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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

SAF KODEIN VE KODEIN TUZLARININ FARELERDE METALLOTiYONIN
SENTEZi UZERINE OLAN ETKILERI

ZULFIiYE ONEN

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANA BIiLIiM DALI

TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR. EMEL CANPOLAT

Organizmalarda strese karsi gelistirilen baslica cevaplardan birisi, stres proteinleri
olarak adlandirilan bir grup proteinin sentezlenmesidir. Metallotiyonin (MT)
organizmalarda strese kars1 bir hiicresel cevap olarak sentezlenen, dnemli fizyolojik ve
immiin sistemi diizenleyici rollere sahip bir stres proteinidir. Bu ¢aligmada, morfinden
daha zayif 6zellikte, bagimlilik yapma dereceleri az olan, 6zellikle antitussif (0ksuruk
dindirici), analjezik (agr kesici) ve antidiyareik (ishal onleyici) ilaglar seklinde siklikla
tedavi amach olarak kullanilan kodein ve kodein tuzlarmin (kodein siilfat ve kodein
fosfat) MT sentezi Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, kodein
ve kodein tuzlar canli agirligina gore 10 mg/kg ve 20 mg/kg olacak sekilde iki farkli
dozda subkutan olarak farelere enjekte edilmistir. Enjeksiyonlar sonrasinda izole edilen
doku lizatlarinda (karaciger ve bobrek) ve serum orneklerinde MT’ nin varligr anti-
metallotiyonin antikoru (UCIMT) kullanilarak kompetitif ELISA yoOntemiyle
belirlenmistir. Kodein ve kodein tuzlarinin karacigerde MT-1 seviyelerini her iki dozda
da belirgin sekilde arttirdigi gozlemlenmistir. Her iki doz birbiri ile karsilastirildiginda,
MT sentezinde doza baglh artislar gériilmemistir. Kodein ve kodein tuzlarinin hem
bobrekte hem de serum MT-1 seviyelerinde de herhangi bir degisiklige neden olmadigi
tespit edilmistir. Sonuglar kodein ve kodein tuzlarinin karacigerde MT-1 sentezini
uyarma potansiyeline sahip oldugunu géstermektedir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EFFECTS OF PURE CODEINE AND CODEINE SALTS ON
METALLOTHIONEIN SYNTHESIS IN MICE

ZULFIiYE ONEN

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. EMEL CANPOLAT

One of the main responses to stress developed by organisms is the synthesis of a group
of proteins called stress proteins. Metallothionein (MT) is a stress protein synthesized in
organisms as a cellular response to stress, which has important physiological and
immune regulatory roles. The aim of this study is to determine the effects of codeine
and codeine salts (codeine sulphate and codeine phosphate), which are weaker and less
addictive than morphine and also used therapeutically as antitussive (cough reliever),
analgesic (pain reliever) and antidiarrheal (diarrhea prevention) drugs on
metallothionein synthesis. For this purpose, codeine and codeine salts have been
subcutaneously administered to mice at two different doses, 10 mg/kg and 20 mg/kg
according to live weight, respectively. The presence of MT in tissue lysates and serum
samples obtained after injections was determined by competitive ELISA method using
anti-metallothionein antibody (UC1MT). It has been shown that codeine and codeine
salts significantly increased liver MT-1 levels at both doses. It has not been shown
dose-dependent increases in MT synthesis when two different doses of codeine and
codeine salts were compared to each other. Codeine and codeine salts did not cause any
changes on kidney and serum MT-1 levels. The results show that the codeine and
codeine salts have a potential to induce MT-1 synthesis on liver.

2017, 48 PAGES

KEYWORDS: Stress proteins, Metallothionein (MT), Codeine, Codeine Sulphate,
Codein Phosphate, Competitive ELISA
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1. GIRIS

Hashas (Papaver somniferum), farkli amaglar i¢in yetistirilen fakat tibbi amagl olarak
da kullanilan bir bitkidir. Haghas bitkisinin geng¢ kapsiillerinin (meyvalarinin) 6zel bir
bigakla enine ¢izilmesi suretiyle disar1 ¢ikan ve hava ile temasta katilasan siitii afyon
olarak adlandirilmaktadir. Bu sekilde elde edilen afyon, ¢cok eski zamanlardan beri ilag
ve keyif verici madde olarak kullanilmaktadir. Afyonun bilesiminde yaklasik % 20-25
oraninda alkaloid ve buna ilaveten regine, kaucuk, yag, mum, miisilaj ve asitler de
bulunmaktadir. Bulunus miktarlar1 itibar1 ile morfin, kodein, tebain, papaverin,

noskapin ve narsein afyondaki en 6nemli alkoloitlerdendir (Anonim, 2007).

Cizelge 1.1. Ham afyondaki alkoloit oranlar1

Alkoloit % Smir
Morfin 5-20
Kodein 1-5
Narsein 01-1
Neml 5-30
Tebain 1-4
Papaverin 1-6
Noskapin 5-15

Afyondan elde edilen basta morfin olmak iizere, tebain, kodein, papaverin ve noskapin
gibi alkaloitler farmakolojik ve tibbi oneme sahip olup, yaklasik 3500 yildan beri
analjezik (agr kesici) olarak kullanilmaktadir (Bernath, 1998).

Mortin siddetli agrilarin dindirilmesinde kullanilan etkili bir analjezik olmasina ragmen,
bagimlilik yapici bir 6zellige sahiptir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda 6nemli bir stresor
ve narkotik ajan olarak morfinin, bir stres proteini olan metallotiyonin (MT) sentezi

tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Metallotiyonin (MT) organizmalarda strese karsi bir hiicresel cevap olarak sentezlenen,
onemli fizyolojik ve immin sistemi duzenleyici rollere sahip bir stres proteinidir
(Vallae, 1995, Borghesi ve Lynes, 1996). Kadmiyum, ¢inko, bakir ve civa gibi agir
metaller MT’nin baglica indiikleyicileri (Hamer, 1986) olmasina ragmen, agir metaller
disinda birgok stres faktorii de MT sentezine neden olmaktadir. Serbest radikaller
(Iszard ve ark., 1995), glukokortikoitler (Kelly ve ark., 1997), enflamatuar ajanlar



(Leibbrandt ve Koropatnick, 1994), sitokinler (Cousins ve Leinart, 1988, Sato ve ark.,
1994), radyasyon (Shirashi ve ark., 1989, Shibuya ve ark., 1995, Jasani ve ark., 1993),
aromatik hidrokarbonlar, aglik, asir1 soguk veya sicak, egzersiz, ve duygusal stres gibi
fiziksel ve psikolojik stresorlerin de (Sasagawa ve ark., 1993, Niioka and Kojima, 1991,
Arizona ve ark., 1991, Hernandez ve ark., 2000, Kondoh ve ark., 2002) belirgin sekilde
MT sentezine katkida bulunduklari tespit edilmistir.

Metallotiyonin, agir metallere baglanarak organizmalari metallerin toksik etkilerine
kars1 koruyan (Goering ve Klaassen, 1984), biiylime ve gelisme icin gerekli ¢inko ve
bakir gibi temel metaller i¢in bir depo gorevi yapan (Daston ve ark., 1991, De Lisle ve
ark., 1996) ve ayn1 zamanda kuvvetli antioksidan 6zellige sahip bir proteindir (Sato ve
Bremner, 1993). Son yillarda yapilan aragtirmalarda ise, strese kars1 bir cevap olarak
sentezi belirgin sekilde artan ve 6nemli fizyolojik rolleri olan bu proteinin bu etkilerine
karsilik, bagisiklik sistemi {izerinde hem olumlu ve hem de olumsuz yonde
degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir (Lynes ve ark., 1990, Youn ve Lynes,
1999, Youn ve ark., 1995). MT’nin 6zellikle T-bagimli antijenlere karsi humoral
bagisikligr (antikor-aracili bagisiklik) baskiladigi ve antikor miktarmi azalttigi tespit
edilmistir. T-bagiml1 antijenlere kars1 antikor cevabindaki bu azalmanin, hem ekzojen
MT (disaridan verilen) hem de endojen MT (organizmanin kendisi tarafindan
sentezlenen) ile gerceklestigi gozlemlenmistir. MT proteinine karst bir anti-MT
monoklonal antikorunun (UC1MT) kullanilmast durumunda, T-bagimli antijene-
spesifik antikor Uretiminin belirgin sekilde arttig1 goriilmiistiir (Lynes ve ark., 1993,
Canpolat ve Lynes, 2001). Sonug olarak, MT strese kars1 {iretilen ve 6nemli fizyolojik
roller iistlenen bir stres proteini olmasina ragmen, 6zellikle organizmalarin hastaliklara
kars1 savunmasinda 6nemli rolii olan humoral bagisiklik iizerinde zararli ve istenmeyen

etkilere sahiptir.

Haghagtan elde edilen bir alkaloit olarak morfinin MT sentezine neden oldugu ve
ozellikle beyin, karaciger ve bobrek gibi organlarda MT seviyelerini belirgin sekilde
arttirdig1 gézlemlenmistir (Hidalgo ve ark., 1991, Florianczyk ve Stryjecka-Zimmer,
2001). Bu ¢alismada ise, morfinden daha zayif 6zellikte, bagimlilik yapma dereceleri az
olan ve antitussif (6ksurik dindirici), analjezik (agr1 kesici) ve antidiyareik (ishal
Onleyici) ilaglar seklinde (Armstrong ve Cozza, 2003, Schroeder ve Fahey, 2001)



siklikla tedavi amagli olarak kullanilan kodeinin farkli sekillerde hazirlanmis olan
preparatlarinin (kodein piir, kodein fosfat ve kodein siilfat) organizmalarda 6nemli
fonksiyonlara sahip bir stres proteini olan metallotiyonin (MT) sentezi Uzerindeki

etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Metallotiyonin Proteininin Yapis1 ve Ozellikleri

Yiksek oranda metal baglama kapasitesine sahip bir protein olan metallotiyonin (MT),
ilk olarak 1957 yilinda at bobrek dokusunda kadmiyuma (Cd) bagli bir makromolekiil
olarak tespit edilmis (Margoshes ve Vallee, 1957), daha sonra metallothionein (Kagi ve
Vallee, 1960) olarak adlandirilmistir. MT ile ilgili bilimsel arastirmalar 1950'lerde
baslamis olup, biyokimya, farmakoloji, toksikoloji, patoloji ve beslenme alanlarinda ve
ozellikle de asagida belirtilen model sistemler {izerinde yogunlasmistir (Sato ve
Kondoh, 2002, Klassen, 1999).

1. MT’i indiikledigi bilinen kimyasallarla yapilan ¢alismalar,

2. Yuksek konsantrasyonlardaki toksinlere karsi direng kazandirilan hiicrelerle

yapilan ¢alismalar,
3. MT geni ile transfekte edilen hiicrelerle yapilan ¢alismalar,
4. MT geni aktif (MT-transgenik) ya da inhibe (MT-null) edilen hayvanlarla
yapilan calismalar,

MT’nin tim hayvanlarda, bitkilerde, mantarlarda ve 6karyotik mikroorganizma ve bazi
prokaryotlarda bulundugu kesfedilmistir (Harris, 2002, Nordberg, 1998, Klassen, 1999).
Yapilan arastirmalarda bazal MT seviyelerinin insan, kdpek, kedi ve domuzda yiiksek
seviyelerde bulundugu, maymun ve koyunlarda daha az oldugu tespit edilmistir. Bu
seviyeler yas, doku tipi, beslenme ve fizyolojik faktorlere gore degisiklik
gOstermektedir (Tapiero ve Tew, 2003).
MT, 61-68 amino asitten olusan ve yaklasik 7 kDa molekul agirligina sahip metal
baglayict bir proteindir. Farkli memeli tirlerinden MT’ler yapisal olarak
karsilastirildiginda, aminoasit kompozisyonlarinin yiiksek oranda birbirine benzer
oldugu, proteinin 61-68 aminoasit igerdigi ve bu aminoasitlerin de yaklasik ti¢te birinin
(%30) sisteinden olustugu belirtilmistir (Hamer, 1986). Tiirler arasinda farklilik
gosteren aminoasitler MT’in daha ¢ok amino terminal bolgesinde yer almaktadir
(Klassen ve Liu, 1999, Rigby ve Stillman 2004). MT’nin yapisinda aromatik amino
asitler ve disiilfit baglar1 bulunmamaktadir. Cys-X-Cys, Cys-X-Y-Cys’lerin (X veY
sisteinsiz amino asitlerdir) varligit ve Cys-Cys tekrarlar1 MT’lerin dnemli yapisal

Ozelliklerinden birisidir ve ¢ok iyi korunmustur. Lizin, arjinin ve serin gibi amino



asitlerin pozisyonlari da oldukga iyi derecede korunmustur (Kagi ve Kojima, 1987, Kagi
ve Schaffer, 1988). MT dizilerindeki biitiin bu korunmus kalintilar 6nemli fonksiyonel
rollere sahiptirler. Sistein, i¢erdigi siilfidril (SH) grubu nedeniyle Cu (bakir), Zn (¢inko),
Cd (kadmiyum) ve Hg (civa) gibi bir¢ok sayida metale yiiksek afinite ile baglanabilme
ozelligine sahiptir (Tapiero ve Tew, 2003, Klassen ve ark.,1999).

MT’nin ¢ boyutlu yapisi ilk olarak NMR ve X-ray kristalografi metoduyla
kesfedilmistir (Tapiero ve Tew, 2003, Vasak, 2005, Klassen ve Liu, 2009, Rigby ve
Stillman, 2004). MT, B ve o domaini olmak uzere, benzer biyuklukte iki globiler
domainden olugmaktadir. B domaini daha reaktif olup, amino terminal bolgesindeki 1-
31 arasindaki dizilere karsilik gelir. Bu domain 9 sistein igermektedir. 3 Cd ya da Zn
atomu baglar. MT’nin o domaini (31-61. amino asitler) [ domaini ile
karsilastirildiginda daha stabil olup karboksi-terminal bdlgesinde bulunmaktadir.
o domaini 11 sisteinden olugmaktadir ve 4 Cd ya da Zn atomu baglamaktadir (Furey ve
ark., 1986, Hamer, 1986, Robbins ve Stout, 1992).

C} Product of S-tag cleavage
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Sekil 2.1 MT proteininin ii¢ boyutlu yapisi (A), domainleri (B) ve amino asit dizilimi

Metallerin MT’e baglanmasi ve serbestlesmesi birbirlerini etkilemekte, ilk metalin

baglanmas1 diger metalin baglanmasin1 kolaylastirmaktadir. Metal ilk olarak



o—bdlgesine, daha sonra B-bolgesine baglanmaktadir. Proteinden metalin ayrilmasi ise
ilk olarak p-bdlgesinden daha sonra a-bolgesinden gergeklesmektedir. Bu durum

metallerin a-bdlgesine daha siki bir sekil de baglandigimin gostergesidir.
2.2. MT Gen Yapasi

Memeli MT geni polimorfik karakterli kompleks bir yapiya sahiptir. insanlarda 14
farklt MT geni olup, 16. kromozom (zerindeki q13 (16913) bdlgesinde yerlesmistir
(Karin ve ark., 1984; West ve ark., 1990). Insanlardaki 14 MT geninden sekizi
tanimlanmis ve fonksiyonel oldugu gosterilmistir.

Fare MT genleri insan MT genlerinden daha az gesitlilik gosterir. Farede 8. kromozom
uzerinde MT-I, MT-II, MT-IlIl ve MT-IV olmak uzere dort fonksiyonel MT geni
tanimlanmistir. MT-I ve MT-II genleri farkli organ ve dokularda bir¢ok hiicre tipinde
yaygin bir sekilde eksprese edilmesine ragmen, MT-1ll ve MT-IV’iin ekspresyonu daha
doku spesifiktir (Cox ve Palmiter, 1983, Palmiter, 1987, Ebadi ve Swanson, 1987,
Searle, 1987, Searle ve ark., 1984, Palmiter ve ark., 1992, Quaife ve ark., 1994).

2.3. MT izoformlar

Memelilerde MT’nin MT-1, MT-2, MT-3 ve MT-4 olmak iizere baslica 4 izoformu
tanimlanmistir (Kissling ve Kagi, 1978). Bazi MT izoformlar1 ¢oklu izoformlar
seklinde bulunur. Insanda MT-1’in ¢oklu izoformlari (MT-1a, MT-1b, MT-1e, MT-1f,
MT-1g, MT-1h, and MT-1x) ve MT-2’nin tek bir izoformu (MT-2a) belirlenmistir
(Richards ve ark., 1984, Heguy ve ark., 1986, Schmidt ve ark., 1985, Varshney ve ark.,
1986, Karin ve Richards, 1982).

MT-1 ve MT-2 en iyi calisilan ve en fazla sentezlenen MT izoformlaridir. Bu ylizden
MT’nin baslica izoformlar1 olarak kabul edilirler. Bu izoformlar MT-1’deki glisinin
yerine MT-2’de 11. pozisyonda aspartatin gelmesiyle birbirinden ayrilmaktadir (Huang
ve ark., 1977, Kissling ve Kagi, 1978, Kagi, 1991). Bu izoformlar hemen hemen tiim
dokularda eksprese edilmektedir (Hamer, 1986, Searle ve ark., 1984, Yagle ve ark.,
1985, Ghoshal ve Jacob, 2001).

MT-3 MT’nin beyin-spesifik izoformu olarak karakterize edilmistir (Palmiter ve ark.,
1992). MT-3 diisiik miktarda pankreas ve barsakta da bulunmaktadir (Uchida ve



ark.,1991, Ebadi ve ark., 1995). MT-3 ayrica hem metal baglama 6zellikleri ve hem de

sistein kalintilarinin sayis1 ve sekli itibariyle MT-1 ve MT-2’ye benzerdir.

MT-4, MT-1 ve MT-2’den N- terminal bolgesinde 5. pozisyonda glutamatin insersiyonu
ile farklillk gostermektedir. MT-4 ¢ok Kkatli yassi epitelden olusan dokularda
bulunmaktadir. Cinko metabolizmasim1 diizenleyerek ¢ok katli yassi epitelin

farklilagsmasinda rol oynamaktadir (Quaife ve ark.,1994).

MT-3 ve MT-4 izoformlar1 daha sonra kesfedilmelerinden dolay1 fonksiyonlari
hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. MT-1 ve MT-2’den farkli olarak agir
metaller ve MT’nin diger indiikleyicileri olan hormonlar ve lipopolisakkaritler
tarafindan uyarilmazlar.  Sadece sentezlendikleri bdlgeye spesifik sinirli rolleri
bulunmaktadir (Palmiter ve ark., 1992, Uchida ve ark., 1991). Dolayisiyla, MT lerin
biyolojik ve fizyolojik rolleri hakkinda bugiine kadar ki c¢aligsmalarin ¢ogu MT-1 ve

MT-2 izoformlari lizerine odaklanmustir.
2.4. MT Sentezi

MT sentezi agir metaller, glukokortikoidler, oksidanlar, enflamatuar sitokinler, organik

bilesikler, radyasyon ve duygusal stres gibi birgok farkli uyaran tarafindan hizli bir
sekilde uyarilabilmektedir (Sekil 2.3).

Dort izoform icerisinde, MT-1 ve MT-2 hem sirekli olarak belli bir seviyede eksprese
edilmekte ve hem de bu uyaranlar tarafindan yiiksek seviyede indiiklenebilmektedir
(Hamer, 1986, Kagi ve Kojima, 1987, Palmiter, 1987). MT-3 ve MT-4 izoformlarinin
sentezi MT-1 ve MT-2’nin indiikleyicileri tarafindan uyarilmamaktadir. MT’nin en
yogun sekilde sentezlendigi yerlerden birisi karacigerdir. MT-1 ve MT-2’nin fetal
karacigerdeki seviyesi ¢ok yuksektir. MT seviyeleri dogum sonrasi donem siiresince
hizli bir sekilde azalir. Bununla birlikte, MT’nin ekspresyonu devam eder ve ozellikle
yetiskin dokularda ¢ok iyi uyarilmaktadir (Andrews ve ark., 1984, Coyle ve ark., 1995,
Oh ve ark., 1978). Karaciger disinda, diger hepatik olmayan hiicreler, lenfosit, monosit,
astrosit igeren dokular ve timus gibi lenfoid dokularda uygun uyaricilar altinda MT
uretebilirler (Sone ve ark.,1988, Mesna ve ark., 1990, Leibbrandt ve Koropatnick, 1994,
Sawada ve ark., 1994, Kramer ve ark., 1996, Coto ve ark., 1992).
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Sekil 2.2 MT sentezine neden olan uyaranlar

Agir metaller memelilerde MT’nin en yaygin ve en kuvvetli indiikleyicisidir. MT’nin
agir metaller tarafindan indiiklenmesi ilk olarak kadmiyuma maruz birakilan tavsanlarin
karacigerinde Piscator tarafindan kesfedilmistir (Piscator, 1964). Daha sonraki
calismalarda, Zn, Cu, Cd, Hg, Ag, Au, Cr, Mg ve Ni gibi metal iyonlarina in vivo ya da
in vitro maruz kalmanin da MT indiiksiyonuna neden oldugu belirtilmistir. Bu metal
iyonlar1 hem MT ile baglanabilme ve hem de ¢ogu hiicre ve dokularda MT sentezini

indukleme 6zelligine sahiptir (Brady, 1991, Hamer, 1986).

Oksidatif stres slperoksit, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) toksik etkileri sonucunda ortaya c¢ikarak hiicresel hasara neden
olmaktadir. ROS’un toksik etkilerine karst en Onemli hiicresel cevaplardan birisi,
serbest radikallere duyarli genler araciligi ile MT’nin sentezidir. Menadion, adriamycin,
bleomycin, cisplatin, paraquat ve dietil maleate gibi etkenler (Bauman ve ark., 1991,
Bauman ve ark., 1992, Bauman ve ark., 1992, Bauman ve ark., 1992, Andrews, 2000)
ya da X-igsinlart ve UV iginlart gibi durumlar ROS olusumuna neden olarak MT
sentezine katkida bulunurlar (Schrek ve Baeuerle, 1991).
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Glukokortikoidler gibi endokrin faktorlerde memelilerde MT sentezine neden
olmaktadir. Glukokortikoid hormonlarinin dolasimdaki seviyeleri kisitlayici stres
sonucunda (Hernandez ve ark., 2000) ve viriis enfeksiyonlarindan sonra (Hermann ve
ark., 1994) belirgin sekilde artmaktadir. Kisitlayici stres araciligi ile fare karacigerinde
MT-1 ve MT-II sentezinin indiklenmesi, glukokortikoid hormon reseptoriniin (GR)
aktivasyonu ile saglanmaktadir (Ghoshal ve ark., 1998). Glukokortikoidler MT gen
diizenleyici bolgesinde bulunan GRE’ler (glucocorticoid response elements) araciligi ile

hem MT-1 hem de MT-II gen ekspresyonunu artirirlar.

Enflamasyon ve enfeksiyon gibi farkli streslere maruz kalma, aktive olmus T
hicrelerinden ve makrofajlardan enflamatuar sitokinlerin salgilanmasina neden olur.
Interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) ve tumor nekrosis faktor-o. (TNF-o) gibi
enflamatuar sitokinlerden bazilarinin MT’nin  giicli  indiikleyicileri olduklar1
belirtilmistir (Cousins ve Leinart, 1988, Grider ve ark., 1989, Sato ve ark., 1994, Andus
ve ark., 1988, Ceciliani ve ark., 2002, Baumann ve ark., 1989).

MT nin radyasyon etkisi ile indiiklenmesi, radyasyonun kanser tedavisindeki potansiyel
rolii nedeniyle biiyiik 6nem tasimaktadir. Hem iyonize radyasyon (Koropatnick ve ark.,
1989, Shirashi ve ark., 1989, Shibuya ve ark., 1995, Morcillo ve ark., 2000) hem de
ultraviyole radyasyonu (Anstey ve ark., 1995, Jasani ve ark., 1993) MT sentezine
neden olmaktadir. MT nin radyasyon tarafindan indiiklenmesi serbest radikal olusumu,
sitokinlerin tretimi ve sinyal iletim kaskadinin baslatilmas:1 gibi ikincil olaylar
tarafindan ger¢eklesmektedir (Cai ve ark., 1999). MT’nin indiiklenmesindeki temel
mekanizmalardan birisi radyasyonun neden oldugu oksidatif hasardir (Stein ve ark.,

1989).

2.5. MT’nin Hiicredeki Lokalizasyonu

MT ilk defa karacigerden sitoplazmik bir protein olarak izole edilmesine ragmen, ayni
zamanda immiinohistokimyasal metodlarla bazi hiicrelerin niikleusunda da tespit
edilmistir (Ryden ve Deutsch, 1978, Bell, 1979, Panemangalore ve ark., 1983, Banerjee
ve ark., 1982, Nartey ve ark.,, 1987). MT sentezlendikten sonra hiicre igerisinde
kalabilecegi gibi, farkli hiicresel olaylara bagli olarak ya niikleusa ya da sitoplazmaya

da lokalize olabilir. MT’nin hiicre igi lokalizasyonu ile iliskili hiicresel olaylar hiicre



proliferasyonu (Tsukijawa ve ark., 1991), gelisim (Nartey ve ark., 1987, Lau ve
Cherian, 1998), farklilasma (Cherian ve ark., 1999, Tsujikawa ve ark., 1994) ve
timorogenezdir (Cherian, 1994, Kondo ve ark., 1995, Zhang ve ark., 1996, Woo ve
ark., 1997). MT’nin niikleus igerisine translokasyonu gecici bir olay olup, hem MT’nin
hem de ¢inkonun niikleus i¢indeki miktarlar1 farklilasmanin erken asamalarinda gecici
olarak artmaktadir (Apostolava ve ark., 2000, Schmidt ve Beyersmann, 1999). Insan
fetal karacigerinde MT hem niikleus hem de sitoplazmada bulunmasina ragmen,

yetiskinlerin karacigerinde sadece sitoplazmada bulunmaktadir (Nartey ve ark., 1987).

2.6. MT'nin Dokulardaki Dagilimi

2.6.1. Karacigerde ve Bobrekte Metallotiyoninler

Karaciger MT’lerin en fazla sentezlendigi organlardan birisidir. iz element ya da agir
metallerin bu organda detoksifiye edilmesi nedeniyle MT’lerin 6nemli roller
ustlendikleri bir organ olarak tanimlanmistir. Karaciger savunmasinda antioksidantlar,
tokoferoller ve glutathione aktif rol oynamaktadir. Glutathione yapisina benzeyen ve
potansiyel bir antioksidant olan MT karaciger epitel hiicrelerinin korunmasinda 6nemli
bir role sahiptir (Zhou ve ark.,2002). Karacigerdeki MT sentezi metallerin sayisina,
stres, hormon ve sitokinlerin oranina baglidir (Coyle ve ark.,2002, Sozmen ve ark.,
2005). Karaciger karbonhidrat metabolizmasinin MT oranlariyla degisebildigi
belirtilmistir. Glukagon, IL-1, cAMP ve g¢ogunlukla plazma, kemik iligi ve
hepatositlerde c¢inko konsantrasyonunun artmasi karaciger MT mRNA miktarinin
artmasina neden olmaktadir (Davis ve Cousins, 2000). Karacigerde Cd’a bagh olarak
interlobuler ven ve merkezi vena etrafinda MT sentezinin yiikseldigi belirtilmistir
(Swiergosz-Kowalewska, 2001).

Alkol kullanimi viicutta siiperoksit, hidroksil radikali, hidrojen peroksit gibi serbest
radikallerin ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir. Kronik alkol aliminin neden oldugu
makrovezikiller steatozis (karaciger yaglanmasi), yangi ve nekroza bagl olarak
hepatosit mitokondriyonlarinda ve grantlsiiz endoplazmik retikulumda fonksiyonel ve
morfolojik degisiklikler meydana gelmektedir. MT’ler prooksidant-antioksidant

oranindaki degisiklikler sonucu ortaya ¢ikabilecek serbest radikalleri ortadan kaldirarak

10



lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikacak diger
fonksiyonel bozukluklart 6nlemektedir (Zhou ve ark.,2002). Anormal Kkaraciger
bozukluklarinda karacigerde Cu ve MT diizeyinin artisiyla birlikte bakir tuzlarinda
bulunan hidrojen peroksit lipid, protein ve nukleik asitlere zarar vermektedir. Cu Il
iceren DNA zararlarina kars1 Zn-MT birlesigi devreye girerek etkilerini azaltmaktadir.
MT’lerin yetersizligi ¢inkonun da kullanilabilirligini azalttigi i¢in hasarlarin éniine
gecilememektedir (Hahn ve ark., 2001).

MT kadmiyuma baglh karaciger toksisitesini Onlemede ve kadmiyumun
detoksifikasyonunda rol almasina ragmen, diger taraftan bobrekte toksik etkiyi
artirmaktadir. MT’e baglanmis kadmiyum plazma disina sizarak, karacigerdeki
depolama bolgelerinden ayrilmakta ve sonrasinda bdbrek tarafindan alinmaktadir.
Kadmiyuma bagli bobrek toksisitesinin en 6nemli nedenlerinden birisi, kadmiyum-MT
kompleksinin  bobrekten ayrilmast ve serbest kadmiyumun bobrek dokusuna
salinmasidir. MT-kadmiyum kompleksinden ayrilan serbest kadmiyum bobrege salinir
ve proksimal tubilden emilir. Bu serbest kadmiyum iyonlari yeni sentezlenen
metallotiyonine baglanir. Eger bobrekteki metallotiyonin iiretimi ve glutatyona bagl
detoksifikasyon sistemi yeterli degilse serbest kadmiyum renal tiibiillerde membran
hasarina neden olur (Johri ve ark., 2010).

Hayvan deneylerinde uzun sdreli kadmiyum maruziyeti veya tekrarlayan dozlarda
kadmiyum-MT kompleksi kullanimi, kadmiyumun hiicre membranina baglanmasi,
proksimal tlbullerde apoptoza neden olmakta ve idrardan kalsiyum ve protein atiliminin
artmast ile sonuglanmaktadir. Yapilan c¢alismalarda bobrekte yeterli MT sentezi
oldugunda membran hasarinin olugsmadigi, hayvan deneylerinde ¢inko kullaniminin
renal metallotiyonein yapimini artirarak kadmiyum- MT kompleksinin yol agtig1 bobrek

hasarini 6nleyebilecegi gosterilmistir (J.Liu,1996).
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Sekil 2.3 Kadmiyuma bagli bobrek hasari olusumu

2.6.2. Pankreasta Metallotiyoninler

Pankreas ve safra salgilarinda bol miktarda Zn ve MT bulundugu bilinmektedir (Kim ve
ark., 2000). Hem ekzokrin pankreasta hem de endokrin pankreasta iiretilen MT’ler Zn
tuzlar1 ile birlikte bulunurlar (Minami ve ark., 1999, Ohly ve ark., 2000). Zn, langerhans
adaciklarindaki hiicrelerin yasamsal faaliyetleri igin vazgegilmez bir elementtir.
Pankreastaki beta hucrelerinin ¢cok miktarda Zn icermesi insulin hormonunun
salgilanmasini, depolanmasini ve biyosentezinin gerceklesmesine olanak saglamaktadir.
Zn’dan zengin besinlerle beslenen bireylerde pankreas adaciklarinda MT {retimi artarak
beta hiicrelerindeki fonksiyon bozukluklarinin engellenmesi saglanmaktadir (Kim ve
ark., 2000). Asirt ¢inkolu beslenmelerde ise MT-1 ve MT-2'nin ¢inkonun toksik
etkilerine karst pankreas: koruyabildigi belirtilmistir. Ancak normalde ndoronlarda
bulunan MT-3’lerin pankreasta artmasi durumunda pankreatik nekroz ortaya
¢ikmaktadir (Coyle ve ark., 2002). Pankreasin endokrin neoplazmlarinda,
instilinomalarda ve glukonomalarda ¢inko ile MT arasinda bir iligkinin oldugu
bildirilmistir (Tomita, 2000). Genetik olarak diyabete yatkin rodentlerde c¢inkolu
beslenmeler ekzokrin ve endokrin pankreasta bulunan MT’leri artirarak diyabetik
ilaglarin ortaya ¢ikardigi hidroksil zararlarina ve dokudaki yaralanmalara karsi
koruyucu etkiye neden olmaktadir (Yang ve Cherian, 1994, Minami ve ark., 1999, Ohly

ve ark., 2000). Cinko viral ve bakteriyel hastaliklar sirasinda da beta hiicrelerindeki

12



MT’ler ile bir kompleks yaparak oksijen serbest radikallerin kotii etkilerine karst bu

hlcrelerin korunmasini saglamaktadir (Sprietsma ve Schuitemaker, 1994).

2.6.3.Barsaklarda Metallotiyoninler

MT’ler barsaklarda ¢inkonun emilimi ve salimmmini regiile etmektedir. Barsaklardan
cinko salinimmin biliylik miktarda azalmasina, karacigerde ¢inkonun tutulmasina,
viicuttan ¢inko kaybinin engellenmesine ve aliminin artmasma neden oldugu
belirtilmistir (Philcox ve ark., 2000). Barsak limeninde yiiksek konsantrasyonda
¢inkonun varligi ve aglik, mukozal hiicrelerde MT sentezinin baslamasina Sebep
olurken, normal diyette bulunan ¢inko MT sentezini etkilememektedir. Asir1 ¢inko
iceren beslenmelerde MT ¢inko emilimini siirlandirmakla birlikte ¢inko emilim ve
konsantrasyonu normale gére daha yiiksek miktarda bulunmaktadir. Barsak duvarinda
cinko emilimi igin gerekli olan MT miktarinin ne kadar olacagi hala tartisma konusudur.
MT’nin bazal diizeyi, tastyict proteinler (ZnT1 ile ZnT4) araciligiyla fazla ginkoyu ya
da tamaminin emilimini saglayarak ayarlamaktadir. ZnT1 dokularda genis yayilim
gostermekle birlikte, Ozellikle barsaklardaki mukozal ve yizey epitel hiicrelerinde
bulundugu bilinmektedir (Coyle ve ark., 2002). Yangiya bagl barsak hastaligi (IBD);
periferal monosit ve barsak makrofajlarinin serbest radikallerce hasar gérmeleri sonucu
ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Barsak yaralanmalar1 sonucu ortaya ¢ikan oksijene bagl
serbest radikaller MT’ler tarafindan Onlenebilmesi bakimindan bu proteinlerin
barsaklarin histolojik yapilart icin ne kadar dnemli oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir.

(Brawer ark., 2001).

2.7. Metallotiyoninlerin Fonksiyonlar:

2.7.1. Esansiyel Metallerin Homeostazisindeki Rolleri

Apo-MT (MT’nin metal igermeyen formu), serbest stlfidril guruplariin ¢inkoya (Zn)
olan yuksek afinitesi nedeniyle iyi bir Zn baglayicisidir. Bunun yanisira, birtakim

degisim tepkimelerinde Zn, MT’den baska proteinlere aktarilabilir. Gelisim ve protein

sentezi sirasinda, cesitli enzimler ile transkripsiyon faktorleri i¢in Zn vericisi olarak

13



gorev yapmast nedeniyle MT’in Zn homeostasisi i¢in yasamsal bir Oneme
sahipolduguna inanilmaktadir (Klaassen ve ark., 1999). Son yillarda yapilan
calismalarda, GSH ve GSSG (rediikte ve okside glutatyon) gibi redoks molekiillerinin
de Zn baghh MT’den (Zn-MT) Zn salimimini diizenledigini ortaya koymustur. Bu
baglamda, tiolat ligandlarinin oksidasyonu proteinden metal salinimina neden
olmaktadir (Vasak, 2005). Normalden fazla MT ureten transgenik farelerin Zn
eksikligine kars1 daha direngli olduklar1 belirtilmistir (Dalton ve ark. 1996).

Bakar (Cu) metali Cu/Zn siiperoksit dismutaz ve sitokrom C oksidaz gibi bircok enzimin
yapisal ve katalitik 6zellikleri icin yasamsal bir dneme sahiptir. Ozellikle karacigerde
bakir birikimine neden olan Wilson hastaligini tagiyan bireyler ve hayvansal modeller
tizerinde yapilan arastirmalar, MT’in karacigerdeki en 6nemli Cu baglayict protein
oldugunu ortaya koymustur. Bakirin yiiksek dozlarinda olusan zararli etkilere kars
MT’lerin koruyucu etki gosterdikleri belirtilmistir. Fetusta Cu eksikligine neden olan
Menkes hastaligina sahip bireyler ve hayvan modellerinde yapilan c¢aligmalarda ise
MT’in yagsam siiresinin uzamasina olumlu etki ettigi belirlenmistir. Bu sayede MT nin
Cu’in viicuttaki normal biyolojik islevini diizenleyici rol oynadig1 sonucuna varilmistir

(Klaassen ve ark., 1999, Nartey ve ark., 1987, Suzuki ve ark., 2002).

2.7.2. MT’lerin Metal Detoksifikasyonundaki Onemi

Yapilan pek ¢ok arastirmada, metallerin toksik olmayan diisiik dozlarina maruz
kalmanin daha yiiksek toksik dozlarina karsi bir tolerans sagladigir belirtilmistir.
Sicanlarda diisiik dozda Cd verilmesinden sonra Cd’un yiiksek konsantrasyonuna karsi
olusan toleransin karaciger MT konsantrasyonu ile dogru orantili oldugu anlagilmistir
(Klaassen ve Liu 1997). Hayvana diisiik dozda verilen Cd, Zn gibi metaller MT
sentezini induklemektedir. Bazi metaller MT’lere baglanip sentezini artirirken,
bazilarinin sentezini artirdigi fakat MT ile in vivo olarak baglanamadiklari belirtilmistir.
Kursun gibi bazi metallerin ise, MT’lere baglanma ve indiiklemenin yani sira hiicre
icerisinde detoksifikasyonlarin1 saglayan baska proteinlere de baglandiklar1 veya
sentezlerini artirdiklart bilinmektedir (Miles ve ark. 2000). Serbest haldeki ¢inkonun
mikrozomal oksidasyonlar1 dnleyerek lipid peroksidasyonunu engelledigi ve biyolojik

membranlarin stabilitesini sagladigi bilinmektedir. MT’ler Zn ile beraber metallerin
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hlcre icerisine alimmmin1 azaltarak metallerin toksik etkilerini azaltabilirler (Cagen ve
Klaassen 1979). Degisik metallerin toksik dozlarinin kiiltiirdeki fare hepatosit hiicreleri
tizerine uygulandigi bir ¢alismada, en fazla indiiklenmenin MT-1 genlerinde
gerceklestigi izlenmistir. Bu nedenle 0zellikle MT-1 metal toksisitesinin énlenmesinde
o6nemli bir rol Gstlenmektedir (Durnam ve Palmiter 1984).

2.7.3. Metallotiyoninlerin Antioksidant Roll

Yukarida belirtilen islevlerine ilave olarak, MT ayni zamanda potansiyel bir antioksidan
ya da serbest radikal temizleyici olarak da goérev yapmaktadir. Metaller tarafindan
indiiklenmelerinin yan1 sira MT sentezi etanol, parakuat, tert-butil hidroperoksit gibi
kimyasallar, agir egzersiz ve soguga maruz kalma gibi nedenlerle de artabilmektedir.
MT sentezinin artmasiyla hiicrelerin serbest radikal hasarina karsi duyarliliklarinin
azaldig1 belirtilmistir (Ghoshal ve ark. 1998). MT’lerin hidroksil radikalleri igin ilk
hedef molekiiller oldugu bilinmektedir. Bunun yani sira in vitro calismalar MT’lerin
hidrojen peroksit, stiperoksit anyonu ve peroksit radikali ile de reaksiyona girebildikleri
belirtilmistir (Miles ve ark. 2000). HL-60 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, H,O,’nin
MT’lerdeki tiol gruplarina karsi ilgisinin, GSH’daki stlfidril gruplarina oranla daha
fazla oldugu anlagilmaktadir (Quesada ve ark.1996). MT’deki bulunan tiim tiol gruplari
metallere baglansa bile, molekilin metallere ve reaktif oksijen tlrevlerine karsi
reaktivitesi devam etmektedir (Kondoh ve ark 2003, Min ve ark 2005, You ve ark.
2002). Irato ve ark. (2001) galismalarinda makrofajlarda kimyasal olarak stimile edilen
superoksit anyonu dretimine karst Cd ile artan MT’in etkilerini arastirmis, MT
indiiklemesi yapilan hiicrelerde siiperoksit anyonunun miktarinin azaldigini, bununla

birlikte MT diizeyinde de azalma oldugu belirtilmistir.

2.7.4. Metallothionein ve Bagisikhik Sistemi Uzerine Etkisi

Son yillarda yapilan aragtirmalarda, strese karsi bir cevap olarak sentezi belirgin sekilde
artan ve 6nemli fizyolojik rolleri olan metallotiyoninin, bagisiklik sistemi {izerinde hem

olumlu ve hem de olumsuz yonde degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir (Lynes

ve ark., 1990, Youn ve Lynes, 1999, Youn ve ark., 1995). MT’nin 6zellikle T-bagimli
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antijenlere karst humoral bagisiklig1 (antikor-aracili bagisiklik) baskiladigi ve antikor
miktarini azalttigi tespit edilmistir. T-bagimli antijenlere kars1 antikor cevabindaki bu
azalmanin, hem ekzojen MT (disaridan verilen) hem de endojen MT (organizmanin
kendisi tarafindan sentezlenen) ile gergeklestigi gozlemlenmistir. MT proteinine karsi
bir anti-MT monoklonal antikorunun (UCIMT) kullanilmasi durumunda, T-bagimli
antijene-spesifik antikor iiretiminin belirgin sekilde arttigi goriilmiistiir (Lynes ve ark.,
1993, Canpolat ve Lynes, 2001). Bu calismalardan elde edilen verilere dayanilarak,
ozellikle toksik maddelere maruz kalinmasi durumunda sentezi belirgin sekilde artan
MT’nin UCIMT antikoru ile bloke edilmesinin, immiin cevabi arttirmaya yonelik

onemli bir terapotik hedef oldugu sonucuna varilmaistir.

2.8. MT’nin Biyolojik Materyallerde Belirlenmesi

Toksikolojik ©nemi nedeniyle metallotiyonini dokularda ve diger biyolojik
materyallerde belirlemek Onem tasimaktadir. Giliniimiizde c¢evre ile ilgili yapilan
arastirmalarda lizerinde durulan 6nemli konulardan birisi, ¢evresel toksik maddelere
maruz kalan insanlar i¢in kullanilmak {izere zararli olmayan tarama ydntemleri
gelistirmektir. MT cevresel stresorlere ve kimyasal maddelere maruz kalma sonucunda
etkin bir sekilde indiiklenmektedir. Bu sekilde indiiklenen MT, toksik maddelere
maruziyetin belirlenmesinde faydali bir biyomarker olarak kullanilabilir. Kan 6rnekleri
insanlardan kolaylikla elde edilebildigi i¢in, periferal kan 16kositleri ¢cevresel toksiklere
maruziyetin  belirlenmesinde kullanilmaktadir. Kiiltiirli  yapilmig periferal kan
l6kositlerinde agir metallere cevap olarak belirlenebilir miktarlarda MT sentezi
uyarilmaktadir (Yamada ve Koizumi, 1991, Pauwels ve ark., 1994, Sullivan et al.,
1998). Kadmiyum ve ¢inko gibi agir metallerin, MT seviyeleri lizerindeki etkileri
insandan elde edilen periferal kan lokositlerinde flow sitometri ve mRNA analizi
yontemleri ile belirlenmistir. Insandan alman kan &rnekleri gittikce artan CdCl;
konsantrasyonlar1 ile muamele edilmis ve MT seviyeleri bir anti-MT monoklonal
antikoru kullanilarak flow sitometri ile belirlenmistir. Insan periferal kan
Iokositlerindeki MT seviyelerinde hem konsantrasyon hem de zamana bagl artiglar
tespit edilmistir (Yurkow ve Makhijani, 1998). insan periferal kan1 18kosit
populasyonlar1 agisindan incelendigi zaman &zellikle monositlerin, CdCl; (3 uM) ve

ZnCl,'ye (50 uM) karsi lenfosit ve graniilositlerden daha duyarli olduklari goriilmiistiir.
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Monositlerde CdCl,’nin en diisiik dozlarinda (0.1 uM) MT seviyelerinde belirgin
artiglar tespit edilmistir. Cd ile muamele edilen lenfositlerde de MT seviyelerinde
belirgin artiglar goriilmiis, fakat ayni etki Zn ile goriilmemistir (Yurkow ve DeCoste,
1999). Pil fabrikalarinda kadmiyuma maruz kalan isgilerin lenfositlerinde de MT
seviyelerinde artislar tespit edilmistir (Ganguly ve ark., 1996).

Hiicresel MT seviyelerinin flow sitometrik belirlenmesi disinda, lenfositlerde MT gen
ekspresyonunun ol¢tilmesi alternatif bir yontem olarak gorilmektedir. Siganlarin hem
akut hem de kronik olarak in vivo CdCl,’e maruziyeti, karaciger ve bobregin yanisira
hem splenik hem de periferal lenfositlerde MT gen ekspresyonunda artiglara neden
olmustur (Cosma ve ark., 1991). MT mRNA seviyelerinde doza bagl artiglar ayn
zamanda CdSO4 ile kiiltiirii yapilmis periferal kan lokositlerinde de gozlemlenmistir
(Yamada ve Koizumi, 2001). Biitin bu caligmalar agir metale maruziyetin tespit

edilmesinde MT’nin giiclii bir marker olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

MT’nin ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) yontemi ile MT-spesifik
antikorlar kullanilarak 6lgiilmesi, MT nin belirlenmesinde son yillarda kullanilan en
yaygin yontemlerden birisidir. Farelerde Gretilen klon E9 ve klon UC1IMT gibi anti-MT
monoklonal antikorlart kullanilarak MT'nin biyolojik sivilardaki (plazma ve idrar gibi)
ve dokulardaki (karaciger, beyin, bobrek) konsantrasyonlarini belirlemek miimkiindiir
(Milnerowicz ve Bizon, 2010). MT'nin biyolojik sivilardaki konsantrasyonunu
belirlemek i¢in iki farkli ELISA yontemi kullanilmaktadir: kompetetif ELISA ve
indirek ELISA. Monoklonal fare anti-MT antikorlar1 ve tavsan karacigerden izole edilen
MT standartlart (MT-1 ve MT-II) kullanilarak her iki ELISA yoOntemiyle de MT
konsantrasyonu etkin bir sekilde belirlenebilmekte ve MT dokularda 0.4 ng seviyesine
kadar tespit edilebilmektedir (Apostolova ve ark., 1998, Ying ve ark., 2000, Pankhurst
ve ark., 2012).

2.9. Kodein

Kodein (diger adiyla 3-metilmorfin) hashastan (Papavaer somniferum) dogal olarak

elde edilebilen ya da morfinin metilasyonu ile de hazirlanabilen bir alkaloittir. 1833
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yilinda Fransa’da Jean-Pierre Robiquet tarafindan izole edilmis olup, %3’liikk orani ile

morfinden sonra hashasta en fazla bulunan alkaloitlerden birisidir (Reynolds, 1996).

_0O

HsC

H

HO""

Sekil 2.4 Kodeinin kimyasal yapisi

Kimyasal yapisi Cig Hp; NOs, molekiil agirhigi: 299,36424 g/mol’diir. Renksiz beyaz
kristaller ya da toz seklinde bulunur. Suda %1 oraninda, alkol ve kloroformda ise daha

yuksek oranda erimektedir.

Kodein analjezik (agr1 kesici), antitussif (Oksiiriik dindirici) ve antidiyareik (ishal
Onleyici) Ozellikleri nedeniyle tipta tedavi amagli olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Daha etkili bir analjezik olmasina ragmen, bagimlilik yapma 6zelligi
olan morfinle karsilastirildiginda, kodein daha zayif analjezik etkileri olan fakat
bagimlilik yapma 6zelligi az olan bir alkaloittir (Armstrong ve Cozza, 2003, Schroeder
ve Fahey, 2001). Bu yiizden kodein diger agri kesicilere (parasetamol, aspirin ve

ibuprofen gibi) katilarak daha kuvvetli etki elde etmek icin de kullanilmaktadir.

Saf olarak kodein piir seklinde elde edilen kodeine, fosfat ve siilfat eklenmesi ile kodein
tuzlari olarak bilinen kodein fosfat ve kodein sulfat formlari elde edilmektedir. Kodein
fosfat ya da siilfat viicut tarafindan daha kolay absorbe edilmeleri nedeniyle tipta tedavi
amacl olarak (oral tablet ya da parenteral enjeksiyon seklinde) daha fazla tercih

edilmektedir.
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Sekil 2.5 Kodein fosfat ve kodein siilfatin kimyasal yapisi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Deney Hayvanlar

Bu calismada 64 adet 20-25 gr agirliginda 8 haftalik inbred BALB-c erkek fareler
kullanilmistir. Fareler Ankara’daki Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvar tarafindan
veteriner kontroliinde Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari'na getirilmistir. Fareler oda sicakligmin 21°C oldugu ve 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunun saglandigi odalarda dort fareden olusan gruplar seklinde
barindirilmis ve standart laboratuvar diyeti ve normal musluk suyu ile beslenmislerdir.
Deney hayvanlari iizerinde yapilacak biitiin islemler igin Gaziosmanpaga Universitesi

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (HADYEK) gerekli izinler alinmistir.

3.1.2. Hashas Alkaloitleri

Kodein (3-metoksi-6-hidroksi-4,5-epoksi-17-metilmorfinan-7-en), kodein sulfat ve
kodein fosfat Saglik Bakanhg Ilag ve Eczacilik Genel Miidiirliigi'nin o6zel izni ve
Toprak Mabhsiilleri Ofisi'nin araciligi ile Afyon Bolvadin'deki Hashas Alkaloitleri

Fabrikasi'ndan satin alinmistir.

3.1.3. Antikorlar

ELISA deneylerinde primer antikor olarak anti-MT monoklonal antikoru UCIMT
(Enzo Life Sciences) ve sekonder antikor olarak da alkalen fosfataz ile konjuge edilmis

goat anti-mouse Ig (H+L) (Southern Biotechnology) antikoru kullanilmstir.
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3.1.4 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kullanilan Kimyasal Madde/Malzeme Firma
Metallotiyonin Enzo Life Sciences
NaCl (sodyum klortr) Sigma
KCI (potasyum klortr) Merck
NaH,PO, (sodyum dihidrojen fosfat) Merck
KH,PO, (potasyum dihidrojen fosfat) Merck
Na,COj3 (sodyum karbonat) Merck
NaN3; (sodyum azit) Sigma
MgCl; (magnezyum klorir) Merck
Diethanolamin (DEA) Sigma
Tween 20 Sigma
Tris-HCI Sigma
Triton-X Sigma
BSA (bovine serum albumini) Sigma
Proteaz inhibitor tabletleri Roche
PNPP (para nitrofenil fosfat) tabletleri Sigma
BCA (bicinchoninic acid assay) protein Kiti Pierce

3.1.5. Kullanilan Diger Malzemeler

Malzemenin Adi Firma
Disseksiyon aletleri Tip Kim San
Vida kapakli santrifiij tiipleri (15 ml) Corning costar
Vida kapakl1 santrifiij tiipleri (50 ml) Corning costar
Eppendorf Tlpleri (1.5 ml) Isolab
Fare kulak delme aleti Interlab
Heparinsiz hematokrit kapiler tupler Isolab
Steril enjektor (1 ml) Isolab
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Serolojik pipetler (5 ml)

Corning costar

Serolojik pipetler (10 ml)

Corning costar

Cam siseler (100 ml, 500 ml, 1000 ml) Isolab
Pipet ucu (2-10 pl) Axygen
Pipet ucu (20-200 pl) Axygen
Pipet ucu (1000 pl) Axygen

96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplakalar

Corning costar, Nunc

Otomatik pipetler (2-20 ul, 20-200 pl, 1000 pl) Brand, Rainin
8 kanall1 otomatik pipet Brand, Rainin
Parafilm Interlab
ELISA plate sealers Pierce
3.1.6. Kullanilan Cihazlar

Malzemenin Adi Firma
Ultra saf su cihazi Milipore Direct-Q 3 UV
Buz makinesi Scotsman AF80
Kaba Terazi Acculab

Hassas terazi

Denver Instrument

Vorteks Hettich

pH metre Hanna HI 2211
Inkiibator Nuaire AutoFlow NU-4750
Santrifuj Hettich Mikro 200R
Buzdolab1 Vestel

-20°C derin dondurucu Vestel

-80°C derin dondurucu

New Brunswick Scientific

Mikroplaka okuyucu

Thermo Scientific

Otoklav

Hirayama HMC

S1v1 azot tanki

Locator 4 Thermolyne Dewars
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3.2. YONTEM

Calismamiz kodein ve kodein tuzlari ile enjekte edilen farelerden alinan serum ve doku
orneklerinde MT varliginin ELISA yontemiyle tespitine dayanmaktadir. Bu amagla, ilk
asamada farelerden elde edilen dokulardan total protein izolasyonu yapilmis, ardindan
izole edilen total protein icerisinde MT varliginin belirlenebilmesi i¢in MT

standartlarinin kullanildigr ELISA testi gerceklestirilmigtir.

3.2.1 Kullanmilan Soliisyonlar ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Steril salin (NaCl) solisyonu: % 0.85°1lik NaCl soliisyonu hazirlamak igin, 0.85 g NaCl
100 ml distile suyla cam sisede ¢ozdiiriildiikten sonra agz1 kapatilarak otoklavda steril

edildi ve sogutmaya birakildi.

Lizis cOzeltisi: Ilk olarak 300 mM NaCl ve 10 mM Tris-HCl'den olusan ¢ozelti
hazirlanarak pH 7.4’e ayarlandi. Daha sonra ¢ozeltiye 0.5 mM MgCl, ve 0.5% Triton
X-100 eklendi. Doku lizatlar1 hazirlanirken her 10 ml lizat ¢ozeltisi igerisine 1 tane

proteaz inhibitér kokteyl tableti eklenip ¢cozduruldu.

PBS (Phosphate Buffered Saline) solisyonu: 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 0.2 g KH,PO,4 1.15 g
Na;HPO, 1 litre distile suda ¢ozdurulip pH 7.2’ye ayarlandi.

Yikama ¢ozeltisi (PBS - Tween 20 ve NaNj3): ELISA testinde yikama islemlerinde
kullanilmak iizere, yukarida hazirlanan PBS ¢ozeltisine % 0.02 NaN3 ve % 0.05 Tween

20 eklenerek hazirlandi.

Kaplama (Coating) ¢ozeltisi: 1.57 g NaCOs3, 2.93 g NaHCOs3, 0.2 g NaN, 1 litre distile
suda ¢ozdirtlerek pH 9.6 — 9.8’e ayarlandi.

Bloklama (Blocking) cozeltisi: %2'lik BSA ¢0zeltisi hazirlandi. Kaplama ¢ozeltisi
igerisinde %2 BSA ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

Substrat ¢Ozeltisi: 0.02 g NaN3 ve 0.01 g MgCl,.6H,O bir miktar distile suda
cozduruldu ve 9.7 ml diethanolamin (DEA) eklendi. Vollim distile su ile 100 ml'ye

tamamlandi ve pH 9.8’e ayarland.
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Binding c¢ozeltisi: 2.5 g BSA 1 litre PBS-Tween 20 ve NaNj; cozeltisi icerisinde

¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

3.2.2. Serum Orneklerinin Elde Edilmesi

Deney hayvanlarindan hem enjeksiyon dncesi hem de sonrasinda géz ¢ukuru (orbital
siniis) veninden mikrohematokrit kapiler tiipler araciligi ile 200-300 pl kadar kan alindi.
Alman kanlar 1 saat oda sicakliginda ardindan da 1 saat 4 °C’de bekletildi. Daha sonra
4 °C’de, 3000 devirde 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen serum ornekleri tiplere
aktarilarak -80°C'de test edilinceye kadar saklandi.

3.2.3. Kodein, Kodein Siilfat ve Kodein Fosfatin Hazirlanmasi ve Enjeksiyonlar

Farelere enjekte edilecek kodein ve kodein tuzlarmin dozunu belirlemek igin ilk olarak
farelerin agirliklar1 belirlendi. Dozlar farelerin canli agirliklarma gore 10 mg/kg ve 20
mg/kg olacak sekilde steril % 0.85°lik salin soliisyonu igerisinde hazirlandi.
Enjeksiyonlar subkutan (deri altina) enjeksiyon yontemi ile yapildi. Asagida belirtilen

sekilde 3 saat araliklarla 3 kez tekrarlandi.
Grup 1: Kontrol grubu — Herhangi bir madde enjekte edilmedi.

Grup 2: Salin grubu — % 0.85’lik steril fizyolojik salin (NaCl) soliisyonu enjekte
edildi.

Grup 3: Salin+Kodein Pur grubu 1 — 10 mg/kg kodein piir canli agirligina gére %

0.85’1ik salin solusyonu igerisinde hazirlanarak enjekte edildi.

Grup 4: Salin+Kodein Sulfat grubu 1 — 10 mg/kg kodein siilfat canli agirligina gore

% 0.85’lik salin solusyonu igerisinde hazirlanarak enjekte edildi.

Grup 5: Salin+Kodein Fosfat grubu 1 — 10 mg/kg kodein fosfat canli agirligina gore

% 0.85’1ik salin solusyonu icerisinde hazirlanarak enjekte edildi.
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Grup 6: Salin+Kodein Pur grubu 2 — 20 mg/kg kodein piir canli agirligina gére %

0.85’1ik salin solusyonu igerisinde hazirlanarak enjekteedildi.

Grup 7: Salin+Kodein Sulfat grubu 2 — 20 mg/kg kodein siilfat canli agirligina goére

% 0.85’lik salin solusyonu icerisinde hazirlanarak enjekte edildi.

Grup 8: Salin+Kodein Fosfat grubu 2 — 20 mg/kg kodein fosfat canli agirligina gore

% 0.85’lik salin solusyonu igerisinde hazirlanarak enjekte edildi.

3.2.4. Doku izolasyonu

Deney hayvanlart son enjeksiyondan 3 saat sonra ekssanguinasyon yontemi ile 6tenazi
yapilarak oldiiriildii. Farelerden disseksiyon yontemiyle bobrek ve karaciger alindi.
Alman dokular etiketlenmis eppendorf tiiplerine konulduktan hemen sonra -80°C’de

donduruldu.

3.2.5. Doku Lizatlarinin Hazirlanmasi

Dokular -80°C’den ¢ikarildiktan sonra buz iizerinde kiigiik parcalara ayrildi. Dokular
PBS ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra eppendorf tiplerine konuldu. 1 gram doku yaklasik 3
ml lizis ¢ozeltisi (300 mM NaCl, 10 Mm Tris-HCI, pH 7.4, 0.5 mM MgCl,, proteaz
inhibitor tabletleri ve 0.5% Triton X-100) icerisinde ezildikten sonra 1 saat buz
icerisinde, her 10 dakikada bir vortekslenerek inkibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
tlipler 4 °C, 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatantlar eppendorf tiiplerine
transfer edilerek -80°C’de saklandh.

3.2.6. Doku Lizatlarinda Protein Miktarimin Belirlenmesi

Kodein ve kodein tuzlar ile enjekte edilen farelerde MT miktarinin belirlenebilmesi
icin, oncelikle dokulardaki toplam protein miktarinin bilinmesi gerekmektedir. Bu

nedenle toplam protein miktarini tayin edebilmek i¢cin BCA (bicinchoninic acid assay)
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kiti kullanildi. Analize baslamadan once, daha once hazirlanan lizatlar —80°C’den
cikartilarak buza konuldu. Standart egriyi olusturmak iizere 2 mg/ml konsantrasyona
sahip BSA c¢ozeltisinden sirasiyla 1 — 0.5 - 0.25 - 0.125 - 0.062 mg/ml olacak sekilde
seri dilusyon yontemiyle standart numuneler hazirlandi. Standartlar her asamada
vortekslendi ve tiim islemler buz istiinde gerceklestirildi. Buzda ¢Ozdurilen doku
lizatlarinin PBS ¢ozeltisi icerisinde 1/20 diliisyonlar1 hazirland1 ve vortekslendi.
Standart numuneler ve doku lizatlart mikroplaka iizerindeki kuyucuklara (her standart ve
ornek igin ti¢ kuyucuk kullanildi) 25 ul olacak sekilde pipetlendi. 50:1 oraninda Reagent
A; Reagent B ¢ozeltisi hazirlandi ve tim kuyucuklara 200 pl eklendi. Hazirlanan
mikroplakanin {izeri kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibatdrden ¢ikarilan
mikroplaka ELISA cihazinda 562 nm’de okutuldu. Deney sonucunda standartlar icin
elde edilen absorbans degerleri kullanilarak standart egri olusturuldu ve doku lizatlarinin

protein konsantrasyonlari belirlendi.

3.2.7. MT-UCIMT ELISA

Bu calismamizda dokularda MT miktarimi1 belirlemek i¢in bir anti-MT monoklonal
antikoru olan UCIMT kullanilmigtir. Bu antikorun hem deneylerimizde kullanacagimiz
MT ile baglanabilirligini test etmek, hem de optimal dillisyonunu belirlemek amaciyla
farklt MT konsantrasyonlarinin ve UCIMT diliisyonlarinin kullanildigit MT-ELISA testi
yaptlmistir. Bu deneyde MT-1'in 5 pg/ml ve 10 pg/ml olmak iizere iki farkli
konsantrasyonu hazirlanmis ve mikroplakadaki kuyucuklara 100 pl olacak sekilde
eklenmistir. Mikroplaka 4°C'de bir gece inkube edildi. Ertesi gin PBS (Tween 20 +
NaN3) ile yikama isleminden sonra spesifik olmayan baglanmayi bloke etmek i¢in 2%
BSA ile 37°C'de 1 saat inkibe edildi. Inkiibasyon sonunda mikroplaka tekrar
yikandiktan sonra, UCIMT antikorunun seri diliisyonlar1 (1/160 ...... 1/5120)
hazirlanarak uygun kuyucuklara eklendi ve 1 saat 37°C'de inkube edildi. Yikama
isleminden sonra mikroplaka alkalen fosfataz ile konjuge edilmis goat anti-mouse Ig
(H+L)'nin 1/500'luk diltsyonu ile inkibe edildi. PNPP tabletleri substrat cozeltisi
icerisinde ¢cozduruldukten sonra, her bir kuyucuga 100 ul eklendi. Mikroplaka ELISA
okuyucusuna konularak 405 nm'de okutuldu ve kinetik renk degisimine bagli absorbans

degerleri belirlendi.
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3.2.8. Kompetitif ELISA

Bu ¢alismada kompetitif ELISA, farelerden izole edilen dokularda MT miktarini
belirlemek amaciyla kullanilmistir. Kompetitif ELISA ydnteminde, MT'nin bilinen
konsantrasyonlarindan hazirlanan standart serileri ve MT igerdigi diisiintilen numuneler
(serum ve doku Ornekleri) oncelikli olarak anti-MT antikoru ile karistirilir. Sonrasinda,
MT ile kaplanmis kuyucuklara bu standartlar ve numuneler eklenir ve bunlarin
mikroplakadaki MT ile baglanma derecelerine bakilir. Numunedeki MT miktar1 ne
kadar fazla olursa, antikorun mikroplakadaki MT ile baglanmasi o dl¢iide az olacak ve
daha zayif sinyal alinacaktir. Kompetitif ELISA i¢in asagidaki yontem (Pankhurst ve
ark. tarafindan kullanilan yontem degistirilerek) kullanilmistir. Oncelikli olarak,
mikroplakalar kaplama c¢ozeltisi icerisinde hazirlanan 100 ng/ml MT ile kapland1 ve
37 °C’de 1 saat inkube edildi. Mikroplaka 3 kez PBS (Tween 20 ve NaN3) cozeltisi ile
yikandi. Bloklama asamasinda her bir kuyucuga %2 BSA ile hazirlanan bloklama
cozeltisinden 150 pl eklendi. Mikroplakanin iizeri kapatilip 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0.1 pg/ml, 0.001 pg/ml, 0.001 pg/ml ve 0.0001 pg/mi
konsantrasyonlarda olacak sekilde MT standartlar1 hazirlandi. Doku lizatlarinin
konsantrasyonlar1 da 3 mg/ml olacak sekilde ayarlandi. UCIMT antikorunun baglama
cozeltisi igerisinde 1/5000'lik diliisyonu hazirlandi ve hem standartlara hem de
Orneklere 1:1 oraninda eklendi. 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Bloklama asamasi
tamamlandiktan sonra mikroplaka yikandi ve hazirladigimiz standart ve dokul lizatlar
50 pl olacak sekilde kuyucuklara pipetlendi. 37 °C’de 1.5 saat inkiibasyondan sonra
goat anti-mouse 1g-AP antikorunun 1/5000 diliisyonu baglama ¢ozeltisi ile hazirlanip
biitiin kuyucuklara 50 ul olacak sekilde pipetlendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Son
yikama isleminden sonra 5 ml substrat ¢0zeltisinde 1 adet PNPP tableti ¢ozdiruldi ve
her bir kuyucuga 50 pl olacak sekilde pipetlendi. Mikroplaka oda sicakliginda yaklasik
1 saat inkiibe edildi ve renk degisimi olusmaya basladiktan sonra 405 nm dalga boyunda
okutuldu.

27



3.2.9. istatistiksel Yontem

Istatistikler icin IBM SPSS Statistics 20 ve SigmaPlot 11.0 programlari kullanilmistir.
Calismada gruplar arasindaki farklilik varians analizi (ANOVA) ile, farkliligin hangi

gruplardan kaynaklandigi ise Duncan testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, kodein, kodein siilfat ve kodein fosfat ile enjekte edilen farelerden alinan
doku Orneklerinde (karaciger ve bobrek) MT proteininin varligi ELISA yodntemiyle
tespit edilmistir. MT'nin varligini ELISA yontemiyle belirlemek icin UCLMT antikoru
kullanilmistir. UCIMT antikoru MT'nin 6zellikle en fazla sentezlenen izoformlarina
(MT-1 ve MT-2) kars1 spesifik bir antikor olup, bu antikor ile daha once yapilan
caligmalarda MT'in her iki formundan olusan ve tavsan karacigerinden elde edilen
MT1-MT2 kullanilmigtir (Lynes ve ark., 1993). Bu MT formunun iiretimden kalkmasi
nedeniyle bu calismada sadece tek bir izoforma (MT-1) spesifik olarak deneyler
gergeklestirilmistir.  Dolayisiyla, UCIMT  antikorunun  hem  deneylerimizde
kullanacagimiz MT-1 ile olan reaktivitesini, hem de uygun diltsyonunu belirlemek igin
ilk olarak MT-ELISA deneyi yapilmistir. Test edilen iki farkli antijen konsantrasyonuna
(10 pg/ml ve 5 ug/ml MT-2) karst UCIMT antikorunun giiglii bir reaktivite gosterdigi
tespit edilmistir (Sekil 4.1).

m 10 ug/ml
o5 ug/ml
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Sekil 4.1 UCIMT antikorunun MT-1 ile olan reaktivitesi. Indirekt ELISA yontemiyle
iki farkli MT konsantrasyonuna karsi, anti-MT monoklonal antikoru UC1MT'nin farkli
diliisyonlar1 hazirlanarak reaktivite test edilmistir.
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MT miktarini belirleyebilmek i¢in, kodein ve kodein tuzlari ile enjekte edilen farelerden
karaciger ve bobrek dokulari izole edilmis ve ilk olarak bu dokulardaki toplam protein
miktar1t BCA yontemiyle tespit edilmistir. Absorbans degerleri esas alinarak Sekil 4.2'de

gosterilen standart egri grafigi olusturulmustur.
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Sekil 4.2 Doku lizatlarindaki toplam protein miktarini belirlemede kullanilan standart
egri.

Yukaridaki standart egri kullanilarak, her bir deney hayvani i¢in dokulardaki protein
miktar1 tek tek belirlenmistir. Yaklagik 1 gram doku kullanilarak hazirlanan lizatlarda,
toplam protein konsantrasyonunun karaciger Ornekleri igin 25-45 mg/ml araliginda,
bobrekler icin ise 15-30 mg/ml araliginda oldugu goriilmiistiir. Dokulardaki toplam
protein miktar1 bu sekilde belirlendikten sonra, aymi doku lizatlar1 MT

konsantrasyonunu belirlemek amaciyla kompetitif ELISA yontemiyle test edilmistir.

Kompetitif ELISA yonteminde, MT konsantrasyonunu belirlemek amaciyla hazirlanan
MT standartlar1 ve doku ornekleri ilk olarak anti-MT antikoru UCIMT ile inkilbe
edilmis ve sonrasinda mikroplakadaki kuyucuklara eklenen MT ile baglanma derecesi
tespit edilmistir. Kompetitif ELISA'da, dokulardaki ya da standartlardaki MT miktar1 ne
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kadar fazla olursa, antikorun mikroplakadaki MT ile baglanmasi o dlgiide az olacak ve

daha zayif sinyal alinacaktir.

Bu prensip dogrultusunda olusturulan standart egrinin bir Ornegi Sekil 4.3'te
gortlmektedir. Sekilde de goriildiigii gibi, 0.0001 pg/ml'lik MT konsantrasyonunda,
kullanilan MT miktar1 az oldugu i¢in mikroplakadaki MT ile baglanma daha fazla
olurken (0.2 mOD/min), 10 ug/ml'lik MT konsantrasyonunda UC1MT antikoru MT'nin
biiylik bir kismini bagladigi igin absorbans (0.07 mOd/min) daha diisiik degerde

Ol¢tlmustir.
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Sekil 4.3 Kompetitif ELISA'da farkli MT konsantrasyonlart (0.0001-10 pg/ml)
kullanilarak olusturulan standart egri. Her bir standart i¢in absorbans 405 nm'de
Olciilmiistiir.

Sekil 4.3'teki standart egri dogrultusunda, karaciger ve bobrekte bulunan MT miktari
belirlenmis, hem absorbans hem de konsantrasyon grafikleri asagidaki sekillerde

gosterilmigtir. Kompetitif ELISA sonuglarina gore, canli agirligina gore 10 mg/kg
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kodein ve kodein tuzlart ile enjekte edilen farelerde karacigerde sentezlenen MT-1
miktar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda belirgin sekilde (p < 0.01) artmustir (Sekil
4.4).
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Sekil 4.4 Kodein ve kodein tuzlarmin farelerde karaciger MT-1 seviyeleri Uzerindeki
etkisi. MT seviyeleri kompetitif ELISA yontemiyle belirlenmis olup, hem absorbans
(A) hem de konsantrasyon (B) grafikleri sekilde verilmistir.
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Bu ¢alismada kodein ve kodein tuzlarinin MT sentezi {izerindeki doza bagl etkilerini
gozlemlemek amaciyla 10 mg/kg'lik doz disinda, bazi fareler kodein, kodein siilfat ve
kodein fosfatin 20 mg/kg'lik dozu ile enjekte edilmistir. MT sentezinin doz artsina bagli
olarak belirgin bir sekilde artip artmadigini tespit etmek amaciyla yapilan bu deneyde,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 20 mg/kg’lik doz karacigerde MT sentezini
belirgin bir sekilde arttirmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Kodein ve kodein tuzlarmin farelerde karaciger MT-1 seviyeleri zerindeki
doza bagimli (10 mg/kg ve 20 mg/kg) etkileri. MT seviyeleri kompetitif ELISA
yontemiyle belirlenmis olup, absorbans degerleri sekilde verilmistir.

Sekil 4.6’da gosterildigi gibi, 10 mg/kg'lik dozun MT sentezinde daha etkin oldugu, 20
mg/kg’lik doz kullanildiginda 6zellikle kodein ve kodein siilfatin enjekte edildigi
gruplarda MT seviyelerinin daha da diistiigii tespit edilmistir.
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Sekil 4.6 Kodein ve kodein tuzlarmin farelerde karaciger MT-1 seviyeleri Gzerindeki
doza bagimli (10 mg/kg ve 20 mg/kg) etkileri. MT seviyeleri kompetitif ELISA
yontemiyle belirlenmis olup, konsantrasyon degerleri sekilde verilmistir.

Kodein ve kodein tuzlar ile enjekte edilen farelerden alinan bobreklerden lizatlar
hazirlanmis ve MT konsantrasyonu aynen karaciger lizatlarinda oldugu gibi kompetitif
ELISA yontemi ile test edilmistir. Kodein ve kodein tuzlariin bobreklerde MT sentezi
Uzerindeki etkisi Sekil 4.6'te gosterilmistir. Kodein, kodein silfat ve kodein fosfat
karacigerden farkli olarak bobreklerde MT sentezinde istatistiksel olarak belirgin bir
artisa neden olmamustir. Hem 10 mg/kg hem de 20 mg/kg’lik konsantrasyonlar
uygulandiginda kodein ve kodein tuzlarimin bobrekte MT sentezini uyarmadiklari

gorilmistiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Kodein ve kodein tuzlarinin farelerde bobrek MT-1 seviyeleri tGizerindeki doza
bagiml (10 mg/kg ve 20 mg/kg) etkileri. MT seviyeleri kompetitif ELISA yontemiyle
belirlenmis olup, absorbans degerleri sekilde verilmistir.

Bu ¢aligmada karaciger ve bobrek dokularindan hazirlanan lizatlara ilaveten, enjeksiyon
oncesi ve sonrasinda alinan kan 6rneklerinden hazirlanan serum 6rneklerinde de MT-1
miktar1 test edilmis, ancak tespit edilememistir. Bunun baslica nedeni serumun
seyreltilmis olmasidir. Farelerden alinan yaklasik 200-400 pl arasinda degisen kan
orneklerinden ancak 100-150 ul serum elde edilmistir. Kompetitif ELISA testinde
kuyucuklara yeterli miktarda serum ekleyebilmek igin serum Ornekleri seyreltilmis,
bundan dolay1 da zaten ¢ok kiiclik konsantrasyonlarda olabilecek MT miktarini test

edebilmemiz miimkiin olmamustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Alkaloitler bitkiler tarafindan dogal olarak {iretilen, amin yapisinda, ila¢ ya da agn
kesici olarak kullanilan ve ayni zamanda bagimlilik yapici 6zellikleri olan kimyasal
bilesiklerdir. Agri kesici olarak kullanilan alkaloitler, 6zellikle hashastan tiretilen morfin
ve tirevleridir. Morfin, bagimlilik yapict bir 6zellige sahip olup siddetli agrilarin
dindirilmesinde kullanilan giicli bir analjeziktir. Hashastan elde edilen diger
alkaloitlerden kodein, tebain ve noskapin ise, morfinden daha az bagimlilik yapici
etkiye sahip olup, 6zellikle tipta analjezik (agr1 kesici), antitussif (6ksurik dindirici) ve
antidiyareik (ishal oOnleyici) ilaglar seklinde siklikla tedavi amagh olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, 6zellikle tedavi amagh olarak kullanilan kodein, kodein
stlfat ve kodein fosfat gibi hashas alkaloitlerinin, énemli fizyolojik ve immunolojik

rolleri olan metallotiyonin sentezi tizerindeki etkilerinin arastirilmast amaglanmaistir.

Bu baglamda ¢alismamizda, kodein ve kodein tuzlar ile enjekte edilen farelerden doku
(karaciger ve bobrek) ve serum oOrnekleri elde edilmis ve MT proteininin varligi
kompetitif ELISA yontemi ile belirlenmistir. Kodein ve kodein tuzlar ile enjekte edilen
fareler kontrol gruplart ile karsilastirildiginda, hem saf kodeinin hem de kodein sulfat ve
kodein fosfat tuzlarmin karacigerde MT-1 sentezini belirgin sekilde arttirdigi, ancak

bobrek lizerinde belirgin bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

Saf kodein ve kodein tuzlarinin iki farkli dozu (10 mg/kg ve 20 mg/kg) kullanildig:
zaman, 10 mg/kg’lik dozun karacigerde MT sentezi iizerinde daha etkin oldugu, artan

doza bagli olarak karaciger MT seviyelerinde belirgin bir artisin olmadigi gézlenmistir.

Bu ¢alismamizdan elde edilen sonuglar daha 6nce morfin kullanilarak sicanlar {izerinde
yapilan bir calismanin sonuglar1 ile de uyumludur. Hidalgo ve ark., 1991 tarafindan
yapilan calismada, siganlarda morfinin karacigerde MT miktarimi belirgin bir sekilde
artirdi@i tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada, U¢ saat arayla ¢ defa tekrarlanan
enjeksiyonlarin metallotiyonin proteininin sentezlenmesi i¢in yeterli bir zaman araligi
oldugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda kullanilan saf kodein ve kodein tuzlar1 da
farelerde ayni zamanda araliginda, ayni etkiyi gostermis ve karacigerde MT sentezini

belirgin sekilde arttirmistir.
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Bagka bir ¢alismada (Florianczyk ve Stryjecka-Zimmer, 2001), morfinle uyusturulmus
siganlardan elde edilen farkli dokularda (beyin, bobrek ve karaciger) metallotiyonin
seviyelerinin belirgin bir sekilde arttig1 gosterilmistir. Bu ¢alismadan farkli olarak bizim
calismamizda, sadece kodeinin etkisi ile karacigerde MT seviyelerinde belirgin bir
artisin oldugu gozlenmis, bobrekte ise onemli bir degisiklik gozlenmemistir. Kodein ve
kodein tuzlarinin karacigerde metabolize edildikten sonra atilmak iizere bobrege
gecmesi gerekli olan zaman araligindan 6nce deneyimiz sonlandirildigr i¢in, bobrek
dokusundan elde edilen lizatlarda MT protein miktar1 tespit edilememistir. Kodein ve
kodein tuzlarinin bobrekte MT sentezi iizerinde etkisi goriilmese bile, karaciger MT'nin
en yogun seckilde sentezlendigi yerlerden birisi oldugu ig¢in, kodeinin etkisi ile
karacigerde MT sentezinin artmasi bizim agimizdan daha anlamlidir. Morfin gugli bir
analjezik olmasi nedeniyle daha fazla MT sentezini uyarabilir. Bu ¢alismada kullanilan
morfin tiirevi alkaloitler ise daha zayif etkiye sahip olup, bu yiizden MT sentezinde

morfin kadar etkili olmayabilirler.

Deney sonuglarimizi yorumlarken dikkate almamiz gereken 6nemli hususlardan birisi
de, kompetitif ELISA testlerinde kullanilan UCIMT antikorunun MT'nin 0zellikle en
fazla sentezlenen izoformlarma (MT-1 ve MT-2) karsi1 spesifik olarak iiretilmis bir
antikor olmasidir. Bu antikor ile daha o6nce yapilan ¢alismalarda MT'nin her iki
izoformundan olusan ve tavsan karacigerinden elde edilen MT1-MT?2 karisimi antijen
olarak ELISA deneylerinde kullanilmistir (Lynes ve ark., 1993, Canpolat ve Lynes,
2001). ELISA deneylerinde MT1-MT2 karisimmnin antijen olarak kullanilmasi, daha
giiclii bir baglanmanin ve sinyalin elde edilmesi agisindan avantajlidir. Bulgular bashgi
altinda bahsedildigi tizere, bu MT formunun iiretimden kalkmasi nedeniyle
caligmamizda projenin imkanlart dogrultusunda sadece tek bir izoforma (MT-1) spesifik
olarak deneyler gergeklestirilmistir. Diger izoform olan MT-2 (zerinde kodein ve
kodein tuzlarmin etkisini test etmemiz ve karsilastirmamiz miimkiin olmamustir.
Dolayisiyla dokular MT-2 sentezi agisindan test edildikleri zaman farkliliklar ortaya
c¢ikabilir. Bundan dolay: ileriki ¢alismalarimizda, kodein ve kodein tuzlarinin MT-2

seviyeleri tizerindeki etkilerine de ayrica bakilacaktir.

Sonug¢ olarak, kodein karacigerde MT sentezini belirgin bir sekilde artirmaktadir.

Kodein analjezik (agr1 kesici), antitussif (Oksiiriik dindirici) ve antidiyareik (ishal
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Onleyici) Ozellikleri nedeniyle tipta tedavi amach olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Kodein morfinle karsilastirildginda, daha zayif analjezik etkileri olan
fakat bagimlilik yapma o6zelligi az olan bir alkaloittir (Armstrong ve Cozza, 2003,
Schroeder ve Fahey, 2001). Bu yiizden kodein diger agr1 kesicilere (parasetamol, aspirin
ve ibuprofen gibi) katilarak daha kuvvetli etki elde etmek i¢in de kullanilmaktadir. Saf
kodeine fosfat ve siilfat eklenmesi ile kodein tuzlar1 olarak bilinen kodein fosfat ve
kodein siilfat formlar1 elde edilmektedir. Kodein fosfat ya da siilfat viicut tarafindan
daha kolay absorbe edilmeleri nedeniyle tipta tedavi amaglh olarak (oral tablet ya da
parenteral enjeksiyon seklinde) daha fazla tercih edilmektedir. Bu ¢alismamizda saf
kodeinin ve kodein tuzlarinin karacigerde MT sentezini artirdigi tespit edilmistir.
Bundan sonraki g¢alismamizda ise, kodeinin bagisiklik sistemi iizerinde ve 6zellikle

antikor cevabi lizerindeki etkileri arastirilacaktir.

Morfinin bagisiklik sistemi iizerindeki etkilerine yonelik bircok calisma yapilmasina
ragmen (Lockwood ve ark., 1994), giinliik hayatta siklikla karsilabilecegimiz hastaliklar
icin yaygin kullanimi1 olan kodeinin bagisik yanit ve Ozellikle de antikor cevabi
tizerindeki etkileri konusunda kayda deger bir calisma yapilmamustir. Ozellikle tipta
tedavi amagli olarak morfinden daha fazla kullanimi olan kodeinin organizmalarda
enfeksiyonlara ve ekstraseliiler (hiicredisi) patojenlere karsi yanitta 6nemli rolleri olan
hiimoral bagisik yanit Uzerindeki etkilerini in vivo olarak belirlemeye ve antikor
cevabinda ortaya ¢ikabilecek degisiklikleri tespit etmeye c¢alisacagiz. Kodeinin
organizmalarda antikor liretimini nasil etkilendiginin bilinmesi kodein igeren ilaglarin

daha dikkatli ve bilingli kullanilmas1 adina bu alanda degerli veriler saglayacaktir.
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