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KISALTMALAR 

 

 

 

CA  : Karbonik Anhidraz 

ELISA : Enzyme-linked immunesorbent assay 

WB  : Western blot 

Ia   : I region associated 

HLA   : Human Leucocyte Antigen 

Ig G  : Immün globulin G 

RA  : Romatoid Artrit  

NC  : Normal kontrol 

PBC  : AMA (-/+): primary biliary cirrhosis with seronegative or 

  seropozitive anti-mitochondrial antibody 

AIH  : Autoimmun hepatitis 

C/B-CH : Chronic hepatitis type C or B  

SDS-PAGE : Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

MHC  : Major Histocompatibility Complex 

 

 

  



 

 
 

1. G�R�� ve AMAÇ 

 

 

 
Karbonik Anhidrazlar (CA, E.C 4.2.1.1., Karbonat Hidroliyaz), 

mikroorganizmalardan yüksek yapılı hayvanlara kadar da�ılımı olan enzimlerdir 

(1). Aktif bölgelerinde Zn+2 iyonu ihtiva eden monomerik proteinler olup, temel 

olarak karbondioksitin hidrasyonunu katalizlerler (2). CA enzimleri organizmada 

CO2’in ta�ınması, asit-baz dengesinin düzenlenmesi, elektrolit sekresyonu gibi 

olaylarda rol oynar. Bugüne kadar omurgalıların farklı organ ve dokularında, farklı 

hücre içi yerle�imleri olan 14 CA izoenzimi belirlenmi�tir(3,4).  

Organizmanın kendi doku antijenlerine kar�ı immün cevap olu�turmasına 

ba�lı olarak geli�en otoimmun hastalıklarda vücudun kendi proteinlerine kar�ı 

otoantikor olu�turdu�u bilinmektedir (5) . �lk kez 1991 yılında, Inagaki ve 

arkada�ları tarafından sistemik lupus erithematos ve Sjögren sendrom’lu hastaların 

serumlarında CA II otoantikorlarının varlı�ı gösterilmi�tir (6). Bu tarihten sonra 

çe�itli otoimmün hastalıklarda CA II otoantikorları Western blot ve ELISA 

yöntemleri ile belirlenmi�tir (7,8,9,10,11,12). CA II safra kanalları, pankreatik 

kanallar, renal tubüler ve tükrük bezi kanallarının epitel hücrelerinde bol miktarda 

sentezlenir. Bu yüzden CA II’ nin çe�itli ekzokrin bezlerin epitel hücrelerinden 

salgılanan yaygın bir hedef antijen olarak, otoimmün ekzokrinopati ve otoimmün 

epitelitis olarak isimlendirilen hastalık komplekslerinin patogenezinde rol oynadı�ı 

dü�ünülmektedir (13). Ayrıca, CA II otoantikorları sistemik lupus erithematos, 

sistemik sikleros, dermatomiyosit, polimiyosit, endometrios, otoimmün hepatitli ve 

kronik viral hepatitli hastalarda da belirlenmi�tir. Bu hastalıklarda CA-II 

otoantikorlarının hastalıkların patolojisindeki rolü anla�ılamamı�tır (13, 14, 15).  

 Bu çalı�mada, bölümümüzde yapılması planlanan CA II otoantikorları ile ilgili 

ara�tırmalarda CA II otoantikor seviyelerinin belirlenmesinde kullanılmak üzere bir 
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ELISA yönteminin olu�turulması, yöntemin i�lerli�inin daha önce çalı�ıldı�ı bildirilen 

endometriyosisli hasta serumlarıyla ve Western blotting metoduyla teyit edilmesi, ve 

ardından da romatoid artritli hastaların serumlarında CA II otoantikorlarının 

belirlenmesi amaçlanmı�tır.   
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2. GENEL B�LG�LER 

 

 
 

2.1. Karbonik Anhidraz 

 

2.1.1. Da�ılımı ve Fizyolojik Önemi 

 

 Karbonik anhidraz (Karbonat Hidroliyaz E.C. 4.2.1.1) ilk ke�fedilen Zn+2 

iyonlu bir metaloenzimdir. �lk defa memelilerin eritrositlerinden 1933 yılında (16) 

safla�tırılmı�, Karbonik anhidraz karbondioksit (CO2)’ in hidrasyonu ve HCO3
-’ın 

dehidrasyonundan sorumlu olan bir enzimdir (17) . 

 

                                                           
     
 
 

Bu reaksiyon ve ürünleri ile metabolizmada, asit-baz dengesinin sa�lanması, 

CO2’nin ta�ınması, elektrolit sekresyonu, üre döngüsü ve glukoneogenez gibi 

metabolik yollar için öncül maddelerin sentezlenmesi gibi fizyolik ve metabolik 

olaylar gerçekle�tirilir (17). Karbonik anhidraz yukarıdaki reaksiyonun dı�ında 

karboksilik, sülfonik, karbonik ve fosforik esterlerin, aldehitlerin ve piruvatın 

hidrolizini de katalizler. Ancak, bunların fizyolojik önemi bugüne kadar 

gösterilememi�tir (18) 

Canlılarda, �, �, � olmak üzere üç farklı CA tipi karakterize edilmi�tir. 

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

kinetik özellikleri farklı on dört ayrı (CA I-XIV) izoenzimi tarif edilmi�tir (Tablo 

1). Bu enzimlerden birkaçı çe�itli hastalıkların tedavisiyle do�rudan ili�kilidir (16).  

 

CO2   +   H2O HCO3
-   +   H+Karbonik

Anhidraz
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Tablo 1. Karbonik anhidraz izoenzimleri, hidrataz aktiviteleri ve hücre içi                       

yerle�imleri (19) 

 
     �zoenzim 
 

Katalitik aktivite 
(hidrataz) 

Hücre �çi Yerle�imleri 

CA-I Dü�ük Sitozol 

CA-II Yüksek Sitozol 

CA-III Çok dü�ük Sitozol 

CA-IV Yüksek Plazma membranı 

CA-V 
Orta dereceli* / 

yüksek 
Mitakondri 

CA-VI Orta dereceli* Tükrük içinde 

CA-VII Yüksek Sitozol 

CARP-VIII Yok Sitozol 

CA-IX Yüksek Plazma membranı 

CARP-X Yok Sitozol 

CARP-XI Yok Sitozol 

CA -XII Dü�ük Plazma membranı 

CA-XIII Dü�ük Sitozol 

CA -XIV Yüksek Plazma membranı 

*pH 7.4’de orta dereceli, pH : 8.2’de yüksek  

 

2.1.2. Karbonik Anhidraz II (CA II) 

 

CA-II, hemen hemen her doku veya organdaki bazı hücre tiplerinin 

sitozolünde bulunan, maksimum CO2 hidrasyonu turnover sayısına sahip olan (1.106 

s-1) ve en geni� da�ılımlı yüksek aktiviteli bir izoenzimdir (20). Karbonik anhidraz 

II’nin katalizledi�i genel reaksiyon mekanizması �ekil 1’de �ematize edilmi�tir. 
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 �ekil 1. Karbonik anhidraz II’nin katalizledi�i CO2 hidrasyon reaksiyonunun 

mekanizması (17). 

 

      Bu enzimatik mekanizmada hız belirleyici basamak protonun aktif bölgeden 

uzakla�tırılması safhasıdır. Bu nedenle aktif bölgedeki proton ta�ıma kapasitesine 

sahip His 64 aktivitede önemlidir (17).  

CA II kemikte osteoklastlarda, beyinde, oligodendrositler ve beyin 

epitelyumunda, gözde lensler ve retina müller hücrelerinde, karaci�erde, böbrekte, 

salgı bezlerindeki asiner hücrelerde, pankreatik kanal hücrelerinde, gastrik parietal 

hücrelerde, uterusun endometriumunda, endotel hücrelerde, spermatozoada, 

eritrositlerde, trombositlerde bulunur (17,30). Bu hücre tiplerinde CA II’nin fiziksel 

rolü dönü�ümlüdür. Bazı hücrelerde CA II asit-baz homeostasiz için temel rol oynar. 

Üriner asidifikasyon üretimi için H+ salgılayan renal tubuler, gastrik parietal hücreler 

tarafından H+ salgısına katkıda bulunur (17). CA II pankreas sıvısı için HCO3
- katkısı 

yapan pankreatik kanal hücrelerine HCO3
- temin eder. Dönü�ümsüz körlü�e sebep 

olan glaucoma’da CA II enziminin önemli rolü vardır. Glaucoma anormal derecede 
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yüksek göz içi basıncıyla ortaya çıkmaktadır (21). Dünyada on milyonu a�kın ki�inin 

yüksek göz içi basıncına sahip oldu�u tahmin edilmektedir. Aköz humor göz içi 

basıncının sa�lanmasında büyük rol oynamaktadır (21). Aköz humorun 

salgılanmasında da CA II enziminin uyarıcı etkisi vardır. CA II aynı zamanda 

böbrekte, eritrositlerde ve karaci�erde proksimal tubüllerde CO2 de�i�imine katkıda 

bulunur (22). Memeli karbonik anhidraz II (CA II) izoenziminin doku da�ılımı ve bu 

dokulardaki i�levi Tablo 2’de gösterilmi�tir (19). 

        

Tablo 2. Memeli karbonik anhidraz II (CA II) izoenziminin doku da�ılımı ve bu 

dokulardaki i�levi (19) 

Doku da�ılımı ��levsel rolleri 

� Yemek borusu (özefagus) ve 

larinks epiteli 

 

� Kemik osteoklast hücreleri  

� Göz  

� Testis 

� Böbrek 

� Beyin 

� Akci�er 

� Eritrositler 

� Gastrointestinal epiteli  

� Mideden yemek borusu ve daha yukarı 

bölgelere mide içeri�inin geri akımını 

engeller 

� Kemik resorpsiyonu 

� Aköz hümörün üretimi 

� Sperm hareketlili�i 

� �drar asidifikasyonu 

� BOS salgısı 

� Gaz de�i�imi 

� Gaz de�i�imi 

� H+ salgısı, HCO3
- salgısı 

 
 

2.2. Otoimmünite ve Otoimmün Hastalıklar 

 

2.2.1. Otoimmünite 

 
      �mmün sistemin ba�lıca görevi bünyenin kendisine yabancı antijenleri tanıma ve 

onlara kar�ı immün cevap olu�turmaktır. B ve T tipi lenfositler ile makrofajlar immün 

cevap olu�umundan ve denetiminden sorumludur (5). Canlılar normalde kendi doku 
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antijenlerine kar�ı immün cevap vermemektedir. Ancak, bazı patolojik durumlara 

ba�lı olarak hücre reseptörlerinin bozulması ile veya immün cevap ürünlerinden 

bazılarının de�i�ik aktivite göstermesi ile, organizmada de�i�en doku antijenlerine 

kar�ı immün cevap olu�maktadır. Organizmanın kendi doku antijenlerine kar�ı immün 

cevap olu�turmasına otoimmünite, otoimmünizasyonun rol oynadı�ı hastalıklara da 

otoimmün hastalıklar denilmektedir. Olu� mekanizması kesin olarak bilinmeyen bu tür 

hastalıkların tanısında organizmanın kendi dokularına kar�ı olu�an hücresel tip immün 

cevap ve oto-antikorların belirlenmesinden yararlanılmaktadır.  

 

2.2.2. Otoimmün Hastalıklarda �mmünopatolojik Mekanizmalar 

 

1- �mmün sistem araçlarıyla do�rudan temas halinde olmayan hücre içi 

maddeler organizma tarafından “kendisine ait” olarak tanınmamı� olabilir. Bunlar 

dola�ıma karı�tıkları taktirde bir immün cevaba yol açabilirler. Sempatik oftalmide 

etkili olan bu mekanizmadır; normal olarak gözün içerisinde bulunan ve dola�ıma 

karı�mayan bir antijenin dola�ıma katılması ba�ı�ıklık cevabına neden olmaktadır. 

2- Organizmanın “kendisine ait” olarak tanıdı�ı antijenler; kimyasal, fiziksel 

veya biyolojik de�i�ikliklere u�rayarak bu özelliklerini kaybedebilirler. Örne�in temas 

dermatitinde oldu�u gibi bazı kimyasal maddeler, vücut proteinleriyle birle�erek onları 

immün cevabı meydana getirebilecek hale sokabilmektedir.  

3- Yabancı bir antijen, organizmanın “kendine ait” antijenleriyle çapraz-

reaksiyon meydana getirerek bir ba�ı�ıklık cevabının olu�masına neden olabilir. 

Streptokoklardaki M proteiniyle insan kalp kası arasındaki çapraz reaksiyon buna 

örnek olarak gösterilebilir. 

4- Otoimmünite olu�umunda hücresel immün cevabın önemi de büyüktür. T ve 

B lenfositler normalde organizmanın kendi doku antijenleri ile uyarılmamaktadır. Bu 

olay geli�me sürecinde otoantijenlerle temas sonucu anerji (cevapsızlık) olu�masıyla 

ve yeti�kin dönemde ise otoantijene özgül supresör T hücresi olu�masıyla 

açıklanmaktadır. Geli�im sırasında bir mutasyonla supresör T lenfositlerin 

fonksiyonlarının azalması sonucu, Th lenfositlerin B lenfositleri sürekli aktive etmesi 
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ile oto-antikorlar sentezlenmektedir. Lepra, sifiliz, tüberküloz gibi kronik bakteri 

infeksiyonlarında adjuvant gibi kuvvetli ve devamlı uyarım yapan antijenler, B 

lenfositleri normal dı�ı uyararak otoantikorların sentezine neden olmaktadır. 

 

2.2.3. Otoimmün Hastalıkların Olu�umunda Etkin Olan Faktörler 

 

Genetik Faktörler 

      Otoimmün hastalıkların patogenezinde genetik, immünolojik ve viral faktörler 

rol oynamaktadır. Ia (I region associated) antijenleri makrofaj ve lenfositlerde bulunan 

ve MHC genleri tarafından kontrol edilen bir antijendir. Otoimünitenin patogenezinde 

HLA antijenlerini yöneten gen lokuslarının rolü oldu�u belirlenmi�tir. 

 

�mmünolojik Faktörler  

      Otoantijenler baskılandı�ı veya fonksiyonları bozuldu�u zaman otoimmün hastalık 

olu�mamaktadır. Yapısal olarak anomali kazanan otoantijenler veya ilaç gibi yabancı 

bir madde ile birle�erek carpraz reaksiyon verebilen otoantijenler, hücre membranında 

molekül yapısı de�i�en otoantijenler, Epstein - Barr virusu, bakteri lipopolisakkaridleri 

gibi poliklonal aktivatörlerin T veya B lenfositleri dogrudan uyarımıyla otoimmün 

hastalık olu�maktadır.       

       

Hümoral �mmün Cevap 

      Eritrositlere kar�ı olu�an antikorların, eritrositlerle birle�mesi ve komplemanın da 

aktivasyonu sonucu, sitolitik etki ile doku hasarı olmaktadır ve bu tür hastalıklara 

otoimmün hemolitik anemi denilmektedir. Eritrositlere kar�ı olu�an antikorlar 

eritrositlerle birle�ti�inde, bu eritrositlerin dalak ve karaci�er fagositer hücreleri 

tarafından tutulma ve tahrip edilmeleri hızla artmaktadır. Eritroblastozis fetalisde de 

mekanizma aynıdır. Tiroid hücre membran antijenlerine (tirotropin)kar�ı olu�an 

plasentadan geçebilen LATS antikorlarının Fab kısımları, tiroid hücrelerini sürekli 

uyararak neonatal hipertiroidizme neden olmaktadır. Spermleri aglutine eden 
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antikorlar, spermlerin servikal mukus içine girmesini engelleyerek steriliteye yol 

açmaktadır. 

       

�mmün Kompleksler 

      Doku antijenlerine kar�ı olu�an antikorlar ile anti-nükleer antikorların kanda 

dola�an antijen-antikor kompleksi olu�turarak bunların böbrek glomerül 

kapillerlerinde birikmeleriyle glomerülonefrit; damar endotellerinde birikmeleri 

sonucu da vaskülitler meydana gelir. Sistemik lupus eritematozda DNA - antijen-

antikor, romatoid artritte romatoid faktör lgG kompleksleri hastalı�ın olu�umundan 

sorumlu tutulmaktadır. Viral infeksiyonlarda immün kompleks olu�umuna daha sık 

rastlanılmaktadır. 

 

 Hücresel �mmün Cevap 

      Hücresel otoimmün cevapta; lenfokinler, hücre içi paraziti olabilen bakteri ve virüs 

enfeksiyonlarından sonra geli�en geç tip a�ırı duyarlılık reaksiyonları ve lenfosit-hedef 

hücre ili�kileri rol oynamaktadır. Freund adjuvantı karı�tırılarak verilen beyin dokusu 

ile deney hayvanında ansefalomiyelit olu�turulmakta ve bu hasta hayvanın lenfositleri 

normal hayvanlara nakledildi�inde aynı lezyonlar geli�tirilebilmektedir. Lezyonların 

olu�umunda hücresel cevabın ve NK hücrelerinin rolü oldu�u sanılmaktadır. Kuduz 

a�ısından sonra görülebilen ansafalit olgularında da aynı mekanizma dü�ünülmektedir. 

   

Viral Faktörler 

      Bazı virüslerle duyarlı hayvan ve insanlarda kalıcı kronik tipte viral 

infeksiyonlar geli�mektedir. Yava� virüslerin otoimmün hastalıklarla ve immün 

komplekslerin olu�umuyla ili�kisi kesin bilinmektedir. Fare lenfositik koriyomenenjit 

virüsü, kalıcı kronik viral infeksiyon ve immün komplekslerin olu�umuna neden 

olmaktadır. Aynı mekanizma ile hepatit B virusu poliartrit nodoza, Epstein-Bar virusu 

infeksiyoz mononükleoz ve Burkitt lenfoması olu�turmaktadır. �nfeksiyoz 

mononükleozlu hastaların B lenfositlerinin yüzeyinde bulunan Epstein-Bar virusunun 
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viral antijen reseptörlerine (CD21) kar�ı duyarlıla�mı� atipik T lenfositleri 

bulunmaktadır. 

      Kuru ve Creutzfeldt-Jacop hastalı�ında immün kompleksler olu�maktadır. 

Antijen-antikor kompleksleri glomerul membranında ve kan damar duvarlarında 

birikmektedir. 

 

2.2.4. Otoimmün Hastalıklar 

 

Otoimmün hastalıkları klinik yönden hastalı�ın bulundu�u organlar 

bakımından 2 gruba ayırabiliriz. Bunlardan bazılarında hastalık bir organda 

görülmektedir. Tiroid hastalıkları (Hashimoto Hst, graves hst), pernisiyöz anemi, 

adison, juvenil diabet gibi... Bu otoimmün hastalıklara organa özgül otoimmün 

hastalıklar denir. Birden fazla organ tutulumu varsa organa özgül olmayan veya 

sistemik otoimmün hastalıklar denir. Bunlara örnek, romatoid artrit, skleroderma, 

SLE.  

       

Romatoid Artrit 

      Periferik eklemlerde nonspesifik ve genellikle simetrik inflamasyon �eklinde 

kendini gösteren; eklemde ve eklem çevresindeki olu�umlarda ilerleyici harabiyetle 

sonuçlanma olasılı�ı yüksek olan, kronik inflamatuar bir hastalıktır. Toplumda 

prevalansı %1-3 ve kadın/erkek oranı 3/1dir. Kadınlarda 3 kat fazla görülmesi ve 

sıklıkla menar�tan sonra menapozdan önce görülmesi, hamilelik esnasında artması 

bize hormonal faktörlerin önemli oldu�unu göstermektedir. Bunun yanında genetik 

faktörler de önemlidir. HLA-DR4 geni ta�ıyanların %70inde RA bulunmu�tur. 

�nfeksiyöz ajanlar da etiyolojide rol oynamaktadır. Buna ra�men RA lilerin sinovyal 

sıvısında herhangi bir infeksiyöz ajan partikülü tesbit edilememi�tir. Fakat Proteus 

vulgarisin yüzey antijeni ile HLA-DR4 arasında çarpraz reaksiyon geli�ti�i 

bilinmektedir. 

Hastaların eklem sıvısındaki B lenfositleri tarafından salgılanan anormal Ig G 

ve bunlara kar�ı olu�an romatoid faktörler, ki bunlar Ig G ye kar�ı olu�mu� Ig M dir, 
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birle�erek immün kompleksler olu�turmaktadır. Bu immün kompleksler klasik ve 

alternatif yoldan komplemanı aktive ederek inflamasyonu ba�latmaktadır. Eklem 

sıvısında olu�an immün kompleksler bir miktar kanda da olu�tu�u için vaskülitlere ve 

SLE benzeri semptomlara neden olmaktadır. SLE den farklı olarak immün 

kompleksler çok nadiren nefrite yol açar (26).     

       

Endometriyozis 

 Normalde uterus (rahim) iç yüzeyini örten dokunun, uterus iç yüzeyi dı�ında 

bulunmasına endometriyozis (endometriosis) adı verilir. Adet görmeyen bayanlarda 

görülmez (ilk adetten önce ve menopozdan sonra görülmez). Çocuk do�urmamı� ve 

gebe kalmamı� kadınlarda daha sık gözlenir. Üreme ça�ındaki kadınların %10-20 

sinde görülmektedir, en sık olarak 25-35 ya� arasında tanı konur. Kısırlık problemi 

olan kadınların %30-50’sinde endometriyozis saptanmaktadır. Ailesinde 

endometriyozis olan kadınlarda endometriyozis geli�me riski 6 kat daha fazladır. 

Nedeni tam olarak ispatlanamamı�tır. Otoimmün mekanizmaların bu hastalıkta rol 

oynayabilece�i öne sürülmü� ve bazı otoantijenlere kar�ı geli�mi� antikorların varlı�ı 

gösterilmi�. Ayrıca, sitotoksik T hücrelerinin aktivitesinde azalma, do�al öldürücü 

hücrelerin aktivitesinde de�i�me, endometriyal antijenlere kar�ı proliferatif cevaplar 

ve poliklonal B hücre aktivasyonun ortaya çıkması endometriyoziste geni� 

immünolojik de�i�ikliklerin varlı�ını göstermi�tir (28, 37). 

  

2.3. CA II ve Otoimmun Hastalıklar 

 

Sjöngren sendromu, idiopatic kronik pankreatit, primer safra sirozu (PBC), 

primer sklerosik, renal tübüler asidoz’u içeren kuru gland sendromu veya otoimmün 

ekzokrinopati adı verilen hastalık grubunda farklı organların duktal epitel 

hücrelerinde exprese edilen yaygın bir antijene kar�ı otoimmün bir cevabın 

varolabilece�i ileri sürülmü�tür (31,32). Bu organlardan elde edilen ekstraktların 

çe�itli hayvan türlerine farklı adjuvantlarla immünizasyonuyla bazı immun 
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hastalıklar olu�turulmu�tur. Ancak bu extraktlardaki uyarıcı antijenin yapısı 

tanımlanamamı�tır (33,34).  

�lk kez 1991 yılında Inagaki ve arkada�ları tarafından sistemik lupus 

erithematos ve Sjögren sendrom(SS)’lu hastaların serumlarında CA II 

otoantikorlarının varlı�ı gösterilmi�tir(6). Nishimori ve arkada�ları SS ‘lu hastalarda 

pankreas, tükrük bezi, böbrek ve özefagus gibi ekzokrin organların ekstraklarında, 

CA II’ye ba�lanan monoklonal bir Ab’un varlı�ını göstermi�lerdir (35). Yine aynı 

ara�tırmacılar 1994 yılında yaptıkları bir çalı�mada insan CA-II’yi PL/J ırkı farelere 

immünize ederek otoimmün sialoadenitis olu�turmayı ba�armı�lardır (24). Daha 

sonraki yıllarda Ueno ve arkada�ları CA II immünizasyonuyla immün aracılıklı 

kolangitis olu�turmu�lardır (25). 

Bu çalı�maları takiben, polimiyosit, sistemik sikleroz, endometriyozis, 

otoimmun kolonjitis (AIC), kronik viral hepatit, diabet gibi çe�itli hastalıklarda CA 

otoantikorları belirlenmi� ve hastaların serumlarından safla�tırılmı�tır (5, 6, 7, 8, 9, 

10, 37). Bazı hastalıklar için bu antikorların güvenilebilir bir te�his göstergesi 

olabilece�i ileri sürülmü�tür (23). Özelikle AIC ile antimitokondrial antijeni negatif 

PBC hastaların ayrımında kullanılabilece�i ifade edilmi�tir (29).   

CA II otoantikorlarının yukarıda bahsedilen hastalıkların patolojisindeki rolü 

anla�ılamamı�tır. Bazı ara�tırmacılara göre, hastalı�ın patolojik seyrine ba�lı olarak 

olu�an doku harabiyetinin bir sonucu olarak CA II’ye kar�ı bir antikor 

olu�turulmaktadır. Faklı olarak bazı ara�tırmacılar ise, olu�an antikorların CA II’ye 

kar�ı olu�madı�ını, ancak, moleküler taklit (molecular mimicry)’den dolayı farklı 

bir antijene kar�ı üretilmi� antikorun CA II ile çapraz reaksiyon verdi�ini ve bu 

antijenin membrana ba�lı di�er CA izoenzimleri (CA IV, IX, XII) olabilece�ini ileri 

sürmü�lerdir. 

 

 

 

 

 



 13 

Tablo 3. Karaci�er hastalarının serum CA II otoantikorunun prevalansı (12, 13, 14, 

38, 39, 40, 41) 

Pozitif / n (%) Yıl Yazar 

(referans) 

Metot Serum 

dilüsyonu NC PBC: 

AMA(-) 

PBC: 

AMA(+) 

AIH C-CH B-CH 

1995 Gordon WB X40 - 5/6 

(83) 

1/12 (8) 1/12(8) - - 

1997 Muratori WB X100 5/20(25) 1/2 

(50) 

5/20 (25) 3/7(43) - - 

1998 Invernizzi WB 

WB 

X100 

X40 

0/73 (0) 

5/73 (7) 

2/26 

(8) 

7/26 

(27) 

15/189 

(8) 

52/189 

(28) 

0/13(0) - 

- 

- 

- 

1999 Akisawa ELISA X100 1/24 (4) 7/23 

(30) 

14/40 

(35) 

2/13(15) - - 

2000 Comay WB X200 - 8/16 

(50) 

9/21 (43) 3/10(30) - - 

2001 Ueno WB X100 - 2/5 

(40) 

7/45 (16) 10/21(48) - - 

2004 Hosoda ELISA X200 1/26 (4) 4/14 

(29) 

5/15 (33) - 12/44(27) 3/7(43) 

2004 Nishimori ELISA 

ELISA 

X100 

X25 

1/30 (3) 

2/24 (8) 

- 

- 

- 

- 

8/16 

- 

5/20(25) 

6/20(30) 

2/10(20) 

- 

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

 

 

 
3.1. Kullanılan Cihazlar, Alet ve Malzemeler 

 

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

üreticileri ile Tablo 4’te listelenmi�tir. 

 

Tablo 4. Tez çalı�masında kullanılan cihazların ve laboratuar malzemelerinin 

özellikleri 

Kullanılan Cihaz, Alet ve Malzemeler Marka / Model 

Dondurucu  Vestel, Arçelik, Bosch 

Saf su cihazı Aquatron 4AD 

ELISA yıkayıcısı Dia�nostics Pasteur LP 35 

ELISA okuyucusu Spektraflour plus, TECAN 

ELISA pleyti Coostar, yüksek ba�lama kapasiteli  

Etüv  Gallenkamp  

Çalkalayıcı Nüve, SL 350 

Hassas analitik terazi Oertling NA 164 

Manyetik karı�tırıcı Ikamag RH 

Otomatik pipet, 0.5-10 µL Biohit, Proline 

Otomatik pipet, 10-100 µL Socorex 

Otomatik pipet, 50-200 µL Biohit, Proline 

Otomatik pipet, 100-1000 µL Transferpette 

Otomatik pipet, 1-5 mL Exelpette 

pH-metre Hanna Instruments, HI 9321 

Santrifüj Heraeus, Labofuge 200 

So�utucu Philco FRT 152 D 

Spektrofotometre Shimadzu, UV – 1601 

Vorteks karı�tırıcı Nüve, NM 110 

Nitroselüloz membran (0.45µm çaplı) Sigma, Lot:67H1494 
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3.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Çözeltiler  

 

 Tablo 5’te bu tez çalı�masında kullanılan kimyasal maddeler, üretici 

firmalar, ürün kodları ve bazılarının saflık düzeyleri verilmi�tir.  

     

Tablo 5. Bu çalı�mada kullanılan kimyasal maddelerin satın alındıkları firmalar ve 

özellikleri 

Kullanılan Kimyasal Maddeler  Satın Alındı�ı Firma, Kodu ve Saflı�ı 

Disodyummonohidrojenfosfat 

(Na2HPO4 .7H2O) 
Merck, A547474 

Etanol (C2H5OH) Merck, absolute, d=0.790-0.793 (100986) 

Hidrojen peroksit (H2O2) Merck, % 30, d=1.11 (1.08597) 

Hidroklorik asit (HCl) Carlo Erba, % 37, d=1.186 (7647-01-0) 

Sı�ır serum albumini (BSA) Sigma (P6529) 

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) Merck, > % 99.5 (6329) 

Sodyum karbonat (Na2CO3) Sigma, lot 2029A 

Na-K-Tartarat Merk, Lot: A100285 

CuSO4.5H20 Merk, A 894987 

Tween-20 Sigma, %10, P8942 

Folin ve Cıocolteu phenol reaktifi Sigma, F-9252 

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) Merk, 646 A-153371 

Horseradish peroksidaz takılı tav�an anti-
human Ig G antikoru  

Sigma, A-8792, Lot 103K4848 

Sitrik asit (C6H8O7.H2O) Sigma, C-1909, Lot 47H0808 

Ortho-phenylene-diamin tabletleri Sigma, P-1063, Lot 092K8205 

Sülfürik asit (H2SO4) Carlo-Erba ,%96, (d=1.84 g/ml) no: 306657  

Sodyum dihidrojen fosfat  (NaH2PO4.2H2O.) Merck, (6345) 

Sodyum hidroksit (NaOH) Merck, > % 99 (6462) 

Sodyum klorür (NaCl) Merck, % 99.5-100.5 (1.06400.1000) 

Potasyum klorür (KCl) Merk, %99-100.5 (711 TA299855)  

Gliserol Sigma, %99 , Lot: 54H00723 

Sodyum dodesil sulfat (SDS) Merk, %99, Lot: 9263888 

N,N,N,N Tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma, T 9281 

Glisin Sigma, %99, Lot: 52H03131 

Etilen diaminetetraasetik asit (EDTA) Carlo Erba, Lot: 303227 

Asetik asit Merk, Lot: K27574156 

4-kloro-1-naftol çozeltisi Sigma, C 8302 

Metanol J.T.Barker, Lot: 0126010002  

Ammonyum sulfat Merk, Art. 1226 

Amido black Sigma 

β-Merkaptoetanol Sigma, M 7522 

Brom fenol mavisi Sigma, Lot: 32H3626 
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 Çalı�mamızda kullanılan insan CA II izoenzimi Atatürk Üniversitesi, Fen-

Edebiyat Fakültesi, Kimya Bölümünden temin edilmi�tir. Kullanılan çözeltiler ve 

bazılarının hazırlanı�larıyla yararlanıldı�ı yerler liste halinde Tablo 6’da 

gösterilmi�tir    

  

Tablo 6. Kullanılan çözeltiler ve hazırlanı�ları 

Çözelti Kullanıldı�ı Yer ve Hazırlanı�ı 

1 M NaOH 
10 g NaOH saf suda çözülerek 250 mL’ye tamamlandı. 

Tampon çözeltilerin pH’larının ayarlanmasında kullanıldı. 

1 M HCl  Tampon çözeltilerin pH’larının ayarlanmasında kullanıldı 

Kaplama Tamponu 

(PH:9.6) 

A çözeltisi: 0,2 M Na2CO3 (2,12 g / 100ml), B çözeltisi: 0,2 

M NaHCO3 (1,68 g/ 100ml)8mL A çözeltisi ve 17mL B 

çözeltisi distile su ile 100mL’ye tamamlandı. pH: 9,6’ya 

ayarlandı ve oda sıcaklı�ında muhafaza edildi. 

Birinci Yıkama 

Tamponu (PBS 

çözeltisi) 

0,14 M (0,8 g ) NaCl, 2,7 mM (0,02 g ) KCl, 1,5 mM (0,02 g) 

KH2PO4 ve 8,1 mM (0,2169 g) Na2HPO4 .7H2O tartılıp bir 

miktar distile suda pH: 7,4’e NaOH ile ayarlandı. Hacmi 

distile su ile 100 mL’ye tamamlandı. 

�kinci Yıkma 

Tamponu (Tween-

20 – PBS çözeltisi) 

0,14 M (0,8 g ) NaCl, 2,7 mM (0,02 g ) KCl, 1,5 mM (0,02 g) 

KH2PO4 ve 8,1mM (0,2169 g) Na2HPO4 .7H2O tartılıp bir 

miktar distile suda pH: 7,4’e NaOH ile ayarlandı. 50µL 

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

Bloklama Tamponu 
%3 bovin serum albumin ihtiva eden birinci yıkama tamponu 

PBS çözeltisi. 3g BSA 100mL PBS’de çözülerek hazırlandı.  

2M Sülfürik asit 

çözeltisi 

Reaksiyonu durdurmak için kullanıldı. 

 Sitrat-fosfat 

tamponu (pH: 4.8) 

0,1 M (2,101 g) Sitrik asit (C6H8O7.H2O), 0,2 M (3,12g) 

Sodyum hidrojen fosfat (NaH2PO4.2H2O.) alınır. Distile su ile 

100 mL’ye tamamlanır. pH 4,8’e ayarlanır. Substrat çözeltisi 

hazırlamak için kullanıldı. 
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Tablo 6’nın devamı 
 

Substrat çözeltisi 

10 mg orto-phenlylene-diamine pH: 4,8 olan sitrat-fosfat 

tamponunun 25 ml’sinde çözülür. Kullanılmadan hemen önce 

çözeltiye 10µL, %30’luk hidrojen peroksit ilave edilir.  

Antikor (konjugat) 

çözeltisi 

5 µL Horseradish peroksidaz takılı tav�an anti-human IgG 

antikoru alınır ve bloklama tamponu ile 10 mL’ye 

tamamlanır. 

% 2 Na-K-Tartarat  Lowry protein tayininde kullanıldı.  

% 2 CuSO4.5H20  Lowry protein tayininde kullanıldı 

Seyreltme tamponu 
%1 bovin serum albumin ihtiva eden birinci yıkama tamponu 

PBS çözeltisi. 3g BSA 100mL PBS’de çözülerek hazırlandı. 

1M Tris-HCl,pH 8,8 Ayırma jeli tamponu 

1M Tris-HCl,pH 6,8 Yı�ma jeli tamponu 

Stok jel çözeltisi 
% 30 akrilamid + % 0,8 metilenbisakrilamid deiyonize suda 

çözülerek hazırlandı. Buzdolabı ko�ullarında saklandı. 

% 10 SDS 
Yürütme, numune tamponu ve ayırma ve yı�ma jeli 

hazırlanırken kullanıldı 

% 12'lik ayıma jeli 

15 mL 1M Tris-HCl pH = 8,8, 13,2 mL (%30 akrilamid + %0.8 

metilenbisakrilamid), 0,4 mL %10 SDS, 0,mL %5 TEMED ve 

9,4 mL saf su karı�tırıldı, son olarak üzerine taze hazırlanmı� 

0.8 mL %10’luk APS ilave edildi. 

% 5'lik Yı�ma jeli 

1,24 mL Tris-HCl pH = 6.8; 1,0 mL (%30 akrilamid + %0.8 

metilenbisakrilamid), 0,1 mL %10 SDS; 0,1 mL %5 TEMED 

ve 7,36 mL saf su karı�tırıldı, son olarak üzerine taze 

hazırlanmı� 0,2 mL %1,5 APS ilave edildi. 

Numune tamponu 

0,65 g Tris-HCl pH: 6,8; 3 mL % 10 SDS, 1 mL % 100’lük 

gliserin ve 1 mL % 0.1’lik brom fenol mavisi karı�tırılıp saf 

su ile 10 mL’ye tamamlanır. Kullanılmadan hemen önce 950 

µL numune tamponuna 50 µL β-merkaptoetanol ilave edilir. 
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Tablo 6’nın devamı 
 

Yürütme tamponu 

1,5 g tris ve 7,2 g glisin 50 mL saf su içinde çözünür. Daha 

sonra 5 mL % 10 SDS ilave edilir ve toplam hacim saf su ile 

500 mL’ye tamamlanır.  

Bloklama çözeltisi 
% 5 ya�sız süt tozu, 1 L PBS, % 0.25 tween-20 karı�tırılarak 

hazırlanır. 

%10’luk APS Jel polimerizasyonunda katalizör olarak kullanıldı 

Western Blot 

Tamponu 

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

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

Renklendirme 

çözeltisi (Amido 

black) 

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

sekilde saf su ile 100 mL’ye tamamlanır.  

Boya çıkarma 

çözeltisi 

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

hazırlanır. 

Hazırlanan tüm çözeltiler kullanılana kadar +4 °C’de saklandı. 

 

 3.3. Protein Tayini 

 

Deneylerde kullanılacak CA II’nin konsatrasyonunu belirlemek amacıyla 

Lowry yöntemiyle protein tayini yapıldı. Bu yöntemde protein, önce, alkali bakır 

çözeltisiyle reaksiyona sokuldu. Alkali ortamdaki Cu+2, proteinin peptit ba�larıyla 

kompleks olu�turarak Cu+1’e indirgendi. Daha sonra, Folin ve Ciocolteu’nun fenol 

reaktifi ilave edildi. Fosfotungstik ve fosfomolibdik asitlerin indirgenmesiyle 

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

Kullanılan Çözeltiler: 

Reaktif I : % 2 CuSO4.5H2O 

Reaktif II : % 2 Na-K – Tartarat  

Reaktif A : 0.1 M NaOH içerisinde % 2 Na2CO3  

RI  : RII  : RA  = 1  : 1 : 100 = RB 

Folin reaktifi 1: 1 oranında seyreltilerek çalı�malar sırasında taze hazırlandı.  
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 Albumin standartları: 10 mg albumin 50ml deiyonize suda çözülerek 

0.2mg/ml albumin standardı hazırlandı. Bu çözeltiden 0,02; 0,05; 0,1 ve 0,15 mg/mL ‘ 

lik örnekler hazırlandı. Bu veriler do�rultusunda protein tayini standart grafi�i 

çizildi(�ekil 4).  

      

        Tablo 6. Protein tayini standart numunelerinin miktarı ve eklenme sırası 

 Kör Standart Numune 

Distile su 400 µL - - 

Standart - 400 µL - 

Numune - - 400 µL 

RB 400 µL 400 µL 400 µL 

 Karı�tırılarak 10 dakika oda sıcaklı�ında bekletildi 

Folin reaktifi 200 µL 200 µL 200 µL 

 

Folin reaktifi eklenen numuneler hemen vorteksle karı�tırıldı ve 30 dakika 

oda sıcaklı�ında bekletildi. 660 nm’de absorbanslar okundu.  

 

std.grafi�i
y = 1,4236x

R
2
 = 0,9239

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

konsantrasyon(mg/ml)
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            �ekil 2. Protein tayini standart grafi�i 
 
 

 Çizilen standart grafi�inden yararlanarak ölçülen absorbans de�erine göre 

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

 

Çalı�mamızda kullanılan serumlar KTÜ Tıp Fakültesi kadın ve do�um 

hastalıkları poliklini�ine ba�vuran ve endometriozis tanısı konulan hastalardan 

(n=8, ya� =30±5), fizik tedavi ve rehabilitasyon poliklini�ine ba�vuran ve romatoid 

artritis tanısı konulan hastalardan (n=20, 15 bayan / 5 erkek, ya� = 43±10 ) ve 

kontrol grubu da gönüllü hastane çalı�anlarından (n=22, 9 bayan / 13 erkek, ya� = 

33±8) alınan kanlardan elde edildi. Alınan kanlar pıhtıla�maları için 10 dakika oda 

sıcaklı�ında bekletildi ve 3000 rpm de 10 dakika santrifüj edildi. Elde edilen 

serumlar çalı�ma gerçekle�tirilene kadar -20 
o
C de saklandı. Hemolizli kanlarda CA 

II seruma bol miktarda geçece�inden dolayı numune toplanmasında bu hususa azami 

dikkat gösterilmi�tir. 

 

3.5. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 

  

Çalı�ma gruplarındaki bireylerin CA II otoantikor seviyelerini belirlemek 

için Hosoda ve arka�ları tarafından geli�tirilen ELISA yöntemi küçük de�i�iklikler 

yapılarak kullanıldı (38). Her bir numune için ölçümler iki kez tekrarlandı. 

       

Deneyin Yapılı�ı                

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

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

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

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

de�erlendirilirken kaplı olan kuyucukların absorbans de�erlerinden kaplanmamı� olan 

kuyucukların absorbans de�erleri çıkartılır).  

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

aralarda pleytler çalkalayıcıda çalkalandı) 3 kez yıkandı. Yıkama i�lemi �u �ekilde 

yapıldı: Önce ELISA yıkayıcısında pleyt bir kez yıkandı ve ardından sekizli pipetle 
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200 µL yıkama tamponu kuyucuklara pipetlendi ve çalkalayıcıda 5 dakika çalkalandı 

ve ardından ELISA yıkayıcısında yıkandı. Bu i�lem 3 kez tekrarlandı.  

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

edildi ve oda sıcaklı�ında 2 saat çalkalyıcıda inkübasyona bırakıldı. 

 4. Bloklamanın ardından Pleyt tween-20 içeren PBS tamponu (ikinci yıkama 

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

 5. Sonra hasta (20 romatoit artritli ve 8 endometriyozisli birey) ve kontrol (22 

sa�lıklı birey) serumları %1 BSA ihtiva eden seyreltme tamponunda 1/200 oranında 

seyreltildi ve her bir seyreltilmi� serum örne�i 2 kuyucuk CA II kaplanmamı� ve 2 

kuyucuk CA II kaplanmı� olmak üzere toplam 4 kuyucu�a ayrı ayrı 100 µL pipetlendi 

ve 2 saat oda sıcaklı�ında çalkalayıcıda bekletildi. 

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

basamakta izah edildi�i gibi 3 kez yıkandı. 

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

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

horseradish peroksidase) ilave edildi ve oda sıcaklı�ında 1 saat çalkalayıcıda 

bekletildi.  

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

basamakta izah edildi�i gibi 3 kez yıkandı  

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

bekletildi. 

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

durduruldu. ELISA okuyucusunda 485 nm’de renk okundu. 

 CA II kaplanmı� kuyucuklardan okunan absorbansların ortalamasından CA II 

kaplanmamı� kuyucukların ortalaması çıkarılarak sonuçlar elde edildi. 
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3.6. Western Blotting 

 

ELISA ile elde etti�imiz sonuçları teyit etmek ve metodun performans 

de�erlendirmesi için kullanılacak örnekleri tespit etmek için endometriyozisli 

hastaların serumlarında western blotting analizi yapıldı. 

  

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

 

Çalı�mamızda, Laemli tarafından geli�tirilen yöntem de�i�tirilerek 

uygulandı. Buna göre % 5-12 kesikli SDS-PAGE yapıldı. Elektroforez cam plakaları 

önce saf su, daha sonra alkol ile iyice yıkandı. �ki cam plaka birbiri üstüne konularak 

kıskaçlarla iyice tutturuldu ve jel hazırlama cihazına konuldu.  

Ayırma jeli (% 12) için, 15 mL 1M Tris-HCl pH = 8,8, 13,2 mL (%30 

akrilamid + %0.8 metilenbisakrilamid), 0,4 mL %10 SDS, 0,1 mL %5 TEMED ve 9,4 

mL saf su karı�tırıldı, son olarak üzerine taze hazırlanmı� 0.8 mL %10’luk APS ilave 

edildi. Hazırlanan bu jel plakalar arasına enjektörle döküldü ve üst kısma 2-3 mm 

yükseklikte n-butanol ilave edilerek polimerizasyon için 2 saat oda sıcaklı�ında 

bekletildi. Cam plakalar arasındaki ayırma jelinin üst kısmındaki bütanol dökülerek 

deiyonize su ile birkaç kez yıkandı ve kurutma ka�ıtlarıyla iyice kurulandı.  

Ayırma jeli katıla�tıktan sonra uygun tarak (2 di�li, biri markır için dar, di�eri 

yakla�ık 10 di� geni�li�inde numune uygulamak için ) yerle�tirilerek yı�ma jeli (%5) 

için, 1,24 mL Tris-HCl pH = 6.8; 1,0 mL (%30 akrilamid + %0.8 

metilenbisakrilamid), 0,1 mL %10 SDS; 0,1 mL %5 TEMED ve 7,36 mL saf su 

karı�tırıldı, son olarak üzerine taze hazırlanmı� 0,2 mL %1,5 APS ilave edildi. 

Hazırlanan enjektör ile hava kabarcı�ı kalmayacak �ekilde döküldü. Tara�ın üzerine 

nemli süzgeç ka�ıdı örtülerek bir gece bekletildi  

Polimerizasyon için bir gece beklendikten sonra ertesi gün tarak dikkatlice 

çıkartılarak jelin üstü, önce saf su, sonra da yürütme tamponuyla yıkandı. Tankın alt 

ve üst kısmına elektroforez tamponu konularak elektroforeze hazır hale getirildi. 

Protein numunesi 20 µg/mL olacak �ekilde hazırlandı. Toplam hacim 100 µL olacak 
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�ekilde 1/1 oranında numune tamponu (0,65 g Tris-HCl pH: 6,8; 3 mL % 10 SDS, 1 

mL % 100’lük gliserin ve 1 mL % 0.1’lik brom fenol mavisi karı�tırılıp saf su ile 10 

mL’ye tamamlanır. Kullanılmadan hemen önce 950 µL numune tamponuna 50 µL β-

merkaptoetanol ilave edilir) katılarak numune ve markır hazırlandı ve 5 dakika kaynar 

su banyosunda bekletildi. Daha sonra numune çözeltileri so�utularak oyuklara dikkatli 

bir �ekilde ince bir enjektörle uygulandı. Tank kapa�ı kapatılarak alt tarafı anod (+), 

üst tarafı katod (-) olacak �ekilde ba�lantı kuruldu. Örnekler yı�ma jelini geçene kadar 

80 V, daha sonra akım 150 V do�ru akım ile elektroforeze tabi tutuldu. ��aret boyası 

(bromphenol blue) jelin alt kısmına ula�tı�ında akım kesilerek jel çıkarıldı. 

 

3.6.2. Western-Blot 

 

SDS-PAGE’e tabi tutulan jel transfer tamponu içinde 30’ar dakika iki kez 

yava�ça çalkalanarak dengelendi. Blotlama esnasında kullanılacak pedler, whatman 

filtreleri ve nitroselluloz membran transfer tamponu içine konularak 15 dakika 

ıslatıldı. 

Jel transfer tamponu içinden alınarak blot kasetinin içine yerle�tirilmi� ped ve 

filtre ka�ıtları üzerine düzgünce yerle�tirildi. Üzerine nitroseluloz membran 

koyuldu�unda hava kabarcıkları olmamasına dikkat edildi. Membranın üzerine filtre 

ka�ıtları ve ped koyularak kaset kapatıldı ve tanka yerle�tirildi. Tankın içine manyetik 

bar koyulup transfer tamponuyla dolduruldu. Bir gece boyuca manyetik karı�tırıcı 

üzerinde 30-35 V elektrik akımında blotlama i�lemi gerçekle�tirildi. 

Kaset açılarak membranın markır kısmı kesilip çıkarıldı ve amido black boya 

solüsyonu içerisinde 30 dakika boyandıktan sonra boya çıkarma(destaining) 

çözeltisinde bırakıldı. Membranın di�er kısmı spesifik olmayan ba�lanmaları önlemek 

için bloklama tamponu içerisinde 2 saat yava�ça çalkalanarak bırakıldı. Daha sonra 

mambran temiz bir cam üzerine alınarak �eritler(strip) halinde kesildi. Bloklama 

tamponu ile seyreltilmi� (1/50) numuneler her biri 3 mL hacimde olacak �ekilde içinde 

�erit bulunun kuyucuklara uygulandı ve 1 saat çalkalanarak inkübe edildi. �eritler 5’er 

dakika arayla 4 kez %0,25 tween-20 içeren PBS tamponuyla yıkandı. Üzerlerine 3 mL 
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konjugat ilave edilerek 1 saat daha çalkalanmaya bırakıldı. Stripler 5’er dakika arayla 

3 kez PBS-Tween 20, 2 kez de tris (10 mM, pH = 8) tamponuyla yıkandı. Her bir 

�eridin üzerine 4-kloro-1-naftol boya çözeltisi koyularak 45 dakika karanlıkta 

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

çekildi. 

 

3.7. �nhibisyon Testi 

 

CA II otoantikorlarının ba�lanma özgüllü�ünü göstermek için inhibisyon testi 

yapıldı. Western blot ve ELISA yöntemi ile pozitifli�i gösterilmi� bir hasta serumu 

1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 oranında seyreltildi ve her bir numune 100 µg/mL 

konsantrasyonda CA II enzimiyle 30 dakika oda sıcaklı�ında bekletildi ve ELISA 

i�lemi gerçekle�tirildi. Aynı i�lem Western blot ve ELISA yöntemi ile negatifli�i 

gösterilmi� kontrol serumu içinde uygulandı.  

 

3.8. Kullanılan �statistiksel Yöntemler: 

 

Hasta gruplarının ve kontrol grubunun ortalamaları X ve standart sapmaları SD 

hesaplandı. Gruplar arası ortalamaların kar�ıla�tırılmasında Mann-Whitney U testi 

kullanıldı. Kullandı�ımız ELISA metodunun performansını de�erlendirmek için 

varyans katsayısı (%CV) hesaplandı.  
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4. BULGULAR 

 

 

 
4.1. Western Blotting Sonuçları 

 

Endometriyozisli 8 hasta ve 2 sa�lıklı kontrolün serumlarında yapılan Western 

blotting sonuçları �ekil 3’te gösterilmi�tir. 

 

     
 

�ekil 3. CA II otoantikorlarının Western-blot yöntemi ile de�erlendirilmesi. 

�ekilde görülen 1-8 nolu �eritler endometriyozisli hastaların 

serumlarının ilave edildi�i, 9 ve 10 nolu �eritler ise kontrol olarak 

seçilmi� bireylerin serumlarının ilave edildi�i �eritlerdir. 

 

Buna göre 8 endometriyozis hastasının 6 tanesi, kontrollerden de 1 tanesi 

pozitif gözlenmektedir. Bu numunelerden 1 numaralı numune pozitif, 10 numaralı 

1         2      3       4       5      6     7       8       9     10   
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numune negatif kontrol olarak ELISA yönteminin performans de�erlendirilmesinde 

kullanılmı�tır. 

 

4.2. ELISA Yönteminin Performans De�erlendirilmesi 

 

 Ölçümlerde uygulanacak numune dilüsyonlarını belirlemek için konjuge 

antikor miktarı ve kuyucukları kaplamada kullanılan CA II miktarı sabit tutularak 

Western blotla pozitif ve negatif olarak de�erlendirilen serumlar 1/50, 1/100, 1/200, 

1/400, 1/800 oranında seyreltilerek ELISA ile ölçümler yapılmı�, elde edilen 

sonuçlar �ekil 4’te gösterilmi�tir. 

   

           (A485) 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     �ekil 4. Seyreltilen hasta ve kontrol serumlarının absorbans de�i�imi 

  

�ekil 4’te serumlar seyreltildikçe absorbans de�erlerinin azaldı�ı 

görülmektedir. 
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�ekil 5. Hasta ve kontrol serumlarında seyreltme ile ELISA de�eri / back 

ground de�eri oranının de�i�imi 

  

 �ekil 5’te gösterildi�i gibi 1 / 200 oranında seyreltilen hasta ve kontrol 

serumlarında ELISA de�eri / back ground de�eri oranı en yüksek bulunmu�tur. Bu 

sonuç bize spesifik olmayan ba�lanmaların en az 1 / 200 oranında seyreltme yapılan 

serumlarda olaca�ını göstermektedir. 

 

4.3. �nhibisyon Testi Sonuçları: 

  

100 µg/mL human CA II ile 30 dakika inkübe edilen 1/50, 1/100, 1/200, 

1/400, 1/800 oranında seyreltti�imiz pozitif hasta ve negatif kontrole ait serum 

örnekleri ELISA ile ölçülmü� ve sonuçları �ekil 6’ da verilmi�tir. Buradan, CA II 

ile inkübe edilen pozitif hasta serumunda CA II otoantikorlarının ciddi manada 

azaldı�ı gözlenirken, CA II ile inkübe edilen kontrol serumunda ise herhangi bir 

de�i�iklik olmadı�ı anla�ılmaktadır.  
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                   Seyreltme rakamları 

  �ekil 6. �nhibisyon testi sonuçları 

  

 Kullanılan yöntemin hassasiyetini ortaya koymak için, 1/200 oranında 

seyreltilen pozitif hasta ve negatif kontrole ait serum örnekleri on kez ELISA ile 

ölçüldü. Bu ölçümler sonucu elde etti�imiz % CV de�erleri pozitif hasta için %3 ve 

negatif kontrol için % 9 bulunmu�, buradan da yöntemin hassasiyet yönünden gayet 

iyi oldu�u sonucuna varılmı�tır.  

  

4.4. Endometriyozisli Hastaların ELISA Sonuçları 

  

ELISA metodu ile 13 sa�lıklı (kontrol) ve 8 endometriyozisli hasta bireylere 

ait serumlar incelenmi� ve saf insan CA II’sine kar�ı CA II otoantikorlarının aktivite 

gösterip göstermedi�ine bakılmı�tır. Ortalama absorbans de�eri > 0,082 olan 

serumların reaksiyonu pozitif olarak kabul edilmi�tir. Bu de�er sa�lıklı bireylere ait 

serumların ortalama absorbans de�erine(X=0,028) 3 S.D de�eri(0,018) eklenerek 

hesaplanmı�tır. Serumlarında CA II otoantikoru içeren endometriyozisli ve sa�lıklı 

bireylere ait serum absorbans de�erleri �ekil 8’de gösterilmi�tir. Endometriyozisli 8 
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hastanın serumlarının 3’ünde (%37,5) pozitif sonuç elde edilirken, sa�lıklı 

kontrollere ait serumlarda pozitif sonuç bulunmamı�tır. 

   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 

�ekil 7. Serumlarında CA II otoantikoru içeren endometriyozisli ve sa�lıklı 

bireylere ait serum absorbans de�erleri  

 

 4.5. Romatoit Artritli Hastaların ELISA Sonuçları 

  

 ELISA metodu ile 22 sa�lıklı (kontrol) ve 20 romatoit artritli hasta bireylere 

ait serumlar incelenmi� ve saf insan CA II’sine kar�ı CA II otoantikorlarının aktivite 

gösterip göstermedi�ine bakılmı�tır. Ortalama absorbans de�eri > 0.1405 olan 

serumların reaksiyonu pozitif olarak kabul edilmi�tir (cut off de�eri= e�ik de�eri). 

Bu de�er sa�lıklı bireylere ait serumların ortalama absorbans de�erine (X=0.0445) 

3 S.D. (Standart Sapma=Deviation) de�eri (0.032) eklenerek hesaplanmı�tır. 

Serumlarında CA II otoantikoru içeren romatoit artritli ve sa�lıklı bireylere ait 

serum absorbans de�erleri �ekil 7’de gösterilmi�tir. Romatoit artritli 20 hastanın 

serumlarının 10’unda (%50) pozitif sonuç elde edilirken, sa�lıklı kontrollere ait 

serumlarda pozitif sonuç bulunmamı�tır. 
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�ekil 8. Serumlarında CA II otoantikoru içeren romatoit artritli ve sa�lıklı 

bireylere ait serum absorbans de�erleri 
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5. TARTI�MA 
 
 

 

 
CA II memelilerde oldukça geni� doku da�ılımına sahip bir metalloenzimdir. 

Fizyolojik rolü CO2 hidrasyonunu dönü�ümlü olarak katalizlemektir. Bu reaksiyon 

ve ürünleri aracılı�ıyla vücutta asit-baz dengesinin sa�lanması, de�i�ik enzimatik 

reaksiyonlar için gerekli bikarbonatın olu�turulması, kardiyovasküler tonusun 

regülasyonu ve hücre bölümleri arasındaki iyon de�i�iminin kontrolü gibi birçok 

fizyolojik ve biyokimyasal olay gerçekle�tirilmektedir.  

Kuru gland sendromu veya otoimmün ekzokrinopati adı verilen hastalık 

grubunda farklı organların duktal epitel hücrelerinde exprese edilen yaygın bir 

antijene kar�ı otoimmün bir cevabın varolabilece�i ileri sürülmü� ve bu organlardan 

elde edilen ekstraktların çe�itli hayvan türlerine farklı adjuvantlarla 

immünizasyonuyla bazı immun hastalıklar olu�turulmu�tur. Ancak bu extraktlardaki 

uyarıcı antijenin yapısı tanımlanamamı�tır (33,34). �lk kez 1991 yılında Inagaki ve 

arkada�ları tarafından sistemik lupus erithematos ve Sjögren sendrom’lu hastaların 

serumlarında CA II otoantikorlarının varlı�ı gösterilmi�tir(6). Nishimori ve 

arkada�ları 1994 yılında yaptıkları bir çalı�mada insan CA-II’yi PL/J ırkı farelere 

immünize ederek otoimmün sialoadenitis olu�turmayı ba�armı�lardır (24). Daha 

sonraki yıllarda, Ueno ve arkada�ları CA II immünizasyonuyla immün aracılıklı 

kolangitis olu�turarak CA II’nin antijenik özelli�ini göstermi�lerdir (25). Yapılan bu 

çalı�malarda CA II ye kar�ı immunolojik cevapta türler arasında farklılıklar 

gözlenmi� ve bu cevabın olu�umunda MHC (major histocompatibility complex) 

gibi genetik faktörlerin etkili oldu�u ileri sürülmü�tür. Benzer �ekilde insanlarda da 

ırklar arasında CA II otoantikorlarının prevalansı arasında farklılıklar 

gözlenmi�tir(15). Bu çalı�maları takiben, birçok otoimmun ve idiyopatik hastaların 

serumlarında CA II otoantikorlarının varlı�ı gösterilmi�tir. Özellikle, otoimmun 
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karaci�er hastalıklarında bu otoantikorların bir te�his göstergesi olabilece�i ve AIC 

ile antimitokondrial antijeni negatif PBC hastaların ayrımında kullanılabilcegi ileri 

sürülmü�tür (29). 

 Bulguları yukarıda verilen bu çalı�mada, bölümümüzde yapılması planlanan 

CA II otoantikorları ile ilgili ara�tırmalarda CA II otoantikor seviyelerinin 

belirlenmesinde kullanılmak üzere bir ELISA yöntemi olu�turulmu�, yöntemin 

i�lerli�i daha önce çalı�ıldı�ı bildirilen endometriyosisli hasta serumlarıyla ve Western 

blotting metoduyla do�rulanarak, romatoid artritli hastaların serumlarında CA II 

otoantikorlarının miktarı belirlenmi�tir. 

CA II otoantikorlarının tayininde ELISA ve WB yöntemleri kullanılmı�tır. 

Bazı otoimmun hastalıklarda bu iki farklı yöntemle elde edilen prevalans de�erleri 

bir birinden oldukça farklı bulunmu�tur (13). Bu uyumsuz sonuçların otoantikor 

tayinde kullanılan yöntemlerin hassasiyetlerinin farklılı�ından kaynaklandı�ı ifade 

edilmi�tir (15). WB ile yapılan çalı�malar arasında da tutarsızlıklar gözlenmi� ve bu 

konu çe�itli ara�tırmacılar tarafında geni� bir �ekilde tartı�ılarak, WB’da kullanılan 

serumların dilüsyon oranları, bloklama tamponu, konjuge antikor titresi, inkübasyon 

zamanlarının farklılı�ı ve WB yapan ki�inin tecrübesi gibi faktörlerin sonuçların 

belirlenmesinde çok önemli oldu�u bildirilmi�tir (45). Ayrıca, ELISA ve WB gibi 

serum antikorlarının belirlenmesinde kullanılan yöntemlerde, spesifik olmayan 

ba�lanmaların neden oldu�u ve kullanılan dilüsyon oranları, bloklama ajanları, 

ELISA pleyti ve WB membranı gibi faktörlerce farklı derecelerde etkilenen bir 

background olu�maktadır. CA II gibi yapı�ma özelli�i olan proteinlerin kullanıldı�ı 

çalı�malarda olu�an bu background de�eri oldukça yüksek çıkmakta ve WB da bir 

e�ik de�erinin olu�turulması zorla�maktadır. Bu zorluk ELISA yönteminde daha 

kolay a�ılmakta ve daha net e�ik de�erler olu�turulmaktadır(15). CA II 

otoantikorlarının tayininde WB nin kulanılmasının yukarıda bahsedilen 

zorluklarından dolayı ve daha kolay uygulanması ve az zaman alması sebebiyle 

çalı�mamızda ELISA yöntemi tercih edilmi�tir. WB yönteminden ise ELISA 

metodunun performans de�erlendirmesinin gerçekle�tirilmesinde kullanılacak 

endometriyozisli hasta serum örne�ini belirlemede yararlanılmı�tır. 
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Endometriyozisli hastaların serumlarında CA II otoantikorlarının varlı�ı daha 

önceki çalı�malarda gösterilmi�tir. Kiechle ve arkada�ları WB yöntemi ile 23 

endometriyozisli hastada yaptıkları çalı�mada CA II otoantikorlarını %69,9 

oranında pozitif bulmu�lardır (37). Yine aynı çalı�mada 17 sa�lıklı kontrolde %11,8 

oranında CA II otoantikor pozitifli�i gözlenmi�tir. D’Cruz ve arkada�ları ELISA 

yöntemi ile 319 endometriyozisli hastada yaptıkları çalı�mada %35,4 oranında CA 

II otoantikor pozitifli�i oldu�unu göstermi�tir(44). Daha önceden tartı�tı�ımız 

sebeplerden dolayı WB yöntemi ile endometriyozisli hastalarda CA II otoantikorları 

daha yüksek oranlarda bulunmu�tur. Bizim çalı�mamızda da WB (�ekil 3) ile 8 

endometriyozis hastasının 6’sında, ELISA yöntemi(�ekil 7) ile de 3’ünde pozitif 

sonuçlar bulunmu�tur. Performans de�erlendirmesinde ELISA ve WB ile en yüksek 

antikor titresine sahip olan serum pozitif kontrol, en dü�ük antikor titreli serum da 

negatif kontrol olarak seçilmi�tir. 

ELISA ile CA II otoantikorlarının ölçümünün yapıldı�ı çalı�malar 

incelendi�inde, ELISA pleytlerine kaplanan CA II konsantrasyonları, serum 

dilüsyonları, kullanılan bloklama tamponları, konjuge antikorun cinsi ve inkübasyon 

süreleri arasında ciddi farklılıklar gözlenmektedir (12, 14, 15, 37, 38, 40). 

Ara�tırmamızda Hosoda ve arkada�ları tarafından kullanılan ELISA yöntemi küçük 

de�i�iklikler yapılarak uygulanmı�tır(38). Bu çalı�madaki Tris-HCl tamponu yerine 

PBS kullanılmı�tır. Ayrıca, +4 oC’de birer gece bekletilerek gerçekle�tirilen bloklama 

ve numune uygulama i�lemleri yerine oda sıcaklı�ında çalkalayıcıda 2 saat 

bekletilerek bloklama ve oda sıcaklı�ında 1 saat çalkalayıcıda bekletilerek numune 

uygulanması yapılmı�tır. Bunun dı�ında kaplamada kullanılan CA II’nin 

konsantrasyonuna, konjuge antikorun cinsi, miktarı ve dilüsyonuna, renk reaktifine ve 

inkübasyon sürelerine ba�lı kalınmı�tır. Uygun numune dilüsyonlarını bulmak için 

10µg/mL konsantrasyonda ELISA kuyucukları kaplanmı� ve 1/50, 1/100, 1/200, 

1/400, 1/800 oranında seyretilmi� numuneler konulmu�tur. Yöntem materyal ve metod 

kısmında anlatıldı�ı �ekilde uygulanmı�tır. Özellikle ELISA kuyucuklarının 

yıkanması i�lemi sırasında, ELISA yıkayıcısında gerçekle�tirilen seri yıkamalar CA II 

kaplanmamı� kuyucuklarda hatalı sonuçlar veren yüksek background de�erlerine 
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neden olmu�tur. Bu yüzden, her bir yıkama basama�ı arasında kuyucuklar yıkama 

tamponu ile 5 dakika çalkalayıcıda bekletilmi�tir. Böylece, CA II kaplanmamı� 

kuyucuklardaki background de�eri en aza indirilmi�tir. Elde edilen sonuçlardan en 

ideal ölçümün 1/200 oranındaki dilüsyondan gerçekle�ti�i gözlenmi�tir (�ekil 4 ve 5).  

 Çe�itli çalı�malarda CA II otoantikoru ile CA II arasındaki etkile�im sonucu 

ölçülen otoantikor miktarındaki azalma kullanılan ELISA metodunun spesifikli�inin 

bir göstergesi olarak kullanılmı�tır(10,42). Çalı�mamızda, pozitif hasta serumunun 

100 µg/mL CA II ile 30 dakika inkübasyonu ile negatif kontrol serumuna yakın 

de�erler elde edilmi�tir (�ekil 6). Bu sonuç, kullandı�ımız yöntemin spesifikli�ini 

gösterdi�i gibi, aynı zamanda, eritrositlerde bol bulunan CA II izoenziminin hemolizli 

serumlarda yanlı� negatif sonuçlar verebilece�ini de göstermektedir. Bundan dolayı 

CA II otoantikorları ile ilgili çalı�malarda hemolizli serumlar kullanılmaması gerekti�i 

sonucuna varılmı�tır. Ayrıca kullandı�ımız metodun % CV de�erleri pozitif hasta 

için %3 ve negatif kontrol için % 9 bulunmu�, buradan da yöntemin hassasiyet 

yönünden gayet iyi oldu�u sonucuna varılmı�tır. 

ELISA metoduyla CA II otoantikorlarının ölçülmesi yönteminin 

laboratuarımızda ba�arı ile kurulmasından sonra, daha önce ba�ka ara�tırmacılarca 

hiç çalı�ılmamı� olan romatoid artritli hastaların serumlarında CA II otoantikorları 

bu metodla incelenmi� ve %50 oranında pozitif sonuçlar elde edilmi�tir. Daha 

önceden belirtildi�i gibi, bu antikorlar birçok otoimmun ve idiopatik hastalıkta 

pozitif olarak gözlenmi�tir(35). CA II otoantikorlarının otoimmun hastalıkların 

patolojisindeki kesin rolü bilinmemektedir. Enfeksiyonlar otoimmunitenin 

tetiklenmesinde önemli çevresel faktörlerdir. Virüsler veya mikrobiyal ajanların 

sebep oldu�u doku yıkımlarına ba�lı olarak spesifik enzimlere kar�ı moleküler 

taklit, çapraz ba�lanmalar, otoreaktif T hücrelerinin aktivasyonu ve adjuvant etkisi 

gibi mekanizmalarla antikor olu�turuldu�u bilinmektedir(38). Benzer 

mekanizmalarla romatoid artritli hastalarda CA II ‘ye kar�ı antikor olu�turulmu� 

olabilir. �nsan CA II sinin humoral ve hücre aracılıklı immun reaksiyonlarını 

indükleyerek antijenik özellik gösterdi�i çe�itli fare ırklarında otoimmun hastalıklar 

olu�turularak belirlenmi�tir(24). Yapılan bu çalı�malardan anla�ıldı�ı gibi, CA II 
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otoantikorlarının olu�umunda genetik faktörler de belirleyicidir. Uneo ve 

arkada�ları PBC li hastalarda yaptıkları çalı�malarda, CA II otoantikoru pozitif olan 

hastalardaki HLA(Human Leucocyte Antigen) tiplerinin di�er PBCli hastalardan 

farklı oldu�unu göstermi�tir. PBC’li hastalar genelde HLA DR3 geni ile ili�kili 

iken, CA II antikoru pozitif PBC’li hastalar HLA B51 geni ile ili�kilidir(39). 

Romatoid artrit ile HLA DR4 geni arasında çok sıkı bir ili�ki bulunmaktadır. Bu 

hastalarda %50 gibi yüksek bir de�erde CA II otoantikorlarının gözlenmesinde 

HLA tiplerinin de katkısı olabilece�i göz ardı edilmemelidir 

Itoh ve Reichlin hastalardan safla�tırdıkları anti-CA II antikorlarının enzimin 

aktif bölgesine ba�lanarak inhibisyona neden olduklarını göstermi�lerdir(46). Ono 

ve arkada�ları kalsifikasyon ve renal tubüler asidoz gibi kalıtsal CA eksikli�i 

sendromunda görülen belirtilerin CA II otoantikoru pozitif olan hastalarda da 

gözlendi�ini ifade etmi�lerdir(47). IgG, IgA ve IgM moleküllerinin reseptör 

aracılıklı transsitosis ile epitel hücre membranlarını geçerek doku hasarı 

olu�turdukları bilinmektedir(48). Benzer �ekilde romatoid artritli hastalarda kemik 

“turnover”ında oldukça önemli bir enzim olan CA II ye kar�ı olu�mu� antikorlar 

hücre içinde CA II’yi inhibe ederek eklem ve eklem çevresi dokularda zarara sebep 

olabilirler. 
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6. SONUÇLAR ve ÖNER�LER 

 

 

 
1. Konjuge antikor miktarı ve kuyucukları kaplamada kullanılan CA II miktarı 

sabit tutularak Western blotla pozitif ve negatif olarak de�erlendirilen 

serumlar 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 oranında seyreltilerek ELISA ile 

ölçümler yapılmı� serumlar seyreltildikçe absorbans de�erlerinin de azaldı�ı 

görülmü�tür. 

2. ELISA de�eri / back ground de�eri oranı 1 / 200 oranında seyreltilen hasta 

ve kontrol serumlarında en yüksek bulunmu�tur. Bu sonuç bize spesifik 

olmayan ba�lanmaların en az 1 / 200 oranında seyreltme yapılan serumlarda 

olaca�ını göstermi�tir. 

3. CA II ile 1:1 oranında inkübe edilen pozitif hasta serumunda CA II 

otoantikorlarının ciddi manada azaldı�ı gözlenirken, CA II ile inkübe edilen 

kontrol serumunda ise herhangi bir de�i�iklik olmadı�ı anla�ılmı�tır.  

4.  WB ile 8 endometriyozis hastasının 6’sında (%75), ELISA yöntemi ile 

3’ünde (%37,5) CA II otoantikorları pozitif bulunmu�tur.  

5. ELISA yöntemi ile romatoit artritli 20 hastanın serumlarının 10’unda (%50) 

pozitif sonuç elde edilirken, sa�lıklı kontrollere ait serumlarda pozitif sonuç 

bulunmamı�tır. 

6. CA II otoantikorlarının HLA doku tipleriyle ili�kisi incelenebilir. 

7. Di�er otoimmün hastalıklarda da CA II otoantikorlarının analizi ELISA 

yöntemi ile belirlenebilir.  

8. Otoimmün hastalıkların süreç tespitinde di�er antikorlarla CA II 

otoantikorlarının kar�ıla�tırılmaları yapılabilir. 
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7. ÖZET 

 

 

 
Organizmanın kendi doku antijenlerine kar�ı immün cevap olu�turmasına 

ba�lı olarak geli�en otoimmun hastalıklarda vücudun kendi proteinlerine kar�ı 

otoantikor olu�turdu�u bilinmektedir. �lk kez 1991 yılında, Inagaki ve arkada�ları 

tarafından sistemik lupus erithematos ve Sjögren sendrom’lu hastaların 

serumlarında CA-II otoantikorlarının varlı�ı gösterilmi�tir. Bu tarihten sonra çe�itli 

otoimmün hastalıklarda CA II otoantikorları Western blot ve ELISA yöntemleri ile 

belirlenmi�tir. 

 Bu çalı�mada, bazı otoimmün hastalıklardaki CA II otoantikorlarının analizinde 

kullanılacak bir ELISA yönteminin kurulması amaçlanmı�tır. Bu maksatla Western 

blotting yöntemi ile CA II otoantikorının varlı�ı belirlenen endometriyozisli hasta 

serumu kullanılarak performans de�erlendirilmesi yapılmı�, 8 endometriyozisli ve 20 

romatoit artritli hasta serumlarında, kurdu�umuz bu ELISA yöntemiyle, CA II 

otoantikorlarının seviyeleri ölçülmü�tür. 8 endometriyozis hastasının 3’ünde(%37,5) 

ve 20 romatoit artritli hasta serumlarının 10’unda (%50) CA II otoantikorları pozitif 

bulunmu�tur 

 Sonuç olarak kullanılan ELISA yöntemiyle otoimmün hastalıklardaki CA II 

otoantikorlarının belirlenebilece�i görülmü�tür. 

 

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

 
Detection of Anti-CA II Antibodies in Autoimmune Diseases  

 
  

Autoimmune diseases arise from the immune responses of the body to its 

own antigens. In 1991, the presence of anti-CA II antibody has been first reported 

by Inagaki and et al. in the serums of patients with systemic lupus erythematosus 

and Sjögren’s syndrome. After this year, anti-CA II antibodies were shown to exist 

in several autoimmune diseases by ELISA and Western blotting techniques. 

 Here, it has been intended to establish an ELISA method in our laboratories 

in order to be able to determine the anti-CA II antibodies for some autoimmune 

diseases. For this purpose, by using the serums of the patients with endometriosis in 

which the presence of anti-CA II antibody had been formerly detected by Western 

blotting, performance evaluation for the ELISA method has been made. In addition, 

anti-CA II antibody levels have been detected in the serums of 8 patients with 

endometriosis and 20 patients with. The presence of anti-CA II antibody. In the 

serums of 3 of 8 patients with endometriosis (37.5%) and 10 of 20 patients with 

rheumatoid arthritis (50%) have been shown the presence of anti-CA II antibody. 

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

autoimmune diseases could be detected by this ELISA technique  

 

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