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OZET

HLA-B27 NEGATIF ANKILOZAN SPONDILIT ON TANILI HASTALARDA
HLA SINIF I DAGILIMI
HLA-B27 allelini tasmimanm Ankilozan Spondilit (AS) riskini artirdigi
bilinmektedir fakat AS 6n tanis1 almis HLA-B27 alleli tasimayan hastalardaki iligki
bilinmemektedir.

Calismamizda HLA-B27 negatif AS 6n tanili hastalarda HLA Sinif I antijen dagilimini
saptamak ve HLA-B27 disinda farkli Smif I sikligmmn ya da hastalik iliskisinin
olabilecegi degerlendirilmesi amaglandi. Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik
Tedavi servisi, Dahiliye, Romatoloji ve Ortopedi servislerinde AS 6n tanili ve HLA-
B27 istemiyle gelen hastalara PCR-SSP ve lenfositotoksitite yontemleri ile HLA doku
tiplendirmesi yapildi. Calismamizda HLA-B27 sonucu pozitif olan Ankilozan Spondilit
hastalar1 dahil edilmedi HLA-B27 negatif olan 189 Ankilozan 6n tanili hasta grubu
secildi, kontrol grubu olarak laboratuarda kemik iligi veya bobrek nakli bekleyen
hastalarin saglikli 93 vericileri alindi. Hasta ve kontrol grubunda bulunan her bir allel
icin, allel frekans1 ki-kare testi, OR degerleri hesaplandi. Calismamizin sonucunda
yapilan istatistiksel analizler dogrultusunda HLA-B27 negatif Ankilozan Spondilit

hastaligi ile HLA Smif I alleleri arasinda anlamli bir iligkinin olmadigz tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Ankilozan Spondilit, HLA Sinif I antijeni, HLA-B27.



SUMMARY

HLA CLASS I DISTRIBUTION IN PREDIAGNOSED ANKYLOSING
SPONDYLITIS PATIENTS WHO DON’T CARRY HLA-B27 ANTIGEN

Carriage of HLA-B27 has been shown to increase the risk of ankylosing
spondylitis (AS) but the association in B27 negative cases is not known. In the present
study, we planed to determine HLA Class I antigen distribution in prediagnosed AS
patients who don’t carry HLA- B27.

Patients recruited from department of, physical medicine, orthopedic and
rheumatology clinics who get diverted to our laboratory for HLA-B27 test. HLA Class I
testing were perfomed by using serological method or molecular PCR-SSP. All HLA-
B27 positive patients were excluded from the study. HLA-B27 negative (n:189) AS
prediagnosed patients were involved in the study. Control group (n:93) was choosen
from healty donors of bone narrow and chronic kidney disease patients. HLA Class |
antigens of patient and control groups were statistically compared, and allele
frequences, odds ratio values were calculated for each allele.

Our study results showed that there is no HLA Class I allele or alleles related to
the disease but HLA-B27.

Key words: Ankylosing Spondylitis, HLA, Class I antigens, HLA-B27
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1. GIRIS AMAC

HLA ile ilgili ¢aligmalar, hastalik riski saptamak ve tedavileri planlama amaciyla
yapilmaktadir. Enfeksiyon ve otoimmiin hastaliklarin bircogunun HLA ile iliskili
oldugu diisiiniilmektedir. Belli hastaliklarin belli alleleri tasiyan kisilerde daha g¢ok
goriildigi tespit edilmistir. En dikkat ¢ekici 6rnekler; Reaktif Artrit (ReA), Ankilozan
Spondilit (AS), Behget ve Colyak hastaliklaridir. Bu tip hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda
HLA yalnizca hastalifa yatkinligi belirtir, bircok faktdr bir araya gelerek hastaligin
meydana gelmesine sebep olur. Ankilozan Spondilit (AS), ©On planda aksiyal iskeleti
tutan kronik inflamatuar bir hastaliktir ve tedavi edilmediginde ciddi fonksiyon
bozukluguna neden olabilmektedir. AS‘li hastalarin %90-95’inde HLA-B27 pozitiflik
saptanmistir. Bu hastalikta genetik etmenlerin biiyiik rolii oldugu ve bunun disinda
cevresel faktorlerin etkili oldugu belirlenmistir. AS’de entezitis (kemige tendon,
ligaman yapisma yerlerinin inflamasyonu), belirleyici bir 6zellik olup yapilan
arastirmalarda biyopsi Orneklerinde entezit bolgelerinde ve sakroilak eklemde T
lenfositlerin ve monositlerin arttigi gézlemlenmistir. HLA-B27 disinda diger HLA
antijenlerinin tespiti, sunulacak peptidin dolayisiyla olusacak immiin yanitin 6zelligi,
peptitlerin islenmesi hastalikla iligkili olabilir.

Calismamizin amaci, HLA-B27’si negatif olan AS 6n tanili hastalarda diger
HLA Smif I antijenlerinin sikliginin hastalikla iligkili olup olmadigmi arastrmakti. AS
on tanis1 almig hastalardan istenen ve rutin olarak yaptigimiz HLA-B27 testi sonuglarina
gore HLA-B27’s1 pozitif olan olgular calisma dis1 biraklip, HLA-B27 negatif olan
olgularda HLA-B27 disindaki HLA Sinif I antijenlerinin dagilimi tespit edilip, elde

edilen sonugclar istatistiksel olarak kontrol grubu ile karsilastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Insan Lékosit Antijenleri (Human Leucocyte Antigen, HLA)

Major, Histocompatibly Complex (MHC) tiim omurgalilarda immiinolojik ve
immiinolojik olmayan fonksiyonlar1 yerine getiren bir takim genlerden ibarettir. 1931
yilinda Land Steiner eritrosit antijenlerini kesfetmis ve kan transflizyonu, doku ve organ
transplantasyonu i¢in de doku antijenlerinin uyumundan bahsetmistir '. MHC gen
bolgesi ilk kez 1930°lu yillarda farelerdeki transplantasyon c¢aligmalariyla Gorer ve
Snell tarafindan ortaya ¢ikarilmis ve doku antijenlerinin varligindan s6z edilmistir *°.
Bu doku uyum kompleksine Major Histocompatibly Complex adini1 vermislerdir. Daha
sonraki arastrmalarda MHC kompleksinin biitiin memelilerde bulundugunu
gostermislerdir. 1958 yilinda Dausset, Snell ve Rappaport insan lokositlerinde doku
uygunluk antijenlerini géstermeyi basardilar. Van Rood ve arkadaslar1 kan transfiizyonu
yapilmis kisilerde ve ¢cok dogum yapmis kadinlarin serumlarinda lokositlere karsi
olusan antikorlarin varligini g(jstermiglerdir.l'5 Kendisine kars1t immiin yanit olusan bu
antijenlerin, sadece lokositlerde degil, diger doku hiicrelerinde de oldugu anlasilmis ve
bu antijenlere “Histokompatibilite Antijenleri” veya “Transplantasyon Antijenleri” adi
verilmistir >. MHC genel bir isimdir ve her bir tiiriin ayr1 bir MHC simgesi vardur.
Insanlarda MHC gen bolgesi olarak kodlanan molekiiler HLA (Human leucocyte
antigen) olarak adlandirilir. Bu antijen ilk kez 1979 yilinda monoklonal antikorlarla
gosterilmistir. Insanda MHC antijenlerini kodlayan gen bdlgesi 6. kromozomun kisa
kolu iizerinde sentromere yakin bir bolgede (6g21.3) 4 santimorgan biiyiikliigiinde bir
gen bolgesidir (Sekil-1). "***'" HLA ile ilgili Smiflandirmalar 1977 yilinda Smif I-II-
I seklinde Klein tarafindan yapilmistir.” Smuf I bolgesindeki bu lokusta klasik

antijenleri kodlayan HLA-A, —B, —C genleri bulunur bu bolge 3-6 kb uzunlugundadir



ve oldukca polimorfik bir bolgedir. Klasik antijenleri kodlayan genler digindaki Smif I
bolgesindeki genler HLA —E, -F, -G, -H, -J, -K, -L genler olup sadece HLA-E, -F, -G,
eksprese olmaktadir.'**®!'*'* Siif II antijenlerini kodlayan HLA-DP. -DQ, -DR,
genleridir. Bu bolge 4-11 kb uzunlugundadir. Bu genlerin yani1 sra HLA-DM, -DN, -
DO, -TAP I, -TAP 2, -LMP7, -LMP2 gen bolgeleri bulunur."*”*'* Smif IIT bolgesinin
gen yogunlugu oldukg¢a fazladir fakat bunlarm bir kismmin immiin sistemle iligkisi
yoktur. Smif III gen bolgesi, Timor nekroz faktor (TNF), kompleman sistemi (C2, C4a)
ve 151 sok proteinleri gibi immiinolojik reaksiyonlarla iliskili proteinleri kodlar. 7112
MHC Smif 1 ve II antijenlerini kodlayan 581 kadar allel gen belirlenmistir.
Allellerin lokuslara dagilimi kisinin Histokompatibilite mozaigini tayin eder. HLA
molekiilleri klonal olarak degiskenlik gostermez. Yani herhangi bir kiside l6kositler
aynt HLA yilizey molekiillerini tagirlar. Her bir HLA lokusunda 2 allel bulunur. Bunlar
biri anneden biri babadan gelen allellerdir. Allellerin benzerlik ve farkliligina gére o

allel icin heterezigot veya homozigot HLA antijenlerine sahip olunur.’
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Sekil 1. Altinct kromozomun yapisi, MHC kompleksinin yeri ve bu kompleks i¢inde
yer alan genlerin pozisyonlari.

2.1.1. HLA Smif I Molekiilii

HLA Smif I molekiiller, kovalan olmayan baglarla bir arada tutulan, iki
polipeptit zincirinden olugsmus heterodimer yapili proteinlerdir. Bunlardan agir olan alfa
zinciri MHC bolgesinde kodlanir, hiicre membran1 boyunca ilerleyen bu molekiiliin
amino ucu membranin disinda yer alir ve membran disindaki alfa zinciri, al, a2 ve a3
“domain” lerden olusur. Zincirin membrani gegen kismini takiben sitoplazmik kisa bir
uzantis1 vardir. Molekiilde bulunan hafif zincir ise Beta 2 Mikroglobulin (M) olup
MHC disinda, 15. kromozomda kodlanir. Molekiiliin ii¢ boyutlu yapisina bakildiginda
membran diginda birbirine benzerlik gosteren bolgelerin karsilikli gelmesi ile iki ¢ift

domain olustugu goriilir al ve 02 membran distalinde a3 ve B,M de membran



proksimalinde karsilikli yer alir. Karsilikli yerlesen al ve a2 zincirleri antijenlere ait 8-
10 amino asit biiylikliiglinde yapi1 peptitlerinin yerlesebilecegi kovuga benzer bir yapi
olustururlar. (Sekil-2). Peptitler bu bolgeye non-kovalan bagla baglanirlar. Ancak bu
baglanma antikor molekiiliiniin peptit baglayan bolgesine uymayan peptitlere karsi
immiin cevap olusturmaz. Antijen sunan hiicreler peptitleri CTL’ lere HLA Smif 1
antijenleriyle sunarlar. Smif I genleri, kodlama yapan 8 ekzon ve kodlama yapmayan 7
introndan olusur. Polimorfik bir yap1 gdsteren al ve a2 bolgeleri ekzon 2-3 tarafindan
kodlanir. '*'® Altinc1 kromozom iizerinde Sinif I molekiillerini kodlayan genlerden 6nce
Smif 1 genlerini diizenleyen genlerin kodlandig1 bir bolge yer almaktadir. Bu kontrol
bolgesi farkl alleller i¢in farkli olabilir. a zincirini kodlayan hiicrelerle HLA-A,- B, -C
genleri klasik Smif I antijenlerini sentezler. HLA-E; natural killer (NK) ile immiin

anitta gorev alir.”'*?° HLA-H; Smif I in immiinojenik niteligi tasimadig1 diisiiniilen
y g ] g g

14,21 2223

pseudo gendir. HLA-G, maternal fetiis toleransinda rol oynadig1 ispatlanmistir.
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Sekil 2. HLA Sinif I molekiilii



2.1.1.1. HLA Sinif I molekiillerinin antijen sunumu

Smif I molekiiller, hiicre i¢inden kaynaklanan otolog proteinler ve viral
antijenlere ait peptid yapilar gibi hiicre i¢inden kaynaklanan (endojen) peptidleri sunar
ve CDS8 tastyan sitotoksik hiicrelerin uyarilmalarma sebep olur. Bu sekilde proteinler
proeoliz ile parcalanmaya ugrarlar.'® Bu siirecte proteinler “ubiquitin” adli 6zel bir

10,11,24
o Proteozom

molekiille isaretlenerek Proteozom kompleksine yonlendirilir.
kompleksinde peptitler ya sitosolde amino asitlerine kadar yikilir ya da Endoplazmik
Retikulum’a (ER) transfer olur. Ekstrasellular proteinlerin yikimi farkli yollarla olur.
Proteozom kompleksinde, proteinler Smif I molekiiliine baglanabilecek boyutta
fragmentlerine ayrilir. Sitoplazmada antijenik peptitlere ayrilan proteinlerle, ER ‘de
sentezlenen HLA Sinif I molekiillerinin baglanmasimi saglayan 6zellesmis bir protein
olan transport associated protein (TAP, TAP1, TAP2) lerdir.''**® Proteozomdan
serbest birakilan peptitler TAP molekiiliiniin sitozolik bolgesine baglanir ve TAP kanali
boyunca gecer. Smif I ‘in a ve B polipeptit zincirleri ER’ nin sitoplazmik yiizeyinde
bagl olan ribozomlarda iiretilir. Uretilen 2 polipeptit zinciri birlestirilir ve 6zel bir
kanalla ER’nin liimenine bakan yiizeyinde saperonlar sayesinde (calnexin, calnequrin
ve p57) uygun formda tutunurlar. Smif I molekiilii baglayabilecegi peptidi bulursa hiicre

yiizeyine taginir (Sekil-3).'%'%%’
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2.1.2. HLA Smif II Molekiilii

Stmirl bir dagilima sahip olan Smif II antijenleri dendritik hiicreler, makrofajlar,
profesyonel antijen sunan (APC), B lenfositleri ve aktive edici T lenfositlerinde
bulunurlar. > HLA Smf IT molekiilii a ve B olmak tizere 2 polipeptit zincirinden olusan
heterodimer bir yapiya sahiptir. Bu zincirler non-kovalan baglarla birbirine baghdir.
Smif II molekiiliiniin o ve B polipeptit zincirinin 4 domaini bulunur. al ve B1 alt
birimleri, polimorfik noktalar icerirler ve 10-30 amino asit uzunlugundaki peptitlerin
yerlesebilecegi bir domain olustururlar. Diger domainler; a2 ve B2 immunoglobulin
benzeri domain bdlgeleri, transmembran bodlgesi ve sitoplazmik kuyruk kismimdan
olusur (Sekil-4) ."® Siuf II genleri, Siuf II molekiillerinin o ve P polipeptit zincirlerini
kodlar. 6. kromozom iizerinde bulundugu bolgeye gore tasarimi 3 harfle gdsterilmistir.
I1ki Sinifi gdsteren D, ikincisi (M, -O, -P-, U, -R) aile, iigiinciisii ise a ve B zincirlerini
ifade eden A ve B harflerdir. HLA-DRB 6rneginde oldugu gibi gendeki allelik varyant
icin *igareti kullanilir. Ornegin HLA-DRB1*0401, genin 0401 allelik varyantin1 gdsterir
' Smif 1I genleri; DR, DQ ve DP genleri olup, DRA DRB, DQA DQB, DPA DPB
seklinde 2’ser cifttir. Sinif II antijen ve genlerinin hepsinde ortak D harfinin
bulunmasinin nedeni bu antijenlerin varligini gosteren serolojik yontem disinda farkl
bir yontem olarak hiicre kiiltiirline dayanan bir ¢esit “Mixed Lymphocyte Culture”
reaksiyonu ile gosterilen, HLA-A, B ve C den sonra, HLA-D olarak adlandirilmasindan
kaynaklanmaktadur.'®

Cok az polimorfizm gdésteren DMA/DMB ve DQA/DQB genleri klasik olmayan
Siuf II molekiillerini kodlar.””®*° Hiicreye fagositoz ile alman ve lizozomlarda
antijenik peptitlere ayrilan proteinler HLA-DM molekiiliiniin yardimi ile Smif II
molekiiliine baglanir.

HLA Smuf II bolgesi igersinde HLA Siif I yolu antijen islenmesinde gdrev alan

TAP ‘1kodlayan gen bolgesi bulunur.”*%>°



MHC Sinif 1l

Peptid baglama
[ olugu _—\ /
< y B A : s‘\ : ."

]

Membrant. .
gecen bdlge

Sekil 4. HLA Smif II molekiil yapis1

2.1.2.1. HLA Sinif II molekiillerinin antijen sunumu

Fagositoz yetenegine sahip B lenfositler, T lenfositler, monositler ve dentritik
hiicreler Lizozomlarda yiktiklar1 antijenleri ER’de sentezlenip vezikiil i¢ine alinan Sinif
II HLA molekiillerine yerlestirerek sunarlar.''*?” Olusan HLA peptit kompleksi
ekzositoz ile hiicre membranina tasinir. Antijenik peptitler CD4 yardimci lenfositlere
sunulur. T lenfosit reseptorleri ve Sinif 11 molekiilii arasindaki bag sayesinde yardime1 T
lenfositlerden interferon sentezi gerceklesir ve immiin yanitin ortaya ¢ikmasini saglar

(Sekil; 5).>* 23!
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: A : Endositik

Hiicre dist proteinlerin vezikil
ASH'in vezikil

bélimierine alinmas:

- Hicre igine alinan

proteinlerin endozomal

lizozomal vezikillerde
iglenmesi

Vezikiillerde MHC Sinif Il
molekillerinin biyosentezi ve
- endozomlara taginmast |

Ekzositik
vezikil
.«-‘M%,

Vezikiillerde MHC Sinif Il
molekiilleri ile islenmis
peptidierin birlegmesi

MHC-peptid
komplekslerinin
hiicre ytzeyinde ;
: , CD4* yardimar
- ekspresyonu T hiicresi

Sekil 5. HLA Simif II antijenlerinin sentezi ve peptit sunumu.
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2.2. HLA Hastahk iliskisi

Belirli HLA alleline sahip olanlarm diger bireylere gore bazi hastaliklara yatkin
oldugu belirlenmistir. Bu hastaliklar arasinda kompleman sistemi bozukluklari,
otoimmiin hastaliklar, baz1 norolojik bozukluklar ve enfeksiyon hastaliklar1 vardir.
Olusum mekanizmasi tam olarak bilinmeyen bu hastaliklarda, HLA disinda ¢ok sayida
gen ve cevresel faktorler rol oynar.

HLA Smif I’e peptit sunumundaki bozukluga; Tap 1, Tap 2 genlerindeki
mutasyon da sebep olabilir. Tap I yada Tap 2 alt birimlerinin her birinin yoklugunda
Siuf I molekiiliin peptit baglanmasi biiyiik 6lgiide durur. ***° Peptit baglanmayan m
Smif I molekiilii unstabil hale gelir ve golgi aygiti vasitasiyla tasmarak etkisiz hale
getirilir. Bu nedenle Smif I molekiillerinin hiicre ylizeyindeki sayilar1 normal seviyenin
%1-3’1 kadar diiser. Bunun sonucu olarak enfeksiyonlara yatkinlik artar. HLA Smf 11
molekiilerindeki eksiklik; Siif II genlerinin transkripsiyonunu diizenleyen genlerdeki

anormalliklerden kaynaklanir. **

2.2.1. Narkolepsi

Narkolepsi uykunun kontrol edilemeyen periyotlar1 olan ve giindiiz ortaya ¢ikan
uyku haliyle karakterize norolojik bir durumdur. Bu hastali§a hipokretin tip 2 reseptori
icin kodlama yapan gen igersindeki bir defekt sebep olur. Hipokretinler hipotalamusta
kiiciik bir grup néron tarafindan salgilanan néropeptitlerdir.>~® Narkolepsi hastalarinda
bu molekiilii salgilayan hiicre sayis1 azalmistir. Ayrica reseptorii iireten gendeki bir
mutasyon hipokretin etkisinin azalmasina veya kaybina neden olur. Mutasyonun
HLADQBI1*0602 ve DQA1*0102 bolgeleri lizerinde yerlesik HCRTR2 geninde oldugu

gdsterilmisti.”>® Narkoleptik hastalarin %9‘unda HLADQB1*0602, HLADQA1*0102
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mutasyonlar1 vardir. Narkolepsi prevalanst ABD ‘de %0. 002 - 0. 005 dir ve kadin ve

erkeklerde esit sayida goriiliir.””°

2.2.2. Hemokromatosis

Artmis demir emilimi sonucunda dokularda demir birikimi ile karakterize
otozomal resesif bir hastaliktir. 1970 yilinda ilgili genin HLA-A3 bdlgesinde 6.
kromozomun kisa koluyla iligkili oldugu bulunmustur. 1996 yilinda ise HFE olarak
adlandirilan bu gende mutasyon sonucunda ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. En sik goriilen
mutasyon C282Y (Sistein 282 Tirozin) 2. siklikta H63D (Histidin 63 Aspartik Asit)
mutasyonlaridir. HFE gen mutasyonu beyazlar arasinda en sik goriilen kalitim
anormalliklerinden biri olan kalitimsal hemokromatosisden sorumludur. Mutasyon HFE
geninin iriinii olan a3 domaininin 282. pozisyonunda bulunan tirozin amino asitinin
sisteinle yer degistirmesiyle sonu¢lanan mutasyon ile [,M’in yapisi degisir ve bunun
sonucunda transferrin reseptoriine baglanamaz. Neticede Transferrin reseptorii ve o
zinciri tarafindan sekillenen kompleks deodonal kript hiicrelerinin ylizeyine tagimnamaz.
Barsaklardan demirin emilimi serum demir konsantrasyonunun kontrol basamagini
olusturur. Bu hiicrelerin yiizeyindeki bahsedilen kompleksin yoklugunda normal

miktarin 2-3 kat1 kadar demir emilimi gerg:eklesir.3740

2.2.3. HLA Genleri ve Enfeksiyon Hastahklar

Bir patojenin etkili bir immiin cevabi1 ortaya ¢ikarmasi igcin HLA molekiillerinin
patojenin peptidini sunmasi ve sundugu peptitler tarafindan aktif hale getirilebilen T
hiicre repertuarlarmm olmasi gerekir.*! HLA allellerinin yapisal olarak farkli

kombinasyonlara sahip farkli HLA antijenlerini tasiyan bir kisinin enfeksiyon
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hastaliklarina yatkinhigini attirir yada azaltir. Bu direncin en iyi 6rnegi Afrika’da
siddetli sitmaya kars1 korunmalir Smif I ve Sinif 11 spesifik allelerinin iligkisidir. Hafif
sitmal1 ¢cocuklar ve saglikli bireylerde %25°lik siklikla HLA B53 allelinin varlig1 ortaya
cikarilmustir.*** Siddetli sitmali hastalar arasinda HLA B53 sikhigi tahminen %15
kadardir. HLA BS53 ‘iin varlig1 sitmada 6liim riskini azalttigir bulunmustur. HLA B53
molekiilleri sitma 1ile ilgili proteinleri isleyerek peptitleri CD8+ T lenfositlere sunar

bdylece sitmaya karsi koruma saglanr.***

2.2.4. Kanser ve HLA

Kanser gelisiminde immiin sistemin rolii biiyliktiir. Kanser tedavisinde,
tiimorlere karsi immiin yanitm arttirilmasi hedeflenmektedir. Immiin sistemde amag
yabanc1 olarak algilanan molekiilleri taniyip yanit vermektir.”> Malign tiimérler immiin
sistem tarafindan yabanci olarak algilanabilecek ¢esitli proteinler sentezler. Yabanci
olarak taninan bu proteinler CTL’ lere sunulur. Tiimor hiicreleri tarafindan sentezlenen
bu antijenlerin cogu, endojen sentezlenen, HLA Simif I tarafindan sunulan proteinlerdir.

Farkli tiimor hiicreleri CTL yanitlarmi nasil uyarirlar?

Timor hiicrelerinde mutasyona ugramis kanser ile iliskili genlerin proteinleri
hiicre tarafindan yabanci algilanip CD8 ve CD4 T lenfositlerine sunularak timor
hiicreleri apopitozise yonlendirilir. 25 Timérlere karst immiin yanitin yetersiz kalmasi
pek cok tiimdr antijeninin, 6z antijenlerden fakli olmalarindandir, yani immiinojenik
olmamalarindan kaynaklanir. Tiimorler, HLA Smif I molekiillerinin ekspresyonunu
engelleyebilir, boylece antijen sunulamaz, bunun yaninda tiimdrler immiin sistemi

baskilayan TGFEp gibi bitytime faktorlerini de tiretirler. '
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2.2.5. Transplantasyon ve HLA

Doku naklinin gelismesi ile genetik olarak farkl bireylerden olusan bir toplumda
bireylerin diger bireylerden nakledilen dokular1 reddettigi ortaya c¢ikmistir. Red,
nakledilen dokuda hasara neden olan inflamatuar bir tepkidir. Transplantasyon alic1 ve
donor gruplarma gore 4 gruba ayrilir. Dondr yasayan bir kisi veya kadavra olabilir.
Otograft; bir dokunun kisinin bir bolgesinden almip diger bir bolgesine naklidir.
Allograft; aym tiire ait canlilar arasinda gerceklesen doku ve organ naklidir. Nakedilen
dokuda yabanci olarak algilanan molekiiller alloantijen olarak tamimlanir. Izograft;
genetik olarak ayni bireyler arasinda, ksenograft ise farkl tiirler arasinda yapilan doku
ve organ naklidir. >*

Doku ve organ naklinde red mekanizmasinda rol oynayan allograft antijenleri,
HLA kompleksi tarafindan kodlanan proteinlerdir. Her insan 6 tane Smif I alleli ve 6
tane de Siif II alleli tagir. HLA yiiksek derecede polimorfiktir. Bu ylizden tek yumurta
ikizleri hari¢ her birey diger bireyden farkli HLA proteinleri eksprese edilir. Farkli
HLA’larm tiimii red hedefi olabilir. HLA molekiillerini tanimasiyla T hiicreleri aktive

. .. . « 11,2
olur bu da dogrudan alloantijenlerin sunumunu saglar. '’

2.2.6. Otoimmiin Hastalklar

Genetik ¢aligmalar belli HLA allellerine sahip olan bireylerin, bu allellere sahip
olmayan bireylere gore spesifik otoimmiin hastaliklara daha yatkin olduklarmi
belirlemistir.***’ Buna &rnek olarak Ankilozan spondilitis ve HLA-B27 iliskisi
verilebilir. Hasta bireylerin yaklasik %90 ‘n1 bu alleli tasirken, saglikl kisilerde tasima
siklig1 %9 kadardir.*® Otoimmiin hastaliklarin gelisiminde HLA molekiillerinin etkisini

gosteren kanitlar transgenik hayvanlarla yapilan arastirmalarda elde edilmistir. Boyle



15

bir deneyde insan HLA-B27 ve B2M genlerinin transfer edildigi trangenik ratlarda,
inflamatuar hastalik olan ve insanda spondiloartropatiye benzeyen hastalik geligsmistir.
Hastaligin gelisimi lenfoit hiicrelerde gosterilen HLA-B27 genlerin sayisiyla iliskilidir
* Diger bir otoimmiin hastalik olan, Tip I Diyabet, pankreasda insiilin iireten P
hiicrelerindeki harabiyet sonucu olusur. Diyabet populasyonun %35-10"unda goriiliir. En
sik goriilen yas grubu 5 tir. Cocuklukta baslar. Hastaligin patogenezinde HLA Sinif I
molekiillerinin etkisi oldugu diisliniilmiis ve yapilan ¢alismalarda HLA DR3 veya DR4
antijeninin varliginda Tip I Diyabet olusma riskinin 2-3 kat, her ikisinin de bulunmasi
halinde ise 7-10 kat arttirdig1 belirlenmistir.

Tip I Diyabetli hastalarin %95’den fazlasi DR3-DR4 tasiyicisidir .*>' DR2,
DQ6 ve DRS HLA antijenlerinin varlig1 ise Tip I Diyabet riskini azaltwr. Bunlar
koruyucu HLA antijenleridir. S HLA DQ antijenindeki degisiklikler diyabetin ortaya
ctkmasmi saglayabilir. HLADQ B zincirinde 57. pozisyondaki aspartik asit yoklugu
hastalik riskini %100 arttirir. HLA DQ a zincirindeki 52. pozisyonda arjinin bulunmasi
da hastalik gelisim riskini artirr. > Tablo 1¢de bazi hastaliklarla iliskili oldugu saptanan

HLA antijenleri verilmistir.

Tablo 1. HLA antijenleri ve hastalik iliskisi

Hastalik HILA antijeni
Myastenia gravis B8/DR3
Ankilozan Spondilit B27

Behget hastalig: B51

SLE B8/DR3
Colyak hastaligi DRB1*03
Romatoid artrit DR4

Juvenil romatoid artrit | DR4

Instiline bagimli DM DQ3/DR4
Multiple skleroz DR15
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2.3. Spondilartropatilerin Tanimlamasi

Spondilartropatiler (SpA) kendine has fizyopatolojik, klinik, radyografik ve
genetik 6zellikleri olan bir grup kronik, inflamatuar, romatizmal hastaliklardir. Periferik
eklemlerin artritiyle birlikte olabilen inflamatuar bel agrisiyla beraber ekstraartrikiiler
6zellikler bu hastaliklarin karakteristik semptom ve bulgularidir.’®

Spondilartropatilerin prototipi olan AS ile beraber ReA, psoriatik artrit,
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 artropatileri, andiferansiye spondilartropatiler ve
juvenil kronik artritler bu grubun geleneksel klinik profilini olustururlar 7 Her ne kadar
bu hastaliklar1 tetikleyen bazi faktorler agiga c¢ikarilmis olsa da, heniiz nedenleri kesin
olarak agiklanamamistir. Buna ragmen bu hastaliklarla HLA-B27 arasindaki giicli
iligki, SpA’lerin anlagilmasinda ilerlemelere zemin hazirlamistir.”®  Kronik
inflamasyonun molekiiler mekanizmalarinin daha 1iyi1 anlasilmasi, yeni tanisal
gortintiileme teknikleri, Siniflama kriterlerinin gelistirilmesi, hastaligin siireci ve
sonucunun daha 1yi anlasilmasi goéz Oniine alindiginda tedavi paradigmalarinda

giiniimiizde dikkate deger degisikliklerin meydana geldigi goriilmektedir.

2.3.1 Ankilozan Spondilit
Ankilozan Spondilit periferal eklemleri ve omurgay1 etkileyen seronegatif bir

hastaliktir.

2.3.1.1. Genetik
1970 'lerden 6nce bu hastaliklar ve diger romatizmal hastaliklarin etiyolojisi ve
genetik karakterleri hakkinda cok az bilgi vardi.>>®® 1973'de Londra'da Brevverton ve

arkadaslari, Los Angeles'da Schlosstein ve arkadaslar1 tarafindan HLA-B27 iliskisinin
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birbirinden bagimsiz ancak es zamanli olarak kesfedilmesi dnemli bir gelisme olmustur.
AS ve HLA-B27 arasindaki dnemli orandaki birliktelik hastaligin etyopatogenezinin
anlasilmasinda 6nemli katkilar saglamlstlr.m’62 Oncelikle AS’nin RA’ ten farkli bir
hastalik oldugu agik bir sekilde ortaya konmus olup, yeni Siniflama kriterlerinin ge-
listirilmesi i¢in bir adim atilmistir. Ayrica genetik bir belirte¢ olan HLA-B27 iliskisinin
ortaya konmasi hastaligin ailesel karakterli olduguna dair diisiinceyi gii¢lendirmistir.***

Bu siirecte bazi hastaliklarla spesifik HLA tipleri arasinda olas1 iliskiler
incelenmis ancak giiclii bir korelasyon saptanamamustir. i1k kez bir dermatolog olan Dr.
Seymour White, Dr. Terasaki ile beraber psoriyasisli hastalarda HLA tiplendirmesi
yapmistir. 1972'de her iki arastirmaci psoriyasisli hastalarda HLA-13 ve HLA-17
sikliginin saghkl kisilere gore 3 kat fazla oldugunu belirlemislerdir. Elde edilen bu
sonuglar tiim romatizmal hastaliklarda HLA iligkisinin arastirilmasina neden
olmustu."* Bu calismada yer alan Brewerton, 2003 yilindaki agiklamasinda su
ifadelere yer vermistir; "Bu hastalik agiklanamayan genetik komponentli, yaygin,
inflamatuar bir hastalik oldugundan dolayr AS 'li hastalar i¢in derhal doku tiplemesi
yapilmasint 6nerdim. Daha sonra sunu 6grendik ki; HLA-B27 antijeni sekiz AS 'li
hastanin sekizinde de pozitifti. Bu milyonda bir goriilecek bir durumdur. Bu durumun
verecegi heyecani diisiiniin".®” Ancak bu heyecan paylasiimaliydi. Ciinkii es zamanl
olarak Los Angeles'da Bluestone, Terasaki ve arkadaglar1 Gutlu hastalarda HLA
tiplemesini calisirken ayn1 6zelligi  kesfetmislerdi. 1988 yilinda buluslart  ve
arastirmalar1 ile ilgili raporunda belirttigi gibi; 20 AS’li hastanin %95’ inde HLA-B27
pozitifti.®"*° HLA-B27 nin kesfi sadece belirgin patogenetik etkilerinden degil, ayni
zamanda 6nemli bir tanisal ve prognostik ara¢ oldugu i¢in donlim noktasi olan bir bulus

olmustur. Bundan sonra diger pek c¢ok c¢alismalarda benzer iliski teyit edilmistir.
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Yapilan bir calismada genel Kafkas popiilasyonunda HLA-B27 yaklasik %8 oraninda
pozitif bulunurken, AS 'li Kafkas hastalarda ise bu oranin %90-95 oldugu bildirilmistir.
HLA-B27 iliskisinde farkli wk ve etnik gruplarda anlamli farkliliklar oldugu

goriilmiistiir.*

2.3.1.2. HLA-B27 ve Ankilozan Spondilit iliskisi

HLA-B27, MHC Smnif I bolgesinde kodlanir. AS i¢in bilinen en biiylik riski
olusturur ve Avrupa kokenli AS olgularinin %90'dan fazlasinda tesbit edilebilir. Reaktif
artritli hastalarda yaklasik %70 oraninda HLA-B27 pozitifligi vardir. Afrika kokenli
ReA’lh hastalarda HLA-B27 iligkisi gézlenmemistir.67 Ancak HIV iligkili ReA ve
spondiloartrit ile HLA-B27 iliskisi vardir. HLA-B27; psoriyatik spondilitte %60-70
hastada, periferal psoriyatik artritte %25 hastada pozitif bulunmustur. Irritabl bagirsak
sendromu iligkili spondilitte, vakalarm %70’ inde HLA-B27 pozitiftir. Bununla birlikte
asemptomatik sakroileitle HLA-B27 iliskisi tespit edilememistir. Tek bagmna Akut a

nterior {iveiti bulunan yaklasik %50 hastada HLA-B27 pozitiftir.®’

HLA-B27’nin AS riskine katkis1 nedir?

HLA-B27°nin hastaligin gelismesindeki etkisinin altinda yatan mekanizma net
degildir. Bu konuda 5 tane teori vardur:

1) Artritojenik peptid hipotezi: Bu hipotez, AS'nin HLA-B27'nin bakteri
aracilifiyla veya kendi kendine tek veya bir grup antijenik peptide baglanma yetenegi
temeline dayanmaktadir. Hastalik, bir HLA-B27 sinirl sitotoksik T hiicrelerinin sadece
eklemlerde ve diger etkilenmis dokularda bulunan peptit veya peptitlere yanitindan

kaynaklanmaktadir. Boyle bir peptit ile iligkili olabilir ve tiim hastalikla iliskili HLA-
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B27 alt tipleri tarafindan sunulabilir. Ancak diger HLA Sinif 1 molekiilleri tarafindan
sunulamazlar. Patojenik T hiicreleri; eklem, genital bolge veya bagirsak mukozasi gibi
yerlerde olusabilir ve bunlar daha sonradan baslangicta HLA-B27 tetikleyen bir pa-
tojenden kdken alan peptit veya peptit tiirevlerinin taninmasini sinirlayarak antijenlere
karst otoimmiin toleransn bozulmasma yol agabilir. Bu hipotez igin kamtlar
Chlamydia Trachomatis proteomundan HLA-B27 smirli peptitlerin tanimlanmasi ile
elde edilmistir. Bu, endojen B27 peptitleri ve ¢evresel antijenler arasindaki molekiiler
benzerlikte oldugu gibidir. Bu fikir, reaktif artritli hastalarda farkli HLA-B27 pozitif
hastalar arasindaki ortak TCR B-zincir sekanslarinin ve CD8+T hiicrelerinin AS varlig1
ile baglantili olarak HLA-B27 sinirlanmis kendi epitoplarma gosterdigi otoreaksiyonun
gosterilmesiyle ortaya atilmistir. Ancak "artritojenik peptit"in heniiz daha gdsterilmemis
olmas1 ve daha Onceden tamimlanan destekleyici bulgulardan higbirinin, hastalikla
HLA-B2706 ve B2709'un diisiik iligkisini heniiz agiklayamamis olmasi bu teorinin
acmazlaridir.®®”"!

2) HLA- B27 homodimer formasyonu

HLA-B27°nin 67. pozisyonunda sistein kalintis1 tasidigi goézlenmis ve bu
kalimtinin  degistirilebilecegi ya da tiyol iceren molekiillerle disiilfiir bagi
olusturabilecegi diisiiniilmiistiir. Bunun sonucu antikor aracili bir tepki ortaya ¢ikabilir.
Alternatif olarak; bu amino asitin modifikasyonu, peptid baglar1 lizerinde oldukca
onemli bir etkiye sahiptir. HLA-B27, bu modifikasyonlar sonucu homodimerler
olusturabilir. Ancak transgenik varyasyonda ¢ok az bir artrit olusmaktadir. ">"® Ayrica

pozisyon 67°deki sistein kaltis1 sadece HLA-B27 ye 6zgii degildir. Pozisyon 67 deki

sistein HLA-B14’te de bulunur. ">
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3) Intraseliiler invazyon/dldiirme farkliliklar::

Artrite sebep olabilen molekiiller ReA'nin hiicresel temeline esas olusturabilir.
Ancak sinovisitlerde bakterisidal yolaklarin molekiiler esas1 heniiz tam olarak
coziilememistir. Yapilan bir calismada HLA-B27-pozitif U937 hiicrelerinin, Salmonella
hiicrelerini yok etmede HLA-B27-negatif olanlara gore daha az etkili oldugu
bulunmustur. Ayni arastrmada HLA-B27-pozitif U937 hiicreleri HLA-B27-negatif
olanlarla karsilastirildiginda IL-10 tretiminin daha az, tiimor nekroz faktor (TNF)
iretimi ise daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle HLA-B27 iliskili sitokin
cevap profilinin diizenlenmesinin ReA’n patogenezinde Onemli olabilecegi
sdylenebilir, 77

4) Otoantijen olarak HLA-B27; HLA-B27 ve CD4+ T hiicrelerince tespit
edilebilir ve HLA Smnif II molekiilleri ile CD4+ T lenfositlere sunulabilir.”” HLA-B27
transgenik fareler B27 pozitif splenosit veya plazmid DNA’s1 kullanilarak B27'in
immiinizasyonuna izin verirler ve anti-B27 sitotoksik T lenfosit olusturmazlar. Eger
boyle immunize edilmis hayvanlarin splenositleri in vitro olarak Clamidya'ya maruz
birakilirsa HLA B 27+ hedefleri parcalayan CTL ler iiretilir fakat kontrol HLA B7-B14-
B40 ve B44 transfekte hedeflere karsi reaksiyon olusmaz. Bu da HLA-B27'nin tek
basina veya degisik bir formunun hastalik gelisimini yonlendirebilecegini diisiin-
diirmektedir.”>"

5) Molekiiler taklit¢i hipotez

Hastaligin HLA-B27 nin tek bir pargasi ve belli bakteriyel epitoplar arasindaki
capraz reaksiyon sonucu olusan bir antikordan kaynaklandigi ileri stiriilmektedir. HLA-

B*2705 72-77 pozisyonlu amino asitin, hem Klebsiella’daki nitrat rediiktaz enzimi hem

de Shigella Fleksneri’nin plazmid gen iiriinii arasinda molekiiler molekiiler bir



21

benzerligin oldugu tesbit edilmis ve bunlara karsi olusan antikorun varligi AS’li
hastalarda bulunmustur. Ancak, bu amino asit alani, AS hastaligiyla iliskili subtip olan

HLA-B2702 ve HLA-B2704 te bulunmamustir.”””’

2.3.1.2.1. HLA-B27’nin alt tiplerinin AS riskine katkisi nedir?

HLA-B27'nin simdiye kadar 27'den fazla molekiiler alt tipi tanimlanmistir. Bu
alt tipleri yalnizca ¢ok az sayidaki amino asit ile peptit baglayict molekiillerin 6zellikleri
acisinda birbirinden farkhilik gosterir. HLA-B*2705 tiim popiilasyonlarda bulunur
(Tablo-2). Diger alt tiplerin ¢ogunlugu, al ve a2 alanlarindaki aminoasitlerin degisimi
sonucu olusabildigi gibi veya tek basma cografi bolgelere gore degisiklik gosterir *°.
Birinci alternatifte al bolgesinde degisim s6z konusudur ve HLA-B27 alt tiplerinin
sayisina baghdir. Bu yolak Avrupa'da yerlesen Kafkasyali ve Afrikalilarda goriiliir.
Ikinci alternatif, polimorfizm miktarma bagldir ve Dogu Asya'da goriiliir; o1 alaninda
degisim olmaksizin ve o2 alaminda farkli kalip degisiklikleriyle olusur. Ugiincii
alternatif Giiney Asya ve Orta Asya ‘da goriiliir ve al bolgesi degismezken a2'de
farklilik gosteren HLA-B*2705' e 6zgii alt tipleri igerir. Bir¢ok alt grup (HLA-B2705,
B*2702, B*2704 ve B*2707) a¢ik sekilde spondiloartritle iliskilidir. HLA-B27'nin iki
alt tipinden HLA-B*2706 Giiney Dogu Asya'da, B*2709 Sardinya'da bulunur ve AS ile
iliskileri tespit edilmemistir (Tablo-2). Bu, HLA-B27 subtipleri tarafindan sunulan
peptitlerin  kompozisyonunu degistirebilen antijeninin baglanma bdlgesinin "B"
cebindeki muhtemel aminoasit farkhiligidan kaynaklanir. %!

AS ile iliskili HLA-B2705 ve iliskisiz HLA-B*2709 alt tipleri arasindaki

farklilik, 116. pozisyonda aspartat artiginin histidine degisimi ile olusur (Sekil 6). HLA-

B27 nin diger alt tipleri, cok az siklikla hastalik olusumuna katkida bulunurlar. AS
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vakalarmin genellikle B*2701, *2703, *2704, *2707, *2708, *2710, *2714, *2715 ve
#2719 tasidiklar1 bildirilmektedir.***> HLA-B27'nin hastalik iizerinde etkisinin gergek
mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilmamistir. Bir MHC Sinif I protein olarak HLA-
B27'nin klasik fonksiyonu; endojen (viral, bakteriyel, tiimoral) peptitleri, sitotoksik
(CD8+) T lenfosit tizerindeki alfa-beta T-hiicre antijenlerine sunmaktir. Bununla
beraber klasik antijenlerde gosterdigi role ek olarak, HLA Smif I proteinleri; NK
hiicreleri iizerindeki Oldiiriici immiinglobulin reseptor ailesinin bir iiyesi olarak da

bilinir ve bu 06zelliginin hastaliga yatkinlikta nasil bir katki sagladigi netlik

82,83
kazanmamustir. °~
B B27 Specific
Lysine
B2701
“B pocket”
B2702
B2703 O
B2717

.
Y
A7

X Y

s V4
0 318 g’ B2712
B2704
B2715
N,
/‘;
3 BN\
Y

al ‘,‘\\
" >N 5706
Y, 172 B2721

& h‘

B2710

B2728

B2709

B2707, 2711, 2720, 2724

Sekil 6. HLA-B27’nin amino asit yerlesim pozisyonlarini gésteren kristal yap1



Tablo 2. HLA-B*2705'den HLA-B27 subtiplerinin muhtemel olusum yolag1

HLA B-27 subtiplerinin 3 major grubunun ebeveyn HLA B*2705 ile iliskisini gosteren ol ve 02 domainlerindeki B*2705 de yerlesen amino asit sayisi subtiplerin tanimlandigi al
domainine 1 amino asit a2 domaininede lamino asit yerleserek veya degiserek HLA-B27 den farkl: bir subtip ortaya ¢ikar.

€c

HLA-B*2705
e ~
al o2 Grup al 02  Grup al 02 Grup

B*2703 1 0 Afrikal B*2704 1 1 Asyal B*2709 0 1 Kafkasyali
B*2717 1 0 Bilinmiyor B*2715 1 2 Asyal B*2710 0 1 Kafkasyali
B*2701 3 0 Kafkasyaly/ Afrikali B*2706 1 3 Asyali B*2728 0 2 Bilinmiyor
B*2702 3 0 Kafkasyali B*2725 1 3 Asyali B*2727 0 3 Bilinmiyor
B*2716 3 0 Kafkasyali B*2721 1 4  Bilinmiyor B*2714 0 3  Kafkasyali
B*2708 4 0 Kafkasyali B*2711 1 5 Asyali B*2719 0 3 Orta Dogulu
B*2726 4 0 Afrikal B*2720 1 5 Asyali B*2707 0 5  Giiney Afrika
B*2712 7 0 Kafkasyali B*2724 1 7  Asyali
B*2723 7 0 Kafkasyali

A

al 02 Grup al o2  Grup

B*2718 9 0 Asyall B*2713 0 0 Kafkasyali
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2.3.1.2.2. AS’ de B2 Mikroglobulinsiz HLA-B27 ve HLA-B27 proteininin
yanhs katlanma iliskisi

HLA-B27°nin klasik yapisinin yani swra ;M pargasi olmadan da artrite zemin
hazirlayabildigi gosterilmistir. Klasik dortlii yapisit olmadan da HLA-B27 molekiiliiniin
artriti baglatabilmesi CD8 T Ilenfositlere antijen sunma mekanizmasindan bagka
mekanizmalarmn rol aldigini diisiindiirmektedir.**

HLA- B27 homodimerlerinin patogenezdeki roliine ek olarak B,M’in olmadig1
HLA-B27 agir zincirin de artrite sebep olabilmesinin diger bir muhtemel ag¢iklamasi da
HLA-B27 proteinlerinin yanlig katlanmasi1 ve Endoplazmik retikulumun (ER) yanlig
katlanmis proteinlerle dolmasidir. 8 Endoplazmik retikulum iginde HLA molekiilii ilk
olarak serbest agir zincir olarak tiretilir ve daha sonra B;M ve antijenik peptitler eklenir.
Ancak biitiin komponentler eklenince molekiil matiir hale gelerek hiicre ylizeyine
taslmr.85

Maturasyonun farkli fazlari sirasinda molekiil farkli yapilar kazanir. Bu olay
“katlanma” olarak isimlendirilir. Molekiiliin katlanma hiz1 da kaderini belirler. HLA-
B27 diger HLA alellerinden ¢ok yavas katlanmasi agisindan farklidir. Molekiil bu
evreye ulagsmadan once katlanmamis haldedir. Genelde katlanmamis molekiiller ER
icinde kalir ve birikirler. Genelde ER de katlanmamis proteinler biriktiginde
“katlanmamis protein cevabi” denilen bir sinyal iletisi baglar. Bu genelde NFkB
aktivasyonuna sebep olur ve artrite sebep olan proinflamatuar sitokinlerin salinim ile

sonuclanir. SpA’st olan hastalarda sinoviyal sivi mononiikleer hiicrelerinde

katlanmamus protein cevabi olustugu gdsterilmistir. *
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

Bu caligmada Fizik Tedavi, Dahiliye, Romatoloji ve Ortopedi servislerine AS
on tanmisiyla 2001-2009 yillar1 arasinda laboratuarimiza HLA-B27 tetkiki icin
basvurmus 980 hasta dahil edildi. Hastalardan HLA -B27 pozitif olanlar ¢alismaya dahil

edilmedi, HLA-B27 negatif olan 189 hasta ¢alismaya alind1.

3.2. Metod

HLA -B27’s1 negatif Ankilozan Spondilit 6n tanili hastalarm HLA Smif I antijen
dagilimimni saptamak i¢cin Molekiiler PCR’a dayali ve Serolojik (mikrolenfositotoksitite)
teknikler uygulandi. Molekiiler testler i¢in hastalardan hemogram tiipiine 2 ml kan
alinarak otomatize DNA izolasyon cihazinda (MagNA Pure Compact-Roche) DNA’lar
izole edildi ve PCR—Sequence Spesific Primer (SSP) yontemiyle doku tiplendirilmesi
yapildi. Serolojik yontemde ise periferik kandan lenfosit izolasyon yontemi ile izole
olan hiicreler Terasaki plaklarina dokiildii. HLA Sinif I antijenleri kompleman esliginde

antijen antikor reaksiyonuyla tespit edildi

3.2.1. Molekiiler Yontemlerle Yapilan Doku Tiplendirmesi PCR-SSP

Pre -PCR asamasinda 1500 ml lik ependorf tiipe 624 ul distile su, 312ul Master
mix (buffer, MgCl, dNTP), 105 ul hasta DNA’s1 ve 8,5 ul enzim (Tag DNA polimeraz)
katilir. Karisim vortekslendi. Kit olarak satilan HLA ABC’de 96 kuyucuk
bulunmaktadir. Bu kuyucuklarm ilk 24 {iniin i¢inde allele spesifik HLA A primerleri, 48
kuyucugunda HLA B primerleri ve son 24 kuyucugunda da HLA C primerleri bulunur.

Hazirlanan karisim kuyucuklara 10’ar pl dagitildi. Pleytin kapagi kapatilarak termal
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cycler cihazina vyerlestirildi. (BIO-RAD MY CYCLER), genomik DNA nin
denatiirasyon basamagi (96 C 2 dakika), primerlerin baglanmasi (96° C 15 dak, 65°C 60
saniye) uzama basmagi (96°C 15 saniye, 61°C 50 saniye, 72°C de 30 saniye)
basamagini kapsayan PCR programi ile HLA-A, -B, -C lokuslarindaki hastanin HLA
antijenlerinin amplikonlar1 elde edildi, Amplikonlar %2’lik agaroz jel elektroforezinde
10-15 dakika yiiriitiildii. Yiriitme isleminden sonra bantlar transimilatdr cihazinda
gortintiilendi. Skor programi (Helmbery Score 3.318T) kullanilarak doku tiplendirmesi
yapildi. Sekil -7 de HLA A, -B, -C lokuslarindaki HLA allellerinin amplifiye olmus
kontrol bandma ilave bir bant ile goriinmektedir. (i-kontrol bandi, ii-amplifiye bant)
Sekil-7°de amplifiye olan bandin hangi HLA antijenine ait oldugu Tablo-3 deki lokus

haritalarindan ya da Helmbery Score 3.318T programindan belirlendi.

Sekil 7. PCR—SSP yontemiyle HLA Simnif I doku tiplendirme eeaksiyon bant goriintiileri
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Tablo3. PCR-SSP analiz tablosu

Tube No. 1]2[3[a[5]6[7]8]9 [10]11[12][13[14[15]16] 17 [18[19]20[21]22]23[24
1H|1G|1F|1E|[1D|1C|[1B|1A|2H|2@| 2F |2E|2D|2C|2B|2A| 3H |3G|8F | 3E[3D|3C|3B|3A
Size of PCR Product [bp] - | 80 |135|230| 480| 210| 210| 95 |200| 475| 75 ;g 95 |200( 50 : 260| 200|155 140|375 | 70 ’.:

A Allele Specifici Ser. Type
Control B -
'A°0101-09,11N,14-16N,18N,20,22-30 AT, -, (Null)

A'0110,21 -
A'0112,19/1117,19 5
A'0113,17 -
'A"0201-09,11-16,18-26,28-33,36-41,43-47,49,51 53N, 54,57-60,63-72,74
80,82-86,88-92,94,96-99, 9201,02,04-07,09,11,13N,15,16,18-21,23,25- A2, -, A203, (Null)
28,30-34
A°020109,0117,42,48,61 -
A°0210,52,73,93,95, 9214,17 A210, -
A"0217, 9208 I G | A2
A*0227 -
A"0234,3501,56,62 A2, -
A*0250, 9222 6810,13,14,30 A2/-
A"0255 -
A"0281,87, 9212,24 -
A'9210 -
A"0301-04,07,00,11N,13-17,19-31,33-35,37,38 A3, -, (Null)
A"0305,06,10/ 023502,3503, 9203 A3, -
A"0308,12,32,36N -
A"0318 H | -
A*1101-03,05-07,09,13-15,20-22,26,27,29,30,32 A1, - (Null)
A*1104 A1
A*1108,23-25,31 -
A1110 Al
A1 5
A1112,18 -
A1116 -
'A"2301,03-08N,10-13,15,16 / 241301,18 8 A23(9), -, (Null), -
A"2300 / 2424 TR
A"2314 /241302,14,15,51-54,57,64 / 9229 -1 A24(9), -
'A"2402,03,05-07,00-11N,17,20-23,25-27,30,32-41,43,45N-50,55,56, 58- 'A24(9), A9, A2403,
63,66,68-81,83N / 2302 * (Null), -
A"2404,08,28,29,31,42,67 A24(9), -
A"2419 -
A'2444 -
A'2482 8 .
A"2501,05 0 AZ5(10), -
A*2502 9 10 A10
A"2503 0 8 -
A"2504 9 10 -
A'2506 0 -
A"2601,02,10-12,14,15,17,18,23-28,32,35 9 'A26(10), A10, (Null), -
A"2603,05,06,21,30 9 A26(10)
A"2604,09,29,34 9 A26(10), -
A"2607,16,20 A26(10), -
A"2608 9 A26(10), -
A"2613,33 -
A"2619 -
A"2622 .
A'2631 9 wp
'A"2901-06,08N,00-12,15-17 A29(19), (Nul), -
A"2907 6 2
A'2913 -
A"3001-20,23,24 A30(19), -
A'3022 N | -
A"3101-06,00,11-20/ 2914 A31(19), -/ -
A'3107,10 -
A"3108 -
A'3121 B
'A"3201-03,06,08-15 8 A32(19), -
A*3204 8 B
A"3205 8 8 -
A"3207 B
A"3301-07,10-13 A3(19), -
A"3308,09 -
A"3401-06 9 A34(10), -
A'3407 9 -
A"3408 .
A"3601,03 A36, -
A"3602 5
A"3604 B
A"4301 A43
A°6601,04,06 9 AG6(10), -
A"6602,03 9 A66(10), A10
A'6605 9 -
A°6801-04,06-09,11N,16-19,21-28,31-41 9 'AG8(28), A28, Null, -
A"6805,15,20 9 EREE A68(28), -
A'6812 9 A28
A"6829 9 8
A"6901 9 A69(28)
A"7401-09,11,12N 0 AT4(19), -, (Nul)
A'7410 ]
A"8001 AB0
Tube No. 12 [3[4[5]6]7]8]09[10[11(12(13[14]15]16] 17 [18]19]20]21]22|23|24
1H|1G|1F[1E[1D|1C|1B|1A|2H L.!BF 2E|2D|2C|2B|2A| 3H |3Q|3F|3E|3D|3C|3B|3A
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Tablo 3. Devam

4l B ] g | 7 s I

0112,19/ 0217,9208,10/ 2302/ 9229/
03./ L1 FY) 2301,03-13/ 24. 23./24./
1 3204 / 3602 2419,44 / 2504 / 2608 241301,18,24 / 2807 3108 /3205
Zom ]
12: [ 13l 14
1110/25../26../ 0113,../0234,./03./ 1111/4301 0113,17/11../2419/
34./66../ 3408 // 25../26../
17: I
2482/2913,14/ 0227 /1104 / ..
3. S 33, /6828 36.. 0255 / 2603,05,.../
6805,...
o o — o |
o ] |
@b
28* 20 [ 30 I 31 [l 32 [l
13./ 1401,07N / 2712,16 / 1402,../ 3526 / 1309 /1501-02,04-../
3707/ 4015,../ 4805,08,15 / 08. 1536,89 / 4408,57 14. 3801,../ 3901,03,... 3805 / 3904 3546 / 4021/ 4601,./
4 5712
[ewepic ] ewec ] 0B 10 [ewboic ]
T |
33 o | 33 30 [ 40
1503,09,10,18,23,.../ 1502,./1822/35./ .../ 1516,17,67,95 350202,2002 /
4012 53./../57./88.. 1512,14,19,../3545,../ 1513,16,17,23,... 18.. f
5 /43 /5807
800bp1C Cewowie ] |[Ceme ]
20 a7 23
14../38../ 07./08./14./39./
3901,03,../ 40./41./42./45./
6 (4075) 48./50./67./73....
50*
13../3546,./ 4002,.. . & 1 3545,71/44../
44./47.. 42./44.././83.. 5142/5707 /83
7 9516,24 1314/ 4002,..
[ somic ] Y e |
[____125bp |
s8 I 59 62 [ 63 I 64
2724/4031,45/ 4013,19/4418,25,50/ ./49.150./51./ 52./ 4409, 13./15././40./ 41 150104370104 /
48./81... 49,... 52./55./.178 53./57./58.. 44./45./47./48./ 54, .. 54./55./59./
8 50../52..
Y Y o
65 I 66 I ad |
1516,17,.../
7. 58... 4a410w/82.
9
[ eomic ]
g | 75
o1.. 02../1511
10
[z ]
a1 a2 a3 I ol | 87 s
0413/0517/0728/ 06./18. 0501,03,.../ 0314/
0801,03,06,... 05../0605 /0810 / 0704,11,12/08.. 07../1214 08.. 1202,08,10,16,17
1" 1221
oo ] [Cemme ] |[Cwe ] |[Cemme ]
50 I 90 o1 93 I o4 I 95 I o6* I
0104,09/ 0205,17 /06../ 070107, ./ 080102 04../0708 /
120301,... 1203,.../1604 0611/0704.11,12.. 1208/15.. 16.. 17.. 18..
12 [_torotorc ]
B00bp IC 800bp IC 800bp IC B00bp IC
]
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3.2.2. Lenfositotoksitite Yontemi

HLA Smif 1 antijenlerinin belirlenmesinde serolojik  yontemlerden
mikrolenfositotoksit yontemidir. Calismamizda Fizik Tedavi, Dahiliye, Romatoloji ve
Ortopedi servislerinden AS 6n tanili hastalardan alinan kan 6rneklerinden izole edilen
lenfosit hiicreleri Smif I HLA antijenlerinin tayini i¢in anti HLA antikoru ile reaksiyona
sokuldu. Serolojik tayinlerde bireye ait lenfositler her bir kuyucugunda farkli anti HLA
antikoru olan Terasaki plak icine dokiildii ve antijen—antikor reaksiyonu tavsan
kompleman1 birlikte antijen—antikor-kompleman {i¢lii kompleksi meydana gelir.
Terasaki plaklarinin i¢inde kuyucuklarda bireye ait lenfosit ylizey antijenleri ile
reaksiyona girecek anti-serum bulunmuyorsa antijen—antikor kompleksi olusmayacaktir.
Kuyucuklara eklenen boya (Stain—fix), kompleman tarafindan zar gegirgenligi bozulan
lenfositlerin i¢cine gireceginden faz kontrast mikroskopta yapilan incelemede anti-
serumla ile baglanan lenfositler, bizim o bireye ait HLA Smf I antijenlerini
tanimlamamizi saglar.

Serolojik yontemler sadece HLA —A,- B,- C antijenlerini belirlemede kullanilir.
Bu yontemler basit ve hizli sonu¢ vermesine ragmen antijen antikor birlesmesine ve
kompleman bagimli olmasi, degerlendirmenin boya almis hiicre orani ile yapilmasi

dezavantajdir.

3.2.2.1. Lenfosit izolasyonu

Laboratuara bagvuran hastalardan 5 ml heparinli tiipe kan alindi. Esit miktarda
fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS) ilave edilerek 'z diliie edildi. Diliie edilen kan, 14
ml’lik plastik santrifiij tiiplerine konulan 4 ml fikol lizerine eklendi. 2600 rpm de 20

dakika santrifiij edildi. Olusan lenfosit halkas1 pastor pipetiyle ayr1 bir santrifiij tiipiine
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toplandi, 5 ml PBS ile 1800 rpm de santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi, Sml
amonyum kloriir ¢ozeltisinde 5 dakika bekletildi. 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant kismi atildiktan sonra 3 kez PBS ile 1000 rpm de hiicreler santrifiij edilerek
yikandi. Lenfositler 3 kez yikamadan sonra RPMI 1640+%10 fetal calf serumu ile pl da
4000 adet olacak sekilde sayildi.

Lenfosit izolasyonu yapilan kisinin lenfosit hiicreleri Terasaki plaklarindaki
kuyucuklara dokiildii (Sekil 8.). 30 dakika siiresince inkiibasyona birakildi. Bu siire
sonunda biitiin kuyucuklara 5ul tavsan komplemani ilave edilip 1 saat bekletildi.
Inkiibasyona siiresi dolduktan sonra biitiin kuyucuklara soft drop ydntemi ile boya
dokiildii. Sonuglar invert 151k mikroskobunda degerlendirildi. Daha sonra faz kontrast
mikroskobunda hiicreler siyah canli parlak olarak goriiliir. Antijen antikor reaksiyonu
olmayan hiicrelerde boyanma olmazken, antijen-antikor reaksiyonu goriilen hiicrelerde
boyan ma oldu. Eger kuyucuklarda %100 boyanmis hiicreler varsa 8, %60 ise 6, %50’

de 4, %25°de 2, hiicreler boya almamissa 1 olarak skorlandi.
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Sekil 8. Terasaki plagi
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4. BULGULAR

Calismamizda Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Fizik
Tedavi servisi, Dahiliye, Romatoloji ve Ortopedi servilerinden Ankilozan Spondilit 6n
tanist ile takip edilen ve rutin tetkik olarak HLA-B27 istemiyle hastalardan alinan kan
orneklerinden HLA Smif I doku tiplendirmesi (PCR—SSP ve Serolojik yontemler ile
yapildi. Bu hasta grubundan HLA-B27 + olan AS 6n tanili bireyler ¢alismaya katilmadi,
HLA-B27 negatif olan AS 6n tanil1 189 kisinin HLA A-B-C lokuslar1 analiz edildi, Ek-
1 ‘de, AS 6n tanili hastalarm HLA Sinif I antijenleri gosterilmistir. Ek-2’de Kontrol
grubu kemik iligi ve bobrek nakli bekleme listesinde yer alan 93 saglikli vericilerin
HLA Smif I antijenleri verilmistir. HLA-B27 negatif AS 6n tanili hastalarda Siif 1
dagiliminin belirlenmesi i¢in kontrol grubuyla karsilastirilarak istatiksel analizler
yapildi. AS 6n tanili ve kontrol grubunun her bir alleli i¢in ayr1 frekans degerleri, ki-
kare testi, onemlilik degerleri (p) ve odds oram1 (OR) degerleri bulundu. Tablo 4 ‘de
HLA-B27 ‘si negatif AS 0n tanili hastalarin ve kontrol grubunun HLA -A alleleri i¢in
frekans degerleri, frekans ylizdeleri, ki-kare testi degerleri, p 6nemlilik, OR degerleri
ve giliven araliklar1 verilmistir. Tablo 5’de HLA-B27 si negatif AS 6n tanili hastalarin
ve kontrol grubunun HLA-B allelleri igin frekans degerleri, frekans yiizdeleri, ki-kare
testi degerleri, p onemlilik, odds oran1 (OR) degerleri ve giiven araliklar1 verilmistir.
Tablo 6’da HLA-B27 si negatif AS 6n tanili hastalarin ve kontrol grubunun HLA-C
allelleri icin frekans degerleri, frekans yiizdeleri, ki-kare testi degerleri, p onemlilik,
odds orani (OR) degerleri ve giiven araliklar1 verilmistir Veriler SPSS 13. 0 /Windows
programina gore analiz edilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak HLA-B27 disinda HLA
Smif I antijenlerinin AS ile iliskisi istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. AS 6n
tanil1 ve kontrol grubunda bulunan HLA-A antijen dagilimi, kontrol grubundaki HLA-A
antijen dagilimidan farklihik gostermemistir. Aymi sekilde HLA-B ve HLA-C
antijenlerin de AS on tanili hasta ve kontroller karsilastirildiginda istatistiksel bir fark

gozlenmemistir.



Tablo 4. HLA A antijenlerinin189 AS 6n tanili HLA-B27 negatif ve 93 kontrol olgusunda goriilen fenotip sikligi

A . HASTA HASTA KONTROL | KONTROL Ki-KARE P OR GfJVEl}I
ALLELLERI FREKANSI YUZDESI FREKANSI YUZDESI ARALIGI

Al 33 8.7 20 10.8 0.599 0.439] 0.980| 0.768 -1.900
A2 81 21.4 33 17.7 1.051 0.305| 1.264| 0.807-1.982
A3 44 11.6 22 11.9 0.040 0.948 | 0.982| 0.570-1.693
A7 1 0.3 0. 0 0.493 0.483

All 37 0.8 15 8.1 0.443 0.506| 1.237| 0.660-2.317
Al9 3 0.8 0. 0 1.484 0.223

A20 1 0.3 0. 0 0.493 0.483

A23 13 3.4 10 54 1.196 0.274| 0.627| 0.270-1.456
A24 62 16.4 36 19.4 0.757 0.3841 0.818| 0.519-1.288
A25 1 0.3 1. 0.5 0.263 0.608| 0.491| 0.031-7.889
A26 22 5.8 12 6.5 0.888 0.767| 0.896| 0.433-1.853
A29 10 2.6 5 2.7 0.001 0976 0.984| 0.331-2.920
A30 14 3.7 8 4.3 1.119 0.730| 0.556| 0.352-2.078
A31 4 1.1 1 0.5 0.384 0.535] 1.979]0.220 - 17.826
A32 18 4.8 6 3.2 0.722 0.395] 1.500| 0.585-3.844
A33 10 2.6 2 1.1 1.476 0.2241 2.500] 0.542 - 11.528
A36 1 0.3 0 0 0.493 0.483

A62 1 0.3 0 0 0.493 0.483

A68 21 5.6 15 8.1 1.313 0.252| 0.671| 0.337-1.333
A69 1 0.3 0 0 0.493 0.483
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Tablo S. HLA B antijenlerinin189 AS 6n tanili HLA-B27 negatif ve 93 kontrol olgusunda goriilen fenotip sikligi
B . HASTA I-EASTA ] KONTROL K(.).NTRO.L Ki -KARE P OR GI“JVENV
ALLELERI FREKANSI YUZDESI FREKANSI YUZDESI ARALIGI

B6 1 0.3 0 0 0.493 0.483 | 1.178| 0.506 - 2.762
B7 19 5.0 8 4.3 0.144 0.704| 1.178| 0.506 - 2.762
B8 16 4.2 11 5.9 0.773 0.379| 0.703 | 0.320 - 1.547
B11 1 0.3 0 0 0.493 0.483
B13 17 4.5 6 32 0.515 0.473| 1.413 | 0.548 - 3.645
B14 6 1.6 0 0 2.984 0.084
B17 1 0.3 0 0 0.493 0.483
B18 14 3.7 8 4.3 0.119 0.730| 0.856| 0.352-2.078
B22 1 0.3 0 0 0.493 0.483
B35 72 19.0 35 18.8 0.004 0.948| 1.015| 0.648 - 1.590
B37 1 0.3 1 0.5 0.263 0.608| 0.491| 0.031 - 7.889
B38 17 4.5 5 2.7 1.088 0.297| 1.705| 0.619 - 4.694
B39 3 0.8 3 1.6 0.795 0.373| 0.488| 0.098 - 2.441
B40 1 0.3 0 0 0.493 0.483
B41 15 4.0 8 4.3 0.035 0.851| 0919 0.383-2.209
B42 1 0.3 0 0 0.493 0.483
B44 32 8.5 17 9.1 0.071 0.7891 0.919| 0.496 - 1.703
B45 1 0.3 0 0 0.493 0.483
B47 1 0.3 0 0 0.493 0.483
B49 14 3.7 7 3.8 0.001 0.972| 0.984| 0.390 - 2.480
B50 10 2.6 8 4.3 1.106 0.293| 0.805| 0.235-1.558
B51 81 21.4 31 16.7 1.776 0.183| 1.364| 0.863 -2.154
B52 7 1.9 10 5.4 5.297 0.021| 0.332| 0.124 - 0.887
B53 2 0.5 1 0.5 0.000 0.990| 0.984| 0.891 -0.922
B5S 8 2.1 5 2.7 0.181 0.671| 0.783| 0.252-2.426
B56 2 0.5 0 0 0.988 0.320
B57 3 0.8 2 1.1 0.113 0.737] 0.736| 0.122 - 4.443
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Tablo S Devami HLA B antijenlerinin189 AS 6n tanili HLA-B27 negatif ve 93 kontrol olgusunda goriilen fenotip sikligi

B . HASTA HASTA KONTROL | KONTROL Ki -KARE P OR GfJVEl}I
ALLELERI FREKANSI YUZDESI FREKANSI | YUZDESI ARALIGI
B58 2 0.5 4 2.2 3.114 0.078 0.242] 0.044 -1.334
B60 7 1.9 2 1.1 0.479 0.489 1.736| 0.357 - 8.349
B61 1 0.3 0 0 0.493 0.483
B62 5 1.3 3 1.6 0.075 0.7841 0.818] 0.193 -3.459
B63 9 2.4 4 2.2 0.029 0.854| 1.110] 0.337-3.652
B64 1 0.3 0 0 0.493 0.483
B65 4 1.1 0 0 1.962 0.159
B68 2 0.5 0 0 0.988 0.320| 0.995] 0.987-1.002
B33 0 0 1 0.5 2.036 0.154
B54 0 0 1 0.5 2.036 0.154
B66 0 0 1 0.5 2.036 0.154
B73 0 0 3 1.6 6.129 0.134
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Tablo 6. HLA C antijenlerinin189 AS 6n tanili HLA-B27 negatif ve 93 kontrol olgusunda goriilen fenotip sikligi

HLAC HASTA HASTA KONT KONTROL Ki-KARE P OR GfJVEl}I
ALLELLERI | FREKANSI YUZDESI FREKANSI | YUZDESI DEGERI ARALIGI
Cwl 14 3.7 5 2.7 0.574 0.449 1.495 10.525-4.260
Cw2 3 0.8 3 1.6 0.666 0.415 0.516 ]0.103 -2.599
Cw3 19 5.0 7 3.8 0.586 0.408 1.456 10.594 -3.578
Cw4 73 19.3 34 18.3 0.454 0.500 1.183 10.725-1.929
Cws 19 5.0 13 7.8 0.522 0.430 0.742 10.352-1.562
Cwb 29 7.7 17 9.1 0.163 0.686 0.875 10.459-1.670
Cw7 53 14.0 34 18.3 1.177 0.278 0.756 |0.456 - 1.254
Cw8 4 1.1 0 0 2.116 0.140
Cwl7 6 1.6 2 11 0.316 0.574 1.584 10.315-7.976

S¢
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5. TARTISMA

Genetik caligmalarda belli HLA allellerine sahip olan bireylerin, bu allellere
sahip olmayan bireylere gore bazi otoimmiin hastaliklara daha yatkin olduklar:
belirlenmistir. Bunun en iyi 6rnegi; Ankilozan Spondilit ve HLA-B27 iligkisidir.
Tahminen hasta bireylerin %90°n1 bu alleli tasirken, kontrol 6rnegindeki siklig1 %9’dur.
HLA-B27 ‘ye ilave olarak diger Smif I ve Smif II HLA genlerinin AS’in gelisiminde
veya yatkmliginda rol oynayabilecegi diistiniilmiistiir .***

Diger bir otoimmiin hastalik olan Tip I Diabet Pankreasda insiilin iireten 3
hiicrelerindeki harabiyet sonucu olusan bir otoimmiin hastaliktir. Tip I Diabetli
hastalarin %95’den fazlas1 DR3-DR4 tagiyicisidir.'

1970'lerden Once bu tip hastaliklarin etyolojileri ve genetik karakterleri hakkinda
cok az bilgi vardi . ilk olarak 1973'de Londra'da Brevverton ve arkadaslari, Los
Angeles'da Schlosstein ve arkadaslar1 tarafindan HLA-B27 iliskisinin birbirinden
bagimsiz ve es zamanli olarak kesfedilmesi onemli bir gelisme olmustur. AS ve HLA-
B27 arasindaki dnemli orandaki birliktelik hastaligin etyopatogenezinin anlagilmasinda
onemli katkilar saglamistir 5162 Oneelikle AS'nin RA' ten farkli bir hastalik oldugu agik
bir sekilde ortaya konmus olup, yeni Siniflama kriterlerinin gelistirilmesi i¢in bir adim
atilmigtir. Ayrica genetik bir belirteg olan HLA-B27 iligkisinin ortaya konmasi
hastahigin ailesel karakterli olduguna dair diisiinceyi gii¢lendirmistir.®*%

Bluestone, Terasaki ve arkadaslar1 1988 yilinda yaptiklari calismalarda AS’li
hastalarin %95 inde HLA-B27 pozitif bulmuslardir. HLA-B27 nin kesfi sadece belirgin
patogenetik etkilerinden degil, ayn1 zamanda Oonemli bir tanisal ve prognostik arag

oldugu i¢cin doniim noktasi olan bir bulus olmustur. Bundan yola ¢ikilarak yapilan

sonraki bir¢cok arastirmada da ayni sonuglar elde edilmistir. Yapilan bir ¢caligmada genel
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Kafkas popiilasyonunda HLA-B27 yaklasik %8 oraninda pozitif bulunurken, AS'li
Kafkas hastalarda ise bu oranin %90-95 oldugu bildirilmistir. HLA-B27 iliskisinde
farkli irk ve etnik gruplarda anlamli farkliliklar oldugu goriilmiistiir.®"

Cogu romatizmal hastaligin c¢evre ile genetik etkilesim sonucu olustugu
bilinmektedir. Spondiloartrit ve 6zellikle AS bu etkilesimin en 1yi orneklerindendir.
Otuz yildan uzun bir siire dnce HLA-B27'nin AS ile olan iligkisinin tanimlanmasi;
modern genetik analiz caginda HLA ve diger genetik belirteclerin romatizmal
hastaliklarla olan iliskisinin arastirilmasinda doniim noktasi olusturmustur.*®*” Bazi
olgularda daha az sonu¢ vermekle birlikte, cogu AS'li olguda ve diger bazi romatizmal
hastaliklarin belirlenmesinde, genetik belirteglerin kullanilmasi giivenilirdir. HLA-B27
testi siklikla tanida kullanilmaktadir. AS'nin HLA-B27 ile iliskisi herediter bir belirtecin
herhangi bir hastalikla iligkisinin en giizel 6rmeklerinden birini teskil etmektedir.

Bununla birlikte geride bir ¢ok cevapsiz soru hala giincelligini korumaktadir.
HLA-B27'nin AS'ye neden oldugu mekanizma giiniimiizde de tam olarak
anlasilamamustir.  Ustelik ¢ogu HLA-B27 pozitif bireylerde AS yada diger
spondiloartropatiler hi¢ gelismeyebilecegi gibi AS'li hastalarin %35-10'unda HLA-B27
negatif olabilmektedir.*® HLA-B27 pozitif olan hastalar ile HLA-B27 negatif olanlarin
etyopatogenezinin ayni olup olmadigi da netlik kazanmamustir. Bazi etnik gruplarda
(Afrika kokenli, vb.), AS'li hastalarin yariya yakmmda HLA-B27 negatiftir.*® Sonug
olarak genetik yatkiligi olan bireylerde spondiliti baslatan tetikleyicilerin ne oldugu
hakkindaki bilgiler ¢ok azdwr. Bu zamana kadar yapilan caligmalar, HLA-B27'nin
spondiloartrit riskinin sadece bir kismini agiklayabildigini 6ne sirmektedir.*® Genel
popiilasyonda HLA-B27 pozitif kisilerin %5'den az1 spondiloartrit gelistirir. Ote yandan

AS' 11 hastalarin HLA-B27 pozitif akrabalarinin %20'sinde spondiloartrit geligmektedir.



38

Aile ¢aligmalart HLA-B27 nin spondiloartritler igin tiim genetik riskin %37'sini teskil
ettigini 6ne sirmektedir. **

AS 'de ayn1 zamanda B27'ye ilave olarak diger MHC genlerinin de etkili
olabilecegi gosterilmistir. Bu genleri tanimlama oldukc¢a komplekstir. Genis sistematik
calismalar hala devam etmektedir. Bununla birlikte bugiine kadar MHC gen
calismalarinda, HLA-B27 disinda MHC genetik etkilerinin varligmin AS' ye yatkinligi
arttirdigma dair gii¢lii kamitlar vardir.®

HLA DRBI1*01 ve HLA DRB1*04 alellerinin AS'ye ek yatkinlik sagladiklar:
gosterilmistir. Bununla birlikte HLA-B27 haplotipleriyle baglanti, AS spondiloartritlere
yatkinlhiga bagimsiz katkinin ayirt edilmesini zorlastirmaktadir. Ayrica AS zemininde
iiveit ve juvenil baslangiclt AS'ye yatkinlikta HLADRB1*08’de gosterilmistir. Jiivenil
baslangicli AS hastalarmda HLADPBI*0301'in etkisi 6ne siiriilmiis ancak herhangi bir
bu konu netlik kazanmamustir.”™’

AS insidans1 farkli cografik bolgelerde ve etnik grup ve cinsiyete gore
degiskenlik gosterdigi ortaya konulmustur. Yapilan c¢alismalarda kadimnlarla
karsilastirildiginda erkeklerde insidansin 2-3 kat daha fazla oldugu gosterilmistir.
Ortalama baslangi¢ yasinin 3. dekatta oldugu ve tanida gecikmenin 2 ila 5 yil arasinda
degistigi gosterilmistir. Prevalans analizleri yapilirken 6nemli bir faktér HLA-B27
dagilimi ve hastaligin prevalansini etkileyen subtipleridir. B27’ nin en yiliksek dagilim
gosterdigi yer Papua Yeni Ginedir ve burada yasayan Pawaia adinda bir kabileye aittir
(%53). Bati Kanada adalarinda %350, Sibirya eskimolarinda %40 olarak rapor
edilmistir. ***

Diinyada cesitli populasyon gruplarmnda HLA-B27 prevalansi, Kafkas halk

gruplarinda ve Tiirklerde %7.8, Kuzey Iskandinavya’da %10-16, Giineydogu Asya’da
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%4-12, Polinezya’da % 0-3, Afrika halk gruplarina 6rnek olarakta Kuzey Afrikada %]1-
5 olarak dagilim gostermektedir. Buna karsin HLA-B27 genetiksel olarak Giiney
Amerika, Giliney Afrika ve Bati Polinesya populasyonlarnda hemen hemen hig
yoktur.”*’

AS’de HLA-B27 siklig1 ¢esitli popiilasyonlarda incelenmistir. Schumacher ve
ark. HLA-B27 prevelansim AS’de %100 olarak bulmuslardir *®. Yine 51 Kuzey
Hindistan’l1 ve 11 Norveg’li AS’li hasta ile yapilan ¢alismalarda bu oran sirasiyla %94
ve %91 olarak bildirilmistir.””'®

Ulkemizde Sarpel ve ark. yapmis oldugu bir calismada HLA-B27 pozitifligi 87
AS’li hastada %77 olarak bildirilmistir ."”" Yildirim ve ark.nin i¢ Anadolu bblgesinde
yapmis olduklar1 c¢aliyjmada AS’li hastalarda HLA-B27 pozitifligi %58.1 olarak
belirlenmistir.'**

Ulkemizde tiim Tiirkiye’yi igine alan genis caphh HLA dagilimi analizleri
bulunmamaktadir. Daha ¢ok bolgesel ve dar kapsamli ¢alismalar vardir. Ulkemizde
bizim ¢alismamiza benzer, AS’li HLA-B27 disinda HLA alellerinin arastirildigi bir
calismaya rastlanmamistir.

Netice olarak HLA Sinif I genleri ve AS arasindaki iligki belirtildigi gibi iy1
bilinmektedir, buna ilave olarak HLA-B27 disinda diger Smif I ve Smif II HLA
genlerinin AS gelisiminde ve yatkinliginda rol oynayabilecegi ile ilgili net bir bilgi
yoktur.'??

Bu calismamizda AS 0n tanisi ile laboratuarimiza HLA-B27 tetkiki istemiyle

gelen hastalarda HLA Smif I genlerini arastirdik ve kontrol grubuyla istatistiksel olarak

karsilagtirdik. Literatiirde HLA-B27 negatif olan AS’li hastalarda HLA-B60 ve B61
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sikligmin fazla oldugu rapor edilmisse de bu bilgiler daha genis hasta populasyonunda
teyit edilmemistir.'™

Calismamizda HLA B60 allel sikligin1 AS 6n tanili hastalarda istatistiksel olarak
kontrol grubundan farkli siklikta degildi. Ayrica AS’li HLA-B27 negatif hastalarda
HLA B7 ve B7 ile ¢apraz reaksyona giren antijenlerin (HLA B13-B22-B27-B40) varligi
rapor edilmesine ragmen ¢alismamizda bu allellerle hastalik iliskisini istatistiksel olarak
anlamli bulamadik.'

Calismamizda HLA-B27 disinda aradigimiz diger bir HLA Sinif 1 genini AS’li
hastalarda sik bulsaydik, buldugumuz HL A antijenlerinin yapis1 ve peptit sunumu HLA-
B27 ile karsilastirilip anlamli benzerlik veya farkliliklarini izah ederek baska bir HLA

Smif I geninin AS’in etyopatolojisindeki yerini belirtecektik.
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EK-1. AS 6n tanili hasta grubunda HLA A, -B, -C lokuslarindaki antijenleri, kan
gruplar1 ve yaslari

A.S A LOKUSU B LOKUSU C LOKUSU Kan v
Grubu
M.A | A2 A2 B51 | B4l Cwl7 36
G.D | Al A2 B51 | B5I Cw7 53
MO | A2 A62 | B38 | B3S Cw3 BRh+ | 43
is A24 A29 | B7 B7 Cwé 13
G.E | A2 A24 | B51 | B39 ARh+ | 18
M.B | Al A24 | B18 | BS Cw7 BRh- | 35
E.C | All A68 | B51 | B38 Cw2 17
MO | A2 A3 B51 | B35 Cw4 40
D.U | A3 All | B38 | B35 Cw4 ARh- | 58
0.A | A2 A30 | B51 | Bs51 40
RY | A2 A26 | B38 | B38 Cw3 24
E.U | Al A3 B57 | B35 Cw4 10
A K | A2 A20 | B51 | B38 14
0.A | A29 A32 | B7 B51 Cw7 ARh+ | 30
R.B | A2 A24 | B56 | B35 Cw3 Cw4 45
S.T | A3 A33 | B51 | Bs1 ABRh+| 21
S.A | A2 All | B51 | B35 Cw4 BRh- | 43
M.A | A2 A3 B44 | B4l Cwl7 | Cws | BRh+ | 41
O0.B | A3 A24 | B51 | BIS 47
Z.D | All A23 | B44 | B4l Cw7 37
S.T | All A68 | B52 | B35 Cw4 26
S.s | Al A32 | BS B63 Cw7 ARh+ | 28
N.T | A3 A29 | B44 | B35 Cw4 36
Uy | A2 A2 B51 | B51 ARh+ | 16
LA | Al A23 | B49 | B37 Cw7 Cw6 | ARh+ | 46
C.E | A3 A68 | B51 | B7 Cw7 ARh+ | 44
Y.A | A2 A2 B44 | BIS Cw5 ARh+ | 31
F.G | Al A26 | B35 | B35 Cw4 ARh+ | 33
N.Y | A2 A26 | B51 | Bs1 ORh+ | 27
F.K | All A33 | B35 | B35 Cw4 52
HC | Al All | B51 | B5S8 Cw3 ARh+ | 34
E.A | Al A2 B63 | B38 18
M.B | A3 A24 | B7 B35 Cw7 30
F.Y | A2 All | B52 | B38 20
E.G | A2 A29 | B40 | B17 Cw2 46
M.H | A24 A68 | B35 | B4l Cw4 20
FK | A2 A2 B51 | BS Cw7 ARh- | 21
O.G | A23 A68 | BI3 | BI3 Cwé ABRh- | 37
S.A | A2 A26 | B51 | Bs1 ARh+ | 35
G.K | A3 All | B35 | B63 Cw4 ARh+ | 41
Z.K | A2 A3 B60 | B60 Cw3 30
N.K | A68 A33 | Bi4 | B35 Cw4 46




50

Ek-1. Devam
Kan
A.S A LOKUSU B LOKUSU C LOKUSU Yas
Grubu
T.K Al A3 B13 B49 Cwob Cw7 26
A.C A2 A68 B13 B65 Cwb 29
N. T A2 A33 B35 B35 Cw4 24
A. K A2 All B13 B65 Cws8 Cwb 32
G.1 A26 All B50 B35 Cw4 Cwb 25
A.B A32 A33 B8 B14 Cw7 39
T.O A2 A24 B51 B51 ABRh+| 41
A.E A2 A32 B44 B44 Cw5 Cw6 | ARh+ 30
A. O A32 A33 B52 B64 Cws8 Cws8 ABRh+| 38
M. A A2 A3 B51 B51 ARh+ 24
E.U A2 A2 B44 B44 Cw5 ARh+ 28
K. T A2 All B44 B35 Cw4 Cw5 ARh+ 8
M. D Al A68 B44 B39 Cw7 Cw5 23
S.C Al A24 B35 B41 Cw4 ORh+ 30
I.T A2 A2 B35 B51 Cw4 27
S.T All A68 B51 B51 35
A. K Al Al B41 B35 Cwl7 Cw4 | ARh+ 28
HY A2 A24 B51 B44 Cw5 24
S. A All A68 B51 B35 Cw4 ARh+ 18
F.B A68 A30 B51 B49 25
H.B A2 All B44 B44 Cw5 Cw7 78
MY A2 A3l B51 B35 Cw4 ARh+ 16
O.P A23 A26 B51 B38 ARh+ 36
G.H A3 A24 B8 B35 Cw4 Cw7 24
K. S A2 A26 B13 B35 Cw4 Cwb6 | ARh+ 36
B.Y A3 A26 B51 B44 Cw5 8
M. D A3 All B44 B35 Cw4 Cw7 ORh+ 36
M. K Al A24 B44 B41 Cwl7 Cw5 ORh+ 25
B.O A2 A24 B18 B39 Cw7 13
B.B A2 A24 B51 B38 Cw4 Cw7 43
T.0O A2 A24 B44 B35 Cw4 34
M. G A24 A24 B62 B35 Cw3 Cw5 19
E.E A2 A2 B50 B51 Cwb 35
E. A A3 All B44 B35 Cw4 ORh+ 44
F.D A2 A23 B51 B49 Cw7 51
Z.D A3 A3 B51 B51 Cwl 27
T. A Al A29 B45 B55 Cwob Cwl 25
A. A A26 All B7 B49 Cw7 ORh+ 36
B. K A24 A26 B51 B62 Cwl 16
T.D A32 A68 B52 B35 Cw4 28
M. K Al A2 B8 B35 Cw4 Cw7 20
B. A A3 A68 B7 B35 Cw4 Cw7 50
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A.S | ALOKUSU | BLOKUSU C LOKUSU Kan Yas
Grubu
E.B | A24| A24 | B44 | B49 | Cw/ ARD+ 19
F.E | A1 | A68 | B52 | B52 | cw2 30
K.Y | A36| A68 | B63 | B49 | Cw4 AR+ 8
EM | A2 | A2 B44 | B35 | Cw4 Cw5 53
A.S | A1 | A31 | B51 | B63 15
M.B | A3 | A19 | B35 | B50 | Cw4 Cwé 24
H.K | A1 | A31 | B7 B35 | Cw7 Cw4 | ARh+ 12
A.G | A1 | A24 | B51 | B57 | Ccwé AR+ 26
B.Z | A19| A19 | B13 | B57 | Ccwe 30
Y.K | A2 | A2 Bil | B44 | Cw4 Cwl 30
N.E | A2 | A3 B51 | Bs1 ORh+ 39
M.D | A26| A29 | B7 B65 | Cw7 Cw8 24
K.A | A23| A31 | B49 | B35 | Cw4 Cw7 13
T.0 | A2 | A1l | B18 | B4l | Cwl7 28
K.C | A24| A26 | B62 | BIS | cw3 30
ED | A2 | A2 B35 | B51 | Cw4 19
B.Y | Al | A3 B62 | B63 | Cw3 40
N.P | A3 | A11 | BS B44 | Cw4 18
A K | A24| A30 | B13 | B35 | Cw4 AR+ 22
AP | A24| A26 | BS B35 | Cw4 Cw7 13
E.P | A11| A33 | B51 | B49 | cw7 28
E.B | A26| A26 | B51 | B55 | Cwl 28
EY | A3 | A30 | BS BI3 | Cwé Cw7 | ARh+ 13
G.A | A24| A24 | B50 | BI8 | Cwé ORh+ 37
A.O | A24| A30 | BI3 | BIS | Cwé ORh+ 22
ST | A2 | A3 B51 | Bs1 18
C.A | A2 | Aa11 | B5s1 | B50 | cwé 21
E.K | A3 | A24 | B51 | B35 | Cw4 15
F.S | A2 | A68 | BI3 | B35 | Cw4 Cwé 28
KK | A3 | A24 | B51 | B55 | Cwl 30
B.B | A24| A1l | B4 | Bes | Cws Cw7 20
D.E | Al | A3 BS BS | Cw7 18
AK | A2 | A24 | B55 | B51 | cwl 14
S.Y | A1 | A29 | B55 | B41 | cwi Cw7 13
M.P | A23| A24 | B51 | B44 | Cws ARh- 35
EY | A3 | A32 | B35 | B55 | Cw3 Cw4 | ARh+ 33
G.K | A1 | A32 | B47 | Bel | cwe 33
M.U | A32| A32 | B51 | B35 | Cw4 26
S.O0 | A24| A11 | B6 B50 | Cwé Cw7 37
EEO | A2 | A32 | B51 | BsI 40
BD | A1 | Al1 | B4l | B35 | Cw4 Cw7 59
0.C | A24| A11 | B51 | BsI 19
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Ek 1 Devam
Kan
A. S A LOKUSU B LOKUSU C LOKUSU Yas
Grubu
N.E | A24 A29 | B7 B35 Cw4 ARh- 41
U.A | All A7 B51 B56 Cwl AR+ 45
M.C | A2 A30 | B63 B51 Cwl 19
LA | A2 A24 | B4l B68 Cw3 21
S.C | Al A68 | B51 B53 Cw4 43
HT | A2 A2 B51 B35 Cw4 AR+ 37
M.E | A2 A30 | B4l B38 Cw7 AR+ 16
Z.Y | A2 A2 B41 B51 Cwl7 56
N.E | A3 All | B35 B51 Cw4 AR+ 40
M.Y | A2 A2 B7 B50 Cw7 Cw6 ARh- 24
N.K | A2 A3 B8 B60 Cw3 Cw7 43
D.G | A3 A24 | B35 B38 Cw4 30
KB | A2 A2 B51 B50 Cw6 27
K. A | A23 A30 | B49 B35 Cw4 Cw7 AR+ 14
N.O | All All | BS55 B35 Cw4 CW1 24
Y.T | Al A2 B8 B35 Cw4 Cw7 ABRh+ 28
Y.G | A2 A3 B51 B8 Cw7 55
S.D | Al A32 | B8 B22 Cw7 Cw3 30
A.B | A24 A32 | BI18 B35 Cw3 34
Z.C | A23 A32 | B35 B35 Cw4 24
D.B | A68 A24 | B44 B60 Cw3 Cw7 25
R.C | All A24 | B350 B35 Cw4 Cw6 27
AP | A3 A24 | B51 B63 Cw4 Cw7 30
P.A | A24 A24 | BI18 B60 Cw3 CWS5 53
H.G | A26 A30 | BI3 B13 Cw6 36
E.B | A23 A30 | BI3 B38 Cw6 35
R.M | Al A32 | B52 B35 Cw4 44
B.B | A2 A3 B44 B18 Cw5 61
C.B | A2 A30 | B51 B51 49
D.G. | A2 A24 | B4l B49 Cw7 21
Z.K | All A33 | B51 B14 Cw7 26
S.K | A24 A24 | BI18 B55 Cwl 18
S.K | A68 A30 | B35 B38 Cw4 23
M.B | A24 A24 | Bl4 B14 Cw7 48
HT | A2 A2 B7 B7 Cw7 20
Z.E | A2 A24 | B7 B60 Cw7 CW3 | ORh+ 20
S.E. | Al A23 | B49 B49 Cw7 23
B.S | A24 A26 | B35 B35 Cw4 51
Z.K | A3 All | B58 B51 Cw3 20
S.Y | A33 All | Bl4 B42 Cwl 54
D.C | A3 A24 | B51 B8 Cw4 BRh+ 42
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Ek-2 Kemik iligi ve bobrek nakli bekleyen hastalarm saglikli vericilerinin HLA A, -B, -
C lokuslarindaki antijenleri.

A.S A LOKUSU B LOKUSU C LOKUSU
Z.D. A26 | A68 | B62 B41 Cwl | Cw4
E.L Al A24 | B41 BI18 Cwl | Cw4
i A Al A24 | BS1 B57 Cwb

K. A. A3 A3 B35 B38 Cw4

A.S. A26 | A32 | B50 B51 Cw6

Z. K. Al All B35 B38

E.S A3 A23 B39 B49

S. H. Al A68 | B7 B44

E.S. A3 A24 | BS2 B44 Cw2

Y. S A24 | A3 B52 B44 Cw2

F.D. Al A68 | B51 B58 Cw3

T.C. A24 | All B55 B35 Cw5

A.C. A2 A68 | BI3 B53 Cw4

N. S. A2 A24 | B35 B38

S. A. All A30 | BS B35 Cwd | Cw7
A.S. A26 | A30 | B44 B51 Cw5

E.G. A2 A2 B63 B63 Cw4

B. P. A2 A31 B52 B63 Cw7

B.S. All A33 B50 B35 Cwd | Cwé
M. D. A24 | All BS B50 Cw6 | Cw7
E.D A30 | A68 | BI3 B41 Cw7

N.T. A2 A68 | B51 B55 Cwl

H. K. Al A68 | BI3 B35 Cwd | Cwé
S. C. A24 | A29 | B7 B50 Cw6

E.E. A3 A30 | B4l B57 Cw6 | Cw7
C. 0. A24 | A33 B7 B66 Cw7 | Cws
A. 0. A24 | A26 | B44 B51 Cw6

C.B. Al All B58 B60 Cw3 | Cw7
R. A. A26 | A29 | B7 B18 Cws | Cw7
S. A. A2 A32 | B7 B51 Cw7

S. A. Al A24 | B7 B35 Cwd | Cw7
HY. Al A2 B51 B50 Cw6

C. K. A2 A3 B35 B49 Cwd | Cw7
M. H. A.| A3 A24 | BS B51 Cwd | Cw7
ARA | A2 A3 BS B35 Cwd | Cw7
i A Al A24 | BSI1 B60 Cw3

B.T A2 A24 | B35 B52 Cw4

N. A. A2 A23 B55 B50 Cwd | Cwé
S. G. All A24 | B35 B51 Cw4

S. S. A2 A3 B35 B44

L.G A2 A24 | BS2 B52

M. A A23 A68 | B35 B49 Cw4d | Cw7
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EK-2 Devam
A.S A. LOKUSU B LOKUSU C LOKUSU

Al A23 B44 B73

A2 A23 B44 B39

A24 A32 B7 B39 Cw7

A2 A68 B35 B51 Cw4

A2 All B51 B52

Al A23 B35 B63 Cw4 Cw7
A2 A24 B51 B49 Cw7

A2 A30 B8 B35 Cw4 Cw7
Al All B41 B35 Cwl Cw7
A30 A68 B8 B35 Cw7 Cw4

All A24 B41 BS51
A68 A68 B51 B55 Cw3
All A23 B52 B49 Cw7
A25 A26 B38 B44 Cw4
All A24 BS51 B62 Cw3

Al Al B41 BS51 Cwl7

A23 A23 B49 B52 Cw7

A26 A32 B8 B35 Cw4 Cw7
A2 A24 B35 B37 Cw4 Cwb
A2 A3 B8 B35

A2 A32 B52 B72 Cw7

A3 A26 B18 B62 Cw3

Al A2 B8 B51 Cw7

Al A24 B18 B73 Cw7

Al A2 B73 B50 Cwb Cw7
A2 A3 B51 B51

A2 A30 B50 B13 Cwb

A3 A24 B18 BS51 Cw7

A2 All B35 B44 Cw5 Cw4

A24 A26 B44 BS51 Cw5
A24 A30 B13 B58 Cw5 Cwb
A29 A68 B44 B44 Cw3 Cwb
Al A26 B7 BS51 Cwb Cw7
A24 A68 B44 B35 Cw4 Cw5
A24 A29 B35 B44 Cw4 Cw5

A3 A24 B44 B35 Cw4 Cw5
A24 A29 B35 B55

A3 A23 B8 B33 Cw4 Cw7
A3 A3 B54 B35 Cwl Cw4

QNP PPN OV ONT T TR AP AP ORAAT 0PV « RO KT R0

PPULPEEPEOROWENNSH>N> PO HINTZL»>O D™

A24 All B51 B51
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EK-2 Devami
A. S A LOKUSU B LOKUSU C LOKUSU
A2 A26 B51 B51
A3 A32 B18 B58 Cw7

A24 A24 B35 B49 Cwd | Cw7
A24 A24 B35 B35 Cw4

A2 A3 B35 BS51 Cw4

A2 A24 B18 B51 Cw5

A2 A3 B18 B8 Cw7 | Cw5
A2 A24 B35 BS51 Cw4

All A68 B13 B41 Cw6 | Cwl7
Al A26 B38 B44 Cws | Cw7

mmHAT R QNN TE
PHRAT P08 T g

A2 A3 B35 B35 Cw2 | Cw4




