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Pohklstlk Over Sendromu nda HLA
Antijenleri Dagilimi
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éZET v

| Amag: Bu caligmada Polikistik Over Sendromu’nda immunogenetik orijini aragirmak amaciyla kontrol

grubundaki ve hastalardaki HLA sistemi antijenieri degerlendirilmiptir.

Gereg ve yintem: Bizim ¢aliymamiz Kadin-Dogum klinigine gonderilen 30 Polikistik Over sendromlu vaka
ve Sonmez G tarafindan bildirilen 3731 kisilik kontrol grubunu icermektedir. Vakalarin yas ortalamas: 20,67+4, 16
SD gseklindedir. 30 hastamizda minimum 35 giin siren arahiklarla adet géren oligomenoreli ve hirsutizmi olan
vakalarda, 2-6 cm gcapinda ve en az 10 adet folikil kistine sahip oimak, Polikistik over sendromunun teghisi icin bir
kriter olarak degerlendirildi

Bulgular: HLA-Al {(p .00), HLA-A2 (p .00), HLA-A3 (p .00), HLA-Al] (p .00) HLA-A23 (p .00), HLA-
Bl4 (p .01) HLA-BI8 (p .00), HLA-B51(5) (p .00), HLA-52(5) {p .00), HLA-CW2 (p .00), HLA-DRIS (p .00}
antijenlerinin variiginin Polikistik over sendromunun olugumu icin bir risk faktéri olabilecedi belirlendi.

Sonug: Codu arastirmada hastaliklarin etyopatogenezinde MHC antijenlerinin oldukca onemlii bir rol
oynadig ileri sirilmektedir. Biz de polikistik over sendromiu vakalar ile HLA antijenleri arasindaki iliskiye dikkat

cekmek tstiyoruz.
. Anahtar sbzcitkler: : Polikistik over sendromu, MHC, HLA, Histokompatibilite antijenleri.
S UMMARY
DISTRIBUTION OF HLA ANT IGENS IN CASES OF POLYCYSTIC OVARY SYNDROME

Purpose: Attempts were made Oon in this study to evaluate the distrubution of HLA system antigens in
case and control groups for the purpose of investigating the immunogenetic origin in the assessment of the
etiopathogenesis of polycystic ovary syndrome

Methods: Our study is comprised of 30 cases who referred to own Gynecology and Obstetrics clinic and a
control group consisting of 3731 subjects who reported by Sonmez G The mean age of cases is 20, 67 + 4,16 SD 30
of our cases had oligomenore. Hirsutizm and menstrual cyclus interval with minimum of 35 days Having a minimum
of 10 follicle cysts with 2-6 cm in diameter were used as a criterion for the diagnosis of polycystic ovary syndrome.
The correlation between polycystic ovary syndrome and HLA antigens was evaluated statistically.

Results: HLA-Al (p .00), HLA-A2 (p .00), HLA-A3 (p .00), HLA-All (p .00) HLA-A23 (p .00), HLA-
Bi4d (p .01), HLA-BI8 (p .00), HLA-B51(5) (p .00), HLA-52(5) (p .00), HLA-CW2 (p .00}, HLA-DR15 (p .00) were
assed as risk factors for the occurance of polycystic ovary syndrome

Conclusions: Most investigations supposed that the role played by MHC in the pathogenesis of diseases is
of considerable importance. So as a new finding, we want to point the importance of relationships between this
antigens and the cases of polycystic ovary syndrome.

Keywords: Polycystic ovary syndrome, MHC, HLA, Histocompatibility antigens.
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HLA tiplemesi yeni teknolojilerin tip
sektoriine girmesinden ¢ok biiyilkk oranda
etkilenen bir laboratuar testidir. Bu alandaki
molekiler tekniklerin tanitimi, dilzinelerce yeni
allellerin kesfine ve metodolojik geligimlerde

bir patlamaya yol agmistir. {lave olarak yeni

HLLA ve HLA benzeri gen iriinleri kesfedilmig
bulunmaktadir. Buna ragmen, HLA sistem
antijenlerinin  ¢ofunun  fonksiyonu hala
belirsizligini  korumaktadw HLA  antijenler
hiicrelerin ~ yiizeyinde  expresse  edilen
glhikoproteinlerdir. HLA antijenleninin  ana
fonksiyonu hiicrelere peptidleri. prezente etmek,
lenfositlerin stimulasyonunu ve killer-cell'lere
transformasyonunu saglamaktir. HLA
antijenlerinin viruslara kargi, immun savunma
vaninda, kendinden olmayan vyapilart ve
hilcreleri  tamimada da rol oynadikian
bilinmektedir.

Sonu¢ olarak HLA sistem antijenlen
allograftlaryn taninmasi ve rejeksiyonunda
major bir rol oynamaktadir. HLA sisteminin ¢ok
genis bir yelpazede polimofizm gosterdig
bilinmektedir. insan genomundaki bilinen en
polimorfik sistemdir. HLA tiplemesindeki en
son rutin HLA laboratuarlarindaki ¢alismalarin
kalitesint de etkilemistir. HLA-Class Il
tiplemesi icin molekiiler metodlar
standartlasmaya baslarmig, HLA Class | icinde
uygulamalara hemen gec¢ilmek Gzeredir.(1,2,3)

Polikistik over sendromunda folikiil
kistlerinin anatomik lokalizasyonunu, hormonal
etkilertm  ve ayrintili  fiziksel Ozelliklerini
belirlemenin  mimkiin olmasina ragmen
etivolojisini tam olarak agiklamak mimkin
degildir. Polikisttk over sendromunun ortaya
¢tkmasina neden olan mekanizma tam olarak
acikhiga kavusturuldudu zaman Onleyici ve
radikal tedavinin de yolu agiimis ofacaktir.
Polikistik over sendromuna neden olan
etiyolojik faktorler genetik ve endokrinolojik
faktorler veya  birden  fazla  faktdriin
etkilesiminin kombine bir roliiniin s6z konusu
olabileceginden bahsedilmektedir. Bu faktdrler;
veya bunlarin etkilesiminin sonuglarini daha iyi
aciklayabilmek i¢in bu g¢ahsmalarla 1lgil
immiunogenetik arastirmalann  arttirnnlmasinin
gerekliligi s6z konusudur. Polikistik over
sendromunur immunogenetik olarak
etiyopatogenezini kontrol etme eforlart daha
Penis bir perspektif saglayacaktir.
Immunogenetik  slireglerin  aydinlatiimastinin
dnemi polikistik over sendromlu vakalarin
¢oklugu ve Polikistik over sendromunun
onlenmesi, teshisi ve tedavisi gibi aktivitelerin

36

neden oldudu isglicti ve ekonomik rsev.iy_e kaybi

~dikkate alindiginda ortaya ¢ikacaktir. Molekiller

seviyede g¢evrenin organizma {izerinde bir
degisiklik yapabilmesi igin Oncelikle genetik
fakttrierin kontrolll altindaki immun sistem ile
etkilesime girmesi gerekmektedir. (4,5,6).
Organizmanmn reaksiyonu mmmun sistemin
cevabiyla belirlenir. Bir bagka deyiste immun
gistem organizmanin ¢evre ile etkilesiminde
temel rol oynar. Biltiin hastaliklarin ya genetik
veya ¢evre orijini ya da bu ikisinin olumsuz
etkilegimine bafh oldufu dilgiinlllecek olursa,

~ immunogenetik  aragtirmalarin  arttinilarak,
insanhfin Olimsizitik sirlart da dahil tiim

hastaliklarin  ¢bzUmilnlin  bu  siireglerin
irdelenmesine bagh oldugu ortadadir. Polikistik
over sendromunun ortaya ¢ikmasindan hem
genetik ve cevresel faktdrler, hem de bu

- faktorlerin etkilesimi sorumiudur.

GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada; Stnmez G tarafindan
bildirilen, (7) 3731 Kkisiden olusan kontrol
gubunun HLA antijenleri ile T.U Tip Fakiiltesi
Kadin -Dogum Hastaliklann polikliniginde
Polikistik over sendromu tams: almis 30
hastamn HLA tayinleri yapilarak istatistiki
metodlarla  degerfendiriimibtir. HLA
antijenlerinin tespitinde Terasaki mikrolenfosite
toksisite metodu  kullanilmustir.  Terasaki
mikrolenfosite  toksisite metodu agafida
anlatildigi gibidir.
Gereklt maddeler:
HBSS |
Tavgan kompleman:
Eozine
Formaldehid
Sivi parafin
Teresaki Plaklari
. Koyun eritrositleri
HLA-Class 1 Antijenierinin tespiti:
|-Hastanin en az 12 saat a¢ olmasi ve herhangi
bir ila¢ kullanmamiy olmas: gerekmektedir.
2-5 ml heparinize kan + 5 ml HBSS = 10 mi
(Kan + HBSS)
3-6 ml kan (Kan + HBSS) santnfii) tiipiinin
kenarindan 5 ml Lyomprep iizerine sizdinlir.
4-1500 rpm’de 30 dakika santrifije cdilir.
Eritrositler santrifilj tiplniln alt kisminda
toplanirken lenfositler Lyomprep’in {izerinde
beyaz bir bant olusturur.
5-Bu bant pasteur pipeti ile aspire edilir.
6-Uzerine 5 ml HBSS ilave edilir ve 1500
rpm’de 10 dakika santrifilje edilir.
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7-Siipemnatant . atlr. HBSS p#l‘l&tin tizerine

tekrar eklenir ve 1500 rpm'de 10 dakika
santrifiife edilir. A
B-Yikama iglemi il kez tekrar edilir.

 dilue edilir. |

Testin uygulanmas: o
I-Bide edilen lenfosit siispansiyonundan

tnceden hazirlanan Class 1 plagindaki her bir

kuyucuga 1 mikrolitre ilave edilir.

2-24 % C'de 30 dakika inkilbe edilir.

3-Class | plagindaki her bir kuyucuga S5

mikrolitre tavsan kompleman: jlave edilir.

4-24 ° C’de 60 dakika inkiibe edilir.

5- Plak Uzerinden tagan fazla parafin pastd

pipeti ile agpire edilir.. |

6- Class 1 plagindaki her bir kuyucuga 1

mikrolitre Eozin boyas ilave edilir. .

7-20 ° C*de 10 dakika inkiibe edilir.

8- Class | plagindaki her bir kuyucufa 3

mikrolitre Formaldehid boyas; ilave edilir. -

9- 3-5 dakika sonra faz kontrast mikroskop

altinda degerlendirilir.

10-Eozin ile boyanan hiicreler 6lil hiicrelerdir ve

(+) olarak deferlendirilirler.

HLA Class 1 amijenleninin tespiti:
B-lenfositlerin E - rozet yontemiyle izolasyonu
1. 5 ml HBSS iizerine 0.05 ml koyun eritrositi

ilave edilir.

2. Class | plan igin elde edilen mikst
lenfositlerin yeterli bir kismi alindiktan
sonra kalan kismu Qzerine koyun eritrositi +
HBSS kangimi eklenir.

3. 1000 rpm’de 2 dakika santrifiije edilir.

. 37°%C’de 15 dakika inkiibe edilir.

4
.S. Cok hafif hareketlerle calkalanir ve

hficrelerin karigmas saglanir ve daha sonra 5
- mi Lympoprep iizerine ilave edilir.
1500 rpm’de 30 dakika santrifiije edilir.
Olusan bant tizerinde sadece B-Lenfositler
kalir, Geriye kalan iglemler Class |
- antyjenlerinin tespitindeki gibidir.
Plaklarin hazirlanmas::
Plaklar 4zerine siv1 parafin doktilir.
Kuyucuklardan tagan parafin aspire edilir.
Class | veya Class Il plagindaki her bir
kuyucufa Hamilton pipeti ile 1 mikrolitre
HLA antikorlan ilave edilir.
4. Kuflanima hazir pekilde
stoklanabilir.
Verilerimiz 1ki bafimsiz grup icerisinden

~

W R -

20 ° C'de

(kontro! ve vaka) alinan dikotom degiskenlerden

olugmaktadir. Bununla birlikte X testinin
kullanimi  uygun  gorillmigstir.  Beklenen
frekansin en az birisinin 5° den daha az olmasi
durumunda 1se¢ Fischer’ Exact testi
kullaniimasgtir.

HLA antijenlerinin varlif ile polikistik over
sendromu arasindaki korelasyonu Olgmek icin
Odds ratio ve %95 gliven aralifn (CI)
kullantimigtir. Verilerin  deferlendiriimesinde
bilgisayar SSPS paket programi kullamimistir
(6,7)

BULGULAR:
Polikistik over sendromlu vakalarda hasta
ve kontrol gruplarindaki HLA antijenlerinin
dagilimi asagidaki Tablo I-V'de verilmektedir.

TABLO 1. Vaka ve Kontrol Gruplarindaki HLA-A Antijenleri Dagilimi

Antigens | Frctans | % | Frobams [ % | X' | F [ OR [ wesCie
A1 | 12 la4 ] 203 ]|2]693] 000 |25 | 117568
A2 | 23 [7s] 298 |45 [ 1228] 000 | 406 | 1651042
A3 | 12 la | e18 |22 ] 534 2.32
A1l | n 3] 786 | 141 | 000 | 367 [ 163816
| A2 | "6 [20] 147 | 4 | 22 | 000*** | 610 | 220-159
A | 3 ol 76 J21] | 013 | 042 ] 010144
A28 | 3 Tw] 618 [ 17 ] | 046**+ | 056 | 0.14-194
A% | 3 tiwo] 298 | 8 7 1072 ] 128 [ 030440
- An_ | 3 o] 23 [ s ] |02 ] 193] 046673
( * Odds Ratio - **  Confidence Interval **x Fisher Exact Test )
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TABLO 11 Vaka ve Kontrol Grup‘lanﬁda'ki HLA-B Aﬁﬁjén}lgri Dagithm

I
n:3731 |

Frekans [ % | Frekans | % | X: | P __| OR®

B4 | 5 116l 172 |5 ]

_B1s | 3 Ji0o] 196 ] 5 _

_Bi6 | 3 110 28 |7 ] _

| B17 | 2 16 ] 242 |6 ] _

B3 | 1t 137, 1225 |33/{02| 065 | 118 | 053262 |
_BsxS) | 6 j20 ] 67 | 2 { |o000* ]t '

(  * Qdds Ratio | **  Confidence Interval *** Fisher Exact Test )

TABLO 111, Vaka ve Kontrol Gruplarindaki HLA-C Antijenleri Dafihim

N B ) A
- (n:30 n:3731 -

Antigens | Frekans Frekans | % | X" | P | OR®
cwr | 4 |13 ] 178 | 05 | 10054%**] 307 | 090938
o cw2 | 9 ]3| 30 | 8 | 000> ]| 49 | 2061136
440 ] 12 ] 1 007> | 228 | 088562

Cwd | 14 J46] 1156 | 31 Jo26]| 061 | 118 [ 059237
( * Odds Ratio **  Confidence Interval **& Eisher Exact Test )

TABLO IV. Vaka ve Kontrol Gruplarindaki HLA-DR Antijenleri Dagihimi

e e T T T
(n:30) n:3731

Antigens Frekans | % | X' | P | OR* | %95CI**
DR2 | 8 126 | 81l | 22 042 [ 051 | 131 | 053310
 DR3 | st ] 901 | 24 Joor ]| 033 [ 063 | 021173
 DR4 [ 7 123 [ 1157 | 31 | 082
_DR7__ | 6 ]20] 1033 [ 28 [070 | 040 | 068 | 025-1.77 |
DR | 4 113 ] 354 | 9 [ | 052¢*+] 147 [ 043445
_DRIIG) | 13 a3 717 f 19 Jio6| 000 | 321 | 1477 |
( * Odds Ratio - ** Confidence Interval | - *** Fisher Exact Test )

TABLO V. Vaka ve Kontrol Gruplarindaki HLA-DQ Antijenleri .

_bor | 7 | 23 | 657 0.55-3.51

(  * Qdds Ratio ** Confidence Interval . | *%+ Fisher Exact Test )
38 Trakya Universitesi Tip Fakitltesi Dergisi 15(1): 1998
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HLA-B18 {p .00), HLA-BSI(5) (p .00), HLA-
52(S) (p .00), HLA-CW2 (p .00), HLA-DRI15 (p
.00) antijenlerinin varlifinin Polikistik over
sendromunun olugumu icin bir risk faktdro
oldugunu bulduk. |
- Sonug olarak HLA antijenlerinin
calisridifs populasyoniarda HLA antijenlerinin
heterojen bir dagilim s6z konusu olabilmektedir.
(9,10). Her ne kadar bulgulanmiz istatiksel
olarak anlamh olse da daha glivenilir sonuglara
ulagabilmek icin bu konuyla ilgili farkl
populasyonlarda yapiiacak
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(p .00), HLA-B14 (p .O1),

¢aligmalara ihtiyag oldugu gdz Onfinde
bulundurulmalidir. Aym1 etnik grubun yasadig
farkly bbigelerde HLA antijenleri ile yapilan
caligmalarda  bile farkli  sonuglar elde
edilebilmektedir. Bu farkli sonuglar, populasyon
iI¢i ve populasyonlar arasindaki genetik
farkhiliklardan kaynaklanmaktadir.

Polikistik Over Sendromu ve bazi HLA
antijenleri arasinda istatiksel olarak anlamh bire

bir iliskinin bulunmas: Polikistik Over
Sendromunun etyopatogenezinde Immu-
nogenetik faktOrierin ro} oynadigint

diisinditrmektedir. Polikistik Over Sendromu ve
bazi HLA antijenleri arasindaki iliskinin
netlestirilmes: i¢in  bu  konuyla ilgili yeni
caligmalarmn yapilmasi gereklidir.
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