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: Enzyme-linked immunesorbent assay
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: Normal kontrol
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1. GIRIS ve AMAC

Karbonik  Anhidrazlar (CA, E.C 4.2.1.1., Karbonat Hidroliyaz),
mikroorganizmalardan yliksek yapili hayvanlara kadar dagilimi olan enzimlerdir
(1). Aktif bolgelerinde Zn** iyonu ihtiva eden monomerik proteinler olup, temel
olarak karbondioksitin hidrasyonunu katalizlerler (2). CA enzimleri organizmada
CO;’in tasinmasi, asit-baz dengesinin diizenlenmesi, elektrolit sekresyonu gibi
olaylarda rol oynar. Bugiine kadar omurgalilarin farkli organ ve dokularinda, farkli
hiicre ic1 yerlesimleri olan 14 CA izoenzimi belirlenmistir(3,4).

Organizmanin kendi doku antijenlerine karst immiin cevap olusturmasina
baghh olarak gelisen otoimmun hastaliklarda viicudun kendi proteinlerine karsi
otoantikor olusturdugu bilinmektedir (5) . Ik kez 1991 yilinda, Inagaki ve
arkadagslar tarafindan sistemik lupus erithematos ve Sjogren sendrom’lu hastalarin
serumlarinda CA II otoantikorlarinin varligr gosterilmistir (6). Bu tarihten sonra
cesitli otoimmiin hastaliklarda CA 1II otoantikorlart Western blot ve ELISA
yontemleri ile belirlenmistir (7,8,9,10,11,12). CA 1II safra kanallari, pankreatik
kanallar, renal tubiiler ve tiikriikk bezi kanallarinin epitel hiicrelerinde bol miktarda
sentezlenir. Bu ylizden CA II' nin cesitli ekzokrin bezlerin epitel hiicrelerinden
salgilanan yaygin bir hedef antijen olarak, otoimmiin ekzokrinopati ve otoimmiin
epitelitis olarak isimlendirilen hastalik komplekslerinin patogenezinde rol oynadig:
diistiniilmektedir (13). Ayrica, CA II otoantikorlar1 sistemik lupus erithematos,
sistemik sikleros, dermatomiyosit, polimiyosit, endometrios, otoimmiin hepatitli ve
kronik viral hepatitli hastalarda da belirlenmistir. Bu hastaliklarda CA-II
otoantikorlariin hastaliklarin patolojisindeki rolii anlasilamamustir (13, 14, 15).

Bu ¢alismada, boliimiimiizde yapilmasi planlanan CA 1II otoantikorlar ile ilgili

arastirmalarda CA II otoantikor seviyelerinin belirlenmesinde kullanilmak iizere bir
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ELISA yonteminin olusturulmasi, yontemin islerliginin daha once c¢alisildig bildirilen
endometriyosisli hasta serumlariyla ve Western blotting metoduyla teyit edilmesi, ve
ardindan da romatoid artritli hastalarin serumlarinda CA 1I otoantikorlarinin

belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karbonik Anhidraz

2.1.1. Dagilimu ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (Karbonat Hidroliyaz E.C. 4.2.1.1) ilk kesfedilen Zn**
iyonlu bir metaloenzimdir. ilk defa memelilerin eritrositlerinden 1933 yilinda (16)
saflastirllmig, Karbonik anhidraz karbondioksit (CO;)’ in hidrasyonu ve HCO; 1n

dehidrasyonundan sorumlu olan bir enzimdir (17) .

Karbonik B
C02 + Hzo - HCO3 + H+
Anhidraz

Bu reaksiyon ve iiriinleri ile metabolizmada, asit-baz dengesinin saglanmasi,
CO;’nin tasinmasi, elektrolit sekresyonu, iire dongiisii ve glukoneogenez gibi
metabolik yollar i¢cin Onciil maddelerin sentezlenmesi gibi fizyolik ve metabolik
olaylar gerceklestirilir (17). Karbonik anhidraz yukaridaki reaksiyonun disinda
karboksilik, siilfonik, karbonik ve fosforik esterlerin, aldehitlerin ve piruvatin
hidrolizini de Kkatalizler. Ancak, bunlarin fizyolojik Onemi bugiine kadar
gosterilememistir (18)

Canlilarda, o, B, y olmak ilizere ii¢ farkli CA tipi karakterize edilmistir.
Memelilerde bulunan o tipi CA’larin doku dagilimi, hiicre i¢i yerlesimleri ve
kinetik ozellikleri farkli on dort ayr1 (CA [-XIV) izoenzimi tarif edilmistir (Tablo
1). Bu enzimlerden birkaci cesitli hastaliklarin tedavisiyle dogrudan iligkilidir (16).
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Tablo 1. Karbonik anhidraz izoenzimleri, hidrataz aktiviteleri ve hiicre ici

yerlesimleri (19)

Katalitik aktivite

Hiicre ici Yerlesimleri

Izoenzim (hidrataz)
CA-1 Diisiik Sitozol
CA-II Yiiksek Sitozol
CA-1II Cok diisiik Sitozol
CA-1IV Yiiksek Plazma membrani
CA-V Ortayf_l‘f(rseefh* / Mitakondri
CA-VI Orta dereceli* Tiikriik i¢inde
CA-VII Yiiksek Sitozol
CARP-VIII Yok Sitozol
CA-IX Yiiksek Plazma membrani
CARP-X Yok Sitozol
CARP-XI Yok Sitozol
CA -XII Diisiik Plazma membrani
CA-XIII Diisiik Sitozol
CA -X1V Yiiksek Plazma membrani

*pH 7.4°de orta dereceli, pH : 8.2°de yiiksek

2.1.2. Karbonik Anhidraz II (CA II)

CA-II, hemen hemen her doku veya organdaki bazi hiicre tiplerinin
sitozoliinde bulunan, maksimum CO, hidrasyonu turnover sayisina sahip olan (1.10°
s1) ve en genis dagilimh yiiksek aktiviteli bir izoenzimdir (20). Karbonik anhidraz

Il’nin katalizledigi genel reaksiyon mekanizmasi Sekil 1°’de sematize edilmistir.
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Sekil 1. Karbonik anhidraz II'nin katalizledigi CO, hidrasyon reaksiyonunun

mekanizmasi (17).

Bu enzimatik mekanizmada hiz belirleyici basamak protonun aktif bolgeden
uzaklastirilmast safhasidir. Bu nedenle aktif bolgedeki proton tasima kapasitesine
sahip His 64 aktivitede 6nemlidir (17).

CA 11 kemikte osteoklastlarda, beyinde, oligodendrositler ve beyin
epitelyumunda, gozde lensler ve retina miiller hiicrelerinde, karacigerde, bobrekte,
salg1 bezlerindeki asiner hiicrelerde, pankreatik kanal hiicrelerinde, gastrik parietal
hiicrelerde, uterusun endometriumunda, endotel hiicrelerde, spermatozoada,
eritrositlerde, trombositlerde bulunur (17,30). Bu hiicre tiplerinde CA II’nin fiziksel
rolii doniistimliidiir. Baz1 hiicrelerde CA II asit-baz homeostasiz icin temel rol oynar.
Uriner asidifikasyon iiretimi icin H" salgilayan renal tubuler, gastrik parietal hiicreler
tarafindan H" salgisina katkida bulunur (17). CA 1I pankreas sivist icin HCO5™ katkisi
yapan pankreatik kanal hiicrelerine HCO; temin eder. Doniisiimsiiz korliige sebep

olan glaucoma’da CA II enziminin onemli rolii vardir. Glaucoma anormal derecede
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yiiksek goz ici basinciyla ortaya ¢ikmaktadir (21). Diinyada on milyonu askin kisinin
yiikksek goz i¢i basincina sahip oldugu tahmin edilmektedir. Ak6z humor goz igi
basincinin  saglanmasinda biiyik rol oynamaktadir (21). Ak6z humorun
salgilanmasinda da CA II enziminin uyarici etkisi vardir. CA II aynm1 zamanda
bobrekte, eritrositlerde ve karacigerde proksimal tubiillerde CO, degisimine katkida
bulunur (22). Memeli karbonik anhidraz II (CA II) izoenziminin doku dagilimi ve bu

dokulardaki islevi Tablo 2’de gosterilmistir (19).

Tablo 2. Memeli karbonik anhidraz II (CA II) izoenziminin doku dagilimi ve bu

dokulardaki iglevi (19)
Doku dagilimi Islevsel rolleri

% Yemek borusu (6zefagus) ve|<+* Mideden yemek borusu ve daha yukari

larinks epiteli bolgelere mide iceriginin geri akimini

engeller

% Kemik osteoklast hiicreleri % Kemik resorpsiyonu
s Goz ¢ Ako6z hiimoriin iiretimi
% Testis % Sperm hareketliligi
% Bobrek % Idrar asidifikasyonu
% Beyin s BOS salgist
% Akciger % Gaz degisimi
+¢ Eritrositler + Gaz degisimi
¢ Gastrointestinal epiteli < H" salgis;, HCO; salgisi

2.2. Otoimmiinite ve Otoimmiin Hastaliklar

2.2.1. Otoimmiinite

Immiin sistemin baslica gorevi biinyenin kendisine yabanci antijenleri tanima ve
onlara kars1 immiin cevap olusturmaktir. B ve T tipi lenfositler ile makrofajlar immiin

cevap olusumundan ve denetiminden sorumludur (5). Canlilar normalde kendi doku
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antijenlerine karsi immiin cevap vermemektedir. Ancak, bazi patolojik durumlara
bagli olarak hiicre reseptorlerinin bozulmasi ile veya immiin cevap iriinlerinden
bazilarinin degisik aktivite gostermesi ile, organizmada degisen doku antijenlerine
karst immiin cevap olugsmaktadir. Organizmanin kendi doku antijenlerine kars1 immiin
cevap olusturmasina otoimmiinite, otoimmiinizasyonun rol oynadigi hastaliklara da
otoimmiin hastaliklar denilmektedir. Olus mekanizmasi kesin olarak bilinmeyen bu tiir
hastaliklarin tanisinda organizmanin kendi dokularina karsi olusan hiicresel tip immiin

cevap ve oto-antikorlarin belirlenmesinden yararlanilmaktadir.

2.2.2. Otoimmiin Hastaliklarda Immiinopatolojik Mekanizmalar

1- Immiin sistem araglariyla dogrudan temas halinde olmayan hiicre igi
maddeler organizma tarafindan “kendisine ait” olarak taninmamis olabilir. Bunlar
dolasima karistiklar1 taktirde bir immiin cevaba yol acgabilirler. Sempatik oftalmide
etkili olan bu mekanizmadir; normal olarak goéziin igerisinde bulunan ve dolasima
karigmayan bir antijenin dolasima katilmasi bagisiklik cevabina neden olmaktadir.

2- Organizmanin “kendisine ait” olarak tamidigi antijenler; kimyasal, fiziksel
veya biyolojik degisikliklere ugrayarak bu ozelliklerini kaybedebilirler. Ornegin temas
dermatitinde oldugu gibi baz1 kimyasal maddeler, viicut proteinleriyle birleserek onlar
immiin cevabi1 meydana getirebilecek hale sokabilmektedir.

3- Yabanci bir antijen, organizmanin “kendine ait” antijenleriyle capraz-
reaksiyon meydana getirerek bir bagisiklik cevabmnin olusmasina neden olabilir.
Streptokoklardaki M proteiniyle insan kalp kasi arasindaki capraz reaksiyon buna
ornek olarak gosterilebilir.

4- Otoimmiinite olusumunda hiicresel immiin cevabin énemi de biiyiiktiir. T ve
B lenfositler normalde organizmanin kendi doku antijenleri ile uyarilmamaktadir. Bu
olay gelisme siirecinde otoantijenlerle temas sonucu anerji (cevapsizlik) olusmasiyla
ve yetiskin donemde ise otoantijene Ozgiil supresor T hiicresi olusmasiyla
aciklanmaktadir. Gelisim sirasinda  bir mutasyonla supresor T lenfositlerin

fonksiyonlarinin azalmasi sonucu, Th lenfositlerin B lenfositleri siirekli aktive etmesi
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ile oto-antikorlar sentezlenmektedir. Lepra, sifiliz, tiiberkiiloz gibi kronik bakteri
infeksiyonlarinda adjuvant gibi kuvvetli ve devamli uyarim yapan antijenler, B

lenfositleri normal dis1 uyararak otoantikorlarin sentezine neden olmaktadir.

2.2.3. Otoimmiin Hastaliklarin Olusumunda Etkin Olan Faktorler

Genetik Faktorler

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

HLA antijenlerini yoneten gen lokuslarinin rolii oldugu belirlenmistir.

Immiinolojik Faktorler
Otoantijenler baskilandig1 veya fonksiyonlar1 bozuldugu zaman otoimmiin hastalik
olusmamaktadir. Yapisal olarak anomali kazanan otoantijenler veya ila¢ gibi yabanci
bir madde ile birleserek carpraz reaksiyon verebilen otoantijenler, hiicre membraninda
molekiil yapisi degisen otoantijenler, Epstein - Barr virusu, bakteri lipopolisakkaridleri
gibi poliklonal aktivatorlerin T veya B lenfositleri dogrudan uyarimiyla otoimmiin

hastalik olusmaktadir.

Hiimoral Immiin Cevap

Eritrositlere karsi olusan antikorlarin, eritrositlerle birlesmesi ve komplemanin da
aktivasyonu sonucu, sitolitik etki ile doku hasari olmaktadir ve bu tiir hastaliklara
otoimmiin hemolitik anemi denilmektedir. Eritrositlere karst olusan antikorlar
eritrositlerle birlestiginde, bu eritrositlerin dalak ve karaciger fagositer hiicreleri
tarafindan tutulma ve tahrip edilmeleri hizla artmaktadir. Eritroblastozis fetalisde de
mekanizma aynidir. Tiroid hiicre membran antijenlerine (tirotropin)karsi olusan
plasentadan gegebilen LATS antikorlarinin Fab kisimlari, tiroid hiicrelerini siirekli

uyararak neonatal hipertiroidizme neden olmaktadir. Spermleri aglutine eden
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antikorlar, spermlerin servikal mukus i¢ine girmesini engelleyerek steriliteye yol

acmaktadir.

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

rastlanilmaktadir.

Hiicresel immiin Cevap
Hiicresel otoimmiin cevapta; lenfokinler, hiicre i¢i paraziti olabilen bakteri ve viriis
enfeksiyonlarindan sonra gelisen gec tip asir1 duyarlilik reaksiyonlart ve lenfosit-hedef
hiicre iliskileri rol oynamaktadir. Freund adjuvanti karistirilarak verilen beyin dokusu
ile deney hayvaninda ansefalomiyelit olusturulmakta ve bu hasta hayvanin lenfositleri
normal hayvanlara nakledildiginde ayni lezyonlar gelistirilebilmektedir. Lezyonlarin
olusumunda hiicresel cevabin ve NK hiicrelerinin rolii oldugu sanilmaktadir. Kuduz

asisindan sonra goriilebilen ansafalit olgularinda da ayn1 mekanizma diisiiniilmektedir.

Viral Faktorler

Bazi viriislerle duyarli hayvan ve insanlarda kalici kronik tipte viral
infeksiyonlar gelismektedir. Yavas virlislerin otoimmiin hastaliklarla ve immiin
komplekslerin olusumuyla iligkisi kesin bilinmektedir. Fare lenfositik koriyomenenjit
virlisti, kalict kronik viral infeksiyon ve immiin komplekslerin olusumuna neden
olmaktadir. Ayn1 mekanizma ile hepatit B virusu poliartrit nodoza, Epstein-Bar virusu
infeksiyoz mononiikleoz ve Burkitt lenfomasi olusturmaktadir. Infeksiyoz

mononiikleozlu hastalarin B lenfositlerinin yiizeyinde bulunan Epstein-Bar virusunun
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viral antijen reseptorlerine (CD21) karst duyarhlagsmis atipik T lenfositleri
bulunmaktadir.

Kuru ve Creutzfeldt-Jacop hastaliginda immiin kompleksler olusmaktadir.

Antijen-antikor kompleksleri glomerul membraninda ve kan damar duvarlarinda

birikmektedir.

2.2.4. Otoimmiin Hastaliklar

Otoimmiin hastaliklart  klinik yOonden hastaliin  bulundugu organlar
bakimindan 2 gruba ayrrabiliriz. Bunlardan bazilarinda hastalik bir organda
goriilmektedir. Tiroid hastaliklart (Hashimoto Hst, graves hst), pernisiydz anemi,
adison, juvenil diabet gibi... Bu otoimmiin hastaliklara organa 0zgiil otoimmiin
hastaliklar denir. Birden fazla organ tutulumu varsa organa 0zgiil olmayan veya
sistemik otoimmiin hastaliklar denir. Bunlara 6rnek, romatoid artrit, skleroderma,

SLE.

Romatoid Artrit
Periferik eklemlerde nonspesifik ve genellikle simetrik inflamasyon seklinde
kendini gosteren; eklemde ve eklem c¢evresindeki olusumlarda ilerleyici harabiyetle
sonu¢lanma olasiligi yiiksek olan, kronik inflamatuar bir hastaliktir. Toplumda
prevalanst %1-3 ve kadin/erkek orani 3/1dir. Kadinlarda 3 kat fazla goriilmesi ve
siklikla menarstan sonra menapozdan Once goriilmesi, hamilelik esnasinda artmasi
bize hormonal faktorlerin onemli oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda genetik
faktorler de onemlidir. HLA-DR4 geni tasiyanlarin %70inde RA bulunmustur.
Infeksiy6z ajanlar da etiyolojide rol oynamaktadir. Buna ragmen RA lilerin sinovyal
stvisinda herhangi bir infeksiyoz ajan partikiilii tesbit edilememistir. Fakat Proteus
vulgarisin ylizey antijeni ile HLA-DR4 arasinda carpraz reaksiyon gelistigi
bilinmektedir.
Hastalarin eklem sivisindaki B lenfositleri tarafindan salgilanan anormal Ig G

ve bunlara kars1 olusan romatoid faktorler, ki bunlar Ig G ye kars1 olusmus Ig M dir,
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birleserek immiin kompleksler olusturmaktadir. Bu immiin kompleksler klasik ve
alternatif yoldan komplemani aktive ederek inflamasyonu baslatmaktadir. Eklem
stvisinda olusan immiin kompleksler bir miktar kanda da olustugu icin vaskiilitlere ve
SLE benzeri semptomlara neden olmaktadir. SLE den farkli olarak immiin

kompleksler ¢cok nadiren nefrite yol acar (26).

Endometriyozis

Normalde uterus (rahim) i¢ yiizeyini 6rten dokunun, uterus i¢ yiizeyi disinda
bulunmasina endometriyozis (endometriosis) adi verilir. Adet gérmeyen bayanlarda
goriilmez (ilk adetten 6nce ve menopozdan sonra goriilmez). Cocuk dogurmamis ve
gebe kalmamus kadinlarda daha sik gozlenir. Ureme cagindaki kadinlarin %10-20
sinde goriilmektedir, en sik olarak 25-35 yas arasinda tani konur. Kisirlik problemi
olan kadinlarin  %30-50’sinde endometriyozis saptanmaktadir. Ailesinde
endometriyozis olan kadinlarda endometriyozis gelisme riski 6 kat daha fazladir.
Nedeni tam olarak ispatlanamamistir. Otoimmiin mekanizmalarin bu hastalikta rol
oynayabilecegi One siiriilmiis ve bazi otoantijenlere kars1 gelismis antikorlarin varligi
gosterilmis. Ayrica, sitotoksik T hiicrelerinin aktivitesinde azalma, dogal oldiiriicii
hiicrelerin aktivitesinde degisme, endometriyal antijenlere karsi proliferatif cevaplar
ve poliklonal B hiicre aktivasyonun ortaya cikmasi endometriyoziste genis

immiinolojik degisikliklerin varhigin1 gostermistir (28, 37).

2.3. CA II ve Otoimmun Hastaliklar

Sjongren sendromu, idiopatic kronik pankreatit, primer safra sirozu (PBC),
primer sklerosik, renal tiibiiler asidoz’u i¢eren kuru gland sendromu veya otoimmiin
ekzokrinopati adi verilen hastalik grubunda farkli organlarin duktal epitel
hiicrelerinde exprese edilen yaygin bir antijene karst otoimmiin bir cevabin
varolabilecegi ileri siiriilmiistiir (31,32). Bu organlardan elde edilen ekstraktlarin

cesitli hayvan tiirlerine farkli adjuvantlarla immiinizasyonuyla bazi immun
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hastaliklar olusturulmustur. Ancak bu extraktlardaki uyarici antijenin yapisi
tammmlanamanustir (33,34).

[Ik kez 1991 yilinda Inagaki ve arkadaslari tarafindan sistemik lupus
erithematos ve Sjogren sendrom(SS)’lu hastalarin  serumlarinda CA 1I
otoantikorlarinin varligr gosterilmistir(6). Nishimori ve arkadaslar1 SS ‘lu hastalarda
pankreas, tiikriik bezi, bobrek ve 6zefagus gibi ekzokrin organlarin ekstraklarinda,
CA II’ye baglanan monoklonal bir Ab’un varligin1 gostermislerdir (35). Yine ayni
arastirmacilar 1994 yilinda yaptiklar bir calismada insan CA-II"yi PL/J irki farelere
immiinize ederek otoimmiin sialoadenitis olusturmayi basarmislardir (24). Daha
sonraki yillarda Ueno ve arkadaslar1 CA II immiinizasyonuyla immiin aracilikli
kolangitis olusturmuslardir (25).

Bu caligmalart takiben, polimiyosit, sistemik sikleroz, endometriyozis,
otoimmun kolonjitis (AIC), kronik viral hepatit, diabet gibi ¢esitli hastaliklarda CA
otoantikorlar1 belirlenmis ve hastalarin serumlarindan saflastirilmistir (5, 6, 7, 8, 9,
10, 37). Baz1 hastaliklar icin bu antikorlarin giivenilebilir bir teshis gostergesi
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (23). Ozelikle AIC ile antimitokondrial antijeni negatif
PBC hastalarin ayriminda kullanilabilecegi ifade edilmistir (29).

CA 1II otoantikorlarinin yukarida bahsedilen hastaliklarin patolojisindeki rolii
anlagilamamugtir. Baz1 arastirmacilara gore, hastaligin patolojik seyrine bagli olarak
olusan doku harabiyetinin bir sonucu olarak CA II'ye karst bir antikor
olusturulmaktadir. Fakli olarak bazi arastirmacilar ise, olusan antikorlarin CA II’ye
kars1 olugsmadigini, ancak, molekiiler taklit (molecular mimicry)’den dolayr farkl
bir antijene karsi iiretilmis antikorun CA 1I ile capraz reaksiyon verdigini ve bu
antijenin membrana bagh diger CA izoenzimleri (CA IV, IX, XII) olabilecegini ileri

siirmiiglerdir.
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Tablo 3. Karaciger hastalarinin serum CA II otoantikorunun prevalans: (12, 13, 14,

38, 39, 40, 41)
Yil Yazar Metot Serum Pozitif / n (%)
(referans) dilisyonu NC PBC: PBC: AIH C-CH B-CH
AMA(-)  AMA®+)
1995  Gordon WB X40 - 5/6 1/12 (8) 1/12(8) - -
(83)
1997  Muratori WB X100  5/20(25) 172 5/20 (25)  3/7(43) - -
(50)
1998 Invernizzi  WB X100 0/73 (0) 2/26 15/189 0/13(0) - -
WB X40 5/73 (7) 8) 8) - -
7126 52/189
27 (28)
1999  Akisawa ELISA X100 1724 4) 7/23 14/40 2/13(15) - -
(30) (35)
2000  Comay WB X200 - 8/16  9/21 (43)  3/10(30) - -
(50)
2001 Ueno WB X100 - 2/5 7/45 (16) 10/21(48) - -
(40)
2004 Hosoda ELISA X200 1/26 (4) 4/14  5/15 (33) - 12/44(27)  3/7(43)
(29)
2004 Nishimori ELISA X100 1/30 (3) - - 8/16 5/20(25)  2/10(20)
ELISA X25 2/24 (8) - - - 6/20(30) -

WB: Western blot; ELISA: enzyme-linked immunesorbent assay; NC: normal kontrol; PBC: AMA (-/+):
primary biliary cirrhosis with seronegative or seropozitive anti-mitochondrial antibody; AIH: autoimmun
hepatitis; C/B-CH: chronic hepatitis type C or B.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanmilan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar alet ve malzemeleri

tireticileri ile Tablo 4’te listelenmistir.

Tablo 4. Tez calismasinda kullanilan cihazlarin ve laboratuar malzemelerinin

ozellikler1
Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler Marka / Model
Dondurucu Vestel, Argelik, Bosch
Saf su cihazi Aquatron 4AD

ELISA yikayicisi

ELISA okuyucusu

ELISA pleyti

Etiiv

Calkalayici

Hassas analitik terazi
Manyetik karistirici
Otomatik pipet, 0.5-10 uL.
Otomatik pipet, 10-100 pL
Otomatik pipet, 50-200 pL
Otomatik pipet, 100-1000 puL.
Otomatik pipet, 1-5 mL
pH-metre

Santrifiij

Sogutucu

Spektrofotometre

Vorteks karistirici
Nitroseliiloz membran (0.45um ¢apli)

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

Niive, SL 350

Oertling NA 164

Ikamag RH

Biohit, Proline

Socorex

Biohit, Proline
Transferpette

Exelpette

Hanna Instruments, HI 9321
Heraeus, Labofuge 200
Philco FRT 152 D
Shimadzu, UV - 1601
Niive, NM 110

Sigma, Lot:67H1494
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3.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Tablo 5’te bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler, iiretici

firmalar, tiriin kodlar1 ve bazilarinin saflik diizeyleri verilmistir.

Tablo 5. Bu calismada kullanilan kimyasal maddelerin satin alindiklar1 firmalar ve

ozellikleri

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Satin Alindig1 Firma, Kodu ve Saflig1

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

Etanol (C,HsOH)

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

Sigir serum albumini (BSA)
Sodyum bikarbonat (NaHCO;)
Sodyum karbonat (Na,CO3)
Na-K-Tartarat

CuS0,.5H,0

Tween-20

Folin ve Ciocolteu phenol reaktifi
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy)

Horseradish peroksidaz takili tavsan anti-
human Ig G antikoru

Sitrik asit (C¢HgO7.H,0)
Ortho-phenylene-diamin tabletleri

Siilfiirik asit (H,SOy)

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4.2H,0)
Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum kloriir (NaCl)

Potasyum kloriir (KCl)

Gliserol

Sodyum dodesil sulfat (SDS)

N,N,N,N Tetrametiletilendiamin (TEMED)
Glisin

Etilen diaminetetraasetik asit (EDTA)
Asetik asit

4-kloro-1-naftol ¢ozeltisi

Metanol

Ammonyum sulfat

Amido black

B-Merkaptoetanol

Brom fenol mavisi

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

Merk, Lot: A100285

Merk, A 894987

Sigma, %10, P8942

Sigma, F-9252

Merk, 646 A-153371

Sigma, A-8792, Lot 103K4848

Sigma, C-1909, Lot 47H0808

Sigma, P-1063, Lot 092K8205
Carlo-Erba ,%96, (d=1.84 g/ml) no: 306657
Merck, (6345)

Merck, > % 99 (6462)

Merck, % 99.5-100.5 (1.06400.1000)
Merk, %99-100.5 (711 TA299855)
Sigma, %99 , Lot: 54H00723

Merk, %99, Lot: 9263888

Sigma, T 9281

Sigma, %99, Lot: 52H03131

Carlo Erba, Lot: 303227

Merk, Lot: K27574156

Sigma, C 8302

J.T.Barker, Lot: 0126010002

Merk, Art. 1226

Sigma

Sigma, M 7522

Sigma, Lot: 32H3626
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Calismamizda kullanilan insan CA II izoenzimi Atatiirk Universitesi, Fen-

Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimiinden temin edilmistir. Kullanilan c¢ozeltiler ve

bazilarinin  hazirlanislariyla  yararlanildigi

gosterilmistir

yerler liste halinde Tablo 6’da

Tablo 6. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar

Cozelti Kullanildig1 Yer ve Hazirlanisi
10 g NaOH saf suda c¢ozilerek 250 mL’ye tamamlandi.
1 M NaOH
Tampon ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi.
1 M HCI Tampon ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi

Kaplama Tamponu

(PH:9.6)

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

ayarlandi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

Birinci Yikama
Tamponu (PBS

cozeltisi)

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

distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Ikinci Yikma
Tamponu (Tween-

20 — PBS cozeltisi)

0,14 M (0,8 g ) NaCl, 2,7 mM (0,02 g ) KCI, 1,5 mM (0,02 g)
KH,PO, ve 8,1mM (0,2169 g) Na,HPO, .7H,0 tartilip bir
miktar distile suda pH: 7,4’¢ NaOH ile ayarlandi. 50uL

tween-20 eklendi.Hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Bloklama Tamponu

%3 bovin serum albumin ihtiva eden birinci yikama tamponu

PBS c¢ozeltisi. 3g BSA 100mL PBS’de ¢oziilerek hazirlandi.

2M Siilfiirik asit

cozeltisi

Reaksiyonu durdurmak icin kullanildi.

Sitrat-fosfat

tamponu (pH: 4.8)

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

hazirlamak i¢in kullanildi.
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Substrat ¢ozeltisi

10 mg orto-phenlylene-diamine pH: 4,8 olan sitrat-fosfat
tamponunun 25 ml’sinde ¢oziiliir. Kullanilmadan hemen 6nce

cozeltiye 10uL, %30’luk hidrojen peroksit ilave edilir.

Antikor (konjugat)

cozeltisi

5 uL Horseradish peroksidaz takili tavsan anti-human IgG

antikoru almir ve bloklama tamponu ile 10 mL’ye

tamamlanir.

% 2 Na-K-Tartarat

Lowry protein tayininde kullanildi.

% 2 CuSO,4.5H,0

Lowry protein tayininde kullanildi

Seyreltme tamponu

%1 bovin serum albumin ihtiva eden birinci yitkama tamponu

PBS c¢ozeltisi. 3g BSA 100mL PBS’de ¢oziilerek hazirlandi.

IM Tris-HCI,pH 8,8

Ayirma jeli tamponu

IM Tris-HCI,pH 6,8

Yigma jeli tamponu

Stok jel ¢ozeltisi

% 30 akrilamid + % 0,8 metilenbisakrilamid deiyonize suda

coziilerek hazirlandi. Buzdolab1 kosullarinda saklandi.

% 10 SDS

Yiiriitme, numune tamponu ve aywrma ve yigma jeli

hazirlanirken kullanildi

% 12'1ik ayima jeli

15 mL 1M Tris-HCI1 pH = 8,8, 13,2 mL (%30 akrilamid + %0.8
metilenbisakrilamid), 0,4 mL %10 SDS, 0,mL %5 TEMED ve

9,4 mL saf su kanstirildi, son olarak iizerine taze hazirlanmis

0.8 mL %10’luk APS ilave edildi.

% 5'lik Yigma jeli

1,24 mL Tris-HCI pH = 6.8; 1,0 mL (%30 akrilamid + %0.8
metilenbisakrilamid), 0,1 mL %10 SDS; 0,1 mL %5 TEMED

ve 7,36 mL saf su karistirildi, son olarak iizerine taze

hazirlanmis 0,2 mL %1,5 APS ilave edildi.

Numune tamponu

0,65 g Tris-HCI pH: 6,8; 3 mL % 10 SDS, 1 mL % 100’liik
gliserin ve 1 mL % 0.1°lik brom fenol mavisi karistirilip saf
su ile 10 mL’ye tamamlanir. Kullanilmadan hemen once 950

uL numune tamponuna 50 uLL B-merkaptoetanol ilave edilir.
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Yiiriitme tamponu

1,5 g tris ve 7,2 g glisin 50 mL saf su i¢inde ¢6ziiniir. Daha
sonra 5 mL % 10 SDS ilave edilir ve toplam hacim saf su ile

500 mL’ye tamamlanir.

Bloklama ¢ozeltisi

% 5 yagsiz siit tozu, 1 L PBS, % 0.25 tween-20 kanistirilarak

hazirlanir.

%10’luk APS

Jel polimerizasyonunda katalizor olarak kullanildi

Western Blot

Tamponu

3,03 g Trisma base, 14,4 g glisin, 200 mL metanol, 800 mL

saf su ilave edilerek hazirland1 (metanol en son ilave edildi).

Renklendirme
cozeltisi (Amido

black)

% 0,1 amido black, % 10 metanol, % 2 asetik asit olacak

sekilde saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Boya ¢ikarma

cozeltisi

% 90 metanol, % 2 asetik asit ve % 8 saf su kullanilarak

hazirlanir.

Hazirlanan tiim ¢6zeltiler kullanilana kadar +4 °C’de saklandi.

3.3. Protein Tayini

Deneylerde kullanilacak CA II'nin konsatrasyonunu belirlemek amaciyla

Lowry yontemiyle protein tayini yapildi. Bu yontemde protein, once, alkali bakir

cozeltisiyle reaksiyona sokuldu. Alkali ortamdaki Cu*?, proteinin peptit baglariyla

kompleks olusturarak Cu*'’e indirgendi. Daha sonra, Folin ve Ciocolteu’nun fenol

reaktifi ilave edildi. Fosfotungstik ve fosfomolibdik asitlerin indirgenmesiyle

molibdenyum mavisi ve tungsten mavisi renkleri meydana geldi (27).

Kullanilan Cozeltiler:

Reaktif I : % 2 CuSO,4.5H,0

Reaktif IT : % 2 Na-K — Tartarat

Reaktif A : 0.1 M NaOH igerisinde % 2 Na,CO;
RI :RII :RA =1 :1:100=RB

Folin reaktifi 1: 1 oraninda seyreltilerek caligsmalar sirasinda taze hazirlandi.
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Albumin standartlari: 10 mg albumin 50ml deiyonize suda c¢oziilerek
0.2mg/ml albumin standardi hazirlandi. Bu ¢6zeltiden 0,02; 0,05; 0,1 ve 0,15 mg/mL *
lik Ornekler hazirlandi. Bu veriler dogrultusunda protein tayini standart grafigi

cizildi(Sekil 4).

Tablo 6. Protein tayini standart numunelerinin miktar1 ve eklenme sirasi

Kor Standart Numune
Distile su 400 uLL - -
Standart - 400 pL -
Numune - - 400 uLL
RB 400 pL 400 pL 400 uLL
Karistirilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi
Folin reaktifi 200 uL 200 uL 200 uL

Folin reaktifi eklenen numuneler hemen vorteksle karistirildi ve 30 dakika

oda sicakliginda bekletildi. 660 nm’de absorbanslar okundu.

std.grafigi - 1.4236¢
0.35 - R® = 0,9239
03 - o

@ 0,25 -
5 oo
2 ’ L 4
8 0151 )
® 01 $

0,05 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

konsantrasyon(mg/ml)

Sekil 2. Protein tayini standart grafigi

Cizilen standart grafiginden yararlanarak Olciilen absorbans degerine gore

Karbonik Anhidraz II (CA II)’nin konsatrasyonu 1 mg/mL olarak belirlendi.
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3.4. Numunelerin Toplanmasi

Calismamizda kullamlan serumlar KTU Tip Fakiiltesi kadin ve dogum
hastaliklar1 poliklinigine basvuran ve endometriozis tanist konulan hastalardan
(n=8, yas =3015), fizik tedavi ve rehabilitasyon poliklinigine basvuran ve romatoid
artritis tanist konulan hastalardan (n=20, 15 bayan / 5 erkek, yas = 4310 ) ve
kontrol grubu da goniillii hastane ¢alisanlarindan (n=22, 9 bayan / 13 erkek, yas =
33%8) alinan kanlardan elde edildi. Alinan kanlar pihtilagmalart icin 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
serumlar ¢alisma gerceklestirilene kadar -20 °C de saklandi. Hemolizli kanlarda CA
IT seruma bol miktarda gececeginden dolayr numune toplanmasinda bu hususa azami

dikkat gosterilmistir.

3.5. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

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

yapilarak kullanildi (38). Her bir numune i¢in dl¢iimler iki kez tekrarlandi.

Deneyin Yapihisi

1. ELISA pleytindeki mikrotiter kuyucuklar kaplama tamponunda (pH: 9.,6)
seyreltilen ve kosantrasyonu 10 pg/mL olan CA II’'nin 50 pL’si ile kaplandi ve 18 saat
+4 °C’da inkiibasyona birakild1 (kaplama yapilirken her serum 6rnegi i¢in 4 kuyucuk
ayrilir ve bu kuyucuklarin ikisi CA 1I ile kaplanir, ikisi kaplanmaz. Sonuglar
degerlendirilirken kaplh 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 calkalandi) 3 kez yikandi. Yikama islemi su sekilde
yapildi: Once ELISA yikayicisinda pleyt bir kez yikandi ve ardindan sekizli pipetle
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200 pL yikama tamponu kuyucuklara pipetlendi ve calkalayicida 5 dakika calkalandi
ve ardindan ELISA yikayicisinda yikandi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

3. Yikama isleminin ardindan kuyucuklara 200 pL bloklama tamponu ilave
edildi ve oda sicakliginda 2 saat calkalyicida inkiibasyona birakildi.

4. Bloklamanin ardindan Pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci yikama
cozeltisi) ile ikinci basamakta izah edildigi gibi 3 kez yikanda.

5. Sonra hasta (20 romatoit artritli ve 8 endometriyozisli birey) ve kontrol (22
saglikli birey) serumlar1 %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 iizere toplam 4 kuyucuga ayr1 ayr1 100 pL pipetlendi
ve 2 saat oda sicakliginda calkalayicida bekletildi.

6. Pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci yikama cozeltisi) ile ikinci
basamakta izah edildigi gibi 3 kez yikanda.

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 calkalayicida
bekletildi.

8. Pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci yikama cozeltisi) ile kinci
basamakta izah edildigi gibi 3 kez yikand1

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 II kaplanmis kuyucuklardan okunan absorbanslarin ortalamasindan CA 11

kaplanmamis kuyucuklarin ortalamasi ¢ikarilarak sonuclar elde edildi.
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3.6. Western Blotting

ELISA ile elde ettigimiz sonuglari teyit etmek ve metodun performans
degerlendirmesi icin kullanilacak o©rnekleri tespit etmek ic¢in endometriyozisli

hastalarin serumlarinda western blotting analizi yapildi.

3.6.1. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Calismamizda, Laemli tarafindan gelistirilen yontem degistirilerek
uygulandi. Buna gore % 5-12 kesikli SDS-PAGE yapildi. Elektroforez cam plakalart
once saf su, daha sonra alkol ile iyice yikandi. iki cam plaka birbiri iistiine konularak
kiskaglarla iyice tutturuldu ve jel hazirlama cihazina konuldu.

Ayirma jeli (% 12) i¢in, 15 mL 1M Tris-HCI pH = 8,8, 13,2 mL (%30
akrilamid + %0.8 metilenbisakrilamid), 0,4 mL %10 SDS, 0,1 mL %5 TEMED ve 9.4
mL saf su karistirildi, son olarak iizerine taze hazirlanmis 0.8 mL %10’luk APS ilave
edildi. Hazirlanan bu jel plakalar arasina enjektorle dokiildii ve iist kisma 2-3 mm
yiikseklikte n-butanol ilave edilerek polimerizasyon i¢in 2 saat oda sicakliginda
bekletildi. Cam plakalar arasindaki ayirma jelinin iist kismindaki biitanol dokiilerek
deiyonize su ile birka¢ kez yikandi ve kurutma kagitlariyla iyice kurulandi.

Ayirma jeli katilastiktan sonra uygun tarak (2 disli, biri markir i¢in dar, digeri
yaklasik 10 dis genisliginde numune uygulamak icin ) yerlestirilerek yigma jeli (%5)
icin, 1,24 mL TrissHCI pH = 6.8; 1,0 mL (%30 akrilamid + %0.8
metilenbisakrilamid), 0,1 mL %10 SDS; 0,1 mL %5 TEMED ve 7,36 mL saf su
kanistirildi, son olarak iizerine taze hazirlanmis 0,2 mL %1,5 APS ilave edildi.
Hazirlanan enjektor ile hava kabarcigi kalmayacak sekilde dokiildii. Taragin iizerine
nemli siizge¢ kagidi ortiilerek bir gece bekletildi

Polimerizasyon icin bir gece beklendikten sonra ertesi giin tarak dikkatlice
cikartilarak jelin iistii, 6nce saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla yikandi. Tankin alt
ve ist kismina elektroforez tamponu konularak elektroforeze hazir hale getirildi.

Protein numunesi 20 ug/mL olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 puL olacak
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sekilde 1/1 oraninda numune tamponu (0,65 g Tris-HCI pH: 6,8; 3 mL % 10 SDS, 1
mL % 100’liik gliserin ve 1 mL % 0.1’lik brom fenol mavisi karistirilip saf su ile 10
mL’ye tamamlanir. Kullanilmadan hemen 6nce 950 uLL numune tamponuna 50 uL [-
merkaptoetanol ilave edilir) katilarak numune ve markir hazirland1 ve 5 dakika kaynar
su banyosunda bekletildi. Daha sonra numune ¢6zeltileri sogutularak oyuklara dikkatli
bir sekilde ince bir enjektorle uygulandi. Tank kapagi kapatilarak alt tarafi anod (+),
iist tarafi katod (-) olacak sekilde baglant1 kuruldu. Ornekler yigma jelini gecene kadar
80 V, daha sonra akim 150 V dogru akim ile elektroforeze tabi tutuldu. Isaret boyasi
(bromphenol blue) jelin alt kismina ulastiginda akim kesilerek jel ¢ikarildi.

3.6.2. Western-Blot

SDS-PAGE’e tabi tutulan jel transfer tamponu i¢inde 30’ar dakika iki kez
yavasca calkalanarak dengelendi. Blotlama esnasinda kullanilacak pedler, whatman
filtreleri ve nitroselluloz membran transfer tamponu icine konularak 15 dakika
1slatildi.

Jel transfer tamponu i¢inden alinarak blot kasetinin i¢ine yerlestirilmis ped ve
filre kagitlar1 {lizerine diizgiince yerlestirildi. Uzerine nitroseluloz membran
koyuldugunda hava kabarciklar1 olmamasina dikkat edildi. Membranin iizerine filtre
kagitlar1 ve ped koyularak kaset kapatildi ve tanka yerlestirildi. Tankin i¢ine manyetik
bar koyulup transfer tamponuyla dolduruldu. Bir gece boyuca manyetik karistirici
tizerinde 30-35 V elektrik akiminda blotlama islemi gerceklestirildi.

Kaset acgilarak membranin markir kismi kesilip c¢ikarildi ve amido black boya
soliisyonu icerisinde 30 dakika boyandiktan sonra boya c¢ikarma(destaining)
cozeltisinde birakildi. Membranin diger kismu spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek
icin bloklama tamponu igerisinde 2 saat yavasca calkalanarak birakildi. Daha sonra
mambran temiz bir cam iizerine alinarak seritler(strip) halinde kesildi. Bloklama
tamponu ile seyreltilmis (1/50) numuneler her biri 3 mL hacimde olacak sekilde icinde
serit bulunun kuyucuklara uygulandi ve 1 saat ¢alkalanarak inkiibe edildi. Seritler 5’er

dakika arayla 4 kez %0,25 tween-20 iceren PBS tamponuyla yikand1. Uzerlerine 3 mL
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konjugat ilave edilerek 1 saat daha calkalanmaya birakildi. Stripler 5’er dakika arayla
3 kez PBS-Tween 20, 2 kez de tris (10 mM, pH = 8) tamponuyla yikandi. Her bir
seridin {lizerine 4-kloro-1-naftol boya cozeltisi koyularak 45 dakika karanlikta

bekletildi. Bantlar goriiliince reaksiyon steril deiyonize su ile durduruldu ve resimleri

cekildi.

3.7. Inhibisyon Testi

CA 1I otoantikorlarinin baglanma 6zgiilliigiinii gdstermek i¢in inhibisyon testi
yapildi. Western blot ve ELISA yontemi ile pozitifligi gosterilmis bir hasta serumu
1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 oraninda seyreltildi ve her bir numune 100 pug/mL
konsantrasyonda CA II enzimiyle 30 dakika oda sicakliginda bekletildi ve ELISA
islemi gerceklestirildi. Ayn1 islem Western blot ve ELISA yontemi ile negatifligi

gosterilmis kontrol serumu icinde uygulandi.

3.8. Kullamlan istatistiksel Yontemler:

Hasta gruplarinin ve kontrol grubunun ortalamalar1 X ve standart sapmalart SD
hesaplandi. Gruplar arasit ortalamalarin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi
kullamildi. Kullandigimiz ELISA metodunun performansin1 degerlendirmek icin

varyans katsayis1 (%CV) hesaplandi.



4. BULGULAR

4.1. Western Blotting Sonuclari

Endometriyozisli 8 hasta ve 2 saglikli kontroliin serumlarinda yapilan Western

blotting sonuclar1 Sekil 3’te gosterilmistir.

Sekil 3. CA II otoantikorlarinin Western-blot yontemi ile degerlendirilmesi.
Sekilde goriillen 1-8 nolu seritler endometriyozisli hastalarin
serumlarinin ilave edildigi, 9 ve 10 nolu seritler ise kontrol olarak

secilmis bireylerin serumlarinin ilave edildigi seritlerdir.

Buna gore 8 endometriyozis hastasinin 6 tanesi, kontrollerden de 1 tanesi

pozitif gbozlenmektedir. Bu numunelerden 1 numarali numune pozitif, 10 numaral
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numune negatif kontrol olarak ELISA yonteminin performans degerlendirilmesinde

kullanilmustar.

4.2. ELISA Yonteminin Performans Degerlendirilmesi

Olciimlerde uygulanacak numune diliisyonlarmi belirlemek icin konjuge
antikor miktar1 ve kuyucuklar1 kaplamada kullanilan CA II miktar1 sabit tutularak
Western blotla pozitif ve negatif olarak degerlendirilen serumlar 1/50, 1/100, 1/200,
1/400, 1/800 oraninda seyreltilerek ELISA ile oOlctimler yapilmis, elde edilen

sonuglar Sekil 4’te gosterilmistir.
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Serum seyreltmeleri

Sekil 4. Seyreltilen hasta ve kontrol serumlarinin absorbans degisimi

Sekil 4’te serumlar seyreltildikce absorbans degerlerinin azaldigi

goriilmektedir.
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Sekil 5. Hasta ve kontrol serumlarinda seyreltme ile ELISA degeri / back

ground degeri oraninin degisimi

Sekil 5’te gosterildigi gibi 1 / 200 oraninda seyreltilen hasta ve kontrol
serumlarinda ELISA degeri / back ground degeri orani en yiiksek bulunmustur. Bu
sonug bize spesifik olmayan baglanmalarin en az 1 / 200 oraninda seyreltme yapilan

serumlarda olacagimi gostermektedir.

4.3. Inhibisyon Testi Sonuclari:

100 pg/mL human CA II ile 30 dakika inkiibe edilen 1/50, 1/100, 1/200,
1/400, 1/800 oranminda seyrelttigimiz pozitif hasta ve negatif kontrole ait serum
ornekleri ELISA ile 6l¢iilmiis ve sonuglar1 Sekil 6’ da verilmistir. Buradan, CA 11
ile inkiibe edilen pozitif hasta serumunda CA II otoantikorlarinin ciddi manada
azaldig1 gozlenirken, CA 1I ile inkiibe edilen kontrol serumunda ise herhangi bir

degisiklik olmadigi anlagilmaktadir.
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Sekil 6. inhibisyon testi sonuglari

Kullanilan yontemin hassasiyetini ortaya koymak i¢in, 1/200 oraninda
seyreltilen pozitif hasta ve negatif kontrole ait serum Ornekleri on kez ELISA ile
oOlciildii. Bu dl¢timler sonucu elde ettigimiz % CV degerleri pozitif hasta i¢in %3 ve
negatif kontrol i¢in % 9 bulunmus, buradan da yontemin hassasiyet yoniinden gayet

1yi oldugu sonucuna varilmistir.

4.4. Endometriyozisli Hastalarin ELISA Sonuclari

ELISA metodu ile 13 saglikli (kontrol) ve 8 endometriyozisli hasta bireylere
ait serumlar incelenmis ve saf insan CA II’sine karsi1 CA II otoantikorlarinin aktivite
gosterip gostermedigine bakilmistir. Ortalama absorbans degeri > 0,082 olan
serumlarin reaksiyonu pozitif olarak kabul edilmistir. Bu deger saglikli bireylere ait
serumlarin ortalama absorbans degerine(X=0,028) 3 S.D degeri(0,018) eklenerek
hesaplanmistir. Serumlarinda CA II otoantikoru iceren endometriyozisli ve saglikli

bireylere ait serum absorbans degerleri Sekil 8’de gosterilmistir. Endometriyozisli 8
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hastanin serumlarinin 3’iinde (%37,5) pozitif sonu¢ elde edilirken, saglikli

kontrollere ait serumlarda pozitif sonu¢ bulunmamugtir.
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L 4
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(22 4

Kontrol Endometriyozis

Sekil 7. Serumlarinda CA II otoantikoru igceren endometriyozisli ve saglikl

bireylere ait serum absorbans degerleri

4.5. Romatoit Artritli Hastalarin ELISA Sonuclar:

ELISA metodu ile 22 saglikli (kontrol) ve 20 romatoit artritli hasta bireylere
ait serumlar incelenmis ve saf insan CA II’sine kars1 CA II otoantikorlarinin aktivite
gosterip gostermedigine bakilmistir. Ortalama absorbans degeri > 0.1405 olan
serumlarin reaksiyonu pozitif olarak kabul edilmistir (cut off degeri= esik degeri).
Bu deger saglikli bireylere ait serumlarin ortalama absorbans degerine (X=0.0445)
3 S.D. (Standart Sapma=Deviation) degeri (0.032) eklenerek hesaplanmustir.
Serumlarinda CA II otoantikoru iceren romatoit artritli ve saglikli bireylere ait
serum absorbans degerleri Sekil 7°de gosterilmistir. Romatoit artritli 20 hastanin
serumlarinin 10’unda (%350) pozitif sonu¢ elde edilirken, saglikli kontrollere ait

serumlarda pozitif sonu¢ bulunmamustir.
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Sekil 8. Serumlarinda CA II otoantikoru iceren romatoit artritli ve saglikli

bireylere ait serum absorbans degerleri



S. TARTISMA

CA II memelilerde olduk¢a genis doku dagilimina sahip bir metalloenzimdir.
Fizyolojik rolii CO, hidrasyonunu doniisiimlii olarak katalizlemektir. Bu reaksiyon
ve Uriinleri aracilifiyla viicutta asit-baz dengesinin saglanmasi, degisik enzimatik
reaksiyonlar icin gerekli bikarbonatin olusturulmasi, kardiyovaskiiler tonusun
regiilasyonu ve hiicre boliimleri arasindaki iyon degisiminin kontrolii gibi bir¢cok
fizyolojik ve biyokimyasal olay gerceklestirilmektedir.

Kuru gland sendromu veya otoimmiin ekzokrinopati adi verilen hastalik
grubunda farkli organlarin duktal epitel hiicrelerinde exprese edilen yaygin bir
antijene karsi otoimmiin bir cevabin varolabilecegi ileri siiriilmiis ve bu organlardan
elde edilen ekstraktlarmn ¢esitli  hayvan tiirlerine farkli  adjuvantlarla
immiinizasyonuyla bazi immun hastaliklar olusturulmustur. Ancak bu extraktlardaki
uyarici antijenin yapisi tammlanamamustir (33,34). Ik kez 1991 yilinda Inagaki ve
arkadaglar1 tarafindan sistemik lupus erithematos ve Sjogren sendrom’lu hastalarin
serumlarinda CA 1II otoantikorlarinin varhigi gosterilmistir(6). Nishimori ve
arkadaslar1 1994 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada insan CA-1T"yi PL/J wrki farelere
immiinize ederek otoimmiin sialoadenitis olusturmayir basarmislardir (24). Daha
sonraki yillarda, Ueno ve arkadaslart CA II immiinizasyonuyla immiin aracilikli
kolangitis olusturarak CA II'nin antijenik 6zelligini gostermislerdir (25). Yapilan bu
caligmalarda CA 1II ye karsi immunolojik cevapta tiirler arasinda farkliliklar
gozlenmis ve bu cevabin olusumunda MHC (major histocompatibility complex)
gibi genetik faktorlerin etkili oldugu ileri siiriilmiistiir. Benzer sekilde insanlarda da
irklar arasinda CA Il otoantikorlarinin  prevalansi arasinda  farkliliklar
gozlenmistir(15). Bu ¢alismalar takiben, bir¢ok otoimmun ve idiyopatik hastalarin

serumlarinda CA 1I otoantikorlarmin varhig:r gosterilmistir. Ozellikle, otoimmun
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karaciger hastaliklarinda bu otoantikorlarin bir teshis gostergesi olabilecegi ve AIC
ile antimitokondrial antijeni negatif PBC hastalarin ayriminda kullanilabilcegi ileri
siiriilmiistiir (29).

Bulgulan yukarida verilen bu calismada, boliimiimiizde yapilmasi planlanan
CA 1II otoantikorlant ile ilgili arastirmalarda CA 1I otoantikor seviyelerinin
belirlenmesinde kullamilmak {izere bir ELISA yontemi olusturulmus, yontemin
islerligi daha 6nce calisildig: bildirilen endometriyosisli hasta serumlartyla ve Western
blotting metoduyla dogrulanarak, romatoid artritli hastalarin serumlarinda CA 1II
otoantikorlarinin miktar1 belirlenmistir.

CA 1I otoantikorlarimin tayininde ELISA ve WB yontemleri kullanilmistir.
Bazi otoimmun hastaliklarda bu iki farkli yontemle elde edilen prevalans degerleri
bir birinden oldukca farkli bulunmustur (13). Bu uyumsuz sonuglarin otoantikor
tayinde kullanilan yontemlerin hassasiyetlerinin farkliligindan kaynaklandigi ifade
edilmistir (15). WB ile yapilan calismalar arasinda da tutarsizliklar gézlenmis ve bu
konu c¢esitli arastirmacilar tarafinda genis bir sekilde tartisilarak, WB’da kullanilan
serumlarin diliisyon oranlari, bloklama tamponu, konjuge antikor titresi, inkiibasyon
zamanlarmin farkliligt ve WB yapan kisinin tecriibesi gibi faktorlerin sonuglarin
belirlenmesinde ¢ok 6nemli oldugu bildirilmistir (45). Ayrica, ELISA ve WB gibi
serum antikorlarinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerde, spesifik olmayan
baglanmalarin neden oldugu ve kullanilan diliisyon oranlari, bloklama ajanlari,
ELISA pleyti ve WB membran1 gibi faktorlerce farkli derecelerde etkilenen bir
background olusmaktadir. CA II gibi yapisma 6zelligi olan proteinlerin kullanildigi
calismalarda olusan bu background degeri oldukca yiiksek ¢ikmakta ve WB da bir
esik degerinin olusturulmasi zorlasmaktadir. Bu zorluk ELISA yonteminde daha
kolay asilmakta ve daha net esik degerler olusturulmaktadir(15). CA 1I
otoantikorlarimin  tayininde WB nin kulamilmasimin  yukarida bahsedilen
zorluklarindan dolay1 ve daha kolay uygulanmasi ve az zaman almasi sebebiyle
calismamizda ELISA yoOntemi tercih edilmistir. WB yonteminden ise ELISA
metodunun performans degerlendirmesinin  gerceklestirilmesinde  kullanilacak

endometriyozisli hasta serum 6rnegini belirlemede yararlanilmustir.
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Endometriyozisli hastalarin serumlarinda CA II otoantikorlarinin varligi daha
onceki calismalarda gosterilmistir. Kiechle ve arkadaslart WB yontemi ile 23
endometriyozisli hastada yaptiklar1 ¢alismada CA II otoantikorlarin %69,9
oraninda pozitif bulmuslardir (37). Yine ayni1 ¢calismada 17 saglikli kontrolde %11,8
oraninda CA II otoantikor pozitifligi gézlenmistir. D’Cruz ve arkadaglart ELISA
yontemi ile 319 endometriyozisli hastada yaptiklar1 ¢alismada %35,4 oraninda CA
IT otoantikor pozitifligi oldugunu gostermistir(44). Daha ©nceden tartistigimiz
sebeplerden dolayr WB yontemi ile endometriyozisli hastalarda CA II otoantikorlar1
daha yiiksek oranlarda bulunmustur. Bizim calismamizda da WB (Sekil 3) ile 8
endometriyozis hastasinin 6’sinda, ELISA yontemi(Sekil 7) ile de 3’linde pozitif
sonuclar bulunmustur. Performans degerlendirmesinde ELISA ve WB ile en yiiksek
antikor titresine sahip olan serum pozitif kontrol, en diisiik antikor titreli serum da
negatif kontrol olarak sec¢ilmistir.

ELISA ile CA 1I otoantikorlarinin Olgiimiiniin  yapildigi calismalar
incelendiginde, ELISA pleytlerine kaplanan CA II konsantrasyonlari, serum
diliisyonlari, kullanilan bloklama tamponlari, konjuge antikorun cinsi ve inkiibasyon
siireleri arasinda ciddi farklhiliklar gozlenmektedir (12, 14, 15, 37, 38, 40).
Arastirmamizda Hosoda ve arkadaslar tarafindan kullanilan ELISA yontemi kiiciik
degisiklikler yapilarak uygulanmistir(38). Bu calismadaki Tris-HCI tamponu yerine
PBS kullanilmustir. Ayrica, +4 °C’de birer gece bekletilerek gerceklestirilen bloklama
ve numune uygulama islemleri yerine oda sicakliginda calkalayicidda 2 saat
bekletilerek bloklama ve oda sicakliginda 1 saat calkalayicida bekletilerek numune
uygulanmast yapilmistir. Bunun disinda kaplamada kullanilan CA 1I’nin
konsantrasyonuna, konjuge antikorun cinsi, miktar1 ve diliisyonuna, renk reaktifine ve
inkiibasyon siirelerine bagli kalinmistir. Uygun numune diliisyonlarin1 bulmak i¢in
10pug/mL konsantrasyonda ELISA kuyucuklart kaplanmis ve 1/50, 1/100, 1/200,
1/400, 1/800 oraninda seyretilmis numuneler konulmustur. Yontem materyal ve metod
kismunda anlatildigi  sekilde uygulanmustir.  Ozellikle ELISA  kuyucuklarinin
yikanmasi islemi sirasinda, ELISA yikayicisinda gerceklestirilen seri yikamalar CA 1T

kaplanmamis kuyucuklarda hatali sonuclar veren yiiksek background degerlerine



34
neden olmustur. Bu yiizden, her bir yikama basamagi arasinda kuyucuklar yikama
tamponu ile 5 dakika calkalayicida bekletilmistir. Boylece, CA II kaplanmamis
kuyucuklardaki background degeri en aza indirilmistir. Elde edilen sonug¢lardan en
ideal ol¢iimiin 1/200 oranindaki diliisyondan gergeklestigi gozlenmistir (Sekil 4 ve 5).

Cesitli calismalarda CA 1I otoantikoru ile CA II arasindaki etkilesim sonucu
Olciilen otoantikor miktarindaki azalma kullanilan ELISA metodunun spesifikliginin
bir gostergesi olarak kullanmilmistir(10,42). Calismamizda, pozitif hasta serumunun
100 pg/mL CA 1I ile 30 dakika inkiibasyonu ile negatif kontrol serumuna yakin
degerler elde edilmistir (Sekil 6). Bu sonug, kullandigimiz yontemin spesifikligini
gosterdigi gibi, ayn1 zamanda, eritrositlerde bol bulunan CA II izoenziminin hemolizli
serumlarda yanlis negatif sonuglar verebilecegini de gostermektedir. Bundan dolay1
CA 1I otoantikorlar ile ilgili calismalarda hemolizli serumlar kullanilmamasi gerektigi
sonucuna varilmistir. Ayrica kullandigimiz metodun % CV degerleri pozitif hasta
icin %3 ve negatif kontrol icin % 9 bulunmus, buradan da yontemin hassasiyet
yoniinden gayet iyi oldugu sonucuna varilmistir.

ELISA metoduyla CA II otoantikorlarmin Olgiilmesi  yonteminin
laboratuarimizda basar1 ile kurulmasindan sonra, daha 6nce baska arastirmacilarca
hi¢ calisilmamis olan romatoid artritli hastalarin serumlarinda CA II otoantikorlari
bu metodla incelenmis ve %50 oraninda pozitif sonuclar elde edilmistir. Daha
onceden belirtildigi gibi, bu antikorlar bir¢cok otoimmun ve idiopatik hastalikta
pozitif olarak gozlenmistir(35). CA II otoantikorlarinin otoimmun hastaliklarin
patolojisindeki kesin rolii bilinmemektedir. Enfeksiyonlar otoimmunitenin
tetiklenmesinde onemli ¢evresel faktorlerdir. Viriisler veya mikrobiyal ajanlarin
sebep oldugu doku yikimlarina bagli olarak spesifik enzimlere karsi molekiiler
taklit, capraz baglanmalar, otoreaktif T hiicrelerinin aktivasyonu ve adjuvant etkisi
gibi  mekanizmalarla  antikor  olusturuldugu  bilinmektedir(38).  Benzer
mekanizmalarla romatoid artritli hastalarda CA II ‘ye kars1 antikor olusturulmus
olabilir. Insan CA II sinin humoral ve hiicre aracilikli immun reaksiyonlarini
indiikleyerek antijenik ozellik gosterdigi ¢esitli fare irklarinda otoimmun hastaliklar

olusturularak belirlenmistir(24). Yapilan bu ¢aligmalardan anlasildigi gibi, CA 1I
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otoantikorlarinin olusumunda genetik faktorler de belirleyicidir. Uneo ve
arkadaslar1 PBC li hastalarda yaptiklar1 ¢alismalarda, CA 1I otoantikoru pozitif olan
hastalardaki HLA(Human Leucocyte Antigen) tiplerinin diger PBCIli hastalardan
farkli oldugunu gostermistir. PBC’li hastalar genelde HLA DR3 geni ile iliskili
iken, CA 1II antikoru pozitif PBC’li hastalar HLA B51 geni ile iliskilidir(39).
Romatoid artrit ile HLA DR4 geni arasinda ¢ok siki bir iligki bulunmaktadir. Bu
hastalarda %50 gibi yiiksek bir degerde CA 1I otoantikorlarinin gozlenmesinde
HLA tiplerinin de katkis1 olabilecegi goz ardi edilmemelidir

Itoh ve Reichlin hastalardan saflastirdiklar1 anti-CA II antikorlarinin enzimin
aktif bolgesine baglanarak inhibisyona neden olduklarim1 gostermislerdir(46). Ono
ve arkadaslan kalsifikasyon ve renal tubiiler asidoz gibi kalitsal CA eksikligi
sendromunda goriilen belirtilerin CA II otoantikoru pozitif olan hastalarda da
gozlendigini ifade etmislerdir(47). IgG, IgA ve IgM molekiillerinin reseptor
aracilikli transsitosis ile epitel hiicre membranlarin1 gecerek doku hasari
olusturduklar1 bilinmektedir(48). Benzer sekilde romatoid artritli hastalarda kemik
“turnover’inda oldukca 6nemli bir enzim olan CA II ye kars1 olusmus antikorlar
hiicre i¢cinde CA II’yi inhibe ederek eklem ve eklem cevresi dokularda zarara sebep

olabilirler.



6. SONUCLAR ve ONERILER

. Konjuge antikor miktar1 ve kuyucuklar1 kaplamada kullanilan CA II miktar
sabit tutularak Western blotla pozitif ve negatif olarak degerlendirilen
serumlar 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 oraninda seyreltilerek ELISA ile
Olctimler yapilmis serumlar seyreltildikce absorbans degerlerinin de azaldigi
gorilmiistiir.
. ELISA degeri / back ground degeri orant 1 / 200 oraninda seyreltilen hasta
ve kontrol serumlarinda en yiiksek bulunmustur. Bu sonu¢ bize spesifik
olmayan baglanmalarin en az 1 / 200 oraninda seyreltme yapilan serumlarda
olacagini gostermistir.
. CA II ile 1:1 oraninda inkiibe edilen pozitif hasta serumunda CA II
otoantikorlarinin ciddi manada azaldigi1 gozlenirken, CA 1I ile inkiibe edilen
kontrol serumunda ise herhangi bir degisiklik olmadig1 anlagilmigtir.

WB ile 8 endometriyozis hastasinin 6’sinda (%75), ELISA yontemi ile
3’iinde (%37,5) CA II otoantikorlar1 pozitif bulunmustur.
. ELISA yontemi ile romatoit artritli 20 hastanin serumlarinin 10’unda (%50)
pozitif sonug elde edilirken, saglikli kontrollere ait serumlarda pozitif sonug
bulunmamustir.
. CA II otoantikorlarinin HLA doku tipleriyle iliskisi incelenebilir.
. Diger otoimmiin hastaliklarda da CA II otoantikorlarinin analizi ELISA
yontemi ile belirlenebilir.
. Otoimmiin hastaliklarin siire¢ tespitinde diger antikorlarla CA 1I

otoantikorlarinin karsilastirilmalar: yapilabilir.



7. OZET

Organizmanin kendi doku antijenlerine karsi immiin cevap olusturmasina
bagli olarak gelisen otoimmun hastaliklarda viicudun kendi proteinlerine karsi
otoantikor olusturdugu bilinmektedir. Ik kez 1991 yilinda, Inagaki ve arkadaslari
tarafindan sistemik lupus erithematos ve Sjogren sendrom’lu hastalarin
serumlarinda CA-II otoantikorlarinin varlig1 gosterilmistir. Bu tarihten sonra ¢esitli
otoimmiin hastaliklarda CA II otoantikorlar1 Western blot ve ELISA yontemleri ile
belirlenmistir.

Bu calismada, bazi otoimmiin hastaliklardaki CA II otoantikorlarinin analizinde
kullanilacak bir ELISA yonteminin kurulmasi amaglanmistir. Bu maksatla Western
blotting yontemi ile CA II otoantikorinin varligr belirlenen endometriyozisli hasta
serumu kullanilarak performans degerlendirilmesi yapilmis, 8 endometriyozisli ve 20
romatoit artritli hasta serumlarinda, kurdugumuz bu ELISA yontemiyle, CA 1I
otoantikorlarinin seviyeleri dl¢iilmiistiir. 8§ endometriyozis hastasinin 3’iinde(%37,5)
ve 20 romatoit artritli hasta serumlariin 10’unda (%50) CA 1I otoantikorlar1 pozitif
bulunmustur

Sonug olarak kullanilan ELISA yontemiyle otoimmiin hastaliklardaki CA II

otoantikorlarinin belirlenebilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Anti-CA II antikor, ELISA, romatoit artrit, endometriyozis



8. SUMMARY

Detection of Anti-CA II Antibodies in Autoimmune Diseases

Autoimmune diseases arise from the immune responses of the body to its
own antigens. In 1991, the presence of anti-CA II antibody has been first reported
by Inagaki and et al. in the serums of patients with systemic lupus erythematosus
and Sjogren’s syndrome. After this year, anti-CA II antibodies were shown to exist
in several autoimmune diseases by ELISA and Western blotting techniques.

Here, it has been intended to establish an ELISA method in our laboratories
in order to be able to determine the anti-CA II antibodies for some autoimmune
diseases. For this purpose, by using the serums of the patients with endometriosis in
which the presence of anti-CA II antibody had been formerly detected by Western
blotting, performance evaluation for the ELISA method has been made. In addition,
anti-CA II antibody levels have been detected in the serums of 8 patients with
endometriosis and 20 patients with. The presence of anti-CA II antibody. In the
serums of 3 of 8 patients with endometriosis (37.5%) and 10 of 20 patients with
rheumatoid arthritis (50%) have been shown the presence of anti-CA II antibody.

In conclusion, it has been seen that the presence of anti-CA II antibodies for

autoimmune diseases could be detected by this ELISA technique

Keywords: Anti-CA II antibody, ELISA, rheumatoid arthritis, endometriosis
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