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TURKCE OZET

Bagirsak mikrobiyomu ve metabolitlerinin hastalik olusum ve prognozunda 6nemli rol
oynadiklarinin ortaya ¢ikmasiyla bu alanda yapilan ¢aligmalarin sayis1 da giderek artmaktadir.
Opioid ilaglari kullanimi ve buna bagli 6liimle sonuglanabilen yan etkilerinin artmasi ise
tolerans gelisim mekanizmalarinin aydinlatilmasi gerekliligini ortaya c¢ikarmistir. Kronik
morfin kullanimi ile gelisen toleransin pek cok nedeni olsa da, bagirsak mikrobiyotasinin
kompozisyon bozuklugu (disbiyozis), tolerans yolaklarinin anlagilmasinda halen en 6nemli
basliktir. Bagirsak mikrobiyotasinin sistemik etkileri ve hangi mekanizmalarla bu islevleri
yerine getirdigi tam olarak aydinlatilamamistir. Mevcut literatiir 15181inda, bagirsak bariyer
biitiinliigiiniin bozulmasimin siiregteki ilk basamak oldugu diisliniilmekte ve bariyer
biitiinliiglinlin korunmasi ilag ¢aligmalarinin odagini olusturmaktadir. Bu ¢alismada, kronik
morfin uygulamasinin merkezi sinir sisteminde (MSS) gelistirdigi tolerans in-vivo davranis
testlerinden, bagirsak bariyer biitiinliigii izerindeki etkisinin bir ifadesi olarak interlokin (IL)-
18 salinimindan ve de bu salinima iliskin yolaklarin ortaya ¢ikarilmasi i¢in ex-vivo deney
modelllerinden yararlanilmigtir. Calismanin sonuglar1 kronik morfin uygulamasinin yuva
yapma davranig skorunda azalmaya neden oldugunu gosterdi. Bu etki agr uyaranli davranig
testleri ile de dogrulandi. Vankomisin ve biitirik asit ile olusturulan bagirsak mikrobiyota
degisikliginin morfine karsi gelisen nosiseptif toleransi azalttigi ancak MSS’nde gelisen
toleransa etkili olmadig1 gosterildi. Kronik morfin uygulamasinin ileum dokusunda IL-18
salinimint mii-opioid reseptdr aracili arttirdigi ve de bagirsak bariyer biitiinliigiiniin
korunmasinda rol oynayan IL-18 saliniminin ise enterik noronlar aracili olabilecegi sonucuna
varildi. Ex-vivo caligsmalarda ise IL-18 saliniminin bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklik
aracili olabilecegi gosterildi. Bu ¢aligmanin, opioid tolerans mekanizmasinin anlasilmasinda,
molekiiler farmakoloji ve ilag arastirmalarinda yeni perspektif katabilecegi ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Opioid, Bagirsak Mikrobiyomu, IL-18, Mikrobiyom-Bagirsak-Beyin
Aks1, Bagirsak gecirgenligi
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INGILIZCE OZET
Effects of Opioids on Microbiome-Gut-Brain Axis

With the emergence of the intestinal microbiome and its metabolites playing a major role in
disease formation and prognosis, the number of studies in this field has been increasing
substantially. The use of opioid drugs and the increase in their side effects that even can result
in death have revealed the necessity of elucidating the mechanisms of tolerance development.
Although there are many reasons for the tolerance that develops with chronic morphine use,
dysbiosis of the intestinal microbiota remains the most significant topic in understanding the
tolerance pathways. The systemic effects of the intestinal microbiota and the mechanisms by
which it fulfills these functions have not been fully clarified. In the light of the current
literature, disruption of the intestinal barrier integrity is considered to be the first step in the
process, therefore maintaining the barrier integrity is becoming the focus of drug studies. In
this study we used, in-vivo behavioral assays to show the effect of chronic morphine
administration in the central nervous system (CNS), IL-18 expression as an indicator of
intestinal barrier integrity, and ex-vivo experimental models to reveal the pathways related to
this release. The results of the study showed that chronic morphine administration caused a
decrease in nesting behavior scores. This effect was also confirmed by pain-induced behavioral
tests. It has been shown that the intestinal microbiota disruption induced by vancomycin and
butyric acid reduces nociceptive tolerance to morphine, but does not affect the tolerance
developed in the CNS. It was concluded that chronic morphine administration increased
interleukin (IL)- 18 expression in ileum tissue via the mu-opioid receptor, and IL-18 release,
which plays a role in maintaining intestinal barrier integrity, may be mediated by enteric
neurons. Ex-vivo studies have shown that IL-18 release may be mediated by changes in the gut
microbiota. It is anticipated that this study may add a new perspective to understanding the
mechanism of opioid tolerance, molecular pharmacology, and drug research.

Keywords: Opioids, Gut Microbiome, IL-18, Microbiome-Gut-Brain Axis, Gut permeability
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1. GIRIS

Bagirsak- Beyin Akst (GBA) iizerine yapilan arastirmalar, bagirsak
mikrobiyomunun, miyelinasyon, ndrojenez, mikroglia olgunlagmast ve kan-beyin
bariyerinin olusumu gibi temel ndrojeneratif siireglerde rol oynadigini gostermektedir
(Scriven, Dinan, Cryan, & Wall, 2018; Sharon, Sampson, Greschwind, & Mazmanian,
2016). Bunun yaninda, kolondaki bakterilerin lifli gidalar1 fermente etmesi sonucu ortaya
cikan metabolik {iriinlerin de (kisa zincirli yag asitleri gibi) beyinde, bagirsak
mikrobiyomuna benzer bir sekilde etki gdsterebilecegi (kan-beyin bariyeri biitiinliigiinii
iyilestirme, astrositler ve mikroglia aracili inflamatuar yanita etki ve nérojenezi arttirma
gibi) bildirilmistir (Silva, Bernardi, & Frozza, 2020). Kisa zincirli yag asitleri (SCFAs),
hem epitel hiicreleri hem de bagisiklik hiicreleri lizerinde salgilanan ve metabolite duyarl
G-protein reseptorlerine baglanarak genel dolagima katilirlar. Ayrica bagirsak epitel
hiicreleri i¢in gerekli olan enerjiyi saglamada da gorev alirlar (Muchhala, Jacob, Kang,
Dewey, & Akbarali, 2021; Tan ve ark., 2014). Kisa zincirli yag asitlerinin noro-
immiinoendokrin regiilasyonunda énemli rol oynadigi diisliniilse de, bu etkinin altinda
yatan mekanizma ve hangi kisa zincirli yag asidinin beyin fizyolojisi ve davranis iizerine
etki ettigi tam olarak a¢ikliga kavusturulamamustir (Silva ve ark., 2020).

Opioid grubu analjezikler, orta ila siddetli agrinin tedavisi i¢in en ¢ok kullanilan
ila¢ grubunda yer almaktadir (Akbarali, & Dewey, 2017). Ancak opioid tiirevlerinin uzun
stire alinimi, es deger yanitin saglanmasi i¢in artan dozlarda ilag kullanimini gerektirmekte
ve opioid toleransinin olugmasina neden olmaktadir. Opioid tiirevleri ilaglarin, kotiiye
kullanim1 (bagimlilik gibi) sonucu ya da opioid toleransi gelisimi neticesinde, Amerika da
her giin 115°ten fazla insanin hayatini kaybettigi “Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi”
(CDC) tarafindan bildirilmistir (Akbarali, & Dewey, 2019). Opioid tolerans

mekanizmasini agiga ¢ikarabilmek i¢in ¢esitli yontemler kullanilmasina ragmen halen



aydinlatilamamis olmasi, kompleks bir fenomen oldugunu gostermektedir (Kang ve ark.,
2017). Bagimlilik ve tolerans gelistirme mekanizmalarinin anlasilmasi, agr1 tedavisi i¢in
gelistirilen ilaglarin kotiiye kullanimi ve yan etkilerinin azaltilmasinda Onemlidir
(Akbarali, & Dewey, 2017).

Kronik agr1 hastanin saglik durumunu ve yasam kalitesini olumsuz yonde etkiler.
Kismi tikaniklik, siddetli bagirsak iltihabi gibi komplikasyon kaynakli agr1 gézlenen
(Bielefeldt, Davis, & Binion, 2009) Inflamatuar Bagirsak Hastaligma (IBD) sahip
hastalarda, kronik opioid kullanimina bagli olarak klinik depresyon gozlemlendigi
bildirilmistir. Yuva yapma davraniginin klinik depresyonun degerlendirilmesinde hayvan
modeli olarak kullanilabilecegi ve bu davranisin opioid ve non-steroid analjeziklere de
yanit verdigi bilinmektedir (Cheatham ve ark., 2021, Negus, Neddenriep, Altarifi, Carroll,
Leitl, & Miller, 2015). Farelerde kolitis modelinin kullanildig1 bir c¢alismada, kolitis
olusturulmayan farelerde, gilinlik morfin uygulamasina bagli olarak depresyonun
goriilmedigi ve bu durumun yuva yapma davranigina etki etmedigi bildirilmistir
(Cheatham ve ark., 2021). Ancak yiiksek dozlarda akut veya kronik morfin
uygulamasinin, yuva yapma davranigt iizerine etkisi bilinmemektedir. Bagirsak
mikrobiyotasinin genis spektrumlu antibiyotik kullanilarak degistirilmesi sonucunda,
antinosiseptif tolerans olusumunu engelledigi agr1 uyaranl davranis testleri (tail-flick-
kuyruk daldirma) ile ortaya konulmus olsa da (Kang ve ark., 2017) agr1 uyaransiz (yuva
yapma) davranis testlerine nasil etki ettigi bilinmemektedir.

Bagirsak epiteli, dis "fiziksel" ve i¢ "islevsel" (immiinolojik) islevi olan iki
bariyere sahiptir. Bu iki bariyerin birbirleriyle olan etkilesimi bagirsak bariyer
biitiinliigiiniin korunmasinda rol oynar (Bischoff ve ark., 2014). Bagirsak bariyeri,
organizma ve bagirsak mikrobiyotasi arasindaki simbiyotik iligkinin siirdiiriilmesinde
kritik role sahiptir (Muchhala ve ark., 2022). Bagirsak bariyerinin mukus tabakasi,
antimikrobiyal peptitleri ve proteinleri igerir. Intestinal kriptler {izerindeki Paneth
hiicreleri, organizmay1 enfeksiyondan korumak ig¢in, alfa-defensin, lizozim ve Reg3
(regenerating islet-derived protein) gibi, antimikrobiyal faktorleri iiretir (Bischoff ve ark.,
2014). Antimikrobiyal peptitler, kommensal bakteri kompozisyonu ve epitel bariyerinin

korunmasinda rol oynarlar (Ostaff, Stange, & Wehkamp, 2013). Antimikrobiyal



peptitlerin kaybi, patojenik bakterilerin kolonizasyonuna ortam hazirlayarak inflamatuar
yanitin olugsmasina ve bagirsak bariyer biitiinliigiinlin bozulmasina sebep olabilir. Kronik
morfin uygulamasinin, bagirsak bariyer biitiinligiinii bozdugu ve bagirsak liimeninden
sistemik dolasima katilan bakterilerin de inflamatuar bir yanita neden oldugu
bilinmektedir (Banerjee ve ark., 2016; Kang ve ark., 2017; Komla ve ark., 2019; Mischel,
Muchhala, Dewey, & Akbarali, 2020; Muchhala ve ark., 2021). Morfinin gastrointestinal
sistem tizerindeki olumsuz etkileri bilinse de bu etkilerin molekiiler mekanizmasi heniiz
netlik kazanmamugtir.

Pleyiotropik proinflamatuar bir sitokin olan interlokin-18 (IL-18), intestinal
hemostazisin saglanmasi ve enfeksiyonlara karsi olusan yanitta kritik bir rol oynar (Elinav
ve ark., 2011; Jarret ve ark., 2020; Lara-Tejero ve ark., 2006; Raupach, Peuschel, Monack,
& Zychlinsky, 2006). Enterik sinir sistemi ndronlarindan noksan olan farelerin (Ruest ve
ark., 2003), kolonik goblet hiicrelerindeki antimikrobiyal peptit salinimmin azaldigi,
bagirsak disbiyozu olustugu ve sonu¢ olarak farelerin Salmonella typhimurium
enfeksiyonuna daha duyarli hale geldigi tespit edilmistir (Jarret ve ark., 2020). Ote yandan
IL-18, patolojik kosullar altinda bagirsak epitel bariyerinin  bozulmasmi da
kolaylastirabilir. Yapilan bir ¢calismada, immiin ve bagirsak epitel hiicrelerinde IL-18'in
inhibisyonunun [genetik olarak IL-18 veya reseptor (IL-18R1) noksanlig1 olusturarak]
deneysel kolitis modellerinde bagirsak iltihabini hafifletebilecegi ve IL-18 aracili goblet
hiicre sayisinda azalmayi Onleyebilecegi bildirilmistir (Nowarski ve ark., 2015). Bu
durum, IL-18 saliniminin bagirsak epitel bariyer islevinin siirdiiriilmesinde ne kadar

onemli bir rol oynadigini gostermektedir.

Bu calismada,
1) opioidlere kars1 gelisen toleransin agri uyaransiz (yuva yapma) davranis testleri ile
ortaya konulmasi ve agr1 uyaranl (kuyruk daldirma) testler ile de dogrulanmasi,
i1) vankomisin (antibiyotik) ve biitirik asit (SCFA) kullanilarak olusturulan bagirsak
mikrobiyota degisikliginin her iki davranis testinde de opioidlere kars1 gelisen

toleransi tersine ¢evirip ¢evirmeyeceginin saptanmast,



ii1) morfin pellet implantasyonu ve aratan dozlarda i.p. morfin enjeksiyonu ile
olusturulan kronik morfin uygulamalarinin, bagirsak bariyer biitlinliigliniin bir
ifadesi olarak, IL-18 salimimina muhtemel etkilerinin ortaya konulmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikrobiyota-Bagirsak-Beyin Aks1

Merkezi sinir sistemi (MSS) ve gastrointestinal sistem (GIS) arasinda, vagus siniri
(anatomik), bagisiklik sistemi (humoral), hipotalamus-hipofiz-adrenal korteks aksi (HPA)
aracil, ¢ift yonli bir iletisim bulunmaktadir (Mayer, & Tillisch, 2011). Ayrica MSS ve
GIS arasinda, “mikrobiyom-bagirsak-beyin aks1” olarak da bilinen bir baglantinin oldugu
ve bagirsak mikrobiyotasinin bu kapsamda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler metabolizmayi, bagisikligi ve hormonal
sistemi etkilemektedir. Mikrobiyotadaki degisiklikler kanser, obezite, bagirsak
hastaliklari, karaciger yaglanmasi, depresyon, panik atak, kaygi bozukluklari, Parkinson,

Alzheimer gibi hastaliklara da yol acabilmektedir (Collins, & Bercik, 2009).
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Sekil.1. Sekil son yillarda yapilan mikrobiyota-bagirsak-beyin aksi ¢alismalarmin gelisimini sematize
etmektedir (Bravo ve ark., 2012).



Mikrobiyota-bagirsak-beyin iletisimini anlamak i¢in g¢esitli  stratejiler
uygulanmistir.  Germ-free fareler kullanilarak  yapilan aragtirmalar  bakteri
yoksunlugundaki beyin islevi ile ilgili onemli bilgiler sunarken, antibiyotikler kullanarak
cesitli bakteri gruplarinin elimine edilmesi ya da disardan bakteri tiirleri ilavesinin (Fekal
transplantasyon gibi) davranisi etkiledigi ortaya konmustur. Probiyotik tedavisinin sadece
bagirsak saglig1 iizerine degil ayn1 zamanda depresyon, panik atak, kaygi gibi davranig
bozukluklarini da iyilestirdigi gosterilmistir (Huang ve digerleri., 2017; Liu ve digerleri.,
2018; Noonan, Zaveri, Macaninch, & Martyn, 2020). Laboratuar hayvanlarinda
enfeksiyon modelleri kullanilarak yapilan ¢aligsmalar ise (Bravo, Dinan, & Cryan, 2011;
Clapp, Aurora, Herrera, Bhatia, Wilen, & Wakefield, 2017) bagirsakta patojenik
bakterilerin sayisindaki artisin anksiyete benzeri davranislara neden olabilecegini
gostermistir.

Tiim bu stratejiler aracilifiyla elde edilen sonuglar, bagirsak mikrobiyotas1 ve
MSS arasinda karmasik bir iletisimin varligini vurgulamaktadir (Bravo ve ark., 2012;
Sekil 1). Beyinde bulunan bir¢ok transmitter ve transmitter reseptoriiniin bagirsakta da
lokalize oldugu ve bagirsaktaki periferal mekanizmalarin MSS fonksiyonlarini da
etkiledigi belirtilmistir (Akbarali, & Dewey, 2017; Holzer, 2007). Ancak, bagirsak
mikrobiyotasinin, MSS aracili bu degisimleri hangi mekanizmalar1 aktive ederek ortaya

cikardig1 heniiz kesinlik kazanmamigtir (Akbarali, & Dewey, 2019).
2.2. Bagirsak Mikrobiyomu

Canl1 viicudunu paylagsmasina ragmen, canliya ait bir hiicre olmayan kommensal,
simbiyotik ve patojenik mikroorganizmalarin (bakteri, mantar, protozoa) olusturdugu
ekolojik topluluk “mikrobiyota”, bu cevrede yasayan mikroorganizmalarin toplam
genomu ise “mikrobiyom” olarak tanimlanmaktadir [Tirkiye Bilimler Akademisi
(TUBA), 2017]. Organizmaya yerlesen mikroorganizmalarm biiyiik ¢ogunlugu dogum
sonrast erken yasamda kolonize olarak canlinin immun sisteminin gelismesinde rol
almaktadir (Hooper, & Gordon, 2001; Sudo ve ark., 1997). insan viicudunda toplamda
10+ adet okarydtik hiicre bulunurken, bagirsakta bulunan ve bagirsak mikrobiyomunu

olusturan bakterilerin sayisinin 10 adedi bulabilecegi bildirilmektedir (Tannock, 1999).



Bagirsakta yasayan kommensal bakteriler baslica mukus, antibakteriyel ve antifungal
peptidlerin saliniminda rol oynar. Ayrica bagirsakta bulunan patojen mikroorganizmalarin
kolonizasyonunu engellenmesi ve bagirsak ile iligkili lenf nodiillerini uyararak mukozal
immiinoglobulin-A iiretimini de arttirmaktadirlar (Bischoff, 2011; Groschwitz, & Hogan,
2009).

Bagirsak mikrobiyomunu sekillendiren faktorler arasinda genetik (Goodrich,
Davenport, Waters, Clark, & Ley, 2016), diyet (Carmody ve ark., 2015; David ve ark.,
2014), yasam tarz1 (Allen ve ark., 2015; Kang ve ark., 2014) ve cografya (Rampelli ve
ark., 2015; Yatsunenko ve ark., 2012) bulunmaktadir. Gebelik siiresince korunakli bir
ortamda bulunan fetiisun mikroorganizmalarla ilk temas1 dogum sirasinda olmaktadir.
Normal dogumla dogan yavrularin bagirsak mikrobiyomunda Lactobacillus ve Prevotella
tirleri agirlikli olarak bulunurken; sezaryen ile doganlarda Staphylococcus ve
Corynebacterium tiirlerinin yaygin oldugu bildirilmektedir (Backhed ve ark., 2015;
Dominguez-Bello ve ark., 2010). Yetiskinlik doneminde ise bagirsak mikrobiyomunun
%99’unu, Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria ve Actinobacter grubuna ait
bakteriler olusturmaktadir (Ley ve ark., 2008). Diyetin, bagirsak mikrobiyotasini
degistirmesinin yaninda, genleri dahi etkiledigi de belirtilmektedir. Ornegin, Escherichia
coli (E. coli)nin gesitli genleri eksprese ederek DNA hasar1 ve genomik instabiliteye
neden oldugu, bazi gram negatif bakterilerin ise sitoletal toksin (cytolethal distending
toxin- CDT) aracili kolorektal kansere yol agtiklar1 bilinmektedir (TUBA, 2017). Kanser
prognozunda bagirsak mikrobiyotasinin oynadigi rol géz oniine alindiginda antikanser
ilaglarin etkinliginin bagirsakta bulunan bakterilerin toksin salinimlarin1 engellemeye

yonelmesinin faydali olacag: ileri siiriilmektedir (Roy & Trinchieri, 2017).
2.3. Kisa Zincirli Yag Asitleri

Lif ve polisakkaritler gibi sindirimi zor olan besin maddelerinin kalin bagirsakta
bulunan bakterilerce yikimlanmasi sonucu son iiriin olarak organik asit, gaz ve kisa
zincirli yag asitleri (SCFAs) elde edilir. (Martin-Gallausiaux, Marinelli, Blottiere,
Laraufie, & Lapaque, 2021; Silva ve ark., 2020). Kisa zincirli yag asitlerinin bagirsak-
beyin etkilesimini ve beyin isleyisini dogrudan ya da dolayli olarak etkileyebildigi ve hatta



sagligin korunmasi ve hastaliklarin prognozunda 6nemli rol aldiklar1 bilinmektedir (Silva
ve ark., 2020; Tan ve ark., 2014). Kolonda iiretilen kisa zincirli yag asitleri sistemik
dolasima katilarak diger dokulara da ulasir. Buna bagli olarak kahverengi yag dokusu
aktivasyonunda, karaciger mitokondriyal fonksiyonunun diizenlenmesinde, insiilin
sekresyonunda artisa ve viicut enerji homeostazisinde etkin rol oynamaktadir (Silva ve
ark., 2020).

Kisa zincirli yag asitleri, H" (Hidrojen iyonu) bagimli monokarboksilat tasiyicilari
(MCT) veya sodyum bagimli monokarboksilat tasiyicilar1 (SMCT) araciligt ile
kolonositler (kolondaki enterositler) tarafindan emilir. Kisa zincirli yag asitlerinin
mukozal bagisiklik, bagirsak bariyer biitiinliigii ve fonksiyonuna olan etkileri serbest yag
asidi reseptori 2 ve 3 (FFAR2 ve FFARB3), hidrokarboksilik asit reseptorii
(GPR109a/HCAR?2) ve GPR164 gibi G-protein aracili reseptdrlere (GPCR) baglanmalari
aracilifiyla gergeklesir. Kisa zincirli yag asitlerinin ad1 gecen reseptorler ile etkilesimi
bagirsak hormonlarmi aktive eder. Bu aktivasyon sistemik dolagim ya da vagal yollar
aracilig1 ile beyinde dolayli olarak sinyal iletimine yol acar. Kisa zincirli yag asitleri
periferik olarak, T diizenleyici hiicrelerin (Treg) farklilagsmasini indiikleyerek
interlokinlerin salgilanmasini diizenler ve sistemik inflamasyonu uyarirlar. Kisa zincirli
yag asitleri, endotelyal hiicreler araciligiyla kan-beyin bariyerini gegebilir ya da
biitiinliglinli etkileyebilir. Ayrica glial hiicre morfolojisi ve islevi, norotrofik faktor
modiilasyonu, ndrojenezi artirarak serotonin biyosentezi, ndronal hemostazis ve
fonksiyonunu iyilestirmek suretiyle noroinflamasyonu etkileyebilirler. Tiim bu bilgiler
g0z Oniline alindiginda kisa zincirli yag asitlerinin bagirsak-beyin yollariyla etkilesimi,
duygu, bilis, beyin islevsel bozukluklari, ve patofizyolojisini dogrudan veya dolayli olarak

etkileyebildigi diisiiniilmektedir (Silva ve ark., 2020; Sekil 2).
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Opioidler, opiumdan elde edilen, igerisinde Afyon ¢igegi (Papaver somniferum)

0zsuyu, morfin, kodein, tebain gibi dogal {iriinleri ve bunlarin semi-sentetik tiirevlerini

iceren, analjezik ve sedatif etkileri nedeniyle kronik agr1 tedavisinde ¢okga tercih edilen



ilag grubudur (Gutstein, & Akil, 2006). Opioid kullaniminin tarihte tam olarak ne zaman
basladigina dair kesin bilgi bulunmamaktadir. Bunun nedeni antik yazarlar tarafindan
giiniimiize gelen kayitlarda tarif edilen ve opioid etkisi yaratan maddenin tam olarak
betimlenememesidir. Ancak bilim diinyasinda opioidlerin etken maddesinin milattan 6nce
iiclincii yiizyilda Stimerler (simdiki Irak bolgesi) tarafindan, Afyon ¢icegi tohumundan
izole edildigi diistiniilmektedir. Milattan sonra sekizinci ylizyilda opioidler Arap tiiccarlar
tarafindan Hindistan ve Cin’e taginmig, on- oniigiincii yiizyilda ise Asya ve Avrupa’nin
bir kismina yayilim gostermistir. Onaltinc1 yiizyilin baglarindaki belgelere bakildiginda
en yogun olarak Cin olmak iizere Tiirkiye, Misir, Almanya ve Ingiltere’de ilag bagimlilig
ve tolerans ile ilgili raporlarin belgelendigi goriilmektedir (Brownstein, 1993).

Ondokuzuncu yiizyilda (1804) Alman bilim adami1 ve eczaci Friedrich Wilhelm
Adam Sertlirner tarafindan izole edilinceye kadar afyon bitkisindeki aktif bilesen
bilinmiyordu. Sertiirner izole ettigi bilesigi Yunan uyku tanrist Morpheus'tan esinlenerek
“morfin” olarak adlandirdi. ilerleyen donemlerde iskogya’li hekim Dr. Charles Wood’un
hipodermik igneyi icat etmesiyle morfinin enjeksiyon olarak kullanimi daha net doz
ayarlamasi saglamasindan dolay1, morfin kullanimi yayginlasti. Bu yaygin ve kontrolsiiz
kullanimin ise Amerikan ¢ Savasi’nda (1861-1865) gazilerin morfin bagimlis1 olmasina
sebep olan ortami yarattig1 bildirilmistir (Holzer, 2014).

Amerika Birlesik Devletleri, Ekim 2017 itibariyle artan opioid krizine yanit olarak
acil saglik durumu ilan ederek opioid kullaniminda sinirlama ve kontrol altina alma
calismalar1 baslatti. Bu kapsamda “Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi” (CDC)’nin
yayinladig1 “Kronik Agri i¢in Opioid Regete Yazma Rehberi (2016) 7, agr1 kontroliinde
opioid gerekliligi ve dozajin ayarlanmasi ile ilgili gelismelerin baglamasina araci olmustur
(Dowell, Haegerich, & Chou, 2016).

Tiirkiye’de madde bagimlilig1 ile ilgili kurumsal yapilanmalar 1997 yilinda
"Uyusturucu Madde Kullanimi ile Miicadele Takip ve Yonlendirme Alt Kurulu" nun
olusturulmasiyla baglamistir. Tiirkiye’nin Avrupa Birligi iyeligi siireci dogrultusunda
2001 yilinda Tiirkiye’de Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimlilig1 izleme Merkezi
(EMCDDA) Temas Noktasi kurulmasina ve sz konusu temas noktasinin Emniyet Genel

Miidiirliigii olmasina karar verilmistir. Tiirkiye Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliligi
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Izleme Merkezi tarafindan EMCDDA’nin belirledigi standart tablo ve sualnamelere
uygun olarak her yil hazirlanan Tiirkiye Uyusturucu Raporlar1 EMCDDA ile
paylasilmaktadir (Saglikli Yasam ve Bagimlilikla Miicadele Calisma Grubu Raporu,
2018).

2.4.2. Opioidlerin Farmakolojik Etkileri

Opioidler analjezik etkilerini, agrinin iletilmesi ve modiilasyonunda rol oynayan beyin
ve omurilik bolgelerinde yer alan G protein-bagli reseptorleri aktive ederek gosterirler.
Ug ana opioid reseptdrii vardir; mii (u, MOR), kappa (K, KOR) ve delta (A, DOR). Bu
reseptorler beyin ve omurilik basta olmak tizere, vaskiiler, kardiyak, akciger ve bagirsak
gibi periferik dokularda bulunmaktadirlar. Mii-opioid reseptorler (MOR) aktivasyonu
analjezi, Ofori (asir1 cosku hali), sedasyon, solunum depresyonu ve kabizlik
olusturmaktadir. Kappa opioid reseptorlerinin (KOR) aktivasyonu sonucu hafif analjezik
etkiler ve diisiik diizeyde solunum depresyonu, delta opioid reseptorlerinin (DOR)

aktivasyonu ise minimum yan etki ile analjezi olustur (Rausch, & Jansen, 2012).
2.4.3. Kullamim Alani1 ve Yan Etkileri

Kronik agr kontroliinde etkili analjezik olarak kullanilan opioidlerin, yan
etkilerinin fazla olmasi nedeniyle kullanimi sinirli tutulmaktadir. Yan etki gelisiminde
cinsiyet, irk ve yas gibi faktorler rol oynamaktadir (Swegle, & Logemann, 2006). Pek ¢cok
organda opioid reseptorleri bulunmasi nedeniyle olduk¢a genis bir etki yelpazesine
sahiptirler. Uzun siireli opioid kullaniminin MSS iizerine olan baslica etkileri sedasyon,
zihinsel bulaniklik, solunum depresyonu ve 6foridir. Uzun siireli opioid kullaniminda
analjezik etkinin devamlili1 i¢in artan dozlarda opioid alinmasi, MSS’de tolerans
gelisimine neden olabilmektedir (Akbarali, & Dewey, 2019; Rausch, & Jansen, 2012).

Opioidlerin yliksek dozda kullanimi hipoventilasyona bagli solunum depresyonu
olusturmasi nedeniyle Oliimciil olabilmektedir (Akbarali, & Dewey, 2019). CDC’nin
raporlarinda  dogal  (morfin ve kodein), yari-sentetik  (eroin, dihidromorfinon
veya oksikodon gibi) ve tam sentetik (fentanil, petidin, metadon, veya tramadol gibi)

opioid grubu ilaglarin doz asimi kaynakli olusan Oliim oranlar1 yer almaktadir. Son

11



yayinlanan raporda doz asimi kaynakli 6liim oranlari, 2019 yili ile karsilastirildiginda
2020 y1linda %31 oraninda artis gdstermistir. Oliim oranindaki artisin tiim yas gruplarinda
istatistiksel onem diizeyinde yiiksek oldugu goriilmektedir (Hedegaard, & Warner, 2021;

Sekil 3). Oliim oranlarinin en yiiksek oldugu ila¢ grubunun metadon digindaki sentetik

opioid grubu ilaglarin olusturmasi dikkat ¢ekicidir (Sekil 4).

N 2019 W 2020
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Sekil.3. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) doz asimina bagh 6liim raporlarindaki yas gruplarina
gore 6liim oranlarinin karsilastirilmas: (Hedegaard, & Warner, 2021).
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Sekil.4. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) doz asimina bagh 6liim raporlarindaki 1999-2020
yillar1 arasinda opioid tiirlerine gore 6liim oranlar1 (Hedegaard, & Warner, 2021).

Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliligi izleme Merkezi (EMCDDA) nin
2020 yilinda yayinladig verilere gore 2011°den bu yana Avrupa iilkelerinde goriilen doz
asimina bagl 6liim sayilarinda da artis oldugu ve bu vakalarin %78’ nin opioid grubu
ilaglardan kaynaklandig1 bildirilmektedir. Oliim oranlar1 yas araligma gore
degerlendirildiginde ise 25 yas alt1 grupta %8, 25-39 yas aras1 %38, 40-64 yas aras1 %48
ve 64 yas istii bireylerde %8 olarak rapor edilmistir [European Monitoring Centre for
Drugs and Drug Addiction (EMCDDA), 2020].

Emniyet Genel Miidiirliigli Narkotik Sucglarla Miicadele Daire Baskanligi’nin
2021 yilinda yayinladigr Tiirkiye Uyusturucu Raporu verilerine gére 2020 yilinda
Tiirkiye’de 314 (293 Erkek; 21 Kadin) madde baglantili 6liim gézlemlenmistir (Sekil 5).
Oliim vakalarmm %36,9’unda eroine, %31,2’sinde metamfetamine, %29,6’sinda ise
ekstaziye rastlanmistir. Gozlemlenen 6liimlerin yas dagilimi ise 30 yas alt1 Sliimler %40,7,
30-39 yas arast Oliimler %33,8, 40 yas iizeri 6liimler ise %24,2 olarak rapor edilmistir

(Tiirkiye Uyusturucu Raporu, 2021).
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Sekil.5. Tiirkiye’de goriilen madde baglantili 6liimlerin yillara ve kullanilan maddelere gore dagilimi
(Tiirkiye Uyusturucu Raporu, 2021).

Opioidlere iliskin literatiir bilgisi ve ilgili kurum raporlar1 g6z 6niine alindiginda,
opioid grubu ilaglara kars1 gelisen tolerans mekanizmasimin anlasilmasi, bu ilaglarin
kotiiye kullaniminin 6niine gecilmesi ve daha giivenli opioid grubu ilaglarin iiretiminde

Oonem tasimaktadir.
2.4.4.. Kronik Morfinin Uygulamasinin Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkisi

Gastrointestinal sistemde, enterik noronlar iizerinde yaygin olarak bulunan 3 ¢esit
(mii, delta ve kappa) G-protein aracili opioid reseptorii bulundugu bilinmektedir
(Akbarali, & Dewey, 2017; Holzer, 2007). Opioid kullaniminin gastrointestinal sistemde
goriilen en yaygin yan etkileri peristaltik aktivitede azalma, sfinkter tonusunda artis,
kabizlik ve opioid bagirsak fonksiyonu bozuklugudur. Opioid bagirsak fonksiyon
bozuklugu abdominal kramp, siskinlik, ve gastro-6zefagal refliiyli iceren semptomlari
ifade etmektedir (Akbarali, & Dewey, 2019; Galligan, & Akbarali, 2014). Bunun yaninda
bulant1 ve kusma gibi yan etkiler ise genellikle gecicidir ve sadece ilk tedavi sirasinda

deneyimlenir (Rausch, & Jansen, 2012).
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Sekil.6. Kronik opioid uygulamasinin gastrointestinal sistem iizerindeki farmakolojik etkileri (Akbarali,
Inkisar, &Dewey, 2014).

Opioid kullaniminin ileum ve kolondaki molekiiler etki mekanizmasi benzerlik
gostermektedir. Agonist ilacin alimmi takiben G-protein reseptdrlerine baglanarak
etkinlik gosterir. Tekrarlanan dozlarda morfin uygulamasi, ileumda G-protein
reseptorlerindeki duyarliligin kontroliinde rol oynayan (Maguma, Dewey, & Akbarali,
2012), B-arrestin2 (B-ARR?2) seviyesinde diisiise neden olurken kalin bagirsakta herhangi
bir degisiklik olusturmaz (Sekil 6). Bu durum kronik opioid uygulamasinin ince
bagirsakta toleransa neden olurken kalin bagirsakta neden olugsmadigini agiklamaktadir
(Akbarali ve ark., 2014; Ross, Gabra, Dewey, & Akbarali, 2008). Fakat kronik opioid
uygulamasinin MSS iizerindeki molekiiler diizeyde tolerans olusum mekanizmasinin nasil

gelistigi halen agikliga kavusturulamamistir.
2.4.5. Kronik Opioid Uygulamasinin Bagirsak Mikrobiyotas1 Uzerine Etkisi

Bagirsak mikrobiyotasinin, sitokinler, humoral ve sinirsel yollaklar aracili olarak
organizma ile iletisimde oldugu bilinmektedir (Bischoff, 2011; Sudo ve ark., 2004).

Gastrointestinal fonksiyonlarin degerlendirilmesi ve iyilestirilmesi koruyucu hekimlik
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uygulamalar1 i¢in O6nemlidir (Bischoff, 2011). Bagirsak mikrobiyotasindaki
degisikliklerin inflamatuar Bagirsak Hastalig1 (Inflammatory Bowel Disease- IBD), alerji,
astim, kardiyovaskiiler hastaliklar ve metabolik bozukluklara neden olduguna dair ¢ok
sayida kanit vardir (Nishida ve ark., 2018). IBD’li bireylerin bagirsak mikrobiyomu,
saglikll bireylerinkiyle karsilagtirildiginda, anti-inflamatuar kapasiteye sahip bakterilerin
sayisinda azalma gozlenirken, inflamatuar etkiye sahip bakteri sayisinda ise artis oldugu
tespit edilmistir (Frank ve ark., 2007; Peterson, Frank, Pace, & Gordon, 2008). Bu
kapsamda yapilan genomik analizler IBD’li hastalarda Firmicutes sayilarinda azalma,
Proteobacter ve Bacteroides sayilarinda ise artma oldugunu géstermistir (Frank ve ark.,
2007). Sokol ve arkadaslar1 (2008), farelerde kolitis modeli olusturularak yaptiklari
calismada Feacalibacterium prausnitzii (F. prausnitzii) oral gavajinin kolitisin
prognozunu iyilestirdigini saptamislardir. Etki mekanizmasinin ise F. prausnitzii aracili
mononiikleer kan hiicrelerini uyarilmasinin, interlekin (IL)-10 iiretimini arttirmasi ve
boylece IL-12 ve IFN-y gibi inflamatuar sitokinlerin saliniminin inhibe edilmesi aracili
oldugu gosterilmistir (Sokol ve ark., 2008). IBD’li hastalarin bagirsak mikrobiyomunda
kompozisyonunda degisiklik oldugu kanitlanmasina ragmen, bu degisimin tedavide
kullanilan ilaglardan m1 yoksa bagirsak inflamasyonundan mi kaynaklandigi halen
kesinlik kazanmamistir (Nishida ve ark., 2018).

Opioid grubu ilaglar IBD semptomlarinindan biri olan agr1 tedavisinde etkili ve en
cok recete edilen agr1 kesicilerdendir. Ayrica bu ilaglarin “Opioid Induced Dysbiosis”
(OID) olarak bilinen mikrobiyom kompozisyon degisikligine ve diger dokulara bakteriyel
translokasyona neden oldugu bidirilmistir (Mischel ve ark., 2020). Opoid tolerans
gelisiminde bagirsak mikrobiyomunun ©nemli role sahip oldugu rapor edilmistir
(Akbarali, & Dewey, 2017; Pappagallo, 2001). Bunu ortaya koymak i¢in yapilan
caligmalarda kronik morfin tedavisi Oncesi ve sonrasinda, oral yolla verilen
antibiyotiklerin, morfin tolerans gelisimini engelledigi bildirilmistir. Tolerans gelisiminin
engellenmesinde, bagirsak mikrobiyomunda bulunan Gram-pozitif bakterilerden
Clostridiales ve Lactobacilliales’lerin sayisindaki diislis olabilecegi belirtilmistir.
Bagirsak bariyer gecirgenliginin artmasi bagirsakta bulunan bakterilerin genel dolasima

karismasina, buradan mezenterik lenf nodiilleri, karaciger ve dalaga gegmesine ve bunun
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da pro-inflamatuar sitokinlerin salintminin uyarilmasina neden oldugu belirtilmektedir
(Kang ve ark., 2017). Kronik morfin uygulamasinin gastrointestinal sistem’de
olusturdugu etki morfin ya da morfin aracili fizyopatolojik degisimler seklinde olabilecegi
gibi bagirsak mikrogevresindeki metabolit {irlinler kaynakli da ortaya ¢iktig
diisiiniilmektedir. Mikrogevrenin etkisini gosterebilmek icin yapilan bir ¢alismada, naive
(herhangi bir ilag uygulamasi yapilmamis olan) farelerden toplanan dorsal kok noronlari
(Dorsal Root Ganglia- DRG) kronik morfin uygulanan farelerin kolonundan elde edilen
stiziintii ile inkiibe edildiginde DRG’de hipersensitiviteye neden oldugu gdsterilmistir

(Mischel, Dewey, & Akbarali, 2018).
2.4.6. Kronik Opioid Uygulamasimn Kisa Zincirli Yag Asitleri Uzerine Etkisi

Bagirsak mikrobiyotasin1 olusturan bakteriler ile bagirsak epitelial hiicreleri
arasinda simbiyotik bir iligki vardir. Bagirsakta yasayan mikroorganizmalar {rettikleri
kisa zincirli yag asitleri araciligiyla bagirsak bariyer biitiinliigiiniin korunmasinda
yardime1 rol oynarlar (Muchhala ve ark., 2021). Kronik morfin ve antibiyotik
uygulamasinin farelerde bagirsak mikrobiyotasini (Clostridiales ve Lactobacilliales’lerin
sayisinda azalis gibi) degistirdigi bilinmektedir (Kang ve ark., 2017). Biitirik asidin
kolonda yerlesik bulunan Gram pozitif bakteriler tarafindan tretildigi (Louis, & Flint,
2009) ve bu bakteri grubundaki eksikligin biitirik asit tiretim yetersizligine bagl opioid
toleransia etki edebilecegi diisiindiirmektedir. Bagimlilik olusturan ilaglarin MSS
iizerine etkilerinin mikrobiyota aracili olup olmadiginin arastirildigi bir c¢alismada,
antibiyotik verilen fareler kisa zincirli yag asitleri (asetik, biitirik ve propiyonik asit) ile
beslendiginde kokain kaynakli 6diile yonelme davranigini tersine ¢evirdigi gosterilmistir
(Kiraly ve ark., 2016). Bu ¢alisma bagirsak mikrobiyotasi tarafindan iiretilen kisa zincirli
yag asitlerinin MSS aracili davranis kaliplar1 iizerine etkili oldugu hipotezini
dogrulamaktadir.

Mevcut literatiirler 15181nda, kronik morfin uygulamasiyla birlikte oral yolla
verilen biitirik asidin tolerans gelisimine etkisi hakkinda yeterli veri olmadigi

goriilmektedir. Calismamizda oral gavaj yoluyla verilen kisa zincirli yag asitlerinden biri
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olan biitirik asidin, morfin pellet implantasyonu ile olusturulan kronik opioid uygulamasi

ile gelistirilen tolerans iizerine etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.
2.5. Bagirsak Bariyer Biitiinliigii

Insan viicudunda yaklasik olarak 400 m*' lik bir alan kaplayan bagirsak bariyerinin
islevi i¢in organizmadaki toplam enerjinin %401 kullanilmaktadir. Su ve elektron kayb1
ile patojenik mikroorganizmalarin viicuda girisine engel olan bagirsak bariyeri ayni
zamanda bagirsak mikrobiyotasinin translokasyonunu da 6nlenmektedir (Bischoff ve ark.,
2014). Bagirsak bariyer biitiinligli aym1 zamanda epiteliyal mukus tabakasinin
korunmasinda 6nemlidir (Tan ve ark., 2014). Kronik gastrointestinal hastaliklar (¢olyak,
IBD, kolon kanseri gibi), karaciger hastaliklari, tip-1 diyabet, obezite gibi hastaliklarin
prognozu bagirsak bariyer biitiinliigiiniin bozulmasi ile iliskilidir (Tan ve ark., 2014;
Vancamelbeke, & Vermeire, 2017). Bu nedenle ila¢ gelistirme c¢alismalarinda bagirsak
bariyer biitiinliigiiniin korunmasi1 6nem kazanmaktadir (Vancamelbeke, & Vermeire,
2017).

Fonksiyonel ve immunolojik islevleri olan bagirsak bariyerinin en dig katmanini,
disardan gelen etkenlere kars fiziksel koruma saglayan mukus tabakasi olusturmaktadir.
Jel kivamindaki bu tabaka epitel hiicrelerinin iizerini kaplar ve kommensal bakteriler,
antimikrobiyal peptidler ve immunglobulinleri igerisinde barindirir. Mukus tabakasinin
altindaki ikinci katman ise epiteliyal hiicreleri ve bu hiicreleri birbirine baglayan ve
molekiil transportunda da gérev alan tight junctions (TJs)’lar1 kapsamaktadir. Son katman
olan lamina propriya ise T ve B hiicreleri, dentrik hiicreler, makrofajlar ve immiin
hiicrelerini icermektedir (Vancamelbeke, & Vermeire, 2017). Miyenterik pleksusta
bulunan enterik sinir hiicrelerinin de immunolojik yanit olusumu ve bariyer biitiinliigiiniin
korunmasinda etkili oldugu bilinmektedir (Bischoff ve ark., 2014; Mischel ve ark., 2020).
Bu katmanlar saglikli bagirsakta belirgin sinirlar ile ayrilirken; kronik hastaliklar, ilaglar

ve toksinler bagirsak bariyer biitiinliigliniin bozulmasina neden olabilmektedir (Sekil 7).
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Sekil.7. Saglikli (mavi) ve yangili (kirmizi) bagirsaktaki bariyer goriiniimii (Cooney, Nagareddy, Murphy,
& Lee, 2021).

Bagirsak biitiinliigiiniin bozulmast sonucu, bagirsak igeriginin dolagima karigmasi
“gecirgen bagirsak sendromu” olarak adlandirilmaktadir (Bischoff ve ark., 2014; Mischel
ve ark., 2020; Tan ve ark., 2014). Gegirgen bagirsak sendromu inflamasyon ile
iligkilendirilse de, inflamasyonun IBD’de hastalik semptomlarmin goriilmesinden 6nce
ortaya ¢iktigini belirten yayinlar vardir (Vancamelbeke, & Vermeire, 2017). Bagirsak
biitlinliiglinliin korunmasinda bagirsak gecirgenligi, bagirsak mikrobiyotas1 ve mukozal
bagisiklik arasindaki bir es etkinlik ile saglanmaktadir. Bu baglamda gidalarin sindirimi,
stvi aliniminda artig, bagirsak epiteliyum katmani, bagisiklik hiicreleri, kan damarlari, diiz

kaslar ve enterik sinir sisteminin bu es etkinligin olusmasinda dnemlidir (Sekil 8).
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Sekil.8. Bagirsak gecirgenligi, bagirsak mikrobiyotasi ve mukozal bagisiklik arasindaki es etkinlik
(Bischoff ve ark., 2014).

Gegirgen bagirsak sendromu, idrar ve kan oOrneklerinin kullanildig1 in-vivo;
biyopsi ile alinan doku oOrneklerinin kullanildig1 ex-vivo; hiicre kiiltiirii yontemi ile
bagirsak hiicre hatlarinin kullanildig1 in-vitro; QPCR, western blot ve immune boyamadan
faydalanilan in-situ yontemler kullanilarak tespit edilebilmektedir (Vancamelbeke, &
Vermeire, 2017).

Kronik opioid kullanimi bagirsak mikrobiyotasinda disbiyozis (bagirsak
mikrobiyotas1 dengesinin bozulmasi) olusumuna neden olabilmektedir. Disbiyozis,
bagirsak epitel hiicrelerinde, noroepitel mekanizma aracili, fonksiyon bozuklugu
olusturarak gecirgen bagirsak sendromuna yol acar (Akbarali, & Dewey, 2019; Mischel
ve ark., 2020; Muchhala ve ark., 2021). Kronik morfin uygulamasinin bagirsak bariyer
biitiinligline etkisi in-vivo (FIT-C dextran) ve in-situ (immune boyama) yontemler
kullanilarak ortaya konulmustur (Kang ve ark., 2017). Ancak, bagirsak bariyerinin
karmasik yapisi géz Oniine alindiginda, bu degisimin mekanizmasi tam olarak netlik
kazanmamistir. Bu ¢alismada, daha once yapilan calismalardan farkli olarak bagirsak
biitiinliglinli korumada rol oynayan interlokin (IL)-18, bariyer biitiinliigliniin bir

gostergesi olarak degerlendirilmistir.

2.6. interlokin (IL-18)

Interlokin (IL) -1 ailesine bagh proinflamatuar bir sitokin olan IL-18 1900’lii

yillarin sonunda kesfedilmistir. Okamura ve ark. IL-18 blokajinin Propionibacterium
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acnes (P. acnes) aracili olusan hepato sitotoksisiteyi engelledigini bildirmislerdir
(Okamura ve ark., 1995). T helper 1 (Th1) hiicreleri araciligiyla interferon gama (IFN-y)
dretimini arttiran IL-18, etkinligini gosterebilmesi i¢in IL-12°nin varligina ihtiyag
duymaktadir (Nakanishi, 2018). Sitoplazmada pro-aktif (pro-IL-18) halde bulunan IL-18,
caspase-1 proteaz enzimi araciligl ile aktiflestirilmekte birlikte, makrofaj ve Kupffer
hiicrelerinin de dogrudan IL-18 iiretebildikleri bilinmektedir (Tsutsui ve ark., 1999;
Nakanishi, 2018).

On beyin ile alt beyin sap1 arasinda fizyoanatomik bir arayiiz olan periaqueductal
gray (periaqueductal gri; PAG) i¢ ve dis stres faktorlerine karsi davranigsal tepkilerin
verilmesinde rol oynar (Benarroch, 2012). Hayvan deneyleri proinflamatuar sitokinlerin
amigdala, hipotalamus ve PAG’deki norotransmitter salinimini etkiledigini gostermistir
(Dantzer, O'Connor, Freund, Johnson, &Kelley, 2008). insanlarda ise IL-18’in,
MSS’ndeki opioid mekanizmasi ile duygusal diizen/ diizensizligin bir belirteci olarak
kullanilabilecegi ortaya konulmustur (Prossin ve ark., 2011). Enterik sinir sisteminden
salian IL-18, bagirsak goblet hiicrelerinde antimikrobiyal peptid salinimint etkileyerek
bagisikliga,  bagirsak  bariyer  biitlinligiiniin ~ korunmasma  ve  patojenik
mikroorganizmalarin elimine edilmesine yardimci olmaktadir (Jarret ve ark., 2020). IL-
18 mRNA ve protein, IL-18 baglayict protein ve IL-18 reseptdr seviyelerinin
degerlendirildigi agr iizerine bir caligmada ise, IL-18 aracili norotransmitter sinyal
blokajinin ndropatik agriy1 azalttig1 ve opioid grubu ilaglarin (morfin ve buprenorfin)
etkinligini arttirdig1 belirtilmistir (Pilat ve ark., 2016).

Kronik opioid kullanimina bagli IL-18 salinim ve etki mekanizmalar1 hakkinda
heniiz yeterli literatiir bulunmamaktadir. Bu kapsamda calismada, kronik morfin
uygulamasinin IL-18 salinimi iizerindeki etkisi, ileum longitudinal muscle myenteric
plexus (LMMP) izolasyonu ile enterik néronlardan salinimi qPCR yontemi kullanarak

ortaya konulmasi ve etki mekanizmasinin anlasilmasi hedeflenmistir.
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2.7. Yuva Yapma Davranisi

Yuva yapma davranisi taksonomik olarak yaygin goriilen ve hayvanlar aleminde
iireme basarisini arttiran bir davranistir (Mainwaring ve ark., 2017). Omurgalilar,
neredeyse tiim kuslar ve bircok memeli tiirii, stirlingenler, amfibiler ve baliklar bir ya da
birka¢ farkli formda yuva yapma davranigi gosterirler. Yuva yapma davranisi yavruya
gelisimini tamamlamak i¢in gerekli zaman1 kazandirmasindan dolay: iireme basarisi igin
onemlidir (Hansell, 2005; Mainwaring ve ark., 2017). Yuvanin sekli ve yapisi, yuvanin
yapildig1 bdlgenin cevresel kosullarma gore uyarlanabilir. iklim degisikligi kaynakli
denizlerdeki yiikselme, tropik firtinalar sonucu yuvalar1 su basmasi, yuvalama alani ile
yuva yapim icin gerekli malzeme temini ve cinsiyetin ¢evre sicakligina bagli olarak
degisebildigi tiirlerdeki orantisiz dagilim goz Oniinde tutuldugunda dogada yasayan
hayvanlarda yuva yapma davranisi etkilenmektedir (Mainwaring ve ark., 2017).

Kemirgen hayvanlarda yuva yapimi barinmanin haricinde termoregiilasyonun
korunmasinda onemlidir (Deacon, 2006). Laboratuar ortaminda yetistirilen fareler de
icglidiisel olarak yuva yapma davranmisi gostermektedir (Cheatham ve ark., 2021).
Laboratuar hayvanlarinda yuva yapma davraniginin tespiti kafeslerine birakilan kompres
halindeki materyalin kullanim oranina gore 6lgiilebilmektedir. Skorlama kafese konulmus
olan kompres materyalin parcalanma ya da kafes icindeki yer degistirme oranina gore
yapilir (Sekil 9). Bu test i¢in saman, pargalanmis kagit, kenevir ip, kompres pamuk ya da
tily gibi materyaller tercih edilmektedir. Bunlara arasinda en yaygin kullanilani kompres
pamuk materyalidir (Deacon, 2006).

Yuva yapma davranisinin beyinde deneysel olusturulan lezyonlar, ¢esitli
farmakolojik ajanlar ve gen mutasyonlarma duyarli oldugu bildirilmistir (Deacon,
Croucher, & Rawlins, 2002). Bu sebeple yuva yapma davranis testi, agr1 lizerine yapilan
arastirmalarda, agriya bagl islevsel bozuklukluklar ve depresyonun ifadesi olarak
Olctimlenebilmektedir (Deacon, 2006; Negus ve ark., 2015). Swiss Webster (SW) 1rki
farelerde deneysel kolitis olusturuldugu ¢alisma giinliik olarak 1 ve 3,2 mg/kg dozlarinda

morfin uygulamasinin, yuva yapma davranig skorlamasinda diigiise neden oldugu
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gosterilmistir (Cheatham ve ark., 2021). Fakat daha yliksek dozlarda akut veya kronik
morfin uygulamasinin, yuva yapma davranisi lizerine etkisi gizemini korumaktadir.
Calismada yuva yapma davranis testi yiiksek dozda uygulanan morfine karst gelisen

toleransin, MSS iizerine olan olasi etkisini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmistir.

1 2

Sekil.9. Kompres pamuk materyali ile yuva yapma davranis testi skorlamasi (Deacon, 2006).

2.8. Tolerans Gelisiminin Agr1 Uyaranh Davrams Testi ile Ol¢iimii

Agri, Uluslararas1 Agr1 Calismalart Birligi (IASP) tarafindan, gergek veya
potansiyel bir doku hasarindan kaynaklanan veya bu sekilde tanimlanan, hos olmayan bir
duyu ve duygusal bir deneyim olarak tanimlanmistir. Agr1 her ne kadar basit bir uyarana
kars1 verilen bir yanit oldugu diisiiniilse de, olusum mekanizmasi karmasiktir ve agriya
verilen cevap bireyden bireye gore degisebilmektedir (Ramabadran, & Bansinath, 1986).

Agr Olglim deneylerinin insanlarda kullanimi i¢in gereken etik izin belgesinin
alimmas1 zor oldugundan, agr1 deneylerinde agirlikli olarak rodentler kullanilmaktadir

(Mogil, 2009). Agr1 olglimii ya uyaranl (Stimulus-Evoked) ya da uyaransiz (non-
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Stimulus-Evoked) olgiilebilecek davranig testleri ile yapilmaktadir. Uyaranli davranis
testlerinde, mekanik, sicaklik (tail-flick, hot plate, ve termal probe testleri), soguk (cold
plate, acetone evaporation ve cold plantar testleri) uyaranlar1 kullanilmaktadir. Uyaransiz
yapilan davranis testleri ise dogal olarak goriilen (yuva yapma davranis testi), agrinin yiiz
ifadeleriyle ile 6lciildiigii (grimace scales testi) ya da agrili bir bireyin yarali viicut kismina
yukledigi agirlik miktar1 (weight bearing) ile saptanmaktadir. Agr1 6l¢lim deneyleri
deneyin yapildig1 laboratuar, deneyi yapan kisi ve kullanilan malzemelerden
etkilenebilecegi icin siibjektif olarak kabul edilir (Deuis, Dvorakova, & Vetter, 2017;
Tappe-Theodor and Kuner, 2014). Ornegin, kuyruk daldirma yontemi (Tail-immersion)
ile yapilan bir deneyde, fareler plastik tiip ya da tekstil materyali ile yapilan keseye
sokulduklarinda kuyruk ¢ekme siirelerinin farkliliklarin olusabilecegi gozlemlenmistir
(Ramabadran, Bansinanth, Turndorf, & Puig, 1989).

Agri deneylerinde hangi testin tercih edilecegi, deneyde kullanilacak ilag ve ortaya
konulacak etki mekanizmasina gore belirlenmektedir. Sicak su banyosu gibi termal uyaran
kullanilarak yapilan “kuyruk daldirma testi” sedasyon gerektirmemesi, deney kontroliiniin
kolay olmasi gibi nedenlerle opioid tiirevi ilaglarin analjezik etkilerinin test edilmesinde
siklikla tercih edilmektedir (Ramabadran ve ark., 1989; Ramabadran, & Bansinath, 1986).
Ayrica bu test yotemi spinal kord aracili agrinin Olgiilmesinde de kullanilmaktadir.
Calismada kuyruk daldirma testinin kullanilmasinin nedeni, kronik morfin uygulamasinin
MSS’indeki etkisinin dorsal kok néronlar1 (Dorsal Root Ganglia-DRG) aracili iletimi ve
dorsal kok noronlarinda asir1 duyarlilik olusturmasidir (Mischel ve ark., 2018; Muchhala
ve ark., 2021).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Virginia Commonwealth Universitesi'nde (VCU IACUC) Kurumsal
Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesi’nden alinan AM10322 protokol numarali izin ile
ylriitiilmistir. Calismada 25-30 g agirhigindaki, erkek, Swiss Webster (SW) irki fareler
(Envigo, Indianapolis, IN, USA) ve 40-45 g agirligindaki the Institute of Cancer Research
(ICR) erkek fareler (Envigo, Indianapolis, IN, USA) kullanilmistir. Fareler her kafeste 5
adet olacak sekilde, 12 saatlik aydinlik / karanlik dongiistinde barindirilmis, yem ve su ad-
libitum olarak saglanmistir.

3.1. In- vivo ila¢ Uygulamalar
3.1.1. Kronik Morfin Uygulamalari
3.1.1.1. Pelet Yontemi

Yetmis bes (75) mg/kg morfin (MP) veya plasebo (PP) peletler, SW farelerin
dorsal bolgelerindeki cilt altt dokularina implante edildi. Farelere, tras etmeden 6nce %2,5
izofluran ile anestezi uygulandi, cilt %10 povidon iyot (General Medical Corp., Walnut,
CA, USA) ile temizlendi. Boynun dibinde 1 cm yatay kesi yapmadan 6nce alkollii ped ile
silindi. Pelet deri altina yerlestirildikten sonra, yara klipsleri (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA) ile kesi alan1 kapatildi. Cerrahi bolge tekrar %10 povidon iyot ile
temizlenerek aseptik cerrahi alaninin kontaminasyonu minimuma indirildi. Hayvanlar

toparlanma stireclerini (7 giin) deney boyunca kalacaklar kafeslerde gegirdiler.
3.1.1.2. Artan Dozlarda Morfin Uygulamasi

Artan dozlarda morfin uygulamasi, ICR farelere, dort glin boyunca, giinde iki kere,
intra peritonal (i.p.) olarak, 20 mg/kg (1. giin), 40 mg/kg (2. ve 3. giin) ve 80 mg/kg (4.
giin) dozunda yapildi.
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3.1.1.3. Giinliik Morfin Uygulamasi

Giinliik morfin uygulamasi SW farelerde yuva yapma davranis testi i¢in kullanildi.
Bu uygulama farelere yedi giin boyunca, giinde bir kez, s.c. olarak 10 mg/kg dozunda ve

yuva yapma davranis testini baslatmadan otuz dakika 6nce yapildu.
3.1.2. Mii-opioid Reseptor Blokaji

Mii-opioid reseptor (MOR) blokaj1 i¢in uygulanan Nalokson (NLX), ICR farelere,
dort giin boyunca, morfin uygulamasindan 10 dk. once, subkutan (s.c.) olarak, 2 mg/kg

(1. giin), 4 mg/kg (2. ve 3. giin) ve 8 mg/kg (4. giin) dozunda yapildi.

3.1.3. Bagirsak Mikrobiyotasimm Degistirmek icin Yapilan Biitirik asit ve
Vankomisin Uygulamalar

250 mmol dozunda seyreltilen Sodyum Biitrat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), SW farelere, bes giin boyunca, giinde iki kez, oral gavaj yoluyla, 10 mg/kg dozunda
uygulandi. Biitirik asit oral gavaj uygulamasi morfin (MP-BUT) ve plasebo (PP-BUT)
peletlerin implante edilmesinin ertesi giinii baslandi.

Vankomisin (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA), SW farelere,
on bes gilin boyunca, giinde iki kez, oral gavaj yoluyla, 10 mg/kg dozunda uygulandi.
Vankomisin oral gavaj uygulamast morfin (MP-VAN) ve plasebo (PP-VAN) peletlerin
implante edilmesinden sekiz giin 6nce baslandi.

Calismada oral gavaj yonteminin tercih edilme nedeni doz ayarlamasimin kolay
olmasi1 ve suya katilimda olusan sivi tiiketim isteksizligi ve canli agirlik kaybinin 6niine

gecilmek istenmesidir (Kang ve ark., 2017)
3.2. Davrams Testleri

3.2.1. Kuyruk Daldirma Testi

Bu yontem hayvanin kuyrugunun distal 1/3%inii 56 °C sicakligindaki su banyosuna

daldirilmasi suretiyle, spinal diizeydeki analjezik yanitin 6l¢iilmesi i¢in kullanilan bir
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testtir. Fareler test baglangici 6ncesi bir kese igerisinde zapturapta alindi. Doku hasarinin
olugsmamasi i¢in kuyruk ucu sicak su banyosunda 10 saniyeyi gegmeyecek sekilde tutuldu.

Kronik morfin uygulamasi yapilan SW ve ICR farelerin ilk olarak agri esik
(baseline) 6l¢timleri yapildi. Ek doz morfin etkisi (challenge) i¢in tiim farelere baseline
Olctimlerinin hemen ardindan s.c. 10 mg/kg morfin uygulandi. Yirmi dakika sonrasinda
ise kuyruk daldirma testi tekrarlandi. Maksimum potansiyel etki [Maximum Potensial

Effect (% MPE)] asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:
% MPE = [(challenge zamani— baseline zamanu)/ (10 — baseline zamani)] X 100

3.2.2. Yuva Yapma Davrams Testi

Yuva yapma davranis testinde SW fareler kafeslerinde tek baslarina olacak sekilde
yerlestirildi (Cheatham ve ark., 2021; Negus ve ark., 2015). Kare seklindeki kompres
pamuk yuva metaryeli alti (6) esit pargaya boliinerek, kafes icerisine esit araliklarla
konuldu (Sekil 10). Bu deney oncesinde yapilan gavaj ve enjeksiyonlar aklimasyon
periyodu baslamadan once bagka bir odada yapildi. Fareler deneyin yapilacagi odaya,
deney baslangicindan otuz (30) dakika oOnceden getirilip aklimasyonlar1 saglandi.
Farelerin kompres pamuk materyalini kullanarak yuva yapmalar1 yiiz (100) dakika
boyunca goézlendi. Yuva yapma davranisinin skorlanmasi farelerin kompres pamuk
materyalini sekil 10’da gosterilen hayali ¢izgilerin disina tasima oranlar ile yapildi. Bu
kapsamda testin 0, 1, 3, 10, 30 ve 100’ilincii dakikalar1 yukaridaki tanimlamaya gore
skorlandi. Bu deneyde verilebilecek en yiiksek skor bes (5)’tir. Bu skor, testin
baslangicinda kafese yerlestirilen tim kompres pamuk materyallerinin sekil 11°de

gosterildigi gibi bir alanda toplandig1 anlamina gelmektedir.
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Sekil.10. “Yuva Yapma Davranig Testi” baglamadan 6nceki kompres pamuk materyalinin yerlesimi
(Dakika=0, Yuva Yapma Davranisi Skorlamasi=0). Resimdeki siyah cizgiler kafesin esit alana bolindiigiini
gostermek i¢in fotograf lizerine sonradan ¢izilmistir.

Sekil.11. Kontrol grubu farelerin Yuva Yapma Davranis Testi bitiminde (100 dakika) kafesteki kompres
pamuk materyalinin pozisyonu (Dakika=100, Temizlenen Alan=5).

3.3. Ex-vivo Ila¢ Uygulamalar
3.3.1. Latin Kare (Latin Square) Metodu

Bu yontem IL-18 salimindaki artisin direk morfin aracili olup olmadigimi test
etmek i¢in yapildi. Bu uygulama i¢in toplamda sekiz adet, herhangi bir ila¢ uygulamasi
yapilmamis olan (naive) ICR erkek fare kullanildi.
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Naive farelerin ileum distalinin 12 ¢cm’lik kismi izole edildi. izole edilen distal

ileum dokular1 asagidaki islemlerden gegirildi:

e 20 ml'lik bir siringa kullanilarak ileum igerigi soguk Fosfat Tamponlu Tuz
Cozeltisi (PBS) ile temizlendi.

e Ileum uzunlamasina kesildi ve steril bir petri kabinda soguk PBS ile ii¢ kez
yikandi.

e Dokular daha sonra dort esit pargaya (her biri 3 cm) kesildi ve her parganin
agirhigr kaydedildi (Sekil 12).

e Dokular tarttildiktan (Mettler-Toledo, Barcelona, Ispanya) sonra her biri
yaklagik 1 cm olacak sekilde daha kii¢iik doku parcaciklarina ayrildi.

e Doku pargaciklari 6'l1 bir hiicre kiiltiirii plakasinda %5 Fetal Bovine Serum
(FBS) + %1 Antibiyotik- Antimikotik (Gibco, ThermoFisher, Scientific,
Waltham, MA, USA) iceren DMEM/F12 hiicre kiiltiirii besi yeri ile 2 saat
stireyle inkiibe (%5 CO2 ve %95 02, 37°C) edildi.

e Inkiibasyon periyodunun ardindan doku pargaciklari ii¢ kez %5 FBS-
DMEM/F12 hiicre kiiltiirii besi yeri ile yikandi.

e Her bir doku pargasi, steril bir 12'li hiicre kiiltlirii plakasinin tek bir
oyuguna aktarildi.

e Oyuktaki doku parcalari iizerine eklenecek morfin (Cerilliant Corporation,
Round Rock, Texas, USA) ve Nalokson (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) uygulamas i¢in gereken hiicre kiiltiirii besi yeri asagidaki sekilde

hazirlandi:

e Kontrol grubu hiicre kiiltiirii besi yeri:
%5 FBS + %1 Antibiyotik- Antimikotik iceren DMEM/F12
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)

e 10 uM Morfin grubu hiicre kiiltiirii besi yeri:
%5 FBS + %1 Antibiyotik- Antimikotik + 10 uM/ml morfin igeren
DMEM/F12
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e 10 uM Morfin + Nalokson (NLX) grubu hiicre kiiltiirii besi yeri:
%5 FBS + %1 Antibiyotik- Antimikotik + 10 pM/ml morfin + 1uM/ml
Nalokson (NLX) igeren DMEM/F12

e NLX grubu hiicre kiiltiirii besi yeri:

%35 FBS + %1 Antibiyotik- Antimikotik + 1uM/ml Nalokson (NLX) iceren
DMEM/F12

e Yukanda ayrintilar1 verilen hiicre kiiltiiri besi yerlerine Morfin ve
Nalokson Latin kare yontemine gore uygulandi (Tablo 1).

e Oyuktaki doku parcalari iizerine eklenen hiicre kiiltiirii besi yerleri 100 mg
doku basina 1 ml besi yeri olacak sekilde ayarlandi ve inkiibatérde (VWR-
Air jacket- 10810-888; %5 CO, ve %95 0., 37°C) gece boyunca (yaklasik
12 saat) inkiibe edildi.

e Total RNA izolasyonu, inkiibasyon bitimi takiben yapildi.

D1 D2 D3 D4

> — > — P> —>

3cm  3cm 3cm 3cm

0] i —F

e

mide Sekum

Sekil.12. Latin Square metodunda kullanilan doku hazirlig.
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Tablo.1. Morfin ve Nalokson’in Latin kare yontemine gre uygulamasi.

D1 D2 D3 D4
Kontrol 10 pM Morfin NLX 10 uM Morfin + NLX
10 uM Morfin + NLX Kontrol 10 pM Morfin NLX
NLX 10 uM Morfin + NLX Kontrol 10 pM Morfin
10 uM Morfin NLX 10 uM Morfin + NLX Kontrol

3.3.2. Durum Ortami (Condition Media-CM) Yontemi

Bu yontem IL-18 salimindaki artisin kronik morfin aracili bagirsak

mikrogevresindeki degisiklerden kaynakli olup olmadigini tespit etmek i¢in yapildi.

Durum ortami1 yonteminin birinci basamaginda 10 adet ICR erkek fare kullanildi.

Fareler random olarak iki gruba ayrildi:

Birinci gruba (serum fizyolojik, n=5) dort giin boyunca, giinde iki kere, intra

peritonal (i.p.) olarak enjekte edildi (0,1 ml/10 g canli agirlik).

Ikinci gruba (morfin, n=5) dért giin boyunca, giinde iki kere, intra peritonal (i.p.)
olarak, 20 mg/kg (1. giin), 40 mg/kg (2. ve 3. giin) ve 80 mg/kg (4. giin) dozunda enjekte
edildi (0,1 ml/10 g canli agirlik).

Besinci giinde, her fareden izole edilen distal ileum dokular1 (her biri 3 cm)

asagidaki islemlerden gecirildi:

e 20 ml'lik bir siringa kullanilarak ileum icerigi soguk PBS ile temizlendi.

e Ileum uzunlamasina kesildi ve steril bir petri kabinda soguk PBS ile ii¢ kez
yikandi.

e Dokular tarttildiktan sonra her biri yaklasik 1 cm olacak sekilde daha
kiictik doku parcaciklarina ayrildi.
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Doku parcaciklar1 6'li bir hiicre kiiltiirii plakasinda %5 FBS + %l
Antibiyotik- Antimikotik iceren DMEM/F12 hiicre kiiltiirii besi yeri ile 2
saat siireyle inkiibe (%5 CO, ve %95 0,, 37°C) edildi.

Inkiibasyon periyodunun ardindan doku pargaciklar ii¢ kez %5 FBS-
DMEM/F12 hiicre kiiltiirii besi yeri ile yikandi.

Her bir doku pargasi, steril bir 12'li hiicre kiiltlirii plakasinin tek bir
oyuguna aktarildi.

Oyuktaki doku pargalari lizerine %5 FBS + %1 Antibiyotik- Antimikotik
iceren DMEM/F12 hiicre kiiltiirii besi yerleri 100 mg doku basina 1 ml besi
yeri olacak sekilde eklendi ve inkiibatorde (%5 CO, ve %95 0., 37°C) gece
boyunca (yaklasik 12 saat) inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda her bir farenin ileumdan elde edilen siiziintiiler,

deneyin ikinci basamaginda kullanilmak iizere, steril bir tiipe toplandi.

Durum ortami yonteminin ikinci basamaginda ise naive ileum dokularinin elde

edilmesi icin 2 adet ICR erkek fare kullanildi. Naive farelerden izole edilen distal ileum

dokular1 (her biri 15 cm) agagidaki islemlerden gegirildi:

20 ml'lik bir siringa kullanilarak ileum igerigi soguk PBS ile temizlendi.
[leum uzunlamasina kesildi ve steril bir petri kabinda soguk PBS ile ii¢ kez
yikandi.

15 ecm'lik iki doku parcasindan biri, birinci basamaktaki serum fizyolojik,
digeri ise morfin grubundan toplanan supernatantlarda kullanilmak iizere
S'er esit parcaya bollindii.

Dokular tarttildiktan sonra her biri yaklasik 1 cm olacak sekilde daha
kii¢iik doku pargaciklarina ayrildi.

Doku parcaciklart 6'li bir hiicre kiiltlirii plakasinda %5 FBS + %l
Antibiyotik- Antimikotik iceren DMEM/F12 hiicre kiiltiirii besi yeri ile 2
saat siireyle inkiibe (%5 CO, ve %95 0., 37°C) edildi.
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e Inkiibasyon periyodunun ardindan doku pargaciklar iic kez %5 FBS-
DMEM/F12 hiicre kiiltiirii besi yeri ile yikanda.

e Her bir doku pargasi, steril bir 12'li hiicre kiiltiirii plakasinin tek bir
oyuguna aktarildi.

e Oyuktaki doku pargalari iizerine %5 FBS + %1 Antibiyotik- Antimikotik
iceren DMEM/F 12 hiicre kiiltiirii besi yerleri 100 mg doku basina 1 ml besi
yeri olacak sekilde eklendi

e Deney setinin bu kisminda, birinci basamaktan farkli olarak, birinci
basamakta toplanan ileum siipernatatlar1 0,5 ml hiicre kiiltiirii besi
yerlerine eklendi ve ve inkiibatorde (%5 CO, ve %95 0,, 37°C) gece
boyunca (yaklasik 12 saat) inkiibe edildi.

e Total RNA izolasyonu, inkiibasyon bitimi takiben yapildi.

3.4. Longitudinal Muscle Myenteric Plexus (LMMP) izolasyonu

Bu yontem IL-18 salinimindaki artigin enterik ndronlar aracilt olup olmadigini test
etmek i¢in kullanildi. Longitudinal Muscle Myenteric Plexus, “durum ortami” deneyinde
kullanilan ICR erkek farelerden distal ileum (3 cm) ayrildiktan sonra, arta kalan ince
bagirsak dokusu alinarak izole edildi.

Longitudinal Muscle Myenteric Plexus Izolasyonunda (LMMP) daha &nce
yayinlanan protokollerden yararlanildi (Smith, Ngwainmbi, Grider, Dewey, & Akbarali,
2013). Kisaca:

e Izole edilen ince bagirsak hemen soguk Krebs (118 mMol NaCl; 4,6 mMol
KClI; 1,3 mMol NaH2PO0.; 1,2 mMol MgSO.; 25 mMol NaHCO;; 11 mMol
glukoz; 2,5 mMol CaCl,) soliisyonuna aktarildi.

e Soliisyonun pH'sim1 dengede tutmak igin izolasyon siiresince Krebs
sollisyonu stirekli olarak havalandirildi (%95 O., %5 CO,).

e Bagirsak igerigi iyice temizlenen dokular 1’er cm uzunlugunda parcalara

ayrildu.
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e [LMMP'yi igeren en distaki uzunlamasina kas tabakasi, pamuklu ¢ubuklar
kullanilarak ayrildi.

e Izole edilen LMMP dokular1 soguk Krebs soliisyonunda santrifiij
(Beckman coulter allerga 6R refrigerated centrifuge; 350 x g, 30 s) edildi.

e Bu LMMP seritleri daha sonra PCR analizi icin RNA izolasyonuna alindi.

3.5. RNA lzolasyonu ve Nicel Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-

Time qPCR)

fleum ve Longitudinal Muscle Myenteric Plexus’taki IL-18 mRNA miktar tayini
icin qPCR yontemi kullanildi.

Total RNA, TRIzol reaktifi (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)
kullanilarak ekstre edildi. Olas1t DNA kontaminasyonunu elimine etmek i¢in, qPCR 6ncesi
DNase I (RNase icermeyen) (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) uygulandi.
Nicel gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PCR), bir Mini-Opticon RT-PCR
sistemi ile (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) iTaq Universal SYBR Green One-Step kiti
(Bio-Rad, Hercules) kullanilarak gergeklestirildi (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Reaksiyon karisimi (20 upl), 300 nmol ileri (forward) primer, 300 nmol ters (reverse)
primer, 10 pl 2X SYBR Green iTaq, 0,25 ul RT (reverse transkriptaz), 0,10 pg RNA
numunesi ve 7.55 ul DEPC (RNAse-DNAse free water) iceriyordu.

Reverse transkriptaz islemi 50 °C'de 10 dakikada yapildi. DNA polimeraz enzimi
95°C'de 1 dakika da aktive edildi. PCR protokolii, denatiirasyon (95°C'de 10 saniye) ve
baglanma/uzama (60°C'de 15-30 saniye) basamaklarini iceren 40 dongii ile tamamlandi.
GAPDH internal kontrol olarak kullanildi. IL-18 ifadesinin GAPDH' ye nispi ifadesi, AA
Ct yontemi kullanilarak hesaplandi ve degerler, kontrol hayvanlarindan kat degisimi

olarak ifade edildi. Bu ¢alismada kullandigimiz primerler Tablo 2'de gdsterilmistir.
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Tablo.2. Real-time PCR da kullanilan hedef gen ve dizilimi tablosu.

Hedef Gen Gen Dizilimi

IL-18 Forward: 5’-CAGGCCTGACATCTTCTGCAA-3’
Reverse: 5’-TCTGACATGGCAGCCATTGT-3’

GAPDH Forward: 5’-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3’
Reverse: 5’-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3’

3.6. istatikselAnaliz

Calismada elde edilen veriler GraphPad Prism 8.3.0 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA) isimli program kullanildi. Data setlerinin istatistiksel analizi yapilmadan
once normalite testi uygulandi ve normalite testini gecemeyen verilerin analizinde non-
parametrik, normalite testini gecen verilerin analizinde ise parametrik testler kullanildi.
Iki grup arasi farkhiliklarin tayininde t-testleri kullanilirken ikiden fazla gruplarin
analizinde One-way ANOVA testi kullanildi. Tekrarli Olglimlerin yapildigr grup
karsilastirilmalarinda ise Two-way ANOVA testinden faydalamldi. Istatiksel anlam
iceren “Yuva Yapma Davranig” parametrelerinde, hangi gruplar arasi fark oldugunu
belirlemek amaciyla Post hoc Sidak ya da Tukey’s testlerinden yararlanildi. Yapilan

degerlendirmelerde P<0,05 anlamlilik diizeyinin istatistiki farki temsil ettigi kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Morfine Kars1 Gelisen Antinosiseptif Toleransin Degerlendirilmesi

Kronik morfine kars1 gelisen antinosiseptif toleransin degerlendirilebilmesi igin
hem pelet (Sekil 13A) hem de artan doz i.p. morfin uygulmasi (Sekil 13B) sonucu, plasebo
pelet (PP) ve serum fizyolojik i.p. uygulamasi yapilan farelerle karsilastirildiginda,
tolerans gelistigi gozlendi (PP-SF/ MP-SF, P<0,0001; Serum fizyolojik/ Morphine,
P=0,0003).

4.2. Morfine Kars1 Gelisen Antinosiseptif Toleransin Biitirik asit ve Vankomisin
Uygulamalari ile Degerlendirilmesi
Oral gavaj yontemiyle vankomisin (VAN) uygulamasinin, morfine kars1 gelisen

antinosiseptif tolerans iizerine bir etkisi olmadi (Sekil 13A).

Ote yandan, oral gavaj yontemiyle biitirik asit (BUT) uygulamasi yapilan farelerin,
serum fizyolojik oral gavaj uygulanan farelere (MP-SF) gore kuyruklarini sudan ¢ekme
stirelerinde (%MPE) uzama oldugu tespit edildi (MP-SF/ MP-BUT, P=0,0003; Sekil
13A).
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Sekil.13. Bagirsak mikrobiyotasinin antinosiseptif tolerans gelisimine etkisi.

Plasebo pelet - serum fizyolojik oral gavaj [PP- SF (n=5)]; Morfin pelet - serum fizyolojik oral gavaj [MP-
SF (n=8)]; Plasebo pelet — biitirik asit oral gavaj [PP- BUT (n =10)]; Morfin pelet — biitirik asit oral gavaj
[MP-BUT (n=15)]; Morfin pelet — vankomisin oral gavaj [MP- VAN (n=5)]; Serum fizyolojik (n=10);
Morfin (n=25).

Veriler ortalama+ standart hata olarak sunulmustur

* P<0,05

4.3. Morfin Uygulamasinin Yuva Yapma Davranisina Etkisi

4.3.1. Giinliik Morfin Uygulamasi

Giinliik, s.c. 10 mg/kg morfin uygulmasinin yuva yapma skorunu, birinci giinden
yedinci giine kadar, 100 dakikalik toplam deney siiresinin ilk 30 dakikasinda azalttig1
goriildii. Toplamda yedi giin siiren test giinlerine (G) iliskin yuva yapma davranis skorlari
Sekil 14’de (G1-G7) gosterilmistir. Morfin uygulanan grup, serum fizyolojik uygulanan
grupla karsilastirildiginda zaman x ilag etkilesiminde anlamli farklilik oldugu tespit edildi
[1. glin (F (4, 32) =9,010, P<0,001), 2. giin (F (4, 32) = 12,29, P< 0,001), 3. giin (F (4,
32) =17,573, P<0,001), 4. giin (F (4, 32) = 5,574, P=0,0016), 5. giin (F (4, 32) = 3,839,
P=10,0117), 6. giin (F (4, 32) =8,271, P=0,001), 7. giin (F (4, 32) = 6,933, P=0,004)].
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4.3.2. Morfin Pelet Uygulamasi

Pelet yontemi kullanilarak olusturulan kronik morfin uygulamasinin, yuva yapma
skorunu, pelet implantasyonundan sonraki dordiincli giine kadar azalttigi gozlendi.
Toplamda yedi giin siiren test giinlerine (G) iligskin yuva yapma davranis skorlar1 Sekil
15’te (G1-G7) gosterilmistir. Morfin pelet uygulanan grup (MP), plasebo pelet uygulanan
(PP) grupla karsilastirildiginda zaman x ilag etkilesiminde anlamli farklilik oldugu tespit
edildi [(1. giin F (4, 24) = 15,83, P<0,001), 2. giin (F (4, 24) = 16,53, P< 0,001), 4. giin
(F (4,24)=6,789, P=0,0008)]. Pelet implantasyonunun dordiincii giiniinden sonra ise MP
ve PP gruplar1 yuva yapma davranis skorlari arasindaki farkin istatiksel onem diizeyinde
olmadigi goriildil [(5. giin F (8, 68) = 0,1463, P=0,9965), 6. giin (F (8, 68) = 0,2656,
P=0,9749)].

Deneyin yedinci giinlinde, deney baslangicindan 30 dakika dncesinde, tiim farelere
yapilan ek doz s.c. 10 mg/kg morfin uygulamasi, PP grubundaki farelerin yuva yapma
davranis skorlarinda diisiis olusturdu. MP grubu, PP grubu ile karsilastirildiginda, zaman
x ilag etkilesiminde anlamli farklilik oldugu tespit edildi [(F(4, 24) = 3,904, P= 0,0140);
Sekil 15H)].

4.4. Yuva Yapma Davramisinin Biitirik asit ve Vankomisin Uygulamalarn ile

Degerlendirilmesi

Oral gavaj yontemiyle vankomisin (MP-VAN) uygulamasinin, yuva yapma

davranis skoru {lizerine bir etkisi olmad1 (Sekil 16B-H).

Oral gavaj yontemiyle biitirik asit (BUT) uygulamasi, pelet implantasyonundan
sonraki ikinci giinde yuva yapma davranis skorunda artisa neden oldu. Morfin pelet
uygulanan farelerde, oral gavaj biitirik asit uygulamas1 (MP-BUT), oral gavaj vankomisin
uygulamasi (MP-VAN) ile karsilastirildiginda zaman x ilag etkilesiminde anlamli farklilik
oldugu tespit edildi (P= 0,0128; Sekil 16C).

Deneyin yedinci giiniinde, deney baslangicindan 30 dakika 6ncesinde, tiim farelere
yapilan ek doz s.c. 10 mg/kg morfin uygulamasi, gruplar arasinda yuva yapma davranis

skorunda istatiksel 6nem diizeyinde fark olusturmadi (Sekil 16H).
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4.5. Kronik Morfin Uygulamasinin IL-18 Salinmnmina Etkisi

Kronik morfin uygulamasinin, distal ileumdaki IL-18 salinimin1 hem pelet (Sekil
17A) hem de artan doz i.p. morfin uygulmasi yapilan farelerde (Sekil 17B), arttirdigi
gozlendi (PP/ MP, P<0,0001; Serum fizyolojik/ Morphine, P=0,0021).

Artan doz i.p. morfin uygulmasindan 10 dakika once, s.c. Nalokson uygulamasi

ise IL-18 salintmindaki morfinin etkisi tersine ¢evirdi (P=0,0030; Sekil 17B).

A B
6- N 5
bomeoeee- 1
—~ = 4
: :
<. 44 ()
N ~
< < 37
<
S Z
o 4
[ £ 2
@ 27 %
2 = 44
0- 0-
PP MP Serum Morfin Morfin+ NLX

Fizyolojik

Sekil.17. Kronik morfin uygulamasinin IL-18 salinimina etkisinin qPCR metoduyla ortaya konulmasi.

Plasebo pelet [PP (N=9)]; Morfin pelet [MP (n=9)]; Serum fizyolojik (n=10); Morfin (n=9) ve Morfin+
Nalokson [NLX] (n=5).

Veriler ortalama+ standart hata olarak sunulmustur
* P<0,05
4.6. Morfin Aracih IL-18 Salinimimin Etki Mekanizmasi
4.6.1. Longitudinal Muscle Myenteric Plexus (LMMP) Izolasyonu ile
Degerlendirilmesi
Artan doz i.p. morfin uygulmasinin, Longitudinal Muscle Myenteric Plexus

(LMMP)’daki IL-18 salinimini arttirdig1 gézlendi (Serum fizyolojik/ Morfin; P=0,0119;
Sekil 18).
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Sekil.18. Morfin uygulamasinin longitudinal muscle myenteric plexus (LMMP)’daki IL-18 salinimia
etkisi

Serum fizyolojik (n=5); Morfin (n=5);
Veriler ortalama+ standart hata olarak sunulmustur.
* P<0,05
4.6.2. Lantin Square ve Condition Media Methodlar1 ile Degerlendirilmesi
Herhangi bir ila¢ uygulamasi yapilmamis olan (naive) farelerden toplanan ileum
dokusunun 12 saat boyunca morfin iceren hiicre besi kiiltiirii ile [Kontrol, Morfin (10
uM/ml), NLX (1 uM/ml) ve Morfin (10 uM/ml) + NLX (1 pM/ml)] hiicre kiiltiirti
ortaminda inkiibasyonunun IL-18 salinimina etki gostermedigi gozlendi (Sekil 19A).
Naive ileum dokusunun 12 saat boyunca artan dozlarda kronik morfin uygulanan
farelerden toplanan ileum siiziintiileri (%5 FBS + %1 Antibiyotik- Antimikotik i¢eren
DMEM/F12 hiicre kiiltiirii besi yeri + 0,5 ml serum fizyolojik siipernatat; %5 FBS + %1
Antibiyotik- Antimikotik iceren DMEM/F12 hiicre kiiltiirii besi yeri + 0,5 ml morfin
slipernatant) ile hiicre kiiltiiri ortaminda inkiibasyonunun IL-18 salinimina etki

gostermedigi gozlendi (Sekil 19B).
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Sekil.19. Morfin uygulamasinin IL-18 salinimindaki araciliginin ortaya konulmasi.

Serum fizyolojik (n=5); Morfin (n=5);

ex-vivo, Kontrol (n=8); Morfin (n=8); Nalokson [NLX (n=8)] ve Morfin+ Nalokson [NLX] (n=8)
Veriler ortalama+ standart hata olarak sunulmustur.

* P<0,05
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5. TARTISMA ve SONUC

Opioidlere kars1 gelisen tolerans mekanizmalarini aydinlatabilmek i¢in yapilan bu
calismanin sonunda,

1) kronik morfin uygulamasi yuva yapma davranis skorunda azalmaya neden
oldugu gosterildi. Bu etki agr1 uyaranli davranis testleri ile de dogrulanda.

i) vankomisin (antibiyotik) ve biitirik asit (SCFA) kullanilarak olusturulan
bagirsak mikrobiyota degisikliginin morfine kars1 gelisen nosiseptif toleransi
azalttig1 ancak MSS’°nde gelisen toleransa etkili olmadig1 gosterildi.

iii) kronik morfin uygulamasinin ileum dokusunda IL-18 salinimmni mii-opioid
reseptor aracili arttirdigr gozlendi.

v) bagirsak bariyer biitlinliiglinlin korunmasinda rol oynayan IL-18 saliniminin

ise enterik noronlar aracili olabilecegi gozlemlendi.

Yapilmis olan arastirmalar, opioid analjeziklerin Inflamatuar Bagirsak Hastalig
(IBD)’nin patofizyolojisini kétiilestirebilecegini ve hastalarinin yagam kalitesini 6nemli
Olclide azaltabilecegini O6ne slirmektedir (Banerjee ve ark., 2016; Roy ve ark., 2011;
Sharma ve ark., 2020; Targownik, Nugent, Singh, Bugden, & Bernstein, 2014).
Hayvanlarin dogal davranmislarindan olan, uyaransiz olusan davranislar, insanlarda
depresyonun klinik oncesi gostergesi olarak kullanilabilir (Cheatham ve ark., 2021).
Fareler, dogal ortamlarinda avcilardan ve olumsuz ¢evre kosullarindan korunmak i¢in
yuva yapma davranist sergilerler (Latham, & Mason, 2004). Laboratuar ortaminda
barmdirilan fareler de i¢giidiisel olarak yuva yapma davranisi sergilerler ve bu skor, agri
ve hayvan refahinin gostergesi olarak kullanilabilir (Cheatham ve ark., 2021; Gaskill, &
Pritchett-Corning, 2016). Giinliik s.c uygulanan 1 ve 3,2 mg/kg dozlarindaki morfin
enjeksiyonunun, yedi giinliik test siiresince, birinci giinden dordiincii giine kadar yuva

yapma davranig skorunu azalttifi gdzlenmistir (Cheatham ve ark., 2021). Yapilan
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calismada agr1 uyaranh deneylerde maksimum etkiyi olusturan 10 mg/kg morfin dozu,
yuva yapma davranis skoruna etkisini gézlemek i¢in uygulandi. Giinliik 10 mg/kg morfin
uygulamasi tiim test giinlerinde, yuva yapma davranis skorunu ilk otuz dakika boyunca
azaltti. Bu sonug, morfin uygulamasinin yuva yapma davranigin1 gegici olarakta olsa
baskiladigini gostermektedir. Bu sonug, morfin uygulamasinin merkezi sinir sisteminde
baskilayici bir etki olusturabilecegini kanitlar niteliktedir.

Opioid toleransin birgok hiicresel yolagin modiilasyonunu da iceren karmasik bir
fenomen oldugu bilinmektedir. Cesitli dokularla yapilan ¢aligmalar tolerans gelisiminin
sadece bir mekanizma ile aciklanamayacagini ortaya ¢ikarmistir (Kang ve ark., 2017)
Pelet yontemiyle olusturulan kronik morfin uygulamasi ile gergeklestirdigimiz yuva
yapma davranis testinde birinci, ikinci ve dordiincii giinlerde morfin pelet (MP)
yerlestirilen farelerde, plasebo pelet (PP) yerlestirilenlere oranla, yuva yapma davranis
skorlarinin istatistiksel olarak diisiik oldugu gozlendi. Dordiincii giinden sonra yuva
yapma davranis skorunun tekrar yiikseldigi goriildi. Yedinci giindeki ek morfin (s.c. 10
mg/kg morfin) uygulamasi PP grubunda yuva yapma davranisini baskilarken, MP grubuna
etki gostermedi. Caligmada elde edilen bu bulgu, morfine kars1 gelisen opioid toleransinin
sadece agri-uyaranli davranis testi ile degil ayn1 zamanda agri-uyaransiz davranis testleri
ile de ortaya ¢ikarilabilmesi agisindan orjinallik arz etmektedir.

Bagirsak mikrobiyotasinin Bagirsak-Beyin Aksi aracili MSS ile de baglantili
oldugu ve mental bozukluklarin prognozu iizerinde etkin bir rol oynadig1 bilinmektedir
(Bravo ve ark., 2012; Sharon ve ark., 2016). Kronik morfin uygulamasinin sindirim
kanalindaki yerlesik mikrobiyal kompozisyonu degistirebildigi hatta bakterilerin bagirsak
epiteliyal bariyerini gegebilmelerine neden oldugu bilinmektedir (Banerjee ve ark., 2016;
Kang ve ark., 2017; Mischel ve ark., 2018; Muchhala ve ark., 2021). Kronik morfine kars1
gelisen toleransin bagirsak mikrobiyotasinda olusan disbiyozis kaynakli olabilecegi rapor
edilmistir (Akbarali, & Dewey, 2017; Banerjee ve ark., 2016; Kang ve ark., 2017). Bu
calismada, yuva yapma davranis testinin, opioidlere karsi merkezi sinir sisteminde gelisen
toleransin ve Bagirsak-Beyin Aksi1 baglantisinin gostergesi olabilecegi diigtiniilmiistiir.

Yapilan literatiir taramasinda farelerde kronik morfin uygulamasinin bagirsak

mikrobiyom kompozisyonu ve sayisini degistirebildigi, genis spektrumlu antibiyotik
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uygulamasinin ise bagirsak mukozal bariyer tahribati, gecirgenligi ve yangisindan olusan
patolojiyi engelleyebildigi goriilmiistiir (Kang ve ark., 2017). Bagirsak mikrobiyom
kompozisyon ve sayisinin gram pozitif bakterilere etkili bir antibiyotik olan vankomisin
ile degistirilmesinin, morfine karst gelisen antinositeptif tolerans gelisimini kismen
azalttig1 agri-uyaranh davranis testleri (Kang ve ark., 2017; Mischel ve ark., 2018) ile
ortaya konulmustur. Ancak, vankomisin uygulamasinin opioid tolerans gelisimine etkisini
ortaya koyan agri uyaransiz davranig test verileri ile ilgili yeterli literatiire
rastlanilmamustir.

Bagirsak mikrobiyotas1 tarafindan {rettilen mikrobiyal metabolitler, beyin
fonksiyonlar1 ve davranis iizerine etkilidir. Mikrobiyal metabolitlerin en 6nemlilerinden
kisa zincirli bir yag asidi olan biitirik asit, diyet yoluyla alindiginda bagirsak
mikrogevresinde degisimlere neden olabilmektedir. Biitirik asit ¢ogunlukla bagirsak
epitel hiicreleri i¢in enerji kaynagi olarak kullanilsa da, bir kisminin genel dolasima
katildig1 distintilmektedir (Stilling ve ark., 2016). Bagirsak mikrobiyotasinin kokain-
aracili davraniglara etkisinin arastirildigi c¢alismada, vankomisinin de yer aldigi
antibiyotik uygulamasinin bakteri c¢esitliligini azaltarak kokaine yonelme davranigini
arttirdig1 gosterilmistir. Diyete kisa zincirli yag asitleri takviyesinin ise antibiyotik
uygulamasi sonucu ortaya c¢ikan kokaine yonelme davranisini tersine c¢evirdigi
bildirilmistir (Kiraly ve ark., 2016).

Bu calismada, kronik morfin ile birlikte uygulanan vankomisin ve biitirik asidin,
merkezi opioid toleransi iizerine etkisinin, agri uyaransiz davranig testleriyle ortaya
konulmasi hedeflendi. Calismaya ayni zamanda, agr1 uyaranli davranig testleri de kronik
morfine karsi gelisen toleransin gosterilmesi ve bagirsak mikrobiyota degisikliginin
tolerans gelisimindeki etkinligini dogrulayabilmek i¢in dahil edildi. Sekil 13A
incelendiginde vankomisinin ek doz morfin (challenge) uygulamasina karsi olusan,
kuyrugun sudan c¢ekme siire artisini ifade eden maksimum potansiyel etkiyi (%MPE)
istatiksel anlam diizeyinde olmasa da arttirdig1 goriilmektedir. Ayn1 yontem kullanilarak

yine farelerde yapilan bir calismada (Mischel ve ark., 2018) vankomisin uygulamasinin
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kuyruk ¢cekme siiresinde gecikmeye neden oldugu bildirilmistir. Calismada elde ettigimiz
artig verisinin istatiksel diizeyde anlamli bulunmamasinin nedeni daha az sayida denek
kullanilmasi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Biitirik asit uygulamasinin agr1 uyaranl davranis testindeki etkisinin gosterildigi
Sekil 13A daki bulgular incelendiginde, biitirik asidin kronik morfin uygulamasina bagl
kuyrugun sudan ¢ekme siire artisim1 ifade eden, maksimum potansiyel etkideki diisiisii
tersine ¢evirdigi bulundu. Calismanin orijinal yonlerinden biri olan, kronik morfine karsi
gelisen opioid toleransinin merkezi sinir sistemi iizerindeki etkisinin ortaya konulmasi
amacl yapilan agr1 uyaransiz (yuva yapma) davranis testinde biitirik asit, kronik morfinin
yuva yapma davranis skorunda, agri uyaranli davranis testinden farkli olarak, artisa neden
olmadig1 saptandi. Bu bulgu opioidlere karsi gelisen tolerans mekanizmasindaki
karmasikligin anlagilmasinda, agri uyaransiz davranis testlerinin, kronik morfinin merkezi
sinir sistemi iizerindeki etkilerinin arastirilmasi i¢in kullanilabilecek 6nemli bir yontem
oldugunun ispat1 niteligindedir.

Bagirsak bariyeri, alinan besinlerin sindirilmesi sonucu elde edilen metabolitlerin
dolagima katilmasi, hemostazin korunmasi ve bagirsakta bulunan patojenik bakterilerin
etkilerini engellemede rol oynar (Bischoff ve ark., 2014; Tan ve ark., 2014). Bagirsak
bariyer biitiinliigiiniin korunmasi, kronik gastrointestinal hastaliklarin prognozundaki
etkileri kesfedilmesinden bu yana, molekiiler farmakoloji ve ilag arastirmalarinda hedef
haline gelmistir (Vancamelbeke, & Vermeire, 2017).

Kronik opioid kullanimi1 sonucu bagirsak bariyer biitiinliigliniin hasara ugradigi ve
buna bagh olarak gelisen disbiyoz ve bakteriyel translokasyonun, sistemik inflamasyon
olusturdugu bilinmektedir (Banerjee ve ark., 2016; Kang ve ark., 2017). Ancak, bahsi
gecen hasarin olusum mekanizmasi ve dolayisiyla tedavisi ile ilgili 6nemli literatiir
eksikligi bulunmaktadir. Calismada hasarin olusum mekanizmasinin aydinlatilmasina
iliskin, bagirsak homeostazisinin ve mukozal bariyerin korunmasinda rol oynayan IL-
18’in kronik morfin uygulamasina bagli salinimi degerlendirilmistir.

IL-18 salinim diizensizliginin epitel bariyer hasari, mukus ve antimikrobiyal peptit
(defensin ve Reglll gibi) saliniminda aksakliklara neden oldugu bilinmektedir (Jarret ve

ark., 2020; Nowarski ve ark., 2015). Farelerde yapilan ¢alismalar, bagirsak iltihab1 ile
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bagirsak gecirgenliginin artmasmin IL-18 saliniminin artigina bagli olmasi ile
iliskilendirilmistir (Williams, O'Callaghan, & Corr, 2019). IL-18 salinimindaki artisin
bagirsak bariyeri lizerinde olusturdugu olumsuz etkilerin bir benzerinin de, kronik morfin
uygulamasina bagli da gozlendigi bilinmektedir (Banerjee ve ark., 2016; Kang ve ark.,
2017; Meng ve ark., 2013; Wang ve ark., 2018). Ancak, kronik morfin uygulamasinin
bagirsak bariyer biitlinliiglinde olusturdugu hasarin, IL-18 aracili olup olmadigi ile ilgili
yeterli veri bulunmamaktadir.

Calismada hem pelet hem de artan dozlarda i.p. morfin uygulamasinin, ileumda
IL-18 salinimini arttirdig tespit edildi. Artan doz morfin uygulamasi 6ncesinde mii-opioid
reseptorlerinin (MOR) bloke edilmesi (s.c. Nalokson) ise IL-18 salinnmindaki artisi
tersine ¢evirdi. Elde edilen veriler IL-18 salinimindaki artigin mii-opioid reseptor aracili
olabilecegini kanitlamaktadir. Mii-opioid reseptorlerinin enterik ndronlarda lokalize
oldugu bilgisi goz 6niine alindigindan (DiCello ve ark., 2020; Muchhala ve ark., 2021)
calismanin bir sonraki basamagi olarak, kronik morfin uygulamasinin ileum enterik
noronlarin yer aldig1 longitudinal muscle myenteric pleus (LMMP)’taki IL-18 salinimina
etkisinin ortaya konulmasi hedeflendi. Artan doz i.p. morfin uygulamasinin longitudinal
muscle myenteric pleusdaki IL-18 salmimi arttirdi§i  bulundu. Calismanin
gerceklestirildigi laboratuarda kronik morfin uygulamasinin IL-18 salinimi arttirdigi bu
calismada kullanilan qPCR yontemine ek olarak immiinoreaktivite deneyleri ile de
dogrulanmistir (Muchhala ve ark., 2022). Bulgularimiz dogrultusunda kronik morfin
aracili IL-18 salmmiminin, enterik noéronlarin kontroliinde oldugunun gdésterilmesi
calismanin bir diger orijinal yoniidiir.

Gastrointestinal hastaliklarin prognoz ve patofizyolojisine bagirsak mikrobiyotasi
degisimlerinin etkili oldugu ortaya konulmasinin ardindan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
klinik 6ncesi deney basamaklarinin tamamlanarak probiyotiklerin kullanilmasi énem
kazanmistir. Deney basamaklarindan bir tanesi de giivenilir ex-vivo doku kiiltiiri
modellerinin olusturulmasidir. Bu modeller ¢ogunlukla gastrointestinal hastaliklarda,
hastalardan biyopsi orneklerinin alinmasi ile gerceklestirilmektedir (Udden, Waliullah,
Harris, & Zaki, 2017; Wildenberg, & van den Brink, 2012). Ancak, bu modeller

hastaliklarin etki mekanizmalarinin anlagilmasi ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde
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yetersiz kalabilmektedir. Calismada kullanilan ex-vivo Latin Square modelinin, molekiiler
farmakoloji ve ilag aragtirmalari alaninda, ilag etki yolaklarinin ortaya ¢ikarilmasinda yeni
bir model olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

Latin Square modeli, her biri t kez tekrarlanan t sayida iglemin, bir islemin her satir
ve siitunda yalnizca bir kez yer aldig1 sistematik hatalar1 azaltmaya yardimci olacak
sekilde tasarlanan ve ex-vivo doku kiiltiir modellerine uyumlanabilecek bir deney setidir
(Springer, 2008). Calismanin orijinal yonlerinden birisi de ex-vivo doku kiiltiir yontemi
kullanilarak izole edilen herhangi bir ila¢ uygulamasi yapilmamis olan (naive) ileum
dokularina, morfin ve morfin antagonist etkisinin bagirsak mikrobiyotasindan
kaynaklanabilecek etkileri devre dis1 birakilarak ortaya konulmasidir. Bu amagla naive
ileum dokusunun 12 saat boyunca morfin ve morfin antagonist i¢ceren hiicre besi kiiltiirii
[Kontrol, Morfin (10 pM/ml), NLX (1 uM/ml) ve Morfin (10 pM/ml) + NLX (1 uM/ml)]
ile inkiibe edildi. Gruplar arasinda IL-18 saliniminda farklilik olmadig1 goriildii. Bulgular
in-vitro hayvan modelleri kullanilarak kronik morfin uygulamasinin IL-18 saliniminda
olusturdugu artisin, kronik morfin aracili mikrobiyota degisiminden kaynakli
olabilecegini gostermektedir.

Calismanin bir Onceki basamaginda, kronik morfin uygulamasimnin IL-18
salinimina olan etkisinin mikrobiyota kaynakli olabilecegini ortaya koyduktan sonra, bu
etkinin mikrobiyota aracili salinan metabolitlerden (antimikrobiyal peptid, kisa zincirli
yag asitler, sitokinler gibi) koken alip almadigi arastirildi. Bu amacgla da bagirsak
mikrogevresinde, mikrobiyota aracili salinan metabolitlerden kaynakli degisikliklerin
ortaya konulmasi1 amaciyla, bir bagka etkili ex-vivo deney modeli (Barbara ve ark., 2004;
Cenac ve ark., 2007; Mischel ve ark., 2018) olan “Durum Ortami” kullanildi. Kronik
morfin uygulanarak elde edilen kolon siiziintiilerinin, naive farelerden izole edilen dorsal
root ganglia (DRG) noéronlar ile inkiibe edilmesi sonucu, DRG néronlarinda
hipersensitivitenin indiiklendigi rapor edilmistir (Mischel ve ark., 2018). Bir bagka
caligmada ise IBD’ye sahip hastalardan biyopsi yontemiyle toplanan kolon dokularindan
elde edilen siiziintiilerin, naive farelerin kolonu ile inkiibe edildiginde, asir1 duyarlilik
semptomlarina neden oldugu bildirmistir (Cenac ve ark., 2007). Yapilan ¢alismada ise,

naive ileum dokusunun artan dozlarda kronik morfin uygulanan farelerden toplanan ileum
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siizlintiileri ile hiicre kiiltiirii ortaminda inkiibasyonunun da IL-18 salinimina etki
gostermedigi saptandi. Her iki ex-vivo deney modelinden elde edilen bulgular
gostermektedir ki; morfin uygulamasina bagl IL-18 salinimindaki artigin ne direk morfin
ne de morfinin bagirsak  mikrogevresinde  olusturdugu  degisikliklerden
kaynaklanmamaktadir. /n-vivo deney modelinde elde edilen artigin ise farelerin bagirsak
mikrobiyotasinda kronik morfin uygulamasi sonucu olusan disbiyozise bagli olabilecegini
kanitlar niteliktedir.

Sonug olarak, kronik morfin uygulamasinin hem agr1 uyaranli hem de agr
uyaransiz davranig testlerine verilen yanitta azalmaya neden oldugu; bagirsak
mikrobiyotasinin vankomisin ve biitirik aside bagli degisiminin, agr1 uyaranli davranig
testlerinde morfinin etkisini tersine ¢evirdigi, agri uyaransiz testlerde ise etki
gostermedigi; bagirsak bariyer biitiinliigiiniin korunmasinda rol oynayan IL-18’in, mii-
opioid reseptor aracili ve enterik ndronlardan salindigi; ancak kronik morfin uygulamasina
bagl IL-18 salimimidaki artisinin direk morfin ya da morfin aracili degisen bagirsak
mikrogevresinden kaynaklanmadigi gosterildi.

Calismay1 gerceklestirirken, sonuglarint gerek sosyolojik gerekse ekonomik
olarak halen hissetmekte oldugumuz COVID-19 pandemisi kaynakli, ¢alisma siire ve
olanaklarinin kisitlanmasi, planlanan bazi deney setlerinin tamamlanamamasina neden
olmustur. Ayrica doktora egitimim sirasinda kazandigim bilimsel yetilerin 1s181nda,
calismanin; morfin uygulamasinin agri1 uyaranli ve uyaransiz davranis testleri ile ortaya
konulmasinda sadece birer adet davranis testi kullanilabilmesi; ¢alismanin molekiiler
yontemler kullanilarak elde edilen verilerinin sadece bir yontem kullanilarak elde
edilebilmesi ve transgenik fare modellerinde yapilamamasi; ileum dokusundan elde edilen
sliziintii igeriginin maliyetleri nedeniyle analiz ettirilememesi gibi eksik yoOnlerinin de
oldugu fark edilmistir.

Molekiiler farmakoloji ve ilag arastirmalar alanlarina temel olusturarak yeni konu
basliklar1 agabilecegini  diislindiiglimiiz tez calismast gelecek perspektifinde
degerlendirildiginde ise; opioidlerin merkezi sinir sistemindeki etkilerinin agr1 uyaransiz
yeni davranis modelleri olusturularak ortaya ¢ikarilmasini; bagirsak bariyer biitliinliigiiniin

korunmasinda oOnemli olan IL-18 salinim yolaklarinin molekiiler diizeyde ortaya
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konulmasini; opioid toleransinin bagirsak- beyin aksi ve mikrobiyomu iizerinde
etkilerinin metagenomik analizlerinin insan mikrobiyom miihendisliginin de yardimiyla

destekleyebilecegi on goriilmektedir.
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