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OZET

TOPLUMUMUZDA ANKILOZAN SPONDILIT HASTALIGINA GENETIK
YATKINLIGIN KUTLE SPEKTROSKOPISi iLE BELIRLENMESi

Ekrem AKBULUT

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK

Ankilozan spondilit (AS), omurga ve periferik eklemlerin tutuldugu o6zellikle aksiyal
eklemlerde hareket kisithligina neden olan sistemik, kronik ve inflamatuar bir hastaliktir.
Hastaligin gelisiminde genetik, ¢cevresel ve immiinolojik bircok faktér rol almaktadir.
Hastalarda isglicii kaybina ve yasam kalitesinde azalmaya neden olan AS’nin prevelansi
%0,15 - 0,49’dur. Tek Nikleotid Polimorfizmi (SNP) insan genomunda yiiksek siklikta
gorilen tek baz degisimleri olup; hastaliga yatkinlik, hastaligin gelisimi, ilag yaniti ve
hastaliklarin tanisinda yararlanilan énemli molekiiler belirteglerdir. Farkl toplumlarda
yapilan calismalarda hastalik riski ve bazi SNP’ler iliskilendirilmistir. Bu SNP’lerin
calisiimasi, hastalik tanisinin erken dénemde ve omurga deformasyonu gerceklesmeden
konulmasina katki sunacaktir. Yapilan bu calismada farkh toplumlarda AS ile
iliskilendirilen 7 farkh gen bdlgesi ve 3 genler arasi bélgede olmak Uzere toplam 21
SNP’nin AS hastalik riski ile iliskisi genotip ve allel diizeyinde arastiriimistir. 101 kontrol
ve AS’li 100 hasta ile gergeklestirilen calismada tespit edilen 21 SNP’nin
genotiplenmesinde iPLEX® yontemi kullaniimistir. Calismada elde edilen veriler Ki-kare,
Fischer’in kesinlik testi ve lojistik regresyon analizi ile degerlendirilmistir (p<0.5, OR>1).
Bu tez calismasi ile toplumuzda ilk defa 6. Kromozom Uizerinde HLA-S ve DHFR2
psodogen bodlgeleri arasinda yer alan rs7743761 polimorfizminin allel (A alleli igin

Xiv



p=0.002, OR=1.90 %95GA=1.26-2.87) ve genotip (CA genotipi i¢in p<0.0001, OR=4.93
%95GA=2.437-9.986) diizeyinde AS hastalik riski ile iligkili oldugu tespit edilmistir.
Gahsma ile bazi klinik ve demografik degiskenlerin hastalik durumuna katkilari ki-kare ve
Fischer’in kesinlik testi ile analiz edilmis; ailede romatizmal hastalik éyktsi (p=0.003),
ailede AS hastalik olgusu (p<0.001), ailede bel fitigi hastalik 6ykisi (p<0.001) ve cinsiyet
(p=0.001) degiskenlerinin AS hastasi olma durumu ile iliskili oldugu tespit edilmistir.
Gahsmada ayni zamanda klinik degiskenler ile SNP’lere ait genotipler ki-kare ve Fischer’in
kesinlik testi ile hastalik riski agisindan analiz edildiginde; ailede romatizmal hastalik
oykusl ile rs868213 (p=0.037), ailede bel fitigi olgusu ile rs1004819 (p=0.032),
rs10889677 (p=0.017) ve rs11465804 (p=0.043) polimorfizmlerinin hastalik riski ile iliskili
oldugu tespit edilmistir. Lojistik regresyon analizi ile SNP genotipleri ve klinik-demografik
degiskenler hastalik riski agisindan analiz edildiginde; rs7743761 (p=0.003, OR=3.493
%95GA=1.534-7.955), ailede bel fitig olgusu (p<0.001, OR=4.710 %95GA=2.047-10.834),
ailede AS olgusu (p<0.001, OR=53.752 %95GA=6.916-417.767) ve cinsiyet (p=0.007,
OR=2.671 %95GA=1.309-5.451) degiskenlerinin hastalik riski ile iliskili oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak; toplumumuzda ilk defa rs7743761 polimorfizmi hastalik riski ile
iliskilendirilmis, cinsiyet, ailede bel fitig| ve ailede AS olgularinin hastalik riskine etkileri
gosterilmis ve elde edilen bilgilerin biyomarkir olarak gelistirilme potansiyelinin oldugu
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ankilozan spondilit, tek nikleotid polimorfizmi (SNP), kiitle
spektroskopisi, multiplex PCR, biyomarkir

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC SUSCEPTIBILITY TO ANKYLOSING
SPONDYLITIS DISEASE BY MASS SPECTROSCOPY IN OUR SOCIETY

Ekrem AKBULUT

Department of Bioengineering

PhD. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK

Ankylosing spondylitis (AS) is a systemic, chronic and inflammatory disease in which the
spine and peripheral joints are sore and causes restriction of movement particularly in
axial joints. Many genetic, environmental and immunological factors have roles in the
development of the disease. Prevalence of AS, which causes work force loss and
decreases in life quality, is %0,15 - 0,49. Single nucleotide polymorphisms (SNP) are
single base changes frequently observed in human genome and they are important
molecular indicators used for disease susceptibility, development of disease, medicine
response and disease diagnosis. In studies carried out on different societies, disease risk
and some SNPs are associated. Research on these SNPs will make contributions to early
diagnosis of the disease before the spine deformation occurs. In this study, association
of a total of 21 SNPs with AS disease risk were evaluated at genotype and allele level.
Target SNPs were located at 7 different gene loci and 3 intergenic loci and all were
associated with AS in different populations. Study was conducted on 101 controls and
100 patients using iPLEX" method. Data obtained in the study were evaluated using Chi-
square, Fischer’s exact test and logistic regression analysis (p<0.5, OR>1). For the first
time in our population, it was demonstrated that the rs7743761 polymorphism located
between HLA-S and DHFR2 pseudogene loci on 6th chromosome was associated with AS

XVi



disease risk at the allele (p=0.002, OR=1.90 %95Cl=1.26-2.87 for A allele) and genotype
(p<0.0001, OR=4.93 %95CI=2.437-9.986 for CA genotype) levels. Contributions of
certain clinical and demographic variants to the disease status were also analyzed in the
study using chi-square and Fischer’s exact test; it was determined that rheumatic
disease history (p=0.003), AS disease case (p<0.001), lumbar disc herniation disease
history in the family (p<0.001) and gender (p=0.001) variants were associated with AS.
It was also determined that; rheumatic disease history in family was associated with
rs868213 polymorphism (p=0.037) and lumbar disc herniation disease history in family
was associated with rs1004819 (p=0.032), rs10889677 (p=0.017) and rs11465804
(p=0.043) polymorphisms. When SNP genotypes and clinical-demographic variants were
analyzed in terms of disease risk using logistic regression analysis; it was demonstrated
that rs7743761 polymorphism (p=0.003, OR=3.493 %95GA=1.534-7.955), lumbar disc
herniation disease story in family (p<0.001, OR=4.710 %95Cl=2.047-10.834) and AS
disease case in family (p<0.001, OR=53.752 %95CI=6.916-417.767) and gender (p=0.007,
OR=2.671 %95Cl=1.309-5.451) variants were associated with the disease risk. As a
result; for the first time in our population, rs7743761 polymorphism was found to be
associated with the disease risc. Contributions of gender, lumbar disc herniation and AS
events in the family to the disease risk were demonstrated. It was determined that there
is a potential to use all these informations to develop biomarkers.

Keywords: Ankylosing spondylitis, single nucleotide polymorphism (SNP), mass
spectroscopy, multiplex PCR, biomarker
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Ankilozan Spondilit

Ankilozan Spondilit (AS) omurga, sakroiliak ve periferik eklemleri etkileyen kronik
inflamatuar bir hastaliktir [1], [2]. AS, siniflandirmada seronegatif spondiloartropatik
hastaliklar grubunda degerlendirilmektedir [3]. Hastalik klinik olarak omurga ve pelvisin
inflamasyonu, agri ve hareket kisithligi ile karakterizedir. Baslangicta gegici sertlik ve agri
ile ortaya cikan hastalik, ilerleyen doénemde geri donlsiimsiiz sertlik ve omurga
deformasyonuna neden olmaktadir (Sekil 1.1) [4]. Hastalikta kalca tutulumu ve
osteoporoz yaygin olarak goriilmektedir [5], [6]. inflamasyon zamanla {ivea, tendon ve
proximal aort gibi ekstra artikiler bélgeleri etkileyebilmektedir. Nadir de olsa karaciger
ve bobrek gibi ic organ tutulumlari goriilmektedir [7]. AS ile birlikte yaygin olarak
periferal artrit (%25-50), Uveit (%25-40), inflamatuar bagirsak hastaligi-IBH (%26) ve
psoriazis (%10) gorilmektedir [8]. Hastaligin erkeklerde kadinlardan yaklasik olarak 3.5
kat daha sik gorildigi bildirilmistir [9]. Hastaligin gelisimine neden olan faktorler tam

olarak aydinlatilamamistir [10], [11].

1.1.2 Tarihge

Hastaligin tarih Oncesi donemlerden bugline insan ve hayvanlarda goruldtgi
bilinmektedir. Firavun mumyalari (izerinde yapilan radyolojik calismalar M.0O. 18. ve 19.
ylzyillarda yasamis olan Il. Amenhotep, Il. Muhtesem Ramses ve onun oglu Mereptah’in

AS oldugu izlenimini uyandirmaktadir [12].



Ankilozan spondilitli
omurga

> Omur y —— /
k" d@ o

Normal Omurga

Omurlarin
kaynagmasi

Sekil 1. 1 Omurganin ankilozu [4]

Hastaligin tanisinda birgok faktoriin rol almasi nedeniile 6zellikle son iki ylizyilda hastalik
20 farkh isimle adlandirilmistir [13]. Hastalik, klinik ve anatomik olarak 1691 yilinda
irlandali doktor Bernard Connor tarafindan tanimlanmistir. 1897 yilinda Struempell ve
1898 yilinda Marie’nin olgu sunumlari hastahgin klinik olarak tanimlanmasina énemli
katkilar sunmustur. Bu nedenle hastaligin Fransiz literatlriindeki adi Marie-Struempell
hastaligl olarak da bilinmektedir [14]. 20. YUzyilin ortalarinda radyografik tekniklerin
gelisimi ile Alman radyolog Krebs tarafindan buglin de hastaligin tanisi igin blylk 6nem
tasiyan radyolojik sakroileit tanimlanmistir. Hastaligin siniflandirilmasina yonelik ilk
¢alisma 1961 Roma konferansinda yapilmistir. Bu nedenle de Roma kriterleri olarak
adlandirilmistir. Taniya yonelik elde edilen veriler ve gelismeler 1siginda 1966’da New
York kriterleri ve 1984’te Modifiye New York kriterleri tanimlanmistir [15], [16]. Sirt
agrisi olan hastalarda manyetik rezonans (MR) goriintiileme tekniginin kullanilmasi ile

hastalikla ilgili vertebral inflamasyonun gorintiilenmesi mimkiin olmustur [17].

1.1.3 Epidemiyoloji

AS genellikle 20-30 yas arasinda ortaya cikar, hastaligin 45 yasindan sonra nadir olarak
goriuldiugl bilinmektedir [18]. Hastaligin prevalansinin diisiik sosyoekonomik statlide
olanlarda daha yiksek olabilecegi ve sonuclarinin daha dramatik olacagi bildirilmistir
[19]. AS’nin prevalansi cografik ve etnik olarak degisim gdstermektedir [3]. Hastalik

Afrika hari¢ tim dilinyada yaygin olarak goriilmektedir [5]. Epidemiyolojik calismalar



hastaligin prevalansinin Alaskali Eskimolarda %0.4, Norveglilerde %1.4 oldugunu
gostermistir [20]. Hastaligin prevalansinin, hastalik icin risk alleli olarak tanimlanan HLA
(Human Leukocyte Antigen)-B27’nin prevalansi ile paralellik gosterdigi bilinmektedir [9].
Yapilan galismalar hastalarin %80-95’inin HLA-B27 allelini tasidigi gosterilmistir. Bununla
birlikte HLA-B27 pozitif bireylerin yalnizca %1-5’inde hastalik gorilmektedir. HLA-B27
alleli Kuzey Avrupalilarda yaygin olarak goérilmektedir. Beyaz Avrupalilarda %8,
Cinlilerde %5, Avusturalya Aborjinleri ve Afrikalilarda ise nadir olarak gorilmektedir [5],

[7].

Ayni toplum Uzerine yapilan prevalans ¢alismalarinda elde edilen verilerin ¢alismanin
yapildigi grubada bagh olarak cok cesitlilik gosterdigi tespit edilmistir. Dean ve
arkadaslari tarafindan 2014 yilinda yapilan bir ¢calisma ile AS’nin prevalansina yonelik
onemli veriler elde edilmistir (Cizelge 1.1) [9]. AS’nin prevalansina yoOnelik sistematik
literatlr arastirmasi ile 36 calisma degerlendirilmis ve hastaligin ortalama prevalansi
Avrupada %0.24, Asyada %0.17, Latin Amerikada %0.1, Kuzey Amerikada %0.32 ve
Afrikada %0.07 olarak belirlenmistir. Bu veriler 1s18inda Avrupa kitasinda 1.30-1.56
milyon, Asta kitasinda ise 4.63—4.98 milyon AS hastasinin bulundugu tahmin
edilmektedir [9]. Ulkemizde hastaligin prevalansina yénelik ¢alismalar nadir olmakla
birlikte; Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde %0.25 [21], ic Anadolu Bélgesi’nde %0.14 [22], Ege

Bolgesi'nde ve lilke genelinde prevalansi ise %0.49 olarak bildirilmistir [23], [24].

AS’nin glclt ailesel yatkinhk gosterdigi bilinmektedir. Hastaligin birinci derece
akrabalarda gorilme riskinin bagimsiz vakalardan 52 kattan daha fazla oldugu
bildirilmistir [25]. Hastaligin tek yumurta ikizlerinde niiks etme olasihigl %63, birinci
derece akrabalarda %8,2, ikinci derece akrabalarda %1’dir. Hastaligin ebeveyn-cocukta

niks etme olasiligl %7,9, kardes kardes arasinda gorulme olasilig %8,2’dir [25].

1.1.4 Etiyoloji ve Patogenez

Her ne kadar etiyolojisi bilinmese de hastaligin gelisiminde genetik, cevresel ve
immunolojik faktorlerin rol oynadigini diistindiiren kanitlar vardir. Baskin genetik faktor
insan lOokosit antijeni olarak da adlandirilan HLA-B27'dir [3], [26], [27]. HLA-B27; 6.
Kromozomun kisa kolu Uzerindeki 3,6 megabazlik bir DNA zincirinde konumlanmis

multipl genlerden olusan major histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif | olarak

3



Cizelge 1. 1 Kita ve Ulke Olceginde AS prevalansi [9]

Kita Ulke Tani Yéntemi Prevalans
(10.000 kiside)
Fransa Klinik 14,9
Finlandiya Klinik 15,0
Yunanistan Klinik 29,3
mNY 24,0
Avrupa Macaristan NY 23,2
italya mNY 37,0
Litvanya Klinik 9,4
Tarkiye mNY 43,0
Roma 11,9
Banglades Klinik 5,8
Filipinler ACR 3,0
Pakistan Klinik 4,7
Hindistan Klinik 7,0
Klinik 9,8
Malezya Klinik 24,3
Vietham Klinik 4,7
Asya mNY 19,6
mNY 11,0
Cin Klinik 26,0
- 26,0
mNY 25,3
NY 37,1
iran Klinik 11,7
Tayvan NY 33,7
Kiiba Klinik 19,0
Amerika LA 15,0
Meksika mNY 2,6
mNY 4,2
ABD Klinik 31,9
Afrika Giney Afrika Klinik 7,4

mNY : Modifiye New York Kriterleri, NY: New York Kriterleri
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adlandirilan bolgede yer almaktadir. MHC, immin sistemde rol alan 260 gen
icermektedir [28]. MHC genlerinin temel gorevi peptid baglanmasi ve bunlarin T
lenfositlere sunulmasidir. Otoimmiinite disinda MHC genlerinin diger hiicre ylzey
reseptorleri ve hormon reseptorleriyle iletisim ve sinyal iletiminde rol aldigi
bilinmektedir. Serolojik olarak farkhlik gosteren ¢ok sayida HLA sinif ve alleli
tanimlanmistir [5], [29]. Hastalik ile direkt olarak iliskilendirilen HLA-B27’nin 130 alt tipi
oldugu bildirilmistir [2]. Bu yonu ile de insan genomunun en ¢ok polimorfizm gdsteren
geni oldugu kabul edilmektedir (HLA-B’nin toplam 675 alleli oldugu bildirilmistir). Fakat
tek basina HLA B27’nin varhig1 hastaligin gelisimi icin yeterli degildir. HLA-B27 ile AS’nin
iliskisini agiklayan 2 temel hipotez vardir. Bunlardan reseptor teorisi belirli T hiicre
reseptorlerinin MHC'nin kendi peptidlerini yabanci molekil olarak algiladigi ve hiicrenin
savunma sistemini harekete gecirdigi dlisiincesini ileri sirmektedir. Molekiler benzerlik
(molecular mimicry) hipotezinde ise Klebsiella ve Yersinia gibi mikroorganizmalara ait
antijenik karakterde bazi molekillerin HLA ile karsilikh reaksiyona girdigi ve immin

yanitin olustugu dislincesini ileri stirmektedir [30], [31], [32], [33].

Son birkac yilda yapilan calismalar MHC genleri disinda genlerin endoplazmik retikulm
aminopeptidaz 1 (ERAP 1), interlokin-23 reseptor (/L23R), Anthrax toxin reseptor 2
(ANTXR2) gibi genler ve 2p15 ile 21922 genler arasi bolgelerin AS ile iliskili oldugu
gostermektedir [7], [34]. Farkli kokenlere sahip toplumlarda yapilan c¢ok sayida
replikasyon ve haplotip calismasi ERAP1 ve IL23R’'nin MHC genleri disinda AS’den

sorumlu en glicli iki aday gen oldugunu dogrulamistir [35].

1.1.5 Tani Kriterleri

Diger romatolojik hastaliklarda oldugu gibi AS tanisinda da gecerli bir altin standart
bulunmamaktadir. Dogru tani radyolojik bulgulara ek olarak blyik o6lcide klinik
semptom ve bulgularin dogru analiz edilmesine baghdir [36]. Hastaligin tanisi icin ilk

olarak 1961 Roma Kriterleri (Cizelge 1.2) kullanilmistir [37].

Roma kriterleri icerisinde yer alan goglis agrisi ve liveit gibi bulgularin diislik 6zgulliik ve
duyarhlikta olmasi nedeni ile bu iki bulgu tani kriterlerinden c¢ikariimis ve bunun

sonucunda hastaligin tanisi icin 1966 vyilinda New York Kriterleri (Cizelge 1.3)



kullanilmaya baslanmistir [38]. 1977 yilinda Calin ve arkadaslari tarafindan bugiinde

halen tani da biyilk 6nem tasiyan inflamatuar sirt agrisini diger kronik sirt agrilarindan

Cizelge 1. 2 Roma Kriterleri (1961) [37]

Radyolojik Kriterler

Sakroiliak eklemlerde AS’ye karakteristik 3. veya 4. evre sklerotik gorinim

Klinik Kriterler

Ug aydan uzun siireli ve istirahat ile diizelmeyen inflamatuar sirt agrisi ve tutukluk
Torakal bolgede agri ve tutukluk

Lomber omurgada hareket kisithligi

GOgus ekspansiyonunda kisithlik

Uveit ya da tveit sekeli bulgusu

Radyolojik kriter + en az 1 klinik kriter varligi ya da en az 4 klinik kriterin varhigi Kesin

AS tanisi icin gereklidir.

ayirt etmede yararlanilacak kriterler dnerilmistir [39]. Oneriler dogrultusunda mevcut
tani kriterleri revize edilerek 1984 yilinda Modifiye New York kriterleri (Cizelge 1.4)
kullanilmaya baslanmistir [15]. Klinik degerlendirmede; belkemiginin 6ne esnemesini
Olgmek icin modifiye Schober testi ve lumbosakral omurganin bir yone bikiilmesi olarak
tanimlanan lateral omurga hareketinin 6lcimii icin oksiput-duvar testi kullanilmaktadir.
4. intercostal (kaburgalararasi) bosluktan gogis ekspansiyonu olgllur. Sakroiliak
eklemlere dokunma veya vurma agriya yol acabilir fakat bu sakroiliit varligina isaret
etmez. Sakroiliak eklemler lzerine gevirerek, esneterek ve biikerek uygulanacak stres ve
Gaenslen testi sakroiliak eklemlerdeki fonksiyon kaybini ve ayni zamanda agriyi ortaya
cikaracaktir. Gozlerin, kardiyovaskiler ve pulmoner sistem muayenesi ve tetkikleri

eklemdisi bulgulari destekleyebilir [40]. Klinik degerlendirmede kullanilan;

Oksiput-duvar mesafesi testinde; sirt ve topuklar duvara bitisik bir pozisyonda dik
durulur. Duvar ile oksiput arasindaki mesafe élcilir. Olciim degerinin 0,1 cm’den biiyiik

olmasi patolojik bulgu olarak degerlendirilir [41].



Schober testinde; hasta dik pozisyonda iken krista iliak posterior superiorlari birlestiren
¢izgi orta hatta bir kalem ile isaretlenir. Tespit edilen noktanin 10 cm yukarisi tekrar
isaretlenir ve hastanin dizlerini bikmeden ayak parmak uclarina degmesi istenir. Tespit
edilen iki noktanin arasinin 6lgim yapihr. Elde edilen 6lgiim degerinin 5 cm’den kiguk

olmasi patolojik bulgu olarak degerlendirilir [42].

GOgus ekspansiyon testinde; hasta ayakta dururken 4. interkostal araliktan mezura
aracihg ile derin soluk alip verme esnasinda gogls ¢evresi Olguliir. Aradaki fark 2,5

cm’den kicglk ise patolojik bulgu olarak degerlendirilir [41].

Cizelge 1. 3 New York Kriterleri (1966) [38]

Radyolojik Evreleme

Evre 0 : Normal sakroiliak eklemler
Evre 1: Slpheli sakroiliit

Evre 2: Minimal sakroiliit

Evre 3: Orta derecede sakroiliit

Evre 4: Sakroiliak eklemelerde tam ankiloz

Klinik Kriterler

Lomber omurgalarin hareketlerinin her U¢ diizlemde de (anterior, lateral ve
Lomber veya dorso-lomber agri,

Dordiincl interkostal araliktan yapilan gogus ekspansiyon olgliminin 2,5 cm’den

daha az olmasi,

Kesin Tani igin; a) radyolojik evre 3 veya 4 + en az bir klinik b) radyolojik evre 3 veya 4
+ 1. Klinik kriter ya da 2. ve 3. Klinik kriterin birlikte bulunmasi, gereklidir.

Supheli taniicin; klinik kriter varligi sorgulanmadan 3 veya 4 bilateral sakroiliit varhgi,

gereklidir.




Cizelge 1. 4 Modifiye New York Kriterleri (1984) [15]

Radyolojik Kriterler

2 ya da daha yiiksek evrede bilateral sakroiliit

3 veya 4. evre unilateral sakroiliit

Klinik Kriterler

istirahat ile gecmeyen, egzersiz ile gecen 3 ay veya daha uzun siireli sirt agrisi ve
tutukluk

Lomber omurganin frontal ve sagital diizlemde hareket kisithligi

Gogls ekspansiyonunun yas ve cinsiyete bagl olarak dizeltilmis normal degerlerin

altinda olmasi

Kesin AS tanisi icin; bir radyolojik kriter + klinik kriterlerden biri, gereklidir.

Supheli AS tanisi i¢in; tek basina 3 klinik kriter veya tek basina bir radyolojik kriterin

varhg gereklidir.

1.1.6 Klinik Ozellikler

AS’nin klinik tanisinin konulmasinda bircok klinik parametre dikkate alinmaktadir.

1.1.6.1 Sirt Agnisi

AS icin en karakteristik klinik bulgu inflamatuar sirt agrisidir [43]. Hastalarin, inflamatuar
nedenlerle gelisen sirt agrisiile normal sirt agrilarinin biri birinden ayirmasi pek miimkiin
degildir. inflamatuar sirt agrisi uzun siireli dinlenme sonrasi ve sabahlari gériilen agri,
sertlik ve tutukluk ile karakterize olup; egzersiz ile diizelmektedir. Hastalar genellikle
uyku ve dinlenme halinde ortaya cikan kalga ve sirt agrilarindan sikayetcidirler [44], [45].
inflamatuar sirt agrisinin spesifik bir 6zelligi olan kalca agrisi daha c¢ok sakroiliak

tutulumu temsil etmektedir [26].

1.1.6.2 Boyun Agrisi

Bazi durumlarda, g6glis ve boyun bolgelerinde gorilen agri ve tutukluk hastaligin

baslangi¢ belirtisi olabilir [45]. Bu duruma genellikle bayanlarda daha sik rastlanmaktadir



[26]. Yaklasik olarak hastalarin %70’i boyun agrisindan sikayetcidir. 571 AS’li hasta ile
yapilan bir calismada hastalarin yarisindan fazlasinda servikal (boyun) omurga
tutulumuna ait radyolojik kanitlar ortaya konmustur [46]. Servikal omurga tutulum
riskinin hastalik siresi ile iliskili oldugu gosterilmistir. 5 yildan sonra hastalarin
%20’sinde, 20 yildan sonra da hastalarin %70’inde tutulum gorulmdistir. Boyun
bolgesindeki tutukluk nedeni ile bas hafif 6ne egik pozisyonda bulunur ve hastalar

boyunlarini dik tutmakta zorlanirlar [40].

1.1.6.3 Entezit

AS’de inflamatuar slirece 6nemli diizeyde katki saglayan diger bir unsur entezittir [47].
Tendonlarin kemige yapisma bolgelerinin (entezis) inflamasyonu olan entezit, topuk gibi
eklem disi kemik yapilarda hassasiyete neden olmaktadir. AS’li hastalarin inflamasyonlu
sinoviyal eklemlerinde ekstrakapsuler degisiklikler ve yaygin entezit oldugu manyetik
rezonans gorintileme (MRI) teknigi kullanilarak dogrulanmistir [48]. Entezit, omurga
boyunca vertebral eklemlerin yani sira kapsliler ve ligamentdz baglanti noktalarinda da
olusur [49]. Sakroiliak eklemlerin flizyonuyla sonuglanabilecek agri, tutukluk ve spinal
eklem tutulumlarina entezisin inflamasyonu neden olmaktadir. Aksiyel omur tutulumu
ile hareket kisithhg gelisebilmektedir. ilerleyen dénemlerde; eklemlerdeki ankiloz
(kaynasma) ve ligamanlardaki kalsifikasyon tim omur hareketlerini kisitlar, lomber
lordoz azalir, kamburluk artar, karin disa dogru cikar. Son dénemlerde ise boyun
omurlari tutulur ve boyun hareketleri kisitlanir. Tim bu veriler hastaligin tanisinin

konulmasinda ve ilerleyisinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir [41], [50], [51].

1.1.6.4 Cevresel Eklem Bulgulari

AS’li hastalarin 6nemli bir bélimiinde (%20) periferik artrit (cevresel eklemlerde goriilen
iltihaplanma) hastaligin tanisi icin en erken bulgu olabilir [52], [53] ve hastaligin seyri
esnasinda belirli bir noktada gelisir [54]. Genellikle asimetrik tek veya coklu eklem
bulgulari gosteren durum hastalarin yalnizca yarisinda kalicilik arz etmektedir. Dirsek, el
bilegi ve el tutulumu gorilse de daha cok kalca (Sekil 1.2) [40] ve omuz alt Gyelerinin
blyik eklemleri etkilenmektedir [52], [53]. Etkilenen eklemlerin radyografik ve MR

gorintileri eklem mesafesinde daralma, erozyona bagli yeni kemik olusumu ve sinovit



(kemik zari iltihabi) bulgularini ortaya koymaktadir [55], [56], [57]. Cevresel eklem
tutulumu, artmis hastalik aktivitesi ve yasam kalitesinde azalma ile iliskilidir [58], [59].
AS’li hastalarda gorilen kemik ankilozu sadece kalgada hareket kisitliligi ve tam
fonksiyon kaybina [60] neden olmaz ayni zamanda omuz ve diz eklemelerinde de benzer
belirtiler gosterir [61]. Hareket kisitlihgi ve fonksiyon kaybi nedeni ile uzun siireli izlemde

AS’li hastalarin %8-15’ine tim eklem protezi uygulamasinin bir zorunluluk arz ettigi

bildirilmistir [62], [63].

Sekil 1. 2 Sakroiliit (A) 32 yasinda AS’li bir hastanin pelvis boélgesinin rontgeninde
bilateral sakroiliit gosterilmistir. (B) 50 yasinda AS’li hastada her iki sakroiliak eklem
kaynasmistir. Sag kalcada inflamatuvar artrit gelismistir (Ok ile gosterilmistir) [40]

1.1.6.5 Eklemdisi Bulgular

Akut anterior Gveitin (iritis olarak da bilinir) hastalik ile iliskisi cok iyi bilinmektedir. AS'li
hastalarin %20-40"inda bir veya daha fazla Gveit atagi gorilebilmektedir [20], [64]. Tipik
olarak aniden ortaya ¢ikan goz agrisi, kizariklik, gormede bulaniklik ve fotofobi (isiktan
kacinma egilimi) tipi belirtiler verir. Bazi vakalar kronik olabilir ve kalici gorme hasarina
neden olabilir [49]. Bununla birlikte AS’li hastalarda yaygin olarak inflamatuar bagirsak
hastaligl-IBH (%26) ve psoriazis (%10) gorilmektedir [8]. Hastalikla baglantili bu
rahatsizliklarin birlikte gérinme durumunun hastaligin siddeti ve hareket kisithliginin
dizeyi ile iliskili oldugu dustinilmektedir [65]. Hastaligin ayni zamanda aort yetmezligi,
kan iletim sistemi bozukluklari ve kalp krizi goriilme riskinde artis gibi kardiyovaskdler
sistem bulgulari da vardir [49], [66]. AS’li hastalar ilerleyen osteoporoz, omurga sertligi

(hareketsizligi) ve kambur nedeni ile omurga kirilmasi riski altindadirlar. Minnesota’da

10



yapilan popltlasyon tabanh bir calismada AS’li hastalarda olusan omurga kiriklarinin
normalden 7.6 kat daha ylksek oldugu gosterilmistir [67]. Yapilan bir diger calismada ise
omurga kirikli AS’li hastalarin %47’sinde; bir bacakta glg¢ kaybindan karincalanma ve

uyusmaya kadar ¢esitli norolojik komplikasyonlarin goriildigl ortaya konulmustur [68].

1.1.6.6 Pulmoner Bulgular

AS’li hastalarda akciger tutulumu hem mekanik hem de fibrotik degisikliklere baghdir.
GOgus genislemesinde azalma ve sekonder kifoz (kambur) gelisimi azalmis toplam
akciger kapasitesini distndirmelidir. 17 AS’li hasta ile yapilan bir calismada yiksek
¢ozUnlrlukli bilgisayar tomografisi sonuglari; hastalarin 14’Ginde (%82) solunum yolu
hastaliklari, 11’inde (%65) intersitisyel (dokular arasi) anormallikler ve 6’sinda (%35)
amfizem oldugunu ortaya koymustur [69]. 10 yilin altinda hastalik 6yklsi olan ¢ok

sayida AS’li hastada benzer bulgularin varligi bildirilmistir [70].

1.1.6.7 Laboratuvar Bulgulari

AS tanisi igin spesifik bir test olmamasina karsin, HLA-B27 pozitifligi hastaligin tanisi igin
onemlidir [32]. Aktif hastalik halinde eritrosit sedimantasyon orani (ESR) ve C reaktif
protein (CRP) degerinde artis tespit edilmistir [10], [71]. Bununla birlikte bu akut faz
reaktanlarinin 6lglilmesi hastaligin tanisiigin sinirli da olsa bir &neme sahiptir. Calismalar
hastalik aktivitesinin klinik isaretleri (agri, sertlik, tutukluk ve uyku huzursuzlugu) ile akut
faz reaktanlari (ESR ve CRP) arasinda korelasyonun eksikligini gdstermistir [72], [73],
[74]. Hafif dizeyde normokromik normositik diizeyde anemi tespit edilebilir. Yiksek
alkalin fosfataz diizeyi hastaligin siddeti hakkinda bilgi verebilir. Etkilenen bacaklardaki
sinoviyal akiskan herhangi bir inflamatuar eklem hastaligindakinden farkli bulgu vermez.
Gogus duvari hareketi kisith olan hastalarda solunum olclimleri ve fonksiyonu normal
kalir. Fakat vital kapasite azalir, fonksiyonel rezidiiel kapasite artar [75]. immiinoglobulin

A (IgA) diizeyinde artis tespit edilmistir [76].

1.1.6.8 Radyolojik Bulgular

Hastalik stirecini yansitan radyolojik degisikliklerden olan radyografik sakroiliit genellikle

hastaligin gelisimi asamasinda belirli bir noktada belirgin hale gelir. Hastaligin tanisi igin
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onemli bir kanit olan sakroiliitin gelisimi genellikle hastaligin ilerleyen bir déneminde
olmaktadir. Sakroiliak eklemlerdeki en erken goriilebilir degisiklikler kikirdak alti kemigin
kortikal marjlarinda bulaniklik, erozyon ve skleroz (doku sertlesmesi)’dur. Erozyon
ilerledik¢e eklem araligi daha genis goriinir ve fibréz ve kemik doku yok olur. Hastaligin

seyri esnasinda eklem degisiklikleri simetrik hale gelir [75].

Bilgisayarli tomografi (BT) ve MRI AS’ye bagh lezyonlarin tespitinde geleneksel
radyografik goriintileme modellerine gore daha hassastir [74], [77], [78]. Klinik olarak
AS bulgularina sahip hastalarda rontgen bulgulari negatif sonuc¢ verirken MR
gorintileme ile sakroiliit baslangici tespit edilebilmektedir [77], [78]. 44 hastaile yapilan
bir calismada 3 farkli goriintileme tekniginin sakroiliitin tespitine yonelik duyarliliklari
degerlendirilmis ve MR goriintilemenin duyarlihgl %95, rontgen’in duyarliligi %19 ve
kantitatif sakroiliak sintigrafisinin duyarhligi ise %48 bulunmustur [78]. Bu bulgular MR
goruntileme tekniginin rontgene goére %75 daha fazla vaka tespitini saglayacagini isaret
etmektedir. Bilgisayarli tomografi ve MR ayni zamanda sakroiliak eklem sklerozunun
ilerlemesinin gorintliilenmesi asamasinda da yararli araglar olabilirler. Bununla birlikte
hastalik aktivitesi ve radyografik bulgular arasinda iyi diizeyde bir korelasyon
bulunmamaktadir. Yapilan bir calismada agri, sertlik ve tutukluk BT ile tespit edilen artan
sakroiliak eklem sklerozu ile pozitif korelasyon tespit edilirken, artan ankiloz ile negatif

korelasyon tespit edilmistir [74].

1.1.7 Ankilozan Spondilit Tanisinda Karsilasilan Sorunlar

Hastaligin tanisinin net bir sekilde konulamamasi kesin tani konuluncaya kadar gegen
sirede hastada yasam kalitesini 6nemli dizeyde etkileyen postiir ve omurga
bozukluklarinin olmasi ve bunlarin gogunun geriye dondiriilememesi AS hastalarinin
karsi karsiya oldugu en oOnemli sorunlardir. Her ne kadar hastaligin baslangic
semptomlari 20 ve 30’lu vyaslarda gorilsede hastaligin kesin teshisi 5-10 wvil
gecikmektedir [79], [80], [81], [82]. Taninin gecikmesinde bircok etkenin rolii olabilir.
Bunlar; inflamatuar bel agrisinin hastalik ile iliskilendirilememesi (bircok hastalik igin
ortak belirtidir), patojenitenin tespitine yonelik klinik ve laboratuvar testlerinin

yetersizligi, fiziksel muayene teshis kriterlerinin yetersiz olmasi, AS tanisi icin degerli bir
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veri olan ve radyolojik tetkikler neticesinde goriintllenebilen sakroiliit’in hastaligin

ortaya cikisindan yillar sonra olusmasidir [83], [84].

Teshis asamasinda doktorlarin blyik bir cogunlugu tarafindan karsilasilan zorluk AS’nin
bel fitig (lumbar disc herniaton-LDH) ile benzer radyolojik gériinim sergilemesidir. Bu
nedenle AS hastalarinin blyik bir bélimiine baslangicta bel fitigi tanisi konulmakta
hatta 6nemli bir bolimu bel fitig tanisi ile cerrahi miidahale gérmektedir [85]. Klinik
belirtilerin tek basina tani igin yeterli olmamasi, serolojik ve radyolojik bulgularinda iyi
analiz edilmesi taniicin sarttir. Fakat yine de kesin taniicin yeterli degildir. Modifiye New
York kriterlerine gore kesin taniicin gerekli olan “sakroiliit’in olusumu” hastaligin ileri bir
safhasi olmasi ve geri donisiimsiiz birgok zararin ortaya ¢ikmis olmasindan dolayi

AS’deki en onemli sorunlardan biridir [80].

Hastaligin tedavisine yonelik yapilan son calismalarda elde edilen veriler ve bulunan anti-
tumor necrosis factor gibi yeni tedavi edici ajanlar, omurga deformasyonu
gerceklesmeden hastaligin dogru ve erken teshisinin 6nemini daha da arttirmaktadir

[84], [86].

1.1.8 Tedavi

Hastaligin tedavisinde farmakolojik, fiziksel tedavi ve nadir de olsa cerrahi uygulamalar
birlikte kullanilmaktadir. Uygulanan tedavi, agri ve inflamasyon gibi temel belirtilerin
giderilmesi ve hastaligin ilerlemesini yavaslatici yondedir. Farmakolojik uygulamalar
altinda steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar, hastaligi modifiye edici ilaglar
(sulfasalazin, metotreksat, kortikosteroidler, timor nekrozis faktor (TNF)a inhibitorleri)
yaygin olarak kullaniimaktadir. Tedavide kullanilan steroid olmayan inflamasyon giderici
ilaglar agr ve inflamasyonu etkileyici sekilde kisa siire igerisinde gidermesine karsin
hastaligin ilerlemesini ve omurga deformasyonunu 6nlemeye yonelik etkileri heniz
kanitlanamamistir [87]. Son yillarda yaygin kullanilan TNFa inhibitorlerinden etanercept
[88], adalimumab [89] ve infliximab’in [90] hastalik belirtilerini 6nemli o6l¢lide
iyilestirdigi, omurga ve sakroiliak eklemlerdeki inflamasyonu giderdigi bildirilmistir [91].
Farmakolojik tedavi ile birlikte uygulanan fiziksel tedavi ve egzersizlerle de hastanin dik

postiriinin ve eklem hareket acikliginin korunmasi amacglanmaktadir [92], [93].
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1.1.9 Ankilozan Spondilit ile ilgili Genetik Calismalar

Her ne kadar etiyolojisi bilinmese de hastaligin gelisiminde genetik, cevresel ve
immunolojik faktorlerin rol oynadigini distindiren kanitlar vardir [3], [26], [27]. Gelisen
teknoloji hastaligin gelisiminde rol oynayan o©Onemli genetik mekanizmalarin

aydinlatilmasina da katki sunmustur.

AS’nin birinci derece akrabalarda normalden 52 kat daha fazla géruldigi uzun yillardir
bilinmektedir [25]. 1970’lerin basinda HLA-B27 alleli ile hastalik iliskilendirilinceye kadar
bu ailesel yatkinligin cevresel mi yoksa genetik faktorlerden mi kaynaklandigi
bilinmemekteydi [94], [95]. Heterozigot HLA-B27 tasiyan biri icin odds ratio (OR) 50 iken
homozigot’da bu oran 100°dir [96], [97], [98]. Hastaligin niiks etme olasiliginin
monozigotik ikizlerde %63, birinci derece akrabalarda %8.2 ve ikinci derece akrabalarda
%1’dir. Ebeveyn-gocuk tekrarlama riski %7.9 iken kardes-kardes tekrarlama riski %8.2

olarak bildirilmistir [25].

HLA-B27 ile AS arasinda genetik iliskiye ait ¢ok gli¢lii kanitlar olmakla birlikte molekdler
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Dinya genelinde yapilan populasyon
calismalariile de bu durum dogrulanmistir. HLA-B27’nin 130 alt tipi oldugu bildirilmistir
[99]. AS’nin olusumunda B-2702 [100], B-2703 [101], B-2704 [102], B-2705 [100], B-2706
[103], B-2707 ve B-2708 [104], B-2710 [105], B-2714 ve B-2715 [106] ve B-2719 [107] alt
tiplerinin rol oynadigi bildirilmistir. Bunlardan HLA-B-2702-5, B-2707, B-2708 ve B-
2710’un hastalik riskini acik bir sekilde arttirdigi gosterilmistir. HLA-B2706 ve HLA-B2709
allellerinin hastalik ile iliskili olmadig fakat bu allelleri tasimanin hastalik agisindan bir
koruyuculukda saglamadigi bildirilmistir [108], [109]. Ayni zamanda HLA-B27 disindaki
MHC allellerinin de hastalik ile iliskili oldugu yoniinde slipheler bulunmaktadir. Bu yonde
ilk calisma Robinson ve arkadaslari tarafindan yapilmis ve HLA-B60'in hastalik ile iligkisi
gosterilmistir [110]. Bunu takip eden Beyaz Avrupa ve Asya irklarinda yirutilen iki

¢alisma ile de Robinson’un verileri dogrulanmistir [111], [112].
MHC gen bolgesinde bulunmayan genlerin AS ile iliskisine yonelik glcli epidomiyolojik
kanitlar elde edilmis ve bu yonde bazi gen bolgeleri tanimlanmistir. AS’li hastalarin HLA-

B27 tasiyan birinci derece akrabalarinda hastaligin gérilme riski normal populasyonda

HLA-27 tasiyanlara gore 5,6-16 kat daha fazla oldugu bildirilmistir [113], [114]. Tek
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yumurta ikizlerinde AS gorilme riski (%60-75) cift yumurta ikizlerinden (%24) daha
fazladir [115], [116].

Genom boyu iliskilendirme calismalari (GWAS), AS ile MHC olmayan gen bdlgelerinin
iliskilendirilmesinde hizli bir ilerleme kaydedilmesine katki saglamistir. Elde edilen
bulgular dogal bagisikhgin uyariimasi, hiicreler arasi etkilesim ve yerlesik mikrobiyal
organizmalarin i¢sel dengesinde rol alan, /L-23 metabolik yolu gibi bir seri énemli

metabolik yolun AS’nin patogenezinde rol oynadigina isaret etmistir [2].

AS ile ilgili 6nemli c¢alismalardan biri de ubikutinasyona yodnelik yapilanlardir.
Ubikutinasyon protein Uzerine ubikitin gruplari ekleme islemidir. Bu islem ile proteinler
ya alt hiicresel bolmeye ya da degredasyon icin multi katalitik kompleks olarak
adlandirilan proteozoma yoénlendirilir [117]. Proteinlerin degradasyonu ile olusan
Urlinler veya peptidler ya geri donustlrtlir ya da hicre ylzeyinde bulunan MHC Class |
molekillerine sunulur. Ubikutinasyon antijenlerin immin sisteme sunulmasinin
tanimlanmasinda 6nemli bir rol oynar. Ubikutinasyonda rol alan sirasiyla UbcH9 ve
UbcH7 enzimlerinin sentezinde rol alan UBE2E3 ve UBE2L3 gen bolgelerinin AS ile iliskili
oldugu gosterilmistir [96]. UBE2L3 ve varyantlari inflamatuar birgok hastaligin patojenik

sinyal yolagi ile iliskilendirilmistir [118].

5p15 ve 17921 kromozom bolgelerinde yer alan 4 aminopeptidazi kodlayan gen
bolgelerinin AS’nin gelisimine neden oldugundan sliphelenilmektedir. Bunlar 5p15
Uzerinde yer alan ERAP1, ERAP2 ve insilin regiile eden aminopeptidaz (IRAP)'tir [96].
17921 kromozom bolgesinde yer alan ve puromisin duyarli aminopeptidazi kodlayan gen
(NPEPPS) bolgesinin de AS gelisiminde rol oynadigindan siphelenilmektedir. ERAP1’in
AS disinda diger bir seronegatif spondiloartropati olan psoriasis ile de iliskisi
gosterilmistir. ERAP2’de AS ile birlikte psoriasis ve inflamatuar bagirsak hastaligi ile

iliskilendirilmistir [119].

Reveille ve arkadaslari tarafindan Avrupa toplumunda yapilan bir calismada 4 genetik
bolgenin AS ile iliskisi tanimlanmis ve sitokin metabolik yolunda rol alan IL23R
(rs11209026) ve ILIR2 (rs2310173) gen bolgelerinin hastalik gelisimindeki temel rolleri
tanimlanmistir [7]. Bu ¢alismada; 2p15 (rs10865331) ve 21922 (rs2242944) kromozom

bolgelerinde yer alan ve herhangi bir Griin kodlamayan genler arasi bdlgenin ASile iliskili
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oldugu gosterilmistir. 21. Kromozomda ilgili bolgeye en yakin gen 82 kb uzakta yer alan
PSMG1 geni olup hasta ve kontrol gruplar arasinda gen urinlnin ekspresyonunda

herhangi bir farkhlik tespit edilmemistir [7].

Szabo ve arkadaslari tarafindan 2013 yilinda yapilan ve seronegatif spondiloartropatik 3
hastaligin (AS, romatoid artrit ve Crohn) genetik olarak iliskilendiriimesine yonelik bir
calismada; /L23R gen bodlgesinde tanimlanan 6 SNP’nin (rs1004819, rs7517847,
rs7530511, rs2201841, rs1343151 ve rs10889677) hastalik riski ile iliskisi arastiriimigtir.
Gahsmada regresyon analiz modeli kullaniimis rs1004819, rs2201841 ve rs10889677
SNP’lerinin AS ve Crohn’s hastaliklariigin risk allelleri oldugu tanimlanirken rs1343151’in

ise her iki hastalik acisindan koruyucu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir [120].

730 hasta ve 2879 kontrol ile yapilan bir replike calismada 16q22.1 kromozom boélgesi
Uzerinde bulunan EXOC3L (rs9939768) ve RLTPR (rs6979) gen bolgelerinde yer alan ve
daha 6nce hastalik ile iliskisi tanimlanan 2 sinonim olmayan SNP’nin AS ile iliskisi
arastirilmigtir. Genotipleme ¢alismasi ile her iki SNP’nin de AS ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Pointon ve arkadaslari tarafindan yine ayni ¢alisma kapsaminda yapilan
farkl bir arastirmada TRADD gen bodlgesinde yer alan rs9033 ve rs868213 SNP’lerinin
hastalik ile iliskili olabilecegini ve TRADD gen bdlgesinin hastalik ile iliskilendirme

calismalarinda aday gen olarak ¢alisilabilecegini bildirmislerdir [121].

Australo-Anglo-American Spondiloartrit Konsorsiyumu (TASC) tarafindan yiritilen
genetik calismalar ve bu ¢alismalar sonucunda ortaya konulan aday genler farkli etnik
kokenlerde bu verilerin calisiimasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu kapsamda Kore
toplumunda 1164 hasta ve 752 kontrol ile yuritilen bir calismada IL1R2, ANTXR2 gen
bolgeleri ve 2p15, 21922 genler arasi bolgelerdeki polimorfizmin AS’ye yatkinhk riski
arastirilmistir. ERAP1 gen bolgesinde yer alan rs27037 ve rs27044 SNP’leri ile 2p15
kodlamayan boélgede yer alan rs10865331 SNP’sinin Kore toplumunda hastalik agisindan

risk alleli olarak tanimlanabilecegi bildirilmistir [122].

Han Cin toplumunda AS ile iliskili genlerin belirlenmesine yonelik yiritilen bir calismada
IL23R, ERAP1, STAT3, JAK2, TNFRSF1A ve TRADD gen bolgelerinde belirlenen 115 SNP
bolgesinin hastalik ile iliskisi incelenmistir. Modifiye New York kriterlerine gére AS tanisi

konmus 775 hasta ve yine ayni kriterler dikkate alinarak AS olmadigi tespit edilen 1587
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kontrol ile yurutilen ¢alismada Sequenom iPlex ve ABI OppenArray genotipleme
platformlari  kullaniimistir. Calisma neticesinde TNFRSF1A (rs4149577), STAT3
(rs2293152 ve rs1053005) ve ERAP1 (rs27038 ve rs27037) gen polimorfizmlerinin dnemli

diizeyde hastalik ile iliskili oldugu belirlenmistir [123].

Macar toplumunda Kafkas etnik kokene sahip hastalar ile iliskilendirme ¢alismalarinda
sik karsilasmadigimiz bazi SNP bolgeleri hastalik riski agisindan analiz edilmistir (AS igin
rs11805303 SNP’si ilk olarak bu galismada test edilmistir). 206 hasta ve 235 kontrol ile
ylritilen calismada /L23R gen bolgesinde yer alan rs11805303, rs10889677, rs1004819,
rs2201841, rs11209032, rs11209026, rs10489629, rs7517847 ve rs7530511 SNP’leri
PCR-RFLP teknigi kullanilarak hastalik ile iliskilendirilmeye galisiimigtir. rs11805303'de T
allellinin ve rs1004819’da A allellinin kontrol gruplari ile kiyaslandiginda 6nemli diizeyde
artis gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte rs10889677 ve rs2201841 SNP’leri de

Macar toplumunda hastalik ile iliskilendirilmistir [124].

Lin ve arkadaslari tarafindan 2011 yilinda Han Cin toplumunda yapilan kapsamli genom
iliskilendirme c¢alismalari ile AS ile iliskili olabilecek 2 yeni kromozom bdlgesi
tanimlanmistir. Bunlardan biri 5914.3 kromozom bdlgesinde yer alan EDIL3 ve HAPLN1
gen bolgeleri arasinda yer alan rs4552569, digeri ise 12q12 kromozomu Ulizerinde yer
alan ANO6 gen bodlgesi icerisinde yer alan rs17095830 SNP’leridir. Bu calisma ile ayni
zamanda daha 6nce Avrupalilarda AS ile iliskilendirilen MHC gen kompleksi icerisinde
yer alan rs13202464 ve 2p15 kodlamayan bolgede yer alan rs10865331 SNP’lerinin Han
Cin toplumunda hastalik acisindan risk ortaya koydugu belirlenmistir. Calisma
kapsaminda tanimlanan 2 yeni kromozom bélgesinin kemik formasyonu ve kikirdak
olusumu ile ilgili olduklari ve AS’nin etiyolojisinin anlasilmasinda 6nemli veriler

sunabilecegi bildirilmistir [125].

ispanyol toplumunda 300 hasta ve 300 kontrol ile yapilan bir calismada ERAPI
polimorfizmi ve haplotiplerinin AS hastalik riski ve hastaligin fonksiyonel siddeti ile iliskisi
arastirilmistir. Calismada; rs30187, rs17482078, rs2287987, rs26653 ve rs10050860
SNP’lerinin hastalik ile iliskili oldugu, bunlardan 3’linde (rs17482078, rs2287987 ve
rs10050860) glcli baglanti dengesizligi tespit edilmistir. Haplotip analizinde ise
ERAP1’in 5’upstream bodlgesinde yer alan rs41135’in glicli bir sekilde iliskilendirildigi
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bildirilmistir. Hastaligin fonksiyonel siddeti ile ilgili olarak SNP rs17481856’nin bir risk
faktori oldugu ve rs27044’n ise bu agidan sinirda bir egilim gosterdigi vurgulanmistir

[35].

Kanada kokenli 2 merkezde 241 Kafkas etnik kimlige sahip hasta (hastalarin %81’i erkek
ve hastalarin timi HLA-B27 pozitif) ile ylritilen bir calismada antijen sunumunda rol
alan bazi gen bolgelerinin hastaligin radyografik siddeti ve ilerleyisi ile iliskisi
incelenmistir. Periferik kan 6rneklerinden elde edilen DNA’da ERAP1, LMP2, LMP7, TAP1
ve TAP2 gen bolgelerinde yer alan toplam 13 SNP’nin iliskisi incelenmistir. Hastaligin
radyografik siddeti lineer regresyon ve hastaligin gelisimi ise lojistik regresyon ile analiz
edilmistir. Calisma sonucunda; ERAP1 gen bolgesinde yer alan rs30187 ve LMP2 gen
bolgesinde yer alan rs17587 SNP’lerinin radyografik siddetin ve hastaligin ilerleyisinin

ongorilmesi agisindan 6nemli diizeyde ipuglari verebilecegi bildirilmistir [126].

IL-23 immlin sistemde rol alan ve AS patogenezinde 6énemli bir roli olan yardimc1 T 17
hicrelerinin (Th17) farklilagmasini uyaran bir gen boélgesidir. Wong ve arkadaslariimmun
sistemde rol alan IL23R ve IL12B gen bodlgelerinde gorilen polimorfizmin hastaligin
siddeti ve hastalik riski ile olan iligkisini arastirmislardir. IL23R gen polimorfizmi
(rs10889677) ve IL12B gen polimorfizminin (rs3212227) 362 Tayvanh hasta ve 362
kontrol ile yapilan ¢alismada hastalik riskini 6nemli diizeyde arttirdigi bildirilmistir. Ayni
zamanda /L12B gen polimorfizminin hastaligin gelisimi ve siddeti ile iliskili oldugu

vurgulanmstir [127].

1.1.10 Tek Niikleotid Polimorfizmlerinin Ankilozan Spondilit ile iliskisi

Genetik varyasyonun modern bileseni tek niikleotid polimorfizmleri (SNP, Single
Nucleotide Polymorphism)’dir. SNP’ler insan genomunda yuksek siklikta gortilen tek baz
cifti degisiklikleri olarak ifade edilmektedir [128]. Genomda goérilme sikliginin %1’den
daha fazla olmasi ile mutasyonlardan ayrilirlar [129]. Bu baz degisikliklerinin boyutu tam
olarak bilinmemekle birlikte 3 milyar bazdan olusan insan genomunda 10 milyon SNP’nin
bulundugu tahmin edilmektedir [130]. Genetik c¢esitliligin  temelinde SNP’ler
bulunmaktadir. SNP’ler nukleotid degisim modeline gbre transisyon tip SNP’ler (C/T veya
G/A) ya da transversiyon tip SNP’ler (Sekil 1.3) olarak isimlendirilmektedir [131].
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Sekil 1. 3 Tek niikleotid degisiminde transversiyon ve transisyonlar [132].

DNA’nin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri dikkate alindiginda SNP’ler farkli siniflara
ayrilmaktadir. Gen Uzerindeki poziyonuna bagh olarak SNP’ler ekson (eSNP), intron
(iSNP) ve promotor SNP (pSNP) olarak isimlendirilmektedir. Gen ekspresyonunu kontrol
eden dizenleyici bolgelerde yer alan SNP’ler dizenleyici SNP ya da rSNP olarak
tanimlanmaktadir. SNP’ler genom Uzerinde kodlanan veya kodlanmayan boélgelerde
gorilebilmektedir. Kodlanmayan bolgelerdeki SNP’lerin fonksiyonel etkileri tam olarak
bilinmez iken kodlanan bolgelerdeki SNP’ler protein yapi ve fonksiyonu lzerine etkilidir.
Kodlanan boélgede meydana gelen nikleotid degisimi protein fonksiyonunda degisiklik
meydana getirmiyorsa sinonim SNP (sSNP), protein yapi ve fonksiyonunda degisiklik
meydana getiriyorsa sinonim olmayan SNP (nsSNP) olarak tanimlanmaktadir [133],

[134], [135].

SNP’ler insan genomunda genetik varyasyonun en yaygin formudur. Bircok SNP insan
populasyonunun blylik cogunlugunda dikkat cekici bir sekilde ortaktir [136]. SNP’ler
tipik olarak 2 allele sahiptir. Bu durum her bir SNP bdlgesinde yaygin olarak 2 baz cifti
gorilme olasiliginin bulunmasi ile aciklanir. Bir SNP’nin frekansi genellikle daha az yaygin
allelin frekansi ya da minér allel frekansi olarak verilir. Ornegin; minér allel (G)
frekansinin 0,40 olmasi, poplilasyonun %40’nin G alleline sahip oldugunu, %60’'nin ise

major allele (daha yaygin allele) sahip oldugunu ifade etmektedir. SNP’ler bazi kosullarda
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genetik varyantlarin aksine genetik rahatsizliklarin temel nedeni olarak karsimiza
citkmaktadir [137]. Bir gen bolgesinde olusan varyasyon protein islevinde olumsuz yonde
bir degisiklige neden olabilmekte ve sonucta olusan nadir genetik varyantlar hastaliga
neden olmaktadir. insan genomundaki tek baz degisimleri olarak tanimlanan SNP’lere
yapisal olarak esdeger goriilse de diisik frekansta goriilen bu degisimler mutasyon

olarak ifade edilmektedir [138].

SNP’ler hastaliga yatkinlik, hastaligin gelisimi, ilag yaniti ve hastaliklarin tanisinda
yararlanilan yararli molekiiler markerlardir [139]. Son yillarda yapilan calismalar ile
bircok hastaligin tanisi, hastaliga yatkinlik ve hastaligin siddeti ile ilgili insan genomunda
bircok SNP tanimlanmis ve iliskilendirilmistir [140], [141], [142]. AS’nin tanisi, hastaligin
ilerleyisi ve hastalik riskinin tanimlanmasi amaci ile toplumumuz disinda farkli

toplumlarda calisiimis ve bazi SNP’ler AS ile iliskilendirilmistir [7], [34], [99], [143].

1.1.11 SNP Genotipleme Yontemleri

SNP analiz yontemleri 2 ana cercevede degerlendirilmektedir. Bunlar yeni SNP’lerin
taranmasi-kesfinde kullanilan teknikler ve bilinen SNP’lere ait allellerin tespit
edilmesinde kullanilan teknikler olarak farklilasmaktadir. Her gegen giin ilerleyen
teknoloji ile SNP tespit yontemleri pahali, zaman ve emek alan sistemlerden nispeten
ucuz, tam otomatize ve yiksek verimli sistemlere dénismdistir. SNP’lerin analizinde
allelik ayirim, yapisal 6zellikler, reaksiyon formati ve allel tespit mekanizmalari dikkate
alindiginda Sekil 1.4’te yer alan onlarca yontemin pratikte kullanildigi gérilmektedir

[144], [145].

SNP’lerin yapisal ozellikleri dikkate alinarak tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan
metodlar; tek zincir yapisal polimorfizm analizi (SSCPs) [146], heterodubleks analizi

[147], direkt DNA dizileme ve varyant tespit cipleridir [148].

Allel ayirnminda ise allele spesifik 4 farkh mekanizma yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bunlar; hibridizasyon, nikleotid baglanmasi, oligoniikleotid baglanmasi ve enzimatik

kesimdir [149].
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Sekil 1. 4 SNP analiz yontemlerinin siniflandiriimasi ([144], [145] no’lu kaynaklardan
uyarlanmistir)

SNP analizi amaci ile ginimizde vyaygin olarak kullanilan birgok ticari Urin
bulunmaktadir (Cizelge 1.5) [150]. Bu ticari Urinler gesitli avantaj ve dezavantajlara
sahip olmakla birlikte calismanin amaci ve verimliligi, kaynagin tirl cercevesinde

arastirmacilar tarafindan tercih edilebilmektedir.

Bu tez calismasinda iPLEX SNP genotipleme yontemi ve MassArray Platformu (Sekil 1.5)
[151] tercih edilmistir (Sequenom Inc.). Bu yontemin tercih edilmesinde, yontemin
multipleks reaksiyonlara olanak saglamasi, verilerin kisa stirede %99.7’den daha yuksek
bir kesinlikte elde edilmesi, dlisiik maliyetli olmasi, ayni anda ylizlerce 6rnekte ¢cok sayida

SNP’nin analizine imkan vermesi ve lilkemizde ulasilabilir olmasi etken olmustur.

Bu yontemde SNP iceren genom bolgeleri spesifik primerler kullanilarak Multiplex PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile c¢ogaltilir. Uriinler kalip olarak kullanilarak tek baz
uzama reaksiyonu gerceklestirilir. Tanimlayici bir primer 3’ ucundaki nikleik asit
sekansina yapisir ve primerin 3'ucu ddNTP iceren tek bir baz tarafindan uzatilr [152].
Gergeklestirilen reaksiyonda polimorfizmin gortldigii DNA bolgesi PCR icin kalip roli
Ustlenmistir. 3’ucu allelik bazdan meydana gelen primerin hedef DNA’da bulunan allele
komplementer olmasi durumunda primer uzamasi gerceklesecektir. Primerdeki uzama

hedef DNA molekiiliindeki allel hakkinda bilgi saglamaktadir. Tek baz uzama reaksiyonu

21



neticesinde

elde

edilen

uridnler

MALDI-TOF  MS

(Matriks  destekli lazer

desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamanli kiitle spektrometrisi) ile analiz edilerek allellerin

tespiti gerceklestirilir [152], [153].

Cizelge 1. 5 SNP analizinde kullanilan ticari Grlnlerin performans degerlendirmesi [150]

Analiz
Ticari Marka Performansi Avantaj Dezavantaj
(8 saat/kisi)
i . Basitlik, Tek plex,
TagMan R0 GmElg/ T Yiiksek 6rnek islem hacmi Pahali assaylar
SNPstream 1?36 ornek/2 C?klu as"sayla|", . Dusu.k multipleks,
glin Yiiksek 6rnek islem hacmi Multiplekste kisitlama
1536 6rnek/3 48 plexe kadar cikilabilir, Karmasik reaksiyon
SNPlex . . R . .
glin Yiiksek 6rnek islem hacmi hazirlama
hME/iPLEX 3{540 ornek/2,5 D'l'JSUk afsay mallyetl, ‘ Slk‘ bakim gerektiren
glin Yiiksek 6rnek islem hacmi ekipmanlar
Orta-ylksek multipleks,
Goldengate 172 ornek/3 Yuk.se.k gecis c')'ranl v.e Disuk plexler (384-96) ,
gln kesinlik, orta 6rnek islem Pahall
hacmi
L Karmasik reaksiyon
MIP 24 6rnek/3 glin ggﬁuzgiﬁmt’i leks assa hazirlama,
¥ P y Distk ornek islem hacmi
Ultra-yiiksek multipleks
GeneChip 4-8 6rnek/4 glin JOTERILS, C Ornek.b.a§|na ki ¢ip
Cok uygun maliyetli, nicel gerektirir
analiz araglar
Infinium | ve Ultra-ylksek multipleks, Nicel analizler tartismaya

8 6rnek/3 gin

Yuksek gegis orani ve
kesinlik

aciktir
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Sekil 1. 5 MassArray Platformu sematik gosterimi [151]

Yontem temelde multiplex PCR ve MALDI-TOF MS gibi iki analitik yontemin
entegrasyonuna dayanmaktadir. MALDI-TOF MS teknigi SNP tanimlama ve allel

frekansinin analiz edilmesinde, proteinlerin miktar analizi ve tanimlanmasinda, protein
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tabanh biyomolekdllerin profillenmesinde ve proteomik analizlerde yaygin olarak
kullanilan dogruluk orani ve verimliligi yliksek basaril bir yontemdir [154], [155], [156].
Allel ayinmina yonelik farkli stratejiler gelistirilmis olmasina ragmen uygulamada
arastirmacilar rutin olarak primer uzatma temelindeki yaklasimlari kullanmaktadirlar
(Sekil 1.6). MALDI-TOF MS ayni zamanda birgok farkli dérnekle ¢ok sayida genetik
markerin ayni anda analizine imkan saglamaktadir. Yontemin 6nemli avantajlarindan biri
de tiim genomda SNP taranmasina olanak saglamasidir [156]. MALDI-TOF platformu allel
spesifik Grlinlerin bir matriks bileseni ile metal bir plaka Gizerinde karisiminiigermektedir.
Bu karisim kisa sureli bir lazer atisi ile isitilarak gl¢li bir potansiyel farkin olusmasi

saglanir. Olusan potansiyel fark iyonizasyonun gergeklestigi gaz fazina gegisi saglar.

Amplifikasyon

10-mer etiketi Forward PCR primeri

5 -

-
Genomik DNA ™~

Reverse PCR primeri _—
10-mer etiketi

PCR iriinii l

Y
iPLEX Reaksiyonu

L

primer SNP bolgesinde uzama

Allel 1
Allel 2
primer SNP bélgesinde uzama

v
MALDI-TOF MS

-
&

S N

\
\ 1
) sv,J.Ll

(TR

Spektrum

Sekil 1. 6 Tek baz uzama reaksiyonunun sematik gosterimi [153].

lyonlar dedektére dogru hizlandirilir ve kiitle/yiik oraninin hesaplanmasina izin veren
ucus zamani (iyonlarin detektore ulasma zamani) olcilir (Sekil 1.7). Matriks ile

iyonizasyon esnasinda spektral analizi kolaylastiran tek yikli iyonlar Gretilir [152].
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Sekil 1. 7 MALDI-TOF MS platformunun sematik gdsterimi [157].

1.2 Tezin Amaci

SNP’lerin hastaliga yatkinlik, hastalik riski ve hastaligin ilerlemesi hakkinda 6nemli veriler
sagladigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar farkli toplumlarda ve etnik kdkenlerde risk
allelerinin degisiklik gosterebildigini ortaya koymaktadir. Bu nedenle hastalik risk
tanimlamasi ya da hastaligin tanisi icin referans alinacak SNP’lerin her topluma 6zgii
olarak degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinin amaci; daha once farkli
toplumlarda AS ile iliskilendirilmis SNP allellerinin toplumumuzdaki dagiliminin tespit
edilerek, cok sayida SNP’nin multiplex PCR ve MALDI TOF MS tabanl bir analiz platformu
ile AS ile iliskisinin belirlenmesi ve hastalarda SNP’lerin cgesitli klinik ve demografik

verilerle iliskilerinin arastiriimasidir.

Bu tez ¢alismasinin bir diger amaci, ¢ok sayida SNP’nin kisa sire icerisinde, ¢cok sayida
ornekte ve nispeten distk maliyet ile standart kosullar altinda analiz edilmesinin 6nini

acmaktir.
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1.3 Hipotez

Toplumumuzda AS ile iligskili SNP’leri tanimlayarak; hastaliga genetik yatkinlig
gosterebilecek, ileride hastaligin erken donemde kisa sitirede tanisinin konulmasina
yardimci olacak genetik yonlendirmeyi saglayacak, dogru ve erken taniyi takiben, dogru
asamada, hastaligin onleyici ve durdurucu tedavisinin baslatiimasina katki sunabilecek

bir biyomarkirin tespit edilebilecegi 6ngorilmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Calisma Populasyonu

Calisma popiilasyonu klinik muayene ve radyolojik bulgular cercevesinde kesin AS tanisi
konulmus 100 adet hasta 6rnegi ve yine ayni tani yontemleri ile AS olmadigi tespit edilen

101 adet kontrol 6rnegi olmak lizere toplam 201 6rnekten olusmaktadir.

2.1.2 Kan Orneklerinin Alinmasi ve Arsivlenmesi

inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut OZAL Tip Merkezi'nin 2013/111 no’lu arastirma
protokol kodu ve 14.08.2013 tarihli Etik Kurul Onayi (EK-A) ile periferik kan 6érnekleri yine
ayni hastanenin Romatoloji Klinigine basvuran hastalardan EDTA’l tliplere alinmistir.
Hastalardan o6rnek alinmadan oOnce kisiler calisma hakkinda bilgilendirilmis ve
bilgilendirilmis olur formu (EK-B) ile hastalarin onayi alinmistir. Ornek alinan hastalardan
AS ile iliskili olabilecek diger durumlarin belirlenmesi amaciyla hasta bilgi formu 6rnegi

doldurmalari istenmistir (EK-C).

2.1.3 Kimyasal Maddeler, Enzimler ve Kitler

Kan oOrneklerinden genomik DNA izolasyonu yapmak amaciyla DNA izolasyon Kkiti
(Invisorb Spin Blood Mini Kit) Invitek’ten temin edilmistir. Polimeraz zincir

reaksiyonunda kullanilan dNTP’ler (100 mM) Applied Biosystems’den, HotStarTaq Plus
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DNA polimeraz (5 U/ul), 10 x PCR tampon ¢6zeltisi ve MgCl, (25 mM) QIAGEN’den ve

tim deneysel ¢alismalarda kullanilan ultrasaf distile su Invitrogen’den temin edilmistir.

PCR’da ve genotiplemede kullanilan primerler ve problar Sequenom Inc. tarafindan

sentezlenmistir.

PCR sonrasi temizleme reaksiyonunda kullanilan shrimp alkaline fosfataz enzimi (1.7
U/ul) ve tampon ¢ozeltisi; tek baz spesifik uzama reaksiyonunda kullanilan iPLEX enzim,
10 x iPLEX tampon ¢0zeltisi, iPLEX Extension Mix ve rezin ile muamele asamasinda

kullanilan SpectroCLEAN rezin Sequenom Inc.’den temin edilmistir.

2.1.4 Cihazlar

Mini santrifiij/vorteks-BIOSAN
Santrifuj-Beckman Coulter
Mikrosantrifuj-Beckman Coulter

Termal galkalayic-BIOSAN

Emniyet kabini-Nlve

MassArray nanodispenser-Sequenom
Mikro-hacim UV-Vis spektrofotometre-Thermo
Termal cycler-BIO-RAD

Doner galkalayici-Scientific Industries

MassArray analyser- Sequenom Inc.
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2.2 Yontem

Bu tez ¢alismasinda kullanilan yontemler iPLEX® Gold Application Guide (2009) [151] ve
iPLEX® Gold SNP Genotyping Training Protocol (2009) [158] referans alinarak

gerceklestirilmistir.

2.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Kan orneklerinden genomik DNA izolasyonu ticari kit (Invisorb Spin Blood Mini Kit,

Katalog No:1031100300) kullanilarak gergeklestirilmistir.

izolasyondan énce Eliisyon Tamponu D (Elution Buffer D) 2.0 ml’lik tiipe alinip 56°C’de
inkGibasyona birakilmistir. 200 pl kan 6rnegi 1.5 ml’lik reaksiyon tlipline aktarilmistir. 200
ul lizis tamponu HL (Lysis Buffer HL) eklenip, pipetle bes kez asagi ve yukari dogru
karistirilarak 56°C’deki calkalamali inkibatérde 3 dakika inklibe edilmistir. 20 pl
Proteinaz K eklenip kisa bir siire vortekslenmistir. Reaksiyon tlipl 56°C’deki ¢alkalamal
inkGibatorde 5 dakika inkibe edilmistir. 200 ul baglanma tamponu HL (Binding Buffer HL)
eklenip vorteksle ya da 4-5 kez asagi yukari pipetleme yapilarak karistirilmistir. RTA spin
filtre seti (RTA Spin Filter Set) olarak adlandirilan tipler alinip hazirlanan karisim
eklenmis ve kapagi kapatilarak 1 dakika inkibe edilmistir. Bu sette Ustte spin filtre ve
altta receiver (Alici) tiplerden olusan birbiri icine gecebilen 6zel Uretilmis tlipler
bulunmaktadir. 13.000 x g’de (12.000 rpm) 2 dakika santriftijlendikten sonra sizlinti
atilip RTA spin filtre yeni bir 2.0 mI’lik alici tlipe konulmustur. 500 pul 6n yikama tamponu
(Pre-Wash Buffer) RTA spin filtreye eklenmistir. Filtrenin kapagi kapatilp 13.000 x g’'de
1 dakika santrifiijlendikten sonra slizlinti atilip RTA spin filtre yeni bir alicl tiipe
konulmustur. Yikama asamasinda 700 ul yikama tamponu (Wash Buffer) eklenip 13.000
x g’de 1 dakika santrifiijlendikten sonra stiziinti atilarak RTA spin filtre yeni bir alici tlipe
konulmustur. Yikama asamasi iki kez tekrar edilmistir. RTA spin filtre tekrar yeni bir alici
tipe konularak etanoliin tamamen uzaklasmasi icin 4 dakika en vyiksek hizda
santrifijlenmistir. RTA spin filtre yeni bir 1.5 ml’lik alici tlipe konulup dnceden isitiimis
(56°C) eltisyon tamponundan 75 pl eklenip oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmistir.

8.000 x g’de (9.500 rpm) 1 dakika santrifiijlenerek DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
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2.2.2 DNA Miktar ve Saflik Tayini

DNA miktar ve saflik tayini 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda uv-vis
spektrofotometrede 06l¢iim yapilarak gergeklestirilmistir. DNA’nin saf olarak elde
edilebilmesi icin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degeri oraninin 1.7 ile 2.0
arasinda olmasi gerekmektedir (As0/A280=1.7-2.0) [159]. DNA miktari, 260 nm’deki bir
optik dansite (OD) Unitesinin 50 ug/ml cift iplikli DNA’ya esit kabul edilmesiyle

hesaplanmistir. DNA miktari asagida verilen formiile gore hesaplanmigtir:
DNA miktari= OD Unitesi x sulandirma faktorit* x 50 pg/ml
*DNA’nIn1:10 oraninda sulandiriimasi durumunda sulandirma faktori 10 olarak alinir.

izole edilen her bir DNA’nin saflik derecesi ve miktari NanoDrop Mikro-Hacim UV-Vis
Spektrofotometre kullanilarak kontrol edilmistir. Her bir genomik DNA 6rneginin 1 pl’si

cihaza yiklenerek DNA miktari ve safligi belirlenmistir.

2.2.3 Kiitle Spektroskopisi Temelli Deney Tasarimi

2.2.3.1 Deney Tasarimi

Bu tez c¢alismasinda Sequenom Assay Designer™ kullanilarak deney tasarimi

gercgeklestirilmistir.

Multipleks reaksiyonlarda tek bir kuyuda calisilabilecek olan SNP sayisi plex terimi ile
tanimlanmistir. Calismada yer alan SNP bdlgeleri icin tasarlanan primerlerde multipleks
reaksiyon olusumunu engelleyecek dimer olusumu bulundugundan ve SNP'lerdeki hedef
bolgelerde birbiri ile ¢akisan diziler mevcut oldugu i¢in 19 6rnegin bir plexte diger 2

ornegin ise 2. bir plexte ¢alisilmasi planlanmistir (Cizelge 2.1).

2.2.3.2 Primer ve Prob Tasarimi

Amplifikasyon primerleri tasarlanirken ideal olarak polimorfik bolgeyi iceren optimum
amplikon boyutunun 80 ile 120 baz cifti arasinda olmasi tercih edilmektedir ve 400 baz
ciftinden daha uzun fragmentlerin bulunmamasina 6zen gosterilmelidir. Amplifikasyon

primerinin 5' ucuna 5'-ACGTTGGATG-3' dizisini iceren genel bir 10-mer etiketi
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eklenmektedir.

Primerlerin muhtemel dimer olusumu acisindan kontrolii Sequenom

Assay Designer™ yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Gizelge 2. 1 Multipleks reaksiyonlarda yer alan SNP'ler

Multipleks SNP’ler
reaksiyon
rs7302230 rs10865331 rs27044 rs868213
rs30187 rs2287987 rs10050860 rs1343151
Plex 1 rs2310173 rs1004819 rs2242944 rs2303138
rs10489629 rs7743761 rs11209026 rs4333130
rs11465804 rs10889677 rs27037
Plex 2 rs17482078 rs27434

Problar amplifikasyon sonrasi elde edilen PCR {rinine spesifik hibridizasyon
gerceklestirerek ortamda var olan allelin belirlenmesi igin tek bazlk bir uzama
gerceklestirmekte ve kalip diziye gére uzamaktadir. Uriinler arasinda allele 6zgi kiitle
farkhliklari (Cizelge 2.2) meydana gelmekte ve bu farkhliklar MassARRAY® Typer 4.0

yazilimi kullanilarak analiz edilmektedir.

Cizelge 2. 2 SNP allelleri arasindaki kutle farkhliklari [151].

Terminator A C G T
A 0 -24 16 55.9
o 24 0 40 79.9
G -16 -40 0 39.9
T -55.9 -79.9 -39.9 0

Tasarim asamasinda uzama probunun 3' ucu polimorfik bolgenin hemen yaninda ve 15-
30 niikleotid uzunlugunda olacak sekilde tasarlanmistir. Problarin Tm (erime sicakligi)

degeri yaklasik olarak 60 °C veya daha yiliksek olacak sekilde sentezlenmistir. Uzama
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problari ile yapilacak olan amplifikasyonlarda verimli sonuclar elde etmek i¢in uzama
primerleri ve Grlnlerinin kiitleleri arasinda ayni assayin allelleri hari¢ minimum 30 Da’luk
fark bulunmaktadir ve analit kiitleleri 4500-9000 Da arasinda tercih edilmistir. Tek baz

uzama problarinin tasariminda da Sequenom’un Assay Designer™ yazilimi kullanilmistir.

Bu tez calismasinda genotiplenen 21 SNP’ye ait Referans SNP (rs) numaralari, polimorfik
bolgeyi iceren amplikon uzunlugu, multipleks PCR’da kullanilan forward ve reverse
primerler ve tek baz spesifik uzama reaksiyonunda kullanilan uzama problari Cizelge

2.3’de verilmistir.
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Cizelge 2. 3 SNP’ler ve genotipleme primerleri

oot SLO2LIVIVLIDSYIL VLY LLOYOIYYDLOLOYIDLYODLLI D0V JOVYLDYYILYIDL 121 2912011 D0V FERLIS]
80T 2OYDYIL0LE%Y212D DIVIYIVIOLYIYONIOVYLIOLYDD LI DY DOYIVIVIOLOLLDVIVOLID1Y2DLLI D0V BL0TBRLTS
orT 20OV LI2 VYOV LYV IYIIYDL LYY IVYDDDDLYDOLLD0Y DLYIIYYY LY LIY2D20201¥20LL D0V LEOLES
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2.2.3.3 Multiplex PCR Uygulamasi

Genomik DNA’daki hedef bolge, tasarlanan primer ciftleri kullanilarak multipleks PCR ile
amplifiye edilmistir. Reaksiyon 95°C'de 2 dakika 6n denatirasyon, 95°C'de 30 saniye
denatiirasyon, 56°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 1 dakika uzama ve 72°C’ de 5 dakika
son uzama basamaklari ile 44 dongi olarak gerceklestirilmistir. PCR bilesenleri Cizelge

2.4’de verilmistir.

Cizelge 2. 4 Multiplex PCR karisimi

Bilesenler Son Konsantrasyon Reaksiyonda Kullanilan
Bilesen Hacmi (pl)

dH,0 N/A 1,800
10X PCR Tamponu 1x (2 mM MgCl,) 0,500
MgCl2 (25 mM) 2 mM 0,400
dNTP karisimi 500 uM 0,100
Primer karigimi (0,5 pM) 0,1 uM 1,00
Roche PCR Enzimi (5 U/pl) 1.0 U/reaksiyon 0,200
DNA (10 ng/pl) 2 ng/ul 1,00
Toplam Hacim 5,00

2.2.3.4 dNTP Notralizasyonu (SAP Uygulamasi)

Multiplex PCR sonrasi amplikonlardaki baglanmamis dNTP’ler shrimp alkalen fosfotaz
(Shrimp alkaline phospohotase: SAP) ile notralize edilmistir. SAP, serbest dNTP’den bir
fosfat grubunu keserek geri donlisimsiiz olarak dNDP’ye cevirmektedir. Serbest halde
bulunan baglanmamis dNTP’leri defosforile etmek icin hazirlanan SAP reaksiyonu

bilesenleri Cizelge 2.5'de verilmistir.

Multiplex PCR sonrasi her bir kuyudaki PCR Griintinin Gzerine SAP enzimi ve tampon
¢Ozeltisini iceren reaksiyon karisimindan 2 pl eklenip, érneklerin yer aldigi plaka yavasca

karistirihip 1000 rpm hizinda santrifij edilmistir. SAP reaksiyonu 37 °C’ de 40 dakika
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sureyle gergeklestirilerek, enzimin inaktif hale gelmesi igin reaksiyon karisimi 85 °C'de 5

dakika inklbe edilmistir.

Cizelge 2. 5 SAP reaksiyonu bilesenleri

Bilesenler 7u reak:iy?ndaki son o .Zp.l SAPlkar|§|m|.
acim icerisindeki bilesen miktari
dH,0 N/A 1,53
TS Tamponu (10X) 0,24 X 0,17
SAP Enzimi (1,7 U/ul) 05U 0,30
Toplam Hacim (ul) N/A 2 ul

2.2.3.5 Tek Baz Spesifik Uzama Reaksiyonu

Tek baz spesifik uzama reaksiyonundaki uzama probu konsantrasyonlari, pik yogunlugu
ve analit kitlesi arasindaki ters oranti nedeniyle ayarlanmaldir. Kiitlesi en yliksek olan
primerin (~8500 Da) pik yogunlugu daha digslk katleli primerlerin ortalamasina gére %
25’ten daha azdir. Kitle arttikga sinyal-guriltii orani azalmaya egilimlidir. Sinyal-gtrulta
oraninin dengelenmesi agisindan oligolarin konsantrasyonlarinin ayarlanmasi tavsiye
edilir. Konsantrasyon diizenlemesinin yapilmamasi halinde giriltiiden dolayi sinyaller
ayirt edilemez. Genotipleme reaksiyonlarinda, analit pikleri kacirilabilmekte ve

genotipleme hatalari ortaya ¢ikabilmektedir.

Analit kitlesi ve sinyal-glrilti orani arasindaki ters orantiya ek olarak, pik
uzunluklarinda da beklenmeyen varyasyonlar meydana gelebilmektedir. Bu
varyasyonlar  tutarsiz  oligontkleotid kalitesinden ve  MALDI'deki  disuk

desorpsiyon/iyonizasyon 6zelliginden kaynaklanabilmektedir.

ifade edilen sorunlarin giderilmesi ve modernize edilmesi icin tek baz spesifik uzama
reaksiyonunun hazirlanmasinda doért farkli yéntem belirlenmistir. ilk (ic yéntem
primerlerin  kitlesine gére 2, 3 ve 4 asamal olarak gruplara ayrilarak
konsantrasyonlarinin ayarlanmasini gerektirmektedir. Dordiinci yontem bitlin
primerlerin  kiitlesine gore spesifik bir konsantrasyonda karisimini ve bu

konsantrasyonlarin kullanilarak spektrumda her bir primerin dengelenmesini
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gerektirmektedir. Bu tez calismasinda, uzama primeri konsantrasyonlari diisik katleli
primerlerden yiksek kitleli primerlere dogru dort asamali olarak ayarlanmistir. Dlsiik
kitleli primer grubunun konsantrasyonu 7.0 uM, bir sonraki grubun 9.3 uM, Uclnci
grubun 11.6 uM ve en yuiksek kitleli grubun ise 14.0 uM olacak sekilde ayarlanmistir.
7/9.3/11.6/14 uM konsantrasyonlarindaki uzama probu karisimi uygun miktarda dH,0

eklenerek hazirlanmistir.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup
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Sekil 2. 2 D6rt asamali uzama probu ayarlama metoduna goére primerlerin
siniflandiriimasi [151]

Prob konsantrasyonlari, belirlenen degerlere ayarlandiktan sonra uzama problarini
iceren bir stok karisim hazirlanir. SAP ile yapilan PCR sonrasi temizleme islemi sonucu
elde edilen Urinlerin tasarlanan problarin hedef bolge ile hibridizasyonu ile tek kitle-
modifiye niikleotid uzamasi gergeklestirilir. Bunun icin dncelikle uzama problari, tampon
¢ozelti, enzim ve kitle modifikasyonlu ddNTP’leri iceren bir primer uzama reaksiyon
kokteyli (Cizelge 2.6) hazirlanarak amplifikasyon drinlerinin (zerine ilave edilir. Bu
reaksiyon ile primerin, deneyin tasarimina ve allele bagl olarak, tek kiitle modifikasyonlu
niikleotid ile sonlanmasi saglanir. Tek baz spesifik uzama reaksiyonu Cizelge 2.7’de

belirtilen kosullar altinda gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2. 6 Tek baz spesifik uzama reaksiyonu bilesenleri

Bil 9ul reaksiyon 2 pl kanisim igersindeki
rlesen hacmindeki son bilesen miktari (pl)
konsantrasyon
dH,0 N/A 0.619
iPLEX Tamponu (10X) 0.222X 0.200
iPLEX Terminasyon karisimi 1X 0.200
Karisimi 7/9.3/11.6/14 uM
iPLEX Enzim 1X 0.041
Hacim (pl) N/A 2
SAP+PCR N/A 7
Toplam Hacim (ul) N/A 9

Cizelge 2. 7 Tek baz spesifik uzama reaksiyonu kosullari

Basamaklar islem Sicaklik ve Siire
1 On denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye
2 Denatirasyon 94 °C’'de 5 saniye
3 Baglanma 52 °C’'de 5 saniye
4 Uzama 80 °C’'de 5 saniye
5 Son uzama 72 °C’'de 3 dakika

Dongii sayilari; 3.-4. basamaklar 5 dongii; 2.-4. basamaklar 40 dongii

2.2.3.6 Rezin Uygulamasi

Tek baz spesifik uzama reaksiyonu Urinleri spektrometrik analiz optimizasyonu icin Na*,
K* ve Mg*? gibi iyonlari uzaklastirilarak arka plan kirliligini minimuma indirmek igin
katyonik degisim saglayan rezin ile muamele edilmistir. Rezin ince uzun bir spatil

yardimi ile bulundugu kaptan cukur plaka tzerine aktariimistir ve cukur plaka lzerinde
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bulunan kuyulara yayilmasi saglanmistir. Uygulama sonrasi fazla rezin plakadan
siyrilarak uzaklastirilmistir. Rezin uygulamasi en az 20 dakika olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Bu esnada, 6rnek plakadaki her bir kuyucuga 16 pl dH,0 eklenmistir.
Ornek plaka yavasca alt-iist edilerek cukur plaka tizerine yerlestirilmistir. Ornek ve cukur
plakalar birlikte tutulmus ve yavasca ters cevrilerek rezinin cukur plakadan 6rnek
plakaya dokilmesi saglanmistir. Cukur plakaya hafif¢e vurarak rezinin tamaminin 6rnek
plakaya dokulmesi saglanmistir. Kuyucuklarda hava kabarciklari olusmamasi igin plaka
kisa bir siire santrifiij edilmistir. Ornek plakasi déner-calkalayicida oda sicakliginda 35

dakika dondurtilmustir ve 3200 x g’'de 5 dakika santrifiij edilmistir.

2.2.3.7 Uriinlerin Cipe Aktarilmasi

Rezin ile ortamda istenmeyen iyonlarin ve arka plan kirliliginin uzaklastirilmasinin
ardindan elde edilen modifiye PCR {rlinlinden 15nl alinarak 384-element SpectroCHIP®
Il Gzerine dagitmak icin nanodispenser kullaniimistir. Oligonikleotidlerin silika ¢ip
Uzerindeki matriks spotlarina aktarilmasi oligoniikleotidleri MALDI-TOF matriksine (3-
hidroksipikolinik asit) dahil etmek amaciyla gerceklestirilmistir. Bu islemde vakum
altinda delikli ignelerin kapiler etkisinden ve nano hacimde gergeklestirdigi dagilimdan

yararlanilmistir [151], [153]

2.2.3.8 MALDI-TOF ile Genotipleme

Modifiye PCR urinleri 384-element SpectroCHIP® Il (izerine dagitilmis, analiz icin kiitle
spektroskopisi (MassARRAY® Analyser 4) cihazina yiiklenmis ve sonugclar kaydedilmistir.
Lazer atimi sonrasi elde edilen verilerin analizi, spektro gorintisiniin ve allel spesifik
piklerin elde edilmesi icin cihazda bulunan MassARRAY® TYPER 4.0 genotipleme
yazilimindan vyararlanilmistir. Spektrumda dogru analitin beklenen pozisyonunun

hesaplanmasi icin deney tasarimi asamasinda elde edilen bilgiler kullaniimaktadir.

2.2.4 istatistik Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Packages of Social Sciences,
SPSS for Windows, Version 15.0, Chicago, IC, USA) programi kullaniimistir. Tium testlerde

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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2.2.4.1 Hardy-Weinberg Dengesi

Hardy-Weinberg kurali yeterli buyilkllikteki bir populasyonda, seleksiyon (segilim),
mutasyon ve goc¢ olaylarinin meydana gelmedigi ve rastlantisal eslesmenin oldugu
kosullarda gen ve genotip frekanslarinin sabit kaldigini ifade eder. Gen ve gen frekanslari
dengeye ulasmis olan populasyonlara dengeli populasyon ya da Hardy-Weinberg
dengesinde (HWE) olan populasyon adi verilmektedir [160]. Hardy Weinberg kuralina
uygun olan populasyonlarda allel frekanslari nesilden nesile degismemektedir. Genotip
frekanslari ise allel frekanslarindan tahmin edilebilmektedir [161]. insandaki cogu
SNP’nin allel ve genotip frekanslarinin nesilden nesile degismedigi yani Hardy Weinberg

dengesinde oldugu bilinmektedir [162], [163].

Bu tez calismasinda Hardy Weinberg dengesi test edilirken 6ncelikle genotiplerin calisma
grubundaki gozlenen birey sayilari bulunmustur. Allel frekanslari hesaplanmistir.
Hesaplanan allel frekanslari kullanilarak beklenen genotip frekanslari elde edilmistir.
Hardy Weinberg kuralina gore allel frekanslari sirasiyla p ve q olan iki allelli (A ve a) bir
lokusta genotip frekanslarinin p?+2pg+g2=1 denklemine uymasi beklenmektedir [161].

Esitlikte p?= AA; 2pg= Aa ve g2 = aa genotiplerinin frekansini géstermektedir.

GCahsmamizda gozlenen degerler ile beklenen degerler arasindaki farkin dnemli olup
olmadigini test etmek ve calisma grubunun her bir SNP icin Hardy Weinberg dengesini
degerlendirmek amaciyla ki-kare testi uygulanmistir. p degeri < 0.05 olan SNP’lerin HWE

dengesinde olmadigi kabul edilmistir.

2.2.4.2 Olasiliklar Orani (Odds Ratio: OR) Testi

Hastalardaki genetik degisimin ortaya c¢ikma olasili§i olarak tanimlanabilecek olan
olasiliklar orani testi ile calisma gruplar (hasta ve kontrol) istatistiki olarak
degerlendirilmektedir [164]. Calisma gruplar karsilastirildiginda bir SNP allelinin veya
genotipinin artan frekansta olmasi, ilgili SNP allelinin bulunmasinin hastalik riskini
arttirabilecegini gostermektedir [165]. Genetik degisimin hastalik ile iliskilendirilebilmesi

icin olasiliklar oraninin 1'den biiytk olmasi gereklidir [164].

Bu tez calismasinda AS ve SNP allel ve genotiplerinin iliskileri OR degerleri hesaplanarak

belirlenmistir.
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AS