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OZET

STREPTOKOK ENFEKSIYONU ILE iLiSKiLi PEDIATRIK OTOIMMUN
NOROPSIKIYATRIK HASTALIKTA (PANDAS) MHC HAPLOTIPLERININ
ARASTIRILMASI

Streptokok enfeksiyonlarina bagh gelisen pediatrik otoimmiin noropsikiyatrik
hastabklar olarak da tammmlanan PANDAS yeni tammmlanmis bir hastahktir.
Cocukluk caginda, ozellikle 4-12 yaslan arasinda, A grubu Beta hemolitik
Streptokok enfeksiyonu sonrasinda gelisen otoimmiinite mekanizmasi ile meydana
gelir. Streptokoklarin hiicre duvarinda antijenik ozellikte M, T, R proteinleri bulunur.
Bunlardan M proteini Piyojen streptokoklarm en énemli viriilans faktériidiir. immiin
sistemde M grubu antijenlere karsi duyarh olan B lenfositler ilk asamada bunlar
yok ederler. Duyarh hale gelmis T ve B lenfosit hiicrelerinden bazilar1 kan-beyin
bariyerini asarak; molekiiler mimikri ile, duyarh konagin bazal gangliyasindaki
noron hiicre membraninda bulunan epitoplara capraz reaksiyon vererek baglanir ve
davramis ve hareketlerle ilgili anormalliklerin ortaya cikmasina neden olur.
Immiinolojik reaksiyonlarin direk olarak tetikledigi ve/vaya énemli bir faktér olarak
rol oynadigi; PANDAS, gibi noropsikiyatrik bozuklardan dolayr dikkatler
immiinoloji alanmina odaklanmistir. Doku antijenlerine molekiiler yapr benzerligi
gosteren ekzojen kaynakh antijenik yapilarin molekiiler mimikri mekanizmasiyla,
genetik temele dayanan oto antikor senteziyle veya immiin cevabin diizenlenmesinde;
MHC sisteminin (Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi) belirli haplotiplerinin hedef
doku ve organlarda otoimmiin reaksiyonlarn tetiklemesi sonucunda apopitoz
mekanizmasiyla hedef doku ve organlarda fonksiyon kayiplarimin nedeni olabilecegi
gosterilmistir. Cahsmamizda PANDAS’h olan bireylerin, MHC haplotiplerinin
belirlenmesi ve HLA haplotipleri arasindaki iliskileri incelenmistir.

Anahtar Sozciikler: PANDAS, OKB, immiin Sistem, HLA, MHC Antijenleri.



ABSTRACT

PEDIATRIC AUTOIMMUNE NEUROPSYCHIATRIC DISORDERS WITH
ASSOCIATED STREPTOCOCCAL INFECTION INVESTIGATION OF
MHC HAPLOTYPES

PANDAS is the acronym for pediatric autoimmune neuropsychiatric disorders
related to streptococcal infections which is a newly defined disease. Its symptoms
occurs in the childhood especially between 4-12 years. This illness occurs with a
autoimmune mechanism after a Group A Beta Haemolytic streptococcus infection.
Streptococcus bacteries have antigenic M, T, R proteins in their cell wall. M proteins
are the most important pyogenes virulans factor for human diseases. In the Patient’s
imune system, firstly B lymphocytes susceptible to M group of antigens Kkills them.
After B lymphocyte activaton, some of the susceptible B lymphocytes pass over blood-
brain barrier and associates with the cell membrane of neuron cells because of epitope
mimicry and the loss of neurons in the part of the brain which is supposed for
coordination of moving, care and also active memory cannot be compensate and
neuropshychiatric signs are unavioidable. Because of neuropshychiatric disorders like
PANDAS, in which immunulogical reactions directly trigger and/or has an important
role for the disease, researchs are focused on immunology area. Exogen originated
antigens showing molecular structure similarity to tissue antigens with a molecular
mimicry mechanism, otoantibody synthesis based on genetic factors or regulation of
immune response; particular MHC system (Major Histocompantibility Complex)
haplotypes trigger otoimmune reactions in target tissues and organs. As a result,
apoptosis mechanism occurs and unavoidable loss of functions are indicated. In our
study, MHC haplotypes of PANDAS patients and association between HLA
haplotypes are researched.

Key words: PANDAS, OKB, immune System, HLA, MHC Antigens.
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1. GIRIS VE AMAC

PANDAS kisaltmasiyla anilan “Streptokokkal infeksiyonlara bagl gelisen pediatrik
otoimmiin ndropsikiyatrik hastaliklar”, 1998 yilinda Swedo ve arkadaglari tarafindan yeni bir
sendrom olarak tanimlanmis olup o tarihten itibaren ilgi ¢ekmeye baslamistir. Cocuklarda ortaya
cikan PANDAS, A grubu beta hemolitik streptokok infeksiyon ataklarini takiben, bu
infeksiyonlarin sebep oldugu immiinolojik reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan obsesif kompulsif
hastaliklar (OKH) i¢inde degerlendirilmektedir’.

Son yillarda ¢ocukluk ¢aginda baslayan obsesif kompulsif hastaligin etiyolojisinde
poststreptokokkal otoimmiinite adi verilen yeni bir mekanizma ileri siiriilmiistiir®.
Poststreptokokkal otoimmiinite, ¢ocukluk cagi baslangicli obsessif kompulsif bozukluk
(OKB) ve Tourette bozuklugu dahil Tik bozukluklan i¢in etyolojik bir faktdr olarak ileri
stiriilmiistiir’. Immiin sistem normalde kendinden olan1 ve olmayan1 ayirt eden bir sistemdir.
Viicutta immiin sistemin kendi dokusunu tantyamamasina neden olan bir degisiklik ya da
lenfositlerin baskilanmadan kagmasma izin verecek sekilde kesintiye ugramasi sonucunda
otoimmiinite ortaya ¢ikar. Bagisiklik sisteminin kendinden olani ve olmayani ayirt etmesi
icin gerekli olan “doku antijenleri” ni kodlayan gen bdlgesi, Biiylik Doku uyum Kompleksi,
MHC olarak adlandirilir. Cocukluk déneminde goriilen otoimmiin, allerjik, infeksiyon veya
cesitli malign hastaliklarda, hastaligin seyri agisindan bireyler arasinda belirgin farkliliklar
bulunmaktadir. Bu farkliliklarin hastaligi olusturan etkenlerle ilgili olmasmin yaninda,
bireylerin HLA doku uygunluk antijenlerinin meydana getirdigi cevabin farkliligini
olusturan genetik cesitlilikle de ilgili oldugu ortaya ¢ikmustir™®. Calismamizda Streptokok
enfeksiyonlarmin yol atig1 pediatrik otoimmiin néropsikiyatrik rahatsizligi (PANDAS) olan
bireylerin, immiin sistemin 6énemli bir unsuru olan HL A haplotiplerinin belirlenmesi, HLA
haplotipleri arasindaki iliski kurulmasi ve muhtemel genetik faktorler saptanirsa tedavi

yoniinde yardimc1 olmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGi

Psikiyatride enfeksiyonlarin roliine iliskin arastirma ve bulgular yeni degildir. Bu
ylizyilin basinda, sifiliz (Frengi) hastaligi, farkli ve yaygin psikiyatrik bozukluklara (6rn.
paralizi jeneral: frenginin lgilincli evresidir. Frengi etkeninin, beyin ve sinir sistemini
enfekte etmesi ile meydana gelir.) yol agan bir enfeksiyon hastaligi olarak tanimlanmaistir.
Gram negatif spiroket bir bakteri olan Treponema pallidum’un sifilizin etkeni olarak
bulunmasi ve penisilin ile tedavisinin gerceklestirilmesi, psikiyatrik durumlarda
enfeksiyonlarin rolii olabilecegini diisiindiirmiis ve psikiyatrik bozukluklari anlamamizda
enfeksiyon hastaliklarinin bir model olabilecegi fikrini dogurmustur.

Yaklasik iki yiizyi1l 6nce Thomas Sydenham tarafindan ortaya konmus streptokok
enfeksiyonu kaynakli bir hastalik olan romatizmal ates (RA) varyanti olan Sydenham
Kore’si (SK) i¢in de ayni durum séz konusudur®. SK birka¢ nedenle obsesif kompulsif
bozukluk’un (OKB) anlasilmasinda 6nemlidir:

a) Sydenham Kore’sinde, OKB ve baska ruhsal sorunlar siklikla goriilmektedir.

b) Gerek SK gerekse OKB’de bazal gangliyon islev bozuklugunun rolii oldugu
diistiniilmektedir. Sydenham Koresinde genellikle niikleus kaudatunda enflamasyon oldugu
gosterilmistir.

¢) Sydenham Koresi puberte 6ncesi gocuklarda goriiliir. Hormonlarin etkisiyle immiin
yanitta olusan farkliliklara ilave olarak, gelisimle birlikte reseptor ekspresyonunun ya da
kan-beyin bariyerinin gegirgenliginin degismesi otoantikorlarin patolojik etkilerini
minimuma indirir. Bu da puberte sonras1 dénemde olgu goriilmemesine neden olabilir’.

OKB, RA, SK gibi hastaliklar, streptokok bakterilerinin neden oldugu hastaliklardir.
Streptokok bakterileri beta hemolitik streptokoklar, alfa hemolitik streptokoklar ve gama
hemolitik streptokoklar olmak tizere 3 gruba aynlir. Beta hemolitik streptokok
bakterilerinin A, B, C ve G gibi gruplar vardir. Bu gruplardan C ve G gruplart bogazda
agr1 nedeni olabilirler ancak komplikasyon yapmazlar. Hastalarin bogaz kiiltiirlerinden
izole edilen beta hemolitik streptokoklarin %85-90’1 A grubudur®. En sik gbriilen grup A

streptokok enfeksiyonlari ise farenjit ve tonsillittir’.



OKB ilk olarak psikiyatrik literatiirde Esquirol tarafindan 1838’de tanimlanmistir. O
yillarda depresyonun bir belirtisi olarak diisiiniilen OKB, Freud’dan giiniimiize kadar tan1
kriterleri ¢ok az degisiklige ugramis az sayidaki psikiyatrik bozukluktan biridir. Yirminci
yiizy1l baslarma gelindiginde ayn bir klinik tablo olarak ele alinmaya baslamistir'®. OKB,
cocukluk caginda baslayabilen ve oldukca agir seyredebilen bir psikiyatrik bozukluktur.
Yineleyen ve kisinin yasaminda belirgin sikintiya yol agan obsesyonlar ve
kompulsiyonlarla karakterizedir. Ayrica zamanin bosa harcanmasina yol agan, kisinin
olagan giinliikk islerini, mesleki veya egitimle ilgili islevselligini, olagan toplumsal
etkinliklerini ya da iliskilerini 6nemli dlglide bozan ve tedaviye cevap verebilen bir ruh
sagligr sorunudur. Giliniimiizde OKB’nin ¢ocuklukta ve eriskinlikte benzer belirtilerle
ortaya c¢iktiklar1 ve olgularin yarisina yakinin ¢ocuk-ergen doneminde bagladigi
anlastimistir' %,

Obsesif kompulsif hastalik (OKH) multifaktdryel etiyolojisi olan norobiyolojik bir
hastalik olarak adlandirlir. Son yillarda ¢ocukluk ¢aginda baslayan OKH’nin etiyolojisinde
poststreptokokkal otoimmiinite adi verilen yeni bir mekanizma ileri siiriilmiistiir’.
Poststreptokokkal otoimmiinite, ¢ocukluk c¢agi baslangicli OKB ve Tourette bozuklugu
dahil tik bozukluklar i¢in etyolojik bir faktér olarak ileri siiriilmiistir'”. Bu hipotezin
ortaya ¢ikist bir seri klinik g6zleme dayanmaktadir. Bunlar;

1) SK olan cocuklarin 3/4’tinde obsesif kompulsif bozukluk semptomlarinin
saptanmasi,

2) Cocukluk cagi baslangicli OKB ve Tourette bozuklugununn birlikte seyretmesi
seklindedir”.

SK’nin gegisi sirasinda siklikla SK olan bu ¢ocuklarin yaklasik olarak 3/4’tinde OKB
belirtileri bulunur. OKB, RA baslangicindan itibaren iki aydan daha kisa bir siire i¢inde
ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarin %70’inden fazlasinda OKB baslangic1 ya SK baslangici ile
es zamanli ya da ondan daha oncedir. Bu belirtiler, SK baglangicindan kisa bir siire dnce
ortaya ¢ikar. Ancak OKB romatizmal atesin baslangicinda olustugu i¢in psikopatolojinin
erken donemde degerlendirilmesi son derece dnemlidir. Bu veri, diger verilerle birlikte SK

ile OKB arasinda bir iliski bulundugunu desteklemektedir. Her iki bozuklugun da



temelinde, bazal gangliyonlar {izerinden etkili olan benzer diizenekler sorumlu
olabilmektedir’.

Tourette sendromu (TS), cocukluk caginda baslayan motor ve vokal tiklerle
karakterizedir. Tourette bozuklugu ile OKB’nin bazi formlan arasinda bir iligki
bulunmaktadir. TS tanis1 konulmus hastalarin % 40-60’inda OKB goriilmektedir. Uzun
yillardir bu durumun psikolojik kokenli oldugu iddia edilmistir. Fakat 1970’lerde bazi
ailelerde TS vakalarinin toplandigi ve aile i¢inde vertikal gecisin varlig1 tespit edilmistir.
Cogu olguda ise otozomal dominant kalitimm oldugu diisiiniilmektedir'.

OKB’nin noropsikiyatrik belirtileri bazal gangliyon ndronlarinin otoantikorlar
tarafindan tahrip edilmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir''. OKB olan hastalarda PET (Pozitron
Emisyon Tomografisi) ve SPECT (Tek Foton Emisyon Bilgisayarlt Tomografi) ¢alismalar
sonucu goriilen bulgularda OKB’de orbitofrontal- limbik-bazal gangliyon déngiisiindeki bir
bozukluga isaret ettigi ancak hastaligin norolojik nedeninin yerini kesin olarak

gostermedigi soylenebilir'>'®,

2.1. PANDAS

Swedo ve arkadaslart SK’nin; obsesif kompulsif bozuklugun bazi formlar: i¢in tibbi
bir model olabilecegini iddia etmisledir'’. Son yillarda A grubu beta hemolitik streptokok
enfeksiyonu sonrast immiin tepki sonucunda olustugu bilinen, ergenlik oncesi baslayan
obsesif-kompulsif belirtiler ve tiklerden olusan néropsikiyatrik belirti kiimesinin farkli bir
bozukluk oldugu ortaya konmustur. Arastirmacilar ¢ocuklarda goriilen bu tabloyu pediatrik
otoimmiin streptokok enfeksiyonuna bagli ¢ocukluk c¢agi otoimmiin noropsikiyatrik
bozukluklart (PANDAS) olarak tanimlamislardir. 1998 yilinda Swedo ve arkadaslart bu
hastaligi yeni bir sendrom olarak tanimlamis olup o tarihten itibaren ilgi gormeye
baslamistir. PANDAS’ta OKB, tikler ve davranigsal belirtiler tipik OKB ve tik bozukluklar
ile karsilastinldiginda akut baslangigh ve epizodik olma egilimindedir'®. Amerikan Ulusal
Ruh Saglig1 Enstitlisii'ne gore olustirulan PANDAS hastaligmin kriterleri tablo- 1’de
verilmistir. PANDAS’I1 ¢ocuklarda en sik goriilen tikler tablo 2’de verilmistir. PANDAS’I1

cocuklarda en sik goriilen obsesyon ve kompulsiyonlar asagida tablo 3’te gosterilmistir.



Tablo 1. Amerikan Ulusal Ruh Saglig1 Enstitiisii’niin PANDAS ig¢in klinik tan1 6lgciitleri

1. Obsesif-kompulsif bozukluk veya bir tik bozuklugunun bulunmasi.

2. Baslangic 3 yas ile ergenlik baslangic1 arasindadir.

3. Belirtiler aniden baslar ya da belirtilerde dramatik alevlenmelerle karakterize bir gidis
vardir.

4. Belirtilerin baslangici ya da alevlenmesi ile A grubu beta hemolitik streptokok
enfeksiyonu arasinda zamansal bir iligki vardir.

5. Alevlenme sirasinda ndrolojik bakida anormal bulgularin (hiperaktivite, koreiform

hareketler, tikler) varlig.

Tablo 2. PANDAS’l1 ¢ocuklarda en sik goriilen tikler

Motor tikler Vokal Tikler

Goz kirpma Oksiirme

G0z hareketleri Bogaz temizleme

Bas hareketleri Burun ¢ekme

Omuz silkme Genizden horlama benzeri ses ¢ikarma
Mimikler Kelime/ciimle tekrarlar

Tablo 3. PANDAS’1 ¢ocuklarda en sik gériilen obsesyon/kompulsiyonlar

Obsesyonlar Kompulsiyonlar
Kontaminasyon El yikama/silme
Kendine/baskalarina zarar verme Isleri tekrar tekrar kontrol etme
Simetri/diizen Diizenleme

Cinsel Sayma Dinsel diistinceler Tekrarlama




PANDAS, tipki RA’nin bir varyanti olan SK gibi A grubu beta hemolitik streptokok
(AGBHS) enfeksiyonu sonrasmda goriilen komplikasyonlardan biridir. PANDAS’I
cocuklarda AGBHS tonsillofarenjitini takip eden giinler haftalar igerisinde OKH ve/veya
tik ataklan gelisir'’. AGBHS infeksiyonunu antingronal antikorlarin ortaya ¢ikmasma
neden olur. Bu antikorlarin bazal gangliyonlardaki epitoplarla ¢apraz reaksiyona girmeleri
sonucu davranis ve hareketle ilgili anormallikler ortaya ¢ikmaktadir’. Ayni PANDAS gibi,
SK’li ¢ocuklarda da hastalik atagi sirasinda yaklagik %70’e yakin ani baslangigh OKB
goriilmesi, bu mekanizmanin varligini diisiindiirmektedir.

OKB ve tikleri olan ancak PANDAS’l1 olmayan ¢ocuklarda, beyin goriintiileme
metodlart ile yapilan arastirmalarda bazal ganglionlar ve frontal subkortekste ileti
mekanizmalarinda anomaliler bulunmustur. PANDAS’li cocuklarda yapilan MRI
voliimetrik analizlerde, kontrol grubuna gére PANDAS’I1 ¢ocuklarm kaudat, putamen ve
globus pallidus hacminde biiyiime saptanmustir™. Beyin MRI goriintiisii sekil 1 de
gosterilmistir.

PANDAS’1n patofizyolojisinin agiklanmasinda dnemli olabilecek diger bir bulgu da,
RA’l1 hastalarda yiiksek diizeylerde saptanmis olan ve B lenfositlerin yiizeyinde bulunan,
polimorfik bir proteine karst gelisen, bir monoklonal antikor olan D8/17B ile ilgili yapilan
arastirmalardir’®. Yapilan bir ¢alismada, bu antikor saglikli ¢ocuklarda %17 oraninda
bulunmasma ragmen, SK’11 ¢ocuklarda %89, PANDAS’l1 cocuklarda ise %85 olarak
saptanmustir' . Bunun RA veya SK’si olmayan, otizm de dahil olmak iizere diger

noropsikiyatrik ¢ocuklarda da pozitifligi bildirilmistir>*'°.



lateral ventrikiil korpus kallosum

kapsiila
interma

insula

anterior komissiir

Sekil 1. Pandas’li hastalarda beyin MRI goriintiisii

PANDAS’l1 cocuklarda goriilen OKB veya tik bozuklugunun baslangic yasinin,
cocukluk OKB ve tik bozuklugu i¢in 6nceden tanimlanan baslangi¢ yasindan (OKB i¢in 7,4
ve tik bozuklugu igin 6,3) 3 yil daha kiigiik oldugu bulundu'. PANDAS siklikla motor
hiperaktivite, diirtiisellik ve dikkat eksikligi ile iliskilidir. Klinik belirtiler, tablonun 6
yasindan sonra baslamasi disinda dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu (DEHB) tanisi
icin gerekli Olgiitleri karsilamaktadir. Bu nedenle PANDAS sendromu, tik bozuklugu ve
OKB’nin yani sira ge¢ baslangich dikkat eksiklik bozuklugu, ayrilik anksiyete bozuklugu

gibi birincil tanilar1 da icerecek sekilde genisletilmelidir™'**'.

2.1.1. PANDAS’ta Oto immiin Diizenek
Romatizmal atesin patogenezine iliskin bilinenlere ve PANDAS’li ¢ocuklara iliskin
gozlemlere dayanarak PANDAS’in patogenezi i¢in asagidaki model 6nerilmistir:

Patojen + duyarli konak=immun yanit, SK ya da PANDAS (noropsikiyatrik belirtiler).



Streptokok enfeksiyonuna bagli bazi hastalik tiplerinde (6rnegin, RA) patolojik
degisiklikler dogrudan dogruya immiin kompleks baglanmasinin bir sonucudur. Bu tiir bir
model, noropsikiyatrik bozukluklar i¢in de gecerli olabilir.

A grubu beta hemolitik streptokoklar disindaki ajan patojenlerin ndropsikiyatrik
belirtiler gelisimine katkida bulunmalar olasiligi, PANDAS’I1 ¢ocuklarda, A grubu beta
hemolitik olmayan ajan patojenlere bagli olarak belirtilerde ortaya ¢ikan alevlenme
nedeniyle ileri siiriilmiistiir.

. PANDAS’l1 hastalarda, belirtilerin ilk kez ortaya ¢ikmasi ya da daha sonraki
alevlenmeler ani ve dramatik olup, A grubu beta hemolitik streptokok enfeksiyonu ile
iliskilidir. Belirtiler, streptokok enfeksiyonu sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu, bilinen
immiin yanit modeli ile uyusmaktadir. Birinci yanit, streptokok membranlar tizerindeki
epitoplara kars1 gelismis 6zgiil yanittir. ikinci yanit ise capraz reaksiyon veren santral sinir
sistemindeki bazal gangliyon hiicre membranlar iizerindeki epitoplara karsi gelisen daha
yaygin yanittir.

Patogenezin bu modelinde konak organizmaya iliskin etmenler de 6nemlidir. Erkek
olmak, belirgin sekilde bir risk etmenidir. PANDAS, hem ¢ocukluk ¢agi OKB hem de tik
bozukluklarinda tanimlandigi gibi erkek c¢ocuklarinda, kizlara gore daha fazla
goriilmektedir. PANDAS’I1 ¢ocuklarin yaridan fazlasi erkeklerden olusmaktadir. Ancak
erkek ¢ocuklarda duyarliligin artisindan sorumlu diizenek bilinmemektedir.

Ailesel etmenler de PANDAS’in patogenezinde rol oynayabilir. A grubu beta
hemolitik streptokoklarla enfekte olan bireylerin yalnizca %2-3’iinde RA gelismektedir.
Oysa RA sikliginin genel popiilasyondan ¢ok daha yiiksek oldugu romatojenik aileler, ilk
kez 1889 yilinda Cheadle tarafindan tanimlanmigtir. RA’ nin ailesel siklig1 dramatik olarak
yiiksektir. Genis aile ¢aligmalar1 romatizmal atesin kalitim seklinin ya otozomal resesif ya
da otozomal dominant (sinirli penetransi olan) oldugunu diisiindiirmektedir.

Immiinolojik reaksiyonlarin direk olarak tetikledigi ve/vaya 6nemli bir faktdr olarak
rol oynadigi; PANDAS( Pediatric Autoimmune Neuropsychiatric Disorders Associated
with Streptococcal infections), SK, OKB, Tourette, Sizofreni ile DEHB gibi psikiyatrik
bozuklardan dolay1 dikkatler immiinoloji alanina odaklanmistir. Cilinkii doku antijenlerine

molekiiler yap1 benzerligi gosteren ekzojen kaynakli antijenik yapilarin molekiiler mimikri



mekanizmasiyla, genetik temele dayanan otoantikor senteziyle veya immiin cevabin
diizenlenmesinde; MHC sisteminin (Biliyiik Doku Uygunluk Kompleksi) belirli
haplotiplerinin hedef doku ve organlarda, otoimmiin reaksiyonlan tetikleyerek apopitoz
mekanizmasiyla hedef doku ve organlarda fonksiyon kayiplarinin nedeni olabilecegi

gosterilmistir™>** .

2.1.2. PANDAS’ta Tedavi

PANDAS’1n otoimmiin bir diizenek sonucunda olustugu diisiincesinden yola ¢ikilarak,
ozellikle bu siireci kesintiye ugratan tedavilerin kullanimi o6nerilmektedir. Bu amagla
immunglobulin, prednizolon ve plazmaferez gibi uygulamalar giindeme gelmektedir.
Ayrica PANDAS’I1 olgularda noropsikiyatrik belirtilerin siddetlenmesine neden olan
streptokokal enfeksiyondan korunmak amaciyla antibiyotik kullanimi gibi uygulamalar da

yararli bulunmustur®>*"*,

2.2. MAJOR HISTOKOMPATIBILITE KOMPLEKS (MHC)

Bagisiklik sisteminin kendinden olani ve olmayani tanimasi i¢in gerekli olan “doku
antijenleri” ni kodlayan gen bolgesi, Biiyilk Doku uyum Kompleksi, MHC olarak
adlandirilir. ik defa kemirgenlerde tanimlanan bu bolgenin insandaki karsiligi, ilk olarak
beyaz kan hiicrelerinde gosterilmis oldugundan sadece bu antijenik yapilarin sanki
l16kositlerde bulundugunu tanimlayan HLA (Human Leukocyte Antigens) seklinde yanlis
olarak isimlendirilmis ancak bu antijenik yapilarin tim doku ve hiicrelerde bulundugu
anlasilinca bu tanimlamadan vazgecilmis, bunun yerine MHC (Major Histocompatibility
Complex) olarak tanimlanmisti”. MHC genleri, 6. kromozomun kisa kolu iizerinde
lokalize olup 3500 kb uzunlugundadir*

Cocukluk doneminde goriilen otoimmiin, allerjik, infeksiyon veya gesitli malign
hastaliklarda, hastaligin seyri agisindan bireyler arasinda belirgin farkliliklar bulunmaktadir.
Bu farkliliklarin hastaligi olusturan etkenlerle ilgili olmasinin yaninda, bireylerin HLA

doku uygunluk antijenlerinin meydana getirdigi cevabin farkliligin1 olusturan genetik



cesitlilikle de ilgili oldugu ortaya ¢ikmistir*. Organizmada herhangi bir antijene karsi
olusacak immiin cevabin nicelik ve niteligi, genel olarak “’immiin response(Ir) genleri
tarafindan kontrol edilmektedir. Ir genlerinin gercekte MHC genleri ile identik olduklar
gosterilmistir. Doku uygunluk kompleksi yliksek diizeyde polimorfik genlerin olusturdugu
hiicre yiizeylerindeki degisik bolgelerdir®. Doku uygunluk antijenleri Mendel kurallarma
gore gen setleri seklinde (haplotip) soydan soya gecerler. Anneden ve babadan gelen
haplotipler kromozomda allel genleri olustururlar. Bu allel genler kodominant etkide olup,
her ikisi de fenotipte ifade olurlar. MHC antijenlerindeki farklilik allel genlerin
farkliligindan kaynaklanir. HLA antijenleri fetiisiin erken sathasinda (6. hafta) olusur ve

yasam boyu devam eder’ .

2.2.1. MHC Gen Bélgelerinin Isimlendirilmesi

HLA antijenlerinin olusmasi organizmada “Major Histokompatibilite kompleksi
(Major Histocompatibility Complex Gen Region-MHC) adi verilen bir gen bdlgesinin
kontrolii altindadir. Farelerde bu gen bdlgesi 17 numarali kromozomun H-2 bolgesinde
bulunur (Tablo 4). Insanlarda ise 6 numarali kromozomun kisa kolu iizerinde yer almakta

ve kromozom haritasinda p21 pozisyonunda lokalize olup 3500 kb uzunlugundadir’®

(Sekil 2).

HLA sisteminin nomenklatiirii Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) denetiminde HLA
nomenklatiir komitesi tarafindan diizenlenmektedir. Bu komiteye gore 3 ana gruba ayrilan
bu bolgede ;

MHC Smif-1 (HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G),

MHC Smif-1I (HLA- DR, -DP, -DQ, -DO, -DN),

MHC Smif-1I1 (C2, C4A, C4B, PF, TNF) antijenleri yer almaktadir**.

MHC Smif I (A, B, C lokuslar1) molekiilleri viicuttaki tiim g¢ekirdekli hiicrelerde
bulunurlar,her dokuda eksprese olurlar, fonksiyonlar1 daha iyi bilinmektedir. Sinif II (DP,
DQ, DR lokuslart) molekiilleri ise makrofajlar ve B lenfositler gibi bazi 6zel hiicrelerde

bulunurlar. Sinif III molekiilleri ayrica C2, C4 kompleman proteinleri, faktor B, Sitokrom
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p-450, 21-hidroksilaz, non-MHC genlerini iceren ayrt bir kategori iginde
degerlendirilmektedir>~°. HLA gen bolgesindeki genlerin isimleri tablo 5°te verilmistir.
HLA-E,-F,-G non-klasik Smif-I antijenleridir, daha az sayida dokuda eksprese olurlar.
HLA-G’nin sadece plasental dokuda eksprese oldugu ve fonksiyonunun fetusun canliligi ile
ilgili oldugu sanilmaktadir. Ayni sekilde MHC Simif-1I antijenlerinden HLA-DR,-DP ve
DQ klasik Sinif-II antijenleridir. Daha fazla dokuda eksprese olup, fonksiyonlar1 hakkinda
daha fazla bilgi mevcuttur. MHC gen bolgesinin her lokusunda her biri farkli HLA
antijenlerinden sorumlu allel genler bulunur. Her lokustaki bu alleller HLA harflerinden
sonra lokus ve numara yazilarak ifade edilirler (HLA-A1 gibi). Bir lokusta heniiz tam
olarak spesifiye edilmemis bir allel, rakamdan 6nce workshop kelimesinin bas harfi olan
“w” yazilarak ifade edilir (HLA-DRw1 gibi). Daha sonraki g¢alismalarda kesin olarak
tanimlanir ise, w harfi elimine edilir (HLA-DR1 gibi). HLA allellerini tanimlarken

kullanilan terminoloji tablo 6’te verilmistir’ ®.

Tablo 4. Insanda ve farede homolog MHC gen bélgelerinin karsilastiriimasi

e —

MAIN GENETIC REGIONS OF THE MAJOR HISTOCOMPATIEILITY COMPLEX

' MH CLASS | il im I
HUMAN — -
w (el w]e]c|w|w]«
T MHCOLASS | I i i
| = [ o ¢ | [ w | =
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Tablo 5. HLA gen bolgesindeki genlerin adlari

Ak Dzl Adh iotekiifer Crefiner

HILA-0 = s | e-inin

(L FEL = Class | c-zingin

Bl A-D - Glitss | eesginiri

Fl&-F FR? Class | ogen

FLA-F E b Glass | gen

BLA-I3 o Glass | geno

[l A lass | paocogen

[ILA-d odald Class

RlA-K sl a-70 Gliss

Bl i 4-n2 Cilass

ELA-M HLA-31 Glgs

FLA-E HLa-17 Glass 1o

[ILA-X Lé-¥ 2hass | gen fragmen

|ILA-2 Li-Z1 IL Slazg | balgest igindz Glazs | ger fragman

Bl A-DIRA MR MF ce- siniri

FlA-TRET NERL NR1R MR, NR2. TR MR, TR gibii oesllikle Lelivaysn TR B -sincin
FLA-UHEZ UKal UE B-berzem sekansiae tagyan b pradogen

ELA-UEBS URRII. UHE LIEEE and LA, Lrwda. L Y boieyen DR 23 2ncm
|ILA-DRE4 DGR, Chat DRSS u belirleyer DR g=-zingin

|IL&-DRGS | OFRSA i belrleyen DA po-zincin

k1 A-TIRR& NIRRY, NRR. MNEA, AR we DR A0 hapldiphinde bolmin DRR psodegrni
Bl &-TRET TIRRwy1 NEL NRT ve RS haslaliplerirge bubaran RS pricdiogani
FLA-UHES UREy3 LIEA, UK we DEY Raplotipeennde DUILnGn LEE peadogon
FLA-DHEY L R R UEE peddogon

=M T 1, TICHEA [0 a- piricini, ehesresis widil

| ILA-DE Da, Dotn DG - zincin, skaprese edilo

FlA-LDAS e, NI3AA 10 ca= earecairhy deskal i, B

Fl A-DCES M) &= rininle iliskili disi, T

HIA-NORE M0 - sineiele igkili s, pkeresyn?

FLA-LIDA LI - 20N

HLA-LCE Lop 0 B- aincin

DL TIRGG OM - aincin

[LA-DE NIRGY OM p-zimein

Hl A-Trad NP, D74 [P ir- rnni chespazse calili

Hl &-TIRFR 1 NEf1. NFIE MF - sl skspnzss edilic
HLA-LII82 U, 072G LI e zncme ki gsboogen
HLA-LI'EE g, LIPEE L B- zmerhz g i peddagen

| ILA-DPA ] N OF o znene iligkii csotagen

TP ADGD2. RING4, ¥, FEMH AOC (TP Bindirg Cassette) transpotar
T SRCRI, RIMG LY, MEFY AR JATT Binnlirg Divssclle) henspe o
FSMRR M, RIMGTE =rolansiinla vigkili dis

IEMER Lhdls, R 1o Totzezomia figkh izl

MIGA MICE, 'ERET11 GHES | 2inzirlz s gen

MICD MICE, PCREAA.2 Class | zinzirle iligsili gen

MICE MICE, FLROAA 2 Class | zinzirlz ilig=ili psadogen

TG WG, FRRAT A Glirss il skl priowdogrn

MICF NICE BERRI1LE Colasss Leincinls ifissili py
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Tablo 6. HLA Allellerini Tanimlarken Kullanilan Terminoloji

AT ke svam, facle =l bl

HLA HI & balgrsni fFar ederve birH & genine on ok olamk kilnde

H_/-DRB sed 1 b AL lokusu D URs

[_&DRZI13 12 Speesilk n anlijzn :flr:[ﬂlil} kioullayan Lr el graouny b mlar

H A-NR31*301 3 Spesifik: bir KL & alcling Bammar DRE3 100 01 alai)

HLA-DRZI* TN oY ehsprese edilmyen (Nl Do aieh gisteo, Ll s gl ebspreseon sareidi
I &NRA 400102 Tief} fiessi (finonin) mutasyonn olan b alek fade eder

H_A-DR31 2010102 -8 Hodlama balgest {txamjcismda mutasvany olan Eir 2lch gdsienr

(CA-DRE T 1301 T 102N a4 ol Lalgest e touksyory ol Bul D gz guslen

HLA allelleri ve iiriinleri HLA antijeni olarak ifade edilirler. HLA antijenlerinden
molekiil iizerinde tek bir allel ile tanimlanan antijenlere Ozel HLA antijenleri denilir. Her
biri 6zel HLA antijeni iceren molekiillerde genel olarak bulunan antijenlere ise Genel HLA
antijenleri adi verilir. Genel HLA antijenlerine 6mek olarak HLA-Bw4, HLA-Bw6
verilebilir. DSO Adlandirma Komitesi, Mayis 2002°de; “13th Intemational
Histocompatibility Workshop and Congress” ardindan, toplantida saptanan kurallar
dogrultusunda hem molekiiler hem de serolojik tekniklerle adlandirmanin ayrintilarini
degerlendirerek, yeni ekler ve degisiklikler belirlemistir. HLA antijenlerinin yakin 6zgiilliikk
gdsteren antijenik tiplerine “’splits’’adi verilir’. Birbirleri ile yakin iliskileri olan 2 veya 3
HLA antijeni tek bir genel HLA antijeni olarak diisiiniilirler. Tablo 7’de HLA
antijenlerinin splitleri verilmistir. Ornegin HLA-A25 (10) ve HLA-A26 (10), HLA-A10’un
splitleri olan A25 ve A26’y1 igerirler. HLA-A10, molekiil tizerinde HLA-A25 ve HLA-A26
Ozel antijenlerini igeren genel antijen olarak diislintilebilir. HLA antijenlerinden ayni1 lokusta
olanlar ile HLA antijen splitleri arasinda serolojik olarak ¢apraz reaksiyonlar goriiliir®.
DSO HLA Adlandirma Komitesi’nce 2002 yilinda agiklanan allellerin tanimlanmis HLA
antijenlerinin listesi tablo 8’de verilmistir*’. 2009 yilina ait HLA web sitesinden alinan en

son tanimlanmig HLA antijenlerinin allel listesi HLA web sitesinden alinan bilgilere gore
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cizelge 1’de ve tanmimlanmis toplam HLA antijenlerinin listesi EK-4’te tablo 20°de

gosterilmistir.

Tablo 7. HLA Antijenlerinin splitleri

Aptijenler Splitlcy Anfijenler Aplitler

AW L iz LR o, DRLG
Al A5 AL Ale ALD DR DR DRLE
Sk NN AT A A A (I P37 IR

AR AOEAGD DR LR35 DR

% 331, B4 o). LS, D6
EL a4 B4 L QT D06, LoD
114 [ENN R

[AN] (RN ESR T W T TR P

Bl 339, B3

BL7 357, BE2

E7 a0 B

Iyn [ESESRI R IR T

LA Jah el

Tablo 8. 2002 yilinda DSO HLA komitesi tarafindan tanimlannus HLA antijenleri

LLLA LR LA DGy LA IV

8 Tl ' mal
B W DRI} D2
Rz €T T2 e
JINE] s R Das
Bl4 s DR TOs il
mis T TR11(S TG )
Rl 7R TS THOT i3]
3L WA L LHE (3
Uzl WL W a7 AT
T IR

5 TiRe

L5

Liark (i
Lol faik
L
Rrd (1%
L= 1=
LS (14
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Cizelge 1. 2009 yili Temmuz Ayt HLA Antijenleri Allel Sayilart

A LOKUSU

B LOKUSU

Cw LOKUSU

DQBI1*LOKUSU

DRB1 LOKUSU

DP LOKUSU

770

1186

444

99

631

135

HLA class |l
region loci

Paga, C2r@

HLAE
§ HLA-A
HLA-G
i HLAF

Sekil 2. HLA gen bolgesinin 6. kromozom iizerinde yerlesimi ve sinif I, II, III bolgeleri

2.2.2. MHC Molekiillerinin Yapisi ve Fonksiyonlar

HLA molekiilleri ve onlar1 kodlayan genler 3 smiftir (Smif I, Smif II ve Simif III).

Simif I ve Smif I HLA molekiilleri hiicre yiizey glikoproteinleridir ve aminoasit benzerligi

gosterdigi i¢in immunoglobulin siiper ailesinin iiyesidir (Bu aile T hiicre reseptorleri,

immunglobulinler CD4 ve CD8’leri iceren genis bir hiicre yiizey molekiilleri yelpazesini

kapsar)*'.
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Sinif I ve Sinif II molekiilleri yapilari, doku dagilimlar ve fonksiyon esaslarina gore
ayird edilebilirler. Sinif I molekiilleri, HLA-A, B, ve C olarak, Smif II molekiilleri de HLA-
DR, DQ ve DP olarak ayrilirlar. Sinif III molekiilleri klasik kompleman sisteminin C2, C4
faktorleri ile alternatif yoldaki “Properdin faktor-B”leri igerir***.

Siif III molekiilleri stabildirler ve Transplantasyon antijenleri olarak rol
oynamadiklar1 gibi, T hiicrelerine antijen de tanitmazlar. Kompleman genlerinin, HLA

kompleksi igersindeki lokalizasyonu hala agikliga kavusturulamamlstlr44’45.

2.2.2.1. MHC Simif I Molekiillerinin Yapisi ve Fonksiyonu

MHC Smif I molekiiller, kovalan olmayan baglarla bir arada tutulan, iki polipeptid
zincirinden olusmus heterodimerlerdir’’. Bunlardan 44 kD mol agirhgmdaki agir zincir
olan a (alfa), 6. kromozom tizerindeki MHC kompleksindeki genlerce kodlanan polimorfik
bir glikoproteindir ve 15. kromozom {iizerinde yer alan bir gen tarafindan kodlanan non-
polimorfik protein olan 12 kD mol agirligindaki B2 (beta) mikroglobulinle non-kovalan bir
sekilde sonradan baglanir. Biitiin molekiil bir alfa zinciri ile hiicre membranina tutunmustur.
338 aminoasit (aa) biriminden olusan o zinciri 3 bolgeye ayrilir. Bu bolgeler; Ekstraseliiler
hidrofilik bolge (1-281 aa), Transmembran hidrofobik bdlge (282-306 aa), ve intraseliiler
hidrofilik (307-338 aa) bolgelerdir. Ekstraseliiler bolge, hidrofilik olup N terminali ile
sonlanir ve 3 etki alanina ayrilir. Bunlar; 1-90 aa’ten olusan al, 91- 180 aa’ten olusan a2, ve
181-271 aa dizilimli a3 bolgeleridir. Cesitli HLA antijen aa siralarinin karsilastirilmasi
sonucunda HLA antijenik determinantlarinin ekseri ¢ogunlugunun al ve a2 etki sahalarinda
yer aldig1 ortaya konulmustur’*®*’. Buras1 peptid baglama bélgesi olup, fonksiyonel olarak
molekiiliin en 6nemli yeridir. T lenfosit tanima olaylarinda T hiicresinin CD8 molekiiliiniin
baglandig1 a3 birimi ile transmembran ve intraseliiler bolgeler ise polimorfik olmayip biitiin
MHC Smif I tiplerinde aynidir®® (Sekil 3).

B2 mikroglobulin, alfa zincirinden ayrilirsa ya da konjenital olarak yoklugu soz

konusu lursa MHC Smif I molekiilii fonksiyonunu kaybeder™.
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2.2.2.2. MHC Simf II Molekiillerinin Yapisi ve Fonksiyonu

MHC Smif II molekiiller, kovalan olmayan baglarla bir arada tutulan, alfa ve beta
olmak iizere iki adet transmembran glikoprotein zincirinden olusmus heterodimerlerdir®.
Alfa zinciri 229, beta zinciri 237 aa’ten olusur. Sinif I molekiillerinin agir zinciri gibi Smif
II alfa ve beta zincirlerinin herbiri bir ekstraseliiler hidrofilikbir transmembran, hidrofobik
bolge ve intraseliiler hidrofilik bélgeden ibarettir. Bunlarin son ikisi hiicre membrani i¢ine
tutunmuslardir. Ekstraseliiler hidrofilik bolgedeki alfa zinciri al ve a2, beta zinciri de B1 ve
B2 olarak iki ayr1 bolgeyi olustururlar. Alfa’lar (I-84 ve 85-188), beta’lar (1-91 ve 92-192)
aa sirasindadirlar. a2 ve B2 bdlgeleri immiinoglobilinlerin sabit bolgelerine benzeme
agisindan onemli bir homoloji gosterirler’®”'. Membranm distalinde yerlesen ve polimorfik
bir yap1 gosteren al ve Bl zincirleri Simif I molekiillerde oldugu gibi antijenlere ait

peptidlerin yerlesebilecegi kovuga benzer bir yap1 olustururlar® (Sekil 4). Sinif II MHC
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molekiilleri sinirli bir hiicresel dagilima sahiptirler. Biiyiik 6l¢iide immuno komponent
hiicrelerinde, B lenfositlerde, antijen sunucu hiicrelerde (Makrofaj ve dentritik hiicreler) ve
insanlarda aktive olmus T hiicrelerinde bulunurlar. ilave olarak normalde Smuf II
molekiillerini tasimayan (istirahat halindeki T hiicreleri, endotelial hiicreler ve troid
hiicreleri gibi) kimi hiicreler bunlar tasimak iizere harekete gegirilebilirler>>>>*,

Bu anormal tagima isleminin HLA ile ilgili hastaliklarda énemli bir yeri oldugu
varsayllmaktadir. Sinif II molekiiliiniin fonksiyonu immiim cevabin baglangicinda aktif
antijenik peptid fragmantlerini CD4 T lenfositlere sunmaktir. Nasil ki CD8 T lenfositleri
peptid fragmanlarini ancak Sinif I’lere baglaninca taniyorlarsa CD4 T lenfositlerde peptid

fragmanlarin1 ancak Smif IT baglaminda taniyabilirler’*"*® (Sekil 5).

Zlass 1l MHC
- Peptida-binding
|

cleft

Sekil 4. MH C Smif IT molekiillerinin sematik gériiniimii
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Sekil S. MHC Siuf I ve II molekiillerine TCR reseptorlerinin Baglanmasinin sematik gériintimi

2.2.2.3. MHC Sinif III molekiillerinin Yapisi ve Fonksiyonu

MHC Smif IIT antijenleri Smif I ve Sinif II antijenleri arasindaki bolgede bulunurlar.
Klasik kompleman yolunun C2, C4a ve C4b, alternatif yolun properdin faktori ile 21-
hidroksilaz gibi enzimler ve TNF gibi sitokinlerin sentez edildigi bolgedir. Bu antijenlerin
immiin sistemde Onemli fonksiyonlari olmasina karsin transplantasyon icin Onemi

gosterilememistir’™".
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2.3. MHC Antijenlerinin Genetigi ve Cesitliligi

Tek bir kromozomda yer alan ve birbirine yakin lokuslarda bulunan allel
kompleksleri Haplotip olarak adlandirilir. HLA haplotipleri Sinif I, II, IIT allellerinden
olusur. Bir bireyde bulunan 2 haplotip, o bireyin MHC genotipini olusturmaktadir™.
Haplotip terimi, bir kromozom lizerinde ¢ok yakin baglant1 gésteren ve dolayisi ile bir inite
halinde kalitilan bir gen grubuna verilen isimdir. HLA genleri kodominanttir, hem anne
hem baba 2 haplotip tasimakadir. Bunlardan herhangi birini cocuklarina verebilir™.

Her hiicrede, anne ve baba kokenli kromozomlar (homolog) iizerindeki genler
tarafindan kodlanan proteinler, birlikte eksprese edilirler. Homolog kromozomlar arasinda
bir segment degisiminin olmasi ise rekombinasyon olarak tanimlanir; gériilme siklig1 %1-3
olup, en sik HLA-A, HLA-DP bolgelerinde goriiliir. Her bolgede yer alan allellerin sayist
g0z Oniine alindiginda; toplumlarda beklenen teorik degerden daha az sayida haplotip
bulundugu goriiliir. Bu durum, bazi allellerin birlikteliginin rasgele olmadigimi
desteklemektedir. Bu, Linkeage Disequlibrium olarak bilinir ve bazi haplotiplerin korunma
cabasi ile agiklanmaktadir. Bu egilim en ¢ok, HLA —B, Cw, -DRB1, -DRB3/4/5, -DRBI, -
DQB1 arasinda olmak tizere HLA-B ile HLA-DQB arasindaki bolge boyunca
goriilmektedir. Arada yerlesmis olan kompleman genlerini de kapsayan bazi haplotipler
genisletilmis haplotipler olarak adlandirilir. Hastalik iligkisi ¢aligmalarinda genisletilmis
haplotipler ile kurulan iliskiler, allelik farklarla kurulan iligskilere gdére daha anlaml
bulunmaktadir. Haplotiplerin frekansinda etnik farkliliklarin 6nemi biiytiktiir.

HLA genlerinde benzersiz bir genetik ¢esitliligin bulundugu bilinmektedir. Bir kiginin
sergiledigi MHC genlerini etkileyen pek ¢ok faktor vardir.

1. Cok sayida farkli lokusun birlikte sergilendigi goriiliir; bunlarin sayis1 haplotiplere
gore farklilik gosterir. Sinif I genlerde bu polimorfizmi ¢ok sayidaki psddogen ve fizyolojik
rolleri heniiz bilinmeyen, klasik olmayan genler saglar (Klasik olarak adlandirilanlar, HLA
—A, -B, -C gibi antijen sunumunda rol alan genlerdir). Sinif II genlerde ise DR alt

bolgesindeki genlerin yapisi ve psddogenler etkili olur.
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2. HLA genleri i¢inde farkli allellerin olusmasma sebep olacak sekilde dizi
farkliliklarn vardir. Bu ¢esitlilik, 6zellikle antijen sunulmasi sirasmda T hiicre reseptorii
(TCR) ile iliskiye giren zincirleri kodlayan genlerde dikkat ¢ekicidir (Smif I genler i¢in
ekson 2-3, Sinif II molekiiller i¢in ekson 2 ). Alleller arasindaki farklar, peptidin tasindig:
kovugun 1ii¢ boyutlu yapisi {lizerinde etkili oldugundan; tasabilecek peptidlerin
secilmesinde de 6nem kazanmaktadir®®.

HLA antijenleri mobildirler. Hiicre ylizeyinden kopabilirler. HLA antijenini

kaybetmis lenfositler 6 saat iginde bunu yeniden sentezlerler®.

2.3.1. MHC Antijenlerinin Hastaliklarla iliskisi

Belirli baz1 hastaliklar ile HLA sistemi arasindaki iligkilerin kesfi bu hastaliklarin
genetik yonlerini daha iyi anlamamuzi saglamustir®. HLA ve hastaliklar arasindaki
iligkilerin anlasilmas1 i¢in genetik secim, gd¢ ve baglanti ile insan evrimi etkilesimi
arasindaki baginti, HLA verileri kullanilarak saptanmaya c¢alisilmistir.

MHC nin bir hastalikla iliskisini ortaya koymanin iki yolu vardir.

1. Aile caligmalari: HLA lokusu ile hastaligi kontrol eden genler arasinda bir
beraberlik olup olmadigini ortaya koymakta yararli olur. HLA ¢ok polimorfik bir sistem
oldugundan, ancak ailesel yakin akraba evliliklerinde veya smirli sayida bireyden olusan
kapal1 populasyonarda bilgi igerigi yiiksek sonuglar vermektedir.

2. Populasyon ¢aligmalari: Bir hastalik ile HLA antijenleri arasindaki iligki hasta ve
kontrol gruplarinda yapilan ¢aligmalar sonucunda belirlenir. HLA fenotipleri birbiriyle
baglantisiz kontrol bireyleri iizerinde gozlenerek kullanilmaktadir®.

HLA ve hastaliklar arasindaki iliskinin 6l¢iimiinde kikare istatistigi kullanilmaktadir.
Ayrica baglanti (linkage) incelemeleri hastaliklarin haplotip iligkilerini tespit etmek igin
uygulanmaktadir®®,

Hastaliklarla iligkili bulunan allellerin daha ¢ok smif II genlerde bulundugu, simif 1 ile
kurulan iliskilerin de “linkeage disequlibrium” nedeni ile Smif I ve II arasindaki
birlikteliklerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. HLA molekiilleri sadece hastaliga
yatkinhigr gosteren bir 6zellik olup; genellikle hastaligin ortaya ¢ikmasina ¢ok sayida
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faktoriin beraberce bulunmasi sebep olmaktadir. Bu faktorler, HLA molekiilleri ile birlikte
kalitilan genler, farkli kromozomlarda yerlesen farkli genlerle iliskili olabilir. Ornegin
Ankilozan Spondilit ile HLA B27 ilskisi ¢ok iyi bilinmektedir. Ancak HLA B27 tasiyan
kisilerin sadece %2 sinde bu hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Antijenler yerine o grupta mevcut
allellerin saptanmasi durumunda daha anlamli sonuglar alinabilir. Sunulacak peptidleri ve
dolayisiyla olusacak immun yanitin 6zelliklerini HLA molekiilleri kadar antijenlerin
islenmesi sirasinda olusan peptidlerin yapisi da belirlemektedir. Bu nedenle smif II MHC
genleri arasinda yer alan ancak yapisal olarak onlara benzerlik gostermeyen ve antijen
islenmesinde rol alan LMP (Low Molecular Weight Proteosome) ve TAP (Transporter
Associated with Antigen Processing) genlerindeki cesitliligin de hastaliklar ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir®.

HLA ve hastalik iliskileri konusunda birgok teori ileri siiriilmiis, bunlardan sadece 3

tanesi kabul gormiistiir.

2.3.1.1. immiin Cevap Genleri

Hastalik etmenlerine karsi immiinolojik cevabin kisinin genetik yapistyla iliskili
oldugu, immiin cevap genlerinin de HLA antijenleri gibi 6. kromozomun kisa kolu iizerinde
bulundugu ileri siiriilmiistiir. Immiin cevabi farkli kilan bu gen yapisindaki degisikliklerin
yakin komsuluk sebebiyle HLA antijenlerini regiile eden genler ile tanimlanabilecegini

savunan teoridir®.

2.3.1.2. Antijenik benzerlik teorisi
HLA antijenleri ile baz1 hastalik nedeni antijenlerin arasinda benzerlik bulunmasi
nedeniyle immiin cevabin tam olmadigmi ve bu hastalik etkeninin kronik hastaliga neden

- . c e . 1. 60
oldugunu ileri siiren teoridir™ .
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2.3.1.3. Membran reseptorleri teorisi

Hiicreler bulunduklar1 ortamla iligkilerini hiicrelerin yiizeylerindeki reseptorler
araciig1 saglarlar. MHC antijenleri hiicre yiizeyinde bulunan reseptdrler olarak kabul
edilirse, hiicrelerin ayn1 etken karsisinda degisik cevap vermeleri miimkiin olacaktir®.

AsagidaTablo 9°da HLA ile iliskilendirilen hastaliklardan baz1 6mekler gosterilmistir.
Rolatif riskleri biiyiikten kii¢iige dogru siralanmis sekilde gosterilmistir. Rolatif risk, bir
antijeni tasiyan bireyin, tasimayana gOre herhangi bir hastalia yakalanma olasiligini
gosteren bir parametredir. Rolatif risk ne kadar yliksekse o antijene hasta populasyonunda o

kadar fazla rastlanilir™.

Tablo 9. HLA Antijenlerinin hastaliklarla iligkileri

Hastalik HLA Rolatif Risk
Ankilozan Spondolit B27 87.4
Herpetiformik Dermatit DR3 56.4
Reiter hastalig1 B27 37.0
Reaktif artrit B27 29.7
Uveit B27 14.6
Subakut tiroidit B35 13.7
Sjogren sendromu DR3 9.7
Amiloid ve romatoid artrit B27 8.2
Tiiberkiiloid lepra DR2 8.1
Multiple sklerozis DR2 4.8
Myastenia Gravis B8 4.4
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2.4. HLA Tiplendirmesi ve Yontemleri
HLA tipinin belirlenmesi ¢ok duyarli yontemlerle yapilmaktadir.

2.4.1. Serolojik yontemler

Bu yontem lenfosit mikrotoksisite testi olarak tanimlanmaktadir. Deney iki basamakli
olarak gerceklesmektedir. Ilk basamakta saflastirilmis olan hiicreler bir plaktaki kiiciik
kuyucuklarda cesitli antikorlarla karsilastirilir. Bu antikorlar, monoklonal ya da poliklonal
(cok sayida dogum yapmis olan kadinlarin, fazla kan nakli yapilmig bireylerin serumundan
elde edilen) olabilir. Antikorun 6zgiin oldugu antijeni tastyan hiicreler, ortamdaki antikoru
baglar. Deneyin ikinci kisminda ortama kompleman eklenerek antikor baglamis olan
hiicrelerin 6lmeleri saglanir. Daha sonra eklenen bir boya araciligiyla hiicrelerin canli m1

6lii mii olduklar degerlendirilir’®.

2.4.2. Hiicresel Yontemler

Cogalan Sitotoksik T lenfositlerin (CTLp) belirlenmesi, HLA tiplendirilmesinde
olmasa da verici hiicrelerince alic1 hiicrelerindeki sinif I antijenlere karsi olusabilecek
immun yanitin belirlenmesinde kullanilabilen bir testtir. Hiicre kiiltiirtindeki lenfositlerin
aynt ortamda bulunan ikinci bir seri hiicrenin yiizey antijenlerine karsi c¢ogalarak
olusturdugu yanit, “Miksed Lymphocyte Reaction”, MLR olarak tanimlanir. MLR, invitro

kosullarda smif II antijenlerin uyum ya da uyumsuzlugunun bir 6lgiitii olarak kullanilir’.

2.4.3. Molekiiler Yontemler

Teknolojide ve kullanilan molekiiler tan1 yontemlerindeki gelismeler, organ ve doku
nakillerinde 6nemi olan Smif I ve Simif II allellerin belirlenmesini kolaylagtirmistir.
Molekiiler yontemlerin avantajlari; Ozgiin, esnek olmalari, yeni alleller tanimlandik¢a yeni
reaktiflerin gelistirilebilmesi, istenen duyarlikta ¢alisma yapabilecek segeneklerin mevcut

olmasi, ¢aligmalarda canli hiicre gerektirmemesi, bireyin hastalik ya da tedavi durumundan
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etkilenmemesi, serolojik ve hiicresel yontemlere gére otomasyona daha uygun olmasi, es
zamanlt olarak ¢ok sayida omegin calisilabilmesi, HLA genlerindeki tiim cesitliliklerin
gosterilebilmesi, serolojik olarak tanimlanamayan allellerin tanmabilmesi olarak

ozetlenebilir’®.

2.4.3.1. Molekiiler tiplendirme Yontemleri

Cekirdekli hiicrelerden elde edilen DNA o6rnekleri, ilgilenilen bolgeyi hedefleyen ve
bu bolgenin analiz edilebilir miktara ulasabilmesi i¢in PCR ile ¢ogaltilir. Baz1 yontemlerde,
tiim lokusu i¢ine alacak sekilde primerler segilirken (6r. Sequence Specific Oligonucleotide
typing-SSO); bazi yontemlerde sadece bir allel ya da allel grubuna 6zgiin (Sequence
Specific Priming- SSP) DNA segmentlerinin c¢ogaltilabilecegi primerler kullanilir. Bu
cogaltma isleminde ortam kosullarinin reaksiyonun Ozginliigiinii saglayacak sekilde
planlanmis olmas1 gerekir. Uygulanacak molekiiler teknikler hassasiyetlerine gore kendi
icinde 3 gruba ayrilir;
e  Dizilime bagl hazirlama (Sequence Specific Priming- SSP)
o Dizilime 06zgli oligoniikleotitlerin kullanildig1 tiplendirme (Sequence Specific

Oligonucleotide typing-SSO)

o Dizilim analizine dayanan tiplendirme (Sequence Based Typing-SBT)™.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ARAC VE GERECLER

3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler
e Luminex LabScan™ 100 Analiz Cihazi (Luminex)
e Thermal Cycler (MyGene™ Series Peltier)
e DNA izolasyon Cihaz1 (Chemagen)
¢ DNA izolasyon Cihazi (Geno-M-6 genovision)
e Jel Goriintiileme Sistemi (Mojor Science)
e HLA tiplendirme kiti HLAA, -B,-Cw,-DQB1,-DRB1,-DRB345 (One lambda)
¢ Gii¢ Kaynagi (Mojor Science)
e Elektroforez Tanki (Mojor Science)
e Hassas Terazi (Sartorius)
e Mikrodalga Firin (Beko)
e Santriflij (Nuve CN180)
e Steril Kabin (Niive)
e Derin Dondurucular (Siemens, Gallencamp)
¢ Buz Dolab1 (Ugur Sogutucu)
e Steril EDTA’I1 Tiip
¢ Vorteks (Niive NM 110)
e Multi Pipetler (10ul, 300ul) (Labmate)
e Otomatik pipetler (10ul, 100ul, 200ul, 1000ul) (Labmate)
e Meziir
¢ PCR Tiipii (Thermo)
¢ Ependorf Tiipii
e Beher
e Spor
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¢ PCR Plag1 kapatma etiketi (Onelambda)
3.1.3. Kimyasal Maddeler

e 5X TRIS-BORAT-EDTA

¢ Ethidium Bromide (Olerup)

e Agarose (Prona)

e Master miks (Onelambda)

e Streptavidin Boyasi (Onelambda)

e Manyetik Boncuk (Onelambda)

e Proteinase K

¢ Denatiirasyon Tamponu (Onelambda)
e Notralizasyon Tamponu (Onelambda)
¢ Yikama Tamponu (Onelambda)

¢ Melezleme Tamponu (Onelambda)

e Sape Tampon (Onelambda)

e Taq polimeraz (Fermantas)

¢ %70’lik Etanol

¢ Shead Fluid Buffer

® %2’lik seyreltilmis ¢gamasir suyu

e Distile Su

3.2. Orneklerin Saglanmasi ve Kullanilan Yontemler

Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk ve Ergen Ruh ve Sinir Hastaliklar1 A.B.D.
poliklinigi tarafindan PANDAS teshisi konulan, 4-12 yagslar1 aras1 41(82 allel) hastadan ve
PANDAS hastasi olmayan, yas bakimindan uygun 38 (76 allel) saglikli bireyden etik onay
alindiktan sonra ¢alismamizin amaci dogrultusunda her iki gruptan EDTA’l1 tliplere 3ml

kan alindi. Kanlar steril sartlar altinda Balcali Hastanesi Merkez Labaratuarina getirildi.
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3.2.1. Molekiiler Genetik Calismalar

3.2.1.1. DNA Eldesi

Hasta ve kontrol grubundan alman EDTA’l1 tiiplere alinan 3 ml kanlarin, iki farklh

otomatik DNA izolasyon cihazinda DNA izolasyonu yapildi.

© ® 2o w»

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.

3.2.1.2. Chemagen DNA izolasyon Cihazinda Kandan DNA izolasyonu

Calisma siiresine kadar +4 °C’de bekletilen kan 6rekleri oda 1sisma gelmesi igin
dolaptan ¢ikarildi.

Laminar Air Flow Kabini ¢alistirildi.

DNA izolasyon cihazinin arkasinda bulunan gii¢ diigmesine basilip ¢alisir konuma
getirildi.

Cihazin i¢i kontaminasyon riskine karsi seyreltilmis camasir suyu ile steril hale
getirildi.

Cihazm soliisyonlart kontrol edildi.

Sarf malzemeleri kontrol edildi.

Disposable olan plate’in birinci sirasina 250ul kan konuldu.

Uzerine 10ul proteaz K eklendi.

Cihazin parcast olan rack’mn birinci sirasina tiip yerlestirildi ve igerisine 150ul
manyetik boncuk konuldu.

Ikinci siraya ince pipet uglart yerlestirildi.

Ucgiincii siraya ise DNA i¢in bos tiip yelestirildi

Plate ve rack cihazdaki yerlerine yerlestirildi.

Cihazin iizerindeki LCD ekranda ‘CODE’tusuna basildi, kod girildi ve
‘ENTER ’tusuna basildi.

Gelen ekranda ‘CONTINUE tusuna basildi.

Calisilacak ornek sayisi1 girildi ve tekrar ‘CONTINUE tusuna basild1.

Cikan ekranda ‘ENTER KIT BARCODE 'tusuna basildi.
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17.

18.
19.

20.

10.
11.

12.
13.
14.

Tekrar ekrandaki ‘ENTER’tusuna ve sonra ‘OK’diigmesine basildi ve cihaz DNA
izolasyonuna baglad.

Bu islem yalasik 1 saat siirdii.

Islem sonunda kullan at 6zellikte olan kisimlar atildi ve elde edilen DNA tiiplerinin
agizlar kapatildiktan sonra ¢aligilmak tizere —20° C’de sakland.

Cihaza yikama islemi yapildiktan sonra arka diigmesinden kapatildi.

3.2.1.3. GENO-M-6 Genovision Cihazinda Kandan DNA izolasyonu

Calisma siiresine kadar +4°°C’de bekletilen kan Grnekleri oda 1sisma gelmesi igin
dolaptan ¢ikarildi.

Laminar Air Flow Kabini ¢alistirildi.

DNA izolasyon cihazinin arkasinda bulunan gii¢ diigmesine basilip ¢alisir konuma
getirildi.

Kontaminasyon riskine kars1 seyreltilmis hipo ile steril hale getirildi.

Cihaz igerisindeki, DNA izolayonu i¢in gerekli olan kimyasallarin bulundugu
kartusun, pipet ve pipet kabi, omek tiipii ve DNA eliisyon tiiplerinin konuldugu
rack’lar ¢ikarildi.

Steril kabin igerisinde birinci rack’a izolasyon kartuslari yerlestirildi.

Ikinci rack iizerinde 4 swra bulunmaktadir. Birinci siraya DNA’nin aktarilacag
eliisyon tiipleri, ikinci siraya pipet ve pipet kabi, dordiincii siraya ise kanlarin
konulacag: 6rek tiipleri yerlestirildi.

Oda 1s1sma ulagan kanlar el yontemi ile hiicreleri homojen hale getirildi.

Eliisyon tiipleri {izerine hasta isimleri yazildi.

Her kan 6regi i¢in ayr1 ayr1 konulan 6mek tiipleri igerisine 200l kan konuldu.

Cihaz her calismada en fazla 6 6rnek ¢alisildigindan dolayi bu islem 6 hasta i¢in de
tekrar edildi.

Rack’lar cihazda bulunan yerlerine tekrar yerlestirildi.

Cihazm kapag1 kapatildi.

Cihaz tizerinde bulunan ekrandan ‘Blood Protocol’ayar secildi.
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15.
16.
17.
18.
19.

20.
21.
22.

23.
24.

1 tusuna basilarak 200ul kan hacmi segildi.

2 tusuna basilarak bu kez 200ul DNA eliisyon hacmi segildi.

‘START ‘tusuna basildi.

Cikan ekranda 6rnek tiiplerinin yeri onaylandi ve devam tusuna basildi.

Sirasiyla rack iizerindeki pipet ve pipet kabinm, eliisyon tiipiiniin ve kartuslarin
yerlerinin dogrulugu cihaz ekranindan onaylandi.

‘Start’tusuna basilarak izolasyon islemine baslandi.

Protokol 15 dakika siirdii.

Bu siire sonunda igerisinde izole edilmis DNA bulunan eliisyon tiipleri ¢aligma
stiresine kadar —20° C’ye konuldu.

Geriye kalan kullanilmis olan disposable sarflar ¢ope atildi.

Cihaz temizlendikten sonra arka gii¢ diigmesinden kapatildi.

3.2.2. HLA Smif I ve Simif IT Allellerinin PCR ile Amplifikasyonu
PCR reaksiyonun hazirlanmasinda sirasiyla su islemler uygulandi:
A. Hazirhk Asamasi
PCR cihazi agildi ve 60°C inkiibasyon programina ayarlanarak baslatild1.
Kirilmis buz pargalar1 hazirlandi.
Amplifikasyonda kullanilacak olan DNA’lar ve diger ¢ozeltiler -20 °C’den alinip
¢cozdirildu.
Laminar air flow kabin icerisinde 96’lik PCR plag1 hazirlandi.
DNA o6rnekleri ve diger ¢ozeltiler vortekslendi.
Biitiin ¢ozeltiler (100X SAPE sisesi disindaki) kutularindan ¢ikartilarak oda 1sisinda

kullanilmak tizere hazirlanda.

B. Amplifikasyon Asamasi
Coziilen amplifikasyon ¢ozeltileri buzda korundu.

DNA 96 kuyucuklu PCR plagina her kuyucuga 2ul olacak sekilde dagitildi.
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432 pl Primer Karisimi, 1491 pl D- Karigimi ve 22 pl Taq Polimeraz karstirildi ve
vortekslendi (cizelge 2).

DNA igeren 96 kuyucuklu PCR plagma, her kuyucuga 18 pl olacak sekilde
amplifikasyon karigimi dagitildi.

Plagin agzi kapatildt .

Thermal Cycler cihazinda LABType® SSO PCR programi kulanilarak PCR yapild1
(cizelge 3).

Program bittikten sonra plak Thermal Cycler cihazindan cikartildi ve amplifiye
edilmis DNA 6mekleri %2.5 agaroz jelde yiiriitiildii ve amplifikasyon olup olmadigi
kontrol edildi.

C. Denatiirasyon ve Notralizasyon Asamasi

Temiz ince duvarli 96 kuyucuklu PCR plagma her kuyucugunda 2.5 ul olacak sekilde
denatiirasyon tamponu eklendi.

Amplifikasyonu yapilmis DNA 6rneklerinden biitiin kuyucuklara 5 pl eklendi.

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi(20°C*25°C).

Bu siire zarfinda 96 kuyucuga yetecek sekilde her lokusa 6zgii olan boncuk ve
melezleme tamponu karisimi hazirlandi (¢izelge 4).

Siire sonunda her kuyucuga 5 ul nétralizasyon tamponu eklendi.

Karisimin rengi solgun bir sar1 range doniinceye kadar pipetlendi.

Plak buza yerlestrildi.

D. Hibridizasyon veYikama Asamasi
Notiirlenmis DNA’lara kuyucuk basma 38 pl olacak sekilde 6nceden hazirlanmis olan
melezleme tampon karigimi eklendi.

Plagin agz1 kapatildiktan sonra diisiik hizda vortekslendi.
Plak 15 dakika 60°C’ye ayarli olan Thermal Cycler’da inkiibe edildi.
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Siire sonunda plak ¢ikartildi.

Plak soguduktan sonra biitiin kuyucuklara 100 pl yikama tamponu eklendi.
Plagin agz1 kapatildi ve 3000g’de 4 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant kismi ¢irpma yontemi ile uzaklastirildi.

Bu islem ard arda 2 defa daha tekrarlandi.

Son santrifligasyon islemi sirasinda sape stok ve sape tampon karigimi hazirlandi

(Cizelge 4).

E. isaretleme Asamasi

3. santrifiij islemi bittikten sonra siipernatant kismi atildi.

Plakta her kuyucuga 50 pl hazirlanmis olan sape tampon karisimi eklendi..

Plagin agz1 kapatild1 ve vortekslendi .

Plak 5 dakika 60°C’ye programli Thermal Cycler’da inkiibe edildi.

Siire sonunda plak ¢ikartildi ve sogumaya alindu.

Biitlin kuyucuklara 100 pl yikama tamponu eklendi.

Plagin agz1 kapatilip 3000g’de 4 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant kismi uzaklagtirildi.

Biitlin kuyucuklara igerisinde 70 pl olacak sekilde yikama tamponu eklendi.

Pipet kullanarak kuyucuklar karistirildi ve dmekler veri yorumlamasi i¢in kullanilan

okuma plaklarina aktarildi.

F. Cihaz Okuma ve Degerlendirme Asamasi

LABScan™ 100 analiz cihazi agild1 ve 1sinmasi i¢in 30 dakika beklendi.
Cihaz 1sindiktan sonra cihaza 6nce prime yapildi.

Prime iglemi bittikten sonra %70’lik alkol ile yikama islemi yapildi.
Alkolden sonra tekrar distile su ile yikama islemi gergeklestirildi.

Rezervuara okuma isleminin gerceklesebilmesi igin shead fluid solusyonu konuldu.
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e  Cihaz programinda okunacak 6rnekler i¢in bir dosya olusturuldu.

J Ornek numaralari yazildi.

o Okuma plagi cihazin XY platformuna yerlestirildi.

e  Bagsla diigmesine basild1 ve drnekler degerlendirildi.

e  Her 6rnek icin, boncuklar tarafindan igerilen (veya boncuga bagl bir probda bulunan),
floresan yogunlugu (FI), luminex® Veri toplayict Programi veya benzeri program ile

ortaya cikartildi.

Cizelge 2. HLA gen bdlgesi i¢in amplifikasyon PCR reaksiyon miktarlar1.

Reaksiyon Sayisi D-mix Primer Taq Polimeraz (ul)
(ul) (ul)

1 13,8 4 0,2

5 69 20 1

10 138 40 2

12 165,6 48 24

16 220,8 64 32

24 331,2 96 4,8

32 441,6 128 6,4

40 552 160 8

48 6624 192 9,6

50 690 200 10

56 7728 224 11,2

64 883,2 256 12,8

72 993.6 288 14,4

80 1104 320 16

88 1214,4 352 17,2

96 1491 432 21,6(22)
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Cizelge 3. HLA Amplifikasyonu icin Gerekli 1s1 dongiileri

Sicaklik ve Inkiibasyon siiresi | Devir Sayisi
1. Basamak 96 °C 03:00 1

96 °C 00:20
2. Basamak 60 °C 00:20 5

72 °C 00:20

96 °C 00:10
3. Basamak 60 °C 00:15 30

72 °C 00:20
4. Basamak 72 °C 10:00 1
5. Basamak Sonsuza kadar 4 °C 1

Cizelge 4. HLA gen bélgesi i¢in melezleme ve boyama igin gerekli miktarlar
Reaksiyon Hibridizasyon Boncuk Miktar1 Stok SAPE | SAPE
Sayisi Tamponu (ul) Miktari Tamponu
(ul) (ul) (ul)

1 34 4 0,5 49,5
5 170 20 2,5 2475
10 340 40 5 495
20 680 80 10 990
24 816 96 12 1188
48 1632 192 24 2376
72 2448 288 36 3564
88 2992 352 44 4356
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3.3. istatiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 18.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olciimler say1 ve ylizde olarak, siirekli Ol¢iimlerse ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak &zetlendi. Kategorik 6l¢glimlerin gruplar
arasinda karsilastirllmasinda Ki Kare test istatistigi (Fisher’s Exact Test) kullanildi. Bu
analizler sonucunda anlamli ¢ikan sonuglar i¢in Odds Ratio degerleri verildi. Pandas olup
olmamay1 en ¢ok etkileyen genleri saptamak ve diizeltilmis Odds Ratio degerlerini elde
etmek icin Lojistik Regresyon kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel dnem diizeyi 0.05

olarak alind1.

35



4. BULGULAR

Calismaya aldigimiz hasta gruplari, 4-12 yaslari arasinda degismeke olup hasta grubu
41(82 allel), kontrol grubu 38(76 allel) bireyden olusmaktadir. Calismamizda hasta grubu
icerisinden PANDAS olan erkek hasta sayisi 30, bayan hasta sayis1 11, kontrol grubu
icerisinde erkek sayist 16, bayan sayist ise 22 kisiden olusmaktadir. Calismamizda

buldugumuz hasta ve kontrol gruplarma ait HLA sonuglari tablo 10 ve 11°de verilmistir.
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Calismamizda HLA-A lokusuna ait allellerin, PANDAS hastaliginin ortaya ¢ikmasi

arasinda HLA-A3 arasinda yakin anlamli pozitif bir iliski bulunmustur (Tablo 12).

Tablo 12. HLA- A lokusu istatistik degerleri

HLA-A PANDAS | KONTROL | TOPLAM P DEGERI ANLAMLI
LOKUSU (%) n(%) n(%) iLiSKi
Al 5(122) | 8(21.1) 13(16.5) 0368 YOK
A2 16(39.0) | 15(39.5) 31(39.2) 0.999 YOK
A3 1126.8) | 4(10.5) 15(19.0) 0.087 YAKIN
ANLAMLI
All 8(19.5) | 3(79) 11(13.9) 0.196 YOK
A23 2(4.9) 2(5.3) 45.1) 0.999 YOK
A24 9(22.0) | 13(34.2) 22(A278) | 0315 YOK
A25 124) 0 1(1.3) 0.999 YOK
A26 6(14.6) | 4(10.5) 10(12.7) 0.739 YOK
A29 124) 2(5.3) 3(3.8) 0.606 YOK
A30 2(4.9) 5(13.2) 7(8.9) 0252 YOK
A31 0 12.6) 1(13) 0.481 YOK
A32 4(9.8) 1(2.6) 5(6.3) 0361 YOK
A33 6(14.6) | 7(18.4) 13(16.5) 0.765 YOK
A36 124) 0 1(1.3) 0.999 YOK
A66 124) 0 1(1.3) 0.999 YOK
A68 3(7.3) 12.6) 4(5.1) 0.616 YOK
A69 124) 2(5.3) 3(3.8) 0.606 YOK

HLA- B lokusunda yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz verilere gore HLA- B*18
allelinde ¢cok anlamli ve HLA- B*51 allelinde anlamli bir pozitif bir iliski bulunmustur.

Yapilan univaryant analizinde HLA-B*18 alleli koruyucu oldugu i¢in hasta olma
olasiligin1 9 kat azalttigt bulunmustur (%95 Giiven araligi 1.86-43.48). Diger acidan
baktigimizda ise bu allel genin PANDAS olma olasiligimm1 yalnizca 0.11 kat arttirdig
bulunmustur (% 95 giiven aralig1 0.023- 0.

HLA- B*51 alleli, kisinin PANDAS olma olasiligini, HLA-B*51 g6zlenmeyenlere
gore 2.83 kat arttirdigi bulunmustur (% 95 giiven araligi 1.01- 7.96)( Tablo 13).
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Tablo 13. HLAB lokusu istatistik degerleri

HLA-B PANDAS KONTROL | TOPLAM P DEGERI ANLAMLI
LOKUSU n(%) n(%) n(%) fLiSKi
B*7 2(4.9) 0 2(2.5) 0.494 YOK
B*8 2(4.9) 2(5.3) 4(5.1) 0.999 YOK
B*13 124) 4(10.5) 5(6.3) 0.190 YOK
B*14 49.8) 12.6) 5(6.3) 0.361 YOK
B*15 6(14.6) 2(5.3) 8(10.1) 0.266 YOK
B*18 2(4.9) 1231.6) | 14(17.7) [ 0.003 VAR
B*27 0 2(5.3) 2(2.5) 0.228 YOK
B*35 8(19.5) 6(15.8) 14(17.7) 0.772 YOK
B*37 2(4.9) 0 2(2.5) 0.494 YOK
B*38 5(12.2) 4(10.5) 9(11.4) 0.999 YOK
B*39 0 12.6) 1(1.3) 0481 YOK
B*40 2(4.9) 4(10.5) 6(7.6) 0.420 YOK
B*41 4(9.8) 2(5.3) 6(7.6) 0.676 YOK
B*44 8(19.5) 4(1.5) 12(15.2) 0.353 YOK
B*45 124) 0 1(1.3) 0.999 YOK
B*47 124) 0 1(1.3) 0.999 YOK
B*48 0 3(7.9) 3(3.8) 0.107 YOK
B*49 2(4.9) 5(13.2) 7(8.9) 0252 YOK
B*50 2(4.9) 2(5.3) 4(5.1) 0.999 YOK
B*51 16(39.0) |7(18.4)  23(29.1) | 0.051 VAR
B*52 3(7.3) 2(5.3) 5(6.3) 0.999 YOK
B*53 0 2(5.3) 2(2.5) 0228 YOK
B*55 3(7.3) 2(5.3) 5(6.3) 0.999 YOK
B*56 2(4.9) 1(2.6) 3(3.8) 0.999 YOK
B*57 124) 2(5.3) 3(3.8) 0.606 YOK
B*58 124) 0 1(1.3) 0.999 YOK
B*73 0 2(5.3) 2(2.5) 0228 YOK

Calismamizda HLA-C lokusunda herhangi bir anlamli allel bulunamamustir ( tablo

14).
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Tablo 14. HLA C lokusu istatistik degerleri

HLA-C PANDAS KONTROL | TOPLAM P DEGERI ANLAMLI

LOKUSU (%) n(%) n(%) iLiSKi
C*1 5(12.2) 2(5.3) 7(8.9) 0.434 YOK
C*2 49.8) 2(5.3) 6(7.6) 0.676 YOK
C*3 49.8) 1(2.6) 5(6.3) 0.361 YOK
C*4 8(19.5) 1128.9) | 19Q24.1) 0.431 YOK
C*5 5(122) 2(5.3) 7(8.9) 0.434 YOK
C*6 6(14.6) 8(21.1) 14(17.7) 0.560 YOK
C*7 12(29.3) 1128.9) | 23(29.1) 0.999 YOK
C*8 2(4.9) 5(13.2) 7(8.9) 0.252 YOK
C*12 11(26.8) 1436.8) | 25(31.6) 0.468 YOK
C*14 3(7.3) 2(5.3) 5(6.3) 0.999 YOK
C*15 9(22.0) 7(43.8) 16(20.3) 0.783 YOK
C*16 5(122) 1(2.6) 6(7.6) 0.203 YOK
C*17 49.8) 1(2.6) 5(6.3) 0.361 YOK
C*18 0 1(2.6) 1(1.3) 0.431 YOK

[statistigimizde HLA- DQBI1 lokusunda HLA- DQB1*5 alleli ile PANDAS hastalig
arasinda yakin anlamli pozitif bir iliski bulunmustur. Yapmis oldugumuz univaryant
analizinde ise HLA- DQB1*5 alleli PANDAS olma olasigmmi 2.51 kat arttirdigi
bulunmustur (%95 Giiven araligi 1.001- 6.289) (Tablo 15).

Tablo 15. HLA- DQB1*lokusu istatistik degerleri

HLA-DQB1 | PANDAS | KONTROL | TOPLAM PDEGERI | ANLAMLI
LOKUSU n(%) n(%) n(%) ILISKi
DQB1*2 10(24.4) 12(31.6) 22(27.8) 0.616 YOK
DQB1*3 21(51.2) 24(63.2) 45(57.0) 0.364 YOK
DQB1%*4 2(4.9) 1(2.6) 3(3.8) 0.999 YOK
DQB1*5 22(53.7) 12(31.6) | 34(43.0) 0.069 YAKIN
ANLAMLI

DQB1*6 13(31.7) 8(21.1) 21(26.6) 0318 YOK
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Calismamizda HLA- DRBI1 lokusunda, HLA- DRBI1*4 alleli ile PANDAS olup
olmama olasilig1 arasinda yakin anlamli, HLA- DRB1*8 ve HLA-DRB1*14 allelleri ile
PANDAS olma olasilig1 arasinda ¢ok anlamli pozitif bir iliski bulunmustur.

Univaryant analizinde HLA- DRB1*4 koruyucu etki gostermekte ve hasta olma
olasiligint HLA- DRB1*4 bulunmayan bireylere gore 3.03 kat azalttigi( %95 giiven araligi
1.01-9.09), bunun yani sira HLA- DRB1*8 bulunan bireylerin PANDAS olma olasilig1
oldugu bulunmustur. HLA-DRB1*14 alleli kisinin PANDAS olma riskini bu alleli
tasimayanlara gore 3.52 kat arttirdig1 bulunmustur (%95 giiven araligi 1.02- 12.10) (Tablo
16).

Tablo 16. HLA- DRBI lokusu istatistik degerleri

HLA-DRB1 | PANDAS | KONTROL | TOPLAM PDEGERI | ANLAMLI
LOKUSU (%) n(%) n(%) iLiSKi
DRB1*1 | 6(14.6) 4(10.5) 10(12.7) 0.739 YOK
DRB1*2 12.4) 0 1(1.3) 0.999 YOK
DRB1*3 | 4(9.8) 6(15.8) 10(12.7) 0.509 YOK
DRB1*4 | 6(14.6) |13(342) 19(24.1) | 0.064 YAKIN
ANLAMLI

DRB1*7 | 4(9.8) 821.1) 12(15.2) 0215 YOK
DRB1*8  |6(14.6) |0 6(7.6) 0.026 VAR
DRB1%9 124) 12.6) 2(2.3) 0.999 YOK
DRB1¥10 |0 12.6) 1(1.3) 0481 YOK
DRB1*11 | 17(41.5) 16(42.1) | 33(41.8) 0.999 YOK
DRB1¥12 |0 12.6) 1(1.3) 0481 YOK
DRB1*13 | 4(9.8) 5(13.2) 9(11.4) 0.731 YOK
DRB1*14 |12(29.3) |4(10.5) |16(20.3) | 0.051 VAR
DRB1*15 | 13(31.7) 6(15.8) 19(24.1) 0.119 YOK
DRB1*16 | 4(9.8) 3(7.9) 7(8.9) 0.999 YOK

Calismamiz sonucunda HLA- DRB3, -DRB4, -DRBS5 lokuslarinda istatiksel analiz
yoniinden PANDAS olup olmama olasilig1 arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir

(Tablo 17,18,19).
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Tablo 17. HLA- DRB3 lokusu istatistik degerleri

HLA-DRB3 PANDAS KONTROL | TOPLAM P DEGERI ANLAMLI
LOKUSU n(%) n(%) n(%) ILISKI
DRB3*1 7(20.0) 6(25.0) 13(22.5) 0.999 YOK
DRB3*2 27(77.14) 31(88.57.0) | 58(82.85) 0.738 YOK
DRB3*3 12.8) 3(8.5) 4(6.8) 0.676 YOK
TABLO 18. HLA- DRB4 lokusu istatistik degerleri
HLA-DRB4 PANDAS KONTROL | TOPLAM P DEGERI ANLAMLI
LOKUSU n(%) n(%) n(%) ILISKI
DRB4*1 8(80.0) 12(100) 20(90.0) 0.195 YOK
DRB4*2 2(20.0) 0 2(10.0) 0.738 YOK
Tablo 19. HLA- DRBS5 lokusu istatistik degerleri
HLA-DRB5 | PANDAS | KONTROL | TOPLAM P DEGERIi | ANLAMLI
LOKUSU n(%) n(%) n(%) ILISKI
DRB5*1 8(66.7) 5(83.3) 13(78.15)) | 0.738 YOK
DRB5*2 4(33.3) 1(16.7) 5(25.0) 0.738 YOK

Calismamizda multivaryant analizi sonucunda HLA B*18 ve HLA- DRB1*14
allellerinin, kisilerin PANDAS olup olmamasinin saptanmasi rolii iizerinde en etkin 2 gen
%65°1

simiflandirilabilmektedir. Buna gore bu 2 genin ortak degerlendirilmesi sonucunda HLA-

oldugu belirlenmistir. Iki genin bilgisiyle hastalarin dogru olarak
B*18 varlig1 bireyin saglikli ¢ikmasi olasiligmi, HLA-B*18 olamayanlara gore 11.424 kat
arttirdig1 bulunmustur (%95 giliven araligi 2.10- 62.25).

HLA- DRBI1*14 varligi kisinin hasta olma olasigmi olmayanlara gore 4.77 kat
arttirdigi (%95 giiven araligi 1.14- 19.99) saptanmustir.

Univaryant analizde anlamli bulunan diger genler, multivaryant analizde bu iki

genden daha ¢ok etkili olmadiklari i¢in anlamli bulunamamastir.

45



5. TARTISMA VE SONUC

Bagisiklik sisteminin 6nemli bir eleman1 olan MHC sistemi, insan ve diger memeli
genomlarinin en polimorfik lokuslarini temsil etmenin yaninda, bireyin bazi hastaliklara
karst direncli yada zayif yapida olmasi gibi ozelliklerin de belirleyicisi olmasi, son
zamanlarda yapilan hastalik genotip iliskilendirilmesinde 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle
bagisiklik sistemini direk ilgilendiren otoimmiinite, enfeksiyon gibi immiin cevaba bagh
hastaliklarin gelisiminde MHC sisteminin antijen sunumundaki roliinden ve immiin
sistemin hangi koordinasyonla ve kombinasyon ile cevap olusturmasindaki roliinden dolay1
daha da 6ncelikli duruma gelmektedir.

HLA antijenleri ile hastaliklar arasindaki iliskiyi gosteren ¢ok sayida yayin vardir. Bu
tiir calismalar, hastalik riskleri ve koruyucu faktorleri saptamak, tedavileri planlayabilmek
amaglariyla yapilmaktadir. Otoimmun hastaliklarin ¢ogunun HLA ile iliskisi oldugu
diisiiniilmektedir, yani belli hastaliklar belli allelleri tagiyan bireylerde daha sik goriiliir.

Yaptigimiz literatlir calismalarinda PANDAS hastaligi ile HLA haplotipleri arasinda
bir ¢aligma yapilmamustir.

Adindan da anlasilacag: lizere hem otoimmiinite hem de enfeksiyon hastaliklarina
bagl olarak ortaya ¢iktigi tespit edilmis olan PANDAS hastalarinda, yapmis oldugumuz
HLA haplotip ¢aligmasinda su 6nemli 6zellikleri ve sonuglart saptadik:

Calismamizda Ki-Kare metoduyla analiz edilen HLAA lokusunda HLA-A-3 alleli ile
PANDAS hastaligmin ortaya ¢ikmasi arasinda, pozitif bir iliski saptanmistir. HLA-A3
alleli PANDAS’1 hasta grubunda %26.8 oraninda bulunurken kontrol grubunda bu
oran %10.5 olarak saptanmistir (Tablol11). HLA-A3 allelinin, Asetilkolin reseptorlerine
karst antikor gelisimi ile karakterize olan Myastenia gravis hastalizi® ile HIV
enfeksiyonlarma da duyarlihigr arttirdigi® yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir. Buradan da
anlasilacag lizere istatistiki olarak buldugumuz anlamli iliskinin PANDAS hastalig1 i¢in de
gecerli olabilecegini dnermekteyiz. Ornek olarak Finlandiya, Yeni Zelanda, Avusturalya
gibi kapali populasyonlarda bu allelin yliksek frekansta oldugunu gordiigiimiiz i¢in, gen

gocleri bakimindan kavsak noktasi diyebilecegimiz bir cografyada bulunan iilkemizin,
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kapalt populasyon olmamasi da bu allelin PANDAS’a yatkinlik olusturdugunu ileri
sirmemiz i¢in bir dayanak olusturmaktadir. HLA-A3 allelinin diger bir ozelligi de
otoimmiinite ile ilgili olan ve en az digerleri kadar 6nemli olan Multiple Sclerozis
hastaligna yatkinlikta indikator olmasidir®’.

MHC sisteminin smif I bolgesinde en polimorfik lokus olan HLA-B lokusunda®®, Ki-
Kare metoduyla analiz edilen hasta grubunda %4.9 oraninda, kontrol gurubunda %31.6
oraninda tespit edilmis olan HLA- B*18 allelinin, koruyucu gen olarak gdrev yaptigini
yorumlamamiza olanak saglayan sonuclar elde edildi. Univaryant analizi ile HLA-B*18
allelinin, hasta olma olasiligmi 9 kat azalltig1, multivaryant analizinde ise bu allelin varlig1,
bireyin saglikli olma olasiligin1 HLA-B*18 alleli olmayanlara nispeten 11.424 kat arttirdig:
tespit edilmistir (Tablo 13). Elde edilen istatistiksel veriler dogrultusunda; HLA-B*18
allelinin hasta olma olasiligin1 azalttigin1 saptadik. Ancak bununla birlikte tiim diinya
cografyasin1 kapsayan Hap-Map projesi biinyesinde yapilan ¢alisma dogrultusunda bize
nispeten cografik konumu itibari ile yakin olan italya populayonunda (%16.7), Bulgar
populasyonunda (%9.1), Romanya populasyonunda (%11.3) gibi bir frekansa sahip olmasi
da dikkat cekicidir. Clinkii bu HLA-B*18 alleli gercekte populasyonda goriilme sikligi
bakimmdan komsu tilkelerde oldugu gibi yiiksek frekansta oldugu i¢in mi yoksa hasta olan
bireylerde yatkinlik olusturacak sekilde mi goriilmektedir?

HLA-B*51 allelinde, Ki-Kare metoduyla yaptigimiz analiz sonucu anlaml bir iliski
oldugu tespit edilmekle birlikte bu allelin varlig1 ile bireyin hasta olma olasiligin1 HLA-
B*51 alleli tasimayan bireylere gore 2.83 kat arttirdigi tespit edilmistir (Tablo 12). Bu alleli
tastyanlarin tasimayanlara nazaran PANDAS hastaligina bir yatkinlik olusturabilecegini
soylemekle birlikte bu allelin akraba olmayan bireyler arasindaki kemik iligi nakillerinde
meydana gelen doku reddi reaksiyonlarinda HLA-B*51 tek basindan ziyade HLA-C lokusu
ile birlikte tetikledigi gosterilmistir’.

HLA- B*51 allelinin, Behget ve diger otoimmiin hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda tek
basma etken oldugu da bilinmekte olup, daha ¢ok Giiney Amerika ve Asya uzak dogu
kokenli populasyonlarda bu allelin yiiksek frekansta bulundugu unutulmamalidir’'. Ayrica
Alman populasyonuyla yapilan bir ¢alismada bu alleli tasiyan bireylerin, Alman kizamik

hastaligma neden olan viriislere kars1 da hassas oldugu saptanmistir’”
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HLA-DQBI1 lokusunda HLA-DQB1*5 alleli ile PANDAS hastalig1 arasinda sinirda
anlaml bir iligski oldugunu, yaptigimiz istatistiksel analiz ile saptadik. PANDAS’l1 hasta
grubunda HLA-DQB1*5 alleli %53.7 oraninda bulunurken, kontrol grubunda ise % 31.6
oraninda oldugu bulunmustur. Univaryant analizi sonucunda, HLA-DQB1*5 allelini
tasiyan bireylerin, tagimayanlara nazaran 2.51 kat daha fazla oranda PANDAS’a yatkinlig1
tespit edilmistir (Tablo 15). Bu allelin daha ¢ok Adrenal Yetmezlik ile iliskili olarak ortaya
cikan Addison hastalizi” ve Nefrotik sendrom’ ile negatif iliskisi oldugu saptanmus
olmakla birlikte daha ¢ok Cin toplulugunu olusturan milletlerde intrakranial Anevrizma’
ve Guillian Barre sendromuyla’® da pozitif bir iliskisi oldugu gosterilmistir.

HLA-DRBI lokusunda yaptigimiz istatisksel analizde smirda anlamli iligki
saptadigimiz HLA-DRB1*4,-DRB1*8 ve HLA-DRB1*14 allellerinin PANDAS
hastaligiyla iliski gosterdigi saptanmistir. HLA-DRB1*4 alleli, hastaliga kars1 koruyucu
etki gostermekte ve PANDAS’I1 hasta grubunda bu allel % 14.6 oraninda bulunurken
kontrol grubunda % 34.2 oraninda bulunmaktadir (Tablo 16)

Yapmis oldugumuz univaryant analizinde ise bu allelin saglikli bireylerdeki varligs,
allelin olmadig bireylere nazaran hasta olma olasiligini 3.03 kat azalttig1 tespit edilmistir.
Ancak literatiir ¢galismasinda erkek bireylerde bu allelin daha yiiksek frekansta oldugunu
saptamamiz nedeniyle, ¢alismamizdaki kontrol ve PANDAS hasta grubundaki cinsiyet
dagilimmim homojen dan kaynaklandigin diisiinmekteyiz’’.

HLA-DRBI1*4 alleli ile E. Coli ve Epstein-Barr virilisiine ait ¢esitli molekiiller
arasinda Ozellikle HLA’nin antijen baglama bdlgelerine uyan aminoasit dizi benzerlikleri
gosterilmistir. Bu dizileri tagiyan sentetik peptidlere karsi da spondilartropati ve romatoid
artritli hastalarda immiin yanit saptanmistir. Bu bulgular, molekiiler benzerlik kurami
(molekiiler mimikri) bakimindan onemlidir’.

HLA-DRBI1*8 allelinin kontrol grubunda hi¢ saptanmamasina karsiik PANDAS’I1
hastalarda % 14.6 oraninda bulunmasi, bu allelin 6nemli bir indikatér olabilecegini
diisiindiirmektedir.

HLA-DRBI1*14 allelini tasiyan bireylerin, tagimayanlara gére PANDAS olma
olasilig1 arasinda anlamli bir iliski bulunmustur. Hasta olan grupta bu allel % 29.3 oraninda

bulunurken kontrol grubunda bu oran % 10.5’tir. Univaryant analizinde, HLA-DRB1*14
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alleli tasiyan bireylerin PANDAS olma riskinin bu alleleli tasimayanlara gore 3.52 kat
arttirdig1 tespit edilmistir.

HLA-DRBI1*14 alleli ile hiicresel immiinitenin énemli bir kismini olusturan anormal
T hiicre diizenlenmesi (otoimmiinite) arasinda dogrusal bir iliski bulunmasiin yani sira
Sarkodiazis gibi paraziter hastaliklarla da kuvvetli bir iliskisi gosterilmistir”.

Calismamizda HLA-DRB3, -DRB4, -DRBS5 lokuslarin, yaptigimiz istatistiksel
analizlerde PANDAS’11 hastalar ve kontrol grubuyla bir iligki tespit edilememistir (Tablo
17,18,19).

Yaptigimiz multivaryant analizi sonucunda HLA-B*18 ve HLA-DRBI1*14
allellerinin, bireylerin PANDAS olup olmamasinin rolii iizerinde en etkin 2 allel oldugu
saptanmistir. PANDA’s hastaliginda sadece bu iki allele bakarak elde edilecek bilgi
dogrultusunda hastalarin % 65’nin dogru sekilde tanimlanmasinin miimkiin olabilecegini
saptadik. Buna gore bu 2 allelin ortak degerlendirilmesi sonucunda HLA-B*18 alleli varligi
bireyin saglikli ¢ikma olasih@ini, bu alleli tasimayan bireylere gore 11.424 kat arttirdig
(%95 giiven araligi 2.10- 62.25) tespit edilmistir.

HLA-DRBI1*14 allelini tasiyan bireylerin hasta olma olasiligin1 bu alleli tagimayan
bireylere nazaran hastalik olma riskini 4.77 kat arttirdig1 % 95 giiven aralig1 1.14- 19.99 ile
saptanmistir. Univaryant analizde anlamli bulunan diger genler, multivaryant analizde bu
iki genden daha ¢ok etkili olmadiklari i¢in anlamli olmadiklar1 seklinde degerlendirilmigtir

Bagisiklik cevabinin diizenlenmesi ile etkenlere karsi asirt hassasiyet ve direng
gelisiminde etkili olan MHC sistemini olusturan gen lokuslarinin ve haplotip kaliplarinin
degisik secilim baskilar1 altinda oldugunu, bu konuda yapilan ¢ahismalarda gorebiliyoruz®.
Bu nedenle belirli allellerin veya haplotiplerin belirli populasyonlarda yiiksek frekansta
olmasmin bireye kazandirdig1 avantajlar kadar, sansa bagl genetik siiriiklenmeyle, gog
hareketleriyle(populasyon i¢ine veya disma) iliskili olabilceginin yani sira, MHC sistemi
icerisinde yer alan tek tek genlerin bir aradaki uyumunda da énemli oldugunu g6z 6niinde
bulundurmamiz gerektigini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak; PANDAS hastalig1 ile MHC haplotip iliskisi bakimmdan; HLA-B*18,
HLA-DRB1*8, HLA- B*51, HLA- DRB1*14, HLA- DRB1*4 ve HLA-DQB1*5 ve HLA-
A3 allellerinin PANDAS hastalig1 ile ¢ok onemli iliski gosterdigini saptamis olup,
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bunlardan 6zellikle, HLA-DRB1#*8 allelinin kontrol grubunda olmamasi nedeniyle ¢ok

onemli bir indikator olabilecegini 6nermekteyiz.
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EKLER

EK-1. Molekiiler Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

a) % 70 Etil Alkol Hazirlama
° 70 ml %100°1iik etil alkole
. 30 ml saf su eklendi

. Oda 1s1sinda muhafaza edildi.

b) 1XTBE Hazirlama

J 100 ml I0XTBE’ye 900 ml bidistile su eklendi.
° Elektroforez tankina konularak kullanildi.

c) 5’lik Agaroz Hazirlama

o 2.5 gr agaroz tartild1.

o 100 mI’lik behere konuldu.

J Uzerine 100 ml 1XTBE eklendi

J Mikrodalgada agaroz 1 XTBE igerisinde eritildi.

o Uzerine 2 damla Ethidium Bromid eklendi ve karistirildi.

° Kullanilmak tizere elektroforez tankina aktarildi.
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EK-2. PCR

Giiniimiizde PCR olarak bilinen, in vitro DNA amplifikasyonunu ilk kez 1974’te
kimyasal gen sentezine alternatif olarak Panet ve Khorana tarafindan tanimlanmistir. Bu
yontem admi, 1985’te tek kopya genlerinin cogaltilmasini tanimlayan, Mullis ve
arkadaslarindan almistir. Bu tarihte ilk defa Saiki ve arkadaslar1 tarafindan orak hiicre
anemisinin teshisi amaciyla gelistirilmis ve kullanilmistir. 1988 yilinda Thermus aquaticus
adl1 bakteriden yiiksek sicakliklara dayanikli DNA polimeraz enziminin izole edilmesi ve
bu enzimin DNA amplifikasyonu ic¢in kullanilmasi, PCR’in kullanim alanlarini
genisletmigtir.

1980°’li willarin ortalarinda gelistirilmesinden sonra temel molekiiler biyolojik
arastirmalarda (klonlama, dizi analizi ve DNA haritalamas1 gibi) ve bir¢cok hastaligm ( Orak
hiicre anemisi, kistik fibrosis, fragile X sendromu, AIDS, 16semi vb.) DNA temeline
dayanan tanilari i¢in de klinik tipta, hizla kullanilmaya baslanmistir. PCR ile insan genomik
DNA'’s1 gibi kompleks DNA kaliplarindan, spesifik DNA pargalarinin sentezinin birkag
saat icinde gerceklestirilebilir hale gelmesi, bu teknolojinin yayginlasmasina neden
olmustur.

PCR, genetik materyaller (DNA ve RNA iizerinde secilmis, bir veya birden fazla
bolgenin, kimyasal olarak sentezlemis olan oligoniikleotid primerler ve saflastirilarak elde
edilmis olan Taq polimeraz enzimleri kullanilarak bir otomatik thermocycle sistem
yardimiyla in vitro sartlar altinda ¢ogaltilma metodudur.

PCR isleminde amag, dizilimi bilinen iki bolge arasinda bulunan bir DNA parg¢asini
amplifiye etmektir. DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri sentetik tepkimenin
primerleri olarak iki oligoniikleotid kullanilir. Bu niikleotidler tipik olarak farkli dizilere
sahiptir. Bu oligoniikleotidler, kalip DNA’nin kars1 dizilerinde uzanan ve amplifiye olacak
DNA’nin parcasina estir. Kalip DNA ilk oOnce iki oligoniikleotidin ve dort
deoksiriboniikleozid trifosfatin (dANTP) varliginda 1styla denatiire edilirler. Daha sonra
tepkime karigtminin 1sis1, oligoniikleotid primerlerinin kalip dizilere yapismasi igin

diistiriiliir. Primerler yapistiktan sonra uygun sicakliga ¢ikarilarak DNA polimeraz enzimi
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ile uzatilir. Denaturasyon, annealing(yapisma) ve DNA sentezi dongiileri bir ¢ok kez
tekrarlanir. Amplifikasyonun bir dongiisliniin {irtinleri bir sonraki agama i¢in kalip goérevi

gordiigiinden her bir dongii temel olarak DNA iiriiniiniin miktarini ikiye katlar®'.

2.1. PCR’1n Mekanizmasi

PCR, c¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde, hedef dizilere iki oligoniikleotid primerin
baglanmasi ve uzamasi prensibine dayanir. Oligoniikleotid primerler, kalip DNA molekiilii
yiiksek sicaklikta denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri {izerinde
kendilerine komplementer olan bolgelerle melezlenirler. Primerlerin, spesifik olan hedef
dizilerle birlesmesi diislik sicaklikta olur. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort
esit ANTP varliginda primerin 3' OH ucundan uzamasini saglar. Boylece kalip DNA
ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur.

Bir PCR dongiisii, denaturasyon, primerlerin baglanmsi (annealing) ve uzama
(extansion) olarak adlandirilan {i¢ asamadan olusur. Bu ii¢ asamanin ard arda takrarlanmasi
ile DNA fragmentleri katsayisi artar. Bu iissel artisin nedeni, bir dongii sonucu sentezlenen

iriiniin, ardigik dongiide, diger primer i¢in kalip goérevi yapmasindan kaynaklanir.

2.2. PCR’1n Basamaklari

Polimeraz zincir reaksiyonunun bir dongiisti 3 basamakta gergeklesir.

2.2.1. Denaturasyon
Cift zincirli DNA molekiiliiniin sicaklikla ayrilmasidir. G + C’ce zengin dizilerde
denaturasyon 1sis1 artabilir. Denaturasyonun tam olmamasit verimi diisiiriir ve DNA’nin

uzun siire yliksek sicaklikta bekletilmsi ise DNA polimeraz aktivitesinin diistirtir.
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2.2.2. Primer Yapismasi (Annealing)

Primer yapigmasi i¢in gerekli olan sicaklik hesaplanirken, her bir Adenin (A) ve
Timin (T) i¢in 4 °C alinir. Yapisma sicakligi 55-72 °C arasinda degisir. Primer yapismasi
icin gerekli zamanin uzunlugu ve uygulanacak 1s1, amplifikasyon primerlerinin baz

icerigine, uzunluguna ve derigimine baglh olarak degismektedir.

2.2.3. Zincirin Uzamasi (Extansion):

Zincir uzamast 5’—3’yoniinde olup, uzama hizi 35- 100 niikleotid/ sn’dir. Uzama
zamani; hedef dizinin derisimine uzunluguyla orantilidir. En uygun sicaklik 72 °C de 1
dk’dwr. 1 dk’da 2 kb’a kadar uzama gerceklesebilir. Dongii sayisi, baslangicta kalip olarak
kullanilan DNA konsantrasyonuna baglidir. Tek DNA ile baslandiginda en fazla 40 dongi,
cok DNA ile baslandunda ise ideal dongii sayis1 30 olmalidir.

2.3. PCR Temel Bilesenleri
PCR reaksiyonunun gerceklesebilmesi i¢in gerekli maddeler; kalip DNA, primerler
(oligoniikleotidler), dNTP karisimi, DNA polimeraz enzimi, Mg ve PCR tamponudur.

2.3.1. Primerler (Oligoniikleotidler)

Sec¢ilmis primer dizilimi, PCR {irlinliniin biiyiikliiglinii ve yerini tanimlar. Genel
olarak primerler 20-30 niikleotid uzunlugundadir. Tipik primerler ise % 50- 60 G+C
bilesimine sahip 18- 28 baz uzunlugundadir. Primer tasarimi yapilirken, gogaltilmasi
istenen DNA dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinmaktadir. Bu
bolgelere tamamlayici olan primerler tasarlanir. Kullanilacak primerler yalnizca amplifiye
edilecek bolgeye spesifik olmalidir. Konsantrasyonlar1 0,1 ile 0,5 mM arasinda degisebilir.
Bundan daha biiyiik konsantrasyonlara sahip primerlerin kullanilmas: kalintiyr arttirir ve

hatal1 dizilimlere sebep olabilir.
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2.3.2. ANTP:

Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) polimerizasyon
asamasinda gorev alirlar. Taq DNA polimeraz, diisiik dNTP konsantrasyonlarinda (10-100
mM) kaliba uygun dogru bazlart se¢gmede daha basarilidir. Ayrica optimal dNTP
konsantrasyonu;  MgCl,  konsantrasyonuna, reaksiyon  kosullarina,  primer

konsantrasyonunnuna, ¢ogaltilmig iiriiniin biiylikliigline ve PCR dongii sayisina baghidir.

2.3.3. Kalip DNA
PCR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lar1, ¢esitli genler ve hatta herhangi
bir DNA pargasi kalip olarak kullanilabilir. Kalip DNA’daki hedef dizilerin konsantrasyonu

degiskenlik gosterir ve genellikle arastirmacilarin kontrolii altinda degildir.

2.3.4. Taq DNA Polimeraz

Thermus aquatiqus’tan elde edilen 1siya dayanikli bir enzimdir. Enzim
5’—3’aktivitesine sahiptir. 3°’— 5’ekzoniikleaz aktivitesi yoktur. 5,9 Dolayisiyla sentezin
yonii 5’uctan 3’uca olup, primerin serbest 3’OH ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik
etkileri nedeniyle, fosfodiester baglarmin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu

saglanir.

2.3.5. Mg"? Derisimi
Mg iyonlarn dNTP’ler ile ¢bziinebilir kompleksler olustururlar, polimeraz
aktivitesini stimiile ederler ve primer- kalip DNA hibridizasyonunu saglarlar. Bu nedenle

MgCly’iin PCR’1n 6zgiilliigli ve {iriin verimi iizerinde etkisi ¢ok biiytiktiir.
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2.3.6. PCR Tamponu

PCR’da kullanilan tamponlar arasinda DNA polimeraz enzimlerine 6zgii olanlar daha
yaygindir. PCR i¢in uygun olan tampon 10-50 mM arasinda degisen Tris- HCI’dir.
Tampunun pH’s1 8,3- 8,8 arasinda degisir. Bu tampona 50 mM kadar KCI ¢oeltisinin

eklenmesi primer yapismasini kolaylastirir®>.
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EK-3 Hasta Degerlendirmede Kullamilan Yontemler

3.1. Enfeksiyon Hastalhiklarinin Kaydi

Olgularin demografik bilgilerinin yani sira, enfeksiyon ve romatizmal hastalik dykiisii
kaydedilmistir. Cocuklarda “sik enfeksiyon oOykiisii (yilda 6 kereden sik tonsillit)”,
“tonsillektomi Oykiisii”, “enfeksiyon hastaliklarinin ardindan belirtilerde alevlenme
Oykiisii”’; sorgulanmistir. Ayrica ailelerde ise romatizmal ates, romatizmal Kkardit,
Sydenham koresinden birini igerecek bi¢imde, “ailede romatizmal hastalik ykiisti” ile ilgili

bilgiler kaydedilmistir®.

3.2. Psikometrik Ol¢iim Araclan

3.2.1. Washington Universitesi Cocuk ve Gengler i¢in Duygudurum Bozukluklar

ve Sizofreni Olcegi (WASH-U-KSADS)

Cocuk ve genclerde psikiyatrik tanilarin belirlenmesi ig¢in kullanilan yan
yapilandirilmis goriisme formudur. Tanilarin DSM-IV tani Olgiitlerine gore ve belli bir
standartta konmasmi saglayan form 1997 yilinda Kaufman ve arkadaslari tarafindan
gelistirilmistir. Tiirkge gegerlilik ve giivenirlik ¢aligmalar1 Gokler ve arkadaglar tarafindan

2004 yilinda yapilmistir®,

3.2.2. Cocukluk Cag: Yale-Brown Obsesif Kompulsif Skala (CYBOKYS)

OKB tanisini ve belirti siddetini belirlemek amaciyla tiim diinyada sik kullanilan yar
yapilandirilmis goriisme formudur. Scahill ve arkadaglart tarafindan 1997 yilinda
gelistirilen 6lglim aracinin Tiirkge gecerlilik ve giivenirlik ¢alismasi Yiicelen ve arkadaslar
tarafindan 2000 yilinda yapilmistir. Obsesyon puani, kompiilsiyon puani ve toplam puan

, , L g . 1. 8586
olmak iizere ii¢ puan iizerinden degerlendirilir
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EK- 42009 Yilina Ait Tammmlanmis HLA allelleri

Tablo 20 2009 yili Temmuz ayina ait tammlanmus biitin HLA allelleri®’

[4+01010101]
A*D1010102N
A7010102
A7D10103
A*D10104
A*D10105
[4+0102
(470103
AFD104M
A*0108
420107
A*0108
40108
70110
011N
420112
A°0113
A0114
A7D115M
A*D116M
0117
A*0118M
40118
70120
420121
ATD122M
A0123
A01H
70125
ATD128
A*D127M
40128
40179
A0130
013N
0132
420133
AD134N
ATD135
ATD137
[4*02010101]

A*2010102L
402010103
A020102
A020103
A020104
A020105
A020106
AT20107
4020108
A*020109
A020110
A*020111
A020112
AT20113
A020114
A20115
A2011T
AT20118
A020119
£020121
A020122
A0202
A*020301
A020302
[£*0204]
[A*020501]
[A*020601]
A020602
A020503
A020604
4020605
A*020606
[4*0207]
A0208
440208
AT210
[A*0211]
AI212
A0213
£0214
AT215M

AT216
A7
AT21702
AT218
470219
AT22001
AT22002
ATT221
AT22201
A*022202
AT0224
AT225
40276
ATT227
A28
470229
AT0230
A3
AT232M
A0233
AT0234
AT23501
4023502
AT023503
AT0236
AT0237
AT236
AT0239
AT240
AT241
AT242
AT243N
A0244
AT245
A0246
AT0247
AT245
AT0249
AT250
A0251
40252

AT253N
40254
4255
4025601
AT025R02
40257
40256
40250
40260
40261
40262
40263
40264
ATI265
A0266
40267
40268
AT260
470270
AT
AT2T2
ATI2T3
4027401
4027402
40275
AT02TE
AT
40278
AT279
40230
40231
AT232N
AT0233N
A28
40235
40236
40287
AT236N
40230
40240
40291

470292
470793
AT0294N
470295
470298
470297
470295
[A703010101]
4703010102
4703010103
47030102
47030103
47030104
47030105
47030106
47030107
47030105
47030109
47030110
470302
AT0303M
40304
470305
470308
470307
470308
470303
470310
AT0311N
470312
470313
470314
470315
470318
470317
470318
470313
470320
ATDA21M
40322
470323

A20324
A%0325
A70326
A0327
£0328
£0329
£70330
£70331
470332
470333
£20334
A20335
A*0336N
A70337
£0338
£20339
A20M0
AT
A7032
A70M3
AT0M4
A%0M5
ATDME
AM0347
A*0350
A*0351
A*0355
[A*110101]
A*110102
£7110103
A*110104
A*110105
A*110108
A2110107
A7110108
A*110109
A2110110
A*110201
A2110202
47110203
A21103
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AF1104
AF1105
A1108
AR107
A1108
A*1109
A0
AR
AR2
AM113
AR114
AF11501
A*111302
AF118
ARINT
A*118
AR113
AR120
AFTT21N
ARZ2
AM123
AF112401
Ar112402
AF125
AF128
AH12T
AF123
AF1130
AT
AR132
AF133
A1
AF135
A1135
AR3T
AF1138
AF1138
AF1140
AM141
AT1142
A*1143
A*1144
[A7230101]
A2302
Ar230301
Ar230302
AFZ304

A*2305
A*2306
AZ30TM
A*230EM
A*2309
A*2310
AN
A2312
A*2313
A¥2314
A*2315
A*2316
AR23TT
AY2318
AR23180
AT2320
A3
[A*24020101]
[A*240201020]
A*240202
A*240203
A*240204
A*240205
A*240208
Ar240207
A¥240208
A*240205
A*240210
A%240211
A*240212
A240213
Ar240214
A*240215
A*240218
A240217
Ar240220
[A*240301]
A*240302
A*2404
A*2405
A*2408
[4*2407]
A*2408
A*2408M
A%2410
A2411N
A*241301

A*241302
A2414
A*2415
[A*2417]
A*2418
2419
A*2420
A*2421
2422
2423
2424
A*2425
A2425
2427
A*2425
A*2429
A*2430
A2431
2432
2433
A2434
A*2435
A2436N
2437
A2435
A*2430
A*2440N
A*2441
2442
A*2443
A*2444
A2445N
A*2445
2447
A*2448N
A*2449
A*2450
A*2451
A*2452
A*2453
2454
A*2455
2458
2457
2455
A*2455
A*2450N

A*2461
A*2462
A*2463
A*2464
A*24665
A*2467
A*2468
A*2469
A*2470
AT24T
A*2472
A*2473
AT24T4
A*2475
A*24T5
A*24TT
A*2478
A*2479
A*2480
A*2481
A*2482
A%2483N
A%2484N
A*2485
A*248EN
A%2487
A*2488
A*2489
A*2490N
A*2491
A*2492
AT2493
A*2494
A*2495
A*2495
A*2497
A*2498
A*2499
[A*250101)
A*250102
A*2502
A*2503
A*2504
A*2505
A*2508
A*2507
A*2508

[A47260101]
Ar260102
Ar260103
Ar260104
Ar260105
Ar260106
Ar260107
A*260108
Ar2602
A*2603
Ar2604
A*2605
A*2606
Ar260701
Ar260702
A*2608
Ar2603
A*2610
AF2E11N
AF2612
AF2E13
AF2614
AF2613
AF2616
AF2E1T
A*IE18
ik
Ar2620
ArIEN
Ar2622
A*2623
Ar2624
AF2G25N
Ar2626
AF262T
A*2628
Ar2629
A*2630
Ar2631
Ar2632
A*2633
AF2634
A*2635
A*2636
A*IE3T
A*2638
A*2640

[4+2901
2229014
2229014
A+2902(]
A+2902(]
A+2902(]
£+2803
£*2804
A*2805
A¥2006
A+2807
£*2803
A72509
£+2910
222911
422912
£22913
A+2914
A+2915
A+2915
A+2917
£+2913
422919
[£+3001
£+3001d
A+30024]
A+30024
A+30024
22300211
£+3003
£+3004
A*3006
A*3007
£+3003
£*3009
£+3010
2+3011(]
2+3011(]
£+3012
243013
2230141
A43015
243018
43017
253013
£+3019
£+3020

67



Ar3022
Ar30Z3
Ar3024
Ar3023
Ar3028
AF30ZTH
Ar3028
[A*310102]
AI0103
AF302
Ar3103
AFI04
AF303
Ar3108
Ar307
AF3108
AF3109
A3N0
A3
AF3N2
A3
AFIT14N
A3
AF3118
AT
A3
AF3119
AF20
AR
ArN22
A3
A2
ATH25
A0
Ar320102
AF320103
AF3202
AF3203
Ar3204
AF3203
Ar3208
AF3207
Ar3208
AF3209
AF3210
A3I10
Ar3212

A*3213
A*3214
A*3215
A*3216
AX3217
A*3218
A*IZON
[A*330101]
[A*330301]
A*330302
A*330303
A*3304
A*3305
A*3306
A*3307
A*3308
A*3309
A*3310
A*3311
A*3312
A*3313
A*3314
A*3315
A*3316
A*3317
A*3318
A*3319
A*3320
A*3321
A*3322
A*3323
AT3324
A*3325
A*340101
A*340102
[A*3402]
A*3403
A*3404
A*3405
A*3406
A*3407
A*3408
[A*3601]
A*3602
A*3603
A*3604
[4*4301]

[A*GE01]
ATGE02
ATGE03
AT6604
ATG603
ATGE06
ATGEOT
ATGE03
A*G609
A6610
[A%680101]
[A*680102]
ATGB0103
ATGE0104
ATBBO010S
ATGE0106
ATGEO0N0T
ATGRO020101
AT§8020102
ATGB020103
ATGR0202
ATGB0301
ATGB0302
ATGE04
ATGE05
A*GE06
ATEO7
ATGE0301
A*680302
ATGE09
AT810
ATBETIN
AT6812
ATGB13
ATB14
ATGB15
ATGB16
ATGR1T
ATBE1EN
ATG819
ATG820
AT6E21
Ar822
ATGE23
ATGE24
ATGE235
ATGE26

A*GR2T
AG325
AY6829
A*6330
AG33
A*G332
AYEE33
A*G334
AG335
AG336
AYEE3T
AG335
A*6339
A*G340
AT6B41
A*G342
A*GR43
AvGR44
AYGB45
AGR46
A*6B47
A*6843
[4*6901]
[447401]
A*T402
AFTA03
A¥T404
AFT405
ATA06
AYT407
AYTA08
A*T409
AT410
ATA1
ATTA12N
AT413
AMT414N
[4+8001]
A2
A*5202
A*5203
A*G204
A0S
AG206
A*B207
A5205
475209

429210
429211
479212
A99213N
429214
429215
A%9218
429217
429213
429219
479220
429221
429222
429223
49224
AG225N
429225
429227
49228
429229
429230
429231
49232
429233
429234
429235
A9238
429237
429238
429239
A9240
499241
429242
429243
A9244
429245
429245
429247
A9248
429249
429250
429751
A9252
429253
429254
429255
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A*9257
A*9269
AT
AMG2T1
AM2TT
AMG2TE
AT
[B*070201
B*070202
B*070203
B*070204
B*070205
B*070206
B*070207
B*070209
B*0703
B*0704
B*07 0501
B*070S02
B*070303
B*0706
B=0707
B*0708
B*0709
B=0710
B0711
B*0712
B0713
B*0714
B0713
B0718
B=0717
B*071801
B*071802
B07149
B+0720
B+0721
Be072201
Br072202
B0723
Be0724
B*0725
B*0726
Be07aT
B*0728
B07239
B*0730

68




073
B*0732
Y0733
B 0T
B*0735
B*0736
Y0737
B*0738
B*0738
B*0740
B*O741
B*0742
B*0743
B*0T44
B*0745
B*0746
B*074T
B*0748
B*0745M
B*07S0
B*0751
B*07S2
B*07S3
Be07S4
B*07S5
B*07S6
B*07ST
B*07S8
B*0758
B*07E0
B*0761
B*0762
B*0763
B*07E4
B*0785
B*07E6
B*OTETN
B*0768
B*0769
B0770
B0TT1
B0772
B0775
B0776
BOTT7
[B*D80101]
B*080102

B*080103
B*080104
B*080105
B*080105
B*0802
B*0803
B*0504
B*0805
B*0806
B*0807
B*Da08N
B*0809
B*0510
B*0511
B*081201
B'0513
B'0514
B'0515
B'0516
B'0817
B'0518
B*Da18N
B*0520
B*0521
B'0522
B'0523
B'0524
B'0825
B*0526
B*0827
B'0528
B'0529
B*D330N
B*0531
B'0532
B'0533
B'0534
B'0835
B'0536
B*0837
B'0538
B*0840
[B*130101]
B*130102
B*130201
B*130202
B*130203

B*130204
B*130205
B*1303
B+1304
B*1306
B*1307M
B*13060
B*1308
B*1310
B*1311
B*1312
B*1313
B*1314
B*1315
B*1316
B*1317
B*1315
B*1319
B*1320
B*1321
B*132201
B*132202
B*1323
B*1325
B*1326
[B*1401]
B*140201
B*140202
B*1403
B*1404
B*1405
B*140601
B*140602
B*1407M
B*1405
B*1409
B*1410
[B*15010101]
B*15010102N
B*150102
B*150103
B*150104
B*150106
B*150107
B*150108
[B*1502)
[B*150301]

[B+1504]
B*1505
B*1508
B*1507
[B+1508]
B*1509
[B*1510]
B*151101
B*151102
B*151103
B*1512
B*1513
[B*1514]
B*1515
B*1518
B*15170101
B*15170102
B*151702
B*1518
[B*1519]
B*1520
[B+1521]
[B+1523]
B*1524
B*152501
B*1526N
B*152701
B*152702
B*152703
B*1528
B*1529
B*1530
B*1531
B*1532
B*1533
B*1534
B*1535
B*1536
B*1537
B*1538
B*1539
B*1540
B*1542
B*1543
B*1544
B*1545
B*1545

B*1547
B*1545
B*1545
B*1550
B*1551
B*1552
B*1553
B*1554
B*1555
B*1556
B*1557
B*1558
B*1560
B*1561
B*1562
B*1563
B*1564
B*1565
B*1566
B*1567
B*1568
B*1569
B*1570
B*1571
B*1572
B*1573
B*1574
B*1575
B*1576
B*1577
B*157801
B*1575N
B*1580
B*1581
B*1582
B*1583
B*1534
B*1585
B*1586
B*1587
B*1588
B*1589
B*1590
B*1591
B*1592
B*1593
B*1594M

B*1595
B*1596
B*1597
B*1538
B*1548
B*180101
B*180102
B*180103
B*1802
B*1803
B*1804
B*1805
B*1808
B*1807
B*1803
B*1803
B*1810
B*1811
B*1812
B*1813
B*1814
B*1815
B*1817N
B*1818
B*1819
B*1820
B*1821
B*1822
B*1823N
B*1824
B*1825
B*1826
B*1827
B*1828
B*1829
B*1830
B*1831
B*1832
B*1833
B*1835
B*2701
[B*2702]
B*2703
B*270401
B*270402
B*270502
B*270503
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B*270504
B*270505
B*270506
B*270507
B*270508
B*270509
B*270510
[B*2706
B*2707
[B*2708]
B*2709
B*2710

B 2711
B*2712
B*2713
B*2714
B*2715
B* 2716

B 2717
B*2713
B*2714
B*2720
B*2721
B*2723
B*2724
B*2725
B*2726
B*2727
B*2723
B*2729

B 2730
B*2731
B*2732
B*2733
B*2734
B*2735

B 2735
B*2737
B*2733
B*2733
B*2740
Br2741
Br2742
Br2743
BrI744
Br2745
B*2746

B 2750
B*2751
B*2752
[6*350101]
B*350102
B*3350103
B*350104
B*350105
B*350106
B*3o0107
B*350201
B*3s0202
B*350202
B*350301
B*350302
[6*350401]
B*350402
B*350403
[B*3505]
B*3506
B*3507
B*350801
B*350802
B*350803
B*350801
B*350802
B*3510
B*3511
B*3512
B*3513
B*351401
B*351402
B*3515
[6*3516]
B*3517
B*3518
B*3519
B*352001
B*352002
B*3521
B*3522
B*3523
B*3524
B*3525
B*3526
B*3527
B*3528

B*3529
B*3530
B*3531
B*3532
B*3533
53534
B*3535
B*3536
B*3537
53533
B*3539
B*3540NM
B*3541
B¥3342
53343
53544
B¥35345
53546
53547
53543
53549
B*3550
B*3551
B*3552
B*3552M
53554
B*35355
B*3556
B*3557
53553
53559
B*3560
B*3361
B*3362
B*3363
B*3564
B*35650
B*3566
B*3567
B*356801
B*356802
B*3569
B*3570
B*3571
B*3572
B*3574
B*3575

B*3576
B*3577
B*3578
B*3579
B*3580
B*3581
B*3582
B*3583

B 3584

B 3585

B 3586

B 3557
B*3588
B*3589
B*3350
B*3591
B*3592
B¥3593
B*3594
B*3595
B*3597
B*3599
B*370101
B*370102
B*370103
B*370104
B*370105
B*3702

B 3703N
B 3704

B 3705
B*3706

B 3707
B*3703
B*3709
B*3710

B IT11
B*3T12
B¥3T13
B*3714
B*330101
B*350102
B*350201
B*350202
B*3303
B*3304
B*3305

B*3806
B*3807
B*3808
B*3809
B*3810
B*3811
B*3812
B*3813
B*3814
B*3815
B*3816

B 3817
B*3818
B*3819
B*35010101
B*3501010ZL
B*350103
B*350104
B*350105
B*350108
B*350201
B*350202
B*3503
B*3504
B*3505
B*350601
B*350602
B*3807
B*3508
B*3509
[B3510]
B*3911
B*3912
B*391301
B*351302
B*3914
B*3915
B*3916
B*3917
B*3918
B*3914901
B*3514902
B*3520
B*3522
B*3523
B*3524
B*3925N

B*3525
B*3527
B*3523
B*3529
B*3830
B*3831
B*3832
B*3833
B*3534
B*3835
B*3535
B*3837
B*33380
B*3333
B*3840N
B*3341
B*3342
B*3543
B*3544
B*3545
B*38545
B*3947
B*3948
B*3949
B*3950
B*400101
B*400102
B*400103
B400104
B400105
B*400106
B*400201
B*400202
B*400203
B*400204
B*400205
[B*4003]
B*4004
B*4005
B*40050101
B*40050102
B*400802
B*4007
[B°4003]
B*4009
B*4010
B4011
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B*4012
B*4013
B*401401
B*401402
B7401403
B*4013
B*4018
B*4013
B*4013
B*4020
B402
Br4022M
B*4023
B*4024
B*4025
B*4028
B*4027
B*4023
B*40239
64030
B*4031
Br4032
B*4033
B*4034
64035
64035
B*4037
640338
B*4035
B*4040
B4042
B*4043
B*4044
B4045
B*4048
B*4047
B*4043
B*4045
B4050
64051
B*4052
B4053
B*4054
B*4055
64055
B*4057
B*4023

B*4058
B*4060
B*4061
B*4082
B*4083
B*4084
B*4085
B*4066
B*4087
B*4088
4085
B*4070
B*4071
B*407201
B*407202
B*4073
B*4074
B*4075
B*4075
B*4077
B*4078
B*4075
B*4080
B*4051
4082
B*4083
B*4054
B*4085
B*4086
B*4087
B*4088
B*4058
B*4000
B*4091
4092
B*4093
B*4094
B*4095
B4096
B*4097
B*4098
[B*4101]
B*410201
B*410301
B*410302
B*4104
B*4105

B*4108
B'4107
B'4108
[B*4201]
B'4202
B*4204
B*420501
B*420502
B*4206
B*4207
B'4208
B*4200
B*4210
B*4211
B*4212
B*44020101
B*440201025
B*440202
B440203
5440204
B*440205
B*440208
B*440301
B*440302
B440303
B*440304
B4404
54405
B*4408
B4407
54408
B*4409
B'4410
B4411
B*dd12
B'4413
Bd414
B*4415
B'4416
B4417
B'4418
B4419N
B*4420
B4421
B'4422
B*4423N
B4424

54425
54426
54427
B*442801
5442502
54429
54430
54431
4432
B*4433
4434
54435
B'4436
54437
54438
54439
54440
B*4441
B4442
54443
B'4444
B4445
54445
B'4447
54445
54449
54450
54451
B*4452N
54453
B4454
B*4455
B*4456N
54457
B*4458N
54459
54460
B'4461N
54462
54463
B*446401
5446402
B*4485
B*4466
B*4467
B*4469
[B°4501]

54502
574503
B*4504
54505
54505
B*4507
54508
574503
5460101
5460102
B4602
54603
54604
54605
54605
B*4607N
54605
54603
84610
4611
54612
57461301
B*461302
54614
B74615N
54616
54617
54615
B*4619
B*4621
[B*47010101]
47010102
[B4707]
B*4703
B*4704
B*4705
5480101
5480102
[B74802]
5480301
5480302
Br4804
54805
574805
54807
54805
574803

B*4810
B*4811
B*4812
B*4813
Br4814
B*4813
B*2816
B4817
B*4815
B*2815
B*450101
B=450102
Br4502
B*4503
Br4504
B*4305
[B*3001]
B*3002
B*5004
[B*510101]
B*=10102
B*510103
B*310104
B*=10105
B*510106
B=310107
B*510108
B*510109
B*510201
Br&10202
B*510203
B*=10204
B*5103
B*5104
B*3103
[B*5108]
B*3107
B*3103
B*5104901
B*310802
B*3110
B*5111M
B*3112
B*511301
B*511302
B*3114
B*5115

71




B*3116
B*5117
B*3118
B*5113
B*53120
Br5121
Br3122
B*5123
Br512401
B*512402
B*53126
B*5127H
B*3128
B*5129
B*5120
B¥5131
Br5132
B*53133
Br5124
B*53133
B*5128
B*53137
B*5138
B*53135
B*5140
Br3141M
Br5142
Br53143
Br5144mM
B*5143
B*5145
Br5148
Br5145
B*5150
B*3151
Br5152
B*53153
Br5154
B*53153
B*5158
B*3157
B*5158
B*53155
B*5160
B*3161
Br5162
B*53163

B°5164
B"5165
[B*520101]
B*520102
B*520103
B*520104
B5202
B*5203
B5204
B*5205
B*520601
B*520602
B*5207
B*5208
B*5209
B*5210
B*5211
B*5212
B*5213
B*5214
[B*530101]
B*530102
B*530103
B*530104
B*5302
B*5303
B*5304
B5305
B*5306
B*5307
B*5308
B*5309
B*5310
B*5311
B*5312
B*5313
B*5314
B*5315
B*5316

B 5317
B°5318
[B*5401]
B5402
B*5403
B5404
B*5405N
B*5406

B*5407
B*S408M
B*5400
B*5410
B*5411
B*5412
B*5413
B*5414
B*5415
B*S416
B*5417
B*5418
B*5419
B*550101
B*550102
B*550103
B*550104
B*550201
B*550202
B*550203
B*5503
B*5504
B*5505
B*5507
B*5508
B*5500
B*5510
B*5511
B*5512
B*5513
B*5514
B*5515
B*S516
B*S5517
B*5518
B*5519
B*5520
B*5521
B*5522
B*5523
B*5524
B*5525
B*5526
B*5527
B*5528
B*5529
B*5530

B*5531
B%5532
B*5533
B%5534
B*5535
[B*5501]
B*5602
B*S503
B*5604
B*S50501
B*S80502
B*S506
B*5607
B*S508
B*5609
B*S510
85611
B*5612
B*5613
B*5614
B*5615
B*5616
B*S617
B*5613
B*SE19M
B*5620
5521
B*5622
523
B*5624
B*S70101
B*570102
B*S70103
B*5702
B*570301
B*570302
B*5704
B*5705
B*5706
B*5707
B*5708
%5709
B*5710
55711
B*5712
B*ST13
B*S5714

B*5715
85716
B*5717
85718
B*5719
8580101
B*580102
[B*5802]
Be5804
85805
B*5808
85807
B*5803
55809
BS310N
55811
Bsa12
B*5813
B5814
B*5815
85816
BSE1TN
85818
B°5819
85820
B*5821
[B*5501]
B*5502
55503
B*5504
B*5905
[B*670101]
8670102
86702
[B7301]
[B7801]
B*780201
B*780202
B*7803
87804
B*7805
87808
[BE101]
58102
B°B103
BB104N
[B8201]

B*8202
B*8301
B*3301
Brg202
B*33503
Br5504
B*33505
B*5506
B*3307
B*5508
B*33505
B*5510
B*3511M
Brg512
B*8513
BrG514
B*3515
B*3316
B*3517
B*3518
B*5513
B*3520
B*5521
B*3522
B*8523
B*3524
B*8525
B*3526
B*g527
B*3528
B*8525
B*5531
B*g532
B*8533
Br3534
B8535
B*3536
B*8537
B*3538
B*8539
B*3340
B*5541
Br3542
BrG543
Br3544
BrG545
B*3546
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Br2547
Br2343
B554aM
B*3550
Br2351
B*9552
B*9553
B*9554
B*9555
B*9556
B*9557
B*9558
B*9559
B*9560
B*9561
B*9563
B*9564
CwD10201
CweD10202
Cw*010203
CwD10204
Cw*D10205
Cw*010206
Cwr0103
Cw D104
Cwe D105
Cw*0106
Cw 0107
Cwe D108
Cw 0108
Cw*0110
CwrD111
CweD112
Cwr0113
Cw D114
Cwe D115
Cw* 0116
Car 0117
CwD118
Cw 0118
Cw*0120
Cwr D121
CweDi2z
Cw 0123
Cw 0124
Cw*0125
Cw 0126

Cw'0127
Cw'0128
Cw 020201
[Cw*020202]
Cw 020203
Cw 020205
Cw 020206
Cw'020208
Cw 0203
Cw 0204
Cwr0203
Cw 0208
Cw 0207
Cw 0208
Cw 0209
[Cw0210]
Cw 0211
Cwr0212
Cw 0213
Cw 0214
Cwr0215
Cw 021601
CwD21602
Cw 0217
Cwr0218
Cw 0219
Cw 0220
Cw0221
Cw 0222
Cw 0223
Cw'226
Cw'0227
Cw 030201
Cw 030202
Cw030203
[Cw*030301]
Cw 030302
Cw 030303
Cw 030304
Cw 030305
[Cw030401]
[Cw*030402]
Cw 030403
Cw 030404
Cw030405
Cw 030405
Cw 030407

Cw*0305
Cw*0306
Cw 0307
Cw 0308
Cw*0303
Cw310
Cw 031101
Cw*031102
Cwr0312
Cw 313
Cw D314
Cwr0315
Cw316
Cw 03T
Cw*0318
Cw319
Cw 320N
Cw*D321
Cw*0322Q
Cw323
Cw D324
Cw*0325
Cw326
Cw327
Cw*0328
Cwr0329
Cw 0330
Cw*D331
Cwr0332
Cwt333
Cw334
Cw*0335
Cwr0336
Cw 337
Cw*D33801
Cw+033802
Cw339
Cw 340
CwrD31
Cw342
Cw 134301
Cw 034302
Cwr0344
Cw345
Cw D345
Cwe D47
Cw348

Cw 0345
Cw*0350
Cw*0357
Cw*0358
Cw*0359
Cw*0360
Cw*0361
Cw* 04010101
Cwr04010102
Cw 04010103
Cw*D40102
Cw 040103
Cw 040104
Cw*040103
Cw 040106
Cw 040110
Cwr0403
Cw*D40401
Cw 040402
Cwr0405
Cw*D408
Cw 0407
Cwr0408
CwD403M
Cw D410
Cw D411
CwrDe12
Cw D413
Cwr D414
Cw*041501
Cw*D41502
Cwr D416
Cw 17
Cw 0418
Cw 415
Cw D420
Cwr0423
CwrDa24
Cw D425
Cwr0428
Cwr0a27
Cw D425
CwrD429
Cwr0430
Cw*D431
Cwrp432
Cwr0433

CwrDg434
Cwe435
Cw*0436
Cwr0437
Cw 0438
Cw* 0440
Cw 0441
Cwe0s010101
Cwr0s010102
Cw030102
Cw*050103
Cwe0s0104
Cw*050105
Cw*0303
CweDsD4
Cw*0305
Cw*0306
CweDS07TN
Cwe0s08
Cw*0509
Cwes510
CwDs 1
Cw*0512
Cw*0313
Cweds14
Cwels15
Cw*0316
Cwe ST
Cwels18
Cw*0519
Cw*0320
CweDs21
Cwe0s22
Cw*0323
Cw 0524
Cw 0525
Cw*06020101
Cw*06020102
Cw*DB0203
Cw*D803
Cw0604
Cwe0B05
Cwe0606
Cw*0e07T
Cwe 0608
Cwe0609
Cw*0610

Cw* 0611
Cw*0B12
Cw*0B613
Cw*DB14
Cw*0B15
Cw*DE16M
Cw*0B17
Cw*0618
Cw*0B18
Cw*0620
Cw 0622
Cw*0623
Cw*0624
Cw*07010
Cw*070103
Cw*070103
Cw*070104
Cw*070109
Cw*070104
Cw*070107
Cw*070104
Cw*070109
Cw*07020
Cw*07020
Cw*07020
Cw*070203
Cw*070203
Cw*0T0204
Cw 070204
Cw*070204
Cw*0703
Cw* 07040
Cw*070403
Cw*070403
Cw*0705
Cw*0708
Cw*07o7
Cw*0708
Cw*0703
Cw*0710
Cw*07 11
[Cw*0712]
Cw* 0713
Cw*0714
Cw*0715
Cw* 0718
Cw*0717
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Cw*O718
CwD718
Cw*0720
Cw*0721
Cwi7z2
Cw*D723
Cw'D724
CwD725
Cw*D726
Cw*D72701
Cw*072702
CwD728
Cw*D729
Cw*D730
Cw*0731
Cw*07T3ZN
Cw*0733N
CwD735
Cw*D736
CwD7ar
CwD738
Cw*D738
Cw*0740
Cw*0741
Cw'DT42
Cw*D743
CwD744
Cw*D745
Cw*D746
CwO747
Cw*D748
Cw*D748
Cw*D730
Cw*O751
Cwi7az
Cw*D7s3
CwD7sd
Cw*0755N
Cw*D73601
Cw* 075602
CwD7ar
CwD738
Cw*D738
Cw*D7e0
Cw*07E1N
Cw*i7e2
Cw*D7e3

CwOT84
Cw*0765
Cw*0766
CwOT87
Cw0768
Cw0T63
CWOTT0
CwoTT1
Cw0TT2
CwOTT3
Cw0TT4
[Cw*080101)
CwDB0102
[Cw*0802]
Cw*080301
Cw*080302
[Cw 0804]
Cw*0805
Cw*0805
Cw*0807
Cw*0805
Cw*0809
CwDa10
CwDa11
Cw0a12
Cw0813
CwDB14
CwDB15
CwrDB16
CwDB17
CwDB13
Cw0819
Cw0820
Cw0821
Cw'0822
Cw*0823
Cw*0824
Cw*0825
Cw*0826N
Cw0827
Cw120201
Cw120202
Cw120203
Cw* 12030101
Cw*12030102
Cw*120302
Cw*120303

Cw*120304
Cw*120305
Cw*120306
Cw*120401
Cw*120402
Cw*1205
Cw*1206
Cwe1207
Cw*1208
Cw*1208
Cw1210
Cw1211
Cw1212
Cw*1213
Cw121401
Cw*121402
Cw*1215
Cw*1218
Cw 1217
Cw*1218
Cw1218
Cw*1220
Cw1221
Cw*1222
Cw140201
Cw*140202
Cw*140203
Cw*140204
[Cw™1403]
Cwr1404
Cw*1405
Cw*1408
Cw1407M
Cwr1408
Cwe1403
Cw*1410
Cw 1411
Cw*1412
[Cw*150201]
Cw*130202
Cw*130203
Cw*130204
Cw*1303
Cw1304
Cw*150501
Cw*150502
Cw*150503

Cw*150504
Cw*1506
Cwe1307
Cw*1308
Cw*1309
Cw*131001
Cw*131002
Cwe1311
Cwr1512
Cw1513
Cw*1515
Cw*1516
Cw1517
Cw*1315
Cw*1319
Cw*1320
Cw1321
Cw*1522
Cw180101
Cw*180102
Cw*160103
Cw+1602
Cw160401
Cw*1606
Cwe1607
Cw+1608
Cwr1605
Cw*1610
Cwe1611
Cwr1612
[Cw*1701]
Cw*1702
Cw*1703
Cwe1704
Cw*1703
Cw*1801
Cwe1802
Cw*1803
DPAT*010301
DRAT*010302
DPAT*010303
DRAT*010304
DRAT*0104
DRAT*0105
DPAT*010601
DPAT*010602
DRaT*0107

DPA1*0106
DPA140109
DPA140110
DPA14020101
DPA14020102
DPA14020103
DPA1020104
DPA1020105
DPA14020106
DPA14020201
DPA14020202
DPA14020203
DPA140203
DPA140204
DPA140301
DPA1%0302
DPA1%0303
DPA140401
[DPB1*010101]
DPB1*010102
DPB14010103
DPB140102
[DPB1*020102]
DPE14020103
DPE1+020104
DPB1%020105
DPB14020106
DPB14020107
[DPB140202]
DPB140203
[DPB1*030101]
DPB14030102
DPE1*0302
[DPE1*040101]
DPB1040102
[DPB140402]
DPB140403
[DPB1*050101]
DPB1*050102
DPB140502
[DPB1*0801]
DPE1*0802
DPE1*0801
DPB1%0802
[DPB1*0401]
[DPB1*0402)
[DPB1*1001]

OPB1*1002
[DPB1*110101]
C0PB1%110102
OPB1*1102
[DPE1%1301]
DPB1*1302
[DPB1%1401]
DPB1*1402
[DPB1%1301]
bPB1*1502
OPB1*1601
COPB1*1602
[DPB1*1701]
COPB1*1702
DPB1*1501
DPB1*1502
[DPB1%1301]
DPB1*1902
OPB17200101
C0PB17200102
COPB172002
[DPE1%2101]
OPB1*2102
DPB1*2201
DPB1*2202
[DPB172301]
DPB1*2302N
OPB172401
DPB172402
OPB172501
DPB1*2502
DPB1*260101
[DPB1*260102]
DPB1*2602
DPB172701
[DPB1%2801]
OPB172901
0PB1*3001
OPB1*3101
OPB1*3201
DPB1*3301
DPB1*3401
DPB1*3501
DPB1*3601
DPB1*3701
0PB1*3301
[DPB1%35301]
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[DFB1*4001]
DPB17410101
DPB1*410102
DPB174401
DPB1*4301
DPB1%4601
DPB1*4701
DPB174301
DPB174501
DPB1*5001
DPB175101
DPB1*5201
DPB1*5301
DPB1*401
DPB15501
DPB1*5601
DPB1*5T01
DPB1*5501
DPB1*5301
DPB1*6001
DPB1*8101M
DPB1*6201
DPB1*6301
DPB176401M
DPB1*6301
DPB1+6601
DPB1*6701
DPB1*6301
DPB1*6501
DPB17001
DOPB1*T101
DPE1 7201
DPB1*T301
DPB1 7401
DPB1T301
DPB1*TE01
DPB1*TT1
DPB1*T301
DPB1*T301
DPB1*8001
DPB178101
DPB1*8201
DPB1*8301
DPB1*8401
DPB1*8301
DPB1*8601
DPB1*8T01

DPB1*88M
DPE1*8501
DPE1*50M
DPET*E1M
DPBE1*52M
DPE1*5301
DPE1*8401
DPBE1*8501
DPE1*9EM
DPE1*ETM
DPE1*9EM
DPE1*550
DQAT*010101
Doat*010102
DOAT*010201
DOAT*010202
DOAT*010203
DOAT*010204
[DQAT*0103]
DQAT*010401
DoA1*010402
[CQAT*0105]
DQAT*D108
DQAT0107
[DQAT*0201]
[DQAT*030101]
[DQAT*0302]
[DQAT*0303]
[DQAT*040101]
DOQAT*040102
DQAT*0402
DOQAT*0403M
DQAT*0404
[DQA1*050101]
DOAT*050102
DOQAT*0502
[DQAT*0503]
DQAT*0304
[DQAT*0503]
DQAT*0306
DQaT*0a07
DQAT*0308
DQAT*0308
DQA1*0e0101
DQA1*060102
DaaT*0602
Das1*0z0101

DQB1*020102
[DOB1*0202]
DQB1*0203
DQB1*0204
DQB1*0205
[DQB1*030101]
DQB1*030102
DOB1*030103
DQB1*030104
[DOB1*030201]
DQB1*030202
DQB1*030203
DQB1*030204
[DOB1*030302]
DOB1*030303
DQB1*0304
DQB1*030301
DQB1*030502
DQB1*030503
DQB1*030504
DQB1*0306
DQB1*0307
DQB1*0308
DQB1*0309
DQB1*0310
DQB1*0311
DQB1*0312
DOB1*0313
DQB1*0314
DQB1*0315
DQB1*0316
DQB1*0317
DQB1*0318
DQB1*0319
DOB1*0320
DQB1*0321
DQB1*0322
DQB1*0323
DQB1*0324
DQB1*0325
DQB1*040101
DQB1*040102
[DQB1*0402]
DQB1*0403
[DQB1*050101]
DQB1*050102
[DQB1*050201]

DQB1+050202
[DOB1*050301]
DB1+050302
DQB1*0504
DQB1*0305
DQB1*060101
DQB1+*060102
DQB1*080103
DB1*080104
DQB1*080201
DQB1*080202
DQB1*060301
DQB1+060302
DQB1*060401
DQB1*080402
DB1+080403
DQB1*080501
DB1+060502
DQB1*0606
DQB1*0607
DQB1*060801
DQB1*080802
[DOE1*0609]
DQB1*0810
DQB1*061101
DaB1+061102
DQB1*0612
DQB1*0813
DaB1*081401
DB1+081402
DQB1*0815
DQB1*0616
DQB1*0617
DQB1*06138
DOB1*0819
DaB1*0620
DaB1* 0821
DB 10622
DQB1*0623
DQB1*0624
DQB1*0625
DB 1*0826M
DQB1* 0827
DQB1*0623
DQB1*0629
DQB1*0630
DaB1*0631

DQB1*0632
DQB1*0633
DQB1*0634
DQB1*0635
DRE1*010101
DRE1*010102
DRE1*010103
DRE1*010104
DRE1*010105
DRE1*010108
DRE1*010107
DRE1*010106
DRB1*010109
DRE1*010110
DRE1*010201
DRE1*010202
DRE1*010203
DRE1*010204
DRE1*010205
[DRB1*0103]
DRE1*0104
DRE1*0105
DRE1*0106
DRE1*0107
DRE1*0108
DRE1*0109
DRE1*0110
DRE1*0111
DRE1*0112
DRE1*0113
DRE1*0114
DRE1*0115
DRE1*0116
DRE1*0117
DRBE1*0118
[DRB1*0114]
DRE1*0120
DRE1*0121
DRB1*0122
[DRE1*03010101]
DRE1*03010102
DRE1*030102
DRE1*020103
DRE1*020104
DRE1*030105
DRE1*030108
[DRE1*030201]

DRE1*030202
DRE1*0303
[DRE1*0304]
DRE1*030301
DRE1*050302
DRB1*030503
DRE1*0306
DRE1*0307
DRE1*0308
DRE1*020%
DRE1*0310
DRE1*0311
DRB1*0312
DRE1*031301
DRB1*031302
DRE1*0314
DRE1*0315
DRE1*0316
DRE1*0317
DRE1*0318
DRE1*0319
DRE1*0320
DRE1*0321
DRB1*0322
DRE1*0523
DRE1*0324
DRB1*0323
DRE1*0326
DRB1*0327
DRE1*0328
DRE1*0329
DRE1*0330
DRB1*0331
DRE1*0332
DRE1*0333
DRE1*0334
DRE1*0335
DRE1*0336
DRE1*0337
DRB1*0338
DRE1*033%
DRE1*0340
DRB1*0341
DRB1*0342
DRB1*0343
[DRE1*040101]
DRE1*040102
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DRB1*040103
DRB1*0402
DRB1*040301
DRE1*040302
DRE1*040303
DRB14040304
[DRE140404]
DRBE1*040501
DRE1*040502
DRE1*040503
DRB1*040504
DRB1*040505
DRE1*040506
DRB1*040601
DRE1*040602
DRB1*040701
DRE1*040702
DRE1*040703
[DRE1*0408]
DRB1*0408
[DRE1*0410]
DRET*0411
DRE1*0412
DRB1*0413
DRB1*0414
[DRE1*0415]
DRB1*0418
DRB1*0417
DRB1*0418
DRB1*0418
DRB1*0420
DRE1*0421
DRB1*0422
DRE1*0423
DRB1*0424
DRBE1*0425
[DRE1*0428]
DRB1*0427
DRB1*0428
DRB1*0429
DRB1*0430
DRE1*0431
[DRE1'0432]
DRB1*0433
DRE1*0434
DRB1*0435
DRBE1*0436

DRB1*0437
DRB170438
DRB1*0433
DRB1%0440
DRB1*0441
DRB1*0442
DRB1%0443
DRB1*0444
DRB1*0445
DRB1*0445
DRB1*0447
DRB1*0443
DRB1*0443
DRB1*0450
DRB1*0451
DRB1*0452
DRB1*0453
DRB1*0454
DRB1*0455
DRB1*0458
DRB170457
DRB1*04538
DRB1*0453
DRB1*0460
CRB1*0461
DRB1*0462
DRB1*0463
DRB1*0464
DRB1*0465
DRB1*0466
DRB1*0467
DRB1*0468
DRB1*04565
DRB1*0470
DRB1*0471
DRB1%0472
DRB1*0473
DRB1*0474
DRB1*0475
DRB1*0476
DRB1*0477
DRB1*0478
[DRE1*07010101]
DRB1*07010102
DRB1*070102
DRB1*070103
DRB1%0703

[DRE1*0704]
DRE170705
DRE1*0706
DRE10707
DRE1*0708
DRE1*0708
DRE1*0T10N
DRE1*0T11
DRE1*0712
DRE10713
DRE1*0714
DRB1*0715
DRE1*0T16
DREA*0717
[DRE17080101]
DRE1*080102
DRE1*080103
DRE1*080104
DRE1*080201
DRB1*080202
DRE17080203
[DRB1+080303]
[DRE17080401]
DRE1080402
DRE1*080403
DRE17080404
DRE1*0805
[DRE1*0808]
[DRE170807]
DRE1*0808
DRB1*0809
DRE1*0810
DRE1*0811
DRE170812
DRE10813
DRE1*0814
DRE10815
DRE1*0816
DRB1*0817
DRE170818
DRE1*0819
DRE10820
DRE1*0821
DRE1*0822
DRE1"0823
DRE1*0824
DRE1*0825

DRB1*0825
DRE1*D827
DRE1*D828
DRE1*D828
DRE1*D830
DRE1*0831
DRE1*D832
DRE1*D833
DRE1*0834
DRE1*D835
DRE1*D835
[DRB1*080102]
DRE1*D20103
DRE1*D80104
DRE1*080105
DRE1*D20201
DRB1*080202
DRE1*0803
DRE1*D804
DRB1*0805
DRE1*D206
DRE1*0807
DRE1*0808
DRE1*100101
DRE1*100102
DRE1*100103
DRE1*1002
DRE1*1003
DRE1*110101
DRE1*110102
DRB1*110103
DRE1*110104
DRE1*110105
DRE1*110108
DRE1*110107
DRB1*110108
DRE1*110201
DRE1*110202
[DRB1*1103]
DRE1*110401
DRE1*110402
DRE1*110403
DRE1*110404
DRE1*1105
DRE1*110601
DRE1*110802
DRE1*1107

DRE1*110801
DRB1*110802
DRB1*1108
DRE1*1110(1
DRB1*111002
DRET*111101
DRE1*111102
DRE1*111201
DRB1*111202
DRE1*1113M1
DRB1*111302
DRE1*111401
DRB1*111402
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	. Çalışmamızda Streptokok enfeksiyonlarının yol atığı pediatrik otoimmün nöropsikiyatrik rahatsızlığı (PANDAS) olan bireylerin, immün sistemin önemli bir unsuru olan HLA haplotiplerinin belirlenmesi, HLA haplotipleri arasındaki ilişki kurulması ve muhteme
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	Psikiyatride enfeksiyonların rolüne ilişkin araştırma ve bulgular yeni değildir. Bu yüzyılın başında, sifiliz (Frengi) hastalığı, farklı ve yaygın psikiyatrik bozukluklara (örn. paralizi jeneral: frenginin üçüncü evresidir. Frengi etkeninin, beyin ve sini
	’un sifilizin etkeni olarak bulunması ve penisilin ile tedavisinin gerçekleştirilmesi, psikiyatrik durumlarda enfeksiyonların rolü olabileceğini düşündürmüş ve psikiyatrik bozuklukları anlamamızda enfeksiyon hastalıklarının bir model olabileceği fikrini d
	. SK birkaç nedenle obsesif kompulsif bozukluk’un (OKB) anlaşılmasında önemlidir: a) Sydenham Kore’sinde, OKB ve başka ruhsal sorunlar sıklıkla görülmektedir. b) Gerek SK gerekse OKB’de bazal gangliyon işlev bozukluğunun rolü olduğu düşünülmektedir. Syden
	OKB, RA, SK gibi hastalıklar, streptokok bakterilerinin neden olduğu hastalıklardır. Streptokok bakterileri beta hemolitik streptokoklar, alfa hemolitik streptokoklar ve gama hemolitik streptokoklar olmak üzere 3 gruba ayrılır. Beta hemolitik streptokok b
	. En sık görülen grup A streptokok enfeksiyonları ise farenjit ve tonsillittir
	.
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	OKB ilk olarak psikiyatrik literatürde Esquirol tarafından 1838’de tanımlanmıştır. O yıllarda depresyonun bir belirtisi olarak düşünülen OKB, Freud’dan günümüze kadar tanı kriterleri çok az değişikliğe uğramış az sayıdaki psikiyatrik bozukluktan biridir. 
	. OKB, çocukluk çağında başlayabilen ve oldukça ağır seyredebilen bir psikiyatrik bozukluktur. Yineleyen ve kişinin yaşamında belirgin sıkıntıya yol açan obsesyonlar ve kompulsiyonlarla karakterizedir. Ayrıca zamanın boşa harcanmasına yol açan, kişinin ol
	.Obsesif kompulsif hastalık (OKH) multifaktöryel etiyolojisi olan nörobiyolojik bir hastalık olarak adlandırılır. Son yıllarda çocukluk çağında başlayan OKH’nin etiyolojisinde poststreptokokkal otoimmünite adı verilen yeni bir mekanizma ileri sürülmüştür
	.Poststreptokokkal otoimmünite, çocukluk çağı başlangıçlı OKB ve Tourette bozukluğu dahil tik bozuklukları için etyolojik bir faktör olarak ileri sürülmüştür
	. Bu hipotezin ortaya çıkışı bir seri klinik gözleme dayanmaktadır. Bunlar; 1) SK olan çocukların 3/4’ünde obsesif kompulsif bozukluk semptomlarının saptanması, 2) Çocukluk çağı başlangıçlı OKB ve Tourette bozukluğununn birlikte seyretmesi şeklindedir
	. SK’nin geçişi sırasında sıklıkla SK olan bu çocukların yaklaşık olarak 3/4’ünde OKB belirtileri bulunur. OKB, RA başlangıcından itibaren iki aydan daha kısa bir süre içinde ortaya çıkmaktadır. Hastaların %70’inden fazlasında OKB başlangıcı ya SK başlang
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	temelinde, bazal gangliyonlar üzerinden etkili olan benzer düzenekler sorumlu olabilmektedir
	. Tourette sendromu (TS), çocukluk çağında başlayan motor ve vokal tiklerle karakterizedir. Tourette bozukluğu ile OKB’nin bazı formları arasında bir ilişki bulunmaktadır. TS tanısı konulmuş hastaların % 40-60’ında OKB görülmektedir. Uzun yıllardır bu dur
	.OKB’nin nöropsikiyatrik belirtileri bazal gangliyon nöronlarının otoantikorlar tarafından tahrip edilmesi sonucu ortaya çıkmaktadır
	. OKB olan hastalarda PET (Pozitron Emisyon Tomografisi) ve SPECT (Tek Foton Emisyon Bilgisayarlı Tomografi) çalışmaları sonucu görülen bulgularda OKB’de orbitofrontal- limbik-bazal gangliyon döngüsündeki bir bozukluğa işaret ettiği ancak hastalığın nörol
	.
	Swedo ve arkadaşları SK’nin; obsesif kompulsif bozukluğun bazı formları için tıbbi bir model olabileceğini iddia etmişledir
	. Son yıllarda A grubu beta hemolitik streptokok enfeksiyonu sonrası immün tepki sonucunda oluştuğu bilinen, ergenlik öncesi başlayan obsesif-kompulsif belirtiler ve tiklerden oluşan nöropsikiyatrik belirti kümesinin farklı bir bozukluk olduğu ortaya konm
	Amerikan Ulusal Ruh Sağlığı Enstitüsü’ne göre oluştırulan PANDAS hastalığının kriterleri tablo- 1’de verilmiştir. PANDAS’lı çocuklarda en sık görülen tikler tablo 2’de verilmiştir. PANDAS’lı çocuklarda en sık görülen obsesyon ve kompulsiyonlar aşağıda tab
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	1. Obsesif-kompulsif bozukluk veya bir tik bozukluğunun bulunması. 2. Başlangıç 3 yaş ile ergenlik başlangıcı arasındadır. 3. Belirtiler aniden başlar ya da belirtilerde dramatik alevlenmelerle karakterize bir gidiş vardır. 4. Belirtilerin başlangıcı ya d
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	5
	PANDAS, tıpkı RA’nın bir varyantı olan SK gibi A grubu beta hemolitik streptokok (AGBHS) enfeksiyonu sonrasında görülen komplikasyonlardan biridir. PANDAS’lı çocuklarda AGBHS tonsillofarenjitini takip eden günler haftalar içerisinde OKH ve/veya tik atakla
	. AGBHS infeksiyonunu antinöronal antikorların ortaya çıkmasına neden olur. Bu antikorların bazal gangliyonlardaki epitoplarla çapraz reaksiyona girmeleri sonucu davranış ve hareketle ilgili anormallikler ortaya çıkmaktadır
	. Aynı PANDAS gibi, SK’li çocuklarda da hastalık atağı sırasında yaklaşık %70’e yakın ani başlangıçlı OKB görülmesi, bu mekanizmanın varlığını düşündürmektedir. OKB ve tikleri olan ancak PANDAS’lı olmayan çocuklarda, beyin görüntüleme metodları ile yapıla
	putamen ve globus pallidus hacminde büyüme saptanmıstır
	. Beyin MRI görüntüsü şekil 1 de gösterilmiştir. PANDAS’ın patofizyolojisinin açıklanmasında önemli olabilecek diğer bir bulgu da, RA’lı hastalarda yüksek düzeylerde saptanmış olan ve B lenfositlerin yüzeyinde bulunan, polimorfik bir proteine karşı gelişe
	. Yapılan bir çalışmada, bu antikor sağlıklı çocuklarda %17 oranında bulunmasına rağmen, SK’lı çocuklarda %89, PANDAS’lı çocuklarda ise %85 olarak saptanmıştır
	. Bunun RA veya SK’sı olmayan, otizm de dahil olmak üzere diğer nöropsikiyatrik çocuklarda da pozitifliği bildirilmiştir
	.
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	PANDAS’lı çocuklarda görülen OKB veya tik bozukluğunun başlangıç yaşının, çocukluk OKB ve tik bozukluğu için önceden tanımlanan başlangıç yaşından (OKB için 7,4 ve tik bozukluğu için 6,3) 3 yıl daha küçük olduğu bulundu
	. PANDAS sıklıkla motor hiperaktivite, dürtüsellik ve dikkat eksikliği ile ilişkilidir. Klinik belirtiler, tablonun 6 yaşından sonra başlaması dışında dikkat eksikliği ve hiperaktivite bozukluğu (DEHB) tanısı için gerekli ölçütleri karşılamaktadır. Bu ned
	.
	Romatizmal ateşin patogenezine ilişkin bilinenlere ve PANDAS’li çocuklara ilişkin gözlemlere dayanarak PANDAS’in patogenezi için aşagidaki model önerilmiştir: Patojen + duyarlı konak=immun yanıt, SK ya da PANDAS (nöropsikiyatrik belirtiler).
	7
	Streptokok enfeksiyonuna bağlı bazı hastalık tiplerinde (örneğin, RA) patolojik değişiklikler doğrudan doğruya immün kompleks bağlanmasının bir sonucudur. Bu tür bir model, nöropsikiyatrik bozukluklar için de geçerli olabilir. A grubu beta hemolitik strep
	8
	mekanizmasıyla, genetik temele dayanan otoantikor senteziyle veya immün cevabın düzenlenmesinde; MHC sisteminin (Büyük Doku Uygunluk Kompleksi) belirli haplotiplerinin hedef doku ve organlarda, otoimmün reaksiyonları tetikleyerek apopitoz mekanizmasıyla h
	.
	PANDAS’ın otoimmün bir düzenek sonucunda oluştuğu düşüncesinden yola çıkılarak, özellikle bu süreci kesintiye uğratan tedavilerin kullanımı önerilmektedir. Bu amaçla immunglobulin, prednizolon ve plazmaferez gibi uygulamalar gündeme gelmektedir. Ayrıca PA
	.
	Bağışıklık sisteminin kendinden olanı ve olmayanı tanıması için gerekli olan “doku antijenleri” ni kodlayan gen bölgesi, Büyük Doku uyum Kompleksi, MHC olarak adlandırılır. İlk defa kemirgenlerde tanımlanan bu bölgenin insandaki karşılığı, ilk olarak beya
	. MHC genleri, 6. kromozomun kısa kolu üzerinde lokalize olup 3500 kb uzunluğundadır
	Çocukluk döneminde görülen otoimmün, allerjik, infeksiyon veya çeşitli malign hastalıklarda, hastalığın seyri açısından bireyler arasında belirgin farklılıklar bulunmaktadır. Bu farklılıkların hastalığı oluşturan etkenlerle ilgili olmasının yanında, birey
	9
	çeşitlilikle de ilgili olduğu ortaya çıkmıştır
	. Organizmada herhangi bir antijene karşı oluşacak immün cevabın nicelik ve niteliği, genel olarak ‘’immün response(Ir) genleri tarafından kontrol edilmektedir. Ir genlerinin gerçekte MHC genleri ile identik oldukları gösterilmiştir. Doku uygunluk komplek
	. Doku uygunluk antijenleri Mendel kurallarına göre gen setleri şeklinde (haplotip) soydan soya geçerler. Anneden ve babadan gelen haplotipler kromozomda allel genleri oluştururlar. Bu allel genler kodominant etkide olup, her ikisi de fenotipte ifade olur
	.
	HLA antijenlerinin oluşması organizmada “Major Histokompatibilite kompleksi (Major Histocompatibility Complex Gen Region-MHC) adı verilen bir gen bölgesinin kontrolü altındadır. Farelerde bu gen bölgesi 17 numaralı kromozomun H-2 bölgesinde bulunur (Tablo
	(Şekil 2). HLA sisteminin nomenklatürü Dünya Saglık Örgütü’nün (DSÖ) denetiminde HLA nomenklatür komitesi tarafından düzenlenmektedir. Bu komiteye göre 3 ana gruba ayrılan bu bölgede ; MHC Sınıf-I (HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G), MHC Sınıf-II (HLA- DR, -DP, -
	. MHC Sınıf I (A, B, C lokusları) molekülleri vücuttaki tüm çekirdekli hücrelerde bulunurlar,her dokuda eksprese olurlar, fonksiyonları daha iyi bilinmektedir. Sınıf II (DP, DQ, DR lokusları) molekülleri ise makrofajlar ve B lenfositler gibi bazı özel hüc
	10
	p-450, 21-hidroksilaz, non-MHC genlerini içeren ayrı bir kategori içinde değerlendirilmektedir
	. HLA gen bölgesindeki genlerin isimleri tablo 5’te verilmiştir. HLA-E,-F,-G non-klasik Sınıf-I antijenleridir, daha az sayıda dokuda eksprese olurlar. HLA-G’nin sadece plasental dokuda eksprese olduğu ve fonksiyonunun fetusun canlılığı ile ilgili olduğu 
	.
	İnsanda ve farede homolog MHC gen bölgelerinin karşılaştırılması
	11
	12
	HLA allelleri ve ürünleri HLA antijeni olarak ifade edilirler. HLA antijenlerinden molekül üzerinde tek bir allel ile tanımlanan antijenlere Özel HLA antijenleri denilir. Her biri özel HLA antijeni içeren moleküllerde genel olarak bulunan antijenlere ise 
	. Birbirleri ile yakın ilişkileri olan 2 veya 3 HLA antijeni tek bir genel HLA antijeni olarak düşünülürler. Tablo 7’de HLA antijenlerinin splitleri verilmiştir. Örneğin HLA-A25 (10) ve HLA-A26 (10), HLA-A10’un splitleri olan A25 ve A26’yı içerirler. HLA-
	. DSÖ HLA Adlandırma Komitesi’nce 2002 yılında açıklanan allellerin tanımlanmış HLA antijenlerinin listesi tablo 8’de verilmiştir
	. 2009 yılına ait HLA web sitesinden alınan en son tanımlanmış HLA antijenlerinin allel listesi HLA web sitesinden alınan bilgilere göre
	13
	çizelge 1’de ve tanımlanmış toplam HLA antijenlerinin listesi EK-4’te tablo 20’de gösterilmiştir.
	14
	770 1186 444 99 631 135
	HLA molekülleri ve onları kodlayan genler 3 sınıftır (Sınıf I, Sınıf II ve Sınıf III). Sınıf I ve Sınıf II HLA molekülleri hücre yüzey glikoproteinleridir ve aminoasit benzerliği gösterdiği için immunoglobulin süper ailesinin üyesidir (Bu aile T hücre res
	.
	15
	Sınıf I ve Sınıf II molekülleri yapıları, doku dağılımları ve fonksiyon esaslarına göre ayırd edilebilirler. Sınıf I molekülleri, HLA-A, B, ve C olarak, Sınıf II molekülleri de HLA-DR, DQ ve DP olarak ayrılırlar. Sınıf III molekülleri klasik kompleman sis
	.Sınıf III molekülleri stabildirler ve Transplantasyon antijenleri olarak rol oynamadıkları gibi, T hücrelerine antijen de tanıtmazlar. Kompleman genlerinin, HLA kompleksi içersindeki lokalizasyonu hala açıklığa kavuşturulamamıştır
	.
	MHC Sınıf I moleküller, kovalan olmayan bağlarla bir arada tutulan, iki polipeptid zincirinden oluşmuş heterodimerlerdir
	. Bunlardan 44 kD mol ağırlığındaki ağır zincir olan α (alfa), 6. kromozom üzerindeki MHC kompleksindeki genlerce kodlanan polimorfik bir glikoproteindir ve 15. kromozom üzerinde yer alan bir gen tarafından kodlanan non-polimorfik protein olan 12 kD mol a
	. Burası peptid bağlama bölgesi olup, fonksiyonel olarak molekülün en önemli yeridir. T lenfosit tanıma olaylarında T hücresinin CD8 molekülünün bağlandığı α3 birimi ile transmembran ve intraselüler bölgeler ise polimorfik olmayıp bütün MHC Sınıf I tipler
	(Şekil 3). β2 mikroglobulin, alfa zincirinden ayrılırsa ya da konjenital olarak yokluğu söz konusu lursa MHC Sınıf I molekülü fonksiyonunu kaybeder
	.
	16
	MHC Sınıf II moleküller, kovalan olmayan bağlarla bir arada tutulan, alfa ve beta olmak üzere iki adet transmembran glikoprotein zincirinden oluşmuş heterodimerlerdir
	.Alfa zinciri 229, beta zinciri 237 aa’ten oluşur. Sınıf I moleküllerinin ağır zinciri gibi Sınıf II alfa ve beta zincirlerinin herbiri bir ekstraselüler hidrofilikbir transmembran, hidrofobik bölge ve intraselüler hidrofilik bölgeden ibarettir. Bunların 
	. Membranın distalinde yerleşen ve polimorfikbir yapı gösteren α1 ve β1 zincirleri Sınıf I moleküllerde olduğu gibi antijenlere ait peptidlerin yerleşebileceği kovuğa benzer bir yapı oluştururlar
	(Şekil 4). Sınıf II MHC
	17
	molekülleri sınırlı bir hücresel dağılıma sahiptirler. Büyük ölçüde immuno komponent hücrelerinde, B lenfositlerde, antijen sunucu hücrelerde (Makrofaj ve dentritik hücreler) ve insanlarda aktive olmuş T hücrelerinde bulunurlar. İlave olarak normalde Sını
	.Bu anormal taşıma işleminin HLA ile ilgili hastalıklarda önemli bir yeri olduğu varsayılmaktadır. Sınıf II molekülünün fonksiyonu immüm cevabın başlangıcında aktif antijenik peptid fragmantlerini CD4 T lenfositlere sunmaktır. Nasıl ki CD8 T lenfositleri 
	(Şekil 5).
	18
	MHC Sınıf III antijenleri Sınıf I ve Sınıf II antijenleri arasındaki bölgede bulunurlar. Klasik kompleman yolunun C2, C4a ve C4b, alternatif yolun properdin faktörü ile 21-hidroksilaz gibi enzimler ve TNF gibi sitokinlerin sentez edildigi bölgedir. Bu ant
	.
	19
	Tek bir kromozomda yer alan ve birbirine yakın lokuslarda bulunan allel kompleksleri Haplotip olarak adlandırılır. HLA haplotipleri Sınıf I, II, III allellerinden oluşur. Bir bireyde bulunan 2 haplotip, o bireyin MHC genotipini oluşturmaktadır
	. Haplotip terimi, bir kromozom üzerinde çok yakın bağlantı gösteren ve dolayısı ile bir ünite halinde kalıtılan bir gen grubuna verilen isimdir. HLA genleri kodominanttır, hem anne hem baba 2 haplotip taşımakadır. Bunlardan herhangi birini çocuklarına ve
	.Her hücrede, anne ve baba kökenli kromozomlar (homolog) üzerindeki genler tarafından kodlanan proteinler, birlikte eksprese edilirler. Homolog kromozomlar arasında bir segment değişiminin olması ise rekombinasyon olarak tanımlanır; görülme sıklığı %1-3 o
	Çok sayıda farklı lokusun birlikte sergilendiği görülür; bunların sayısı haplotiplere göre farklılık gösterir. Sınıf I genlerde bu polimorfizmi çok sayıdaki psödogen ve fizyolojik rolleri henüz bilinmeyen, klasik olmayan genler sağlar (Klasik olarak adlan
	20
	HLA genleri içinde farklı allellerin oluşmasına sebep olacak şekilde dizi farklılıkları vardır. Bu çeşitlilik, özellikle antijen sunulması sırasında T hücre reseptörü (TCR) ile ilişkiye giren zincirleri kodlayan genlerde dikkat çekicidir (Sınıf I genler i
	. HLA antijenleri mobildirler. Hücre yüzeyinden kopabilirler. HLA antijenini kaybetmiş lenfositler 6 saat içinde bunu yeniden sentezlerler
	.
	Belirli bazı hastalıklar ile HLA sistemi arasındaki ilişkilerin keşfi bu hastalıkların genetik yönlerini daha iyi anlamamızı sağlamıştır
	. HLA ve hastalıklar arasındaki ilişkilerin anlaşılması için genetik seçim, göç ve bağlantı ile insan evrimi etkileşimi arasındaki bağıntı, HLA verileri kullanılarak saptanmaya çalışılmıştır. MHC’nin bir hastalıkla ilişkisini ortaya koymanın iki yolu vard
	Aile çalışmaları: HLA lokusu ile hastalığı kontrol eden genler arasında bir beraberlik olup olmadığını ortaya koymakta yararlı olur. HLA çok polimorfik bir sistem olduğundan, ancak ailesel yakın akraba evliliklerinde veya sınırlı sayıda bireyden oluşan ka
	Populasyon çalışmaları: Bir hastalık ile HLA antijenleri arasındaki ilişki hasta ve kontrol gruplarında yapılan çalışmalar sonucunda belirlenir. HLA fenotipleri birbiriyle bağlantısız kontrol bireyleri üzerinde gözlenerek kullanılmaktadır
	. HLA ve hastalıklar arasındaki ilişkinin ölçümünde kikare istatistiği kullanılmaktadır. Ayrıca bağlantı (linkage) incelemeleri hastalıkların haplotip ilişkilerini tespit etmek için uygulanmaktadır
	. Hastalıklarla ilişkili bulunan allellerin daha çok sınıf II genlerde bulunduğu, sınıf I ile kurulan ilişkilerin de “linkeage disequlibrium” nedeni ile Sınıf I ve II arasındaki birlikteliklerden kaynaklanabileceği düşünülmektedir. HLA molekülleri sadece 
	21
	faktörün beraberce bulunması sebep olmaktadır. Bu faktörler, HLA molekülleri ile birlikte kalıtılan genler, farklı kromozomlarda yerleşen farklı genlerle ilişkili olabilir. Örneğin Ankilozan Spondilit ile HLA B27 ilşkisi çok iyi bilinmektedir. Ancak HLA B
	.HLA ve hastalık ilişkileri konusunda birçok teori ileri sürülmüş, bunlardan sadece 3 tanesi kabul görmüştür.
	Hastalık etmenlerine karsı immünolojik cevabın kişinin genetik yapısıyla ilişkili olduğu, immün cevap genlerinin de HLA antijenleri gibi 6. kromozomun kısa kolu üzerinde bulunduğu ileri sürülmüştür. İmmün cevabı farklı kılan bu gen yapısındaki değişiklikl
	.
	HLA antijenleri ile bazı hastalık nedeni antijenlerin arasında benzerlik bulunması nedeniyle immün cevabın tam olmadığını ve bu hastalık etkeninin kronik hastalığa neden olduğunu ileri süren teoridir
	.
	22
	Hücreler bulundukları ortamla ilişkilerini hücrelerin yüzeylerindeki reseptörler aracılığı sağlarlar. MHC antijenleri hücre yüzeyinde bulunan reseptörler olarak kabul edilirse, hücrelerin aynı etken karşısında değişik cevap vermeleri mümkün olacaktır
	.AşağıdaTablo 9’da HLA ile ilişkilendirilen hastalıklardan bazı örnekler gösterilmiştir. Rölatif riskleri büyükten küçüğe doğru sıralanmış şekilde gösterilmiştir. Rölatif risk, bir antijeni taşıyan bireyin, taşımayana göre herhangi bir hastalığa yakalanma
	.
	Hastalık                                                          HLA                                          Rölatif Risk Ankilozan Spondolit                                      B27                                                 87.4 Herpetiformik Der
	23
	HLA tipinin belirlenmesi çok duyarlı yöntemlerle yapılmaktadır.
	Bu yöntem lenfosit mikrotoksisite testi olarak tanımlanmaktadır. Deney iki basamaklı olarak gerçekleşmektedir. İlk basamakta saflaştırılmış olan hücreler bir plaktaki küçük kuyucuklarda çeşitli antikorlarla karşılaştırılır. Bu antikorlar, monoklonal ya da
	.
	Çoğalan Sitotoksik T lenfositlerin (CTLp) belirlenmesi, HLA tiplendirilmesinde olmasa da verici hücrelerince alıcı hücrelerindeki sınıf I antijenlere karşı oluşabilecek immun yanıtın belirlenmesinde kullanılabilen bir testtir. Hücre kültüründeki lenfositl
	.
	Teknolojide ve kullanılan moleküler tanı yöntemlerindeki gelişmeler, organ ve doku nakillerinde önemi olan Sınıf I ve Sınıf II allellerin belirlenmesini kolaylaştırmıştır. Moleküler yöntemlerin avantajları; Özgün, esnek olmaları, yeni alleller tanımlandık
	24
	etkilenmemesi, serolojik ve hücresel yöntemlere göre otomasyona daha uygun olması, eş zamanlı olarak çok sayıda örneğin çalışılabilmesi, HLA genlerindeki tüm çeşitliliklerin gösterilebilmesi, serolojik olarak tanımlanamayan allellerin tanınabilmesi olarak
	.
	Çekirdekli hücrelerden elde edilen DNA örnekleri, ilgilenilen bölgeyi hedefleyen ve bu bölgenin analiz edilebilir miktara ulaşabilmesi için PCR ile çoğaltılır. Bazı yöntemlerde, tüm lokusu içine alacak şekilde primerler seçilirken (ör. Sequence Specific O
	Dizilime bağlı hazırlama (Sequence Specific Priming- SSP)
	Dizilime özgü oligonükleotitlerin kullanıldığı tiplendirme (Sequence Specific Oligonucleotıde typing-SSO)
	Dizilim analizine dayanan tiplendirme (Sequence Based Typing-SBT)
	.
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	Luminex LabScan
	100 Analiz Cihazı (Luminex)
	Thermal Cycler (MyGene
	Series Peltier)
	DNA İzolasyon Cihazı (Chemagen)
	DNA izolasyon Cihazı (Geno-M-6 genovision)
	Jel Görüntüleme Sistemi (Mojor Science)
	HLA tiplendirme kiti HLAA, -B,-Cw,-DQB1,-DRB1,-DRB345 (One lambda)
	Güç Kaynağı (Mojor Science)
	Elektroforez Tankı (Mojor Science)
	Hassas Terazi (Sartorius)
	Mikrodalga Fırın (Beko)
	Santrifüj (Nuve CN180)
	Steril Kabin (Nüve)
	Derin Dondurucular (Siemens, Gallencamp)
	Buz Dolabı (Uğur Soğutucu)
	Steril EDTA’lı Tüp
	Vorteks (Nüve NM 110)
	Multi Pipetler (10µl, 300µl) (Labmate)
	Otomatik pipetler (10µl, 100µl, 200µl, 1000µl) (Labmate)
	Mezür
	PCR Tüpü (Thermo)
	Ependorf Tüpü
	Beher
	Spor
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	PCR Plağı kapatma etiketi (Onelambda)
	5X TRİS-BORAT-EDTA
	Ethidium Bromide (Olerup)
	Agarose (Prona)
	Master miks (Onelambda)
	Streptavidin Boyası (Onelambda)
	Manyetik Boncuk (Onelambda)
	Proteinase K
	Denatürasyon Tamponu (Onelambda)
	Nötralizasyon Tamponu (Onelambda)
	Yıkama Tamponu (Onelambda)
	Melezleme Tamponu (Onelambda)
	Sape Tampon (Onelambda)
	Taq polimeraz (Fermantas)
	%70’lik Etanol
	Shead Fluid Buffer
	%2’lik seyreltilmiş çamaşır suyu
	Distile Su
	Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk ve Ergen Ruh ve Sinir Hastalıkları A.B.D. polikliniği tarafından PANDAS teşhisi konulan, 4-12 yaşları arası 41(82 allel) hastadan ve PANDAS hastası olmayan, yaş bakımından uygun 38 (76 allel) sağlıklı bireyden eti
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	Hasta ve kontrol grubundan alınan EDTA’lı tüplere alınan 3 ml kanların, iki farklı otomatik DNA izolasyon cihazında DNA izolasyonu yapıldı.
	Çalışma süresine kadar +4
	C’de bekletilen kan örnekleri oda ısısına gelmesi için dolaptan çıkarıldı.
	Laminar Air Flow Kabini çalıştırıldı.
	DNA izolasyon cihazının arkasında bulunan güç düğmesine basılıp çalışır konuma getirildi.
	Cihazın içi kontaminasyon riskine karşı seyreltilmiş çamaşır suyu ile steril hale getirildi.
	Cihazın solüsyonları kontrol edildi.
	Sarf malzemeleri kontrol edildi.
	Disposable olan plate’in birinci sırasına 250µl kan konuldu.
	Üzerine 10µl proteaz K eklendi.
	Cihazın parçası olan rack’ın birinci sırasına tüp yerleştirildi ve içerisine 150µl manyetik boncuk konuldu.
	İkinci sıraya ince pipet uçları yerleştirildi.
	Üçüncü sıraya ise DNA için boş tüp yeleştirildi
	Plate ve rack cihazdaki yerlerine yerleştirildi.
	Cihazın üzerindeki LCD ekranda ‘CODE’tuşuna basıldı, kod girildi ve ‘ENTER’tuşuna basıldı.
	Gelen ekranda ‘CONTINUE’tuşuna basıldı.
	Çalışılacak örnek sayısı girildi ve tekrar ‘CONTINUE’tuşuna basıldı.
	Çıkan ekranda ‘ENTER KIT BARCODE’tuşuna basıldı.
	28
	Tekrar ekrandaki ‘ENTER’tuşuna ve sonra ‘OK’düğmesine basıldı ve cihaz DNA izolasyonuna başladı.
	Bu işlem yalaşık 1 saat sürdü.
	İşlem sonunda kullan at özellikte olan kısımlar atıldı ve elde edilen DNA tüplerinin ağızları kapatıldıktan sonra çalışılmak üzere –20
	C’de saklandı.
	Cihaza yıkama işlemi yapıldıktan sonra arka düğmesinden kapatıldı.
	Çalışma süresine kadar +4’
	C’de bekletilen kan örnekleri oda ısısına gelmesi için dolaptan çıkarıldı.
	Laminar Air Flow Kabini çalıştırıldı.
	DNA izolasyon cihazının arkasında bulunan güç düğmesine basılıp çalışır konuma getirildi.
	Kontaminasyon riskine karşı seyreltilmiş hipo ile steril hale getirildi.
	Cihaz içerisindeki, DNA izolayonu için gerekli olan kimyasalların bulunduğu kartuşun, pipet ve pipet kabı, örnek tüpü ve DNA elüsyon tüplerinin konulduğu rack’lar çıkarıldı.
	Steril kabin içerisinde birinci rack’a izolasyon kartuşları yerleştirildi.
	İkinci rack üzerinde 4 sıra bulunmaktadır. Birinci sıraya DNA’nın aktarılacağı elüsyon tüpleri, ikinci sıraya pipet ve pipet kabı, dördüncü sıraya ise kanların konulacağı örnek tüpleri yerleştirildi.
	Oda ısısına ulaşan kanlar el yöntemi ile hücreleri homojen hale getirildi.
	Elüsyon tüpleri üzerine hasta isimleri yazıldı.
	Her kan örneği için ayrı ayrı konulan örnek tüpleri içerisine 200µl kan konuldu.
	Cihaz her çalışmada en fazla 6 örnek çalışıldığından dolayı bu işlem 6 hasta için de tekrar edildi.
	Rack’lar cihazda bulunan yerlerine tekrar yerleştirildi.
	Cihazın kapağı kapatıldı.
	Cihaz üzerinde bulunan ekrandan ‘Blood Protocol’ayarı seçildi.
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	1 tuşuna basılarak 200µl kan hacmi seçildi.
	2 tuşuna basılarak bu kez 200µl DNA elüsyon hacmi seçildi.
	‘START ‘tuşuna basıldı.
	Çıkan ekranda örnek tüplerinin yeri onaylandı ve devam tuşuna basıldı.
	Sırasıyla rack üzerindeki pipet ve pipet kabının, elüsyon tüpünün ve kartuşların yerlerinin doğruluğu cihaz ekranından onaylandı.
	‘Start’tuşuna basılarak izolasyon işlemine başlandı.
	Protokol 15 dakika sürdü.
	Bu süre sonunda içerisinde izole edilmiş DNA bulunan elüsyon tüpleri çalışma süresine kadar –20
	C’ye konuldu.
	Geriye kalan kullanılmış olan disposable sarflar çöpe atıldı.
	Cihaz temizlendikten sonra arka güç düğmesinden kapatıldı.
	PCR reaksiyonun hazırlanmasında sırasıyla şu işlemler uygulandı:
	PCR cihazı açıldı ve 60
	C inkübasyon programına ayarlanarak başlatıldı.
	Kırılmış buz parçaları hazırlandı.
	Amplifikasyonda kullanılacak olan DNA’lar ve diğer çözeltiler -20 °C’den alınıp çözdürüldü.
	Laminar air flow kabin içerisinde 96’lık PCR plağı hazırlandı.
	DNA örnekleri ve diğer çözeltiler vortekslendi.
	Bütün çözeltiler (100X SAPE şişesi dışındaki) kutularından çıkartılarak oda ısısında kullanılmak üzere hazırlandı.
	Çözülen amplifikasyon çözeltileri buzda korundu.
	DNA 96 kuyucuklu PCR plağına her kuyucuğa 2µl olacak şekilde dağıtıldı.
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	432 µl Primer Karışımı, 1491 µl D- Karışımı ve 22 µl Taq Polimeraz karştırıldı ve vortekslendi (çizelge 2).
	DNA içeren 96 kuyucuklu PCR plağına, her kuyucuğa 18 µl olacak şekilde amplifikasyon karışımı dağıtıldı.
	Plağın ağzı kapatıldı .
	Thermal Cycler cihazında LABType® SSO PCR programı kulanılarak PCR yapıldı (çizelge 3).
	Program bittikten sonra plak Thermal Cycler cihazından çıkartıldı ve amplifiye edilmiş DNA örnekleri %2.5 agaroz jelde yürütüldü ve amplifikasyon olup olmadığı kontrol edildi.
	Temiz ince duvarlı 96 kuyucuklu PCR plağına her kuyucuğunda 2.5 µl olacak şekilde denatürasyon tamponu eklendi.
	Amplifikasyonu yapılmış DNA örneklerinden bütün kuyucuklara 5 µl eklendi.
	Oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi(20°C*25°C).
	Bu süre zarfında 96 kuyucuğa yetecek şekilde her lokusa özgü olan boncuk ve melezleme tamponu karışımı hazırlandı (çizelge 4).
	Süre sonunda her kuyucuğa 5 µl nötralizasyon tamponu eklendi.
	Karışımın rengi solgun bir sarı range dönünceye kadar pipetlendi.
	Plak buza yerleştrildi.
	Nötürlenmiş DNA’lara kuyucuk başına 38 µl olacak şekilde önceden hazırlanmış olan melezleme tampon karışımı eklendi.
	Plağın ağzı kapatıldıktan sonra düşük hızda vortekslendi.
	Plak 15 dakika 60°C’ye ayarlı olan Thermal Cycler’da inkübe edildi.
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	Süre sonunda plak çıkartıldı.
	Plak soğuduktan sonra bütün kuyucuklara 100 µl yıkama tamponu eklendi.
	Plağın ağzı kapatıldı ve 3000g’de 4 dakika santrifüj edildi.
	Süpernatant kısmı çırpma yöntemi ile uzaklaştırıldı.
	Bu işlem ard arda 2 defa daha tekrarlandı.
	Son santrifügasyon işlemi sırasında sape stok ve sape tampon karışımı hazırlandı (Çizelge 4).
	3. santrifüj işlemi bittikten sonra süpernatant kısmı atıldı.
	Plakta her kuyucuğa 50 µl hazırlanmış olan sape tampon karışımı eklendi.
	Plağın ağzı kapatıldı ve vortekslendi .
	C’ye programlı Thermal Cycler’da inkübe edildi.
	Plak 5 dakika 60
	Süre sonunda plak çıkartıldı ve soğumaya alındı.
	Bütün kuyucuklara 100 µl yıkama tamponu eklendi.
	Plağın ağzı kapatılıp 3000g’de 4 dakika santrifüj edildi.
	Süpernatant kısmı uzaklaştırıldı.
	Bütün kuyucuklara içerisinde 70 µl olacak şekilde yıkama tamponu eklendi.
	Pipet kullanarak kuyucuklar karıştırıldı ve örnekler veri yorumlaması için kullanılan okuma plaklarına aktarıldı.
	LABScan™ 100 analiz cihazı açıldı ve ısınması için 30 dakika beklendi.
	Cihaz ısındıktan sonra cihaza önce prime yapıldı.
	Prime işlemi bittikten sonra %70’lik alkol ile yıkama işlemi yapıldı.
	Alkolden sonra tekrar distile su ile yıkama işlemi gerçekleştirildi.
	Rezervuara okuma işleminin gerçekleşebilmesi için shead fluid solusyonu konuldu.
	32
	Cihaz programında okunacak örnekler için bir dosya oluşturuldu.
	Örnek numaraları yazıldı.
	Okuma plağı cihazın XY platformuna yerleştirildi.
	Başla düğmesine basıldı ve örnekler değerlendirildi.
	Her örnek için, boncuklar tarafından içerilen (veya boncuğa bağlı bir probda bulunan), floresan yoğunluğu (FI), luminex® Veri toplayıcı Programı veya benzeri program ile ortaya çıkartıldı.
	Reaksiyon Sayısı D-mix (ul) Primer (ul) Taq Polimeraz (ul)1 13,8 4 0,2 5 69 20 110 138 40 2 12 165,6 48 2,4 16 220,8 64 3,2 24 331,2 96 4,8 32 441,6 128 6,4 40 552 160 8 48 662,4 192 9,6 50 690 200 1056 772,8 224 11,2 64 883,2 256 12,8 72 993,6 288 14,480
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	1. Basamak 96 °C 03:00 1 2. Basamak 96 °C 00:20 5 60 °C 00:2072 °C 00:20 3. Basamak 96 °C 00:10 30 60 °C 00:15 72 °C 00:20 4. Basamak 72 °C 10:00 1 5. Basamak Sonsuza kadar 4 °C 1
	Reaksiyon Sayısı Hibridizasyon Tamponu (ul) Boncuk Miktarı (ul) Stok SAPE Miktarı (ul) SAPE Tamponu (ul) 1 34 4 0,5 49,5 5 170 20 2,5 247,510 340 40 5 495 20 680 80 10 990 24 816 96 12 118848 1632 192 24 2376 72 2448 288 36 3564 88 2992 352 44 4356
	34
	Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 18.0 paket programı kullanıldı. Kategorik ölçümler sayı ve yüzde olarak, sürekli ölçümlerse ortalama ve standart sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak özetlendi. Kategorik ölçümlerin gruplar 
	35
	Çalışmaya aldığımız hasta grupları, 4-12 yaşları arasında değişmeke olup hasta grubu 41(82 allel), kontrol grubu 38(76 allel) bireyden oluşmaktadır. Çalışmamızda hasta grubu içerisinden PANDAS olan erkek hasta sayısı 30, bayan hasta sayısı 11, kontrol gru
	36
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	39
	40
	Çalışmamızda HLA-A lokusuna ait allellerin, PANDAS hastalığının ortaya çıkması arasında HLA-A3 arasında yakın anlamlı pozitif bir ilişki bulunmuştur (Tablo 12).
	5(12.2) 8(21.1) 13(16.5) 0.368 YOK
	16(39.0) 15(39.5) 31(39.2) 0.999 YOK
	8(19.5) 3(7.9) 11(13.9) 0.196 YOK
	2(4.9) 2(5.3) 4(5.1) 0.999 YOK
	9(22.0) 13(34.2) 22(A 27.8) 0.315 YOK
	1(2.4) 0 1(1.3) 0.999 YOK
	6(14.6) 4(10.5) 10(12.7) 0.739 YOK
	1(2.4) 2(5.3) 3(3.8) 0.606 YOK
	2(4.9) 5(13.2) 7(8.9) 0.252 YOK
	0 1(2.6) 1(1.3) 0.481 YOK
	4(9.8) 1(2.6) 5(6.3) 0.361 YOK
	6(14.6) 7(18.4) 13(16.5) 0.765 YOK
	1(2.4) 0 1(1.3) 0.999 YOK
	1(2.4) 0 1(1.3) 0.999 YOK
	3(7.3) 1(2.6) 4(5.1) 0.616 YOK
	1(2.4) 2(5.3) 3(3.8) 0.606 YOK
	HLA- B lokusunda yaptığımız çalışmada elde ettiğimiz verilere göre HLA- B*18 allelinde çok anlamlı ve HLA- B*51 allelinde anlamlı bir pozitif bir ilişki bulunmuştur. Yapılan univaryant analizinde HLA-B*18 alleli koruyucu olduğu için hasta olma olasılığını
	41
	2(4.9) 0 2(2.5) 0.494 YOK
	2(4.9) 2(5.3) 4(5.1) 0.999 YOK
	1(2.4) 4(10.5) 5(6.3) 0.190 YOK
	4(9.8) 1(2.6) 5(6.3) 0.361 YOK
	6(14.6) 2(5.3) 8(10.1) 0.266 YOK
	0 2(5.3) 2(2.5) 0.228 YOK
	8(19.5) 6(15.8) 14(17.7) 0.772 YOK
	2(4.9) 0 2(2.5) 0.494 YOK
	5(12.2) 4(10.5) 9(11.4) 0.999 YOK
	0 1(2.6) 1(1.3) 0.481 YOK
	2(4.9) 4(10.5) 6(7.6) 0.420 YOK
	4(9.8) 2(5.3) 6(7.6) 0.676 YOK
	8(19.5) 4(1.5) 12(15.2) 0.353 YOK
	1(2.4) 0 1(1.3) 0.999 YOK
	1(2.4) 0 1(1.3) 0.999 YOK
	0 3(7.9) 3(3.8) 0.107 YOK
	2(4.9) 5(13.2) 7(8.9) 0.252 YOK
	2(4.9) 2(5.3) 4(5.1) 0.999 YOK
	3(7.3) 2(5.3) 5(6.3) 0.999 YOK
	0 2(5.3) 2(2.5) 0.228 YOK
	3(7.3) 2(5.3) 5(6.3) 0.999 YOK
	2(4.9) 1(2.6) 3(3.8) 0.999 YOK
	1(2.4) 2(5.3) 3(3.8) 0.606 YOK
	1(2.4) 0 1(1.3) 0.999 YOK
	0 2(5.3) 2(2.5) 0.228 YOK
	Çalışmamızda HLA-C lokusunda herhangi bir anlamlı allel bulunamamıştır ( tablo 14).
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	5(12.2) 2(5.3) 7(8.9) 0.434 YOK
	4(9.8) 2(5.3) 6(7.6) 0.676 YOK
	4(9.8) 1(2.6) 5(6.3) 0.361 YOK
	8(19.5) 11(28.9) 19(24.1) 0.431 YOK
	5(12.2) 2(5.3) 7(8.9) 0.434 YOK
	6(14.6) 8(21.1) 14(17.7) 0.560 YOK
	12(29.3) 11(28.9) 23(29.1) 0.999 YOK
	2(4.9) 5(13.2) 7(8.9) 0.252 YOK
	11(26.8) 14(36.8) 25(31.6) 0.468 YOK
	3(7.3) 2(5.3) 5(6.3) 0.999 YOK
	9(22.0) 7(43.8) 16(20.3) 0.783 YOK
	5(12.2) 1(2.6) 6(7.6) 0.203 YOK
	4(9.8) 1(2.6) 5(6.3) 0.361 YOK
	0 1(2.6) 1(1.3) 0.481 YOK
	İstatistiğimizde HLA- DQB1 lokusunda HLA- DQB1*5 alleli ile PANDAS hastalığı arasında yakın anlamlı pozitif bir ilişki bulunmuştur. Yapmış olduğumuz univaryant analizinde ise HLA- DQB1*5 alleli PANDAS olma olasığını 2.51 kat arttırdığı bulunmuştur (%95 Gü
	10(24.4) 12(31.6) 22(27.8) 0.616 YOK
	21(51.2) 24(63.2) 45(57.0) 0.364 YOK
	2(4.9) 1(2.6) 3(3.8) 0.999 YOK
	13(31.7) 8(21.1) 21(26.6) 0.318 YOK
	43
	Çalışmamızda HLA- DRB1 lokusunda, HLA- DRB1*4 alleli ile PANDAS olup olmama olasılığı arasında yakın anlamlı, HLA- DRB1*8 ve HLA-DRB1*14 allelleri ile PANDAS olma olasılığı arasında çok anlamlı pozitif bir ilişki bulunmuştur. Univaryant analizinde HLA- DR
	6(14.6) 4(10.5) 10(12.7) 0.739 YOK
	1(2.4) 0 1(1.3) 0.999 YOK
	4(9.8) 6(15.8) 10(12.7) 0.509 YOK
	4(9.8) 8(21.1) 12(15.2) 0.215 YOK
	1(2.4) 1(2.6) 2(2.5) 0.999 YOK
	0 1(2.6) 1(1.3) 0.481 YOK
	17(41.5) 16(42.1) 33(41.8) 0.999 YOK
	0 1(2.6) 1(1.3) 0.481 YOK
	4(9.8) 5(13.2) 9(11.4) 0.731 YOK
	13(31.7) 6(15.8) 19(24.1) 0.119 YOK
	4(9.8) 3(7.9) 7(8.9) 0.999 YOK
	Çalışmamız sonucunda HLA- DRB3, -DRB4, -DRB5 lokuslarında istatiksel analiz yönünden PANDAS olup olmama olasılığı arasında anlamlı bir ilişki bulunamamıştır (Tablo 17,18,19).
	44
	7(20.0 ) 6(25.0) 13(22 .5 ) 0.999 YOK
	27(77.14) 31(88.57.0) 58(82.85) 0.738 YOK
	1(2.8) 3(8.5) 4(6.8) 0.676 YOK
	8(80.0 ) 12(100) 20(90.0) 0.195 YOK
	2(20.0) 0 2(10.0) 0.738 YOK
	8(66.7) 5(83.3) 13(78.15)) 0.738 YOK
	4(33.3) 1(16.7) 5(25.0) 0.738 YOK
	Çalışmamızda multivaryant analizi sonucunda HLA B*18 ve HLA- DRB1*14 allellerinin, kişilerin PANDAS olup olmamasının saptanması rolü üzerinde en etkin 2 gen olduğu belirlenmiştir. İki genin bilgisiyle hastaların %65’i doğru olarak sınıflandırılabilmektedi
	45
	Bağışıklık sisteminin önemli bir elemanı olan MHC sistemi, insan ve diğer memeli genomlarının en polimorfik lokuslarını temsil etmenin yanında, bireyin bazı hastalıklara karşı dirençli yada zayıf yapıda olması gibi özelliklerin de belirleyicisi olması, so
	. Yaptığımız literatür çalışmalarında PANDAS hastalığı ile HLA haplotipleri arasında bir çalışma yapılmamıştır. Adından da anlaşılacağı üzere hem otoimmünite hem de enfeksiyon hastalıklarına bağlı olarak ortaya çıktığı tespit edilmiş olan PANDAS hastaları
	ile HIV enfeksiyonlarına da duyarlılığı arttırdığı
	yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir. Buradan da anlaşılacağı üzere istatistiki olarak bulduğumuz anlamlı ilişkinin PANDAS hastalığı için de geçerli olabileceğini önermekteyiz. Örnek olarak Finlandiya, Yeni Zelanda, Avusturalya gibi kapalı populasyonlard
	46
	kapalı populasyon olmaması da bu allelin PANDAS’a yatkınlık oluşturduğunu ileri sürmemiz için bir dayanak oluşturmaktadır. HLA-A3 allelinin diğer bir özelliği de otoimmünite ile ilgili olan ve en az diğerleri kadar önemli olan Multiple Sclerozis hastalığı
	. MHC sisteminin sınıf I bölgesinde en polimorfik lokus olan HLA-B lokusunda
	, Ki-Kare metoduyla analiz edilen hasta grubunda %4.9 oranında, kontrol gurubunda %31.6 oranında tespit edilmiş olan HLA- B*18 allelinin, koruyucu gen olarak görev yaptığını yorumlamamıza olanak sağlayan sonuçlar elde edildi. Univaryant analizi ile HLA-B*
	. HLA- B*51 allelinin, Behçet ve diğer otoimmün hastalıkların ortaya çıkmasında tek başına etken olduğu da bilinmekte olup, daha çok Güney Amerika ve Asya uzak doğu kökenli populasyonlarda bu allelin yüksek frekansta bulunduğu unutulmamalıdır
	. Ayrıca Alman populasyonuyla yapılan bir çalışmada bu alleli taşıyan bireylerin, Alman kızamık hastalığına neden olan virüslere karşı da hassas olduğu saptanmıştır
	47
	HLA-DQB1 lokusunda HLA-DQB1*5 alleli ile PANDAS hastalığı arasında sınırda anlamlı bir ilişki olduğunu, yaptığımız istatistiksel analiz ile saptadık. PANDAS’lı hasta grubunda HLA-DQB1*5 alleli %53.7 oranında bulunurken, kontrol grubunda ise % 31.6 oranınd
	ve Nefrotik sendrom
	ile negatif ilişkisi olduğu saptanmış olmakla birlikte daha çok Çin topluluğunu oluşturan milletlerde İntrakranial Anevrizma
	ve Guillian Barre sendromuyla
	da pozitif bir ilişkisi olduğu gösterilmiştir. HLA-DRB1 lokusunda yaptığımız istatisksel analizde sınırda anlamlı ilişki saptadığımız HLA-DRB1*4,-DRB1*8 ve HLA-DRB1*14 allellerinin PANDAS hastalığıyla ilişki gösterdiği saptanmıştır. HLA-DRB1*4 alleli, has
	.HLA-DRB1*4 alleli ile
	ve Epstein-Barr virüsüne ait çeşitli moleküller arasında özellikle HLA’nın antijen bağlama bölgelerine uyan aminoasit dizi benzerlikleri gösterilmiştir. Bu dizileri taşıyan sentetik peptidlere karşı da spondilartropati ve romatoid artritli hastalarda immü
	. HLA-DRB1*8 allelinin kontrol grubunda hiç saptanmamasına karşılık PANDAS’lı hastalarda % 14.6 oranında bulunması, bu allelin önemli bir indikatör olabileceğini düşündürmektedir. HLA-DRB1*14 allelini taşıyan bireylerin, taşımayanlara göre PANDAS olma ola
	48
	alleli taşıyan bireylerin PANDAS olma riskinin bu alleleli taşımayanlara göre 3.52 kat arttırdığı tespit edilmiştir.HLA-DRB1*14 alleli ile hücresel immünitenin önemli bir kısmını oluşturan anormal T hücre düzenlenmesi (otoimmünite) arasında doğrusal bir i
	.Çalışmamızda HLA-DRB3, -DRB4, -DRB5 lokuslarının, yaptığımız istatistiksel analizlerde PANDAS’lı hastalar ve kontrol grubuyla bir ilişki tespit edilememiştir (Tablo 17,18,19). Yaptığımız multivaryant analizi sonucunda HLA-B*18 ve HLA-DRB1*14 allellerinin
	. Bu nedenle belirli allellerin veya haplotiplerin belirli populasyonlarda yüksek frekansta olmasının bireye kazandırdığı avantajlar kadar, şansa bağlı genetik sürüklenmeyle, göç hareketleriyle(populasyon içine veya dışına) ilişkili olabilceğinin yanı sır
	49
	bunlardan özellikle, HLA-DRB1*8 allelinin kontrol grubunda olmaması nedeniyle çok önemli bir indikatör olabileceğini önermekteyiz.
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	58
	70 ml %100’lük etil alkole
	30 ml saf su eklendi
	Oda ısısında muhafaza edildi.
	100 ml 10XTBE’ye 900 ml bidistile su eklendi.
	Elektroforez tankına konularak kullanıldı.
	2.5 gr agaroz tartıldı.
	100 ml’lik behere konuldu.
	Üzerine 100 ml 1XTBE eklendi
	Mikrodalgada agaroz 1XTBE içerisinde eritildi.
	Üzerine 2 damla Ethidium Bromid eklendi ve karıştırıldı.
	Kullanılmak üzere elektroforez tankına aktarıldı.
	59
	Günümüzde PCR olarak bilinen, in vitro DNA amplifikasyonunu ilk kez 1974’te kimyasal gen sentezine alternatif olarak Panet ve Khorana tarafından tanımlanmıştır. Bu yöntem adını, 1985’te tek kopya genlerinin çoğaltılmasını tanımlayan, Mullis ve arkadaşları
	adlı bakteriden yüksek sıcaklıklara dayanıklı DNA polimeraz enziminin izole edilmesi ve bu enzimin DNA amplifikasyonu için kullanılması, PCR’ın kullanım alanlarını genişletmiştir. 1980’li yılların ortalarında geliştirilmesinden sonra temel moleküler biyol
	60
	ile uzatılır. Denaturasyon, annealing(yapışma) ve DNA sentezi döngüleri bir çok kez tekrarlanır. Amplifikasyonun bir döngüsünün ürünleri bir sonraki aşama için kalıp görevi gördüğünden her bir döngü temel olarak DNA ürününün miktarını ikiye katlar
	.
	PCR, çift iplikli bir DNA molekülünde, hedef dizilere iki oligonükleotid primerin bağlanması ve uzaması prensibine dayanır. Oligonükleotid primerler, kalıp DNA molekülü yüksek sıcaklıkta denatüre edildikten sonra, tek iplikli DNA molekülleri üzerinde kend
	OH ucundan uzamasını sağlar. Böylece kalıp DNA ipliğine tamamlayıcı olan yeni DNA molekülü sentezlenmiş olur.Bir PCR döngüsü, denaturasyon, primerlerin bağlanmsı (annealing) ve uzama (extansion) olarak adlandırılan üç aşamadan oluşur. Bu üç aşamanın ard a
	Polimeraz zincir reaksiyonunun bir döngüsü 3 basamakta gerçekleşir.
	Çift zincirli DNA molekülünün sıcaklıkla ayrılmasıdır. G + C’ce zengin dizilerde denaturasyon ısısı artabilir. Denaturasyonun tam olmaması verimi düşürür ve DNA’nın uzun süre yüksek sıcaklıkta bekletilmsi ise DNA polimeraz aktivitesinin düşürür.
	61
	Primer yapışması için gerekli olan sıcaklık hesaplanırken, her bir Adenin (A) ve Timin (T) için 4
	C alınır. Yapışma sıcaklığı 55-72
	C arasında değişir. Primer yapışması için gerekli zamanın uzunluğu ve uygulanacak ısı, amplifikasyon primerlerinin baz içeriğine, uzunluğuna ve derişimine bağlı olarak değişmektedir.
	Zincir uzaması 5’→3’yönünde olup, uzama hızı 35- 100 nükleotid/ sn’dir. Uzama zamanı; hedef dizinin derişimine uzunluğuyla orantılıdır. En uygun sıcaklık 72
	C de 1 dk’dır. 1 dk’da 2 kb’a kadar uzama gerçekleşebilir. Döngü sayısı, başlangıçta kalıp olarak kullanılan DNA konsantrasyonuna bağlıdır. Tek DNA ile başlandığında en fazla 40 döngü, çok DNA ile başlandıında ise ideal döngü sayısı 30 olmalıdır.
	PCR reaksiyonunun gerçekleşebilmesi için gerekli maddeler; kalıp DNA, primerler (oligonükleotidler), dNTP karışımı, DNA polimeraz enzimi, Mg
	ve PCR tamponudur.
	Seçilmiş primer dizilimi, PCR ürününün büyüklüğünü ve yerini tanımlar. Genel olarak primerler 20-30 nükleotid uzunluğundadır. Tipik primerler ise % 50- 60 G+C bileşimine sahip 18- 28 baz uzunluğundadır. Primer tasarımı yapılırken, çoğaltılması istenen DNA
	62
	Deoksiribonükleozid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) polimerizasyon aşamasında görev alırlar. Taq DNA polimeraz, düşük dNTP konsantrasyonlarında (10-100 mM) kalıba uygun doğru bazları seçmede daha başarılıdır. Ayrıca optimal dNTP konsantrasyonu; MgCl
	konsantrasyonuna, reaksiyon koşullarına, primer konsantrasyonunnuna, çoğaltılmış ürünün büyüklüğüne ve PCR döngü sayısına bağlıdır.
	PCR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’ları, çeşitli genler ve hatta herhangi bir DNA parçası kalıp olarak kullanılabilir. Kalıp DNA’daki hedef dizilerin konsantrasyonu değişkenlik gösterir ve genellikle araştırmacıların kontrolü altında değildir.
	’tan elde edilen ısıya dayanıklı bir enzimdir. Enzim 5’→3’aktivitesine sahiptir. 3’→ 5’ekzonükleaz aktivitesi yoktur. 5,9 Dolayısıyla sentezin yönü 5’uçtan 3’uca olup, primerin serbest 3’OH ucuna ortamdaki dNTP’lerin nükleofilik etkileri nedeniyle, fosfod
	Mg
	iyonları dNTP’ler ile çözünebilir kompleksler oluştururlar, polimeraz aktivitesini stimüle ederler ve primer- kalıp DNA hibridizasyonunu sağlarlar. Bu nedenle MgCl
	’ün PCR’ın özgüllüğü ve ürün verimi üzerinde etkisi çok büyüktür.
	63
	PCR’da kullanılan tamponlar arasında DNA polimeraz enzimlerine özgü olanlar daha yaygındır. PCR için uygun olan tampon 10-50 mM arasında değişen Tris- HCl’dir. Tampunun pH’sı 8,3- 8,8 arasında değişir. Bu tampona 50 mM kadar KCl çöeltisinin eklenmesi prim
	.
	64
	Olguların demografik bilgilerinin yanı sıra, enfeksiyon ve romatizmal hastalık öyküsü kaydedilmiştir. Çocuklarda “sık enfeksiyon öyküsü (yılda 6 kereden sık tonsillit)”, “tonsillektomi öyküsü”, “enfeksiyon hastalıklarının ardından belirtilerde alevlenme ö
	.
	Çocuk ve gençlerde psikiyatrik tanıların belirlenmesi için kullanılan yarı yapılandırılmış görüşme formudur. Tanıların DSM-IV tanı ölçütlerine göre ve belli bir standartta konmasını sağlayan form 1997 yılında Kaufman ve arkadaşları tarafından geliştirilmi
	.
	OKB tanısını ve belirti şiddetini belirlemek amacıyla tüm dünyada sık kullanılan yarı yapılandırılmış görüşme formudur. Scahill ve arkadaşları tarafından 1997 yılında geliştirilen ölçüm aracının Türkçe geçerlilik ve güvenirlik çalışması Yücelen ve arkadaş
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	1980 yılında Kars’ın Arpaçay ilçesinde doğdu. İlkokul eğitimini 1992 yılında İbni Sina İlkokulu, Ortaokulu Dedekorkut İlköğretim okulunda tamamladı. 1997 yılında Mehmet Kemal Tuncel Lisesi’nden mezun olup 2000 yılında Çukurova Üniversitesi, Fen- Edebiyat 
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