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1.GIRIS VE AMAC
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Karbonik Anhidraz (CA, E.C 4.2.1.1., Karbonat Hidroliyaz), bakterilerden en
gelismis hayvanlara kadar dagilim gosteren bir enzimdir. Bu enzimler aktif bolgelerinde
Zn*? iyonu ihtiva eden metaloproteinler olup, monomer yapidadir. Temel olarak
karbondioksitin hidrasyonunu katalizlerler. CA enzimleri organizmada metabolik yollarla
olusan COy’in tasinmasi, elektrolit sekresyonu, asit-baz dengesinin diizenlenmesi ve
biyosentetik HCOj;™ olusturulmasi gibi olaylarda rol oynar (1). Bugiine kadar omurgalilarin
farkli organ ve dokularinda, farkli hiicre ici yerlesimleri olan 16 CA izoenzimi
belirlenmistir (2).

Organizmanin kendi doku antijenlerine karsi immiin cevap olusturmasina bagl
olarak gelisen otoimmun hastaliklarda viicudun kendi proteinlerine karsi otoantikor
olusturdugu bilinmektedir (3). Ik kez 1991 yilinda, Inagaki ve arkadaslari tarafindan
sistemik lupus erithematos ve Sjogren’s sendromlu hastalarin serumlarinda CA 1I
otoantikorlarinin varlig1 gosterilmistir (4). Bu tarihten sonra ¢esitli otoimmiin hastaliklarda
CA 1I otoantikorlar1t Western Blot ve ELISA yontemleri ile belirlenmistir (5-7). CA 1I safra
kanallar, pankreatik kanallar, renal tubiiler ve tiikriik bezi kanallarinin epitel hiicrelerinde
bol miktarda sentezlenir. Bu yilizden CA II' nin ¢esitli ekzokrin bezlerin epitel
hiicrelerinden salgilanan yaygin bir hedef antijen olarak, otoimmiin ekzokrinopati ve
otoimmiin epitelitis olarak isimlendirilen hastalik komplekslerinin patogenezinde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir (8). Ayrica, CA II otoantikorlan sistemik lupus erithematos,
sistemik skleros, dermatomiyosit, polimiyosit, endometriosis, otoimmiin hepatitli ve kronik
viral hepatitli hastalarda da belirlenmistir. Bu hastaliklarda CA 1II otoantikorlarinin
hastaliklarin patolojisindeki rolii anlagilamamistir (9, 10).

Endometriosis, otoimmiin tiroid, romatoid artrit, sistemik skleros, idiopatik kronik
pankreatit, Sjogren’s sendromu gibi otoimmiin hastaliklar bati tilkelerindeki populasyonun
yaklasik % 5’ini etkilemektedir. Son yillarda, bu otoimmiin hastaliklarin bazilarinin
belirlenmesinde ve benzer semptomlu hastaliklardan ayirt edilmesinde CA 1I antikorlarinin
serum belirteci olarak kullamilip kullanmlamayacag tartisilmaktadir (11). Daha once,
laboratuarimizda CA 1I antikorlarmin ELISA yontemi ile belirlendigi iki yiiksek lisans tezi
hazirlanmistir. Dolayisiyla, ELISA’da ¢ok onemli olan pratik deneyim kazanilmistir. Daha
onceden yapilan diger arastirmalarda ve de laboratuarimizda gergeklestirilen calismalarda
hemolizden kaynaklanabilecek CA aktivitesinin ELISA 0Ol¢limlerine olabilecek muhtemel

etkisi ortaya konulmamustir. Bu aragtirmada amacimiz, onceden % 50 pozitif antiCA 1I



ELISA degerleri tesbit edilmis olan (12) romatoid artritli hastalarin serumlarinda toplam CA
aktivitesi ile anti CA II ELISA degerleri arasindaki iliskiyi (korelasyon) kantitatif olarak
ortaya koymaktir. Ayrica, romatoid artritli hastalarda daha 6nceden arastirilmamig olan anti
CA I olciimlerini yapip, bu degerlerin de toplam CA aktivitesi ile korelasyon gosterip
gostermedigi incelenecektir. Ciinkii, bazi otoimmiin hastaliklarda anti CA T’in de ortaya

ciktigi bildirilmektedir (5, 13, 14).



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Karbonik Anhidraz
2.1.1. Dagihm ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidrazlar (CA, EC 4.2.1.1) prokaryot ve okaryotlarda bulunan, dagilim1
genis ve birbirinden bagimsiz dért gen ailesi tarafindan kodlanan cinko (Zn**) iceren
metaloenzimlerdir. Omurgalilar, bakteriler, algler ve yesil bitkilerin sitoplazmasinda
bulunan o-CA’lar, daha ¢ok bakteriler, algler ve tek ve c¢ift cenekli bitkilerin
kloroplastlarinda bulunan B-CA’lar, Archea ve bazi bakterilerde bulunan y-CA’lar ve
deniz diatomlarda bulunan 3-CA’lar olarak siniflandirilmaktadirlar. Memelilerde doku
dagilim1 ve subseliiler lokalizasyonu oldukga farkli olan onalt1 ayr1 a-CA izoenzimi ve CA
benzeri protein (CARP) bulunmaktadir (Tablo 1) (2).

CA, ilk defa, memelilerin eritrositlerinden 1933 yilinda saflagtinlmistir (15).
Karbonik anhidraz karbondioksit (CO;)’ in hidrasyonu ve HCO; 1in dehidrasyonundan

sorumlu olan bir enzimdir (16) .

Karbonik B
cCO, + H,O0 _ HCO;5; + H*
Anhidraz

Bu reaksiyon ve iiriinleri ile metabolizmada, asit-baz dengesinin saglanmasi,

CO2’nin taginmasi, elektrolit sekresyonu, iiregenez, lipogenez ve glukoneogenez gibi
biyosentetik reaksiyonlarda, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, tiimor olusumu ve daha
bir¢ok fizyolojik ve patolojik proseslerde gorev almaktadir (16).

Karbonik anhidraz yukaridaki reaksiyonun disinda karboksilik, siilfonik, karbonik
ve fosforik esterlerin, aldehitlerin ve piruvatin hidrolizini de katalizler. Ancak, bunlarin

fizyolojik 6nemi bugiine kadar gosterilememistir (17).
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Tablo 1. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri, sulfonamidlere
olan ilgileri ve hiicre ici yerlesimleri (2)

izoenzim Katalitik aktivite | Siilfonamide ) . )
(hidrataz) ilgisi Hucre Ici Yerlesim
CAl Diisiik Orta Sitozol
CAIl Yiiksek Cok yiiksek Sitozol
CA I Cok diisiik Cok diisiik Sitozol
CAIV Yiiksek Yiiksek Membrana bagh
CA VA nggjgiﬂta Yiiksek Mitokondri
CA VB Yiiksek Yiiksek Mitokondri
CA VI Orta dereceli* Yiiksek Tiikriik ve siitte
CA VII Yiiksek Cok yiiksek Sitozol
CARP VIII Yok *k Sitozol
CAIX Yiiksek Yiiksek Plazma membrani
CARP X Yok ok Salgilanir
CARP XI Yok ok Salgilanir
CA XII Diisiik Cok yiiksek Plazma membram
CA X1II Orta dereceli Orta —Yiiksek Sitozol
CA XIV Orta dereceli Yiiksek Plazma membrani
CA XV Diisiik Bilinmiyor Membrana bagh

*pH 7.4’de duisiik, pH : 8.2 ve lizerinde orta dereceli

**Dogal CARP ( CA related protein) izozimleri Zn icermemektedir. Bu nedenle

sulfonamidlere olan afiniteleri dl¢iilmemistir.

2.1.2. Karbonik Anhidraz I (CAI)

CA 1, eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan bir protein olup
konsantrasyonu 12 mg CA I/(gram hemoglobin)’dir. insan eritrositlerinde CA II’den
yaklasitk 6 kat daha bol bulunan, fakat, aktivitesi CA II'nin %15’i kadar olan bir
izoenzimdir(Kcat=2.105 s'l). Saglam yetiskin eritrositlerinde CA I total CA aktivitesinin
yaklasitk % 50 ‘sini olusturmaktadir. CA I CI tarafindan inhibisyonda CA II’den daha
fazla ve siilfonilamid inhibitorlerinden de CA II’ye gore daha az etkilenir. CA I, kalin
barsagin epitelyumunda, kornea epitelyumunda, lenste, ter bezlerinde ve adipoz dokuda

bulunur. CA 1 insan fetal eritrositlerinde bulunmaz. Kirmizi kan hiicrelerinde
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hemoglobinden sonra en bol bulunan protein olmasina ragmen higbir hematolojik
anomaliler onun eksikligi sonucu ortaya ¢ikmaz. CA I izoenziminin fizyolojik 6nemi belli
degildir. Diger CA izoenzimlerinin ve baska mekanizmalarin CA I eksikligini telafi

edebildigi tahmin edilmektedir(18).

2.1.3. Karbonik Anhidraz II (CA II)

CA II, hemen hemen her doku veya organdaki bazi hiicre tiplerinin sitozoliinde
bulunan, maksimum CO, hidrasyonu turnover sayisina sahip olan (1.10°s™) ve en genis
dagilimli, yiiksek aktiviteli bir izoenzimdir (19).

CA 1II kemikte osteoklastlarda, beyinde, oligodendrositler ve beyin epitelyumunda,
gozde lensler ve retina miiller hiicrelerinde, karacigerde, bobrekte, salgi bezlerindeki asiner
hiicrelerde, pankreatik kanal hiicrelerinde, gastrik parietal hiicrelerde, uterusun
endometriumunda, endotel hiicrelerde, spermatozoada, eritrositlerde, trombositlerde bulunur
(16). Bu hiicre tiplerinde CA II'nin fiziksel rolii doniisiimliidiir. Baz1 hiicrelerde CA 1I asit-
baz homeostazi i¢in temel rol oynar. Uriner asidifikasyon iiretimi i¢in H* salgilayan renal
tubuler, gastrik parietal hiicreler tarafindan H" salgisia katkida bulunur (16). CA II pankreas
stvist icin HCOs™ katkist yapan pankreatik kanal hiicrelerine HCO3™ temin eder. Doniistimsiiz
korliige sebep olan glokom’da CA II enziminin 6nemli rolii vardir. Glokom anormal derecede
yiiksek g6z ici basinciyla ortaya cikmaktadir. Diinyada on milyonu askin kisinin yiiksek goz
ici basincina sahip oldugu tahmin edilmektedir. Akéz humor g6z i¢i basincinin saglanmasinda
biiyiik rol oynamaktadir (20). Ak6éz humorun salgilanmasinda da CA II enziminin uyarici
etkisi vardir. CA II aym1 zamanda bobrekte, eritrositlerde ve karacigerde proksimal tubiillerde
CO, degisimine katkida bulunur (21). Memeli karbonik anhidraz II (CA II) izoenziminin
doku dagilim1 ve bu dokulardaki islevi Tablo 2’de gosterilmistir (22).
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Tablo 2. Memeli karbonik anhidraz IT (CA II) izoenziminin doku dagilimi ve bu
dokulardaki islevi (22).

Doku dagilimi islevsel rolleri

/7

% Yemek borusu (6zefagus) ve | % Mideden yemek borusu ve daha

larinks epiteli yukar1 bolgelere mide igeriginin geri
akimini engeller

% Kemik osteoklast hiicreleri | % Kemik resorpsiyonu

% Goz % Akoz hilmériin iiretimi
% Testis % Sperm hareketliligi

< Bobrek % Idrar asidifikasyonu

% Beyin % BOS salgisi

% Akciger % Gaz degisimi

% Eritrositler % Gaz degisimi

% Gastrointestinal epiteli % H" salgisi, HCO; salgist

2.1.4. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Metodlar:

Karbonik anhidraz aktivitesi, enzimin CO, hidratasyonu, HCO3 1n dehidratasyonu
ve bazi esterleri hidrolizi gibi 6zelliklerinden yararlanilarak belirlenebilir. Katalizledigi
reaksiyona bakildiginda, ortama gore CO, gazi ¢ikmakta veya harcanmaktadir. Aym
zamanda H" konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir. Agiga ¢ikan veya azalan CO,
gaz1, kantitatif olarak monomerik yolla tespit edilebilir. Fakat monomerik metodun,
reaksiyon pH'sinin degisken olmasi, CO,’nin suda sinirli ¢oziilmesi ve uzun zaman almast
gibi dezavantajlar1 vardir (23). Ikinci olarak, H" konsantrasyonu, pH'nin diismesi veya
yiikselmesi gibi gecen siire potansiyometrik yolla veya indikatorle belirlenebilir. Fakat bu
metodun kisa zaman almasi gibi avantajinin yani sira reaksiyon sirasinda pH'nin degisken
olmasi, CO;’nin suda sinirh ¢oziilmesi ve kullanilan indikatoriin inhibisyon etkisi gibi
olumsuz sonuclar1 da vardir (24, 25). Bu dezavantajlar en az diizeye indirmek i¢in sabit
pH'da titrasyon veya 0.02-0.05 birimlik pH diislisliniin indikatorlii ortamda,
spektrofotometre ile 6l¢iim yapildigr hizli akis reaksiyonu gibi metodlar aktivite tayininde
kullanilmaktadir.

Enzimin saflastirma basamaginda aktivite dl¢iimleri genellikle biitiin arastirmacilar
tarafindan Wilbur-Anderson metodu ile yapilmaktadir. Bu yontemde, CO; hidratasyonunda

pH'nmin 8.2°den 6.3’e diisiisii icin gecen siire, bromtimol mavisi indikatorii kullanilarak
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bulunmakta ve enzim birimi, enzimsiz CO, hidratasyonu siiresi (to) ile enzimli reaksiyon
siiresi (t.) arasindaki farkin t.’ye boliinmesi ile belirlenir (26).

Karbonik anhidrazin ester hidrolizleyici 6zelliginden faydalanilarak da aktivitesi
belirlenebilir. Kullanilan esterin birim zamanda hidrolizlenen miktar1 spektrofotometrik
olarak takip edilir ve enzimin aktivitesi bulunur. Bu amacla en ¢ok kullanilan ester p-
nitrofenil asetattir. p-nitrofenil asetatin hidrolizi ile olusan p-nitrofenol ve p-nitrofenolat

iyonunun 348 nm’de verdigi absorbansin dl¢iimiiyle aktivite tayin edilir (27, 28).

2.2. OTOIMMUNITE VE OTOIMMUN HASTALIKLAR

2.2.1.0toimmiunite

Immiin sistemin baslica gorevi biinyenin kendisine yabanci antijenleri tanima ve
onlara kars1 immiin cevap olusturmaktir. B ve T tipi lenfositler ile makrofajlar immiin cevap
olusumundan ve denetiminden sorumludur (3). Canlilar normalde kendi doku antijenlerine
karst immiin cevap vermemektedir. Ancak, baz1 patolojik durumlara bagh olarak hiicre
reseptorlerinin bozulmasi ile veya immiin cevap iirlinlerinden bazilarmin degisik aktivite
gostermesi ile, organizmada degisen doku antijenlerine karsit immiin cevap olugmaktadir.
Organizmanin kendi doku antijenlerine karst immiin cevap olusturmasina otoimmiinite,
otoimmiinizasyonun rol oynadigi hastaliklara da otoimmiin hastaliklar denilmektedir. Olus
mekanizmast kesin olarak bilinmeyen bu tiir hastaliklarin tanisinda organizmamn kendi
dokularina karsi olusan hiicresel tip immiin cevap ve oto-antikorlarin belirlenmesinden

yararlanilmaktadir.
2.2.2.0toimmiin Hastahklarda immiinopatolojik Mekanizmalar

1- immiin sistem araclartyla dogrudan temas halinde olmayan hiicre ici maddeler
organizma tarafindan “kendisine ait” olarak taninmamig olabilir. Bunlar dolagima karistiklart
takdirde bir immiin cevaba yol acabilirler. Sempatik oftalmide etkili olan bir mekanizmadir;
normal olarak goziin igerisinde bulunan ve dolasima karismayan bir antijenin dolasima

katilmas1 bagisiklik cevabina neden olmaktadir.

2- Organizmanin “kendisine ait” olarak tamidig1 antijenler; kimyasal, fiziksel veya
biyolojik degisikliklere ugrayarak bu ozelliklerini kaybedebilirler. Ornegin temas
dermatitinde oldugu gibi bazi kimyasal maddeler, viicut proteinleriyle birleserek onlart

immiin cevab1 meydana getirebilecek hale sokabilmektedir.
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3- Yabanci bir antijen, organizmanin “kendine ait” antijenleriyle capraz-reaksiyon
meydana getirerek bir bagisiklik cevabinin olugmasina neden olabilir. Streptokoklardaki M

proteiniyle insan kalp kasi arasindaki ¢apraz reaksiyon buna 6rnek olarak gosterilebilir.

4- Otoimmiinite olusumunda hiicresel immiin cevabin 6nemi de biiyiiktiir. T ve B
lenfositler normalde organizmanin kendi doku antijenleri ile uyarilmamaktadir. Bu olay
gelisme siirecinde otoantijenlerle temas sonucu anerji (cevapsizlik) olusmasiyla ve yetiskin
donemde ise otoantijene 0zgiil supresor T hiicresi olusmasiyla agiklanmaktadir. Gelisim
sirasinda bir mutasyonla supresor T lenfositlerin fonksiyonlarinin azalmasit sonucu, Th
lenfositlerin B lenfositleri siirekli aktive etmesi ile oto-antikorlar sentezlenmektedir. Lepra,
sifiliz, tiiberkiiloz gibi kronik bakteri infeksiyonlarinda adjuvant gibi kuvvetli ve devaml
uyarim yapan antijenler, B lenfositleri normal dis1 uyararak otoantikorlarin sentezine neden

olmaktadir.
2.2.3. Otoimmiin Hastaliklarin Olusumunda Etkin Olan Faktorler
Genetik Faktorler

Otoimmiin hastaliklarin patogenezinde genetik, immiinolojik ve viral faktorler rol
oynamaktadir. Ia (I region associated) antijenleri makrofaj ve lenfositlerde bulunan ve MHC
genleri tarafindan kontrol edilen bir antijendir. Otoimiinitenin patogenezinde HLA

antijenlerini yoneten gen lokuslarinin rolii oldugu belirlenmistir.
Immiinolojik Faktorler

Otoantijenler baskilandigi veya fonksiyonlar1 bozuldugu zaman otoimmiin hastalik
olusmamaktadir. Yapisal olarak anomali kazanan otoantijenler veya ilag gibi yabanci bir
madde ile birleserek ¢apraz reaksiyon verebilen otoantijenler, hiicre membraninda molekiil
yapist degisen otoantijenler, Epstein - Barr virusu, bakteri lipopolisakkaridleri gibi poliklonal

aktivatorlerin T veya B lenfositleri dogrudan uyarimiyla otoimmiin hastalik olugmaktadir
Hiimoral immiin Cevap

Eritrositlere karsi olusan antikorlarin, eritrositlerle birlesmesi ve komplemanin da
aktivasyonu sonucu, sitolitik etki ile doku hasar1 olmaktadir ve bu tiir hastaliklara otoimmiin

hemolitik anemi denilmektedir. Eritrositlere kars1 olusan antikorlar eritrositlerle birlestiginde,



16

bu eritrositlerin dalak ve karaciger fagositer hiicreleri tarafindan tutulma ve tahrip edilmeleri
hizla artmaktadir. Eritroblastozis fetalisde de mekanizma aymdir. Tiroid hiicre membran
antijenlerine (tirotropin) kars1 olusan plasentadan gegebilen LATS antikorlarinin Fab
kisimlari, tiroid hiicrelerini siirekli uyararak neonatal hipertiroidizme neden olmaktadir.
Spermleri aglutine eden antikorlar, spermlerin servikal mukus icine girmesini engelleyerek

steriliteye yol agmaktadir.
Immiin Kompleksler

Doku antijenlerine kars1 olusan antikorlar ile anti-niikleer antikorlarin kanda dolasan
antijen-antikor kompleksi olusturarak bunlarin bobrek glomeriil kapillerlerinde birikmeleriyle
glomeriilonefrit; damar endotellerinde birikmeleri sonucu da vaskiilitler meydana gelir.
Sistemik lupus eritromatozda DNA-antijen-antikor, romatoid artritte romatoid faktor-1gG
kompleksleri hastaligin olusumundan sorumlu tutulmaktadir. Viral infeksiyonlarda immiin

kompleks olusumuna daha sik rastlanilmaktadir.
Hiicresel immiin Cevap

Hiicresel otoimmiin cevapta lenfokinler, hiicre i¢i paraziti olabilen bakteri ve viriis
enfeksiyonlarindan sonra gelisen geg tip asirt duyarlilik reaksiyonlar1 ve lenfosit-hedef hiicre
iligkileri rol oynamaktadir. Freund adjuvanti karistirilarak verilen beyin dokusu ile deney
hayvaninda ansefalomiyelit olusturulmakta ve bu hasta hayvanin lenfositleri normal
hayvanlara nakledildiginde ayni lezyonlar gelistirilebilmektedir. Lezyonlarin olusumunda
hiicresel cevabin ve NK hiicrelerinin rolii oldugu sanilmaktadir. Kuduz asisindan sonra

goriilebilen ansafalit olgularinda da ayni mekanizma diisiiniilmektedir
Viral Faktorler

Bazi viriislerle duyarli hayvan ve insanlarda kalict kronik tipte viral infeksiyonlar
gelismektedir. Yavas virilislerin otoimmiin hastaliklarla ve immiin komplekslerin olusumuyla
iligkisi kesin bilinmektedir. Fare lenfositik koriyomenenjit viriisii, kalici kronik viral
infeksiyon ve immiin komplekslerin olusumuna neden olmaktadir. Aym1 mekanizma ile
hepatit B virusu poliartrit nodoza, Epstein-Bar virusu infeksiyoz mononiikleoz ve Burkitt
lenfomas1 olusturmaktadir. Infeksiyoz mononiikleozlu hastalarin B lenfositlerinin yiizeyinde
bulunan Epstein-Bar virusunun viral antijen reseptorlerine (CD21) karst duyarlilasmis atipik

T lenfositleri bulunmaktadir.



17

Kuru ve Creutzfeldt-Jacop hastalifinda immiin kompleksler olugmaktadir. Antijen-

antikor kompleksleri glomerul membraninda ve kan damar duvarlarinda birikmektedir.
2.2.4. Otoimmiin Hastahklar

Otoimmiin hastaliklar1 klinik yonden hastaligin bulundugu organlar bakimindan 2
gruba ayrabiliriz. Bunlardan bazilarinda hastalik bir organda goriilmektedir. Tiroid
hastaliklar1 (Hashimoto Hst, graves hst), pernisiydz anemi, adison, juvenil diabet gibi... Bu
otoimmiin hastaliklara organa 6zgiil otoimmiin hastaliklar denir. Birden fazla organ tutulumu
varsa organa Ozgiil olmayan veya sistemik otoimmiin hastaliklar denir. Bunlara ornek,

romatoid artrit, skleroderma, SLE verilebilir.
Romatoid Artrit

Periferik eklemlerde nonspesifik ve genellikle simetrik inflamasyon seklinde kendini
gosteren; eklemde ve eklem cevresindeki olusumlarda ilerleyici harabiyetle sonuglanma
ihtimali yiiksek olan, kronik inflamatuar bir hastaliktir. Toplumda prevalanst %1-3 ve
kadin/erkek orami 3/1dir. Kadinlarda 3 kat fazla goriilmesi ve siklikla menarstan sonra
menapozdan Once goriilmesi, hamilelik esnasinda artmasi bize hormonal faktorlerin Gnemli
oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda, genetik faktorler de onemlidir. HLA-DR4 geni
tastyanlarin % 70’inde RA bulunmustur. infeksiyoz ajanlar da etiyolojide rol oynamaktadir.
Buna ragmen, RA’lilerin sinovyal sivisinda herhangi bir infeksiydz ajan partikiilii tesbit
edilememistir. Fakat, proteus vulgarisin ylizey antijeni ile HLA-DR4 arasinda carpraz

reaksiyon gelistigi bilinmektedir.

Hastalarin eklem sivisindaki B lenfositleri tarafindan salgilanan anormal Ig G ve
bunlara karg1 olusan romatoid faktoérler ki bunlar Ig G ye karsi olusmus Ig M dir, birleserek
immiin kompleksler olusturmaktadir. Bu immiin kompleksler klasik ve alternatif yoldan
kompleman: aktive ederek inflamasyonu baglatmaktadir. Eklem sivisinda olusan immiin
kompleksler bir miktar kanda da olustugu icin vaskiilitlere ve SLE benzeri semptomlara
neden olmaktadir. SLE den farkli olarak immiin kompleksler ¢cok nadiren nefrite yol acar

(29).



18

2.3. CA I ve I’'nin Otoimmun Hastahklarla iliskisi

Sjongren’s sendromu, idiopatik kronik pankreatit, primer safra sirozu (PBC), primer
sklerosik, renal tiibiiler asidozu iceren kuru gland sendromu veya otoimmiin ekzokrinopati
ad1 verilen hastalik grubunda farkli organlarin duktal epitel hiicrelerinde eksprese edilen
yaygin bir antijene karsi otoimmiin bir cevabin varolabilecegi ileri siiriilmiistiir (30, 31).
Bu organlardan elde edilen ekstraktlarin cesitli hayvan tiirlerine farkli adjuvantlarla
immiinizasyonuyla bazi immun hastaliklar olusturulmustur. Ancak bu ekstraktlardaki
uyarici antijenin yapist tanimlanamamustir (32, 33).

[k kez 1991 yilinda, Inagaki ve arkadaslari tarafindan sistemik lupus erithematos ve
Sjogren’s sendromlu hastalarin serumlarinda CA II otoantikorlarinin varligi gosterilmistir
(4). Nishimori ve arkadaslar1 SS ‘lu hastalarda pankreas, tiikriik bezi, bobrek ve 6zefagus
gibi ekzokrin organlarin ekstraklarinda, CA II'ye baglanan monoklonal bir antikorun
varligim gostermislerdir (34). Yine aym arastirmacilar 1994 yilinda yaptiklarnt bir
calisgmada insan CA II'yi PL/J wki farelere immiinize ederek otoimmiin sialoadenitis
olusturmayr basarmiglardir (35). Daha sonraki yillarda Ueno ve arkadaglart CA 1II
immiinizasyonuyla immiin aracilikli kolangitis olusturmuslardir (36).

Bu calismalar1 takiben, polimiyosit, sistemik sikleroz, endometriosis, otoimmun
kolonjitis (AIC), kronik viral hepatit, diabet gibi c¢esitli hastaliklarda CA otoantikorlar1
belirlenmis ve hastalarin serumlarindan saflastirilmistir (3-5, 37, 38). Bazi hastaliklar i¢in
bu antikorlarin giivenilebilir bir teshis gostergesi olabilecegi ileri siirlilmiistiir (39).
Ozelikle AIC ile antimitokondrial antijeni negatif PBC hastalarmn ayriminda
kullanilabilecegi ifade edilmistir (40).

CA 1I otoantikorlarimin yukarida bahsedilen hastaliklarin patolojisindeki rolii
anlasilamamistir. Bazi arastirmacilara gore, hastaligin patolojik seyrine bagli olarak olusan
doku harabiyetinin bir sonucu olarak CA II'ye kars1 bir antikor olusturulmaktadir. Fakli
olarak bazi arastirmacilar ise, olusan antikorlarin CA II’ye karst olugsmadigmni, ancak,
molekiiler taklitten(molecular mimicry) dolay1 farkli bir antijene kars1 iiretilmis antikorun
CA ile ile capraz reaksiyon verdigini ve bu antijenin membrana bagl diger CA
izoenzimleri (CA IV, IX, XII) olabilecegini ileri siirmiiglerdir.

Anti CA II’ye nispeten ¢cok daha az sayida olmakla beraber, otoimmiin pankreatit,
kronik pankreatit ve Sjogren’s sendromu gibi hastalarin serumlarinda CA I antikorlarinin
da varhigi bildirilmistir (5, 13, 14). CA I otoantikorlarinin da yukarida ifade edilen

hastaliklarin patolojisindeki rolii CA II’de oldugu gibi anlagilamamustir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullamilan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar alet ve malzemeleri iireticileri

ile Tablo 3’te listelenmistir.

Tablo 3. Tez calismasinda kullanilan cihazlarin ve laboratuar malzemelerinin 6zellikleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve

Malzemeler

Marka / Model

Derin dondurucu

Saf su cihazi

ELISA yikayicisi

ELISA okuyucusu

ELISA pleyti

Etiiv

Calkalayict

Hassas analitik terazi
Manyetik karistirict
Otomatik pipet, 0.5-10 uL.
Otomatik pipet, 10-100 L
Otomatik pipet, 50-200 nuL
Otomatik pipet, 100-1000 pLL
Otomatik pipet, 1-5 mL
pH-metre

Santrifiij

Sogutucu
Spektrofotometre

Vorteks karigtirici

Vestel, Argelik, Bosch

Aquatron 4AD

Diagnostics Pasteur LP 35
Spektraflour plus, TECAN
Coostar, yiiksek baglama kapasiteli
Gallenkamp

Niive, SL 350

Oertling NA 164

Ikamag RH

Biohit, Proline

Socorex

Biohit, Proline

Transferpette

Exelpette

Hanna Instruments, HI 9321
Heraeus, Labofuge 200

Philco FRT 152 D

Beckman Coulter DU530, UV /VIS

Niive, NM 110
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler
Tablo 4’te bu tez ¢calismasinda kullanilan kimyasal maddeler, iiretici firmalar, iiriin
kodlar1 ve bazilarinin saflik diizeyleri verilmistir.

Tablo 4. Bu calismada kullanilan kimyasal maddelerin satin alindiklar1 firmalar ve

ozellikleri

Kullamilan Kimyasal Maddeler

Satin Alindig1 Firma, Kodu ve Saflig

Disodyummonohidrojenfosfatheptahidrat

(Na,HPO4 .7H,0)

Asetazolamid

Hidrojen peroksit (H,O)

Siit tozu

Sodyum bikarbonat (NaHCO3)
Sodyum karbonat (Na,CO3)
4-nitrofenilasetat
Tris(hidroksimetilaminometan)

Tween-20

Horseradish peroksidaz takili tavsan
anti-human Ig G antikoru

Sitrik asit (C¢HgO7.H,0)
o-fenilen diamin tabletleri

Siilfiirik asit (H2SO4)

Sodyum dihidrojen fosfat -dihidrat
(NaH2P04. 2H20)

Sodyum hidroksit (NaOH)
Hidroklorik asit (HCI)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4)
Potasyum kloriir (KCI)

Sodyum kloriir (NaCl)

Disodyumhidrojenfosfat-heptahidrat
(Na,HPO4.7H,0)

Insan karbonik anhidraz I

Insan karbonik Anhidraz IT

Merck, A547474

Sigma, A6011

Merck, % 30, d=1.11 (1.08597)
Pinar

Merck, > % 99.5 (6329)

Sigma, lot 2029A

Sigma, lot 023K2604

Merck, K3528987

Sigma, %10, P§942

Sigma, A-8792, Lot 103K4848
Sigma, C-1909, Lot 47H0808
Sigma, P-1063, Lot 092K8205
Carlo-Erba ,%96, (d=1.84 g/ml) no: 306657
Merck, (6345)

Merck, > % 99 (6462)

Carlo Erba, % 37, d=1.186 (7647-01-0)
Merck, 646 A-153371

Merck, %99-100.5 (711 TA299855)
Merck, % 99.5-100.5 (1.06400.1000)
Merck, A547474

Sigma, 125 K 6005

Sigma, 084 K 6004
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Kullanilan c¢ozeltiler ve bazilarinin hazirlanislariyla yararlanildigi yerler liste
halinde Tablo 5’te gosterilmistir.
Tablo 5. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislart

Cozelti Kullanmildig1 Yer ve Hazirlamsi
1 M NaOH 10 g NaOH saf suda ¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi. Tampon
cozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi.
1 M HCI Tampon ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi

Kaplama Tamponu
(PH=9.6)

Birinci Yikama
Tamponu (PBS
cozeltisi)

Ikinci Yikama
Tamponu (Tween-20 —
PBS ¢ozeltisi)

Bloklama Tamponu

2 M H,S0, ¢ozeltisi

Sitrat-fosfat tamponu
(pH=4.8)

Substrat ¢ozeltisi

Antikor (konjugat)
cozeltisi
Seyreltme tamponu

0.05M Tris-SO4
Tamponu (pH=7.00)

3 mM p-nitrofenil
aseatat ¢ozeltisi

0.1M asetazolamid
cozeltisi

Esdeger tampon
cozeltisi

A cozeltisi: 0,2 M Na,CO3 (2,12 g/ 100 mL), B ¢ozeltisi: 0,2 M
NaHCO; (1,68 g/100 mL)8 mL A cozeltisi ve 17 mL B ¢ozeltisi
distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. pH 9,6’ya ayarland1 ve oda
sicakliginda muhafaza edildi.

0,14 M (0,8 g ) NaCl, 2,7 mM (0,02 g ) KCI, 1,5 mM (0,02 g)
KH,PO4 ve 8,1 mM (0,2169 g) Na,HPO, .7H,0 tartilip bir miktar
distile suda pH=7,4’e NaOH ile ayarlandi. Hacmi distile su ile
100 mL’ye tamamlandi.

0,14 M (0,8 g ) NaCl, 2,7 mM (0,02 g ) KCI, 1,5 mM (0,02 g)
KH,PO4 ve 8,1 mM (0,2169 g) Na,HPO, .7H,0 tartilip bir miktar
distile suda pH=7,4’e NaOH ile ayarlandi. 50 uL tween-20
eklendi. Hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

%3 siit tozu ihtiva eden birinci yikama tamponu PBS ¢ozeltisi. 3 g
stit tozu 100 mL PBS’de ¢oziilerek hazirlandi.

ELISA’da reaksiyonu durdurmak i¢in kullanildi.

0,1 M (2,101 g) Sitrik asit (C¢HgO7.H,0), 0,2 M (3,12 g) Sodyum
dihidrojen fosfat (NaH,PO4.2H,0)) alindi. Distile su ile 100
mL’ye tamamlandi. pH 4,8’e ayarlandi. Substrat ¢cozeltisi
hazirlamak i¢in kullanildi.

10 mg orto-phenlylene-diamine pH=4,8 olan sitrat-fosfat
tamponunun 25 mL’sinde ¢oziildii. Kullanilmadan hemen 6nce
cozeltiye 10 uL, %30’luk hidrojen peroksit ilave edildi.

5 puL Horseradish peroksidaz takili tavsan anti-human IgG
antikoru alind1 ve seyreltme tamponu ile 10 mL’ye tamamlandi.

% 1siit tozu ihtiva eden birinci yikama tamponu (PBS) c¢ozeltisi. 1
g siit tozu 100 mL PBS’de coziilerek hazirlandi.

6.057g tris yaklagik 900 mL deiyonize suda ¢oziilerek 1N H,SO4
ile pH=7.00’ a ayarlandi. Karbonik anhidraz aktivitesi tayininde
kullanildi.

27.2 mg p-nitrofenil aseatat ImL asetonda ¢oziildiikten sonra
karigmakta olan 49 mL deiyonize suya eklendi. Karbonik anhidraz
aktivitesi tayininde substrat olarak kullanild1 ve ¢caligsma giinii taze
olarak hazirlandi.

1.11 g asetazolamid 13 mL 1 N NaOH’te ¢oziildii ve 0.05 M Tris-
siilfat (pH=7.00) tamponu ile hacim 50 mL'ye tamamlandi. Serum
karbonik anhidraz aktivitesini inhibe etmek i¢in kullanildu.

13 mL 1 N NaOH alinarak, 0.05 M Tris- SO4 (pH=7.00) tamponu
ile hacim 50mL'ye tamamlandi. Yukaridaki asetazolamidin
coOziildiigii cozeltinin aynist olan bu ¢ozelti inhibitdr ¢cozeltisindeki
NaOH’ten meydana gelebilecek pH yiikselmesinin aktiviteye
olumsuz etkisini bertaraf etmek amaciyla karbonik anhidraz
aktivitesi tayininde kullanildz..
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3.3. Numunelerin Toplanmasi

Calismanuzda kullamlan serumlar KTU Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon poliklinigine basvuran ve romatoid artrit tanisi konulan hastalardan (n=32,
25 kadin / 7 erkek) ve kontrol grubu da géniillii hastane calisanlarindan (n=24, 9 kadin / 15
erkek) alinan kanlardan elde edlidi. Alinan kanlar pihtilagsmalar1 icin 10 dakika oda

sicakliginda bekletildi ve 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serumlar

calisma gerceklestirilene kadar -20 °C’ de saklandu.
3.4. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Calisma gruplarindaki bireylerin CA I ve CA II otoantikor seviyelerini belirlemek
icin Hosoda ve arkadaslar tarafindan gelistirilen ELISA yontemi kiiciik degisiklikler

yapilarak kullanildi (41). Her bir numune icin dl¢iimler iki kez tekrarlanda.
Deneyin Yapihisi

1. pH’s1 9,6 olan kaplama tamponunda seyreltilen ve konsantrasyonu 10 pg/mL
olarak hazirlanan CAI veya CA II'den 50 pL ile ELISA pleytindeki her bir mikrotiter
kuyucuk kaplandi ve 18 saat +4 °C’da inkiibasyona birakildi (Kaplama yapilirken her serum
ornegi icin 4 kuyucuk ayrilir ve bu kuyucuklarn ikisi CA I veya CA 1I ile kaplanir, ikisi
kaplanmaz. Kapli olan kuyucuklarin absorbans degerlerinden kaplanmamais olan kuyucuklarin

absorbans degerleri ¢ikartilirarak sonuglar degerlendirilir).

2. Pleyt PBS tamponu (birinci yikama ¢ozeltisi) ile 5’er dakika arayla ve bu aralarda
pleytler calkalayicida bekletilerek iic kez yikandi. Yikama islemi icin, ©6nce, ELISA
yikayicisinda bir kez yikanan pleyte sekizli pipetle 200 pL. yikama tamponu pipetlendi ve
calkalayicida 5 dakika calkalandiktan sonra yeniden ELISA yikayicisinda yikanmasi saglandi.

Bu islem ii¢ kez tekrarland.

3. Yikama isleminin tamamlanmasiyla pleytte her bir kuyucuga 200 pL bloklama

tamponu ilave edildi ve oda sicakliginda iki saat ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
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4. 1ki saat inkiibasyon sonunda bloklamanin sona erdigi pleyt tween-20 iceren PBS

tamponu (ikinci yikama ¢ozeltisi) ile aynen ikinci basamakta anlatildig gibi ii¢ kez yikandi.

5. %1 siittozu igeren PBS ile hazirlanan seyreltme tamponunda 1/200 oraninda
seyreltilen hasta ve kontrol serumlarmdan 100 uL. CA I veya CA II kaplanmamis iki
kuyucuga ve CA I veya CA 1II kaplanmis iki kuyucuga ayr1 ayn pipetlendi ve iki saat oda
sicakliginda galkalayicida bekletildi.

6. Inkiibasyonun ardindan pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci yikama

¢ozeltisi) ile ikinci basamakta izah edildigi gibi 3 kez yikandi.

7. %1 siittozu ihtiva eden seyreltme tamponuyla 1/200 oraninda seyreltilmis antikor
(horseradish peroksidaz takili tavsan anti-human IgG antikoru)¢ozeltisinden kuyucuklara 100

uL ilave edildi ve oda sicakliginda bir saat calkalayicida bekletildi.

8. Tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci yikama ¢ozeltisi) ile pleyt ikinci basamakta

izah edildigi gibi tekrar ii¢ kez yikandi.

9. 100 pL substrat ¢ozeltisi ilave edilen pleyt 25 dakika siireyle karanlikta ve oda
sicakliginda bekletildi.

10. 100 uL 2 M H,SOq biitiin kuyucuklara pipetlenerek reaksiyonun durdurulmast

sagland1 ve ELISA okuyucusunda 485 nm’de absorbanslar okundu.

CA kaplanmis kuyucuklardan okunan absorbanslarin ortalamasindan CA
kaplanmamis kuyucuklarin ortalamast ¢ikarilarak sonuglar elde edildi. Bu sekilde,

serumlardaki antiCA miktarlar1 485 nm’deki absorbans artisi1 olarak belirlenmis oldu.
3.5 Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini

Serum CA aktivitesi tayini Armstrong ve akadaslari tarafindan gelistirilen esteraz
aktivitesi metodu ile yapildi (27). Metodun prensibi; karbonik anhidrazin p-nitrofenil asetat
p-nitrofenol ve asetata hidrolizlemesi esasina dayanir. Olusan p-nitrofenoliin absorbanst 348
nm’de spektrofotometrik olarak takip edilerek CA aktivitesi tayin edilir. Fenol gruplar
asidik olduklarindan reaksiyon ortaminin pH'sina gore degisen oranda fenolat ve H*

iyonlarina ayrismaktadir. Fakat, p-nitrofenol ve p-nitrofenolat 348 nm’de ayni absorbansi
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gosterdiklerinden aktivite tayinini etkilememektedirler (27, 42). Reaksiyon denklemi su
sekildedir:

p-nitrofenilasetat + HyO Karbonik Anhldraz; p-nitrofenol + asetik asit

Serum numunelerinde CA aktivitesi tayin islemleri icin; 6nce, her bir serumda toplam
esteraz aktivitesi tayin edildi. Bu amagla, deney tiiplerine 1.3 mL Tris-SO4 tamponu, 0.1 mL
serum ve 0.1 mL esdeger tampon ¢6zeltisi konularak oda sicakliginda iyice karistirildi. Daha
sonra lizerine 1,5 mL p-nitrofenilasetat cozeltisi ilave edildi ve karisim spektrofotometre
kiivetine alinarak hemen 348 nm’de absorbansi okundu. Bu andan itibaren ii¢ dakikalik
inkiibasyon siiresinden sonra tekrar absorbans okundu. Baslangicta ve inkiibasyon donemi
sonunda okunan absorbanslar arasi fark esteraz aktivitesi olarak alindi. Bu deney ile serumda

total CA ve ester hidrolizleyici diger enzimlerin toplam aktiviteleri 6l¢iilmiis oldu.

Ikinci asamada 0.1 M asetazolamid ¢ozeltisi kullanilarak serumlardaki CA tamamen
inhibe edildi. Bu amacla deney tiiplerine 1.3 mL Tris-siilfat tamponu, 0.1 mL serum ve 0.1
mL inhibitor ¢ozeltisi ilave edildi. Bu karisim enzim-inhibitor etkilesiminin tam olarak
saglanabilmesi i¢in on dakika inkiibasyona birakildi. Sonra {izerine 1.5 mL substrat ¢ozeltisi
eklenerek hemen 348 nm’de absorbans okundu. Bu andan itibaren ii¢ dakikalik inkiibasyon
siiresini takiben tekrar absorbans okundu ve absorbans farki bulundu. Birinci asamada
bulunan total esteraz aktivitesi degerinden(dlgiilen absorbans degerinden) bu asamada
bulunan deger ¢ikarilarak total esteraz aktivitesi icindeki CA aktivitesi pay1 absorbans olarak
bulunmus oldu. Esteraz aktivitesi olarak bulunan bu absorbans degerleri enzim {iinitesine

cevrilmeden, dogrudan, korelasyon testinde kullanildi.
3.6. Kullamlan istatistiksel Yontemler

Hasta ve kontrol gruplar icin elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlenmistir. Normal dagilima uyanlarda Student t testi,
normal dagilima uymayanlarda Mann-Whitney U testi kullanidmistir. Anlamhilik diizeyi

p<0,05 olarak alinmustir.



4. BULGULAR

4.1. ELISA Sonuclan

4.1.1 CA 1 Otoantikorlar1 icin ELISA Sonuclar:

32 romatoid artritli hasta ve 24 saglikli bireylere ait serumlarda ELISA metodu ile
CA I otoantikor diizeylerine bakildi. Ortalama absorbans degeri 0.233’ten biiyiikk olan
bireyler pozitif olarak kabul edildi (cut off degeri). Bu deger kontrol grubuna ait ortalama
absorbans degerine (0.129) 2SD (Standart sapma) degeri (0.052) eklenerek bulundu.
Serumlarinda CA I otoantikoru igeren romatoid artritli ve saglikli bireylere ait absorbans
degerleri Sekil 1°de gosterilmistir. Romatoit artritli 32 hastanin serumlarinda pozitif sonug

bulunmazken kontrol grubunda 1 pozitif sonug elde edilmistir (% 4,2).
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Sekil 1. CA I antikorlar i¢in ELISA sonuglar
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4.1.2. CA 1I Otoantikorlar icin ELISA Sonuclari

32 romatoid artritli hasta ve 24 saglikl1 bireylere ait serumlarda ELISA metodu ile
CA 1I otoantikor diizeylerine bakildi. Ortalama absorbans degeri 0.217°den biiyiik olan
bireyler pozitif olarak kabul edildi. Bu deger kontrol grubuna ait absorbans ortalamasi olan
0.137 degerine 2SD (0.040) eklenerek bulundu. Serumlarinda CA II otoantikoru iceren
romatoit artritli ve saglikli bireylere ait absorbans degerleri Sekil 2’de gosterilmistir.
Romatoit artritli hasta grubuna ait bireylerin serumlarinin 17 tanesinde pozitif sonug
bulundu (% 53). Kontrol grubuna ait bireylerin serumlarinda ise pozitif sonug

bulunamamastir.

0,7 -

0,6

0,5

*

04

* o0 o
*

0,3 A

Absorbans(485 nm)

00 o0

Ortalama+2SD=0,217
* o z

0,2 A

*
*

* 00
OO & W

0,1

G 000 0000 00
L X 4

*e o0 o

Hasta Grubu Kontrol Grubu

Sekil 2. CA II antikorlar i¢in ELISA sonuglari



27

4.2. istatistiksel Bulgular

Hasta grubundaki CA II otoantikor diizeyi 0,255+0,128 (ortalama+SD), kontrol
grubunda ise 0,137+0,040 bulundu ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu

belirlend i(p<0,001).

Hasta grubundaki CA T otoantikor diizeyi ise 0,135 +0,036, kontrol grubunda da 0,129

+0,052 bulunmus olup, aralarinda istatistiksel yonden anlamli bir fark goriilmedi (p=0,965).

Tablo 6. CA I ve CA II antikorlarn icin ELISA degerlerinin istatistiksel analiz
sonuglart

Hasta(n=32) Kontrol(n=24)
CA 1 Otoantikoru 0,135 +0,036 0,129 +0,052
CA 1I Otoantikoru 0,255 +0,128* 0,137 0,040

* Mann Whitney U testine gore, p<0.001

CA I ve CA 1I otoantikor diizeyleri ile esteraz aktivitesi arasinda bir iliskinin olup
olmadiginin anlasilmasi i¢in Pearson korelasyon testi uygulandi. Burada, CA’1n aktivitesi
enzim initesi olarak degil de, absorbans olarak alinmis ve bu degerler, ayrica, tablo halinde
verilmemistir. Hasta grubunda CA I otoantikor diizeyi ile esteraz aktivitesi arasinda pozitif
yonde oldukca diisiik bir korelasyon, (r=0,016) olup, istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,927). Kontrol grubunda CA I otoantikor diizeyi ile esteraz aktivitesi arasinda negatif
yonde diisiik bir korelasyon, (r=-0,157) olup, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,435).
Hasta grubunda CA II otoantikor degerleri ile esteraz aktiviteleri arasinda negatif yonde
diisiik ve anlamsiz bir korelasyon, (r=-0,269, p=0,107) elde edildi. Kontrol grubunda ise, CA
IT otoantikor diizeyi ile esteraz aktivitesi arasinda negatif yonde diisiik (r=-0,026), istatistiksel

olarak da anlamli olmayan (p=0,898)bir korelasyon bulundu.



S.TARTISMA

Bazi otoimmiin hastaliklarda karbonik anhidraz II izoenzimi antikorlarinin
varliginin Inagaki ve arkadaslar1 tarafindan sistemik lupus erithematos ve Sjogren
sendrom’lu hastalarin serumlarinda gosterilmesinden sonra, ¢esitli otoimmiin hastaliklarda
CA 1I otoantikorlar1 Western Blot ve ELISA yo6ntemleri ile belirlenmistir (5-7). CA 1I safra
kanallari, pankreatik kanallar, renal tubiiler ve tiikriik bezi kanallarinin epitel hiicrelerinde
bol miktarda sentezlenir. Bu yiizden CA I'nin cesitli ekzokrin bezlerin epitel hiicrelerinden
salgilanan yaygin bir hedef antijen olarak, otoimmiin ekzokrinopati ve otoimmiin epitelitis
olarak isimlendirilen hastalik komplekslerinin patogenezinde rol oynadig: diisiiniilmektedir
(8).

Endometriosis, otoimmiin tiroid, romatoid artrit, sistemik skleros, idiopatik kronik
pankreatit, Sjogren’s sendromu gibi otoimmiin hastaliklar bati iilkelerindeki populasyonun
yaklasitk % 5’ini etkilemektedir. Son yillarda, bu otoimmiin hastaliklarin bazilarinin
belirlenmesinde veya benzer goriiniimlii baz1 hastaliklarin ayirdedilmesinde serum belirteci
olarak CA 1II otoantikorlarinin kullanilmasi tartisiimaktadir(10, 11, 43). Daha once, anabilim
dalimiz laboratuarlarinda ELISA yontemi ile CA II antikorlarinin 6l¢iildiigii iki calisma
yapilmistir. Bu calismada, hem laboratuarlarimizda ileride yapilacak arastirmalarda yardimci
olmak, hem de, literatiirdeki boslugu gidermek icin hemolizden kaynaklanabilecek CA
aktivitesinin dl¢iimlere etkisi ortaya konulmaya calisilmistir. Bu amagla, 32 romatoid artritli
hastalarin serumlarinda, 24 adet kontrolle birlikte, toplam CA aktiviteleri ve CA 1 ve II
antikorlan 6l¢iilerek, aralarindaki iligki kantitatif olarak incelenmistir.

Calismarmzda ve sonuglarin degerlendirilmesinde ne hasta grubunda, ne de kontrol
grubunda kadin-erkek kategorizasyonuna gidilmemistir. Bu husus bulunabilen hasta ve
kontrol grubunun dagilimidan (hasta i¢in n=32, 25 kadin / 7 erkek ve kontrol grubu i¢in
n=24, 9 kadin / 15 erkek) kaynaklanmstir.

Yaptigimiz ELISA testleri sonucunda ( Tablo 6, Sekil 1 ve 2) anti CA I i¢in hig
pozitif bir deger bulunmazken, anti CA II icin de % 53 oraminda pozitif degerler elde

edilmistir. Romatoid artrit hastalarinda daha ©nceden yapilmis bir CA I antikorlar
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caligmasina  rastlanmamistir.  Dolayisiyla bu  degerleri mukayese imkanimiz
bulunmamaktadir. Ancak, baska hastalik gruplarinda yapilmis olan ELISA 6l¢timlerinde,
anti CA I seviyeleri anti CA II’den daha biiyilk ve daha fazla pozitif degerlerde
bulunmustur(5, 13, 14). Bizim 6l¢iimlerimizde durum bunun tam tersidir (Tablo 6). Ayrica,
kontrol grubundan alamli bir farkliligi da bulunmamaktadir. Sonug olarak, romatoid artritte
anti CA I seviyelerinin degismedigi ifade edilebilir. A. Mentese yaptig1 tez calismasinda 20
kisilik aymi hastalik grubunda CA II antikorlar1 i¢in yaklasik %50’lik bir pozitiflik
bulmustur ve bizim sonuglarimizla da uygunluk géstermektedir.

Bu calismayla, oncelikli olarak, seruma eritrositlerin hemolizi sonucu gecgebilecek
olan karbonik anhidraz enzimlerinin anti CA’larin ELISA o6lclimlerini etkileyip
etkilemeyecegini ortaya koymak istedik. Bu amacla hasta ve kontrol grubu serumlarinda
Olcililen toplam CA aktiviteleri ile anti CA degerleri arasinda korelasyon testi uyguladik.
Sonugta, hasta grubunda, CA I otoantikor diizeyi ile esteraz aktivitesi arasinda pozitif yonde
oldukga diisiik (r= 0,016) ve istatistiksel olarak anlamli olmayan (p= 0,927) bir korelasyon,
kontrol grubunda, CA I otoantikor diizeyi ile esteraz aktivitesi arasinda negatif yonde diisiik
(r=-0,157) ve istatistiksel olarak onemsiz (p= 0,435) bir korelasyon ortaya ¢ikmistir. Benzer
sekilde, hasta grubunda CA II otoantikor diizeyi ile esteraz aktivitesi arasinda negatif yonde
diisiik (r=-0,269) ve istatistiksel olarak anlamli olmayan (p= 0,107) bir korelasyon, kontrol
grubunda da CA II otoantikor diizeyi ile esteraz aktivitesi arasinda negatif yonde diigiik
(r=-0,026) ve istatistiksel olarak ©Onemsiz (p= 0,898) bir korelasyon gozlenmistir. Bu
durumda, ELISA ile anti CA Olclimlerinde, serumda eritrositlerden normal sartlarda
gelmesi muhtemel CA’larin etkili olmadigr ve gozle kolay farkedilir bir asir1 hemoliz
olmadig1 siirece serum CA aktivitesinin dikkate alinmasina gerek olmadigi sonucuna

varilmastir.



6. SONUCLAR ve ONERILER

. 32 romatoid artritli hastada CA II otoantikor diizeyi 0,255+0,128 (ortalama+SD),

kontrol grubunda ise 0,137+0,040 bulundu ve aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir

fark oldugu belirlendi (p<0,001).

. Aym grupta CA 1 otoantikor diizeyi ise 0,135+0,036, kontrol grubunda da

0,129+0,052 bulunmus olup, aralarinda istatistiksel yonden anlamli bir fark goriilmedi

(p=0,965).

. Yukaridaki ELISA ol¢iimlerinde anti CA II i¢in %53, anti CA I icin % 0 pozitiflik

belirlendi.

. CA I ve CAIl otoantikor diizeyleri ile serum esteraz aktiviteleri arasinda bir

korelasyon belirlenemedi.

. Yukandaki veri ve istatistiksel analizleri sonucunda ELISA yontemi ile CA

antikorlarinin  belirlenmesinin  hemolizsiz normal serumlarda CA aktivitesinden

etkilenmedigi kanisina varildi.

. Hemoliz derecesini, hemoglobin seviyesiyle belirleyerek, ne kadarinin ELISA

yontemi ile CA antikorlarinin 6l¢limiinii inhibe edebileceginin ortaya koyulmasi
faydal1 olacaktir
Anti CA T’in daha genis bir hasta grubunda c¢alisilarak, daha giivenilir bir referans

taban1 olusturulmasi gelecekte yapilacak mukayeseler agisindan uygun olacaktir.



7. OZET

Organizmanin kendi doku antijenlerine karsi immun cevap olusturmasina bagh
olarak gelisen otoimmun hastaliklarda viicudun kendi proteinlerine karst otoantikor
olusturdugu bilinmektedir. i1k kez 1991 yilinda, Inagaki ve arkadaslari tarafindan sistemik
lupus erithematos ve Sjogren sendromlu hastalarin serumlarinda CA 1I otoantikorlarinin
varlig1 gosterilmistir. CA II, eritrositlerden baska insanda en yaygin CA izoenzimidir ve
safra kanallari, pankreatik kanallar, renal tubiiler ve tiikrilk bezi kanallarinin epitel
hiicrelerinde bol miktarda sentezlendiginden CA II yaygin bir hedef antijen olarak
diistiniilmektedir. Bu yiizden, anti CA 6l¢iimii bazi otoimmiin hastaliklarin belirlenmesinde
onem kazanmistir.

Bu c¢alismada, romatoid artritli bir hasta grubunda serumdaki karbonik anhidraz
enziminin CA I ve CA II antikorlarinin ELISA ile 6l¢limii iizerindeki etkisi incelenmistir.
32 kisiden ibaret (25 kadin / 7 erkek) hasta ve 24 kisiden olusan (9 kadin / 15 erkek)
kontrol gruplarindaki sahislarin serumlarinda ELISA yontemiyle CA I ve CA 1I
antikorlarinin ve esteraz aktivitesi 6l¢iimii ile de toplam CA’1n miktarlar belirlenmistir.

Deneysel ve istatistiksel analizler sonucunda CA II otoantikor diizeyi 0,255+0,128
(ortalama+SD), kontrol grubunda ise 0,137 +0,040 bulundu ve aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu belirlendi (p<0,001). CA I otoantikor diizeyi ise 0,135+0,036, kontrol
grubunda da 0,129+0,052 bulunmus olup, aralarinda istatistiksel yonden anlamli bir fark
goriilmedi (p=0,965). ELISA degerlerinde CA 1II i¢in %53’liik bir pozitiflik bulunurken, anti
CA T i¢in pozitif bir deger yoktu. CA I ve CA II otoantikor diizeyleri ile serum CA
aktiviteleri arasinda bir iligkinin olmadig1 korelasyon testi sonucu goriildii.

Sonug¢ olarak, ELISA yontemi ile CA antikorlarinin belirlenmesinin, hemolizsiz

normal serumlarda, CA aktivitesinden etkilenmedigi kanisina varildi.



8. SUMMARY

Autoimmune diseases arise from the immune responses of the body to its own
antigens. In 1991, the presence of anti-CA II antibody has been first reported by Inagaki
and et al. in the serums of patients with systemic lupus erythematosus and Sjogren’s
syndrome. CA 1II, other than erythrocytes, is the most widely seen CA isoenzyme. Since it
is abundantly expressed in the epithelium of biliary, pancreatic, renal and salivary gland
ducts, CA II is suggested to be a widespread target antigen. For that reason, it has become
important to determine the CA antibody levels for some autoimmune diseases.

Here, for a group of rheumatoid arthritis, the effect of serum CA enzyme activity on
determination of CA I and CA II levels by ELISA has been investigated. In the sera of 32
patients(25 female/7 male) with rheumatoid arthritis and 24 healthy persons(9 female/15
male) CA I and CA 1II antibody by ELISA method and total CA by esterase activity have
been determined.

According to the experimental and statistical analysis, the following results were
obtained: 1- the levels of CA II antibody were 0,255+0,128 (mean+SD) for the patients,
0,13740,040 (mean+SD) for the healthy group with a statistically significant difference
(p<0,001), whereas, CA 1 antibody were 0,135+0,036 (mean+SD) for the patients,
0,12940,052 (mean+SD) for the healthy group without a statistically significant difference
(p=0,965), 2- in the ELISA of CA II antibody 53% positivity were obtained whereas no
positive value of CA I antibody was found and 3- no relationships between the CA I and
CA 1II antibody levels and serum CA activities were seen after a corelation test.

It was concluded that the measurement of CA antibodies by ELISA had not been

affected by CA activity in the normal non-hemolyzed sera.
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