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1. GIRIS VE AMAC

Karbonik Anhidrazlar (CA, E.C. 4.21.1, Karbonat Hidroliyaz),
karbondioksitin hidrasyonunu donisumlti olarak katalizleyen ve aktif bolgelerinde
Zn?* iyonu ihtiva eden monomerik proteinlerdir. Bugiine kadar omurgalilarin farkl:
organ ve dokularinda, farkli hicre i¢i yerlesimleri olan 15 CA izoenzimi
belirlenmistir (1, 2). CA enzimleri, organizmada CO?in tasinmasi, asit-baz
dengesinin diizenlenmesi, elektrolit sekresyonu gibi fizyolojik bircok olayda rol
oynar.

Organizmamin kendi doku antijenlerine karst immiin cevap olusturmasna
bagli olarak gelisen otoimmin hastaliklarda vicudun kendi proteinlerine karsi
antikor olusturdugu bilinmektedir (3). Sistemik Lupus Erithematos (SLE) ve
Sjogren Sendrom’lu hastalarin  serumlannda  yapilan calismalarda CA I
otoantikorlarinin  varligt gosterilmistir  (4). Deney hayvanlarinda yapilan
calismalarda CA 1l immunizasyonu ile g¢esitli otoimmiin hastaliklar olusturuldugu,
benzer sekilde cesitli otoimmin hastaliklarda CA 1l otoantikorlarimn varlig
gosterilmistir (5, 6, 7, 8, 9, 10). CA Il safra kanallari, pankreatik kanalar, renal
tubtller ve tikrik bezi kanallarinin epitel hiicrelerinde bol miktarda sentezlenir. Bu
yuzden CA |1’ nin c¢esitli ekzokrin bezlerin epitel hiicrelerinden salgilanan yaygin
bir hedef antijen olarak, otoimmiin ekzokrinopati ve otoimmuin epitelitis olarak
isimlendirilen hastalik komplekslerinin patogenezinde rol oynadig: diistntlmektedir
(11). Bugtine kadar, CA Il otoantikorlar1 SLE, sistemik sikleroz, dermatomiyozit,
polimiyozit, endometrioz, otoimmun hepatit, kronik viral hepatit, kronik pankreatit,
Ulseratif kolit, tip 2 diabet ve Graves hastaliklarinda da belirlenmistir fakat bu
hastaliklarin patolojisinde CA 11 otoantikorlarimn rolt anlasilamamstir (11, 12, 13).
Son donemde yapilan bir ¢calismada, eritrositlerde artmis oksidatif stresin CA 11'ye
kars1 antikor olusumunu tetikledigi gosterilmistir (14).



Romatoid artrit (RA) kronik seyirli, inflamatuar otoimmuin bir hastaliktir.
RA’'min gelisimi sirasinda vimentin, glukoz 6 fosfoizomeraz, tip Il kollagen gibi
cesitli  proteinlere, karsi otoantikor Uretimi  gosterilmistir.  Onceki  yillarda
bolimimizde yapilan calismalarda RA’'l1 hastalarda CA otoantikorlarini varligi
belirlenmistir. RA’l1 hastalarin eritrositlerinde yapilan calismalarda SOD, CAT ve
GSH-Px gibi antioksidan enzim miktarlarinda azalma, lipid peroksidasyonunda
artma belirtilmistir. Eritrositter CA’'nin en bol bulundugu htcreler oldugu icin
burada olusan oksidatif hasarin bu proteinlerde bazi degisiklilere sebep olmas
mumkunddr. Bu ¢alismada, RA hastalarinin serumlarinda CA otoantikorlari, MDA,
TAS seviyelerinin tespit edilmesi, yine bu hastal arin eritrositlerindeki SOD ve CAT
aktivites tayin edilip, MDA seviyelerin Olcllmes ve bu parametreler araandaki

iligkilerin incelenmesi amaclanmustir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Karbonik Anhidraz

2.1.1. Dagilimm ve fizyolojik Onemi:

Karbonik anhidraz (CA, E.C. 4.2.1.1., karbonat hidroliyaz) Zn ?* iyonu
iceren monomerik yapil1 bir proteindir. Prokaryotlardan 6karyotlara kadar cok genis
bir dagilima sahip olup birbirinden bagimsiz dort gen ailes tarafindan
kodlanmaktadir. Bugine kadar dort farkl: tipi karakterize edilmistir. Bunlar a-CA
(omurgalilar, bakteriler, algler ve vyesil bitkilerin sitoplazmasinda), pB-CA
(cogunlukla bakteriler, algler, tek ve cift cenekli bitkilerin kloroplastlarinda), y-CA
(temel olarak archealarda ve bazi bakterilerde), 6-CA’ dir (bazi deniz diatomlarinda)
(15).

En iyi karakterize edilen enzimler memelilerde tammmlanmis olup a-sinifi
enzimlerdir. Doku dagilimn ve hicre i¢i yerlesimi, katalitik ozelikleri ve
inhibitorlere kars1 direnci birbirinden farkli olan 16 a-CA izoenzimi ve katalitik
aktivites olmayan CA benzeri protein (CARP) bulunmustur (16). ilk defa 1933
yilinda memeli eritrositlerinden saflagtinlmiglardir.  CA’'min temel  fizyolojik
fonksiyonu CO, nin hidrasyonu veya bikarbonatin dehidrasyon reaksiyonlarim
dontsumlti olarak katalizlemesidir (17).

co, + H,0 Karponlk N HCO, + H*
Anhidraz

Bu reaksiyonla beraber; CO, tasinmasi, bikarbonatin dokular ve akcigerler
arasinda metabolize olmasinda, pH homeostazisinde, doku ve organlardaki
elektrolit sekresyonu, bir¢ok biyosentez reaksiyonunda (glukoneogenez, lipogenez,

Uregenez vs.), kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, timaor olusumu, idrar



4

asidifikasyonu, htcre proliferasyonuve farkhilasmas ve daha bircok fizyolojik ve

patolojik olaydarol almaktadir (17, 18).

Tablo-1 o-CA izoenzimleri, hidrataz aktivites, stlfonamid inhibitorleri icin

afinite ve hiicre ici yerlesimleri (15).

izoenzim Katalitik aktivite ( CO; Siilfonamidler icin Hiicre ici yerlesim
hidrataz) afinite

CA-1 Orta dereceli Orta dereceli Sitozol

CA-1I Y Uksek Cok yiksek Sitozol

CA-1III Cok distik Cok distik Sitozol

CA-1V Y uksek Y uksek Membrana-bagl

CA-VA Dusuk-orta dereceli* Y Uksek Mitokondri

CA-VB Y Uksek Y Uksek Mitokondri

CA-VI Orta dereceli Y Uksek Tukruk/stt icinde

CA-VII Y Uksek Cok yiksek Sitozol

CARP-VIII | Yok # Sitozol

CA-IX Orta dereceli-ylksek Y Uksek Transmembran

CARP-X Yok # Salglamr

CARP-XI Yok # Salgillanr

CA-XII Dusuk Cok yiiksek Transmembran

CA-XIII Orta dereceli Orta dereceli- yiksek Sitozol

CA-XIV Orta dereceli Y uksek Transmembran

CA-XV Dusuk Bilinmiyor Membrana bagli

*pH 7,4'te disUk, pH 8,2’ de orta dereceli veya yiksek
# Doga CARP izoenzimleri Zn(l1) icermezler, bu yizden stlfonamid inhibitorleri inhibitorleri
icin afiniteleri belirlenmemistir.

Fizyolojik dnemi bugiine kadar belirlenememekle beraber karbonik anhidraz

karboksilik, sitlfonik, karbonik ve fosforik esterlerin, aldehitlerin ve pirtvatin
hidrolizini de katalizler (19).

2.1.2 Karbonik Anhidraz I (CA 1)

CA

[, konsantrasyonu 12 mg /gram hemoglobin olup eritrositlerde

hemoglobinden sonra en bol bulunan proteindir. Insan eritrositlerinde CA I1’den
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yaklasik 6 kat daha fazla bulunan, fakat aktivitess CA I1'nin % 15'i kadar olan bir
izoenzimdir (Kcat=2.10°s"). Saglam yetiskin eritrositlerinde CA 1, tota CA
aktivitesinin % 50’sini olusturmaktadir (19). CA | insan fetal eritrositlerinde
bulunmaz. CA I, CI" tarafindan inhibisyonda CA I’ den daha fazla ve stilfonilamid
inhibitorlerinden de CA II'ye gore daha az etkilenir. CA |, kalin bagirsagin
epitelyumunda, kornea epitelyumunda, lenste, ter bezlerinde, adipoz dokuda
bulunur. Kirmizi kan hticrelerinde hemoglobinden sonra en ¢ok bulunan protein
olmasina ragmen hicbir hematolojik anormallik onun eksikligi sonucunda ortaya
ckmamaktadir. CA | izoenziminin fizyolojik 6nemi belli degildir. Diger CA
izoenzimlerinin ve baska mekanizmalarin CA | eksikligini telafi edebildigi tahmin
edilmektedir (20).

2.1.3.Karbonik Anhidraz II (CA II)

CA I, hemen hemen her doku veya organda baz: hticre tiplerinin sitozol inde
bulunan CO, hidrasyonu icin maksimum turnover sayili (1.10° s%) ve en genis
dagiliml1 yuksek aktiviteli bir izoenzimdir (21). CA 1l kemikte osteoklastlarda,
beyinde, oligodendrositler ve beyin epitelyumunda, gbzde lensler ve retina muiller
hiicrelerinde, karacigerde, bobrekte, salgi bezlerindeki asiner hiicrelerde, pankreatik
kanal hiicrelerinde, gastrik parietal hiicrelerde, uterusun endometriumunda, endotel
hicrelerde, spermatozoada, eritrositlerde, trombositlerde bulunur. Bu hiicre
tiplerinde CA 11I'nin fiziksel rolt dontisumltdir. Bazi hiicrelerde CA Il asit-baz
dengesi icin temel rol oynar. Uriner asidifikasyon tretimi icin H* salgilayan renal
tubuler, gastrik parietal hiicreler tarafindan H* salgisina katkida bulunur (17).  CA
Il pankreas sivisi icin HCO;™ katkist yapan pankreatik kana hicrelerine HCOs
temin eder. Donusumsiz korlige sebep olan glakomda CA 1l enziminin énemli
rolt vardir. Glakom anormal derecede yuksek goz ici basinciyla ortaya gikmaktadir.
Dunyada on milyonu askin kisinin yiksek goz ici basincina sahip oldugu tahmin
edilmektedir. Ak6z humor @6z ici basincimin saglanmasinda blydk rol
oynamaktadir (22). Akdz humorun salgilanmasinda da CA Il enziminin uyarici
etkisi vardir. CA 1l aym zamanda bobrekte, eritrositlerde ve karaci gerde proksimal
tubtllerde CO, degisimine katkida bulunur (23).



2.2 Otoimmiinite ve Romatoid Artrit
2.2.1 Otoimmiinite

Immiin sistemin temel fonksiyonu viicudun kendine yabanci antijenleri
tammma ve onlara kars1 B, T tipi lenfositler vasitaslyla immin cevap olusturmaktir
(3. Normalde vicut kendi doku antijenlerine karsi immin cevap
olusturmamaktadir. Fakat bazi patolojik durumlarda hiicre reseptorlerinin bozulmas:
veya immin cevap Urdnlerinden bazilarimin degisik aktivite gostermesi sonucu
organizmada degisen antijenlere karsi immun cevap olusmaktadir. Organizmanin
kendi doku antijenlerine karsi immin cevap olusturmasina otoimmunite,
otoimmunizasyonun rol oynacigi hastaliklara da otoimmin hastaliklar denir. Bu
hastaliklar, hastaligin bulundugu organlar bakimindan iki gruba ayrilr. I. grup
hastaliklar bir organda gorilmektedir ve organa 6zgul otoimmin hastaliklar
denilmektedir. Ornegin; tiroid hastaliklarn (Hashimoto ve Graves hastaligy),
pernisiydz anemi, adison, juvenil diabet gibi. Il. grup, romatoid artrit, skleroderma,
SLE gidi hastaliklarda oldugu gibi birden fazla organ tutulumu varsa bu tir
hastaliklara organa 0zguil olmayan veya sistemik otoimmin hastaliklar
denilmektedir.

Otoimmun hastaliklarin olusumunu tetikleyen ana faktorler:

e Genetik faktorler

e Immiuinolojik faktorler
e HUmoral immtin cevap
e Immiin kompleksler

e Hiicresel immiin cevap
oViral faktorler

Otoimmiin hastaliklarin olusma mekanizmas: kesin olarak bilinmemektedir.
Bu tir hastaliklarin tamisinda organizmanin kendi dokularina kars: olusan hiicresel
tip immin cevap ve otoantikorlarin belirlenmesinden yararlamlmaktadir.

Otoantikorlar; hasar gormis, antijenik olarak degismis dokulara cevap olarak
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gelisebilir. Sistemik otoimmiin hastaliklarda otoantikorlar pek cok antijene karsi
gelismis olabilir. Ve bu antikorlar hastaligin klinik belirtileri ortaya citkmadan yillar
Once pozitif bulunabilir (3).

2.2.2. Otoimmiin Hastaliklarda Immiinopatolojik Mekanizmalar

1- Immiin sistem araglaryla dogrudan temas halinde olmayan hiicre ici
maddeler organizma tarafindan “kendisine ait” olarak tammnmamis olabilir. Bunlar

dolasima kanstiklar: takdirde bir immtin cevaba yol acabilirler.

2- Organizmanin “kendisine ait” olarak tanichg: antijenler; kimyasal, fiziksel

veya biyolojik degisikliklere ugrayarak bu 6zelliklerini kaybedebilirler.

3- Yabanci bir antijen, organizmanin “kendisine ait” antijenleriyle capraz

reaksiyon meydana getirerek bir bagisiklik cevabinin olusmasina neden olabilir.

4- Otoimmunitede, hicresel immin cevap olusumunun énemi blydktar. T
ve B lenfositlter normalde organizmamin kendi doku antijenleri ile
uyarimamaktadir. Bu olay gelisme stirecinde otoantijenlerle temas sonucu anerji
(cevapsazlik) olusmasyla ve yetiskin donemde ise otoantijene 6zgul supresor T
hiicresi olusmasiyla agiklanmaktadir. Gelisim sirasinda bir mutasyonla supresor T
lenfositlerin fonksiyonlarimn azalmast sonucu, T lenfositlerin B lenfositleri strekli
aktive etmesi ile oto-antikorlar sentezlenmektedir. Lepra, sifiliz, tiberkiloz gibi
kronik bakteri infeksiyonlarinda adjuvant gibi kuvvetli ve devamli uyarim yapan
antijenler, B lenfositleri normal disi uyararak otoantikorlarin sentezine neden
olmaktadir (3).



2.2.3. Romatoid Artrit

Romatoid artrit, bircok eklemi ayn1 anda tutabilen, kronik seyirli, etyolojis
bilinmeyen, sistemik iltihabi bir otoimmun hastaliktir. Eklem tutulumu, sekil
bozuklugu (deformiteler) yaparak zaman icinde Onemli sakatliklara yol

acabilmektedir (25).

RA’'nin prevalana yaklasik olarak % 0,8 dir (%0,3-2,1). En ¢ok 35-60
yaslarinda baslamakta ve kadinlarda erkeklere oranla 2-3 kat daha fazla
gorilmektedir. Prevalana yas ile artmakta ve cinsiyet farklihigi yashlarda
azalmaktadir (25).

Hastaligin etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte genetik ve cevresel
faktorlerin rol oynadig1 ¢cok nedenli bir hastalik olarak tammlanmaktadir. Hastal 1k
aynt aile icinde birden c¢ok kiside gortulmektedir. Birinci derece akrabalar1 arasinda
romatoid artrit hastasi olan bir kiside romatoid artrit gelismesi riski, genel topluma
oranla 16 kat artmis olarak bulunmaktadir. Tek yumurta ikizleri arasinda hastaligin
birlikte gorilme siklig1 % 15-20 dir. Bu oran ¢ift yumurtaikizlerine gore 4 kat daha
yuksektir. HLA DR4 ve HLA DR1 romatoid artrite yatkinlik olusturan genlerdir
(26).

Hastaligin tamsinda simetrik eklem tutulumu ve romatoid faktor pozitifligi
tanya yardimci olsa da SLE, sedef artriti gibi degisik hastaliklarla karisabilir.
Amerikan Romatizma Kolginin 1987 yilinda yayinlachg tam kriterleri  (Tablo-2)
buglnicin RA’y1 tamimlayan en iyi arag olarak kabul edilmektedir (24, 26).

Tablo-2: Romatoid artrit tan: kriterleri-1987(ACR)

Romatoid Artrit Tant Kriterleri

Sabah tutuklugu Eklem cevrelerinde ve en az 1 saat sureli*
Uc veya daha fazla Bir hekim tarafindan tespit edilen en az 6 haftachr
eklemde artrit suregelen eklemsisligi veya sivisi*

El eklemlerinde artrit El bilegi, MCF ve PIF eklemlerinde en az 6 haftadir




stiregelen sislik*

Simetrik artrit Vicudun her iki yamndaki eklemlerde simetri
gbsteren ve en az 6 haftadir stiregelen tutulma
(Bilateral PiF, MCF ve MTF tutulumu simetri
gostermese de kabul edilir)*

Romatoid nodiil Eklem kenarlar1 ve temas bolgelerinde bir hekim
tarafindan tespit edilen deri alt1 nodulleri*

Romatoid faktor (Rf) Normal kontrollerde %5'den daha az pozitif

olumlulugu bulunan bir yontemle bakilmalidir

Radyolojik degisiklikler =~ On-arka planda gekilmis diiz € grafilerinde gorilen
erozyonlar ve periartikiiler osteoporoz

Taniicin en az dort kosulun bir arada olmasi gerekmektedir.
*En az 6 haftadan beri devam etmesi gerekmektedir.

2.2.3.1. Romatoid Artritin Patogenezi ve Oksidan-Antioksidan Denge ile
Tliskisi

Romatoid artritin patolojisinde hem humoral hem de hlicresel bagisiklik
mekanizmalarinin rol oynadigina iliskin bircok kamt vardir. Hastaligi baslatan
olaylar bilinmemektedir. immunolojik mekanizmalarla uyarilan T lenfositler
degisik proinflamatuar sitokinleri salgilayarak sinovial proliferasyona ve sinovite
neden olmaktachr. Ilerleyen donemlerde kikirdak ve kemikte de harabiyet
olusmaktadir (24, 25).

Serbest radikaller bircok fizyolojik ya da patolojik olaylar sirasinda
olusabilen eslenmemis elektronu bulunan atom veya molekillerdir. Eslenmemis
elektronlar bu molekllleri oldukca reaktif hale getirerek proteinler, lipitler ve
nikleik asitler gibi énemli molekilleri tahrip edecek reaksiyonlar: baglatabilirler.
Serbest radikallerin RA patogenezi Uzerindeki etkilerinin arastirilmas son 30 yildir
devam etmektedir. RA’l1 hastalarda bazi antioksidan maddelerin kullaniimas
faydali etkiler gostermistir.  Serbest radikaller ve serbest radikal UGrdnleri
inflamasyonun 6nemli mediatorlerindendir (27). T hlcrelerinin ve makrofgjlarin

aktivasyonu bluyuk miktarda oksijen tiketimi ile sonuclamir ve ROS olusumu artar.
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Ozellikle artan siiperoksit (O, ) miktar: hidroksil radikali (OH) ve peroksinitrit
(ONOQO) olusumuna sebep olarak hasarin daha da bliylimesine ve matriks yikimina
sebep olur (28). Organizma enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemleri
ile bu hasan 6nlemeye calismaktadir. Ozellikle SOD aktivesinin bu hasar 6nlemede
Onemli oldugu SOD knock out farelerde gosterilmistir (14). Bu farelere disaridan
SOD ve SOD'u taklit eden ganlar (Tempol) verildiginde hem hastaligin
Onlenmesinde hem de tedavi sirecinde faydali sonuglar elde edilmistir. RA
hastalarinin eritrositlerinde yapilan ¢alismal arda cogunda, bu hticrel erde antioksidan
enzimlerin miktarinda azalma ve lipit peroksidasyonunda ise artma gosterilmistir
(28).

2.3. Antioksidan Enzimler:

Hicrede olusan radikalerin detoksifikasyonu genellikle enzimlerle
gerceklestirilir. Bunlar; SOD, Kat ve GSH-Px gibi stiperoksit radikali ve hidrojen

peroksidi temizleyen enzimlerdir (29).
2.3.1 Siuiperoksit Dismutaz (SOD)

Slperoksit dismutaz [(SOD) slperoksit:stiperoksit oksidorediktaz EC
1.15.1.1] ilk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tarumlamistir
(30). Endojen olarak olusturulan slperoksit radikallerinin toksik etkilerinden
hiicreyi koruyan bir grup metalloenzimdir. Slperoksidin hidrojen perokside
donusumunt katalizler ve oksiradikallere karsi primer koruyucudur.

Bircok dokuda ve oldukca bol miktarda bulunan stiperoksit dismutazin iki

izoenzimi vardir:

1 Sitoplazmik Cu-Zn SOD
2. Mitokondrial Mn-SOD

Ayrica sadece Escherichia coli de bulunan Fe-SOD vardir.
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SOD enziminin asil fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri
stiperoksit serbest radikallerinin zararl etkilerinden korumaktir. Metabolik substrat
olarak enzim slperoksit radikallerini kullarir ve onu daha az zararl: bir bilesik olan
hidrojen perokside donUstdrdr (31).

_ (soD)
20, +2H » HO, + O,

»

2.3.2 Katalaz (CAT)

Katalaz (H,0,:H,O, oksidorediktaz E.C. 1.11.1.6) dort tane hem grubu
iceren ve her bir at birimin molektl agirligi 60kD olan tetramerik yapiya sahip bir
enzimdir. Tum aerobik mikroorganizmalarda, bitki ve hayvanlarda yaygin olarak

bulunan bir hemoproteindir (32).

En oOnemli fizyolojik fonksiyonu asagidaki reaksiyonu katalizleyerek
gerceklestirdigi H,O,' nin seviyesinin ayarlanmasinda diizenleyici rol amasi ve
hicreleri H,O,' nin oksidasyonundan korumasidir (31).

Katalaz

2.4. CA’1n Otoimmiin Hastahklarla fliskisi

Sjongren sendromu, idiopatik kronik pankreatit, primer safra sirozu, primer
sklerosik, renal tubller asidoz’'u iceren kuru gland sendromu veya otoimmin
ekzokrinopati adi verilen hastalik grubunda farkli organlarin duktal epitel
hiicrelerinde exprese edilen yaygin bir antijene karsi otoimmin bir cevabin var
olabilecegi ileri strilmustir (33, 34). Bu organlardan elde edilen ekstraktlarin
¢esitli hayvan tirlerine farkli adjuvantlarla imminizasyonuyla bazi immun
hastaliklar olusturulmustur. Ancak bu ekdraktlardaki uyarici antijenin yapisi
tammlanamamistir (35, 36).

Ilk kez 1991 yilinda Inagaki ve arkadaslar1 tarafindan sistemik lupus
erithematos ve Sogren sendrom (SS)'lu hastalanin serumlarinda CA I

otoantikorlarinin varligi gosterilmistir  (4). Nishimori ve arkadaslan SS ‘lu
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hastalarda pankreas, tikrik bezi, bobrek ve Ozefagus gibi ekzokrin organlarin
ekstraklarinda, CA II'ye baglanan monoklonal bir antikorun varligin
gostermiglerdir (37). Yine ayni arastirmacilar 1994 yilinda yaptiklar bir ¢alismada
insan CA |l ile PL/J wrki fareleri immilnize ederek otoimmin sialoadenitis
olusturmay1 basarmuslardir (7). Daha sonraki yillarda farkl arastirmacilar tarafindan
CA Il immunizasyonuyla immin aracilikli  kolangitis ve pancredtitis

ol usturulmustur (38).

Bu calismalan takiben, polimiyosit, sistemik sikleroz, endometriyozis,
otoimmun kolonjitis, kronik viral hepatit, diabet gibi cesitli hastaliklarda CA
otoantikorlar1 belirlenmis ve hastalarin serumlarindan saflastirilmistir (3, 4, 5, 6, 7,
8, 39). Baz1 hastaliklar icin bu antikorlarin guvenilebilir bir teshis gosterges
olabilecegi ileri stirilmiistir (40). Ozelikle AIC ile antimitokondrial antijeni negatif
PBC hastalarin ayriminda kullanilabilecegi ifade edilmistir (41).

CA Il otoantikorlarinin yukarida bahsedilen hastaliklarin patolojisindeki rolt
anlasilamamistir. Bazi arastirmacilara gore, hastaligin patolojik seyrine bagl1 olarak
olusan doku harabiyetinin bir sonucu olarak CA II'ye karsi bir antikor
olusturulmaktadir. Farkli olarak bazi arastirmacilar ise, olusan antikorlarin CA 11'ye
kars1 olugsmadigini, ancak, molekiler taklit (molecular mimicry)’den dolay: farkl
bir antijene kars1 Uretilmis antikorun CA Il ile ¢apraz reaksiyon verdigini ve bu
antijenin membrana bagl1 diger CA izoenzimleri (CA 1V, IX, XI1) olabilecegini ileri
sirmuslerdir. Fuji ve arkadaslarimn 2007 yilinda SOD geni cikarilmis farelerde
yaptiklart bir calismada, eritrositlerde artmis oksidatif strese bagl olarak CA II'ye
kars1 antikor olustugunu ve bu antikor olusumunu N-asetilsistein kullanimi ile
azaldhgim gostermislerdir (14). Ancak bugiine kadar kesin bir mekanizma ortaya
konulamanmustir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1 Kullamlan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Tablo 3. Tez calismasinda kullarilan cihazlar ve laboratuar malzemelerinin

pH-metre
Santrifiij

Vorteks karistirici
Sogutmal1 santrifiij
Spektrofotometre
HPLC

C18 Kolon

HPLC saf su cihaz1
CBC cihaz1

ozellikleri.
Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler Marka /model
Derin dondurucu Vestel, Arcelik, Bosch
Hassas analitik terazi Oertling NA 164
Calkalayia Ntve, SL 350
ELISA pleyti Bioscience
ELISA yikayicist Diagnostics Pasteur LP 35
ELISA okuyucusu VERSA max mikroplate reader
Etiiv Gallenkamp
Manyetik karistirici Ikamag RH
Saf su cihazi Aguatron 4AD
Otomatik pipet, 10-100 pL Socorex
Otomatik pipet,100-1000 pL Socorex
Otomatik pipet,1-5 uLL Eppendorf
Otomatik pipet, 1-5 mL Exelpette

Hanna Instruments, HI 9321
Heraeus, Labofuge 200

Nive, NM 110

Heraeus, Sepatech

Shimadzu, UV -1601

Agilent 1100 Series
Hi-Chrom (4,6 ¢apl1, 25 cm)
ELGA, Purelab UHQ
Beckman Counter, LH 750
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Calismada kullamlan kimyasal maddeler, Uretici firmalar, Grin kodlar: ve

bazilarimn saflik dizeyleri Tablo 4. daverilmistir.

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler Uretici firmalar ve Uriin kodlart

Kullanilan kimyasal maddeler

Satin alinan firma, kodu ve safhgi

Disodyum hidrojenfosfat

Merck, AS547474

heptahidrat (Na,HPO,.7H,0)

Hidrojen peroksit (H202) Sigma, A6011

Sit tozu Pinar

Sodyum bikarbonat(NaHCO,) Merck, >%099,5 (6329)
Sodyum karbonat (NaxCO3) Sigma, Lot 2029A
Tween-20 Sigma, %10, P8942

Sitrik asit (CeHgO7.H20)

Sigma, C-1909, Lot 47H0808

Sulfirik asit (H2SO0s)

Carlo Erba, %96 (d=1,84 g/mL) N0:300057

Sodyum hidroksit (NaOH) Merck, >%99 (6462)

Hidroklorik asit (HCI) Carlo Erba, %37 (d=1,25 g/mL) (7647-01-0)
Potasyum dihidrojen fosfat Merck, 646 A-153371

(KH2POg)

Potasyum klorur (KCI) Merck, %99-100 (711 TA299855)

Sodyum klortr Merck, %99,5-100 (1.06400.1000)

Horseradish peroksidaz takil1 tavsan
anti-human IgG antikoru

Sigma, A-8792, Lot 103K 4848

Orto-phenlylene-diamine tabl etl eri

Sigma, P-1063,Lot 092K 8205

Ksantin

Sigma, Lot 38H5007 (%99-100)

Sodyum Klortr (NaCl) Riedel-de Haén, Lot 20720
Etilendiamin tetraasetik asit Carlo Erba, Code no:303227
(EDTA)

Bakir (1) Klorir (CuCly)

Lancaster, (%98)

Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
tabl etleri

Sigma-Aldrich, Lot 024K8201 N-5514

Ksantin Oksidaz (XOD) Sigma, Lot 024K 3783 X-4500
Tiyobarbitlrik asit (TBA) Merck, L613080 409

Sodyum azid (NaN3) Sigma, Lot 52H0284 S-2002
Trolox Fluka, 56510

1,1,3,3-Tetrametoksi propan

Sigma, Lot 76H3424,T-1642

1,1,3,3-Tetraetoks propan

Sigma, Lot 062K 0587 (%97) T-9889
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3.2. METODLAR
3.2.1. Numunelerin Toplanmasi

Calismaya, KTU Tip Faekiltes Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon
Poliklinigi’ ne basvuran ve ACR kriterlerine gbre romatoid artrit tamsi konmus,
yas ortalamas: 49,25+12,8 olan 7'si erkek 25’i bayan 32 hasta (hasta grubu) ve
gonulli olarak calismaya katilan, yas ve cinsiyet yoninden hasta grubuyla
eslestirilmis yas ortalamasi: 46,5+£10,4 olan 8'i erkek 24’ (i bayan 32 kisi (kontrol
grubu) katildi. Calismaya katilan kisiler, daha once tip faklltes insan etik
kurulunda onaylanan 2007/82 nolu rapora uygun olarak calisma hakkinda
bilgilendirildi ve aydinlatilmis onamlar1 alindi. Sabah a¢ karnina biyokimya ve
CBC tiuplerine alinan kanlar 3000 rpm’'de 10 dakika santrifljj edildi. Serum ve
plazmalar ayrildi. RA tamisinda kullamilan biyokimyasal parametreler ve

demografik bulgular Tablo 5'te verilmistir.

Tablo 5. RA tarisinda kullanilan biyokimyasal parametreler ve demografik

Ozellikler.
Normal deger Kontrol Hasta
araligi

N - 32 32
Yas - 46,50 + 10,35 49,25 + 12,83
Cinsiyet (E/K) - (8/24) (7/25)
ASO (U/mL) <240 * 143,74 + 113,60
hsCRP (mg/dL) <0,3 * 1,21+1,52
RF (U/mL) <19 * 77,61+ 134,64
ESH (mm/saat) 0-20 * 20,22 + 12,89
Hemoglobin (g/dL) 12-17 * 12,60+ 1,77

* Olgulmemistir.
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CBC tuplerinde plazmaari ayrilmis kanlara yaklasik Gg¢ kati hacimde
%0,9'luk NaCl eklenerek 4000 rpm de 10 dakika santrifij edildi. Bu yikama
islemi 3 kez tekrarlanarak plazma artiklar1 uzaklastirildi.

Bu sekilde elde edilen serum, plazma ve eritrosit paketleri calisma
gerceklestirilene kadar -80 °C da saklandh.

3.2.2. CA Otoantikorlarmin ELISA Yontemiyle Tayini

Hosoda ve arkadaslari tarafindan gelistirilen ELISA yoOntemi bazi
degisiklikler yapilarak calisma gruplarindaki bireylerin CA | ve CA 1l
otoantikorlarinin belirlenmesinde kullaruld: (42). Her numune icin 6lgiimler U¢ kez
tekrarlandi.

Cozeltilerin hazirlanisi

1. Kaplama tamponu: A ¢Ozeltisi: 0,2 M NaCO; (2,12 g / 100ml), B
cozeltisi: 0,2 M NaHCO; (1,68 g/ 100ml) 8mL A cozeltisi ve 17mL B ¢ozeltisi
aindi. pH 9,6 ya ayarlanip distile su ile hacim 100mL’ye tamamlandi. Oda
sicakliginda muhafaza edildi.

2. Birinci yikama tamponu (PBS ¢ozeltisi): 0,8 g (0,24 M) NaCl, 0,02 g
(2,7 mM) KCl, 0,02 g (1,5 mM) KH,PO, ve 0,2169 g (8,1 mM) Na,HPO,.7H,0
tartilip bir miktar distile suda ¢ozildi IN NaOH ile pH: 7,4 olacak sekilde
ayarlandi. Hacmi distile suile 100 mL’ye tamamland.

3. Ikinci yikama tamponu (Tween-20-PBS cozeltisi): (0,14 M) 0,8 g
NaCl, (2,7 mM) 0,02 g KCl, (1,5 mM) 0,02 g KH,PO, ve (8,1mM) 0,2169 g
NaHPO,.7H,0 tartilip bir miktar distile suda pH: 7,4’e NaOH ile ayarlandi. 50uL
tween-20 eklendi. Hacmi distile su ile 100 mL’ ye tamamlanch.

4. Bloklama tamponu: Ug¢ gram siit tozu 100mL PBS de ¢ozilerek
hazirland:.

5. Seyreltme tamponu: Bir gram sit tozu 100mL PBS de cozilerek

hazirlandi.
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6. Sitrat-fosfat tamponu: 0,1 M (2,101 g) ditrik asit (CsHgO;.H,0), 0,2
M (3,12g) sodyum hidrojen fosfat (NaH,PO,.2H,0O.) ainir. Distile su ile 100
mL’ye tamamlanr. pH 4,8e ayarlamr. Substrat cozeltiss hazirlamak icin
kullanld.

7. Antikor (konjugat) c¢ozeltisi: Bes uL Horseradish peroksidaz takil
tavsan anti-human 1gG antikoru alinir ve bloklama tamponu ile 10 mL’ye
tamamlanir.

8. Substrat ¢ozeltisi: 10 mg orto-phenlylene-diamine pH: 4,8 olan sitrat -
fosfat tamponunun 25 mL’sinde ¢ozulUr. Kullamlmadan hemen 6nce ¢ozeltiye
10uL, %30’ luk hidrojen peroksit ilave edilir.

9. 2 M siilfiirik asit cozeltisi: %98'lik H,SO,ten 10,8 mL amnip
deiyonize suyla 100 mL’ ye tamamlanr. Reaksiyonu durdurmak icin kullanildi.

Deneyin Yapihsi:

1. Kaplama tamponunda seyreltilen ve konsantrasyonu 10 pg/mL olacak
sekilde hazirlanan CA | veya CA Il ¢ozeltilerinden 50'ser uL ELISA pleytindeki
kuyucuklara aktarildi. 18 saat +4 °C’ da inkilbasyona birakild: (kaplama yapilirken
her serum 6rnegi icin 4 kuyucuk ayrilir ve bu kuyucuklarin ikisi CA | veya CA I
ile kaplanr, ikisi kaplanmaz. Sonuclar degerlendirilirken kapli olan kuyucuklarin
absorbans degerlerinden kaplanmamis olan kuyucuklarin absorbans degerleri
cikartilir).

2. Pleyt PBS tamponu (birinci yikama ¢ozeltisi) ile 5 er dakika arayla 3 kez
yikandi. Yikamaislemi su sekilde yapildi: Once ELISA yikayiasinda pleyt bir kez
yikandi ve ardindan sekizli pipetle 200 uL yikama tamponu kuyucuklara
pipetlendi ve calkalayicida 5 dakika calkalandi ve ardindan ELISA yikayicisinda
yikandi. Bu islem 3 kez tekrarlandh.

3. Yikama isleminin ardindan kuyucuklara 200 pL bloklama tamponu ilave
edildi ve oda sicakliginda 2 saat ¢alkalayicida inkibasyona birakildi.



18

4. Bloklamanin ardindan Pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci

yikama ¢ozeltis) ile aynen ikinci basamaktaizah edildigi gibi 3 kez yikand.

5. Hasta (32 romatoid artritli) ve kontrol (32 saglikli birey) serumlan
seyreltme tamponunda 1/200 oramnda seyreltildi. Her bir seyreltilmis serum
ornegi 100’ er uL 3'U kaplanmis 3’ U kaplanmamis olmak Uizere toplam 6 kuyucuga
pipetlendi ve 2 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida bekletildi.

6. Inkibasyonun ardindan pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci
yikama ¢ozeltis) ile ikinci basamaktaizah edildigi gibi 3 kez yikand.

7. Kuyucuklara %1 st tozu ihtiva eden seyreltme tamponuyla 1/2000
oraninda seyreltilmis antikor ¢ozeltisinden ( horseradish peroksidaz takili tavsan
anti-human 1gG antikoru ) 100’er pL ilave edildi ve oda sicakliginda 1,5 saat
calkalayicida bekletildi.

8. Inkiibasyonun ardindan pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci
yikama ¢ozeltis) ile ikinci basamaktaizah edildigi gibi 3 kez yikand.

9. Pleytlere 100 puL substrat c¢ozeltis ilave edildi. 30 dakika oda
sicakliginda karanlikta bekletildi.

10. 100 ubL 2 M H,SO, bitin kuyucuklara pipetlenerek reaksiyon
durduruldu. ELISA okuyucusunda 485 nm’ de absorbans okundu.

CA kaplanmis kuyucuklardan okunan absorbanslarin ortalamasindan CA
kaplanmams kuyucuklarda okunan absorbanslarin ortalamasi ¢ikarilarak sonuclar
elde edildi. Boylece serumlardaki anti-CA miktarlar1 485 nm’ deki absorbans artisi
olarak hesapland.

3.2.3. Plazma Lipid Peroksit (MDA) Seviyesi Tayini

Plazma Lipid peroksit seviyes ol¢ciimi Yagi (43) yontemiyle yapildi. Lipid
peroksidasyon Urini (MDA) ile tiyobarbitirik asit arasindaki reaksiyon sonucu
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olusan kirmizi renk spektrofotometrik olarak olctldi. TBA ile reaksiyona girerek
ayn rengi veren suda ¢ozinir maddeleri uzaklastirmak icin serum lipitleri

proteinle birlikte fosfotungstik asit/stlfurik asit sistemiyle ¢coktiruldi.

Cozeltilerin hazirlanisi:

1. 0,084 N siilfiirik asit: 570 uL %98'lik H,SO,4 bir miktar su iceren
balon jojeye pipetlenip hacim 250 mL’ye tamamlandi.

2. %10’luk fosfotungstik asit: 0.5 g H3(W30,0)sxH,0 4,5 mL deiyonize
suda ¢ozaldi.

3. Tiyobarbitiirik asit (TBA) reaktifi: 0.67 g TBA %50'lik 100 mL
asetik asit cozeltisinde 1sitilarak ¢ozildu (gunl ik hazirland.).

4. Standart cozeltileri: 0, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 nmol (1,1,3,3-
tetrametoksipropan (TMP)) /mL: 164,7 uL TMP 0,01 M HCI ile 100 mL’ye
tamamland: ve 50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu 10 mM’lik stok cozeltiden 10 pL
alimp 10 mL’ye deiyonize suyla tamamlanarak hazirlanan 10 puM’ ik standarttan
seri dilUsyonlar yaparak standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Deneyin yapilisi: Tablo 6'da ifade edildigi gibi pipetlemeler ve islemler
yapildi.

Tablo 6. Plazma MDA seviyes Ol¢iimi icgin reaksiyon karigimu.

Reaktifler Numune (mL)
Plazma 0.3
H,SO, 24
Fosfotungstik asit 0.3

Hafifce vortekslenerek 5 dakika beklendi. 4000 rpm ‘de 10 dakika
santrifijlendi. Ust faz atildh.

Deiyonize su 4.0
Cokelek vortekslenerek ¢ozaldu.
TBA reaktifi 1.0

1 saat kaynar su banyosunda tutuldu ve sogutul du.
n-bttanol 3.0
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Tupler vortekslenip n-butanol karisimi saglandiktan sonra 3000 rpm de 10
dakika santriflj edildi. n-bitanol fazi aynldi ve 532 nm’de n-bitanol’e karsi

absorbanslar spektrometrede okundu.

Sonuclar MDA icin hazirlanan Sekil 1'deki standart grafiginden
yararlanarak hesapland:.

0,12
0,1 A
0,08 -
0,06 -

0,04 -

Absorbans (532 nm)

0,02 - S

O T T T T T 1
0] 2 4 6 8 10 12

Standart Konsantrasyonu (uM)

Sekil 1. Plazma MDA seviyes 6l¢iimu icin standart grafigi
3.2.4.FEritrosit MDA Tayini

Eritrosit MDA 6lciimi Young ve Trimble'1n (44) metodu modifiye edilerek
gerceklestirildi. Metod, lipid peroksidasyon Uriint olan malondialdehit (MDA)’ in
tiyobarbitirik asitlesitiimasiyla olusan kompleksin 536 nm de uyarilmas ve 555
nm'de yaydigt s1i;in HPLC de floresan detektorle Olgilmes esasina
dayanmaktadhr.

Cozeltilerin hazirlanisi:

1. % 0,2’lik Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT): 0,02 g BHT 10 mL
saf etil alkolde ¢ozulda.
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2. 0,46 M Fosforik asit: % 85'lik fosforik asitten 1.551 mL alirmip 50
mL’ye tamamlanch.

3. % 0,6’ik Tiyobarbitiirik asit: 0,3 g TBA 50 mL % 50'lik asetik asit
cozeltinde1sitilarak ¢ozaldu.

4. 1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 4 g NaOH 100 mL deiyonize suda
¢cozulda.

5. 25 mM fosfat tamponu: 2,9368 g KH,PO, ve 0,5958 g K,HPO, 1 L
HPL C safliginda suda ¢ozildi. pH’ st 6,4 e ayarlandh.

Deneyin yapihsi: Tablo 7'da gosterildigi gibi pipetlemeler ve islemler
yapilir.

Tablo 7. Eritrosit MDA seviyes Olciimu igin reaksiyon karigimi.

Numune (nL) Standart (uL)
Numune 100 -
Standart - 100
% 0,2lik BHT 10 10
Fosforik asit 600 600
Vortekslendi. 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
%0,6’hik TBA 200 200
Vortekslendi. 90°C’ de su banyosunda 30 dakika 1sitild.
Numune 400 -
Standart - 400
Metanol 720 720
NaOH 80 80
5 dakika 180009’ de mikrofujde santrifjlendi ve stipernatan

aindt.

Slpernatan viallere aktarilip HPLC de C18 kolonda asagidaki ayarlamalar
yapilarak florometrik olarak MDA tayin edildi.

Akis hiz: 1 mL/dak

Enjeksiyon : 40 pL

Mobil Faz: Tampon:metanol (65:35)

Sicaklik : 45°C
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Detektor: Floresan detektor (Ex:536, Em:555)

wda

FLD1 A, Ex=336, BEm=335 (MDATESMDAODDT1 .00

Ll

06

0.575 o

055 o

0.525 4

0.3

0475 o

045 +

0.4235 o

T T T T
1] 2 4 =] g min

Sekil 2. Eritrosit MDA dizeyi 6l¢imui icin HPLC kromatogram.

Y aklasik 6,9 uncu dakikada elde edilen Sekil 2 gorilen pik MDA ya aittir.
Hazirlanan standartlara gore olusturulan standart grafiginden yararlanmilarak
numunelerin  konsantrasyonlar1 hesaplandi  (Sekil 3). Sonuclar hemoglobin
degerlerine boltinerek uM/g Hb olarak ifade edildi.

MDA, FLDA A
Area = 651028288 Amt -0 4119177

Area—|
| Rel. Res%01): 1.427

20—

0 Corelation: 0.08363

I
] 05 1 15 2 25 3 El5 4 Amount[ubd]

Sekil 3. Eritrosit MDA seviyes 6lgimu igin standart grafigi.
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3.2.5.Eritrosit Antioksidan Enzimler

Deneylere baslamadan 6nce hasta ve kontrol gruplarindaki bireylere ait

eritrosit paketlerindeki hemoglobin degerleri 6l¢uldu.

3.2.5.1.Siuperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini:

Slperoksit dismutaz aktivitesinin tayini, Sun ve Oberley’in (45) metoduna
gobre yapildi. Bu metod, Ksantin-ksantin oksidaz sisteminin olusturdugu stiperoksit
radikallerinin nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgeyerek olusturdugu mavi-mor
rengin 560 nm de verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak olcllmes esasina
dayanir. Eritrositlerdeki SOD’ un ortamdaki stperoksit radikallerini uzaklastirmasi
sonucu optik dansitede meydana gelen azalmadan yararlamlarak SOD tarafindan
katalizlenen reaksiyonun % inhibisyonu hesaplandi. % 50 inhibisyona kars1 gelen

SOD miktar: bir enzim tUnites olarak alindh.

Cozeltilerin hazirlanisi:

1. 0.3 mmol/L ksantin ¢ozeltisi: 0.0456 g ksantin 1 L deiyonize suda
¢ozuldu.

2. 0.6 mmol/LL EDTA c¢ozeltisi: 0,056 g EDTA mL deiyonize suda
cozuldu.

3. 150 uL NBT cozeltisi: 1,2265 mg NBT 10 mL deiyonize suda ¢ozul di.
NBT gunlik taze hazirlandh.

4. 400 mM Na,CO; cozeltisi: 2,12 g Na,CO; 50 mL deiyonize suda
gOzuldu.

5. 1g/L BSA: 100 mL deiyonize suda 0,1 g BSA ¢ozuldu.

6. 167 U/L ksantin oksidaz ¢ozeltisi: 27,3 U/mL’lik orijinal siseden 12,2
puL alinip 2 mL ye tamamland:. Ksantin oksidaz guinltik hazirlandh.

7. 0.8 mmol/L CuCl, ¢ozeltisi: 0,027 g CuCl, 250 mL deiyonize suda

¢cozuldu. Gunlik taze hazirland.
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8. 2 mol/L amonyum siilfat: 13,2 g amonyum sllfat deiyonize suda
cozuldu.

9. Reaksiyon karisimi: 80 tlp icin; 80 mL 0,3 mM ksantin ¢ozeltisi, 40
mL 0,6 mM EDTA c¢ozeltisi, 40 mL 150 uM NBT cozeltisi, 24 mL 400 mM
Na,CO; ¢ozeltisi, 12 mL 1g/L BSA karistirildh.

Deneyin yapilisi: Tablo 8 de ifade edildigi gibi pipetlemeler ve islemler
yapildi.

Tablo 8. SOD aktivitesi 6l¢limi igin reaksiyon karisimu.

Cozeltiler mL
Reaksiyon karisinm 2.45
Numune 0.5
Ksantin oksidaz 0.05
25°C da 20 dakikai nkibasyona birakildi (karanlikta).
Bakir Kloriir 10

560 nm'’ de absorbans 6l ¢l du.

Hesaplamalar % inhibisyon olarak hesaplandi. Sekil 4'teki standart grafigi
SOD aktivitesinin logaritmas alinarak Sekil 5'teki lineer standart grafigine
donUstraldt. Bu standart grafiginden yararlamlarak % inhibisyonlar SOD
aktivitesine donusturdldl. Sonuclar hemoglobin miktarina bolinerek U/g Hb

olarak hesaplandh.

S (A kdor — A numune)
% inhibisyon = — x100
- A kor
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80
70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A
10 -
0] . . . . . |

0] 2 4 6 8 10 12

% inhibisyon

SOD Aktivitesi (U/mL)

Sekil 4. SOD aktivites icin standart konsantrasyonuna karst % inhibisyon
grafigi.

80 ~
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

% inhibisyon

20 A
10 A

}
I T T T u T T T T T 1

-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Log SOD aktivitesi (U/mL)
Sekil 5. SOD aktivitesi icin standart konsantrasyonlarin logaritmasina karsi
% inhibisyon grafigi.
3.2.5.2. Katalaz (CAT) Aktivitesi Tayini

Hidrojen peroksidin oksijen ve suya hidrolizini katalizieyen katalaz

aktivitesinin tayininde Aebi’ nin (32) metodu kullanldh.

240 nm'’ de H,O,’ nin bozulmasi sonucu absorbanstaki disis takip edildi.
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Cozeltilerin hazirlanmasi

1. 50 mM fosfat tamponu (pH:7,06): 81 g KH,PO, 1L ve 890 g
NaPO,4.2H,0, 1L delyonize suda ¢ozildu. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1,5 oraminda

karistirldi. Gerektiginde asit veyabaz ilavesiyle pH 7,0’ a ayarlandh.
2. 30 mM hidrojen peroksit: 0,34 mL %30'luk H,O, ainarak fosfat

tamponu ile 100 mL’ ye tamamlandi. Ginl Uk hazirlandi.

Deneyin _vapilisi: Paket eritrositter Hb konsantrasyonu 5g/dL olacak
sekilde seyreltilerek hemolizatlar hazirlandi. Ve Tablo 9'de ifade edildigi gibi

pipetlemeler yapild.

Tablo 9. Katalaz aktivitesi 6l¢timi icin reaksiyon karisimi.

Kor(mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 1.00 --
Numune 2.00 2.00
H,0, -- 1.00

Hidrojen peroksit ilave edilir edilmez 30 s boyunca 240 nm’'de

absorbanslardaki dusts izlendi.

Katalaz aktivitesinde birim olarak birinci derece reaksiyon hiz sabiti (k)
kullanldi. 15 S'lik zaman aral1g:1 icin asagidaki formilden yararlanilarak aktivite

hesaplandi (32).
k=0,153 x1I Al Hb
=0, xlog 12 5 x4

A 1=Baslangi¢ Absorbansi A2=15 s sonraki absorbans

Seyreltme faktoru ile carpildi. Eritrositlerde gram Hb basina aktivite hesal
yapildi (k / g Hb).
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3.2.6.Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Tayini

Hasta ve kontrol gruplarina ait serumlardaki total antioksidan durum EREL
(46) metoduna gore hazir ticari kit (Abbot) kullanilarak yapildi. Bu metod, Fe?*-
O-dianisidin kompleksinin hidrojen peroksitle verdigi fenton reaksiyonuyla olusan
hidroksil radikalinin indirgenmis renksiz o-dianisidin molekilini oksitlemesiyle
olusan sari-kahve renkli dianisidilin absorbansimin 444 nm de dlclimes esasina

dayanir. Standart olarak E Vitamini tUrevi olan Trolox kullanld.

Standartlarin Hazirlanisi:

0,0025 g Trolox 10 mL etanolde ¢oztldi. Elde edilen 1mM’lik ¢ozeltiden
seri dilusyonlar yapilarak 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 mmol Trolox Eqg/ L’lik standartlar

hazirland:.

Deneyin yapilisi: Tablo 10'da ifade edildigi gibi pipetlemeler ve islemler
yapuldi.

Tablo 10. Serum TAS 6lgiimu icin reaksiyon karisimi.

Numune(pnL) Standart (uL) Kor(pL)
Numune 5 - -
Standart - 5 -
Kor - - 5
Reaktif 1 200 200 200

444 nm’ de absorbans 6lcimi yapildi (A,).
Reaktif 2 10 10 10

3-4 dakika inklbasyona birakilir. 444 nm’ de absorbans ELISA okuyucusunda
Olcuimt yapildi (A»).
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RA=A,-A; hesaplandi. Sekil 6'daki standart grafiginden yararlanilarak
numunelerdeki TAS belirlendi

0,7 -
0,6 -
0,5 -
04 -

0,3

Absorbans (444nm)

0,1 -

O T T T T T 1
0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon (mmol Trolox Eq/L)

Sekil 6. TAS 6lcuimu icin standart grafigi.
3.3. Kullamlan Istatistiksel Yontemler

Hasta ve kontrol gruplarinin ortalamalarn (X) ve standart sapmalar: (SD)
hesaplandi. Normal dagilima uygunluklari Kolmogorov-Smirnov testi ile
belirlendi. Grup ortalamalarinin  karsilastirilmasnda normal dagilima uyan
verilerde Studen-t testi kullarldi. Parametreler arasindaki iliskinin incelenmesinde
Pearson ve Spearman korelasyon testi kullarldi.



4. BULGULAR
4.1. ELISA Sonuclar:
4.1.1 CA 1 Otoantikorlari i¢in ELISA Sonuclan

ELISA metodu ile romatoid artritli 32 hasta ve saglikli 32 bireye ait
serumlarda CA | otoantikorlarninin dizeylerine bakildi. Hasta grubunda CA |
otoantikor dizeyi 0,086 + 0,037, kontrol grubunda 0,092 + 0,044 olarak bulundu
(Sekil 7). Gruplar arasindaistatistiksel bir fark gdzlenmedi.

0,25 -
g 02 - :
=
2 ; :
X 015 s °
& o © o®
2 : e
B 135 3¢
- g8 $o0f
Y 0,05 | .zo; .:.'
' e

Kontrol Grubu Hasta Grmbu

Sekil 7. CA | otoantikorlari icin ELISA sonuclari.
4.1.2 CA 11 Otoantikorlar: icin ELISA Sonuclar:

RA hastalarda ve saglikli bireylerden elde edilen absorbans degerleri Sekil
8 de gosterilmistir. Kontrol grubunda CA Il otoantikor titrelerinin ortalamas: 0,212
+ 0,073 olarak bulundu. Bu ortalama absorbans degerinin 2 SD Ustl olan 0,358 den
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blyUk absorbansa (cut off degeri) sahip bireyler CA Il otoantikoru yoniinden pozitif
olarak kabul edildi. Hasta grubunun ortalama CA Il otoantikor titresi 0,308 + 0,028
olarak bulundu. Bu deger kontrol grubunun ortalamasindan anlamli seviyede
yuksek bulundu (p<0,05). Serumlarinda CA Il otoantikoru iceren RA’l1 32 hastanin
7 tanesinde pozitif sonu¢ bulundu (% 21,9). Kontrol grubuna ait bireylerin

serumlarindaise pozitif sonuc bulunamadi.

0,9

[ ]
038
[ ]
0,7
g 0.6
[Tp] [ ]
g o
(%) ®
g oa Cut off =0.358 .2,
§ 03 2 s ® e : e : : E
< £ I Soele
0,2 ® 6 . ® o .‘ _ !
o—T-0 g
01 ® L) *
e L d
4]
Kontrol Grubu Hasta Grubu

Sekil 8. CA 11 otoantikorlar: icin ELISA sonuclari.

4.2. MDA ol¢iimii sonuclar

Plazma ve eritrositlerde yapilan MDA o6l¢imleri sonucunda, RA hastalarinin
ortalama plazma MDA seviyes 4,46 = 1,16 uM, kontrol grubunun ortalamas da
3,85 £ 1,22 uM olarak bulundu. Yine hasta grubunun eritrositlerinde ortalama
MDA seviyes 0,77 £ 0,23 umol/g Hb, kontrol grubundaise 0,52 £ 0,09 umol/g Hb
olarak belirlendi. RA’lhl hastalarda hem plazma MDA hem de eritrosit MDA
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seviyeleri ortalamas kontrol grubuna gore Sekil 9'da gorulebilecegi gibi
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu.

O Plazma MDA (uM)
| Eritrosit MDA (umol/g Hb)

Konsantrasyon
(¥

b

D mm | ER

Kontrol Hasta

Sekil 9. Plazma ve eritrosit MDA seviyeleri. a Hasta grubunun ortalama
degeri kontrolden p<0,05 diizeyinde farklidir. b: Hasta grubunun ortalama degeri
kontrolden p<0,001 diizeyinde farklidir.

4.4. Eritrosit Antioksidan Enzimleri Ol¢iim Sonuclar

Eritrosit antioksidan enzim aktiviteleri dlcimleri sonucunda, SOD
aktivites hasta grubunda 22,84 + 7,7 U/g Hb, kontrol grubunda 33,96 + 12,2 U/g
Hb, katalaz aktivites ise hasta grubunda 496,16 + 149,5 k/g Hb, kontrol grubunda
479,67 = 115,5 k/g Hb olarak bulundu. Grup ortalamalar: karsilastirildiginda SOD
ortalamasimn RA’l1 hastalarda anlamli seviyede distk oldugu (p<0,05), CAT
aktivites yonunden ise herhangi bir farkin olmadigi belirlendi (Sekil 10).
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70
60
50 +
O Katalaz Aktivitesi
(x10) (k/g Hb)
&40 -
z a
i~
3.530 - B SOD Aktivitesi
(U/gHb)
20 +
10 -
0 |

Kontrol Hasta

Sekil 10. Eritrosit antioksidan enzim (SOD, CAT) aktivite seviyeleri.
a Hasta grubunun ortalama degeri kontrolden p<0,05 diizeyinde farklichr.

Hasta grubunda CA 11 otoantikor titreleri ile SOD degerleri arasinda negatif
bir iliski (r=-0,376, p= 0,031) gozlendi (Sekil 11).

0,9 - o
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3
0,2 +
0,1 -

CA IT Otoantikor titreleri

SOD aktivitesi

Sekil 11. SOD aktivites ile CA 1l otoantikor titreleri arasindaki korelasyon
grafigi.
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4.5. TAS sonuglari

TAS dlcuimleri sonucunda, RA’l1 hastalarda TAS seviyesini 1 + 0,045 mM
Trolox Equivalent, kontrol grubundaise 0,98 + 0,054 mM Trolox equivalent olarak
bulduk. Grup ortalamalar karsilastirildiginda, Sekil 12’ de gorulebilecegi gibi hasta
grubunda TAS seviyelerinin kontrol grubuna goére anlamli seviyede distk oldugu
belirlendi.

1,25 4

0,75 A

OTAS

Absorbans (444 nm)
(]
° o
u u

(e ]

Kontrol Hasta

Sekil 12. Serum TAS seviyeleri. Hasta grubunun ortalama degeri kontrolden
(p<0,05) dizeyinde farklichr.



5. TARTISMA

Romatoid artrit, periferik eklemlerde nonspesifik ve genellikle simetrik
inflamasyon seklinde kendini gosteren; eklemde ve eklem cevresindeki olusumlarda
ilerleyici harabiyetle sonuclanma olashg:r yiksek olan, kronik inflamatuar bir
hastaliktir. Toplumda prevalanst %1-3 ve kadin/erkek oram 3/1dir. Kadinlarda 3 kat
fazla gorilmes ve sklikla menarstan sonra menapozdan once gorilmesi, hamilelik
esnasanda artmas hormona faktorlerin 6nemli oldugunu gdstermektedir (gurbiz).
Bunun yaminda genetik faktorler de onemlidir. RF pozitif olan hastalarda % 60-70
oraminda HLA-DR4 geni bulunmustur (26). Infeksiyoz ajanlar da etiyolojide rol
oynamaktadir. Buna ragmen RA’lillarin sinovia svisinda herhangi bir infeksy6z gjan
partikil U teshit edilememistir. Fakat Proteus vulgaris 'in ylzey antijeni ile HLA-DR4
arasnda capraz reaksiyon gelistigi bilinmektedir. Hastalarin eklem svisindaki B
lenfositleri tarafindan salgilanan anorma 1gG ve bunlara karsi olusan romatoid
faktorler ki bunlar 1gG’'ye karst olusmus IgM’dir, birleserek immiin komplekser
olusturmaktadir (3). Bu immiin kompleksler klask ve aternatif yoldan kompleman
aktive ederek inflamasyonu baglatmaktadir. Eklem sivisinda olusan immin
kompleksler bir miktar kanda da olustugu icin vaskilitlere ve SLE benzeri
semptomlara neden olmaktadir. SLE'den farkli olarak immin kompleksler cok
nadiren nefrite yol acar (47).

RA’'min kesin patolojiss bilinmemekle beraber, ROS un patolojide etkili
oldugunu gosteren bircok calisma vardir (48, 49, 50). ROS normal olarak tim hiicre
ve dokularda oksidatif islemler srasinda diisik miktarda tretilmektedir. Ozellikle
inflamasyon bolgelerinde notrofil ve makrofglardan kaynaklanan ciddi ROS Uretimi
gerceklesmektedir. Bu Urinler membranlardan kolayca difflize olarak kana, bazen de
uzak organlara etki etmektedirler. Kan dolasiminda bulunun eritrositier olusan bu
urinleri sahip olduklan SOD, CAT ve GSH-Px bagimhi mekanizmaar ile
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temizlemektedirler (31). Ancak, bu mekanizmalardaki bozukluklar hiicre icindeki
antioksidan-oksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasina ve lipid ve proteinlerde
hasara sebep olmaktadir (48, 51). Memeli eritrositleri ¢ekirdek bulundurmadiklar: igin
protein  sentezleyememekte  dolayisiyla  hasar gbrmiuis proteinlerini
yenileyememektedirler. Ayrica, bir ¢ok doku SOD’un iki isoformuna sahipken,
eritrositlerde sadece SOD1 bulunur (14). Bu durum, eritrositleri oksidatif hasara gok
daha yatkin hale getirmektedir. Calismamizda hem eritrosit hem de plazma MDA
seviyeleri RA’lh  hastalarda kontrol grubuna gore anlamli derecede ylksek
bulunmustur. Ayrica, serum TAS seviyeleri de RA’l1 hastalarda daha disUk olarak
gozlenmistir. Benzer sonucglar daha onceki yillarda bircok arastirmaci tarafindan
yayimlanmistir (52, 53). Bu sonuclar RA’ 1 hastalarda oksidatif hasarin artisimin bir
gostergesidir.  Eritrositlerde yaptigimuiz antioksidan enzim aktivites  olgumleri
sonucunda SOD aktivites RA hastalarinda kontrole gére daha distk bulunmustur.
Seven ve arkadaslarinin 2008 yilinda yayinlanan bir calismasinda, yukarda
bahsettigimiz gibi serum MDA sevileri RA’l1 hastalarda kontrollere gore yuksek
bulunmustur. Ayrica, eritrosit SOD seviyeleri de hastalarda distk olarak gozlenmistir
(51). Ancak, CAT aktivites yonunden gruplar arasinda bir farklilik bulunamamustir.
SOD endojen olarak olusturulan O,” yi H,0, ye dénistiren ve oksiradikallere karsi
primer koruyuculugu saglayan enzimdir ve Urini olan H,O, tarafindan inhibe
edilmektedir (27, 54). Aktivitesndeki disuklUglin sonucu olarak eritrositlerdeki
oksidatif hasar artmustir. Eritrosit KAT aktivites yonunden gruplar arasinda anlamli
bir fark gozlenmemistir. Katalaz SOD taraf indan Uretilen H,O, yi suyadonUstiren bir
enzimdir. CAT H,0, icin Km degeri yiksek olan bir enzimdir ancak H,O, seviyeleri
yukseldigi zaman aktivitesini gostermektedir (54). Eritrositierde bulunan GSH-Px,
H,0, icin kiiciik Km degerine sahiptir (31). RA’l1larda H,0, nin detoksifikasyonunda
bu enzimin daha 6nemli oldugu 6nceki calismalarda gosterilmistir. Farkl1 bir yaklasim
olarak, Mansour ve arkadsslar1 yaptiklar: caismada RA’ hastalarda SOD ve CAT
enzimlerine karsi antikor gelistigini ve hastalikta gozlenen enzim aktivitesindeki
distslerin  bu antikorlann varligina baglh olarak gergeklesen inhibisyondan
kaynaklandigini bildirmislerdir (55).
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RA'min erken tams bu hastaigin tedavisinde kullanilan antiromatizmal
ilaglann etkinligini artitrmakta ve eklem hasarinin siddetini azaltmaktadir. Bu ylzden
hastaligin erken tanis tedavinin basarist yontnden oldukca 6nemlidir. Hastalarin
serumundaki  otoantikorlar hastalik belirtileri  vermeden wyillar  6nce tespit
edilebilmektedir. Bu yiizden, otoantikorlar RA gelisimini énceden tahmin etmek icin
Onemli belirtecler olarak ortaya ckmaktadir (51). Simdiye kadar Romatoid faktor
(RF), sitrulinlenmis peptidliere kars1 olusmus antikorlar digerlerinden daha sensitif ve
spesifik bulunmustur. RA tamsnda kullanilabilecek hedef proteinlere karsi gelismis
otoantikorlarin belirlenmes ¢alismalari halen devam etmektedir (56). Calismamizda
bircok romatoid hastaliklarda tespit edilen CA Il antikorlan varligint RA hastalarinda
arastirtlmustir. Yaptigimiz ELISA oOlcimleri ile 32 RA’li hastamn 7 tanesinde
(%21,9) CA 1l otoantikorlart pozitif bulunmustur. RA’l1 hastalarda Fabien ve ark.
yaptiklan bir calismada CA 11 otoantikorlarint %16,7 oraminda pozitif bulmuslarcir
(57). CA |1 otoantikorlarini sadece CA |11 pozitif hastalardataramislar ve pozitif sonug
bulamamislardir. Ancak, SLE’li hastalarda her iki otoantikoruda pozitif bulmuslarcir
(51). Bolimumiizde 2005 yil inda yapilan bir ¢calismada RA’ I1 hastalarin yaklasik % 50
sinde CA Il otoantikorlar pozitif bulunmustur (58). Bu farklilik hastaligin siddeti ile
ilgili olabilir. Hastalarda 6lcllen RF degerleri ile CA 1l otoantikor titreleri arasinda
pozitif bir iliski gozlenmistir. Tilleman ve ark. RA’l1 hastalarin sinovyaarinda 2-D
elektroforez ve kiitle spektroskopis kullanarak yaptiklar ¢alismada CA | *in hedef bir
otoantijen olabilecegini bildirmislerdir (59). Ancak, bu ¢alismada hasta grubunda bu
proteine kars1 herhangi bir immin cevap tespit edilememistir. Daha 6nce yapilmis
calismalarda CA 1l den bagimsiz olarak CA | kars1 olusmus otoantikorlara sadece
SLE hastalarinda rastlanmistir. Diger hastaliklarda CA | otoantikorlar: ile CA I
otoantikorlar1 cok biyilk olclide ayni kisilerde pozitif olarak bulunmus ve bu durum
capraz aktiviteye baglanmistir (11). CA memelilerde oldukca genis doku dagilimina
sahip bir metaloenzimdir. Fizyologjik rolti CO, hidrasyonunu donustmli olarak
katalizlemektir. Bu reaksiyon ve Urinleri araciligiyla vicutta ast-baz dengesinin
saglanmasi, degisik enzimatik reaksiyonlar icin gerekli bikarbonatin olusturulmas,

kardiyovaskiler tonusun regilasyonu ve hicre bodlumleri arasandaki iyon
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degisiminin  kontroli  gibi  ¢esitli  fizyolojik ve biyokimyasa olay
gergeklestirilmektedir. Bircok otoimmun ve idiyopatik hastalikta CA | ve CA II'ye
kars1 gelismis antikorlar gosterilmistir (5, 8, 10, 11, 12, 13, 56, 60) . Deney
hayvanlarina CA Il nin immunizasyonu ile deneysel siadoadenitis, pankreatit ve
kolanjitis olusturulmustur (7). CA |l otoantikorlartmin otoimmun hastaliklarin
patolojisindeki kesin roli  bilinmemektedir. Enfeksiyonlar otoimmunitenin
tetiklenmesinde onemli cevresel faktorlerdir. Viriser veya diger mikrobiyal
ganlarin sebep oldugu doku yikimlanna baglh olarak spesifik enzimlere karsi
molekuler taklit, capraz baglanmalar, otoreaktif T hucrelerinin aktivasyonu ve
adjuvant etkis gibi mekanizmalarla antikor olusturuldugu bilinmektedir (37).
Benzer mekanizmalarla romatoid artritli hastalarda CA 11'ye kars1 antikor olusmus
olabilir. Yapilan calismalar CA 11 otoantikorlarinin olusumunda genetik faktorlerin
de belirleyici olabilecegini gostermistir. Uneo ve arkadaslari PBC'li hastalarda
yaptiklar: calismalarda, CA Il otoantikoru pozitif olan hastalardaki HLA (Human
L eucocyte Antigen) tiplerinin diger PBC'li hastalardan farkl: oldugunu gostermistir.
PBC'li hastalar genelde HLA DR3 geni ile iligkili iken, CA Il antikoru pozitif
PBC'li hastdar HLA B51 geni ile iliskili bulunmustur (61). Tip 1 diabetli Japon
hastalarda yapilan bir ¢alismada HLA DR1B nin hastalikla ve CA 11 otoantikorlar:
ile iliskili oldugu gosterilmistir (62). Yine Tip 1 diabetli hastalarda yapilan
calismalarda, irklar arasinda CA 11 otoantikorlarin prevalanst farkli bulunmustur
(63). Romatoid artrit ile HLA DR4 geni arasinda cok siki bir iligki bulunmaktadhr.
Y ukarida bahsedildigi gibi bolimimizde daha 6nceden yapilmus bir calismada
hastalarda %50 gibi yuksek bir degerde CA Il otoantikorlarimin gbzlenmesinde
HLA tiplerinin de katkist olabilecegi dustnilmektedir.

Fuji ve arkadagslar1 Cu/Zn SOD geni ¢ikarilmis farelerde yaptiklar: calismada
anemi ve CA Il ye kars1 antikor olusumunu gézlemlemislerdir. Yine ayni ¢calismada
bir antioksidan madde (N-acetylcysteine) uygulanmasi ile aneminin duzeldigi ve
antikor olusumunun baskilandig: bildirilmistir.  Eritrosit icinde artan oksidatif stres
lipid peroksidasyonunu artirmakta ve olusan son Urtinler bazi proteinlere kovalent
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olarak baglanmaktadir (14). Uchida ve arkadaslar1 1997 yilinda eritrositler Gizerinde
yaptigi bir calismada membran lipidlerinin perkosidasyonu ile ile olusan 4-hidroxy-
2-nonena’in (HNE) CA IlI'ye enzimatik olmayan bir yolla kovalent olarak
baglandigin1 gbstermistir. Ancak bu baglanma ile CA aktivitesinde bir degisiklik
gobzlenmemistir (64). Ayni grup, 2007 yilinda yaptiklart baska bir ¢calismada HNE
ile modifiye olmus proteinlerin anti-DNA antikorlarinin endojen kaynagi oldugunu
gostermislerdir (65). CA II'nin en bol bulundugu dokularin basinda eritrositler
gelmektedir. Yapilan bircok calismada ve bu calismada RA’li  hastalarin
eritrositierde  oksidan/antioksidan  dengenin  oksidanlar lehine  bozuldugu
gosterilmistir. Buna bagh olarak CA |l yamsinda meydana gelebilecek
modifikasyonlar CA II'yi antijenik hale getirebilir. Nitekim RA grubunda Cu/Zn
SOD aktivitess ve CA 1l otoantikorlar ile negatif iliski bulunmustur. SOD geni
cikarilmis farelerde de gbzlendigi gibi RA’ |1 hastalarda da eritrosit Gmri kisal mistir.
Retiklloendotelyal sistem tarafindan yikilan ve dolasimda parcalan eritrositlerden
aciga cikan modifiye CA IlI'ler CD4+ T hicreleri tarafindan B lenfositlere
sunularak antikor olusumuna sebep olmus olabilirler. T hicreleri okside olmus
proteinlerine kars: tolerans gostermemektedir. Immiin sistem gcocukluk déneminde
gelismekte ve bu donemde okside yapilarin az olmasi sebebiyle T hicreleri

tarafindan kendi antijeni olarak taninamamaktadir (14).

Ono ve arkadaslar1 kalsifikasyon ve renal tubller asidoz gibi kalitsal CA
eksikligi sendromunda gordlen belirtilerin, CA 11 otoantikoru pozitif olan hastalarda
da gozlendigini ifade etmislerdir (66). Hastalardan saflastinlan anti-CA |l
antikorlarimn enzimin aktif bolgesine baglanarak inhibisyona neden olduklari da
gosterilmistir (60). CA 11 kemik dokusuda, kemik yapim ve yikiminda 6nemli bir
enzimdir. Ozdlikle bu dokuda pH regilasyonu C&* coziinmes ve cokmes
yonunden oldukca énemlidir. Ayrica damarlanmasi zayif olan kikirdak btyime
plaginda CO, tasinmas ve akali pH nin saglanmasinda CA’nin roli oldugu
gosterilmistir (67). Karaciger epitel hiicrelerinde yapilan bir calismada lgG, IgA ve
IgM molekdllerinin reseptor aracilikli transsitozis ile hiicre membranlarini gegerek
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doku hasar1 olusturduklarn gosterilmistir (68). Benzer sekilde romatoid artritli
hastalarda kemik turnoverinda oldukgca 6nemli bir enzim olan CA II'ye karsi
olusmus antikorlar hiicre icinde CA 1I'yi inhibe ederek eklem ve eklem cevres
dokularda zarara sebep ol abilmektedir.

Sonug olarak, RA’ 1 hastalarda oksidan-antioksidan dengenin bozulmakta ve
buna bagl1 olarak eritrositlerde oksidatif stres artmaktadir. Bunun sonucunda artan
lipid peroksidasyon drtnlerinin CA 1I'yi antijenik hale getirerek otoantikor

olusumunu tetikledigi karusina varildi.



6. SONUCLAR VE ONERILER
6.1. Sonuclar

Romatoid artritli hastalarda;

1. CA Il otoantikor diizeyi kontrol grubundan yiiksek bulundu (p<0,05). 32
Kisilik hasta grubunun 7'sinde pozitif sonu¢ elde edildi (%21,9). Fakat CA |
otoantikor diizeyinde anlamli bir fark bulunamad.

2. Antioksidan enzimler incelendiginde SOD aktivitesinde azalma oldugu
(p<0,05) fakat CAT aktivitesinde herhangi bir farkin olmadig: belirlendi (p>0,05).
Ayrica SOD aktivitesi ile CA 1l otoantikor titreleri arasinda negatif iliski (r=-0,376,
p=0,031) belirlendi.

3. Total antioksidan seviyede azalma oldugu belirlendi (p<0,05). Bununla
beraber hem plazmada hem de eritrositierde MDA seviyeleri (p<0,05, p<0,001
sirasiyla) yuksek bulundu.

4. Romatoid artritte oksidan stresin arttigi bununla beraber antioksidan
savunmanin azaldig1 artan oksidan stresin otoantikor gelisimine sebep olabilecegi
kanmisina varildi.

6.2.0Oneriler

1. Hastaigin evrelerine gore gruplar olusturulup benzer calisma
gergeklestirilerek hastaligin evreleri ile oksidan stres ve otoantikor gelisimi
araandaki iliski incelenebilir.

2. Benzer calisma eritrositlerin strese yiksek oranda maruz kaldigi diyaliz
hastalarinda da gerceklestirilerek oksidan stresin rolti dahaiyi arastirilabilir.

3. In vitro olarak karbonik anhidraz Il oksidatif modifikasyanu yapilarak

deney hayvanlarinda veya kiltlr ortaminda antijenik etkinligi arastirilabilir.



OZET

Romatoid artrit, periferik eklemlerde nonspesifik ve genellikle simetrik
inflamasyon seklinde kendini gosteren kronik inflamatuar bir hastaliktir. RA’min kesin
patolojis bilinmemekle beraber ROS un patolojide etkili oldugunu gbsteren birgok
caisma vardir. Eritrositlerde artan oksidatif stresn CA |I'ye karsi otoantikor
olusumunu tetikledigi gosterilmistir. Bu calismada romatoid artritli  hastalarin
eritrositlerinde oksidan-antioksidan durumla CA otoantikorlar1 arasindaki iliskinin

Incelenmes amaclanmustir.

32 ser kisiden olusan (yas ortalamas: 49,25+12,8; 7 erkek/25 bayan) hasta
ve (yas ortalamasi 46,5+£10,4 8 erkek/24 bayan) kontrol grubu olusturuldu.
Bireylerin serumlarinda CA | ve CA |l otoantikor duzeyleri, plazma ve
eritrositlerinde MDA dizeyleri, eritrositierde SOD ve katalaz aktiviteleri, MDA

diizeyleri ve serumdatotal antioksidan seviyeleri belirlendi.

Romatoid artritli hastalarda eritrositlerde SOD aktivitesinin azaldig1 (p<0,05)
CAT aktivitesinin degismedigi, serumda CA Il otoantikor diizeyi artarken (p<0,05)
CA | otoantikor diizeyinde bir degisme olmadigi belirlendi. Ayrica hem plazmada
hemde eritrositterde MDA dizeyinde artma oldugu (p<0,05, p<0,001 sirasiyla),
serumlarda total antioksidan kapasitenin dustigi belirlendi (p<0,05). CA I
otoartikorlar1 ile SOD aktiviteleri arasnda negatif bir iliskinin oldugu bulundu
(r=-396, p<0,05).

Sonu¢ olarak romatoid artritli hastalarda oksidan-antioksidan dengenin
bozulmus oldugu, artan oksidan stresin CA’ya karsi otoantikor gelisimine sebep

olabilecegi kamsinavarildi.

Anahtar keliméeler: anti-CA, romatoid artrit, SOD, CAT, MDA.



SUMMARY

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflamatory disease characterized by
nonspecific and usually symmetric inflammation in periferic joints. Although the
pathophysiological basis of RA is not yet fully understood, some investigations
have been shown that ROS have implicated in its pathogenesis. It was shown that
increased oxidative stress in erythrocytes triggers autoantibodies formation against
CA Il. In this study it was aimed to investigate the relationship between CA
autoantibodies and oxidant-antioxidant status in the erythrocytes of patients with RA.

The study group was included 32 patients with rheumatoid arthritis (mean
age 49,25+12,8; 7 male/25 female), and 32 healthy subjects (mean age 46,5+10,4 8
male/24 female). CA | and CA |l autoantibodies and total antioxidant status in sera,
MDA levels in plasma and erythrocytes, SOD and CAT activities in erythrocytes
were determined.

SOD activity was decreased (p<0,05) but the CAT activity unchanged in
erythrocyte. The level of anti-CA Il titers were increased (p<0,05) but anti-CA |
level s weren't altered in sera of patients with RA. The MDA levels were increased
in both of plasma (p<0.05) and erythrocytes (p<0.001), while the total antioxidant
status were decreased (p<0,05) in patients. Moreover a negatif correlation was
found between the activity of SOD and anti-CA 11 titers (r=-396, p<0,05).

In conclusion, it was suggested that balance between oxidant and antioxidant
substances were destroyed and increased oxidative stress  could caused

autoantibody formation against CA.

Key words: anti-CA, rheumatoid arthritis, SOD, CAT, MDA.



KAYNAKLAR

1 Kivela, A., Parkilla, S., Saarnio, J., Karttunen, T. J.,, Kivea, J., Parkilla,
A.Waheed, A., Sly, W.S., Gruub, JH., Tureci, O., Rgjaniemi, H.: Expression of a
novel transmembrane carbonic anhydrase isoenzyme XII norma human gut and
colorectal tumors. American Journal of Pathology. 156:577-584, 2000.

2. Chiang, W-L., Chu, SC,, La, JC,, Yang, SF., Chiou, H-L., Hseh, Y-S.:
Alterations in quantitives and activities of erythrocyte cytosolic carbonic anhydrase
isoenzymes in glucose-6-phosphate dehydrogenase-deficient individuals. Clinica
Chimica Acta. 314: 195-201, 2001.

3. lan, R., Mackay, M.D., Fred, S., Rosen, M.D.: Autoimmun diseases. New
England Journal of Medicine, 345(5): 340-350, 2001.

4. Inagaki, Y., Jinno-Yoshida Y., Ueki H.: A novel autoantibody reactive with
carbonic anhyrase in sera from patients systemic lupus erythematosus and Sjogren’s
sydrome, Journal of Dermatological Science, 2:147-54,1991.

5. Kiechle, F.L., Quattrociocchi-Longe, T.M., Brinton, D.A.: Carbonic anhydrase
antibody in sera from patients with endometriosis. American Journa of Clinical
Pathology;101:611-5, 1994.

6. Brinton, D.A., Quattrociocchi-Longe, T.M., Kiechle, F.L.
Endometriosis.iidentification by carbonic anhydrase autoantibodies and clinical
features. Annal Clinical Laboratory Science, 26:409-20, 1996.

7. Nishimori, I., Bratonova, T., Toshkov, 1., Caffrey, T., Mogani, Y. , Shibata, Y.,
Et a.: Induction experimental autoimmune sialoadenitis by immunization of PL/J
mice with carbonic anhydrase I1. Journal of |mmunology, 154:4865-73, 1995.

8. Kino-Ohsaki, J., Nishimori, I., Momarita, M.:Serum antibodies to carbonic
anhydrase | and Il in patients with idiopathic chronic pancreatitis and §6gren
syndrome. Gastroenrology,110:1579-86, 1996.



9. Ito, T., Nakano, |., Koyanagi, S., Miyahara, T., Migita, Y., Ogoshi, K., et al.:
Autoimmune pancreatitis as a new clinical entity. Tree cases of autoimmun
pancreatitis with effective steroid threpy. Digestive Diseases and Sciences,
42:1458-68, 1997.

10. Gordon, S.C., Quattrociocchi-Longe, T.M., Khan, B.A., Kodaaali, V.P., Chen,
J., Silverman, A., et a. Antibodies to carbonic anhydrase in patients with immune
cholangiopathies. Gastroenterology , 108:1802-9, 1995.

11. Nishimori, 1., Akisawa, N., Miyagji, E., Kohsaki, T., lwasaki, S., Onishi, S..
Serum antibody to carbonic anhydrase |l in patients with chronic viral hepatitis: a
review of its prevalence in liver diseases, Hepatology Research, VVol.30, 210-213,
2004.

12. Invernizzi, P., Battezzati, P. M., Crosignan, A., Zermiani, P., Bignotto, M., Del
papa, N., Zuin, M., Podda, M.: Antibody to carbonic anhydrase Il is present in
primary biliary cirrhosis (PBS) irrespective of antimitochondrial antibody status.
Clinical and Experimental Immonology, 114:448-454, 1998.

13. Akisawa, N., Nishimori, I., Miyaji, E., Ilwasaki, S., Maeda, T., Shimizu, H.,
Sato, N., Onishi, S.: The ability of anti-carbonic anhydrase Il antibody to
distinguish autoimmune cholangitis from primary biliary cirrhosis in japanese
patients. Journal of Gastroenterol ogy, 34:366-371, 1999.

14. luchi, Y., Okada, F.,Onuma, K., Onoda, T., Asao, H., Kobayashi, M.,Fujii, J.,:
Elevated oxidative stres in erythrocytes due to a SOD1 deficiency causes anaemia
and triggers autoantibody production. Journal of Biochemistry,402: pp.219-227,
2007.

15. Supuran C. T.:Carbonic anhydrases: novel therapeutic applications for inhibitors
and activators. Nature Reviews, Drug Discovery:7:1-12:2008.

16. Supuran, C.T., Scozzafava, A., Carbonic anhydrases as targets for medicinal
chemistry: Bioorganic & Medicinal Chemistry, 15, 4336-4350, 2007

17. Sly, S. W., Hu, Y. P.:Human carbonic Anhydrase and Carbonic Anhydrase
Deficiencies, Annual Reviews of Biochemistry, 64: 375-401, 1995.



18. Pastarekova, S., Parkkila, S., Pastorek, J., Supuran T. C.: Carbonic anhydrases:
current State of the art, therapeutic applications and future prospects, Journal of
Enzyme Inhibition and Medicina Chemistry, 19:199-229,2004.

19. Pocker, Y.:Moleculer control of carbonic anhydrase activity: ionic effectors,
differential modifiers and novel inhibitors. In the carbonic anhydrasefrom
biochemistry and physicology and Clinical medicine. Botre, F., Storey, B. T., Gros,
G.,(Eds.) Wienheim, VCH Pulishers, pp 75-85,1991.

20. Careter, M.J.,.carbonic anhydrase : 1soenzymes properties, distribution and
functional significore, Biological review, 42:462-75,1972

21. Robyt, J.F., White, B.,J.. Biochemica techniques Theory and Practise, Press
Inc., pp.95,1990.

22. Maren, T.H., Jankowska, I., Sanyal, G., Edelhauser, H.F.: The Transcorneal
permeability of sulfonamide carbonic anhydrase inhibitors and their effect on
agueous humor secretion, Experimental Eye Research, 33:457, 1983.

23. Epstein, D. L.,Grant, W.M.: Carbonic anhydrase inhibitors side effects;, Serum
Chemica Analysis, Archives of Opthalmology, 85:1387,1977.

24. GUmusdis, G.: Romatoid artrit. Klinik Romatoloji El Kitabi. Birinci Baski.
Izmir Guven Kiyabevi, 2003,pp.209-227.

25. Krane, SIM., Simon, L.:Rheumatoid arthritis.clinical features and pathogenic
Mechanism, The Medical Clinics of North America, 30:263-283,1986.

26. Hamuryudan, V.:Romatoid artrit.i. U. Cerrahpasa Tip Fakiltesi Surekli Tip
Egitimi Etkinlikleri,34:5.19-29,2003.

27. Akdogan, M., Akkus, S., Akkus, F., Koyu, A.: Romatoid artrit ve osteoartroziu
hastalarda eritrosit stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzim
dizeyleri. Van Tip Dergid, 5: s.68-71,1998.

28. Afonso, V., Champy, R., Mitrovic, D., Collin, P., Lomri, A.: Reactive oxygen
species and superoxide dismutases: role in joint diseases. Joint Bone Spine,74:324-
329, 2007.



46

29 Gaetani, F.G.,Galiona,S., Canepa, Ferraris, M.A., Kirkman, N.H.:Catalase and
glutathione peroxidase are equally active in detoxification of hydrajen peroxide in
human erythrocytes. Blood.73:334-339,1989.

30. Mc Cord, J. M., Fridovich, I.: Superoxide dismutase. An enzymatic function for
erythrocuprein (Hemocuprein). Journal of Biological Chemistry, 244: 60496055,
19609.

31. Kulikowska-K arpinska, E., Moniuszko-Jakoniuk, J.: The antioxidative barrier in
the organism, Polish Journal of Environmenta Studies, 13(1):pp.5-13, 2004.

32. Aebi, H. E.: Catalase. In Bergmeyer, H. U., Methods of Enzymatics Analysis,
3:273-285, 1987.

33. Epstein, O., Chapman, R. W. G., Lake-Bakaar, G., Foo, A. Y., Rosdki, S. B.,
and Sherlock, S.: The pancreas in primary cirrhosis and primary sclerosing
cholongitis. Gastroenterology, 83:1177.

34. Strarand, V., and Talal, N.: Advances in the diagnosis and concept of Sogren’s
syndrome (autoimmune exocrinopathy). Bulletin on the Rheumatic Diseases,
30:1046,1980.

35. Whaley, K., and MacSween, R. N. M.: Experimental induction of immune
sialoadenitis in guinea pigs using different adjuvants. Clinical and Experimental
Immunology, 17: 681, 1974.

36. White, S. C., and Casarett, G. W.: Induction of experimental autoallergic
sialoadenitis. Journal of Immunology, 112: 178, 1974.

37. Nishimori, I., Okazaki, K., Yamamoto, Y., Morita, M., Tamura, S., and
Yamamoto, Y.: Identification of autoantibodies to a pancreatic antigen in patients
with idiopathic chronic pancreatitis and Sjogren's syndrome. Journal of Clinical
Immunology, 13: 265, 1993.

38. Ueno, Y., Ishii M., Takahashi, T., Toyota, T., and Larusso, N.F.: Different
susceptibility of mice to immune-mediated cholangitis induced by immunization
with carbonic anhydrase |1, Laboratory Investigation, 78:629-637, 1995.

39 Frederick, L., Kiechle, M. D., Therese, M., Quattrociocchi-Longe, M. S., David
A. Brinton, M. D.: Carbonic anhydrase antibody in sera from patients with
endometriosis. American Journal of Clinical Pathol ogy, 101: 611-615, 1994.



47

40. Kiechle, F.L., Quattrociocchi-Longe, T.M., Brinton, D.A., Gordon, S.C.,Sykes,
E., Elkhalifa, M.Y .. Autoantibodies to spesific enzymes, a review[review], Annal
Clinical Laboratory Science, 26:195-207, 1996.

41. Kita, H.: Are antibodies to carbonic anhydrase disease specific marker?
(Editorial). Hepatol ogy Research 30, 238-239, 2004.

42. Hosoda, H., OkawaTakatsuji, M., Tanaka, A., Uwatoko, S., Aotsuka, S.,
Hasimoto, N., et al.: Detection of autoantibodyagainst carbonic anhydrase Il in
various liver diseases by enzyme-linked immunosorbent assay using appropriate
conditions. ClinicaChimicaActa, 342: 71-81, 2004.

43. Yagi, K., Lipid peroxides arelated radicals in clinical medicine free radicals in
diagnostic medicine, Pleneum Press, New Y ork, pp.1-15,1994,

44. Young,l.S. and Trimble, E.R.: Measurement of malondialdehyde in plasma by
high performance liguid chromatography with fluorimetric detection. Annual
Clinical Biochemistry, 28:pp.504-508,1991.

45. Sun Y., Oberlay L.W., Li Y.. A smple metMhod for clinical assay of
superoxide dismutase. Clinical Chemistry:34, pp.487-5001988

46. Erel, O.: A novel automated method to measure total antioxidant responce
against potent free radical reactions. Clinical Biochemistry, 37:pp.112-119,2004.

47. Gata: http://www.infeksiyon.org/Detail .asp?ctg=10& Article=256 (04.06.2005).
Ortatath, M.: GATA Infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Ana Bilim
Dal.

48. Jaswal, S., Mehta, H.C., Sood, A.K., Kaur, J.:Antioxidant status in rheumatoid
arthritis and role of antioxidant therapy. Clinica Chimica Acta,338:123-129,2003.

49.Aruoma, O.l.,Kaur, H., Halliwell,B.: Oxygen free radicals and human diseases.
Journal of the Royal Society Health,111:251-255,1991.

50.Gambhir, J. K., Lal, P, Jan, A. K.: Correlation between blood antioxidant

levels and lipid peroxidation in rheumatoid arthritis. Clinical Biochemistry, 30:351-
355,1997.



51. Seven, A., Guzedl, S., Adan, M., Hamuryudan, V.:Lipid, protein DNA oxidation
and antioxidant status in rheumatoid arthritis. Clinical Biochemistry, 41:pp.538
543, 2008.

52.Sarban, S.,Kogyigit, A., Yazar, M., Iskan, U.E.: Plasma total antioxidant
capacity, lipid peroxidation, and erythrocyte antioxidant enzyme activities in
patients with rheumatoid arthritis and osteoarthritis. Clinical Biochemistry,
38:pp.981-986,2005.

53.Vijayakumar, D., Suresh,K., Manoharan, S.: Lipid peroxidation and antioxidant
status in blood of rheumatoid arthritis. Indian Journal of Clinical Biochemistry,
21(1):104-108,2006.

54. Kalpakgioglu, B., Senedl, K.: The interrelation of glutathione reductase, catalase,
glutathione peroxidase, superoxide dismutase, and glucose-6-phosphate in the
pathogenesis of rheumatoid arthritis. Clinical Rheumatology,27:pp.141-145,2008.

55. Mansour, R.B., Lassoued, S., Gargouri, B., Gai, A.E., Attia, H., Fakhfakh, F..
Increased levels of autoantibodies against catalase and superoxide dismutase
associated with oxidative stress in patients with rheumatoid arthritis and systemic
lupus erythematosus. Scandinavian Journa of Rheumatology, 37:pp.103-108,2008.

56. Mewar, D.,Wilson, A.G.: Autoantibodies in rheumatoid arthritis.a review.
Biomedicine & Pharmacotherapy, 60: pp.648-655, 2006.

57.Pachot, M. R., Deshos, A., Morara, A.,Becch;, M., Tebib, J.,Bonnin, M.,
Aitasemi, T., Bienvenu, J., Fabien, N.:Carbonic anhydrase Ill: a new target for
autoantibodies in autoimmune diseases. Autoimmunity, 40(5):380-389,2007.

58.Mentese, A.. Otoimmun hastaliklarda CA Il otoantikorlarimin belirlenmes.
Y Uksek lisans tezi, Trabzon, 2005.

59. Tilleman, K., Union, A., Cantaert, T., Keyser, S. D., Daniels, A., elewaut, D.,
Keyser, F. D., Deforce, D.: In pursuit of B-cell synovial autoantigens in rheumatoid
arthritis: Confirnation of citrullinated fibrinogen, Detection of vimentin, and
introducing carbonic anhydrase as a passible new synovialautoantigen. Clinical
Proteomics, 1:pp.32-46, 2007.



49

60. Itoh, Y., Reichlin, M.: Antibodies carbonic anhydrase in systemic lupus
erythematosus and other rheumatic disease. Arthritis Rheumatism, 35(1):73-82,
1992.

61. Ueno, Y., Ishii M., Igarashi, T., Mano, Y., Yahagi, K., Kisara, N., et a.:
Primary biliary cirrhosis with antibody against carbonic anhydrase |l associates
with distinct immunological backgraunds. Hepatology Research, 20:18-27, 2001.

62. Taniguchi, T., Okazaki, K., Seko, S., Okamoto, M.:Association of HLA and
autoantibodies against the exocrine pancreas in type 1 diabetes. Pancreas, 29:2004.

63. Cesare, E. D., Previti, M., Lombardo, F., Mazzu, N., Benedetto, A.D.,
Cuanotta, D.: Prevalence of autoantibodies to carbonic anhydrase Il and lactoferrin
in patients with type 1 diabetes. Annals of New York Academy of Sciences,
1037:131-132,2004.

64. Uchida, K., Hasui, Y., Osawa, T.: Covalent attachment of 4- hydroxy-2-nonenal
to erythrocyte proteins. Journal of Biochemistry,122:pp.1246-1251,1997.

65. Toyoda, K., Nagae,R., Akagawa, M., Ishino,K., Shibata, T, Ito, S., Shibata, N.,
Yamamoto, T.,Kobayashi, M., Takasaki,Y., Matsuda,T., Uchida, K.: Protein —
bound 4- hydroxy-2-nonenal an endogenous triggering antigen of anti-DNA
response. Journal of Biological Chemistry,282:pp.25769-25778,2007.

66. Ono, M., Ono, M., Watanabe, K., Miyashita, Y., Inagaki, Y., Ueki, H.: A study
of anti-carbonic anhydrase 11 antibodies in rheumatic autoimmune diseases. Journal
of Dermatological Science, 21: 183-186, 1999.

67. Gay, C. V., Anderson, R.E., Schraer, H., Howell, D.S.:Identification of
Carbonic anhydrase in chick growth-plate cartilage.The Journal of Histochemistry
and Cytochemistry,30:pp391-394,1982.

64. Rojas, R., Apodaca, G.: Immunoglobulin transport across polarized epithelia cells.
Natural Review of Molecular Cell Biology, 3: 944-955, 2002.



OZGECMIS

15.07.1984 tarihinde Trabzon'da dogdu. ilk, orta ve lise Ogrenimimi
Trabzon' da tamamlach. 2001 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi Orta Ogretim
Fen ve Matematik Alanlan Egitimi Boliumu kimya 6gretmenligi programin
kazandi. 2006 yilinda bu bdélimden birincilikle mezun oldu. Ayni yil Karadeniz
Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisii Biyokimya anabilim dalinda yiiksek
lisans egitimine bagladi. Halen ayni bu anabilim dalinda arastirma gorevlis olarak
calismaktadir.

Ayse AKYUZ



