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OZET

Romatoid artritte KIR genleri polimorfizminin hastahkla ve hastahgin klinik
ozellikleri ile iliskisinin arastiriimasi

Amagc: KIR genlerinin 6zellikle transplantasyon reddi ve hastahklarla iliksisini
gosteren cahsmalann sayisimin artmasiyla birlikte tim toplumlarda KIR genleri,
genotipleri ve allellerinin belirlenmesine yonelik populasyon taramalarn yapilmaya
baslanmistir. KIR genlerini kodlayan genler ¢ok yiksek bir polimorfizm sergilerler,
bu da populasyonlar arasinda énemli 6lctide cesitlilik oldugunu gosterir. Bu da akraba
olmayan iki farkh kiside aym KIR genotipini bulmamn cok zor oldugunu
gostermektedir’. Bu karakteristik ozelliklerden dolayr KIR genleri iyi bir populasyon
genetik belirleyicisi olarak degerlendirilebilinir. Ulkemizde de bazi otoimin
hastahklarla KIR genlerinin iliskisini gosteren ¢cahsmalar yapilmaktadir. Calismamz
Turkiyede Romatoid artritli hastalarda KIR gen frekanslarinin, haplotip ve genotip
oranlarinin degerlendirildigi ilk ¢ahsmadir. Cahsmamizda buldugumuz oranlarin
diger populasyonlarla karsilastirilarak boélgemizin genotip yapisinin belirlenmesi,
Romatoid artrit hastalarinda hastahgin patogenezinde rol oynayabilecek
immunogenetik belirteclerden 16 farkh KIR geninin ortaya konmasi ve KIR genleri
ile RA hastalarimin klinik 6zellikleri arasindaki iliskiyi degerlendirmeyi amacladik.

Gere¢ ve YoOntem: Cahsmaya Romatoid Artrit hastahgr siniflandirma
kriterlerini karsilayan ve rastgele secilen 120 Romatoid artrit hastasi dahil edilmistir.
Yas ve cinsiyet acisindan hasta grubu ile uyumlu, herhangi bir saghk problemi ve RA
ile ilgili herhangi bir bulgu 06ykust olmayan 120 génulli  kontrol grubunu
olusturmustur. KIR tiplendirmesi SSOP yontemi ile yapilmastir (Luminex100, Tepnel
Lifecodes). Bu yontem; isaretli tek sarmallh PCR drdnlerinin SSO problarina
hibridizasyonuna dayanmaktadir. Hasta ve kontrol gruplarinda KIR genlerinin
oranlarinin  karsilastinlmasinda Minitab 17 istatistik programi ile iki oran
karsilastirma testi ve Fisher’ in kesin Ki-kare testleri kullanildh

Bulgular: Saghklh ve hasta grubu karsilastinldiginda, hasta grupta aktivator
genlerden KIR2DS5 geni saghkh gruba gore daha anlamh olarak fazla bulunmusken,
saghkh grupta inhibitér genlerden 3DL1 geni anlamh olarak daha fazla bulunmustur.
Tum grubu genotipler acisindan inceledigimizde AA genotipi tasiyan bireylerin
sayisimin 33 (% 27,4), BX genotipi tastyan bireylerin sayisinin 87 (% 72.6) oldugu
gbzlemlenmistir. Calisma sonucu 6 yeni genotip elde edilmistir. Hasta grup icinde
DAS28, CRP ve RF degerleri acisindan anlamh farkhhklar bulunmamstir. Anti-CCP
negatifligi olanlarda Anti-CCP pozitif olan gruba gore KIR2DS4 geninde anlamh bir
fazlahk saptanmistir. KIR2DS4 geninin Anti-CCP negatif grupta fazla olmas: siddetli
hastahktan koruyucu bir roll olabilecegini distindUrmustar.

Sonug: Yapilan cahsmalar sonucunda genel olarak RA hastalarinda saglikh
gruba gore aktivator genlerden bazilarimin daha anlami olarak fazla bulundugu
gozlemlenmistir. Farklh populasyonlarla karsilastirmalarda farkh sonuclar elde
edilmistir. Cahsamalar aras1 farkhhklarin nedenm etnik farkhhk ve yeter: kadar fazla
olmayan hasta sayisi olabilir.

Anahtar sozcukler: Romatoid artrit, KIR, klinik, polimorfizm



ABSTRACT

Investigation of the relationship between KIR genes polymorphism and disease
and disease clinical characteristics in rheumatoid arthritis

Background and aims: Relation of KIR genes to transplantation rejection and
diseases in particular with the increasing number of studies showing, KIR genes in all
societies, Population screening for identification of genotypes and alleles started to be
done. The genes encoding the KIR genes exhibit a very high polymorphism, indicating
that there is a significant diversity among populations. This suggests that it is very
difficult to find the same KIR genotype in two unrelated individuals’. Because of these
characteristics, KIR genes can be evaluated as a good population genetic determinant.
In our country, studies showing the relation between some autoimmune diseases and
KIR genes are being made. Our study is the first study to evaluate the KIR gene
frequencies, haplotype and genotype ratios in patients with rheumatoid arthritis in
Turkey. We aimed to determine the genotype structure of our region by comparing
the ratios we found in our study with the other populations, to identify 16 different
KIR genes from immunogenetic markers that could play a role in the pathogenesis of
the disease in rheumatoid arthritis patients and to evaluate the relationship between
KIR genes and clinical characteristics of RA patients

Material and methods: 120 randomized patients with rheumatoid arthritis who
met the criteria for studying rheumatoid arthritis disease classification were included.
We formed 120 volunteer control groups in terms of age and gender that were
compatible with the patient group and had no health problems or any findings related
to RA. KIR typing of these subjects were evaluated by SSOP (Luminex100, Tepnel
Lifecodes). This method is based on hybridization of tagged and single stranded PCR
to SSO probes. The ratio of KIR genes in the patient and control groups were
compared using the Minitab 17 statistical program and the two ratio comparison test
and Fisher's exact Chi-square tests

Results: When the healthy and the patient group were compared, it was found
that the KIR2DS5 gene was significantly more frequent in the patient group than the
activator gene in the healthy group, while the 3DL1 gene was found to be significantly
larger in the healthy group than the inhibitor genes. When we examined the genotypes
of the whole group, it was observed that the number of individuals bearing the AA
genotype was 33 (% 27,4) and the number of individuals carrying the BX genotype
was 87 (% 72,6). The study resulted in 6 new genotypes. There were no significant
differences in DAS28, CRP and RF values in the patient group. A significant excess in
the KIR2DS4 gene was detected in the anti-CCP negative group compared to the anti-
CCP positive group. The excess of the KIR2DS4 gene in the Anti-CCP negative group
suggests that it may have a protective role in severe disease.

Conclusion: As a result of the studies performed, it has been observed that
some of the activator genes are more meaningful in the RA patients than in the healthy
group. Different results were obtained in comparison with different populations. The
differences between the workshops may be due to ethnic disparities and the number of
patients not being high enough.

Keywords: aRA, aKIR, aclinical, apolymorphism



1. GIRIS ve AMAC

Romatoid artrit (RA) en sik gorilen iltihabi eklem hastaligidir. RA’ nin
prevalans: yaklasik olarak % 0,8 dir. Kadinlarda erkeklerden yaklasik olarak ¢ kat
daha fazla gorilmektedir. RA diinyanin her yerinde gorilur ve tim irklar etkileyebilir.
Hastalik en sik dordiincl ve besinci dekadlarda baslamakta, hastalarin % 80’ inde 35-40
yaslar1 arasinda ortaya ¢ikmaktadir®. Genellikle kronik bir durumdur yani stireklidir
ancak zaman zaman alevlenmeler olur.

Etyopatogenezi tam olarak anlasilamamasina ragmen birgok otoimmin
hastalikta oldugu gibi Romatoid artrit etyolojisinde de multifaktor (cevresel, genetik
vs.) nedenlerin rol oynadigi distnulmektedir. RA sikliginin etnik gruplar ve cografi
bolgeler arasinda farklilik gostermesi, ayni ailenin bireyleri arasinda ve ikizlerde
toplumdaki diger bireylere gore daha sik gorulmesi hastaligin genetikle olan iligkisini
ortaya koymaktadir®. insan Lokosit Antijen (HLA, human luekocyte antigen) bolgesi
oldukca heterojen bir bdlgedir ve bircok otoimmun hastalik ile bu bdlgedeki
degisiklikler arasinda iligki vardir. Romatoid artrite genetik yatkinligin % 30-50" sinden
HLA bolgesi sorumludur®. HLA sinif | molekiilleri ile reaksiyona girdiginde sitokin
uretimini inhibe eden sinyal iletimine yol acan reseptorler killer immunglobulin-like
receptor (KIR), sitokin Uretimi gibi efektor islevleri tetikleyen reseptorler ise killing
activation receptor (KAR) olarak adlandirilmistir®. KIR reseptorii, T hiicrelerinin alt
gruplart ve Naturel killer (NK) hicrelerinin Gzerlerinde eksprese olan hiicre yizey
reseptoridir. Bu reseptorler hedef hiicreler tzerindeki HLA sinif | ligandini taniyarak
NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini diizenlerler®.

RA patofizyolojisisinin merkezinde, belirgin anjiogenezis, selltler hiperplazi,
inflamatuvar l6kositlerin sinovyal dokuya goécl, hilcre yiizeyi adezyon molekdlleri,
proteinazlar, proteinaz inhibitorleri, sitokinlerin ekspresyonunda degisiklikle karakterize
bir inflame sinovyum vardir’. inflamasyondan sorumlu hiicreler NK hiicreleri ve T-
sitotoksik hticrelerdir. KIR gen ailesi, 16kosit reseptor kompleksi Uzerinde yer alan
kromozom 19q13.4 Uzerinde kodlanirlar. KIR reseptorleri, NK hicreleri, CD4+ af,
CD8+ af ve yd T hicreleri gibi lenfoid hucre alt gruplarinda bulunan duzenleyici

molekiiller grubunun bir tyesidir®.



Yaptigimiz bu ¢alisma ile Romatoid artrit hastalarinda hastaligin patogenezinde
rol oynayabilecek immunogenetik belirteclerden 16 farkli KIR geninin ortaya konmas,
KIR genleri ile RA hastalarinin klinik 6zellikleri arasindaki iliskiyi degerlendirmeyi

amacladik.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Romatoid Artrit (Ra)

2.1.1. Tanim

Romatoid artrit ¢cok sayida sinovial eklemi etkileyen, etyolojisi henliz tam olarak
belirlenememis, kronik otoimmnun ve inflamatuar bir hastaliktir. Hastalik 6zellikle
periferik sinovial eklemleri simetrik olarak etkileyerek kikirdak ve kemik hasarina yol
acmasinin yaninda eklem disi sistemleri de etkileyebilmektedir. Olusan kemik ve eklem
hasar1 ve ekstraartikiler tutulum nedeniyle ortaya ¢ikan isgicl kayiplari, hem etkilenen
birey hem de toplum icin 6nemli bir sosyoekonomik yiik olusturmaktadir®,

2.1.2. Epidemiyoloji

Romatoid artritin prevalans: cesitli toplumlarda % 05 - 1 arasinda
degismektedir. Birgok otoimmin hastalik gibi kadinlarda daha sik gortlmektedir. Kadin
| erkek oram 2/1- 4/1 arasinda degismektedir. Genellikle 35-50 yaslari arasinda
gortlmekle birlikte tim yaslarda ortaya cikabilir®. Hastaligin prevelans: Avrupa ve
kuzey Amerika Ulkelerinde % 0,5 ile % 1 arasinda bildirilmektedir ancak Asya
ulkelerinde RA prevelans: daha dusik (% 0,2- 0,3) olarak bulunmustur. Bu cografi ve
etnik farkliliklar hastaligin patogenezinde cesitli genetik ve cevresel faktorlerin rol
aldigina isaret etmektedir®. Tirkiye’ de RA prevalans: konusunda ilk calisma yaklasik
40 yil once Istanbul’ da Sagmalcilar bélgesinde yapilmis, 1958 ACR (American
College of Rheumatology) kriterlerine gore tan1 konulmus ve RA prevalanst % 0,22

olarak bulunmustur'®.

2.1.3. Etiyopatogenez
RA’ nin nedeni tam olarak aydinlatiilmamis olmakla beraber genetik, cevresel,
hormonal faktorler ve enfeksiyonlarin hastalik gelisimi icin risk faktori oldugu

distnilmektedir.



2.1.3.1. Genetik Faktorler

RA ile ilgili epidemiyolojik c¢alismalar genetik etkinin varligint isaret
etmektedir. Hastaligin prevelansinin farkli toplumlarda farkli degerler ihtiva etmesi bu
kaniyr desteklemektedir.

Genetik faktorler Uzerine yapilan ¢alismalarda monozigotik ikizlerde birliktelik
riski dizigotik ikizlere gore daha fazladir. ikizler Uzerinde yapilan cahismalarda
monozigotik ikizlerde bu birliktelik % 12-15 olarak saptanmis olup dizigotik ikizlerde
% 3,5 olarak saptanmistir***2. Buna ek olarak RA’ I1 hastalarin akrabalarinda ankilozan
spondilit, skleroderma, sjogren sendromu, sistemik lupus eritamatosuz (SLE), astim,
granilomatozis poliangitis (Wegener sendromu), psoriasis, hashimoto tiroiditi,

sarkoidozis, polimyaljia romatika sikliginda artis saptanmistir®,

2.1.3.1.1. HLA Sisteminin Rolu

RA ile genetik iliski ilk olarak HLA ile gdsterilmistir. 6. kromozomun kisa
kolunda bulunan major histocompatibility complex (MHC) bdlgesi, ylzlerce gen
bolgesi icermektedir. Bu genlerinin buyuk bolumind HLA genleri olusturmaktadir. Bu
genler kisilerin doku tipini belirler. HLA bdlgesi kodladig: proteinlere gore sinif I, 11, 111
olarak siniflandirilir®, HLA Sinif | ve Il molekiillerin immun yanit iizerine farkl:
etkileri vardir. Simif I molekiiller CD8 + T lenfositlere antijen sunarken Sinif 1l
molekdller, CD4 + T lenfositlere antijen sunmaktadir. Sinif | molekdller, tim cekirdekli
hicrelerin yizeyinde bulunabilirken Sinif I molekiller sadece B lenfositlerde,
profesyonel olarak antijen sunan monosit, makrofaj, dentritik hicrelerin yiuzeyinde
bulunmaktadir.

Sinif | molekuller hiicre igcinden kaynaklanan (endojen) peptidleri sunar ve CD8
tasiyan sitotoksik hucrelerin uyarilmalarina sebep olur. NK hicrelerinin fonksiyonlari
da Sinif I molekdiller araciligi ile kontrol edilmektedir. Sinif | MHC molekulleri strekli
olarak hicrelerin kendi peptidlerini sergilemelerine araci olarak htcrelerin immun
sistemin kontrol altinda kalmalarini saglarlar. Stnif 1l molekiller ise hiicre disinda
sentezlenen proteinlerden kaynaklanan (eksojen) peptidleri sunarak CD4 tasiyan
yardimct T lenfositlerin uyarilmalarini saglar, bdylece immun yanit olusumunda rol alan

B lenfosit, diger T lenfositler gibi hiicrelerin kontrol edilmesinde rol alirlar®®.



Sinif 1l HLA genlerinden olan HLA-DRB1 ile RA arasindaki iliski bir¢cok
calismada gosterilmistir’®. HLA-DRBL alt grubu olan HLA-DR4 pozitif RA’ I kisilerde
Ozellikle siddetli hastalik icin artmis risk saptanmistir. HLA DR4 geni en az 22 allelden
olusmaktadir. Bu allellerden RA ile iliskili bulunanlarin hepsinde benzer amino asit
dizilimi (leu-glu-lys-arg-ala) gosteren bir bolge saptanmastir.

Bu bdlge, DRB molekiliunin 67-74. amino asitleri arasinda bulunur ve ‘ortak
epitop “ olarak adlandirilir. Bu epitoplar antijenin 6zgul antikoruyla birlesmesini

saglar'®.
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Sekil 1. HLA gen bolgesi'’

2.1.3.2. Hormonal ve Ureme ile lgili Faktorler:

RA kadinlarda 2 - 3 kat daha fazla siklikta gortilmektedir. Premenapozal
insidansin daha ylksek olmas: ve menstriel siklus boyunca (luteal fazda semptomlarin
azaldigi gorulmus) semptomlarda degisiklikler olmasi, hormonal bir etkinin var
olabilecegini distndirmektedir. Ek olarak gebelik siiresince semptomlarin azalmakta
oldugu, dogumu takiben ise semptomlarin tekrar arttig: saptanmustir'®,



2.1.3.3. Cevresel Faktorler

Sigara iciciligi RA gelisiminde 6nemli bir risk faktortdur. 370.000 kadini iceren
bir kohort calismada 25 adet/giin (en az) sigara icen kadinlarin 20 yil sonra RA
gelisiminde hic icmeyenlere gore 1,4 rolatif risk altinda oldugu saptanmigtir®®.

Enfeksiyonlar da RA® da diger suclu gosterilen faktorlerdendir. Proteus
mirabilis, mikoplazma ve mikobakteri suslari, Borrelia burgdorferi, E.coli, parvovirisler
sorumlu tutula organizmalardandir. Bakteriyel ajanlara ek olarak viral ajanlarin da
hastaligin patogenezinde rol oynadigi duslnlilmektedir. Viral ajanlara ait en iyi
calismalar Ebstein Barr virusiine (EBV) dair olanlardir. Bir EBV proteininde ortak
epitop benzeri aminoasit diziliminin bulunmas: molekiiler benzerlik yolu ile bu
virislerin RA gelisiminde rol oynayabileceklerini diisiindiirmektedir®®. Ek olarak RA’
nin obezite, kahve tuketimi ve daha onceki kan transflizyonlar: ile iligkili oldugunu

bildiren yayinlar da vardir®.

2.1.4. Romatoid artrit ve immun sistem

RA' nin Kkesin etiyolojisi acik olmamasina ragmen, proinflamatuvar sitokinler,
Ozellikle tumor nekroz faktor-alfa (TNF-alfa), eklem iltihab1 ve hastalik
progresyonunun mekanizmalari igin merkezi bir konudur. Saglikli sinoviyal zarin
aselluler dogasinin aksine, RA hastalarinin sinovyal zar1 esas olarak makrofajlar ve T
hicrelerinden olusan biyik bir hiicresel sizint1 icerir, ancak plazma hicreleri, dendritik
hiicreler, nétrofiller ve aktif fibroblastlar da bulunur?.

Saglikli bir bireyde immin yanit dogal immun sistem hicrelerin (nétrofiller,
makrofajlar, NK hicreler, eozinofiller) ve komplemanin antijenle karsilasmas: sonucu
baslar. Antijen ortadan kaldirilirken salgilanan sitokinler ortama daha cok fagositer
hlicre ceker. Antijen burada antijen sunan hiicreler (makrofaj, nétrofil, dentritik hticreler
ve bazen B hicreler) araciligiyla insan l6kosit antijenlerine (HLA) sunulur. HLA ile
kompleks yapan antijenler lenfositler iizerindeki reseptorlerce tanimir®. T ve B
lenfositlerde antijene spesifik reseptorler ortaya ¢ikar. CD8 pozitif T lenfositler enfekte
hicreleri lizise ugratirken, CD4 pozitif T lenfositler bir yandan fagositer hticrelerin
patojeni notralize etme yetenegini arttirir, diger yandan B lenfosit cevabini yonetir fakat
bazen virtsler ve mantarlar hiicrenin HLA ekspresyonunu azaltir ve bu asamada NK

hucreler: devreye girerek bunlar1 fagosite eder. Patojenin ortadan kaldirildik¢a dogal



immun sistem hicrelerinin aktivitesi giderek azalir. Aktiflesmis T ve B lenfositlerin bir
kismi1 hafiza T ve B lenfositlerine doniuserek ayni patojenle tekrar karsilasmada daha
hizli bir immiin yanit olusturur. Eger immin yanit kontrol edilemezse inflamasyon
kroniklesir ve dogal ve kazanilmis immin sistem hiicreleri araliksiz olarak aktivitelerine

24,25,26,27_ Romatoid artrit

devam eder ve sonugta otoimmin hastaliklar olusur
patogenezine hem dogal hem de kazanilmis immunitenin katildigi bilinmektedir.
Baslangicta rol oynayan ceken esas mekanizma genetik yatkinligi olan bir kiside
endojen veya eksojen bir antijenin sinoviyal dokuda dogal immin sistem hicrelerini
aktive etmesidir.

Sonugta dogal immun sistem hicreleri tarafindan olusturulan inflamatuar
sitokinler ve kemokinler ekleme daha fazla I6kosit ¢eker. Ayrica eklemdeki antijenleri
isleyen dendritik hiicreler T ve B lenfositleri aktive eder. Aktive olan bu lenfositler de
kemokinlerin etkisiyle ekleme go¢ eder. Sonugta polimorfonikleer lokositler,
sinoviyositler ve kondrositlerden salinan yikici enzimler ve artan osteoklastik aktivite

eklemde kalici hasara yol acarlar®®®*.
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Sekil 2. Romatoid Artrit Patogenezi®®



2.1.4.1. T lenfositler

Saglikli bir yetiskinde kandaki lI6kositlerin yaklasik % 20" sini lenfositler
olusturur. Bunlarin yaklasik %75" i T lenfosit (timus bagiml: lenfositler),% 15' i B
lenfosit (kemik iligi bagiml: lenfositler), % 10' u da NK hiicrelerden olusmaktadir®. T
lenfositler adaptif immin yanitin baglatiimas: ve devam ettirilmesinde gorevli efektor
hicrelerdir. CD4 veya CD8 molekullerinden sadece birini yizeylerinde tasirlar. Bu
reseptorlere TCR (T cell reseptdr) denir. T lenfositlerin fonksiyonlarida bu ylizey
markirlarina gore belirlenmis olmaktadir.

Ilk uyar:1 bu TCR ile Antijen sunan hiicre (APC) aracih sunulan antijenin
birlesmesiyle olusur. Ikinci uyari ise alt zincirlerin (kostimtlator molekller)
baglanmasiyla olusur. Ikinci uyar: olmazsa T hiicresi aktive olamaz. Kostimulatorler
aktivator (pozitif kostimulator) ve inhibitor (negatif kostimulator) olmak tzere iki ayri
gruptadir. Yani T hicresi inhibitor kostimiilan liganda baglanirsa T hiicresi aktive
olamaz®".

T hucreleri icin tanimlanmis en iyi pozitif kostimilan molekil CD28’ dir. CD28
bir transmembran proteini olup tim CD4+ T hcrelerinde, CD8+ T hiicrelerinin % 50’
sinde, bazi plazma hiicreleri ve NK hiicrelerinde bulunur. Sitotoksik T Lenfosit iliskili
Antijen-4 (CTLA-4: CD152) ise en iyi bilinen negatif kostimilatordiir®’. T hiicresi
kostimilator sinyallerini arttirmada gorevli diger bir molekll de T hiicreleri Gizerinde
bulunan CD40 ligandir. CD40 molekili esas olarak B hiicresi, makrofaj ve dendritik
hicrelerde eksprese olur. Boylelikle bu baglanmayla bu hicrelerde aktive olur. Bu
nedenle CD 40 / CD 40 L baglanmas: cok énemlidir®,

CD4 Th lenfositlerin Thl ve Th2 olmak uzere farkli fonksiyonlar: olan iki alt
grubu tanimlanmustir. Th hucreleri diger immin sistem htcrelerinin fonksiyonlarin
duzenlerler. Bunlardan Th1 hucreleri esas olarak proinflamatuar sitokinler Uretir ve
hicresel immin yanmti uyarir. Th2 hicreleri ise anti-inflamatuar sitokinler Gretir ve
himoral immun yaniti uyarir.

CD8 T lenfositler MHC class | molekulleri ile etkilesim icindedirler ve bu
molekdller hicre i¢i antijenleri sundugu icin bu lenfositler esas olarak intraseltler
enfeksiyonlara (viris, protozoa, bakteri) ve malign hiicrelere karsi savunmada gorev
alirlar. Sitotoksik T lenfositler birkac mekanizmayla hedef hiicreleri yok ederler. Bu

mekanizmalardan birisi NK hicreler gibi perforin ve granzymler ile hedef hicreyi



direkt lizise ugratmaktir. Bir diger mekanizma sitotoksik T lenfositlerden sekrete edilen
Fas molekulinun hedef hiicredeki FasL ile birleserek direkt apopitoza neden

olmasidir®.

2.1.4.2. B lenfositler

Himoral immuniteden sorumlu ana hicre B lenfositleri ve plazma hcreleridir.
B lenfositleri antijen sunan hicreler olup dogrudan antijenle etkilesime girebildigi gibi
plazma hicresine dontserek antikor salinimina da neden olmaktadir. Antijen ve Th
hicrelerinden salgilanan faktorler B hiicre farklilasmasini stimiile ederler. Burada da T
hlcresi Uzerindeki CD28 ile B hiicresi lizerindeki B7 ailesinin, T hiicresi Ustindeki
CDA40L’ nin B hiicresi tizerindeki CD40 ile etkilesmesi gerekmektedir.

B lenfositler ve plazma hucreleri tarafindan Gretilen Ig' ler otoimmin
hastaliklarda onemli rol oynarlar. Iki agir zincir ve iki hafif zincir olmak tzere dort
polipeptid zincirinden olusurlar. Bu zincirlerin degisken (Fab) ve sabit (Fc) bolimleri
vardir. Fab bdélgesi antijen tanimak ve baglamakla gorevlidir ve antijenlere spesifik
olarak sentezlenebilmektedir. Fc bdlgesi ise kompleman baglama ve fagositer
hlcrelerdeki Fc reseptorlerine baglanmada gorev alir.

Romatoid artritli hastalarin ¢ogunun kan érneginde RF ve anti-CCP basta olmak
Uzere cesitli otoantikorlar goérilmektedir. Romatoid faktorler Ig G'nin Fc kismina karsi

gelismis otoantikorlardir®®,

2.1.4.3. Dogal Oldurucu (Natural Killer, NK) hiicreler

NK hucreleri kemik iligi kokenli blyik granilli lenfosit morfolojisindeki
hicrelerdir. Dogal bagisikligin bir iyesi olup esas olarak kan, dalak ve periton sivisinda
bulunur. NK hicreleri, viral enfeksiyonlarda, tumor hiicre buyumesinin kontroliinde
ayrica parazit, mantar, bakteri gibi mikrobiyal enfeksiyonlarin kontrollnde,
hematopoetik sistem hiicre buyume ve farklilagsmasi, sitokin Gretimi allograft
rejeksiyonu gibi immunoregulator fonksiyonlarda ve graft versus host hastaligi (GvHH)
gelisimi gibi farkl hastaliklarda rol oynamaktadir®’,

Dogal 6ldirtci hucreleri konak hicredeki MHC sinif | antijenleri igin aktive ve
inhibe edici membran reseptorleri eksprese eder. Yapisal olarak farkli iki gen ailesi

vardir. Bunlar KIR ve C-tip lektin benzeri reseptorlerdir. KIR” lar HLA-A, HLA-B,



HLA-C allellerinin spesifik gruplarini tanir. C-tip lektin benzeri reseptorler ise HLA
stif | molekdllerinin baglandigi zaman yiizeyde olusan HLA-E’ nin taninmasi
aracihguyla indirekt olarak HLA-A, HLA-B, HLA-C’ yi tanir®®. HLA sinif | antijenleri,
NK ve T hicreler tarafindan eksprese edilen KIR ligantlaridir. KIR ve HLA sinif |
molekdlleri farkli gen aileleri tarafindan kodlanir ancak birbiriyle baglantilidir. HLA
stmf | ve KIR molekillerinin farkliliklart enfeksiyonlara direngte, otoimmin
hastaliklarda, hamilelikte olusacak sorunlarda ve hematopoetik kdk hiicre nakillerinden
sonra olusabilecek problemlerde etki eder®.

Dogal oldirtcu hicreler, MHC sinif | molekdl Greten hiicreyle karsilastiginda
inhibe edici reseptorler ile baglanir, ancak aktive edici reseptorlerin ligandi
olmadigindan bosta kalir. BoOylece NK hicreleri aktiflestirilememis olur. NK

hicrelerinin uyarilmasi iki ayr1 hipotezle agiklanmstir.

1. Kimligini kaybetme “missing self” hipotezine gore; hedef hiicredeki MHC
molekdllerinin kayb1 inhibitor reseptérlerin etkisini ortadan kaldirir ve aktivator
reseptorler aktifleserek yabanci hicrenin ortadan kaldirilmasini saglar. Cogu
timor hiicresi ve virusle enfekte hiicre dusiik dizeyde MHC simif | bulundurur.

2. Kendini indikleyen tanima “induced self recognition” hipotezine gore; Hedef
hicrede MHC simf | reseptorleri bulunmasina ragmen NK aktiflestirici
ligandlarida bulunduruyorsa NK hiicresinin verecegi yanit aktive ve inhibe edici

sinyallerin giictine baglidir***2.
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Sekil 3. Dogal éldiriict hiicre aktivitesinin, aktive edici ve inhibe edici reseptorler arasindaki denge ile
kontrol edilmesi

A-Tolerans; MHC-I bulunduran normal hiicre ile NK hiicresinin etkilesimiyle sonuclanan NK hiicre

aktivitesi, B-Aktivasyon; MHC-I kaybi olan tiimér hiicresi®.
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2.1.5. Klinik Bulgular

Romatoid artrit sistemik, enflamatuar poliartritle karakterize otoimmdiin bir
hastaliktir. El bilegi ve eklemleri basta olmak tzere tlim sinoviyal eklemler etkilenebilir.
Oncesinde halsizlik, istahsizlik, subfebril ates gibi konstitiisyonel semptomlar
sonrasinda artralji, sabah tutuklugu gibi kas iskelet sistemi belirtileri ortaya cikar. Bir
saatten uzun siren sabah tutuklulugu enflamatuar artiritin degismeyen bulgusudur.
Hastaligin en dnemli 6zelligi olan simetrik artrit ortaya ¢ikana kadar gegen bu dénem

haftalar veya bazen aylarca siirebilir ve taninin gecikmesine neden olur®.

2.1.5.1. Eklem Bulgularn

En sik tutulan eklemlerin basinda metakarpofalangeal (MKF), proksimal
interfalangeal (PIF) eklemler gelir. Distal interfalangealler (DIF) eklemler ¢cok nadir
tutulum gosterir. Diz, dirsek ve metatarsofalangeal (MTF) eklemler % 60 oraninda
tutulur® .

Hasta aktif donemde kapsul gerginligini en aza indirebilmek igin hassas
eklemini fleksiyon pozisyonunda tutar. Uzun siren eflizyon ve inflamasyon, eklemleri
destekleyen yumusak dokularda laksite; ligament tendon veya eklem kapsilinde hasar
veya zayiflama ile kikirdak yikimi ve kas zayiflig: gibi birgcok patolojik degisimlere
sebep olabilmektedir*.

Tum bu surecin elde yolactig: ana deformiteler asagidaki gibidir;

1. El bileginde radial deviasyon ve parmaklarda ulnar deviasyonla birlikte
proksimal inter falangeal (PIF) eklemde palmar subluksasyon (Z deformitesi)

2. PIF de hiperekstansiyon ve buna kompansatuar olarak distal interfalangeal (DIF)
eklemin fleksiyonu (kugu boynu deformitesi)

3. 1. MKF eklemde fleksiyonu ve 1. Interfalangial (IP)’de ekstansiyona gidis ile
birlikte bagparmak mobilite ve opozisyon yeteneginde kayiplar 1. web araliginda
daralma

4. PIF de fleksiyon kontraktirl ve DIF ekstansiyonu ile birlikte goralurse (digme
iligi deformitesi).

5. El bileginde volar subluksasyon ve radiokarpal eklemde basamak belirtisi
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Elde gozlenen tipik eklem hasarlari ayni sekilde ayakta da gdzlenebilmektedir.
Ayak deformitelerinde; subtalar eversiyon, metatars baslarinda plantar subluksasyon, én
ayakta genisleme, halluks valgus ve parmaklarin lateral deviasyonu ve dorsal
subluksasyonlar: en sik gozlenenlerdendir®®.

Vertebra tutulumu servikal bolge ile sinirhidir, 6zellike c1-2 servikal vertebralar
tutulur ve diger seviyelerde gézlenmez. Dizlerde ise siklikla synovial hipertrofi, kronik
efuzyon ve ligament laksitesi gozlenebilir. Dizdeki sinovial hipertrofi dizin popliteal
boslugunda birikebilir (baker Kisti).

2.1.5.2. Eklem dis1 bulgular

RA eklem dis1 bulgular da verebilen sistemik bir hastaliktir. Bu bulgularin
basinda romatoid nodul gelmektedir. Genellikle dirsek ekstansor yuzeyi, el sirty,
oksipital bolge, sakrum, asil tendonu gibi eklemlerin ekstansor yiizeyleri veya mekanik
basinca daha c¢ok maruz kalan bolgeler romatoid nodillerin daha sik goraldigi
yerlerdir. Romatoid noduller basta akciger, skleralar olmak (zere bircok organda da
gorulebilirler®.

Romatoid vaskulit RA’ nmin ge¢ donem bulgusudur. Klasik olarak bir kuguk
damar vaskdlitidir. Klinik bulgulart en sik tirnak dibi kapillerinde tromboz, parmak
uclarinda infarktlar ve bacakta tilserlerin gézlenmesidir®.

RA’ da norolojik bulgularin dort ana sebebi vardir;

Servikal vertebra tutulumu
Tuzak néropatisi

periferik néropati

M w0 p e

vaskilite bagli vazo vazorumlarin tutulumu sonucu gelisen monondritis

multipleks.

Monondritis multipleks periferik sinirin ani ve agrili tutulumudur. Romatoid
elde ayrica fleksor tendon sinoviti ve sonrasinda gorilen tetik parmak sendromlari
olusabilir. Fleksor tendon sinovitleri siklikla karpal tunnelde median sinir tuzaklanmasi
yaratabilmektedir ve karpal tinel sendromlari RA’ |1 hastalarda en sik karsilasilan tuzak

noropatisidir®.
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G0z tutulumu hastaligin ge¢ doneminde ve % 1 in altindaki oranlarla en sik
keratokonjonktivitis sikka seklinde gortilmektedir®.

Renal tutulumun RA ile dogrudan etkili olmayip daha ¢ok kronik RA’ nin bir
komplikasyonu olan amiloidoz veya tedavide kullanilan antiinflamatuar ilaglarin yan
etkileri olarak ortaya ¢ikmaktadir®.

RA uzun donemde; splenomegali ve notropeni ile bir Gcll olusturarak Felty’s
sendromu olarak bilinen durumu yaratabilir®. RA’ da osteoporoz dusik dozda
kortikosteroid kullaniminda ve hastaligin erken dénemlerinde bile gozlenebilir®.

Romatoid Artrit geneliikie
eklemilen simetrik
olarak tutar.

Baslangicta birkacg
eklemde ortaya grkar.

|
.‘é‘ P En sik tutuwlan eklemier

- el bilekleri. eller, dirsekier,
dizier ve ayak bilekleridir.

Sekil 4. Romatoid artrit eklem tutulumu*®

2.1.6. Labaratuar Bulgulan

RA tanisi icin hicbir test spesifik degildir. RA’ da Romatoid Faktor (RF) % 60-
80 oraninda pozitif olarak bulunmakta ve saglikli kisilerin de % 5’ inde pozitif
bulunabilmektedir. RF tim bu sebeplerden dolayr RA tami ve tarama testi olarak
spesifik degildir®.

Romatoid Faktoér (RF), RA’ 1 hastalarin % 85’ inde 1gG’ nin Fc parcasina karsi
olusmus cogunlukla IgM yapisinda olan otoantikordur®’. Anti-Siklik Sitriilinlenmis
Protein Antikorlar1 (Anti-CCP), RF’ den daha 6zgul ve duyarli bir parametre arayisi
dikkatleri sitrilinlenmis proteinlere karsi gelisen antikorlar tzerinde yogunlastirmistir.
Sentetik olarak dretilmis sitrilinlenmis proteinlerin immunokimyasal yontemlerde sabit

fazda kullanilmasiyla duyarliligi artmis bir test olan anti-CCP RA tanisinda % 90
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duyarlilik ve % 98,2 6zgilluge sahiptir. Anti-CCP pozitifligi ile eklem erozyonu
arasinda iliski oldugu gosterilmistir®.

Akut Faz Reaktanlarindan eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) genellikle hastalik
aktivitesi ile baglantili olarak artar ve tedaviye cevabin iyi bir gostergesidir. C-reaktif
protein (CRP) ve fibrinojen hastalik aktivitesini daha erken ve daha duyarli gdsteren
akut faz reaktanlaridir. Yine hastalik aktivitesiyle iliskili olarak haptoglobilin ve serum

amiloid-A proteininde de artislar goriilebilir®.

Tablo 1. RA’ da kullanilan Labaratuar belirtecleri®

ESH VE CRP Akut-kronik inflamasyon
RF Agir hastalik, hizli erezyon, Romatoid nodul,
vaskulit,

Tnf blokorlerine yanit

Anti-CCP Sinovial hiicre tarafindan uretilir. Erken tani,
radyolojik ilerleyisi gosterir, klinik izlem ve

progrozda kullanilhr.

ANTI-MCV Erken RA da kotu radyolojik prognoz agisindan
Anti-CCP den ustun?

MMP-3 Hdicreler aras1 matriks proteinini yikima
ugratir.

ANTI-IL1 Proinflamatuar

HLA-DR4 Kot Prognoz

Trombositoz, Anemi, Lokosit

Fibrinojen

Serum komplemanlan

2.1.7. Tam
RA tamisi dikkatli anemnez, fizik muayene bulgulart ve laboratuvar testleri
temeline dayanan kriterlere ve ayirict taniya gore konulmaktadir. RA tanisini

kolaylastirmak ve bir standarda baglamak amaciyla 1987 yilinda Amerikan Romatizma
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Dernegi (ACR) tarafindan belirlenmis klasifikasyon kriterleri yol gosterici olarak

kullanilmaktaydi. Bu Kriterler;

Tablo 2. ACR tarafindan 1987 yilinda revize edilmis RA tan: kriterleri®*

Kriterler

Tanimlamalar

1. Sabah sertligi

Eklem ve gevresinde en az 1 saat siiren sabah

sertligi

2. 3> eklem bolgesinde

artrit

Doktor tarafindan gozlemlenen yumusak doku
sisliginin ya da eklem sivisinin eslik ettigi en az 3
eklem bolgesinde; olasi 14 nokta (sag ya da sol):
PIP, MCP, el bilegi, dirsek, diz, ayak bilegi ve
MTP eklemleri

3. El eklemlerinde artrit

El bilegi, MKF veya PIF eklemlerde olmak tizere

en az bir alanda

4. Simetrik artrit

Vicudun her iki tarafindaki eklemlerin es zamanh
tutulumu (PIP, MCP ya da MTP* nin tutulumu tam

simetri olmadan kabul edilebilir.)

5. Serum RF

Anormal diizeylerde pozitif olmasi

6.Radyografik degisiklikler

On-arka el ve bilek radyografilerinde erezyonlar ve

/ veya periartikiler osteopeni.

7. Romatoid noduller

Kemiksi c¢ikintilarda ya da ekstansor ylzeylerde ya
da jukstaartikuler bolgelerde doktor tarafindan

g6zlemlenen subkutan noduller

Bu kriterlerlere gore bir

hastayr RA olarak klasifiye etmek icgin sayilan

kriterlerden en az 4 tanesinin bulunmasi ve ilk 4 kriterin en az 6 haftadir devam ediyor

olmas: gerekir®?,

Gunumizde modern tedavide amag; kronik eroziv hastalik olusmadan yani RA

1987 kriterlerine dahil olmadan hastaligin tedavisine baslamaktir. Bu nedenle ACR

eklem calisma gruplarindan biri ve EULAR (European League Against Rheumatism:

Avrupa Romatizma Birligi) yeni bir yaklasimda bulunarak hastaligin erken dénemde
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tesbit edilmesi, tedaviye baslaniimas: ve komplikasyonlarin dnlenmesi amaciyla 2010
RA Klasifikasyon kriterlerini gelistirmistir. Bu yeni Kriterlerin uygulanabilmesi icin en
az 1 ekleminde aktif klinik sinovitin olmasi (DIF, 1. MTP ve 1. KMK eklem haricindeki
tim eklemler) ve sinovitli hastada bu tablonun baska bir tan: ile (SLE, gut, psoriatik

artrit gibi) aciklanamamas: gerekir®.

Tablo 3. EULAR 2010 RA klasifikasyon kriterleri*®

Skor
1 blyuk eklem 0
2-10 buyuk eklem 1
A EKLEM 1-3 kiictk eklem (buyuk eklem tutulumu 2
var/ yok)
TUTULUMU
4- 10 kicuk eklem (buyiik eklem tutulumu | 3
var/ yok)
»>10 eklem (en az 1’ i kuglik eklem) 5
Negatif RF ve negatif anti-CCP 0
Dustk pozitif RF veya pozitif anti-CCP 2
B. SEROLOQJi Yiiksek pozitif RF veya pozitif anti-CCP | 3
Normal ESH ve CRP 0
Anormal ESH veya CRP 1
C. AKUT FAZ
REAKTANLARI
6 haftadan az 0
6 haftadan fazla 1
D. SEMPTOMLARIN
SURESI
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A-D kategorileri degerlendirilerek skorlar toplanir ve kesin RA tanisi igin skor

toplami >6 olmalidir™,

2.1.8. Hastahk Aktivasyonunun ve Remisyonunun Degerlendirilmesi

RA™ da hastalik aktivitesinin saptanmasi, hastanin takip ve ilaglara cevabinin
degerlendirilmesi acisindan olduk¢a Onemlidir. Romatizmal hastaliklarda hastalik
aktivitesi karmasik ve kompleks bir olusumdur. Bu nedenle birgok degisken oldugu igin
RA Klinik ve fonksiyonel olarak degerlendirmesi zor olan bir hastaliktur.

Hastalik aktivitesi genellikle Klinik, laboratuvar ve radyolojiden olusan
kombinasyonlarla degerlendirilir. Enflamasyon; eklem hassasiyeti, sisligi, 151 artist,
eklem hareket agikhgi, kavrama glcl ve yurime zaman: gibi parametrelerle objektif
olarak degerlendirilebilir>*.

Klinik olarak aktivasyonu saptamak icin sabah tutuklugu suresi, agri ve
yorgunluk gibi paretmetreler GAS (Gorsel Agri Skoru) gibi skalalar ve cesitli eklem
indeksleri (Ritchie artikiler indeksi, Lansbury skalasi, Thompson skalas: gibi)
kullanilabilir®. DAS 28 (Disease Activity Score; Hastalik Aktivite Skoru) eklem sisligi,
eklem hassasiyeti ve ESH, CRP gibi parametrelerin kullanarak hastalik aktivitesini

degerlendiren ve sik kullanilan bir skorlama yéntemdir.

2.1.9. Tedavi

RA’ nin erken tanis1 ve tedavisi 6nemlidir ve multidisipliner bir yaklasima gerek
vardir. Tedaviye baslamadan once hasta degerlendirilmeli ve prognostik faktorler
incelenmelidir. Hastaligin tam kontrol altina alinamamasi, fiziksel kisitliligin yaninda
psikolojik ve sosyal sorunlara yol acabilir. Tedavi kisiye gore planlanmal: ve mutlaka
sik araliklar ile hastalik aktivitesi kontrol edilmelidir. Tedavide ilk adim olarak hasta
hastaligi hakkinda egitilmelidir. inflamasyonun oldugu eklemler istirahate alinmal: ve
semptomlar: baskilamak icin non steroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAIL) ve
kortikosteroidler baslanmalidir. Hastalik modifiye edici antiromatizmal ilaclara
(DMARD) vakit gecirmeden baslanmalidir. Tedavide ilk secenek olan DMARD’ lar
metotreksat (MTX), silfasalazin (SSZ) ve antimalaryal ilaglardir. Tek veya
kombinasyon seklinde kullanilabilirler. Son yillarda tedavi etkinligi bakimindan

kombine tedaviler daha tstiin gériinmektedir®®.
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Tablo 4. Romatoid artrit tedavisinde kullanilan baslica non-biyolojik DMARD” lar*®

ilag ach Etkinin baslamasi Uygulanan doz
Hidroksiklorokin 2-6ay 2x200 mg/gin
Sulfasalazin 1-3ay 2 -3x1000 mg/gun
Metotreksat 1-2ay 7.5-20 mg/hafta
Leflunomid 1-3ay 10 - 20 mg/gun
Siklosporin A 2—-4ay 3 mg/kg/gln
Azatiyoprin 2-3ay 2 mg/kg/gin
D-penisilamin 3-6ay 250 — 750 mg/gun
Minosiklin 1-3ay Gunde iki kez 100 mg

2.1.9.1. Non Steroid Antiinflamatuvar ilaglar (NSAII)

NSAIi*“ lerin temel etki mekanizmas: siklooksijenaz (COX) yolunu inhibe
ederek arasidonik asitin endoperoksitlere, prostaglandin (PG)* lere ve Tromboksan A2
ye donusiminu engellemektir. Boylece inflamasyonu onleyip eklem agrisint ve
tutuklugunu azaltarak rahatlama saglarlar. Analjezik ve antiinflamatuvar ozelliklerine
karsin hastaligin seyrini degistirebildikleri ya da eklem hasarini 6Onleyebildikleri
gosterilememistir. ESH, CRP gibi akut faz yanitlarin1 baskilamazlar. Bu nedenle uzun

dénemde modifiye edici ilaclar ile birlikte kullanilmalidirlar®’.

2.1.9.2. Kortikosteroidler

Kortikosteroidler, hiicre icine girdikten sonra DNA’ ya baglanarak bazi genlerin
transkripsiyonunu uyarirlar. Lipokortin B transkripsiyonu kortikosteroidler tarafindan
uyarilan proteinlerden biridir. Lipokortin B, fosfolipaz A2 enzimini inhibe eder bu yolla
prostaglandin ve I6kotrien sentezini inhibe olur. Ayrica noétrofillerin endotele
yapismasint ve inflamasyon alanina kemotaksisini baskilar. Boylece birka¢ saat-birkag
gun icinde inflamasyon baskilanir. Aktif RA’ I hastalarda disik doz kortikosteroid
tedavisi (15 mg/gin prednisolon) inflamasyona bagli semptom ve bulgulan
baskilanmada kisa ve orta vadede plasebo ve NSAII’ lere gore Ustiindiir. Aktif RA’ da
doz arttirilabilir, gerektiginde pulse steroid tedavisi tercih edilebilir. Ancak kronik
kullanimda cok fazla yan etkisi olmasi nedeni ile hastay: kontrol altinda tutan en dusiik

doz verilmelidir®®.
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2.1.9.3. Metotreksat

Metotreksat tedavide ilk tercih edilen altin standart ilagtir. Mtx, esas olarak folik
asit antagonistidir ve yiksek dozlarda folik asitin dihidrofolat rediiktaz ile reaksiyonunu
engelleyerek DNA yapimini baskilar. RA tedavisinde dlslk dozlarda (10-25 mg/hafta)
kullanilmaktadir.  Antiinflamatuvar etkisi vardir. Bu etkisini pirin sentezinin
inhibisyonu, hicre dis1 adenozin artigi, proinflamatuvar sitokinlerin Gretiminin
inhibisyonu, lenfosit proliferasyonu ve notrofil kemotaksisini baskilama ile serum
immunglobinlerini azaltarak gosterir. Metotreksat, hastalik aktivitesinde diizelme saglar

ve radyolojik erozyon ve yapisal hasar gelisimini azaltir®®.

2.1.9.4. Sulfazalazin

Bu ilag, bir antibiyotigin (sulfapiridin) ve bir antiinflamatuvar ilacin (5-
aminosalisilik asid) birlesmesi ile olusmustur. SSZ’ nin antiinflamatuar ve
immunomodilatuar etkileri; PG ve l6kotrien (LT) sentez inhibisyonu, oksijen
radikallerinin azaltilmasi, T wve B hucre fonksiyonlarinin inhibisyonu olarak
Ozetlenebilir. Hastaligin erken doneminde veya hafif ve orta derecede hastalik
tedavisindeki roluniin 6tesinde, SSZ* nin kombinasyon tedavisinde 6nemli rolu vardir.
Tedavi edici dozu 2-3 gr/ giin™ diir. En sik yan etkisi GIS, deri ve kemik iligi Gizerinedir.
Erkeklerde gecici infertilite yapabilir®.

2.1.9.5. Antimalaryal ilaclar

Hidroksiklorokin ve klorokin bu grupta yer alan ilaglardir. Etkileri tam olarak
bilinmemekle birlikte; fosfolipaz A2’ yi baskilamasi, notrofil kemotaksisini ve
fagositozunu baskilamasi, immun kompleks olusumunu engellemesi gibi etkileri oldugu
dusunulmektedir. Tedavide gunlik doz ortalama 4-6 mg/kg’dir. RA’te klinik ve
laboratuvar olarak etkili olduklar:i ispatlanmis, ancak radyolojik olarak erozyonlari

onleyemedikleri anlasiimistir®.

2.1.9.6. Leflunamid
Leflunomid (LEF), dihidro oratat enzimi araciligiyla DNA sentezini bloke eden,
selektif denovo pirimidin niikleotid biyosentez inhibitérudir. Leflunomid T hiicrelerinin

proliferasyonunu baskilar. Ayni: zamanda sinoviyal hiicreler tarafindan salinan TNF,
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IL-1, reaktif oksijen radikalleri Uretimini baskilar. Leflunomid tedavisinin
hastanin fonksiyonel durumunda belirgin diizelme sagladig: ve radyolojik erozyonlarin

ilerlemesini 6nledigi bildirilmistir®.

2.1.9.7. Azatyopirin

MTX iceren konvansiyonel tedavilere yamtsiz hastalar igin rezerve edilen bir
antimetabolittir. RA*™ da 1,5-2,5 mg/kg/gun dozlarda, ¢cogu kez “steroid™ den sakinma
ajam” olarak tek basina ve kombinasyon biciminde kullanilmistir. En sik gorulen

komplikasyon nétropenidir®,

2.1.9.8. Siklosporin

Immunsupresif bir ilagti. DNA sentezini bozarak T lenfositleri selektif bir
sekilde inhibe eder. Diger tedavilere yanit vermeyen hastalarda veya metotreksat ile
kombine olarak kullanilir. Yan etkileri fazla oldugundan ilk tercih ilaclar arasinda yer

almamaktadir®.

2.1.9.9. Biyolojik Ajanlar

RA" da kullanilabilecek biyolojik ajanlar; hicresel islevlerin ve sitokin/ reseptor
islevlerinin baskilanmasi, immun cevabin Th1* den Th2“ ye c¢evrilmesi, ¢ molekdlli
kompleksin (TCR/peptid/MHC) inhibisyonu, apapitoz/ blyime faktori ile ilgili
tedaviler olarak kisaca bahsedilebilir. Son zamanlarda bu tedavilerin disinda IL-6
reseptorini bloke eden, B hiicre yuzeyinde CD20' yi bloke eden ve CTLA-4lg
(Sitotoksik T-lenfosit Antigen-4) iceren biyolojik ajanlar da tedavide kullaniimaktadir.

Anti-TNF ve anti-1L-1 ajanlar en sik kullanilan yeni ilaclardir®.

2.1.9.9.1. TNF-a Blokorleri

RA" da inflamatuar cevabin olusmasinda ve bunun artarak devam etmesinde
TNF-a merkezi rol oynar. RA tedavisinde TNF-a inhibitorleri, hastalarin gogunda RA*
nin belirti ve semptomlarini azaltir ve kemik erozyonlarinin progresyonunu durdurur.
Ancak hicbiri hastaligin tam remisyonuna neden olmaz ve ¢ogu bireyde ilac kesildikten
birkag hafta sonra semptomlar: tekrarlar®®.
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2.1.9.9.1.1. infliximab
Infliksimab simerik anti TNF-o. monoklonal antikoru olup RA tedavisinde ilk
kullanilan anti-TNF ilactir. Onerilen doz 3-5mg/kg olup; baslangicta, 2. ve 6. haftada,

daha sonra ise 8 haftada bir olarak uygulanmasidir. Yar: 6mrii 8-9,5 gtindtir®’.

2.1.9.9.1.2. Etanersept

Etanercept, insan TNF-RII (p75) reseptorlerinin, insan IgG1*“ in Fc kismina
baglanmasiyla meydana gelen dimerik flizyon proteinidir. Olusan molekil, hem TNF-
a y1 hem de TNF-B* y1 yiksek affinite ve spesifitede baglayan dimerik, solubl TNF-R*
dir. Etanerceptin dimerik yapist TNF-a“ ya ylksek oranda baglanarak TNF-a* nin
indukledigi proinflamatuar yaniti engeller. Yari dmri ortalama 4 glndir. Uygulama ya

haftada bir kez 50 mg ya da haftada 2 kez 25mg™ lik cilt alt: enjeksiyonu seklindedir®.

2.1.9.9.1.3 Adalimumab

Adalimumab TNF-o ya kars1 etkili, tamamen insan kaynakli bir IgG1l
monoklonal antikorudur. Yar: 6mri ortalama 14 ginddr. 40 mg dozunda 15 giinde bir
deri altina enjeksiyon seklinde verilir veya yetersiz olan hastalarda haftada bir
verilebilir. Bu ajanla birlikte MTX kullanimininin ilacin yanit sdresini uzattigi

gorulmiistar®®.

2.1.9.9.2. Anakinra

IL-1 reseptdr antagonistidir. Hastaligin seyrini degistiren ilaglara cevap
vermeyen agir olgularda, metotreksat ile kombine edilerek veya tek basina kullanimi
Onerilmigtir. Hastaligin semptomlarint azaltmas: yaninda, progresif eklem hasarinin

hizin1 da azalttig: yoninde ¢alismalar vardr™.

2.1.9.9.3. Abatacept

T hicrelerinin aktivasyonu sonrasi salinimi uyarilan sitotoksik T lenfosit antijen
4 (CTLA4), T hucresinin aktivasyonunu kostimilatér yolu bloke ederek azaltir.
Abatasept CTLA4’Un, insan Ig G1’ in Fc parcasiyla birlestirilmesiyle olusan
rekombinant bir proteindir. DMARD’ larla kombine MTX" in veya diger nonbiyolojik
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DMARD’larin ardisik kullaniminin yeterli cevap saglamadigi, orta ve yiksek hastalik
aktivitesine sahip kotii prognozlu hastalar igin kullanim: dnerilmektedir’.

2.1.9.9.4. Rituxumab

Rituksimab B hicre yuzey antijeni olan CD20’ ye karsi1 gelistirilmis simerik
monoklonal antikordur. B hcrelerinde azalmaya neden olur. DMARD’ larla kombine
MTX in veya diger non-biyolojik DMARD’ larin ardisik kullaniminin yeterli cevap
saglamadigi, orta ve yuksek hastalik aktivitesine sahip kotl prognozlu hastalar icin

kullanim1 6nerilmektedir’®.

2.1.9.10. Fizik Tedavi ve Egzersiz

Hastanin hastaligi hakkinda egitilmesi, koruyucu amacla lokal ve tedavi
amaciyla genel istirahati onemlidir. Eklem hareket agikhiginin idamesi, eklemin
korunmasi, ve kas atrofilerinin 6nlenmesine yonelik fizik tedavi ve rehabilitasyon
yontemleri etkin bir sekilde uygulanmahdir. Sicak, soguk, elektroterapi gibi bazi
yontemler agriyr azaltmada ilag disi segcenek veya ilaca ek olarak kullanilabilecegi
unutulmamalidir. Eklemlerin gunliik yasanti igerisinde uygun ve dogru kullaniminin
Ogretilmesi, uygun splint ve ortezlerle desteklenmesi ¢cok énemlidir. Bu arada duzgin

postiiriin korunmas: gdzard: edilmemeli, egzersiz programlari buna gore planmalidir™,

2.1.9.11. Cerrahi Tedavi

Eklem ve tendon rekonstriksiyonu, eklem replasmant ve yumusak doku
gevsetme operasyonu gibi cerrahi islemler gerekli durumlarda rehabilitasyonun
tamamlarlar. En iyi sonuclar hastaligin erken evrelerinde alinir. Ge¢ dénem RA™ da
artrodez, eklem replasmani ve rezeksiyon artroplastisi gibi uygulanabilecek cerrahi
secenekler vardir. Kalca, diz, omuz gibi biylk eklemlerde daha ¢ok eklem replasmani
tercih edilirken, kiiciik eklemlerde artrodez operasyonlari 6ncelik almaktadir’.

2.2. KIR Molekdlleri
19913.4 kromozomu Uzerindeki I6kosit reseptor kompleksinde KIR genleri
bulunur™. KIR genleri, gen icerigine gére haplotip A ve haplotip B olmak iizere 2 gruba

ayrilir. Haplotip A fonksiyon goéstermeyen ve hicre ylzeyinde eksprese olmayan
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molekdller icermektedir. Sadece KIR3DL3, 2DL3, 2DL1, 2DP1, 3DP1, 2DL4, 3DL1,
2DS4, 3DL2 genlerini tastyan bireylerin karakteristik grup A haplotipini icerdigi ve
grup A KIR haplotipinden iki kopya tasidigi kabul edilmektedir (AA genotipi).
KIR2DL2, 2DL5, 3DS1, 2DS1, 2DS2, 2DS3 ve / veya 2DS5' den herhangi biri
mevcutsa genotip B haplotipi (Bx) olarak kabul edildi. Agrubu haplotipi hem KIR2DL1
hem de KIR2DL3’ Uin varhg: ve ayn: anda KIR2DL2’ nin yoklugu ile karakterizedir. B

grubu haplotipleri icin bunun tam tersi gecerlidir®.

2.2.1. KIR reseptorleri ve NK htcreleri arasindaki iliski

NK hucrelerinin dogal immun yanitta 6nemli immunoregilator gorevleri vardir.
Tumor hicreleri ve virusle infekte hiicrelerin immun kontroliinde son derece dnemli
parcalardir. insan NK hiicrelerinin sitolitik aktivitesi, NK hiicreleri tarafindan eksprese
edilen, inhibitor ve aktivator zar reseptorleri ve konak huicre tarafindan eksprese edilen
MHC class 1 antijenlerinin etkilesimi ile duizenlenir. Insan NK hiicreleri tarafindan
yapisal olarak farkli 2 reseptor ailesi eksprese edilir. Bunlar Immiinglobulin
superailesinden KIR ve C-tip lektin reseptorleridir. KIR ailesi Gyeleri HLA-A, -B, -C
allellerinin taninmasinda aracilik ederler. KIR izotipleri ile HLA allellerinin etkilesimi,
IFNy, TNF-o gibi sitokinlerin salgilanmasini, sitotoksik aktivitenin durdurulmas: veya
baslatiimas: gibi efektor fonksiyonlarin diizenlenmesini saglamaktadir. inhibe edici KIR
izotipleri ile ligand: olan HLA sinif | molekdillerinin etkilesimi, saglikli hicreleri NK
hlcre aracili spontan sitolitik aktiviteden korumaktadir. Diger bazi KIR izotiplerinin de

NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini artirdigi gosterilmistir’”.

2.2.2. KIR Molekiillerinin Isimlendirilmesi ve Genel Ozellikleri

KIR proteinleri Ug¢ kriter g6z 6nlne alinarak siniflandirilir: Huicre disindaki Ig
ilmekleri, sitoplazmik kuyruk uzunlugu ve dizi benzerligi. KIR molekiilleri hiicre dis
ilmeklerine gore 2D veya 3D (lg benzeri kisimlarinin sayisini yansitir) olarak ikiye
ayrilmaktadir. Hucre disi ilmeklerinden bagimsiz olarak, hiicre icerisindeki sinyal ileti
béliimleri (sitoplazmik kuyruklart) uzun (L) veya kisa (S) olabilmektedir’® (Sekil 5).
KIR genlerine verilen isimler kodlandiklart molekiliin yapisina dayanir (Sekil 6).
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KIR akronimi sonrasi:

1. Basamak: Molekildeki Ig benzeri ilmek sayisi
2. D: Domain (ilmek)

3. L: Long (Uzun sitoplazmik kuyruk)

4. S: Short (Kisa sitoplazmik kuyruk)

5. P: Pseudogenes (Ps6dogen)

6. Son basamak: Molekil numarast.

Bu Ozelliklere gore 14 farkli KIR geni (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3,
KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5,
KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3DS1) ve 2 adet (KIR2DP1, KIR2DP2)
psddogen tanimlanmustir’®. Hiicre ici sinyal ileti kuyrugu uzun (L) olan reseptorlerin
tizerinde bir veya iki tane “Immiinoreseptor tirozin bazli inhibisyon motifi (ITIM)”
bulunmaktadir ve bu nedenle inhibitér etki gosterirler. Hicre ici uzantisi kisa (S) olan
KIR molekdlleri hicreye dolayl yoldan aktivasyon sinyalleri iletir. Aktivasyon sinyali
adaptor proteinler Uzerindeki “imminoreseptoriin tirozin bazl aktivasyon motifi
(ITAM)” aracihg ile iletilir. Her iki reseptoriin de sinyal aldigi durumlarda inhibitor

sinyallerin aktive edici sinyallere baskin oldugu gorulmiistr®.

R K K

21
spL1 3oLz 2PU 2DL4  2ps3
3DL2 igi 2084
2085

LS T v L . S
Inhibitory Activating

Pﬁ Bashirova AA, et al. 2006.

A Annu, Rev, Genomics Hum, Genet, 7:277-300
Sekil 5. KIR ilmek (domain) organizasyonu’®
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DO, D1, D2: Immunglobulin benzeri ilmekler Inhibitor KIR ve 2DL4
sitoplazmik kuyruklarinda tirozin kaynakli inhibitdr motifler iceren immunoreseptore

sahiptir Aktivator KIR ise transmembran kisminda bazik aminoaside sahiptir.

K| R 2 3 — > Molekil Numarasi

Hucre ici uzun kuyruk

Domain (flmek)

v
Ig benzeri ilmek sayisi

Hucre dis1 2 ilmek (D1, D2)

Sekil 6. KIR Molekiillerinin Isimlendirilmesi®*

2.2.3. KIR Ligandlan

Hedef hiicreler tzerinde bu reseptorlerin baglandigi ligandlarin genellikle HLA
Simf | molekilleri oldugu bildirilmektedir. U¢ domainli KIR’ larin insan I6kosit
antijenlerinden 06zgil olarak HLA A ve HLA B antijenlerine baglanabildigi
gosterilmistir. Bununla birlikte iki domainli KIR’ larin farkli olarak HLA C
antijenleriyle de iliskide olabilecekleri gésterilmistir®. KIR’ lar icin ligand olmas: olas
molekdller Gzerine c¢alismalar devam etmektedir. Populasyonda birgok birey; her (g
major HLA sinif | epitopu icin reseptorleri kodlayan inhibitor KIR genlerine sahiptir.
KIR 2DL1, KIR 2DL2 ve KIR2DL3 HLA C antijenlerine baglanirken, KIR 3DL1’ in
HLA B antijenleriyle baglandigi bilinmektedir®. Bilinen stimilatér KIR’ lar (2DS1,
2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1) kisa sitoplazmik kuyruga sahip olup ITIM motifini
tasimazlar. Ayrica transmembran domainlerinde yukli bir aminoasit rezidislne
sahiptirler ve inhibitor sinyal tasima 6zellikleri de yoktur. Aktivator KIR” lar igin 6zgul
bir ligand net olarak bulunamamistir. Ancak deneysel ¢alismalar KIR 2DS1 ve KIR
2DS2’ nin zayif da olsa HLA antijenlerine baglandigini géstermektedir. KIR 2DL4 hem
inhibitoér hem stimulator 6zelligi ile 6n plana cikmaktadir®. Sadece KIR3DL3, 2DL3,
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2DL1, 2DP1, 3DP1, 2DL4, 3DL1, 2DS4, 3DL2 genlerini tasiyan bireylerin
karakteristik grup A haplotipini icerdigi ve grup A KIR haplotipinden iki kopya tasidigi
kabul edilmektedir (AA genotipi). KIR2DL2, 2DL5, 3DS1, 2DS1, 2DS2, 2DS3 ve /
veya 2DS5' den herhangi biri mevcutsa genotip B haplotipi (Bx) olarak kabul edildi.

2.2.4. KIR ve Otoimmun Hastahklar

2.2.4.1. Romatoid Artrit

RA patofizyolojisisinin merkezinde, belirgin anjiogenezis, selltler hiperplazi,
inflamatuvar l6kositlerin sinovyal dokuya gogl, hiicre yiizeyi adezyon molekdlleri,
proteinazlar, proteinaz inhibitorleri, sitokinlerin ekspresyonunda degisiklikle karakterize
bir inflame sinovyum vardir’. Inflamasyondan sorumlu hiicreler Naturel Killer (NK) ve
T-sitotoksik hicrelerdir. Romatoid artrit patogenezine hem dogal hem de kazanilmis
immanitenin katildig1 bilinmektedir. Baslangigta rol oynayan esas mekanizma genetik
yatkinligi olan bir kiside endojen veya eksojen bir antijenin sinoviyal dokuda dogal
immiin sistem hiicrelerini aktive etmesidir’.

Romatoid artrite genetik yatkinligin % 30-50" sinden HLA bélgesi sorumludur®.
HLA simf | molekulleri ile reaksiyona girdiginde sitokin retimini inhibe eden sinyal
iletimine yol acan reseptorler killer immunglobulin-like receptor (KIR), sitokin Gretimi
gibi efektor islevleri tetikleyen reseptorler ise killing activation receptor (KAR) olarak
adlandirilmistir’. KIR reseptorii, T hiicrelerinin alt gruplart ve Naturel killer (NK)
hlcrelerinin Gzerlerinde eksprese olan hiicre yuzey reseptoridir. Bu reseptorler hedef
hicreler Gzerindeki HLA simf | ligandint tamyarak NK hiicrelerinin sitotoksik

aktivitesini duzenlerler®.

2.2.4.2. Tip | Diabetes Mellitus

Diyabetiklerde KIR2DS2 ve KIR2DL2* nin kontrollere gore azaldig:
saptanmistir. Tip | diyabetlilerdeki otoreaktivitenin nedeninin inhibitér KIR ile
regulasyonun olmadigi durumlarda aktivator KIR frekansinda artma oldugu
dustinulmektedir. Aktivator KIR molekdlleri, 6zgul HLA ligandlarinin oldugu
durumlarda, T hicre mediatorligindeki immdn yamtin  hizli  induksiyonunu

saglamaktadir. Tip | diyabetin aktivator KIR’ larin kostimilasyonu ile aktiflesen T
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hicreleri aracihigiyla basladigi dustinilmektedir. Buna ek olarak yapilan calismalarda
HLA allelleri acgisindan yiksek risk tasiyan bireylerde KIR2DS2- HLA ligand
ciftlerinin, inhibitor KIR-HLA ligand: olmadig: durumlarda tip | diyabet gelisimi igin
ek risk olusturdugu gozlenmistir. KIR ve HLA simf 1 ligandlarinin genetik
dengesizliginin T hiicrelerinin pankreatik hiicre antijenlerine karsi olan ilgisini arttirdig

ve bu sekilde tip | diyabetin patogenezinde rol aldig: distiniilmektedir®.

2.2.4.3. Psoriazis Vulgaris

Psoriasis vulgaris HLA sinif I molekuli Cweé6 ile iliskili bir deri hastaligidir.
Vinod Chandran ve arkadaslarinin Kanada’ da yaptig: bir calismada inhibitér genlerden
KIR2DL2 ve aktivator genlerden KIR2DS2 anlaml:i olarak hasta grupta fazla
bulunmustur®. Psoriatik artirit, HLA-Cw6 birlikteligini paylasan benzer bir patolojidir
ve bu hastaligin fenotipini degistiren ekstra genetik bilesenlere sahiptir. Psoriatik
artropatili bireylerde yapilan genis bir calismada bu hastaligin aktivator reseptori

etkileyen KIR ve HLA sinif | haplotipleriyle iligkili oldugunu 6ne stirmektedir®’.

2.2.4.4. Behcet Hastahg

Behcet hastaligi (BH) oral ve genital aftoz tlserasyonlar, Gveit ve deri lezyonlari
ile karakterize inflamatuar bir hastaliktir. Etyopatogenezi yeterince bilinmemektedir.
Bazi mikrobiyal ajanlarla birlikte diger cevresel etkenlerin ve bazi genetik faktorlerin de
neden oldugu immunolojik anormallikler hastaligin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir rol
oynar. Dogal olduruct hucreler sitotoksik aktiviteleri ve sitokin uretmeleri sayesinde
immunolojik agidan 6nemlidir. BH’ da hastalarin periferik kaninda artmis sayida NK
hlcresi (daha duslk aktiviteli) oldugu bildirilmektedir. Yapilan ¢alismalarda KIR3DL1

geninin Behcet hastalarinda daha anlamli olarak arttig: bulunmus®.

2.2.4.5. FMF Hastahig

Ailesel Akdeniz Anemisi (FMF) tekrarlayan karin agrilari, eklem agrilari, ates,
Uveit ve deri lezyonlan ile karakterize inflamatuar bir hastaliktir. Bazi mikrobiyal
ajanlarla birlikte diger cevresel etkenlerin ve bazi genetik faktorlerin de neden oldugu
immunolojik anormallikler hastaligin ortaya ¢ikmasinda énemli bir rol oynar. Ertugrul

Erken ve arkadaslarinin yaptigit FMF hastalar: ve saglikl grupta KIR gen frekanslarinin
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karsilastirilmasi adli calismada KIR2DS2 geninin FMF hastalarinda daha anlamli olarak

arttigi bulunmus® (Sekil 7).
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Sekil 7. FMF hastalar: ve saglikh grupta KIR gen frekanslarinin karsilastiriimasi®.
ILISKI
PSORIATIK ARTRIT KIR2DS1/2DS2;HLA-
Cw homozigot
ROMATOID VASKULIT KIR2DS2/HLA-Cw03
SKLERODERMA KIR2DS2+/KIR2DL2-
BEHCET Anormal 3DL1
ekspresyonu
FMF KIR2DS2

Sekil 8. Otoimmun hastaliklarla KIR gen iliskisinin karsilastiriimas:™.

Yaptigimiz bu ¢alisma ile Romatoid artrit hastalarinda hastaligin patogenezinde

rol oynayabilecek immunogenetik belirteclerden 16 farkli KIR geninin ortaya konmast,

KIR genleri ile RA hastalarinin klinik Ozellikleri arasindaki iligskiyi degerlendirmeyi

amagcladik
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Calisma grubuna Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Romatoloji Anabilim Dali
Poliklinigi’ nde takipli olan, Uluslararasi Calisma Grubu’ nun Romatoid Artrit hastalig
siniflandirma kriterlerini karsilayan ve rastgele secilen 120 Romatoid artrit hastas: dahil
edilmistir. Yas ve cinsiyet acgisindan hasta grubu ile uyumlu, herhangi bir saglik
problemi ve RA ile ilgili herhangi bir bulgu 6ykiisii olmayan, Cukurova Universitesi
Tip Fakiltesine kayithh ve onay formu dolduran, 120 goénulli kontrol grubunu
olusturmustur.

Arastirmaya alinan tum bireyler arastirma hakkinda bilgilendirilmis, bu amacla
hazirlanan Aydinlatilmis Onam Formu (Ek 1) okutularak, onaylar: alinmistir. Arastirma
icin Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurul onayr (Ek 2) ahinmistir.
Arastirmaya TTU-2016-6992 numarali BAP projesi ile arastirma butcesi ¢ikartilmastir

Hastalarin dosyalar1 retrospektif olarak degerlendirilerek, hasta yasi, hastaligin
baslangic yasi, aile dykusu, kullandig: ilaglar, aktivite kriteri (DAS28), labaratuar
bulgulari, (Hemogram, ESR, CRP, RF, ANTI-CCP, ANA, ANTI SS-A, ANTI SS-B,)
ve Eastern Cooperative Oncology Group score (ECOG) gibi verileri iceren bir Hasta
Takip Formu (Ek 3) duzenlenerek, bu form calismaya alinan tum bireyler igin
doldurulmustur.

Hasta ve kontrol gruplarindan genetik ¢alisma icin etilendiaminotetraenoik asit’

li (EDTA) tlpe alinan kan érnekleri 2-8° C’ de ¢alisma glnUne kadar saklanmstir.

3.2. Arag ve Gereg

Calismada kullanilan kitler:

-KIR Tiplendirme Kiti (Lifecodes, Ref: 545110)
-DNA izolasyon kiti (Qiagen EZ1, cat no: 51104)

Calismada kullanilan kimyasallar:

-R-Pycoerythrin Conjugated Streptavidin (SA-PE), 1mg/ml (Tepnel Lifecodeslot
no: 628511)
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- Luminex Sheath Fluid (Tepnel Lifecodes Cat.N0.628005)
-Recombinant Taq Polymerase

-Distile su

Deneysel Asamada Kullanilan Malzeme ve Cihazlarin Listesi
Deneysel asamalar Cukurova Univeritesi Tip Fakiiltesi Romatoloji ve
Imminoloji Laboratuar: biinyesinde bulunan cihaz ve ekipmanlar kullanilarak

gerceklestirilmistir.

3.3. YOntem

3.3.1. DNA izolasyonu

Yontem:

1-1,5 ml’ lik mikrosantriftj tuptne (kendi cozeltisi ile sulandiriimig) 20
ulprotease enzimi eklendi. Uzerine 200 pl kan érnegi ve 200 pltampon soliisyonu
eklendi. Vortekslenen karisimi 56 °C de 10 dakika inkibe edildi. Karisima 200 pl etanol
(% 96-100) eklendi ve 15 sn vorteksleme sonrasi kisa bir siire santriftj edildi. Karigim
Spin kolon yerlestirilmis toplama tiiptine dikkatlice bosaltildi. 8000 rpm’ de 1 dakika
santrifuj edildi. Spin kolon karisim i¢inden alinip temizbir toplama tupiine yerlestirildi
ve kalan kisim atildi. Uzerine 500 pltampon soliisyonu eklendi.

8000 rpm’ de 1 dk santrifuj edildi. Spin kolonu yeni bir yerlestirme tupune
yerlestirilirdi ve kalan kisim atildi. Karisima 500 pl tampon solusyonu eklendi ve 14000
rpm’ de 3 dakika santrifuj yapildi. Spin kolonu 2 mI’lik toplama ttpune yerlestirildi ve
1 dakika santrifuj yapildi. Spin kolon 1,5 ml’ lik temiz ependorf tiipe yerlestirildi. icine
200 pl tampon solusyonu veya distile su eklendi. Oda 1sisinda 1 dakika bekletildi ve
8000 rpm * de 1 dakika santrifuj edildi.

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Lokositlerden elde edilen DNA’ nin, analiz yapilacak bélgesinin, belli miktarda
cogaltilmas: asamasidir. PCR, DNA’ nin bu boélgesinin iki ucuna 0zgu, sentetik primer
(6ncal)’ ler, Tag polimeraz ve deoksi nikleotit trifosfatlar (dNTP) kullanilarak

cogaltilmas: esasina dayanir. Primerler onci DNA gorevi gorirken, Taq polimeraz ise
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DNA polimeraz gorevi gormektedir. PCR, denatiirasyon, yapisma (annealing) ve zincir
uzamas: (extension) olmak izere lic asamadan olusur. Ilk asama olan denatiirasyonda,
yilksek 1s1 etkisiyle cift sarmal DNA’ mn ayrilmas: saglanir. Ikinci asama olan
yapismada sicaklik dustrulerek primerlerin kendilerini tamamlayici DNA dizilerine
baglanmalar1 saglanir. Son asama olan uzamada ise Taq polimeraz etkisiyle ortamda
bulunan dNTP’ ler primerlere eklenerek DNA zincirleri sentezlenmis olur. Bu

dongunun tekrarlanmasi ile istenen DNA bolgesi ¢ogaltiimis olur.

3.3.3. SSO Yontemiyle KIR Tiplendirilmesi

PCR ile amplifiye edilmis 6rnekteki KIR allellerini saptamak icin sekansspesifik
oligonukleatitleri (SSO) kullanihir.

KIR-SSO tiplendirme proseduri; isaretli tek sarmalli PCR urinlerinin SSO
problarina hibridizasyonuna dayanmaktadir. DNA’ nin PCR ile amplifikasyonunda
genellikle esit miktarda forward ve reverse primerler kullanilarak gift-sarmalli DNA
urtnleri elde edilir. Ancak eger primerlerden biri digerine gore daha fazla miktarda
bulunursa reaksiyonda cift sarmalli DNA’ya ek olarak tek sarmalli DNA (retimi de
gerceklesir. Lifecodes amplifikasyon basamaginin ilk dongilerinde gift-sarmalli DNA
tretilir. Tlerleyen dongiilerde az miktarda bulunan sinirli primer tiketildiginde, kalan
primer c¢ift sarmalli Griind bir sablon gibi kullanarak tek sarmalli DNA UGretimini
gerceklestirir. Bu yontemle hibridizasyon reaksiyonuna katilabilecek hem cift sarmalli
hem de tek sarmalli Grlinler meydana getirilir.

SSO tiplendirme yonteminde kullanilan farkli problarin her biri amplifiye DNA’
larin igindeki allel veya allel gruplarina 6zgil olan dizilere karsi homologturlar. Baska
bir anlatimla bu problarin her biri amplifiye DNA’ da bulunan veya bulunmayan
tamamlayict  bolgelerle  hibridize  olmalari  igin  tasarlanmislardir.  SSO
tiplendirilmesinden elde edilen sonuclarin analizi ile amplifiye DNA’ daki 6zel DNA

dizilerinin varlig1 veya yoklugu saptanabilir ve drnekteki olasi alleller tanimlanabilir.

3.3.4. A ve B KIR Haplotiplerinin Saptanmasi

A ve B-grubu KIR genotiplerinin belirlenmesi daha o©nceki yayinlarda
tanimlandig: gibi yapildi. Sadece KIR3DL3, 2DL3, 2DL1, 2DP1, 3DP1, 2DL4, 3DL1,
2DS4, 3DL2 genlerini tasiyan bireylerin karakteristik grup A haplotipini icerdigi ve
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grup A KIR haplotipinden iki kopya tasidigi kabul edilmektedir (AA genotipi).
KIR2DL2, 2DL5, 3DS1, 2DS1, 2DS2, 2DS3 ve / veya 2DS5' den herhangi biri
mevcutsa genotip B haplotipi (Bx) olarak kabul edildi*.

3.3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Populasyondaki gozlenen KIR genlerinin oranlar: direk sayma ile bulunmustur.
Genotiplemede KIR geninin yoklugu (-) resesif oldugu igin bireylerde genin (-, +) ve
(+,%) oldugu durumlar ayn: sonucu vermektedir.

Grup A ve grup B haplotiplerinin frekans: group-A=2NAA+NAB/2n ve group-
B=2NBB+NAB/2n formilleriyle hesaplanmistir (NAA, NAB ve NBB; AA, AB ve BB
genotiplerinin sayilarini ifade ederken, n bireylerin toplam sayisin1 gostermektedir.

Hasta ve kontrol gruplarinda KIR genlerinin oranlarinin karsilastirilmasinda
Minitab 17 istatistik programu ile iki oran karsilagtirma testi ve Fisher’ in kesin Ki-kare
testleri kullanild. Istatistiksel olarak p< 0.05 degeri anlamli kabul edildi. Elde edilen
veriler literatur verileri esliginde tartisild.

Bu degiskenler icin KIR genlerinin polimorfizmleri incelendi. Bu ¢alismanin
deneysel asamalart Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Romatoloji ve Immiinoloji

Labaratuari’ nda gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Hasta grubu Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Romatoloji ve Immiinoloji
Anabilim Dali, Romatoloji Poliklinigi’ nde takipli olan EULAR 2010 RA Kklasifikasyon
kriterlerini karsilayan Romatoid artrit hastalar1 arasindan rastgele secilen 120 Romatoid
artrit hastasindan olusmaktaydi. Calismaya 120 saglikli birey dahil edildi. Buldugumuz
sonuclart “allelefrequencies.net” veri tabanina yuklenmis diger literatre girmis

sonuclarla karsilastirdik.

4.1. Romatoid Artritli Hasta Grubu Ve Saghkh Kontrol Grubu Olgulann

Demografik Verileri

Saglikli kontrol grubunda 64 (% 53,3) kadin, 56 (% 46,7) erkek ve hasta
grubunda 100 (% 83,3) kadin, 20 (% 16,7) erkek mevcuttu. Saglikli kontrollerin yas
ortalamasi 54,6 yil, RA’ l olgularin yas ortalamasi 54,7 yildi. Tablo 5’ de demografik

veriler gosterilmistir.

Tablo 5. Romatoid Atritli Hasta grubu ve Saglikli kontrol grubu olgularinin demografik verileri

Veriler RA (n:120) Kontrol (n:120)
Cinsiyet | Kadin 100 (% 83,3) 94 (% 78)
Erkek 20 (% 16,7) 26 (% 22)
Yas ortalamasi(yil) 54,7+ 11,5 54,6 +11,4

4.2. Romatoid Artritli Hasta Grubu Verileri

RA hastalarinin ilk semptom yaslarinin ortalamasi 41,6, ilk tan1 yas1 47,2, tanida
gecikme yili 5,2 idi. Sistemik hastalik varligi sorgulandiginda 12 (% 10) hastada
Romatoid artrite eslik eden Diabet, 24 (% 20) hastada Hipertansiyon eslik etmekteydi
ve RA grubundan 84 hastada (% 70) ek sistemik hastalik yoktu. Hastalarin kullandigi
ilacalara bakildiginda Anti-TNF ila¢ kullanan 8 hastanin (% 6,6) oldugu gérilda.

Hastalarin 48 (% 56,4)’ inde anti-CCP antikoru pozitif, 80 (% 66,6)’ inde RF
antikoru pozitifti. DAS28 > 5 olanlarin sayis1 50 (% 41,7) iken, 111 hastada (% 92,5)
CRP > 0,8 idi.
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Tablo 6. Romatoid Atritli hasta grubu verileri

RA(n:120)
Ortalama
ILK SEMPTOM YASI 41,6 +9
TANI YASI 472121
TANIDA GECIKME YIL 52+4,3
KULLANDIGI | ANTI-TNF | 8 (% 6,6)
ILACLAR DIGERLERI | 112 (% 93,4)
DAS 28 >5 50 (% 41,7)
<5 70 (% 58,3)
CRP >0.8 mg/dl | 111 (% 92,5)
< 0.8 mg/dl 9 (% 7,5)
RF POZITIF 80 (% 66,6)
(>20 1U/ml)
NEGATIF | 40 (% 33,4)
(<20 1U/ml)
ANT-CCP POZITIF 48 (% 56,4)
(>10 U/ml)
NEGATIF |27 (% 31,7)
(<10 U/ml)
EK HASTALIK | VAR 36 (% 30)
YOK 84 (% 70)

Tablo 7. Romatoid Atritli hastalarda kullanilan ilaglar

Kullamlan Tlaclar (n=120)
Metotreksat 84 (% 70)
Leflunamid 25 (% 20,9)
Sulfazalazin 3 (% 2)5)
Anti-TNF 8 (% 6,6)

Hastanin basvuru aninda, tedavi oncesi 6l¢tilen CRP diizeyi RA grubunda 6,3

mg/L iken, DAS 28 skoru 4,82 olarak saptandi.
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4.3. Romatoid Artritli Hasta Grubu ile Saghkh Kontrol Grubu Olgularinin

Kir Genlerinin Karsilastiriimasi

KIR2DL1; RAgrubunda 115 kiside pozitif (% 95,8), saglikli kontrol grubunda
119 kiside pozitif (% 99,2) bulundu. KIR2DL1 icin her iki grup arasinda anlamh fark
tespit edilmedi (p=0,213).

KIR2DL2; RA grubunda 61 kiside pozitif (% 50,8), saglikli kontrol grubunda 55
Kiside pozitif (% 45,8) bulundu. KIR2DL2 icin her iki grup arasinda anlamli fark tespit
edilmedi (p=0.518).

KIR2DL3; RA grubunda 93 kiside pozitif (% 77,5), saglikli kontrol grubunda
100 kiside pozitif (% 83,3) bulundu. KIR2DL3 igin her iki grup arasinda anlamli fark
tespit edilmedi (p=0.329).

KIR2DL4; RAgrubunda 116 kiside pozitif (% 96,7), saglikli kontrol grubunda
119 kiside pozitif (% 9,2) bulundu. KIR2DL4 igin her iki grup arasinda anlaml fark
tespit edilmedi (p=0.37).

KIR2DL5; RA grubunda 73 kiside pozitif (% 60,8), saglikli kontrol grubunda 62
Kiside pozitif (% 51,7) bulundu. KIR2DL5 igin her iki grup arasinda anlamli fark tespit
edilmedi (p=0.193).

KIR2DS1; RA grubunda 57 kiside pozitif (% 47,5), saglkli kontrol grubunda 43
kiside pozitif (% 35,8) bulundu. KIR2DS1 i¢in her iki grup arasinda anlaml fark tespit
edilmedi (p=0.089).

KIR2DS2; RA grubunda 62 kiside pozitif (% 51,7), saglkli kontrol grubunda 56
kiside pozitif (% 46,7) bulundu. KIR2DS?2 i¢in her iki grup arasinda anlaml fark tespit
edilmedi (p=0.519).

KIR2DS3; RA grubunda 41 kiside pozitif (% 34,2), saglikl: kontrol grubunda 40
kiside pozitif (% 33,3) bulundugundan istatistiksel karsilastirma yapilamad:

KIR2DS4; RA grubunda 103 kiside pozitif (% 85,8), saglikli kontrol grubunda
111 kiside pozitif (% 92,5) bulundu. KIR2DS4 igin her iki grup arasinda anlaml: fark
tespit edilmedi (p=0.145).

KIR2DS5; RA grubunda 53 kiside pozitif (% 44,2), saglkl: kontrol grubunda 37
kiside pozitif (% 30,8) bulundu. KIR2DS5 igin her iki grup arasinda anlaml fark tespit
edildi (p=0.045).
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KIR3DL1; RA grubunda 100 kiside pozitif (% 83,3), saglikli kontrol grubunda
111 kiside pozitif (% 92,5) bulundu. KIR3DL1 igin her iki grup arasinda anlaml: fark
tespit edildi (p=0.046).

KIR3DL2; RA grubunda 119 kiside pozitif (% 99,2), saglikli kontrol grubunda
119 kiside pozitif (% 99,2) bulundugundan istatistiksel karsilagtirma yapilamadi.

KIR3DL3; RA grubunda 120 kiside pozitif (% 100), saglikli kontrol grubunda
119 kiside pozitif (% 99,2) bulundugundan istatistiksel karsilastirma yapilamad:.

KIR3DS1; RA grubunda 54 kiside pozitif (% 45), saglikli kontrol grubunda
kiside 47 pozitif (% 39,2) bulundu. KIR3DSL1 igin her iki grup arasinda anlaml fark
tespit edilmedi (p=0.433).

KIR2DP1; RA grubunda 115 kiside pozitif (% 95,8), saglikli kontrol grubunda
119 kiside pozitif (% 99,2) bulundu. KIR2DP1 icin her iki grup arasinda anlamh fark
tespit edilmedi (p=0.213).

KIR3DP1; RA grubunda 120 kiside pozitif (% 100), saglikli kontrol grubunda
120 kiside pozitif (% 100) bulundugundan istatistiksel karsilastirma yapilamadi.
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Tablo 8. Romatoid Artritli hastalar ve kontrol grubunun KIR genlerinin karsilastiriimasi; inhibitdr genler,
aktivator genler ve diger genler

Hasta (n=120) Kontrol Grubu (n=120) p degeri

Gen Sayi % sayl %

Inhibitér KIR | 2DL1 115 95.8 119 99.2 0.213
2DL2 61 50.8 55 45.8 0.518
2DL3 93 775 100 83.3 0.329
2DL4 116 96.7 119 99.2 0.37
2DL5 73 60.8 62 51.7 0.193
3DL1 100 83.3 111 925 0.046
3DL2 119 99.2 119 99.2 1
3DL3 120 100.0 119 99.2 1

Aktivator KIR | 2DS1 57 47.5 43 35.8 0.089
2DS2 62 51.7 56 46.7 0.519
2DS3 41 34.2 40 333 1
2Ds4 103 85.8 111 925 0.145
2DS5 53 44.2 37 30.8 0.045
3DS1 54 45.0 47 39.2 0.433

pstdogen 2DP1 115 95.8 119 99.2 0.213
3DP1 120 100.0 120 100.0 1

Tablo 9. Romatoid Artritli hastalar ve kontrol grubunun KIR genlerini dagiliminin Karsilagtirma grafigi

Hasta ve Kontrol Grubu KIR genleri Dagiliminin
Karsilastirma Grafigi
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Tablo 10. Saptanan tiim genotip profilleri. Cerceve genleri gri renkle, aktive edici genler kirmizi renkle,

inhibe edici genler yesil renkle ve psddogenler sar1 renkle gosterilmistir.
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Tim grubu genotipler acgisinda inceledigimizde AA genotipi tasiyan bireylerin

sayisinin 33 (% 27,4), BX genotipi tasiyan bireylerin sayisinin 87 (% 72,6) oldugu

gbzlemlenmistir (tablo 11).

Tablo 11. Belirlenen farkli AA, BX genotiplerinin sayisi, bu genotipleri tasiyan Kisi sayis: ve oranlari

Genotip Genotip sayisi Kisi sayisi %
AA 3 33 27.4
BX 27 87 72.6
Toplam 30 120 100

Calisma sonucu elde edilen 6 genotip profil bilgi bankasinda gosterilmemis olup

ilk defa bu calismada gosterilmistir.

Bu yeni genotip profillerinin 4> G BX

genotipindeyken, 2’ si AA genotipindedir ve dogrulama sonrasi bilgi bankasina kaydi

yapilacaktir.
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Romatoid artritli hastalarin 70 (% 58)‘ inde tedavi 6ncesi aktif donemde bakilan
DAS 28 skoru > 5, 50 (% 42)° sinde DAS 28 skoru < 5 idi. KIR genlerinin dagilimi
DAS 28 > 5 ve DAS 28 < 5 olan hastalar arasinda karsilastirildiginda anlamli fark
bulunmadi. Bu sonugla calismamizda DAS 28 aktivete skorunun Romatoid artritli

hastalarda KIR gen dagilimint agisindan anlamli olmayabilecegi disuntldi (Tablo 12).

Tablo 12. Romatoid Artritli hastalarda KIR genleri dagiliminin DAS 28 degerine gore karsilastirmasi

DAS 28 <5 n=70 DAS 28 >5n=50 p degeri

Gen sayi % sayi %

Inhibitor

KIR 2DL1 66 94,3 49 98,0 0,4
2DL2 38 54,3 23 46,0 0,46
2DL3 54 77,1 39 78,0 1
2DL4 68 97,1 48 96,0 1
2DL5 45 64,3 28 56,0 0,45
3DL1 58 82,9 42 84,0 1
3DL2 69 98,6 50 100,0 1
3DL3 70 100,0 50 100,0 1

Aktivator

KIR 2DS1 37 52,9 20 40,0 0,196
2DS2 38 54,3 24 48,0 0,579
2DS3 26 37,1 15 30,0 0,442
2DsS4 61 87,1 42 84,0 0,791
2DS5 34 48,6 19 38,0 0,269
3DS1 36 51,4 18 36,0 0,136

psodogen |2DP1 67 95,7 48 96,0 1
3DP1 70 100,0 50 100,0 1
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Romatoid artritli hastalardan Anti-CCP pozitif (> 10) kisi sayis1 27 (% 22,5)” idi.
Anti-CCP negatif (< 10) kisi sayis1t 57 (% 47,5 )" idi. KIR gen dagilimi Anti-CCP
pozitif ve negatif olanlarda karsilastirildiginda 2DS4 geninin anti-CCP negatif grupta
daha anlaml: olarak bulundugu saptanmistir (p = 0,014). KIR2DS4 geninin Anti-CCP
negatif grupta fazla olmasi siddetli hastaliktan koruyucu bir roli olabilecegini
dustndurmustir (Tablo 13).

Tablo 13. Romatoid Artritli hastalarda KIR genleri dagiliminin Anti-CCP degerine gore karsilastirmasi

Anti-CCP <10 n=27 | Anti-CCP >10n=57 p degeri

Gen sayl % sayl %

Inhibitor

KIR 2DL1 27 100,0 52 91,2 0,171
2DL2 12 44 4 32 56,1 0,356
2DL3 21 77,8 46 80,7 0,777
2DL4 26 96,3 57 100,0 0,321
2DL5 17 63,0 33 57,9 0,812
3DL1 26 96,3 33 57,9 0,542
3DL2 27 100,0 56 98,2 1
3DL3 27 100,0 57 100,0 1

Aktivator

KIR 2DS1 15 55,6 27 474 0,641
2DS2 12 44 4 31 54,4 0,485
2DS3 11 40,7 15 26,3 0,212
2DS4 27 100,0 46 80,7 0,014
2DS5 14 519 25 43,9 0,64
3DS1 15 55,6 24 42,1 0,349

psédogen |2DP1 27 100,0 53 93,0 0,3
3DP1 27 100,0 57 100,0 1
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Romatoid artritli hastalardan RF pozitif ( > 20) kisi sayis1 80 (% 66,6)” idi. RF
negatif (< 20 ) kisi sayis1 40 (% 33,3)’ idi. KIR gen dagilim: RF pozitif ve negatif

olanlarda karsilagtirildiginda anlamli fark bulunmad: (Tablo 14).

Tablo 14. Romatoid Artritli hastalarda KIR genleri dagilimimin RF degerine gére karsilastirmasi

RF >20 n=80 RF <20 n=40 p degeri

Gen sayl % sayl %

Inhibitor KIR 2DL1 76 95 39 97,5 0.664
2DL2 44 55 17 42,5 0.246
2DL3 59 73,7 34 85 0.246
2DL4 77 96,2 39 97,5 1
2DL5 51 63,7 22 55 0.428
3DL1 66 82,5 34 85 0.801
3DL2 79 98,7 40 100 1
3DL3 80 100 40 100 1

Aktivator KIR 2DS1 38 47,5 16 40 0.56
2DS2 41 51,2 16 40 0.332
2DS3 45 56,2 17 42,5 0.178
2DS4 29 36,2 12 30 0.545
2DS5 68 85 35 87,5 0.788
3Ds1 37 46,2 16 40 0.563

psddogen 2DP1 76 95 39 97,5 0.664
3DP1 80 100 40 100 1
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Romatoid artritli hastalardan tedavi éncesi aktif donemde bakilan CRP pozitif (>
0,8) kisi sayist 111 (% 92,5)" idi. CRP negatif ( < 0,8) Kisi sayis1 9 (% 7,5)” idi. CRP

pozitif ve negatif olanlar karsilagtirildiginda anlamli olarak fark bulundugu saptanmastir.

Bu sonucta ¢alismamizdaki CRP negatif Kisi sayisinin az olmasi rol oynamis olabilicegi

dustnilmustdr (Tablo 15).

Tablo 15. Romatoid Artritli hastalarda KIR genleri dagiliminin CRP degerine gore karsilastirmasi

CRP>0,8 n=111 CRP< 0,8 n=9 p degeri

Gen sayl % sayl %

Inhibitor KIR | 2DL1 106 95.5 9 100.0 1
2DL2 59 53.2 2 22.2 0.092
2DL3 89 80.2 9 100.0 0.206
2DL4 107 96.4 9 100.0 1
2DL5 69 62.2 4 444 0.311
3DL1 93 83.8 7 77.8 0.644
3DL2 110 99.1 9 100.0 1
3DL3 111 100.0 9 100.0 1

Aktivator KIR | 2DS1 53 47.7 4 444 1
2DS2 60 54.1 2 22.2 0.087
2DS3 39 35.1 2 22.2 0.717
2DS4 96 86.5 7 77.8 0.613
2DS5 49 441 4 444 1
3DS1 50 45.0 4 444 1

psodogen 2DP1 106 95.5 9 100.0 1
3DP1 111 100.0 9 100.0 1
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5. TARTISMA

Gunimuizde KIR genlerinin 6zellikle transplantasyon reddi ve hastaliklarla
iliskisini gosteren ¢alismalarin sayisinin artmasiyla birlikte tim toplumlarda bu konuyla
ilgili populasyon taramalar1 yapilmaya baslanmistir. KIR genleri ile ilgili birbirinden
bagimsiz olarak yapilan bu ¢alismalar, 2003 yilinda HLA icin hazirlanmis olan bilgi
bankasina eklenerek bir araya getirilmistir®.

Calismamiz Turkiyede Romatoid artritli hastalarda KIR gen frekanslarinin,
haplotip ve genotip oranlarinin degerlendirildigi ilk calismadir. Calismamizda bu
oranlarin diger populasyonlarla karsilastirilarak, yeni genotiplerin ortaya gikarilmas: ve
elde edilen verilerin bilgi bankasina eklenerek bilime katki saglanmas: amaglanmistur.

NK hicreleri, anormal HLA sinif | molekul bulunduran timér hiicrelerine karsi
dogal immdnitede rol oynar. NK hcrelerinin fonksiyonel aktiviteleri, NK hticrelerinin
uzerinde yer alan KIR ve bu reseptorlerin kendine 6zgi ligantlara baglanmasiyla hiicre
sitotoksisitesini uyarici veya inhibe edici sinyaller ile diizenlenir®. inhibe edici KIR
reseptorleri ile HLA simif | molekdlleri baglanir ve saglikli hucreler, NK hicrelerinin
sitotoksik etkisinden korunur. Aktivatér KIR reseptorleri, sitotoksik etkiyi artirir;
béylece patojenlere ve trasforme olmus hiicrelere karst immiin cevapta rol oynar®,

Insan immun sistemindeki immunglobulinleri, HLA molekillerini ve KIR
genlerini kodlayan genler ¢ok yiiksek bir polimorfizm sergilerler, bu da poptlasyonlar
arasinda 6nemli 6lglde cesitlilik oldugunu gosterir. Bugiin artik KIR genlerinin HLA
ligandlar: ile birlikte gelistigi genis 6lglide kabul gormektedir®. Ayrica genotipik KIR
cesitliligi allelik ve haplotipik cesitliligin bir sonucudur. Bu da akraba olmayan iki farkl
kiside ayni KIR genotipini bulmanin ¢ok zor oldugunu géstermektedir. Bu karakteristik
Ozelliklerden dolayr KIR genleri iyi bir popllasyon genetik belirleyicisi olarak
degerlendirilebilinir®™ .

Genetik calismalardan elde edilen veriler 1siginda KIR genotipine sahip
Kisilerde, NK hiicrelerini inhibisyondan daha c¢ok aktivasyona yoneltmektedir. Kisi
virs, kanser ve preeklemsiden korunup otoimmin hastaliklara egilim gosterebilir®.

KIR reseptorlerinin RA patogenezinde yer aldigini ortaya cikaran onceki
caligmalar tartigmali bir resim ortaya ¢ikarmistir. Beyaz irkta 2DS2 geninin RA igin bir
risk faktérii oldugu ortaya konmusken®, Taiwanli hastalarda 2DS4 geninin RA
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hastalarinda anlamli olarak arttigini géstermistir®®. Fakat Japonyada yapilan bir
calismada ise RA hastalar1 ve saghkl: grup arasinda KIR genleri igin anlamli bir fark
bulunamamistir'®,

Yine diger otoimmun hastaliklardan Psoriatik artritte yapilan calismada
KIR2DL2 ve KIR2DS2 genlerinin psoriatik artritli hastalarda anlamli derecede arttigini

gostermistir'®*

. Sklerodermada yapilan calismada ise 2DS2 geninin sklerodermali
hastalarda daha anlamli derecede arttigim gostermistir’®. FMF “de yapilan calismada
2DS2 geninin FMF’ i hastalarda daha anlaml: derecede arttigi bulunmustur®.

Butiin bu veriler aktive KIR genotiplerinin degisik otoimmdin hastalik tiplerinde
hastaligin aktivitesinde etkilerinin olabilecegini gostermektedir.

Ramirez-De los Santos “ve ark” Meksikada 100 RA hastas: ve 100 Saglikli grup
ile yaptig1 RA hastalar1 ile KIR genlerinin iligkisi adli ¢galismada, RA hastalarinin 89’ i
kadin, 11”7 i erkekti. Saglikli grubun 89°u kadin, 11’ U erkekti. KIR2DL3 genine RA
hastalarinda saglikli gruba goére daha az rastlanirken (p = 0.0019), KIR2DL2 ve
KIR2DS2 genlerine ise RA hastalarinda daha sik saptanmis (p = 0.0004), (p = 0.048)%

Calismada ayn1 zamanda KIR genotipleri bakilmis olup RA hastalarinin % 19’
unda AA genotipi, % 81’ inde BX genotipi pozitif bulunmusken saglikli grupun % 34’
unde AA genotipi, % 66° sinda BX genotipi bulunmustur. AA genotipi (agilikli olarak
inhibitor) RA’ I hastalarda saglikli gruba gore daha az oranda bulunurken, BX genotipi
(agirlikli olarak aktivator) daha fazla sikhkta bulunuldu (p = 0.017)!%. Bizim
calismamizda 33 (% 27,4) kiside AA genotipi, 87 (% 72,6) kiside BX genotipi
bulunmustur.

Masoumeh Nazari “ve ark” Iranda 400 RA hastas: ve 372 saghkl grup ile
yaptigi RA hastalar ile KIR genlerinin iligkisi adli calismada, RA hastalarinin 325’ i
kadin, 75 i erkekti. Saghkli grubun 309" u bayan, 63’ U erkekti. RA I hastalarda
inhibitor genlerden 2DL2 ve 2DL5 frekanslari anlaml: olarak daha az saptanmisken (p =
0.015), (p = 0.001), aktivator genlerden 2DS5 ve3DS1 frekanslari anlaml: olarak daha
az saptanmistir (p = 0.016), (p = 0.016)'%

J-H Yen “ve ark” Tayvanda 122 RA hastas: ve 96 Saglikli grup ile yaptigit RA
ile KIR genlerinin iligkisi adli galismada, RA hastalarinin 100’ (i bayan, 22’ si erkekmis.
Saglikl grubun 71’ u kadin, 25” U erkekti. Bu calismada aktivator genlerden 2DS4 RA

hastalarinda saglikli gruba gore anlaml: derecede fazla oldugu saptanmis
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(p <0.001)olup, inhibitor genlerden 2DL1 RA hastalarinda saglikli gruba gore anlaml
derecede fazla saptanmustir (p = 0.02) 1%,

Swayam Prakash “ve ark” Kuzey Hindistanda 100 RA hastas: ve 100 Saglikl:
grup ile yaptig1 RA ile KIR genlerinin iliskisi adli calismada, RA hastalarinin 67’ si
kadin, 33" 0 erkekti. Saglikli grubun 60* 1 bayan, 40° 1 erkekmis. RA |1 hastalarda
inhibitor genlerden 2DL2, 2DL3 ve 3DL1 genlerinin frekanslari anlamli olarak daha az
saptanmis (p = 0.0026), (p = 0.0028), (p = 0.0012). Aktivator genlerden 2DS5 geni
frekans1 anlamh olarak daha az saptanmisken (p = 0.012) , 3DS1 geninin frekansi
anlamli olarak daha fazla saptanmustir (p = 0.049)'%,

E Majorczyk “ve ark” Polonyada 177 RA hastasi ve 243 Saghkli grup ile
yaptigi RA komplikasyonlari ile KIR genlerinin iliskisi adli calismada, RA hastalarinin
119’ u kadin, 124’ { erkekti. Saglikli grubun 309’ u kadin, 63’ U erkekti. Anti-CCP 106
hastada pozitif (% 59), 50 hastada negatifti (% 28). Anti-CCP pozitif ve negatif hastalar
karsilastirildiginda anlamli farklilik bulunmamis (p = 1). Anti-CCP pozitif ve saglikh
grup karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamistir (p = 0.44). Anti-CCP negatif ve

107 Calismada

saglikl grup karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamistir (p = 0.61)
RF pozitif olan hasta sayis1 115 (% 64) iken RF negatif olan hasta sayis1 62 (% 35)” idi.
RF pozitif ve negatif hastalar karsilastirildiginda anlamli farklilik bulunmamis (p = 1).
RF pozitif ve saglikli grup karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamistir (p = 0.44).
RF negatif ve saglikli grup karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamaistir.(p = 0.35)%"
Bizim calismamizda Anti-CCP negatif olanlarda KIR2DS4 geni anlamli olarak ylksek
bulunmusken, Anti-CCP pozitif grupta daha disuk bulunmustur. KIR2DS4 geninin
Anti-CCP  negatif grupta fazla olmasi siddetli hastaliktan koruyucu bir roli
olabilecegini dustndurmustir. Citrulline, arginin artiklarinin translasyon sonrasi
enzimatik degisikligi ile olusan ve filaggrin molekullinde yer alan bir aminoasittir. Anti-
CCP olus mekanizmasinda organizmadaki bazi peptidlerin sitrulinlenmesi sonucu
antijenik 6zellik kazanmasi s6z konusudur. Sigara gibi toksik maddeler, keratinizasyon,
inflamasyon sitrulinlenmeyi arttirmaktadir*®®. Bu durumda anti-CCP pozitifliginin viral
tetikleyiciler araciligi ile NK hucreler tzerinden giden bir mekanizmadan ziyade
vicuttaki peptidlerin antijenik 6zelliklerinin  degismesi yoluyla gelismesi s0z
konusudur. Bu nedenle viral enfeksiyonlarin aksine sigara gibi ¢evresel etkenlerin Anti-

CCP pozitifligi yapiyor olmas: ve RA patogenezinde rol oynayan diger etkenler gibi
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HLA yapisint degistirmemesi Anti-CCP pozitif grupta KIR2DS4 aktivasyonunu
engelleyebilen bir neden olabilecegini dustnilmustir. Dolayisiyla inhibitor genler NK
hicrelerini baskilayabilir. Anti-CCP negatif grupta KIR2DS4’ Un daha anlaml fazla
olmasi, belki de anti-CCP pozitif grupta RA patogenezinde aktivator KIR genlerinin
roli olabilecegini gosteriyor olabilir. Anti-CCP pozitif grupta KIR2DS4 aktivator
genlerin patogenezde etkili olmayabilir. Yani anti-CCP pozitif ve anti-CCP negatif RA
olusum ve seyrinde birbirinden farkli mekanizmalar rol oynayabilicegi
unutulmamahidir. KIR genomik bolgesindeki farkliliklara allelik polimorfizmler 6nemli
bir katkida bulunur. Tdm KIR lokuslarinda nokta mutasyonlari veya homolog
rekombinasyonlarla olusan allelik polimorfizmler saptanmistir. KIR polimorfizminin
islevsel anlam: bazi polimorfizmler disinda halen tam olarak ¢éziillememistir. Ornegin
KIR2DS4*001 alleli normal aktive edici KIR2DS4 yuzey molekulini kodlamaktayken
KIR2DS4*003, KIR2DS4*004 ve KIR2DS4*006 delesyona ugramis variant allellerdir
ve eksprese edilmeyen allelik formlardir. Bu variant allellerin homozigot oldugu ve
aktive edici reseptor olarak sadece KIR2DS4 tasiyan bireylerin bu molekdillerinin
islevsiz oldugu ve bu kisilerde immin cevabin devamliliginda KIR2DL4 molekilinin
hem inhibe hem aktive edici 6zelliginin rol oynadigi dustiniilmeltedir'®. Bu nedenle
KIR2DS4 allel polimorfizmlerinin calisiimas: bu konu hakkinda daha iyi bilgi sahibi
olmamiza katk: saglayacaktir. KIR sadece NK hiicrelerinin degil ayn1 zamanda daha
onceden aktiflesmis T hiicre aktivasyonunun diizenlenmesinde de rol oynar®. KIR’ 1n
asil olarak NK hcreleri zerinden agiklanmasina ragmen, T htcrelerini degistirmek
icin ekstra Ozelliklere sahip oldugunu ve boylece kazanilmis immun yaniti direkt olarak
etkiledigi diisinilmektedir'™®. Aktivator KIR molekilleri, 6zgiill HLA ligandlarinin
oldugu durumlarda, T hiicre mediatorligindeki immun yanitin hizli indiksiyonunu
saglamaktadir. Tip | diyabetin aktivator KIR’ larin kostimilasyonu ile aktiflesen T
hlcreleri aracihigiyla basladigi dustinilmektedir. Buna ek olarak yapilan calismalarda
HLA allelleri acgisindan yiksek risk tasiyan bireylerde KIR2DS2- HLA ligand
ciftlerinin, inhibitor KIR-HLA ligand: olmadig: durumlarda tip I diyabet gelisimi igin
ek risk olusturdugu g('jzlenmistir85. Dentritik hticreler ve NK hiicreleri birbirlerini
karsilikli olarak etkilerler ve TNF ve IFN gama etkisi ile CD8+ T hcrelerinin
cogalmalarint  saglarlar.  Aktive olan NK hicreleri  myeloid hicrelerinin

duzenlenmesinin yani sira infeksiyon ve enflamasyon sirasinda IFN gama salgilayarak
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CD4+ T hiicrelerinin Thl polarizasyonunu da saglamaktadir'**. Antikor yanitindan
sorumlu olan B hicrelerinin NK hucrelerinden etkilenerek klasswitching islemi ile
isotip degistirdikleri bildirilmistir'*2. KIR2DS4 geninin direkt NK hticreleri mi yoksa T
lenfositler tzerinden mi Anti-CCP ile iliskisi olduguna T lenfositler izerinden yapilacak
calismalar yardimc: olabilir.

Yine aym ¢alimada KIR2DS3 pozitif hasta grupunun (51.0714.0), KIR2DS3
negatif hasta grubuna (45.6713.5) gore daha ge¢ tani aldigi gozlemlenmistir (p = 0.025).

Ote yandan, KIR2DL3 geni erken hastalik tanisi ile iliskiliydi (pozitifler icin
46.4713.6, negatifler igin 55.4713.8), (p = 0.012). Ayrica eklem dis1 bulgular: olan RA
hastalarinda hem KIR2DL2 hem de KIR2DS2 gen frekanslari artmis olarak
bulunmus®’.

Cathy M. McGeough “ve ark” iranda 64 RA hastas: ve 100 Saglikl grup ile
yaptigi Anti-TNF tedaviye cevap veren ve vermeyen RA hastalar ile KIR genleri ve
HLA-C iliskisi adl ¢alismada DAS28 > 5,1 ve < 5,1 olanlar karsilastirilmig ve anlaml
sonu¢ bulunamamis. Bizim ¢alismamizda Romatoid artritli hastalarin 70 (% 58) “ inde
tedavi Oncesi aktif donemde bakilan DAS 28 skoru > 5, 50 (% 42) “ sinde DAS 28 skoru
< 5 idi. KIR genlerinin dagilim: DAS 28 >5 ve DAS 28 < 5 olan hastalar arasinda
karsilastirildiginda anlaml: fark bulunmadi**3.

Yapilan calismalar sonucunda genel olarak RA hastalarinda saglikli gruba gore
aktivator genlerden bazilarinin daha anlami olarak fazla bulundugu gozlemlenmistir.
Calisamalar arasi farkliliklarin neden: etnik farklilik ve yeter: kadar fazla olmayan hasta

sayisi olabilir.
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Sira Gen

no

Tablo 16. RA hastalarinda KIR gen frekanslar

Turkiye

)N=120)

(Cahsma)

Hindistan
(N =100)

Tayvan
(N=122)

Meksika
(N=100)

iran
(N=400)

Polanya
N=176

1 KIR2DL1 115(%958) 84(%84)  98(%80,3)y 96(%96)  359(%98,8)  176(%99,4)
2 KIR2DL2 61(%50,8)  46(%46)d 70(%57,3) 70(%70)Y 208(%52)d  97(%54.8)
3 KIR2DL3 93(%775)  70(%70)d  81(%66,4) 79(%79)d 355(%88,8)  163(%92,1)
4  KIR2DL4 116(%96,7) 100(%100) - 100(%100) 400(%100) -

5  KIR2DL5 73(%60,8)  53(%53) - AT(%47)  267(%66,8)d -

6  KIR3DL1 100(%833)d 63(%63)d 105(%86,1) 98(%98)  378(%945)  166(%93,8)
7 KIR3DL2 119(%99,2) 100(%100) 109(%89,3) 100(%100) 400(%100) -

8  KIR3DL3 120(%100)  100(%100) - 100(%100) 400(%100) -

9 KIR2DS1 57(%475)  28(%28)  72(%59)  41(%41)  234(%585)  64(%36,2)
10  KIR2DS2 62(%51,7)  27(%27)  41(%336) 55(%55)y 225(%56,2)  100(%56,6)
11 KIR2DS3 41(%34,2)  23(%23)  19(%156) 19(%19)  144(%36)  51(%28.8)
12 KIR2DS4 103(%85,8) 61(%61)  90(%73,8)y 96(%96)  379(%94,8)  151(%85,5)
13 KIR2DS5 53(%44,2)y  44(%44)d - 36(%36)  113(%28,2)d 41(%23,2)
14 KIR3DSL 54(%45) 52(%52)y  45(%36,9)  37(%37)  139(%34.8)d 59(%33,3)
15  KIR2DP1 115(%95,8) 72(%72) - 97(%97)  396(%99)

16  KIR3DP1 120(%100) - - - 400(%100)

17 Kaynak 106 105 103 104 107

KIR genlerinin otoimmun hastaliklarin gelisimindeki roli hakkinda bu kadar

karmasik bilgilerin olmasi bir¢ok degisik potansiyel patolojik mekanizmanin, immun

cevaplarin ve immun kacis mekanizmalarinin var olmasindan kaynaklanmaktadir.

Tum veriler beraber ele alindiginda, bu sonuglar bize, RA patogenezinde KIR

genlerininde rolii oldugunu ve hastaligin Klinik seyri ile tedavi modaliteleri agisindan

daha iyi soniglar alabilmemizi sagliyacaktir. Bundan da oOte bu bilgi Kkisisel

immunoterapotik tedavi modaliteleri gelistirmek icin kullanilabilir.
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6. SONUCLAR

Romatoid artrit hastalar1 ile saglikli kontrol grubu arasinda KIR gen
polimorfizmi karsilastirildiginda 2DS5 geni RA hastalarinda anlamli olarak daha
fazla bulunmusken, 3DL1 geni saglkli grupta anlamli olarak daha fazla
bulunmustur.

Tum grubu genotipler agisinda inceledigimizde AA genotipi tasiyan bireylerin
sayistnin 33 (% 27,4), BX genotipi tasiyan bireylerin sayisinin 87 (% 72,6)
oldugu gozlemlenmistir.

Calisma sonucu elde edilen 6 genotip profil bilgi bankasinda gosterilmemis olup
ilk defa bu calismada gosterilmistir. Bu yeni genotip profillerinin 4’ G BX
genotipindeyken, 2’ si AA genotipindedir ve dogrulama sonras: bilgi bankasina
kayd: yapilacaktir.

KIR genlerinin dagilim: DAS 28 > 5 ve DAS 28 < 5 olan hastalar arasinda
karsilastirildiginda anlamli fark bulunmada.

KIR gen dagilim: Anti-CCP pozitif ve negatif olanlarda karsilastirildiginda
2DS4 geninin Anti-CCP negatif grupta daha anlamli olarak bulundugu
saptanmustir.

KIR gen dagilimi RF pozitif ve negatif olanlarda karsilastirildiginda anlaml: fark
bulunmad:.

CRP pozitif ve negatif olanlar karsilastirildiginda anlamli olarak fark bulunmad:.
Yapilan calismalar sonucunda genel olarak RA hastalarinda saglikli gruba gore
aktivator genlerden bazilarinin daha anlami olarak fazla  bulundugu
g6zlemlenmistir. Calisamalar arasi farkliliklarin neden: etnik farklilik ve yeteri
kadar fazla olmayan hasta sayis: olabilir.

Tum veriler beraber ele alindiginda, bu sonuclar bize, RA patogenezinde KIR
genlerininde rolt oldugunu ve hastaligin klinik seyri ile tedavi modaliteleri
acisindan daha iyi sontclar alabilmemizi saghyacaktir. Bundan da 6te bu bilgi

Kisisel immunoterapotik tedavi modaliteleri gelistirmek icin kullanilabilir.
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EKLER

EK-1. Aydinlatilmis Onam Formu

(Hasta Grubu)

(Hekimin Agiklamas:): " ROMATOID ARTRITTE KIR GENLERI
POLIMORFiZMIiNiN HASTALIKLA VE HASTALIGIN KLiNiK
OZELLIKLERI iLE iLiSKiSININARASTIRILMASI”

Hastaliginizin da icinde bulundugu Romatoid artrit hastalarinda KIR gen mutasyonu
calisilacaktir , bu amagla 2 cc EDTA’ I tupe kan alinmasi gerekmektedir. Sonuglar
oncelikle bilimsel amacla kullanilacak, Kkisisel bilgileriniz gizli tutulacak, sorun
saptanmasi halinde durum size bildirilecek ve alinmasi gereken 6nlemler konusunda
ayrintili bilgilendirme yapilacaktir. Parasal bir bedel 6demenizi gerektirmeyen ve size
de bir 6deme yapilmasi s6z konusu olmayan bu calismaya katilmama ve katildiktan
sonra cekilme hakkiniz bulunmaktadir. Ek bilgi talebiniz olursa sozli olarak

karsilanacaktir.

Arastirmamiza katilmayir kabul ediyorsaniz, lutfen asagidaki bolume adimazi-
soyadimz1 yazip tarih ve imza atimz. TesekkUr ederiz.

Katilimcr ile goriisen hekim

SOZ KONUSU ARASTIRMAYA, YUKARIDA BELIRTILEN KOSULLAR
CERCEVESINDE HICBIR BASKI VE ZORLAMA OLMAKSIZIN KENDI
RIZAMLA KATILMAY| KABUL EDIYORUM.

TARIH
AD-SOYADI
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Katilhmci
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza

GOrusme tanmg
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza:

Katihmcr ile gértsen hekim
Adi soyadi, unvani:

Adres:

Tel.
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EK-2. T.C. Cukurova Universitesi Tip Fakultesi Girisimsel Olmayan Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu

Toplant: Sayisi

Tarih

53

13 Mayis 2016

KARAR NO 11- i¢ Hastaliklari Anabilim Dali’nda, Cukurova Universitesi Tip

Fakultesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuvari’nm bilimsel isbirligiyle, Prof. Dr.

Eren Erken yonetiminde, Doc. Dr. Ozlem Goriiroglu Ozturk’tn, Uzm. Dr. Ozlem

Kudas’m, Uzman Biyolog Suzan Dinkg¢i’nin katkilariyla, Aras. Gor. Dr. Firat Kocabas

tarafindan ydrutilmesi Ongorilen, “Romatoid Artritte Kir Genleri Polimorfizminin

Hastalikla ve Hastaligin Klinik Ozellikleri ile iliskisinin Arastiriimasi” bashkl tipta

uzmanhk tez projesi arastirma etigi yoniunden degerlendirildi. Toplantiya katilan

uyelerin oybirligiyle uygun olduguna karar verildi.

BASKAN

Dog Dr Selim Kadioglu
Tip Tarihi ve Etik Anabilim Dali

UYELER

Prof Dr Davut Alptekin
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Prof Dr Dinger Yddizdas
Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dal

Toplantiya Katilmadi

Prof Dr Mehmet Kanadas1
Kardiyoloji Anabilim Dalh

Toplantiya Katilmadi

Prof Dr Glilsah Seydaoglu
Biyoistatistik Anabilim Dal

Prof Dr Gurhan Sakman

Genel Cerrahi Anabilim Dal

Dog Dr Suat Gezer

GOgus Cerrahisi Anabilim Dali

Toplantiya Katilmadi

Xl

Av. Zehra Bulut
Hukukcu Uye

Dr Nese Kayrin
Kurum Dig1 Uye

Cukurova Universitesi T:p Fakiiltesi Dekanl:k Binasz, Balcal: 01330 Adana Telefon: 0322 338

60 60 dahili 3465, Faks: 0322 338 67 22
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EK-3. Veri Toplama Formu Ornegi

1- Ad:

2- Soyad:

3- Yas:

4- Cinsiyet:

5- Telefon:

6- Dosya Numarasi:
7- Tam Tarihi:

8- 1ilk semptom tarihi:

9- Sigara: A- Birakmis (Kullandigz sure: Gunlik Miktar:

B- Iciyor (Kullandig sire: Gunluk Miktar:

C- Igmemis
10- Aile Anamnezi - Kimde (SSc, SLE, Raynaud, MCTD,
Polimiyozit,  Vaskdlit, RA, Sjogren, Diger,;
11- DAS28 Skoru:
12- Kullandigr Ilaglar(metotreksat,prednol,salazapril,biyolojik ajan)

13- Genel Laboratuvar (Bir yildan sonra 6lgtilen son degerler)

ilk son

Hemoglobin/ Hematokrit (
0/dL/%):

Lokosit ( /mm?®):

Trombosit ( / mm®).

Sedim (mm/saat):

CRP (mg/dl):

Kreatinin (mg/dl):
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14-Seroloji

RF :

Anti-CCP :

ANA :

Anti-SS-A

Anti-SS-B :

15-idrar Tahlili

Protein(ri Yok: Var: Nefrotik:
Hematuri Yok: Var:

16-Mahgnite

Tipi: Tan tarihi

17-Fonkstyonel siniflandirma:

Evre 1: Gunlik yasam aktivitelerinin timunu yapabilir (kendine bakim, mesleki, meslek disi)

Evre 2: Gunlik kendine bakim ve mesleki aktiviteleri tamamen yapabilir ancak meslek disi

aktiviteleri yapamaz

Evre 3: Gunlik kendine bakim aktivitelerini yapabilir ancak mesleki ve meslek disi aktiviteleri

yapamaz

Evre 4: Gunllik kendine bakim, mesleki ve meslek disi aktiviteleri gerceklestiremez.

18-KIR Genes pozitiflig:
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