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KISALTMALAR

CA  : Karbonik Anhidraz 

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

MHC  : Major Histocompatability Complex 

TCR   : T Hücre Reseptor 

BCR  : B Cells Reseptor 

Ig G  : Immunoglobulin G 

S.S  : Sjögren’s Sendromu 

PBC  : Primer Biliyer Siroz 

AIC  : Otoimmün Kolanjit 

AIP   : Otoimmün Pankreatit 

HCV  : Hepatit C Virüs 

HLA  : nsan Lökosit Antijeni 

APC  : Antijen Sunan Hücre 



1. G R  VE AMAÇ 

Karbonik Anhidraz (CA, E.C 4.2.1.1, Karbonik hidroliyaz) mikroorganizmalardan 

yüksek yapılı hayvanlara kadar da ılımı olan bir enzimdir (11) . Aktif bölgesinde Zn+2   

iyonu ihtiva eden bir metaloenzimdir. Karbonik anhidrazın bilinen yegane fizyolojik 

fonksiyonu,  CO2  hidrasyonu veya bikarbonatın dehidrasyonunu dönü ümlü olarak 

katalizlemesidir. Bu reaksiyon aracılı ıyla asit-baz dengesi, membranlardan sıvı ve 

iyon transportu, üre, ya  asitleri ve pirimidin nükleotidlerinin sentezi, mide asit salgısı,

sindirim, üreme, kemik metabolizması, nöronal aktivite ve beyin omurilik sıvısının

regülasyonu gibi birçok olaya katılırlar. Karbonik anhidraz enziminin halen, 

memelilerde bilinen 15 farklı izoenzimi vardır(12). Karbonik anhidraz izoenzimlerinin 

iskelet kası hasarı, nöromusküler hastalıklar, kemik metabolizması bozuklukları ve 

iskemik kalp hastalıklarının te his ve tanısında önemli bir i aret oldu u

belirtilmektedir. Üzerinde en çok çalı ma yapılan izoenzimlerden biri karbonik 

anhidraz II  (CA II ) dir(13). CA II,  böbrek tubulus hücrelerinde, gözde processus 

siliariste, eritrositlerde, mide mukozasında ve beyinde bulunur. 

Helicobacter pylori, insan ve di er primatların midesine yerle en, spiral eklinde, 

gram-negatif, mikroaerofilik bir bakteridir(7). Bu mikroorganizma,  vücuda bir kere 

girdi inde,  tedavi edilemedi i takdirde ömür boyu varlı ını devam ettirmektedir. 

Gastrit, duodenit  ve peptik ülser olu masında da  gastrik asidin yanı sıra rol oynar. H.

pyloride,  karbonik anhidrazın alfa ve beta olmak üzere iki farklı izoenzimi vardır ve 

bunlardan alfa izoenziminin, CA II ile olan benzerli i a ırtıcıdır(19). Son yıllarda

insan ve mikrobiyal antijenler arasındaki moleküler benzerliklerin, genetik yatkınlı ın

olmadı ı durumlarda, otoimmün hastalıkların tetiklenmesinde önemli bir rolü oldu u

gözlenmi tir.

mmün sistemin ba lıca görevi bünyenin kendisine yabancı antijenleri tanıma ve 

onlara kar ı immün cevap olu turmaktır(2). Ancak bazı patolojik durumlara ba lı
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olarak hücre reseptörlerinin bozulması ile veya immün cevap ürünlerinden bazılarının

de i ik aktivite göstermesi ile,  organizmada de i en doku antijenlerine kar ı immün 

cevap olu turmasına otoimmünite, otoimmünizasyonun rol oynadı ı hastalıklara da 

otoimmün hastalıklar denmektedir(3). Anti CA II  otoantikorları, otoimmün pankreatit, 

sistemik sikleroz, dermatomiyosit, polimiyosit, endometriosis, otoimmün hepatitis, 

Sjögren’s Sendromu ve primer biliyer sirozlu  hastalarda belirlenmi tir(18).

Otoimmünitenin mikrobiyal tetiklenmesi teorisi yıllar önce ortaya atılmı  ve bu 

teori spesifik enfeksiyonlar esnasında veya hemen sonrasında bazı otoimmün 

hastalıkların sıklı ının artı ıyla ilgili gözlenen epidemiyolojik bulgular üzerine 

kurulmu tur(19). H. pyloriden kaynaklanan gastrik enfeksiyon ve otoimmün pankreatit  

arasında  ba lantı oldu u ileri sürülmü tür. Özellikle anti CA II otoantikorlarının  AIP 

te hisindeki önemi son yıllarda do rulanmı tır.

Bu çalı mada, H. pylori enfeksiyonuna maruz kalmı  ki ilerin serumlarında, CA  II  

otoantikorlarının varlı ı incelenecektir. Ölçümlerimiz daha önce laboratuarımızda

farklı otoimmün hastalıklarda anti CA II belirlenmesi amacıyla Ahmet Mente e

tarafından CA II için uyarlanan ELISA metoduyla gerçekle tirilecektir(30).



2. GENEL B LG LER

2.1. Otoimmünite ve Otoimmün Hastalıklar

Otoimmünite, organizmanın kendi antijenlerine kar ı kontrol edilemeyen cevabı

sonucu olu ur (1). Son yıllarda büyüyen bir hastalık listesi otoimmüniteye 

ba lanmı tır. Otoantikorlar; hasar görmü , antijenik olarak de i mi  dokulara cevap 

olarak geli ebilir.

Toleransın veya kendi antijenine cevapsızlı ın önlenmesi ve otoreaktif lenfositlerin 

aktivasyonu otoimmün hastalıkların olu masındaki en önemli olaylardır. Bu olayın

açıklamasını yapacak temel mekanizma henüz tam olarak bilinmemektedir. Di er

etiyolojik faktörler arasında, genetik yatkınlık ve sitokin aktivitelerinin yanı sıra

virüsler de otoimmünitenin olu umunda etkin rol oynarlar. Viral enfeksiyonun, bireyin 

kendisine toleransı kırdı ı ve sonuçta özgül hücre veya dokuda harabiyet yapan bir seri 

reaksiyon ba lamasına neden oldu u hipotezi birçok çalı mada benimsenmektedir (2).  

Otoimmün hastalıklar, organa özgü otoimmün hastalıklar ve sistemik otoimmün 

hastalıklar olmak üzere ikiye ayrılır. Organa özgü otoimmün hastalıklar unlardır:

1. Hashimoto tiroiditi 

2. Otoimmun hemolitik anemi 

3. Otoimmun atrofik gastrit 

4. Otoimmun ansefalomyelit 

5. Goodpasture sendromu 

6. Otoimmun or itis

7. dyopatik trombositopenik purpura 

8. nsüline ba ımlı diabetes mellitus 

9. Myastenia gravis 

10. Graves hastalı ı

11. Primer bilyer siroz 
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12. Kronik aktif hepatit 

13. Kolitis ülseroza

14. Membranöz glomerulonefrit 

Organa özgü olmayan otoimmün hastalıklar unlardır:

1.Sistemik lupus eritematozus 

2.Romatoid artrit 

3.Sjögren sendromu 

4.Reiter sendromu 

5.Polimyosit-dermatomyosit

6.Skleroderma (Sistemik sklerozis) 

7.Poliarteritis nodoza 

Edinsel (adaptif) immün cevabı olu turan T ve B hücrelerinde, antijen tanıma 

özelli i rastlantısal yeniden düzenlemelerle (random rearrangements)  belirlenir ve bu 

i lemler sırasında, organizmanın kendi (self, öz) antijenleri ile reaksiyon verme 

potansiyeli olan T ve B hücreleri de olu ur (3). Merkezi ve çevresel tolerans 

mekanizmaları ile, vücudun kendi antijenlerine yönelik olan immün yanıtının geli imi

engellenir veya kontrol altında tutulur. 

Organa  spesifik otoimmün hastalıklarda immün cevap, tek bir organ veya glandda 

bulunan hedef antijene yönelmi tir. Sıvısal veya hücresel immünite yolu ile olu an

tahribat ve klinik belirtiler bu organda görülür. Bu organın fonksiyonları uyarılır veya 

baskılanır. Sistemik otoimmün hastalıklarda ise otoantikorlar pek çok antijene kar ı

olu tu u için pek çok doku ve organda tahribat olabilir. Otoimmün hastalıkların

olu umunda bir çok faktör rol oynar. Bu hastalıkların kesin ve tek bir nedeni olmadı ı

için kesin tedavileri de yoktur (4). Otoimmün hastalıklarda immün sistemi düzenleyici, 

otoimmün cevabı baskılayıcı çe itli ilaçlar kullanılır.

mmün Tolerans 

mmün tolerans, ki inin spesifik bir antijene kar ı immün cevap geli tirememesi

durumu olarak tarif edilir (5).  Self tolerans, ki inin kendi doku antijenlerine immün 

cevap verebilirli inin bulunmadı ını ifade eder. Sa lıklı ki ilerde antiself  reaktiviteyi 

üç önde gelen mekanizmanın önledi ine inanılır. Bunlar; klonal delesyon, klonal anerji 

ve periferik süpresyondur. 
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Klonal Delesyon (klonal silinme): Timustaki geli imleri sırasında lenfositler, 

spesifik bir antijeni tanıyacak TCR’ lerini rastgele gen düzenleme mekanizması ile 

kazanırlar. Bu rastgele gen düzenlenmesi sonucunda, yabancı antijenlere spesifik T 

hücrelerinin yanında, hem self-MHC moleküllerini tanımayan T hücreleri, hem de self 

antijenlere spesifik T hücreleri olu ur. mmun sisteme yararı açısından, yabancı

antijenlere spesifik T hücrelerinin olgunla tırılarak sekonder lenfoid organlara 

gönderilmesi gerekir. Ancak, Self-MHC moleküllerini tanımayan T hücreleri immun 

yanıtta kullanılamayacaktır, dolayısıyla bunların vücuda hiçbir yararı olmayacaktır.

Di er taraftan, self antijenlere spesifik lenfositler e er geli irlerse vücudun kendi 

antijenlerine kar ı immun yanıt olu turacaklar, bu da vücuda zararlı olacaktır. Bu 

nedenlerle, vücuda yararı olmayan ve zararlı olacak lenfositlerin ortadan kaldırılması

gerekir.

Klonal Anerji: Klonal Anerji, lenfositlerin antijenlerle belli artlarda

kar ıla masıyla ortaya çıkan dönü ümsüz fonksiyonel inaktivasyonu ifade eder. 

Örne in; antijen spesifik CD4+ hücrelerinin aktivasyonu iki sinyal gerektirir. Birincisi 

antijen sunan hücrelerin (APC) yüzeyindeki MHC Class II molekülleriyle birlikte 

peptid antijenin tanınması ve ikincisi APC’ler  tarafından meydana getirilen ‘yardımcı

stimülatör faktörler’ sinyal setidir.E er hücreler tarafından sunulan antijen gerekli ek 

stimülatörleri meydana getiremezse, negatif bir sinyal olu ur ve hücre anerjik hale 

gelir. Timusta geli me sırasında timik APC’ler, ikinci sinyal olu turmada ba arısız

olursa klonal T hücre anerjisi meydana gelebilir. Böylece timus self toleransta kritik 

bir rol oynar. Klonal anerji B hücrelerini de etkiler ve self antijenlere B hücre toleransı

muhtemelen önde gelen mekanizmadır.

T Hücrelerinin Periferik Etkisi: Otoreaktif  lenfositleri aktif olarak baskılayan

hem hücresel, hem de humoral birçok faktör tarif edilmi tir. Bunlardan supresör T 

hücreleri,  sitotoksik T hücreleri gibi CD8+ hücreleridir. Yapılan deneylerde hem 

yardımcı T hücrelerinin, hem de B hücrelerinin, supresör T hücrelerle 

inaktivasyonunun mümkün oldu u görülmü tür. Ya am için otoimmünitenin 

önlenmesi çok hayatidir. Bu nedenle bizi koruyucularımızdan korumak için birçok 

mekanizma geli tirilmi tir. T hücrelerle self toleransın önde gelen mekanizması
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otoreaktif klonların delesyonudur. Yardımcı T hücreler hem selüler hem de humoral 

immünite için kritik kontrol elemanları oldu undan, self reaktif T hücrelerin toleransı,

otoimmün hastalıkları önlemede ileri derecede önemlidir. T hücre toleransına zıt

olarak B hücre toleransı çokca klonal anerji ile devam ettirilir. Klonal anerji veya 

delesyon bariyerlerinden “kaçamak” yapan lenfositler (hem T hem de B lenfositler)  

baskılayıcı mekanizmalarla baskılanır.

Self toleransın bir veya daha fazla mekanizmasının yok olması, dokuları

immünolojik saldırıya ma ruz bırakır ki bu durum otoimmün hastalıkların geli imine

neden olur. Her ne kadar doku hasarını geli tirmede immünkompetan hücreler 

kesinlikle rol alıyorsa da, selfe kar ı reaksiyonları ba latan ba lıca etkileri bilmiyoruz. 

Fakat genetik faktörler ve infeksiyonların (bakteriyal-viral) önemli oldu u

dü ünülmektedir. 

2.2. Helicobacter Pylori 

Helicobacter pylori enfeksiyonu, dünyada en sık rastlanan gastrointestinal 

bakteriyel hastalıktır (6). Bu mikroorganizma, vücuda bir kez girdi inde, tedavi 

edilmedi i takdirde ömür boyu varlı ını devam ettirmektedir. Gastrit, duodenit ve 

peptik ülser olu umunda  da rol oynadı ı gösterilmi tir (7).

Günümüzde kronik aktif gastritin etiyolojik ajanı, peptik ülser hastalı ında

olguların ço undan sorumlu faktör, mide kanseri ve MALT-lenfomasında ko-faktör 

olarak kabul edilen H.pylori’nin geli imi öyledir(7).

Ortaça a ait çok eski tıbbi kayıtlarda peptik ülser komplikasyonlarından söz 

edilmesine ra men, ilk kez 1586’da bir talyan doktor tarafindan rapor edilmi tir.

Bunu takiben 1688’de sviçre’de Johannes Von Muralt bir otopside duodenal ülseri 

tespit etmi tir. Onsekizinci ve 19. yüzyıllarda, midede hidroklorik asit ve 

sekresyonunun sindirimle ilgili özelliklerinin tanımlanması ile, üst gastrointestinal 

sistemin fonksiyonları daha iyi anla ılmı tır. Ondokuzuncu yüzyılın ikinci yarısında 

gastrik cerrahinin geli imi ile üst gastrointestinal hastalıkların tanısında daha ba arılı

olunmaya ba lanmı tır (7). 
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talyan patalog Bizzozero köpeklerin midesinde spiral bakterilerin varlı ını

1893’te, tanımladıktan sonra benzer bulgular kedi ve fare midelerinde tespit edilmi tir.  

Liebre ve Lefevre 1959 yılında, tetrasiklin tedavisi sonrası midede üreaz aktivitesinin 

kayboldu unu görerek, bu enzimin bakteriyel kaynaklı oldu unu ileri sürdüler. 

Delluva, 1968’de “germ-free” hayvanların midesinde üreaz bulunmadı ını, bu enzimin 

bakteriyel kaynaklı oldu unu ortaya koydu . Mikrobiyologlar midenin steril oldu unu

1960-1970 yılları arasında, dü ündükleri için daha önce yapılan çalı maları

de erlendirmedikleri gibi, yaptıkları çalı malarda mikroskobik incelemeye yer 

vermediklerinden bu spiral bakteri farkedilemedi (7). Steer ve Colin-Jones,1975 

yılında gastrik ülserli hastaların %80’inde gram negatif spiral organizmayı tespit 

ettiler, ancak kültürde üretmeyi ba aramadılar (29). 

Bu bakteri 1982 yılında bulunana kadar, stres ve ya am biçiminin ülser hastalı ının

en önemli nedeni oldu u sanılırken, bugün duodenal ülserlerin % 90, gastrik ülserlerin 

ise %80’den fazlasının nedeninin H.pylori oldu u bilinmektedir.Her ne kadar gastrik 

ülser üretimi baskılandı ında ülserler iyile se de,sık tekrarlamaları bu bakterinin 

önemini göstermektedir ve bakterinin tedavi edilmesi hastalık tam bir tedavi ansına 

kavu mu tur. Nobel Tıp Ödülü 2005, gastrit ve peptik ülser hastalıklarına H. pylori

adlı bakterinin neden oldu unu bulan Avustralyalı bilim adamları B.J Marshall ve J.R 

Robin’e verildi. 

Helicobacter  pylori, gram negatif, kıvrık çomak, spiral veya S seklinde 

görülebilen, mikroaerofilik bir bakteridir. Bakterinin uzunlu u 2-4 µm olup, geni li i

0.5-0.9 µm arasında de i mektedir. ( ekil 1)

Helicobacter Pylori ve Ülser

Peptik ülser, asit mide suyunun etkisiyle mide, ba ırsak kanalının herhangi bir 

yerinde mukozada meydana gelen en az muskuler tabakaya kadar uzanan sınırları belli 

doku kaybıdır (9). Duodenal ve gastrik ülser olmak üzere ikiye ayrılır. H.pylori

enfeksiyonunda inflamasyon korpusta belirgin ise gastrik, antrumda yüksek aktiviteli 

inflamasyon varsa duodenal ülser ortaya çıkmaktadır. Duodenal ülseri olanların % 60-

90’ında H.pylori pozitiftir. Gastrik ülserliler de ise bu oran % 44 olup daha dü üktür. 
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ekil 1. H.pylorinin üç boyutlu görünümü 

Helicobacter Pylori ve Gastrit 

Gastrit, mide mukozasının akut veya kronik iltihabi reaksiyonudur (8). Antrum ve 

korpus mukozasındaki kronik aktif gastritler hemen daima H.pylori  ile birliktedir. 

Akut gastrit, belirli bir nedene ba lı, ani olarak ortaya çıkan ve etkenin 

uzakla tırılması ile hızla düzelen geçici iltihabi durumu yansıtır (28). Kronik gastrit ise 

yüzeysel bir fazla ba layan ve atrofik fazla sonlanan dinamik bir olaydır. H.pylori

eradikasyon tedavisi ile gastritte iyile me görülür. 

2.3. Karbonik Anhidraz

Karbonik Anhidraz (CA, E.C 4.2.1.1, Karbonik Hidroliyaz ) mikroorganizmalardan 

yüksek yapılı hayvanlara kadar da ılımı olan bir enzimdir. Aktif bölgesinde Zn  iyonu 

ihtiva eden bir metaloenzimdir. Karbonik Anhidrazın bilinen yegane fizyolojik 

fonksiyonu, CO2’nin hidrasyonu veya bikarbonatın dehidrasyon reaksiyonlarını

dönü ümlü olarak katalizlemesidir (10). 

Hücrelerde olu an CO2, kana geçti i zaman eritrositler içine alınır. Eritrositler 

içinde CO2, karbonik anhidraz enziminin etkisiyle H2O ile birle ir.

CO2   +   H2O                      HCO3     +      H+
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Yukarıdaki reaksiyonda ortaya çıkan hidrojen iyonları hemoglobin molekülüne 

ba lanır, bikarbonat iyonları ise eritrositlerden plazmaya çıkar ve akci erlere kadar 

plazmada gelir(11). Kan akci erlere gelince, bikarbonat iyonlarının eritrositler içine 

girmesi ile reaksiyon tersine döner, sonuçta su ve karbondioksit olu ur ve solunum 

yoluyla dı arı atılır. Karbondioksitin % 70 i bu yolla ta ınır. Karbondioksitin bir kısmı

do rudan hemoglobin molekülüne ba lanarak ta ınır. Çok az bir kısmı plazmada 

fiziksel olarak çözünmü  halde ta ınır. Az bir kısmı da plazma proteinleri ile 

aminokarbon  bile ikleri olu turarak ta ınır. Bu reaksiyon aracılı ıyla asit-baz dengesi, 

membranlardan sıvı ve iyon transportu,üre ,ya  asitleri ve pirimidin nükleotidlerinin 

sentezi, mide asit salgısı, sindirim, üreme, kemik metabolizması, nöronal aktivite ve 

beyin omirilik sıvısının regülasyonu gibi birçok olaya katılırlar. Ayrıca glukonegenez, 

ürogenez ve lipogenezde  de önemli rol oynarlar (11) . 

Canlılarda 5 tane  farklı bilinen yapısal CA ailesi vardır.Bunlar  sınıfı ve 

yakın zamanda bulunan  ve  türleridir.Bunlardan en fazla bilineni alfa ailesidir. nsan

patojenlerinde de (örne in; Helicobacter pylori, plasmodium falciparum)  yapısal

olarak benzeyen izoenzimleri mevcuttur (13). 

Memelilerde bulunan alfa tipi CA’ların doku da ılımı, hücre içi yerle imleri ve 

kinetik özellikleri farklı on be  ayrı (CA I-XV) izoenzimi tarif edilmi tir 

(12).Bunlardan CA I,II,III,VII ve XIII sitoplazmada, IV,IX ,XII, XIV ve XV’ler  

membran ba ımlı, V mitokondride, VI tükrük salgısında, di erleri 3 CA ili kili

proteinler olan (CARP)  VIII, Xve  XI’de  sitozolde yer alır.

CARP’ların aktif bölgelerinde kritik histidin rezüdüleri eksik oldu undan 

enzimatik aktiviteleri eksiktir.En son tanımlanan  CA XV ilk defa 2000 yılında 

Hewett-Emnett tarafından genetik çalı malar sırasında bulunmu tur (11). Rekombine 

fare COS-7 hücrelerinden ve Escherichia coli bakterisinden izole edilmi tir. Enzimatik 

aktifli i CA IV ile benzerlik göstermektedir. Farelerin beyin,böbrek ve testislerinden 

izole etmek mümkündür.CA XV’in katalitik aktivitesi dü ük ve enzimatik aktivitesi 

için disülfid köprülerinin do ru konformasyonu önemlidir. CA XV alfa-CA gen 

ailesinin ilk üyesidir. empanzeler ve insanlar hariç birçok türde eksprese edilebilir 

(12).
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2.4. CA  ve  Otoimmünite 

2.4.1. CA II ve Otoimmün Hastalıklar 

CA II, alfa sınıfı CA ailesinin katalitik aktivitesi en yüksek olan üyesidir. Katalitik 

etkisi aktif bölgesindeki çinko iyonlarının 3 histidin rezüdüsüyle koordinasyonuyla 

gerçekle ir(16). Kataliz sırasında çinko iyonları nükleofilik Lewis asidi gibi görev 

yaparlar. CA II, böbrek tubulus hücrelerinde, gözde processus siliariste, eritrositlerde, 

mide mukozasında ve beyinde bulunur. CA II, ayrıca  safra kesesinin epitel 

hücrelerinde, pankreas kanallarında  ve böbre e ait tükrük bezlerinden  ekprese 

edilmektedir.

CA II otoantikorlarının spesifik de il de spesifik olmayan otoimmünitenin bir 

i aretleyicisi oldu u dü ünülmektedir (17) . “Otoimmün hastalıkların geli mesinde 

patolojik faktördür. lk kez 1991 yılında Inagaki ve arkada ları tarafından Sjögren 

sendrom (SS)’lu hastaların serumlarında CA II otoantikorlarının varlı ı gösterilmi tir

(16). Gordon ve arkada larının  1995’te yaptı ı çalı mada CA II otoantikorları PBC 

(Primer biliary cirhosis)’de ve otoimmün pankreatitli hastaların serumlarında

bulunmu tur (18).  CA II’nin ekzokrin salgı sisteminde önemli oldu u ve birçok 

otoimmün hastalı ın patogenezinde önemli rol oynadı ı bulunmu tur (13). Örne in 

CA II otoantikorları,  Primer Biliyer Siroz(PBC) ve   Otoimmün kolanjiti (AIC )’yi 

ayıran serolojik bir göstergedir. Anti CA II otoantikorlarının  AIP(otoimmün 

pankreatit)  te hisinde önemi son yıllarda do rulanmı tır (14) . 

Otoimmünitenin mikrobiyal tetiklenmesi teorisi yıllar önce ortaya atılmı  ve bu 

teori spesifik enfeksiyonlar esnasında veya hemen sonrasında bazı otoimmün 

hastalıkların sıklı ının artı ıyla ilgili gözlenen epidemiyolojik bulgular üzerine 

kurulmu tur (19 ). Ancak son yıllarda, genetik yatkınlı ın olmadı ı durumlarda,  insan 

ve mikrobiyal antijenler arasındaki moleküler benzerliklerin, otoimmün hastalıkların

tetiklenmesinde önemli rolü oldu u gözlenmi tir. Otoimmünitenin geli mesiyle 

dokularda hedef antijenlerin özel ço altımı,  otoimmün reaksiyonların geli mesine 

sebep olmu tur. Tam olarak sebebi bilinmese de otoimmün reaksiyonların



11

geli mesinde  CA II otoantikorlarının, hedef antijenlerin ço altılmasıyla otoimmün 

reaksiyonların aydınlatılmasında rol oynabilece i dü ünülmektedir.Öte yandan bazı

ara tırmacılar da, olu an otoantikorların CA II’ye kar ı olu madı ı, moleküler 

benzerlikten dolayı faklı bir antijene kar ı üretilmi  antikorun CA II ile çapraz 

reaksiyon verdi ini ileri sürmü lerdir (19). 

2.4.2. Helicobacter Pylori ve CA II Otoantikorları

Helicobacter pylori enfeksiyonu, midede ülser olu umu ve gastrik otoimmüniteyle 

ili kili oldu unu bildiren çalı malar mevcuttur(21). H. pylori’li hastaların gastrik 

mukozasından eksprese edilen bazı  antijenler otoantikorlarla tepki gösterir (20). H. 

pylori,  S.S, PBC,  AIP ve HCV (hepatit C virüs)  ili kili karaci er hastalıklarıyla

ili kili oldu una dair çalı malar da yapılmı tır. H. pylori enfeksiyonunun immün 

pankreatiti tetikleyebilece i ve bunun insan ve bakteri kaynaklı antijenlerin moleküler 

benzerlikleri de dahil olmak üzere ortakla a mekanizmalarla olabilece i öne 

sürülmü tür (22). 

Yapılan çalı malarda insan ve bakteri proteinlerinden çapraz reaktivite  

potansiyeline sahip olanların aminoasitlerin dizili leri kar ıla tırılmı tır ve  insan CA 

II ve Helicobacter pylori alfa-CA (HpCA) izoenzimleri arasında anlamlı bir homoloji 

bulunmu tur (23). 

H. pylori'de  karbonik anhidrazın alfa ve beta olmak üzere iki farklı izoenzimi 

vardır  ve bunlardan alfa izoenziminin CA II ile olan benzerli i a ırtıcıdır.(alfa CA 

bakteri dı  yüzeyine ba lı oldu undan bunun konak immünite için  antikorla etkile me

açısından ideal bir haldedir). Alfa HpCA,  bakterinin gastrik kolonizasyonda ve gastrik 

çevredeki asitli ortama intibak için gereklidir (24) . Bunun sonucu olarak da H. 

pylori’nin ya aması ve ço alması için gerekli adaptasyonu sa lar. Bu  nedenle HpCA 

inhibisyonunun, H.pylori’nin ilaç direncini yönlendiren yeni bir farmokolojik yöntem 

olabilece i dü ünülmektedir(25).Yapılan deneylerden elde edilen bilgilere göre, alfa 

HpCA izoenziminin asidik ortamda anlamlı olarak azaldı ı gösterilmi tir (27).
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Aynı sonuç, etkili karbonik anhidraz inhibitörü olan asetozolamidli ortamda kültür 

yapılmasıyla da gözlenir(26). Bütün bu sonuçlar bulunan in siliko bilgilerle birbirini 

tamamlanmı  ve AIP’da H. pylori tetiklenmesinin mümkün olabilece ini gözlenmi tir.



3. MATERYAL VE METOD 

3.1. Kullanılan Cihaz, Alet ve Malzemeler 

Bu tez çalı masında kullanılan cihazlar, laboratuar alet ve malzemeleri üreticileri 

ile birlikte Tablo 1’de listelenmi tir.

Tablo 1. Tez çalı masında kullanılan cihazların ve laboratuar malzemelerinin   
          özellikleri 

Kullanılan Cihaz, Alet ve 
Malzemeler Marka / Model 

Dondurucu  Vestel, Arçelik, Bosch 
Saf su cihazı Aquatron 4AD 
ELISA yıkayıcısı Dia nostics Pasteur LP 35 
ELISA okuyucusu Spektraflour plus, TECAN 
ELISA pleyti Coostar, yüksek ba lamam kapasiteli
Etüv  Gallenkamp  
Çalkalayıcı Nüve, SL 350 
Hassas analitik terazi Oertling NA 164 
Manyetik karı tırıcı Ikamag RH 
Otomatik pipet, 0.5-10 L Biohit, Proline 
Otomatik pipet, 10-100 L Socorex 
Otomatik pipet, 50-200 L Biohit, Proline 
Otomatik pipet, 100-1000 L Transferpette
Otomatik pipet, 1-5 mL Exelpette 
pH-metre Hanna Instruments, HI 9321 
Santrifüj Heraeus, Labofuge 200 
So utucu Philco FRT 152 D 
Spektrofotometre Shimadzu, UV – 1601 
Vorteks karı tırıcı Nüve, NM 110 

3.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Çözeltiler 

Tablo 2’de bu tez çalı masında kullanılan kimyasal maddeler, üretici firmalar, ürün 

kodları ve bazılarının saflık düzeyleri verilmi tir.
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Tablo 2. Bu çalı mada kullanılan kimyasal maddelerin satın alındıkları firmalar ve 
           özellikleri 

Kullanılan Kimyasal Maddeler Satın Alındı ı Firma, Kodu ve Saflı ı
Disodyummonohidrojenfosfat 
(Na2HPO4 .7H2O) Merck, A547474 

Etanol (C2H5OH) Merck, absolute, d=0.790-0.793 (100986) 
Hidrojen peroksit (H2O2) Merck, % 30, d=1.11 (1.08597) 
Hidroklorik asit (HCl) Carlo Erba, % 37, d=1.186 (7647-01-0) 
Sı ır serum albumini (BSA) Sigma (P6529) 
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) Merck, > % 99.5 (6329) 
Sodyum karbonat (Na2CO3) Sigma, lot  2029A 
nsan CA II izoenzimi Sigma 

Tween-20 Sigma, %10, P8942 
Potasyum dihidrojen fosfat 
(KH2PO4)

Merk, 646 A-153371 

Horseradish peroksidaz takılı
tav an anti-human Ig G antikoru Sigma, A-8792, Lot  103K4848 

Sitrik asit (C6H8O7.H2O) Sigma, C-1909, Lot  47H0808 
Ortho-phenylene-diamin tabletleri Sigma, P-1063, Lot 092K8205 
Sülfürik asit (H2SO4) Carlo-Erba ,%96, (d=1.84 g/ml) no: 306657  
Sodyum dihidrojen fosfat   
(NaH2PO4.2H2O.)

Merck,  (6345) 

Sodyum hidroksit (NaOH) Merck, > % 99 (6462) 
Sodyum klorür (NaCl) Merck, % 99.5-100.5 (1.06400.1000) 
Potasyum klorür (KCl) Merk, %99-100.5 (711 TA299855)  

    Anti-human Ig G antikoru Sigma, 

Kullanılan çözeltiler ve bazılarının hazırlanı larıyla kullanıldı ı yerler liste halinde 

Tablo 3’te gösterilmi tir.
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Tablo 3. Kullanılan çözeltiler ve hazırlanı ları

Çözelti Kullanıldı ı Yer ve Hazırlanı ı
1 M NaOH 10 g NaOH saf suda çözülerek 250 mL’ye  tamamlandı.

Tampon çözeltilerin pH’larının ayarlanmasında kullanıldı.
1 M HCl Tampon çözeltilerin pH’larının ayarlanmasında kullanıldı

Kaplama Tamponu 
(PH:9.6) 

A çözeltisi: 0,2 M Na2CO3 (2,12 g / 100ml), B çözeltisi: 
0,2 M NaHCO3 (1,68 g/ 100ml), 8mL A çözeltisi ve 17mL 
B çözeltisi distile su ile 100mL’ye tamamlandı. pH: 9,6’ya 
ayarlandı ve oda sıcaklı ında muhafaza edildi. 

Birinci Yıkama
Tamponu (PBS 

çözeltisi)

0,14 M (0,8 g ) NaCl, 2,7 mM (0,02 g ) KCl, 1,5 mM 
(0,02 g) KH2PO4 ve 8,1 mM (0,2169 g) Na2HPO4 .7H2O
tartılıp bir miktar distile suda pH: 7,4’e NaOH ile 
ayarlandı.Hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandı.

kinci Yıkma
Tamponu (Tween-20 

– PBSçözeltisi) 

0,14 M (0,8 g ) NaCl, 2,7 mM (0,02 g ) KCl, 1,5 mM 
(0,02 g) KH2PO4 ve 8,1mM (0,2169 g) Na2HPO4 .7H2O
tartılıp bir miktar distile suda pH: 7,4’e NaOH ile 
ayarlandı. 50µL tween-20 eklendi.Hacmi distile su ile 100 
mL’ye tamamlandı.

Bloklama
Tamponu

%3 bovin serum albumin ihtiva eden birinci yıkama 
tamponu PBS çözeltisi. 3g BSA 100mL PBS’de çözülerek 
hazırlandı.

2M Sülfürik asit 
çözeltisi

Reaksiyonu durdurmak için kullanıldı.

Sitrat-fosfat
tamponu (pH: 4.8) 

0,1 M (2,101 g) Sitrik asit (C6H8O7.H2O), 0,2 M (3,12g) 
 Sodyum hidrojen fosfat (NaH2PO4.2H2O.) alınır. Distile 
su ile 100 mL’ye tamamlanır. pH 4,8’e ayarlanır. Substrat 
çözeltisi hazırlamak için kullanıldı.

Substrat çözeltisi 10 mg orto-phenlylene-diamine pH: 4,8 olan sitrat-fosfat
tamponunun 25 ml’sinde çözülür. Kullanılmadan hemen 
önce çözeltiye 10µL, %30’luk hidrojen peroksit ilave 
edilir.

Antikor(konjugat)
çözeltisi

5 µL Horseradish peroksidaz takılı tav an anti-human IgG 
antikoru alınır ve seyreltme tamponu ile 10 mL’ye 
tamamlanır.

3.3. Numunelerin Toplanması

Çalı mamızda kullanılan serumlar K.T.Ü Tıp Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim 

Dalı Ö retim Üyesi Y. Doç. Dr. Ne e Kaklıkkaya tarafından daha önce çalı ma

amacıyla, tanıları bir Gastroenteroloji uzmanınca konulan hastalardan ve kontrol 

grubunu olu turmak amacıyla sa lıklı ki ilerden toplanmı tır. Hastalıklara ve H. pylori
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varlı ına göre toplanan serumların da ılımı a a ıdaki tabloda verilmi tir. Gruplar 

olu turulurken kadın erkek ayırımı yapılmamı tır. Elde edilen serumlar çalı ma

yapılana kadar -20 C’de saklandı. Hemolizli kanlarda CA II seruma bol miktarda 

geçece inden dolayı numune toplanmasında bu hususa azami dikkat gösterildi. 

Tablo 4. Çalı ma gruplarının ya  aralıkları ve cinsiyet da ılımı

Gruplar: 1.Kontro
l

2.H.pylori 
(-) ülser 

3.H.pylori
(-) gastrit 

4.H.pylo
ri

(+) ülser 

5.H.pylori 
(+) gastrit 

Ya  aralıkları 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) 

Çalı ma gruplarındaki bireylerin CA II otoantikor seviyelerini belirlemek için 

Hosoda ve arkada ları tarafından geli tirilen ELISA yöntemi küçük de i iklikler

yapılarak kullanıldı(17,30). Her bir numune için ölçümler iki kez tekrarlandı.

Deneyin Yapılı ı

1. ELISA pleytindeki mikrotiter kuyucuklar kaplama tamponunda  (pH: 9,6) 

seyreltilen ve kosantrasyonu 10 µg/mL olan CA-II’nin 50 µL’si ile kaplandı ve 18 saat 

+4 oC’da inkübasyona bırakıldı (kaplama yapılırken her serum örne i için 4 kuyucuk 

ayrılır ve bu kuyucukların ikisi CA-II ile kaplanır, ikisi kaplanmaz. Sonuçlar 

de erlendirilirken kaplı olan kuyucukların absorbans de erlerinden kaplanmamı  olan 

kuyucukların absorbans de erleri çıkartılır).

2. Pleyt PBS tamponu (birinci yıkama çözeltisi) ile 5’er dakika arayla (bu aralarda 

pleytler çalkalayıcıda çalkalandı) 3 kez yıkandı. Yıkama i lemi u ekilde yapıldı: Önce 

ELISA yıkayıcısında pleyt bir kez yıkandı ve ardından sekizli pipetle 200 µL yıkama 

tamponu kuyucuklara pipetlendi ve çalkalayıcıda 5 dakika çalkalandı ve ardından ELISA 

yıkayıcısında yıkandı. Bu i lem 3 kez tekrarlandı.

3. Yıkama i leminin ardından  kuyucuklara 200 µL bloklama tamponu ilave edildi ve 

oda sıcaklı ında 2 saat çalkalyıcıda inkübasyona bırakıldı.
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4. Bloklamanın ardından Pleyt tween-20 içeren PBS tamponu (ikinci yıkama 

çözeltisi) ile ikinci basamakta izah edildi i gibi 3 kez yıkandı.

5. Sonra hasta (30’ar H.pylori (+) gastrit ve ülser, 30’ar H.pylori (-) gastrit ve ülser 

birey) ve kontrol (30 sa lıklı birey) serumları %1 BSA ihtiva eden seyreltme 

tamponunda 1/200 oranında seyreltildi ve  her bir seyreltilmi  serum örne i 2 kuyucuk 

CA-II kaplanmamı  ve 2 kuyucuk CA-II kaplanmı  olmak üzere toplam 4 kuyucu a ayrı

ayrı 100 µL pipetlendi ve 2 saat oda sıcaklı ında çalkalayıcıda bekletildi. 

6. Pleyt tween-20 içeren PBS tamponu (ikinci yıkama çözeltisi) ile ikinci basamakta 

izah edildi i gibi 3 kez yıkandı.

7.  Kuyucuklara  100 µL  %1 BSA ihtiva eden seyreltme tamponuyla 1/2000 oranında

seyreltilmi  antikor (rabit anti-human Ig G antibody conjugated with horseradish 

peroksidase) ilave edildi ve oda sıcaklı ında 1 saat çalkalayıcıda bekletildi.

8. Pleyt tween-20 içeren PBS tamponu (ikinci yıkama çözeltisi) ile kinci basamakta 

izah edildi i gibi 3 kez yıkandı

9. 100 µL substrat çözeltisi ilave edildi. Oda sıcaklı ında 25 dakika karanlıkta 

bekletildi.

10. 2M H2SO4’in 100 µL’si bütün kuyucuklara pipetlenerek reaksiyon durduruldu. 

ELISA okuyucusunda 485 nm’de renk okundu. 

CA II kaplanmı  kuyucuklardan okunan absorbansların ortalamasından CA II 

kaplanmamı  kuyucukların ortalaması çıkarılarak sonuçlar elde edildi. 

3.5. Kullanılan statistiksel Yöntemler 

Hasta gruplarının ve kontrol grubunun ortalamaları X ve standart sapmaları S.D 

hesaplandı. Önce Kolmogorov-Smirnov Testi yapılıp, de erlerin normal da ılıma 

uyup uymadı ına bakıldı. H.pylori (+) grubu uymadı ı için nonparametrik test, 5’li 

grupların kar ıla tırması için Kruskal-Wallis varyans analizi yapıldı. Normal da ılıma

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



4. BULGULAR 

4.1. ELISA Sonuçları

ELISA metoduyla 30 kontrol, 30 H.pylori negatif ülser, 30  H.pylori negatif gastrit, 

30 H.pylori pozitif ülser, 30 H.pylori pozitif gastrit hasta bireylere ait serumlar 

incelenmi  ve saf insan CA II’sine kar ı CA II otoantikorlarının ba lanmaları

ölçülmü tür. Ortalama absorbans de eri > 0,437 olan serumların reaksiyonu pozitif 

olarak kabul edilmi tir. Bu de er kontrol grubuna ait serumların ortalama absorbans 

de erine ( X=0,212 ), 3 S.D de eri (0,225 ) eklenerek hesaplanmı tır. Di er gruplara 

ait ( X±S.D) de erleri Tablo 5’te gösterilmi tir.

Tablo 5. Çalı ma gruplarına ait ortalama CA II absorbans ve ± SD de erleri

Gruplar: 1.Kontrol 2.H.pylori  
(-) ülser 

3.H.pylori
(-) gastrit 

4.H.pylori  
(+) ülser 

5.H.pylori  
(+) gastrit 

(Ortalama
±SD)

0,212
±0,075

0,253
±0,088

0,192
±0,083

0,307
±0,119

0,291
±0,119

Kontrol grubuna ait cut off de erine göre, grup1: kontrol grubu 0 , grup 2: H.pylori

negatif ülser grubunda 2 (% 6,6), grup 3: H.pylori negatif gastrit grubunda 1(%3,3), 

grup 4: H.pylori pozitif ülser grubunda 2 (%6,6) ve  grup 5: H.pylori pozitif gastrit 

grubunda ise  3 (%10) pozitif sonuç bulunmu tur.Belirtildi i üzere kontrol grubunda 

pozitif sonuçlara rastlanmamı tır ( ekil 2).

Yapılan istatiksel analizlere göre kontrol / H.pylori(+) gastrit (p=0,001), kontrol / 

H.pylori (+) ülser (p=0,0041), H.pylori(-) gastrit / H.pylori (+) gastrit (p=0,0038), 

H.pylori (+) ülser / H.pylori (-) ülser (p=0,048)  ve H.pylori (+) gastrit ve H.pylori (+) 

ülser grupları arasında istatiksel olarak anlamlı derecede fark bulundu. Gruplar arası

farklılı ın önem derecesini gösteren tablo a a ıda verilmi tir (Tablo 6). 
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ekil 2. Serumlarında CA II otoantikorları bulunduran gruplar ve sa lıklı bireylere 
ait serum absorbans de erleri. Kontrol grubuna ait X ± 3SD=0,437 cut off 
de eri olarak alınmı tır.

Tablo 6. Gruplar arası farklılı ın önem derecesi (* istatiksel yönden önemli) 

Gruplar  
Kontrol / H.pylori(-)gastrit p=0,980 
Kontrol / H.pylori (-) ülser p=0,062 
Kontrol / H.pylori(+)gastrit          *p=0,001 
Kontrol / H.pylori(+)ülser *p=0,00041 
H.pylori(+)gastrit/H.pylori(-) gastrit *p=0,00038 
H.pylori(+)ülser/H.pylori(-)ülser          *p=0,048 
H.pylori(+)gastrit/H.pylori(+)ülser p=0,104 
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0,4

0,6
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1

1              2         3    4          5
Gruplar

Absorpsiyon

ELISA
de erleri



5. TARTI MA

CA II insan dokularında en yaygın olarak bulunan karbonik anhidraz 

izoenzimlerinden olup, CO2’nin hidrasyonunu dönü ümlü olarak katalizleyerek 

vücutta asit-baz dengesinin ve  birçok reaksiyon için substrat olarak gerekli olan 

bikarbonatın sa lanmasında, kardiyovasküler tonusun regülasyonununda ve hücre 

bölümleri arasındaki iyon de i iminin kontrolünde rol alır (11). Otoantikorlar; hasar 

görmü , antijenik olarak de i mi  dokulara cevap olarak geli ebilir. lk kez 1991 

yılında Inagaki ve arkada ları tarafından otoimmün hastalıklardan olan sistemik lupus 

erithematos ve Sjögren’s sendrom’lu hastaların serumlarında CA II otoantikorları

bulunmu tur(16). Bir sitoplazma enzimi olarak CA II’nin otoantikorlarının otoimmün 

hastalıklarda gözlenen hücre hasarına nasıl sebep oldukları açıklanamamı tır. Ancak, 

son yıllarda yapılan çalı malarda otoimmün bir hastalık olan otoimmün 

pankreatit(AIP)’li ki ilerin serumlarında ço u kez CA II otoantikorlarının bulunması,

bu hastalı ın te hisinde anti CA II pozitifli inin kriter olarak kullanılmasını gündeme 

getirmi tir. Ayrıca, F. Guarneri ve ark.(19),  daha önce Helicobacter pylori 

enfeksiyonuna maruz kalmı  ve genetik olarak yatkın bazı ki ilerde AIP 

görülmesinden ve AIP-anti CA II birlikteli inden yola çıkarak, tamamen bilgisayar 

ortamında(in silico metod), H. pylori -hpCA enzimi ile CA II arasında büyük 

miktarda bir homoloji belirlemi  ve -hpCA antikorlarının anti CA II’ye benzer 

otoimmün etkiler sergileyebilece ini bildirmi lerdir(19).

Bu çalı mada, F. Guarneri ve ark. in siliko metodlarla elde ettikleri bulgulara göre  

ileri sürdükleri hipotezin, H. pylori enfeksiyonlu ki ilerin serumlarında, in vitro 

testinin  gerçekle tirilmesi amaçlanmı tır. Bu maksatla her biri gastroenteroloji uzmanı

tarafından de erlendirilmi  olan 30 ki iden ibaret 5 çalı ma grubu olu turulmu tur: 1. 

grup muayenesinde mide problemi belirlenememi  sa lıklı, 2.grup ülser te hisi

konulup, H.pylori tespit edilemeyen(H.pylori (-) ülser), 3. grup H.pylori (-) gastritli, 4. 
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grup H.pylori (+) ülserli ve 5. grup H.pylori (+) gastritli  ki ilerden ibarettir. Gruplar 

olu turulurken kadın-erkek ayırımı yapılmazken, ya  ortalamaları yakın alınmı tır.

Çalı ma gruplarındaki bireylerin CA II otoantikor seviyelerini belirlemek için 

Hosoda ve arkada ları tarafından geli tirilen ELISA yöntemi küçük de i iklikler

yapılarak kullanılmı tır (17). Bu metodun CA II antikorlarının tayinine uyarlanması,

modifikasyonları ve sonuçlarının analitik de erlendirilmesi, daha önce 

laboratuarımızda farklı otoimmün hastalıklarda antiCA II ölçümü için Ahmet Mente e

tarafından gerçekle tirilmi tir (30). ELISA ile CA II otoantikorlarının ölçümünün 

yapıldı ı çalı malar incelendi inde, ELISA pleytlerine kaplanan CA II 

konsantrasyonları, serum dilüsyonları, kullanılan bloklama tamponları, konjuge 

antikorun cinsi ve inkübasyon süreleri arasında ciddi farklılıklar gözlenmektedir. 

Ara tırmamızda Hosoda ve arkada ları tarafından kullanılan ELISA yönteminden 

farklı olarak çalı mamızda Tris-HCl tamponu yerine PBS kullanılmı tır. Ayrıca +4 

C’de birer gece bekletilerek gerçekle tirilen bloklama ve numune uygulanması

yapılmı tır. Bunun dı ında kaplamada kullanılan CA II’nin konsantrasyonuna, konjuge 

antikorun cinsi, miktarı ve dilüsyonuna, renk reaktifine ve inkübasyon sürelerine ba lı

kalınmı tır (29).

ELISA i leminden elde edilen de erlerin grup içi ortalamaları ve standart sapmaları

Tablo 5’te verilmi tir. Sonuçların pozitiflik de erlendirilmesinde kullanılacak cut-off  

de eri kontrol grubundaki ortalamaya göre X ± 3S.D = 0,437 olarak uygulanmı  çünkü 

3 S.D üzerinden de erlendirme yaptı ımızda kontrol grubunda pozitif de er çıkmamı

ve bu da yöntemin güvenirlili ini artırmı tır. Gruplardaki sonuçlar bir arada grafik 

üzerinde gösterilmi tir ( ekil 2). Bu tablo ve grafikte H.pylori (+) gastrit grubunda 3 

(%10), H.pylori (+) ülser grubunda 2 (% 6,6), H.pylori (-) gastrit grubunda 1 (%3,3), 

H.pylori (-) ülser grubunda 2 (%6,6)  olmak üzere toplam 8 (%5,3) pozitif sonuç 

görülmektedir. Burada, H.pylori enfeksiyonu belirlenen 60 ki iden yalnız 5’inin(% 

8,3)  serumlarında uyguladı ımız ELISA yöntemiyle CA II antikorlarının varlı ı

gösterilmi tir. Bu rakam dü ük bir hassasiyeti gösterdi inden, kontrol grubunda hiç 

pozitiflik olmamasından kaynaklanan yüksek spesifikli e ra men, ELISA yöntemiyle 

CA II antikorlarının serumda ölçümünün H.pylori enfeksiyonunda bir belirteç 
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olamayaca ı kanaatine varılmı tır. Burada H.pylori (-) gastrit grubunda 1 ve H.pylori

(-) ülser grubunda 2 pozitif sonucun bulunması bu gruptaki bazı hastaların tedavi 

edilmi  bir H.pylori enfeksiyonu geçirmi  olmalarından kaynaklanabilir.  

Tablo ve grafikteki de erler üzerinde gerçekle tirilen daha ileri seviye istatistiksel 

analizler neticesinde, kontrol grubuyla  H.pylori (+) gastrit ve ülser grupları arasında

istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar bulunmu tur(sırasıyla, p=0,001 ve p=0,00041). 

Daha önceden bu konuyla ilgili literatürde herhangi bir çalı maya rastlanmadı ından

sonuçlarımızın kar ıla tırılması yapılamamı tır. Ancak, kontrol grubuyla yapılan

mukayeselerde, H.pylori enfeksiyonlu ülserli ki ilerde gastritli olanlara nispeten daha 

önemli anti CA artı ı görülmektedir ve bu fark da ülserlerde daha ileri seviyede 

H.pylori tahribat ve yerle iminin olmasından kaynaklanmaktadır. Aynı ekilde,

H.pylori(+) gastrit ile H.pylori(-) gastrit grupları ve H.pylori (+) ülser ile H.pylori (-) 

ülser grupları arasında da istatistiksel olarak önemli farklılıklar elde edilmi tir

(sırasıyla, p=0,00038 ve p=0,048). 

Yukarıda ifade edilen farklılıklar beklentilerimizi do ru çıkarmı tır. Yani, H.pylori

enfeksiyonu belirlenen hastaların serumlarında  CA II antikoru artı ına rastlanmı tır.

Ancak, burada artmı  olan bizzat CA II antikoru de il de H.pylori ‘ye ait alfa 

hpCA’nın antikorları da olabilir. Çünkü, CA II otoantikorlarının otoimmün 

hastalıkların patolojisinde kesin rolü bilinmemektedir. Enfeksiyonlar otoimmünitenin 

tetiklenmesinde önemli çevresel faktörlerdir. H. pylori enfeksiyonunun da otoimmün 

bir hastalık olan AIP’yi tetikledi i daha önceki çalı malarda belirlenmi tir. Virüsler ve 

mikrobiyal ajanların sebep oldu u doku yıkımlarına ba lı olarak spesifik enzimlere 

kar ı moleküler taklit, çapraz ba lanmalar, otoreaktif T hücrelerinin aktivasyonu ve 

adjuvant etkisi gibi mekanizmalarla antikor olu tu u bilinmektedir. Benzer 

mekanizmalarla H.pylorili hastalarda CA II’ye kar ı antikor olu turulmu  olabilir. 

nsan CA II’sinin humoral ve hücre aracılıklı immün reaksiyonlarını indükleyerek 

antijenik özellik gösterdi i çe itli fare ırklarında otoimmün hastalıklar olu turularak

belirlenmi tir. Yapılan bu çalı malardan anla ıldı ı gibi otoantikorlarının olu umunda 

genetik faktörler de belirleyicidir. F.Guarneri ve arkada ları yaptıkları çalı mada, CA 

II ve alfa hpCA’nın HLA’ya ba lanma bölgesi motiflerinden DRB1*0405 üzerinde 
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payla ılan segmentlerde anlamlı homoloji bulmu  ve bunun AIP için risk faktörü 

oldu u öne sürmü lerdir. Bu bulgular da insan ve bakteri proteinlerinde payla ılan 

segmentlerde bulunan HLA DRB1*0405 genotipinin AIP ile ili kili oldu u fikrini 

kuvvetlendirmi tir. Bu genotip üzerinde ileride yapılacak çalı malar immün kaynaklı

hastalıkların aydınlatılmasında yardımcı olabilir. Ayrıca bulunan pozitif sonuçlarda 

CA II otoantikorlarının gözlenmesinde, H. pylorideki pozitifli in ve HLA tiplerinin de 

katkısı olabilece i göz ardı edilmemelidir.

Karbonik anhidrazın H.pylori’de alfa ve beta olmak üzere iki farklı izoenzimi 

vardır ve bunlardan alfa hpCA’nın insan CA II’si ile önemli derecede homoloji 

bulunmaktadr. Alfa hpCA bakteri dı  yüzeyine ba lı bulundu undan bu konak 

immünite için antikorla etkile me açısından ideal bir hal olu turur ve organizma bunun 

için kolayca antikor üretebilir. Alfa hpCA’nın insan CA II’si ile benzerli i dolayısıyla

ELISA pleytindeki kaplanmı  CA II’ye alfa hpCA antikorları da çapraz  ba lanma

yapabilece inden daha yüksek CA II antikor seviyeleri bulunabilir.        



6. SONUÇLAR VE ÖNER LER

Çalı mamızda, kontrol (n=30), H.pylori (+) gastrit (n=30), H.pylori (-) gastrit 

(n=30), H.pylori (+) ülser(n=30) ve H.pylori (-) ülser(n=30) olmak üzere 150 ki ilik

çalı ma grubunda ELISA yöntemiyle CA II otoantikorlarının varlı ı ara tırıldı ve u

sonuçlar bulundu:

1. Bu çalı mada, Fabrizio Guarneri ve arkada larının in siliko metodlarla elde 

ettikleri bulgulara göre ileri sürdükleri hipotezin, H. pylori enfeksiyonlu 

ki ilerin serumlarında, in vitro testinin  gerçekle tirilmi tir.

2. Kontrol grubunun cut off de eri <0,437 olmak üzere H.pylori (+) gastrit hasta 

grubunda 3 (%10), H.pylori (+) ülser grubunda 2 (%6,6), H.pylori (-) gastrit 

grubunda 1(%3,3) ve H.pylori (-) ülser grubunda 2 (%6,6) olmak üzere 8 pozitif 

de er bulundu. 

3. 60 hastalık H.pylori enfeksiyonu tespit edilen ki ilerin serumlarında toplam 5 

pozitif sonuç gözlenirken, bu miktar % 8,3’lük bir hassasiyete kar ılık

geldi inden, ELISA yöntemiyle CA II antikorlarının serumda ölçümünün 

H.pylori enfeksiyonunda bir belirteç olamayaca ı kanaatine varıldı.

4. statistiksel analiz sonucunda; kontrol grubuyla H.pylori (+) ülser ve  H.pylori

(+) gastrit grupları arasında (sırasıyla, p=0,00041 ve p=0,001),  H.pylori (+) 

ülser ile H.pylori (-) ülser grupları arasında(p=0,048) ve H.pylori(+) gastrit ile 

H.pylori(-) gastrit grupları arasında(p=0,00038)  anlamlı derecede fark bulundu. 

       Elde edilen sonuçlar de erlendirildikten sonra bu konuda daha aydınlatıcı

bilgilere eri mek için a a ıdaki ilave çalı maların yapılması önerilir: 

1. H.pylori alfa-hpCA enziminin safla tırılıp, ELISA pleytlerinin bununla 

kaplanarak anti CA II ölçümü yapıldıktan sonra CA II kaplanmı  olanların

ölçümleriyle kar ıla tırılabilir. Bu ekilde olu an antikorun anti alfa-hpCA mı,

yoksa anti CA II mi oldu u belirlenebilir. 
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2. Hasta olarak gastrit ve ülser ayırımı yapmadan, yalnızca H.pylori enfeksiyonu 

olanlardan daha geni  gruplar olu turarak, daha güvenilir sonuçlara varılabilir.

3. Hasta ve sa lıklı gruplar için seçim yaparken önceden H.pylori enfeksiyonu 

geçirilip geçirilmedi i hususu da belirlenmelidir. 



7. ÖZET 

Organizmanın kendi doku antijenlerine kar ı immün cevap olu turmasına ba lı

olarak geli en otoimmün hastalıklarda vücudun kendi proteinlerine kar ı otoantikor 

olu turdu u bilinmektedir. Helicobacter pylori’den kaynaklanan gastrik enfeksiyon ile 

otoimmün pankreatit(AIP) arasında ba lantı oldu u ileri sürülmü tür. AIP’de CA II 

otoantikorları artmakta, bundan dolayı, bu hastalı ın te hisinde serum anti CA II 

ölçümünden yararlanılmaktadır. Ayrıca, H. pylori -hpCA enzimi ile CA II arasında

in siliko yöntemle büyük miktarda bir homoloji belirlenmi  ve -CA antikorlarının

anti CA II’ye benzer otoimmün etkiler sergileyebilece i ifade edilmi tir.

Bu çalı mada, in siliko yöntemle varılan bu sonuçların in vitro olarak do rulu unu

ara tırma amacıyla H.pylori enfeksiyonuna maruz kalan gastrit ve ülserli hastaların

serumlarında CA II otoantikorları seviyeleri belirlenmi tir. Bunun için 30 kontrol, , 

30’ar  H.pylori pozitif ülser ve gastrit, 30’ar  H.pylori negatif ülser ve gastrit olmak 

üzere 150 ki ilik çalı ma grubu olu turulmu  ve bunların serumlarında ELISA 

yöntemiyle CA II otoantikorları ölçülmü tür. Elde edilen de erlerin istatiksel analizleri 

sonucunda H.pylori enfeksiyonlu gastritli (p=0,001) ve ülserli (p=0,00041)gruplarla 

kontrol grubu arasında önemli farklılıklar gözlenmi tir. Ayrıca H.pylori (+)ülser ile 

H.pylori(-) ülser (p=0,048) ve H.pylori(+) gastrit ile H.pylori(-) gastrit (p=0,00038) 

grupları arasında da anlamlı farklılık belirlenmi tir. ELISA ölçümleri sonucunda 

H.pylori enfeksiyonlu hastaların serumlarında CA II otoantikorlarının bulunma 

derecesi %8,3 olarak ortaya konulmu  ve bu enfeksiyonların bir belirteci olamayaca ı

kanaatine varılmı tır. Ancak, H.pylori enfeksiyonunda CA II otoantikorlarında önemli 

artı lar oldu u da bu çalı ma ile ortaya konulmu tur.

Anahtar kelimeler: H. pylori, anti CA-II, otoimmün hastalık, 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

autoımmune 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 -hpCA enzyme and CA II by in silico 

methods has been reported and it has been speculated that -CA antibodies might 

present similar autoımmune 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 II 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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