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GIRIGS

Bayj dokusunun ana proteini olan kollajenin en dnemli . -
g8revi, doku ve organlarin biitiinliigiinii korumak ve dayanikli-
11k vermektir. Kollajen insan vicuduhdaki proteinlerin $33'-
finit olugturur. Kollajen molekiiliiniin yvapisina giren her otuz
amino asitten biri glisindir. Prolin ve hidroksiprolin ise
yapida % 20 oraninda bulunurlar..Lizin ve prolin amino asit-
lerinin hidroksillenmis gekilleri olan, hidroksilizin ve

hidroksiprélins. kollajene dzgiildirier.

Kollajenin dnemli dider bir Szelligi de postribozomal
degigiklige uérlyaﬁ proteinler gurubundan olmasidir. Prokol-
lajen, kollajene oranla daha fazla a@ino asit dizisine sar
hip ﬁg_awpolipeptrtzincirinden olugmug ve gesgitli proteaz
inhibitérleri ile izole edilebilmigtir. i1k sentez iiriininiin
ilave bitewning asit dizisi tagimas: kollajenin de diger
bazi salgilanabilen proteinlerde gbriildtigi gibi, prokollajen
ve *preprokollajen gekillerinin oldudunu dﬁsﬁﬁdﬁrﬁr (1) .-

Preprokollajen sentezi kollajen sentezinden sorumlu
hiicrelerin ribozomlarinda, mono (2) veya polisistronik, (3,4)

oldudu heniiz kesinlegmemisg bir mekanizma ile olur. Ribozomlar

* Kollajen konusunda heniiz kesin bir terim birligine
varilamamigtir. Bu nedenle Johnvveﬁbié%iféfta Fessler'in
annual Reviews of Bochemistry, 1978 (Cilt 47,sayfa 129~62)

deki "Biosynthesis of Procollagen” makalesinin nomenkiilatird

esas alinmigtar,



{izerinde uzayan peptit zincirleri birjjandan 6zel hidroksi- -
1azlar aracilidi ile hidroksillenirken diJer taraftan lg¢ld

helikal yapiya olugtururlar. Bu hidroksilazlar, peptit zin-

cirlerindeki prolin ve lizinleri belli bir gifre geregince BRI

hidroksilleyen, prolil ve lizil hidroksilaz enzimleridir.
Peptit zineirlerindeki prolinlerin hidroksilasyonu, ig¢li

helikal yapinin stabilizasyonu igin gereklidir.(5). (Sekil 1)

Prolil hidroksilaz (6,7) ve lizil hidroksilaz (8)
enzimleri substrat olarak helikal olmayan yapidaki peptidi
kullanlflar. Bu hidroksilazlar cesitli memeli dokularindan
ve tavuk embriyosu homojeﬁatlndan saflastirilmig ve 6zellik-
leri incelenmigtir (9-11). Her iki enziminde kofaktdr olarak
molekﬁlé&:\oz, Fe'* , a-ketoglutarat ve askorbik asit (Vitcy

e gerek duyduklari gdsterilmigtir. (12) .

Kollajen sentezini bu kademede, demir baglayici bir
ajan olan o, o'~ dipiridil (e,8'-DP) ile inhibe ederékipre-
prokollajeni ayirmak mimkin olmug ve yapisi aydinlatilmig-

tir. (13).

Hidroksillenmemié ve glikozillenmemig preprokollajen
hilcre zarini gegemez, BUylece hiicre iginde biriken preprokol-
lajen kendi sentezini muhtemelen negatif feed-back bir meka-

nizma ile inhibe eder (14).

Hidroksillenen peptit zincirlerindeki bazi hidroksi-
lizinler iizerinden yapiya geker transferatlar aracilida ile

glikoz ve galaktoz finitelerinin baglandigi gdsterilmigtir,
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Kﬂlgaﬁen glikoziltransferaz enzimi tavuk embriyosu homojena-
tindan saflagtirilmis ve dzellikleri incelenmigtir (15).
Bu enzim, bazi galaktozilhidroksilizin*ﬂﬁiﬁelerinegglikoz
melekiiliinii  Uridildifosfo-glikozdan tasir, kofaktdri iki

degerlikli mangan iyonudur (16).

Hidroksillenen ve glikozillenen prokollajen hiicre di-
sina salinir. Hiicre diginda prokollajenler N ve C uglarin-
dan, iki ayri peptidaz aracilaga ile proteolitik pargalanmaya

uqrayarak,koliajen molekiiliinii olugtururlar (1,17).

Kollajen molekiiliindeki lizin ve hidroksilizinler, bakir
tagiyan bir enzim olan lizin oksidaz ile oksidatif deaminas~
yon tepkimelerine girerler ve olugan aldehit guruplari ara-
c1li1gz ile gaprazlagan kollajen molekiilleri kollajen. fibri-
1ini olugtururlar (18).

BSylece fizyclojik PH'da gbziinmeyen fiziksel ve kimyasal
dzellikleri bakimindan, pfeprokollajen ve prokollajenden
farkli, olgun kollajen meydana gelir.

preprokollajenden, kollajen fibrillerinin olusmasina kadar
gegen sentez kademeleri, sentezi belli noktalarda inhibe éden
gesitli inhibitdrler araciligy ile ayﬁintllarlyla incelene-
bilmigtir.

Hidroksilasyon kademesinin iki dederlikli demir iyonu
bag.ayan o,o' -DP ile inhibisyonu, cesitli dokularda ﬁe degi-
gik inhibitdr derigimlerinde gbsterilmigtir (13,19,20). Bu

kademe, L -3,4~ dehidroprolin (21) ve cis~4~hidroksi-L-prolin



(22) gibi bazi prolin analoglari ile de inhibe edilebilmistir,

Duskin ve Bornstein, karbohidrat birimlerinin prokol-
lajen vapisina katilmasinin tunikamisin (Tunicamycine) adlz
bir antibiyotik ile bloke oldujunu, ancak hilicre digina salgi-

lanmanin ise inhibe olmadidini gdstermiglerdir. (17,

tnhibitérler ile yapilan galigmalarda, p-aminopropiyo-
nitril(éAPN)'in peptide bagli lizin ve hidroksilizinlerin ok~
sidatif deaminasyonunu yapan lizin oksidaz enzimini inhibe
ederek kollajenin gaprazlagsmasini dnledifi ortaya konmugtur
(23,24) . Ayni kademede inhibisyon yvaptidi g¥sterilen D-peni-
sillamin'in ise lizin oksida% enzimini inhibe etméyiﬁ olugan
aldehit gquruplarina badlanarak gaprazlagmayi dnledigi saptan-
mig ve bu bulgu deri kollajen miktarinin belirgin bir gekilde

azaldiginin gdsterilmesi ile kanitlanmigtir (25).

Birgok kollajen doku hastaliklarinda glukokortikoid-
lerin tedavi edici etkisinin gbzlenmesi lizerine bu olayain
mekanizma51n1n agiklanabilmesi ig¢in invivo ve invitro pek
gok deneyler yapilmigtir. Glukokortikqidlerin iizerinde ya-
pilan galigmalar etkil mekanizmalarinin protein sentezinin
inhibisyonuna bagl:i antianabolik bir etkiﬁye ayni zamanda
1lizozom membraninin saglamlagtirilmasi seklinde antienflama-
tuvar big etki tizerinden oldudu genel kanisina yol agmigtir,
Bu ..onudaki caligmalar siiregelmekte ve gegitli gériigler orta-

ya atilmaktadir.
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© Blumenkrantz ve Hansen C-prolin igeren ortamda yaptik-

lar: caligmalarda hidrokortizon'un kollajen sentezini inhibe

14 hidroksiprolin mik-

ettigini tavuk embriyosu tibialarinda
tarinin azalmasl ile g8stermiglerdir (26). Betametazon-l17-
valerat'in kollajen sentezi iizerine etkisi ise tavuk embri-
yosu tendon hﬁcrelérinde caligilmig ve bu bilegigin 14C--hid--
roksiprolin sentezini azalttigi saptanmisg olup bu bulgular

#zellikle kollajen sentezinin inhibe oldugunun kaniti ola-

rak kabul edilmistir.(27)}.

Cutreneo ve Counts, triamsinalon diasetat'in yeni dog-
mus ratlara birka¢ defa enjekte edilmesi ile deride ;4prro-
lin'in peptide katilmasinin azaldigini ve ayni zamanda prolil
P idroksilaz aktivitesindeki inhibisyona bagli olarak *c-hid-
roksiprolin miktarinin da azaidlqlnl gzlemigler ve bﬁ bul-
gularin gliikkokor tikoidlerin kollajen sentezi lizerine olan

dzglil etkisine bagdli oldudunu gsavunmuglardir (28).

Uitto ve digerleri, hidrokortizon‘asetat,_fluosinolon
asetonid, fluklorolon asetonid, betametazon-l7-valerat ve
flupredniliden-2l-asetat'in kollajen sentezi {izerine etkile-
rini tavuk embriyosu tibialarinda incelemiglerdir. Bu aras—
tiriecilar, kullandiklari glukokortikoidlerin kollajen sente-
zine eikisini l4C—hidroksiprolin olusmasi ﬁzerinden izlemis-
le~ ve tiim bilesiklérin,sentezi invivo 61arak inhibe ettigi
sonucuna varmislardir, Ancak, betametozon~i?%¢a1ératknllajen
sentezini invitro sartlarda daha yiiksek oranda inhibe etmig-

tir. Bu galigmada denenen biitiin glukokdrtikoidlexin, total



protein sentezini de kollajen sentezi ile ayni oranda inhibe
etmeleri dikkati -¢eknigve bu bilegiklerin etkilerinin pro-
tein sentezi inhibisyonu iizerinden olduju kanisini uyandir-

mlstlr (29) .

Gene Uitto ve diﬁerleri hidrokortizon asetat ve g¢egit-—
1i fulorlu glukokortikoidlerin insan derisindeki kollajen
sentezi flizerine etkilerini incelemigler ve kullandiklari bii-
tiin glukokortikoidlerin kollajen sentezini doza badimli ola-:

rak inhibe ettigi sonucuna varmaglardir (30}).

Betametazon disodyum fosfat'in rat graniilasyon dokusun~-
da kollajen sentezini belirgin bir sekilde inhibe ettidi bazi
aragtirlcllar tarafindan g&sterilmig ancak inhibisyonun me&&
kanizmasi aglklanamém;stlr (31) . Daha sonraki bir ¢a11$mada‘
bu inhibiéyonun prolil hidroksilaz‘enzimi iizerinden olmadlél

pelirtilmigtir (32).

Cruess ve Hong, kortizon'un kollajen sentezi ve ayni
zamanda ko;lajen parcalanmas: (KollejenolitiK. etkl) lizerine
etkisini rat bacak kemiklerinde incelemigler ve kollajén par-
galanmasiyla, Mc—prolin'in 14C~—hidroksiprolj.n'e dénlismesinin azal-

nesiyla kemikkdllajen igeriginin apatdzginy §6#leniglezrdir (33).

Dijer bir gurup aragtirici tavganlara iki hafta sire
ile sentetik bir glukokortikoid olan prednizoﬁ;u 2mg/kg
olarak uygulamiglar ve gesitli parametreleri incelemigler~
dir. Prednizon enjeksiyonundan sonra deride]grotokollajen

prolil hidroksilaz aktivitesini, fttral tuz ¢dzeltisinde



¢8ziinebilen hidroksi prolin, total hidroksiprolin, diyaliz
olabilen ve olmayan 14C-—hidroksiprolin fraksiyonlarini azal-
mig olarak saptamiglardir. Ayni ¢aligmada aorta'nin inti-
ﬁa—media blgesinde yapilan deney sonuglari ise, sadece

14 hidroksiprolin sentezinin azaldigini géstermigtir. Bu
aragtiricilar prednizon'un kollajen metabolizmasi lizerinde
antianabolik etkisi oldudu gériigiinii benimsemigler ve bu et~
kiyi protein sentezinin genel inhibisyonunun bir pargas: ola-

rak deferlendirmiglerdir (34).

Shapira ve Shoshan, gebe deney hayvénlarlna kortizon
uygulayarak bu ilacin fetusdaki kollajen olugumuna etkisini
aragtirmiglardir., Kortizon'un etkisinin kollajen polipeptit
zincirlerinin biyosentezi esnasindaki normal hidroksillenme

tepkimeleri lizerinde olabilecedi sonucuna varmiglardir (35).

Kortikosteroidlerin kollajen biyosentezini inhibe et~
tigini gdsteren galismalarin yanisira, kortikosteroidlerin et-
kisinin kollajen pargalanmasini arttirdigyl veya kollajen

sentezini stimiile ettigini ileri siiren yayinlar da vardar.

Cohen ve dierleri yaptiklari galigma sonunda hipotez
olarak glukokortikoidlerin kollajen yikimini arttirdidini

dnermiglerdir (36).

Tavuk embriyo fibroblastlarindaki kollajen sentezi

izerine gesitli glukokortikoidlerin etkisinin incelendigi

5

pir arastirmada, hidrokortizon stiksinat'in 107°M derigimde



kollajen sentezinde hafif bir stimulasyon yaptidi gdzlenmis
ancak hidrokortizon biitirat, prednizolon ve betametazon-1l7-
valerat inhibitdr etkide bulunmustur. Bu caligsma sonunda
arastiricilar, hidrokortizon siiksinat'an kollajen sentezi
{izerinde pek etkili olmadigaini ve sentezi en etkin bigimde
inhibe eden bilesidin, betametazon-l7-valerat oldugunu ileri
stirmiiglerdir (37).

Harvey, Grahame ve Panayil, insan embriyonik deri ve kas
fibroblast kiiltiiriinde ¢aligmiglar ve kortizol ile prednizo-
lon'un, hﬁcre'proliferaSyonu, DNA sentezi ve kollajen sen-
tezine etkisini incelemiglerdir. Her iki steroid de
001-1.0ug/ml derigimde kollajen sentezini ve 0.0lug/ml
derisimde DNA sentezini inhibe etmiglerdir. Daha yliksek ste~
roid derisimleri DNA sentezini baskilarken hiicre proliferas-—

yonu hizinda ancak gok ufak bir inhibisyonsaglamigtir (38)5

Nakagawa ve diderleri, antienflamatuvar ilaglardan
olan steroidlerin, invitro gartlarda granﬁlésyon dokusunda,
kollajen sentezi lizerinde koruyucu etkigine dikkati ¢ekmig-
lerdir, Bu arastiricilara gére, invitro galigmalarda koll.as:
jen digi proteinlerin sentezi gegitli faktarlefden daha
az etkilenlrken kollajén biyosentezi genellikle denéy éartw
larindan etkilenmektedir. Steroidler ise invitro deneyler-
de koruyucu bir etki yaparak gbzlenen stimiilasyonu saglamak-
tadirlar (39). Bu gdriigii desteklemeyen bir aragtirma da su-

nulmug ve insan f£ibroblast kiiltiirinde kollajen sentezinin
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koruyucu etki diginda bir mekanizma ile hidrokortizon sod-
yum siiksinat tarafindan stimiile edildigi belirtilmigtir.
Ancak bu aragtiricilar stimiilasyonun hangi mekanizma ile ol-

dugju konusunda bir gbriig getirmemislerdir (40) .

AMAG

Antienflamatuvar ilag¢ olarak genis bir kullanim alani-
na sahip glukokortikeidlerin deneysel enflamasyon dokularinda
protein sentezinl inhibe ettidi konusunda pek g¢ok galigma
yapilmigtir. Bu bilesiklerin pek cgodunun kollajen biyosente-
21 fizerine etkileri incelemmig ve yayinlarin godu denenen
glukokortikoidlerin kollajen biyosentezini inhibe ettigini,
pek azi invitro gartlarda koruyucu bir etki varattigini ve
rasladi§imiz bir yayin da hidrokortizon siiksinat'in uyarici

" pir etki yarattifini ortaya koymustur.

Bu caligmada kollajen biyosentezi iizerine etkisi arag-
tirilmamis olan bir '+ prednizolon tiirevi l6a-metil-Y9a~-fulo-
roprednizolon~2l-fosfat (Deksametazon-21 fosfat) segilmig
ve bu ilacin 21 glinlik rat paryetal kemik dokusunda kolla-
jen biyosentezi iizerindeki etkisinin aragtirilmasi amaglan-—
migtir, Deksametazon-2l-fosfatin agik formiili agagida

gdsterilmigtir. (§ekil.2)
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16 o - METIL-9 o<~ FLOROPREDNiZOLQN - 21- FOSFAT
{ DEKSAMETAZON -21-FOSFAT ) '

Sekil : 2
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ARAC GEREGC VE YONTEMLER

’ 'A'rag'l'ar':

Deneylerde inktibat8r (Dubnoff metabolic shaking incu-
bator) , radyoaktif saya¢ (Mark II Liquid scintillation system),
sbektrofotometre (Zeiss PMQ2) ,santrifiij (Sorval Supperspeed
$8-33), kolorimetre (Colemén Junior Spectrophdtameter), ﬁe

cam teflon homojenizatdr kullanilda.

- Geregler:

Deneylerde kullanilan L(3,4-3H) prolin The Radioche-
mical Centre Amersham, deksametazon—zl-fosfat DEVA, strepto-
misin ve ﬁenisilin Mustafa Nevzat, Sifir serum albumini
(BSA) Armour pharmaceutical company, folin reaktifi (Folin
and ciocalteu phenol reagent), naftalen ve diocksan BDH o,a'-di-
piridil (o,o'-DP), fenilmetilstilfonilfulorid (PMSF), -
aminopropiyonitril fumarat (BAPN), 2;5-fenil oksazol (PPO) .
ve 1,4-di-2-(5-difeniloksazolil)-benzen (POPOP) sigma. Chem.
Co, T.C. Minimal Essential Medium Eagle (MEM) DIFCO, p-
toluensiilfon-kloromid sodyum tuzu (Chloromin-T), p-dimetil:
amincbenzaldehit MERCK, hidrocksiprolin étandardl ise Nutrit-
jonal Blochemical Co, Firmalaraindan temin edildi? Kullanilan

diger bliiin kimyasal billegikler analitik safliktadar.

- Yeni doSmus (21 glinltik) swiss albino ratlar -cinsiyet
farkil g¥zetilmeksizin H.YU. Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
B&limiinden temin edildi.
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L Yéntemlex:

gterilizasyon:

Deneylerde kullanilan biitiin cam malzeme, bistiiri, makas

ve pensier 121°C'de 15 dakika otcklavda sterilize edildi.

Deneyin yaplldlﬁl bdliimiin sterilizasyonu ise zefiran—‘

la temizlenmis ortamda bek alevi ile temin edildi.

Steril olarak temin edilen MEM ortami hiicrelerin veya
organlarin minumum gartlarda yagiyabilmeleri ig¢in gerekli

amino asitleri vitaminleri ve tuzlari igermektedir.

Stok d,d“—dipiridil ¢dzeltisi alkol iginde 3x10—2M
hagirlandi. Inkfibasyon ortamina son derigim 3x10 %M a,a'-DP

olacak sekilde ilave edildi (20,41).

Stok R-amino propiyonitril ¢bzeltisi 23mg B-amino-
probiyonitril 10 ml distile suda ¢dzlilerek hazirlandi. Bu
¢Szeltiden inkilbasyon crtamina ml'de 50 fig f-aminopropiyo-

nitril (BAPN) olacak sekilde ilave edildi (42).

Stok fenilmetil stilfonilfulorid g¢bzeltisi, 25 mg
cenilmetilstilfonilfulorid 10 ml isoproponol iginde g8z~
lerek taze olarak hazirlandi. Bu ¢dzeltiden Inkibasyon orta-
mina ml'de 50ng fenilmetilstilfonilfulorid (PMSF) olacak se-

i1de ilave edildi (43).

Deksametazon-21-fosfat gdzeltisi, ml'sinde 4mg

deksametazon-21-fosfat 1géren ¢bzelti, Dekort enjektabl
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adi altinda hazir olarak saflandi. Bu g¢dzeltl, 10x10'3M

deksametazon-21~fosfat'a tekabiil etmektedir. Inkilbasyon or-

3

tamlarina son derigim 10 “ve 10_6M deksametazon -21-fosfat

olacak sekilde ilave edildi.

Strebtomisin ?enisilin cbzeltisi (SP) steril stok

¢Bzeltl olarak temin edildi. Inkilbasyon ortamina ml'de 100IU

éenisilin ve 1ooﬁg streptomisin olacak sekilde ilave edildi.

- (44).
Sayim cdzeltisi, 1000 ml dioksan iginde 7g PPO, 0,39

POPOP ve 100 g naftalen gﬁzﬁlerék hazirlandi. Karanlikta

saklandi (45).

Kloramin-T ¢®zeltisi, asetat sitrat tamponu {PH.6.0)

“iginde kloramin-T'nin 87 W/V lik g¢bzeltisidir (46).

Erlih ¢dzeltisi, 249 p-dimetil aminobenzaldehit 3ml
$60 perkiorikasitte ¢dziiliip lzerine 13 ml Iso-propancl ilave
edilerek taze hazirland:i (46). Karanlakta saklanda.

Hidroksiprolin stok standart ¢bzeltisi, S5mg s1dir serum

3M hidrcklorikasitte

albtimini ve 1.79 mg hidroksiprolin 10
gdzlilerek hazirlandi, buzlukta saklandi (46). Bu g¢Bzeltiden
6,010 ml ve 0.020 ml hidroksiprolin tayinlerinde standart

olarak kullanildi.

- Kafa Kemiklerinin Hazirlanisi:

veni dodmug (21 glinlik) ratlarin kafalari derhal kesi-

lerek -20°C'da donduruldu. Deneylerde kullanilacagdl zaman
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kafalar , bistﬁfi ve pens vardimi ile yukarida belirtilen
steril sartlarda agilarak paryetal kemikler glkarlllp hizla
dograndi. Dojranmis kemikler iic defa MEM ile yikandiktan son-

ra inkiibasyon ortamina konulacak duruma getirildi.

Inkiibasyon Ortamlarinin Hazirlanmasl:

Biitiin deneyler ddrt gurup halinde hazirlandir. Bir gurup
lqln gerekli 8 paryetal kemik, biitiin paryetaller ayrildiktan
sonra MEM iginde karl$tlrlllp rasgele segildi. Dort gurubun
ortak yani 5 ml MEM iginde dodranmig paryetal kem1kler1,='
10uCi L-(3,4-3H) prolin ve ml'de 100 IU pensilin, 100ug

streptomisin igermesidir,

1~ Kontrol Gurubu:
Bu gurupda do§ranm1$ paryetal kemikler, iéinde
louGiI¢(3¥45?ﬁ)?roliﬁ”VeVSP'i¢efén”5 ml MEM'e kondu.
2- Innibitdr I¢eren Gurup:
a) a,0'-dipiridil ile yapilan deneylerde, bu guru-
ba kontrol gurubuna ilave olarak son derigim 3x10”%M olacak

gsekilde o0 dipiridil stok g¢dzeltisinden ilave edildi (20,41).

b) B-aminopropiyonitril ve Fenilmetilsﬁlféﬂilfulorid '
ile yapilan deneylerde, kontrol gurubunalilave olarak son
derigim 50ug/ml olacak gekilde f-aminopropiyonitril (42) ve
fgnilmetilsﬁlfonilfulorid (42,43) stok g¢&zeltilerinden ilave

edildi.
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3. llag fgeren Gurup:

Bu guruba, kontrol gurubuna ilave olarak son derigim

10"3ve 107%M olacak gekilde deksametazon-2l-fosfat'in 10x107 M

¢5zeltisinden ilave edildi.
4., Ilag +inhibitdr Igeren Gurup:

a) a,a'-Dipiridil ile yapilan deneylerde Inhibit8rli
guruba ilave olarak son derigim lousve 10“3M Hlacak “gekilde
=deksametazon—2lﬂf05fat'1n'lOXlO-SM ¢bzeltisinden kondu.

b) B—aminoPropijonitril ve fenilmetil ‘stilfenil "
fulorid ile yapilan deneylerde, tnhibitsrli guruba ilave ola-
rak son derigim 107% ve 1073M olacak gekilde deksametazon-

21-fosfat'in 10x10 M g¢ézeltisinden kondu.

a,0"-pRipiridil ile yapilan deneylerde, BAFN ve PMSF ile
_ yapilan deneylerden farkli olarak dért guruba da L~(3,ﬂ-3H)

“prolin 37%c:da varim saat preinkiibasyondan sonra kondu (20-41).
3 Y .

Biitiin deneylerde inkiibasyon karisaimlari hazirlandiktan

sonra 37°%c'da 16 saat’ yavag hizda calkalanarak pubnof meta-

polik inkiibatdrde inkiibe edildi.

Reaksiyonun Burdurulmasi ve Divaliz:

Inklibasyon sﬁresi.sonunda tlipler hizla buz igine kona-
rak reaksiyon durduruldu, (47~49). Kemikler ortamdan affllaw
ran 0,1M asetik asit iginde °4°c’da 30 dakika homojenize edil-
di. Homojenat ve ortamlar serbest 3ﬁ—prolin'in ve asetikasit

fazlasinin uzaklastlrllmaél igin distile suya kargi diyalize
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kondu, radyoaktivite kalmayincaya kadan diyaliz suyu dedig-
tirildi. Bundan sonra homojenat ve ortamlarin hacimlar:i tes-
bit edilip, radyoaktivite sayimi ve protein tayinleri igin
numuneler alindi. BAPN ve PMSF ile yapilan deneylerde ortam—
lardaki hidroksi prolin tayinleri de bu “igl&mlérden sonra

yapildi.,

Amonyum Siilfat Ccoktiirmesi:

- a,0'-Dipiridil ile yapilan deneylerde; dért gurubun da
homojenatlara 176 mg/ml (%$30) kati amonyum siilfat ile 4°crda
bir gece ¢Okmede birakildi (20,41),

BAPN ve PMSF ile yapilan deneylerde ise ddrt gurubunda
homojenatlari 114 mg/ml (%20) kati amonyum siilfat ile 4°c1aa
bir gece g¢tkmege birakildi (42). Amonyum siilfat fazlasininh
uzaklagtirilmasi i¢in homojenatlar 4°c'da distile suya kar-
g1 diyalize kondu. diyaliz suyu dért defa dedigtirildikten
sonra homojenatlar 4°c ga 15000 rpm de 30 dakika santrifﬁﬁ*
lendi, (Gdkelekler 1lml distile suda silispande edildi. Cotkelek
sliispansiyonlarindan radycaktivite sayimi, protein ve hidroksipfo~

lin tayinleri: ig¢in numuneler alindi.

Radyoaktivite Blciinleri:

Radyoaktif numunelerin 0,2 ml'si 10 ml, sayim soliisyonu
iginde Mark II savl sayim yapan sayagta sayi1ldi. Sayimlar 20
dakika siireyle takip edilip ortalamalari alindiktan sonra

sayim/dakika (Count per minute, Cpm) olarak ifade edildi.
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Protein Tayini:

Protein tayinleri Folin Ciocalteu metoduna gdre yapil-
di. (50).Standart protein olarak sigir serum albumini (BSA)

kullanildz.

Protein Hidrolizi ve Hidroksiprolin Tayini:

a,a'-Dipiridil ile yapilan deneylerde dort gurubﬁn da
homojenatlarinin %30 derisimde aményum siilfat ile g&ken,
¢Bkelek siispansiyonlarindan alinan numuneler &zel tiiplere
kondu. Hzerine son derigim 6N Hidroklorik asit olacak gekil-
de asit ilave edildikten gonra tiiplerin aé;zlarl vakum altin-
da kapatild: ve 120°C'da 6 saat hidroliz edildi (30,48).
Hidrolizden sonra numuneler vakum altinda kuruluéé kadar ugu-

Bergman ve Loxley'in metoduna gbre yapildi (46).

EAPN ve PMSF ile yapilan deneylerde, dort gurubunda
ortamlari inkiibasyon siiresi sonunda ayrilip, diyaliz edildik-
ten sonra kuruluga kadar u&uruldu, 1 ml distile suda ¢oziilip
yukarida belirtilen sekilde hidroliz edilip hidroksiprel in:.

tayinleri yapaldi.

fstatistiksel Defjerlendirme:

3 6

Delisametazon-2l-fosfatin 10~ ve 10” M_doﬁda ve a,0'-
dipiridifin 3x10”MigerigimdéKollajen sentesl Uzerine:etkisinin
kontrola godre 6nemlili§i kruskal-Wallis Varyvans Analizi

yéntemi ile saptandi (51).
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1 3 2
KW = oo | 2 et | =3:{n ¥ 1)
o "Ruruskal~Wallis formiilil
Formiilde;

Tj :j.gur#ptaki-deﬁerlerin sira numaralari toplam:i
(herbir guruptaki dederlerin) |
nj :j,éﬁﬁgétaﬁidenek sayisi (her bir guruptaki)

n : Toplam denek sayisidir.
Y \

vanilma olasilidi o =0.05 segilmigtir, Hesaplanan
KW deferi (gurup sayisi-1l) serbestlik derecesinde ve
saptanan o dlizeyindeki tablo ki-kare deferi ile

karsilastirilmigtir.
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BULCULAR

tnkilbasyon Siiresinin Saptanpmasi:

Belli zaman araliklarinda, homojenat ve ortamlardaki
radycaktivite, protein ve hidroksiﬁrolin degerlerini sap-
tamak ig¢in deney beg gurup halinde yilirfittildi. Her gurupta
esit yas agirlikta paryetal kemikler, 10uCi IL-(3,4°H) prolin,
100IU pensilin + lOOﬁg streptomisin/ml igeren 5 ml MEM iginde
' 37°C'da sabit hizla ¢alkalanarak inkiibasyona kondu. Herbir
qurupda kemikler inkiibasyonun deéigik'zamanlarlnda'ortamlar-
dan ayrllaéak 0,1 asetik asit ig¢inde homojenize edildi.
Diyalizden sonra homojenat ve ortamlara son detigim ll4mg/pl
(%20) olacak sekilde kati aronyum siilfat konularak'proiollajen
goktiirtildii. Homojenat ve ortamlar tekrar diyaliz edilerek,
15000 rpm'de 4°C'da 30 dakika sa;trifﬁjlendi. cokelekler
ayrilip distile sudaISﬁsﬁande edildi. Ctkelek slispansiyonla-
rinda ydntemler b&limilinde anlatildagi giki radyoaktivite,

protein ve hidroksiprolin. &lglimleri yapildi.

Bu kogullar altinda ortamlardaki (3H) radyoaktivite,
hidroksiprolin ve protein miktarlarinin yiksek oldugu 16.
saat uygun inktibasyon siiresi olarak saptandi. S$ekil. 3'de
homojenat ve ortamlarda radyoaktivitenin zamana badli olarak
derigimi, Sekil.4'de homojenat ve ortamlarda hidrcksiprolin
miktarainin zamana badli olarak dedigimi, Sekil.s.‘deuise homo-
jenat ve ortamlarda protein miktarinin zamana badla olarék

deg§igimi gdriilimektedir.
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inkiibasyon ortam., 5 ml MEM iginde 10ug€i L—(3,4-3H)

" prolin, SP ve paryetal-kemikleri igermektedir. Radyoak-

tivite dederleri {(cpm), homojenat ve ortamlardan %20

amonyum sllfat derigimi ile elde edilen g_c‘jkellek siispansiyon-

larina aittir.



hidroksiprolin { A/q}

70

80

60

50}

40}

20

10

T

—23_

Ortam

- = =« wa Homojenat

b 6 8 N0 12_ 1% 16

zaman [ saat)

Sekil, 4: inkilbasyon ortami Sml MEM i#inde 10uCi L~(3,4—3H) prolin,
5P ve paryetal kemikleri-igermektedir. Hidroksipré%in
.dééerieri, hqmojenat ve ortamlardan %20 amonyum sitlfat
‘derigimi ile elde edilen gﬁkeiek giispansiyonlarinin pro-

tein hidrolizatlaraina aittir.
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‘ zaman {saat}
$ekil.5: Inkibasyon ortami 5 ml MEM iginde 10yCi L-(3,4-3H) prolin,
SP ve paryetal kemikleri igermektedir. Protein deqerlefi (vg)
homojenat ve ortamlardan %20 amonyum slilfat derigimi ile elde

edilen ¢8kelek silspansiyonlarina aittir.
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10’3ﬁfDékgaﬁétazon+21—fﬁsfat.ﬁefaxio'4m a,a'=DP'in 21 glinliik
rat paryetal kemiklerindeki kollajen ve-protein sentezi izeri-

ne ayri ayri vé beraberce etkilerinin karsilastairilmasa:

Paryetal kemikler 107 3M deksametazon-21-fosfat, 3x10” M

o,a'~DP veya her ikisini de igeren ortamlarda 10uCi L-(3,43H)
prolin ile.inkﬁbe edildifinde, Tablo.l. de gdrtilaigti gibi
10'3M deksametazon-21-fosfat ile homojenatlarin protein hidro-
lizatlarlndaki hidroksibrolin ve bu hidroksiprolin'in &Szgiil
aktivitesi (epmAig hidroksiprolin) ile gdzlenen kollajen sen-
tezinde kontrola oranla %45 bir inhikisyon vardir. 3x10” 4p
o,0'-DP ile bu inhibkisyon %44'diir. Her iki dederin Snemliligi
istatistiki yénden gasteiilmistir. [3H] prolin'in peptide
katilimi ile gdzlenen ve cﬁm/ﬁg protein olarak ifade edilen
protein sentezinde ise 10~ 3M deksametazon-21-fosfat ile kont-

4

rola oranla %34 bir inhikisyon vardir. 3x10° Mfa,u‘—DP ise

protein sentezini %19 inhibe etmigtir.



-25=

0°0 > d'f = TSeD2I9p MYTTISAYISS TGL 8 = MA

‘Tpueades THTTTITWRUQ 2IQb BIOIJUOY “urxsTasbsd x

.A@Hﬂmﬂm ﬂwma

IEsmao urToxdTsyoapTy @A urezoad’ “1g37aTyROkpea teputXerucArsuedsps YSTSAQRD CTPUSTLNITIFIURS BMTHEP 0f
mw.o v op,udx Q05T zeIyeuslouwoy USTIRD ZTTRATD IeAYSL °RPTNANINAQD ST Ie3[us Eﬁmcoam {0£g) Tw/Bug.LT
xeTjeusfowoy evIuos Usp2TITRATd "TPITP® szTusfouoy aputrdt 3ITSE HT3ILVSE WT 0 ISTHTUSY urTTIiE URDIRTWEIIO

ppunuos TS9INS uUoAseqnul ‘TPURTATZRY TOTH TRIPTTIIBTUR  SPURNURTQY ISTUS3UQA TIRTWE3IIO UOAsednul

9g gyt 95 o grge e S g B

M -
‘Ewloﬂxm+.ymwmom1Hm|aonumﬁmmxmm
8 €12 99 kﬁ.wm - . dd-, ‘~6 Zwloaxm
99 GL°T Sq M.ﬁm.mm m:oa umwmowaﬂm1nonumﬁﬁmxma
00T $9°2 . 00T 999 - | Tox3UON
e e HHH.@H.O.HQ mnm\ﬁao L. Lo QH HOHQ.WWUHO.H@H .F.m h..uﬂ\\gmo . ﬁzv X HE«ﬂWH.Hm@ .u.,.m.mmo.m i C .. . .. e e e e mgg .
% gﬁ@»OHmHmm_ 12301 % ~ualeTiOow _mmu,mmuoa . TZ-U0zZBloWe S 3q o . N

*TISTTHAIT 20I9qRI9g @A TIAY TIAY UT , 4I~0'0 zq OIXE @a aeysod-Teg-uczelswesyed W. 0T

SUTISZ[ TZOIUSG UTOIOIL oA US[RTTON THOPUTISTYTWSN Teindrei ey JOTWRD T T OT9®RL




-26-

_6 -

10. "M peksametazon-21 fosfat ve 3x104M-u1a'—DP'in 21
giinlilk rat paryetal kemiklerindeki kollajen ve protein
sentezi iizerine ayri ayri. ve beraberce etkilerinin kargilag-

tirilmasi:s

6M deksametazon-2l-fosfat,

Paryetal kemikler 10
3x10_4M aje’'-DP veya ner ikisini de igeren ortamlarda 10uCi
i-(3,4-3H) prolin ile inktibe edildi§inde, Tablo.2. de gdril-
digd gibi lO—GM deksametazon-21-fosfat ile homojenatlarin
protein hidrolizatlarindaki hidroksiprolin ve bu hidroksipro-
1in'in d2gil aktivitesi (cpm/pg hidroksiprolin) 1le gbzlenen
‘Kollajen sentezinde kontrola oranla %48 bir inhibisyon var-

dir. Bu degerin de Snemliligi istatistiki ydnden gdsteril-

migtir. Bu inhibisyon‘x3£10_4Mwmvu$=DP-ile‘%44JVﬁﬁﬁh

Deksametazon-21- fosfatin bu derigimde (3H) prolin'in
pep?ide katilim: ile g&ézlenen ve cpm/ug protein olarak ifade

edilen protein sentezine ise belirgin bir etkisi yoktur.
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1073

M Deksametazon-2l-fosfat ve 50ug/ml BAPN+50ug/ml
PMSF'nin 21 giinlilkk rat paryetal kemiklerinden ortama salinan
prokollajen ve total protein miktari dzerine ayri ayri ve

beraberce etkilerinin karsilastirilmasi:

3

Paryetal kemikler 10 ~M deksametazon-21- fosfat,

BAPN+PMSF veya her liglini de igeren ortamlarda 10uCi L-(3,4-3H)
prolin ile inkﬁbe edildiginde Tablo,3'de gdriildigli gibi 10-3M
deksametazon-2l1-fosfat ile ortamlarin difalizle uzaklagmayan
protein hidrolizatlarindaki hidroksiprolin ve bu hidfoksipro-
lin'in 8zgiil aktivitesi (cpm/ug hidroksiprolin) ile g&zlenen
prokollajen miktari kontrola oranla %45 azalmigtir.

BAPN ve PMSF'nin'ortamdaki, prokollajen miktarina etkileri ise
daha diisliktiir. |

3M deksametazon—-2l-fosfatin'in ortamdaki, (3H)

10~
prolin’in peptide katilimi ile g&zlenen ve cpm/ug protein
olarak ifade edilen, diyalizle uzaklagmayan protein miktari-

na. belirgin bir etkisi yoktur.
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10"°M Deksametazon-21-fosfat ve 50ug/ml BAPN+50ng/ml
PMSF'nin 21 ginlik rat Paryetal kemiklerinden ortama sali-
nan prokollajen ve total protein miktari lzerine ayr: ayri

ve beraberce etkilerinin karsilagtirilmasi:

- —

6

Paryetal kemikler 10 °M deksametazon-2l-fosfat

BAPN + PMSF veya her iigiinli de igeren ortamlarda 10uCi L—(3,4—3H)
prolin ile inkibe edildijinde Tablo 4'de gbrt1dlyt gibi 107°m
deksametazon—él—fosfét ile ortaml&rln diyailizle uzaklasgmayan
protein hidrolizatlarandaki hidroksiprolin ve bu hidroksipro-.
3in'in %zgll aktivitesi (cpm/ug hidroksiprolin) ile gbzlenen
prokollajen miktari kontrola oranla %41 azalmigtir. 10_6M

deksametazon-21~fosfat'in inhibitdrler ile birlikte prokolla-

jen miktarina etkisi diigiiktiir.

- , 3
10"5M deksametazon-:21-fosfat ortamdaki, ( H) prolin'in
peptide katilimi ile g&zlenen ve cpm/ug protein olarak ifade
edilen diyalizle uzaklagmayan protein'miktarlnl ige kontrola

gbre % 15 azaltmigtir.
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Protokollajeni ¢dktlirmek igin uygun amonyum stilfat

derigiminin sa@tanmasi:

BAPN + PMSF ile deksametazon—zl—fosfat'1n Hzellikle

érokollajeni iceren protein miktarina etkisinin incelendigi

deneylerde, homojenatlarda prokollajeni igeren proteinlerin

‘gbktiiriilmesi -igin daha . Onceden gdsteriten - 114 mg/ml

' (%20) amonyum siilfat derigiminin uygunlugu tarafimizdan da

saptand1(42). Bu amagla diizenlenen deneylerde homojenatlarda

érokollajeni q&ktﬁrmek igin %20 amonyum siilfat derigimi

kullanilda.

Tablo.5 de g¢driildiiglii gibi homojenatlarda %20 amonyum

stilfat ¢oktlirmesi ile elde edilen ve Szellikle prokollajeni

igceren ﬁroteindx16:gﬁl?aktivitesi (cpm/ug protein), %30 amon-

yum siilfat ¢dktiirmesi ile elde edilen proteininkine oranla

daha yliksektir.

Table.5
... 820 .(NH.4,)2.SQ4. o 4 %30 (NH4.)2804
' Kontrol 50ug/ml1BAPN+| Kontrol | 50ug/ml BAPN+
""""""""" T 50 /mIPMSE | | 50ug/ml PMSF
Ozgiil Aktivite| 12,82

Jepm/ug protein] -

1.94

1.44

inkibasyon ortamlari ydntemler bdliimiinde belirtildigi ge-

kilde hazirlandi. Inkilbasyon sonunda ortamdan ayrilan paryetal

kemikler 0.1M asetik asit ig¢inde homojenize edildi. Homojenatlar

diyaliz edildi. %20 veya %30 amonyum siilfat ile protein ¢oktii-

rilél. Tekrar diyaliz edildikten sonra 15000 rpr'de 4°C’'da 30

dakika santrifiijlendi. Cdkelek siispansiyonlarinda,radyoaktivite

ve protein &lglimleri yapilda.

c
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-6 3

10 °,10 °M Deksametazon-2l-fosfat'in ve 50ug/ml BAPN+
50ug/ml PMSF'nin 21 giinlilk rat paryetal kemiklerindeki prokolla-
jeni igeren protein sentezi lizerine ayri ayri ve beraberce

etkilerinin kargilagtiriimasai:

paryetal kemikler 10~% veya 10" %M deksametazon-21-
fosfat, BAPN --PMSF veya her {iglinii de igeren ortamlarda
louci L—(3,4—3H) prolin ile inkiibe edildidinde Tablo.6'da
g8riildigd gibi (°H) prolin'in peptide katilmasi ile gdzle-
nen ve cpm%hg protein olarak ifade edilen protein sentezi
3

10" °M deksametazon-2i~fosfat'ile kontrola oranla dedismemisg

ancak lO"GM deksametazon-21~ fosfat ile % 21 inhibe olmugtur.
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Tablo.6:
Deksametazon-2l~fosfatin ve SOﬁg/ml BAPN+ SOﬁg/ml
PMSF nin 21 glinlik rat parYetalkeﬁiklerindeki
prokollajeni igeren protein sentezi ilzerine

ayri ayrli ve beraberce etkileri.

s ,leeksametazbh*2l—- ©. Total (Hs)protein %
Numune . .. fosfat derigimi (M) . cpm/pg protein . . ..
Kontrol - 3,15 100
BAPN + PMSF T 2,31 73
Deksame tazon-21-fosfat 1073 3,31 105
Deksametazon-21-fos fat 10“6 2.49 79
Deksametazon~21l-fosfat
+ BAPN+ PMSF 10”3 2,41 77
Deksametazon-2l-fosfat ‘;—6 _

10 2.97 04
4+ BAPN. + PMSF . ... .

3

,inkﬁbasyon ortamlary y8ntemler bdlimiinde anlatilidaiy
gibi hazirlandi. Inktbasyon sliresi sonunda ortailardan ayri~
lan kemikler 0.1M asetik asit iginde homojenize edildi.
Diyalizden sonra homojenatlar ll4mg/ml (£20) amcnyum siilfat ile
¢Bktiirildid. Tekrar diyaliz edileh homojenatlar ISOOOHibm;de
4%c' da 30 dakika santriftijlendi, ¢okelek sﬁspansiyonlarlndaﬁ

radyoaktivite ve protein $lelimleri yapildi,



-35-

TARTTIS MA

Rollajen doku nastaliklarinda glukokortikoidlerin tedavi
edici etkiéinégjg6§1enmes;’ﬁzefiﬁé”hulolayin'mekanizma51n1n
aglklanabilmesgfigiﬁ'iﬂ%ﬁvo“ve invitro gegitli aragtirmalar
yapilmigtir. Glukckortikoidlerin bir godunun kollajen biyo=-
sentezl lizerine etkileri incelenmis ve yayainlarin bﬁyﬁk bir
kismi, denenen glukokortikoidlerin kollajen biyosentezini
inhibe ettigini (26-35) bazilara ise stimiile ettigini savun-
muglaxdir (37,39,40). Glukokortikoidlerin kollajen sentezine

etki sekli heniiz kesin bir agikliga kavusmamigtir.

Bu g¢aligmada bir prednizolon tiirevi olan, lGd ~-metil
9 -fuloroprednizolon-21-fosfat (Deksametazon-2l=fosfat)'in
iki ayri dozda 21 glinlik rat paryetal kemiklerindeki kollajen
biyosentezi iizerine etkisi Snceki aragtirmalara nazaran daha
farklyi bir y8ntem ile incelenmigtir. Rat kemik dokusundaki
kollajen biyosentezinin en hizli oldudu devre 21. gindlr
(52), Ayrica 21 gﬁnlﬁk}kemikler, teminindeki kolaylik ve
standardizasyon bakimindan en uygun olandir. Kollajen biyo-
sentezinin heniiz bir platoya ulasmadidi, hazla arttigl dev-

rede deneylerin sajlikli bir bigimde yorumlanmasi bakimindan

sentezin ayni kismina ait glindeki dokunun kullanilmasi, kont-
rol yéniinden g¢ok Snemlidir.
Once L-3H-Prolin'in peptide girmesi ve radyoaktlif

proteinlerin ortama galinmaesl ig¢in gerekli slire saptanda.

Sek. 3,4 ve 5'de gOrildugl gibi, ortama salinan radyoaktif
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proteinin incelenmesi igin en uygun inkilibasyon sliresi 16

saat bulundu. Bu gallgmada;homojénatta kalan radyoaktif
proteinin &lglildiigl deneylerde de inkilibasyonlar 16 saat siire
ile yapilmigtir. Bunlar 6,0°-DP inhibitdrl ile yapilan deneyler
olup, igaretli preprokollajenin hiicre iginde birikmesini g&z-
leyebilmek amaci ile yapilmgtir. Benzer deneyleri 10 saat’

(30) ve 24 saat (48) inkibasyon stirelerinde yapan aragtiri-

cilar vardir.

Deksametazon—-2l-fosfat ve o,0" =DP iﬁéﬁyépllan deneylerde
kemik homojenatlarindaki ﬁreprokollajeni ¢oktiirmek igin kul-
lafilan-amonyun stilfat derisimi olan 176 mg/ml (%30) daha Once-

ki galigmalarda da ayni amag ile kullanalmigstir (20,41).

PMSF ve BAPN ile yapilan deneylerde ise, PMSF proteo—
litik aktiviteyi, BAPN gaprazlagmayl dnleyecedi igin buradan
jzole edilecek protein (Prokollajen)'in yapisi bir &nceki
deneydekinden farklidir. Glinki bu yap: hidrcksillenmisg piolin
ve lizinleri ve bunlara bagdli geker finitelerini tagsimakta-
dir. Bu nedenlerle de farkli amonyum sﬁlfatfdeﬁisiﬁindefﬁﬁke-
cektir. Yapilan deneyler sonucu Tablo. 5'de gdriildigii gibi
gerekli amonyum siilfat derigimi 114 mg/ml (%20) olarak saptan-
mistir. Bu miktar Lichtenstein tarafindan da ayni amagla

kullanilen amonyum stilfat derigimidir (42).

Deneylerde kullanilan d,a'-DP derigimi daha &nceki
aragstiricilarin kulland1§1‘3x10"4M (20,41) dir. Yaptifimiz de-

nemelerle daha yliksek derigimde aawa**ﬁDE’iieidaha ;fagla i
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bir inhibisyon gdzlenmemigtir.

Bu &n galigmalardan sonra‘ilk olarak iki ayri dozda
Deksametazon-21l-fosfat ve a, ‘-pp'in rat paryetal kemikle .
rindeki kollajen. wve total protein gsentezi iizerine ayrl ayri
ve beraberce etkilerini inceledik. 1073M deksametazon-21-
fosfat'in, Xemik homojenatlarinin protein hidrolizatlarindaki
hidroksiprolin ve bu hidroksiprolin'in zglil aktivitesi
(cpm/ug hidroksiproliﬁ) ile gbzlenen .kollajen sentezini ..
kontrola oranla %45, 10—6M deksametazon-21-fosfat'in ise %48
inhibe ettidini s&ptadlk. 3x10_4M derigimde ¢,0'~DP ile igse’
bu inhibisyon %44 dir ve ﬂu evvelcede belirtildidi gibi proliil
hidroksilaz enziminin inhibisyonuné bagladir (26-28). Ayni
sistemde 10" 3M deksametazon-21- fosfat'in (3H)mprolin'in
| peptide katilmasi ile gbzlenen ve cpm/ug protein olarak
ifade edilen total proteln sentezini %34 inhibe ettidi,

10 GM deksametazon-21—fosfat in ise bu sentezi %7 gibi kontro-
la g8re :Ynemsiz bir oranda inhibe ettidi gbzlenmigtir.
3x10f4M a,0'-DP'in ise protein sentezini de %19 inhibe etmesi,
zaman ig¢inde biriken preprokollajen?in kendi sentezini inhibe
etmesinden ileri gelmektedir (14). 10—3M.deksametazon—21~
fosfat’in, 3x10” M derigimde o,0'-DP ile birlikte kollajen
sentezini %44 azaltmasi, inhibitdr ve ilacin birbirinin si-

ner’jist %eya antagonisti olmadidin: gbsterir.

BAPN ve PMSF ile yapllan deneyler, Deksametazon-21
fosfat'an iki ayri dozda (3H)-prokollajen'in ortama salin-

masina bir etkisi olup olmadi§ini incelemek amaci ile yapil-
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mistir. Bu gurup ¢aligmalarda ortamlarin protein hidrolizat-
larindaki hidroksiprolin ve bu hidroksiprolin'in &zglil akti-

vitesi (cpm/ug hidroksiprolin) ile gSzlenen prokollajen

6Mdeksam.e-

miktars 10 3M deksametazon-21-fosfat ile ¥45, 10
tazon-21-fosfat ile ise %41 azalmigtir. llacin her iki do-
iunda ortamdaki prokollajen miktarindaki bu digiligler, pro-
-kdﬁlﬁjGHJLnééilnlmlnln azalmasina bagli olmayip muhtemelen
daha 6néeki kademeler olan (3H) prolin'in peptide katilmasinin
ve hidroksilasyonun inhibisyonuna baglidir. Bu bulgu gluko-

kortikoidlerin kollajen sentezi fizerine etkisini inceleyen

diger aragtiricilarin da dnerdikleri inhibisyon mekanizmasina

uygundur (27-29).

Bu gurup deneylerde ortamlardaki, cpm/ug protein
‘olarak ifade edilen total protein miktarlari ilacin her iki do~
zunda dabelirginh olarak etkilenmemistir. BAPN ve PMSF ile
ise ortamdaki total protein miktarinin arttigs gdzlenmigtir.
Bu bulgu BAPN ve PMSF'nin genel protein sentezini stimiile et~
mesinden. gbk ortamda kontrola oranla g¢bzlinlr protein (ndtral

ortamda ¢&zinfir prokollajen)'in artmig olmasina ba&lanabilir.

10 6ve 10-3M deksametaZon—Zl—fosfat ve BAPN + PMSF'in
21 glinlik rat paryetal kemiklerindeki (?H) prolin'in peptide
‘katilmasiile g&zlenen ve cpm/ug protein olarak ifade edilen
protein sentezine, ayri ayri Ve beraberce etkileri kargilag-
tirzldiginda, total protein sentezinin BAPN + PMSF ile %27
inhibe oldugu, 10~ 3M deksametazon-21 fosfat'dan etkilenmedigl,

10‘6M deksametazon-21-fosfat ile ise %21 inhibe oldugu gbril-
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mektedir. Bu gurup deneylérde, bizim igin ortamda —saptanan
dederler . daha klymetlidif. Ancak lD_GM deksametazon-21-fosfat’
1n ortam ve homojeﬁatlardaki protein sentezi lizerine etki-
leri kargilastirilacak olursa ortamdaki azalma %15 homojenaf—

taki ise %21 dir.

Bu ¢aligmada oldugu gibi kollajen sentezine glukokorti-
koidlerin etkisinin incelendigi dig%er bazi ¢aligmalarda da,
kollajen sentezl igaretli hidroksiprolinin &zglil aktivitesi
(cpm/ug hidroksiprolin) ﬁzerinden..protein sentezi ise total
proteinin 8zglil aktivitesi (cpm/ug protein) olarak ifade edil-
mig ve bdylece elde edilen bulgular “yorumlanmigtairi{(29,30,
33,52). Bulgularain bir inhibitdrlin etkisi ile mukayesesi ve
olugan radyoaktif preprokollajen veya prokollajen mikta- -
rinin, tuz coktiirmesi ile daha 6zgil olarak ifade edildidi

deneylere raslanmamigtir.

1976' da Blumenkrantz ve diferleri (26) embriyonik kemik
dokusu ile yaptiklari bir galigmada hidrokortizon asetat'in
kollajen sentezine etkisini kemik homojenatlaraindaki, doku
agirlaigr bagaina 14C-hidroksiprolin ve 14C—hidroksilizin miktar-
lari ile ifade etmiglerdir. Bu galigmada ise doku agdirlids:
yerine, 6zgiil amonyum siilfat ¢Bktilrmesi sonucu elde edilen
protein miktarinin kullanilmasis kollajen sentezinin inhibis-
yonunu deha 8zglil olarak gbsterirken efer ilacin genel pro-
tein sentezl lizerine inhibitdr etkiéi varsa bu yanilgiys orta-

dan kaldairmaktadar.
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'Baylece bu galigmada deksametazon-2l1-fosfat'in kollajen
piyosentezini inhibe ettiyi ve bu inhibisyon'un iki tirld
olabilece@i kanisina varildi. Bunlardan biri ilacin genel pro—
tein sentezini inhibe etmesine bagli olarak hidroksilaz
enzimlerinin sentezinin azalmasi dolayisiyla indirek yoldan
hidroksilasyonun azalmasina baglansbilir. Digeri ise Szgll
inhibitérler gibi (a,0'-DP) do¥rudan prolil hidrcksilaz enzi-
mi Gizerine inhibit8r etki yapmasina bajlanabilir Hidroksilas-
gonun inhibe olduju ilacan her iki dozu ile ve her fki inhi-
bitdrli deney guruplariyla gésterilmigtir. CGenel protein
sentezinin inhibisyonu ise doza bafimli olarak degigiklik

gbstermektedir.



Y

5 ZET

L—(3,4—3H) Prolih kullﬁnmlarak 21 glinltk rat paryetal
kemiklerinde yeni sentezlenen kollajen lzerine bir prednizo-
lon tiirevi olan deksametazon-21-fosfat'in iki ayri dozda . .
: etﬁisi ingelenmistir. Kollajen sentezini iki kademede in-
hibe etmek suretiyle ilacin etkisi irhibitérlerin etkisi
ile karaila$tlﬁilm;gtxr.3xlo 4M a,u ~DP ile hilcre ic¢inde
biriken, 3I—I—prolin tagiyan preprokollajen niktarz, %30 amon-—
yum stilfat ¢bktiirmesi sonucu homojenat da tayin edilen
hidroksiprclin in spesifik aktivitesi fizerinden ifade edil-
migtir. BAPN ve PMSF inhibitdrlerinin kullanildigy deneylerde

ise ilacin ortama salinan proteinlere ve prokollajen'e et-

kisi incelenmigtir

_ Deksametazon-Zl-fosfatﬁ;nkullanllan her iki dozda da
"kollajen biyosentezini hidroksilasyon kademesinde inhibe etti~

i olasiligar &nem kazanmigtir.
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KIS2ALTMALAR

a,0'=DP : a,0%-Dipiridil

BAPN : g-Aminopropiyonitril

PMEF : Fenilmetilsfilfonilfuloriir.
SP : Streptomisin pehiéifin
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