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BOLUM I

¢ t R I § ve A M A ¢

Ataksi-Telenjiektazi (A-T), sinir sisteminin dejenerasyonuna bagli
olarak kaslarin uyumlu galigmasinda gittikge artan bir bozukluk (ataksi),
gdz ve derideki kapiller damarlarda telenjiektaziler, hiicredel ve humoral
bagigrklikta bozukluk, iyonizan iginlara agiri duyarlilik ve daha ¢ok
lenforetikiiler sistemi tutan malignitelerin geligmesine meyil gibi farkla
belirtiler veren otozomal resessif bir hastallktzr. Hastalarda ayrica,
hormonal bozukluklara da rastlanabilir. Bu klinik bulgular, her hastada
ortaya ¢ikmayabilir. Bu durumda, A-T'de genetik bir heterojenligin séz
konusu oldudu diginiilmektedir. Hastalar genellikle enfeksiyonlar ve dzel-
likle sinus-akcijer enfeksiyonlari veya malignite geligimi ile kaybedilir-

ler (1).

Hastali1d1 meydana getiren etkenlerin aragtarilmasinda daha gok DNA
sentezi ile DNA onarim mekanizmalarinda, doku farklilagmasinda ve bagigik-
11k sisteminin calismasinda bozukluklar, kromozom (Szellikle kromozom 7
ve 14) translokasyonlari iizerinde durulmugtur (2-6). Bunlardan bagka hiic-
releri toksik metabolitlerden koruyan superocksit dismutaz, katalaz enzip-
lerinin aktivitelerine hasta Ffibroblastlarainda bakilmig, fakat normalden

farkli bulunmamigtir (7). Bunlarin yaninda adir kanama tablosu gdsteren bir
A~T hastasinin trombosit zarlarinda bircok reseptér bozukluklari, baska
bir grup A~T hastasinin lenfbsitlerinde hiicresel etkilegimin azalmig oldu-
Ju goriilmigtir (8,9}. Bir bagka A-~T'1i hastada ise lenfoid 16semi geligtik-
ten sonra yapilan incelemede T lenfositlerinin % 45'inde immunoglobulin M
nin P pargasi igin bir reseptdr saptanmig olmasina ragmen % 10'unda Immu-

noglobulin G'nin F. pargasi ig¢in bir reseptdr bulunmugtur (10).



Genig klinik, genetik, imminolojik ve biyokimyasal galigmalara rag-
| men bugiine kadar A-T'de rastlanan bulgularin, kesin olarak agiklanmasi mim~
kiin olmamigtir. Mevcut bazi bulgulara dayanarak hastaligin patogenezini
aciklamada, iki hipotez dne siriilmigtiir. Birinci hipoteze gbre, A-T hiicre=-
lerinde DNA onarim bozukluju ve kromozom anomalileri vardir. ﬁunlar, deje-
neratif dedigikliklere yol agmaktadir. Ikinci hipoteze gore,doku farklilag=
masinda bir bozukluk vardir. Bu da bajigiklik sistemindeki yetersizlikle-
re neden olmaktadir. Hilcre farklilagmasi ve hiicrelerin malign hale dénig- -
mesi hakkinda bilgi edinebilmek ig¢in hiicre zarandaki dedigikliklerin ince-

lenmesi, konuya bir yaklagim olabilir (5,11).

A-T hastalarinda badisgiklik sisteminin yetersizligini ve lenfosit-
lerin malign hale déniigiinii anlayabilmek amaci ile galigmanin ilk basamagin-
da kontrol ve hasta grubunun lenfosit yiizey proteinlerli, autoradyografi
yontemi ile incelenmigtir. ikinci basamakta, yine her iki grupta, lenfosit
zarsal enzimlerinden bazilarinin aktivitelerine bakilmig, bu arada zarla-
rin yapisal bilegeni olan siyalik asit ve kolesterol miktarlari da saptan-

migtir.



BOLUM II

G E N E L B I L ¢ I L E R

II.l. Ataksi-Telenjiektazi :

Ataksi-Telenjiektazi, daha ¢ok santral sinir sistemini ve damar sis-
temini tutan dejenerafif bozukluklar, iyonizan iginlara agir: duyarlilik,
bzellikle lenfoproliferatif tipte malignitelere meyil ve badisiklik sis-
téminde yetmezlik tablolari ile ortaya ¢ikan otozomal regsessif bir hastalik-
t1r. flk énce 1926'da Syllaba-Henner ve daha sonra 1941'de Louis—-Bar tara-
findan tanimlanmigtir. Ancak 1958'de Boder~Sedgwick bunun ndrelojik hasta-~
liklardan ve Gzellikle Friedreich ataksiden farkla oldudunu aciklamigtir.
A-T i{izerinde pek ¢ok calisma yapirlmigtir, ancak hastaligin birgok sistemi
ilgilendirmesi nedeni ile patogenezinin agiklanmas: zorlagmaktadir. Orne-
§in A-T'yi immmnolog bagigiklik sistemi ile ilgili hastaliklardan biri,
dermatolog dermatozlardan biri, sitogenetikgi kromozom anomali sendromlarin-
dan biri olarak kabul edebilir. Bu kadar karmagik bir klinik tabloyu bas i-

te indirgeyebilmek icin, g¢egitli bulgular 4 grupta toplanabilir (1).
a. Dejeneratif bozukluklar :

Serebellar ataksi ve okiilokutandz telenjiektaziler hastaligin tani-
sinda ¢énemlidir. Ataksik durum yagamn ilk yilinda bozuk yirime ile agiga
cikmaktadir. NSrolojik harabiyet hizla artar; nistagmus, reflekslerde azal-
ma ve uyarilmg sinir potansiyelinde digme g6rilir, elektromiyografi nor-
mal dedildir. Néropatolojik incelemede; serebellar korteksin granular ve
Purkin je hﬁcrelérindé harabiyet oldudu, yine bu hastalaran elektroensefa-

lografi ve pnémoensefalografisinin normal olmadi§r gbsterilmigtir. Ayrica,



omuriligin miyelinli liflerinde kayip ve ganglionlarda dejeneratif degi-

giklikler saptanmigtir.

Telenjiektaziler, 3~6 yag arasinda agiga cikabilmektedir; {nce kon-
juktivada daha sonra géz kapaklari, yiiz, kulak ve genede simetrik olarak,

Gzellikle ginege maruz kalan ve derinin sirtinen kisimlarinda gérﬁlﬁr {1},
b. Doku farklilagmasindaki bozukluklar :

A~T'de genellikle hiicresel ve humoral badigiklik bozuktur. Hicresel
ba§1§1kllktéki yetersizlik deri testlerinin nqrmal olmamasi,lenfositlerin
mitojenlere kargi cevabinda azalma ve lenfositopeni ile anlagilmaktadir.
Bu hastalarda timus geligmemigtir. Hastalarin % 40'inda immunoglobu;in A
hi¢ yoktur, % 30'unda ise gok diigik diizeydedir. % 80 hastada Immunoglobu-
lin E diizeyinde azalma gbriilmekte, yine % 80'inde molekiil adirli§r (MR)
kiigtik immunoglobulin M bulunmaktadir. Immmoglobulin G,y diizeyi azalmg
olan hastalar da vardir. Immunoglobulin diizeylerindeki bu dedigiklikler ve
antijenik uyaridan sonra dolasimdaki antikor diizeyinin az olmasi humoral ba-
Jargsaklikta bir bozukluk oldudunu géstermektedir. Sik ve tekrarlayan enfek-
siyonlarin 8limle sonuglanmas: badigiklik sistemindekl yetersizligin dere-

cesi Ile iligkilidir (12,13).

A-T hastalarinda serum g-fetoproteini yiiksek bulunmugtur (14). Bu
protein, fetal karaciferden kaynaklanip, fetusta yiksek diizeyde bulunmak-
ta, miktari dogumdan sonra hizla diismektedir. Hastalarda gdrilen bagigik-
11k sisteminde yetersizlik ve organogenez bozukluklari (Srnegin timus)
embriyonik hayatta, endederm ve mezoderm arasinda, hatali bir etkilegim ol-
dudunu digindirmektedir. Endodermden epitel, mezodermden lenfoid doku ge-
ligmektedir. Bu ikisi ar351ndaki.bozuk etkilegim timusun olgunlagmasinda

yetersizlige, buna bagli olarak Ty (helper-yardimc:) hiicresi fonksiyonla~



rinda azalmaya neden olmaktadir. Sonugta B hlicreleri olgunlagamamakta,

immunoglobulin A ve E salgilanmasi azalmaktadir (13,14).

Her iki sekste de bazen gonadlar geligemez; kadinlarda, over hipo-
plazisi gorillmektedir. Bazi A-T hastalarinda, diyabetin insiiline rezistans

gekli gosterilmigtir (1).
¢. Malignite :

A-T'de malignite gSriilme sansi normallerden 1200 defa daha fazladir.
Engok lenfoproliferatif tipte lenfomalar gbriilmektedir., Bunlarin iginde
Hodgkin ve Hodgkin olmayan lenfomalar ile lenfatik lésemiler yer alir. Ay-
rica sindirim sistemi, santral sinir sistemi ve over timérleri gériillebi-
lir (1,15). A-T genini heterozigot olarak tagiyanlarda da malignite géril-

me gansi oldukga fazladir (16).
d. iyonizan 1ginlara karsi asiri duyarlilik :

A-T hastalarina tedavi amaci ile standart radyoterapi uygulandigain-
da, iginlama yerinde iilseratif dermatit, dzofajit ve derin doku nekrozlari

gibi bulgular siklikla gérilmektedir (17,18).
A-T'nin patogenezli :

A-T'nin otozomal resessif gegisli oldugu aile incelemeleri ile or-
taya konmugtur (19). Hastalia yakalanma gansi, 24 milyonda birdir. A-T,
diinya iizerinde genig bir gekilde yayilmigtir. Ancak Israil'de oturan Fas

musevilerinde daha sik rastlanmaktadir (1}.

A-T'1i hastalardan hazirlanan hiicre kil tiirlerinde, DNA hasari yapan
etkenlere kargi asairi dugarlilik ve hiicre &1limi gériilmektedir. A-T hiicre—

leri, radyasyon etkisi ile olusan DNA tek veya ¢ift zincir kiriklarani ona~



rabilmekte, ancak 'baz'larda meydana gelen hasari diizel tememek tedir. Bu
durum kanserli A~-T hastalarinda, radyasybn tedavisinden sonra gel igen,
siddetli dermatit ve derin doku nekrozlarini agiklamaktadir. A~-T'de DNA
nin cnarilamamasi, ayrica embriyonik geligme sirasinda doku farkl:lagmasin-

daki bozukluklari da izash edebilir (20).

DNA onarim bozukludu nedeni ile, A-T lenfosit ve fibroblastlarinda
normallerden daha fazla kromozom kirilmalari ve geligiglizel birlegmeler
olmaktadir (21-24). Kromozom l4 translokasyonunda 14gl2 bandi kirilip,
u¢ kismr diger kromozom 14 veya 6,7 ve X kromozomu ile birle§mekfedir.

A-T hastalarinda, bu tip translokasyonlardan olugan kromozomlar: igeren
Jenfositlere rastlanmakta ve bunlarin miktari, zamana bagli olarak hizla
artmaktadir. Bu tir lenfositlerde, mitojenlere kargi cevap immunoglobulin
sentezi ve salgrlanmasi, belirgin bir gekilde azalmakta, malign hale dd-
nigme sansi artmaktadir. Ornedin kronik lenfositik lésemili bir A~T hasta-
sanda 14/14 translokasyonu'taglyan hiicreler bulunmugtur; Kromczom 14 bo-
zuklu§u Burkitt lenfoma, Hodgkin ve gegitli lésemilerde gorilmektedir. Bu
nedenle, kromozom 14 ile lenfoproliferatif malignite geligimi arasinda bir

iligki oldudu éne siiriilmigtir (3,25,26).

Bu hastalikta gdriilen gerek klinik ve gerekse hiicresel diizeydek i
bulgular, her vakada ayni giddette agiga ¢ikmayabil ir. Hatta, bir bulgu
her hastada goriilmeyebilir. Urnegin, bir A-T hastasinda telenjiektazi var-
ken, dijer bir hastada olmayabilir veya kromozom translokasyonu olan hiic~-
relerin sayis:, hastalar arasinda farklilik gdsterebilir. Bu_farkllllklar
yalnizca hastalar arasinda dedil, ayni hastanin dedigik yaglarinda ve de~
Fisik hiicrelerinde de gériilebilmektedir. Bu klinik ve hilcresel heterojen-
1i§i genetik faktérler, henilz bilinmeyen bazi dig etkenlere maruz kalma de-
recesi ve hiicre proliferasyonu sirasinda baskinin kalkmasi ile ag¢iklamak

miimkiin olabilir (26,27).



Ir,2. Lenfositler (28,29) :

Biitin omurgalilarin sahip oldudu bagisiklik sistemi, mikroorganiz-
malara ve kanser hiicrelerinin geligme ve yayilmasina kargi korunmak igin
geligmig olabilir. Yabanci etkenlere kargi, badrgiklik sisteminin cevabi

iki ana béliimde incelenebilir.

a. Hicresel bajisiklik, yabanci etkene kargi retikiiloendotelyal sis-

tem hiicreleri aracili§i ile olur. Bu etken mantar, parazit, virus, kanser

hiicresi wve yabanci doku olabilir,

b. Humoral bagisiklik, kandaki antikorlarla olur.

Her iki cevapta da lenfoid hiicrelerin ézel bir gekli olan lenfosit-

ler yer alar.

Lenfositler, 6-8 mikron gapinda hiicrelerdir. Bunlar, kiiglik lenfosit-
ler olarak adlandirilir. Dolasimda, daha az miktarlarda orta ve blylik len-
fositlere de rastlanmaktadir. Lenfositlerde biyyiik bir ¢ekirdek vardir. Kro-
matini belirgin kimeler geklinde toplanmig oldujundan gekirdek, histolojik
preparatiarda kogu g6 rilir. éu da lenfositlerin taninmasinda yardimei olmak-
tadir, ok az miktardaki sitoplazma cekirdedin etrafinda ince bir halka
geklinde goriilmektedir. Sitoplazma igindeki organel sayisi da azdir. Bun-
lar birkag ribozom, gok az endoplazma retikulumu, birkag mitokondri, Golgi

ve lizozomdur.

Lenfositler morfolojik olarak birbirlerine benzemelerine ragmen
yine de heterojen bir hiicre grubudur. Yapi ve iglev bakimindan lenfosit-
ler baglica T ve B lenfositleri olarak ikiye ayrilirlar. Her grubun bagi-
gikliktaki fonksiyonlari farklidir. Bu lenfositlerin her ikisi de, baglan—

gigta embriyoda kemik iliginin lenfositik ana hiicrelerinden kaynaklanir-



lar. Daha sonra bu ana hiicrelerden tiireyen hiicrelerin bir kismi, timus
bezine gider ve orada farklilagirlar. Farklilagma, timustan sonra da devam
etmekte ve bu iglemde timus salgilarinin roli ol dudu sanilmaktadir. Bun~
lar, T (timus-badamli) lenfositleri olarak adlandirilirlar. Diger hiicre-
ler ise kuglarda ‘bursa of fabricius' ta olgunlagirlar. Insanda bu iglemin
nerede oldu$u kesin bilinmemekle beraber, karacifer veya dalakta olabile-
cedi belirtilmigtir. Bu grup lenfositler de B (bursa-bagimly) lenfositleri

;

olafak adlandiralir.

Timus etkisi ile olgunlagan, lenf digiimlerinde parakortikal bdlgede,
dalakta sentral arteri saran lenfoid kilifta yerlegen T lenfositleri, hiic-
resel bagigiklikten sorumludur. Kan dol agamindaki lenfositlerin % 70~75"'1
7 lenfositidizr. Fare T lenfositlerinin yiizey zarinda theta (8), timus 16—
semi (TL) ve Lyt (lenfosit allcantijeni) antijenleri saptanmgtir, Insan
7 lenfositleri, koyun eritrositleri ile rozet olugtururlar. Bu hiicreler
phytohemagglutinin (PHA), concanavalin &, pokeweed mitojen (PWM) gibi ‘bit-
ki proteinleriyle uyarilip, blast gekillerine déntigmektedir. T lenfositle-
ri homojen bir grup olmayip gdrevlerine gdre farkli alt gruplara ayrilmak-
tadir. Bunlardan biri Ty (helper~yardimci) lenfositleri olup, B lenfositleri-
nin antikor yapimna (6zellikle immunoglobulin A, F, G) yardim eden hiicre-

lerdir; yiizeysel Lyt I+ antijeni tagarlar. Digeri Tg {suppressor-bagkrlayi~
c1) lenfositleridir. Bunlar bagigiklik cevabmin baskilaenmasinda rol al-

maktadirlar; ytlizey zarlarinda Lyt 2,3+ antijeni tasarlar.

Kuglarda ‘bursa of fabricius', memelide ise egdederi olan organ-—
larda olgunlagarak, lenf dugimlerinde germinal merkezde yerlegen B lenfo-
sitleri, hﬁ}mral ba§rgikliktan sorumludur; kan dol agimndaki lenfositle-
rin % 25-30"unu olustururlar. B lenfositleri, yiizeylerinde tagidiklari

inmn.mogl‘obulin‘ reseptérleri ile kolayca taninabilirler. Ayrica yiizeylerin-



de komplemanin Cyp pargasina ve immunoglopulin G'nin F kismina kargi re-
septérler vardir. B lenfosit yiizeyinde T'lerde bulunan theta, Lyt 1,2,3
antijenleri yoktur. Koyun eritrositleri ile rozet olugsturmazlar. E. coli
polisakkaridi ve PWM ile uyarilabilirler. Uyari sonucu B lenfositleri
blast gekillerine, bunlar da antikor sentez eden plazma hiicrelerine déni-
gtir. B lenfositlerinden bazilarinin, belleme~hatirlama fonksiyanu vardar.
Bu lenfositler antijenle kargilagmig ancak, plazma hiicresine dénigmemigtir.
Ayn: antijenle tekrar karsilagtiklarinda, hizla mitoza ugrar, plazma hiic-
resine déniigiir ve antijene kargi antikoz; olugtururlar. Bu nedenle bir anti-
jen ikinci defa verildiginde, antikor olugumu birinciye gére daha hizli

ve. yiikksek miktarda olmaktadzir.

Tarama mikroskobisi ile g¢ekilen fotograflaxda, B lenfositlerinin yi~
zeyinde birgok uzantinin oldugu gdsterilmigtir. T lenfositlerinin yizeyinde

ise bu uzantilarin olmadi§s veya kisa ve az oldudu belirtilmigtir.

T veya B lenfositi 6zellikleri tagimayan lenfositlere ‘null’ lenfosit~

leri denir. Insanda kan dolagiminda % 5-10 oraninda bulupmaktadirlar.

II.3, Zar Yapisi ve Zarsal Enzimler :
Zar Yapisi {30) :

Riicre, zar sistemi ile ¢ekirdek, mitokondri, endoplazma retikulumu
gibi birbirinden farkli kisimlara bélinmektedir. Hicre ig¢i, dig ortamdan
hiicre zari ile ayrilmaktadir, Bu zar, hiicre i¢i ve digi arasinda madde ta-
sinmasinda ve dig ortamdan gelen uyaralar:i alip cevap vermede dnemli bir
rol oynamaktadir. Zarlar, esas olarak protein ve lipitlerin kovalen olma-
yan etkilegiminden meydana gelmektedir. Singer ve Nicholson zarlarain yapi~

s1 igin sivi mozalk modelini énermiglerdir. Bu modele gbre zarlar esas
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olarak fizyolojik sicaklikta sivi halde bulunan asimetrik fosfolipit ¢ift
tabakasindan olugmaktadir. Proteinler, bu tabakanin devamlilidini bozup

ona mozalk gSrinimi vermektedirler. Zar yapisinda bulunan lipitler 6zel~

likle fosfolipit, glikolipit ve kolesteroldiir. Fosfolipit dlarak fbéfativ
dil kblin ,fosfatidil serin ve fosfatidil etanolamin gibi fosfogliseritler
ve sfingomyelin bulunmaktadir. Lipitlerdeki ya§ asitleri 14 ile 24 karbon
atom uzunludunda olup doymus veya doymamig halde bulunabilirler. Glikoli-
pitler sfingozinden tiireyen ve geker tagiyan lipitlerdir. Bu geker birim-

leri, zarin dig ylizine dénik clarak bulunmaktadzf.

Zar dinamik bir yapi oldudundan protein ve lipitleri hareket halin-
dedir. Zarin akigkanlig:, doymemis ya§ asitlerinin zincir uzwnlugu ve mik-

tarina badlidir. Ayrica kolesterol de zar akigkanligini etkilemektedir.
Zarsal Enzimler : -

Zar yapisinda bulunan proteinler reseptér, transport gibi gbérevie~
ri yanisira 6zellikle enzim olarak rol almaktadir. A~T hastalarinin lenfo-
sit zar yapisini incelemek amaci ile yapilan bu galigmada yalniz aktivite-
lerine bakilan zarsal enzimlere iligkin bazi bilgilerin sunulmas1 diigiinil-

miigtiir.
Ir.3,1. Alkalen Fosfataz :

Alkalen fosfataz (ALPaz)(ortofosforik moncester hidrolaz, EC.3.1.3.1)
salgzs ve emilim yapan ylizeylerde bulunan,szgiil olmayan bir fosfatazdir. En-
zimiﬁ zarlarda veya sitoplazmada fosfazom adi verilen ézel graniiller igin-
de bulundugu bildirilmigtir (31,32). Hicre zaranda, Golgi cisimcifinde, li-
zozomlardé ve endoplazma retikulumunda enzim aktivitesi gbsterilmigtir
(33,36). ALPaz aktivitesi gekirdekte (37) ve ézellikle cekirdek zarinda

da saptanmigtir (38).
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ALPaz, alkali ortamda monofosfat esterlerinin hidrolizini kataliz~

leyen bir enzimdir. Tepkime kisaca agagirdaki gekilde gbsterilebilir :

AlPaz
R~-0- PO, Jl275 R - OH+ POy
Bu enzimin, hiicredeki fosfor metabolizmas: ile ilgili oldugu digin il mekte~
dir. Karaciger, beyin gibi bazi dokularda piridoksinin fosforilasyonunu

da diizenledidi belirtilmigtir (32,39}.
Herbiri ayri gen tarafindan kodlanan ig farkly ALpaz vardir (40) :

a. Karaciger, kemik, bébrek aAlPaz'i
b. Barsak ALPaz':

c. Plasenta ALPaz’'i

Bulgqular ALPaz’in kinetik davraniginin dokudan dokuya dedistigini gbster-
mektedir. Plasentaya ait ALPaz'in en uygun substratlari g-gliserofosfat ve
feniifosfattiy., Buna karsin, barsada ait enzim, adenozin monofosfat (AMP)
ve pirofosfat (PPj)}'1 hidroliz etmekte ve B-gliserofosfat ile gok diigiik ak-
tivite géstermektedir. Enzimin, homoarginin veya fenilalanin ile inhibisyo-

nu, isiya duyarliligs ve pH bagamliliga da dokuya gore degigmektedir (41).

nsan karsinoma hiicre kiil tiirleri ile yapilan deneylerde ALPaz dize-
yinin hiicre motilitesi ile ilgili oldugu goriilmiigtir (42,43). ALpaz aktivi-

tesinin, DNA sentezini inhibe ettigine de deginilmigtir (44).

ALPaz aktivitesinin skut lenfositik ldsemide degigmedigi halde,
bazi kronik lenfositik lGsemilerde yikseldi§i bulunmugtur (45). Bir grup
ﬂ@ﬂmmdaﬂmﬂmmn@mhahmewﬂmBhwmhﬂME@bdnﬁn

sekilde yiksek oldugunu géstermislerdir (11).
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I1.3,2. 5'Niikleotidaz :

5ryiklectidaz (5'N) (EC.3.1.3.5) memeli hiicrelerinin gogunda hiicre
zarinda bulunan bir enzimdir. Enzim aktivitesinin hiicre zarinin dig yiizin-
de bulunmasi nedeniyle zarin taninmasinda kullanilabilecedi belirtilmig-
tir (46,47). Endoplazma retikulumu, Golgi zari ve mitokondri dig zarinda,
cekirdekte, lizozomlarda enzim aktivitesine rastlanmgtir (48-50). B hic-
relerindeki 5'N aktivitesi T ﬁﬁczelerine gére ig misli kadar fazla bulun-
maktadir (47,51,52). Bu enzim T hiicrelerinin alt gruplara arasinda bile

farkli aktivite géstermektedir (53).

5'N 'in bir lipoprotein (354} wveya glikoprotéin {55) olduju sdylen-
mektedir. Enzimin aktivitesinin lipitlere bagimli oldufu saptanmigtir (54,
56) . Lipitleﬂn, katalitik aktivite ig¢in gerekli Gzel konformasyonunu koru-
yarak etkili olabilecedi diginiilmektedir. Dalak ve timustan elde edilen
lenfositlerin 5'N aktivitelerinin, birbirinden farkli oldufu bulunmugtur.
Bu durum, lipit ve karbohidrat icerigindeki dedigkenlikten ve lipitlerin

dagrlimindaki farkliliktan ileri gelebilir (46).

5'N, nikleozit 5'-monofosfatlardan fosfatin ayrilmasini katal izle-

yen bir enzimdir. Tepkime agagida kisaca gdsterilmigtir :

Baz Baz
{purin veya pirimidin} (purin veya pirimidin)
} 5'N ,
Ribogz ====— Fosfat —-=—-re=— >+ Riboz + Fosfat

Hijcre zarlari yalniz nikleozit ve 'baz'lara kargi gegirgendir. Bu nedenle,
5'N 'in g6revi nikleozit- fosfatlari pargalayarak, niikleotitlerin hiicre i~
gine taginmasini saglamak olabilir (57,58). Ayrica, 5'N 'in hicre farkli~

lagmasi ve olgunlagmasinda roli oldugu belirtilmigtir (59).
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Insan karacider, aorta ve plasentasinda bulunan 5'N enzimi, ¢inko
ve nikel ile inhibe olurken lenfosit enzimi bu elementler ile aktive olmak~

tadir (60). Eritrosit 5!'N 'inin iki izoenzimi oldudu bildirilmigtir (61).

Purin niikleotitlerinin pargalanmasi, badigsiklik gisteminin diizen-
1i caligmasinda énemli rol oynamaktadir. Bagigiklik sistemi yetmezligin-
de adenozin deaminaz,purin nikleozid fosforilaz eksikliklerine, T hiicre=-
lerinin fonksiyon bozukluklarina rastlanmigtir (62,63). 5 N aktivitesi
. de hipogamaglobulinemi, konjenital agamaglobulinemi ve primer immunoglobulin
yetersizligi olan hastalarda digik bulunmaktadir (52,64-66). Bazl akut
ve kronik loésemilerde, 5'N aktivitesi diigiik bulunmugtur. Bu aktivitedeki
diigmenin enzim proteininin sentezinin azligindan mi, yoksa enzim molekii-
léiniin yapisindaki bozukluktan mr ileri geldigi kesin olarak ag¢iklanama-
migstir (67~69). Kronik miyeloid ldsemide goriilen blast krizinde 5'N art-
maktadir; bunun hastali§in tanisinda yardimc: olabilecedine deginilmig~

tir (70).
I7.3.3. Adenozin Trifosfataz :

Adenozin trifosfataz (ATPaz) (EC.3.6.1.3) zara yerlegmig ve genel-
likle iyonlarin tasinmasinda rolii olan bir grup enzimdir. Bu enzimlerin or-
tak Szellikleri adenozin trifosfat (ATP)'1 adenozin difosfat (ADP} ve inor~
ganik fosfata (Pi) pargalayarak agida gikan enerji ile, iyanlarin zardan ta-
ginmalarini sadlamaktir. Bu enzimler, vektoryal enzimlerdir ginki iyonlari,
derigimlerinin yiksek oldugu yone dogru tagimaktadirlar. Bu ATPaz'lar ara-

. L. * +* + + +2
sinda en iyi bilinenleri, Na ve K ile aktive olan Na - K ATPaz, Ca ve
+2 . 42 2 +2 +2 .
Mg ile aktive olan Ca - Mgf ATPaz, yalnizca Ca veya Mg ile aktive

+2 +2
olan Ca veya Mg ATPaz'dar. Ayrica bikarbonat ve kloriir taginmasinda rol
alan ATPaz,mide mukozasindan hidrojen iycnunun salgilanmasinda énemli rol oynayan

* . , + ,
ve K ile aktive olan K*—H ATPaz da vardir.Bunlardan bagka lych taginimindan
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gok enexji metabolizmas.l ile ilgili ATPaz'lar da vardar (71).

Farkli ATPaz'iar farkla organellefin zarlarinda gerlegmigtir.
Cubain ile irhibe clan Wa ~ K ATPaz hiicre zarinda ve mikrozomlarda bulun-
maktadir. Ca+2- Mg+2 ATPaz aktivitesi daha cok hiicre zari ve sarkoplazma
retikulummnda gorilmiigtiir. ﬁg+2-ATPaz aktivitesi hiicre zarlari, mitokondri
ve mikrozomlarda saptanmigtir. Oligomisin ile inhibe olan ATPaz mitokondri-f
de bulinmaktadir. Lizozomlar da az miktarda ATPaz aktivitesi gdstermekte~

dir (72-76).

Na - K+ ATPaz aktivitesi daha ok uyarilabilen ve salg: yapan hicre-
lerde bulunur; Szellikle hiicre zarina yerlegmigtir. Bunun igin enzim, hic-
re zarinin taninmasinda kullanilmaktadir. Memeli hiicrelerinde hiicre igi
K+ iyonu derigimi, Na+ 'a oranla daha fazladir. Hilcre diginda ige Na*
iyonu derigimi K 'a oranla daha yliksektir. Bu iyon derigimi farki Na ~K
ATPaz ile kormma];ta ve gereken enerji ATP'in hidrolizinden sadlanmaktadir.
Na+ ve K+ iyonlarinin hiicre zarimn iki tarafinda béyle farkla dagilim gis-
termesi hilcre hacmini, sinir ve kas hiicrelerinin elektriksel uyarilabilir-
ligini kontrol etmekte, geker ve amino asitlerin etkin taginmasini sagla-
maktadir. Bu enzim 270.000 MA'da bir tetramerid'ir. Biylik o alt biriminde
(Ma 95.000) ATP ve kardiyotonik steroid inhibitSrinin (Oubain) baflanmasi
igin ayra yerler bulunmaktadir. Zarin sitoplazmaya bakan ig¢ yizeyinde ATP
hidroliz edilmektedir. Halbuki oubainin baglanma yeri zarin dig ortama
bakan kismndadir, Buradan o alt biriminin zarin i,? ve dis yizeyleri ara-
sainda boyluboyunca ﬁzmdlﬁl anlagilmaktadir. Kuguk B alt birimi (MA 40.000)
bir glikbproteindir. Buna bagli karbohidrat gruplari, diger zar glikopro-
teinleri gibd, hiicre zarinmin dig ylizeyinde bulunmaktadir. Na+ ve K+' baglan-
ma yerleri bu alt birim lizerindedir. Na+—K* ATPaz'in caligmasi sonunda
3Na+‘ ile 2K+ yer degigtirmektedir (71). Bu enzimin lenfositlerde blastik

transformasyonda ve badisiklik cevabinda rolii oldugu belirtilmigtir (77).
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Mg  ATPaz'in da, hiicre zarinin dig yiizeyinde bulunduguna dair bul~
gular vardir. Ancak enzimin hiicre zarindaki gSrevi tam olarak bilinmemek-
tedir; hiicre igi Mg+2 derigiminin diizenlenmesinden sorumlu olabilir (31,78).
Ayrica kiil tiirlerde hiicrelerin biribirlerine dedmesi sirasinda hiicre zarin-

. . . . L ies s
daki Mg  ATPaz aktivitesinin de§istigi gbzlenmigtir (74).

Zar ATPaz'larainin aktivite ve dadilimindaki dedigme daha ¢ok zarda-
ki genel dedigiklikleri diigtindiizmektedir, Qegitli malign durumlarda dola-
simdaki lenfositlerin ATPaz aktivitesi genig bir gekilde incelenmigtir.
akcider, sindirim sistemi ve meme kanserlerinde, Hodgkin hastalidinda len-
fositlerdeki ATPaz aktivitesinin normallerden yiksek oldugu bulunmugtur.
Bu galigmalarda lenfositlerdeki timdr antijenlerini tanima yerlerinin de~
Figtigi ve bu dedigiklik sonucu ATPaz aktivitesinin arttidr soylenmektedir

(79-82).
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I7r.1. Maddeler :

Ficoll 400 rharmacia Fine Chemical Isveg'ten, Isopagque Winthrop
ABD'den, 1'1 23 Amersham Ingiltere'den, X-omat film Kodak ‘tan, p-nitrofenil-
fosfat Serva B.Almanya'dan, Oubain Aldrich ABD'den, laktopercksidaz, 5'AMP

ve ATP Sigma Chem. Co. ABD'den saflandi.

. Deneylerde adi gegen dider maddeler amaca uygun safliktadir.

ITr.2. Aletler :

Deneylerde Dubnoff metabolik galkalayici, Beckman Model 25 spektro-
fotometre, Coleman Junior IIT kolorimetre we Vitatron dansitometre kulla-

milmgtar.

I1r.3. ¢aligma Materyali :

A. Hasta Grubu : Bu grup Hacettepe thiversitesi Tip Fakiil tesi Qocuk
Saflidr ve Hastaliklar: Anabilim Dali Imminoloji thitesine bagvurup, kli-
nik bulgular ile ataksi-telenjiektazi tanisi konmug hastalardan olugmugtur.
Autoradyografi 7 hastaya uygulanmigtir. Ayrica 10 hastada da lenfosit
zarsal enzimleri galigilmigtir. Bu gruptaki hastalarin yaglari 5-14 arasin-

da dedigsmektedir.

B. Kontrol Grubu : Bu grubu, Hacettepe lhiversitesi Tip Fakiiltesi

Hastanelerine ufak cerrahi midahaleler igin yatirilmg olan hastalar ve
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goniillii pexrsanel olugturmaktadir. Kontrol grubunu olugturan kigilerin se~
giminde sistemik ve Szellikle badigiklik sistemi ile ilgili bir hastali-
Jin olmamasina 6zen gdsterilmigtir, Bu grup, 18-35 yaglari arasanda 10 ki~

giden olugmaktadir.

Hasta ve kontrol grubundan alinan kandan lenfositler ayrilip, hemen
ilgili galigmalara gegilmigtir. Her hasta yani sira bir kontrolin de gali-

gilmasina dzellikle dikkat edilmigtir.

I1r.4. Yéntenler :

III.4.1. Lenfosit yiizey proteinlerinin incelenmesinde kullanilan

yéntemler

Irr.4.1,1. Lenfositlerin total kandan ayrilmasi :

Lenfositler diger kan hiicrelerinden Ficoll Isopagque'da yogunluk
farklarina dayanarak ayrilirlar. Bumm igin ﬁasta ve kontrollerden heparin-
lenmig enjektdrle alinan 20 ml kan,10 ml fosfat tamponlu serum fizyolojik
{phosphate buffered saline-pBS-bkz. Ek 1.1.) ile karigtiralir. Total ha-
cim 4 egit parcaya bolinir; her biri 3 ml Ficoll Isopagque karigim: (Bkz.
Ek 1.2) dzerine tabaka olusturacak sekilde konur ve 4°C’ta 500 xg 'de 30
dakika santrifiij edilir. Bundan sonra tim iglemler Lcita yapilir. Santri-
Fiijden sonra tg farkl: tabaka gbzlenir. Lenfogitler, iistteki plazma taba-
kas: ile ortadaki Ficoll Isopaque tabakasi arasinda keskin bir band olug-
turur. Bu band, plazma tabakasinin atilmasindan sonra, pastér pipeti ile
ayra bir titbe aktarilir. Lenfositlerle karigmig olabilecek eritrositleri
uzaklagtirmak igin, lenfositleri igeren tibe 10 ml % 0.87 NH,CI eklenir.
10 dakika sonra 250 xg 'de santrifiij edilir. (Oken lenfositler iki kere
10 ml PBS ile yikanair ve en sonunda 1 mll PBS icinde siispansiyan haline ge-

tirilir (83,84).
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Kandan ayrilan bu lenfositlerin canlilik testi, Tripan Blue ile ya-
pidir. Bu amagla, lam iizerinde egit hacimde lenfosit siispansiyonu ile
Tripan Blue (bkz. Fk 1.3) karigtirildiktan sonra, 3 dakika iginde mikros-

kopta hiicreler sayalir ve boya almamig hiicreler % olarak ifade edilir.

Bu lenfositlerin iginde granﬁlosit, monosit, eozinofil ve nétrofil
gibi bagka kan hiicreleri de bulunabilir. Miyeloperoksidaz boyamasinda po-
zitif gdriilen bu bulagik hiicreler, sayilir ve miktarlari % olarak belirti-
lir. Miyeloperoksidaz boyamasi igin lenfosit siuspansiyonu lam lizerine konur.
Kuruduktan sonra alkol-formalinde (bkz. Ek 1.4.A) 1 dakika bekletilir,
10-15 saniye musluk suyunda yikanir. Daha sonra lam, lnkubasyon kazl:':r.gz.m.r.
(bkz. Bk 1.4.B) iginde 30 saniye siire ile oda sicakliginda tutulur; I15-20

saniye musluk suyunda yikanir ve mikroskopta incelenir (85).

IIr.4.1.2. Lenfosit yiizey proteinlerinin 1125 ile igaretlenmesi we

proteinlerin ¢dziniirlegtirilmesi (86) :

Lenfosit ylizey proteinlerindeki tirozin amino asitleri Ho0, we lak~
toperoksidaz varliginda 25 i1e isaretlenir.Bunun igin dnce, I11.4.1.1.
de elde edilen lenfosit siispansiyanundaki hiicreler Thoma kamerasi kullani~
larak sayilir ve 2x107 lenfosit/ml olacak gekilde PBS ile sulandirilar. Bu
siispansiyondan 1 ml alinip santrifiij edilir, st kisim atilir wve gr':‘lkmﬁg
2x107 hiicre {izerine nihai olarak 10 mM sodyum potasyum fosfat tamponu
(pH= 7.4}, 0.15 M NaCl, 50 yg laktoperoksidaz, 0.5 M KI, 0.5 mCi 1125 Ige-
ren 1 ml inkubasyon karigimi konur. Tepkime 25 Ul 10 mM Hy0, eklenmesi
ile baglatalar. 5 dakika ara ile iki kere daha 25 ul 10 mM H202 eklenir,
Inkiibasyan BOOC 'tz galkalayici su banyosunda yapilir ve bu arada pH'nin
7.2-7.4 arasinda kalmasina dikkat edilir (gerekirse 0.001 M NaOH eklenir).
Tepkimz son H20 eklenmes.inderi 5 dakika sonra 17.5 ml goduk PBS ilawvesi

2
ile durdurulur. Hiicreler dbrt kere PBS ile yikanir. Kdr olarak laktoperok-
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sidaz ve H,0, kanmayan inkiibasyon ortamlarl hazirlanir ve nummelerdeki

gibi ayni iglemler uygulanir.

Yikanmis lenfositler, 0.125 ml 10 mM sodyum fosfat tamponu (pHz
7.4) iginde siispansiyon haline getirilir., Tripan Blue ile tekrar canlilik
kontrolii yapzlar. 0.125 ml % 1 (v/v) Nanidet P-40 ile 10 dakika oda sicak-
li1gnda galkalanir. 4°C'ta 1300 xg'de 30 dakika santrifijden sonra siper-

natan elektroforez igin ayralar.

IIT.4.1.3. Lenfosit proteinlerinin sodyum dodesil silfatli poli-

akrilamid disk jel elektroforezi ile ayrilmasi (87) :

Proteinler yapilarindaki nicel ve nitel farkliliklar nedeniyle elek-
triksel bir alanda farkil: hizlarda hareket ederek fraksiyonlara ayrilabil-
re Gzellidindedir. B&6lim III.4.1.2'de % 1 Nonidet p-40 ile ¢6ziniirlegtiri-

len lenfosit yiizey proteinlerinin elektroforezi igin :
a. Nummenin hazirlanmas: :

IIT.4.1.2'de elde edilen supematanin 1 kism tizerine, 9 kisam
10 mM sodyum fosfat (pH=7.0) icinde % 1 (v/w) sodyum dodesil siilfat (SDS)
ve % 1. (v/v) 2-merkaptoetanol (2-ME) bulunan ¢Szelti eklenir. 2 dakika si-
re ile 100°C'ta inkrii.be edilir. Bunun 80 ug protein igeren miktarr (0.3-0.4
ml kadari), 20 ul % .04 Brom Phenol Blue (BPB), 4 damla gliserol ve 20 ul

2~-ME ile karigtirilar.
b. Elektroforez iglemi :

Her numunenin disk elektroforezi ig¢in 2 tsne SDS'1i % 7.5 poliak-
rilamid jelleri hazirlanir (bkz. Ek 1.5). Autoradyografide kullanilacak
birinci jelin ilizerine 60 \ig, protein boyamasi yapilacak ikinci jelin iize-

rine 20 ug protein ig:aien ve (a) kismnda anlatildaiga gekilde hazirlanmig
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olan numune uygulanir. Elektroforez 0.1 M sodyum fosfat (pH=7.2) iginde
% 0.1 g SDS igeren tampon ile yapilir ve 8 md/gel uygulanir. BPB jelin ucu-

na yaklaginca elektroforeze son verilir.
Irr.4.1.4. Autoradgbgrafi 2

Elektroforezden sonra 60 ug protein uygulanmig olan jel bir kartoﬁ
iizerine yerlegtirilir, selofan kajit ile értiiliir. Bunlar izerine Kodak
memat film we silindirik jeli hafifge yassiltacak kadar bir afrrlik konur.
10 gin karanlikta bekletildikten sonra film, réntgen filmi gibi banyo edi-

1ir (88,89).
III.4.1.5. Protein bantlarinin boyanmasi :

Elektroforezden sonra 20 g protein uygulanmg olan jeller boyama
cbzeltisi (bkz. Ek 1.6) iginde 1 saat tutulur. Bir kere distile su ile
g:alkaland’iktan sonra fazla boyanin atilmasi icin yiakama ¢bzeltisi (bkz.
Ek 1.7) ile bolca yikanir we jeller % 7.5 asetik asit iginde saklanar.

Boyanan proteiﬁ bantlar: dansitometrede degerlendirilir (87).
IIr.4.1.6, Moleki(l adiriidy taygini :

Standart olarak MA 68.000 olan sidir serum albumini (BSA}, MA 58.000
olan katalaz ve MA 36.000 olan laktik dehidrogenaz kullanildi. Absise elek-
troforezde bantlarin orijinden uzakligi (cm olarak), ordinata- MA konmak

sureti ile semilogaritmik kadit ilizerinde standart egri ¢izilir (87).

Ir1.4.2. Lenfositlerde bazi zarsal enzimlerin incelenmesinde kulla-

milan yontemler

I77.4.2.1, Lenfositlerin homojenize edilmesi :

BGliim III.4.1.1'de belirtilen sekilde elde edilen 1 ml PBS iginde-

ki lenfosit siispansiyonu, santrifiij edilir. Supernatan atildiktan sonra
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goken hiicreler 1 ml 0.25 M sukroz/30 mM Tris HCI (pH=7.4) iginde slspansi-
yan haline getirilir. 49C’ta 10 dakika cam-teflon homojenizatdrit ile homo-

jenize edilir (80).
I1r.4.2.2. Alkalen fosfataz aktivitesinin Slgimi :

yéntemin esas: alkali ortamda ALPaz'in p-nitrofenilfosfat (ENPP)'z
p-nitrofencl (PNP) ve fosfat'a pargalamasi, agija gikan PNP'in 8lgiilmesine

daganir.

ALPaz aktivitesini Sl¢mede, inkiibasyon karigimi nihai olarak 50 mM
Tris HCl (pH=9.0), 5 mM MgCl,, % 1 Triton X-100, 2 mM KF, 1 mM PNPP ige-
rir. Son hacim 1 ml'dir. Tepkime III.4.2.1'de elde edilen lenfosit homoje-
naty ilavesi ile baglatilir. Caligma kogullarinda 1 ml iInkibasyon ortamina
konmasi gereken en uygun protein konsantrasyonmunun 0.48 mg ve Inkiibasyon
siiresinin 10 dakika olduju saptandi. Inkiibasyon 27°%C"¢ta yapil;r. 0. ve 10,

dakikada alinan 0.4 ml inkubasyon karisimna 1 ml 0.1 M NaOH ilavesi ile

tepkime durdurulur. a¢ida gikan PNP 400 nm'de Slgiiliir. PNP'in molar ekstink~

. 4 ,
siyon katsayisi 1.8x10° diir. Buradan aktivite nmol PNpP/dakika/mg protein

¥

olarak hegsaplanir (45,90).
1I1.4.2.3, 5'Nikleotidaz aktivitesinin Slgimi

Yéntem,enzimin 5' aMP'yi pargalayarak agida g¢ikan Pi'in Slgiilmesine

dayanir.

5'N aktivitesini Slgmede inkiibasyon karigim: nihai olarak 5 mM
5' aMp (pH=7.0), 10 mM MgC.lz, 50 mM Tris HCl (pH=7.4), 100 mM KC1, 2 mM
KF, % 0.1 Triten X-100 igerir. Son hacim 1 ml dir. Tepkime III.4.2.1'de

elde edilen lenfosit homojenatinin ‘ilavesi ile baglatilir. Kogullarim z-

da 1 ml inkiibasyon ortamna 0.3 mg protein Konmasinin uyym oldugu saptandi.
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Karigimlar 37°C'ta 30 dakika inkiibe edilir. 0. ve 30. dakikada alinan

0.4 ml inkiibasyon karigimina 0.2 ml soduk % 25 triklorcasetik asit (TCA)
ilavesi ile tepkimer durdurnlur. TCA'li tiipler 2500 rpm'de 20 dakika santri-
fiij edilir, Supernatanda agagida anlatildidz gibi_ P; miktar: Glgiillir. Bu-

radan aktivite nmol Pi / 30 dakika / mg protein olarak hesaplanir (91,92).
Inorganik fosfat miktarimn Slgtimi :

Yéntem Pi’'in amonyum mol ibdat ile fosfomolibdat kompleksi olugtur-

masina ve bunun da askorbik asit ile indirgenmesine dayanir.

0.05 ml supernatana 0.25 ml su ilawesiyle 0.30 ml ye getirilen nu-
mune iizerine 0.7 ml renk reaktifi (bkz. Ek 1.8) eklenir. Kang:.miar 37%¢
ta 1 saat Inkiibe edildikten sonra 820 nﬁ?'de kére kargi okunur. Kér tiipinin
hazirlanmasi igin 0,3 ml su lzerine 0.7 ml renk reaktifi eklenir. Standart-
lar ise ayri tiplere 0.05 ml ve 0.1 ml 0.4 mM Na HPO, pipétlenmesi, herbi-
rinin hacminin 0.3 ml ye tamamlanmasi ve bunlarin iizerine 0.7 ml renk re-
aktifi ilave edilmesiyle hazirlanir. KSr ve standartlar numuneler gibi

37°C7ta 1 saat inkiibe edilir (93).

0.02 ymol ile 0.4 umol P; konsantrasyonlari arasinda standart egri-

nin lineer oldudu gérilmigtir.
+ + ; u I3 . 3 e o i
IT7.4.2.4, Total ve Na -K ATPaz aktivitelerinin dlgumi :

ATPaz enzimi uygun gartlarda ATP'yi, ADP ve Pi 'a par¢alar. Enzimin
o o e . .
aktivitesi acida ¢iksn Pi iizerinden belirtilir. Oubain, Na -K ATPaz ak~

tivitesini inhibe eder.

Total ATPaz aktivitesinin &lgildigid inkibasyon ortam nihai olarak
3 mM ATP (pH=7.0), 100 mM NaCl, 15 mM KCl, 6 mM MgCl,, 30 mM Tris HCI

v _* ' R
(p=7.4) icerir. Na -K ATPaz aktivitesinin Sl¢illdigd inkiibasyon ortamna,
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yukaridakilere ek olarak, nihai 1 mM oubain konur. Her iki kangzhun son
hacmi 1 ml dir. Tepkime 11T.4.2.1'de elde edilen lenfosit homojenati ila-
vesi ile baglatilir. Inkibasyon ortammnin 1 ml sine 0.3 mg protein konmasi~
nmin uygun oldugu galigma kogullarimrzda saptandz. Rarigimlar 37crta 30
dakika inkiibe edilir. 0. ve 30. dakikada alinan 0.4 ml inkubasyon karigimi—
na 0.2 ml sojuk % 25 TCA ilavesi ile tepkime durdurulur. TCa'li tiipler
2500 rpm'de 20 dakika santrifij edilir. Siipematanda III.4.2.3'de bel ir-
tilen gekilde Pi miktarl 61:;:&11‘1‘&. Buradan aktivite umol Pi / 30 dakika /
mg protein olarak ifade edilir. Total ATPaz aktivitesinden oubainle inhi~
be edilmeyen ATPaz aktivitesi gikarilarak Na+—K+ ATPaz aktivitesi hesap-

lanir (79).
+2 . .. e
I17.4.2.5. Mg  ATPaz aktivitesinin Slgimi :

2 +2 L. ,
Inkiibasyon ortarminda Mg+ bulimdugu zaman Mg  ATPaz enzimi ATp'yi
ADP ve Pi'a hidroliz eder. Agia gakan pPi miktarindan enzim aktivitesi he-

saplanir,

Bu enzimin aktivitesi, nihai olarak 3 mM ATP (pH=7.0), 5 mM MgClz,
60 mM Tris HCl (pH=8.0) igeren inkibasyon karigimnda 6lgilir. Son hacim
1 ml dir. Tepkime I1T1.4.2.1'de elde edilen lenfosit homojenat: ilavesi
ile baglatilir. Kogullarimzda 1 mi inkiibasyon karigimina 0.3 mg protein
konmasinin uygun olduju saptandi. Karigimlar 37°cta 30 dakika inkibe edi-
lir. 0. ve 30, dakikada alinan 0.4 ml inkiibasyon karigimina 0.2 ml soguk
% 25 TCA ilavesi ile tepkime durdur.ulur.. rca'ly tipler 2500 rpm'de 20 da-
k;ika santrifiij edilir, Sipematanda ITI.4.2.3'de bel irtilen gekilde P1i
miktari &lgiiliir., Buradan aktivite umol pi/30 dakika/mg protein olarak he-

gaplanir (94,95).
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III.4.3. Lenfosit zarlarindaki bazi yapisal bilegiklerin incelen-

mesinde kullanilan ydntemler

IIT.4.3.1. Siyalik asit miktarinin &lgimi (96,97) :

Siyalik asit, tiyobarbitirik asit yéntemi ile dlgiiliir. Bu ydntem
yalniz serbest siyalik asidi Slgtiijiinden glikoproteinler igindeki siyalik
asit dnce zayif bir asit hidrolizi ile ayrilir. Periyodat ile okside edil-
dikten sonra ol_ugturulan renk gikloheksanan fazina alinir. Renk siyalik

asit miktar: ile orantilidir.

I17.4.2.1'de elde edilen lenfosit homojenatinin 0.1 ml 'si ayri: mik-
tar 0.2 N H,S0, ile 80°C'ta 1 saat hidroliz edilir. Bu hidrolizatin 0.1 ml
sine 0.05 ml 0.2 M sodyum metaperiyodat (bkz. Fk 1.9) konur ve 20 dakika
oda sz.cakl.lglrida beklenir. Bu siire sonunda 0..5 ml % 10 sodyum arsenit
(bkz. Ek 1.10) ilave edilip sari-kahve renk kayboluncaya kadar karigtiri-
lir. 1.5 ml % 0.6 tiyobarbitiirik asit (bkz. Ek 1.1l1} konur. Kaymar su ban-
yosunda 15 dakika kaynatilip, soéutul ur. Karigima 2.15 ml sikloheksanon
ilave edilir ve giddetle galkalanarak olugan renk, sikloheksancon tabakasi-
na gegirilir. 3 dakika 1000 rpm'de santrifij edildikten sonra istteki siklo-
heJ;'sanon fazi 532 ve 549 nm'de kére kargi ckunur. 2-Decksiriboz bu ydntem-
de 532 nm'de maksimum absorbsiyon verdiginden, nummeler iki dalga boyun-
da da okmmaki_:ad:.r. Kér, hidrol izat yerine 0.1 ml distilé su konarak hazir—
lanir ve numune gibi ayni iglemler uygulanir. Lenfositlerin hombjenize e-
dildidi ortamda renk tegekkiiliinii etkileyebilecek faktorler nederiiyle kont-
rol, 0.1 ml lenfosit igermeyen homojenat ortams konarak hazirlamir ve nu-
mme gibi galigilir. Siyal_ik asit miktari, kontrollerle ilgili diizeltmeler

yapilarak agagidaki formiilden hesaplanir.
umol (N~asetilnéraminik asit) = 0.09 x ODg,yq ~ 0.033 x ODg 59

Sonuglar nmol siyalik asit / mg protein olarak dederlendirilir.
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III.4.3.2. Kolestercl miktaranin Olgimi (98) :

vontemde kolesterol, énce izopropanol fazina alanir. Daha sonra or-
tama konan FeCl, ile olugan demir-kolesterol kompleksi, derigik silfdrik

asit ile kahve-mor renk wverir.

I17.4.2.1'de elde edilen lenfosit homojenatinin 0.05 ml si izerine,
1.2 ml izopropanol konur. Tipin adi1zi iyice kapatilaip 15 saniyé giddetle
calkalanir. 5 dakika bekletildikten sonra tekrar karigtirilip 3000 rpm'de
5 dakika santrifiij edilir. 0.25 ml supematan iizerine dnce 0.5 ml FeCl,
cbzeltisi (bkz. Ek 1.12), sonra 0.5 ml derigik H,SO, konur. 10 dakika son-
ra 540 nm'de kére karsi okunur. K6r tiipti nuimmne yerine 0.25 ml izopropa- '
nol konmasi ve ayni iglemlerin uygulanmasi ile hazirlanir. Standart tiipl
de, numune yerine % 8 mg kolesterol (iZopropanol iginde} igeren gdzel tiden
0.25 ml alinmasi ve sonra aynen numune gibi galigilmasi ile hazirlanar.
Kolesterol miktari agagidaki formil yardimi ile hesaplanir.

Nummenin O0.Db, _ 0.08 .
Standardin 0.0, % 0,04~ - M9 kolesterol/ml

Sonuglar ug kolesterol/mg protein olarak dederlendirilir.

% 8 mg kolesterol igeren standart g¢ézeltiden 0.03, 0.10, 0,15, 0.20
ve 0.25 ml alinarak kolesterol standart edrisi ¢izilmigtir. Bu konsantras-

yonlarda standart edrinin lineer olduju gdrilmigtir.
ITI.4.3.3. Protein miktarinin Slgimit (99) :

Bu yéntemde protein, alkali ortamda bakir iyonlari ile biiire reak-
siyonu verir, yani peptit badlar: alkali ortamda bakix tuzlar: ile mor renk-
1i bir kompleks olugturur; ayrica proteindeki tirozin ve triptofan fosfo-

molibdat-fosfotungstat ¢ozeltisi ile indirgenir.
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Standazt olarak % 0.5 sidir serum albumini igeren ¢dzeltiden 0.010,

0.020, 0,030, 0.040 ve 0.050 ml, numme olarak IIT.4.2.1'de elde edilen
lenfosit homojenatindan 0.005 ml ayr:i tiplere pipetlenir, hacimleri 0.05

ml ‘ye su ile tamamlanir. Her bir tiipe 1 ml renk reaktifi (bkz. Ek 1.13)
eklenir. 15 dakika oda sicaklidinda beklenir we karigimlara 1/1 distile su
ile sulandirxilmig Fol in-Ciocal teu ¢ézeltisinden 0.1 ml konur, karigtiri-
lir. Yine oda sicaklidinda 1 saat beklenir. 750 nm'de kére kargi okunur.
Kor, numune yerine 0.05 ml su konarak hazirlanir ve nummneler gibi ayni ig-
lemlere tabi tutulur. Sonuglar my protein / ml olarak dederlendirilir. Ga-~
ligilan standart konsantrasyonlarinda standart egrinin lineer oldugu gorul—

migtir.
IIr.4.4. Immmolojik yéntemler :

Total lenfosit sayimi ve deri testleri klinikte kullanilan rutin me-
todlar ile yapilir. Deri testlerinde, 6n kol derisi igine 0.1 ml standart
antijen uygulanir ve 48 saat sonra 5 mm'den biiyik endiirasyon pozitif ola-

rak dederiendirilir (100}.
E rozet testi M.Jondal'in metodmna gére yapilmgtirr (101).

Serum immmoglobulinleri Behring Werke Firmasinin plaklari ile ra-

dial immmodiffiizyon ydntemine gbre tayin edilir (102).

Bu kisimda sdzkonusu immmolojik ybntemler ¢aligma materyal inin
saflandigas H.U. Tap Fakiiltesi Cocuk Sadligs ve Hastaliklari Anabilim bala
Immmnoloji thitesinde yapilmigtir. Hasta grubumuz hakkinda daha genig bil-

giye sahip olmak amaci ile bu test sonuglarina da yer verilmistir.

ITT.4.5. Istatistik :

Gézlem sayrlarinin azlidir ve dagalimn homojen olmamasi parametrik
test varsayimlarina uymamaktadir. Iki ortalama arasindaki farkin dnemini an-

lamak amaci ile parametrik olmayan Mann Whitney U testi kullanilmigtar (103,104},
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Autoradyografi uygulanan ve enzim aktivitelerine bakilan hastalarin
klinik, radyolojik ve immmolojik bulgular: sirasi ile Tablo 1,2 we Tablo
3,4'de gériillmektedir. Hastalardan ikisi (I1.B. ve M.B.) kardegtir. Diderle~

ri arasinda bir akrabalik yoktur.
Iv. 1. Kandan elde edilen lenfositlerin saflik ve canlilik testleri :

BSltm ITr.4.1.1'de anlatildida gibi elde edilen lenfositlerin lIgin-
de 5 vakada yapilan miyelopercksidaz boyamas: ile ortalama % 12 oraninda
bagka hiicrelerinde bulundugu gézlendi. Her vakadan elde edilen lenfositle-
zin % 90 civarinda canli olduju Tripan Blue testi ile saptandi. Bu test,
autoradyografi igin iyodinizasyondan sonra da tekrarland:r ve lenfogsitlerin

canlilik oraninda bir degigiklik olmadidar gdrildi.
Iv.2. Autoradyografi bulgulari :

Autoradyografi sonunda kontrol grubunda iki bant gézlenmektedir. Bi-
ri orijirid‘e olup keskin bir bant gérimimindedir (I.Bant). Didferi Ise 7
kontrolde Rf'.i 0.09-0.12, MA 145,000-132.000 arasinda degigen yaygin bir .
bant ha.li;ndedir (IT.Bant) (Tablo 5). Resim 1'de iki kontrole (N.G., I1.U.)

ait autoradyografi sonucu gérilmektedir.

Hasta grubunu olugturan 7 vakanin hepsinde normalde orijinde bulunan
I.bant goriilmemektedir. Yine normalde gbzlenen II. bant 7 hastadan 4’linde
(S.A., A.E., Y.P., M.Y.) mevcut olup dijerlerinde bulmmamaktadir. Ancak
hastalarin 6'sinda II.banda yakin veya uzakta yani daha kiigik MA'li bir

veya daha fazla ilave protein bantlar: gdzlenmigtir (Tablo 5).
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Tablo 5 : Autoradyografi sonucu kontrol ve hasta grubunda gSzlenen protein

bantlari.
ILAVE BANTLAR
II.BANT
GRUP I.BANT ! B
MA Ry MA Rg MA R

1 (a.a.) + 132.000 0.12

2 (H.A.) + 145,000 | 0.09

3 (N.G.) + 133.000 | 0,10
d
s 4 (0.8.) + | 135.000 | o0.11
O
B>

5 (8.6.) + 135,000 | 0.11

6 (R.T.) + 133.000 |} o0.10

7 (1) s 145.000 | 0.09

1 ¢6.a.) - - - - C - -

2 (5.A.) - 132.000 | 0.12 |108.000 0.21

3 (f.B.) - - - 80.000 0.33 | 60.000 | 0.43
&
2 4 (M.B.) - - - 115.000 0.17 ) 51.000 { 0.50
s

5 ¢a.E.) - 130.000 | 0.15 76.000 0.36 | 34.000 | 0.68

6 (Y.P.) - © 1135.000 | 0.11 80. 000 0.33

7 (M.Y.) - 130,000 0.15 84,000 0. 32
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5.4. 'da I.bant gSrilmemektedir. Buna kargin II.bant mevcuttur. Bu
pzbtein bandinin Rf"i 0.12 olup 132.000 MA'na uymaktadrr. Aygrica Rf'i

0.21 olan ve 108.000 MA'na uyan ilave bir protein bandi daha vardir.

I.B.'de I. ve II.bant yoktur. Rg'i 0.33, 0.43 olan wve sirasi ile

80,000, 60.000 MA'na uyan iki ilave protein bandi mevcuttur.

M.B.'de I. ve II.bant gorilmemektedir. Ancak R.'i 0.17 olup 115.000

MA'na ve Rf'i 0.50 olup 51.000 MA'na uyan ilave iki protein bandi vardar.

A.E. 'de I.bant yoktur. Normallerde bulunan II.bant daha kigik MA'da
bir protein bandi olarak gorilmektedir. Bu bandin Rf'i 0.15 olup 130.000
MA'na uymaktadir. Ayrica Rf’i 0.36 ve 0.68 olan ilave iki protein bandi da-

ha vardir. Bunlarin MA sirasi ile 76.000 ve 34.000 civarindadir.

Y.P.'de I.bant gorilmemektedir. Buna kargin II.bant vardir. Bu pro-
tein bandinin R.'1 0.11 ve MA 135.000 olarak saptanmigtir. Rg'i 0.33 ve

MA 80.000 olan ilave bir protein bandi vardir.

M.Y.'de I.bant yoktur. Normallerde bulunan II.bant daha kiigik MA'da
bir protein bandr olarak gbrilmigtir. Bunun R.'1 0.15 ve MA 130,000 dir.

Ayrica R.'i 0.32 olan 84,000 MA'da ilave bir protein bandi vardir.

Tablo 5'de gdriildiidt gibi yalniz bir hastada (0.A.) autoradyografi-
deni sonra isaretlenmig hic¢hir protein bandi gézlenmemistir. Bu hastaya ay-
ni zamanda lenfoma teshisi de konmugtur. Ug hastaya (1.B., M.B., A.E.)
ait autoradyografi sonucu Resim 2 'de sunulmugtur. Her protein bandinin MA
BSltim IIT.4.1.6'da belirtildigi sekilde hazirlanan standart egriden (Sekil 1)

yararlanilarak hesaplanmigtir.

Laktoperoksidaz ile hidrojen percksit konmadan 1I1I.4.1.2 'de anlatal-
diga gibi galigilan kdrin autoradyografisinde highir igaretlenme saptanma-

mgtir.
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N.G

Regim 1 : Kontrol grubuna ait autoradyografi (oklar

igaretlenen protein bantlarini gGstermektedir).

Resim 2 : Hastalara ait autoradyografi (oklar isaretlenen
protein bantlarini, "O" orijini gSstermektedir).
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Sekil 1 : Molektil agarlid: tayini standart edrisi.
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Iv.3. Protein boyamasina ait bulgular :

Bir kontrol (A.A.) wve bir hastanin (1.B.) protein boyanms jelleri
Resim 3'de dobriilmektedir. Jeller BPB hizasindan kegilmigtir. Normallerde

baglica 12 protein bandi sayilabilmektedir (Resim 3).

Bir hastada (f.B.) protein boyamasi farkli bir gbriinim vermigtir
(Resim 3). Bu hastada : a) bant sayisinda ilaveler vardir. Uzellikle I.
ile II.bant arasinda birkag tane ince boyanan protein bandi gézlenmiéﬁir.
b) bantlar koyu wve keskin bir gekilde boyanmigtir. Bu hastanin iki kez

tekrarlanan elektroforezinde ayni sonug elde edilmigtir.

Diger hastalarda ise bantlar normallerdeki gibi boyanmg olup, bo-
yanma geklinde bir farklilik gbzlenmemigtir. Ancak ek protein bantlari bu-

lunmugtur,

Xontrol (A.A.) Hasta (1.B.)

Resim 3 : Kontrol ve hastaya ait protein boyamasi.

Resim 4'de bir kontrol (A.A.), Resim 5'de ise bir hastaya (I.B.)
ait protein bantlarinin dansitometrede dederlendirilmesi gdrilmektedir.

Hastadaki ilave bantlar A, B, , D olarak oisterilmigtir.



cenenena

Resim 4 : Kontrole ait protein bhantlarinin dansitometrede
degerlendirilmesi.

perese s . .-

TR (LAY

Aon sdonliic instuments | I;E‘
; [ R B I B S .

Resim 5 : Hastaya ait protein bantlarinin dansitometrede
dederlendirilmesi.
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IV.4. Lenfositlerde bazi zarsal enzimlerin aktiviteleri ve bunlar

arasindaki iliski :

Kontrol ve hasta grubunda Slgiilen enzim aktivitelerine iligkin de-
Jerler Ek 2. Tablo 1,2,3,4,5"'de sunulmustur. Her hasta ile paralel galigi-

lan kontrolin dederi tablolarda ayni hizada verilmigtir.

Kontrol ve hasta grubunda incelenen enzim aktivitelerinin ortalama
dederleri ve ortalamalar arasindaki farklarin énemi Tablo 6'da belirtilmiéﬂ
tir. Bu deg‘rérlerden kontrol ve hasta grubundaki ALPaz, total ATPaz ve Mg“"z
ATPaz aktivitelerinin ortalamalari arasindaki farkin anlamli oldugu goril-

migtir (Sirasi ile P < 0.01, P < 0.01 ve P < 0.05). Buna kargin 5'N akti-

viteleri arasindaki fark anlamli bulunmamigtir (P > 0.05).

+ o+
Na -K ATPaz 10 kantrolden 6'sinda hesaplanabilmigtir. Buna kargin

10 hastanin hepsinde bu enzim aktivitesi bulunmugtur (Ek 2. Tablo 4).

Kontrol ve hasta gruplar: iginde zérsal-enzinderin biribiri ile
iligkisi istatistiksel ydntemle inoelenmigtir. Xontrol ve hasta gruplarin-
da total ATPaz aktivitesi ile Mg+2 ATPaz aktivitesi arasinda anlamly bir
korelasyon olduérﬁ saptanmigtir (kontrol grubu icin, r= 0.92, P < 0.01;
hasta grubu igin, r= 0.95, P < 0.01)., 5'N aktivitesil ile ALPaz aktivitesi
arasinda kontrol grubunda anlamli bir korelasyon (r= -0.21, P > 0.05) bu~
lunamamasina kargin bu iki enzim arasinda hasta grubunda anlamli bir kore~
lasyon (r= 0. 74, P < 0.02) oldudu sapi:annugt;r. Difer enzim aktiviteleri ara-
sinda gerek _kon trol gerekse hasta grubu iginde yaprlan kargilagtirmada an-

lamli bir korelasyon bulunmamgtir {(Tablo 7).
Iv.5. Lenfosit zarindaki bazi yapisal bilegiklerin miktarlari :

Kontrol wve hasta grubima ait siyalik agit degerleri Ek 2. Tablo 6'da,

kolesterol dederleri ise Ek 2,Tablo 7'de girilmektedir. Bu iki gruba ait
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siyalik asit ve kolesterol miktarlarinin ortalamalari Tablo 8'de verilmig-
tir. Kontrol grubunun ortalama siyalik asit dederi 16.65 * 3.55 nmol/mg
protein, hasta grubunun ortalamasi ise 15.15 % 3.89 nmol /mg proteindir.

Bu iki grubun ortalama dederleri arasindaki farkin anlamli olmadidi bulun-
magtur (P > 0.05). Kolesterol miktarinin kontrol grubu ortalamasi 127.42

* 29.02 Wg/mg protein, hasta grubunun 162.20 t 77.00 ug/mg protein olarak

bulunmugtur. Bu iki ortalama arasindaki farkin da anlamls olmadidi saptan-

migtir (P > 0.05).

Tablo 6 Bazl zar enzimlerinin aktiviteleri.
Alkalen fosfataz | 5' Nikleotidaz Total ATPaz Mg  ATPaz
{nmol PNP/dk/mg (nmol Pi/30 dk/ (Wwnol Pi/30 dk/mg | (umol pi/30 dk fmg
GRUP protein) mg protein) protein) protein)
Ortalama + S.D. Ortalama % s.D. Ortalama t 5.D. Ortalama * S5.D.
Kontrol 0.98 £ 0,22 80.62 t 36,22 1.45 * 0,35 1.49 £ 0.43
n=10 (0.64 ~ 1.24) (52.30 ~167.00) (0.97 — 2.15) (0.81 - 2,35)
Hasta 1.67 + 0.52 91.51 * 57,11 1.93 + 0.48 1.94 £ 0.65
n=10 (1.05 - 2.63) - {17.00 -194.,00) (1.22 — 2,84) (1.13 - 3.06)
P P < 0,01 P> 0.05 P < 0.01 P < 0.05
n : Vaka sayisa

SD : Standart sapma
Parantez igindeki rakamlar alt ve ist sinirlar: gSstermektedir.
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Tablo 7 : Bazi zar enzimlerinin aktiviteleri arasindaki korelasyon.

Kontrol Grubu Hasta Grubu
Enzimler
r P r P

Total ATPaz aktivitesi ile
korelasgonuna bakilan enzimler 7

Mgt< arpaz 0.92 <0.01 0. 95 <0, 01

5" Nikleotidaz 0.33 ©o»0,05 0.15 >0.05

Alkalen Fosfataz 0.42 >0.05 Q.38 »0,05
ug*t? aTPaz aktivitesi ile
korelasyonuna bakilan enzimler

57 Niikleotidaz 0.20 >0.05 0.13 20,05

Alkalen Fosfataz 0.28 >0.05 0.25 >0.05
5' Nikleotidaz aktivitesl ile
korelasyonuna bakilan enzim

Alkalen Fosfataz ~0.21 >0.05 0.74 <0.02

r = korelasyon katsayisi.

Tablo 8 : Siyalik asit ve kolesterol degerleri.

Siyalik asit ~ Kolesterol
Grup (nmol/mg protein) Mg / mg protein)
Ortalama * S.D. Ortalama + S.D,
Kontrol 16.65 &+ 3.55 127.42 + 29.02
n=z1o0 {12.33 —- 23.41) { 87.70 = 175.20)}
Hasta 15.15 & 3.89 162.20 + 77.00
n=9 { 7.12 - 21.75) { 75.80 - 351.90}
P P> 0.05 P> 0.05

n : Vaka sayisi
S.D.: Standart sapma ) '
Parentez igindeki rakamlar alt ve ist sinirlari gdstermektedir.
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TARTISHMA v e SONUC

Genetik ve dolayis: ile klinik heterojenlik gdsteren A-T'1i hasta-
lar, geﬁellikle, enfeksiyonlar ve malignite olugumu ile kaybedilmektedir-
ler. Bu hastalarin lenfosit sayisinin azalmasi, deri testlerine ve mito-
jenlere cevap vermemesi hiicresel badigiklik sisteminde, digik immunoglobu-
lin. diizeyleri de humoral badigiklik sisteminde yetersizlik oldugunu gés-—
termektedir. Hastalarin % 70-80'inde serum immunoglobulin A ve E miktaria-
rinin g¢ok diigiik olmasi, B hilcrelerinin immunoglobulin A salgilayan plazma
hiicrelerine dbniigmelerinde bir bozukluk oldudwnu digindirmektedir. B hic-
relerinin olgunlagmalarinda gerekli olan T, hicrelerinin de normé; fonksi-

yon gormedidi ileri siirtilmistiir (10,13,26,105,106).

Bu hastalikta bagigiklik sisteminde yetersizlik ve siklikla malig-
nite olugmasi, ayrica bagka birgok malignite durumlarinda hiicre zarlarin-
da Gnemli dedigikliklerin gSsterilmig olmasi (45,67-69,79-82) bizi, lenfo-
sit ylizeyinin incelenmesine gﬁﬁeltmigtir. Bu amagla autoradyografi uygulan-—
mig ve bazi zarsal enzimlerin aktiviteleri Slgiilmigtir. Béylece A-T'li
hastalarin hepsinde gériilebilen ortak bir zarsal bozuklugun olup olmadi-

g1 aragtirilmigtair.

Hicre zarinin ana bilegenleri proteinler ve lipitler oldujuma gbre
lenfosit hiicre zarindaki deyisiklikler; a. yapisal veya fonksiyonel protein-
leri, b. lipitleri, ¢. protein-lipit iligkigini kapsayabilir. Uygun prote-
inler ve lipitler zar yapilarinda hi¢ bulunmayabilir, ya da az wveya dedig-

mig olarak bulunabilirler, Bu defigiklikler, DNA kaynakl:i olabilir veya
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gevresel faktdrlerin etkisi ile meydana gelebilirler. A-T'de serum&a héiyge
le etkenler aragtirilmaktadir (27). Zar ylizeyinin 1125 ile igarétlenerek

incelenmesi ve zara badli enzim aktivitelerine bakilmasi, yapisal ve fonk-
siyonel yapx taglarindaki deyigikliklerin nitel ve nicel analizi igin ilk

basamadg2 olugturabilir.

A-T patogenezinin agiklanmasinda Bélim II'de de deginildigi gibi
daha ¢ok DNA sentezi, onarimi ile ilgili bozukluklar ve kromozom hatalari
lizerinde durulmugtur. A-T'de biyokimya alanlndé yapirlan calismalar da da-
ha ¢ok DNA cnarim mekanizmalari, iyonizan iganlara duyarlilik ve superok-
sit, H,0, gibi arametabol izma sirasinda agiga ¢ikan zararli bilegikleri
pargalayan superoksit dismutaz, katalaz enzimieri ilizerinedir (7,20). Hic-

re zari ile ilgili galigmalara rastlanmamigtir.

A-T gibi cesitli kromozom anomalileri gosteren ve maligﬁite olugumu-
na sik rastlanan Bloom sendromu, Fanconi anemisi, Xeroderma pigmentosa gi-—
bi hastaliklarda da zarsal enzimler ile ilgili ¢aligmalara rastlanmamig-
tir {107); Buna kargin hﬁcie zar1 yapisinin gok iyi ¢aligilmg oldugu e-
ritrositlerde, belirli bir zarsal proteinin eksikliginde herediter sfero-
sitoz, herediter eliptositoz gibi fonksiyonel bozukluklarin agiga giktig
gisterilmigtir (108~111}). A~T'de de zarsal bozukluklarin olabilecedini di-
simdiiren bulgqular vardir (10,26,106). A-T'de enzim eksikliginin séz konu-

su olabilecedi dne siiriilmigtir (112).

B ve T hiicrelerinde hiicre zari yapisinin farkli oldugu bilinmekte-
dir. Bu nedenle, hiicre zarinin incelenmesi igin Bve T hﬁcrélerinin birbi-
rinden ayrilmasi ve bu zarin dider hiicre organellerinden ayrilarak saf
olarak elde e&ilmesi diigimiilmiigtiir. Ancak bazi zorluklar ile kargilagil-
migtar : Omedin, fazla kan (100 ml kadar) gereklidir ve bu yag grubunda-

ki hastalardan bu kadar kan almak kolay olmamaktadir; lenfosit zarinin
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elde edilebilmesi icin uzun bir santrifij iglemi gereklidir (90. 000 xg'de
18 saaf) (46,86,113). Bu nedenlerle autoradyografi, saglam hiicreler i.le

yaprlmig fakat zarsal enzimlerin aktivitelerini, lenfosit homojen‘at.znda

Slcmek zorunlulugunda kalinmigtir. Ayny tepkimeyl katalizleyen fakat bir
hiicrenin farkli organellerine yerlegmig enzim proteinlerinin ayni genetik
kontrol altinda oldudunu varsayarak, sonuglarin, hiicre zarlarandaki duru-
mu aksettirecedi digiiniilmigtir. Lenfositlerde biiylik bir g¢ekirdek, gok az
organel ve ince bir sitoplazma tabakas: bulunmaktadir. Buna dayanarak da
bulgularin daha ¢ok hiicre zarindaki de§igiklikleri gbsterecegi belirtil-

migtir (113).

Autoradyografide igaretlenen bantlarin R f'ine uygun bantlarin, pro-
tein boyanmasinda da bulunmasi ve laktoperoksidaz ile H-202 konmadan yapi-
125
lan inkitbasyonlarin autoradyografisinde hig bant gézlenmemesi, 1 in

&zgiil olarak proteinlere baglandidani dogrulamaktad:r.

Normalde bul_;man I.bant hastalarda gériilmemigtir. Buna kargin nor-
mallerde bulunan II.bant bazi hastalarda vardir. Alti hastada, I. ve IT.
banttan daha kiictik MA'da olan bir veya daha fazla ilave bant gbzlenmigtir.
Bunlar A-T'de hiicre ylizeyinde biiylik degisikliklerin olduftnu gostermekte-
dir. Bu de§igiklikleri géyle agiklamak miimkindir : a) normalde igaretle-
nen proteinlerden daha kiigik MA'deki i¢ proteinler yiizeye gellp igparet-
lenmig olabilir veya, b) normalde gériilen proteinler sen tezlenmeyip yeri-
ne daha kiglk MA'daki proteinler -sentezlenmig olabilir ya da, c) normalde
igaretlenen proteinlerin kanformasyonunda dedigiklikler olmug olabilir
(6rnedin, kuartemer yapi bozulmug olabilir)., Lenfoma olugmug bir a-T
hastasinin (0.4.) autoradyografisinde hig bir igaretlenme gﬁzlenmmig-
tir. Oyle ise bu hastanin lenfosit ylizeyleri hig veya ¢ok az tirozin bulun-

duracak kadar dedigmigtir.
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Poliakrilamid jel elektroforezine ugg&lanan hasta lenfositlerinin
protein boyamasinda, autorédyografin:h I. ve II.bantlar: arasinda yer alan
ilave bantlar gézlenmigtir. Autoradyografide bunlarin R 'ine uyan prote-
inlere rastlammamigtir. Oyle ise hastalarda gorinen bu ilave bantlar, zar
i¢ proteinleri veya sitoplazma proteinleri olabilirler. Bu sonug kantrol
ve hastalarin lenfosit total proteinleri arasinda bir fark oldufunu digin-
diirmektedir. Bir hastamizdaki (I1.B.) lenfosit protein boyamasi kontrol ve
diger hastalarinkinden farkli bulunmugtur (Resim 3). Bantlar keskin ve
koyu boganmj_gtlr. Elektroforez iki kez tekrarlanmis ve ayni sonug alinmig-
tar. Bu da protein molekiil lerinin primer, sekonder, tersiyer wveya kuarter-

ner yapisindaki degigiklikleri digindirebilir.

ALPaé 1in, &zellikle, B lenfositlerinin hiicre zarinda bulunduguna
ve hiicrelerin olgunlagmas: ile aktivite arasinda ters bir iligki olduju~
na de§inilmigtir (11,45). A~T'de B hiicrelerinin plazma hilcrelerine dénligii-
minde bir bozukluk s&z konusu ise ALPaz aktivitesinin yiikselmesi beklene=
bilir. Ayrica DNA sentezi inhibisyonu ile ALPaz indiksiyonu arasinda bir
iligki oldudunu gSsteren bulgular vardir (44,114). Bir galigmada da A-T
fibroblastlarinda DNA polimeraz I'in eksik olduju gésterilmigtir (113).

O zaman A~T'de bir DNA sentezi bozuklugfu séz konusu ise ALPaz aktivite-
si de yﬁkéek bulunmalidir. Bulgu.lar_tmlz ALPaz aktivitesinin hastalarda
kontrollerden Snemli derecede yiksek oldufunu gdstermektedir (P < 0.01).
Buna kargsin iyi farklilagmamig B hiicresi lenfomasinda {Burkitt lenfoma)
bagka bir ALPaz izoenziminin (N-alkalen fosfataz) yﬁkseldig“i yayin lanm1 g~

tir (90).

5N aktivitesinin badigiklik sistemi hastaliklarindan bazilarinda
azaldrdr gbsterilmigtir (47,52,59). Kontrol ve hasta grubumuzun ortalama

5'N aktiviteleri arasindaki fark énemli bulunmam gtir (P > 0.05). Has—
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talarin bir kismnda enzim aktivitesi yiksek, bir kisminda da digiktur.
10 kontrolden ikisinde de enz;im aktivitesinin dig?erlerine gore ylksek ol-
duju gSriilmigtiir. 5'N aktiv.itesin.in ayni grup icinde bu kadar degigkenlik
gostermesine primer immun yetmezli§i olan hastalar ile yapilan bii galirg~
mada dedinilmistir (52). Bu durum; &) plazmada bir inhibitérin varlids,
b} enzim B lenfositlerinde T hiicrelerine gore iig misli kadar fazla bulun-
dudu icin B lenfositlerinin azligi, c¢) bagka mmon'ﬁkleer hilereler ile bu-

lagiklik olasiliklar: ile aciklanmaya galigalmigtir (47).

vakalarimizdan elde etti§imiz lenfositlerde fazla monaonikleer hiic-
re bulagmasi olmamasina rafmen, yukaridaki diger etkenler gizéninde tutula-

rak 5°'N 'in tekrar incelenmesi uygun olabilir.

Hodgkin, sindirim sistemi ve larinks kanserleri gibi gegitli durum-
larda dolagimdaki lénfositlerde total ATPaz aktivitesinin yiksek bulundudu
yayinlanms ve enfeksiyon dahil malign olmayan bagka hastaliklarda aktivi-
tenin polimorf niiveli lékositlerde yikselmedigi ileri siiriil migtir (80~82).
Bu aktivitenin hasta grubumuzda da kontrollere gdre dnemli derecede yliksek
bulunmug olmasi (P < 0.01), daha sonra geligebilecek bir malignitenin iga-

reti olup olmayacadini diigindiirmektedir.

Mg+2'ATPaz'1n timus, dalak, tonsil ve lenf bezindeki T lenfositle-
rinde bulunmadidi, B lenfositlerinde bulundudu belirtilmigtir (116)}. Doku
kiiltiirlerinde hiicre-hiicre temasi oldugunda hiicre zari Mg*z ATPaz'1 yiik-
sek bulunmugtur (74). Sonuglarimiz doku kil tirlerinde oldugu gibi ma.ﬁ_ig—
nite gansi yliksek olan A-T hastalarinin lenfositlerinde de bu enzim a}:ti—
vitesinin normallerden énemli derecedelyﬁksek ol dujunu gbstermektedir

(P < 0.05).

o+ o+ o - L
Lenfosit Na -K ATPaz’inin tayininde zorluklar oldugu ancak bazi
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deterjanlar ile aktivitenin acida gikarilabilecedi bildirilmigtir (77,
1i16). Rontrol grubunda 10 vakadan yalniz 6é'sinda, hastalarin ise hepsin-
de aktiviteyi saptamak mumkin olmugtur. Iki grubun bu enzim aktiviteleri
arasinda fark olmaﬁras.ma radmen 6 hastada (0.A., I.B., M.B., T.E., M.X,

te A.S.) bulunan aktivite, kendi kontrolleri ile kargilagtirildiginda

(Ek 2. Tablo 4) daha yiliksek bulunmugtur. Hasta grubunda aktivitenin kolay-
ca saptanabilmig olmasi, enzimin A-T ienfosit zarlarinda daha ylizeyel yer-

legmig olabilecegini digindirmektedir.

Enzim aktivitelerinin birbirleri ile iligkileri incelendifinde de
kontrol ve hasta grubu arasinda fark bulunmugtur. Normallerde 5'N ile.
éLPaz arasinda korelasyon yokken (r= -0.21, P > 0.05), hasta grubunda ko~
relasyon (r= 0,74, P < 0.02) bulunmustur. Bu da, yine, bu iki enzimin yer
ve fonksiyon ydnimden biribirleri ile olan iligkilerinin A-T'de dedismig
oldugunu igaret edebilir. Primer immun yetmezlikte mononiikleer hiicrelerin
zarlarindaki bazi enéimlerin farkli bir yerlegim gisterdikleri ileri sii- '

rilmigtir (52).

Enzimlerin zar i¢indeki ¢evresini inceleyebilrﬁek igin siyalik asit
ve kolesterol miktarlari aragtirilmigtir. Siyalik asidin zardaki enzimle-
ri aktif tutmada énemli rol oynadiga diiginiilmektedir. Ciinkii periyodat ile
siyalik asit okside edildiginde, mikrozomlardaki Na+~1f+ ArPaz aktivitesi-
nin azaldi§y gdsterilmigtir (75). Bu galigmada kantrol ve hasta gruplari-~

nin siyalik asit miktarlari arasinda bir fark olmadig: bulunmugtur (P > 0.05).

Kolesterol zar akigkanlidini diizenleyen etkenlerden biridir. Bazi
lésemilerde zar akigkanlidinin arttiga ve kolesteroliin azaldigr bildiril-
migtir (117). Bu caligmda hiicre zari elde edilemedi§i ig¢in total koleste-
role bakilmak zorunlulugunda kalinmigtir. Bu kogullarda kontrol ve hasta
grubunun kolesterol deferleri arasinda dnemli bir fark bulunmamigtir

(P > 0.05).
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Sonug olarak;

a. Autoradyografide A-T lenfositlerinde normal bantlarin gdrilme-
mesi ve ilave kiigik MA'l1 bantlarin agida ¢lkmas:i, hiicre zari proteinle-

rinde énemli yer dedigikliklerinin oldugunu diigiindiirmektedir.

' +2 ,

b. Birer zarsal enzim olan ALPaz, total ATPaz ile Mg  ATPaz akti-
vitelerinin A-T lenfositlerinde yiiksek olarak saptanmig olmasi ve 5'N ile
ALPaz arasinda yalniz A-T lenfositlerinde bir korelasyon bulunmasi, auto-

radyografi bulgularini desteklemektedir.

ALPaz aktivitesi ile hiicre farklilasmagi arasinda ters bir iligki
oldugduna gére hastalarda aktivitenin aftrm.g olmasi, A-T ile B hicreleri-
nin olgunlagmasi arasindaki iligkiyi belirtebilir, Mg'h? ATPaz, T hiicrele-
rinde bulunmayip yalniz B lenfositlerinde bulundufuna gdre hastalarda bu
aktivitenin artmig olmasi, yine, A-T ile B hiicre fonksiyon bozukluklar:i
arasindaki iligkiyi agiklayabilir. Ayrica gegitli malign durumlarda artmig
oldudu saptanan ¢ enzim aktivitesinin (ALPaz, total ATPaz ve Mgw ATPaz)
hasta lenfositlerinde de yiiksek bulunmug olmasi, a-T ile malignite arasin-

daki yakin iligkiyi belirtebilir.

Lenfosit wizeyindeki bu degigiklikler, DNA onar:im mekanizmalarinda-

ki veya doku farklilagmasindaki bir bozukluk ile aciklanabilir.

Zar yapisindaki dedigikliklerin daha detaylz incelenebilmesi ig¢in
hergeyden énce B ve T hiicrelerinin ayrilmasi, zarlarin saf olarak elde edil-
mesi gerekmektedir. Bundan sonra, proteinazlar ile sindirim gibi bagka bi-
yok imyasal ve elektron spin rezonans (ESR), sirkuler dikroizm (CD) gibi fi-

ziksel ydntemlere gereksinim wvardir.



Bu caligmada A~T tanisi konmug hastalarin lenfosit ylizey proteinle-
ri autoradyografi ile incelendi. Lenfositlerdeki bazi zarsal enzimlerin ak—-
tiviteleri (ALPaz, 5'N, total ATPaz, Mg*‘? ATPaz) Slgiildii. Zar bilegenlerin-
den siyalik asit ve kolesterol miktarlari da saptandi. Sanuglar kontrol gru-

bu ile kargilagtirildz.

Autoradyografide kontrol grubwnda I'2° ile igaretlemmig iki bant
gbzlendi (I. ve II. bant). Hasta grubunda I. bandin olmadidi, II. bandin
ise 7 hastadan yalniz 4'inde bulundudu gSriildii. 6 hastada bant I ve bant II
den daha kiigik molekiil adirlikliy bir veya daha fazla ilave protein bandi

bulundu.

Autoradyografi ig¢in hazirianan jelierin protein boyamasinda hasta-

larda bant I ve II arasinda hareket eden ilave bantlar agiga gikt:.

2 . ,
Hastalarda aALPaz, total ATPaz, Mg*' ATPaz aktiviteleri kontroller-
den yiiksek bulundu (sirasi ile P < 0.01, P < 0.0l ve P < 0.05). Buna kar-

gin 5°'N aktivitesi iki grup arasinda énemli bir fark géstermedi (P > 0.05).

Lenfosit zarsal enzimleri arasindaki iligki incelendiginde kontrol
grubundan farkli olarak A-T'de 5'N ile ALPaz arasinda anlamli bir korelas-

yon oldugu saptandr (r= 0.74, P < 0.02).

Kentrol ve hasta gruplari arasinda gerek siyalik asit ve gerekse
kolesterol miktarlarinin ortalamalari agisindan énemli bir fark gozlenme-

di (P> 0.05 ve P> 0.05),

Autoradyografi ve enzim aktivitelerinin sonuglarina dayanarak A-T'de

lenfozit zar proteinlerindeki degigiklikler tartisild:i.



The cell surface proteins of lymphocytes isolated from ataxi..;x-
telangiectasia (A-T} patients are studied by autoradiography. The
activities of some membrane-bound enzgmes (ALPase, 5'N, total ATPase,
Mg+2 ATPase) are determined in the lymphocytes of the same patients.
The amount of two membrane compoﬁeﬁts (sialic acid and cholesterol)

are, also, determined. The results are compared with controls.

Two lzsl‘-labelled bands (band I and II) are detected in the auto-
radiography of controls. Band I is absent in all patients, while band II
is present in only 4 of 7 patients studied. 6 of the patients have
additional one or more bands with lower molecular weights than band I

or band II.

The protein staining of the gels prepared for autoradiography
reveals additional bands migrating between band I and band II in patient

group.

ALpase, total ATPase, Mg2+ ATPase activities were higher in
patients than the controls (P < 0.01, P < 0.01 and P < 0.05, respectively).
On the other hand, the differences of the 5'N activities between the

control and patient groups were found to be non-significant (P > 0.05).

A correlation between 5'N and ALPase is found in A-T patients

(r= 0.74, P < 0.02) and not in controls.

The differences of sialic acid and cholesterol levels in two groups

are not found to be significant, statistically (P > 0.05 and P > 0.05).

Autoradiographic and enzyme measurement results are discussed in
relation to possible alterations in lymphocyte membrane protein from A-T

patients.
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Ek 1. (dzeltiler

Fosfat tamponlu serum fizyolojik : % 0.9 NaCl iceren 0,01 M sodyum fos-
fat tamponu (pH=7.2).

Ficoll Isopague : A) 34 g Isopague, 66 ml distile suda coézilir.
B) 18 g Ficoll 182 ml distile su iginde coztilir.

10 k2sim A, 24 kisim B ile karigtirilir. Yogunlugu 1.076-1.078 olunca-
ya kadar distile su konur. Sizgeg¢ kagidindan stizil dr.

Tripan Blue : 1 ml % 2 lik Tripan Blue 6.5 ml PBS ile karigtarilir.
A) Alkol-formalin :

10 kisim % 37 lik formalin
90 kisim absolii etanol karigtiralar.

B) Inkubasyan karigimi :

% 30 etanol 100
Benzidin dihidrokloriir o
0.132 M (% 3.8 w/v) ZnSO4.7H0 1
Sodyum asetat (NaCaH30,.3H,0) 1.
% 3 hidrojen peroksit 4]
1.0 N sodyum hidroksit 1
Safranin O o

sira ile karigtairilir, sizilir ve gaklanair.
Jelin hazirlanigi :

10.1 ml akrilamid g¢ozeltisi (22.2 g akrilamid ve 0.6 g N, N'~-metilen~
pisakrilamid 100 ml distile suda ¢bziiliir),

ml % 5 sodyum dodesil siilfat (SDS), :

.4 ml distile su,

5 ml jel tamponu (% 0.2 SDS igeren 0.2 M sodyumfosfat tamponu pH=7.2),

.5 ml % 1.5 amonyum persilfat,

.045 ml N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin { TEMED)

D B o

karigtirilir ve elektroforez tiplerine dbkiliir.

Protein boyama ¢dzeltisi :

Coomassie Brillant Blue R 250 1.25 gr
Metanol 227 ml
Agetik asit - 46 mi

500 ml ye distile su ile tamamlanir.
Protein boya yrkama ¢ézeltisi :
Metanol 50 ml

Asetik asit 75 ml
1000 ml ye distile su ile tamamlanir.



10,

11,
1z,

13,

Inorganik fosfat renk reaktifi :

1 kisim % 10 askorbik asit,
6 kisim % 0.42 amonyum molibdat . 4H,0 igeren 1N H,S04

karigtirilir,
0.2 M sodyum metaperiyodat : 9 M H PO, iginde hazirlanir,

% 10 sodyum arsenit : 0.5 M sodyum siilfat iceren 0.1 N H,50, ig¢inde
hazirlanir.

% 0.6 tiyobarbitiirik asit : 0.5 M Na,S0, iginde hazirlanir.
FeCly gézeltisi : 500 mg Fell 3.6H,0 500 ml asetik asit iginde ¢6ziiliir.
Protein renk reaktifi :

1 kisam % 1 sodyum veya potasyum tartarat iginde % 0.5 Cuso4.5H20
50 kasim 0.1 N NaOH iginde % 2 Na,CO,

karigtirilar.



EK 2. EK TABLOLAR

Tablo 1 : Alkalen fosfataz aktiviteleri.
kontrol {n mb.l A];’;;;;zimg Hasta (n mik;;;;:;i /mg
Grubu protein) Grubu protein
1 0.85 1 (5.A4.) 1.20
2 1.22 2 {§.A.) 1.82
3 1.20 3 (1.B.) 2.63
4. 0.93 4 (M.B.) 1.82
5 1.21 5 {0.¢.) 2.11
6 0.83 6 (T.E.) 1.05
7 0.73 . 7 (M.K.) 1.53
8 0.64 & (A.5.) 1.17
9 0.94 9 (B.5.) 1.25
10 1.24 10 (Cc.Y.)} 2.27
ort,.ts.D. 0,98 * 0.22 Oort.is.D. 1.67 £ 0,52
Tablo 2 : 5' Niikleotidaz aktiviteleri.
Aktivite Aktivite
e I
1 167.0 1 ¢8.a.) 65.9
2 129.0 2 (S.4.) 89.8
3 55.5 2 (1.B.) 147.8
4 92.4 4 (M.B.) 194.0
5 52.7 5 (0.¢.) 87.8
6 94.0 6 (T.E.) 17.0
7 52.3 7 (M.K.) 49.3
8 99.8 8 (A.5.) 56.5
9 89.0 9 (B.S.) 48.0
10 74.5 10 (C.¥.) 159.0
ort.*s. D. 90.62 t 36.22 Ort. 5.D. 91,51 * 57,11




Tablo 3 : Total ATPaz aktiviteleri.
kon tral (umik;;;;;edk/mg - Hasta (umlaf’;:j;;tceik/mg
Grubu protein) Grubu protein)
1 1.68 1 ¢6.4.) 1.83
2 2.15 2 (5.a.) 2.84
L 3 1.23 '3 (t.B.) 1.78
4 1,21 4 (M.B.) 1.41
5 1.61 5 (o.¢.) 2,13
6 1.08 6 (T.E.) 1.22
7 1.55 7 {lM.K.) 1.99
g 8.97 & (a.5.) 1.79
9 1.67 9 (B.S.) 1.83
ig 1.34 10 (c.Y.) Z2.50
Ort. 5. D, I.45 £ 0.35 {Ort. £5.D. 1.93 £ 0.48
Tablo 4 : Na+-K+ ATPaz aktiviteleri.
Kgﬁﬁl (ymol A};’E ;;; t‘fﬂf /mg gii;j { umolﬂl;i -;; ; tZk /mg
protein) protein)
1 0.02 1 (0.4a.) 0.22
2 0.32 2 (s.a.) 0.27
3 0.07 3 (1.B.) 0.22
4 - 4 (M.B.) 0.10
5 0.29 2 (0.¢.) 0.22
6 - 6 (T.E.) 0.31
7 - 7 (M.K.) 0.04
8 - 8 (A.5.) 0.40
9 0.12 9 (B.S.) 0.12
10 0.15 10 ¢(c.v.) 0.05




+2
Mg ATPaz aktiviteleri.

Tablo 5
Kon trol (umolﬂigjgthk/mg Hasta (UmolAizj;;tZk/mg
Grubu protein) Grubu protein)
1 1.60 1 (5.a.) 1.93
2 2.35 2 (5.3.) 2.99
3 1.3 3 (¢1.B.) 1.55
4 1.29 4 (M.B.) 1.20
5 1.66 5 (0.¢.) 1.85
6 0.81 6 (T.E.) 1.13
7 1.79 7 (M.K.) 2.03
8 1.18 & (A.S.) 1.74
9 1.75 9 (8.5.) 1.89
10 1.4 10 (C.v.) 3.06
Ort. %S, D. 1.49 + 0.43 Ozt. £5.D. 1.94 + 0.65
Tablo 6 : Siyalik asit miktarlari.
Kentrol Siyalik asiﬁ Hasta Siyalik asit
Gruby (nmol /mg protein} Grubu (nmol /mg protein)
1 12.64 1 ¢d.a.) 7.12
2 18.81 2 (5.A.) 21.75
3 23.41 3 (1.B.) 15.46
4 15.60 4 (M.B.) 16.90
5 14.25 5 (0.¢.) 15,52
6 16.78 6 (T.E.) 13.87
7 16.76 7 (M.K.)} 16.54
8 20.95 8 (a.8.) 12.90
g 14.96 9 (B.8.) 16.30
10 12.33 10 (c.v.) - %
ort.*s.Dn. 16.65 * 3.55 Ort.*g.D. 15.15 * 3.89

# : Bu hastanin siyalik asit miktari Slgiilmemistir.




Tablo 7 : Kolesterol miktarlari.
Kontrol Kolesterol Hasta | Kolesterol
Grubu (ug/mg protein) Grubu {ug/mg protein)
1 95.0 1 (5.a.) -
2 143.7 2 (5.4.) 181.8
3 140.7 3 (1.B.) 148.7
4 I115,9 4 (M.B.) 132.1
5 153.7 5 (0.¢.) 125.4
6 1i4.8 6 (T.E.)} 146.6
7 148.4 7 (M.K.) 132,2
8 175.2 8 (A.5.) 165.3
9 99.1 2 (B.S.) 351.9
10 87.7 10 (c.v.) 75.8
Ort.xts.D. 127.42 £ 29.02 Ort.ts.D, 162.20 * 77.00
X : Bu hastanin kolesterol miktari Slgilmemigtir.




