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Uzun yillardan beri bilindigi gibi, demir metabolizmas: gesitli enfeksiyonlar-
da 6nemli olarak degismektedir. Demir, hemosiderin halinde retikiiloendotelial
sistemde depo edilmek suretiyle yiikseldigi zaman (z) serumdaki demir seviyesi
ditgmekte, azalmaktadir (1). Bazi aragtiricilara gore, bu devreler sirasinda reti-
kiiloendotelial hiicreler tarafindan fagosite edilen toksinleri hemosiderin-demir
inaktive edilebilmektedir. Bu sonug son zamanlarda Hei/meyer (2) tarafindan
seri halinde yapilan aragtirmalarla desteklenmis ve bu aragtirmalar sonucunda
invitro sartlar altinda demirin gesitli bakteri eksotoksinlerinin toxin tesirinin
ortadan kaldirlabilecegi anlagilmistie. Bilindigi gibi, toksinler organizmada
hemorajik sok ve letal endotoksemia gibi durumlart meydana getirmekte ve
plasmada bulunan demir bu durumlar esnasinda azalmaktadir. Bu azalma,
retikiiloendotelial sistemi bloke edecek kolloidal bir maddenin enjeksiyonu ile
muvakkat olarak 6nlenebilmektedir (4). Sok gériilen hayvanlarda hemorajik
sok miistesna olmak lizere, fagosit hiicreler tarafindan sirkiilasyonda bulunan
demirin bertaraf edilmesi diger siddetli reaksiyonlar esnasinda demirin retikiilo-
endotelial sistem tarafindan hizla bertaraf edilmesi ile beraber husule gelir.
Hemorajik sokta demir miktari aksine bir durum géstermektedir. Hemorajik
hipotansiyondan sonra meydana gelen demir yikselmesi; retikiiloendotelial
sistem aktivitesinin azalmast neticesi husule gelebilir. (5). Bu funksiyonel
aktivitesinin, fetikiiloendotelial hiicrelerinin oksijene bagli demir ile ilgisinin
inhibe edilmesiyle bir miinasebeti vardir. (7, 10) Bu sonuglardan gsu nokta
meydana gtkmaktadir. Kisa siiren hemorajik hipotansiyonu takibeden bakteri
endotoksinlerine kargt duyarligin yiikselmesi, retikiiloendotelial sistem hiicre-
leri tarafindan demirin tutulmast lizerine oksijen kifayetsizliginin inhibe edici
bir tesir yapmast dolayssiledir (8).
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Janoff ve arkadast da bu konu iizerinde denemeler yapmislardir (6). Bu
aragtiricilar Cl. perfringens alpha toksini, C. diphtheria toksini ve E. Colien-
dotoksini solusyonlarint gesitli maddeletle inkube ettikten sonra farelere,
kobay ve tavsanlara inokule etmiglerdir. Farelerde alpha toksinin oldiiriici
tesirini demir, bakir, cysteine, ascorbic acid ortadan kaldirict olarak tesir ettik-
leri halde, magnesium, manganese, tutya ve citrate tesiri gostermemislerdir. Yine
arastiriclarin elde ettikleri sonuglara gore, demir, kobaylarda diphteri toksininin
oldiiriicii tesirini de ortadan kaldirmugtir. Toksinin demir ile inkubasyonundan
sonra tavsanlarda 6ldiriici ve dokuyu nekroze edici tesirleri ortadan kalkmus,
fakat toksinin beden 1stst husule getiren tesiri giderilememistir. Aragtiricilara
gbre, invitro gartlar altinda bakteri toksinlerinin demir ile inaktivasyonu
spesifik olmayip reversibldir. Bununla beraber anorganik demir ile ‘endotok-
sinin invitro olarak inaktive edilmesinin miigahade edilmesi boyle bir mekaniz-
manin olabilecegini arastiricilar kabul etmektedirler.

Yukaridaki miigahadeler, bozulan demir metabolizmas: ile hemorajik
soktaki bakteriler endoktoksin arasinda funksiyonel bir miinasebet oldugunu
bize gostermektedir. Bunun igin, biz de demirin toksin tesirini giderici funk-
siyonunu diger baska toksinler iizerinde incelemek igin bu galismay1 yaptik.
Bu galismamizda bundan énceki galigmalarda oldugu gibi, Heilmeyer’in invitro
olarak demir vasitasiyle bakteri ekzotoksinlerinin toksin tesirini giderici aragtir-

' malarint genigletme amacini takip ettik.

Materyal ve Metod

Aragtirmalarimizin baginda maksat ve gayesini agikladigimiz bu galigma
Amerika Birlesik- Devletlerinin Oregon State Universitesinin Vetetiner De
partmaninda yapilmistir. Denemeler iki gesit toksin iizerine tatbik edilir. Bun-
lardan birincisi tetanus eksotoksini, ikincisi de Anthrax endoktoksinidir. Her
iki toksin nevi 6zel olarak hazirlandiktan sonra iki gruba ayrilmig, birinci
gruba demir ildve edilmis, ikinci gruba ilave edilmemistir. Bundan sonra her iki
grup toksin soliisyonlart 37 derecede galkalamak suretiyle 8 saat miiddet ile
birakildi. Antrax basilinin endoksini amonium sulfat ile fraksiyone ve dialize
edilerek purifiye edildi(7). Her iki toksin iizerinde yapilan denemeler sonucunda,
képekler igin Anthrax toksininin, tavsanlar igin de tetanus toksininin MLD '
dozlar tesbit edildi.

Anthrax toksini ile inkube edildikten sonra kdpeklerde letal tesirine
ilave olarak, lokal ve genaralize reaksiyonlar (8) ve toksin tesirile husule gelen
beden 1s1s1 gibi b1yolo]1k ozellikleri de incelendi(9). Bu incelemelerden beklenen
gaye, invitro toksin tesirinin giderme hadisesinde daha genis bilgi elde etmekti.
Kopeklere en az dldiiriicii dozdan agagt olmak tzere intravendz yolla anthrax
toksini siringa edildi. Aradan 1-3 saat gegtikten sonra ayr hayvanlara intra-
dermal olarak yine ayni dozda Anthrax toksini giringa ederek lokal reaksiyon
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meydana getirildi. 18-24 saat sonra hayvanlar 6ldiiriilerek i¢ organlarda husule
gelen makroskopik ve mikroskopik prosesler muayene edildi. Kopeklerde
beden 1sist yiikselisgi, toksin kiigiik dozlar halinde intravendz yolla siringa
edildikten sonra 6lgiilmiistiir. Yapilan bu toksin denemelerinde her bir hayvanin
toksine karst olan hassasiyeti derinin bir tarafina 1oo micro g. epinephrine
ve 10-15 micro g. toksin karisi§t kontrol olarak enjekte edilerek denendi.
Bu sekildeki kontroller sonucunda toksine mukavemeti olmayan kdpeklerde
hemorajik nekrozlarin husule geldigi tesbit edildi.

Sonuglar

I No. lu cetvelde demirin letalite izerine tesiri agtklanmaktadir. Bu
cetvelin incelenmesinde , inkube edilmis toksin ile intravenéz yolla inokule
edilmis kontrol koépeklerinin hepsinin 6ldugii  anlaglmaktadir. Halbuki
ferro sulfat ile inkube edilen toksinden aym doz inokule edilen képekler canlt
kalmgtir,

Cetvel 1

Demitin Anthrax toksininin Sldiiriicii ve Lokal Reaksiyonu Uzerinde Tesiri.

Deneme . kopek Beher hayvana yapilan inoku- Pozitif reaksiyon
adedi lasyon dozu
Letal toksin 2 soo micro g. /Kg. Toksin, 1.V. 2 /o
2 soo micro g. /Kg.toksin + ofz

100 micro g./Kg. Fe, 1. V.

Lokal toksin soo micro g. toksin, i. V.
reaksiyonu 3 3 saat sonra 200 micro g. tok--
sin i, d. - 23
3 ° soo micro g. toksin4100 micro g.
Fe,i.v.3 saat sonra 200 micro g. o/3

Toksin+4 100 micto g. Fe, i. d.

Yine 1 No. lu cetvelin incelenmesinde, iki doz halinde toksin verilen
kopeklerde pozitiv deri reaksiyonu goérildiigi belirtilmektedir. Bu iki doz
halinde toksin veilmesi su sekilde yapilmistir. Intravensz yol ile soo micro g.
toksin verilmis, 3 saat sonra 200 micro g. toksin intra derm olarak inokule
edilmigtir. Buna kargilik demir ile inkube edilmis toksinin ayni sekilde kopeklere
stringa edilmesiyle pozitiv deri reaksiyonu husule gelmemistir. Denemede
kullanilan kopeklerin 9, so si intravendz yolla toksinin subletal dozu ile inokule
edilmigler ve 12 saat sonra bagirsak cidarinda, mesenterik lenf yumrularinda
ve dalakta” enfeksiyonun lokalize oldugu gériilmiistiir. Bir grup deneme kopegi
de toksin demir ile inkube edildikten sonra ayn: sekilde inokule edilmiglerse de
i¢ organlarda ne makroskopik, ne de mikroskopik bir proses gérillmemistir.
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Demirin képeklerde beden isist iizerine olan tesirini meydan gikarmak
icin g grup uzerinde galigildi. Birinci grup kopeklere 100 mg. toksin, ikinci
gruba 100 mg. toksin %, 25 mg. demir, ligiinci gruba da yalniz 25 mg. demir
inokule edildi. Detiemeye giren bitiin hayvanlarin beden ssilart gerek inokulas-
yondan 6nce ve gerekse inokule edildikten sonra rektal olarak olgiildii. Elde
ettigimiz sonuglar degisik olmakla beraber demirin, toksinin letali-
tesini, lokal ve genaralize tesirlerini inhibe eden miktars kullamldigs halde
toksinin beden 1sisint yiikseltici tesirini inhibe etmedigi anlagilmigtir.

Tetanus toksini: .

1 — Demirin toksinin erime kabiliyeti ve kobaylarda letalite tesiri izerine
tesirini agiklamak maksad: ile konttol kobaylara deri altt yolu ile agiklanan
metod geregince 1 /2000 nisbetinde su ile sulandirilan ve inkube edilen tetanus
toksininden 1 cc. enjekte edildi. Teste tabi tutulan hayvanlar ise, ayn: solusyon
ferro sulfat ile inkube edildikten sonra enjeksiyona tabi tutuldular. Denemeler
sonucunda demir ile inkube edilen tetanus toksininin kobaylarda artik letal
bir tesiri kalmadig1 gorildi. Elde edilen sonuglar 11 No. lu cetvelde agiklan-
maktadir. ‘

Cetvel 1I

Tetanus Toksininin demir ile muamelesinden Elde edilen Sonuglar:

Denemenin kobay Beher kobaya ya- Toksin solubi- Kurtulanlar

nevi adedi  pilan inakulasyon tesindeki degi-
dozu siklik. ) 3 gin 7 gin

Yalmz 8 1 cc. Toksin Precipitation yok o/8
Toksin+De- 8 1 cc. Toksin +  Precipitation 8/8
mir. o. 33 mg.FeSO 4 var.
Yalniz 5 1 cc Toksin Precipitation olfs
Toksin yok

Toksin+ De- 5 1 cc Toksin + Precipitation s /s
mir o. 33 mg. Fe SO4 var

Tartigma

Calismamizin konusu iizerinde bu giine kadar gesitli aragtirmalar yapil-
mistir. Her ne kadar yaptigi aragtirmalar tam olarak desteklenmekle beraber
demirin hayvanlarda detoksifiye edici tesiri dnceleri Heilmeyer (2) tarafindan
ileri siiriilmiigtiir. Yine aynt arastirict ve arkadaslarinin (3) elde ettikleri sonuca
gore, anemi gibi bakir noksanliginin diger tesirleri bilinmeden, demir noksan-
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ligt olan hayvanlarda bakteri toksinlerine karst bir duyarligin meydana gelme
sinin 6nemi ortaya atilmtyacag: inancina varmuglarsa da bu giin artik iz el-
mentler denilen bu maddelerin noksanligt halinde organizmada ne gibi bozuk-
luklarin husule gelecegi hakkinda bilgilerimiz ok fazla geniglemistir. Netekim,
son zamanlarda yine Heilmeyer ve diger arastiricilarin miigahadeleri
birlesmekte, enfeksiyon devresinde bakir metabolizmast degismekte ve bakir ile
yapilan 6n tedaviler ile deneme hayvanlarini bakteri endoksinlerinin 6ldiiriicia
tesirlerinden korudugu kabul edilmektedir. (3) Caligmamizda elde ettigimiz
sonuglar Heilmeyer (3), Janoff fve arkadaglarinin (6) elde ettikleri sonuglara
uymaktadir. Bu arastiricilar 6nceden de bahsedildigi gibi, gesitli bakteri ekso
ve endo toksinleri {izerinde yaptiklart aragtirmalarda demirin ve diger bazi
maddelerin invitro olarak bu gesitli toksinlerin gesitli tesirlerine karsi, bu
tesirlerin bazilarini tamamen bagzilarini da kismen giderici olarak bir etkiye
sahip olduklarini meydana ¢tkarmiglardir. Yaptiklar: denemelerde, tavsanlara
‘bir demir birlesimi olan proferrin’in énceden verilmesiyle E. Coli endotok-
sinine karst resistansin ylikseldigini miisahade etmiglerdir. Arastiricilar, proferrin
verilen bir seri deneme hayvanlarinda endotoksinin hem generalize hem de
lokal Schwarztman reaksiyonunun kayboldugunu tesbit etmiglerdir(5). Bu
sonuglar da bizim elde ettigimiz sonuglarl/dcsteklemetedir. Demir’in gesitli ekso
ve endotoksinleri detoksifiye etme etkisi lizerinde ve bilhassa hemorrajik sok
esnasinda eksik, abortiv demir metabolizmas izerinde daha bir gok-galigmalarin
yapilmasi lizim geldigine inantyoruz. Bununla beraber Tetanus ve Arthrax
agilart hazirlanirken bilhassa ileride toksinlerin antijen 6zellikleri tizerinde
yapilacak galigmalar da eklenmek suretiyle bu galismamizin bir yardimct olabile-
cegi inancina varmaktayiz. '

Ozet

1 — Tetanus toksini ile Anthrax basilinin toksin solusyonlar: 6zel metod-
larla hazitlandiktan sonra iki gruba aynldi,

2 — Birinci gruptaki toksinlere demir ilive edilip ikinci grup toksinlere
ilive edilmedi. Her iki grup toksin solusyonlar: 37° C. de galkalanarak 8 saat-
birakildi.

3 — Antrax toksini demir ile inkube edildikten sonra, képeklerde letal
tesirine ilive olarak lokal ve genaralize reaksiyonlar ve toksin tesiriyle husule
gelen beden 1s1s1 gibi biyolojik 6zellikleri de incelendi.

4 — Ayn sekilde tetanus toksinini de demir ile inkubasyonundan sonra
kobaylarda letalite Gzerinde denemeler yapildi.

5 — Gerek Anthrax gerekse tetanus toksinlerinin demir ile inkubasyonla-
rindan sonra deneme hayvanlari igin latelite tesirlerinin ortadan kalktig goriildi.
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6 — Anthrax toksini demir ile inkube edildikten sonra deneme hayvanla-
rinda husule gelen lokal ve genaralize reaksiyonlarin da kayboldugu miisahade
edilmistir.

7 — Elde edilen sonuglara gére, demir ile Anthrax toksinini inkube
etmenin toksinin beden isisint yiikseltici tesirini inhibe etmemistir.

~

Summary

Studies on The Inactivation of Bactefial Exotoxins and
Endotoxins By Iron

1. After preparation with specific methods of toxin solutions of Tetanus
and Anthrax Bacillus, these toxin solutions have been separated in two grou-
ps.

2. The iron has been added in first group: It has been not added in
second group. Both two groups toxin solutions have been incubated on
37 and shaken for 8 hours.

3 — After incubation with iron; the Anthrax toxin solution, its bio-
logical specificities such as lethal action, local and generalized reactions and
g P g
pyrogenic properties in dogs have been studied.

4. It has been carried out also some experiments in guinea pigs concer-
ning lethal action of Tetanus toxin solution after incubation with iron.

5. It has been found out that after incubation with iron of whether
Anthrax or Tetanus toxin solutions, the lethal effects of these toxins have
been counteracted in experimental animals.

6. It has been found out also that local and genaralized reactions of Anthrax
toxsin solution in experimental animals have been counteracted after incuba-
tion with iron.

7. According to results there is no effect on pyrogenic properties of Anth-
rax toxin solution incubation with iron. :
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