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OZET

Bolgemizdeki Ankilozan Spondilitli Hastalarda HLA-B*27 Alt Tiplemesi ve
Hastahik Aktivasyonu Tle Tliskisi

Ankilozan spondilit (AS) [MIM 106300], eklem agrilariyla, ilerleyen omurga
katiligiyla, sakroiliak kemigin iltihabiyla tanimlanan ve etiyolojisi kesin olarak
bilinmeyen kronik, sistemik ve inflamatuvar bir hastaliktir. Calismamiz 121 AS (72
erkek ve 49 kadin) hastasindan ve 400 saglikli bireyin dahil oldugu kontrol grubundan
secilmis olan 20 bireyin kanindan elde edilen DNA &rneklerinin PCR-SSP yontemiyle
HLA-B*27 allel frekans1 ve HLA-B*27 alt gruplarinin dagilimlarinin incelenmesi

amactyla yapilmistir.

Bolgemizde HLA-B*27 pozitifligi AS hasta grubunda %95.05 oraninda kontrol
grubunda ise %35 oraninda bulunmustur. AS hastalarinda HLA-B*2701, B*2702,
B*2705, B*2707, B*2708, B*2712, B*2723, B*2731, B*2740, B*2748, B*2756 alt
gruplar1 saptanmistir. Kontrol grubunda ise B*2702, B*2705, B*2756 alt gruplar1 ve
AS’ den farkli olarak B*2753 alt grubuna rastlanmigtir. AS hasta grubunda en stk HLA-
B*2756 (%68.7) alt grubu gbzlenmistir. Bunu takiben %19.1 oraninda HLA-B*2702,
%2.60 oraninda HLA-B*2748, %1.74 oraninda HLA-B*2701, B*2705 ve B*2740,
%0.87 oraninda HLA-B*2707, B*2708, B*2712, B*2723 ve B*2731 alt gruplan
gozlenmistir. Kontrol grubunda ise %38.1 oranla en sik HLA-B*2705 alt grubu, onu
takiben %28.5 luk esit oranla HLA-B*2702 ve HLA-B*2756 alt gruplar1 ve %4.76
oranla HLA-B*2753 alt grubu gozlenmistir.

Sonug olarak ¢alismamizda AS hastalarinda HLA-B*27 pozitifligi bolgemizde
%95.05 oraninda bulunmustur. HLA-B*2756 alt grubu frekansi AS hastalarinda kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (%68.7° ye %28.5; P= 0.003). Bu
sonu¢ HLA-B*2756° nin bolgemizde AS’ ye yatkinlikta rolii olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Kontrol grubunda ise HLA-B*2705° in (%38.1) yiiksek oranda

goriilmesi hastalikla negatif iligkili olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: Allel dagilimi, Ankilozan Spondilit, HLA-B*27, PCR-SSP.



SUMMARY

HLA-B*27 Subtyping in Patients with Ankylosing Spondilitis and its Relation to
Disease Activation in Our Region

Ankylosing Spondilitis (AS) [MIM 106300] is a chronic, systemic and
inflammatory disease with unknown exact etiology, defined with the presence of pain in
joints, progressive joint stiffness and inflammation in sacroiliac joints. This study was
aimed to search for HLA-B*27 allele frequency and the distribution of HLA-B27
subtypes in DNAs obtained from blood samples of 121 AS patients (72 male and 49
female) and 20 subjects out of a control group consist of 400 healthy people using PCR-
SSP method.

HLA-B27 positivity was determined at 95.05% frequency in AS patient group
while it was 5% in the control group. HLA B*2701, B*2702, B*2705, B*2707,
B*2708, B*2712, B*2723, B*2731, B*2740, B*2748, B*2756 subtypes were detected
in AS patients. In the control group, B*2702, B*2705, B*2756 subtypes and differently
from AS group, B*2753 subtype was found. The most frequent subtype was HLA-
B27*56 (68.7%) in AS patient group. In addition, HLA-B*2702 with 19.1% frequency,
HLA-B*2748 with 2.60% frequency, HLA-B*2701, B*2705 and B*2740 with 1.74%
frequency, HLA-B*2707, B*2708, B*2712 B*2723 and B*2731 with 0.87% frequency
were found. HLA-B*2705 was the most frequent subtype which was 38.1% in the
control group followed by HLA-B*2702 and B27*56 subtypes with 28.5% frequency
and HLA-B*2753 subtype with 4.76% frequency were detected.

In conclusion, HLA-B*27 positivity was seen at 95.05% frequency in AS patients
in our region. The frequency of HLA-B*2756 subtype was detected significantly higher
in AS patients compare to control group (68.7% vs. 37.5%; P=0.003). This result
suggests that HLA-B*2756 might have a role in susceptibility to AS disease. As HLA-
B*2705 subtype was seen higher (38.1%) in the control group, there might be negative
association between the disease and the subtype.

Key words: Allele distribution, Ankylosing Spondilitis, HLA-B*27, PCR-SSP



3. GIRIS VE AMAC

Ankilozan Spondilit (AS) spondiloartropatiler (SpA) grubunda yer alan, kesin
olarak etiyolojisi bilinmeyen kronik, sistemik, inflamatuvar bir hastaliktir. Baslica
aksiyal iskeleti tutan ve bunun yaninda periferik eklemleri ve eklem dis1 sistemleri de
etkileyerek, yasam kalitesini azaltan romatizmal bir hastaliktir (1, 2). Tiim diinyada
prevalanst %0.2-%1.4 olarak bilinmektedir ve erkek/kadin orani da 2-3/1’ dir (3, 4).
SpA, temel olarak AS’ nin yani sira reaktif artrit, psoriatik atrit, akut anterior {iveit,
inflematuar barsak hastalig: ile iliskili artrit gibi ortak &zellikleri igeren bir grup kronik

romatizmal hastalig1 igermektedir (5).

AS etiyolojisi tam net olarak anlasilmasa da genetik faktorler hastalik gelisimine
zemin hazirlar. Birgok aday gen olmak ile birlikte giiniimiizde insan lokosit
antijenlerine (HLA) ait ve MHC Sinif I molekiilii olan HLA-B*27 AS ile iligkisi kesin
olarak gosterilmistir. AS’ li hastalarin %90-95° de HLA-B*27 pozitiftir (6, 7). HLA-
B*27 pozitif olan hastalarda ekstra-artikiiler tutulum goriilme sikligi artmaktadir ve
takipte bu goz o6niinde bulundurulmalidir. HLA-B*27’ nin bugiine kadar 72 alt grubu
tespit edilmistir. Alt gruplarin sayis1 yeni yontemlerle her gecen giin artmaktadir. AS’
nin HLA-B*2705, HLA-B*702 ve HLA-B*2704 alt gruplart ile kuvvetli, HLA-B*2703,
HLA-B*2706, HLA-B*2709 ile zayif iliskili oldugu bildirilmektedir (8-13).

Molekiiler genetik yontemlerin gilinlimiizde daha iyi1 gelismesiyle HLA doku
gruplar1 da alt gruplaria ayrilmis ve hastaliga neden olan alleller daha net anlasilmaya
baslanmustir. Ornegin daha énce AS’ i vakalarda HLA-B*27 pozitifligi bilinmekteydi.
Ancak simdilerde her HLA-B*27 pozitifligi olan kisi AS hastas1 olmamakta, olanlar ise
ayni siddette seyretmemektedir (8, 9).

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon Anabilim Dali Polikliniginde takip edilen AS tanisi almis hastalarda
HLA-B*27 genleri (allel seviyesinde) polimorfizm dagilimmi aydinlatmayr amaglayan
bir ¢alisma olarak planlanmistir. Bu nedenle calismamiz Dogu Karadeniz bolgesinde
AS hastalarinda, hastalikla pozitif iligkili veya negatif iligkili daha 6nce belirlenmemis
olan HLA-B*27 alt tiplerinin dagilimini, hastalik aktivasyonu ile iliskisini ve hastaligin

tedavi segeneklerine farmakogenetik katki saglanmasini amaglamstir.
3



4.1 Ankilozan Spondilit
Ankilozan spondilit (AS) [MIM 106300], ilerleyen omurga katiligiyla, sakroiliak

kemigin inflamasyonuyla tanimlanan ve etiyolojisi tam olarak bilinmeyen kronik,
sistemik ve inflamatuar bir hastaliktir (14-16). Hastaligin belirtileri siklikla ge¢ adolesan
veya erken eriskinlik doneminde baslar. 16 yasindan Once ve 45 yasindan sonra
baslamasi ise ¢ok rastlanmayan bir durumdur. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik
gorillen bu hastalik kadinlarda ¢ogunlukla daha yavas seyretmektedir (17-19).
Hastaligin erkeklerde daha ciddi seyretmesinin altinda ihtimal olan X geni ile ya da
androjen reseptor gen aktivitesi ile hastalik arasinda yapilan arastirmalar sonucu

herhangi bir iliski saptanmamistir (20). Genel olarak hastaligin beyaz irkta prevalansi

%0.2-1.4 arasindadir (21).

4.1.1 Ankilozan Spondilit Etiyopatogenezi

AS etiyolojisi agik degildir. Hastaligin patogenezinde ¢ok sayida HLA ve HLA
dis1 gen arastirilmistir (22). AS’ de B27’ nin patofizyolojik rolii iizerindeki goriisler
icerinde en giiclii olan “otoimmiinite” dir. Yani bazi bakteri tiirlerine kars1 cevap olarak
olusturulan sitotoksik T hiicrelerinin, artritojenik peptidlerin B27 tarafindan T
hiicrelerine sunulmasi sonucunda konagin kendi dokusuna yonelmesi seklindedir (23).
Bagka bir goriis ise, B27 molekiiliiniin antijen sunumu disinda kendine 6zgii 6zellikleri
olan bir molekiil olmasi ve bazi uyaranlar sonucu inflamasyona neden olmasi
gortisiidiir. Peptidlerin B27 tarafindan baglandiktan sonra B27° nin stabilitesinin
bozuldugu ve bu nedenle hatali bir bicimde katlandigi ve hatali B27 molekiillerinin
cesitli genleri aktive etmesi sonucu pro-inflamatuvar sitokinlerin aktive edildigi de ileri
striilmektedir (24, 25). Serbest HLA-B*27 agir zincirleri tasiyan monositlerin de
hastalik patogenezinde 6nemli olduguna dair giicli deliller saptanmistir (26). Ayrica
patogenezde bagirsak gecirgenliginin artmasi, intestinal inflamasyon ve intestinal
bakterilerin rolii ile ilgili kanitlar {izerinde de durulmaktadir. AS hastalarinda yapilan
endoskopik ¢alismalarda 6zellikle aktif periferik eklem hastaligi olanlar1 %60’ inda
intestinal inflamasyon saptanmistir (27). Ayrica spondiloartropatili olgularin
serumlarinda Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ve Proteus mirabilis gibi

bakterilere karsi IgA diizeylerinde artis saptanmistir (22).



4.1.2 Ankilozan Spondilit’ e Genetik Yaklasim

AS etiyolojisi kesin olmamasina ragmen, hastaligin iyi bilinen bir genetik yapisi
bulunmaktadir. iki 6nemli ikiz g¢alismasi AS hastaligina ait genetik yatkinlig
aydinlatmistir. Yapilan ¢alismalarda, dizigotik ikizlerde %13’ lilk monozigotik ikizlerde
%63° lik bir kiimelenme saptanmistir. Hastaligin genetik alt yapiya bagli olarak
goriilme riski yaklasik %90 olarak saptanmistir (28, 29). 1973 yilinda AS ile HLA-
B*27 genleri arasindaki giiglii iliskili oldugu ileri siiriilmiis olmakla birlikte bu iligskinin
varlig1 gliniimiizde kesin olarak bilinmektedir. AS hastalarinin %90-95° inde HLA-
B*27 pozitiftir fakat B*27 bu hastalik i¢in genetik riskin ancak 1/3” nin daha azindan
sorumludur. AS hastalarinin yaklasik %90’ mda HLA-B*27 allellerinden bir tanesi
pozitiftir. Buna karsin seropozitif yakin1 olmayan HLA-B*27 pozitif kisilerde bu
hastaligin olusma riski ancak %35 kadar saptanmistir. Bu risk eger birinci dereceden AS’
li akraba varsa 5-16 kat artmaktadir (7). AS ile B*27 alt gruplar1 arasindaki iliskiyi
inceleyen bircok calisma; B*2705° in diinyada yaygin olarak goriildiiglinii, Kuzey
Avrupa tlkelerinde ve Yahudilerde B*2702 nin, Cin ve Japonya’ da B*2704’ iin,
Hindistan’ da ve Avrupa’ da B*2707 alt tiplerinin goériildiigiinii saptamistir (22, 30, 31).
Gilineydogu Asya’da goriilen B*2706 ve Sardinya’ da goriilen B*2709 alt tiplerinin
hastalikla iligkili olmadig1 goriilmiistiir (22). Hatta bazi ¢alismalarda HLA-B*2706’ nin
AS’ ye kars1 koruyucu rol oynadigi diisiinilmistiir (32).

4.1.3 AS Tedavisi

AS; agri, tutukluk ve hareket kisitliligina sebep oldugundan dolayr yasam
kalitesinin bozulmasini yol acar. AS tedavisinde ilk olarak 1949 yilinda fenilbutazon
klinik tedaviye girmistir. Fenilbutazon kullanimi1 aplastik anemi ve karaciger hasar1 gibi
yan etkilerinden dolayr kisitlanmistir. Indometazin 1965 yilinda AS tedavisinde
kullanilmaya baslanmistir. Daha sonraki yillarda ise ibuprofen, proksikam, meloksikam
ve diklofenak gibi bircok ilacin etkinligi gosterilmistir. Son yillarda AS tedavisinde
selektif COX-2 inhibitorlerin etkinligi gosterilmistir (22, 33). AS tedavisinde non-
steroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAII) kose taslaridir (33). AS tedavisinde kullanilan
NSAII semptomlar1 diizeltmede etkin olmakla beraber hastaligin ilerleyisi lizerinde
etkisiz oldugu goriilmiistiir. Uluslararas1 Ankilozan Spondilit Degerlendirme ve Calisma
Grubu (ASAS) ve Avrupa Antiromatizma Cemiyeti (EULAR), son yillarda NSAI ve
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diger uygulamalara cevap vermeyen hastalarda diger bir farmakolojik yaklasim olan
anti tiimiir nekroz faktor alfa (anti TNF-a) tedavilerinin uygulanmasi yoniinde tavsiyede
bulunmuslardir. Tedavinin pahali olmas1 dezavantaji yaninda ¢abuk cevap alinmasi ve
etkinliginin uzun siirmesi avantajlarindandir (34). Giiniimiizde infliksimab, etanercept
ve adalimumab olmak tiizere 3 ajanin AS’ de kullanimi FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanmigtir. Ayrica ayni1 cemiyet AS’ in etkin bir sekilde
tedavisinde farmakolojik ve non farmakolojik tedavilerin (fizik tedavi, egzersiz, egitim,

kaplica vb) kombine olmasi gerektigini savunmustur (35).

4.1.4. AS’ de Laboratuvar Bulgular1 ve Goriintiileme Ozellikleri

AS’ 1i hastalarin yaklagik 3/4' iinde kronik bel agrist ve tutukluk ilk
yakinmalardandir. Genellikle yerinin saptanmasi zor olan bu agri derin gluteal ve
sakroiliak bolgede hissedilebilir. Baglangicta tek tarafli ve gegici olan agr1 zamanla iki
tarafa da yayilan devamli agriya doniisiir. AS’ in ayirici tanisinda, erken yasta baslayip
ve giderek artan, sabah uyanildiginda veya dinlenmeden sonra tutulumun c¢ok
gorildiigli, hareketle bu yakinmalarin azaldigi, spinal mobilite ve derin nefes almada

kisitlanmaya yol agan, tipik inflamatuvar bel agris1 onemli rol oynar (36).

AS’ 1i hastalarda %70’ e varan oranlarda eritrosit sedimentasyon hizinda (ESH)
ve serum C-reaktif protein (CRP) diizeylerinde artis gozlenmistir. Ancak CRP diizeyi
hastalik aktivitesinin belirlenmesinde daha yararlidir. Hastalarin %38.1-60’ inda serum
IgA diizeyinde artis gozlenmektedir. Hastalik aktivitesi ve periferik eklem tutulumuyla

serum IgA diizeyi akut faz reaktantlari arasinda korelasyon bulunmaktadir (36-41).

AS igin gelistirilen 6zel smiflama kriterleri bircok defa yenilenmesine ragmen
radyografik sakroiliitin varligi hastaligin tanisi i¢in hala ¢ok onemlidir (Tablo 1) (42).
Ciinkii hastaligin en onemli Ozelliklerinden birisi aksiyal tutulumdur ve hastaligin

ilerlemesiyle birlikte hastalarin yaklasik %90’ inda radyografik sakroiliit goriiliir (43).



Tablo 1. AS I¢in Tanimlanmis Kriter Setleri (Linden’ den, 42).

AS i¢in tanimlanmus kriter setleri.

Roma AS siniflama kriterleri (1963)

1. Ug aydan fazla devam eden ve istirahatla diizelmeyen bel agrisi ve sertlik varligi
2. Torakal bolgede agr ve sertlik

3. Lomber omurga hareketlerinde kisitlilik

4. Gogiis ekspansiyonunda azalma

5. Iritis dykiisii veya sekel varligi

Radyolojik Kriterleri

6. Radyografik olarak bilateral AS’ e 6zgii sakroiliak eklem (SIE) degisikliklerinin

olmasi ve bilateral osteoartritin dislanmasi
Kesin AS i¢in,
1. Grade 3-4 bilateral sakroiliit ve bir klinik kriter

2. En az dort klinik kriter

New York AS simiflama 1966

1. Lomber omurganin 3 planda hareket kisitliligi: one fleksiyon, lateral fleksiyon,

extansiyon
2. Dorsolomber bileske veya lomber omurgada agr1

3 Dordiincii interkostal araliktan Slgililen gogiis expansiyonunun 2,5 cm ve altinda

olmasi
Radyografilerin Gradelenmesi

Normal, 0; Siipheli, 1: minimal sakroiliit, 2; orta derecede sakroiliit,3; ankiloz,4




Kesin AS igin,
1. Grade 3-4 bilateral sakroiliit ve en az bir klinik kriter

2. Grade 3-4 unilateral veya grade 2 bilateral sakroiliit ve ilk klinik kriter veya ikinci

ve Uglincii klinik kriterler
Olas1 AS

Grade 3-4 sakroiliit ve klinik kriterlerin yoklugu

Modifiye New York kriterleri 1984

1. Klinik Kriterler:

1. Ug aydan daha fazla siiredir egzersizle diizelen ancak istirahatle dinmeyen bel agris1

ve sertlik.

2. Lomber omurga hareketlerinin hem sagittal hem de frontal planlarda kisitlanmasi
3. Yas ve cinsiyete uygun normal degerlere gore goglis ekspansiyonunda daralma

2. Radyolojik kriterler:

Sakroiliit evre > 2 ¢ift tarafli veya evre 3-4 tek tarafli

Kesin AS igin,

1. Unilateral grade 3-4 veya bilateral grade 2-4 sakroiliit ve herhangi bir klinik kriter
Olast AS

Ug klinik kriter varligi1 veya radyolojik kriterlerin klinik kriterler olmaksizin varligi




New York kriterleri 2002 yilinda asagidaki sekilde modifiye edilmistir (44).
Modifiye New York Kriterleri

En az ii¢ aydir var olan, egzersizle diizelip istirahatle diizelmeyen bel agris1
Lomber omurganin sagital ve frontal diizlemlerde hareket kisitligi

Gogiis ekspansiyonunun yas ve cinse gore normal degerlerin altinda olmasi
Evre 2-4 bilateral sakroiliit

Evre 3-4 unilateral sakroiliit

Kesin AS: Klinik kriterlerden herhangi birisi ile birlikte tek tarafli evre 3-4 veya cift

tarafli evre 2-4 sakroiliit

Tablo 2. Aksiyal Spondiloartrit (SpA) igin ASAS Siniflama Kriteleri (Rudwaleit’ den,
45).

Bel agrisinin siiresi > 3 ay olan ve baslangi¢ yasi < 45 yas olan hastalarda

HLA-B*27
Goriintiilemede
sakroiliit artt
artt > 2 SpA bulgusu
>1 SpA bulgusu

SpA Bulgulari Goriintillemede sakroiliit

Inflamatuar bel agrisi, Artrit, Entezit (topuk), | MRG’de aktif (akut) inflamasyon
Uveit, Daktilit, Psoriyazis, Crohn /kolit, NSAII
. L SpA ile iligkili sakroiliit i¢in fazla fikir vericidir
iyi yanit, SpA igin aile Oykiisii, HLA, artmis
CRP Modifiye New York kriterlerine gore kesin

radyografik sakroiliit




4.2 Major Histokompatibilite Gen Kompleksi (MHC)

MHC, biitiin omurgalilarda var olan, bagisiklikla ilgili ve ilgisiz fonksiyonlari
bulunan bir grup genin genel adidir (46). Bu genler bagisikligi denetlemektedir ve ayni
zamanda doku uyumunda da rol oynamaktadir (47).

1931 yilinda Landsteiner, eritrosit antijenlerini kesfetmistir. Kan transfiizyonu i¢in
grup uyumunun gerekliligini vurgulamis ve doku/organ transplantasyonu i¢in doku
antijenlerinin uyumunu dile getirmistir (48). Yine 1930’ lu senclerde G. D. Snell ve R.
A. Gorer farelerde doku antijenlerinin varligindan soz etmistir (49). Farelerde yapilan
transplantasyon deneyleri sonucunda doku reddinde rol oynayan gen bdolgeleri
saptanmistir ve bu genlerin tiimiine doku uyum bolgesi (tissue histocompatibility loci)
adi verilmistir. Yapilan bu ilk ¢aligmalar sonucunda farelerde bu genlere

histokompatibilite antijeni karsilig1 olarak H-2 adi verilmistir (50, 51).

Sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar biitiin memeli tiirlerinde MHC kompleksinin
bulundugunu gostermistir. Daussel 1958 yilinda insanlarda doku antijenlerini bulmustur
(48, 49) Aym yil igerisinde ¢ok kan transfiizyonu yapmis 16semi hastalarinda ve ¢ok
sayida dogum yapmis kadinlarin %20-30’ unun serumlarinda Van Rood ve arkadaslari,
16kositlere karsi iiretilmis antikorlar1 tespit etmislerdir. Bu antijenlere ise Human
Leucocyte Antigen (HLA) adi verilmistir ve daha sonraki yillarda biitiin viicut

hiicrelerinde varliklar1 bulunmustur (52-55).

MHC molekiillerinin baslica goérevi, T-lenfositlerinin peptide baglanmasin
saglamaktir. Enfekte olmus hiicrelerin T-hiicreleri tarafindan taninmasi, hiicre
yiizeyinde bulunan viral antijenlerle beraber MHC antijenlerinin olmasina da baglidir.
Ayrica MHC’ nin diger bir 6nemli fonksiyonu da hiicre yiizeyindeki diger reseptorlerle

olan etkilesimidir (56).

4.2.1 insan MHC Genleri ve Kalitim

Ik olarak kemirgenlerde tanimlanan MHC gen bdlgesinin insandaki karsiligi 6.
kromozomun kisa kolunda (6p21.31) lokalize olmustur ve yaklasik olarak 4 megabazlik
(Mb) bir yer kaplar (Sekil 1). Ilk olarak beyaz kan hiicrelerinde gdsterilmis olup, ‘Insan
Lokosit Antijenleri’ (Human Leucocyte Antigens), HLA olarak adlandirilirlar. Bu
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bolgede immun yanitla ilgili olan genlerin yaninda immun yanitla ilgisi
tanimlanamayan bazi genlerde bulunmaktadir. Insan MHC gen bolgesi giiniimiizde
tamamen dizilenmistir ve Nature dergisinde 28 Ekim 1999 tarihinde yayinlanmistir. Bu
bolge yaklasik olarak 200’den fazla farkli gen igermektedir ve 4 sinifa ayrilmaktadir:
Smuf I, IL, III ve IV ( 50, 57-61, 62, 63).

Medscapes www.rmedscape.com

Long Arm Short Arm
11 | | 11 1 [ 1 [l l
LI LI L L | ] L] L ]
DP 0DQ DR Hsp70 TNF B C A
Class Il Class I Class |

Sourca: Dermalitis @ 2007 American Contact Darmatitis Society

Sekil 1. Insanda MHC Gen Bélgesi (Schram’dan, 64).

HLA antijenleri yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore 3 alt bolgeye ayrilir.
Smif I bolgesi, MHC’ nin telomerik ucunda yer alir. HLA-A, -B, -C olarak adlandirilan
transplantasyon antijenlerini ve HLA-E, -F, -G olarak adlandirilan klasik olmayan
antijenleri kodlayan gen bolgelerini, HLA-H, -J, -K, -L, -X gibi pseudogenleri ve gen
segmentlerini kapsar. Sif II bolgesi sentromere yakin ucgta lokalize olmustur. HLA-
DRA, -DRB, -DQA, -DQB, -DPA, -DPB, -DNA, -DMA, -DMB, -DOA, -DOB-
lokuslari, LMP2, LMP7, TAP1, TAP2 gibi antijen islenmesinde rol oynayan genler ve
bunlarin yan1 sira bazi psddogenler de bu bolgede yerlesmistir. HLA-DRB ile HLA-B
bolgeleri arasinda Sinif III genleri bulunur. Bu bdlgede kodlanan bazi gen iirlinleri
sunlardir: C4B, C4A, Bleferidin, C2, HSP-70, TNFa (Tablo 3) (50, 63, 65-68). HLA
allelleri tanimlanirken 6nce HLA basa yazilir, HLA nin lokusunu gosteren harfler
biiyilik harfle yazilir. Eger molekiiler yontemle ¢alisilmissa bu harflerin ardindan “*’ eki
ile beraber allel numarasi yazilir. Serolojik yontemle ¢alisildiginda ise harflerin

ardindan allel numarasini belirten rakam eklenir (59) (Tablo 3).
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Tablo 3. HLA allelleri tanimlanirken kullanilan terminoloji (Dalva’ dan, 61).

TERMINOLOJI RAKAM SIRA NO IFADE ETTIGI BILGI

HLA bolgesini ifade eder ve bir
HLA - HLA genine o6n ek olarak

kullanilir

Belli bir HLA lokusu (Or:
HLA.DRB1 -

DRB1)

HLA-DRB1*13

1-2

Spesifik bir antijeni (Or: DR13)
kodlayan bir aile grubunu

tanimlar

HLA-DRB1*1301

Spesifik  bir  HLA allelini
tanimlar (DR 13iin 01 alleli)

HLA-DRB1*1301N

5/9

Eksprese edilmeyen (Null) bir
alleli gosterir, L harfi ise zayif

ekspresyon isaretidir.

HLA-DRB1*130102

5-6

Sessiz  (Sinonim) mutasyonu

olan bir alleli ifade eder

HLA-DRB1*13010102

Kodlama  bdlgesi  (ekson)
disinda mutasyonu olan Dbir

alleli gosterir.

HLA-DRB1*13010102N

5/9

Kodlama  bolgesi  disinda
mutasyonu olan Null bir alleli

gosterir.

Insanlarda MHC genleri Mendel kurallarina gore nesilden nesile aktarilirlar (69,

70). HLA antijenleri fetiisiin erken sathasinda yani 6. haftada ortaya ¢ikmaktadir ve

sentezlenmeleri 6miir boyu devam etmektedir (70-75). Her bireyde bulunan kromozom

ciftinin yaris1 anneden yaris1 babadan gelmektedir. Yani ¢cocuklar ile anne baba arasinda

bir haplotip uyumlulugu vardir. Bir haplotipte bulunan alleller bir blok halinde gegerler.

Bu genetik gegisler sirasinda yaklasik %1-3 oraninda rekombinasyon goriilebilir (59).
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Tiim HLA genleri kodominanttir yani herhangi bir HLA lokusundaki her iki
allelde eksprese edilir. HLA’ da ¢ok sayida gen lokuslar1 oldugundan dolay1 normal bir
popiilasyonda ¢ok sayida haplotip bulunmaktadir (76, 77).

HLA molekiillerinin immiin sistemdeki rolii T hiicrelerine antijen sunmaktir. T
hiicreleri antijen reseptorlerini tek basina taniyamazlar ve bu ylizden HLA
molekiillerine ihtiya¢ duyarlar. HLA molekiillerine baglanan antijenler immiin yanitin

olusmasinda anahtar rol oynarlar (78).

4.2.2 Smf I ve II MHC Molekiillerinin Yap1 ve Fonksiyonlari

Siif I antijenler biitiin ¢ekirdekli hiicrelerin zarinda bulunan, glikoprotein
yapisinda molekiillerdir (73, 79, 80). Bu antijenler o ve B olmak {izere 2 polipeptid
zincirinden olusmuslardir. a zinciri 44 KD mol agirliginda, B zinciri ise 12 KD mol
agirliginda olup "Beta-2 mikroglobulin" adin1 almistir.  zinciri a zincirine nonkovalent
olarak baglanmistir. Bu molekiil 15. kromozomda bulunan genlerden sentezlenmektedir
ve biitlin insanlarda aynidir. HLA Sinif I molekiiliiniin fonksiyonu B mikroglobulinin
varligina baghdir yani B mikroglobulin a zincirinden ayrilirsa ya da konjenital olarak
yoksa HLA smif I molekiilii islev gormez (71, 81). a zinciri al, a2 ve a3 olmak iizere 3
alt birimden olugmaktadir. Peptid baglama bolgesi ile HLA molekiilii sekil 2’ de
gosterilmistir (82). HLA simif I antijenleri sitotoksik T hiicrelerinin viriisle enfekte
olmus hiicreleri tanimasinda gorevlidirler. Yani yabanci viriis antijeni, enfekte hiicre
yiizeyinde HLA-A, B ve C antijenleri ile beraber olursa taninmaktadir. Viriisle enfekte
olmus hiicrenin HLA smif I antijeni ile sitotoksik T hiicresi farkli ise bu taninma ¢ok az
olmakta ya da hi¢ olmamaktadir (71, 81, 83). HLA molekiillerinin en 6nemli
fonksiyonlarindan biri immiinolojik peptidleri baglamaktir. Endojen sentezlenen protein

molekiillerini CD8+ T lenfositleri, HLA siif I antijenleri ile birlikte tanimaktadir (82).
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a2 Helix

Sekil 2. HLA ile peptid baglanma bolgesinin sematik goriiniimii (Cevirgen’ den, 82).

Siif I antijenler,T lenfositler ve B lenfositler, monositler ile Langerhans ve
dentritik hiicrelerin yiizeyinde bulunmaktadir. Yani antijen sunan hiicreler simif II
molekiillerini yiizeyinde tasirlar. Lenfositlerin ve makrofajlarin etkilesiminde de rol
alirlar (50, 57, 84). Smuf II antijenler o ve B olmak {lizere 2 adet transmembran
glikoprotein zincirinden olusurlar. Bu iki zincirin hiicre zar1 disinda al, a2, 1 ve p2
olmak iizere domainleri bulunur. al ve Bl zincirleri siif I molekiillerinde oldugu gibi
antijenlere ait olan peptidlerin yerlesebilecegi cukur tarzinda yap1 olustururlar (Sekil 3) .
Smif II antijenler CD4 tasiyan T-lenfositlerine eksojen kaynakli (hiicre disinda
sentezlenen proteinlerden kaynakli) antijen sunmada gorevlidirler. Boylece CD4 tasiyan
yardimc1 T-lenfositleri uyarilmis olup, immiin cevapta rol oynayan B lenfositler, T-

lenfositler gibi hiicre kontroliinde gorev alirlar (57-61) (Sekil 4).
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Sekil 3. HLA sinif I ve sinif I molekiilleri (Cevirgen’ den 82).
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Sekil 4. Hiicrelerde antijen sunumu yolagi (Villadangos’ dan, 85).

4.2.3 HLA ve AS Tliskisi

HLA antijenleri ile hastaliklar arasindaki iliskiyi arastiran birgok c¢alisma vardir.
Bu ¢alismalarin amact; hastaligin genetik gegisli olup olmadigini arastirmak, hastalikla
ilgili tedavi yontemleri belirleyebilmek ve sonugta molekiiler patogeneze ulagsmak
seklinde sayilabilir (82). Yapilan ¢alismalar sonucunda bazi hastaliklar ile bazi HLA
allelleri arasinda iliski oldugu saptanmistir Bu hastaliklarin pek c¢ogunda HLA
molekiiliiniin disinda ¢ok sayida gen ve gevresel etmenlerde rol oynamaktadir. Yani
hastaliklar ile HLA’ nin tek basina iliskisi vardir demek zordur. Fakat baz1 hastaliklarla
HLA arasinda siki bir iligki vardir. Bunun en belirgin 6rnegi HLA-B*27 ile AS arasinda
olan iligkidir (Tablo 4).

16



Tablo 4. Baz1 hasliklar ve iligkili HLA allelleri (Ugar’ dan, 48)

HASTALIK ILGILI HLA ANTIJENI ORTALAMA
ROLATIF RISK
Hematokromozis A3 -
Narkolepsi DR2 -
Ankilozan spondilit B27 81.8
Reiter sendromu B27 40
Psoriatik spondilit B27 10
Akut anterior {iveit B27 8
Behget hastaligi B5 3.3
Romatoid artrit DR4 6.4
Pausi artikiiler romatoid art. | DR5/DP2 7
Kronik hepatit B8
Sistemik lupuseritematozus | DR3/C4 17.1
Sjogren sendromu DR3 5.6
Insulin bag. Diabetes mellit | DQ8/DR3/4 31.8
Goodpasture DQ57 0.1
Multiple skleroz DR2 20
Myastenia gravis DR2/B8/A2 6
Hodking hastalig1 B18 _
DR4

HLA ve hastaliklar ile iliskili ¢alismalar; iligki (association) ve baglanti (linkeage)

caligmalar1 seklinde 2’ ye ayrilir. Baglanti ¢alismalar ailesel veriler kullanildiginda,
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iliski ¢aligmalar1 ise popiilasyon tabanli veriler kullanildiginda yapilir. Bir hastalik ile
HLA arasindaki iliski, hasta ve kontrol gruplarinda yapilan g¢aligmalar neticesinde,
popiilasyon c¢aligsmalariyla belirlenir. HLA lokusu ile hastaligi kontrol eden genler
arasinda bir beraberlik olup olmadigin1 ortaya koymada ise aile calismalar1 yararl

olmaktadir(82, 86). HLA ile hastaliklar arasindaki iliskiyi agiklayan teoriler sunlardir:

HLA molekiilleri etiyolojik ajanlarin reseptorleridir: Bazi HLA molekiilleri,
toksinler, viriisler ve bazi yabanct maddeler gibi ajanlar i¢in reseptér gorevi yaparlar.
Omegin AS’ ye sebep olan HLA molekiilii bir viriis i¢in reseptor ise, B*¥27 tasiyan
kisilerde AS riski yliksek olacaktir ve ancak virlise maruz kalindiginda hastalik

olusacaktir (87).

HLA molekiili antijenik peptidler igin segicidir: Yani viicuttaki antijenik
peptidler, belirli HLA molekiilleri tarafindan T lenfositlerine sunulabilmektedir.
Ornegin bazi HLA-B*27 molekiilii baz1 peptidleri almada spesifik olabilir ve bunun
neticesinde bu molekiilii tagiyanlar AS hastaligina yatkin olabilirler (62, 87).

T hiicre reseptorii hastalik predispozisyonunu belirler: Hastalik gelismesinde T
hiicre reseptorii sorumludur. HLA molekiili T hiicresinin antijeni tanimasini

siirlandirmistir, bundan dolayi hastalik ile HLA arasinda dolayli bir iliski vardir (87).

Molekiiler mimikri (Hastalik ajanlar1t HLA molekiiliinii taklit eder) : Hastalikla
iligkili HLA antijenleri ile hastalik ajani immiinolojik olarak benzerlik gosterebilir. Bu
molekiiler benzerlik hipotezi sdyle aciklanabilir: Etiyolojik ajan, HLA antijeni ile
etiyolojik ajan arasinda olan benzerlik sebebiyle viicudun kendi molekiilii gibi
algilanabilir ve hi¢bir immiin yanit olusamaz. Yani immiin sistem hareket gegirilmeden

etiyolojik ajan tarafindan hastalik olusur.

Etiolojik ajanin yabanci olarak algilanmasindan dolay1 siddetli bir immiin yanit
olusur. HLA ile etiyolojik ajanin benzerliginden dolayr immiin yanmit HLA’ya

yonlendirilir ve boylece otoimmiin bir hastalik olusur (87).

HLA doku tiplemesi testleri gilinlimiizde; antropolojik ¢alismalarda, babalik
tayininde, transplantasyon oncesinde ve HLA-hastalik iligkisini incelemede kullanilir.
Doku tiplemesi i¢in; serolojik testler (mikrolenfosite toksisite testi, isoelektrik focusing,
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biyokimyasal testler, iki boyutlu jel elektroforezi), hiicresel testler (karisik lenfosit

kiiltiirli) ve genomik testler kullanilir (50).

HLA tiplemesinde en yaygin kullanilan yontem lenfosit mikrositotoksisite testidir
(88). Bir bireyin HLA tipi genellikle fenotip olarak bildirilir (89). Giiniimiizde DNA
teknolojisinin gelismesine bagli olarak MHC doku tiplemesi farkli yontemler
kullanilarak DNA diizeyinde yapilmaktadir. Giiniimiizde molekiiler yontemler daha
yaygin kullanilmaktadir (73, 74). Bu molekiiler yontemler MHC’ nin ¢ok sayida
polimorfizm igeren gen tasimasindan, diger yontemlere gore daha ucuz ve zahmetsiz

olmasindan dolay1 daha idealdir (50, 67).

Sekansa 6zgii primer kullanilmas1 (SSP- Sequence Spesific Primer) yonteminde;
primerler hazirlandiklar1 allele gére DNA’ nin o alleli tasiyan kismina baglanir ve
bdylece PCR reaksiyonu baglar. O allele spesifik olan kuyucukta eger primere uygun
allel varsa DNA’ nin o parcasi ¢cogalir. Pozitif reaksiyon olan kuyucuklarda 2 adet {iriin

goriiniir. Elde edilen sonuglar bilgisayarda degerlendirilir (61).
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5. GEREC VE YONTEM
5.1. Gereg

5.1.1. Calisma Grubu

Bu calisma, 2008-2010 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik Universitesi, Tip
Fakiiltesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dali polikliniklerine basvuran
Modifiye New York kriterlerine gore AS tanisi almis, 121 hastanin (72 erkek, 49 kadin)
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuarinda periferal kan 6rneklerinden izole edilen
DNA’ larindan yapildi. Fakiiltenin Saglik Bakanligindan onayli Doku Tipleme
Laboratuvarinda doku gruplan belirlenen AS oykiisii olmayan kemik iligi ve bobrek
transplant hastalariin saglikli kemik iligi ve bobrek vericileri (400 kisi) kontrol grubu
olarak degerlendirildi. Bu ¢alisma, 2008.114.001.6 numarali proje kapsaminda KTU
BAP tarafindan desteklenmis ve Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan (2009/61)

onaylanmistir.

Calisma grubundaki hastalarin klinik olarak degerlendirilmeleri, KTU Fiziksel
Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dali Ogretim iiyesi Prof. Dr. Mehmet Tosun, Dog. Dr.
Murat KARKUCAK ve. Dog. Dr. Erhan CAPKIN tarafindan yapilmistir. AS tanisi,
hastalarin sikayetlerine gore fizik muayene, radyolojik, biyokimyasal test sonuglari
kullanilarak New York kriterlerine gore konuldu. AS hastalar1 icin bilgilendirme
dosyalar1 olusturulmus olup, yas, cinsiyet, aile ve akrabalar1 ile ilgili bilgiler uzman

hekimler tarafindan dosyalarina kaydedildi.

Calisma grubundaki 121 hastanin ve AS hastas1 olmayan yukarida sozii edilen
400 saglikli bireyin her birinden EDTA’ h tiiplere 5 ml kan alindi, DNA’ lart izole
edilip 20°C’ de ¢alisma yapilana kadar saklandi.
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3.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan kitler, kimyasallar ve sarf malzemeler ¢esitli ticari

firmalardan temin edilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Kullanilan kimyasallar ve iiriin kodlar1 alfabetik sira ile verilmistir.

Kimyasal Malzeme Katalog No.
Agaroz Sigma, A-0169
Ammonyum asetat (NH4C2H302) Sigma, A-1542.

Borik asit (H3BO3)

Merk, 1.00160.

Bromfenol mavisi (C19H10Br405S)

Merk, 1.08122.0005

Etidyum bromit (C12H20N3Br)

Sigma, E-7637

Etil alkol (C2H50H)

Mey, Tiirkiye

Etilen diamintetra-asetik asit (EDTA)

Sigma, E-5134

Hidroklorik asit (HCI)

Merk, 1.00314.2500

HLA-B*27 PCR-SSP Kiti

Olerup SSP

Ksilen siyanol (C25H27N206S2Na)

Merk, 1.12007.2500

Proteinaz K

Promega, V3021

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Merk,

Sodyum hidroksit (NaOH)

Merk, 1.06462

Sodyum kloriir (NaCl)

Merk, 1.01540.0500

Taqg DNA Polimeraz

Sigma, E-5134

Proteinaz K

Promega, V3021

Taqg DNA Polimeraz

Promega, M1661

Tris baz (Tris-base) (C4H11NO3)

Applichem, A2264.1000

Tris hidroklorit (C4H12CINO3)

Merk, 1.01547.0100
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3.1.3. Aracg ve Gerecler

Calisma kullandigimiz ¢esitli arag ve gerecler alfabetik sira ile Tablo 7° de verilmistir

Tablo 7. Calismada kullanilan arag ve geregler

Cihazlar Marka
Buzdolab1 Argelik, Tiirkiye
Buz makinesi Scotman, Ingiltere

Deiyonize su saglayici

Barnstead, ABD

Derin dondurucu (-35)

Argelik, Tiirkiye

Distile su cihazi

Simsek labor teknik, Tiirkiye

Dogru akim gii¢ kaynagi (250 volt)

EC-250-90

pH metre

Hanna, Portekiz

Etiv

Vilbert Lourmat, Fransa

Hassas terazi

Sartorius, Almanya

HLA analiz programi

Olerup, Isvec

Laminar air flow

Powtech, Tiirkiye

Manyetik karistirict IKA, USA
Mikrodalga firin Beko, Tiirkiye
Otoklav Tuttnauer 3150 ELV, italya

Otomatik pipet seti

Rainin, ABD

Pastor firini

Memmert, Almanya

pH metre

Hanna, Portekiz

Tablo 7’ nin devami
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Polaroid kamera Gel Cam, Ingiltere
Polaroid kamera filmleri Sigma, ABD
Spektrofotometre Beckman/Coulter, ABD
Termocycle Techne Genius, Ingiltere
Ultraviole transilliminator Vilbert Lourmat, Fransa
Vorteks Niive NM110, Tiirkiye
Yatay elektroforez diizenegi EC-250-90

Yiiksek devirli santrifiij Hettich, Almanya

5.1.4. Anabilim dalimizda molekiiler genetik calismalarda kullanilan standart

soliisyonlar
5.1.4.1. DNA izolasyon soliisyonlar:

5X Eritrosit Lizis Cozeltisi (1L)

Nacl : 40,19
KCI : 1,89
MgCI2.6H20: 715¢
veya,

10X Eritrosit Lizis Cozeltisi (1L)
NHA4CI 829¢
KHCO3 10 g
Na2EDTA(0.5M) 20 mi

Proteinaz K ¢ozeltisi (10 mg/ml)
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100 mg Proteinaz K

10 ml Proteinaz K seyreltme tamponu

Nuclei Lizis Tamponu (pH 8.2)

10 mM Tris base, =  (1.21 g Tris base)
400 mM NaCl, = (23.4 g NaCl )

2mM Na2EDTA=  (0.74 g Na2EDTA)
Proteinaz K seyreltme tamponu (pH 8.0)
0.05M TrisHCl = (0.788g  Tris HCI)
1 mM CaCl = (0.011gCaCl2)
Amonyum asetat (9 M, 100 ml)

74 g amonyum asetat

%10’luk (w/v) sodyum dodesil siilfat (SDS, 100 ml)
10 g SDS

0.5M Na2 EDTA (pH 8.0, 500 m1)

93,59 Na2 EDTA

1M Tris-HCI (pH 7.4, 1 L)

157. 6 g Tris-HCI

TE Tamponu (Tris-EDTA, pH 8.0, 500 ml)
10 mM Tris HCI

1mM Na2EDTA

5.1.4.2. Klasik Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlari

10X TBE elektroforez tamponu (Tris-borik asit-EDTA, (pH “8.0)
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108 g Tris baz

55 g Borik asit

40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

0.5 X calisma soliisyonu olarak kullanildi.
Etidium bromide soliisyonu (10mg/ml)

10 mg/ml olacak sekilde deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Isiktan korunarak

muhafaza edildi.

Non-denatiire yiikleme tamponu (Loading Buffer)
% 50 (w/v) Siikroz
% 0,1 (W/v) Bromfenol mavisi
% 0,1 (W/v) Xylene cyanole

50 mM Na2 EDTA (pH: 8)
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5.2. Yontemler

Bu c¢alismada insan 6. kromozomunun {izerinde bulunan MHC geninin sinif I
bolgesindeki HLA-B*27 gen polimorfizmlerinin belirlenmesi ve B*27 pozitifligi
olanlarin alt gruplarmi belirlemek amaciyla hastalardan ve kontrol grubundan 5 ml
periferal kan Ornekleri alinarak salting-out yontemi ve otomatize magnetik bead

(QIAGEN EZ1) yontemi ile DNA izolasyonu yapildi (90).
5.2.1.Periferik Kandan Salting — Out Yontemi ile DNA izolasyonu

EDTA’ I tiipteki 5 ml kan 50 ml’ lik falkon tiipe alinip, iizerine 40 ml ELB
konarak 30 dk buz iizerinde bekletildi. Sogutmali santrifiijde +4 °C* de 2500rpm’ de 10
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen siipernatant atildi, kalan pellet iizerine
tekrar 40 ml ELB eklendi ve pellet resiispanse edildi. Tekrar 2500 rpm’ de 10 dk.
santrifiij edildi. Bu ELB ile yikama islemi temiz bir pellet elde edinceye kadar yaklasik
3 defa tekrar edildi. Son yikamayi takiben elde edilen pellet lizerine 4ml NLB ve 120 pl
Proteinaz K eklenip ¢alkalandi. Son olarak tiiplere 425 ul SDS eklendi ve dikkatlice
tiipler alt-iist edilerek 37 °C’ de 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi etiivden
cikarilan ornekler 30 dk. oda 1sisinda bekletildi. Oda 1sisina gelen tiiplere 1.4 ml 6M
NaCl eklendi ve kuvvetlice ¢alkalandi. Ornekler oda 1sisinda 4500rpm’ de 15dk.
santrifiij edildi. Siipernatant dikkatlice yeni bir 50 ml’ lik falkon tiipe alinarak tekrar
ayni kosullarda santrifiij edildi. Siipernatant 50ml’lik falkon tiipe alinarak iizerine son
hacim 20 ml olacak sekilde yavasca %96’ lik etil alkol eklendi. Kapaklar1 kapatilan
falkonlar yavasca altiist edilerek DNA bir araya getirildi. DNA %70’ lik etil alkolden
gecirilerek 1.5ml’ lik ependorf tiipe alindi. Tiipler 1000rpm’ de 45 sn. santrifiij edilerek
pelletin ¢okmesi saglandi. Alkoliin fazlas1 uzaklastirilarak pellet kurumaya birakildi.

Pelletin kurudugundan emin olduktan sonra, 500 pl TE buffer eklenerek DNA pelleti
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sulandirildi, 1 gece iyice ¢oziinmesi i¢in oda 1sisinda birakildi. DNA 6rnekleri ¢calisma

yapilincaya kadar -20 °C’ de bekletildi.

5.2.2. Spektrofotometre ile DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Izole edilen DNA’larin 1/50 oraninda diliisyonlar1 hazirlandi, spektrofotometrede
260 nm ve 280 nm dalga boyundaki absorbans degerleri okundu. 260/280 nm
degerlerine gore DNA’ nin saflig1 herhangi bir protein veya RNA kontaminasyonunun
olmamasi i¢in ¢aligmaya ideal oran olan 1.8” e yakin olanlar dahil edildi. I OD’ nin 50
ng/~1 DNA miktarina esitliginden gidilerek 260 nm dalga boyunda okunan absorbans
degerlerinden, Orneklerdeki DNA konsantrasyonu hesaplandi. Polimeraz zincir
reaksiyonunda (PCR) kullanilmak tizere HLA doku tipi analizi igin DNA’ lar steril

deiyonize su ile 30 ng/~1 olacak sekilde sulandirildi.

5.2.3. HLA- B*27 Alt Tiplerinin PCR-SSP Yéntemiyle Belirlenmesi

AS’li hastalarda MHC-HLA genlerinin tiplendirmesi PCR-SSP yontemi ile
yapildi (53). Hastalarin HLA-B*27 alleli tasiyip tagimadigini belirlemek i¢in standart
hale getirilmis ticari PCR-SSP Kkitleri (Olerup, Isve¢) kullanildi. Her bir kit icin PCR
reaksiyonu kuruldu ve amplifikasyon sonrasi %2’ lik agaroz jelde yiiriitiildi. Elde
edilen sonuglar uygun bilgisayar programinda degerlendirilerek kisilerin doku tipleri
belirlendi. Daha sonra HLA-B*27 alleli pozitif olan hastalar yiiksek rezoliisyonlu PCR-
SSP ¢alismasi ile yeniden reaksiyona tabi tutulup HLA-B*27 alt tipleri belirlendi. HLA-
B*27 alt gruplari i¢in 32 farkli yiiksek rezolusyonlu primer kullanildi.

Calismamizda HLA-B*27 alt gruplarinin tespiti i¢in Olerup, Isve¢ firmasindan
temin edilen 32 kuyucuklu PCR-SSP HLA-B*27 kit kullanildi. Bu sistemde her bir
kuyucuk spesifik primerler emdirilmis sekilde dizayn edilmistir. Primerler, optimal PCR

amplifikasyonuna gore dizayn edilmistir.

HLA-B*27 alt gruplarinin analizinde PCR-SSP yontemiyle her bir 6rnek igin son
hacim 340 Y1 olacak sekilde asagidaki gibi hazirland:.

Master miks (Olerup) ...........coevvviiiinnnnn. 102 ™l



Distile SU ..ovviniiiiii e 175.5 |
Taq Polimeraz enzimi ..................cceevnenn.. 2.5 N
DNA (30 ng/NI), coiviriiiiiiiie 60 NI

Hazirlanan master miksler vortekste karistirildi ve her bir hasta igin 32 kuyucuklu
pleytin herbir kuyucuguna 10’ ar NI paylastirildi. Tablo 8 de verilen PCR dongii
programina uygun olarak amplifiye edildi.

Tablo.8. HLA-B*27 Alt grup analizi i¢gin PCR dongii programi

Baslangig¢ denatiirasyonu | 94°C 2 dakika

Denatiirasyon 94°C 10 saniye 10 dongii

Annealing-extansiyon 65°C 1 dakika

Denatiirasyon 94°C 10 saniye

Annealing 61°C 50 saniye

Extansiyon 72°C 30 saniye 20 dongii
Hold 4 °C Siiresiz

Amplifiye edilen HLA-B*27 PCR-SSP fiirtinlerinin elektroforezde yiiriitiilmesi
i¢in 0.5X veya 1XTBE tamponlu %2’ lik agaroz jel hazirlandi. Ornekler, her bir hasta
icin 32 kuyucuga sahip jele yiiklenerek 1X TBE’ li tampon ortaminda, 80V, 45A° de 30
dakika  elektroforeze  tabi  tutuldu.  Sonuglarn UV  transilliimiinatérde
degerlendirilmesinde her bir kuyucukta bulunan pozitif kontrollerin ¢alisip calismadigi
kontrol edilerek ¢ift bant gosteren kuyucuklar pozitif kabul edildi ve jel dokiimantasyon

goriintlileme sistemiyle fotograflanip bilgisayara kayit edildi.
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5.3. Istatistik Analiz

HLA-B*27 alt gruplarimin hasta ve kontrol gruplarinda dagilimimin
hesaplanmasinda Arlequin v311 bilgisayar programiyla yapildi (91). Elde edilen
frekanslara ki-kare testi uygulandi ve P< 0.005 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

29



6. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 121 AS (72 erkek, 49 kadin) hastasinin kan drneklerinden
izole edilen DNA’lar, KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon Anabilim Dal1 poliklinigine basvurmus, Modifiye New York kriterlerine
gore Ankilozan Spondilit tanis1 almis hastalardan elde edilmistir. Kontrol grubu ise
KTU Tip Fakiiltesi Doku Tipleme Laboratuarinda doku gruplari belirlenmis, her aileden
yalniz bir kisi olacak sekilde rastgele se¢ilmis, AS Oykiisii olmayan kemik iligi ve
bobrek transplant hastalarinin saglikli donér adaylarindan secilmistir. Calismamizda yer

alan 121 AS hastasinin 115’inde HLA-B*27 pozitifligi belirlenmistir.
6.1. AS Hastalarinda ve Kontrol grubunda HLA-B*27 Dagilim

AS oykiisii olmayan kemik iligi ve bobrek transplant hastalarindan olusmus,
toplam 400 bireyin dahil oldugu calisma grubunda 20 bireyin HLA-B*27 (+) oldugu,
geriye kalan 380 bireyin ise HLA-B*27 (-) oldugu goriilmiistiir. Bunun sonucunda AS
hastalarinda HLA-B*27 frekans1 %95, kontrol grubunda ise %4.5 olarak belirlenmistir
(Tablo 9).

Tablo 9. AS Hastalarinda ve Kontrol Grubunda HLA-B*27’nin Frekansi

HLA B*27 (+) HLA B*27 (-)
Saglikli (Popiilasyon) 20 (%5) 380 (%95)
Hasta grubu (AS) 115 (%95.05) 6 (%4.95)
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Resim 1. B*27 (+) jel goriintiileri
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6.2. AS’li Hastalarda ve Kontrol Grubunda HLA-B*27 Alt Tiplerinin Dagilin

AS hastalar1 ve kontrol grubunda HLA-B27 alt gruplarinin dagilimi Tablo 10’ da
verildi. AS hastalarinda HLA B*2701, B*2702, B*2705, B*2707, B*2708, B*2712,
B*2723, B*2731, B*2740, B*2748, B*2756 alt gruplar belirlendi. Kontrol grubunda
ise B*2702, B*2705, B*2756 alt gruplar1 ve AS’den farkli olarak B*2753 alt grubu
tespit edildi. HLA-B*2707, B*2708, B*2712, B*2723 ve B*2731 alt gruplar sadece
birer hastada goriildii, frekanslar1 %0.87 olarak hesaplandi. HLA-B*2705, B*2701 ve
B*2740 ise ikiser hastada bulundu, frekanslar1 %1,74 olarak hesaplandi. HLA-B*2748
ise 3 hastada tespit edildi (%2.60). AS hastalarinda en sik goézlenen ikinci alt grup
B*2702 %19.1 oraninda goriiliirken kontrol grubunda ise %37,5 oraninda goriildii.
HLA-B*2702 kontrol grubunda yiiksek hesaplanmasina ragmen bu istatiksel olarak
anlamli degildi. Benzer olarak HLA-B*2705 kontrol grubunda hastalara oranla gok
daha yiiksek goriilmesine ragmen (%38.1), istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.
HLA-B*2753 hasta popiilasyonun da hi¢ goriillmezken, kontrol grubunda sadece 1
kiside tespit edilip frekanst %4.76 olarak hesaplandi. HLA-B*2756 hem kontrol
(%28.5) hem de hasta grubunda (%68.7) en sik goriilen alt gruptur. Hasta grubunda
kontrole gore yiiksek hesaplanmasi istatiksel olarak anlamli bulundu (P=0,001).

Tablo 10. AS hasta ve kontrol grubunda HLA-B*27 alt gruplarmin dagilimi

HLA-B*27 Alt Kontrol Grubu Hasta Grubu P degeri
Gruplari
n=21 Frekans n =115 Frekans
HLA-B*2701 - 2 %1,74
HLA-B*2702 6 %37,5 22 %19,1 0,56
HLA-B*2705 8 %38.1 2 %1,74
HLA-B*2707 - 1 %0,87
HLA-B*2708 - 1 %0,87
HLA-B*2712 - 1 %0,87
HLA-B*2723 - 1 %0,87
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Tablo 10' un devami

HLA-B*2731 - 1 %0,87

HLA-B*2740 - 2 %1,74

HLA-B*2748 - 3 %2,60

HLA-B*2753 1 96,25 - -

HLA-B*2756 6 %28.5 79 %68,7 0,001

Resim 2. HLA-B*2756’nin agaroz jel goriintisii(4, 6, 8, 15, 23, 30, 31 no’ lu 6rnekler pozitiftir ).

Resim 3. HLA-B*2702’nin agaroz jel goriintiisii
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Resim 5. HLA-B*2705’in agaroz jel goriintiisii
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7. TARTISMA ve SONUC

Ankilozan Spondilit (AS), omurgada ilerleyen katilik ve eklem agris1 ile
karakterize edilen sistemik inflamatuvar bir romatizmal hastaliktir (92). Hastaligin
belirtileri siklikla ge¢ adolesan veya erken eriskinlik doneminde baslar. Erkeklerde
kadinlara oranla daha sik goriilen bu hastalik kadinlarda c¢ogunlukla daha yavas
seyretmektedir. Genel olarak hastaligin beyaz irkta prevalanst % 0.2-1.4 olarak
bilinmektedir (21). AS etiyolojisinde genetik ve c¢evresel faktorler rol oynadigi
bilinmektedir. Genetik faktorlerden ozellikle 6. kromozomun kisa kolunda lokalize
immun sistem genlerinden olan ve oldukga polimorfizm goésteren HLA class I gen
ailesinin bir liyesi olan HLA-B27 ile iliskilendirilmektedir. (92, 95). AS’li hastalarin
%90-95’de HLA-B27 pozitiftir (6, 7). HLA-B27 pozitif olan hastalarda ekstra-artikiiler
tutulum goriilme siklig1 artmaktadir ve takipte bu goz oniinde bulundurulmalidir. HLA
B 27°nin bugiine kadar 62 alt grubu tespit edilmistir. AS’in HLA-B*2705, HLA-
B*2702 ve HLA-B*2704 alt gruplar ile kuvvetli, HLA-B*2703, HLA-B*2706, HLA-
B*2709 ile zay1f iliskili oldugu bildirilmektedir (8-13).

Calismamizda yer alan 121 AS hastasinin 115 tanesinde ve 400 saglikli kontrol
grubunda yer alan 20 kiside HLA-B*27 pozitifligi tespit edilmistir. Kontrol grubunda 4
farkli HLA-B*27 alt grubu, AS hasta grubunda ise 11 farkli HLA-B*27 alt grubu (HLA
B*2701, B*2702, B*2705, B*2707, B*2708, B*2712, B*2723, B*2731, B*2740,
B*2748, B*2756) tespit edilmistir. Kontrol grubunda bulunan alt gruplardan HLA-
B*2753 hari¢ hepsi (HLA-B*2702, B*2705 ve B*2756) AS hasta grubunda da tespit
edilmistir. HLA-B*2705 frekansi kontrol grubunda AS hastalarina kiyasla daha yiiksek
bulunmustur. Bu veri HLA-B*2705’in hastaliga kars1 koruyucu etkisinin olabilecegini
diistindiirmesine ragmen istatiksel olarak anlamli bulunmadi. HLA alt tiplerinin AS
hastalarindaki dagilimi ile ilgili literatiirde bir ¢ok popiilasyon calismalasi
bulunmaktadir. Diinya genelinde yapilan bir meta-analizde; HLA-B27 alt tiplerinden
B*2702, B*2704 ve B*2705’in AS ile pozitif iligkili, B*¥2706 ve B*2709’un ise AS ile
negatif iliskili oldugunu gostermistir (48).

Bizim ¢aligmamizda hasta grubunda en yaygin alt grup HLA*B2756 olmasina

ragmen, iilkemizde Konya’da yapilan bir tez ¢alismasinda ise AS hastalarinda HLA-
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B*2702, B*2704, B*2705 ve B*2707 alt gruplari, kontrol gruplarinda ise HLA-
B*2702, B*2703, B*2704, B*2705 ve HLA-B*2702 /B*2705 alt gruplar1 tespit
edilmistir. Bu ¢calismada HLA-B*2705 (%65.2) en yaygin alt gruptur. Kontrol grubunda
ise en yaygin alt tip bizim ¢alismamizda oldugu gibi HLA-B*2705 bulunmustur (94).
Yine lilkemizde Samsun’da yapilan bir baska ¢alismada HLA-B*27 (+) 38 hastadan
olusan AS hasta grubunda ve 47 saglikli bireyden olusan kontrol grubunda en sik HLA-
B*2705 (%66) alt grubu goriilmistiir. Bunun haricinde hasta ve kontrol grubunda
sirasiyla %26.3 ve %34 oraninda HLA-B*2702 alt grubu goriilmiistiir. B*2708 alt
grubu ise kontrol grubunda goriilmemesine ragmen %?2.6 oraninda hasta grubunda
goriilmiistiir (95). Ulkemizin Dogu Anadolu Bolgesinde yer alan Erzurum’da 43 hasta
ve 39 goniillii kemik iligi vericisinden olusan kontrol grubuyla yapilan ¢alismada HLA-
B*27 alt gruplarinin dagiliminda hasta ve kontrol gruplarinin arasinda belirgin bir farka
rastlanmamustir. ilk olarak HLA*B2746, B*2749 ve B*2767 alt gruplar1 saptanmustir.
B*27 alt gruplart arasinda hem AS hastalarinda hem de kontrollerde en yaygin
HLA*B2702 ve B*2705 goriilmiistir. HLA-B*2702 alt grubu hasta ve kontrollerde
%48.8 ve %46.2 oraminda baskin olarak goriilmiistiir (96). Yine Istanbul’da SpA’l
(spondiloartropati) hastalarda yapilan bir ¢alismada saglikli kontrol grubunda HLA-
B*27 pozitifligi %2.6 bulunmustur. Hastalarda ise HLA-B*2705 baskin allel olarak 6ne
cikmustir (97).

Calismamizda HLA-B*2756 kontrol grubuna gore AS hastalarinda anlamli olarak
yiikksek bulunmustur. Bu sonu¢ HLA-B*2756’nin bolgemizde AS’ye yatkinlikta rolii
oldugunu disiindiirmektedir. Yapilan diger caligmalar incelendiginde AS hasta ve
kontrol grubunda HLA-B*2756 alt grubuna rastlanmamistir. Bunun nedeni bdlgemizde
yasayan insanlarin daha sik bu allelleri tasimalarindan ve rezoliisyonu yiiksek yeni
molekiiler  teknikler  sayesinde tespit edilen yeni alleller olmasindan

kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz.

Ulkemizde bu konuda ¢ak fazla sayida calisma olmamasina ragmen iilkemiz
disinda baska bir cok yerde AS hastalarinda HLA-B*27 alt gruplarinin frekans ile ilgili
cok sayida ¢alisma yapilmistir. Ornegin; Kore popiilasyonunda hasta grubunda HLA-

B*2705 en baskin alt grup olarak belirlenmistir. Bu sonucu da Japonlar gibi diger
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Asyalilar da HLA-B*2704’e sahip olduklarindan dolayr dikkate deger bulmuslardir.
Bununla beraber hastalarda HLA-B*2704 haricinde baska bir alt gruba rastlanmamustir.

Ayni calismada etnik gruplar arasinda HLA-B*27 alt gruplarmmin dagilimi;
Tayvan, Tayland ve Endonezya popiilasyonlarinda bulunan AS hastalarinda HLA-
B*2704, Hollanda popiilasyonunda ise HLA*B2705 yaygin olarak gériilmiistiir (98).

Cin’de Han popiilasyonunda yapilan bir calismada HLA-B*27 alt gruplarina
bakilmis ve HLA-B*2704 ve B*2705 alt gruplar1 sik goriilmiistiir fakat B*2705°e
nispeten B*2704 ile AS arasinda siki bir iliski gozlenmistir (99). Cin Wuhan
popiilasyonunda AS hastalarinda HLA-B*27 alt gruplarinin dagilimi incelendiginde
HLA-B*2702, B*2703, B*2704, B*2705, B*2706 ve B*2713 olmak iizere 6 alt grup
tespit edilmistir. HLA-B*2704 ve B*2705 hasta ve kontrol grubunda yaygin olarak
goriilmistiir. AS hastalarinda kontrole oranla HLA-B*2704 frekanst HLA-B*2705
frekansina gore daha yiiksek hesaplanmistir. Bu ¢alismanin sonuglart HLA-B*2704 ve
B*2705’in ozellikle de B*2704’liin Cin Wuhan halkinda hastalikla gii¢lii bir iliskisi
oldugunu gostermistir (100).

[ran popiilasyonunda yapilan ¢alismada, 60 AS hastasi ve 430 saglikli kan vericisi
secilmistir. 40 hastada (%66.7) ve 17 kontrol grubundan bireyde (%3.95) HLA-B*27
pozitif gorilmiistir. HLA-B*2702, B*2704, B*2705 ve B*2707 alt gruplar1 ve bir
hastada da HLA-B*2702/B*2710 alt grubu saptanmistir. AS hasta grubu ve kontrol
grubunda bu allellerin dagilimi arasinda belirgin bir fark goériilmemistir. Sonug olarak;
[ranlilar arasinda Kafkas alt gruplarin baskin olmasina ragmen, bu popiilasyon spesifik
Kafkas ve dogu alt gruplarinin kombinasyonuyla karakterize edilmistir. Calismada her
ne kadar sonug bu sekil de yorumlansa da bulunan benzer 6rnek sonuglarindan ve daha
cok etnik grup caligmalarinin sonuglarinin beklenmesi gerektiginden net bir sonug

vermek i¢in dikkat edilmesi gerektigi belirtilmistir (101).

Sardinya ve Macar popiilasyonun da AS ile HLA-B*27 alt gruplart arasindaki
iliskiyi inceleyen iki farkli calismada diger Kafkas popiilasyon caligmalarinda oldugu
gibi HLA-B*2705 ile hastalik arasinda giiglii bir iliski bulunmustur (102, 103).
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Kibris Rum kesimi halkinda yapilan (60 kontrol ve 42 hasta) HLA-B*27 alt
gruplar1 caligmasinda hasta grubunda HLA-B*2702 ve B*2705 baskin alt grup olarak
saptanmistir. Kontrol grubunda buna ek olarak sadece HLA-B*2707 go6zlenmistir.
HLA-B*2707’nin sadece saglikli kontrol grubunda goriilmesi hastalik i¢in koruyucu rol
oynadigimi diisiindiirmiistiir (104).

Israil popiilasyonunda yapilan calismada da AS hasta grubunda diger iilkelere
benzer olarak HLA-B*2702 ve B*2705 alt grubu yaygin olarak saptanmistir. Hasta ve
kontrol grubu arasinda belirgin bir fark bulunmamistir. Kontrol grubunda hasta grubuna
ek olarak diisiik frekansta da olsa HLA-B*2701 ve B*2707 alt gruplar1 saptanmaistir.
HLA-B*2702 alt grubu iIsrail’deki Askenazi Yahudilerinde hastaliga yatkinlikta major
alt grup olarak goriilmiistiir (105).

Hirvat popiilasyonunda, 50 AS hastasi ve 38 B-27 (+) saglikli kontrol grubundan
olusan ¢alismada PCR-SSP yontemi ile HLA-B*27 alt gruplar1 dagilimi incelenmistir.
AS hasta grubunda HLA-B*2705 (%83) , B*2702 (%13.2), B*2704 ve B*2701 olmak
lizere 4 alt grup tespit edilmistir. B*27 (+) hasta grubunda ise en sik allel olarak HLA-
B*2705 ve HLA-B*2702 bulunmustur. Bu ¢alismanin sonucuna gére AS ve HLA-B*27
alt gruplar1 arasinda belirli bir iligki oldugunu gdsteren belirgin bir kanit bulunmamstir

(106).

Danimarka popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada HLA-B*27 (+) 51 saglikli kan
vericisinde ve 30 AS hastasinda HLA-B*27 alt gruplar incelenmis ve saglikli kontrol
grubunda HLA-B*2705 (%90.2) ve HLA-B*2702 (%9.8) alt gruplar1 bulunmasina
ragmen AS hasta grubunda yalnizca HLA-B*2705 alt grubu bulunmustur. Bu sonuca
gore Danimarka popiilasyonunda belirli HLA-B*27 alt gruplan ile AS arasindaki
iliskiye dair kayda deger bir iliski saptanmamuistir (107).

Kuzeybati Ispanya’da bulunan 6zerk Galigya popiilasyonunda yapilan HLA-B*27
ve HLA-B*27 alt gruplariyla AS arasindaki iliskiyi inceleyen c¢alismada, bizim
calismamizda oldugu gibi, AS hastalarinin %94.3’{inde, saglikli organ vericilerinin ise
%9.34° {inde HLA-B*27 pozitif bulunmustur. Bu ¢alismada 11 tane HLA-B*27 alt
grubu bulunmustur fakat AS hastalarinda HLA-B*2701, B*2709 ve B*2710 alt
gruplarina rastlanmamistir. Normal popiilasyonda HLA-B*2702, B*2705 ve B*2708 alt
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gruplart goriilmiistiir. AS ile HLA-B*2705 (%88) ve B*2702 (%12) alt gruplar
iligkilendirilmistir. AS ile HLA-B*27 alt gruplan frekansi arasindaki bu iliski diger
bolgelerdeki Ispanyol halk ile benzer bulunmustur (108).

Venezuela popiilasyonunda yapilan ¢alismada hasta grubunda en yaygin alt grup
HLA-B*2702 ve B*2705 saptanmistir. Saglikli kontrol grubunda ise en yaygin alt grup
HLA-B*2708 tespit edilmistir. Bu sonugta hastalik i¢in koruyucu alt grup oldugunu
diistindiirmiistiir (109). HLA-B*27 (+) AS hastasinda yapilan 7 ¢alisma hasta ve kontrol
grubunda HLA-B*2706’nin koruyucu rol oynadigini géstermistir (110).

Kolombiya popiilasyonunda yapilan c¢aligmada HLA-B*2702 ve B*2705 en
yaygin alt grup olarak tespit edilmistir ve burada yasayan etnik gruplar arasinda HLA-
B*27°nin farklilik gdstermedigi dikkat cekmistir. Yine bu ¢alismada AS hastalig ile
HLA-B*2702, B*2704 ve B*2705 alt gruplarinin en yiiksek iligkili oldugu saptanmistir
(111).

Ozetle, farkli popiilasyonlarda yapilan gesitli ¢alismalarda, AS’ li hastalarda en
yaygin alt tiplerin B*2705 ve B*2702 oldugu gosterilse de her popiilasyonda farkli
HLA-B*27 alt tipleri 6n plana ¢ikmaktadir. Ulkemizde konuyla ilgili yapilan kisith
sayidaki ¢aligmalarda ise AS hastalarinda B*2705 ‘in B¥2702’den daha sik gorildigi
belirtilmistir (94, 95, 96). Gerg¢ek popiilasyon dagilimlari eksik olup farkli bolgelerde
hangi allellerin hastalikla pozitif veya negatif iligkili oldugu, hastalik aktivasyonu

hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir.

Sonug olarak bizim c¢aligmamizda AS hastalarinda HLA-B*27 pozitifligi diger
ilkelerde yapilan popiilasyon g¢alismalarina benzer sekilde %95.05 oraninda, kontrol
grubunda ise %4.95 oraninda goriildii Diger iilkelerin aksine AS hasta grubunda en
yaygin HLA-B*27 alt grubu HLA-B*2756 (%68.7) saptandi. Kontrol grubunda ise
frekansi en yiiksek alt grup diger iilkelerde oldugu gibi HLA-B*2705 (%38.1) ve HLA-
B*2702 ve HLA-B*2756 (%28.5) olarak saptandi. Bu sonug, bizim bdlgemizde diger
bolgelere ve iilkelere gére AS hasta popililasyonunda bulunan HLA-B*27 alt gruplar

bakimindan farklilik oldugunu géstermistir.
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Tablo 11. AS’ nin ¢esitli iilkelerdeki HLA-B*27 alt gruplari ile iliskisi

ULKE AS ile iliskili HLA-B*27
Alt Tipleri
Tiirkiye(Trabzon) B*2702 B*2756
Tiirkiye(Konya) B*2702 B*2705
Tiirkiye(Samsun) B*2702 B*2705
Tiirkiye(Erzurum) B*2702 B*2705
Asya: Tayvan/Tayland/Kore/Japonya/Hollanda B*2704 B*2705
Cin Han/ Wuhan B*2704 B*2705
Kafkas (Sardinya/Macar) B*2705
Kibris Rum kesimi B*2702 B*2705
Israil B*2702 B*2705
Hirvatistan B*2702 B*2705
B*2704
Danimarka B*2702 B*2705
Kuzeybati ispanya B*2702 B*2705
Venezuela B*2702 B*2705
Kolombiya B*2702 B*2705
B*2704
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Tablo 11. Cesitli iilkelerde AS’ye karst koruyucu oldugu diisiiniilen HLA-B*27 alt

gruplari
Ulke AS’ye kars1 koruyucu olan HLA-B*27 alt gruplari
Tirkiye(Trabzon) B*2705
Tirkiye(Konya) B*2705
Tiirkiye(Samsun) B*2705

Tirkiye(Erzurum) | B*2702

Cin Han/ Wuhan | B*2704 B*2705
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8. SONUCLAR

8.1. Sonuclar
AS hastalarinda; %95.05 oraninda HLA-B*27 pozitifligi bulunmustur.

Calismamizda HLA-B*27 pozitif AS hastalarinda HLA B*2701, B*2702,
B*2705, B*2707, B*2708, B*2712, B*2723, B*2731, B*2740, B*2748, B*2756 alt

gruplar tespit edilmistir.

Kontrol grubunda ise HLA-B*27 pozitifligi %4.95 oraninda bulunmus, B*2702,
B*2705, B*2753 ve B*2756 alt gruplar tespit edilmistir.

AS hasta grubunda HLA-B*2756 en sik goriilen alt gruptur (%68.7). Ayrica
HLA-B2756 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p=0.001).
Bu sonu¢ HLA-B*2756’nin bolgemizde AS hastaligina yatkinlikta pozitif iliskili

olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Kontrol grubunda ise en sik HLA-B2705 alt grubu bulunmustur (%38.1). Ancak,
HLA-B*2705’in AS hasta grubuna gore kontrol grubunda yiiksek bulunmasi
istatistiksel olarak anlamli bulunmamasma ragmen hastalikla negatif iligkili

olabilecegini diigiindiirmiistir.

8.2. Oneriler

HLA B27 pozitifliginin ve alt gruplarimin iilke genelinde AS hastalarinda
calisilarak, iilkemizde hastalikla pozitif ve negatif iliskili HLA-B*27 alt gruplarinin

tespit edilmesi.

HLA gen bolgesinde yer alan HLA genlerinin ve diger genlerin hastalikla

iliskisinin arastirilmasi.
Sonuglarin biyokimyasal ve immiinolojik testlerle karsilastirilmasi.

AS hastalarinin klinik bulgularina (hastaligin siddeti, tedavi siiresi) gore alt

smiflara ayrilarak, B27 allelerinin bu alt siniflarda dagiliminin incelenmesi.
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Hastaligin etiyolojisinin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in ¢evresel faktorlerin

hastaliktaki roliiniin ¢aligilmasi.

Yukaridaki onerilere ilaveten HLA-B*27 pozitifliginin AS de tanisinda kullanilan
Oonemli bir kriter olmasinin yaninda, alt gruplarin hastaligin siddeti ile iliskili olabilecegi

ve tedavi planlamasinda klinisyene yol gosterebilecegine inanmaktayiz.
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