullanilan Aletler

1) PCR aleti (Thermal Cycler-Techne)

2) Mikrosantriflij (Spectrofuge 24D-Labnet)

3) Mikrodalga firin

4) Hassas terazi

5) Etlv

6) Kuru 1sitici (hot block)

7) Elektroforez tanki (Maxicell Primo)

8) Elektroforez gug¢ kaynagi (Therma EC 250)
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9) Jel kalibi

10) Jel taraklari

11) Mikrotiter kabi

12) UV-transilluminator ve jel goruntileme sistemi (Syngene)
13) Mikropipetler (Finntip)

14) DNAaz, RNAaz free steril ependorf tupleri (0,5-1,5 ml)

15) Steril mavi, sari ve beyaz pipet uglari
3.5.3. Yontemde Kullanilan Cozeltiler
TBE Tamponu (10X)

Trizma bazdan 108 g, borik asitten 55 g, EDTA'dan 9.3 ¢
tartilarak 1 litreye distile su ile tamamlandi. Cozeltinin pH’s1 8.3’e ayarlanarak

otoklavda steril edildi ve oda sicakhdinda saklandi.
TBE Tamponu (1X)

10X TBE tamponu 1:10 oraninda steril distile su ile seyreltilerek

hazirlandi.

%2’lik Normal Agaroz Jel: 2g normal agar 100 ml 1x TBE
tamponu ile karistirildi. Mikrodalgada 1sitilarak ¢ozuldu, takiben Uzerine 7 pli
Etidyum Bromir g¢ozeltisinden ilave edilip karigtinildi. Bu karisim taraklari
yerlestiriimis jel kaliplarina hava kabarcigi kalmayacak sekilde dokilerek

katilagsmasi beklendi. Takiben taraklar dikkatlice cekildi.
Etidyum Bromur ¢ozeltisi (10 mg/ml)
Etidyum BromuUr.............c..oenee. 100 mg
Distile SU.......cooviiiiiii 10 ml

12.5 mM dNTP c¢ozeltisi: 100 mM’ik dATP, dGTP, dTTP ve
dCTP nukleotid stok ¢oOzeltilerinden 5 pl alinip steril distile su ile 20 pl'ye

tamamlandi.
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DNA ladder ¢oOzeltisi: 10 pl 0,5 pg/ml DNA ladder, 10 pl (6X)
loading dye c¢Ozeltisi ve 40 pl steril distile su karistirilarak buzdolabinda

saklandi.
3.5.4. Gen Spesifik Amplifikasyon i¢in Kullanilan Primerlerin
Listesi
POLIMORFiZM | FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER
118AG 5GGTCAACTTGTCCCA | 5’AATCACATACATGACC
CTTAGATCGC3 AGGAAGTTT3

Toz halinde satin alinan her bir primer ¢dzeltisi 6nce steril distile
su ile 100 pM konsantrasyona getirildi ve ana stok c¢ozelti olarak -20°C’de
saklandi. Bu ¢ozeltiden PCR karisiminda kullanmak i¢in ara stok ¢ozelti olarak

steril distile su ile 25 pM’lik ¢ozelti hazirlandi ve -20°C’de saklandi.

3.5.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Restriksiyon
Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Calismamizda PCR ydntemini, inceleyecedimiz genetik
polimorfizmin bulundugu gen sekansini ¢gogaltmak amaciyla kullandik. PCR ile
¢ogaltilan gen bolgesindeki ilgili baz degisiminin belirlenmesi icin RFLP
yontemini uyguladik. Bu metot ise DNA molekulinun bir restriksiyon enzimi ile
muamele edilmesi sonucunda olusan DNA fragmentlerinin, jel elektroforezi
sonucunda buyukliklerine gore ayiriimasi esasina dayanmaktadir.

3.5.6.0PRM1 Genotiplemesi
3.5.6.1.PCR

DNA drneklerinde OPRML1 genotiplemesi igin ilk 6nce tek nokta
mutasyonunu igeren gen dizilimi PCR ile ¢ogaltildi. Bu amagla tablo 8’ de
verilen PCR karisimi Tablo 9'da verilen program planlanarak PCR cihazina
konuldu ve DNA sekansinin in vitro ortamda geometrik olarak artmasi
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saglandi. PCR cihazina ayrica kor (blank) olarak DNA oOrneginin eklenmedigi

bir karisim da konuldu.

Tablo 8: OPRM1 polimorfizm ¢alismasi icin PCR karisim protokolt

KIMYASAL MIKTAR
MADDELER

dNTP 0.1 mM

MgCL, 1.5mM

Tag buffer 1x

Primer F 0.25 uM

Primer R 0.25 uM

Tag polimeraz 1U

Steril distile su istenen hacime tamamlandi

DNA oOrnegi 1l

Tablo 9: OPRM1 genotiplemesi icin PCR amplifikasyon sartlari

Baslangi¢ denaturasyonu 94°C 3 dk
Denatlrasyon 94°C 30 sn
Baglanma 62°C 1 dk
Uzama 72°C 1 dk
Son uzama 72°C 10 dk
Siklus sayisi 38

PCR sonucunda 193 b¢’lik PCR druni elde edildi. Bu Griiniin baz

dizilimi ve tek nokta mutasyonunun yeri Sekil 4’de verilmistir.

GGTCAACTTGTCCCACTTAGATGGCAACCTGTCCGACCCATGCGGTCCG
AACCGCACCGACCTGGGCGGGAGAGACAGCCTGTGCCCTCCGACCGGC
AGTCCCTCCATGATCACGGCCATCACGATCATGGCCCTCTACTCCATCG
TGTGCGTGGTGGGGCTCTTCGGAAACTTCCTGGTGATGTATGTGATT

Sekil 10. OPRM1 genotiplemesi igin PCR ile gogaltilan 193 b¢’lik baz
dizilimi (OPRM-F ve OPRM-R primerleri ve tek nokta mutasyonu koyu renk ile
gOsterilmigtir)
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3.5.6.2. PCR Uriinlerinin Jele Uygulanmasi ve Elektroforez

Amplifikasyon sartlari tamamlanan PCR drlUnleri kontrol igin
elektroforez tankina alindi. Bu amagla 10 yl PCR rind, 2 pl loading dye ile
karigtinlark % 2’lik agaroz jele yuklendi. 110 V’'da 20 dakika elektroforeze tabi

tutuldu ve 200 be¢’lik Granler UV-transilluminatérde g6zlendi.
3.5.6.3. PCR Urlinlerinin BSTU1 Restriksiyon Enzimi ile
Kesilmesi

PCR ile elde edilen drinler OPRM1 genotiplemesi icin BstUl
rstriksiyon ezimi ile tek nokta mutasyonunun oldugu yerden kesildi. Bu
amacla, Tablo 10’da verilen kesim protoll ve inktibasyon sureleri kullanildi.

Tablo 10: Kesim protoli ve inkiibasyon suresi

PCR karisim 10 pl

Buffer 2ul (NEB4)

PCR kesim enzimi 1 U (0.5ul)( BstU1)

Steril distile su istenen hacimde eklendi
inkiibasyon siiresi 60°C kuru isiticida 16 saat

BstUlenziminin tanima bdlgesi:
5...GG"CC...3
3...CC"GG...5

RFLP yontemi ile elde edecegimiz sonuglari dogrulamak igin
ornekler, yukaridaki formiulle digest islemine tabi tutulmadan 6nce, bagimh
gruba ait 10 PCR UriniU sekanslama yapilarak analiz edildi, daha sonra pozitif
kontrol heterozigot 6rnekler her kesim isleminde kullanilarak RFLP yontemi ve

enzim aktivitesi dogrulanarak galigildi (Sekil 11).
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Sekil 11. OPRML1 geninin sekans analizi
3.5.6.4. Kesim Uriinlerinin Jele Uygulanmasi ve Elektroforez

Kesim drdnlerinin gérunttlenmesi icin %210’luk Poliakrilamid jel
hazirlandi. Bunun igin 29 ml distile su, 16 ml %30 (29:1) akrilamid soltisyon, 5
ml 10X TBE tamponu, 500 ul %7’lik APS ve 50 yl TEMED karistirildiktan
sonra dikey elektroforez cam plakalari arasina dokulerek donmasi beklendi.
Daha sonra poliakrilamid jel i¢ci 1X TBE ile dolu olan dikey elektroforez tankina
yerlestirildi. OPRM1 genotiplemesi i¢in ¢ogaltilan PCR Urdnlerinin BstUl
restriksiyon enzimi ile kesilmesi ile elde edilen Urunlerin gozlenmesi igin kesim
artnleri mikrotiterde 6X loading dye ile kanstirilip Poliakrilamid jele yuklendi
(20 pl kesim urint 5 pl boya ile karistirildi). Ayrica olusan drunlerin
bayukligunu kontrol etmek icin 100 bg¢’lik DNA ladder de jele yuklendi.
Elektroforez tanki 160 V akimda 3 saat siire ile calistirildi. islem sonunda
suruklenen Urdnler UV-transilluminatérde goézlendi (Sekil 12). Poliakrilamid
jelde 169 ve 193 b¢'lik bantlarin ayrimi gdzlenerek genotipleme yapildi.
Kesimden sonra yabanil tip (AA) 193 bg¢'te tek band, heterozigot tip (AG) 193,
169 ve 24te bandlar olusturdu, mutant homozigot ise (GG) 169 ve 24'te
bandlar olusturdu.
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Sekil 12: OPRM1 A118G genotiplemesinin sematik gosterimi (bc: baz cifti)
3.6. istatistiksel Analiz Yéntemi

Arastirmadan elde edilen veriler elektronik ortama aktarilarak
SPSS 11.5 istatistik programinda analiz edilmistir. Verilerin normal dagilima
uygunluklari hem histogram hem de One Sample Kolmogorow-Smirnow testi
ile smmanmig ve uygun Onemlilik testi kullanmimigtir. Analiz ve
degerlendirmelerde siklik dagilimlari, merkezi ve yayginlik élgutleri ile ki-kare,
bagimsiz gruplarda t ve mann-whitney u testi kullanilmistir.  Ayrica risk

etkenlerinin hesaplamalarinda odd orani hesaplanmistir.
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4.1. Demografik Bulgular

4. BULGULAR

OPRM1 gen A118G polimorfizmi ile madde bagimliligi arasindaki

iligkiyi ortaya koymaylr amacladigimiz bu calismada madde bagimlisi 103
hastanin 16 (%12.5)'u kadin, 87 (%83.7)’si erkek, kontrol grubunda ise 83

hastanin 25 (%31)'i kadin 58 (%69)’i erkek idi.

Calismaya katilan bireylerin

demografik 6zellikleri Tablo 11'de gorulmektedir. Gruplar arasinda yas ve boy

agisindan istatistiksel fark saptanmistir (p<0.05).

Tablo 11. Bagimli ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri

Grup n Ortalama | Std.
Sapma
Yas Bagimli 98 29,62 7,62
Kontrol 83 31,99 6,83 0,031
Boy Bagimli 88 175,72 7,544 ,000
Kontrol 81 171,07 8,021
Kilo Bagimli 88 73,19 11,783 ,579
Kontrol 81 72,09 14,046

Bagimli grubundaki bireylerin madde kullanimina dair profillerini

yansitan verilerinin dagihmi Tablo 12’de yer almaktadir.
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Tablo 12: Bagimh grubun madde kullanimina dair verilerinin dagilimi

Ozellikler Degiskenler n %
Cinsiyet Kadin 16 12,5
Erkek 87 83,7
Medeni durum Bekar 16 12,5
Evli 87 83,7
Egitim dlizeyi ik Okul 44 42,3
Lise 26 25,0
Universite 13 | 12,5
Lisans Ustil 13 | 12,5
Meslek Issiz 5 4.8
Ozel 67 | 64,4
Serbest 14 13,5
Memur 2 19
Yasam Sekli Evli veya Ailesi ile yagiyanlar 80 76,9
Yalniz yasayanlar 13 12,6
Baslama Nedeni | Merak 12 20,4
Merak+Arkadas Etkisi 1 1,4
Merak+Arkadas 9 17.4
Etkisi+Ailesel Problemler
Merak+Arkadas Etkisi+Ailesel 1 3.0
Problemler+Ekonomik Sikinti
Merak+Ekonomik Sikinti 1 1,4
Arkadas Eftkisi 77.7 | 82,1
Arkadas Etkisi+Ailesel Problemler 7 16.4
Arkadas Etkisi + Ailesel Problemler + 2 4.4
Ekonomik Sikinti
Ailesel Problemler, 7 20.6

Ulkemizdeki madde bagmllarinin profilini yansitan tablo 12
incelendiginde arastirmamizda bagimli grubundaki madde kullanan bireylerin
% 83,7'sinin erkek, % 83,7'sinin evli, % 42,3'Unun ilkokul mezunu, %
64,4'Unun Ozel sektorde calistigl, % 12,6’ sinin yalniz yasadigi ve % 82,1'inin
madde kullanimina arkadas etkisiyle basladigi gorilmektedir. Madde

kullanimina ortalama baslangi¢ yasi ise 18 olarak bulunmustur.

72




4.2. OPRM1 A118G gen polimorfizmi analizi sonuglari

izole edilen DNA’lar; OPRM1 genotiplemesi icin belirlenmis baz
dizisinin ¢ogaltilmasi amaci ile PCR’a uygulanmigs ve PCR JUrlnleri jele
yuklenerek elektroforeze tabi tutulmustur. Resim 1’de OPRM1 A118G’nin PCR
uygulamasi sonucunda elde edilen 193 bg¢ buyuklugindeki drunler

gorulmektedir.

Resim 1: OPRM1 A118G PCR uriinu

OPRM1 A118G genotipinin belirlenmesi amaciyla PCR UrUnleri
BstU1l restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Kesim sonucunda Urunlerin
Poliakrilamid jele yuklenmesiyle; yabanil genotipi (AA) icin 193 b¢’de tek band,
heterozigot genotipi (AG) icin 193 bg, 169 b¢ ve 24 bg‘de bandlar, mutant
genotipi (GG) i¢in 169 bc¢ ve 24 bg¢'de de bantlar izlenmigtir. Resim 2'de

restriksiyon enzimiyle olusan kesim Urunleri gérilmektedir.
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Resim 2: OPRM1 A118G’nin kesim Urinleri

Bagimh ve bagiml olmayan bireyler arasinda OPRM1 A118G
genotip ve alel frekanslarinin dagilimi yonunden istatistiksel olarak anlaml bir
fark gozlenmigtir (p=0,027, Tablo 13; p=0.040, Tablol4). Odd orani
hesaplamasinda ise risk oranlari sirasiyla 2,32 ve 2,07 olarak ¢ikmigtir. Bu
nedenle, G mutant aleline sahip olmak A aleline gore bagimhlik gelisimi
acisindan anlaml bir riske neden olmaktadir; bagska bir deyigsle AG ve GG
genotipine sahip olmanin  bagimliik gelisme riskini  artirmaktadir
(OR=2,32,Tablo 13; OR=2,07, Tablo 14).

Tablo 13: Bagimh ve kontrol grubunda OPRM1 A118G gen polimorfizminin

genotip sikhklarinin dagilhimi.

Genotip Kontrol Grubu Bagiml Grubu
n % n %

AA 69 90,4 70 68,0

AG+GG 14 16,9 33 32,0

x2=5,602; p=0,027; OR=2,32
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Tablo 14: Bagimh ve kontrol grubunda OPRM1 A118G gen polimorfizminin
alel sikliklarinin dagihmi

Alel Kontrol Grubu Bagimli Grubu

n % n %
A 152 91,8 173 83,9
G 14 8,4 33 16,1

p=0,040; OR=2,07

4.2.1. OPRM1 A118G gen Polimorfizmine gdre karakteristik
Ozellikler

Calismamizda madde bagimhsi bireylere uygulanan ankette
sorgulanan bazi bagimliik o6zellikleri ve degiskenleri ile idrar metabolit
seviyeleri genotiple karsilastiriimistir. Kargilagtirmalar yapilirken mutant (GG)
sayisinin kontrol grubunda sadece 1 olmasi ve bagiml grubunda olmamasi
nedeniyle heterozigot ve mutant sayilari bir arada degerlendiriimis tablolarda
da AA ve AG+GG olarak verilmistir.

Madde bagimlisi bireyler arasinda OPRM1 A118G polimorfizmi
ile kullanilan maddeler arasinda iligski olup olmadigi incelenmis ve odd orani
hesaplanmigtir. OPRM1 A118G polimorfizmi ile kullanilan hi¢bir madde
arasinda istatistiksel farklilik bulunamamigtir (Eroin, p=0,08114; Kokain,
p=0,484; Ectasy, p=0,877; LSD, p=0,193; Alkol, p=1,000; Ucucu Madde,
p=167; Diazem / Hipnotik, p=0,318; Esrar, p=1,000). Bununla beraber odds
oranlarina gore OPRM1 A118G polimorfizminin eroin, LSD, alkol, sedatif /
hipnotik ve esrar kullanimi riskini artirdigi gordlmustur. (Eroin, OR=2,217;
LSD, OR=2,360; Alkol, OR=1,011, Sedatif / Hipnotik, OR=6,623; Esrar,
OR=1,023). OPRM1 A118G polimorfizmi ile kulanilan madde turu arasindaki
iliskiye dair sonuclar Tablo 15,16,17,18,19,20,21,22 de gortulmektedir
(p>0,05).
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Tablo 15. OPRM1 A118G gen polimorfizminin eroin kullanimina etkisi(n:96).

Eroin Kullanimi Genotip
AA AG+GG
n % n %
Kullanmayan 42 64,6 14 45,2
Kullanan 23 35,4 17 54,8

x2=3,268; p=0,081: OR=2,217

Tablo 16: OPRM1 A118G gen polimorfizminin kokain kullanimina etkisi(n:96).

Kokain Kullanimi Genotip
AA AG+GG
n % n %
Kullanmayan 42 64,6 23 74,2
Kullanan 23 35,4 8 25,8

x2=0,881; p=0,484: OR=0,635

Tablo 17: OPRM1 A118G gen polimorfizminin ekstazi kullanimina etkisi(n:96).

Ectasy Genotip
Kullanimi AA AG+GG

n % n %
Kullanmayan 43 66,2 21 67,7
Kullanan 22 33,8 10 32,3

x2=0,024; p=0,877; OR=0,909

Tablo 18: OPRM1 A118G gen polimorfizminin LSD kullanimina etkisi(n:96).

LSD Kullanimi Genotip
AA AG+GG
n % n %
Kullanmayan 59 90,8 25 80,6
Kullanan 6 9,2 6 19,4

X2=1,967; p=0,193; OR=2,360
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Tablo 19: OPRM1 A118G gen polimorfizminin alkol kullanimina etkisi(n:96).

Alkol Kullanimi Genotip
AA AG+GG
n % n %
Kullanmayan 40 61,5 19 61,3
Kullanan 25 38,5 12 38,7

x2=0,001; p=1,000; OR=1,011

Tablo 20: OPRM1 A118G gen polimorfizminin ucucu madde kullanimina

etkisi(n:96).
Ucucu Madde Genotip
Kullanimi AA AG+GG
n % n %
Kullanmayan 37 56,9 21 67,7
Kullanan 28 44,1 10 32.2

x2=3,578; p=0,167

Tablo 21: OPRM1 A118G gen polimorfizminin sedatif/hiptonik kullanimina

etkisi(n:85).
Sedatif/Hiptonik Genotip
Kullanimi AA AG+GG

n % n %
Kullanmayan 58 100 26 96,3
Kullanan 0 0 1 3,7

x2=2,174; p=0,318: OR=6,623
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Tablo 22: OPRM1 A118G gen polimorfizminin esrar kullanimina etkisi(n:91).

. Esrar Genotip
Kullanimi AA AGIGG

n % n %
Kullanmayan 26 41,9 12 41,4
Kullanan 36 58,1 17 58,6

¥x2=0,003; p=1,000; OR=1,023

Semi kantitatif olarak calisilan amfetamin, barbiturat, ectasy,
kokain, esrar, etil alkol, benzodiazepin ve opiyatin idrar madde metabolit
dizeyleri ile genotip arasindaki iligkiye dair sonuglar Tablo 23 de
gorulmektedir. Sonuglarimiza gore yalnizca esrarin idrar metabolit dizeyi ile
genotipler arasinda istatistiksel farkliik saptanmistir (p<0,05). 13 hastanin
asin miktarda su igerek zorlu diirez yapmalari nedeniyle sonuglar gegersiz

kabul edilerek degerlendirmeye alinmamigtir.
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Tablo 23: OPRM1 A118G gen polimorfizmi ile kullanilan maddelerin idrar
metabolit seviyeler arasindaki iligki

Maddelerin Genotip n Ortalama | Std. U p
idrar Metabolit
. . Sapma

Seviyeleri

Ekstazi AA 68 108,09 89,98 | 905,500 |,375
AG+GG 30 209,40 654,18

Barbiturat AA 68 7,21 8,75 912,000 | ,361
AG+GG 30 17,37 55,46
AG+GG 30 40,30 66,89

Kokain AA 68 13,00 63,73 | 928,500 | ,457
AG+GG 30 20,73 82,05

Esrar AA 68 16,93 36,84 | 778,500 | ,021*
AG+GG 30 32,67 46,51

Benzodiazepin | AA 68 | 1800,71 2336,63 | 907,500 | ,376
AG+GG 30 |1946,43 2400,32

Etil Alkol AA 66 391,05 728,45 | 873,000 | ,651
AG+GG 28 439,46 823,95

Opiyat AA 68 316,21 710,23 | 920,500 | ,430
AG+GG 30 487,57 850,23

Bagimhilik grubunda ailede madde kullanan baska birey varligi
ile OPRM1 A118G polimorfizmi verileri kargilastinldiginda; genotip ile madde
kullanan bagka birey durumu arasinda istatistiksel farklilik saptanmamakla
beraber odd orani OPRM1 A118G polimorfizminin ailede bagka bireylerin de
madde kullanma riskini artirdigini géstermistir (p=0,141, OR=2,969, Tablo 24).
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Tablo 24: OPRM1 A118G gen polimorfizmi ile aillede madde kullanan baska

birey durumunun kargilastiriimasi.

Ailede Madde Genotip

Kullanan Baska AA AG+GG
Birey n % n %
Kullanmayan 57 93,4 24 82,8
Kullanan 4 6,6 5 17,2

x2=2,493; p=0,141; OR=2,969

Madde bagimlisi bireyler arasinda psikolojik rahatsizlik ve/veya
tedavi Oykusu olan bireylerin genotipleri kargilastinldiginda, sonuglar
istatistiksel olarak benzer bulunsa da odd orani OPRM1 A118G gen
polimorfizminin psikolojik rahatsizlik riskini artirdigini gostermistir (p=0,356
OR=1,606, Tablo 25).

Tablo 25. OPRM1 A118G gen polimorfizminin psikolojik hastaliklara etkisi

Psikolojik Genotip
Tani/Tedavi AA AG+GG

n % n %
Yok 42 67,7 17 56,7
Var 20 32,3 13 43,3
Toplam 62 100,0 30 100,0

x2=1,078; p=0,356 OR=1,606

Calismamizda ayrica madde bagimlilik gelisimindeki etkisine dair
raporlar nedeniyle, bagimhliktan Once sigara kullanan ve kullanmayan
bireylerdeki genotip dagilimi sorgulanmigtir. Tablo 26’ da goérinen sonugclar
dogrultusunda bagimh grubunda genotipe gbére madde kullanmaya
bagslamadan ©Once sigara tiryakiligi durumu ve sigara kullanma miktari

istatistiksel farkhlik géstermemistir (p>0,05; tablo 26, tablo 27 ).

80



Tablo 26.

OPRM1 A118G gen

baslamadan once sigara tiryakiligine etkisi.

polimorfizminin

madde kullanmaya

Madde Kullanmaya Genotip
Baslamaya Once Sigara AA AG+GG
Tiryakiligi n % n %
Kullanmayan 8 12,5 6 20,0
Kullanan 56 87,5 24 80,0

x2=0,906; p=0,341; OR=0,571

Tablo 27: OPRM1 A118G gen polimorfizminin sigara kullanma miktarina etkisi

Genotip n Ortalama Std. U p
Sapma
Sigara AA 54 1,36 ,67 642,000 | ,944
Kullanim AG+GG 24 1,33 ,62
Miktari
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5.TARTISMA

llag tanimina uyabilecek psikoaktif maddelerin, haz verici ve
odullendirici etkilerini duyumsamak veya yoklugundan kaynaklanabilecek
huzursuzluktan kagmak ya da kaginmak igcin maddeyi devamli olarak alma

arzusu madde bagimlihgi olarak tanimlanmaktadir *%°.

Madde kullaniminin tarihgesi 5000 yil 6ncesine, Mezopotamya
toprak yazitlarina dayanmaktadir ve opiyatlara dair en eski kayit M.O. 3400
yihna aittir. O tarihlerde esrar, kokain gibi diger uyaricilarin kullanimi da
dokumante edilmigtir. Madde kullanimi ile iligkili bozukluklarin dinyada ve
ulkemizde yayginligi giderek artmaktadir ve madde bagimhligr yasi 14’lu
yaslara kadar inmistir.  Uyusturucu bagimhhgr beynin tekrarlanan ilac
maruziyetlerine kademeli adaptasyonu ile olusan kronik ve tekrarlayici bir
hastaliktir. Madde kullanimindan kaynakh saglik sorunlarinin 6nemli olgctde
artmasiyla birlikte, madde kullanim bozuklugu ve tedavisinin onemi de o

derece artmistir 1°%.

Bagimlihk  beynin  yeme-icme, sekstel ve  agresif
davraniglarindan sorumlu en onemli fonksiyonel sistemi olan 6dul sisteminde
bozulmayla iligkilidir. Odil sisteminin néroanatomik lokalizasyonu nukleus
akumbes, amigdala ve mezolimbik yollari olusturan diger limbik yapilarla
ayrica mezokortikal dopamin yolu aracilidi ile 6n kortekse projeksiyon yapan;
dopaminerjik néronlari igeren ventral tegmental alandir. Odul sistemi 6fori,

keyif olugturan ve sik alindiginda bagimlihk yapan birgcok madde ile uyarilir
100,101

Hipokrat bireylerin arasinda buyulk bir fark oldugunu belirtmigtir.
Onun go6zleminin gergekliligine ragmen sonraki iki bin yil iginde cilt tonu veya
sa¢ rengi gibi hastalarin dis ozellikleriyle degisen ila¢ tepkilerinin farklihgina
dair nadiren ¢ikan arastirmalar disinda bu gdézlemin Uzerinde durulmamistir.
Vicudumuzda 75 trilyon hdcre vardir. Her hicre g¢ekirdeginde ise insanin
fiziksel ve saglik durumunu belirleyen kromozomlar, kromozomlarda da 3.2

milyar yapitagi (ATCG) ihtiva eden DNA molekulu vardir. Buna genetik sifre
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denir. Uzerindeki yapitasi gruplagarak 25.000 civarinda geni meydana getirir
102,103

Bir populasyonda genetik olarak belirlenmis farkli alellere bagh
olarak iki veya daha cok alternatif fenotipin goértlmesi olarak tanimlanan gen
polimorfizmleri genomik DNA'nin bir poptlasyonun normal bireyleri arasinda
farkhlik goOsterdigi tek baz-cifti  degisiklikleridir. Gen  polimorfizmleri
popillasyonda yaygin goruldr, etnik ve cografi farkhliklar gosterirler. Bircok
durumda, hiicre metabolizmasi i¢in 6nemli olan yolaklarda (DNA tamiri, hiicre
dongusu kontrold, sinyal iletimi vb.) rol alan genlerin kritik pozisyonlarinda yer
alirlar. Bazi durumda genin kodladigi proteinin fonksiyonu ya da enzim
aktivitesi bu degisikliklerden 6nemli dlcide etkilenebilir. Hiicre metabolizmasi
icin  kritik ©nem tasiyan proteinlerin fonksiyonunun bozulmasi cesitli

hastaliklara yol agmakta veya bazi hastaliklar igin riski artirmaktadr 931%%

L opiyat reseptoru cgesitli endojen opiyatlarin digsinda morfin,
fentanil ve benzeri ilaglarin baslica hedefidir ve uyariimasi farkl fizyolojik
etkiler olusturur. p opiyat reseptorinin hizli aktivasyonu o6forik etkiyle
sonuglanarak beyin odul sistemini aktive ettigi gosterilmistir. Opiyatlarin
mezokortikolimbik beyin devrelerini aktive etmesi GABA igeren ara noronlari
inaktive etmekte, bu da dopaminerjik néronlarin aktivasyonuna neden olarak
motivasyon uyarilarina pekistirici etki yapmaktadir. Yapilan c¢aligsmalarda,
morfinin analjezik ve bagimllik yapici 6zelliklerinin opiyat reseptdrinden
yoksun mutant farelerde ortadan kalkmasi, u reseptérlerinin tedavi edici ve
zararl etkilerine aracilik ettigini acikca gdstermistir'®>*°® Eroinin baslica etki
alani da p opiyat reseptorleridir. Mutant L opiyat reseptoriine sahip farelerde
alkol, esrar ve nikotinin pekistirici O0zellikleri de kaybolmaktadir. Bu da, bu
ajanlarin kendilerinin de, u reseptorlerini aktive etmek icin kendi reseptorleri
araciligi ile (alkol ve nikotin icin GABA ve NMDA reseptorleri, THC icin CB1
reseptorleri) endojen opiyat peptidleri salinimini sagladigini géstermektedir.
Dolayisi ile alkol, esrar ve nikotin gibi diger maddeler farkl reseptorlerden etki

etse de, bu maddelerin etkileri de OPRM1 reseptériinden etkilemektedir %78,
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Bireylerin opiyatlare gosterdikleri hassasiyetin  degistigini
gosteren klinik g6zlemler oncelikle bu degisimin genel olarak farmakokinetik
ve farmakodinamik degisimler sonucu olduguna dayanmistir. Daha sonra
opiyatlarin farmakokinetigindeki primer hedefin p reseptér proteini ve
genindeki potansiyel degiskenlik oldugu ortaya konmus ve OPRM1 geninde
spesifik olarak polimorfizmlerin bagimlilik ile iligkisi tespit edilmigstir. OPRM1
geninin promotor, ekzon ve intronlarinda p opiyat reseptorinde bagimlilik
gelismesinde ve diger opiyat etkilerinde primer etkili aday olabilecek cesitli
varyantlar tanimlanmakla beraber sadece 5 tanesinin alel frekansi en az % 5
olarak bulunustur. %5 orani OPRML1 polimorfizminin opiyatlarin terapotik
kullaniminda énemli olmasi icin gerekli orandir °*1° Ekstraselliler alanda, N-
bagdl glikozilasyon’u kaldiran  non-sinonim varyant rs1799971 (A118G,
Asn40Asp, ekson 1) polimorfizmi hicresel ve klinik arastirmalarda en c¢ok
cahisilan OPRM1 polimorfizmidir. A118G TNP de, ekson 1 de adenin yerine
guanin gecmesi opiyat reseptérin aktivitesini degistirmektedir. Asp40 varyant
reseptorin (118G) B_endorfin baglamada ve reseptor aktivitesinde daha guglu
oldugu gésterilmistir **'*2 Baska bir deyisle, bu reseptér geninin A118G
pozisyonundaki polimorfizmi opiyat ligandlara baglanma yeteneginde
degisikliklere neden olur '3 OPRM1 genindeki A118G polimorfizmi
disindaki diger TNP’lerin (G172T, C17T, CIVS2-691G, G31A) ya alel
frekanslari daha dusuktur ya da fonksiyonel etkilerine dair gok zayif deliller
vardir, biz de bu nedenle arastirmamizda Turk popilasyonunda madde

bagimlihdi ve polimorfizim iligkisini arastirirken A118G polimorfizmini ¢galistik.

Opiyatlarin  fiziksel bagimlihk, yoksunluk ve bagimhlik
konusunda uzun vadeli etkilerininin molekiler mekanizmalarina anlatan
calismalar morfin veya opiyatlarin yabanil OPRM1 genotipe sahip gruplar
Uzerinde yapilan galismalara dayanmaktadir. A118G polimorfizminin morfin,
fentanil ve M6G’nin klinik etkisiyle, morfin ve M6G’nin miyozis yapma etkisini
azalttigr rapor edilmistir. Ayrica, opiyat reseptoru bagimli hastalarda

hipotalamus-hipofiz-(HPA) adrenal eksendeki stres cevabinin degistigi

saptanmis ve 118G aleli ile saglhkl kisilerde kortizol bazal dizeyinde artis ve
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opiyat reseptorun naloksan ile blokaji ile daha ylksek kortizol seviyesi
bulunmustur. Opiyatlarin klinik etkilerinden sorumlu olabilecek bu etkinin
populasyona spesifik oldugu dusinulmektedir zira bu etki Avrupali ve

Amerikalilarda gériilmus ancak Asyalilarda gorilmemigtirt®®10-111,

Ayrica, A118G polimorfizminin fonksiyonel etkileri, yabanil tip
veya mutant hOPRM1 izoformlari ile Neuro 2A hicre serilerinde incelenmistir
ve invitro OPRM1 hucre kulturunde A118G uyusturucu ve alkol bagimlihgr igin
onemli bir risk faktori olarak bulunmustur **2.  Oslin ve arkadaslari, eroin
bagimlilarindaki bozulmusg striatal opiyat néropeptid sistemini Asp40 aleli ile

iliskili bulmuslardir %3,

Drakenberg, hicre kaltara kullanarak yaptigi in vitro
calismalarda b-endorfine baglanma affinitesindeki U¢ kat artis nedeniyle, b-
endorfinin Asp40 tarafindan kodlanan varyant reseptdrleri iceren hicrelerdeki
G-protein igeren potasyum iyon kanallarinda daha fazla aktivasyona neden

oldugunu gostermistir 4.

Ancak Bond ve Beyer’in daha sonraki ¢alismalari
bu verileri desteklememistir **>*® Ayrica bir veya iki kopya Asp40 aleli olan
alkolli hastalar opiyat antagonisti naltrekson ile tedavi sirasinda Asn40
homozigot alleli ile karsilastirildiinda daha iyi klinik sonuglar gosterdikleri

rapor edilmigtir.

Madde bagimhhigi ve genetikle ilgili bu bilgiler dogrultusunda
Turk populasyonunda en sik rastlanan OPRML1 polimorfizm sikligini belirleme
ve bagimlilik gelisimi ve klinigi ile aday gen polimorfizmi arasinda bir baglanti

olup olmadigini arastirmak amaciyla galismamiz planlanmigtir.

Calismamizda gergeklesen birinci amac¢ Turk populasyonunda

A118G alel dagihmini gostermigtir. Literatirde G118 alelinin  Turk
populasyonun dahil oldugu Beyaz Avrupa irkinda sikligi %11.5 olarak
verilmektedir. Homozigot sikligi %2 ve heterozigot sikligi %20’ dir. Calismamiz
A118G polimorfizmiyle ilgili Tiark populasyonundaki sikhgini arastiran ilk
calismadir ve madde bagimhisi olmayan saglikli kontrol grubundaki A118G
polimorfizm sikligi ¢calismamizda % 8.4 olarak bulunmustur. Avrupa irkinda
yapilan ¢alsmalarda, Nikolov A118G polimorfizmini Bulgar populasyonunda %
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13.8 ve roman popiilasyonunda ise % 20.2 olarak belirlemistir % G alel
frekansi bagimh olmayan grupta; Bart tarafindan, isve¢ popiilasyonunda %
7.4, Sander tarafindan Alman irkinda % 7.8 olarak saptanmistir'?®. Bizim
calismamizda Turk populasyonunda belirledigimiz G alel frekansi, Beyaz
Avrupa irkinda yapilan calismalarla karsilastirildiginda isve¢ ve Almanya
popullasyonuna gore daha sik; Bulgaristan Beyaz Avrupa ve Bulgaristan'da
yasayan Roman populasyonlarina gore ise daha dusuk olarak saptanmstir.
Literatirde, Asyada vyapillan c¢alismalarda da A118G polimorfizmi Hint
populasyonunda Malezya, Tayvan, Kore ve Japonlara gore dusuk
bulunmustur. Birbirine benzer populasyonlardaki bu farklihgin farkh cografik

yerlesim ve popiilasyonun yasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir*?®

Calismamizin  ikinci amaci OPRM1 genindeki A118G
polimorfizmi ile bagimlilik arasindaki iligkiyi arastirmakti. OPRM1 geninin exon
1 bdlgesindeki A118G polimorfzimi ile madde bagimlihdi arasindaki iligkiyi
arastiran farkl populasyonlardaki simdiye kadar yapilan ¢ok sayidaki ¢calisma

ya iliski gbsterememis veya tartismali sonuglar yayinlamistir *’

_ Bir grup
calisma A118G TNP ile opiyat ve diger maddelere kargi bagimlilik gelismesi
arasinda pozitif iliski bulurken farkl populasyonlarda yapilan bazi grup
calismalar ise negatif iliski bulmustur. Ornegin, isve¢ popilasyonunda Bart'in
iki ve Drakenberg’in bir calismasi ile Cin popullasyonunda Szeto’nun yaptigi
bagka bir calismada hem opiyat ve hem alkol bagimliligi ile A118G arasinda

anlamh bir iligki oldugu 117,118,119,

saptanmigken, Crowley ve arkadaslarinin
yaptigi calismalarda Afrika kokenli Amerikan ve Avrupa kokenli Amerikan
opiyat bagimlilarinda OPRML1 polimorfizmi ile madde bagimhhg: arasinda bir
iliski gorilmemistir **°. Nikoliv’de galismasinda Afroamerikan, Kafkasyali, Cinli
ve beyaz Amerikali populasyonlarda yapiimis calismalarla uyumlu olarak
Al118G polimorfizminin dogrudan eroin badimlihg: ile iligkili olmadigini
bulmustur *** Tim etnik gruplarin kombine edildigi, bagimli ve bagimii
olmayanlarin karsilastirildigi c¢alismalarda istatistiksel olarak alel frekansi
agisindan anlamli  bir fark bulunmamistir. Benzer sekilde Bergen’' in
calismasinda da G alelinin bagimlilikla iliskisi gérilmemistir *2%. Bu tartismali
sonuglar genetik heterojenite ve farkhlik ile metotlardaki farklliklardan
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olabilecegi gibi farkli populasyonlardaki c¢evresel ya da sosyal faktorler
nedeniyle de olabilir. Nitekim alkol bagimliligi ile polimorfizm arasindaki
iliskiyi arastiran ve Kore’de farkli arastirmaci gruplar tarafindan yapilarak ayni
yil icinde yayinlanan iki galigsmada farkh sonuglar elde edilmistir. Kim ve
arkadaslarn bir ¢alismalarinda A118G alelini bagimlilik riskini artiran faktor
olarak bulurken diger ¢alismalarinda cinsiyet farkliliklarinin etkisini digladiklari

123124 " ispanyollar arasinda

zaman koruyucu olarak degerlendirmiglerdir
yapilan bir calismada da A118G’nin varyant aleli opiyat bagiml olmayanlarda
badimlilara gdére anlamh 0&l¢lide yuksek bulunmustur. Bu c¢alismada da
A118G’nin bagimhhga karsi koruyucu oldugu gorulmektedir. Ancak, bu bulgu

popilasyonlarin karismis olmasi ile aciklanmistir *2°.

OPRM1 A118G polimorfizminin bagimhlikla iligkisini arastiran
calismalara baktigimizda kucik ve homojen gruplarda G alel frekansinin
yiksek ciktigini gériyoruz. Ornegin Bart isve¢ toplumunda yaptigi kiigiik ve
homojen bir grup Uzerindeki arastirmada G alelinin frekansini %65 olarak
bulmustur, bu yiiksek frekans ayni zamanda isve¢ popiilasyonunun yiiksek
doz eroine yatkinhigini gdstermistir *'*  OPRM1 A118G alelinin Hintlilerde
diger Asya popiilasyonuna gore yiiksek oldugu bulunmustur'?®®. Ayrica, Cin
nifusunda yapilan galismalar A118G TNP’in eroin bagimliigini tek basina
etkilemedigini, ancak onemli bir risk faktéri olabilecegini ve baska diger
TNP’lerle birlikte etkili oldugunu ileri siirmiglerdir. Ornegin, Cin niifusunun
orneklerinde intron 2 TNP hOPRML1 gen, yani. IVS2 + 31GA veya C1031G

eroin bagimhligr ile iligkili bulunmustur 27128

Arias 2006 yilinda A118G polimorfizmi ile yapilan ¢alismalari
meta analize tabi tuttugu makalesinde popilasyonlari Avrupa (isveg,
Finlandiya, Almanya), veya Avrupali-Amerikan, Afroamerikan, Asya(Kore,
Tayvan, Japonya, Cin, Hindistan, Malezya) ve diger (Hinduamerikan ve
ispanyol- Amerikan ) olmak iizere 4 grup altinda toplamistir. Meta analizinde

A118G polimorfizmi ile bagimlilik arasinda iligki olmadigi sonucuna ulagmistir.
129.
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Bizim calismamizda ise OPRM1 A118G gen polimorfizmi sikhgi
kontrol grubuna gore daha yaygin bulunmustur. Madde bagimhsi Turk
populasyonundaki % 16,1 G alel frekansi kontrol grubu sonuclariyla paralel
olarak isve¢ (%15,5) ve Almanya (%10,7) popllasyonuna gére daha sik;
Bulgaristan’da yagsayan Roman (%24,5) populasyonuna gore ise daha dusuk

olarak saptanmstir 121:126:125.

Kontrol grubu alel frekansinin aksine,
calismamizdaki bagimli grup G alel sikligi Bulgaristan (%14,2) populasyonuna
gbre de daha sik olarak degerlendiriimistir. Bagimli hastalarimizdaki
istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek olan G aleli, Nishizawa ve
arkadaslan tarafindan Japon populasyonunda yapilan ve A118G plimorfizmi
ile bagimhlik gelismesi arasinda pozitif iliskinin rapor edildigi calismada
yapilan yorumla benzer sekilde; bagimlilik gelismesinde beyin 6dul sisteminin
G aleline sahip bireylerde p opiyat reseptér ile daha kuvvetli olusturdugu
baglardan oOturu daha fazla aktivite gostermesinin bagimliliga yatkinlik

olusturabilecegini gdstermistir *°.

Calismamizda madde bagimhliginin  derecesi konusunda
kantitatif bir kriter olan kullanilan maddelerin idrar metabolit seviyelerini
genotip ile karsilastirdigimizda esrarin idrar metabolit seviyesinin istatistiksel
olarak anlamli derecede polimorfik grupta yuksek bulunmasi, diger
maddelerin idrar metabolitlerinin de istatistiksel olarak anlamli olmasa da
polimorfizm olan grupta daha yiksek bulunmasi bagimlilik derecesiyle A118G
polimorfizmi arasinda iliski oldugunu dusundurtmuastir. Bagimhhk ve
polimorfizm iligkisini arastiran calismalarda madde kan dizeyi veya idrar
metabolit seviyesini inceleyen g¢aligmalara rastlanmamasi bu bulgumuzu

literattr ile karsilagtirmamiza olanak saglamamistir.

OPRM1 sadece opiyat degil bagimlilik yapan alkol, nikotin, esrar
gibi farkli reseptorler araciligi ile etkilerini gergeklestiren diger maddeleri de
etkilemektedir. Literatirde inceledigimiz ¢alismalardan Bart, Bergen, Bond,
Kim ve Tan bagimhlik yapan maddelerin her biriyle ayri ¢aligmalar yaparken;

Gelernter, Hoehe ve luo ise birden fazla maddeyi kullanan bireyler tzerinde
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calisma yapmiglardir 8/88112117.122.131 'Bizqe farkli maddeleri kullanan bireylerle
yaptigimiz calismada s0z konusu caligmalara ilaveten genotipi kullanilan
maddeler ile karsilastirdik. Calismamiza katilan bireylerin kullandiklari 8 farkli
bagdimliik yapan maddenin kullanimini ayri ayri genotiple karsilastirdigimiz
sonuglarimiza gore ekstazi ve kokain diginda bagimhlik yapan maddelerin
kullanimini  OPRM1 polimorfizminin artirdigini  gézlemledik ancak bu
maddelerle ilgili verilerimizi literatirde karsilastirabilecedimiz birebir benzer bir
yayin bulunamamistir. Sadece opiyat ve alkol kullanimina ait verilerimizi,
bagdimli bireylerin kullandiklari farkli maddelerle genotip arasindaki iligkiyi
arastiran Deb ve arkadaslarinin calismasiyla karsilastirdik *** Sonuglarimizin,
odd oranina goére, OPRM1 A118G gen polimorfizminin alkol ve opiyat
bagimhligi riskini artirdigi rapor eden Deb ve arkadaslarinin sonuglariyla

uyumlu oldugunu gorduk.

OPRM1 genindeki A118G polimorfizminin bagimlilikla iligkisini
arastiran galismalara baktigimizda genellikle sadece genotipleme icerdiklerini
ve bagimhhgin klinik degiskenlerini incelemediklerini gortyoruz.  Ancak
calismalar gen-cevre etkilesimi dogrultusunda genotipin bireylerin sosyal
secimleri ve davranigsal durumlarina da aracilik ettigini gostermistir. Ayrica,
bagimlihdin gelismesinde genetik, cevresel ve sosyal faktorlerin direk
norobiyolojik fizyolojik sonuglari etkiledigi, bagimhhgin davranigsal etkilerle
iligkili oldugu ve A118 G geninin bazi psikolojik rahatsizliklarda da arastirildigi

bilinmektedir 13213

Bu nedenle biz calismamizda A118G polimorfizmi ile
bagimliida vyatkinlik olusturan ve bagmlihk gelismesinde roli oldugu
dusundlen faktorlerin bir arada olup olmadigini arastirdik. Bu konuyu
arastirirken hipotezimiz A118G polimorfizminin bagimliliga yatkinlik olusturan

diger faktorleri de etkileyerek bagimlilik gelismesine katkida bulunabilecegi idi.

Bu amacla bagimlilik gelismesinde genetik etkiyle ilgili olabilecek
ailede baska madde kullanan bireylerle OPRM1 polimorfizmi arsindaki iligkiyi
arastirdik ve odd oranina gére OPRM1 polimorfizminin birinci derece

yakinlarinin madde kullanma riskini de artirdigi sonucuna ulastik.
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Endojen opiyat sistemi 6dul sistemindeki yeri nedeniyle basta
beslenme olmak Uzere 0Odul sisteminin aracilik ettigi bircok davranista da
anksiyete ile iligkili depresyon gibi psikiyatrik patolojilerde de etkili oldugu rapor
edilmektedir *****> Bu nedenle OPRM1 polimorfizminin etkisinin olabilecegi
dolayisi ile bagimhlik gelisiminde olasi rolu nedeniyle bireylerin psikolojik
rahatsizliklarinin olup olmadigi veya bu nedenle tedavi alip almadiklarini
arastirdigimiz  bolimde sonuglarimiz; OPRM1 polimorfizminin  etkisinin
psikolojik rahatsizligi olan ve tedavi gdren grupta daha sik gorilmese de

hesaplanan odd oranina gore bagimlilik riskini artirdigini ortaya koymustur.

Bagimlihk gelisimiyle ilgili bir baska faktor madde kullanmaya
baslamadan Once sigara aligkanhigidir. Sigara kullanimi ile madde kullanimi
arasindaki baglantiya dair Lai ve arkadaslann 2000 yilinda yaptiklari bir
calismada sigara kullanimi ile madde kullanimi arasinda yakin bir baglanti
oldugunu gdstermislerdir **® Calismamizda madde bagimliigi gelismesinden
once sigara kullanan ve kullanmayanlar arasinda A118G polimorfizmi
acisindan fark olmamakla beraber odd oranina gore madde kullanimina gegisi
baslatabilecegi ve bagmliik gelismesini etkileyecek sekilde madde
kullanmaya baslamadan &nce sigara tiryakiligi oldugu gézlenmistir .
Calismamizda inceledigimiz sigara kullanma miktari ile A118G polimorfizmi

arasinda ise bir iligki saptamadik.

Bagimlik gelismesiyle ilgili gen tarama ve birden fazla genin
etkilesimine dair calismalar devam etmektedir. Son zamanlarda yiksek
yogunluklu mikroarray teknolojisindeki gelismelerden sonra tek kigide birgok
muhtemel gen ayni anda calisilabilmektedir. Affymetrix 10 K Gene chip
kullanilarak yapilan bir ¢alismada eroin gelisimine neden olabilecek 10.000
varyant kullanilmis ve p reseptérini kodlayan 3 gen tanimlamistir. Bunlar
MGIuR6 ve mGIuR8 metabotropic reseptérleri, NR4A2 nikleer reseptorl ve
cryptochrome 1 reseptorleridir.  Birden fazla genin calisildigi bagka bir
calismada Avrupa irkinda 130 aday genin 1350 varyanti ¢alisiimis ve 6 gende
9 varyant anlamli bulunmustur. Bu varyantlar p (OPRM1), kapa (OPRMK1),
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delta (OPRD1), néropeptid galanin (GAL), serotonin 3B alt grubu (HTR3B) ve
kazein kinaz 1 izoform epsilon (CSNK1E)' dir *°. Bir baska opiyat reseptorii
olan kapa reseptori dopaminerjik cesitli bolgelerinde lokalizedir ve
mezolimbik-mezokortikal nigrostriatal sistemlerde opiyat, kokain ve 6zellikle
ilaglara bagh dopaminerjik sistem 6dul modulasyonunda 6nemli bir rol oynar.
OPRK1 geni 8gl11.2.187 kromozom Uzerinde bulunur. OPRK1 geninin
alkolizmle ilgili olduguna dair ¢alismalar vardir. Eroin bagimligina etkisinin
gosterildigi  kromozom bolgeleri ise 4. Kromozomda D4S1644 ve 17.
Kromozomda D17S785 bolgeleridir *°.

Genetik polimorfizm c¢alismalari bireylerin hastaliklara ve
ksenobiyotiklere olan duyarliliklarini ve tedaviye yanitlarinda bireyselligin
degerlendiriimesini  saglamaktadir. Son yillarda riskli  genotiplerin
kombinasyonlarinin incelenmesi, hastaliklara ve ilag tedavilerine duyarhhigin
belirlenmesinde 6nemli hale gelmistir. Bu nedenle gen-gen etkilesimlerinin,
cesitli hastaliklar ve duyarliliklar agisindan degerlendiriimesi mumkin
olmaktadir. Madde bagimhligindan sorumlu aday gen bulma c¢alismalari
gercevesinde; bizde madde bagimlihgr gelismesiyle ilgili bir tek OPRM1
polimorfizmini inceledigimiz ¢calismamizdan sonra, ayni bireylerin DNA larinda

konuyla ilgili aday diger polimorfizimleri calismayi planliyoruz.

Sonu¢ olarak, OPRM1 genindeki A118G polimorfizmini
inceleyen calismamizda elde ettigimiz alel ve genotip sikliklari Beyaz Avrupa
irkindakiler ile benzer olarak saptanmigtir. Ayrica, c¢alismamiza goére, Turk
toplumunda 118 polimorfizminin madde bagimlihgi arasinda bir iligki oldugu
gorulmektedir. Bununla beraber, madde bagimhgi patofizyolojisini etkileyen
bagka farkli genlerinde bulunmasi nedeniyle farkli polimorfizim ve polimorfizim
kombinasyonlarinin da c¢alisiimasi gerektigini bu sekilde bagimli hastalarin

kliniginde onemli gelismeler saglanabilecegini duginmekteyiz.
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6. SONUC

Bagimlihk santral sinir sisteminin relapslarla karakterize kronik
bir hastaligidir ve patofizyolojisinde beyin 6dul devreleri ile genis sinir agi
icerisinde birgcok nérotransmitter sistem mevcuttur. Bagimhlik yapan maddeler
beyindeki ventral tegmental alan, nukleus akumbens, amigdla ve prefrontal
korteksten olugsan dogal mezokortikolimbik dopamin sistemini iceren 6dul
devrelerini etkiler. Bagimhlik yapan maddeler opiyat peptidleri araciligi ile
dogrudan ya da dolayll bu sistemi aktive ederek dopamini artirir. Opiyat
peptidlere dair bireysel farklihklar OPRM1 genindeki genetik varyasyonlara
atfedilmektedir Asp40 varyant reseptor (1183} -endorphin baglamada ve
reseptor aktivitesinde daha gugli oldugu gdsterilmistir. Bu allelin opiyat
reseptor blokaji ile tetiklenen degismis hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen
aktivasyonu iligkili oldugu, alkol yoksunlugu sirasinda daha fazla dopaminerjik
etkinlik gosterdigi, morfin-6-glukuronid gibi opiyat agonistlerine karsi azalmis

pupiller yanitlarla iligkili oldugu rapor edilmistir

Calismamizda, madde bagimlisi hasta grubunda, OPRM1
A118G genotiplerini belirleyerek, Turk toplumundaki dagilimini diger
populasyonlardaki dagiimlarla karsilastirip bagimhlik degigskenlerinin riskli

genotiplerden etkilenip etkilenmedigini inceledik.

Al118G genotip sikhgr calismamizda hastalarin % 68'i AA
(yabanil) ve % 32'i AG (heterozigot) olarak tanimlanmistir. G alel sikligi %
16,1, A alel sikhgr % 8,4 olarak hesaplanmistir. Bu durumda Beyaz Avrupa
irkindaki diger c¢alismalarla kiyaslandiginda genotip dagihimlarinin benzer
oldugu goézlenmisgtir.

Calismamizin sonuglari OPRM1 A118G genetik polimorfizmiyle
bagimlilik gelismesi arasinda bir iliski olabilecegin gostermigtir. Calismamiz
bu konuda Turkiye’de yapilan ilk ¢alisma oldugundan ayrica 6nemlidir. Son
zamanlarda bagimlik gelismesiyle ilgili gen tarama ve birden fazla genin
etkilesimine dair galigsmalar dogrultusunda farkli reseptér genlerin bir arada
arastirilmasi da ilerideki calismalarin hedefi olarak dasunulebilir.
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7.0ZET

OPiYAT RESEPTOR POLIMORFiZMi iLE MADDE
BAGIMLILIGI iLISKIiSiNIN ARASTIRILMASI

Opiyat ve psikostimulanlarin bagimhhgr kronik, tekrarlayici bir
beyin hastaligidir ve tedavi edilmezse 6nemli sosyal, tibbi ve ekonomik
sorunlara neden olabilir. Cevresel faktorlerin yani sira, genetik yapi madde
bagimlihdina yatkinlikta 6nemli rol oynar. Madde bagimliigin da bireysel
farkhliklar (baglama, bagimlilik gelismesi ve yoksunluk gibi) yeni tedavi ve
Onleme yaklasimlarini saglayacak bilgiler verebilir. Morfin etkisine pu opiyat
reseptori aracilik eder ve A118G polimorfizmi opiyat bagimlhihginda aday
gendir. Calismamizin amaci | opiyat reseptdér geninin (OPRM1) Turk

populasyonunda bagimlilikla iligkisini arastirmaktir.

Bu amacla 103 bagimh ¢alismaya dahil edildi. Benzer demografik
verilere sahip 83 saglikli bireyden kontrol grubu olusturuldu. Tum hastalara
DSM-1V kriterlerine gore tani konuldu. Demografik verileri ve madde kullanim
oykusund almak icin bireylere anket uygulandi. Calismaya dahil edilen
bireylerden kan ornekleri alinarak OPRM1 polimorfizmi igin TNP genotip
bakildi.

Calismamizda, bagimli grubunda G aleli % 16,1 iken kontrol
grubunda % 8,6 olarak bulundu. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamhidir.

Sonuc¢ olarak; OPRM1 A118G gen polimorfizmi ile bagimlihk
gelismesi arasinda bir iliski saptanmis olmakla beraber, klinik uygulamalarda
yol gdstermesi acisindan farkh polimorfizmlerin kombine edildigi farkl

¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Polimorfizm, OPRM1, Madde Bagimlihgi
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8. SUMMARY

EFFECT OF p OPIATE RECEPTOR GENE POLYMORPHISMS ON
ADDICTION

Addiction to opiates and illicit use of psychostimulants is a
chronic, relapsing brain disease that, if left untreated, can cause major
medical, social, and economic problems. In addition to environmental factors,
genetic background plays an important role in the susceptibility toward drugs
of abuse. Inter-individual differences underlying drug abuse (such as initiation,
addiction, and abstinence) would provide information that might lead to novel
treatment and prevention approaches.The opiate receptor mediates the action
of morphin and the A118G polymorphism is candidate gene for studies of
opiate dependence.The aim of our study was to examine whether p-opiate
receptor gene (OPRM1) polymorphism was associated with substance

dependence in Turkish population.

103 addicts were included in the study to evaluate the
association of variants with addiction. 83 healthy volunteers with similar
demographic features were included as a control group. Subjects were
conformed to the criteria for opiate dependency as defined by DSM-IV.
Demographic questionnaire and drug -taking history questionnaire was
employed to collect information. Blood samples were collected and TNP
genotyping was done for OPRML1 genetic polymorphisms

The G allele in Addiction Group was 16,1% and 8,4 % in
Control Group. The difference between groups is significant.

In conclusion, there was a significant association between
OPRM1 A118G gene polimorphisms and addicton. However, further studies
with combination of several TNP are required for clinical managemet of

addicted patients.

Key words: Polymorphism, OPRM1, Addiction
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ANKET FORMU

2.Dogum Yeri.............

3.Cinsiyet: 1.( )Kadin 2. () Erkek
4Boy......cceeKiloa

5.Medeni durum

()Bekar () Evli () Ayri yasiyor () Bosanmis () Beraber yasiyor
6. Egitim dlzeyi

() ikégretim () Lise () Universite () Lisans Ustii () Doktora

8. Yasama sekKli

() Ailesi hayatta ve ailesi ile yasiyor () Ailesi hayatta ama yalniz
yaslyor

() Ailesi hayatta degil

12.Kullanilan maddeler ve kullanma sureleri.................

13. Baslama Yasi......

14. Baslama nedeni

() Merak () Arkadas etkisi () Ailesel problemler () Ekonomik sikint
15.Ailede madde kullanan bagka birey varligi

()Yok ()Var Yakmhgi.........

16. Madde kullanmaya baslamadan énce sigara tiryakiligi

() Hayir ()Evet......... paket/gun

17. Bilinen fiziksel yada psikolojik rahatsizliginiz var mi?

() Hayir ()Evet

18. Eger cevabiniz evet ise rahatsiziginizin tanisi ve aldiginiz
tedavi?......cccoviiiiiiein

19. Bilinen genetik bir hastaliginiz varmi?

20. Eger cevabiniz evet ise rahatsizliginizin tanisi?
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BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Bu arastirmanin amaci madde bagimhiligi ve genetik yatkinlk
arasindaki iligkiyi arastirmaktir.

1. Calismanin Amaci Ve Arka Plan:

insan viicudunun en kiiglik yapi tasi DNA adini almaktadir.
insan DNA'sinin yaklasik % 99.9'u iki insan arasinda aynidir ve insanlardaki
genetik cesitlilik DNA zincirindeki kuguk farklardan kaynaklanmaktadir. Bu
farklar fizyolojik, tedaviye cevap, ilaglara karsi yan etki, infeksiyonlara
yatkinhk, kansere vyatkinlik ve Kkisilik Ozellikleri gibi genetik farkhhklar
olusturmaktadir.

Bu arastirmada da ulkemizde giderek buylyen sosyal bir
problem olan madde bagimliiginin opiyat reseptor polimorfizmi ile iligkisi olup
olmadiginin arastirilarak sonuglarinin bu toplumsal probleme sk tutmasi
amaclanmaktadir.

Bu olur formu calisma hakkinda size ayrintili  bilgi
vermektedir. Calisma size anlatildiktan sonra eger katilmak istiyorsaniz bu
formu imzalamaniz istenecektir.

2. Calismanin isleyisi (Prosediirler):

Bu calisma kapsaminda, c¢alismayi katilmayi kabul etmeniz
halinde tibbi 6zge¢misiniz ve kisisel ozelliklerinizle ilgili bir anket formu nu
doldurmanizi takiben, sizden 10 cc kan alinacaktir. Kan alinma islemi, uzman
hemsgire tarafindan gergeklestirilecektir. Uygun kolunuza turnike baglanacak
ve ygun damarinizdan kan alinacaktir. Kan alma islemi vacutainer adini
verdigimiz ve tim kan alinan hastalara uygulanan bir sistem ile olacaktir. Bu
sirada sadece ignenin damara girdigi anda hafif bir aci hissedeceksiniz. Ayrica
igne damardan c¢ikarildiktan sonra hemsgirenin tavsiyesi dogrultusunda
parmaginizin 2-3 dakika kan alinan damar Uzerine basarak kanamanin devam
etmesini ve kolunuzun morarmasini da onlemis olacaksiniz.

Ankette vereceginiz cevaplar gizli tutulacaktir ve sadece bilimsel
amagclarla kullanilacaktir. Calismaya katilmaktan herhangi asamada

vazgecmeniz halinde verileriniz kullaniimayacaktir.

111



Calismaya katilmaniz durumu nda ankette cevaplarinizi ilgili
bolume (x) isareti koyarak belirtiniz. Tim sorularn cevaplandirmaniz,
arastirmanin beklenen amaglarina ulagsmasi icin dnemlidir.

3.Potansiyel Riskler Ve Rahatsizliklar:

Kan alma iglemi sirasinda bas donmesi, goz kararmasi, halsizlik,
terleme veya bulanti gibi sikayetleriniz olabilir. Bu sikayetler gegici olup kan
alma islemi sonrasi hemen ayaga kalkmayip 5-10dakika dinlenme ile
gececektir. Kan alinmasinin yan etkisi en fazla damarin patlamasi durumu nda
morarma olup birka¢ gun iginde kaybolacaktir.

4. Potansiyel Yararlar:

Bu calisma Ulkemizde madde bagimliigina etnik ve genetik
yakinligimiz olup olmadidini ortaya c¢ikaracaktir. Calisma sonuglari ilerde
genetik yatkinlik saptanan bireylerin madde bagimhsi olmalarini dnlemede
yada madde bagimlilarina yonelik genetik tedavilerin gelistiriimesinde faydall
olabilecektir.

5. Katilima Son Vermek:

Bu calismaya katilmaniz tumu yle gonulluduar, katiimak zorunda
degilsiniz. Tedaviniz ve doktorunuzun size kargl olan tutumu bu galigmaya
katihp katilmama kararinizdan etkilenmeyecektir. Katilmayi reddetmek bagka
yararlarinizi etkilemeyecektir. Katilmayi kabul ettiginiz takdirde katilmayi kabul
ettiginize dair olur formu nu imzalamaniz gerekecektir. Katiimayi kabul
ettiginizde bagka yararlariniz etkilenmeden her zaman igin c¢alismayi
birakabilirsiniz.

Calisma suresince ne zaman isterseniz , daha fazla bilgi icin
Dog¢. Dr. Hulya Turkan’a Kasimpasa Asker Hastanesi, Anestezi Servisi
adresinden ve 0 212 238 54 00 numaral telefondan veya Uz. Dr. Kenan
Eren’e, Bakirkdy Ruh Sagligi Ve Sinir Hastaliklan Egitim Ve Arastirma
Hastanesi, AMATEM Kilinigi adresinden ve 0 212 543 65 65 numarali
telefondan basvurabilirsiniz.

Sayin Dro......oooiii. tarafindan Bakirkdy Ruh Saghg: Ve
Sinir Hastaliklari Egitim Ve Arastirma Hastanesi, AMATEM Klinigi’'nde tibbi bir

arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukardaki bilgiler bana
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anlatildi. Bu bilgilerden sonra bodyle bir arastirmaya “katimci” olarak davet
edildim.

Bu arastirma igin hazirlanmis bilgilendiriimis olur belgesini
okudum. Arastirma dogasli, amaci, suresi, dngorulebilir risklerini ayrica benden
ne beklendigiyle ilgili agiklamalar 6grendim.

Arastiriciya dnceden olan ve su andaki hastaliklarim, kullandigim
ilaclarla ilgili tim bilgileri verdim .

Hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu
arastirma sirasinda da buyuk 6zen ve saygi ile yaklagilacagina inanityorum.
Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda kisisel
bilgilerimin 6zenle korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yurutilmesi sirasinda herhangi bir sebep géstermeden
arastirmadan c¢ekilebilirim. Arastirmacilari zor durumda birakmamak igin
arastirmadan  cekilecegimi  6nceden  bildirmemin uygun olacaginin
bilincindeyim.

Arasgtirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal
sorumluluk altina girmiyorum, bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katiimayabilirim.
Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim.
Eger katilmay! rededersem, bu durumu n tibbi bakimina ve hekim ile olan
iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tum aciklamalari ayrintilariyla anladim. Kendi
basima belirli bir disinme suresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde
“katilimc1” olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti buytk bir
memnuniyetle ve gonullulik icerisinde kabul ediyorum.

Hastanin:

Adi ve Soyadi:

Adresi ve Telefon Numarasi:

Tarih:
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