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Santral Sinir Sistemine Akut Uygulanan Topiramatin Morfin Yoksunluk Sendromuna
ve Beyin Kaynakh Norotrofik Faktore Etkisi

Ogrencinin adi: Dr. SONGUL OZKULA
Danisman: Dog¢. Dr. HASAN RACI YANANLI
Anabilim Dah: Tibbi Farmakoloji

1. OZET

Amag: Mezolimbik sistemde yer alan niikleus akumbensin(NAc) opioid kullanimina bagl
bagimlilikta rolii oldugu bilinmektedir. Topiramat, postsinaptik gama-aminobiitirik asit
reseptoric  aracili  inhibisyonu artiran, glutamaterjik  a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolepropionik/kainat reseptorlerini ise antagonize eden yeni nesil bir antiepileptik
ilactir. Beyin kaynakli norotrofik faktor(BDNF) sinaptik plastisitede, bunun onciilii proBDNF
ise apopitozda rol oynayan nérotrofinlerdir. Bu ¢alismada, intraserebroventrikiiler(ICV) yol
ile lateral ventikille ve NAc’a lokal uygulanan topiramatin naloksonla tetiklenen morfin
yoksunluk sendromunda yoksunluk bulgularina ve BDNF/proBDNF orani {izerine etkisi
incelendi.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada toplam 38 Wistar si¢ana Stereotaksik cerrahi yontemi ile
lateral ventrikiile veya NAC bolgesine bilateral klavuz kaniiller yerlestirildi. Morfin bagimliligt
olusturmak i¢in 75 mg baz morfin igeren toplamda ii¢ pelet cilt altina implante edildi. Deney
giniinde 100uM topiramat ICV(2uL) veya NAc’a(500 nL) uygulandi, ardindan
nalokson(3mg/kg, i.p.) ile yoksunluk tablosu tetiklendi. Yoksunluk bulgulart ve lokomotor
aktiviteleri kaydedilen hayvanlarin deney sonunda beyinleri ¢ikarilarak frontal korteks
bolgelerinde Western Blot yontemi kullanilarak BDNF/proBDNF orani incelendi.

Bulgular: NAc’a ve ICV uygulanan topiramat nalokson ile tetiklenen morfin yoksunlugunda
dis gicirdatma, agirlik kayb, pitozis ve 1slak kopek silkinmesini etkilemezken sigrama sayisini
anlamli olarak baskiladi. NAc’a uygulanan topiramat nalokson ile tetiklenen morfin
yoksunlugunda stereotipik davranigt anlamli olarak azaltirken, diger lokomotor aktivite
degiskenlerinde anlamli bir degisim goriilmedi. ICV uygulanan topiramatin BDNF/proBDNF
oranini anlamli olarak distirdiigii, buna karsilik NAc’a uygulanan topiramat BDNF/proBDNF
oranini anlamli olarak artirdig1 goriildi.

Sonug¢: Bu bulgular ICV ve NAc'a uygulanan topiramatin naloksonla indiiklenen morfin
yoksunluk semptomlarini  ve lokomotor aktivite belirtilerini azalttigi ve sinaptik

plastisite/apopitozda rol oynayan BDNF/proBDNF oranini degistirdigini gosterdi.

Anahtar sozciikler: Morfin, niikleus akiimbens, topiramat, BDNF, proBDNF



The Effect of Acute Topiramate Administration on Morphine Withdrawal Syndrome
and Brain-derived Neurotrophic Factor in Central Nervous System

Student’s Name: SONGUL OZKULA, research assistant
Advisor: HASAN RACI YANANLLI, associate professor

Department: Medical Pharmacology

2. SUMMARY

Objectives: Nucleus accumbens(NAc) is known to have a role in the addiction caused by the
use of opioids. Topiramate is a new generation antiepileptic drug that increases postsynaptic
gamma-aminobutyric acid receptor activity and antagonizes glutamatergic receptors. Brain-
derived neurotrophic factor(BDNF) that play a role in synaptic plasticity, and proBDNF in
apoptosis. In this study, the effect of topiramate on naloxone-induced morphine abstinence
syndrome and the effects on the levels of BDNF/proBDNF were investigated.

Materials and Methods: In this study 38 Wistar rats were implanted stereotaxically with
cannulas bilaterally into lateral ventricle(ICV) or NAc region. After stereotaxic surgery three
pellets containing 75 mg of base morphine were implanted subcutanously. Topiramate(100
uM/site) was administered ICV(2uL) or into the NAc(500nL), and the abstinence has been
triggered by naloxone(3mg/kg, i.p.). At the end of the experiments brains were removed and
the frontal cortex were isolated and the BDNF/proBDNF levels were examined using the
Western Blot method.

Results: In the morphine abstinence triggered by naloxone, the ICV or NAc administration of
topiramate has significantly suppressed the number of jumps. Topiramate administered to
NACc, has significantly decreased stereotypical behavior, while no change in the locomotor
activity were observed. Topiramate administered ICV, significantly reduced BDNF/proBDNF
ratio, whereas topiramate administered to NAc significantly increased BDNF/proBDNF ratio.
Conclusion: These findings showed that topiramate administered ICV and into the NAc
reduced naloxone-induced morphine abstinence symptoms and stereotypic locomotor activity

and changed the ratio of BDNF/proBDNF, which plays a role in synaptic plasticity/apoptosis.

Key Words: Morphine, nucleus accumbens, topiramate, BDNF, proBDNF



3. GIRIS VE AMAC

Opioid bagimliligi, fizyolojik, davranigsal ve biligsel belirtiler biitiinii olup ilacin
kullanim1 sonucu problemlere yol agmasina ragmen istemli olarak kullaniminin
sirdirildiigic. bir durumdur. Bagimlilik olusturan ilacin kullanima baglanma,
siirdliriilme ve kullanimimin tekrarlanma siirecleri sosyal, cevresel, farmakolojik,
psikolojik, genetik gibi faktorlerden etkilenmektedir (Dilbaz, 2012). Opioid
bagimlilig1 karmasik bir olay oldugu i¢in meydana gelme ve niiks etme mekanizmalari
tam olarak anlagilabilmis degildir (Lu ve ark., 2001).

Opioidlere tekrarlanan maruz kalma, 6diil siireci ve motivasyonu igeren beyin
bolgelerinde uzun siireli degisikliklere neden oldugu icin opioid bagimlisi olan
bireyler yasam boyu siiren ilag arayisi ve ila¢ kullanimi1 miicadelesi i¢inde kendini
bulmaktadir (Browne ve ark., 2019).

Limbik sistemde, nosiseptif yolaklarda ve hipotalamik-hipofiz-adrenal eksen
boyunca sentez edilen opioid reseptor [mii (u), delta (5), kappa (k)] ve peptidler,
bagimlilikta, duygusal davraniglarin diizenlenmesinde, 6grenme ve hafizada, agr1 ve
strese verilen yanitlarda rol almaktadir (Kieffer, 2019; Demirkapu ve Yananli, 2020).

Dogal bir kaynaktan elde edilen ilk ilaglardan biri olan morfin, opiumun en aktif
bilesenidir (Kieffer, 2019). Morfin, orta ila siddetli agrinin hafifletilmesinde oldukca
etkili olmasinin yani sira, ameliyat 6ncesi anksiyeteyi azaltmak, sedasyon elde etmek
icin de kullanilmaktadir. Ayrica nitratlara cevap vermeyen agriy1 kesmenin yaninda
vazodilator ve bradikardik etkileri ile miyokard enfarktiisliniin tedavisinde (Dewey,
2007; Lu ve ark., 2015), anksiyolitik ve vazodilator etkileri ile pulmoner 6dem
tedavisinde kullanilmaktadir (Ellingsrud ve Agewall, 2016).

Morfin, tekrarlayan kullanimina bagh tolerans ve fiziksel bagimlilik gelisebildigi
icin istismara tabidir. Morfinin p reseptor ilizerine agonist etkisinin sonucunda,
ozellikle bagimliliktan sorumlu olan mezokortikolimbik sistemde dopaminerjik

aktivite artar ve bu durum bagimlilik ve tolerans ile sonuglanir (Katzung ve ark., 2014).



Bagimlilik olusturan biitiin ilaglarin aslinda esas olarak hedeflerinde o6diil
mekanizmasinda da etkisi oldugu bilinen mezolimbik dopaminerjik sistem vardir ve
bu sistemi aktive ederler. Mezolimbik dopaminerjik sistemde esas olarak ventral
tegmental alan (VTA) kaynakli dopaminerjik néronlar amigdala, niikleus akiimbens
(NAC), hipokampiis ve prefrontal kortekse uzanir. VTA’daki dopaminerjik néronlarin
aktivasyonu ile bu bolgelerde ve 6zellikle de NAc’da dopamin seviyesi artar (Katzung
ve ark., 2014).

Topiramat yeni jenerasyon bir antiepileptik ilagtir (Mao ve ark., 2015).
Topiramat’in birden fazla hiicresel hedefi bulunmaktadir. Voltaj kapili sodyum
akimlarinin  azaltilmasi, hiperpolarizan potasyum akimlarinin  aktivasyonu,
glutamaterjik reseptor alttiplerinden AMPA-kainat reseptor inhibisyonu, postsinaptik
GABAA reseptor aracili kloriir akimlarinin artmasi topiramatin su ana kadar bilinen
farmakolojik etkileridir. Topiramat ayrica karbonik anhidraz enziminin zayif bir
inhibitoridiir (Brunton ve ark., 2009). Topiramatin genis yelpazedeki mekanizmasi
bagimlilik ve yoksunluk gibi ¢esitli SSS patolojilerinde arastirilmasina neden
olmaktadr.

BDNF (beyin kaynakli norotrofik faktor) veya matiir BDNF (mMBDNF, 14 kDa)
norotrofin ailesinin bir iiyesidir (Hempstead, 2014) ve onciilii olan proBDNF (32 kDa)
proteininden olusmaktadir (Cunha ve ark., 2010).

BDNF, sinaptik plastisitede énemli bir yere sahiptir (Allen ve Dawbarn, 2006).
Sinapslardaki molekiiler yapilarin gen ekpresyonlarini diizenleyen BDNF, daha bir¢ok
mekanizma ile ilaca bagli uzun siireli néroadaptasyonlarin mekanizmalarina katkida
bulunmaktadir (McGinty ve ark., 2010). proBDNF ise apopitozda rol oynamaktadir
(Teng ve ark., 2005; Woo ve Lu, 2009; McGinty ve ark., 2010).

BDNF’nin SSS’de yaygin dagilima sahip olmasi ve ndronlarda sinaptik plastisite
modiilasyonunda gorev almasindan dolayi, 6grenme-bellek gibi fizyolojik olaylarda
ve bagimlilik ve yoksunluk gibi daha birgok SSS patolojilerinde karsimiza ¢ikmaktadir
(Binder, 2003; Heberlein ve ark., 2011) .

Bu ¢alismada morfin bagimlilig1 ve yoksunlugunda 6nemli yeri olan mezolimbik
sistemde NAc’a stereotaksik cerrahi yontem ile lokal uygulanan topiramatin,

naloksonla tetiklenen morfin yoksunluk sendromunda lokomotor aktivite ve



yoksunluk bulgularina ve morfin arama davraniginda 6nemli bir bolge olan frontal

kortekste BDNF/proBDNF orani {izerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1. Opioidler

Tarihi kaynaklara bakildiginda, afyon bitkisinin iiretimi ve kullanimina Siimerler
tarafindan M.O. 4000’li yillarda baslanmis, daha sonra Cin, Hint ve Misir
uygarliklarma yayilmistir (Dilbaz, 2012; Demirkapu ve Yananli, 2020). Yunanca
‘opion’ kelimesinden tiiretilen ve hashas suyu anlamina gelen ‘opium’, Papaver
somniferum kapsiillerinin ¢izilmesi sonucu elde edilen koyu kivamli bir ekstredir
(Fields ve Wiegand, 2014; Knapp, 2017). Uzun yillar genis bir klinik endikasyon
skalas1 olan opium, analjezinin yani sira ishal tedavisinde de kullanildi (Knapp, 2017).
1805 yilinda Friedrich Serturner tarafindan ayrintili incelenen opiumdan, morfin izole
edildi (Aragon-Poce ve ark., 2002). 1832 yilinda, kimyasal yapist morfine ¢ok
benzeyen kodein bulundu. 1874 yilinda ise eczaci Alder Wright tarafindan ilk
kesfedilen semi-sentetik opiat olan eroin (diasetilmorfin) bulundu (Knapp, 2017).

20 alkaloidden olusan opiumda asil farmakolojik etkilerden sorumlu olan
maddeler yaklasik % 10 konsantrasyonda bulunan morfin ve kodein, tebain,
papaverindir (Fields ve Wiegand, 2014; Katzung ve ark., 2014). Opioidler dogal
yollarla elde edilen alkaloidler (morfin, kodein, papaverin ve tebain), semi-sentetik
bilesikler (diamorfin, oksikodon, buprenorfin) ve sentetik bilesikler (fentanil,
alfentanil, metadon) olarak siniflandirilabilir (Pathan ve Williams, 2012). Endojen
opioid sistemi, sentez edilen proopiomelanokortin, proenkefalin, prodinorfin gibi
onciil peptidlerden ve bunlarin enzimatik tepkimesi sonucu ortaya c¢ikan
noropeptidlerden olusmaktadir (Tomek and Olive, 2018).

Opioid alkaloidler, opioid-benzeri farmakolojik 6zelliklere sahip endojen opioid
peptidler diye adlandirilan endojen peptidlerin etkilerine aracilik eden reseptorleri

uyararak etki etmektedir (Katzung ve ark., 2014).



Endojen opioid peptidler Proopiomelanokortin  (POMK), Proenkefalin,
Prodinorfin ve Nosiseptin/Orfanin FQ (N/OFQ) olmak {iizere dort grupta
incelenmektedir:

(1) POMK sistemi: Bu grupta p-endorfin bulunur ve opioid reseptoérlerinden p
reseptorlerine yiiksek afinite gosterir.

(2) Proenkefalin sistemi: Met-enkefalin, 16-enkefalin gibi baslica enkefalinler bu
grupta bulunur, ul ve delta (8) opioid reseptorlerine yiiksek afinite gosterir.

(3) Prodinorfin sistemi: Bu grupta bulunan peptidler dinorfin A, dinorfin B, alfa-
neoendorfin ve B-neoendorfindir. Kappa (k) opioid reseptorlerine yiiksek afinite
gosterir.

(4) N/OFQ sistemi: p, & ve x opioid reseptorlerini etkilemeyen, 1990'larda
kesfedilen opioid peptid sistemidir ve N/OFQ reseptorlerine afinite gosterir (Kayaalp,
2012).

4.1.1. Opioid reseptorleri

1970’11 yillarda opioid reseptorlerinin santral sinir sisteminde (SSS) varlig
radyoligand baglama c¢aligmalar1 ile gosterildi. Bunu, opioid néromediyatdrlerin
SSS’de varliginin tespiti takip etti. Opioid néromediyatdrlerin SSS’de varligt ise,
SSS’deki baz1 bolgelerde elektriksel stimiilasyon ile analjezi meydana gelmesi ve bu
analjezik etkinin opioid antagonistleri ile antagonize edilme yontemi ile gosterildi
(Kayaalp, 2012).

1975 yilinda iki pentapeptid, Met- ve Leu-enkefalin opioid reseptorleri i¢in ilk
endojen ligandlar olarak izole edildi. Bunu, opioid peptid ailesini olusturan birgok
peptid izledi. Bu peptidleri kodlayan ii¢ farkli gen ise 1970'lerin sonu ve 1980'lerin
basinda izole edildi. 1990'larin ortasina gelindiginde ise su an gegerli olan tiim endojen
opioid reseptdrleri molekiiler diizeyde tanimlanmis oldu (Kieffer, 2019).

Klasik olarak, farmakolojik profilleri agisindan karakterize edilen ii¢ (u, 6 ve x)

opioid reseptorii bulunmaktadir. Bu reseptorlerin timii G-protein ile kenetli



reseptorlerdir (Sekil 1), ilk kesfedildikleri eksojen ligand veya izole edildikleri yere
gore isimlendirilmistir (Pathan ve Williams, 2012; Raffa ve ark., 2017).

Opioid reseptor ailesinde klasik ii¢ reseptoriin yanmi sira N/OFQ reseptoriinii
kodlayan dordiincii bir iiye bulunmaktadir. N/OFQ reseptorii ve endojen ligandi diger
opioid reseptorleri ve peptidler ile yiiksek yapisal homolojiyi paylagsa da N/OFQ
reseptoriine kendi ligandi disinda baska opioid baglanamamakta, N/OFQ peptidi ise
klasik opioid reseptorlerine afinite gostermemektedir. Dort reseptor geninin tiimi,
benzer bir genomik organizasyon sergilemektedir (Kieffer, 2019).

International Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR)’in 2019
yilinda agiklanan raporuna gore; “opioid” veya ‘opiat’ olarak adlandirilan ilaglar
endojen opioidlerin reseptdrlerini kullanan sentetik ilaclardir (Beckett ve Casy, 1954).
1970’lerde opiat ilaglarin beyinde baglanma yerlerinin bulunmasi, opioid alkaloid
igeren ilaglar igin spesifik reseptorlerin ve bu reseptorler i¢in enkefalinlerin, beta-
endorfin, dinorfinlerin gibi endojen ligandlarin kesfini sagladi (Hughes ve ark., 1975;
Cox ve ark., 1976; Goldstein ve ark., 1979). Reseptorler i¢in Onerilen adlandirma
Yunan alfabesinden alindi ve reseptorlerin isimleri prototip ilaglar veya reseptoriin
kesfedildigi dokuya gore; pu (morfin) reseptorii ve x (ketosiklazosin) reseptori, o (vas
deferens) olarak adlandirildi (Lord ve ark., 1977). Bu ii¢ reseptoriin kesfedilmesinden
sonra, o ana kadar bilinen endojen opioid peptidlerin baglanmadigi, fakat sekans
homolojisi olarak diger opiod reseptérlerine benzeyen, bu yiizden yetim (orphan)
olarak adlandirilan N / OFQ reseptorii bulundu (Meunier ve ark., 1995; Reinscheid ve
ark., 1995). u, 6 ve k opioid reseptorlerinin isimleri NC-IUPHAR (Nomenclature and
Standards Committee of the International Union of Basic and Clinical Pharmacology)
ilkelerine ve bulunma kronolojisine gore 1996 yilinda OP3, OP1 ve OP2 olarak
giincellendi. Fakat terminoloji degisikliginin kafa karistirict olabilecegi ve arastirma
literatiiriindeki atiflarin  ortadan kalkabilecegi endisesi ile Yunan sembollii
isimlendirme uzun yillar boyunca kullanilmaya devam etti. Bunun iizerine NC-
IUPHAR, opioid reseptor alt komitesini 1999 yilinin sonlarinda tekrar topladi ve
komiteyi NC-IUPHAR'in genel kilavuz ilkeleriyle uyumlu olan opioid reseptdrlerinin
isimlendirilmesi i¢in gozden geg¢irilmis Oneriler gelistirmek icin goérevlendirdi.
Buradan ¢ikan raporda p, k ve & reseptorlerinin isimlerinin Yunan harfleri olarak

kullanilabilecegi yoniinde karar alindi. Opioid reseptorlerinin korunan Yunan harfli



isimlerine ‘OR’ kisaltmasinin eklenerek MOR, DOR, KOR ve NOR seklinde yeniden
isimlendirilmesine, ilave edilen kisaltmanin opioid reseptorii gibi bir anlam ortaya
cikarabilecegi ileri siiriilerek [UPHAR tarafindan karsi ¢ikildi. Bunun yerine ‘OP’
kisaltmasi eklenerek MOP, DOP, KOP ve NOP seklinde isimlendirilmesinin daha
uygun olacagi dile getirildi (Borsodi ve ark., 2019).

Opioid reseptorleri, hiicre zarlarinin iizerinde bulunan, zarin i¢ ve dis yiizeyi
arasinda yedi kez dongii yapan heptahelik yapida bir protein olan G-proteinine
kenetlidir (Knapp, 2017). p, & ve k reseptorleri genel olarak % 60 amino asit sekans
0zdesligi gostermektedir (Kieffer, 2019). Molekiiler diizeyde opioid reseptorleri
Go/Gi proteinleriyle kenetli bir reseptor ailesini olusturmaktadir (McDonald ve
Lambert, 2005; Katzung ve ark., 2014; Kieffer, 2019).

Opioid reseptorleri iyon kanallara etki ederek hiicre i¢i kalsiyum dagilimini
modiile etmekte ve protein fosforilasyonunu degistirmektedir. Opioidler ndronlar
tizerine direkt etki ile presinaptik sinir uglarinda voltaj bagimli kalsiyum kanallarini
kapatarak transmitter saliverilmesini azaltmakta ve potasyum kanallarini acarak
postsinaptik ndronlari hiperpolarize etmekte bunun sonucunda noronal uyarilabilirlik
azalmaktadir (Katzung ve ark., 2014). Opioidler ayrica sitoplazmik olaylar1 ve
hiicrenin transkripsiyon aktivitesini etkileyen siklik adenosin monofosfat (CAMP)
yolagini inhibe etmekte, mitojenle aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) kaskadlarini
ise aktive etmektedir. Opioid reseptorleri hem eksitator hem de inhibitér noronlar
tizerinde sentezlendiginden noéral devrelerde inhibisyon veya disinhibisyon
uygulayabilir (Kieffer, 2019).

Limbik sistemde, nosiseptif yolaklarda ve hipotalamik-hipofiz-adrenal eksen
boyunca sentez edilen opioid reseptor ve peptidler bagimlilikta, duygusal davranislarin
diizenlenmesinde, 6grenme ve hafizada, agr1 ve strese verilen yanitlarda rol almaktadir

(Kieffer, 2019; Demirkapu ve Yananli, 2020).



p veya MOP reseptorii

Iki alttipi p-1 ve p-2 olan p reseptdriiniin, endojen liganlar1 endomorfin-1 ve
endomorfin-2°dir (Katzung ve ark., 2014; Kaye, 2018). Selektif agonistleri, morfin,
DAMGO ([D-Ala(2)-mephe(4)-gly-ol(5)]enkephalin), fentanil, sufentanil, metadon
ve dermorfin olup, CTOP (H-D-Phe-Cys(1)-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen(1)-Thr-NH2) ise
selektif antagonistidir (Hyytia ve Kiianmaa, 2001; Kayaalp, 2012).

MOP reseptorleri, klasik opioid reseptorlerinden kronolojik olarak en son
klonlanan reseptorlerdir. SSS’de serebral korteks, amigdala basta olmakla limbik
sistemde yaygin olarak bulunur, duyusal ve motor fonksiyonlarin entegrasyonu ile
iligkilidir.  MOP reseptorleri yiiksek yogunlukta kaudat ve putamen bazal
ganglionlarinda bulunur (Tablo 1). MOP reseptorleri, omuriligin dorsal boynuzu
icindeki primer afferent noronlarda presinaptik olarak dagilim gostermektedir. Bu
bolgede glutamat salinimini inhibe ederek agri iletiminde rol oynayan hizli iletimden
sorumlu miyelinli Ad lifleri ve yavas iletimden sorumlu miyelinsiz C liflerinden
nosiseptif uyaranlarin iletimini engeller. MOP reseptorleri nosiseptif iletimde 6nemi
bilinen periaqueductal grey (PAG) bolgesinde de yiiksek yogunlukta bulunmaktadir
(McDonald ve Lambert, 2005). Erkek sicanlarin ventrolateral PAG bolgesinde disi
sicanlara gore anlamli derecede yiiksek diizeyde MOP reseptér ekspresyonu
bulunmakta olup, bu bdlgenin lezyonu ile morfinin sistemik etkilerinde 6nemli bir
azalma goriildigii belirtilmektedir (Loyd ve ark., 2008).

MOP agonistleri merkezi ve periferik kemoreseptorlerin hiperkapni duyarliliginda
bir azalma meydana getirerek solunum depresyonuna, gastrointestinal sistem
sekresyon ve peristaltizm inhibisyonu sonucu kabizlia neden olma potansiyeli
tasimaktadir. Ayrica MOP opioidlerinin kardiyovaskiiler sistem, immiin sistem,
hormon salgisi ve termoregiilasyon fonksiyonlar1 iizerine de etkileri bulunmaktadir

(McDonald ve Lambert, 2005).
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0 veya DOP reseptorii

DOP reseptoriiniin, metkefamid, DPDPE ([D-Pen2,D-Pen5]enkephalin) ve
DSLET ([D-Ser2,Leu5,Thr6]-enkephalin) selektif agonistleri olup, naltrindol ise
selektif antagonistidir (Kayaalp, 2012). Diger opioid reseptorlerine kiyasla daha az
dagilim gostermektedir. En yiiksek yogunlukta olfaktor bulbus, serebral korteks, NAc
ve kaudat putamende bulunmaktadir (Tablo 1) (Demirkapu ve Yananli, 2020). Primer
afferent noronlar  iizerinde  presinaptik  yerlesimli DOP  reseptorleri,
ndrotransmitterlerin salinimini inhibe ederek opioidlerin antinosiseptif ve analjezik

etkilerine hem spinal hem de supraspinal diizeyde aracilik etmektedir (McDonald ve

Lambert, 2005).

k veya KOP reseptorii

K reseptdriiniin k-1, k-2 ve k-3 olmak tizere ii¢ alttipi bulunmaktadir (Katzung ve
ark., 2014). KOP agonistleri gii¢lii disforik etki gostermektedir (Kieffer, 2019).
Dinorfin A ve spiradolin selektif agonistleri, etilketosiklazosin, etorfin ve levorfanol
non-selektif agonistleri, nor-binaltorfimin ise selektif antagonistidir (Kayaalp, 2012).
Serebral korteks, NAc, hipotalamus, omurilik ve beyin sapinda bulunan KOP
reseptorlerinin  spinal analjezi, sedasyon, dispne, bagimlilik, disfori, solunum
depresyonu vb etkilerden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Trescot ve ark., 2008;
Demirkapu ve Yananli, 2020) (Tablo 1).

KOP reseptorleri, opioid reseptor ailesinden ikinci klonlanan reseptorlerdir.
Prototipik agonisti ismini ilk harfinden aldigi, non-peptid yapili benzomorfan
ketosiklazosindir. Analjezik etkileri i¢in klinik denemeleri yapilan spiradolin ve
enadolin gibi sentetik agonistlerinin klinik kullanimlar diiirezis ve sedasyon gibi yan
etkileri nedeniyle sinirlandirildi. KOP agonisti olan enadolinin postiskemik glutamat
salinimini inhibe ederek noroprotektif etki sergiledigi gosterilmistir (McDonald ve

Lambert, 2005). KOP agonistlerinin solunum depresyonuna neden olmamasi diger
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opioid ligandlara bir istiinliigidir. KOP agonistleri ayrica, midbrain'de yer alan
niikkleus raphe magnus bolgesindeki primer hiicrelerde konumlanan KOP
reseptorlerini  uyararak MOP agonistlerinin neden oldugu analjezik etkiyi

zayiflatmakta, boylece anti-opioid etki gostermektedir (McDonald ve Lambert, 2005).

Nosiseptin/Orfanin FQ veya NOP reseptorii

Nosiseptin/Orfanin FQ (N/OFQ veya NOP) reseptoriiniin endojen ligandi N/OFQ
peptididir ve 6nceden tanimlanmis endojen opioidlerden higbiri bu reseptorde anlamli
afiniteye veya etkinlige sahip degildir (Borsodi ve ark., 2019; Kieffer, 2019). NOP
reseptorleri ve endojen ligandi, diger opioid reseptorleri ve peptidleri ile yiiksek
yapisal benzerlik gostermektedir. Fakat kendi ligand1 disindaki opioidler bu reseptore
baglanmaz ve endojen ligandi da p, 0 veya «k reseptorlerine karsi afinite gostermez.
NOP reseptorii opiatlarin analjezik etkilerine katkida bulunmamaktadir (Knapp, 2017,
Kieffer, 2019). Serebral korteks, anterior olfaktor niikleus, lateral septum, ventral
onbeyin, hipokampiis, hipotalamus, amigdala, substansia nigra, VTA ve lokus seruleus
(LC) bolgelerinde nispeten yiiksek yogunlukta bulunmaktadir (Tablo 1). N/OFQ
motor ve agresif davraniglar, pekistirme ve odiillendirme, nosisepsiyon, stres yaniti,
otonom ve bagisiklik fonksiyonlarinin kontrolii gibi bir¢ok fonksiyonda rol
oynamaktadir (Borsodi ve ark., 2019). Belki de en az incelenen opioid reseptorii

oldugu i¢in N/OFQ reseptorlerinin fonksiyonel rolleri en az bilinmektedir.

12



Tablo 1. Opioid reseptorlerin bulunduklari yapilar (Demirkapu ve Yananli, 2020°den

uyarlanmistir)

Opioid

reseptirler L reseptor 0 reseptor K reseptor N/OFQ reseptor

Bulunduklar: | Talamus, Olfaktor bulbus, | Serebral Serebral korteks,

yapilar Kaudat Neokorteks, korteks, NAc, | Anterior olfaktor
putamen, Kaudat Hipotalamus niikleus,
Neokorteks, putamen, Lateral septum,
NAcC, NAC, Ventral 6nbeyin,
Amigdala, Amigdala Hipokampiis,
Inferior/superior Hipotalamus,
kollikulun Amigdala,
interpedinkiiler Substansia nigra,
kompleksi VTA,

LC

13




Diger opioid reseptorler

1976 yilinda, klasik opioid reseptorleri gibi G proteini ile kenetli olmayan yeni bir
opioid reseptorii, sigma (o; SKF10047 igin) reseptoriiniin varligr gosterildi (Martin ve
ark., 1976). Sonraki ¢aligmalarda ise naloksonun bu reseptore antagonist olarak
baglanmadigi bildirildi (McDonald ve Lambert, 2005). Klasik opioid reseptorleri ile
heterojenite olmasindan dolay1 giiniimiizde ¢ reseptorleri OP reseptor ailesinin {iyesi
olarak kabul edilmemektedir (Borsodi ve ark., 2019).

o reseptorlerinin yani sira B-endorfine duyarli epsilon (€) reseptorlerinin (Wiister
ve ark., 1979), zeta () reseptorlerinin (Zagon ve ark.,1991) ve lambda (L) bolgesi
olarak adlandirilan yiiksek afiniteli bir baglanma yerinin varligi da gosterildi (Grevel
ve ark., 1985). Bunlardan yeni bir reseptor olmaya en yakin olan1 (Met5) enkefalinin
yiikksek afinite gosterdigi, ayrica yiiksek konsantrasyonda naltrekson ile inhibe
edilebilen { reseptorleridir. Fakat ( reseptorleri ile p, 6 ve k opioid reseptorleri arasinda
herhangi bir sekans benzerligi bulunamamustir. € reseptorleri ve A bolgesi bugiine
kadar klonlanamadi. Sonug olarak, farmakolojik a¢idan bakildiginda, opioid reseptor
ailesini iki baglikta incelemek gerekmektedir: naloksonun bir antagonist olarak etki
ettigi |, 6 ve K reseptdrlerini iceren ana reseptdr ailesi ve nalokson i¢in ihmal edilebilir

afiniteye sahip N/OFQ reseptorleri (Borsodi ve ark., 2019).
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7-transmembran
G-protein kenetli reseptdr

GTP -  Adenilat siklaz

ATP ===-cAMP

J

Ndrotransmitter salinnminda azalma

Sekil 1. 7- transmembran yapili opioid-G-protein kenetli reseptér (McDonald ve

Lambert, 2005°den uyarlanmistir)
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4.1.2. Morfin

Cok sayida alkaloid igeren opiumdan Sertiirner tarafindan 1800’1 yillarin
baglarinda izole edilen morfin, opiumda yaklasik %10 konsantrasyonunda
bulunmaktadir (Aragon-Poce ve ark., 2002; Katzung ve ark., 2014). 1973 yilinda
morfinin beyinde baglandigi bolgelerin 'morfin reseptorleri' olarak adlandirilmasini
1975 yilinda ‘endojen morfinler’ veya ‘endorfinler’in kesfi takip etti (Trescot ve ark.,
2008).

Giliniimiizde morfin solunum depresyonu, kabizlik, tolerans ve bagimlilik gibi
cesitli olumsuz etkilere ragmen, agr1 kesici etkisi de bulunmaktadir (Katzung ve ark.,
2014; Kieffer, 2019). Morfin, orta-siddetli agrinin hafifletilmesinde oldukga etkili
olmasinin yani sira ameliyat Oncesi anksiyeteyi azaltmak ve sedasyon elde etmek i¢in
de kullanilmaktadir. Agrikesici etkisinin yani sira vazodilator ve bradikardik etkileri
ile miyokard enfarktiisiiniin tedavisinde (Dewey, 2007; Lu ve ark., 2015), anksiyolitik
ve vazodilator etkileri ile pulmoner 6dem tedavisinde tercih edilmektedir (Ellingsrud
ve Agewall, 2016). Morfin intestinal motiliteyi baskilayarak fekal materyalin
kolondan ge¢is hizim1 azaltmakta ve kabizliga yol acabilmektedir (Trescot ve ark.,
2008). Bu etkisinden dolay1 diyare tedavisinde kullanilmigtir. Ayrica morfin ve diger
opiatlarin gii¢lii antitusif etkileri vardir. Antitusif mekanizmada, Oksiiriik merkezi
inhibisyonu esas etkileri olup, omurilik arka boynuzunda ve beyin sapinda afferent-C-
liflerinin akson uglarindan P maddesi saliniminin inhibisyonu, antitusif etkilerine

katkida bulunur (Kayaalp, 2012, Brunton ve Ark 2019).

Morfinin yan etkileri arasinda histamin salinimina bagli bronkospazm ve
hipotansiyon da yer almaktadir. Solunum depresyonu, arteriyel karbondioksit
gerilimine yanitin azalmasi ile sonuglanir. Morfin, 4. ventrikiil tabanindaki
kemoreseptor triger zon bolgesini uyararak bulanti ve kusmaya neden olabilir. Siilfat
alerjisi olan kisilerde morfin siilfat kullanimi anafilaktik reaksiyona yol agabilir
(Trescot ve ark., 2008; Knapp, 2017). Mezensefalonda bulunan Edinger-Westphall
cekirdegi lizerindeki disinhibisyon etkisi ile pupillerde daralmaya (miyozis) neden olur

(Kayaalp, 2012). Morfin ayrica sempatik sinir sisteminin tonusunu baskilayarak
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periferik damar direncini azaltmakta, bdylece vendz gollenme ve ortostatik
hipotansiyona neden olmaktadir. Morfin sindirim sisteminde biliyer diiz kaslarinin ve
safra kanalindaki Oddi sfinkterinin spazmina neden olarak hem safra kesesi i¢inde hem
de safra kanalinda basing artisina yol acar. Ayrica intestinal motiliteyi baskilayarak
fekal materyalin kolondan geg¢is hizin1 azaltip kabizliga yol acabilmektedir.
Genitotiriner sistemde ise mesane trigon kasinda spazm olusturarak idrar
retansiyonuna yol agar (Trescot ve ark., 2008; Knapp, 2017).

Morfin ve diger opiatlar beyindeki solunum kontrol merkezlerine etki ederek
solunumu inhibe ederler. Yiiksek doz morfin hem solunum hizini hem de solunum
sirasinda degistirilen hava hacmini azaltarak solunum depresyonuna neden olmaktadir,
bu da yiiksek doz morfin kaynakli 6liimlerin en sik goriilen sebebidir (Knapp, 2017).

Morfin ve diger opiatlarin tekrar tekrar uygulanmalari sonucu etkilerinin azalmasi
seklinde gelisen tolerans, bu ilaglarin analjezik, sedatif, bulanti, kusma ve solunum
depresyonu etkilerine karsi gelisebilir, fakat pupil daraltict etkisine karsi gelismez.
Klinikte miyozise karsi tolerans gelismemesi opiat kaynakli toksisite tanis1 koymak
icin kullanilabilmektedir. Ayrica opiatlarin kabizlik etkisine de tolerans sinirli olma
egilimindedir (Knapp, 2017). Morfinin tekrarlayan kullanimina bagl tolerans ve
fiziksel bagimlilik gelisir ve kullanimimin kesilmesi durumunda ise yoksunluk
sendromu meydana gelir (Kieffer, 2019; Morgan ve Christie, 2011)

Mukoza zarlarindan iyi emilen morfin, esas olarak {ist bagirsakta ve rektal
mukozada neredeyse tama yakin emilir ve hemen hemen tiim uygulama yollariyla
kullanilabilir. Karaciger tarafindan ilk geg¢is metabolizmasina ugrar. Glukuronik asit
ile konjlige edilerek morfin-3-glukuronid ve morfin-6-glukuronid metabolitleri olusur.
Metabolitlerinin atilim1 esas olarak idrar yolu ile olur (Kayaalp, 2012).

Morfin farmakolojik etkilerini, G proteini ile kenetli opioid reseptdrlerine
baglanarak tiretir (Sekil 1). Farmakolojik etkilerini biiyiik 6l¢iide p opioid reseptorleri
tizerinden gergeklestirir. Morfinin bu reseptdrlere baglanmasi ile adenilat siklaz
aktivitesinde, hiicre i¢ci cAMP ve kalsiyum diizeyinde azalma meydana gelir, bu da
serotonin, dopamin ve P maddesi de dahil olmak iizere gesitli ndrotransmiterlerin

salinmasinda bir azalmaya yol acar (Dewey, 2007).
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4.1.3. Opioid bagimlihig: ve yoksunlugu

DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) Amerika Birlesik
Devletleri’'nde Amerikan Psikiyatri Birligi tarafindan 1952 yilinda ruhsal bozukluklar
ile ilgili bilgilerin toplandig1 bir kitap olarak yayimlandi. Daha sonra bunu 1968 yilinda
DSM-II, 1980 yilinda DSM-III, 1994 yilinda DSM-1V, 2000 yilinda DSM-IV-TR
takip etti. DSM-V ise bazi psikiyatrik bozukluklar i¢in degisiklikler yapilarak 2013
yilinda yaymlandi. DSM-V’in DSM-IV’ten bagimlilik konusu ile ilgili en 6nemli
farki, DSM-IV’te yer alan ‘Madde Bagimliligi ve Madde Kotiye Kullanimi®
isimlendirilmesi, DSM-V’te ‘Madde Kullanim Bozukluklari’ ¢atis1 altinda toplandi
(Giileg ve ark., 2015).

DSM-V’e gore opioid kullanim bozuklugu, mesru bir tibbi amac igin
kullanilmayan yada opioid tedavisi gerektiren bir tibbi durum varliginda gereken
miktarin ¢ok tizerindeki dozlarda kullanilan opioid maddelerin kompulsif ve uzun
stireli kendi kendine uygulanmasini yansitan semptomlari igceren tibbi bir durumdur
(O’Brien ve ark., 2013). Ayrica DSM V’e gore diinyada ortalama bir yillik opioid
kullanim bozuklugunun prevalansi, 18 yas ve iistii yetiskin popiilasyonunda yaklasik
% 0.37 olmakla birlikte oranlar erkeklerde (% 0,49) kadinlardan (% 0,26) daha
yiiksektir (O’Brien ve ark., 2013).

Opioid kullanim bozuklugu olan bireylerin giinliik opioid kullanim davranislari,
kompulsif ilag kullanim kaliplar1 olma egilimindedir. Opioid kullanim bozuklugunda
siklikla belirgin diizeylerde tolerans gelismekte ve ila¢ kullanimi kesilince yoksunluk
tablosu meydana gelmektedir. Bununla birlikte ilag arama davranisina neden
olabilecek bir¢ok fizyolojik degisiklikler de bu bireyde goriilebilir (O’Brien ve ark.,
2013).

Opioidlerin terapotik dozlarinin tekrar1 sonucu etkilerine karsi tolerans gelisir,
yani ayni terapOtik dozda meydana getirdikleri etki siddeti asamali olarak azalir.
Tolerans ile birlikte fiziksel bagimlilik da meydana gelebilir. Fiziksel bagimlilikta
tekrarlayan ila¢ kullanimina bagli homeostatik mekanizmalarda adaptif degisiklikler
meydana gelmektedir. Fiziksel olarak bagimli birey artik belli bir zamandan sonra
ilacin siirekli uygulanmasina ihtiyag duyar. Ilacin kesilmesi veya viicuda ilgili ilacin

bir antagonistinin uygulanmasi durumda ise kesilme sendromu, baska bir deyisle
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yoksunluk sendromu meydana gelir. Yoksunluk sendromu fiziksel bagimliligin en iyi
gostergelerindendir (Katzung ve ark., 2014; Dandan ve Brunton, 2017).

Opioidlere maruz kalma, 6diil prosesi ve motivasyonu igeren beyin bolgelerinde
uzun siireli degisikliklere neden oldugu i¢in opioid bagimlisi olan bireyler yasam boyu
stiren ilag arayis1 ve ilag kullanimi miicadelesi i¢inde kendini bulmaktadir (Browne ve
ark., 2019).

Opioid peptidler Gi/Go gibi G-protein ile kenetli opioid reseptorlerini aktive
ettikleri zaman ikincil ve {clinciill mekanizmalar ile noronal aktivitede azalma
meydana getirirler. Hiicresel aktivitedeki bu azalma midbrain dopaminerjik néronlar
gibi bazi noronlarin aktivitesinde artisla sonuglanir. (Tomek and Olive, 2018).

Bagimlilik bir bakima 6grenme ve hafiza siirecinde ¢ok c¢esitli mekanizmalar,
molekiiller ve reseptorlerin rol oynadigi sinapik bir plastisitedir. Bunlara glutamaterjik
AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropionik) ve NMDA (N-methyl-D-
aspartic acid) reseptorleri 6rnek verilebilir. Bagimlilik ve hafiza farkli beyin
bolgelerinin aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikar. Bagmlilik mezokortikolimbik
dopaminerjik sistemi hedef alirken, hafizada hipokampiis ve amigdala 6nemli rol
oynar. Bu farklilia ragmen, addiktif ila¢ kullanimi sonucu gelisen O68renme
paternlerinde, hipokampiis, amigdala ve dorsal striatum ile iligkili hafiza sistemlerinin
de rol oynadig1 sdylenebilir (Carmack ve ark., 2017). Bagimlilikta bagimli bireylerin
stres, ilact hatirlatan bir uyaranveya tedavi olmus olsa bile ilag ile karsilasmasi sonucu
ilaca yeniden baglama riski yiiksektir. Burada altta yatan en O6nemli mekanizma
mezokortikolimbik sistemdeki 6zellikle mezolimbik dopaminerjik ve Kkortikal
glutamaterjik afferentlerin kesistigi ventral striatumdaki NAc’de meydana gelen
noronal plastisite sonucu 6grenme ve hatirlanan 6diil beklentisidir. (Katzung ve ark.,
2014).

Asir1 alim/intoksikasyon, yoksunluk ve ilag arama davranisi olmak iizere ii¢
asamadan olusan bagimlilik, tekrarlayan bir dongii olarak diisiiniilebilir. Kotiiye
kullanilan ilaglar beynin 6diil sistemini de aktive ederler. Odiil sisteminin gelisim
mekanizmas1 bagimliligin mekanizmalarinin anlagilmasinda bir anahtar roliindedir.
Kotiiye kullanilan ilaglarin 6diil etkisine neden olmalarindaki en 6nemli mekanizma
mezokortikostriyal ~dopamin  sistemindeki dopamin seviyesindeki artistir.

Dopamindeki hizli ve ani artis, 6diil etkisini olusturan diisiik-afiniteli D1 dopamin
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reseptOriinii uyarmaktadir. Buna karsin, dopaminin yiiksek-afiniteli D2 reseptdriinii
aktive etmesi 0diil sisteminin olusmasinda yeterli olmamakta, hatta 6diil etkisini
sinirlayabilmektedir (Koob ve Volkow, 2016).

Yoksunluk kronik irritabilite, emosyonel agr1, disfori, 6diil icin motivasyon kaybi
vs gibi semptomlari igerir. Kronik ila¢ maruziyeti, ilaca hiicresel yanit olarak 6diil
sisteminde bazi noroadaptif degisiklikleri meydana getirir ki, bunlar da yoksunluk
sendromunun olugsmasinda ©6nem arz etmektedir. Bu degisikliklere NAc’de
dopaminerjik ve serotonerjik transmisyonda azalma, p opioid reseptdr yanitinda artis,
GABAEerjik transmisyonda azalma ve NMDA glutamaterjik transmisyonda artis 6rnek
verilebilir (Koob ve Volkow, 2016). Tolerans ve yoksunluk durumunda beynin stres
sistemlerinin gostergelerinden biri olan CRF (kortikotropin salgilatict faktor),
norepinefrin ve dinorfin diizeyi amigdalada artarak yoksunlukta goriilen negatif
emosyonel duygularin olusmasina, ayrica yoksunlugun uzamasina neden olur. NAc’de
dopamin saliniminin azalmasi, VTA’da CRF’nin artmasina neden olabilir, bu da
yoksunluktaki negatif duygudurumla iliskili olabilecigini diisiindiirmiistiir (Koob ve
Volkow, 2016).

Opioid yoksunlugunda dopamine ek olarak veya dopamin salinimin1 modiile
ederek, noradrenalin, GABA, P maddesi, adenozin, noropeptit Y ve nitrik oksit gibi
farkli norotransmitterlerin ve ndromodiilatorlerin opioid yoksunlugunun gelisiminde
rol oynadig: diigiiniilmektedir (Yananli ve ark., 2007; Topkara ve ark., 2017; Jafarova
ve ark., 2020).

Opioid ilaglarin kesilmesinden sonra ortaya ¢ikan yoksunluk sendromunun
semptomlari su sirayla ortaya ¢ikar; ilk 6nce burun akintisi, esneme ve gdz yasarmast
semptomlarini, huzursuzluk, titreme ve pupil dilatasyonu izler, son asamada ise ishal,
kusma, kas spazmlar1 ve depresif ruh hali meydana gelir (Knapp, 2017). Opioid
ilaglara baglh gelisen yoksunluk sendromunun gelisme hiz1 ve siddeti, ilgili ilacin
yarilanma &mriine baghdir. {lacin yarilanma &mrii ne kadar kisa ise semptomlarin

ortaya ¢ikmasi o kadar ¢abuk olur (Knapp, 2017; O’Brien ve ark., 2013).
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DSM V’e Gore Opioid Kullanim Bozuklugu Tami Kriterleri (O’Brien ve ark.,
2013)

A. Asagidakilerden en az ikisi ile kendini gosteren ve 12 aylik bir siire i¢inde
ortaya ¢ikan, klinik a¢idan 6nemli bir bozukluga veya sikintiya yol agan opioid

kullanim1 paterni:

1. Opioidlerin genellikle amaglanandan daha biiyiik miktarlarda veya daha uzun

bir stirede alinmasi,

2. Opioid kullanimini azaltmak veya kontrol etmek icin kalici bir istek veya

basarisiz ¢cabalarin olmasi,

3. Opioid elde etmek, kullanmak veya etkilerinden kurtulmak igin gerekli

aktivitelerde ¢ok zaman harcanmasi,

4. Ozlem (craving) ya da kuvvetli bir opioid kullanma arzusu ya da isteginin

olmasi,

5. 1s, okul veya evde biiyiik rol yiikiimliiliiklerini yerine getirememeye neden olan

tekrarlayan opioid kullanima,

6. Opioidlerin etkilerinden kaynaklanan veya siddetlenen kalici veya tekrarlayan

sosyal veya kisilerarasi sorunlara ragmen stirekli opioid kullanima,

7. Onemli sosyal, mesleki veya eglence faaliyetlerinden opioid kullanimi

nedeniyle vazgeg¢ilmesi veya azaltilmasi,
8. Fiziksel olarak tehlikeli oldugu durumlarda tekrarlayan opioid kullanimi,

9. Maddenin yol actig1 veya siddetlendirdigi inat¢1 veya tekrarlayan fiziksel veya

psikolojik bir soruna sahip olmasina ragmen, devam eden opioid kullanima,
10. Asagidakilerden herhangi biri ile tanimlanan tolerans:

a. Zehirlenme veya istenen etkiyi elde etmek icin belirgin miktarda artan opioid

ithtiyact,

b. Ayni miktarda bir opioidin stirekli kullanimu ile belirgin sekilde azalmais bir etki,
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11. Asagidakilerden herhangi birinde gosterildigi gibi yoksunluk gelisimi:
a. Karakteristik opioid yoksunluk sendromu,

b. Opioidlerin (veya yakindan iligkili bir madde) yoksunluk semptomlarini

hafifletmek veya 6nlemek i¢in alinmasi.
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DSM V’e Gore Opioid Yoksunlugu Tam Kriterleri (O’Brien ve ark., 2013)

A. Asagidakilerden birinin varligi:

1. Agir ve uzun siireli (birkag hafta veya daha uzun) opioid kullaniminin kesilmesi

(veya azaltilmasi),
2. Bir opioid kullanim peryodundan sonra opioid antagonistinin uygulanmasi,

B. Asagidakilerden en az {igiiniin A kriterinden sonra birka¢ dakika - giin i¢inde

gelismesi:

Disforik ruh hali,

Bulant1 veya kusma,

Kas agrilari,

Lakrimasyon veya rinore,

Pupillerde dilatasyon, piloereksiyon veya terleme,
Ishal,

Esneme,

Ates

© ©® N o g B~ w D

Uykusuzluk

C. B kriterindeki belirti veya bulgularin sosyal, mesleki veya diger 6nemli

fonksiyonel alanlarda klinik olarak 6nemli sikintilara veya bozulmalara neden olmasi,

D. Belirti veya semptomlarin bagka bir tibbi duruma atfedilememesi ve zehirlenme
veya baska bir maddeden ¢ekilme dahil olmak iizere baska bir zihinsel bozukluk ile bu

durumun agiklanamamasi.
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4.2. Topiramat

Topiramat (2,3:4,5-bis-0-(1-methylethylidene) [-D-fructo-pyranose sulfamate),
D-fruktoz monosakkaritinin bir tiirevi olup, siilfamat grubu iceren ve molekiil agirlig
339.36 g olan yeni jenerasyon bir antiepileptik ilagtir (Shank ve ark.,2000; Mao ve
ark., 2015). Genis etki spektrumuna sahip olan topiramat Lennox-Gastaut sendromu,
parsiyel ve jeneralize tonik-klonik nobetlerin tedavisinin yani sira migren
basagrilarinin profilaksisinde de kullanilmaktadir (Porter ve ark., 2012; Katzung,
2018).

Topiramat, fruktoz-1,6-difosfatin yapisal analoglarmin arastirildigi bir projede,
hipoglisemik aktiviteden yoksun bir ara madde olarak sentezlendi. Yapisinda bulunan
o-siilfamat parcasinin asetazolamidin siilfonamid pargasina benzerliginin saptanmasi
lizerine topiramat antikonviilsan olarak degerlendirildi (Shank ve ark.,2000).

Oral uygulamadan sonra kolay emilmekte ve plazma pik seviyelerine yaklasik 2
saatte ulasmaktadir (Davies, 2007). Biyoyararlanimi yaklasik % 80, plazma
proteinlerine baglanma orani1 % 15’tir. Topiramat % 20-50 gibi bir oranla orta diizeyde
metabolize olmaktadir. Yarilanma omrii 20-30 saat olan topiramat Oncelikli olarak
degismeden ve % 50-80 oraninda idrarla atilmaktadir (Katzung, 2018).

Topiramat kullanimina bagli bas donmesi, uyku hali, psikomotor yavaslama,
parestezi, ataksi, viicut agirliginda azalma, depresyon ve psikoz gibi yan etkiler
goriilebilmektedir. Bu yan etkiler genellikle hafif-orta siddette olup, tedavinin geri
cekilmesi veya uygulamanin hizli titrasyonu sonucu meydana gelmektedir (Langtry ve
ark., 1997).

In-vitro glutamat ile olusturulan eksitotoksite modeli ¢alismasinda, topiramatin,
glutamat toksisitesine karsi hipokampal néronlar tizerine ndroprotektif etkisi gosterildi
(Mao ve ark.,, 2015). Sicanlarda metilfenidatin yol actigt oksidatif stres ve
inflamasyona kars1 farkli dozlarda topiramatin koruyucu etkisinin arastirildigi bir in-
vivo ¢aligmada hipokampal hiicre kaybini, oksidatif hasar1 ve inflamasyonu azaltarak
noroprotektif etkinlik olusturdugu gosterildi (Motaghinejad ve ark., 2016). Serebral
iskemiye kars1 koruyucu etkisinin arastirildigi bir ¢alismada ise wistar si¢anlarin sag
orta serebral arter embolizasyonundan iki saat sonra intraperitoneal (i.p.) uygulanan

topiramatin doza bagimli olarak néroprotektif etki gosterdigi bildirildi (Yang ve ark.,
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1998). Serebral iskemide artan glutamat seviyeleri hiicre i¢cine sodyum ve kalsiyum
akimina ve membran depolarizasyonuna neden olur. Bu mekanizma ndronal liime
neden olan kaskadlar1 baglattig1 icin eksitotoksisiteden sorumlu tutulmaktadir.
Iskemide glutamatin hiicre disina ¢ikist sodyum-bagli glutamat transportu ile
oldugundan sodyum kanal blokerlerinin hiicre digina glutamat salinimini azaltmasi
yoluyla iskemiye karst noroprotektif etkili olabilecegi diisiiniilebilir. Ayrica
glutamatin etkilerini dengeleyen bir mediator olan gamma-aminobiitirik asit (GABA)
norotransmitteri de glutamatin toksik etkilerini smirlayabilir. Ozet olarak topiramatin
sodyum kanal blokaj1 ve/veya GABA aktivasyonu yolu ile iskemide néroprotektif etki
sergileyebilecegi disilintilmiistiir (Yang ve ark., 1998).

Topiramat ile bagimlhilik c¢alismalart noroprotektif calismalardan daha o6nce
baslamistir. Alkol bagimlilig1 iizerine etkilerinin arastirildigi calismalarda topiramatin
igme gilinii bagina igki tiiketimini (Johnson ve ark.,2003), agir i¢ki igilen giin oranini
(Johnson ve ark., 2007) ve alkol tiiketim giinlerini azalttig1 gosterilmistir (Cohen
2014). Sicanlarda naltrekson ile indiikklenen morfin yoksunluk sendromunda
topiramatin doza bagimli olarak toplam davranigsal yoksunluk skorunu azalttig
gorilmistir. Topiramat uygulamasina bagli ortaya ¢ikan bu etkilerden
mezokortikolimbik  dopamin  aktivitesindeki azalma ve/veya glutamaterjik
AMPA/kainat reseptorlerinin antagonizmasi sorumlu tutulmustur. (Medrano ve ark.,
2015). Opiat detoksifikasyon programi uygulanan ve ii¢ hastadan olusan vaka
serisinde topiramat tedavisinin yoksunluk bulgularmi baskiladigi gosterilmistir
(Zullino ve ark., 2002). Topiramatin kokain bagimlilarinda kokain kullanimini ve
arzusunu azaltmadigi halde siddetli yoksunluk bulgularin1 baskiladigir gosterilmis,
bunun topiramatin anksiyolitik etkisine bagli olabilecegi disiiniilmistiir (Kampman

ve ark., 2013).
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4.3. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor (BDNF)

Norotrofinler néronlarin gelisimini, fonksiyonlarini ve hayatta kalmalarini saglayan
¢ok 6nemli proteinlerdir (Hempstead, 2006; Reichardt, 2006). Ayrica néronlarin dmiir
boyu korunmasina da katkida bulunmaktadir (Allen ve Dawbarn, 2006). Norotrofinler,
beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), sinir biiyiime faktorii (NGF), norotrofin-3
(NT-3) ve norotrofin-4/5 (NT-4/5) olmak lizere dort iiyeden olusmaktadir (Billard ve
Potier, 2009; Hempstead, 2014). Besinci norotrofin olan Norotrofin-6 ise sadece
baliklarda bulunmaktadir (Hempstead, 2014).

Norotrofinlerin etkilerine aracilik eden iki smif reseptor tanimlanmistir: p75 ve
tirozin kinaz reseptorlerinin "Trk" ailesi (Sekil 2) (Allen ve Dawbarn, 2006).
Norotrofin reseptorlerinden Trk daha ¢ok sinaptik plastisite ve néronal yasam ile, p75
ise hiicre oOlim mekanizmalart ve hipokampal uzun donem depresyonla
iliskilendirilmistir (Hempstead, 2006).

Norotrofin ailesinin onemli iiyesi olan BDNF’iin merkezi ve periferik sinir
sistemindeki varligi 1980 yilinda gosterildi (Hempstead, 2014). NT-3, NT-4/5 ve NGF
ile yaklasik % 50 oraninda aminoasit bezerligi gosteren insan BDNF niin matiir formu
(mBDNF) 11. kromozom tarafindan kodlanmaktadir (Binder, 2003). BDNF veya
mBDNF sinapslardaki molekiiler yapilar1 degistirerek, gen ekpresyonlarini etkileyerek
vb yollarla ilaca bagli uzun siireli néroadaptasyon mekanizmalar1 diizenlemektedir
(McGinty ve ark., 2010). BDNF, sinaptik plastisitenin yani sira hafizada da énemli bir
yere sahiptir (Allen ve Dawbarn, 2006).
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Sekil 2. Norotrofinler ve baglandiklar reseptorleri (Chao, 2003 ten uyarlanmustir)
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Sekil 3. BDNF ve proBDNF’nin Onciil molekiilden sentezi (Yang, 2017’den

uyarlanmistir)
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BDNF siklikla noronlarin dentrit, gévde ve aksonunda bulunur ve anterograd
olarak tagimir. Ozellikle amigdala, serebral korteks ve hipokampiiste yogun olarak
sentezlenir. Erken postnatal donemde artmaya baslayan tiretimi yetigkin donemine
kadar devam eder (Binder, 2003). BDNF oncelikle preproBDNF prekiirsor protein
olarak sentezlenir. Daha sonra bu prekiirsor protein proBDNF (32 kDa) proteinine,
sonra ise proBDNF proteini intraseliiler furin ya da pro-konvertaz enzimleriyle veya
ekstraseliiler metalloproteinaz ve purin gibi proteazlarla kesilerek mBDNF (14 kDa)
proteine dontismektedir (Sekil 3) (Cunha ve ark., 2010).

mBDNF ve proBDNF genel olarak sinaptik plastisitede zit yonde etki gosterirler.
mBDNF TrkB reseptoriine yiiksek afinite ile baglanarak bu reseptdrde dimerizasyonu
tetikler, sitoplazmik tarafta tirozin fosforilasyonuna yol agararak, noronal aktivite ve
sinaptik plastisiteye katkida bulunur. proBDNF ise p75NTR reseptoriine baglanarak
apopitotik olaylara neden olur (Teng ve ark., 2005; Woo ve Lu, 2009; McGinty ve
ark., 2010).

BDNF ekspresyonu ndronal aktivite ile diizenlenmektedir. Gorsel ve duyusal
uyarilar gibi bir¢ok fizyolojik durumlar, ayrica stres, Alzheimer ve depresyon gibi
patolojik durumlar BDNF ekspresyonunu etkilemektedir (Woo ve Lu, 2009). BDNF
ve yuksek afiniteli TrkB reseptorii sinaptik plastisitede onemli rol almaktadirlar.
Ayrica, eksitator ve inhibitér sinapslarda, hem presinaptik hem de postsinaptik
lokalizasyonlarda gorev alir. SSS’de bu kadar yaygin dagilima sahip olmasi ve
noronlarda sinaptik plastisite modiilasyonunda kritik roller iistlenmesi 6grenme-bellek
gibi fizyolojik olaylarda ve depresyon, epilepsi, agri, bagimlilik ve yoksunluk gibi
daha birgok SSS patolojilerinde BDNF’nin rol oynadigina isaret eder (Binder, 2003;
Heberlein ve ark., 2011). Ogrenme ve hafiza, SSS’deki sinapslarin modifikasyonuna
baglidir, BDNF sinapslarda uzun dénem potansiasyonda rol almaktadir, bu yiizden
ogrenme ve hafizada molekiiler olarak rol oynadigi diisiiniilebilir. Ayrica limbik
sistemin onemli bir yapist olan ve uzaysal hafizada 6nemli rolii olan hipokampiista
BDNF yaygin bir ekspresyona sahiptir (Binder, 2003).

Sicanlarda kokain yoksunlugunda BDNF diizeylerinin arastirildig1 bir calismada,
kokain geri cekildikten sonra VTA, NAc ve amigdalada BDNF seviyelerinin kontrol
grubuna gore arttigi gosterildi (Grimm ve ark., 2003). Opiat ‘maintenance

programme’ kapsaminda diasetilmorfin tedavisi alan 28 opiat bagimli erkek hastada
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serum BDNF diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu. Ayni
calismada bagimli hastalarda, serum BDNF diizeyleri ile opiata 6zlem duyma
(craving) arasinda pozitif bir korelasyon gosterildi (Heberlein ve ark., 2011).
Ortabeyinde dopamin saliniminin diizenlenmesinde rolii olan ve dopaminerjik
noronlara destek saglayan BDNF, sinaptik iletimde uzun siireli potansiasyonda da rol
oynamaktadir (Heberlein ve ark., 2011). Morfin bagimliligi ve yoksunlugunun frontal
kortekste BDNF ve proBDNF iizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada, bagimli
sicanlarda 5 giin siiresince morfin subkiitan (s.c.) enjeksiyonu yapilip, son morfin
enjeksiyonundan 2 saat sonra, morfin yoksunlugu gelistirilenlerde ise son morfin
enjeksiyonundan 60 saat sonra siganlarin beyinleri ¢ikarilmistir. Frontal kortekste hem
morfin yoksunlugunun hem de morfin tedavisinin BDNF seviyelerini kontrol
gruplarina gore anlamli olarak artirdig1 gosterilmistir. proBDNF seviyelerini kontrol
gruplarina gore anlamli olarak artirmis, tstelik morfin yoksunlugunda kronik morfin
tedavisine gore daha anlamli bir artis gdstermistir. Striatumda ise kronik morfin
tedavisinin  BDNF’yi artirdigi  halde proBDNF’nin etkilenmedigi; morfin
yoksunlugunun proBDNF’yi anlamli olarak artirirken, BDNF’yi degistirmedigi
gosterilmistir (Bachis ve ark., 2017).

Bu calismada, morfin bagimhiligi ve yoksunlu§unda onemli yeri olan NAc
bolgesine lokal uygulanan topiramatin naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugu
sendromu bulgularina etkisi noroprotektif ve apopitotik etkisi bilinen BDNF ve

prekiirsorii olan proBDNF dongiisiiniin bu etkide ki rolii incelenmistir.

30



5. GEREC VE YONTEM

Tez calismasinda uygulanan calisma protokolii MUHDEK (Marmara Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu) tarafindan onaylandi (83.2017.mar) (Ek-1).
Arastirma siiresince deneyler Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dali ve Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dalinda
gerceklestirildi. Calismanin desteklenmesi icin Marmara Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAPKO; SAG-C-DRP-200318-0098)’ne

bagvuru yapilarak onay alindi.

5.1. Deney Hayvanlarimin Ozellikleri

Deneylerde 240-400 gram agirliklari arasinda, 3-6 aylik erkek, 38 adet Wistar sigan
kullamildi. Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edilen siganlar, ¢alisma siiresince nem kontrolii ve sabit 1sinin
(21+4°C) saglandigi bir bakim odasinda barindirildi. 12 saat aydinlik-karanlik dongiisii
saglanan bakim odasinda, sicanlarin yem ve suya erisimleri kisitlanmadi. Deney

stiresince her kafeste bir hayvan olacak sekilde barindirildi.

Hayvanlar deney protokolii geregince 7 gruba ayrildilar: Kontrol, Bagimli, Yoksun,
ICV-T (intraserebroventrikiiler (ICV) topiramat tedavisi uygulanan grup), ICV-K
(ICV SF uygulanan grup), NAc-T (NAc bolgesine topiramat uygulanan grup), NAc-
K (NAc bolgesine SF uygulanan grup)

5.2. Stereotaksi Cerrahi Yontemi

Calismada lateral ventrikiile (ICV-T, ICV-K) ya da NAc bolgesine (NAc-K, NAc-
T) madde uygulanacak, gruplara stereotaksi cerrahi islemi yapildi. Ketamin (100

mg/kg, i.p) ve ksilazin (10 mg/kg, i.p) anestezisi altindaki siganlar stereotaksi aletine
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(Stoelting Model 51600, A.B.D.) yerlestirilmelerini takiben, kafa {izerindeki tiiyler
kesildi. Antiseptik soliisyonla temizlenen kafa derisine longitudinal insizyon agilip,
periost temizlenerek kafatasi ortaya cikarildi. Sabitleme islemi i¢in hayvanlarin
kafatasina sag frontale 1 adet, sag oksipitale 1 adet, sol oksipitale 1 adet olmak tizere

toplam 3 adet sabitleme vidalar1 yerlestirildi.

NAc’atopiramat uygulanacak NAc-T ve serum fizyolojik (SF) uygulanacak NAc-
K gruplarindaki siganlara sigan beyin atlasi (Paxinos ve Watson, 2007) kullanilarak ve
bregma noktasi referans alinarak AP: +1.7 mm, ML: £ 2 mm, 10° aciyla,V:-7.1 mm
koordinatlarina bilateral celik kilavuz kaniiller yerlestirildi. intraserebroventrikiiler
(ICV) olarak topiramat uygulanacak ICV-T ve SF uygulanacak ICV-K gruplarindaki
siganlara da sigan beyin atlasi (Paxinos ve Watson, 2007) kullanilarak ve bregma
noktasi referans alinarak AP: -1 mm, ML: - 1.5 mm, V: - 3.5 mm koordinatlarina ICV
ipsilateral c¢elik kilavuz kaniiller yerlestirildi. Kaniiller soguk dental akrilik ile
kafatasina sabitlendi. Celik kilavuz kaniillerin tikanmamasi i¢in muhafaza (dummy)

kaniil i¢ine yerlestirildi.

5.3. Lokomotor Aktivite Olciimleri

Deney siiresince siganlarin lokomotor aktiviteleri AMS9701 (CommatLtd.,
Ankara/Tiirkiye) lokomotor aktivite goriintiileme sistemi ile 6l¢iildii. Lokomotor
aktivite (LMA) goriintiileme sistemi, deney hayvanlarinin yatay ve dikey eksendeki
hareketlerini, hayvanlarin konumu ve yer degisikligini algilayan kizil 6tesi sensorler
bulunan LMA kafesi ve bu sensorleri kaydeden bir bilgisayardan meydana

gelmektedir.
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Pleksiglas
Kafes

Dikey Hareket
Algilayicilarn

Yer Degistirme
Hareketi Algilayicilan

Sekil 4. Lokomotor Aktivite Goriintiileme Sistemi (Uzbay TI, 2009’dan uyarlanmistir)
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Deney siiresince hayvanlarin lokomotor aktivite dlgiimleri giiniin ayn1 saatlerinde
ve 15 dk olacak sekilde yapildi. Lokomotor aktivite 6l¢glimii sirasinda her bir hayvan
icin horizontal, ambulatuvar, stereotipik, vertikal hareket sayis1 ve toplam kat edilen
mesafe kaydedildi. Yoksunluk tablosu gelistirilen si¢anlarda ise lokomotor 6l¢timleri

sirasinda yoksunluk skorlamas: uygulandi.

Stereotaksi cerrahisi uygulanan, morfin bagimliligt ve yoksunluk tablosu
gelistirilen siganlara yedi giinliik iyilesme siirecini takiben lokomotor aktivite
Olclimleri yapilarak morfin peletleri yerlestirildi. Deney siiresince tiim si¢anlara
toplam ii¢ adet lokomotor aktivite 6l¢timii yapildi. Birinci lokomotor aktivite 6l¢timii
stereotaksik cerrahi sonrasi 8.giin ilk morfin peleti takilmadan 6nce, ikinci 6lgim
10.giin ikinci morfin peleti takilmadan 6nce, tiglincii 6l¢tim ise 12.giin ICV ve NAc’a

lokal ejeksiyonlardan sonra nalokson (3mg/kg, i.p.) uygulamalarinin ardindan yapildi.

Sterestalsik cerrahi
ICV/NA: miloraen jelsiyonu
Malaksan Uyguamas
1. Pt yerlestinme 2. Predat yerles tinme 3. Lr'1-‘!:'
i_; 1.4 2. LKA Drekapitasyon
i)
_h
" } ! |
=T l 1 T -
3 A -
21 10 12 Zaman(gln)

Sekil 5. Deney protokolii ve akis planinin grafik ile gosterimi
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5.4. Morfin Bagimhhgi Olusturma Yontemi

Morfin bagimliligi 75 mg baz morfin i¢eren peletlerin siganlarin cilt altina hafif
eter anestezisi altinda yerlestirilmesiyle gerceklestirildi.

Stereotaksi uygulanmayan Bagimli ve Yoksun Gruplarindaki si¢anlarda, deneyin
1. giinlinde 1 adet (75 mg), deneyin 3. giiniinde 2 adet (150 mg) olmak {izere toplam 3
adet 75 mg baz morfin igeren yavas salinimli pelet yerlestirildi. Stereotaksi cerrahisi
uygulanan ICV-T, ICV-K, NAc-K ve NAc-T Gruplarindaki siganlarda ise, bir haftalik
iyilesme siirecinden sonra, deneyin 8. giiniinde 1 adet (75 mg), deneyin 10. giiniinde 2
adet (150 mg) olmak iizere toplam 3 adet 75 mg baz morfin igeren yavas saliniml
pelet sicanlarin sirt bolgesinde cilt altina hafif eter anestezisi altinda yerlestirildi.

Kontrol grubunda morfin bagimlilig1 gelistirilmedigi icin pelet yerlestirme iglemi

yapilmadi.

5.5. Yoksunluk Tablosu Olusturma Yontemi

Yoksunluk tablosu Yoksun, ICV-T, ICV-K, NAc-K ve NAc-T Gruplarinda

olusturuldu.

Morfin bagimliligi olusturulan ve stereotaksi cerrahisi yapilmayan siganlara ilk
morfin peletinin yerlestirilmesinden sonra 5. giinde nalokson (3mg/kg, i.p.)
uygulanarak yoksunluk tablosu olusturuldu. Morfin bagimlilig1 olusturulan ve
stereotaksi cerrahisi yapilan sicanlarda ise ilk morfin peletinin yerlestirilmesinden
sonra 5. giinde ICV ve NAc‘a lokal tedavi uygulamalarindan sonra, nalokson (3mg/kag,

I.p) uygulanarak yoksunluk tablosu olusturuldu.

Sicanlarin nalokson enjeksiyonundan sonra ICV-T, ICV-K, NAc-K ve NAc-T
gruplarinin lokomotor aktivite 6lgtimleri yapildi ve bu 6lgiim sirasinda yoksunluk

belirtileri skorlandi (Tablo 2).
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5.6. Yoksunluk Bulgularinin Degerlendirilmesi

Nalokson ile olusturulan yoksunluk tablosunda siganlarin nalokson
enjeksiyonundan sonra LMA 6lgiimleri yapildi ve 1slak kopek silkinmesi, sigrama, dis
gicirdatma, kanli gozyasi, pitozis, dokununca ¢iglik atma ve diyare gibi bulgular1 15
dakika siireyle gozlemlenerek skorlandi (Pinelli and Trivulzio, 1998; El-Kadi ve
Sharif, 1998). Yoksunluk sirasinda agirlik kayiplarinin degerlendirilmesi amaciyla

yoksunluk tablosu olusturulmadan dnce ve sonra siganlarin agirliklar: 6lgiildii (Tablo
2).
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Tablo 2. Yoksunluk tablosu gelistirilen hayvanlarda 15 dakika siire ile gozlemlenen ve

skorlanan yoksunluk bulgular1 (Pinelli and Trivulzio, 1998; El-Kadi ve Sharif, 1998)

Semptomlar Hayvan no:

Tarih

Yoksunluk tetiklenmeden dnceki agirlik (gram)

Sigrama no

Islak kdpek no

Defekasyon no

Diare skor (0-3)

Dis gicirdatma skor (0-10)

Ptozis skor (0-3)

Dokununca ¢iglik atma (var-yok)

Eseleme no

Karm germe no

Tremor no

Kanl gozyasi (var-yok)

Agirlik kaybi (gram)
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5.7. Frontal Korteks Diseksiyonu

Deney sonunda hayvanlar dekapite edilerip beyinleri ¢ikarilarak -80°C'de
saklandi. Daha sonra frontal kortikal bolgeleri eksize edilmek tizere -80°C' den
cikarilan ve soguk bir diizenege yerlestirilen beyin dokulari, sag ve sol hemisfere
ayrilacak sekilde kesildi. Daha sonra her bir hemisferden olfaktér bulbus bolgesi
aynigtirtlarak uzaklastirildi. Kalan beyin dokularinin, frontal bolgeleri eksize edilerek
frontal korteks ayristirildi (Chiu ve ark., 2007). Ayristirilan doku Western Emdirimi
Analizi giiniine kadar -80°C'de saklandi.
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5.8. Deney Protokolii

Caligmada kullanilan siganlar Tablo 3’de belirtilen sekilde deney gruplarina ayrildi.

Tablo 3. Deney gruplari ve gruplardaki siganlarin dagilimlari

Deney LMA Pelet Topiramat/SF Nalokson Hayvan | Western
Gruplar1 Olgiimleri | Yerlesimi | Mikroenjeksiyonu | Enjeksiyonu | Sayisi Emdirimi
Analizi
Kontrol - - - - 4 4
Bagimli - 3 adet - - 4 4
Yoksun - 3 adet - 3mg/kg 4 4
Topiramat 3mg/kg
ICV-T 3 kez 3 adet 100 uM 6 4
2ulL/unilateral
3mg/kg
SF
ICV-K 3 kez 3 adet 2uL/unilateral 6 4
Topiramat 3mg/kg
NAc-T 3 kez 3 adet 100 uM 7 4
500 nL/bilateral
3mg/kg
SF
NAC-K kez | 3adet | 506y milateral ! 4
Toplam 38 28
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Kontrol grubunda morfin bagimliligi ve yoksunluk tablosu gelistirilmedi

Bagimli grubundaki sicanlarda sadece morfin bagimliligi gelistirildi, yoksunluk
tablosu gelistirilmedi. Deneyin 1. giinii si¢anlarin cilt altina, hafif eter anestezisi
altinda 75 mg baz morfin igeren bir adet morfin peleti yerlestirildi. 48 saat sonra her
biri 75 mg baz morfin iceren 2 adet morfin peleti siganlarin cilt altina hafif eter
anestezisi altinda yerlestirildi.

Yoksun grubundaki siganlarda hem morfin bagimliligi hem de yoksunluk tablosu
gelistirildi. Deneyin 1. giinii siganlarin cilt altina, hafif eter anestezisi altinda 75 mg
baz morfin igeren bir adet morfin peleti yerlestirildi. 48 saat sonra her biri 75 mg baz
morfin igeren 2 adet morfin peleti sicanlarin cilt altina hafif eter anestezisi altinda
yerlestirildi. Son peletin yerlestirilmesinden 48 saat sonra siganlara nalokson (3 mg/kg,
I.p.) uygulanip yoksunluk sendromu olusturuldu.

ICV-T, ICV-K, NAc-T ve NAc-K gruplarindaki si¢anlara stereotaksi cerrahi
islemi uygulandi. Stereotaksi cerrahisi sonrasi iyilesme donemi olarak belirlenen 7
gliniin ardindan deneyin 8. giinii birinci lokomotor aktivite 6l¢iimii yapildi, sonrasinda
siganlarin cilt altina, hafif eter anestezisi altinda 75 mg baz morfin iceren bir adet
morfin peleti yerlestirildi. Deneyin 10. giinii si¢anlarin ikinci lokomotor aktiviteleri
ol¢iildii ve takiben her biri 75 mg baz morfin igeren 2 adet morfin peleti siganlarin cilt
altina hafif eter anestezisi altinda yerlestirildi. Deneyin 12. giinli sicanlarin NAC
bolgesine bilateral topiramat 100 uM 500 nL (bilateral olarak toplam I1pL;
0,03ug/1ul) veya ayni hacimde SF, ICV olarak ise unilateral topiramat 100 uM 2uL
(0,03ug/1ul) veya ayni hacimde SF mikroenjeksiyonu uygulandi. Mikroenjeksiyonun
ardindan sicanlara nalokson (3 mg/kg, i.p) uygulanip yoksunluk tablosu olusturuldu
ve sicanlarin 3. lokomotor aktivite 6lgiimleri yapildi. 3. lokomotor aktivite 6lgiimleri
sirasinda sicanlarda gelistirilen yoksunluk tablosu degerlendirilerek skorlandi.
Yoksunluk tablosu olusturulmadan 6nce ve sonra siganlarin agirliklart Olgiildii ve
agirlik kayiplart degerlendirildi.

Deney sonunda hayvanlar dekapite edilip, cikartilan beyinler frontal korteks
bolgeleri eksize edilmek iizere -80°C'de saklandi (Chiu ve ark., 2007).
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5.9. Maddeler ve Mikroenjeksiyon

Topiramat (Acros-456190010) ve nalokson hidrokloriir dihidrat (Sigma-N7758)
ilaglar1 kullanildi. Topiramat ve nalokson serum fizyolojikte ¢oziilerek hazirlandi.
Mikroenjeksiyon stereotaksi cerrahisi ile yerlestirilen kilavuz kaniillerden, Hamilton
(1 pL) mikrosiringasina baglt polietilen tiip ve internal kaniiller ile gerceklestirildi.

Bilateral NAc bolgesine uygulanan mikroenjeksiyonlar 500 nL (bilateral olarak
toplam 1pL) hacminde SF veya ayni hacimde SF soliisyonunda ¢oziinmiis topiramat
100 uM’dan olugsmaktadir. ICV olarak unilateral uygulanan mikroenjeksiyonlar 2puL
hacminde SF veya ayni hacimde SF soliisyonunda ¢ozlinmiis topiramat 100 uM’dan

olusmaktadir.
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5.10. BDNF ve proBDNF icin Western Emdirimi Analizi

5.10.1. Hiicre lizatlarinin hazirlanmasi

Eksize edilen ve -80 °C’ de saklanan frontal korteks oOrnekleri, bigakli
homojenizatér ile RIPA (radioimmunoprecipitation assay buffer, Ripa-100, ECO-
TECH) tamponunda proteaz inhibitorleri varliginda homojenize edildi. Protein
ornekleri -80 °C’ de Lowry yontemi (Lowry ve ark., 1951) ile protein miktar tayini

yapilmak i¢in saklandi.

5.10.2. Protein miktar tayini

Homojenatlarin protein miktar tayini bazik ortamda (pH=10-10,5) proteinlerin
peptid baglarindaki azotlarin bakir (IT) iyonlariyla mor renkte kompleks olusturmasi
ilkesine dayanan Lowry yontemi ile yapild1 (Lowry ve ark., 1951). Olgiimler Synergy
H1 spektrofotometrede (BioTEK) yapildi. Protein miktarinin kantitatif 6lgtimiinde,
kalibrasyon i¢in BSA (bovin serum albiimin) kullanilip, 750 nm dalga boyunda
ol¢iildii. Daha sonra drnekler seyreltilip 30 pg protein igerecek sekilde hazirlandi,

Lowry reaktifleri eklendikten sonra 750 nm dalga boyunda 6l¢iimlere devam edildi.

5.10.3. Elektroforez

Protein 6rnekleri (30 pg), 4x drnek tamponu ile karistirilarak 100°C” de 3-5 dakika
kaynatilarak denatiire edildi. Ornekler, elektroforez sivisi iginde %12’ lik SDS-PAGE
(Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elekroforezi) jeline yiiklenerek, 1.5 saat
150 volt’da yiiriitiildi.
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5.10.4. Elektroforetik transfer diizenegi ile elektroforetik transfer

Transfer Iblot2 (ThermoFisher Scientific) transfer cihazi ve ona uygun transfer
membranlar1 (IB301002, ThermoFisher) ile yapildi. Ponceau S boyasi ile boyanan

membranlarda transferin gerceklesip gerceklesmedigi kontrol edildi.

5.10.5. Western emdirimi analizi

Homojenize edilen beyin dokularindan BDNF ve proBDNF ekspresyonunun
ilaglarla degisimini gosterebilmek i¢in Lowry yontemi ile protein miktar tayini yapilan
doku orneklerinden herbiri 30 pg protein iceren Ornekler hazirlandi. Her bir 6rnek
yiikleme boyasi ile kaynatilip denatiire edildi. Orneklerin akrilik jelde dikey
elektroforezde 80mA’de 1 saat yiiriitiilerek molekiiler biiyiikliiklerine gore ayrilmasi
saglandi. Ornekler jelde vyiiriitiildiikten sonra antikor ile muamele edebilmek igin
nitroseliiloz membranlara aktarildi. Aktarma iglemi Invitrogene ait iBlot2 diizenegi ile
hazir membranlar kullanilarak yapildi. Aktarim sonrasi protein 6rneklerinin jelden
membrana gegip gecmedigi pounceu S boyasi kullanilarak belirlendi. Boya, distile su
ile yikanarak membranlardan uzaklastirildi. Membranlar 1 gece BSA igeren blok
soliisyonunda bekletildi. Blok soliisyonu uzaklastirildiktan sonra 6rnekler 1 gece
1:1000 konsantrasyonunda BDNF antikoru (SantaCruz: sc20981) veya proBDNF
antikoru (Abcam: ab108319) ile muamele edildi. Membran 3 kere 15’er dakika TBS—
T (tris-buffered saline-tween-20) soliisyonu ile yikanip goriintiillemeyi saglayabilmek
icin 1 saat alkalen fosfataz eslenik tavsan anti-keci IgG antikoru (Sigma; a3812) ile
muamele edildi. Ikincil antikor muamelesi sonrasi membranlar 3 kere 15’er dakika
TBS-T ile yikandi. Membranlar hiicre i¢sel kontrolii i¢in 1:1000 konsantrasyonunda
beta-aktin (Novus; nb600-532) antikoru ile muamele edildi ve TBS-T ile yikama
islemleri yapildi. Yikama iglemi sonrast membranlar BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-
3'-indolyphosphate p-toluidine salt/ nitro-blue tetrazolium chloride; ThermpFisher,
34042) soliisyonu ile muamele edildi, her bir bant i¢in renk reaksiyonu basladiginda
reaksiyon su ile durduruldu. Membranlarin fotograflar1 cekilip bilgisayar ortamina

aktarildi. Her bir bantin optik dansitesi Image] programi ile belirlendi
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(https://imagej.nih.gov/ij/download.html). BDNF ve proBDNEF’e ait her bir bantin
optik dansitesi beta-aktin antikoruna ait bantin optik dansitesine boliinerek

degerlendirildi.

5.11. Verilerin Analizi

Deney gruplarindan elde edilen veriler ortalama + standart hata olarak verildi.
Veriler GraphPAD Prism 8 yazilimi kullanilarak analiz edildi. Yoksunluk
bulgularindan parametrik olarak kabul edilen sigrama, 1slak kopek silkinmesi, agirlik
kaybi degiskenleri yaninda tiim lokomotor aktivite davraniglari, BDNF/proBDNF
oraninin ICV-NAc gruplarindaki degisimleri two-tailed unpaired t-test ile
degerlendirildi. Non-parametrik olarak kabul edilen yoksunluk bulgularindan dis
gicirdatma ve pitozis degiskenleri ise Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
BDNF/proBDNF oraninin kontrol, morfin bagimmlis1 ve yoksun gruplarinda
karsilagtirilmasinda ise tek yonlit ANOVA post hoc Tukey yontemi kullanilarak analiz
edildi. p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. ICV ve NAc’a Uygulanan Topiramatin Naloksonla Indiiklenen Morfin
Yoksunlugunda Yoksunluk Bulgularina ve Lokomotor Aktivite Uzerine EtKisi

ICV-T (n=6), ICV-K (n=6), NAc-T (n=7) ve NAc-K (n=7) gruplarindaki
sicanlarin hepsinde morfin bagimlilig: gelistirildi ve naloksonla indiiklenen yoksunluk
belirtileri izlendi.
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6.1.1. ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin naloksonla indiiklenen morfin

yoksunlugunda yoksunluk bulgularina etkisi

6.1.1.1. ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin nalokson ile indiiklenen morfin

yoksunlugunda sicrama sayisi iizerine etkisi

Nalokson uygulamasini takiben ICV-K grubunda 4,3 + 1,4 olarak bulunan si¢grama
sayist ICV-T grubunda 0,5 + 0,3 olarak azalmistir. Bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,026; t=2,61; df=10; Sekil 6). Nalokson uygulamasini
takiben NAc-K grubunda 2,4 + 0,9 olarak bulunan sigrama sayis1t NAc-T grubunda 0,4
+ 0,2 olarak azalmistir. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmustur

(p=0,04; t=2,24; df=12; Sekil 6).

Sigrama (say)
&

%]
L

ICV-K ICV-T NAc-K NAc-T

Sekil 6. ICV-T (n=6) ve NAc-T (n=7) gruplarina bilateral mikroenjeksiyon ile
uygulanan topiramatmn, nalokson (3mg/kg) ile indiikklenen morfin yoksunlugundaki
sigrama sayisi lizerine etkisi. Kontrol gruplara (ICV-K (n=6); NAc-K (n=7)) aym
hacim igerisinde tastyict uygulanmistir. Veriler ortalama + standart hata olarak

verilmistir. *p<0,05 kontrol grubuna gore
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6.1.1.2. ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin nalokson ile indiiklenen morfin

yoksunlugunda dis gicirdatma davramsi iizerine etkisi

Nalokson uygulamasini takiben ortaya ¢ikan dis gicirdatma davranisi ICV-K
grubunda 5,0 + 1,4 ; ICV-T grubunda ise 6,2 + 1,3 olarak; NAc-K grubunda 6,0 + 1,1
; NAC-T grubunda 6,1 + 0,4 olarak bulunmustur. Bu sonuglar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (ICV grubunda p=0,61; Mann-Whitney U=145;
NAc grubunda p=0,68; Mann-Whitney U=21; Sekil 7).

Dis gicirdatmasi (skor)
s

ICV-K ICV-T NAc-K NAc-T

Sekil 7. ICV-T (n=6) ve NAc-T (n=7) gruplarina bilateral mikroenjeksiyon ile
uygulanan topiramatin, nalokson (3mg/kg) ile indiiklenen morfin yoksunlugundaki dis
gicirdatma davranigi {izerine etkisi. Kontrol gruplarina (ICV-K (n=6); NAc-K (n=7))
ayni hacim igerisinde tasiyici uygulanmistir. Veriler ortalama + standart hata olarak

verilmistir.
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6.1.1.3. ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin nalokson ile indiiklenen morfin

yoksunlugunda agirhik kaybui iizerine etkisi

Nalokson uygulamasini takiben ortaya ¢ikan agirlik kayb1 ICV-K grubunda 17,7
+ 2,3 ; ICV-T grubunda ise 12,67 + 1,7 olarak bulunmustur. Bu sonuglar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p=0,1; t=1,74; df=10; Sekil 8). Nalokson uygulamasini
takiben ortaya cikan agirlik kaybt NAc-K grubunda 15,5 + 2,28 ; NAc-T grubunda
11,4 £+ 2,2 olarak bulunmustur. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir

(p=0,22; t=1,29, df=11; Sekil 8).
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Sekil 8. ICV-T (n=6) ve NAc-T (n=7) gruplarina bilateral mikroenjeksiyon ile
uygulanan topiramatin, nalokson (3mg/kg) ile indiiklenen morfin yoksunlugundaki
agirlik kaybi tizerine etkisi. Kontrol gruplarma (ICV-K (n=6); NAc-K (n=7)) ayn
hacim igerisinde tasiyict uygulanmistir. Veriler ortalama + standart hata olarak

verilmistir.
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6.1.1.4. ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin nalokson ile indiiklenen morfin

yoksunlugunda pitozis skoru iizerine etkisi

Nalokson uygulamasini takiben ortaya ¢ikan pitozis skoru ICV-K grubunda 1,1 +
0,3 ; ICV-T grubunda ise 0,67 £+ 0,3 olarak bulunmustur. Bu sonuglar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p=0,36; Mann-Whitney U=14,5; Sekil 9). Nalokson
uygulamasini takiben ortaya ¢ikan pitozis skoru NAc-K grubunda 1,4 + 0,5 ; NAc-T
grubunda 1,4 + 0,5 olarak bulunmustur. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p=1; Mann-Whitney U=24; Sekil 9).

Pitozis (skor)
|
|
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Sekil 9. ICV-T (n=6) ve NAc-T (n=7) gruplarina bilateral mikroenjeksiyon ile
uygulanan topiramatin, nalokson (3mg/kg) ile indiikklenen morfin yoksunlugundaki
pitozis skoru iizerine etkisi. Kontrol gruplarina (ICV-K (n=6); NAc-K (n=7)) ayni
hacim igerisinde tasiyict uygulanmistir. Veriler ortalama + standart hata olarak

verilmistir.
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6.1.1.5. ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin nalokson ile indiiklenen morfin

yoksunlugunda islak kopek silkinme hareketi iizerine etkisi

Nalokson uygulamasini takiben ortaya ¢ikan 1slak kdpek silkinme hareketi ICV-
K grubunda 8,7+ 1,5 ; ICV-T grubunda ise 11,2 + 1,9 olarak bulunmustur. Bu sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,34; t=1,0, df=10; Sekil 10). Nalokson
uygulamasini takiben ortaya ¢ikan 1slak kopek silkinme hareketi NAc-K grubunda
11,6 £ 1,8 ; NAc-T grubunda 9,0 £ 1,5 olarak bulunmustur. Bu sonuglar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p=0,25; t=1,21, df=12; Sekil 10).
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Sekil 10. ICV-T (n=6) ve NAc-T (n=7) gruplarina bilateral mikroenjeksiyon ile
uygulanan topiramatin, nalokson (3mg/kg) ile indiiklenen morfin yoksunlugundaki
1slak kopek silkinme hareketi lizerine etkisi. Kontrol gruplarma (ICV-K (n=6); NAc-
K (n=7)) ayn1 hacim igerisinde tasiyict uygulanmistir. Veriler ortalama + standart hata

olarak verilmistir.
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6.1.2. ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin naloksonla indiiklenen morfin

yoksunlugunda lokomotor aktivite iizerine etkisi

6.1.2.1 ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin naloksonla indiiklenen morfin

yoksunlugunda stereotipik davramslarin yiizde degisimine etkisi

Degerlendirmede naloksonla tetiklenen morfin yoksunlugundaki stereotipik
davraniglarin yoksunluk dncesine gore yiizde degisimi kullanildi.

Nalokson uygulamasini takiben ortaya cikan stereotipik davranislarin yiizde
degisimi ICV-K grubunda 106,9 + 8,26; ICV-T grubunda ise 90,98 + 12,21 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,31; t=1,08;
df=10; Sekil 11). NAc-K grubunda 91,8 + 8,6 olarak bulunan stereotipik davranislarin
yiizde degisimi NAc-T grubunda 63,3 + 3,4 olarak azalmistir. Bu azalma istatistiksel
olarak anlamli farkli bulunmustur (p=0,009; t=3,07; df=12; Sekil 11).
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Sekil 11. ICV-T (n=6) ve NAc-T (n=7) gruplarina bilateral mikroenjeksiyon ile
uygulanan topiramatin, nalokson (3mg/kg) ile indiiklenen morfin yoksunlugundaki
stereotipik davraniglarin yoksunluk Oncesine gore ylizde degisimi iizerine etkisi.
Kontrol gruplarma (ICV-K (n=6); NAc-K (n=7)) aymi hacim igerisinde tasiyici
uygulanmistir. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. **p<0,01 kontrol

grubuna gore
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6.1.2.2. ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin naloksonla indiiklenen morfin

yoksunlugunda vertikal hareketlerin yiizde degisimine etkisi

Degerlendirmede naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugundaki vertikal

hareketlerin yoksunluk 6ncesine gore yiizde degisimi kullanildi.

Nalokson uygulamasini takiben ortaya ¢ikan vertikal hareketlerin yiizde degisimi
ICV-K grubunda 104,5 + 16,41, ICV-T grubunda ise 123,3 + 48,30 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,72; t=0,37,
df=10; Sekil 12). Nalokson uygulamasini takiben ortaya ¢ikan vertikal hareketlerin
yiizde degisimi NAc-K grubunda 114,2 + 42,37; NAc-T grubunda 42,77 + 10,38
olarak bulunmustur. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,13;

t=1,64; df=12; Sekil 12).
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Sekil 12. ICV-T (n=6) ve NAc-T (n=7) gruplarina bilateral mikroenjeksiyon ile
uygulanan topiramatin, nalokson (3mg/kg) ile indiikklenen morfin yoksunlugundaki
vertikal hareketlerin yoksunluk 6ncesine gore yiizde degisimi iizerine etkisi. Kontrol
gruplarina (ICV-K (n=6); NAc-K (n=7)) ayn1 hacim igerisinde tasiyict uygulanmistir.

Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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6.1.2.3. ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin naloksonla indiiklenen morfin

yoksunlugunda ambulatuvar davranislarin yiizde degisimine etkisi

Degerlendirmede naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugundaki ambulatuvar
davraniglarin yoksunluk oncesine gore ylizde degisimi kullanildi.

Nalokson uygulamasini takiben ortaya ¢ikan ambulatuvar davraniglarin yiizde
degisimi ICV-K grubunda 111,2 = 17,78, ICV-T grubunda ise 85,32 + 9,58 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,23; t=1,28;
df=10; Sekil 13). Nalokson uygulamasini takiben ortaya c¢ikan ambulatuvar
davraniglarin yiizde degisimi NAc-K grubunda 119,4 +27,70, NAc-T grubunda 97,66
+ 19,05 olarak bulunmustur. Bu sonuclar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p=0,53; t=0,65; df=12; Sekil 13).
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Sekil 13. ICV-T (n=6) ve NAc-T (n=7) gruplarina bilateral mikroenjeksiyon ile
uygulanan topiramatin, nalokson (3mg/kg) ile indiikklenen morfin yoksunlugundaki
ambulatuvar davranislarin yoksunluk oncesine gore yiizde degisimi lizerine etkisi.
Kontrol gruplarina (ICV-K (n=6); NAc-K (n=7)) aym: hacim igerisinde tasiyici

uygulanmistir. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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6.1.2.4. ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin naloksonla indiiklenen morfin

yoksunlugunda kat edilen mesafenin yiizde degisimine etkisi

Degerlendirmede naloksonla indiiklenen morfin yoksunlugunda kat edilen

mesafenin yoksunluk dncesine gore ylizde degisimi kullanildi.

Nalokson uygulamasini takiben ortaya ¢ikan kat edilen mesafenin yilizde degisimi
ICV-K grubunda 111,8 + 15,37, ICV-T grubunda ise 82,3 + 8,4 olarak bulunmustur.
Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,12; t=1,68; df=10; Sekil
14). Nalokson uygulamasini takiben ortaya ¢ikan kat edilen mesafenin yiizde degisimi
NAc-K grubunda 116,7 + 27,16, NAc-T grubunda 91,45 + 19,35 olarak bulunmustur.
Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,46; t=0,76; df=12; Sekil
14).
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Sekil 14. ICV-T (n=6) ve NAc-T (n=7) gruplarina bilateral mikroenjeksiyon ile
uygulanan topiramatin, nalokson (3mg/kg) ile indiiklenen morfin yoksunlugundaki kat
edilen mesafenin yoksunluk oncesine gore yilizde degisimi iizerine etkisi. Kontrol
gruplarina (ICV-K (n=6); NAc-K (n=7)) ayn1 hacim igerisinde tasiyict uygulanmistir.

Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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6.2. Morfin Bagimhihigi, Morfin Yoksunlugu ve Morfin Yoksunlugunda ICV veya
NAc’a Uygulanan Topiramatin BDNF /proBDNF Oram Uzerine EtKisi

Deney sonunda dekapite edilen hayvanlarin servikal dislokasyon islemi ile
beyinleri ¢ikarilarak -80°C'de donduruldu. Daha sonra -80°C'den ¢ikarilan beyinlerden
frontal korteks bolgeleri eksize edildi (Chiu ve ark., 2007). Eksize edilen frontal
korteks orneklerinde BDNF ve proBDNF antikorlart kullanilarak Western Emdirimi
deneyi yapildi ve deneyler 4 kere tekrarlandi. Beyin dokularindan Western Emdirimi
yontemi ile BDNF ve proBDNF ekspresyonlari belirlendi. Herbir bant 30 ug protein
iceren homojenatlardaki BDNF, proBDNF ve beta-aktin (3-aktin) antikorlarina ait

protein miktarini ifade etmektedir.
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6.2.1. Morfin bagimhilig: ve yoksunlugunun BDNF/proBDNF orani iizerine etkisi

Kontrol grubunda 3,3 £ 0,2 olarak bulunan BDNF/proBDNF oran1 morfin
bagimlis1 hayvanlarda 4,7 + 0,4 olarak bulunmus, naloksonla tetiklenen yoksunluk
sendromu olusturulan hayvanlarda ise 9,8 £+ 0,3 olarak artmistir. Bu sonuglar

istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmustur (p<0,0001; F=118,9; Sekil 15).
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Sekil 15. Morfin bagimliligi (n=4) ve morfin yoksunlugunun (n=4) siganlarin frontal
korteks 6rneklerindeki BDNF/proBDNF orani iizerine etkisi. Kontrol grubunda (n=4)
morfin  bagimliligi olusturulmamistir.  Herbir bant 30 pg protein igeren
homojenatlardaki BDNF, proBDNF ve -aktin antikorlarina ait protein miktarini ifade
etmektedir. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *p<0,05 kontrol

grubuna gore, ***p< 0,001 kontrol grubuna gore, ##p<0,001 bagimli grubuna gore



6.2.2. Morfin yoksunlugunda ICV ve NAc’a uygulanan topiramatin
BDNF/proBDNF orani iizerine etkisi

ICV-K grubunda 4,26 + 0,25 olarak bulunan BDNF/proBDNF orant ICV-T
grubunda 2,76 + 0,21 olarak azalmistir. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli farkli
bulunmustur (p=0,0038; t=4,57, df=6; Sekil 16). NAc-K grubunda 3,59 + 0,33 olarak
bulunan BDNF/proBDNF orani1 ise NAc-T grubunda 6,04 + 0,29 olarak artmistir. Bu
artig istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmustur (p=0,0014; t=5,58, df=6; Sekil 16).

BDNF/proBDNF

#
B
e .
) -
0=

IcVK IcV-T NAcK  NAcT

BDNF/proBDNF
(B aktin ile normalize edilmig)
B

proBDNF _ _ _ _
BONE ] ] — -7
g —————_—

Sekil 16. ICV-T (n=4) ve NAc-T (n=4) gruplarmna bilateral mikroenjeksiyon ile
uygulanan topiramatin, nalokson (3mg/kg) ile indiiklenen morfin yoksunlugunda
frontal korteks 6rneklerinde BDNF/proBDNF orani {izerine etkisi. Kontrol gruplarina
(ICV-K (n=6); NAc-K (n=7)) ayn1 hacim igerisinde tasiyici uygulanmistir. Herbir bant
30 pg protein iceren homojenatlardaki BDNF, proBDNF ve B-aktin antikorlarina ait
protein miktarini ifade etmektedir. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

**p<0,01 kontrol grubuna gore, ##p<0,01 kontrol grubuna gore
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7. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda ICV-T ve NAc-T gruplarina lokal uygulanan topiramat (100
uM) kontrol gruplarina gore, naloksonla tetiklenmis morfin yoksunlugu
sendromunda yoksunluk bulgularindan sigrama sayisin1 anlamli olarak azaltmistir
(Sekil 6).

Sigrama davranisi siganlarin kontrol edilemeyen yoksunluk davranisi olup
bagimliligin derecesinin 6nemli bir gostergesidir ve kendiliginden ortaya ¢ikan
yoksunluk belirtilerinden ziyade naloksonla tetiklenmis morfin yoksunlugu
sendromunda goriilen bulgulardan biridir (Pinelli ve Trivulzio, 1997; El-Kadi ve
Sharif, 1998) ve dopaminerjik sistem ile iliskilendirilmistir (El-Kadi ve Sharif,
1998; Zarrindast ve ark., 2002). Bagimlilik olusturan ilaglarin hedeflerinde
mezolimbik dopaminerjik sistem vardir, bu sistemde VTA’dan NAc, amigdala,
prefrontal korteks ve dorsal striatuma dopaminerjik noéronlar gider ve bu
dopaminerjik noronlarin aktivasyonu ile dopamin salinimi olur (Hopf ve ark.,
2010; Koob ve Volkow, 2016; Carmack ve ark., 2017). Farelerde yapilan bir
calismada, herhangi bir yoksunluk sendromu olusturulmadan L-3,4-
dihydroxyphenylalanine (DOPA, i.p.) ve amfetamin (i.p.) ilaglarinin sigrama
davranig1 tizerindeki etkileri incelenmistir. DOPA ve amfetaminin birlikte
uygulanmasi ile yoksunluk sendromundakine benzer sekilde farelerde yiiksek
oranda sigrama davranis1 goriiliirken, bu ilaglardan sadece birinin uygulanmasi ile
sigrama orani %20 azalmis ve dopamin antagonistlerinden haloperidol ise DOPA-
amfetamin kombinasyonu ile tetiklenen sigrama davranisini inhibe etmistir (Lal
ve ark., 1975). Naloksonla tetiklenen morfin yoksunluk sendromu gelistirilen
farelerde, nalokson (i.p.) enjeksiyonundan Once uygulanan dopamin
agonistlerinden L-dopa ve diisiik doz apomorfinin sigrama davranigini artirdigi
gosterilmistir (El-Kadi ve Sharif, 1998). Bromokriptin ve L-DOPA’nin farelerde
naloksonla tetiklenen morfin yoksunlugu sendromunda yoksunluk bulgularina
etkisinin incelendigi baska bir calismada, hem L-DOPA’nin hem de diisiik doz
bromokriptinin sigrama gibi yoksunluk semptomlarini potansiyalize ettigi

gosterilmistir.  Ancak  bromokriptin  daha yiiksek dozlarda yoksunluk
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semptomlarin1 zayiflatmistir. Dopamin D1 reseptor antagonisti SKF-83566 veya
dopamin D2 reseptor antagonisti sulpirid ajanlarinin 6n tedavisi ise L-DOPA’nin
yoksunluk semptomlar1 iizerindeki potansiyalize edici etkisini anlamli bir sekilde
zayiflatmistir (Samin1 ve ark., 2000). Farelerde naloksonla tetiklenen yoksunluk
sendromunda selektif dopamin D4 reseptdr antagonisti olan L-745870 ajaninin
yoksunluk semptomlari iizerine etkisi incelenmistir. Calismada L-745870 ajaninin
yoksunluk semptomlarii belirgin olarak azalttigi gosterilmistir (Mamiya ve ark.,
2004). Odiil sisteminde anahtar roliinde olan NAc, VTA’dan dopaminerjik
projeksiyonlar alir (Koob ve VVolkow, 2016; Bari ve ark., 2018). Hayvan ¢alismalarinin
1s181inda insanlara yapilan bir ¢alismada stereotaksik cerrahi yontemi ve elektrotlar
aracilig1 ile NAc bolgesinde bilateral radyofrekans lezyonlar olusturularak yapilan
NAc ablasyonu operasyonunun  mezokortikolimbik  dopamin  yolagini
engelleyeceginden, ila¢ arama arzusunu ve niiksetmeyi onleyecegi de belirtilmistir (Li
ve ark., 2013)

Yoksunluk sendromunda dopaminerjik sistem ile iliskilendirilen sigrama
davraniginin glutamaterjik reseptorlerle de iliskisinin oldugu gosterilmistir (Fundytus
ve ark., 1997; Pinelli and Trivulzio, 1997; El-Kadi ve Sharif, 1998; Zarrindast ve ark.,
2002; Kamali ve ark., 2016). AMPA reseptor upregiilasyonu, yoksunluk ve bagimlilik
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Hearing, 2019). Yapilan bir ¢alismada, morfin
bagimliligi gelistirilen farelerde AMPA reseptor antagonisti LY293558 ve NMDA
reseptor antagonistleri LY235959 ve MK-801 uygulamalari naloksonla tetiklenen
sigrama davranisint azaltmistir (McLemore ve ark., 1997). Siganlarda yapilan bir
caligmada da metabotropik glutamat reseptorleri (MGIUR)’nin alttiplerinden olan
mGIuR23  selektif antagonisti olan MCCG (2s, 1's, 2's-2-metil-2-(2'-
karboksisiklopropil) glisin) ve non-selektif antagonisti olan MCPG (alfa-metil-4-
karboksifenilglisin)  ajanlarmin ~ ICV ~ olarak  infiizyonlarmin  yoksunluk
semptomlarindan sigrama davranisini azalttiklar1 gosterilmistir (Fundytus ve ark.,
1997). Yapilan bir ¢aligmada non-kompetitif NMDA reseptor antagonisti olan
memantinin farelerde morfin bagimliligr gelistirilmeden 3 giin 6nce i.p. olarak
uygulanmasi, naloksonla tetiklenen yoksunluk sendromunda goriilen sigrama sayisini

anlamli olarak azalttig1 gosterilmistir (Kamali ve ark., 2016).
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Morfin bagimliligt ve yoksunlugunda glutamat norotransmiterinin rol
oynadigimi gosteren ¢alismalar da mevcuttur. Mikrodiyaliz yontemi kullanilan bir
calismada NAC bolgesindeki ekstraseliiler sivida glutamat ve aspartat diizeylerinin
morfin uygulamasini takiben azaldigi, morfin bagimli siganlarda nalokson
uygulamasindan sonra ise arttigi gosterilmistir (Sepulveda ve ark., 1998). Bir
baska c¢alismada, morfin uygulanan sicanlarda naloksonla tetiklenerek ya da
morfin aliminin durdurulmasi sonucu gelisen yoksunluk sendromunda (Spontan
yoksunluk), NAc bolgesinde glutamat ve aspartat seviyesinin arttigi gosterilmistir.
Ayni caligmada NAC bolgesinde glutamat ve aspartat seviyesindeki artigin
nalokson enjeksiyonundan birkag dakika sonra basladigi ve son opiat
uygulanmasindan 48 saat sonra dahi devam ettigi, nalokson olmadan gelisen
yoksunlukta ise bu artisin son opiat uygulanmasinda 96 saat sonrasinda bile
goriilmeye devam ettigi, yoksunluk sendromunda olan siganlara antiglutamaterjik
ilaglardan riluzol veya akamprosat uygulanmasiyla ise artan bu norotransmitter
seviyelerinin azaldig: bildirilmistir (Sepulveda ve ark., 2004).

NAc ve korteksteki dopaminerjik sistemin diger nérotransmitter sistemleri,
diger mediyatorlerin de dopaminerjik sistemi modiile ettigini gosteren ¢aligmalar
da mevcuttur. Bir hiicre kiiltiirii ¢calismasinda prefrontal korteks noéronlarinda
dopamin reseptorlerinden D1 reseptoriiniin uyarilmas:t GluR1 igceren AMPA
reseptorlerinin ekspresyonlarini artirirken, D2 reseptorlerinin uyarilmast GluR1
iceren AMPA reseptorlerinin ekspresyonu azaltmig ve boyleceprefrontal korteks
noronlarinda dopamin reseptor stimiilasyonu ile AMPA reseptor ekspresyonunun
modiile edildigi gosterilmistir (Sun ve ark., 2005). Baska bir hiicre kiiltiirii
caligmasinda ise NAc noronlarinda dopamin reseptdrlerinden D1 reseptdriiniin

uyarilmasi ile GluR1 ekspresyonunda artis izlenmistir (Chao ve ark., 2002).

Naloksanla indiiklenen morfin yoksunlugu belirtilerinden sigrama
davranisinda GABA ndrotransmiterinin de roliiniin bulundugunu gosteren
calismalar vardir (Dunbar ve ark., 2006; Bexis ve ark., 2001; Topkara ve ark.,
2017). Morfin bagimlilig1 gelistirilen si¢anlarda yapilan bir ¢alismada nalokson
uygulanmadan 6nce NAc kabuk ve cekirdek kismina baklofen mikroenjeksiyonu,

nalokson ile tetiklenen morfin yoksunlugu sendromunda kontrol grubuna kiyasla
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sigrama davranigini anlamli olarak azaltmigtir. Makalede NAc bolgesinin hem kabuk
hem de c¢ekirdek kisminin ve NAc bdlgesindeki GABAerjik iletinin yoksunluk
sendromunda rolii oldugu vurgulanmistir (Topkara ve ark., 2017). Kronik morfin (s.c.)
tedavisi alan siganlarda, spinal mikrodiyaliz yontemi ile akut ve tekrarlayan yoksunluk
sendromunun GABA salinimina etkisi incelenmistir. Calismada kronik morfin tedavisi
GABA salinimini inhibe etmis ve tekrarlayan yoksunluk sendromu bu etkiyi tersine
cevirmistir. Akut yoksunluk sendromunun ise GABA salinimini stimiile ettigi
gosterilmistir (Dunbar ve ark., 2006). Morfin yoksunlugu sendromu gelistirilen
siganlarin beyinlerindeki ndrotransmiter sistemlerinin incelendigi bir bagka ¢alismada,
yoksunluk  sendromunun  serebellumda  GABA-transaminaz ~ emzimlerinin
aktivasyonuna, yoksunluk sendromunun uzamasi ise talamusta GABA-katabolizan
enzimlerin inhibisyonuna yol agmistir. Bu degisiklikler farkli opioid reseptorleri
tagtyan beyin bolgelerinin morfin uygulamasina adaptasyonu seklinde yorumlanmistir
(Vinitskaia ve ark., 2007).

Morfin bagimlilig1 gelistirilen farelerde yapilan bir ¢alismada da, sistemik olarak
uygulanan antikonviilzan ilaglardan fenitoin, karbamazepin, sodyum valproat,
lamotrigin ve topiramatin yoksunluk sendromuna etkileri incelenmistir. Yoksunluk
gelistirmek i¢in uygulanacak olan nalokson enjeksiyonundan 45 dk o6nce
antikonviilzan ilag fare gruplarina i.p. enjekte edilmistir. Calismada fenitoin, sodyum
valproat ve lamotriginin yoksunluk sendromuna herhangi bir etkisi goriilmemistir.
Karbamazepinin doza bagimli bir sekilde, topiramatin yiiksek dozda (100 mg/kg)
sigrama davranigin1 anlaml sekilde azalttigi gosterilmistir (Hajhashemi ve Abed-
Natanzi, 2011). Ayrica baska bir ¢alisma dasiganlarda naltrekson ile indiiklenmis
morfin yoksunluk sendromunda, naltrekson uygulamadan 6nce topiramat (40mg/kg,
I.p.) tedavisinin siganlarda kontrol gruplarina gére anlamli sekilde toplam davranigsal
yoksunluk skorunu (si¢crama, 1slak kdpek silkinme hareketi vb.) azalttig1 gosterilmistir.
Topiramatin daha diisiik dozda (20mg/kg, i.p.) uygulandig1 siganlarda ise kontrol
gruplarina gore toplam davranigsal yoksunluk skorunda (sigrama, 1slak kdpek silkinme
hareketi vb.) anlaml bir degisiklik goriilmemistir. Makalede topiramatin naltrekson
ile indiiklenmis morfin yoksunluk sendromunda toplam davranigsal yoksunluk
skorunu azaltmasi LC’ta glutamat salinimini azaltici etkisi ile iliskilendirilmistir

(Medrano ve ark., 2015).
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Topiramat, antiepileptik aktivitesine aracilik eden etki mekanizmasi igin
birden fazla hiicresel hedef kullanir. Bunlara voltaj kapili sodyum akimlarinin
azaltilmasi, hiperpolarizan potasyum akimlarinin aktive olmasi, post-sinaptik
GABAA reseptorii aracili akimlarin artmasi, glutamaterjik reseptorlerden AMPA -
kainat alttiplerinin inhibisyonu o6rnek verilebilir (Brunton ve ark., 2009). Bu
bilgiler 1s18inda, calismamizda hem ICV hem de NAc’a lokal uygulanan
topiramatin kontrol gruplarina gore sigcrama davranisini azaltmasi, AMPA reseptor
inhibisyonundan veya AMPA reseptor tizerinden dopaminerjik iletiyi modiile
etmesinden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica GABA agonistlerinin - morfin
yoksunlugu sendromunda sigrama davranigini azalttigi ¢alismalar da géz Oniine
alindiginda, topiramatin bizim calismamizdaki sigrama davranisi {izerindeki
azaltict etkisinin  GABA reseptorleri iizerindeki aktive edici etkisinden

kaynaklanmas1 muhtemeldir.

Calismamizda hem ICV-T hem de NAc-T gruplarindaki siganlara lokal
uygulanan topiramat kontrol grubuna goére, naloksonla tetiklenmis morfin
yoksunlugu sendromunda ortaya ¢ikan 1slak kopek silkinme hareketinde anlamli
bir degisiklige neden olmamustir (Sekil 10).

Yoksunluk sendrom bulgularindan olan 1slak kopek silkinmesi hareketine
serotonerjik sistemin aracilik ettigi gosterilmistir (Drust ve ark., 1979). Sicanlara
intraventrikiiler olarak serotonin mikroenjeksiyonu 1slak kopek silkinme
hareketine yol agtigi halde serotonin reseptor blokorii (mianserin, i.p.)’niin
sistemik uygulanmasi ayni yoksunluk bulgusunun ortaya ¢ikmasimna neden
olmamistir. Intraventrikiiler serotonin mikroenjeksiyonu isleminden 20 dakika
once serotonin reseptor blokord olan mianserinin i.p. uygulanmasi 1slak kopek
silkinme hareketini inhibe etmistir (Drust ve ark., 1979). Farelerde yapilan bir
calismada, naloksonla indiiklenen yoksunluk sendromu olusturulmus, serotonin 5-
HT2cR reseptoriinlin  aktivasyonunun yoksunluk semptomlarini iyilestirdigi
gosterilmistir. Ayrica tekrarlayan morfin uygulamalar ile VTA, NAc and LC
bolgelerinde 5-HT2cR reseptoriiniin ekspresyonu artmistir (Zhang ve ark., 2016).
Serotonin ve noradrenalin reuptake inhibitorii olan duloksetin ilacinin, siganlarda

naloksonla tetiklenen morfin yoksunlugu sendromunda yoksunluk bulgularini
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azalttig1 gosterilmistir (Charkhpour ve ark., 2013). GABA reseptor agonistleriyle
yapilan bir ¢alismada ise GABA agonistlerinin NAc ¢ekirdek ve kabuk bolgesine
uygulanmasi naloksonla indiiklenen yoksunluk belirtilerinden 1slak kopek silkinmesi
davranigini anlamli sekilde baskilamistir (Topkara ve ark., 2017)

Calismamizda hem ICV-T hem de NAc-T gruplarma lokal uygulanan
topiramatin, naloksonla tetiklenmis morfin yoksunlugu sendromunda ortaya ¢ikan
1slak kopek silkinme hareketinde anlamli bir degisiklige neden olmamasi, topiramatin
morfin  yoksunlugu sendromunda serotonerjik sistemi etkilemediginin bir
gostergesidir. Ayrica GABA agonistlerinin  baskiladigt  yoksun hayvanlarda
naloksonla indiiklenen 1slak kdpek silkinmesi davranisinin topiramat uygulamasinda
goriilmemesi, toprimatinin AMPA reseptorleri {izerine etkisinin GABA reseptorleri

tizerine olan etkisinden 6n planda olmasindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

Opioid reseptorler gastrointestinal sistemde de bulunmaktadir (Knap, 2017).
Morfin gastrointestinal motiliteyi baskilayarak fekal materyalin kolondan gegis hizini
azaltmakta ve kabizliga yol agabilmektedir (Trescot ve ark., 2008). Bu etkisinden
dolayr morfin diyare tedavisinde kullanilmigtir (Brunton ve ark., 2009). Bir opioid
antagonisti olan nalokson ise morfin yoksunlugunda, morfinin gastrointestinal sistem
tizerindeki etkisini antagonize eder ve diyareye neden olarak (Knap, 2017) agirlik
kaybina yol agar (Sparber ve Meyer, 1978; Suzuki ve ark., 1992). Nitekim agirlik
kayb1 nalokson ile indiiklenen morfin yoksunlugu sendromunda goriilen bulgulardan
biridir (Bexis S ve ark., 2001). Her ne kadar diyare ve kilo kaybi morfin
yoksunlugunun periferik bulgularindan kabul edilse de, NAc’a lokal olarak uygulanan
GABA agonistleri tipk1 sigrama ve 1slak kopek silkinmesi davranisinda oldugu gibi
morfin yoksunlugunda goriilen kilo kaybini da 6nlemistir (Topkara ve ark., 2017).

Calismamizda hem ICV-T hem de NAc-T gruplarindaki siganlara lokal uygulanan
topiramat kontrol grubuna gore, naloksonla tetiklenmis morfin yoksunlugu
sendromunda agirhik kaybi tlizerinde anlamli bir degisiklige neden olmamuistir.
Topiramatin nalokson ile indiiklenen morfin yoksunlugu sendromunda agirlik kaybi
ile ilgili periferik etkilere aracilik etmedigi sdylenebilse de, santral sinir sistemine lokal

uygulanan GABA agonistlerinin aksine kilo kaybini diizeltmesi topiramatin morfin
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yoksunlugundaki etkisinin GABA agonistleri {izerinden degil, 1slak kopek
silkinmesi gibi AMPA reseptorlerinin modiilasyonu ile meydana geldigine isaret

etmektedir.

Pitozis nalokson ile indiiklenen morfin yoksunlugu sendromunda goriilen
bulgulardan biridir (Bexis S ve ark., 2001; Chen ve ark., 2003) ve yoksunluk
sendromunda  goriilmesi  opioid  reseptorlerinden  p»  reseptorleriyle
iligkilendirilmistir (Suzuki ve ark., 1992). Daha sonra yapilan calismalarda
imidazolin reseptoriiniin endojen ligandi olan agmatinin sistemik uygulamasinin
da pitozis skorunu diisiirdigii gosterildi (Yananli ve ark., 2007). Adenozin
reseptor alt-tipi olan Aza reseptorii ortadan kaldirilan (knockout) ve normal (wild-
type) hayvanlarda yapilan bir ¢alismada ise A2a reseptoriiniin ortadan kaldirmasi
nalokson uygulamasi sonrasinda ortaya ¢ikan pitozis skorunda bir degisiklige yol
acmamis, bunun Aa reseptdr alt-tipinin dopamin D2 reseptorleri iizerine olan
etkisinden kaynaklandigina vurgu yapilmistir (Bailey ve ark., 2004 ).

Calismamizda hem ICV-T hem de NAc-T gruplarindaki siganlara lokal
uygulanan topiramat kontrol grubuna gore, naloksonla tetiklenmis morfin
yoksunlugu sendromunda pitozis lizerinde anlamli bir degisiklige neden
olmamigstir. Topiramatin nalokson ile indiiklenen morfin yoksunlugu
sendromundaki etkiligininin p reseptorii veya D2 reseptorii araciligiyla ortaya

¢ikmadiginin bir isareti olarak kabul edebiliriz.

Dis gicirdatma, nalokson ile indiiklenen morfin yoksunlugu sendromunda
goriilen bulgulardan biridir (Bexis S ve ark., 2001; Chen ve ark., 2003). Sicanlarda
nalokson ile indiiklenen morfin yoksunlugu sendromunda goriilen dis gicirdatma
hareketi stria terminalisin norepinefrinden zengin niikleusundaki norepinefrin
salinimu ile iligkilendirilmistir (Fox ve ark., 2016)

Calismamizda hem ICV-T hem de NAc-T gruplarindaki siganlara lokal
uygulanan topiramat kontrol grubuna gore, naloksonla tetiklenmis morfin
yoksunlugu sendromunda dis gicirdatma davranisinda anlamli bir degisiklige

neden olmamigtir. Topiramatin nalokson ile indiiklenen morfin yoksunlugu
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sendromunda norepinefrin iizerinden ortaya c¢ikan etkilere aracilik etmedigi

sOylenebilir.

Calismamizda NAc-T grubundaki si¢anlara lokal uygulanan topiramat (100 uM)
kontrol grubuna gore, naloksonla tetiklenmis morfin yoksunlugu sendromunda
stereotipik davranislarin yiizde degisimini anlamli olarak azaltmistir (p<0,01). Ancak
ICV-T grubundaki siganlara lokal uygulanan topiramat kontrol grubuna gore,
naloksonla tetiklenmis morfin yoksunlugu sendromunda stereotipik davraniglar
tizerinde bir degisiklige yol agmamistir (Sekil 11).

Stereotipik hareketler tekrarlayan, amacsiz hareketler olup ritmik (viicudun
sallanmasi, bas sallama vb.) sekilde goriiliir (Singer, 2011). Stereotipik hareketler
cesitli noropsikiyatrik hastaliklarda goriilmekle beraber (Hadamitzky ve ark., 2012),
Ozellikle otizm hastaliginin majoér semptomlarindan biridir (Bhat ve ark., 2014).
Yoksunluk sendromunda goriilen stereotipik hareketlerde artigtan nigro-striatal ve
mezolimbik dopaminerjik sinir terminallerinden dopamin salinimi  sorumlu
tutulmustur (Balsara ve ark., 1984). Stereotipik hareketlerin hipokampal lezyonlar ile
iliskisinin olabilecegi de belirtilmistir (Lanke ve ark., 1993). Stereotipik hareketler bir
caligmada ise mikroglia-aracili diizensiz sinaptik pruning ile iligkilendirilmistir (Bhat
ve ark., 2014). Kronik etanol uygulamasindan sonra olusan etanol yoksunlugu
sirasinda sicanlarda stereotipik kafa hareketleri goriilmiis ve ekstrapiramidal motor
sistemindeki degisiklikler ile ilgili olabilecegi belirtilmistir (Abtee ve ark., 1975).
Siganlarda metamfetaminin kendi kendine uygulamasina (self-administration) olanak
saglandig1 bir calismada, birkag hafta icinde sicanlar giinliik ila¢ alimini1 yavas-yavas
arttirmistir. Bu siiregte siganlarin davranislart daha ¢ok stereotipik hareketler olan
epizodik kol hareketleri ve ¢igneme, kemirme gibi siirekli oral hareketler seklinde
gorilmiistiir (Hadamitzky ve ark., 2012). Sicanlarda yapilan bir ¢aligmada, intravenoz
anestezik bir ajan olan fensiklidin (i.p.) doz bagimli olarak stereotipik hareketlere
neden olmustur. Diisiik dozlarda bag sallamasina yol agarken, yliksek dozlarda dort
uzvunu kullanarak geri-geri yiirimeye neden olmustur. Fensiklidin enjeksiyonundan
once uygulanan (i.p.) klorpromazin, haloperidol ve pimozid toplam stereotipik
davranig skorunu anlamli olarak azaltirken, alfa- ve beta-adrenerjik blokaorlerin

herhangi bir etkisi olmamistir. Fensiklidinin stereotipik hareketlere santral

65



dopaminerjik mekanizmalarla neden olabilecegi belirtilmistir (Murray ve Horita,
1979). Sicanlarda 5 giin boyunca devamli infiizyonla uygulanan D-amfetamin ve
fensiklidin ajanlarinin doz bagimh bir sekilde stereotipik hareketleri indiikledigi
gosterilmistir (Sams-Dodd, 1998).

Sicanlarda yapilan bir ¢alismada, nalokson ile tetklenen morfin yoksunlugu
sendromunda GABAg reseptor agonisti olan baklofenin sistemik (s.c.)
uygulanmasi stereotipik bas hareketlerinde anlamli azalma meydana getirmis ve
GABAg reseptor antagonisti olan CGP 46381 (3-
aminoporopilsiklokhegzimetilfosfinik asit) baklofenin bu etkilerini tersine
cevirmistir (Bexis S ve ark., 2001). Ancak GABA agonistlerinin lokal olarak
NAc’a uygulandigi baska bir caligmada ise nalokson ile tetiklenen morfin
yoksunlugu sendromunda ne GABAA agonisti muscimol ne de GABAg agonisti
baklofenin mikroenjeksiyonu stereotipik hareketlerde anlamli bir degisiklige yol
acmamustir (Topkara ve ark., 2017).

Yukaridaki calismalarda, stereotipik hareketlerde dopaminerjik ve
GABAerjik sistemin rolii oldugu gosterilmistir. Bizim g¢alismamizda NAc-T
grubundaki sicanlara lokal uygulanan topiramatin, kontrol grubuna gore,
naloksonla tetiklenmis morfin yoksunlugu sendromunda stereotipik davranislari
azaltmasi, glutamaterjik sistemin ve/veya GABAerjik sistemin dopamini modiile
etmesi sonucu etkileyebilecegi soylenebilir. Topiramatin etkisinin sistemik
GABA agonistleri uygulamasindan sonra ortaya ¢ikmasi, fakat NAc’a lokal
uygulamalar sirasinda ortaya c¢ikmamasi ise bize NAc’daki GABAerjik
aktiviteden ¢ok, bu bolgedeki dopaminerjik sistemin GABA disindaki AMPA gibi
baska reseptor veya sistemlerin modiilasyonu yoluyla ortaya ciktigina isaret

etmektedir.

Calismamizda hem ICV-T hem de NAc-T gruplarindaki siganlara lokal
uygulanan topiramat kontrol grubuna gore, naloksonla tetiklenmis morfin
yoksunlugu sendromunda kat edilen mesafenin, ambulatuvar ve vertikal
hareketlerin ylizde degisiminde anlamli bir degisiklie neden olmamistir.
Ambulatuvar hareketler, vertikal hareketler ve kat edilen mesafe si¢anlarin

sergiledigi lokomotor aktivite paremetrelerindendir. Vertikal hareketler siganlarin
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dikilme seklinde sergiledikleri hareketler, ambulatuvar hareketler ise si¢anlarin
dikilme disinda sergiledikleri tiim yer degistirme hareketlerinin toplamidir
(Uzbay, 2009; Mermerci ve ark., 2018).

Topiramatin c¢alismamizda yoksunluk bulgularindan sigrama hareketini ve
stereotipik hareketleri azaltti§i g6z Oniine alinirsa, topiramatin hayvanlarin
performansint  etkileyecek lokomotor hareketlerini  degistirmeden yoksunluk

bulgularini azalttigini séyleyebiliriz.

Calismamizda frontal kortekste morfin bagimliliginda ve yoksunlugunda
BDNF/proBDNF oraninin anlamli olarak arttigi goriildii (Sekil 15). ICV uygulanan
topiramat bu orani anlaml olarak azaltirken NAcC uygulamasi ile artisin daha da
belirginlestigi gorildii (Sekil 16).

Morfin bagimlilig1 gelistirilen sicanlarda opiat kullanimin1 durdurarak tetiklenen
morfin yoksunlugunda, frontal kortekste BDNF ve reseptorii olan TrkB'nin ekspresyon
arts1; hipokampiis ve orta beyinde ise sadece BDNF seviyesinde artis goriilmiistiir
(Peregud ve ark., 2016). Morfin yoksunlugunun frontal kortekste BDNF ve proBDNF
tizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada, 5 giin siiresince morfin (s.c.) enjeksiyonu
yapilan siganlarin beyinleri son morfin enjeksiyonundan 2 saat sonra (bagimli grup)
ve 60 saat sonra (yoksun grup) cikarilmistir. Frontal kortekste hem morfin
yoksunlugunun hem de morfin tedavisinin BDNF seviyelerini kontrol gruplarina gore
anlaml olarak artirdig1 gosterilmistir. Ayni sekilde hem morfin yoksunlugu hem de
morfin tedavisi frontal kortekste, proBDNF seviyelerini kontrol gruplarina gore
anlamli olarak artirmis ancak, proBDNF seviyelerini morfin yoksunlugunun kronik
morfin tedavisine gore daha anlamli artirdigi gosterilmistir. Striatumda ise kronik
morfin tedavisinin BDNF’4 artirdigt halde proBDNF’i artirmadigi; morfin
yoksunlugunun proBDNF’ii anlamli olarak artirirken, BDNF’ii  degistirmedigi
gosterilmistir (Bachis ve ark., 2017). Ayrica hayvanlarda bagimlilik ve yoksunlukta
beynin farkli bolgelerinde BDNF ve proBDNF diizeyinin arastirildigi calismalar da
bulunmaktadir. Si¢anlarda yapilan bir c¢aligmada, morfin yoksunlugunda, LC
bolgesinde BDNF mRNA diizeyinde artis oldugu gosterilmistir (Numan ve ark.,
1998). 11 giin boyunca giinde iki kez i.p. morfin tedavisi alan siganlarda son morfin

enjeksiyonundan 7 giin sonra hem VTA hem de LC'da BDNF mRNA seviyeleri son
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morfin enjeksiyonundan 2 saat ve 24 saat sonrasina kiyasla anlamli olarak ytiksek
bulunmustur (Mashayekhi ve ark., 2012). Siganlarla yapilan baska bir ¢alismada ise
morfin bagimlilig1 (10 mg/kg, s.c.) 10 giin boyunca giinde iki kez uygulama ile
olusturulmus ve son morfin enjeksiyonundan sonra TrkB reseptor antagonisti
(ANA-12, i.p.) uygulanmistir. Calismada, TrkB reseptor antagonisti uygulanmasi
morfin fiziksel bagimlilik siddetini artirirken, anksiyete benzeri duygu durumu
zayiflatmistir. Ayrica, TrkB reseptdr antagonisti uygulanmasi, hem morfin
bagimliliginda hem de yoksunlugunda, VTA-NAc BDNF seviyelerini
etkilememistir (Khalil-Khalili ve ark., 2018).

Ayrica bagimlilik ve yoksunluk c¢alismalarinda morfinin yani sira kullanilan
kokainin si¢anlarda gelistirilen yoksunlugunda, BDNF diizeylerinin arastirildig:
bir ¢alismada, kokain geri cekildikten sonra VTA, NAc ve amigdala'da, BDNF
seviyelerinin kontrol grubuna gore arttig1 gosterilmistir (Grimm ve ark., 2003).
Akut ve tekrarlanan kokain uygulamasinin, ayrica kokain yoksunlugunun BDNF
diizeyine etkilerinin arastirildigi siganlarla yapilan bir calismada, kokain
yoksunlugunda hipokampiiste BDNF mRNA seviyeleri yiiksek bulunmus, bunun
BDNF biyosentesinde artisa bagli ortaya c¢iktigi diistinilmistiir. Akut ve
tekrarlanan kokain uygulamasinin yani sira kokain yoksunlugunda NAc kabuk
bolgesinde de BDNF mRNA seviyelerinin arttigi gosterilmistir (Filip ve ark.,
2006).

BDNF’niin sinapslarin  gelismesi ve matiirasyonu gibi, prekiirsori
proBDNF’niin ise apopitozda rol oynamasinin yaninda proBDNF niin BDNFiin
oncili olmasi, morfin bagimhiliginda ve yoksunlugunda BDNF’{in degismeyip
proBDNF’nn azalmasi aslinda proBDNF-BDNF dongiisiiniin hizlandigina isaret
etmektedir. Bu goreceli BDNF artiginin morfin bagimliliginda ve yoksunlugunda
noroprotektif bir tepki ya da bir adaptasyon mekanizmasi olarak gelistigi
diisiiniilebilir. Literatiirler arasindaki farkliliklar ise morfinin akut veya kronik
uygulanmasindan ve/veya BDNF ve proBDNF’iin beynin farkli bolgelerindeki
farkli cevaplarindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica BDNF ve pro BDNF
Ol¢limiiniin 6rneklem zamani da her iki markerin miktar ve oranlarina etkisi

kaginilmazdir.
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Calismamizda topiramatin ICV ugulanmasi ile naloksonla tetiklenmis morfin
yoksunlugu sendromunda frontal kortekste kontrol grubuna gére BDNF/proBDNF
oraninda anlamli olarak azalmaya neden olmus, topiramatin NAc’a lokal
uygulamasi ise BDNF/proBDNF oraninda ileri derecede anlamli bir artisa neden
olmustur (Sekil 16).

Pedron ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, nalokson enjeksiyonu dncesinde selektif
GABA-B reseptor agonisti uygulanmasi NAC, stria terminalisin ‘bed’ niikleusu ve
hipokampiisiin CA3 bolgesinde BDNF-pozitif hiicre sayisinda goriilen azalmay1
diizeltici etki gostermis, hatta anlamli olarak artirirken, santral amigdalada
yoksunlukta goriillen azalmaya anlamli bir etkisi olmamis, bazolateral amigdala
bolgesinde BDNF-pozitif hiicre sayisinda goriilen artmayi ise anlamli olarak
baskilamistir (Pedron ve ark., 2016). Bizim c¢alismamizda da NAc’a uygulanan
topiramatin BDNF/proBDNF oranini arttirmasimin nedeni GABA agonistik etkisinden
kaynaklaniyor olabilir. ICV uygulamada ise bu etkinin goriilmemesi NAc’daki
degisimin topiramat uygulamasina daha hizli yanit vermesinden kaynaklaniyor olmasi
muhtemeldir.

Siganlarda  AMPA reseptdr ‘potentiator’ (LY404187, s.c.) ve isomerinin
(LY451646, s.c.) uygulandig1 bir ¢alismada hipokampiisiin dentat girus bolgesinde
BDNF-pozitif hiicrelerde anlamli artis gosterilmistir (Mackowiak ve ark., 2002).
Kokain yoksunlugu olusturulan si¢canlarda AMPA reseptor pozitif modiilatorii
ampakin (i.p.) ilacinin uygulanmasi1 NAc bolgesinde BDNF seviyelerini artirmistir (Li
ve ark., 2013). Yapilan bir hiicre kiiltiirii caligmasinda hipokampal AMPA reseptorii
pozitif modiilasyonunun BDNF ve TrkB araciligiyla dentritik translasyonu stimiile
ettigi gosterilmistir. (Jourdi ve ark., 2009). Dopamin ve glutamatin yan1 sira, BDNF
de NAc’ta dentritik spin dansitesinde degisiklikler yapabilir. Kokain ve morfinin
dentritik spin morfolojisine aktin dongiisiini modifiye ederek ve AMPA reseptor
ekspresyonunu degistirerek etki gosterdigi bilinmektedir (Quintero 2013). Kokain
bagimliliginda BDNF’nin serum diizeyinin, gelisebilecek relapsi tahmin etmede bir
biyomarker olabilecegi belirtilmistir. Ayrica BDNF sinaptik plastisitede de rol
oynamaktadir. Sinaptik plastisitede AMPA reseptorlernin  rolii  bilinmektedir.

BDNF’nin post sinaptik 6nemli etkilerinden biri AMPA reseptor regiilasyonudur.
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BDNF kalsiyum bagli AMPA reseptorlerinin ekspresyonlarint degistirebilir (Lia
ve Wolf, 2015).

BDNF’nin, prefrontal korteksteki glutamaterjik néronlarda ve mezolimbik
sistemdeki dopaminerjik yolaklarda yaygin olarak eksprese oldugu, ayrica AMPA
reseptor modiilatorlerinin beynin farkli bolgelerinde BDNF diizeyini artirdigindan
dolay1, ¢calisgmamizda NAc bolgesine uygulanan topiramatin BDNF/proBDNF
oranini artirici etkisi, AMPA reseptorler lizerindeki modiilator etkilerinden de

kaynaklaniyor olabilir.

Sonug olarak, beyine (NAc ve ICV) uygulanan topiramat, morfin yoksunluk
belirtilerinden en dnemlilerinden biri olan sigrama davranisini azaltmis, lokomotor
aktivite performansini degistirmeden yoksunluk ve dopamin ile yakindan iliskili
oldugu bilinen stereotipik davraniglari azaltmistir. NAc’a uygulanan topiramat bu
etkisinde, noroprotektif etkili BDNF ve apopitotik etkili proBDNF oranini anlamli
olarak artirmistir. Topiramat bu etkilerini GABA akimlar1 iizerinden
gerceklestirebilecegi  gibi, glutamat reseptorleri altipleri iizerinden de
gercgeklestiriyor olabilir. Sonraki ¢aligmalarda topiramatin bagimlilikta, GABA ve
glutamat reseptorlerinin alt tiplerine etkisinin reseptor diizeyinde incelenmesi ve
BDNF/proBDNF dongiisiiniin bu degisime katkist morfin ve diger bagimlilik

mekanizmalarinin anlasilmasina 1s1k tutacaktir.
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