Suleyman Demirel University
Journal of Health Sciences
Volume 12, Issue 3, 363 - 369, 2021

Siileyman Demirel Universitesi
Saglik Bilimleri Dergisi
Cilt 12, Sayi 3, 363 - 369, 2021

— e’

Ankilozan Spondilit On Tanili Hastalarda HLA-B27 Sikhg:

Kuyas HEKIMLER OZTURK *@ | Halil 6ZBAS '® | Muhammet Yusuf TEPEBASI 1® |

Pinar ASLAN KOSAR 2@

1 Suleyman Demirel Qniversitesi, Tip Fakultesi, Tibbi Genetik AD, Isparta, Turkiye
2Sileyman Demirel Universitesi, Tip Fakuiltesi, Tibbi Biyoloji AD, Isparta, Tlrkiye

POV FNANFNA
W WP W WS

OZET

Amag: Ankilozan spondilitin (AS) olusumunda genetik faktérlerin 6nemli oldugu kabul edilmistir. Hastaligin
patogenezinde rol alan en O6nemli genetik faktérlerden birinin insan I6kosit antijen (HLA)-B27 oldugu
bilinmektedir. Bu calismada AS 6n tanili hastalarda HLA-B27 sikliginin tespit ediimesi ve hastalarin demografik
ve laboratuvar bulgulari ile HLA-B27 arasindaki iliskinin karsilastirilmasi amaclandi.

Materyal-Metod: AS 6n tanili 64’'G erkek, 91'i kadin olmak lzere toplam 155 hasta gcalismaya dahil edildi.
Hastalarin poliklinik takip dosyalari geriye donik taranarak demografik 6zellikleri, genetik soyagaci bilgileri,
laboratuvar bulgulari ve HLA-B27 gen analizi sonuglari kaydedildi. Hastalarin HLA-B27 analizleri Real-Time
PCR yontemi ile yapildi.

Bulgular: Elde edilen bulgulara gére ¢alismaya alinan AS 6n tanili hastalarin 31’inde (%20) HLA-B27’nin pozitif
oldugu saptandi. Erkeklerde HLA-B27 pozitiflidi daha yiksekti (p=0,010). Yas ortalamas! cinsiyetler arasinda
fark gostermedi (p>0,05). HLA-B27 pozitif olanlarin yas ortalamasi negatif olanlara kiyasla anlamli derecede
disuktu (p=0,047). Serum CRP ve sedimentasyon seviyeleri HLA-B27 pozitifliginde belirleyici degildi (p>0,05).
HLA-B27 pozitif olan hastalarda aile 6ykisu olanlar olmayanlara kiyasla daha fazlaydi (p=0,000).

Sonug: AS semptomlarini tasiyan hastalarda HLA-B27 pozitiflik orani literatiirden farkh olarak diisiik bulundu.
Bu farkliligin, AS 6n tanili hastalarin galismaya dahil edilmesi, farkli hasta populasyonu, klinik varyasyonlar,
farkl etnik koken ve farkli genetik ve/veya cevresel faktorlerden kaynaklanmis olabilecegini distinmekteyiz.
Toplumumuzda AS hastalarinda HLA-B27 frekansini daha net ortaya koyabilmek icin kesin tani almis daha
genis hasta popuilasyonunda galismalara ihtiyag vardir.
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ABSTRACT

Objectives: Genetic factors have been acknowledged as crucial in ankylosing spondylitis (AS) genesis. Human
leukocyte antigen (HLA)-B27 known to play a role in the pathogenesis of the disease. In this study, it was aimed
to determine the frequency of HLA-B27 in patients with pre-diagnosis of AS and to compare the relationship
between demographic and laboratory findings and HLA-B27.

Material-Method: A total of 155 patients, 64 male and 91 female, with pre-diagnosis of AS were included in the
study. Demographic characteristics, pedigree information, laboratory findings and HLA-B27 gene analysis results
were recorded from the policlinic files of the patients. HLA-B27 analyzes were performed by Real-Time PCR
method.

Results: HLA-B27 positivity was detected in 31 (20%) of AS patients. HLA-B27 positivity was higher in men
(p=0.010). The mean age did not differ between the genders (p>0.05). The mean age of those who were HLA-
B27 positive was significantly lower than those who were negative (p=0.047). Serum CRP and sedimentation
levels were not determinative in HLA-B27 positivity (p>0.05). It was more common in HLA-B27 positive patients
than those without family history (p=0.000).

Conclusion: The HLA-B27 positivity rate was found to be low in patients with AS symptoms. We suggest that
this difference may be due to the inclusion of patients with pre-diagnosis of AS, different patient population,
clinical variations, different ethnic origin and different genetic and/or environmental factors. In order to more
clearly reveal the HLA-B27 frequency in AS patients, studies with a larger patient population are needed.
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1. Giris

Ankilozan spondilit (AS), seronegatif spondiloartropatiler (SpA) adi verilen bir grup artropatinin
prototipik hastaligidir [1]. Ozellikle sakroiliak eklemleri ve aksiyel iskeleti tutan kronik, ilerleyici
inflamatuar romatizmal bir hastaliktir [2]. Hastali§in endikasyonlari ve prevalansi, yas, cinsiyet ve irka
gore farklihk gdstermektedir [3]. AS’in patogenezi ve katkida bulunan etiyolojik faktérler net olarak
acikhda kavusturulamamistir. Ancak, hastaliyin patogenezinde genetik, cevresel ve immunolojik
faktorlerin rol oynadigi bilinmektedir [4]. Genom caplh iliskilendirme calismalariyla, majér doku
uygunluk kompleksi (MHC) lokusunun disinda kalan yatkinlk genleri belirlenmis ve sonrasinda da bu
genlerin rolleri ortaya konulmustur. Bununla birlikte, insan [6kosit antijeni (HLA)-B27'nin AS'in
patogenezinde oOnemli rol oynadigi ve AS kalitsaliginin ~%20.1'ine katkida bulundugu 6ne
surllmustir [5]. Yapilan galismalarda, AS ile MHC uUyesi olan HLA-B27 arasinda gugla bir iligki
bulunmustur ve farkh popllasyonlarda farkh dagilimlar raporlanmistir [6]. HLA-B27 pozitifligi genel
populasyonun %5’inde gorilirken, HLA-B27 pozitif kisilerin sadece %1-5'inde AS goriimektedir [7].
Yapilan ¢alismalarda Turk populasyonunda AS hastalarinin %70’inde HLA-B27 pozitifligi saptanmistir.
Saglikl Turk populasyonununda HLA-B27 fenotip sikligl ise %6,8 olarak bildirilmistir [8].

AS’de hastaligin baslangi¢ yasinin genellikle 20-40 yas araliginda oldudu ve erkeklerde gorilme
sikhdinin kadinlara kiyasla daha yiksek oldugu goésterilmistir. Bu oran erkeklerde %0,54 iken
kadinlarda %0,44 olarak bildiriimistir [6]. Ankilozan spondilitli hastalarla yapilan aile ve ikiz
calismalarinda, akrabalarinda AS olan vakalarin, genel poplilasyondaki HLA-B27 pozitif olan bireylere
gore hastaliga yakalanma riskinin 5-16 kat arttigi bildirilmistir [8]. Bununla birlikte, ailedeki akrabalik
derecesi ne kadar yakinsa hastalik riskinin o kadar arttigi gosterilmistir [6,8]
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Bu calismada AS 6n tanili hastalarda HLA-B27 frekansini ortaya koymak ve HLA-B27 pozitifliginin
demografik 6zellikler ve laboratuvar bulgulariyla iligkisini arastirmak amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot

Calisma Grubu

Arastirma protokolli Helsinki Bildirgesi'ne uygun olarak olusturuimus bu ¢alisma, Sileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (10.06.2021 tarihli ve 224 karar
numarall). Calismamiza, Siileyman Demirel Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik poliklinigine Ocak
2017 ile Haziran 2021 tarihleri arasinda, ankilozan spodilit hastaliginin semptom ve bulgularini tagiyan
ve HLA-B27 test istemi ile tibbi genetik poliklinigine basvuran 91’i kadin, 64’0 erkek olmak Uzere
toplam 155 hasta dahil edilmistir. TUm hastalardan yazil bilgilendirilmis onam alinmigtir. Hastalarin
poliklinik takip dosyalari taranarak, demografik Ozellikleri, genetik soyagaci bilgileri, laboratuvar
bulgulari ve HLA-B27 test sonuclar kaydedildi. Bu verilere gére; HLA-B27+ ve HLA-B27- AS
hastalarinda yas, cinsiyet, aile dykusu, sedimentasyon, CRP sonuglari karsilastirildi. Hastalarin
anamnez bilgilerinde eglik eden hastalik dykisu bilgisine ulagilamadi.

DNA izolasyonu ve HLA-B27 Analizi

Hastalardan EDTA'll tliplere 2 ml vendz kan alinarak spin kolon yontemiyle (High pure PCR template
preparation, Roche Diagnostic, USA) Uretici talimatina uygun olarak DNA izolasyonu yapildi. Elde
edilen DNA 6rnekleri 1,5 ml santrifiij tlplerine alinarak ¢alisma yapilana kadar -20 °C buzdolabinda
saklandi. HLA-B27 testi icin geneMAP™ HLA-B27 kiti (GenMark Saglik Uriinleri, Tirkiye) kullanild.
Kullanilan kit, HLA-B27’nin en sik goérilen alt tipleri dahil olmak Uzere toplam 259 B-27 alt tipini
kapsamaktadir.

Calismaya baslamadan 6nce, -20 °C’den alinan DNA 6rnekleri ¢dzdirildi ve kisa spin atildi. PCR
bilesenleri olarak, 2X HLA-B27 master miks, 10X primer miks (Hedef ve endojen kontrol primerleri) ve
ddH20 kullanildi. Hazirlanan PCR miksi kuyucuklara esit olarak dagitildi. Daha sonra pozitif kontrol
(sentetik DNA) ve hasta DNA’lari 3 pl kadar eklendi. PCR tlplerinin kapagi kapatilarak RT-PCR
cihazina yerlestirildi. Kosum 6ncesi 6n ayarlarda, flofor olarak FAM, EvaGreen ve SyberGreen; hedef
olarak HLA-B27 aleli ve endojen kontrol secildi. Termal dongti, 1 déngl 95 °C’de 15 dk, 32 déngi 95
0C’de 15 sn ve 60 °C’de 45 sn, 1 dongl 95 °C’de 30 sn, 1 dongl 50 °C’de 30 sn olarak ayarlandi.
Multipleks RT-PCR analizi, Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Germany) ile gerceklestirildi. Kosum
sonunda endojen kontrol igin beklenen en ylksek erime sicakligi Tm: 76 °C, HLA-B27 pozitif erime
tepe sicakligi Tm: 87,5 °C idi. Melting curve (erime egrisi) analizi ile HLA-B27 genotipleri belirlendi.
Sadece endojen kontrol pikinin olustugu érnekler negatif, hem endojen hem HLA-B27 pikinin olustugu
ornekler ise pozitif olarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler SPSS 22.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) programi kullanilarak yapildi. Klinik
karsilagstirmalarda normal dagilan surekli degiskenler t-test ile, kategorik degiskenler ki-kare testi testi
ile degerlendirildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

3. Bulgular

Bu calismada, 155 AS 6n tanili hastada HLA-B27 siklhidi ve laboratuvar bulgulariyla iliskisi
degerlendirildi. Hastalara ait demografik 6zellikler ve laboratuvar bulgulari Tablo 1.'de verilmistir.
Calismaya dahil edilen 155 hastanin 91'i (%58,7) kadin, 64’0 (%41,3) erkekti ve erkek/kadin orani 0,7
olarak saptandi. Yas ortalamalari kadinlarda 40,8+11,9, erkeklerde 41,1£12,8 idi. Hastalarin CRP
seviyeleri ortalamasi 12,5+19,4, sedimentasyon seviyeleri ortalamasi 16,4+14,4 olarak bulundu. 31

hastada (%20) HLA-B27 alel pozitifligi saptandi. 44 hastada (%28,4) SpA icin aile dykusu mevcuttu.
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Tablo 1. AS hastalarina ait demografik 6zellikler ve laboratuvar bulgulari

Ozellikler AS hastalari (n=155)
Yas, ortalama 1SS (yil) 40,91£12,3
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 91/64=1,4

CRP (mg/L) 12,5194
Sedimentasyon (mm/h) 16,4114,4

Aile dykusl %28,4
HLA-B27 sikhgi %20

AS, ankilozan spondilit; CRP, C-reaktif protein; +SS, standart sapma

HLA-B27 alel pozitifligine gore yapilan karsilastirmada; HLA-B27 pozitif olanlarin yas ortalamasi
negatif olanlara kiyasla anlamli olarak daha dusiktlu (p=0,047). HLA-B27 pozitifligi erkek cinsiyette
kadinlara kiyasla anlamh olarak daha fazlaydi (p=0,010). Serum CRP ve sedimentasyon seviyeleri
HLA-B27 pozitifliginde belirleyici degildi (p>0,05). HLA-B27 pozitif olan AS hastalarinda aile dykusu
olanlar olmayanlara kiyasla daha fazlaydi (p=0,000). HLA-B27 pozitifligine gére demografik 6zellikler
ve laboratuvar bulgulari Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2. HLA-B27 pozitifligine gére demografik 6zellikler ve laboratuvar bulgular

Ozellikler HLA-B27+ HLA-B27- p degeri*
Yas, ortalama £SS (yil) 36,71£12,4 41,8+12,1 0,047*
Cinsiyet (E/K) 19/12 45/79 0,010*
CRP 17,2+23,3 11,4+18,2 0,136
Sedimentasyon 13,5¢11,3 17,24151 0,144
Aile 6ykusi (Var/Yok) 21/7 22/42 0,000*

CRP, C-reaktif protein; +SS, standart sapma. *p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Cinsiyete gore demografik ve klinik 6zellikler karsilastirildiginda; hastalik baslangi¢ yasinda cinsiyet
ayrimi yoktu (p>0,05). Serum CRP duzeyleri cinsiyete bagl fark olusturmazken, sedimentasyon
dizeyleri kadinlarda erkeklere kiyasla anlamli olarak daha yuksekti (p=0,000). Aile dykusu pozitifligi
cinsiyete goére degismedi (p>0,05). HLA-B27 pozitifligi erkeklerde kadinlara kiyasla anlamli sekilde
daha fazlaydi (p=0,014). Cinsiyete goére demografik dzellikler ve laboratuvar bulgulari Tablo 3.'de
verilmigtir.

Tablo 3. Cinsiyete gore demografik 6zellikler ve laboratuvar bulgulari

Ozellikler Kadin Erkek p degeri*
Yas, ortalama =SS (y1l) 40,84+11,9 40,64+12,8 0,923
CRP 11,6+16,7 13,9422,7 0,498
Sedimentasyon 19,7144 11,6£13,1 0,000*
Aile 6ykiisii (Var/Yok) 21/30 23/19 0,208
HLA-B27 (+/-) 12/79 19/45 0,014*

CRP, C-reaktif protein; +SS, standart sapma. *p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
4. Tartisma ve Sonug

Ankilozan spondilit, kronik inflamasyon ile karakterize otoimmun bir hastaliktir. Hastaligin etyolojisinde
kalitim, ¢evre, immuinojik faktorler ve mikrobiyom bozukluklari yer almaktadir. Yapilan ¢calismalarda AS
ile HLA-B27 arasinda giglii bir iliski gosterilmistir [4,9]. ikiz calismalari, HLA-B27’nin bu hastaliktaki
toplam genetik riske sadece %20-30 kadar bir katkisi oldugunu, oysa tim MHC’lerin yaklagik %40-50
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kadar katkida bulundugunu géstermektedir [6]. HLA-B27 pozitif monozigotik ikiz ¢iftleri igin uyum orani
%63, dizigotik ikiz ciftleri igin %23'tlr. Ayrica, birinci derece akrabalarinda ankilozan spondilit olan
HLA-B27 pozitif bireylerin, aile 6éykusu olmayan HLA-B27 pozitif bireylere gore hastalija yakalanma
riski 6 ila 16 kat daha fazladir [10]. AS’de HLA-B27 sikhgi farkli irk ve etnik gruplarda degisiklik
gOstermektedir. AS hastalarinda HLA-B27 sikligi Kuzey Avrupa Ulkelerinde %95, Japonya’da %83,
Turkiye’den yapilan birgok calismada ise %70-90 arasinda rapor edilmistir [8]. Calismamizda
literatirden farkli olarak, 155 AS hastasinda HLA-B27 sikhgi %20 olarak bulunmustur. Bu farkli
sonucun, On tanili hastalarin c¢alismaya dahil edilmesi, calisma kohortunun farklihgi, Kklinik
varyasyonlar, farkli etnik koken ve farkli genetik ve/veya cevresel faktérlerden kaynaklanmis
olabilecegini distinmekteyiz.

Gunal ve ark.nin yaptiklari calismada, AS hasta grubunda erkek/kadin oranini 1,8 olarak
raporlamiglardir [8]. Bir bagka g¢alismada HLA-B27 negatif AS hastalarinda erkek/kadin orani 3 olarak
bulunmustur [11]. AS’li hastalarda yapilan birgok ¢alismada hastalik insidansinin erkeklerde 2-5 kat
daha fazla oldugu gbsterilmistir [12]. Son calismalarda erkek/kadin oraninin giderek azaldigi
gorulmektedir. Bizim ¢alismamizda da erkek/kadin orani (0,7) daha dusuktu. Bununla birlikte, HLA-
B27 pozitifligi erkek cinsiyette kadinlara kiyasla daha fazlaydi.

Feldtkeller ve ark.’nin galismasinda, AS’in baslangi¢c yasinin kadinlarda erkeklere gére daha erken
oldugu gosterilmistir [12]. Bu g¢alismada ayrica hastaligin ortalama baslangi¢c yasi 25.1£8.5 olarak
bildirilmistir [12]. Tilrk popllasyonunda yapilan galismalarda AS hastali§inin baslangi¢ yasi ortalamasi
23,5£8,9 olarak raporlanmistir [8]. Calismamizda hastaligin baslangi¢ yasi ortalamasi literattiren farkl
olarak, 40,9+12,3 idi. HLA-B27 pozitif olan hastalarda hastaligin baslangi¢ yasi anlamh derecede daha
disuktd (ortalama, +SS, 36,71+12,4). Kadin ve erkeklerde hastaligin baslama yasi agisindan fark
saptanmadi. Wu ve ark.’nin yaptigi g¢alismada HLA-B27 ile baslangic yasi arasinda iliski
saptanmazken, Khan ve ark. ¢alismamizla uyumlu olarak HLA-B27 pozitif hastalarda hastaligin daha
erken yasta basladigini bildirmislerdir [13,14].

Hastalarin laboratuvar parametrelerini inceledigimizde, HLA-B27 negatif ve HLA-B27 pozitif gruplar
arasinda sedimentasyon ve CRP degerleri benzer olup, fark saptanmamistir. Daha 6nce yapilan bazi
calismalar, HLA-B27 pozitifliginin daha ylksek sedimentasyon ve CRP gibi inflamatuar belirteclerle
birlikte olabilecedini gostermistir [15]. Sieper ve ark, sedimentasyon ve CRP dizeylerinin AS
hastalarinin %50-70’'inde yiksek bulundugunu bildirmislerdir [16]. Arévalo ve ark. galismamizla
uyumlu olarak, sedimentasyon ve CRP degerleri ile HLA-B27 negatif ve HLA-B27 pozitif gruplar
arasinda fark saptamamisglardir [17].

Literatlirde HLA-B27 pozitifligi ile ailede AS 6ykusu arasinda pozitif korelasyon gosterilmistir [8,15,16]
Gunal ve ark, birinci derece akrabalarda AS igin aile dykisini %12.5 olarak bildirmislerdir. Ayrica aile
dykisiniin kadinlarda erkeklere kiyasla anlamli derecede daha fazla oldugunu raporlamiglardir [8]. iki
Avrupa kohortunda yapilan ¢alismada, ailede AS 6ykisu HLA-B27 ile iligkilendirilmistir [18,19]. HLA-
B27 ile aile iliskisi derecesinin incelendigi ASAS kohortunda yapilan bir ¢calismada, ailede AS 6ykusd,
hem beyaz hem Asyall hastalarda, hem birinci hem de ikinci derece akrabalarda HLA-B27 tasiyiciligi
ile gucll bir sekilde iliskilendirilmistir [20]. Calismamizda, AS hastalarinin %28,4’Unde aile dykusu
saptandi. HLA-B27 pozitif olanlarda aile 6ykisu olanlar aile dykusu olmayanlara kiyasla daha fazlaydi.
Kadin ve erkeklerde aile dykusu acgisindan fark saptanmadi. HLA-B27 pozitif bireylerde aile dykisu
daha sik gorilmekle beraber, kohortumuzda juvenil baslangigli AS hastasinin olmamasindan dolayi
taninin erken konulmasina yardimci oldugu séylenemez. AS’de aile dykisunin énemi, hastaligin
patogenezindeki genetik etkenlerin katkisi g6z o6nine alindiginda beklenen bir durum olarak
degerlendirilmigtir.

Calismamizin bazi sinirliliklar bulunmaktadir. Bunlarin basinda érneklem sayisinin nispi disuklugu
gelmektedir. Ayrica AS 6n tanili hastalarin galismaya dahil edilmesi hastaligin frekansini disuk
saptamamiza neden olmustur. Calisma kohortumuza kontrol grubunun dahil edilememesi de diger bir
sinirhliktir. Bununla birlikte, hastaligin patofizyolojisinde rol alan genetik degisimleri ortaya koymak igin
tek basina HLA-B27 alelinin degerlendiriimesi yeterli degildir.

Sonug olarak, AS semptom ve bulgularini tasiyan hastalarda, HLA-B27 pozitiflik orani daha 6nce
Turkiye’de bildirilen oranlara kiyasla daha dusuk bulundu. Calismamizda HLA-B27 pozitiflik orani
dislik olsa da, calismaya AS semptomlarini tasiyan hastalarin dahil edildigi ddsindldiginde,
spondiloartropati endikasyonlu hastalarda genetik testin énemi ortaya koyulmustur. Toplumumuzda
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HLA-B27nin AS hastalarindaki sikhdini ve hastaligin patogenezindeki rolini daha net ortaya
koyabilmek i¢in, tim alt tipleri ile birlikte daha genis hasta popllasyonlarinda ¢aligiimasini
Onermekteyiz.
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