283815

Hééet.tepe ﬂniversitetsi

|  Top Fakiftest .
* Biyokismya Bolimil

| SR

ASIATIKOZID'IN BIYOKIMYASAL EYKI MEKANIZMAS] UZERINDE
' BIR ARASTIRMA
Ecz. Aysen Karan
Boktora tezi
1971
il



Hacettepe Universitesi
Tip Fakiltesi
Biyokimya Boliimi

ASTATTXOZID'IN BIYOKIMYASAL ETKL
VEZANIZIZAST UZERINDE
BIR ARASTIRMA

Ecz. Aysen Karan

Doktora Tezi

1971




GIRIS

MATERYAL ve METOD
SONUGLAR
TARTISMA

OZET

REFERANSLAR

1CINDERITER

13
26
43



GIRIL .

Asiatik asidin bir glikozidi olan asiatikozid
{O« & wL~rhamnopyranosyl-(1l-— 4)- /5 -D-glucopyranosyl-(l->6)
«0= fA~D-glucopyranose~l~asiaticat), asit fast organizmalara
karsi bakberisldik etki ettigi ve yaralari sikatrizasyona
vol acarak iyilegtirdigi gerekgesi ile kullanllmaktadlr.(l)
Asiatikozid'in belirtilen bu etkileri genellikle farmakolojik
olarak incelenmigtir. Steroid hormonlarla yapil benzerligi
gbosterdlginden steroid etkide olup olmadiffa arastlrllmls,(z)
tatminkdr sonuglar alinamamigtir., Asiatikozid'in yara ve
yaniklarda biostimulan bir etkide bulundugu farmakolojik
gozlemlere dayanarak ileri siiriilmiigtiir, Aragtiricalardan
bazilari asiatikozid uygulamasini miiteakip ciltte slilfidril ‘
gruplarinin azaidifiny ve ldsinaminopeptidaz aktivitesinin
arttigini bildirirlerken(a) difer bir grup aragtirici da
ciltte ve deri kiltiriinde aktivatdr etkide oldugunu ileri
sﬁrmﬁglerdir.(4)(5)(6)
Genel olarak, asiatikozid'in yara iyilegtirici etkisi
retikiiloendotelial (EES) sistemin proliferasyonuna
hazlandarica katkida bulunmasi ile aqlklanmaga galigrlmaig-

tlr.(7) Ancak bu alanda yapilmig biyolrimyasal bir galaisma

yoktur,
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Ritiin bu bilgiler gdz Online alinarak asiatikozid'in
biyokimyasal etkl mekanigzmasinin incelendigi bu ¢aligmada
RES sistemi elemani olan 1okositler kullanilmigtir,

Lkositlerin fagositoz gdrevi 1le ilgili en dnemli
biyokimyasal Szellikleri, gegitli etkenler alvinda heksoz
mono foefat (HMP) gantinin aktivasyonudur. Bu sebeplen,

14 140 den 14

G-I~""C den veys G-U-~ 002 tegekkﬁlﬁnﬁn‘sti-
miilasyonu; 10kosit biyokimyasinin en fazla incelenen yonini
tegkil etmigtir.(B)(g) Asiatikozid'in 14602 tegekkilunla
hizlandirdigi bu caligmada gdsterilmigtir., Bu etkiye,
asiatikozid'in kimyasalA§aplsl bakimindan saponine benzemesi
sebehi ile ortaya c¢ikan bir bulgu gozl ile bakmanin miimkiin
olabilecedl kanisina varilmigtir. Saponinin ylzey aktive

edici etkisi sebebi ile 18kositte ~F

CO5 tesekklilini stimilile
ettigi isbat edilmisg bir bulgudur.(lo)(ll) Bu calasma da
as®atikozid'in saponine benzer bir yapiya sahip oldugu

iqin(l) etkili oldupu kanisini desbtekler,
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Calismalarda ionsuz su ve C.P, kalitesinde kimyasal
maddeler kullanilmigtir. Lokosit ile Temas eden biltiin
molzeme efer cam ise silikonlanmig veya plastik olarak
seciimigtir. Asiatikozid, Laroche Navarron firmasinan
Tirkiye temsilcisi olan Bilim T18¢ Sanayii ve Ticaret

A, den saplanmigtir.

tnsan Ldkositlerinin Temin Ediligi:

Wormal, sihhatli ve periferik yaymalari normal
dagilimda olan kan bankasi dondrlerinden saglanan 60 ml,
kan, bir plastik tip igindeki (0.1 ¥ EDT4, pH 7.7 ,

500 ml, + %6 Dekstran ($%0.9 Sodium Klorir iginde) 200 ml, +
Glukoz 15 gr) karigimindan alinan 21 ml, kan alma soliig=
yonu(lg) Hizerine kondu. Ayrica, homolog serum elde etmek
igin ayni dondrden 15-20 ml. daha kan alinarak seruma
ayrlldlg;a) Bu sartlar altinda ltkositler uzun bir slire
yasarliiliginiy muhafaza ettiklerinden(lq) oda 1isisanda,

90 dak. bekletildikten sonra plastik bir gsiringa ile
15kositce zengin iist kisim gekildi ve plastik bir tibe
aktarildy, 300 g'de 10 dak. santrifigasyon ile lokositler

¢Skertildi, lst kisim atildi. Bir miktar eritrosit tagiyan
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1lokosit gbgelegindeki bu eritrositler distille su ile
50 san. osmobik goka tabi tutularak pargah;nd1(15) ve
osmolarite derhal diweltildi. bu metod ile critrosit
kontaminasyonu en fazla %2—4‘dﬁr.(16)
Osmotik gok ile eritrositleri pargalanan ve OSMO~
laritesi ayarlanan silispansiyon iizerine Mcodifie Hank's
Balsnced Salt Solution (mss)(?) dan 40-50 ml. iléve
edilerek lékositler yikandi ve santrifiigasyon ile toplan-
d1., Toplanan 1lokosit ¢tkelegi wl. de 10-20 X 106 18kosit
tagiyacak gekilde modifie EBSS ile sulandirildi; deneyde
bu lokosit suspansiyonu kullamilda. Glukoz ekeikliginde
18kositlerin bazen klimelegmesi gozlendifinden bltin
15kosit saflagtirma iglemleri giiresince ortamda glukoz
bulunmasina dikkat edildi.(lT) Tnsan lSkositleri, stimi-
lzsyona liizum gtstermeden, fizyolojik durumda da yeterli
miktarda toplanabildiginden deney hsyvanlarindan peri-
toneal stimulus sonucunda toplanan 18kositlere gdre daha
fizyolojik anlamli deneylerin yapilmasina imk&n saglar.(la)
Caligmalar esnasinda hakteri kullanilmadigindan ve uzun
giiren inkiibasyonlar uygulanmadlgludan depi:ogenizasyonlar

(
yapmlmamlgtlr.‘lA)

Inkiibagyon Karigiminin Fazirlanmas) ve Inkiibasyonu:

Tnkubasyon, silikonlanmig 25 ml. 1ik "Jarburg® ere
lenlerinde yapildar ve inklbasyon karigimi modifie HBSS
tcinde, ml. de 5-10x10° lokosit ikviva eden, total 2 ml, 1ik
bir kerisin halinde hazarlandi. Ortama daima %10 oraninda

nomolog serum ildve edildi. Etken naddelerin ortama
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118vesini miteakip, oda isisinda, 10 dsk. lak bir pre-inku-
bagyon uygulandi. Btken olérak ortama katilan agiatikozid
ancak dimetilformamid (DMFA) iginde ¢oziiniir oldufundan

biibin konbrol ve etken uadde deneyleri %0.15 DMFA iginde
yapxldil. Gasz fazi have idi. Orte kuyuya 0.45 ml. %20 NaOH
¢cozeltisi kondu. Tnkiibasyon Xarigiminin hazirlanmasinda,
ortamda nihal 5X163 ¥ konsantrasyonu saglamak Uzere total
olarak 2 mc glukozﬂﬁniform~l40 (GnUﬂlqc) son olarak iléve
edildi. Efter ldkositler stimile edilerek galigilacak ise,

bu durumda, nihal olarak ml. de 1.25 x 107 partikiil

(1,25 mg/ml) verecek sekilde, 0.714 gapinda "polystyrene
1latex" (lateks) partikild s18ve edildi. Bu mikbar lateks,
optimun stimlilasyon vermektedir.(lg) Tnkitbasyon, "Dubnoff”
metabolik karigbiricida, 7279 de, 40-60 calkalama/dakika ola-
rak ve 30 dak. slre ile uygulandi. Bu sirenin gsonunda orLama
1 ml. 0.5 I H,80, i14ve edilerek CO, nun serbest hale gecigi
saglandi. Tekrar 30 dek. galkalamaya devam ederek ortaya ¢i-~
kan CO,'nun orta ruyudaki NaOll tarafindan tutulmasing {mkan

verildi. (29

Ragzoaktif Sayim Nimunesinin Hazirlanigl ve Saylmis

Inkﬁbésyonu miteakip siilfiirik asit i18vesi ile serbest
nile gegen CO,'nun orta kuyudaki FaOH tarafindan tutulmasy
sona erdikten sonra, oOrta xuyudan 0.15 ml, 1lik niimuneler
slindi. Bu nmiimunelerin lzerine (4 gm. 2,5—difenilokzazol)
(PPO) + 80 gu. Naftalen + 400 ml. absolu alkol + 600 mle

toluen) karisimindan 10 ml. 118ve edilerek sayima haziriandig
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4. ‘ .
* C'l en maksimum randimanla

Sayim iglemi, AAA 1le ekipe ve
sayabilecek tarzda ayarlanmigs "Packard 3380 Model 544
Tri-Carb ldigquid Scintillation Spectrometer Absolute Activity
Analyzer" da, sayim hatasi %1.5 Standart hata altinda olmak
ligere yapildi. |

Bu metod ile saptanan insan 1lokositi HMP santi glukoz
kullanaliig degerleri ve lateks stimilasyonu sonuglari 1ite—‘

raturde bildirilen bulgulara‘uygundur.(10)(15)(14)(21)

Kontrol Denéyleri:

Lokosit siispansiyonunun hazirlanisinda gegitli metodlar
teklif edilmigtir. Bu metodlar arasinda, deney hayvanlarina
kazeinat solisyonu enjekte ederek husule getirilen steril
periton absesinin 18kosit kaynagi olarak kullaniligi da var-
dar. Bu yolla ve ¢esgitli teknikler uygulanarak polimorfo-
niikleer (PMN) ve monosit (MC) lerin izolasyonu mﬁmkﬁndﬁr.cae)
Ancak bu 1ldkositler, toplanig esnasinda stimiile edilmiglerdir.
Bu sebeple deneylerimizde stimiilasyona lizum gostermeden top-
lanabiler normal insan lokositleri kullanilmigbair.

Toplanan lokogitlerin eritrosit ve kismen eritrositlerle
beraber c¢Okebilen lenfositlerden ayrilmasi, agirlik ve vis-
kozite farkina dayanan metodlar araciliil ile basarilir. Bu
gaye ile dekstran veya fibrinojen’kullanliabilir. Her iki
volla elde edilen hiicrelerin metabolizmalarainin birbirinden
farkli olmadign gasterilmigtir.(ge) Deneylerimizde dekstran
ve FDTA ihtiva eden bir soliusyon; normal insan ldkositlerini
elde etmek lizere kullanilmigtisr, Lokositlerin yagar vaziyette

tutulmasy ig¢in gerekli ortam, medifie HESES kullanilarak

saglanmiglir.,
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Lokosit siispansiyonunun nazirlanig tarzi, 1ldkositlerin
deney erlenlerine nisbeten homojen bir gekilde ilavelerine
imkdn saflamasina ragmen, yapilan miteaddit demeylerde, or-
tamdaki G-U->71C'iin 14002'ye donigme ylizdesi ile ortamin ml,
sinde meveut 1okosit sayisi arasinda bir dbaginti kurulama-
migtir, (Sekil 1) (Sekil 2). Yapilan istatistik analiz, tek
veya ¢ok grubun bulunup bulunmadigas  hakkinds bir fikir
vermemls ve korrelasyon kat sayilari her iki grup i¢in de
deflersiz olarak saptanmigtir (rxy< 0.5). Bu bulgu, literatiip-
de rastladifimrz g¢aligmalarla da teyid edilmekte ve hem deney
hayvanlarindan, hem de insanlardan elde edilen 18kositler ile
yapilan ¢aligmalarda gﬁzlenmektedir.(103(13)(143(21)

Bazal gartlarda ¢aligildifinda, glukozun HI'P gantindan
gegen miktari, gahistan gahisa biiylk bir varyasyon gistermek-
tedir, Ayni gekilde, 1lokositlerin sentetik bir arag¢, lateks
partikili. ile stimlilasyonu dahi homojen bir sonug¢ vermemekte-
dir; bu deferler insan 18kositi igin en Adlislikx 2.08 den en
yiuksek 3845 katana kadardlr.(lo)(15)(14)(21) Herne kadar,
partildille stimiile edilmis 16kozitler, stiulle edilmewiglere

nisbetle daha intform bir 1

14

4002 tegekkiili gdstermekteyseler
de, gene de 002 ye ¢evrilen glukoz ylizdesi ile ml, deki
10kosit konsantrasyonu arasinda bir lorrelasyon bulunamamige
tir, Buma mukabil ayny 1l8kosit siispansiyonu kullanilarak, ayni
gin ic¢inde, bir kag¢ defa tekrarlanan deneyler yapildiginda,
deneyin tekrar edilebilirligi iyl bulunmustur (stimiile edil-
memls ldkositlerde tekrar edilebilirlije 21t ortalama ve shtan-

dart hatd 100 T 5.4, n=20; latcks ile stimiile edilmig ldko~

sitlerde ise 100 ¥ 1.4, n=22 olarak sapbtanmigtir).
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SERIL I

Istirahat halindelri lékosit konsantrasyonu ile 14002

tegekkilli arasindaki hafiznta

Inkiibasyon sartlari ve deneyin yapiligi metodolojide be-
1irtildigi gibidir. Absiste ortamdaki 10kosit miktari ml, de,

ordinatta 10/ 16kositin, 1 saatte, 37°C de ortam G-U-7

% kag¢ainy 14602'ye gevirdigi gosterilmigtir, Her nokta bir dene-

vl temsll etmektedir,
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orxlT 2

Tateks partikilil ile stimile edilmig ldiosit konsantrasyonu

ile 14002 tegekkiili arasindeki bafinti

Inkubasyon sartlari ve deneyin yapiligi metodolojide
pelirtildizi gibidir, Absiste ortamdeki ldkosit miktari ml. de,
ordinatta 107 10kositin 1 saatte, 570 de ortam G—U;14C'ﬁnﬁn
9% kaginl 14002'ye cevirdigi gtsterilmigtir. Her nokta bir de~

neyi temsil etmektedir,

?
Mco, s W Lokesit 7 1saab /37
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M
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Bu sebeptsen deney sonuglari, GwU;lA

C'Un ylizde kaginin 14002 ye
déniligtiizi geklinde defil de, kontrola gore ylizde etki lzerin-
den bildirilmistir. Gene ayni diglinceyle, etkisi aragtirilan
bilegik ve kontrol dene&leri; ner biri minimum U¢li olmak
ﬁéere, syni gin , ayni ldkosit sispansiyonu kullanilarak ya-
pilmigtir. Dgney scnuglarinin bildirilmesinde, deney grupla-
rinda elde edilen yiizde etkilerin ortalamalari alinmig ve bur-
lar istatistik olarak degerlendirilmigbir. Boylece, kigiden
kisiye bliylk varyasyon gbsteren 18kosit davranigaina, etkenle-
rin tesiri en anlamli bir gekilde ifade edilebilmigtir,

Sayim isleminden deney sonuglarina ihmal edilebilecek
kadar az hatd girmektedir. Glinkl, kullandigimiz AAA ile don-
t1lmig sayag, wutlak akbiviteyi vermekte ve hacim farka, renk,
solvent etlisi gibi gegitli hatd kaynaklarinden gelebilecek
etkileri, diizeltme igleminden gegirerek kaydetmektedir, Ayrica,
sayimden gelebilecek ilstatistik hatanin %L.5'un lUstline gikwe
masina dikkat edilmig ve gerektifinde seayin sﬁreéi ve adedi
arttirilmighir,

I8kositler "Haemocytometer" kullanarak mikroskop altinda
sayildiktan sonra deneye sokulmugtur, Lokosit sayiml iglemin
den gelebilecek hatfy1l minimume indirmek gayesi ile 10kosit

savim preparatinda biitiin odaciklar sayilmig ve iglem en 8z

asrt defa tekrar edilmigtir.

1

6-0-140 —s1%c0, dbniismesi, G-1- bo sy Yo, doniisme

2
degeri kadar kiymetli olarak HMP santl igleyisi hakkinda -

ir verir.(8>(9>
Bu sebepten deneylerimizde kullandifimiz Gerluc; ol

gsantinin igleyigini gostermektedir,
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Asia~ikozid suda ¢bzlinmeyen bir bilegiktir.. Bu bilegifi
cozerek su fazina tasiyabilecek ve aynl zamanda 15kosit meta-
bolizmasinl etkilemeyecek veya az etkileyecek bir solvent ta-
siylicl aragtirllmlstlr; Gayemize uygun bir dbilegik, dimetil-
siilfoksit (DMSO) ve dimetilformemid (DMFA) bulunmug ve 8n de-
nemeler yapllarakrinCelenmi$tir. Andak, bu bilegiklefden DMSO
icinde ¢bzinen asiatikozid, sulu faza gegince ¢Okmig ve faz-.
dan ayrllmmgtirﬂ Buna mukabil , DiFA'de kullandifimiz konsan-

60, tegex-

trasyonlarda bu gozlenmemistir. DKMSO ve DMFA'nin
kiiliine etkisi d¥rt deneyin ortalamasi olarak (fexil 3) de
gésterilmigtir, Bu sekilde de gOrildigl {izore,her iki solvent
de artan komsantrasyonlarinda, 18kosit metabolizmasy lizerine
inhibitdr etkide bulunurlar, Bu sevepten, ancak dligiik konsan~
trasyonlarda DHMFA {ortamdaki nihal konsantrasyon %0.15) kul-
lanilmistair. Bu konsantrasyondeki solventin ¢Ozebilecegi asin:
tikozid miktars da sinirli olacajindan, maddemizin etkisi de
pisbeten diiglik konsantrasyonlarda inceleneblilmigtir. Gerek
DUSC, gerekse DMFA bu tip galigmalarda, tagiyrci solvent ola-
rek kullanilen, nisbeten inert bilegikler olarak bil§§§%§§i2

Bu caligmada hidrokortizon (HC) un suda ¢dziindr preparati

olan hidrokortizon sliksinat(Solu~Cortef) kullanilmigbtil.
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CEXIT 3

a0, tegekkiiline

Nrtbamdaki solvent konsantrasyonuiil
etkisi

2

Absiste ortamdaki nihal DMFA veya DMSO konsantrasyoni

gdsterilmigtir. Solventsiz deneye (kontrol) gire gozlenen
hizlar % olarak ordinatta belirtilmigtir. Her nokta i¢ dene-

yin ortalamasinl temsil etmektedir,

Kontrol
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Agsiatikozid'in Etkisi:

Asiatikozid lbkositte, (Sekil 4) de gdrildiigi gibi, in-

kubasyon ortamina konan G~U~l46'ﬁn 14

CO, vermesini hizlandir-
maktadir. Bu etki istirahat halindeki ldkositlerde gbzlendi-
léi gibi, lafeks ile stimlle edilen 1dkositlerde de gdzlenmekw—
tedir. Yiksek asiatikozid konsantrasyonunu temsil eden her

u¢ degerde de 14

GO, tegekkilinlin stimlilasyonu, kontrol 1ldéko-
sitine gore istatistik olarak kiymetli bir tarzda hizlanmyg
olarak saptanmistir. Materyal ve Metod kisminda da belirtil-
digl gibi, farkla gahislara ait 1lcokositlerin farkli davranis
gostermeleri sebebl ile, istirahat haline ait deney sonugla-
rinda, kontrol da dahil clmak izere, bulgulara ait standart
hatd biiyliktir. | _
Bu dua@alim, lateks ile stimile ldkositler ig¢in daha da
farkli buluamugbur. Bu sebepten stimiile edilmig lokositlerde
14002 tegeklkiiliinlin asiatikozid tarafindan arttirilmasi fazla

olmamakla beraber, gene de istatistik bakimdan kiymetli tese~

bit edilmigtir,
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SERLL 4

Asiatikozid'in 14002 tegekkiiliine etkisi

Absiste nihal asiatikozid kousantrasyonlarinin loga-
ritmasi belirtilmigtir., Ordinatta, bu konsantrasyonlarda goz-
lenen hiz; ortamda yalmiz %0.1> DMFA varken (kontrol) gdzlenen

nizlara gore % olarak ifade edilmigtir.

0 - 0 : Istirshat halindeki 10kosit sonuglarini,

Ol s Lateks ile stimiile edilmig 1lokosi® SONUGLarini,

T ~

l_ + Standert Hatayz,

n : Dency adedini belirtmektedir.

Ayrica, kontrola gdre Onem derecesini belirten (P) deferw

leri her deney sonucunun yaninda belirtilmigtir.
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Agiatikozid'in Etkisgsinc Diger Btkenlerin Tesirdi:

Cegitli oksidazlar aracilifl ile NADPH'ya NADP'ye oksit-
liyerek BMP yolunu hizlandiran mebtilen mavisi (MM)S21>glutat—
yon perolsidazin maksimum tarzda etki gostermesine yol agan
siyanir (o)) WADH oksidaz inhibitdrii hidrokortizon (Hcg%)
Ve tfansport inhibitdrii 2-deoksiglukoz (2DG)<27)'un once 1g-
kosit lzerine olan etkileri tesbit edilmig, doz grafikleri
¢ilzilmig, sonra asiatikozidin bu etkilerl ne yone defigtir-
digi gbzlenmigtir, Bu etkenlerdem CN, 107> 1'da metalloenzim-
Jerin ve hemoproteinlerin inhibisyonuna yol a¢tifax i¢in bu
bilesifin doz efrisi Qizilmemi@tir.(lo)(ll>(15)(18)(25)(2?%9)

@egitli konsantrasyonlardaki Mil'nin doz egrisi (Sekil 5)
de gosterilmigtir. Burada gbrildigli gibi, optimum aktivasyon
5x10'5m metilen mavisi konsantrasyonunda gozlenmekte, daha
dliglik ve daha yiksek dozlar etikisiz bulunmaktadir. Stimiilas-
yon ¢egitli gahislarda gok farkli oldugu igin optimum dezda
belirtilen standart hata yiksektir. Stimiilasyon derecesi,
Baehner ve Nathan'in evvelce bildirdigi deiere uygundur.(21>
Daha ilerde, (Sekil 8) de takdim edileceZi gibi, lateks ile
stimiile edilmig 1lokositlerde, M'nin stimiilasyonu daha da
arttirici etkisi yoktur.

Cesitli konsantrasyonlardaki 2DG'un etkisi (Sekil 6) da
gosterilmigtir. Sekilde de gozlendifi gibi, 2DG transport
olayini kompetetif olarak inhibe eder ve buna bagli olarak
G—U;14G -——514002 tegekkiilline mini olur. Bu etkisi, nihal
1mM konsantrasyonda, takriben %60 inhibisyon meydana gebire-

pilecek kadar olup, bu konssntrasyon deney ig¢in se¢ilmigtir,
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SEXIL 5

Metilen mavisinin 14002 tegekkiiliine etkisi

Absiste, ortamdaki metilen mavisi nihal konsantragyonu~
nun logaritmasi gdsterilmigtir. Ordinatta, kontrol grubu 18~

| kosite gbre gdzlenen 14002 tegekkliilinlin % si belirtilmigtir.

Sopuglar li¢ tayinin ortalamasidir. Standart haténin belirtil-

digi deney konsantrasyonu; deneyler ig¢in se¢ilmigtir.

o

500 1

400
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HE0, tesek kil yizdesi

2007
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Daha ilerde (Sekil 8) de, lateks ile stimiile 1lo0kositte de bu
inhibisyonunun bulundugu giriilecektir., Bu inhibisyonunun yliz-
desi ve patterni Xvarstein'in hildirdifi patterne uymakta~
dlr.(lg}

EC'un cegitli konsantrasyonlardaki etkisi (Sekil 7) de
gdsterilmigtir., Buruda gbzlendili gibl HC, 1dkosit preparati-
na ancak yiksek dozlarda (2.1 mM) inhibitdr etkl gbstermekte-
dir, Daha diisiik konsantrasyonlarda etki etmemesi ve glster-
digi inhibisyon tarzi diZer aragtiricilarin tarif ettigl
degenlere uymaktadlr.(aa) .

Asistikozid'in 1ldkosit metubolizmasi lizerinde gdsterdifd
etkiye ON, HC, MM, 2DG'un tesirleri (fekil 8)de gisterilmig-
tir, Burada (Selkil 84) da istirahat halindeki lckositte,
(Sekil 8B) de lateks partikiili ile stimiile edilen 1okesitte
gbzlenen kontrol hizlara belirtilmigtir,

Sonuglar gu gekilde takdim edilebilir:

fetirahat halindeki lokositte G ildve edildiginde *F

602
tegekkiilii istatistik olarak Onemli gekilde artmekta ve asia~
tikozid, bu artmays etkilememektedir. HC ilfivesi, Mi'nin stimu-
lan etkisini ortadan kaldirmekbtadir, Bu, i redﬁksiyénundan
sorumlu oksidazin da HC'a hassas oldugunu gisterir, Asiafiko-
zid ilAvesi bu son bulguyu defistirmemektedir, Mil'nin du efe
kisi evvelce tarif edilmiatir.(21) Ortama CN ilfvesi ile bul-
gular defismez, ¢lnkil, HMP yolu metalloproteine, hemoproteine
dayanmayan bir sistem kullaamaktadir, Ancak, Reed'in glutat-
yon peroksidaz sisteml igin tarif etitigi iizere, ortama CN 118~
vesi ile gluvatyon peroksidaz sistemi etkilenmemekbe ve 14002

tegekkiilinde, sebebi tam agiklanamiyan bir arﬁma gozlenmekte~

dir, (25) psiatikozid ilfvesi, bu stimilasyonu daha da
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SEKIL 7

14

HC 'un 602 tegekkiiline etkisi

Absiste, ortamdaki HC nihal konsantrasyonunun logarit-
masi gdsterilmigtir, Oxdinatta, kontrol grubu lokosite

gire gozlenen 1100, begekkiliniin % si belirtilmistir.

Deney sayisinl,

an

T Stapdart Hatdyi,

o i—~— B

3nem derecesini belirtmekbtedir.

150

ned
P = G- degil

gézienen 10y

ntrola gire

50 J
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SEKIL 8 (A ve B)

Cegitli bilegiklerin 15002 tegekkiiline etkisi ve

asiatilkozid'in bu etkilere tesiri

Ordinatba, kontrol deneyine gore tesbit edilen hazlar
9% olarak belirtilmigbir. Bitin bu deneylerde %0415 konsantras-

yonunda DMFA mevcuttur.

C : Kontrolu,

MB s 5x1077Y Webilen Mavisi iléve edilen,

As @ 3x1077M Asiatikozid ildve edilen,

ON : 1077M NacN ildve edilen,

206 3 1072k 2-Deoksiglukoz ilive edilen deneyleri temsil eder.
HC : 20 mM Hidrokorkizon ilive edilen deneyleri temsil eder

(Deney BA) 'da istirahat halinde 1¢kosit,

(Deney 8B)'de lateks ile stimlle 1lokosit kullanalmagtair,

n Deney adedini,

T Standart hatayi gistermektedir,

1
L
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apttirfidtadir. buna kargilik, My ilfvesi, sistemi istatis-
tikman Snemli bir tarzds uyarmokbta fakat asiatikozid ilévesi
daha faozla uyerima yol agromalkbadir.

oDG ile glukoz btransportu kompetetif olarak, isbatistik-
man Snemli sayilabilecck bir tarzda inhibe eddildifinde, asia-
tikozid ilfvesi, bu imhibisyonw azaltuakbta ve bu etkisi ista-
tistilman Snemli bulunmaktadir. (0.02<{?<0,05),

HC ile NADH oksidaz irphibe edildiginde asiatikozid ilfve-
si bu inhibisyonu geriye cevirmemektedir,

Labeks parbikilé ile stimile edilmig 1okositlerde 1

002
tegekkiiliini etkileyen faktdrlerin bliylk bir kisminin etkisi

degigik bulunmektadir (Sekil 8E). §8yle ki, MM ile gdzlenen

solunum deferieri, istirahat halindeki ldkositlerin solunum

degferlerinden forkli degildir ve asiatikozid bunu etkileme~

mektedir, HC, gene MM varken inhibitdr etkisini gistermekle

ve asiatikozid bu sonucu degistirmemekbedir.

Ortamdsa CN bulunmas:i halinde solunum giddetle aktive ol
makta, bu Reed'in bulgusuna uymakta(25), asiatikozid, bu ekstra
solunum etkilememektedir,

MM ortamdsa meveutken gozlenen olayin fizyolejik bir sti-
malus olmadijini gostermek lizere, stimiile l0kosit vasatina

14

0., tegekkiiliinde elde edilen

ON'e ilfvebten M katilmig ve 5
bulgularin, istirahat halindeki 10kosit ortamina MM ildvesi
ile bulunan defere yakan bir seviyeye indigi gOzlenmistir,
Asiabtikozid bu degferi eotkilememigbir,

2DG meveutken transport ve fagositoz inhibe edilmekte,

agsiatikozid'in ilAvesi, bu inhibieyomu bir miktar dnlemekte-

dire (0,02<P €0.05).
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ctimile 15%osit orbamina Y ilfve edildifginde Yoo,
tegekkiillindeki stimulus, istirzhat halindeki 1dkosittekl
kadar cluamaklo beraber gene de azalimakta, asiatikozid 1l8-

vesi ise HC'un deha etkili bir tarzda inhibisyon gostermesine

yol agmaitadlir.



TARTTEMA

Lokesitlerin fagositoz fonksiyonu esnasinda derin meta-
bolik defigiklikler gbsterdikieri bilinmektedir. Bu gin fago-
sitozun en asagi beg kademede cereyan ettifZi kabul edilgi? 27)

1. Partikil ve hiucre arasinda yapisma,

2. Hicre zarinin partikili sarmak lzere invajinasyonu,

3, Partikiilin lizozom ile kaynagmasai,

4, Alanan partikiilin hazma,

5. Artiklarin atilmasi,

Bu Iademelerin hepsinin hiyokimyasal nedenleri tam clarak
bilinmemektedir, Ancak, partikiiliin ig¢inde bulundufu fagositoz
vakuolunun, lizozom ile kaynasgmasi sonucunda hidrolazlarain
aglga ¢ikbigl ve kaynaguma esnasinda bol miktarda tegekkiil
eden Heoz'nin bakterisid etkiden sorumlu oldufu kabul edilmek-
tedir, (10)(30)

Bu kaynagma olayr, kompleks olup 5'-5'—AEP ve 3'-5' ANP
tegekldiliinll hizlandiran veya pargalanmasini dnleyen faktor-
lerin de fizyolojik etkide bulunduju bir olaydir. %) isopro-
terenol veya epinefrin ldkosit histamin salinigaini da On-
1er.(5l) O halde, degraniilasyon esnasinda fagosit vakuoliine
enzim salainmasinda bu bilegiklerin etkili olduklari diisliniile-

bilir. Lizozom yapisinin normal olmayip,. dev granilillerin
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meveut ¢lildu,a "Chedink-Higashi™ , "Alcutian Mink-Gray Collie"
sendromunda bu son bahsedilen olayin kalitsal bozukluiu nede-
ni ile, in vitro ve in vivo bakterisid sktivite gﬁzlenmezgae)
Dier bir insan hastalifa olan kronik granﬁlomatéz.hastallk
(CGD) 'da ldkositlerin bazi bakterileri Sldiirememeleri sz
konusudur. Bu hastaliklarda "X-linked™ tipinde NADH okéfggé?ﬁ)
"¥-linked" olmayan tipde glutatyon perdksidaz(54) exsikligi
80z konusudur. Bu sebeple, bakterisidik 3, ve 4. kademelerin,
artmig HMP santini gosteren 1. kademeye baglanmasiny izah
eden hipotezler bu hastaligi model olarak kullanmiglardar,

Hgog'nin bakterisidik aktivitenin bir cephesinden sorum-
lu oldugu kesindir ve bunu godsteren bulgular pek g¢oktur, Bun-
iardan birkacgi agagida belirtilmigtir:

A. Tobayda PMN lokositlerde fagositozlia H202 muhbevasi
2% artar.(26)(55)

B. H202 meydana getirilmesi veya kullanilmasindan sorum-
lu olan iki enzimde hata varsa, dlisiik bakterisid aktivite ile
karakterize olan CGD tablosu ortaya glkar.(20)(55)(54)

C. CGD tahlosu gosteren hastalarin PMN lokositleri: lak-
tobasillus asidofilus , streptokokus, pnomokokus gibi kendi-
leri H202 meydana gevirebilen bekterileri Gldiurebilir, ama
kendisi H202 meydana getiremiyen stafilokok aureus'u &ldiir-
mez.cao) Eger CGD ldkositlerine, bagka bir yolla H202 sentez
imkanl saflanirsa (Fenazin metasulfat verilerek), bu-lékosit~
lerin staf. aufeus, senatia marcescens ve candidasidal kapa-
siteleri nisbeten dﬁzelir.(go) Gene bu 1lcdkositlere, hiicre

i¢inde glukozdan Hgog‘meydana getirmeyl saglayacak, yabanci

bir enzim dahil edilebilirse; Srnegin, maya glukoz oksidazi
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ile kapli lateks partikiiliinii fagosite ederse, bakterisidik
hatd diizeltilebilir, (20
D. Fizyoloejik olmayan dozlarda HC kullanilarak normal
16kositlerde, CGD tablosu gdsterenlerin FMN lokositlerinin
davranigina benzer bir biyokimyasal tablo yaratllabilir.(26)
HC, H202 meydana getiremiyen bakterilerin lokosit tarafindan
fldiirtiliistinii inhibe eder. Bu etki, HC'un NADH oksidazi inhibe
ederek HWP yolunun aktivasyonunu bloke etmesine bagladar,
Bu bulguda antibakterisid etki lizozom saglamlagtirma ile
11gili degilair. (%) Bu bulgu da bize, Hy0, tegekkili ile
bakterisid etki arasindaki direkt bapfaintiyi gdstermekbedlr,
E. Fagositoz esnasinda H,0, tegekilil ettiZini gtsteren

diger bir delil de format oksidasyonudur,

H20Tj + Pormat .;EEEEEEEQ‘COE * HEO

Bu olay, ilk defa Iyer, Quastel ve IsYam tarafindan
beklif edilmigtir, (%) |

Blitiin bu bulgulardan sonra, fagositoz esnasinda fazla
miktarda tegekkil eden Haoa ile, gene fagositoz esnasinda
defigmig olarak tesbit edilen glikolitik bulgularin biyo-
kimyasal olarak birbirine baglanabilmeleri; fagositoz biyo-
kimyasinin en onemli problemi olarak ortaya gikar,

Artmis Haog'nin tegekkiiliinden iki enzim sorumlu tutul-
maktadir. Bu enzimler NADH oksidaz ve NADFPH oksidazdirglo)(ag)
NADH oksidaz'in insanda K, i 0.4 M, pH degeri 6, kofaktiri
FAD'dir.(EB) Hicre iginde granil lokalizasyonunda oldufu ve
kolaylikle Srnegin, izotonik KC1 kullanilarak soliibilize
edildigi s&ylenmistir.(lo) WADH oksidaz, HC tarafindan



