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GIRTIGSS

Birgok antijenik uyarimlara karsi organizmada iki g¢esit ba-
isik cevap olusmaktadir Bunlardan birincisi hilicresel, ikin-
cisi humoral immin cevaptir. Glinlimiizde, hilicresel (yada geg¢ tip
asiriduyarlilik) cevabindan sorumlu hiicreye T-hlicresi, humoral
(yada antikor) cevabindan sorumlu hiicreye ise B-hilicresi denil-
mektedir. Son yillarda bir g¢ok antijene karsi antikor cevabi
alabilmek igin, T ve B hilicrelerinin karsilikli iliski kurmala-
r1 gerektigi saptanmistir (1l). Bir antijen icin en az iki ve
belki de makrofajin da dahil edilmesiyle iUg¢ hiicrenin gdrev al-
masl gergedi ortaya c¢ikinca, bu hilicrelerin cgesitli &zellikleri,
yogun arastirma konusu haline gelmistir. Once B-hilicresinin {iiri-
nli olan antikorun kimyasal yapisi aydinlija kavusturulmus; son-
ra bu hiicrenin diger O6zellikleri ve 6zellikte reseptdrleri tize-
rine egilinmistir. Bugiin B-hiicresi reseptdriinlin, kendisinin
salgilamakta oldugu antikor molekiiliine ¢ok benzedigi hatta ay-
nisi olduyu ispatlanmis durumdadir (2,3). Fakat T-hlicresi ig¢in
ayni sey sOylenemez. Bu hiicrenin fonksiyonu ve daha birgok &zel-
likleri Uzerinde calismalar henliz baslamistir. Bunun nedenleri-
nin basinda, bu hiicre tipine uyarmak i¢in kimyasal yapisi bili-
nen, basit antijenlerin bulunamamis olmasi gelir. Antijenlerin
kimyasal yapilarinin bilinmesi, bunlara karsi alinacak bajisik-
li1k cevabinin incelenmesi ydniinden sayisiz yararlar sajlar. Or-
nedin yapisi bilinen basit gruplar olan, "haptenler", B-hiicre-
si cevabinin en ince ayrintilarina kadar incelenmesine olanak
vermistir. Landsteiner'in hapten-tasiyici sistemini bulmasi bu

bakimindan bir ¢igir agmistir. Hapten-tasiyici sistemleri T ve



B hiicrelerinin karsilikli etkilesimlerinin arastirmasinda da
kullanilmaya bastarmmrstir. Fakat haptenler salt B-hlicresi ce-
vabi uyandirip, T-hilicresini etkilemediklerinden, bunlarla T-hiic-
resi {izerinde ¢alismak olanak disi kalmistir. Ancak son Zaman-
larda gelistirilen yeni bir yontem haptenlere karsi T-hiicresi
cevabl uyandirma olafmagini saglamis-bulunmaktadir. Buna golre
mikobakteriyum hiicre duvaraina baglanarak canliya verilen hap-
tenlere karsi, héhen salt T=hiicresi cevabi meydana gelmektedir.
Bu calismada yukarrdaki ydntemden yararlanarak birbirine g¢ok

benzeyen bir ka¢ haptene karsi T-hilicresi cevabi uyandirildi.

Amacimiz:

1- Haptenlere karsi T-hiicrési- cevabi uyandirilabildigini
(in vitro) deneylerle do¥rulamak,

2- T-hlicresinin 6zglilliglinii ve antijen ayiraim gliclinii tayin
etmek,

3- Tek bir haptene karsi, hem T ve hem B cevaplari uyandir-

mak ve bunlari karsilastirmaktir.

Glinimliizde W-hiicresinin otolmmin hastaliklarda, transplantas-
yon ve kanser immiinolojisindeki aktif roll kesinlikle ortaya ko-
nulmustur. Bdyle bir donemde TlUrkiye'de ilk defa baslatilan ve
T-hiicresinin cesitli &zelliklerini tanimaya ydnelik bu galisma-
nin immiinokimya ve immiinobiyolojinin temel ve uygulamali alan-

larina yeni bilgiler saglayacagi kanisindayiz.



GENEL BILGTI

Bir molekiiliin 'antijin olabilmesi-ig¢in kimyasal yapisinin,
zerk edildiyi konakginin makromolekiilierinden farkli olmasi ge-
rekmektedir. Glnkl immih sistembir cantinin kendi molekiilleri-
ni yabancilarrndan ayridetme" yetenegine {izerinde kurulmustur.
Fakat bir canli igin yabanci- bttttin maddeler antijenik degildir.
O halde antijeniteyi yaratan etmenter nelerdir? Bilindigi gibi
bunlari siralamak sanildigi kadar-koitay degildir. En basta an-
tijen veya immiinojen s&zclg®=tzafi>bir kavramdir. Ginki bir
antijenin hazirianrsina, veris-yoluna,- ve uygulanan serolojik
testin duyarliligina géée sonugtltar-degisebilmektedir., Biitiin
bunlara ragmen immlinojeniteyi belirleyen etmenler konusunda
bir genelleme yapmak: mimkindiit . Molekiillerin; agirliklari, sert-
likleri, verildigi konakgiya yabamci-olmalari, ¢Szilnlirliik dere-

cesi yada vicuttan atilis hizi bunlar arasinda sayiiadiiir.

Bir antijen ylizeyindeki &zel bblgelere, "determinant grup"
adi verilir. Bir molekiillin immiincjen-olabilmesi*igin {izerinde
mevcut bltin determinantlarain gerekili olmadigi gdsterilmistir
(4) . Uzerinde g¢ok-sayida determinant bulunan bir molekiile karsi
deney hayvanlari ¢okx degisik miktarda ve Gzgtilliikte antikor yap-
maktadir. Bu determinantlardam bazrlari immiinolojik olarak "et-
kin" (immiinodominant) olup, kendilerine karsi yiksek seviyede
antikor olusur. Dijerl=ari- ise “*sesiz" determinant adaini alirlar
ve kendilerine karsi ya g¢ok az yada hig¢ antikor meydana gelmez

(4,5) -



Mikroorganizmalarin disinda; bazi maddelere karsi bagisiklik
cevabil alinabileceyi ilk kez Shrlich tarafindan gOsterilmistir
(6). O glinden bu yana belki sayamivacagimiz kadar molekliliin an-

tijen olabileceyi saptanmistir.

leveut antijenleri; dogal, suni ve sentetik antijenler olmak
Uzere li¢ grupta toplamak mimkiindlir. Dogal antijenler grubuna bir
¢ok biyolojik makromolekiil girebilir. Fakat proteinler bunlar
arasinda en etkin-immiinojenlerdir. Son yillarda gelistirilen sen-
tetik antijenler {izerinde burada fazla durulmayacaktir (7.8).
Konumuza yakinligil nedeni ile burada suni antijenlere genis yer

vermeyi uygun bulduk.

Yapisi bilinen kimyasal bilesikleri proteine bagliyarak
onlara karsi antikor elde etme-fikri Landsteiner ve arkadaslarai
tarafindan biliylk bir kasarivla gelistirilmistir (9). Landsteiner
ilk deneylerinde arsenilik ve benzoik asit gibi maddeleri kova-
lant olarak proteinlere baglamis ve bunlarin immiinojenitesini aras-
tirmistir. Orneyin: para aminoarsenilik asidi, globuline bagjla-
yip tavsanlara zerk ettiginde bu hayvanlarin serumunda hem bu
bilesikle hemde paraaminoarsenilik asit grubunu tasiyan baska
proteinlerle presipitasyon veren antikorlar meydana geldigini
gbstermistir. Halbukl para aminoarsenilik asit kendi basina an-
tikor tesekkililine yol acamamaktadir. Landsteiner, O6yle immiino-
jenik olmayan, fakat tesekklll etmis antikorlarla, 6zgil olarak
bilesebilen maddelere "hapten", bunlarin baglandiklari dogal
proteinlere de "tasiyici" adini vermistir, Glnlimlizde hapten ve
onun proteine baglandigi yeri igine alan bdlgeye'determinent

grup"denilmektedir (10). Hapten-tasiyici-iliskilerine bir Ornek



olarak benzoik asit (Sekil 1) de sunulmugtus .

Uzun yillar hapten deniliace kiiclik molekiiller akla gelmis-
tir. Fakat sonradan molekdl agirliginin Snemli olmadigi anla-

s1lmistir. Buglin bircok makromolekiliin hapten olabilecedi sap-

tanmis bulunmaktadir (8,11).

Sekil 1- Hapten-tasiyica iliskileri. Para, meta ve orto
benzoik asitler protein igindeki tiy zine bajlan-
mistir.

llaptenleri proteinlere baglamak ig¢in ilk defa diazonium

reaksiyonlarindan yararlanilmistir. Glinlmiizde bu ydntem yaygin
olarak kullanilmakla beraber, iyodinasyon, karbodiimidler ve
dinitrofenil tiirevleri v.b. gibi birgok y&ntem gelistirilmistir.
Bugiin hapten olarak aromatik aminlerin yaninda dinitrofenil

gruplari (12,13) polisakkaritler, peptidler pilirinler, pirimidin-



ler, penisilin vioo. gizi iv ok addeler kullanilmaktadir
(9,14,15) . llapten—-cagiyicl sisiteninin kesfinden sonra hem anti-
jen henle ankilior ooleliilinidn kimyasal yapilari aydinlanmaga
baslamistir. Belirli haptenlere karsgi antikor meydana getiril-
mis ve bunlar saflasgtirilarak antikorun kimyasal yapisi, baglan-
ma ylizeyi ve antijen-antikor birlesgmesinin 6zglilligi gibi konu-
larda, genis bilgi edinilmistir. Son zamanlarda immiin cevapta
rol alan hiicre tiplerin tanimlanmasi lzerine hapten-tasiyici
sistemleri yeniden Snem kazanmistir.Bu konuya asajida Ozetleye-
cegimiz imminobiyolojik g¢alismalardan sonra tekrar definilecek-

tir.

Zerk edilen bir antijenin vicutta Snce makrofajlar tarafin-
dan-alinmasi, fakat antikorun plazmasitlerde sentezlenmesi; ba-
gisiklik cevabinda, birden fazla- hiicre tipinin rol oynadidi diu-
slincesine yol agmistir. Bu nedenle immiinobiyolojik galismalar
daha ¢ok makrofaj Uzerinde olmustur. Onceleri makrofajin anti-
jeni ig¢ine alip "islediyi", sonradan-da antijenik molekiilleri
yviseyvinde toplayip antikor yapan hiicreye "sundugu" fikri ileri
stirilmiistiir (16,17,18). Bir baska grup arastiricilar ise makro-
fajdan lenfosite bilgi aktarildigini ve bunun RNA araciligiyla

gerceklestigini savunmuslardir (19).

lakrofajlarin ¢zgil immiin cevapta ne gibi bir rolii oldugju
kesinlikle bilinmemektedir. Bununla beraber immiinolojik cevap
esnasinda makrofajin diger lenfosit hicrelerle iliski kurdugu
hakkinda bir gdris birligi vardar (20,21). Bu konuda yapilan
calismalar yukardaki soruna ¢6zlim getirmemekle beraber son 10

y1l iginde immiinolojide "hiicrelerin karsilikli iliskileri"



konusunds: £ ar D acmastny. GhirwGzde hilieneler arasinda

ishbirligi calismalarva biylk bir hizla devam etmektedir,

i1 defisik lenfoid hiicrenin birbirleriyle iliski kurdukla-
. i1l:x defa 1966 yilinda Claman ve arkadaslari tarafindan gdste-
rilmistir (22). Arastiricilar isinlanmis farelere dedisik organ-

1 a7 hiicreler aktararak kemik i1igi ve timus hiicrelerinin hu-

arsiam

-

moral imminitede karsilikli isbirligi yaptiklaraini ortaya koy-
masiordic Daha sonra lfiller ve Mitchel tarafindan 1968 de bas-
tat . ian bir seri c¢aliismada timusu ¢ikariimis ve isinlanmis fa-

reler kullanilarak humoral cevapta iki ayri tip hlicrenin rol al-
d1gi ve bunlarin kaynagi saptinmistir (23,24). Buna gdre timus

sadece "antijen reaktif hilicre" adi verilen ve antikor yapamayan
ihtiva etriektedir. Keiik 1liginde ise antikor yapmak-

Piicreler,
_an soronta hicrelerin dnctilleri bulunmaktadir. Sadece antijeni
ranimak ve diger hilicrelere yardim etmekle gdrevli timus hiicrele-
“timusa tabi “hiicre" anlamiha gelmek tizere "T-hlicresi" denil-
nektedir. Kemik iligindeki Onctil hilicreler ise tek basina birgok
antiiene cevap vermemektedir ve T-hilicresinin yardimina ihtiyag

gdstermektedir. Kuslarda "bursa- fabrikuda" tabi oldudu ig¢in bu

hiicreler de "B-hiicresi" adi verilmistir (1,25).

Cuailmdzde lUzerinde yojun galismalarin yapildaigi konulardan
sirisi hig kuskusuz immiin hiicrelerinin res’ ptdrleridir. Hicrele-
cin antijenleri 6zgll olarak taniyabilmeleri igin yiizeylerinde
szel reseptdrler tayimalari gerektigi eskidenberi disiiniilegel-
mistir. Buglin lizerinde durulan soru; bu reseptdrlerin &zellik-

leridir. Ornegin ¥ ve B hiicre reseptdrlerinin ayni’olup olmadigi

ilging bir konudur. B-hiicresi ylizeyindeki reseptdrlerin klésik



immiinoglobulin yapisindaki oldugu son yillarda agifja kavusturul-
mus bulunmaktadir "(26-29), Fakat T-hlicresinin reseptdrlerinin
yvapisi hakkinda yukKaridaki kadar®kesinlikle konusmak mimkiin de-
gildir Hapten tasiyici bilesikleri ile yapilan galismalar bu
hicre reseptdrleriniit B-hiicresininkinden farkli y&6nleri bulundu-
gunu akla getirmigtir, Bilindigi gibi bir hapten-tasiyici bile-
sigi ile immiinize edilen hayvanda-iki tirld immin *cevap meydana
gelir: Haptene kar:i v in1z antikor— {B-hlic¥ési cevabij tasiyicai-
va karsgi ise Hem antikor hem de T-hiicresi cevabi olusur (30).
Fakat bu hayvanler 2 en kuvvetli- hlicresel immiin cevap homolog
antijenle, yani haptea-protein bilesigiyle uyardirabilir (31,32).
Yukaridaki deneydé ayni hapten baska bir protein itizerinde, hilic-
resel cevap ¢ikaramaz, Hatirlanacagyi gibi ayni durum haptene
karsi ikincil humcral cevap alabilmek igin de s6z konusudur
(32,33) ., Anti-hapten covabi ¢ofu kez tasiyilcisi igin yliksek bir
6zglillik gdsterir. Yani bir haptene karsi ikincil cevap alina-
bilmesi ig¢in, tasiyicinin her iki zerkte de ayni olmasi zorun-
Judur. Bu durum havtene karsi B-hlicresi cevabi alinabilmesinde
T-hiicresinin rolini «g¢ikca ortaya koymaktadir. Halbuki B-hilicre-
nin sadece haptene cevap verdigi, dolayisiyle reseptdrlerin yal-
ni1z hapteni taniuiy . Lilinmektedir (33,34). T ve B hiicrelerinin
hapten-tasiyici sistemlerinde daima- belirli determinantlara ce-
vap vermeleri, hicre reseptdrleri arasindaki farktan ileri gele-
bilir. Ote yandan 'f-hiicresi yluzeyinde immiinoglobulin gdsterile-
bilmenin gligligld, bu iki hilcre reseptdrleri arasinda mutlak ay-

riliklar olduju fikrini desteklemektedir (35-38),



Klasik hapten tasiyici sistemlerindeki haptene karsi valniz
B-hilicresi cevabi alindi bilinmektedir. Fakat Alkan ve arkadas-
lari bugiline dek kullanilagelmis #ig-kldsik hapteni-tirozine bag-
lamak suretiyle kobaylarla T-hilicresi: cevabi uyandirabildigini
(in vitro) lenfosit transformasyon testiyle ispatlamislardir
(39-41) . Ornegin para amino arsanilik asit-tirozin, tek basina
kobaylara veérildiginde salt T-hicresi cevabi, fakat proteine
bagli olarak verildiginde salt B-hlicresi cevabi uyandirmistir.
Yukardaki bulgu arastrricilara su- fikri vermistir: Bir haptene
karsi hangi tip hiicrenin cevap verecedini o haptenin hiicrelere
sunulus sekli belirlemektedir. Parish'in salmonellalardan elde
edilen fl.jelin antijeni ile yaptigi g¢alismalar yukaradaki fik-
ri destekler mahiyettedir (42). Bu gibi sonuglara bakilarak
"uygun sartlar bulundugu takdirde,her gesit antijenik determinanta
veya haptene karsi ,i-hilicresi cevabi uyandirilabileceyi fikri
dogmustur . Bu noktadan hareket ederek bugline dek 4 adet kldsik
haptene karsi yeni bir ybntemle T-hiicresi cevabi uyandirilmis
bulunmaktadir. Bu amagla arastiricilar hapteni, tasiyici ola-
rak bir protein yerli.: *. tuberkiilozis bakterisine bajlamislar-
dir (43). Bbylece ‘glniimiizde transplantasyon ve kanser immino-
lojisindeki rolil gTttikge Onem kazanan T-hiicresinin gesitli Szel-

liklerinin arastirilmasina yeni- bir olanak dogmus bulunmaktadair.



MATERYAL" VE METOT

1- Deney Hayvanlari:
Blitlin denevic.lc agirligi 500 - 600 gram (gr) olan, beyaz
(Albino) kobayler kullanilmistir: Kobaylar Hacettepe Universite-

si Deney Hayvan Yetistirme Laboratuvarindan alinmistir.

2- Zerkler:

a) - Hapten - Mikobakteriyum*un-(H=Mb) 0.15 M NaCl (Serum Fiz-
yolojik SF) iginde sugpansiyonu yapildi. Esit hacimda tam olma-
van Freund adjuvaiii IFA (Incomplete Freund's Adjuvant) (Difco
Lab. Detroit Michi.)* 1le karistirildi. Emililsiyon yapildiktan son-
ra kobay 'basina 50U wikrogram (mcg)  H-Mb diisecek sekilde zerk
edildi. Biitiin zerkler, dort-ayak tabaninin her birine 0.l'er cc

olmak lizere dagitilarak yapilda.

b) - Hapten - 31Jir Szrum Albumini (H-BSA) ile immiinizasyon
yvaplilacagil zaman, H-BSA pH'si 7.2 olan SF iginde ¢6zildl. Yari
yariya tam Freund ajuvani CFA (Cémpilete Freund's Adjuvant) ile
karistirildi. Emiifsiyon yapildiktan sonra her bir kobaya 500 mcg
H-BSA zerk edildi. 0.4 cc'lik antijén dort ayak tabanina 0.l'er

cc olmak Uzere dagitildi.

Hayvanlardan kan ve hiicre alma zamanlari bulgular bdlimiinde

yveri geldikge belirtilecektir.

3- Deri Testi:
Deri testi yapilacak kobaylarin-sirtlari elektrikli tras ma-
kinasi ile tras edildi. 100 mcg. test-antijeni Q.1 cc SF iginde

(pH 7.2) deri igine zerk edildis Zerk yeri 3-4 saat sonra



Arthus (gabuk tip) ve 24-48 saat sonra geg tip asiriduyarlilaik
reaksiyonlari igin okundu iLural olarak 5 mm ve daha yiksek re-
aksiyonlar (kizarti, sislik ve sertlik) miisbet sayildi Scnug-

lar milimetre (mm) olarak kaydadildi.

4- Hapten - Protein Hazirlanmasz :

Amino benzoik zsidin izomeileri (para, meta ve orto), sul-
fonilik asidin ve ars:nilik asidin izomerleri (meta harig) teker
teker, BSA ve ovalbumina (0OvVa) baqlamék suretiyle elde edilen
Hapten-protein bilesikleri, bazi yerlerde test antijeni (deri
testi ve makrofaj yayilim-8nlenim testinde) bazi yerlerde ise '
immunojen olarak kullanilmistair, Haptenler proteinlere sekil 1
de goOrildigl gibi diazotize edilerek baglanmistir. Bu reaksiyon

ig¢in esas olarak Tabacknick ve Sobotka'nin y&ntemi kullanilmis-

tir (44).‘

m -aminosulfonlik
asit

(MASA) Protein_Hapten

$ekil 2- Diazoniyum Reaksiyonun sematik agiklamasai



= 02 o

Bilindigi gibi diazotize edilmis hapten, proteindeki aroma-
tik amino asitlere baglanmakta ve en yliksek baglama tirozin ile
olmaktadir. Deneylerimizde kullanilan haptenler (Tablo 1) de

sunulmustur. Bagjlama islemi asagidaki gibi yapildai:

280 miligram (mg) para amino benzoik asit [(PABA) 40 cc
0.1 W HC1l iginde eritildi. Buz banyosuna yerlestirildi ve igine
magnetik karistirici kondu. Uzerine 1 cc distile suda eritilen
350 mg NaNO, (Sodyum Nitrit) hemen ilave edildi, 30 dakika ka-
ristirildi. Bu arada 2 gr. BSA, 100 cc 0.1 N NaCO3(Sodyum kar-
bonat) iginde eritildi. Buz kabina yerlestirilip, ic¢ine pH met-

renin elektrodu daldirildi. Protein solusiyonu karismakta iken

TABLO 1

HAPTENLERIN KIMYASAL YAPILARI VE ADLARI

‘Kimyasal Yapisi _R(X? ADI Kisaltma MA(XX)
-COOH p-Aminobenzoic Acid PABA 137.1
(X) —SO3H p—Aminosulfon%lic PASA 153.1

HZN ‘-@—Q Acid
—ASO3H2 p-Aminoarsenilic PAAA 1l67.1

Acid
~COOH m-Aminobenzoic Acid MABA 137.1
—SOZH m-Aminosulfonilic MASA 153.1

H2N ’ Acid
-COOH o-Aminobenzoic Acid OABA 137.1
-S05H o-Aminosulfonilic Acid OASA 153.1

H.N '

2 —-AsO3H, o-Aminoarsenilic Acid OAAA 167.1

(X) Radikal
(XX) Molekil ajirliga
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izerine 15 cc diazotize edilmis hapten ilave edildi, pH hemen

(1 N NaOH) ile 9"%a'ayarlandi. 5 dakika sonra tekrar 15 cc diazo-
tize hapten ilave~edilip pH yime~9%'a ayarlandi, 5 dakika sonra
geri kalan diazotize hapten ilave "edilip pH'nin 9 olmasi sajlan-
di. Solusyon en az 4 saat ayni sekilde bekletildikten sonra Uze-
rine glasiel asetik asit damla ‘damla ilave edilerek pH 4'e disil-
rilmek suretiyle, proteinin ¢okmesi- saglandi. Bu karisim bir
gece sojumta aristirildikitan sonra 22 dakika 3500 devirde san-
trifiij edilerek Protein kismi ¢Sktiruldli. Goékelek bir kez disti-
le suda yikandiKtan sonra 50 cc*0.1 NaOH iginde ¢&zildi ve pH
8'e ayarlahdiktan~sonra Sephadex* G=50  (Pharmacia) kolonundan

(5%100 cm) gegilerek saflastirildi.

5- Kolon Kromatografisi ile Antijenlerin Saflastirilmasa
Galismamizda amgFeimiza uygun-olarak 5'x 100 cm hacminde
kolon segildi (Hicettepe Univy Cam Atdlyesinde 6zel olarak yap-

tiri1ldi) . Sephadex olarak antijenlerimizin molekil agirligi
60.000 civarinda ®tdugu igin Pharmacia Fine Chemical'den temin
edilen (G-50 medfi®m) kullanildi. Kolon-sdyle hazirlandi: 115 gr.
Sephadex G-50 medium, fosfat tamponu (pH 8) iginde 24 saat bek-
letilerek sisirildi. Bundan sonra jel, yandan musluklu bir

beher glass igine 'konuldu. Magnetik® karistirici ile karistirail-
makta iken negatif basing¢ tatbik edilerek jel igindeki hava hab-

becikleri ¢ikarildi. Xolonun Sephadex ile doldurma islemi klasik

yolla yapildi (45).

Dibine cam pamuju yerlestirilen kolon, yarisina kadar fosfat
tamponu ile dolduruldu;, ve muslugun akisi ayarladiktan sonra,

havasi alinmis Sephadex, kolonun tepesindeki huni yardimi ile
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yavas yavas kolona aktarildi. Bu arada kolonun muslugu tam agik
olmalidir. Kolondan 24 saat tampon gegirildikten:. sonra, numune
gegirilmek tizere kolon hazir duruma geldi. Kullandigimiz antijen-
ler renkli (sarai-turuncu) olduju igin antijenin kolonun alt mus-
lugundan ne zama: ¢ikacagini gdzle takip etmek miimkiin oldu. Bu

ylizden fraksin kolektdr kullanilmadi.

Kolondan alinan hapten-protein~bilesikleri diyaliz torba-
sina konup distile suya karsi 2-3 gilin diyaliz edildikten sonra

liyofilize edildi.

6- Hapten Mikobakteriyum Hazirlanmasi: (H-Mb)
T-hiicresi cevabi uyandirmak ig¢in, Alkan ve arkadaslari tara-
findan gelistirilen bir ydntem kullanildi (43). Bu amagla Mb'nin

ii¢ susu denendi:

A- Mycrobacterium bytiricum (Difco Lab.)
B- ] RaH37 ( " n )
Cc- L tuberculosis (insan tipi, C) (Etlik Vete-

riner Enst.)

Degisik suslarin neticeleri etkilemedigini saptandiktan son-
ra calisma boyunca bizce temini daha kolay olan Mb. tuberculosis

C susu kullanild:i.

Her hapten igin 100 mgr. 614 kurutulmus Mb kullanildi. 100

mgr. Mb tartip, dengeli fosfat tamponunda® (pgp>2®) pPH 7,2 - 7,4
Homojenatdr (Tissue Grinders Thomas Co,) yardimi ile 5 sefer

g Galismada kullanilan tim tampon ve g¢bzeltilerin formiilleri igin
(Ek) 'e bakiniz.
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vikandi. Her seferinde 15 dakika yikandiktan sonra 2500 devirde
15 dakika santrifiij edilerek, iist sivi atilip yeni tampon ilave
edildi. Altinci yikama borat tamponuyla (pH - 8.5-9) yapildi.
Tiim yikama boyunca Mb'nin yaklasik olarak %50'si kaybolmaktadair.
Bu arada haptenler su sekilde diazotize edildi. 70 mg. hapten

10 ml 0,1 N HCl'de eritildi, karastiraica lizerinde buz banyosuna
verlestirilip, sogutulduktan sonra {izerine 1 cc suda eritilmis
90 mg NaNO, hemen ilave edildi. Yarim saat karaistairaildi. Bu es-
nada yikanmis Mb. 8 cc borat tamponuyla karistirilip, buz ban-
yosuna yerlestirildi. Hazirlanmis diazotize hapten karismakta
olan Mb. suspansiyonuna 5 dakika ara ile ildve edildi, her se-
ferinde NaOH ile pH 9'a ayarlandi. Bu vaziyette hafif calkalana-
rak bir gece bekletilen suspansiyon 2500 devirde santrifidij edi-
lerek ¢8ktilriildii. Hank's dengeli tuz tamponunda (BSS) 5 sefer
yikandiktan sonra 4°C saklandi. Kirli beyaz renkte olan Mb.
baglanan haptene gbre kirli saridan kahverengiye kadar varan

renklem almaktadir.

7- Makrofaj Yayilim-Onlenim Testi (MT) (Macrophage Migration
Inhibition)

Deri testi ile % 100 e yakin paralellik g&sterdigi bilinen
bu ySntemin ana ilkesi sudur: Bir kilcal tilip igine ¢ogu makrofaj
olan akyuvar suspansiyonu doldurulur, bir ucu kapatilip santrifi]j
edilir. Hiicre co&kiintiisliyle-besiyerinin kesistigi noktadan tip
kesilir. Elde edilen kisa tiip (Sekil 3) te gdrililen Ozel MT kutu-
sundaki (Chamber) deney oyuklarina yerlestirilir. Deney oyuk-

larina antijen ihtiva eden besiyeri ilave edilir.
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Sekil 3- Makrofaj yayilim-&nlenim yapildigi &zel alet
(MT kutusu)

Kontrol oyuklarina ise yalniz besiyeri konur. 37°C de 24 saat
inktibasyondan sonra, kontrol kutularinda makrofajlar kisa tiibiin
disina,cam Uzerinde yayilirlar. Antijen ihtiva eden deney kutu-
larinda ise (ejer lenfositler antijene duyarli ise) duyarlilik

derecesine gdre yayilim az veya yoktur.

Calismamizda uygulanan ySntemin temeli David (46) ve arkadas-
lardan alinmis olup, bazi degisiklikler yvapilmistir. Antijen zerk
edilen kobaylar 2-4 hafta sonra bu deneye sokﬁlduo Kobaylarin
karin alti tras edildi ve periton boslujuna 25 cc steril hafif
mineral yaji zerk edildi, 3‘§ﬁn sonra hayvanlar baglarina sert
bir cisimle vurulmak suretiyle &1ldiirtildli. Periton sivaisi steril

olarak kapali bir sifon sistemiyle Sekil (4) g6rildiigi gibi

toplandai,



SRSz _

Sekil 4- Kobaylarda kapali sistemle periton hiicresi
toplanmasi

Bunun ig¢in 100 cc steril BSS kullanildi. Sivi peritona bo-
saltildiktan sonra periton hafifge galkalanarak tekrar siseye
toplandi. 100 cc'lik sisede toplanan yad ve hiicre karisimi, 1500
devirde 15 dakika santrifiij edilip iistteki yay tabakasi emme
tulumba sistemiyle dikkatlice disari alindi. Hiicreler BSS ile
sulandirilip 12 cc 1lik dereceli santrifiij tiibline aktarildi. En
az iki defa BSA ve son defa besiyeri ile yikandi. Besiyeri ola-
rak (Minimal Essential Medium, Difco lab. Detroit Mich.) MEM
kullanildi. Deney yapilacayi glin MEM s$8yle hazirlandi: (100 cc

igin)
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10.000 linite penisilin

10.000 mcg. streptomisin

%1 oraninda L-glutamin

215 oraninda Milipor filtrasyonuyla sterilize edilmis nor-

mal kobay serumu

Bu hiicre miktari cc de 30-50x106 olacak sekilde hazairlandai.

Bunun bir pratik yolu, 1000 devirde 10 dakika ¢Oktiriilmis hiicre

\
paketi iizerine hacminin (cc olarak) 7,5 kati besiyeri eklenmek-
tedir. Bu hiicre suspansiyonun kilcal tiliplere doldurulup (Micro-
hematocrit tubes/plain no: 121, Clay Adams) doldurup bir uglar:

Seal Ease (Clay - Adams) denen bir madde ile kapatildi. Dibi pa-
muklu steril serolojik tipli iginde 900 devirde 5 dakika santri—‘

flij edildi. Alkolle islatilmis gazli bezle silip steril baska

bir gazli bez ile kurutulduktan sonra kilcal tipler {list sivai-hilic-

re kesisiminden cam testeresiyle kesildi. Kisa tlipler Machaness

tipi kutulara (Chamber) (San Francisco Tip Merkezi AtSlyesinde

6zel olarak yapllmlstlr)‘veya %1'lik agar plaklarinda a¢ilan

oyuklara yerlestirildi. Her antij=n dilusyonu igin 4 adet kilcal

tﬁb hazirlandi. Once kutularin bir ylizeyi yuvarlik lamelle

(corning glass, no: 2) kapatildi, etrafi sicak parafinle gevril-
dikten sonra parafinin donmasi beklendi. Sonra kutu gevrildi.

Bu lamel {izerine her‘incé tiip i¢in bir damla 6zel bir yay (Dow
Corning Stopcoc Grease Thomas Co.) silirildii. Klgik tlip bu nokta-

ya degdirilerek, kaymasi &nlenecek sekilde kapatildiktan sonra,

bir siringa ile yan deliklerden, bes’'yerleriyle doldurulup, de-
liklerde parafinle kapatildi. (Agarda ise agilan oyuklara ayni

sekilde kisa kilcal tlipler yerlegtirildikten sonra oyuklar dik-
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dértgen lamelle kapét;p, oyugun?bir tarafi agik bairakildi. Bu
agikliktan besiyeri iie'byukvddléu;hldu. Agik kalan yer lamel
kaydirilarak kapatildi) 24 saaf 37OC'de yatay olarak bekletil-
dikten sonra kontrol ve deney tiliplerinin ucundaki yayilim alani
projeksiyonlu bir mikroSkopla‘kéglda yvansitilarak ¢izildi. Bu

kisimlar makasla kesilip hassas terazide tartildi.

Antijenin sebep -olduju -Snlenim su formiille hesaplandi:

(Antijenll ortamdaki yayilaim x 100)

% Onlenim= 100 - Antijensiz ortamdaki yayilim

‘%lO ve daha fazla 6nlenim, Onemli sayildi.

8- Antikor Cevabinin Tayini:

Deneylerimizde kobaylarain aﬂtikér cevabini 6lg¢mek emacaiyla,
duyarli bir test olan indirekt hgmoiiz deneyi (IHY) kullanildz.
I1kx kez Ingraham tarafindan Qeli;ti;ilen ve tilipte yapilan bu
yontem, (47) tarafimizdan mikrotitrasyon aletinde yapilacak
sekilde degistirildi. Haptenler diazonium reaksiyonu ile koyun
alyuvarina baglandl. Ahfi—hapten antiko;ﬁ ile karsilastirildi.
Sopra ortama kompleman$ilave ediliﬁce héﬁoliz gbrilildli. Bu y&n-
temi klasik komplemap bi#lesmegi‘deneyinden ayirmak igin (bura-
da ikinci bir hemolifik‘Siéteme”ihtiYag:yoktur) bu deneye "in-

direkt" hemoliz depeyi.(IHD) demeyi uygun bulduk.

Testin Yapilisai:

Steril koyun kanl'Yar} yariya Algedé% solosyunu ile karisti-
rildiktan sonra 2000 devirde 10 dakika é;ntrifﬁj edildi. Gd8ken
alyuvarlar (KA) fosfat tamponu ile 4 kez yikandi. Daha Snce ha-

zirlanan ve -20°C'de saklanan diazotize hapten eritildi. 0.25 cc

A
N i



- 20 -

alinip 9 cc fosfat tamponuyldﬁ%?;qgﬂkarlstlrlldlc By karisim

lizerine 0.5 cc alyuvar gékﬁntﬁsﬁ‘ilave edildi. Karistirailap
oda derecesinde 10 dakika bekletildi. 2000 devirde 10 dakika
cevrildi ve yine MFT ile en az 4 kez yikandi. (Son yikamada
ist sivi berrak olmalldlr);fHapten¥bagll olan bu alyuvarlarin
MFT ile % 0.5'lik suspansiyonu ﬁa21rland19 Kontrol ig¢in ayni

sekilde normal alyuvar suspansiyonu yapildi.

Deney mikrotitrasyon aletinin U plaklarinda yapildi. Once
oyuklara 1 damla (50 A ) MFT damlatildi. Her serum ig¢in iki sira
kullanildi, KA ile absorbe serumun 1/20 sulandirimindan lupla
50 A alinip birinci 51radaki‘sergﬁuh iki kat sulandirimi yapil-
dl. Sonra birinci siraya bir damla (50 A ) % 0.5'lik bagli-al-
yuvar suspansiyonundan, ikinci siraya ise %0.5'lik normal alyu-

var suspansiyonu damlatildi, hafifge karistirilap 37°C'de 10

dakika bekletildi. Sonra her iki siranin oyuklarina 50'ser lamda
kompleman (4 tnite) ilave edilip 2-3 saat 37°C'de bekletildi.
Hemoliz titresi tayin edildi. AbSOrpsiyon ve deneydeki sulan-
diramlar hegaplaninca ilk oyuktaki ser@m sulandirimi 1/40 olmak-

tadir.

Her deney igin asagidaki kontroller yapilmigtair:
1- Tampon - hapten - alyuvar
2- Tampon - normal- alyuvar

3- Kompleman - hapten-alyuvary

4- Kompleman - normal alyuvar

5- Kompleman normal kobay serumu - hapten-alyuvar

6- Kompleman - normal kobay serumu - normal alyuvar
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7- Deney serumu - hapten - alyuvar

8- Deney serumu - normal alyuvar

Bu kontrollerin hepsi dogdru netice verdiyi takdirde deney
sonucu dodru olarak kabul edildi. Makrosistemle paralel deney-
ler yapildi ve paralel sonuglar elde edildi. Gapraz reaksiyonlar

igin yapilan deneylere bulgular bdlimiinde deginilecektir.

Bu testin yapilisinda Onemli buldujumuz noktalar asagida
siralanmistir:

1. Biitiin serumlar 56°Cde 30 dakika inaktive edilmelidir.

2. Tim serumlar normal koyun alyuvarlari ile absorbe edilme-
lidir. Bunun igin 1 cc serum 1 cc % 50'lik yikanmis alyuvar
suspansiyonu ile karistirildi, 1 saat 37°C de ve 8 saat oda -
derecesinde bekletildi, 2000 devirde 10 dakika gevrilip alyuvar

cdktiirildikten sonra iist sivi -20°C saklandi.

3, Deneyde kullanilacak tim cam malzeme en az birglin asitte

(bikromik) bekletilmeli, sonra yikanmiladir.

4, Diazonium reaksiyonunun 6nceden hazirlanip -20°C de sak-
lanmasi bu deney igin gok elverisli bir yoldur. Bu amag¢ igin
70 mg hapten 10 cc 0,1 N HCl'de ¢dzildli. Buz kabinda eritildik-
ten sonra lizerine 1 cc distile suda eritilen 350 mg NaNO2 ilave
edildi. 30 dakika karisti-ildiktan sonra tiliplere l'er cc dagiti-

1ip -20°C'ye konuldu,

5. Orijinal y®ntemde(47) her kademede degisik tamponlar kul-
lanilmaktadir. Biz tiim deney boyunca ek'te sunulan fosfat tampo-
nunu kullandik ve ayni sonuglari aldik. Bu degisiklik deneyde

bliylik kolaylik sagladx.
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BULGULAR

Elde edilen bulgulara gegmeden bir noktanln‘belirtilmesinde
yarar gbrilyoruz. Deneyler yapllﬁadan Once hazirladigimiz anfijen—
lere karsi normal hayvanlardaantikor bulunup b@lunmadlgl veya
antijenlerin normal kobay hiicreleri Ulizerinde hérhdngi bir toksik
etkileri olup olmadiyi arastirilmistir. Antijenlerimi%in hig¢ bi-
rine karsi antikor tesbit edilemediyi gibi deri testinde veya
makrofaj vayilim-8nlenim deneylerinde normal kobay hiicreleri

ile "yalanci miisbet" netice vermedikleri saptanmisgtir.
A - HAPTEN-MIKOBAKTERIYUM'A KARSI BAGISIKLIK CEVABI

I- Benzoik Asit Grubu-

Benzoik asidin tic izomeri (para, meta ve orto) mikobaktiri-
yum'a baglandiktan sonra her bir izomer, 5 kobaya zerk edildi.
Hapten mikobakteriyum verilen kobaylardaﬁ 15 glin sonra kan alin-
d1i ve hemen ardindan 11 dedisik test antijeni ile deri testi ya-
pi1ldi. Deri testi okunduktan sonra periton igine miniral yaga
zerk edilerek hayvanlar ¢ gin sonxaki makrofaj yaylllm—énlenih

testine hazirlandi.

1. PABA-Mb, MABA-Mb ve OABA-Mb ile immiinize edilmis {i¢ grup-
tan higbir kobay indirekt hemoliz deneyi (IHD) ile tesbit edi-

lebilecek miktarda antikor bulunamadi.

2. Haptenlerin BSA'ya baglanmis sekilleri deri testinde test
antijeni olarak kullanildi. Hapten-BSA'ya karsi alinan deri tes-
ti neticeleri (Tablo II) de &zetlenmigtir. PABA-BSA' ile 14 mm.

MABA-BSA ile 10 mm ve OABA-BSA ile 9 mm reaksiyon alaindi. Her
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hapten kendisine karsi en yliksek reaksiyon uyandirmakla beraber
bu testle para, meta ve orto izomerleri araéana gapraz reaksi-

yonlar tesbit edilebilmistir.

3 Hicresel. lmmunwcenahln 6lglimlinde makrofaj yaylllm—onlenlm
testi kullanlldl° PABA-Mb, MABA-Mb ve OABA-Mb zerk edilen hay—
vanlarln huc:esel cevabi, hapten-BSA veya Hapten-OVA bilesigi
kullanllarak tayin edildi. Her ¢ grubun verdigi in v1tro bagr-
$lkllk cevaplar1 (sekil 5) de ozetlenmlstlro Sekilden g&riile-
cedi gibi. PABA-Mb ile immiinize edilmis hayvanlar en yiksek ce-
vap PABA~BSA ile vermislerdir (% 56 6nlenim); Ayni grubun hiic-

releri MABA-BSA ile % 26, OABA~BSA ile % 21 Onlenim verdiler.

of TEST ANTIiJENLERI

> 60} - Oeizsa
| Ny m. 13SA

o135 |

cHES. GEND SEP. - -“—---‘-..

PAIBA:Mb MAI3A-Mb' . OAI3A-Mb
| MMUNOJENLER

S$ekil 5- Benzoik asidin para, meta ve orto seklllerl ile duyar—
lastirilmisg ¢ ayrai grup hayvanin, BSA'ya bajyli l¢ izo-
mere kargi T-hlcresi cevabi. Hicresel cevap (MT ile 81—
gilmiis olup, neticeler % makrofaj yayilim-Snlenimi ola-%
‘rak verilmistir, :
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MABA-Mb ile immiinize edilmis hayvanlar ise en yliksek cevab:
MABA~-BSA'yva karsi verdiler. (% 50 &nlenim). Ayni grup PABA-BSA
ile % 26, OABA-BSA ile % 15 Onlenim g8sterdi. OABA-Mb zerk edil—
mis hayvanlarin hiicreleri OABA-BSA ile % 35, PABA-BSA ile % 27"
MABA-BSA ile % 12 &nlenim verdiler. Yukaridaki neticeler en yik-
sek hiicresel cevabin hamolog antijenle alindigini gdsterdi. Gap-
raz reaksiyonlar incelenince su sonuca varildi: Immiinojen ister
para, ister meta ister orto olsun her durumda en ylksek cevap,
para aminobenzoik asit ile alinmaktadir. Bu deneylerde kontrol
antijen olarak BSA (300 mcg/cc) kullanildi ve higbir hayvanda
% 5 in Ustlinde O6nlenim g&stermedi. Misbet kontrol olarak PPD'ye
(100 mcg/cc) karsi meydana gelen Snlenim derecesi % 66-77 ara-

sinda dedisti (Ayrintili bilgi igin ekteki Tablo ya bakiniz).

4, Haptenlere karsi uyandirilan T-hiicresi cevabinin &zgtillii-
gliinli gbstermek igin yaptigimiz tipik bir deneyin sonuglari (Se-
kil 6) da sunulmustur. PABA-OVA normal kobay hiicrelerin yayi-
limini hig¢ etkilememekte, fakat duyarli hayvanlardan alinan hiic-
releri % 58 oraninda Onlemektedir., Ote yandan PABA-Mb'ye kars:
duyarli hiicreler ortamda hi¢ antijen yokken veya BSA ve OVA gibi
6zgilil olmayan antijenlerin varliginda higbir engel gdrmeden ya-
yilabilmektedirler. PABA-BSA ile immiinize edilmis hayVanlarln

hiicreleri ise yalniz BSA ile 6nlenim g&stermektedir.

T{im antijenlerimiz hayvanlara tam Freund adjuvani ile (CFA)
birlikte verildigine ve adjuvan da mikobakteriyum ihtiva ettigi-
ne gdre, deney hayvanlarimizin PPD'ye karsi miisbet cevap vermesi
beklenirdi. Gergekten yukaridaki deneyde ii¢ kobayin hiicreleri

PPD ile ortalama % 78 Snlenim vermislerdir.



Sekil 6- Para aminobenzoik aside (PABA) karsi meydana ge-
tirilen bagisikligin haptene &zgil oldujunun, mak-
rofaj yayilim-O6nlenim testiyle gdsterilmesi,

Rakamlar 4 kobaydan alinan neticelerin ortalamasidir.

I1- Sulféhilik Asit Grubu-

1. Para, meta ve orto sulfonilik asitlerin mikobakteriyum'a
bagliy sekilleri ile immilinize edilmis hayvanlardan iki, li¢ ve
ddrdiincli haftalarda kan alindi ve ilgili haptene karsi antikor
arandi. Higbir grupta indirekt hemoliz deneyi ile tesbit edile~

bilir antikor bulunamadi.

2, Yukaridaki bildirilen ilig¢ grubtaki baz: hayvanlara zerk-
ten 2 hafta, digerieri 4 hafta sonra, Snceden bildirilen antijen-
‘lerle deri testi yapildi.. (Tablo II) de gdriildigl gibi, PASA~BSA
ile 13 mm, MASA-BSA ile 9 ve OASA-BSA ile 8 mm 1lik geg¢ tip asi-

ri duyarlilik reaksiyonlari meydana geldi.



Gapraz reaksiyonlar incelendiyinde PASA'ya karsi duyarl:y
ha?vanlar’MASA ve OASA ile 5 mm miisbet reaksiyon verdiler, MAS%"‘
iiomeriﬁe duyarli veya «..5A'yva duyarli hayvanlar ise daha gok';”
PASA ile miisbet reaks.yon verailer (6émm) , PASA-Mb zerk edilmisg

iki hayvanda Arthus reaksiyonu gozlendi.

3. PASA-Mb, MASA-Mb ve OASA-Mb zerk edilen U¢ grup hayvan
hlicrelerinin haptenlere karsi hilicresel cevaplarinir &l¢mek igin
makrofaj yayllimménlenim testinde antijen olarak hapten-BSA kul-
lanildi. Her ic grup hayvanin in vitro hiicresel bajisiklik ce-

vaplari PASA-Mb ile immiinize edilmis hayvanlar en yiliksek cevabi

L TEST ANTIJIJENLER I
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X ‘
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PASA -Mb MASA-Mb  OASA-Mb

IMMUNOJENLER

Sekil 7~ Sulfonilik asidin para, meta ve orto sekilleri ile
duyarlastirilmis ¢ ayri grup hayvanin, BSA'ya
bagli li¢ izomere karsi T-hilicresi cevabi.
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(¢ 60 dnlenim) PASA-BSA'ya karsi verdi. Ayni hayvanlarin hlicre-
leri MASA-BSA ile % 31, OASA-BSA ile % 41, Onlenim gOsterdi.
Immiinojen olarak MASA-Mb kulianlldlgl zaman en yliksek cevap
MASA-BSA'yva karsi bulundu, (% 46 Onlenim). Ayni grubun hiicreleri
PASA-BSA ile % 23 OASA-BSA . ile % 14 Onlenim verdiler. OASA-Mb
ile immiinize edilen {liglincli grup hayvanlarin hiicreleri yine en
yiksek 6nlenimi homolog antijen ile vermislerdir. OASA-IIBSA ile
elde edilen % 43 1lik Onlenime karsi PASA-BSA % 24, MASA-BSA'ya

karsi % 14 Onlenim gdzlenmisgtir.

III - Arsenilik Asit Grubu-

Arsenilik asidin sadece para ve orto izomerleri mikobakte-
riyum'a baglanmis ve hayvanlarda uyandirdigi bajisiklik cevaba
bundan 6ncéki haptenlerde oldugju gibi incelenmigtir. Deri testi
neticeleri (Tablo II) de sunulmustur. Bu haptenlere karsi da an-
tikor bulunamamistir. Hlcresel bagisiklik cevabi incelendiginde
tim bulgularin sekil 5 ve 7 de Ozetlenen benzoik ve sulfonilik

asit cevaplarina parelel olduju gdbrilmistir.

Yukaridaki bulgular 8zetlenecek olursa, benzoik asit, sul-
fonilik asit ve arsenilik asit haptenleri mikobakteriyum'a bag-
11 olarak hayvanlara verildiklerinde kendilerine karsi antikor
cevabi elde edilememistir. Hlicresel cevaba bakildiginda gerek
(in vivo) deri testi gerekse (in vitro) MT testleri paralel
olarak W sonucu verfiiglerdir. Her {¢ hapten sisteminde’de "immii-
nojen olarak kullanllén izomere karsi en yliksek cevap alinmistir.
Yine her Ui¢ grupta da immiinojen olarak hangi izomer kullanilir-~
sa kullanilsin, en yiiksek ¢apraz reaksiyon, para izomerlerine

verilmistir. Ayraintalar (Ek) teki tablodan incelenebilir.



IV - Benzoik ve sulfonilik Asit Gruplari Arasinda T-hiicresi
Seviyesindeki gapraz Reaksiyonlar:

Deneylerimizde kullandigimiz aminobenzoik, amino sulfonilik
ve amino arsenilik asit haptenlerinin para, meto ve orto sekil-
leri arasinda T-hiicresi seviyesindeki gapraz reaksiyonlar kar-
silastirilmis ve bir &rnek olarak sulfonilik asidin {i¢ izomeri-
ne karsi alinan karsilastirmali cevaplar (Sekil 8) de sunulmus-

tur.

i¢ grup hayvandan birincisi PASA-Mb, ikincisi MASA-Mb lglin-
clisi ise OASA-Mb ile immiinize edildi. 2-4 hafta sonra her bir
grubun hiicresel cevabi sulfonilik ve benzoik asidin l¢ degisik
izomeri ile arastirildi. (Sekil 9)un birinci}bélﬁmﬁnde gdrildii-
gl gibi PASA-Mb ile immiinize edilmis hayvan hiicreleri en yik-
sek cevabi, PASA-BSA'yve, ondan sonra PABA~BSA'ye vermigtir
(% 60 ve & 34 6nlenim). Dikkat edilirse sulfonilik asidin meta
ve orto izomerlerine verilen cevap, benzoik asidin meta ve or-

to izomerlerine karsi verilen cevaptan kabaca iki kat fazladair.

immiinojen olarak MASA-Mb kullanildiyinda, MASA-BSA ile el-
de edilen &nlenim (% 50) i "zn, MABA-BSA ile (% 30) dur, ve
aradaki fark 6nemlidir. Bununla beraber her iki grubun meta
izomerleri arasinda gapraz reaksiyon varlidi agikca goérilmekte-

dir, Bu grupta diger izomerler arasinda Onemli fark yoktur.

OASA-Mb zerk edilmis hayvanlarin hiicreleri en ylksek ce-
vabl dogal olarak OASA-BSA'ye karsi vermislerdir. Buna karsilik
benzoik asidin {i¢ izomeri arasinda en ylksek gapraz reaksiyon,

orto izomerleri ile alimmagtir (% 20 OSnlenim). Bu grupta meta
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izomerleri arasinda fark olmamakla beraber para izomerleri ara-
Q.

sinda &nemli capraz reaksiyon goriilmiistir. (% 28'e karsi % 18

Onlenim) .

tic degisik haptenin izomerleri arasindaki gapraz reaksiyon-
lar incelendigyi taktirde su sonu¢ ¢ikmaktadir: Immiinojen ola-
rak para izomerleri kullanildigi zaman diger iki grubun yalniz
para izomerleri dnemli gapraz reaksiyon vermektedir. Meta izo-
merleri immiinojen oldudu taktirde dijer iki grubun meta sekil-
leri ile en'yﬁksek capraz reaksiyon alinmakla beraber para se-
killeri de 6nemli gapraz reaksiyonlar vermektedir., Orto izomer-
leri immiinojen olarak kullanilinca yine diger iki grubun orto
sekilleri ile birlikte para sekilleri de hemen hemen ayni sid-
dette gapraz reaksiyon vermektedir. Meta izomerlerine karsi
ige yok denecek kadar dilisiik gapraz cevap alinmaktadir. Immiino~
jen olarak, yukardaki haptenlerden hangi izomer kullanilirsa kul-
lanilsin, izomerler arasi 1liski ayni kalmaktadir (Benzoik asit

grubu neticeleri igin (Ek)te $ekil 1l'e bakiniz).
B) HAPTEN - SIGBIR SERUM ALBUMININE KARSI BAGISIKLIK CEVABT

I. Benzoik Asit Grubu:

Amino benzoik asidin para, meta ve orto izomerleri ayri ayrai
s1gir serum albuminine (BSA) kovalant olarak baglandi. PABA-BSA,
MABA-BSA ve OABA-BSA'den olugan herbir hapten-protein bilesigi
ticer kobaya CFA iginde zerk edildi. Kobaylardan 20 ve 30 glin son-

ra kan alindi.

1. Yukaridaki {i¢ grup hayvanin 35, glinde periton hiicreleri

toplanip, makrofaj yayilim-6nlenim testi yapildi. Bu amag igin



haptenler BSA ile gapraz reaksiyon vermeyen bir protein olan
ovalbumine (OVA) baglandi. Hicbir kobayin hiicresi &zgil hapfen—OVA
"ile bile % 10'dan fazla Snlenim gdstermedi. Fakat BSA ile % 60
6nlenim kaydedildi. Orijinal immiinojen olan hapten-BSA test an-
tijeni olarak kullanilinca yayilim-&nlenim oran: % 60-70 arasin-
da degisti. Menfi kontrol olarak OVA tek basina higbir hayvanda

% 8 den fazla O6nlenime yol agmadi,

2, Hapten-BSA zerkinden sonra olusan antikorlardan sadece
hapten'e 6zgil olanlar tayin edildi. Bu amagla her bir izomer
koyun alyuvarini (KA) baglandi. Deney hayvanlarinin serumlarin-
da, kompleman varlijinda, indirekt hemoliz deneyi ilé antikor
arandi. Mikrotitrasyon alétindé yapilan tipik bir deneyin res-
mi (Sekil 9)'da sunulmustur. Okla isaretli siralarda hemoliz,

digerlerinde ¢8kme g&riilmektedir.

Sekil 9- Indirekt hemoliz deneyinin mikrotitrasyon aletinde
gbrintsi -



U¢ grubun neticeleri (Sekil 10)'da 6zetlenmistir.

TEST ANTIJENLER I
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Sekil 10- Benzoik asit izomerlerine karsi B-hiicresi cevabi

Her grup igin 3. ve 4. haftada olmak lizere iki kez antikor
tayini yapildi. Arada Snemli fark olmadigi igin ($ekil 10) 'da
sadece 4. hafta neticeleri sunulmustur. Degerler log 2 tabanina

gdre antikor titrelerini vermektedir (1/40-1/10.240).

PABA-BSA zerk edilen hayvanlarda haptene (PABA KA) karsa

antikor titresi 1/5120 iken, meta ve orto 1zomerler1ne karsa

'1/40'1n altinda bir defer bulunmusgtur. MABA-BSA ile immiinize

kobaylar ise yine yalniz MABA ya karsgi yiiksek antikor cevabi
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vermis (1/5120), para (PABA) ve orto (OABA) izomerlerine karsi
antikor yapmamislardir. OABA-BSA zerk edilen hayvanlarda durum
farklidar. OABA'va karsi 1/5120 titrede antikor yapan bu hayvan-
larda ayni zamanda MABA vya karsi 1/320 titrede antikor bulun-

mustur. Ayni hayvanlarda PABA'ya karsi antikor tesbit edilemedi.

IT. Sulfonilik Asit Grubu:
Sulfonilik asit izomerleri bir &nceki deneyde olduju gibi
BSA'va bagjlandi, CFA ig¢inde kobaylar verilip, hayvanlar hilicresel

ve humoral immiin cevaplarina bakildi.

1. Hayvanlarda 35. glinde MT yapildiginda higbir izomere
karsi hilicresel cevap vermedikleri gdriildli. Hlicreler hapten-OVA
ile % 8'in {istiinde O&nlenim g&stermedi. BSA ile ortalama % 65,
hapten-BSA ile ortalama % 75 ve menfi kontrol OVA ile % 7 civa-

80

oo

rinda 6nlenim kaydedildi, Misbet kontrol antijeni PPD ile

6nlenim saglandi.

2. Sulfonilik asidin para, meta ve orto izomerlerine karsi
antikor cevabi bu izomerleri alyuvarlara bagliyarak yapilan
(IHD) ile 86lc¢lildli. Ug¢ gruptan alinan sonuglar (Sekii 11) de
6zetlenmistir. Burada da li¢ ve ddrdlinci haftadaki antikor sevi-
veleri arasinda Onemsiz farklar giktigi igin Sekil 1ll1'de sadece

4, hafta sonuglari verilmisgtir.

PASA-BSA ile immiinize hayvanlarda PASA-KA ile 1/10240 titre-
de, MASA-KA ile 1/320 titrede ve OASA-~KA ile 1/40'in altinda an-
tikor tesbit edildi. MASA~BSA zerk edilen grupta MASA'ya karsi
1/5120, OASA'ya karsi 1/1280 titrede antikora karsilik, para

izomerine (PASA) karsi yok denecek kadar az antikor bulundu.
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Sekil 11- Sulfonilik asit izomerlerine kar$L‘B~hﬁcresi cevabi

Immiinojen olarak OASA-BSA kullanilinca en yiksek artikor cevabai

OASA ile (1/10240), sonra MASA ile (1/1280) tesbit edildi. Bu

~grupta da PASA'ya karsi antikor yoktu.

(Sekil 11) de sunulan bulgular Ozetlenecek olursa daha &nce
benzoik asitte oldugu gibi her ¢ izomerin de kendisine karsi
en ylksek antikor cevabi uyandirdigi g&riiliir. Sulfonilik asidin

U¢ izomeri arasindaki ¢apraz reaksiyonlar ise benzoik asidinki~

lerden farkli olup su sekildedir:

Para izameri immlinojen olduyu zaman yalniz meta ile, halbuki meta



izomeri immﬁnojeh oldugu zaman valniz orto ile g¢apraz reaksiyon
alinmaktadir. Hayvanlara OASA-BSA zerk edildiginde capraz reak-
siyon valniz meta izomeri ile (MASA) meydana gelmektedir., Ug
izomer birden g6z O6niinde tutulunca neticede para ile meta izo-
merleri arasinda tek yonlii, meta ile orto izomerleri arasinda

igse ¢ift yonll bir capraz reaksiyonun <warligi meydana ¢ikmistair.

III., Benzoik ve Sulfonilik Asit Gruplari Arasinda, B-hiicresi
Seviyesindeki GCapraz Reaksiyonlar:

Toplam alti gesit izomerden herbiri immiinojen olduju zaman
digerlerine karsi meydana gelen antikor miktari tayin edildi.
Bir Ornek olarak benzoik asit grubu immiinojen olarak kullanil-
diginda elde edilen neticeler ($Sekil 12) de sunulmustur. Sul-
fonilik asit grup titreleri ayni olup bunun neticeleri (Ek) te
verilmistir. Her iki gruptada para izomerleri ile immiinize edi-
len hayvanlarin serumunda, digerinin para izomeri ile gapraz
reaksiyon veren antikor bulunamadi. Halbuki meta izomerleri ken-
di aralarinda capraz reaksiyon vermektedirler. Orto izomerleri

de ayni durumdadir.



JeTuolrsyesa zeaded SpPUTSoATASS

awmuosgnm eputseIr tIeTdnib I TSE.YTTTUOTENS oA Mﬂowcmm =ZT TTYo4

N 3 r 0 N o W W |

vsg-vavd

VS

N
\
\
\
N\
N
N
N
N
\
N
N
N
\
N
d

v
43 IN3Ir ILNY 1S3 1L

vd

1

OLX |S3ULIL UONILNV %6y

oL




TARTIGSMA

immtinolojinin en aktif arastirma alanlarindan birisi hig
kuskusuz T ve B hiicrelerinin iliskileri ve bunlarin reseptdrle-
rinin &zellikleridir. Son yillarda B-hiicresi ve onun lrinid olan
antikor molekiilli {izerinde genis arastirmalar yapilmistir. Bunun
sonucu olarak B-hiicresi yiizeyindeki "antijen taniyici" birimle-
rin (reseptdr) yapisinin o hiicrenin salgilamakta olduju antikor
molekiiliinden farksiz olduju saptanmis bulunmaktadir (3,48). iki
degisik immiinolojik cevaptan sorumlu olmalarina ragmen T ve B
hiicrelerinin reseptdrlerinin ayni 6zellikte olmasi beklenir.
Glink tek bir antijenik determinanta cevap veren her hiicrenin
(T-B ve makrofajlar) antijeni farkli mekanizmalarla tanimalara,
organizma icin elverisli degildir. Bu ylzden T-hlicresinin de
immiinoglobulin tabiatinda bir reseptdre sahip olmas: gerektigi
savunulmaktadir. Fakat deneylerde T-hiicresi reseptdrlerinin
antikor'a benzedigyini gdsteren deneysel deliller bulunamamis-—
(49,50) ve iki tip reseptdr arasinda bazi farklar bulundugu ile-
ri siirtilmistiir (1,51)., T-hlicresinin &zelliklerinin arastirilma-
sin1 gliclestiren nedenlerden birisi bu hiicrenin her antijenik
molekiile cevap vermemesidir. Glintimtizde kimyasal yapilari basit,
kliglik molek{il agirlikli sentetik antijenlerin, immiinolojik olay-
larin hiicresel diizeyde incelenmesinde sagladigi yarar agikca
ortaya konulmustur (8,40,41,52). Ancak T-hiicresinin gesitli &zel-
liklerinin arastirilmasinda bu tip molekiiller kullanilmamistir.
Cilink{l bugiine dek g¢oju hapten tabiatinda olan bu maddelere karsi
T-hilcresi cevabi ¢ikarmak igin tutarli bir ydntem gelistirileme-

mistir, Tiirk ve arkadaslari tarafindan teklif edilen eski bir



yonteme gd&re, kimyasal bakimindan aktif kilgik molekiiller, kazin-
mis deri {izerine aseton ve vagla karistirilarak slirlilmektedir
(53). Bu yolla aktif kimyasal gruplara karsi hilcresel bajisiklik
meydana geldiyi deri testiyle gbsterilmistir. Tahmin edildigine
gdre bu maddeler ¢gesitli vilicut proteinleriyle birlesmekte ve boy-
lece immiinite kazandirmaktadirlar. Fakat bu y®ntemin bir ¢ok sa-
kincalari vardir. Kullanilan maddenin kimyasal bakimindan aktif
olmasi zorunlulugu vardir. Ikincisi haptenlerin viicutta gok ge-
sitli protéinlerle birlesmesi ve degisik tasiyicilarin isin igi-
ne girmesi durumu karaistirmaktadir. Son olarak bu ySntemle hap-
tenlere karsi yalniz hiicresel dedil humoral cevap ta meydana

gelmektedir.

Alkan ve = kadaslarainin son zamanlarda gelistirdikleri bir
yontem s6ziinii ettigimiz eksikligi giderecek nitelikte g&ziikmek-
tedir, Arastiricilar denedikleri 4 deyisik hapteni ayri ayri
mikobakteriyum hiicre duvarina baglayarak, kobaylarda haptenlere
karsi T-hlicresi cevabi uyardir - ku hiicresel cevabin 6z-
glilliigiinii in vitro lenfosit transformasyonu deneyleriyle kanit-
lamislardir, Bu y®ntemde, haptenlere karsi yalniz T-hlicresi
cevabi olusmakta, humoral cevap yok denecek kadar az bulunmak-
tadir. Bu calismada benzoik ve arsenilik asitlere ilaveten amino
sulfonilik asit kullanilmis ve yukaradaki teknikle bunlara kar-
sliTwhﬁcresi alinabilecedi ¢ok duyarli bir (in vitro) ydntem olan,
makrofaj yayilim-8nlenim deneyi ile gbsterilmistir. Bundan son-
ra T-hilicresinin, antijen {izerindeki degisiklikleri ne dereceye
kadar taniyip, ayirt edebildigini anlamak amaciyle yukaraidaki
haptenlerin para, meta, orto izomerine karsi g¢ikartilan hilicre-

sel cevaplar karsilastirilmis ve asayida siralanan ilging sonug-
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lar alinmistar:

1- T-hiicresi de B-hiicresi gibi, benzer halkasinin {izerinde-
ki bir kimyasal grubun yer degistirmesini fark edebilmektedir.
Ornegin PABA ile immiinize edilen bir hayvan, en yiliksek cevabi
PABA'ya vermekte, immlinojen olarak MABA kullanilinca, en yﬁk—
sek hiicresel cevap PABA ve OABA'ya dedil MABA'ya karsi alin-

maktadir.

2—‘gapraz reaksiyonlara gelince durum de¥ismektedir: Orne-
¥in OABA ile immiinize bir hayvanin hiicrelerinin pozisyon daha
vakin oldugu igin MABA ile daha yliksek gapraz reaksiyon vermesi
beklenirken, PABA ile yiksek c¢apraz reaksiyon vermistir. Bunun
nedeni su olabilir, Bilindigi gibi hépten para pozisyonundayken,
halkanin en ucundadir. Bu durumdaki bir (COOH) grubu ile hilicre
reseptdrlerinin birbirine yaklasmasi meta ve Ozellikle orto po-
zisyonlarina oranla gok daha kolay olmasi beklenir., Ayrica |
degisik pozisyondaki karboksil gruplarinin halka lizerindeki
diger gruplari farkli sekilde etkileyip, yeni bzellikler dojur-

ma olasiliyi vardir.

3~ yYukaridaki bulguya radmen immiinojen olarak hangi izomer
kullanilirsa kullanilsin, diger iki izomerle T-hilicresi seviye-
sinde mutlaka gapraz reaksiyon alinmaktadar. Ornegin para ile
orto pozisyonlari birbirine uzak oldugju halde T-hiicresi bu iki
izomeri de ayri ayri tanimakla beraber, gapraz reaksiyon da

vermektedir.

Yukarida siraladigimiz bulgularda benzoik asit grubu Ornek

olarak verilmistir. Ayni deneyler sulfonilik asidin i¢ ve ar-



- 41 -

s:nilik asidin iki izemeri ile tekrarlandiginda, ayni sonuglar
elde edildi. Toplam 8 cesit izomerin neticeleri birbirleriyle

celismedigine gbre kullandigimiz ydntemlere glivenle bakilabilir.

Mikobakteriyum hiicre duvarina bagli haptenlere karsi salt
T-hiicresi cevabi almamiz, hig antikor tesekkiir etmedigi anla-
mina gel: elidir. Az da olsa anti-hapten cevabi meydana gele-
bilir ve bunu kullandigimiz teknikle gdsteremiyor olabiliriz.
Fakat Moorhead. ve arkadaslari da yeni gelistirdikleri bir basg-
ka ydbntemle (NIP)x haptenine karsi T-hlicresi cevabi uyandir-
mislar ve hayvanlarda birinci cevapta”anti~NIP antikoru olusma-
digini Jerne'nin plak teknigiyle gOstermislerdir. Adi gegen ydn-
temde hapten otolog gama globuline bajlanarak farelere veril-

mektedir (54).

Hapten olarak kullandigimiz organik asitler Mb'yerine BSA
gibi basit bir proteine bajlanarak hayvana verildiginde bu se-
fer yalniz B-hiicresi cevabi alinmaktadir. Bir haptenin de¥isik
sekilde hiicrelere sunulmasiyle, farkli immlin cevaplar alinmasi
demek olan bu durumun, azobenzen-arsonat-tirozin gibi haptenler-
le de meydana geldigi daha &nce bildirilmistir (40,55). Parish'-

in calismasi da yukaridaki goériisiti desteklemektedir (56).

(sekil 11,12) de &zetlenen B-hilicresi (antikor) cevaplari
incelenecek olursa, bu hiicrenin de para, meta ve orto pozisyon-
larini ayirt ettiyi anlasilir. Bu durum birgok haptenik sistem
igin dogrudur. Ornegyin Landsteiner 1936 yilindaki klasik calig-
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x(NIP), 4-hydroxy-3-iodo-5-ntirophenylacetic Acid
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malariyla meta-amino sulfonilik aside karsi olusan antikorun,

en kuvvetli reaksiyonu meta izomeri ile verdigini ve fakat,
para-amino sulfonilik asitle hemen hig¢ reaksiyon vermedigini
gbstermisti (57). Antikor tayini ig¢in gok daha duyarl:i bir ydn-
tem (IHD) kullanarak elde ettigimiz bulgular Landsteiner'in
bulgularina aynen uymaktadir. B-hilicresi seviyesindeki izomerler
arasl ¢apraz reaksiyonlar yakindan incelenecek olursa, meta ile
orto pozisyonlarinin daima yiiksek derecede gapraz reaksiyon ver-
dikleri fakat para pozisyonunun hig¢biriyle Onemli derecede gap-—
raz reaksiyon vermedigi goriiltir. Fakat denebilirki B—hﬁéresi
birbirine yakin pozisyonlara karsi daha yliksek gapraz reaksiyon
vermektedir. Ancak MASA-BSA &rneginde oldugu gibi (S05) grubu
orta yerde olunca gapraz reaksiyon para yerine orto'ya karsi
verilmektedir., Test antijeni olarak alyuvara bagli hapten kulla-
nildigina gdre, haptenin alyuvar lzerinde aldig: pozisyon bura-
da etkili olabilir. Ancak sebep ne olursa olsun, B-hﬁcreéinin
ayni iIzemerlere karsi cevabi, T-hilicresininkinden farklidar.
(sekil 7 ve 11 i karsilastiriniz). Bu durumda T-~hiicresinin
uyarilmasinda etkin (dominant) bir rol oynayan para pozisyonu,

B-hiicresi igin tersini yapmaktadir, denebilir.

iki hiicre cevabi arasindaki diger &nemli bir fark ise pozis-
yonlar ara51\farklar1 tanimadadir. Ornedin PASA ile duyarlas-
tirilmis bir T-hiicresi PASA'dan baska diger ikisiyle de (MASA
ve OASA) cgapraz reaksiyon vermektedir. Ayna durum MASA ve OASA
va duyarli hiicreler ig¢in de gegerlidir. Halbuki B-hilicresi ceva-
binda pozisyonlar arasi ¢apraz reaksiyon gok daha azdir, Orne-
gin PASA'ya karsi duyarli hiicreler, OASA ile hig gapraz reak-

siyon vermemistir. Ayni sekilde MASA ile immilinize edilmis bir
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hayvanin serumunda PASA'ya karsi hi¢ antikor bulunamamistir.

Bu durumda iki hiicrenin antijenleri tanimaya yarayan receptdr-
leri arasinda nitelik ve nicelik farklarindan bahsedilebilir.
Ornegin yukaridaki durum, T-hiicresinin daha genis, B-hilicresinin-
se ¢gok dar bir antijenik ylizeyi tasiyan reseptlrlere sahip ol-
malariyle agiklanabilir. Nitekim indirekt bulgular bazi aras-

tiricilari daha Snce bu diislinceye itmistir (11,35,58).

iki hiicre reseptdrii arasindaki farkin bir geniglik-darlik
meselesi oldujunu kabul etmeden Once su noktaya dikkat edilme-
1idir. T-hiicresinin reseptdrii, hiicreye baglidir, Bu hiicre an-
tijenle birlesince makrofaj yayilim-Onlenim faktdrl salgilamak-
ta ve biz MT ile bu faktdriin miktarini Slgmekteyiz. Halbuki
B-hiicresi cevabini, o hiicrenin ortama saldiy:r serbest anti-
korlara bakarak tayin etmekteyiz. Her iki hiicrenin de reseptdr-

lerinin antikor tabiatinda oldugunu kabul etsek bile, T-hiicresin-

|
|
de hiicreye bagli olan, B-hiicresinde ise serbest bulunan resep-
tdrlerin aktivitesini 8lg¢mekteyiz. Aradaki fark bundan &tirt
olabilir. Glinkil 8zgiilliikleri ve diger &zellikleri ayni olsa da-

hi serbest antikorun bir ucundan bir hiicreye bagli olandan daha
esnek olmasi beklenir. Denebilir ki B~hiicresi de ilk uyaraim si-
rasinda hiicre yiizeyine bagli reseptdrler araciligiyla uyarilmak-
tadir. Bu dogru olabilir, fakat iki hiicre ayni mekanizmayla
uyarilsa dahi, eger serbest reseptdr (antikor), bagimlidan fark-

11 hareket ediyorsa yine de cevaplar arasinda bir fark bekle-

nir.-
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Bu calismanin ilging sonuglarindan birisi de bgnzoik,
sulfonilik ve arsandlik asit?gibi gruplar ara51nda‘hem T
(sekil 8) hem de B ($ekil 12£ hiicresi seviyesinde g¢apraz.
reaksiyon alinmasidir. Bu kiéyasal gruplar birbirine benzemed%k-
leri halde, bir benzer halkasinin ayni pozisyonunda\bulun@uk-
lari zaman ¢apraz reaksiyon vermektedirlefe 5rnegiﬁ MABA'ya du-
yarli hiicreler MASA ile reaksiyon verebilmektedir. Bu durum
hiicrenin uyariminda haptenin kimyasal yaplslqdan;gok,‘halka lize-
rindeki‘poziSYOnunun daha Snemli olduguna’isafet etmektedir.

Dikkat edilirse kullandigimiz tim Haptenler (COOH) (SO3) (AsOBHz)
menfi elektrik ylikiine sahipﬁir. S&z konusu capraz reaksiyonlar-
da elektrik yiikiiniin ayni olmasinin rolid olabilir. Bu tezin ya-
z11d1y1 31rada,Deutsch‘ve ardakaslari sadece MABA ve MASA izo- !
merini proteinlere bajlayarak farelere vermigler ve ikisi ara-
sinda ¢ift ydnli gapraz‘reaksiybn oldugunu Jenne'nin plak tek-

antikor tayini igin
nigiyle géstermislerdir (59), Bizim deneykepimizde/farkli bir
y&ntem (indirekt,hemolizwdgneyi) kullanildigi haldé&+ayni ne-

ticeler bulundu ve ilaveten bu durum &nce de bahsedildigi gibi

sistematik olarak arastirilmistar.

Bu ¢alismada T-hilicresi cevabi uyandirmak. ig¢in mikébakteriyum
kullanmamizin nedeni, bu bakterinin ister canli ister 61li olsun,
zerk edildigi yerde hiicresel trafiyi artirmasidir. Bu arada go-
gunlugu teskil‘eden makrafajlarin, T—hﬁcrélérinin uyaraimini ko-
laylagtirdigi sdylenebilir (60,61). Kanlmlzéa haptene karsi

Tecevabl alinabilmesi, mikobekteriyumun makrofaj ig¢inde, uzun



slire kalabilmesi ve bu arada etraftaki T-hiicreleriyle bol temas
olanagi bulmasindan ileri gelebilir. Nitekim Katz ve arkadas-
lari antijeni direkt olarak makrofaja bagladiklarinda antijene

kargi T-hlicresi cevabinin arttigani gdstermislerdir (62).
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BZET VE SONUG

Bu galismada haptenlere karsi iki ayri ybntemle salt hiicre-
sel (T-hlicresi) ve salt humoral (B-hiicresi) cevaplar:i uyandiril-
di. Haptene 6zglil hiicresel bayisiklik uyandirmak i¢in benzoik
asitin (BA), para (PABA), meta (MABA) ve orto(vABAi izomerleri
mikobakteriyum hiicre duvarina kovalant olarak baglandi. Her bir
izomerin kendisine karsi salt T-hiicresi cevab:r uyandirdigi sap-
tandi. Bu cevabin 8zgiil oldugu ( in vitro), makrofaj yayilim-On-
lenim testiyle (MT) aispatlandi. OrneZin PABA-Mb kobaylara veril-
digindé en yiikksek lenfosit cevabi PABA izomerine karsi uyandiril-
di. Ayni durumun her ii¢ izomer igin de gegerli olduju saptandzx.
PABA-Mb, MABA-Mb ve OABA-Mb zerk edilmis hayvanlarda, verilen
izomerlere karsi antikor (B-hiicresi) cevabi arandi. Bu amagla
haptenler koyun alyuvarlarina yapistirilarak, indirekt hemoliz
deneyi (IHD) yapildi. Higbir hayvanda tesbit edilebilir miktarda
antikor bulunamadi. Yukarldaki‘deneyler sulfonilik asidin (SA)
i¢ ve arsenilik asidin iki izomeriyle tekrarlandi. Gerek T, ge-
rekse B-hiicresi icin her seferinde benzoik asit Srnegine paralel

sonuglar bulundu.

Galismanin ikinci b®liimiinde benzoik asidin ﬁg‘izomeri bu
sefer sigir serum albuminine, diazoniyum bayi ile baglandi. Hap-
ten-protein bilesigi tam Freund adjuvani ile kobaylara verildi.
(In vitro) M7 ve IHD deneylériyle hiicresel ve humoral cevap
$lgilldii, Hayvanlarin zerk edilen haptene karsi salt antikor
(B-hticresi) cevabi verdikleri, bu yolla haptene &zgll T-hiicresi

cevabi vermedikleri g8sterildi. Bu cevaban da, izomerlere &zgil
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oldugu saptandi., Humoral cevapta meta ve orto (MABA ve OABA)
pozisyonlari arasinda gapraz reaksiyon bulunmasina ragmen,
para (PABA) izomeriyle gapraz reaksiyon gbsterilemedi.Halbuki
ayni amacla hapten olarak sulfonilik asit kullanildiginda,

para izomeri (PASA) ile meta izomeri arasinda (MASA) tek ydnli

" gapraz reaksiyon g&rildi.

Bu calismada ayrica benzoik ve sulfonilik asitler arasinda
hem T hem de B-hiicresi seviyesinde capraz reaksiyonlar bulun-
dugu saptandi. PABA ile PASA, MABA ile MASA ve OABA ile OASA,
T-hiicresi seviyesinde ¢apraz reaksiyon verdi. B-hilicresi igin

para izomeri harig¢ diger bulgular ayni idi.
Yukaridaki bulgulardan su sonuglara varildi:

1. T-hiicresi de, B-hiicresi gibi antijenik determinant Ulze-
rindeki c¢ok kiliglik farklari ayirt edebilmektedir. Ornegin para,
meta ve orto gibi ¢ok yakin pozisyonlari ayri ayri taniyabil-

mektedir.

2. Ayni haptenin ili¢ izomerine karsi, iki hiicrenin cevaplar:
arasinda nicelik bakimindan fark vardir. Izomerler arasi gapraz
reaksiyonun derecesi, T-hiicresi cevabinda daha ytksektir. O hal-
de T-hiicresinin ayraim glicli, B-hlicresininkinden daha zayif gdril-

mektedir.

3, Bir ®nceki bulgu T-hiicresinin, antijen molekiilt {izerin-
de, B-hiicresinden daha genis bir alani tanidigini ve giderek

reseptdrlerinin daha genis oldujunu Onermektedir.

Py
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4, Ug deygisik organik asit arasindaki gapraz reaksiyonun da-
ima izomere 6zgiil olmasi, gerek T ve gerekse B-hiicresinin uya-
riminda, haptenin kimyasal yapisindan ¢ok, benzen halkasaindaki

"bozisyon" ve "elektrik ylikiinin" &Snemine isaret etmektedir.
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20.50 gram ..... Dextrose
8.00 grom ..... Sodium Citrate (Dehydrate) (Na3C H30,2H,0)
0.55 gram ..... Citric Acid (Monohydrate)(C6H807H20)
4.20 gram ..... Sodium Chloride(NaCl)
1000 ml., ..... Distile Su
115°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra,
PH's: 6.1'e ayarlanir. Kan alindigi zaman 1 hacim kan, bir

hacim Alsever Solusyonu ile karistirilir. Taze solusyon en

az bir hafta 4°C'de bekletildikten sonra kullanilmalidair.

BORAT TAMPONU

6.184 gram ..... Boric Acid

4,384 gram ..... Sodium Chloride

1000 ml. cesos Distile Su

600 - 800 ml suda eritilir. Tamamen eridikten sonra 1 litreye
tamamlanir. PH - 8,5 - 9'a ayarlanir, Otoklavda llSOC'de-lS

dakika sterilize edilir.

DENGELI FOSFAT TUZ SOLUSYONU (PBS)

9,536 gram ..... Borax (Sodium Tetraborate) (Na,B,0,10 H,0) |
A- Solusyonu

8 gram ..,... Sodium Chloride (NaCl)

0.2 gram ... Potasium | " . (RCl1) ' |
0.132 gram.. Calcium " (CaCl2.2H20)
0,1 gram ... Magnesium " (MgC12.6H20)

800 ml, .... Distile Su



B~ Solusyonu

1.15 gram .... Sodium Hydrophosphate (dihydrate) (Na HPO4)

2

0.2 gram ..... Potasium dihydrophosphate (dihydrate) (KH PO4)

2
200 ml. ...... Distile Su
Her iki solusyonu ayri ayri deminiralize suda eritildikten

sonra otoklavda 115°C'de 15 dakika ayri ayri sterilize edilir.
Soguduktan sonra, B Solusyonu A Solusyonuna ilave edilerek

karistirilir. Gerekli ise PH.7.2'ye ayarlanair,

MODIFIYE FOSFAT TAMPONU (MFT)

50 ml. cco.. %17'1ik Sodium Chloride (NaCl)

50 ml., ¢.... 0.1 M Sodium Hydrophosphate (NaHPO4)
10 gram .... Dextrose

Distile su ile bir litreye tamamlanair,

PH.7.3-7.4"'e ayarlanlr."

FOSFAT TAMPONU

7.2 gram ..... Sodium Chloride (NaCl)

1.8 gram ..... Sodium Hydrophosphate (Na2HP04.2H20)
0.43 gram .... Potasium Dihydrophosphate (KH,POy)
1000 ml1. .... Demirengalize Su

PH - 8'e ayarlanir,

HANKS DENGELI TUZ SOLUSYONU (BSS)

A- Stok I (10X)

10 gram ..... Dextrose

3.58 gram.... Sodium Hidro?hosphate (NazHPO4.7H20)
0.6 gram .... Potasium Dihydrophosphate (KH2P04)
20 ml. ...... % 0.5 Phenol Red Solusyonu

Deminiralize su ile 1000 ml'ye tamamlanir.



B- Stok II (1OX)
1.86 gram .... Calcium Chloride (CaClj;.2H30)
4,00 gram .... Potasium Chloride (KCl)
80.00 gram ... Sodium Chloride (NaCl)
1.04 gram .... Magnesium Chloride (MaClz)
2.00 gram .... Magnesium Sulfate (MaSO,.7H,0)
Deminiralize su ile bir litreye tamamlanir.

C- CALISMA SOLUSYONU (1X)
800 ml. deminiralize distile suya 100 ml. A stokundan ve
10 mi. B Stokundan ilave edilir, karaigtirilir sonra 1 lit-
reye tamamlanir. Gerekirse 1 cc'ye 100 Unite penicillin
ve 100 mikrogram streptamycin diisecek sekilde streptomycin
penicillin (SP) karlslmlndan ilave edilir. PH 0.1 M NaCOj
ile 7.2'ye ayarlanlr. Seitz filtresinden stiizlilerek sterili-

ze edilir.
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