CANKIRI KARATEKIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

IRAK ANKILOZAN SPONDILITLi HASTALARDA HLA-B27 VE D3 VITAMIN

SEVIYESI ARASINDAKI ILISKi

Tuga ABDUL MAHDIMAHMOOD ALSAMARAE

BiYOLOJi ANABILIM DALI

CANKIRI
2022

Her hakki sakhdir



Tuga ABDUL MAHDIMAHMOOD ALSAMARAE tarafindan hazirlanan “lrak
Ankilozan Spondilitli Hastalarda HLA-B27 ve D3 Vitamin Seviyesi Arasindaki
Mliski” adli tez calismasi 05/01/2022 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi/oy
coklugu ile Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim

TEZ ONAYI

Dalinda YUksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Danmisman

Es Damisman :

Juri Uyeleri

Baskan

Uye

Uye

: Dr. Ogr. Uyesi Filiz SARIKAYA PEKACAR

Prof. Dr. Najwa SHIHAB AHMED

: Dr. Ogr. Uyesi Umit YIRTICI

Tibbi Hizmetler ve Teknikler Anabilim Dali
Kirikkale Universitesi

: Dr. Ogr. Uyesi Filiz SARIKAYA PEKACAR

Biyoloji Anabilim Dali

Cankir1 Karatekin Universitesi

: Dr. Ogr. Uyesi Pinar ARSLAN

Biyoloji Anabilim Dali

Cankir1 Karatekin Universitesi

Yukaridaki sonucu onaylarim

Prof. Dr. ibrahim CIFTCI

Enstitd MOdura



ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Cankir1 Karatekin Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yo6netmeligine gore
hazirlamis oldugum “lrak Ankilozan Spondilitli Hastalarda HLA-B27 ve D3 Vitamin
Seviyesi Arasmdaki Iliski” konulu tezin bana ait, 6zgiin bir calisma oldugunu;
calismamin hazirhik, veri toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim
asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigimi, tezin igerdigi yenilik ve
sonuglar1 baska bir yerden almadigimi, tezde kullandigim eserleri usuliine gore kaynak
olarak gosterdigimi, tezin Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nden
baska bir bilim kuruluna akademik amag¢ ve unvan almak amaciyla vermedigimi ve bu
calismanin Cankir1 Karatekin Universitesi tarafindan kullanilan “Bilimsel Intihal Tespit
Programi”yla tarandigini, “intihal igermedigini” beyan ederim. Caligmamla ilgili
yaptigim bu beyana aykiri1 bir durumun saptanmasi halinde ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve
hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm. Cankir1 Karatekin Universitesi Lisansiistii
Egitim-Ogretim ve Smav Y&netmeliginin ilgili maddeleri uyarinca gereginin yapilmasini

arz ederim (05/01/2022).

Tuga ABDUL MAHDIMAHMOOD ALSAMARAE



OZET

Yiksek Lisans Tezi

IRAK ANKILOZAN SPONDILITLI HASTALARDA HLA-B27 VE D3 VITAMIN
SEVIYESI ARASINDAKI ILISKI

Tuga ABDUL MAHDIMAHMOOD ALSAMARAE

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dali

Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Filiz SARIKAYA PEKACAR
Es Danisman: Prof. Dr. Najwa SHIHAB AHMED

Ankilozan spondilit aksiyal iskeleti, 6zellikle sakroiliak eklemleri etkileyen bir artrit
tiraddr. D vitamini, kalsiyum ve fosfat dengesinde, kemik yapim ve rezorbsiyonunda
rolu olan bir sekosteroid hormon olarak kabul edilir. ERAP2 geninin SNP'si (rs2910686),
ankilozan spondilit 'in duyarlilig1 ile iliskili fonksiyonel olarak 6nemli bir gen olarak
kabul edilir. Ayrica HLA-B27 molekultnun genetik varyasyonu ve ERAP1 ve ERAP2
gibi antijen isleme bilesenlerinin, baglatma ve devam etmede rolii vardir. D vitamininin
viicut lizerinde immiinosupresif bir etkiye sahip oldugu ve otoimmiin hastaliklardaki rol
uzun zamandir bilinmektedir. Bu tez Galigmasinda IRAK’taki ankilozan spondilit
hastalarindaki D3 vitamin seviyesinin hastalik iizerinde etkili olan HLA-B27 geninin
varligi, kontrolii arasindaki iligkinin degerlendirilmesi amaglamistir. Ayrica ankilozan
spondilitde bagisiklik ve inflamasyon faktorleri arasindaki etkilesimde D vitamininin rolii
analiz edilmis olup HLA-27B pozitif ankilozan spondilit hastalarinda D3 diizeyi ile
kontrolii arasindaki iligkinin degerlendirilmesi amacglanmastir.
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Ankylosing spondylitis is a type of arthritis that affects the axial skeleton, particularly the
sacroiliac joints. Vitamin D is considered a secosteroid hormone that plays a role in
calcium and phosphate balance, bone formation and resorption. SNP of ERAP2 gene
(rs2910686), it is considered a functionally important gene associated with susceptibility
to ankylosing spondylitis. In addition, genetic variation of the HLA-B27 molecule and
antigen processing components such as ERAP1 and ERAP2 have a role in initiation and
maintenance. It has long been known that vitamin D has an immunosuppressive effect on
the body and its role in autoimmune diseases. In this thesis study, it was aimed to evaluate
the relationship between the presence of the HLA-B27 gene, which is effective on the
disease and the control of vitamin D3 levels in ankylosing spondylitis patients in IRAQ.
In addition, the role of vitamin D in the interaction between immune and inflammation
factors in ankylosing spondylitis was analyzed and it was aimed to evaluate the
relationship between D3 level and control in HLA-27B positive ankylosing spondylitis
patients.
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1. GIRIS

Canli organizmalarda otoimmiin olarak adlandirilan sistem, organizmanin yabanci olarak
viicuda etki etmek isteyen antijenleri tamiyip onlara karsi cevap olusturmaktadir.
Organizma normal sartlar diginda 6rnegin patolojik olaylar gibi durumlar karsisinda
inmln sistemi cevap gelistirmektedir bu cevaba olan etki ise otoimmiinite olarak
tanimlanmaktadir. Immiinolojik, viral ve genetik etkenlerin bir araya gelerek canli
organizmada meydana getirdigi hastaliklara otoimmiin hastaliklar denilmektedir (Silman

and Pearson 2002).

Ankilozan Spondilit (AS), otoimmiin kaynakli bir hastalik olup, kronik, inflamatuvar
artrite neden olan omurgalarda ve sakroiliak eklemlerde agr1 ve tutulmalara sebep olan
ramotolojik bir hastalik olarak tanimlanabilmektedir (Schett and Sieper 2009). Bu
otoimmiin kaynakli olan AS hastaliginin sebepleri biiyiikk oranda genetik etkenlerden
meydana gelmektedir. Simdiye kadar ortaya konulmus en kuvvetli iliski HLA-B27
genine ait oldugu bildirilmistir. Glinlimiize kadar yapilan arastirmalarda farkli
popiilasyonlarda ¢esitli oranda dagilimlar gosteren bircok HLA-B27 alt tipi bulunmustur.
HLA-B27 tipleri major doku uygunluk kompleksi (MHC) Sinif I iiyesi antijenleridir.
HLA-B27 antijenleri arasindaki farkliligin peptid baglama olugunda bulunan aa
dizisindeki farkliliktan meydana geldigi bilinmektedir (Beerbaum et al. 2013, Khan 2013,
Reveille 2015). Bir popiilasyonun %5’i HLA-B27’1 tagirken, HLA-B27 pozitif kisilerin
sadece %1-5’inde AS hastaligi meydana gelmektedir (Chen et al. 2004).

Bu durum son donemlerde insanlarda gézlemlenen patojonik rahatsizliklarin artisi ve
insanlarin toksik olusturabilme ihtimaline sahip kimyasal ilaglardan kaginmasi, onlar
dogal takviye edici gida ve vitaminlere dogru yonlendirmistir. Bu vitaminlerden birisi de
D3 vitaminidir. D vitaminin eksikligi organizmada farkli aksamalara neden
olabilmektedir. Bu c¢alisma, HLA-B27 pozitif AS hastalarinda D3 diizeyi ile kontrol
arasindaki iliskiyi degerlendirmeyi amagcladi. Ayrica, Irak popiilasyonunda ERAP2 geni
SNP rs2910686'nin AS duyarliligr ile iliskisinin tespiti.



2.  GENEL BILGILER
2.1 Ankilozan Spondilitin Tanim ve Etyolojisi

Halk arasinda genel olarak bel ya da omurga romatizmasi olarak bilinen AS genel olarak
bireylerde geng yaslarda gdzlemlenen, omurga ve omurgayla kalga kemigi araligindaki
eklemleri etkileyen agrili ve iltihapli bir romatizma tiiriidiir. Omurlarda ilerleyici ve
asendan kemik fiizyonuna neden olan spinal eklem bdlgelerinde ve iliskili yapilarda
siddetli inflamasyon olusturan, etiyolojisi bilinmeyen inflamatuar bir hastaliktir (Sekil
2.1). Periferik eklem tutulumu nadir olmakla birlikte, vakalarin {li¢te birinde kalca ve
omuz eklemi tutulumu saptanabilir. Eklem disindaki goz ve kalp gibi organlarda iltihabi
lezyonlar kesfedilmis olup AS klinik, radyolojik, epidemiyolojik ve genetik yonleri
nedeniyle seronegatif spondiloartropatilerde bulunur (Barber et al. 1997, Khan 1995).

Normal omurga Ankilozan Spondilit

o B ‘.ﬁ ‘\ ‘\
(\ ‘:j o tt

Disk ]‘ | dq V 2 ,“ :

, ' Cmutards
\ Eklemlerde Lirteyme
inflamasyon "Bambu bedrs(”
~Lrkon ovre letiewra

Sekil 2.1 Saglikli bir bireydeki omurga ve AS hastalarindaki omurga gosterimi (Khan
1995).

Sekil 2.1°de goriilen ilk resim normal saglikli bir bireyin omurgasi olup bag dokular1 ve
diskler stabil konumdadir. 2. ve 3. omurga Orneklerinde ise Ankilozan Spondilit

hastalarinin erken ve ileri evre de ki omurga sekilleri tasvir edilmistir.



2.2 AS Hastahgmin Klinik Ozellikleri

AS hastalarinin %75°1 bel agris1 ve sirt sertligi nedeniyle doktora bagvurur (Klippel et al.
2008). Hastalik ¢ok yavas ve sinsi bir sekilde omurgada ilerler. Hastalar ¢ogunlukla AS
semptomlarinin basladigini sdyleyemezler ve agriy1 lokalize edemezler. Agr kiinttiir ve
agrinin ilk bolgesi bir veya her iki kalga ve gluteal bolge olabilir. Agr1 arka uyluga
yayilabilir ve siyatik ve kalga patolojisi ile karistirilabilir. Enflamatuar bel agrisinin en
belirgin 6zelligi olan agr1 ve tutulum sabahlar1 belirginlesir ve istirahatle artarak (jel
fenomeni) egzersizle azalir. Sabah 3'te meydana gelen sirt tutulumunun zaman zaman
saatlerce siirdiigii goriilebilir. Cogunlukla hastaligin seyri ara sira gelisen ataklarla
alevlenir. Geceleri gesitli agrilar gézlemlenebilir ve bu agr1 hasta uzanirken gegmezken,
hasta ayaga kalkip hareket ettigi takdirde kendini daha iyi hissedebilir. Bu hastalar
nadiren de olsa hastaneye periferik artrit sikayetleri ile bagvururlar. Omuz ve kalga
tutulumu %15 oraninda ilk belirtilerdir ve hastalik ilerledikge bu oran %35'e kadar
cikabilmektedir. Sik karsilasilan bir hastalik olmadig1 i¢in diger hastaliklarla (bel fitigi,
kemik erimesi, kire¢glenme vb.) karistirilabilir. Lakin bu hastaligin ayirt edici bir 6zelligi
vardir ki yaglilardan ziyade genglerde gdzlemlenmektedir. Bu tiir belirtiler geng yaslarda
gozlemlendigi takdirde hastada AS varligindan siiphelenilebilir (Khan 1995, Van der
Linden et al. 1984).

Gozlemlenen periferik artritin genellikle HLA-DRA4 ile iliskili oldugu ortaya ¢ikar. Entez,
bir bag, tendon veya eklem kapsiiliiniin kemige giris yeri olarak tanimlanir. AS'de
inflamatuar siire¢ oncelikle sentezde goriiliir. Yeni kemik olusumu ve fibrozis ile devam

eder ve daha sonra bu bolgelerde kemik ¢ikintilarinin ortaya ¢ikmasi ile devam eder (Mc

Gonagle et al. 1999, Van der Linden et al. 1984).



2.3 Klinik Bulgulari

2.3.1 Eklem dis1 bulgular

Kilo kaybi, Yorgunluk ve ates genellikle ilk ortaya ¢ikan semptomlardir. Yorgunluk
hastalarin %50, %65'inde en 6nemli yakinmadir (Khan 1995).

2.3.2 Gozler

Sik karsilagilan ekstra artikiiler sesmptomlardan biri olup, géz tutulumu olarak ifade edilir.
Akut 6n tiveit veya iritisli hastalarin %25'inde hastaligin seyri sirasinda aniden ortaya
cikan agr1, gdzde kizariklik ve fotofobi tipik gdz semptomlar: olarak tanimlanir. Iltihap
tedavi edilmezse bulanik gérme meydana gelebilir. Buradaki akut 6n iiveitin HLA-B27

ile iligkili oldugu bilinmektedir (Barber et al. 1997, Klippel et al. 2008, Koul et al. 1997).

2.3.3 Kardiyovaskuler sistem

Kardiyovaskiiler sistem {lizerinde, AS hastalarinda kalp tutulumunun yaklasik %5
oraninda goriildiigii gézlemlenir. Bu durum, aort yetmezligi aortit, atriyoventrikiiler blok
veya ¢ikan aortta dal blogu seklinde olabilir. Bu duruma nadiren mitral yetmezlik eslik
eder ve kalp yetmezligi olusur (Kiling vd. 2018, Klippel et al. 2008, Koul et al.1997).
Kardiyovaskdler sistem tutulumu uzun sireli AS'li hastalarda ve periferik eklem tutulumu

olan hastalarda daha sik goriilmektedir (Ryall and Helliwell 1998).

2.3.4 Solunum sistemi

AS hastalarinda gogiis ekspansiyonu azalir, ancak diyafragma fonksiyonlar1 nedeniyle
total akciger ve vital kapasitenin etkilenmedigi, 0ksiiriik, balgam ve dispne olusabilecegi
ve bilateral apikal pulmoner fibrozis hizinin %1 arttig1 bildirilmistir (Barber et al. 1997,
Klippel et al. 2008, Koul et al. 1997).



2.4 Laboratuvar Bulgular:

En 6nemli laboratuvar bulgusu eritrosit sedimantasyon hiz1 ve akut faz reaktanlarindaki
artistir. C-reaktif protein, hastalik aktivitesi i¢in en iyi gostergelerden biridir. Trombosit
sayisinda diislik-orta diizeyde artislarin olmasi miimkiindiir. Normositik anemi
hastalarinin %15'inde hafif normokrom ile karsilagilabilir. AS hastalarinin plazmik kan
serumlarindaki IgA seviyeleri genellikle yiiksek bulgularla gozlemlenir (Koul et al.
1997, Ozkan 2010)

2.4.1 AS epidemiyolojisi

HLA-B27 pozitifligi AS hastalarinin %95'inden fazlasinda bildirilmektedir (Barber et al.
1997, Koul et al. 1997). Ancak Turk hastalarda bu oran %70 civarinda olup seyir daha
diistiktiir. Saglikli kisilerde HLA-B27 sikligi %8 ile %14 arasinda olup HLA-B27
prevalansi her irkta farkli oranlar gostermektedir. Ornegin, Amerikan Kizilderililerinde
%18-50 arasinda bulunurken, Iskandinavlarda %10-16, Bati Avrupa'da %6-9, Giiney
Avrupa'da %2-6 arasinda bulunur. Pakistanlilarda %8, Hintlilerde %2 ile %6 arasinda ve
Japonlarda %1 iken (Hukuda et al. 2001) Orta Avrupa'da prevalans %0,3 ile %0,5
arasinda bulunmaktadir (Braun and Sieper 2007). HLA-B27, AS hastaligi Avusturalya
popllasyonunda neredeyse hi¢ gorilmez (Roberts-Thomson and Roberts-Thomson
1999). Afrika genel popllasyonunda ise HLA-B27 ve AS prevalanst %3-6 civarindadir
(Belachew et al. 2009, Mijiyawa et al. 2000). HLA-B27, Alaska Eskimolarinda %37, AS
hastalarinda ise %87 oraninda tespit edilmektedir. Sibirya Chukotka'da %90 olarak
gorilen HLA-B27 hem spondiloartropatilerin hem de HLA-B27 prevalansinin oradaki
populasyonda ¢ok daha yiiksek oldugunu gosteriyor.

AS'nin maksimum prevalans1 Haida Kizilderililerinin 6 kisisinde, saglikl kisilerde %50
ve AS hastalig1 olan kisilerde %100 olarak goriilmektedir (Gofton et al. 1984, Peschken
and Esdaile 1999). HLA-B27 geni tasiyan bireylerde AS hastalig1 prevalansi %2, AS
hastaligi prevalansi HLA-B27 geni tasiyan akrabalarinda ise %20, tasimayan
akrabalarinda da %0 olarak kaydedilmistir. HLA-B27 geni, ikizlerde ve HLA-B27 pozitif
olan bireylerde AS sikligi %60'a kadar ¢gikabilmektedir. Brown vd. (2016) ¢alismasinin



ikizler lizerinde yaptig1 arastirmaya gore tek yumurta ikizlerinde uyum %63, ¢ift yumurta
ikizlerinde ise %24 olarak bulunmustur. Monozigotik ve dizigotik ikizlerde uyum
oranindaki farkliliklar, genetik faktorlerin AS hastaligina ve HLA-Prognoza 6nemli

Olctlide katkida bulundugunu ortaya koymustur.

AS hastaliginin her hastada goriilen seyri, hastalar arasinda farklilik gostermektedir.
Genelde en iyi bilinen o6zellikleri erken donemde spontan remisyonla seyreden
progresyon ve atestir. Genel olarak iyi huylu olarak seyretmekte olup, kontrol altina
kolayca alinabilmektedir. Bu durum bireyin calisma kabiliyetini ve fonksiyonel
kapasitesini etkilemeden iyi ilerler (Koul et al. 1997). Genel olarak AS hastalarinin %10-
20'sinde 20 ila 38 yil sonra yeti yitimi geligebilir ve bunlarin %85-90'1 normal verimlerle
dogal ¢alisma hayatina devam edebilirler. AS hastaligina sahip bir bireyde kal¢a tutulumu
erken olusmus ve halen devam ediyorsa bu durum kotii prognozun meydana geldigine
dair en belirgin isarettir (Sekil 2.2). Bu durumun getirileriyle hastaliga bagl dliimler ise

%S5 civarinda gozlemlenmektedir (Arnet 1997, Barber et al. 1997).

Hafif spondilit Agir spondilit

Sekil 2.2 Hafif spondolit ve agir spondilit hastalar1 ile normal ve AS’li hastaya ait omurga
gorinimui (Arnet 1997)



3.  AS HASTALIGININ TEDAVi SURECI

Inflamatuar sistemik ve kronik bir rahatsizlik olan AS hastaligmin giiniimiize kadar
yapilmig kesin bir tedavisi heniiz bulunmamaktir. AS hastalarina uygulanan tedavinin
amaci giiniimiizde eklem agrilarinin dindirilmesi ya da azaltilmasi, meydana gelecek
yapisal zararin yavaslatilmasina eger miimkiinse Onlenmesine yoneliktir. Hastanin
ozellikle diizenli egzersiz yapmasi ilerlemede ve agrinin yatismasinda ilaclarla birlikte
onemli rol oynamaktadir. AS hastaligindaki bireylerin tedavi siirecinde kullanilagelen
ilaclarin 2 ana baslik altinda simiflandirilmasini1 6nerilmektedir. Bu siniflandirma ise su
sekilde olmustur: Ilki, tedavide kullanilarak semptomlar: kontrol altina alan ilaglar.

Ikincisi, Hastalig1 kontrol altina alan anti-romatizmal ilaglardir.

Birinci grupta bulunan non-steroid anti-inflamatuar ilaglar (NSAID) glinimuzde hala ilk
sirada kullanilan ilaglar olarak yerini korumaktadir (Zochling et al. 2005). Yaygin olarak,
agr1 ve eklem uyusmasi, tutulma gibi sikayetlerin dnlenmesinde kullanilmaktadirlar.
Kronik bir rahatsizlik olan AS tedavisinde bu ilaclar ile fizik tedavi yontemleri birlikte
uygulandiginda hastalarda semptomlarin kontrol altinda tutulmasi ve normal yasam
kosullarina devam etmede yardimci olmaktadirlar. Birlikte uygulanan bu tedavi
yontemleri alt1 hafta gibi kisa bir zaman dilimi i¢inde spinal ve periferik eklem agrilarinin
azaltilmast ve eklem tutulmalarimin hafifletilmesinde son derece iyilesmeye yonelik

yardimet olmaktadirlar (Zochling et al. 2005).

3.1 Insan Lékosit Antijeni

Insan viicudundaki etkin rol oynayan MHC grubuna insan 16kosit antijenlerine (HLA)
denilmektedir (Trowsdale 1995). HLA, insan viicudunda MHC gen bdélgesinden dretilen
glikoprotein yapisinda bulunan molekiillerdir (EKici 2000, Rastogi et al. 1997). insan
vucudundaki MHC antijenlerini kodlayan gen bdlgesi 6. kromozomun kisa kolu
tizerindeki sentromere yakin bir bolgede bulunan ardisik bir DNA grubudur (Ekici 2000).
Sekil 3.1 HLA gen kompleksinin bulundugu boélgeyi gostermektedir.
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Sekil 3.1 HLA gen kompleksinin bulundugu bélge (Ekici 2000)

3.1.1 Genel ve 6zel HLA antijenleri

Ozel HLA antijenleri, yalnizca belirli bir molekiil tipinde bulunan ve diger molekiillerde
bulunmayan HLA antijenleridir. Genel HLA antijenlerin tiimii ayn1 HLA spesifik antijene
sahip farkli HLA molekiilleridir (Yilmaz vd. 2017). Ornegin, HLABw4, Bw6 antijeni,
B13, B27, B37 ve B38 dahil olmak {izere cesitli antijenlerde bulunan bir belirleyicidir.
Bw6 antijeni B7, B8 ve B14'te bulunabilir (Ekici 2000). Tek bir belirli antijen oldugu
diisiiniilen bircok HLA antijeninin, 6nceki arastirmalarda birbiriyle ¢ok siki iliskili iki
veya {li¢ antijen grubuna sahip oldugu kesfedilmistir. Orijinal ve daha biiyiik 6zgiilliiklere
sahip antijenler, bu antijenlerin "parcalar" olarak etiketlenmistir. Ornegin, HLA-A25

(10) ve -A26 (10)'un anlam1, HLA-A25 ve —A26'nin ayni1 oldugudur (Y1lmaz vd. 2017).

3.1.2 HLA-B27

HLA simif I molekiiler ailesinin bir iiyesi olan, bugiine kadar kesfedilen 100'in {izerinde
alelik varyanti olan oldukca polimorfik bir B-lokusudur. HLA-B27 tamamen belgelenmis
peptit repertuarlarina sahip en yaygin allotiplerdir. P2 pozisyonunda bir Arg kalintisinin
varligi, B ceplerinin tasarimindan dolayr tim HLA-B27 ile iligkili peptitlerin en belirgin
ozelligidir. P3, P-2 ve P, ¢cogunlukla D, E ve F ceplerine baglanan hidrofobik ve aromatik

amino asit kalintilarini tastyan ek birincil ve ikincil baglant1 yerleridir. Diger tiim peptit



bolgeleri, allotipler arasinda 6nemli degisikliklerle birlikte ¢ok c¢esitli amino asit

kalintilarini i¢erebilen ankor olmayan konumlardir (Schittenhelm et al. 2016).

3.1.3 Dengesiz baglanti

Insan ciftlesmesi tesadiifi bir olay oldugundan, bir HLA lokusu iizerindeki belirli bir alel
ile bagka bir HLA lokusu tizerinde belirli bir alel birlikte bulunduklari frekansinin, her iki
alelinin toplulukta bir arada bulunma sikliginin {iriiniine esit oldugu tahmin edilmektedir.
Ancak birlikte kesfedilen bazi alel gruplarinin frekansi maksimum degerden biiyiik

oldugunda baglant1 dengesizligi olusur (Yilmaz vd. 2017).

3.1.4 HLA genlerinin kalitim

Her ebeveyn bir kromozoma katkida bulundugundan, yeni bireylerin iki haplotipi vardir:
biri anneden digeri babadan. Tiim HLA genleri kodominant oldugundan, her HLA lokusu
her iki alleli de ifade eder. Simple Mendel kalitimina gore iki kardeste iki haplotipin ayni
olma olasilig1 %25, ayni haplotipe sahip olma olasiligi %50 ve tamamen farkli bir
haplotipe sahip olma olasilig1 %25'tir. Mayoz, capraz reaksiyonlar ve rekombinasyon
sirasinda. Normal bir popiilasyonda c¢ok sayida farkli haplotip olusacaktir ¢linkii HLA
cok fazla gen lobuna sahiptir (Yilmaz vd. 2017).

3.1.5 HLA ve hastalik iliskisi

HLA antijenleri ve hastaliklar arasindaki baglanti, bu noktaya kadar yapilan ¢alismalarda
kapsamli1 bir sekilde incelenmistir. Konuyla ilgili bircok kitap bulunmakta olup genel
olarak bu tiir arastirmalar, hastaligin risklerini ve koruyucu faktorlerini kesfetmek,
tedaviler gelistirmek, hastaligin genetik bir bileseni olup olmadigini belirlemek ve

molekiiler patogenezi belirlemek i¢in yapilir (Cevirgen 2005).

Ayrica, belirli bir HLA belirte¢ geni ile bir hastalik arasindaki istatistiksel baglantiyi

ortaya ¢ikarmak i¢in popiilasyon ¢aligmalar1 kullanilir. Bu tiir baglantilar, hastalik geni



ile HLA isaretleyici geni arasindaki genetik bir baglantinin kanit1 olarak alinamaz. Bunun
nedeni ne iliskinin ne de baglantinin 6nemli bir genetik bag gosterememesidir. Ornegin
hastalik geni, kromozom 6'dan farkli bir kromozom iizerinde bulunur. HLA ile baglantili
olmamasina ragmen, bu hastalik geninin fenotipik ifadesi igin spesifik bir HLA
antijeninin varlig1 gerekli olacaktir. Sonu¢ olarak HLA ile hastalik arasinda baglanti

kurmak mimkiindir (Altuntas vd. 1996, Ekici 2000).

3.1.6 HLA ve hastalik iliskisi ile ilgili hipotezler

HLA molekdlleri, Reinhold vd. (1991)’¢ gore etiyolojik ajan reseptérleridir. Bu durumu
su sekilde aciklamistir: Viriisler, zehirler ve yabanci maddelerin timii etiyolojik ajan
olarak hareket eder ve bir dizi HLA molekull onlar igin reseptor gorevi gorur. Yilmaz
vd. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada HLA'nin antijenik peptit Ozgilligi
gosterebildigi kesfedilmistir. Yalnizca belirli HLA molekiillerinin antijen baglama
bolgeleri, hastaliga neden olan antijenik peptit fragmanini baglayabilir. HLA molekiilleri,
Reinhold vd. (1991)’e gore etiyolojik ajan reseptorleridir. Virisler, zehirler ve bazi
yabanci maddeler, bir dizi HLA molekiilii i¢in reseptdr gorevi goriir. Yilmaz vd. (2017)
tarafindan yapilan bir arastirmaya gére HLA antijenik peptit i¢in segicilik sergileyebilir.
Hastaliga neden olan antijenik peptit parcasi, yalnizca spesifik HLA molekiillerinin
antijen baglama bolgeleri tarafindan baglanabilir. Ayrica HLA, bir dizi otoimmin
hastalikla baglantilidir. Bu, belirli alellere sahip insanlarda belirli hastaliklarin daha
yaygin oldugu anlamina gelir. Reinhold vd. (1991) ve Cevirgen (2005) HLA ile Romatoid
Artrit (RA), Insiiline Bagimli Diabetes Mellitus (IDDM), Behget Hastalig1 ve Ankilozan
Spondilit hastalig1 arasinda bir baglanti buldu. Seronegatif spondiloartropatilerde (SPA),
prototipi ankilozan spondilitte, inflamatuar periferik ve aksiyel eklem tutulumu ile HLA-
B27 doku antijeni (AS) arasinda agik bir baglanti vardir. HLA DR4-DQB1*0302
haplotipi olanlarda LMP7 polimorfizmi ile IDDM arasinda giiclii bir ilisgki vardir
(Cevirgen 2005, Deng et al. 1995, Temiz 2005). Tiirkler arasinda yapilan bir aragtirmaya
gore HLA-DR3, HLA-B8, HLA-A1 ve HLA-A?2 antijenleri ile Myastenia Gravis hastaligi
arasinda onemli bir iligki vardir. Baska bir calisma, otoimmiin bir durum olan Oral

Submukoz Fibrozis igin taranan Tayvanli hastalarda HLA-B76, HLA-B48/Cw7, HLA-
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B51/Cw7 ve HLA-B62/Cw7 oranlarinin, hastaligi olmayan saglikli popiilasyondan daha
yiiksek oldugunu bulmustur (Altuntas vd. 1996, Chen et al. 2004, Yilmaz vd. 2017).

3.2  Major Histo-Uyumluluk Kompleksi

Major histo-uyumluluk kompleksi (MHC), kromozom 6 (izerinde bir gen kompleksi olup
yaklasik 250 gen kokusu igerir (Ekici 2000). MHC genlerinin temel roll, T-lenfositler
tarafindan taninan antijenleri saglamak ve bagisiklik sistemi aktivasyonunu
indiiklemektir. Klasik ve klasik olmayan MHC smif I genleri daha da farklilagtirilir
(Lefranc et al. 2005). HLA-E, -F, -G ve -H genleri klasik degildir ve daha az polimorfiktir
ve HLA-E ve -G de NK hiicreleri tarafindan benzersiz bir sekilde tanimlanir (Hviid et al.
2001).

3.2.1 MHC smiflandirilmasi

Cesitli calismalar sonucunda insan MHC ve insan MHC gen bdlgesi tamamen dizilendi.
MHC gen bolgesi 3.673.800 niikleotid, 224 gen ve 10.533 farkli alel icerir. MHC,

kodlanan proteinlerin 6zelliklerine bagli olarak Simif I, 11, III, IV'e ayrilir.

3.2.2 MHC simf I

Klasik (1a) sinif I HLA-A, B ve C agir zincirlerini kodlayan genler MHC sinif I'de
bulunur. Bu genler sasirtict miktarda varyasyona sahiptir (HLA-A'da 2.735 allel, HLA-
'de 3.455 allel). B ve HLA-C lokuslarinda 2.259 alel, bu alellerin biiyiikk ¢ogunlugu
islevseldir. Ifade edilen, ancak daha az degisken olan HLA-E, F, G, HFE genlerinin yani
sitra MHC smuf I zincirle ilgili MICA ve MICB i¢in klasik olmayan HLA lokus kodu.
Tiim sinif I HLA (HLATI) molekiilleri, MIC genleri disinda, kromozom 15 tzerindeki bir
gen tarafindan kodlanan degismez 2-mikroglobulin zinciri ile heterodimerler olusturur.
Sinif I molekiiller, tiim ¢ekirdekli hiicrelerin hiicre yiizeyinde bulunur (Goldberg and
Rizzo 2015).
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3.2.3 MHC simf I1

HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DM ve HLA-DO (2649 bilinen alel) MHC 11
bolgesinin orta kisminda yer alir ve her iki zinciri de kodlar. Bu genler ilk dnce bagisiklik
tepkisini modiile etmek i¢in tanimlandi. Makrofajlar, dendritik hiicreler, Langerhans ve
Kupffer hiicreleri gibi antijen sunan hiicreler (APC) ve ayrica B lenfositleri onu eksprese
eder. Olagandis1 kosullar altinda, belirli hiicreler HLA smif II'yi (HLAII) ifade eder.
Ornegin, tiroid hiicrelerinde ve bagirsak epitel hiicrelerinde ekspresyon, inflamatuar

olaylar tarafindan uyarilir (Hersberg et al. 1998, Trowsdale 1995, Wu et al.1999).

3.2.4 MHC simf III

MHC I ve MHC II arasinda yer alir ve MHC ile ilgisi olmayan, bazilar1 ¢cok énemli olan
immiinolojik aktivitelere sahip bir dizi gen igerir. Tamamlayic1 genler CBF, C2 ve C4A,
bir dizi timor nekroz faktorii (TNF) ve 1s1 soku proteini 70 (HSP70) refakatci genlerinin
timii iyi bilinen Orneklerdir. Peptit tasiyici proteinler TAP1 ve TAP2'nin yani sira -
immunoproteazomun bilesenlerini kodlayan PSMB8 ve PSMB9 genleri diger bircok gen
arasindadir. MHC bélgesinin genetik mimarisi, HLA molekiillerinin ekspresyonunun ve
olusumunun nasil diizenlendigini ve antijen sunan aktiviteleriyle nasil baglantili

oldugunu anlamak igin kritik dneme sahiptir (Carroll et al. 1987, Tanaka 1994).

3.3 ERAP2

Endoplazmik retikulum aminopeptidaz 2 (ERAP2), HLA sinif [ yolunda antijen sunumu
sirasinda peptitleri kisitlamak i¢in ¢alisan endoplazmik retikulumda bulunan bir zn-
metalopeptidazdir (Saric et al. 2002). AS duyarliliginda ERAP2 genindeki tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP'ler) roliine iliskin sinirli arastirma yapilmistir (Brown et al.
2016, Zochling et al. 2005). AS hastalarinin yaklasik %90"inin HLA B27 genini tasidigi
tahmin edilmesine ragmen, HLA-B27-pozitif bireylerin sadece %1-5'i AS alir (Smith et
al. 2006). Bu, AS hastaliginin olas1 bir nedeni olarak artritojenik peptit hipotezinin ortaya

¢ikmasina neden olmustur (Brown et al. 2016). Endoplazmik retikulum aminopeptidaz
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geni, ERAP2 ve ankilozan spondilit, psoriasis ve irritabl bagirsak hastaligi arasinda
genom ¢apinda bir iligki ¢alismasiyla genetik bir baglant1 kesfedilmistir (Agrawal and
Brown 2014, Kenna et al. 2015, Kuiper et al. 2014).

3.4 D Vitamini

D vitamini, deride iki kaynaktan sentezlenen bir vitamin tiiriidiir: hayvansal kaynakli
kolekalsiferol (D3 vitamini) ve gida ile alinabilen bitkisel kaynakli ergokalsiferol (D2
vitamini). D2 ve D3 vitaminlerine yaygin olarak D vitamini denir. Ayni adla
anilmalarinin nedeni ayni metabolik yolla sentezlenmeleridir. Tipik kosullar altinda,
giines 15181 insan viicudundaki D vitamininin %90-95'ini sentezler. Ultraviyole B (UVB)
1sinlarinin yeryiiziine ulagmasini engelleyen bir durum veya D vitamininin insan derisi
tarafindan emilmesini engelleyen bir senaryo D vitamini yetersizligine neden olur. Ayni
zamanda insan vicudunun cildinde bulunan fazla melanin pigmenti UVB 1silarinin gok
yogun bir sekilde emilmesine neden olur ve bu da D vitamini sentezini azaltir. Giines
kremlerinin i¢indeki faktor seviyeleri de gilines 1sinlarinin 6zellikle de giines 1sinlarinin
cilde ulagsmasini engeller. 15 ve iizeri bir faktor ile %99 oraninda engel olusturmaktadir.
UVB 1sinlarinin zenit agist da Vitamin D sentezinde biiyiik 6nem tagimaktadir (Bishop
and Wharton 2003, Hochberg 2003)

Gilines 1sinlart D vitamini iiretimi i¢in en etkili faktordiir ve yeterince gilines 15181
tiketildigi takdirde D vitamini yetersizligi ortaya ¢ikmaz. Pre-vitamin D3 ilk 6nce
epidermiste 7-dehidrokolesteroliin (pro-vitamin D3) 290-310 nm dalga boyunda
enzimatik olmayan fotolizinin bir sonucu olarak dretilir. D3 vitamini, viicudun talepleri
dogrultusunda ciltte pro-vitamin D3'ten Gretilir. Previtamin D3, provitamin D3'ten 15
dakika gibi kisa bir siirede sentezlenir ve maksimum seviyeye ulasabilir. Previtamin D3
ile karsilagtirildiginda, previtamin D3'ten vitamin D3'e regiilasyon, 1siya duyarl
izomerizasyon yoluyla nispeten yavas gerceklesir. On vitamin D3, uzun bir siire UV veya
giines 1smnlarina maruz kaldiginda, biyolojik etkisi olmayan lumisterol ve tasisterol
tirlerinin bir dizi inaktif fotoliz yan firlinlerine ayrigir. Pre-vitamin D3, viicudun
durumuna bagli olarak deride pre-vitamin D3 {iiretimi sirasinda D3'e veya inaktif

metabolitlere dondstiiriiliir. UV etkisi, derideki asir1 D vitamini {iretimini aktif olmayan
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fotoliz yan Uriinlerine doniistiirtir (Sekil 3.2). Gergekte bu durum D vitamini sentezini
siirlayarak organizmayi D vitamini toksisitesine karsi koruyan fizyolojik bir kontrol

mekanizmasi olarak ¢alisir (Bishop and Wharton 2003, Hochberg 2003).

UVB (290-315nm) UVB

7-dehidrokolesterol J

~——» Previtamin Dy ”
(Pro-vitamin D) \ inaktif
DERI Ist lr ‘» Fotoliz
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l CYP3A4
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apzalapsm
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Sekil 3.2 Vitamin D metabolizmasi (Bishop and Wharton 2003)

D vitamininin sadece %1-3'i baglanmaz ve serumda Vitamin D baglayic1 proteine
(DVBP) baglanarak tagmir. D vitamininin hedef doku reseptorlerinde rol oynayabilmesi
icin karacigerde sitokrom P450 25 hidroksilaz enzimi (CYP27A1) kullanilarak 0nce 25
hidroksi D vitaminine 25 OH D, ardindan 1, 25-dihidroksi D vitaminine doniistiirilmesi
gerekir. 1, 25 OH 2D 1-alfa hidroksilaz enzimi (CYP27B1) aktif D vitamini
kullanilmaktadir (Sekil 3.3). D vitamini biyosentezi igin 25 hidroksilaz enziminin gerekli
olmasina ragmen, bu enzimin genindeki homozigot mutasyon, genel D vitamini
eksikligini ve diisiik 25 OH D duzeylerini gésteren verilere yol agmaktadir. 25 OH D
Vitamini, 15-20 gilinliik yarilanma 6mri ile organizmanm tiim D vitamini havuzu
hakkinda en kesin bilgiyi saglayan faktordiir. 25 OH D ve 1, 25 OH 2D vitaminleri,
DVBP proteini araciligiyla baglanma yoluyla kan dolagimina verilir (Holick and Chen
2008).
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Aktif vitamin D
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Sekil 3.3 D vitaminin etki mekanizmasi (Holick and Chen 2008)

1-alfa hidroksilaz enziminin yarist araciligiyla Vitamin 25 OH D'yi Vitamin 1, 25 OH
2D' ye doniistiiren sadece bobrekler degildir. Renal hiicreler disinda, 1-alfa hidroksilaz
enzim geni ve vitamin D reseptér (DVR) geni deri, paratiroid, prostat, kolon, kemik
dokusu, meme dokusu, akciger, makrofajlar gibi doku veya hiicrelerde bulunabilir.
Monositler. Gebelik, bobrek yetmezligi, sarkoidoz, tiiberkiiloz, graniilomat6z hastaliklar,
romatizmal hastaliklar gibi 6zel durumlar disinda belirtilen dokularda sentezlenen aktif
D vitamini bulundugu dokularda intrakrin veya parakrin faktor olarak gorev yapar ve
uzerine etkisi yoktur. Sekil 3.4 dolagimdaki aktif D vitamini seviyelerini gostermektedir.
Sarkoidoz ve tiiberkiiloz tipi graniilomatdz hastaliklarda 6rnegin makrofajlarda aktif D
vitamini Uretimi hiperkalsilri ve hiperkalsemiye neden olur (Bishop and Wharton 2003,
Lips 2006).
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Sekil 3.4 D vitamini sentezi (Bishop and Wharton 2003)

3.4.1 D vitamini eksikligi

Gilintimiizde tipik serum D vitamini orani, ragitizm ve osteomalaziyi 6nlemeye yardimci
olan, diyette optimal kalsiyum emilimini destekleyen ve normal kan PTH dizeylerini
koruyan serum D vitamini diizeyi olarak anilir. Yetigkinlerde, 32 ng/mL’lik bir D vitamini
seviyesi optimal kabul edilir. D vitamini, serum 25 OH D duzeyini 20 ile 32 ng/mL
arasinda tutmak icin yetiskinlerde 800-1000 U/giin dozda takviye olarak alinmalidir
(Bikle 2009). Gilinde 2000 iinite D vitamini takviyesinin hicbir yas grubundaki kiside
intoksikasyon olusturmadigr gozlemlenmistir (Cizelge 3.1). D vitamini takviyesi
yapilmayanlar disindaki diyetlerde D vitamini diizeyleri ¢ok diisiiktiir ve D vitamini
diizeyleri oldukga diisiiktiir. Serum 25 OH D seviyelerine dayanan klinik standartlara gore
viicudun giinliik D vitamini ihtiyacini karsilayamaz. UV radyasyonu deride D vitamini
tiretmek i¢in kullanilir. D vitamini sentezi {ilkemizin bulundugu enlemde Mayis-Kasim
aylar1 arasinda gerceklesir. D vitamininin {iretilebilmesi i¢in dogrudan giines 1s18in1in cildi
hassaslagtirmasi gerekir. En 1yi giines 1sinlar1 sabah 10:00 ile 15:00 aras1 oldugu i¢in bu
saatlerde giineslenerek D vitamini olusturulabilir. Dogru zamanda, organizmanin eritem

dozunun %70'inde (cildin pembelesmesi) 100000-25000 RIA vitamini Uretilebilir. Kollar
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ve bacaklar 0,5 eritem dozunda giines 1s1gina maruz kaldiginda 3000 IU D vitamini

uretilir (Bikle 2009).

Cizelge 3.1 25 OH D i¢in serum seviyelerine bagli olarak D vitamini tanimlama klinik
bilgiler (Bikle 2009)

25 OH Kalsiyum | Fosfor | Alkalen | Parathormon | Klinik

D fosfataz bulgu

(ng/mL)
D vitamini <15 |, - 1 1 1 Rikets,
eksikligi osteomalazi
D vitamini <15-20 | - - T, — -1 Diisiik
yetersizligi KMD*
Normal D 20-100 | - = - N N
vitamini
D vitamini >100 1 1 1 l -
fazlaligi
D vitamini >150 1 1 1 l Hiperosteozis
intoksikasyonu

* KMD; Kemik Mihezal Dansitesi

3.4.2 Vitamin D'nin iskelet sistemi disindaki etkileri

D vitamininin etki mekanizmasi sadece kemik dokusu ile sinirlt degildir. Bunun disinda
cesitli sistemlerde yer almaktadir. Organizmada farkli dokular tizerinde klasik olmayan
i¢ tip etki tamimlanabilir. Bunlar, immiinolojik fonksiyon modiilasyonu, hiicresel

cogalma ve farklilagsma diizenlemesi ve hormon salgilama diizenlemesini igerir.

3.4.3 immiin fonksiyonlarin diizenlenmesi

Yaklasik 25 yil Oncesine ait {i¢ biiyiik arastirma, D vitamini ve aktif metabolitleri
acisindan bagisiklik aktivitelerinin modiilasyonu ile ilgili vakalar1 ortaya g¢ikardi. Bu
arastirmalar, (a) insan aktif inflamatuar hiicrelerinde DVR'yi saptamayi, (b) aktif D
vitamininin T hiicre proliferasyonunu baskilama yetenegini ve (c) 1- alfa hidroksilaz.
Multipl skleroz (MS), inflamatuar bagirsak bozukluklar1 (IBD) ve Insulin Dependet
Diabetet Mellitus (tip 1 Diabet), Kanada, Kuzey Amerika ve Avrupa'da, 6zellikle KYC'de
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yaygin olan kronik sistemik hastaliklardir. Kisin yeryiiziine ulasan giines isinlart bu
tilkelerin ortak 6zelligi olan D vitamini tiretimi igin yetersiz kalmaktadir (Bikle 2010,
Misra et al. 2008). Prospektif arastirmalarda hekim arastirmacilarin ¢ogunlugu, giines
15181 almayan alanlarda oral yoldan kullanilan yiiksek D vitamini dozunun tip 1 DM, RA
ve MS tehlikesini sinirladigi kavramini desteklemektedir (Adams and Hewison 2010,
Bikle 2010, Holick 2006, White 2008). D vitamini, edinilmis bir bagisiklik tepkisini
baskilayici etkiye sahiptir. D vitamini eksikligi immiinoglobulin olusumunu sinirlar ve B
hlcrelerinin plazma hiicrelerine doniismesini engeller. D vitamini ise T hiicre
proliferasyonunu baskilayict bir etkiye sahiptir. Timus ve periferik T hiicrelerinde
DVR'nin varligi, D vitamininin T hiicre fonksiyonu ve gelisimi iizerinde bir etkisi
olduguna dair kanit saglar. B hiicrelerinde DVR neredeyse yoktur. D vitamininin Th-2
hiicrelerini uyardigi1 ve anti-inflamatuar sitokinler (TGF-1, IL-1, IL-4, IL-5) iirettigi ve
bunun hem in-vivo hem de in-vitro ¢aligmalarda anti-inflamatuar etkilere yol agtigi
sOylenmektedir. Ayrica proinflamatuar Th-1 htcrelerinde IFN-, IL-2, IL-3 ve TNF
uretimini azaltarak bir anti-inflamatuar etkiye sahip olabilir (Sekil 3.5). Th-1 yaniti, D
vitamini eksikligi veya eksikligi gibi durumlarda aktive olan proinflamatuar sitokinler ile
karakterize edilir, aslinda tip 1 diyabet, multipl skleroz, romatoid artrit ve inflamatuar
bagirsak gibi kronik sistemik otoimmiin hastaliklari hastalik etiyolojisine katkida bulunur

(Adams and Hewison 2010, Bikle 2010).

Kazanmilmis Immunite
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Sekil 3.5 Aktif D vitaminin imman sistem Gzerine etkisi (Bikle 2010)
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DVR'ler dendritik hucrelerde bol miktarda bulunur. Anti inflamatuar sitokinler, IL-10
salimimin arttirir ve dengenin Th-2 yoniine kaymasina neden olurken, aktif D vitamini,
dendritik hiicrelerin biiylimesini sinirlayarak IL-12 sentezini siirlar. Aktif D vitamininin
bir formu olan CD4/CD25, diizenleyici T hicreleri (Treg) tzerinde olumlu bir etkiye
sahiptir. D vitamini eksikligi, Treg oranmin ve aktivasyonunun kotiilesmesine, Th-1
tizerindeki blok etkisinin ortadan kalkmasina ve otoimmiin vakalarin hizlanmasina neden
olur. Aktif D vitamininin Th-17"yi inhibe ettigi ve en azindan bazi durumlarda otoimmiin
hastaliklar1 onledigine dair bulgular mevcuttur (Cantorna 2006, Misra et al. 2008,
Szodoray et al. 2008).

Hastada D vitamini eksikligi oldugunda, bagisiklik sistemi daha yiiksek bir Th-1 yanit1
tarafindan engellenir, 16kosit kemotaksisi bozulur ve enfeksiyon duyarliligr artar. Sekil
3.6’da goriildiigii iizere D vitamini, kazanilmis bagisiklik tepkisini engelleyerek bulasici

patojenlere yanit1 azaltabilir (Cantorna 2006).

0® atoin
... D Viamini
@
® Makrofaj
TLR 4 mast

Dogal Immunite
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DC: Dendritik hiicre
Sekil 3.6 D vitamininin dogal ve edinilmis bagisiklik sistemine etkileri (Holick 2006)
Sekil 3.7°de goriildiigii tizere CD4 hiicrelerinin Th-1 ve Th-17 hiicrelerine farklilagmasi
ve ¢ogalmasinin 6nlenmesi ve ayrica Th-2 ve Treg hiicrelerinin gelismis sentezi, aktif D

vitamininin edinilmis bagisikligi, dendritik hiicre gelisimini ve antijeni sinirlamasina

neden olur. (Bikle 2009, Cantorna 2006, Ozkan 2010).
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Sekil 3.7 Vitamin D ve CD4 T hiicre etkilesimi (Cantorna 2006)

Antimikrobiyal peptit-katelisidin, D vitamini aktif oldugunda epitelioid, miyeloid seri
hiicreler, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve solunum epitel hiicreleri tarafindan iiretilir. DVR, 25
OH D'den aktif D vitamini Uretebilen makrofajlarda ve epitel hicrelerinde bulunabilir.
Sonug olarak D vitamini, solunum sistemi yoluyla tasinan mikroplarin neden oldugu
bulasict ve diger hastaliklarin yayilmasini 6nlemeye yardimci olmustur (Cantorna 2006,
Ozkan 2010). Aktif D vitamininin etkileri ayrica dogal bagisiklik sisteminin temel
dizenleyicileri olan kalprotektin ve S-100 proteinlerinin miktarin1 da yiikseltir (Adams
and Hewison 2010, Adorini et al. 2004, Bikle 2009, Holick 2006). Otoimmin
hastaliklarda immiin modiilasyonun olumlu etkisi vardir. Multipl sklerozlu kisilerde D
vitamini uygulamasi proinflamatuar sitokin seviyelerini diisiiriirken antiinflamatuar
sitokin iiretimini arttirir. Alt1 aylik bir tedavi i¢in giinde 1000 UD vitamin takviyesi alan
multipl skleroz hastalari, anti-inflamatuar sitokinlerde (TGF-1, IL-13) bir artig gosterdigi
gbzlemlenir. Multipl skleroz prevalansinin diisiik oldugu ve giines 1s181nin yeterli oldugu
yerlerde yasayan kisilerde yapilan ¢alismalarda ise multipl skleroz olusumunu 6nlemek
icin ideal serum D vitamini dizeyinin 100 nmol/L (40 ng/mL) iizerinde oldugu
bildirilmistir (Adorini et al. 2004, Holick and Chen 2008, Mahon et al. 2003, Ozkan
2010).
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4.

MATERYAL VE METOT

4.1 Materyal

Bu caligmada kullanilan cihazlar Cizelge 4.1 {izerinde gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Materyal olarak kullanilan cihazlar

4.2 Kimyasal Maddeler ve Kitler

Cihaz ad1 Model Uretim sirketi
Mikrodalga firin G M0-620 Gosonic (Cin)
Inkiibator ALS-250 Cin

Vorteks v.l1 AW Biosan - Letonya
Otomatik ELISA okuyucu | PKL-PPC 230 | PARA medikal- Italya
Sulama PKL-PPC 230 | PARA medikal- italya
Biopette Degisken hacim | Model LABNET- ABD

2-20 pL hacim 10-100 pL

hacim 100-1000 uL

Calismada kullanilan kimyasallar ve kitler Cizelge 4.2°de gorulmektedir.

Cizelge 4.2 Calismada kullanilan kimyasallar ve kitler

Kimyasallar ve Kitler Sirket Mensei
Agaroz Conda ABD
Tris-Borate EDTA tamponu (10x) | Conda ABD
Yiikleme boyast Intron G. Kore
Nukleaz icermeyen su Intron G. Kore
Kirmizi giivenli boya Intron G. Kore
Ozel SNP'ler genotipleme tahlili | Thermo fisher scientific | ABD
DNA ekstraksiyon kiti Zymo Research ABD
Tagman master karigimi Kapa ABD
VD(D Vitamini) ELISA Kiti Elabscience ABD
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4.3 Calisma Gruplar:

Mevcut ¢aligma AS'li 20 hasta lizerinde yapilmistir. Erkek sayis1 16, yas ortalamasi 41-
35, kadin sayis1 4, yas ortalamasi 38- 42°dir. Ayrica bu AS hastalart HLA-B27 olarak da
pozitif hastalardir. Mevcut c¢alisma 2020 yilinda Irak-Bagdat'ta bulunan Bagdat
Hastanesinde uygulandi. Hastalikli bireyler disinda ayrica 30 saglikli birey 6rnegi daha
degerlendirilmeye dahil edildi.

4.4 YOontemler

4.4.1 ELISA ile D3 vitamini serum seviyesinin belirlenmesi

Vitamin D, ELISA Kiti, Rekabet¢i-ELISA ilkesini ve Elabscience sirketi / ABD'den E-
EL-0012 katalog numarasi kullanildi. Cizelge 4.3 bilesen kitini gostermektedir.

Cizelge 4.3 D Vitamini Kiti bileseni

Materyal Miktar
Mikro ELISA Plakasi (Demonte) 8 kutu x 12 serit
Referans Standardi 2 sise
Konsantre Biyotinlenmis Saptama Ab 120 pL
(100x)

Konsantre HRP Konjugati (100x) 120 pL
Referans Standardi ve Ornek Seyreltici 20 mL
Biyotinlenmis Saptama Ab Seyreltici 14 mL
HRP Konjugat Seyreltici 14 mL
Konsantre Yikama Tamponu (25%) 30 mL
Substrat Reaktifi 10 mL
G06zUmi Durdurma 10 mL
Plaka Muhur 1

22



4.5 Tahlil Prosediru

Seyreltilmis standart, kor ve numune kuyular1 belirlendi. Uygun kuyucuklara 50 pL
standart, kor ve numune diliisyonu eklendi, ardindan her kuyucuga 50 uL Biotinylated
Detection Ab caligsma soliisyonu ilave edilmistir. Plaka kapatici ile kapatildiktan sonra 45
dakika 37 °C'de inkiibe edilmistir. Cozelti her kuyudan dokiildi, her kuyucuga 350 puL
yikama tamponu eklendi. 1 dakika boyunca 1slatildi, her kuyudan soliisyon aspire edildi
ve temiz emici kagit ile kurutuldu. Yikama adimi 3 kez tekrarlanmistir. Her kuyucuga
100 pL. HRP Konjugat calisma soliisyonu eklendi. Plaka yeni bir kapatici ile kaplandi. 37
°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. Cozelti her kuyudan dokiildii, yikama islemi 2. adimda
oldugu gibi 5 kez tekrarlandi. Her kuyucuga 90 puL Substrate Reaktifi eklendi. Plaka yeni
bir kapatici ile kaplandi, 1siktan korundu ve 37 °C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Her
kuyucuga 50 pL Stop Solution eklendi. Her kuyunun optik yogunlugu, 450 nm'de bir

mikro-plaka okuyucu ile bir kerede belirlenmistir.

46 ERAP2 (Rs2910686) icin SNP Genomik Analizi

4.6.1 DNA ekstraksiyonu

Quick-gDNA™ MiniPrep Zymo kiti Katalog No: D3072 kullanilarak DNA ekstrakt
etmek i¢in kullanilan EDTA tiipiinde donmus tam kan, %0,5 (h/h) nihai seyreltme, yani
250 pL olacak sekilde Genomik Lizis Tamponuna ekstraksiyondan oOnce beta-
merkaptoetanol her 50 mL'de veya 100 mL'de 500 uL eklenmistir. Adimlar su sekilde

gosterilmistir:

1. 100 pL kana (4:1) 400 uL Genomik Lizis Tamponu eklendi, vorteks ile 4-6 saniye
karistirildi ve oda sicakliginda 5-10 dakika bekletilmistir.

2. Karisim, bir toplama tiipii i¢inde bir Zymo-Spin™ Siitununa aktarildi, bir dakika

boyunca 10.000 x g'de santrifiijlendi. Daha sonra toplama tiipii atilmistir.
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3. Zymo-Spin™ Kolonu yeni bir toplama tiipiine aktarildi. Dondiirme kolonuna 200 ul
DNA On Yikama Tamponu eklendi, 10.000 xg'de bir dakika santrifiije edilenmistir.

4. Dondurme kolonuna g-DNA yikama tamponu (500 uL) eklendi, 10.000 x g'de bir

dakika santrifiije edilmistir.

5. Dondiirme kolonu temiz bir mikrosantrifiij tlipline aktarildi, ardindan dondiirme
kolonuna > 50uL. DNA elusyon tamponu eklendi, 2-5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi ve DNA'nin 30 saniye eliisyonu i¢in en yiiksek hizda santrifiije edildi. Elute
edilen DNA hemen kullanilabilir veya ileride kullanilmak {izere < -20 °C'de

saklanabilmektedir.

4.6.2 DNA konsantrasyonu degerlendirmesi ve saflig

DNA'nin konsantrasyonu ve safligi Nano Spektrofotometre cihazi ile tahmin edilmistir,
2 pL numune DNA's1 iiretim kilavuzuna gore cihaza yerlestirildi, numunelerin
safsizliklarin1 ortaya ¢ikarmak icin 260 ve 280 nm'de optik yogunluk (OD) okunarak
DNA'nin safligi 6l¢iildii, ardindan ilk optik yogunluk degerinin bdlme orani optik
yogunlugun ikinci degeridir. DNA saflig1 i¢in kabul edilebilir oran (1,8-2,0) arasinda

olmalidir, bu da proteinle diisiik kontaminasyona isaret eder.

4.7 Agaroz Jel Elektroforezi

4.7.1 Agaroz jeli hazirlama

1.5 g agaroz 100 mL TBE tamponunda (1X) eritilerek hazirlandi, kaynama i¢in 1sitildi ve
45-50 °C’de sogumaya birakilmistir. Daha sonra ¢ozeltiye 9 pL Kirmizi Giivenli boya
eklenmis, bu ¢ozelti hava kabarciklarin1 6nlemek icin elektroforez cihazinin tepsisine
nazikce dokiilmiis ve tarak, DNA numunelerini yiikleyecek jelde kuyucuklar olusturacak

sekilde sabitlenmistir. Jelin katilagmasiyla tarak nazikce ¢ikarildi. Agaroz jel tepsisi tank

24



tinitesine aktarilarak yatay olarak yerlestirilmis, jelin ylizeyini kaplayacak miktarda TBE

tamponu (1X) dokiilmiistiir.

4.7.2 DNA ve elektroforez yukleme

5 uL DNA elektroforez icin 3 uL yiikleme boyast ile karistirildi, karistirildiktan sonra jel
kuyularina yiiklenmistir. Elektrik giicii 70 volt/cm? 30 dakika siireyle ac1ld1. DNA negatif
elektrottan pozitif elektrota gegerken. Jeldeki DNA bantlari, 537 nm'de UV

transilliminator ile tespit edilmistir.

4.8 ERAP2 (rs2910686) icin Ozel SNP Genotipleme Soliisyon Hazirlamasi

Mevcut c¢alisma, ERAP2'min SNP'lerini saptamak i¢in Thermo Fisher Scientific
Company'den TagMan 6zel SNP genotipleme tahlilini kullanmistir. SNP'lerin ayrintilar
Cizelge 4.4’te gosterilmektedir. Ayrica gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) kullanilarak alel spesifik ayrim teknigi uygulanmstir.

Cizelge 4.4 SNP'lerin ayrintilar

SNP ID Katalog | Tahlil ID Baglam Sirasi [VIC/FAM]
Endoplazmik 4351379 | C_2397269 30 | ACTTAAATCCCAGCTC
retikulum ACCATTTAC[C/T]CTATGAC
aminopeptidaz 2 TTGGGTAAATCATTTAAC
(ERAP2)(rs2910686)

4.8.1 Reaksiyon karistiminin hazirlanmasi ve real-time PCR'nin yUrattlmesi

SNP genotipleme tahlili (40X), niikleaz igcermeyen su ile 20X ¢aligsma stoku soliisyonuna
seyreltildi. Bir girdap cihazi tarafindan dondiiriildii ve calisma stokundan santrifiije
edilmistir. TagMan Master Mix, Kapa Biosystems Company, ABD'den (Katalog:
KK4701) Kapa probu hizli g-PCR ana karisimi (2X) kullandigindan, sise dondiiriilerek
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iyice karistirilmistir. DNA 6rnekleri vorteksleme yoluyla yeniden stspanse edildi ve
ardindan tiipler 30 saniye santrifiijlendi. SNP'nin her taramasi i¢in gergeklestirilecek
reaksiyonlarin sayis1 hesaplandi. Ayrica, negatif kontrol olarak her tarama icin DNA

disindaki tiim bilesenleri igeren bir reaksiyon tiipli kullanmustir.

Cizelge 4.5'te gosterildigi gibi, SNP'lerin her taramast i¢in gereken her bilesen igin toplam
hacim hesaplanmistir. Reaksiyon karigimi, termodongiiniin optik reaksiyon plakasina
iletilmeden 6nce SNP'nin her taramasi i¢in hazirlanmistir. Gerekli TagMan ana karisimi
(2X) ve SNP genotipleme tahlili hacimleri steril tiiplere karistirildi, daha sonra tiipler,
bilesenleri karistirmak i¢in 30 saniye dondirilmistir. TUp, icerigi santrifiijlendi. Son

olarak, Cizelge 4.6’daki gibi belirtilen 1s1l dongii kosullar1 kullanilmstir.

Cizelge 4.5 SNP'nin taranmasinda gerekli olan her bir bilesenin toplam hacimleri

Adimlar On Tasarim SNP

°C Sare Trans.
Enzim aktivasyonu 95°C 10 dk HOLD
Denatiirasyon 95°C 15 dk 40
Tavlama/uzatma 60 °C 1dk

Cizelge 4.6 SNP'nin taranmasindaki 1s1l dongii kosullari

Bilesenler Son hacim (20 pL
reaksiyon)

TagMan® ana karisim (2X) 10 uL.

SNP genotipleme testinin ¢alisma 4 uL

stogu (20X)

NuUkleaz icermeyen su 1.5uL

DNA o6rnegin hacmi 4.5 L
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4.9 Iistatistiksel Analiz

Kruskal-Wallis testinin istatistiksel dnemini hesaplamak icin SPSS istatistik paketi
kullanilarak ve kontrol grubuna karsi risk altindaki varsayilan genotiplerin yas ve
cinsiyetine gore ayarlanan parametrik olmayan tek yonliit ANOV A kullanilarak bir lojistik
regresyon analizi yapilmistir. Kombine genotip gruplart arasindaki farkliliklarin
istatistiksel 6nemi, x2 testi kullanilarak hesaplandi. Ayrica p degerleri 0,05'ten kiiglik

oldugunda anlamlidir.
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5. BULGULAR

5.1 Demografik ve Klinik Ozelliklere Gore Hasta ve Kontrol Dagihim

Tablo 5.1'deki sonuglar hasta ve kontrol arasinda karsilastirildiginda, erkek sayisinin
kadinlardan fazla oldugu kadin ve erkek arasinda anlamli farkliliklar vardi (p<0,05).
Tablo 5.2'de gosterildigi gibi hasta ve kontrolleri karsilastirdigimizda kan gruplarinda
anlamli fark bulunmad: (p>0,05).

Cizelge 5.1 Cinsiyete gore hasta ve kontrol karsilagtirmasi

Grup | Erkek | Kadin | P-degeri
Hasta |10 20 0,001
Kontrol | 16 4

Cizelge 5.2 Kan gruplarina gére hasta ve kontrol karsilagtirmasi

Kan Grubu | Hasta | Kontrol | ki-kare | P-Degeri
A+ 3 4 3,211 {0,523
B+ 8 3

AB+ 4 2

O+ 15 10

O- 0 1

Ayrica sonuglar, Cizelge 5.3'te gosterildigi gibi hastalar 41,35 * 2,8 yil ve kontrol 26,6 +
1,83 yil (p<0,05) arasinda 6nemli yas farkliliklari oldugunu gosterdi. Ayrica, Cizelge
5.4'te gosterildigi gibi hastalar 40,8+3,7 ve kontrol 8,1667+3,7arasindaki karsilastirmada
(p<0,05) ESR ortalamasinda 6nemli farkliliklar gostermistir.

Cizelge 5.3 Hastalar ve kontrol grubu arasindaki yas farkliliklarinin karsilastirilmasi

Grup Kisi Sayisi Ortalama+SE P-Degeri
Kontrol 30 26,6+1,83 < 0,001
Hastalar 20 41,35+2,8
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Cizelge 5.4 Hastalar ve kontrol grubu arasinda ESR'nin karsilastiriimasi

Grup Kisi Sayis1 | Ortalama +SE P-Degeri
Kontrol 30 8,1667+3,7 <0,001
Hastalar 20 40,8+3,7

5.2 Calisma Gruplarinda Serum VD3 Seviyesi

Tablo 5.5'te gosterildigi gibi, kontrole kiyasla hastalarda VD3 diizeylerinin sonuglari.
55,28+11,47 kontrol 275,8+31,98 hastadan daha az olan hastalarda seviyelerin diistiigii

durumlarda anlamli farklar vardi(p<0,05).

Cizelge 5.5 Hastalar ve kontrol grubu arasindaki vitamin D3 farkliliklart

Grup Kisi Sayis1 | Ortalama VD3 +SE | P-Degeri
Kontrol 30 275,8+31,98 0,0002
Hastalar 20 55,28+11,47

5.3 DNA Ekstraksiyonunun Sonuclari

Elektroforez sonugclari, Sekil 5.1 ve Sekil 5.2'de oldugu gibi numuneler i¢cin DNA
ekstraksiyonundan sonra ortaya cikt. Sekil 5.3'te gosterildigi gibi DNA 6rneklerinin
konsantrasyonlar1 (75-290 ng/mL) araliginda oldugunda. DNA saflik oranmi (1,8-2,0)
arasinda ¢ikmistir. Sekil 5.4°te gosterildigi gibi kabul edilebilir saflik orani i¢indedir.

Sekil 5.1 Kirmiz1 giivenli boya
goruntaleri
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Sekil 5.2 Kirmiz1 giivenli boya ile boyanan hastalarin DNA'sinin (1-20) agaroz jel
goruntaleri

Concentration DNA (ng/ml)

150
100
39

3 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 37 39 41 43 45 47 43850

[}

Sekil 5.3 Saglikli kontrol (1-30) ve hasta (30-50) drnekleri icin DNA konsantrasyonu (75-

290 ng/mL)
Purity 260/280

15
1

1 3 5§ 7 9 1113:151719:21.23 27 289 31 33 35 37 39 41 43 45 47 4350
Sekil 5.4 Saglikli kontrol (1-30) ve hasta (30-50) ornekleri igin DNA saflig1 (1,7-2,0)

(]
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54 Cahsma Gruplarinda ERAP2 (rs2910686) SNP'si

CC, CT, TT polimorfik genotiplerinin sonuglari, Cizelge 5.6'daki gibi hasta ve kontrol

gruplarinda anlamli bir farklilik géstermemistir (p>0,05).

Cizelge 5.6 Hastalar ve kontrol arasinda ERAP2 (rs2910686) genotipi ve alel frekansinin

karsilastirilmast
Genotip Grup ODD | P-Degeri C.l.
Kontrol Hastalar

CcC 2 (%6,6) 0 (%0) 0,28 0,51 0,01 -5,69
CT 13 (%43,3) 7 (%35,0) 0,7 0,769 0,22-2,21
1T 15 (%50,0) | 13 (%65,0) 1,8 0,387 0,59 - 5,80

17 (%28,3) 7 (%17,5) 0,54 0,241 0,20-1,43
T 43 (%71,6) | 33 (%82,5) 1,86 0,241 0,70 - 4,96

Ayrica hasta ve kontrol gruplarinda vitamin D3 ve genotipler arasinda Sekil 5.5°te

gosterildigi gibi anlaml bir fark yoktur (p>0,05).

200.00™

200004

D3 levels

100 .00+

=100 00—

a

TRI
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T
™
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Confidence interval 95%CI

i= Control
Patients

Sekil 5.5 Hasta ve kontrol gruplarinda vitamin D3 ile genotip arasindaki iliski
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, AS'li hastalarda D vitamini diizeyinin anlamli olarak daha diisiik oldugunu
gostermektedir (p<0,05). ERAP2 geni icin CC, CT, TT genotipleri (rs2910686) sonuglari,

" hasta ve kontrol gruplarinda anlamli bir farklilik gostermemistir (p>0,05).

AS aksiyal iskeleti, 6zellikle sakroiliak eklemleri etkileyen bir artrit tlrtdir. D vitamini,
kalsiyum ve fosfat dengesinde, kemik yapim ve rezorbsiyonunda roll olan bir sekosteroid
hormon olarak kabul edilmektedir. D vitamininin vicut Uzerinde immunosupresif bir
etkiye ve otoimmdiin hastaliklardaki roliine sahip oldugu uzun zamandir bilinmektedir
(Pokhai et al. 2014). AS'nin etiyolojisi bilinmemektedir, genetik ve enfeksiytz ajanlar,
hastaligin gelisimine yol acan inflamatuar mekanizmalarin baglatilmasinda rol
oynamaktadir. AS'li kisilerin %90-95'inde gorulen doku uygunluk antijeni B27 (HLA-
B27) 6nemli bir risk faktoridir (Pimentel-Santos et al. 2013). Baz1 arastirmalara gore AS
hastalarinda D vitamini seviyeleri azalmistir ve hastalik aktivitesi AS'de kemik kaybina
neden olur, bu nedenle hastalik tedavi edilirken D vitamini dikkate alinmalidir (Kogyigit

and Akyol 2018).

D vitamininin immunomodulator 6zelliklerinin kesfinden sonra romatizmal hastaliklarin
etyopatogenezinde D vitamininin Onemi ilgi ¢ekmeye baslamistir. D Vitamini,
proinflamatuar sitokinlerin olusumunu azaltan T helper-1 ve T helper -17 hiicre
aktivitesini inhibe etmede rol oynar. Ayrica T helper-2'yi ve anti-inflamatuar yaniti

destekleyen diizenleyici T hiicre yanitlarin1 da aktive etmektedir (Cantorna et al. 2015).

Genel olarak, sonuglar, otoimmun hastaliklar1 (TiP 1 Diabetes) (Mathieu et al. 2009),
sistemik lupusu olan hastalarin 6nemli bir yiizdesinde diisiik D vitamini diizeylerinin (<20
ng/mL) bulundugunu gosteren diger ¢alismalarla uyumludur. (Cutolo et al. 2009). Ayrica
bazi ¢alismalar, dolayli D vitamini miktarlarinin AS' de ki immun inflamasyonlar i¢in
birtakim sonuglari olabilecegini ortaya koymustur (Durmus vd. 2012, Steinwender et al.
2013). Zhao vd. (2014) AS'li hastalarda vitamin D ve orani ile ilgili ¢calismalarin bazi

celigkiler igerebilecegini belirtmislerdir.
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Ayrica ¢alismamizda eritrosit sedimantasyon hizi (ESR) aktivite hastaliginin gostergesi
olarak kullanilmistir. Bu galisma, hastalar ve kontroller arasinda 6nemli farkliliklar
gostermektedir (p <0,05). Ancak Reveille (2015) ESR'nin diisiik duyarlilik ve 6zgiilliige
sahip oldugunu ve AS'li hastalarin %40-50'sinde yiiksek ESRmin bulundugunu
belirtmistir. Pokhai vd. (2014) ise calismalarinda ESR'nin diger ¢alismalara gore D
vitamini seviyeleri ile Onemli negatif iligkilerinin bulundugunu ortaya koymustur.
Ankilozan spondilitli irakli hastalarda ERAP2 i¢in SNP (1rs2910686 ) ile ilgili olarak, bu
SNP'nin hastaligin gelisme riski ile iligkili olmadig1 ortaya ¢ikmistir (p>0,05). Bunun
nedeni, Orneklem boyutunun sinirli olmast ve Ornek boyutundaki artisin O6nemli
farkliliklar gostermesine ve hastalik ile rs 2910686'nin SNP'si arasinda bir iliskinin

varhigina yol acabilmesi olabilmektedir.

Ebrazeh vd. (2020) iran popiilasyonu iizerine yaptiklari ¢alismada rs 2910686
polimorfizminin HLA-B27 pozitif AS hastalarinda hastalik riski ile onemli 6lgtide iligkili
oldugunu gostermistir. Bu, genetik varyasyon ve popiilasyonlarin gesitli etnik kdkenleri
ile ilgili olabilmektedir. ERAP2 geninin (rs2910686) SNP'si, islevsel olarak AS'nin
duyarliligr ile iligkili 6nemli bir gen olarak kabul edilir (Brown et al. 2016, Mahmoudi et
al. 2017). Bununla birlikte, Romanya popiilasyonunda SNP ERAP2 rs2910686 ile
Psoriatik artrit ve HLA-B27 negatif Psoriyatik artrit arasinda anlamli bir iligki
bulunurken, pozitif HLA-B27 ile iliskili higbir rs2910686 ve Psoriatik artrit
bulunmamustir (Popa et al. 2016). HLA-B27 prevalansi diinyanin farkli bolgelerinde
yasayan insan popiilasyonlarina gore degismektedir (Mathieu et al. 2009, Zochling et al.
2005). HLA-B27'nin Avrupa'da hasta olmayan kisilerde goriilme orant %8, Han
Chinese'de ise %3-5 olarak ortaya konmustur (Khan 1995). Tiirkiye'deki yapilan
caligmalarda ise yabanci popiilasyonda HLA-B27 prevalansinin  %5-8 olarak
kaydedildigi belirtilmektedir (Acar et al. 2012). Tirkiye'de yapilan gesitli caligmalarda
da AS hastalarinda HLA-B27 sikliginin %70 ile %90 arasinda oldugu belirtilmektedir
(Birinci et al. 2006, Chen et al. 2004). Nifusun %5'inde HLA-B27 bulunurken, HLA-
B27'li bireylerin sadece %1-5'inde AS hastalig1 saptanmaktadir (Chen et al. 2004).
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HLA-B27 degeri pozitif kisilerin %5'inde AS'nin bulunmasi, AS hastaliginin olusumunda
sadece HLA-B27'nin degil, diger genlerin de katkisinin oldugunu gostermektedir
(Burmerter et al. 2006).

AS'nin baglangicinin, antijen sunan hiicrelerin (APC'ler) ylizeyinde eksprese edilen HLA -
B27 tarafindan artritojenik bir peptidin a¢iga ¢ikarilmasi yoluyla meydana gelebilecegi
fikrini ortaya koyan bir fikir vardir. Ayrica HLA-B27 molekulinun genetik varyasyonu
ve ERAP1 ve 2 gibi antijen isleme bilesenlerinin AS'nin baslamasinda ve devaminda roli
vardir (Brown et al. 2016). Bu nedenle 1rak popiilasyonunda ERAP2 geni SNP rs2910686
ile HLA-B27 pozitif AS hastalar1 arasindaki iliski incelenmistir.

Calismanin sonuglarina gore, hastalarda D3 seviyeleri kontrolle kiyaslandiginida
diismiistii ve Iraklt AS’l1 olan hastalarda ERAP2'nin SNP'si (rs2910686 bir risk faktorii
olmadigint gostermekte ve bu durumun smirli Orneklemeden kaynaklandigi

distiniilmektedir. Calisma sonucunda elde edilen

Oneriler asagidaki gibidir:

1. ERAP2nin SNP'sini (rs2910686) Irak nifusunun blyik 6rneklemleri ile inceleyin.

2. HLA-B27 pozitif AS hastalarinda ERAP2 geni i¢in diger SNP'yi inceleyin.

3. HLA-B27 pozitif AS hastalarinda ERAP2 geninin gen ekspresyonunu inceleyin.

4. ERAP2min SNP'sini (rs2910686) diger hastaliklarla birlikte inceleyin.
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