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1. OZET
Oksidatif Olarak Modifiye Edilmis Karbonik Anhidraza Kars1 Otoantikor
Olusumunun ve Bu Antikorlarin Bazi Romatoid Hastahklarla liskisinin

Incelenmesi

Karbonik anhidraz (CA) genis doku dagilimi olan bir metaloenzimdir ve bazi
romatoid hastaliklarda bu enzime karsi otoantikor olusmaktadir. Oksidatif stresin CA
otoantikor olusumu tetikledigine dair ¢calismalar bulunmaktadir. Bu ¢aligmada karbonik
anhidrazin 4-hidroksinonenal (HNE), malondialdehit (MDA), peroksinitrit (PN) ile
modifikasyonunun CA otoantikorlarinin olusumu iizerine etkisi ve romatoid artrit (RA),
ankilozan spondilit (AS), Sjogren’s sendromu (S;jS) hastalarinda bu antikorlarla oksidan-
antioksidan durum arasindaki iliskinin incelenmesi amaglanmistir. Bu c¢alismada
eritrositlerden izole edilen CA I ve CA II izoenzimleri HNE, MDA ve PN ile modifiye
edilip modifikasyonlar Western Blot ile teyit edildi. Antijeniteye modifikasyonlarin
etkilerini incelemek amaciyla Balb-c fareler bu maddelerle immiinize edildi ve
serumlarinda otoantikor titreleri ELISA ile belirlendi. Calisma gruplarinda CA ve
modifiye CA otoantikorlar1 belirlendi. Ayrica hastalardan elde edilen serum ve
eritrositlerde MDA, HNE, 3-nitrotirozin (3-NT), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutayon peroksidaz (GSH-Px) 6l¢iilerek hastalardaki oksidan-antioksidan durum
degerlendirildi. Antikor olusumunu ve inflamasyonu tetikleyen sitokinler tiimor nekroz
faktor—o (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) Olciilerek otoantikorlarla arasindaki iligki
incelendi. Bireylerde PN modifiye CA I ve CA 1II otoantikorlar1 kontrolle
karsilastirildiginda biitiin gruplarda anlamli fark bulundu. Saf CA ve modifiye formlarin
otoantikor titreleri ile kontrol gruplari arasinda anlamli fark goriildii (p<0.001). Farelerde
modifiye formlar saf CA formuyla karsilastirildiginda HNE ve MDA’ nin antijenik
ozelligi azaltirken PN’ nin arttirdig1 belirlendi. Sonug olarak oksidatif modifikasyonlarin
CA 1zoenzimlerinin antijenik oOzelliklerini degistirdigi o6zellikle PN ile yapilan

modifikasyonlarin antijeniteyi arttirdigr goriildii.

Anahtar Kelimeler: Karbonik Anhidraz, Oksidatif Stres, Otoantikorlar, Protein

Modifikasyonu.



2. SUMMARY
The Investigation Of Autoantibody Formation Against Oxidatively Modified
Carbonic Anhydrase And The Relationship Between These Antibodies And Some

Rheumatoid Diseases

Carbonic anhydrase (CA) is a metalloenzyme with wide tissue distribution and in
some rheumatoid disease autoantibodies formed against these enzymes. Recent studies
have suggested that oxidative stres triggers anti-CA antibody formation. In this study we
aimed to investigate the effects of CA modifications with 4-hydroxynonenal (HNE),
malondialdehyde (MDA), peroxynitrite (PN) on CA autoantibody formation and the
relationship between these antibodies and oxidant—antioxidant status in patients with
rheumatoid arthritis (RA), ankylosing spondilitis (AS), Sjogren’ s syndrome (SjS). In the
present study CA I and CA Il isoenzymes, isolated from erythrocytes, were modified with
HNE, MDA and PN and the modification were verified with Western Blot analysis. Balb-
¢ mice were immunized with these agents to determine the effects of the modification on
antigenicity and also antibody titers were detected in the sera of mice. Autoantibody titers
detected in individuals sera. In addition MDA, 4-HNE, 3-nitrotyrosine (3-NT),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px) were
measured in serum and erythrocyte samples of the patients, thereby oxidant-antioxidant
status was evaluated. Tumor necrosis factor-a (TNF-a) and interleukin-6 (IL-6) are
cytokines which trigger antibody formation and inflamation, were measured and
relationship between autoantibody and these molecules were determined. Patients PN-
modified CA I and CA II autoantibody levels were found significantly different (p<0.05)
in all groups compared with their controls. Significant difference was found between the
autoantibody titers of both native and modified forms of CA and control groups
(p<0.001). When modified forms compared with native forms in mice, it was found that
HNE and MDA decreased the antigenicity while PN increased. In conclusion, oxidative
modifications altered the antigenic properties of CA isoenzymes, especially PN

modifications increased the antigenicity.

Keywords: Carbonic Anhydrase, Oxidative Stress, Autoantibodies, Protein

Modification.



3. GIRIS ve AMAC

CA biitlin organizmalarda yaygin olarak bulunan monomerik yapili bir
metaloenzimdir. Memelilerde 16 farkli izoformu bulunan bu enzim, karbondioksitin
(CO2) hidrasyonu veya bikarbonatin (HCO3") dehidrasyon reaksiyonlarini doniisiimlii
olarak katalizleyerek, CO>’ in tasinmasi, elektrolit sekresyonu, pH’ nin kontroli,
biyosentez olaylar1 ve kalsifikasyon gibi bir¢ok fizyolojik olayda rol almaktadir (1, 2).
Birgok hastalikta ¢esitli CA izoenzimlerine karsi bir immun cevap olustugu gosterilmistir.
Hayvan modellerinde de ¢esitli hastaliklarda CA otoantikorlarinin oldugu ve CA II
immiinizasyonu ile ¢esitli otoimmiin hastaliklarin olusturulabilecegi ifade edilmistir (3,
4). Ozellikle CA 1 ve CA 1II izoenzimlerine kars1 olusmus otoantikorlar sistemik lupus
erithematoz (SLE), SjS, RA, Grave’ s hastalifi, hepatitler ve son donem bdbrek
yetmezligi olan hastalarin serumlarinda bulunmustur. CA izoenzimlerine kars1 otoantikor
iiretim mekanizmas1 ve bu mekanizmayi etkileyebilecek faktorler net olarak ortaya

konulamamastir (5-8).

Anabilim dalimizda yapilan bir ¢alismada RA hastalarinda CA 1I otoantikor titreleri
ile eritrositlerdeki oksidatif stres arasinda iliski oldugu gosterilmistir (6). Oksidatif stres
durumunda ROS ve RNS dogrudan veya oksidatif/nitrozatif stresin HNE, MDA ve PN
gibi sekonder {iriinleri ile dolayli olarak proteinler, karbohidratlar ve DNA gibi
biyomolekiilleri modifiye etmektedir. Proteinlerde meydana gelen oksidatif
modifikasyonlar proteinlerin {i¢ boyutlu yapisini1 degistirerek enzim aktivitesinde azalma,
protein fonksiyonlarinda degisim, proteaz inhibitdr aktivitesinde kayip, proteolize
artmis/azalmis yatkinlik, immiinojenik aktivitede artig gibi etkilere sebep olmaktadir. Bu
modifikasyonlar proteini antijenik hale getirip kendisine kars1 immiin cevap olusumuna
sebep olmaktadir. Artmis oksidatif stres otoantikor iiretimini tetiklemektedir (9). SOD
geni ¢ikarilmis farelerde artan oksidatif stresin CA II’ ye kars1 immun cevap olusumunu
tetikledigi ve antioksidan kullaniminin da bu cevabi azalttigi gosterilmis ve CA 1’ ye

kars1 otoantikor iiretiminde oksidatif stresin etkili olabilecegi ifade edilmistir (10).

RA, AS ve SjS kronik seyirli inflamatuar romatoid hastaliklardir. Bu hastaliklara
sahip bireylerin serumlarinda bazi CA izoenzimleri de dahil olmak {iizere cesitli
antijenlere karsi gelismis otoantikorlar belirlenmistir (11-13).Ayrica bu hastaliklar artmis

oksidatif stresle de iligkilidir. SjS gozyas1 ve tiikriik bezleri basta olmak iizere viicuttaki



bir¢ok ekzokrin organi etkileyebilen inflamatuar sistemik bir hastaliktir. SjS gézyas1 ve
tiikriikte azalma ile karakterizedir ve bu durum (kserostomi) agiz kurulugu ve goz
kurulugu (sikka kompleksi) ile sonu¢lanmaktadir (14). SjS hastalarinda ¢ok sayida
antijene kars1 otoantikor gelismektedir. AS aksiyal iskeleti etkileyip omurganin
birlesmesine neden olan immiin aracilikli bir hastaliktir. Bu hastalikta zayif da olsa bazi
antijenlere kars1 otoantikor gelismektedir. RA 6zellikle eklemleri tutan, eklem c¢evresinde
harabiyete sebep olabilen ve CA’nin da i¢inde bulundugu bir¢ok antijene karsi antikor

gelisiminin oldugu otoimmiin bir hastaliktir (15, 16).

Bu calismada, iizerinde en fazla arastirma yapilan CA izoenzimlerinden CA I ve
CA II’ ye kars1 otoantikor olusumunda HNE, MDA ve PN modifikasyonlarinin etkisinin
ortaya konulmasi, otoantikor olusumlarinin farkli diizeylerde oldugu RA, AS ve SjS
hastalarinda saf ve modifiye CA izoenzimlerine kars1 otoantikor titrelerinin belirlenmesi
ve bu otoantikor titreleri ile oksidatif stres arasindaki iliskisinin incelenmesi

amaclanmugtir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidraz (CA, E.C.4.2.1.1, karbonat hidroliyaz) biitiin organizmalarda
yaygin olarak bulunan ve aktif bdlgesinde Zn>* iyonu ihtiva eden monomerik yapili bir
metaloenzimdir. Ik defa 1933 yilinda memeli eritrositlerinden saflastirilmistir. CA” 1n
temel fizyolojik fonksiyonu CO2’in hidrasyonu veya HCO3’m dehidrasyon

reaksiyonlarini doniisiimlii olarak katalizlemesidir (1).

Karbonik -
~ Anhidraz

CcO, + H,O HCO; + H'

Solunum, HCOs3™ 1n dokular ve akcigerler arasinda metabolize olmasinda, pH ve
CO> homeostazinda, doku ve organlardaki elektrolit sekresyonunda, birgok biyosentez
reaksiyonunda (glukoneogenez, lipogenez, Tlregenez vb.), kemik resorpsiyonu,
kalsifikasyon, tiimor olusumu, idrar asidifikasyonu, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi

gibi daha birgok fizyolojik ve patolojik olayda rol almaktadir (2).

Fizyolojik 6nemi bugiine kadar belirlenememekle beraber, CA karboksilik,
stilfonik, karbonik ve fosforik esterlerin, aldehitlerin ve piriivatin hidrolizini de

katalizler (17).
4.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

CA, prokaryotlardan Okaryotlara kadar cok genis bir dagilima sahip olup
birbirinden bagimsiz dort gen ailesi tarafindan kodlanmaktadir. Bunlar a-CA
(omurgalilar, bakteriler, algler ve yesil bitkilerin sitoplazmasinda), B-CA (cogunlukla
bakteriler, algler, tek ve ¢ift ¢enekli bitkilerin kloroplastlarinda), y-CA (temel olarak
archealarda ve bazi bakterilerde) ve 6-CA’ dir (baz1 deniz diatomlarinda) (18).

En 1iyi karakterize edilen enzimler memelilerde tanimlanmis olup a-sinifi
enzimlerdir. Doku dagilim1 ve hiicresel yerlesimi, katalitik 6zelikleri ve inhibitor
duyarlhiligi, fizyolojik ve patolojik rolleri birbirinden farkli olan 16 a-CA izoenzimi
(Tablo 1) ve katalitik aktivitesi olmayan CA benzeri protein (CARP) bulunmustur (19-
21).



Tablo 1. a-CA izoenzimleri, hidrataz aktivitesi, siilfonamid inhibitorleri i¢in afinite ve

hiicre i¢i yerlesimleri (18)

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

CA-1 Orta dereceli Orta dereceli Sitozol

CA-II Yiiksek Cok yiiksek Sitozol

CA-III Cok diisiik Cok diisiik Sitozol

CA-1V Yiiksek Yiiksek Membrana-bagli

CA-VA Diisiik-orta dereceli* Yiiksek Mitokondri

CA-VB Yiiksek Yiiksek Mitokondri

CA-VI Orta dereceli Yiiksek Tiikriik/siit iginde

CA-VII Yiiksek Cok yiiksek Sitozol

CARP-VIII Yok # Sitozol

CA-IX Orta dereceli-yiiksek Yiiksek Transmembran

CARP-X Yok # Salgilanir

CARP-XI Yok # Salgilanir

CA-XII Diisiik Cok yiiksek Transmembran

CA-XIII Orta dereceli Orta dereceli- yiiksek Sitozol

CA-XIV Orta dereceli Yiiksek Transmembran

CA-XV Diisiik Bilinmiyor Membrana bagh

*pH 7,4’te diisiik, pH 8,2’de orta dereceli veya yiiksek

# Dogal CARP izoenzimleri Zn(II) igermezler, bu yiizden siilfonamid inhibitdrleri inhibitorleri
icin afiniteleri belirlenmemigtir.

4.2.1. Karbonik Anhidraz I

CA I, eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan sitozolik proteindir.

Insan eritrositlerinde CA II’den yaklasik 6 kat daha fazla bulunan ancak aktivitesi CA

I’'nin % 15°i kadar olan bir izoenzimdir (Kcat=2.10°s"). Aktivitesi ¢ok yiiksek

olmamasina ragmen saglikli yetiskin eritrositlerinde CA I, total CA aktivitesinin %



15’sini olusturmaktadir (17). CA I insan fetal eritrositlerinde bulunmaz. CA I, CI’
tarafindan inhibisyonda CA II’den daha fazla, siilfonilamid inhibitorlerinden de CA
II’ye gore daha az etkilenir. CA I kalin bagirsak ve kornea epitellerinde, lenste, ter
bezlerinde, miyoepitelyal hiicrelerde, notrofillerde ve yag dokusunda bulunur. CA I

bircok dokuda bulunmasina ragmen doku dagilimi CAII kadar fazla degildir.
4.2.2. Karbonik Anhidraz II

CA 1I, izerinde en fazla ¢aligma yapilan sitozolik CA izoformudur. Hemen
hemen her doku ve organda bazi hiicre tiplerinde bulunur. CO> hidrasyonu ig¢in
maksimum turnover sayisina sahip (1.10° s) en yiiksek katalitik aktiviteli ve en genis
dagilimli izoenzimdir (22). CA II kemikte osteoklastlarda, beyinde, oligodendrositler ve
beyin epitelyumunda, gdzde lensler ve retina miiller hiicrelerinde, karacigerde, bobrekte,
salgt bezlerindeki asiner hiicrelerde, pankreatik kanal hiicrelerinde, gastrik parietal
hiicrelerde, uterusun endometriumunda, endotel hiicrelerde, spermatozoada,
eritrositlerde, trombositlerde bulunur. Bazi hiicrelerde CA 11 asit-baz dengesi i¢in temel
rol oynar. Uriner asidifikasyon iiretimi icin H* salgilayan renal tubuler, gastrik parietal
hiicreler tarafindan H* salgisina katkida bulunur (1). CA II pankreas sivisi i¢in HCO3"
katkist yapan pankreatik kanal hiicrelerine HCO3™ temin eder. Doniistimsiiz korliige
sebep olan glakomda CA II enziminin 6nemli rolii vardir. Bu hastalik anormal derecede
yiiksek goz i¢i basinciyla ortaya ¢ikmaktadir. Diinyada on milyonu agkin kisinin yiiksek
g0z i¢i basincina sahip oldugu tahmin edilmektedir. Ak6z humor goz i¢i basincinin
saglanmasinda biiyiik rol oynamaktadir (23). Ak6z humorun salgilanmasinda da CA 1II
enziminin uyarict etkisi vardir. CA II ayni zamanda bobrekte, eritrositlerde ve
karacigerde proksimal tubiillerde CO., degisimine katkida bulunur (24). CA 1I
eksikliginde beyin, bobrek ve kemikte serebral kalsifikasyon, renal tiibiiler asidoz ve

osteropetrozis ile iliskili 6nemli durumlar ortaya ¢ikmaktadir (7).
4.3. Serbest Radikaller ve Antioksidan Sistem

Serbest radikaller bir yada daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom veya
molekiillerdir. Normal metabolizma olaylar1 sirasinda tiretilmektedirler. Radikallerin
canliya zarar verme potansiyeli olmasina ragmen bazi metabolik olaylarin devamliligt
icin bunlarin olusumu kaginilmazdir. Bu molekiiller fizyolojik olarak mitokondriyal

elektron transport sistemi reaksiyonlari, ksantin oksidaz, lipooksijenaz gibi enzimlerin



reaksiyonlari, antimikrobiyal aktivite sirasinda olusan solunum patlamasi, otooksidasyon
reaksiyonlar1 gibi bircok endojen kaynak tarafindan iiretilmektedirler. Ayrica bu
molekiiller ¢evresel ajanlar, farmasotikler, endiistriyel kimyasallar, sigara gibi bir dizi

ekzojen kaynak tarafindan da iiretilebilmektedir (25).

Oksijen fazla etkin olmayan ancak in vivo sartlarda ¢ok etkin tiirevlere metabolize
olabilen bir bilesiktir. Oksijen canli sistemde iki sekilde indirgenmektedir. Bunlarin ilki
oksijenin 4 elektron alarak suya indirgenmesidir (% 95 oraninda). Ikincisiyse oksijenin
basamak basamak tek degerli indirgenmeye ugramasidir (% 5 oraninda). Serbest
radikaller de bu olay sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu sekilde, biyolojik sistemlerde
ortaya ¢ikan en dnemli serbest oksijen gruplari siiperoksit radikali (O2), hidrojen peroksit

(H202), hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijendir (102).

Son derece reaktif olan bu molekiiller ve biinyelerindeki elektron agigin1 kapatmak
icin lipitler, proteinler, karbohidratlar, niikleik asitler gibi bircok biyomolekiile

saldirabilmektedir.

Oksijen serbest radikalleri yada daha genel ismiyle reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
benzer sekilde reaktif nitrojen tiirleri (RNS) denen bu molekiiller normal hiicresel
metabolizmanin iirlinleridir. Diisiik ve orta diizeydeki konsantrasyonlar1 yararl etkilere
sahipken yliksek miktarlari biiyiik oranda hiicre hasarina sebep olabilmektedir. Oksidan
molekiiller seklinde de adlandirilan ROS ve RNS dogrudan yada dolayli olarak
biyomolekiillere hasar verebilmektedir. Bu nedenle reaktif tiirlerin olusumunu ve
bunlarin meydana getirdigi hasar1 énlemek i¢in viicutta bazi savunma mekanizmalari
gelistirilmistir. Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” olarak adlandirilmaktadir. Bu
savunma sisteminde gorev alan molekiillere de “antioksidan molekiiller” denilmektedir
(26). Antioksidan molekiiller etkilerini dort farkli yolla ortaya koyabilmektedir. Oksidan
molekiilleri daha zayif bagka bir molekiile ¢evirerek, kendilerine baglayarak veya
molekiillere bir hidrojen aktararak onlarin aktivitelerini azaltarak hatta yok ederek etkisiz
hale getirebilmektedirler. Bir diger yol ise oksidatif olarak hasar goérmiis molekiilleri

onarmaktir (27).

Antioksidanlar hiicrede farkli kompartmanlarda veya hiicre disinda yerleserek
savunma mekanizmasinda rol oynamaktadir. Antioksidanlar enzimatik olarak etki

gosterebilecekleri gibi non-enzimatik olarak da etki edebilmektedirler.



Enzimatik olarak etki eden antioksidanlar, hiicrenin cesitli organellerinde etki
gosteren siliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz gibi enzimlerden olugmaktadir. Cesitli metal iyonlarini1 baglama,
serbest radikalleri yakalama, hapsetme ve siiplirme gibi etkilere sahip glutatyon, bilirubin,

ferritin, seruloplazmin ve iirik asit gibi yapilarsa non-enzimatik antioksidanlardandir.

En Onemli antioksidan enzimler; siiperoksit anyonunu hidrojen peroksite
doniistiiren siiperoksit dismutaz (SOD), organik peroksitleri detoksifiye eden glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve hidrojen peroksiti suya indirgeyen katalaz (CAT)’dir. Bu
endojen antioksidan enzimler serbest radikalleri zararsiz hale getirmede biiyiik paya
sahiptirler. Boylece organizma serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin

olusturacagi zarardan ya daha az etkilenir yada hi¢ etkilenmez (28, 29).
4.4. Antioksidan Enzimler
4.4.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1.), siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler

oksijene doniistimiinii katalizleyen enzimdir.

SOD
0; + 0;" + 2H* —— H,0,+ 0,

Katalizledigi reaksiyondandan da anlagilacagi tizere SOD gergekte detoksifiye edici
bir enzim degildir. Ciinkii reaksiyon sonucunda olusan H>O- toksik bir molekiildiir. Fakat
bu reaksiyon siiperoksit radikalinin detoksifikasyonuna giden yolun ilk basamagini
olusturmaktadir. Ikinci basamak katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan
H»>02’in suya  doniismesini  saglanmaktadir. Bu  sekilde  detoksifikasyon

gerceklestirilmektedir (28).

Insanda iki tip SOD bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn
ihtiva eden izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden

izomerlerdir (Mn SOD).

Temel fonksiyonu oksijenin metabolize edildigi hiicreleri stiperoksit radikallerinin
zararl etkilerinden korumaktir. Bu sekilde siiperoksit radikalinin baglatabilecegi lipid
peroksidasyonunu inhibe etmektedir. Oksijen kullaniminin fazla oldugu dokularda SOD

aktiviteside yiiksektir ve oksijenin kismi basincinin artigi ile SOD aktivitesi artmaktadir.



Fizyolojik sartlarda hiicreler tarafindan yiiksek oranda siiperoksit iiretimi olmasina
ragmen bu enzim sayesinde hiicre ici siiperoksit diizeyi diisliriilmektedir. SOD’un hiicre

ici aktivitesi ¢ok yiiksekken hiicre dis1 aktivitesi ¢ok diisiiktiir (30, 31).

SOD fagosite edilmis bakterilerin hiicre i¢cinde etkisiz hale getirilmesinde de rol
oynadigindan graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok dnemlidir. Lenfositlerde de yiiksek oranda
SOD bulunmaktadir. SOD enziminin yiiksek katalitik aktivitesi sayesinde hiicrelerde

stiperoksit birikimi engellenmektedir (32).
4.4.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6) 4 tane hem grubu bulunduran hemoproteindir. Her alt birim
enzimin kararliliginda rol oynadig1 diisiiniilen bir molekiil NADPH i¢cermektedir. Katalaz

oksijenli solunum yapan sitokrom sistemi i¢eren tiim hiicrelerde bulunmaktadir.

Katalaz peroksizomlar basta olmak tlizere endoplazmik retikulum ve sitozolde
bulunmaktadir. Aktivitesi; karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde

yiiksektir. Gorevi, hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalamaktir (33).

CAT
H,0, —— 2H,0+ 20,
Katalaz hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri gibi kii¢iik molekiilleri

indirgeyebilmektedir. Biiylik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmemektedir (34).
4.4.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.19), 4 selenyum igeren tetramerik yapida sitozolik
bir enzimdir. En ¢ok karaciger ve eritrositte bulunmaktadir. Katalaz gibi hiicrede
H>02’nin temizlenmesinden sorumlu enzimdir. GSH-Px hidrojen peroksit ve lipit
hidroperoksitlerinin indirgenmesini (lipit peroksidasyonunda zincir kirici etki) katalizler.

Bu sekilde memeli hiicreleri oksidatif hasara kars1 korunmaktadir (35).

Glutatyon peroksidaz enzimi hidroperoksitlerin indirgenmesi reaksiyonu esnasinda
rediikte glutatyonu (GSH) elektron alicis1 olarak kullanir ve sonucta olusan okside

glutatyon (GSSG) NADPH bagimli glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan rejenere edilir.

GSH—-P
2GSH + H,0, + NADP ——3 GSSG + 2 H-O +NADPH
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GSH—Px
ROOH + 2GSH —— ROH + GSSG + H>O

Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin, GSH); serbest siilfidril grubu igeren bir
tripeptitdir. Eritrositlerde GSH-Px hemoglobinin methemoglobine oksidasyonunu

azaltarak eritrositin 6mriinii uzatir (36).
4.5. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge igerisindedir ve bu durum “oksidatif denge” olarak tanimlanmaktadir. Ciinki
fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirebilmesi ile hasar olusturmasi arasindaki denge ROS
ve RNS’lerinin olusum ve ortamdan uzaklastirilma hizina goére degerlendirilmektedir.
Ornegin, bir hiicrede saniye yaklasik 50 hidroksil radikali olusturmakta ve giin boyunca
bu say1 4 milyona ulasmaktadir. Olusan bu molekiiller ya antioksidanlar tarafindan

uzaklastirilmaktadir ya da ¢evredeki biyomolekiillere saldirmaktadir (37).

Bu radikallerin olusum hizindaki artig yada ortadan kaldirilma hizindaki diisiis bu
dengenin bozulmasina sebep olmaktadir. Bu sekilde oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasiyla olusan duruma “oksidatif stres”
denilmektedir. Artan oksidanlar dokularda harabiyete, proteinler, niikleik asitler, yapisal
karbohidratlar ve lipidler gibi bircok biyomolekiiliin hasarina sebep olabilmektedir (38,
39).

Serbest radikallerin DNA ile reaksiyonu sonucunda baz ve seker modifikasyonlari,
baz delesyonlar1 ve zincir kirilmalar1 gergeklesebilmektedir. DNA'y1 etkileyerek hiicrede

mutasyona, hiicresel disfonksiyona ve 6liime yol acabilmektedirler (40).

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Bunlar DNA ve proteinlere baglanip capraz baglar
olusturabilir. Inflamatuar eklem hastaliklarinda ve kataraktta bir mukopolisakkarit olan

hyaliironik asiti parcalarlar (41).

Proteinler, serbest radikal hasarmma duyarli molekiillerdir. Serbest radikallerin
proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit icerigine gore degisir. Serbest radikallerin etkisi
ile protein molekiilleri lizerindeki siilfhidril ve amino gruplarinda daha fazla hasar

meydana gelmektedir. Bununla beraber triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin,
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lizin ve sistein gibi aminoasit iceren proteinler daha duyarlidirlar. Serbest radikallerin

proteinlerle etkilegsmesi sonucu olusan yapisal degisiklikler tice ayrilir:
1- Aminoasitlerin modifikasyonu,
2- Proteinlerin fragmantasyonu,
3- Proteinlerin agregasyonu veya capraz baglanmalardir.

Proteinin temel yapisindaki degisme, antijenitesindeki degismeye ve proteolize
hassasiyete yol agabilir. Radikaller, membran proteinleri ile reaksiyona girebilirler ve
enzim, norotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarinin bozulmasina neden
olabilirler. Serbest radikallerin etkisiyle IgG ve albiimin gibi fazla sayida disiilfit bag:
bulunduran proteinler ii¢ boyutlu yapilarini kaybederler. Boylece normal fonksiyonlarini

yerine getiremezler (42-46).

Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitelerinde degisiklikler
meydana gelebilir. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar gortirler.

Ozellikle oksihemoglobin H,O: ile reaksiyona girerek methemoglobin olusturur (47-49).

Serbest radikallerin etkilerine karst en duyarli olan ve en c¢ok maruz kalan
molekiiller lipidlerdir. Biyomolekiiller arasinda doymamis yag asitleri yapilarindaki C=C
cift baglar nedeniyle radikal hasarina en hassas olanlaridir. Coklu doymamis yag
asitlerinin oksidatif yikimi “lipid peroksidasyonu” olarak tanimlanmaktadir. Lipid
peroksidasyonu hem bitkilerde hem de hayvanlarda gerceklesebilen kompleks bir
islemdir. Bir hidrojen ¢ikisiyla veya bir oksijen radikalinin eklenmesi ile baglatilan ve
coklu doymamuis yag asitlerinin (PUFA) hasariyla sonuglanan geri doniislimsiiz bir zincir
reaksiyonudur. Lipid peroksidasyonu genel olarak serbest radikaller ya da radikalik
yapida olmayan maddeler gibi oksidan molekiillerin 6zellikle ¢oklu doymamis yag
asitleri gibi karbon-karbon ¢ift bagi igeren lipitlere saldirmasi ile baslatilan lipid peroksil
radikalleri ve hidroperoksitlerin olusumuyla sonuclanan bir reaksiyon dizisi olarak
tanimlanir. ROS, lipid peroksidasyonunu indiikleyerek fonksiyonel ve yapisal hiicre
hasarina neden olabilmektedir. Bu nedenle serbest radikal kaynakli hasarin ana kaynagi
lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu hiicre membranlarinin biitiinliiglini
tehlikeye sokar ve hiicre membraninin akigkanligini artirir. Membrana bagli reseptor ve

enzimlerin inaktive olmasina neden olur (39).
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Lipid peroksidasyonu siirecinde bir¢ok sitotoksik siirecin baglatilmasina sebep
olabilen ¢ok sayida aldehitik yapili yan iiriin de olusabilmektedir. Bu kisa zincirli
aldehitler temel olarak {ic gruba ayrilmaktadir. 4-hidroksi-2-alkenaller lipid
peroksidasyonuna spesifik en baskin aldehit formudur. Lipid peroksidasyonundan kéken
alan diger onemli reaktif aldehit formu ketoaldehitlerdir ve bunlarin en Onemlisi
malondialdehittir. 2-heksenal ve akroleinin de i¢inde bulundugu 2- alkenaller lipid

peroksidasyonu siirecinde olusan reaktif yan tirinlerdir (50, 51).
4.5.1. 4-Hidroksi-2-nonenal (HNE)

Kimyasal yapist Sekil 1’de gosterilen 4-hidroksi-2,3-trans-nonenal ilk kez 1991

yilinda Hermann Esterbauer ve arkadaslari tarafindan karakterize edilmistir (52).

OH

NP

Sekil 1. 4-hidroksi-2,3-trans-nonenalin kimyasal yapisi

HNE, linoleik asit, ve arasidonik asit gibi w-6 ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu olusan ana aldehid yapili son iirlindiir. Molekiil agirligi 156 g/mol
olan amfifilik bir bilesiktir. 4-Hidroksi-2,3-trans—nonenal, 4-hidroksinonenal ya da HNE
olarak da kisaltilmaktadir. Yapisinda 3 farkli fonksiyonel grup iceren ¢ok reaktif bir
molekiildiir. Bu fonksiyonel gruplar karbonil grubu C=0, C=C cift bag i¢eren konjuge
yap1 ve hidroksil grubudur. C=C ¢ift bagi ile indirgenme ve epoksidasyon reaksiyonlari
ve tiyol gruplart ile Michael eklenmesi reaksiyonu vermektedir. Karbonil grubu ile
asetal/tiyoasetal yada Schiff bazi olusumu, indirgenme veya yiikseltgenme reaksiyonu

verebilmektedir. OH- grubu ile yiikseltgenerek keton olusturabilmektedir.

HNE, protein zincirindeki 6zellikle sistein histidin ve lizin reziileri tizerinden HNE-
protein Uriinleri olusturmaktadir. Nadiren de arjinin ve glutamata baglanabilmektedir. Bu
molekiiller arasinda ilgi sirast Cys>> His> Lys seklinde degismektedir. Bu eklenme
reaksiyonlarinda protein {lizerindeki amino asit rezidiisliniin énemli olmakla birlikte

polarite, mikro cevre, tersiyer veya kuarterner yapiya ulasilabilirlik gibi faktorler de
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onemli rol oynamaktadir (53). Bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir bununla beraber ¢ok
sayida da sitotoksik, genotoksik, mutajenik ve ileri sinyal etkisi gostermektedir (49).
Biyolojik etkisini kimyasal yapisina bagli olarak gostermektedir. Proteinler, peptidler,
fosfolipidler, niikleik asitler ve diger biyomolekiillerle hizli bir sekilde reaksiyon

verebilmektedir(54).

Metabolik sendrom, ateroskleroz, ndrodejeneratif hastaliklar kanser gibi bir¢ok
hastalikta HNE sadece oxidatif stres markir1 olarak degil ayn1 zamanda hastaliga sebep

olan bir ajan olarak rol oynamaktadir (55).

4.5.2. Malondialdehit (MDA)

O O

H H

Sekil 2. Malondialdehitin kimyasal yapis1

Malondialdehit ti¢ karbonlu diisiik molekiil agirlikli bir aldehittir. Kimyasal yapisi
Sekil 2’de goriilen MDA {i¢ ya da daha fazla ¢ift bag iceren doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu olusan aldehit yapili bir yan iiriindiir. Serbest amino asitler ve
proteinlerle Schiff bazi olusturabilmektedir. Elektrofilik yapisindan dolay1 oldukca
reaktif bir molekiildiir. Lizin, histidin, arjinin gibi amino asitler gii¢lii bir sekilde
reaksiyon vermektedir. Kimyasal olarak ROS’tan daha stabildir ve membranda

gecebilmektedir (51).

MDA miktari, lipid peroksidasyonunun derecesini gostermektedir. Bu nedenle
lipidlerin oksidatif yikiminin ve doku hasarinin belirteci olarak ol¢iilmektedir (56). En
bol bulunan lipit peroksidasyonuna spesifik aldehittir. Lipid peroksidasyon
caligmalarinda 2-tiyobarbitiirik asit araciligiyla belirlenmesi en yaygin 6l¢iim yollarindan
biridir.

Membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmalarina neden

olan MDA; deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyindeki
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determinantlarin agregasyonu gibi etkileriyle i¢ membranin bazi &zelliklerini
degistirmektedir. Ayrica, niikleusa difflize olabildiginden DNA’nin nitrojen bazlariyla da
reaksiyona girmektedir. MDA, bu ozelliklerinden dolayr mutajenik, genotoksik ve

karsinojenik bir bilesiktir (51).
4.6. Nitrosatif Stres

Nitrik oksit (NO") ortaklanmamis bir elektron iceren radikalik kiigiik bir
molekiildiir. Nitrik oksit fizyolojik ve patofizyolojik uyarilara cevap olarak L-arjininin
L-sitruline metabolize edilmesi esnasinda sentezlenmektedir. Bu reaksiyon ndronal
(nNOS), indiiklenebilir (iINOS) ve endotelyal (eNOS) olmak {i¢ izoformu bulunan nitrik
oksit sentaz (NOS) tarafindan katalizlenmektedir (52).

NO® bol miktarda bulunan oldukc¢a reaktif bir radikaldir. Kan basincinin
diizenlenmesi, ndrotransmisyon, savunma mekanizmalari, diiz kaslarin gevsemesi ve
immun diizenlenme bir¢ok fizyolojik olayin gerceklestirilmesinde rol alan dnemli bir
sinyal molekiiliidiir. Patolojik sartlarda sentezi artan nitrik oksit antimikrobiyal etki gibi
yararlt etkiler gosterebilirken, sitotoksik etkiler de gosterip doku hasarina da sebep

olabilmektedir (58, 59).

NO" hem sulu ortamda hem de lipid ortaminda ¢dziinebilen bir molekiildiir. Bu
nedenle sitoplazmadan plazma membranina kolayca difiize olabilmektedir. NO°
ekstraseliiler alanda oksijen ve suyla reaksiyon vererek nitrat ve nitrit anyonuna
doniismektedir. NO™ ve siiperoksit radikali ile reaksiyon verebilmektedir. Siiperoksit
radikalinin ortamda bulundugu durumlarda siiperoksit dismutaz enzimiyle nitrik oksit
yarigmaktadir. Oksidatif stres durumunda siiperoksit radikalinin miktarinin artmasi
ve/veya SOD enziminin yetersiz kalmas1 durumunda nitrik oksitle sliperoksit peroksinitrit

olusturmak {iizere reaksiyona girer. Bu molekiilde reaktif nitrojen tiirlerindendir.

Reaktif nitrojen tiirlerinin agir1 iiretimine “nitrozatif stres” denilmektedir. Nitrozatif
stresin ana kaynagi peroksinitrittir. Nitrozatif stres nitrozilasyon reaksiyonlarina sebep

olmaktadir (60, 61).
4.6.1. Peroksinitrit (PN)

Peroksinitrit, iki serbest radikalin (nitrik oksit ile siiperoksit anyonunun) endojen

reaksiyonu sonucu olusan son derece reaktif bir molekiildiir.
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NO™ + 02" — ONOO

Bu molekiil oldukg¢a giiclii oksitleyici ve nitratlayict bir ajandir ve bu etkisini

fizyolojik pH’da sergileyebilmektedir (61).

Fizyolojik peroksinitrit sentezindeki 6n maddeler radikal yapida iken peroksinitrit
radikalik yapida olmayan bir anyondur. Fakat verdigi hasar bu radikallere kiyasla ¢ok
daha ileri seviyededir. Ayrica Onciil maddeleri ile karsilastirildiginda peroksinitrit
extraseliiler alandaki 10 milisaniyelik yar1 dmrii ile kendisini olusturan maddelere gore

kismen stabil ve uzun omurlidiir (62).

Ozellikle proteinlerinlerin tirozin rezidiileri, tiyol gruplar1 ve doymamuis yag asitleri
gibi  birgok  biyomolekiil peroksinitrit ile okside olabilmekte ve/veya
nitrozillenebilmektedir. Proteinlerin nitrozillenmesi aterosklerotik lezyonlarda, neonatal
akciger hasarinda, hipertansiyonda, Parkinson, Huntington ve Alzheimer hastaliklarinda,
multiple sklerozda, otoimmiin miyokarditisde, romatoid artritte, sistemik lupus

eritromatozda gozlenmektedir (63-73).
4.7. Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonu

Proteinlerin oksidatif modifikasyonu protein oksidasyonu olarak bilinmektedir.
Protein oksidasyonu, proteinlerin ROS/RNS ile dogrudan veya oksidatif/nitrozatif stresin
sekonder {riinleri ile dolayli reaksiyonu sonucu meydana gelen modifikasyonudur.
Tanimdan da anlagilacag lizere protein oksidasyonu sadece ROS/RNS ile indiiklenmez
ayn1 zamanda ROS etkisiyle olusan lipid peroksidasyon iiriinleri (MDA, HNE, vb.) ve
stiperoksit ve nitrik oksit radikallerinden olusan PN ve seker glioksidasyon {irlinleri de
proteinlerin aminoasit igeriginde modifikasyonlara neden olmaktadir. Proteinlerin
modifikasyonunda asil grubu proteinlerin  posttranslasyonel modifikasyonlar

olusturmaktadir (42, 45, 74).

Bu modifikasyonlar ROS, RNS veya bu reaktif tiirlerin biyomolekiillere
saldirmasiyla olusan yan iirlinlerin proteinlerin amino asit rezidiileriyle verdigi reaksiyon
sonucu gerceklesmektedir. Modifikasyon sonucunda proteinler, polipeptit zincirlerinin
fragmantasyonuyla diisiik molekiil agirlikli tirtinler olusturabilmekte veya protein-protein
capraz baglan ile yiiksek molekiil agirlikli iirlinlere doniisebilmektedir. Meydana gelen

oksidatif degisiklikler proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi bozabilmekte ve hiicrede énemli
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roller Gistlenen proteinlerin fonksiyonlarini etkileyebilmektedir. Bunun sonucunda protein
agregasyon ve fragmantasyon hizinda artis, enzim aktivitesinde azalma, protein
fonksiyonlarinda azalma, proteaz inhibitor aktivitesinde kayip, proteolize artmis/azalmis
yatkinlik, reseptor aracili endositozda bozulma, gen transkripsiyonunda degisiklik,
immiinojen aktivitede goriilebilmektedir. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu, kalp-
damar sistemi rahatsizliklar1 da dahil olmak tizere bir ¢ok bozukluk ile hastaligin
etyolojisinde ve ilerlemesinde rol oynar. Protein karbonil olusumu, tiyol gruplarinin
kaybi, nitrozin olusumu ve ileri oksidasyon protein iriinlerinin olusumu protein
oksidasyonuna yol agan baglica molekiiler mekanizmalardir. Oksidasyonla ilgili
mekanizmalarin ¢oklugundan dolay: proteinlerin oksidatif modifikasyonuyla ilgili kabul

edilen genel bir siniflandirma yoktur (43, 45).

Bu oksidatif modifikasyonlar doniisiimlii modifikasyonlar ve doniisiimsiiz
modifikasyonlar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. HNE, MDA ve PN bu molekiillere

kovalent olarak baglanmaktadir ve olusan modifikasyon doniisiimsiizdiir (9).
4.8. Otoimmiinite

Immiin sistemin temel gorevi kendisinden olan1 kendisinden olmayandan ayirma,
yabanci olan antijenleri tanima ve onlara karsi immiin cevap olusturmaktir. Immiin sistem
bu denetimi ve immiin cevap olusturma gorevini B ve T lenfositler ile makrofajlar gibi

hiicreler vasitasiyla gergeklestirmektedir (15).

Fizyolojik sartlarda hicbir canli kendi antijenlerine kars1 immiin cevap olusturmaz
kendinden olan molekiillere kars1 toleranslidir buna ‘self tolerans’ denilmektedir. Canlida
cesitli yollarla otoimmunite 6nlenmektedir. Fakat immun toleransi diizenleyen bir veya
daha fazla temel mekanizma bozuldugunda immun sistem kendi antijenlerine kars1 da
immun cevap olusturmaya baglamaktadir. Organizmanin kendi protein ve doku

antijenlerine kars1 immun cevap olusturmasina otoimmunite denilmektedir (75).
4.8.1. Otoimmiin Hastalhklar

Otoimmiinitenin rol aldig1 canlinin kendi antijenlerine karsit immiin cevap
olusturdugu hastaliklara otoimmiin hastaliklar denilmektedir. Otoimmiinite sadece
organizmanin kendi doku antijenlerine kars1 immiin cevap olusturmasi, T lenfositler ve

antikorlarin varhig ile ilgili bir durumdur. Her immiin cevap bir hastalifa sebep
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olmayabilir. Otoimmiin hastaliklarin baslica 6zelligi meydana gelen doku hasarinin
immiin sistemin kendi antijenlerine karst baglattigi immiin reaksiyon sonucu
gerceklesmesidir. Colyak hastaligi, tip 1 diyabet (IDDM) ve SLE, SjS, Churg-Strauss
sendromu, Hashimoto tiroidit, Graves hastalig1, idiyopatik trombositopenik purpura, RA
bu hastaliklarin en taninmis olanlaridir. Otoimmun hastaliklar1 gergeklestigi organa gore
iki gruba ayrilabilmektedir. Hastalik belli bir organda gerceklesiyorsa organ spesifik
otoimmun hastaliklar olarak siniflandirilmaktadir. Hastalik birden fazla organi etkiliyorsa
organ spesifik olmayan yada sistemik otoimmun hastaliklar adin1 almaktadir. Otoimmun
hastaliklarin olusma mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Fakat otoimmiin

hastaliklarin olugsumunu tetikleyen bir¢ok faktoér bulunmaktadir (76).

1. Genetik faktorler

2. Immiinolojik faktérler
3.Hiimoral immiin cevap
4. immiin kompleksler
5.Hiicresel immiin cevap

6. Viral faktorler
4.8.2. Otoimmiin Hastaliklarin Patolojik Mekanizmalari

Otoimmiinite adi verilen organizma i¢in i¢ savas denilebilecek bu olay sonucu
otoimmun hastaliklarin ortaya ¢ikmasmma neden olabilecek immiinopatolojik

mekanizmalar1 s0yle siralanmaktadir (15).

1. Hiicrelerin i¢ kisminda bulunan immiin sistemle dogrudan baglantisi
olmayan hiicre disina ¢ikmamis maddeler immiin sistemle karsilasip tanismamis
olduklarindan, viicudun bagisiklik sistemi tarafindan taninmaz. Fakat mekanik darbeyle
hiicrenin parcalanmas1 gibi herhangi bir etkiyle, hiicre i¢inde gizlenmis olan
bu proteinler hiicre disina ¢ikip dolagima katilirsa immiin sistem bu yapilar1 yabanci
olarak algilayip onlara kars1 immiin cevap olusturur. Bu maddelerin bulundugu dokulara
da zarar verebilmektedir. Sempatik oftalmide bu mekanizma etkilidir. Normal sartlarda
g0z icerisinde bulunan ve dolasima ¢ikmayan antijen dolasima ¢ikinca immiin cevap

olusumuna sebep olmaktadir.
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2. Kimyasal, fiziksel ya da bazi biyolojik etkenler organizmadaki yapilara
antijen 0zelligi kazandirip bu yapilarin viicudun bagisiklik sistemi tarafindan yabanci
olarak algilanmalarina neden olabilmektedir.

3. Bazen, viicuda disardan girmis olan yabanci maddeye kars1 olusturulan antikorlar
capraz reaksiyon denilen reaksiyon sonucu viicudun kendi proteinlerine de
saldirabilmektedir.

4. Antikor olusumunu saglayan hiicrelerde meydana gelen bazi1 degisiklikler

viicudun kendi dokularina kars1 antikor olusturmalarina sebep olabilmektedir.
4.8.3. Otoantikorlar

Antikorlar, antijenlere kars1 plazma hiicreleri tarafindan iiretilen ve antijenleri ile
birlesme 6zelligine sahip spesifik globulinlerdir. Antijenler, organizmaya girdiklerinde
immiin yanit olusturan ve sonucunda ortaya ¢ikan antikor ve hiicre yiizey molekiilleri ile
birlesme Ozelligi gosteren, organizmanin yapisina yabanci olan maddelerdir. Bunlar
protein, karbohidrat, lipid, niikleik asit gibi farkli yapilarda olabilmektedirler. Cesitli
yollarla etki gdstermektedirler (77).

e Antikorlar hiicre dis1 mikroplarin hiicre duvarina tutunarak konak hiicreyi enfekte
etmelerini ve kolonizasyonunu onler. Polisakkarid yapisinda olan ve kapsiillii olan
mikroorganizmalara karg1 savunmada hiicresel immiiniteden daha kuvvetlidir.

eToksinlerin konak hiicresine baglanmasini dnler, nétralize eder ve elimine eder.

e Antikorlar mikroorganizmalar1 kaplar (opsonizasyon), fagosit ylizeyindeki Fc
reseptOriine baglanarak onlarin fagositozunu kolaylastirir.

e Antikor aracili hiicresel sitotoksisite: NK hiicre ve 16kositler, sahip olduklar1 FcR
aracilif1 ile antikor kapli hiicrelere baglanirlar ve olusan sinyaller ile aktive olurlar ve
hedef hiicrelere graniillerini bosaltarak dldiiriirler.

e Kompleman sistemini aktive ederler: IgM, IgGl, IgG3 ile klasik kompleman
yolunu aktive ederler.

e Mukozal immiin yanitta rol oynar: Mukozal immiinitenin temel mediatorii
sekretuar IgA (sIgA) ve daha az miktarda IgM antikorudur. sIgA’nin mukozal ylizeylerde
fonksiyonlar1; mikroorganizmanin tutunmasinin 6nlenmesi, virus nétralizasyonu, enzim

ve toksinlerin nétralizasyonu, antijen emiliminin baskilanmasidir (78).
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Organizmanin kendi antijenlerine (otoantijen) karsit olusturdugu antikorlara
otoantikor denilmektedir. Bu antikorlar tiim hiicre tiplerindeki bir antijene karsi
gelisebilecegi gibi viicudun bir organmin spesifik hiicresindeki bir antijene karsi da
gelisebilmektedir. Otoantikorlar kendi antijenlerine baglanip yukarida bahsedilen

mekanizmalari aktiflestirmektedir.

Otoantikorlar, antikorlarin spesifiklikleri, indiiksiyonlart, etkileri ve klinik nemleri
bakimindan olduk¢a heterojen bir grubunu olusturmaktadir. Bu antikorlar proteinlere
(hiicre ic¢i enzimleri, reseptorler, yapisal proteinler vs.), glikoproteinlere (beta-2
glikoprotein I vs.), niikleik asitlere (DNA, RNA), fosfolipidlere (kardiyolipin),
glikosifingolipidlere (gangliosidler) kars1 olusabilmektedirler.

Otoantikorlar serum ve diger viicut sivilarinda (sinoviyal sivi, serebrospinal sivi
gibi) saptanabilirler. Tanidig1 hedef yap: tipine gore dokulara da baglanabilirler. Immiin
yanitin baslica amaci organizmanin korunmasidir. Bazen immiin yanit sonucu olusan
antikorlar patojen veya antijenden daha ¢ok hasara neden olabilmektedir. Bu antikorlar
otoimmiin hastaligi olan hastalarda inflamasyon ve toleransin kaybinin temel
mekanizmalar1 hakkinda bilgi vermektedir. Birgok otoimmiin hastalikta aylar veya yillar
oncesinden herhangi bir klinik bulgu gelismeksizin otoantikorlarin varligi gozlenmistir.
Otoantikorlar spesifik klinik bulgular, hastalik siddeti ve ilerlemenin derecesini de

gosteren belirteclerdir (76, 78, 79).

Otoimmun hastaliklarin anlagilmas: zor kompleks yapiya sahip olmalarina karsin

otoantikorlarin bu hastaliklarin immunopatogenezinde énemli rolii vardir.
4.9. CA Otoantikorlar ve Hastaliklarla iliskisi

Inagaki ve arkadaslar1 ilk kez 1991 yilinda sistemik lupus ertromatos veSjS
hastalarinin serumlarinda CA 1II otoantikorlarinin varligini gostermistir (5). Nishimaro ve
ark. tarafindan SjS hastalarinda pankreas, tiikrilk bezi ve oOzafagus gibi ekzokrin
organlarin ekstraklarinda CA II’ye baglanan monoklonal antikorun varligi gosterilmistir
(80). Benzer sekilde Gordon ve arkadaslar tarafindan otoimmun karaciger hastaliginda
CA 1I otoantikorlar1 tanimlanmistir (81). Hayvan modellerinde yapilan bir ¢caligmada
insan CA II ile PL/J irk1 fareleri immiinize ederek otoimmiin sialoadenitis olusturulmasi

basarilmistir (1). Benzer sekilde daha sonraki yillarda farkli aragtirmacilar tarafindan
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Balb-c irki farelerin CA 1I ile immiinizasyonu sonucu immiin aracilikli kolongitis ve

pancreatitis olusturulmustur (4).

Anabilim dalimizda da yapilan ¢alismalarda son donem bobrek yetmezligi, RA,

Grave’s hastalarinin serumlarinda CA II otoantikorlar1 belirlenmistir (6-8).

Ayrica yapilan birgok calismada RA ve otoimmiin pankreatit gibi otoimmiin
hastalig1 olan kisilerin serumlarinda CA I, CA II, CA III ve CA IV otoantikorlari
belirlenmistir (82, 83).

Bu caligsmalar takiben, polimiyosit, sistemik sikleroz, endometriyozis, otoimmun
kolonjitis, kronik viral hepatit, Tip 1 diabet gibi ¢esitli hastaliklarda CA otoantikorlar1
belirlenmistir(3, 5, 76, 84-87). Bazi hastaliklar i¢in bu antikorlarin giivenilebilir bir teshis
gostergesi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (88). Ozelikle AIC ile antimitokondrial antijeni

negatif PBC hastalarin ayriminda kullanilabilecegi ifade edilmistir (89).

CA 1I otoantikorlar1 birgok hastalikta belirlenmesine karsin bu hastaliklarin
patolojisindeki rolii anlagilamamistir. Bu konuda arastirmacilar arasinda ¢esitli goriigler
ileri siirtilmektedir. Birincisi hastaligin patolojik seyrine bagli olarak olusan doku
harabiyetinin bir sonucu olarak CA II’ye kars1 bir antikor olusturuldugudur. Ikincisi
olusan antikorlarin CA II’ye kars1 olugsmadigini, ancak, molekiiler taklit (molecular
mimicry)’den dolayr farkli bir antijene karsi tretilmis antikorun CA II ile capraz
reaksiyon verdigini ve bu antijenin membrana bagl diger CA izoenzimleri (CA 1V, IX,
XII) olabilecegidir. Fuji ve ark. 2007 yilinda SOD geni ¢ikarilmig farelerde yaptiklar
bir ¢aligmada, eritrositlerde artmis oksidatif strese bagli olarak CA II’ye kars1 antikor
olustugunu ve bu antikor olusumunu N-asetilsistein kullanimi1 ile azaldigini
gostermiglerdir (10, 90). Ancak bugiine kadar kesin bir mekanizma ortaya

konulamamustir.

Bir¢ok hastalikta CA otoantikorlar1 belirlenmis olmasina karsin hastaliklarin

patolojisindeki rolii tam anlagilamamustir.
4.10. Romatoid Artrit (RA)

RA, kronik seyirli inflamatuar otoimmiin bir hastaliktir. RA’nin etiyolojisi tam
bilinmemektedir. Ancak yaygin goriise gore hastalik, genetik olarak yatkin kisilerde, tam

olarak bilemeyen cevresel etkenlerin antijenik uyarisiyla baslaylp immiin sistemdeki
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kompleks etkilesimlerle kronik hale gelmektedir. Etiyolojide rol oynadigi diisiiniilen
faktorler; enfeksiydz ajanlar, genetik, immiin sistem bozuklugu, travma, stres, cinsiyet,

endokrin, metabolik, ¢cevresel, nutrisyonel ve psikolojik faktorlerdir (16).

Prevalansi yaklasik % 0.8’dir, prevalansi yasla beraber artmaktadir. Kadinlarda
erkeklerden yaklasik ii¢ kat daha fazla goriilmektedir. Genellikle yavas ve sinsi bir sekilde
baslayan RA kronik bir poliartrittir. ilk spesifik olmayan yakinmalar halsizlik, yorgunluk,
istahsizlik, kilo kaybi, yaygin kas-iskelet agrilaridir. Haftalar bazen aylar siiren siiregte

artralji, sabah tutuklugu ve eklemlerde sislik gelisebilmektedir (15, 91).

Romatoid faktor (RF), romatoid artritli hastalarin % 70-80’inde pozitiftir. Ancak
RA igin spesifik degildir bircok hastalikta da pozitif sonu¢ vermektedir. Ayrica bu
hastalarin yaklasik % 28’inde CA II otoantikorlar1 da belirlenmistir (4). RA hastalarinin
bliylikk bir kisminda posttranslasyonel modifikasyona ugramis proteinlere karsi
otoantikorlarinin varlig1 ile karakteristiktir. Anti siklik sitruline protein antikorlari
(ACCP), antiperiniikleer faktor (APF), antikeratin antikorlari (AKA), antifilagrin
bunlarin bazilaridir. ACCP RA’l1 hastalarin biiylik ¢ogunlugunda belirlenmektedir. Bu
antikorlar RA’da nispeten erken ortaya ¢ikmaktadirlar ve hastalik icin yiiksek 6zgiilliik
(% 98) sergilemektedirler (13, 92, 93).

4.11. Sjogren’s Sendromu (SjS)

Gozyas1 ve tiikriikk bezleri basta olmak lizere viicuttaki bircok ekzokrin organi
etkileyebilen inflamatuar sistemik bir hastaliktir. Gozyas1 ve tiikriikkte azalma ile
karakterizedir ve bu durum (kserostomi) agiz kurulugu ve goéz kurulugu (sikka

kompleksi) ile sonu¢lanmaktadir (14).

SjS ekzokrin bezlerin lenfositik infiltrasyonu ve B lenfosit hiperreaktivitesi ile
karakterizedir. Ayrica kronik yorgunluk, eklem agrilar1 da bu hastaligin en yaygin

belirtilerindendir (15).

Olas1 prevalanst % 1 civarindadir. Tani kriterleri ¢ok kat1 olmasina ragmen sik
rastlanan otoimmun romatizmal hastaliklardan biridir. Orta yasli ve yash kadunlarda (45-
55 yas baglangi¢ yasi) goriilme sikligi1 fazladir. Kadinlarda erkeklere gore 9:1 oraninda
daha fazla goriilmektedir (94).
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SjS kronik otoimmun bir hastaliktir. Organ spesifik ve organ spesifik olmayan bir
dizi otoantikor varligi ile karakterizedir. Anti SSA/Ro ve anti SSB/La antikorlari,
romatoid faktor, antiniikleer antikorlar gibi organ spesifik olmayan, niikleer veya
sitoplazmik antijene kars1 gelismis bir dizi otoantikor Sjogren’s sendromunun

mevcudiyeti ile iliskili olarak hasta serumlarinda bulunabilmektedir (12, 95).

ANA (anti-niikleer antikorlar) normal hiicre ¢ekirdegi bilesenlerine reaksiyon
gosteren antikorlardir. Sjogren’s sendromlu hastalarin % 70’inin ANA degerleri
pozitiftir. Pek ¢ok romatizmal hastalik i¢in pozitif olan romatoid faktor, SjS hastalarinin
da % 60-70’inde pozitiftir. Anti-Ro/SSA ve anti-La/SSB antikorlar1 SjS i¢in gosterge
antikorlardir. Hastalarin yaklasik % 70’inde SS-A, % 40’inda ise SS-B pozitiftir. SjS
hastalariin serumlarinda CA otoantikorlart da belirlenmistir (5). Bu antikorlar yaygin
olarak goriilmesine ragmen hastaliga spesifik degildir ayrica bircok organda biiyiik

oranda belirlenen otoantikorlar organ spesifik degildir (79, 96).
4.12. Ankilozan Spondilit (AS)

AS, omurganin birlegsmesine neden olabilen esas olarak aksiyal iskeleti tutan sebebi
tam olarak bilinmeyen kronik inflamatuar romatizmal bir hastaliktir. Spondiloartrit grubu

hastaliklar1 denen bir grup hastaligin 6nemli bir iiyesidir.

Alt bel bolgesinde sabah tutuklugunun eslik etigi alt lumbal veya gluteal bolgede
derin olarak hissedilen birka¢ saat siiren aktivite donemlerinde diizelen dinlenme
donemlerinde tekrarlayan agrilar AS’nin baslangic belirtileridir. Erkeklerde bayanlara
gore Ui¢ kat daha fazla goriilmektedir (15).

Hastaligin etyolojisi acik olmamakla birlikte i1yi bilinen genetik bir yapisi
mevcuttur. Giiniimiizde kesin olarak bilinen AS ve HLA-B27 genleri arasindaki iligki ilk
kez 1973 yilinda tanimlanmistir. AS’li hastalarin % 90- 95’inde HLA-B27 pozitif olarak
bulunmustur. Buna karsin B27 hastalik i¢in genetik riskin tigte birinin daha azindan

sorumludur (97, 98).

Patogenezi tam olarak aydinlatilamamis olmakla beraber hemen hemen tamami
immiin araciliklidir. Hastalarda inflamatuar cevabin olusumunda interldkin-2 (IL-2), IL-
6 ve tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) gibi sitokinler sorumludur. Bunlardan TNF-a

esas olarak makrofajlar ve aktive T hiicrelerden salinmaktadir. TNF-a, diger
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proinflamatuar sitokinler ve adezyon molekiillerinin yapimi, immiin hiicrelerin

aktivasyonu ve enzimlerin indiiksiyonunu saglamaktadir (99, 100).

Ankilozan spondilite 6zel tanimlanmis bir otoantikor bulunmamaktadir. Anti-
notrofil sitoplazmik antikorlar1 (ANCA) ankilozan spondilitle iliskilidir fakat hastaligin

siddeti ile korelasyon gostermemektedir (11).
4.13. inflamatuar Sitokinler
4.13.1. Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)

Timor nekroz faktorii (TNF) dogal bagisiklik, hiicre regiilasyonu, hiicre
farklilasmasi ve apopitoz ve ayni zamanda kanserli hiicrelerin yikimi gibi siireclerde

gorev alan polipeptid yapida bir sitokindir.

Alfa ve beta olmak {izere tiimor nekroz faktoriin iki tipi bulunmaktadir. TNF-a
biiylik oranda aktif makrofajlar ve monositlerden salinmaktadir. Bunun yaninda aktif T
hiicreleri, B hiicreleri, dogal Oldiiriicii hiicreler, mast hiicreleri, diiz kas hiicreleri,
fibroblastlar, bazofiller, tiimoér hiicreleri gibi bir dizi hiicre tarafindan da
sentezlenmektedir. TNF-f ise ¢ogunlukla T lenfositler tarafindan salgilanir. Etkisi TNF-a
ile aynidir. Fakat TNF-a’dan daha zayif bir etki olusturmaktadir. iki molekiiliin aminoasit
benzerligi ¢ok diistik (% 28) olmasina ragmen reseptorleri ve etki mekanizmalar1 aynidir

(100-103).

TNF-a hiicre i¢i sinyal yolaklarini etkileyerek apopitozise ve nekrozise neden

olmaktadir. Ayn1 zamanda enfeksiyon ve kansere direnmede 6nemli bir proteindir (104).

TNF-o inflamasyonda 6nemli bir aract molekiil olarak rol almaktadir. TNF-a
konsantrasyona bagli olarak inflamasyonda farkli olaylarin meydana gelmesini
saglamaktadir (101, 105, 106). Diisiik konsantrasyondaki (<10‘9 M) TNF lokal
inflamasyonu indiikler. Orta diizeydeki konsantrasyonlarda TNF-a enfeksiyonlara kars:
yanginin sistemik etkilerini gdsterir. Bunu prostaglandin E-2 sentezini artirarak atesin
yiikselmesine neden olmak, akut faz proteinlerinin sentezini arttirmak, damar endotelinin
prokoagulan ve antikoagulan aktiviteleri arasindaki dengeyi degistirerek pihtilagsma

sistemini aktive etmek gibi fonksiyonlari ile gerceklestirmektedir.

Uzun siireli saliniminda yag ve kas hiicrelerinde azalmaya bagli kaseksiye neden

olur. Kaseksi, TNF ile uyarilan istah azalmasi sonucu olusur.
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Yiiksek konsantrasyondaki (> 107 M) TNF-o miyokardiyal kasilmay: ve damar
cevresindeki diiz kaslarin elastikiyetini inhibe ederek kan basincinin diismesine ve soka
neden olmaktadir. Ayrica endotelin normal antikoagiilan etkisini kaybetmesini yol acarak
damar i¢i tromboza neden olmaktadir. Endotel hiicrelerinde bulunan ve pihtilasmay1
engelleyen bir glikoprotein olan trombomodiilinin salinmasina da engel olur. Bunlarin

disinda TNF’nin agir1 salinimi agir metabolik bozukluklara da neden olabilmektedir.

Ayni zamanda bircok hiicre tipinde biiyiime ve farklilasmay diizenler. Ozellikle

interferon- gamma ile kombinasyonu sitotoksiktir.
4.13.2. Interlokin-6 (IL-6)

IL-6, 21-28 kDa molekiil agirliginda bir glikoproteindir. Monosit, fibroblast ve
endotelyal hiicreleri gibi bir¢cok hiicrenin uyarilmasi sonucu sentezlenip salinmaktadir.
IL-6 hiicre savunmasinda merkezi rol oynayan ¢ok fonksiyonlu sitokindir IL-6 aktif B-
hiicreleri tarafindan antikor salinmasini uyardigindan baslangicta B-hiicre farklilasma
faktorii olarak tanimlanmaktaydi. Fakat daha sonra IL-6’nin sitotoksik T-hiicreleri,
megakaryositler ve diger hemopoetik hiicreler iizerinde proliferasyon ve farklilasma
saglayict etkileri yaninda, hepatik akut faz proteinlerinin ve plazma hiicreleri tarafindan

immiinglobulinlerin yapiminin uyarimina neden oldugu bildirilmistir (107).

IL-6 asir1 ekspresyonu multiple miyeloma, romatoid artrit, pisoryazis, menopoz
sonrast olusan osteoporoz gibi bazi hastaliklarin patolojisiyle iliskilidir. 1L-6
hematopoiezis, immun cevap gibi hiicre savunma mekanizmalarinda ve akut faz

reaksiyonlarinda merkezi rol oynamaktadir (108).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gerec

5.1.1. Calisma Gruplan
5.1.1.1. Kullanilan Fareler

Calismamizda KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezinden
temin edilen Balb-c tiirii 6-7 haftalik 45’1 disi 45’1 erkek toplam 100 adet fare kullanildi.
Bu fareler KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’inde deneysel
calisma icin 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ortam saglanarak ve ad libidum olarak
beslenerek barmdirildi. Yapilan deneylerin tiimii Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 2011/29 protokol no’lu etik kurulu (Bkz. Hayvan
Deneyleri Etik Kurul Onay Belgesi) basvurusunun onayi ile yapildi.

5.1.1.2. Bireyler

Calismaya, KTU Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigi’ne
bagvuran ve EULAR kriterlerine gore romatoid artritli 34 hasta, Amerika-Avrupa
Konsensiis kriterlerine gore Sjogren’s sendromlu 32 hasta ve ASAS kriterlerine ankilozan
spondilit tanist almis olan 33 hasta ve goniillii olarak ¢alismaya katilan, yas ve cinsiyet
yoniinden hasta grubuyla eslestirilmis saglikli 37 kisi katildi. Calismaya katilan kisiler,
daha 6nce tip fakiiltesi insan etik kurulunda onaylanan 2011/90’nolu raporuna (Bkz. Etik
Kurul Onay Belgesi) uygun olarak calisma hakkinda bilgilendirildi ve aydinlatilmis

onamlar1 alind1 (Bkz. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu).

Tablo 2. Bireylerin biyokimyasal parametreleri ve demografik 6zellikleri

n CRP (mg/dL) ESH (mm/saat) Hb (g/dL) Yas Cinsiyet

(E/K)

Normal Deger

Arahg <0.3 0-20 12-17

AS 33 0.82+0.72 14.14 £ 13.52 14.042 £1.80 42.7+12.6 22/11

RA 34 1.22+1.19 19.31 £19.98 13.06+245 629+10.3 2717

SjS 32 1.10+ 1.78 34.24 +22.10 13.52+2.15 583+11.2 3072

Kontrol 37 * * * 49.0+8.5 24/13

*: Olgiilmemistir.
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5.1.2. Kullanilan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler Marka, Model

Calkalayic Niive, SL 350

Diyaliz Torbas1 Serva 44145 Servapor Dialysis
Tubing, Sigma Aldrich D9277
Dialysis Tubing Cellulose Membrane

Dondurucu Arcelik, Altus (-20 °C), Termo
Electron Corporation (-80 °C)

Elektroforez Sistemi ve Goriintileme Biorad

Etiiv Gallenkamp

Hassas Terazi

Inkiibator

Karistici

Kromatografi Kolonu
Liyofilizator

Manyetik Karistirict
Mikropleyt Okuyucu
Mikropleyt Yikayict
Otomatik Pipet 0.5-10 pLb
Otomatik Pipet 100-1000 pL
Otomatik Pipet 10-100 pL
Otomatik Pipet 1-5 mL
Otomatik Pipet 20-200 pL
Peristaltik pompa

pH —metre

Santrifiij

Sinyal kaydadici

Sinyal kontrol sistemi
Sogutmali santrifiij

Spektrofotometre

Mettler Toledo, AB204-S

Shel Lab Shaking Incubator, Heraeus
Ika Vortex Genius 3

Sigma

Telstar Cryodos

Ikamag RH

Versa Max Microplate Reader
Biotek, ELx50

Eppendorf

Socorex

Socorex

Eppendorf

Eppendorf

Pharmacia LKB-Pump P-1

Hanna  Instruments HI 2211
Eppendorf Centrifuge, 5810

Packard model 610

Pharmacia LKB-Control Unit UV-1
Coulter 64R

Beckman Allegra

Shimadzu, UV-1601
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5.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar

Kullanilan Kimyasallar Uretici Firma
1,1,3,3-tetrametoksipropan (TMP) Sigma
2-merkaptoetanol Merck
4-Hidroksinonenal (HNE) Cayman
Akrilamid karigimi1 (%40°11k) Biorad
Amonyum Perstilfat (APS) Merck
Amonyum stilfat Merck
Asetik Asit (CH3COOH) Sigma
Bakir (IT) Kloriir (CuCly) Sigma
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma
Bromfenol Mavisi Sigma
Complete Freund Adjuvant Sigma
Coomassie Brillant Blue G-250 Serva
Coomassie Brillant Blue R-250 Serva
Disodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPOy) Merck
Etanol Sigma
Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) Merck
Fosforik Asit (H3PO4) Sigma
Fosfotungstik Asit Merck
Gliserol Sigma
Glisin Sigma
Goat anti-HNE Poliklonal Antikoru Millipore
Goat anti-rabbit HRP takili IgG, Fc Millipore
HEPES Ambresco
Hidrojen Peroksit (H20-) Merck
Hidroklorik Asit (HCI) Merck
Incomplete Freund Adjuvant Sigma
Izopropanol Sigma
Kloroform Merck
Ksantin Sigma
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(Devami)

Ksantin Oksidaz
L-Tirozin

Mangan (IV)Oksit (MnO2)
Metanol

N,N,N,N-Tetra Metil Etilen Diamin (TEMED)

Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
Orto-fenilen diamin

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4)
Potasyum Ferrisiyaniir (K3Fe(CN)g
Potasyum Kloriir (KCI)

Potasyum Siyaniir

Rabbit anti-3 nitrotirozin Poliklonal Antikoru

Rabbit anti-goat HRP takil1 IgG, Fc
Rabbit anti-human HRP takili IgG, Fc
Rabbit anti-MDA Poliklonal Antikoru
Sepharose -4B

Sitrik Asit

Siyanojen Bromir (CNBr)

Sodyum Asetat (NaCH3COO)
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3)
Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2PO4)
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Sodyum Hidroksit (NaOH)

Sodyum Karbonat (Na>CO3)

Sodyum Klortir (NaCI)

Sodyum meta-arsenit

Sodyum nitrit (NaNO2)

Sodyum Perklorat (NaCIO4)

Sodyum Siilfat (Na>SO4)
Stlfanilamid

Siilfiirik Asit (H2SO4)
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Sigma
Merck
Merck
Sigma
Bio-Rad
Serva
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Millipore
Millipore
Millipore
Millipore
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma

Merck



(Devami)

Siiperoksit Dismutaz (SOD) Standarti Sigma
Tiyobarbitiirik asit (TBA) Sigma
Trikloro Asetik Asit (TCA) Sigma
Tris(hidroksimetil)-aminometan Ambresco
Tween-20 Merck
Yagsiz Siit Tozu Pinar

5.1.4. Kullanilan Ticari Kitler

Tablo 5. Kullanilan kitler ve uiretici firmalar

Kullamlan Ticari Kitler Uretici Firmalar Uriin Kodu
IL-6 ELISA Kiti (Human) eBioscience BMS213/2
TNF-o ELISA Kiti (Human) Dia Source KAP1751
4-Hidroksinonenal ELISA Kiti (Human) Sun Red 201-12-1979
3-Nitrotirozin ELISA Kiti (Human) Bioassay Technology Laboratory E1425Hu
Glutatyon Peroksidaz Assay Kiti Cayman Chemical Company 703102

5.2. Yontem

5.2.1. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Eritrositlerinden izolasyonu

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin eritrositlerden izole edilmeleri i¢in Sepharose-
4B’ye kenetlenmis siilfanilamidin kullanildig1 afinite kromatografisi uygulandi.
Enzimlerin kolondan elusyonunu takiben eluatlar diyaliz edilerek istenmeyen bilesenler
uzaklastirildiktan sonra enzim ¢ozeltileri dondurup kurutma (liyofilizasyon) yontemi ile

deristirildi (109).
5.2.1.1. Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jelinin hazirlanmasinda Sepharose-4B’nin serbest hidroksil gruplarinin
siyanojen bromiir (CNBr) ile aktiflestirilmesini takiben tirozinin kovalent olarak

takilmasi ve ona da siilfanilamidin kenetlenmesi yolunun izlendigi metot kullanildi (109).
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Stlfanilamid karbonik anhidraz inhibitoriidiir, enzimi kolonda tutmak i¢in kullanildi. Bu

jel insan eritrositlerinden CA I ve II izoenzimlerinin saflastiriimasinda kullanildi.

Sepharose-4B’nin Aktiflestirilmesi

Kullanilan Cozeltiler
4 M NaOH: 8g NaOH saf suda ¢oziiliip hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

0.1 M NaHCOs3 (pH 10): 2.1 g NaHCO3 200mL s af suda ¢oziiliip pH 10’a

ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlandi.
Deneyin Yapilisi

Aktiflestirilmis Sepharose-4B jeli hazirlamak i¢in 20 mL jel buz banyosunda soguk
saf su ile birka¢ defa yikandi, sulu kisim uzaklastirildi. Son olarak jel esit hacimde saf su
ile birlestirildi. Bu slispansiyon manyetik karistirici ile yavas yavas karistirilirken {izerine
4 g toz CNBr eklendi. Bu islemler CNBr’ilin toksik olmas1 nedeniyle ¢eker ocakta kapali
ortamda yapildi. Buz banyosunda karigtirmaya devam ederken 4 M NaOH c¢ozeltisiyle
pH 11’e getirildi. Bu islem sirasinda ortamin sicakligini diisiik tutmak i¢in ara ara saf
sudan hazirlanmis buz parcalar1 ilave edildi. pH 11°e sabitlenmesi yaklasik 15 dakika
aldi, ortama bol miktarda buz ilave edip karisim Buchner hunisinden siiziildii. Bunun
ardindan 250 mL soguk 0.1 M NaHCO3 (pH 10) ¢ozeltisi ile yikama yapild1 ve jel bir

behere alindi.

Tirozin Takilmasi

Kullanilan Cozeltiler

2 mg/mL L-Tirozin: 80 mg L-tirozin 40 mL 0.1 M NaHCOs3 (pH 10) igerisinde
¢Ozildii.

0.2 M NaHCOs3 (pH 8.8): 1.68 g NaHCO3 80 mL saf suda ¢oziiliip pH 8.8’¢
ayarlanip 100 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilist

0.1 M NaHCO:s ile yikanip behere aktarilan jel lizerine 2 mg/mL’lik 40 mL L-
tirozin ¢ozeltisi ilave edildi. pH nin 11°e ayarlanmasi jelin tamponla yikanmasi ve tirozin
cozeltisiyle kanistirilmasi islemleri ¢ok cabuk (90 saniyeyi ge¢gmemeli) yapilmaya

calisildi. CNBr’nin jelin hidroksil gruplarina takilmasi ile olusturdugu —OCN yapisinin
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kararlilig1 oldukga diisiiktiir, siirenin uzamasi halinde aktiflesmis gruplar tekrar —OH

gruplaria doniisebilir ve tirozin takilmasi bu durumda gerceklesmez.

Tirozin baglanmasimin tamamlanmasi icin siispansiyon 4° C’de 2 saat buz
banyosunda yavasca karistirilip ardindan 4° C’de 16 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda
jel yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol saf su ile yikandi. Bu
sekilde reaksiyona girmemis tirozin ortamdan uzaklastirildiktan sonra jel bir de 100 mL
0.2 M NaHCO:s (pH 8.8) ile yikandi. Son olarak tirozin takili jel ayni tamponun 40 mL’si

i¢erisine alindi.

Siilfanilamid Kenetlenmesi

Kullanilan Cozeltiler

1 M HCI: 8.3 mL % 37’lik HCI (d: 1.19 g/mL) 80 mL saf suda ¢oziiliip hacmi 100

mL’ye tamamlandi.
1 M NaOH: 10 g NaOH 200 mL saf suda ¢oziiliip hacmi 250 mL’ye tamamlandi.
2.5 mg/mL Siilfanilamid: 25 mg siilfanilamid 10 mL 1M HCI i¢erinde ¢oziildii
15 mg/mL NaNO2: 75 mg NaNO; iceren SmL saf suda ¢oziildii.

1 M H2SO4: 5.43 mL % 98’lik H2SO4 (d:1.84g/mL) 80mL saf suda ¢oziiliip hacmi

100 mL’ye tamamlandi.

0.05 M Tris-SO4 (pH 7.4): 6.05 g tris(hidroksimetil)-aminometan 900 mL saf suda
¢oziiliip 1 M H2SOs ile pH 7.4’e ayarlanip hacmi 1 L’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilist

Buz banyosunda 10 mL siilfanilamid ¢6zeltisine 5 mL NaNO: ¢ozeltisi damla
damla eklendi. 10 dakika igerisinde amonyaga benzer keskin kokudan diazolandig:
anlagilan siilfanilamid c¢ozeltisi, icerisinde Sepharose-4B-L-tirozin bulunan 40 mL
stispansiyon lizerine ilave edildi. 1M NaOH ¢ozeltisi kullanilarak siispansiyonun pH’1
9.5’e getirildi. pH 8 civarindayken renk kirmiziya donmeye basladi. Kirmizimsi renkteki

jel pH 9.5’te oda sicakliginda 3 saat yavasg¢a karistirildi.

Stispansiyon Buchner hunisinden siiziildii, énce 1L saf su sonra 200 mL 0.05 M

Tris-SO4 (pH 7.4) tamponu ile yikandi. Bu islemler sirasinda jelin tamamen
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kurutulmamasina dikkat edildi. Yikamalarin ardindan jel ayni tamponun igerisine alinip

kolona ytiklenene kadar 4 °C’de sakland.
5.2.1.2. Hemolizatin Hazirlanmasi
Kullanilan Cozeltiler

Izotonik Tuz Cozeltisi (% 0.9 NaCI): 9 g NaOH 900 mL saf suda ¢oziiliip hacmi

1L’ye tamamlandi.
Deneyin Yapilisi:

Enzim saflastirmasinda kullanilacak olan kanlar kan bankasindan temin edildi. Kan
numuneleri 10 mL’lik EDTA’l tiiplere alinip 3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi, st
kisimdaki plazma ve 16kosit tabakalari uzaklastirildi. Eritrosit izotonik tuz ¢ozeltisiyle ti¢
defa yikandi. Bu sekilde eritrosit paketleri hazirlandi. Izotonik tuz ¢ozeltisiyle yikanmis
eritrositler paketleri lizerine hacimlerinin 1.5 kat1 soguk saf su eklenerek hemoliz edildi.
Hemolizli kanlar birlestirip 4 °C’de yarim saat silireyle manyetik karistirict ile

karigtirilarak eritrositlerin tamamen hemoliz olmas1 saglandi.

Elde edilen hemolizattan hiicre zarlarin1 uzaklastirmak icin numuneler 4°C’de
20000 rpm’de 40 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi st kisimlar bir beherde
toplandi, hiicre membranlarindan olugan alt kisimdan almamaya 6zen gosterildi.
Manyetik karistirict ile karistirirken hemolizatin pH’1 kati Tris kullanilarak 8.7’ye
ayarlandi. En gec iki giin i¢inde kolona uygulandi. Uygulanana kadar 4 °C’de sakland.

5.2.1.3. Kolonun Hazirlanmasi ve Hemolizatin Kolona Uygulanmasi
Kullanilan Cozeltiler

Dengeleme Tamponu (25 mM Tris - 0.1 M Na:SOs pH 8.7): 3.03 ¢
Tris(hidroksimetil)-aminometan ve 14.2 g Na>xSO4 900 ml saf suda ¢6ziildii, pH 1M HCI

ile 8.7’ye ayarlandi ve hacim 1L’ye tamamlandi.

Yikama Tamponu (25 mM Tris - 22 mM Na:SOs4 pH 8.7): 3.03 ¢
Tris(hidroksimetil)-aminometan ve 3.12 g Na>xSO4 900 ml saf suda ¢6ziildii, pH 1M HCI

ile 8.7’ye ayarland1 ve hacim 1L’ye tamamlandx.
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Deneyin Yapilisi

Hazirlanan afinite jelinin {ist kismindaki sivi uzaklastirildi, dengeleme tamponu
ilave edildi. Alt ucundan sinterlesmis camdan olusan siizme sistemi bulunan kolona
dengeleme tamponu dolduruldu ve peristaltik pompa kullanilarak borularin tamponla
doldurulmasi saglandi. Kolonun iist kismi kapatildi, siv1 seviyesi kolonun iist kisminin az
asagisinda olacak ve cam kisimdan goriilecek sekilde ayarlandi. Daha sonra siv1 akis hizi
20 mL/saat olacak sekilde peristaltik pompanin doniis hiz1 ayarlandi ve borunun ucu jel
siispansiyonuna daldirilip jelin kolona yavasca yiiklenmesi saglandi. Jelin kolona
paketlenmesi islemleri sirasinda jelde kabarcik veya ¢atlak olusmamasina 6zen gosterildi.
Jelin kolona paketlenmesinin ardindan jel dengeleme tamponu ile akis hiz1 20 mL/saat
olacak sekilde sabit tutulup 24 saat dengelenmeye birakildi. Bu hiz enzimlerin

elusyonunda da aynen uygulandi.

Hemolizat, uygulamaya hazir hale getirilen sisteme, borunun ucu dengeleme
tamponundan ¢ikartilip hemolizat igerisine daldirilarak yiiklendi. Hemolizat yiiklemesi
tamamlanmasi ile CA I ve II izoenzimleri kolona tutturulmus oldu. Bu islemin ardindan
yikama tamponu (25 mM Tris-22 mM NaSOs4 pH 8.7) sistemden gecirilerek
hemolizattan gelen istenmeyen bilesikler uzaklastirildi. Yikama islemine hemoglobinin
kirmiz1 rengi kayboluncaya ve eluatin 280 nm’deki absorbansinin 0.02’nin altina

diisiinceye kadar devam edildi.
5.2.1.4. Karbonik Anhidraz I Eliisyonu
Kullanilan Cozeltiler

CA 1 Eliisyon Tamponu (50 mM Na:HPQ4- 1 M NaCl pH 6.3): 3.55 g Na,HPO4
ve 29.25 g NaClI 450 mL saf suda ¢6ziildii, ¢ozeltinin pH’s1 1 M HCI ile 6.3’e ayarland

ve hacmi 500 mL’ye tamamlandi.
Deneyin Yapulist

Afinite kolonuna tutturulan CA I izoenziminin elusyonu i¢in CA I eliisyon tamponu
kullanildi. Akis hizinin 20 mL/saat oldugu sistemde eluatlar fraksiyon toplayici ile 5’er
mL’lik kisimlar halinde tiiplere toplandi. Toplanan eluatlar kullanilana kadar 4 °C’de
saklandi. Eluatlarin 280 nm’deki absorbanslar1 kullanilarak CA I izoenziminin kolondan

tamamen ayrilis1 takip edildi.
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5.2.1.5. Karbonik Anhidraz II Eliisyonu
Kullanilan Cozeltiler

CA 1I Eliisyon Tamponu (0.1 M CH3COONa - 0.5 M NaClO4 pH 5.6): 9.19 g
NaClO4 ve 2.04g CH3COOH.3H20 125 mL saf suda ¢oziildii, ¢ozeltinin pH 5.6’ya

ayarlandi ve hacmi 150 mL’ye tamamlandi.
Deneyin Hazirlanist

Karbonik anhidraz I izoenziminin kolondan elusyonunun tamamlanmasinin (280
nm’deki absorbansin 0.02’nin altina diismesinin) ardindan karbonik anhidraz II elusyon
tamponu kolona 20 mL/saat’lik akis ile uygulandi. Eluatlar 5’er mL’lik fraksiyonlar
halinde tiiplere topland1 ve bu isleme 280 nm’deki absorbans 0.02’nin altina diisene kadar

devam edildi. Eluatlar islemlere kadar 4 °C’de saklandi.

Elusyon isleminin ardindan kolona tekrar dengeleme tamponu uygulandi. Afinite

jeli bir sonraki kullanima kadar dengeleme tamponu igerisinde 4 °C’de saklandi.
5.2.2. Protein Tayini

Eluatlardaki 280 nm’de absorbans takibi protein varligini 6lgmek icin kullanildi.
Ikinci olarak modifiye Bradford metodu (Coomassie Brillant Blue ydntemi) uygulanarak
eluatlardaki enzim miktarinin ve aktivitesinin hesaplanmasinda kullanmak tizere protein

miktarlar belirlendi (110).

Bu yontem fosforik asitli ortamda Coomassie Brillant Blue G250’nin proteinlere
baglanmasi ve olugsan mavi renkli kompleksin 600 nm’de maksimum absorbans vermesi

esasina dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler

Bradford Reaktifi: 10 mg Coomassie Brillant Blue G-250 5 mL % 95°lik etanolde
¢ozildi, tizerine 10 mL % 85’lik H3PO4 eklendi. Son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Standart Cozeltileri: Standartlar BSA’dan 1, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2,
0.1, 0.05 mg/mL’lik konsantrasyonlarda hazirlandi.

Deneyin Yapilisi

Eluatlardaki protein konsantrasyonlarini belirlemek icin, 100 uL Bradford Reaktifi
ve 10 pL numune alindi. Bu miktarlar pleyte yiliklendikten sonra pipetaj yapilarak

35



karistirildi. Mikropleyt okuyucu ile 600 nm’de absorbanslar okundu. Sekil 3’teki standart
grafiginden yararlanilarak konsantrasyonlar hesaplandi. Sonuglar mg/mL cinsinden ifade

edildi.
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Sekil 3. Protein tayininde kullanilan standart grafigi

5.2.3. Karbonik Anhidraz Hidrataz Aktivitesi Tayini

Tiiplerde toplanan eliiatlarda CA hidrataz aktivitesi modifiye Wilbur-Anderson
metoduna gore yapildi (111). Metodun prensibi ortamda substrat olarak bulunan
karbondioksitin hidrasyonu sonucu ortaya ¢ikan H”’nin ortamin pH’sin1 8.2’den 7.0’a

diislirmesi i¢in gegen siirenin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler

2.5 mM HEPES Cozeltisi: 6.51g HEPES 800 mL saf suda ¢oziiliip pH 8.8’¢

ayarlanir. Ve hacim 1L’ye tamamlanir.

Doygun CO:2 Cozeltisi: 250 mL saf sudan 40-45 dakika boyunca CO: gazi

gecirilerek hazirlanir.
Deneyin Yapilisi

CA hidrataz aktivitesi 0°C de pH diisiisiiniin takibiyle potansiyometrik metodla
Olciildii. Reaksiyon karisimi 100 pL eluat alinip tizerine 2.4 mL HEPES (2.5 mM pH:8.8)
ve 2.5 mL % 100 CO; gaz1 ile doyurulmus saf su ilave edilerek elde edildi. Reaksiyon
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doygun CO, ¢ozeltisi ilavesiyle baslatildi. Reaksiyonun soguk ortamda gerceklesmesi
icin reaksiyon tiipii buz banyosu icerisinde tutuldu. pH-metrenin elektrodunun g¢evresi
parafilmle iyice sarilip reaksiyon tiipiiniin i¢ine gaz kagaglr olmayacak sekilde
yerlestirildi. pH nin 8.2’den 7.0’a diisiisii kronometre ile takip edildi. Tiim Olgtimler en
az iki kez tekrarlandi ve gegen siirelerin ortalamasi kullanildi. CO> hidrataz aktivitesi

enzim Unitesi olarak hesaplandi.

__ to—tn

EU =

tn

EU: enzim tinitesi

to :enzimsiz denemede Olgiilen siire

to: numune varliginda 6lgiilen stire
5.2.4. Diyaliz

Afinite kromatografisi ile elde edilen eluatlardaki tampon bilesenlerinin ve
modifikasyonlar sonunda enzime baglanmadan kalan serbest aldehit ve peroksinitritin

ortamdan uzaklastirilmasi amaci ile kullanildi.
Kullanilan Cozeltiler

Aktiflestirme Tamponu (100 mM NaHCOs / 10mM EDTA pH 7.4): 84 ¢
NaHCO; ve 3.72 g EDTA 900 mL saf suda ¢oziildii, pH 7.4’e ayarland1 ve hacmi 1L’ye

tamamlandi.

10 mM PBS: 1.08 g Na;HPO4.2H>0, 0.62 g NaHPO4.2H>0, 8.02 g NaCI ve 0.18
g KCI 900mL saf suda ¢oziildii, pH 7.4’e ayarlanip hacim 1 L’ye tamamlandi.

10 mM EDTA /10 mM PBS: 3.72 g EDTA 10 mM PBS igersinde ¢6ziiliip hacmi

1L’ye tamamlanda.
% 0.1 Kloroform:1mL kloroform 1L saf suda ¢oziildii.
5.2.4.1. Diyaliz Torbasinin Aktiflestirilmesi

Istenilen boyutta kesilen diyaliz torbalar1 1L’lik bir beher i¢ine alindi iizerine
aktiflestirme tamponu ilave edilip 60 °C’de 2 saat boyunca yavasca karistirildi. Tampon
uzaklastirilip islem tekrarlandi. Ardindan diyaliz torbalar1 saf sudan gegirilip yine 60

°C’de 1 saat karistirildi, sivi kisim uzaklastirilip ¢ozelti berraklagincaya kadar bu islem
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tekrarland1i. 4 °C’e kadar yavasg¢a sogutulduktan sonra kullanilana kadar % 0.1’lik

kloroformda saklandi.
5.2.4.2. Diyaliz Islemi

Diyaliz islemi 4 °C’de her 4 saatte bir tamponu tazeleyerek 6nce 10 mM EDTA-10
mM PBS igerisinde 8 saat siireyle ardindan 10 mM PBS igerisinde 8 saat siireyle ve en
son saf su icinde 8 saat siireyle gerceklestirildi. Diyaliz islemi biten numuneler liyofilize

edildi. -80 °C de islem yapilana kadar sakland.

5.2.5. CA izoenzimlerinin MDA, HNE ve PN ile Modifikasyonu

5.2.5.1. Karbonik Anhidrazin MDA ile Modifikasyonu
Kullanilan Cozeltiler

MDA Cozeltisi: 37 °C de 1M HCI icinde TMP (malondialdehit bis(dimetilasetal))
30 dakika hidroliz edildi. 1 M NaOH ile pH’1 7.4’e ayarland1 (112). 245 nm’deki molar
absorptivite  katsayisim1  €=31500 M'.cm! kullanarak hazirlanan MDA’nim
konsantrasyonu her ¢alisma Oncesinde belirlendi. Bu amagla ¢esitli oranlarda
seyreltmeler yapilarak Olgiimler tekrarlandi bu verile grafige gecirilerek sentezlenen

MDA ’nin konsantrasyonu hesaplandi (Sekil 4). Taze hazirlamaya 6zen gosterildi.
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Sekil 4. MDA’ nin seyreltme oranina bagli absorbans grafigi
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50 mM Sodyum Fosfat Tamponu (pH: 7.4): 3.44 ¢ NaoHPO4.2H>O ve 4.79 g
NaHPO4.2H>0 900mL saf suda ¢oziiliip pH 7.4’e ayarlandi ve hacmi 1L’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisi

1 mg/mL CA enzimi pH 7.5 olan 50 mM’lik 1 mL sodyum fosfat tamponunda 5-
0.05 mM aras1t MDA konsantrasyonlarinda modifikasyonlarin ger¢ceklesmesini saglamak
icin 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi1 (113, 114). Modifikasyonun ardindan pH 7.5
olan 50 mM’lik sodyum fosfat tamponuna kars1 24 saat 4 °C’de diyaliz edildi (Elde edilen

modifiye enzim -80 °C’de bir aya kadar saklanabilmektedir).

Enzim iizerinde MDA modifikasyonun gerceklesip gergceklesmedigini kontrol
etmek i¢in western blot yapildi. Bu amacla primer antikor olarak rabbit anti-MDA
poliklonal antikoru bloklama tamponuyla iiretici firmanin tavsiye ettigi gibi 1000 kat
seyreltilerek kullanildi. Sekonder antikor olarak goat anti-rabbit HRP takili IgG 10000
kat seyreltilerek kullanildi.

5.2.5.2. Karbonik Anhidrazin HNE ile Modifikasyonu
Kullanilan Cozeltiler

HNE Cozeltisi: Konsantrasyonu 64 mM olan HNE Cayman firmasindan temin

edildi.

1 mg/mL’lik karbonik anhidraz enzimi pH’s1 7.4 olan 50 mM’lik sodyum fosfat
tamponunun 1 mL’sinde 5-0.5 mM HNE konsantrasyonlarinda 37 °C’de 24 saat inkiibe
edildi. Ardindan ayni tampona kars1 24 saat 4 °C’de 6 saat ara ile tamponu degistirilerek
diyaliz edildi (114).

Modifikasyonun kontrolii i¢cin western blot islemi yapildi. Primer antikor olarak
goat anti-HNE poliklonal antikoru 1000 kat seyreltilerek kullanildi. Sekonder antikor
olarak rabbit anti-goat HRP takil1 IgG antikoru 10000 kat seyreltilerek kullanildi.

5.2.5.3. Karbonik Anhidrazin PN ile Modifikasyonu
Kullanilan Cozeltiler

PN Cozeltisi: Peroksinitrit, asidik hidrojen peroksidin nitrit anyonuyla reaksiyonu
sonucu elde edildi. 0.7 M HCI ile asitlendirilmis ortamda sogukta 0.6 M NaNO ve 0.6
M H>0; hizli bir sekilde karistirilarak reaksiyona sokuldu. Ortam 1.2 M NaOH c¢ozeltisi
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ile hizli bir sekilde baziklestirilerek olusan kararsiz yapidaki peroksinitrdz asitin

(ONOOH) peroksinitrit anyonuna doniistiiriilmesi saglandi.

Baziklestirmeyle kararli yapidaki peroksinitritin elde edilmesinin ardindan ortamda
kalan H>O> fazlas1t mangan(IV) oksit (MnO») muamesiyle ortamdan uzaklastirilmaktadir.

Elde edilen peroksinitrit -80 °C’de saklandi (115).

Peroksinitritin 302 nm dalga boyundaki molar absorptivite katsayis1 €: 1690 M-'cm
! kullanilarak konsantrasyonu hesaplandi. Bu amacla ¢esitli oranlarda seyreltmeler
yapilarak Olclimler tekrarlandi bu veriler grafige gegirilerek PN konsantrasyonu

hesaplandi (Sekil 5). Bu amagcla yapilan seyreltmelerde 1 M NaOH kullanildi.

Absorbans (302 nm)

10

Seyreltme Oram (x/100)

Sekil 5. Peroksinitritin seyreltme oranina bagli absorbans grafigi

Deneyin yapilisi

Peroksinitrit konsantrasyonu hesaplandiktan sonra 1 mg/mL karbonik anhidraz
enzimi i¢eren 50 mM’lik pH 7.5 olan sodyum fosfat tamponunda peroksinitritin 0.1-3
mM farkli konsantrasyonlariyla 37 °C’de yarim saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan 50 mM’lik sodyum fosfat tamponuna kars1 24 saat boyunca 4 °C’de 6 saat ara
ile tampon degistirilerek diyaliz edildi (114, 116).
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Modifikasyonun kontrolii i¢in western blot yontemiyle gerceklestirildi. Primer
antikor olarak rabbit anti-nitrotirozin poliklonal antikorlari 1000 kat seyreltilerek
kullanildi. Sekonder antikor olarak HRP takili goat anti-rabbit IgG, antikoru 10000 kat
seyreltilerek kullanildi.

5.2.6. SDS-PAGE ve Western Blot

Eritrositlerden afinite kromatografisi ile elde edilen karbonik anhidraz enzimlerinin
safliginin kontrolii i¢in SDS-PAGE modifiye Laemmli metoduna gore yapildi (117).
Ayrica yapilan modifikasyon islemlerini dogrulamak i¢in modifiye edilen ve edilmemis

olan maddelere Western blot uygulandi.
Kullanilan Cozeltiler

Ayirma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCI pH 8.8): 44.2 g Tris HCI 180 mL
deiyonize suda ¢oziildii, pH 8.8’e ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 200 ml’ye

tamamland1 ve oda sicakliginda saklanda.

Yiikleme Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCl1 pH 6.8): 22.1 g Tris HCl 90 mL
deiyonize suda ¢oziildii, pH 6.8’e ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 100 mL’ye

tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

% 10 (w/v) Sodyum Dodesil Sulfat (SDS): 2 ¢ SDS 20 mL deiyonize suda

coziilerek oda sicakliginda saklandi.

SDS-PAGE Tank Tamponu (10 X): 30.3 g Tris HCI, 144 g glisin ve 10 g SDS
(% 0.1 w/v) 1 L deiyonize suda ¢oziilerek oda sicakliginda saklandi. Calisma ¢ozeltisi

deiyonize su ile 1X olacak sekilde sulandirildi.

% 10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS): 100 mg APS 1 mL deiyonize suda
¢oziildi ve 4 °C’de saklandi.

SDS PAGE Numune Yiikleme Tamponu (5X): 0.67 mL yiikleme tamponu, 5 mL
gliserol, 0.5 g SDS, 5 mg bromfenol mavisi, 0.5 mL 2-merkaptoetanol, 3.8 mL deiyonize

su igerisinde ¢oziildii ve aligotlanarak -20 °C’de saklandi.

Sabitleme Cozeltisi: % 50 izopropanol, % 10 TCA ve % 40 saf su igerecek sekilde

hazirlandi (jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilir.

41



Renklendirme Cozeltisi: 0.66 g Coomassie Brillant Blue R-250, 120 mL metanol,

24 mL asetik asit ve 120 mL saf su ilavesi ile hazirlandi.

Renksizlestirme Cozeltisi: % 7.5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 saf su

igerecek sekilde hazirlandi.
5.2.6.1. SDS- PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Calismalarda Karbonik Anhidraz enziminin molekiil agirligina en uygun jel olan %

5’lik ayirma jeli ve % 12’lik yiikleme jeli kullanildi.

Tablo 6. % 5-12’lik (1x1mm) SDS poliakrilamid jelinin hazirlanis

Kimyasallar % 5 lik Ayirma Jeli (mL) % 12’lik Yiikleme Jeli (mL)
ddH:0 3.08 2.17

% 40 akrilamid karisimi 0.56 1.50

1.5 M Tris-HCI pH 8.8 - 1.25

1.5 M Tris-HCI pH 6.8 1.25 -

% 10 SDS 0.05 0.05

% 10 APS 0.05 0.05

TEMED 0.005 0.005

Camlar kontaminasyonlar1 veya jel kalintilarin1 engellemek i¢in dnce saf su ile
ardindan % 70’lik etil alkol ile temizlendi. Temizlenen camlar pecete ile kurulandi. Uzun
ve kisa camlar birlestirilerek jel hazirlama standina yerlestirildi. Bu sirada jelin alt

kisimdan sizmamasina dikkat edildi.

Oncelikle ayirma jeli yiiklenmektedir. Gereksinim duyulan ayirma jeli yiizdesine

gore jellerin hazirlanmasi i¢in gerekli olan kimyasallar kabin icerisine yerlestirildi.

Kimyasallar yukarida Tablo 6’da verilen siraya ve miktarlara gére 50 mL beherde
karistirild1 istenilen yiizdeye gore hazirlandi. SDS ve APS ekledikten sonra karigimin
homojen hale gelmesi i¢in dairesel bigcimde bir hareket yapilarak karigtirildi.
Polimerlesmeyi saglayacak olan TEMED eklenmeden 6nce jeli dokmek i¢in kullanilacak

pipet 1 mL’e ayarlandi. TEMED eklendikten sonra birka¢ kez pipetaj yapilarak
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TEMED’in homojen bir bigimde yayilmasi saglandi. ilk olarak ayirma jeli hazirlandi.
Hazirlanan karigim camlar arasina hava kabarcigi birakmadan aktarildi. Jel kisa camin ist
kismindan 1 cm asagisina kadar eklendi. Bu kisma soguk izopropanal eklenerek {ist
kismin diiz bir sekilde polimerlesmesi saglandi. Falkonda arta kalan jel baz alinarak
polimerizasyonun tamamlanip tamamlanmadigt kontrol edildi (Polimerlesme yaklasik

30-60 dk).

Ayirma jeli polimerlestikten sonra, jelin iizerindeki izopropanol (biitanol su
karisimi da olabilir) dokiilerek uzaklastirildi. Geriye kalan az miktardaki izopropanol

kagit mendile emdirilerek jelin tizerinden alindu.

Ayirma jeline benzer sekilde Tablo 6’da verilen siraya ve miktarlara gore
hazirlanan yiikleme jeli hizli bicimde camlar arasinda kalan 1 cm’lik bosluga aktarildi.
Alkolle dezenfekte edilen tarak dikkatlice camlar arasina yerlestirildi. Polimerizasyon
icin beklendi (Polimerlesme yaklagik 30-60 dk). Bu sekilde hazirlanan jel hemen
kullanilacagi gibi 1slak bir pegeteye ardindan stre¢ filme sarilip kurumasina izin

verilmezse bir haftaya kadar 4 °C’de saklanabilir.
5.2.6.2. SDS-PAGE

Polimerizasyonun tamamlanmasindan ardindan camlar tanktaki haznesine
dikkatlice yerlestirildi. Tank tamponu tank tizerinde belirtilen noktalara kadar dolduruldu.
Tarak tanka tampon doldurulduktan sonra kuyucuklara zarar vermeden c¢ikartildi.
Kuyucuklara tamponla birka¢ kez pipetaj yapildi. Bu sekilde jel, 6rneklerin yiiklenmesi

i¢in hazir hale getirildi.

Yiiriitiilecek proteinlerin (6rneklerin) lizerine uygun miktarda yiikleme tamponu
eklendi [1:4 (yiikleme tamponu (5x): numune)]. Ornek-Yiikleme tamponu karisimi 95
°C’de 5 dakika kaynatild1 (denatiirasyon i¢in). Kuyucuklara maximum 10 pg ornek
(ortalama 2-5 pg) ve aym sekilde markir yiiklendi. Tanka bir buz akiisii atilarak asirt
1sinma engellendi. Ornekler 80 Voltta 10 dakika ardindan 110 Voltta yaklasik 1-1.5 (60-

90 dk) saat yiiriitiildii. Yiriime, markirin yiirtime hiz1 kontrol edilerek ayarlandi.

Yiiriitme islemi biten jel tanktan ¢ikarildi. Saf suyla yikands. 1ki cam arasina spatula
sokularak camlar birbirinden dikkatlice ayrildi. Jelin artik kisimlar1 (yiikleme jeli, jelin
kenar kisimlar1 gibi) spatula ile kesilip atildi. Jel sabitlestirme ¢ozeltisine alindi bu

cozeltide 30-40 dakika calkalanarak proteinlerin jele sabitlenmesi saglandi. Ardindan jel
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baska bir kaba alinip iizerini ortecek kadar renklendirme ¢ozeltisi ilave edilip 1-2 saat
calkalayict tlizerinde birakildi. Daha sonra renklendirme c¢ozeltisinden ¢ikartilip
renksizlestirme ¢ozeltisine alindi. Belirli araliklarla ¢zelti degistirilip jelin zemin rengi
acilip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢ozelti igerisinde c¢alkalandi.

Son olarak jel saf su i¢ine alinip goriintiilendi.
5.2.6.3. Western Blot
Kullanilan Cozeltiler:

Transfer Tamponu: 3 g Tris ve 14.4 g glisin 700 mL deiyonize su igerisinde

¢oziildii 200 mL metanol eklendi ve hacmi 1L’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

TBS (10X): 31.52 g Tris HCI ve 80 g NaCl ¢oziilerek toplam hacim deiyonize su

ile 900 ml’ye tamamlandi pH 7.6’ya ayarlanarak son hacim 1L’ye tamamlandi.
TBST: 100 mL 10X TBS ve 1 mL Tween-20 1 L deiyonize suda dilue edildi.

Bloklama Cozeltisi (%S BSA-TBST / Siit Tozu-TBST): 5 g BSA veya siit tozu
100 mL 1X TBST igerisinde ¢oziilerek 4 °C’de saklanir. Gerekli durumda BSA ve siit

tozu birlikte kullanilabilir.

Primer Antikor: Bloklama tamponu ile primer antikor i¢in {iretici firmanin tavsiye

ettigi oranda seyreltilerek hazirlandi.

Sekonder Antikor: Bloklama tamponu ile sekonder antikor i¢in tavsiye edilen

oranlarda seyreltilerek hazirlandi.
Deneyin Yapilisi:

Yukarida anlatildigi gibi SDS-PAGE islemi ayni sekilde gerceklestirildi.
Yiiriitiilecek proteinlerin miktarlar1 primer antikorun Olgebilecegi ve iiretici firma
tarafindan tavsiye edilen konsantrasyon degerleri kontrol edilerek belirlendi. Orneklerin
lizerine uygun miktarda yiikleme tamponu eklenerek yiiriitiildii. Fakat sabitlestirme

¢Ozeltisine alinmadan membrana transfer edilir.

Kaset a¢ilip kasetin siyah kismindan baglayarak iizerine transfer tamponu ile
1slatilan siyah siinger yerlestirildi. Iki cam arasina spatula sokularak camlar birbirinden
dikkatlice ayrildi. Jelin artik kisimlar1 (ylikleme jeli, jelin kenar kisimlar1 gibi) spatula

ile kesilip atild1. Jelin sag alt tarafinda isaretlemek amaciyla hafifce kesildi. Transfer
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tamponu ile 1slatilan 2 ince whatman kagidi siyah siinger {izerine yerlestirildi. Jel uygun
bicimde yerlestirildi whatman kagitlarinin {izerine yerlestirildi. Saf metanol ile aktive
edilen PVDF membran (5-10 sn) jelin iizerine yerlestirildi (membran ile jel arasinda hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi). Son olarak transfer tamponu ile 1slatilmis 2 ince
Whatman kagidi membran iizerine hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirilerek
sandvi¢ olusturuldu. Sandvig¢ olusturulduktan sonra tiim hava bosluklarinin giderilmesi
i¢cin yuvarlak bir silindir ile hafif basin¢ uygulanarak sandvig iizerinde yuvarlandi. Siyah
siinger en {liste konularak kaset kapatildi. Kutuplara dikkat edilerek bu kaset tanka
yerlestirildi. Tank transfer tamponu ile doldurulup igine 1sinmay1 engellemek i¢in bir buz

akiisii konuldu. Transfer isleminin gergeklesmesi i¢cin 100 Voltta 1 saat yiirtitiild.
5.2.6.4. Membranin Bloklanmasi ve Proteinin Immiinokimya ile Goriintiilenmesi

Blotlama islemi bittikten sonra membran, bloklama i¢in hazirlanan 10 mL bloklama
¢ozeltisi 50 mL’lik falkon igerisine yerlestirildi, oda sicakliginda 1 saat roller mikserde
inkiibasyona birakildi. Bloklanan membran, taze olarak iiretici firmanin onerdigi gibi
bloklama ¢ozeltisinde 1000 kat seyreltilerek hazirlanan primer antikor ¢ozeltisi (MDA
ile modifiye edilmis enzim i¢in rabbit anti-MDA poliklonal antikor ¢dzeltisi) i¢erisinde
roller mikserde 1 saat oda sicaklifinda inkiibe edildi. Primer antikorla inkiibasyonun
ardindan membran 3 defa 10’ar dakika TBST igerisinde calkalayici tizerinde yikandi.
Daha sonra membran primer antikora uygun bloklama tamponuyla iiretici firmanin
onerdigi gibi bloklama tamponuyla 10000 kat seyreltilerek hazirlanan sekonder antikor
cozeltisi ile (Rabbit anti-MDA poliklonal antikoru ic¢in goat anti-rabbit HRP takili IgG,
Fc, antikoru ¢ozeltisi ile roller mikserde 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu
inkiibasyondan sonra membran tekrar 3 defa 10’ar dakika TBST igerisinde calkalayici
lizerinde yikandi. Ugiincii ytkamadan sonra membran pens ile kenarindan tutularak bir
kurulama kagid1 iizerinde kenarindan degdirilerek kurumasi saglandi ve temiz bir kaba
aktarild1. Immiinokimya ile saptamak igin hazirlanan 1 mL ECL soliisyonu ile muamele
edildi (1-2 dk). Uzeri seffaf plastik bir membranla kapatildi. ava kabarcigi kalmamasina

dikkat edilerek kemiliinesans goriintiilleme yapildu.
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5.2.7. Deney Gruplari
5.2.7.1. Fareler ve Immiinizasyon

Calismamizda KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezinden
temin edilen Balb-c tiirli 6-7 haftalik 50’1 disi 50’1 erkek toplam 100 adet fare kullanildi.
Deneyde kullanilan farelere yem ve su ad libitum olarak verildi. Calismamizda her biri
10 fareden olusan 9 grup olusturuldu. Besi erkek besi disi olmak {izere her bir grup
cinsiyet agisindan esit sayida fareden olustu. Enjeksiyon yapilacak maddelere (antijene)

gruplar ayrildi.

1.Karbonik anhidraz I grubu

2.MDA-modifiye karbonik anhidraz I grubu
3.HNE-modifiye karbonik anhidraz I grubu

4 Peroksinitrit-modifiye karbonik anhidraz I grubu
5.Karbonik anhidraz II grubu

6.MDA-modifiye karbonik anhidraz II grubu
7.HNE-modifiye karbonik anhidraz II grubu
8.Peroksinitrit-modifiye karbonik anhidraz II grubu

9.Kontrol grubu (immunojen verilmeyen grup)
On denemeler igin de 10 fare kullanildi.
Immiinizasyon Islemi

Immunizasyon islemlerinde her bir immunojen madde esit hacimde Freund
adjuvantla cift bagh igne kullanilarak iyice karistirilip iyi bir emiilsiyon haline getirilerek
hazirlandi. Emiilsiyonun gergeklesip gerceklesmedigi suya damlatilarak kontrol edildi.

Eger emiilsiyon suya damlatildiginda dagilmiyorsa enjeksiyona hazir demektir.

[lk enjeksiyonda antijen (modifiye ya da modifiye olmamis karbonik anhidraz) ile
esit hacimde complete Freund adjuvantin (CFA) karistirilmas: sonucu elde edilen
emiilsiyondan her bir fareye 200 pL (100 pL antijen +100 pL Freund adjuvant) subkutan
olarak enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasinda bezelye tanesine benzer goriintii (Bkz. Resim
1) islemin dogru yapildigin1 gostermektedir. Bu sekilde her seferinde farelere 0,1 mg
antijen enjekte edilmis oldu. iki hafta ara ile ii¢ enjeksiyon yapildi. Ikinci ve iigiincii

enjeksiyonlarda her bir fareye yine 200 pL emiilsiyon enjekte edildi fakat bu emiilsiyonlar
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hazirlanirken ilk islemden farkli olarak CFA yerine o6rnekle esit hacimdeki incomplete
Freund adjuvant kullanildi. Ugiincii enjeksiyondan iki hafta sonra farelerin
dekapitasyonla kanlari alindi. Bu kanlar 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edilip serumlari

ayrildi ve otoantikor titrelerinin belirlenmesinde kullanildi (3, 118).

Resim 1. Immiinizasyon yapilan Balb-c fare goriintiisii

5.2.8. Farelerde Karbonik Anhidraz Antikor Titrelerinin Belirlenmesi

Hosoda ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen ELISA yonteminde (119) bazi
degisiklikler yapilarak ¢aligma gruplarindaki farelerin HNE, MDA ve PN ile modifiye
edilmis CA I ve CA II’ye ayrica modifiye edilmemis CA I ve CA II'ye kars1 gelismis
otoantikor titrelerinin belirlenmesinde kullanildi. Her numune i¢in ol¢timler iki kez

tekrarlandi.
Kullanilan Cozeltiler

Kaplama Tamponu: A ¢ozeltisi (0.2 M NaxCO3): 1.06 g Na,CO3 50mL deiyonize
suda ¢oziildi. B ¢ozeltisi (0.2 M NaHCO3): 0.84 g NaHCO; 50ml deiyonize suda
¢oziildii. 8 mL A ¢dzeltisi ve 17 mL B ¢ozeltisi alind1 bir miktar deiyonize suda ¢oziildii.

pH 9.6’ya ayarlanip hacmi 100 mL’ye tamamlandi. Oda sicaklifinda muhafaza edildi.

Birinci Yikama Tamponu ( 10 mM PBS Tamponu): 8 g (0.14 M) NaCl, 0.2 g
(2.7 mM) KCI, 0.2 g (1.5 mM) KH2PO4 ve 2.17 g (8.1 mM) Na;HPO4.7H20 tartilip bir
miktar deiyonize suda ¢oziildii. 1IN NaOH ile pH 7.4 olacak sekilde ayarlandi. Hacmi

deiyonize su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
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fkinci Yikama Tamponu (Tween-20 PBS Cézeltisi): 50 pL tween-20 100 mL
PBS tamponunda ¢oziildii.

% 3’liik Bloklama Tamponu: 3 g siit tozu 100 mL PBS’de ¢oziilerek hazirlandu.
% 1’lik Seyreltme Tamponu: 1 g siit tozu 100 mL PBS’de ¢oziilerek hazirlandi.

Sitrat-Fosfat Tamponu: 0.1 M (2.10 g) sitrik asit (C¢HsO7.H20), 0.2 M (3.12g)
sodyum hidrojen fosfat (NaH2PO4.2H20) bir miktar deiyonize suda ¢oziiliip pH 4.8’e

ayarlandi. Hacim 100 mL’ye tamamlandi. Substrat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in kullanildi.

Antikor (Konjugat) c¢ozeltisi: 5 uL Horseradish peroksidaz takili tavsan anti-

human IgG antikoru alinir ve bloklama tamponu ile 10 mL’ye tamamlanir.

Substrat Cozeltisi: 10 mg orto-fenilen-diamin pH 4.8 olan sitrat -fosfat
tamponunun 25 mL’sinde ¢6ziildii. Kullanilmadan hemen 6nce ¢ozeltiye 10 puL, % 30’luk

hidrojen peroksit ilave edildi.

2 M H2S04 Cozeltisi: % 98’lik H2SO4’ten 10.8 mL alinip deiyonize suyla 100

mL’ye tamamlandi. Reaksiyonu durdurmak i¢in kullanildi.
Deneyin Yapilisi:

Kaplama tamponunda seyreltilen ve konsantrasyonu 5 pg/mL olacak sekilde
hazirlanan CA I veya CA II ¢ozeltilerinden 50°ser uL. ELISA pleytindeki kuyucuklara
aktarildi. 18 saat 4 °C’da inkiibasyona birakildi (kaplama yapilirken her serum 6rnegi i¢in
4 kuyucuk ayrilir ve bu kuyucuklarin ikisi CA I veya CA Il ile kapland. Ikisi kaplanmadi.
Sonuglar degerlendirilirken kapli olan kuyucuklarin absorbans degerlerinden

kaplanmamis olan kuyucuklarin absorbans degerleri ¢ikartildi.

Pleyt PBS tamponu (birinci yikama ¢ozeltisi) ile 5’er dakika arayla 3 kez yikandi.
Yikama islemi su sekilde yapildi: Once ELISA yikayicisinda pleyt bir kez yikand: ve
ardindan sekizli pipetle 200 uL yikama tamponu kuyucuklara pipetlendi ve ¢alkalayicida
5 dakika calkaland1 ve ardindan ELISA yikayicisinda yikandi. Bu iglem 3 kez tekrarlandi.

Yikama igleminin ardindan kuyucuklara 200 pL bloklama tamponu ilave edildi ve

oda sicakliginda 2 saat ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.

Bloklamanin ardindan Pleyt tween-20 iceren PBS tamponu (ikinci yikama

¢ozeltisi) ile aynen ikinci basamakta izah edildigi gibi 3 kez yikandi.
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Hasta ve kontrol serumlar1 seyreltme tamponuyla 1/200 oraninda seyreltildi. Her
bir seyreltilmis serum 6rnegi 100’er pL 3’0 kaplanmig 3’1 kaplanmamis olmak iizere

toplam 6 kuyucuga pipetlendi ve 2 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida bekletildi.

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

cozeltisi) ile ikinci basamakta izah edildigi gibi 3 kez yikandi.

Kuyucuklara % 1 siit tozu ihtiva eden seyreltme tamponuyla 1/2000 oraninda
seyreltilmis antikor ¢ozeltisinden (horseradish peroksidaz takili tavsan anti-human IgG

antikoru ) 100’er pL ilave edildi ve oda sicaklifinda 1.5 saat ¢alkalayicida bekletildi.

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

cozeltisi) ile ikinci basamakta izah edildigi gibi 3 kez yikandi.

Pleytlere 100 pL substrat cozeltisi ilave edildi. 30 dakika oda sicakliginda
karanlikta bekletildi.

100 pL. 2 M H2SO4 biitiin kuyucuklara pipetlenerek reaksiyon durduruldu. ELISA

okuyucusunda 485 nm’de absorbans okundu.

CA kaplanmis kuyucuklarin 485 nm’deki absorbans degerlerinin ortalamasindan
CA kaplanmamis kuyucuklardaki absorbans degerlerinin ortalamasi ¢ikarilarak sonuglar

elde edildi. Elde edilen bu fark serumlardaki CA otoantikor titreleri olarak hesaplandi.
5.2.9. Calisma Grubu (Bireyler)

Calismaya, KTU Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Poliklinigi’ne
bagvuran ve EULAR kriterlerine gore romatoid artrit, Amerika-Avrupa Konsensiis
kriterlerine gore Sjogren’s sendromu ve ASAS kriterlerine gore ankilozan spondilit tanisi
konmus olan hastalar ve goniillii olarak calismaya katilan, yas ve cinsiyet yoniinden hasta

grubuyla eslestirilmis saglikli kisiler katildi.

Bu kisilerden sabah a¢ karnina biri biyokimya tiipii ve biride EDTA’l1 tiip olmak
tizere iki tlip kan alindi. Alinan kanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip serum ve
plazmalar1 ayrildi. Plazmalar1 ayrilan EDTA’Q tiipteki kanlara hacimlerinin 3 katina
kadar izotonik tuz ¢ozeltisi ilave edildi, tiip birka¢ defa hafifce ters-diiz edilip santrifiij
edildi. Ara yiizeyde beyaz bir tabaka seklinde duran I6kositler ve {ist kisim uzaklastirildi.
Bu yikama islemi iist kistm berraklasana kadar devam ettirilerek eritrosit paketleri

hazirlandi. Hazirlanan serum, plazma eritrosit paketleri aligotlanip -80 °C’de saklanda.
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5.2.9.1. Bireylerde Karbonik Anhidraz Otoantikor Titrelerinin Belirlenmesi

Fare serumlarinda oldugu gibi ¢alisma grubundaki Sjogren’s sendromlu, ankilozan
spondilitli, romatoid artritli ve saglikli goniilliilerden alinmig olan serum 6rneklerinde de
otoantikor titreleri belirlendi. Fare serumlarindaki olgiimlerden farkli olarak insan
serumlarindaki otoantikor dl¢limlerinde sekonder antikor olarak HRP takili rabbit anti-

human IgG antikoru kullanildi.
5.2.9.2. Plazma MDA Seviyesi Tayini

Plazma Lipid peroksit seviyesi Ol¢iimii Yagi (120) yontemiyle yapildi. Lipid
peroksidasyon tiriinii (MDA) ile tiyobarbitiirik asit arasindaki reaksiyon sonucu olusan
kirmiz1 renk spektrofotometrik olarak olciildii. TBA ile reaksiyona girerek ayni rengi
veren suda ¢Ozlniir maddeleri uzaklastirmak igin serum lipitleri proteinle birlikte

fosfotungstik asit/siilfiirik asit sistemiyle ¢oktiirtildii.
Kullanilan Cozeltiler

0.042 M Siilfiirik Asit: 570 uL % 98’lik HoSO4 bir miktar su igceren balon jojeye

pipetlenip hacim 250 mL’ye tamamlandi.

% 10’luk Fosfotungstik Asit: 0.5 g H3(W3010)+.H2O 4.5 mL deiyonize suda
¢Ozildii.

% 0.67’lik Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Cozeltisi: 0.67 g TBA % 50’lik 100 mL

asetik asit ¢cozeltisinde 1sitilarak ¢oziildi (giinliik hazirlandz).

Standart Cozeltileri: 0, 0.625, 1.25,2.5, 5, 10 nmol [(1,1,3,3-tetrametoksipropan
(TMP)] /mL: 164.7 uL TMP 0.01 M HCI ile 100 mL’ye tamamland1 ve 50 °C’de 1 saat
inkiibe edildi. Bu 10 mM’lik stok c¢ozeltiden 10 pL alinip 10 mL’ye deiyonize suyla
tamamlanarak hazirlanan 10 pM’lik standarttan seri diliisyonlar yaparak standart

¢Ozeltiler hazirlandi.
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Tablo 7. Plazma MDA seviyesi 0l¢timii

Reaktifler Numune (mL)
Plazma 0.3
H>SO4 2.4
Fosfotungstik asit 0.3
Hafifce vortekslenerek 5 dakika beklendi. 4000 rpm ‘de 10 dakika santrifiijlendi.
Ust faz atild.
Deiyonize su 4.0

Cokelek vortekslenerek ¢oziildii.
TBA c¢ozeltisi 1.0
1 saat kaynar su banyosunda tutuldu ve sogutuldu.

n-bitanol 3.0

Tablo 7°de ifade edildigi gibi pipetlemeler ve islemler yapildi. Sonuglar MDA i¢in

hazirlanan Sekil 6’daki standart grafiginden yararlanilarak hesaplandi.

1.2 -

1 - y = 0.0461x + 0.0438
R>=0.9994

Absorbans (532 nm)

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25

MDA Standart Konsantrasyonu (nmol/mL)

Sekil 6. MDA standart grafigi
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5.2.9.3. Plazma 3-Nitrotirozin Seviyesinin Belirlenmesi

Plazma 3-nitrotirozin seviyesi EO738Hu katalog numarali Bioassay Technology
Laboratory firmasma ait ELISA kiti ile belirlendi. Islemler kit protokoliine gore
gergeklestirildi. Sekil 7°deki standart grafigi kullanilarak konsantrasyonlar hesaplandi.

2,5 -

y =0.0017x + 0.0996
2 R2 =0.9958

Absorbans (450 nm)

0 500 1000 1500

3-Nitrotirozin Standart Konsantrasyonu (nmol/L)

Sekil 7. 3-nitrotirozin standart grafigi

5.2.9.4. Plazma HNE Seviyesinin Belirlenmesi

Plazma 4-hidroksinonenal seviyesi 201-12-1979 katalog numarali Sun Red
firmasina ait ELISA kiti ile belirlendi. Islemler kit protokoliine gére gerceklestirildi. Sekil

8’deki standart grafigi kullanilarak konsantrasyonlar hesaplandi
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Sekil 8. 4-HNE standart grafigi

5.2.9.5. Plazma IL-6 Seviyesinin Belirlenmesi
Plazma IL-6 seviyesi BMS213/2 referans numarali eBioscience firmasina ait
ELISA kiti ile dlgiildii. islemler kit protokoliine gore gerceklestirildi. Sekil 9’daki

standart IL-6 grafiginde yararlanarak konsantrasyonlar hesaplandi.

120 ~

y = 10.294x3 + 0.6282x? + 37.254x - 2.2746
100 - R?=0.9999

o0
(=)
I

N
(@]
|

IL-6 Standart Konsantrasyonu
(pg/mL)
[\ D
S =)

0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

Absorbans (450 nm)

Sekil 9. IL-6 standart grafigi
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5.2.9.6. Plazma TNF-o Seviyesinin Belirlenmesi

Plazma TNF-o seviyesi KAP1751 katalog numarali Dia Source firmasma ait
ELISA Kkiti ile 6lgiildii. Islemler kit protokoliine gore gerceklestirildi. Sekil 10’daki

standart grafiginden yararlanarak konsantrasyonlar hesaplandi.

1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2

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

0

y =0.0036x
R?=0.9965

Absorbans (450 nm)

0 100 200 300 400 500

TNF-a Standart Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 10. TNF-a standart grafigi

5.2.9.7. Eritrosit Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

Stiperoksit dismutaz aktivitesi, Sun ve Oberley (121) metoduna gore yapildi. Bu
metod, ksantin-ksantin oksidaz sisteminin olusturdugu siiperoksit radikallerinin nitro blue
tetrazoliumu (NBT) indirgeyerek olusturdugu mavi-mor rengin 560 nm’de verdigi
absorbansin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanir. Eritrositlerdeki SOD’un
ortamdaki siiperoksit radikallerini uzaklastirmasi sonucu optik dansitede meydana gelen
azalmadan yararlanilarak SOD tarafindan katalizlenen reaksiyonun % inhibisyonu

hesaplandi. % 50 inhibisyona kars1 gelen SOD miktar1 bir enzim iinitesi olarak alindi.
Kullanilan Cozeltiler
Etanol:Kloroform Karisim (5:3): 50 mL etanol 30 mL kloroformla karistirildi.
0.3 mmol/L Ksantin Cozeltisi: 3.65 mg ksantin 80 mL deiyonize suda ¢oziildii.
0.6 mmol/L EDTA Cozeltisi: 8.93 mg EDTA 40 mL deiyonize suda ¢oziildii.

150 pLL NBT Cozeltisi: 4.9 mg NBT 40 mL deiyonize suda ¢oziildii. NBT giinliik

taze hazirland.
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400 mM Na2COs3 Cozeltisi: 1.01 g NaCO3 24 mL deiyonize suda ¢oziildii.
1 g/L. BSA: 24 mL deiyonize suda 12 mg BSA ¢oziildii.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3.3 U/mL’lik orijinal siseden 101 pL alinip

2 mL’ye amonyum stilfatla tamamlandi. Ksantin oksidaz giinliik hazirlandi.

0.8 mmol/L. CuCl2 Cézeltisi: 5.37 g CuClLz> 50 mL deiyonize suda ¢oziildii. Giinliik

taze hazirlandu.
2 mol/L. Amonyum Siilfat: 2.64 g amonyum siilfat 10 mL deiyonize suda ¢oziildii.

SOD Standartlari: 10, 8, 4, 3, 2, 1, 0.5 U/mL’lik SOD standartlar1 ve kor

hazirlandi.

Reaksiyon karisimi: 80 tiip i¢in; 80 mL 0,3 mM ksantin ¢ozeltisi, 40 mL 0,6 mM
EDTA ¢ozeltisi, 40 mL 150 uM NBT ¢ozeltisi, 24 mL 400 mM Na>COs ¢ozeltisi, 12 mL
lg/L BSA kanistirildi. Reaksiyon karigimi hazirlanirken hacimler hesaplanip biitiin
maddeler aynm1 kapta karistirildi. Yukarida ifade edilen konsantrasyon ifadeleri son
konsantrasyonlardir. Ksantinin kolay ¢oziinmesi i¢in bunlarin ayni ortamda olmasi

gerekir.
Deneyin yapilist

100 puL eritrosit paketi 900 pL soguk saf su ile karistirilip hemoliz edildi. Elde
edilen hemolizata 800 pL etanol:kloroform (5:3) karisimi eklenip vortekslendi. 18 000 x
g’de 4 °C’de bir saat santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan SOD aktivitesi ve katalaz

aktivitesi 6l¢timiinde kullanildi.

Tablo 8. SOD aktivitesi 6l¢iimii

Cozeltiler Hacim (mL)
Reaksiyon karigimi 1.225
Stipernatan 0.25
Ksantin oksidaz 0.025

25 °C’da 20 dakika inkiibasyona birakildi (karanlikta).
Bakar kloriir 0.5

560 nm’de absorbans ol¢iildii.
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Tablo 8’de ifade edildigi gibi pipetlemeler ve iglemler yapildi ve 560 nm de
absorbanslar 6l¢iildii. Hesaplamalar % inhibisyon olarak hesaplandi. Sekil 11’deki
standart grafigi SOD aktivitesinin logaritmasi alinarak Sekil 12°deki lineer standart
grafigine doniistiiriildii. Bu grafikten yararlanilarak % inhibisyonlar SOD aktivitesine
dondistiirtildi. % 50 inhibisyona karsilik gelen SOD aktivitesi bir bir enzim iinitesi olarak

alindi. Sonuglar hemoglobin miktarina boliinerek U/g Hb olarak hesaplandi.

o (A kor — A numune)
% inhibisyon = Ao x100

y = 13.983In(x) + 54.523
100 - R2=0.9758

90 A
80 A
70 A
60 A
50 A
40 A
30 A
20 A
10 A

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

% Inhibisyon

Standart SOD Aktivitesi (U/mL)

Sekil 11. Standart SOD aktivitesi ve % inhibisyon grafigi
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Sekil 12. Log(Standart SOD aktivitesi) ve % inhibisyon grafigi

5.2.9.8. Eritrosit Katalaz (CAT) Aktivitesi Tayini

Katalaz aktivitesi, temel prensibi amonyum molibdatin hidrojen peroksitle
olusturdugu sar1 renkli kompleksin 405 nm’de absorbansinin 6lgiilmesi esasina dayanan
Goth metoduna gore yapildi (122).

Kullanilan Cozeltiler

60 mM Sodyum Potasyum Fosfat Tamponu (pH 7.0): 5.37 g KH2PO4 ve 3.65 g
NaHPO4.2H>0 yaklagik 750 mL saf suda ¢oziiliir, pH 7.0’a ayarlanir ve hacmi 1 L’ye
tamamlandi.

32.4 mM Amonyum Molibdat Cozeltisi: 1.89 g amonyum molibdat 50 mL saf
suda ¢ozildii.

65 mM H20:2 Cozeltisi: 280 uL % 35’lik H>O> 50 mL fosfat tamponunda ¢oziildii.

H>Os ¢ozeltisi taze hazirlandi.

57



Tablo 9. Katalaz aktivitesi 6l¢limii ve yapilan iglemler

Cozeltiler Numune Kor 1 Kor 2
Numune 20 uLL

Tampon 20 uL 120 uL
H>0,’li tampon 100 uL 100 puL

37 °C’de 1 dakika bekletildi.
Amonyum molibdat ¢ozeltisi 100 uL 100 puL 100 L

405 nm’de absorbanslar1 okundu.

Tablo 9°da ifade edilne islemler yapildi. Olgiilen absorbans degerleri asagidaki
denklemde yerine konularak katalaz aktivitesi hesaplandi. Sonuclar hemoglobin

miktarlarina boliinerek U/g Hb olarak ifade edildi.

U ) _ (A kor2 — A numune)

mL) = Akerz—Aker1) ‘271

Katalaz aktivitesi (

5.2.9.9. Eritrosit Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi Tayini

Eritrosit GSH-Px 6l¢iimii 703102 nolu Cayman firmasinin spektrofotometrik assay
kiti ile gerceklestirilmistir. Eritrosit GSH-Px oOlgiimii kit protokoliine uygun olarak
gerceklestirilmistir ve elde edilen GSH-Px kontroliinlin aktivite grafigi Sekil 13°de

gosterilmistir. Elde edilen aktivite degerleri hemoglobin miktarina boliinerek ifade edildi.
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Sekil 13. Standart GSH-Px aktivite grafigi

5.2.9.10. Eritrosit MDA Seviyesinin Belirlenmesi

Eritrosit MDA seviyesi Stocks ve Dormandy metoduna gore gergeklestirildi (123).
Bu metod MDA ’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA)’in 1sitilmasi sonucu olusan
pembe renkli kompleksin 532 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanur.

Kullanilan Cozeltiler

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS): 1.76 mL 0.5 M KH>POys ¢ozeltisi ve 6.08
mL 0.5 M KoHPOq ¢ozeltisi % 0.9°luk NaCl ¢ozeltisinde karistirilip pH 7.4’e ayarlandi

ve ¢Ozeltinin hacmi 1 L’ye tamamlandi.
0.4 M Sodyum Azid: 2.6 g NaN3 100 mL PBS’de ¢oziiliir.

TBA Cozeltisi: 0.1 g TBA 500 uL 1N NaOH ¢6zeltisinde ¢oziiliir bir miktar saf su

ilave edilir 1sitilir iyice ¢oziindiikten sonra hacmi 10 mL’ye tamamlanir.
% 28’lik Trikloro Asetik Asit Cozeltisi: 14 mg TCA 50 mL saf suda ¢oziiliir.

Sodyum Arsenit Cozeltisi: 0.52 g sodyum meta-arsenit 20 mL % 28’lik TCA’da

¢Oziiliir.

Standartlar Cozeltileri: 10, 5, 2.5, 1, 1.25, 0 nmol/mL konsantrasyonlarda MDA

standartlar1 hazirlanda.
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Tablo 10. Eritrosit MDA 0l¢iimii ve yapilan islemler

Cozelti Hacim (pL)
Eritrosit paketi 100
Azitli PBS ¢ozeltisi 900

37 °C de 10 dakika karistirilir.
PBS c¢ozeltisi 1000

37 °C’de 2 saat ¢alkalayici tizerinde inkiibasyona birakildi.

Hiicre siispansiyonu olusturuldu.
Stispansiyon 300
TCA-arsenit 200

3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatan alindi.

Stipernatan ve standartlar 300
TCA 100
TBA 100

15 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.

Sogutulduktan sonra sonra mikropleyte aktarildi. 532 nm de absorbanslar1 okundu.

Tablo 10°da ifade edildigi gibi islemler gercgeklestirildi. Sekil 14’deki MDA
standart grafiginden yararlanarak Orneklerdeki MDA konsantrasyonu hesaplandi.

Belirlenen MDA diizeyleri hemoglobin degerlerine boliinerek ifade edildi.
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Sekil 14. Eritrosit MDA standart grafigi

5.2.9.11. Hemoglobin Miktarinin Belirlenmesi

Metodun temel prensibi; Drabkin ¢ozeltisindeki ferrosiyaniir ile hemoglobin
molekiiliindeki +2 degerlikli demirin +3 degerlige ylikseltgenmesiyle methemoglobine

daha sonra da bu methemoglobinin potasyum siyaniir ile kararli siyanomethemoglobin

bilesigine donilismesi esasina dayanir (124).

Hb(Fe?*) + K3Fe(CN)s — Methemoglobin(Fe®*)
KCN + Methemoglobin(Fe*)— Siyanomethemoglobin

Olusan siyanomethemoglobinin 540 nm’deki absorbansi 6lgiilerek Hb miktari

belirlenmektedir.

Kullanilan Cozeltiler

Drabkin cozeltisi: 0.05g KCN, 0.2 g potasyum ferrosiyanide ve 1 g NaxCO3 saf

suda ¢0ziiliip hacmi 1L ye tamamlanir.
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Tablo 11. Hemoglobin 6l¢iimii

Cozeltiler Hacim (mL)
Numune 0.02
Drabkin ¢ozeltisi 5

Vortekslendi. Oda sicakliginda 5-10 dakika bekletildi.

540 nm’de absorbans 6l¢iildii.

Tablo 11°de ifade edilen islemler gerceklestirildi. Standart kullanmadan dogrudan
orneklerin 540 nm’deki absorbans degerleri agsagidaki denklemler de yerine konularak

hemoglobin miktarlar1 hesaplandi.

A5*0 x 16114 x diliisyon katsayisi
Hb(g/L) =
11.0 x d x 1000
b ( mol) _ A**%xdiliisyon katsayisi
ML 11.0 x d x 1000

A ¢ozeltinin 540 nm’deki absorbansi

16114: hemoglobinin monomerik molekiiler agirlig

5020uL
——)

Diliisyon katsayisi: 251 ( ZouL

11.0: 540 nm’de milimolar absorptivite katsayisi

d: 151k yolu(cm)

5.3. istatistiksel Yontemler

Elde edilen sonuglar ortalama ve standart sapma olarak ifade edildi. Normal
dagilima uygunluklar1 Kolmogorov-Smirnov Testi ile kontrol edildi. Normal dagilima
uyan; bagimsiz parametrelerin ikili karsilagtirmalar1 i¢in Student t testi, ikiden fazla
bagimsiz gruplarin degerlendirmesinde ANOVA testi uygulandi. Normal dagilima
uymayan ikiden fazla parametrenin degerlendirilmesi i¢in Mann Whitney U testleri
uygulandi. Parametreler arasindaki iliski ortaya konmasinda Spearman korelasyon testi

uygulandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Karbonik Anhidrazin Eritrositlerden izolasyonu

Stilfanilamid takili Sepharose-4B’nin kullanildig: afinite kromatografisi ile elde
edilen 5 mL’lik fraksiyonlarda Bradford metoduyla protein tayini gerceklestirildi ve
CA hidrataz aktivitesi Olciildii. Bu degerler grafige aktarildiginda Sekil 15°de
gozlendigi gibi fraksiyonlardaki protein konsantrasyonuyla hidrataz aktiviteleri
birbirleriyle ortiigmektedir. Grafikteki ilk pik CA I izoenzimine, ikinci pik CAIIL

izoenzimine aittir.

4 CAI r 04
P L 03 3
= ™
2 3 :
= f=2
f;l: 25 - 0,2 E
g CAII z
Z 2 - 0.1 £
= =
35 o 3
3 ¥
= 1 £
m N

- 0,1 2
0,5 - A \ &
0 . . 0.2
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Tiip No

Sekil 15. Fraksiyon tiiplerindeki CA Aktivitesi ve protein tayinleri

Sekil 15°ten yararlanilarak hangi fraksiyonlarin alinacagina karar verildi. Bu
amacla protein miktar1 ile hidrataz aktivitesi Ortiisen ve miimkiin oldugunca

baseline’nin tizerinde kalan fraksiyonlar alinip kullanildi.
6.2. izole Edilen Karbonik Anhidrazin Safiginin Kontrolii

Afinite kromatografisiyle eritrositlerden izole edilen CA I ve CA II liyofilize
edilerek deristirildi. Daha kii¢iik bir hacimde 50 mM’lik fosfat tamponunda ¢oziildi.

Elde edilen CA cozeltilerinin konsantrasyonu belirlendi. CA [ c¢ozeltisinin
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konsantrasyonu 5 mg/mL iken CA II ¢6zeltisinin konsantrasyonu 2.5 mg/ml bulundu.

CA I ve CA II 6rneklerinin safligini kontrol etmek i¢in SDS-PAGE uygulandi.

Markir Markir
CAll CAl CAll CAl

S50kDa wm— . 45 kDa
ITKDa  — W 36 kDa
Pr——— - s 30kDa

<o
25 kD2 — 8 24kDa
0102 - W 20 kDa
15 kDa % l4kDa

10 kDa e

Resim 2. Saflagtirilan enzimin (CAI ve CA II) Coomassie Brillant Blue R-250 ile
boyanmis SDS-PAGE goruntiisi

CA I ve CA Il izoenzimlerinin molekiil agirlig1 yaklasik 30 kDa’dur. Elde edilen
SDS-PAGE goriintiisiinde (Resim 2) 30 kDa molekiil agirligina karsilik gelen bolgede
tek bant bulundu. Ayrica yapilan aktivite tayinlerinde esit konsatrasyondaki CA II
cozeltisindeki CA hidrataz aktivitesi CA I ¢ozeltisindekinden yaklasik 9 kat daha fazla
bulundu (1 mg/mL CA I enziminin aktivitesi 204.5 EU iken esit konsatrasyondaki CA
IT enziminin aktivitesi 1786.0 EU’dur) .

6.3. Karbonik Anhidrazin Oksidatif Modifikasyonu

SDS-PAGE ile saflig1 kontrol edilen CA izoenzimleri modifikasyon islemlerinde
kullanildr. Tlgili ¢ozeltilerde son konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde ayarland.

MDA, HNE ve PN’nin farkli konsatrasyonlar1 ile modifiye edildi.
6.3.1. Karbonik Anhidrazin MDA ile Modifikasyonu

CA I ve CA II enzimi farkli konsantrasyonlardaki (0-5 mM) MDA ile modifiye

edildi. Primer antikor olarak anti-MDA antikoru kullanilarak western blot uygulandi.
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CAI CAI
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Resim 3. MDA ile modifiye edilmis CA izoenzimleri i¢in western blot goriintiisii

Resim 3’deki western blot goriintiisinde 30 kDa civarinda tek bant
gozlenmektedir. Ayrica MDA konsantrasyonuna bagli olarak bantlardaki yogunluk
artmaktadir. MDA modifikasyonunun olmadigt 0 mM MDA igeren ¢ozeltinin
uygulandig1 bolgede bant bulunmamaktadir.

6.3.2. Karbonik Anhidrazin PN ile Modifikasyonu:

CA I ve CA I enzimi farkli konsantrasyonlardaki (0-1 mM ) PN ile modifiye
edildi. Primer antikor olarak anti-nitrotirozin antikorlar1 kullanilarak western blot

uygulandi.

CAII CAI
ImM 05mM 03mM OmM 1ImM 05mM 03mM O0mM

L T 1

Resim 4. PN ile modifiye edilmis CA izoenzimleri i¢in western blot goriintiisii
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Resim 4’deki western blot goriintiisinden 30 kDa civarinda tek bant
gozlenmektedir. Ayrica PN konsantrasyonuna bagli olarak bantlardaki yogunluk
artmaktadir. PN modifikasyonunun olmadigi 0 mM PN igeren ¢dzeltinin uygulandigi

bolgede bant bulunmamaktadir.
6.3.3. Karbonik Anhidrazin HNE ile Modifikasyonu

CA I ve CA II enzimi farkli konsantrasyonlardaki (0-5 mM) HNE ile modifiye

edildi. Primer antikor olarak anti HNE antikoru kullanilarak western blot uygulandi.

CALl CAI
OmM 1mM 25mM 4mM O0mM 1mM 25mM 4mM

Resim 5. HNE ile modifiye edilmis CA izoenzimleri i¢in western blot goriintiileri

Resim 5°deki goriintiiden 30 kDa civarinda tek bant gozlenmektedir. Ayrica PN
konsantrasyonuna bagli olarak bantlardaki yogunluk artmaktadir. HNE
modifikasyonunun olmadigi 0 mM HNE igeren ¢6zeltinin uygulandig1 bolgede bant

bulunmamaktadir.
6.4. Farelerde CA ve Modifiye CA Formlari ile immiinizasyon Sonuclari

Modifiye edilmis ve modifiye edilmemis CA izoenzimleri Freund adjuvantla
emiilsifiye edilip Balb-c farelere subkutan olarak enjekte edildi. Immiinizasyon
asamasinin ardindan farelerin dekapitasyonla kanlar1 alindi. Hosoda ve ark.
gelistirdigi ELISA yoOntemiyle CA izoenzimlerine karsi gelisen antikor titreleri

belirlendi.
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6.4.1. Farelerde CA I ve Modifiye CA I Antikor Titreleri

Saf CA I enzimi ve modifiye formlar1 ile mikropleytler kaplanip ELISA

yontemiyle farelerin serumlarindaki antikor titreleri belirlendi.

2,5
’E‘ 2
=
=]
s
~ 15
E B Immunojen
E 1 = Kontrol
o)
=]
g 0,5

0

CAI HNE CAI MDA CAI PN CAI

Sekil 16. CA I ve modifiye CA I formlarinin antijenik 6zelligi

Saf CA I ve HNE, MDA, PN modifiye CA I formlarina kars1 antikor
olugmaktadir (Sekil 16). Saf CA I ve modifiye CA I formlarina kars1 gelisen antikor
titreleri kontrolleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde
yiiksek bulundu (Tablo 12).

Tablo 12. CA I ve modifiye CA I formlarinin antijenik 6zelligi

Kontrol Grubunda Immiinojen Verilen Gruplarda
Antijen
Antikor Titreleri Antikor Titreleri
CAI 0.028 +0.024 1.613 £0.232*
HNE CAI 0.017 + 0.006 1.374 +£ 0.268*
MDA CAI 0.014 + 0.005 0.736 £ 0.25*
PN CAI 0.019 +£0.016 1.883 +£0.118%*

*[statistiksel olarak kontrol grubu ile ilgili grup arasindaki p<0.001 diizeyindeki farki
gostermektedir.
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HNE, MDA ve PN modifiye CA 1 antikorlar1 ile saf CA antikorlar ile
karsilagtirildiginda modifiye formlarla saf CA I antikorlar1 arasinda istatistiksel
anlamli fark bulundu (Sekil 17). HNE ve PN modifiye CAI antikor titreleri saf CA I
antikor titreleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde farklidir.

N
& n

*

Antikor Titreleri (480 nm)
tn

_
—

0,5

CAI HNE CA 1 MDA CAI PN CAI

Sekil 17. Modifikasyonlarin CA I’in antijenik 6zelligine etkisi. * Saf CA I ile ilgili
grup arasindaki p<0.05 diizeyindeki farki gostermektedir. ** Saf CA I ile
ilgili grup arasindaki p<0.001 diizeyindeki farki gostermektedir.

MDA modifiye CA I antikor titreleri ise p<0.001 diizeyinde farklidir. HNE ve
MDA modifikasyonlart CA T’in antijenik 06zelligi azaltirken PN modifikasyonu

artirmigtir.
6.4.2. Farelerde CA II ve Modifiye CA II Antikorlar

Saf CA 1II enzimleri ve HNE, MDA, PN modifiye CA II formlar ile
mikropleytler kaplanip ELISA yontemiyle farelerin serumlarindaki antikor titreleri

belirlendi.
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Tablo 13. CA II ve modifiye CA II formlarinin antijenik 6zelligi

Antijen Kontrol Grubunda AntijenVerilen Gruplarda
Antikor Titreleri Antikor Titreleri

CAIl 0.022 £0.025 1.464 £ 0.435*

HNE CAII 0.021 £0.017 0.232 £ 0.146%*

MDA CAII 0.010 £+ 0.006 1.132+£0.187*

PN CAII 0.034 + 0.038 1.919 +£0.262*

*Istatistiksel olarak kontrol grubu ile ilgili grup arasindaki p<0.001 diizeyindeki farki
gostermektedir.

HNE, MDA, PN modifiye CA II ve saf CA II antikor titreleri kontrolleriyle
karsilagtirildiginda biitiin modifiye CA II formlaryla saf CA II antikor titreleri
arasinda istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde yiiksektir (Tablo 13).

2.5

1.5
B immiinojen

1 u Kontrol

Antikor Titreleri (480 nm)

CAIl HNE CAII MDA CAIl PN CAII

Sekil 18. CAII ve modifiye formlarinin antijenik 6zelligi

Saf CA II’ye ve biitiin modifiye CA II formlarma kars1 antikor olusmaktadir
(Sekil 18). HNE, MDA, PN modifiye CAII antikor titreleri ile saf CA II antikor
titreleri ile karsilastirildiginda, HNE ve PN modifiye formlarla saf CA II antikorlar:
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (Sekil 19). HNE modifiye CA 1I

antikor titreleri saf CA II antikor titrelerinden anlamli derecede diisiikken, PN
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modifiye CA II antikor titreleri ile saf CAII antikor titrelerinden anlamli derecede

yiiksektir.
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Sekil 19. Modifikasyonlarin CA II’nin antijenik 6zelligine etkisi. * Saf CA Il ile ilgili
grup arasindaki p<0.05 diizeyindeki farki gostermektedir. ** Saf CA Il ile
ilgili grup arasindaki p<0.001 diizeyindeki farki gostermektedir.

HNE modifikasyonu CA II'nin antijenik 6zelligini azaltirken PN modifikasyonu

arttirmaktadir.
6.5. Bireylerdeki CA Otoantikor Titreleri

CA I ve Il izoenzimleri ve HNE, MDA ve PN ile modifiye edilmis formlar ile
mikropleytler kaplandi. Calisma grubundaki saglikli, ankilozan spondilitli, sjogren
sendromlu ve romatoid artritli her bir bireyin serumundaki CA ve modifiye CA

otoantikor titreleri Hosoda ve ark. gelistirdigi ELISA yontemiyle belirlendi.

Olgiimiin tekrarlanabilirligini gormek igin CA I ve CA II izoenzimleri igin intra
CV (intra assay coefficients of variability) ve inter CV (inter asssay coefficients of
variability) degerleri hesaplandi. Inter CV degeri, aym &rnek farkli giinlerde alt1 kez
olgiilerek belirlendi. Intra CV degeride ayn1 6rnek aym c¢alismada sekiz kez
tekrarlanarak hesaplandi. Buna gore CA I i¢in inter CV degeri 9.1, intra CV degeri 8.5
bulundu. CA Il i¢in ise inter CV degeri 10.1, intra CV degeri 9.2 olarak belirlendi.
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6.5.1. CA 1 Otoantikor Titreleri

Bireylerdeki hem saf CA I hem de modifiye CA I’e kars1 gelisen otoantikor
titreleri (Tablo 14) gosterildi. Saf CA 1 otoantikor titreleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak AS hastalarinda p<0.05 diizeyinde, RA
hastalarinda ise p<0.001 diizeyinde farkli bulundu (Sekil 20).

Tablo 14. Caligma grubundaki bireylerin CA I otoantikor titreleri

%I::Ll;:; Kontrol SjS p* AS p* RA p*
CAl 0.131 +£0.042 0.175+0.111 0.278 0.186 +0.092 0.015 0217 +0.113 <0.001
HNE CAI 0.063 +0.033 0.091 +0.079 0.226 0.086 + 0.061 0.088 0.086 + 0.045 0.025
MDA CAI  0.124+0.058 0.175 +0.094 0.007 0.138 £ 0.076 0.576 0.164 + 0.085 0.041
PN CAI 0.081 +0.033 0.177 +£0.136 <0.001 0.144 +£0.101 0.007 0.150 + 0.088 <0.001

*: p degerleri kontrol grubu ile ilgili grup arasindaki farki gostermektedir.

HNE modifiye CAI otoantikor titreleri kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak RA hastalarinda p<0.05 diizeyinde farkli bulundu. MDA modifiye CA 1
otoantikor titreleri SjS ve RA hastalarinda istatistiksel olarak kontrol grubundan p<0.05
diizeyinde farkli bulundu. PN modifiye CAI otoantikor titreleri biitiin hasta gruplarinda
anlamli derecede yiiksektir. Bu fark SjS ve RA hastalarinda p<0.001 diizeyinde iken AS
hastalarinda p<0.05 diizeyindedir.
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Sekil 20. Bireylerdeki CA I formlar1 otoantikor titreleri * Kontrol grubuna gore
p<0.05 diizeyindeki farki gostermektedir. **Kontrol grubuna gore p<0.001
diizeyindeki farki gostermektedir.

RA ve SjS hastalarinda saf CA I otoantikorlar1 ile PN ve MDA modifiye CA 1
otoantikorlar1 arasinda pozitif korelasyon belirlendi (Tablo 15). AS hastalarinda

otoantikor titreleri arasinda korelasyon bulunamadi.

Tablo 15. CA I ve modifiye CA I formlar1 otoantikor titreleri arasindaki korelasyon

tablosu
CA I Otoantikor Titreleri Modifiye CA I Otoantikor Titreleri
MDA CAI PNCAI
SiS r=0.301 r=0.299
p=0.047 p=0.048
RA r=0.456 r=0.326
p=0.004 p=0.034

6.5.2. CA 1II Otoantikor Titreleri
Bireylerdeki hem saf CA II ve modifiye CA II otoantikor titreleri (Tablo 16) kendi
kontrolleri ile karsilastirilarak ifade edildi. CA II otoantikor titreleri kendi kontrol grubu
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ile karsilastirildiginda romatoid artritli hastalarda istatistiksel olarak ise p<0.05

diizeyinde farkli bulundu (Sekil 21).

Tablo 16. Calisma gruplarindaki bireylerdeki CA II otoantikor titreleri.

Antikorlar Kontrol SiS p* AS p* RA p*

CAII 0.638+0.114 0.6714£0.094 0071  0678+0.137 0.146  0.713+0.161 0.027
HNE CAII 0.137 + 0.046 0.128+0.038 0348  0.135+0.047 0863  0.190+0.195 0.027
MDA CAII 0.105 + 0.037 0.11640.052 0461  0.120+0.041 0077  0.147=0.067 0.008
PN CAII 0.428 +0.072 052140.130 0001  0516+0.125 0002  0559+0.167  <0.001

* :p degeri kontrol grubu ile ilgili grup arasindaki farki gostermektedir.

PN modifiye CAII otoantikor titreleri biitiin hasta gruplarinda istatistiksel olarak
kontrol grubundan farkli bulundu. Bu fark SjS ve AS hastalarinda p<0.05 diizeyinde
iken RA hastalarinda p<0.001 diizeyindedir.
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Sekil 21. Bireylerdeki CA II formlar1 otoantikor titreleri. * Kontrol grubuna gére p<0.05
diizeyindeki farki gostermektedir. **Kontrol grubuna gore p<0.001
diizeyindeki farki gostermektedir.

Bireylerde saf CA 1II otoantikor titreleri ile modifiye CA II otoantikor titreleri
arasindaki iligki incelendi. AS hastalarinda saf CA II otoantikor titreleri ile tiim modifiye

CA 1I formlar arasinda pozitif korelasyon (p=0.001) bulundu RA hastalarinda saf CA
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II otoantikorlar1 ile MDA ve PN modifiye CA II otoantikor titreleri arasinda pozitif
korelasyon belirlendi (Tablo 17).

Tablo 17. CA II ve modifiye CA II formlar1 otoantikor titreleri arasindaki korelasyon

tablosu
CA II Otoantikor Titreleri Modifiye CA II Otoantikor Titreleri
HNE CA 11 MDA CAII PN CAII
AS r=0.542 r=0.514 R=0.537
p=0.001 p=0.001 p=0.001
RA r=0. 591 r=0.646
p<0.001 p<0.001

6.6. Eritrosit Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri belirlendi. SOD
aktivitesi, Sun ve Oberley metoduna, CAT aktivitesi Goth metoduna gére GSH-Px
aktivitesi ise Cayman firmasina ait ticari kitle belirlendi. Elde edilen aktivite degerleri

hemoglobin basina verildi (Tablo 18).

Tablo 18. SOD, CAT ve GSH-Px aktivite sonuglari

SOD Aktivitesi p* GSH-PX Aktivitesi

Gruplar (Ulg Hb) CAT (kU/gHb) p* (umol/dak/g Hb) *
Kontrol 232.3+46.1 4.85+2.19 3.18+0.72

SjS 261.4 +60.2 0.182 3.26+1.91 0.049 3.07+1.22 0.984
AS 2772+ 79.0 0.011 5.05+3.08 0.988 2.69+1.32 0.376
RA 205.3 +46.6 0.22 4.01+£2.77 0.516 442 +1.62 <0.001

*: p degeri kontrol grubu ile ilgili grup arasindaki farki gostermektedir.

AS hastalarinda SOD aktivitesi kontrol grubundan p<0.05 diizeyinde, SjS
hastalarinda CAT aktivitesi kontrol grubundan aktivitesi p<0.05 diizeyinde ve RA
hastalarinda GSH-Px aktivitesi kontrol grubundan p<0.001 diizeyinde farkli bulundu
(Sekil 22).
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Sekil 22. Antioksidan enzim aktiviteleri.*Kontrol grubuna gére p<0.05 diizeyindeki
farki gostermektedir. **Kontrol grubuna gore p<0.001 diizeyindeki farki
gostermektedir.

6.7. Eritrosit MDA Seviyeleri

Eritrosit MDA seviyesi Stocks ve Dormandy metoduna gergeklestirildi.
Belirlenen MDA diizeyleri hemoglobin degerlerine boliinerek nmol/g Hb seklinde ifade

edildi. Sonuglar Tablo 19’da ortalama ve standart sapma seklinde verildi.

Tablo 19. Eritrosit MDA sonuglari

Grup Eritrosit MDA (nmol/g Hb) p*
Kontrol 299+ 1.34

SjS 4.74 +2.46 0.364
AS 9.55+6.79 <0.001
RA 8.92+4.64 <0.001

*: p degeri kontrol grubu ile ilgili grup arasindaki farki géstermektedir.

Eritrosit MDA seviyesi AS ve RA hastalarinda kontrol grubuna goére anlamli
derecede yiiksek bulundu (p<0.001). SjS hastalarinda MDA diizeyi yiiksek olmasina
karsin istatistiksel bir fark bulunamadi (Sekil 23)
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Sekil 23. Eritrosit MDA sonuglar1 *Kontrol grubuna goére p<0.001 diizeyindeki farki
gostermektedir.

6.8. 3-Nitrotirozin, HNE ve Plazma MDA Seviyeleri

Plazma 3-nitrotirozin seviyesi EO738Hu katalog numarali Bioassay Technology
Laboratory firmasina ait ELISA kiti, plazma 4-hidroksinonenal seviyesi 201-12-1979
katalog numarali Sun Red firmasina ait ELISA kiti ile belirlendi. Plazma Lipid peroksit

seviyesi O0l¢iimii Yagi yontemiyle yapildu.

Tablo 20. 3-NT, HNE ve plazma MDA diizeyler

Gruplar 3-Nitrotirozin . HNE (pg/mL) - Plazma MDA -
(nmol/mL) (nmol/mL)

Kontrol 190.0 + 190.0 155.4 +55.8 0.13+0.10

SjS 786.8 +£416.5 <0.001 270.8+161.2  <0.001 0.15 +0.16 0.869

AS 608.3 +257.7 0.012  190.3 £59.2 0.572 1.16 £1.76 <0.001

RA 639.3 +£265.7 0.003  339.7+137.1  <0.001 0.14 £0.10 0.694

*: p degeri kontrol grubu ile ilgili grup arasindaki farki gostermektedir.
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Sekil 24. HNE, 3-NT ve plazma MDA diizeyleri *Kontrol grubuna gore p<0.05
diizeyindeki farki gostermektedir. **Kontrol grubuna gore p<0.001
diizeyindeki farki géstermektedir.

Tiim oksidan parametreler kendi kontrollerinden konsantrasyon olarak yiiksek
bulundu (Tablo 20). Istatistiksel olarak bakildiginda 3-NT SjS hastalarinda kontrol
grubundan p<0.001 diizeyinde, AS ve RA hastalarinda ise kontrol grubuna gore
p<0.05 diizeyinde farkli bulundu. 4-HNE seviyeleri SjS ve RA hastalarinda kontrol
grubundan p<0.001 diizeyinde AS hastalarinda kontrol grubundan p<0.05 diizeyinde
farkli bulundu. Ayrica plazma MDA seviyesi AS hastalarinda kontrol grubundan
p<0.001 diizeyinde farkli bulundu (Sekil 24).

Tablo 21. Oksidatif stres parametreleri ile CA I otoantikor titreleri arasindaki
korelasyon tablosu

Hasta Gruplari ve Parametreleri Otoantikor Titreleri
CA1 HNE CATI MDA CAI PNCAI
3-NT r=0.391
p=0.015
RA HNE r=0.318 r=0.346 r=0.410
p=0.033  p=0.024 p=0.009
SjS HNE r=0.379
p=0.02
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Hasta gruplarindaki saf CA I ve modifiye CA I otoantikor titreleri ile oksidatif
parametreler arasindaki iliski degerlendirildi. RA hastalarinda HNE konsantrasyonu ile
saf CA I, HNE ve MDA modifiye CA I otoantikorlar1 arasinda pozitif korelasyon
belirlendi. Ayrica 3-NT konsantrasyonu ile PN modifiye CA I otoantikorlar1 arasinda
da pozitif korelasyon bulundu. SjS hastalarinda ise HNE konsantrasyonu ile MDA CA

I otoantikorlar1 arasinda pozitif korelasyon belirlendi (Tablo 21).

Hasta gruplarinda saf CA II ve modifiye CA II otoantikor titreleri ile oksidatif
parametreler arasindaki iliski degerlendirildi (Tablo 22) .

Tablo 22. Oksidatif stres parametreleri ile CA II otoantikor titreleri arasindaki
korelasyon tablosu

RA Hastalarinda Otoantikorlan Titreleri
CA Il HNE CAIl MDA Il PN CAIl
3-NT r=0.358
p=0.024
HNE r=0.569 r=0.333 r=0.429
p<0.001 p=0.031 p=0.006

RA hastalarinda 3-NT diizeyi ile PN modifiye CA II otoantikorlar1 arasinda pozitif
korelasyon belirlendi. Ayrica HNE diizeyi saf CA II, HNE ve MDA modifiye CA 11

otoantikor titreleri arasinda pozitif korelasyon bulundu (Tablo 22).
6.9. inflamatuar Sitokinler

Plazma TNF-a seviyesi KAP1751 katalog numarali Dia Source firmasina ait
ELISA kiti ile 6l¢iildii. Plazma IL-6 seviyesi BMS213/2 referans numarali eBioscience
firmasina ait ELISA kiti ile 6l¢iildii. Sonuglar Tablo 23°de ifade edildi.

Tablo 23. TNF- o ve IL-6 seviyeleri

Gruplar IL-6 (pg/mL) p* TNF alfa (pg/mL) p*
Kontrol 295+1.18 20.66 £ 10.20

SjS 5.78 + 4.77 0.011 22.74 + 10.04 0.250
AS 16.48 +28.84 0.101 29.04 + 16.94 0.025
RA 5.83 + 3.81 <0.001 38.59 + 18.69 <0.001

*: p degeri kontrol grubu ile ilgili grup arasindaki farki gostermektedir.
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IL-6 seviyesi SjS hastalarinda kontrol grubundan p<0.05 diizeyinde RA
hastalarinda ise kontrol grubuna gore p<0.001 diizeyinde farklidir. TNF-a seviyeleri
AS hastalarinda kontrol grubundan p<0.05 diizeyinde RA hastalarinda ise kontrol
grubundan p<0.001 diizeyinde farkli bulunmustur (Sekil 25).
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Sekil 25. Inflamatuar sitokinler.*Kontrol grubuna gore p<0.05 diizeyindeki farki
gostermektedir.**Kontrol grubuna gore p<0.001 diizeyindeki farki
gostermektedir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Karbonik anhidraz hemen hemen tiim organizmalarda bulunan, memelilerde
oldukca genis doku dagilimina sahip bir metaloenzimdir. CO>’in hidrasyonunu
dontistimlii olarak katalizleyerek viicutta asit-baz dengesinin saglanmasi, kardiyovaskiiler
tonusun diizenlenmesi, kemik resorpsiyonu gibi bir¢ok fizyolojik siiregte ve timor

olusumu gibi patolojik siireglerde rol almaktadir (2, 125).

16 izoformu bulunan karbonik anhidrazin iizerinde en fazla calisma yapilan
izoformlar1 CA I ve CA II’dir. Bu izoformlar sitozolik proteinlerdir (Bkz. Tablo 1) ve
eritrositler, bobrek, goz, salgi bezleri, kemik, karaciger gibi ¢ok genis bir doku dagilimina
sahiptir (18). Bu hiicresel yerlesimi, tistlendigi gorevler ve genis doku dagilimindan
dolaytr CA I ve CA II birgok molekiille etkilesmektedir dolayisiyla viicutta hedef bir

molekiil haline gelmektedir.

SLE, SjS, RA gibi birgok otoimmiin ve idiyopatik hastalikta da CA izoenzimlerine
kars1 otoantikor gelismektedir (3, 5, 6, 52, 76, 81-88). Ayrica hayvan modellerinde
yapilan calismalarda insan CA II immiinizasyonuyla otoimmiin sialoadenitis, immiin
aracilikli kolongit ve pankreatit olusturulmustur (1, 4). Ancak bugiine kadar CA
otoantikorlarinin olusumuna yonelik kesin bir mekanizma ortaya konulamamuistir.
Bununla beraber Fuji ve ark. (10) 2007 yilinda SOD geni ¢ikarilmis farelerde yaptiklari
caligmada, eritrositlerde artmis oksidatif strese bagli olarak CA II’ye karst antikor
olustugunu ve bu antikor olusumunun N-asetilsistein kullanimi ile azaldigin
gostermislerdir (108). Anabilim dalimizda da CA ve CA otoantikorlar ile ilgili bircok
calisma yapilmistir. Bu caligmalarda endometriozis, Grave’s, bobrek hastaliklar1 ve
romatoid artrtit gibi hastaliklarda CA otoantikorlar1 belirlenmistir (6, 7, 8, 126, 127).
Yapilan calismada, RA hastalarinda CA otoantikor titreleri ile SOD aktivitesi arasinda
negatif korelasyon (r= -0.430, p= 0.006) belirlenmistir (6). Bu ¢aligmalarin sonucunda
antioksidan savunmanin zayiflamasi ya da oksidan molekiillerin artisinin CA’ya karsi

otoantikor olusumunu tetikleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Serbest radikaller viicutta bazal seviyede iiretilmekte ve antioksidanlar tarafindan
bir dengede tutulmaktadirlar. Serbest radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan
kaldirilma hizinda diisme sonucunda oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir. Her iki durumda

da ortamda radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi bir
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dengesizlik olugmaktadir (37). Artan oksidanlar ya da ROS/RNS dokularda harabiyete,
proteinler, niikleik asitler, yapisal karbohidratlar ve lipidler gibi bir¢ok biyomolekiiliin
hasarma sebep olabilmektedir. ROS’inin lipidlerle reaksiyonu bu molekiillerin oksidatif
yikimina sebep olmaktadir. Lipid peroksidasyonu denilen bu olay daima reaktif aldehit
yan trlinlerinin olusumuyla sonuglanmaktadir. Bu aldehit {iriinlerinin en nemlileri ve
izerinde ¢alisma yapilmis olanlart MDA ve HNE’dir (128). Ayrica oksidatif stres bir
RNS olan peroksinitrit diizeyini de arttirmaktadir. Bu molekiiller, hiicreye olugsmalarina
sebep olan radikallerden ¢ok daha fazla zarar verebilmektedir. Radikal yapida
olmamalarina ragmen oldukg¢a reaktif molekiillerdir. Radikallere gore daha uzun
Omiirlidiirler, membranlardan ge¢ip daha wuzak noktalarda da benzer hasar
olusturabilmektedirler. ROS/RNS dogrudan ya da HNE, MDA, PN gibi molekiillerle
dolayli olarak biyomolekiillerle etkileserek onlarin oksidatif modifikasyonlarina sebep

olmaktadir (62, 128, 129).

Oksidatif modifikasyonlardan proteinler degisik sekillerde etkilenmektedir.
Polipeptit  zincirlerinin  fragmantasyonuyla diisik molekiil agirlikli  iirlinler
olusturabilmekte veya protein-protein ¢capraz baglari ile yiiksek molekiil agirlikli iirtinlere
doniisebilmektedir. Meydana gelen oksidatif degisiklikler proteinlerin {i¢ boyutlu yapisini
degistirerek  hiicrede =~ Onemli  roller {stlenen proteinlerin  fonksiyonlarin
etkileyebilmektedir. Bunun sonucunda protein agregasyon ve fragmantasyon hizinda
artiy, enzim aktivitesinde azalma, protein fonksiyonlarinda azalma, proteaz inhibitor
aktivitesinde kayip, proteolize artmis/azalmis yatkinlik, reseptor aracili endositozda
bozulma, gen transkripsiyonunda degisiklik, immiinojenik aktivitede artis

goriilebilmektedir (42-46, 128).

Oksidatif stres sonucu ROS/RNS dogrudan kendisi proteinler lizerinde oksidatif
modifikasyona sebep olabilecegi gibi glikozilasyon ve ileri glikozilasyon son {irlinleri
(AGE) ile de modifikasyon gerceklesebilmektedir. Ayrica HNE, MDA, akrolein gibi ileri
peroksidasyon son iriinleri (ALE) ile de proteinler iizerinde modifikasyonlar
gerceklestirebilmektedir (130, 131). Bu modifikasyonlar proteinlerin yapilarini,
fonsiyonlarini ve antijenik 6zelliklerini degistirebildigi bilinmektedir (128). HNE, MDA
ve PN oksidatif stres sonucu olusan en baskin yan triinlerdir. Ayn1 zamanda oksidatif
stresin belirtecleri olarak olciilmektedir. Bu yan {irlinler protein zincirlerindeki farklh

amino asitlerle etkilesmektedir. HNE ve MDA baslica sistein, lizin ve histidin amino
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asitlerine kovalent olarak baglanmaktadir (48). Protein zincirindeki bu aminoasitler
genellikle katalizle ilgili olaylarda gorev aldiklarindan proteinlerin bu gruplar iizerinden
modifikasyonu biiyiik oranda enzimin inaktivasyonu ve ¢esitli hastaliklarin gelisimi ile
iliskilidir. Ornegin, beyinde lipid peroksidasyon iiriinii reaktif aldehitlerle Na*-K* ATPaz
ve glukoz tranportirlarinin (GLUT3) inaktivasyonu noérodejeneratif hastaliklarla
iligkilidir. Adipositlerdeki FABP’nin sistein rezidiisii (Cys117) iizerinden 4-HNE ile
modifikasyonu (epitel hiicrelerindeki izoformu gibi) proteinin yag asitlerine olan ilgisini
azaltir ve insiilin direnci iligkili obeziteye sebep olabilmektedir. Tasiyict molekiilleri
Ozellikle alblimini sistein ve histidin rezidiileri iizerinden modifiye edebilmektedir.
Eritrositlerdeki spektrin, karbonik anhidraz gibi bir¢cok molekiilde HNE’nin kovalent
modifikasyonuna maruz kalmaktadir (128, 132-134).

HNE ve MDA’dan farkli olarak PN protein zincirinde basta tirozin olmak iizere
metiyonin, sistein ve triptofan rezidiileri etkilesebilmektedir (135). Bu hedef molekiiller
CA tizerinde daha ¢ok enzimin dis etkilesime agik bolgelerinde yerlesmislerdir ve aktif
bolgeye yakin olanlar1 da bulunmaktadir (136). Enzimlerin genellikle inaktivasyonuna
sebep oldugu gosterilmistir. Nitrik oksit sentetaz, akonitaz, gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz, ornitin karboksilaz, tirozin hidroksilaz, Mn-siiperoksit dismutaz, kreatin

kinaz, ksantin oksidaz, karbonik anhidraz bunlara 6rnek olarak verilebilir (137-145).

Maggi ve ark. (146) yaptiklart c¢alismada, tavsan ve farelerin okside LDL
partikiilleri ile immiinizasyonu sonucunda MDA ve 4-HNE modifiye LDL epitoplarina
kars1 antikor gelistigi belirlenmistir. Baska bir c¢alismada Ox-LDL ve MDA-LDL
antikorlariin ateroskleroz gelisimini hizlandirdig: ifade edilmistir (147). Ayrica alkolik
karaciger hastaliginda oksidatif {irtinlerce modifiye edilmis antijenlerin immiin cevap
olusumunu uyarmaktadir (148). Scofield ve ark.(149) yapmis olduklari ¢alismada HNE-
modifiye lupus iligkili 60 kDa-Ro proteini ile tavsanlarin immiinizasyonu sonucunda
HNE’nin bu molekiile antijenik 6zellik kazandirdig: fakat anti-HNE antikorlarinin non-
spesifik olarak bu molekiillere baglandig1 gosterilmistir. Khan ve ark. (150) yapmis
olduklar1 calismada tavsanlari peroksinitrit modifiye-H2A (histon proteinlerinin) ile
immiinize ettiklerinde otantikor titrelerinin yiikseldigini ve bunun protein nitrotirozin
seviyesi ile orantil1 oldugunu belirlemislerdir. Histon proteinlerinin (H2A) peroksinitritle
muamelesinin protein iizerindeki tirozin molekiillerinin nitratlanmasina, protein karbonil

gruplarinin ditirozin ve ¢apraz baglarin olugmasina sebep oldugunu gostermislerdir. Bu
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sekilde proteinlerin nitratlanmasi molekiillerin ¢capraz baglanmalarina ve agregasyonuna

sebep olmaktadir. Dogal yapinin bu sekilde kaybedilmesi immiin cevabi tetiklemektedir.

Oksidatif stresin CA’ya karst otoantikor olusumunu tetiklendigini ifade eden
calismalar bulunmaktadir (10). Fakat CA otoantikorlarinin olusumunda oksidatif stres
sonucu olusan yan iirlinlerin etkisine yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Buradan
hareketle ilk olarak bu ¢aligmada HNE, MDA ve PN ‘in CA antijenitesine etkisinin
incelenmesi amaglandi. Calismamizda CA izoenzimleri arasinda CA otoantikorlariyla
ilgili lizerinde en fazla ¢alisma yapilmis olan CA I ve CA II izoenzimleri kullanildi. Bu
izoenzimlerin eritrositlerden izolasyonu CA inhibitdrii olan siilfanilamidin kullanildig:
afinite kromatografisi ile gerceklestirildi. Izole edilen CA I ve CA II izoenzimlerinin
safligt SDS-PAGE ile teyit edildi (Bkz. Resim 2). Elde edilen goriintiideki 30 kDa
civarindaki tek bant elde edilen maddenin molekiil agirligr yaklasik 30 kDa CA enzimi
oldugunu gostermektedir. Bu izoenzimlerin hidrataz aktiviteleri 6l¢iildiigiinde CA 1 ile
ayni konsantrasyondaki CA Il izoenziminin aktivitesinin yaklasik 9 kat daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bu veriler CA izoenzimlerinin saf ve dogru bir sekilde elde edildigini

gostermektedir.

Ikinci olarak oksidatif stres sonucu olusan ve oksidatif stresin belirteci olarak da
kullanilan HNE, MDA ve PN’nin CA antijenitesine etkisini incelemek i¢in dncelikle izole
edilen CA I ve CA 1II izoenzimleri HNE, MDA ve PN ile modifiye edildi. Bu
modifikasyonlarin gergeklesip gerceklesmedigini kontrol etmek i¢cin HNE-protein,
MDA-protein ve 3-NT gruplarina spesifik antikorlar1 kullanarak hazirlanan modifiye ve
saf CA izoenzimlerine western blot uygulandi. Elde edilen goriintiilerden (Bkz. Resim 3,
Resim 4, Resim 5) modifikasyonlarin gerceklestigi ve oksidatif sekonder iirlinlerin
konsantrasyonuna bagli olarak modifikasyonun arttig1 belirlendi. Elde edilen bu
maddelerden modifikasyonun en fazla oldugu formlarla Balb-c fareler immiinize
edildiginde biitiin formlarin antijenik 6zellige sahip oldugu ve kontrol gruplariyla
karsilastirildiklarinda antikor titreleri arasinda (p<0.001) istatistiksel olarak anlaml fark
oldugu belirlendi (Bkz.Tablo 12, Tablo 13). Bu veriler Balb-c tiirii farelerde CA I ve CA
IT izoenzimleri ile bunlarin HNE, MDA ve PN modifiye formlarinin antikor olusumuna
sebep oldugunu gostermektedir. Bu nedenle hem CA izoenzimleri hem de modifiye CA

formlar1 antijenik 0Ozellige sahiptir. Modifikasyonun antijenik 06zellige etkisi

&3



degerlendirildiginde PN modifikasyonlar1 hem CA I hem de CA II izoenzimlerinin

antijenitesini arttirirken HNE ve MDA modifikasyonlari azaltmistir.

CA 1 260 aminoasitlik bir proteindir, yapisinda 18 Lys, 11 His, 1 Cys, 8 Tyr, 11
Phe, 6 Trp ve 2 Met bulunmaktadir. CA II de 260 aminoasitlik bir proteindir yapisinda
24 Lys, 12 His, 2 Cys, 8 Tyr, 12 Phe, 7 Trp ve 2 Met bulundurmaktadir (151, 152). Yapida
hedef amino asitlerin bulunmasi ve sayisi kadar bunlarin yerlesimi de cok dnemlidir. CA
tizerinde PN i¢in hedef amino asitler olan tirozin, triptofan, metiyonin gibi aminoasit
rezidiileri sayica fazla olmasa da daha ¢ok yiizeyde yerlesmislerdir (136). Bu nedenle PN
modifikasyonu antijeniteyi arttirmigtir. Histidin sistein ve lizin daha ¢ok enzimlerde
katalitik aktiviteden sorumlu aktif bolgelerde bulunmaktadir (153). Bu amino asitlerden
CA I’de His®: 6895 97. 120. 201 qktif bolgede katalitik aktivitede gorev alirken, CA II’de
His®* 9% % 19 ye Lys!'?” aktif bolgede katalitik aktiviteden sorumludur (151, 152). Bu

nedenle HNE ve MDA modifikasyonu antijeniteden ¢ok aktiviteyi etkilemis olabilir.

Oksidatif stres ve oksidatif stres sonucu olusan iriinlerle ateroskleroz, diyabet,
yaslanma, otoimmun hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar gibi birgok olaymn
patofizyolojisi arasinda iligki oldugu bilinmektedir (128). Etiyolojileri tam bilinmemesine
ragmen oksidatif stresin SjS, RA ve AS hastaliklarinin patolojisinde de etkili oldugu
distiniilmektedir. Bu hastaliklar immiin aracilikli inflamatuar romatoid hastaliklardir
(15). Ayrica bir¢ok antijene karst gelismis antikorlar bu hastaliklarda belirlenmistir (154-
156). SjS’de organ spesifik ve organ spesifik olmayan ¢ok sayida otoantikor varlig: ile
karakterize otoimmun bir hastaliktir. Anti SSA/Ro ve anti SSB/La antikorlari, romatoid
faktor, karbonik anhidraz antikorlari, antiniikleer antikorlar gibi organ spesifik olmayan,
niikleer veya sitoplazmik antijene karsit gelismis bir dizi otoantikor SjS hastalarinin

serumlarinda belirlenmistir (5, 157).

RA, hastalarimin biiyiik bir kisminda posttranslasyonel modifikasyona ugramig
proteinlere karsi otoantikorlarimin varligi ile karakterizedir. Anti-sitruline protein
antikorlari, antiperiniikleer faktor (APF), antikeratin antikorlar1 (AKA), antifilagrin
bunlarin bazilaridir. Ayrica RA hastalarinda CA 1, II, IIT ve IV izoenzimlerine karsi
gelismis otoantikorlar belirlenmistir (6, 13, 81, 100) AS immiin araciliklt bir hastalik
olmasina karsin otoantikor olusumu zayiftir. Yine de bu hastaliga sahip kisilerde anti-

notrofil sitoplazmik antikorlart (ANCA), anti-16kosit antikorlart ve kollajen I, 11, III, IV
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ve V proteinleri gibi ekstraseliiler matriks bilesenlerine karsi gelismis antikorlar

belirlenmistir fakat hastaligin siddeti ile korelasyon gostermemektedir (11, 158-160).

Bu ¢aligsmada ikinci olarak otoantikor olusumunun yaygin oldugu SjS, orta diizeyde
oldugu RA ve zayif oldugu AS hastalarinda CA I, CA II ve modifiye CA otoantikor
diizeyleri, oksidan-antioksidan durum ve bu parametreler arasindaki iliski incelendi. AS,
RA ve SjS hastalarinda CA ve modifiye CA otoantikor titreleri ELISA y&ntemiyle
belirlendi. PN modifiye CA I ve CA II otoantikor titreleri her {i¢ hastalikta da kontrol
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiliksek bulundu. Ayrica RA
hastalarinda kontrol grubuna gore CA I ve CA II otoantikor titreleri ve modifiye CA
otoantikor titreleri istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek oldugu gozlendi (Bkz.
Tablo14, Tablo 16). RA ve SjS hastalarinda CA II’ye kars1 otoantikor varligi gosteren
calismalar bulunmaktadir ve yaptigimiz ¢alismada bu verileri desteklemektedir (6, 80).
Fakat literatiirde SjS, RA ve AS hastalarinda modifiye CA otoantikorlarinin varlig ile

ilgili bir calisma bulunmamaktadir.

Hastalarda oksidan-antioksidan durumun degerlendirilebilmesi i¢in eritrosit SOD,
CAT, GSH-Px aktiviteleri ve MDA seviyesi ile plazmada HNE, 3-NT ve MDA seviyeleri
Ol¢iildii. RA ve AS hastalarinda eritrosit MDA seviyesi istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek (p<0.001) bulundu (Bkz. Tablo 19). RA da GSH-Px, AS’de SOD
aktiviteleri anlamli derecede yiiksekken SjS de CAT aktivitesi anlamli derecede diisiiktiir
(Bkz. Tablo 18, Sekil 22). Bu parametrelerle otoantikor titreleri arasinda korelasyon

bulunmamaktadir.

Ozellikle RA gibi romatizmal hastaliklarda inflamatuar artritlerde oksidatif stresin
biiylik rolii bulunmaktadir. Bu tiir hastalarda antioksidan sistem zayiflarken oksidan
parametrelerin diizeyinde artis olmaktadir (154). AS hastalarinda oksidan antioksidan
parametrelerde belirgin degisme olmadigi yalnizca serum CAT aktivitesi ile hastalik
arasinda siki bir iligki oldugu ifade eden galigmalar yaninda oksidan molekiillerin arttigim
gosteren ¢alismalarda bulunmaktadir (155, 161). Bu ¢alismada da AS hastalarinda benzer
sekilde antioksidan enzim aktivitesinde ¢ok zayif bir degisim bulundu RA hastalarin
yapilan g¢aligmalarin ¢ogu Ozellikle SOD aktivitesin de diislis oldugunu bazilar ise
degisme bulunmadigini gostermistir (6, 154, 162, 163). Bu ¢alismada da SOD aktivitesin

de bir degisme bulunamadi.
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Bu calismada da PN diizeyinin gostergesi olarak 3-NT seviyesi ELISA metoduyla
belirlendi. 3-NT konsantrasyonu hasta gruplarmin {i¢iinde de kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (S;jS i¢in p<0.001, AS ve RA i¢in
p<0.05). Ayrica RA hastalarina 3-NT konsantrasyonu ile PN CA I ve PN CA II otoantikor
titreleri arasinda pozitif korelasyon belirlendi (sirastyla r=0.391, p=0.015; r=0.358,
p=0.024). HNE seviyesi SjS ve RA hastalarinda anlamli derecede yiiksek (p<0.001),
plazma MDA seviyesi ise AS hastalarinda anlamli derecede yiiksektir (Tablo 20, Sekil
24). Hasta gruplarinda ozellikle RA da oksidan parametrelerle otoantikor diizeyleri
arasinda korelasyon bulundu (Bkz. Tablo 21, Tablo 22). Hasta gruplar1 kontrolle
karsilagtirildiginda antioksidan seviyede belirgin bir fark bulunmazken oksidan seviye
yiiksek bulundu. Yapilan ¢aligmalarda RA’l1 hastalarin sinovyal sivilarinda hastaligin
ilerleyisine bagl olarak 3-NT diizeyi de artmaktadir ayrica benzer ¢alismalar RA gibi
inflamatuar hastaliklarda nitratlanmis proteinlerin bulundugu ifade etmektedir (128, 164,
165). Ayrica anabilim dalimizda da yapilan bir ¢alismada CA enzimine peroksinitrit
muamelesinin CA aktivitesini etkiledigi ifade edilmistir (37, 136). Bizde calismamis da
RA hastalarinin plazmalarinda 3-NT seviyesinin arttig1 ve bunlarin PN CA otoantikorlari

ile korelasyon gosterdigini belirledik..

SjS’de oksidatif stresin arttigt DNA hasarinin goriildiigl, protein oksidasyonun da
3-NT ve GSH seviyelerinde onemli degisikliklerin oldugu belirlenmistir. Lipid
peroksidasyonuna bagli membran hasarinin arttig1 ve lipid peroksidasyon iiriinlerinde de

artis oldugu ifade edilmektedir (156, 166).

Yapilan c¢alismalarda 3-nitrotirozin seviyesi peroksinitritin organizmada ve
proteinlerde meydana getirdigi hasarin belirteci olarak kullanilmistir ve kullanilmaya

devam etmektedir (167-172).

SjS, RA ve AS inflamatuar hastaliklardir. Bu hastaliklarin gelisimin de inflamatuar
sitokinlerin etkisi oldugu ifade edilmektedir (108) . Bu nedenle bu calismada hasta
gruplarinda inflamatuar sitokinlerden IL-6 ve TNF-a diizeyi belirlendi. RA’da kontrol
grubuna gore her iki sitokinde istatistiksel olarak yiiksek bulunurken (p<0.001) AS de
TNF-a, SjS de ise IL-6 (p<0.05) yiiksektir (Bkz. Tablo 23 Sekil 25). Bireylerdeki

otoantikor titreleri ile sitokinler arasinda belirgin korelasyon bulunamada.
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Sonug olarak CA nin HNE MDA PN modifikasyonlar1 CA ya kars1 olusan immiin
cevabi etkilemektedir. Bu modifikasyonlar igerisinde 6zellikle PN modifikasyonu hem
deney hayvanlarinda hem de ¢alismamizdaki hasta gruplarindaki bireylerde en yiiksek
immiin cevaba sahiptir. Bu yiikseklik molekiillerin etkilestigi aminoasitlerin
farkliligindan ve bu hedef amino asitlerin CA iizerindeki yerlesim farkindan

kaynaklanabilecegi kanaatine varilmistir.
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9. EKLER

9.1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Arastirmamin Adi : @ Oksidatif olarak modifiye edilmis Karbonik Anhidraz’a kars: otoantikor
olusumumum ve bu antikorlarm baz romatoid hastahiklarla ilislasinin incelenmes:

BILGILENDIRILAIS GONULLTU OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ 1!
Bu cahsmaya katimak tzere davet edilmis bulunmakiasiniz,Bu calismada yer almay
kabul etmeden &nce calismanin ne arnacl.a yapilmak istendijini anlamamiz ve
karanmz bu bilgilendirme sonrasi Ozgorce vermeniz gerekmektedy. Sze dzel
hazidanmis bu bigilendirmeyi lGtfen dikkathce okuyunuz, sorulannmiza agik yamitlar
iSteyiniz.

CALISAMANIN AAMACI NEDIR?

Gelismarunn amacy, 4-HNE, MDA ve peroksnitrit ile in vitro olarak modifive adilen Harbonik Achidraz
enzimins jarn aptior oloyupnimm ve bu antikorlarn  romatoid armit, arddlozzn spordilit ve sjozren tendromm
hactahilan ila dlitkdcinin belirlenmesi, oksidan.aptioksidan dizeyle aragmdald jliciolerin incelemmpsidir,

KATILALA KOSULLARI NEDIR?
Bu gzlizmayvz dzhil adilebilmeriz icin romatoid zririt, sjogren sandromu veya ankiloran spondilit tamisy alma:
olmam:z gerelir Dizbet ve ifade edilen hastahklar disinda bir otoimrmin hastahfimn olmaman serelmeldedi.

\-1511. BIR UYGULAMA YAPILACAKTIR?
Gzlama igin bir dafzya mzhmms bir 2det biyokicryz ve CEC kam zlmacaktr. Farkh olarzk herkensi bir iglem
uygulanmayacaltr.

KATILIMCT SAYISI NEDIR? .
Arastorpaada yer zlacak gdmillalerin =xyvist her bir hastabk icin ve saglikh lozilesdern en 2z 30 2r kKig olaczk
selalde toplameda 120 dir.

CALISMAYA KATILAfA ILE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Bu zrzstwmada ubti olarzk su 23amada bir varar beklenmemektedir. Fzkat ¢ahizmadan elde edilecek sozuglar
oksidan? stres somwcu olusenm bu trirlerin otoantikor oh;mmeﬁsmgoﬂuﬂekmmmﬂmehﬂn
sadlarmas olaczlmr Aym zamoanda bu dninler ve antikorlar birgok proteimin akmiviteun: deZistrmskzedir
Czlhzmamyz sopucumda hangi molekiihin daha fariz antikor gelisimine sebep oldusurum belirlermesi fls ba
yvonde vzpilacak ol=m gzlumalara ik tutaczkar. Ayncz otoantthorlar birgok hastahita t=m kovdwroou olarzk
illzmiabitmalaedir. Erken tar ve tedavi sireci igin yeni yaklasimlanm pelistiribmesime vardime: olabilacelmr,

CALIS&!.-“ A KATILMA ILE BEKLENEN OLASI RISKLER NEDIR?
bu arastrmada bir defzya mahsus kzn alma islemi uyvgulanacaktr. Bu uygulama ile ilmli gozlensbilacek
ren etkiler 2rasmda kan 2lma islemi ile ilgili mizkler aresmda bayilma, 25 veveye morarmaz sxyilzbilxr
Ender durumizrda ifne delifinin yeninde enfelsivon ya da koqik bir kan prhnia olzbilir sayalabilir.
Olza: bir soruna karn zerekl: tedbirler terefiruzdan 2lmacaktr.

ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDUGU BILINEN
ILACLAR/BESINLER NELERDIR?
{:ai.,mn siresince birlikze Jollzmpymm szincah clduzu flag e besirler

HERBEANGI BIR ZARARLANMA DURUMUNDA YOKUMLULUKSORUMLULLUK EIMDEDIR VE NE
YAPIIACAKTIR?

Argzirmaya baglh by sorar s0z komusu oldufunda, bu dwumun redmvisi zorumiu orapow: mgftedan
mpz_:mﬂ. ar..q;m g.‘-:m masrgfiar .

.mq‘bximm PW danacakr. [.}gu.cmﬂ srasmda Eelizeliiecek Rerhamsi
b7 haszra m;z (Bl sakarioma dahil | J givence altine alomaktasme, oluzabilecek hasar ste _"D"""".J"l......‘i'ﬂ'
Yapuan sigoria te taomin edileceitir (Sagivt Bakanlifi'ndm in alveman gerekii oimayon wa;m:z::r igin
sorwun degilder).

ARASTIRAMA STRESINCE CIKABILECEK SORUNLAR ICIN KIAG ARAMALIVIAL?

Terin/ Versipen: BELGE TARIHI YATINIZ

lis¢ Gen Calgmalar igin Bikglendirimis Géndlls Olar Formu

103



Arastrmanim Ads @ @ Olesidatf olarak modifive edilmos Karbontk Anhidraz"a karsy otoantibor
olusumymun e bu astikorlanm bam romaterd hastaliklarla ihsloanm imcalenmes:

Trvpulama sirasi boyueca, zanmin alarak arzshrma digyilag almak doremaeda kaldZmeda Sormaln Arassmcnn
incaden l:u;g,'ll&:ld.u:u:laku;ﬂ:, arastrma hakionda ek hilailer almak igin y2 da pabsma ile ilzili berhangt bir some,
istermeeven otid ya da difer mbstnshidammr o igie L nrla  telefondan
e e e g e b e o B it A ‘e bamrurzbilirsmiz

CATTSMA EAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?
Yamlacak ker i tetiik, fizik muzyens ve difer arashnma masraflan size veva pivences] alonda bulundufmar
reammi y2 da dzel harhir kurom veya kumlosz ddetilmeyvecekr

CALTSMAYA KATILAAM NEDENIYLE HERHANGI BIR ODEME YAPILACAK MIDIR?
Bu arzgtrmads yer almame nedeniyis size hichir ddeme yapilmayacaknr

ARASTIRMAYA EATILMAYI EABUL ETMEMEM VEYA ABRASTIEALADAN AYRITRIAND
DURUAMUNDA NE YAFMAM GEREKIRT

Bu araztrmada yer almak tamamer sizip istefimize bashdr. Araztrmada ver almenn reddadehilissimiz va da
herbamzi bir aszmada arashomadan aymdakalirsiniz, reddstmes veya vazpecme dunmmunda bils zpmrakl belomier
saramil aloma abheacakir Arestmo, oygulzman tedasi semazmum E&rekleﬁujj'ainemaﬁi. g2lzzma
programem: aksatmamiy veva tedawimin eticinlifind artreiak vh, nedenlerle imefinir dimnda ancak hilsieiz
dabilinde = ma:‘asu:mm‘.‘an-;.ﬁzmb-llﬂ Ba dunimsda da soarald belomamz zaramt altna ahnacaksr

Arpstrpremm zonoglan bilimsel amacla kollamizcekir calismadan celilmeniz va da aestno tarafindss
qikamimemer dunmeueda, sizle kel ok verler de gerekorze bilimes] aracla kuilamiabileceitir.

KATILA{AMA ILISKIN BILGILER KONUSUNDA GIZLILIK SAGLANABILECEK MIDIR?
Gize ait tim tibhi ve omlik bilglermiz girli totilacakihr ve amghrma yaviolansa bile omlie bilelemmie
verilmeyacektir, ancak arasmmanin izleviciler, yokdana yapaniar, etk neollar ve resmi makamlar persictiginds

tebbi bilzilerimize lzsabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibhi bilgilere 1lasahilirsmiz.

Caliymaya EKahlma Omayr-

Yulanda yer zlan ve amytmmaya baslammadan once gonalhye veriimes gereken bilgilen gosteren 3
sayfalik metni aloadum ve sizhi olarak dinledim Aklma zelen tim sorolan arastnciva sordom, yemb ve sdzkd
plarzk bama vepilan tim apidamalan aymoblanyla anlama: boloemeddavim Calmmava ketilmay 151:91.1.;!
istemediZime kaver varmen ifim bama yeterl: raman farand:. Bu koyallar zltinda, bare 23t tbbi tuJElla:m Eozdsn
gecirimasi, wamsfer edilmesi ve islenmesi komusnmda arsstrma virdticisine yefld verivor ve siz kemosn
arasormaya ilizkin bama yamlm kanhm davetini hichir zorlama ve bago olmakseen beivik bir gondlhiti
igerizmnds kaim: edivorom Eu formo mrzlamakls verel yasalane bare saflachi haklan kavhetmeyveceSim
baliyomon

Bu forenm imral ve taxikli bir kogryasn bana verildi,

CONTLLUNUN INMEAST
ADT & Z0VADE

TANIAL

TASI
ADRESL
TEL. & FAKS

TARTH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA EULUNANLAR ICIN VELI VEYA IMZAST
VASININ

Tarin Versien SELSE TARIHI ¥AZINIZ

lizsg Dy Calesmastar Icin Bikglberdrimiy Gomnlih Clar Formu i - o et
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Arastrmamin Adr : ¢ Ok=sidatif olarak modifive edilnus Karbomk Anhidraz’a kars: otoantikoor
olezummmim ve bu anfikorlanm bar romatedd hastaliklarla ihislosnm ineelanmes;

ADI & SOYADI
ADRFSI

TEL. & FAKS

TARIH

ARASTIRALA ERIBI DISINDAN YETEIN BIR HEKIM TALZAST
ADI &

SOYADI

TARIH

GEREETIGI DURUMLARDA TANIK TMZAST
ADI &

SOYADI

GOREVI

TARIH

Tarih/ Wissipen: BELGE TARIHI YAZITMIZ

Tisg Do Cabmmadar kgin Bikglaradrimiy Gondlid Har Formu
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10. ETiK KURUL ONAY BELGELERI
10.1. Hayvan Deneyleri Etik Kurul Onay Belgesi

T.C. KARADENiZ KARADENIZ

TEKNIK ONIVERSITESI TECHNICAL UNIVERSITY
HAYVAN DENEYLERI ANIMAL CARE AND ETHICS
YEREL ETIK KURUL COMMITTE

BASKANLIGI

KARADENIZ TEKNIK ONIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURUL BASKANLICI
HAYVAN DENEYLERI ETIK KURUL ONAY BELGESH

Calymasiom Adi @ “Oksidatif Olarak Modifiye Edilmiy Karbonik Anhidraz’a Kary:
Oroantikor Olugumunun Incelenmesi™

Calymacilar : Ary.Gor.Ayse SENTORK, Dog. Dr.Ahmet ALVER

Anabilim Daly : Tabbi Biyokimya ABD.

Etik Kurul Etik Kurul Etik Kurul
Toplant Tarihi Toplant: No Karar No
07.06.2011 201118

Karadeniz Teknik Oniversitesi Hayvan Dencyleri Yerel Etik Kurulu, Tip Fakiltesi Dekanhiy
Toplant: Salonu’nda Prof.Dr. Yavuz OZORAN'm baskanliginds “Oksidatif Olarak Modifiye
Edilmis Karbonik Anhidraz’a Karpi Otoantikor Olugumunun Incelenmesi™ baghpini tagiyan
tez qahgmasimin, Karadeniz Teknik Oniversitesi'nde yOr0tQlmesinin mimkan olduguna;
gahymacilann bu galigmayr yGriedlebilecek kalifikasyonda olduklanna; aragtirmanin dosyada
belirtilen haliyle ubbi etik agiden vygun olduguna; Hayvan Deneyleri Yerel Eiik Kurul
Oyelerinin oy birligi ile karar verilmigtir. (07.06.2011) -

4

Prof. Dr. YavugOZORAN
Hayvan Dencyleri Yegl Etik Kurul Bagkan
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10.2. Etik Kurul Onay Belgesi

T.C. KARADENiZ KARADENIZ

TEKNIK UNIVERSITESI TECHNICAL UNIVERSITY
TIP FAKULTESI YEREL FACULTY OF MEDICINE
ETIK KURUL BASKANLIGI ETHIC COUNCIL

g KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI TIP FAKOLTESI
YEREL ETIK KURUL BASKANLIGI

ETiK KURUL ONAY BELGESI

Anabilim Dali: Tibbi Biyokimya ABD.

Calymasimn  Adi: “Oksidatif Olarak Modifiye Edilmiy Karbonik Anhidraz’a Karg
Otoantikor Olusumunun ve Bu Antikorlann Baz Romatoid Hastaliklarla lliskisinin
Incelenmesi™

Calymacilar:  Ars.Goe.Ayse SENTORK, DogDrAhmet ALVER, Y Do Dr.Murat
KARKUCAK, Y.Dog.Dr.Adem TORK

Etik Kurul Etik Kurul Etik Kurul Etik Kurul
Dosya No Toplant Tarihi Toplant: No Karar No
201190 04.07.2011 201117 1

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakaltesi Yerel Etik Kurulu, Tip Fakoltesi Dekanli
Toplant: Salonu’nda ProfDr.Faruk AYDIN'In baskanhifinda “Oksidatif Olarak Modifiye
Edilmiy Karbonik Anhidraz'a Kargi Otoantikor Olusumunun ve Bu Antikorlann Baz
Romatoid Hastaliklarla ligkisinin Incelenmesi® baghiim tasyan tez calismasinn,
arstimanin dosyada belirtilen haliyle ubbi etik agidan uygun olduduna; Etk Kurul
Uyelerinin oybirligiyle karar verilmigtir. (04.07.2011)

Prof.Dr. Faruk AYDIN
Karadeniz Teknik Oniversitesi

Tip Fakaltesi Etik Kuru! Bagkans
Tibbi Mikrobiyoloji AbD
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11. OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Ayse SENTURK

Dogum Tarihi :15.07.1984

Telefon : (0462) 377 7889

Medeni Hali : Evli

Tletisim : ayseakyuz.senturk @ gmail.com

Adres : Karadeniz Teknik Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1bbi
Biyokimya ABD, Trabzon

EGITIM BILGILERI

Derece Boliim /Program Universite Mezuniyet Y1l
Lisans Kimya Ogretmenligi KTU 2006

Yiiksek Lisans  Tibbi Biyokimya KTU 2008

Doktora Tibbi Biyokimya KTU

AKADEMIK/MESLEKI DENEYIMi

Gorevi Kurumu Siire
Arastirma KTU Saglk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi 2007-2015
Gorevlisi Biyokimya ABD, Trabzona

YABANCI DIiLi: ingilizce

UZMANLIK ALANI :

Oksidatif modifikasyonlar, CA Otoantikorlari, Oksidatif Stres, Antioksidan Molekiiller
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