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I.GIRIS

Ankilozan spondilit (AS) [MIM 106300], etiyolojisi bilinmeyen, spinal eklemlerde
ve komsu yapilarda belirgin inflamasyon ile karakterize, omurgada progresif ve
asendan kemik flizyonuna yol acan inflamatuar bir hastaliktir. Olgularda periferal
eklem tutulumu daha az olmasina karsin, kalca ve omuz cklem tutulumlari
mevcuttur. G6z ve kalp gibi ekstraartikiiler organlarda da inflamatuar lezyonlar
goriilebilir. AS klinik, radyolojik, epidemiyolojik ve genetik Ozellikleri ile
seronegatif spondiloartritler (SpA) grubunda yer alir (Arnett, 1997; Braun ve Sieper,
2002; OMIM, 2014)

AS’nin diinyada prevalansi %0.1-%1.4 olarak bilinmektedir ve erkek / kadin
orami 2/1°dir (Zambrano-Zaragoza ve ark, 2013). Ulkemizdeki prevalansi1 % 0.49’dur
(Onen ve ark, 2008). Daha ¢ok geng ve erigkin yas grubunu ve erkekleri etkilemekte,

onemli fonksiyon kaybi ve yasam kalitesinde bozulmaya neden olmaktadir ( Bodur

ve ark, 2011).

Patogenezinde genetik etmenlerin en fazla rol oynadigi romatizmal hastalik
olan AS ile ilgili olarak ¢ok sayida insan 16kosit antijenleri (HLA) ve MHC disi
genler arastirilmistir. Etiyopatogenezde en 6nemli rolii olan kuskusuz HLA-B27°dir.
HLA-B27 aleli genetik riskin %20-30’una katkida bulunur ve beyaz irktan olan AS
olgularinin %90-95’inde pozitiftir (Maksymowych, 2003).

HLA-B27 aleli pozitif bireylerin birinci derece akrabalarindaki %10-20’1ik
AS’ ye yatkinhiga karsi, normal populasyondaki HLA-B27 aleli pozitif bireylerde
%2-5 orani belirlendigi gibi; tek yumurta ikizlerinde %75’¢e karsi dizigotik ikizlerde
%27 oraninda HLA-B27 aleli ile artmis hastalik birlikteliginin saptanmasi, MHC dis1

genlerin 6nemli katkilarinin oldugunu gostermektedir (Calin ve ark, 2007) .

AS’nin molekiiler temelinde rol oynadig: diistiniillen MHC dis1 genlerden biri
olan interlokin 23 reseptor (IL-23R) geni (MIM 607562) 1p31.3 kromozom iizerinde



lokalizedir(OMIM,2014.) IL-23R geninin primer transkriptinin en az alt1 alternatif
kirpilmas1 sonucu olusan olgun mRNA molekiilleri, reseptdr proteinin izoformlarini

olusturmak tizere eksprese edilir (Zhang ve ark, 2006).

IL-23R geni; iki sitokin reseptor domaininden meydana gelen ve
hematopoietin reseptor ailesinin bir iiyesi olan IL-23 reseptoriinii kodlamaktadir.
(Parham ve ark,2002) Bu protein immiin sistem hiicrelerinin (T hiicreleri, NK
hiicreleri, monositler, makrofajlar ve dendritik hiicreler) membranlarinda
bulunmaktadir. Bu hiicreler yabanci bilesenleri tanimlamakta, viicudu enfeksiyon ve
hastaliklara kars1 savunmaktadirlar. Reseptoriine baglanan 1L-23 sitokini, bakteri ve
viriis gibi mikroorganizmalara karsi immiin sistem yanitinin koordinasyonunda gérev

almaktadir (McKenzie ve ark, 2006; Lupardus ve Garcia, 2008).

Yapilan ¢alismalarda IL-23R geni polimorfizmlerinin hem inflamatuar barsak
hastalig1 (IBD) hem de sedef hastalig ile iliskili oldugu bildirilmistir (Tremelling ve
ark, 2007; Capon ve ark, 2007).

IBD ve AS arasindaki klinik ve immiinolojik yonden benzerlikler nedeniyle,
AS gelisimine genetik faktorlerin etkisini aragtiran bilimsel ¢alismalar, IL-23R geni
polimorfizmleriyle AS’nin iliskisine yogunlagmistir (Xinwei ve ark; 2010). Burton
ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada AS hastalarinda 14.436 nonsinonim
SNP (tek niikleotid polimorfizmi) genotiplenmis ve IL-23R polimorfizmleri ile AS
arasinda iligski bulunmustur (Burton ve ark, 2007). Bu polimorfizmlerden rs11209032
intergenik bolgede lokalize olup, aminoasit kodlamamaktadir. Diger taraftan bu
polimorfizmin, mRNA’nin kirpilmasinda ya da IL-23R ve bitisiginde yer alan IL-
12RpB2 genleri arasindaki etkilesimde bilinmeyen bir mekanizmayla iliskili

olabilecegi diisiiniilmektedir (Xinwei ve ark, 2010) .

Bu tez calismasinda, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi
ve Rehabilitasyon Anabilim Dali’na bagvuran AS’li hastalardaki HLA-B27 aleli (+/-)



dagilimi ve IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi ile AS arasindaki iliskinin
arastirtlmast amacglanmig olup, rs11209032 polimorfizmi ve AS arasindaki iliski
tilkemiz populasyonunda ilk kez c¢alisilmistir. Bu nedenle elde edilen veriler s6z
konusu polimorfizm ile AS arasindaki iliski a¢isindan tilkemiz populasyonuna iliskin

yeni bilgilerin elde edilmesini saglayacaktir.

1.3 Ankilozan Spondilitin Tanimi

Ankilozan spondilit (AS), esas olarak aksiyel iskeleti (sakroiliak eklemler ve
omurga) etkileyen, periferik eklemler ve eklem dis1 yapilari da etkileyebilen,
etiyolojisi bilinmeyen, kronik, sistemik, genetik ve radyolojik yonleri olan,

inflamatuar karakterde ilerleyici bir romatizmal hastaliktir (Gouveia ve ark, 2012).

Yunanca ankylos “egilme, birlesme/kaynasma” ve spondylos ‘“omurga”
anlamina gelir ve AS bu sozciiklerden tiiretilmistir( Wikipedia, 2014). Tiim diinyada
prevalanst %0.1 - %1.4 olarak bilinmektedir ve erkek kadin orani 2:1 veya 3:1°dir. AS
etiyolojisinde genetik faktorlerin, 6zellikle HLA-B27 alelinin bu hastaliga yatkinlikta
rol aldig1 otoimmun bir hastaliktir (Huei—-Huang ve Ji-Yih, 2013).

1.4 Ankilozan Spondilitin Epidemiyolojisi

Ankilozan spondiliti de igeren spondiloartritlerin (SpA) gercek etiyolojisi
bilinmemektedir (Brown, 2008). 1973 yilinda insan I6kosit antijenlerine ait MHC
Sinif I molekiilii olan HLA-B27 aleli ile AS arasindaki iligski ortaya konduktan sonra
epidemiyolojik veriler daha rahat sdylenmektedir (Brown, 2008). Spondiloartritler
icinde en kapsamli ¢alisilan AS, SpA'larin bir prototipi ve en ciddi formu olup farkl
populasyonlarda prevalansi farklilik gostermektedir (Brown, 2008).



Geng bireyleri tutan AS, genellikle 26 yas civarinda bulunur. Hastalarin
%80’inde ilk semptom 30 yas altinda, %5’inden azinda 45 yas iizerinde baslar
(Braun ve ark, 1998).

Beyaz irkta AS’li hastalarin %90-95’inde HLA-B27 aleli pozitif oldugu halde
(Brown ve ark, 1998) Afrika kokenli AS’li hastalarda HLA-B27 aleli ile birliktelik
gozlenmemistir (Reveille ve ark, 2001). Afrika kokenli Amerikalilarda, irkta
karisima bagli olarak HLA-B27 aleli %2 fakat AS’li hastalarin %50’sinde HLA-B27
aleli pozitif bulunmustur. Buna paralel olarak Afrikali Amerikalilar, beyaz

Amerikalilardan daha az siklikta hastaliktan etkilenirler (Khan ve ark, 1984).

Beyaz rkta saglikli kisilerin %1-2’sinde hastalikla iliskili HLA-B27 aleli alt
tipleriyle AS olusur (Olivieri ve ark,2002). Bununla birlikte pozitif aile hikayesi
hastalik olugsmasinda ciddi risk faktoridiir. HLA-B27 aleli pozitif AS’li hastalarin,
HLA-B27 aleli pozitif 1. derece akrabalarinin %21’inde SpA belirtisi veya bulgulari
olusurken, negatif olanlarda bu oran %1.3 bulunmustur. Bu da riskin 16 kat arttigini

gostermistir (Van der linden ve ark, 1984).

Aile calismalar giiglii bir sekilde ek genetik faktorlerin, HLA-dis1 genlerin
AS gelistirme olasihigina katkida bulundugunu gostermistir. AS’li  ikiz
caligmalarindan birinde monozigotlarda konkordans %67, dizigotlarda %12 oldugu
gosterilmistir (Brown ve Wordworth, 1997). Konkordansin oranmi dizigotik ikizlerde
%?23’e kadar ¢ikmaktadir (Brown ve ark, 1989). Monozigotik ve HLA-B27 aleli
pozitif dizigotik ikizler arasindaki bu fark, AS’ye yatkinlikta HLA-dis1 genetik

etkilerin 6nemli rol aldigin1 gostermektedir.

1.3 Ankilozan Spondilitin Tani Kriterleri

Etiyolojinin tam ag¢ik olmadigi bircok diger kronik hastaliklar gibi AS tanisi da
klinik, laboratuvar ve goriintiilleme Ozelliklerine gore konulur (Gouveia ve ark,
2012). Hastaliga eslik eden baska higbir hastalik yoksa “primer” veya “idiyopatik”;
sedef veya kronik inflamatuar bagirsak hastaligi gibi eslik eden bir hastalik varsa

“sekonder” olarak tanimlanir.



AS’nin siniflamasi icin siiflama kriterleri ortaya atilmustir. Ilk ortaya atilan
Roma (1961) ve New York (1966) tan1 kriterlerinin duyarlilik ve 6zgiinliigiiniin
diisiik olmas1 bu kriterlerin modifikasyonuna neden olmustur (Van Der Linden ve
ark, 1984). Tam kriterlerinin hepsi klinik ve radyolojik bulgularin 6nemini

vurgulamaktadir (Gouveia ve ark, 2012).

1.3.1 Ankilozan Spondilit i¢cin Kriter Setleri

Roma AS Simiflama Kriterleri, 1961 (Van Der Linden ve ark,1984)

Klinik Kriterler

Ug aydan fazla devam eden ve istirahatle diizelmeyen bel agris1 ve sertlik
Torakal bolgede agr1 ve sertlik
Lomber omurga hareketlerinde kisitlilik

Goglis ekspansiyonunda azalma

o > w DN oE

Iritis Oykiisii veya sekel varligi

Radyolojik Kriterler

6. Radyolojik olarak bilateral AS’ye 06zgiin sakroiliak eklem (SIE)

degisikliklerinin olmas1 ve bilateral osteoartritin dislanmasi

Kesin AS i¢in, eger

7. Evre 3-4 bilateral sakroiliit ve en az bir klinik kriter

8. En az dort klinik kriter varsa

New York AS Simiflama Kriterleri, 1966 ( VVan Der Linden ve ark, 1984)

Klinik Kriterler

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

2. Dorsolomber bileske veya lomber omurgada agr1 veya agri oykiisii



3. Dordiincii interkostal araliktan Olgiilen gdgiis ekspansiyonun 2,5 cm ve

altinda olmasi

Radyografilerin Evrelenmesi
Normal, 0; Siipheli, 1: Minimal sakroiliit, 2; Orta derecede sakroiliit, 3; Ankiloz, 4

Kesin AS i¢in eger

1. Evre 3-4 bilateral sakroiliit ve en az bir klinik kriter
2. Evre 3-4 unilateral veya evre 2 bilateral sakroiliit ve ilk klinik kriter veya

ikinci ve tiglincii klinik kriterler

Olas1 AS i¢in,

Evre 3-4 sakroiliit ve klinik kriterlerin yoklugu

AS smiflama kriterlerinde ortak paydalardan en 6nemlileri inflamatuar bel
agrist ve radyolojik olarak tanmabilen sakroiliitin varligidir. Ancak lomber
omurganin hareket kisithligr ve gogiis ekspansiyonunun azalmasi, hastalik siiresiyle
ilgilidir ve genellikle erken donemde gelismez (Goei ve ark, 1985). Sakroiliitin
radyografik olarak belirgin hale gelmesi de bir siire¢ gerektirmektedir. Bu 6zellikler
hastaligin erken doneminde goriilmemektedir. Bu yiizden, Modifiye New York

Kriterleri erken AS tanisi i¢in uygun goriilmemektedir (Akgiil ve Ozgocmen,2011)

Modifiye New York Tam Kriterleri, 1984 ( VVan Der Linden ve ark, 1984)

Klinik Kriterler

1. Ug¢ aydan fazla siiregelen, egzersizle diizelen, istirahatla diizelmeyen bel
agrist veya tutuklugu

2. Lomber omurganin sagittal ve frontal planlarda hareketlerde limitasyon
varligi

3. Gogiis ekspansiyonun yas ve cinsiyete gore normal degerlerden az olmasi



Radyolojik Kriterler
Sakroiliit evre >2 ¢ift tarafli veya evre 3-4 sakroiliit tek tarafli
Kesin AS i¢in, eger

Unilateral grade 3-4 veya bilateral grade 2-4 sakroiliit ve herhangi bir klinik Kriter

Olas1 AS icin,

Ug klinik kriter varlig1 veya radyolojik kriterlerin klinik kriterler olmaksizin varlig

Modifiyve New York Kriterleri, 2002

Klinik Kriterler

1. En az {i¢ aydir var olan, egzersizle diizelip istirahatle diizelmeyen bel agrisi
2. Lomber omurganin sagital ve frontal diizlemlerde hareket kisitlig

3. Gogiis ekspansiyonunun yas ve cinse gére normal degerlerin altinda olmasi

Radyolojik Kriterler
Evre 2-4 bilateral sakroiliit veya Evre 3-4 unilateral sakroiliit

Kesin AS, i¢in
Radyolojik kritere en az bir klinik kriter eslik ederse AS olarak kabul edilir.

Modifiye New York Kriterleri halen altin degerinde olup, SpA'lar i¢cin daha
genis kriterler kullanilmaktadir (Akgiil ve Ozgocmen, 2011)

1.4  Ankilozan Spondilitin Klinik Ozellikleri

AS’de en 6nemli bulgular radyografik sakroiliit ve siklikla spondilitle iliskili olan
inflamatuar bel agrisidir. Aksiyel, entezeal ve periferal iskelet tutulumuna ek olarak

siklikla tiveit ve daha az siklikla kardiyak tutulumun goriildiigii ekstraartikiiler



tutulum da yapabilir (Akgiil ve Ozgocmen, 2011). Hastalik baglama yas1 gelismis
tilkelerde 24-26 arasinda degismektedir ve 45 yas sonrasi baglamas1 “ge¢ baslangi¢l
AS” olarak tanimlanir ve nadirdir (Khan, 2002). Bu yas tilkemizde 23.2-27.1 olarak
bildirilmektedir (Bodur ve ark, 2008; Dincer ve ark, 2008).

1.4.1 Bel Agris1

AS’nin ilk semptomlar1 genellikle adolesan ya da erken erigkinlik donemlerinde ve
genellikle 50 yasindan once baglar. Tiim bel agrisi nedenlerinin %15’ini olusturan
kronik inflamatuar bel agris1 (kiint bel agrisi seklindedir), AS’nin en 6nde gelen

semptomudur (Rudwaleit ve ark, 2004).

Inflamatuar bel agrisi, genellikle gluteal bolgede hissedilen, 3 aydan daha
uzun siiren, (Sieper ve ark, 2002) gece yarisi ve sabahin erken saatlerinde en fazla
olan, en az 30 dakika ya da siklikla saatler siiren sabah tutuklugu ile baglantili,
egzersiz ya da aktivite ile azalmayan, istirahatle diizelmeyen ve non-steroid anti-
inflamatuar ilag (NSAII) (Alamanos ve ark, 2004; Rudwaleit ve ark, 2004 ) tedavisi

ile azalan agridir.

Inflamatuar bel agris1 bilyiik olasilikla inflame olmus sakroiliak eklem ve
cevre baglarindan koken alan kiint, kolay lokalize edilemeyen ve dizin altina
inmeyecek tarzda uyluk arka yliziine yayilan sekilde goriiliir. Agr1 genellikle
baslangigta tek tarafli, (Sieper ve Rudwaleit, 2005) ve araliklarla olusurken hastalik
ilerledik¢e aylar igerisinde ¢ift tarafli ve siirekli olma egilimi tasir (Sieper ve ark,
2002). AS hastalarinda genellikle inflamatuar bel agrisina ek olarak, pozitif aile
oykiisli ve HLA-B27 aleli pozitifligi bulunmaktadir (Amor ve ark, 1990).



1.4.2 Kalca ve Omuz Tutulumu

Kalg¢a tutulumu AS’de 6ziirliliigii en fazla etkileyen ekstra-aksiyel tutulumlardandir.
Kalga eklemi tutulumu jiivenil baslangicli hastalarda daha siktir ve bu hastalarda ileri
donemlerde kalga artroplastisi gereksinimi eriskin cagda baslayan AS’li hastalara
gore daha siktir ( Baek ve ark, 2002). Kal¢a tutulumu diger eklem tutulumlarina
gore daha sik iki tarafli olma egiliminde ve radyolojik olarak da inflamatuar
artritlerde oldugu gibi simetrik konsantrik daralma seklinde belirmektedir (Resnick
ve Niwayama,1995).

flerlemis kalga tutulumu tipik yiiriime paternine ve birgok giinliik yasam
aktivitesinde zorluklara ve fonksiyonel oziirliillige neden olabilmektedir. Omuz
tutulumu her ne kadar agri ve 1limli fonksiyonel kisitliliga neden olsa da
skapulotorakal eklem yiizeyinin hareket yetenegi sayesinde ileri limitasyonlar

nadirdir (Will ve Kennedy, 2000).
1.4.3 Periferik Artrit

AS’de kalgalar ve omuz gibi kok eklemler disinda kalan periferik eklem tutulumu
nadirdir, hastalarin yaklagik tigte birinde periferik eklemlerde etkilenme
olabilmektedir (Ginsburg ve Cohen, 1983). Genellikle asimetrik, monoartikiiler veya
oligoartikiiler tutulum s6z konusudur. Dizler basta olmak iizere, el bilegi, dirsek ve
ayak eklemleri etkilenebilmektedir. Bu eklemlerdeki degisiklikler nadiren eroziv
hasara yol agabilmekte ve bir¢ok hastada geride belirgin deformite birakmadan

diizelebilmektedir (Khan,1992).
1.4.4 Gogiis Kafesi Tutulumu

Gogiis kafesi ile omurga (kostovertebral ve kostotransvers eklemler) ve sternumu
(kostosternal eklemler, manubriosternal ve sternoklavikular eklemler) birlestiren
eklemlerde entezit ve eklem inflamasyonu gogiis agrisna neden olur. Oksiirme,
aksirma sirasinda bazen ploritik olarak da tarif edilebilen agrilar da olabilir (Fournie
ve ark,1997). Gogiis 6n duvarinda, kostokondral bileskelerde palpasyonla hassasiyet

olabilir ve bazen hastalarda solunum sirasinda siddetli agrilara neden olabilir. HLA-



B27 aleli pozitif hasta yakinlarinda radyografik sakroiliit olmadan da gdgiis 6n
duvari agris1 goriilebildigi bildirilmistir ( Fournie ve ark, 1997).

1.4.5 Entezit

Entezis; tendon, bag, eklem kapsiilii ve fasiyanin kemige yapisma yeridir. Entezit;
tendon, fasiya, baglar veya eklem kapsiiliiniin kemige yapisma yerlerinde
inflamasyonudur. AS basta olmak {izere tiim SpA’lerin belirgin ve ayirt edici bir
ozelligidir (Francois ve ark, 2001). Entezit, jiivenil baslangicli AS formlarinda
erigkin baslangi¢lilara goére daha siktir (Burgos-Vargas ve ark, 1997). Klinik olarak
alt ekstremitelerde ve pelvik bolgede daha fazla goriiliir (D’Agostino ve Olivieri,

2006).
Eklem Dis1 Bulgular

1.4.6 Uveit

Uveit veya iiveal bolgenin inflamasyonu anterior (irit veya iridoksilit) veya posterior
(koroidit veya retinokoroidit) seklindedir (Banres ve ark, 1998). Akut anterior iiveit
AS Kklinik seyri sirasinda hastaligin herhangi bir doneminde olusabilmektedir. Uveit
hem eriskin SpA formlarinda hem de jiivenil idiopatik arttitte sik rastlanilan eklem
dis1 tutulumun bir formudur (Wright ve Cron, 2007). Goreceli olarak HLA-B27 aleli
pozitif AS’li hastalarda anterior iiveit daha siktir. Kuzey Amerika’da tiim akut
anterior tveitli hastalarin yaklasik %50’sinde HLA-B27 aleli pozitiftir (Martin ve
ark, 2002).

1.4.7 Gastrointestinal Bulgular

Ankilozan spondilitte gastrointestinal tutulum oldukga siktir. Tiim sindirim sistemi
mukozasi ¢esitli derecelerde tutulabilir. Belgika ve Iskandinav calismalarinda AS’li
hastalarin %50’den fazlasinda ileum ve ¢ekumda kolonoskopi ile makroskopik ve
mikroskopik inflamasyonlar tespit edilmistir (De Kayser ve ark, 2002). AS’deki

bagirsak  inflamasyonunun  immunolojik  mekanizmalarla iligkili  oldugu

10



diistiniilmektedir. Kronik inflamatuar ve bagirsak lezyonlari olanlarin daha ciddi

eroziv periferal ve kalga artritleri olusturmaya meyillidir ( Mielants ve ark, 1991).

1.4.8 Kardiyak Bulgular

AS’de kardiyak tutulum genellikle hastaligin ileri donemlerinde ortaya ¢ikmakta
ancak nadiren hastaliga onciilik edebilmektedir. HLA-B27 aleli pozitif hastalarda
kardiyak komplikasyonlar negatif hastalara gore daha siklikla olabilmektedir.
Kardiyak tutulumlar siklikla aort kapagi, aort ve subaortik yapilari ilgilendirebilir.
Ayrica AS’li hastalarda miyokard ve ileti sistemi normal populasyona gore daha
fazla etkilenmekte ve sol ventrikiil disfonksiyonlar1 goriilebilmektedir (Lautermann

ve Braun, 2002).
1.4.9 Pulmoner Tutulum

Akciger parankim tutulumu AS’nin nadir bir bulgusudur. AS’deki plevropulmoner
tutulum goriilme siklig1 yaklasik %1°dir (Casserly ve ark, 1997).En ¢ok rastlanan

bulgular iist lob fibrozisi, mi¢etoma olusumu ve plevral kalinlagmadir.

Torakal omurgada kostovertebral eklemlerde inflamasyon ve ankiloz sonucu
meydana gelen fiizyon, solunum fonksiyon testlerinde restriktif akciger hastaligi
olarak kendini gosterir AS’de akciger tutulumu genellikle asemptomatik oldugundan,
bu gézlemlerin klinik 6nemi hala agikliga kavusturulamamistir (Maghraouri ve ark,
2004).

1.4.10 Renal Bulgular

AS'de nadir olmakla birlikte IgA nefropatisi goriilebilmektedir. Bu tutulum renal
bozuklugu olan veya olmayan hastalarda hematiiri ve proteiniirisi olan hastalarda goz
oniinde tutulmalidir. Bu hastalarda serum IgA diizeyleri yiiksek bulunabilir (Lai ve
ark,1989). Hastalar kronik bir sekilde NSAIl kullandiklarindan 6tiirii analjezik

nefropatisi gelistirme riskleri vardir. Ayrica hastalar nadir de olsa amiloidoz
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geligtirebilir ve bu hastalarda abdominal subkutan yag biyopsisi tanida yararh

olabilmektedir (Gratacos ve ark, 1997).

1.4.11 Norolojik Bulgular

AS’deki norolojik tutulum en sik olarak omurga kirigi, atlantoaksiyel subluksasyon
ya da kauda equina sendromu ile iligkilidir. AS’deki kauda equina sendromu, yavas
Ve sinsi progresyon gosteren ve yiiksek oranda dural ektazi ile karakterizedir (Ahn ve
ark, 2001) Kauda equina sendromu, siklikla hastaligin artik aktivitesini kaybettigi
dénemde ortaya ¢ikar (Ginsburg ve ark, 1997). AS’li hastalarda multipl skleroz
benzeri hastalik ve transvers miyelit vakalari bildirilmekte, aralarindaki iliski ise

arastirilmaktadir (Hanrahan ve ark,1988).

1.4.12 Yorgunluk

AS’de yorgunluk 6nemli bir semptomdur. Yorgunluk genellikle geceleri sertlik ve
agridan dolayr uyku diizeninde ve kalitesinde bozukluk ve dinlendirmeyen uyku
sonucunda giin boyu siiren uyku haliyle iliskilidir. Bir arastirmada her 3 AS’li
hastadan birinin ciddi derecede yorgunluk tarif ettigi gosterilmistir (Dagfinhud ve
ark, 2005)

1.5  Ankilozan Spondilitin Patolojisi

Ozellikle pelvis ve omurgada, ligamentlerin kemige yapisma yeri olan entezit
bolgeleri AS'de primer patolojinin bulundugu yerler olarak diistiniilmektedir. Entezit
komsu kemik iliginde belirgin 6demin oldugu ve siklikla kemiklesme ile karakterize
eroziv lezyonlarla sonuglanir. Entezit ve sinovitin 6zelliklerine sahip olan sakroiliit,
AS'nin en erken bulgularindan biridir. Erken lezyonlar, subkondral graniilasyon
dokusu, ligamen ve periostta lenfosit ve makrofaj infiltratlar1 ve subkondral kemik

iligi 6deminden olusmaktadir (Reveille ve Arnett,2005).

Sinovit bunu izlemekte ve yeni kemik olusumu adaciklar1 ile pannus

olusumuna ilerleyebilmektedir. Hasar gormiis eklem kenarlarinin yerini, fibrokartilaj
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rejenerasyonu ve kemiklesme almaktadir. En sonunda eklem tamamen
kapanabilmektedir. Vertebrada, erken donemde annulus fibrozus ile vertebral
kemigin birlesim yerinde iltihabi graniilasyon dokusu bulunmaktadir. Dis annuler
lifler asimnmakta ve sonunda kemiklesmekte, sindesmofit baslangicinm
olusturmaktadir. Bu yapilar daha sonra devam eden enkondral kemik olusumu ile
biliylimekte, sonunda ardisik vertebra cisimleri arasinda kopriillesme olusturmaktadir.
Bu siirecin {ist tarafa dogru ilerlemesi radyolojik olarak gozlenen bambu kamisi

yapisina yol agmaktadir ( Reveille ve Arnett,2005).

Omurgadaki diger lezyonlar, yaygin osteoporoz, vertebra cisimlerinin disk
kenarlarinda erozyonlar, vertebralarin karelesmesi ve disk-kemik sinirmin iltihabi ve
yikimidir. Apofizyal eklemlerin iltihabi artriti yaygin olup, kikirdagin pannus
tarafindan erozyonunu siklikla kemik ankilozu takip eder. Hastaligin erken
evresinde, anlamli hareket kisitliligi gelismeden Once vertebrada ve proksimal
femurda kemik mineral dansitesinde dnemli azalma olmaktadir. AS’deki periferik
artritte sinoviyal hiperplazi, lenfoid infiltrasyon ve pannus olusumu goriilebilmekte
fakat bu silire¢ romatoid arttite goriilen asir1 miktarda sinoviyal villuslar, fibrin
depolanmalari, iilserler ve plazma hiicre toplamasindan yoksundur. Subkondral
graniilasyon dokusunun proliferasyonu ile olusan merkezi kartilajenéz erozyonlar

AS’de yaygindir. ( Reveille ve Arnett,2005).

1.6 Ankilozan Spondilitin Patogenezi

SpA'larin  en Onemli Orne8ini olusturan AS'nin patogenezi tam olarak
bilinmemektedir. Genetik faktorlerin c¢esitli cevresel faktorlerle etkilesmesi sonucu
ortaya c¢ikan inflamasyonun sinovyal membran, kemik, entezis bolgeleri, goz ve
gastrointestinal mukoza gibi eklem dist dokularda hasara neden oldugu

diistiniilmektedir (Cosan ve Giil, 2007).

AS’de en iyi bilinen genetik yatkinlik faktérit HLA-B27 olup, patogenezdeki
rolii tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte HLA-B27 nin AS patogenezine

katkisi, hastaliga 6zgii artritojenik bir peptidin immiin sisteme sunulmasi, agir zincir
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homodimerlerinin immiin sistemin diger reseptorleri ile etkilesmesi ya da agir
zincirin hatali katlanmasi sonucu endoplasmik retikulum stresinin uyarilmasi yoluyla
olabilir. Gastrointestinal ya da genitoliriner sistemde infeksiyon yapan c¢esitli
mikroorganizmalarin  varligt da inflamatuar yanmitin olugmasma katkida

bulunmaktadir (Cosan ve Giil, 2007).

Olusan inflamatuar yanit 6zellikle fibrokartilajendz eklemlerde hasara neden
olmakta ve doku hasarmin enkondral kemik olusumu ve ankiloz ile iyilesmesinin
inflamasyondan bagimsiz bir siire¢ olarak patogenezde yer aldigi diisiiniilmektedir

(Cosan ve Giil, 2007).

1.7 Ankilozan Spondilitte Laboratuvar Bulgulari

AS igin tanisal olan rutin biyokimyasal test yoktur. Bir¢ok etnik grupta HLA-B27
aleli AS hastalarinin yaklasik %90’inda bulunmaktadir. Eritrosit sedimentasyon hizi
(ESH) ve C-reaktif protein (CRP), her zaman olmamakla birlikte, siklikla artmistir.
Hafif anemi olabilir. Siddetli hastalig1 olanlarda alkalen fosfotaz seviyelerinde artig
gortilebilir (Taurog, 1997).

Serum IgA diizeylerinin AS hastalik aktivitesini yansitabilecegi bildirilmistir.
Beraberinde baska bir hastalik yoksa romatoid faktér (RF) ve antiniikleer antikor
(ANA) biiylik olciide negatiftir. AS’de periferik eklemlerin sinoviyal sivisinin
inflamasyonu nonspesifiktir. Gogilis kafesinde hareket kisitliligi olanlarda, vital
kapasitede azalma, fonksiyonel rezidiiel kapasitede artma sik goriilmekte, fakat hava
akimi Olglimleri normal olup, ventilasyon fonksiyonlar1 genellikle iyi olarak

stirdiiriilmektedir (Taurog, 1997).

1.8  Ankilozan Spondilitte Goriintiileme Yontemleri

AS, seronegatif SpA’nin bir liyesi olup; psoriyatik artrit, reaktif artrit ve enteropatik

artritleri iceren inflamatuar bir artrit grubudur. Ortak klinik, laboratuvar ve
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radyografik oOzellikler paylasirlar. Ortak radyografik ayirici 6zellikler, normal
minerilizasyon ve erozyon, kemik proliferasyonu, spinal ve sakroiliak tutulum
bulunmasidir. Birbirlerinden erozyonlarin ve kemik proliferasyonunun derecesi ile
birlikte, tutulumun dagilimi ve simetrisi ile ayrilirlar. Degerlendirilmeleri i¢in ¢ok
sayida goriintileme yontemi vardir. Bunlar arasinda konvansiyonel radyografi,
konvansiyonel tomografi, kemik sintigrafisi, bilgisayarli tomografi (BT), ultrason ve
manyetik rezonans goriintileme (MRG) yer alir. Tutulan eklemin dogru
degerlendirilmesi i¢in uygun goriintiilleme yontemi se¢ilmelidir (Salonen ve Brower,
2003)

1.9  Ankilozan Spondilitin Genetigi

AS patogenezinde rol oynayan genetik faktorlerin hastaliga yatkinligin %90’indan
sorumlu oldugu disiiniilmektedir (Reveille, 2006). Genetik yatkinlik faktorlerinin
basinda sinif I MHC molekiilii olan HLA-B27 aleli gelmektedir (Khan ve ark, 2007).

HLA-B27 aleli ile AS arasindaki iliski 1973 yilindan beri bilinmesine
ragmen, bu molekiiliin hastalik patogenezindeki rolii henliz tam olarak
aydinlatilamamistir. Tim genom iliskilendirme ¢alismalar1 sayesinde HLA-dis1 diger

genetik yatkinlik faktorlerinin tanimlanmasi da miimkiin olabilmistir (Cosan ve Giil,

2007).

AS hastalarinin = %90’ 1indan  fazlasimin HLA-B27 aleli pozitif oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte farkli etnik gruplarda, saglikli toplumdaki HLA-B27
aleli sikligit ve HLA-B27°’nin AS’ye genetik yatkinligina katkisi degiskenlik
gosterebilmektedir (Sieper ve ark, 2006). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada AS
hastalarinin yaklagik olarak %70’inin HLA-B27 aleli pozitif oldugu bildirilmistir
(Gunal ve ark, 2008). AS'ye yatkinlikta rol oynayan diger genetik faktorlerin
birbirleri ve/veya g¢evresel faktorlerle etkilesimi iilkemizde yapilan bu caligmadaki

verinin nedenleri arasinda yer alabilir (Cosan ve Giil, 2007).

Ikizlerde yapilan iki ¢alismada konkordans orani, monozigotik ikizlerde %50-
75, dizigotik ikizlerde %12.5-15, HLA-B27 aleli pozitif dizigotik ikizlerde %20-27

olarak bulunmustur. Monozigot ve dizigot ikizlerdeki konkordansin bu kadar farkli
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olmasi, hastalik patogenezinde HLA-B27 basta olmak tizere diger genetik faktorlerin
katkisini ortaya koymaktadir ( Brown ve ark, 2000).

Saglikli bireylerle yapilan ¢alismalarda HLA-B27 aleli pozitif olanlarda
AS gelisme riski %1.3 olarak bildirilmistir. AS ile HLA-B27 aleli arasindaki
iliskiye ragmen, HLA-B27 aleli pozitif saglikli bireylerde hastaligin ortaya ¢ikma
olasiligtnin bu kadar diisiik olmasi, AS patogenezinde diger genetik ve/veya
cevresel faktorlerin roliiniin 6nemini vurgulamaktadir (Breban, 2006) AS’nin
genetik temelinde rol oynayan aday genler, HLA-B27 disindaki MHC genleri ve
MHC disindaki genler olarak gruplandirilmaktadir

1.9.1 HLA-B27 Disindaki MHC Genleri

MHC genlerinin AS’ye genetik katkist %50 olup, HLA-B27 bunun %16’sindan
sorumludur. HLA-B27 pozitif bireylerin sadece %5-8’inde AS gelismesi ve AS’li
beyaz irkin %10’unun HLA-B27 negatif olmasi; HLA-B27 disindaki genlerin de AS

gelisimine yatkinlik yaratabilecegi diisiincesine neden olmustur (Rahman, 2007)

HLA-B27 disindaki MHC sinif T genlerinden HLA-B60, HLA-B38, HLA-
B39 ve HLA-B35’inde AS ile iliskili oldugu gosterilmistir (Rahman, 2007). Ancak
HLA-B35 ile AS arasindaki iligki tam olarak kanitlanmamistir. HLA-B60, Avrupa
ve Tayvan’da HLA-B27 pozitif veya negatif olmasina ragmen AS gelisim riskinden
sorumlu tutulan bir gendir (Dakwar ve ark, 2008). HLA-B27 disindaki bir MHC
smif I geni de HLA-B27’ye yakin yerlesimli olan MHC sinif I zinciri ile iligkili gen
(MICA) dir (Sekil 1.9.1.1) MICA proteinleri dogal oldiiriicii reseptor (NKG2D)
aktivatoriidiirler ( Reveille, 2006) .

MHC smif II genlerinden HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*04 ve HLA-
DRB1*08 alellerinin de AS iliskili oldugu rapor edilmistir (Brown ve ark, 1997).
Diger MHC sinif II genlerinden antijen prosesi ile iliskili tasiyict (TAP) geni ve
diisiik molekiil agirlikli proteazom (LMP) geni alelleri tizerinde de c¢alisilmis ve s6z

konusu genlerin de AS patogenezinde rolleri oldugu goriilmiistiir (Sekil 1.9.1.1)
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(Reveille, 2006) Nitekim LMP-2 aleli iiveitin eslik ettigi AS (Kanada) ve juvenil AS
(Meksika, Norveg) olgularinda, LMP-7 aleli de Ispanyol AS olgularinda
gosterilmistir (Reveille, 2006).

MHC smif III genleri de AS gelisiminden sorumludur. Bunlardan tiimor
nekroz faktor- o (TNF-a) ve 1s1 sok proteini-70 (HSP-70) genleri polimorfizmleri ile
AS asosiasyon gosterdigi belirtilmektedir (Sekil 1.9.1.1) (Reveille, 2006). Yapilan
bazi galismalarda TNF-o -308(A/G) gen polimorfizmi ile AS arasinda bir iligki
oldugu bildirilmistir (Rahman, 2007).

HLA
klas Il lokus

|
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DRB1*07
HLA HLA DRB1*08
*
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[ : 1 | ; s
Hmcs HueaH 8 H ¢ A 4 foTelomer
-308A MICA-A4 B27, B6O,
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Sekil 1.9.1.1: Ankilozan spondilitte yer alan HLA lokuslari/alelleri (walter, 2011)

1.9.2 MHC Disindaki Genler

Genetik arastirmalar HLA-B27’nin toplam genetik yatkinliga katkisinin %30-40,
HLA’nin da i¢inde bulundugu MHC bdlgesinin katkisinin da %50 diizeyinde
oldugunu goéstermektedir ( Reveille, 2006; Breban ve ark, 2006). Ikizlerde yapilan
iki ¢alismada konkordans orani, monozigotik ikizlerde %50-75, dizigotik ikizlerde
%12.5-15, HLA-B27 pozitif dizigotik ikizlerde %20-27 olarak bulunmustur.

Monozigot ve dizigot ikizlerdeki konkordansin bu kadar farkli olmasi, hastalik
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patogenezinde HLA-B27 aleli basta olmak {izere genetik faktorlerin katkisinin
onemini kanitlamaktadir (Carter ve ark, 2007).

Hastaliga yatkinlik olusturan diger genleri tanimlamak amaciyla yapilan tim
genom baglanti analizleri ¢ok sayida MHC dis1 aday gen bolgesi tanimlamistir (10q,
16q, 1q, 3q, 5q, 64, 99, 17q ve 19q) (Carter ve ark, 2007). AS ile birliktelige kuvvetli
en onemli MHC dis1 aday genler kromozom 2q iizerinde lokalize IL-1 gen kiimesidir

( Timms ve ark, 2004; Brown, 2006).

Bu bolge IL-1A, IL-1B ve IL-1 reseptor antagonisti genlerini icermektedir ve
biiytik 6lgekli iligki ¢alismalarinda IL-1 bolgesi polimorfizmleri ile AS arasindaki
iligki dogrulanmistir (Timms, 2004; Brown ve ark, 2006). Yine yapilan bazi
calismalarda AS’ye yatkinlikta 6nemli risk faktorlerinden birinin kromozom 1q’da

lokalize IL-23R geni oldugu bildirilmistir (Reveille ve ark, 2007).

AS’de rol oynadigi disiiniilen genlerden bazilarmin, lokalizasyon ve

fonksiyonlar1 Tablo 1.9.2.1'de verilmektedir.
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Tablo 1.9.2.1: Ankilozan Spondilitle fliskili Bazi Genler (Reveille ve ark, 2007; Robinson, 2012)

AS ile En Fazla

Gen Kromozomal Mliskilendirilen Fonksiyonu
Lokalizasyonu
SNP
HLA-B27 6p21 rs4349859 Antijen Sunumu
ERAP1 5915 rs30187 Antijen Sunumu
IL-23/Th17 Sinyal Iletim
IL-23R 1p31 rs11209026
Yolu
IL-23/Th17 Sinyal iletim
IL-12B 5933 rs6556416
Yolu
TNFRSF1A 12p13 rs11616188 TNF Sinyal Iletim Yolu
IL1IR2 2912 rs2310173 Kazanilmis Immiin Yanit
ANTXR2 4¢21 rs4389526 Iskelet Tutulumu
RUNX3 1p36 rs11249215 Antijen Sunumu
CARD9 9g34 rs10781500 Kazanilmis immiin Yanit
PTGER4 5pl3.1 rs10440635 Kazanilmis immiin Yanit
KIF21B 1g32.1 rs2297909 NF-«B Sinyal iletim Yolu
TBKBP1 17921.32 rs8070463 TNF Sinyal Iletim Yolu
2p15 Intergenik Bolge rs10865331 Bilinmiyor
21922 Intergenik Bolge rs378108 Bilinmiyor
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1.10 HLA-B27 ve Ankilozan Spondilit Tliskisi

AS patogenezinde rol oynayan genetik yatkinlik faktorlerinin basinda HLA-B27
gelmektedir (Khan ve ark,2007). Insan 16kosit antijeni (HLA)-B27, bir major doku
uygunluk kompleksi (MHC) sinif I molekiilii olup, kromozom 6p’de kodlanmaktadir
(Sekil 1.10.1) (Zambrano-Zaragoza, 2013). HLA-B27 heterodimeriktir ve non-
kovalent bagla B,—mikroglobuline (Bom) baglanmis HLA-B alfa (agir) zincirinden
olusur (Sekil 1.10.2) (Khan ve ark, 2007).

Chromosome 6 q Cantromens 3
— 1 ~ 1
llolon'«n e e T el Telomere
e BN
Regions e & ~
i S
Class Il Class Il Class | ]
HLA class N g g
region locl ~ B~ |
& b
N == < i e % =8 =
: Bff 3 §3 B8 53 BE @ ¢
HLA class Wl -
region loci o axu
§33 4y 239 S8
HLA class |
region loci
e - < 0w
WM € < €< < < -
352 ¢ £ R b

Sekil 1.10.1: HLA gen bolgesinin 6. kromozom iizerinde yerlesimi ve Sinif I, 11, 111

bolgeleri (Cevirgen , 2005)

HLA smif I molekiillerinin ana gorevi, ¢ogunlukla endojen proteinlerin
parcalanmasiyla agia c¢ikan antijenik peptidleri baglamak ve sitotoksik (CD8+) T
lenfositler lizerindeki af T-hiicresi reseptorlerine sunmaktir. Antijenik peptid, HLA-

B27 yapisindaki agir zincir ile birgok lokalizasyonda iliski halindedir (Lopez, 2007).
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HLA-B27 translasyon ve iiglinciil katlanma sonrasi f,m’e baglanir ve bir
oligopeptid ile yiiklenir. Peptidler, normalde organizmaya ait proteinlerden elde
edilir(Smith ve ark, 2006). Ancak hiicre i¢inde yasayan mikroorganizmalar hiicreyi
enfekte ettiklerinde antijenik peptidler ortaya ¢ikabilir (Shamji ve ark, 2008). Bu kisa
peptidler 6nce MHC sinif I molekiilii ile karsilastiklar1 yer olan endoplazmik
retikuluma (ER) taginir (Smith ve ark, 2006). Bu trimolekiiler kompleks (B-27, om,
peptid) golgi aparati araciligiyla antijenik peptidlerin CD8+ T lenfositlere veya NK

hiicrelerine sunuldugu yer olan hiicre yiizeyine tasinir.

Cytoplasm

Sekil 1.10.2: HLA-B27 molekiilii (wikipedia, 2014)

Boylece, MHC molekiilii antijenden (Ag) elde edilen peptidi CD8+ T
lenfositlere sunar (Smith ve ark, 2008). MHC-peptid kompleksinin Ag-spesifik T
lenfositinin reseptoriince taninmasi ile Ag sunumu tamamlanir (Sekil 1.10.3)

(Brown, 2008)
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Sekil 1.10.3: Ankilozan spondilitte HLA-B27’nin patofizyolojik rolii (Walter, 2011)

HLA-B27’nin 106 alellik alt tipi vardir (hlab27, 2014). Tiim alt tipler AS ile iligkili
degildir. Cografi bolgelere gore HLA-B27 allel dagilimi degiskenlik gosterebilmekte
ve sonugta hastalarda saptanan HLA-B27 allelleri de degisebilmektedir (Khan ve ark,
2007). Yine AS hastalarinin %90’ indan fazlasinin HLA-B27 aleli pozitif oldugu
bilinmektedir. Fakat HLA-B27 aleli pozitif bireylerde hastaligin goriilme riski
yaklasik %35 oranindadir (Rogers ve ark, 1985). Bu durumun olasi nedenleri igin

asagidaki agiklamalar 6ne siirtilmiistiir. Bunlar:

1. HLA-B27’nin farkl alellerinin varligina baglanmaktadir (Shamji ve ark, 2008). T
lenfosit repertuarmin sekillenmesinde HLA Ag’i anahtar rol oynadig i¢in, HLA-
B27 aleli pozitif bireylerin hastaliga duyarliliklarinin farkliligini, belli HLA-B27
aleli epitoplarina yanit verme kapasitesi belirler (Careless ve Inman, 1995). En

sik rastlanan B*2705, AS gelisim riski ile en iliskili olandir. Ciinkii baglanma
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kapasitesini gosteren daha genis bir peptid repertuvarina sahiptir (Careless ve
Inman, 1995; Taurog, 2007, Shamji ve ark,2008 ).

2. Ag sunan hiicrelerin sunum diizeyleri farklidir. HLA-B27, HLA-B27 pozitif AS
hastalarinin periferik mononiikleer hiicrelerinde, saglikli HLA-B27 pozitif
bireylere gore daha fazla sunulmaktadir. Ayrica sunulan Ag miktar1 B*2705
tagtyan AS’li hastalarda, B*2709 ve B*2705 tasiyan saglikli bireylere gore daha
fazladir (Shamji ve ark,2008).

3. B*2709 ve B*2706’ nin hastaliga yatkinlik yaratmayisinin bir nedeni belki de ek
duyarlilik yaratan genlerin bu alellerle tasinamayisidir (Khan ve ark, 2007).

HLA-B27'nin AS patogenezindeki roliinii aydinlatmak igin yapilan

calismalar sonucunda alt1 adet hipotez 6ne stirtilmiistiir (Ataman, 2012) Bunlar:

1. Molekiiler Benzerlik Teorisi

1980 ve 1990’11 yillarda olduk¢a benimsenmis bu mekanizmaya gore, organizmaya
ait ve yabanci peptid arasindaki benzerlik sitotoksik T lenfosit yanitina ve sonugta
organizmaya ait dokularda otoimmun yikima yol agmaktadir (Khan ve ark, 2007). Bu
teoriye gore, bakteriyel bir enfeksiyon sirasinda yabanci Ag’lere karsi olusan
antikorlar, HLA-B27 ile ¢apraz reaksiyon vermektedir. HLA-B27 nin peptid dizilimi
Enterobakteriler, Klamidya ve sitokeratin ile benzerdir. Yani organizmanin
kendinden olan bir proteine karsi olan toleransi bir enfeksiyonun immiinolojik

bozuklugu olarak otoimmiiniteye donilismiistiir (Careless ve Inman, 1995).

2. Aritrojenik Peptid Teorisi

Artrit nedeni patojenlere ait ortak, immunolojik olarak baskin, artrite yol acan HLA-
B27—spesifik antijenik peptidlerin varligi ve bu peptidlerin otoantijenlerle ¢apraz
reaksiyon reaksiyon gostermesidir (Smith ve Colbert, 2006). HLA-B27’nin

bakteriyel veya organizmaya ait bir peptidi sitotoksik T lenfositlerine sunmasiyla
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baslayan HLA-B27 ile smurlt bir sitotoksik T hiicresi yanitinin AS’e yol agtig1
diistiniilmektedir (Reveille, 2006). Dolayisiyla HLA-B27 aleli pozitif bir birey artrit
nedeni bir patojenle enfekte oldugunda, eklemlerde HLA-B27 spesifik, sitotoksik T-

hiicresi aracili bir otoimmun yanit baslatilir (Shamji ve ark, 2008).

3. HLA-B27’nin Uygunsuz Kivrimlanmasi Teorisi

HLA-B27’nin normal kosullarda fB,m ile kovalent olmayan baglant1 Yyapan,
heterodimerik yapida, alfa agir zincirinden olugmasi beklenir (Khan ve ark, 2007)
Ancak gesitli ¢calisgmalarda HLA-B27°nin hiicre yiizeyinde aberan sekillerde ortaya
cikabildigi gosterilmistir. HLA-B27, B,m yoklugunda disiilfit baglantili dimerler ya

da monomerler olusturabilir ( Smith ve ark, 2006).

Stabil bir HLA molekiiliiniin (agir zincir-mikroglobulin-peptid kompleksi)
hiicre ylizeyine tasinmadan 6nce ER’da toplanmasi gereklidir. Bom yoklugunda agir
zincirler yanls kivrimlanir ve pargalanir. Uygun olmayan kivrimlanma, agir zincirin
anormal sekillenmesi olarak tanimlanir; uygun kivrimlanmayan proteinlerin ER’da
birikimi de ayni adi alir. Ciinkii anormal yiizey agir zincirlerinin varhiginda da

olagan dis1 molekiiller gelisir ( Shamji ve ark, 2008).

4. HLA-B27’ nin Oto-Antijenik Olarak Tanimlanmasi

HLA-B27, HLA smuf II (DR, DQ ve DP) heterodimerleri tarafindan CD4+T
hiicrelerine bir otoantijen olarak sunulabilir. HLA-B27’nin otoantijenik olarak
taninmasi, molekiiler benzerlik teorisinin bir parcasini olusturur. Bu HLA-B27
molekiiliine ait peptidler, bakteriyel kaynakli olanlarla benzerlik tasidigi zaman

gozlenen bir durumdur, ancak primer bir mekanizma olarak kabul edilmemistir.

(Reveille, 2006)
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5. Dimerize HLA-B27’ nin CD4+T Hiicrelerine Ag Sunmasi

Kivrimlanma hatas1 sonucunda dimerize yap1 kazanmis HLA-B27 nin bir 6zelligi de
CD4+T hiicrelerini aktive edebilmesidir. CD4+T hiicreleri arasinda sinif II MHC
molekiillerini tanimasina ragmen, P,m tasimayan homodimer yapisindaki sinif I
molekiili HLA-B27’yi tantyabilmektedir. Dolayisiyla HLA-B27, CD4+T hiicreleri

tarafindan da taninmaktadir (Boyle ve ark, 2001).

6. Uzamus Hiicre ici Bakteri Varhgi

Salmonella enteritidis’in, HLA-B27 sunan belli hiicrelerde, yasam siiresinin uzamasi
so6z konusudir. HLA-B27 enfeksiyoz etkenlerin eliminasyonunu etkileyebilir ve
defektli bir immun yanita neden olabilir. HLA-B27 pozitif bireylerde bu bakterinin
hiicre i¢i lizisi azalmis, IL-10 ve bir dereceye kadar da TNF-a iiretimi artmustir.
(Reveille, 2006) Bu modiilator etkileri, HLA-B27’ nin yetersiz kivrimlanmasi ve ER’
da asir1 yiiklenmeye yol agmasiyla ilgilidir ( Lopez, 2007).

1.11 interlokin- 23 ve Ankilozan Spondilit Tliskisi

Interldkin-12 sitokin ailesinin bir iiyesi olan Interldkin-23 (IL-23), 19.000 molekiiler
agirlikly, 4 katl helikal ¢ekirdekli bir a alt tinitesi (1L-23p19; MIM 605580) ve disiilfit
bagli ilave 40.000 molekiiler agirlikli ayr1 b alt Ginitesi (IL-12p40; MIM 161561) olan
bir heterodimerdir ( Kleinschek ve ark, 2006; OMIM,2014)

IL-23, p19 alt tinitesi 4 ekzon ve 3 introndan meydana gelmistir ve 12q13.2.
kromozom bolgesinde bulunmaktadir. p40 alt iinitesi 8 ekzondan ve 7 introndan
olusmaktadir ve 119l.3 kromozom bolgesinde lokalize bir gen tarafindan
kodlanmaktadir. Insan p19°u fare p19°u ile yapisal olarak % 70 oraninda homoloji ve
IL-12’nin p35 alt linitesiyle homoloji gostermektedir. Hem p19 hem de p35 yapisal
olarak en ¢ok IL-6 ve granulosit koloni uyarici faktorle iliskilidir. Bu durum her iki

alt iiniteyi uzun zincirli sitokinlerin gp130-sinifi {iyesi yapmaktadir (Lupardus ve
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Garcia, 2008) Ayrica p40 alt iinitesi D1, D2 ve D3 olarak tanimlanan 3 domainden
meydana gelmektedir ( Yohn ve ark, 2000)

pl9 ekspresyonu, antijen sunan hiicreler, T lenfostiler ve endoteliyal
hiicrelerde, p40 ekspresyonu ise baslica monosit, makrofaj ve Dendritik hiicreler gibi
antijen sunan hiicrelerde yapilmaktadir. Biyolojik olarak aktif IL-23"{in formasyonu,
ayni hiicre iginde hem p40 hem de pl19 alt Uinitelerinin sentezini gerektirmektedir.
Hem IL-12 hem de IL-23 T hiicrelerinin ve NK hiicrelerinin £1 reseptoriine ortak
olan p40 alt iiniteleri araciligiyla baglanmaktadirlar ( Langrish ve ark, 2005)

<
.

>

Immunoglobulin ‘
-like domain Cytokine

receptor
domain

| —Fibronactin
W/ typelll
IL-23R IL-12RB1 | | domain IL-12RB2

Sekil 1.11.1: interlokin 23 Sinyal Yolag1 (Chang ve ark, 2010)

IL-23, IL-23 reseptoriine (IL-23R) ve IL-12Rf1°e¢ baglanir. IL-23p19°a
baglanan ve N terminal u¢lu immiinoglobin benzeri bir ekstraselliiler domain ve 2
sitokin reseptér domaininden meydana gelen IL-23R, hematopoietin reseptor
ailesinin bir tyesidir (Sekil 1.11.1) (Parham ve ark, 2002). IL-23 reseptoriinii
kodlayan IL-23R geni insanda kromozom 1p31.3’de lokalize olup, 11 ekzon ve 10
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introndan olusmaktadir (Sekil 1.11.2) (OMIM, 2014). IL-23R’nin ¢ogunlukla aktive
olmus T hafiza hiicreleri, NK hiicreleri, monosit/makrofajlar ve Dendritik hiicreler

(diisiik seviyede) tizerinde eksprese edildigi gosterilmistir (Van de Vosse ve ark,
2003).

1p3d2
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1pa53

1pIBES
1padiz
1p351
1p33
ip3 3
pe2 g
1pE1 1
1p12
gl 2
1ges2
1243
131
19322
12a2
= k]

Sekil 1.11.2: IL-23R geninin p kolundaki lokalizasyonu

IL-23 igin sinyal yolagi 2 reseptor zinciri ve sinyalleme proteinlerinden Jak
kinaz 2 (Jak2), tirozin kinaz 2 (Tyk2), sinyal ileticisi ve transkripsiyon 3 aktivatorii
(STAT3) ve STAT4’den olusur. 1L-23, fosforilasyon i¢in Jak kinazlar1 (Jak2 ve
Tyk2) kullanir ve STAT3-STAT4’1i aktive eder. Reseptor kompleksinin uyarilmasi,
fosforilasyonu saglayan Jak2 ve Tyk2’yi aktifler ve STAT proteinleri i¢in baglanma
noktalar1 olusturur. Daha sonra STAT’lar fosforillenir, dimerize olur, niikleusa
transfer edilir ve hedef genleri aktive eder (Sekil 1.11.1) (McKenzie ve ark, 2006;
Tato ve Cua, 2008)

STAT4’tin fosforilasyonu, artan IFNy diretimi ve Thl hiicrelerinin
farklilasmasini, STAT3 fosforilasyonu ise Th17 hiicrelerinin gelisimini saglar (Sekil
1.11.3) (Ghilardi ve ark, 2004; Kikly ve ark.2006). Bu proses, organizmada herhangi
bir patojenik/antijenik karsilasmada etkenin ortadan kaldirilmasinda gorev alacak

immiin sistem hiicrelerinin aktivasyonunu saglayacak sitokin kaskatini organize

etmektedir (Mathur ve ark. 2007).
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Sekil 1.11.3: interlokin 23 Reseptor Sinyal Kompleksi (Chang ve ark, 2010)

Naif CD4+ T hiicrelerinin farklilasmasinda 6nemli olan IL-12’den farkh
olarak IL-23, IL-17, tiimor nekroz faktor ve IL-6’y1 salgilayan salgilayan CD4+ T
hafiza hiicrelerinin (Th17) gogalmasini diizenler (Sekil 1.11.4) (McKenzie ve ark,
2006; Beadling 2006). IL-12 ise bazi kosullarda otoimmiin yanitlar {izerinde
koruyucu etkileri olan Thlhiicre farklilasmasini indiiklemektedir (Vermeire ve ark,
1997) .

Sonug olarak, IL-23 bir IL-12 aile liyesi olmasina ve yapisal benzerligine
ragmen yardimci T (Th) hiicreleri tizerindeki etkisi oldukg¢a farklidir ( Goriely ve ark,
2008). Hem IL-12 hem de IL-23’iin iretimi, niikleer faktor kB’yi (NF-kB)
gerektirmesine karsin farkli sinyaller kullanilmaktadir. Sonugta Thl ya da Thl7

hiicre temelli immiiniteye yol acan yanitlar tetiklemektedir (Chang ve ark, 2010).
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IL-23 birka¢ otoimmiin inflamatuar rahatsizliktaki (kolit, gastrit, sedef ve
artirt) rolii ve IL-12’ye yakin benzerligi sayesinde yeni bir pro-inflamatuar sitokini
olarak gosterilmistir (Oppmann ve ark, 2000). IL-12’ye hem yapisal benzerligi hem
de T hafiza hiicrelerinin interferon-y (IFN-y) {liretim ve ¢ogalmasii destekleyici
ozelligine ragmen IL-17’yi uyarabilme yetenegi IL-12 ile kiyaslandiginda IL-23,
otoimmiin inflamasyonun siirdiiriilmesi ve ilerletilmesinde onemli bir role sahiptir

(Oppmann B ve ark, 2000).

Microbial/self-antigen

HLA-B27 homodimers
KIR3DL2 .'
[]

|'f. (@)
..\Do g Inflammation

Sekil 1.11.4: inflamasyonda IL-23’iin yardimc1 T hiicrelerinin Th17’ye

farklilagsmasindaki rolii (zambrano-Zaragoza, 2013)

Yapilan ¢alismalar, IL-23’iin hem dogal hem de kazanilmig immiin sistemde
anahtar rol oynadigmi gostermistir Bazi hayvan modellerinde IL-23 tarafindan
uyartlan Th17 hiicrelerinin otoimmiin inflamasyonu yonlendirici merkezi bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Th17 hiicrelerinden salinan IL-17, monositleri ve endoteliyal
hiicreleri proinflamatuar aracilar1 liretmek {izere uyarir ve bdylece nétrofillerin

inflamasyon bdlgesine gogiine neden olur (McKenzie,2006).

IL-23p19 mRNA expresyonunun, hem Crohn hastaligindan hem de iilseratif

kolitteki inflamasyon bdolgelerinden alinan psoriyatik lezyonlarda ve biyopsi



numunelerinde arttigi bulunmustur (Lee ve ark, 2004; Schmidt ve ark,2005). TNF
antagonistleri sedef ve Crohn hastaliginin tedavisinde kullanim i¢in onaylanmistir
(Ware, 2005) Bu bulgular IL-23 molekiiliniin kronik inflamatuar hastaliklarin

patogenezinde Onemli etkilere sahip olabilecegini gostermektedir (Xinwei ve ark,

2010).

Son zamanlarda farkli popiilasyonlarda yapilan g¢alismalarda IL23R gen
polimorfizmleri ile inflamatuar barsak hastaligi (IBD) ve sedef hastaligi arasinda
giiclii bir iligki olabilecegi rapor edilmistir ( Tremelling ve ark, 2007; Capon ve ark,
2007; Cargill ve ark, 2007)

IBD ve AS arasindaki klinik ve immiinolojik yonden benzerlikler nedeniyle,
AS gelisimine genetik faktorlerin etkisini arastiran bilimsel ¢aligmalar, 1L-23R geni
polimorfizmleriyle AS’nin iliskisine yogunlagmistir (Xinwei ve ark; 2010). Burton
ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada AS hastalarinda 14.436 nonsinonim
SNP (tek niikleotid polimorfizmi) genotiplenmis ve IL-23R polimorfizmleri ile AS

arasinda iligski bulunmustur ( Burton ve ark, 2007).

Ingiltere ve Giiney Amerika populasyonlarinda IL-23R’de bulunan
rs11209026, rs1343151 ve rs11209032 polimorfizmleri ile AS’nin iliskili oldugu
rapor edilmistir (Burton ve ark, 2007). Bu SNP’lerden rs11209032 intergenik
bolgede lokalize olup, aminoasit kodlamamaktadir. Diger taraftan bu polimorfizmin,
mRNA’nin kirpilmasinda ya da IL-23R ve bitisiginde yer alan IL-12Rf2 genleri
arasindaki etkilesimde bilinmeyen bir mekanizmayla iliskili olabilecegi

diistintilmektedir (Xinwei ve ark, 2010) .

1.12 Polimorfizm

Insan genomundaki DNA, farkli tipte, kalitilabilen degisiklikler gosterir. Belirli bir
DNA dizisindeki herhangi bir degisiklige mutasyon adi1 verilmekle birlikte, mutasyon

terimi genellikle bir hastaliga yol agan dizi degisikligi anlaminda kullanilmaktadir.
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Alel degisikligi - alelik varyant terimi ise, bir hastaligin fenotipini etkileyebilmesine

ragmen hastaliga neden olmayan farkliliklar olarak kabul edilir (Claustres, 2004).

DNA dizisindeki varyasyonlar populasyonun %]1’inden fazlasinda meydana
geliyorsa polimorfizm adi verilir. insan Genom Projesi kapsaminda yapilan DNA
klonlama ve dizi analizi ¢aligmalarinda her 100 bazdan birinde polimorfizm oldugu
saptanmugtir (Insan genomunda yer alan polimorfizm 6rnekleri genel olarak alti

grupta degerlendirilir. Bunlar; (Claustres, 2004)

a) Dizi Polimorfizmi

b) RFLP Polimorfizmi ( Par¢a Uzunluk Kesim Polimorfizmi)
¢) Kopya Sayisi Polimorfizmi

d) VNTR Polimofizmi (Variable Number Tandem Repeat)

e) STR Polimorfizmi (Short Tandem Repeat)

f)  Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP) dir.

1.12.1 Tek Niikleotid Polimorfizmi

DNA dizi varyantlarmin en yaygin tipi tek niikleotid polimorfizmidir Insan
genomunda yaklagik 27 milyon SNP bulundugu bildirilmistir. Canli genomunda gizli
kalmis bu farkliliklar, ilk basamakta canlinin ¢evreye uyumu ve yasami icin gerekli
goriinmese bile bir zaman sonra, canliyr avantajli duruma doniistiirecek

preadaptasyon niteligindeki varyasyonlardir (Claustres, 2004).

Polimorfizm Ornekleri, DNA’nin kodlanmayan bdlgeleri arasinda bulunan,
genler arasi ve gen yapisinda bulunan intronlarda bulunmasinin yansi sira promotor
dizilerinde de bulunur. Bu nedenle gen ekspresyonunun dogru zamanda dogru yerde
ve dogru miktarda olmasini saglayan tek niikleoitid polimorfizmlerinin belirlenmesi
kanser, yaslanma, tansiyon, obezite ve kalp gibi gibi baz1 poligenik hastaliklarin

takibi ve risk gruplarinin belirlenmesinde 6nemli olmaktadir (Liileyap, 2008).
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Polimorfizmler populasyonda diisiik siklikta olmasina karsin bazi durumlarda
¢cok oOnemlidirler. Polimorfizimlerin yaklasitk %90’nin1  olusturan ve insan
genomunun yiiksek cesitliliginin dogal etkeni olan tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP) belirli hastaliklara yatkinlig: arttirabilir ya da azaltabilir. Bu etkilerini de, ilag
yanitin1 degistirmelerinde oldugu gibi, fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyerek veya
bozarak yaparlar. SNP genotiplemesi genetik haritalama, farmakogenetik ¢alismalar,
etken madde arastirmalari ve populasyon genetigini de igine alan genis bir
yelpazedeki genetik calismalar i¢in son yillarda tercih edilen bir teknoloji haline
gelmistir. SNP’ler bu etkilerini ya ilag yanmitin1 degistirerek, ya da fizyolojik
fonksiyonlar1 diizenleyerek veya bozarak yapar (Solak ve ark, 2000).

Diinya iizerindeki tiim niikleoitd varyasyonlarinin ayni veri tabaninda
bulunmasi i¢in, akademik ve endiistriyel birikimlerin ortakligiyla bir konsorsiyum
olusturulmustur. Bu veri tabaninda (NCBI: National Center for Biotechnology
Information-dbSNP) 12 milyondan fazla varyasyon (kisa ardi ardina tekrarlar, tek
niikleoitid polimorfizmleri, insersiyon/delesyonlar) bulunmaktadir. Bu site
aracilifiyla simdiye kadar belirlenmis SNP’lerle ilgili bilgilere ulasilabilir (Liileyap,
2008).

1.13 Mutasyon Analiz Yontemleri

Mutasyon analizi, ¢esitli doku ve hiicrelerden elde edilen DNA ve RNA molekiilleri
tizerinde, genlerin yapist ve genlere bagli bozukluklarin mutasyonlarla iligkisini
anlamak amaciyla yapilan molekiiler uygulamalar1 kapsar. Mutasyon analizinin
birinci asamasinda olan DNA izolasyonu ic¢in ¢ok farkli teknikler gelistirilmis
olmakla birlikte genelde ucuz ve toksik kimyasallar icermemesi nedeniyle Miller 1n

tuzla ¢oktiirme yontemi uygulanir (Claustres, 2004).

Mutasyon tespitinde kullanilacak yontemin se¢iminde, hastalik ile 1lgili
mutasyonun bilinmesi ¢ok Onemlidir. Bilinen mutasyonlarin yonteminde direkt

analiz yontemi uygulanir. Eger hastalikla ilgili gen biliniyor ve ayni hastaligin ortaya
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cikmasinda degisik mutasyonlar rol oynuyorsa, mutasyon tarama yontemleri

uygulanir (Tablo 1.13.1).

Tablo.1.13.1: Mutasyon Analiz Y6ntemleri (Claustres, 2004)

Mutasyon Tiirii Analiz Yontemi

Restriksiyon Fragment Analiz Yontemi
Alele Ozgiil Oligoniikleotid Hibdidizasyon Yontemi
Alele Ozgiil Amplifikasyon Yontemi
Tek Niikleotid Primer Uzamasi veya Mini Dizi Analizi Y6ntemi
Alele Ozgiil Ligasyon Yontemi
Es zamanli PCR Sistemi
Alele Ozgiil Niikleoitd Birlesmesi Yontemi
Yiiksek-dansiteli Oligoniikleoitid Dizilimleri

- DNA Cipleri

- Hibridizsayon Cipleri

- Mini Dizileme Cipleri
9. PCR Yontemi Kullanilmadan Mutasyon Tayini

- Ugiincii Dalga Teknolojisi

10. Rolling Circle Amplifikasyon Yontemi
11. PNA ve LNA Problari ile Analiz

Bilinen
Mutasyonlar

N~ E

1.Yapisal Degisiklikleri Saptayan Y ontemler
- Denatiire Edici Gradiyent Jel Elektroforezi Yontemi
- Heterodubleks Analiz Ydntemi
- Denatiire Edici Yiiksek-Performans Sivi Kromatografisi Y ontemi
- Tek Sarmall1 Yapisal Polimorfizm Yontemler
2. Yanlis Baz Eslesmesinin Taninmasi Temelli Yontemi
- Yanlis Eglesmelerin Riboniikleaz Enzimiyle Kesimi Y &ntemi
Bilinmeyen - Yanlis Eslesmelerin Kimyasal Yolla Kesimi Yontemi
Mutasyonlar - Yanlis Eslesmelerin Enzimlerle Kesimi Y6ntemi
- Baz Cikarma Dizi Taramas1 Yontemi
- -Mismatch Baglanan Proteinler(Muts ve Homologlar)
3.Mutasyonlarin Peptid Seviyesinde Saptanmasi
- Protein Kesme Testi Yontemi
4. DNA Dizi Analizi Yontemleri
- Maxam- Gilbert Teknigi
- Sanger Teknigi
- Pyro-sequencing Teknigi
- mMRNA analizi
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Hastaliga neden olan gen ve mutasyonlarin kesin olarak bilinmedigi
durumlarda ise, hastaligin goriildiigii aile bireylerine ait DNA 6rneklerinde, siipheli
aday gen i¢inde veya yakininda polimorfizm gosteren referans noktasi / noktalari
analiz edilerek hastaliktan sorumlu gen veya kromozom tespit edilmeye calisilir.

(Tablo 1.13.1).

1.13.1 Es Zamanh PCR Yontemi

Molekiiler genetikte yaygin olarak kullanilan yontemlerin ¢ogu, hedef molekiiliin
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile ¢ogaltilmasi esasina dayanir. PCR
yontemi ile c¢ogalma siiresince floresan Olglimler yapabilen es zamanli PCR
cihazlarmin gelismesi ile kantitatif sonuclar elde etmek ve tek tlipte farkli

mutasyonlar1 es zamanlt olarak belirlemek miimkiin hale gelmistir.

Higuchi ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen es zamanli PCR’nin temel amaci,
cok diisiik miktarda olsa bile bir 6rnekteki spesifik niikleik asit dizilerini kesin
sekilde ayirmak ve 6lgmektir. PCR’1in, modern floresan kimyasallarla birlesmesi ve
amplifikasyonun reaksiyon boyunca izlenmesi es zamanli PCR’mn temelidir. Es
zamanli PCR’da bir 6rnekteki spesifik bir hedef dizi amplifiye olur ve sonrasinda

floresan teknolojisi ile amplifikasyonun ilerleyisi goriintiilenir (Claustres, 2004)

Es zamanli PCR’nin avantajlari, hiz, kopyalama oraninda artis, kontaminasyon
riskinde azalma, otomasyon imkani ve PCR reaksiyonunu es-zamanli olarak
gozlemeye izin vermesidir. Ayrica klasik yontemlerdeki gibi, baglangi¢ materyalinin
miktarini tam olarak 6lgmeye de imkan verir. Direk olarak saptanan sinyal, biriken
PCR miktar ile iliskilidir (Claustres, 2004).

Bu yontemin gelistirilmesinden sonra, birgok fakli yontem daha ortaya konmus

ve cok farkli sekillerde bircok es zamanli PCR cihaz1 giderek artan sayida
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tiretilmistir. Amplifikasyon siirecini gostermek icin farkli boya ve problar

kullanilmaktadir (Claustres, 2004). Bunlar:

-Dizi spesifik olmayan floresan boyalar: Bu tiir boyalar DNA molekiiliiniin
tamamina baglanabilen boyalardir. Siklikla kullanilan SYBR Green boyasi, ¢ift
sarmalli DNA‘ya baglanarak floresan sinyallerin artmasini saglar ve genellikle gen

dozajini belirlemek igin kullanilir (Sekil 1.13.1.1a) (Claustres, 2004)

-Dizi spesifik floresan problar: Hedef diziye 6zgiil ve floroforlarla isaretli problardir.
Spesifik DNA dizisi mevcut ise reaksiyona katilirlar. Dizi spesifik problar
hibridizasyon ve hidroliz problarini igerir (Claustres, 2004).

-Hibridizasyon problari: Fluorescence Resonance Energy Transfer “FRET” prensibi
ile ¢alisirlar. FRET, 3° ucu floresan isaretli bir verici probdan yakindaki 5’ ucu
floresan isaretli alici proba enerji transfer etme islemidir. Bu transfer islemi
sonucunda olusan floresans sinyal miktar1 ortamdaki hibridizasyonun dercesine diger
bir deyisle PCR siklusu siiresince olusan {iriinlerin miktarina bagli olarak
artmaktadir. Eksitasyon ve emisyonlar1 birbiri {izerine ¢akisan iki florofor, fiziksel
olarak birbirine yakin ise, bir floroforun eksitasyonu ikinci floroforu uyararak
floresan 1s1maya neden olacaktir (Sekil 1.13.1.1b). Hibridizasyon problari genellikle
erime egrisi analizi ile tek niikleotid degisimlerinin saptanmasi i¢in kullanilir

(Claustres, ,2004)

-Hidroliz problart (TagMan): Taq polimerazin 5°-3" niikleaz aktivitesinden
yararlanan prob sistemidir. Mutasyon tayini, PCR amplifikasyonu sonras1 iki alele
0zgiil raportér boyanin sinyal yogunlugunun 6l¢giilmesiyle yapilir. Yontemin esast, 5’
ve 3’ uclarindan florofor maddelerle isaretli prob kullanilmasina dayanir. Probun 5’
ucunda rapdrtor florofor, 3’ ucunda ise baskilayic1 florofor bulunmaktadir. Prob —
hedef DNA molekiilii arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportor
floroforun  sinyal olusturmasi, 3’ugtaki  baskilayict  florofor tarafindan

engellenmektedir (Claustres, 2004).
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-Primerlerin hedef DNA’ya baglanmasiyla basn primer uzamasi, probun baglandigi
noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin Taq DNA polimeraz
enzimi 5° — 3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ uctan yikmaya baslar.
Boylece raportdr florofor serbest hale geger ve sinyal olusturur. Her dongiide
meydana gelen PCR iiriinii miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artar (Sekil

1.13.1.1c)

T

Annealin evresinde rimerlerin  Primerlerin uzatilmasi evresinde yeni Uzama evresinin sonunda hedef DNA
hedef DNA bolgesine baglanmasiyla sentezlenen ¢ift sarmalll DNA'nin  molekilinin tamami ¢ift sarmalli hale
az miktarda S\?GR Green olugan cift ~ yapisina katlan SYBR Green %eldiginden maksimum™ miktarda SYBR
sarmalli DNA'ya katilir ve az miktarda  miktarinin  artmasiyla daha fazla reen yapiya girer ve fluoresan sinyal
fluoresan sinyal yayilir. fluoresan sinyal yayilir. Slgular.

b) |1 2 3
m Verici florofor

‘I‘H‘I m Alici florofor ;
el -
oI I | | OTTOTTIECECEEEET

Denaturasyon evresinde alici ve Annealing evresinde alici ve verici Uzama evresi tamamlandiginda problar gift
verici floroforlarla isaretli problar problar DNA'ya baglanir ve FRET sarmal DNA'dan ve birbirlerinden ayrilir.
hentiz DNA'ya baglanmadigiigin yan  olusur. Alici - floroforun  bulundugu

ana gelmez ve enerji transferi probta sinyal olusur.

{FRET) olusmaz.

c) [1 2 3 4

o a m Raportdr florofor
mBaskilayici florofor
& L e e
TTTTTITITI I I I 1T =
ETTTTRITIITITIINIT .I.UJIUII.I.I.IIELU. LTI

Prob 5’ ucunda 2 fluoresan Annealing evresinde primerler Taq DNA polimeraz enzimi Uzama  evresi boyunca
igsaret tagir. Bu isaretlerden ve problar hedef DNAya primeri uzattikgaproba yaklagir serbest haldeki  raportor
biri  (baskilayici  florofor) baglanir. ve proba ulagtiginda 5’ niikleaz florofordan agiga gikan sinyal
digerinin  (raport6r florofor aktivitesi gostererek raportéri miktari  cihaz ~ tarafindan

fluoresan sinyalini baskilar. robtan koparir ve raportér okunur.
oroforun sinyali agiga gikar.

N

Sekil 1.13.1.1: Es zamanli PCR yonteminde yaygin kullanilan boya ve prob tiirleri a)

SYBR Green boyasi b) Hibridizasyon problar1 ¢) Hidroliz problar1 (TagMan) (Roche
Applied Science, Technical Note, No. LC 18/2004)
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1.13.1.1 LightCycler Sistemi

LightCycler sisteminin 6zelligi PCR" floresan 6l¢iim sistemi ile birlestirerek, DNA
amplifikasyonunun es-zamanli izlenmesini saglamaktir. Sistemde, normal PCR’da
kullanilan primerlere ek olarak, floresan isaretli iki prob kullanilmistir. Problardan
biri polimorfik bolgeye, digeri yakinina spesifiktir. Bu yontemde genotiplerin ayirt
edilmesi erime egrisi analizi ile gerceklestirilmektedir. Erime egrisi analizi igin,
DNA amplifikasyonun tamamlanmasindan sonra, sicaklik kademeli olarak yiikseltilir
ve her bir 6rnek igin erime egrisi elde edilir. Polimorfik dizi ile floresan isaretli prob
arasinda olusan yanlis eslesme sonucu olusan heterodupleks, normal dizi ile prob

arasinda olusan duplekse oranla daha az stabildir.

Bu durum, polimorfizm igeren dupleksin daha diisiik bir erime noktasina
sahip olmasina ve sicaklik yiikseltilmesi sirasinda daha diisiik bir sicaklikta
ayrismasmma yol ac¢maktadir. Matematiksel bir doniisim kullanilarak erime
egrilerinden floresan degerinin negatif tiirevinin sicakliga gore degisimini veren
profiller elde edilerek degisik allellere ait farkli erime sicakliklari gosteren egriler

izlenmektedir ( Lohmann ve ark;2004)

1.13.2 Ters Hibridizasyon Yontemi

Giliniimiizde cevresel etkenlerin birgok genetik faktorle etkilesimi sonucu meydana
gelen multifaktoriyel hastaliklara yatkinliklarin  tayin  edilmesinde  bir¢ok
polimorfizmin ayn1 anda belirlenebilmesi biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu amagcla
gelistirilen yonetmlerden biri ters hibridasyon yontemidir. Bu yontem, hedef genlerin
biyotin isaretli primerler ile multipleks PCR sonrasinda nitroseliilloz membranlar
(stripler) tizerindeki tamamlayici problar1 ile hibridizasyonu ve konjugat-substrat

reaksiyonu ile bu membranlarin (stripler) gosterilmesine dayanir (Kaynak, 2007)
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Ters Hibridizasyon Yontemi 3 asamadan olusmaktadir

1. Genomik DNA nin izolasyonu: Kan, doku ve serum gibi viicut sivi ve doku
orneklerinden genomik DNA izole edilir.

2. Multipleks PCR: Biotinle isaretli primerler kullanilarak ayni anda birden fazla
gen bolgesi cogaltilir (Sekil 1.13.2.1).

3. Ters Hibridizasyon: PCR iiriinlerinin membran (strip) tizerine emdirilmis

komplementer oligoniikleotit problarla hibridizasyonudur (Sekil 1.13.2.2).

Sekil 1.13.2.1: Biotin isaretli primerler ile Multipleks PCR ( Kaynak, 2007)

Hibridizasyon islemi 5 basamaktan olusur (Kaynak, 2007):

1. Hibridizasyon: PCR iriinleri %1.6 NaOH igeren DNAT soliisyonu ile
karigtirilarak denatiire edilirler. Uygun sicaklikta (6rnegin 450C’de) inkiibe
edilereck denatiire PCR friinleri ve strip tizerindeki komplementer
oligoniikleotit problarin hibridizasyonu saglanir.

2. Sert Yikama: Hibridizasyondan sonra yiiksek sicaklikta ortamda
baglanmamig PCR {iriinlerinin uzaklastirilmasi saglanir.

3. Konjugat: Streptavedin-peroksidaz ya da alkalen fosfataz igeren konjugat
soliisyonu PCR asamasinda biotinle isaretli uglara baglanir ve biotin-

strepteavidin kompleksleri olusur.
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4. Yumusak Yikama: NaNj iceren bir soliisyon kullanilarak biotin-strepteavidin
kompleksi olusturmayan konjugat ortamdan uzaklastirilir.
5. Substrat: NBT ve BCIP igeren substrat ile konjugat reaksiyona girer.

Konjugat substrati katalizler ve strip tizerinde bantlar seklinde renk

olusumunu saglar.

Sekil 1.13.2.2: Ters Hibridizasyon ( Kaynak, 2007)

39



2. GEREC VE YONTEM

2.1 Gerecler

2.1.1 Materyal Secimi

Calismamiza, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon Anabilim Dali Poliklinigi’ne basvuran dislama kriterleri dikkate
alinarak belirlenmis AS tanis1 almis ortalama 38.91+10.00 yasinda, 106 (18.kadin/89
erkek) olgu ve AS, romatoid artrit veya diger SpA’lar disinda bir rahatsizlig1 nedeni
ile bagvuran ortalama 32.15+7.07 yasinda saglikli 82 (12 kadin/70 erkek) birey dahil
edildi.

AS olgulart 2002 Modifiye New York Tanmi Kriterleri dikkate alinarak
belirlendi. Calismaya inflamatuar veya malign hastaliklar1 olan olgular ve ¢alismay1

tamamlayacak yetiye sahip olmayanlar dahil edilmedi.

Caligmaya dahil edilen olgulara ait kan ornekleri Afyon Kocatepe
Universitesi, Tibbi Etik Kurulu kararlarina uygun olarak, goniillii olur formlarmin
imzalanmasii takiben toplandi. Kan Ornekleri pihtilagmayr engellemek igin
etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) tiiplere alindi ve DNA izolasyonu yapilincaya
kadar +4°C’de saklandi. Izole edilen DNA’lar ise -20°C’de bekletilerek ¢alismaya
hazir hale getirildi.

2.1.2 Kullanilan Kimyasallar

Calismanin DNA izolasyonu asamasinda High Pure PCR Template Preparation
(Roche Diagnostics, Almanya) kiti kullanildi. Olgu ve kontrol grubunda IL-23R geni
rs11209032 polimorfizmi genotiplemesi i¢in LightCycler® FastStart DNA Master
HybProbe (Roche Diagnostics, Almanya),ve LightSNIP IL-23R rs11209032 Reagent
Mix (Tib Molbiol, Almanya) kitleri kullanildi. Olgu grubunda HLA-B27(+)/(-)
dagilimi, HLA-B27 StripAssay® (ViennaLab Diagnostics GmbH, Vienna, Austria)
kiti kullanilarak belirlendi.
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High Pure PCR Template Preparation Kiti Icerigi

Etiket Icerik / Ozellik Miktar  Kullanim Sekli
Tissue Lysis Buffer 4 M iire 20 ml
Binding Buffer 6 M guanidin HCI 20 ml
Bidistile H,0’da(4.5ml)
Proteinaz K Liyofilize halde, ¢Oziildii, alikotlanarak
rekombinant kullanilincaya kadar -
20°C de bekletildi.
Inhibitor Removal Kullanmadan 6nce 20 ml
Buffer 33 ml absolii etanol eklendi
Kullanmadan 6nce 80 ml
Wash Buffer 20 ml absolii etanol eklendi
10 mM Tris Buffer 5 oCe
Elution Buffer ' Kullanmadan 6nce 70°C‘ye
pH 8,5 40 ml 1s1t1ldi
H'1‘gh P}Jre Filtre 100 adet
Tiipleri
Toplama Tiipleri 400 adet

LightCycler ® FastStart DNA Master HybProbe Kiti Icerigi

Soliisyon Icerik Miktar ~ Kullanim Sekli
LightCycler DNA Tag DNA polimeraz, o
Master HybProbe, 10x  reaksiyon buffer,d NTP miks 60 pl Ecl?r?:rfmhlgli
Konsantre ve 10 m M MgCl;igerir. ullanta haz
25 I.\./Im MgCl, Stok 1x1 ml Kullanima hazir
Soliisyon

PCR Grade H,0 2x1 ml Kullanima hazir

LightSNIP rs 11209032 Reagent Mix Icerigi

Soliisyon

Icerik

Kullanim Sekli

LightSNIP rs 11209032

IL-23R Reagent Mix

rs11209032 probu igerir

100 pl ‘lik PCR grade H,0 ile
sulandirilarak kullanima
hazir hale gelir

HLA-B27 StripAssay® Kit Icerigi
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Soliisyon Miktar Kullanim Sekli

Lizis Soliisyon 50 ml Kullanima hazir
GEN*TRACT Resin 5ml Kullanima hazir
Amlifikasyon miski 500 pl Kullanima hazir
Taq Dilution Buffer 500 pl Kullanima hazir
DNAT 1.5ml Kullanima hazir
Typing Trays 3 Kullanima hazir
Teststripleri 20 Kullanima hazir
Hibridizasyon Buffer 25 ml Kullanima hazir
Wash Solution A 25 ml Kullanima hazir
Konjugat Soliisyonu 25 ml Kullanima hazir
Wash Soliisyon B 80 ml Kullanima hazir
Color Developer 25 ml Kullanima hazir

2.1.3 Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad1 Marka-Model

Es Zamanl PCR LightCycler®480 System, Roche Diag., Almanya
Auto-Lipa Tecan ProfiBlot T48, Avusturya

Thermal Cycler Eppendorf Mastercycler personal
Spektrofotometre Nanodrop ND-1000

Santrifiij IKA®VIBRAX VXR basic, himacCT15E
Buzdolab1 Arcelik

Derin dondurucu Arcelik

Hot Plate Niive

Mikropipetler Eppendorf, Thermo

Vorteks Velp
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2.2 Yontemler

Bu calismada, AS tanili olgular ve saglikli bireylerden alinan periferik kan
orneklerinden genomik DNA elde edildi. AS’li olgulara ait DNA 6rneklerinde HLA-
B27(+)/(-) dagilimi ters hibridizasyon yontemi ile belirlendi. Olgu ve kontrol
grubuna ait DNA oOrneklerinde IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi es zamanli
PCR yontemi kullanilarak degerlendirildi. Deneysel asamalarin uygulama sirasi

sOyledir:

2.2.1 DNA izolasyonu

Olgu ve kontrollere ait kan 6rnekleri, pihtilasmay1 engellemek i¢cin EDTA’l1 tiiplere
alind1 ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar +4 °C’de saklandi. Toplanan periferik
kan orneklerinden genomik DNA, High Pure PCR Template Preparation Kiti ile
asagida verilen islem basamaklar1 uygulanarak izole edildi.
1. Ornegin isim ve DNA numarasi bilgileri eppendorf tiipe ve takip defterine
yazilarak kayit altina alind.

2. 200 pl periferik kan eppendorf tiipe kondu.

w

Uzerine 200 pul Binding buffer ve 40 ul Proteinaz K eklendi ve pipetajla
karistirildi.

. 10 dakika 72°C’de inkiibe edildi.

. Uzerine 100 pl izopropanol ilave edildi ve pipetajla karistirildi.

4
5
6. Karisim High Pure filtre tlipline aktarildi.
7. 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

8. Toplama tiipii degistirildi.

9. High Pure filtre tiipiine 500 pl inhibitér Removal Buffer kondu.
10.10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

11.Toplama tiipti degistirildi.

12.High Pure filtre tiipiine 500 pl Wash Buffer kondu.

13.10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi

14.High Pure filtre tiipiine 500 pl Wash Buffer eklendi

15.Toplama tiipti degistirildi.
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16.10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi

17.13.000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildi

18.High Pure filtre tlipii eppendorf tiipe aktarildi

19.High Pure filtre tliptine 40 pl 70°C’de bekleyen Elution Buffer kondu.

20.1 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

21.10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

22.High Pure filtre tiipiine su banyosunda 70°C’ye 1sitilan 40 pl Elution Buffer
kondu.

23.Bir dakika oda sicakliginda inkiibasyonu takiben 10.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi.

24.Islem basamaklar1 sonunda 80 ul ¢dziicii i¢inde ¢dziinmiis genomik DNA
elde edildi.

25.1zolasyon sonrasi elde edilen her drnek icin DNA miktar ve saflik tayini
spektrofotometre (Nanodrop ND—1000) kullanilarak 6l¢iildii.

26.DNA ornekleri etiketlenerek analize kadar -20 °C’de saklandi.

2.2.2 DNA Miktar ve Saflik Tayini

1. DNA miktar ve saflik tayini i¢in spektrofotometre olarak Nanodrop ND-1000
kullanildi.

2. Cihazin baglantisinin oldugu bilgisayar ekraninda ana meniiden Niikleik Asit
Uygulama Modiilii tiklandi.

3. Olgiilecek niikleik asit tipini secmek icin renkli anahtar kullanildi. dSDNA
icin ‘DNA -50 secildi.

4. Ornekleme kolu agikken 1,5 pl distile su 6rnegi alt dlgiim tabanina pipetlendi,
ornek kolu kapatildi, blank tusuna basildi ve 6l¢iim yapildi. Yumusak bir
laboratuar silecegi ile drnekleme kolu silindi.

5. Sifirlama soliisyonu (izolasyonda kullanilan tampon ¢ozelti) yeni bir
ornekmis gibi analiz edildi. Bu islem measure butonuna basilarak yapildi.

6. Sirayla 6rnekler, 6rnekleme koluna yiiklenerek dl¢timleri yapildi.

7. 260/280 nm ve 260/230 nm deki absorbanslarinin oranlar1 dikkate alinarak

saflik degerlendirilmesi yapildi. 260 ve 280 nm deki absorbanslarinin orani
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ornek DNA’larin safligim1 degerlendirmek i¢in kullanildi .~1,8 DNA i¢in
saflik derecesi olarak kabul edildi.

2.2.3 IL-23R Geni rs11209032 Polimorfizminin Genotiplemesi

IL-23R geni rs11209032 polimorfizminin analizi LightCycler®FastStart DNA
Master HybProbe (Roche Diagnostics, Almanya) ve LightSNIP rs11209032 IL-23R
Reagent Mix (TIB MOLBIOL, Almanya), kitleri kullanilarak yapildi. IL-23R
genindeki rs11209032 polimorfizmini igeren fragment amplifiye edildi. Amplikon,
PCR dongiilerinin annealing fazinda hibridize olan spesifik problar kullanilarak

floresan ile belirlendi.

2.2.3.1 Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi ve Orneklerin LightCycler

Cihazina Yiiklenmesi

Reaksiyon karigimi hazirlanmadan once LightCycler®480 cihazi acildi ve cihazin
self-test yapmasi saglandi. Daha sonra sisteme Onceden yiiklenmis olan I1L-23R rs
11209032 polimorfizminin analizinde kullanilacak protokol segildi. Hasta listesi
girisi yapildi ve sistem g¢alisma i¢in hazir duruma getirildi. Reaksiyon karigimi i¢in
gerekli olan reaksiyon karisimi ve kontrol soliisyonu asagidaki islem basamaklari

uygulanarak hazirlandi. Deneysel islemler asagidaki verilen sirayla gergeklestirildi:

1. Kit kullanilincaya kadar —20°C’de bekletildi. Malzeme tekrar tekrar dondurup
¢Ozdiirme islemlerinden uzak tutuldu.

2. Kullanilan malzemeler (6zellikle IL-23R Mutasyon Belirleme Karigimi
(kirmizi renkli 1A’D tiip) parlak 1s1ktan miimkiin oldugunca korundu.

3. PCR Master karigimlart hazirlanmaya baslanmadan 6nce Light Cycler®480
acild1 ve cihazin self-test yapmast saglandi. Pass raporu alindiktan sonra
onceden yliklenmis olan asagidaki protokol secildi.

4. Hasta listesi girisi yapildi ve sistem hazir duruma getirildi. 1,5 ml’lik
reaksiyon tiipiinde reaksiyon sayisina gore ¢izelgede verildigi sekilde

reaksiyon miksi hazirlandi.
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5.

6.

Icerisine master mixin bulundugu 1B (beyaz renkli kapak) tiipiiniin tamami
icerisinde FastStart enzimin bulundugu 1A (kirmizi renkli kapak) tiipiine
aktarilir. Bu karisim hafif el hareketleriyle karistirildiktan sonra spin yapilir.

Reaksiyon miksi calisilacak reaksiyon sayisina gore plate kuyucuklarina

dagitildi.

Reaksiyon karisiminin icerigi

Soliisyon Miktar
H,O 13.4 ul
Reagent Mix 1.0 pl
25 mM MgCl, 1.6 ul
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe 2.0 ul
Total Reaksiyon Karigimi 18 pl
Ornek DNA / Pozitif Kontrol / Negatif Kontrol 2 ul
Toplam 20 pl

10

11.
12.

13.

14

Platedeki her kuyucuga 18 pl reaksiyon karigimi dagitildi. Platedeki
kuyucuklarda hava kabarcigi olup olmadigr kontrol edildi. Hava kabarcigi
olusmussa plate uygulanan vibrasyon hareketiyle meydana gelen hava
kabarcig yok edildi.
Her ¢aligsmada bir negatif ve bir pozitif kontrol kullanildi. Negatif kontrol i¢in
ilk kuyucuga 2 pl PCR grade su, pozitif kontrol i¢in ise son kuyucuga
heterozigot genotipe sahip oldugu bilinen DNA 6rneginden 2 pl eklendi.
Diger kuyucuklara analiz edilecek ornekler sirasiyla 2’ser pl dagitildi.
. Platedeki kuyucuklarda hava kabarcigi olup olmadig: tekrar kontrol edildi.
Hava kabarcigi olusmussa plate uygulanan vibrasyon hareketiyle meydana
gelen hava kabarcig1 yok edildi.
Plate’in tizeri 6zel film tabakasi ile hava almayacak sekilde kapatildi.
Plate Light®Cycler 480 cihazina yerlestirilerek kapak dikkatlice kapatildi ve
program baslatildi.
Analiz islemi, 45 dongii sonunda Light Cycler®480’e ait 4.0 analiz programi
kullanilarak yapildi (Sekil 2.2.3.1.1).

. Tm (melting temperature)’deki +/— 1,5°C’lik sapmalar kabul edildi.
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15. Sonugclar asagida verilen bilgilere gore degerlendirildi.

Denatiirasyon

Dongii Program Verisi Deger
Analiz modu Yok
Dongii sayist 1
Segment 1
Hedef sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon siiresi (hh:mm:ss) 00:10:00
Sicaklik gecis orani (°C/sn) 96 4.4
Yakalama modu Yok
Amplifikasyon

Dongii Program Verisi Deger

Analiz modu Quantification

Dongii sayist 45

Sicaklik hedefleri 1 2 3

Hedef sicaklik (°C) 95 60 72
Inkiibasyon siiresi (hh:mm:ss) 00:00:10 00:00:10 00:00:15
Sicaklik gecis orani (°C/sn) 96 4.4 2.2 4.4
Yakalama modu Yok Tek Yok
Erime Egrisi Analizi

Dongii Program Verisi Deger

Analiz modu Erime Egrisi

Dongii sayist 1

Sicaklik hedefleri 1 2 3
Hedef sicaklik (°C) 95 40 75
Inkiibasyon siiresi (hh:mm:ss) 00:00:30 00:02:00 00:00:00
Sicaklik gegis orani (°C/sn) 96 4.4 20 0.2
Yakalama modu Yok Yok Stirekli

47



Sogutma

Doéngii Program Verisi Deger
Analiz modu Yok
Dongii 1
Sicaklik hedefleri 1
Hedef sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon siiresi (hh:mm:ss) 00:00:30
Sicaklik gecis orani (°C/sn) 96 1.5
Yakalama modu Yok

IL-23R Geni rs11209032 (G/A) Polimorfizmine Ait Genotip Iliskisi

Erime Pik sayis1 Erime pikine ait Tm
Homozigot Normal Genotip (GG) 1 59,28
Heterozigot Genotip (GA) 2 59,28-64,60
Homozigot Mutant Genotip (AA) 1 64,60

Melting Peaks
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Sekil 2.2.3.1.1: IL-23R geni rs11209032 (G/A) polimorfizmine iliskin genotiplerin

erime egrisi analizi

2.2.4 HLA-B27 Degerlendirilmesi

AS’li olgulara ait DNA Orneklerinde HLA-B27(+)/(-) dagilimi HLA-B27
StripAssay® (ViennaLab Diagnostics GmbH, Vienna, Austria) kiti kullanilarak ters
hibridizasyon yontemi ile belirlendi. Kit, PCR ve ters hibridizasyon igin gerekli tiim

sollisyon ve primerleri igermektedir.

2.2.4.1 In Vitro Amplifikasyon (PCR)

Olgulardan elde edilen DNA orneklerinin PCR ile amplifikasyonu igin her 6rnek igin

25ul’lik reaksiyon karigsimi hazirlandi.

Reaksiyon karisiminin icerigi

Soliisyon Miktar
Amplifikasyon miksi 15 ul

Tag DNA Polimeraz 0.2 pl

Taq Dilution Buffer 4.8 pl

DNA 5 ul (~100 ng)
Toplam 25 ul

HLA-B27 hedef bolgesinin ¢ogaltilmast icin secilen primerlere gére PCR
reaksiyonu asagida belirtilen kosullarda gerceklestirildi.

Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’ de 2 dk

Denatiirasyon asamasi 94 °C’ de 15 sn

49



Hibridizasyon agamast 54°C’de30sn 32 Dongii
Sentez (Uzama) agamasi 72 °C’ de 30 sn

Son sentez asamast 72 °C’ de 3 dk

2.2.4.2 Hibridizasyon

1.
2.

o a »~ w

10.

11.

Calisma Oncesi auto-lipa cihazi hazirlandi.
Hibridizasyon ve wash A soliisyounu 1s1 blogu iizerine yerlestirildi. Diger
Soliisyonlar da uygun yerlere yerlestirildi ve iglerine kendi tiipleri kondu.

e Tubing 1 (yesil) :Hibridizasyon buffer (45°C)

e Tubing 2 (mavi) :Wash soliisyonu A (45°C)

e Tubing 3 (turuncu) :Wash soliisyon B

e Tubing 4 (kirmiz1) : Konjugat soliisyonu

e Tubing 5 (beyaz) :dH,0

e Tubing 6 (sar1) : Developer Soliisyonu
Cihazin ekraninda Run program meniisiinde VLAB segildi.
Uygun program segilerek cihaz 450C’ye kadar 1s1t1ldu.
Daha sonra caligilacak hasta sayisi kadar strip sayist girildi.
Traydeki kuyucuklarin {ist kosesine 10’ar ul DNAT ve PCR firiinleri sirasiyla
konarak, pipetaj yapildi. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek PCR tiriinleri
denatiire edildi.
Daha 6nceden numaralandirilmis stripler iirtine degmeyecek sekilde ve parlak
yiizeyleri alta gelicek sekilde cam bdlmenin altina dogru yerlestirildi.
Auto-lipa cihazinda hibridizasyon programi baslatildi.
Traydeki her bir kuyucuga 1 ml hibridizasyon soliisyonu konuldu ve homojen
renk elde edilene kadar 45°C’de 30 dakika calkalanarak inkiibe edildi.
Hibridizasyon solliisyonu tamamen kuyucuklardan bosaltildi. Her bir
kuyucuga 45°C’de 1 ml wash soliisyonu A ilave edilerek 10 saniye inkiibe
edildi.
Kuyucuklardan wash soliisyon A bosaltildi. 1 ml wash soliisyonu A tekrar

ilave edilerek 15 dakika calkalamali inkiibe edildi. Tekrar bosaltilirak 1ml
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

wash soliisyon A ilave edildi. 15 dakika 45°C’de calkalanarak hibridize
olmayan PCR iiriinlerinin tamamen uzaklastirilmasi saglandi.

Wash soliisyon A kuyucuklardan tamamen bosaltildi. Bu asamadan sonra
inkiibasyon oda sicakliginda (26°C) devam etti.

Her bir kuyucuktaki strip tizerine konjugat soliisyonu eklenerek 15 dakika
calkalanarak inkiibe edildi. Konjugat soliisyonu bosaltildi.

Her bir kuyucuga 1 ml wash soliisyonu B ilave edilerek 10 saniye inkiibe
edildi.

Kuyucuklardan wash soliisyon B bosaltildi. 1 ml wash soliisyonu B tekrar
ilave edilerek 5 dakika galkalamali inkiibe edildi.

Tekrar bosaltilirak 1 ml wash soliisyon B ilave edildi. 5 dakika ¢alkalanarak
konjugat soliisyonunun tamamen uzaklastirilmasi saglandi. Kuyucuklar
bosalt1.

Her bir strip tizerine 1 ml color developer soliisyonu eklendi ve karanlikta oda
sicakliginda bantlarin olusmasi i¢in 15 dakika calkalanarak inkiibe edildi.
Color developer ortamdan tamamen uzaklastirildi. Uzerinde bantlar olusan
stripler 2 kez distile su ile yikanarak kurutuldu.

Hibridizasyon sonrasi, stripler kolektor kagitlarina iistte kirmizi altta yesil

markerlar gelecek sekilde yapistirilarak yorumlandi (Sekil 2.2.4.2.1).

20. Stripin en tist kirmizi markermin altindaki bant kontrol bandidir ve biitiin

striplerde ¢ikmasi gerekir. Kontrol bandindan sonra HLA-B27 ve PCR kontrol
bantlar1 gelmektedir (Sekil 2.2.4.2.2).
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Sekil 2.2.4.2.1: HLA-B27 StripAssay® Kollektorii ve Striplerin Degerlendirilmesi

ﬁ— Red Marker Line (top)

gz ——  Control

HLA-B27
2 PCR Control

B
|

r— Green Marker Line (bottom)

-]

Sekil 2.2.4.2.2: HLA-B27 Test Stripi

21. Sonuglar asagidaki tabloya gore degerlendirilmistir (Tablo 2.2.4.2.1).

Tablo 2.2.4.2.1: Ters Hibridizasyonda Genotiplendirme

HLA-B27 Band1 PCR Kontrol Bandi Genotip
Pozitif Pozitif HLA-B27 Pozitif
Negatif Pozitif HLA-B27 Negatif
Negatif Negatif Calisma tekrar edilmeli
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2.2.5 Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Istatistik analizleri, SPSS 18.0 programi kullanilarak yapildi. Olgu ve kontrol
gruplarinda 1L-23R geni rs11209032 polimorfizmi genotip ve alel frekanslari y* testi
kullanilarak karsilastirildi. AS agisindan aile Oykiisii olan ve olmayan hastalarda
HLA-B27 aleli (+/-) dagilimi ve IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi genotip
dagilimi XZ testi ile istatiksel olarak karsilastirildi. p<0.05’in altindaki degerler

anlamli degerler olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon Anabilim Dali’na basvuran ve Modifiye New York kriterlerine gore
AS tanis1 almis hastalarda HLA-B27 aleli (+/-) dagilimi incelendi. Ayrica olgu ve
kontrol gruplarinda IL23R geni rs11209032 polimorfizmi genotiplendirilmesi
yapildi.

3.1 AS Tanih Hastalarda HLA-B27 Aleli (+/-) Dagilinm

AS tanili olgularin 69’unda (% 65.1) HLA-B27 pozitif, 37’sinde (% 34.9) HLA-B27
negatif olarak bulundu.

Ailesinde (birinci derece akrabalarinda) AS oykiisii bulunan olgular ile
ailesinde AS 6ykiisii bulunmayan olgularda HLA-B27 aleli (+/-) dagilimi y2 testi
kullanilarak karsilastirildi. 106 olgudan 72’nin ailesinde AS Gykiisii olup olmadigi
bilgisi mevcuttu. Buna gore 72 olgunun 23’niin (%31.94) ailesinde AS Oykiisii
bulunurken, 49°nun (%68.06) ailesinde AS 6ykiisii yoktu. Ailesinde AS Oykiisii olan
grupta 18 (%78.3) bireyde HLA-B27 pozitif, 5 (% 21.7) bireyde HLA-B27 negatif
olarak bulundu. Ailesinde AS &ykiisii olmayan grupta 30 (%61.2) bireyde HLA-B27
pozitif, 19 (% 38.8) bireyde HLA-B27 negatif olarak bulundu (Tablo 3.1.1).

Ailesinde AS Gykiisii olanlar ve olmayanlarda HLA-B27 aleli (+/-) dagilimi
acisindan fark bulunmadi (p>0,05).
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Tablo 3.1.1: Ailesinde AS &ykiisii olan ve olmayan olgularda HLA-B27 aleli (+/-)

dagilim1

Ailesinde AS oykiisii  Ailesinde AS oykiisii

olan olgular olmayan olgular
HLA- B27 (+/-) (n=23) (%) (N=49) (%) P
HLA -B27 (+) 18(%78,3) 30(%61.2)
HLA -B27(-) 5 (%21,7) 19 (%38.8) 0,122

3.2 IL-23R Geni rs 11209032 Polimorfizmi Genotip ve Alel Frekansi

IL-23R geni rs 11209032 (G/A) polimorfizmi bireyde, AA, GG, AG olmak iizere
ti¢ farkli ¢esit genotip halinde bulunmaktadir. Calismamizda IL-23R geninde yer alan
rs11209032 polimorfizmi, AS tanisi almig 106 olgu ve 82 saglikli bireyde
degerlendirildi.

Kontrol grubunda, GG genotipine sahip birey sayist 28 (%34.1), GA
genotipine sahip birey sayis1 44 (%53.7) ve AA genotipine sahip birey sayist 10
(%12.2) olarak bulundu (Tablo 3.2.1, Sekil 3.2.1). AS‘li olgu grubunda, GG
genotipine sahip birey sayist 33(%31.1), GA genotipine sahip birey sayisi 54
(9%50.9) ve AA genotipine sahip birey sayist 19 (%17.9) olarak bulundu (Tablo 3.2.1,
Sekil 3.2.1).

Tablo 3.2.1: Kontrol ve olgu grubunda IL23R geni rs11209032 polimorfizmi genotip

frekanslarinin dagilimi

] Kontrol grubu Olgu grubu
Genotip P
(n=82) (%) (n=106) (%0)
GG 28 (%34.1) 33 (%31.1)
GA 44 (%53.7) 54 (%50.9) 0.555
AA 10 (%12.2) 19 (%17.9)
GA+AA 54 (%65.9) 73 (%68.9) 0.754
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80

B Kontrol Grubu (n=82)
B 0lgu Grubu (n=106)

GG GA AA GA+AA

Sekil 3.2.1: Kontrol ve olgu grubunda IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi genotip

frekanslarinin dagilimi

IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi genotip frekanslar1 hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda XZ testi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildiginda, AA, AG
ve GG genotipleri agisindan iki grup arasinda fark bulunmadi (Tablo 3.2.1) (p>0,05).

Kontrol grubunda G aleline sahip birey sayist 100 (%60.98) ve A aleline
sahip birey sayist 64 (%39.02) olarak bulundu. Olgu grubunda G aleline sahip birey
sayist 120 (%56.6) ve A aleline sahip birey sayist 92 (%43.4) olarak bulundu (Tablo
3.2.2, Sekil 3.2.2). IL-23R geni rs11209032 A ve G alel frekanslari »° testi
kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildiginda kontrol ve olgu gruplari arasindaki
fark 6nemsizdi (Tablo 3.2.2) (p>0,05).
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Tablo 3.2.2: Kontrol ve olgu grubunda IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi G ve

A alel frekanslarinin dagilimi

Alel Kontrol grubu Olgu grubu OR (% 95CI) P
(n=164) (%) (n=212) (%)
G 100 (%60.98) 120 ( %56.6) 0.392

1.1979 (0.791-1.8141)
A 64 (%39.02) 92 (%43.4)

140

120

100

80

mG
60 7 mA
40 -

20

Kontrol Grubu (n=164) OlguGrubu (n=212)

Sekil 3.2.2: Kontrol ve olgu grubunda IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi genotip

frekanslariin dagilimi

Ailesinde (birinci derece akrabalarinda) AS Oykiisii bulunan olgular ile
ailesinde AS oykiisii bulunmayan olgularda IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi
genotip frekanslar1 y2 testi kullanilarak karsilagtirildi. 106 olgudan 72’sinin ailesinde
AS 0Oykiisii olup olmadigi bilgisi mevcuttu. Buna gore 72 olgunun 23’niin (%31.94)
ailesinde AS Oykiisii bulunurken, 49’nun (%68.06) ailesinde AS oykiisii yoktu.
Ailesinde AS &ykdsii olan grupta GG genotipine sahip birey sayist 9 (%39.1), GA
genotipine sahip birey sayis1 12 (%52.2) ve AA genotipine sahip birey sayis1 2 ( %8.7)
olarak bulundu. Ailesinde AS o6ykiisii olmayan grupta GG genotipine sahip birey
sayist 15 (%30.6), GA genotipine sahip birey sayist 23 (%46.9) ve AA genotipine
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sahip birey sayisi 11 (%22.4) olarak bulundu (Tablo 3.2.3, Sekil 3.2.3). Ailesinde AS
Oykisii olanlar ve olmayanlarda IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi genotip
frekanslar1 agisindan fark bulunmadi (Tablo 3.2.3) (p>0,05).

Tablo 3.2.3: Ailesinde AS Oykiisii olan ve olmayan olgularda IL23R geni

rs11209032 polimorfizmi genotip frekanslarinin dagilimi

Ailesinde AS oOykiisii  Ailesinde AS oyKkiisii

olan olgular olmayan olgular
Genotip (n=22) (%) (n=49) (%) i
GG 9(%39.1) 15(%30.6)
GA 12(%52.2) 23(%46.9) 0.355
AA 2( %8.7) 11(%22.4)

25

20

15

m Ailesinde AS Oykiisii olan
olgular (n=22)

B Ailesinde AS Oykiisii olmayan

10 -
olgular (n=49)

GG GA AA

Sekil 3.2.3: Ailesinde AS &ykiisii olan ve olmayan olgularda IL23R geni rs11209032

polimorfizmi genotip frekanslariin dagilimi
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4. TARTISMA

Ankilozan spondilit (AS) [MIM 106300], omurga ve sakroiliak eklemlerde
inflamasyonla karakterize kronik, ilerleyici inflamatuar bir hastaliktir (Duan ve ark,
2011) Ankilozan spondiliti de igeren spondiloartropatilerin (SpA) gercek etiyolojisi

bilinmemekle birlikte patogenezlerinde genetik ve c¢evresel faktorler rol

oynamaktadir (Huang ve Chen, 2013; OMIM, 2014)

AS, %90’dan fazla oranda genetik olarak belirlenen, gelisim riskiyle biiytik
Olglide kalitsal oldugu bilinen bir seronegatif SpA onciil tipidir (Rahman, 2007;
Brown, 2008). AS gelisimine MHC bdlgesinin genetik katkist %50°dir. AS’li
olgularin %90°’ninda HLA-B27 pozitif oldugu bilinmekle birlikte HLA-B27 AS
gelisiminden sorumlu genetik risk faktorlerinin 1/3’den daha azini olusturur. MHC
bolgesine ait HLA-B27 disinda birgok genetik faktor AS gelisiminde rol oynadigi
gibi hastaliktan sorumlu MHC bolgesi dis1 genetik markerlar da bulunmaktadir
(Rahman, 2008) Hastalik konkordansi monozigotik ikizlerde %75, dizigotik ikizlerde
ise %15 olarak bildirilmektedir. HLA-B27 pozitif dizigotik ikizlerde konkordansin
sadece %27 olmast HLA-B27 dis1 etkenlerin de genetik yatkinlia neden
olabilecegini diisiindiirmektedir (Timms ve ark, 2004). AS ile birlikteligi kuvvetli
aday genler kromozom 2q tizerinde lokalize IL-1 gen kiimesi ve kromozom 1q’da

lokalize IL23R genidir (Timms ve ark, 2004)

IL23R geni 1s11209032 polimorfizmi ile AS arasindaki iligki iilkemiz

populasyonunda ilk kez bu tez ¢alismasinda arastirilmistir.

4.1 HLA-B27 Aleli ve Ankilozan Spondilit Arasindaki iliski

Insan I6kosit antijeni (HLA)-B27, bir major doku uygunluk kompleksi (MHC) smif I
molekiilii olup, kromozom 6p’de kodlanmaktadir (Zambrano-Zaragoza ve ark, 2013).

HLA-B27 aleli ile AS arasindaki iliski 1973 yilindan beri bilinmesine
ragmen, bu molekiilin hastalik patogenezindeki rolii henliz tam olarak

aydinlatilamamistir (Cosan ve Giil, 2007). AS hastalarinin %90’indan fazlasinin
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HLA-B27 pozitif oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte farkli etnik gruplarda,
saglikli toplumdaki HLA-B27 sikligi ve HLA-B27’nin AS’ye genetik yatkinligina
katkis1 degiskenlik gosterebilmektedir (Sieper J ve ark, 2006).

Calismamizda AS tanili olgularin 69’unda (%65.1) HLA-B27 aleli pozitif,
37’sinde (%34.9) HLA-B27 aleli negatif olarak bulundu. AS'li hastalardaki HLA-
B27 aleli pozitiflik orani agisindan ¢aligma sonuglarimiz iilkemizde yapilan diger
caligmalarla uyumludur. Giinal ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada AS
hastalarinin yaklasik olarak %70’inin HLA-B27 pozitif oldugu bildirilmistir (Giinal
ve ark, 2008). Inanir ve arkadaslarimin yaptiklari bir calismada, AS'li 91 bireyin
%74.5'inde HLA-B27 aleli pozitif bulunmustur (Inanir ve ark, 2012). Bodur ve
arkadaglar tarafindan Tiirkiye Romatizma Arastirma Savas Dernegi’ne kayitl AS'li
hastalar {izerine yapilan bir ¢alismada, 41 merkezden toplanan 1381 hasta bireyin
263'inde (%73.7) HLA-B27 aleli pozitif olarak belirlenmistir (Bodur ve ark, 2010).

Vojvodi¢ ve arkadaslarinin Sirbistan’da yaptiklar1 bir ¢alismada da bizim
sonuglarimiza benzer olarak 16 AS hastasinin 10'nunda (%62.5) HLA-B27 aleli
pozitif bulunmustur (Vojvodic ve ark., 2012) Katarda Abdelrahman ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir caligmada 119 AS hastasinin 82°sinde (%69) HLA-B27 pozitif
bulunmustur (Abdelrahman ve ark, 2012). Hajialilo ve arkadaslarmin iran’da yaptig1
bir calismada; 60 AS tanili hasta bireyin 43'tiinde (%71.7) HLA-B27 aleli pozitif,
17'sinde (%29.3) negatif olarak rapor edilmistir (Hajialilo ve ark,2014). Yine Tunus
(%62) ve italya'da (%68-76) yapilan bazi ¢alismalarda da AS hastalarindaki HLA-
B27 aleli pozitiflik oran1 bizim bulgularimizla uyumlu bulunmustur (Vojvodic ve

ark, 2012).

Yapilan bazi ¢alismalarda HLA-B27 aleli ve AS arasinda giiclii bir iliski
oldugu ortaya konarken, bazi ¢alismalarda bu iliskinin zayif oldugu belirtilmistir.
Ornegin; Roberts ve arkadaslarinin Yeni Zelanda populasyonunda yaptiklari bir
calismada 176 AS hastasindan 164'linde (%93.2) HLA-B27 alelinin pozitif oldugu
rapor edilmistir (Roberts ve ark, 2013). Yine Lin Yi ve arkadaslarinin Cin’de
yaptiklari bir ¢alismada 360 AS hastasinin 336'sinda (%93.3) HLA-B27 aleli pozitif
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olarak belirlenmistir (Wang ve ark, 2013) Cin’deki bir diger ¢alismada da Xiong ve
arkadaglar tarafindan, 386 AS'li bireyden 350'sinde (%90.7) HLA-B27 aleli pozitif,
36’sinda (%9.3) negatif olarak bulunmustur (Xiong ve ark,2014). Diger taraftan,
Sharma ve arkadaslar1 tarafindan Hindistan'da yapilan bir ¢alismada, AS'li 40
hastanin 12'sinde (%30) HLA-B27 aleli pozitif, 28'inde (%70) HLA-B27 aleli negatif
olarak rapor edilmistir (Sharma ve ark, 2013)

Calismamizda ailesinde (birinci derece akrabalarinda) AS oOykiisii bulunan
olgular ile ailesinde AS 6ykiisii bulunmayan olgularda HLA-B27 aleli (+/-) dagilimi
arastirilmis olup, ailesinde AS Oykiisii olan grupta 18 (%78.3) bireyde HLA-B27
aleli pozitif, 5 (%21.7) bireyde negatif olarak bulunmustur. Ailesinde AS Oykiisii
olmayan grupta 30 (%61.2) bireyde HLA-B27 pozitif, 19 (% 38.8) bireyde HLA-B27
negatif olarak belirlenmistir. Calismamizda ailesinde (birinci derece akrabalarinda)
AS oykisi olanlar ve olmayanlarda HLA-B27 aleli (+/-) dagilimi agisindan fark

bulunmamastir.

Sonug¢ olarak; calismamizda iilkemizde ve diger bazi iilkelerde yapilan
caligmalarda oldugu gibi, HLA-B27 aleli ile AS arasinda bir zayif bir iliski
goriilmistiir. Nitekim HLA-B27 aleli (+/-) dagilimi ile AS arasindaki iligki iizerine
yapilan caligmalarda birbirinden farkli sonuglar rapor edilmistir. Farkli etnik kokenli
populasyonlarda yapilan c¢alismalarda AS’li hastalardaki HLA-B27 (+/-) alel
dagilimindaki cesitliligin nedeninin, AS'ye yatkinlikta rol oynayan diger genetik
faktorlerin birbirleri ve/veya cevresel faktorlerle etkilesiminin katkisi olabilecegi

distiniilmektedir.

Gliniimiizde yapilan ¢alismalarda AS ve HLA-B27 aleli arasindaki iligki
gosterilmis olsa da bu iliskinin molekiiler mekanizmalar1 halen net olarak
aciklanamamistir. AS patogenezine HLA-B27 alelinin katkisinin hangi molekiiler
mekanizmalar ile oldugunu kesin olarak ortaya ¢ikartmak bundan sonraki

calismalarin amaci olmalidir.
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4.2 IL-23R Geni rs11209032 Polimorfizmi ve Ankilozan Spondilit Arasindaki
Miski

Interlokin-23 (IL-23), interlokin-12 sitokin ailesinin bir tiyesi olup IL-12 p40 alt
tinitesi (IL-12B; MIM 161561) ve p19 (IL23A; MIM 605580) alt iinitesinden olusan
heterodimerik bir sitokindir.(OMIM, 2014) IL-23, IL-12 ile ortak kullandig:
IL12RP1 reseptor alt tinitesi ve IL-23R’ye baglanarak sinyal kompleksi olusturur
(Hunter, 2005; OMIM, 2014)

Son zamanlarda yapilan galismalar 1L-23’lin hem dogal hem de kazanilmis
immiin sistemde anahtar rol oynadigini gostermistir. IL-23 molekiilii, ¢ogunlukla
periferal dokularda (McKenzie,2006) (deri, intestinal mukoza, akcigerler) aktive olan

dendritik hiicrelerde (DCs) ve makrofajlardan salgilanir (Lupardus, 2008).

IL-23, CD4+ yardimer T hiicrelerini; 1L-17, tiimor nekroz faktor ve IL-6’y1
salgilayan Th17 hiicrelerine farklilasmasi i¢in uyarir. Bu hiicreler bazi hayvan
modellerinde otoimmiin inflamasyonu yonlendirici merkezi bir rol oynarlar. IL-17
monositleri ve endoteliyal hiicreleri proinflamatuar aracilari iiretmek {izere uyarir ve
boylece notrofillerin inflamasyon bolgesine gociine neden olur(McKenzie ve ark.)
IL-23p19 mRNA expresyonunun, hem Crohn hastaligindan hem de iilseratif
kolitteki inflamasyon bdélgelerinden alinan psoriyatik lezyonlarda ve biyopsi
numunelerinde arttigi bulunmustur (Lee ve ark, 2005, Schmidt ve ark.2005 ) TNF
antagonistleri sedef ve Crohn hastaliginin tedavisinde kullanim igin onaylanmigtir
(Ware, 2005) Bu bulgular IL-23R yolaginin kronik inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde Onemli etkilere sahip olabilecegini gostermektedir (Wang ve
ark.,2010)

Son zamanlarda farkli popiilasyonlarda yapilan ¢alismalarda IL-23R gen
polimorfizmleri ile inflamatuar barsak hastaligi (IBD) ve sedef hastaligi arasinda
giiclii bir iligki olabilecegi rapor edilmistir (Tremelling ve ark,2007 Capon ve ark.,
2007; Cargill ve ark,2007)

Her ne kadar IL-23R geni polimorfizmleri IBD ve diger otoimmiin

hastaliklara yatkinlikta dnemli bir rol oynasa da, Ispanyol popiilasyonunda romatoid
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artrit veya sistemik lupus eritrematozuslu hastalarla yapilan ¢alismalarda bir iligki
bulunamamustir (Orozco ve ark, 2007; Sanchez ve ark, 2007) IBD ve AS arasindaki
klinik ve immiinolojik yonden benzerlikler nedeniyle, AS gelisimine genetik
faktorlerin etkisini arastiran bilimsel c¢alismalar, IL23R geni polimorfizmleriyle
AS’nin iligkisine yogunlasmistir (Wang ve ark, 2010). Bugiine kadar farkli
populasyonlarda yapilan c¢alismalarin sonuglari geliskilidir. Bu ¢alismalarda IL23R
geni polimorfizmlerinin AS i¢in koruyucu ya da bir risk faktorii olup olmadigi agikca
belirtilmemistir (Rueda ve ark, 2008; Davidson ve ark, 2009; Burton ve ark, 2007,
Sung ve ark, 2009 )

AS ve IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi arasindaki iligskinin arastirilmasi
ile iilkemiz populasyonuna iligskin yeni bilgilerin elde edilmesinin amaglandigi bu
calisgmada AS tanist almis 106 olgu ve 82 saglikli bireyde rs11209032

polimorfizmine ait genotip ve alel frekanslar1 degerlendirildi.

Calismamizda IL23R geni rs11209032 polimorfizmi genotip frekansi kontrol
grubunda GG %34.1, GA %53.7 ve AA %12.2 olarak, AS‘li hastalarda GG %31.1,
GA %50.9 ve AA %17.9 olarak belirlendi. Olgu grubunda G aleline sahip birey
sayist 120 (%56.6) ve A aleline sahip birey sayisi 92 (%43.4) olarak, kontrol
grubunda G aleline sahip birey sayis1 100 (%60.98) ve A aleline sahip birey sayis1 64
(%39.02) olarak bulundu.

Calismamizda IL-23R geni rs11209032 polimorfizmine iliskin alel ve genotip

frekanslar1 agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda fark bulunmadi.

Ayrica ¢alisma grubumuzda ailesinde (birinci derece akrabalarinda) AS dykiisii
olanlar ve olmayanlarda IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi genotip frekanslari

acisindan degerlendirildiginde fark bulunmada.

Dong ve arkadaslarimin Cin Han populasyonunda yaptigi bir ¢alismada, IL-
23R geni polimorfizmleri (rs7517847, rs11209032, rs17375018) ile AS arasindaki
iliski 291 AS hastas1 ve 312 saglikli bireyde arastirilmigtir. AS hastalarinin genotip
dagilimi; GG %18.2, AG %51.5 ve AA %30.3, kontrollerde GG %18.9, AG %53.5
ve AA %27.6 olarak bildirilmistir. Hastalarda A aleline sahip toplam birey sayis1 326
(%56) ve G aleline sahip birey sayisi 256 (%44) dir. Kontrollerde A aleline sahip
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birey sayisi 339 (%54.3) ve G aleline sahip birey sayist 285 (%45.7) dir. S6z konusu
caligmada bizim sonuglarimizda oldugu gibi genotip ve alel frekanslari agisindan
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda fark bulunmadigi belirtilmistir (Hangtoa ve
ark,2013).

Pimentel-Santos ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, ERAP1 ve
IL-23R’nin AS ile iliskisi arastirilmistir. Portekiz ve Ispanyol populasyonu iizerinde
yapilan calismada 358 AS hastasi ve 285 saglikli birey yer almistir. IL-23R’de
rs11209032 SNP bolgesinin de dahil oldugu 8 SNP bolgesinin genotiplemesi
yapilmustir. 1L-23R rs11209032 polimorfizmi A alleli frekans1 Portekizli hastalarda
%35, kontrollerde %32 ve Ispanyol hastalarda A alleli frekans1 %32, kontrollerde
%31 olarak belirlenmistir. Calismada bizim calismamizda oldugu gibi IL-23R
rs11209032 polimorfizmi ile AS arasinda, Portekiz ve Ispanyol populasyonlarinda

iligki bulunmamistir (Pimentel Santos ve ark, 2009).

Wang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada Cin Han
populasyonunda IL-23R geninde rs11209032 ile AS arasindaki iligki 138 AS hastasi
ve 129 saglikli bireyde aragtirilmistir. AS hastalariin genotip dagilimi; GG %3, GA
%92 ve AA %5, kontrollerde GG %13, GA %66 ve AA %21 olarak bildirilmistir.
Hastalarda A aleline sahip toplam birey sayist 131 (%51) ve G aleline sahip birey
sayist 127 (%49) dir. Kontrollerde A aleline sahip birey sayist 139 (%54) ve G
aleline sahip birey sayist1 119 (%46) dir. S6z konusu ¢alismada bizim sonuglarimizda
oldugu gibi alel frekanslart agisindan hasta ve kontrol gruplart arasinda fark
bulunmadigr belirtilmistir. Diger taraftan bizim ¢alismamiza zit olarak bu ¢alismada
genotip frekanslar1 bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda fark bulunmustur

(Wang ve ark, 2010).

Karaderi ve arkadaslarinin Ingilterede yapmis oldugu bir ¢aligmada 730 AS
hastas1 ve 1331 saglikli birey incelenmistir. 1s11209032 polimorfizminin de yer
aldig1 8 SNP bolgesinin genotiplemesinin iPLEX teknolojisi kullanilarak yapildigi bu
calismada, bizim sonuglarimizdan farkli olarak rs11209032 polimorfizmi ile AS

arasinda anlamli bir iliski oldugu rapor edilmistir (Karaderi ve ark,2009).
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Yapilan meta analiz ¢alismalarinda da 1L-23R geni rs11209032 polimorfizmi
ile AS arasinda etnik kokenlere gore farkli sonuglar bildirilmistir. Ornegin; Duan ve
arkadaglari tarafindan yapilan bir meta analiz ¢alismasinda, 1L-23R geni rs11209032
polimorfizminin AS {izerine etkisine iligkin 13 farkli populasyon igeren 11 ¢alisma
degerlendirilmistir. Buna gore AS hastalarindaki A aleli frekansinin, kontrollere daha

gore yliksek bulundugu belirtilmistir (Duan ve ark, 2012).

Yine Young Ho Lee ve arkadaglar1, rs11209032 polimorfizminin AS iizerine
etkisini Amerika, Cin, Portekiz, Macaristan, Kore, Ingiltere, ispanya ve Kanada etnik
kokenli olgulardan olusan 12 farkli ¢alismayi igeren bir meta analizle incelemistir.
Bu c¢alismalardan Avrupa populasyonunda yapilanlarda AS ile rs11209032
polimorfizmi arasinda iliski bulunurken, Asya populasyonunda yapilanlarda iliski

bulunmadigi belirtilmistir (Young Ho Lee ve ark,2009).

Sonug olarak hasta ve kontrol gruplari arasinda alel ve genotip frekanslar
acisindan fark bulunmamistir. Literatiir ile c¢alisma sonug¢larimiz  birlikte
degerlendirildiginde, IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi ile AS asosiasyonu
acisindan farkli sonuglar goriilmektedir. Bu durumun nedenleri; etnik farkliliklar,
polimorfizmlerin farkli 1rk/gruplara gore degisebilmesi, yetersiz Orneklem
biiyiikliikleri, AS’nin karmasik bir hastalik olusu ve hastaligin patogenezinin kisiden

kisiye degisebilmesi olabilir.

AS gibi kompleks ve multifaktoryel hastaliklarda hastaligin olusumu ve
gelisiminde etkisi olan bir¢ok farkli gen ve polimorfizmin bir arada etkilesim halinde
ve cevreyle birlikte siirece katilmaktadir. IL-23R geni polimorfizmleri ile AS
arasindaki iligkinin ortaya konmasi i¢in farkli etnik kokenli populasyonlarda, daha
yiiksek sayida orneklem ile MHC dis1 aday gen polimorfizmlerinin birlikte

degerlendirilerek arastirilmasi gerektigi kanisindayiz.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu calismada, AS tanili olgularda ve saglikli bireylerde multifaktoryel bir
hastalik olan ankilozan spondilit ile IL23R geni rs11209032 polimorfizmi arasindaki

iliski ve olgu grubunda HLA-B27 aleli (+/-) dagilimi incelenmistir.

Calisma sonuglar1 soyle 6zetlenebilir:

1. AS tanili olgularin 69’unda (% 65.1) HLA-B27 pozitif, 37’sinde (% 34.9)
HLA-B27 negatif olarak bulundu.

2. Ailesinde (birinci derece akrabalarinda) AS Oykiisii bulunan olgular ile
ailesinde AS Oykiisi bulunmayan olgularda HLA-B27 aleli (+/-) dagilimi

acisindan fark bulunmadi.

3. IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi genotip ve alel frekanslarinin hasta ve

kontrol gruplarindaki dagilimi agisindan fark bulunmadi.

4. Ailesinde (birinci derece akrabalarinda) AS Gykiisii olanlar ve olmayanlarda
IL-23R geni rs11209032 polimorfizmi genotip frekanslart acisindan fark

bulunmadi.

Olgulardaki HLA-B27 aleli (+/-) dagilimi ve IL-23R geni rs11209032
polimorfizmi ile AS arasindaki iligskinin ortaya konmasi i¢in daha genis populasyon
serileri ile aday gen ve polimorfizmin birlikte degerlendirilerek arastirilmasi

gerektigi kanisindayiz.

Ayrica proinflamatuvar bir sitokin olan IL-23 ve reseptoriinii igeren sinyal
iletim yollar1, AS tedavisi i¢in yeni bir potansiyel terapotik hedef olabilir. Bu nedenle
s6z konusu sinyal iletim yollar1 ve IL23/IL23-R molekiillerine iliskin yapilacak
caligmalarda, AS’nin molekiiler temeline iliskin elde edilecek bilgilerle farmasotik

teknoloji birlestirilerek AS hastalarinin tedavileri i¢in faydali sonuglar elde edilebilir.
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OZET

Ankilozan spondilit (AS) [MIM 106300], omurga ve sakroiliak eklemlerde
inflamasyonla karakterize kronik ve ilerleyeci inflamatuar bir hastaliktir. AS’nin
gercek etiyolojisi bilinmemekle birlikte patogenezinde genetik ve ¢evresel faktorler
rol oynamaktadir. AS’li hastalarin %90°ninda HLA-B27 pozitif oldugu bilinmekle
birlikte, HLA-B27 AS gelisiminden sorumlu genetik risk faktorlerinin 1/3’den daha
azin1 olusturur. HLA-B27 disinda birgok genetik faktoriin, AS gelisiminde rol
oynadigi diisliniilmektedir.

Bu ¢alismada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon Anabilim Dali’na basvuran AS’li hastalardaki HLA-B27 aleli (+/-)
dagilimi ve IL23R geni rs11209032 polimorfizmi ile AS arasindaki iliski
arastirilmistir.

Calismamiza, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon Anabilim Dal1 Poliklinigi’ne bagvuran ve 2002 Modifiye New York
Kriterlerine gore AS tanist almig 106 (18 kadin / 89 erkek) hasta ve sagliklt 82 (12
kadin / 70 erkek) birey dahil edilmistir. AS’li hastalardaki HLA-B27 aleli (+)/(-)
dagilimi ters hibiridizasyon yontemi, hasta ve saglikli bireylerde IL23R geni
rs11209032 polimorfizmi genotiplendirilmesi es zamanli PCR yontemi kullanilarak
yapilmistir.

Calismamizda AS’li hastalarin 69’unda (%65.1) HLA-B27 aleli pozitif,
37’sinde (%34.9) HLA-B27 aleli negatif olarak bulundu. Calismamizda IL23R geni
rs11209032 polimorfizmi genotip frekansi kontrol grubunda GG %34.1, GA %53.7
ve AA %12.2 olarak, AS‘li hastalarda GG %31.1, GA %50.9 ve AA %17.9 olarak
belirlendi. Olgu grubunda G alel frekans1 %56.6 ve A alel frekans1 %43.4 olarak,
kontrol grubunda G alel frekanst %60.98 ve A alel frekansi %39.02 olarak bulundu.
IL23R geni rs11209032 polimorfizmi alel ve genotip frekanslar1 agisindan kontrol ve
hasta grubu arasinda fark bulunmadi (p>0,05).

Sonug olarak; ¢alisma grubumuzda ankilozan spondilit hastaligr ile IL-23R

geni rs11209032 polimorfizmi arasinda bir iliski olmadig1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Ankilozan spondilit (AS), HLA-B27, IL-23R geni, polimorfizm
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SUMMARY
Ankylosing spondilit (AS) [MIM 106300], is a chronic progressive inflammatory

disease characterized by inflammation of sarcoiliac and spine joint. Although the
exact pathogenesis and etiology of AS remains unknown, there are significant
outcomes suggesting that genetic factors and certain environmental factors are
involved in its development. HLA-B27 positive individuals constitute 90% of AS’s
while HLA-B27 only partly accounts for the genetic predisposition to this disease. It
is also suggested that non-HLA genes may be involved in the development of AS.

In this study, distribution of HLA-B27 alleles (+/-) and IL-23R gene
rs11209032 polymorphism were investigated among patients who applied to Afyon
Kocatepe University, Faculty of Medicine, Department of Physical Therapy and
Rehabilitation.

The study sample comprised 106 (18 women, 89 men) AS patients who
diagnosed 2002 New York criteria’s and 82 healthy controls (12 women, 70 men)
admitted to Afyon Kocatepe University, Faculty of Medicine, Department of
Physical Medicine and Rehabilitation. Distribution of HLAB27 alleles (+)/(-) in AS
patients were observed by reverse hybridization technique and genotyping of IL23R
rs11209032 polymorphism of AS patients and healty controls was performed by real
time PCR.

According to obtained results, there were 69 AS patients with HLA-B27
positive (%65.1) and 37 patients with HLA-B27 negative (%34.9). Distribution of
rs11209032 genotype frequencies in control group were 34,1% for GG, 53,7% for
GA and 12,2% for AA and distribution of rs11209032 genotype frequencies in the
AS group were 31,1% for GG, 50,9% for GA and 17,9 for AA. G and A allele
frequencies in AS patients were 56,6% and 43,4% respectively, and G and A allele
frequencies in controls 60,98% and 39,02% respectively. There were no significant
differences between AS patients and controls in terms of genotype frequencies of
IL23R gene rs11209032 polymorphism.

Consequently, there is no association between AS and IL23R rs11209032
polymorphism for this study group.

Key words: Ankylosing spondilit (AS), HLA-B27, IL23R gene, polymorphism
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