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Ozet

Ankilozan spondilit (AS), birincil olarak spinal ve sakroiliak eklemleri etkileyen ve oldukg¢a yaygin olan kronik inflamatuar
artropatidir. HLA-B*27, AS ile giiclii iliskisinden dolay1 en fazla ¢alisilan HLA sinif T allellerinden biridir. HLA genleri
disinda Sitokrom P450 2D6 (CYP2D6) geninin zayif metabolize edici genotipinin de AS ile iliskili oldugu belirtilmektedir.
Bu calismada, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’'na AS 6n tanisi ile refere edilen olgularda HLA-B*27 ve
CYP2D6*4 allellerinin dagilimimni belirlemek amaglanmistir. Bu amagla periferal kandan izole edilen DNA’dan HLA-B*27
ve CYP2D6*4 allelerine 6zgl bolgelerin polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye edilmesinin ardindan ters hibridizasyon
yontemi kullanilarak calisilmig ve sonuglar analiz edilmistir. Bélgemiz igin ilk kez rapor edilen bulgularimiza gére 336 olgu
arasinda, 119’unun (%35.41) yalnizca HLA-B*27 alleline sahip oldugu belirlenmistir. CYP2D6*4 mutasyonu bakimindan
ise olgularin 66’smin (%19.64) heterozigot, 6’smin (%1.78) homozigot oldugu ve 264’iniin (%78.57) ise CYP2D6*4
allelini tagimadigi bulunmustur. Tiim olgularin 31 tanesinde (%9.22) ise HLA-B*27 ve CYP2D6*4 allellerinin birlikte
bulundugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: HLA-B*27, CYP2D6*4, Ankilozan Spondilit.

Abstract

Ankylosing spondylitis (AS) is common chronic inflammatory arthropathy that primarily affects the spinal joints and
sacroiliac joints. HLA-B*27 has been one of the most studied HLA class | allele because of its strong association with AS.
Outside HLA genes, poor metabolizer genotype of Cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) gene are also reported to be
associated with AS. In this study, it was aimed to determine the distribution of HLA-B*27 and CYP2D6*4 alleles in
patients with the prediagnosis of AS that referred to Medical Biology and Genetics Department. For this purpose, reverse
hybridization was studied and results were analyzed after the amplification with PCR of HLA-B*27 and CYP2D6*4 allel
specific regions from DNA that isolated from the peripheral blood. According to our findings which are reported the first
time in our region, among the 336 patients, we determined 119 (35.41%) cases had only HLA-B27 allele. In respect to
CYP2D6*4 mutation, 66 (19.64%) of cases were heterozygous, 6 (1.78%) of the cases were homozygous and 264 (%78.57)
of the cases had no CYP2D6*4 allele were determined. Moreover, we observed that in all of the cases, 31 (9.22%) cases had
both HLA-B*27 and CYP2D6*4 allele together.

Keywords: HLA-B*27, CYP2D6*4, Ankylosing spondylitis.

Giris

Ankilozan spondilit (AS), spondiloartropati ile dogrudan baglantili oldugu goériilmektedir (5).

(SpA)’nin en yaygin alt tipidir (1). AS genellikle
yasam kalitesinde 6nemli bir etkiye sahip olan,
fiziksel fonksiyon ve spinal hareketliligin ciddi
sekilde bozulmasiyla sonuglanan bir hastaliktir.
Cogunlukla yagamin ii¢lincii on yili sirasinda ve
nadir olarak 45 yagindan sonra ortaya
¢ikmaktadir (2). AS’nin prevalansinin genel
olarak % 0.5-1 arasinda olduguna inanilmaktadir
(2, 3). Ayrica, cinsiyete bagh olarak AS ortaya

¢itkma orani c¢alismalar arasinda farklilik
gostermekle beraber 2:1 (erkek: kadmn) olarak
rapor edilmektedir (2). Ik kez 1972’de

kesfedilmesinden bu yana HLA-B*27 alleli, AS
ile giiclii bir iligskiye sahip olmasi nedeniyle en
cok calisilan HLA sinif I allellerindendir (4, 5).
Genel olarak, AS’nin prevalansinin HLA-B*27

Fakat HLA-B*27°nin AS etiyolojisindeki kesin
rolii henliz tam olarak anlasilamamistir (5, 6).
Farkli populasyonlar arasinda belirgin 06lglde
degisiklik gosterebilmekle birlikte iligki derecesi
bazi etnik gruplar i¢in hala eksiktir (1, 3, 6).
HLA-B*27 pozitif bireylerde AS ya da diger
spondiloartropatiler gelismeyebilmekte ve AS’li
hastalarin ~ %5-10’u  HLA-B*27 bakimindan
negatif olabilmektedir (5).

Genetik faktorler, romatik hastaliklara ve ters
ilac etkilesimlerine yatkinlig1 belirlemede 6nemli
bir role sahiptir (7). Genis genom taramalar1 ve
spesifik gen polimorfizm galigmalar1 AS ve diger
SpA’lerle iliskili olarak, HLA genleri disinda
pek cok yatkinhik geninin olabilecegini
desteklemektedir (8). Bunlardan biri de AS ile
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iligkili oldugu bulunan ve 22 nolu kromozomun
uzun kolunda yerlesmis olan sitokrom P450 2D6
(CYP2D6) geninin zayif metabolize edici
genotipidir. Bu gen belirli ilaclar, metaller ve
endiistriyel ya da dogal olarak ortaya c¢ikan
kimyasallar iceren ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda fonksiyon gérmektedir (9).
CYP2D6 geni AS’ye yatkinligr etkilemektedir
(10). Ancak bu gendeki polimorfizmin AS’ye
neden olmadaki katkisinin nasil oldugu heniiz
acik degildir (9). Sitokrom P450 enzimleri
oksidatif (faz I) ila¢ metabolizmasinin biiyiik
bélumunden  sorumludurlar. ~ Sitokrom  P450
enzimi CYP2D6, yaygin metabolizerleri ile
karsilastirldiginda bu aktivitenin eksik oldugu
Avrupalr’larin - %5-10’unda polimorfiktir. Bu
eksikligin  genetik temeli arttk daha iyi
bilinmektedir ve genotipleme yontemleri zayif
metabolizerlerin %95’inden fazlasinin
tanimlanmasia izin vermektedir (7). Bazi
arastiricilar CYP2D6 geninin dogal toksin veya
antijenin metabolizmasin1 degistirmesi yoluyla
AS’ye yatkinlig1 artirabildigini belirtmektedirler
(9, 11). CYP2D6’nin zayif metabolizer fenotipi
bu genin en az 15 farkli genetik varyanti
nedeniyle ortaya c¢ikabilmektedir (11). Bunlar
arasinda CYP2D6*4 allelinin en yaygin goriilen
varyant oldugu belirtilmektedir (12).

Saglik hizmetlerinin etkin olarak sunulmasi i¢in
hastalik prevalansmin bilinmesi ¢ok Onemlidir
(2). Tlgili genlerin pozitifliginin gdsterilmesi
tantyt  ve  sonugta  tedavi  kararlarmi
etkileyebilmektedir (3). Bu retrospektif ¢alisma
ile, bolgemizde AS 6n tanist bulunan olgulardaki
HLA-B*27 ve CYP2D6*4 allellerinin dagilimm
belirlenerek, farkli populasyonlarda yapilan
caligmalar ile karsilagtirilmasi amaglanmustir.

Gereg ve YOntem

Bu c¢aligma, artrit, sakroiliak, eklem ve sirt agrisi
semptomlar1 ile Inonii Universitesi, Turgut Ozal
Tip Merkezi’ndeki cesitli polikliniklere (Fizik
Tedavi ve Rehabilitasyon, Tetkik, Dahiliye,
Pediatri, Ortopedi) basvuran 336 hastayl
kapsamaktadir. Hasta grubu 4-73 yas araliginda
olan 146 kadin ve 190 erkekten olusmaktadir.
Calismada HLA-B*27 ve CYP2D6*4 genlerine
0zgl bolgelerin polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile amplifiye edilmesinin ardindan ters
hibridizasyon yontemini temel alan kit (GenlD
GmbH, Strassberg) kullanilmigtir. Yontem, bes
asamadan olusmaktadir. Bu asamalarda sirasi ile
asagidaki islemler yapilmistir: (a) DNA,
periferal kan Orneklerinden izole edilmistir
(QlAamp® Blood Mini Kit, Qiagen), (b) in vitro
multipleks amplifikasyon (multipleks PZR)’un

ardindan (¢) %?2’lik agaroz jelde 175 ve 421 bp
bantlarin gozlenmesi ile multipleks PZR kontrol
edilmistir. Daha sonra (d) HLA-B*27 ve
CYP2D6*4 spesifik immobilize oligonukleotid
problarin1  (sequence-spesific  oligonucleotide
probes; SSOP) tasiyan bir test seridine
amplifikasyon urdinlerinin hibridizasyonu
saglanmustir (ters hibridizasyon). Hibridizasyon
esnasinda denatiire olmus amlifiye DNA stripe
bagli olan gen problara baglanmistir. Problarin
amplifiye DNA’ya %2100 komplementerlikte
baglanip baglanmadig1 ise geriye yalnizca
hibridlerin kalabildigi yiiksek spesifiklikteki bir
yikama islemi ile belirlenmistir. Son asamada (e)
biyotinle isaretlenen dizilerin streptavidine-
alkaline fosfataz ve renk substratlar1 kullanarak
belirlenmesinin  ardindan  sonuglar  analiz
edilmistir (Sekil 1).

Funktionskontr.
— Spezifitatskontr.

Universalkontr.
—-HLA-B*27+

—HLA-B*7301
CYP2D6-Sens.kontr.

—~CYP2D6-WT
CYP2D6*4

Sekil 1. HLA-B*27 ve CYP2D6*4 bakimindan farkli
genotipler: 1. Normal, 2. CYP2D6/ CYP2D6*4, 3. HLA-
B*27 +, 4. HLA-B*27 + ve CYP2D6/ CYP2D6*4, 5.
CYP2D6*4/ CYP2D6*4.

Bulgular

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara gore
336 olgu arasinda, 119’unun (%35.41) (38
kadin/ 81 erkek) yalnmizca HLA-B*27 alleline
sahip oldugu belirlenmistir. HLA-B*27 pozitif
kadinlarin oram1 %26 iken erkekler arasinda bu
oran %42.6 olarak belirlenmistir. CYP2D6*4
mutasyonu bakimindan ise olgularin 66’sinin
(%19.64)  heterozigot, 6’sinin (%1.78)
homozigot oldugu ve 264’tniin (%78.57) ise
CYP2D6*4 allelini tasimadigi saptanmigtir.
Calisma  sonuclarimiza  gore; CYP2D6*4
allelinin tim populasyondaki frekansi ise 0.11
olarak bulunmustur. Tiim olgularin 176’sinda
(%52.38) HLA-B*27 ve CYP2D6*4 allellerinin
her ikisinin de negatif oldugu belirlenirken, 31
tanesinde (%9.22) ise hem HLA-B*27 ve hem
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de CYP2D6*4 allellerinin birlikte bulundugu
belirlenmistir (Tablo 1, 2).

Tablo 1. Ankilozan spondilit on tanili hastalarda HLA-
B*27 ve CYP2D6*4 tastyanlarmn sikligt

% (n)
Negatif Pozitif
HLA-B*27 64.58 (n=217)  35.41 (n=119)
CYP2D6*4 78.57 (n=264) 21.42 (n=72)
HLA-B*27 ve 52.38 (n=176) 9.22 (n=31)
CYP2D6*4

Tablo 2. Ankilozan spondilit 6n tanili hastalarda YP2D6*4
bakimindan genotip ve allel siklig1.

Genotip Kadin Erkek Toplam
n=146(%) 1=190(%) n=336 (%)
CYP2D6 / CYP2D6 111 264
(normal) (76.02) 12305 (7557
CYP2D6*4 | CYP2D6*4
(homozigot) 3(2.05) 3(15) 6(178)
CYP2D6 / CYP2D6*4
(heterozigot) 31 (21.23)35 (18.42) 66 (19.64)
Allel
CYP2D6 253 594
(42.59) 341 G74) (g539)
CYP2D6*4 37 (47.43)41 (52.56) 78 (11.60)
Tartisma
Intervertebral, kostovertebral ve sakroiliak
eklemlerin ankilozani ile karakterize
multisistemik bir hastalik olan AS ailesel gegis
gostermektedir. Populasyonlar arasinda

degisiklik gostermekle birlikte AS hastalarinin
%90-95’inin HLA-B*27 pozitif oldugu ve HLA-
B*27 pozitif olanlarin ise %20’sinin  AS
bulgularma sahip oldugu belirtilmektedir. ilave
olarak HLA-B*27’nin saglikli bireylerdeki orani
ise popiilasyonlar arasinda farklilik gostermekte
farkli  calismalarda  %8-14  olarak  rapor
edilmektedir (12). Baz1 populasyonlarda bu oran
%1 gibi disiik frekanslarda rapor edilirken
bazilarinda ise  %50'ye  kadar ciktig1
belirtilmektedir (12, 13). Ulkemizde yapilan
calismalarda da bu oran yine olduk¢a degisen
oranlarda rapor edilmektedir. Oguz ve
arkadaslarinin yaptig1 bir c¢aligmada saglikli
kontrol grubunda HLA-B*27 pozitifligi %2.6
olarak rapor ederken (6) Gtil ve arkadaslar1 %6.8
olarak, Acar ve arkadaslar1 ise %4.5 olarak rapor
etmistir (14, 15).

Calismamizda AS 0n tanisi ile refere edilen 336
olgu degerlendirilmis ve bunlar arasinda HLA-
B*27 tasiyanlarin  frekanst %35.41 olarak
bulunmustur (Tablo 1). Bu oran AS’li hastalarda
beklenilen veya daha once rapor edilen oranlara
gore oldukca diisiiktiir. Bu durum ise refere
edilen hastalarin heniiz kesin tan1 almamasi ile
agiklanabilir. AS  hastalarinda HLA-B*27

pozitifligi Yunanistan’da yapilan bir ¢aligmada
%80.5 olarak belirtilirken (16), Suriye’de
yapilan bir c¢alismada %60 (17), ve Cin’de
yapilan bir ¢aligmada %36 olarak belirtilmistir
(3). Ayrica, Liu ve arkadaglari HLA-B*27
pozitiflik oranin1 kadinlar da %16.4 erkeklerde
ise %52 olarak rapor ederken hastaligin ortaya
¢cikma yasini ise 40’1n altinda olarak belirtmigtir
3). Tirkiye’de farkl AS’li hasta
populasyonlarinda yapilan ¢aligmalarda ise bu
oran yine degisiklik gostermektedir (14, 16, 18).
AS’in erkeklerde daha yiiksek siklikta gozlendigi
rapor edilmektedir (18, 19). Calismamizda HLA-
B*27 pozitif olan kadmlarin oram %26'ya
karsilik gelirken erkekler arasinda ise %42.6'ya
karsilik gelmektedir. Ciurea ve arkadaslarinin
calisma sonucuna gore ise AS’li hastalardaki
HLA-B*27 prevalanst erkeklerde %83 ve
kadinlarda %72.1 olarak bulunmustur (20).
Gunal ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise
erkek-kadin orani 1.8 olarak belirtilmistir (16).
Calismamizda  HLA-B*27  homozigotlugu
arastirilmamistir. Bununla birlikte, HLA-B*27
icin homozigotlugun hastalik riskini arttirdig
belirtilmektedir (21, 22).

CYP2D6 geninde fonksiyon kaybina neden olan
genetik varyantlarin da AS ile iliskili olabilecegi
ve CYP2D6*4 bakimimdan homozigot olanlarin
AS i¢in daha yiiksek bir riske sahip olabilecegi
diistiniilmektedir. Beyaz 1rkin yaklagik olarak
%5-10"unun yetersiz CYP2D6 enzim
fonksiyonuna sahip oldugu belirtilmektedir.
CYP2D6’nin hastaliga yatkinligi nasil etkiledigi
ise heniliz tam olarak agiklanamamustir (12, 23).
Calismamizda CYP2D6*4 mutasyonu
bakimindan olgularin %19.64’{inlin heterozigot,
% 1.78’inin ise homozigot oldugu bulunmustur.
Tiim olgularin %9.22°sinde ise hem HLA-B*27
ve hem de CYP2D6*4 allellerinin Dbirlikte
bulundugu belirlenmigtir. Calismamiza benzer
sonuglar Sahin ve arkadaslarinin Karadeniz
Bolgesi'nde yaptigi  bir c¢alismada rapor
edilmistir (12). Tokat bdlgesinde yapilan bir
calismada ise CYP2D6*4 alleli 53 hastada
arastirllmig ve 15°nin heterozigot, 1’nin de
homozigot oldugu belirlenmistir (10). Brown ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada AS’li
hastalarm  CYP2D6*4 alleli  bakimindan
%30’unun heterozigot ve %7’sinin de homozigot
oldugu belirlenmistir (11).

Sonug

Ankilozan spondilit; HLA veya HLA disindaki
genler ile kronik inflamatuar hastalik arasindaki
iligkinin arastirildigr ve ozellikle de HLA-B*27
alleli ile iligkili cok sayida ¢alismanin yapildigi
bir hastaliktir. Ancak bu iliski populasyonlara ve
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etnik gruplara gore farklilik gdsterebilmektedir.
AS hastalarinda, HLA-B*27 ve CYP2D6*4
allellerinin birlikteliginin tanisal degerini ortaya
¢ikarmak ic¢in daha blylk populasyonlarda ve
Klinik veriler ile birlikte degerlendirmek daha
bilgi verici olabilecektir.
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