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Transplantasyonun tipta vyaygin uygulanim alani
bulmas1 imminosupresyonun énemini arttirmistir. Bu nedenle
her gecen giin immmin sistemi baskilayan ajanlarin listesine
venileri eklenmektedir.

cinumiizde sadece greft atiliminin 6nlenmesi amac:
ile de§il, ayni: =zamanda otoimmin hastalikliarda wve asinm
duyarlilik reaksiyonlarinda etkinlikleri nedenivlie en fazla
kullanilan imminosupressif etkili ilaclar cyclosporin-a(cs-_a
glukokortikoidler, azathioprine ve cyclophosphamide'dir. (38,
#4) ¢esitli tedavi merkezlerinde bu ilaclar tek veya ikili,
ucliG kombinasyonlar halinde kullantlmaktadirvlar. (25,38, 94).

Bilinen en etkin ve eski ilac glukokortikoidler ol-
dufundan, etkileri hakkinda en fazla bilgi birikimi olan da,
buniardir. Glukokortikoidler imminosupresyona ilaveten anti-
inflamatuar etkiye de sahiptirler ve bu eotkilerini sentez ve
salinimina neden olduklari bir protein aracilifi ile yapmak-
tadirlar. Genel olarak LIFOCORTIN ad: verilen bu proteinin
etkisi, fosfolipaz A, (FLA, ) enziminin inhibisyonu lizerinden
ac¢iklanmaktad:ir. (12,21,22,27, 31-33,39,46,49,60,672,68,69,082-
84,87,89).

Lipocortin crganizmada cesitli hiicreler tarafindan

sentez edilmekte ve bulundufiu hiicre tipine oore dedisik isim-
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ler almaktadir. Glukokertikecidlere ba$li olarak makrofajlar-
dan, nbétrofillerden ve bébrek interstisyel hiicrelerinden izo-
Ie ediien tiplerine sirasiyla, Macrocortin, Lipomodulin ve
Renocortin adl verilmektedir. (33,41,47,45,46,58,60,83,87).

Glukokortikoidlerin antiinflamatuar etkileri
lipocortin Uzerinden aciklanirken, lenfosit fonksiyonlarim
vansitan spesifik immin cevaplari baskilayici etkilerinden
de, arachidonic acid (AA) Urinlieri sorumiu tutulmaktadar.
Goodwin wve ark. Lenfositlerin sitimillasyona proliferatif
cevap olarak IL-2 salgilayabilmeleri icin LTBd 'un gerekli
cldujunu bildirirken (51) baska arastiricilar AA Urinlerin-
den bir baskasi olan prostaglandinlerin (pPG) giicli immino-
supressif etkiye sahip oldukliarini ileri sUrmektedirlerc17,
78). Difer taraftan gayet vaygin kullanmim alani bulan ve
kuvvetli bir imminosupressif ajan olan ©5-A'nin da gluko-
kortikoidler gibi antiinflamatuar etkiye sahip oldufiu séy-
lenmektedir (110).

Gerci inflamasyon aracisi olan PG ve Tromboxan(Tx)
gibi lipid mediatérlerin GS-A ile azaldif1 hakkinda deliller
varsa da, bu inhibisyonun hangi basamakta oldufiu da acik de-
gildir (28,85,97).

AA Urinlerinin hem inflamasyonun énlenmesinde, hem
de lenfosit proliferasyonunda rélinii ileri siren vyayinlar
dikkate alindiffinda, lipocortinin imminosupresyonda ¢ok &nem
1i bir mediatér olmas1 gerektidi ortayva cikmaktadir. Ancak
sadece antiinflamatuar rolt bilinmektedir.

Biz, invitro olarak tertipledifimiz bu calismada
"Lipocortinin imminosupresyonda rolid var mi17","CGS-A’nin se-
bep oldufu immin yanit énlenmesinde de lipocortin rol ovna-
makta midir?”, ayrica "immUnosupressif ilaclarin birlikte
kullanilmasinmin lipocortin aktivitesine etkisi nasil olmak-

tadir?” sorularimin vanitlarinl aradik.
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Insan viicudu doku ve organlara zarar verebilen hemen
her tip organizma ve toksine kars:i diren¢lidir. Zararl:
ptkene kars: gelisen fizyelojik cevaplarin timd savunma
sistemi tarafindan diizenlenir. Badisiklik, mikroorganizmala-
rin viicuda girisini &nleyen deri, mukoza gibi dis engellerle,
savunma sistemine ait hiicrelerin fonksiyenlarina baflidir. Bu
hiicreler =zararl: etkeni tahrib etmek Gzere dolrudan veya
sentezledikleri makromolekiiller 1ile dolayli vyoldan etki
ederler (51,52,92). Bu covaplar dikkate alindifinda savunma
sistemi ikiye ayrilir : |

1- Nonspesifik savunma sistemi,

2. Spesifik savunma sistemi,

NONPESIFIK SAVUNMA SISTEMI

zararli: etkene karsi organizmada dofial olarak bulupnan
voya etkenin spesifik 6zelliklerini ayirt etmeksizin galisen
cevapliar nonspesifik balfisiklik sistemini olusturur.

Inflamasyon bu tir cevabin en gizel ornedidir (52,53,94,102),

Inflamasvon
Inflamasyon enfeksivon veya tahribata neden olabilecek

kimyasal, fiziksel vb. etkenlere karsi, organizmanin savunma
amact ile verdidi cevaplarin toplamidir (53, 104). Bu Cavap

lar bélgedeki zararl: etkeni otadan kaldirmak veya inaktive



etmek,olusan dedisikliklerin lokal kalmasina, tahrib olmus
dokularin tamiri amacina ydneliktir. Bu amac dofrultusunda
meydana gelen deffisiklikler sirasivla:

- Lokal damarlarda vazodilatasyon ve buna ba@§l: kan
akimi artisi,

- Kapiller permeabilitenin artmas: sonucu interstisyel
alana sivi sizmasi,

- Kapiller damarlardan fibrinojen ve difier koagulasyon
proteinlerinin sizmasi1 sonucu, bélgedeki sivimin pihtilas-
masina bafli olarak mikroorganizma veya toksik drinlerin doku
araliklarinda yay:ilmasinin onlenmesi ve lokal kalmas: ve
fagositik hiicreler araciiif: ile bu lokal defiisikliklerin
tamir edilmesi seklinde 6zetlenebilir (53).

Zararli etken ile Kkarsilasan hicrelerden salgilanan
cesitli mediatérlerin inflamasyonun baslamasinda anahtar rol
ovnadifi, bu konudaki calismalarla ortaya Cikarilmistirn
(41,44,58,104). Aktif hale gelmis veya tahrib olmus
hicrelerden salinan bu maddeler inflamasyonun basiamasina
neden clacak patolojik dedisikliklerin tetifini cekmektedir.

Yapilan arastitmalarla, inflamasyonu baslatan ajania-
rin listesi her gecen gin artmaktadir. Bu listeye dahil olan,
histamin, 5-hydroxytryptamin ve kininler gibi lokal
hormonlarin yamisira, prostaglandinler (PG), leukotriene
(LT), platelet activating factor (PAF), Thromboxane (Tx) gibi
lipid mediatdérier de inflamasyonun gelisiminden sorumlu
tutulmaktadir (41,44,58,104). Bu mediatdrlerin olusumu icin
11k basamak membran fosfolipidlerinden arachidonic acid (AA)

vapimidlr (8,30,104). (Sekil 1)
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Sekil 1) inflamatuar cevabin geligiminde fonksiyonu clan
AA iiriinlerinin salinimina neden olan hucresel
alaylar. PLC:Fosfolipaz C, FLA, :Fosfolipaz A,
PKC:Proteinkinaz C, DAG:Diagilgliserol,
AA:Arachidonic acid.



Hucre membranindaki fosfolipidlerin sn-2 pozisyonunda,
esterifive formda depolanan AA'in, hicre icindeki serbest
miktar: normal kosullarda ¢ok azdir (29,77). Hicre ici serbest
kalsiyum miktarinda &nemli artisa vyolacan fizyolojik veya
patolojik sitimilisler, membrana baf#li bir enzim olan
phospholipase A, (FLA, }'yi aktive ederek AA'in serbest halde
acia cikmasina neden olur, (Sekil 2) Hicre ici kalsiyum
miktar: ile FLA, aktivasyonu arasinda pozitif ve dofirusal bir
iliski oldufu cesitli calismalarla gésterilmistir (2,8, 30,72,
75,80,101),

ir 1slemi

0lusan deffisikliklerin ortadan kaldirilmas: icin orga-
nizma doku ve kandaki fagositoz vapma yetene§ine sahip hicre-
lerden yararlanmaktadir. Bu nedenle nonspesifik immin cevapta
fagositozun yeri cok &nemlidir. Polimorf nitkleuslu lékositler
ve dokudaki sabit ve gezici makrofajlar fagositik aktiviteleri
nedeni ile nonspesifik savunmamin ana hiicrelerini olustururiar
Bu hiucrelerin fagositik aktivitesinde azalmava yvol acan her
tirld defisiklik nonspesifik savunma mekanizmasinda da

bozulmaya neden olmaktadir (10%2).

UNfVER-S‘fTESi HEKTORLUGU

AKDENZ e P HANES




Membran Fosfolipidi

Glucocorticeid
FLA, " Bromophenacylbromide
Quinacrine

Arachidonic acid

Nordihydroguaiaretic acid / \ Aspirin
Bydroxyphenylretinamide Indomethacine

Lipoxygenase yolu Cyclooxygenase yolu
5-HPETE PGGo,
u¢‘ Prostacvclin Thromboxane
LTA, synthetase synthetase
LTBg LIC@
PGIZ PGEZ TXAQ
LTD, +

PGEg o0

P
PGD,

Sekil 2) Arachﬁdonié acid metabolizmasi (Cift gizgiler iphibitdrlerin
etki verlerini gtstermektedir.).




SPESIFIK SAVUNMA SISTEMI

Spesifik savunma,T ve B lenfositler aracilify ile sali-
lanan ve zararli ajanin spesifik &zelliklerine bafli olarak
gelistirilen savunma cevaplaridir. Spesifik immin cevabin
baslamas: icin tetidi c¢eken yabanci molekiile antijen denir.
organizmaya antijen girdifinde lenfositlerin aktivasyonu icin
bu antijenlerin makrofajlar tarafindan lenfositlerin
taniyvacali sekle getirilerek sunulmasi1 gerekti$inden,spesifik
ve nonspesifik immin sistemi Kkesin sinirlarla birbirinden
ayirmak mimkin defildir (52,53, %4,102)

Lenfositlerin, onlary stimile edecek bir ajanla karsi-
lasmalar: vicudun herhangi bir bdlgesinde olabilirse de, cofu
kez periferal lenfoid dokuda olur. Bir antijen vicuda gir-
difinde ilk olarak, makrofajlar ve dendritik hicrelerle
karsilasir. antijen bu hilicreler tarafindan alinip, harirla-
narak hicre yizeyine iletilir ve burada class II major
histocompatibility complex (MHC) molekillerine ba%li1 olarak
vardimci T lenfositlerin tanivabilecefi sekilde sunulur.
Hazirlanmis antijense ve makrofajlardan salgilanan 1IL-%'e

cevaben, vardimecr T lenfositlerden IL-2 salgilanir. Genel

J
olarak lenfositlerden salgilanan ve lenfokin adi verilen
maddelerin arasinda gruplandirilan 1IL-2, olgun vyardimcl,
baskilayvici ve sitotoksik T ve B lenfositin proliferasyonuna
neden olur. (Sekil 3).

Spesifik immin sistemin temel elemanlari: olan T
lenfositlerin 2 grupta toplanabilecek imminolejik fonksiyvon-
lari vardir (53, 94,102},

T lenfositler dolayli olarak, B lenfositlerin immiino-
globulin yapimim etkileverek antijenin ortadan kalkmasim
kolaylastiritken, ayni zamanda lenfokin adi verilen protein

leri sentezleyip salgilavarak ve sitobtoksik Ozellikleri ile

de direkt olarak antijen Uzerine etki ederler (53,94).
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Sekil 3) Organizmaya giren vabanci etkene bafili1 olarak
immin sistem hicrelerinin aktivasyonu.

Sitotoksisite hicresel immiin sistemde temel fonksiyon-
lardan biri olup organizmaya girmis tim yabanci hiicrelere ve
bu arada transplante edilmis doku antijenleritalloantijen)'ne
karsi, olusan bir immin cevaptir. Bu cevap, antijen veva

allogreft icin sitotoksik fzelliffii olan T lenfositlier
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tarafindan gelistirilir (53,%4). Bu hiicrelerin fonksiyon
gorebilmeleri icin ilk olarak class II ile birlikte sunulan
antijenler yardimciy T lenfoesitlerin aktive olmasi gerekir.
Aktive olmus vardimeil T lenfositlerden salgilanan 1L-2,
sitotoksik T lenfositlerin cofalmasini ve olgunlasmasin
saglar. (5ekil 4) Bundan sonra sitotoksik T lenfositler
vabanci dokunun class I MHC molekiillerini tanmiyarak, hiicre
icine  bosalttiklar: sitotoksik sindirici gnzimler ile

hiticrenin 6luimiine neden olurlar (94).

s i

Alloantiden <
T —

classIT classl ~\\
HHC mol. MHC mol. \
GyDnz %) \
u{///// \\\\X' iL-2
Yardimca ( ) Sltotok51k
T lenfosit T lenfosit

5gkil 4)Allocantijen ile aktive olan T-Lenfositlerin
gecitdikleri dellisimler.

Antijen hazirlayan hicreler tarafindan sunulan antijen
B lenfeositlerince taninarak, bu hilcrelerin  aktivasyonunu
baslatir. aktivasyon yvardimci T hiicrelerinden salgllanan.lbhz
ile de desteklenir. Biylece B hiicreleri bélunip coffalarak ve
plazma hicresi sekline ddniserek antijene o6zgi  antikor
vapiming baslar.

T lenfositler aracilify ile yiaridtidlen spesifik immin
cevaplara hicresel imminite adi wverilirken, B lenfositlerin
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salgiladiff: antikorlar aracilig: ile olan immin  yamitlar
humoral imminite adim alir.

Humoral imminitede B ilenfosit antijeni  tanidity:
bélgede kalir ancak salgiladiffz antikorlarim hedefe
gbondererek savasirken, dofial &ldirici (Natural Killer) veo
sitotoksik T hicreleri hedefe ulasarak zararl: etkeni vyok
etmeye calisirlar (102).

Organizmada virils, kansere karsi micadelede oldufu
gibi class I antijeni iceren yabanci hilcrelere karsi: cevaplar

T lenfositler aracilitil ile verilmektedir.

IMMUNITENIN BASKILANMASL

Organizmanin biyik bir &renle sirdirdiit  hiicresel
savunma, bazi hallerde sorun yaratmaktadir. Bunun en gizel
ornelii transplente edilmis dokunun atilimidir.

Ginumiizde transplantasyon onemli tedavi yontemlerinden
biri haline gelmistir. Bugiin icin en yaygin ve basaril:
sekilde transplante edilen organ bGbrektir, Her 5 ile 55
vaslarindaki 1 milyon insandan , yaklasik 30'u terminal
safhadaki bdbrek yetmezlidinden &lmektedir Avrupa Divaliz vea
Transplantasyon Birlidii (EDTA)'min raporlarina gbre her yil
10.6860 hastaya bébrek nakli vapilabilmektedir {25)., bpider
havati Onem tasiyan organlarin yetmezliklerinden farkl:
olarak boébrek yetmezli8%i olan hastalar hemodiyaliz wveya
peritoneal divaliz yoéntemlerivie uygun bébrek bulununcaya
kadar hayatta tutulabilirse de, bunlarin sadece %10'y
transplantasyondan yararlanabilmektedir. Difer taraftan doku
naklinin cerrahi yénden basaril: olmas: hasta yasaminin
devamlilifil i¢in yveterli dedildir, Cunkld operasyon sonrasinda
gelisecek immin reaksivonlarla, doku reddi clasi11:8§1 oldukca

viksektir, Bu nedenle bafisiklik sistemini baskilavict
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vontemler ile bu olasilifiin en distk dizeye indirilmesi
hedeflenmektedir.

Gesitli merkezlerde imminosupresyon amaci ile cesitli
farmakolojik ajanlar, bivelojik yéntemler, iyonizan 1sinlama
vontemleri kullanilmaktadair.Uzellikle farmakolojik ajan ola-
rak en fazla kullanilanlar, antimetabolitlerden azathioprine,
alkilleyici maddelerden cyclophosphamide, steroidler ve (S-A
olup etki mekanizmalar:i birbirinden farkli olan maddelerdir
{25,38,%4).Bunlarin vyanisira son villarda OKT-3 isimli
monoklonal antikorun yaygin sekilde kullanima girdidi de
dikkati cekmektediri(zo).

Imminitenin baskilanmasinda vyukarida da definildidi
gibi  kullanmilan ilaclarin listesi oldukca kabarik olup, bun-
lara yenilerinin ilavesi hizla devam etmekte ise de bilinme-
ven vaya yan etkileri nedeni ile en fazla bilgi birikimine
sahip olanlarin tedavide daha fazla tercih edilmesi datioldar.

Avrupa Diyaliz ve Transplantasyon Birligdi(EDTA) 'nin,
kayitli 245 merkezde 1989 yilinda vapti#: anketten profilaksi
amact ile en cok tercih edilen imminosupressif ajanlarin mer-
kezlerin %44'Unde OS-A+Steroid+Azathioprine, %13 inde CS-A+
Steroid ve %3'Unde Azathioprin+0s-A oldufjy anlasiimistir(3a;.

Strekli immiin sistem baskilanmasi  amaci ile de ayni
ilaclar kullanilmaktadir. EDTA'nin raporuna gbére merkezlerin
%38.4'Unde Steroid+Azathioprine, %27.8'inde ©S_A+steroid ve
%25"'inde G¢'ll kombinasyon olarak, daha az oranda ise by ue
tlacin tek kullanildi#:i ortava cikmistir (38).

Bu rakamlardan acik olarak goraldoga gibi, immin
sistemin baskilanmasinda en cok basvurulan bu ¢ ilactan an
gski wve etkisi hakkinda en farla bilgi edinilmis olam

glukokortikoidlerdir.
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Glukokortikoidler

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

Glukokortikoidlerin etki mekanizmasini aciklida kavus-
turmak amaciyla yapilan calismalar 1974 den beri devam
etmektedir. Bu konuda vapilan ilk calismalarda PG senterini
engelledidi tesbit edilmis, fakat bu etkinin cyclooxygenase
enzimi Uzerinden olmadif1 bulunmustur. daha sonra perfize
akciferier ile yapilan calismalarda gliukokortikoidlerin aAa
olusumunu engelledifi, bunu FLA, enzimini inhibe eden ve
"Lipocortin" adir verilen bir protein aracilify ile yaptid:
saptanmistir (12,19,31-33,36,40-42,44) .

“LIPOCORTIN" Yapisi

Glukokortikeoid tedavisinde wveva kan glukokortikoid
dizeyinin artisina ba#ili1 olarak sentez ve salinimi artan ve
"I'ipocortin® olarak adlandirilan rrotein, organizmada cesitli
hireler tarafindan vapilmaktadir, Molekil affiriigina ve
varildif: hicreye odre deffisik isimler alan bu proteinin,
makrofajlarda yapilan ve molekiil afarliffy 15 X dalton (k)
olan tOrd "macrocortin”, nétrofillerde vapilan ve molekil
adiriid:y 40 K olan tira "Lipomodulin®, hébrek interstisyel
hiicrelerinde vapilan ve molekiil abfirliffr 30 K ve 15 K olan
t4rd "renocortin® dir (31-33,41-46,58,60,73,82,83,87).
Organizmada Lipocortin Dafizlimp

Feritoneal ve alveolar makrofai, notrofil wve biébrek
interstisyel hicreleri, bu konu ile ilgili ilk calismalarda
lipocortin kaynaff: olarak RUII&RIIMIStIF_(?,21,22,27,&#,88),
Daha sonra yapilan calismalarda lipocertin, buyik miktarda

timus, dalak, beyinde, daha az oranda kalp, karacifjer,
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cizgili kas, mide, ileum, insan endometriumu ve plasentada
saptanmistir. Ayrica endothelial wve mesothelial hiicreler,
deri fibroblaStlafl ve eritrositlerin
(3,4,6,41,45,47,62,67,8%9,90,92) yanisira gkstrasel liler
51vilarda da lipocortin bulunmaktadir (37,79, 95).

Furifikasyon icin yapilan ilk calismalarda Hirata ve
ark. lari, tavsan nétrofillerinin primer kdlturlerini 16 saat
glukokortikoid ile inkiibe ettikten sonra ; DEAE  iyon
defdistirici esin ve Sephadex G-75 kolonlari ile
kromatografik yéntem kullanmislardir (12,61). CGalisma sonunda
purifiyve edilen proteinin, %10 glukoz iceren bir glikoprotein
oldufunu tesbit etmislerdir. Lipocortinin primer tiridnim
molekUl afirilifd: 40 K, dider tirlerinin 15 K ve 25-30 K'dur
{41,42,46,83). Kiclk molekGl afirlikl:r olanlar, 48 K'luk
proteinin proteolizisi ile olusmaktadir. oOrtama proteaz
inhibitdéri ilave edildigi zaman anti-FLA, aktivitesine sahip
proteinlerden, sadece 40 ¥ molekidl afirlifiina sahip protein
saptanit (12). K#ltGr ortamina ilave edilecek "fetal calf
serum” (FCS5) 1sitilarak inaktif hale getirilmelidir. Aksi
taktirde FCS'un icerdigi proteaz 40  K'luk proteini
parcalayarak, daha kicik formlarin olusmasina neden olur
(31,89},

Russo-Marie ve Duval, sicanlardan aldiklar:
renomedullar  hiicreleri  Dexamethasone ile 24 saat inkiihe
ettikten sonra "chﬁomatofccusing" ve "gel-filtration”
yéntemlerini kullanarak, sipernatant'dan tipocortin purifive
etmislerdir (70).

AYI'1Ca pek cok calismada "DEAE ion exchange
chromatography" ve “"gel filtration" vontemleri kullanilarak
kobaylarm akcilier lavaj sivisindaki anti-FiA, aktivitesine

sahip preoteinlier purifiye edilmis ve proteinlerin, 40 K ve 15
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K molekal afhiriifina sahip olduklari saptanmistir (13).

51can peritoneal lavaj sivisindaki, FLA, e&nzimini
inhibe edici aktivite, Pepinsky ve ark. lari1 tarafindan
saptanmistir. Bu arastirmacilar vaptiklari calismada, 37 ¥
luk protein ile birlikte 30 X, 24 K ve 15 K'luk tirleri elde
etmislerdir. 37 K'luk protein - Lipocortin-i1 olarak
adlandirilmystir (4.

Baslangic calismalarinda purifikasyon icin Sephadex
G-75 kolonmu kullanilirken, daha SOnTa "gal.exclusion
chromatography” wve “High pressure liguid chromatography"
{HPLG) vontemleri kullanilmistir. Gunumizde Lipocortin
purifikasyonu i¢in, FL.A, afinite kelonu vyaygin sekilde
kullamlmaktadir. Bu kolon 8zellikle yilksek molekiil afiirlikli
inhibitdér maddenin purifikasyonunda vararlidir (41).

Lipocortinler sentetik olarak da elde edilmis, ancak
in vitro kosullarda FLA, aktivitesini inhibe etmedikleri

gosterilmistir (103).

LIPOCORTININ UZELLIKLERL

Lipocortin, anti FLA, 6zellifiine sahip hir proteindir
(31,32). Fosforile oldudiu zaman bu 6zellidini kaybeder (1),
Proteinin bulunduliu ortama proteinkinaz ve AIP eklendidi
zaman tamamen inaktif olduliu pek cok calismada gosterilmistir
Ortama radyoaktif isaretli ATP ilave edilen bu calismalarda
{32.41,67), lipocortin molskiline radyoaktif fosfat
inkorporasyonu olduiu ve inaktif lipocortinin alkalen
fosfataz ile inkilbe edilmesi sonucunda tekrar aktivitesini
kazandi8: gdsterilmistir (32,41, 42,45),

Lipocortin tirlerinden 15.000 molekiil adirlifia sahip
olani, normal kosullarda fosforile formda olup, FLA, enzimini
inhibe edici Gzellidgi olmadit cezitli calismalarda

gisterilmistirc (&0),
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. ortini ivoloiik Uzellikleri
a- In vitro kosullarda anti enzimatik akbivite
Lipocortin familyasinin aktif olan tim tarleri icin

temal &zellik, FLA, enzim aktivitesinin inhibisyonudur. 11k

b4
calismalarda proteinin enzimi direkt etkilediyi ileri
siralmis olmasina karsin, daha hassas &lcim vontemlerinin
kullanilmas1 sonpucu, lipocortinin membran fosfolipidlerine
baflanarak enzimin etki etmesini 6nledi&i tesbhit odilmistir
{1,74,10%),

Hucresiz ortamda FLA, enziminin inhibisyonu ilk olarak
Hirata tarafindan gdsterilmistir (50). Substrat olarak
tosfatidilkolinin kullanildifin ¢alismada, lipocortin ile
rankreatik Fua, inhibisyonunun, konsantrasyona ve Gaz+
varlidina bafli oldufiu bulunmustur (2é&,29,60),

Pankreatik FLA, , lipocortin ile inhibe olabilen tek
enzim defildir. FLA1 (60), FLB (B0), FLC (74} enzimleri’'de
lipocortin ile inhibe olabilmekte, fakat reaksiyonun
tamamlanabilmesi icin daha uzun sire gerekmektedir.

Son zamanlarda lipocortinin Ca2+ bablamas: ile ilgili
calismalar oldukca yebunlasmistir (4,14,18,63,92,99).
Schlaepfer ve Haigler'lere gére ; lipocortin molekillinin 4
caz+ batilama héloesi vardir. Lipocortin Ga2+ ve
fosfelipidiere baflanarak kompleks olusturup fosfolipidleri

hidrolitik parcalanmadan kKorumus olur (93).

b-In._vitro kosullarda hiicrelerde lipid mediatoér vapiminin
bhaski lanmasi ‘

Steroid veya lipocortin, aAa urinleri olan PG, LT ve
1y50-PAF olusumu engeller. Bu etki protein veya mRNA sente:z
inhibitérleri ile veya ortama eksojen aA ilavesi ile ortadan

kaldirilabilir (12,41-43, 45, 46},



~]7 -

c-Iin vivo_antiinflamatuar etki

Lipocortinin in vive antiinflamatuar etkisi oldudu ve
carragenin ile sicanlarda olusturulmus plérezi ve pence
odemini azalttif: cesitli arastirmacilar tarafindan
gisterilmistir (19, 38).

Cesitli arastirmacilar tarafindan vapilan calismalarda
proteinin steroid tedavisine badli: olarak olustudu ve
normalde mevcut olmadity  ileri sirdlmiistir. aAncak  daha
sonraki c¢alismalarda, endojen glukokortikoidin etkisi ile
lipocortin olusabilecefi disunlilmis ve beklentive uvgun
sekilde saflikl kisilerin plazma wve dokularinda da
lipocortin saptanmistir. Ekzojen ve endojen steroid
konsantrasyonu artisina ba%li olarak skstraselliler sivilarda
lipocortin dizeyvi artmaktadir (37,79,83,95).

Lipocortin yapiminy - sadece glukokortikoidler
satilamaktadir. Mineralokortikoidler ve seks stercidleri
lipocortin yapimina etkisizdir (84,943,

Otoimmin hastaliklarin pek coffunda lipocortine karsi
olusmus otoantikorlarin varlid: tesbit edilmistir. Ozellikle
sistemik iupus eritematosus, romatoid artritis'li hastalarin
plazmalarinda lipocortine karsi olusmus antikorlarin
titresinin  oldukca yiksek bulunmasi, bu hastaliklarda
lipocortin aktivite vyetmezlidinin 56z konusu oldufunu

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

Cyclosporin-=A (GS-A)'nin Immin sistemdeki_yeri

steroidler tim immin sistem hiicrelerini baskilayvarak

nonsalektif bir imminosupresyon yaptiklarindan, bir takim yan
etkilerin ortaya cikmasina yol acarlar. Bunlar arasinda en
énemlisi firsatc: enfeksivonlara karsi direnc azalisidir.Bu
nedenle nadiren yalniz, siklikla difer immiin sistemi

baskilayvan ajanlarla birlikte kullaniliriar.
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G5-A ise selektif olarak T yardimci hicrelerden IL-2
vapimni ve reseptérlerini  bloke ederek immin sistemi
baskilarken ,supressor T hiicrelerinin fonksiyvonunu bozmayar ak
graft hosgéristiniin devamim:  sadlar. Ayrica myelotoksik
olmayisi ve ilacin kesilmesi ile supressif etkinin ortadan
kalkmas1 da graft reddinin 6nlenmesinde ve otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde vyaygin kullanilmasinin nedenidir
(AR, 66,94,104).

C5-A, sekil 6'te gdrildi8i gibi kismen tabaka seklinde

beta konfigiirasyonu, kismen de aclk halka konformasyonu

R kil
062 H111 N11 012 moleki

agirlifi; 1202.6 olan, 11 aminoasitli 1 undecapeptiddic (667,

iceren, molekiiler formiila:

CH, //H
\b
Ii
PN
Icnl\ //CHJ H OH,
cH cH CH HO CH CH
3 3 3
A] | N/ ~._ .7\ |
o CH, H, fH ?H; CH CH, ?Hz ?HI
CHz—~N—— CH— CO—N OH o] N CH—— G0 —— H—0H G~emN—0H,
1l | f
0 H 0
1 T |
co ; ! ! co
{ ! 1
! | ]
1 | [
] i
CHz. | : !
. L ! | |
- ///,CHm—-GH;——mGH ! | i N-CH,
BE i !
i CH; ! : :
¥ |
- H | 1
CH——N H 0 H
T | it |
o¢ ?H F com—*?n N co [H ?———c-——~CH——mN——co——CH
CH H CcH CH, CH éH CH
I 3 1 3 S
- | PN |
//gu CH CH, //QQ\
= o] \\be oM, o,

Sekil 5) €S-A'min molekiiler vapisi.
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GS_p {1imi deutt M1l

Cofdunlukla oral olarak alinan ¢S-a'nin ince barsakla-
rin Ust kKismindan %4-26's1i emilir. Maksimal kan dizeyine, 2-4
saatte ulasilan ¢5-A bitin vicutta dafilirsa da karacider,
pankreas ve vyall dokusunda daha fazla birikir.  EKandaki
CS-A'Din %50.70'i kan hlcreleri, tercihan eritrositler tara-
findan tutulur. Plarmadaki kisim ise proteinlere ba#ili olarak
tasinir {66).

Meiabolizmass

Viicuda giren CS5-A'nin %99'u ¢esitli metabolitlere
ddnisir ve bu metabolitlerin Gnemli kismi safra yolu ile daha
az kism: ise Urinser yolla atilmaktadit. varilanma omrs 10 ile
27 saat arasindadir {(10%),
gh-A'nin Etki Mekanizmasi

C5-#, hedef hicrenin sitozolinde meveut iki tip
proteine ba¥%lanarak etki gistermektedir. Bu proteinler
"Galmodulin® wve “Cyclophilin® olup (10,28,47,48,55,66),
Calmodulinin sitozoldeki serbest Ga2+ ile bafilanarak aktive
oldufiu ve cesitli enzim sistemlerinin fonksivonunki etkisi
cok 1iyi bilinmesine karsin, cyclophilinin bivolojiik &nemi
heniiz saptanamamistirt (55%). €5-A, calmoduline baflanarak, bu
molek(lin aktivasyonunu engellemektedir (28).

Mormal kosullarda T lenfosit aktivasyonunun baslangic
asamasinda, membrandaki fofelipidlerin vyapisinda bulunan
doymam1s val asiti miktari artar. Bovlece membr an
akiskanlifindaki artisa bafili1 olarak hicre ici Ga2+ dizeyi
yUkselir ve fizyolojik cevap ortava cikar (70). C5-aA, stimile
hicrede, sentezlenmekte olan membran fosfolipidlerine
doymamis ya¥ asiti girisindeki artisi inhibe eder ve hiicre
igi Ca2+ dizeyinin yikselmesini &nleyerek hiicre aktivasyonunu
bu basamakta durdurur. Bu nedenle ©€Ss-A aktif hale gelmis

hiicrelerde stkisizdir {(70,71,989, 109).
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arastirmalar ¢©€Ss-A'nin immin sistemi baskilamasinin
(90,111,115, 48, 66,76,80,81,94,108} FG yaplmini azaltigim
{16,23,35,56,6L,77,106,107) da ortava cikarmistir. Ancak etki
yeri tam olarak bilinmemektedir. Dider taraftan Wisenger-
Béttcher ve ark. (110) tarafindan,carragenin ile clusturulan
deneysel plérezinin €5-A ile onlenmesi ve bumu FLA, aktivi-
tesinin inhibisyonu ile yvaptidinin gﬁﬁteriimis clmasi C5-A'
nin imminosupressif etkisi yamnda antiinflamatuar ozellitie
de sahip oldufgunu distndirmektedir. Nitekim stahl ve arkan
(27) O5-4 ile aAa dizevinin azaldifini bildiren ¢calismalari bu
distinceyi destekleyicidir.

Cs5-a'nin gicld bivr imminosupressif ajan olusuna ilave-
ten antiinflamatuar etkiyede sahip oclusu glukokortikoidlerle
benzertifiini akla getirmektedir.

Glukokortikeoidlerin antiinflamatuar etkisinden 1ip0c0rm
tin isimli bir fosfolipaz A, enzim inhibitérunin sorumlu
oldudu bilinmesine karsin, AA v2 PG yapimimin inhibe eden
Gs-aA'nin bu etkisinin mekanizmas: hakkinda bilgi mevout
dedildir.

AA Urinlerinin imminitenin dizenlenmesindekl yeri ise

tam bir karmasadir. LIB 'im T lenfosit preliferasvonunmin

A
dilzenlevicisi olan IL-2'nin salinim: icin elzem olmast (51},

%j AA'in artist ile immin sistemin giclenecefiini diUsundururken,
a bir baska AA uUrini olan FCGE, ile T lenfosit preliferasyonunun
E;ﬁ* baskilanmasi1 aA artisini immin sistem baskilanmas: ile es
. hale getirmektedir. BRitbirinin tam aksi olan bu iki etki
AA'in hucresel bafisiklikta anahtar keonumunda oldufunu ve
bunun yvapimini baskilavan lipocortinin endojen immunosupiesol
bir mediatdér olarak kabul edilmesi gerektidi gdriusini ortaya
clkarmaktadir.

Bu nedenle lipocortinin imminosupresiyvondaki yerinin

bilinmesinin klinik ©&nemi fazladir. Etkisini lipocortin




B

-21-

Urerinden gdsteren immUnosupressif ajanlarin, bunu arzaltic:
yonde etki edenlerle birlikte kullanilmas: tedavi etkinligin-
de azalmaya,dolayisiyla doz arttirilmasinin varatacalji ilac
van etkilerinin ortava cikmasinin hizlanmas: vaninda, tedavi
maliyetininde artisina neden olacaktir.

Biz bu nedenlerle imminosupresyvonda lipocortinin
yerini wve siklikla birlikte kullanilan iki immiinosupressif
ilacin lipocortin iizerinden etkilerineé bu birliktelidin

etkisini arastirmak amacivla bu calismavi planladik.
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GEREGC vo YUNTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip FakUltesi Fizyoloji aAnabilim
Dal: Laboratuvarlarinda vapilan bu calismada, afirliklar:
130-170 g arasinda dedisen (ortalama:156.17:17.88 g) 40 adet
erkek albino sican kullaniidi. Calisma, "lipocortinin
imminosupresyonda rolii var mi? Imminosupressif ilaclarin
birlikte kullanilmasinin lipocortin aktivitesine stkisi
nedir?” sorvlarina yanit aramak Uzere, sicanlardan alinan
peritoneal hicreler tzerinde invitro olarak gerceklestirildi,

1)Bu amacla ilk asamada Blackwell wve ark.larinin
tamimladi8: sekilde(1?) izole edilen peritoneal hicreler,
mikroskopta 40x10 boayitme jle sayildiktan sonra 1 ml'de
1Dx106 hiucre olacak selilde RPMI-1540 medyum ile
seyreltilerek, ikili calisma yapmak lzere tuplere
verlestirildi. peney tipleri fablo 1'deki protokole uygun

sgkilde hazirlandi.

Tablo 13
¢alisma |Dengy Sayisi|Medyum HUCre saylsi Ilave edilen
Imminosupressif
gruglar () REMI-1640Y (1 ml'de) Ilac
i 10 1 ml 1ﬂx1ﬂﬁ -
2 10 1 ml tox10° 107% m pex.
3 io 1 ml 10}{136 10 4g G5-A
4 10 1 ml 1ox10° 1078 M pex.
10 ug 05-4
bex: Dexamethasone, C5-A:Cyclosporin-a
a0
AKDENIZ ENWERSILEE " TIGRL
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37¢C de, %%s 02 + %5 GQE karisim1 altinda 16 saatlik
inkibasyon suresi sonunda tim tiplere 2 uM A23187 (Ga?+
iyonoforu) ilave edildikten 15 dakika sonra, inkitbasyona son
verildi. Hicreler sofutmali santrifGjde(Kubota, model ss800)),
4°C de 2800 rpm de 5 dakika santrifij edilerek c¢éktdariildi,
DOkelti(stpernatant) 'deki lipidler, klorcform:metanol(3:1.
v/v) karisim ile ekstrakte edilerek, AA miktari,cockrell ve
ark. larimin yéntemine gére(24) varian 5028 model High
Performance Liguid Chromatography {HFLG) iie  Slculdh.
Immunosupressif ilaclarla inkithe edilen hiicrelerden 3alinan
Ah, kontrol hiticrelerden salinan AA miktari ile
karsilastirildr.

2)1kinci asamada imminosupressif ilaclarin lipocortin
yapimina etkisini arastirmak amaci ile, peritoneal hicre
sUspansiyonu 2x105 hiicre/ml oclacak sekilde medyuml a
seyreltildi wve ikili tubler tablo 2'deki protokole uvgun
sekilde gruplara avrilarak 16 saat stre ile 37°¢ de %95 02+%5
GD2 karisim: altinda inkiibe edildiler.

Inkibasyon éncesinde biton tiplere oclusacak proteinle-
Tin yikimini &nlemek amacy ile bir proteaz inhibitérid olan
phenylmethylsulphonyifluoride (Sigma Kat.No:P-7626) ilave
edildi ve ayrica protear otkisi gostermemesi icin fetal calf
Serunu 1si1tilarak ortama ilave edildi.

Tablo 2)

¢alisma |Deney savisi Hicre sayisiy Imminosupressif| Proteasz

inhibitsra
Gruplar: {n} (1 ml'de: Ilac Inhibi
{PMSF)
1 10 ——_—— 50 um
{0 1978 M Dex 50 uM

10 UM G5-A 50 uM
o
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Inkiibasyonu takiben, dakikada 10.000 devirli hompjenizator
araci1li1d: ile 5 dakika siire ile hijcreler parcaland:r ve  4°¢
de 8.000 rpm de 30 dakika santrifiigasyon ile elde edilen
dokeltide asaffidaki analizler yapildy.

6 .. B, .
2. 1) 2x10 hicre tarafindan sentezlenen protein mik-

tari, Lowry metodu ile §1c¢ildi.

2. 2) Hucrelerin sentezledi#i proteinlerin molekil
afirliklarinin tesbiti icin alinan dokeltiler, sephadex
G50-80 1le doldurulup, amonyum bhikarbonat tampon cHzeltisi
(PH=8.0) ile dengelenerek akim hiz1 0.3 mlsdak, olarak
ayarlammis kelondan oecirildi.

2.2.a) aAmonyum bikarbonat tampen cozeltisi (PH=8.0)
gecirilerek 10'ar dakika araliklarla toplanan fraksiyonlarda-

ki protein miktar: Lowry vontemi (5) ile analiz edildi.

2.2.bh} Elde edilen fraksivonlardaki proteinlerin

molekdl afirliklari, avni1 kolon ile hazirlanan kalibrasyon

grafifi yvardimi ile bulundu. (Sokil &)

70.000 (Rovine gervm albumini)

60,000

50, (00
(Ovalbumin)

A0.000 1
30,000 ¢
(Irypgin}
20.000¢

10.0Q0 ¢

Molekiil afirligi (Dalton)

(Iineiilin)

+ + ' N N N . ' -y
2 4 6 g 10 12 14 16 18 20
Fraksivon NO:
Sekil 6) Sephadex G 50-80 kolonu ile elde edilen kalibrasyon egriai
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Membran Fosfolipidi + FLA, —Qg_m‘Arachidonic acid (aA)

es5itlifi gerefince kullantlmasi gergken en uygun enzim ve
fosfolipid kayna$f1 olarak kullanilacak membran miktar:  6n
calisma ile tesbit edildi. (1ablo 3)

rablo 3)aA (arachidoniec acids olusumu i¢in kullaniinas: gote-

ken en uygun enzim ve membran miktarlarim saptamak amactiyla

vyapilan 6n calisma.

Inkiibasyon ortamina konulan miktar
j} n Membran FLA, AA miktar:
_1 {(4g protein) (ng) {(pmol)
e
10 |50 ug protein 100 18.39 + 5 458
" " 200 20.85 + 7.11%
3 " " 400 33.70 ¢+ 2.32
L 18 | 100 pg protein 100 92.25 & 20,78
" " 200 83.%1 & 18. 11
ey g " 400 85.32 %+ 7,58
w!l
S 10 )200 pg protein 100 173,41 t 6.92
v " 200 171.76 + 18.07
" " 400 t62.17 + 16 47
10 {400 pg protein 104 277.80 t 9 14
" " 200 2B6.69 % 42,03
" " 400 2¥2.60 + 3%.2D




-26-

On calismayva gbre AA  olusumu icin deneylerde
kullaniimasi gereken en uygun enzim miktarinin 100 ng, hicre
membraninin  ise 200 upg protein iceren miktarlar oldudu
saptandi.

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

kaynafii olarak kullamilan eritrosit membrani ve fosfolipaz A
. L

enzimi bulunan ortama ilave edildikten sonra olusan aA
miktari, asaliidaki kosullarda olcildl. (sekil 7y ve c¢ikis zama-
m referans olarak kullanilan aAa 'inkine uyan{Rr:5.57+0,.071

dakika)drneklerin peak'lerinin alan: deferiendirmeyve alindi.

Peak alam
g
:
o

:

] ¥ ! T T
100 200 360 400 500

Standart konsantrasyonu (pmo1)
Sekil 7) "ARBCIDONIC ACID" analizi icin kalibrasyon edrisi,

Analir icin; RKolon :SP-C18
Mobil. faz (A(XI0) ; su:acetic acid(s9:1 v/v)
B(X90);Metanol
Moim hrzy :1 misdak.
Tax :28°C

M :210 mm.

W



a) tHANMEL f INJECT 24,05, 24 1211515

IHJECT 24, 85,791 1213291323

: Sekil 8) HPLC ile arachidonic acid (AA) analizi,
im a) 100 pmol AA,
b) 200 pmol AA,
c) 500 pmol AA.
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Referans madde: aArachidonic acid(sigma Kat.No:A-0662)
Dicum vdpntemi : High Performance Liquid chromatography
Kolon _: SP-C18, 15 com M 4 mm boyutunda, 3Ium partikiil
blyiklidld olan "reverse phase" kolon.
Kozullar : Solvent A:%90 Metanol (Sioma Kat.No:6008)
5olvent B:%10 Su:acetic acid (99:1 v/v)
Akim hizi : 1 mlsdak
Isa : 28°(¢
Dalga boyu: 210 nm

Calismaya bagléﬁadan onice AA analizi icin kullanilacak
kolonun glivenilirlidini arastirmak amaci: ile kolon etkinligi
narhtalens ile test edildi.

Her gruba ait protein iceren fraksivonlarin aa
clusumuna etkisi, deney gruplarimin kontrol grubu ile
karsilastirilimasi sonucunda, % inhibisyon olarak belirlendi.

4.) MMLQE_MMEMMDLEBM
lenfosit proliferasvonuna etkisi:

Julius wve ark. larimin yéntemine gbre (65 izole
gdilmis T lenfositler 2x106 /ml  olacak sekilde medyumla
seyreltildikten sonra 1'er ml hiictre sispansiyvonu  deney
tiblerine konuldu. Tibler ? gruba ayrilarak bir kism: PHA ile
stimile edilmek {zere hazirlandi. Her deney grubuna ait
anti—FLAE aktivitesine sahip proteinlerden &0 ug deney
tiblerine ilave edilerek 2 saat inkibe edildi. Sure sonunda,
stimilasyon icin ayrilmigs tiOblere 10 ug PHA eklenergk, 37°C de
%75 02 +%5 GOE altinda, inkiibasyona 72 saat daha devam edildi.
Tum tiblerdeki hilcreler sayildiktan sonra, PHA ilave odilmeven
tublerdeki hicre sayisi 100% olarak alind: ve PHA ile stimiile
edilmis hiucrelerin savisi ile karsilastirilarak, bu tiblerdeki
artis % olarak belirlendi. % artis olarak belirlenen cevaplar

deney gruplari arasinda karsilastirild:.
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5.)Anti-FLA, aktivitesine sabie proteinlerin makrofai
fagositik sktivitesine etkisi:

Blackwell ve ark. larinin yontemine gdre (12) alinan
peritoneal lavaj sivisindan 0.5 ml, 50 ug anti—FLA2 aktiviteye
sahip protein ile 2 saat 37°C de inkiUbe edildi. sire sonunda
tiblere %1 aktif karbon sispansivonundan 0.5 ml ilave edilerek
37°¢ de 1 saat inkiibe edildi. Sire bitiminde, thoma lamina
konulan hiicre sispansiyvonu 100 biiyiitmeli objektifle incelendi.
Her bir tib icin 100 makrofajin fagosite ettili partikil
sayilarak ortalamas: alindi ve deney gruplarina ait sonuclar
kontrol grubu ile karsilastirilarak, fagositik aktivitedeki

detiisim deterlendirildi,

Sonuclarin istatistiksel deBerlendirilmesinde Microsta

paket istatistik program:i kullaniidi.

s
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YUNTEML ER

1} Eeritoneal Hicrelerin Elde Edilmesi:

Sicanlar eter ile uyutulduktan sonra Linea alba'nin
sall yanindan, PH=8.0 olan 10 ml Krebs Fosfat Tampon <calisma
cOzeltisi intraperitoneal verildi. 3 dakika hafif masaj
vapildiktan sonra, orta hat kesisi ile periton icindeki sivi,
kan karismamasina dikkat edilersk delikli bir kanil aracilif:
ile toplandi, 1500 r1pm de 5 dakika santriftj edilerek
hicrelerin cékmesi safland:. Ust kismindaki 51vl1 alindiktan
sonra, hilcreler Uzerine 1 ml RPMI-1640 medyvum ilave edilerek
hafifce karistirildi ve hicrelerin homojen dafji1lim saflandi.
Mikroskopta 40x10  biiyitme ile sayilan hiacreler, deney
protokeline uygun sekilde ayni medyumia seyreltilerek
kullaniid:.

2) Sephadex ¢ 60-80 Jel kromategrafisi;

Inkibasyon ortamindaki protein molekiillerini biyuklGk-
lerine gfre ayristirmak amacivla kullanilan bu yontemin
uygulamnmas: i¢in;

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

- Partikillerin sismesi icin ? gin oda 1sisinda bekle-
tildikten sonra, c¢oékelen jelin Urserindeki sivi kisim aspire
edilerek uzaklastirild:.

- Buchner hunisi ve aspiratdr yardimi ile, jelin PH'si:
8.0 oluncaya kadar amonyum bikarbonat tampon cozeltisi ile
¥ikanda,

- Jel yan tarafindan cikis:i olan erlenmayvere alind: ve
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cOkmesi icin bir stre beklendi. Jel tzerindeki tampon cézelti
uzaklastirildiktan sonra, 10 dakika sire ile havasi alimp,
kolonun doldurulmas: islemine gecildi.

-Ucuna cam pamudu konmus 60x1 cm boyutundaki kolonun
ceperi  amonyum bikarbonat tampon cHzeltisi ile vikandi.
Kolomun alt ucu kapatilarak, jel hava kabarcid: olustur-
mayvacak sekilde dolduruldu.

-Kolonun icindeki jelin cHkmesi icin 1 saat beklendi.
sonra ¢ikisi acilarak jelin icindeki tamponun akmasi va jelin
paketlenmesi salilandi. (Separasvonun ivi olmasi icin jel
icinde hava kabarci#i kalmamasi ve tabakalanma olmamasi gerek
tifdinden, kolon bir 1sik kaynaiinin &nine konarak jelin
homojen olup olmadid: incelendi.)

-Akim hi1zi 0.3 ml/dak. olan kolonun dengelenmesi icin
200 ml tampon cHzelti gecirildi.

-Separasyon sirasinda jel dzerindeki 2 cm'lik sivi
sitununun vapti8: basincla akim hizimin 0.3 mlsdak. olarak

sabit kalmasina dikkat edildi.

sephadex ¢ 50-80 kolonuna _ait kalibrasveon efrisinin elde
gdilmesi:

-Konzantrasyonlar: 200 ug/0,1 ml olacak sekilde
InsGlin (M.W. 6000), Trypsin (M.u. 24000), Ovalbumin (M.W,.
A5000), Bovine serum albumin (M.W. 68080), Sephadex G 50-80
kelona yéntemine uygun sekilde yiklendi.

-Elusyon amonyum bikarbonat tampon cozeltisi {(FH:8.0)
ile yapildyr ve 10'ar dakikalik fraksivonlar toplanarak hangi

fraksivonlarin protein icerdifi, N=280 nm dalga boyunda
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spectronie 21 marka spektrofotometrede vapilan okuma ile
tasbhit edildi.

- Sonucta Sephadex G 50-80 kolonu ile, Bovine ST um
albuminin 10., 1Trypsinin 14., Insialin 17. fraksivonda c¢iktig
ghzlendi. (Sekil 6) Bu sonuclara gbre cizilen kalibrasvon
edrisi ile molekiil afirli8: 40.000 olan bir proteinin 11,

fraksivonda cikmasi gerektidi sonucuna varild:.

3) Eritrosii Membraninin Elde Edilmesi
Si¢anlardan intrakardiak olarak alinan heparinli
kandan Dodge ve ark. larinin vontemineg (34) gére mémbran elide

edildi.

Heparinli sIGCAN KANI

J

2000 rpm'de 5' santrifiigasvon

+Flazma

Hicre kitlesi

+5erum Fizvolojik

y

2000 rpm’de 5' santrifilgasyon

N Serum Fizvolojik

L

5erum Fizyolojik ile 3 kez vikama
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Hitlcte kitlesi

+Distile su

¥
8000 rpm'de 30’ santrifiii catCc de)

> DOkeliti

h §
Cokelti

+Tris-HGI(0.15 M, pH:8.0)

¥
8000 rpm'de 30' santrifij c4¢C do)

> Dkelti
\
Svanmethemoglobin véntemi

ile dikpltide Hb teshit odilo-

mayinceye kadar vikama

|
Gokelti

+ Serum Fizvolojik

\’

Lowry meteduy ¢ 8 ) ile protein analizi

Rk

N7
8600 Tpm'de 30 santrifij (4°C de)

¥

- Dékelti

¥
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Gokelti

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

¥
60 sanive vortekslenerek lipid ekstrakt: elde edildi
ve ekstrakt, aAa olusumu icin fosfolipid kavna:

olarak kullamiid:,

41 Lowry metodu ile protein miktarinin tavini:

- 0.1 ml eritrosit membran suspansiyvonu zerine 0.4 ml
serum fizyolojik ilave edildikten sonra, bu karisimdan 0.1 ml
dengy tibine alind:,

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

- 20 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edildikten
sonta 0.1 ml 1 N Folin reaktifi eklendi.

- 30 dakika oda 1si51nda inkiibe edildi.

- 2 ml distile sy eklendi.

- sprektrofotometrede 750 nm dalga hovunda kére karsi

okundu. Eormilden hesaplanan sonug  dilidsyon faktdéra ile

carpilda,

. . Urneffin absorbansi
Protein miktaritugs/mir= g1 n X Standart kons.
Standart absorbans: Cug/mly

Srarachidonic acid (Ad) analizi icin ornek. _hazirlapmasi:

5ephadex ¢ 50-80 kolonundan elde edilen fraksivon-

lardaki proteinlierin aa olusumuna etkisini saptamak amacivla

Blackwell ve ark.larinin yoéntemi (12 kullanild:.

Bu amac¢la, icinde 100 mM Iris-HCI ve 10 nm Gacl2
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bulunan deney tiblerine, 200 ug protein iceren membranin lipid
extrakty ve B0 ug protein iceren fraksivon (5ephadex ¢ 50-80
kolonundan toplanam) konuldu. 0da i1sisinda 30 dakika inkbe
edildikten sonra 100 ng FLA, ilave edilip, inkibasyona 2
dakika daha devam edildi.rReaksivon 60 wul 1 N HCl ile
durduruiduktan sonra, aa oOlcimi icin ekstraksiyvon islemine
gecildi, |

Ekstraksivon ic¢in ortama 2 ml kloroform eklenip 30
saniye vortekslendi, alt faz alindi.Ostte kalan kisma tekrar 2
ml kloroform eklenip, 30 saniye vortekslendi. Alinan alt faz
éncekinin Uzerine eklendi ve arot altinda ucuruldu. AA
analizi yapmak fizere tip icing 1 ml Methanol:Su:acetic acid
(78:9:1 v/v/v) karisimi konup, 30 sanive wvortekslendi ve 0. 45
um 1ik filtreden siz(lip, HPLC de a&A analizi icin kullamld:.
Analiz sonunda integratérde hesaplanan aa miktarlar: "pmol”
olarak bulundu.

Lipocortin bir FLA, inhibitord oldudiu icin kontrol
grubunun AA miktar: % 100 kabul edilerek deney gruplarinin
membran fosfolipidinden FrLa, meveoudiyebtinde aAA  olusumunu
azalticr giel, ¥ lipocortin aktivitesi olarak kabul ediidi,

6. Mezenterik lenf podiillerinden T lenfositlerin  izole
edilmesi:

Orta hat kesisi vapilmis si1canlarin mezenterik lenf
noditlleri c¢ikarild:r ve steril serum firvolojik icinde birkac
kez yikandi. Lenf nodilleri steril penisilin siselerindeki 1
ml mwedyum icine alinarak, alevden gecirilmis penset aracilig:
1le erildi. Hicre sispansivonu steril santrifili tibune alind:,
1500 rpm'de 5 dakika santrifij edildi, 4st sivi  atild:.
Hilcrelerin  Ozerine 1 ml  medyum ilave edilip, hafifce
karistirilarak homojen dafilmas: saflandi. Hiucreleri izole
etmeden 6nce hazirlanmis cam kolonun ucu kapatilarak icine 72-3

ml medyum ilave wedilip, cam pamudunun 1slanmas) safflanda.
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(Kolon 10 ml'lik cam enjektér icine 10 mg cam pamuBu Konularak
hazirlandi.) 37°C de 1 saat sire ile inkiibe edilen kolon
dengelemmis oldu. Bu sekilde daha onceden hazirlammis kolonun
Uzerine hiicre sispansivonu uyvguland: ve kolon dik olarak 45 dik
37°C¢ de inkibe edildi. stre sonunda kolonun ucu acilarak hiicre
sUspansivonunun  santrifij tdbine, basing  uygulanmaksizin
alkmas1 saltlandi. Bévliece santrifdj tibine T lenfosit alinmis
oldu. 1500 rpm'de 5 dakika santrifij edilerek hijcreler
cokturildikten sonra st kisim atildl. Hicrelerin Gzerine 1 ml
medyum  ilave edildikten sonta, hafifce alt Ost edilerek
homojen dafiilimi saflandi. Thoma lam: kullanilarak, 1 mm3 te
ka¢ hiicre oldudu belirlendi. canii hilcreler Ex?ﬂﬁ /ml olacak

sekilde medyumla seyvreltildi.
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HELC ' nin Kalibrasvonu:
Referans madde:Naphtalene (merck Kat.No:820846)(10-50-100 ppm
Standart cézeltileri ile calisildi.)
Kosullar 15olvent A %55 Acetonitril (Sigma Kat.No:8poois)
' Solvent B :%45 su
Akim hizi :1 mlsdak.
Is1 1258
Dalga boyu:254 nm.
Yukarida belirtilen kosullarda yvapilan analiz sonucunda;
Cikis zamani (RT) P 6,476 * 0.031 dakika
Plak simetrisi (AF) : 1
Plak_say151 {N) r 6%96.09
Teorik plak sayisi : 21.58
olarak saptanan deferlerin (sekil 9) kolon ic¢in verilen
givenirlik sinmirlari icinde bulunmas: nedeni ile AA analizi ile
ilgili calismalara bu kolon kullanilarak basland:r ve referans
clarak kullanilan AA'in kolondan Ci1k1s zamani (RI}:5.57 + 0,071
dakika olarak tesbit edildi.
RT'1 esit olan Srneklerin verdi#i perak'lerin alanlar:
e545 alinarak, AA miktarlarinin hesaplanmasinda varian 4290
model integratsr kullanild:.

LR

L8]

r25

24 nr 2

i
-~V

Sekil 9YHPLC ile Naphtalene analizi.
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CUZELTILER

A-Peritoneal hicrelerip elde edilmesi icin:

13Krebs Fosfat Tampon Gizoltisi:

htok chzeltiler:

a) ?2.00 g NaCl, 1 L distile suda cdzilda.

by 1.15 g KC1, 100 ml distile suda cBzildii.

c) 1.22 g CacCl, , 100 ml distile suda c¢ézu1dd.
d) 2.11 g KH, POé » 100 ml distile suda c¢dzilda.
2) 3.82 g MgSGa , ton ml distile suda c¢bzGlida.

) 1.30 g NaHCO; , 100 ml distile suda céziildi.
Calisma CGhzeltisi:
stok ¢dzelti a'dan 100 ml
" " bh'den 4 ml
N " c¢’den I ml
" " d'den 1 ml
e‘den 1 mi
" " f'den 21 ml alindi.

Gozelti PH's1 1 H HCLl ile 7.35'e avarland:.

B-Peritoneal hicre inkibasyonu jcin:

1y BRPMI-1640 medyum (Sigma Kabt. WNo:R-4130):1o0:z
halindeki .medyum Uzerine steril distile su ilave edildi,
aristiriiarak erimesi safilandi. Bu stok medyum cdzeltisinden
10 ml alinarak 80 ml steril disitile su ile seyreltildi. 5 M
NaHCO, ile PH 's1 7.35'e ayarlandi. Qzerine 10 ml FCS (Fetal
calf serum), 100 U/ml Penicillin G, 100 ug/ml Streptomycine
ilave edilerek hicrelerin inkiibasyonu icin  hazir hale
getirildi.

2) Fetal calf serumu (Sigma Kat. WNo: F-3010): Toz

halindeki serum Uzerine 20 ml distile su eklenerek hazirland:.
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3) 8 M NaHCO, : 42 g NaHCO, , 100 ml distile suda
¢OzG1da.

Cridel kromatoarafisi icin;

1) 0.82 M Amonyum bikarbenat tampon cézeltisi; 1.858 g
amonyum bikarbonat 1 L distile suda cézilda ve 1 N HagH ile
PH=8.0"'e ayarland:.

2) 1 N NaOH ¢dzeltisi; 40 g MNaOH, 1 L distile suda
CHz01diG,

DExitrosit membrani_elde etwek_icin;

1) .15 M Tris-HCl tampon cdzeltisi = 19,18 g Irtis, 1 L
distile suda eritildi, 1 N HCl ile PH=8.0'e ayarlandi.

EYLowry metodu ile protein miktarinin tavini jcim:

1D Reaktifi: 10 ml %z Ha,Co,,0.1 ml %1 GUSOA . 0.1 ml

%2 sodyum potasyﬁm tartarat.
2)1 N Folin teaktifi: 2 N Folin reaktifi (5igma Kat.HNo:
F-2252) distile su ile sevreltildi.
331 N NaOH: 40 o NaoH 1 L distile suda cbzildi.
Frarachidonic acid_(AA) olusumu icin:

1310 mM cacl, iceren 100 mM Tris-HCl tampon céreltisi:
48.44 g Tris ve 4.44 g Gacl, , 1 U distile suda cézildi.
Ikibasyon ortamina bu cézeltiden 6.5 ml ilave gdildi.
2)Fosfolipaz A, (Sioma Kat.No:P-6534): 1@ mg/0.6 ml'lik
cozeltiden 10 ul alimp, 16.66 ml distile 54 ile seyroltildi.
Bu cézeltiden inkithasvon ortamina 10 ul ilave ediidi.
GYarachidenic acid (ad) apalizi_icin:
Tr5olvent GiMethanol:suiacetic acid(90:10:1 v/v/v)
Zy5tandart Aa ¢dzeltisi:
Stok AA (50 ma/mll= 50 mg AA,1 ml metanolde cozualdda,
10 nmol AA: 10 ul stok AA, 1630 ul Solvent C'yve ilave
edildi.
1800 pmol AA: 1006 ul 10 nmol AA, 900 ul S5olvent ¢'ve

ilave edildi.
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500 pmol AA: 1 volim 1000 pmol AA: 1 volim Solvent
C'ye ilave edildi.
200 pmol AA: 2 volim 580 pmol AA, 3 volim Solvent
C'ya ilave edildi.
100 pmol AA: 1 volim 200 pmol AA, 1 volim Solvent
C'ye ilave edildi.
Hipitaoiene T leonfosit proliferatif cevabinin saptaomas:
icin &
1) Medyum RPMI 1640: vYukarida belirtildigi sekilde
hazirtandi.
2) Phytohemaglutinin-#M (PHAJ: 10 mg PHA, 10 ml disti- -
le 549 icinde c6z01di., Bu cdézeltiden 10 ul 23106 hicre i¢oren 1
ml sUspansiycna ilave esdildi.
DiMakrofai favositik _aktivitesipnin saptanmas:_jcin:
1) Krebhs fosfat tampon cézeltisi: vukarida belirtil-
ditti sekilde hazirland:.
2y %1 Aktif karbon c¢8zeltisi: 1 o aktif karhon, 100

ml distile su ile sispansiyon haline getirildi.

Dilicrelerin inkiibasvonunda kullanilan ilaclar:

110__M _Dbexamathasons (Sigma Kat.No:D-1756); 3.975 mg
Dexamethasone 10 ml medyumda eritilerek stok solilsyon hazir-
léndl. Bu solusyonun 100 ul'si 9900 ml medyuma ilave edildi.
Bu soliisyondan 100 ul inkiibasvon ortamina eklenerek inkibas-
von baslatilda,

2)gyelasporin-A: 50 mgsml CS-A iceren 1.V enjektabl
sandimmun preparatindan cam pipetle alinan 6.1 ml 49.9 ml
medyum icine ilave edildi. ¢5-A iceren medyumdan 108 ul alinip
1 ml hiicre sispansiyonuna ilave edilerek inkitbasyon
baslati1ld:. (¢alismalarda cam malzeme kullanildi.)

3105-6_+ Dexamethasone: llaclar yukarda belirtilenden

2 kez daha konsantre hazirlandr ve her ikisinden de 50 13!
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alinip, 1 ml hiicre sUspansiyonuna ilave edilerek inkibasyon
haslatilda.

4yEhenvimethyvlsulphonvifluoride (Sigma Kat.No:P-7626):
inkibasyon ortamina 1 wg ilave edildikten sonra inkibasyon
baslatildi.
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Calismanin ilk asamasinda C5-A'nin, tek veva steroid
lerle kombine kullamiminin AA elusumuna etkisini arastirmak
amaciyla, 10x106 peritoneal hiicrenin bulundufu 1 ml'lik
ortama, tablo 1'de bhelirtilen miktarlarda imminosupressif
ilaclar ilave edildi. 16 saat inkiibasyon sonucunda hiicrelerde
olusan AA miktari Glculdionde, deney gruplarimn timinde
inhibisyon saptandi. Kontrol grubunda 21.34 t 3.48 pg/ml olan
AA miktari, ©S-A grubunda 17.58 + 2.38 pgsml, Dexamethasone
ve her iki ilacin birlikte kullanildif: gruplarda ise sirayla
12.79 + 6.4% ve 14,04 * 4.01 pg/ml olarak saptandi. (Sekil 10)
Hiicrelerde 10 ug ©5-A anlamlr AA azalisina neden olurken
Dexamethasone ve Dexamethasone + G5-A grubunda yapimindaki

baskilanma daha 6nemli bulundu.

T D Kontrol grubu (n=g8)

20 4 J @ C5-A grubu (n=8)

*
Dexamethasone grubu (n=8)
% . x BZ] CS-AtDex. grubu (n=10)
g % *  p<0.05
///» ; ® % p<0.01
10 e 1

\

AN

AA salinmimi (pg/10? hiicra)

Sekil 10) Peritoneal hiicrelerden salinan AA miktarina
immmosupresis ilaclarin etkisi.
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2) Immunosupressif ilaclarin Protein Sgntezine Etkisi:

Bu amacla 2x106 peritoneal hilcre iceren 1 ml'lik
ortama, table 2'de bildirilen miktarlarda imminosupressif
ilac ilave edildi wve 16 saatlik inkiibasyon siresi sonunda
asaliidaki calismalar yapild::

2-a) Kontrol ve deney grubunu olusturan peritoneal
hiacrelerin sentezledikleri protein miktarlarinin 81 cimi
sonucunda, imminosupressif ilaclarla inkibe edilen hiicrelerin
timinde protein sentezinin arttif: teshit edildi. Kontrol
grubunda 1178.81 * 190.45 wg/ml olan protein miktari, ©5-4A
grubunda 1385.05 % 202.60 pg/ml, Dexamethasone ve C5-A &

L

Dexamethasone grubunda daha da artarak 51Tasiyla, 1658.92
234.64 ugsml ve 1751.58 * 296.87 ug/ml olarak belirlendi
{sekil 11). Deney grublarinda saptanan artislarin hepsi
kontrel grubu ile kararlastirildigdinda istatiksel olarak

énemli bulundu.

T
[_] Kontrol grubu (n=10)
1800
RY c8-a grubu (n=10)

1700 1
R EEZ& Deazmethasons grubu (n=10)
5 1600 |
E., @ CS5-A+Dex. grubu (n=10)
2 1500
o ® p<0.05
8 1400 * "R p<g. 001
& W
- 1300 \\ =
Ll
V]
- NN
o , .
£ N

1100 | \

1000 | § -

T Jf.\\ TR

Sekil 11) Peritoneal hilcrelerin inkitbasyon ortamina
ait protein miktari.

: g
1 ERSITES] REKTORLUG
eniz UNIVERSITES
AmﬁNmEUTQPHANES
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Protein Miktari(ug)

uwm.owm.gpozHmaiaaﬁgmpomomp
Fraksiyon No:

Sekil 12) Sephadex G 50-80 ile elde edilen fraksiyonlardaki protein miktari.
{~—);Kontrol grubu, (====);CS-A grubu, (

«-«..J;Dexamethasone grubu, (#1588 ) : CS~-A+Dexamethasone grubu.




-45-
3) Lipocortinin semipurifi kasvonu :
3-a) 2x106 peritoneal hiicrenin tablo 2'deki uyaran-
lara cevaben 16 saat icinde sentezledikleri proteinler

Sephadex G 50-80 kolonundan gacirilerek 410'ar dakikalik

fraksiyonlar halinde toplandifinda {Sekil 12), proteinlerin

kontrel grubunda e-11., 18-21. fraksiyonlarda tablo 4'de

belirtilen miktarlarda ciktid: tesbhit edildi ¢(sekil 13),

| r
ém’ :1//7/ %; Wi 45
£ o %%%/ 1.
SN )

- %/Zf g %/Z

100 + T““t"ﬂﬁg%/// / é e W“,m.u,xm'ﬂ%gy/f’j )/jjg 20

Lamd

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Fraksiyon Ho: . ’

Sekil 13) Sephadex G 50-80 kolonundan elde edilen "KONTROL" grubuna ait fonksivonlarin FLA, aktivi
(®¥¥):Frakgivonlardaki protein miktari, ( ):AA miktar:

5 6

-
fa 4]
L]
e
=}

C5-A ile inkiibe edilen hﬁcrelerde ise kontrel grubunda

bulunmayan ve 6-7. fraksivonlarda Cikan ilave proteinlerin

sentazlendiffi dikkati cekti (sekil 14).

A
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F‘r-aksiyon Ho:
e Sekil 14) Sephadex G 50-80 kolommdan elde edilen, "CS-A" grubuna ait
§ ' fowksiyonlarin FLA, aktivitesine etkisi;

~ (®X);Fonksiyonlarindaki protein miktara, ({);AA miktari, * p<0.05
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Hicrelerin bexamethason ile sitimilasyonu sonucu 8-11.,
18-21. fraksiyonlarda cikan proteinlerin miktarinda artis
oldufu gézlendi. Bunun vyanisira kontrol grubunda eser
miktarda cikan 12. fraksiyondaki proteinlerin miktarinda da

artis dikkati cekti (sekil 15).
A
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Sekil 15) Sephadex G 50-80 kolomundan elde edilen, "DEXAMKTHASONE" grubuma ait fraksiyonlaran
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Pekil 16) Sephadex G 50-80 kolomundan elde edilen, "CS-A + DEXAMETHASONE"™ grubuna ait fraksiyonlarin
FLA, aktivitesine etkisi;
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bexamethasone wve ¢€S-A'nin birlikte uvgulandi1#:
hiicrelerin her iki ilaca ait proteinleri senterlemesine
karsin miktarlarinda, ilaclarin valniz uygulanmasina abre

farklilik bulunmad: (sekil 1&).

3-b) Fraksivonlardaki Protginlerin MolekGl atiirliklari:
Bu proteinler molekill affirliklar1 ydninden ince
lendiginde stimilasyona maruz kalmayan kontrol hiicrelerin bu
16 saatlik inkilbasyon esnasinda fraksiyvon 8-11. arasinda
cikan ve molekdil afirliffy 37.500-55.000 olan proteinleri
sentezledikleri dikkati c¢ekti

C5-A ise bu proteinlere ilaveten, molekiil afirlifi
55.000-67.500 arasl proteinlerin sentezlenmesine neden oldu
ve bu proteinler 6.-7, fraksiyonda tesbit edildi.

Hicreler Dexamethasone'a cevaben 8-11. fraksiyonlar-
da c¢ikan proteinlerin daha fazla sentezlediler. Kontrol
hiicrelerde cok az miktarda olduffu halde dexamethasone ile
tedavili hicrelerde 14. fraksivonda artan proteinin molekiil
afjirlifi 37.500-42.500 dalton olarak saptandi. Ayrica molekiil
adirlifin 32.500-37.500 olan proteinin 12.fraksivonda arttif:
gozlendi (Tablo 3).

3—C)Mﬂwmmgm_iﬂﬂiaﬂm&ﬂ:
Toplanan fraksivonlardaki proteinierin hangisinin
antiinflamatuar etkili olduflunu saptamak amacivla vap:ilan
¢lcumlerin sonmuclary Sekil 13, 14, 15, 16'de gdsterilmistir.
100 ng FLA, 'nin, 200 ug protein iceren membrandan
clusturdudu AA miktar: kontrol kosullarda 46.70%3.95 pg dir.
Bu ortama ilave edilen 50 ug protein iceren fraksivonun AA

olusumuna etkisi incelendi$inde, kontrol grubunun 8-10. ve
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18-21. fraksiyonlarinin AA olusumunda herhangi bir defisiklide
neden olmadifd1 gdzlendi. {sekil 133 Sadece 11. fraksivonda

%14.34 = 5.87 lik inhibisyon vapabilecek bir antifosfolipaz a,

aktivitesi saptand:.

C5-A ile inkibe edilen hiicrelerin sentezledili ve ¢,
fraksiyonda cikan 127.89 * 45.81 ug proteinin 50 ug lik kism:
%8.12 * 3.86 oraninda AA inhibisyonuna neden oldu. Halbuki CS-A
etkisi ile sentezlenen ve 7. fraksiyonda ¢ikan 548.91 + 87,03
ug proteinin antifosfolipaz A, aktivitesine sahip olmadifi1 ve
dolayisivla bu fraksiyonun énemli bir AA inhibisyonu yapmadi8:
gbzlendi (Sekil 14). 11. fraksivonda cikan ve antifosfolipaz
A, aktivitesine sahip olan proteinin miktari C5-A'dan
etkilenmadi.

Dexamethasone ile stimiillasyona cevaben sentezlenen
proteinlerden sadece 11. fraksivondaki 260.37 ¥ 46.35 g
proteinin ¢cok 6nemli antifosfolipaz A, aktivitesine sahip
oldufu tesbit edildi. Molekil afirii¥hy 37.500-42.500 arasinda
olan bu proteinin 40.088 olan lipocortine uydudu kanisina
ulasildy t(sekil %5).

C5-A ve dexamethasone’un birlikte uygulanmas: hem 6. ve
7., hem de 11 ve 12. fraksiyonlarda protein artisina neden
oldu, fakat sadece 6. {p<D.05) ve 1. (p<0.001)

fraksivonlardaki proteinlerin antifosfolipaz A aktivitosine

2
sahip olduliu saptand: (sekil 16).

Boylece total lipocortin benzeri aktivite dikkate
aliparak incelendifinde <(tablo 5) kontrol grubunda sadece 11,
fraksiyonda toplam %14.34 * 5.87'lik AA inhibisyoma yapabilen
antifosfolipaz A, aktivitesi varken ©5-A uygulanan hiicrelerde &6
ve 11.fraksiyonlarda olmak Uzere toplam %20.76 + 9.65 ve %10.80
¥ 9.32 inhibitér aktivite oldufju dikkati cekti.

Dexamethason tedavisinde sadece lipocortinin bulundudy

fraksivonda giicli AA inhibisyonuna, ¢5-A + Dexamethason grubuna




Tahlo 4) Sephadex 850-80 kolonu ile elde edilen fraksiyonlardaki protein

Y-y

miktarlari:
¥r. EONTROL C5-A DEX CS-A+DEX
Moz |. (H9) (149) (19) (19)
| 2.02510,84 7.68%11.82 7.6815.52 7.2%34.95
2 2.93%0.95 8.9139 K4 6.48+6.93 6.06%5._13
2 7.68%3 B4 5.67+7.17 ?.30%6.60 6.8715.04
4 2.4343 .39 6.3047.32 .82%5.76 5.6715.10
5 19.4416.54 29.3739.87 11.7618. 43 11.34%+7.32
[ 5.67+2.82 127.89+45. 81 4.8612 .64 102.96+10.59
7 26,73+8_58 549.91+87.03 67.98+35.13 4%99.86168.91
a 7165.811124.32 729.33¥117.24 (1097.432112,.77 1110.81+73.50
K4 A484.86%100.50 5A44. 441120, 60 §73.663146.08 769.4A271 .94
10 385.53+63.0 383.49144.73 552.81180.58 516.061%8.73
1f 38.0717.18 45, 78+12.51 260.37246.35 237.301+36.03
12 17.0127.35 {17.82315. 75 44 16123 .37 A0,h3H12.94
13 6.0614.77 g.101%.93 10.11+%.00 8.4%9*6.72
t4 10.921% .64 6.8715.40 20.64543 50 17.34%3 .06
15 32.40%10.29 21.87¢18.97 14,16%11.34 21.87418.72
t6 6.8727.75 h.67¥5.79 45.78125 .82 42.93423._88
17 9.1215 .76 21.66%12,78 5%.43160.51 51.06%14.43
19| 105.39+35.19 77.04%48.75 159.30+63.36 149.07+28.83
19 70.92%20.67 61.20%21.156 139.02+71.82 120.39242.84
20 143.911+26.13 132.96%34.75 176.11%48.03 165,541556 .62
21 37.6819 564 B&.72817.97 69.65125.68 68.88¥13.23
22 10,7218.52 f1.73+10.86 26.25+13 .62 27,1513, 77
23 39.88%13.26 25.92122.14 18.90+9. 48 18.631+9.18
24 10.53%4. 74 A4 .4436,.72 20.97310.68 19.082+16.53
28 3.63%4. 02 3.24%3.72 10.53+3.3% 8.10+4.55
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ve inhibitdr etkileri (% Inhibisyon)

Tablo 5) Anti-FLA, aktivite saptanan fraksiyonlardaki proteinlerin molekiil agirliklari

p<0.0

-
¢. Fraksiyon 11. Fraksiyon
GRUPLAR tlolekiil agir. kotal Inhibitsr 50ug Proteinin || Molekii) agir. |Total Inhibitsr 50pg proteinin
Aktivits Inhibitér Akt. Aktivite | Inhibitsr Akt,
(b} (%) (%) 41)] %) %)
KONTROL 14.34 1.86
{n=10) - - - 37.500-42 500 + 4
5.87 2.94
CS-A R et N.S - N.S
(n=10) 62.500~67.500 20.7¢ 8.12 " 10.80 2.63
+ + + +
9.65 3.86 9.32 4.33
DEX e L11)
(r=10) - - - " 212.88 46.74
+ +
43,68 8.40
CS-A.'.DEXH %N L2 23 |32 ] RN
(=10 62.500-87.500 17,44 6.56 " 209.77 44,20
+ £ $ 4
13.80 5.21 35.38 7.45
LA 3N
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ait &. fraksiyonun inhibitdér aktivitesi eklenmisse de, bu

kombinasyonun antiinflamatuar etkivi potansivalize otmedidi

géruldu,
A) Anti-FLA, __Aktivitesine sahip proteinlerin
. £ F05it Lif EKisis
Aktivite gbézlenen 6ve 11. fraksiyonlardaki proteinierin
6lciti olarak  alinan,

T lenfositlerin aktivasyonunun

proliferasyonlarina etkisi arastlrtldlﬁlnda 72. saalte kontrole

gdre farklilik saptanmadyl (Tablo 6) ve her gruba ait fraksivon

11 ve &6'nin proliferatif etkileri benzer bulundu.(iablo 7)
Tablo 6) olan fraksivonlarin 1

Anti-FLA, aktivitesi

lenfosit proliferasyonuna etkisi:

ortama ilavelortama ilave ortama ilave
odilen PHA edilen 11%. edilen 6. % Proliferasyon
{1 ug/ml) fraksiyon fraksivon
$1.47 & B8.33
— — ——— n'_' 2 4
25.76 + 1.32
+ — — n=20
26.12 * 5,22
+ + — n=%0
24.97 & 3.60
+ e -} n=10




Tablo 7) Anti-FLA, aktivitesi olan fraksiyonlarin T

lenfosit proliferasyonuna etkisinin karsilastirilmasi:

Fraksivon 6 Fraksivon 114
Gruplar

(% proliferasyon? {X proliferasyon)
Kontrol - 26.12 * 5,22
Dexam. | -- 25.30 * 3.10
C5-A 24.72 & 3.58 24.92 £ 3.60
Dexam. +05-4A 22.81 + 4.32 25,192 t 4,72

5) Anti FLA aktivitevp sahip proteinlerin makrofai fago-
itik aktivitesi tkisi:

Anti-FLA, aktivitesi oldufu saptanan ve lipocortin oldu-
fu dislinilen 11. fraksiyondaki molekiil a¥irlii 37.500 - 42.500
aras1 proteinlerin makrofaj fagositik aktivitesine etkisi ince-
lendifinde €5-A grubunun disindaki tim gruplarda inhibisyon ol-
dufu gérialdda.

Dexamethasonun olusturdugu lipocortin (fraksivon 11)'in
makrofaj fagositik aktivitesini anlaml: inhibe etti8i halde
C5-A grubundan elde edilen fraksiyon 11.'deki proteinin fago-

sitoza etkisi kontrolden farkl: bulunmadi. {Sekil 47) Dilier van
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dan Dexsamethason + 0S5-A'nin birlikte uyvgulandig: gruptan eide
edilen fraksiyvon 141'in fagositozu baskilayici giicl Dexamethaso-

nunkine esdelfer idi.

10.00

l ,_'.l-‘- D ; Kontrol grubu (n=10)

@ ; Dexamethasone grubu (n=9)

8.00 -
[ 7: cs-a grubu =10
7.00 -
@ ; Dex.+CS-A grubu (n=10)
6.00 = pep.01
E ne) OO0

5.00

4.00

3.00

Fagosite edilen partikiil sayisi

2.00

1.00

pekil 17) Anti-FLA, aktiviteai aaptanan 11. frakaiyonun

makrofaj fagositik aktivitesine etkisi.
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TARTIGSGHMA

Lipocortinin imminosupresyondaki rolinii saptamak
amaciyla yapilan ve sicanlardan elde edilen peritoneal hiicre
ler {izerinde gerceklestirilen bu arastirmada, dexamethasone
ve C5-A'nin tek basina veva birlikte kullaniminda AA mikta-
rimn belirgin sekilde azaldi¥: tesbit edilmistir.

Dexamethasone’'un,AA miktarin: lipocortin aracilid:
ile inhibe ettiYyi cok detayli calismalarla gdsterilmistir(y,
21,27,31,33). aAncak C5-A'nin AA olusumuna etkisi ile ilgitli
calismalardan elde edilen bulgular celiskili olup (16,28, 35,
86,%97,9%,106), mekanizmasi hakkindaki bilgiler veterli defil-
dir. Bu konuda calisan arastiricilarin bir kism: C5-A'nin AaA
vaprmini azalttidini(28,85,97),bir kismi arttirdifini (96)
lleri suUrerken,etkisiz oldufunu savunanlar da vardir (16,35,
86, 106},

Steroid yapi1li hormonlardan glukokortikoidlerin
sentetik sekli olan dexamethasone, hedef hicrenin -membranim
gectikten sonra sitoroldeki #zel reseptére badlanarak etki
gostermektedir. Sitozoldeki reseptér-hormon kompleksi, kro-
matin Uzerinde bulunan akseptére tutunarak yeni protein
sentezi icin mRNA olusumuna neden olmaktadir (51,52, 163).Bu
klasik bilgilerin, calismamizda saptanan, dexamethasone ile
inkUbe edilen hicrelerde sentezlenen proteinlerin miktarin-
daki anlaml: artis ile uyum icinde oldufiv gézlenmistir.

Glukokortikoidlerin antiinflamatuar etkisinden so-
rumlu olan lipocortin de bir glikoproteindir.Dexamethasone'a
cevap olarak hicrelerde miktar: artmaktadir (12,21,22,27,31-
33). Lipocortin sentezi mRNA veya protein inhibitérleri ile
bloke edildifi zaman glukokortikoidlerin inflamatuar hasta-

12klarin tedavisinde etkisiz kalmaslilipocortinin by hasta-
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liklardaki 6nemini wvurgulamaktadir (41,42). ¢alismamizda
dexamethasone etkisi ile miktari1 6.85 misli artan ve 11,
fraksiyonda cikan proteinin AA inhibe edici gice sahip olusuy,
molekil afirli¥inin 37.500-42,500 arasinda bulunusu, bunun
lipocortin olduffunun kanitidir.

Lipocortinler hakkindaki calismalar, molekiil affir-
1181 15.000, 30.000 ve 40.000 olmak iizere birden fazla tiru-
nin bulundufunu ortaya cikarmistir (41,42,46,83). Bu bilgi-
ler dikkate alindidinda, dexamethasone ile muamele edilen
hiicrelerde sadece 40.000 molekill atiirlikl: protein iceren
fraksiyonda anti-FLA, aktivitesi slde etmemiz, 15.000 ve
30.000 molekiil afiirlikl: lipocortinlere rastlavamayisimiz
vadsinabilir. Ancak bu bir deney veya izolasyon hatasi ol-
mayip, deneylerimizde proteaz inhibitérleri kullanilmas: ve
FCs'un 1s1tilarak ilave edilmesine ba8lidir. Cesitli aras-
firicilarin periteneal hicrelerden salgilanan lipocortinin
proteazlarin etkisi ile 15.000 ile 30.000 molekil afirliklii
parcalara avrildifiina bildiren calismalari (60,89), bizim
sadece 11. fraksiyonda lipocortin aktivitesini elde edisimi-
£1i cok iyi aciklamaktadir.

G5-A ile inkibe edilen hicrelerde dexamethasone
grubunda oldufu gibi hem Aa miktarinda azalis, hem de pro-
tein miktarinda artis ortaya cikmistir.Ancak CS—A,lipocortin
¢larak kabul ettidimiz ve 11. fraksivonda cikan protein mik-
tar ve aktivitesinde herhangi bir defiismeye neden olmamistit
Dexamethasone daha c¢ok 8-12. fraksiyonlardaki daha kucuk
molekdl afirlikli proteinlerin sentezinin artisina yol acti-
41 halde G5-A, 6 ve 7, fraksiyvonlarda cikan daha biviik mole-
kil afiriikl: proteinlerde artisa neden olmustur.

AA inhibisyonu Uzerinden &lcilen anti-FLA, aktivi-
tesi dikkate alindifinda, ©S-A'nin AA azltici: etkisinin

lipocortin (zerinden olmavip, sephadex G 50-80 kolonunun 6.
rorkUeY
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fraksiyonunda cikan ve molekil afirlifily 62.500-67.500 aras:
bir protein veya proteinler aracilifi ile olabilecedi kani-
sina varilmistir,

C5-A etkisiyle sentezlenen bu protein veya rrotein
lere kontrol hiicrelerde ve dexamathasone ile situmiile hilcre-
lerde rastlanmadifit gibi, bunlarin anti-FLA, aglich de
dexamethasone'a cevaben salgllanan ve fraksiyon 11 de cikan
lipocortinden oldukca zaviftair. Kontrol grubuna ait fraksi-

yon 11 deki 50 ug proteinin AA inhibe edici glicl X1.8612,94

iken, dexamethasone grubuna ait ayvm fraksiyvondaki 50 ug pro-

teinin AA olusumunda %46.74 + B.40 oraninda inhibisyon vapi-
€1 glce sahip oldufiu dikkati cekmistir. Bir baska ifade ile
dexamethasone, lipocortinin hem miktarinda, hem de bivolojik
giclinde artisa neden olmustur. C5-A'vya cevaben olusan 6.
fraksiyondaki proteinlerin anti-FLA, aktivitesi var isp de,
lipocortinin ki ile karsilastirildifinda oldukca arz oldufu
dikkati cekmistir. 6. fraksiyvondaki Sg ug proteinin %8.12 +
3.86 1tk bir Aa inhibisyonu vaptiric: glice sahip olusu bunun
gizel bir gbdstergesidir.

05-A etkisi ile sentezlenen fraksivonm 7 deki pro-
teinin ise AA azaltici etkisi hi¢ bulunmadifiindan 6zellikle-
ri bu arastirmaya konu edilmemistir,

Lipocortin aktivitesine sahip 11. fraksiyondaki
proteinlerin PHA ile stimile edilmis T hicrelerinin prolife-
rasyomma etki etmeyisi coodwin ve ark. (81)'in PHA ile sitig-
milasyonla artan LTBA,ﬂn T hiticrelerinde IL-2 yvapimindan so-
tumlu oldufunu ve ortama dexamegthasone ilavesi ile IL-2 ya-
pimimn araldifini goésteren calismalarinmin sonuclar:1 ile
uyumlu  bulunmamistir. Ancak bu konu ile ilgili bulgular
cldukca kar masiktir. Glukokortikoidlerin etkisi ile

notrofillerde vapilan lipomodulin (lipocortim timositlerin
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mitojenlere proliferatif cevabinin dizenleyicisi oldufjunu
ileri siren Hirata ve Iwata {(5%) lipomodulinin bu etkisinde
olgunlasmamis supressor T hidcrelerini hedef aldifint ve
yardimeci T hicrelerinin fonksivonlarini ise. fazla
etkilemedidini bildirmis- lerdir. Lipomodulin antikoriarinin
mevcut oldudu SLE ve Rheumatoid arthritis gibi otoimmin
hastaliklarin glukokortikoid tedavisinden yararlanmas: da
lipomoduling karsi antikor yapimin: baskilayan supressor 1
hiucrelerinde bir bozuklufu diusinen Hirata ve Iwata'v: teyid
gtmektedir (59}.

Glukokortikoidlerin lenfopeni vapici etkisi kla-
siklesmis bir bilgi olmasina karsin mekanizmas1 acik dedil-
dir. Goodwin ve ark. bunu LTBy azalisl lzerinden aciklarken,
Minakuchi ve ark.(78) ile Brunda ve ark.(17) bir baska AA
grimi olan PGE, 'nin tam aksi etkiyve sahip oldufiunu ileri
sUrmeleri bu karmasayva en glizel ornektir.

Hirata ve Iwata lipomodulinin sadece supressor T
hicrelerinde imminomodilatér oldufuru bildiren bulgular:
dikkate alindi8iinda, bizim lipocortin ile On inkdbasyondan
sonra T hucrelerinin proliferasyonlarint defismemis bulmamiz
kullandiffimiz hicrelerin cofiunlufiunu vardimci T hicrelerinin
olusturmasindan ileri gelebilir. Lenf nodlarindan izole edi-
len hicrelere 6n inkGbasyon icin ilave edilen 50 yg lipocor-
tin aktiviteli proteinin miktar bakimindan yvetersiz kalmasi-
da bu uyumsuzlufun bir baska ac¢iklamasi olabilir.

Fraksiyon 6 ve 11 deki proteinlerin T hicrelerinde
preoliferasyon vaptiricl gice sahip olmayisi, hem CS5-A, hem-
de dexamethasone'un spesifik immGnosupressif etkisinden
iipocortinin sorumlu olmayip, sadece nonspesifik immin sis-
temdeki antiinflamatuar etkiden sorumlu olabilecetiini disin-
mustir, sonuclarimiz ayrica fraksiveon 6 daki proteinin sadece

GS5-A'va 6z2gll bir protein olduffunu ortava cikarmistir.
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Galismamizda saptanan ilgin¢ bir gézlem ise dexa-
mathasone etkisi ile elde edilen lipocortinin literatiirde de
belirtildigi sekilde (31) fagositik aktivitevi araltmasina
karsin ¢s-A'nin uygulandid: hicrelerden elde sdilen lipocor-
tinin fagositik glcl etkilemeyisidir. Bunun nedeni dexamet-
hascne'a cevap olarak salgilanan lipocortinin miktar olarak
artis: yaminda anti-FLA aktivitesinin de artmis olmas: ola-
bilir. Qinkd ortama ilave edilen dexamethasone grubuna ait
50 pg lipocortinin biyolojik aktivitesi, kontrol grubundan
ve G5-A grubundan elde edilen aktiviteden 75,12 misli daha
fazla bulunmustur.

G5-A'nin dexamethasone ile birlikte kullanilmasi
&. fraksiyvonda cikan proteinin miktarim defistirmedidi gibi
dexamethasone'un antiinflamatuar etkisinde, yvani aA inhibe
edici glicinde de bu birliktelidin olumlu bir katkisi gizlen-
memistir,

Sonu¢ olarak , immiinosupresyonda lipocortinin roli-
nin incelendidi bu c¢alismamizin bulgular: glukokortikoidleri
lenfositler aracilifi ile gelisen immin cevaplari: baskilayi-
€1 atkisinde,peritoneal makrofajlardan salgilanan lipocorti-
nin roli olamayacafiim distndirmistur. Lipocortinin sadece
nonspesifik immin yamitin baskilanmasinda antiinflamatuar
etki gbstererek makrofaj fagositik aktivitesini inhibe ede-
rek rol oynadi8r kanisina ulasilmistir.

Ayrica arastirmamizdan elde edilen bulgular CS5-A-
va badimli molek$l afiriig: 60.000 den biyik olan bir pro-
teinin peritoneal hiicrelerden sentezlendiiini, spesifik im-
min sisteme etkili olmadi8ini, ancak antiinflamatuar etkiden
sorumlu olabileceliini gdstermistir. Benzeri bir calismava
rastlanamadifl icin bu bulgunun yorumunda literatir destedi
saflanamayis1, fraksiyon 6 da cikan protein hakkinda vorum

yapmy: zorlastirmakta ise de, calismalarimiz bu proteinin,
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GS-A'min yan etkilerinden sorumlu olup plmadi¥:1 sorusunun
yanitinl bulma yoéninde derinlestirilmektedir.

Boylece bu invitro calismadan elde edilen bulgular
bize, lipocortinin hem dexamethasoneg, hem de CS-A'nmin T hiic-
relerinin yamti {zerinden spesifik immin cevaplarda dodru-
dan etkili olmayip, daha cok etkisini endojen antiinflamatuar

bir ajan colarak yvaptifin: disUndirmistir.
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Lipocortinin imminosupresyondaki yerini saptamak amaci
ile tertiplenen bu invitro calismada adiriiklari 130-170 g
arasinda olan erkek albino sicanlardan elde edilen peritoneal
hicreler kullamld:.

RPMI 1640 medyum icinde seyreltilmis 1Ux106 hicre
ihtiva eden tipler %95 0, ve %5 CO, karisim1l altinda 37°C'lik
calkalayici su bonyosunda 16 saat sire ile inkibe edildiler,
Kontrol grubunu olusturan tiplere sadece medyum ilave pdilir-
ken, difer tiplere sira ile 10°% W bexamethason, 10 ug/ml
C5-A ve her ikisi birlikte ilave edilerek olusan AA miktar-
lar: &1cildii.

16 saatlik inkibasyondan sonra santrifigasyvonla elde
edilen sUpernatanlardaki AA miktar:1 kontrol tiplerde 21.34 %
3.48 pg/sml, Dexamethason grubunda 12.7% + 6.41 pg/ml, 05-a ve
her iki ilacin birlikte kullanildid: tdplerde ise Sira ile
17.68 * 2.38 pg ve 14.04 * 4.0% pasml olarak saptandi.
Imminosupressif ajanlarin ilavesi ils AA miktarlarinda
gézlenen defisiklikler cok 6nemli idi.

Inkibasyon periodu sonunda kontrol hiicrelerin
sentezledidi toplam protein miktari1 1178.81 * 190.45 ug/ml
iken Dexamethason ve CS-A ile inkitbe edilen hicrelerde sirasi
ile 1658.92 * 234.64 ve 1385.05 & 202.60 wpgsml olarak
bulundu. Her iki imminosupressif ilacin birlikte kullanildig:
tiplarde ise 1751.58 * 2946.87 ug/ml protein mevcuttu. Protsoin

miktarlarinda kontrol grubuna gore saptanan artislar istatis-
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tiksel cok anlaml1il idi.

tmminosupressif ajaniarla inkilibe edilen 2;{106 hilcrenin
siipernataninin sephadex € 50-86 kolonundan gecirilmesi ile
plde edilen 16 dakikalik fraksivonlardaki proteinlerin miktari:
molektl a#firiiklary ve antifosfolipaz A, aktivitesi incelendi.

pexamethasonun etkisi ile 8-12. fraksiyonlarda cikan
ve molekiil athirliklar: 32.500 ile 47.500 arasinda defisen
proteinlerde artis olduju halde ©5-A, molekiil a¥%irliklar:
52.500 ile 67;500 arasinda olan ve & ile 7. fraksivonlarda
cikan proteinlerde artisa neden oldu. Bu fraksiyonlardan
sadece C5-A'nin neden oldufiu 6. fraksiyondaki Ve
pexamethasonun nzden oldufu 11. fraksiyonda c¢ikan proteinlerin
AA'1 inhibe edici aktivitesi mevcuttu,

Fraksivon G ve 11'de ci1kan antifosfolipaz A,

aktiviteli proteinlerin her ikiside T hicre preoliferasyonunu
etkilemediti gibi makrefajlarin fagositik aktivitesini de
sadece Dexamethasonun etkisi ile olusan ve 11. fraksiyondan
cikan lipocortinin azalttif: gbzlendi.

sonu¢ olarak Dexamethasona balili olarak peritongal
hilcrelerde sentezlenen lipocortin aktiviteli proteinin 1
hilcrelerinin  proliferasyonunu etkilemedifi, fakat fagositik
aktiviteyi anlamli sekilde azaltti18i, ©S5-A ile olusan 62.500-
67.500 molekil afiriifdi  arasindaki proteinin lipocortin
aktivitesine sahip olmakla birlikte T hilcresi ve makrofaj
fagositik aktivitesine etkisiz olduu,dolayisiyla lipocortinin
spesifik  immin sistemde dofirudan etkili olmadi&: bhalde,
antiinflamatuar etki ile nonspesifik immin sistemde rol
oynadiffi ortaya cikti. Bu iki immiinosupresif ajamin birlikte
kullanilmasinin ne lipocortin miktarinda, ne de aktivitesinde

énemli katkisi gizlenmedi.



‘The purpose of this study was to investigate the
peffect of the immunosuprassive agents on the in vitro rﬁt
peritoneal cells responses. In this study, the albino rats
weighing 130-170 g were used in this study. |

peritoneal calls were jncubated at 37°C under 5% GO,

and %95 o, for 16 hrs in RPMI-1640 medium containing
immunosupressive agents such as glucocorticoids and
cyclosporin-A which are the most frequently used for the
supressing the immune system. ' i

the synthesis of the amount of protein as well E;E
their molecular weights and anti-phospholipase A, activities
and arachidonic acid content of incubated cells as a TEsSpOonse
to 19'5 M Dexamethasone, 10 uwg/ml cyclosporin-A and
combination of these two drugs were measured at the end of the
incubation period.

The mean protein level in the cells incubated with
y0°% pgsml of ©5-A rosed significantly from the control value
of 1178.81 % 190,45 ug/ml to 1658.92 % 234.64 and 1385.05 1
202.60 pg/ml respectively. The combination of these two drugs
also caused an increase in the mean levels of synthetized
proteins¢1751.58 * 296.87 ug/ml , p<0D.01%).

rhe mean arachidonic acid released from the cells
incubated in the control conditions was 21.34 % 3.48 pg/ml.

Incubation with dexamethasone and 0S-A + dexamethasone caused
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a significant decreased in AA production. The mean level was
12.79 + 6.41 and 14.04 * 4.01 pgsml respectively. Where as
05-A alone produced a mild inhibition of AA levels during this
period.

The supernatants of the incubated cells were loaded on
the column of sephadex G 50-80 and the eluent of ten minutes
were c¢ollected and subjected for the analyses of their
anti-phospholipase A, by HPLC as well as their molecular
weights. |

poxamethasone stimulated the synthesis of the proteins
which are fractioned between 8 to 12 where as C5-A caused an
increase in the levels of proteins with the higher molgcular
weights.

The anti-phospholipase A, activities were detected
only in the fraction of 11 of Dexamethasone group and fraction
6§ of the ¢S5-A treated cells.Both fractiones which have
lipocortin activity showed no effect on the proliferation of T
cells, only protein from fraction %t had an inhibitory effect

on phagocytic activities of macrophages.
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