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OZET

Yar: yapay antijenlere karg: bagisiklik kazanmig tavsanlarda hiimoral bagigik-
Ik siiresinin saptanmast amactyla, tavsanlara ayri ayr: ve kilo bagina 30 mg. hesabiy-
la haftada iki giin ve ii¢ hafta siireyle deri altina antranil-azopsidoglobulin ve arsa-
nil-azopsédoglobulin yar: yapay antijenleri injekte edilmigtir. Son injeksiyonu izle-
yen bir hafta aradan sonra (antikor titresinin kanda en yiiksek diizeye erigtigi giin-
den itibaren) giinagirt kan 6rnekleri alinarak presipitin reaksiyonlar: yapilmigtir.

Presipitatlarda spektrofotometrik miktar tayinleri yapilarak antikor diizeyleri
kantitatif olarak saptanmigtir. Bu suretle kandaki 6zgiil antikorlarin kaginci giin si-
fira indigi hesaplanmig ve bu siirenin ortalama 11 giin oldugu saptannugtir.

SUMMARY

DETERMINATION OF HUMORAL IMMUNITY PERIOD IN RABBITS
WHICH WERE IMMUNIZED BY ARTIFICIAL ANTIGENS

In order to determine the humoral immunity period of immunized rabbits by
artificial antigens; the antranil-azo and arsanil-azopseudoglobuline had been in-
jected subcutaneusly 30 mg/kg. to the rabbits, during three weeks. One week after
the last injection (beginning the day in which antibody titration is the highest), the
precipitine reaction had been carried out with the blood sample procured from im-
munized rabbits. A spectrophotometric method was used, for the determination of
precipitate (antigen-antibody complex).

The specific antibodies had been found and measured in blood of rabbits by
this method. The mean period of humoral immunity is found to be 11 days.

(*) Bu ¢aligma 7-9 Mayis 1980 GATA—ANKARA 1V. Tirk Biyokimya Kongre-

sinde teblig edilmigtir.
(**) I U. Eczacil:k Fakiiltesi, Biyokimya Kiirsiisii, Kiirsii Profesérii-Istanbul
(**%) B. U. Tip Fakiiltesi, Patoloji Kiirsiisii Uzmani-Bursa
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GiRIiS

Bazi bulasicl hastaliklari gegiren bazi kimselerin genellikle hayatlan boyu bu
hastalifa tekrar yakalanmadiklari eskiden beri bilinmektedir. Buna neden olarak vii-
cuda giren ve o canl icin yabaneci olan ve antijen denilen maddelerin viicuda girdigi
zaman bu giren maddeye karsi viicudun koruyucu spesifik bir madde (antikor) yap-
masidir. Herhangi bir maddenin antijenik etki gosterebilmesi i¢in o maddenin canli
organizmaya cogunlukla parenteral girmesi, o canl icin yabanci olmasi ve molekiil
agirhiginin genellikle 10.000'in iistinde bulunmas: gerekmektedir' +?. Herhangi bir
antijen organizmaya girdigi zaman olusan immun yanit o canlinin tiiriine gore fark-
lihk gostermekte; 6zgiil antikorlarin sentezi, kanda en yiiksek diizeye erisme zamamn
ve hiimoral bagisiklik sliresi degigsmektedir. Bu sebepten dolay: adi gecen degisiklik-
lerin bilinmesi uygulama alaninda 6nem tasimaktadir.

immunolojik caligmalarda deney hayvam olarak ¢ok kullamilan tavsanlarin
bagisiklanmasinda genellikle haftada iki defa olmak iizere ve ii¢ hafta siire ile uygu-
lanan injeksiyonlari izleyen bir hafta aradan sonra antikorun en yiiksek diizeyde ol-
dugu saptanmig ve caligmalar bu yonde yapilagelmistir® ~°. Ayrica tavsanlarda uy-
gulanan bu immunizasyonla elde edilen 6zgiil antikor diizeyinin zamanla diiserek bir
siire sonra sifira erigtigi goriilmiistiir. Ancak, tavsanlarda yan yapay antijenlere kars:
olusturulan ve en yiiksek diizeye erigtirilen bu antikorlarin bu diizeyden itibaren ka-
¢mci giin sifira indigine dair literatiirde bir ¢aligmaya rastlanmamistir.

Bu amacgla ¢alismamizda yan yapay antijen (antranil-azopsodoglobulin ve
arsanil-azopstdoglobulin)'lerle antikor olusturularak antikor konsantrasyonu en
yiksek diizeye gelmis tavsanlardan giinasin kan ornekleri alinarak bir taraftan
presipitin reaksiyonu ile kalitatif, diger taraftan spektrofotometrik antikor tayinleri
ile kantitatif olarak tayin edilmek suretiyle, hilmoral bagisiklik siireleri saptanmstir.

GEREC ve YONTEM

Deneylerde yan yapay antijen olarak kullanilan antranil ve arsanil azopsodo-
globulinler, sifir serumundan doymus amonyum siilfatla fraksiyonlu olarak ¢oktiir-
mek suretiyle ayrilan psodoglobulinin diazotize antranilik ve diazotize arsanilik asit-
lerle ayn ayr kenetlenmesiyle hazirlandi* ~© . Hazirlanan bu antijenlere kars once-
den bagiisik olmadiklan presipitin reaksiyonu ile kontrol edilen, her iki cinsten 2-
2,5 kg. agirhgindaki 23 adet saghkh tavsana iic seri halinde kg. bagina 30 mg. anti-
jen, haftada iki defa olmak iizere tic hafta siire ile ve derialti yoluyla, enjekte edildi.

Son injeksiyonu takiben bir hafta ara verildi. Bu aradan sonra, kulak veninden
3.-'4 ml. kan alinarak presipitasyonla bagisiklik kontrolleri yapildi. Pozitif bagigiklik
gosteren tavsanlarin kulak veninden negatif presipitin reaksiyonu verene dek giinast-
¥ 3-4 ml kan alind: ve ayrilan antiserumlarla presipitin reaksiyonlan yapildi. Anti-
{en-antikor kompleksine ait kalitatif gozlemler tesekkiil eden kompleksin bulanikl-
gmna gore en iyi presipitin tiipii ++++, iyi +++, orta ++, az +, siipheli 7, yok —
olarak degerlendirildi. Sonuclar tablo halinde gosterildi. Kantitatif tayinlerde pozi-

tif presipitin reaksiyonlan sonucunda me

0.01 ydana gelen ve bu presipitatlarin 5 ml.

N NaOH'ta ¢oziilmesiyle elde edilen ¢Ozeltilerin absorpsiyonlan 215 nm ve
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225 nm dalga boylarinda, Perkin Elmer Model 55 spektrofotometrik 6lciildii.
Bu suretle presipitat (antijen - antikor kompleksleri)larin protein miktan
A (215 — 225) x 144 = ug/ml. formiiliine gore hesaplandi” "' °. Elde edilen degerle-
rin ortalamasi alinarak hiimoral bagisikiik durumu grafik seklinde gosterildi.

BULGULAR

Ug seri halinde deneye alinan toplam 23 tavganin pozitif bagigiklik reaksiyo-
nu gosteren 18'inin kulak venlerinden giinasiri alinan kan 6rneklerinin serumlariyla
bagisiklamada kullanilan antijenlerin presipitin reaksiyonlan yapilarak, olusan pre-
sipitatlarin bulaniklik derecelerine gore kalitatif bir degerlendirme yapildi. Her iki
antijen tiiriine ait reaksiyon siddetleri ve pozitif reaksiyon elde edilen giinler Tablo 1
ve Tablo 2'de gosterildi. Pozitif presipitasyon saglanan giinlerin ortalamasi 11 giin
olarak bulundu.

Tablo: 1— Antranil-azopsédoglobulinle Bagigiklanmug Tavsanlardan, Ornek
Olarak 10 No'lu Tavganin Antiserumuna Ait Presipitin Reaksiyonu-
nun Kalitatif Degerlendirilmesi

Antijenin Seyreltiime Qranlar
Kanatma No. 1/10 1/30 1/100 1/300 1/1000 1/3000 Kontrol

1= - - T A ++ -
2, -- - ++ e +4+ - -
3. - - - ++ ++ - -
4, — - — + B - =
5. - = — . = - -

Tablo: 2— Arsanil-azopsodoglobuline Kars: 15 No'lu Tavganda Olugan Antiseruma
Ait Presipitin Reaksiyonunun Kalitatif Degerlendirilmesi

Antijenin Seyréitilme Oranlari

Kanatma No. 1710 1/30 1/100 1/300  1/1000 1/3000 Kontrol
1, — - +44 4 + 44 +4 -
2. = -~ + +4 4 ++ 4 -
8 — — + 4 - ++ — -
4. — — - + 4 - -
5. — = = ¥ ~ o =

Deneylerde ayn seriler halinde kullanilan her iki antijene kars: olugan hiimo-
ral bagisiklik siireleri kantitatif olarak spektrofotometrik yontemle saptanmstir.
Presipitatlarin (antijen-antikor kompleksi) protein miktar tayinleri yapilarak, dolay-
Ii olarak, antikorlarin en yiiksek diizeyde oldugu giinden itibaren zamanla azalarak
ortalama 11. giin sifira diigtligii goniilmiigtiir (Sekil: 1, 2). Yapilan dl¢iimlerin sonug-
ta, iki ayn antijenle elde edilen hiimoral bagisiklifin titresi ve siiresi olduk¢a benzer-
lik gostermektedir. Bu siire her iki antijende de ortalama 11 giin bulunmustur.
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Sekil: 1— Antranil azo-psédoglobulinle bagisiklanmis tavsanlara ait hiimoral
bagigiklik durumunun kantitatif degerlendirilmesi.
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Sekil: 2— Arsanil azo-psédoglobulinle bagisiklannusg tavsanlarda, kantitatif
olarak degerlendirilen hiimoral bagisikhk egrisi.
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TARTISMA

Dogal antijenlerle yapilan ¢aligmalarda antijenin organizmaya girisinden im-
mun yamtin olusmasina kadar antijenin, 6nce retikiilo-endotelyal sistem (RES) hiic-
relerince tutuldugu gosterilmig' ' ~'*, fakat antijenin burada kaldig1 siireye ve anti-
jenin konsantrasyonuyla olusan bagigiklik arasindaki bagintiya deginilmemistir.

Bunlarn bilinmesi, olugan hiimoral bagisikligin siiresi bakimindan 6nem tasir.
Deney hayvanlarinin immunizasyonunda tekrarlanan injeksiyonlarla verilen antije-
nik maddelerin RES'de kalma siiresinin, antijenin tabiatina ve konsantrasyonuna
gore degismesi sav'1 immunolojik ve biyokimyasal kurallara en uygun olamdir'4-' 5.
Ayrica, kisa siiren pozitif hiimoral bagigiklik siireci icinde organizmada antijen bulu-
nup bulunmadig tartismah oldugu gibi, immunizasyonda olusan 6zgiil antijenik bil-
ginin, 6nce bellek hiicrelerince 63renilerek antijenin kisa siirede eliminasyonunu iz-
leyen giinlerde Gzgiil antikor yapimini bu bellek hiicrelerinin mi iistlendigi de heniiz
aydinlifa kavugturulamamsgtir.

Yari yapay antijenlerle tavsanlarda yapilan immunizasyon ¢aligmalarinda ba-
gisikhigin en yiiksek diizeyde oldugu giiniin son injeksiyonu izleyen yedinci giin ol-
dugu bildirilmistir’ +*. Bu ¢aliymada kullanilan yan yapay antijenlere karsi bagisik-
ligin en yiiksek diizeyde oldugu giin yapilan kontrollerle literatiire uygun olarak son
injeksiyonu izleyen yedinci giin oldugu saptanmisgtir. Bu antikor titresinin en yiik-
sek oldugu giin birinci kanatma giinii alinarak yapilan giinagir1 tayinlerde antikor se-
viyesi gittik¢e diiserek ortalama 11. giin sifira inmektedir (Sekil: 1, 2). Her iki ayn
antijende aym siirenin bulunmasi, iki antijende de tasiyici protein gorevini yapan
psodoglobulinden mi, yoksa hapten olarak ilave edilen aromatik asidik yapilarin
ozelliginden mi ileri geldigi tartigmalidir. Bu siirenin saptanmasinda kullanilan sero-
lojik yontem nispeten az hassas olan presipitin reaksiyonuna dayandigindan, 11.
giinden sonrada dolasimda ozgiil antikorlarin oldukga diisiik diizeyde bulundugu
fakat, bu yontemle saptayamadigimiz kanisim tagimaktayiz.
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