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TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarma uyuldugunu, bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin igerdigi yenilik ve sonuglarn bagka
bir yerden almmadigim, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kismmin bu iiniversite veya bagka bir iiniversitedeki bagka bir tez ¢aligmas

olarak sunulmadigim beyan ederim.




OZET
YUKSEK LISANS TEZi

KODEININ FARELERDE HUMORAL BAGISIK YANIT UZERINDEKI
ETKILERININ BELIRLENMESI

ANIL GUNGOR

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANA BIiLIiM DALI

(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESi EMEL CANPOLAT)

Afyon Latince'de “Papaver somniferium” olarak adlandirilan hashas bitkisinden elde
edilen ve uyusturucu ozelligi tasiyan bir maddedir. Morfin, kodein, eroin ve metadon
gibi afyon hashasindan elde edilen ve uyusturucu 6zelligi olan maddelerin tiimiine ise
“opioid” adi verilir. Bulunus miktarlar itibar1 ile morfin, kodein, tebain, papaverin,
noskapin ve narsein afyondaki en 6nemli alkoloitlerdir. Kodeine, fosfat ve siilfat
eklenmesi ile kodein tuzlari olarak bilinen kodein fosfat ve kodein siilfat formlar1 elde
edilmektedir. Kodein fosfat ve kodein siilfat tipta tedavi amaglh olarak daha fazla tercih
edilmektedir. Bu ¢alismada, farkli sekillerde kullanilan kodein preparatlarinin (kodein
piir, kodein fosfat ve kodein siilfat) farelerde hiimoral bagisik yanit tizerindeki etkilerinin
belirlenmesi amaclanmistir. Bu amagla, kodein ve kodein tuzlart canli agirligina gore 10
mg/kg, opioid antagonisti naltrekson 4 mg/kg ve ovalbumin (T-bagimli antijen) her bir
fare i¢in 100 pg olacak sekilde %0.85°lik salin soliisyonu igerisinde hazirlanarak farelere
intraperitoneal (karm igi) olarak 0. ve 10. giinlerde enjekte edilmistir. Enjeksiyon oncesi
ve sonrasinda elde edilen serum orneklerinde OVA spesifik immiinoglobulin seviyeleri
ELISA yontemiyle belirlenmistir. Sonuglar, kodeinin antijen spesifik antikor seviyelerini
belirgin sekilde baskiladigini, opioid antagonisti naltreksonun ise kodeinin
immiinosupresif etkilerini bloke ettigini gostermistir.

2019, 43 Sayfa

ANAHTAR KELIMELER: ELISA, Hiimoral immiinite, Immiinoglobiilin, Kodein,
Kodein fosfat, Kodein siilfat, Opioid antagonist, Ovalbumin (OVA)



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF CODEINE ON HUMORAL
IMMUNE RESPONSE IN MICE

ANIL GUNGOR

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR: ASST. PROF. EMEL CANPOLAT

Opium is a narcotic substance obtained from the poppy plant called Papaver
somniferium in Latin. The substances such as morphine, codeine, heroin and methadone
obtained from opium poppy are called opioids. Morphine, codeine, thebaine, papaverine,
noscapine and narcine are the most important alkaloids in opium. By the addition of
phosphate and sulfate to the pure form of codeine, codeine phosphate and codeine sulfate
are obtained known as codeine salts. These forms of codeine are more preferred in
medicine for therapeutic purposes. The aim of this study was to determine the effects of
different preparations of codeine (pure codeine, codeine phosphate and codeine sulfate)
on humoral immune response in mice. For this purpose, codeine, codeine salts
(10 mg/kg) and opioid antagonist naltrexone (4 mg/kg) were prepared in 0.85% saline
solution according to body weight and each mouse was injected intraperitoneally on day
o0 and day 10 together with OVA (100 ng). OVA specific immunoglobulin levels were
determined by ELISA in mice sera collected before and after immunizations. The results
showed that codeine significantly suppresses antigen-specific antibody levels, whereas
opioid antagonist naltrexone blocks the immunosuppressive effects of codeine.

2019, 43 Pages

KEYWORDS: ELISA, Humoral immunity, Immunoglobulin, Codeine, Codeine
phosphate, Codeine sulfate, Ovalbumin (OVA)



ONSOZ

Daha once morfinin bagisiklik sistemi iizerindeki etkilerine yonelik bir¢ok calisma
yapilmasina ragmen, tipta tedavi amagh kullanilan kodeinin hiimoral bagisik yanit ve
Ozellikle de antikor cevabi iizerindeki etkileri konusunda kayda deger bir c¢alisma
yapilmamistir. Bu tez c¢alismasinda, kodeinin organizmalarda enfeksiyonlara ve
extraseliiler patojenlere karsi yanitta Onemli rolleri olan hiimoral bagisik yanit
tizerindeki etkileri in vivo olarak belirlenip antikor cevabinda ortaya cikabilecek
degisiklikler tespit edilmeye calistlmistir. Oncelikle tez calismam da, kendisine ne
zaman danigsam bana kiymetli zamanini ayirip sabirla ve biiylik bir ilgiyle bana faydali
olabilmek i¢in elinden gelenden fazlasini sunan her sorun yasadigimda yanina
cekinmeden gidebildigim giiler yiizini ve samimiyetini benden esirgemeyen ve
gelecekteki mesleki hayatimda da bana verdigi degerli bilgilerden faydalanacagini
diisiindiigiim, ¢alisma konusunun belirlenmesinde ve ¢alismanin hazirlanma siirecinin
her asamasinda bilgilerini, tecriibelerini ve degerli zamanlarin1 esirgemeyerek bana her
firsatta yardimer olan degerli ve danisman hoca statiisiinii hakkiyla yerine getiren Dr.
Ogr. Uyesi Emel CANPOLAT a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Calismam boyunca biitiin
laboratuvar imkanlarin1 kullanmama imkan taniyan Biyoloji Bolim Baskanligi ve
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliim Baskanligina, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi
Bilimsel Aragtirma Komisyonu ve ¢alisanlarina, deney hayvanlarinin bakimini iistlenen
Gaziosmanpasa Universitesi Deneysel Tip Arastirma Birimi calisanlarina sabirlar1 ve
yardimlarindan dolay1 tesekkiir ederim. Tesekkiirlerin az kalacagi diger iiniversite
hocalarimin da bana 4 yillik tiniversite hayatim boyunca kazandirdiklar1 her sey igin ve
beni gelecekte soz sahibi yapacak bilgilerle donattiklart i¢in hepsine teker teker
tesekkiirlerimi sunuyorum. Ve son olarak calismam da desteklerini ve bana olan
giivenlerini benden esirgemeyen kiymetli Ars. Gor. Elif KAYMAK USTUN’e,
arkadastan 6te olan her tiirlii yardimima kosan degerli arkadasim Mustafa AVSAR’a ve
beni bugiinlere sevgi ve saygi kelimelerinin anlamlarin1 bilecek sekilde yetistirerek
getiren ve benden hicbir zaman destegini esirgemeyen bu hayattaki en biiyiilk sansim
olan isimlerini yazmakla bitiremeyecegim aileme tesekkiir ve minnetimi Ozellikle
belirtmek istiyorum.

ANIL GUNGOR

26 Agustos 2019
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1. GIRIS

Gliniimiizde analjezik (agr1 kesici), antitussif (6ksiiriik dindirici) ve antidiyareik (ishal
Onleyici) 6zelligi olan ilaglarin biiyiikk ¢ogunlugunda opioid (opiyat) olarak adlandirilan
maddeler kullanilmaktadir. Viicutta medulla spinalis (omurilik), beyin ve periferik sinir
uclarinda kendileri igin spesifik reseptorlere baglanarak morfin benzeri etki gosteren,
hashas ya da afyondan elde edilen, asil kullanim amaci analjezi olan dogal ya da
sentetik olarak elde edilebilen maddelere opioid ad1 verilmektedir (Ozden, 2004). Afyon
Latince’de Papaver somniferium olarak adlandirilan hashas bitkisi kapsiillerinin ¢izimi
ile elde edilen siitiin islenmis halidir ve uyusturucu 6zelligi tasiyan bir maddedir.
Morfin, kodein, tebain, papaverin, noskapin ve narsein bulunus miktarlar: itibari ile
afyonda bulunan en énemli alkaloitlerdir (Anonim, 2007). Ozellikle morfin, siddetli
agrilarin dindirilmesinde kullanilan baslica alkaloit olup tip ve veterinerlik alaninda agri

yonetiminin belkemigini olusturmaktadir.

Opioidlerin genel olarak bagisiklik sistemini baskiladigi ve enfeksiyonlara karsi direnci
degistirerek hem dogal hem de edinsel (adaptif, sonradan kazanilan) bagisik yanitlari
etkiledigi belirtilmistir (Vallejo ve ark., 2004; McCarthy ve ark., 2001). Yapilan bir¢ok
calismada Ozellikle morfinin immiin sistem tizerindeki etkileri ¢alisilmistir. Morfin
siddetli agrilarin giderilmesinde kullanilan en etkili analjezik olmasina ragmen,
bagimlilik yapma 6zelligi ¢ok fazladir. Morfinin hem dogal hem de edinsel bagisikligin
cesitli islevlerini azalttigl, akut ve kronik morfin uygulamasindan sonra hem hayvan
hem de insan c¢alismalarinda hiicresel bagisikligin 6nemli derecede azaldig:

gozlemlenmistir (Sacerdote ve ark., 1997).

Morfin {izerine yapilan bu ¢alismalarin sonuglar1 dogrultusunda, aragtirmacilar morfinin
hem bagimlilik yapma 6zelliginin fazla olmasi hem de gii¢lii yan etkilerinden dolay1
bagimlilik yapma derecesi ¢ok daha az ve yan etkisi diisiik olan farkli opioidler
kullanarak agrilar1 dindirme yoluna gitmislerdir. Ozellikle kodein morfinden daha zayif
bir narkotik olup hem agr1 kesici etkisi hem de bagimlilik yapma derecesi az olan bir
alkaloittir (Amstrong ve Cozza, 2003; Schroeder ve Fahey, 2001). Kodein analjezik
(agn kesici), antitussif (Oksiiriik dindirici) ve antidiyareik (ishal onleyici) ozellikleri

nedeniyle tipta tedavi amach olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Kodeinin



bagimlilik yapma derecesi az olmasina ragmen morfin ve eroin kullananlarin bunlari

bulamadiklarinda kodeine bagvurabildikleri belirtilmistir.

Morfinin bagisiklik sistemi {lizerindeki etkilerine yonelik bir¢ok ¢alisma yapilmasina
ragmen, giinliilk hayatta siklikla karsilagabilecegimiz hastaliklar i¢in yaygin kullanimi
olan kodeinin hiimoral bagisik yanit ve 6zellikle de antikor cevabi {izerindeki etkileri
konusunda kayda deger bir ¢alisma yapilmamistir. Bu ¢alismada 6zellikle tipta tedavi
amacli olarak morfinden daha fazla kullanim1 olan ve bagimlilik yapma derecesi daha
diisiik olan kodeinin organizmalarda enfeksiyonlara ve ekstraseliiler patojenlere karsi
yanitta Onemli rolleri olan hiimoral bagisik yanit (antikor aracili bagisik yanit)
tizerindeki etkileri in vivo olarak belirlenmeye ¢alisilmis ve antikor cevabinda ortaya

cikabilecek degisiklikler tespit edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kodein

Kodein ya da diger adiyla 3-metilmorfin hashas bitkisinden dogal olarak elde edilen ya
da morfinin metilasyonu ile hazirlanabilen, farmakolojik ve tibbi 6neme sahip bir
alkaloittir. 1883 yilinda Fransa’da Jean-Pierre Robiquet tarafindan izole edilmis olup,
morfinden (%5-20) sonra %1-5'lik oran ile hashasta en fazla bulunan alkaloitlerden
birisidir. Kimyasal formiilii CigH21NO3 olup, molekiil agirhigr 299.364 g/mol’diir
(Reynolds, 1996).

_O

H3C

H

HO"

Sekil 2.1. Kodeinin kimyasal yapisi (Asicioglu ve ark., 2013)

Kodein beyaz-renksiz kristal yapida, kokusuz ve acimsi bir tada sahiptir. Erime noktasi
154-158°C arasindadir. 1:120 oraninda suda, 1:15 oraninda kaynar suda, 1:2 oraninda
alkolde, 1:0,5 oraninda kloroformda, 1:50 oraninda eterde ¢oziiniir. Ayrica metil alkolde

ve derisik asitte oldukga ¢6ziiniir bir maddedir (Paolino, 1990).

Saf ya da piir kodeine fosfat ve siilfat eklenmesi ile kodein tuzlar1 olarak adlandirilan
kodein fosfat ve kodein siilfat elde edilmektedir. Kodein tipta genellikle viicut
tarafindan daha kolay absorbe edilebilmeleri nedeniyle kodein siilfat ve kodein fosfat
formunda kullanilmakta, tedavi amacl olarak oral tablet ya da parenteral enjeksiyon

seklinde hastaya uygulanmaktadir.
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Sekil 2.2. Kodein fosfat ve kodein siilfatin kimyasal yapisi
2.1.1 Kodeinin etki mekanizmasi

Analjezik etkisiyle bilinen opioid molekiilleri Siimerlerden beri kullanilmaktadir.
Yapilan aragtirmalarla memeli beyninde opioid molekiillerinin baglanma noktalar1 yani
reseptorleri kesfedilmistir. Farmakolojik ve fizyolojik 6zelligi olan mu (p), delta (d) ve
kappa (k) isimli ii¢ ayr1 temel opioid reseptor tipi bulunmaktadir. Opioid ligandlari
endorphin (mii (p) reseptdriine baglanir), dynorphin (kappa () reseptdriine baglanir) ve
enkephalin (delta (8) reseptoriine baglanir) gibi endojen peptitler olabilecegi gibi,
morfin ve kodein (mii (n) reseptoriine baglanirlar) gibi endojen olmayan molekiiller de

olabilmektedir (Jordan ve Devi, 1998; Yaksh, 2013).

370-400 aminoasitten, 7 transmembran gegisli proteinden olusan opioid reseptorii adenil
siklaz ile etkilesim i¢indedir. Proteinin N ucu ekstraseliilerdir. Opioid reseptorii 3 alt

birimden olusan G proteini ile baglanmistir (Al-Hasani ve Bruchas, 2011; Yaksh, 2013).

GTPaz aktivitesi opioid agonistlerinin baglanmasini diizenlemektedir. Opioid reseptore
agonist baglanmasiyla intraseliiler degisiklikler olur ve G proteininin Ga ve GPy alt
birimleri ayrilir. Ga proteini potasyum kanalini etkiler ve potasyum akisi artarak
membran hiperpolarizasyonuna neden olur. Diger G-protein bagli reseptorlerde oldugu
gibi cAMP iretimi azalir, adenil siklaz enzimi inhibe olur. GPy alt biriminin
ayrilmasiyla kalsiyum gecisi inhibe edilir ve buna bagli olarak sinaptik vezikiillerde ve
sinaptozomlardaki kalsiyum igerigi azalir. Voltaj kapili kalsiyum kanalinin inhibe
olmasi sonucunda ndrotransmitter madde salgilanmasi baskilanir (Sekil 2.3) ve sonug

olarak sinyal aktarimi1 durur (Al-Hasani ve Bruchas, 2011; Yaksh, 2013).
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Sekil 2.3. Opioid reseptorleri sinyal transferinin molekiiler mekanizmasi (Raffa ve ark.,
2004)

Opioid reseptorlerine agonist baglanmasiyla birlikte viicutta analjezi, gozbebeginin
kii¢iilmesi, viicut sicakliginda ve tansiyonda diisiis gibi bir takim fizyolojik degisiklikler
meydana gelmektedir. Opioid reseptorlerine agonist baglandiginda ndrotransmitter

madde salinim1 engellenerek agr1 kontrolii saglanmaktadir (Jordan ve Devi, 1998).

Opioid reseptorlerinin en yaygin bilinen antagonisti naloksondur (Jordan ve Devi, 1998,
Yaksh, 2013). Antagonist madde opioidleri etkisiz hale getirir. Nalokson tam bir
antagonisttir. Mii, kappa ve delta reseptorlerinin hepsini bloke ederek, morfin ve
benzeri analjeziklerin yaptigi etkileri antagonize eder. Diger opioid antagonisti ise

naltrekson olup etki siiresi naloksona gore ¢ok daha uzundur (24-48 saat).
2.1.2. Kodeinin tipta kullanimi

Kodein tipta analjezik (agr1 kesici), antitussif (6ksiirlik dindirici) ve antidiyareik (ishal
onleyici) ve diger bazi tibbi amaglar i¢in kullanilabilmektedir (Randall, 2004; Polson
ve ark., 1983). Kodein diisiik dozda (10-15 mg) antitussif etki olusturdugu halde
analjezik etki olusturmaz. Analjezik etkinin olusabilmesi i¢in tek basina 20 mg ve iizeri
dozlarda kullanilmas1 gerekir. Ancak aspirin ve parasetamol gibi ilaclarla
kombinasyonu durumunda additif etkilesme nedeniyle bu kodein dozu yariya kadar
diisebilir. Agizdan alinan 32 mg kodeinin terminal kanser agrisina karsi 650 mg aspirin

ile denk analjezik etki gosterdigi saptanmistir (Martindale, 2007).



Kodein tibbi kullanimda genellikle bir non-narkotik analjezikle kombine halde
kullanilir. Kodein ilag olarak parasetamol (Aferin kapsiil, Geralgine K tablet),
asetilsalisilik asit (Dolviran tablet) ve nonsteroid antienflamatuarlarla (Nurofen Plus)
birlikte kombine olarak bulunabilmektedir. Kodein analjezik maddelerle olan bu
kombinasyonu yaninda kafein (Dolviran tablet, Pacofen tablet) ve antihistaminikleri de
(Aferin kapsiil, Apex kapsiil, Bronkar-A kapsiil) igeren antigripal (grip tedavisinde
kullanilan) ilag kombinasyonlarinda da yer almaktadir (D6kmeci, 2004).

2.2. Bagisikhik Sistemi

Organizmanin kendine yabanci maddelerin tiimiinii etken olarak tanimasi, kendi

dokular1 yararina ya da zararina bunlar1 ortadan kaldirmasi yetenegine bagisiklik denir.

Bagisiklik sistemi ise enfeksiyonlara karsi savunmayi saglayan hiicreler, dokular ve

molekiillerin olusturdugu biitline verilen isimdir.

Bir organizmanin Kkendisini her tiirli patojenden (viriis, bakteri, vb) korumasi
gerekmektedir. Bu tehditlere kars1 koymak amaciyla, birbirleriyle baglantili i¢ savunma
hatt1 geligsmistir. Bunlardan ikisi dogal bagisiklik sistemi i¢inde olup 6zgiin degildirler
yani bir hastalik yapici etkeni digerinden ayirt edemezler. Ozgiil olmayan savunmanin
ilk hatt1 dista olup viicudumuzu kaplayan deri, miik6z zarlari, epitel doku ve onlarin
salgilarindan olusmaktadir. Ozgiil olmayan savunmanin ikinci hatt1 ise igte olup, distaki
savunmay1 gecebilmis patojenlere ayrim gozetmeksizin saldiran ve kimyasal uyarilarla
harekete gegen anti-mikrobiyal proteinler ve fagositik (nétrofil ve makrofaj) hiicrelerdir.
Savunmanin {giincii hatt1 ise edinsel (sonradan kazanilan) bagisiklik sistemidir. Bu
sistem ikinci savunma hatti ile aym1 zamanda devreye girmekle birlikte belirli
mikroorganizmalara, degisime ugramis viicut hiicrelerine, toksinlere ve yabanci
molekiillere karsi verdikleri 06zgiil tepkileri agisindan farklilik gdstermektedir

(Campbell, 2010).



Dogal bagisiklik Edinsel bagisiklik
Savunmanin birinci hatti Savunmanin ikinci hatt Savunmanin {i¢iincii hatti
e Deri e Fagositik akyuvarlar
e Miikoz zarlar e Antimikrobiyal e Lenfositler
e Deri ve mikoz proteinler e Antikorlar
salgilarin zarlar e Yangi tepkisi

Cizelge 2. 1. Viicut savunmasina genel bakis
2.3. Dogal (Innate) Bagisikhik

Organizmalarin tiirline ve bireysel oOzelliklerine gore dogustan sahip olduklar
bagisikliga dogal bagisiklik adi verilir. Baz1 mikroorganizmalarin normal sartlar altinda
yasayamamasi ve konak canliya zarar vermemesi dogal bagisikligin bir sonucu olarak
ortaya cikmaktadir. Viicudumuzda bulunan anatomik bariyerler dogal bagisiklik
acisindan onemli yapilardir. Viicudu saran deri, sindirim, solunum ve genitoiiriner
kanallar1 doseyen miik6z membranlar dogal immiin sistemde ilk korumayi saglayan
onemli yapilardir. Bir takim antimikrobiyal maddeler, lizozim gibi enzimler ve viicudun
normal florasi patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engellemektedir.
Savunmanin birinci hatt1 olan fizyolojik bariyerler patojenlere karsi etkin bir savunma
gerceklestiremedigi takdirde dogal immiin sistemin hiicreleri ve humoral faktoérlerin
savunmasi ile karsilagirlar. Dogal bagisiklikta 6nemli gorevleri olan hiicreler nétrofiller
ve monosit/makrofajlardir. Bu hiicreler fagositoz yapma o6zelligine sahip olup
profesyonel fagositler olarak adlandirilirlar. Dogal immiinitenin 6nemli diger bir

hiicresi de dogal oldiiriicii (natural killer) hiicrelerdir.
2.3.1. Notrofil

Lokositler (alyuvarlar) icerisinde kanda en yiiksek oranda (%60-70) bulunan graniillii
hiicrelerdir. Profesyonel olarak fagositoz yetenegine sahip olan bu hiicreler fagosite
ettikleri maddeleri  graniillerinde  bulunan  lizozim, laktoferrin, hidrolaz,
miyeloperoksidaz gibi enzimlerle par¢alama veya Oldiirme islemini gerceklestirirler.
Fagosite edilecek hedefin, kompleman ya da antikor ile kaplanmig olmasi
(opsonizasyon) nétrofil i¢ine alimmalarim1 kolaylastirmaktadir. Yasam siireleri birkag

saat ile birka¢ giin arasinda degismektedir. Viicutta herhangi bir yaralanma ya da



enflamasyon olmasi durumunda o bolgeye ilk ulasan hiicreler olup sayilar1 2-3 kat artig

gostermektedir (Diizgiin, 2008).
2.3.2. Monosit/Makrofaj

Periferik kanda bulunan kisa Omiirlii hiicreler monosit olarak adlandirilmaktadir.
Kandan dokulara go¢ eden monositler, farklilasarak makrofajlara doniistirler.
Makrofajlar tiim viicut dokularina yayilmis olup, yerlestigi yerde oOzel isimleri ile
anilmaktadir. Karacigerde ‘kupffer’, deride ‘“Langerhans” hiicreleri, alveollerde
“alveolar makrofajlar”, beyinde “mikroglial hiicreler”, bobrekte “mezensimal hiicreler”
ve kemikte ise “osteoklastlar” olarak bilinirler. Monosit ve makrofajlar profesyonel
fagositik hiicreler olup dogal immiinitede 6nemli rol oynarlar. Ozellikle antikor ile kaph
bakteri ve tlimor hiicresinin yikimi ve pargcalanmasi gibi effektdr gorevleri vardir

(Diizgiin, 2008).

Makrofajlarin patojenleri tanimasi, patojen iligkili molekiiler motifler (PAMP: Pathogen
Associated Molecular Pattern, PRR: Pattern Recognition Receptors), Toll-like
reseptorler (TLR), mannoz reseptorleri (MR) gibi baz1 ylizey molekiilleri ile olur.
Monosit-makrofajlar dokularda ¢esitli hidrolitik enzimler, oksidatif metabolizma
tirlinleri ve kemoatraktan ¢esitli sitokin (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15 gibi) ve
kemokinler araciligi ile proinflamatuar ve anti-inflamatuar gorevlerde bulunurlar.
Makrofajlar sitokin adi verilen bagisiklik sistemine yardimci bir takim maddelerin
tiretimi ile hem dogal, hem de edinsel immiinitede 6nemli gorevler iistlenmislerdir.
Proinflamatuar sitokinlerin (IL-1, IL-6, IL-8, TNF) iiretimi ile enflamasyonda, IL-1 ve
IL-6 gibi sitokinler araciligiyla T ve B hiicrelerin antijene bagli aktivasyonunda temel
rol alirlar. IL-12 ile hiicresel immiin yanitta rol oynarlar. IFN-a salinimi ile antiviral etki

saglarlar.

Makrofajlar ayn1 zamanda antijen sunan hiicreler olarak da gorev yaparlar (ASH).
Fagosite ettikleri yabanci antijenleri kiiclik pargalara ayrilmis peptidler halinde MHC
(Major Histocompatibility Complex) smif Il antijenleri ile kompleks olusturarak
yardimct T hiicrelerine (Th) sunarlar. Boylece edinsel immiinitenin baglamasinda

anahtar rol oynarlar (Diizgiin, 2008).



2.3.3. Dogal oldiiriicii hiicre (NK, Natural Killer)

Dogal immiin sistemde gorev alan hiicre grubudur. Periferik kandaki lenfositlerin %10-
15 kadarini olusturur. Lenfositlere benzerdir ancak onlara gore daha biiyilik ve graniilli
olmalar1 nedeniyle biiyiik graniiler lenfosit (LGL) olarak da adlandirilirlar. Graniillerde
bulunan granzim ve perforin ile hedef hiicreyi 6ldiiriirler. NK hiicrelerinin ¢cogu CD16,
CD56 ve CD57 yiizey molekiilleri tasirlar. Yiizey molekiilleri ile hedef hiicreyi (virus
ile enfekte hiicre ve tiimor hiicresi gibi) tanir ve oldiiriicti aktivite (sitotoksisite)
gostererek onlar1 yok ederler. Ayrica antikor ile kaplanmis hiicreleri de 6ldiirme 6zelligi
vardir. NK hiicre yiizeyindeki Fc reseptor ile antikor bagimli hiicre aracili sitotoksitede
(ADCC) 6nemli rol oynar (Diizgiin, 2008).

2.4. Edinsel (Adaptif) Bagisiklik

Enfeksiyona neden olan ajanlarla karsilasma sonucunda uyarilmaktadir. Lenfositlerin (T
ve B lenfositleri) aracilik ettigi bagisiklik tiirii olup organizmada antikorlarin
sekillenmesi ile meydana gelmektedir. Edinsel bagisiklik belirli bir antijene spesifik
olup, aynmi antijenle tekrarlayan karsilagmalarda daha hizli ve giiglii cevap olusturma
gibi Ustilinlikklere sahiptir. Edinsel bagisiklik baslica humoral (B hiicre aracili)) ve
hiicresel (T hiicre aracili) bagisiklik olmak {iizere iki kisimda incelenmektedir.

Ozellikleri gizelge 2.2°de gosterilmistir.

Himoral immiinite Hiicresel Immiinite
Efektor hiicre B lenfosit T lenfosit
Aract molekiiller Antikor, sitokinler Sitokinler, kemokinler

Cizelge 2.2. Edinsel bagisiklikta gorev alan hiicre ve molekiillere genel bakis

Humoral bagisik yanitta B lenfositlerin plazma hiicrelerine doniiserek tirettikleri, antijen
spesifik molekiiller olan antikorlar baslica rol oynamaktadir. B hiicre araciligi ile
antijenlere karsi antikor lretimi humoral bagisikligin en temel gorevidir. Hiicre disi
yerlesen ekstraseliiler mikroorganizmalar ve onlarin toksinlerine kars1 savunmada etkin

olup onlarin ortadan kaldirilmalarin1 saglamaktadir. Ancak dolasan antikorlarin hiicre



ici yerlesim gosteren mikroorganizmalara (viriisler, mantarlar ve bazi bakteriler gibi)

etkileri yoktur.
2.4.1. Lenfositler

Lenfositler edinsel bagisiklikta gorevli hiicrelerdir. Morfolojik olarak tiim lenfositler
birbirine benzerdir ancak fonksiyonlar1 ve fenotipik karakteristikleri ile birbirlerinden

ayrilan, T ve B lenfositleri olarak adlandirilan iki biiyiik lenfosit grubu bulunmaktadir.

Lenfositler (B ve T) kemik iliginde hematopoetik kok hiicrenin bir alt kolu olan lenfoid
progenitor hiicrelerden koken alirlar. Her ikisi de kemik iliginde iiretidikten sonra T
lenfositleri timusta, B lenfositleri ise kemik iliginde gelisimlerini ve olgunlasmalarini

tamamlar (Diizgiin, 2008).
T lenfosit

Kemik iliginden timusa gelen timositler (olgunlasmamis T hiicreleri) gelisme siirecinde
antijen reseptoriinii (T hiicre reseptorii, TCR) kazanir. Pozitif ve negatif seleksiyon (self
antijenleri yabanci olandan ayirt etme yetenegi) sathalarini gegirdikten sonra olgun T
hiicreler (CD4+T lenfosit ve CD8+T lenfosit) olarak periferik dolasima gecerler.
Periferik kanda total kan lenfositlerinin yaklasik %70 kadarmi CD4+T yardimci
hiicreler (Th, T helper), %25 kadarini ise CD8+T sitotoksik T hiicreleri (Tc)
olusturmaktadir. Tiim T lenfositler yiizeylerinde CD3 molekiilii tasirlar. T lenfositler

ozellikle hiicresel bagisik yanitta anahtar rol oynarlar (Diizgiin, 2008).
B lenfosit

Hematopoetik kok hiicrenin bir alt kolu olan lenfoid progenitor hiicreden koken alan B
lenfositlerin gelismeleri antijenik bir uyari olmadan kemik iliginde baslamaktadir.
Erken progenitor hiicrelerden immatiir (olgunlasmamis) B lenfositleri gelisinceye kadar
cesitli farklilasma (pre-B, immatiir B, matiir B) donemleri vardir. Immatiir B lenfositleri
kemik iliginde iken fonksiyonel yiizey immiinoglobulin M molekiiliinii kazanirlar ve
olgun hiicreler olarak periferik kana gecerler. Bu hiicreler heniiz antijenle karsilasmamis
‘naif’ hiicrelerdir. Periferik dolasimdan periferik lenfoid dokulara (lenf bezi, dalak ve

mukoza iliskili lenfoid dokular=(MALT) go¢ ederler ve onlar icin 6zel ayrilmig
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bolgelere yerlesirler (lenfoid folikiillerde, dalakda beyaz pulpada). Periferik kanda
matiir B lenfositler %20-30 oraninda bulunur (Diizgiin, 2008).

2.5. Antikorlar

Antijenlere karsi plazma hiicreleri tarafindan iiretilen ve kendileri i¢in spesifik antijenler
ile birlesme 6zelligine sahip glikoprotein yapisindaki molekiillere antikor ya da diger
adiyla immunoglobulin adi verilir. Bir antikor molekiilii 2 agir ve 2 hafif zincirden
olusmaktadir. Iki hafif zincir ayr1 ayn disiilfid baglar ile agir zincire baglanir (Sekil 6).
Agir zincirler de disiilfid baglar1 ile birbirine baglanir. Antikor molekiiliiniin yapisinda
bulunan bes tip agir zincir (y, o, p, & 0) sirastyla IgG, IgA, IgM, IgE ve IgD
molekiillerinin yapisini olusturmaktadir. y zincirinin dort alt tipi (y1, y2, v3, y4) ve o
zincirinin iki alt tipi (a1 02) bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 ve
IgAl, IgA2’yi ifade etmektedir. Antikorlarin yapisinda lambda: A ve kappa: k olmak
tizere iki tip hafif zincir bulunmaktadir. Bir immiinoglobulin molekiiliinde iki adet ya
lambda ya da kappa bulunur her ikisi ayn1 immiinoglobulin molekiiliinde bulunmaz.
Immiinoglobulinin iki adet ayni1 yapiya sahip antijen baglayan bolgesi (Fab: Fragment
antigen binding) ve fagositlere ve komplemana baglanabilen kismi (Fc: Fragment
crystallizable) bulunmaktadir. Antijen baglayan bolgede hem hafif, hem agir zincir
bulunur. Degisken (variable) ve sabit (constant) olan iki bdolge icerir. Degisken
bolgedeki amino asit dizilis farklilif1 antijen cevabmin spesifik olmasimi saglar. Fc
parcasinda ise sadece agir zincir bulunur ve immiinoglobulin tipini belirlemektedir
(Diizgtin, 2008).

l— Ag Binding j

Fab «——— Light Chain

55 Ml +————— Disulfide Bridge

S5 .
~— Heavy Chain
I Hypervariable Regions
Il Variable Regions
Il ConstantRegions

Sekil 2.4. Immiinoglobulin molekiil yapis1 (Douglas F, 1997)
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25.1. IgM

Bes immunoglobulin tipinden birisi olan IgM herhangi bir antijenle uyarilma sonucu ilk
sentezlenen antikor tipidir. Serumun yaklasik %5-10’unu olusturur. Molekiil agirlig:
900,000 dalton olan IgM antikoru viicudun savunulmasinda gorev alan en biiyiik Ig’dir.
Bes adet monemerin birbirlerine disiilfid baglariyla baglanmasi sonucu olusmustur.
Pentamer yapisinda bir antikor olup aymi zamanda makroglobiilin de denilmektedir
(Sekil 2.5). Kisa omiirlii bir antikor tipidir ve biiyiik bir kism1 (%80) dolasan kanda
bulunur. Kompleman baglama kapasitesi en yiiksek olan antikordur. Fagositozu
kolaylastirict etkisi vardir. Organizma bir enfeksiyonla karsilastiginda ilk sentezlenen
antikor tipi olup, hastaligin ilk ve erken donemlerinde IgM serum diizeyinde bir artig
goriilmektedir. Ancak IgM antikoru kisa Omiirli oldugundan hastaligin ilerleyen
doénemlerinde serumdaki diizeyi azalarak yerini daha uzun siire koruyuculuk 6zelligi

olan IgG antikor tipine birakir (Kiligturgay ve K. Giines, 1994).

Sekil 2.5. IgM molekiiliiniin yapis1 (Mayer, 2016)
25.2.19G

IgG antikor tipi serumdaki immiinoglobulinlerin %75’ini olusturmaktadir ve
plasentadan gegebilen tek antikor tipidir. Y harfi seklinde, monomer (tek birim) yapida
ve 150,000 kDa molekiil agirhigindadir. IgG molekiillerinde antijen baglama ve mentese
bolgelerinde agir zincirler arasindaki disiilfid baglarmin farkli sayilarda olmasindan
dolayr dort alt grubu bulunmaktadir. 19G1'de 2, 1gG2'de 4, 1gG3'de 15 ve IgG4'te 2
disiilfid bagi bulunur (Sekil 2.6). Tiim IgG'lerin %65' IgG1'dir. 1gG2 %23"inii, 1gG3
%8'ini, 1gG4 ise %4'inii olusturur (Kiligturgay ve K. Giines, 1994).
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IgG1, IgG2 and IgG4 IgG3

Sekil 2.6. IgG molekiiliiniin yapis1 (Mayer, 2016)

2.5.3. 1gA

Serumda en fazla miktarda bulunan ikinci antikor tipi IgA antikorudur. IgA antikoru
ya monomer halde ya da iki veya daha fazla monomerin baglanmasi sonucu dimer veya
trimer halde bulunabilmektedirler (Sekil 2.7). IgA salgilarda bulunan temel Ig tipidir
(gozyas, tiikiiriik, kolostrum, mukus vb.). Salgida bulunan IgA’lar proteolitik enzimlere
dayaniklidir. Salgisal IgA’lar mikroorganizmalarin mukoza hiicrelerine baglanmalarina,
burada yerlesmelerine ve enfeksiyon olusturmalarma engel olmaktadir. Ayrica
besinlerle alinarak bagirsaga ulasan, zararli olabilecek makromolekiillerle birleserek

onlarin emilimini 6nler ve tahrip edilmelerini kolaylastirir (Yegen O., 1990).

Secretory Piece J Chain

Sekil 2.7. IgA molekiiliiniin yapis1 (Mayer, 2016)
2.5.4. 1gD

Diger bir immiinoglubulin tipi olan IgD tipi antikorlar monomer yapida (Sekil 2.8) olup
serumdaki Ig’lerin %0.2’sini olusturmaktadir. IgM antikoru ile birlikte B lenfositlerin
yiizeylerinde bulunurlar ve bu hiicrelerin farklilagmasinda dnemli olduklar1 belirtilmistir

(Yegen O., 1990).
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Sekil 2.8. IgD molekiiliiniin yapis1 (Mayer, 2016)
2.5.5. IgE

Serumda en az bulunan ve Ig’lerin yaklasik %0.004 {in{i olusturan antikor tipi IgE’dir.
Molekiil agirligr 190,000 kDa olup monomer yapida bir Ig’dir.(Sekil 2.9) IgE, helmint
denilen parazitlere karsi aktif bagisiklikla, astim, saman nezlesi, lrtiker gibi ¢abuk
tipteki asirt duyarlilik reaksiyonlarinda Onemlidir. Bazofil ve mast hiicrelerine
baglanabilme ozelligine sahiptir. Bunun sonucu olarak alerjenin baglanmasiyla alerjik
semptomlara yol agan birgok maddenin salinimina neden olmaktadir. Dolayisiyla alerjik

reaksiyonlarda gorev alan 6nemli bir antikor tipidir (Kiligturgay ve K. Giines, 1994).

Sekil 2.9. IgE molekiiliiniin yapis1 (Mayer, 2016)
2.6. Opioidlerin Bagisikhik Sistemi Uzerindeki Etkileri

Akut ve kronik opioid uygulamalarinin, antikor {iretimi, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicre
aktivitesi, sitokin ekspresyonu ve fagositik aktivite dahil olmak iizere, humoral ve
hiicresel bagisik yanit iizerinde inhibe edici etkileri oldugu bilinmektedir (Vallejo ve
ark., 2004; Sacerdote ve ark., 2003). Morfin, hem dogal hem de edinsel bagisikligin

cesitli islevlerini azaltir. Morfinin akut ve kronik uygulamasindan sonra hem hayvan
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hem de insan ¢aligmalarinda hiicresel immiinitenin 6nemli 6l¢iide azaldig belirtilmistir

(Sacerdote ve ark.,2006).

Opioidler, immiin sistemin her iki dalim1 da modiile ederek p reseptérine (MOP
reseptorlii olarak da bilinir) baglanir ve bu da konuk¢u organizmanin patojenleri

temizleme yeteneginin bozulmasina neden olur (Abbas ve ark., 2014).

Innate Immunity Adaptive Immunity
Macrophage: Phagocytosis, Cytokine production, T-Cell: TH1 cytokines, activation
Bacteriacide, Recruitment ’

. ) i . B-Cell: antibody production, MHC-Il-expression,
MNeutrophil: Cytokine & Chemokine production, proliferation
Bacteriacide, Migration
Mast Cell: TNF-a, membrane permeability
Natural Killer Cells: Cytotoxicity ﬂ T-Cell: TH-1 cell death, TH2- differentiation
Dendritic Cell: Antigen presentation
Intestinal Barrier: integrity of barrier

ﬂ Pathogen clearance

Sekil 2.10. Morfinin immiinosiipresif etkilerine genel bakis (Roy ve ark., 2011)
2.6.1. Morfinin immiinosupresyon mekanizmasi

Morfin gibi opioidler bagisiklik sistemini dogrudan modiile etmektedir. Bagisiklik
hiicreleri (T lenfositleri, B lenfositleri, NK lenfositleri, monositler, makrofajlar)
tizerinde bulunan p (mii)-opioid reseptorlerine baglanarak veya merkezi sinir sistemi
icindeki p-opioid reseptorlerine baglanarak dolayli bir merkezi yolla baglanir. Opioidler
hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) eksenin azalan yollarin1 ve sempatik sinir sistemini
(SNS) aktive eder (Vallejo ve ark., 2004). HPA ekseninin aktivasyonu, periferdeki
immiinsiipresif glukokortikoidlerin {iretimini saglarken, birincil ve ikincil lenfoid
organlarin innervasyonu yoluyla SNS'min aktivasyonu noradrenalinin salinmasini saglar
(Budd K, 2004; Fecho K, Maslonek KA, Dykstra LA, 1996). Hem noradrenalin hem de
glukokortikoidler, immiin kabiliyeti negatif olarak modiile etmek igin I6kositler

uzerinde etkilidir.
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2.6.2. Dogal bagisikhik sistemi iizerindeki etkileri

Dogal bagisiklik makrofajlar, notrofiller, mast hiicreleri, NK hiicreleri ve dendritik
hiicrelerden olusmaktadir. Opioidlerin dogal bagisikligin bu bilesenlerine zarar verdigi
belirtilmistir (Roy ve ark., 2011). Morfin, bir enfeksiyona yanit veren makrofaj sayisini,
once makrofaj progenitor hiicrelerinin ve lenfositlerin proliferatif kapasitesini diisiirerek

ve ikinci olarak, bu hiicrelerin doku i¢ine alinmasini 6nleyerek azaltmaktadir.

Ayrica kronik morfin uygulamasi makrofajlarin opsonize patojenleri yutmasini
engelleyerek hem in vitro hem de in vivo olarak patojenlere karsi savunma
mekanizmalarimi diisiirmektedir (Casellas et al., 1991; Bhaskaran et al., 2001). Morfinin
makrofajlar {izerindeki etkisi doza baghdir. Disliik ve orta seviyedeki dozlar
makrofajlarin fagositoz yetenegini bozarken, yiiksek dozlarin makrofajlarda toll-like
receptor (TLR9) ve p38 MAPK vyolaklar1 araciligi ile apoptozise neden oldugu
belirtilmistir (Li et al., 2015).

Morfin, opioid reseptorleri ve TLR4 sinyallesme yollar1 arasindaki negatif bir ¢apraz
karisma yoluyla mast hiicre aktivasyonunu inhibe eder (Meng ve ark., 2013). Buna ek
olarak morfin, patojenlerin bagirsak bariyerini daha serbest bir sekilde ge¢mesine izin

vererek bagirsak bariyeri gegirgenligini artirir (Harari ve ark., 2006).

Dentritik hiicreler, dogal ve adaptif bagisiklik sistemlerinin baglanmasinda énemli bir
rol oynar. Yabanci antijenleri, T hiicrelerine yakalar ve sunarlar (Bancherau ve
Steinman, 1998). Morfin tedavisi antijenlerin, 1L-23 iiretimini engelleyerek dendritler

tarafindan T hiicrelerine sunumunu inhibe eder (Wang ve ark., 2011).

2.6 3. Edinsel (adaptif) bagisiklik sistemi iizerine etkisi

Dogal bagisikliktaki etkilerine benzer sekilde uzun siireli morfin tedavisinin edinsel
bagisikligi  baskiladigi  belirtilmistir.  T-hiicre fonksiyonunu bozarak, sitokin
ekspresyonunu degistirerek, T-hiicre aracili apoptosisi baskilayarak, T-hiicre
farklilagmasini modifiye ederek, B hiicre fonksiyonlarni 6zellikle mii reseptdr araciligi
ile azaltarak etkili oldugu belirtilmistir. Profesyonel antijen sunucu hiicrelerde
(ASH'ler), morfin tedavisi 6zellikle B hiicrelerinde major histokompatibilite kompleksi

siif II (MHC-I1) ekspresyonunun down-regiilasyonunu baslatir. Bu down-regiilasyon
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ASH'nin merkezi islevinin zayiflamasina neden olur. Ayrica, diisik MHC-I1I seviyeleri
T-hiicresi proliferasyonunu etkiler. Morfin T-hiicrelerindeki p reseptorlerine baglanir ve
T-hiicresini yardimc1 T hiicre tipi 2 (TH») fenotipine dogru yonlendirir. p reseptorlerinin
aktivasyonu adenil siklazin siiper aktivasyonuna, intraseliler cAMP’de artisa, p38
MAPK’nin aktivasyonuna ve T- hiicre spesifik transkripsiyon faktorii olan GATA3{in

uyarilmasina neden olur (Plein and Rittner, 2018).

2.6.4. Opioidlerin immun sistemin spesifik hiicreleri iizerindeki etkisi

Opioidler hem dogustan hem de edinsel bagisiklik sistemini etkileyerek, bagisiklik
sisteminin ¢esitli hiicrelerine etki eder. Opioidler makrofaj ve nétrofillerin fagositik
aktivitelerini etkiler. B ve T hiicre antikor yanitini baskilar, immun hiicrelerinin

kemotaksisini engeller ve enflamatuar mediator {iretimini modiile eder.

Kemik iligi progenitdr hiicreleri lizerine etkisi

Farelerde in vivo morfin tedavisi makrofaj progenitor hiicrelerinin makrofaj koloni
uyarict faktore (M-CSF) cevap olarak cogalabilmesi yetenegini bozmustur. Strekli
morfin tedavisinden 36 saat sonra koloni olusumunda %70’lik bir azalma goriilmiistiir.
Ancak morfin tedavisi bitirildikten 5 giin sonra bu etkinin ortadan kalktigi tespit
edilmistir (Roy ve ark., 2006).

Makrofajlar tizerine etkisi

Akut ve kronik morfine maruz kalma fagositoz, tiimor 6ldiiriicii aktivite, nitrik oksit
(NO) f{iretimi, siiper oksit olusumu ve sitokin ekspresyonu gibi cesitli makrofaj
fonksiyonlarimi etkiler (Singhal ve ark., 1998; Koff ve ark., 1985). Morfin uygulamasi
farelerin, si¢anlarin, insan goniilliilerinin makrofajlarinda apoptozu baskilamistir ve
daha sonra bu etki morfinin antagonisti olan nalokson uygulandiginda ortadan
kalkmustir (Singhal ve ark., 1998).

NK hiicreleri iizerine etkisi

Akut ve kronik morfin uygulamasi insan, maymun ve kemirgen NK hiicrelerinin
islevini etkilemektedir (Yeager ve ark.,, 1995). Siganlarda ve saglikli insan

gontilliilerinde morfin uygulamasinin 2-3 saat i¢inde dalak NK hiicrelerinin aktivitesini
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azalttigr tespit edilmistir. Daha sonra morfinin antagonisti olan naltrekson

uygulandiginda bu etkinin tamamen ortadan kalktig1 goriilmiistiir (Bayer ve ark., 1990;

Shavit ve ark., 1984).

T hiicreleri tizerine etkisi

Kronik morfin uygulamasinin IL-2 ve IFN-y sentezini engelledigi tespit edilmistir.
Bunun sonucu olarak T1 hiicrelerinin Fas/FasL’ye bagimli bir sekilde oldiiriilmesi
yoluyla Th2 efektér hiicrelerine dogru farklilasmasina ve hiicresel bagisikligin

azalmasina neden oldugu belirlenmistir (Roy ve ark., 2004).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Deney hayvanlari

Bu c¢aligmada 72 adet 20-30 gr agirliginda 8-12 haftalik inbred BALB/c cinsi erkek
fareler kullanildi. Fareler Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Laboratuvari’nda iiretildi ve oda sicakliginin 21°C oldugu, 12 saat aydinlik/karanlik
dongiisiinlin  saglandig1 odalarda dort fareden olusan gruplar halinde barindirildi,
standart laboratuvar diyeti ve normal musluk suyu ile beslendi. Grup i¢indeki fareleri
birbirinden ayirt etmek icin fare numaralandirma sistemine gore farelerin kulaklar
delindi. Deney hayvanlar1 {izerinde yapilacak biitiin islemler i¢in Gaziosmanpasa
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (HADYEK) gerekli izinler

alind1.
3.1.2. Hashas alkoloidleri

Calismada kullanilan hashas alkoloidlerinden kodein, kodein siilfat ve kodein fosfat
Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu’nun &zel izni ile Toprak Mahsulleri Ofisi’nden

satin alindi.
3.1.3. Antikorlar

ELISA testlerinde sekonder antikor olarak alkalen fosfataz ile konjuge edilmis goat
anti-mouse lg, goat anti-mouse 1gG ve goat anti-mouse IgM antikorlar1 (Southern

Biotechnology) kullanildi.
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3.1.4. Kullamlan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler Firma
NaCl (sodyum kloriir) Merck
KCI (potasyum klortir) Merck
NaH,PO, (sodyum dihidrojen fosfat) Merck
KH,PO, (potasyum dihidrojen fosfat) Merck
Na,CO3 (sodyum karbonat) Merck
NaN3 (sodyum azit) Sigma
MgCl; (magnezyum kloriir) Merck
Diethanolamin (DEA) Sigma
Tween 20 Sigma
BSA (bovine serum albiimini) Sigma
Teleostean jelatini Sigma
PNPP (para nitrofenil fosfat) tabletleri Sigma
Naltrekson hidrokloroid Sigma
Triton X — 100 Sigma
OVA (ovalbiimin) Sigma
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3.1.5. Kullanilan diger malzemeler

Diseksiyon aletleri

Tip Kim San

Vida kapakl1 santrifiij tiipleri

Corning Costar

Eppendorf tiipleri (1.5 ml) Isolab
Fare kulak delme aparati Interlab
Heparinsiz hematokrit kapiller tiipler Isolab
Steril enjektdr (1 ml) Isolab

Serolojik pipetler (5 ml, 10 ml)

Corning Costar

Cam siseler 100 ml, 500 ml, 1000 ml

Isolab

Pipet ucu (2-10-20-200-1000 pl)

Axygen

96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplakalar

Corning costar, Nunc

Otomatik pipetler

Brand, Rainin

8 kanall1 otomatik pipet

Scilogex, Axygen, Eppendorf

Parafilm Interlab

ELISA plate sealers Pierce
3.1.6. Kullanilan cihazlar

Malzemenin adi Firma

Hassas terazi

Denver Instrument

Vortex Hettich

pH metre Hanna HI 2211

Inkiibator Nuaire AutoFlow NU-4750
Santrifiij Hettich Micro 200R
Buzdolab1 Vestel
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-86 C° derin dondurucu New Brunswick Scientific

Ultra saf su cihazi Milipore Direct-Q 3 UV

Buz makinasi Scotsman AF80

Otoklav Hirayama HMC

Mikroplaka okuyucu Thermo Scientific

S1v1 azot tanki Locator 4 Thermolyne Dewars
3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Steril salin (NaCl) soliisyonu: %0.85’lik NaCl solusyonu hazirlamak i¢in, 0.85 g NaCl
100 ml distile suyla cam sisede ¢oziindiiriildiikten sonra agzi kapatilarak otoklavda steril
edildi.

PBS (Phosphate Buffered Salin): 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 0.2 g, KH,PO,, 1.15 g Na;HPO,,
1 litre distile su igerisinde ¢ozdiiriildli. Daha sonra ¢6zeltinin pH’s1 7.2° ye ayarlandi ve

kullanilmak tlizere +4°C’de saklanda.

Yikama ¢ozeltisi (PBS+Tween20+NaN3): ELISA testlerinde mikroplakalarin
yikanmasinda kullanilmak {izere 1 litre hazirlanan PBS ¢ozeltisine % 0.02 NaNj ve

% 0.005 Tween 20 eklenerek hazirlandi ve kullanilmak tizere + 4°C’de muhafaza edildi.

Kaplama ¢6zeltisi (coating buffer): 1.57 g NaCO3; 2.93 g NaHCOg3, 0.2 g NaN3 1 litre
distile suda ¢ozdiriildii ve pH’s1 9.6-9.8’e ayarland1 ve kullanilmak iizere +4°C’de

muhafaza edildi.

Bloklama (blocking buffer) ¢o6zeltisi: 20 ml’lik PBS+Tween 20+NaNj3 (yikama)

cozeltisi igerisine 20 pl teleostean jelatin ilave edilerek hazirlandi.

Substrat ¢ozeltisi: 0.02 g NaN3z, 0.01 g MgCl,.6H,0 bir miktar distile su igerisinde
¢cOzdiirtildii ve 9.7 ml diethanolamine (DEA) eklendi. Voliim distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi. pH 9.8’e ayarland.
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Diliisyon ¢ozeltisi (diluent buffer): 2 g BSA (bovine serum albiimin) tartildi ve 200

ml’lik PBS + Tween 20 igerisinde ¢ozdiirtildii.
3.2.2. Kodein, kodein siilfat ve kodein fosfat tuzlarimin hazirlanmasi

Farelere enjekte edilecek alkoloidlerin ve antagonist maddenin (naltrekson
hidrokloroid) miktarini belirlemek igin ilk olarak fareler tek tek tartildi ve agirliklart
belirlendi. Daha sonra enjekte edilecek dozlar farelerin canli agirhigina gore kodein,
kodein siilfat ve kodein fosfat i¢in 10 mg/kg, naltrekson hidrokloroid igin de 4 mg/kg
olacak sekilde steril %0.85’lik salin  soliisyonu kullanilarak  hazirlandi.
OVA (ovalbiimin - T bagimli antijen) ise her bir fareye 100 pg verilecek sekilde steril
salin soliisyonu igerisinde hazirland1 ve biitiin maddeler asagida belirtilen sekilde 0. ve

10. giinlerde enjekte edildi.

3.2.3. Enjeksiyonlar

Grup 1: Kontrol grubu — Herhangi bir madde enjekte edilmedi.

Grup 2: Salin grubu - %0.851ik steril fizyolojik salin (NaCl) soliisyonu enjekte edidi.

Grup 3: OVA grubu - 100ug OVA %0.85°1ik salin soliisyonu igerisinde hazirlanarak
enjeksiyon yapildi.

Grup 4: OVA + Kodein grubu - 100 pg OVA + 10 mg/kg kodein canli agirligina gére

%0.85’lik salin soliisyonu igerisinde hazirlanarak enjeksiyon yapildi.

Grup 5: OVA + Kodein fosfat grubu - 100 ug OVA + 10 mg/kg kodein fosfat canli

agirhigina gore %0.85’lik salin sollisyonu igerisinde hazirlanarak enjeksiyon yapildi.

Grup 6: OVA + Kodein siilfat grubu - 100 ng OVA + 10 mg/kg kodein siilfat canli

agirligina gore % 0.85’lik salin soliisyonu icerisinde hazirlanarak enjeksiyon yapildi.

Grup 7: OVA + Kodein + naltrekson grubu - 100 pg OVA + 10 mg/kg kodein +
4 mg/kg naltrekson canli agirligina gore %0.85°lik salin soliisyonu igerisinde

hazirlanarak enjeksiyon yapildi.
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Grup 8: OVA + Kodein fosfat + naltrekson grubu - 100 ug OVA + 10 mg/kg kodein
fosfat + 4 mg/kg naltrekson canli agirhgmna gore %0.85’lik salin soliisyonu igerisinde

hazirlanarak enjeksiyon yapildi.

Grup 9: OVA + Kodein siilfat + naltrekson grubu - 100 ug OVA + 10 mg/kg kodein
stilfat + 4 mg/kg naltrekson canli agirligina gére % 0.85°lik salin sollisyonu igerisinde

hazirlanarak enjeksiyon yapildi.
Her bir gruba 0. ve 10. giinlerde olmak tizere iki kez enjeksiyon yapildi.
3.2.4. Serum orneklerinin elde edilmesi

Herhangi bir madde enjekte edilmeden Once farelerin g6z g¢ukuru (orbital siniis)
veninden mikrohemotakrit kapiler tiipler araciligi ile kan alindi ve enjeksiyon Oncesi
serum Ornekleri hazirlandi. Enjeksiyon sonrasi serum 6rneklerini elde etmek igin, ilk
enjeksiyondan sonra 7. giinde (primer antikor cevabi i¢in gerekli olan siire), ikinci
enjeksiyondan (10.giin) sonra da 14, 18, 21, 25 ve 28 giinlerde (sekonder antikor cevabi
igin) farelerin orbital siniis veninden 200 - 300 pl kan alindi. Alinan kanlar 1 saat oda
sicakliginda ardindan da 1 saat 4°C’de bekletildikten sonra 4°C’de 3000 devirde 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiijleme isleminden sonra elde edilen serum 6rnekleri 1.5

ml’lik ependorf tiiplere aktarilarak - 80°C’de test edilmek {izere muhafaza edildi.
3.2.5. ELISA Yontemi

Calismamizda antijen (OVA) ile tek basina, antijene ilave olarak hashas alkaloitleri
(kodein, kodein fosfat, kodein siilfat) ya da opioid antagonisti ile enjekte edilen
farelerden alinan serum oOrneklerindeki antikor miktart (hem OVA-spesifik antikorlar

hem de total Ig miktarlari) ELISA yontemiyle tespit edildi.

Anti - OVA lg, 1gG, IgM ELISA

Antijen (OVA) kaplama ¢ozeltisi (1.57% NayCOs3, 2.93% NaHCO3, 0.2% sodium azide,
pH 9.7) igerisinde hazirlanarak 96 kuyucuklu, diiz tabanli mikroplakadaki kuyucuklara
100 pl olacak sekilde eklendi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra mikroplaka 3 kez
PBS (phosphate buffered saline) + (Tween 20 ve NaN3) ¢ozeltisi ile yikandi. Spesifik

olmayan protein baglanmasini bloke etmek i¢in mikroplaka PBS+Tween 20 ve NaNs
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icerisinde ¢ozdiriilen %]1°lik teleostean jelatini ile 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda mikroplaka tekrar yikanarak ve fare serumlarmm diliisyonlart
hazirlanarak uygun kuyucuklara eklendi ve 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Yikama
isleminden sonra mikroplaka %1°’lik BSA (sigir serum albiimini) ¢ozeltisi icerisinde
hazirlanan sekonder antikor ile (alkalen fosfataz ile konjuge edilmis goat anti-mouse Ig
(H+ L), 1gG ve IgM) 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Mikroplaka tekrar yikandiktan sonra
PNPP tabletleri (1 tablet/5 ml) substrat ¢6zeltisi igerisinde ¢Ozdiiriildii ve her bir
kuyucuga 100 pl eklendi. Mikroplaka ELISA okuyucusuna konularak 405 nm’de

okutuldu ve kinetik renk degisimine bagli absorbans degerleri belirlendi.

Total imiinoglobiilin seviyelerinin ELISA ile belirlenmesi

Bu ELISA testi i¢in ilk olarak konjuge edilmemis goat anti-mouse Ig (H+L) antikoru
kaplama c¢ozeltisi icerisinde sulandirildi ve mikroplakadaki her bir kuyucuga 100 pl
olacak sekilde eklendi. Mikroplaka 4°C’de bir gece inkiibe edildi. Bir sonraki giin PBS
(Tween 20 + NaN3) ile yikama isleminden sonra spesifik olmayan baglanmay: bloke
etmek icin kaplama ¢ozeltisi igerisinde hazirlanan %2’lik BSA ile 37°C’de 1 saat
inkiibe edildi. Serum ornekleri %1°lik BSA ¢ozeltisi igerisinde seyreltildi ve mikroplaka
yikandiktan sonra kuyucuklara 100 pl eklendi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra
mikroplaka yikandi ve alkalen fosfataz ile konjuge edilmis goat anti-mouse IgG ve IgM
antikorlar1 ile inkiibe edildi. Mikroplaka tekrar yikandiktan sonra PNPP tabletleri
substrat ¢ozeltisi igerisinde ¢ozdiiriildii ve her bir kuyucuga 100 pl eklendi. Mikroplaka
405 nm’de mikroplaka okuyucusunda okutularak kinetik renk degisimine bagli olarak

absorbans degerleri belirlendi.
3.2.6. istatistiksel Yontem

[statistikler i¢in IBM SPSS Statistics 20 programi kullanilmistir. Calismada gruplar
arasindaki farklilik varyans analizi (one-way ANOVA) ile farkliligin hangi gruplardan

kaynaklandig1 ise Duncan testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada kodein ve kodein tuzlarmin hiimoral bagisik yanit {izerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla ELISA yontemi kullanilmis ve antijen-spesifik antikor seviyeleri
tespit edilmistir. B lenfositler humoral bagisik yanitta rol oynayan 6nemli hiicrelerdir. B
lenfositleri tarafindan {iretilen antijene spesifik antikorlar ya da diger adiyla
immiinoglobulinler hiimoral bagisik yanitin temelini olusturmaktadir. Antijenle temas
sonrasinda aktive olan B hiicrelerinin bir boliimii plazma hiicrelerine, diger bir kismi ise
uzun siire koruyuculuk saglayan, ikinci kez aymi antijenle karsilastiklarinda daha
siddetli bir yanitin ortaya ¢ikmasini saglayan bellek hiicrelerine doniismektedir. Plazma
hiicreleri antikor iireten hiicreler olup farkli tipte immiinoglobiilinleri salgilar. B

hiicrelerinin tirettigi immiinoglobiilinler IgM, IgG, IgA, IgD ve IgE olmak {izere 5 tiptir.

Bu ¢alismamizda OVA antijeni ile enjekte edilen farelerde kodein ve kodein tuzlarinin
IgM, 1gG ve Ig seviyeleri iizerindeki etkileri belirlenmeye calisilmistir. Antikor
seviyelerindeki degisiklikleri belirlemek i¢in farkli tipte antikorlar (alkalen fosfataz ile
konjuge edilmis goat anti-mouse Ig, (H + L), goat anti-mouse 1gG, ve goat anti-mouse

IgM antikorlar1) kullanilmastir.
4.1. Anti — OVA IgM Sonuclar
4.1.1. Kontrol - Salin - OVA - Naltrekson (NX) gruplarimin IgM sonuglar:

OVA ile enjekte edilen farelerde anti-OVA spesifik IgM seviyeleri kontrol ve salin
grubu farelerle karsilastirilmistir (Sekil 4.1). Herhangi bir maddenin verilmedigi kontrol
ve sadece % 0.85’lik salin ile enjekte edilmis farelerden farkli olarak OVA ile enjekte
edilmis farelerde IgM seviyelerinin 14. giin sonrasinda yavas bir sekilde diismeye
basladig1 goriilmiistiir. OVA disindaki diger gruplarda (kontrol, salin ve NX ile enjekte
edilen fareler) IgM seviyelerinin birbirine yakin seviyelerde oldugu goriilmektedir.
Organizma bir antijenle ilk karsilasildiginda ortaya ¢ikan bagisiklik primer bagisiklik
olarak adlandirilmaktadir ve bu asamada belirgin olarak iiretilen antikor tipi ise IgM'dir.
Ayni antijen ile ikinci kez karsilagsmadan sonraki bagisiklik sekonder bagisiklik olarak
adlandirilmakta, bu asamada IgM tipi antikorlar yerini IgG'ye birakmakta ve IgM
antikor seviyelerinde diisiisler gozlenmektedir (Sekil 4.2). Ozellikle 14. giinden sonra
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IgM seviyelerinde ortaya ¢ikan azalma, farelerin OVA ile 10. giinde ikinci kez enjekte

edilmesinden sonra IgM antikorlarmin yerini IgG tipi antikorlarin almasindan

kaynaklanmaktadir.
3 -
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2,5 Salin
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27 mNX
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Sekil 4.1. Kontrol, salin, OVA ve naltrekson (NX) gruplarinda IgM seviyeleri

Primary ; Secondary z
response response

Log of antibody titer

A A

First Subsequent exposure
exposure to same antigen
to antigen

Y

Relative time after exposure

Sekil 4.2. Primer ve sekonder bagisik yanit
4.1.2. Kodein ve kodein + naltrekson gruplarmin IgM sonuclar:

Kodein ile enjekte edilmis farelerde anti-OVA IgM cevabina bakildiginda, OVA ile
enjekte edilmis farelerden farkli olarak o6zellikle baz1 giinlerde (14 ve 21. giin) anti-
OVA cevabinda azalma oldugu, kodeinle birlikte bir opioid antagonisti olan naltrekson

(NX) ile enjekte farelerde ise kodeinin neden oldugu immiinosiipresif etkinin ortadan
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kalktig1 ve antikor seviyelerinde belirgin bir artis meydana geldigi gorilmiistiir (Sekil

4.3).
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Sekil 4.3. Kodeinin IgM seviyeleri {izerindeki etkisi
4.1.3. Kodein fosfat ve kodein fosfat +naltrekson gruplarimin IgM sonuclari

Sekil 4.4.’te tipta tedavi amacli olarak daha fazla kullanimi olan kodein fosfatin IgM
antikorlar1 tizerindeki etkileri goriilmektedir. Kodein fosfatin anti-OVA IgM cevabini
olumsuz yonde etkilemedigi, kodein fosfat ile birlikte NX verilen grupta da herhangi bir

degisikligin olmadigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. Kodein fosfat’in IgM antikoru seviyesi lizerindeki etkisi
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4.1.4. Kodein siilfat ve kodein siilfat + naltrekson gruplarinin IgM sonugclari

Aynen kodein fosfat grubunda oldugu gibi, kodein siilfatin da anti-OVA IgM
seviyelerinde belirgin bir degisiklige neden olmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.5). Kodein
stilfat uygulamasi anti-OVA IgM antikor seviyelerini etkilemedigi i¢in kodein siilfatla

birlikte NX verilen farelerde de anti-OVA cevabinda herhangi bir degisiklik

gorilmemistir.
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Sekil 4.5. Kodein siilfat’in IgM antikoru seviyesi tizerindeki etkisi
4.2. Anti-OVA IgG Sonuclar
4.2.1. Kontrol -Salin-OVA- Naltrekson Gruplarimin IgG Sonuglari

Kontrol, salin, OVA ve yalnizca NX ile enjekte edilen farelerde anti-OVA IgG antikor
seviyeleri karsilastirmali olarak Sekil 4.6’da verilmistir. O. ve 10. giinlerde OVA
antijeninin verilmesinden sonraki birka¢ giin icerisinde (14. giin) OVA ile enjekte
edilen farelerde anti-OVA miktar1 yaklasik 9 kat artmis (p<0.001), kontrol, salin ve NX

grubu farelerde ise herhangi bir degisiklik goriilmemistir.
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Sekil 4.6. Kontrol, salin, OVA ve naltrekson gruplarinda 1gG antikor seviyeleri
4.2.2. OVA, kodein ve kodein+naltrekson gruplarimin IgG sonuclari

Sadece OVA uygulanan grup ile kodein grubu karsilastirildiginda IgG miktarinda
belirgin bir diisiis gézlemlenmistir. Kodein uygulamasi IgG antikor miktarin1 6nemli
oranda azaltmistir. Kodeinin antagonisti olan naltrekson uygulandiginda ise kodeinin
immunosupresif etkisinin ortadan kalktigi ve 1gG antikor miktarinin belirgin sekilde
artarak (p<0.05) tekrar normal seviyelerine ¢iktig1 gézlemlenmistir. Sadece naltrekson
uygulanan grupta ise naltreksonnin 1gG antikoru tzerinde herhangi bir etkisinin

olmadig1 gortlmistiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Kodeinin 1gG antikoru seviyeleri iizerindeki etkisi
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4.2.3. Kodein fosfat ve kodein fosfat + naltrekson gruplarmin 1gG sonugclari

Kodein fosfat uygulanan grup ile OVA uygulanan grup karsilastirildiginda kodein fosfat
uygulamasinin IgG antikor seviyesinde bir azalmaya neden olmadigi, hatta gruplar
karsilagtirildiginda OVA antijeni uygulanan gruptaki antikor seviyelerine gore kodein
fosfatin 6zellikle 18 ve 21. gilinlerde IgG antikor seviyesini artirdigi tespit edilmistir.
Kodein fosfatin antagonisti olan naltrekson uygulanan grup incelendiginde naltreksonun
kodein fosfatin etkisi tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir (SeKil

4.8).
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Sekil 4.8. Kodein fosfat uygulamasinin 1gG antikoru miktari tizerine etkisi
4.2.4. Kodein siilfat ve kodein siilfat + naltrekson gruplariin 1gG sonuglari

Kodein siilfat uygulamasinin IgG antikor miktar1 tizerine etkisi Sekil 4.9’daki grafikte
gosterilmistir. OVA antijeni uygulanan grupta antikor seviyeleri normal bir sekilde
artmistir. OVA uygulanan grup ile kodein siilfat uygulanan grup karsilastirildiginda,
kodein siilfatin 14. giinde IgG antikor miktarinda belirgin bir diisiise neden oldugu tespit
edilmistir. Opioid antagonisti olan naltrekson uygulanan grupta ise kodein siilfatin
ozellikle 18. ve 21. giinlerde immiinosupresif etkisinin ortadan kalktigi ve IgG antikor

miktarinin arttig1 gézlemlenmistir.

Kodein siilfatin kodein fosfatla karsilastirildiginda farelerde antikor seviyesinde daha

fazla azalmaya neden oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. Kodein siilfat uygulamasinin IgG antikoru seviyeleri tizerindeki etkisi

4.3. Anti-OVA Total Ig Sonuclari

4.3.1. Kontrol-salin-OVA-naltrekson gruplarmn total lg sonuglari

OVA uygulamasmin total Ig seviyesi ilizerindeki etkisi sekil 4.10°da gosterilmistir.
OVA ile enjekte edilen farelerde total Ig seviyesinin belirgin bir sekilde arttigi
gozlemlenmistir. Antijenin verilmedigi kontrol ve salin gruplarinda ise total Ig

seviyelerinde ise herhangi bir degisim gozlenmemistir.
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Sekil 4.10. Kontrol, salin, OVA ve naltrekson gruplarinin total Ig antikor seviyeleri
tizerindeki etkisi
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4.3.2. Kodein ve kodein + naltrekson gruplarimn total 1g sonuglari

OVA ile birlikte kodein ve kodeinin antagonisti olarak naltrekson uygulanan gruplarda
Ig seviyelerindeki degisim Sekil 4.11°de gosterilmistir. OVA verilen farelerde OVA’nin
total 1g antikor miktarini arttirdigi goriilmiistir. OVA ile birlikte kodeinin verildigi
grupta total Ig antikor seviyesi belirgin olarak azaltmistir. Anti-OVA IgG sonuglariyla
benzer sekilde, kodeinin antagonisti olan naltrekson verildiginde ise kodeinin
immiinosupresif etkisinin ortadan kalkti§1 ve antikor miktarlarinin normal seviyelerine

geri dondiigii gozlemlenmistir.
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Sekil 4.11. Kodein uygulamasinin total Ig antikor seviyeleri tizerindeki etkisi
4.3.3. Kodein fosfat ve kodein fosfat + naltrekson gruplarimin total 1g sonuclari

OVA ile birlikte kodein fosfat ve antagonist madde olarak naltrekson uygulamasinin
total Ig antikoru miktar1 tlizerine etkileri Sekil 4.12°de gosterilmistir. Kodein fosfat
uygulanan grup OVA grubu ile karsilastirildiginda total Ig seviyelerinin 21. giinde

arttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.12. Kodein fosfat uygulamasinin total 1g antikor seviyeleri iizerindeki etkisi
4.3.4. Kodein siilfat ve kodein siilfat + naltrekson gruplarinin total 1g sonuclar:

Kodein siilfat uygulamasinin total 1g antikor miktar1 tizerindeki etkisi Sekil 4.13’de
gosterilmistir. OVA verilen grupta antikor seviyeleri normal bir sekilde artmistir. OVA
uygulanan grup ile kodein siilfat uygulanan grup karsilastirildiginda kodein siilfatin
total 1g antikor miktarinda belirgin bir diisiise neden oldugu tespit edilmistir. Kodein
stilfatin antagonisti olan naltrekson uygulanan gruplarda ise naltreksonun 6zellikle 21

ve 28.giinlerde antagonist etki gosterdigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4.13. Kodein siilfat uygulamasinin total Ig antikor seviyeleri iizerindeki etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Kodein (diger adiyla 3- metilmorfin) hashas bitkisinden dogal olarak elde edilebilen ya
da morfinin metilasyonu ile de hazirlanabilen bir alkoloittir. 1883 yilinda Jean-Pierre
Robiquet tarafindan izole edilmis olup, %3’likk orani ile morfinden sonra haghasta en
fazla bulunan alkoloitlerden birisidir (Reynolds, 1996). Kodein morfinden daha zayif
bir narkotik olup hem agr1 kesici etkisi hem de bagimlilik yapma derecesi daha azdir
(Armstrong ve Cozza, 2003, Schroeder ve Fahey, 2001). Bu yiizden kodein tipta diger
agr1 kesicilere (parasetamol, aspirin ve ibuprofen gibi) katilarak daha kuvvetli etki elde
etmek ve merkezi sinir sistemini etkileyerek oksiiriik refleksini ortadan kaldirmak igin
kullaniimaktadir. Kodeinin aligkinlik yapma derecesi daha az olmakla beraber, morfin

ve eroin alanlar bunlar1 bulamadiklarinda kodeine bagvurabilmektedirler.

Saf olarak kodein piir seklinde elde edilen kodeine, fosfat ve siilfat eklenmesi ile kodein
tuzlar olarak bilinen kodein fosfat ve kodein siilfat formlar1 elde edilmektedir. Kodein
fosfat ya da siilfat viicut tarafindan daha kolay absorbe edilebilmeleri nedeniyle tipta
tedavi amagli olarak (oral tablet ya da parenteral enjeksiyon seklinde) daha fazla tercih

edilmektedir.

Bu calismada farkl sekillerde hazirlanmis olan kodein preparatlarinin (kodein piir,
kodein fosfat ve kodein siilfatin) farelerde hiimoral bagisik yanit iizerindeki etkileri

arastirilmastir.

Viicut savunmasinda 6nemli rolleri olan iki tip bagisiklik vardir. Bunlar dogal bagisiklik
ve edinsel bagisikliktir. Edinsel bagisiklik, hiimoral bagisik yanit ve hiicresel bagisik
yanit olmak {iizere iki tip bagisik yanittan olusmaktadir. Her iki tip bagisiklikta antijen
ile baglatilir. B lenfositleri hiimoral bagisiklikta, T lenfositleri ise hiicresel bagisiklikta
gorevli lenfosit tipleridir. Hiimoral bagisik yanit B lenfositlerinin antijenle
uyarilmasiyla baslayan ve antikor {iiretimiyle sonuglanan olaylar1 igerir. Hiimoral
bagisik yanit sonucu olusan 6zgiil antikorlar, kan ve doku sivilarinda bakterileri ve
patojenleri yok ederek viicut savunmasinda rol alirlar. Hiimoral immiinite 6zellikle

ekstraseliiler patojenlere kars1 yanitta 5nemlidir (Janeway, 2001).
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Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda, opioidlerin 6zellikle de morfinin hem hiimoral
hem de hiicresel bagisik yanit {izerinde immunosiipresif yani bagisiklik sistemini
baskilayici etkilere sahip oldugu tespit edilmistir (Filipczak-Bryniarska ve ark., 2012,
Sheridan ve Moynihan, 2005). Morfinin in vivo antikor tiretimini baskiladigi ve morfin
kaynakli immiinsiipresyonun T- bagimli oldugu belirtilmistir (Weber ve ark., 1986). Bir
opioid reseptOr antagonisti olan naloxene ya da naltrekson kullanildiginda ise morfin
kaynakli immiinosiipresyonun ortadan kalktigi ve tamamen bloke oldugu tespit
edilmistir (Jamali ve ark., 2007, Reisine ve Pasternak, 1996, Hidalgo ve ark., 1991,
Lockwood ve ark., 1994). Calismalarin biiylik bir cogunlugu morfinin dogal bagisiklik

tizerindeki etkileri iizerinde yogunlagmistir.

Opioidlerin 6zellikle de morfinin immun sistem tizerindeki etkileri konusunda birgok
calisgma yapilmasina ragmen, terapotik Onemi olan kodeinin bagisiklik sistemi
tizerindeki etkilerine yonelik kayda deger bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismamizda morfinden daha zayif Ozellikte, bagimlilik yapma derecesi az olan,
antitussif, analjezik ve antidiyareik ilaclar olarak siklikla kullanilan kodeinin bagisiklik
sistemi tizerinde ve spesifik olarak da in vivo hiimoral bagisik yanit tizerindeki etkileri

arastirilmistir.

Ovalbumin (OVA) immiinolojik arastirmalarda kullanilan 6nemli antijenlerden birisidir.
Calismamizda kodein, kodein tuzlari ve OVA ile enjekte edilen farelerden serum
ornekleri elde edilmis ve antikor seviyelerindeki degisiklik kompetetif ELISA yontemi
ile belirlenmistir. OVA ile enjekte edilen fareler kontrol gruplari ile karsilastirildiginda,
OVA’nin antikor seviyesini belirgin bir sekilde artirdigi, kodein ile enjekte edilen
farelerde ise antijen yani OVA-spesifik antikor seviyelerinde belirgin bir sekilde azalma
oldugu tespit edilmistir. Kodeinin antagonisti olan naltrekson antijen ile birlikte
verildiginde ise naltreksonun kodeinin etkisini bloke ettigi ve antikor seviyelerinde

tekrar yiikselme oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismamizdan elde edilen sonuglar daha 6nce morfin kullanilarak siganlar tizerinde
yapilan bir ¢alismanin sonuglari ile de uyumludur. Lockwood ve ark., (1994) tarafindan
yapilan ¢alismada Sprague-Dawley ve Fischer cinsi siganlara intraperitoneal olarak
KLH antijeni verilmis ve bunu damar i¢i salin ya da degisen dozlarda morfin siilfat

enjeksiyonu izlemistir. Kortikosteron ve anti-KLH IgG antikor cevaplar1 dl¢iilmiistiir.
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Morfinin verildigi farelerde anti-KLH IgG antikorlarinin énemli 6l¢iide azaldig, fakat
bu etkilerin irka ve doza bagh oldugu belirtilmistir. Sprague-Dawley sicanlarinda
morfinin 1.5, 5 ve 15 mg/kg’lik dozlar1 antikor cevabini degistirmezken morfinin 3 ve
10 mg/kg’lik dozlarmin antikor seviyesini azalttigi tespit edilmistir. Fischer 344
sicanlarinda ise, 10 ve 15 mg/kg’lik dozlar antikor seviyelerini degistirmezken morfinin
5 mg/kg’lik dozu antikor seviyelerini azaltmistir. Morfinin antikor seviyesini diistirdiigii
ve diisiisiin kortikosteronun yiiksek miktari ile iliskili olmadigi belirtilmistir. Opioid
baglanmasinin bu degisikliklerde kritik oldugunu belirlemek igin, hayvanlara morfin
verilmeden Once bir opioid antagonist madde olan naltrekson verilmistir. Naltrekson
kortikosteron seviyesini kismen azaltmig fakat immiin fonksiyon tizerindeki morfin
kaynakli degisiklikleri tamamiyla bloke etmistir. Bizim c¢alismamizda da o&zellikle
kodeinin 10 mg/kg’lik dozunun farelerde ayni etkiyi gosterdigi ve antikor seviyelerinde

belirgin bir diisiise neden oldugu tespit edilmistir.

Bagka bir ¢alismada ise (Filipczak- Bryniarska ve ark., 2012), fareler intraperitoneal
olarak birkag giin opioidler ile tedavi edilmis ve daha sonra antikor {iretimini test etmek
amaciyla koyun kirmizi kan hiicreleri (sRBC) ile asilanmus ya da kontak
hipersensitiveyi indiiklemek i¢in hapten PCL (picryl chloride) ile cilt uyarilmistir.
Opioidler makrofajlar tiizerindeki antijen sunumu belirteglerinin ekspresyonunu
azaltmistir. Anti-SRBC plak olusturan hiicrelerin (PFC) sayis1 ve antikor titreleri, test

edilen biitiin opioidlerle muamele edilen farelerde diisiik bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda farkli olarak antijen (OVA) ile tek basina, antijene ilave olarak
hashas alkoloitleri (kodein piir, kodein siilfat, kodein fosfat) ve opioid antagonisti
(naltrekson) ile enjekte edilen farelerden alinan serum 6rneklerindeki antikor miktar
(1gG, 1gM, Ig) ELISA yo6ntemi ile tespit edilmistir. Morfin kodeine gore daha gii¢lii bir
aneljezik madde olmasi nedeniyle antikor seviyelerinde daha fazla diisiise neden
olabilir. Ancak bizim g¢alismamizda kullandigimiz kodeinin daha zayif etkiye sahip
olmasma ragmen antikor seviyelerini aynen morfin de oldugu gibi belirgin sekilde

azaltmasi bizim hipotezimizi de desteklemektedir.

Bir baska ¢alismada ise (Flores, L.R., Wahl, S.M., ve Bayer, B.M. 1995), akut morfin
uygulamasmin sicanlarda periferik kan lenfosit aktivitesini nasil Onledigine dair

potansiyel mekanizmalar1 arastirmak amaciyla yapilan ¢alismada segici bir mu reseptor
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agonisti olan fentanilin kan lenfosit proliferasyonunu 6nledigi tespit edilmistir. Opioid
reseptOr antagonisti naltrekson ile yapilan 6n tedavi morfinin inhibitor etkisini tamamen
bloke etmistir. Bizim calismamizda kodein ve OVA ile enjekte edilen farelerin serum
ornekleri incelendiginde antikor seviyelerinde belirgin bir diisiis gézlenmis, ancak opiod
antagonisti olan naltrekson ile muamele edilmis farelerde ise kodeinin immiinosiipresif
etkisinin ortadan kalktig1 tespit edilmistir. Daha 6nce morfinle yapilan ¢alismalar da
dikkate alindiginda, opioid reseptdr antagonisti olan naltreksonun hem morfin kaynakli

hem de kodein kaynakli immiinosiipresyonu bloke ettigi goriilmektedir.

Daha oOnce yapilan g¢alisma sonuglart ve bu calismamizdaki bulgulardan hareketle
morfinden daha az aneljezik etkiye sahip bagimlilik yapma derecesi az olan ve tipta
tedavi amacli antitussif, aneljizik ve antidiareik ilaclar olarak siklikla kullanilan
kodeinin, ozellikle organizmalarin hastaliklara karsi savunmasinda 6nemli rolii olan
humoral bagisik yanit {izerinde immiinosiipresif etkisinin oldugu tespit edilmistir. Bu
projenin uzun donem hedeflerinin basinda kodeinin hangi mekanizma ile hiimoral
bagisik yaniti baskiladigi, antikorlarin hangi izotipleri (IgG1, IgG2a gibi) ve hangi tip
sitokinlerin sentezi iizerinde etkisi oldugunun belirlenmesi gelmektedir. Ozellikle
kodeinin tedavi amacli olarak kullanildigi hastaliklarda, bu alkaloitin humoral bagisik
yanit iizerindeki muhtemel olumsuz etkilerinin nasil ortadan kaldirilabileceginin

belirlenmesi onem arzetmektedir.
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