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1. GIRIS VE AMAC

Romatoid Artrit (RA [MIM 180300]) nedeni bilinmeyen, sinovyal hiicrelerde
proliferasyon, eklemlerde erozyon ve fonksiyonel kayiplarina neden olabilen kronik
agrili, sistemik, inflamatuar, otoimmun bir hastaliktir (1, 2). Tiim diinyada ortalama %1
oraninda goriiliir. Kadin/Erkek orami 2-3/1 dir. Hastalarin %75-80’inde Romatoid faktor
pozitiftir. Cogu hastada klinik seyir ilerleyicidir ve yapisal eklem hasar ilk iki y1l iginde
meydana gelir. Agri, deformite ve fiziksel fonksiyon kaybi kalic1 ozirliilik ve yasam
kalitesinde bozulmaya yol agar (3, 4).

RA’ya yatkinhik olusturan genetik risk faktorleri olarak insan 16kosit antijen
(HLA) lokusuna ait Sinif I[I MHC genleri sorumlu tutulmustur. HLA-DRB1 *04 alleli ile
iliskili (DRB1 *0401 ve *0404) oldugu tespit edilmistir. Hastalarda HLA DRB1 *04
pozitiflik oran1 %60-80 oraninda degismektedir. Bu yapinin hem hastaliga yatkinlikta, hem
de hastalik seyrinde 6nemli rolii oldugu ileri siiriilmiigtiir. Yapilan prospektif ¢alismalarda,
ortak epitop pozitif DRB1 *04 allelini tasiyan hastalarda eroziv eklem hasar1 gelisme
riskinin en yiiksek, ortak epitop pozitif DRB1 *01 allelini tasiyanlarda ise daha diisiik
oldugu gosterilmistir (5).

Son yillarda molekiiler genetik y6ntemlerin ilerlemesiyle HLA doku gruplar da alt
tiplerine ayrilmus hastaliga neden olan alleller daha net tammlanmaya baslamistir. Ornegin;
daha 6nce Romatoid Artritli vakalarda HLA DRB1 *04 pozitifligi bilinmektedir. Ancak
her HLA DRBI1 *04 pozitifligi olan kisi Romatoid Artrit hastas1 olmamakta, olanlarda ise
hastalik aymi siddette seyretmemektedir (6, 7). Yiiksek rezolusyonlu ayirma teknikleri
sayesinde HLA DRB1 *04 allelinin yada grubunun bir grup olmadig bir ¢ok alt grubunun
bulundugu (73 adet) farkli populasyonlar ve gesitli etnik gruplar arasinda degisik dagilim
gosterdigi bilinmektedir. Bu alt gruplarin dagilimi hiicre yiizeyindeki reseptdr yapisina
farkli amino asit olarak yansiyacagindan, hastalifin patogenezinde farkli rol
oynayabilmektedir.

Bu ¢alismada Farabi Hastanesi kliniklerine bagvuran RA tanisi alan hastalarin
HLA-DRBI1 grup tayinleri hedeflenmis, DRB1 *04 pozitif hastalarin alt gruplarinin
belirlenmesi ve diger allellerde bir birikme olup olmadiginin arastirilmas: amaglanmistir.
Calismamizdan elde edilecek sonuglara gére RA’li hastalarnn tedavilerinde izlenecek yola

farmakogenetik katki saglanmas1 amaglanmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Romatoid Artrit

Romatoid artrit (RA [MIM 180300]), etiyolojisi kesin olarak belli olmayan viicutta
eklemleri tutan ve sekil bozukluklarina sebep olan kronik, inflamatuvar, multisistemik bir
hastalik olarak bilinmektedir. RA, diinyada tim irklarda higbir ayrim gozetmeksizin
goriilebilen bir hastahiktir ve daha ¢ok kadinlan etkilemektedir. Genellikle 30-50 yaslan
arasinda goriilen hastalik, kadinlarda 2-3 kat daha sik goriilmesine ragmen ilerleyen
yaslarda kadin/erkek oram esitlenir. Diinyadaki gesitli populasyonlarda prevelans1 % 0.5-1
dolayinda olmakla birlikte prevelans yas ile birlikte artmaktadir (1, 4).

2.1.1. RA Etiyopatogenezi

Uzun yillardan bu yana yapilan genis ¢alismalarin sonucuna gore RA’in etiyolojisi
kesin olarak aydinlatilamamistir. Giiniimiizde kabul edilen yaygin goriise gore RA
hastalip1, genetik olarak predispoze kisilerde, heniiz tam bilemedigimiz ¢evresel etkenlerin
antijenik uyarisiyla basglamakta ve immiin sistemdeki karmagik etkilesimler ile kronik hale
geldigi kabul edilmektedir. RA etiyolojisinde genetik, immun sistem bozuklugu,
enfeksiy6z ajanlar, travma, cinsiyet, stres, endokrin, metabolik, cevresel, psikolojik ve
nutrisyonel faktérlerin rol oynadign diistintilmektedir. Bu sayilan faktorler hastalifin
gidisatini etkileseler de higbiri tek basina kesin neden olarak gosterilememistir (8, 9).

Sosyoekonomik durum, egitim ve psikolojik durumlarin da predispozan faktorler
olabilecegi diistiniilmektedir. Ancak ik, cografik yerlesim ve iklimin RA gelisiminde
onemli bir risk faktorii olmadign goriisii hakim ise de tartismalidir (9-11). RA’de etkili
oldugu kabul edilen gevresel faktérlerden, hepatit B, Rubella, sitomegaloviriis gibi viral
ajanlar bazen RA benzeri simetrik, poliartikiiler bir artrite yol agmaktaysa da kroniklesme
olmamaktadir. RA’I1 hastalarin Ebstein Barr viriisii (EBV) ile enfekte B hiicre sayilar1 ve
anti EBV antikor titrelerinin saglikh insanlardan yiiksek olmasindan dolayr EBV’den de
siiphelenilmektedir. Yine bazi RA’li hastalarda Helicobacter pylori gozlenmis fakat ilging

olarak hicbir gastrointestinal yakinma izlenmemigtir (11, 12).



2.1.2. RA’e Genetik Yaklasim

Birgok otoimmun hastaligin karmasik mekanizmasinin aydinlatilmasinda genetik
yapmnin rolii agiklanmig olmasina ragmen, RA’te heniiz tek basina suglanan kesin bir
genetik etken belirlenememistir. Ancak bununla birlikte %30-50’sinde  HLA gen
bolgesinin sorumlu oldugu fakat HLLA genleri ile RA arasindaki iliskinin &zellikleri heniiz
kesin olarak anlasilabilmis degildir (13-15). Klasik teoriye goére; antijenlerin baglanmasi ve
taninmasinda normal mekanizmalarin bozulmas: sonucunda otoimmiinite meydana
gelmektedir (16). Aym ailede birden fazla bireyde RA goriilmesi ya da dizigot ikizlere
gore monozigot ikizlerde daha fazla goriilmesi hastaliin genetik olarak aragtirilmasi
caligmalarmna yol agmustir (14, 16). RA hastalarinin birinci derece akrabalarinda RA
goriilme riski 16 kat daha artnug olarak bulunmustur (8, 17). Diinyanin gesitli {ilkelerinde
yapilan (Amerika, Ingiltere, Kanada, ve Iskandinav) ¢alismalarda Simf I HLA-DRB1*04
ile RA arasinda iliski gozlenmis ve RA’de genetik ¢aligmalar1 hizlandirmustir. Beyaz irkta
DRB1 *04’tin baz1 alt tipleri ile giiglii birliktelik bulunmugstur. DRB1 *04 yiizdesinin
diisiik oldugu toplumlarda ise (Hindistan ve Israil) daha ¢gok DRB1 *01 DRBI1 *10 ile
iliski kurulmustur (17). Konu ile ilgili daha detayl bilgiler diger boliimlerde verilmigtir.

2.1.3. Romatoid Artirit’de Laboratuvar Bulgulan

RA hastaligi viicutta bir ¢ok organ ve sistemleri (vertebral kolon, omuzlar, dirsek,
eller ve el bilekleri, kalga, diz, ayak ve ayak bileklerini) olumsuz etkilemektedir. Bunlardan
bagka kas, kemik, deri, g6z, solunum sistemi, sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem,
karaciger ve gastrointestinal sistem, renal sistem, hematopoietik sistem tutulumlar1 da
siklikla gozlenmektedir. Giiniimiizde RA tanisi, bir ¢ok testin birlikte yorumlanmasiyla
yapilmaktadir. C-Reaktif protein ve eritrosit sedimentasyon hizi gibi akut faz reaktantlar
ile hastalik aktivitesindeki artiglar ve tedaviye cevap arastirilir (18- 23). RA’de serolojik ve
immunolojik bulgulardan olan Ig’lerde 6zellikle IgA ve IgM diizeylerinde artislar gozlenir.
Romatoid faktér (RF) genellikle %70-80 oraninda pozitiftir. ANA pozitifligi %15-60
arasinda degisirken anti-DNA ya negatiftir yada ¢ok diisiik titrede pozitif sonuglar verir.
Hastalara rutin biyokimyasal testler verilen ilaglarin bir yan etkisinin olup olmadiginin
(6zellikle Kkaracigere) arastirilmasi amaciyla yapilir. Hastalarin akut ve kronik

dénemlerinde sinovyal sivi hacminde ve bilesiminde degisiklikler goézlenir (18-26).



RA’de radyolojik bulgular ¢ok onemlidir ve taniy1 kolaylastiricidir. Normal
bireylere gére oldukea fazla yikic1 degisiklikler gézlenir (27, 28). Romatoid artiritin tanisi
kolaylastirmak amaciyla giiniimiizde Tablo 1°de agiklanan 1987°de revize edilmis

Amerikan Romatizma Dernegi (ARA) kriterleri kullanilmaktadr.

TABLO-1: 1987 yilinda ARA tarafindan revize edilmis RA tam kriterleri.

Kriterler Bulgular*

Sabah sertligi Eklem gevresinde 1 saatten fazla siiren sabah sertligi**

En az 3 eklemde artrit En az ii¢ eklem bolgesinde doktor tarafindan kaydedilen yumusak doku

sisligi veya sinoviyal siv1 artisi1 ile beraber olan artrit**

El eklemlerinde artrit Elde en az bir eklem bolgesinde sislik**

Simetrik artrit Ayni1 eklem bolgesinde bilateral olarak artrit**

Romatoid nodiiller Kemik g¢ikintilar, eklem ekstansor yiizlerinde subkutan nodiiller.

RF pozitifligi Herhangi bir yontemle RF pozitifliginin gosterilmesi.

Radyolojik bulgular On-arka el ve bilek grafilerinde RA’e tipik erozyonlarin gosterilmesi

*Tabloda verilen bulgulardan en az 4 tanesi olmal
**En az 6 hafta siire ile devam etmelidir.

2.1.4. RA Tedavisi

Giinimiizde RA tedavisinde bir ¢ok degisik tirde ilag kullanilmakla birlikte
hastaligin kesin tedavisi yoktur. Ancak bu durum hastaligin kontrol altina alinamayacag
anlamina da gelmemelidir. Giinlimiizde RA tedavisinde; non-steroid antienflamatuvar
ilaglar, salisilatlar, kortikosteroidler, siklo-oksijenaz 2 inhibitdrleri (COX-2), ve hastalik
modifiye edici ajanlardan hidroksiklorokin, sulfasalazin, metotreksat (MTX), leflunomid,
infliximab ve etanercept gibi ilaglar kullanilmaktadir. Bu sayilanlardan daha az olarak
minosiklin, altin tuzlan, azotioprin (AZA), D-penisilamin (D-Pen), ve siklosporin’de
hastalik modifiye edici ajan olarak kullanilmaktadir. Yukarida sayilan ilaglardan bir ¢ogu
agriyt azaltmak amaciyla, modifiye edici ajanlar ise yikici etkileri azaltmak igin
kullamilmaktadir (29-36). Ozetle; RA tedavisinde amag agriy1 azaltmak, eklem hasarim ve
fonksiyonel kayb1 6nlemektir. Hastalifin tedavisinde ilag uygulamalan 6n planda olmakla
birlikte erken donemde yapilan fonksiyonel degerlendirmelerin sonucuna gore segilen

rehabilitasyon y6ntemleride tedavinin bagarisi agisindan bityiik nem tagimaktadir (3-5).




2.2. Major Histokompatibilite Gen Kompleksi (MHC)

Landsteiner 1931 yilinda eritrositlerde kan grubu antijenlerini kesfetmis; kan
transflizyonu i¢in grup uyusumunun gerekliligini savunmus ve bu fikirden hareketle
doku/organ transplantasyonlan i¢in de doku grubu uyumunun gerekliligini savunmustur.
1930’lu yillarda Peter A. Gorer ve George D. Snell farelerde doku antijenlerinin
varligindan s6z etmis ve bunlarin gen bolgesine doku uyusum kompleksi adint vermislerdir
(37, 38). Farelerde 17. kromozomdaki H-2 gen bélgesinin sentezini sagladign doku
antijenlerine de MHC antijenleri adi verilmigtir. Daha sonraki arastirmalar MHC
kompleksinin biitin memeli tilirlerinde bulundugunu goéstermistir. 1958’de Daussel
tarafindan insanlarda doku antijenleri tespit edilmis, yine aym y1l Van Rood ve arkadaglan
tarafindan ¢ok kan transfiizyonu olmug 16semi hastalarinin ve ¢ok dogum yapmus
kadinlarin %20-30’unun serumlarinda l5kositlere kars1 olusmus antikorlar tespit edilmistir.
Boylece bu antijenlere Human Leucocyte Antigen (HLA) ismi verilmistir. Insanlarda
MHC gen iiriinleri, daha Once verilen adlandirmaya sadik kalinarak HLA olarak
adlandirilmaktadir. Daha sonraki yillarda biitiin viicut hiicrelerinde bulunduklar1 anlagilmig
ve doku nakillerinde de ¢ok Onemli rollerinin oldugu, transplantasyonun bagarisim

belirledikleri tespit edilmigtir (37-42).

MHC veya HLA molekiilleri, tiim ¢ekirdekli hiicrelerin plazma membraninda yer
alan bir reseptor olup transmembran glikoprotein yapisindadir. HLA aym tiir i¢inde
bireysel farklilik gosteren bir allo antijen olarak bilinir. Bu sisteme MHC veya HLA
sistemi, sentezini saglayan DNA’daki gen bélgesine de MHC gen kompleksi denir (37, 38,
40, 41). MHC gen bélgesi biitiin omurgalilarda bulunan agirlikla immun sistemle ilgili olan
ve baz1 genleri de immun sistemle ilgili olmayan bir grup genin genel adidir (43-45). MHC
gen bolgesi lriinleri immun sistemi (bagisiklig1) denetlemekte, doku uygunlugunda rol
oynamakta ve organizmaya yabanci olan antijenleri tanimaktadir (46). Molekiiler genetik
yontemlerdeki hizli gelismeler sayesinde MHC genleriyle ilgili olarak 224 gen ve
3000°den fazla allel tanimlanmigtir. Ocak 2008 itibar1 ile yayinlanan veriler tablo 2’de
verilmistir (4, 5, 47).



Tablo 2: MHC lokuslarindaki klasik HLA allel say1s:

LOKUS ALLELLER SEROLOJIK ESDEGERLERI
HLA-A 649 28
HLA-B 1029 62
HLA-C 350 10
HLA-DRBI 640 25
HLA-DQBI 91
HLA-DPBI 128 6

2.2.1. insan MHC Genleri ve Kalitn

Major Histocompitability Complex (MHC) insanlarda 6. kromozomun kisa kolunda
6p21,3 bolgesinde yerlesik, yaklagtk 4 milyon DNA baz ¢iftinden (3.838.986bp=4Mb)
olugan bir grup genin genel adi olup tiim insan genomunun % 0.1 kadarim olugturur ($ekil
1) (2, 9). MHC gen bélgesi yapisal, fonksiyonel ve gen fliriinlerinin allo-reaktivitesine
bagli olarak 3 alt bolgeye ayrlir (2). Ilk tammlamayi, Jan Klein 1977 yilinda simf [, II, TII
seklinde yapmistir. Simf I MHC (HLA) genleri telomerik ugta yer alir 2.2 Mb
biiyiikliigiinde olup HLA-A, -B, ve -C, -E, -F, -G, -H, -J, -K, -L genlerini ihtiva eder.
HLA smuf II genleri sentromerik uca yakin olup yaklasik 1.1 Mb biiyikliigiindedir ve
HLA-DR, -DQ, ve -DP, -DM, -DN, -DO, TAP1, TAP2, LMP2 ve LMP7 genlerinin
kodlama bélgesini olugturmaktadir. (38, 48, 49).

Class Il (1.1 Mb)  Class Ili Class 1(2.2 Mb)

(0.7 Mb) _
— HLA-D oo HL Ay B0 ey
Wigntromer B 15ORE POR & . Telomer
Kompleman Class I-like genler
ve Sitokinler ve pseduogenler

Sekil 1. Insan 6. Kromozomunda MHC Gen Bolgesi



MHC Simf I ve II bolgelerindeki genler, pek ¢ok hiicrenin yiizeyinde yer alan,
insan 16kosit antijenleri (Human Leukocyte Antigens, HLA) veya HLA molekiilleri olarak
adlandirilan proteinleri kodlar (2,38). HLA Sinf III bélgesi her ikisinin arasinda yer alir ve
0.7 Mb bilyiikliigiindedir. Simf IIT bolgesindeki genler ise immiin sistemde gérevli HLA
dis1 bazi soluble iriinleri (Properdin faktér B, C2, C4A, C4B, TNF) ve bagisiklikla hig
ilgisi olmayan proteinleri de (hemokromatazis, 21 hidroksilaz, RNA helikaz, HSP 70 ve
sialidaz) kodlar (2). Giiniimiizde HLA Sinif III’e ait olan bolgenin telomerik ucundaki 0.3
Mbp lik kismun simif IV bolgesi olarak isimlendirilmesi onerilse de heniiz gegerlilik

kazanmamugtir. (38, 45).

MHC genleri Mendeliyen kalitimli, ko-dominant ekspresyon gosteren poligenik,
poliallelik ve polimorfiktirler (50). HLA allel ve haplotipleri blok halinde ebeveynlerden
kalitilirlar. Nadir de olsa mayozdaki krossing-overe bagli olarak ¢apraz tasinma da
gerceklesebilir (Sekil 2). Doku dagilimi genis olan Simif  HLA-A, B ve C antijenleri olgun
eritrositler ve trofoblastik hiicreler haricinde biitiin ¢ekirdekli hiicrelerin ylizeyinde
reseptor olarak bulunur. Simif II HLA molekiilleri (HLA-DR, HLA-DQ ve HLA-DP) B
hiicreleri, aktive T hiicreleri, dendritik hiicreler, makrofajlar ve diger fagositik hiicreler gibi

ozellesmis antijen sunan hiicrelerde bulunurlar (2, 50).
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Sekil 2. Bir Ailede MHC Kalitim Modeli



MHC molekiilleri; bir bireyin hiicrelerini toplumdaki diger bireylerden ayirt etmeye
yarayan immiinojenik belirleyicilerdir. Patojenlere karsi immun korumay: saglamak igin
antijenik peptidleri T hiicrelerine MHC molekiilleri sunar. T hiicreleri aktiflesmek i¢in bu
siirece ihtiya¢ duyar. T hiicreleri ancak antijen ve MHC molekiillini birlikte tamyabilir.
Ciinkii, MHC-Antijen kompleksinin molekiiler yapis1 oyle diizenlenmistir ki MHC
molekiiliiniin polimorfik aminoasitlerinin bazilar1 TCR ile direk iliski kurarlar. O nedenle
T hiicrelerinin antijeni tantmast MHC ye bagimlidir. T hiicrelerinin yoklugunda etkili bir
immun yamt yoktur (9, 43, 50). MHC genleri; insan, fare ve siganlarda es se¢imi, ¢iftlesme
ve iireme siireglerine etki ettigi de bilinmekte, es se¢iminde tercihin genellikle en uzak

doku grubu lehine oldugu kabul edilmektedir (51).

2.2.2. Simif I ve I MHC Molekiillerinin Yapisi ve Fonksiyonlan

MHC Sinif I molekiilleri (HLA-A, -B ve -C); tiim ¢ekirdekli hiicrelerin yiizeyinde
bulunurlar (Sekil 3). Olduk¢a polimorfiktirler. Sikisik peptidleri yalmz 9 aa tanir. 3 a-
zinciri domaininin (43 kDa a-zincirleri; 90, 63 ve 86 aa) B-2 mikroglobulin (12 kDa) ile
iliskisinden meydana gelmigtir. B2 mikroglobulin 15. kromozomda yer alan non-polimorfik
tek bir genin iiriiniidiir reseptdriin a3 boélgesine nonkovalent olarak baglanir ve reseptoriin
aktivitesi i¢in mutlaka gereklidir. Endojen olarak tiireyen peptidlere kars1 mevcutturlar,
viruslara kars: etkilidirler. Viruslar veya diger hiicre i¢i ajanlar ile enfekte edilen hiicrelerin

CD8+ sitotoksik T hiicreleriyle karsilasabilmesi i¢in gerekli ligandin olusmasim saglayarak
devreye girerler (2, 38, 40, 48, 52, 53).

MHC Simf II molekiilleri (HLA-DR, -DQ, -DP), immun sistemin profesyonel
antijen sunan hiicrelerinde goriiliirler. Daha az polimorfiktirler, 15 aa asidden fazla
peptidleri kabul eder, polimorfik o ve B zincirlerinin non kovalent olarak baglanmasindan
meydana gelmislerdir, yapilarinda f2 mikroglobulin tasimazlar. Glikoprotein yapida olan
a-zinciri, 34 kDa, B-zinciri ise 29 kDa agirligindadir. Bakteriler gibi eksojen ajanlarin
antijenlerine kars1 fagositoz i¢in ¢ok Onemlidirler. Makrofajlar gibi profesyonel olarak
fagositoz yapan hiicrelerde olduk¢a boldurlar. Kisaca; Smif II MHC Molekiilleri, antijen
sunan hiicrelerde (ASH) hiicre dis1 mikroplardan ve proteinlerden kaynaklanan peptidlerin

CD4+ Yardime: T Hiicrelerine sunumlarinda rol oynarlar (Tablo 3) (2, 38, 41, 53).



MHC Sinif | izotipleri

10 0
-—_— :
HLA-A HLA-B HLA-C HLA-E HLA-F

MHC Sinif Il izotipleri

HLA-DP

HLA-DQ HLA-DR

Oldukga polimorfik [] monomorfik

polimorfik oligomorfik

Figure 3-23 The lmmune System, 2/e (¢ Garland Science 2005)

Sekil 3. MHC Sinif I ve Simif II Molekiillerinin Yapisi (54)

Tablo 3. MHC genlerinin hiicrelerde ekspresyonu ve gorevi

MHC Gen Doku Yerlesimi Gorevi-Fonksiyonu
Bolgesi iiriinleri
Simf I HLA-A, Tiim ¢ekirdekli hiicreler Tanima ve anormal veya infekte
HLA-B, olmus hiicrelerin sitotoksik T
HLA-C hiicreleri tarafindan 6ldiirtilmesi-
uzaklastirilmasi
Simf II B lenfositler, monositler, | Helper T hiicreleri tarafindan
HLA-DR, makrofajlar, dendritik yabanci antijenlerin taninmasi
HLA-DQ, hiicreler, aktiflesmis T
HLA-DP hiicreleri, aktiflesmil
endotel hiicreler, deri
(Langerhans hiicreleri)
SimfIII | Kompleman | Plazma proteinleri Ekstraseliiler patojenlere karsi
C2,C4,B savunma
Sitokin TNFo ve B | Plazma proteinleri Hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasi
Genleri
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2.2.3. HLA ve RA iliskisi

HLA’nin transplantasyonun sonucunu etkilemekten bagka, immunolojik tamima
isleminde de ¢esitli gorevleri oldugu belirlenmistir. 1973°te, baz1 HLA antijenlerinin bazi
hastaliklarda artmis oranda oldugu saptanmistir (2, 38, 45, 51). Daha sonra yapilan
calismalar neticesine gore bazi 16kosit antijenlerinin birgok otoimmun hastaliklarla iliskili
oldugu gosterilmistir (Tablo 4). MHC’nin bir hastalikla iligkisinin olup olmadig aile
calismalar1 ve populasyon c¢aligmalariyla belirlenebilmektedir (55).

MHC yada HLA gen bélgesi, gen iiriinlerinin immun sistemde 6nemli roller almasi
nedeniyle otoimmun, infeksiy6z, neoplastik ve metabolik pek ¢ok klinik hastaliga karsi
genetik yatkinlikta rol almakla su¢lanmaktadir (47). Bu bdlgede yer alan genlerle ilgili
hastaliklar iki ana grupta incelenebilir (39, 47, 52). Birinci grupta MHC bolgesindeki
genlerin {irtinlerinin olusumunu engelleyen otozomal resesif gegisli immun bozukluklar
bulunur. (16, 56-58). Ikinci grupta ise normal populasyonda bulunabilen bazi gen allelleri
ve haplotipleriyle iliskilendirilen hastaliklar yer almaktadir (16). MHC bolgesindeki
genlerle iligkili olarak bazi hastaliklara kars: olusan yatkinlik, farkli bireylerde farkl: alleler
tarafindan kodlanan gen tirlinlerinin antijenlerden elde edilen proteinleri baglayabilme ve T
lenfositlere sunabilme kabiliyetlerinin farklilik gostermesine baglanmaktadir (9). Bugiin
genel olarak kabul edilen gériis otoimmun hastaliklarin genetik olarak yatkin bir konakta
cevresel faktorlerin etkisiyle olustugu seklindedir (16, 48). Tetikleyici gevresel ajanlar
olarak besinler, ilaglar ve mikroorganizmalar 6n planda suglanmaktadir (3).

Tablo 4. HLA Hastalik iligkilerine ait baz1 otoimmun hastaliklar

Hastahk HLA alleli Relatif Riski
Ankilozan spondilit B27 87.4
Romatoid arthrit DR 4 4.2
Behget hastahig B3] 3.8
Sistemik lupus eritematoz DR 3 5.8
IDDM-Tip 1 diyabet DR3. DR4. DQ2 6.4
Narkolepsi DR2. DQ6 3
Colyak hastaligi DQ2, DQ8. DR 3 10.8
Multiple skleroz DR 2 4.1
Birdshot retinokoroidopati A29 109.0
Hodgkin’s hastalif Al 1.4
Idiopatik hemokromatoz A3,Bl4 8.2
Konjenital Adrenal hiperplazi B47 15.4
Subakut tiroiditis B35 13.7
Myasthenia gravis DR3 2.5
Graves hastalifi DR3 3.7
Idiyopatik addison DR3 6.3
Psoriasis vulgaris Cwé 13.3
Dermatitis herpetiformis DR3 15.4
Pemisiydz anemi DRS5 5.4
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HLA Simf I, IT ve III bolgelerindeki gen alleleri ile iligkili pek ¢ok hastaligi bildiren
¢alismalar olsa da belirli bir allel ile belirli bir hastalik arasinda heniiz kesin bir sebep
sonug iliskisi saptanamamusgtir (2). Bunun nedeni hastaligin goriildiigii tlim hastalarda aym
allelin bulunmamasi ve aym alleli tagtyan tiim bireylerde hastaligin gelismemesidir (2).
Literatiirde HLA allel ve haplotipleri ile hastaliklar arasindaki iliskiyi inceleyen pek ¢ok
¢alisma mevcuttur.

RA ile HLA-DRB1 *04 arasindaki iligki, bu gen bolgesinde tanimlanmig en giiglii
iliskidir. Molekiiler genetik yontemlerle RA ile iligkili bulunan farklh HLA-DRBI
allellerinin belirlenebilmesi sayesinde farkli HLA-DRB1 *04 allellerinin B zincirinin
polimorfik bolgesinde, 70-74. pozisyonlarinda ortak bir aminoasit dizisini paylagtifi
goriilmiistiir. Ortak epitop olarak adlandirilan bu bélgenin, RA’te genetik yatkinliga neden
olabilecegi diisiiniilmektedir (1, 3, 6, 59). HLA-DRB1 *04’tin RA’e katkisinin hastaliga
yatkinliktan gok, hastaligin kroniklesmesi ve erozyon geligimi tizerine etkili oldugu iddia
edilmistir. Homozigot olarak DRB1*04 allelerini tagimak agir hastalik gelisme riskini
artirmaktadir. Ozellikle DRBI1 *0401/*0404 allellerini heterozigot olarak tagtyanlarda
hastaligin agir seyretme riskinin en yiiksek oldugu gosterilmistir (1, 6, 59).

Giintimiizde RA, ankilozan spondilit gibi otoimmun hastaliklarin olusum
mekanizmalarinin agiklanmasinda ortak epitop ve molekiiler mimikri (benzerlik) fikri
onem kazanmaktadir (6). Molekiiler mimikri goriisiine gore; hastalik ajami ile hastalikla
iliskili HLA antijeni genetik olarak benzerlik gosterebilir. Etiyolojik ajan yabanci olarak
algilanmaz, viicudun kendi molekiilii gibi algilanir ve konagin immiin sistemini harekete
gegirilmez. Hastalik etkeni viicutta oldukg¢a fazla tahribat yapmasina ragmen herhangi bir

immun cevap olusturulamaz. Sonugta inflamatuvar kronik hastalik meydana gelir (55, 56).

2.2.4. HLA Doku Tiplemesi ve Kullanim Alanlan

MHC genleri, yiiksek oranda polimorfizm gosterdiginden HLA doku tipleme
testleri, transplantasyonda, hastaliklarin ayirici tamsinda, antropolojik ve filogenetik
caligmalarda, adli tipta paternite ve kimliklendirme ¢aligmalarinda, gesitli populasyonlarin
genetik yapilarim1 saptamaya yonelik olarak populasyon genetigi calismalarinda ve
tekrarlayan diigiikler / infertilite ¢aligmalarinda kullanilmaktadir. Son yillarda molekiiler
genetikteki gelismeler sayesinde HLA genleri ve HLA molekiillerinin aminoasit dizilisi

incelenebilmektedir (1, 38).
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HLA doku grubu tiplemesinde baglangigta en yaygin olarak serolojik lenfosit
mikrositotoksisite testi kullanilmaktaydi, ancak sonuglarin ¢ok giivenilir olmamasi
nedeniyle giiniimiizde molekiiler yontemler tercih edilmektedir. Gelisen teknolojisiye
paralel olarak MHC doku tiplemesi, farkh teknikler kullamlarak (PCR-SSO/SSP/SBT)
DNA diizeyinde yapilabilmektedir. Bu yontemler hassaslik ve giivenilirlikleri nedeniyle
tercih edilen yontemler haline gelmektedir. Sonugta bireyin HLA tipi evrensel

nomenklatiire uygun olarak fenotip seklinde rapor edilir (Tablo 5) (2, 38, 39).

Tablo 5. HLA Nomenklatiirii

Terminoloji Ifade ettigi bilgi
HLA Gen Bolgesi
HLA-DRB1 Gen Lokusu
HLA-DRB1 *04 Belli bir alleli kodlayan bolge
HLA-DRBI1 *0401 Spesifik allelin alt tipi

Kary Mullis tarafindan 1986’da gelistirilmis olan polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), bir DNA dizisinin tamamen in vitro kogullarda olusturulan kimyasal reaksiyonlar
ile istenilen miktarlarda goZaltilmasim saglar (60). Bu metot ilk 6nce insan DNA dizileri
i¢in kullamlmigtir ve daha sonralan Okaryotik ve prokaryotik genomlarin analizi i¢in
bakteriyel vektorlerin (plazmit vs.) klonlanmasinda alternatif bir yontem olarak genis
uygulama alani bulmustur (61,62).

PCR-SSP, tek bir baz ¢ifti dahil olmak iizere genetik degiskenlikleri tesbit
edebilecek ¢ok giiglii bir tekniktir. Bu teknigin temeli PCR reaksiyonunda 3’ ucunda birkag
baz uyumsuzlugu olan primerler yerine, tam uyumlu primerlerin kullamilmasi temeline
dayanir. Bir primer ¢iftinin iki primeri aym kromozomda lokalize olan uyumlu dizilerin
motiflerini buldugu zaman amplifikasyon gergeklesecegi i¢in bu teknigin rezoliisyonu ¢ok
yiiksektir. Aym zamanda en hizli genomik tipleme yontemlerindendir. Ciinkii bu teknikte
amplifikasyon sonrasi agamada, amplifikasyonun ger¢eklesip ger¢eklesmedigi, agaroz jel
elektroforezi ile kolayca saptanabilir. PCR-SSP ile HLA doku tiplendirmeleri ve bazi
polimorfik genlerdeki mutasyonlar taranmaktadir (60-62).
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Doku Tipleme laboratuvarlarinda yaygin olarak tercih edilen PCR-SSP doku
tiplemesi yontemi kisaca agiklamak gerekirse (Sekil 4); HLA-A,B,C ve DR,DP,DQ
tiplemesi i¢in kliniklerden génderilen hastalardan ve vericilerden tercihe gore 3 veya 8 ml
kan alinarak EDTA’l1 tiiplere aktarilir. Mevcut kanlardan standart protokollere gére DNA
izolasyonu yapilir (63). Spektrofotometrik olarak 260/280 nm dalga boyunda okunarak
DNA’nin saflig1 hesap edilir, konsantrasyonu ayarlanir. HLA-A i¢in 24, HLA-B igin 48,
HLA-C igin 20, HLA-DR igin 24, HLA-DP igin 21, HLA-DQ igin 18 farkh primer
kullanilir. PCR malzemeleri ayn ayri alinip hazirlanabilir ya da yar1 hazir sekilde ticari
olarak saglanabilir. PCR reaksiyonu kurulduktan sonra 1sisal dongii cihazina kaldinlr.
PCR reaksiyonu 3 farkli asamadan ibarettir. 1-DNA denatiirasyonu, 2-Primerlerin
eslesmesi ve 3-Taq polimeraz ile replikasyon. Bu 3 asama farkl sicaklilardan ibarettir ve 1
dongii sayilir. 25-30 dongii sonra reaksiyon sona erdirilir (61, 62). Elde edilen PCR
iiriinleri lriiniine gére %?2’lik agaroz jel elektroforezinde (1XTBE veya 0,5XTBE)
yiiriitiiliirler. Sonra UV transilluminatérde fotograflart ¢ekilerek doku gruplan belirlenir.
Sonuglar allelik numaralama sistemine gére gruplandirilarak yazilir. Caligmalarda internal
kontrollerin ¢alisip ¢alismadigi daima kontrol edilir. Olerup ve ark. (39) yaptiklan
calismada genomik HLA-A,B,C,DR tiplendirmesinin serolojik yonteme gore ¢ok daha

dogru ve hassas oldugunu (%99.2) belirlemislerdir.

PCR- SSP
- S Agaroz jel elekroforezi

I TN

2-3 saat I

S P e 2
AT e
k] '

Verilerin Bilgisayarda

dederlendirilmesi UV. goriintiileme

Uriin Fotografi

Sekil 4. HLA Doku Tiplemesinde Uygulanan PCR-SSP Y6nteminin Asamalar



3. MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Calisma Grubu

Bu c¢alisma, Subat 2008-Mayis 2009 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitesi, Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dal1 polikliniklerine
bagvuran modifiye ARA kriterlerine gére Romatoid Artrit tanis1 almig, 88 hastanin (yas
ort. 52 = 12 - 18 erkek, 70 kadin) periferal kan &rneklerinden izole edilen DNA’larindan
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuarinda yapildi. Fakiiltenin Saghk Bakanligindan
Ruhsathh Doku Tipleme Laboratuarinda doku gruplan belirlenen RA 6ykiisii olmayan
kemik iligi ve bobrek transplant hastalarinin saglikli kemik iligi ve bobrek vericileri
kontrol grubu olarak degerlendirildi.

Calismada hastalarin klinik muayeneleri, KTU Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon
Anabilim Dali Ogretim tiyesi Prof. Dr. Mehmet Tosun, Yrd. Dog. Dr. Murat KARKUCAK
ve Yrd. Do¢. Dr. Erhan CAPKIN tarafindan yapildi. RA tanisi, hastalarin sikayetlerine
gore fizik muayene, radyolojik, merkez laboratuvar test sonuglari kullamilarak ARA
kriterlerine gore belirlendi. RA hastalan i¢in bilgilendirme dosyalar1 olusturulup, yas,
cinsiyet, aile ve akrabalar ile ilgili bilgiler dosyalara uzman hekimler tarafindan yazildi.
Arastirmalarimizda, hastalarin ilk kez mi tedavi aldig1 yoksa kronik bir tedavi siireci mi
izlendigi dikkate alinmadh.

Calismaya dahil edilen 88 hastanin ve RA hastas1 olmayan yukarida s6zii edilen 197
saglikli bireyin her birinden EDTA’l tiiplere 8 ml kan alindi, DNA’lan izole edilip -30
°C’de saklandu.

Bu calisma, 2007.114.001.6 numarali proje kapsaminda KTU BAP tarafindan
desteklenmis ve Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan (2008/55) onaylanmistir.



13

3.1.2. Kimyasallar

Calismamizda kullanilan kitler, sarf malzemeleri ve kimyasallar1 ¢esitli firmalardan
temin edildi (Tablo 6).

Tablo 6. Kullanilan Kimyasallar ve {irtin kodlar:

Kimyasal Malzeme Katalog No.
1. Agaroz Sigma, A-0169
2. Ammonyum asetat (NH4C,H30;) Sigma, A-1542
3. Hidroklorik asit (HCI) Merk, 1.00314.2500
4, Borik asit (H;BO;) Merk, 1.00160.
5. Bromfenol mavisi (C19H;¢BrsOsS) Merk, 1.08122.0005
6. Etil alkol (C;HsOH) Tekel, Tiirkiye
7. Ksilen siyanol (Ca5H27N206S,Na) Merk, 1.12007.2500
8. Sodyum hidroksit (NaOH) Merk, 1.06462
9. Sodyum kloriir (NaCl) Merk, 1.01540.0500
10. Sodyum dodesil siilfat (SDS) Merk,
11. Tris baz (Tris-base) (C4H;1NO3) Applichem, A2264.1000
12. Tris hidroklorit (CsH12CINO3) Merk, 1.01547.0100
13. Gliserol (%99) Sigma, G-7757
14. Etidyum bromit (C;,H;9N3Br) Sigma, E-7637
15. Etilen diamintetra-asetik asit (EDTA) Sigma, E-5134
16. Proteinaz K Promega, V3021
17. Taq DNA Polimeraz Promega, M1661
18. HLA DRB1 PCR-SSP Kiti Olerup SSP, 46X
19. HLA DRBI1 *04 PCR-SSP Kiti Olerup SSP, 57E




3.1.3. Geregler

Calismamizda kullandigimiz gesitli arag ve geregler Tablo 7°de verilmigtir.

Tablo 7. Calismada kullanilan arag ve geregler

16

Cihazlar Marka
I Epondorf tiipler Axygene, ABD
2. Termocycle Techne Genius, Ingiltere
3. Otomatik pipet seti Rainin, ABD
4. Yiiksek devirli santrifiij Hettich, Almanya
5. Yatay elektroforez diizenegi EC-250-90
6. Vorteks Niive NM110, Tiirkiye
7. Dogru akim gii¢ kaynag: (250 volt) EC-250-90
8. Ultraviole transilliiminat6r Vilbert Lourmat, Fransa
9. Polaroid kamera Gel Cam, Ingiltere
10. Polaroid kamera filmleri Sigma, ABD
11. Spektrofotometre Beckman/Coulter, ABD
12. Hassas terazi Sartorius, Almanya
13. pH metre Hanna, Portekiz
14. Manyetik karistirici IKA, USA
15. Deiyonize su saglayici Barnstead, ABD
16. Buz makinesi Scotman, Ingiltere
17. Mikrodalga firin Beko, Tiirkiye
18. Distile su cihazi Simsek labor teknik, Tiirkiye
1= Etiiv Memmert, Almanya
20. Otoklav Tuttnauer 3150 ELV, Italya
21 Derin dondurucu (-35) Argelik, Ttirkiye
22. Buz dolab1 Argelik, Tiirkiye
23. Laminar air flow Powtech, Tiirkiye
24. HLA analiz programi Olerup, Isveg
25. Pastér firmm Memmert, Almanya




3.1.4. Soliisyonlar

3.1.4.1. DNA izolasyon soliisyonlan

. Nuclei Lizis Tamponu (pH 8.2)
10 mM Tris base, = (1.21 g Tris base)
400 mM NaCl, = (23.4gNaCl)
2mM Na,EDTA = (0.74 g Na,EDTA)

. Proteinaz K ¢ozeltisi (10 mg/ml)
100 mg Proteinaz K
10 ml Proteinaz K seyreltme tamponu

. Proteinaz K seyreltme tamponu (pH 8.0)
0.05M Tris HC1=(0.788 g Tris HCI)
1 mM CaCl, =(0.011 g CaCl,)

. 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 Na, EDTA (pH 8.0, 500 m1)
93,5 g Na, EDTA

. 1M Tris-HCI (pH 7.4,1L)
157. 6 g Tris-HCl

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



18

9. 5X Eritrosit Lizis Cozeltisi (1L)

Nacl : 40,1 ¢
KCI: 1,8¢g
MgCI2.6H20: 7,15¢g
veya,

10. 10X Eritrosit Lizis Cozeltisi (1L)
NH,4Cl 829¢
KHCO3; 10g
Na,EDTA(0.5M) 20 ml

3.1.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlan

1. 10X TBE elektroforez tamponu (Tris-borik asit-EDTA, (pH ~8.0)
108 g Tris baz
55 g Borik asit
40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

0.5 X ¢aligma soliisyonu olarak kullamldh.

2. Etidium bromide soliisyonu (10mg/ml)

3. Non-denatiire yiikleme tamponu (Loading Buffer)
% 50 (w/v) Siikroz
% 0,1 (w/v) Bromfenol mavisi
% 0,1 (w/v) Xylene cyanole
50 mM Na,; EDTA (pH: 8)
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3.2. METODLAR

Calismamizda Sncelikle insan 6. kromozomunun iizerinde bulunan MHC geninin simf

Il bolgesindeki HLA-DRBI1* gen polimorfizmlerinin belirlenmesi ve DRB1* 04

pozitifligi olanlarin alt gruplarim belirlemek amaciyla hastalardan ve kontrol grubundan 8

ml periferal kan rnekleri alinarak salting-out yontemiyle DNA izolasyonu yapildi (60).

3.2.1.Periferal Kandan DNA izolasyonu (Salting — Out Yéntemi)

un

10.

11.

12.

Hastalardan ve kontrol grubundan ahinan 8 ml EDTA’ll tam kan 50 ml’lik
plastik falkon tiiplere aktarildi.

Hacim 45 ml olacak sekilde eritrosit lizis ¢ozeltisi ile ayarlandi, 30 dakika
sogukta buz iginde bekletildi.

2500 x RPM’de sogutmali santrifiijde 10 dakika santriftij edilip, eritrositleri
patlamis olan materyalin supernatani atildu.

Sonra islem bir ya da iki kez tekrar edildi ( 2500 x RPM’de sogutmali
santrifiizde10 dakika santrifiij edildi supernatan atildy).

Cokeltiye bu kez 4 ml nuklei lizis tamponu eklendi ve vorteks ile karistinlip
homojen hale getirildi. Ortama 100 ul Proteinaz K ve 425 pl % 10’luk SDS
¢ozeltisi ilave edildi

Hafifce kanstinilip, su banyosunda +37 °C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin
gelindiginde hala tiipteki materyal homojen degilse karigtirilarak homojen
oluncaya dek su banyosunda bekletildi.

Homojen tiip materyali 30 dakika oda 1sisinda bekletildi ve 1.4 ml NaCl
eklendi. Tiip kuvvetlice ¢alkaland.

Sonra 5000 x RPM’de +21 °C’de 20 dakika santrifiij edildi.

Ust faz baska bir tiipe alarak bu islem bir kez daha tekrarland1. Tekrar iist faz
alind1.

Bu agamada ortama %96’lik etil alkol ilave edilir, tiip hafifge kanstirilarak
DNA’nin bir araya toplanip yogunlagmasi saglandi.

Pamuk ipligi goriiniimiindeki DNA bir pastdr pipeti veya mikropipet ucuyla
bir bagka eppendorf tiipte hazirlanan 1 ml %70’lik etil alkol igerisine alinir.
Mikrosantrifiijde 13.000 RPM’de DNA tiipiin dibine ¢oktiirtliir.
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13.  Ust faz dikkatlice dokiiliir, DNA’dan alkoliin uzaklagmasi beklendi.

14. Bu sekilde yikanan, steril DNA, genellikle 500 pl sterii TE tamponunda
¢oziildii.

15. Bu agsamada da elde edilen DNA’nin derisimi hesaplandi. 20 pl DNA, 980
ul’ye bidistile su ile 1 ml seyreltildi ve 260 nm dalga boyunda Shimadzu

spektrofotometrede optik yogunlugu okundu.

3.2.2. DNA Konsantrasyonunun Olgiimii

Izole edilen DNA’larin 1/50 oraninda diliisyonlan hazirlandi, spektrofotometrede 260
nm ve 280 nm dalga boyundaki absorbans degerleri okundu. 260/280 nm degerlerine gore
DNA’nin safligi herhangi bir protein veya RNA kontaminasyonunun olmamasi igin
calismaya ideal oran olan 1.8’¢ yakin olanlar dahil edildi. 1 OD’nin 50 ng/pl 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 40 ng/pl

olacak sekilde sulandirildi.

3.2.3. HLA DRB1* Allel ve DRB1* 04 Alt Tiplerinin PCR-SSP Ydntemiyle

Belirlenmesi

Doku Tipleme laboratuvarlarinda yaygin olarak tercih edilen PCR-SSP doku
tiplemesi ydntemi; tek bir baz ¢iftinin genetik degiskenlikleri tesbit edebilen giiglii bir
tekniktir. PCR-SSP ile HLA doku tiplendirmeleri ve bazi polimorfik genlerdeki
mutasyonlar taranmaktadir. Bu teknigin temeli PCR reaksiyonunda 3’ ucunda birka¢ baz
uyumsuzlugu olan primerler yerine, tam uyumlu primerlerin kullanilmasi temeline dayamr.
Bir primer ¢iftinin iki primeri ayn1 kromozomda lokalize olan uyumlu dizilerin motiflerini
buldugu zaman amplifikasyon gergeklesecegi i¢in bu teknigin rezollisyonu ¢ok yiiksektir.
Aym zamanda en hizli genomik tipleme yontemlerindendir. Ciinkii bu teknikte
amplifikasyon sonrasi1 asamada, amplifikasyonun gergeklesip gerceklesmedigi, agaroz jel

elektroforezi ile kolayca saptanabilmektedir.
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HLA-DRB1 doku tiplemesi igin FTR kliniklerinden gonderilen RA hasta ve
kontrollerinden tercihe gore 3 veya 8 ml kan alinarak EDTA’] tiiplere aktarildi. Mevcut
kanlardan standart protokollere gore salting-out yontemiyle DNA izolasyonu yapildi (61).
Spektrofotometrik olarak 260/280 nm dalga boyunda okundu, DNA’nin safli1 hesap edildi
ve konsantrasyonu ayarlandi. HLA-DRB1 gen bdlgesi i¢in 24 farkli low resolution primer,
DRBI1 *04 gen bolgesi i¢in 40 high resolution primer kullanildi. PCR malzemeleri ayn ayn
alimip hazirlanabildigi gibi yar1 hazir sekilde ticari olarak ta saglanabilmektedir.

Calismamizda HLA-DRB1 gen polimorfizmlerinin tespiti igin Olerup firmasindan
temin edilen PCR-SSP HLA-DRB1 ve HLA-DRB1 *04 gen paneli kullanildi. Olerup HLA
DRBI1* low resolution ve HLA-DRBI1 *04 high resolution gen panelleri 2’ser farkl alt
bilesenden [a) oligoniikleotid primerleri emdirilmis 24’li ve 48’lipleytler, b) Master miks
tamponu] meydana gelmektedir. Sistemin kullanimi benzer yontemlere goére daha
avantajlidir. Kisaca 6zetlemek gerekirse; PCR reaksiyonu 3 farkli asamadan ibarettir.

1-DNA denatiirasyonu,

2-Primerlerin eglesmesi

3-Taq polimeraz ile replikasyon.

Bu 3 asama farkli sicaklilardan ibarettir ve 1 dongii sayilir. 25-30 dongii sonra reaksiyon
sona erdirilir.

HLA-DRB1 PCR-SSP amplifikasyonunda her bir 6rnek i¢in toplam 282 pl olacak
sekilde asagidaki gibi hazirlandi

Master miks (Olerup) cuwmssssmasssiossvramn 84 nl
Distile SU ..ooieiiiie i e 150 pl
Taq Polimeraz enzimi, ;.: goisssvssisaspissmasnsiss 2l
DNA B0ng/ul), wspsnsnvnvassmmassmmsas 46 pl

HLA-DRB1 *04 PCR-SSP amplifikasyonunda her bir 6érnek i¢in gerekli toplam
460 pl olacak sekilde agagida verildigi gibi hazirlandi

Master miks (Olerup) .........coceveevvinieninnnnn. 138 pl
Distile sl o smamnriseccaa et sy s 226.3 pl
Taq Polimeraz enzimi .............cc.covevvenannnns 3.7ul

DNA (30 0/IL), .o eeeeer e 92 ul
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Hazirlanan master miksler hafif¢ce vortekste karistirildi ve her bir hasta i¢in
pleytlerdeki 24 ve 40’11 kuyucuklara 10°ar pl paylastirildi. Tablo 8’de verilen PCR dongii

programinda 1sisal déngii cihazinda amplifiye edildi.

Tablo 8. HLA DRBI1 ve HLA DRB1 *04 Analizi i¢in PCR dongii programi

Baslangi¢ denatiirasyonu [ 94°C 2 dakika

Denatiirasyon 94°C 10 saniye 10 siklus
Annealing-extansiyon 65°C 1 dakika

Denatiirasyon 94°C 10 saniye

Annealing 61°C 50 saniye

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

Amplifiye edilen HLA-DRB1 PCR-SSP iiriinlerinin elektroforezde yiiriitiilmesi i¢in
0.5X veya 1XTBE tamponlu %2’lik agaroz jel hazirlandi. Ornekler, her bir hasta igin 24
kuyucuk, 4 hasta i¢in toplam 96 kuyucuk sistemine sahip jele yiiklenerek 1X TBE’l
tampon ortaminda, 80V, 45A’de 30 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Sonuglarin UV
transillumunatérde degerlendirilmesinde her bir kuyucukta bulunan pozitif kontrollerin
calisip ¢alismadigi kontrol edilerek ¢ift bant gésteren kuyucuklar pozitif kabul edildi ve jel

dskiimantasyon -goriintiileme sistemiyle fotograflanip bilgisayara kayit edildi.

3.3. Istatistiksel Analizler

Hasta ve kontrol gruplarinin HLA-DRBI1 allellerinin, DRB1 *04 alt gruplarinin
istatistik analizi Arlequin v311 bilgisayar programiyla yapild1 (64). Kisaca bu program;
HLA-A, -B, -Cw, DR, DQ ve DP allel frekanslarini, iki farkli lokustaki iki allellerin
linkage disequilibriumu, Ki-kare testi kullanilarak P 6nemlilik testini (0.005) ve Hardy-

Weinberg dengesinden sapmalarini da hesap eder.



4 BULGULAR

Bu ¢alisama KTU Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dali
polikliniklerine bagvuran ve modifiye ARA kriterlerine gére Romatoid Artrit tanis almig
88 (18 erkek, 70 kadin) hastadan alinan kan omeklerinden izole edilen DNA’lardan
yapildi. Kontrol grubu olarak Fakiiltenin Saghk Bakanligindan Ruhsatli Doku Tipleme
Laboratuarinda doku gruplar1 belirlenen RA &ykiisii olmayan kemik iligi ve bobrek
transplant hastalarinin saglikli verici adaylarindan her aileden yalniz bir kisi olmak kayd1

ile random teknik ile segildi.

4.1. RA’li Hastalarda ve Kontrol grubunda HLA-DRB1 Allel Dagilimi Sonuglar

PCR-SSP yontemi kullanilarak yapilan ¢alisma kapsaminda 88 RA hastas: ve 197
saglikli kontrol gruplarinin DNA 6reklerinden HLA-DRBI1 lokusuna ait allel tasiyicilify
ve allel frekansi dagilimindan elde edilen sonuglara gére RA hasta grubunda 13 farkh
DRBI alleli bulunmug, DRB1 *17 ve DRB1 *18 alleli gézlenmemistir (Tablo 9-10, Sekil
5-6-7-8). HLA-DRB1 *04 allelinin hastalarin % 45’inde tagindig1 gozlenmistir. Daha sonra
HLA-DRBI1 *11, DRB1 *13, DRB1 *01, DRB1 *09 ve DRB1 *10 (sirasiyla % 21.59, %
20.45, % 18.18, % 14.77 ve % 12.5) tasindig1 en sik gozlenen allellerdir. Saglikli kontrol
grubunda toplumun % 35.53’tinde HLA-DRB1 *11 tagindis g6zlenmistir. Daha sonra
toplumda sik goriilen alleler sirastyla HLA-DRB1 *13, DRB1 *04, DRBI *(07, DRB1 *15,
DRB1 *16 ve DRB1 *14 olarak saptanmgtir.

RA’li hastalarda 2n iizerinden yapilan hesaplamalara gére en sik gozlenen HLA-
DRB1 *04’iin allel frekansidir ki % 25 olarak bulunmugtur. Daha sonra HLA-DRBI1 *13,
DRB1 *11, DRB1 *01, DRB! *09 ve DRB1 *10 (sirasiyla % 11.36, % 10.79, % 9.09, %
7.38 ve % 6.25) frekanslar en sik gozlenen allellerdir. Saghkli kontrol grubunda ise; en sik
gozlenen HLA-DRBI alleli DRB1 *11 (% 18.02) allelidir. Daha sonra HLA-DRB1 *13,
DRB1 *04, DRB1 *07, DRB1 *15, DRB1 *16 ve DRB1 *14 (sirastyla % 17.25, % 15.73,
% 9.64, % 8.37, % 6.59 ve % 6.59) frekanslar1 en sik gdzlenen allelleridir. Bulgularin
istatiksel analizinin 1s1ginda hem tagtyicihik oranina, hemde allel frekanslarina gdre; HLA-
DRB1 *01, DRB1 *04 ve DRB1 *09 alleleri RA ile iligkili bulunmus, kontrol grubunda
DRB1 *07 ve DRB1 *11 yiiksekligi koruyucu allel olarak kabul edilmistir (Tablo 9 ve 10).
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RA hasta grubunda (n=88) ve Normal populasyonda (n=197) HLA-DRBI1 alleleri
arasinda gozlenen-beklenen heterozigotluk degerlerinde ¢ok az bir sapma tespit edilmisse
de istatistiksel olarak anlamli degildir. (sirasiyla, P = 0.30940 ve P = 0.93909) Her iki

grupta da allellerin dagilim1 Hardy-Weinberg dengesine uygunluk géstermektedir.

Tablo 9. RA’]1 hastalar ve populasyonda HLA-DRBI1 pozitiflik oram

Hasta grubu (n=88) Kontrol grubu (n=197) Ki-Kare
- P degeri
HLA-DRB1 | Hasta sayisi Frekans: Kisi sayisi Frekans
allelleri (%) (%)
DRBI1* 01 16 18.18 14 7.1 0,009
DRBI1* 03 10 11,36 24 12,18 999
DRB1* 04 40 45.45 59 29,94 0.011
DRB1* 07 7 7.95 38 19,28 0022
DRB1* 08 . 7,95 10 5,07 0.498
DRB1* 09 13 14,77 3 1,52 00001
DRB1* 10 11 12.5 12 6,09 0.109
DRB1* 11 19 21.59 70 35.53 0.027
1.000
DRB1* 12 3 3.4 6 3.04
DRB1* 13 18 20.45 48 24.36 0:567
DRB1* 14 7 7.95 25 14,21 38
DRRB1* 15 10 11.36 33 16.75 8315
DRB1* 16 9 10.22 25 12.69 0:G92

RA Hastalarda ve Kontrol Grubunda HLA-DRB1 Allel Pozitiflik

Orani

50 T - — n |
40 = |
0 Hasta

Lol F e o Sayisi

30 {n=58)|

oS

lmKisi ||

20 Sayisi

| (n=197)

*01 *03 *04 *07 *08 *09 *10 *11 *12 *13 *14 *15 *16 |
HLA-DRB1 Allelleri '

Sekil 5. RA Hastalarinda ve Populasyonda HLA-DRB1 Allellerinin Pozitiflik Orani



Tablo 10. RA’l hastalar ve populasyonda HLA-DRBI1 allel Frekansi dagilimi

Hasta grubu (2n=176) Kontrol grubu (2n=394) Ki-Kare
HLA-DRB1 Allel sayisi Allel Frekans1 | Allel Sayisi | Allel Frekansi P degeri
allelleri (%) (%)

DRBI* 01 16 9.09 15 3.80 0.018
DRB1* 03 10 5.68 24 6,09 0.999
DRBI1* 04 44 25,00 62 15,73 0.009
DRBI1* 07 7 3.97 38 9,64 0.032
DRBI1* 08 7 397 10 2,53 0.505
DRBI1* 09 13 7.38 3 0,76 0.0001
DRBI1* 10 i1 6,25 12 3.04 0.117
DRBI1* 11 19 10,79 71 18.02 0.039
DRB1* 12 3 1,70 6 1,52 1.000
DRB1* 13 20 11,36 68 17.25 0.094
DRB1* 14 7 3.97 26 6.59 0.283
DRBI1* 15 10 5,68 33 8.37 0.340
DRBI1* 16 9 5.11 26 6.59 0.621

RA Hastalarda ve Kontrol Grubunda HLA-DRB1
Allel Frekansi Dagilimi

30

20

%

15

0

*01 *03 *04 *07 *08 *09 *10 *11 *12 *13 *14 *15 *16
HLA-DRB1 Allelleri

RA Allel
Frekansi (%)
(2n=176)

@ Kontrol Allel |
Frekansi (%) |
(2n=394)

Sekil 6. RA hastalarinda ve Kontrol Grubunda HLA-DRB1 Allel Frekans: Dagilimi
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4.2. RA Hastalarinda ve Kontrol grubunda HLA-DRB1 *04 Alt Tipleri

HLA-DRB1 *04 alleli tasiyan RA hastalarinin DNA 6rneklerinden PCR-SSP High
resolution yontemiyle elde edilen sonuglara gore; 8 farkli DRB1 *04 alt tipi gbzlenmistir
(Tablo 11, Sekil 9-10-11-12-13). RA’de 6nemli oldugu kabul edilen DRB1* 0401 ve
DRB1 *0404 allelleri (17 hasta, % 42.50 ve 6 hasta, %15) en sik gézlenen alt tipler-gruplar
olarak bulunmustur. DRB1 *04 tagiyan saglikli kontrol grubunda ise DRB1 *04 allelinin 6
cesit alt tipi belirlenmis ve en yaygin alt grup % 55. 55 oraniyla DRB1 *0402 ve % 16.67
orantyla DRB1 *0403 allelleridir. DRB1 *0406 ve *0408 allellerine kontrol grubunda
rastlanmamigtir. Hasta ve kontrol gruplarinda DRB1 *04 alt tipleri arasinda yapilan
karsilagtirmada; hasta grubunda DRB1 *0401 alt tipindeki artis istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (P = 0.028). Kontrol grubunda ise DRB1 *0402 ve *0403 alt tipi yigtlmasi
istatiksel olarak anlamli bulunmug (P = 0.001, P= 0.048) ve koruyucu allel olarak kabul

edilmistir.

Tablo 11. RA’li hastalar ve kontrollerdeki HLA-DRB1*04 alt tiplerinin siklig1

Hasta grubu (n=40) Kontrol grubu (n=36) Ki-Kare
DRB1*04 alt tipi | Alt tip sayis1 | Frekans (%) | Alt tip sayis1 | Frekans (%) | P Degeri
DRB1* 0401 17 42.50 6 16.67 0.028
DRB1* 0402 6 15.00 20 55.55 0.001
DRB1* 0403 1 2.50 6 16.67 0.048
DRB1* 0404 6 15.00 2 5.55 0.268
DRB1* 0405 3 7.50 1 2! 0.616
DRB1* 0406 1 2.50 --
DRB1* 0407 2 5.00 1 2.77 1.00
DRB1* 0408 4 10.00 - - 0.117




RA Hasta ve Kontrol Grubunda HLA-DRB1* 04 Alt
Grup Dagilimi
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Sekil 11. DB- 6306 numarali kontrol grubuna ait HLA-DRB1 *0402 jel fotografi
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Sekil 12. DB-944 no’lu hastaya ait HLA-DRB1 *0408 jel goriintiisii

Sekil 13. DB-1003 no’lu kontrol grubuna ait HLA-DRB1 *0405 jel goriintiisii
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4.3. HLA-DRBI1 *04 Tasiyan RA Hastalarinda Diger HLA-DRB1 Allel Dagilimi

Hastalarin tamam HLA-DRB1 *04 tasimaktadir, yam sira en yiiksek siklikta
DRB1 *11, DRB1 *01, DRB1 *13 allelerini tasimaktadirlar. Kontrol grubunda DRB1
*03, DRB1 *11, DRB1 *14 ve DRB1 *16 hasta grubundan daha yliksek siklikta
bulunmugtur. Her iki grup arasinda ikinci DRBI allelleri dagiliminda istatiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 12, Sekil 14).

Tablo 12. HLA-DRBI1 *04 pozitif RA Hastalar ve Kontrol grubunda ikinci DRBI1 allel

dagilimi
Hasta grubu (n=40) Kontrol grubu (n=36) Ki-Kare
HLA-DRBI1 Hasta Frekans Kisi Sayisi Frekans P Degeri
allelleri sayisi (%) (%)

DRB1* 01 5 12.50 1 2.77 0.203
DRB1* 03 3 7.50 8 2222 0.134
DRB1* 04 4 10.00 7 19.44 0.399
DRB1* 07 3 7.50 2 5.55 1.000
DRB1* 08 3 7.50 -- -- 0.242
DRB1* 09 1 2.50 1 2.17 1.000
DRB1* 10 4 10.00 ] 2.77 0.361
DRBI1* 11 7 17.50 9 25.00 0.603
DRB1* 12 1 2.50 -- -- 1.000
DRB1* 13 5 12.50 1 2.77 0.203
DRB1* 14 2 5.00 3 8.33 0.663
DRB1* 15 1 2.50 1 2.77 1.000
DRB1* 16 1 2.50 2 5.55 0.601

HLA-DRB1*04 Pozitif RA Hastalarinda ve Kontrol Grubunda
Diger Allerin Frekansi Dagilimi
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Sék;l 14. HLA-DRB1 *04 Pozitif hasta ve Kontrol Grubunda Diger allelerin Déglllml



5. TARTISMA

Romatoid artrit (RA [MIM 180300]), etiyolojisinde genetik ve gevresel faktorlerin
birlikte yer aldipn poligenik kompleks otoimmun bir hastahktir. Kronik inflamasyon ile
seyreden RA, periferik eklemlerde ve eklem gevresinde simetrik inflamasyonla birlikte
ilerleyici harabiyete sebep olur (65). RA’te erken yaslarda kadin/erkek oram 2-3/1 olmasina
ragmen ilerleyen yaslarda egitlenmektedir. Diinyadaki tiim topluluklarda goriilebilen
hastahgin prevalans1 (%1-3) degisken, biyocografik dagilimida homojen degildir.
Afrika’da (Nijerya ve Giliney Afrik‘a’mn baz1 kisimlan hari¢) nadir goriiliirken, Giiney Dogu
Asya, Cin ve Japonya’da da diisiik prevalanstadir. Bunlarin tam aksine Amerika’daki Pima ve
Chippewa yerlilerinde (%5 ve %7) daha yaygin oldugu rapor edilmistir (66, 67). Orta ve
Giiney Avrupa da RA prevalansi %0.5 ile %1 arasinda degisirken, Kuzey Avrupa'da daha
yitkksek oldugu bildirilmistir (68). Ulkemizde Izmir ve Antalya’da yapilan iki farkl
arastirma sonucuna gore RA prevalanst %0.5 dolayinda seyretmektedir (69, 70).

Bolgemizde ise heniiz yayinlanmus bir ¢aligma yoktur.

RA hastaliginin kadinlarda siklikla menarstan sonra menapozdan 6nce ortaya ¢ikmast,
hamilelikte artmasi hormonal faktérlerin 6nemini isaret etmektedir (71). RA’in etiyolojisinde
cevresel faktorlerden en iyi bilineni sigaramin olumsuz etkileridir (72, 73). Infeksiyoz
ajanlardan Herpes simpleks virus 4, Human foamy virus ve Transfusion transmitted (TT)
virusun RA’e sebep oldugunu bildiren yayinlar mevcuttur (74). RA’li hastalarin sinovial
sivisnda herhangi bir infeksiydz ajan veya partikiilii tesbit edilememigse de Proteus
vulgaris’in yiizey antijeni ile HLA-DRB1 *04 alt tipleri arasinda ¢apraz reaksiyon gelistigi
giiniimiizde bilinmektedir (71). Hastalann sinoviyal eklem sivisindaki B lenfositleri
tarafindan salgilanan anormal IgG’ye karst olusan IgM (romatoid faktérler) ile birleserek
immiin kompleksler olusturmaktadir. Bu immun kompleksler ise kompleman sistemini klasik

ve alternatif yoldan aktive ederek inflamasyonu baslatmaktadir (71, 74, 75).
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Aile ve ikiz ¢aligmalarindan elde edilmis verilere gére; RA konkordansi monozigotik
ikizlerde %12-30, aym eseyli dizigotik ikizlerde %4 ve birinci derece akrabalarda %2-12
oldugu belirtilmektedir (65). RA olusumunda genetik faktérlerin katkis1 % 60 dolaylarinda
oldugu bildirilmektedir (65, 66). RA’de etkisi ilk agiklanan genetik faktdrlerden olan HLA
genleri insan kromozomlarinda 6p21.3’te lokalizedir. Aile ¢alismalarinda HLA bélgesinin
RA’e katkis1 %30 olarak agiklanmigtir (76). Romatoid faktor pozitif olan hastalarda yiiksek
oranda (% 60-70) HLA-DRB1 *04 alleli bulunmustur (71). Yine HLA-DRB1 *01, DRBI
*09 ve DRBI1 *10 ¢esitli toplumlarda RA ile iligkili bulunmustur (65-67, 74, 77-79).

Diger genetik faktérlerden non-HLA genlerinin RA’e katkisi heniiz tam olarak
aciklanamamis olsa da yogun arastmalar devam etmektedir. Hastalifin ortaya ¢ikisi ve
ilerlemesinde; antijenik peptidlerin olusumu ve immun sistem tarafindan taninmasini
saglayan genlerin, anjiogenez, hiicre-hiicre haberlesmesinde rol alan sitokinler, sitokin
reseptorleri, hiicre i¢i sinyal sistemi, inflamasyon, apoptozis, doku tamir mekanizmalar ile
ilgili genlerin katkis1 oldugu dustiniilmektedir (76). Non-HLA genlerinden 1p13’den
kodlanan Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22 (PTPN22), ¢esitli otoimmun
hastaliklar (RA ve T1D, MS, Hashimato ve Graves hastaligi) ile iligkili olan T hiicre
reseptorlerini inhibe eden lymphoid-spesifik fosfatazi kodlar. Cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen-4 (CTLA4)’de PTPN22 gibi ¢esitli otoimmun hastaliklar ile iligkilidir (65-
67, 77, 78). Peptidyl arginine deiminase, type IV (PADI4) genleri proteinlerdeki arginin
rezidillerini posttranslasyonel olarak sitrulline doniigtiiren enzimleri kodlarlar. RA’l
hastalarda son zamanlarda anti-CCP otoantikorlar1 belirlenmis olmasi PADI4 ile iligkisini
gostermektedir ki bu sitrullinasyon yolu RA patogenezinde 6nemlidir. Makrofaj migration
inhibitory factor (MIF) immunregulatuvar bir sitokin olup RA hastalarinda diizeyi yiikselir.
(65-67, 72, 74, 77-79, 85). Yine FCN1, RANK ve TNFRII gibi HLA dis1 baz1 genlerde cesitli
toplumlarda RA ile iligkili bulunmugtur (86-88).

HLA dis1 genetik faktérlerden olan PTPN22 ve sigaranin etkileri Kalberg ve ark. (72)
tarafindan birlikte arastinlmis; RA ile iligkili oldugu belirlenmis ancak Sahin ve ark. (85)
Tiirkiye’de yaptiklar1 bir ¢aligmada RA ile PTPN22’nin iliskili olmadig rapor edilmistir.
Kardiyovaskiiler hastaliklardan muzdarip RA hastalarinda HLA-DRBI1 iligkisi {izerine
yapilan ¢alismalarda; DRB1 *04 alt tiplerinden *0401/*0401 homozigotlugu, *0401/*0404
heterozigotlugu ve tek basina *0404 veya *07 tasiyiciliginin oldukga riskli bulunmustur (88-
91). Calismamizda non-HLA genetik faktorler ve kardiyolojik hastaliklar irdelenmemigtir.
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RA hastah@imn olusumunda HLA-DRB1 *04 alt tipleri esit katilm g6stermezler.
DRBI1 allellerinin bazilarinda 70-74. amino asit rezidiilerinde korunmus kisa amino asit
(QKRAA, GRRAA ve RRRAA) dizileri bulunur. DRB1 molekiiliiniin 3. hipervariable
bolgesinde yer alan bu kisim “shared epitop = ortak epitop” (SE) olarak adlandinlir ve RA’e
sebep olur (66). Cesitli populasyonlarda RA’e sebep olan farkli DRB1 allellerinin (*0101,
*0102, *0401, *0404, *0405, *0408, *0409, *0410, *0413, *0419, *0421, *09, *1001,
*1401, *1402, *1406 ve *1409) ortak epitop tasidig1 belirlenmistir (65-67, 77, 79). Bu durum
RA ile HLA-DRBI iliskisinin, DRB1 molekiiliiniin diger 6zelliklerinden ¢ok “ortak
epitop”la ilgili oldugunu géstermektedir. Ortak epitop igindeki, amino asit zinciri 70 ve 71

dizilerinin, peptid ile MHC baglanmasini dogrudan etkiledigi gosterilmigtir (65, 76).

HLA-DRB1!’in hastalikla iligkili allelleri, hastalikla iligkili olmayan (koruyucu)
allellerinden, simif II molekiiliiniin 3.“hipervariable” bolgesinde, 70-74. amino asitler
arasinda kisitli bir segmentde farklilik géstermeleri ile ayrilmaktadir. RA’den koruyucu
olarak bilinen allellerin bazilarimin (*0103, *0402, *07, *1102, *1103, *1201, *1301, *1302,
*1304 ve *1501) ortak noktasi ise; 70 ve 71. pozisyonda negatif yiiklii bir amino asit
tasimalandir. Aspartik asit (D), glutamik asit (E), Arginin (R), Alanin (A), Alanin (A)
rezidiilerine sahip kisa peptidlerde negatif yiiklii amino asitler yer alir, ve bu koruyucu

reseptérlerin 70-74 aa. sirast DERAA’dir. (74, 76, 80, 88, 92)

Genetik faktorii HLA’ya bagh olan RA’lerde allellerin etkisi ve tipi evrensel degil
heterojendir. Bir toplumda koruyucu kabul edilen allel baska toplumlarda hastalik sebebi
olarak gosterilmektedir (Tablo13, 14). Cesitli ¢aligmalarin sonuglarina gére; Kuzey Avrupa
orijinlilerde HLA-DRB1 *04’iin hastaliga sebep oldugu, (*0402 ve *0403 hari¢), Ingilterede
*0401, *0404, *0405 ve *0408 RA ile iligkili oldugu bulunmus, *0402, *0403 ve *0407 alt
tiplerinin RA ile iliskili olmadig1 belirtilmigtir. Israilli Yahudilerde RA ile iliskisi olmayan
*0402 alt tipinin yaygin oldugu rapor edilmistir. Diinyadaki toplumlarin aksine DRB1 *0402
Yakima Amerikan yerlilerinde RA ile iligkili bulunmustur. Kafkas kokenlilerde HLA-DRB1
*0401 ve *0404, Asyalilarda *0405 RA ile iligkilidir. DRB1 allelinin her ikiside *04 olan
bireylerde alt tipleri *0401/*0404 compound heterozigotlar homozigotlara gore hastaligin
erken yasta ortaya ¢ikmasina ve agir seyretmesine sebep olmaktadir (5, 78, 93). Hintlilerde,
Avrupa ve Israilli Yahudilerinde DRB1 *01 (*0101) ve DRBI1 *10 RA ile iliskili oldugu
agiklanmustir (67). Silililerde, Japonlarda ve Ingilterdeki Kafkas kokenlilerde DRB1 *09 RA
ile iligkili, *0103, *0402*, 0802 ve *1302 RA’ten koruyucu olarak bulunmustur (79).
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Tablo 13. Cesitli Ulkelerde RA ile iliskili HLA-DRB1 allelleri (5, 67, 77-79, 91, 94-103)

Ulke iligkili HLA-DRB1
Kolombiya *0404 | *0405
Peru *0404 *1402
Brezilya *0101/2
Arjantin *0401 | *0404
Meksika *0401 | *0404 | *0405 *1001 *0101
Sili *0404 | *0405/*0901 *0408 *09
Asya: Kore Cin, Japonya, | *0401 *0405, *1001 *0101 *09, *0410
Tayvan, Malezya *0405/*0901
Kafkas kokenliler *0401 | *0404 *0408 *1402
Israil, Avrupa Yahudi *10 *0101/2
Afrikali-Amerikan *0401 | *0404 | *0405 *1001
Pima-Yakima Yerlisi *0402 *1402
Amerika Hintli *10 *01
Kuzey Avruipa *04
Ingiltere *0401 | *0404 | *0405 *0408
Giiney Fransa *0401 | *0404 | *0405
Yunanhlar *0401 *10, *1001
Ispanya *0401 *10
Macaristan *0405 *0408
Tiirkive /Ankara-Istanbul *0401 | *0404 | *0405 *10 *01 *0408
Tiirkiye/Trabzon *0401 *01 *09

Tablo 14. Cesitli Ulkelerde RA’ten koruyucu HLA-DRBI allelleri (5, 67, 77-79, 91, 94-103)

Ulke Koruyucu HLA-DRBI

Sili *0402 *1302 | *0103 *0802

Asya: Kore Cin, Japonya, | *0402 | *0403 | *1301 | *0103 | *0701 | *0802 0301

Tayvan, Malezya *1302 *0406
*1405

Kafkas kokenliler *0402 *1301 | *0103 | *07 *0802 *1201 | *1501

[srail. Avrupa Yahudileri *0402

Afrikali-Amerikan *1302 *1101

Kuzey Avruipa *0402 | *0403

Ingiltere #0402 | *0403 *0407

Macaristan *12

Tiirkive/ Ankara-Istanbul *13

Tiirkiye/Trabzon *0402 | *0403 *07 *11




Uzak doguda (Kore, Cin, Tayvan, Japonya ve Malezya,) yapilan ¢aligmalarin meta
analiz sonuglarina gére (Tablo 13 ve Tablo 14); HLA-DRB1 *0401, *0405, *0410, *0101
ve *1001 allelleri RA ile iliskili iken, DRB1 *0301, *0403, *0406, *0701, *1301, *1405
allelleri koruyucu olarak belirlenmistir. Ozellikle HLA-DRB1 *0405 ve *0901 Uzak Dogu
Asya’da RA ile iligkili predominant allel oldugu rapor edilmistir. Ayrica Korelilerde
*0405/*0901 heterozigotlar RA ile iligkili bulunmustur (94-99).) Latin Amerika
iilkelerinde (Kolombiya Peru, Brezilya Arjantin ve Meksika) yapilan ¢aligmalarin meta-
analiz sonuglarina goére; DRB1 *0404, *0405, *0401, *0408, *1402, *0101/2 ve *1001
allelleri RA ile iliskili bulunmustur (100).

Ulkemizde Istanbul merkezli bir ¢aligmada, RA hastalarinda DRB1 *0404 ve
*0401 alt tipleri yilkksek bulunmus fakat DRB1 *13 alleli ¢ok az bulunmus, koruyucu
olarak kabul edilmistir (101) Bu g¢alismada Tiirkiye’de en sik goriilen tipk Ispanya,
Yunanistan ve Giiney Fransa’da oldugu gibi *0401°dir, *0404 Tiirkiye’de sik gozlenir ama
digerlerinde gozlenmez. DRB1 *0101/2 yiiksektir. DRB1 *1001 Ispanya ve Yunanistan da
oldugu gibi Istanbulda da yiiksek bulunmugtur. Tiirkiyede DRB1 *04 (*0408 > *0401 >
*0405) *10 ve *01 sik goriildii (101). Ankarada yapilan bagka bir ¢alismada DRB1 *04
alleli %46.2 kontrol grubunda %20.9 olarak bulunmugtur. RA ile DRB1 *04 alt tipleri
(*0401, *0405, *0404) ve DRB1 *01 (*0101) iliskili bulunmustur (102). Kuzeydogu
Macaristan’da HLA-DRB1 *0405 ve *0408 RA ile iligkili bulunmus, DRB1 *01 iligkisiz
bulunmus, DRB1 *12 koruyucu kabul edilmistir (103). Italyanlarda PMR ile HLA arasinda
iliski bulunamamis (104), Giiney Fransa da ise PMR ve RA hastalarinda HLA iligkisi
arastirilmis ve HLA-DRB1 *01 hem PMR hem de RA ile iligkili bulunmus, DRB1*04
(*0401, *0404 ve *0405) yalmz RA ile iliskili bulunmustur (105).

Calismamizda HLA-DRBI tagiyicihgy ve allel frekanslarina gore; *01, *04 ve *09
allelleri RA hasta grubuyla iligkili ve istatiksel olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla P =
0.009, P = 0.011 ve P = 0.0001, siraswyla P = 0.018, P = 0.009 ve P = 0.0001). Kontrol
grubunda ise DRB1 *07 ve *11 (sirasiyla P = 0.025 ve P = 0.027, swraswyla P = 0.032 ve P
= 0.039) alleleri istatiksel olarak anlamli olup, “koruyucu” olarak belirlenmistir. Hasta
grubunda hem tagtyicilik hem de allel frekansina gére DRB1 *10 (P = 0.109 ve P = 0.117,
kontrol grubunda DRB1 *13 (P = 0.567 ve P = 0.094) yiiksek frckansta seyretse de

istatiksel olarak anlamli degildir.
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Hasta ve kontrol grubu allel frekanslar1 yoniinden incelendiginde oranlarda
farkliliklar goriilmektedir. Bu farkin sebebi ise MHC-HLA molekiillerinin kalitim
kalibindan kaynaklanmaktadir. Bilindigi gibi HLA kompleksi ebeveynlerden Mendeliyen
olarak kalitilir ve kodominant olarak eksprese (ifade) edilir. Haplotipler daha ¢ok blok
halinde gelecek kusaklara taginirlar. Bu sebepten dolay: allel frekanslan “2n” tizerinden
hesaplanir. Halbuki herhangi bir alleli bir kisinin tasiyip tagimadigi “n” iizerinden
hesaplanir.

HLA- DRB1 *04 alt tiplerinin high resolution analiz sonuglarina gére bolgemizde
*0401 alleli RA ile iliskili bulunmugtur (P = 0.028). DRB1 *0404 alt tipi hastalarda
kontrol grubuna gore biraz daha yiiksek bulunsa da anlamli bulunmamistir (P = 0.268).
DRBI1 *0406 ve *0408 alt tipleri kontrol grubunda gézlenmemistir. Kontrol grubunda ise
DRB1 *0402 ve *0403 alt tipleri yiiksek oranda bulunmus istatiksel olarak anlamh (P =
0.001 ve P = 0.048) ve koruyucu kabul edilmistir. Ancak yinede *0403 alt tipi igin kesin
olarak “koruyucu”dur diyebilmek i¢in daha fazla drnekte ¢alismak gereklidir. HLA-DRBI
*04 pozitif hastalarda ikinci alleller incelendiginde; istatiksel olarak anlamli derecede
hastaliga katkisi olabilecek ikinci bir allel birlikteligi saptanamamigtir. Literatlirde bir
calismada DRB1 *13 RA gelisiminde ikili rol aldigi ifade edilmis, ACPA-pozitif
hastalarda koruyucu oldugu fakat ikinci allel DRB1*03 ile birlikte ACPA-negatiflerde
hastalia sebep oldugu bildirilmistir (106).

Sonuglanimiz yapilan diger ¢alismalar ile karsilagtirildiginda; Tirkiye’de yapilan
onceki ¢alismalar ile baz1 alanlarda 6rtiismekte bazilarinda ayrigsmaktadir. Ornegin Ankara
ve Istanbul merkezli ¢alismalarda bizim bulgularimiz gibi DRB1 *0401 alt tipi 6n plana
¢ikmig ancak bizim ¢alismamizda *0404 alt tipi hastalikla kesin iliskili degildir. Tipka
Ankarada yapilan bir aragtirmadaki gibi *01 bizim c¢aliymamizda da RA ile iliskili
bulunmustur. Yine DRB1 *09 alleli b6lgemizdeki hastalarda RA ile iligkili bulunmus,
ancak Tiirkiye’de diger merkezlerde yapilan aragtirmalarda iligkili degildir (101, 102) .
Calismamizda DRB1 *10 alleli kontrol grubuna gére daha yiiksek ¢iksa da diger
bolgelerimiz gibi RA ile direk iligkili degildir. Tiirkiye’deki diger ¢alismalarda koruyucu
allel olarak DRB1 *13 bildirilmis, bizim ¢alismamizda ise *0402, *0403, *11 ve *07
bulunmustur. Bu baglamda sonuglarimiz, Ankara ve Istanbul merkezli galigmalardan
ayrilmaktadir. Bu durum populasyon genetigi temelinde gayet normaldir. Ciinkii bélgemiz
sosyo-ekonomik olarak go¢ alan degil, gé¢ veren bir bolge konumundadir. Ankara ve

Istanbul tilkemizin iki biiyilkk kenti olmasi sebebiyle siirekli gé¢ almaktadir. Sonugta
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bolgemiz daha homojen ve daha izole bir bolge konumundadir. DRB1 *0401 alleli tiim
diinyada goriildiigii gibi 6zellikle bolgemizde de 6n plana ¢ikmaktadir. Hastaliga sebep
olan DRB1 *09 alleli bolgemizde yasayan insanlarin Orta Asya kokenlerini isaret
etmektedir. DRB1 *01 alleli yiiksekligi diinyanin ¢esitli cografyalarinda da gériilmekte ve
bir bolgeye endemiklik gostermemektedir. Koruyucu allellerden DRB1 *0402 evrensellik
arz etmekte fakat DRB1 *0403 ve DRBI1 *07 bolgede yasayan insanlarin Kafkasya ve
Asya’tik ge¢misini 6n plana ¢ikarmakta, DRB1 *11 alleli ise Afrika kokenli Amerikalilar
ile paralellik arz etmektedir (Tablo13, 14). Bulgularimizda hastali3a sebep olan alleller ve
alt tipler “ortak epitop” hipotezine uygundur. Aym sekilde koruyucu allellerde negatif
yiiklii amino asitlerin yer aldig: ortak bir epitop tasimaktadir.

Populasyon genetii agisindan kalitsal veya genetik etiyolojili hastaliklara
yaklasimda; cografya birligi, akrabalik baglari, dil, go¢, mutasyon, evlilikler ve dogal
felaketler toplumlarin gen havuzunu etkiler veya degistirir. Hastalarda ve saglikli kontrol
grubundaki allel dagihmi bulgularimiz yasadigimiz cografya ve tarihsel gegmisimiz ile
uyusmaktadir. Diger HLA gruplarimin da belitlenerek haplotiplerinin ¢ikarilmasi daha fazla
anlam ifade edecektir. Bolgemizde yasayan RA hastalar1 ve kontrol grubundan elde edilen
sonuglar, beklenen ve gozlenen heterozigotluga gore Hardy-Weinberg kuramina uyum
gostermekte, bolgemizdeki evlilik tercihlerinin se¢imli degil daha ¢ok random olduguna
isaret etmektedir.

Sonug olarak bélgemizde yasayan RA hastalarinda yaptigimiz arastirmada; HLA-
DRB1 *01, *04 (*0401), *09 allelleri anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Kontrol
grubunda ise HLA-DRB1 *0402, *0403, *07 ve *11 allelleri yiiksek frekansta bulunmus
“koruyucu allel” olarak belirlenmigtir. Bélgemizdeki RA’li hastalarin DRB1 *04 alt tipleri
gibi, hastalikla iligkili olan DRB1 *01, *09 ve koruyucu olan DRB1 *07, *11 allellerinin
de alt tiplerinin ¢alisilip belirlenmesi faydali olacaktir. Bunlara ilave olarak sitokin gen
polimorfizminin ve non-HLA genetik faktdrlerinin arastinhp irdelenmesinin bilimsel
olarak daha fazla katki saglayacag kanaatindeyiz. HLA Doku tipi test sonuglarinin RA

hastalarina farmakogenetik tedavi segimi sans1 verecegine de inanmaktayiz.



6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuglar

Romatoid artritli hastalarda ve saglikli kontrol grubunda;

. HLA-DRBI1* 01, *04, *09 allelleri hem tasiyicilifa hem de allel frekansina gore
kontrol grubundan yiiksek ve anlamli bulundu (sirastyla P = 0.009, P = 0.011 ve P
=0.0001, allel frekansina gore sirasiyla P =0.018, P = 0.009 ve P = 0.0001).

. Kontrol grubunda DRB1 *07 ve *11 frekans: yiiksek bulunmus istatiksel olarak
anlamli ve koruyucu allel olarak belirlenmigtir (sirasiyla P = 0.025 ve P = 0.027,
allel frekansina gére P = 0.032 ve P = 0.039,)

. HLA-DRB1 *04 alt tiplerinden *0401 alt tipi RA hastalarinda yiiksek oranda
bulunmus (% 42.50) ve istatiksel olarak anlamlidir (P = 0.028).

. Kontrol grubunda DRB1 *04 alt tiplerinden *0402 ve *0403 yiiksek oranda
bulunmus (sirastyla %55.55 ve %16.67) istatiksel olarak anlamli olup (P = 0.001 ve
P = 0.048), koruyucu alt tip olarak belirlenmistir.

. HLA-DRBI *04 tasiyan hasta ve kontrol grubunda ikinci allel yoniinden istatiksel
bir fark gézlenmemistir.

. RA hasta grubunda hastalikla iligkili alleller ve kontrol grubunda koruyucu alleller
ortak epitop hipotezine uygun bulunmustur.

. Hasta ve kontrol grubunda gozlenen ve beklenen allel frekanslar1 Hardy-Weinberg

kuralina uygun bulunmustur.
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6.2. Oneriler

1. RA hastalanmn HLA-DRB1 *01 ve DRB1 *09 alt tiplerinin ¢aligilmast,

2. Kontrol grubunda koruyucu allelerden DRB1 *07 ve DRBI *11 alt tiplerinin
belirlenmesi,

3. HLA gen bolgesinde diger allelerin ve haplotiplerin galisilarak hastalikla herhangi
bir iliskisinin olup olmadiginin aragtirtlmasi

4. Non-HLA genetik faktorlerin ve sitokinlerin hasta ve kontrol grubunda ¢aligilmasi

5. RA hastalannmn hastalik siddeti ve tedavi siirecine gore simiflandinlarak diger
parametrelerin aragtiriimasi.

6. Cevresel faktorlerin ve yukandaki ¢nerilerin irdelenmesi hastaliin etiyolojisinin

daha iyi aydinlatilmasina katk: verecegine inanmaktayiz.
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OZET

Romatoid artirit (RA [MIM 180300]), genetik ve gevresel faktorlerin etkilesimiyle
ortaya ¢ikan kompleks, poligenik otoimmun bir hastaliktir. Kronik inflamasyon ile seyreden
RA, periferik eklemlerde ve c¢evresinde ilerleyici harabiyete sebep olur. Tlim toplumlarda
goriilebilen hastaligin prevalansi (%1-3) degisken, biyocografik dagilimi heterojen ve HLA
DRBI alleleriyle olan iligkisi de evrensel degildir. Bu ¢alisma 88 RA hastasinin (18 E, 70
K, yas ort. 52 £ 12) ve kontrol grubu olarak 197 saglikli bireyin DNA &rneklerinden PCR-
SSP yontemiyle HLA-DRBI1 allel frekanst ve DRB1*04 alt tiplerinin dagiliminin

belirlenmesi amaciyla yapildi.

Bolgemizdeki RA hastalarinda ve kontrol grubunda 13 farkli ¢esit HLA-DRB1
alleli belirlenmis, DRB1 *17 ve *18 allelleri her iki grupta da saptanamamgtir. Allel
frekanslar1 yoniinden HLA-DRB1 *04 allelinin hastalarin % 45’inde tasgindifn gozlenmis,
daha sonra HLA-DRBI1 *11, DRBI1 *13, DRB1 *01, DRB1 *09 ve DRB1 *10 (sirasiyla
%21.59, %20.45, %18.18, %14.77 ve %12.5) en sik gozlenen alleller oldugu belirlenmistir.
Saglikli kontrol grubunun % 35.53%{iniin HLA-DRBI1 *11 alleli tasidif1 gozlenmis, en sik
goriilen diger alleller sirasiyla HLA-DRB1 *13, DRB1 *04, DRB1 * 07, DRB1 *15,
DRBI1 *16 ve DRB1 *14 (sirasiyla %24.36, %29.94, %19.28, %16.75, %14.21 ve %12.69)
olarak saptanmistir. HLA-DRB1 *04 alleli tagiyanlarin DNA 6meklerinden PCR-SSP High
resolution yontemiyle elde edilen sonuglara gére; RA hastalarinda 8, kontrol grubunda 6
farkli DRB1 *04 alt tipi gézlenmistir. Hasta grubunda *0401 (%42.50), kontrol grubunda
ise, DRB1 *0402 (%55.55) ve *0403 (%16.67) en sik gozlenen predominant alt tipler

olarak bulunmugtur.

Sonug olarak bolgemizdeki RA hastalarinda yaptigimiz arastirmanin bulgularinin
istatiksel analizinin 1s18inda; hem tasiyicilik oranina, hem de allel frekanslarina gore,
HLA-DRB1 *01 (P =0.009), DRB1 *04 (P = 0.011), *0401 (P = 0.028) ve DRB1 *09 (P =
0.0001) alleleri RA ile iligkili bulunmustur. Kontrol grubunda ise DRB1 *07 (P = 0.025),
DRBI1 *11 (P = 0.027), DRB1*0402 (P = 0.001) ve *0403 (P = 0.048) yiiksek bulunmus
“koruyucu allel” olarak kabul edilmistir. RA hasta ve kontrol grubumuzda allel frekanslar

Hardy-Weinberg kuralina uyum gostermistir.

Anahtar kelimeler: Romatoid arthrit, HLA-DRBI, allel dagilimi, PCR-SSP



SUMMARY

Determinig the distribution of HLA-DRBI allel frequencies and HLA-DRBI1 *04 sub
groups in RA patients

Rheumatoid arthritis (RA: MIM:180300), created by the interrelationships between the
genetic and environmental factors, is a complex and polygenic otoimmun diseases. It develops with
chronic inflammation and thus causes to peripheral joints and advanced erosive in its surroundings.
Appeared in all population around the world, the prevalence of RA varies around 1%-3%, its
biogeographic distribution is heterogen and its relations to HLA-DRBI alleles is not universal. This
study is conducted using PCR-SSP methods with DNA samples of 88 RA patients and 197 healthy
controls to determine HLA-DRBI1 allele frequencies and distribution DRB1 *04 subgroups.

Except HLA-DRB1 *17 and DRBI *18 alleles in each group, 13 different HLA-DRBI
alleles were determined in all RA patients and control groups. It was observed that 45% of the RA
patients has HLA-DRB1 *04 allele frequencies. Other alleles frequently observed in RA patients
are DRB1 * 11, DRBI1 *13, DRBI *01, DRBI1 *09 and DRBI *10 with the frequencies of
21.59%, 20.45%, 18.18%, 14.77%, and 12.5% respectively. It was also observed that 35.53% of
the control groups are HLA-DRB1 *11 allele frequencies. Other alleles frequently observed in
control groups with HLA-DRB1 *13, DRBI *04, DRB1 *07, DRB1 *15, and DRB1 *16 with the
frequencies of 24.36%, 29.94%, 19.28%, 16.75%, and 14.21% respectively. We have also
investigated RA patients and control groups with HLA-DRB1 *04 subgroups using high resolution
PCR-SSP method. Eight different DRB1 *04 subgroups in RA patients and 6 different DRB1 *04
subgroups in control groups were determined. DRB1 *0401 (42.50%) in RA patients, and DRBI
*0402 (55.55%) and DRB1 *0403 (16.67%) in control groups were determined as predominant
subgroups.

In conclusion, the statistical analysis conducted in RA patients of our region indicated that
HLA-DRB1 *01 (P=0.009), DRB1 *04 (P=0.011), DRB1 *0401 (P=0.028) and DRB1 *09
(P=0.0001) alleles are associated with RA in terms of both transmission rate and allele frequencies.
In control groups, however, HLA-DRB1 *07 (P=0.025), DRB1 *11 (P=0.027), DRBI *0402
(P=0.028), and DRB1 *0403 (P=0.048) alleles were found to be higher and accepted as protective
alleles. Alleles frequencies in RA patients and control groups correspond to the Hardy-Weinberg

rule.

Key Words: Rheumatoid arthritis, HLA-DRBI, Allele distrubution, PCR-SSP
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