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KISALTMALAR
AS ¢ Ankilozan Spondolit
dNTP  : Deoksiriboniikleik Asit Trifosfat
EDTA : Etilen Diamin Tetraasetik Asit
HLA : Human Lékosit Antijen
MHC :Major Histocompatibility Complex (Biiyiik doku uygunluk kompleksi)
MIC : MHC class I heavy chain related genes
PBS : Fosfat Buffer tuzu
PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
R.A : Romataid Artrit

ROC : Receiver Operoing Characterics curve ( Hasta ve saglam bireylerin
dogru olarak ayiran belirli bir kesim noktasini alarak tanimlarda kullanilan egri)

SSA : Sekans Spesifik Allel

SSP-PCR : Sekans Spesifik Primer (Diziye Ozgii Primerler ve PCR
Amplifikasyonu)

TBE : Tris-Borat-EDTA

Taq : Thermus aquaticus

uv :+ Ultraviole



OZET

HLA-B27 Ankilozan Spondilit (AS) ile sik olarak birliktedir ve HLA-B27
antijeni Ankilozan spondolitin ¢énemli bir geénetik markiridir. HLA-B27 rutin olarak
serolojik metotlarla tiplendirilmektedir. Ancak yalanci pozitif neticeler bildirilmistir. Bu
yiizden HLA-B27 genotiplemesi i¢in daha giivenilir birgok molekiiler metotlar
gelistirilmigtir. Biz bu c¢alismamizda HLA-B27 saptanmast i¢in Real Time PCR
metodunu arastirdik ve bu metotla akim sitometri ve konvansiyonel SSP-PCR
metotlarini karsilagtirdik. Caligmamizda SSP-PCR rutin HLA tiplemesi yapilan 60
olguyu (33 olgu HLA-B27 pozitif, 27 olgu HLA-B27 negatif) bu metotlarla aragtirdik.

Akim sitometri ile 3 olguda yalanci pozitiflik saptanirken yalanci negatif
olgu goriilmedi. Real Time PCR da 4 yalanc: pozitif olgu goriiliirken hi¢ yalanci pozitif
olgu saptanmadi. Akim sitometri ile HLA-B27 testinin spesifitesi % 89 sensitivitesi %
100 bulunmustur. Real Time PCR ile HLA-B27 testinin spesifitesi % 100 , sensivitesi
% 88 saptanmustir.

Bulgularimiz Real Time PCR testinin HLA-B27 tiplendirilmesinde rutinde
glivenli olarak kullanilabilecegini ve akim sitometri ile HLA-B27° si slipheli pozitif
olgularda kullanilmas1 gerektigini gostermistir. HLA-B27 saptanmasinda Real Time
PCR metodu laboratuardaki bilyiik sayidaki omeklerin rutin analizinde gilivenle
kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler : Ankilozan Spondilit, HLA-B27 Antijeni, Akim Sitometri,
Real Time-PCR, SSP -PCR



. SUMMARY

HLA-B27 is strongly associated with ankylosing spondylitis (AS) and The
HILA-B27 antigen is an important genetic marker in AS . As typing for HLA-B27 is
routinely performed by serological methods, false-positive results can be generated.
Therefore, several more accurate molecular methods have been developed for HLA-B27
genotyping. We described a real-time PCR method for the detection of the HLA-B27

and this method were compared with a flow cytometry and conventional SSP-PCR

methods.

We tested this methods on 60 subjects (33 HLA-B27 positive and 27 HLA-B27
negative) who underwent routine HLA typing testing by SSP-PCR. 3 false positive and
no negative results were observed by flow cytometry. 4 false negative and no false
positive results were detected by Real Time PCR. The specificity and sensitivity of
HLA-B27 test with flow cytometry were 89 % and 100 % . The specificity and
sensitivity of HLA-B27 test with Real Time PCR were 100 % and 88 % .

Our results suggest that; Real Time PCR test for HLA-B27 typing can be used
safely in routine practice and it should be used for doubt positive cases by detected
flow cytometry as HLA-B27 positive. Real Time-PCR method for the detection of
HLA-B27 can be used safely for the routine analysis of large numbers of samples in the

laboratory.

Keywords: Ankylosing spondylitis; HLLA-B27 antigen; Flow cytometry; Real Time-
PCR; SSP-PCR



GIRIS VE AMAC :

HLA-B27 Antijeni; (AS) Ankilozan Spondilit, (R.A) Reaktif Artrit, psoriazis
inflamatuar barsak hastalifi, seronegatif oligoartropati hastaliklariyla iligkilidir. Bu
nedenle HLA-B27 Antijeninin tespit edilmesi bu hastaliklarin tanisinda dnemlidir.

HLA antijenleri 6. kromozomun kisa kolu tizerinde bulunmaktadir (14).
HLA-A-B-C-DR-DP ve DQ lokuslarinda farkli HLA (Human Lokosit Antijeni)
antijenleri bulunmaktadir. HLA-B27 antijeni B lokusunda olup 4 santimorgan
uzunluunda ve yaklasik 4 Mbp’ lik bir yer kaplamistir (24).

HLA-B 27 Antijenini saptamada farkli yontemler kullamilmaktadir. HLA-
B27 antijeninin saptanmasinda kullanilacak yontemin hizli, tekrarlanabilir, giivenilir
metot olmasi gerekmektedir. HLA-B27 bakilmasinda; akim sitometri, Real Time PCR
ve konvansiyonel SSP-PCR (Sekans spesifik primer-Polimerize Zincir Reaksiyonu)
yontemi kullanilmaktadir. Akim sitometri ile hizli netice alinmasmma karsin baz
olgularda pozitiflik-negatiflik ayriminda sorunlar ¢ikmaktadir. Sorun ¢ikmasinin nedeni
HLA-B27’ ye kars1 kullanilan monoklonal antikorlarin diger HLA antijenleri ile ¢apraz

reaksiyon vermesidir.

Konvansiyonel SSP- PCR yoéntemi ile ¢alisma pahali olup zaman
almaktadir. Yeni bir yontem olan Real Time PCR, konvansiyonel SSP- PCR’ a gore -
hizl1 netice veren bir metottur ve akim sitometre ile HLA-B27 siipheli pozitif bulanan

olgularda kullanilabilir bir yontem olarak goriinmektedir (30).

Biz bu ¢alismamizda HLA-B27 antijeni saptanmasinda akim sitometri ile
elde edilen sonuglari Real Time PCR ve konvansiyonel SSP-PCR sonuglariyla

karsilagtirmay: ve bu sonuglarin birbiriyle olan uyumunu saptamay amagladik.



GENEL BiLGILER

1-HLA- MAJOR DOKU UYGUNLUK KOMPLEKSI (HLA-MHC)

1-a) HLA-Tarihce :

HLA kompleksinin varligi 1950 yillarinda diisiiniilmeye baslanmigtir
(2,14,28). Dausset, Payne, Jan Rood ilk olarak 16semik olarak stirekli tekrarlanan kan
transfiizyonlarina ihtiyag duyulan olgularda, beyaz kiireleri agliitine eden antikorlarin
gelistigini g6zlemlemiglerdir. Kisa bir slire sonra agliitine edici 6zellidi olan
antikorlarin multipar kadinlarin %20 ile %30’ da oldugu saptanmistir. Bulunan bu
antikorlar, bazi kisilerin beyaz kiirelerini agliitine ederken bazilarini etmemistir.
Farkl1 antiserumlar farkli olgularin beyaz kiirelerini agliitine etmistir. Bu antiserumlarin

alloantijenleri saptamig oldugu diistintilmiisttir (3,24,28).

1967 yilinda histokompatibilite antijenlerinin simgelenmesinde bir
anlagmaya varilarak ‘insan 16kositleri’ anlamina gelen ‘HLA’ denilmistir. Bu antijenler
ilk kez 1979 yilinda monoklonal antikorlarla gosterilmigtir (17).

1973 yilinda HLA antijenlerinin, HLA sistemine iliskin ¢esitli hastahklarla
iliskili oldugu bulunmustur. HLA molekiilleri kristalize edilmistir. Immiin yanit
olusturacak sekilde peptidlerin T hiicrelerini etkiledigi gosterilmistir. Bu bulgular, HLA
molekiilleri ile ortaya ¢ikan polimorfizimin immun yamti nasil etkiledifine ve

hastaliklara olan iligkisine 151k tutmaktadir (3).

1970’ li yillarin sonlari ve 1980’ lerin baslarinda, ¢esitli HLA genleri
molekiiler genetik teknikler kullarlarak ortaya ¢ikarilmistir. RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorfizm) teknikleri, MHC® deki genetik gesitliligi ortaya gikarmustir. i1k
molekiiler genetik HLA tipleme metodu i¢in dayanak olusturmustur (2).



1980 ‘li yillarin sonlarinda klasik olmayan HLA-E, -G ve —F molekiilleri
bulunmustur (1).

1994 yilinda MHC suuf I bolgesinde klasik MHC simf I genlerinden
organizasyonulari, ekspresyonlar1 ve iiriinleri farkli baska yeni gen lokusu bulunmugtur.
Bu yeni bulunan lokusa MIC (MHC sinif I agir zinciriyle iligkili genler) adi verilmigtir
(D).

Insan MHC bélgesinin tiim DNA sekansi 2000’ li yillann sonuna dogru
aydmlatilmistir. Altiner kromozomun tizerindeki 3.6 megabazlik bu bélgede 224 gen
lokusu saptanmustir (1).

1-b) HL.A Molekiillerinin Yapisi, Fonksiyonu ve Dokudaki Dagilimi:

HLA kompleksinin, gesitli fonksiyonlar olusturan molekiilleri kodlayan ¢ok
fazla sayida gene sahip oldugu gosterilmistir. HLA kompleksinin taninmasina olanak
saglayan hiicre ylizey molekiilleri 3 ana gruptur (3,6,16,18,24,25).

1. Smufl:HLA-A,- B,-C ve non klasik olarak da HLA-E,-F,-G,-H,-J’ dir.

2. Smf II: HLA-DR, -DP ve -DQ’ dur (1,6,24,25). ilave genler, HLA-DM,-
DN,-DO dur (2,24).

3. SiufIII: Kompleman genleridir.



HLA Simif1:

HLA simuf I molekiilleri B, mikroglobulinle olusturulan 12.000 daltonluk
nonpolimorfik proteinle non kovalent bagh olan ve agir zincir olugturan 44.000
daltonluk polimorfik glikoprotein igeren 2 zincirli yapidadir. o zinciri 6. kromozom
tizerinde bulunan HLLA kompleksindeki genle ve B, mikroglobulin ise 15. kromozom
tizerinde bulunan non-HLA genle kodlanmaktadir (3,6,14,16). Hiicre membraninda yer
alan smuf I molekiilii sadece o zinciridir. o zinciri; i¢ bolgede organize olan yaklasik
340 amino asit igermekte olup bu bolgeler, ektraselliiler bolge, transmembran bolgesi ve

intrastoplazmik bolgeleridir denilmistir (3,6).

Ekstraselliiler bélge: a, o o3 olmak iizere ii¢ domaine bdliinmiis olup bu
bolgeler yaklagtk 90 amino asitten olusmustur. Bu ii¢ domain B; mikroglobulinle
iligkilidir. o zincirindeki polimorfizim, primer olarak «;, o domainlerinde
hipervariable bolge olarak lokalize olmustur (3,16). o, o domaininde bulunan bir
hipervariabel bolge yaklasik 62-80 rezidii igermistir. o; domaininde yer alan ve daha az
polimorfik hipervariable bélge ise 140-160 rezidii igermistir. o3 domainindeki amino asit

rezidiileri ise 223- 227 ve 229 rezidii icermigtir ( 3).

Smif I molekiillerinin ve peptidlerinin T hiicre reseptérleri ile taninmasi
kompleks bigimde olmaktadir. Sitotoksik T Lenfosit (CTL) prekiirsérleri, yabanci peptid
‘kombinasyonunu veya duyarli hiicre iizerindeki simif I molekiliinii tanidiklarinda
prolifere olarak matiir CTL olarak olgunlasirlar. Matiir CTL, tanima igini yapar ve
spesifik olarak hedef hiicreleri ldiirtir. Ozel CTL hiicreleri aym viriisle enfekte olan
farkls stuf I molekiilii olan hiicreyi lizise ugratmadigi gibi farkli viriisle enfekte olan
aym sinif I molekiilii olan hiicreleri de lizise ugratmaz. Sonug olarak CTL’ lerin 6ldiirme
islemi peptid spesifiktir, sif I restriktedir (3). CD8+ T lenfosit ylizeyinde bulunan
reseptorler HLA-A2 gibi sadece belirli simf I molekiilii ile ilgili olan yabanci peptidleri

tanir.



HLA smuf I molekiilleri tiim niikleuslu somatik hiicrelerde bulunmaktadir,
HLA-E,-F, ve- G lokusundaki genler HLA-A,-B,-C genlerine gbre daha az polimorfik
olup daha sinirli doku dagilimi vardir (24).

HLA Simif II:

HLA smuf II molekiilt, 29.000 dalton B zinciri ile 34.000 dalton o zinciri
olmak tizere, 2 tane HLA kompleksi ile kodlanan glikoprotein zincirinden olusmustur
(3,14,16,28). Molekiil her iki zincirle birlikte membranda bulunur. Zincirlerin herbiri
230 amino asitten olusmustur. Stuf II molekiiliide sinif I molekiilii gibi extraselliiler
bélge, transmembran bolgesi ve intrastoplazmik bolge olarak organize olmustur.
Extraselliiler transmembran bélgenin 3 domain igerdigi simif I o zincirinin aksine, sinif
IT « zinciri ve B zinciri extraselliiler bolgelerinin herbiri 2 domain igermistir. Bunlarin
herbiri de 90 amino asitten olugsmustur, o zincirinin domainleri a; ve o, B zincirinin
domainleri 4 external domaine sahiptir. Siuf I o3 domaini ve B, mikroglobiline benzer
sekilde, simf II o ve B, domainleri ile immiinglobulin bolgesi domainleri homoloji

gOstermistir. Bu da sonug olarak simif II molekiillerini immunglobulin supergen ailesine
dahil etmigtir (3).

Sinif II a;ve P1 domainlerinin peptid binding alani olusturmasi, simf I o
ve oz domainlerininin ayn1 yapiy1 olusturulmasinin karsilastirilabilir olmasi, siif II
yapist, siuf I yapisi ile biraz benzerlik gostermistir. Smif II’ ler CD4” T lenfositleri
lizerinde reseptdr olarak gériilmiistiir(6,28). HLA smuf II a; ve B; domainlerinin
yapis1 8B zinciri ile 2a zincirinden olugmustur. o; ve P1 domainleri esit dagilmigtir.
Sinuf I molekiiliinde de smif I molekiiltindeki gibi 2a heliksi ve B zincirlerinin bir
bélimi, peptid fragmanlarina eklenen boslugu olusturmustur. Birinci ve
ikinci hipervariable bolgeler B zinciri tizerinde lokalize olurken iiglincii hipervariable
bolge B zincirinin o heliksi tizerinde bulunmaktadir. Simif I’ in aksine simf II ' nin

binding alam agiktir, 10- 25 aminoasit veya daha fazla peptid baglanmasina olanak
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tanir. Bu baglt peptit ve simf II molekiili, CD4" T lenfositi {izerinde T reseptor igin

ligand olusturmaktadir (3,28).

HLA simf II genleri o« ve B primer amino asit dizisine ve kristal yapisina

gore 4 bolgeye ayrilmistir.
1-Amino terminal ekstraselliiler peptid baglayan bolge
2-Ekstraselliiler immunoglobulin benzeri bolge
3-Transmembran bolgesi
4- Sitoplazmik bolge (24).

Suuf I molekiilleri CD8" T hiicreleri ile peptid taninmasim siurladign gibi,
sinif I molekiilleri CD4" T hiicreleri ile peptid taninmasi sinirlandirilmaktadir (6,8,16).
Sinif II molekiilleri ile bagh peptidler, 10 ila 25 amino asit arasinda degisecek sekilde
fazla gesitlilige sahiptir. Stmf I molekiiliiniin peptid baglantilan N-terminal ve C-
terminal ucu ile olurken; simif II molekiilii peptid baglantilar1 heliksler ve
peptidin uzunlugunca devam eden peptid dizilimi ile olmaktadir. Bununla birlikte,
Sinif IT alaninin sol son kisminda, peptid 3. pozisyonuna yakin amino asit zinciri yer

alir. SifII bagli peptid, siuf I bagh peptidden daha uzun devam etmistir (3).

Siuf IT HLA molekiiliindeki peptidlerin yerlesmesinde énemli rol oynayan

proteinleri kodlamigtir .

Siuf IT molekiilleri daha simirh dagilim gostermistir. Bu molekiiller primer
olarak makrofajlar, dendritik hiicreler, B lenfositleri, aktive T lenfositlerini de

kapsayan immun hiicreler {izerinden eksprese edilmistir (3).

11



HLA Smif III :

HLA kompleksinin 1000 kb sentromerlik kisminda lokalize olan genler simif
II bolgesidir. Bu bélgede sinif II’ nin tiim genleri bulunmugtur. 1000 kb orta kisminda
lokalize olan genler simif III bolgesidir. Bu bolge dier genlere ilaveten kompleman
genlerini igermistir. Bu genler siuf III genleri diye adlandirilmistir (3). Bu bolge Lve II.
simf gen bolgeleri arasinda yer almistir. C4, C2 ve properdin B faktoriinii sentezleyen
gen alt bolgesi bélgeleri vardir. Bu proteinler serumda serbest olarak bulunmustur ve

serolojik olarak tayin edilmislerdir (24).

Simif III Bolgesi, bagli olmayan fonksiyonlara sahip molekiilleri kodlayan
¢ok sayida gen i¢ermistir. Bu genler C4A ve —B , C2 ve Bf genlerini kapsar. Sirasiyla
klasik ve alternatif kompleman sisteminin 4., 2. ve properdin fakt6riinti kodlamaktadir.

(Tisue Nekroz Fakt6r) TNF-A ve-B genleri TNFa-B’ y1 kodlamaktadir (3).

Sekil 1: MHC : Major Doku Uygunluk Kompleksi.

12



Sekil 2: MHC Siif I ve Siif I Molekdillerinin $ematik Yapisi.

MHC kine 1

Doku MHC Siif 1 MHC Sinif IT
T Hiicreleri +++ +/-
B Hiicreleri +++ e
Makrofajlar +++ g
Diger Antijen

Sunan Hiicreler +++ b L
Timus Epiteli + +++
Notrofiller +++ -
Hepatositler + -
Bobrek + -
Beyin + -
Eritrositler - -

Tablo 1 : MHC Sisteminin Dokularda Dagilim: .

1-¢) HLA Saptama Yéntemleri:

1-c- 1) Akim Sitometri ile HLA Antijenlerinin Saptanmasi :

Akim sitometri cihazi hiicrenin yada biyolojik partikiillerin birgok fiziksel

13



6zelligini ayn1 anda 6lgen teknoloji olup, akim igerisinde hareket eden hiicrelerin gesitli
Ozellikleri olgiiliir. Akim sitometride, lazer 151k kaynagindan gelen 1ginlarla hiicrelerin
kargilasmas: saglamr, Fludik, optik ve elektronik sistemleri kullamilarak hiicrelerin
biiylikliigli, graniilositesi ve floresan yogunlugu dl¢iiliir. Akim sitometrinin bu 6lglimii
yapabilmesi igin hiicrenin siv1 iginde stispanse olmasi gerekir. Hiicre stispansiyonu akim
sitometri i¢ine gekilirken lazer 15131na maruz kalir. Hiicrelere ¢arpan lazer 1ginlari sagilir.
Hiicre tizerinde floresan molekiilleri varsa bu molekiiller lazer 1sinlarim absorbe ederek
daha uzun dalga boyunda sagilirlar. Sagilan 1sinlar uygun olarak yerlestirilen ayna ve
filtreler ile dalga boylarina gére dedektorlerle toplanir. Bu sinyaller elektronik sinyallere
dontstiiriiliir. Her hiicre ile ilgili bilgi kompiitiirde toplanir. Kompiitiirde toplanan datalar

izotopik kontrole gore analiz edilir (11).

Siuf II antijenleri HLA-DR,-DP ve -DQ lenfosit yiizeyinde bulunan
epitoplardir. Farkli oranlarda eksprese olurlar. Bu ekspresyon miktar1 monoklonal

antikorlarla igaretlenerek akim sitometri cihazinda degerlendirilir.

Sinuf I antijenlerinden HLLA-B alleli olan HLA-B27 akim sitometri ile tespit
edilebilmektedir (31).

1-c-2) Real Time PCR Yiéntemi ile HLA Saptamasi :

Real Time PCR niikleik asit amplifikasyonu es zamanli olarak artig gésteren
floresan sinyalinin ol¢tilmesiyle kisa siirede kantitatif sonug¢ verebilen PCR y6ntemidir
(7). (Ticari olarak kullamlan 3 tipi vardir: Light Cycler, Tagman, BIO-RAD) Yalmzca
¢ift zincirli DNA’ ya baglandiklarinda floresan veren boyalar ( Cyber green I)
kullamlarak, amplifikasyona bagli DNA artigi, ortaya ¢ikan floresan miktar1 6lgtliir.
Primerin baglanmasim takiben gergeklestirilen uzama asamasinda hedef DNA’ nin ¢ift

sarmal hale gelmesiyle DNA’ ya baglanan ‘cyber green’ miktar1 artmakta ve buna bagh
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olarak yayilan floresans miktarindaki artis gozlenmektedir (7). Bu uygulamada, floresan
artigt her zaman spesifik amplifikasyon gstermeyebilir. Ciinkii ¢ift sarmal DNA’ ya
entegre olan ‘cyber green’ ortamda hedef molekiiler olmadiginda primerlerip kendi
aralarinda gergeklesecek olan baglanmalar sonucunda da yapiya katilarak floresans
olusumuna sebep olabilmektedir. Bu olumsuz faktdrii gidermek igin amplifikasyon
{irlinlerinin ¢ melting curve’ (erime egrisi) analizi yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal DNA,
kendine 6zgii ‘melting temperature Tm’ ( ¢ift sarmal DNA’ nin % 50’ sinin tek sarmal
hale gelmesi igin gerekli sicaklik) degerine sahiptir. PCR amplifikasyonunun ardindan
sicaklik yavag yavas yiikseltilerek, belirli araliklarla tiipteki floresans miktar1 kaydedilir.
Cift sarmal DNA zincirleri birbirinden ayrilmaya baslayinca ‘Cyber green’ boya serbest
kalmakta ve floresans miktar1 azalmaktadir. Denatiirasyon oldugunda floresans sinyal
aniden diismektedir. Erime egrisinden yararlamlarak amplikonun Tm derecesi
saptanabilmektedir. Klinik 6rnege ait Tm derecesi, aym kosullarda isleme alinan pozitif

kontroliin Tm derecesiyle karsilastirilarak, PCR sonucunun dogru veya hatali olduguna

karar verilir (7).

Diger bir uygulama seklinde hedefe 6zgiil problar kullanilmaktadir. Burada
problarla testin 6zgiilliigii artmustir. Problardan biri 3* ucundan floresans boya isaretli
(donér boya), digeri 5" ucundan alici boya ( acceptor dye) ile isaretlenmigtir. Problar
hedef amplikonlar {izerinde birbirine yakin (1-5 niikleotit uzaklikta) yere baglanmakta ve
isaretli uglar yan yana gelmektedir. Iki boyanin yan yana gelmesiyle agiga ¢ikan enerji
ikinci prob {izerindeki alici boyay: etkileyerek floresans olusumuna yol agmaktadir,

‘Fluoresance resonance energy transfer, (FRET)’ olarak adlandirilan bu enerji transferi
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sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun derecesine bagh olarak

artmaktadir (7).

TagMan sisteminde 5 ve 3 uglarindan flokrom maddelerle isaretli prob
kullamlmaktadlr. Prob, tek sarmal hale gelen hedef molekiiliin iizerinde, primerlerin
baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglamr. Prob-hedef molekiil arasmdaki
hibridizasyon devam ettigi stirece raportdr florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’
uctaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik
aside baglanmasim takiben baglatilan primer uzamasi probun baglandigi noktaya kadar
geldiginde, sentezin devam etmesi i¢in Tag DNA polimeraz enzimi 5— 3 niikleaz
aktivitesini kullanarak probu 5 ugtan yikmaya baglar. Boylece raportsr florokrom

serbest hale gegerek sinyal olusturur. Her sikliista {iretilen amplikon miktarina paralel,

sinyal siddeti artar (7).

Real Time PCR kisa stirede sonug verebilmektedir.Test yapilirken ftiipler
agilmadigindan kontaminasyon riski azdir. Elektroforeze gerek kalmadan sonug

alinabilmektedir. Ayrica floresan veren problar kullanilarak hedef niikleik asitteki

mutasyonlar saptanabilmektedir(7).

Siuf II Antijenlerinden HLA-B27 antijeni Real Time PCR’ la son
zamanlarda c¢alisilmaktadir(30).
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1-c-3) Konvansiyonel SSP-PCR Yiontemiyle HLA Saptanmasi:

Molekiiler HLA tiplemesi i¢in en yaygin metotlardan birisi de HLA
tiplerini adlandirmak i¢in kullamilan, polimorfik sekanslarin saptanmasim saglayan
sekans spesifik primerlerdir (SSP). Bu metot igin isimler PCR-SSP, amplifikasyon
refraktér mutasyon sistemi (ARMS), allel spesifik mutasyon (ASA), spesifik allellerin
PCR amplifikasyonu ve allel spesifik PCR (ASP) kapsamaktadir. Bu metotla,
amplifikasyon primerlerinde yer alan polimorfik sekanslar saptanabilmektedir. Eger
allelde her 2 primerin sekansida mevcutsa amplifikasyon gerceklesir. Eger allelde her 2
primerin sekansi yoksa, amplifikasyon tirlinti olusmayacaktir. Bu metot, partikiiler HLA
tipini tanimlamada en az 2 polimorfik sekans saptayarak degerlendirir. Bu metot, tiipler
veya mikroliter alanlara ilave edilen her bir ¢iftle birlikte bir ¢ok farkli amplifikasyon
¢iftlerini gerekli kilar. Bilinmeyen DNA &rnegi her bir tiipe ilave edilir. Amplifikasyon
iirlinleri, DNA Orneklerinde var olan sekanslar1 kapsayan primerlerden elde
edilmektedir. Amplifikasyon fiirlinleri, genellikle agaroz jel ile elektroforez yapilan
DNA' nin ethidium bromidle boyanmasi ile saptanmaktadir (2).

Bu metot da ortaya ¢ikan bir potansiyel problem; partikiiler primer karigim
icin negatif sonucun, hedef sekanslarin olmamasindan degil de amplifikasyonun

basarisizlifindan kaynaklanmaktadir. Kontaminasyon problem olabilir.

Amplifikasyon primerleri, diisiik rezoliisyonlu HLA-A,-B,-C ve -DR,-DQ
tipleme igin rapor edilmiglerdir. Yiiksek rezoliisyonlu tipleme metotlar1 HLA-DR ,-DQ
icin ve stuf I HLA allelleri igin rapor edilmistir(2).

1-c-4) Serolojik Yontemle HLLA Saptanmas: ;

Serolojik yontem siuf I (HLA-A,-B ve-C) lokuslarinin belirlenmesinde
kullamilmaktadir. Bu ydntemde kan 6rneginden histopak soliisyonu ile lenfositler izole

edilir. Izole edilen lenfositler plaklara ekilir. Islem sonunda plak mikroskop altinda
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degerlendirilerek alleller belirlenir. PCR’ a gore ucuz bir yontemdir. Bu yontem suuf II
allellerini belirlemede yetersiz kalmaktadir. Bu yontemin yetersizligi kross reaksiyon
veren antijenlerden kaynaklanmaktadir (26).

1-¢-5) HLLA-Saptamasinda Kullanilan Diger Yontemler :

PCR Metodu :PCR, DNA {izerinde se¢ilmis olan spesifik bdlgenin

amplifikasyonunu otomatik olarak saglayan metottur (24).

PCR invitro ortaminda spesifik DNA’min amplifiye olarak ardarda
primerlerin birbirini tamamlayarak DNA ipliginin uzamasidir. Hedef bélgedeki zincir

5= 3 yoniinde olmaktadir (10,24).

Heteroduplex Metot: Heteroduplex formasyonu, amplifiye edilmis
tirlinlerin denatiirasyonu ve renatiirasyonu sonrasinda heteroduplex ve homoduplex
DNA formlan arasindaki farkliligin belirlenmesiyle genetik sekanslarla baglantili
farkliliklar1 saptamaktadir (2).

SSCP Metotlari: SSCP (Sekans Spesifik Zincir Reaksiyonu), aym
zamanda iki HLA allelinin kargilastinlmas: i¢in kullanilmistir. Bu metotta tek zincirli
niikleik asitlerin sekonder yapilarindaki farkliliklari saptamak igin elektroforez
kullanilmaktadir (2).

DGGE Metotlar1 : Denatlire edici gradient jel elektroforezi,
elektroforez siiresince DNA' yi denatiire etmek i¢in jel icerisine ilave edilen denatiirant
gradienti kullanilmaktadir (2).
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1-d) HLA ve Hastahk Iliskisi :

Belli bir MHC alleline sahip olmamin yatkinlik yarattifi hastaliklar;
otoimmiin hastaliklar, viral hastaliklar, kompleman sistemi bozukluklari, baz1 nérolojik
ve alerjik hastaliklardir. Bu grup hastahklarin ¢ogunda MHC dis1 ¢ok sayida gen ve

cevresel etkiler de rol oynar. Bu nedenle belli bir hastalik ile MHC iligkisini belirlemek
zordur (28).

Otoimmiin hastaliklar, insanlarda birka¢ basamakta olur. Pek ¢ok otoimmiin
hastaligin gelisiminde genetik 6zelligin katkis1 bulunmaktadir. Bu hastaliklarda, MHC
genlerinin katkilan ile kompleks bir genetik gegis vardir. Otoimmiin hastaliklarinin

cogunun patogenezinde, HLA sinif II antijenleriyle iliskisi olan T lenfositlerinin énemi
biiytiktiir (32).

MHC molekiilleri ile hastalik arasindaki iligkinin en tipik 6rnegi HLA-B27
doku tipine sahip olma ile olusan ankilozan spondilit riskidir(28).

Reaktif artritlerde HLA-B27 siklifn % 60-80 arasindadir. Bu siklik reaktif
artritlerin etkenine gére degismektedir. Biitlin reaktif artritlerin kronik sekilleri akut

tipine oranla hastalif1 baslatan mikroorganizma ne olursa olsun, HLA-B27 (+)’ ligi % 90
dan daha yliksektir (28).

Hasta ve normal populasyonda HLA antijenlenin siklin kargilagtirilarak
yapilan populasyon ¢alismalarinda HLA-hastalik baglantisi degerlendirilmigtir. Farkli
etnik gruplar ve irklar arasindaki HLA antijen gesitliliginin siklifindan dolayi, aym
etnik grup ve wklara ait hasta ve normal popiilasyondaki antijen siklifinin
karsilagtirilmas: uygundur. Ornegin HLA-B27, Amerikali beyaz ankilozan spondilitli
hastalarin % 88’ inde ve kontrol hastalarinin % 8’inde bulunmugtur. Afrikali Amerikal
ankilozan spondilitli hastalarin % 48’ inde HLA-B27 varken kontrol grubunun sadece
%2’ inde HLA-B27 saptanmustir (3).
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HLA- hastalik baglantisinin 6l¢iisii, reaktif risk (RR) ile degerlendirilmistir.
RR, HLA antijeni olmayan bir hasta ile karsilastinldiginda, hastalikla iligkili HLA

antijeni olan hasta i¢in bu hastalifin olma sansini gostermistir.
RR=(P"xC") / (P" x C") formiilii ile hesaplanmistir. Burada;

P*: hastalar arasinda hastalikla iliskili HLA antijeni olan hastalarin %

oranini.
C: HLA antijeni olmayan kontrol grubunda kisilerinin % oranini.
P : HLA antijeni olmayan hastalarin % oranini.
C* : HLA antijeni olan kontrol grubunda kilerinin % oranu.

RR: 1’in tizerinde olduk¢a, HLA antijeni ile hastalik arasindaki baglantida
gliglenmistir. Ornegin HLA-B27 pozitif olan beyaz Amerikalilar igin bu deger= 90 dir

3).

Her toplumda AS ile ilgili HLA-DRBI1 alelleri farklidir. Japonlarda DRB1
0404, Musevilerde DRB1 6101, Amerikalilarda HLAB1 1402°dir (28).

Avrupahlarda SLE, HLA-DR3 ile ilgilidir. DR3 ile umulandan daha sik
birlikte bulunan HLA-B8’ dir (28).

HLA-hastalik iligkisini agiklayan hipotezler mevcuttur. Bunlardan 6 tanesi
soyledir. Bu hipotezlerin 5 tanesi HLA simif I ve simif II molekiillerine uygulanirken, 6.

hipotez sadece sinif II molekiillerine uygulanmigtir (3).

Ik hipotez; HLA molekiiliiniin, etyolojik mikrop igin reseptér olarak rol
oynadi1 6ne siiriilmiistiir. Eger, HLA-B27, AS' na neden olan mikrop i¢in reseptérse,
HLA-B27' ye sahip olgu i¢in AS i¢in artmis risk séz konusudur. Mikroba maruz
kalma halinde AS gelisecektir (3).
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Ikinci hipotez; sadece belirli bir HLA molekiiliiniin, peptidi
yerlestirebilen, peptid binding alanina sahip oldugunu &ne siirmiigtiir. AS' na neden
olan etyolojik mikrop hiicreye girdiginde, baz1 mikrobal proteinler peptidlere degrade
ohnakfadu. Eger HLA-BZ7 molekiilii, Etyolojik mikrobal peptidi kabul edebilen peptid
binding alami ile dominant simf I molekiilii ise, ardindan HLA-B27, peptidleri T
hiicrelerine sunan dominant siif I molekiilii olacaktir. Bu hipoteze gére, mikropla

infekte HLA-B27 pozitif olgularda AS gelisebilir (3).

Ugtincii hipotez; HLA molekiilii peptid komleksini tanimlayan, T hiicre
antijen reseptoriiniin hastalik i¢in sorumlu oldugunu 6ne siirmektedir. Bununla birlikte
HLA molekiillerinin, T hiicre tamnmasini etkilemeleri nedeniyle, hastalik ve HLA
molekiilleri arasinda agik bir baglant1 gériilmiistiir. Bu hipotez, tim HLA -B27 pozitif
olgularin etiyolojik B27 mikrobiyal peptid kompleksi olugturabilecegini belirtmektedir.
Fakat sadece kesin olgular, bu kompleksi tanimlayabilir. Sadece, uygun reseptérii olan T
hiicreleri olan olgularda AS gelisebilir. Aksine, HLA-B27 pozitif olan, bu T
hiicrelerinin olmadig olgularda AS gelismeyecektir. Her ne kadar uygun reseptore
sahip T hiicreleri, hastahin gelisiminden sorumlu tutulsa da, HLA-B27 ile net
baglanti, bu hiicrelerin HLA-B27 etkilenimi ile ortaya ¢ikmistir (3).

Dérdiincli  hipotez; antijenik peptidleri stoplazmadan endoplazmik
retikuluma tagiyan TAP gen {iriinleri ile ilgilidir. Defektif olay varsa, bu defekt
hastalifa predispozandir. Bu durumda, defektif TAP gen {riinleri endoplazmik
retukiluma birkag peptid gegisine izin verir. Bu da hiicre ylizeyinde HLA siuf [
molekiillerinin anormal diigtik dansitesi ile sonu¢lanmigtir. 3 olas: alternatif, HLA ve
hastalik arasindaki baglantiyr agiklayabilir. Ilk alternatif, defektif TAP geninin, birkag
immiinojenik mikrobiyal peptid HLA molekiiler kompleksine olanak tanidigini bunun
da mikroba kars: effektif immun yamt: 6nledigini 6ne stirer. Ardindan mikrop, baz
bilinmeyen patofizyolojik mekanizma ile AS' ye neden olur. Ikinci ve Uglincii
alternatifler mikrobiyal infeksiyonu gelistirmemektedir. Ikinci alternatif, defektif TAP
geni nedeniyle, birgok bog HLA-B27 molekiiliiniin olustugunu 6ne stirmektedir. Ayrica,
bos HLA-B27 molekiillerinin, hiicre yiizeyinde, dier HLA sinif I molekiillerinden
daha stabil oldugunu 6ne stirmektedir. Bu bog HLA-B27 kompleksleri patojenik T hiicre
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yamtim stimiile etmektedir. Uglincti alternatif, smmf I molekiillerinin diigiik
dansitesinin, defektif self toleransa neden olduunu ve bunun da otoimmiinite ile
sonuglandifim 6ne stirmiistiir (3).

Besinci hipotez; hastalikla iligkili HLA antijeninin, mikrobiyal antijene
immiinolojik olarak benzer oldugunu 6ne siirmiistiir. Bu ¢aligmadaki 6rnekte, AS igin
etyolojik olan 6rnekten alinan antijen, immiinolojik olarak HLA-B27' ye benzer ve
uygun T hiicre reseptorii tarafindan taninmustir. Peptid ve HLA-B27’nin immiinolojik
benzerligi nedeniyle, aym1 T hiicre reseptorii aym1 zamanda HLA-B27' yide tanir. Bu
hipotez, iki olasi alternatif 6ne stirmektedir. Birinci alternatif, HLA-B27 ile mikrobiyal
peptid arasindaki benzerligin, mikrobun yabanci olarak taninmasini 6nledigini 6ne
stirmektedir. Immiin yanit belirlenememistir. Bilinmeyen patofizyolojik mekanizma
ile mikrop hastalik olusturmaktadir. Ikinci alternatif, mikrobiyal peptidin yabanci olarak
tanindifini ve immiin yanitin mikropla bagladifini 6ne siirmiistiir. HLA-B27 ve
mikrobiyal peptid benzerligi nedeni)}le immiin yanit aym zamanda HLA-B27' ye

kargida olusniaktadlr. Bu da otoimmiin yanit AS ile sonuglanmustir (3).

Son teori, AS' li oldugu kesinlesen hastalar arasindaki gozlemlerle
olusturuldu. Reiter Sendromu, Shigella flexneri tiirlerinin neden oldugu dizanteriyi
:takiben HLA-B27 pozitif olgularda gelisebilir. AS durumuna neden olan Shigellada,
plazmid veya ekstrakromozal sirkiiler DNA PHS-2 pargasi tanimlanmustir. Bu plazmid,
5 amino asidin HLA-B27 sekansi ile birliktelik gstermektedir. Artritojenik Shigella ile
taginan PHS-2 plazmidi ile yapisal ve immiinolojik benzerlik gosteren HLA-B27' li
olgular, bu plazmidi tagiyan shigella ile infekte olmalari durumunda, hastalia duyarh
hale gelmislerdir (3).

Spondiloartropati geligimi olan HLA-B27 transgenik rat galigmasi, bazi
olast mekanizmalar ortaya koymaktadir. Sadece, HLA-B27 geni varlifinda, hastaliga
duyarlilik olugmaktadir. Bu sonug, HLA-B27 varliginin hastalik i¢in sorumlu
oldugunu diisiindiirmektedir. Daha ileri ¢aligmalar, transgenik ratlarin hastalifin birgok

bulgusunun gelismesini sagladigint gosterir. Buna ilaveten hastalik, higbir belirti
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olmadan, kemik iligi hiicrelerinden transgenik ratlara aktarilir. Bu bulgular, HLA-B27
peptid kompleksinin hastalik patogenezinde yer aldigin diisiindiirmektedir(3).

HLA- hastalik iligkisini degerlendiren son hipotez sadece, smuf II
molekiilleri ile iliskili hastaliklarla baglantllldir. HLA smf II molekiilleri, normalde
sinirlt doku dagilimina sahiptirler. Antijen sunan hiicreler, B hiicreleri ve aktive T
hiicreleri ile etkilenirler. Genel olarak da HLA sumf II molekiillii eksprese etmeyen

hiicreler, interferon y ekspresyonunu saglamak i¢in indiikleyici olabilirler (3).

Yukaridaki hipotezlerden higbiri, herhangi bir hastalik i¢in kesin degildir.

Farkli hastaliklar i¢in farkli mekanizmalar vardir.

ILGILIHLA ANTUENI | O ALAMA

HASTALIK ROLATIF RISK
Hematokromozis A3 -
Narkolepsi DR2 -
Ankilozan spondilit B27 81.8
Reiter sendromu ’ B27 40
Psoriatik spondilit B27 10
Akut anterior tiveit B27 8
Behget hastalig: BS 3.3
Romatoid artrit DR4 6.4
Pausi artikiiler romatoid art. DR5/DP2 7
Kronik hepatit B8
Sistemik lupus eritematozus DR3/C4 17.1
Sjogren sendromu DR3 5.6
Insulin bag. Diabetes mellit DQ8/DR3/4 - 318
Goodpasture DQ57 0.1
Multiple skleroz DR2 20
Myastenia gravis DR2/B8/A2 6
Hodking hastalif B18 _
Preeklampsi DR4 _

Tablo 2 : MHC Sisteminin Hastalik ligkileri .
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2-HLA-B27 ve HASTALIK ILiSKiSi :

1986 yiinda Townsend’ de uygun bir sekilde ard arda gelen kisa lineer
peptidleri tammaya duyarli CTL hiicrelerinin viral proteinlerin epitoplarim tamdig:
gostermistir. Bu bulus, belirli sinif I molekiillerinden HLA-A2, HLA-Aw68 ve HLA-
B27 nin x-151nlanyla peptid binding bolgelerinin kristal grafik yapisimin belirlenmesine
yardimci olmugtur (4).

HLA-B27 antijeni 6. kromozomun kisa kolunda HLA-B lokusun da
bulunmugtur(24).

Simf I MHC molekiilleri , viriisler ve intraselliiler bakterilere karst koruyucu
immiinitede majér rol oynayan polimorfik yiizey antijenleridir. HLA smf I
antijenlerinden, insanlardaki hastaliklarla en gii¢li iliskisi olan ~HLA-B27
molekiiliidiir(19).

Smf I HLA bolgesinin B lokusunda B27’nin agir zincirini kodlayan 6 farkh
allel vardir (28).

HLA-B27°nin antijenik peptidi baglayan oyugunda bulunan sekiz amino
asidin yerlesimi; 70. pozisyonda lizin, 9. pozisyonda histidin, 44. pozisyonda glutamik
asit, 67. pozisyonda sistein, 69. ve 71. pozisyonda ise alanin vardir. HLA-B27 digindaki
stmif I MHC molekiillerinde bu amino asitlerin ikisinden fazlas: bulunmaz. Bu nedenle
HLA-B27’nin hastalik yatkinligindan sorumlu kismu bu 6zel amino asit dizilimine sahip
antijen baglayan oyuk kismudir (22).

HLA-B27 (+) olan kisilerin ankilozan spondilit olma olasiligi HLA-B27 (-)
olanlara oranla fazladir. Buna rolatif risk denilmigtir. HLA-B27 (+) kisilerde ankilozan
spondolit i¢in rolatif risk %81°dir. 100 HLA-B27 (+) kisinin 4’tinde ankilozan spondilit
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gelisir. Buna gercek risk denilmistir. Gergek risk % 4’diir (28).

AS, Reaktif Artrit, diger(Sekans Spesifik Allel) SSA' le birlikte HLA-B27
arasindaki baglanti, insanlardaki hastalﬂdardé en giiclii HLA baglantisidir. HLA sinuf I
molekiillerinin temel fonksiyonunun sitotoksik T hiicrelerine peptid antijenlerin
sunulmas1 olmasi nedeniyle, SSA' larin patogenezinde HLA-B27 antijen sunum
Ozelliklerinin 6nemli olabilecegi ileri stiriilmektedir (19). HLA-B27 ve SSA arasindaki
baglant: i¢in en favori teori, artritojenik peptid hipotezidir. Bu hipotez; tek amino asit
arttklar1 nedeniyle, bazi B27 subtipleri, CD8+ T hiicreleri ile taninan spesifik
artritojenik peptidleri olusturmaktadir. Bakteriyal peptidlere yanitta, bakteri ve kendisi
arasinda yapisal benzerlikle birlikte, otoreaktif T hiicreleri tarafindan taninan
antijenler, eklemler ve omurlarda oldugu gibi kendi peptidleri ile aktif hale gelebilirler.
Bu hipotez, direkt ve indirekt gesitli arastirmalarla dogrulandi. Bu hipotez igin,
major kanitlardan biri, AS' le dogal HLA-B27 differansiyel baglantilar1 gosteren
calismadan saglanmistir. B2705, B2704, B2702 ve B2707 hastalikla giiclii bir bigimde
baglantili iken, Kafkasyalilarda HLA-B27, B2709 subtipleri ve Asyalilarda B2706
subtipleri AS’ li hastalarda ¢ok nadir goriilmiistiir(19). iki subtip; ASP'nin HIS ile yer
degistirdigi 1 aminoasit dizisi ile veya ASP’nin HIS ile ve ASP’nin TYR ile yer
degistirdigi 2 aminoasit dizisi ile hastalikla iligkili tiplerden ayirt edilmektedir.
Hastalikla iligkili subtiplerin aksine, 2 hastalikla iliskili olmayan B2706 ve B2709
subtiplerinin artritojenik peptidlerde yer almadig1 hipotezi 6ne stiriilmiistiir. Patogenez
i¢in artritojenik peptidlerin olast 6nemli rolii hayvan modellerinde ve insanlardaki
deneysel ¢aligmalarla desteklenmistir. Zhou ve arkadaglar transgenik ratlarda artrit
gelisimi {izerinde B27 bound peptidlerin etkisini aragtirmislardir. B27 transgenik ratlar

gliclit HLA-B27 etkilenimi olan expresyon yapmaktadir (19).

Kemik iligi ve deneysel aragtirmalar, AS ve reaktif artritte otoreaktif
CD8+ T hiicrelerinin oldugunu disiindiiriirken, bilinmeyen kross reaktif bakteriyal
epitoplar igin effektif ¢aligmanin nasil yapilacagi sorundur. Bu epitoplara kars1 bakteri

spesifik T hiicre klonlarinin olusturulmasi zaman alicidir. Peptid epitop taninmasi igin

25



TCR dizisindeki simirlama nedeniyle, sadece T hiicre prosediirii kullanmilirsa, bir tanesi
gbdzden kagacakuir. C. trochomatis i¢in, CD8+ T hiicre gruplar: elde edildi. Ardindan C.

Trochomotis genlerinin expresyonunu gozlemlemek i¢in kullanilmugtir (19).

B27 etkilenimli peptidlerin sayisinin daha ileri olarak belirlenmesi igin, 2
tane bilgisayara dayali algoritm kombinasyonu kullanilmistir: Birinci algoritm,
HLA-B2705° e pozisyon 2° deki arjininle birlikte nanomer peptidlerin eklenme
olasilif1 tahmini i¢in olusturulmustur. Algoritm H-G Rammensel grubu tarafindan
gerceklestirilmistir. Ikinci algoritm, MHC simmf I molekiilleri tarafindan CD8+ T
hiicrelerine sunulan peptidlerin proteozomlarla sitoplazmada islem gdrmesini
degerlendirmektedir(19). Sonug olarak, CD8+ T hiicreleri i¢in HLA-B27 etkilenimli
klamidyal peptid stimulatrlerini tanimlamada, se¢ilmis peptidlere T hiicre yanitlan
antijen spesifik akim-sitometri ile test edilmistir. Boylece se¢ilmis kladmidyal
peptidlerin immiinojenetesi nedeniyle, CD8+ T hiicrelerinin stimiilasyonu, hiicre yiizeyi
lizerinde erken aktivasyon markeri CD69 eksprasyonu ic¢in double-pozitif olan
hiicrelerin yiizde oranlariin deerlendirilmesi ile hiicrelerde IFNy' nin intraselliiler

artis1 lctilmiistiir (19).

Diger basamaklarda arastirmacilar, immiinojenitesi agisindan segilmig
peptidleri test ettiler. Hiicre yiizey ekspresyon markirlari ve intraselliiler sitokin
sekresyonuna dayanan antijen-spesifik akim-sitometri kullanilmigtir. C. Trochomatisle
indiiklenen reaktif artriti olan hastalardan alinan perifik kandaki mononiikleer hiicreler
sinoviyal svi hiicreleri segilmis peptidlerle 6 saat stimiile edildi. Immiin yant,
intraselliiler degerlendirme ile erken aktivasyon markeri CD69 ve INFy' i¢in double
pozitif olan kantitatif CD8+ T hiicreleri ile analiz edilmigtir. Chlamydia ile indiiklenen
reaktif artriti olan B2705(+) hastalarda 11 tane HLA-B27 etkilenimli olguda nanomer
peptidler tamimlanabilmistir(19).

26



3- HLA-B27 SAPTAMA YONTEMLERI :

3-a) Akim Sitometri ile HLLA-B27 saptanmasi :

Akim sitometri; biyolojik materyalleri ve hiicresel antijenleri saptama olanag:
saglayan duyarls, gii¢lii bir teknolojidir. HLA-B27, transplantasyon sonrasi antikoru ve
transplantasyon oncesi krossmatch ve antikorlar izlemede klinik olarak miiracaat edilen

¢ok parametreli bir sistem olarak bulmuslardir (13).

HLA-B27 klinikte hastalikla ilgili hiicre markinidir. HLA-B27 antijeni
lenfositler tizerinde monoklonal antikorlar kullamilarak direkt olarak akim sitometride
belirlenebilir. 107 6rnekte bu galigmayr yapmiglar. Akim sitometri metoduyla elde

edilen sonuglarin standart lenfositotoksisite testiyle tam uyustugunu gostermiglerdir

(15).

Bu ¢alismamizda Akim sitometri sonuglarin en iyi sekilde karsilagtirabildigi
uygun metot da {i¢ farkli anti-B27 antikoru kullanmiglardir. (HLA-ABC-m3, GS145. 2,
ve FD705). 400 den fazla 6rnek test etmiglerdir. Sonug olarak ti¢ farkli anti- B27 -
monoklonal antikor kullanilarak yapilan HLA-B27 antijeni belirlenmesinde akim

sitometri ile kesin giivenilir sonuglarin elde edildigini belirlemislerdir(12).

50 klinik laboratuar da HLA-B27 akim sitometrik olarak 1995’ den beri
caligilmakta olup neticelerini agiklamuglardir. Sonuglar g6stermistir ki, HLA-B27
monoklonal antikorlar kross reaktif olarak major problem olusturmaktadir. HLA-B
antijenlerinin serolojik kross reaktif antijenleri (HLA-B7,B12, B13, B16, B17, B22, B37,
B40,B41 , B42,B47 ve B48) dir. B27 ile kross reaksiyon vermeyenler (B5, B8, B14,
B15, B21 ve B35) diye belirtmislerdir (20).
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HLA-B27 tespit edilmesi A.S tamisinda yardimci olur. Klasik teknoloji
mikrolenfositotosite pahal1 ve hatali sonuglar vermektedir. Iki yeni metot ile 304 6rnekte
¢aligmislardir. Akim sitometri ve SSP-PCR. Akim sitometri de 3 monoklonal
kullanilmuglardir. Cut-of degeri HLA-B27(+), HLA-B27(-) 6rneklere gére ROC egrisini
tespit etmiglerdir. Akim sitometriyi deneyimleriyle ekonomik ve giivenilir bir yontem
olarak bulmuglardir (5).

HLA-B27 ile A.S teshisi arasinda gii¢lii bir beraberlik vardir. Anti HLA-B7 /
HLA-B27 biitiin kan orneklerinde akim sitometri yontemiyle hizli bir sekilde
saptanabilir. 300 Smekten elde edilen sonuglar TERASAKI mikrolimfositotoxisite
referans metodu ile karsilagtinimistir. Bu metot AS uyumlu yanlis negatif sonuclan
gizlemektedir. HLA-B7 akim sitometride kullanilmasiyla olusan iki monoklonal antikor

kross reaksiyonlar1 elimine ettigini bulmugslardir (33).

Avustralyadaki Royal Kollejinde Immiinolojik Programda 7 yil siiresince
akim sitometri ile HLA-B27 neticeleri degerlendirmiglerdir. Burada hatali olan negatif
ve pozitif sonuglarin diizeltilebilirlik dereceleri ispat etmislerdir. Cok sayida ¢aligmaya
katilan laboratuar akim sitometri ile hatali sonuglann diizeltildiginde hem fikir
olmuslardir (22).

209 klinik 6rnek de HLA-B27 ekspresyonu iki renkli immiinfloresan kullanilarak
akim sitometride ¢alismislardir. 7 hatali pozitif , 169 B27 negatif 6rnek bulunmuslardir,

Akim sitometrinin B27 i¢in uygun y6ntem oldugu sonucuna varmiglardir (21).

3-b) Real Time PCR ile HLA-B27 Saptanmasi :

MHC sinif I lokusunda HLA-B27 antijeninin varhifinin tespiti yeni bir yéntem
olan Real Time PCR ile yapilabilir. Caligma materyali olarak DNA kullanilmaktadir.
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HILLA-B27 antijeni saptanmasinda Real Time PCR teknolojisi rutinde
kullamlabilinecek hizli yeni bir teknolojidir (31). Burada SYBR Green I boyas: ile
amplifikasyona bagli olarak olusan artigla floresans yogunlugu 6leiiliir. Tm noktasina
gore HLA-B27 pozitif ve negatif sénug:lar belirienir. Bu ydntemle HLA-B27

saptanmasin aragtiran siirh sayida ¢aligma bulunmaktadir.

3-c¢) Konvansivonel SSP-PCR ile HLA-B27 saptanmasi:

Konvansiyonel SSP- PCR’da HLA-B alleleri tespit edilir. Caliyma materyali
olarak DNA kullamlir. Belirlenen allellerde HLA-B27 varsa birey HLA-B27 pozitiftir.
Allellerde HLA-B27 yoksa birey HLA-B27 negatiftir. Glivenilir bir yontemdir.

Iki yil siiresince HLA-B27 tiplemesi icin Konvansiyonel PCR-SSP
yontemini kullanmglardir. Bu siire igerisinde romatolojik rahatsizliklardan dolay:
miiracaat eden 1062 hastanin 309 ‘unda HLA-B27 pozitif bulmuglardir. SSP-PCR

yontemi reziilasyonu gii¢lii olup giivenilir ydntemdir diye belirtmiglerdir (26).
4-) HLA-B27 SAPTAMA YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI:

4-1) Akim Sitometri ile Real Time PCR Yonteminin Karsilastiriimasi:

150 6rnek (41 HLA-B27 pozitif ve 109 HLA-B27 negatif) akim sitometri ve
yeni yontem olan Real Time PCR ile ¢aligmiglardir. Bu tek tlip Real Time PCR

metodunu 6rnek sayisi yliksek olan laboratuarlarda glivenilir olarak tavsiye etmiglerdir
(29).
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4-D)Akim Sitometri ile Konvansiyonel SSP-PCR Yiénteminin Karsilastirilmasi :

HLA-B27 allelleri Caucasian populasyonunun % 9 ¢ unda saptanmigtir veAS
ile giicli bir uyum saglar. Akim sitometride elde edilen sonuglarin % 3’ {inde belirsiz
{iriin olugmustur. Bunun sebebi antikor kross reaksiyonu olmasidir. 5 yil siiresince 2000’
den fazla 6rnek de net sonug almiglardir. Olusan karigik sonuglar ise gerekli PCR jel

elektroforezi ve spesifik alel hibridizasyonu analizi yaparak dogrulamiglardir (23).

4-3) Real-Time PCR ile Konvansivonel SSP-PCR Yénteminin karsilastiriimasi:

Her iki yontemde de HLA-B27 antijeninin tespiti DNA o6reginden
calisilmaktadir. Real Time PCR’ da bireyin HLA-B27 antijeniniﬁ varhifs belli olur.
Konvansiyonel PCR yo6nteminde ise ilaveten HLA-B lokusunun allelleri belirlenir.
Belirlenen bu allellerde HLA-B27 varsa birey HLA-B27 pozitif denir. Real Time PCR’
da kapal1 sistemde ¢alisildifindan kontaminasyon riski azdur.
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YONTEM ve GERECLER

Bu ¢alisma Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali
Molekiiler Hematoloji ve (PCR) Doku Tiplendirme Laboratuarlarinda yapilmigstir.
Caligmaya 60 olgu alinmistir. Bu olgulardan 35° i Erkek, 25" i Bayandir. HLA Doku
Grubu (PCR) laboratuarinda ki SSP-PCR yontemi ile rutin doku grubu bakilmasinda
HLA-B27 (+) bulunan 33 ve HLA-B27(-) bulunan 27 olgunun HLA-B27 pozitifligine
Akim sitometri ve Real Time PCR metotlartyla da bakild:.

Asagida Akim sitometri, Real Time PCR ve Konvansiyonel SSP-PCR ile

HLA-B27 antijeninin saptanmasi ayrintili sekilde anlatilmistir.

1-) AKIM SITOMETRI iLE HLA-B27 BAKILMASI:

Bu ¢alisma i¢in HLA-B27 antijeni bakilacak bireylerden sabah agcken K3-
EDTA’h tlipe kan &rnekleri alindi. Akim sitometri olarak Facs Calibur (B.D) cihazi ve
antikor olarakda Coulter immunotech HLA-B27 FITC / HLA-B7 PE iki renkli

antikorlar kullanildi.

Deneyin Yapilis::

Falkon tiiplerine HLA-B27 antijeni galisilacak bireyin ismi yazildi.
Tiipiin dibine 10 pl double antikordan pipetle dikkatlice konuldu.
Antikorun {izerine 50 pl kan 6rnegi konuldu.

Tiip vortekslenerek 20 dakika karanlik da inkiibasyona alind1.

bl A e
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Bu stirenin sonunda iizerine 2 cc lyses ilave edilerek karisim vortexlendi.
Lyses ile 10 dakika daha karanlikda inkiibe edildi.
Tiipler 5 dakika 1800 rpm de santrifiij edildi.

© N o W

Stipernatant dikkatlice dokiildi. Pelletin tizerine 2 cc PBS konularak
vortexlendi.

9. Tiipler tekrar 5 dakika 1800 rpm de santrifijj edildi.

10. Stipernatant tekrar dgkiilerek PBS ile yikama islemi tekrarlandi.

11. 2. yikamadan sonra pellet {izerine 250 ul PBS ilave edilerek, pellet siispanse
edildi.

12. Numune Cell Quest programinda okutularak analiz edildi.

2-) REAL TIME PCR iLE HLA-B27 BAKILMASI

Bunun i¢in 6nce K3-EDTA’l1 tiipe alinan kan drneginden asagida anlatildi: sekilde
DNA elde edildi.

2-a) Magnetik Boncuklarla Biiyiik Hacim DNA Izolasyonu:

Roche Firmasinin MagNA-Pure cihazinda Biiyiik Hacim DNA Izalasyon kiti
kullanildi.

Testin Cahsilmasi:

Cihazin i¢i gamagir suyu ile silindi.

Once cihaz sonra bilgisayar agild1.

Ornekler yeni olugturulan sample file sayfasina kayit edildi.
Caligma y6ntemi olarak biiyiik hacim segildi.

Kullamlan kan hacimi 500 pl, final hacimi 200 pl olarak belirlendi.

N ;AW

Caligilacak materyal sayisina gore bilgisayarin belirledigi kit igeriklikleri
ilgili yerlere dagitild1.
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7. Kan o6rnekleri pipetlendi. Enson olarak manyetik boncuklar hizli olarak
vortexlenerek ilgili kuvvete konuldu.

8. Pipet uglar, drnek kaplan cihaza yerlestirildi ve program baslatildi..

9. Lyses/ binding buffer kan hiicrelerini lize ederek DNA’y1 ag1a gikard:.
Proteinler denatiire oldu.

10. Protein K eklenmesi sonucu hiicresel proteinlerin sindirimi bagladi.

11. Lyses/ Binding bufferin yiiksek iyonik giicii ile manyetik partikiillerin
silis ylizeyine DNA yapist1.

12. Hb gibi PCR inhibitérleri ve hiicre membranindaki protein gibi maddeler
Wash Buffer I ile uzaklagtirildi.

13. Tuz konsantrasyonunun diisiiriilmesi hiicresel debrilerin uzaklagtiriimasi
Wash Buffer II ile oldu.

14. Yiiksek sicaklik da piirifiye DNA elde edildi. ( 200ul)

2-b) Real Time Yontemivle HLLA-B27 Calisilmasi :

Bu ¢alismamizda Roche Firmasinin ( LCL) Real Time PCR cihaz1 ve
Metis Firmasinin HLA-B27 (3. ekson, 135 bg) kiti kullanildi.

Testin Calisilmasi :

1. Once cihaz sonra bilgisayar agildi.
2. Calisilacak HLA-B27 prosediirii ekrandan segildi.

3. Calisilacak hastalar sirasiyla kayit edildi. Son olarak pozitif kontrol
yazildu.

4, Kapiller tiipler buz blok igerisine yerlestirildi.

5. Kit oda 1sisina getirilerek Orneklerin ¢6ziinmesi beklenildi. Co6zlinen
ornekler kisa siire ve diisiik devirde santrifiij edildi.

6. d H20 test bagina 3.8 pul, Mg CI 1.2 ul, HLAB27 LC Primer mix 1.0 pl,
HLA-B27 internal kontrol, LC Fast Start DNA Master mix SYBR Green
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I 1.0 pl olarak hesaplandi, hazirlanan karigimdan kapiller tiiplere 7 pl
olarak dagitildi.
7. En son 3 pl DNA eklendi. Pozitif kontrole Kit deki pozitif kontrol

numunesinden konuldu.

8. Kapillerin agz1 sikica kapatildi. 3000-5000 x rpm’de 10 sn santrifiij
edildi.
9. Kapiller dikkatlice cihaza yerlestirilerek cihaz programi baslatildi.

Deney Protokiilii :

1. Denatiirasyon ; (1 Cycles, | segment , 10 dakika )

2. Amplifikasyon ;( 45 cycles ve 4 segment : 1. segment 10 saniye 95 °C ,
2. segment 8 saniye 57 °C, 3. segment 15 saniye 72 °C , 4. segment
sifir saniye 1s1 80 °C dir).

3. Melting Curve analiz; ( 1 cycles ve 3 segment . 1. segment 0 saniye 95
°C, 2. segment 15 saniye 75 °C ve son segment 0 saniye 95°C ).

4. Cooling ; ( 1 cycles ve 1 segment . 30 saniye 40 °C) .

Caligma bittiginde flouresans kanali 1/1 ( F1/1) olarak analiz yapildi. B27
spesifik Tm noktast 90.3 °C +/- 0.2 °C dir.

Calisma analizinde 6nce pozitif kontroliin ¢aligmas1 kontrol edildi. Manuel
olarak olusan pikin 1sis1 kontrol edildi. Sirasi ile ¢ahsilan 6rnekler olusan bu pikle
cakistinilarak kontrol edildi. Pozitif kontrolle uyumlu Ornekler pozitif olarak
degerlendirildi.( Internal kontrol piki ile uyumlu drnekler negatiftir.)
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3-KONVANSIYONEL SSP-PCR YONTEMIYLE HLA-B27 CALISILMASI:

Bu ¢alismada Techne Genius PCR cihazi, Trans Farma Firmasimn Olerup
SSP-HLA —A-B-DR Combi Tray Kiti kullanildi.

Deneyin Yapilisi:

1. Elde edilen DNA, master mix, Taq Polimeraz , distile su ve HLA-B
primeri buz blok {izerine getirildi.

2. HLA-B lokusu konvansiyonel PCR’ da 48 kuyudan olugur. Her kuyu i¢gin
2 pl DNA, 3 pl Master mix ( PCR maxter mix’inde d NTP, mMKCI,
MgCI2, Tris-HCI jelatin, gliserol ve kresol red bulunur. Bu karigim hazir
olarak gelir. 20 °C de saklanir. ) 5 pl distile su ve Taq 0.4 unit kullanilir.
HLA-B i¢in 106 pl DNA+ 159 pl master mix+ 265ul distile su+ 4.2l
Taq alinarak ependorf tiipiinde karigtirildi.( 48. kuyu kontrol kuyusudur.)

3. Hazirlanan bu karisim vortexlenmis ve kuyulara 10 pl pipetlendi.

4. Primerlerin agz1 dikkatlice kapatildi. Termal cycler’in igine yerlestirildi.

5. Termal Cyclerde daha dnceden girilmis olan program segilerek program
baslatild.

Termal Cycler Program :

1. Denatiirasyon;( 1 cycles 94 ° C 2 dakika).

2. Denatiirasyon, baglanma ve uzama ; (10 cycles dan olusur. Denatlirasyon
10 saniye 94 ° C . Baglanma ve uzama agamast 60 saniye 65°C).

3. 20 cycles .( Denatiirasyon 10 saniye 94 ° C, baglanma 50 saniye 61 °
C, uzama 30 saniye 72°C)

Program bittiginde primer plagi Termal cycler dan alindi. Daha &nceden

hazirlanan agaroz jele dikkatlice ekim yapildi.
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Agaroz Jel’in Hazirlanmas::

2 gram agaroz, 133 gram % 5’ lik TBE .splﬁsyonu icerisinde birka¢ tagim
mikrodalga da kaynatildi. Is1 60 ° C ye indiginde igerisine 1 damla etidium bromid ilave
edildi. Iyice kangtinlarak igerisine taraklar yerlestirilen tanka yavasga dokiildi. Jel
donup katilasinca dikkatlice alinarak elektroforez tankina yerlestirildi. Tanki iginde %
5° lik TBE soliisyonu vardir. Olusan kuyucuklara Termal cycler dan g¢ikan {iriin
dikkatlice pipetlendi. Ekim islemi bitince elektroforez tankinin kapagi kapatildi.
Yaklagik 20 dakika 100 volt 60 amper akim uygulandi. Sonra jel tank dan alinarak UV
(ultraviole) tablasina getirildi. UV tablasinda yiiriiyen kuyular tesbit edildi. Bu arada
jelin fotografi gekildi. Tespit edilen kuyular bilgisayarda yiiklii olan programdan
primerin lot numarasina pozitif kuyular girildi. Bilgisayar hazir programdan HLA-B

lokusunun alellerini belirlendi. Elde ki kitap dan bu sonuglar kontrol edildi
Kullanilan istatistik Yéntem

Yaptigimiz calismada elde ettigimiz sonuglarin sensitivitesi, spesifitesi,
pozitif prediktif ve negatif prediktif degerleri agagidaki anlatildig: gekilde hesaplanarak
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Istatistik Ana Bilim Dali’nda karsilagtirilmalar:
yapilmistir. Sensitivite, spesifite, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerlerin
hesaplanma sekli tablo 3’ de gsterilmigtir.

Ger¢ek Durum ( Referans )
H+ H- Toplam
Medikal H+ Gergek Pozitif | Yalanci Pozitif T(T+)
Test (GP=a) (YP=b)
Sonucu H- Yalanci Negatif | Gergek Negatif | T (T-)
(YN=c) (GN=d)
Toplam G (H+ )=atc G( H- )=b+d N

Tablo 3 : Sensivite, Spesifite Pozitif Prediktif ve Negatif Prediktif Hesaplama
Tablosu
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Sensitivite ( Duyarlilik) Oram : Gergekten hasta olan (G (H+)) bireylerinin
test tarafindan hangi oranda saptanabildigini belirten bir olasiliktir.Testin gercek
hastalari ortaya glkarrhakta ne kadar duyarli oldugunu belirtir. Hastalik etkeni var iken
bu testin, bu etkeni kesin olarak taniyabilme yetenegini &lger (27). Su formiille

hesaplanir:

Sensivite = P(D)=a / (a+c) = GP/ (GP + YN)

Spesifite (Ozgiilliik) Oram : Bir testin gercekten hasta olmayanlan
ayirabilme yetenegini belirten orandir. Bir kisi degerlendirilen hastalifa yakalanmamis
ise bunu kesin olarak ayirabilme yetenegini gosterir (27). Su formiille hesaplanir.

Spesifite = P(0)= d/ (b+d) = GN / (YP+ GN)
Pozitif prediktif (Pozitif Tanimlama Orani) : Bir testin gergekten hasta

diye niteledigi kisilerin gergekten ne kadarinin hasta olduklarin gsteren orandir (27).

Su formiille hesaplanir.
Pozitif Prediktif = P(PP)= a/ (a+b)=GP/(GP + YP)
Negatif prediktif (Negatif Belirleyicilik Orani) : Bir testin gergekten hasta
olmadifim belirttigi kisilerin gercekte hangi oranda saglam olduklarimi gsteren bir

orandir (27). Su formiille hesaplanir.

Negatif Prediktif = P (NB)= d/( c+d)= GN/ (YN+ GN)
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BULGULAR

Sira No Ad1 Soyad1 | Cinsiyet Yas Akim Real Time | Konvansiyonel
Cytometri | PCR SSP- PCR
1 F.G F 28 pozitif pozitif B*2702,B*35
2 M.G M 34 pozitif pozitif B*2702,B*35
3 AG M 32 pozitif pozitif B*2702,B*35
4 K.S F 30 pozitif pozitif B*2702,B*35
5 EK F 23 pozitif pozitif B*27 ,B*55
6 F.O F 40 pozitif  |Negatif |[B*27 ,B*35
7 F.U M 23 pozitif pozitif B*27 ,B044
8 H.U M 12 pozitif pozitif B*27 ,B*44
9 LU M 37 pozitif pozitif B*27 ,B*44
10 0.0 F 38 pozitif pozitif B*27 ,B*35
11 N.G M 37 pozitif Negatif [B*27 ,B*40
12 ET F 14 pozitif pozitif B*2702,B*44
I3 S.E F 14 pozitif pozitif B*27 ,B*35
14 HK F 24 pozitif pozitif B*27 ,B*35
15 IB M 23 pozitif pozitif B*27 ,B*35
16 YY M 40 pozitif pozitif B*27 ,B*51
17 HO F 73 pozitif  |pozitif = |B*27 ,B*54
18 Z0 F 29 pozitif pozitif B*27 ,B*35
19 RB M 58 pozitif pozitif B*27 ,B*39
20 B.Y M 60 pozitif Negatif |B*27 ,B*18
21 M.0 M 28 pozitif  |pozitif  |B*27 ,B*35
22 F.T F 64 pozitif pozitif B*2702,B*13
23 AK M 50 pozitif pozitif B*27 ,B*35
24 D.I F 25 pozitif pozitif B*27 ,B*51
25 H.I M 23 pozitif pozitif B*27 ,B*18
26 0.1 M 25 pozitif pozitif B*27 ,B*35
27 A0 M 18 pozitif  |pozitif = |B*27 ,B*4l
28 0.0 M 46 pozitif pozitif B*27 ,B*50
29 E.O M 23 pozitif pozitif B*27 ,B*50
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30 H.O M 23 pozitif Negatif |B027 ,B*52
31 R.B M 56 pozitif pozitif B*2702,B*14
32 H.B M 54 pozitif pozitif B*2702,B*14
33 M.B M 52 pozitif pozitif B*2702,B*14
34 V.H F 31 Negatif | Negatif |[B*08 ,B*44
35 MK M 11 pozitif Negatif |[B*51 ,B*S5
36 A0 M 41 Negatif |Negatif |B*35 ,B*50
37 RK M 27 Negatif Negatif B*08 ,B*51
38 G.G F 36 Negatif |Negatif |B*13 ,B*38
39 A.C M 30 Negatif | Negatif |B*40 ,B*51
40 F.S F 20 Negatif Negatif B*40 ,B049
41 ZXK F 43 Pozitif Negatif |[B*38 ,B*50
42 HK M 52 Negatif |Negatif |B*44 ,B*56
43 M.D M 45 Negatif | Negatif [B*14 ,B*35
44 E.O M 52 Negatif |Negatif |[B*37 ,B*58
45 N.O F 42 Negatif |Negatif |B*41 ,B*50
46 0.0 M 23 Negatif |Negatif |[B*50 ,B*50
47 HM M 43 pozitif Negatif [B*S1 ,B*SS
a3 BS F 38 Negatift | Negatif |B*35 ,B*51
49 M.T F 50 Negatif | Negatif |B*07 ,B*38
50 0y F 46 Negatif ~ |Negatif |B*07 ,B*Sl
51 G.S F 34 Negatif | Negatif |[B*07 ,B*51
52 0A M 54 Negatif |Negatif |B*07 ,B*15
53 HA F 51 Negatif |Negatif |B*07 ,B*41
54 H.O M 48 Negatif |Negatif |B*07 ,B*54
55 G.D F 17 Negatif {Negatif |B*07 ,B*07
56 A.B M 48 Negatif | Negatif |B*07 ,B*S5
57 N.D F 32 Negatif Negatif B*07 ,B*54
58 .S M 61 Negatif |Negatif |B*07 ,B*35
59 T.T M 31 Negatif | Negatif |B*07 ,B*08
60 0y F 24 Negatif |Negatif |B*07 ,B*08

Tablo 4: Akim Sitometri, Real Time PCR ve Konvansiyonel SSP-PCR Olgu

Sonuglar.
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Calismamizda Konvansiyonel SSP- PCR’ la HLA-B27 pozitif bulunan
33 olgu ile HLA-B27 negatif olarak belirlenen 27 olgunun akim sitometri ve Real Time
PCR ile kiyaslamasi yapilmigtir. Olgulann toplu sonuglari Tablo 4’ de gésterilmigtir.

Bu ¢alismada ki olgularin 35°i erkek, 25°i bayandir. Konvansiyonel SSP-
PCR yonteminde HLA-B27 pozitif olan olgularin akim sitometri ile degerlendirmesinde;
33 HLA-B27 pozitif olgunun tamami pozitif olarak tespit edilmistir. Konvansiyonel
PCR’ da negatif bulunan 27 olgunun ise; 3’ i stipheli pozitif, olarak degerlendirilmistir.
HLA-B27(+) olgularin HLA-B27(+)’ liginin ortalama floresans yogunlugu 482 ,30+
166,76 iken HLA-B7(+) olan olgularin HLA-B27(+)’ liginin ortalama floresans
yogunlugu 243,49 + 47,24HLA-B27 negatif olgulardaki HLA-B27° nin ortalama
floresans yogunlugu 143,1+ 7,32 dir.HLA-B27’ si siipheli pozitif olan ii¢ olgunun
ortalama floresans yogunlugu 224,54+ 5,81 saptanmusgtir.
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Sekil 3: Akim Sitometride Negatif Olgudaki Hiicre Dagilimi.

Akim sitometri de ¢aligilan olgularda negatif olan olgularin lenfosit dagilimi
yukaridaki gibi elde edildi. Konvansiyonel SSP- PCR’ da HLA-B27 negatif bulunan 27
olgudan 24 tanesinin dagilimi yukaridaki gibi analiz edildi.
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Sekil 5: Akim Sitometride HLA-B7 Alleli Olan Olgularin Hiicre Dagilimu.

Konvansiyonel SSP-PCR da HLA-B7 alleli bulunan olgularin
sitometride ki hiicre dagihmlan yukaridaki gibi goriintiilendi.
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Sekil 6: Akim Sitometride HLA-B27 Analizinde ki Siipheli Dagilim.

Konvansiyonel PCR’ da HLA-B27 antijeni negatif bulunan olgulardan 3
olgunun Akim sitometrideki lenfosit dagilimi yukaridaki gibi saptandi.
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Sekil 7 : Real Time PCR da HLA-B 27 Pozitif olgularm analizi.

Real Time PCR ile ¢ahsilan olgulardan HLA-B27 pozitif olanlarm ve
pozitif kontroliin olusturdugu pik yukaridaki gibi bulundu.



Sekil 8: Real Time PCR da Pozitif Kontrol ile Negatif olgularin analizi.

Real time PCR da HLA-B27 caligilan olgulardan negatif olanlarin
olugturdugu pik yukaridaki gibi bulundu.
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Pozitif leuyu pozatf yirime bands

Sekil 9 : Konvansiyonel SSP-PCR’ da HLA-B27 Pozitif Olgunun Jeli .

jel 25. kuyudan baglamaktadir. Pozitif kuyular: 29, 30, 40, 47, 48, 52, 56, 60, 62,70
ve 71 nolu kuyulardir.
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Pozitif ylirime band

Negatif Kuyu

HaB  EmES
{authorised by O. ogl, 07.05.2004)

summarised tvping interpretation; B*35 -B*51 {tolerance U}
HLA-B ferw resoiution/K73 Sk entered: - 070520
105 21 3 47 51 80 7! 83 0. onti
o 1001 1171 1271 130 140 1511 1811 Madified: °7-gs~§gﬁ
17w 188 1811 2001 211 220 2300 24U -

25:1 26T 2701 260 2871 30w 31T 320
337 3401 35w 36% 3707 3B 3900 400
4117 4210 437) A4 M 45 4B AT R

L 4

Sekil 10 : Konvansiyonel SSP- PCR’ da HLA-B27 Negatif Olgunun Jeli ve
Bilgisayar Analizi.
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Pozitif kuyu yurime band

\|
Neg /kuyu
HLA-B L B751
: ~ {authorised by O. ogl, 23.01.2004)
summarised typing interpretation; B*07 - 851 (tolerance 0}
Tested § Kits;
HLA-B ion/K73 g il enfered:  2301.20
1% 271 37 4¢3 51 671 771 BN - _Oom
Sw 1001 11 1 1271 1377 1477 1571 1611 modifed: ng*ﬁn
170 181197 0% 2100 200 2811 249 '

25 26712771 288 2817 308 31D 320
3307 347135+ 3BV 370 BO B/O 00
A17 4277 4371 44 % 45T 46F 4T

Sekil 11: Konvansiyonel SSP- PCR’ da HLA-B7 Bulunan Olgunun Jeli ve
Bilgisayar Analizi
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Real Time PCR ile yapilan ¢aligmalarda Konvansiyonel SSP-PCR’ da HLA-
B27(+) olarak bulunan 33 olgudan 4 tanesi negatif olarak saptandi. Konvansiyonel SSP-
PCR’ da negatif bulunan olgularin tamamim1 Real Time PCR da negatif olarak tespit
edildi. Konvansiyonel SSP- PCR’ da HLA-B27 negatif olarak buldufumuz olgularin hi¢
biri Real Time PCR’ da pozitif olarak saptanmadi.

Konvansiyonel
SSP- PCR
() | ()| Toplam Neg. Pred.=24/24=% 100
Akim sitometri (+)] 33 | 3 36 Poz.Pred.=33/36=%91
Akim sitometri (-)| 0 |24 24 Sensitivite=33/33=% 100
Toplam 33 {27 60 Spesifite=24/27=%89

Tablo 5 : Akim Sitometri ile Konvansiyonel SSP-PCR Sonuglarmnin Kargilastirilmasi.

Konvansiyonel
SSP-PCR
(+) [ ()] Toplam Neg. Pred.=27/31=% 88
Real-Time PCR (+){ 29 | 0 | 29 Poz. Pred.=29/29=%100
Real-Time PCR (-) | 4 |27 31 Sensitivite=29/33=% 88
Toplam 33 {27 60 Spesifite=27/27=%100

Tablo 6 : Real Time PCR ile Konvansiyonel SSP-PCR Sonuglarinin
Kargilastirilmasi.
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ortt B27
Gruplar n ekspresyonu p

B27(+) 33 482.3+166.76 <0.001

Siipheli B27(+)/B7(+) 12 243.49+47.24
B27(+) | 33 482.3+166.76 <0.001

B27(-) 27 143.1+17.94
B7(+)/B27 Siipheli(+) 12 243.49+47.24 <0.001

B7(-)/B27(-) 27 143.1+17.94

Tablo 7. Hiicre Yiizeyindeki HLA-B27 Ekspresyonlarinin (B27 Pozitif) , (B27

Stupheli Pozitif / B7 Pozitif), (B27 Negatif / B7 Negatif) Hasta Gruplarinda
Kargsilastinlmasi.

HLA-B27 (+) 33 olgunun, HLA-B27 stipheli pozitif ve HLA-B 7 (+) 12 olgunun
hiicre yiizeyihdeki HLA-B27 ekspresyonunu karsilastinltifinda P < 0.001 olup fark
anlamli bulunmustur. HLA-B27 (+) 33 olgunun, HLA-B27(-) 27 olgunun hiicre
ylizeyindeki HLA-B27 ekspresyonu kargilagtinldiginda P € 0.001 olup fark anlamli
Vbulumnustur. HLA-B7(+) olup B27 siipheli (+) 12 olgunun HLA-B7(-)/ HLA-B27(-)
'olan 27 olgunun hiicre yiizeyindeki HLA-B27 ekspresyonu kargilastirildiginda P < 0.001
olup fark anlamli bulunmustur.
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cadaB8REH

Sekil 12 : Konvansiyonel SSP-PCR’ daki Pozitif Olgularm Akim Sitometri ve Real
Time PCR da Elde Edilen Sonuglarin Grafigi.

1. Konvansiyonel SSP-PCR’ daki pozitif olgularin dagilimi.

2. Real Time PCR’ da Konvansiyonel SSP- PCR’ a gore pozitif/ negatif olgularin
dagilimi.

3.Akim sitometride Konvansiyonel SSP- PCR’ a gire pozitif olgularm dagilimi.

cadaBRSY

Sekil 13 : Konvansiyonel SSP- PCR’ daki Negatif Olgularm Akim Sitometri ve Real
Time PCR da Elde Edilen Sonuclarin Grafigi.

1. Konvansiyonel SSP-PCR’ da negatif olgularin dagilimi.

2. Real Time PCR’ da Konvansiyonel SSP- PCR’ a gore negatif
olgularm dagilimi.

3.Akim sitometride Konvansiyonel SSP- PCR’ a gore pozitif/ negatif

olgularin dagilimi
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TARTISMA

Caligmamizda altin standart test olarak kabul edilen konvansiyonel SSP-
PCR yontemi ile 60 olguda elde ettigimiz HLA-B27 sonuglarim; akim sitometri ile elde
edilen sonuglar ve Real Time PCR ile elde ettigimiz sonuglarla karsilastirdik. Pozitif ve
negatif HLA-B27 test sonuglarimin sensitivite ve spesifitelerini, pozitif ve negatif

prediktif degerlerini Akim sitometri ve Real Time PCR igin hesapladik.

Konvansiyonel SSP-PCR yontemi ile ¢alisilan 60 olgunun 33 tanesinde
HLA-B27 pozitif, 27 tanesinde HLA-B27 negatif olarak saptandi.. Konvansiyonel SSP-
PCR da pozitif olarak bulunan 33 olguda akim sitometri ile pozitif olarak bulundu.
Konvansiyonel SSP-PCR da negatif bulunan 27 olgudan 3 olgu akim sitometride pozitif
saptandi. Akim sitometrik olarak HLA-B27 bakmanin sensitivitesi 33/33=% 100,
spesifitesi 24/27=%89 , pozitif prediktif degeri: 33/36=%91 , negatif prediktif degeri:
24/24=% 100 olarak saptand1. Yalanci negatiflik yok iken, yalanci pozitiflik 3 olguda
(% 11) bulundu. Lingenfelter ve arkadaglar1 yaptiklar1 209 olgudaki ¢aligmada akim
sitometrinin sensitivitesini %97.6, spesifitesinide % 95.9 saptamislardir ve B7, B39,
B37 ile kros reaksiyon bulmuslardir (21). Ayrica, Lingenfelter ve arkadaglan 169
HLA B27 negatif 6rnegin 7’ sinde yalanci pozitiflik saptamuglardir (21). Ulrich G ise
yazisinda 300 olguda HLA-B7/HLA-B27 ¢ift renkli analiz yaptiklarinda akim sitometri
ile yalanci negatiflik bulmadiklarini belirtmislerdir ve bu ¢ift renkli panelin

kullanilmasim nermislerdir (33).

Akim sitometride yalanci pozitiflik saptadiimiz olgularin Konvansiyonel
SSP-PCR deki HLA-B allellerine baktigimizda iki olgunun (B*51 , B*55) allellerine
sahip oldugunu belirlendi. Diger olgunun ise (B*38, B*50) allelini tasidig1 belirlendi.Bu
doku gruplarinin akim sitometride monoklonal antikorlarla kross reaksiyon verdigi
distiniildii ve yalanci pozitifligin bundan kaynaklandigim diigiiniiyoruz. Literatiirde
HLA-B7 nin en fazla kros reaksiyon verdigi belirtilmistir ve biz bu nedenle iki renkli B7
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ye karsida monoklonal antikor igeren panel kullandik ve olguda B7 monoklonal
antikoru koymasaydik bundan kaynaklanabilecek ilave pozitiflik olacakti. Anti HLA-B7
/ HLA-B27 iki renkli antikor kombinasyonu ile kan &rneklerinde akim sitometri
yontemiyle HLA-B27 pozitifligi arastinlmistir. 300 omekden elde edilen sonuglar
TERASAKI mikrolenfositotoksisite referans metodu ile karsilagtinlmistir. HLA-B7 ye
kars1 monoklonal antikor kullamlmasinin akim sitometride olusan kross reaksiyonlarin
yalanci pozitif degerlendirmesini elimine ettifini bulmuglardir (30). Hoffman ve
arkadaglarida akim sitometri ile HLA-B27 bakarken iki farkli monoklonal antikor
kullanmay1 Onermigslerdir ve HLA-B7 nin kros reaksiyon verdigini agikladilar (12).
Bizim bulgulannmiz da akim sitometri ile HLA-B27 analizinde HLA-B7 ye karsi

monoklonal antikorda igeren panel kullanmanin iilkemizde de gerekli oldugunu

gostermistir.

Olgulanimizdaki HLA-B27° nin hiicre yiizeyindeki pozitifliginin yanisira;
pozitiflidin kuvvetini gdsteren ortalama floreasans yogunlugunda analiz ettik. HLA-
B27(+) olgulardaki ortalama floresans yogunlugu 482,30 + 166,76 olarak bulundu.
HLA-B7 (+) olgulardaki ortalama floresans yogunlugu 243,49+ 47,24 bulundu. HLA-
B27 (-) olgulann ortalama floresans yogunlugu 143,1+ 17,94 bulundu. $ipheli HLA-
B27(+) olgulann ise floresans yogunlugu 224,54 + 5.81 olarak bulundu.Bu bulgular bize
gercek HLA-B27(+)’ liginde HLA-B27° nin hiicre ylizeyindeki ortalama floresans
yogunlugunun; HLA-B27 stipheli pozitif olgulara goére belirgin yiiksek oldugunu
goriilmektedir. Kross reaksiyondaki hiicre yiizeyindeki HLA-B27 pozitifliginin derecesi
gercek HLA-B27’ ye gore diisiik oldugundan bu olgular kolaylikla pozitiflik derecesine
gbre ayirtedilebilmektedir. Bu olgulardaki siipheli pozitifligin bagka bir testle negatif
oldugu kamtlanmas:1 gerekmektedir. Bizim siipheli olgularimizin tiimiide Real Time
PCR ve konvansiyel SSP-PCR’ da negatifdi ve uyum igerisindeydi. Vardigimiz sonug

siipheli pozitif olgularda hizli ve dogru sonug verdigi i¢in Real Time PCR’ 1n bu
olgularda kullanilmas: gerekmektedir.
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Toplumlardaki HLA-B antijenlerinin farkli olasilikda olmasi nedeni ile her iilkedeki
HLA-B27 antijen testinde kross reaksiyon verecek antikorlarin sikligimin farkh
olacagida beklenen bir durumdur. 50 klinik laboratuarda HLA-B27 akim sitometrik
olarak 1995’den beri qahsllmakta. olup elde ettikleri vériléri yaylnlanﬁslardu(ZO).
Sonuglar gdstermistir ki HLA-B27 monoklonal antikorlar kross reaktif olarak major
problem olusturmaktadir. HLA-B antijenlerinin serolojik kross reaktif antijenleri (HLA-
B7, B12, B13, B16, B17, B22, B37, B40, B41, B42, B47 ve B48) ve kross reaktif
olmayan antijenler (BS, B8, B14, B15, B21 ve B35) dir. (20,25). Bizim ¢alismamiz az
sayida olmakla birlikte B*51 , B*55 antijenlerininde iilkemiz igin kros reaksiyon veren
antijenler olarak diislintilmesi gerektifini gostermistir. Bonnaud ve arkadaslari akim
sitometri ile sorun oldugunda, dogru HLA-B27 fenotiplemesi i¢in DNA tiplemesi ile
gerektiginde desteklenmesinin gerekli oldugunu agiklamiglardir(5). Konvansiyonel
SSP-PCR ile pozitif olan daha ¢ok sayida olguda yapilacak akim sitometri HLA-B27

testi ile antijenlerin kros reaksiyon 6zelliginin agikliga kavusturulacagim diigtiniiyoruz.

Konvansiyonel SSP-PCR da pozitif bulunan 33 olgunun Real Time PCR da 29
tanesi pozitif olarak bulunurken 4 olgu negatif olarak bulundu. Konvansiyonel SSP-
PCR ile negatif bulunan 27 olgunun tamami Real Time PCR ile negatif olarak bulundu .
Real Time PCR ile HLA-B27 bakmanin sensitivitesi: 29/33=% 88, spesifitesi:
27127=%100, pozitif prediktif degeri: 29/29=%100, negatif prediktif degeri: 29/33=%
88 olarak saptandi. Yalanci pozitiflik yok iken, yalanci negatiflik 4 olguda (%12)
saptandi. HLA-B27 antijeni saptanmasinda Real Time PCR teknolojisi rutinde
kullanilabilinecek hizli yeni bir teknolojidir (5). Burada SYBR Green I boyas: ile
amplifikasyona bagh olarak olusan artigla floresans yo@nluéu Olgtiliir. Tm noktasina
gore HLA-B27 pozitif ve negatif sonuglar belirlenir. Bu yontemle HLA-B27
saptanmasini aragtiran sinirli sayida galigma bulunmaktadir. Bu teknolojinin avantaji
kapal1 sistem olmasidir ve kontaminasyon riski minimaldir. Bu teknoloji Light Cycler
PCR (Roche Diagnostics) SYBR Green I boyasi(DNA y1 baglar) m1 kullanir. Bu
metodun dezavantajinin spesifik amlifikasyonlardan ayirt edilemeyen nonspesifik
amlifikasyonlarin olmasi1 denmektedir (29). Bu metot da canli hiicreye gereksinim
yoktur ve DNA y1 ekstrakte etmeden 6nce kan 6rnegin birkag gtin +4 C”de bekleyebilir.

54



Akim sitometrik yontemde laboratuara gelen Ornedi ayni giin ¢aliymak gerekir.
Neticelerin yorumlanmas: kolaydir ve antikorun difer antijenlerle akim sitometride
oldugu gibi kross reaktivitesi yoktur. Konvansiyonel SSP-PCR metoduna gére gok daha
kisa siirede fazla sayida hasta 6rnegi caligilir. Tim PCR (;ahsmalannda ‘otldugu gibi bu
yontemin de en onemli sorunu 6rnek den Grnege kontaminasyon olma riskidir. Taq
Man-PCR’ da HLA-B27 bakmanin bizim baktigimiz Real Time PCR benzeri bir diger

yontemidir ve yapilan g¢aligmalarda bu yonteminde hizli ve giivenilir oldugu

agiklanmistir (29).

Biz laboratuarimizda Real Time PCR ile HLA-B27 bakmay: optimize edip
HLA-B27 tanisindaki degerini saptamaya ¢alistik. Real Time PCR yontemi ile HLA-
B27 bakarken yalanci pozitiflik saptamadik. Literatlirde de yapilan g¢aligmalarda
yalanci pozitiflidin goriilmedigi belirtilmektedir. HLA-B27 yi 4 olguda yalanci negatif
bulduk. Bu deger literatiire gére yiiksek olup az sayida da olsa yapilan ¢aligmalarda
literatiirde sensitiviteninde, spesifite gibi % 100 e yakin oldugu belirtilmektedir.Bizim
caligmalannmizdaki yalanci negatifliin yontemin yeni olmasindan dolay1 DNA
eldesindeki acemiliklerden kaynaklandigimi diistiniiyoruz. Tecriibelerimizin artmas1 bu
sorunu ortadan kaldiracaktir.Elde ettigimiz sonuglar; Akim sitometride stipheli pozitiflik
saptanan olgularda Real Time PCR metodunun uygulabilecegini gostermistir.
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SONUC

Aragtirmamizda; Real Time PCR ile HLA-B27 bakmay1 optimize ederek
HLA-B27 tamsindaki deferi saptamaya calisilmistir ve agagidaki sonuglar elde
edilmistir.

1- Real Time PCR yontemi ile; HLA-B27 bakarken yalanc: pozitiflik saptanmamistir,
Real Time PCR yonteminde 4 olguda yalanci negatiflik bulunmustur (%12), Real Time
PCR HLA-B27 bakmanin sensivitesi % 88, spesifitesi % 100, pozitif prediktif degeri %
100 ve negatif prediktif degeri % 88 olarak bulunmustur. Akim sitometrideki siipheli
pozitiflik saptanan olgularda Real Time PCR metodunun giivenle kullanilabilecek bir

metot oldugu sonucu elde edilmigtir.

2- Akim sitometride; HLA-B27 bakarken yalanci negatiflik saptanmamustir, Akim
sitometride HLLA-B27 bakarken 3 olguda yalanci pozitiflik goriilmiistiir (%11), Akim
sitometri ile HLA-B27 bakmanin sensivitesi % 100, spesifitesi % 89, pozitif prediktif
degeri % 91 ve negatif prediktif degeri % 100 diir.

3- Akim sitometri ile; HLA-B27(+) olgulardaki HLA-B27 ekspresyonu 482, 30 + 166
olarak bulunurken, HLA-B7(+)/ HLA-B27 siipheli pozitif (gercekte HLA-B27 negatif)
olgulardaki HLA-B27 ekspresyonu 243,49 + 47, HLA-B27(-) olgularin HLA-B27
ekspresyonu 143,1+ 17, olup aralarinda 6nemli istatistiksel fark saptanmigtir. Bu
bulguya gore HLA-B27 ekspresyon miktarimin Akim sitometri de HLA-B27 yalanci
pozitif olgular ayirt etmek miimkiin olmaktadir.

4- HLA-B27 antijeninin; HLA-B7 Antijeni ile kross reaksiyon vermesinin yam sira
HLA-B38, -B50,-B51,-B55 antijenleri ile de kross reaksiyon vermektedir.
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