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GIRI Ş  

Tedavi amac ı  ile kullan ılan baz ı  ilaçlar protein biyosentezine 
çeş itli ş ekillerde etkimektedir. Bu etkiler biyosentezi uyar ı cı  yönde 
olabileceğ i gibi inhibe edici, azalt ı cı  yönde de olabilir. Özellikle 
kemoterapötikler ya şamın belirli döneminde, örne ğ in embriyonal 
dönem ile ilk çocukluk dönemi aras ı nda geliş igüzel bir ş ekilde kul-
lanıldı klarında geli ş me üzerinde olumsuz sonuçlar do ğurabilmektedir. 

Biz bu tür ilaçlar ı n etkilerini kas ı n fonksiyonel proteinlerinden 
biri olan myoglobin üzerinde denemek istedik. Bunun için de ilk a şa-
ma olarak embriyonal tavuk myoglobininin izolasyonu üzerinde 
çalış tı k. Sonra baz ı  antibiyotik ve sülfamitlerin bu proteinin biyo-
sentezi üzerinde etkili olup olmad ıklar ı nı  inceledik. 

DENEL KISIM 

MATERYAL 

Deneyler için Leghorn cinsi 2250 adet tohumluk yumurta kul-
lanıldı . Yumurtalar gruplar halinde 37 °C lik etüvlerde inkübasyona 
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bırakı ldı . İ nkübasyonun 3. gününde bir k ı sı m yumurtalara belirli 
dozda ilaç ve diğ er kısma da kontrol için % 0.9 NaC1 enjekte edildi 
(1). 

Tablo I. Her seride yumurtalara enjekte edilen ilâçlar ve dozlar ı . 

Kullan ı lan ilâç Dozu 

Streptomisin bir seride 5 mg 
Streptomisin Li  10 mg 
Tetrasiklin ii  100 g, 
Tetrasiklin ii 

1 0 mg 
Kloramfenikol ii  10 mg 
Sülfaguanidin ii  0.150 mg 
Penisilin G 64  0..630 mg 

Enjeksiyon Tekniğ i• 

1. Yumurtalar ın hava bo ş luğu inkübasyona ba ş lamadan önce 
iş aretlendi. 

İş aretlenen bölge % 7 lik Fenol veya 70 ° lik alkolle temizlendi. 

3. Hava boş luğunun ortası  özel steril bir iğne ile delindi. 

4. il'aç steril şartlarda 2.5 cm lik bir i ğne ile yumurta sar ı sına 
verildi. 

5. Parafinle delik kapat ı ldı  (2). İ nkübasyona devam edildi. 

E 
914, 

Ş ek. 1. Yumurta sarısı na enjeksiyon. 
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Normal ve ilaç verilmi ş  embriyolar inkübasyonun 14. gününde 
yumurtadan ç ıkarı ldı . 

YÖNTEM 

1— Tüketme - izolasyon: 

Etüvden ç ı kar ılan yumurtalar ı n amnion bo ş luğu üzerindeki 
kabuk kesildi. Embriyolar d ış arı  alı narak % 0.9 luk NaCI ile y ı kan-
d ı . Eş it ağı rlıkta distile su ile birlikte 20 000 devirli homojenizatörde 
parçaland ı . Homojenizat + 4 °C de bir gece bekletildi. Ekstre 6000 
rpm de santrifüj edilerek süzüntü al ı ndı . pH sı  7 ye ayarland ı . Oda 
ı sı sı nda 1/4 oran ında Pb (CH 3C00) 2  ile karış t ı rı larak diğ er protein-
leri ve yabanc ı  maddeleri çöktürüldü. Kar ışı m süzülerek içinde, 
myoglobin bulunan filtrat al ı ndı . Kur şunun fazlas ı  bir miktar kat ı  
(N114) 2SO4  ile giderildi. (3, 4, 5). Myoglobini ayı rmak için (N1-14) 2SO4 

 ile basamaklı  fraksiyonlama metodu uyguland ı . Solüsyon (NI-14) 2SO4 
 ile % 60 doymuş  hale getirilerek hemoglobin ve di ğer protein-

leri çöktürüldü. Süzüntü % 100 doymu ş  hale getirilerek çökelek 
topland ı  (6, 7). Çökelek distile suda çözülerek niteli ğ ini tayin için 
fizikokimyasal metotlar uyguland ı . 

2— Elektroforez: 

Selüloz asetat elektroforezi myoglobinin tan ı nmasında ve frak-
siyonların ayrı lmasında iyi sonuçlar verdi ğ i için tercih edilmi ş tir. 
Deney için de ğ iş ik tamponlar ve 15 x 15 cm boyutlarmdaki Gelman 
Sepraphor III selüloz asetat ş eritler kullan ı lmış tır (8). Örnekler 
şeritlere 3 g 1 miktarlarda tatbik edilmi ş tir. 

Kullanılan tamponlar: 

pH 8.9 Barbital tampon ile 1.5 saat 250 Voltta, 

pH 9.1 ,0.13 M Tris-EDTA-Borik asit tamponunda 2 saat 300 
Voltta, 

pH 8.7 ,0.05 M Tris-EDTA-Borik asit tamponunda 2 saat 300 
Voltta, 

pH 9.5 Tris-Glisin tamponunda 3 saat 250 Voltta. 

Ş eritler bu sürelerin sonunda bir hemoprotein boyas ı  olan Ben-
zidin-I-40 2  ile (9) ve protein boyas ı  olan Amidoschwarz 10 B ile 
boyand ı  (10) . 
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3— Sephadex Jel Filtrasyonu: 

Örneklerin jel kromatografileri Sephadex G-100 ile yap ı ldı . 
(Pharmacia, Uppsala). Jel uygun miktarda (V„ 0.9 NaC1 ile ş iş irildik-
ten sonra 2.5 x 40 cm boyutlar ı ndaki kolona dolduruldu. Elüsyon 
için pH 7.4, 0.01 M Fosfat tamponu kullan ı ldı . (11). Örnekler kolo-
na 5-10 mg/ml konsantrasyonda tatbik edildi. Eluatlar 3 ml lik frak-
siyonlar halinde topland ı . Proteinlerin maksimum absorbsiyon gös-
terdiğ i 280 nm ve myoglobinin maksimum absorbsiyon gösterdiğ i 
409 nm de optik dansiteleri okundu. 

4— iyon Değ iş imi Kromatografisi: 

Örneklerin safla ş tırı lmas ı  için DEAE-Selüloz iyon de ğ iş tirici 
reçinesi kullan ı ldı . Reçine HU İ SMAN' ı n metoduna göre ş iş irildi ve 
0.9 x 20 cm boyutlar ı ndaki kolona dolduruldu (12 ). Örnekler 1 ml 
lik hacimlarda tatbik edildi. Tampon olarak pH 8.5 ,0.02 M Tris-
HCl ve 0.2 M NaC1 kullan ı ldı . Bu metoda göre eğer bir kar ışı mda 
myoglobin ve hemoglobin varsa, myoglobin 0.02 M Tris tamponu 
ile sürüklenmekte, hemoglobin üst kı sımda kalmaktad ı r. Hemoglo-
bin ise 0.2 M NaC1 ile sürüklenmektedir (11, 13, 14). Kolondan ç ı -
kan elüatlar 1 ml lik fraksiyonlar halinde toplanarak 409 nm de op-
tik dansiteleri okundu. 

5— Spektrofotometrik 

Elde edilen myoglobin örneklerinin dalga boyu taramalar ı  Beck-
man Spectrofotometer DB-GT aletinde yap ı ldı  ve hangi dalga boy-
larında maksimum absorbsiyon verdikleri bulundu. 

6— Miktar Tayinleri: 

Örnekler CNMetMb halinde iken miktar tayinleri yap ı ldı  (15). 
Bunun için üzerinde çal ışı lacak çözelti, % 0.05 K 3Fe (CN) 6  ile son 
konsantrasyonu 0.6 milimol/lt ve 0.2 NaCN ile son konsantrasyonu 
0.8 rnilimol/lt olacak ş ekilde CNMet şekline çevrildi. 540 nm de 
optik dansiteleri okundu ve formüle uyguland ı . 

O.D. 17000 (a 	d) 1000  
11300 	g doku 

O.D. : 540 nm de okunan optik dansite, 

mg pigment /g doku 
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11300 : CNMetMb in 540 nm deki molar ekstinksiyon kat-
sayı s ı , 

17000 : pigmentin ekivalan a ğı rlığı , 

a : litre olarak kullan ılan ekstre hacmi, 

d : ekstreyi met ş ekline çevirmek için kullan ı lan siyanit 
miktar ı . 

Sonucun mg cinsinden ç ı kmas ı  için 1000 ile çarp ı lı r. 

BULGULAR 

Yumurtadan 14. günde ç ıkar ı lan embriyolar y ıkand ı ktan sonra 
tart ı ld ı  ve ş u sonuçlar elde edildi (Tablo II). 

Tablo II. Kullan ılan ilâçlarm embriyo geli ş mesine etkileri 

Verilen ilâç Bir embriyonun 

ortalama a ğı rlığı  

Canl ı  ç ıkan 

embriyo (%) 

Normal (% 0.9 NaCI) 6 .52 72 .5 

Tetrasiklin (100 ta) 5.05 42 .6 

Tetrasiklin (10 mg) 4.32 43 .1 

Kloramfenikol (10 mg) 4.34 16 

Streptomisin (5 mg) 4.20 66 

Streptomisin (10 mg) 4.50 67 

Sülfaguanidin (0.150 mg) 4.35 58 .5 

Penisilin G (0.030 mg) 6 .64 70 

Pensilin d ışı nda verilen bütün ilaçlar, embriyolar ın ortalama 
ağı rlıkları nda 2 g civar ında bir dü ş meye sebep olmu ş tur (Resim 1). 

Ayrıca yine bu ilaçlar ın verildiğ i embriyolarda, normale oranla 
daha yüksek bir ölüm oran ı  görülmü ş tür. 

Bu embriyolardan elde edilen örneklerle yap ı lan deneylerde ş u 
sonuçlar elde edilmi ş tir. 

1— Elektroforez: 

Selüloz asetat elektroforezinde, di ğer hayvanlardan elde edilen 
myoglobinlerden farkl ı  fraksiyonlar elde edilmi ş tir 
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Resim 1. Normal (sa ğda) ve Sülfaguanidinli (solda) embriyolar 14. günde. 

1— pH 8.9 Barbital tampon: Bu tamponla yap ı lan çalış malarda 
normal myoglobinin üç fraksiyonu elde edilmi ş tir. (Resim 2). En 

Resim 2. pH 8.9 Barbital tamponda normal, tetrasiklinli, 

kloramfenikollü ve sülfaguanidinli örneklerin 

elektroforezi. Boya: Amidoschwarz 10 B. 
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arkada görülen bant denatüre olmu ş  proteinin verdiğ i lekedir. Myo-
globinin birinci ve ikinci bantlar ı  birbirine yak ın göç etmektedir. 
Üçüncü bant diğer fraksiyonlardan daha h ızlı  göç etmektedir. Ami-
doschwarz ile yap ı lan boyamalarda görülen dördüncü fraksiyon 
nonhem protein izleridir. 

0.030 mg penisilin verilmi ş  preparatlarda (P), ayn ı  sonuçlar 
elde edilmiş tir. Ancak 10 mg streptomisin (S), 1001/- 10 mg tetrasik-
lin (T), 10 mg kloramfenikol (KF), 0.150 mg sülfaguanidin (SG) 
enjekte edilmi ş  preparatlarda de ğ işik durumlar izlenmi ş tir; birinci 
fraksiyonda bir azalma buna kar şı lı k üçüncü fraksiyonda bir artma 
olmu ş tur. Bu artma ilk fraksiyondan ayr ı lan bir komponentin h ızlı  
yürümesi ş eklinde dü şünülebilir. 

2- pH 9.5 Tris-Glisin tamponu: Normal myoglobinin dört bant ı  
izlenmektedir. Bu bantlar ı n dışı nda Amidoshwarz ile yap ı lan çalış -
malarda nonhem protein lekeleri görülmektedir. Penisilin d ışı nda 
verilen ilaçlar dördüncü bant ı n azalmas ına yol açmış lard ı r. 

3- pH 8.7 ve pH 9.1 Tris-EDTA-Borikasit tamponlar ı : Bu tam-
pon ile yapı lan çal ış malarda benzer sonuçlar elde edilmi ş tir. 

2- Sephadex Jel Filtrasyon: 

Örnekler Sephadex G-100 j elinden geçirildi. Myoglobinin elüs-
yon volümü 100 ml olarak saptand ı  (Grafik 1). Normal ve ilaç veril-
miş  embriyo myoglobinlerinde bir fark bulunamad ı . Myoglobinin 
verdiğ i bu elüsyon volümü, aslı nda 34.400 molekül ağı rlığı nda bulu-
nan proteinlere e ş  olduğu için molekülün agregat şeklinde olduğu 
düşünüldü ve deney dimerkapto etanolle tekrarlanarak molekülün 
kı smen parçalanmas ı  sağ landı  (Grafik 2). 

3- Spektrofotometrik Özellikler: 

Örneklerin dalga boyu taramalar ı  yapı lmış , Soret bant ı , oc ve p 
bantları nda verdikleri absorbsiyonlar tesbit edilmi ş tir. Soret bant ı  
409 nm de görülmektedir. 538 ve 576 nm de bantlar ı n iyi görüne-
memesi örneklerin çalış ma sı rası nda met ş ekline döndüğünü göster-

mektedir (Grafik 4). Normal ve ilaç verilmi ş  embriyo myoglobinleri 
aynı  eğ rileri vermektedir. 
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Grafik 1. Normal myoglobinin Sephadex G-100 jelinden 

elüsyonu. Tampon: pH 7.4 Fosfat t. 

4- İyon Değ iş imi Kromatografisi: 

Kolona tatbik edilen bütün örnekler 0.02 M Tris-HC1 tamponu 
ile 39-40 ml de elüe olmu ş tur. Bu tampon ile kolonun üstünde kalan 
bir fraksiyon olmam ış tı r. Daha sonra kolona tatbik edilen 0.2 M 
NaC1 ile sürüklenen bir madde görülmemi ş tir. 

5- Miktar Tayini: 

Normal ve ilaç verilen embriyo myoglobinlerinde CNMetMb 
üzerinden miktar tayinleri yap ı lmış  ve şu sonuçlar elde edilmi ş tir. 
(Tablo III). 
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Örnek 	: MbN  

Dalga boyu : 409 nm. 

Tampon 	: pH= 7,4 Fosfat t. (0.2 M Dimerkaptoetanol) 

Ve' 	: 100 ml. 

Ve2 	: 167 ml. 

0.15 

100mt 
	

167 
	

ve 

Grafik 2. Normal myoglobinin Sephadex G-100 jelinden elüsyonu. 

Tampon: pH 7.4 Fosfat t. (0.2 M dimerkaptoetanol). 

Bulgulardan görüldü ğü gibi tavuk embriyosu myoglobini fi-
zikokimyasal yönden at, insan, s ığı r ve diğer baz ı  canlı ları n myo-
globinlerine benzemektedir. Antibiyotikler ve sülfamitler embriyonun 
belirli bir süre içindeki büyüme h ı z ı nı  yava ş latmaktadı r. Myoglobin 
sentezi yönünden kantitatif olarak belirgin bir azalma olmasa bile 
ilaç uygulanan embriyolarda elektroforetik yönden de ğ işik myo-
globin davranış ları na rastlanmaktad ır. Antibiyotikler aras ı nda değ i-
ş ikliklere en az şekilde etken olan penisilindir. Gerek kantitatif gerek 
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kalitatif olarak myoglobin te ş ekkülünde penisilin normale göre pek 
ufak değ iş ikliklere sebep olmaktad ır. En fazla etki gösteren maddeler 
ise sülfaguanidin, kloramfenikol, streptomisin ve tetrasiklindir. 

Grafik 3. Sephadex G-100 
	

Grafik 4. Normal Myoglobinin 

kalibrasyon eğ risi. 	 dalga boyu taramas ı , 

Tablo III. Verilen ilâçlara göre CNMetMb miktar ı . 

Verilen ilaç 	 CNMetMb 

Normal (% 0.9 NaC1) 0.534 

Tetrasiklin (100 [ ı.) 0.290 

Tetrasiklin (10 mg) 0.310 

Kloramfenikol (10 mg) 0.485 

Streptomisin (5 mg) 0 .530 

Streptomisin (10 mg) 0 .069 

Sülfaguanidin (0.150 mg) 0 .368 

Penisilin (0.030 mg) 0 .510 
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ÖZET 

Tavuk embriyosu üzerinde yapt ığı mız ara ş tı rman ı n ilk a ş ama-
sında embriyonal myoglobini izole ettik. Myoglobinin izolasyonu 
için (NH4),SO4  ile basamakl ı  fraksiyonlama metodu uygulad ık ve 
elde ettiğ imiz örnekler üzerinde baz ı  fizikokimyasal denerneler yap-
t ı k. Tavuk embriyosu myoglobininin molekül ağı rlığı nı  Sephadex G-
100 jeli ile 16.500-17.000 olarak saptad ı k. Selüloz asetat elektrofore-
zinde Barbital tampon ile üç bant, Tris ta mponlar ı  ile dört bant 
elde ettik. Yap ı lan dalga boyu taramalar ında ise oc, p ve Soret bant-
lar ı nı n 576, 538 ve 409 nm de olduklar ı nı  saptad ı k. Bu deneyler so-
nucu elde ettiğ imiz bulguları , diğ er myoglobinlerle kar şı laş tırdık 
ve sonuçlar ın kıyaslanabilir olduklar ı nı  gördük. 

Çalış mamızın ikinci a şaması nda yumurtaya çe şitli dozlarda 
antibiyotik ve sülfamit enjekte ederek bu ilaçlar ı n embriyonal myog-
lobin üzerinde nicelik ve nitelik yönünden etkili olup olmad ıkların ı  
ara ş tırd ı k. Bulduğumuz sonuçlara göre streptomisin, kloramfenikol, 
tetrasiklin ve sülfaguanidin, embriyonal myoglobinin elektroforetik 
davran ışı nda değ i şiklik yapmakta ve her iki tamponda da elde edilen 
bantlardan yava ş  göç eden birinci bantta niceliksel bir azalma ol-
maktad ır. Yaln ız penisilin verilen embriyo myoglobinleri normal 
myoglobine benzer bir elektroforetik davran ış  göstermektedir. 

Ilaç enjekte edilen yumurtalar ı n embriyolar ı nda CNMetMb 
üzerinden myoglobin miktar tayini yapt ık ve bir azalma gördük. 
Antibiyotik ve sülfamit verilen yumurtalardan canl ı  çıkan embriyo 
sayı sında ve her bir embriyonun ortalama a ğı rlığı nda da dü şüş ler 
saptad ı k. Ancak sadece penisilin verilen yumurtalardan elde edilen 
myoglobin miktar ı nda, embriyo say ı sında ve a ğı rlığı nda bir dü şüş  
olmamış , normal myoglobine yak ın sonuçlar elde edilmi ş tir. 

ZUSA MMENFASSUNG 

Bei der ersten Stufe unserer Forschung über die Hühnerembryo 
haben wir die embryonische Myoglobin isoliert. Dazu haben wir 
einige physikalische und chemische Untersuchungen mit dieser Myo-
globin versucht. Die Molekulargewicht der embryonische Myoglo-
bin ist mit Sephadex Gel Filtration als 16.500-17.000 festgestellt 
worden. Bei der Cellulose acetat electrophorese mit Barbital Buffer 
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ergab Myoglobin 3 Binde und mit Tris Buffer 4 Binde. Die maxi-
male Wellenlange sind bei 576, 538 und 409 nm beobachtet worden. 
Wir haben die Ergebnisse, welche wir aus diesen Versuchen erhalten 
haben, miteinander verglichen und beobachtet, dass unsere Ergeb-
nisse sich mit diesen übereinstimmen. Bei der zweiten Stufe haben 
wir den Hühnereier verschiedene Antibiotika und Sülfonamiden ein-
gespritzt und die Wirkung dieser Mittel über embryonische Myog-
lobinverbildung untersucht. Wie wir beobachtet haben das elec 
trophoretische Aussehen dieser Myoglobin, die wir von Streptomycin, 
Chloramphenicol, Tetracylin, Sulphaguanidin eingespritzte Eiern 
erhalten haben, andert sich, so dass sie erste Band fehlt. Nur die em-
bryonische Myoglobin, die wir von Penicilline eingespritzte Eiern 
erhielten, sah ahnlich wie die Normale aus. 

Wir haben die quantitative Bestimmung über CNMetMb ge-
macht und beobachtet, dass die Menge der embryonische Myoglo-
bin bei dem- Mittel eingespritzte Eiern sich erniedrigt, gegenüber 
die Normale und Penicillin gegebene Myoglobin. Auch das Gewicht 
der einzelnen Embryonen und die Zahl der Lebenden nach Inku-
bation nimmt ab gegenüber den Normalen und den Penicillin ein-
gespritzten Embryonen. 

L İTERATÜR 

1— Kagen, L.J., Linder, S., Develop Biol., 22, 200 (1970). 

2— Lepine, P., Sohier, R.- Techniques de Laboratoire appliques au diagnostic des maladies a vi-
rus, Libraires de L'academie de medecine, 1954. 

3— Theorell, A.H.T., Biochem Ztschr., 252, 1 (1932). 

4— Theorell,A.H.T., ibid., 268, 46 (1934). 

5— Thecrell, A.H.T., De Duve, C., Cl. Arch. Biochem, 12, 113 (1947). 

6— Jomı ls, J.H.P., Wadman S. K., Nature, 169, 884 (1952). 

7— Nakagawa, J., Hudgins, P. C., Anal. Biochem, 26, 358 (1968). 

8— Sudaka, P., Claudo J., Rev.Europ. Etud. Clin. Biol., 15, 220 (1970). 
9— Stransky, Z., Srch, M., Dtsch. Z  ges gerichtl Med., 66, 123 (1969). 

10— Orsini, A. ve ark., Pediatrie T. XXV. No: 3, 291 (1970). 

11— Gröschel, U., Stewart, U., Experientia, 27, 512 (1971). 

12— Huisman, T.H.J., Dozy, A.M., J.Chromai., 19, 160 (1965). 

13— Goldbloom, D.E., Brown, W.D., Arch. Biochem. Biophys., 147, 367 (1971). 

14— Deconinck, M. ve ark., Biochimie., 54, 969 (1972). 

15— Fleming, H.P. ve ark., J. Am. sci., 19, 1164 (1960). 


