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PREDNIZOLON VE SIKLOSPORIN A'nin
LENFOSITLERIN DOGAL ANTIKANDIDIYAL
AKTIVITELERI UZERINE ETKILERI
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Predaizolon  ve  giklosporin A dzellikie
kliniklerinde

tiflarilan immanosuapres afanlardie. Bo calismada

Lransplantasyon yavgein  olarak
preduizolon ve siklosporm Awin lenfoxitlerin
sl gty hernedidlived akiivites! Gzerine et&ilers Wi
farndidival Kolont indiisvon denevt wvpaulanarak
e elendly, Lodal amtidandidival akniviienin ;',L-,u'{?'u
Midan Lef 07 M Ladar deiyen Lonsantrasvengy
der priwidnizedeny Hebeligdn olaeak Bkl buna
faaryilek 005 putml-50eimd siklasportn A fle . eldiyean
ety sy extertixdibsed geidan feensiz ol el
sagitndt. Siklosporin A He dogal aatinileobiyal
akivirede dacali bir de @isiklik adneanian B iac
tegnaplantdsyon sonras imeinostipresif tedavive
gireesl e alimei] enfeksivan sodigom azaligm

gkl vadilir
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SUMMARY

Preduisolone and cyclosporine A are widely wsed

ImmERGsupressive  agenty  especially i
transplantation clinies. o this study, the effecty of
these agents on natiead anticandidicd activity were
imvestigated by g candidinl colony forming e
inbulition assay, Prednisolons al concemrations
rangTy from Intoe? Ao ge 1t d M significantly
decreased the anticandidied aetivity whereas with
different doses of evelosporine varving in bolween
0,05 e et

stateelically pgigaiticent. The Tack of sienificant

Spptml ke sipresstee effect wirs

stipressivnt o watural antimiceobiol activity el
verleibete Lo Lhe veduelion of fated infection rate
after Cyidospering A was inlroduced inte the

artiregective therapy follenving tramsplantationy.

"
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Kortikosteroidler, oleimmiin ve  allerjik
hastalikbann tedavisinde aynea transplantasvon
sanrast atithm reaksivonlanmin. ontenmesinde
yaygm olirak kullanilmakiadir( 1.2}, Sterowdlerin
nsan bafipkhk sisteminde ver alan gesih

hitcrelerin iglevlenni etkiledigi bilinmektedir,
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Bunlar arasinda makrofajlarm ve nistrofil
lokositlerin gig ve fagositoz iglevierini bozarak
vangisal cevabr engeliemeleri(3 4), sitotoksik T
(IFNY 2,

Interlikin (IL} -1 ve 2 sentezini boemalarii 7.8).

hucre gelisiminii3.6), mlerferon

lentopent ve cozinopentye yol agmalar 1.4)
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savalibilir,

Som 1D waldhe siklosporin Alnim (CyA) Klinik
tedavive girmest e transplantasyon sonrast
busun yizdesi helirgin olgiile artmigtie 1.9,10).
CyA hem sabmisal hem  hilcresel elekior
sistemdert etkilemekiedir, Ancak bunun esos
avitesi T lenfosiderni deerindedin@-11), Cy A, bu
IL-2

ckspresyonunu engetler(2), Transplantasyon

hilcrelerde sentesint ve 1L-2 resepior
Klinikleninde athim reaksiyonunun gnlenmesi
anexct ile kullamiban immunosapresif ajanlar
sadece allografta Gegdl cevahi baskidamakia
kalmaz tim yinleri ile dzgiil hilcresel yamin
etkiler(1.2,12.). Bu nedenle enfeksivonlardan
korunmada dofal siotostk mekanizmalar dnem

kazanmakiadir,

Yiaklagik 15 yal pnce smmlanmasindan bu yani
lenfositer  dogal  sitotoksisite konakgimnim
enfeksivie ajankara ve kanser geligimine duencini
sadlimas) dle immidnoloj cevrelerinde en Tarly
iyl geken alanlardan hirk olmuosture, Periferal
kunda MHC drinfenade bamsz sitoioksisie
siisteren lenfositler arasinda hakim olan grup, iri
sranullit lenfositler olurak da tanimlanan Dogal
atdiirded (Natural Killer; NE) hiicrelerdind [3,14),
Bu hilcrelenin klasik NE iglevi vanminda Fe
reseptorleri aracihify ile gergeklesurdiklen
antikora bagumbe hicresel sitotoksisite {anithody
dependent cellular cviotoxicity: ADCC) akiivitesi
de bulunmaktadi(2,15),

Bu ¢aligmada lenfosit dogal sitotoksisitesinm

dlgiimid agin geligtirdifumie ve kolont inhibisyon
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femeling dayanan Antikandidival indeks (AKD
vinteming (16,17 kullanarak prednizolon (PRI
vie CyA'nin doal antikandidival aktivite Geerine

cikasing mceledik.
GEREC VE YONTEM
I, Efektir (E) Hucrelerinin Hazirlamisi:

20-40 yag aras saZlikh kigilerden alinan 10ml.
heparmli (Liguemine®, Roche) kan drmef sieril
tiplerde fosfat tmponlu Nzvolojik tuzlu su
(FPBSYile 1z eraninda sulancnbd, Buradan $ml
abmarak 2ml lenfosit ayvirma  solisyonu

(Histopague®, Sigma Chem.  Compl) igeren
liiplere vavasca ilave edildi, 20 dakika 2000
rpm'de santrifiije edildikten sonra olusan
menaniikleer hilcre tabakas (PBMC) pastor
pipet e (opland, Hiicreler 6 kez PBS ilc
vikandi, Bu iglemden sonra monositlerin
weaklgiimlabilmesi g1 hitereler RPMT 1640
Besiverli (Cell Raisers®. Flow Labl il
kangtinlarak, 0.2ce verici serumu ile kaplanmg
pein kuiwlanina yavildi. 37°C'de bir st enkilbe
edilds v stirenin sonunda petrn kulusu yireying
yapismayan hiicreler steril sartlarda pastir pipeti
tle toplande, Bu hicrelerden yavma preparal
yapihip Giemsa ile bovandifmda  $%90-95

lenfositlerden olugtufu ghriildi.

Tripan mavisi (0.2} 1le canh hilcre orani
T09'un zenndeydi. Hitereler bir kez yikandikian
sonra, ilgili deney basamaBing gire PRD, Cy A
veya sadece besiyeri ile enkilbe edilerck

sitotoksisite deneyinde kullamlds,
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Il. Hedef (H) Hiicrelerin Hazirlanige

Candida  stellatoiden maya hiicreteri, mililitrede
A A ; ;

4x 107 canh mikroorganizma olacak gekilde

sulindimmlan yapildiktan sonra hedel hiicreler

Olarak kullanalda,

1. Sitotoksisite Denevi (16,173

Mava hilcreleri. cfekiar hicrelerle 1:5 ve |7 13
H:E orantarmda 37°C'de 2 sa enkiibe edildi.
Enkiithusyonunun sonunda her wpten en e 4 plik
olmak Gzere kanh agara 25%er mikrolitre ekim
vapildy, 37°Cde 48 saal bekletifdikien sonra
oligan kolontler sayddi. Sadece RPMI 1640+4%:5
otolee serum ile enkithe edilen hedel hiicreler
Indeks (AKD

(Kontral-K)  Antkandidiyal

hesaplanmasinda kullandds,

IV} Antikandidival etki agagidaki formil yardim

il hesaplands;

||  Dency KOU* |

AKl = i
| Kontrol KOU J{

£ 100

* KOU = Kolont olugturan tnite

Vi1 Efektir hocrelerin PRD ile muamele

edilmesi:

al Doz etKisi:

Efektor hiicreler {ﬁxlﬂﬁ.-’mh. l)tl(‘.l'3 M. lxlf‘.l'f1

- .

M. Ix 10 ? M prednizolon (Merck Sharp
Dohime) e 18 saat 37°C7de mkithe cdildi.
Inkiitbasyon sonunda PBS ile 2 ke vikanarak

sitotoksisite deneyinde kullamildi.
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b} Inkibasyon siresinin etkisi

6 M PRD ile

saal enkiihe cdildiklen sonra

Efckior hifcreler iﬁxmﬁ.-'mll Ix 1’
2.8, 16, 24
vikanarak sitotoksisite deneyinde kullamildi,

Y1} Efektor hiicrelerinin siklosporin A

ile muamele edilmesi:

ab Doz Etkisi:

Oimly 0.05. 0.25. 1.

Spg/ml gibi defigik konsantrasyonlarda CyA

Efekitr hucreler (5x10)

(Sandimmin®, Sandoz. Comp) igeren besiverinde
1% saat inkobe edildikien sonra. yvikanarak
sitotoksisite dencyinde kullamilde. Siklosparinin
bu diizevlen klinikte wysulanan  tedavi
doclarndan sonra clde edilen fakmakokinetik

dizeylere wvum gistermektedic] 18).
b) Inkubasyon siresinin etkisi:

Efektor hicreler (3x100/ml) lpg/ml CyvA ile
2.8.16,24

sitotoksisite deneyinde kullanildy,

saat  inkibe edildikien sonra

Vil
Kullanilan Istatistiksel

Bulgularim  Degerlendirilmesinde

Testler:
Mann Whitney U tesi kullamldr {(149)
BULGULAR

1) Cy A'mm Dogal

Aktivite Uzerine Fikisi:

Antikandidiyal

a) Doz etkisi:

4 Lokl vernciden alman kan tmekler tle vaplan

deneylerde degisen komsantrasyonlards Cy A ile
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nkithasyon sonrasinda antikandidival aktivilede

01208 amsmeba pealmaspptand g pe0.05) (Sekil 1),

L)

Sekil 1 Dediyen sikloaporin A konyanteasven

tars ve AKS {h=e [ 15])
b} Inkiibasyon stresinin etkisi:

Efckttr hiicreler. tpg/ml CyA ile degisen
sitrelerde (O "kontrel™, 20 8, 16, 24 saat) inkiihe
edilerek AR incelendi. Tablo U'de gorildiign gihi
2 15 H: E oraminda 24 saatte gorilen maksimal
haskilama %6.4 idi (p=0.05).

Tablo 1. Cy A ile On inkilbasyon siiresinin
antikandidival indeks Grerine gtkisi

AR

Inkithasyan siiresi {s1) I:E 115 I
1 tkontral ) A4 1£1 1.7

2 AT IS

B 13.3+14.4 [2.7)

ih 32247112 (1

24 31HE11.4 (6.4

n=4

= o Deperer onalama £ 50 Mamk venlmgtir,

{ ¥ Kontrole gone baskilanma yizdess

I Prednizolonun Antikandidiyal

Aktivite Uszerine Etkisi
at Do Etkisi:

4 venciden alinan kan dmeklerinden izole edilen
periferal kan lenlositlert (5x 109 hiere/ml).
degigen dozlarda (0 "kontral, x> M, 1x107°
M. 1107 M) PRD ile 18 saat inkiibe edilerek
AKlincelendi, Dogal anfikandidival etkinin daza
bagiml bir sekilde haskilandid gizlendi (Tablo
I, Sckil 2} H: E orame 1210 olarak alindigindy
1x10™7 M/PRD ile AKI'de kontrale giire %15.3,
Ix10°6 M ile %569, 1x1077 M ile %91.3
aztma oldufu saptand) (p<0.03).

Tahlo . Degisen konsanteasvontarda predmzol-
aaun dagal anlikandidival  akiivite
ficerine oikisd

PRI} kows AR
M

H:E 1:5 l=1Q 115

1 (kanteal) [ 268E7.01* WNELRA EJL & e

txlo? A6 21812 (1530 3LILT (L0

110 TaElZ3 TN 133200 1369F 1786 (L0
1x10° AMET0). 27469015 10063 L
x

n=4 *  cDegerler ortalmmna £ SD olarak

verilmigtir,
{1+ Rontrole gore baskilonmia ylzdess
= pe005
wEr penO5
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Sekil 21 Prednizofan Lomvantrasyeniorn ve AKS

fn=d]
hi Inkiitbasyon siresinin etkisi:

Efektor hijcreler iﬁxlﬂﬁfrnt} l.‘clﬂ_{] M PED tle
deftiyen sirelerde (0 "konirol”, 208, 16, 24 saat)
inkiibe edilerek AK] incelendi:

Dodal anukandidival aktivitedeki baskilanmanin
2, saatte hasladify ve 24 soate kadar arirk
surdign gdelendi (Sekil 3.

lﬂ.l

|

1
LI
| . N
-\._-'
2 H2 73 o4

Sekil X Inkdhasvor sgatlerr ve AKT (e 1015
0 M predmzolon (Dikey cogiler +
SEM pémtermiedicdir).
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TARTISMA

Lenfosit dofal sitotoksisiiesi konagn timir
hiicrelering ve infeksiviz etkenlere direncinde
tnemli ol oynamakiadie. Bu galigmada, Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrohiyolaji
Anahilim Dl luboratuvarlannds gelistinilmis
odan bir kandidival koloni inhibisyon yontemi
kulllurak ki immuonosupresil ajann (PRE ve
CyvA) lenfosit dofal sitoksisitesi izerine cikilen
meelendi, Daha dnee yapalun guliymalarda basi
labhoratavar  sartlaninda uygulanabilen by
vintemde dofal antkandidival aktiviteye sahup
hierelerin NK hilcreler gibit CD 16 yiizey antijen)
tagrvan lenfositler oldufu gostertimisur (16,17),
Caligmamizda  gorilduza  gibr dofal
antikandidival etki degisen konsantrasyonlarda

prednizolon e belirgin olarak baskibanmakiacr,

Bu inhibittr etki iki samlik inkibasvonla
baglamakta vie 24 soure kador anirak surmekiedir,
Baskilanmu effektér hilere  olomie ile 1lgili
degitdie. Ciinkii prednizolon ile dn muamele
sonrast hicre canlibik orane, kontrol hilers
gurubununkt  dle  aym idi (sonuglar
pisterilmemigtie), Aynce enkibasyonu tukiben
hiicreler vikanmakta bdylehikle ilaclinm olas)

antikandidival etkilert de elimine edilmekedir,

Literatirde timér hicreleri ve CrY) salimm
metodu kullanglarak yagalmy benzer galismalar
wardhe, Imir vearkaduslar (200, NK akiivitesinin
deksametazon ile dnemli olgide haskalandiZen
By kargthik [L-2 Gn muamelesinm bu inlubiie

etkivi azalingime postermisierdir, Hochman (21)



M (221 in caligmidurmdi di benser bulgubar
elde cdilmistr, Ancak arastimearn predmealon
etk mckanizmas e ileili bulpulan farklidir
Matir ve arkadaslan (22) bo etkinin deellikle
ADCC akovitest wzerine  oldufunu  Hne

rimigglerdir. Daha tnee yaphifimz gaigmalar
V163 dogal amtikandidival etkinin ADCC aklivile-
sinden Larkh oldufunu gdstermigse de PRD e

askilanan istevin Geelliklennm incetenehilmies

win ckogaligmalara perck oldugu kamsmday e

“unn ransplantasyonu sonrast seruom dilzeylen
ile uyumlu konsanteasyonlarda (0.05-5 pgfml)
siklosporin A ile tekrarlanan benzer deneylerde.
24 saatlik maksimal mhibsyonun % 6.5 ci-
varmda oldufu saptand, Lueraviirdeki diger

cabigmalandis da 000 10wg/ml konsanirasyon-
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aktivitelerimin direkt olarnk ethilemedi2i fakal
immun wyartcdarky akiivasvonu engeliedigi
wisteribmisir (23.24) Bu, WK hilcre aktivisyonu
e gerekli ve T hicreleri tarafindan sentezlencn
IL-2. g-IFN  gibi sitokinlerin sahmimanin

dnlenmesing baZh olabilie (97,

Siklosporin A ile belirgin NK baskilanmast
olmamast. bu tacim transplaniasyon  SonNras:
immunosupresif edavive girmest e dlimeiil

enfeksivon nskinin azalmasing agiklayailir,

Bulgulanimuan  hiteratirdek cr3l salimm
yomtemleri e saptanan bulgolarla wyumln
olmasy, bu calismada kullamdan Antikandidiyal
[ndeks voneminin, dofial sitotoksik aktivite

deferiendirilmest wwin oygun b vontem

larindy  siklosporinin NK  ve  ADCC oldudung kanitlamakidir,
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