SERUMDA GLIKOPROTEIN (SEROMUKOID) TAYIN METODLARININ'
MUKAYESESI VE ROMATIZMAL HASTALIKLARDAKI DEGERI

1ijhal Yurtaslani* Sumru Tagman®**

~ Karbonhidrat ihtiva eden proteinler i¢in bugiine kadar ceitli smlﬂandifmalar
yapilmis ve cesitli isimler kullamlmistir. Bugiin karbonhidrat ihtiva eden bu prote~
“ inler Glikoproteinler ve Mukopolisakkaritler olmak iizere ikiye ayrilrlar. Mukopo-
lisakkaritlere «glikoz amino glikanlar» adi da verilmektedir. (2) (12) ‘

- Serum Glikoproteinlerinin perklorik asitte ¢Oziinen fraksiyonu «Seromukoid»

o olarak isimlendirilmektedir. Seromukoidlerin tayini ise klinik agidan giinden gline
~ Onem kazanmaktadir. Lokalize veya sistemik gesitli akut ve kronik hastaliklarda,
mesela malign tiimorlerde, romatizmal hastaliklarda, tiiberkiilozda, diger bazi infek-
. siyonlarda, karaciger sirozunda, psoriazis ve gutta bir artma meydana gelmektedir.

- (6) (8) 9) (10) "

; Serumda seromukoidlér arttifi zaman idrara da getikleri goriilmektedir. Bu
bakimdan idrarda da glikoprotein tayini Onemlidir. ' :

Séromukoid tayihi'kimyasal metodlar, elektroforez ve kromatografik metot- -
~ larla yaplabilir. Kromatografi ve elektroforezin boyle bir maksatla rutinde kullanil-
-mast zaman alicidir. (6) (7) (9) '

Glikoproteinler protein ve karbonhidrattan yapilmslardir. Yapisinda bulunan
bu maddelerden birinin Sl¢iimii ile total seromukoid tayini yapilmaktadir. Ancak
- cesitli kimyasal metodlarin sonuglari birbirine uymamaktadir. Bu sebeple biz bu
calismamizda heksoz iizerinden ve protein iizerinden total glikoprotein tayini ya-
parak bu iki metodu karsilastirdik. h ; o

Romatizmal hastaliklarda her iki metotla setomukoid tayini yaparak aymnc
teshisteki degerini ve hangi metodun daha giivenilir sonuclar verdigini tespit etme-
ge calistik. ‘ : o
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METODUN PRENSIBI

Total seromukoid tayini i¢in bu fraksiyonun serumdan izole edilmesi gerekir.
Serumdaki mukoproteinler perklorik asitte cOziiniirler. Diger proteinler ise ¢oziin- -
mez. Bu sebeple seromukoid fraksiyonunu serumdaki diger proteinlerden aywrmak
icin perklorik asitle muamele edilerek seromukoid disindaki serum proteinleri
uzaklastirihir. Cozeltide kalan mukoproteinler fosfotungstik asitle ¢oktiiriiliir. Bu
sekilde ¢Oktiiriilen seromukoid fraksiyonu gesitli sekillerde tayin edilir. '

. Biz bu calismada (11) Fenol metodu ile tirozin iizerinden ve orsinol-siilfirik
asit reaktifi ile heksoz iizerinden (3) (5) seromukoid tayini yaptik.

TIROZIN UZERINDEN TOTAL SEROMUKOID TAYINI (11)

Reaktifler :

1. % 0,85 NaCl ¢ozeltisi v :

2. 1.8 M perklorik asit : % 72 lik asitten 28 ml. almarak suile 200 ml. ye tamam- -
lanir. R '

3. % 5 fosfotungstik asit : 2N HC1 de hazirlanir. ‘ ,

4. 0,6 M Perklorik asit : 1,8 M perklorik asit 1/3 oraninda seyreltilir.

5. Folin:Ciocaltew'nun fenil reaktifi : 2 It. lik dibi yuvarlak bir balona 100 gm.

sodyum tungstat (Na,WO,. 2H,0) ve 25 gr. sodyum molibdat (Na;Mo0,.2H,0)

ve takriben 700 ml. su ilave edilerek ¢Oziiliir. Uzerine 50 ml. % 85 lik fosforik.

asit ve 100 ml. konsantre HC1 iléve edilir. 10 saat geri sogutucu altinda kaynatir.

Soguduktan sonra 150 gm. lityum siilfat, 50 ml. su ve bir ka¢ damla brom ilave

~edilir. Bromun fazlas1 15 dakika kadar agz1 agik kaynatilarak uzaklastirilir, sogu-

tulur ve litreye tamamlanir. Cozelti yesilimsi renk gbstermemelidir.

6. % 20 Na,CO, ¢ozeltisi A

7. Standart tirozin ¢dzeltisi : Bu ¢bzelti 100 ml, 0,1 N HCI de 10 mg tirozin

ihtiva eder. :

Yapihst ¢ Bir tiipe veya kiigiik bir erlenmayere 4,5 ml % 0,85 NaCl konur.
0,5 ml serum ilave edilir. Uzerine 2,5 ml 1,8 M perklorik asit damla damla konur,
karistirilir. 10 dakika sonra filtre kégidindan siiziliir. Stiziintiiden 5 ml bir santri-
fiij tiiptine alir, Uzerine 1 ml % 5 fosfotungstik asit konur, ¢alkalanir 10 dakika
bekletilir. Coken mukoproteinlefi ayirmak igin 2000 rpm de 10 dakika santrifiij edi-
jir. Ustteki berrak kisim atilir. Cokelerk 1/6 oraninda seyreltilmis fosfotungstik asitle
yikanir. (Bu yikama 0,6 M perklorik asitle .de olabilir). Ustteki berrak kisim ati-
lir, tiip drene edilir. Cokelege 1 ml % 20 Na,COs ilave edilerek ¢oziiliir, iizerine 3,5



632 . - Zithal Yurtaslan - Sumru Tasman

ml su ve 0,5 ml fenol reaktifi konur. 37°C de su banyosunda 15 dakika bekleti-
lir, 660 nm de (kirmiz1 filtre ile) kore karst okunur.

Standart icin bir tiipe 0,5 ml tirozin ¢ozeltisi, 1 ml % 20 Na,C0;, 3 ml su
ve 0,5 ml fenol reaktifi konur. 37°C de 15 dakika bekletilir.

- KOr deney i¢in bir tiipe 3,5 ml su, 1 ml % 20 Na,CO; ve 0,5 ml fonel re-
aktifi konur. 37°C de 15 dakika su banyosunda bekletilir. Standart ve deney bu
kére karst okunur. , )

Hesabi : 100 mg mukoprotein 4,2 mg tirozin ihtiva eder.
Netice su formiille hesaplanir : ' S

Bilinmiyenin O.D si
Standardin O.D si

x 357 = % mg seromukoid -‘

HEKSOZ UZERINDEN TOTAL SEROMUKOID TAYINI (3) (5)

Reaktifler :

% 0,85 NaCl cozeltisi | o

1,8 M perklorik asit (Yukarida anlatidig gibi hazirlanr.)

% 5 foéfotungstik asit (Yukahda.»anlatlldlgl gibi hazirlanir.)

0.1 N NaOH v

% 60 (V/V) H,S0, ¢ozeltisi

Orsinol reaktifi : % 30 (V/V) H:SO; de % 2 lik rekristalize edilmis

orsinol ¢ozeltisi. Bu ¢ozelti buz dolabinda bir ka¢ ay dayanir. Hafifce

pembemsi renk meydana gelince ¢ozelti atilir.

7. Stok standart : 100 mg galaktoz + 100 mg mannoz doygun benzoik asit
gozeltisinde ¢oziiliir ve 100 ml ye tamamlanir. Cozelti buz dolabmnda
stiresiz dayanikhidir. ' ‘ ' R '

8. Calisma standard: : ‘1 ml stok standart 9 ml distile su ile seyreltil‘ir. Co-
zelti her giin taze hazirlanir, o :

A e ol

Yapihs1 : Fosfotungstik asitle mukoproteinlerin ¢oktiiriilmesine kadar islem
tirozin metodunda tarif edildigi gibi yapilir. Santrifiijden sonra kalan mukoproter-
in 5 ml' % 95 lik alkolda yikanur. Cokelek 0,5 ml 0,1 N NaOH de ¢oziiliir. Bu
bilinmiyendir. 2 tiip daha alnr, koér icin hazirlanan tiipe 0,5 ml su konur, diger
tiipe 0,5 ml calisma standards ilave edilir. Bilinmiyen, kor ve standart tiiplerine 1,25
ml orsinol reaktifi ve 7,5 ml % 60 V/V H,S0, konur. Tiipler 20 dakika 80 +
0,5°C lik su-banyosunda bekletilir, sogutulur 15 dakika icinde distile suya ké;;';l-’
530 nm de okunur. - ) _— : :

: Bilinmiyenin O.D si - Kér O.D si
Hesab: :
_ Standardm O.D. si-Kér OD si

X 30 = % mg seromukoid
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Normal degerler : Tirozin metodu icin literatiirde ok farkli normal degerler
verilmistir. Winzler ortalama: % 80 mg verirken, Huergo ve Ark; erkekler icin (%
45 - 117 mg) kadmlar icin (% 49 - 100 mg), Lockey, Anderson ve Mac Lagan
(% 83 -203 mg) verdiler. - ' . -

Heksoz metodunda normal degerler (% 8 - 14 mg) olarak bildirilmistir.

Calismamizda biz kendi tesbit ettigimiz normal hudutlara gore neticelerimizi
degerlendirdik. RN e : ‘

BULGULARIMIZ

20 normal sahis, 12 spondilit rizomelik, 11 artroz ve 20 romatoid artrit va-
kasi olmak iizere toplam 63 vakada her iki metodla seromukoid tayini yaprld1.

Normal sahislar igin tirozin metoduna gdre bulunan en kiiiik deger % 57,6
ve en biiylik deger % 116 mg dir. Aritmetik ortalama (X) % 85,98 mg, standart
hata (S)_() = 3,321, standart deviasyon (Sd) 14,852 olarak bulundu. Buna gore
normal hudutlar % 56,28 - 142,25 olarak tesbit edildi. _ ,

Yine normal sahislarda heksoz m‘etoduna gore en diisiik deger % 10 mg ve
en yiiksek deger % 21,25 mg,”)z— = 16,16, S X = 0,849, Sd = 3,795 bulundu.’

. Buna gore normal hudutlar % 8,57 -23,16 mg olarak bulunur.

12 spondilit rizomelik vakasinda tirozin metoduna gore bulunan en diisiik de- -
ger % 59,7 mg, en yiiksek deger ise % 323 mg idi. Heksoz metoduna gore en
diisiik deger % 15, en yiiksek deger % 43,74 mg olarak bulundu. ,

12 spondilit rizomelik ve 20 normal sahista tirozin metodu ile bulunan de-
gerler mukayese edildiginde t = 3,220, P<0,01 bulundu. Bu bulgular, deger-
ler arasindaki farkin dnemli oldugunu ortaya koydu. _

Ayni gruplarda heksoz metodu ile bulunan degerlerin karsilastirilmasmda t =
4,101, P<0,001 olup fark burada da Snemlidir.’ , '

fncelenen 11 artroz vakasinda tirozin metodu ile en diisiik deger % 84,5 mg;
en yiiksek deger % 170 mg, heksoz metoduna gore ise en kiiciik deger % 16,9
mg en biiyiik deger % 27,8 mg olarak bulundu. L

Normal sahislarda tirozin metodu ile bulunan degerlerle artroz vakalarmdaki
degerler karsilastirildiginda t = 2,951, P<0,01 olarak ‘bulundu. Aradaki fark
Snemliydi. | | | :

Ay serilerde heksoz metodu igin t = 3,168, P<0,01 idi ve aradaki farkm -
yine onemli oldugu tesbit edildi. 20 Romatoid artrit vakasinda tirozin metodu ile
bulunan en kiigiik deger % 81,59 mg en yiiksek deger % 215 mg d1. Heksoz me-
todu ile bulunan en kiigiik deger % 21.1 mg ,en yiiksek deger % 34,6 mg di.”
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) Tirozin metodu ‘ile bulunaq degerlerin normal sahislarda ayni metodla bulu-
- 'nan degerlerle mukayesesinde t = 6,632, P<0,001 olup aradaki fark énemli bu- .
lunmustur. ' C , ; ' ' v :

Heksoz metodu ile aym serilerin 'mukayesesinde t = 8,218 ve p<0,001 bu-
lunmus, aradaki farkin 6nemli oldugu tesbit edilmistir. Bundan sonra gruplar bir-
-+ birleriyle karsilastirilms ve asagidaki hususlar tesbit edilmistir. - .

~ Romatoid - artrit ile spondilit rizomelik vakalarmnda tirozin metodu igin t =
0,526, p>0,05 bulunmus ve farkin Snemli olmadi goriilmiistiir. Heksoz metodu

ile aym seriler mukayese edildiginde t = 0,859, p>0,05 bulunmus ve tirozin me-

todunda oldugu gibi farkin Snemli olmadigr tesbit edilmistir. .

- Romatoid artrit ile artroz vakalarda tirozin metodu ile bulunan degerlerin
mukayesesinde t = 3,045, p<0,01 olarak bulunmilstur. Buna gtire aradaki fark
Onemlidir. - SR S T, : - T
a Aynt serilerde heksoz metodu ile elde edilen degerler kargilastirildiginda t =
733, p< 0,001 bulunmus ve tirozin metodunda oldugu gibi farkin nemli oldugu
tesbit edilmistir. ' o '

Spondilit rizomelik ve artroz vakalarinda tirozin metodu ile elde edilen de-
_ Zerlerin kargilastinlmasinda t = 1,359, p> 0,05, heksoz metodu ile bulunan de-
' gerler i¢in t = 1,441 ve P>0,05 olarak bulunmus, buna gore her iki metod igin
aradaki farkin onemsiz oldugu tesbit edilmistir,

TARTISMA VE SONUC

, Normal sahislarda tirozin metodu icin bulunan normal hudutlarm (% 56,28 -
142,25 mg) literatiirde verilen degerlere uydugu ve aritmetik ortalamanin X =% ;
85,98) literatiirde verilen ortalama degere (% 80 mg) yakin oldugu tesbit edilmis- -
tir, : ‘ o ,

3 Heksoz metodu ile buldugumuz normal degerlerin alt hududu literatiitde ve-
‘rilen degere uydugu halde iist hudut daha yiiksek bulunmustur. '

incelediéimiz,romatizmal-hastahklarda her iki metodla yapilan seromukoid
tayini sonuglarinimn normal sahislarda bulunan degerlerle kargilastirilmasinda ara-
daki farklarm Snemli oldugu ortaya ¢ikmustir: Buna gore romatizmal hastaliklarda
seromukoid tayini gergekten teshiste yardimer olmaktadir. Yine elde ettigimiz bul-
gularm verdifi istatistik sonuglarina gore bilhassa romatoid artrit ve spondilit ri-

- zomelikte normale gére artis daha fazla dldugundan bu hastaliklardaki teshis de-
geri daha. yiiksektir. I .

- Spondilit rizomelik ve romatoid artritte her iki metodla bulunan degerler mu-

. kayese edildiginde istatistik yOniinden Snemli bir fark tesbit edilememistir. (P>
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0,05). Yukarida bulgularimiz kisminda bu hastaliklarin normallerle karsilagtiril-

masinda aradaki farkin Snemli oldugunu belirtmistik. Buna gore bu iki grupta =

notmale gore Snemli bir artis olmakta fakat kendi aralarinda bir fark bulunma-
maktadir. Su halde her iki hastalik -grubunda seromukoid tayininin teshis degeri
yiiksek oldugu halde, seromukoid tayini ile bu iki grubun ayrnlmas: miimkiin' ola-
" mamaktadir. ‘ = B A

Artrozda da normale nazaran bir arti oldugunu ylikarlda belirtmistik. Fa-
kat bu hastalikta bulunan deferlerin spondilit rizomelikle mukayesesinde istatis-
-~ tiki yonden Onemli fark olmadigt, (P>0,05), romatoid artritle mukayesesinde ise
farkm 'iinemli oldugu - (P<0,01, P<0,001) tesbit edilmistir. . Buna go-
re seromukoid tayini artrozla spondilit rizomeligin ayirici teshisinde faydali olma- -
difr halde romatiod artritle aynilmasinda yardimer olabilmektedir.

e X1

40 80 120 7. 200 2%0 aso 320 52'0
- %

Sekil : 1. Romatoid Artritli hastalarm neticeleri : x ekseni iizerinde Tirozin tize-
rinden hesaplanan seromukoid, y ekseni iizerinde Heksoz iizerinden
hesaplanan seromukoid miktar gOsterilmistir,
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Normal §ahlslar ve romatizmal hastaliklarda her iki metodla ben_zer sonug-
lar elde edilmis ve seromukoid tayini i¢in her iki metodun da uygun oldugu go-
riilmiistiir.- 8 : ’ '

Romatoid ‘artrit ve spondilit rizomelikte her iki metodla yapilan seromukoid
tayin sonuglart iyi bir regresyon katsayisi vermektedir. (Swrayla r = 0,772, r =
0,887), burada tirozin metoduna ait degerlere, x, heksoz metoduna ait degerlere y
dersek romatoid artrit icin y = 14,735 + 0,007_ x denklemi, spondilit rizomelik

" igin y = 10,838 + 0,099 x denklemi elde edilir. Yukaridaki regresyon katsayi-
lar1 her iki metod arasinda bir uygunluk oldugunu gostermektedir. Her iki metodla
‘romatiod artrit ve spondilit rizomelige ait regresyon dogrulan sira ile sekil 1 ve 2
de gosterilmistir. - N ‘ , ‘ ' o

Boylece ¢alizmamizin isminde de belirtildigi gibi iki metod mukayese e‘dilmisk
ve her ikisinin birbirine uygunluk gosterdigi tesbit edilmistir.- ”

Yo 0  i0 W0 200 29p 280 a0 3o —x

~Sekil : 2. Spondilit Rizomelikli hastalarm neticeleri : x ekseni iizerinde Tirozin-
" lizerinden hesaplanan seromukoid, y ekseni iizerinde Heksoz iizerin-
den hesaplanan seromukoid miktari gOsterilmistir.
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OZET

1. Serumda glikoprotein tayininin romatizmal hastaliklarin teshisinde faydalt
oldugu tesbit edilmistir.

2. - En fazla yiikselme romatoid artrit ve spondilit rizomelikte olmaktadir. Bu
sebeple seromukoid tayini bilhassa bu iki hastalik icin Onemli bir tes-
his vas1tasxd1r

3. Artrozda normale nazaran bir yukselme olmakla beraber degerler diger
iki gruptakinden daha diisiik bulunmustur. Bu bakimdan seromukoid ta-
yininin hem artroz teshisinde ve hemde artrozun romatoid artrit ve
spondilit rizomelikten ayriimasinda faydali oldugu tesbit edilmistir.

4. Seromukoid tayini igin heksoz iizerinden ve tirozin iizerinden tayin ya-
pan metodlarin karsilastiriimasmda ise benzer sonuglar elde edilmis ve
_her iki metodunda ayni hassasiyette kullanilabilecegi tesbit edilmistir. An-
cak yiiksek sicaklikta derisik H,SO, li ortamda calismak zor oldugundan
tirozin metodu heksoz metodundan daha kolaydir ve tercih edilebilir.

SUMMARY

The comparison of the methods to determine glycoprotein in serum (Seromucoid)
and its importance in diagnosis of rheumatismal diseases

1., It was found that the determination of glycoprotem in serum helps for
d1agnosmg the rheumatismal diseases.

2. The highest increase in seromucoid has occured in rheumatoid arthritis
and spondylitis rhizomelica. Therefore determination of seromucoid is
particulary important for these two cases. ]

3. Although an increase with respect to the normal ranges was observed, in

" the case of artrosis this increase was small compared to the above two
cases. In this way determination of seromucoid helps both to diagnose
arthrosis and to distinguish it from rheumatoid arthritis and spondilitis
rhizomelica. ‘

4. 1In the comparison of hexose and tyrosine methods for determination of
seromucoid it was found that their results are similar and they may both
be used with the same accuracy. Since it is difficult to work in a medium
having concentrated H,S0, at high temperatures, it is better to use tyro-
sine method rather than hexose method.
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