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OZET

Arkaplan: Ankilozan spondilit (AS) HLA-B27 ile gii¢lii bir iliski gostermektedir. Bu
etkilesimin en iyi bilinen hastalik iligkisi olmasi ve 1973’den beri biliniyor olmasina ragmen
HLA-B27 tiplendirmesi teknik olarak bazi giigliikler gostermektedir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda Avrupali ve Asyali AS’li hastalarda, rs4349859 ve rs13202464 no’lu tek
niikkleotid polimorfizmlerinin ~ (single nucleotide polymorphisms;  SNPs) major
histokompatibilite kompleksi ile (MHC) tag oldugu ve HLA-B27 tespitinde kullanilabilecegi
gosterilmistir.

Amag: Bu c¢alismanin amac1i HLA-27 tespitinde daha Once bahsedilen SNP’lerin
sensitivite ve spesifisitesini degerlendirmektir.

Yontem: Polimeraz zincir reaksiyonu restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmi
(polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism;(PCR-RFLP) yontemi
kullanilarak iki SNP (rs13202464 and rs4349859) genotiplendirildi. Bu genotiplendirme i¢in
gerekli primerler primer-BLAST arayiizii kullanilarak Primer3 algoritmasi ile dizayn edildi.
PCR iiriinleri Bmrl ve Taqal restriksiyon enzimleri ile sindirime ugratildi. Gentiplerin kalite
kontrolii i¢in random segilen bazi ornekler ayni zamanda ABI 3130 automated DNA
sequencer cihazi kullanilarak sekanslandi. HLA-B27 analizi ticari olarak bulunan SSP-typing
kit kullanilarak genotiplendirildi. SSP-tiplendirme sonuglari %2 agarose jel iizerinde
gosterildi

Sonuglar: Calismaya toplamda modifiye New York kriterlerine gére AS olarak
izlenen 207 hasta (%72 erkek, ortalama yas 42.3 + 10.8 ve 146 [%71] HLA-B27 pozitif) ve
32 saglikli kontrol (%78 erkek, ortalama yas 52.7 + 10.8 ve 2 [%6] HLA-B27 pozitif) dahil
edildi. rs4349859 no’lu SNP icin efekt alleli (A) yiiksek spesifiteye sahipti (1.000) ancak
sensitivite degeri 0.469 idi. rs13202464 no’lu SNP i¢in efekt alleli (G) igin spesifite 0.967 ve
sensitivite 0.530 olarak hesaplandi.

Yorum: Bu calismanin sonuclari daha 6nce HLA-B27 i¢in olduk¢a gii¢lii tag oldugu
bildirilen SNP’lerin, Tiirk popiilasyonunda, klasik HLA-B27 tayin yontemlerine gore avantaji
olmadigini diisiindiirmektedir. Bizim toplumumuzda HLA-B27 ile daha giiclii iliski gosteren

SNP’lerin saptanabilmesi i¢in baska calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.



ABSTRACT

Background: Ankylosing spondylitis (AS) is strongly associated with HLA-B27.
Although AS and HLA-B27 interaction is one of the best known disease association and has
been recognized since 1973, accurate HLA-B27 typing is technically challenging. Previously
major histocompatibility complex (MHC) tag single nucleotide polymorphisms (SNPs)
rs4349859 and rs13202464 were shown to be able to identify HLA-B27 in European and
Asian AS patients.

Objectives: Therefore the objective of this study was to evaluate the sensitivity and
specificity of these SNPs in identifying HLA-B27 allele.

Methods: We genotyped two SNPs (rs13202464 and rs4349859) by using polymerase
chain reaction restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). The primers were
designed using Primer3 algorithm via primer-BLAST interface. PCR products were digested
by using Bmrl, and Taqal restriction endonuclease enzymes. Some of the samples were also
sequenced by using ABI 3130 automated DNA sequencer in order to prevent misleading
results. HLA-B*27 analysis for patient group was performed by using commercially used
SSP-typing kit. SSP-typing results were visualized on 2% agarose gel electrophoresis.

Results: In total 207 patients (72% male, mean age 42.3 + 10.8 years and 146 [71%)]
was HLA-B27 positive) with AS according to the modified New York criteria and 32 healthy
controls (78%male, mean age 52.7 + 10.8 years and 2 [6%] was HLA-B27 positive) were
included in the study. The effect alleles of SNPs rs4349859 (A) showed a high specificity
(1.000). However sensitivity figure for HLA-B27 were 0.469. The effect allele of SNP
rs13202464 (G) has a specificity of 0.967 and a sensitivity of 0.530.

Conclusion: Our results suggest that the SNPs which previously reported as strongly
tagged to HLA-B27 do not have any advantage over the HLA-B27 typing in Turkish
population. Further research is needed to identify SNPs that may have stronger association

with HLA-B27 in our population.



GIRIS VE AMAC

Ankilozan spondilit (AS), spondiloartritler (SpA) olarak bilinen bir grup hastaligin
prototipini olusturmaktadir. Bu grup hastaliklar bazi yonleriyle birbirlerinden belirgin
farkliliklar gosterebilmekle birlikte, bazi1 ortak klinik, epidemiyolojik ve patogenetik
ozellikleri paylagsmalar1 nedeniyle ortak bir ¢ati altinda incelenmektedir. Bu hastaliklarin en
belirgin ortak klinik 6zellikleri iskelet sisteminde, 6zellikle sakroiliak eklem olmak {izere,
omurgada inflamasyon yapmalari, entezit ve sinovit ile seyretmeleridir.

Uzun siiredir hastaligin ailesel birikim gosterdigi bilinmektedir. Bu durum hastaligin
gelisiminde genetik faktorlerin roliine isaret etmektedir. Ailesel birikim yaninda, hastaligin
gelismesinde genetik faktorlerin roliinti destekleyen diger 6nemli bulgu ikizlerdeki birliktelik
yani “konkordans”tir. Literatiirde 6teden beri monozigotik ikiz AS hastalar1 bildirilmektedir
(1, 2). Iki kiigiik capli, yeni ¢alisma hastaligin monozigotik ikizlerde, dizigotik olanlara gore 5
kat daha fazla birliktelik gdstermistir. Son olarak Ingiltere’den bildirilen bir ¢alisma, genetik
faktorlerin hastaligin olusumundaki roliiniin %97 oldugunu diisiindiirmiistiir (3). Insan
Lokosit Antijeni-B27 (Human Leucocyte Antigen; HLA) ile AS arasindaki siki birliktelik
yaklasik 40 yildir bilinmektedir (4-6). Oyle ki beyaz AS’li hastalarda HLA-B27 sikliginin %
88-96, kontrollerde % 4-8 oldugu bildirilmistir. Populasyondaki HLA-B27 sikliginin % 2’nin
altinda oldugu Japonlarda (6), Hintlilerde (7) ve lIraklilarda (8) bile HLA-B27 ile AS
arasindaki birliktelik giicliidiir.

Ankilozan spondilit ile HLA-B27 giiglii birliktelik gdstermesine ragmen teknik olarak
genotiplendirmede bazi zorluklar bulunmaktadir. Lenfositotoksisite ve akim sitometrisi (flow
cytometry) yontemlerinin baslica dezavantaj1 taze kan 6rnegine ihtiya¢ duyuyor olmalaridir.
Ote yandan asagida sayilan deoksi-riboniikleik asit (DNA) temelli ydntemler HLA-B27
genotiplendirmesinde basari ile kullanilmaktadir ve ¢ogu ticari kitler seklinde de mevcuttur.
Bunlar arasinda; polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction; PCR) sonrasi
restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmi (restriction fragment length polymorphism;
RFLP),sekans spesifik primer (PCR-SSP) kullanimi, oligonucleotide probe kullanimi,
ligasyon temelli tiplendirme ve sekans temelli tiplendirme ( sequence based typoing; PCR-
SBT) sayilabilir (9, 10). Son zamanlarda dublex real-time TagMan PCR yontemi ile de
giivenilir ve duyarli sekilde HLA-B27 genotiplendirmesi yapilabilecegi bildirilmistir (9).
Ancak bu testlerin hemen tamami uzun siiren testlerdir ve maliyetleri ile birlikte ele
alindiginda kitle taramalar1 i¢in uygun olmayabilirler (11).

Yakin donemde major histokompatibilite kompleks (major histocompatibility
complex; MHC) ile birliktelik gosteren (MHC’yi temsil edebilecek; tag) tek niikleotid



polimorfizmleri (single nucleotide polymorphisms; SNPs) rs4349859 ve rs13202464’{in
Avrupali ve Asyalt AS hastalarinda HLA-B27’yi saptamakta kullanilabilecegi bildirilmistir
(11-13). Ayrica s6z konusu SNP’lerin kullanilmasinin mevcut HLA-B27 genotiplendirme
yontemleri ile kiyaslandiginda teknik ve maliyet agisindan avantajli oldugu belirtilmistir (11).
Bu nedenle bu c¢alismada s6z konusu tag SNP’lerin, Tirk AS hastalarinda HLA-B27

genotiplendirilmesi i¢in duyarlilik ve 6zgiilliikklerinin gosterilmesi amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER

A. Klinik Bulgular
Ankilozan spondilit (AS), spondiloartritler (SpA) olarak bildigimiz bir grup hastaligin
prototipini olusturmaktadir. Bu grup hastaliklar bazi yonleriyle birbirlerinden belirgin
farkliliklar gosterebilmekle birlikte, bazi1 ortak klinik, epidemiyolojik ve patogenetik
ozellikleri paylasmalar1 nedeniyle ortak bir ¢ati altinda incelenmektedir. Bu hastaliklarin en
belirgin ortak klinik 6zellikleri iskelet sisteminde,dzellikle sakroiliit olmak {izere, omurgada
inflamasyon yapmalari, entezit ve sinovit ile seyretmeleridir.

1. iskelet tutulumu

1.1.  Aksiyal iskelet tutulumu

Hastalik daha ¢ok erkeklerde goriilmekte (E:K=2-3:1) ve ilk yakinma genel olarak
yirmili yaslarda baslamaktadir. Beklenildigi {lizere hastalarin en sik gozlenen bagvuru
yakinmasi bel agrisidir. Bel agrisinin 16 yasindan once baslamasi ¢ok beklenmemektedir.
Juvenil ¢agda SpA olgular1 ¢ogu kez oncelikle diz ve metatarsofalangeal eklemleri tutan
oligoartrit seklinde baglamakta ve siklikla entezit ve bazen fveit ile birliktelik
gostermektedir(14).

Bel agrisi, 6zellikle belin lomber bolgesini ilgilendiren, en sik rastlanilan kas-iskelet
yakinmasidir. Genel popiilasyonun yaklasik %80°nin hayat1 boyunca en az bir kez akut bel
agris1 yasadig gosterilmistir (15, 16). Ancak bu bireylerin biiyiik ¢ogunlugu hekime veya bir
saglik kurulusuna basgvurmaz ve %90’inda yakinmalar alti hafta igerisinde azalir veya
kaybolur(17, 18). Bel agrisi ii¢ ayin lizerinde devam ettiginde, artik kronik bel agrisi olarak
adlandirilmaktadir. Kronik bel agris1 siklig1 yas, cins, mekanik faktorler, calisma kosullari
gibi degiskenlere bagli olmakla birlikte, akut bel agrisindan belirgin daha azdir.

Ankilozan spondilitte ¢cogu kez inflamasyon sakroiliak eklemlerde veya asagi bel
bolgesinde (lombar) baslar. Yakinmalar zaman igerisinde belin yukar1 kesimlerini de (torakal
ve servikal omurga) tutacak seckilde (asendan) seyir gosterir (19). AS ve SpA grubu
hastaliklarin, omurga tutulumuna bagli yakinmalara genel olarak inflamatuvar bel agrisi
(IBA) denilmektedir.

Inflamatuvar bel agris1; terminolojik olarak tek bir yakinma olmayip bir grup semptom
kompleksini temsil eder ve aksiyal SpA hastalarindaki sakroiliak eklem ve omurganin diger
kesimlerindeki inflamasyona isaret eder (19). IBA’nin karakteristiklerine ilk olarak 1950’li
yillarda Hart ve arkadaslar1 (20) ile Wilkinson ve Bywaters (21) dikkat ¢ekmisler ve bu
hastalarin yakinmalarinin belirgin sekilde istirahatten sonra arttigini, agr1 ve katiligin 6zellikle

sabah kalktiktan sonra en siddetli oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu hastalarin bazen



geceleri kalkip dolagsmak zorunda kaldiklarini belirtmislerdir. Ancak ilk defa bel agrisi

hastalar1 arasindan olast AS ve IBA hastalarinin tespit edilebilmesi amaci ile Calin ve

arkadaglar tarafindan bir kriter seti (Tablo 1) ileri siiriilmiistiir (22).

Tablo 1. inflamatuvar Bel Agrisi Kriterleri

Calin Kriterleri (22)

. 40 yas alt1 baslangi¢

. Bel agrisinin >3ay siirmesi

Sinsi baglangi¢

Sabah katiliginin varlig

1
2
3.
4
5

Egzersizle diizelme

Bel agrisinin inflamatuvar bel agrisi olarak siniflanabilmesi i¢in 5 6zellikten 4 {iniin

varlig1 gereklidir

Berlin Kkriterleri (23)

Bel agris1 45 yasin altinda baslayan ve 3 aydan uzun siireli olan hastalarda

1. >30 dakika sabah katilig1

2. Bel agrisinin istirahatle diizelmemesi, egzersizle diizelmesi
3. Gecenin ikinci yarisinda bel agris1 ile uyanma

4. Alterne eden gluteal agr1

4 kriterden 2’si olmalidir

Uzmanlara gore IBA kriterleri (24)

40 yas alt1 baglangic

Sinsi baslangi¢

Egzersizle diizelme

Istirahatle diizelme

Gece agr varligi (kalkmakla iyilesen)

wl gl & wf v -

ozellikten 4’liniin varhig1 gereklidir




Takip eden donemde bu kriter setinde bazi degisiklikler ile Rudwaleit (23) ve
arkadaslarinca yeni kriter seti (Berlin kriterleri) (Tablo 1) ileri siiriilmiistiir. Son olarak
Uluslararast Spondiloartrit Degerlendirme Cemiyeti (Assessment of SpondyloArthritis
International Society; ASAS) tarafindan yapilan 20 hastanin, 13 uzmanca degerlendirildigi ve
109 uzman kararinin verildigi bir ¢calismada yeni, uzmanlara gére IBA kriterleri (Tablo 1)
gelistirilmistir (24). Aym calismada gerek yeni kriterlerin gerekse mevcut kriterlerin 648
hastada duyarlilik ve 6zgiilliikleri test edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Inflamatuvar bel agris1 (IBA) igin ileri siiriilen kriterlerin karsilastiriimasi (24)

ASAS uzman ASAS gecerlilik
atelyesi (n=20) calismasi (n=648)
SE (%) SP (%) SE (%) SP (%)
Uzman IBA 77 92 80 72
Calin IBA 82 73 90 52.5
Berlin IBA 84 62 70 81

SE= duyarlilik veya sensitivite; SP=06zgiilliik veya spesifisite

Aksiyal SpA’li hastalarda ¢cogu kez sakroiliit baslangi¢ bulgusu olabilir ve bu durum
genellikle gluteal bolgede agriya neden olur. Agrinin 6zellikle alterne ediyor olmasi (sag ve
sol gluteal bolgeler arasinda yer degistiriyor olmasi) hastalik i¢in olduk¢a diisiindiirtictidiir.
Gluteal agr1 da spinal bolgedeki diger agrilar gibi yine istirahat sonrasi en belirgin hale gelir
ve aktivite ile 1yilesir ve bazen agir kaldirmakla da artabilir.

Sakroiliak inflamasyon, eklemin sinovyal oOzelliklere sahip alt ve 6n kesimini
ilgilendirir. Bu inflamasyon erken evrede magnetik rezonans goriintiilemede (MRI); eklemi
olusturan komsu kemiklerde inflamasyona isaret eden kemik iligi 6demi veya kontrastlanma

gosteren lezyonlar (osteit) seklinde (sekil 1) goriiliir (25).




B

Sekil 1. Sakroiliak eklem magnetik rezonans goriintiilemede sag sakroiliak eklem iliak

ve sakral kemiklerde eklem komsulugunda kemik iligi 6demi ile uyumlu sekilde; T1 agirlikli

kesitlerde (A) hipointens ve yag baskili kesitlerde (B) hiperintens lezyon.
= . =

Sekil 2. Ankilozan spondilitli bir hastada sakroiliak eklemlerde ankiloz ile lomber
vertebralarda bambu kamisi goriinlimiine yol agan sindesmofit gelisimi ve posterior
longitudinal ligaman ossifikasyonu.

Ilerleyen donemde ise sakroiliak eklem inflamasyonu direk grafilerde daginik skleroz
artis1, erozyon gelisimi veya eklemin yalanci genislemesi ile endokondral ossifikasyon sonucu

eklemlerde kismi veya tamamen ankiloz goriintiisiiniin ortaya ¢ikmasina yol agar (sekil 2).



Yillar i¢inde klinik olarak gluteal bolge ve belin asagi kesimlerinde gozlenen inflamasyon
yukariya dogru yayilir ve progresif bir agr1 ve kisitliliga yol agabilir.

Ankilozan spondilitte ileri evrede osteoporoz olabilecegi ve 6zellikle siddetli kisitlilik
gelistiren hastalarda daha kolay gelisen, ancak bazen gbézden kacabilen kiriklara neden
olabilecegi de bildirilmistir (26).

1.2.  Entezit

Ankilozan spondilitin en 6nemli klinik bulgularindan birisi de entezittir. Tendon,
ligaman ve eklem Kkapsiilii gibi yapilarin kemige yapistigt yeri ifade eden entezis
bolgelerindeki inflamasyon olan entezit hemen her yerde goriilebilmekle birlikte en ¢ok Asil
tendonu ve plantar fasyanin kalkaneusa yapistigi yerde goriiliir (sekil 3) . Genel olarak topuk
agrist dejeneratif nedenlerle ortaya ¢ikan agridan farkli olarak istirahat sonrasi ve sabahlari

daha belirgindir ve aktivite yakinmalarin kismen azalmasina neden olur. Topuk enteziti yillar

icerisinde tipik radyografik “spur” goriiniimiine yol agmaktadir (sekil 3).

Sekil 3. Ankilozan spondilitli bir hastada sag asil {izerinde sislik (A) ve lateral
kalkaneus grafisinde (B) asil yapigma bdlgesinde erozyon ile plantar fasya yapigma
bolgesinde spur formasyonu izlenmektedir.

1.3.Periferik Eklem Tutulumu

Ankilozan spondilitte periferik eklem tutulumu romatoid artritten (RA) farkli bir
patern izler. Aksiyal iskelet tutulumu Oncesinde veya sonrasinda ortaya ¢ikabilen periferik
artrit genelde alt ekstremite biiyiik eklemlerini (diz, kal¢a ve ayak bilekleri gibi) asimetrik ve
oligoartikiigler paternde tutar. Reaktif artrit ve psoriatik artritli hastalarda gozlenen diger bir
iskelet lezyonu olan daktilit/sosis parmak cogu kez AS’li hastalarda dikkat ¢ekici bir bulgu

degildir. Nadir de olsa temporomandibular eklemlerin de tutulabilecegi hatirda tutulmalidir.



2. Iskelet-dis1 tutulumu
2.1. GOz tutulumu
Akut 6n iiveit (akut anterior iiveit; AAU) AS bagta SpA’li hastalarda en sik gézlenen eklem-
dis1 tutulumdur. Yaklasik 1/3-4 AS hastada AAU gelisir (27). Irit veya iridoksiklit olarak da
bilinen AAU, goziin 6n segmentinin akut inflamasyonudur, genel olarak ani baslangi¢hdir.
Siklikla tekrarlayici nitelikte ve ii¢ aydan kisa siirelidir. Cogu kez hastalar gozde kizariklik,
hiperemi, agri, fotofobi, sulanma veya gérmede bulanikliktan yakinirlar nadiren hipopiyon

olusumu gozlenebilir (sekil 4).

Sekil 4. Ankilozan spondilitli bir hastada sag gdzde 6n kamarada hipopiyon varlig.
Ozellikle HLA-B27 pozitif hastalarda nadir de olsa AAU’in kronik seyir gosterdigi ve
pupiller okliizyon, gorme keskinliginde azalma, katarakt, sekonder glokom, kistik makiiler
0dem gibi komplikasyonlarla sonuglanabildigi bildirilmistir (27).

2.2.  Inflamatuvar Barsak Hastaligi
Ankilozan spondilitli yaklasik %60 hastada asemptomatik, ince ve kalin barsakta endoskopik
mukozal lezyonlarin varligi gosterilmistir (28). Bu lezyonlarin patogenetik ve klinik anlami
heniiz tam olarak bilinmese de ¢ogu hastada hi¢gbir zaman inflamatuvar barsak hastaligi ile
uyumlu klinik goriilmez. Nitekim yalnizca %10-15 hastada Crohn veya iilseratif kolit klinigi
gozlendigi bildirilmistir(29). Bunun yaninda inflamatuvar barsak hastaligi olan hastalar
arasinda da dortte bire varan oranlarda AS tablosu gelistigi de bilinmektedir. Bu nedenle AS
hastalarinda barsak aliskanliklar1 degisikligi ya da karin agrisi, ishal (£ kan veya mukus)
yakinmalari oldugunda inflamatuvar barsak hastaliklarinin akilda tutulmasi gerekmektedir.

Inflamatuvar barsak hastalig: seyrinde gdzlenen SpA tablosunda periferik artrit barsak
hastalig1 aktivitesi ile yakin iligski gosterir ve 6zellikle tilseratif kolit hastalarinda kolektomi
sonrasi artrit remisyona girebilir ancak spinal tutulumun barsak hastaligi aktivitesi ile iligkisi

yoktur.
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2.3. Diger eklem-dis1 tutulumlar

Ankilozan spondilitli hastalarda, genel olarak ilerleyen hastalik déneminde, torakal
vertebralar yaninda kosto-vertebral, kosto-transversal, sterno-klavikiilar veya sterno-
manubriyal eklemlerin tutulumu ve artan dorsal kifoz sonucunda gelisen kisithlik ile iliskili
oldugu diistiniilen restriktif tipte pulmoner fonksiyon gelisimi iyi bilinmektedir (30).

Uzun yillardir nadir de olsa (<%1) AS’li hastalarda IgA nefropatisi olabilecegi
tanimlanmistir. Bu durum genellikle hematiiri ve/veya proteiniiri ile birlikte patolojik olarak
mezengial IgA birikimi ile karakterlidir, ¢ogu kez prognozu iyidir (31, 32). Bunun yaninda bu
hastalarda NSAII kullanimina bagli interstisyel nefrit gelisebilecegi de hatirda
tutulmalidir(31).

Uzun siireli inflamasyona sekonder gelistigi diisiiniilen renal amiloidozun gilinlimiizde
nadir goriildiigii diisiiniilmekle birlikte Ispanya’dan bildirilen ve abdominal yag dokusunun
incelenmesine dayali bir ¢alismada %7 amiloidoz varligi gosterilmistir (33). Ankilozan
spondilit hastalarinda %1’in altinda ve ¢ogu kez atlantoaksiyal subluksasyon veya cauda
equina sendromu seklinde norolojik bulgular tanimlanmistir (34, 35). Yine uzun hastalik
stiresi olan hastalarda vertebral kiriklara bagli, gecikmis olabilecek, norolojik

komplikasyonlar ve hatta 6liim akilda tutulmalidir (36).

B. Hastalik patogenezi

Ankilozan Spondilit patofizyolojisi ile ilgili hipotezlerle birlikte hastalikta goriilen
patolojik degisikliklerden bahsetmek uygun olacaktir. AS patolojisi konusundaki ilk
tanimlamalardan birinde John Ball, hastaligin baslica intervertebral disklerin anulus fibrozusu
olmak tizere entezis bolgelerinde inflamasyon ve hasar olugturmasi ile romatoid artritten (RA)
ayrilmasi gerektigini ileri siirmistiir (37). Seksenli yillarin baginda Mielants ve Veys yaklagik
% 60 kadar hastada gastrointestinal yakinmalardan bagimsiz olarak kalin barsak ve/veya
ileumda mikroskopik inflamasyon varligin1 gostermislerdir (38). Bu bulgular aslinda AS basta
olmak iizere SpA’larin ¢ok farkli organ ve sistemlerde inflamasyona neden olabileceginin
ipuclarin1 vermis ve takip eden donemde gerek sinovyada, gerek entezis bolgelerinde, gerekse
eklem-dis1 organlardaki inflamasyonun natiiriinii anlamaya yonelik ¢ok sayida caligma
yapilmustir.

3.1. Ankilozan Spondilitte hedef dokular

Romatoid artritin 6zellikle el ve ayak kiigiik eklemleri olmak iizere yaygin olarak
periferik eklemlerde siiregen ve destriiktif inflamasyon nedeni oldugu bilinmekle birlikte

AS’de dogrudan hedef dokularin tam olarak ortaya konulmasi zordur. Nitekim AS’li
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hastalarda tipik olarak aksiyal iskelet ve periferik eklemler tutulduklari i¢in sinovyumun hedef
dokulardan birisi oldugu soylenebilirse de sinovyal eklemler etkilenmeden de aksiyal iskelette
pek cok belirti ve bulgu goriilebilmektedir. Bu nedenle iskelet sisteminde tutulan diger iki
yap1 da; kemik ve entezis bolgeleri, hatirlanmalidir (39).

3.1.1. Entezis inflamasyonu

Entezis tendon, ligaman veya eklem kapsiili gibi yapilarin kemige tutundugu
bolgelerdir. Entezit konusunda yeterli ¢alisma olmayisinin temel nedeni materyal elde
etmenin goreceli zor olmasidir. Ancak son zamanlarda goriintiileme tekniklerindeki
ilerlemeler ile normal entezis dokusunun ayrintili histolojik incelemeleri bazi hipotezlere
temel teskil etmistir. Sonug olarak entezis ile yaygin inflamasyonun iligkisini a¢iklamak iizere
bir anatomik inite seklinde (komsulugundaki sinovya ile kritik baglant1 gosteren entezis
iligkili fibrokartilajdan olusan) sinovya-entezeal kompleks (SEK) teorisi ileri siiriilmiistiir
(40). Bu konudaki c¢alismalar gostermistir ki SEK yalnizca klasik entezis yapisma
bolgelerinde degil, yapisma alan1t uzaginda da birbiri ile baglantili bir yapt olarak dikkat
¢eker. Bu linite saglikli kisilerde de yasla birlikte mikro hasarlanmaya maruz kalir ve hatta
bazen bu durum genc eriskinlerde de goriilebilir. Olusan mikrohasar; mikroskopik
inflamasyon ile tamir edilmeye calisildig1 ve sasirtict sekilde bu duruma SEK boélgesinde
asemptomatik sinovitin eslik ettigi gosterilmistir (41). Bu sekilde AS’de de mikro hasara
sekonder inflamasyon gelistigi ve belirli durumlarda hastalik icin tipik kronik inflamasyona
ve sinovite yol agabilecegi hipotezi ileri stirilmiistiir (42).

2.1.2. Sinovyal inflamasyon

Diz ve ayak bilekleri ile daha az oranda kalga eklemleri AS’de belli bash etkilenen
periferik eklemlerdir. RA’de otoimiin siirecin primer hedefinin sinovyal membran olmasi
yaninda, sinovyanin sekonder lenfoid organ gibi davrandig: da ileri siiriilmektedir (39). Oysa
AS sinovitinde adaptif immiin yanit ve otoimmiinite bulgular1 géstermedigi, inflamasyonda
makrofaj, polimorf niiveli 16kosit ve mast hiicrelerinin baskin oldugu gosterilmistir (43-46).
Spesifik otoantikorlarin yoklugu ile birlestiginde bu durum SpA’de inflamasyon mekanizmasi
olarak otoimmiiniteden ¢ok mikrobial veya biyomekanik stres ile tetiklenen bir
otoinflamatuvar siireci diisiindiirtmektedir (39).

3.1.3. Kemik

RA’li hastalarda temel patoloji (tamir siirecinin minimal oldugu veya hi¢ goriilmedigi)
eklem hasar1 olmasina karsin; AS i¢in sakroiliak ve apofizer eklemler ile entezis bolgelerinde

yeni kikirdak ve kemik olusumu (entezofit ve sindezmofit) karakteristiktir (39).
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Kemik olusumu igin bilinen baslica iki embriyonik mekanizma vardir: Ilkinde
(endokondral kemik formasyonu) mezenkimal hiicreler kondrositlere farklilasir ve ardindan
kemik matriksi olusur. Tkinci mekanizmada (membrandz kemik formasyonu) ise mezenkimal
hiicreler dogrudan osteoblastlara farklilasarak matriks ve mineral komponent tiretimi
beraberce gerceklesir. Entezofitlerde en azindan endokondral kemik olusumunun varligi
gosterilmistir (37, 39). Bu sekilde yeni kemik olusumunun (Sekil 5) erken donemi bir
transforming growth faktor ailesi liyesi olan kemik morfojenik protein (bone morfogenik
protein; BMP) ailesi kontroliindedir. Bu donemde kondrositlerden salgilanan noggin veya
osteoklastlara 6zgiin sklerostin gibi molekiiller siiregte endojen inhibitdr olarak gorev alirlar
(47-49). Siirecin ge¢ donemi ise wingless (Wnt) glikoprotein ailesi kontroliindedir. Bu ailenin
baz1 iiyeleri mezenkimal hiicrelerin yiizeyindeki bir reseptor kompleksini aktive ederek,
hiicre-i¢i B-katenin artis1 ve niikleusa gocii ile hiicrenin osteoblast yoniinde farklilagmasina
aracilik etmektedir. Wnt aracili bu modelin gilinlimiizde AS’de yeni kemik olusumu i¢in
baglica diizenleyici olduguna inanilmaktadir. Bu yolagin da Dickkopf iliskili protein 1
(DKK1) basta olmak iizere endojen inhibitorleri bulunmaktadir (49-51).

Mezenkimal
hc

«——  BMP-Smad |_ Kondrositnoggini/
Osteosit spesifik sklerostin

<—— Wnt glikoprotein ailesi I— DKK1

Mezenkimal hc reseptor aktivasyonu
v g
B Katenin artisi nukleusa gocu
J
I Osteoblast diferansiasyonu ve kemik matrix sentezi

Sekil 5. Endokondral kemik olusum sathalari ve olasi kontrol mekanizmalar1
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AS’li hastalarda endokondral kemik olusumunun islevsel oldugu yoniinde bazi
bulgular elde edilmistir. Nitekim bazi arastiricilar Asil entezitinde BMP aktivasyonunda artig
oldugunu gostermis (42, 47), bazilar1 da osteositlerde sklerostinin anlamli sekilde azalmis,
hatta sindezmofit gelistirmis olanlarda en diisiik seviyede oldugunu bildirmislerdir (52). Ote
yandan Wnt yolag ile ilgili veriler geliskilidir. ilk arastiric1 grubu serum DKKI1 diizeylerini
RA ve sagliklilardan yiiksek oldugunu ve anti-TNF tedavi ile anlamli olarak arttigini
bildirmislerken (53), daha sonraki ¢aligmalarda serum DKK1 diizeylerinin AS’li hastalarda
anlamli sekilde diisiik oldugu (54) ve sindezmofitli hastalarda daha diisiikk bulundugu (55)
bildirilmistir.

3.2. Ankilozan spondilit patolojisinde gézlenen hiicre tipleri

Spontan olarak spondilit ve artrit gelistiren HLA-B27 transgenik sican modellerinde T
hiicreleri rol oynuyor olabilir. Nitekim atimik (timusu olmayan) hayvanlarda artrit
gozlenmemektedir ve hiicre transfer deneylerinde CD4+ T hiicreleri dahil hemapoetik
hiicrelerle hastalik olugmaktadir (56-59). Ayn1 hayvan modelinde dendritik hiicrelerin de roli
olabilecegine dair bulgular mevcuttur.

3.3.Ankilozan Spondilit patofizyolojisinde genetik faktorler

Uzun stiredir hastaligin ailesel birikim gosterdigi bilinmektedir. Bu durum hastaligin
gelisiminde genetik faktorlerin rolline isaret etmektedir. Gergekten ¢ok sayida c¢alismada,
AS’1 olan hastalarin akrabalarinda ortalama % 4 (% 1 ile % 15) sikliginda AS ortaya ¢iktig1
goriilmiistiir. Goreceli risk tahminleri de hastalikli bireylerin akrabalarindaki AS sikliginin
hastalikli olmayan bireylerin akrabalarindaki AS sikligindan 23 (60) ile 35 (61) kat fazla
oldugunu gostermektedir. ilk calismalarda %4 gibi saptanan siklik son calismalarda saptanana
(% 10) gore daha azdir. Ancak bu durum hastalik sikligindaki degisimden ¢ok giiniimiizde
tan1 yontemlerin daha gelismis olmas1 ve 6zellikle kadinlardaki AS’in de eskiye oranla daha
fazla taniniyor olmasi ile agiklanabilir. Bunu dogrular sekilde dnceki caligmalarda akrabalarda
saptanan AS olgularindaki kadin/erkek orani 2 (62) civarindayken, son gézlemler bu oranin
esitlendigini gostermektedir (63).

Ailesel birikim yaninda, hastaligin gelismesinde genetik faktorlerin roliinii destekleyen
diger 6nemli bulgu ikizlerdeki birliktelik yani “konkordans™tir. Literatiirde oteden beri
monozigotik ikiz AS hastalar1 bildirilmektedir (1, 2). Iki kiigiik ¢apli, yeni ¢alisma hastaligin
monozigotik ikizlerde, dizigotik olanlara gore 5 kat daha fazla birliktelik gdstermistir. Son
olarak Ingiltere’den bildirilen bir ¢alisma, genetik faktdrlerin hastaligin olusumundaki

roliiniin %97 oldugunu diisiindiirmiistiir (3).
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3.3.1. HLA-B27 ve ankilozan spondilite yatkiniik

HLA-B27 antijeni ile AS arasindaki siki birliktelik yaklagik 40 yildir bilinmektedir (4-
6). Bu iliskinin beyaz AS’li hastalarda HLA-B27 sikliginin % 88-96, kontrollerde % 4-8
oldugu bildirilmistir. Populasyondaki HLA-B27 sikliginin % 2’nin altinda oldugu Japonlarda
(6), Hintlilerde (7) ve Irak’lilarda (8) bile HLA-B27 ile AS arasindaki birliktelik giigliidiir.
Yiiksek HLA-B27 siklig1 (%10°un tizerinde) olan Amerikan yerlileri ve kuzey Avrupalilarda,
ozellikle Iskandinav hastalarda (64, 65) ise B27 antijeni hemen her zaman vardir. Ayrica
diinyadaki HLA-B27 dagilimi ile AS dagilimi ¢ok benzerdir (66). Bu sekilde hastalik B27 nin
stk olmadig1 giiney Amerika halki, Avustralya yerlileri ve Afrika halkinda seyrek olarak
ortaya ¢ikar (67, 68).

HLA-B27 ile AS arasindaki iligkinin kesfinden sonra AS epidemiyolojisi ile ilgili
arastirmalarin  sayisinda belirgin bir artis olmustur. Son yillarda genotiplendirme
teknolojilerindeki gelismeler de AS ve diger SpA gruplarinda HLA-B27 ve alt tipleri
konusundaki arastirmalara hiz kazandirmistir.

3.3.1.1. HLA-B27 alt tipleri

Gilinimiizde = HLA-B27  allelinin  elliden fazla alt tipi  tanmimlanmis
(http://hla.alleles.org/classl.html) olup bu durum B27’yi en polimorfik allellerden biri haline
getirmektedir. HLA-2705 gibi alt tiplerin AS ile daha fazla birliktelik gosterdikleri ve bu

arada bazi alt tiplerin (HLA-B2706 ve *2709 gibi) hastaliktan koruyucu rol oynayabilecegi
konusunda tartismalar vardir. Ornegin Danimarkali hastalarda yalniz *2705 saptanmustir (69).
Italyanlarda ise *2709 allelinin hastalik gelisiminde rolii olmadig: bildirilmistir (70). Bununla
birlikte inandiric1 farkliliklar bulmayan galismalar da vardir (71).

Bu konudaki siipheleri artiran bir diger gelisme de daha once *2709 pozitif hasta
bildirilmemis iken son zamanlarda *2709 tasiyan ii¢ hasta tanimlanmis olmasidir. Bunlardan
biri iilseratif koliti olan pre-radyografik bir hasta, bir digeri Sardinya’dan bir AS hastas1 ve
tigtinciisti Tunuslu bir hastadir (25, 72, 73). Bu hastalarin ikisinde IL23R ve HLA-B1403 gibi
diger yatkinlik faktorlerinin varlig1 gosterilmis olmakla birlikte alt tiplerin rolii konusundaki
sliphelerimizi arttirmigtir. Ayrica AS’in seyrek goriildiigii bazi populasyonlarda yatkinlik
alleli oldugu diistiniilen *2705’1 aym sekilde yiiksek siklikta tagidiklar1 da gosterilmistir (3).
Etkilenen kisilerdeki baskin alt tip, olasilikla basit bir sekilde toplumdaki baskin alt tipi
yansitiyor olabilir.

HLA-B27’nin  hastaliga nasil  yatkinlik olusturdugu heniiz tam olarak
aydinlatilamamigstir. Baslangigta HLA-B27’nin bir smif I molekiilii olarak “artritojen

antigeni” CD8 pozitif T hiicrelerine sundugu diisiiniilmiis ancak o dénemlerden beri boylesi
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bir peptit gosterilememistir. Ayrica HLA-B27 transgenik farelerde hastalik gelisimi i¢in CDS8
pozitif T hiicrelerinin gerekli olmadiklar1 da gosterilmistir (74). HLA-B27 molekiilii
hakkinda gilincel hipotezlerden biri molekiilin 67 pozisyonunda sistein varligina
dayanmaktadir. Nitekim bu aminoasit varliginda molekiilin agir zinciri hiicre dis1 al
bolgesinin yanlis katlanmasina ve homodimer olusturmasina olanak saglamaktadir. Bu sekilde
HLA-B27 molekiiliinlin homodimerizasyonu veya yanlis katlanmasi, endoplasmik
retikulumda, proinflamatuvar nitelikte, katlanmamis protein yanitin1 (unfolded protein
response; UPR ) indiiklemektedir (75).

HLA-B27 ile AS patofizyolojisi i¢in ileri siiriilen alternatif hipotez de, hiicre
yiizeyinde ekprese edildigi gosterilen HLA-B27 homodimerlerinin rolii olabilecegi lizerinde
inga edilmistir. Bu hipoteze gore endoplazmik retikulumda birikerek stres (katlanmamig
protein yanit1) olusturan ve normalden farkli olarak 2 mikroglobulin (hafif zincir) igermeyen
bu homodimerler, bazi immiinoreseptorler (KIR3DL2 gibi killer immiinoglobulin benzeri
reseptorler; killer immunoglobuline-like receptors) araciligi ile inflamatuvar yaniti baglatabilir
(76, 77). Nitekim HLA-B27 pozitif hastalarda dogal 6ldiirticii hiicreler ile KIR3DL2 pozitif T
hiicre sayilar1 artmigtir (78). Son olarak HLA-B27 pozitif bireylerin Yersinia, Salmonella,
Shigella ve Chlamidya gibi hiicre-i¢i patojenleri yeterince iyi temizleyemedikleri ileri
stiriilmiistiir. Nitekim bu patojenlerin reaktif artrite neden olduklar1 uzun siiredir bilinmektedir
(79).

2.3.2. MHC bolgesi disi genler ve ankilozan spondilite yatkinlik

Baz1 toplumlarda AS’li hastalarda HLA-B27°nin % 80-90 pozitif bulunmas1 ve B27
transgenik farelerde spontan olarak SpA benzeri bir hastaligin goriilmesi HLA-B27’nin,
hastalik i¢in dogrudan ve dominant etkisi oldugunu diisiindiirtmekle birlikte genel toplumda
HLA-B27 tasiyan bireylerin kiiclik bir oraninda (<% 5) AS gelismesi ve B27’nin genetik
yatkinligin ancak % 20-40’m1 agikliyor olmasi diger genetik faktorlerin rolii olabilecegini
diistindiirtmektedir (74). Nitekim son yillarda gerek tiim genom iliski ¢alismalarinda gerekse
aday gen calismalarinda Endoplazmik retikulum aminopeptidazl (ERAPL) (80-87), interlokin
23 reseptorii (IL23R) (84, 88-91) ve gen ¢olii olarak bilinen bazi kromozomal bdlgelerin de

hastaliga yatkinlikta rolii olabilecegine dair gozlemler elde edilmistir.
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Tablo 3. Ankilozan spondilite yatkinlikta rolii oldugu gosterilen bazi genler ve hastalik

kalitsalligina etkileri

Gen veya yerlestigi Odds orani AS kalitsalligina katkis1

kromozomal bolge (%) (79)
HLA-B27 90,4 23,3
IL-23R 1,90 0,31
2p15 1,36 0,54
ERAP1 1,35 0,34
21922 1,24 0,035
ANTXR2 1,21 0,0054
RUNX3 1,19 0,12
IL12B 1,18 0,11
IL1R2 1,18 0,12
CARD9 1,18 0,034
LTBR/TNFRSF1A 1,38 0,075

C. HLA-B27 tayininde kullanilan yontemler

Uretilen antijenin yapisi ve fonksiyonuna gore iki stmf HLA antijeninden bahsedilir

(92); HLA siif I ve sinif II. MMHC kompleksi global olarak 3.5 milyon baz ¢ifti igeriri ve 6.

kromozomda bulunur (sekil 6). HLA-B27 smif I HLA antijenleri arasinda yer almaktadir.

Hiicre ylizeyinde eksprese edilen glikopeptid antijenler olan HLA-A, -B ve —C serisi sif |

HLA antijenleri olarak isimlendirilmektedir. Bu antijenler ¢ogu ¢ekirdekli hiicrede eksprese

edilmektedir. Ayrica ¢6ziiniir formda plazmada ve trombosit ylizeyinde de bulunabilmektedir.

Immiinolojik ¢alismalarda en anlamli simf I lokusiiniin HLA-B oldugu (aym1 zamanda en

polimorfik olanidir) ve ardindan HLA-A geldigine isaret edilmistir (93). HLA Simif I

antijenleri 3 bolgesi olan, 45 kilodalton (Kd) glikoprotein agir zinciri igerir ve beta-2

glikoprotein ile non-kovalen olarak baglanir.
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Sekil 6. Insan MHC bélgesinine genel bakis (92)

HLA tiplendirme

Geleneksel olarak HLA antijenleri ve HLA-B27 serolojik yontemlerle tayin edilmistir.
Bu teknikler canli lenfositlerin ve HLA antijenlerini taniyacak uygun antiserum varligini
gerektirmektedir. Mikrolenfositotoksisite yonteminde monoklonal antikorlar ile kompleman
kullanilarak, periferik kan lenfositlerinin lizise ugramasi esastir. Burada yonteme gore degisen
oranda hiicrelerin belli bir kesiminin lizise ugramasi testin pozitif olmasi seklinde yorumlanir
(94).

Flow sitometriye dayali HLA-B27 tiplendirme yonteminde temelde canli, bazi
durumlarda dondurulmus lenfositlerin ylizeyinde eksprese edilen B27 molekiiliiniin degisik
floresein ajanlarla isaretlenmnis monoklonal antikorlarla boyanmasi ve taninir hale gelmesi
esasina dayanmaktadir (95). Minumum 6rnek hazirligi ve az sayida manipiilasyon ihtiyaci ile

goreceli kolay bir yontem oldugu diisiiniilmesine karsin flow sitometrik yontemin belli basl
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dezavantajt HLA-B7 basta sik goriilen HLA-B alleleri ile ¢apraz reaksiyon ve yanlis pozitif
sonug verebilme riskidir.
Polimeraz zincir reaksiyonu lizerine kurulu yontemler kabaca {i¢ sinifa ayrilabilir;

1. PCR ile amplifiye edilen {iriin polimorfizm igeren bir sekans olabilir ve ardindan ikinci
bir teknik ile ayirt edilir. Bunlar arasinda sekans spesifik oligonukleotid probe (SSO),
PCR-RFLP gibi yontemler sayilabilir. Ayrica altin standart olarak kullanilan PCR
sonrasi sekanslama da bunlar arasinda sayilabilir.

2. Post ampflifikasyon basamaklar1 olmakla birlikte polimorfizm dogrudan PCR siireci
esnasinda taninabilir. PCR-sekans spesifik primer yontemi bunlar arasinda sayilabilir.

3. Konformasyon analizi: Farkli polimorfizmler PCR’da spesifik konformasyonel
degisikliklere sebep olarak taninabilir ve bunlar arasinda heteroduplex analizi, tek
zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP), denature edici gradient jel elektroforezi
(DGGE), temperature gradient jel elektroforezi (TGGE) sayilabilir. Tiplendirme
laboratuvarlarinda en sik kullanilan yontemler arasinda SSP ve SSO bulunmaktadir ve
yontemler diizenli araliklarla yeni tanimlanan polimorfizmleri de i¢erecek sekilde

giincellenmektedir (92).
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YONTEM

DNA izolasyonu
Tiim hastalardan, steril EDTA’ tiipler aracili1 ile periferik vendz kan ornekleri toplandi.
Standard proteinaz K sindirim ve tuz-kloroform metodu ile genomic DNA elde edildi.

PCR-RFLP analizi

S6z konusu 2 tek niikleotid polimorfizmi ve HLA-B27 alleli arasindaki iliskinin
degerlendirilmesinde PCR-RFLP metodu kullanildi. Herbiri SNP’i (rs13202464 ve
rs4349859) kateden bolgenin g¢ogaltilabilmesi igin iki PCR primer seti kullanildi. Primerler,
NCBI BLAST (www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) web sitesinde sunulan primer-
BLAST ara yiizii aracilig1 ile Primer3 algoritmasi kullanilarak dizayn edildi. PCR primer
sekanslari, ayrilma 1silar1 ve liriin boyutlar1 asagidaki gibi idi; rs13202464: (forward) 5°-
ACCCACAGAATGAGACGCTG-3" ve (reverse) 5’-TTGTGCTGGACAAAATGCGG-3’,
58.5°C, 175 bp.. rs4349859: (forward) 5’- CCACCCAAATCCAAGTTTACACTAA-3’,
(reverse) 5’- AGTGACTCCAGAGACTGGGAT-3’, 61.7°C, 557 bp. rs13202464 ve
rs4349859 numarali SNP’leri i¢eren PCR iiriinleri; birer restriksiyon endoniikleaz enzimi olan
eNlalll (NEB, Hitchin, UK, Catalog no: R0125S) ve Tagal (NEB, Hitchin, UK, Catalog no:
R0149S) kullanilarak sindirime tabi tutuldu.Restriksiyon fragmanlari, PCR iriiniiniin
boyutuna gore %]l ile %3 arasinda degisen konsantrasyonlarda agaroz jel iizerinde
elektroforez ile ayrildi. rs13202464 nolu SNP i¢in; A alleli 117 ve 58 bp boyutlarinda bant
tiretirken G alleli sindirilemiyordu ve 175 bp boyutunda tek bir banda neden oluyordu.
rs4349859 nolu SNP i¢in; G alleli 360 ve 197 bp boyutlarinda bant olustururken A alleli
sindirilmeksizin 557 bp band gosteriyordu.

DNA sekanslamas:

Orneklerin dogrulanmasi amaci ile her bir polimorfizm i¢in random segilen drnekler,
hem forward hem reverse primerler kullanilarak ABI 3130 automated DNA sequencer
kullanilarak sekanslanda.

HLA-B*27 tiplendirmesi

HLA-B*27 analizi SSP-typing kit (Olerup; QIAGEN Vetriebs GmbH, Wien, Austria)
kullanilarak, iireticinin talimatlarina uygun olarak gergeklestirildi. SSP-tiplendirme sonuglari

%?2 agaroz jel lizerinde gozlendi.
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SONUCLAR

Calismaya modifiye New York kriterlerine (96) gore AS tanisi ile izlenen 207 hasta ve
32 saglikli goniillii alindi. Hastalar ve kontrollerin bazi demografik ve klinik 6zellikleri tablo
4°de 6zetlenmistir.

Tablo 4. Calismaya dahil edilen ankilozan spondilitli hastalar ve saglikli bireylerin

demografik ve bazi klinik verileri

Ankilozan Spondilit Kontrol
(n=207) (n=32)

Yas, yil 42.3+10.8 52.7+10.8
Erkek cins, n (%) 148 (72) 25 (78)
Semptom siiresi, yil 16.2+9.8
BASDAI (0-10) 32+£22
BASFI (0-10) 32+£25
BASMI (0-10) 28+24
HLA-B27 pozitifligi n (%) 146 (71) 2 (6)

Aksi belirtilmedikge tiim degerler (ortalama + SD) olarak sunulmustur

BASDAI: Bath ankilozan spondilit hastalik aktivite indeksi (Bath ankylosing
spondylitis disease activity index); BASFI: Bath ankilozan spondilit fonksiyonel indeks Bath
ankylosing spondylitis functional index); BASMI: Bath ankilozan spondilit metroloji indeksi
(Bath ankylosing spondylitis metrology index)

HLA-B27 tag SNP’lerin (rs13202464 ve rs4349859) genotip ve allel frekanslar tablo
5’de 6zetlenmistir.

Table 5. HLA-B27 pozitif (n=148) ve HLA-B27 negatif (n=91) bireylerde HLA tag
SNP’ler (rs13202464 ve rs4349859) genotip ve allel sikliklar

Genotipler % (n) Alleller % (n)
rs13202464 AA AG GG A G
HLA-B27 + 6.1 (9) 81.8 (121) 12.2 (18) 47.0(139) | 53.0 (157)
HLA-B27 - 93.4 (85) 6.6 (6) ND 96.7 (176) 3.3 (6)
rs4349859 GG GA AA G A
HLA-B27 + 11.5 (17) 83.1 (123) 5.4 (8) 53.0 (157) | 47.0(139)
HLA-B27 - 100 (91) ND ND 100 (182) ND

ND: Saptanmadi
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Table 6. HLA-B27 tag SNP’lerin efekt allellerinin sensitivite ve spesifisite

degerleri, mevcut ¢alisma verileri ve daha once yapilan bildirimlerin 6zeti.

SNP Populasyon Sensitivite Spesifisite Referans
rs13202464 Ingiliz ve 0.989 0.934 97)
Avustralyah
Cinli 0.989 0.917 (97)
Tiirk 0.530 0.967 Bu ¢alisma
rs4349859 ingiliz ve 0.976 0.988 (97)
Avustralyah
Cinli 0.234 1.000 97)
Tiirk 0.469 1.000 Bu ¢alisma

Goriilecegi tizere rs4349859 numarali SNP’in efekt alleli (A) HLA-B27 negatif

bireylerde saptanamamistir. Bu durum séz konusu polimorfizmi HLA-B27 i¢in oldukga

spesifik hale getirmis olmasina karsin sensitivite degerleri daha Once bildirimlerden farkli

olarak oldukga diisiik bulunmustur (0.469 ve 0.530). HLA-B27 tag SNP ler i¢in bu ¢alismada

saptanan ve daha once bildirilen sensitivite ve spesifisite degerleri tablo 6’da sunulmustur.
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TARTISMA

Ankilozan spondilit ile bilinen giiglii iliskisine ragmen tayininde yasanilan bazi teknik
giicliikler HLA-B27 saptanmasinda alternatif yontemlerin aranmasina yol agmistir. Ankilozan
spondilitli hastalarda daha 6nce yapilan tiim genom calismasi bulgularinin dogrulanmasi ve
ayrintili genotiplendirme ile yeni hastalik risk bolgelerinin tespit edilmeye calisildigr bir
arastirmada MHC bolgesi i¢in segilen SNP’ler HLA-B27’yi temsil edebilirlik (tag SNP)
rs4349859 numarali SNP’in HLA-B27 ile %98 sensitivite ve %99 spesifisite ile tag oldugu
saptanmigtir. Ayrica bu g¢alismada bahsi gegen polimorfizmin AS ile en giglii iliskiyi
gosterdigi de gosterilmistir (80). Yine ayni ¢alismada rs13202464 nolu ikinci Dbir
polimorfizmin hafifce yiliksek bir sensitivite (%98.7) ve oldukca yiiksek bir spesifisiteye
(%98) sahip oldugu bulunmustur. Bu c¢aligmada rs4349859’in MICA bolgesine yakinligi
nedenti ile s6z konusu SNP’in HLA-B27 ile bagint1 dengesizliginden mi yoksa hastalik i¢in
yeni bir yatkinlik bélgesi mi oldugu diislincesi ile HLA-B27 alt tipleri ile iliskisi de gdzden
gecirilmistir. Bu analizde rs4349859; HLA-B*2702, HLA-B*2705 ve HLA-B*2708 gibi
beyaz irkta hastalik ile en sik iligki gosteren alleler yaninda hastalik ile iliskili olmadig1
diistiniilen HLA-B*2709 ile de tag oldugu saptanmistir. Ancak rs4349859, Afrikalilar i¢in AS
iliskili alt tip olan HLA-B*2703 ve Asyalilarda saptanan hastalik alleli HLA-B*2704,
HLAB*2706 veya HLA-B*2707 ile efektif sekilde tag olmamustir.

Diger bir calismada Cinli AS hastalarinda rs13202464 MHC bolgesi ile en anlamhi
iligki gosteren iki SNP’den birisi olarak bulunmustur (OR 79.2) ancak HLA-B27’nin risk
etkisini kontrol etmek igin yapilan kondisyonel analiz ile OR 5.7’ye gerilemistir (13). Bu
durum MHC bdélgesinde HLA-B27 disinda risk varyantlarinin olabilecegini ve bunlarin
1513202464 ile temsil ediliyor oldugu seklinde yorumlanmistir.

Tiirkiye’de HLA-B27 alt tiplerinin arastirildigi bir ¢alismada (98) arastiricilar gerek
AS’li hastalarda gerekse kontrollerde en sik goriilen HLA-B27 alt tiplerinin HLA-B*2702,
HLA-B*2705  olmasma karsin %3 hasta ve %7 kontrolde HLA-B*2707 varligimni
gostermiglerdir. Bizim g¢alismamizda spesifitenin yiiksek bulunmasina karsin sensitivitenin
yeterince iyi olmamasi belki bizim ¢aligmamizda rs4349859 ile yeterince etkili tag olmayan
HLA-B27 allelerinin zengin olmast ile agiklanabilir.

Bu calismada HLA-B27 genotiplendirmesi sekans spesifik primerlar kullanilarak
kalitatif olarak yapilmistir ve soz konusu yontemde HLA-B27 allellinin homozigot veya
heterozigot olarak saptanmasi miimkiin olmamaktadir. Calismada hesaplanilan sensitivite
degerleri tim hastalarin homozigot oldugu varsayimi ile hesaplanmigtir ancak yine de elde

edilen sensitivite degerleri beklenilenilenin altinda kalmaktadir. Calismamizin diger kisitlilig
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ise, iki polimorfizmin tag olmamasini agiklayabilecek, HLA-B27 alt tipleri saptanmamis

olmasidir.
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SONUCLAR

Bu ¢alismada rs4349859 ve rs13202464 no’lu iki polimorfizm HLA-B27 ile diger
toplumlardaki kadar giiclii iliski gostermemistir

Bu durum s6z konusu iki SNP’i genotiplendirmenin Tiirk popiilasyonunda geleneksel
HLA-B27 genotiplendirmesine bir avantaji olmadigin diigiindiirmektedir.

Toplumumuzda HLA-B27 ile daha giiglii tag olabilecek baska SNP’ler s6z konusu
olabilir.
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