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OZET

Kan érneklerinde lemfosit sayimi genellikle mikroskop kullanarak, kisa siirede gok
sayida sonu¢ vermek durumunda olan biiyiik laboratuvarlarda otomatik hiicre sayimm
aletleri ile yapilmaktadir. Mikroskop ile hiicre sayumi zahmetli ve galisan kigilere
bagh olarak sistematik hatalara fazla rastlanan bir yontemdir. Otomatik hiicre sayim
aletlen1 ise oldukga pahahdir. Bu konuda, klinik laboratuvar pratigine faydali olmak
diisiincesiyle, yapilan ¢aligmada kan orneklerinde lemfosit tayimt igin kolay, duyarl
ve giivenilir spektrofotometrik yéntem geligtirilmesi incelendi. Bu ¢aligmada, alman
kan 6rneklerinde lemfositler dansite gradient yontemi ile ayrildi. Lemfosit hiicreleri
pH 9.5 olan karbonat tampon ¢ozeltisinde 42 ° C’da yanim saat 1sitilarak tiimiiyle
pargalandi. Elde edilen hiicre igerigi trinitrobenzen siilfonik asid ile pH 9.5 olan
karbonat tamponunda 42 ° C’da 1 saat reaksiyona maruz birakildi. Olugan renkli
iiriiniin absorbsiyon spektrumunda 350 nm ve 420 nm’de yer alan pikler dikkate
alinarak kalibrasyon egrileri ¢izildi. Ikinci olarak, lemfosit miktar tayini igin Lowry
yonteminden yararlanildi. Bu yéntemde 650 nm ve 750 nm’de odlgiilen absorbsiyon
degerleri ile kalibrasyon egrileri ¢izildi. Bu iki yontem ve mikroskopta saymm ile
alinan sonuglar kiyaslandi. Klinik degerlendirmelerde kanda 16kosit sayisinin deger1
genellikle lemfosit sayisina gore daha fazla énem tasimaktadir. Kanda 16kosit sayisi
da mikroskop ya da otomatik hiicre sayim aletler1 ile yapilmaktadir. Bu nedenle,
¢alismada ek olarak kan omekleri igin spektrofotometrik lokosit tayin yontemi
gelistirilmesi incelendi. Belirtilen yontemde peroksidaz enziminin o-dianisidin ile
reaksiyonu dikkate alindi. 400 nm’de olgiilen absorbsiyon degerleri ile kalibrasyon
egrisi ¢izildi. Sonuglar otomatik hiicre sayim aletinde elde edilen degerler ile
kiyaslandi.

Anahtar sozciikler: Lemfosit, 16kosit, peroksidaz, spektrofotometri, TNBS, Lowry

method, o-dianisidin
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ABSTRACT

The lymphocyte cell counting in blood samples are made usually by using light
microscope. Automatic cell counters are used also for the quantitation of
lymphocyte in blood if many samples need to measure in a short time. The
enumeration of lymphocyte by using light microscope is difficult and personal
systematic errors that are widely encountered and varies considerably from person
to person. But, automatic cell counters are very expensive instruments. Hoping to be
useful for the clinical laboratory works, the development of easy, precise and
reliable spectrophotometric method for the determination of lymphocyte in blood
samples was studied. In this work, lymphocytes were separated from blood samples
with density gradient centrifugation method. These cells were digested completely
by heating in carbonate buffer (pH 9.5), at 42 ° C for half an hour. The reaction of
the obtained cell content solutions with trinitrobenzene sulphonic acid were
performed in carbonate buffer (pH 9.5) at 42 ° C again for one hour. The calibration
graphs were generated from the absorbances at 350 nm and 420 nm of the
absorption spectra of the obtained coloured product solution. Secondly, Lowry
method were applied for the quantitation of lymphocytes in blood samples. The
calibration graphs were obtained with the absorbancies at 650 nm and 750 nm of
the absorption spectra. However leukocyte counts is more important than the
lymphocyte counts in blood for clinicians. Hence, in addition, the development of a
spectrophotometric method for the determination of leukocyte counts in blood were
studied. The reaction of peroxidase enzyme with o-dianisidine was performed. The
calibration graph was obtained with the absorbancies at 400 nm of the spectra. The
results obtained with this method and using automatic cell counter were compared.
Key words: Lymphocyte, Leukocyte, Spectrophotometric determination,

Trinitrobenzen Sulfonik Asid, Lowry method, o-dianisidine, myeloperoxidase



1. GIRIS

Hastaliklara sebep olan mikro organizmalara karsi viicut savunmasmin dnemli bir
kismmm, farkh ozellikleri ve gorevleri olan lokositler iistlenmektedir. Cesitli
hastaliklarda l6kositlerin viicuttaki toplam sayist ya da kan sivisiun birim
hacmindeki miktarinda degisme meydana gelmektedir. Baz hastaliklarda ise idrarda
16kositlere rastlanmakta ve bunlarin miktann durumun gostergesi olabilmektedir.

Benzer sekilde, lemfosit sayilar hastaliklar hakkinda bilgi vermektedir.

Giiniimiizde ¢ok sayida maddenin tayin edildigi klinik laboratuvarlar: tibbi agidan
teshis ve hasta takibinde Onemli yere sahiptirler. Bu laboratuvarlarda yapilan
analizlerde duyarlilik, kisa siirede sonu¢ alma gibi Ozellikler aranmaktadir. Bu
yiizden genellikle diigiik konsantrasyonda bulunan birgok biyolojik maddenin, sahip
oldugu o&zelliklerden yararlanarak gesitli analiz yontemlerinin gelistirilmes: igin

yapilan aragtirma galigmalar devam etmektedir.

Yapilan ¢aliymada, klinik laboratuvarlarinda kullamilmak iizere spektrofotometrik
yontemle lemfosit sayisi tayini ig¢in yontem gelistirilmesi incelendi. Kullanilan
reaktifler, absorbsiyon ol¢iimleri ile hiicre sayisi arasinda lineer kalibrasyon
egrilerinin eldesine olanak sagladi.

Bu yeni ydntemler ile farkli érnekler igin lemfosit ve 16kosit sayilan tayin edild
Alman sonuglar mikroskop veya otomatik hiicre sayicida elde edilen degerler ile

kiyaslandi.



2. TEORIK KISIM

2.1. immun Sistem

Lenfoid organlar ve immun yanitta gorevli hiicrelerin tiimiine immun sistemi denir.
Kemik iligi, dalak, karaciger, lenf diigiimleri ve bu organlarda bulunan lemfositler,
tek ¢ekirdekli veya polimorf fagosit hiicreler, bag dokusu histiositleri (bag

dokusunda bulunan bir makrofaj) v.b. immun sistemi olugturmaktadir.

Immun sistemi viicudu, éncelikle enfeksiyonlara kars: koruma gorevi iistlenmistir.
Yetersiz bir immun sistemle dogan gocuk, enfeksiyona sebeb olan ** bakteri, viriis,
mantar ve parazitlere’’ kargi olagandisi koruma kogullar: saglanmadik¢a yasayamaz.
Immiinolojik olarak yetersiz herhangi omurgali canli da aym risk ile
karsilagmaktadir.

Biitiin omurgalilarda immun sistemi vardir. Omurgasizlarda ise baslica fagosit
hiicrelerin faaaliyetine dayanan bir koruma sistemi bulunmaktadir. Fagosit hiicreler
(baslica makrofaj ve nétrofil) omurgalilarm koruma sisteminde de énemli bir yere
sahiptir ancak ¢ok daha karmagik savunma sisteminin yalmzca bir pargasini

olusturmaktadirlar.

Immun sistemi, viicuda girerek hastalanmaya neden olan organizmalar1 ya da
bunlarmn iirettigi toksik madde molekiillerini pargalama ve yok etme goérevini
{istlenmektedir. Immun sistem yabanci molekiilleri viicudun kendi molekiillerinden

ayirt edebilmektedir. Bazen immun sistemi bu ayrimi yapamaz ve viicudun kendi



molekiillerine kars1 yokedici saldirtya geger. Bu tiir oto immiin hastaliklar dldiiriicii

olabilmektedir.

Bugiin immun sistem hakkinda mevcut bilgilerin gogu, laboratuvar hayvanlarina
enfeksiyona neden olmayan yabanci protein veya polisakkaritlerin enjekstyonunu
esas alan calismalardan saglammistir. Viicuda alindiginda immune yanit olugmasini
saglayan maddelere antijen denir. Immun sistem birbirine gok benzeyen farkli
antijenleri, 6rnegin yalnizca bir amino asidi farkh iki proteini ya da yalmizca optikge
1zomerligi farkh iki molekiilii ayirabilmektedir.

Immune sistemin yanit1 iki temel guruba ayrilmaktadir.
1- Antikor vasitasiyla gerceklestirilen immun yanit (Antibody responses)
2- Hiicre vasitasiyla  gergeklestirilen immun yanit (Cell-mediated immune

responses)

1. tiir immun yanitin olugmasi igin viicutta antikorlarin tretilmesi gerekir. Antikorlar
immunoglobulinler olarak adlandirilan proteinlerdir. Kan sivisi vasitasiyla biitiin
viicudu dolagan antikorlar diger viicut sivilarma gegerler ve yabanci antijenleri
taniy1p spesifik olarak baglanirlar. Antikorlarin baglandig: viriis ya da bakteri toksini
hedef hiicre (target cells) iizerinde bulunan reseptorlere baglanma yetenegini
kaybeder ve boylece aktivitesini yitirmis olur.Istilaci mikro organizmalara antikor
baglanmasi, sanki onlarin par¢alanmasi, yokedilmesi i¢in igaretlenmesi demektir. Bu
durum mikroorganizmalarin fagosit hiicreler tarafindan sindirilerek yok edilmesini
kolaylagtirmakta veya istilacilar1 O6ldiren bir grup kan proteininden olusan

komplement sistemini aktiflestirmektedir.



2. tiir immun yanitin olugmasi igin istilaciy1 kabul eden hiicrelerin (host cells)
yiizeyinde olugan antijenler ile reaksiyon veren 6zel hiicrelerin viicutta tiretilmesi
gerekir. Belirtilen bu savunma hiicreleri, viriisiin yerlestigi hiicreler (infected cells)
iizerinde olusan viral proteinleri tanirlar. Virisiin yerlestigi hiicreleri viriis

replikasyonuna baglamadan 6nce yok ederler (Alberts vd,. 1989).

2.2 immun Sisteminde Yer Alan Hiicreler

Bagisiklik sistemde yer alan beyaz kan hiicreleri kemik 1lifinde meydana gelmekte,
gelismelerini tamamlayarak kan sivisi ile biitin viicidu dolagmakta ve dokulara
ulagarak savunma gorevlerini yerine getirmektedirler. Lokositler kimyasal olarak

% 82 su,fosfolipidler, niikleoproteinler, glikojen, laktik asid, alkali fosfataz ve diger
enzimler ile birlikte eser miktarda sodyum, potasyum, ¢inko, magnezyum, kalsiyum,
klor, fosfor ve karbonat iyonlarindan olugmaktadirlar. Lokositlerin glikoliz
metabolizmasi baskin olarak aerobiktir. Geng 16kosit hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde ve
sitoplazmalarinda fazla miktarda nikleik asid yer almaktadir. Bu hiicreler
graniilositler, monosit, dentritik hiicreler, lemfositler ve N.K ( Natural Killer)
hiicreleri olarak smiflandirilmaktadirlar (Platt,1969;Alberts vd., 1989; Pekman
vd.,1997; Roit, 1998) (Sekil 2.1).
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Graniilositler

Bu hiicreler kemik iliginde olgunlastiktan sonra kan sivisina birakilmaktadirlar.
Kanda bulunan graniilosit tiirleri Eozinofil, Notrofil ve Bazofil adin1 almaktadirlar.
Dokularda yerlesmis olan graniilositlere ise ‘“Mast Cell” denilmektedir.
Graniilositler ¢ok sayida lobtan olusan gekirdeklere sahiptirler. Beyaz hiicreler
toplamimin  %65’ini olusturan graniilositler kan sivisinda dolagmakta, Ozellikle
iltihap meydana geldiginde dokulara yerlesmektedirler.

Enfeksiyon sirasinda , notrofil graniilositlerinde alkali fosfotaz orami artmaktadir.
Notrofillerdeki asit fosfotaz miktar1 lemfositlerdekine oranla on kat daha fazladir.
B-glukronidaz ise notrofil ve eozinofillerde fazla, lemfositlerde az miktarda yer
almaktadir. Notrofiller kemotaksi ile enfeksiyon bolgesine gegerler. Bu bolgede
sayilar1 artan notrofiller fagositoz ile bakteri ya da yabanci partikiilleri yok etme
gbrevini lstlenirler. Bakterinin oldiirilmesinden sonra olugan artiklar nétrofilin
graniillerinde bulunan proteolitik enzimler tarafindan pargalanirlar. Lokosit hiicreleri
kendileri oldiiklerinde de, bu hiicreleri olusturan parcaciklar yine fagositoz ile
yokedilmektedirler.

Eozinofiller periferal kanda ve allerjik reaksiyondan ileri gelen antijenik yangi
bolgesinde fazla oranda bulunmaktadirlar. Bazofiller ise histamin igermektedirler.
Bununla ilgili olarak Shelley ve Parnes bazofil sayisimn 50/mm’ degerinin iizerinde
olmas1 durumunda kisinin allerjik duyarliligs oldugunu , 50 / mm*in altinda allerjik
reaksiyon meydana gelmedigimi iler1 siirmiislerdir. Bazofiller ayrica lipoprotein
metabolizmasinda ve kanamanin durdurulmasinda (hemostasis) 6nemi olan heparin

bulundurmaktadir (Platt,1969; Alberts vd., 1989; Pekman vd.,1997; Roit, 1998).



Monositler ve dentritrik hiicreler

Viicutta dolasan beyaz hiicrelerin % 5-10’unu olusturmaktadirlar. Bu hiicreler kisa
omiirliidiirler. 24 saat kadar kan sivisinda kaldiktan sonra dokulara gegerler. Burada
yapilan farkhilagir ve makrofaj adin1 alirlar. Bugiin makrofajin olgunlagmis monosit

hiicrelerinin pargalanmasi ile olustugu konusunda deliller bulunmaktadir.

Akcigerlerde bulunan alveolar makrofajlar, karacigerde yer alan kupffer hiicreler,
bobreklerdeki mesangial hiicreler, beyinde mikroglial hiicreleri ve kemikte
osteoklastlar, ek olarak dalak ve lenf diigiimlerinde yer alan diger makrofajlar olgun
monositleri olusturmaktadirlar, Periferal kanda, lenf diigiimlerinde, kemik iliginde ve
dokularda yerlesmis bulunan dentritik hiicreler immun sistem hiicrelerinin kiigiik bir
grubunu meydana getirmektedirler. Bu hiicreler kemik ilifinden etrafa yayilmakta ve
baslica lemfositlerin aktivasyonunda gorev almaktadirlar (Platt,1969;Alberts vd.,
1989; Pekman vd.,1997; Roit, 1998).

Lemfositler

Bu hiicreler alyuvarlar, akyuvarlar, trombositler gibi diger kan hiicrelerinin olustugu
“pluripotent’ hemopoietik doku tarafindan iretilirler. Hemopoetik doku
yetiskinlerde kemik iliginde, fetusta ise karacigerde yer almaktadir. Lemfositler B ve
T hiicreleri olmak iizere iki temel gruba ayrilmaktadirlar. Memelilerde B hiicreleri
olustuklann hemopoietik dokuda geligimlerini tamamlamaktadirlar. Kuslarda ise
“hemopoietic stem cell’” de meydana gelen B lemfostler, kan vasitasiyla “’bursa of

fabricus’’ a tasmirlar ve burada olgunlagiriar. Biitin omurgalilarda hemopoietik



dokuda meydana gelen T hiicreleri kan aracihif ile timusa tagmir ve burada olgun
hiicrelere doniisiirler. Antijen ile ilk defa kargilasan vigjin B hiicreleri, hafiza
hiicreleri ve antikor iireten plazma hiicrelerinin olugmasmi saglamaktadirlar.
Antikorlar zararli yabanci mikroorganizmalar viicudun savunma sistemine tanitan,
immiinoglobiilin grubu protein molekiilleridir. Giiniimiizde biyoteknoloji alamnda
onemli bir yer tutan immiinolojik kitlerin hazirlanmasi da  antikor-antijen
konjugatlarinin olugmasini esas alinmaktadir. Ek olarak Yoffey ve Rebuck’a gore
lemfositler yang1 bolgesine go¢ ederek, burada fagosit hiicrelere doniismekte ve
bakterilerin fagositozu 6zellikle de 6lii hiicre pargaciklarinin yok edilmesi gérevine

katilmaktadir.

T lenfositlerinin bir kismi baggiklik sistemin viicudu savunmasinda yardimci
olmakta ya da baskilanmaktadirlar. Bunlara yardimci (helper) T hiicrelenn ve
baskilayic1 (suppressér) T hiicreleri denir. Bunlarm diginda kalan, sitotoksik T
hiicreleri seklinde adlandirilan grup, viriis ile enfekte olmus hiicrenin yokedilmesi
gorevini iistlenmektedirler ( Platt,1969; Alberts vd., 1989; Pekman vd.,1997; Roit,
1998).

N. K. hiicreleri ( Natural killer cells)

Bu hiicreler viriis ile enfekte olmus hiicreleri ve tiimér hiicrelerini sindirerek yok
etme gorevini iistlenmektedirler. N.K. hiicrelerinin yiizeyleri kendilerinin
taninmasma da olanak saglayan 6zel glikoproteinler bulundurmaktadirlar. Biiyiik
graniiller (LGL) olarak adlandirilan hiicre grubu da oldirme (N.K.) gérevi
yapmaktadir ( Pekman ve Vergani, 1997; Roit ,1998).



2.3. Lemfositlerin Onemi

Viicudumuz, gesitli enfeksiyoz ve toksik ajanlara karsi savasan 6zel bir sisteme
sahiptir. Lokositler viicudun savunma sisteminin hareketli {initeleridir. Akyuvarlar,
enflamasyon alanina kemotaksi ile taginmaktadirlar. Boylece herhangi bir enfeksiyon
ajanmna karsi yerinde, hizli giicli savunma saglanmaktadir. Doku zedelenmesi
sonucu da , bakteri saldirisinda oldugu gibi enflamasyon meydana gelir.
Enflamasyon alam nétrofil ve makrofajlarla kusatilir. Boylece dokular1 enfeksiyon
ve toksik ajanlardan kurtarmak i¢in temizlik fonksiyonu baglar. Farkl: hastaliklarda
16kositik yamitin gesitli sekilleri beklenebilir (Guyton ,1986).
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Liokositoz

Enflamasyon bagsladiktan bir kag saat sonra kandaki lokositler 4-5 katina
¢ikmaktadir. lmm® kanda bulunan 16kosit sayisisinin 10.000 ve iizeri olmasmna
l6kositoz denir. Kanda l6kosit hiicrelerinden hangisinin gogalmastyla 18kositoz

meydana geldiginin bilnmesinin énemi vardir (Cizelge 2.1).

Fizyolojik ve patolojik olmak iizere iki tip lokositoz vardir. Patolojik lokositoza
hastaliklar neden olmaktadir. Kanda lokositlerin artig1 nadiren biitiin tiirlerin artis1 ile
birlikte olmaktadir. Oysa l6kositoz daha gok 16kositlerin bir tiiriinde artis ile birlikte
goriilmektedir ( Imren, 1985).

Notrofilik Lokositoz

Notrofil 16kositlerinin artmas: ise karakteristik bir 16kositozdur. Buna ti¢ durum
sebep olmaktadir.

1- Bakteri enfeksiyonu

2- Metabolik hastaliklar ve ilag zehirlenmeleri

3- Doku nekrozlan

4- Kalpte enfaktiis

5- Viicut bosluklarinda kanama
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Lemfositoz

Lemfosit sayisiin 1 mm® kanda yeni dogan ¢ocuklarda 9000 “in , biiyiik ¢ocuklarda
7000’in,yetigkinlerde 4000’in iizerine g¢ikmasidir. Genel olarak lenfositoz viral

infeksiyonlar, lenfotik 16semi ve kronik infeksivonlara bagli olarak gorilmektedir.
Lokopeni

Lokopeni 16kosit sayisiun 1 mm® kanda 4000 ‘in altma diigmesidir. Genellikle

lokopent bir tiir 16kositin azalmasi ile meydana gelmektedir.

Notropeni, notrofil lokositlerinin gocuklarda 1 mm® kanda 1500’in altina

yetigkinlerde ise 1800’1in altina diismesidir.

Lenfopeni ise lenfositlerin 1 mm® kanda ¢ocuklarda 1400’iin , yetiskinlerde 1000’in

altina diigmesidir.

Eozinopeni, eozinofillerin 1mm® kanda 200’ iin altma diismesidir. Basofiller kiigiik
konsantrasyonlarda bulundugundan bunlarin azalmasm tayin etmek zordur. Bunlar

icinde klinik olarak nétropeni daha fazla 6nem tasimaktadir ( Miale, 1958).
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Fagositoz

Fagositler tarafindan bakterilerilerin ve nekroz doku pargaciklarinin hiicre igine
alinarak sindirilmesi, pargalanmasi iglemidir. Fagositozun meydana gelebilmesi igin
polimorf hiicre veya makrofajin zarinda mikrobu taniyan bir mekanizma olmalidur.

Mikrop savunma hiicresinin ( polimorf,makrofaj) yiizeyine yapistiginda, hiicrenin bu
bolgesi aktiflesmektedir. Daha sonra bu bélgeden mikrobun hiicre i¢ine alinmasi
saglanmaktadir. Hicrenin graniillerinde bulunan maddelerin etkisi ile mikrop

tiimiiyle parcalanmakta, sindirlmekte ve daha sonra atiklar digar1 birakilmaktadirlar.

Fagositoz ile 6ldiirme mekanizmas iki tiirliidiir.

1- Oksijen bagimli mekanizma

Savunma hiicrelerinde heksoz monofosfat diizeyi ve buna bagh olarak NADPH
miktar1 ani olarak ¢ok yiikselmektedir. Bu da plazma membram ‘’cytochrome’’a (cyt
b-245) bagh molekiiler oksijeni hizla titkketmektedir. Boylece ani bir oksijen titketimi
gozlenmektedir. Oksijen ; siiperoksid anyonuna, H,O, ‘e, singlet oksijene ve
hidroksil radikaline doniigiir ki bunlarn tamami giglii mikrop o6ldiiriiciilerdir.
Peroksid, miyeloperoksidaz ve halojen iyonlar, bir halojenlenme sistemi olusturarak

bakteri ve viriislerin 8lmesine neden olmaktadirlar.

Ani O; titketimi ve aym: anda siiperoksid anyonu olugumu :
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Glukoz + NADP™ Heksozmonofast "‘“’"i Pentoz monofasfat +NADPH

N ADPH + 02 (cytochrome) sitokrom b-ZViS N ADP+ + 02-

Mikroplar pargalayan maddelerin meydana gelmesi

02- + 2H+ dismutasvon (dismutation) H202 + 1 02

Py

0, . HO, -~ .0OH + OH + 'O,

Miyeloperoksidaz vasitastyla mikroplan pargalayan maddelerin meydana gelmesi

H202 + Cr Miveloperoksidase OCl- + Hz 0

.
_—

oCl™ + H,O - !0, + ClI + H,0

Ek olarak, Host ve bir ¢ok mikrop igin ( bunlar tarafindan kullamilan) koruma

mekanizmasin da bulunmaktadir.

2 02 -4 2H+ superoksid - dismutaz 02 + H202
— -

2H2 02 katalaz . Hzo + 02
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2- Oksijen bagimli olmayan mekanizma

Siiperoxid anyonlarinn dismiitasyonu sirasmnda H" iyonlan tiiketilmekte ve bunun
sonucu pH yavagga yikselmektedir. Bu ise katyonik proteinlerin fonksiyonunu
optimize etmektedir.

Tam olarak karakterize edilmemigse de katyonik proteinlerin ve ayrica notral
proteinaz (cathepsin G) etkisinin mikrop yiizeyine dogrudan transfer ve mikrop
hiicre zarmi tahrip etme seklinde oldugu bilinmektedir. Diisiikk pH’da lizozim ve
laktoferin bakteri tahribatinda etkilidir. Oldiiriilen zararh organizmalann sindirilmesi
isleminde ise hidrolik enzimler gdrev yapmaktadir (Alberts vd., 1989).
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2.4. Enzimler

Enzimler biyolojik katalizérlerdir. Metabolizma olarak adlandirdigimiz
organizmamizda kimyasal doniigiimlerin tiimii enzim adi verilen bu katalizorlerin
etkisiyle miimkiin olmaktadir. Enzim tarafindan doniigiime ugratilan maddelere
substrat denir. Bilinen tiim enzimler kimyasal bakimdan protein veya proteidlerdir.
Katalitik aktiviteden, polipeptid zincirinin belirli bolgesinde yer alan aktif merkez
sorumludur.

Bir enzimin aktivitesi, enzim ile katalizlenen reaksiyonda iiriin olusum veya substrat
tilkketim hiz1 ile &lgiiliir. Konformasyon degigikligi enzim aktivitesini etkilemektedir.
Omegin denatiirasyonda amino asid dizisinin ayn1 kalmasma karsin konformasyon
bozuldugundan enzimin katalizor etkisi kaybolmaktadir.

Enzim aktivite birimi ** katal’’dir.

1 katal ( 1 kat), belirli kosullarda 1 saniyede 1 mol substratin doniigiimiine sebeb
olan enzim miktarina denir. Pratikte bu birim ¢ok bityiik oldugundan, mikrokatal
(ukat) veya nanokatal (nkat) kullanilir.

En ¢ok kullanilan birim ise Internasyonel Unite (IU) veya Ezim Unitesidir. Bir iinite,
100 mol sustrat: 1 dakikada déniigiime ugratan enzim miktar olarak tanimlamr.

Baz1 enzimlerin katalitik etki gdsterebilmeleri igin proteinden bagka metal 1yonuna
veya protein olmayan organik bir bilesige, bazilarinda ise her ikisine ihtiya¢ vardr.
Bu iyon veya organik bilesige kofaktor denir. Organik bilesik enzimin protein kismi
ile oldukca siki birlesmisse ve dissosiye olmuyorsa prostetik grup, siki birlesmemis
ve dissosiye oluyorsa koenzim adim alir. Bir enzimin aktif olmayan protein kismina

apoenzim denir. Kofaktorii igeren aktif enzime holoenzim denir.
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Uluslararas1 Biokimya Birligi Enzim Komisyonu enzimleri katalizledikler reaksiyon

tiriiniin sonuna “az’’ eki getirerek adlandirilip siniflandirilmusgtir.

1- Oksidorediiktazlar
2- Transferazlar
3- Hidrolazlar

4- Liyazlar

5- [zomerazlar

6- Ligazlar

Bu komisyon enzimleri, birbirinden nokta ile

numaralandirlmigtir.

Enzim Simfi  Enzim Alt  Enzim Alt Ozel ad
Sumfi Alt Smifi

ayrilan dort sayr ile

TC Y URSEROCRETIN KURDL
P SRE i
PORUMANTASYON MERKEZF
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3. MATERYEL VE YONTEM
3.1 Mikroskop Yontemi ile Lemfosit Sayisi Tayini

Oldukga eski olan bu zahmetli yéntem laboratuvarlarda halen kullanilmaktadir. Bu
yontemde kan veya idrar orneklerinde sayimi yapilacak hiicrelerin belirli iglemlerle

diger hiicrelerden ayrilmasi gereklidir (Platt, 1969).
3.1.1 Mikroskop ile Lemfosit Sayis1 Tayininde Ornek Al ve Hazirlamasa

Heparinli tiipe hastadan yaklagik 5 ml kan alnir. Diger bir tiipe 1 ml Lymphoprep™
(Nycomed Pharma A.S.) pipetlenir ve 3 ml kan tiipiin kenarnindan sizdirilarak, tabaka
olusturacak sekilde eklenir. Bu tiip 1800 rpm’de 25 dakika santrifiijlenir. Islem
tamamlandiginda tiipte tstten alta dogru sirayla plazma, bafigot, Lymphoprep™ ve
pellet tabakalari olugmaktadir. Pastor pipet ile bafigot denilen bugulu tabaka ve
Lymphoprep™ tabakas: bir tiipe almir. Bu ahinan 6mege yikama amaciyla uygun
miktar PBS tamponu eklendi ve 1800 rpm’de 10 dakika santrifiijlenir. Belirtilen
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3.1.2. Mikroskop ile Lemfosit Sayis1 Tayini

Bu y6ntemde gesitli sayma kameralarindan yararlanilmaktadir. Bunlardan biri olan
Neubauer sayma kamerasi ( Sekil 3.1) birbirini dik ag1 ile kesen ¢izgilerin meydana

getirdigi boliimleri igeren bir camdan olugmaktadir.

Islemden &nce hazirlanan orneklerden pipetle alnarak, bir yilizeyini sayim
kamerasinim olusturdugu hiicre tiimiiyle doldurulmaktadir. Lemfosit hiicreleri $ekil
3.2’de verilen 5 no’lu alandaki A, B, C, D, E biiyiik karelerinde sayilmakta ve elde
edilen deger 10.000 ile ¢arpilarak sayi/ml cinsinden sonug elde edilmektedir.

Uygulanan yoéntemin hata orami yiiksektir. Ard arda yapilan saymmlarda farklh
sonuglar elde edilmektedir. Lemfosit sayist ¢ok diisiik ya da ¢ok yiksek olan
orneklerde hata orani daha da artmaktadir (Imren,1985)
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3.2 Elektronik Hiicre Sayic ile Lemfosit Sayis1 Tayini

Cok sayida o6rnek ile ¢aligan klinik laboratuvarlarinda genellikle bu yoéntem
kullanilmaktadir. Yontem toplam 16kosit sayisimin otomatik olarak hizli tayinine
olanak tanimaktadir. Ayrica c¢esitli beyaz kan hiicresi tirlerinin saymmi ve
oranlarimin  hesaplanmasi1 da, farkli ozellikte maddeler igeren ¢ozeltilerin
kullanilmas: ile miimkiin olmaktadir. Ek olarak farkli hiicre tiirleri sayuminda,
bunlarm farkli boyutta olmasi gibi dzelliklerinden yararlamlmaktadir ( Biobak cihaz
katologu, 1995, Platt 1969).

3.3 Enzimatik Yontemle Lokosit Sayis1 Tayini

Lokositler, peroksidaz, esteraz v.b. enzim igerikleri dikkate alinarak miktarca
belirlenebilmektedir. Bu yontemlerde hiicre pargalanmasi gergeklestirildikten sonra
uygun substratin ortama eklenmesi ile reaksiyon gerceklesmektedir. Olusan iiriin
spektrofotometrik 6lgiimlere olanak saglamaktadir. Sonug olarak elde edilen
spektrumlarin  uygun noktalarinda yapilan absorbans oOlgtimlerini kullanarak
kalibrasyon egrileri ¢izilmektedir. Spektrofotometrik olgiimler1 esas alan bu
uygulamalar pratiktir, kolaydir ve duyarlidir (Beno ve Mathews, 1993; Thomas vd.,
1995; Xia ve Zweir, 1997).

Beyaz kan hiicrelerinin igerdigi enzimler dikkate alinarak, gesitli biolojik stvilarda ya
da doku 6rneklerinde bu hiicrelerin miktar tayini i¢in yeni yontemler geligtirilmgtir.
Bu hiicrelerde bulunan, mikro organizmalarn oldiiriillmesinde ve viriislerin
aktivitesinin yokedilmesinde etkili olan miyeloperoksidaz ve eozinofilperoksidaz,

H,O, vasitasiyla halojen iyonlarinin oksidasyonunu katalizlemektedir.
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H,0, + H® +CrI - H,0, + HOCI

HOCl +Br CI + HOBr

Y

Miveloperoksidaz ve eozinofil peroksidaz enzimlerinin H,O, vasitasiyla Br
iyonlarinin oksidasyonunu Kkataliziemesi  sonucu, bilesiklerde bulunan amino
gruplarmin bromlanmasiyla bromaminler olugmaktadir. Bromaminler kovalent azot-
brom bag: bulunduran uzun 6miirlii yiikseltgen maddelerdir.

“EC 1.11.1.7" enzim numarast ile peroksidaz enzimlerinin bazi substratlar ile
verdigi reaksiyon iiriinlerinin absorbsiyon spektrumlar, miktar tayinine uygun pikler
vermektedirler. Konu edilen pikler dikkate alinarak ve reaksiyon kosullar: optimize
edilerek, beyaz kan hiicreleri igin, incelenenlerden bagka orekler i¢in tayin yontemi
gelistirilmesi digiiniilebilir.

Yapilan ¢aligmalarda ikinci grup olarak esteraz enzimleri dikkate alinmistir. Uygun
substratlar segilerek reaksiyon iiriinleri ve spektrofotometrik 6zellikleri incelenmigtir
(Junger vd.,1993;Kettele vd., 1995 ; Thomas vd., 1995 ; Schneid vd.,1996; Xia
vd.,1997 ; Johnson vd: 1997;Toda vd., US Pat No0:5250437, Meiatini, US Pat No:
5128265; Noffsiger, US Pat No:5663044).
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4. DENEYSEL CALISMA

4.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Lizin ve BSA Sigma, Trinitrobenzen siilfonik asid , o-dianisidin ve Triton-x 100
Fulka firmasindan saglandi. Tampon hazirlamada kullamlan sodyum karbonat,
sodyum bikarbonat, hidroklorik asid ve ek olarak sodyum dodesil siilfat Merk
firmasindan satin alindi. Biiiret reaktifi hazirlamasinda kullamilan bakir silfat,
sodyum potasyum tartarat, sodyum karbonat ve sodyum hidroksit Merk firmasidan
saglandi. Hiicre pargalanma iglemi ve trinitrobenzen siilfonik asidin hiicre igerigi ile
reaksiyonu “’Clifton’> Marka su banyosunda gerceklestirildi. Absorbsiyon degerleri
“Unicam UV/Visible’” spektrofotometrede olgiildii.

4.2 Ornek Ahinmasi ve Hazirlanmasi

Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastrma Merkezi’'nde bulunan
Immiinoloji laboratuvarindan yaklagik 5 ml olarak alinan kan 6rneklerinde “’dansite
gradient yontemi’’ ile lenfositlerin ayrilmasi islemi yapildi. Hazirlanan lenfosit
ornekleri fakiiltemiz laboratuvarinda daha 6nce agiklanmis olan spektrofotometrik

yontemle lemfosit sayis1 belirleme ¢aligmasinda kullanildi.
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4.3 Hiicre Parcalanmasi

Lemfositler bazik g¢ozeltilerde kolayca pargalanmaktadirlar ( Meiattini, 1992). Bu
dzelliginden yararlanarak bazik pH’daki karbonat tamponunda lemfositler
pargalandi. Ancak sicakhigin arttirilmasinin (42°C ) islemi hizlandiracag diistiniildii.
Spektrofotometrik yontem gelistirme galigmalarina baglamadan 6nce, lemfositlerin

pargalanmasina siirenin ve ortamm pH degerinin etkisi de incelendi.

1- Bazik ortamda 42°C’da hiicre pargalama islemine zamanin etkisi:

50p] 6rnek iizerine 1 ml karbonat tamponu (pH=9.5) ilave edilerek 42°C’da 5, 10,
15, 20, 25 ve 30 dakika bekletildi. Farkli bekletme siireleri sona erdiginde hiicre
igeriginin absorbsiyon spektrumu alindi ve elde edilen tek pikin 237 nm’deki
maksimum noktasinda absorbsiyon degeri olgiildii. Bu pH degeri igin 30 dakika
pargalanma siiresinin uygun oldugu gézlemlendi (Cizelge 4.1).



Cizelge 4.1. pH: 9.5°da

Izlenmesi
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Hiicre Parcalanmast Isleminin Zamana Bagli Olarak

ZAMAN | ABSORBSIYON
(dakika) | (237 nm)

5 0.517

10 0.524

15 0.509

20 0.538

25 0.547

30 0.549

2- Bazik ortamda, oda sicakliginda hiicre pargalama iglemine ¢ozelti pH degeri

degismesinin etkisi

Hazirlanan lemfosit érneginden kristal kiivete 50 pl alindi. Bunun tizerine pH degeri

10, 10.5 ve 11 olan karbonat tamponlanndan 1 ml konuldu. 90 dakika siireyle 10

dakikada bir absorbans olgiildii. Coézeltinin pH degerinin artmasinin pargalanmayi

hizlandirdign gozlendi. Ancak uygulanacak TNBS yontemi i¢in tercih edildiginden

¢aligmalara pH 9.5 tamponu

ile devam ediidi (Cizelge 4.2)
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Cizelge 4.2. Hiicre Pargalanmasi Isleminin Oda Sicakhiginda Ortamin pH Degerine

Bagli Olarak Izlenmesi
ZAMAN ABS ABS ABS
(dakika) pH:10 | pH:10.5 | pH:11
10 1.469 1.465 | 1.476
20 1.433 1.410 | 1.480
30° 1.474 1434 | 1518
40 1.470 1.468 | 1.501
50 1.453 1452 | 1.519
60 1.481 1432 | 1.496
70 1.481 1.463 | 1471
80 1.482 1.435 | 1.486
90 1.447 1.450 | 1.415
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4.4 Trinitrobenzen Siilfonik Asid (TNBS) Yontemi

Trinitrobenzen siilfonik asid (TNBS) bazik ortamda proteinlerde bulunan primer
amino gruplan ile reaksiyon vermekte, sonugta kovalent bag olusumu ile bu
maddelerin trinitrobenzen (TNPS) tirevleri elde edilmektedir (Sekil 4.1.). Bu
reaksiyon ortamin sicaklik ve PH degerlerinden etkilenmektedir. Reaksiyon tirlinii
olan protein-trinitrobenzen tiirevleri 350 nm ve 420 nm’de maksimum absorobsiyon
veren iki pik (Sekil 4.2) igeren absorbsiyon spektrumu vermektedir ( Habeeb,1966;
Sashidhar vd., 1994).

DETAM’da kan 6rnekleriden ayrilan lemfositlerin 5 ml’ye tamamlanmasiyla elde
edilen ¢aligma 6rneginden 25 pl ile 900l arasinda belirli miktarlar alinarak ¢aligma
tiiplerine konuldu ve tizerlerine 1 ml karbonat tamponu (pH=9.5) ilave edildi. Vortex
kullanarak 6rneklerde karisma saglandi ve calisma tiiplerinin tamam 42°C’da
bulunan su banyosux_lda yarim saat bekletildi. Isitma sona erdiginde tiiplere taze
hazirlanmis 10 mM 500pl Trinitrobenzen siilfonik asid ¢ozeltisi eklendi ve tekrar
vortex kullanarak karisma saglandi. TNBS’in lemfosit hiicrelenn igerigi ile
reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in hazirlanan 6rnekleri bulunduran tiipler ayni su
banyosunda 42°C’da 2 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda tiiplere 500pl 1 N HCL

ve sonra 1 ml % 10 SDS eklendi ve ¢ozelti spektrofotometrede incelendi.

Spektrofotometrede 350 nm ve 420 nm’de okunan absorbans degerlerinden

yararlanarak kalibrasyon egrisi ¢izildi .

350nm’de Olgiillen absorbans degerlerinin kullamilmasi ile elde edilen egrinin

denklemi :
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y=0.0010265 x + 0.659151 ve r= 0.970 elde edildi (Sekil 4.3). Uygulanan yéntemin
standart sapmasi s=713 (n=12) olarak hesaplandi.

420 nm’de Olgiilen absorbans degerlerinin kullanilmas: ile elde edilen egrinin
denklemi :

y= 0.005374 x + 0.27698 ve R=0.974 elde edildi (Sekil 4.4). Uygulanan

yontemin standart sapmasi s=37.2 (n= 12) olarak hesaplandi.
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Sekil 4.1 Proteinlerin primer amino gruplari ile TNBS’in reaksiyonu
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V.33

Absorbans " . . . .

Dalga Boyu (M)

Sekil 4.2 BSA(a) ve L-Lizinin (b) ,TNBS ile verdigi reaksiyon iiriinlerinin

absorbsiyon spektrumlar:
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Sekil 4.3 TNBS yontemi ile 350nm’de okunan absorbsans degerleri elde edilen

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.4 TNBS yontemi ile 420 nm’de okunan absorbans degerleri ile elde

edilen kalibrasyon egrisi
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4.5 Lowry Yontemi

DETAM’da hazirlanan lemfosit érneklerinden 25 pl ile 900 pl arasinda belirli
miktarlar alinarak ¢aligma tiiplerine konuldu. TNBS yonteminde agiklandig: sekilde
1 ml karbonat tamponu (pH=9.5) eklendikten sonra hiicre pargalanmasi
gerceklestirildi. Bu tiiplere 200ul taze hazirlanmus biiiret reaktifi eklendi Biiiret
reaktifi, 0.1 N sodyum hidroksitde hazirlanms %2 sodyum karbonat ‘dan 100 ml ,
%1 bakur siilfat ¢6zeltisinden 1 ml, %2 sodyum karbonat ¢ozeltisinden 1ml alinarak
hazirlandi. Caligma tiipleri karanlikta 10 dakika bekletildikten sonra 10ul 1 N Folin
¢ozeltisi katildi. Tiipler 30 dakika yine karanlikta tekrar bekletildi. Tiiplerde bulunan
reaksiyon igerigi 2.5 ml’ye tamamlandiktan sonra spektrofotometrede 630 nm ve
750 nm’de absorbans degerleri okundu ( Lowry vb., 1951; Held ve Absher, 1994).
Bu absorbans degerleri ile Sekil 4.5 ve 4.6’da verilen kalibrasyon egrileri elde edildi.
630 nm’de okunan absorbsiyon degerleri ile y=0.00532733 x +0.0233543 1r=0.945
ve s=17.24 (n=12) bulundu.

750 nm’de okunan absobsiyon degerleri ile y= 0.00528721 x +0.0310264 r=0.9528
ve s=13.5 (n=12) olarak hesaplandi.

Ek olarak, ¢esitli hastalardan alinan kan 6rneklerinde mikroskop kullanarak, TNBS
ve Lowry yontemleri ile lemfosit sayilan tayin edildi. Bu deneysel bulgular grafiksel

degerlendirmelerden yararlanarak birbiriyle kiyaslandi (Sekil 4.7, 4.8).
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Sekil 4.5 Lowry yontemi ile 630 nm’de okunan absorbans degerleri elde edilen

kalibrasvon egrisi
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Sekil 4.6 Lowry yontemi 750 nm’de okunan absorbans degerleri ile elde edilen

kalibrasvon egrisi
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Sekil 4.8 Lowry ve Mikroskop ile saymm sonuclarmm kiyaslanmasi
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4.6. Enzimatik Yontem

4.6.1. Kan orneklerinin ahnmast ve l6kosit hiicrelerinin ayrilmasi

Capa Merkez Biokimya Hematoloji bolimiinden alman kan 6rneklerindeki l6kosit

hiicreleri amonyum kloriir lizis yontemi ile ayrilds.

4.6.1.1. Amonyum Kkloriir lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi ve hiicre parcalanmasi

Bir litresinde 150 milimol NH,Cl, 10 milimol NaHCQO;, 10 milimol EDTA
bulunduran ¢dzeltiden 100 ml hazirlandi ve 0.1 N NaOH ya da 0.1 N HCL ile pH
degeri 7.2-7.3 olacak sekilde ayarlandi. Amonyum kloriir lizis ¢6zeltisi olarak
adlandirilan bu ¢ézelti her hafta yeniden hazirlamp kullanildi.

Ayirma islemi 5ml’lik polisitren tiiplerde yapildi. Bu tiiplere 100l kan pipetlendi.
Uzerine 2 ml amonyum kloriir lizis ¢6zeltisinden ilave edilerek vortekslendi ve 10
dakika oda sicakliginda bekletildi. > MSE Mistral 2000 Model santiirfiijde 350 g
‘de 5 dakika santiirfiijlenerek 1okosit hiicrelerinin ¢okmesi saglandi. Santiirfiijden
alinan tiip igeri@ dikkatlice lavaboya bosaltildi. Tiip cidarinda toplanan, hiicre
icermedigi diisiiniilen siv1 kisum siizgeg kagidina, tip ters ¢evrilmeden emdirildi.
Aymi tiipe yikama amagli 2 ml PBS ( Fosfat-tuz tamponu 10 mM pH= 7.3-7.4) ilave
edildi ve iyice vortekslenerek yine aym santiirfijde 350 g’de 5 dakika santiirfiijlendi.
Tiip igerig lavobaya dikkatlice bosaltildi. Tiip cidarinda toplanan kisim yine siizgeg
kagidina tiip ters cevrilmeden emdirildi. Uzerine 950pul PBS ilave edilerek
vortekslendi.

Hazirlanan 16kosit siispansiyonu denemelerde kullamldi (Carter vd., 1992).
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4.6.2 Enzimatik yontemde hiicre parcalama islemi

Lokosit siispansiyonunda deneyler i¢in alinan 6rnekler Triton x-100 ( % 0.2 v/v ) ile
pargalamaya tabi tutuldu. Alinan 6rneklere Triton x-100 ¢ozeltisinden 50ul ilave

edilerek 5 dakika beklendi. Bu islem sonunda tiimiiyle berrak ¢ozeltiler elde edildi.

4.6.3 Peroksidaz enzimlerinin o-dianisidin ile etkilesimi

4.6.3.1 o-dianisidin reaktifi hazirlanmasi

Stok Cozelti: 0.1284 g o-dianisidin tartilip 15 ml suya ilave edidi. Damla damla
derisik HCL ilave edilerek o-dianisidinin ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra ¢ézelti 20

ml’ye tamamlandi. Bu stok ¢dzelti 0.53 mM o-dianisidin bulundurmaktadir.

Ek olarak, 98 ml 50mM fosfat tamponuna ( pH:6 ) o-dianisidin stok ¢ozeltisinden 2
ml. %30 ‘luk H,O, - den 1.7 pl ilave edilerek o-dianisidin ¢aligma ¢ozeltisi

hazirlandi.

4.6.3.2 Enzimatik yontemin uygulanmasi

Lokosit siispansiyonundan alman belli hacimdeki 6rnek yukarida agiklanan hiicre
pargalanma islemine tabi tutuldu. Bu iglem sona erdiginde 50mM ml fosfat
tamponundan eklenerek reaksiyon baglatildi. 10 dakika sonra 150 pl 4N H,SO,

ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Cézelti hacminin toplami 3 ml olarak alind.
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(Caligmadaki amaca uygun olarak peroksidaz enzimi ile o-dianisidin sulu ¢ozeltideki
reaksiyonu sonunda olugan iriiniin spektrofotometrik 6zellikleri *’Philips PU 8740
UV/Visible’” spektrometrede incelendi. Bu maksatla éncelikle o-dianisidinin, deney
kosullarina uygun olarak H,O, i¢eren durumda ve H,O, katilmadan suya kars:
spektrumlan alindi. Bu iki spektrumun tiimiiyle gakistigi goriildii (Sekil 4.9). On
bilgi olarak Triton x-100 ve bu madde ile pargalama sonuncu elde edilen hiicre
igeriginin tampona karsi spektrumlar1 da alindi (Sekil 4.10 ve 4.11).

Sulu g¢ozeltide olusan reaksiyon iriinii bu spektrumda ve g¢alismanm devaminda
hiicre 1gernigine (Kor) karsi okundu ve belirgin pikler igeren absorbsiyon
spektrumunun miktar tayini ¢aligmasina uygun olacagi gozlendi (Sekil 4.12). Oda
sicakhiginda gergeklestirilen reaksiyonun zamana bagh oldugu goriildii ve bu durum
belirli siireler sonunda alinan absorbsiyon spektrumlan ile belgelendi (Sekil 4.13).
Ayrica bu durum belirtilen spektrumlarda 400 nin’de okunan absorbsiyon degerleri

ile zaman arasinda ¢izilen grafik ile de ifade edildi (Sekil 4.14).

Peroksidaz enzimi ile o-dianisidin reaksiyonu asid ortamda durmaktadir. Bu nedenle
caligmada, reaksiyonun 10. dakikasinda ¢ozeltiye 4N H,SO,’den 150 ul eklendi.
Asid ortamda tiriiniin absorbsiyon spektrumu farkli elde edildi ancak bu ortamda
reaksiyon iriiniinin son derece kararhi oldugu goriildii (Sekil 4.15). Bu durum
dikkate alinarak farkli miktar 16kosit iceren drnekler ile gergeklestirilen reaksiyonun
10. dakikasinda ortama asid ilave edildi ve absorbsiyon spektrumlari alindi

(Sekil 4.16). Bu spektrumlarda 400 nm’de okunan absorbsiyon degerlerinden
yararlanarak kalibrasyon egrisi ¢izildi (Sekil 4.17).

Matematiksel degerlendirme sonucu kalibrasyon egrisinin denklemi



4

y=0.0025689x + 0.19872 olarak bulundu. Yé6ntemin standart sapmas1 s=0.017132
(n=9) olarak hesaplandi. Farkli miktarda lokosit bulunduran gesitli kan érnekleri igin

alinan sonuglar otomatik hiicre sayicida alinan degerler ile kiyaslandi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17 Enzimatik yontemde elde edilen kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.18 Kan orneklerinde enzimatik yontem ve otomatik hiicre sayicl ile

elde edilen I6kosit sayilarmin kiyvaslanmasi
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan ¢aligmada kan 6rneklerinde spektrofotometrik yontemle lemfosit ve 16kosit
sayist tayini i¢in yeni yOntem gelistirmesi konusu incelendi. Lemfosit sayisi
tayininde, bu hiicrelerin igerdigi protein miktarinin, hiicre sayisi ile dogru orantili
olabileceg diigiiniildii. Kan 6rneklerinden “’dansite gradient’” yontemiyle ayrilan
lemfositler bazik ortamda (pH:9.5) , 42 °C’da yanim saat isitilarak pargalanda.
(6zeltiye alinan hiicre igerigi, proteinlerinin primer amino grubuna kovalent olarak
baglanan trinitro benzen siilfonik asid (TNBS) ile, yine pH 9.5°da ve 42 °C’da
reaksiyon vermesi saglandi. 2 saat sonra ortama IN HCL ilave edilerek reaksiyon
durduruldu. 350 nm ve 460 nm de okunan absorbans degerleri ile kalibrasyon
egrileri ¢izildi. Yontemin standart sapmasi 350 nm ve 420 nm ig¢in sirasiyla s= 713 ,
s=37.2 olarak hesaplandi. Bu yeni yontem ve mikroskopla sayim yoéntemi igin 360
nm’de t= -1.211939 bulundu. Calisilan say1 (n=9) i¢in tabloda p ve t degerleri soyle
verilmigtir (p=0.05 t=2.31, p=0.02 t=2.90, p=0.01 t=3.36 ). 420 nm’deki ¢alisma i¢in
t=-0.22143 bulundu. Calisilan say1 (n=10) i¢in tabloda p ve t degerleri

(p=0.05 t=2.23, p=0.02 t =2.76 p=0.01 t=3.17) seklinde verilmistir. Ayrica drnek
i¢in TNBS ve mikroskop yontemleri ile alinan sonuglar grafikler ile kiyasland: ($ekil
4.7 ) (Habeeb,1966; Sashidar vd., 1994).

Kan orneklerinde lemfosit sayisi tayini igin ikinci olarak, yine hiicrelerin igerdigi
protein miktarinin tayini esas alinarak Lowry yontemi uygulandi. Bu yontemde de
hiicreler pH 9.5°da, 42 °C’da yarim saat isitilarak pargalandi. Protein tayininde
kullanilan Lowry yontemi uygulanarak 630 nm’de ve 750 nm’de absorbans degerleri

okunarak kalibrasyon egrileri ¢izildi.
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Bu yontem i¢in 630 ve750 nm’deki ¢alisma i¢in s=17.4 , s=13.5 olarak hesaplandi.
Ek olarak 630 nm’de t=0.373556 (n=14) , 750nm’de ise t=0.331061 (n=14) i¢in
p=0.05 =2.18 , p=0.02 t=2.68, p=0.01 t=3.05 degerleri bulundu.

Alman sonunglann grafikler ile kiyaslamasi da yapildi (Sekil 4.8) (Lowry vb., 1951;
Held ve Absher, 1994).

Klinik agidan kan drneklerinde 16kosit sayisi lemfosit sayisindan daha fazla énem
tasimaktadir. Lokosit sayisi biyilk laboratuvarlarda hiicre sayicilar ile tayin
edilmektedir. Baz1 doku érneklerinde, 6zellikle iltihap bolgesinde 16kosit sayisi, bazi
hallerde ise notrofil sayisi spektrofotometrik olarak tayin edilmigtir. Bu yéntemlerde
hiicrelerin igerdigi peroksidaz enziminin substratlar ile verdigi renkli iiriinler dikkate
almmistir (Beno ve Mathews, 1993; Thomas vd., 1995; Xia ve Zweir, 1997). Ancak
yapilan literatiir ¢ahismasinda kan 6rneklerinde spektrofotometrik yontemle 16kosit
say1si1 tayinine rastlanmamustir.

Bu galigmada hiicrelerin igerdigi peroksidaz enzimlerinin o-dianisidin ile verdigi
reaksiyon ve olusan renkli trin dikkate alindi. Noétral ortamda meydana gelen
reaksiyon 10. dakika sonunda ortama 4N H,SO, ilavesi ile durduruldu. Omeklerin
hiicre igerigi, fosfat tamponu ve siilfat asidi igeren g6zeltiye karsi (Kor) spektrumlari
alindi. Kalibrasyon egrisinin denklemi y= 0.0025689 x + 0.19872 ve r= 0.99318 ve
yontemin standart sapmasi s=222 (n=9) elde edildi. t =1.32337 (n=24) p=0.05,
0.02, 0.01 i¢in tablodan t= 2.10, 2.55, 2.88 degerleri bulundu. Matematiksel
degerlendirme sonuglar1 kanda 16kosit sayis1 i¢in gelistirilen bu spektrofotometrik
yontemin, otomatik hiicre sayicidan alinan degerler ile uyumlu oldugunu gésterdi.
Duyarli, kisa siirede gerceklestirilen ve kolay uygulanabilir bu yontemin klinik
laboratuvarlarinda kullanima uygun oldugu goriilmektedir. Yontem 6zellikle
otomatik hiicre sayici1 olmayan klinik laboratuvarlan i¢in faydali olacaktir. Yapilan

cahgmada, kan Orneklerinde Ilemfosit ve lokosit tayini igin gelistirilen
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spektrofotometrik yontemler klinik laboratuvarinda uygulanabilir 6zelliklere sahiptir.
Bu durum matematiksel degerlendirmelerde alinan sonuglar ile ifade edilmektedir.
Yeni yontemlerin sonuglar ile mikroskop ve otomatik hiicre sayici aletinin degerleri

birbirleriyle uyum igindedir.
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