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Kodein Papaver somniferum L .(hashas) bitkisinin kapsiillerinde bulunan bir alkaloit
cesidi olup  %3’lik bir oran ile hashasta morfinden sonra en fazla oranda
bulunmaktadir. Tipta tedavi amagh analjezik (agr1 kesici), antitussif (6ksiiriik dindirici)
ve antidiyareik (ishal onleyici) olarak kullanilmaktadir. Kodein saf olarak kodein piir
seklinde bulunabildigi gibi fosfat ve siilfat tuzlarinin eklenmesi ile birlikte kodein tuzlari
olarak bilinen formlar1 da elde edilmektedir. Kodein fosfat ya da siilfat suda kolayca
¢Oziinebilir olmas1 ve viicut tarafindan daha kolay absorbe edilmeleri nedeniyle tipta
tedavi amacli olarak (oral tablet ya da parenteral enjeksiyon seklinde) daha fazla tercih
edilmektedir. Bu c¢alismada piir kodein ve kodein tuzlarma (kodein fosfat ve kodein
stilfat) uzun siireli maruziyetin bir stres proteini olarak metallotiyonin sentezi ve lipit
peroksidasyonu tizerindeki etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla kodein ve
kodein tuzlar1 canli agirhigma gore ilk 15 giin boyunca 10 mg/kg, sonraki 15 giin
boyunca ise 20 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal (karin boslugu igerisine) olarak
farelere enjekte edilmistir. Kodein ve kodein tuzlarinin verilmesinden 15 giin sonra
deney hayvanlarmin yarismin, deney bitiminde ise tiim farelerin doku 6rnekleri alinarak
dokularda MT protein varligi kompetetif ELISA yontemi ile lipit peroksidasyonu ise
MDA tayini ile belirlenmistir. Kodein ve kodein tuzlarina kronik maruziyetin 15. ve 30.
giinlerde hem karaciger hem de bobrekte MT-1 ve MT-2 seviyelerinde anlaml: bir
degisiklige neden olmadig1 tespit edilmistir. Ozellikle karacigerde kodein siilfat MDA
seviyelerini hem 15. giin hem de 30. giinde belirgin sekilde arttrmigtir. Bobrekte ise
ozellikle 15. giinde kontrol digindaki biitliin gruplarda MDA seviyelerinde belirgin bir
artig oldugu, 30. giinde ise MDA seviyelerinin distiigi gozlemlenmistir.

2019, 49 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Kodein, Kodein Siilfat, Kodein Fosfat, Kompetetif ELISA
Metallotiyonin, Malondialdehit, Oksidatif Stres, Lipit Peroksidasyonu.



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF LONG-TERM EXPOSURE TO
CODEINE AND CODEINE SALTS ON METALLOTHIONEIN SYNTHESIS
AND LIPID PEROXIDATION

DERYA TEMIR

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR : ASST. PROF. DR. EMEL CANPOLAT

Codeine is a type of alkaloid found in the capsules of Papaver Somniferum L. (poppy)
with a rate of 3% after morphine. It is used as analgesic, antitussive and antidiarrheal in
medicine. Codeine can be present as codeine pure, and as well as in the forms of
codeine salts, which are obtained with the addition of phosphate and sulfate salts.
Codeine phosphate or sulfate is more preferred for therapeutic purposes (in the form of
oral tablets or parenteral injections), since it is readily soluble in water and is more
readily absorbed by the body. The aim of this study was to determine the effects of
long-term exposure to pure codeine and codeine salts (codeine phosphate and codeine
sulfate) on metallothionein synthesis as a type stress protein and lipid peroxidation. For
this purpose, the codeine and codeine salts were injected intraperitoneally
(intraperitoneally) into mice at a dose of 10 mg/kg for the first 15 days and 20 mg/kg for
the next 15 days. Tissue samples were taken from the mice at day 15 and day 30. The
presence of MT protein and lipid peroxidation were determined by competetive ELISA
and MDA assay, respectively. It has been found that chronic exposure to codeine and
codeine salts did not cause significant changes in MT-1 and MT-2 levels in both liver
and kidney. Codeine sulfate significantly increased MDA levels in the liver on both
15th and 30th days. It has also been observed that MDA levels were significantly
increased at day 15 in all experimental groups except control group, but decreased on
day 30.

2019, 49 PAGES

KEYWORDS: Codeine, Codeine Sulphate, Codeine Phosphate, Competitive ELISA
Metallothionein, Malondialdehyde, Oxidative Stress, Lipid Peroxidation
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1. GIRIS

Papaver somniferum L. (hashas) kapsiillerinde bulunan alkaloitler i¢in yetistirilen bir
kiiltiir bitkisi olup 1slah edilmis hashas bitkisinin kapsiillerinde %1 civarinda alkaloit
bulunmaktadir (Kog ve ark., 2006). Afyondan (opium) bu giine kadar 44 alkaloit izole
edilmistir (Hosztafi, 1998). Ancak tip ve eczacilik alanlarinda kullanilmasi nedeniyle
aragtrrmalar morfin, kodein, tebain, noskapin ve papaverin alkaloitleri {izerine

yogunlasmustir (Arslan ve ark., 2008).

Morfin etkili bir analjezik olmasmna ragmen, bagimlilik yapma 6zelligi ¢ok fazladir.
Kodein diger adiyla 3-metil morfin, morfinden daha zayif bir analjezik olup ilk olarak
1832'te Robiquet tarafindan opiumdan izole edilmis ve 1881'de ise Grimaux tarafindan
morfinin metilasyonuyla hazirlanmigtir (Schiff, 2002). Morfin ile karsilastirildiginda
daha az fiziksel ve psikolojik bagimlilik olusturma 6zelligine sahiptir (Siizer, 2010).
Kodein, morfin ile ayn1 farmakolojik etkilere sahip olmasina ragmen daha az etkilidir.
Hafif-orta derecede agrilarin dindirilmesinde bir analjezik (agr1 kesici) olarak ve
solunum sisteminin kimyasal veya mekanik tahrisiyle ortaya c¢ikan Oksiiriigiin
giderilmesinde ise bir antitussif (6ksiiriik dindirici) olarak kullanilmaktadir. Kodein,
analjezik olarak o6zellikle aspirin veya parasematol ile kombinasyon halinde agizdan
uygulanmaktadir (Schiff, 2002). Kodeinin aliskanlik yapma derecesi daha az olmakla
beraber, morfin ve eroin alanlar bunlar1 bulamadiklarinda kodeine basvurabilmektedir
(Ascloglu ve ark., 2013). Kodeinin tip alaninda tedavi amaglh olarak kullanimi 6zellikle
fosfat ve siilfat tuzlar1 seklindedir (Arslan ve ark., 2008). Kodein siilfat ve kodein fosfat
tuzlar1 piir kodeine siilfat ve fosfat gruplarmin eklenmesi ile elde edilmektedir
(Pubchem, 2016a; Pubchem, 2016b). Piir kodein suda ¢6ziinmediginden parenteral veya
oral olarak tipta tedavi amaclh daha c¢ok fosfat veya siilfat tuzlari seklinde
kullanilmaktadir (As¢ioglu ve ark., 2013).

Opioidlerle ilgili olarak yapilan c¢alismalarin ¢ogunda o6zellikle morfinin etkileri
arastirtlmigtir. Morfine uzun siire maruz kalan siganlarda karaciger ve bobrekte toksik
etkilerin ortaya ¢iktigi, serum ve karaciger enzim seviyelerinde belirgin degisiklikler

oldugu belirtilmistir (Jalili ve ark., 2017; Atic1 ve ark., 2005; Salahshoor ve ark., 2018).



Ozellikle morfinin beyin, karaciger ve bobreklerde metallotiyonin seviyelerini belirgin
sekilde arttirdigi gézlemlenmistir (Hidalgo ve ark., 1991; Florianczyk ve Stryjecka-
Zimmer, 2001).

Metallotiyonin (MT), agir metaller basta olmak iizere serbest radikaller (Iszard et al.,
1995), glukokortikoitler (Kelly ve ark., 1997), enflamatuar ajanlar ve sitokinler
(Leibbrandt ve Koropatnick, 1994), radyasyon (Shirashi ve ark., 1989; Shibuya ve ark.,
1995), aclik, asir1 soguk veya sicak ve egzersiz gibi stres faktorlerinin (Niioka and
Kojima, 1991; Hernandez ve ark., 2000; Kondoh ve ark., 2002) etkisiyle sentezlenen,
onemli fizyolojik, immiinolojik rolleri olan ve ayni zamanda kuvvetli antioksidan
ozellige sahip bir stres proteinidir (Borghesi ve Lynes, 1996). Strese karsi iiretilen ve
onemli fizyolojik rolleri iistlenen bir stres proteini olmasina ragmen metallotiyoninin
Ozellikle organizmalarin hastaliklara karsi savunmasinda 6nemli rolii olan humoral
bagisiklik tizerinde baskilayici etkilere (immiinostipresif) sahip oldugu belirlenmistir

(Lynes ve ark., 1993, Canpolat ve Lynes, 2001).

Su ana kadar yapilan bilimsel ¢alismalar genellikle morfine kronik olarak maruz kalan
organizmalar iizerinde yogunlasmustir. Ozellikle tipta analjezik (agr1 kesici), antitussif
(okstirtik dindirici) ve antidiyareik (ishal onleyici) 6zellikleri nedeniyle tedavi amagh
olarak daha yaygm bir kullanimi1 olan kodeine uzun siireli maruziyetle ilgili olarak
kayda deger bir caligma yapilmamistir. Bu ¢alismada, piir kodein ve kodeinin tipta daha
yaygin olarak kullanilan formlari olan kodein siilfat ve kodein fosfata uzun siireli yani
kronik olarak maruz kalinmasi durumunda organizmalarda strese karsi iiretilen ve
onemli bir stres proteini olan metallotiyonin sentezi ve oksidatif stres tizerinde meydana
gelebilecek degisikliklerin arastirilmasi amaclanmistir. Tedavi amacl olarak kullanilan
kodein ya da kodein tuzlarma uzun siire maruz kalinmasi durumunda c¢ok amach
fonksiyonlara sahip bir protein olarak MT sentezinin ne oOlgiide etkileneceginin

bilinmesi hem kodein hem de MT ile ilgili arastirmalar a¢isindan 6nem arzetmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kodein ve Kodein Tuzlar

2.1.1. Kodein

Afyon tam olgunlagsmamis hashas bitkisinin kapsiillerinin ¢izilmesi ile elde edilmektedir
(Stizer, 2010). Afyonun karsilig1 opiumdur. Afyon ve benzeri maddelerin tiimiine opioid
ad1 verilmektedir (Ogel, 2019). Opioidler merkezi sinir sisteminde bulunan opioid
reseptorlerine baglanarak agonist etki olusturan maddelerdir (Akyol, 2010).
Papaveraceae (Gelincikgiller) familyasindan Papaver somniferum L. (hashas) adi
verilen bir bitki tiirtiniin kapsiillerinden elde edilmektedir. (Sekil 2.1). Opioidler gii¢lii
anajezik etkilerinden dolay1 ‘‘narkotik analjezikler’> olarak da adlandirimaktadir.

(Kilig, 2017).

Sekil 2.1. Hashas kapsiilleri (Anonim, 2015)

Morfin, kodein, tebain, papaverin ve noskapin gibi hashas kapsiillerinin i¢erdigi
afyondan elde edilen 6nemli alkaloit ¢esitleridir (Cizelge 2.1). Bu alkaloitlerden morfin,
kodein ve tebainin uyusturucu O6zellikleri olmakla birlikte noskapin ve papaverinin
uyusturucu 6zelligi bulunmamaktadir. Bu alkaloitlerden 6zellikle morfin ve kodeinden
tip alaninda analjezik (agr1 kesici), anestezik (uyusturucu) ve antitiissif (6ksiiriik kesici)
olarak faydalanilmaktadir (Anonim, 2018).



Cizelge 2.1. Hashastan elde edilen 6nemli alkaloitler (Onmez, 2007)

Adi Formiilii Bulan Tarih
Morfin Cy7H1903N Serturner 1816
Narkotin (noskapin) CxH2307N Robiquet 1817
Kodein CigH2103N Robiquet 1832
Narsein Cy3H,708N Pelletier 1832
Tebain Ci9H21 03N Merck 1835
Pseudomorfin C17H1303N Smiles 1835

Kodein %3’lik bir oran ile haghasta morfinden (%8-15) sonra en fazla bulunan
alkaloittir. Kodein (3-metil morfin) hashas bitkisinden dogal olarak elde edilebildigi
gibi morfinin fenolik hidroksil grubundan metillenmesi ile de hazirlanabilmektedir
(Ascioglu ve ark., 2013). Kimyasal olarak 7,8-didehidro-4,5-epoksi-3-metoksi-17-metil
morfinan-6-ol monohidrat olarak bilinir, ancak 1:10'luk bir etki oraniyla morfinden daha
az etkilidir (Piech ve ark., 2015). Sekil 2.2’de kimyasal yapis1 verilen kodeinin kimyasal
formiilii C1gH21NO3, molekiil agirligr 299,364 g/moldiir (Asgioglu ve ark., 2013).

Sekil 2.2. Kodeinin kimyasal yapis1 (Ascioglu ve ark., 2013)

Kodein, morfin ve kodein-6-glukuronidin aktif bilesiklerine metabolize olan bir 6n ilag
olarak kabul edilir. Hafif ve orta siddette agrinin tedavisi i¢in geleneksel olarak
kullanilir ancak siklikla pediatrik kullanim i¢in dnerilmektedir. Ayrica kodein oksiiriik
surubunda yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak kotiiye kullanilmasi durumunda

uyusturucu bagimliligina neden olmaktadir (Piech ve ark., 2015). Kodein ve tiirevleri



hafif ve orta siddette agriy1 gidermek i¢in kullanilirlar. Kodein beyindeki ve
omurilikteki opioid reseptorlerine baglanarak etki etmektedir (Koleva ve ark., 2007).
Kodein esas olarak karacigerde endoplazmik retikulum enzimleri tarafindan metabolize
edilir (ANI Pharmaceuticals, 2017). Sekil 2.3°te gosterildigi gibi kodein ii¢ ana yoldan
metabolize edilmektedir:

e Kodeinin ¢ogunlugu (yaklasik % 70’i) UDP-glukuronosiltransferaz-2B7
(UGT2B7) enzimi tarafindan aktif kodein-6-glukuronide metabolize edilir.

e 9% 5 -10’u sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) enzimi tarafindan inaktif norcodeine
metabolize edilir.

e Kodeinin yaklasik % 10'u ise sitokrom P450 2D6 (CYP2D6) enzimi tarafindan

bagka bir aktif metabolit olan morfine metabolize edilir (Fortenberry ve

ark., 2018).
Norcodeine
CYP3A4
5%~10%
UGT2B7
Codeine — Codeine-&-glucuronide (active)
T0%=-80%
CYP2D6
10%
Morphine (active)

Sekil 2.3. Kodein metabolizmasi (Roxane Laboratories, 2013)

Kodein tibbi olarak genellikle nonnarkotik analjeziklerle birlikte, ila¢ olarak
parasetamol (Aferin kapsiil, Geralgine K tablet), asetilsalisilik asit (Dolviran tablet) ve
nonsteroid  antienflamatuarlarla ~ (Nurofen  Plus)  birlikte  kombine olarak
kullanilabilmektedir. Kodein ayrica kafein (Dolviran tablet, Pacofen tablet) ve
antihistaminikleri de (Aferin kapsiil, Apex kapsiil, Bronkar-A kapsiil) iceren antigripal
ilac kombinasyonlarinda da bulunmaktadir (Ascioglu ve ark., 2013).



2.1.2.Kodein tuzlar

Piir kodein seklinde elde edilen kodeine siilfat ve fosfat gruplarinin eklenmesi ile
kodeinin kodein siilfat ve kodein fosfat seklindeki formlari elde edilmektedir.

Kodein siilfat, analjezik, antidiyareik ve antitussif aktiviteye sahip olan bir fenantren
alkaloid ve opioid agonisti olan ve dogal olarak olusan kodeinin siilfat tuzu seklidir.
Sekil 2.4’te kimyasal yapis1 verilen kodein siilfatin molekiil formiilii C1gH23NO-S olup
molekiil agirligi 397.4 g/mol’diir (Pubchem, 2016b).

L =l 2

Sekil 2.4. Kodein siilfatin kimyasal yapisi1 (TAGI Pharma, 2016)

Kodein fosfat, analjezik, antidiyareik ve antitussif aktivitelere sahip olan bir fenantren
alkaloid ve opioid agonisti olan ve dogal olarak olusan kodeinin fosfat tuzu seklidir.
Sekil 2.5’te kimyasal yapis1 verilen kodein fosfatin molekiil formiilii C15H24NO-P olup
molekiil agirligi 397.4 g/mol’diir (Pubchem, 2016a)

H,CO O OH

Sekil 2.5. Kodein fosfatin kimyasal yapis1 (Anonim, 1998)


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H23NO7S

2.2. Metallotiyonin

2.2.1. Metallotiyonin protein yapisi

Metallotiyonin (MT) ilk defa Margoshes ve Vallee tarafindan 1957°de at bobreginde
kadmiyum baglayic1 bir protein olarak kesfedilmistir (Margoshes ve Valle, 1957). Ug
boyutlu protein yapisi, 1990'larda hem X-1sm1 kristalografisi hem de NMR (Niikleer
Manyetik Rezonans) spektroskopisi ile belirlenmistir (Robbins ve Stout, 1991, Otvos ve
Armitage, 1991). Bu proteinler hiicre i¢inde sisteince zengin bir protein grubu olup
bakteriler, bitkiler, omurgali ve omurgasizlarda bulunan metal baglayic1 proteinlerdir
(Ruttkay-Nedecky ve ark., 2013). Metallotiyoninler diisiik molekiil agirligina (6-7 kDa)
sahiptir ve toplam aminoasit iceriginin yaklasik %30’una karsilik gelen 20 sistein

molekiiliinden olugsmaktadir (Bremner ve Beattie, 1990).

Memeli MT'leri 61 ila 68 amino asitten olusan tek zincirli polipeptitlerdir (Sakulsak,
2012). MT-1, MT-2 ve MT-4 izoformlar1 61-62 aminoasit i¢cerirken MT-I11 izoformu 68
aminoasit igerir. Ayrica memelilerin MT molekiillerinde higbir aromatik amino asit
bulunmamaktadir. MT molekiiliiniin ~ sistein  (Cys) rezidiilerinin  Cys-X-Cys,
Cys-X-X-Cys ve Cys-Cys (X Cys disindaki aminoasitleri temsil etmektedir) seklinde
diizenlenen tek bir polipeptit zincire sahip oldugu ortaya konulmustur (Huang ve

ark., 1977).

Memeli MT’leri o ve B olmak iizere iki domainden olusmaktadir. Bu domainlerden 3
domaini (1-30 aras1 aminositler) 9 sistein igerirken o domaini (31-61 aras1 aminoasitler)
11 sistein igermektedir (Borghesi ve Lynes, 1996). Yani memeli MT’leri toplamda 20
sistein igermektedir. Peptitlerin N-terminal kismi B domaini olarak tanimlanir ve ii¢
divalent metal iyonunu baglama yetenegine sahiptir. C-terminal kisim oo domaini olarak
tamimlanir ve dort divalent metal iyonunu baglama yetenegine sahiptir (Sekil 2.6)
(Ruttkay-Nedecky ve ark., 2013). Metallotiyoninler 12 tane univalent metal atomu ile

reaksiyona girebilirler (Coyle ve ark., 2002).



pp — domain o — domain

Sekil 2.6. Metallotiyonin domain yapis1 ve metal baglama bolgeleri (Dziegiel ve ark.,
2016)

Sekil 2.7°de gosterildigi gibi MT-1 ve MT-2 (61-62 aa) izoformlar1 yapisal olarak
benzer olup ancak Cys disindaki bazi amino asitlerdeki farkliliklar nedeniyle toplam
yiiklerinde farklhiliklar gosterirler. MT-3 (68 aa) diger izoformlarda bulunmayan
korunmus bir motif olan Cys(6)-Pro-Cys-Pro(9) igermektedir (Ghoshal ve Jacob, 2001;
Hidalgo ve ark., 2001).

Protein  Aa 1 10 20 30 40 50 60 68
MT-1A 61 MDPNCSCATG GSCTCTGSCK  CKECKCTSCK  KSCCSCCPMS  CAKCAQGCIC  KGASEKCSCC A

MT-1B &1 MDPNCSCTTG  GSCACAGSCK CKECKCTSCK  KCCCSCCPVG CAKCAQGCVC KGSSEKCRCC A

MT-1E &1 MDPNCSCATG GSCTCAGSCK CKECKCTSCK  KSCCSCCPVG  CAKCAQGCVC KGASEKCSCC A

MT-1F &1 MDPNCSCAAG VSCTCAGSCK  CKECKCTSCK  KSCCSCCPVG CSKCAQGCVC KGASEKCSCC D

MT-1G 62 MDPNCSCAAA GVSCTCASSC KCKECKCTSC  KKSCCSCCPV  GCAKCAQGCI CKGASEKCSC CA

MT-1H 61 MDPNCSCEAG GSCACAGSCK CKKCKCTSCK  KSCCSCCPLG ~ CAKCAQGCIC  KGASEKCSCC A

MT-1X 81 MDPNCSCSPV  GSCACAGSCK CKECKCTSCK  KSCCSCCPVG  CAKCAQGCIC  KGTSDKCSCC A

MT-2A 61 MDPNCSCAAG DSCTCAGSCK CKECKCTSCK  KSCCSCCPVG CAKCAQGCIC  KGASDKCSCC A

MT-3 68 MDPETCPCPS GGSCTCADSC KCEGCKCTSC  KKSCCSCCPA  ECEKCAKDCYV  CKGGEAAEAE  AEKCSCCQ
MT-4 62 MDPRECVCMS GGICMCGDNC KCTTCNCKTY  WKSCCPCCPP GCAKCARGCI CKGGSDKCSC CP

p—domain a—domain

Sekil 2.7. Tim metallotiyonin izoformlarinin amino asit sekanslarinin o ve § domainleri
tizerindeki goriiniimii (Dziegel ve ark., 2016)

Proteinin metal iyonlar1 bagli olmayan kismmna apo metalotiyonin (apo-MT) veya
tiyonin ad1 verilmektedir. Organizmada dogal olarak olusan ¢inko iyonlari, apo-MT'nin
ana baglayic1 ortagi olarak kabul edilmektedir. Ayrica organizmada patolojik olarak
meydana gelen diger esansiyel olmayan metal iyonlar1 (kursun, bakir, kadmiyum, civa,
platin, kromat, bizmut ve giimiis gibi) apo-MT baglama bdlgelerine daha fazla yakinlik

gostermektedir (Dziegel ve ark., 2016). Simdiye kadar, sadece demir iyonlarmin apo-



MT alanlarmin metal baglama bolgelerine daha diisiik afiniteye sahip oldugu tespit
edilmistir (Foster ve Robinson, 2011). Sican dokularinda, apo-MT'nin toplam MT
miktarmin % 54'tinii olusturdugu, buna karsin sigan kanser hiicrelerinde ise daha yiiksek

apo-MT seviyeleri tespit edilmistir (Yang ve ark, 2001).

2.2.2. Metallotiyoninlerin siniflandirilmasi

Metallotiyoninlerin izoformlart molekiil agirliklari, metal baglama o&zellikleri, ve
bulunduklar1 doku tipleri g6z 6niinde bulundurularak siniflandirilmaktadir (Cherian ve
ark., 2003). Metallotitoninin 4 farkli izoformu tanimlanmistir: MT-1, MT-2, MT-3 ve
MT-4. MT-1 ve MT-2 tiim doku tiplerinde bulunan baglica iki izoformdur. MT-3 ve
MT-4 ise belirli dokular ile sinirh kiiglik izoformlar1 olarak tanimlanmaktadir. MT-3
proteini ilk olarak beyin ndronlarindan biiyiimeyi onleyici bir faktdr (GIF) olarak izole
edilmistir bunun disinda MT-3 kalp, bobrekler ve {ireme organlarinda da ifade
edilmektedir. MT-4 proteini ise ¢ok tabakali epitelde bulunmakla birlikte oral epitel,
0zofagus, abdomen, ayak taban1 ve yenidogan derisinde de tespit edilmistir (Uchida ve

ark., 1991, Quaife ve ark., 1994, Moffatt ve Seguin, 1998)

2.2.3. MT izoformlarinin genel islevi

Viicuttaki tiim hiicrelerde bulunan MT-1 ve MT-2 bakir ve ¢inkoyu diizenler, hiicre
transkripsiyonuna katilir, agir metalleri detoksifiye eder ve bagisiklik fonksiyonlarinda
rol oynar. Beyinde biiyiime Onleyici faktér (GIF) olarak islev goéren MT-3, ayn
zamanda beyin hiicrelerinin gelisimi, organizasyonu ve programlanmis hiicre 6liimiinde
biiyiik rol oynamaktadir. MT-IV ciltte ve {ist gastroisntestinal sistemde bulunmaktadir.

Mide asidinin pH’ 1 diizenlemeye yardimc1 olmaktadir (Thirumoorthy ve ark., 2011).
2.2.4. Metallotiyonin gen yapisi
Insanlarda 16q13 kromozomu iizerinde bulunan MT proteinleri en az 10 tanimlanmis

fonksiyonel gen igerebilen bir gen ailesi tarafindan kodlanir (Sekil 2.8.) (Cherian ve
ark., 2003).



L ]
MT4 MT2A MT1E MT1A MT1B MTIF MT1X

Sekil 2.8. Metallotiyonein gen izoformlarinin 16. kromozomdaki lokalizasyonlari
(Mergen, 2008)

MT-Il, MT-IIl ve MT-IV proteinleri tek bir gen tarafindan kodlanmis olup MT-I
proteini bir dizi MT-I geni tarafindan kodlanan birgok alt tip i¢cermektedir. Bilinen
fonksiyonel MT-I ve MT-I11 izoformlart MT-IA, -IB, -IE, -1F, -1G, -IH, -IX ve —I1A'dir
(Takahashi, 2012). insanlarda MT-11 izoform geni (MT-11A) toplam MT gen ifadesinin
neredeyse %50’sini olusturan gendir. Ayrica bu dort izoformun tamami plasentada da
ifade edilmektedir (Klassen ve ark., 1999). MT-1C, MT-1D, MT-1l, MT-1J, MT-1K,
MT-1L ve MT-2B ise insanlarda pseudogen olarak kabul edilir, ¢iinkii simdiye kadar

karsilik gelen proteinler tanimlanmamustir (Dziegel ve ark., 2016).

Farelerde 8. kromozom iizerinde her izoform igin spesifik 4 fonksiyonel MT geni
(MT-1, MT-Il, MT-Ill ve MT-IV) i¢ermektedir (Palmiter ve ark., 1992; West ve
ark., 2008).

2.2.5. MT gen ekspresyonu ve regiilasyonu

MT geni ekspresyonu, agir metaller, hormonlar, sitokinler, biiyiime faktorleri, organik
bilesikler ve serbest radikalleri iceren cesitli faktorler tarafindan indiiklenmektedir.
(Gomulkiewicz ve ark., 2010). Bu faktorler MT-1 ve MT-Il gen ekspresyonunu
koordineli olarak indiiklerken, diger iki MT geni (MT-IIl ve MT-IV) bu indiikleyicilere
kars1 tepkisizdir (Vasak, 2005). MT gen ekspresyonu transkripsiyon diizeyinde kontrol
edilmektedir. MT-1 ve MT- Il transkripsiyonu, metale duyarli bir metal transkripsiyon
faktorii-1 (MTF-1) ile diizenlenmektedir. MT-1 ve MT-II genlerinin 5™ ucu, bir TATA
kutusu (¢ekirdek destekleyici element) ve sayisiz cis-etkili tepki elemani (destekleyici
proksimal elemanlar) icermektedir. Bu cis etkili tepki elementleri metal tepki
elementleri (MRE'ler), glukokortikoid tepki elementleri (GRE) ve antioksidan tepki
elementlerinden (ARE) olusmaktadir. Metallotiyoninlerin metal ile indiiklenmis

sentezine, tim memeli MT genlerinin promotdr bdlgesinde bulunan korunmus bir
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konsensiis dizisine (TGCRCNC) sahip cis-etkin DNA dizileri olan Metal Tepki
Elemanlar1 (MRE) aracilik eder. MRE'ler, MT genlerinin bazal ekspresyonunda yer alan
cesitli transkripsiyon faktorleri i¢in baglayict bdlgelerdir. Bu faktorler arasinda, alti
¢inko parmagindan olusan ¢inkoya duyarli bir transkripsiyon faktorii olan Metal
transkripsiyon Faktorii-1 (MTF-1), MT-1 ve MT-2 genlerinin kurucu ve uyarilmis
ifadesi i¢in esastir (Ghoshal ve Jacob, 2001). MT-1 ve MT-2 genlerinin ekspresyonu
genin diizenleyici bolgesinde bulunan iki 6nemli element araciligiyla ger¢eklesmektedir
(Klassen ve ark., 1999; Andrews ve ark., 2001; West ve ark., 2008) Her iki elemente
metal transkripsiyon faktorii (MTF-1), glukokortikoid duyarli elementler (GRE), sinyal
transdiiseri ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) aracilik etmektedir. MT geninin
ekspresyonu zinc finger (¢inko parmak) vasitasiyla proksimal MRE promotorlarina
baglanan metalloregiilator protein olan zinc finger transkripsiyon faktorii MTF-1
tarafindan 6nemli 6l¢iide diizenlenir (Sekil 2.9) (Andrews ve ark., 2001; Kimura ve
Kambe, 2016). Daha once yapilan calismalarda, alti farkli parmak arasindaki
baglayicilarin, sitoplazmadan c¢ekirdege MTF-1 translokasyonunun modiile edilmesine
aktif olarak katildigi ve bunun MT-I geninin promotériine baglandigi ve Zn'nin MTF-1'i
aktive eden tek bilinen metal oldugu tespit edilmis ayrica bu faktoriin oksidatif stres ile
aktive edilebilecegi de goriilmiistiir (Dalton ve ark., 1996; Andrews ve ark., 2001;
Stankovic ve ark., 2007).

Stimuli
Stress Inflammation Metals Oxidative stress

N

DNA-binding domain
L

Glucocorticolds Cylokines A Znl zn) Zn| Zn| Zn| Zn i ‘
: : |
7/ " | MTF-1 |
GRE | STAT l | s | lMRF MRF‘ MRF- | MRFl MRF] TATA box GEN
! ' ;
Metals Antioxidant Metals
Zn, Cd,Cu elements Zu, Cd, Cu

Proximal promolor

Sekil 2.9. MT-1 ve MT-2 izoformlarinin ekspresyonu (Anonim, 2017).
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Metal iyonlar1 6zellikle de organizmada dogal olarak bulunan ¢inko iyonlar1t MT-1 ve
MT-Il gen ekspresyonunun en giiglii indiikleyicileridir. MT-1 ve MT-II genlerinin
promotor bolgesinde bulunan alti ¢inko parmak C,;H, domaini vasitasi ile DNA ile
etkilesime giren metal MTF-1’e baglanir. Bu baglanma daha sonra gen
transkripsiyonunun baslamasina neden olur (Langmade ve ark., 2000; Otsukave ark.,
2000; Saydam ve ark., 2002). Toksikolojik ¢alismalarda ¢inko disinda kadmiyum, civa
gibi metal iyonlarina maruz kalinmasmin karaciger, bobrek ve bagirsaklarda MT-1 ve
MT-Il ekspresyonunun artisina neden oldugu gosterilmistir (Vasak ve Meloni, 2011).
Esansiyel olmayan metal iyonlar1 MTF-1° i aktive edemez fakat MT-1 ve MT-2
proteinlerine daha yiiksek afiniteleri nedeniyle ¢inko iyonlarmi MT-1 ve MT-2
proteinlerinden uzaklastirarak hiicre i¢i (intraseliiler) serbest c¢inko seviyelerini
artirabilirler. Daha sonra serbest ¢inko iyonlarmimn MTF-1’e baglanmasi ile MT-I ve
MT-II gen transkripsiyonunun aktivasyonu gerg¢eklesmektedir (Koizumi ve ark., 1999;
Murata ve ark., 1999)

Cesitli faktorler ve kosullar tarafindan indiiklenen oksidatif stresin MRE’yi igeren
mekanizmadan bagimsiz olarak MT ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir (Vasak ve
Meloni, 2011; Babula ve ark. 2012). Hidrojen peroksit gibi serbest radikallerin ¢esitli
faktorler ile iiretilmesi MT molekiiliiniin oksidasyonu ve ardindan baglh c¢inko
iyonlarinm serbest birakilmasi MTF-1’in aktivasyonuna yol agmaktadir (Andrews,
2000; Nguyen ve ark., 2003).

MT ekspresyonu ayrica serbest radikallere ve iyonlastirici radyasyona cevap olarak da
diizenlenir, bununla birlikte indiiksiyon sekonder olaylara aracilik eder. Ornegin,

X-1gmlarmm karacigerde MT'yi arttirdigi gosterilmistir (Shiraishi ve ark, 1986).

2.2.6. Metallotiyoninlerin fonksiyonlar:

Yapilan ¢aligmalar 61 aminoasite sahip bu olagandis1 proteinlerin hem temel metallere
(¢inko ve bakir) hem de toksik metallere (kadminyum ve civa) baglanabilecegini ortaya

koymustur. Zengin tiyol igeriginden dolayi, MT’ler ¢inko, kadmiyum, civa, platin ve

giimils gibi bir miktar iz metalini baglayarak hiicreleri ve dokular1 agir metal
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toksisitesine karsi korumaktadir (Takahashi, 2012). Bu protein, viicutta civa Ve
kadmiyum gibi agir metallerin detoksifikasyonu, bakir ve c¢inko gibi esansiyel
metallerin homeostazi, reaktif oksijen tiirlerine karsi antioksidasyon, DNA hasarina

kars1 koruma gibi rollere sahiptir.

Genel olarak MT'nin ii¢ temel islemi modiile ettigi bilinmektedir:
1) Hidroksil radikali veya nitrik oksit gibi gaz halinde mediatérlerin salinima,
2) Apoptozis,
3) Cinko, kadmiyum veya bakir gibi agir metallerin baglanmasi ve degisimi

(Thirumoorty, 2011).

MT ve Metaller

Metallotiyoninler Cd, Cu, Hg ve Ag gibi gesitli agir metalleri baglama kabiliyeti
nedeniyle hiicresel detoksifikasyon araci olarak kabul edilirler (Ghoshal ve Jacob,
2001). In vivo Ve in vitro calismalar, agir metallere maruziyetin (diyet veya gevre)
Ozellikle karacigerde MT-1 ve MT-2 seviyelerinin yiikselmesine neden oldugunu
gostermistir. MT-1 ve MT-2 nakavt farelerde metallere benzer sekilde maruz kalma
metal toksisitesine yol agarken, MT-1 ve MT-2’nin overekspresyonu olan fareler ise
toksisiteye karsi nispeten korunmustur (Coyle ve ark., 2002).

Metallotiyoninler biyolojik olarak Zn?* ve Cu* gibi metallere baglanmalar1 nedeniyle
metal homeostazinda 6nemli bir rol oynarlar. Ayrica, bu biyometaller igin bir rezervuar
gorevi gorerek bu iyonlarin biyolojik etkinlikleri igin ¢inko gerektiren hiicresel
makromolekiillere geri doniisimlii transferini de kolaylastirirlar. Metallotiyoninler,
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu veya inhibisyonunu modifiye eden bir ¢inko
donorii (MT) veya bir ¢inko alicis1 (apothionein) olarak hareket edebilir. Transkripsiyon
faktorlerinin MT ile geri dontigiimlii aktivasyonu, ¢inko parmak proteinleri igin
spesifiktir (Ghoshal ve Jacob, 2001).

Cesitli organ ve dokularda ve bir¢ok hiicre tipinde eksprese edilen MT-1 ve MT-2

izoformlari, ¢inko metabolizmasi ile ilgili olarak da kapsamli olarak arastirilmustir.

MT-1 ve MT-2 hiicre ¢inko homeostazin1 korumak amaciyla ve ¢inkoyu baglayarak
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hiicre i¢ci ¢inko konsantrasyonunu azaltarak agir metal kaynakli sitotoksisiteyi

hafifletmektedir (Kimura ve Kambe, 2016)

MT ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller dig atomik orbitalinde bir ya da birden fazla eslenmemis elektron
iceren, yiiksek enerjili molekiillerdir (Karabulut ve Giilay, 2016). Metaller tarafindan
katalizlenen reaksiyonlarin yan tirlinleri olan serbest radikaller UV 1smimi, X-151m1 veya
gama 1smmasi ve iltthaplanma swrasinda notrofiller ve makrofajlar tarafindan
tiretilebilildikleri gibi, mitokondriyal solunum zincirinin de yan iriinleri olarak ortaya
cikmaktadir (Cadenas, 1989). Serbest radikaller inflamatuar ve immune reaksiyonlarda
faydali olmasina karsin fazla miktarda tretildiklerinde oksidatif strese yol agarak
hiicresel yapilara zarar vermektedir (Poli ve ark., 2004; Valko ve ark., 2006). Oksidatif
stres, biyolojik sistemlerde hiicresel metabolizma sonucunda olusan serbest radikallerin
artig1 ile bunlara kars {iretilen antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda

ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.10).

Oksidatif denge Yaglanma

inflamasyon
Yiiksek Oz basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon
Antioksidanlar :
Serbest Radlkaller
=1

Oksidatif hasar

. ey

Membran lipidleri Proteinler Niikleik asitler

Sekil 2.10. Oksidatif hasar (Ozcan ve ark, 2015)

Oksidatif hasar varhigi Malondialdehit (MDA), 8-hidroksiguanin (8-OHG), protein
karbonil (PCO) gibi iiriinlerin dokularda ve viicut sivilarinda biyokimyasal yontemlerle
dlciilmesi ile tespit edilmektedir (Ozcan ve ark., 2015). Bu calisma kapsaminda kodein

ve kodein tuzlarina uzun siireli maruziyetin MDA seviyeleri iizerindeki etkilerine de
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bakilmistir. MDA ve lipit peroksidasyonu ile ilgili olarak ilerleyen kisimda detayli bilgi

verilmistir.

MT-1 ve MT-2’nin ROS (Reaktif oksijen tiirleri) ve RNS (Reaktif nitrojen tiirleri) gibi
serbest radikallerin etkisinden dolay1 ortaya c¢ikan oksidatif stresin etkilerinin
azaltilmasinda 6nemli rollerinin oldugu belirtilmistir (Valko ve ark., 2006). Aerobik
organizmalarda ROS ve RNS en 6nemli serbest radikallerdir (Sekil 2.11.) (Valko ve
ark., 2004; Pacher ve ark., 2007).

Reaktif Oksijen Tirleri (ROS)

Radicals: Non-Radicals:

0, Superoxide H,0, Hydrogen peroxide
OH Hydroxyl HOCI- Hypochlorous acid
RO, Peroxyl 0, Ozone

RO Alkoxy! 10, Singlet oxygen
HO,  Hydroperoxyl ONOO- Peroxynitrite

Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)

Non-Radicals:

ONOO" Peroxynitrite
ROONO Alkyl peroxynitrites
Radicals: N,0; Dinitrogen trioxide

. _ . N,0, Dinitrogen tetroxide
NO Nitric Oxide HNO, Nitrous acid

NO,  Nitrogen dioxide NO,*  Nitronium anion
NO° Nitroxyl anion
NO* Nitrosyl cation

NO,Cl  Nitryl chloride

Sekil 2.11. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (Collins, 1999)

ROS iireten oksidatif stres indiikleyici ajanlar, MT'ler ile kimyasal olarak reaksiyona
girmekte ve transkripsiyon seviyesinde hizli bir sekilde MT genlerini indiiklemektedir
(Ghoshal ve Jacob, 2001). MT-1 ve MT-2 ekspresyonunun serbest radikaller ile
gozlenen indiiksiyonu, bu proteinlerin hiicreleri oksidatif strese karsi koruyabilecegi
diistincesine yol agmustir (Andrews, 2000; Nguyen ve ark., 2003). MT molekiillerinde
nikleofilik o6zelliklere sahip ¢ok sayida tiyolik grubun bulunmasi, onlarin yalnizca
metalik katyonlar1 degil ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirlerini ve organik radikalleri de

baglamasina neden olmaktadir. MT sentezinin indiiksiyonu, alkilize edici ajanlarin veya
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serbest radikallerin metalik ortaminda bir artis ile iliskilidir. Bu, metalotiyoninlerin

hiicreyi 6ldiiriicii bilesiklerden korumasinin yoludur (Campagne ve ark, 2000).

MT ve Apoptozis

Apoptozis veya programlanmis hiicre 6liimii, dmriinii tamamlamis veya hasar gérmiis
hiicreleri ortadan kaldiran bir mekanizmadir (Chaabane ve ark., 2013). Apoptozis
patolojik siireglerin yani1 sira ¢ok sayida fizyolojik siireglerde de onemli bir rol
oynamaktadir. Normal kosullar altinda, gereksiz hiicreler normal isleyise izin verecek
sekilde dokulardan elimine edilir. Bu siirecin anormallikleri ve inhibisyonu, 6zellikle
otoimmiin veya neoplastik bozukluklar olmak iizere bir¢ok hastaligin gelismesine yol
acabilir (Khan ve ark., 2014). Apoptozisin ROS ve ¢inko iyonlar1 araciligiyla modiile
edildigi gosterilmistir (Formigari ve ark., 2007). Bu esansiyel metal iyonu ayrica
Okaryotik hiicrelerde, ¢esitli enzimlerin ve transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini
diizenleyerek, farklilasma, hiicre biiylimesi ve apoptozis gibi énemli siireglerde etkili
olmaktadir. (MacDonald, 2000). MT-1 ve MT-2’nin serbest radikal temizleme ve metal
baglama o6zellikleri nedeniyle apoptozise giiglii bir sekilde etki ettigi gosterilmistir
(Coyle ve ark., 2002; McGee ve ark., 2010). Hiicre tipine bagli olarak, MT-1 ve MT-2
DNA'yt UV kaynakli hasarlardan koruyabilmektedir. Bunun yani sira kanser
hiicrelerinde yiiksek MT-1 ve MT-2 ekspresyonunun kemoterapi ve radyoterapiden
korudugu gosterilmistir. Apoptozisin ana diizenleyicilerinden biri p53 proteinidir.
Bir¢ok ¢alismada p53 ifadesinin ¢inko iyon konsantrasyonuna ve ROS seviyelerine
bagli oldugu da belirtilmistir ( Meplan ve ark., 2000; Fan ve Cherian 2002;
Ostrakhovitch ve Cherian 2004).

2.2.7. Metallotiyoninlerin dokulardaki dagihim

Metallotiyonin proteini viicutta karaciger, bobrek, pankreas ve bagirsak gibi dokularda
bulunmaktadir (Minami ve ark., 1999). MT sentezinin baskin bolgesi karacigerdir,
ancak lenfositler ve lenfoid dokular dahil olmak {izere hepatik olmayan hiicrelerin cogu
MT sentezleme kabiliyetine sahiptir (Borghesi ve Lynes, 1996). MT-1 ve MT-2 viicutta
daha cok karaciger, bobrek, pankreas ve bagirsak gibi dokularda yaygin olarak
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bulunurken MT-3 esas olarak beyinde MT-4 ise daha ¢ok ¢ok katl epitel dokuda bol
miktarda bulunmaktadir (Minami ve ark., 1999; Vasak, 2005). Karaciger, bobrek,
bagirsak ve pankreas dahil bircok dokuda MT'lerin agir metallerle uyarildigi

gosterilmisgtir.

Karacigerde MT

MT'lerin ekspresyonu, fiziksel stres, kimyasal stres ve endojen faktorler gibi birgcok
faktor tarafindan indiiklenmektedir (Babula ve ark., 2012). Metallotiyonin sentezini
indiikleyen metaller farkli organlar1 farkl etkileyebilmektedir. Zn pankreasta, Cd ise
akut olarak karacigerde kronik olarak ise bobrekte metallotiyonin sentezini
uyarmaktadir. Antioksidanlar, a-tokoferoller ve glutatyonun karaciger savunmasinda
onemli rolleri bulunmaktadir. Potansiyel bir antioksidan olan metallotiyonin ise
karaciger epitel hiicrelerinin korunmasini saglamaktadir (Zhou ve ark., 2002).
Karacigerde metallotiyonin sentezi metaller, sitokinler, hormonlar ve stres gibi
etmenlere bagl olarak artmaktadir (Coyle ve ark, 2002). Memelilerde MT-1 ve MT-2
izoformlar1 karacigerde, metaller, ilaglar ve enflamatuar mediatorler tarafindan hizla
uyarilmaktadir (Vasak, 2005). Metallotiyoninler ayrica oksidantlarin zararh etkilerini
yok ederek lipit peroksidasyonu ve oksidatif stres nedeniyle ortaya ¢ikan fonksiyonel
bozukluklar1 da 6nlemektedir (Zhou ve ark., 2002).

Bobrekte MT

Agir metal kadmiyumun (Cd) yaygin bir ¢evresel kirletici oldugu ve insan saglhigini
olumsuz yonde etkileyebilecek potansiyel bir toksin oldugu bilinmektedir. Maruz kalma
biiyiik Ol¢lide solunum veya gastrointestinal yollar ile gergeklesmektedir. Bobrek,
kronik Cd maruziyeti ve toksisitesinden etkilenen ana organdir. Cd, bobrek i¢inde, renal
proksimal tiibiildeki serbestge filtrelenmis ve metalotiyonine bagli Cd'un (Cd-MT)
reseptor aracili endositozuyla tercihli alimmin bir sonucu olarak bdbreklerde
birikmektedir. Igsellestirilmis Cd-MT endozomlarda ve lizozomlarda parcalanarak

serbest Cd'yi sitozolde serbest birakilmaktadir (Sekil 2.12). Boylelikle reaktif oksijen
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tirleri iiretebilmekte ve hiicre 6liim yollarmi aktive edebilmektedir (Johri ve ark.,
2010).

Karaciger Plazma Glomeriiler Renal tiibiiler hiicre
hiicresi membran
Hassas
MT | bolge
Cd _¢—|e— cd-alb :Cd-alb |
C > ! \ @D
Cd MT_ ysosome ﬁ

1
Cd MT Cd MT.
— —p = plcamr b
]
, [
Kemik Iligi I idrar Cd-MT

! D4
MT

Sekil 2.12. Kadmiyumun MT ile baglanmas1 ve plazma, karaciger, kan hiicreleri ve
bobrek arasindaki akisin sematik diyagrami (Duffus, 2006)

Bagirsaklarda MT

Bagirsaklarda metallotiyonin proteini Zn’nin emilimi ve salimimini diizenlemektedir.
Bagirsaklardan ¢inko salinimmin biiylik miktarda azalmasma, karacigerde ¢inkonun
tutulmasina, viicuttan c¢inko kaybmin Onlenmesine ve aliminin artmasina neden
olmaktadir (Philcox ve ark., 2000). Zn’nin yiiksek konsantrasyonlar1 ve a¢lik durumu
bagirsak epitel hiicrelerinde MT ekspresyonunu uyarmakta ve Zn’nin emilimini

azaltmaktadir.(Coyle ve ark., 2002).

Pankreasta MT

Pankreasta sentezlenen MT’ler ¢inko tuzlarma bagl olarak bulunmaktadir (Ohly ve
ark., 2000). Pankreasta MT seviyelerinin yiikselmesi, bu proteinin Zn salgilanmasmnin
diizenlenmesinde rol oynadigimi gostermektedir. Pankreas ve karacigerin, Zn kaynakli
MT sentezine en duyarli organlar da oldugu gosterilmistir. Ayrica sitokinler ve
endotoksin pankreasta etkili MT indiikleyicileridir (Coyle ve ark., 2002). Zn langerhans

adaciklarindaki hiicrelerin gergeklestirdigi yasamsal faaliyetler icin gerekli olup
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pankreasta bulunan beta hiicreleri ¢ok miktarda ¢inko icermektedir. Zn pankreasin
langerhans adaciklarinda bulunan beta hiicrelerinden salgilanan insiilinin salgilanmasi,
depolanmasi ve biyosentezinde ©Onemli rol oynamaktadir. Asir1 Zn almimi bu
adaciklarda MT sentezini artirarak beta hiicrelerinde fonksiyonel bozukluklar

olusmasini engellemektedir (Kim ve ark., 2000)

2.3. Lipit Peroksidasyonu

Memeli hiicre membranlarinda bulunan poliansatiire yag asitlerinin (¢oklu doymamis
yag asitleri) serbest oksijen radikaller ile reaksiyona girmesi sonucu peroksitler,
alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan, pentan, malondialdehit (MDA) gibi ¢esitli
tirtinlere yikilmasi olayma lipit peroksidasyonu denir (Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015).
Lipid peroksitlerinin miktarlarmin artmasi sonucunda hiicre zarmin akiskanliginin

azalmasina bagl olarak hiicresel fonksiyonlarda bozukluklar meydana gelmektedir.

Lipit peroksidasyonu, kuvvetli yiikseltgen bir radikalin, zar yapisinda bulunan
poliansatiire yag asidi zincirindeki alfa metilen gruplarindan bir hidrojen atomu
uzaklastirilmasi ve bunun sonucunda yag asit zincirinin radikal nitelik kazanmasi ile
baslamaktadir. Daha sonra dayaniksiz bir bilesik olan lipit radikalinden, once lipit
konjugedien molekiilii, daha sonra da molekiiler oksijenin baglanmasiyla lipit peroksid
radikali olusmaktadir. Lipit peroksid radikali ise, ya baska bir lipit molekiilii ile
etkilesime girerek lipit hidroperoksid molekiilii olusturmakta, ya da lipit endoperokside
doniismektedir. Olusan lipit peroksid radikalleri, zar yapisindaki diger ¢oklu doymamis
yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu saglamaktadir (Yina ve
ark., 2009). Lipit peroksidasyon reaksiyonlari sonucunda olusan lipit peroksitleri (lipit
peroksit, siklik peroksit ve siklik endoperoksit) sonugta sekonder veya son tiriinler olan
Malondialdehit (MDA), 4-Hidroksinonenal (HNE) ve hegzenal isimli aldehitlere
dontismektedir (Sekil 2.13) (Kanner ve ark., 1987; Esterbauner ve ark., 1991).
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RH —i-) R* Karbon merkezli
Doymamig yag asiti radikal
(PUFA) §

Konjugedienler

l{ 0:

ROO* Lipidperoksil radikali

ROOH Lipidhidroperoksit

Hegzenal « > 4-Hidroksinonenal (HNE)

Malondialdehit
(MDA)

Sekil 2.13. Lipit peroksidasyon iiriinleri (Ozcan ve ark., 2015)

Lipit peroksidasyonu iirtinlerinin en 6nemlisi olan MDA hiicre i¢indeki ¢esitli bilesikler
ile tepkimeye girerek hiicrede hasar olusturmaktadir (Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015).
Ayrica MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna
neden olarak, membranlarda reseptorleri ve membrana bagli enzimleri etkisiz hale
getirmek suretiyle membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana getirebilmektedir
(Goulart ve ark., 2005). Lipit peroksidasyonunu belirlemek amaciyla dokularda lipit
peroksidasyonunun yan iirinlerinden biri olan MDA seviyelerinin tayini yapilmaktadir.
MDA tayini MDA’nin TBA(tiyobarbitiirik asit) ile reaksiyona girmesi (Sekil 2.14)
sonucu olusan pembe renkli kompleksin 532 nm’de absorbasmin OGlglilmesi ile
yapilmaktadir (Eken, 2019).

5 o
ﬁ CH Sy Ny OM ou//u\rs"
2 N ?"J —_— I
-+ N C—C=C— N 2H:0
07 Ny CH Y owan oY : >
o OH OH
Tiyobarbitiirik asit Malondialdehit MDA-TBA:

Sekil 2.14. MDA’ nin TBA ile reaksiyonu (Jetawattana, 2005)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1.Deney hayvanlan

Bu caligmada toplam 48 adet 25-30 g agirliginda 8-12 haftalik inbred BALB/c cinsi
erkek fareler kullanildi. Fareler Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari'nda iiretilmis ve oda sicakligmmin 21°C oldugu ve 12 saat
aydmlik/karanlik siklusunun saglandigi odalarda barindirildi. Deneyde kullanilacak
hayvanlar her grupta ayn1 yasta ve ayni agirlikta 6 tane fare olacak sekilde 4 farkl gruba
ayrilmis ve kafesteki fareleri birbirinden ayirt etmek igin fare numaralandirma sistemine
gore farelerin kulaklar1 delindi. Deney hayvanlar:1 lizerinde gergeklestirilecek olan
biitiin islemler i¢in Gaziosmanpasa Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu'ndan (HADYEK) gerekli izinler alindh.

3.1.2. Hashas alkaloitleri

Calismamizda kullanilan piir kodein, kodein siilfat ve kodein fosfat Saghk Bakanligi
Ilag ve Eczacilik Genel Miidiirliigii'niin 6zel izni ve Toprak Mahsiilleri Ofisi'nin
araciligi ile Afyon Bolvadin'deki Hashas Alkaloitleri Fabrikasi'ndan satin alind1.

3.1.3. Antikorlar

Kompetetif ELISA deneylerinde primer antikor olarak UCLMT antikoru (Enzo Life

Sciences) (anti-MT monoklonal antikoru) ve sekonder antikor olarak da alkalen fosfataz

ile konjuge edilmis goat anti- Mouse g antikoru (Southerm Biotechnology) kullanildi.
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3.1.4. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullamlan Kimyasal Madde Firma
NaCl (sodyum kloriir) Merck
KCI (potasyum kloriir) Merck
NaH,PQO, (sodyum dihidrojen fosfat) Merck
KH,PQO, (potasyum dihidrojen fosfat) Merck
Na,CO; (sodyum karbonat) Merck
NaN3 (sodyum azit) Sigma
MgCl, (magnezyum kloriir) Merck
Diethanolamin (DEA) Merck
Tween 20 Sigma
Triton- X Sigma
Tris- HCI Sigma
MT-1 Enzo Life Sciences
MT-2 Enzo Life Sciences
Proteaz inhibitor tabletleri Roche
BSA (bovine serum albiimini) Sigma
PNPP (para nitrofenil fosfat) Sigma

BCA (bicinchoninic acid assay)

Thermo-Scientific

Reagent A Thermo-Scientific
Reagent B Thermo-Scientific
TBA (thiobabitiirik asit) Sigma
TCA (tricloroasetik asit) Sigma
Kodein TMO
Kodein Siilfat TMO
Kodein Fosfat TMO
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3.1.5. Kullanilan deney malzemeleri

Malzemenin Adi Firma
Fare kulak delme aparati Interlab
Steril enjektor (1 mL) Beybi
Diseksiyon aletleri Isolab
Vida kapakli santrifiij tiipleri (15 mL) Isolab
Vida kapakli santrifiij tiipleri (50 mL) Isolab
Ependorf tiipleri (1.5 mL) Isolab
Heparinsiz hematokrit kapiler tiipler Isolab
Serolojik pipetler (5 mL) Costar
Serolojik pipetler (10 mL) Costar
Cam siseler (100 mL, 500 mL, 1000 mL) Isolab
Pipet ucu (2-20 uL) Isolab
Pipet ucu (20-200 uL) Isolab
Pipet ucu (1000 puL) Isolab
96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplakalar Costar
Otomatik pipetler ( 2-20 uL, 20- 200 uL, 1000 uL) | Rainin
8 kanalli otomatik pipet Rainin
Parafilm Interlab
3.1.6. Kullanilan cihazlar
Kullanilan cihaz Firma

Stv1 azot tank1 Air Liqoude GT11
Vorteks Biosan
Kaba terazi Acculab
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Hassas terazi

Radwag

Santrifiij Hettich Universal 320 R
Buzdolabi Vestel
-20 °C derin dondurucu Vestel

-80 °C derin dondurucu

VWR Haier Symphony

Ultra saf su cihazi Mp MINIpure

Buz makinesi Scotsman AF80

Otoklav Hirayama HMC

pH metre Hanna Instruments
Inkiibator Nuaire AutoFlow NU-4750

Mikroplaka okuyucu Thermo Scientific

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

Steril Salin (NaCl) Soliisyonu (% 0.85°lik): 0.85 g NaCl 100 mL distile su ile cam
sisede cozdiirlilerek soliisyon hazirlandi. Hazirlanan soliisyon agzi kapatilarak

otoklavda steril edildikten sonra sogumaya birakildi.

Lizis Cozeltisi: 300 mM NaCl ve 10 mM Tris-HCI 1 litre distile suda ¢ozdiirildi. pH
7.4’¢ ayarlandi. Hazirlanan ¢ozeltiye daha sonra 0,5 mM MgCl, ve % 0,5 Triton X-100

eklendi.

PBS (Phosphate Buffered Saline) soliisyonu (1 L): 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 0.2 g KH,PO,
ve 1.15 g Na;HPO, 1 litre distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. pH 7.2°ye ayarlandi.

Yikama ¢ozeltisi (PBS-Tween 20-NaNs): Daha 6nce hazirlanan PBS ¢ozeltisine % 0.05
Tween 20 ve % 0.02 NaNj3 ilave edilerek hazirland1.
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Kaplama ¢ozeltisi (Coating): 1.57 g NaCOs, 2.93 g NaHCO; ve 0.2 g NaN3 1 litre
distile suda ¢ozdiiriildii. pH 9.6-9.8’¢ ayarlandi.

Bloklama ¢ozeltisi (%2°1lik): %2’lik BSA kaplama ¢ozeltisi igerisinde ¢ozdiiriilerek

hazirlandi.

Substrat ¢ozeltisi: 0.02 g NaNs; ve 0.01 g MgCl,.6H,O bir miktar distile suda
cozdiiriildiikten sonra 9.7 mL diethanolamin (DEA) eklendi. Distile su miktar1 100
mL’ye tamamlanarak pH 9.8’ e ayarland:.

Baglama ¢ozeltisi (Binding): 2.5 g BSA 1 litre PBS-Tween 20-NaN3; ¢ozeltisi igerinde

¢ozdiiriildil.

TBA (tribarbitiirik asit) ¢ozeltisi (% 0.6’lik): 0.6 g TBA 100 mL distile su icerisinde

¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

TCA (triklorasetik asit) ¢ozeltisi (% 0.5°lik): 0.5 g TCA 100 mL distile su igerisinde

¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

3.2.2. Serum orneklerinin elde edilmesi

Enjeksiyon Oncesi ve enjeksiyon sonrasi serum orneklerini elde etmek i¢in, deneyin
15. ve 30. giinlerinde farelerin hepsinin g6z c¢ukuru (orbital siniis) veninden
mikrohematokrit kapiler tiipler araciligi ile kan alinarak serum Ornekleri hazirlanda.
Alinan kanlar 1 saat oda sicakliginda, ardindan da 1 saat 4°C’de bekletildikten sonra,
4°C’de, 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serum 6rnekleri 1.5 mL'lik

ependorf tiiplere aktarildiktan sonra test edilinceye kadar -80°C'de muhafaza edildi.
3.2.3. Kodein, kodein siilfat ve kodein fosfatin hazirlanmasi

Farelere enjekte edilecek olan piir kodein, kodein siilfat ve kodein fosfatin dozunu
belirlemek amaciyla oncelikle farelerin agirliklar1 hem enjeksiyon dncesinde hem de

deney boyunca haftada bir defa belirlendi. Canli agirliklarina gore ilk 15 giin boyunca
10 mg/kg, sonraki 15 giin boyunca ise doz iki katina g¢ikarilarak 20 mg/kg kodein,
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kodein siilfat ve kodein fosfat %0.85’lik steril salin soliisyonu igerisinde ¢ozdiiriilerek

hazirlandi.

3.2.4. Enjeksiyonlar

Canli agirliklarma gore ilk 15 giin boyunca 10 mg/kg, sonraki 15 giin boyunca (deneyin
sonuna kadar) ise 20 mg/kg %0.851ik steril salin soliisyonu igerisinde ¢ozdiiriilen
kodein, kodein fosfat ve kodein siilfat her bir fareye 200 uL (0.2 mL) olacak sekilde
intraperitoneal (karin boslugu icerisine) olarak Cizelge 3.1°de belirtilen sekilde farelere

enjekte edildi. Kontrol grubundaki farelere herhangi bir madde enjekte edilmedi.

Cizelge 3.1. Deney gruplar1

Grup ad1 Verilecek Doz Verilis Hacim Verllvls
madde yolu sikhigi
Kontrol grubu Deney siiresince herhangi bir madde enjekte edilmedi.
. . 200 pL . ..

. . 10 mg/kg | Intraperitoneal Giinliik (1-15.giin)
Kodein grubu | Kodein 20 mg/kg | Intraperitoneal 200 uL Giinliik (16-30.giin)
Kodein . . 200 pL - ..
iilfat Kodein fosfat 10 mg/kg Fntraper%toneal 200 L Gl.;.lnhfk (1-15.gu1.1.)
grubu 20 mg/kg | Intraperitoneal Giinliik (16-30.giin)

Kodein . . 200 pL
L 10 mg/kg | Intraperitoneal Giinliik (1-15.giin)
;?ISEE Kodein siilfat 20 mg/kg | Intraperitoneal 200 uL Giinliik (16-30.giin)

Kodein ve kodein tuzlarinmn verilmesinden 15 giin sonra kontrol grubu da dahil olmak
lizere biitiin gruplarda deney hayvanlarmin yarisi, deneyin bitiminde ise tiim fareler
oldiiriilerek kan Ornekleri alindi ve bu 6rneklerden serum hazirlanarak test edilinceye
kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.5. Dokularin izolasyonu
15. gilinde deneye dahil edilen hayvanlarin yarisina ve deneyin bitiminde ise tiim
farelere Otenazi uygulandi ve diseksiyon yontemiyle farelerden dokular (bobrek ve

karaciger) almarak -80°C'de donduruldu.
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3.2.6. Doku lizatlarinin hazirlanmasi

Dokular test edilecekleri zaman -80°C’den ¢ikarilarak parcalara ayrildi ve yaklasik 0.5 g
doku alinarak NaCl, Tris-HCI, MgCl,, proteaz inhibitor tabletleri ve Triton X-100’den
olusan lizis buffer i¢erisinde homojen hale gelene kadar ezildikten sona 1 saat boyunca
her 10 dakikada bir vortekslenerek buz igerisinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
tiipler 4°C°de 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Elde

edilen siipernatantlar ependorf tiiplerine aktarilarak -80°C’de saklandi.

3.2.7. Doku lizatlarinda protein miktarinin BCA yontemi ile belirlenmesi

Kodein ve kodein tuzlar: ile enjekte edilen farelerden elde edilen karaciger ve bobrek
dokularinda bulunan MT miktarinin belirlenebilmesi i¢in, 6ncelikle tiim dokulardaki
toplam protein miktarlar1 tespit edildi. Toplam protein miktarlarin1 tespit edebilmek
amaciyla BCA (bicinchoninic acid assay) Kiti kullanildi. Ik olarak hazirlanan doku
lizatlar1 —=80°C’den cikartilarak buza konuldu. Buzda ¢dzdiiriilen doku lizatlarinin PBS
cozeltisi igerisinde 1/40 diliisyonlar1 hazirland1 ve vorteksle karistirildi. Standart egriyi
olusturmak tizere 2 mg/mL Kkonsantrasyona sahip BSA ¢06zeltisinden sirasiyla
1-0.5-0.25-0.125-0.062 mg/mL olacak sekilde seri diliisyon yOntemiyle standart
numuneler hazirlandi. Standart numuneler ve doku lizatlar1 mikroplaka {izerindeki
kuyucuklara (her standart ve 6rnek i¢in ti¢ kuyucuk kullanildi) 25 pL olacak sekilde
pipetlendikten sonra 50:1 oraninda Reagent A; Reagent B ¢Ozeltisi hazirlanarak tiim
kuyucuklara 200 pL eklendi. Hazirlanan mikroplakanin tizeri parafilm ile kaplanarak
37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibatdrden c¢ikarilan mikroplaka, mikroplaka
okuyucusunda 562 nm dalga boyunda okutuldu. Deney sonucunda standartlar i¢in elde
edilen absorbans degerleri kullanilarak standart egri grafigi olusturuldu ve karaciger ve
bobrek doku lizatlarinda bulunan toplam protein konsantrasyonlar1 belirlendi ve ELISA

deneylerinden dnce lizatlarin konsantrasyonlar1 lizis ¢ozeltisi kullanilarak esitlendi.
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3.2.8. MT-UCIMT ELISA

Karaciger ve bobrek doku lizatlarinda MT protein miktarinin belirlenmesi i¢in 6ncelikli
olarak deneyde kullanilacak UCIMT antikorunun uygun diliisyonunun belirlenmesi
gereklidir. Bu amagla UCIMT’nin farkli diliisyonlar1 (1/500, 1/1000, 1/2000,
1/4000,1/8000 ve 1/16000) kullanilarak bu antikorun MT-1 ve MT-2 ile olan
reaktivitesi test edilerek ve UCIMT nin optimal diliisyonu belirlendi. UCIMT nin
uygun diliisyonunu tespit etmek amaciyla MT-1 ve MT-2 izoformlar1 5 ug/mL olacak
sekilde hazirland1 ve mikroplakadaki her kuyucuga 100 pL olacak sekilde pipetlendi.
Daha sonra iizeri parafilm ile kaplanarak 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi mikroplaka PBS (Tween 20-NaN3) ¢ozeltisi kullanilarak ti¢ defa yikandiktan
sonra bloklama agamasina gecildi. Bloklama i¢in her bir kuyucuga 200 puL bloklama
¢ozeltisinden eklendikten sonra mikroplakanin iizeri kapatilarak 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi1 tekrar yikama islemi yapildiktan sonra yukarida belirtilen
sekilde hazirlanan UCIMT diliisyonlarindan her kuyucuga 100 pL pipetlendi. 37°C’de
bir saat inkiibasyona birakildi. Tekrar bir yikama islemi yapildiktan sonra goat
anti-mouse lg-AP antikoru baglama ¢6zeltisi i¢erisinde hazirlanarak her kuyucuga 100
uL olacak sekilde pipetlendi ve iizeri kapatilarak 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Yikama islemi tekrarlandiktan sonra 5 mL substrat ¢Ozeltisi igerisinde 1 tane PNPP
tableti ¢ozdiiriilerek her bir kuyucuga 100 pL olacak sekilde pipetlendi. Mikroplaka
yaklasik 15 dakika oda sicaklifinda inkiibe edildikten sonra 405 nm dalga boyunda
okutuldu.

3.2.9. Kompetetif ELISA

Bu c¢alismada farelerden izole edilen karaciger ve bobrek dokularinda bulunan
metallotiyonin protein miktarini belirlemek amaciyla ELISA nin bir tipi olan kompetetif
ELISA yontemi kullanilmistir. Kompetetif ELISA yonteminde, standart serileri MT'nin
bilinen konsantrasyonlarindan hazirlanmaktadir. Bu yontemde hem standartlar hem de
MT bulundugu diisiiniilen doku lizatlar1t UCIMT antikoru ile karistirilarak bir saat
37°C’de inkiibe edilmekte ve sonrasinda MT ile kaplanmis olan kuyucuklara bu

standartlar ve numuneler eklenerek ve bunlarmm mikroplakadaki MT ile baglanma
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dereceleri tespit edilmektedir. Numunedeki MT miktari ne kadar fazla ise antikorun
mikroplakadaki MT ile baglanmasi o kadar az olacak ve daha zayif bir sinyal
almacaktir. Bu prensip dogrultusunda mikroplakalar kaplama ¢o6zeltisi igerisinde
hazirlanan 100 ng/mL MT ile kaplanarak 37°C’de bir saat inkiibe edildi. Mikroplaka 3
kez PBS (Tween 20-NaNs3) ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra bloklama asamasinda her bir
kuyucuga kaplama ¢ozeltisi ile hazirlanan %2’lik BSA ¢6zeltisinden 150 uL eklendi.
Mikroplakanin iizeri kapatilarak 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. MT standartlar1 10
pg/mL, 1 pg/mL, 0.1 pg/mL, 0.001 pg/mL, 0.001 pg/mL ve 0.0001 pg/mL
konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirland1 ve doku lizatlarinin konsantrasyonlari da 3
mg/mL olacak sekilde ayarlandi. UCIMT antikorunun baglama c¢ozeltisi igerisinde
1/2000'1ik diliisyonu hazirlandi ve hem standartlara hem de lizatlara 1: 1 oraninda
eklenerek 37°C’de bir saat inkiibe edildi. Bloklama asamasi tamamlandiktan sonra
mikroplaka 3 kez PBS (Tween 20-NaNs) ¢ozeltisi ile yikandi. Bloklama asamasi
oncesinde hazirlanarak 1 saat 37°C’de inkiibe edilen standart ve doku lizatlar1 4 °C’de
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen supernatantlar 50 pL olacak sekilde
uygun kuyucuklara pipetlenerek 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Bir sonraki
asamada yikama isleminden sonra goat anti-mouse 1g-AP antikorunun 1/2000 diliisyonu
baglama ¢ozeltisi icerisinde hazirlanarak biitiin kuyucuklara 50 pL olacak sekilde
pipetlendi. Inkiibasyon sonras1 son yikama islemi yapilarak 5 mL substrat ¢ozeltisinde 1
adet PNPP tableti ¢ozdiirtildii ve her bir kuyucuga 50 uL olacak sekilde pipetlendi.
Renk degisiminin goézlenebilmesi i¢in mikroplaka oda sicakliginda bir siire

bekletildikten sonra mikroplaka okuyucusunda 405 nm dalga boyunda okutuldu.

3.2.10. Dokularda MDA (Malondialdehit) tayini

MDA tayini, MDA’ nin TBA (tiyobarbiitirik asit) ile reaksiyon vermesi sonucu renkli
bir bilesik olugsmasi ve bunun 532 nm absorbansta dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Bu
renkli kompleksin molar absorptivitesi 532 nm’de 1.56x10° M “cm™dir. Bu degerin
bilinmesi, standart c¢ozelti kullanilmadan spektofotometrik miktar belirtimini
saglamaktadir. Karaciger ve bobrek dokularinda MDA miktarmi test etmek amaciyla
ayn1 miktarda karaciger ve bobrek dokular1 alinarak %0.5’lik TCA (triklorasetik asit)

¢ozeltisinde homojenize edildi. Elde edilen homojenat ependorf tiiplerine alinarak 4°C,
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10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek supernatant elde edildi. Her 6rnek i¢in 1 mL
supernatant ile 1 mL %0.6°lik TBA ile karistirilarak 100°C” de 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 numuneler soguk suda bekletilerek sogutuldu. 1 mL TBA ile 1 mL
distile suyun karigimiyla kor hazirlandi. Kiivete alinan kor ile ilk olarak 532 nm’de
sifirlama islemi gergeklestirildi. Daha sonra sonra tiim numunelerin 532 nm’de

olgtimleri yapildi.

Hesaplamalar asagidaki formiilde gosterildigi sekilde yapildi.
1.56x10° absorbans >< 1 molar ¢dzeltinin ise

Numune absorbans x molar ¢dzeltinindir.
x=NA/1.56x10° islemi dogrudan tiip i¢indeki stvinin molar konsantrasyonunu

vermektedir.

Molar absorbtivite katsayisi, mikromolar absorptiviteye ¢evrilir. Bunun i¢in 10° ile
carpilarak 0.156 rakami elde edilir. Bu sonug, absorbansi okunan tiip i¢indeki sivinin
mikromolar konsantrasyonudur. Tiip igerisindeki karaciger, ayiraglarla sulandirilmis

oldugundan, bulunan deger sulandirma katsayis1 (diliisyon faktorii) ile ¢arpilir.
3.2.11. istatistiksel yontem

Sonuglar ELISA mikroplaka okuyucusu ve spektrofotometrik 6lgiimlerden elde edilen
verilere (absorbans degerlerine) bakilarak degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler igin
GraphPad Prism 7 Software kullanilmistir. Caligmada gruplar arasindaki farklilik
varians analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Gerekli yazilim ve grafikler icin Word ve

Excel Programlari kullanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Kodein Uygulamasin Farelerin Genel Viicut Agirhiklan Uzerine Etkileri

Bu calismada kodein ve kodein tuzlarma uzun siireli maruziyetin etkisini belirlemek
icin farelere ilk 15 giin 10 mg/kg ve sonraki 15 giin ise 20 mg/kg olacak sekilde madde
verilmistir. Kodein ve kodein tuzlarima maruz kalan farelerin viicut agirliklar1 deneye
baslamadan once ve deneye basladiktan sonra ise haftada bir kez 6l¢iilmiistiir. Farelerin
deney boyunca agirlik durumlarinda belirgin bir degisiklik goriilmemistir. Sadece ilk 15
giin icerisinde bazi farelerin agiliklar1 2 ila 4 g arasinda diislis gostermis ve deney
sonrasinda ise orijinal agrlhiklarma ulasmislardir. Farelerin genel saglhk
parametrelerinde herhangi olumsuz bir degisiklik goriilmemistir. Ancak bazi farelerde

halsizlik, ishal ve enjeksiyon bolgesinde kizariklik gibi belirtiler tespit edilmistir.
4.2. UCIMT Reaktivitesinin Test Edilmesi

Bu c¢alismada dokularda MT miktarmin belirlenmesi i¢in anti-MT antikoru olan
UCIMT kullanilmigtir. Daha 6nce UCIMT nin kullanildig1 ¢alismalarda MT nin iki
izoformunu iceren ve tavsan karacigerinden elde edilen MT-1 ve MT-2 kullanilmustir
(Lynes ve ark., 1993). Ancak bu MT-1 ve MT-2 izoformlarini igeren iiriiniin tiretimden
kalkmasi nedeniyle bu calismada ELISA testlerimiz MT-1 ve MT-2 ayr1 ayri
kullanilarak gergeklestirilmistir. Kompetetif ELISA testlerine baglamadan 6nce UC1IMT
antikorunun MT-1 ve MT-2 izoformlar: ile olan reaktivitesini ve uygun diliisyonunu
belirlemek i¢cin MT-UCIMT ELISA testi yapilmustir. Farkli UCIMT diliisyonlar
(1/500, 1/1000, 1/2000, 1/4000, 1/8000, 1/16000) kullanilarak gerceklestirilen deneyde
UCIMT antikorunun hem MT-1 hem de MT-2 izoformlarina kars1 giiglii bir reaktivite
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.1). Elde edilen sonuglar dogrultusunda ELISA
testlerinde UCLMT antikorunun 1/2000 diliisyonu kullanilmistir.
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Sekil 4.1. UCIMT antikorunun MT-1 ve MT-2 izoformlari ile olan reaktivitesi

4.3. Dokulardaki Toplam Protein Miktarinin Tespit Edilmesi

Deneyde kullanilan farelerin karaciger ve bobrek dokularindan hazirlanan lizatlarda
bulunan toplam protein miktarlart BSA’dan hazirlanan standart egri dogrultusunda
belirlenmistir. Karaciger dokularinda bulunan toplam protein miktar1 16-36 mg/mL
arasinda, bobrek dokularinda ise 10-19 mg/mL arasinda oldugu tespit edilmistir.
Asagidaki cizelgede deneysel gruplarin ortalama protein degerleri verilmistir (Cizelge

4.1). Dokulardaki protein miktarlar1 en diisiik konsantrasyona esitlendikten sonra

kompetetif ELISA testlerinde kullanilmistir.

Cizelge 4.1. Karaciger ve bobrek dokularinin protein konsantrasyonlari

KARACIGER BOBREK
GRUPLAR 15. giin 30. giin 15. giin 30. giin
Kontrol grubu 28 mg 24 mg 15 mg 13 mg
Kodein grubu 25 mg 21 mg 13 mg 18 mg
Kodein siilfat grubu 30 mg 22 mg 15 mg 13 mg
Kodein fosfat grubu 24 mg 22 mg 14 mg 14 mg
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4.4. Kodein ve Kodein Tuzlarinin MT-1 ve MT-2 Seviyeleri Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada kontrol grubu, kodein, kodein fosfat ve kodein siilfat ile enjekte edilen

farelerin dokularindan hazirlanan doku lizatlarinda MT-1 ve MT-2 miktarlari test edildi.
4.4.1. Kodein ve kodein tuzlarinin karaciger MT-1 seviyeleri iizerindeki etkisi

Kompetetif ELISA sonuglarina gére hem 15. hem de 30. giinlerde kodein ve kodein
tuzlar1 ile enjekte edilen farelerde sentezlenen MT-1 miktar1 absorbans cinsinden Sekil
4.2°de verilmistir. Kompetetif ELISA’da fazla miktarda MT igeren numunenin
absorbans1 daha diisiik olacaktir. Sekilde de goriildiigli gibi kontrol ve diger gruplar ile
karsilastirildiginda kodein ile enjekte edilen farelerde MT-1 miktarinin belirgin olmayan

bir sekilde arttigi tespit edilmistir.

0,15 + | 15.giin
= m 30.glin
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Kontrol Kodein Kodein Sulfat Kodein Fosfat
GRUPLAR

Sekil 4.2. Karaciger dokularinda MT-1 absorbans grafigi
4.4.2. Kodein ve kodein tuzlarimin karaciger MT-2 seviyeleri iizerindeki etkisi
Karacigerde MT nin diger bir izoformu olan MT-2 seviyelerine bakildig1 zaman kodein

ve kodein tuzlarmin verildigi gruplar kontrol ile karsilastirildiginda MT-2 seviyelerinde

herhangi bir degisikligin olmadig1 goriilmistiir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Karaciger dokularinda MT-2 absorbans grafigi

4.4.3. Kodein ve kodein tuzlarinin bobrek MT-1 seviyeleri iizerindeki etKkisi

Kodein ve kodein tuzlarinin bobrek MT seviyeleri iizerindeki etkilerine bakildig1 zaman
hem 15. ve hem de 30. giinlerde herhangi bir farklilik olmadig: tespit edilmistir (Sekil
4.4).
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Sekil 4.4. Bobrek dokularinda MT-1 absorbans grafigi
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4.4.4. Kodein ve Kodein Tuzlarinin Bébrek MT-2 Seviyeleri Uzerindeki Etkisi

MT-1 sonuglari ile benzer sekilde kodein ve kodein tuzlarinin bobrekte MT-2 seviyeleri

tizerinde herhangi etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Bobrek dokularinda MT-2 absorbans grafigi

4.5. Kodein ve Kodein Tuzlarimn MDA (Malondialdehit) Seviyeleri Uzerine Etkisi

Lipit peroksidasyon tiriinleri, TBARS (ThioBarbituric Acid Reactive Substances) olarak
adlandirilir ve MDA esdegerleri olarak florometrik ve spektrofotometrik yontemler ile
viicut sivilarinda veya dokularda &lgiilebilirler (Ozcan ve ark., 2015). Bu calismada
herhangi bir madde ile enjekte edilmeyen (kontrol grubu) ve kodein, kodein fosfat ve
kodein siilfat ile enjekte edilen farelerden izole edilen karaciger ve bobrek dokularinda
lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA’nin TBA ile reaksiyona girmesi sonucu olusan
pembe renkli kompleksin (Sekil 4.6) 532 nm’de Olglilmesi sonucunda ortaya ¢ikan
absorbans degerleri kullanilarak MDA ’nin kantitatif tayini yapilmigtir.
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Sekil 4.6. MDA ve TBA’ni reaksiyonu sonucu olusan pembe renkli kompleks

4.5.1. Kodein ve kodein tuzlarimin karacigerde MDA seviyeleri iizerine etKkisi

Yapilan MDA analizi sonucunda 6zellikle kodein siilfata maruz kalan farelerde MDA
seviyelerinin kontrol ve diger gruplar ile karsilastirildiginda hem 15. giin hem de 30.
giinde belirgin sekilde arttigi goriilmistiir (p<0.05). Kodein ve kodein fosfata maruz

kalan farelerde ise belirgin bir etkinin olmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.7).

|15 giin

MDA (nMol)

Kontrol Kodein Kodein Sulfat Kodein Fosfat

GRUPLAR

Sekil 4.7. Karaciger dokusunda MDA seviyeleri
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4.5.2. Kodein ve kodein tuzlarimin bobrekte MDA seviyeleri iizerine etkisi

Karacigerden farkli olarak bobrek MDA seviyelerine bakildiginda daha farkli bir tablo
ortaya ¢ikmistir. Kodein ve kodein tuzlarinin 6zellikle 15. giinde belirgin bir sekilde
(p< 0.05, p<0.01) MDA seviyelerinin artisina neden oldugu goriilmiistiir. 30. giinde ise
15. giin ile karsilastirildigimda MDA seviyelerinin diistiigli ancak kodein fosfat
grubunda kontrol grubuna nazaran MDA seviyelerinde artis oldugu tespit edilmistir

(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Bobrek dokusunda MDA seviyeleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Hashas bitkisinin tam olgunlasmamis kapsiillerinin ¢izilmesi ile elde edilen afyonun
iceriginde morfin, kodein, tebain, noskapin ve papaverin gibi 6nemli alkaloitler
bulunmaktadir. Genellikle bagimhlik yapma 6zellikleri ile bilinen alkaloitler bitkiler
tarafindan dogal olarak iretilebilen kimyasal bilesiklerdir. Opioid grubuna ait
alkaloitlerin bagimlilik yapma o6zellikleri nedeniyle kotiiye kullanimi ya da giicli
analjezik etkilerinden dolay1 yanlis kullanimlar1 sonucunda istenmeyen durumlar ortaya
cikabilmektedir. Hashas bitkisinde morfinden sonra en ¢ok bulunan alkaloit olan kodein
analjezik (agr1 kesici), antitussif (Okstiriik dindirici) ve antidiyareik (ishal Onleyici)
ozellikleri nedeniyle tip alaninda yaygimn olarak kullanilmaktadir. Bu calismada farkl
sekillerde hazirlanarak tipta daha ¢ok tedavi amacgh olarak kullanilan piir kodein ve
kodein tuzlarmna (kodein fosfat ve kodein siilfat) uzun siireli maruziyetin metallotiyonin

sentezi ve lipid peroksidasyonu iizerindeki etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Calismamizda model organizma olarak inbred BALB/c cinsi fareler kullanilmistir.
Fareler viicut agirliklar1 esas almarak ilk 15 giin 10 mg/kg ve sonraki 15 giin ise 20
mg/kg kodein ve kodein tuzlar1 ile 30 giin boyunca enjekte edilmistir. Farelere her giin
madde uygulanmasi nedeniyle giinliikk olarak takipleri yapilmistir. Deney sliresince
farelerin genel saglik durumlarinin iyi oldugu ve her iki dozu da gayet iyi tolere ettikleri
goriilmiistiir. Sadece birkac¢ farede halsizlik, ishal ve enjeksiyon bdlgesinde kizariklik
gibi belirtiler goriilmistiir. Bu belirtilerin farelerin genelinde goriilmeyip sadece birkag
fare ile sinirli kalmasi, farelerin uygulanan maddelere verdikleri asir1 reaksiyonlar ya da

duyarliliklari ile a¢iklanabilir.

Bu caligmada kodein ve kodein tuzlarmin iki farkli dozuna 30 giin boyunca maruz kalan
farelerden, sadece kodein ile enjekte edilen farelerin karacigerinde MT-1 miktarinin
belirgin olmayan bir sekilde arttigi, ama genel olarak bakildiginda herhangi bir
degisiklik olmadig1 gézlenmistir. Ayni sekilde karacigerde MT'nin diger izoformu olan
MT-2 seviyelerine bakildigimda da gruplar arasinda yine belirgin bir degisiklik

gozlenmemistir.
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Bir onceki ¢aligmamizda, bu ¢alismamizdan farkli olarak kodein ve kodein tuzlarmnin
farelerde metallotiyonin sentezi iizerindeki akut etkilerine bakilmistir. Saf kodein ve
kodein tuzlarinin iki farkli dozu (10 mg/kg ve 20 mg/kg) ile ii¢ saat arayla {i¢ kez
enjekte edilen farelerin karaciger dokusunda MT-1 sentezinin belirgin sekilde arttig
ancak bobrek dokusunda herhangi bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Karaciger MT
sentezinin gerceklestigi en Onemli organlardan birisidir ve li¢ saat arayla li¢ kez
tekrarlanan enjeksiyonlarm yani akut maruziyetin MT sentezi i¢in yeterli bir zaman
araligi oldugu daha 6nce mortfin kullanilarak yapilan caligmalarda belirtilmistir (Hidalgo

ve ark., 1991).

Bu calismamizda ise kodein ve kodein tuzlarma kronik maruziyetin MT seviyeleri
(MT-1 ve MT-2) iizerindeki etkileri test edilmis, ancak 15. ve 30. giinlerde farelerden
alman dokular test edildiginde, hem karaciger hem de bdbrek dokusunda MT
seviyelerinde bir farklilik tespit edilememistir. Bu deneyden elde edilen sonuglar
dogrultusunda, akut maruziyetin MT sentezini uyardigi ancak 30 giinliik bir kronik
maruziyetin MT sentezine neden olmadigi seklinde bir sonu¢ ¢ikarmamiz miimkiin
degildir. Kodein ve kodein tuzlar1 karacigerde metabolize edildikten hemen sonra
atilmak tiizere bobrege gecmektedir. Dolayisiyla deney baslangicinda verilen maddelere
bir yanit olarak MT sentezi ger¢eklesmis olsa bile, dokular 15. ve 30. giinlerde izole
edilerek test edildikleri i¢in karacigerde bu evrede farkliliklarin gézlenmesi miimkiin
olmayabilir. Bobrekte de MT’nin yikimindan dolay1 tespit edilememesi yine ayni

sekilde agiklanabilir.

Deneyin 15. ve 30. giinlerinde farelerden alman dokularda metallotiyonin sentezinin
tespit edilememesinin diger bir nedeni de su sekilde agiklanabilir: deneyin ilk
glinlerinde, uygulanan maddelere karsi farelerde etkin ve belirgin bir MT sentezi
gerceklesmis olsa bile, bir siire sonra organizmanin uyartya aligmasi sonucunda verilen
cevap azalabilir ve bunu sonraki giinlerde (deneyimizde 15. ve 30. giinler) tespit
etmemiz miimkiin olmayabilir. Narkotik maddelerin karaciger, beyin ve bobrekte
metallotiyonin seviyeleri iizerindeki etkilerinin test edildigi bir caligmada, alti1 aylik
Wistar cinsi sicanlara morfin intraperitoneal olarak 5 giin boyunca verilmis ve 5. giiniin

sonunda karaciger, bobrek ve beyinde MT seviyeleri Ol¢lilmiistiir. Metallotiyonin
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seviyelerinin 6zellikle karacigerde 3 kat, bobreklerde ise 2 kat, beyinde ise 15 kat
arttig1 tespit edilmistir (Florianczyk ve Stryjecka- Zimmer, 2001). Bu ¢alismadan elde
edilen sonuglar 6zellikle maruziyetin erken donemlerinde daha etkin bir MT sentezinin
oldugunu gostermektedir. Ancak bu ¢alisma artan doza bagl olarak kronik maruziyetin
etkilerini  belirlemek amaciyla tasarlandigi igin belirtilen gilinlerde testler

gergeklestirilmistir.

Stresin bedendeki olumsuz etkilerini ortaya ¢ikarmak icin hayvanlar iizerinde yapilan
deneylerde, farelerin tekrarlanan bir uyariciya, stres tepkilerini her seferinde azaltarak
kars1 koyduklari, ancak yeni tehlikelere karsi normal stres tepkisi vermeye devam
ettikleri belirtilmistir. Morimoto ve Evans (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada da,
uzun siireli stresin zararlh oldugu, fakat ara sira ve kisa siireli diisiik seviyedeki akut

stresin ise koruyucu oldugu belirtilmistir.

Bu calismada MT seviyeleri disinda kodein ve kodein tuzlarina kronik maruziyetin lipit
peroksidasyonu iizerindeki etkilerine de bakilmistir. Lipid peroksidasyon iirtinleri
oksidatif stresin bir belirteci olarak kabul edilmektedir. Kodein ve kodein tuzlarina
maruz kalan farelerde lipit peroksidasyonu, lipid peroksidasyon iiriinlerinden biri olan
MDA seviyelerine bakilarak belirlenmistir. Ozellikle kodein siilfata maruz kalan
farelerin karacigerinde MDA seviyelerinin diger deneysel gruplarla karsilastirildiginda
belirgin sekilde arttig1 goriilmiistiir. Bobrekte ise hem kodein hem de kodein tuzlarinin
ozellikle 15. giinde belirgin bir sekilde MDA seviyelerinin artisina neden oldugu tespit
edilmistir. 30. giinde yapilan MDA analizlerinde ise 15. giin ile karsilastirildiginda
MDA seviyelerinin diistiigli, doza bagh olarak MDA seviyelerinde belirgin bir artis

olmadig1 gézlenmistir.

Daha once yapilan ¢aligmalarda morfinin serbest radikallerin iiretimini artirarak lipit
peroksidasyonunu aktive ettigi tespit edilmistir. Artan lipit peroksidasyonu antioksidan
enzimleri bloke ederek serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin olusuma neden
olmaktadir. Bu radikallerin hiicre zarinda tahribata ve viicut dokularinda yapisal ve

fonksiyonel hasara neden oldugu belirtilmistir (Jalili ve ark., 2016).
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Bu calismamizdan elde edilen sonuglar daha once Atict ve ark. (2005) tarafindan
yapilan opioidlerin kronik kullanimmin karaciger ve bobrek toksititesi lizerine olan
caligmasi ile de uyumludur. Belirtilen g¢alismada, sicanlar morfin ve tramadola her on
giinde bir artan dozlar (ilk on giin 4, ikinci on giin 8, {iglincli on giin 10 mg/kg) ile
kronik olarak maruz brrakilmis ve deney sonucunda MDA diizeylerine bakilmistir.
Calisma sonucunda morfinin MDA seviyelerini belirgin sekilde arttirdigi hem

karacigerde hem de bobrekte toksisiteye neden oldugu belirtilmistir.

Metallotiyonin 6nemli fizyolojik rolleri disinda ayni zamanda 6nemli bir antioksidandir.
Bu c¢alismada hem karaciger hem de bobrekte MT-1 ve MT-2 seviyelerinin diisiik
olmasi karaciger ve bobrekteki yiiksek MDA seviyeleri ile de iliskilendirilebilir. Eger
yeteri miktarda MT-1 ve MT-2 sentezi gerceklesmis olsaydi 6zellikle karaciger ve

bobrekte lipit peroksidasyonuna karsi etkin bir koruma saglayabilirdi.

Sonug olarak, kodein ve kodein tuzlarma kronik maruziyet MT-1 ve MT-2
seviyelerinde belirgin bir degisiklige yol agmamakta, ancak oksidatif strese neden
olarak lipid peroksidasyonunu arttirmaktadir. Bir antioksidan olarak metallotiyonin
sentezinin yetersiz olmasi lipit peroksidasyonunu tetiklemekte ve buna bagl olarak da
MDA seviyeleri artmaktadir. Ozellikle kodein ve kodein tuzlarma uzun siireli maruz
kalmmas1 durumunda karacigerde ve bdbrekte ortaya c¢ikan oksidatif stres nedeniyle
kodein igeren ilaglarin daha dikkatli ve bilin¢li kullanilmasi1 adina bu c¢alisma 6nemli

veriler saglamaktadir.
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