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1. GIRIS VE AMAC

Karbonik Anhidraz (CA, E.C 4.2.1.1, Karbonik hidroliyaz) mikroorganizmalardan
yiiksek yapili hayvanlara kadar dagilimi olan bir enzimdir (11) . Aktif bolgesinde Zn"
tyonu ihtiva eden bir metaloenzimdir. Karbonik anhidrazin bilinen yegane fizyolojik
fonksiyonu, CO, hidrasyonu veya bikarbonatin dehidrasyonunu doniisiimlii olarak
katalizlemesidir. Bu reaksiyon araciligiyla asit-baz dengesi, membranlardan sivi ve
yon transportu, iire, yag asitleri ve pirimidin niikleotidlerinin sentezi, mide asit salgisi,
sindirim, lireme, kemik metabolizmasi, noronal aktivite ve beyin omurilik sivisinin
regiilasyonu gibi bircok olaya katilirlar. Karbonik anhidraz enziminin halen,
memelilerde bilinen 15 farkli izoenzimi vardir(12). Karbonik anhidraz izoenzimlerinin
1skelet kasi hasari, ndromuskiiler hastaliklar, kemik metabolizmasi1 bozukluklar1 ve
iskemik kalp hastaliklarinin  teshis ve tanisinda Onemli bir isaret oldugu
belirtilmektedir. Uzerinde en ¢ok calisma yapilan izoenzimlerden biri karbonik
anhidraz II (CA 1II ) dir(13). CA II, bobrek tubulus hiicrelerinde, gézde processus
siliariste, eritrositlerde, mide mukozasinda ve beyinde bulunur.

Helicobacter pylori, insan ve diger primatlarin midesine yerlesen, spiral seklinde,
gram-negatif, mikroaerofilik bir bakteridir(7). Bu mikroorganizma, viicuda bir kere
girdiginde, tedavi edilemedigi takdirde omiir boyu varligint devam ettirmektedir.
Gastrit, duodenit ve peptik iilser olusmasinda da gastrik asidin yani sira rol oynar. H.
pyloride, karbonik anhidrazin alfa ve beta olmak iizere iki farkl izoenzimi vardir ve
bunlardan alfa izoenziminin, CA II ile olan benzerligi sasirticidir(19). Son yillarda
insan ve mikrobiyal antijenler arasindaki molekiiler benzerliklerin, genetik yatkinligin
olmadig1 durumlarda, otoimmiin hastaliklarin tetiklenmesinde énemli bir rolii oldugu
gbzlenmistir.

Immiin sistemin baslica gorevi biinyenin kendisine yabanci antijenleri tanima ve

onlara karst immiin cevap olusturmaktir(2). Ancak bazi patolojik durumlara baglh



olarak hiicre reseptorlerinin bozulmasi ile veya immiin cevap triinlerinden bazilarinin
degisik aktivite gostermesi ile, organizmada degisen doku antijenlerine karsi immiin
cevap olusturmasina otoimmiinite, otoimmiinizasyonun rol oynadigi hastaliklara da
otoimmiin hastaliklar denmektedir(3). Anti CA II otoantikorlari, otoimmiin pankreatit,
sistemik sikleroz, dermatomiyosit, polimiyosit, endometriosis, otoimmiin hepatitis,
Sjogren’s Sendromu ve primer biliyer sirozlu hastalarda belirlenmistir(18).

Otoimmiinitenin mikrobiyal tetiklenmesi teorisi yillar dnce ortaya atilmis ve bu
teori spesifik enfeksiyonlar esnasinda veya hemen sonrasinda bazi otoimmiin
hastaliklarin siklhiginin artisiyla ilgili gozlenen epidemiyolojik bulgular iizerine
kurulmustur(19). H. pyloriden kaynaklanan gastrik enfeksiyon ve otoimmiin pankreatit
arasinda baglant1 oldugu ileri siiriilmiistiir. Ozellikle anti CA II otoantikorlarinin AIP
teshisindeki 6nemi son yillarda dogrulanmistir.

Bu calismada, H. pylori enfeksiyonuna maruz kalmis kisilerin serumlarinda, CA 11
otoantikorlarinin varlig1 incelenecektir. Olgiimlerimiz daha 6nce laboratuarimzda
farkli otoimmiin hastaliklarda anti CA II belirlenmesi amaciyla Ahmet Mentese

tarafindan CA II i¢in uyarlanan ELISA metoduyla gerceklestirilecektir(30).



2. GENEL BILGILER
2.1. Otoimmiinite ve Otoimmiin Hastaliklar

Otoimmiinite, organizmanin kendi antijenlerine karsi kontrol edilemeyen cevabi
sonucu olusur (1). Son yillarda biiyiiyen bir hastalik listesi otoimmiiniteye
baglanmistir. Otoantikorlar; hasar gérmiis, antijenik olarak degismis dokulara cevap
olarak gelisebilir.

Toleransin veya kendi antijenine cevapsizligin 6nlenmesi ve otoreaktif lenfositlerin
aktivasyonu otoimmiin hastaliklarin olugmasindaki en 6nemli olaylardir. Bu olayn
aciklamasin1 yapacak temel mekanizma heniiz tam olarak bilinmemektedir. Diger
etiyolojik faktorler arasinda, genetik yatkinlik ve sitokin aktivitelerinin yani sira
viriisler de otoimmiinitenin olusumunda etkin rol oynarlar. Viral enfeksiyonun, bireyin
kendisine tolerans1 kirdig1 ve sonugta 6zgil hiicre veya dokuda harabiyet yapan bir seri
reaksiyon baslamasina neden oldugu hipotezi bir¢ok ¢alismada benimsenmektedir (2).

Otoimmiin hastaliklar, organa 6zgii otoimmiin hastaliklar ve sistemik otoimmiin
hastaliklar olmak tizere ikiye ayrilir. Organa 6zgii otoimmiin hastaliklar sunlardir:

1. Hashimoto tiroiditi
. Otoimmun hemolitik anemi
. Otoimmun atrofik gastrit

. Otoimmun ansefalomyelit

2

3

4

5. Goodpasture sendromu

6. Otoimmun orsitis

7. 1dyopatik trombositopenik purpura
8. Insiiline bagiml diabetes mellitus
9. Myastenia gravis

10. Graves hastalig1

11. Primer bilyer siroz



12. Kronik aktif hepatit
13. Kolitis iilseroza
14. Membran6z glomerulonefrit

Organa 6zgli olmayan otoimmiin hastaliklar sunlardir:

1.Sistemik lupus eritematozus

2.Romatoid artrit

3.Sj0gren sendromu

4.Reiter sendromu

5.Polimyosit-dermatomyosit

6.Skleroderma (Sistemik sklerozis)

7.Poliarteritis nodoza

Edinsel (adaptif) immiin cevabi olusturan T ve B hiicrelerinde, antijen tanima
ozelligi rastlantisal yeniden diizenlemelerle (random rearrangements) belirlenir ve bu
islemler sirasinda, organizmanin kendi (self, 6z) antijenleri ile reaksiyon verme
potansiyeli olan T ve B hiicreleri de olusur (3). Merkezi ve c¢evresel tolerans
mekanizmalari ile, viicudun kendi antijenlerine yonelik olan immiin yanitinin gelisimi
engellenir veya kontrol altinda tutulur.

Organa spesifik otoimmiin hastaliklarda immiin cevap, tek bir organ veya glandda
bulunan hedef antijene yonelmistir. Sivisal veya hiicresel immiinite yolu ile olusan
tahribat ve klinik belirtiler bu organda goriiliir. Bu organin fonksiyonlar1 uyarilir veya
baskilanir. Sistemik otoimmiin hastaliklarda ise otoantikorlar pek ¢ok antijene karsi
olustugu icin pek cok doku ve organda tahribat olabilir. Otoimmiin hastaliklarin
olusumunda bir ¢ok faktor rol oynar. Bu hastaliklarin kesin ve tek bir nedeni olmadigi
i¢in kesin tedavileri de yoktur (4). Otoimmiin hastaliklarda immiin sistemi diizenleyici,
otoimmiin cevabi baskilayici ¢esitli ilaglar kullanilir.

Immiin Tolerans

Immiin tolerans, kisinin spesifik bir antijene karsi immiin cevap gelistirememesi
durumu olarak tarif edilir (5). Self tolerans, kisinin kendi doku antijenlerine immiin
cevap verebilirliginin bulunmadigini ifade eder. Saglikli kisilerde antiself reaktiviteyi
tic onde gelen mekanizmanin 6nledigine inanilir. Bunlar; klonal delesyon, klonal anerji

ve periferik siipresyondur.



Klonal Delesyon (klonal silinme): Timustaki gelisimleri sirasinda lenfositler,
spesifik bir antijeni taniyacak TCR’ lerini rastgele gen diizenleme mekanizmasi ile
kazanirlar. Bu rastgele gen diizenlenmesi sonucunda, yabanci antijenlere spesifik T
hiicrelerinin yaninda, hem self-MHC molekiillerini tanimayan T hiicreleri, hem de self
antijenlere spesifik T hiicreleri olusur. Immun sisteme yarar1 acisindan, yabanci
antijenlere spesifik T hiicrelerinin olgunlastirilarak sekonder lenfoid organlara
gonderilmesi gerekir. Ancak, Self-MHC molekiillerini tanimayan T hiicreleri immun
yanitta kullanilamayacaktir, dolayisiyla bunlarin viicuda hicbir yarari olmayacaktir.
Diger taraftan, self antijenlere spesifik lenfositler eger gelisirlerse viicudun kendi
antijenlerine karsi immun yanit olusturacaklar, bu da viicuda zararli olacaktir. Bu
nedenlerle, viicuda yarar1 olmayan ve zararli olacak lenfositlerin ortadan kaldirilmasi
gerekir.

Klonal Anerji: Klonal Anerji, lenfositlerin antijenlerle belli sartlarda
karsilagsmasiyla ortaya c¢ikan doniisiimsiiz fonksiyonel inaktivasyonu ifade eder.
Ornegin; antijen spesifik CD4+ hiicrelerinin aktivasyonu iki sinyal gerektirir. Birincisi
antijen sunan hiicrelerin (APC) ylizeyindeki MHC Class II molekiilleriyle birlikte
peptid antijenin taninmasi ve ikincisi APC’ler tarafindan meydana getirilen ‘yardimci
stimiilator faktorler’ sinyal setidir.Eger hiicreler tarafindan sunulan antijen gerekli ek
stimiilatorlert meydana getiremezse, negatif bir sinyal olusur ve hiicre anerjik hale
gelir. Timusta gelisme sirasinda timik APC’ler, ikinci sinyal olusturmada basarisiz
olursa klonal T hiicre anerjisi meydana gelebilir. Boylece timus self toleransta kritik
bir rol oynar. Klonal anerji B hiicrelerini de etkiler ve self antijenlere B hiicre toleransi
muhtemelen 6nde gelen mekanizmadir.

T Hiicrelerinin Periferik Etkisi: Otoreaktif lenfositleri aktif olarak baskilayan
hem hiicresel, hem de humoral birgok faktor tarif edilmistir. Bunlardan supresér T
hiicreleri, sitotoksik T hiicreleri gibi CD8+ hiicreleridir. Yapilan deneylerde hem
yardimct T hiicrelerinin, hem de B hiicrelerinin, supresor T hiicrelerle
inaktivasyonunun miimkiin oldugu goriilmistiir. Yasam ic¢in otoimmiinitenin
onlenmesi ¢ok hayatidir. Bu nedenle bizi koruyucularimizdan korumak i¢in bir¢ok

mekanizma gelistirilmistir. T hiicrelerle self toleransin onde gelen mekanizmasi



otoreaktif klonlarin delesyonudur. Yardime1 T hiicreler hem seliiler hem de humoral
immiinite i¢in kritik kontrol elemanlar1 oldugundan, self reaktif T hiicrelerin toleransi,
otoimmiin hastaliklart 6nlemede ileri derecede Onemlidir. T hiicre toleransina zit
olarak B hiicre toleransi ¢okca klonal anerji ile devam ettirilir. Klonal anerji veya
delesyon bariyerlerinden “kacamak” yapan lenfositler (hem T hem de B lenfositler)
baskilayic1t mekanizmalarla baskilanir.

Self toleransin bir veya daha fazla mekanizmasinin yok olmasi, dokular
immiinolojik saldirtya magruz birakir ki bu durum otoimmiin hastaliklarin gelisimine
neden olur. Her ne kadar doku hasarimi gelistirmede immiinkompetan hiicreler
kesinlikle rol aliyorsa da, selfe kars1 reaksiyonlar1 baslatan baslica etkileri bilmiyoruz.
Fakat genetik faktorler ve infeksiyonlarin (bakteriyal-viral) onemli oldugu

diistiniilmektedir.

2.2. Helicobacter Pylori

Helicobacter pylori enfeksiyonu, diinyada en sik rastlanan gastrointestinal
bakteriyel hastaliktir (6). Bu mikroorganizma, viicuda bir kez girdiginde, tedavi
edilmedigi takdirde omiir boyu varligin1 devam ettirmektedir. Gastrit, duodenit ve
peptik tilser olusumunda da rol oynadigi gosterilmistir (7).

Glintimiizde kronik aktif gastritin etiyolojik ajani, peptik iilser hastaliginda
olgularin ¢ogundan sorumlu faktér, mide kanseri ve MALT-lenfomasinda ko-faktor
olarak kabul edilen H.pylori’nin gelisimi soyledir(7).

Ortagaga ait ¢cok eski tibbi kayitlarda peptik llser komplikasyonlarindan s6z
edilmesine ragmen, ilk kez 1586°da bir italyan doktor tarafindan rapor edilmistir.

Bunu takiben 1688’de Isvicre’de Johannes Von Muralt bir otopside duodenal iilseri
tespit etmistir. Onsekizinci ve 19. yiizyillarda, midede hidroklorik asit ve
sekresyonunun sindirimle ilgili 6zelliklerinin tanimlanmasi ile, iist gastrointestinal
sistemin fonksiyonlar1 daha iyi anlasilmistir. Ondokuzuncu yiizyilin ikinci yarisinda
gastrik cerrahinin gelisimi ile {ist gastrointestinal hastaliklarin tanisinda daha basarili

olunmaya baslanmistir (7).



Italyan patalog Bizzozero kopeklerin midesinde spiral bakterilerin varligimi
1893’te, tanimladiktan sonra benzer bulgular kedi ve fare midelerinde tespit edilmistir.
Liebre ve Lefevre 1959 yilinda, tetrasiklin tedavisi sonras1 midede iireaz aktivitesinin
kayboldugunu gorerek, bu enzimin bakteriyel kaynakli oldugunu ileri siirdiiler.
Delluva, 1968’de “germ-free” hayvanlarin midesinde iireaz bulunmadigini, bu enzimin
bakteriyel kaynakli oldugunu ortaya koydu . Mikrobiyologlar midenin steril oldugunu
1960-1970 yillar1 arasinda, diisiindiikleri icin daha Once yapilan c¢alismalar
degerlendirmedikleri gibi, yaptiklar1 c¢alismalarda mikroskobik incelemeye yer
vermediklerinden bu spiral bakteri farkedilemedi (7). Steer ve Colin-Jones,1975
yilinda gastrik ilserli hastalarin %80’inde gram negatif spiral organizmay1 tespit
ettiler, ancak kiiltiirde iiretmeyi basaramadilar (29).

Bu bakteri 1982 yilinda bulunana kadar, stres ve yasam bi¢iminin iilser hastaliinin
en onemli nedeni oldugu sanilirken, bugiin duodenal iilserlerin % 90, gastrik iilserlerin
ise %80’den fazlasinin nedeninin H.pylori oldugu bilinmektedir.Her ne kadar gastrik
tilser Uretimi baskilandiginda iilserler iyilesse de,sik tekrarlamalari bu bakterinin
onemini gostermektedir ve bakterinin tedavi edilmesi hastalik tam bir tedavi sansina
kavusmustur. Nobel Tip Odiilii 2005, gastrit ve peptik iilser hastaliklarma H. pylori
adli bakterinin neden oldugunu bulan Avustralyali bilim adamlar1 B.J Marshall ve J.R
Robin’e verildi.

Helicobacter  pylori, gram negatif, kivrik comak, spiral veya S seklinde
goriilebilen, mikroaerofilik bir bakteridir. Bakterinin uzunlugu 2-4 um olup, genisligi
0.5-0.9 pm arasinda degismektedir. (Sekil 1)

Helicobacter Pylori ve Ulser

Peptik iilser, asit mide suyunun etkisiyle mide, bagirsak kanalinin herhangi bir
yerinde mukozada meydana gelen en az muskuler tabakaya kadar uzanan sinirlar1 belli
doku kaybidir (9). Duodenal ve gastrik iilser olmak flzere ikiye ayrlir. H.pylori
enfeksiyonunda inflamasyon korpusta belirgin ise gastrik, antrumda yiiksek aktiviteli
inflamasyon varsa duodenal iilser ortaya ¢ikmaktadir. Duodenal iilseri olanlarin % 60-

90’1nda H.pylori pozitiftir. Gastrik tilserliler de ise bu oran % 44 olup daha diisiiktir.



Sekil 1. H.pylorinin ii¢ boyutlu gériiniimii

Helicobacter Pylori ve Gastrit

Gastrit, mide mukozasinin akut veya kronik iltihabi reaksiyonudur (8). Antrum ve
korpus mukozasindaki kronik aktif gastritler hemen daima H.pylori ile birliktedir.
Akut gastrit, belirli bir nedene bagli, ani olarak ortaya c¢ikan ve etkenin
uzaklastirilmasi ile hizla diizelen gecici iltihabi durumu yansitir (28). Kronik gastrit ise
ylizeysel bir fazla baslayan ve atrofik fazla sonlanan dinamik bir olaydir. H.pylori

eradikasyon tedavisi ile gastritte iyilesme goriiliir.
2.3. Karbonik Anhidraz

Karbonik Anhidraz (CA, E.C 4.2.1.1, Karbonik Hidroliyaz ) mikroorganizmalardan
yuksek yapili hayvanlara kadar dagilimi olan bir enzimdir. Aktif bolgesinde Zn i1yonu
ihtiva eden bir metaloenzimdir. Karbonik Anhidrazin bilinen yegane fizyolojik
fonksiyonu, CO,’nin hidrasyonu veya bikarbonatin dehidrasyon reaksiyonlarini
doniisiimli olarak katalizlemesidir (10).

Hiicrelerde olusan CO,, kana gectigi zaman eritrositler i¢ine alinir. Eritrositler

icinde CO, karbonik anhidraz enziminin etkisiyle H,O ile birlesir.

CO, + HO ————— Hco, + H?



Yukaridaki reaksiyonda ortaya cikan hidrojen iyonlar1 hemoglobin molekiiliine
baglanir, bikarbonat iyonlar1 ise eritrositlerden plazmaya ¢ikar ve akcigerlere kadar
plazmada gelir(11). Kan akcigerlere gelince, bikarbonat iyonlarmin eritrositler i¢ine
girmesi ile reaksiyon tersine doner, sonugta su ve karbondioksit olusur ve solunum
yoluyla disar1 atilir. Karbondioksitin % 70 1 bu yolla taginir. Karbondioksitin bir kismi1
dogrudan hemoglobin molekiiliine baglanarak tasimir. Cok az bir kismi plazmada
fiziksel olarak c¢oOziinmiis halde tasinir. Az bir kismi da plazma proteinleri ile
aminokarbon bilesikleri olusturarak tasinir. Bu reaksiyon araciligiyla asit-baz dengesi,
membranlardan sivi ve iyon transportu,iire ,yag asitleri ve pirimidin niikleotidlerinin
sentezi, mide asit salgisi, sindirim, iireme, kemik metabolizmasi, néronal aktivite ve
beyin omirilik sivisinin regiilasyonu gibi birgok olaya katilirlar. Ayrica glukonegenez,

tirogenez ve lipogenezde de énemli rol oynarlar (11) .

Canlilarda 5 tane farkli bilinen yapisal CA ailesi vardir.Bunlar By sinifi ve
yakin zamanda bulunan § ve ¢ tiirleridir.Bunlardan en fazla bilineni alfa ailesidir.insan
patojenlerinde de (6rnegin; Helicobacter pylori, plasmodium falciparum) yapisal
olarak benzeyen izoenzimleri mevcuttur (13).

Memelilerde bulunan alfa tipi CA’larin doku dagilimi, hiicre ici yerlesimleri ve
kinetik o6zellikleri farkli on bes ayrnt (CA I-XV) izoenzimi tarif edilmistir
(12).Bunlardan CA LILIILVII ve XIII sitoplazmada, IV, IX XII, XIV ve XV’ler
membran bagimli, V mitokondride, VI tiikriikk salgisinda, digerleri 3 CA iligkili
proteinler olan (CARP) VIII, Xve XI’de sitozolde yer alir.

CARP’larin aktif bolgelerinde kritik histidin  reziidiileri eksik oldugundan
enzimatik aktiviteleri eksiktir.En son tanimlanan CA XV ilk defa 2000 yilinda
Hewett-Emnett tarafindan genetik calismalar sirasinda bulunmustur (11). Rekombine
fare COS-7 hiicrelerinden ve Escherichia coli bakterisinden izole edilmistir. Enzimatik
aktifligi CA IV ile benzerlik gostermektedir. Farelerin beyin,bobrek ve testislerinden
1zole etmek miimkiindiir. CA XV’in katalitik aktivitesi diisiik ve enzimatik aktivitesi
icin disiilfid kopriilerinin dogru konformasyonu onemlidir. CA XV alfa-CA gen

ailesinin ilk lyesidir. Sempanzeler ve insanlar hari¢ bir¢ok tiirde eksprese edilebilir

(12).



10

2.4. CA ve Otoimmiinite

2.4.1. CA II ve Otoimmiin Hastahklar

CA 11, alfa simift CA ailesinin katalitik aktivitesi en yiiksek olan liyesidir. Katalitik
etkisi aktif bolgesindeki ¢inko iyonlarinin 3 histidin reziidiisiiyle koordinasyonuyla
gergeklesir(16). Kataliz sirasinda ¢inko iyonlari niikleofilik Lewis asidi gibi gorev
yaparlar. CA 1II, bobrek tubulus hiicrelerinde, gozde processus siliariste, eritrositlerde,
mide mukozasinda ve beyinde bulunur. CA II, ayrica safra kesesinin epitel
hiicrelerinde, pankreas kanallarinda ve bobrege ait tiikrilk bezlerinden ekprese
edilmektedir.

CA 1I otoantikorlarmin spesifik degil de spesifik olmayan otoimmiinitenin bir
isaretleyicisi oldugu diisiiniilmektedir (17) . “Otoimmiin hastaliklarin gelismesinde
patolojik faktordiir. Ilk kez 1991 yilinda Inagaki ve arkadaslari tarafindan Sjdgren
sendrom (SS)’lu hastalarin serumlarinda CA 1II otoantikorlarinin varligi gosterilmistir
(16). Gordon ve arkadaslarimin 1995°te yaptig1 ¢alismada CA II otoantikorlar1 PBC
(Primer biliary cirhosis)’de ve otoimmiin pankreatitli hastalarin serumlarinda
bulunmustur (18). CA II’'nin ekzokrin salgi sisteminde 6nemli oldugu ve bir¢ok
otoimmiin hastalifin patogenezinde 6nemli rol oynadigi bulunmustur (13). Ornegin
CA 1I otoantikorlari, Primer Biliyer Siroz(PBC) ve Otoimmiin kolanjiti (AIC )’yi
aywran serolojik bir gostergedir. Anti CA II otoantikorlarimin  AIP(otoimmiin
pankreatit) teshisinde 6nemi son yillarda dogrulanmistir (14) .

Otoimmiinitenin mikrobiyal tetiklenmesi teorisi yillar 6nce ortaya atilmis ve bu
teori spesifik enfeksiyonlar esnasinda veya hemen sonrasinda bazi otoimmiin
hastaliklarin siklhiginin artisiyla ilgili gozlenen epidemiyolojik bulgular iizerine
kurulmustur (19 ). Ancak son yillarda, genetik yatkinligin olmadigi durumlarda, insan
ve mikrobiyal antijenler arasindaki molekiiler benzerliklerin, otoimmiin hastaliklarin
tetiklenmesinde Onemli rolii oldugu gozlenmistir. Otoimmiinitenin gelismesiyle
dokularda hedef antijenlerin 6zel ¢ogaltimi, otoimmiin reaksiyonlarin gelismesine

sebep olmustur. Tam olarak sebebi bilinmese de otoimmiin reaksiyonlarin
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gelismesinde CA 1I otoantikorlarinin, hedef antijenlerin ¢ogaltilmasiyla otoimmiin
reaksiyonlarin aydinlatilmasinda rol oynabilecegi diisiiniilmektedir.Ote yandan bazi
aragtirmacilar da, olusan otoantikorlarin CA II’ye kars1t olugmadigi, molekiiler
benzerlikten dolayr fakli bir antijene karsi iiretilmis antikorun CA II ile capraz

reaksiyon verdigini ileri siirmiislerdir (19).

2.4.2. Helicobacter Pylori ve CA 11 Otoantikorlari

Helicobacter pylori enfeksiyonu, midede tilser olusumu ve gastrik otoimmdiiniteyle
iligkili oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur(21). H. pylori’li hastalarin gastrik
mukozasindan eksprese edilen bazi antijenler otoantikorlarla tepki gosterir (20). H.
pylori, S.S, PBC, AIP ve HCV (hepatit C viriis) iliskili karaciger hastaliklariyla
iligkili olduguna dair calismalar da yapilmistir. H. pylori enfeksiyonunun immiin
pankreatiti tetikleyebilecegi ve bunun insan ve bakteri kaynakli antijenlerin molekiiler
benzerlikleri de dahil olmak iizere ortaklasa mekanizmalarla olabilecegi One
stiriilmiistiir (22).

Yapilan calismalarda insan ve bakteri proteinlerinden c¢apraz reaktivite
potansiyeline sahip olanlarin aminoasitlerin dizilisleri karsilagtirilmistir ve insan CA
IT ve Helicobacter pylori alfa-CA (HpCA) izoenzimleri arasinda anlamli bir homoloji
bulunmustur (23).

H. pylori'de karbonik anhidrazin alfa ve beta olmak flizere iki farkli izoenzimi
vardir ve bunlardan alfa izoenziminin CA II ile olan benzerligi sasirticidir.(alfa CA
bakteri dis ylizeyine bagli oldugundan bunun konak immiinite i¢in antikorla etkilesme
acisindan ideal bir haldedir). Alfa HpCA, bakterinin gastrik kolonizasyonda ve gastrik
cevredeki asitli ortama intibak i¢in gereklidir (24) . Bunun sonucu olarak da H.
pylori’nin yasamasi ve ¢ogalmasi icin gerekli adaptasyonu saglar. Bu nedenle HpCA
inhibisyonunun, H.pylori’nin ila¢ direncini yonlendiren yeni bir farmokolojik yontem
olabilecegi diisiiniilmektedir(25).Yapilan deneylerden elde edilen bilgilere gore, alfa

HpCA izoenziminin asidik ortamda anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (27).
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Ayni1 sonug, etkili karbonik anhidraz inhibitorii olan asetozolamidli ortamda kiiltiir
yapilmasiyla da gozlenir(26). Biitiin bu sonuglar bulunan in siliko bilgilerle birbirini

tamamlanmis ve AIP’da H. pylori tetiklenmesinin miimkiin olabilecegini gozlenmistir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar alet ve malzemeleri {ireticileri

ile birlikte Tablo 1°de listelenmistir.

Tablo 1. Tez calismasinda kullanilan cihazlarin ve laboratuar malzemelerinin
ozellikleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve

Marka / Model

Malzemeler
Dondurucu Vestel, Arcelik, Bosch
Saf su cihazi Aquatron 4AD
ELISA yikayicisi Diagnostics Pasteur LP 35
ELISA okuyucusu Spektraflour plus, TECAN
ELISA pleyti Coostar, yiiksek baglamam kapasiteli
Etliv Gallenkamp
Calkalayici Nuve, SL 350
Hassas analitik terazi Oertling NA 164
Manyetik karistirict Ikamag RH
Otomatik pipet, 0.5-10 uL Biohit, Proline
Otomatik pipet, 10-100 uL Socorex
Otomatik pipet, 50-200 uL Biohit, Proline
Otomatik pipet, 100-1000 uL Transferpette
Otomatik pipet, 1-5 mL Exelpette
pH-metre Hanna Instruments, HI 9321
Santrifiij Heraeus, Labofuge 200
Sogutucu Philco FRT 152 D
Spektrofotometre Shimadzu, UV — 1601
Vorteks karistirici Niive, NM 110

3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler
Tablo 2’de bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler, iiretici firmalar, {iriin

kodlar1 ve bazilarinin saflik diizeyleri verilmistir.
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Tablo 2. Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddelerin satin alindiklar1 firmalar ve

ozellikleri

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Satin Alindig1 Firma, Kodu ve Saflig1

Disodyummonohidrojenfosfat
(NazHPO4 7H20)

Etanol (C,HsOH)

Hidrojen peroksit (H,O,)
Hidroklorik asit (HCI)

S1g1r serum albumini (BSA)
Sodyum bikarbonat (NaHCO;)
Sodyum karbonat (Na,CO3)
Insan CA 1I izoenzimi
Tween-20

Potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO4)

Horseradish peroksidaz takili
tavsan anti-human Ig G antikoru
Sitrik asit (C6H807.H20)
Ortho-phenylene-diamin tabletleri
Stlfiirik asit (H,SOy)

Sodyum dihidrojen fosfat
(NaH,P0,4.2H,0)

Sodyum hidroksit (NaOH)
Sodyum kloriir (NaCl)
Potasyum kloriir (KCI)
Anti-human Ig G antikoru

Merck, A547474

Merck, absolute, d=0.790-0.793 (100986)
Merck, % 30, d=1.11 (1.08597)

Carlo Erba, % 37, d=1.186 (7647-01-0)
Sigma (P6529)

Merck, > % 99.5 (6329)

Sigma, lot 2029A

Sigma

Sigma, %10, P8942

Merk, 646 A-153371

Sigma, A-8792, Lot 103K4848

Sigma, C-1909, Lot 47H0808
Sigma, P-1063, Lot 092K 8205
Carlo-Erba ,%96, (d=1.84 g/ml) no: 306657

Merck, (6345)

Merck, > % 99 (6462)

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

Kullanilan ¢ozeltiler ve bazilarinin hazirlanislariyla kullanildig: yerler liste halinde

Tablo 3’te gosterilmistir.
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Tablo 3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislari

Cozelti Kullanildig1 Yer ve Hazirlanisi
1 M NaOH 10 g NaOH saf suda ¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi.
Tampon ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi.
1 M HCI Tampon ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi
Kaplama Tamponu A ¢ozeltisi: 0,2 M Na,CO3 (2,12 g/ 100ml), B ¢ozeltisi:
(PH:9.6) 0,2 M NaHCO; (1,68 g/ 100ml), 8mL A ¢ozeltisi ve 17mL

Birinci Yikama

B ¢ozeltisi distile su ile 100mL’ye tamamlandi. pH: 9,6’ya
ayarlandi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.
0,14 M (0,8 g ) NaCl, 2,7 mM (0,02 g ) KCI, 1,5 mM

Tamponu (PBS (0,02 g) KH,PO,4 ve 8,1 mM (0,2169 g) Na,HPO, .7H,0
coOzeltisi) tartilip bir miktar distile suda pH: 7,4’e NaOH ile
ayarlandi.Hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
Ikinci Yikma 0,14 M (0,8 g ) NaCl, 2,7 mM (0,02 g ) KCI, 1,5 mM
Tamponu (Tween-20 (0,02 g) KH,PO, ve 8,1mM (0,2169 g) Na,HPO, .7H,0
— PBScozeltisi) tartilip bir miktar distile suda pH: 7,4’e NaOH ile
ayarlandi. 50uL tween-20 eklendi.Hacmi distile su ile 100
mL’ye tamamlandi.
Bloklama %?3 bovin serum albumin ihtiva eden birinci yikama
Tamponu tamponu PBS ¢o6zeltisi. 3g BSA 100mL PBS’de ¢oziilerek
hazirlandi.
2M Siilfiirik asit Reaksiyonu durdurmak i¢in kullanilda.
coOzeltisi

Sitrat-fosfat
tamponu (pH: 4.8)

Substrat ¢ozeltisi

Antikor(konjugat)
coOzeltisi

0,1 M (2,101 g) Sitrik asit (C¢HgO7.H,0), 0,2 M (3,12g)
Sodyum hidrojen fosfat (NaH,PO,.2H,0)) alin1r. Distile
su ile 100 mL’ye tamamlanir. pH 4,8’e ayarlanir. Substrat

cOzeltisi hazirlamak i¢in kullanildi.

10 mg orto-phenlylene-diamine pH: 4,8 olan sitrat-fosfat
tamponunun 25 ml’sinde ¢oziiliir. Kullanilmadan hemen
once ¢ozeltiye 10uL, %30’luk hidrojen peroksit ilave
edilir.

5 uL Horseradish peroksidaz takili tavsan anti-human IgG
antikoru alinir ve seyreltme tamponu ile 10 mL’ye
tamamlanur.

3.3. Numunelerin Toplanmasi

Calismamizda kullamlan serumlar K.T.U Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Ogretim Uyesi Y. Dog. Dr. Nese Kaklikkaya tarafindan daha once calisma
amactyla, tanilar1 bir Gastroenteroloji uzmaninca konulan hastalardan ve kontrol

grubunu olusturmak amaciyla saglikl kisilerden toplanmistir. Hastaliklara ve H. pylori
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varligina gore toplanan serumlarin dagilimi1 asagidaki tabloda verilmistir. Gruplar
olusturulurken kadin erkek ayirimi yapilmamistir. Elde edilen serumlar calisma
yapilana kadar -20 C’de saklandi. Hemolizli kanlarda CA II seruma bol miktarda
gececeginden dolayr numune toplanmasinda bu hususa azami dikkat gosterildi.

Tablo 4. Calisma gruplarinin yas araliklar ve cinsiyet dagilimi

) 1.Kontro  2.Hpylori  3.H.pylori 4.H.py lo 5.H.pylori
Gruplar: 1 (-) tlser (-) gastrit g (+) gastrit
(+) tlser
Yas araliklari 19 - 66 22 -65 25-67 25-70 24 - 68
Cinsiyet (K/E) 19/11 13/17 16/14 13/17 10/20

3.4. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Calisma gruplarindaki bireylerin CA II otoantikor seviyelerini belirlemek i¢in
Hosoda ve arkadaglar tarafindan gelistirilen ELISA yontemi kiigiik degisiklikler
yapilarak kullanildi(17,30). Her bir numune i¢in dlgiimler iki kez tekrarlanda.

Deneyin Yapilisi

1. ELISA pleytindeki mikrotiter kuyucuklar kaplama tamponunda (pH: 9,6)
seyreltilen ve kosantrasyonu 10 pg/mL olan CA-II'nin 50 pL’si ile kapland1 ve 18 saat
+4 °C’da inkiibasyona birakildi (kaplama yapilirken her serum ornegi igin 4 kuyucuk
ayrilir ve bu kuyucuklarin ikisi CA-II ile kaplanir, ikisi kaplanmaz. Sonuglar
degerlendirilirken kaph olan kuyucuklarin absorbans degerlerinden kaplanmamis olan
kuyucuklarin absorbans degerleri ¢ikartilir).

2. Pleyt PBS tamponu (birinci yikama ¢ozeltisi) ile 5’er dakika arayla (bu aralarda
pleytler calkalayicida calkaland1) 3 kez yikandi. Yikama islemi su sekilde yapildi: Once
ELISA yikayicisinda pleyt bir kez yikandi ve ardindan sekizli pipetle 200 pL yikama
tamponu kuyucuklara pipetlendi ve ¢alkalayicida 5 dakika calkalandi ve ardindan ELISA
yikayicisinda yikandi. Bu islem 3 kez tekrarland.

3. Yikama isleminin ardindan kuyucuklara 200 pL bloklama tamponu ilave edildi ve

oda sicakliginda 2 saat ¢alkalyicida inkiibasyona birakildi.
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4. Bloklamanin ardindan Pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci yikama
¢ozeltisi) ile ikinci basamakta izah edildigi gibi 3 kez yikandi.

5. Sonra hasta (30’ar H.pylori (+) gastrit ve iilser, 30’ar H.pylori (-) gastrit ve llser
birey) ve kontrol (30 saglikli birey) serumlart %1 BSA ihtiva eden seyreltme
tamponunda 1/200 oraninda seyreltildi ve her bir seyreltilmis serum 6rnegi 2 kuyucuk
CA-II kaplanmamis ve 2 kuyucuk CA-II kaplanmis olmak tizere toplam 4 kuyucuga ayri
ayr1 100 pL pipetlendi ve 2 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida bekletildi.

6. Pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci yikama ¢ozeltisi) ile ikinci basamakta
1zah edildigi gibi 3 kez yikandi.

7. Kuyucuklara 100 uL. %1 BSA ihtiva eden seyreltme tamponuyla 1/2000 oraninda
seyreltilmis antikor (rabit anti-human Ig G antibody conjugated with horseradish
peroksidase) ilave edildi ve oda sicakliginda 1 saat ¢alkalayicida bekletildi.

8. Pleyt tween-20 igeren PBS tamponu (ikinci yikama ¢ozeltisi) ile kinci basamakta
izah edildigi gibi 3 kez yikand

9. 100 pL substrat ¢ozeltisi ilave edildi. Oda sicakliginda 25 dakika karanlikta
bekletildi.

10. 2M H,SO,’in 100 pL’si biitiin kuyucuklara pipetlenerek reaksiyon durduruldu.
ELISA okuyucusunda 485 nm’de renk okundu.

CA 1I kaplanmis kuyucuklardan okunan absorbanslarin ortalamasindan CA II

kaplanmamis kuyucuklarin ortalamasi ¢ikarilarak sonuglar elde edildi.

3.5. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Hasta gruplarinin ve kontrol grubunun ortalamalar1 X ve standart sapmalar1 S.D
hesaplandi. Once Kolmogorov-Smirnov Testi yapilip, degerlerin normal dagilima
uyup uymadigina bakildi. H.pylori (+) grubu uymadigi i¢in nonparametrik test, 5’li
gruplarin karsilastirmasi i¢in Kruskal-Wallis varyans analizi yapildi. Normal dagilima

uyanlara Student’s T Testi, uymayanlara Mann Whitney U Testi yapildu.



4. BULGULAR

4.1. ELISA Sonuc¢lar

ELISA metoduyla 30 kontrol, 30 H.pylori negatif iilser, 30 H.pylori negatif gastrit,
30 H.pylori pozitif tlser, 30 H.pylori pozitif gastrit hasta bireylere ait serumlar
incelenmis ve saf insan CA II’sine karst CA 1I otoantikorlarinin baglanmalari
Ol¢iilmiistiir. Ortalama absorbans degeri > 0,437 olan serumlarin reaksiyonu pozitif
olarak kabul edilmistir. Bu deger kontrol grubuna ait serumlarin ortalama absorbans
degerine ( X=0,212 ), 3 S.D degeri (0,225 ) eklenerek hesaplanmistir. Diger gruplara
ait ( X£S.D) degerleri Tablo 5°te gosterilmistir.

Tablo 5. Calisma gruplarina ait ortalama CA II absorbans ve = SD degerleri

2.H.pylori ~ 3.Hpylori  4.Hpylori  5.H.pylori

Gruplar: I Kontrol (-) ulser (-) gastrit (+) ulser (+) gastrit
(Ortalama 0,212 0,253 0,192 0,307 0,291
+SD) +0,075 +0,088 +0,083 +0,119 +0,119

Kontrol grubuna ait cut off degerine gore, grupl: kontrol grubu 0, grup 2: H.pylori
negatif iilser grubunda 2 (% 6,6), grup 3: H.pylori negatif gastrit grubunda 1(%3,3),
grup 4: H.pylori pozitif iilser grubunda 2 (%6,6) ve grup 5: H.pylori pozitif gastrit
grubunda ise 3 (%10) pozitif sonu¢ bulunmustur.Belirtildigi {izere kontrol grubunda
pozitif sonuglara rastlanmamistir (Sekil 2).

Yapilan istatiksel analizlere gore kontrol / H.pylori(+) gastrit (p=0,001), kontrol /
H.pylori (+) iilser (p=0,0041), H.pylori(-) gastrit / H.pylori (+) gastrit (p=0,0038),
H.pylori (+) ilser / H.pylori (-) Ulser (p=0,048) ve H.pylori (+) gastrit ve H.pylori (+)
tilser gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli derecede fark bulundu. Gruplar arasi

farkliligin 6nem derecesini gosteren tablo asagida verilmistir (Tablo 6).
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Sekil 2. Serumlarinda CA II otoantikorlar1 bulunduran gruplar ve saglikli bireylere
ait serum absorbans degerleri. Kontrol grubuna ait X + 3SD=0,437 cut off
degeri olarak alinmustir.

Tablo 6. Gruplar arasi farkliligin 6nem derecesi (* istatiksel yonden 6nemli)

Gruplar

Kontrol / H.pylori(-)gastrit p=0,980
Kontrol / H.pylori (-) Ulser p=0,062
Kontrol / H.pylori(+)gastrit *p=0,001
Kontrol / H.pylori(+)iilser *p=0,00041
H.pylori(+)gastrit/ H.pylori(-) gastrit *p=0,00038
H.pylori(+)tlser/H.pylori(-)ilser *p=0,048

H.pylori(+)gastrit/H.pylori(+)iilser p=0,104




5. TARTISMA

CA 1I insan dokularinda en yaygm olarak bulunan karbonik anhidraz
izoenzimlerinden olup, CO;’nin hidrasyonunu doniisiimlii olarak katalizleyerek
viicutta asit-baz dengesinin ve bircok reaksiyon icin substrat olarak gerekli olan
bikarbonatin saglanmasinda, kardiyovaskiiler tonusun regiilasyonununda ve hiicre
boliimleri arasindaki iyon degisiminin kontroliinde rol alir (11). Otoantikorlar; hasar
gormiis, antijenik olarak degismis dokulara cevap olarak gelisebilir. Ik kez 1991
yilinda Inagaki ve arkadaslari tarafindan otoimmiin hastaliklardan olan sistemik lupus
erithematos ve Sjogren’s sendrom’lu hastalarin serumlarinda CA II otoantikorlari
bulunmustur(16). Bir sitoplazma enzimi olarak CA II’nin otoantikorlarinin otoimmiin
hastaliklarda gozlenen hiicre hasarina nasil sebep olduklar1 agiklanamamistir. Ancak,
son yillarda yapilan g¢alismalarda otoimmiin bir hastalik olan otoimmiin
pankreatit(AIP)’li kisilerin serumlarinda ¢ogu kez CA II otoantikorlarinin bulunmasi,
bu hastaligin teshisinde anti CA II pozitifliginin kriter olarak kullanilmasini giindeme
getirmistir. Ayrica, F. Guarneri ve ark.(19), daha once Helicobacter pylori
enfeksiyonuna maruz kalmis ve genetik olarak yatkin bazi kisilerde AIP
goriilmesinden ve AIP-anti CA II birlikteliginden yola ¢ikarak, tamamen bilgisayar
ortaminda(in silico metod), H. pylori o-hpCA enzimi ile CA II arasinda biiyiik
miktarda bir homoloji belirlemis ve a-hpCA antikorlarmin anti CA II’ye benzer
otoimmiin etkiler sergileyebilecegini bildirmislerdir(19).

Bu calismada, F. Guarneri ve ark. in siliko metodlarla elde ettikleri bulgulara gore
iler1 stirdiikleri hipotezin, H. pylori enfeksiyonlu kisilerin serumlarinda, in vitro
testinin gergeklestirilmesi amaglanmistir. Bu maksatla her biri gastroenteroloji uzmani
tarafindan degerlendirilmis olan 30 kisiden ibaret 5 ¢alisma grubu olusturulmustur: 1.
grup muayenesinde mide problemi belirlenememis saglikli, 2.grup {ilser teshisi

konulup, H.pylori tespit edilemeyen(H.pylori (-) iilser), 3. grup H.pylori (-) gastritli, 4.
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grup H.pylori (+) ilserli ve 5. grup H.pylori (+) gastritli kisilerden ibarettir. Gruplar
olusturulurken kadin-erkek ayirimi yapilmazken, yas ortalamalar1 yakin alinmaistir.

Calisma gruplarindaki bireylerin CA II otoantikor seviyelerini belirlemek igin
Hosoda ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen ELISA yontemi kiiciik degisiklikler
yapilarak kullanilmistir (17). Bu metodun CA II antikorlarinin tayinine uyarlanmasi,
modifikasyonlar1 ve sonuglarinin  analitik  degerlendirilmesi, daha  Once
laboratuarimizda farkli otoimmiin hastaliklarda antiCA II 6lgiimii icin Ahmet Mentese
tarafindan gerceklestirilmistir (30). ELISA ile CA II otoantikorlarinin 6l¢limiiniin
yapildig1 ¢alismalar incelendiginde, ELISA pleytlerine kaplanan CA 1I
konsantrasyonlari, serum diliisyonlari, kullanilan bloklama tamponlari, konjuge
antikorun cinsi ve inkiibasyon siireleri arasinda ciddi farkliliklar gozlenmektedir.
Arastirmamizda Hosoda ve arkadaslari tarafindan kullanilan ELISA yo6nteminden
farkli olarak calismamizda Tris-HCIl tamponu yerine PBS kullanilmistir. Ayrica +4
C’de birer gece bekletilerek gerceklestirilen bloklama ve numune uygulanmasi
yapilmistir. Bunun disinda kaplamada kullanilan CA II’nin konsantrasyonuna, konjuge
antikorun cinsi, miktar1 ve diliisyonuna, renk reaktifine ve inkiibasyon siirelerine bagl
kalimmustir (29).

ELISA isleminden elde edilen degerlerin grup ici ortalamalari1 ve standart sapmalari
Tablo 5’te verilmistir. Sonuglarin pozitiflik degerlendirilmesinde kullanilacak cut-off
degeri kontrol grubundaki ortalamaya gore X + 3S.D = 0,437 olarak uygulanmis ¢linkii
3 S.D iizerinden degerlendirme yaptigimizda kontrol grubunda pozitif deger ¢ikmamis
ve bu da yontemin gilivenirliligini artirmistir. Gruplardaki sonuglar bir arada grafik
tizerinde gosterilmistir (Sekil 2). Bu tablo ve grafikte H.pylori (+) gastrit grubunda 3
(%10), H.pylori (+) iilser grubunda 2 (% 6,6), H.pylori (-) gastrit grubunda 1 (%3,3),
H.pylori (-) ilser grubunda 2 (%6,6) olmak tizere toplam 8 (%S5,3) pozitif sonug
goriilmektedir. Burada, H.pylori enfeksiyonu belirlenen 60 kisiden yalnmiz 5’inin(%
8,3) serumlarinda uyguladigimiz ELISA yontemiyle CA II antikorlarinin varlig
gosterilmistir. Bu rakam diisiik bir hassasiyeti gosterdiginden, kontrol grubunda hig
pozitiflik olmamasindan kaynaklanan yiiksek spesifiklige ragmen, ELISA yontemiyle

CA 1I antikorlarmin serumda Ol¢iimiiniin H.pylori enfeksiyonunda bir belirteg
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olamayacag1 kanaatine varilmistir. Burada H.pylori (-) gastrit grubunda 1 ve H.pylori
(-) ulser grubunda 2 pozitif sonucun bulunmasi bu gruptaki bazi hastalarin tedavi
edilmis bir H.pylori enfeksiyonu ge¢irmis olmalarindan kaynaklanabilir.

Tablo ve grafikteki degerler lizerinde gerceklestirilen daha ileri seviye istatistiksel
analizler neticesinde, kontrol grubuyla H.pylori (+) gastrit ve iilser gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur(sirasiyla, p=0,001 ve p=0,00041).
Daha onceden bu konuyla ilgili literatiirde herhangi bir ¢calismaya rastlanmadigindan
sonuclarimizin karsilastirilmas: yapilamamistir. Ancak, kontrol grubuyla yapilan
mukayeselerde, H.pylori enfeksiyonlu iilserli kisilerde gastritli olanlara nispeten daha
onemli anti CA artis1 goriilmektedir ve bu fark da iilserlerde daha ileri seviyede
H.pylori tahribat ve yerlesiminin olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayni sekilde,
H.pylori(+) gastrit ile H.pylori(-) gastrit gruplar1 ve H.pylori (+) ilser ile H.pylori (-)
tilser gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak Onemli farkliliklar elde edilmistir
(sirastyla, p=0,00038 ve p=0,048).

Yukarida ifade edilen farkliliklar beklentilerimizi dogru ¢ikarmustir. Yani, H.pylori
enfeksiyonu belirlenen hastalarin serumlarinda CA II antikoru artisina rastlanmustir.
Ancak, burada artmis olan bizzat CA II antikoru degil de H.pylori ‘ye ait alfa
hpCA’nin antikorlar1 da olabilir. Ciinkii, CA 1I otoantikorlarinin otoimmiin
hastaliklarin patolojisinde kesin rolii bilinmemektedir. Enfeksiyonlar otoimmiinitenin
tetiklenmesinde onemli ¢evresel faktorlerdir. H. pylori enfeksiyonunun da otoimmiin
bir hastalik olan AIP’yi tetikledigi daha onceki ¢aligmalarda belirlenmistir. Virisler ve
mikrobiyal ajanlarin sebep oldugu doku yikimlarina bagli olarak spesifik enzimlere
karst molekiiler taklit, capraz baglanmalar, otoreaktif T hiicrelerinin aktivasyonu ve
adjuvant etkisi gibi mekanizmalarla antikor olustugu bilinmektedir. Benzer
mekanizmalarla H.pylorili hastalarda CA II’ye kars1 antikor olusturulmus olabilir.
Insan CA II’sinin humoral ve hiicre aracilikli immiin reaksiyonlarini indiikleyerek
antijenik ozellik gosterdigi ¢esitli fare irklarinda otoimmiin hastaliklar olusturularak
belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismalardan anlasildig gibi otoantikorlarinin olusumunda
genetik faktorler de belirleyicidir. F.Guarneri ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, CA
IT ve alfa hpCA’nin HLA’ya baglanma bdlgesi motiflerinden DRB1*0405 iizerinde
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paylasilan segmentlerde anlamli homoloji bulmus ve bunun AIP i¢in risk faktori
oldugu one siirmiislerdir. Bu bulgular da insan ve bakteri proteinlerinde paylasilan
segmentlerde bulunan HLA DRB1*0405 genotipinin AIP ile iliskili oldugu fikrini
kuvvetlendirmistir. Bu genotip lizerinde ileride yapilacak ¢alismalar immiin kaynakli
hastaliklarin aydinlatilmasinda yardimei olabilir. Ayrica bulunan pozitif sonuglarda
CA 1I otoantikorlariin gozlenmesinde, H. pylorideki pozitifligin ve HLA tiplerinin de
katkis1 olabilecegi goz ard1 edilmemelidir.

Karbonik anhidrazin H.pylori’de alfa ve beta olmak iizere iki farkli izoenzimi
vardir ve bunlardan alfa hpCA’nin insan CA II’si ile 6nemli derecede homoloji
bulunmaktadr. Alfa hpCA bakteri dis yilizeyine bagli bulundugundan bu konak
immiinite i¢in antikorla etkilesme acisindan ideal bir hal olusturur ve organizma bunun
icin kolayca antikor iiretebilir. Alfa hpCA’nin insan CA II’si ile benzerligi dolayisiyla
ELISA pleytindeki kaplanmis CA 1I’ye alfa hpCA antikorlar1 da capraz baglanma
yapabileceginden daha yiiksek CA II antikor seviyeleri bulunabilir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda, kontrol (n=30), H.pylori (+) gastrit (n=30), H.pylori (-) gastrit
(n=30), H.pylori (+) ilser(n=30) ve H.pylori (-) lUlser(n=30) olmak tizere 150 kisilik

calisma grubunda ELISA yontemiyle CA II otoantikorlarinin varligi arastirildi ve su

sonuglar bulundu:

1. Bu calismada, Fabrizio Guarneri ve arkadaslarinin in siliko metodlarla elde

ettikleri bulgulara gore ileri siirdiikleri hipotezin, H. pylori enfeksiyonlu
kisilerin serumlarinda, in vitro testinin gerceklestirilmistir.

. Kontrol grubunun cut off degeri <0,437 olmak tizere H.pylori (+) gastrit hasta
grubunda 3 (%10), H.pylori (+) iilser grubunda 2 (%6,6), H.pylori (-) gastrit
grubunda 1(%3,3) ve H.pylori (-) iilser grubunda 2 (%6,6) olmak tizere 8 pozitif
deger bulundu.

. 60 hastalik H.pylori enfeksiyonu tespit edilen kisilerin serumlarinda toplam 5
pozitif sonu¢ gozlenirken, bu miktar % 8,3’liik bir hassasiyete karsilik
geldiginden, ELISA yontemiyle CA II antikorlarinin serumda o6l¢limiiniin
H.pylori enfeksiyonunda bir belirte¢ olamayacagi kanaatine varildi.

. Istatistiksel analiz sonucunda; kontrol grubuyla H.pylori (+) iilser ve H.pylori
(+) gastrit gruplan arasinda (sirasiyla, p=0,00041 ve p=0,001), H.pylori (+)
tilser ile H.pylori (-) ilser gruplart arasinda(p=0,048) ve H.pylori(+) gastrit ile
H.pylori(-) gastrit gruplar1 arasinda(p=0,00038) anlamli derecede fark bulundu.

Elde edilen sonuglar degerlendirildikten sonra bu konuda daha aydinlatic

bilgilere erismek i¢in asagidaki ilave calismalarin yapilmasi onerilir:

1. Hpylori alfa-hpCA enziminin saflastirillip, ELISA pleytlerinin bununla

kaplanarak anti CA II 6l¢iimii yapildiktan sonra CA 11 kaplanmis olanlarin
Olctimleriyle karsilastirilabilir. Bu sekilde olusan antikorun anti alfa-hpCA mu,

yoksa anti CA II mi oldugu belirlenebilir.
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. Hasta olarak gastrit ve llser ayirimi yapmadan, yalnizca H.pylori enfeksiyonu
olanlardan daha genis gruplar olusturarak, daha giivenilir sonuglara varilabilir.
. Hasta ve saglikli gruplar icin se¢im yaparken onceden H.pylori enfeksiyonu

gecirilip gecirilmedigi hususu da belirlenmelidir.



7. OZET

Organizmanin kendi doku antijenlerine karst immiin cevap olusturmasina bagh
olarak gelisen otoimmiin hastaliklarda viicudun kendi proteinlerine karsi otoantikor
olusturdugu bilinmektedir. Helicobacter pylori’den kaynaklanan gastrik enfeksiyon ile
otoimmiin pankreatit(AIP) arasinda baglant1 oldugu ileri siiriilmiistiir. AIP’de CA 11
otoantikorlar1 artmakta, bundan dolayi, bu hastaligin teshisinde serum anti CA II
Olclimiinden yararlanilmaktadir. Ayrica, H. pylori o-hpCA enzimi ile CA II arasinda
in siliko yontemle biiylik miktarda bir homoloji belirlenmis ve a-CA antikorlarinin
anti CA II’ye benzer otoimmiin etkiler sergileyebilecegi ifade edilmistir.

Bu ¢alismada, in siliko yontemle varilan bu sonuglarin in vitro olarak dogrulugunu
arastirma amaciyla H.pylori enfeksiyonuna maruz kalan gastrit ve llserli hastalarin
serumlarinda CA II otoantikorlar1 seviyeleri belirlenmistir. Bunun i¢in 30 kontrol, ,
30’ar H.pylori pozitif iilser ve gastrit, 30’ar H.pylori negatif iilser ve gastrit olmak
tizere 150 kisilik calisma grubu olusturulmus ve bunlarin serumlarinda ELISA
yontemiyle CA II otoantikorlar1 dlgiilmiistiir. Elde edilen degerlerin istatiksel analizleri
sonucunda H.pylori enfeksiyonlu gastritli (p=0,001) ve iilserli (p=0,00041)gruplarla
kontrol grubu arasinda 6nemli farkliliklar gozlenmistir. Ayrica H.pylori (+)iilser ile
H.pylori(-) ilser (p=0,048) ve H.pylori(+) gastrit ile H.pylori(-) gastrit (p=0,00038)
gruplar1 arasinda da anlamli farklilik belirlenmistir. ELISA 6lgiimleri sonucunda
H.pylori enfeksiyonlu hastalarin serumlarinda CA II otoantikorlarinin bulunma
derecesi %8,3 olarak ortaya konulmus ve bu enfeksiyonlarin bir belirteci olamayacagi
kanaatine varilmistir. Ancak, H.pylori enfeksiyonunda CA 1I otoantikorlarinda 6nemli

artislar oldugu da bu calisma ile ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: H. pylori, anti CA-II, otoimmiin hastalik, ELISA



8. SUMMARY

Detection of anti-CA II antibodies in the sera of Helicobacter pylori infected

patients

Autoimmune diseases are known to arise from the immune responses of the body to
its own antigens. A relationship between gastric infection by Helicobacter pylori and
autormmune pancretitis(AIP) has been reported. An increase of carbonic anydrase II
isoenzyme(CA II) autoantibodies in AIP has been shown and its measurement in the
sera of AIP affected persons has been suggested for diagnosis. In addition, a
remarkable homology between H. pylori a-hpCA enzyme and CA II by in silico
methods has been reported and it has been speculated that a-CA antibodies might
present similar autoommune affects as CA II autoantibodies.

In this study, in order to confirm the above mentioned in silico results by in vitro
methods, the levels of CA II autoantibodies have been determined in the sera of the
patients with H.pylori infected gastritis and gastric ulcer. For this purpose, 5 research
groups each with 30 persons were formed: 1.healthy control group, 2.with H.pylori
infected gastritis, 3. with gastritis without H.pylori infection, 4. with H.pylori infected
gastric ulcer and 5. with gastric ulcer without H.pylori infection. Anti CA II antibody
levels in the sera of these persons were measured by ELISA method. After the
statistical analysis of the results, significant differences between control group and
H.pylori infected gastric ulcer(p=0,00041) and gastritis groups(p=0,001) were
detected. By comparison of the H.pylori infected and non infected gastric ulcer and
gastritis groups remarkable differences were seen(p=0,048 and p=0,00038,
respectively). The degree of positivity of the CA II antibodies in the sera of the
H.pylori infected patients was found to be 8,3% , so, it was concluded that CA II
antibodies could not be a marker of H.pylori infection. But, an increase in the levels of
CA 1I antibodies for H.pylori infected patients were shown clearly by this
investigation.

Key words: H. pylori, anti CA-II, autoimmune disease, ELISA
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