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I.GIiris

Patolojik olgularda serum proteinlerinin miktar ve
bzelliklerinde degisiklikler beklenir. Cesitli proteinlerin
diizeyi birbirinden Dbagimsiz olarak degisebilir. Albumin ve
globulin oraninin degismesi bazi hastaliklarin tanisinda Bnemli
bir kriter olarak alinir (1). Serum proteinlerinin incelenmesinde
giiniimize kadar yapilan arastirmalarda kagit elektroforezi ve

kimyasal yontemlerden yararlanilmistar.

Bircok patolojik olayda, serum protein fraksiyonlarindaki
degismeler cogunlukla kagat elektroforezi yontemiyle
gozlenmistir. Gliniimiizde destek ortam olarak kagit vyerine

poliakrilamid gel tercih edilmektedir.
1. PROTEINLER

Proteinler hiicrede en fazla bulunan organik‘ molekiiller
olup hiicre kuru kiitlesinin en az % 50'sini olustururlar. Biitiin
biyolojik iglemlerde biiyiik ©nem  tasirlar. Hiicrenin g¢esitli
btlgelerinde c¢ok farkli tipte proteinler bulunabilir ve bunlar

belirli biyolojik fonksiyonlar icin tzellesmislerdir (2).

4 Proteinler 20 c¢esit aminoasidin peptit baglari denilen
kovalent baglarla birlegmesi sonunda olusur. Peptid bagi bir
aminoasidin karboksil grubu ile ikinci bir aminoasidin amino
grubu arasindan bir Ho0 molekiiliiniin ayrilmasi sonunda meydana

gelir:
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Boyle peptit baglar: ile arka arkaya siralanmaig bir
aminoasit dizisinin olusturdugu bir polipeptid zincirinin bir
ucunda serbest bir amino grubu (-NHZ) ve diger ucunda sefbest bir
karboksil grubu (-CeOO0OH) bulunur. Serbest amino grubunun bulundugu
uca proteinin amino ve serbest karboksil grubunun bulundugu uca
da karboksil wucu adi verilir. Bir proteini meydana getiren
aminoasit dizisine yani polipeptit zincirine o proteinin birincil
(primer) yapisi adi verilir. Her bir proteinin birinci yapisini
teskil eden aminoasitlerin g¢esidi, sayisi ve sirasi o proteine
vzgiidiir. Bir polipeptit zincirindeki cesitli gruplar aralarinda,
peptit bagindan bagka degigik tiirde diger bazi baglarda kurarlar.
Bu baglar sayesinde ©Oyle bir polipeptit zinciri kendi igine
katlanarak ©ozel bir {i¢ boyutlu yapir ya da baska bir deyimle
konformasyon kazanir. Ikincil (sekonder) yapi ise bir polipeptit
zincirinin, komsu aminoasitlerin yan zincirlerindeki gruplarin
aralarinda kurduklari hidrojen kopriileri sonucu kazandifi yapi
dizenidir. Bu iic boyutlu yapi diizeninde peptit =zincirlerinin
kendiliklerinden o{ -heliks konformasyonunu olusturmalara
beklenir. Zira bu konformasyon peptit zincirlerinin
olugturabilecegi en kararli en saglam sekle ve erigebilecekleri

en diisiik enerji diizeyine tekabiil etmektedir.

e{ - heliksin yani sira diger bir sekonder yapi tipine B -
konformasyon adi verilir. Fibroinde ve 1si denatiirasyonu sonucu
yiin ve sa¢ proteinlerinde goriilen bu durum antiparalel sekilde

siralanmis iki polipeptit zincirinin imino ve karbonil gruplari



arasindaki hidrojen kopriileri sayesinde olusur. Uclinciil
(tersiyer) vyapi polipeptit =zincirlerinin wuzak .boliimlerindeki
gruplarin birbirleriyle kurduklara (s-s, hidrojen, vander wpals
yva da tuz gibi) Dbaglar sonucu olugsan ©zgiin, kiiresel yap1
diizenidir. pir proteinin birincil yapisi o proteninin dogal {ig
boyutlu yapisinin ya da konformasyonun olusmasi icinde gerekli
bilgiyi de tasir. Polipeptidin idigerdigi aminoasit dizisinin
erigebilecegi en diisik enerji diizeni proteinin en kalimli ve
ozglin iic boyutlu yapisini da belirler. Buna gbre birincil yapida
yer alan degisiklikler proteinlerin tersiyer yapilarini ve

'dolaylslyla biyolojik etkinliklerini etkileyebilir.

Dordiinciil (kvarterner) yapi diizeni birden c¢ok polipeptit
zincirinden meydana gelen proteinlerde Ornegin hemoglobin veya
immunoglobullinler) gbriiliir. Boyle proteinler, alt birim adi
verilen polipeptit zincirinin zayaif baglarla ya da S-S

kopriileriyle birlesmesi sonucu olusurlar.
Protein Siniflari

.Proteinler hiicre iginde iistlendikleri isler acgisindan iki

sinifa ayrilabilir:

1. Yapisal Proteinler: Bu proteinler hiicre ve
organizmanin olugsumunda daha g¢ok bir yapi1 tasi roli oynarlar.
Bunlarin arasinda suda ¢¢ziinme yetenekleri olmayah kollagen,
elastin ve keratin gibi proteinleri sayabiliriz.

2. Biyolojik Yonden Etkin Proteinler:

Bu sinifa giren proteinlerin ortak 6zelligi ligant ada
verilen kendilerine ©zgii maddeleri baglama vyetenekleridir.
Bagladiklari ligantin ©0zelliklerine, onu tabi tuttuklari isleme
ve liganda baglamalari sonunda meydana gelen reaksiyonlara gore

bu proteinler de gesitli gruplara ayrilabilir.



Enzimler (katalitik proteinler): Bu proteinler substrat
adi verilen 1ligandlarini bagladiktan sonra onu kimyasal bir
degisme tabi tutarlar. Reaksiyon hizini 108—1012

Canla organizmada reaksiyonlarin viicut isisinda gerceklesebilmesi

kat arttarairlar.

enzimler sayesindedir.

immun Proteinler: Bu proteinler antijen adi verilen
ligand proteinleri geri doniliglimsiiz bir etkilesim ile baglayarak

sabitlestirir (3).

Protein Hormonlar: Etkilerini gtsterdikleri hiicrelerin
‘memranlarindaki kendilerine ©zgii proteinlere geri doniigiimliu

olarak baglanirlar.

Regiilatif Proteinler: Ligandlarina baglanmalari geri
doniisiimli olup, ligandin biyolojik aktivitesinin degismesiyle

sonug¢lanir.

Tagiyici Proteinler: Kendilerine ozgi liganda reversible

olarak baglayip organizmanin bir boliminden diger bir boliime

tasimakta gorevlidirler.

Kontraktil Proteinler: Liganda baglanmalari mekanik isin
gerceklesmesiyle sonuglanir. Aktif proteinlerin ligandlarinin
baglandigi yer proteinlerin baglama btlgesi ya da aktif bolgesi
olarak gosterilir. Her bir aktif proteinin bir veya birden fazla
baglama btlgesi olabilir. Bu btlgeler islev ve yapilari yoniinden
birbirlerinin benzeri olabilecekleri gibi, degigik dzelliklere de

sahip olabilirler.



2. SERUM PROTEINLERI

Normal sartlar altinda insan serumunda 65-80 gr/lt'
protein bulunur. Viicut fonksiyenlarinda serum proteinleri Onemli
bir tani araci olarak kullanilabilirler. Serum proteinleri kafit
ve seliiloz asetat elektroforezinde 5 ana fraksiyona ayralarlar.

Bu fraksiyonlar ve fraksiyonlardaki baslica proteinler sunlardar:
1. Albumin Fraksiyonu:

a) Prealbumin:Molekiil agirligi 61000 Daltondur.

b) Alpumin: Serumda 37-52 gr/lt bulunur. Izoelektrik
noktasi 4.9 pH, molekiil agirliga 69000 daltondur.

2. C(i—Globulin Fraksiyonu: Serumda 1,4 gr/l1t bulunur. Akut faz'a

cevap proteinleridirler.

a) AsidCXl~glikoprotein@x;—serumkoid, orosomukoid):
Izoelektrik noktasi 2,7 pH, molekiil agirligi 44100
daltondur. |

b)Cﬁi-Antitripsin: Molekiil agirliga 45000 daltondur.

3.C(2—Globulin Fraksiyonlari: Serumda 5-10 gr/1t bulunur.

a) o(,~Makroglobulin: Izoelektrik noktasa 5.4 pH, molekiil

agirligi 900000 daltondur.

b) Haptoglobulin: Izoelektrik noktasi 4.1 pH, molekiil
agirligi 85000 daltondur (4).

¢) Seruleplazmin: Izoelektrik noktasi 4.4 pH, molekiil
agirligi 15000 daltondur.



4. B-Globulin Fraksiyonu: Serumda 6-12 gr/lt bulunur.

a) Transferrin: Izoelektrik mnoktasi 5.8 pH, molekiil

agirligas 88000 daltondur.

b) B-Lipoprotein: Izoelektrik mnoktasi 5.4pH, molekiil
agirlagi 250000 daltondur.

Bu grupta ayrica molekiil agirligi 81000 dalton olan

plazminojen ile hemopeksin ve kompleman C; proteinleride yer

alar.
5.3)—Globulin1er: Serumda 6-16 gr/lt bulunur.

a) IgA: Molekiil agirligi 180000-500000 daltondur.

b) IgM: Molekiil agarligi 950000 daltondur.

c) IgG: Izoelektrik noktalari 7.3 pH, molekiil agirligi
150000 daltondur.

d) IgD: Molekiil agirligi 150000 daltondur.

e) IgE: Molekiil agirlagi 200000 daltondur. Deri

duyarliliginda etkilegsim antikoru olarak gdrev yapar (5).



3. LEPRA

Lepra, binlerce yildan beri insanlari engok korkutan

hastaliklardan biri olmustur.

Hastaligin etkeni olan mikrobakterium lepra aside
direng¢li bir g¢omak olup 1873 yilinda Dr. Hansen tarafindan
bulunmustur (6). Lepra basillerinin insanlarin c¢ogunda hastalik
meydana getirmeyisi ancak c¢ocukluk ¢aginda lepranin alinmasi
hastaligin immuniteyle cok yakindan iliskili oldugunu

diigiindiirmiistiir (7,8).

Lepra, primer olarak periferik sinirleri sekonder olarak
da deriyi, retikiiloendotelial sistemi, gozi, testisleri ve diger
organlari etkileyen ancak bazi olgularda infeksiytz olan kronik
mikobakterial bir hastaliktair (9).

Toplumlarda lepranin yayilmasi, infektif leprala hastayla
yakin temasa ve insanlarin hiicresel immunitelerine baglidir. Evli
ciftler arasinda hastaligi gecirme orani % 20 olarak bulunmustur.
Buna karsin c¢ocuklarin lepraya yakalanma olasiligi c¢ok daha
yilksektir. Hastalaran % 60'inda c¢ocukluk veya ilk genc¢lik
donemlerinde ortaya c¢ikar. Hastaligin inkiijbasyon siiresi 2-7
yildar. Bu siirenin uzun olmasi ilk belirtilerin gtzden kagmasina
neden olur. Bu nedenle 1lepra tanisi 5-10 yil gecikmeyle
konmaktadar (7,8,9,10,11,12).

Hastaligin bulasma seklinin solunum yoluyla ya da temasla
oldugu kabul edilmektedir (10).

GCok cesitli lepra belirtileri gozlenebilmektedir. Deride
bir veya birkag lezyon olabilir. Lezyon kendiliginden
kaybolabilir. Klinik olarak ilk lezyon indetermine lepradar.

Viicuttaki lekelerde duyu kayba goriilebilir. Hastalar el ve



ayaklarini yakarlar. Kas zayifli§i ani ya da vavag basglayabilir.
Akut  reaksiyonda, ulnar paralizi, diisiik ayak, yiz felci
geligebilir. Gozlerde agri, fotofobi, gidrme bulaniklasmaszi,
gormede azalma, burun tikanikligi ve kanama Lepramotdz Lepranan
ilk belirtileri olabilir (9,13,14).

Leprali hastalar icin genellikle evlerinde ve ayaktan
tedavi Ongtriilmektedir. Ancak c¢ok o©nemli bir reaksiyon, araya

giren, enefeksiyon veya operasyon gerekirse herhangi bir hastaneye
yatirilmalari ve biitlin diger hastaliklarda uygulanan normal hijyen

kurallari altanda tedavileri uygundur (15).



1. LEPRA TIiPLERI

Lepra basili vucuda girdiginde hedef doku, periferik
sinirlerin schwann hiicreleridir. Hastaligin meydana gelmesi
viicuda giren basille konagin immunitesi arasindaki iliskiye
baglidir. Hiicresel immunitenin normale gore diisiik olmasi hastanin
lepra tiplerinden birine yakalanmasina neden olabilir. Hastalik
klinik, bakteriyolojik, immunolojik ve histopotolojik durumlara

gore siniflandarilabilir.

Ridley Jopling Siniflamasi (16)

LL Lepramatoz Lepra

BL Borderlayn Lepra

BB Borderlayn Borderlayn
BT Borderlayn Tuberculoid
TT Tuberculoid Lepra

I Indetermine Lepra
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INDETERMINE LEPRA

Indetermine Leprada, genellikle gocuklarda, viicudun vyiiz,
kol, bacak ve kalca gibi serin olan btlgelerinde, deriden acaik
renkli bazen duyu kaybi gosterebilen 1lekeler bulunur. " Bu
lekelerin dortte iicii kendiliginden iyilegir. Iyilesmenin olmadiga
durumlarda Indetermine Lepra spektrumdaki diger lepra tiplerinden
birine kayar (9,10,17,19).

TUBERKULOID LEPRA

Lepra basilinin periferik sinirin Schwann hiicresine
gelmesiyle, hiicresel immunitesi yiiksek olan kisgide Tiiberkiiloid
Lepra geligsir (18). Deri lezyonlarai asimetrik, hipopigmente veya
bakir renginde olup duyu ve terleme kaybi gtsterebilir.
Sinirlerde kalinlasma, apri, etkilenen sinir bolgesinde duyu
kaybi ve kas atrofileri goriiliir. En ¢ok iki ya da {i¢ sinir
tutulur. Tedavi edilmediginde periferik sinir harabiyetine bagla
deformiteler goriiliir. Dijer lepra tiplerinden birine kayabilir
(9,10,16,20).

LEPRAMATOZ LEPRA

Lepra basili hiicresel immunitesi diisilk olan insanlarda
Gogalir. Kan, lenf ve komsuluk yoluyla gesitli organlara giderek
hastalik belirtileri goriilir. Cok sayida makiiler simetrik lezyon
vardir. Erken donemde duyu kayba goriilmez. Cok sayida sinir
etkilenir, sinir hasari yavas gelisir. Hastalik ilerledikge
kollarda ve bacaklarda duyu kaybi, kas atrofileri daha sonraki
donemlerde de paralizlere bagli deformiteler goriiliir. Hastalik
ilerledikge deri kalinlasir ve katlanir, aslan yiizi olusur.
Kaglar ve kirpikler dokiiliir. Serum 1IgG diizeyi yikselmigtir
(9,10,16,21).
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BORDERLAYN LEPRA

Tiberkiiloid ve Lepramotdz formlarin arasindadir. Hiicresel
immunitesi gligli olanlarda Borderlayn Tﬁbérkﬁloid, hiicresel
immunitesi diigiik olanlarda Borderlayn Lepromat&z Lepra gelisir.
Etkilenen sinir sayisi Borderlayn Leprada azdair. Basil
negatiftir. Borderiayn Lepramatdz Lepra da lezyon sayisi ve
tutulan sinir sayaisi fazladir. Lepramattz forma benzer, fakat
simetri gostermez. Basil bulunur fakat lepramattz tipteki kadar
bol degildir. Borderlayn spektrumun tam ortasinda, Borderlayn
Borderlayn Lepra formu bulunur. Bu form Borderlayn Tiiberkiiloid'e

ya da Borderlayn Lepramatbze kayar (9,10,16).
2. REAKSIYONLAR

Reaksiyon terimi akut infilamasyonun semptom ve

isaretlerini acgiklamak ig¢in kullanilar.

Klinik olarak sinirlerde ©&dem, agrai, hassasiyet ve
siklikla fonksiyon kaybi vardir. Lezyonlarda kabarma, hiﬁeremi ve
hassaéiyet goriiliir. Bu donemde yeni lezyonlar ortaya c¢ikabilir.
Reaksiyonda genellikle basiller antijene akut asira duyarlik
odaklar:i mevcuttur. Iki tip asira duyarlik gorilebilir. Reaksiyon

belirtileri birbirine benzeyebilir (22).
TIP I REAKSIYON (Reversal Reaksiyon)

Hastada hiicresel immunite diizeyinin degismesiyle ortaya
¢ikar. Genellikle borderlayn formda goriiliir. Sinirlerde odem,
agri, sinirin etkilendigi bolgelerde duyu kaybi ve felgler
geligebilir. Lezyonlarda kabarma, kizarma ve hassasiyet vardir
(22,24).



12

TipP 11 REAKSIYON (Eritema Nodozum Leprozum)

Tip II reaksiyon hiimoral agari duyarlilik olarak goriiliir.
Parcalanan mikobakterium lepra antijenin antikorlarla birlesmesi
sonucunda olusan immun komplekslerin cesitli dokularda
depolanmas: sonucu akut infilamasyon gelisir (23,24). Borderlayn
Lepramatdz ve Lepramattz Leprada goriiliir. Deride kirmizi agrila
nodiiller wvardir. Lezyonlar vyiizde, ekstremitelerin ekstanjor
ylizeyinde ve biitiin viicutta goriilebilir. Deride birkac gilin kalir,
daha sonra kaybolabilir. Deri lezyonlarina ilave olarak
iridosiklit, orsit, periferik sinirlerde agri, hassasiyet, lenf
adonopati, eklem agrilara, burun kanamasi, proteiniiri
gorilebilir. Tip II reaksiyon, Tip I reaksiyon kadar ciddi
degildir. Sinir hasari uzun yillar sonra gelisir
(9,10,13,18,24,26,27).

4. ELEKTROFOREZ

Elektroforez, yiikli bir parcgacigin bir elektrolitik
¢obzeltide ve bir elektrik olan etkisiyle hareketidir (28).

Elektroforezin degisik globin fraksiyonlari ve kan serumu
icindeki albumin gibi kompleks karisimlarin analizini vyapmada
faydasi kanitlanmigtir (29). Bu teknifi uygulamak icin iki faktor

gereklidir.

a) Uzerinde ¢alisilmasi istenilen partikiilin (iyonlar,
molekiiller ve mikroskobik boyda maddeler) yiiklii veya yiikklenebilir
vzellikte olmasi gereklidir. Birgok aminoasit veya protein gibi

partikiiller bu 6zellikleri tisamaktadar.

b) Elektroforezin wuygulanacagi ortam, elektrik akima

tasima kapasitesine sahip olmalidir (30).
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Elektroforetik teknikler ya zone elektroforezi vya da
hareketli sinir elektroforezi olarak siniflandirilabilirler.
Titresim, diffiize olmasi gibi sebeplerden dolayai hareketli sinar

elektroforezi rutin kullanimda tercih edilmez.

Zonal elektroforetik teknigi, bir spot veya ince bir
soliisyon tabakasi, jelatinimsi ortam veya bir yarikati ile temas
edecek sekilde yerlestirilir. Elektrik alan uygulanzir.
Partikiiller destek materyalin icinden veya iistiinden gtg¢ ederler.
Partikiiller bir bdlgeye uygulandigi icin kiiciik miktarda ornekler
kullanilar ve ayirim tamamlanir. Destek ortamain fonksiyonu,
makromolekiillerin, soliisyondan ve sicaklik degisimlerinden
kaynaklanan konveksiyon ve mekanik karaisiklaklara snlemektir.
Bununla birlikte destek ortami, degisik molekiiler tiirleri adsorbe
eder veya bir molekiiler elek gibi davranir. Bu yilizden bir
kromotografik etki sonucu ayrilma ya azaltailabilir veya daha iyi
olur (31).

1. ELEKTROFOREZIN TEORISi

Bir elektrik alana maruz kalan yiikli molekiiliin hareketi

(1) esitligi ile tanimlanair.

Eq = fV (1)
burada
E= volt/cm bagina elektrik alan
g= molekiil Uzerindeki net yiik
f= molekiiliin bigimine ve yogunluguna bagli siirtinme

katsayisi

v= molekiiliin hizi
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yiikli partikiil elektriksel giigle dogrudan oranli olarak (Eq)
sabit bir hizla go¢ eder. Fakat yiiklii paftikﬁl ayrica elektriksel
alan yoniinin tersine sivinin viskozite engeline maruz kalir.

Yiik1lii molekiiliin hizi (2) esitligi ile ifade edilir.

\'4 _E.q (2)
f

(2) esitliginde E ile tanimlanan uygulanmig elektrik alan
elektroforez boyunca sabit tutulur. Bu durumlarain etkisinde yiikli

molekiiliin hareketi, gercekte, yiik/kiitle oranina bagladar.

Bir elektrik alanda yikld bir partikiiliin hareketi,
elektrik alanin birimi basina hizi yani mobilitesine ( A ) gbre

tanimlanir (3, esitlik).

n=-- (3)
f

Teoride bir molekiil {iizerindeki net yiikk q ise f ©lgiimi
miimkiin  olur. Bu yiizden  Dbir elektrik alanda mobilitenin
incelenmesi ile molekiiliin yaklagik hidrodinamik sekli ve
biiyiik1iigi hakkinda bilgi elde edilir. Elektroforetik metodu 3
denklemini yeteri derecede tanimlayamadigi igin, her§eydén once
elektroforez ybhtemi ile f ©olciilmeye c¢aligsildiginda bagarila
olunmaz. Esitlikte hesaba katilmamig ama mobilitesine etki eden
bazi onemli faktorlerde mevcuttur. Bunlar: a) gocen
mollekiillerinin destek ortamla olan etkilegimleri ve b)
molekiillerin tampon iyonlari tarafindan gdlgelenmesidir.
Ellektroforezi bir molekiiln bigiminin ve biiyiikliigintin bzgil
ayrintilarini tanimlamak igin kullanmak faydala degildir. Bunun
yerine elektroforez, molekiillerin taninmasi Ve saflastirmanin
analizi ig¢in uygulanir. Bir karisimdaki her molekiiliin tek bir
yiike ve biiyiiklige sahip olmasi beklenildigi digin elektrik
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alandaki mobilite de tek olacaktair. Bu beklenti tiim
elektroforetik metodlarda ayrigma ve analiz icin temel esastir
(32). Bu teknik ©zellikle aminoasitlerin, karbonhidratlarin,
peptidlerin, proteinlerin, nitkleotitlerin wve niikleik asitlerin

analizi icin kullanilir (33).



2. ZON: ELEKTROFOREZ’METODLARI
KAGIT VE SELULOZ ASETAT ELEKTROFOREZI

Kagit ve seliloz asetat elektroforez tekniklerinde
kullanilan deney seti sekil 4.1'de gﬁsterilmi§£ir (32). Kagat
elektroforezi igin iki ydntem vardir. Diisiik voltajda yapilan kagit
elektroforezi yontemi ve yitksek voltajda yapilan kagit
elektroforez yontemidir. Diisiik voltajda yapilan kagit elektroforez
deneyleri, proteinlerin ve enzimlerin ayirt edilmelerinde
kullanilir. Bugiin destek ortam olarak diger materigller
kullanilmaktadir. Bununla beraber Kkagit, oldukca diisiik molekil
agirlikla bilesiklerin ayairt edilmeleri dig¢in en iyi ortamdir.
Yiiksek voltajli kagit elektroforezinde genellikle her cm igin 20
volt'dan fazla volta] kullanilir. Bu metod engok peptitler ve

aminoasitlerin ayrilmalarinda kullanilmaktadar.
Kafjs1t veya Tlijloz asetat

©

® g analiz ioin Brnekler, (=)
O

(A)

Kagrt veyajselmoz asetat

e
{8 H;l

Gix kaynaj
Sekil 2. Seliiloz asetat veya kagit elektroforezi igin deney

diizenegi.



17

Seliiloz asetat elektroforezi ise oncelikle serum
proteinlerinin elektroforezinde oOnemlidir. Seliiloz asetatin az
miktarda yabanci madde igermesi ve tamamiyle homojen bir yapidan
‘olugmasa gibi istiin taraflarada vardar. Ayrica kagat
elektroforezi ile ¢ok iyi ayrilamayan bazi serumlar seliiloz

asetat ile bagsarili bir sekilde ayrilabilirler (34).

GEL ELEKTROFOREZI

Seliiloz asetat elektroforetik ayirmalar, ayirma glcu ve
igslem kolayligi ile karekterizedir. Fakat biiyik ayirmalarda
biyokimyasal analizler gerekir. Bu nedenle birkag tip destek

ortam kullanilmaktadair.

Nisasta Geller: Ornek tabaka geldeki kuyulara
yerlestirilir ve voltaj uygulanir. Elektro forezden sonra &rnek
komponentlerinin goriilebilmesi igin boyanir. Nisasta geller hala
izoenzimlerin ve bazi proteinlerin analizlerinde kullanilmaktadar
(32).

Poliakrilamid Geller: Nigasta geller gbzenek boylarinan
kontrol edilememesi nedeniyle oldukca sinirla kullanilir.
Poliakrilamid gelle yapilan elektroforez, orneklerin daha iyi
ayrilmasini saglar. Clinkii ayirma hem molekiiler elekleme hem de
elektroforetik mobilite iizerine temellendirilmisgtir.
Poliakrilamid geller minimal protein adsorbsiyonu, hizli
analizleri, kolay hazirlanmalari, boyama, kopyasini alabilme ve
ayarlanabilir gozenek boylari ile bircok avantaja sahiptir. Gel
filtrasyonu ve Poli Akrilamid Gel Elektroforezi arasindaki oOnemli
fark da sudur: Gel filtrasyonunda biiyiik molekiillerin hareketi
kiiciik molekiillerden hizlidir. Gel elektroforezinde ise durum

tersinedir.
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Poliakrilamid geller N,N'-me#i .ilen-bis-akrilamid gapraz
baglama maddesi ve akrilamidin serbest radikal polimerizasyonu
ile hazirlanir. Kimyasal polimerizasyon bir baslatici/katalizatisr
(Ammonyum persiilfat/ N,N,N*,N'- tetrametil etilen diamin (Tened)

~ile kontrol edilir. (Sekil 2).

Ammonyum Persiilfat Riboflavin
\R /

(Serbest Radikaller)

con m, [ Sfz T¢H
CONH
L
(Temed)kotalizator TON H
1 CH2=CH
CONH, CONH,

I CONH CONH
—CH2 - CH - CH2 - CH - CH2 - CH - CH2 - CH -

!

CONH
l
CH,
|
CONH con,
~CH,~ CH -CH, - CH - CH, - CH - CH, -CH - CH,

|
QONH

Sekil 3- Poliakrilamid
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Sekil IV.3. Akrilsmid ve N,N'- metilen bisakrilamidin
kopolimerizasyonunu gﬁstereh kimyasal relaksiyonlar. Bu gel
10.000 den 1.000.000 Dalton molekiil agirligina kadar olan
molekiiller icin kullanilir. Bununla beraber en iyi ayirma 30.000
den 300.000'e kadar olan molekiil agirliklar igindir. % 3.5 poli
Akrilamid Gel konsantrasyon ise 1.000.000'dan 5.000.000'a kadar
molekiil agirliklar igin kullanilir. 5.000.000'nun iistiinde molekiil
agirliklari igin agaroz/Poli Akrilamid karisimlari ve agaroz
geller kullanilir. Pioliakrilamid gel elektroforezinde kalan gel
veya tabaka gel olmak Uzere iki farkli deney diizeneginden biri
kullanilir. Sekil 4 3'de kalan gel ig¢in tipik bir deney diizenefi
gosteriliyor (36,43).

Ornek

% Gef

= Guc Baffer

W

P

\1\

Sekil 4. Poliakrilamid gel elektroforezi igin bir kolon gel.
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KESiKLI GEL ELEKTROFOREZI

Disk gel elektroforezi icin deneysel diizende sekil 4'de
gosteriliyor. Bu metodda ii¢ onemli fark bulunmaktadir. 1. Ustte
konsantrasyon geli ve altta ayirma geli olmak {izere tabaka

vardir.

2. Bu iki geli hazirlamada kullanilan tamponlar, farkla

iyonik giliglerde ve PH'dadirlar.

3. Ayirma geli en az akrilamid konsantrasyonuna sahiptir
ve bu vyiizden gbzeneklerin boylari genigtir. Bu 1U¢ fark;
konsantrasyon gelinde yiikksek konsantre olmus ornegin bantlarinin
olusumuna, ayirma gelinde ise ©rnek komponentlerin en iyi

ayrilmasina neden olur (32).
SODYUM DODESHL SULFAT-POLIAKRILAMID GEL ELEKTROFOREZI

Mobilite, biyolojik molekiillerin hem yviik hem de
boylarindan etkilenir. Sayet protein ©orneklerinin yikleri esit
ise mobilite, sadece biiyiiklige baglidir. Eger proteinlerin
distilfid baglérl MET (Mercapto ethanol) vasitasiyla kirailir ve
bir deterjan olan SDS (sodium dodecyl-sulphate) karsisinda

elektroforez edilirse proteinlerin molekiil agirliklari tahmin

edilebilir.

Protein molekiillerinin SDS ile -muamelesi sonucunda
herhangi bir heliks yapidaki polipeptit zincirlerinin ikinci,
ticlincii ve dordiincii yapilarini pargalar (32,40). MET ise disiilfid
baglarinin tamamini kirarak denatiirasyona yardimci olur (Sekil
5). Denaturasyon igin gram-protein basina 1,4 gr SDS gereklidir.
Deterjan protein zincirinin hidrofobik bolgelerine baglanar.
Negatif.yﬁklﬁ deter jan molekiilleri proteinlerin dogal yiiklerini
maskeler. Polipeptit zincirlerinde szbit bir yiik/kiitle orani ve
tek bir bigin (yapi) meydana gelir. SDS-protein komplekslerinin

elektroforetik mobilitesi, oncelikle, molekiil boyundan etkilenir.
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Kiiciik molekiiller biiyiik mobiliteye sahip olup, biiyiik molekiiller
gec inecektirler. Deneysel &lgiimler, elektroforetik mobilite ve
molekiiler agirlak arasinda lineer bir iliski oldugunu

gostermistir.

ot

Meccapioethanol o
7

SH
SH

DOGAL PROIEIN

SDS

Sekil 5. Alt birimsiz bir proteinin SDS ve MET yardimiyla

denatiire hale getirilmesi



22

kS
>
b
)
-

IR EERRENEE
Lo bt b

Mob?l?-‘:e

ik bir proteinin elektroforetik mobilitesi ve
lineer iligkiyi gbsteriyor.
1 agirlakly 37 polipeptid

Sekil IV.6. Bu graf
molekiiler agarlik arasindaki
4.000'den 70.000'e kxadar degisik moleki

zincirini godsterir.

SDS poliakrilamid gel elektroforegezinde molekiil
ari 10.000 den 200.000 Dalton ile sinirlidir. Yaklasik

in1 saptamak igin % 2.5'dan daha az

11malidirki bunun pratik uygulamasi

agirlikl
200.000 Dalton molekiil agirlag

akrilamid igeren %eller kullan

zordur (32).

AGAROZ GEL ELEKTROFOREZI

Agaroz gel uygulamasi, DNA ve RNA analizi i¢in kullanilan

standart metoddur.

niikleik asitlerin mobilitesi, agoxroz
niikleik

agaroz

Agaroz geldeki
niikleik asitlerin molekiiler boyu Ve

sekilleri ile etkilenir. % 3-0,5
igin en etkili

konsantrasyonu,

asitlerin molekiiler

konsantrasyonu niikleik asitleri ayirmak

konsantrasyondur.
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3. PROTEINLERIN IZOELEKTRiK ODAKLAMA ILE AYIRILMASI

Elektroforezin diger etki metodu, elektroforetik
mobilitenin pH'nin bir fonksiyonu olarak inceleyen isocelektrik
ayirmadir (IEF). Bir protein molekiilii tizerindeki net yiik, pH'ya
baglidar ve bunet yiikiin ndtr oldugu (yani (+) ve (-) yﬁklefin
egit oldugu) pH izoelektrik nokta olarak tanimlanir. Proteinler,
izoelektrik noktalarinin altindaki pH'da pozitif yiiklenmiglerdir
ve katoda dogru goc ederler. Izoelektrik noktanin iistiindeki pH'da
ise bir protein anoda dogru goc edecektir. Elektroforetik ortamin
pH'si, proteinin le ile ayniysa, o0 zaman proteinin net yiikid o
olacak ve hareketsiz kalacakdir. Sekil 6'da proteinlerin

cegitli pH degerlerinde gel iginden gogcme ytnleri gosterilmisgtir.

BOLGE 1 B&gs 3 BOLGE 2

wl (P——

..,
-
d
-

!
[
|
[
|
|
l
I
|
1
6

PH Skalas:

Sekil IV.7.

Genellikle IEF da, katoda fosforik asit ¢6zeltisi anoda
ise tri ethonolamine ¢ozeltisi yerlestirilir. Elektrotlar arasi
pH, 2 den 10'a kadar azar azar artar. Her bolge igin pH deferleri
ampolinler sayesinde diizenlenir ve Dboylece bir pH pradyanl

olusur.
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Proteinin pI. 'nin 1. btlgenin pH'saindan ¢ok, 2.btlgenin pH'sindan
az oldugu farzedilir. 1. bolgeye yakin protein molekiilleri
pozitif yiiklenecek ve bir elektrik alan etkisinde katoda gog
edecekler. Net yiik 0O'a wulastigi zaman (bolge 3) duracaktar.
Elektroforetik ortamain bu bolgesi protein pI ile gatisan bir
pH'ye sahip olacaktir. Bolge 2'deki protein molekiilleri negatif
yiiklenmis olacak ve anoda dogru gog edecektir (32,36).

4. igi BOYUTLU POLIiARRILAMID GEL YONTEMiININ PRENSIBi

Iki boyutlu poliakrilamid gel elektroforez sisteminde
birinci boyutta SDS-PAGE, dikinci boyutta poliakrilamid gel
izoelektrik ayirma kullanilir (39,41). Elektrik yikleri ayna
fakat molekiil agarliklari farkli olan proteinler ayragtarilar.
Eger bir protein ikinci boyutta tek bir nokta geklinde
belirmisse, bu proteinin tek bir peptit zincirinden olustufu ve

alt birimlerinin olmadigi kabul edilebilir (39).

5. AMA G

Poliakrilamid gel elektroforezi (PAGE) ile yapilan
elektroforetik ayirmalar diger tekniklere oranla iyi sonuglar
verir. DAVIS poliakrilamid gel elektroforezinde 25 adet band
ayirt etmek miimkiindiir. Bu ustiinlik hastalaklarain tanisinda ¢ok
daha ayrantili bir goriinti sunacaktar. DAVIS ve sodyum dodesil
stilfat (S0S) poliakrilamid gel elektroforez teknikleri g¢abuk,
kolay wuygulanabilirlifi ve mikro gram mertebesinde protein
kullanildigil ig¢in gilinlimiizde destek ortam olarak encok tercih
edilendir. Sunulan calismada bu teknikler kullanilarak lepra
hastalarinin serum profilleri incelendi. Bu inceleme sonucuna
gore reaksiyon girasinda Vve reaksiyon sonrasinda protein
profillerindeki olasi farkliliklarin hastalifin gidisati hakkinda
erken bilgi elde edilmesi ve btylece daha erken tedaviye baslatma

imkanthi~ .¢ . ortaya g¢ikartmak konularinda hekime 'yardimci olmak

amaglandi.



25

I1. GEREG ve YONTEMLER

1. CALISMADA KULLANILAN MADDELER

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)

1. CALISMADA KULLANILAN BASLICA KiMYASAL MADDELER

Akrilamid-Merck
Bis—-(NN'-Methylen-bis-acrylamide)-Merck
Temed (N,N,Nl,Nl— Tetramethyletylene diamine)~Merck
MET (-Mercaptoethanol)-Merck

APS (Ammonium persulfgte)-Merck

BFB (Bromophenol Blue)-Merck

Comassie Brillant Blau R-250-Biomol

SDS (Sodium Dodecyl Sulphate)-Biomol
Glysin - Merck

Tris - Merck

Sucrose - Merck

Riboflavin - Merck

Glycerol - Sigma

2. CALISMADA KULLANILAN CIHAZLAR

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

Spektrofotometre

Gel elektroforez tanki

Elektroforez giic kaynagi (CAMAG, 0-200 mA, 150 V.DC)
Derin dondurucu (-10,Beko)

Magnetik karaistirica

Inkiibatbr

Santrifij cihaza
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2. YONTEMLER

Eritema Nodozum Leprozum tanisi, lepra hastalarina, Lepra
hastanesinde c¢alisan uzman doktorlar tarafindan kondu. Hastanede
eritema nodozum leprozum belirtileri sirasinda ve reaksiyon ataga
gegirdikten sonra 5'er ml kan Ornekleri alindi. 5000 rgm'de
santifiij edildi. Ustte kalan serum 3 ayri ependorfa alindi ve -

20°c 'de -kontrol sayilari tamamlanincaya kadar saklandx.

1. SERUMDAKI TOPLAM PROTEIN KONSANTRASYON OLGCULMESI (LOWRY
YONTEMI) (37)

1) Kullanilan Gézeltiler

505 : 2 N NaoH

Sos II: % 2 Na Co3

2
%1 CuSo4
% 2 K.Na Tartarat

2

50:1:1 karaistarilar.
So2 III : Folin-Ciocalteaus-Phenol Reagent
1: 1

Soz_IV : %2 100 T.C.A.

2) Boyine serum  Albumini ¢dzeltisinin hazirlanmasa protein
konsantrasyonu 5 mg/ml olan stok B.SA. (BoVine Serum Albumini)
cbzeltisinden, 200 ul alinarak 800 ml bidestile su eklenir ve
boylece 1 mg/ml'lik ¢bzelti hazirlanmis olur.
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3) Deneyin yapilisgi

a) Hazirlanmig 1 mg/ml'lik (bovine serum albumini)
¢bzeltisinden herbir tiibe 0,2,5,8,10,20,30,40,45 pul konur.
"Protein miktari belirlenecek serum Orneklerinde de deney
tiiplerine degisik konsantrasyonlarda 2'ser ul konur. Toplam hacim
bidestile su eklenerek 90 ml'ye tamamlanir. Vorteks ile

karistirilar.

b) SOL IV'den BSA (bovine serum albumini) ve serum

6rneklerinin izerine 10 ml eklenir.

1t
c) SoL 2'den 50 pul eklenerek 37°C'de 30 inkiibasyonda
tutulur.

1
d) SOL II'den 1 ml tim tiplere ilave edilerek 20°C'de 10

inkibasyonda kalir

e) SOL III'den 100 pul ilave edilir. Vorteks ile 2
karigtirilarak 4°C'de 5 inkiibasyondan kalir.

Bsylece standart c¢ozeltiler ve serum Ornekleri hazirlanmig olur.

f) Spektrofotometre 750 nm'ye ayarlanir. BSA (bovine serum
albumini) orneklerinden protein konsantrasyonu sifir (o) olan
standart ¢bzelti ile sifir ayari yapilar. Kiigiik protein
konsantrasyonlu g¢bzeltiden baslayarak biitiin standart cbzeltiler

icin spektrofotometreden odsorbsiyon degerleri okunur.

g) Standart ¢bzeltilerin adsorbsiyon (A) ve protein
konsantrasyon (c) degerleri arasinda c= f (A) standart eBrisi
cizilir.

h) Serum oOrneklerinin adsorbsiyon (A) degerlerine kargilik
gelen protein konsantrasyon (c) degerleri, standart egriden

bulunur.
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LAEMLLI POLiAKRILAMID GEL ELEKTROFOREZI

Elektroforez Ayrama Geli (% 7)

(30:08)

(30:08)

7,5 mlt 1.5 m Tris-HCL (PH 8.8)
0,3 ml Z 10 Sodyum dodesil silfat
7 ml Akrilamid/bisakrilamid
0.1 ml % 10 Amonyum persiilfat
7.5 ul Temed
15.1 ml Bidestile su
Konsantrasyon Geli Cozeltisi (% 4.5)
1.25 ml 1m Tris-HCL (PH.6,8)
0,1 ml % 10 Sodyum dodesil siilfat
0,15 ml  Akrilamid/bisakrilamit
0,1 ml % 10 Amonyum per siilfate
5 ul Temed
7,5 ml Bidestile su

Elektrot. Tamponu :

54 gr
270 gr
18 gr

Tris bazi
Glisin

Sodyum dodesil siilfat

Bidestile su ile 8 lt'ye tamamlanir.
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Gel Boyama Cozeltisi

1

% 0,2 "Comassie mavisi
% 50 Metanol (ya da isopropil alkol)
%z 10 Asetik asit

Gel Boya Cikarma Cozeltisi

% 25 isopropil alkol

% 10 Asetik asit

Denatiirlestirici Erijik (PDB)

2 ml 2m Tris HCL (PH 6.8)
3.2 ml Gliserol A

2 ml % 20 SDS

% 4 ml B.MET

0,4 ml % 0.1 BPB (W/V)

1. Gel plaklarinin dokiilmesi digin ilk once iki cam levha
arasina plastik bantlar konularak, plastik bant ile cam arasinda

kalan btlme % 2 agar ile kapatilda.

2. SDS ve TEMED'i kullanma aninda konulmus ayirma geli bir
pipet yardimi ile cam kaliplara 11 cm yiiksekliginde olacak gekilde
koyuldu.

3. Diizgiin bir gel ylizeyi elde edebilmek igin % 0.1 SDS
igeren su ile 1 cm'lik  bir tabaka olugturuldu. Gelin

polimerlesmesi icin iizeri ortiilerek bir giin bekletildi.



30

4, Uzerindeki su dokiildiikten sonra konsantrasyon gel
cozeltisi dokiildi ve iizerine diizgiin bir ylizey elde etmek igin
yine su ile tabakalandi. Daha sonra hemen Ornek kuyulari tescil

edecek olan kalip tarak yerlegtirildi.

5. 30 dak. polimerlesme siiresi sonunda tarak ve plagin
alt kismindaki plastik bant c¢ikarilir. Plaklar elektroforez

kabina monte edildi.

6. Aletin anot ve katot kaplari elektrot tampon ile
doldurularak daha once 80 ul denatiirlestirici eriyik (PDB) igine
alinarak kaynarr suda 1'dak. bekletilen 20 pl'lik ©Ornekler,
derisim gelindeki kuyulara tek tek kondu.

7. Elektroforez sirasinda gel iizerinde gozlenen isaretli
boya konsantrasyon gelini gegerken 20 mA, ayirim gelini gegerken

40 mA giddetinde akim uygulandi.

8. Boya gelin alt btlgesine gelince iglem durduruldu.

9. Gel plak kaliplari elektroforez kabindan ve plastik
bantlardan cikartilarak 30 dak. 40°C de boyama soliisyonuna kondu.

10. 40°C de boya c¢ikarma soliisyonuna konarak boyanin

¢ikmasi beklendi.

11, Gelde proteinlerin oldugu bolgeler koyu mavi bantlar

olarak gdzlendi.
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3. DAVIS YONTEMIiYLE POLiAKRiLAMID GEL ELEKTROFOREZI (DAViS-PAGE)
(38)

Proteinleri denatiire etmeden inceleyen bir yotntemdir.
Proteinlerin izoelektrik noktalarinin {zerinde pH'da tampon
kullanildigindan, proteinler negatif yiik kazanirlar ve anoda

dogru gogerler.

1) Kullanilan ¢ozeltiler: Akrilamid % 7.5

Bis % 0,225
Akr/Bis 33
20 ml'deki madde miktara Cozeltilerin karisam
orani
Sol A: 6 gr Akrilamid
0,18 gr Bis 1
4,18 mit 1 N HCL
Sol B: 3,63 gr Tris
0,06 ml Temed 1
Sol C: 0,072 gr Amonyum Per sulfat 2
Konsantraéyon geli:
Sol D: 1 gr Akrilamid
0,18 gr Bis 2
Sol E. :2,56 ml IN H3PO4
0,57 gr Tris 2
(PH:7,5) 0,02 ml Temed
Sol F: 0,4 mg Riboflavin
8 gr sukroz 1

(Taze hazirlanir)
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Anod ¢Gzeltisi : 12,1 gr Tris
(pH: 8,1) 50 ml 1IN HCL
Marker cozeltisi: 2,85 gr Tris

12,5 ml IN H3P04
20 gr sukroz
2 gr Brom Fenol Blue

Bidestile su ile 1000 ml'ye tamamlanir.

Katod c¢ozeltisi : 6,32 gr Tris (baz)
(pH:8,7) 3,94 gr Glisin

Bidestile su ile 1000'ml ye tamamlanir.
2) Deneyin Yapilasi

a) 12 gel tiipiiniin alt ucu parafilm ile kapatilair. Tiipler

alttan itibaren 6 ve 7 cm yiikseklikle isaretlenir.

b) Ayirma geli hazirlanir ve gel tiplerine 6 cm
yiikseklige kadar dokiiliir. Gel dokiildiigiinde hava kabarciklarz
olusturulmamalidir. Tiiplerin i{izerine mikro pipetle 1-2 mm kadar
su eklenir. Ayirma geli ortamin sicaklifina gbre 10'—ZO' da
polimerize olmasi beklenir. Gelin polimerize olmasi gel ile

bidestile su arasinda olusan c¢izgiden belli olur.

c) Konsantrasyon geli hazirlanir. Ayirma geli iizerindeki
bidestile su alindiktan sonra hazirlanan gel 1 cm yiiksekliginde
dokiilir. Mikropipet yardimiyla 1-2 mm yiikseklige kadar bidestile
su konur. Konsantrasyon gelin polimerlegmesi icin UV lambanin

altina yerlesgtirilir.
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d) Serum Ornekleriyle protokol sivisi hazirlanar.
Caligmada 5 ml serum ornegi, 45 ul marker ve 50 pl bidestile su
konarak toplam hacim 100 pl olacak sekilde hazirlanar.

e) Polimerize olmwss konsantrasyon gelinin {iizerindeki
bidestile su alinar ve alt wucundaki parafilm c¢ikaralar.

Eletroforez tankina diisey olarak yerlestirilir.

f) Hazirlanmigs protokol sivisi her gel iizerine dikkatle

konur.

g) Protokol sivisainin iizerine katod soliisyonu, iist ucuna

kadar doldurulur.

h) Elektroforez tankinin alt kabina anot, {ist kabina

katod soliisyonu konur.

i) Gel tiiplerinin alt kapta bulunan wuc¢larainda hava

kabarciklari olmamasina dikkat edilir.

J) Gel basina 2 mA aki verilir. Marker ¢bzeltisi

konsantrasyon gelini gegtikten sonra akim iki katana g¢ikaralar.

k) Marker c¢ozeltisi gelin bitimine 1 cm yaklagtiginda

akim kesilir.

1) Gelleri tiiplerden g¢ikarmak igin kullanilan enjektdr
ignesi ile cam ile gel arasina yavagga sokulur ve enjektordeki %
50 gliserinli su enjekte edilir. Bu iglem gel tiipliniin alt ucanada
tekrarlanir. Daha sonra gel bir lastik pompa ile yavasca itilerek
cikarilir. Marker boyanin bulundugu yer bir ifne ile isaretlenir.

Delinerek isaretlenen geller deney tiiplerine konur.
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1
m) Geller 30 boyama solusyonu icinde tutulur.

n) Geller boyama solusyonundan c¢ikarilir ve boya c¢ikarma

solusyonu ig¢ine konur.

o) Boya c¢ikarma islemi bittikten sonra geller + 4°C'de %

7.5 asetik asit ¢dzeltisinde saklanair.
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III. BULGULAR
1. SERUMDAKI TOPLAM PROTEIN KONSANTRASYON DEGERLERI
Protein konsantrasyonu 5mg/ml olan BSA. (Bovine Serum
Albumini) ¢6zeltisi yontem kisminda acgaiklandiga gibi degisik
konsantrasyonlarda hazirlandi. Bu ¢6zeltilerin spektrofotometre

de 750 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu (Tablo III. 1)

Standart ¢bzeltilerin (B.S.A)

Protein konsantrasyonu C(mg/ml) Absorbans (A)

0

2 27
> 55
8 73
10 141
20 272
30 314
40 403

45 432
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Tablo yry 1. Standart soliisyonlarin protein konsantrasyonu ve

bunlara karsilik olan absorbans degerleri
4c tmoyImb)

604

30¢

20 ¢

0 ¢
8 «

5
.2 9

, . A
el 4‘ Pl

, o) _ 0.2 03 04 0,5
Sekil 1171, 1- C= £ (A) egrisi.

Tablo III. 2 Lepra-reaksiyonlu ve lepra reaksiyon sonrasi hasta
serumlarindan hazirlanan Oornek c¢ozelti spektrofotometre (750
nm)'de bulunan absorbans degerlerine karsilik olan protein

konsantrasyon degerleri.

Lepra reaksiyonlu
hastalarin serum prot.konst.(mg/ml)

92
97
98
93
108
105
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Lepra reaksiyon sonrasi
hastalarin serum prot. konst.(mg/ml)

86
89,9
86
85
88
89

Tablo 4,2 deki absorbans degerlerine karsilik olan, Ornek
cozeltilerdeki toplam protein konsantrasyon degerleri (c), sekil
111.1 deki c¢=f(A) standart egrisinden bulundu. Bu bulunan
degerlerden hareketle gel basina uygulanacak protein miktarlari
belirlendi. Lepra reaksiyonlu hastalarda protein
konsantrasyonunun arttigi, Lepra-reaksiyonu bitmis hastalarda ise
protein konsantrasyonunun azaldigi, buna ragmen kontrol grubunun
protein konsantrasyonundan yiiksek oldufu benzer c¢alismalarda da
(42,43,44,45) gosterilmigtir.
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2. DAVIS-POLIAKRILAMID GEL ELEKTROFOREZ BULGULARI

Yontem kisminda agiklanan protein tayini, elektroforez,
boyama ve boya g¢ikarma islemlerinden sonra normal ve lepra
reaksiyonlu, reaksiyon sonrasi, leramatdz leprali ve tedavisi

bitmis hastalarin gel goriintiileri elde edildi.

Sekil III.2 deki dansitogram ile yer Dbelirlenmesi
yapildiktan sonra bu gel goriintiilerindeki siralinisin normalden

olan farklari saptandi.

25
9
2
: 20
34
/AT Y
1 B b
5/\ 7 n
2
& 26 Vi 28
‘ -1 29 } [

SekilIIT2 Standardize edilmis DAVIS-PAGE Dansitogrami (36)

Dansitogramda bandlara eg yerli tepeler numaralanmig ve
gesitli immunolojik ve karsilikli elektroforez yontemleri ile
proteinler belirlenmigtir. Buna gore agsagidaki tablo

olusturulmustur.
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Tablo 4.3

1. Prealbumin 24, 7

2. Asidc{liflikoprotein 25. B-lipoprotein
3. Albumin 26.% A- globulin
4.9(1-Antitripsin 27.% G- globulin

5. 7-Gc. ylobulin 28. ¥ M- globulin
6.C(1—HS— flikoprotein 29. B- Lipoprotein

o(lfAnti-Kimotripsin

8. 7
9. ?
10. Seruloplazmin
1. ?
12. Hemopeksin
13. Transferrin
14. Inter-a tripsin inhibitér
15. BlA— globulin
16. ?
17. 18-Heptoglobulin polimerleri
19. ?
20. B-glikoprotein
21.c&2—makroglobulin
22. 7
23. Haptoglobulin polimerleri



40

LEPRA HASTALARINDAN ALINAN SERUMDAN, PAGE BULGULARI

Lepra ‘hastalari tam Kkriterlerine gore literatiire wuygun

olarak 4 gruba ayrildi.

Her grup ayri ayrl normaller ile kiyaslamadan sonra serum

protein profillerinde su farklar gbzlegdi.

C
(S
% « IX PB-lipoprotein
= 4—VIII «y-makroglobulin
«-VII ?
«— VI Heptoglubulin polimerle
é—kdxmd17
&V .
<« IV Transferrin
,e_III Seruloplazmin
} Panh Ge. globulin
L & I  Albumin

Referans (36)'da miktarlar Avrupala bir kisinin bandlara
karsiliklari sekil III.4 a da goriilmektedir. Bizim calismamizda
kiirsiimiiz elemanlarinin serum gel patterni goriilmektedir. Aradaki

biliyiik benzerlige ragmen isimlendirmek yerine numara vermeyi uygun

gordiik.

4 ve 5 bandlari arasinda okla gosterilen bblge lepra hastalarinin hemen
hepsinde gtzlenen ilave band bolgesidir. Biz bunu kolay anlasilsin diye L
bandi olarak isimlendirdik.
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Lepramattz Leprada DAVIS PAGE Goriintiileri

Lepramatoz lepra hastalara arasindan tipik 2 hastanin
bulgusu Davis PAGE paternleri asafida goriilmektedir. Her iki
hastada da, III nolu bant btlgesinde (Bant I ve Bant III arasi)
birka¢ diffiiz bant secilmektedir.

42 nolu hastada, albiiminin hemen {iizerindeki bant koyu ve
belirgin bir haldedir. Her ikisinde de L bandi kesin ve belirgin
bir gsekilde arttifi gozlenmektedir. Benzer sekilde her iki hastada

da gelin iist bolgesinde belirgin bantlar izlenmektedir.

Lha.l.tpra N 42 2¢
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Lepra Reaksiyonlu Hasta Serumunda DAVIS PAGE Goriintiileri

Reaksiyonlu hastalar arasandan iki tipik hastanin Davis
PAGE elektroforez paternleri asagida goriilmektedir. 6 nolu hastada
L bandinda ileri derecede artma, ve globin haptoglobin (gelin iist)

bslgelerinde) belirgin bantlara goriilmektedir.

13 nolu hastanin bant profilinde diffiiz bir L bandindan basgka, 3

no ile tanimladigimiz band'da ileri bir artma gozlenmektedir.
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Tedavisi Bitmis Hasta Serumunda DAVIS PAGE Goriintiileri

N 7% 7¥

Remisyonlu olduklari bilinen ve reaksiyonda olmamalarina
ragmen muntazam araliklarla kontrola gelen iki hastadan elde
edilen serum Orneklerini Davis gel elektroforezine verdigimizde,
saglikla insan serumunun Davis gel elektroforez profilinden ve
hatta Lepra hastalarindan farklai olduklari gtzlendi. 28 nolu hasta
DAVIS PAGE profili 4,5 daki L bandi c¢ok koyu ve V nolu band
goriilmemektedir. 27 nolu hasta profilinde ise L bandi daha hazli
ylirtimlis izlemi vermektedir. Hastane ile kurulan iliskide
hastalarin herhangi bir reaksiyon bulgusu vermediklerini 6grendik.
Sonraki daha genis bir arastirma igin yeniden bagvurmalarini

bekleyecegiz.
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Remisyondaki vyani tedavisi bitmis olup arada kontrola
gelen hastalardan ikisi farkli goriintiiler verdiklerinden bunlar 2
ayri grupta incelendiler. 44 wve 45 nolu hastalarin PAGE
profilleri reaksiyonlari hafiflemis izlenimi vermektedir. Zira L
bandi reaksiyondaki hastalara gore daha hafiflemis goriiniimdedir.
Ayrica globin ve haptoglobin bolgelerindeki bantli goriiniimde
kaybolmustur. Bu bolge lepra hastanesinden alinan remisyon

kriterlerine uygun bulunmusgtur.
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Leamli PAGE Bulgulari

N2 27 65 wsSdiBs 9 19 ¢ § 13 o 42 sid

&

9,6 nolu reaksiyonlu hastalar ile 45 ve 44 nolu

remisyondaki hastalarda ortak olarak her sahada normale benzer

band patterni goriiliiyor.

Bunun yaninda, 13,9 ve 6 nolu reaksiyonlu lepra hastalara
ile 45 nolu remisyondaki hastanin SDS PAGE patternlerinde 20 kd
bolgesi degisik siddetde diffiiz bir band gbdzlenmektedir.

19 nolu reaksiyonlu hastada, Leamli SDS PAGE'de normale
gore oldukga degisik bir band patterni gizlendi. 280 kd ve 240 kd
molekiil afirlikli bandlarin kayboldufu ve 250 kd ve 215 kd
molekiil agirliginda yeni bandlarin varligi gozlendi. Ayraca 125
kd agirliginda band goriiniimindeki diffiiz bolgenin kayboldugu
belirlendi.
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protein standartlara iein gizilmisg molekiiler

agirlak tayin grafigi.
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TARTISMA

Bu caligmada, Tiirkiye'de Reversal Reaksiyonlu hastalara
sik rastlanmadifi icin Eritema Nodozum Leprozum'lu hastalaran kan
serum ornekleriyle calisilda . Hastalara uzman doktorlar
tarafindan Eritema Nodozum Leprozum tanisi konduktan sonra kan

serum ornekleri alindi ve bize getirildi.

Bu hastalari literatiire uygun olarak 4 gruba ayirdaok.

Bu serum &rneklerinin ilk olarak Lowry metodu ile protein
tayini yapildi. 750 nm'de absorbanslari okundu. Bunun sonucunda
biz kontrol grubunun serumdaki protein miktarini ortalama 8.0
mg/ml bulurken, reaksiyondaki hastanin serumdaki protein
miktarini 99.8 bulduk. Reaksiyon sonrasinda ise serumdaki protein
miktarinin bir miktar diistiigi 88.8 fakat yinede saglikli insandan
daha fazla oldugunu gordiik. Bu sonuglarin literatiirde verilmis

olanlarla benzer oldugu goriilmiistiir (42,43,44,45),

Doért grup hastalarin gel pa%tern incelemeleri bulgular
boliimiinde anlatildigiy gibi tiim Lepra hastalarinda bir L bandinin
varligi tespit edildi. Literatiir incelemelerinde bu bulguyu
destekleyecek bir calismaya rastlanmadi. Bunun olasi bir nedeni
literatiirde karsilastigimiz tiim elektroforez calisgmalarai SDS PAGE
ile yapilmis olmasiydi. Bu banda calismamizin daha ileri
evrelerinde Lepra hastanesi ile daha siki: igbirligi

kurarak yogun bir gekilde incelemeyi planliyoruz.
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Bu c¢alismada reaksiyon sonrasi ve remisyondaki hasta
gruplari idcin idiyilesme asamasinda olduklarindan, benzer gel
patterni bekleniyordu ancak 2 hastada (27 ve 28 nolu hastalar)
asiri reaksiyonlu izlenimi veren patternler elde edildi. Ancak
Lepra hastanesi ile yaptifimiz temas sonucunda, bu hastalarda
reaksiyon bulgusu tespit edilmedifini ©Ogrendik. Bu hastalarinda
gelecek kontrollerinde nasil bir gel pattern ve hastane bulgusu
sergileyecekleri ve bunun bizim mevcut bulgularimizla nasil

bagdastarilacagil ileri bir tarihe bairakilda.

Literatiirde verilenlaebant patterni dile bizim bant
patternimiz arasainda biiyiik benzerlik mevcuttur. Ancak aradaki
molekiiler agirlik hesabindan dogan c¢eliski yiliksek molekiiler
agirliktaki protein standarti olmamasindan kaynaklanmaktadair.

Sonucg olarak lepra hastalarinin gel patterninin
incelenmesi hastaligin erken tanisi ve erken ila¢ tedavisine

baglanmasi konusunda yararli olacagi izlenimini vermektedir.
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Y. 0ZRBT

Bu c¢alismada Lepra reaksiyonlu, Lepra reaksiyondan sonra,
Lepramatdz lepra ve tedaviye yardimci olmak 1iizere serum
proteinlerinin iki degisik yontemle poliakrilamid gel elektroforez
goriintiileri elde edildi. Bu amagla hastalardan alainan kan
orneklerinin serum protein miktarlari tayin edildi. Elektroforetik

ayirma yontemiyle goriintiilemis serum proteinleri mukayeseli bir
sekilde incelendi.



21

VI. SUMMARY

In this work poliacrylamide gel electophoresis patterns of
patients serum with Lepromatous Leprosy, Leprosy reaction ( Type IL )
gubside reaction of lLeprosy and remission types, were investigated
for possible contributioam to diagnose and also treatment of the di-
sease .For this: purpose total protein concentration of the blocd

samples were determined and band pattern were investigated.
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