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Transplantasyonun tipta yaygin uygulanim alani
bulmasi1 imminosupresyonun &nemini arttirmistir. Bu nedenle
her gecen giin immmin sistemi baskilayan ajanlarin listesine
yenileri eklenmektedir.

glinimiizde sadece greft atiliminin O6nlenmesi amaci
ile deffil, aym =zamanda otoimmin hastaliklarda ve asiri
duyarlilik reaksiyonlarinda etkinlikleri nedenivle en fazla
kullanilan imminosupressif etkili ilaclar cyclosporin-A(cs-A)
glukokortikoidler, azathioprine ve cyclophosphamide'dir. (38,
?4) Cesitli tedavi merkezlerinde bu ilaclar tek veyva ikili,
icli kombinasyonlar halinde kullanilmaktadirlar. (25,38,9%4).

Bilinen en etkin ve eski ilac glukokortikoidler ol-
dufiundan,etkileri hakkinda en fazla bilgi birikimi olan da,
bunlardir. Glukokortikoidler immiinosupresyona ilaveten anti-
inflamatuar etkiye de sahiptirler ve bu etkilerini sentez ve
salinimina neden olduklari bir protein aracilifr ile yapmak-
tadirlar. Genel olarak LIPOCORTIN adi verilen bu proteinin
etkisi, fosfolipaz A, (FLA, ) enziminin inhibisyonu Gzerinden
aciklanmaktadir. (12,21,22,27,31-33,3%,46,49,60,62,68,69,82-
84,87,89).

Lipocortin organizmada c¢esitli hiicreler tarafindan

sentez edilmekte ve bulunduffu hiicre tipine gdre defisik isim-



ler almaktadir. Glukokortikoidlere batili1 olarak makrofajlar-
dan, notrofillerden ve bdobrek interstisyel hiicrelerinden izo-
le edilen tiplerine sirasiyla, Macrocortin, Lipomodulin ve

et
Renocortin ad: verilmektedir. (33,41,42,45,46,58,60,83,87).
—— e

Glukokortikoidlerin antiinflamatuar etkileri
lipocortin lzerinden aciklanirken, lenfosit fonksiyonlarim
vansitan spesifik immin cevaplari baskilayici etkilerinden
de, arachidonic acid (AA) ftrinleri sorumlu tutulmaktadir.
Goodwin wve ark. Lenfositlerin sitimiilasyona proliferatif
cavap olarak IL-2 salgilayabilmeleri icin LTB4 ‘in gerekli
oldufiunu bildirirken (51) baska arastiricilar AA lrinlerin-
den bir baskasi olan prostaglandinlerin (PG) giiclli immiino-
supressif etkiye sahip olduklarimi ileri sirmektedirler(17,
78). Difjer taraftan gayet yaygin kullanmim alani bulan ve
kuvvetli bir imminosupressif ajan olan €S-A'nin da gluko-
kortikoidler gibi antiinflamatuar etkiye sahip oldulfu s6y-
lenmektedir (110).

gerci inflamasyon aracisi olan PG ve Tromboxan(Tx)
gibi lipid mediatérlerin ¢5-A ile azaldifi hakkinda deliller
varsa da, bu inhibisyonun hangi basamakta oldufju da acik de-
gildir (28,85,97).

AA Urinlerinin hem inflamasyonun dnlenmesinde, hem
de lenfosit proliferasyonunda rélin ileri siren yayinlar
dikkate alindiffinda, lipocortinin imminosupresyonda cok &nem
l1i bir mediatér olmasi gerekti$i ortaya cikmaktadir. Ancak
sadece antiinflamatuar rolid bilinmektedir.

Biz, invitro olarak tertipledifimiz bu calismada
"Lipocortinin immiinosupresyonda roldi var mi?","C5-A'nin se-
bep oldufiu immin yanit Onlenmesinde de lipocortin rol oyna-
makta midir?", ayrica "Imminosupressif ilaclarin birlikte
kullanilmasinin lipocortin aktivitesine etkisi nasil olmak-

tadir?" sorularinin vanitlarini aradik.



Insan viicudu doku ve organlara zarar verebilen hemen
her tip organizma ve toksine karsi direnclidir. zararl:
etkene karsi gelisen fizyolojik cevaplarin timi savunma
sistemi tarafindan dizenlenir. Batfisiklik, mikroorganizmala-
rin vicuda girisini 6nleyen deri, mukoza gibi dis engellerle,
savunma 5i5femine ait hicrelerin fonksiyonlarina ba#lidir. Bu
hicreler =zararli etkeni tabrib etmek Gzere dofirudan veya
sentezledikleri makromolekiiller ile dolayli yoldan etki
ederler (51,52,92). Bu cevaplar dikkate alindiffinda savunma
sistemi ikiye ayrilir :

1- Nonspesifik savunma sistemi,

?2- spesifik savunma sistemi,

NONPESIFIK SAVUNMA SISTEMI

zararli etkene karsi organizmada dofial olarak bulunan
veya etkenin spesifik 6zelliklerini avirt etmeksizin gelisen
cevaplar nonspesifik baliisiklik sistemini olusturur.

Inflamasyon bu tir cevabin en giizel drnefidir (52,53, %4,102).

Inflamasvon

Inflamasyon enfeksiyon veyva tahribata neden olabilecek
kimyasal, fiziksel vb. etkenlere karsi, organizmanin savunma
amacir ile verdiii cevaplarin toplamidir (53,104). Bu cevap

lar bdlgedeki zararli: etkeni otadan kaldirmak wveyva inaktive



etmek,olusan defisikliklerin lokal kalmasina, tahrib olmus
dokularin tamiri amacina yéneliktir. Bu amac dofirultusunda
meydana gelen deffisiklikler sirasiyla;

- Lokal damarlarda vazodilatasyon ve buna bafli kan
akimi artisi,

- Kapiller permeabilitenin artmasi sonucu interstisyel
alapa sivi sizmasi,

-~ Kapiller damarlardan fibrinojen ve difier koagulasyon
proteinlerinin sizmasi1 sonucu, bdlgedeki sivinin pihtilas-
masina badli olarak mikroorganizma veya toksik trinlerin doku
araliklarinda yayilmasinin &nlenmesi ve leokal kalmasi ve
fagositik bhicreler aracilifin ile bu lokal deffisikliklerin
tamir edilmesi seklinde Szetlenebilir (53).

Zararl: etken ile karsilasan hicrelerden salgilanan
cesitli mediatérlerin inflamasyonun baslamasinda anahtar rol
oynadifin, bu konudaki calismalarla ortaya cikarilmistir.
(41,44,58,104). Aktif hale gelmis veya tahrib olmus
hicrelerden salinan bu maddeler inflamasyonun baslamasina
neden olacak patolojik defjisikliklerin tetifini cekmektedir.

Yapilan arastirmalarla, inflamasyonu baslatan ajanla-
rin listesi her gecen gin artmaktadir. Bu listeye dahil olan,
histamin, 5-hydroxytryptamin ve kininler gibi lokal
hormonlarin vyanisira, prostaglandinler (PG), Ileukotriene
(LT), platelet activating factor (PAF), Thromboxane (Tx) gibi
lipid mediatérler de inflamasyonun gelisiminden sorumlu
tutulmaktadir (41,44,58,104). Bu mediatdrlerin olusumu icin
ilk basamak membran fosfolipidlerinden arachidonic acid (AA)
yvapimidir (8,30,104). (Sekil 1)
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Hicre membranindaki fosfolipidlerin sn-2 pozisyonunda,
esterifiyve formda depolanan AA'in, hicre icindeki serbest
miktari normal kosullarda cok azdir (29,77). Hicre i¢i serbest
kalsiyum miktarinda &6nemli artisa yolacan fizyolojik veya
patolojik sitimiilisler, membrana ba8ili bir enzim olan
phospholipase A, (FLA, )'yi aktive ederek AA'in serbest halde
aciia cikmasina neden olur. (Sekil 2) Hicre ici kalsiyum
miktari ile FLA, aktivasyonu arasinda pozitif ve dofrusal bir
iliski oldufiu cesitli calismalarla gdsterilmistir (2,8, 30,72,
75,80,101).

ir islemi

Olusan defiisikliklerin ortadan kaldirilmasi: ic¢in orga-
nizma doku ve kandaki fagositoz yapma yetenefine sahip hiicre-
lerden yararlanmaktadir. Bu nedenle nonspesifik immin cevapta
fagositozun yeri cok 6nemlidir. Polimorf niikleuslu ldkositler
ve dokudaki sabit ve gezici makrofajlar fagositik aktiviteleri
nedeni ile nonspesifik savunmanin ana hiicrelerini olustururlar
Bu hiicrelerin fagositik aktivitesinde azalmaya yol acan her
tirld defisiklik nonspesifik savunma mekanizmasinda da

bozulmaya neden olmaktadir (102).
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Sekil 2)_Arachﬁdoni¢«acid.metabolizm591 (Cift cizgiler inhibitérlerin
etki verlerini gbstermektedir.) .



SPESIFIK SAVUNMA SISTEMI

spesifik savunma,T ve B lenfositler aracilifi ile sali-
lanan ve zararli ajanin spesifik &6zelliklerine bafili olarak
gelistirilen savunma cevaplaridir. Spesifik immin cevabin
baslamasi icin teti%i c¢eken yabanci molekiile antijen denir.
Oorganizmaya antijen girdiffinde lenfositlerin aktivasyonu icin
bu antijenlerin makrofajlar tarafindan lenfositlerin
taniyacatii sekle getirilerek sunulmasi gerektifiinden,spesifik
ve nonspesifik immin sistemi kesin simirlarla birbirinden
ayirmak mimkin defiildir (52,53,94,102)

Lenfositlerin, onlar:i stimile edecek bir ajanla karsi-
lasmalari vicudun herhangi bir bélgesinde olabilirse de, cofju
kez periferal lenfoid dokuda olur. Bir antijen vicuda gir-
diginde ilk olarak, makrofajlar ve dendritik hicrelerle
karsilasir. Antijen bu hicreler tarafindan alinip, hazirla-
narak hicre yUzeyine iletilir ve burada class II major
histocompatibility complex (MHGC) molekillerine bafl:i olarak
yardimci T lenfositlerin taniyabilecefii sekilde sunulur.
Hazirlanmis antijene ve makrofajlardan salgilanan 1IL-1'e
cevaben, yardimci T lenfositlerden IL-2 salgilamir. Genel
olarak lenfositlerden salgilanan ve lenfokin adi verilen
maddelerin arasinda gruplandirilan 1IL-2, olgun vyardimci,
baskilayici ve sitotoksik T ve B lenfositin proliferasyonuna
neden olur. (sekil 3).

spesifik immin sistemin temel elemanlari olan T
lenfositlerin 2 grupta toplanabilecek imminolojik fonksiyon-
lari vardir (53,94,102).

T lenfositler dolayl: olarak, B lenfositlerin immino-
globulin yapimini etkileyerek antijenin ortadan kalkmasim
kolaylastirirken, ayni zamanda lenfokin adi verilen protein
leri sentezleyip salgilayvarak ve sitotoksik o6zellikleri ile

de direkt olarak antijen lzerine etki ederler (53,9%4).
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INTERLEUKIN 1

ANTIJEN

Makrofaj

immiin kompleks

V
’ -~ B Antikor
~\1 lenfosit .
: Antijen

INTERLEUKIN 2

¥

T lenfosit @

proliferasyonu

Antikor yapimi

sekil 3) Organizmaya giren yabanci etkene bafl: olarak
immin sistem hilcrelerinin aktivasyonu.

sitotoksisite hicresel immin sistemde temel fonksiyon-
lardan biri olup organizmaya girmis tim yabanci hicrelere va
bu arada transplante edilmis doku antijenleri(alloantijen)’'ne
karsi, olusan bir immin cevaptir. Bu cevap, antijen veya

allogreft icin sitotoksik Gzellilbi olan' T lenfositler
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tarafindan gelistirilir (53,%4). Bu hicrelerin fonksiyon
gérebilmeleri icin ilk olarak class II ile birlikte sunulan
antijenler yardimci T lenfositlerin aktive olmasi gerekir.
Aktive olmus vyardimci T lenfositlerden salgilanan IL-2,
sitotoksik T lenfositlerin co#ialmasini ve olgunlasmasini
salilar. (sekil 4) Bundan sonra sitotoksik T lenfositler
yvabanc: dokunun class I MHC molekillerini taniyarak, hicre
icine bosalttiklar: sitotoksik sindirici enzimler ile

hiicrenin 6limiine neden olurlar (94).

filloantigen

classII classI \
NHC mol. MHC mol. \

Yardimc1 @ @ ’ Sitotoksik

T lenfosit T lenfosit

Sekil 4)Alloantijen ile aktive olan T-Lenfositlerin
gecirdikleri detiisimler.

Antijen hazirlayan hicreler tarafindan sunulan antijen
B lenfositlerince taninarak, bu hitcrelerin aktivasyonunu
baslatir. Aktivasyon yardimci T hiicrelerinden salgilanan IL-2
ile de desteklenir. Boylece B hicreleri bélinip cofjalarak ve
plazma hiicresi sekline dbnuserek antijene 6zgd  antikor
yvapimina baslar.

T lenfositler aracilifin ile yiritilen spesifik immin
cevaplara hicresel imminite adi verilirken, B lenfositlerin
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salgiladifin antikorlar aracilifiy ile olan immin yanitlar
bumoral immipite adim alir.

Humoral imminitede B lenfosit antijeni tanidig:
bélgede kalir ancak salgiladid: antikorlarini hedefe
gondererek savasirken, dofial &ldirtdcli (Natural Killer) ve
sitotoksik T hiicreleri hedefe ulasarak =zararli: etkeni vyok
etmeye calisirlar (102).

organizmada virts, kansere karsi micadelede oldufiu
gibi class I antijeni iceren yabanci hiicrelere karsi cevaplar

T lenfositler aracilifir ile verilmektedir.

IMMONITENIN BASKILANMASIL

Oorganizmanin biyidk bir 6zenle siurdirdifitl hicresel
savunma, bazi hallerde sorun yaratmaktadir. Bunun en gizel
drnetii transplente edilmis dokunun atilimidir.

cunimiizde transplantasyon 6nemli tedavi yontemlerinden
biri haline gelmistir. Bugin icin en yaygin ve basaril:
sekilde transplante edilen organ bébrektir. Her 5 ile 55
vaslarindaki 1 milyon insandan, vaklasik 30'u terminal
safhadaki b&ébrek yetmezli@inden &lmektedir Avrupa Divaliz ve
Transplantasyon Birli8di (EDTA)'nin raporlarina gbrg her yil
10.000 hastaya bbbrek nakli vyapilabilmektedir (25). Diger
hayati 6nem tasivan organlarin yetmezliklerinden farkl:
olarak bébrek yetmezli8di olan hastalar hemodiyaliz veya
peritoneal divaliz yoOntemlerivle uygun bdébrek bulununcaya
kadar hayatta tutulabilirse de, bunlarin sadece %10'u
transplantasyondan yararlanabilmektedir. bifier taraftan doku
naklinin c¢errahi yénden basarili: olmas: hasta yasaminin
devamlilifi icin yeterli deffildir. ¢iUnkid operasyon sonrasinda
gelisecek immin reaksiyonlarla, doku reddi olasilif§i oldukca

yviksektir. Bu nedenle balfisiklik sistemini baskilayici
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yontemler ile bu olasilifiin en disik dizeye indirilmesi
hedeflenmektedir.

Gesitli merkezlerde imminosupresyon amaci ile c¢esitli
farmakolojik ajanlar, biyolojik yéntemler, iyonizan 1sinlama
yvontemleri kullanilmaktadir.Uzellikle farmakolojik ajan ola-
rak en fazla kullanilanlar, antimetabolitlerden azathioprine,
alkilleyici maddelerden cyclophosphamide, steroidler ve ©S-A
olup etki mekanizmalari birbirinden farkli olan maddelerdir
(25,38, 94).Bunlarin yanisira son vyillarda OKT-3 isimli
monoklonal antikorun yayogin sekilde kullanima girdifi de
dikkati cekmektedir(zo).

Imminitenin baskilanmasinda yukarida da deliinildidi
gibi kullanilan ilaclarin listesi oldukca kabarik olup, bun-
lara yenilerinin ilavesi hizla devam etmekte ise de bilinme-
ven veya yvan etkileri nedeni ile en fazla bilgi birikimine
sahip olanlarin tedavide daha fazla tercih edilmesi dafoldir.

Avrupa Dbivaliz ve Transplantasyon Birlidi(EDTA) 'nin,
kayitl: 245 merkezde 1989 vilinda vapti8i1 anketten profilaksi
amaci ile en ¢ok tercih edilen imminosupressif ajanlarin mer-
kezlerin %44'Unde CS-A+S5teroid+Azathioprine, 213'Unde C5-A+
Steroid ve %3'Unde Azathioprin+Gs-A oldufiu anlasilmistir(3s),

Stirekli immiin sistem baskilanmasi amaci ile de aym
ilaclar kullamilmaktadir. EDTA'nin raporuna gbre merkezlerin
%38.4'Unde Steroid+Azathioprine, %27.8'inde ©5-As+Steroid ve
%25'inde G¢'ld kombinasyon olarak, daha az oranda ise bu g
ilacin tek kullanildif:i ortaya cikmistir (38).

Bu rakamlardan acik olarak gb6rildidi gibi, immin
sistemin baskilanmasinda en cok basvurulan bu ¢ ilactan en
eski ve etkisi hakkinda en fazla bilgi edinilmis olam

glukokortikoidlerdir.
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glukokortikoidler

Glukokortikoidler ve bunlarin sentetik analoglari, hem
klinik olarak, hem de deney hayvanlarinda anti-inflammatuar
ve immunosupressift ajanlar olarak genis capta
kullanilmaktadir (19,31,33,36,40,41,54,69,100,111).

Glukokortikoidlerin etki mekanizmasini aciklifia kavus-
turmak amaciyla yapilan calismalar 1974 den beri devam
etmektedir. Bu konuda yapilan ilk calismalarda PG sentezini
engelledidi tesbit edilmis, fakat bu etkinin cyclooxygenase
enzimi Uzerinden olmadi@i bulunmustur. daha sonra perfize
akcifierler ile yapilan calismalarda glukokortikoidlerin AA
olusumunu engelledifii, bunu FLA, enzimini inhibe eden ve
"Lipocortin” adi verilen bir protein aracilii: ile yaptif:
saptanmistir (12,19,31-33,36,40-42,44).

Glukokortikoid tedavisinde veya kan glukokortikoid
dizeyinin artisina bafli olarak sentez ve salinimi artan ve
"Lipocortin” olarak adlandirilan protein, organizmada cesitli
hilreler tarafindan vyapilmaktadir. Molekiil affirliiina ve
vapildif: hicreye giére deliisik isimler alan bu proteinin,
makrofajlarda yapilan ve molekiil a#irli#qhh 15 K dalton (k)
olan tird "macrocortin”, nitrofillerde vapilan ve molekiil
agirliffi 40 K olan tird "Lipomodulin", bdébrek interstisyel
hiicrelerinde yapilan ve molekiil afiirli¥i1 30 K ve 15 K olan
tird "renocortin® dir (31-33,41-46,58,60,73,82,83,87).

Peritoneal ve alveolar makrofaj, notrofil ve bébrek
interstisyel hicreleri, bu konu ile ilgili ilk calismalarda
lipocortin kayna#ii olarak kullanmilmistir (7,21,22,27,44,88).
Daha sonra yapilan calismalarda lipocortin, buyUk miktarda

timus, dalak, beyinde, daha az oranda kalp, karapiﬁer,
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¢izgili kas, mide, ileum, insan endometriumu ve plasentada
saptanmistir. Ayrica endothelial ve mesothelial hicreler,
deri fibroblastlari: ve eritrositlerin
(3,4,6,41,45,47,62,67,8%,90,92) yanisira ekstraselliler
sivilarda da lipocortin bulunmaktadir (37,79,95).

Purifikasyon icin yapilan ilk calismalarda Hirata ve
ark. lari, tavsan nétrofillerinin primer kiltirlerini 16 saat
glukokertikoid ile inkitbe ettikten sonra, DEAE iyon
deffistirici resin ve sephadex G-75 kolonlari ile
kromatografik yontem kullanmislardir (12,61). Calisma sonunda
purifiye edilen proteinin, %10 glukoz iceren bir glikoprotein
oldutiunu tesbit etmislerdir. Lipocortinin primer tiridnin
molekil afirilif: 40 K, difer tirlerinin 15 K ve 25-30 K'dur
(41,42,46,83). Kluclik molekiil afirlikli olanlar, 40 K'luk
proteinin proteolizisi 1ile olusmaktadir. Ortama proteaz
inhibitord ilave edildifi zaman anti-FLA, aktivitesine sahip
proteinlerden, sadece 40 K molekil a¥%irlifina sahip protein
saptanir (12). K{Oltir ortamina ilave edilecek "fetal calf
serum” (FCS5) 1sitilarak inaktif hale getirilmelidir. Aksi
taktirde FCS'un icerdifii  proteaz 40 K'luk proteini
parcalayarak, daha kiicik formlarin olusmasina neden olur
(31,8%9).

Russo-Marie ve Duval, si1canlardan aldiklari
renomedul lar hicreleri Dexamethasong ile 24 saat inkibe
ettikten sonra "chromatofocusing” ve "gel-filtration”
yontemlerini kullanarak, sipernatant’'dan Lipocortin purifiye
etmislerdir (v0).

Ayrica  pek cok calismada "DEAE ion exchange
chromatography” ve "gel filtration" ydntemleri kullanilarak
kobaylarm akciffer lavaj sivisindaki anti-FLA, aktivitesine

sahip proteinler purifive edilmis ve proteinlerin, 40 K ve f5
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K molekiil afiirlifina sahip olduklari: 5aptanm1st1r (13).

S5i1can peritoneal lavaj sivisindaki, FLA, enzimini
inhibe edici aktivite, Pepinsky ve ark. lari tarafindan
saptanmistir. Bu arastirmacilar yaptiklari callémada, 37 K
luk protein ile birlikte 30 K, 24 K ve 15 K'luk tirleri elde
etmislerdir. 37 K'luk protein Lipocortin-I olarak
adlandirilmstir (4).

Baslangi1¢ calismalarinda purifikasyon icin Sephadex
G-75 kolonu  kullamilirken, daha sonra "gal-axclusion
chromatography” wve "High pressure liquid chromatography”
(HPLC) yontemleri kullanilmistir. ¢inimizde  Lipocortin

purifikasyonu icin, FLA afinite kolonu vavgin sekilde

2
kullanilmaktadir. Bu kolon 6zellikle yiksek molekiil afirlikl:
inhibitdér maddenin purifikasyonunda yararlidir (41).
Lipocortinler sentetik olarak da elde edilmis, ancak
in vitro kosullarda FLA, aktivitesini inhibe etmedikleri

ghsterilmistir (103).

LIPOCORTININ UZELLIKLERI

Lipocortin, anti FLA, OGzellifiine sahip bir proteindir
(31,32). Fosforile olduffu zaman bu 6zellifini kaybeder (61).
Proteinin bulundufu ortama proteinkinaz ve ATP eklendidi
zaman tamamen inaktif oldufiu pek cok calismada gésterilmistir
Ortama radyoaktif isaretli ATP ilave edilen bu calismalarda
(32.41,67), lipocortin molekiiline radyoaktif fosfat
inkorporasyonu olduffu ve inaktif lipocortinin alkalen
fosfataz ile inkiibe edilmesi sonucunda tekrar aktivitesini
kazandi1d1 gdsterilmistir (32,41,42,45).

Lipocortin tirlerinden 15.000 molekiil athirlifia sahip
olani, normal kosullarda fosforile formda olup, FLA, enzimini
inhibe edici 6zellidi olmadi1f cesitli calismalarda

gosterilmistir (60).
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. tini ivoloiik Uzellikleri
a- In vitro kosullarda anti epnzimatik aktivite

Lipocortin familyasinin aktif olan tim tirleri icin
temel 6zellik, FLA, enzim aktivitesinin inhibisyonudur. 11k
calismalarda proteinin enzimi direkt etkiledidi ileri
sUirdlmis olmasina karsin, daha hassas 6lcim ydntemlerinin
kullanilmas: sonucu, lipocortinin membran fosfolipidlerine
baglanarak enzimin etki etmesini 6énledifi tesbit edilmistir
(1,74,10%).

Hicresiz ortamda FLA, enziminin inhibisyonu ilk olarak
Hirata tarafindan gésterilmistir (60). Substrat olarak
fosfatidilkeolinin kullanildi$i1 calismada, lipocortin ile

2+
a

pankreatik FLA inhibisyonunun, konsantrasyona ve C

z
varligina bafli oldufu bulunmustur (26,29,60).

Pankreatik FLA, , lipocortin ile inhibe olabilen tek
enzim defildir. FLA1 (60), FLB (50), FLC (74) enzimleri'de
lipocortin ile inhibe olabilmekte, fakat reaksiyonun
tamamlanabilmesi icin daha uzun siire gerekmektedir.

Son zamanlarda lipocortinin Ca2+ bafilamas1 ile ilgili
calismalar oldukca yofunlasmistir (4,14,18,63,92,99).
Schlaepfer ve Haigler'lere gdére ; lipocortin molek(ilunin 4
Caz+ batilama bilgesi vardir. Lipocortin Ca2+ ve
fosfolipidlere ba%lanarak kompleks olusturup fosfolipidleri

hidrolitik parcalanmadan korumus olur (%3).

steroid veya lipocortin, aA uUrinleri olan PG, LT ve

lys50-PAF olusumu engeller. Bu etki protein veya mMRNA sente:z
inhibitérleri ile veya ortama eksojen AA ilavesi ile ortadan

kaldirilabilir (12,41-43,45,46).
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c-In _vivo antiinflamatuar etki

Lipocortinin in vivo antiinflamatuar etkisi oldufiu ve
carragenin ile sicanlarda olusturulmus plérezi ve pence
ddemini azalttiin cesitli arastirmacilar tarafindan
gbésterilmistir (19, 36).

Cesitli arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda
proteinin steroid tedavisine ba#li1 olarak olustufiu ve
normalde mevcut olmadif:r ileri sOrdlmistior. -Ancak daha
sonraki calismalarda, endojen glukokortikeoidin etkisi ile
lipocortin olusabilecefii disinilmis wve beklentiye uygun
sekilde saflikly kisilerin plazma ve dokularinda da
lipocortin  saptanmistir. Ekzojen ve endojen steroid
konsantrasyonu artisina badli olarak ekstraselliiler sivilarda
lipocortin diizeyi artmaktadir (37,79,83,95).

Lipocortin yapimini:: sadece glukokortikoidler
sailamaktadir. Mineralokortikoidler ve seks steroidleri
lipocortin yvapimina etkisizdir (84,91).

otoimmin bhastaliklarin pek cofiunda lipocortine karsi
olusmus otecantikorlarin varlifi tesbit edilmistir. Uzellikle
sistemik lupus eritematosus, romatoid artritis'li hastalarin
plazmalarinda lipocortine karsi olusmus antikorlarin
titresinin oldukc¢a yiksek  bulunmasi, bu hastaliklarda
lipocortin aktivite yetmezli$inin s6z konusu oldufunu

diusindirmektedir (42,57,5%,83).

Steroidler tim immin sistem hicrelerini baskilayarak
nonselektif bir imminosupresyon yaptiklarindan, bir takim yan
etkilerin ortaya cikmasina yol acarlar. Bunlar arasinda en
6nemlisi firsatc¢ir enfeksiyonlara kars: diren¢ azalisidir.Bu
nedenle ., nadiren vyalniz, siklikla difer immin sistemi

baskilayvan ajanlarla birlikte kullanilirlar.
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C¢5-A ise selektif olarak T yardimci hiicrelerden IL-2
yvapimini ve reseptdrlerini bloke ederek immin sistemi
baskilarken ,supressor T hicrelerinin fonksiyonunu bozmayarak
graft hosgdrisinin devamini saflar. Ayrica myelotoksik
olmayisi1 ve ilacin kesilmesi ile supressif etkinin ortadan
kalkmasi1 da graft reddinin &nlenmesinde ve otoimmin
hastaliklarin tedavisinde yaygin kullanilmasinin nedenidir
(48,66,94,106).

G5-A, sekil 5'te gdrildidi gibi kismen tabaka seklinde
beta konfigirasyonu, kismen de acik halka konformasyonu
iceren, molekiiler formiulld; ¢ H N 012 , molekil

62 111 11
agirlidi; 1202.6 olan, 11 amincasitli 1 undecapeptiddir (66).
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At i 1imi eyt 11

Cotiunlukla oral olarak alinan CS5-A'nin ince barsakla-
rin st kismindan %4-26's: emilir. Maksimal kan dizeyine, 2-4
saatte ulasilan ©€5-A bitin vicutta dafilirsa da karacifer,
pankreas ve vay dokusunda daha fazla birikir. Kandaki
CS5-A'nin %50.70'i kan hicreleri, tercihan eritrositler tara-
findan tutulur. Plazmadaki kisim ise proteinlere balfli1 olarak
tasinir (66).

Metabolizmasi

viicuda giren CS-A'nin %%%9'u ¢esitli metabolitlere
dontisir ve bu metabolitlerin 6nemli kismi safra yolu ile daha
az kismi ise {riner yolla atilmaktadir. varilanma &mri 10 ile
27 saat arasindadir (105).

At tki kani

C5-A, hedef hicrenin sitozolinde wmevcut iki tip
proteine baflanarak etki gdéstermektedir. Bu proteinler
"Galmodulin® wve “"Cyclophilin" olup (10,28,47,48,55,66),
calmodulinin sitozoldeki serbest ca’® ile baflanarak aktive
olduu ve c¢esitli enzim sistemlerinin fonksiyonunki etkisi
¢ok iyi bilinmesine karsin, cyclophilinin biyolojik &nemi
henliz saptanamamistir (55). CS5-A, calmoduline baflanarak, bu
molekiilin aktivasyonunu engellemsktedir (28).

Normal kosullarda T lenfosit aktivasyonunun baslangic
asamasinda, membrandaki fofolipidlerin vapisinda bulunan
doymamis vaj asiti miktari artar. Boylece membran
akiskanlifindaki artisa balil1 olarak hiicre ici Ga2+ dizeyi
yikselir ve fizyolojik cevap ortaya cikar (70). C€5-A, stimile
hiicrede, sentezlenmekte olan  membran fosfolipidlerine
doymamis yad asiti girisindeki artisi inhibe eder ve hicre
ici Ga2+ dizeyinin yikselmesini o6nleyerek hicre aktivasyonunu
bu basamakta durdurur. Bu nedenle ©5-A aktif hale gelmis

hiicrelerde etkisizdir (70,71,98,109).
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Arastirmalar O©S-A'nin immin sistemi baskilamasinin
(10,11,15,48,66,76,80,81,94,108) PG yapimini azaltigim
(16,23,35,56, 64,77,106,107) da ortava cikarmistir. ancak etki
veri tam olarak bilinmemektedir. Difer taraftan Wisenger-
Béttcher ve ark. (110) tarafindan,carragenin ile olusturulan
deneysel plérezinin C5-A ile énlenmesi ve bunu FLA, aktivi-
tesinin inhibisyonu ile yaptidinin gdsterilmis olmasi C5-A'
nin imminosupressif etkisi yaninda antiinflamatuar O6zellibe
de sahip oldufjunu disiindirmektedir. Nitekim stahl ve ark'an
(97) C5-A ile AA dizeyinin azaldifiin: bildiren calismalar: bu
diisiinceyi destekleyicidir.

¢5-A'nin giclii bir imminosupressif ajan olusuna ilave-
ten antiinflamatuar etkiyede sahip olusu glukbkortikoidlerle
benzerlifini akla getirmektedir.

Glukokortikoidlerin antiinflamatuar etkisinden lipocor-
tin isimli bir fosfolipaz A, enzim inhibitérintin sorumlu
olduju bilinmesine karsin, AA ve PG vyapiminin inhibe eden
¢5-A'nin bu etkisinin mekanizmasi hakkinda bilgi mevcut
dedildir.

AA Urinlerinin imminitenin dizenlenmesindeki veri ise
tam bir karmasadir. LTB4 'in T lenfosit proliferasyonunun
dizenleyicisi olan IL-2'nin salinimi icin elzem olmasi (51),
AA'in artisi ile immin sistemin giclenecefini distndirirken,
bir baska AA Grini olan PGE, ile T lenfosit proliferasyonunun
baskilanmasi AA artiszim immin sistem baskilanmas: ile es
hale getirmektedir. Birbirinin tam aksi olan bu iki etki
AA'in hiicresel baf§isiklikta anahtar konumunda oldudunu ve
bunun yapimini baskilayan lipocortinin endojen imminosupresor
bir mediatdér olarak kabul edilmesi gerekti$i gdérisini ortaya
¢ikarmaktadir.

Bu nedenle lipocortinin imminosupresiyondaki yerinin

bilinmesinin klinik 6nemi fazladir. Etkisini- 1lipocortin
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tizerinden gbésteren imminosupressif ajanlarin, bunu azaltic:
yonde etki edenlerle birlikte kullamilmasi tedavi etkinlidin-
de azalmaya, dolayisiyla doz arttirilmasinin yaratacafi ilac
van etkilerinin ortaya cikmasinin hizlanmasi yaninda, tedavi
maliyetininde artisina neden olacaktir.

Biz bu nedenlerle imminosupresyonda lipocortinin
yverini ve siklikla birlikte kullanilan iki imminosupressif
ilacin lipocortin {zerinden etkilering bu birliktelidin

etkisini arastirmak amacivla bu calismay: planladik.



-22-

GEREG ve YUONTEMIETR

Akdeniz Universitesi Tip Fakiltesi Fizyoloji Anabilim
bal:1 Laboratuvarlarinda yapilan bu calismada, afirliklar:
130-170 g arasinda deffisen (ortalama:156.17%17.88 g) 40 adet
erkek albino sican kullanildi. Calisma, "lipocortinin
imminosupresyonda reold wvar mi1? Imminosupressif ilaclarin
birlikte kullanilmasinin lipocortin aktivitesine etkisi
nedir?" sorularina yamit aramak {zere, sicanlardan alinan
peritoneal hiucreler tUzerinde invitro olarak gerceklestirildi.

1)Bu amacla ilk asamada Blackwell ve ark.larimn
tanimladifil sekilde(12) - izole edilen peritoneal hicreler,
mikroskopta 40x10 biyitme ile sayildiktan sonra 1 ml'de
1Dx106 hicre olacak sekilde RPMI-1640 medyum ile
seyreltilerek, ikili calisma yapmak Uzere tiplere
verlestirildi. Densy tipleri Tablo 1'deki protokole uygun

sekilde hazirland:,

Tablo 1)
¢galisma | Deney Sayisl{Medyum HUcre sayvisi tlave edilen
Imminosupressift
gruplari {(n) RPMI-1640% (1 ml'de) 1lac
1 10 1 ml 1Dx1n6 -
2 10 1 ml 10x10° 10”% M pex.
3 10 1 ml 1Dx106 10 ug CS5-A
4 10 1 ml 1o0x10° 107% M pex.
10 u; C5-A

Dex: Dexamethasone, C5-A:Cyclosporin-a
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37°C de, %95 02 + %5 002 karisimi1 altinda 16 saatlik
inkiibasyon siresi sonunda tim tiplere 2 uM A23187 (Ccat+
ivonoforu) ilave edildikten 15 dakika sonra, inkiibasyona son
verildi. Hicreler sofutmali santrifijde(Kubota, model 5800),
4°C de 2000 rpm de 5 dakika santrifii edilerek céktirialdi.
DOkelti (sipernatant) 'deki lipidler, kloroform:metanol(3:1
v/v) karisimi ile ekstrakte edilerek, AA miktari,Cockrell ve
ark. larimn yéntemine gére(24) varian 5020 model High
Performance Liquid Chromatography  (HPLQG) ile 48lc¢ulddy.
Immunosupressif ilaclarla inkibe edilen hiicrelerden salinan
AA, kontrol hiicrelerden salinan AA miktari ile
karsilastirildl. '

2)1kinci asamada imminosupressif ilaclarin lipocortin
vapimina etkisini arastirmak amaci ile, peritoneal hiicre
sUspansiyonu 2x106 hiicre/ml olacak sekilde medyumla
seyreltildi wve ikili tdbler tablo 2'deki “protokole uygun
sekilde gruplara ayrilarak 16 saat sire ile 37°C de %95 02+%5
002 karisimi altinda inkiibe edildiler.

Inkibasyon &éncesinde bitin tiplere olusacak proteinle-
rin yvikimini Onlemek amaci ile bir proteaz inhibitéri olan
phenylmethylsulphonylfluoride (Sigma Kat.No:P-7626) ilave
edildi ve ayrica proteaz etkisi gbstermemesi icin fetal calf

serumy 1sitilarak ortama ilave edildi.

Tablo 2)

Calisma |Deney sayilsi|Hiicre saylsi| Imminosupressif| Proteaz
Gruplari {(n) (1 ml'de) Ilac inhibitory

{ PMSF)

1 10 2x106 ———— 50 uM

2 10 2x10° 107% M pex 50 UM

3 10 2x106 10 uM g5-A 50 uM

4 10 2x10% 107% m pex 50 uM

10 Q; C5-A
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Inkiitbasyonu takiben, dakikada 10.000 devirli homojenizatdr

aracilifi ile 5 dakika sire ile hiicreler parcaland: ve 4°C
de 8.000 rpm de 30 dakika santrifigasyon ile elde edilen
dokeltide asafiidaki analizler yapild:y.

2. 1) 2zx10® hicre tarafindan sentezlenen protein mik-
tari, Lowry metodu ilé 6lcildda.

2. 2) Huicrelerin sentezledifi proteinlerin molekiil
agirliklarinin tesbiti icin alinan dékeltiler, Sephadex
¢50-80 ile doldurulup, amonyum bikarbona? tampon cozeltisi
(PH=8.0) ile dengelenerek akim bhizy 0.3 mlsdak. olarak
ayvarlanmis kolondan gecirildi.

2.2.a) amonyum bikarbonat tampon c¢bzeltisi (PH=8.0)
gecirilerek l0'ar dakika araliklarla toplanan fraksiyonlarda-
ki protein miktar:i Lowry yontemi (5) ile analiz edildi.

2.2.b) Elde edilen fraksiyonlardaki proteinlerin

molekil atiirliklar:i, ayni: kolon ile hazirlanan kalibrasyon
grafifii yvardim: ile bulundu. (sekil &)

70.000 (Bovine serum albumini)

:

8
?
&

{Ovalbumin)

>
S

(Trypoin)

Molekiil agirlig:y (Dalton)
N x
o c

10.0001}
(Insiilin)

2 A 6 8 10 12 14 16 18 20
Fraksiyon NO:
Sekil 6) Sephadex G 50-80 kolomu ile elde edilen kalibrasyon egrisi



es5itliYdi gerelince kullanilmasi gereken en uygun enzim ve
fosfolipid kaynafl olarak kullanilacak membran miktari on

calisma ile tesbit edildi. (Tablo 3)

ftablo 3)aA (arachidonic acidy olusumu i¢in kullamlmasi gere-
ken en uygun enzim ve membran miktarlarini saptamak amaciyla

yapilan 6n calisma.

Inkiibasyon ortamina konulan miktar
n Membran FLAy AA miktar:
(ug protein) {ng) (pmol)
10 }50 ug protein 100 18.39 * 5,45
" " 200 20.85 & 7.11
" " 400 33.70 & 2.32
10 |100 ug protein 100 92.25 + 20.78
" " 200 83.91 & 18.11
" " 400 B5.32 * 7.58
10 200 ug protein 100 173.41 £ 6.92
" “ 200 171.76 & 18.07
" " 400 162.17 t 15.47
10 }400 ug protein 100 277.80 t 9.14
" " 200 286.69 t 42.03
" " AGD 292.60 t 31.20
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On calismayva gdére AA olusumu icin deneylerde
kullanilmasi gersken en uygun enzim miktarinin 100 ng, hiicre
membraninin ise 200 upg protein iceren miktarlar oldutiu
saptandi.

Lipocortin miktarin: saptamak amaci ile tim
fraksiyonlarin 50 ug protein iceren miktarlari, fosfolipid

kaynatiin olarak kullanilan eritrosit membrani ve fosfolipaz A2

enzimi bulunan ortama ilave eoedildikten sonra olusan AA
miktari, asafidaki kosullarda o6lcildi. (Sekil 7) ve cikis zama-
n1 referans olarak kullanmilan AA 'inkine uyan(RT:5.57%0.071

dakika)drneklerin peak'lerinin alan: defierlendirmeye alindi.

T T 1 ¥ ¥
100 200 300 400 500

Standart konsantrasyonu (pmol)
Sekil 7) "ARACIDONIC ACID™ analizi icin kalibrasyon efrisi.

Analiz icin; Kolon :SP-C18
Mobil. faz :A(X%10);su: acetic acid(99:1 v/v)
B(%90) ; Metanol
Alkam hiza :1 ml/dak.
Isa :28°C

A 1210 om.

v
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a)y CHAtIEL R INJECT  24/05/24 412145:5)

. B2
9. 61
b) CHAMIEL n HUECT  24,85/91 12:221449

|

c) CSHANNEL A

INJECT 24,9591 12139:12

F : : 5. 64

Sekil 8) HPLC ile arachidonic acid (AA) analizi,
a) 100 pmol AA,
b) 200 pmol AA,
c) 500 pmol AA.
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Referans madde: arachidonic acid(sigma Kat.No:A-D662)
Olcim véntemi : High Performance Liquid Cchromatography
Kolon : SP-C18, 15 cm X 4 mm boyutunda, 3um partikil

bilyliklU4d olan "reverse phase" kolon.
Kosullar @ Solvent A:%90 Metanol (Sigma Kat.No:6008)

solvent B:%10 Su:acetic acid (99:1 v/v)

Akim hizi : 1 ml/dak

Is1 : 28°%¢C

Dalga boyu: 210 nm

Galismaya baslamadan dnce AA analizi icin kullanilacak
kolonun givenilirli#iini arastirmak amaci ile kolon etkinlidi
naphtalene ile test edildi.

Her gruba ait protein iceren fraksiyonlarin AA
olusumuna etkisi, deney gruplarimin kontrol grubu ile
karsilastirilmasi sonucunda, % inhibisyon olarak belirlendi.

4.)Anti:EL42,__ﬂkIi!iIe&ing___ﬁﬂhiﬂ___nrﬂteinlEEin___I
lenfosit proliferasvopnuna etkisi:

Julius wve ark. larinin yoéntemine gbre (65) izole
edilmis T lenfositler 2x106 /ml  olacak sekilde medyumla
seyreltildikten sonra 1'er ml hiicre sispansivonu deney
tiblerine konuldu. Tibler 2 gruba ayrilarak bir kismi PHA ile
stimile edilmek dGzere bazirlandi. Her deney grubuna ait
anti—FLA2 aktivitesine sahip proteinlerden 50 ug deney
tiblerine ilave edilerek 2 saat inkiibe edildi. Sire sonunda,
stimilasyon icin ayrilmis tiblere 10 ug PHA eklenerek, 37°C de
%95 0, +%5 €O, altinda, inkibasyona 72 saat daha devam edildi.
Tum tiblerdeki hicreler sayildiktan sonra, PHA ilave edilmeyen
tiblerdeki hiicre sayisi 100% colarak alindi ve PHA ile stimiile
edilmis hicrelerin sayis: ile karsilastirilarak, bu tiblerdeki
artis % olarak belirlendi. % artis olarak belirlenen cevaplar

doney gruplari arasinda karsilastirild:.
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5.Anti-FLA, aktivitesine sahip proteinlerin makrofai
fagositik aktivitesine etkisi:

Blackwell ve ark. larimn yontemine gére (12) alinan
peritoneal lavaj sivisindan 0.5 ml, 50 ug anti-FLA2 aktiviteye
sahip protein ile 2 saat 37°C de inkiibe edildi. stUre sonunda
tiblere %1 aktif karbon sispansiyonundan 0.5 ml ilave edilerek
37°C de 1 saat inkibe edildi. Sire bitiminde, thoma lamina
konulan hiicre sispansiyonu 100 biiyitmeli objektifle incelendi.
Her bir tib icin 100 makrofajin fagosite ettifi partikil
sayilarak ortalamas: alindi ve deney gruplarina ait sonuclar
kontrol grubu ile karsilastirilarak, fagositik aktivitedeki
detiisim delierlendirildi.

sonuclarin istatistiksel delierlendirilmesinde Microsta

paket istatistik program: kullanild:.
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Sicanlar eter ile uyutulduktan sonra Linea alba'’'nin
sad yanindan, PH=8.0 olan 10 ml Krebs Fosfat Tampon calisma
¢dzeltisi  intraperitoneal wverildi. 3 dakika hafif masaj
vapildiktan sonra, orta hat kesisi ile periton icindeki sivi,
kan karismamasina dikkat edilerek delikli bir kaniil aracilifiz
ile toplandi. 1500 rpm de & dakika santrifij edilerek
hilcrelerin c¢btkmesi saffilandi. Ust kismindaki sivi alindiktan
sonra, hiicreler lzerine 1 ml RPMI-1640 medyum ilave edilerek
hafifce karistirildi: ve hicrelerin homojen dafilimi safland:.
Mikroskopta 40x10 Dbiyitme ile sayilan hicreler, deney
protokoliine uygun sekilde ayni medyumla seyreltilerek
kullamldzy.

2) Sephadex ¢ 50-80 Jel kromatoarafisi:

| Inkiibasyon ortamindaki protein meolekiillerini buyikluik-
lerine gbére ayristirmak amaciyla Kkullanilan bu yoéntemin
uygulanmas1 ic¢in;

- 1 g Sephadex G 50-80 (zerine, 150 ml distile su karis-
tirilarak ilave edildi ve jelin homojen olmasi safland:.

- Partikiillerin sismesi icin 2 gin oda 1s1s51nda bekle-
tildikten sonra, c¢8kelen jelin Uzerindeki sivi kisim aspire
edilerek uzaklastirildi.

- Buchner hunisi ve aspiratér yardimi ile, jelin PH's1
8.0 oluncaya kadar amonyum bikarbonat tampon c¢ézeltisi ile
yikand1.

- Jel van tarafindan ¢ikisi olan erlenmayere alind: ve
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cokmesi icin bir sire beklendi. Jel Uzerindeki tampon cézelti
uzaklastirildiktan sonra, 10 dakika sire ile havasi alinip,
kolonun doldurulmasi islemine gecildi.

-Ucuna cam pamudu konmus 60x% cm boyutundaki kolonun
ceperi amonyum bikarbonat tampon cbzeltisi ile yikandi.
Kolonun alt ucu kapatilarak, jel hava kabarcifir olustur-
mayacak sekilde dolduruldu.

-Kolonun icindeki jelin cokmesi icin 1 saat beklendi.
sonra c¢ikisl acilarak jelin icindeki tamponun akmasi ve jelin
paketlenmesi safilandi. (Separasyonun iyvi olmasi1 icin jel
icinde hava kabarcifii kalmamasi ve tabakalanma olmamasi dgerek
tiginden, kolon bir 1s:1k kaynaliinin &niine konarak jelin
homojen olup olmadig:1 incelendi.)

~-Akim hizi 0.3 ml/dak. olan kolonun dengelenmesi icin
200 ml tampon cézelti gecirildi.

-Separasyon sirasinda jel Gzerindeki 2 cm’'lik s51v1
sitununun yapti§: basincla akim hizinin 0.3 ml/dak. olarak

sabit kalmasina dikkat edildi.

Sephade.
edilmesi:

-Konsantrasyonlariy 200 ug/0,1 ml olacak sekilde
Insdlin (M.W. 6000), Trypsin (M.W. 24000), oOvalbumin (M.W.
45000), Bovine serum albumin (M.W. 68000), Sephadex G 50-80
kolona yéntemine uygun sekilde yiklendi.

-Elusyon amonyum bikarbonat tampon c¢6zeltisi (PH:8.0)
ile yapild: ve 10'ar dakikalik fraksiyonlar toplanarak hangi

fraksiyvonlarin protein icerdi8ii, N=280 nm dalga boyunda
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spectronic 21 marka spektrofotometrede yapilan okuma ile
tesbit edildi.

- Sonucta sephadex G 50-80 kolonu ile, Bovine seruﬁ
albuminin 10., Trypsinin 14., InsGlin 17. fraksiyonda ciktii
gbzlendi. (sekil 6) Bu sonuclara gbre cizilen kalibraﬁyon"
efrisi ile molekiill afirlilii 40.000 olan bir proteinin 11.

fraksivonda cikmas: gerektilii sonucuna varild:.

3) Eritrosit Membrapinin Elde Edilmesi

sicanlardan intrakardiak olarak alinan heparinli
kandan Dodge ve ark. larinmin yénteming (34) gire membran elde
edildi.

lHeparinli SICAN KANI

!

2000 rpm'de 5' santrifigasyon

sFPlazma

v

Hilcre kitlesi

+5prum Fizyolojik

v
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N Serum Fizvolojik

v

serum Fizyvolojik ile 3 kez yikama
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¢okelti

+ Kloroform:Metanol (3:1 Vvw/V)

v
60 saniye vortekslenerek lipid pkstrakti1 elde edildi
ve ekstrakt, AA olusumu icin fosfolipid kaynall

olarak kullanild:.

4) Lowry metodu ile protein miktarinin tavini:

_ 0.1 ml eritrosit membran sispansiyonu iUzerine 0.4 ml
sorum fizyolojik ilave edildikten sonra, bu karisimdan 0.1 ml
deney tibine alindi.

- 0.1 ml membran sispansiyonuna 0.1 ml 1 N NaOH ve 1 ml
D reaktifi ilave edildi.

_ 20 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edildikten
sonra 0.1 ml 1 N Folin reaktifi eklendi.

- 30 dakika oda 1sisinda inkibe edildi.

- 2 ml distile su eklendi.

- sprektrofotometrede 750 nm dalga boyunda kére karsl
okundu. Formilden hesaplanan sonu¢ diliisyon faktord ile

carpi1ldy.

vrneliin absorbansi
standart absorbansi

Protein miktari(ug/ml})= K standart kons.

(ug/ml)

syArachidonic acid (AA) apalizi icin 6érpnek hazirlanmasi;

sephadex ¢ 50-80 kolonundan elde edilen fraksiyon-
lardaki proteinlerin AA olusumuna etkisini saptamak amaciyla
Blackwell ve ark.larimn ybéntemi (12) kullanildi.

Bu amacla, icinde 100 mM Tris-HCl ve 10 nM caCl,
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bulunan deney tiiblerine, 200 ug protein iceren membranin lipid
extraktiy ve 50 ug protein iceren fraksiyon (Sephadex G 50-80
kolonundan toplanan) konuldu. Oda 1s515inda 30 dakika inkibe
edildikten sonra 100 ng FLA, ilave edilip, inkibasyona 2
dakika daha devam edildi.Reaksivon 50 ul 1 N HCl ile
durdurulduktan sonra, AA 61cimi icin ekstraksiyvon islemine
gecildi.

Ekstraksivon icin ortama 2 ml kloroform eklenip 30
saniye vortekslendi, alt faz alindi.0stte kalan kisma tekrar 2
ml kloroform eklenip, 30 sanive vortekslendi. Alinan alt faz
éncekinin dzerine eklendi wve azot altinda wucuruldu. AA
analizi yapmak Gzere tip icine 1 ml Methanol:su:Acetic acid
(90:9:1 v/v/v) karisimi konup, 30 saniye vortekslendi ve 0.45
um lik filtreden stzilip, HPLC de AA analizi icin kullanild:.
Analiz sonunda integratdérde hesaplanan AA miktarlari "pmol"”
olarak bulundu.

Lipocortin bir FLA, inhibitdéri oldufiu icin kontrol
grubunun AA miktar: % 100 kabul edilerek deney gruplarinin
membran fosfolipidinden FLA, mevcudiyetinde AA olusumunu

azaltici gucli, % lipocortin aktivitesi olarak kabul edildi.

orta hat kesisi yapilmis sicanlarin mezenterik lenf

nodilleri cikarild:r ve steril serum fizyolojik icinde birkag
kez yikandi. Lenf nodiilleri steril penisilin siselerindeki 1
ml medyum icine alinarak, alevden gecirilmis penset araciliy:
ile pzildi. Hicre sispansiyonu steril santrifij tibine alind:,
1500 rpm'de 5 dakika santrifij edildi, 4st sivi atild:,
Hicrelerin ﬁzgrine 1 ml medyum ilave edilip, hafifce
karistirilarak homojen dafilmasi saflandi. Hucreleri izole
etmeden 6nce hazirlanmis cam kolonun ucu kapatilarak icine 2-3~w

ml medyum ilave edilip, cam pamudunun 1slanmas: safdlandi.
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(Koloh 10 ml1'1ik cam enjektdr icine 10 mg cam pamufu konularak
hazirlandi.) 37°C de 1 saat sire ile inkiilbe edilen kolon
dengelenmis oldu. Bu sekilde daha dnceden hazirlanmis kolonun
Gzerine hiicre sispansiyonu uyguland: ve kolon dik olarak 45 dk
37°C de inkiibe edildi. Sire sonunda kolonun ucu acilarak hiicre
sspansiyonunun santrifij tibline, basing wuygulanmaksizin
akmas1 saflandi. BOylece santrifij tibline T lenfosit alinmis
oldu. 1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek hicreler
coktiiriildikten sonra st kisim atildi. Hicrelerin Gzerine 1 ml
medyum ilave edildikten sonra, bhafifce alt (st edilerek
homoien dafiilimi sadlandi. Thoma lami kullanilarak, 1 mm3 te
ka¢ hiicre oldufu belirlend