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OZET

Yari yapay antijenlerle bagisiklanmis tavsanlarda, asirt kanatmalarin humoral
bagigiklik iizerine etkisini arastirmak amaciyla; antikorlarin en yiksek diizeyde bu-
lundugu giinden itibaren giin agirt yapian 12 - 15 ml lik kanatmalara negatif presipi-
tasyon elde edilene kadar devam edildi. Aym giinlerde paralel yiiriitillen iki ¢calisma-
dan birinde yayma preparatlarla yiizde lenfosit sayist arastirildi. Diger ¢alismada
ise, anti serumlarin seliilloz asetat elektroforezleri yapilarak gama globulin oranlarin-
daki degismeler incelendi. Sonugta, asirt kanatmalara rag men pozitif bagisikhik sii-
resi, kanatmaksizin bulunan 11 giinliik siireye esit oldugu gorildii. Kanatmalarla bir-
likte lenfositlerde siiratli bir proliferasyon, gama globulinlerde ise, nisbeten yavas
bir diigiis saptand..

SUMMARY

THE EFFECTS OF EXCESSIVE BLEEDING ON HUMORAL IMMUNITY
OF RABBITS WHICH WERE IMMUNIZED WITH ARTIFICIAL ANTIGENS

We have intended lo detect the effects of excessive bleeding on humoral im-
munity of the rabbits which were immunized by artificial antigens. For this purpo-
se, we have continued to the bleedings (12-15 ml every other day) until we have got
a negative precipitin reaction.
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We studied in the meanwhile, on the dedection of the percentage of the
lymphocytes on blood smears. We have studied on the other hand, the variation of
the percentage of gamma globulins by cellulose acetat electrophoresis of the anti-
seras. At the end of our research, we have found out that, there were no significant
difference in the positive immunity periods of rabbits which were bled and not
bled. We have also notified, together with the bleedings, a speedy proliferation of
lymphocytes and a slow decrease in the gamma globulin levels occured.

Gelismis omurgah canh tiirline 6zgii bir protein, ayni tiir diger canhlara oral
yol disinda bir yoldan verildiginde antijenik etki gosterir. Bu etki, diger tiir canlilar
icin daha da giiglii antijenik Ozellikler tasiyabilir. Herhangi bir canli organizma anti-
jenik bir uyarnm kargisinda ozgiil antikor yapimi ile yanit vererek bafisikhk kazan-
mis olur. Immunizasyon sirasinda dnce antijen antikordan daha fazladir. Bu devrede
invivo meydana gelen antijen - antikor kompleksleri, antijen fazlalifinda olusan so-
lubil kompekslerdir. Antikor yapimi arttik¢a once bir denge olusur. Daha sonra bir
yandan antijen azalirken diger taraftan antikor arttii i¢in, antikor fazlahginda in-
solubil kompleksler olusur' .  En sonunda antijen kaybolur fakat, 6zgiil antikor-
lar dolasimda bulunmaya devam eder. Ornegin, bazi bulasici hastaliklan geciren
kimselerin hayatlar1 boyu bu hastahifa tekrar yakalanmadiklarn eskiden beri bilin-
mektedir.

Iimmunizasyonda olusan antikorlarin gerek fonksiyonel gerekse biyolojik
ozellikleri, homolog antijeni 6zelliklerine ve o canlinin ait oldugu tiire gore farkhihk
gostermekte; Ozgill antikorlarin sentezi kanda en yiiksek diizeye ulasma zamam ve
pozitif hiimoral bagisiklik siiresi degismektedir.

Herhangi bir maddenin antijenik etki gosterebilmesi i¢in, verilecegi canh i¢in
yabaneci olmasi molekiil agirh@inin 10.000'in lizerinde bulunmasi ve o canli organiz-
maya sindirim iglemine ugramadan girmesi gerekmektedir” .

Yar yapay antijenler, gerek hazirlanmalari ve gerekse ¢calisma kolayhg agisin-
dan deneysel immunolojik ¢aligmalarda uzun yillar olduke¢a sik kullamlagelmis ve
antijen - antikor reaksiyonlannin en can alici noktalan bu suretle agiklanabilmistir® +°

Tip'ta teshis ve tedavi amaciyla canh organizmaya verilen bazi kimyasal mad-
delerin kan ve doku proteinlerine baglanmak suretiyle bir nevi hapten rolu iistlene-
rek viicut proteinlerine antijenik Gzellik kazandirabilir. Bu suretle organizmanin
kendi yapilarina kargi immun reaksiyonlar olugturmasina neden olarak hayati onem
tagirlar,

Bu calismada yar yapay antijenlerle immunize edilmis tavsanlarda pozitif hii-
moral bagigikhk siiresinin ve antikor titresinin asin kanatmalarla degisip degisme-
yecegini aragtirmak istedik. Bu amagla, antijen olarak sagir serumundan elde edilen
160.000 mol. agirhgindaki piisodoglobuline antranilik ve arsanilik asitlerin hapten
olarak ilavesiyle hazirlanan antranil azo - ve arsanil azo - psodoglobulinler ayri ayri
kullanildi. Tavsanlarn immunizasyonu klasik usulle yapildi. Bagisikhigin en yiiksek
diizeye ulastig giinden itibaren giin asir1 12 - 15 ml kadar kulak venlerinden kanati-
larak, bir taraftan presipitin reaksiyonu ile kalitatif, diger taraftan spektrofotomet-

rik yontemle presipitatlan kantitatif olarak tayin etmek suretiyle hiimoral bagisik-
ik durumu saptanda.
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Bulunan sonuglar, ayn antijenlerle yapilan daha 6nceki bir ¢aligmada ortala-
ma 11 giin olarak bulunan sero pozitif hiimoral bagigiklik siiresi ile kargilagtirildi® .

GEREC ve YONTEM

Deneylerde antijen olarak kullamlan antranilazo - ve arsanilazo - psédoglobu-
linler, sigir serumundan doymus amonyum - siilfatla fraksiyonlu olarak ¢oktiirmek
suretiyle ayrilan psodoglobulinin diazotize antranilik ve diazotize arsanilik asitlerle
ayr ayri kenetlenmesiyle hazirlandi® -7 +®, Hazirlanan bu antijenlere kars: 6nceden
bagisik olmadiklan presipitin reaksiyonu ile kontrol edilen, her iki cinsten 2-2,5 kg
agirhigindaki toplam 45 adet saghkh tavsana dort seri halinde kg. bagina 30 mg an-
tijen haftada iki defa olmak iizere 3 hafta siire ile subkiitan enjekte edildi. Son en-
jeksiyondan sonra bir hafta ara verildi. Bu aradan sonra, kulak venlerinden 2-3 ml
kan ahnarak presipitasyonla bagigik lik kontrolleri yapildi. Pozitif bagigiklik goste-
ren tavsanlarin kulak veninden negatif presipitin reaksiyonu verene dek giin agin
12-15 ml kadar kan alindi ve ayrilan antiserumlarla presipitin reasiyonlan yapildi.
Antijen - Antikor kompleksine ait gozlemler tesekkiil eden kompleksin bulankl-
gina gore, en iyi presipitin tipi ++++, iyi +++, orta ++, az +, siipheli ¥, yok—,
olarak degerlendirildi.

Sonuglar tablo halinde gosterildi. Kantitatif tayinlerde, pozitif presipitin
reaksiyonlan sonunda meydana gelen ve bu presipitatlarin 5 ml 0,01 N Na OH te
¢oziilmesiylede elde edilen ¢ozeltilerin apsorpsiyonlar1 215 ve 225 nm dalga boy-
larinda, perkinelmer model 55 spektrofotometrede olgiildii. Bu suretle presipitatla-
rin (Antijen - Antikor kompleksi) protein miktarlan A(215—225) x 144 = ug/ml.
formiiliine gore hesaplandi”+'“ .

Elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak hiimoral bagisiklik durumu grafikle
gosterildi. Giin agin kanatma giinlerinde paralel yiiriitiilen diger bir cahgmada kanat-
ma giinlerine ait serumlarin, Gelman - Digiscreen tip aygitta sepraphore III selilloz
poliasetat kagitlar1 kullanilarak elektroforezleri yapildi. Elektroforez i¢in; tris Bar-
bital - Na/barbital tamponuyla pH 8.8 de 30'220 V, mA'lik dogru akim uyguland..
Bu siire sonunda seritler, 10' ponceau - S boyasiyla boyandi. %5'lik CH; COOH le
yikanarak %40'lik dimetilformamit transparan ¢ozeltisinde bekletildi. Etiivde kuru-
tularak optik dansitometrede fraksiyonlarin renk siddetine gore egrileri cizildi ve
gamaglobulin yiizdeleri hesaplandi.

Kanatma giinlerinde lenfositlerin durumunu aragtirmak amaciyla lokosit for-
miilleri yapildi. Temiz bir lama damlatilan taze bir damla kan yayma yapilarak kuru-
tuldu. May Griinwald eriyiginde fikse edildikten sonra Giemsa boyasi ile boyandi.
Mikroskopta, immersion objeklifi ile her preparatta sayilan 100 lokosit i¢inde rast-
lanan lenfositler sayilarak ortalama yiizde lenfosit sayilari bulundu.
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BULGULAR

4 seri halinde deneye alinan toplam 45 tavsanin pozitif bagisikhik reaksiyonu
gosteren 24'iiniin kulak venlerinden giin agm ve her seferinde 12 - 15 ml kan almip
presipitin reaksiyonlari yapilarak olusan presipitatlarin bulanikhik derecesine gore
kalitatif bir degerlendirme yapildi. Ornek olarak secilen iki ayri tavsanda, her iki
antijene ait pozitif reaksiyon elde edilen giinler ve reaksiyon siddetlerinin degerlen-
dirilmesi tablo 1 ve 2'de gosterildi.

Tablo 1 : Antranilazo - psédoglobulinle bagisiklanmig bir tavsanda
presipitin reaksiyonunun kalitatif degerlendirilmesi

Kanatma ANTIJENIN SEYRELTILME ORANLARI
No. 1/10 1/30 1/100 1/300 1/1000 1/3000 Kontrol
i = + +++ +++ +++ ++
2. - - R +++ ++ + =
3. — — - e ++ — -
4, — — — - - - —
5. — - - + — - =

Tablo 2 : Antranilazo - psodoglobulinle bagisiklannus bir tavsanda
presipitin reaksiyonunun kalitatif degerlendirilmesi

Kanatma ANTIJENIN SEYRELTILME ORANLARI
No. 1/10 1/30 1/100 1/300 1/1000 1/3000 Kontrol
1. = + +f +++ Hifa i =
2. 5 i + 4+ ++ F —
3. = = + ++ LS - =
A — — - + F - =
5: — — — -~

F - _— =

Deneylerde ayr seriler halinde kullanilan her iki antijene kars: olugan hiimo-
ral bagisikhk siireleri kantitatif olarak spektrofotometrik yontemle saptanmistir.
Presipitatlarin protein miktar tayinleri yapilarak dolaylh olarak, antikorlarin en yiik-

sek diizeyde oldugu giinden itibaren zamanla azalarak 11. giin sifira diigttigii goriil-
miistiir (Sekil: 1).
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Antijen Antikor komleksi
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Sekil 1 : Yar: yapay antijenlerle bagigiklanmig tavsanlarin antikor diizeylerinin

en yiiksek oldugu giinden itibaren giin agiri, agirt kanatmalaria bulunan hiimoral

bagigikhik egrisi (- c) ve daha dnceki bir gahigmada kanatmaksizin bulunan
hiimoral bagisiklik egrisi (e——e) goriilmektedir,
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Lenfosit (*/)

¥-Globulin (*/)
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Sekil 2 : Giin agwrt yapilan kan yayma preparatlarinda saptanan
yuzde lenfosit sayilari

20 -
18 -
16 -

il

Gunler

Sekil 3 : Gun asirt anti serumlarin elektroforezinde hesaplanan
yiizde gamaglobulin oranlar
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Kanatma giinlerinde taze kandan yayma preparatlar hazirlanarak l6kosit for-
miilleri yapihp lenfosit yiizde oranlari bulundu (§ekil: 2). Paralel yiiriitilen diger bir
caligmada da aym kanatma giinlerine ait antiserumlann seliilloz asetat elektroforezle-
ri yapilarak gamaglobulin oranlan tayin edildi (Sekil: 3). Sekil 2 ve 3 te gorilldiigii
gibi, bir taraftan da yiizde lenfosit orani kanatmalarla birlikte hizh bir artis goster-
mekte diger taraftan gamaglobulin oranlan nispeten yavag bir diisiis gostermektedir.

Sonuc¢ olarak, yan yapay antijenlerle immunize edilmis tavsanlarnin presipitin
reaksiyonu ile izlenen hiimoral bagisiklik siireleri agin kanatmalara ragmen degis-
medigi ve bu siirenin ortalama 11 giin oldugu bulundu. Kanatma giinlerindeki yiizde
lenfosit sayilan ise, kan kaybi ile eksildigi diigiiniilen antikorlarin telafi etmek iizere
suratle arttigi goriildii. Bunun yam sira homolog antijene karsi olusan antikorlar
kanda azaldikca antiserum elktroforezlerinde hesaplanan gamaglobulin oranlarinda,
antikor diigiisiine paralel nispeten yavas bir diisiis saptandi.

TARTISMA

Yar yapay antijenler 10 000 mol. agirhi iizerindeki protein veya organik bir
molekiile hapten denilen yapisi belli kimyasal gruplar bilinen yontemlerle baglan-
mak suretiyle elde edilmektedir. Boyle her yapmin aktif determinant gruplarimi hap-
tenler tegkil etmektedir. Bu durumda negatif proteinin diger yiizeysel gruplarinin da
haptenlere ek olarak antijenik ozellik tasiyip tasimadig: tartismahdir. Zira capraz
presipitasyon yapildiginda her zaman pozitif presipitin reaksiyonu elde edileme-
mektedir ''+'2, Buna karsilik, deneylerde kullandifimiz her iki antijene kars:
olusan hiimoral bagisiklik siiresinin ayni bulunmasi bize, tagiyici yabanei yap: ozel-
ligi gosteren sifir psodoglobulinin, bu substitiie kimyasal gruplar disinda da aktif
determinant gruplar tagidig fikrini vermektedir.

Yan yapay antijenlerle tavsanlarin immunizasyonunda baslangicta, hiimoral
yamtin diigiik oldugu goriilmekte ve antikor titresi yaklasik bir ay sonra en iist di-
zeye ulagmaktadir.

Bu nedenle kanatmalara ilk injeksiyondan yaklasik bir ay sonra baslandi. Bu-
rada immun yanitin birinci aydan sonra artmig goriilmesi, baslangicta antijen fazla-
ligina bagh olarak yeni sentez edilen antikorlarin ortamdaki antijenlerle reaksiyona
girerek kompleks teskil etmeleri ve serbest antikor diizeyinin antijen eliminasyonuna
bagh olarak zamanla artarak ilk enjeksiyondan yaklasik bir ay sonra en iist diizeye
ulagmasindandir.

Hiimoral bagisikhigin en yiiksek diizeyde oldugu giinden itibaren baglanan ve
presipitasyonla saptanmaya cahsilan pozitif bagigiklik siiresinin 11. giinde son bul-
madig1 ve bu siireden sonrada ozgiil antikorlarin dolasimda bulundugu fakat, fazla
hassas olmayan ve gozle degerlendirilen presipitin reaksiyonlariyla saptiyamadigi-
miz kanisini tasimaktayiz. Yaklagik 100 - 150 ce kani olan tavsanlarin her seferinde
1/10'una yakin miktarlarda olmak iizere 5 - 6 kez yapilan kanatmalar karsisinda 6z-
giil antikorlarin, daha diisiik titre gostermesi ve daha kisa siirede bitmesi beklenirdi.
Oysa, total kamin yarisina yakin miktarim birkag giin i¢inde kaybeden hayvanlarda
ozgiil antikorlar, kanatma yapilmaksizin bulunan bagisiklik siiresine yakin bir siirede
pozitif bagisiklik gosteriyor. Antiserumlarin, yapilan elektroforezleriyle de bu diisii-
siin birden olmadig1, yavas seyirle normaline indigi gorilmektedir.
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Giin asm kanatma giinlerinde yapilan lokosit formiillerinde kanatma say: ve

miktan ile orantili olarak yiizde lenfosit sayilan hizla artiyor. Bu artig, kanatmalarla
eksilen antikorlarin kisa siirede, lenfositlerden gelisen plazma hiicrelerince telafi
edildigini gostermektedir.

10.

11.

12,

KAYNAKLAR

HALBOROW, J.E. : Immune complexes (Serbest bildiri). V. Ulusal immuno-
loji Kongresi, 5 - 7 Aralik 1978 Istanbul.

STEENSGAARD, J., LIU, M.B., CLINE, B.G., MOLLER, N.P. : The proper-
ties of Immune complex - forming systems., Immunology., 32: 445, 1977.
ROITT, M.L : Essential Immunology., 3 rd edit. Blackwell Scientific publica-
tions., London, 1977.

LANDSTEINER, K. : The Specificity of Serological Reaction., Cambridge
Mass; Harvard Univ. Press (1945). Ref: Weir, M.D., Immunology for Under
graduates., Churchill Livingstone, London, 1975. '
HAUROWITZ, F. : Uber die Bindung zwishen Antigen und Prazipitieren dem
Antiképrer., Zs. Physiol Chem., 245: 23, 1936.

TEKMAN, §5.,GUL, V. : Yan yapay antijenlere kars: bagisiklik kazanmig tav-
sanlarda hiimoral bagisikhik siiresi., IV. Tiirk Biyokimya Kongresi'nde teblig
edilmigtir. 7 - 9 Mayis 1980, Ankara.

HAUROWITZ, F., SARAFIAN, K., SCHWERIN, P. : Antigenic properties of
substituted serum globuline., J. Immunol., 40: 391, 1941.

BURK, J., BIOL. CHEM., 121: 373, 1937, Ref: Haurowitz, F., Ibid., 40: 391
1941.

WADDEL, W.J. : A simple U.V. spectrophotometric method for the determi-
nation of protein., J. Lab. and clin. Med., 48: 311, 1956.

MURPHY, J.B., KIES, M.W. : Note on spectrophotometric determination of
proteins in dilute solutions., Biophys. Biochem. Acta., 45: 382, 1969.
OZDEN, I. : Cesitli antijen ve antikorlarda biyokimyasal ve Immunokimyasal
bazi incelemeler., Doktora tezi., st. Univ. Ecz. Fak. Biyokimya Kiirsiisi, Is-
tanbul - 1975.

MACHIDA, A., KUMAZAWA, Y., MIZUNOE, K. : Regulation of anti-hapten

a:.1tibody respons by chemically modified carrier antigen preferentially provo-
king delayed - type hypersensitivity., Inmunology., 33: 199, 1977.

=18 —



