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Abstract

Purpose: In the present study, we aimed to develop a
reliable, cost effective and suitable for routine use in-house
HLA-B*27 PCR-SSP typing kit for
diagnosis  of Ankylosing  spondylitis
spondyloarthropathies.

Materials and Methods: The study included 565 cases
with 446 negative and 119 positive HLA-B*27
subjects. PCR optimization was performed for HLA-B*27
alleles using sequence-specific and internal control primers
designed based on HLA-B and beta globin gene
sequences, respectively.

Results: The presence of 149 bp specific band with 273
bp internal control band showed B*27 positivity and the
presence of only 273 bp control band showed B*27
negativity on 2.0% agarose gel. The HLA-B*27 results
show 100% sensitivity and specificity to our in-house SSP
kit developted by our laboratory and the commercially
available SSP kits. The cost of the in-house PCR-SSP kit
we developed was at least 50 times cheaper than the
commercial kits. In addition to the faultless correlation
between the kits, our in-house SSP kit did not cross-react
with other HLLA-B alleles such as B*07, B*12, B*13, B*16,
B*17, B*22, B*37, B*40, B*41, B*42, B*47 and B*48.
Conclusion: The fully evaluated findings show that in-
house SSP kit for HLA-B*27 typing we developed is
reliable, cost effective and suitable for routine use in tissue
typing and genetic laboratories.

the molecular
and  other
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Oz

Amag: Calismada Ankilozan spondilit ve  diger
spondiloartropatilerin - molekiler tanisinda  kullanilmak
tzere guvenilir, ckonomik ve rutin kullanima uygun
laboratuvar yapimi (in-house) HLA-B*27 PCR-SSP tani
kiti gelistirilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya, ticari kitler kullandarak
HILA-B*27 pozitif olarak saptanan 119 ve negatif olarak
saptanan 446 olmak tzere toplam 565 olgu dahil edildi.
HILA-B*27 tipleme icin sckansa spesifik primerler ve beta
globin gen bélgesinden yararlanilarak dizayn edilen internal
kontrol primer ¢ifti kullanilarak PCR optimizasyonu
gerceklestirildi.

Bulgular: HLA-B*27’si pozitif olan olgularda, %21k
agaroz jelinde 273 bg internal kontrol bandinin ilerisinde
149 b¢’lik spesifik bant olmak tizere ¢ift bant, B*¥27 negatif
hastalarda ise sadece 273 b¢’lik internal kontrol band:
saptandi. Ticari kitler kullanilarak HLA-B*27’si pozitif
olarak saptanan 119 ve negatif olarak saptanan 446 bireyin
sonuclart ile tarafimizdan gelistirilen PCR-SSP kit
kullanilarak elde edilen sonuglarin tamamen uyumlu olmast
nedeniyle sensitivite ve spesifite %100 olarak belirlendi.
Gelistirdigimiz  laboratuvar yapimi PCR-SSP  kitinin
maliyetinin, ticari kitlere gére en az 50 kat daha ucuz
oldugu gérildi.

Sonug: Ticari kitler kullandarak HLA-B*27’si pozitif
olarak saptanan 119 ve negatif olarak saptanan 446
olgunun tamaminda, gelistirdigimiz yontemle de birebir
uyumlu sonuglar elde edildi. Bu bulgular gelistirdigimiz
kitin gtvenilir, ekonomik ve rutin kullanima uygun
oldugunu géstermektedir.

Anahtar kelimeler: HLA-B*27, PCR-SSP, Test kiti
gelistirilmesi, Ankilozan spondilit, Spondiloartropatiler
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GIRIS

Insan 16kosit antijenleri (Human Leukocyte
Antigens, HLA) biytk doku uygunluk kompleksi
(Major Histocompatibility Complex, MHC) genleri
tarafindan cksprese edilmektedir. MHC lokusu 6.
kromozomun kisa kolunda (6p 21.3) yetlesik olup,
sinif 1, siif 2 ve siif 3 genlerini kapsamaktadir.
Bunlardan klasik Stnif 1 MHC antijenleri HLA-A, B
ve C olarak isimlendirilmekte ve hemen hemen
ntkleusa sahip butiin hicrelerde bulunmakla birlikte
en fazla trombositlerde cksprese edilmektedirler.
HLA-E, F, G antijenleri ise non-klasik stmf 1 MHC
antijenleridir, sinirlt sayida dokuda eksprese olutlar.
Benzer olarak, klasik sinif 2 MHC antijenleri HLA-
DR, DP ve DQ olarak isimlendirilmektedir. Bu
molekiller B lenfosit, aktive T lenfosit, makrofaj,
dendritik hiicre ve langerhans htcrelerinde eksprese
edilirler. MHC sinif 3 gen bélgesi ise HLA antijenleri
ile  iliskisi ~ bulunmayan  bazt  kompleman
komponentleri (C2, C4, faktr B) ile bazt sitokinler
(timor nekroz faktor alfa ve beta, interferon), bazt
1s1 soku proteinleri ve bazt enzimleri (21 hidroksilaz)
kodlamaktadir!. MHC gen bélgesinin her lokusunda
her biri farklt HLLA antijenlerini kodlayan allel genler
bulunur. MHC, insanda bilinen en polimorfik gen
bolgesi olup, Mayis 2018 itibariyle siuf 1 alleleri
sayst 13.324, sinif 2 alleleri sayist ise 4.857’dit?.

Oldukea polimorfik olan HLA-B*27, 1969 yilinda
Thorsby tarafindan tanimlanmistir3. HLA-B*27 geni
6. kromozomun kisa kolunda (6p21.3) bulunmakta
olup 4287 baz ciftinden ibarettir. HLA-B*27 geni bir
TATA, bir poly-A ve 4 adet alternatif kesip ekleme
sinyallerine ek olarak, 7 ekzon ve 6 intron
icermektedir. Bu genin dranid olan protein, 15.
kromozom  tarafindan  kodlanan  bir = (2-
mikroglobulin  zinciri ile baglantuli G¢ adet «
zincirinden olusmustur ve toplam 362 amino asitten
ibarettir. Ekzon 1 lider peptidi, ekzon 2 ve ekzon 3
ol ve a2 bolgelerini, ekzon 4 o3 boélgesini, ekzon 5
transmembran bolgesini, ekzon 6 ve 7 ise
sitoplazmik kuyrugu kodlamaktadir. Bu protein tim
HLA sinif T molekillerinde korunmus olan «3
zinciti ve bir transmembran bolgesi ile bir
sitoplazmik kuyruga sahiptir. Molekiilin oldukea
polimorfik olan peptid baglama bdlgesi ol ve o2
zincitleri arasinda bulunmaktadir. Peptid baglama
bolgesi A-F olarak adlandirlan altt adet cep
tarafindan olusturulmustur. Bunlardan A ve F
cepleri, peptitin amino ve karboksil uglariyla
etkilesime girdiklerinden, bu ceplerdeki polimorfik
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rezidtler cesitli HLA alleleri icin farkli peptitlerin
baglanmasint sagladiklarindan hastaliklara yatkinliga
neden olmaktadir*.

HLA allelleri antropolojik aragtirmalar ve adli tp
olaylarinda da kullanidlmakla bitlikte en Onemli
kullanim alant organ ve doku nakillerinde alict ve
verici arasindaki doku tipinin belirlenmesidir. Son
yillarda tizerinde en ¢ok arastirma yapilan konu ise
HLA allellerinin hastaliklarla olan iligkisidir. Belirli
HLA tipleri ile bazi hastaliklar arasinda yiksek
oranda iligki oldugu gosterilmistir. Bunlardan en iyi
bilineni ise 1973 yilinda Brewerton ve arkadaslar
tarafindan tanimlanmis olan HLA-B*27 geni ile
ankilozan spondilit (AS) arasindaki iliskidir>. HLA-
B*27’nin reaktif artrit, jivenil romatoid artrit ve
anterior Uveit gibi diger spondiloartropatiler icin de
genetik risk faktori oldugu bilinmektedir®. AS
etyolojisi  bilinmeyen, spinal eklemlerde ve bu
eklemlerin  ¢evresinde belirgin inflamasyon ile
karakterize sistemik bir hastaliktir. Hastalik genellikle
adelosan ¢agda ya da 207li yaslarda baslamakla
birlikte, cocukluk ¢aginda ya da ileri yaglarda da
baslayabilmekte ve erkeklerde kadinlara oranla daha
stk (3:1.8) gorilmektedit”. Yapilan calismalarda AS
hastalarinin~ %90-95’inde  HLA-B*27  pozitifligi
saptanmustir. AS’li hastalarin HLA-B*27’si pozitif
olan birinci derece yakinlarinda hastalik riski 3 kat
artmaktadis-11 |

AS’li hastalarin %901 HLA-B*27 alleli tasimakla
birlikte, bu allelin AS’nin patogenezi ve prognozu
Uzerine etkisi hentiz tam olarak anlagtlamamistir. Bir
Smif I MHC molekilid olan HLA-B27, endojen
antijenik  peptitlerin ~ sitotoksik T hiicrelerinin
(CD8+) yuzeyindeki reseptorlere (TCR)
sunulmasinda 6nemli bir rol oynamakta ve immin
sistemin aktivasyonuna aracilik etmektedir. Ayrica,
HILA-B27 ve diger HLA sinif I molekiillerinin, dogal
oldirtici  (NK)  hucrelerin  ylzeyinde bulunan
immiinoglobulin  benzeri  reseptdrlere  (KIR)
baglanarak dogal immin yanita (innate immunity)
aractlik ettigi de gosterilmistir'?-14,

HLA-B27 molekilinin hangi 6zelliklerinin AS'ye
yatkinlik icin temel rol oynadigi sorusuna cevap
olarak birka¢ hipotez sunulmustur. Bunlarin
igerisinde en ¢ok kabul géren artritogenik peptit
hipotezine gore, AS ile iligkili HLA-B*27 molekila
i¢ (self) ya da dis kaynaklt (bazi bakteriler) antijenik
peptidlere  baglanarak, HLA-B*27 ile sinirh
sitotoksik T hiicre aktivasyonu ve immun
reaksiyonlart takiben AS’ye neden olabilmektedir!>
18, Bununla bitlikte, HILA-B27 molekiiliniin tim alt
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tiplerine baglanma 6zelligi gosteren AS ile iliskili bir
peptit bulunamamistir!.

Arastirmalar, HLA-B genindeki niikleotid dizi
farkliliklarinin  cesitli HLLA-B*27 alleleri arasinda
yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol actigini
gostermektedir. Ornegin, HLAB*27:05 ve HLA-
B*27:09 alleleri arasinda tek bir amino asit farki
vardir  (B*27:05’de molekilin 116. pozisyonda
aspartik asit, B*27:09°da histidin bulunmaktadir). Bir
tek amino asit farki bu allelerin AS ile iliskisinin
tamamen degismesine yol agmaktadir. Yani, HLA-
B27:09 AS ile iliskisiz ya da zayif iliskili iken, HLLA-
B*27:05 alleli hastaliga yatkinlik olusturmaktadir.
Benzer durum HLA-B*27:04 ve HLA-B*27:06
alleleri arasinda da bulunmaktadir?021,

HLA-B*27 geninin bugiin icin bilinen 223 varyant:
mevcut olup
(https:/ /www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/allele.html)

bu varyasyonlarin bazilati protein tzerinde etkisizdir.
Bundan dolayt her ne kadar 223 farkli genetik
varyant bulunsa da sentezlenen proteinde bir veya
birka¢ amino asitin farkli olmast HLA-B*27’nin 167
alt tipinin (HLA-B*27:01 - HLA-B*27:167) ortaya
¢tkmasint saglamistir?»?3. Bu alt tipler arasinda en
yaygin gorulen allel tipi B*27:05°dir ve tiim etnik
gruplarda bulunmaktadir??+25. HLA-B*27 allel tipleri
frekanst populasyonlar arasinda oldukca degisiklik
gostermektedir. Diinya ¢apinda yapilan populasyon
tabanli c¢alismalarda HLA-B*27:02, B*27:04 ve
B*27:05 allellerinin  AS ile glcli bir birliktelik
gosterdigi  saptanmistir?>2?’.  Bu  allellerden
B*27:02’nin Akdeniz populasyonlarinda, B*27:04tin
Asyalilarda, B*27:05’in ise Kafkaslar ve Amerikan
Yerlilerinde ~ yaygin  oldugu  gOsterilmistir®,
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise HILA-B*27
sikliginin % 2.6, en stk gorilen allellerin HLA-
B*27:05 ve B*27:02, simdiye kadar gosterilen HLA-
B*27 allelerinin ise B*27:02, 28:04, 27:05, 27:07,
27:08 ve cok nadir olarak da 27:46, 27:49 ile 27:67
oldugu belirlenmistir®-32. Buna karsin HLA-B*27:07
allelinin AS’ye karsi koruyucu oldugu yani B*¥27:07
allelini tastyanlarin AS’den korundugu ve bu allelin
sadece saglikli bireylerde bulundugu gésterilmistir.
Diger yandan, HLA-B*27:06 ve 27:09un AS ile
iliskisiz ya da zayif iliskili oldugu bildirilmistir3435,

HILA-B*27 PCR-SSP kiti ankilozan spondilit ve
diger spondiloartropatilerin molekiler tanist icin
ulkemizdeki doku tipleme ve/veya genetik
laboratuvarlarinda en stk kullanilan kitlerden birisi
olup ithal edilmekte ve tlkemiz i¢in mali bir yik
olusturmaktadir. Bu nedenle, calismamizda doku
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tipleme ve genetik laboratuvarlarinda AS ve diger
spondiloartropatilerin molekiiler tanisinda
kullantlmak tzere HILA-B*27 allelerinin hemen
hemen tamamini tek tiipte belitleyebilen, givenilir,
ckonomik ve rutin kullanima uygun laboratuvar
yapimi (in-house) PCR-SSP tant kiti gelistirilmesi
amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Kan ve DNA 6rneklerinin saglanmasi

Calismaya Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi
Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesinin gesitli
birimlerinden HLA-B*27 istemiyle ya da organ nakli
icin  laboratuvarimiza doku tipleme  testinin
belirlenmesi istemiyle yonlendirilen olgulardan PCR-
SSP dusik ¢ozuntrlikli ticari kitler (DIAGEN
Biyolojik Sistemler A.S., Tiirkiye, One Lambda Inc.,
CA, USA, Inno-Train, Germany) kullanilarak HLA-
B*27 alleli pozitif olarak saptanan 119, negatif olarak
saptanan 446 olmak tzere toplam 565 olgu dahil
edildi. HLA-B*27 alleli negatif olarak saptanan 446
olgunun 12’si ise daha 6nce doku tipleme amaciyla
laboratuvarimiza yoénlendirilen ve ticari kitler (One
Lambda Inc., CA, USA, Inno-train, Germany)
kullanilarak HLA-A*, B* ve DRB1* allelleri calistlan
ve HLA-B*27 alleli ile capraz reaksiyon verdigi
bilinen HLA-B grubu allelere sahip transplant
hastalart ya da donérlerden secildi. Kahramanmarag
Siitcti  Imam  Universitesi Tip Fakiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu'ndan calismaya dair etik
kurul onayt alindit (tarih: 04.04.2018, oturum:
2018/07, karar no: 003 ).

DNA ekstraksiyonu

DNA  ekstraksiyonu icin Miller ve arkadaglarinin
salting out yontemi®® laboratuvar sartlarimiza gore
modifiye edilerek uygulandi. DNA
konsantrasyonunun belirlenmesi icin 1 ml hacimli iki
adet quartz tip alindi. Bunlardan blank olarak
kullanilacak olan 1. tipe 1000 pl, ikinci tipe ise 990
ul steril bidistile H,O konuldu. Tkinci tiipe ekstrakte
edilen genomik DNA’dan 10 pl konulup iyice
pipetlenerek homojen hale getirildi. Her iki tip
spektrofotometrede (Shimadzu, Japan) 260 ve 280
nm dalga boyunda ayr1 ayrt okunduktan sonra DNA
konsantrasyonu ve DNA’nin safligt hesapland:. Elde
edilen genomik DNA konsantrasyonlari 20-50 ng/ul
olacak sckilde ayarlandiktan sonra galisma glniine
kadar -20°C’de muhafaza edildi.



Cilt/Volume 43 Yil/Year 2018

PCR-SSP

HLA-B geninin DNA dizisi temel alinarak dizayn
edilen sense ve antisense primerler?” ile beta globin
(HBB) gen bolgesinden yararlanilarak dizayn edilen
internal kontrol primer ¢ifti Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. HLA-B*27 ve internal kontrol (HBB) primer

dizileri

Sense/Antisense Niikleotit Dizisi

Primer

HILA-B*27 Sense 5-GCT ACG TGG ACG

primer ACA CGCT-3

HILA-B*27 Antisense 5-CTC GGT CAG TCT

primer 1 GTG CCTT-3

HILA-B*27 Antisense 5-TCT CGG TAA GTC

primer 2 TGT GCCTT?®

HBB Sense primer 5-CCA GAA GAG CCA
AGG ACA GGT ACG-3

HBB Antisense primer 5-AC CAA CTT CAT CCA
CGTTCA CCT-3

HLA: Human Leukocyte Antigens, HBB: Hemoglobin Beta

Tablo 2. Amplifikasyon sicaklik ve siireleri

Asama Sicaklik Siire Doéngii
(°C) (Saniye) Sayis1

1 96 130 sn. 1

2 63 60 sn

1 96 10 sn. 9

2 63 60 sn

1 96 10 sn.

2 59 50 sn.

3 72 30 sn. 20

1 4 o0

PCR reaksiyonu i¢in 0.2 ml’lik tipler kullanildi ve
PCR  reaksiyonu su sekilde gerceklestirildi:
Reaksiyon hacmi 10 pL olacak sekilde, her bir 6rnek
icin 3.42 pl deiyonize su, 1ul 10X PCR tamponu
(Invitrogen, Lithuania), 2 mM MgCl, (Invitrogen),
0.2 mM dNTPs (Invitrogen), %5 gliserol + 0.1 pg
cresol red (Sigma Aldrich, Germany), her bir
primerden 2.5 pmol, 20 ng genomik DNA ve 0.5 U
hot start DNA polimeraz enzimi (Invitrogen) ilave
edildi. Tupler termal déngti cihazina (Veriti 96 Well
Thermal Cycler, Applied Biosystems) yerlestirilerek
Tablo 2’de verilen amplifikasyon sicaklik ve streleri
uygulandu.

Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi Maniatis ve arkadaslarinin
yontemine gore yapildi®®. Agaroz 1.2 g tartilarak 60
ml’lik bir Erlenmayere kondu, 60 ml 0.5X TBE
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tamponu eklendi (%2’lik agaroz) ve 10 mg/ml’lik
ethidium bromid’den 3 pl ilave edildikten sonta
mikrodalga firinda kaynatildi. Elektroforez taraklar
jel dokme kabina, tabanda Imm bosluk kalacak
sekilde ayatlanarak yetlestirildi ve yaklasik 60 °C’ye
kadar sogutulan agaroz jeli, jel kabina dokildd,
donmasi i¢in oda sicakhiginda 20 dk. bekletildi.
Taraklar dikkatlice cikartilarak jel kabt elektroforez
tankina yerlestirildi. Jeldeki acilmis olan kuyucuklara
10’ar pl miktarlarda PCR drtnleri aplike edildi ve 15
dk. streyle elektrik akimi (10 volt/cm) verildikten
sonra elektroforez islemi sonlandirilarak
amplifikasyon trinleri UV sikta (Uvitec Cambridge,
UK) degerlendirildi (Sekil 1).

Mhely G GE) I I CGED SN TS —

150bp N — - . .

Resim 1. HLA-B*27’ye spesifik 149 b¢’lik bant ile 273
b¢’lik internal kontrol bandini gésteren agaroz jeli
goriintiisii

(1, 2, 4 ve 9. siradaki bantlar HLA-B*27 pozitif; 3, 5, 6, 7 ve 8.
siradaki bantlar ise HLA-B*27 negatif sonuglart géstermektedir)

Istatistiksel analiz

Uretilen laboratuvar yapimi kit ile ticari kitlerden
elde edilen HLA-B*27 sonuclarinin  uyumunun
Slctilmesi icin Kappa Coefficient testi uyguland.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen bireylerden, ticari kitler
kullanilarak HLA-B*27’si porzitif olarak saptanan
119 ve negatif olarak saptanan 446 bireyin sonuglari
ile tarafimizdan optimize edilen PCR-SSP kiti ile
elde edilen sonuglarin tamamen uyumlu olmast

nedeniyle sensitivite ve spesifite %100 olarak
belirlendi. Ote yandan laboratuvar ortaminda
dretttigimiz kit ve ticari kitlerden elde edilen
sonuglarin  uyumu  istatistiksel olarak  anlaml

bulunmus olup (Kappa=1,000 p<0,001), pozitif ve
negatiflikleri  belitflemede aynt dogruluga sahip
olduklari gézlenmistir (Tablo 3).

Ayrica HLA-ABDR ticari kiti ile HLA-B*27’si
negatif olarak saptanmis, fakat HLA-B*27 antijeni
ile capraz reaksiyon veren diger HLA-B allelerine
(B*07, B*12, B*13, B*16, B*17, B*22, B*37, B*40,
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B*41, B*42, B*47, B*48) sahip olan olgularin HLA-
B*27 alleleri de tarafimizdan gelistirilen laboratuvar
yapimi kit ile negatif olarak saptandi. HLA-B*27’si
porzitif olgularda %2’lik agaroz jelinde 273 bg
internal kontrol bandi ve 149 b¢’lik spesifik bant
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olmak Uzere ¢ift bant, B*27 negatif olgularda ise
sadece 273 b¢’lik internal kontrol bandi saptandi
(Sekil 1). Gelistirdigimiz laboratuvar yapimi PCR-
SSP kitinin maliyetinin, ticari kitlere gére en az 50
kat daha ekonomik oldugu gorildu.

Tablo 3. Laboratuvar yapimu PCR-SSP kit ile ticari PCR-SSP kitlerinin HLA-B*27 pozitif ve negatif allelere gore

sensitivite ve spesifite dagilimi

Laboratuvar yapimi PCR SSP kiti
- Pozitif Negatif *Kappa katsayist p
5852 [Porr 119 0 1,00 <0,001
= Negatif 0 446

PCR-SSP: Polymerase chain reaction-sequence specific primer; Kappa katsayiss; o:0,05

Sonuglatimizin tekrarlanabilir oldugunu
gostermektedir icin, farkli tarihlerde hazirlanan PCR
icerikleri sekiz striptli PCR tiiplerine 9’ar mikrolitre
dagiuldiktan sonra -22 °Cde muhafaza edildi.
Calisma giinleri farkli tarihlerde hazirlanan bu tipler
derin  dondurucudan  alinarak  oda  1sisinda
¢ozindiralip, 1’er mikrolitre genomik DNA ilave
edilerek PCR ve elektroforez islemlerini takiben UV
1sikta incelendiginde elde edilen sonuglarda herhangi
bir degisiklik g6zlenmedi. Aynt islem hot start DNA
polimeraz ilaveli ve ilavesiz olarak yapildiginda da
sonuglarda herhangi bir farklhilik saptanmadi.

TARTISMA

HILA-B27 tipleme i¢in hiicre yizeyindeki HLA-B27
antijenini géstermeyi hedefleyen kompleman bagimli
sitotoksisite’># (CDC) ya da spesifik monoklonal
antikorlarin kullamldigr flow cytometry*#2 (FCM)
yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Canl
hiicre gereksinimi, uygulanmasinin zaman almast, is
yukiind artirmast, pahali ve en 6nemlisi de epitop
benzerliginden dolayt HLA-B27 antijeninin diger
bazt HLA-B antijenleri (B7, B12, B13, B16, B17,
B22, B37, B40, B41, B42, B47, B48) ile capraz
reaksiyon vermesi nedeniyle yanlis pozitif sonug
alma ihtimalinin yiiksek olmast bu yontemlerin
kullanimint sinirlamaktadir.

Ayrica, poptlasyonda ¢ok sayida HLA-B*27
allelerinin mevcut olmasi, dolayistyla da tim allelere
karst  reaksiyon  verecek = spesifik  antikor
bulunmamast nedeniyle yanls negatif sonuglar elde
etmek te mimkin olabilmektedir. Levering ve
arkadaslari, ticari olarak sunulan t¢ farkll anti-HLA-
B27 monoklonal antikor klonu (ABC-m3, n=3;
FD705; ve GS145) kullaniarak gerceklestirdikleri
HILA-B27 ylizey antijjeni taramasinda her Ug¢
monoklonal antikor klonunun da diger bazt HLA-B

antijenleri ile ¢apraz reaksiyon verdigini, dolayistyla
da yanliy porzitif sonuglara neden oldugunu
gOstermislerdir®®.  Bundan  dolayi, HLA-B*27
tiplendirme i¢in SSP, SSOP, RFLP, SSCP, RT-PCR
gibi PCR tabanli bircok molekiler yoéntem
gelistirilmistit. PCR-SSP bu yontemler icinde en
glivenilir ve dogrudan sonug elde edilebilen yontem
olup doku tipleme ve genetik laboratuvarlarinda
siklikla  tercih  edilmektedir. PCR-SSP  ilk kez
Dominguez ve ark. tarafindan 1992 yiinda HLA-
B*27 tiplemesi i¢in uyarlanmstir**. PCR-SSP
yonteminde kullanilan primer ¢iftlerinden  birisi
HLA-B*27 alleline yani sekansa spesifik, diger
primer ise HLA-B allellerinin tamamina spesifiktir
(generic primer). Calismamizda B*27°ye spesifik
ikinci bir primer (HLA-B*27 antisense primer 2, 5’-
TCTCGGTAAGTCTGTGCCTT-3")  kullaniarak
daha fazla sayida HLA-B*27 allelinin tanimlanmasi
saglanmistir.  Bununla  birlikte,  kullandigimiz
primerlerin  HLA-B*27  allelerininin  tamamint
tanimlamalart mimkan degildir.

PCR-SSP yontemi uygulayarak yapilan testlerden
dogru sonu¢ elde edilmesi yontemin spesifitesine
baglidir. PCR-SSP’nin spesifitesi ise kullanilan PCR
tamponu, primer dizisinin GC orani, kullanilan
primetler, polimeraz ve bu enzimin kofaktérii olan
Mg?* konsantrasyonu, genomik DNA
konsantrasyonu ve annealing sicakhigr gibi bir¢ok
faktorden etkilenmektedir®. Calismamizda bitin bu
faktorler optimize edildi. PCR  reaksiyonunda
kullanidan genomik DNA konsantrasyonu uygulanan
dilisyonlarla 100 ng/pl’den 20ng/pl’ye kadar, 10
ng/ul araliklarla disuralip hazitlanan her bir
konsantrasyon  dizeyi icin PCR  reaksiyonu
gerceklestirildiginde, optimum DNA
konsantrasyonunun 20 ng/ul ila 50 ng/pl arasinda
oldugu belirlendi. PCR reaksiyonlarinda kullanian
primer  ciftlerinin  ddstk  konsantrasyonda
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kullaniminin  primer  dimerizasyonunu  6nledigi
bilinmektedir. Calismamizda baslangicta, HLA-B*27
primerlerinin her birinin konsantrasyonu 10 pmol,
internal kontrol primer ciftlerinin konsantrasyonu
ise 5 pmol olarak kullanilmis ve konsantrasyon
kademeli olarak digtrilmustir. Bu denemeler

sonunda  HLA-B*27  ve internal  kontrol
primerlerinin konsantrasyonu 2.5 pmol’e
dustraldiginde dimerizasyon olusumunun
minimum  dizeye indigi gorilmistir. PCR
reaksiyonlarinda  en  6nemli  etkenler — Mg?*
konsantrasyonu ve annealing stcakligidir.

Calismamuzda, Mg?* konsantrasyonu ve annealing
sicaklik ve stirelerinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢esitli
denemeler sonunda, Mg?* konsantrasyonu 2 mM,
annealing sicaklik ve streleri ise Tablo 2 verildigi
gibi uygulandiginda spesifik ve olduk¢a belirgin
bantlar elde edildi.

Farkli HLA antijenlerinin tek bir antikor tarafindan
taninmast  HLA  antijenleri arasindaki capraz
reaksiyonlar olarak bilinmektedir. Capraz
reaksiyonlar, farkh HLA antijenlerinin aminoasit
dizilerindeki ortak bolgelerden kaynaklanir. Bazt
HLA antijenleri benzer epitoplara veya benzer
aminoasit polimorfizmine sahip olabilmektedirlet.
HLA-B27 antijeni HLA-B7, B12, B13, Bl6, B17,
B22, B37, B40, B41, B42, B47 ve B48 antijenleri ile
ortak epitoplara sahip oldugu icin, HLA-B27 antijeni
ile reaksiyon veren antikorlar, bu HLA antijenleri ile
de reaksiyon verebilmektedir®. Bu nedenle
lenfositlerin =~ yiizeyinde HLA-B27 ile capraz
reaksiyon veren bu antijenleri eksprese eden
bireylerde HILA-B27 antijeni bulunmasa dahi CDC
ya da FCM yontemiyle yanlis pozitif sonuclar elde
edilebilmektedir. Calismamizda PCR-SSP  ticari
kitleri ile HLA-B*27’si pozitif olarak saptanan 119
ve negatif olarak saptanan 446 olgunun tamaminda,
optimize ettigimiz yontemle de birebir uyumlu ve
aynt zamanda HLA-B*27 alleli ile ¢apraz reaksiyon
verdigi bilinen HLA-B*07, B*12, B*13, B*16, B*17,
B*22, B*37, B*40, B*41, B*42, B*47 ve B*48

allellerine  sahip  bireylerin =~ HLA-B*27  SSP
sonuclarinin negatif olarak belirlenmesi,
gelistirdigimiz  kitin ¢apraz reaksiyonlar1 ekarte

ettigini gostermektedir. Ayrica, yaptigimiz maliyet
analizinde tarafimizdan optimize edilen laboratuvar
yapimt PCR-SSP kitinin ticari kitlere gére en az 50
kat daha ucuz oldugu gorildi. Sonuglarimiz,
gelistirdigimiz kitin glvenilir, ekonomik ve rutin
kullanima uygun oldugunu bundan dolay1 da doku
tipleme ve/veya genetik laboratuvatlarinda AS ve
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diger spondiloartropatilerin  tanisinda
kullanilabilecegini g6stermektedir.
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