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ÖZET 

Yarı yapay antijenlere karşı bağışıklık kazanmış tavşanlarda hümoral bağışık ­
lık süresinin saptanması amacıyla, tavşanlara ayrı ayrı ve kilo başına 30 mg. hesabıy­
la haftada iki gün ve üç hafta süreyle deri altına antranil--azopsödoglobulin ve arsa­
nil--azopsödoglobulin yarı yapay antijenleri injekte edilmiştir. Son injeksiyonu izle­
yen bir hafta aradan sonra ( antikor titresinin kanda en yüksek düzeye eriştiği gün­
den itibaren) güryJşırı kan örnekleri alınarak presipitin reaksiyonları yapılmıştır. 

Presipi tatlarda spektrofotometrik miktar tayinleri yapılarak antikor düzeyleri 
kantitatif olarak saptanmıştır. Bu suretle kandaki özgül antikorların kaçıncı gün sı­
fıra indiği hesaplanmış ve bu sürenin ortalama ll gün olduğu saptanmıştır. 

SUMMARY 

DETERMINATION OF HUMORALIMMUNITY PERIOD IN RABBITS 
WHICH WERE IMMUNIZED BY ARTIFICIAL ANTIGENS 

ln order to de termine the humoral immunity period of immunized rabbi ts by 
arti{icial 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 spectropho tome tric 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 ll days. 

(*) Bu çalışma 7-9 Mayıs 1980 GATA- ANKARA 1\1. Türk Biyokimya Kongre­
sinde tebliğ edilmiştir. 

(* *) 1. O. Eczacıl:k Fakültesi, Riyokimya Kürsüsü, Kürsü Profesörii-Istanbul 
(***) B. O. Tıp Fakültesi, Patoloji Kürsüsü Uzmanı -Bursa 
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GiRiŞ 

Bazı bulaşıcı hastalıkları geçiren bazı kimselerin genellikle hayatları boyu bu 
hastalığa tekrar yakalanmadıkları eskiden beri bilinmektedir. Buna neden olarak vü­
cuda giren ve o canlı için yabancı olan ve antijen denilen maddelerin vücuda girdiği 
zaman bu giren maddeye karşı vücudun koruyucu spesifik bir madde (antikor) yap­
masıdır. Herhangi bir maddenin antijenik etki gösterebilmesi için o maddenin canlı 
organizmaya çoğunlukla parenteral girmesi, o canlı için yabancı olması ve molekül 
ağırlığının genellikle lO.OOO'in üstünde bulunması gerekmektedir1 

• 
2

• Herhangi bir 
antijen organizmaya girdiği zaman oluşan immun yanıt o canlının türüne göre fark­
lılık göstermekte ; özgül antikorların sentezi, kanda en yüksek düzeye erişme zamanı 
ve hümoral bağışıklık süresi değişmektedir. Bu sebepten dolayı adı geçen değişiklik · 

!erin bilinmesi uygulama alanında önem taşımaktadır. 
İmmunolojik çalışmalarda deney hayvanı olarak çok kullanılan tavşanların 

bağışıklanmasında genellikle haftada iki defa olmak üzere ve üç hafta süre ile uygu­
lanan injeksiyonları izleyen bir hafta aradan sonra antikorun en yüksek düzeyde ol­
duğu saptanmış ve çalışmalar bu yönde yapılagelrniştir3 -s. Ayrıca tavşanlarda uy­
gulanan bu immunizasyonla elde edilen özgül antikor düzeyinin zamanla düşerek bir 
süre sonra sıfıra eriştiği görülmüştür. Ancak, tavşanlarda yarı yapay antijenlere karşı 
oluşturulan ve en yüksek düzeye eriştirilen bu antikorların bu düzeyden itibaren ka­
çıncı gün sıfıra indiğine dair literatürde bir çalışmaya rastlanmamıştır. 

Bu amaçla çalışmamızda yarı yapay antijen (antranil-azopsödoglobulin ve 
arsanil-azopsödoglobulin) 'lerle antikor oluşturularak antikor konsantrasyonu en 
yüksek düzeye gelmiş tavşanlardan günaşırı kan örnekleri alınarak bir taraftan 
presipitİn reaksiyonu ile kalitatif, diğer taraftan spektrofotometrik antikor tayinleri 
ile kantitatif olarak tayin edilmek suretiyle, hümoral bağışıklık süreleri saptanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM 

Deneylerde yan yapay antijen olarak kullanılan antranil ve arsanil azopsödo­
globulinler, sığır serumundan doymuş amonyum sülfatla fraksiyonlu olarak çöktür­
mek suretiyle ayrılan psödoglobulinin diazotize antranilik ve diazotize arsanilik asit­
lerle ayrı ayrı kenetlenmesiyle hazırlandı4 - 6 • Hazırlanan bu antijenlere karşı önce· 
den bağışık olmadıkları presipitİn reaksiyonu ile kontrol edilen, her iki cinsten 2-
2,5 kg. ağırlığındaki 23 adet sağlıklı tavşana üç seri halinde kg. başına 30 mg. anti· 
jen, haftada iki defa olmak üzere üç hafta süre ile ve derialtı yoluyla, enjekte edildi. 

Son injeksiyonu takiben bir hafta ara verildi. Bu aradan sonra, kulak venindcn 
3-4 ml. kan alınarak presipitasyonla bağışıklık kontrolleri yapıldı. Pozitif bağışıklık 
gösteren tavşanların kulak veninden negatif presipitin reaksiyonu verene dek günaşı­
n 3-4 ml. kan alındı ve ayrılan antiserumlada presipitin reaksiyonlan yapıldı. Anti­
jen-antikor kompleksine ait kalitatif gözlemler teşekkül eden kompleksin bulanıklı· 
ğına göre en iyi presipitin tüpü ++++, iyi +++, orta ++, az +, şüpheli +, yok ­
olarak değerlendirildi. Sonuçlar tablo halinde gösterildi. Kantitatif tayinlerde pozi­
tif presipitin reaksiyonları sonucunda meydana gelen ve bu presipitatların 5 ml. 
0.01 N NaOH 'ta çözülmesiyle elde edilen çözeltilerin absorpsiyonları 215 nm ve 
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225 nm dalga boylarında, Perkin Elmer Model 55 spektrofotometrik ölçüldü. 
Bu suretle presipitat (antijen - antikor kompleksleri) 'ların protein miktan 
6. (2ı5 - 225) x 144 = J,Lg{ml. formülüne göre hesaplandı 7 - ı 0 • Elde edilen de~erle­
rin ortalaması alınarak hürnoral ba~ışıklık durumu grafik şeklinde gösterildi. 

BULGULAR 

üç seri halinde deneye alınan toplam 23 tavşanın pozitif bağışıklık reaksiyo­
nu gösteren ıS'inin kulak venlerinden günaşırı alınan kan örneklerinin serumlanyla 
bağışıklamada kuUanılan antijenlerin presipitİn reaksiyonları yapılarak, oluşan pre­
sipitatların bulanıklık derecelerine göre kalitatif bir de~erlendirme yapıldı. Her iki 
antijen türüne ait reaksiyon şiddetleri ve pozitif reaksiyon elde edilen günler Tablo ı 
ve Tablo 2 'de gösterildi. Pozitif presipitasyon sağlanan günlerin ortalaması ll gün 
olarak bulundu. 

Tablo: 1-- Antranil-azopsödoglobulinle Bağışıklanmış Tauşanlardan, örnek 
Olarak 1 O No 'lu Tauşanın Antiserumuna Ait Presipilin Reaksiyonu­

nun Kalitatif Değerlendirilmesi 

AntiJenln Seyreltilme Oranları 

Kanatma N_o. 1/ 10 1 / 30 1 / 100 1 / 300 1 / 1000 l /3000 

ı. 

2. 
3 . 

4. 

5. 

+ +++ +++ 
++ 
+ 

+ + + 
++ 
+ 
+ 

++ + 
+++ 
+ + 
+ 

++ 
++ 

K ontrol 

--------------------------------------------

Tablo: 2- Arsanil-a.zopsödoglobuline Karşı 15 No'lu Tauşanda Oluşan Antiseruma 
Ait Presipilin Reaksiyonunun Kalitatif Değerlendirilmesi 

Kanatm a No. 

ı. 

2 . 

3 . 

4. 

5. 

AntiJenln Seyr!ltllm e Oranları 

l / 10 1 / 30 1 / 100 1 /300 1/1 000 1/ 3000 Kontro l 

----------------------------
+++ +++ +++ ++ 
+ +++ ++ ++ 
+ ++ ++ 

+ + 
+ 

Deneylerde ayrı seriler halinde kullanılan her iki antijene karşı oluşan hürno­
ral ba~ışıklık süreleri kantitatif olarak spektrofotometrik yöntemle saptanmıştır. 
Presipitatlann ( antijen-antikor kompleksi) protein miktar tayinleri yapılarak , dolay­
lı olarak, antikorların en yüksek düzeyde oldu~u günden itibaren zamanla azalarak 
ortalama 11. gün sıfıra düştü~ü görülmüştür (Şekil: ı, 2). Yapılan ölçürolerin sonuç­
ta, iki ayrı antijenle elde edilen hümoral bağışıklığın titresi ve süresi oldukça benzer­
lik göstermektedir. Bu süre her iki antijende de ortalama ı ı gün bulunmuştur. 
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Şekil: 1- Antranil azo-psödoglobulinle bağışıklanmış tauşan lara ait hümoral 
bağışıklık durumunun kantitatif değerlendirilmesi. 
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Şekil: 2- Arsanil azo-psödoglobıılinle bağışıklanm ış tauşanlarda, kantitatif 
o larak değerlendirilen hümoral bağışıklık eğrisi. 
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TARTIŞMA 

Do~al antijenlerle yapılan çalışmalarda antijenin organizmaya girişinden im­
mun yanıtın oluşmasına kadar antijenin, önce retikülo-endotelyal sistem (RES) hüc­
relerince tutuldu~u gösterilmiş ı ı - ı 3 , fakat antijenin burada kaldı~ ı süreye ve anti­
jenin konsantrasyonuyla oluşan ba~ışıklık arasındaki ba~ıntıya de~inilmemiştir. 

Bunların bilinmesi, oluşan hümoral ba~ışıklı~ın süresi bakımından önem taşır. 
Deney hayvanlarının immunizasyonunda tekrarlanan injeksiyonlarla verilen antije­
nik maddelerin RES'de kalma süresinin, antijenin tabiatma ve konsantrasyonuna 
göre de~işmesi sav'ı immunolojik ve biyokimyasal kurallara en uygun olanıdır ı 4 · ı 5 • 

Ayrıca, kısa süren pozitif hümoral ba~ışıklık süreci içinde organizmada antijen bulu· 
nup bulunmadı~ı tartışmalı oldu~u gibi, immunizasyonda oluşan özgül antijenik bil· 
ginin, önce bellek hücrelerince öğrenilerek antijenin kısa sürede eliminasyonunu iz· 
leyen günlerde özgül antikor yapımını bu bellek hücrelerinin mi üstlendi~i de henüz 
aydınlı~a kavuşturulamamıştır. 

Yarı yapay antijenlerle tavşanlarda yapılan immunizasyon çalışmalarında ba­
gışıklı~ın en yüksek düzeyde oldu~u günün son injeksiyonu izleyen yedinci gün ol­
dugu bildirilmiştir3 • 4 • Bu çalışmada kullanılan yan yapay antijenlere karşı ba~ışık· 
lı~ın en yüksek düzeyde oldugu gün yapılan kontrollerle literatüre uygun olarak son 
injeksiyonu izleyen yedinci gün oldu~u saptanmıştır. Bu antikor titresinin en yük­
sek oldu~u gün birinci kanatma günü alınarak yapılan günaşırı tayinlerde antikor se­
viyesi gittikçe düşerek ortalama ll. gün sıfıra İnınektedir (Şekil: 1, 2). Her iki ayrı 
antijende aynı sürenin bulunması, iki antijende de taşıyıcı protein görevini yapan 
psödoglobulinden mi, yoksa hapten olarak ilave edilen aromatik asidik yapıların 
özelliginden mi ileri geldi~i tartışmalıdır. Bu sürenin saptanmasında kullanılan sero­
lojik yöntem nispeten az hassas olan presipitin reaksiyonuna dayandı~ından, ll. 
günden sonrada dolaşımda özgül antikorların oldukça düşük düzeyde bulunduğu 
fakat, bu yöntemle saptayamadı~ımız kanısını taşımaktayız. 
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