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Abstract Öz 
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 the molecular 
diagnosis of Ankylosing spondylitis and other 
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 HLA-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. 

Amaç: Çalışmada Ankilozan spondilit ve diğer 
spondiloartropatilerin moleküler tanısında kullanılmak 
üzere güvenilir, ekonomik ve rutin kullanıma uygun 
laboratuvar yapımı (in-house) HLA-B*27 PCR-SSP tanı 
kiti geliştirilmesi amaçlanmıştır.  
Gereç ve Yöntem: Çalışmaya, ticari kitler kullanılarak 
HLA-B*27 pozitif olarak saptanan 119 ve negatif olarak 
saptanan 446 olmak üzere toplam 565 olgu dahil edildi. 
HLA-B*27 tipleme için sekansa spesifik primerler ve beta 
globin gen bölgesinden yararlanılarak dizayn edilen internal 
kontrol primer çifti kullanılarak PCR optimizasyonu 
gerçekleştirildi.  
Bulgular: HLA-B*27’si pozitif olan olgularda, %2’lik 
agaroz jelinde 273 bç internal kontrol bandının ilerisinde 
149 bç’lik spesifik bant olmak üzere çift bant, B*27 negatif 
hastalarda ise sadece 273 bç’lik internal kontrol bandı 
saptandı. Ticari kitler kullanılarak HLA-B*27’si pozitif 
olarak saptanan 119 ve negatif olarak saptanan 446 bireyin 
sonuçları ile tarafımızdan geliştirilen PCR-SSP kiti 
kullanılarak elde edilen sonuçların tamamen uyumlu olması 
nedeniyle sensitivite ve spesifite %100 olarak belirlendi. 
Geliştirdiğimiz laboratuvar yapımı PCR-SSP kitinin 
maliyetinin, ticari kitlere göre en az 50 kat daha ucuz 
olduğu görüldü.  
Sonuç: Ticari kitler kullanılarak HLA-B*27’si pozitif 
olarak saptanan 119 ve negatif olarak saptanan 446 
olgunun tamamında, geliştirdiğimiz yöntemle de birebir 
uyumlu sonuçlar elde edildi. Bu bulgular geliştirdiğimiz 
kitin güvenilir, ekonomik ve rutin kullanıma uygun 
olduğunu göstermektedir. 
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GİRİŞ 

İnsan lökosit antijenleri (Human Leukocyte 
Antigens, HLA) büyük doku uygunluk kompleksi 
(Major Histocompatibility Complex, MHC) genleri 
tarafından eksprese edilmektedir. MHC lokusu 6. 
kromozomun kısa kolunda (6p 21.3) yerleşik olup, 
sınıf 1, sınıf 2 ve sınıf 3 genlerini kapsamaktadır. 
Bunlardan klasik Sınıf 1 MHC antijenleri HLA-A, B 
ve C olarak isimlendirilmekte ve hemen hemen 
nükleusa sahip bütün hücrelerde bulunmakla birlikte 
en fazla trombositlerde eksprese edilmektedirler. 
HLA-E, F, G antijenleri ise non-klasik sınıf 1 MHC 
antijenleridir, sınırlı sayıda dokuda eksprese olurlar. 
Benzer olarak, klasik sınıf 2 MHC antijenleri HLA-
DR, DP ve DQ olarak isimlendirilmektedir. Bu 
moleküller B lenfosit, aktive T lenfosit, makrofaj, 
dendritik hücre ve langerhans hücrelerinde eksprese 
edilirler. MHC sınıf 3 gen bölgesi ise HLA antijenleri 
ile ilişkisi bulunmayan bazı kompleman 
komponentleri (C2, C4, faktör B) ile bazı sitokinler 
(tümör nekroz faktör alfa ve beta, interferon), bazı 
ısı şoku proteinleri ve bazı enzimleri (21 hidroksilaz) 
kodlamaktadır1. MHC gen bölgesinin her lokusunda 
her biri farklı HLA antijenlerini kodlayan allel genler 
bulunur. MHC, insanda bilinen en polimorfik gen 
bölgesi olup, Mayıs 2018 itibariyle sınıf 1 alleleri 
sayısı 13.324, sınıf 2 alleleri sayısı ise 4.857’dir2. 

Oldukça polimorfik olan HLA-B*27, 1969 yılında 
Thorsby tarafından tanımlanmıştır3. HLA-B*27 geni 
6. kromozomun kısa kolunda (6p21.3) bulunmakta 
olup 4287 baz çiftinden ibarettir. HLA-B*27 geni bir 
TATA, bir poly-A ve 4 adet alternatif kesip ekleme 
sinyallerine ek olarak, 7 ekzon ve 6 intron 
içermektedir. Bu genin ürünü olan protein, 15. 
kromozom tarafından kodlanan bir β2-
mikroglobulin zinciri ile bağlantılı üç adet α 
zincirinden oluşmuştur ve toplam 362 amino asitten 
ibarettir. Ekzon 1 lider peptidi, ekzon 2 ve ekzon 3 
α1 ve α2 bölgelerini, ekzon 4 α3 bölgesini, ekzon 5 
transmembran bölgesini, ekzon 6 ve 7 ise 
sitoplazmik kuyruğu kodlamaktadır. Bu protein tüm 
HLA sınıf I moleküllerinde korunmuş olan α3 
zinciri ve bir transmembran bölgesi ile bir 
sitoplazmik kuyruğa sahiptir.  Molekülün oldukça 
polimorfik olan peptid bağlama bölgesi α1 ve α2 
zincirleri arasında bulunmaktadır. Peptid bağlama 
bölgesi A-F olarak adlandırılan altı adet cep 
tarafından oluşturulmuştur. Bunlardan A ve F 
cepleri, peptitin amino ve karboksil uçlarıyla 
etkileşime girdiklerinden, bu ceplerdeki polimorfik 

rezidüler çeşitli HLA alleleri için farklı peptitlerin 
bağlanmasını sağladıklarından hastalıklara yatkınlığa 
neden olmaktadır4.  

HLA allelleri antropolojik araştırmalar ve adli tıp 
olaylarında da kullanılmakla birlikte en önemli 
kullanım alanı organ ve doku nakillerinde alıcı ve 
verici arasındaki doku tipinin belirlenmesidir. Son 
yıllarda üzerinde en çok araştırma yapılan konu ise 
HLA allellerinin hastalıklarla olan ilişkisidir. Belirli 
HLA tipleri ile bazı hastalıklar arasında yüksek 
oranda ilişki olduğu gösterilmiştir. Bunlardan en iyi 
bilineni ise 1973 yılında Brewerton ve arkadaşları 
tarafından tanımlanmış olan HLA-B*27 geni ile 
ankilozan spondilit (AS) arasındaki ilişkidir5. HLA-
B*27’nin reaktif artrit, jüvenil romatoid artrit ve 
anterior üveit gibi diğer spondiloartropatiler için de 
genetik risk faktörü olduğu bilinmektedir6. AS 
etyolojisi bilinmeyen, spinal eklemlerde ve bu 
eklemlerin çevresinde belirgin inflamasyon ile 
karakterize sistemik bir hastalıktır. Hastalık genellikle 
adelosan çağda ya da 20’li yaşlarda başlamakla 
birlikte, çocukluk çağında ya da ileri yaşlarda da 
başlayabilmekte ve erkeklerde kadınlara oranla daha 
sık (3:1.8) görülmektedir7. Yapılan çalışmalarda AS 
hastalarının %90-95’inde HLA-B*27 pozitifliği 
saptanmıştır. AS’li hastaların HLA-B*27’si pozitif 
olan birinci derece yakınlarında hastalık riski 3 kat 
artmaktadır8-11 . 

AS’li hastaların %90’ı HLA-B*27 alleli taşımakla 
birlikte, bu allelin AS’nin patogenezi ve prognozu 
üzerine etkisi henüz tam olarak anlaşılamamıştır. Bir 
Sınıf I MHC molekülü olan HLA-B27, endojen 
antijenik peptitlerin sitotoksik T hücrelerinin 
(CD8+) yüzeyindeki reseptörlere (TCR) 
sunulmasında önemli bir rol oynamakta ve immün 
sistemin aktivasyonuna aracılık etmektedir. Ayrıca, 
HLA-B27 ve diğer HLA sınıf I moleküllerinin, doğal 
öldürücü (NK) hücrelerin yüzeyinde bulunan 
immünoglobulin benzeri reseptörlere (KIR) 
bağlanarak doğal immün yanıta (innate immunity) 
aracılık ettiği de gösterilmiştir12-14. 

HLA-B27 molekülünün hangi özelliklerinin AS'ye 
yatkınlık için temel rol oynadığı sorusuna cevap 
olarak birkaç hipotez sunulmuştur. Bunların 
içerisinde en çok kabul gören artritogenik peptit 
hipotezine göre, AS ile ilişkili HLA-B*27 molekülü 
iç (self) ya da dış kaynaklı (bazı bakteriler) antijenik 
peptidlere bağlanarak, HLA-B*27 ile sınırlı 
sitotoksik T hücre aktivasyonu ve immün 
reaksiyonları takiben AS’ye neden olabilmektedir15-

18. Bununla birlikte, HLA-B27 molekülünün tüm alt 
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tiplerine bağlanma özelliği gösteren AS ile ilişkili bir 
peptit bulunamamıştır19.  

Araştırmalar, HLA-B genindeki nükleotid dizi 
farklılıklarının çeşitli HLA-B*27 alleleri arasında 
yapısal ve fonksiyonel değişikliklere yol açtığını 
göstermektedir. Örneğin, HLAB*27:05 ve HLA-
B*27:09 alleleri arasında tek bir amino asit farkı 
vardır (B*27:05’de molekülün 116. pozisyonda 
aspartik asit, B*27:09’da histidin bulunmaktadır). Bir 
tek amino asit farkı bu allelerin AS ile ilişkisinin 
tamamen değişmesine yol açmaktadır. Yani, HLA-
B27:09 AS ile ilişkisiz ya da zayıf ilişkili iken, HLA-
B*27:05 alleli hastalığa yatkınlık oluşturmaktadır. 
Benzer durum HLA-B*27:04 ve HLA-B*27:06 
alleleri arasında da bulunmaktadır20,21.  

HLA-B*27 geninin bugün için bilinen 223 varyantı 
mevcut olup 
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/allele.html) 
bu varyasyonların bazıları protein üzerinde etkisizdir. 
Bundan dolayı her ne kadar 223 farklı genetik 
varyant bulunsa da sentezlenen proteinde bir veya 
birkaç amino asitin farklı olması HLA-B*27’nin 167 
alt tipinin (HLA-B*27:01 - HLA-B*27:167) ortaya 
çıkmasını sağlamıştır22,23. Bu alt tipler arasında en 
yaygın görülen allel tipi B*27:05’dir ve tüm etnik 
gruplarda bulunmaktadır2,24,25. HLA-B*27 allel tipleri 
frekansı populasyonlar arasında oldukça değişiklik 
göstermektedir. Dünya çapında yapılan populasyon 
tabanlı çalışmalarda HLA-B*27:02, B*27:04 ve 
B*27:05 allellerinin AS ile güçlü bir birliktelik 
gösterdiği saptanmıştır25-27. Bu allellerden 
B*27:02’nin Akdeniz populasyonlarında, B*27:04’ün 
Asyalılarda, B*27:05’in ise Kafkaslar ve Amerikan 
Yerlilerinde yaygın olduğu gösterilmiştir28. 
Ülkemizde yapılan çalışmalarda ise HLA-B*27 
sıklığının % 2.6, en sık görülen allellerin HLA-
B*27:05 ve B*27:02, şimdiye kadar gösterilen HLA-
B*27 allelerinin ise B*27:02, 28:04, 27:05, 27:07, 
27:08 ve çok nadir olarak da 27:46, 27:49 ile 27:67 
olduğu belirlenmiştir29-32. Buna karşın HLA-B*27:07 
allelinin AS’ye karşı koruyucu olduğu yani B*27:07 
allelini taşıyanların AS’den korunduğu ve bu allelin 
sadece sağlıklı bireylerde bulunduğu gösterilmiştir33. 
Diğer yandan, HLA-B*27:06 ve 27:09’un AS ile 
ilişkisiz ya da zayıf ilişkili olduğu bildirilmiştir34,35. 

HLA-B*27 PCR-SSP kiti ankilozan spondilit ve 
diğer spondiloartropatilerin moleküler tanısı için 
ülkemizdeki doku tipleme ve/veya genetik 
laboratuvarlarında en sık kullanılan kitlerden birisi 
olup ithal edilmekte ve ülkemiz için mali bir yük 
oluşturmaktadır. Bu nedenle, çalışmamızda doku 

tipleme ve genetik laboratuvarlarında AS ve diğer 
spondiloartropatilerin moleküler tanısında 
kullanılmak üzere HLA-B*27 allelerinin hemen 
hemen tamamını tek tüpte belirleyebilen, güvenilir, 
ekonomik ve rutin kullanıma uygun laboratuvar 
yapımı (in-house) PCR-SSP tanı kiti geliştirilmesi 
amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Kan ve DNA örneklerinin sağlanması 
Çalışmaya Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi 
Sağlık Uygulama ve Araştırma Hastanesinin çeşitli 
birimlerinden HLA-B*27 istemiyle ya da organ nakli 
için laboratuvarımıza doku tipleme testinin 
belirlenmesi istemiyle yönlendirilen olgulardan PCR-
SSP düşük çözünürlüklü ticari kitler (DIAGEN 
Biyolojik Sistemler A.Ş., Türkiye, One Lambda Inc., 
CA, USA, Inno-Train, Germany)  kullanılarak HLA-
B*27 alleli pozitif olarak saptanan 119, negatif olarak 
saptanan 446 olmak üzere toplam 565 olgu dahil 
edildi. HLA-B*27 alleli negatif olarak saptanan 446 
olgunun 12’si ise daha önce doku tipleme amacıyla 
laboratuvarımıza yönlendirilen ve ticari kitler (One 
Lambda Inc., CA, USA, Inno-train, Germany) 
kullanılarak HLA-A*, B* ve DRB1* allelleri çalışılan 
ve HLA-B*27 alleli ile çapraz reaksiyon verdiği 
bilinen HLA-B grubu allelere sahip transplant 
hastaları ya da donörlerden seçildi. Kahramanmaraş 
Sütçü İmam Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik 
Araştırmalar Etik Kurulu’ndan çalışmaya dair etik 
kurul onayı alındı (tarih: 04.04.2018, oturum: 
2018/07, karar no: 003 ). 

DNA ekstraksiyonu 
DNA ekstraksiyonu için Miller ve arkadaşlarının 
salting out yöntemi36 laboratuvar şartlarımıza göre 
modifiye edilerek uygulandı. DNA 
konsantrasyonunun belirlenmesi için 1 ml hacimli iki 
adet quartz tüp alındı. Bunlardan blank olarak 
kullanılacak olan 1. tüpe 1000 µl, ikinci tüpe ise 990 
µl steril bidistile H2O konuldu. İkinci tüpe ekstrakte 
edilen genomik DNA’dan 10 µl konulup iyice 
pipetlenerek homojen hale getirildi. Her iki tüp 
spektrofotometrede (Shimadzu, Japan) 260 ve 280 
nm dalga boyunda ayrı ayrı okunduktan sonra DNA 
konsantrasyonu ve DNA’nın saflığı hesaplandı. Elde 
edilen genomik DNA konsantrasyonları 20-50 ng/µl 
olacak şekilde ayarlandıktan sonra çalışma gününe 
kadar -20°C’de muhafaza edildi. 
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PCR-SSP  
HLA-B geninin DNA dizisi temel alınarak dizayn 
edilen sense ve antisense primerler37 ile beta globin 
(HBB) gen bölgesinden yararlanılarak dizayn edilen 
internal kontrol primer çifti Tablo 1’de verilmiştir.  

Tablo 1. HLA-B*27 ve internal kontrol (HBB) primer 
dizileri 
Sense/Antisense 
Primer 

Nükleotit Dizisi 

HLA-B*27 Sense 
primer 

5’-GCT ACG TGG ACG 
ACA CGC T-3’ 

HLA-B*27 Antisense 
primer 1 

5’-CTC GGT CAG TCT 
GTG CCT T-3’   

HLA-B*27 Antisense 
primer 2 

5’-TCT CGG TAA GTC 
TGT GCC TT3’  

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

HBB Antisense primer 5’-AC CAA CTT CAT CCA 
CGT TCA CC T-3’ 

HLA: Human Leukocyte Antigens, HBB: Hemoglobin Beta 

Tablo 2. Amplifikasyon sıcaklık ve süreleri  
Aşama Sıcaklık 

(°C) 
Süre 

(Saniye) 
Döngü 
Sayısı 

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 ∞  

PCR reaksiyonu için 0.2 ml’lik tüpler kullanıldı ve 
PCR reaksiyonu şu şekilde gerçekleştirildi: 
Reaksiyon hacmi 10 µL olacak şekilde, her bir örnek 
için 3.42 µl deiyonize su, 1µl 10X PCR tamponu 
(Invitrogen, Lithuania), 2 mM MgCl2 (Invitrogen), 
0.2 mM dNTPs (Invitrogen), %5 gliserol + 0.1 µg 
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. Tüpler termal döngü cihazına (Veriti 96 Well 
Thermal Cycler, Applied Biosystems) yerleştirilerek 
Tablo 2’de verilen amplifikasyon sıcaklık ve süreleri 
uygulandı. 

Agaroz jel elektroforezi 
Agaroz jel elektroforezi Maniatis ve arkadaşlarının 
yöntemine göre yapıldı38. Agaroz 1.2 g tartılarak 60 
ml’lik bir Erlenmayere kondu, 60 ml 0.5X TBE 

tamponu eklendi (%2’lik agaroz) ve 10 mg/ml’lik 
ethidium bromid’den 3 µl ilave edildikten sonra 
mikrodalga fırında kaynatıldı. Elektroforez tarakları 
jel dökme kabına, tabanda 1mm boşluk kalacak 
şekilde ayarlanarak yerleştirildi ve yaklaşık 60 °C’ye 
kadar soğutulan agaroz jeli, jel kabına döküldü, 
donması için oda sıcaklığında 20 dk. bekletildi. 
Taraklar dikkatlice çıkartılarak jel kabı elektroforez 
tankına yerleştirildi. Jeldeki açılmış olan kuyucuklara 
10’ar µl miktarlarda PCR ürünleri aplike edildi ve 15 
dk. süreyle elektrik akımı (10 volt/cm) verildikten 
sonra elektroforez işlemi sonlandırılarak 
amplifikasyon ürünleri UV ışıkta (Uvitec Cambridge, 
UK) değerlendirildi (Şekil 1).  

 
Resim 1. HLA-B*27’ye spesifik 149 bç’lik bant ile 273 
bç’lik internal kontrol bandını gösteren agaroz jeli 
görüntüsü 
(1, 2, 4 ve 9. sıradaki bantlar HLA-B*27 pozitif; 3, 5, 6, 7 ve 8. 
sıradaki bantlar ise HLA-B*27 negatif sonuçları göstermektedir) 

İstatistiksel analiz 
Üretilen laboratuvar yapımı kit ile ticari kitlerden 
elde edilen HLA-B*27 sonuçlarının uyumunun 
ölçülmesi için Kappa Coefficient testi uygulandı. 

BULGULAR 

Çalışmaya dahil edilen bireylerden, ticari kitler 
kullanılarak HLA-B*27’si pozitif olarak saptanan 
119 ve negatif olarak saptanan 446 bireyin sonuçları 
ile tarafımızdan optimize edilen PCR-SSP kiti ile 
elde edilen sonuçların tamamen uyumlu olması 
nedeniyle sensitivite ve spesifite %100 olarak 
belirlendi. Öte yandan laboratuvar ortamında 
üretttiğimiz kit ve ticari kitlerden elde edilen 
sonuçların uyumu istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmuş olup (Kappa=1,000 p<0,001),  pozitif ve 
negatiflikleri belirlemede aynı doğruluğa sahip 
oldukları gözlenmiştir (Tablo 3). 

Ayrıca HLA-ABDR ticari kiti ile HLA-B*27’si 
negatif olarak saptanmış, fakat HLA-B*27 antijeni 
ile çapraz reaksiyon veren diğer 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 olguların HLA-
B*27 alleleri de tarafımızdan geliştirilen laboratuvar 
yapımı kit ile negatif olarak saptandı. HLA-B*27’si 
pozitif olgularda %2’lik agaroz jelinde 273 bç 
internal kontrol bandı ve 149 bç’lik spesifik bant 

olmak üzere çift bant, B*27 negatif olgularda ise 
sadece 273 bç’lik internal kontrol bandı saptandı 
(Şekil 1). Geliştirdiğimiz laboratuvar yapımı PCR-
SSP kitinin maliyetinin, ticari kitlere göre en az 50 
kat daha ekonomik olduğu görüldü. 

Tablo 3. Laboratuvar yapımı PCR-SSP kit ile ticari PCR-SSP kitlerinin HLA-B*27 pozitif ve negatif allelere göre 
sensitivite ve spesifite dağılımı 
  Laboratuvar yapımı PCR SSP kiti   

Ti
ca

ri 
PC

R 
SS

P 
ki

ti  

 Pozitif Negatif *Kappa katsayısı p 
Pozitif 119 0 1,00 p<0,001 
Negatif 0 446 

PCR-SSP: Polymerase chain reaction-sequence specific primer; Kappa katsayısı; α:0,05 
 
Sonuçlarımızın tekrarlanabilir olduğunu 
göstermektedir için, farklı tarihlerde hazırlanan PCR 
içerikleri sekiz striptli PCR tüplerine 9’ar mikrolitre 
dağıtıldıktan sonra -22 °C’de muhafaza edildi. 
Çalışma günleri farklı tarihlerde hazırlanan bu tüpler 
derin dondurucudan alınarak oda ısısında 
çözündürülüp, 1’er mikrolitre genomik DNA ilave 
edilerek PCR ve elektroforez işlemlerini takiben UV 
ışıkta incelendiğinde elde edilen sonuçlarda herhangi 
bir değişiklik gözlenmedi. Aynı işlem hot start DNA 
polimeraz ilaveli ve ilavesiz olarak yapıldığında da 
sonuçlarda herhangi bir farklılık saptanmadı.  

TARTIŞMA 

HLA-B27 tipleme için hücre yüzeyindeki HLA-B27 
antijenini göstermeyi hedefleyen kompleman bağımlı 
sitotoksisite39,40 (CDC) ya da spesifik monoklonal 
antikorların kullanıldığı flow cytometry41,42 (FCM) 
yöntemleri yaygın olarak kullanılmaktadır. Canlı 
hücre gereksinimi, uygulanmasının zaman alması, iş 
yükünü artırması, pahalı ve en önemlisi de epitop 
benzerliğinden dolayı HLA-B27 antijeninin diğer 
bazı HLA-B antijenleri (B7, B12, B13, B16, B17, 
B22, B37, B40, B41, B42, B47, B48) ile çapraz 
reaksiyon vermesi nedeniyle yanlış pozitif sonuç 
alma ihtimalinin yüksek olması bu yöntemlerin 
kullanımını sınırlamaktadır.  

Ayrıca, popülasyonda çok sayıda HLA-B*27 
allelerinin mevcut olması, dolayısıyla da tüm allelere 
karşı reaksiyon verecek spesifik antikor 
bulunmaması nedeniyle yanlış negatif sonuçlar elde 
etmek te mümkün olabilmektedir. Levering ve 
arkadaşları, ticari olarak sunulan üç farklı anti-HLA-
B27 monoklonal antikor klonu (ABC-m3, n=3; 
FD705; ve GS145) kullanılarak gerçekleştirdikleri 
HLA-B27 yüzey antijeni taramasında her üç 
monoklonal antikor klonunun da diğer bazı HLA-B 

antijenleri ile çapraz reaksiyon verdiğini, dolayısıyla 
da yanlış pozitif sonuçlara neden olduğunu 
göstermişlerdir43. Bundan dolayı, HLA-B*27 
tiplendirme için SSP, SSOP, RFLP, SSCP, RT-PCR 
gibi PCR tabanlı birçok moleküler yöntem 
geliştirilmiştir. PCR-SSP bu yöntemler içinde en 
güvenilir ve doğrudan sonuç elde edilebilen yöntem 
olup doku tipleme ve genetik laboratuvarlarında 
sıklıkla tercih edilmektedir. PCR-SSP ilk kez 
Dominguez ve ark. tarafından 1992 yılında HLA-
B*27 tiplemesi için uyarlanmıştır44. PCR-SSP 
yönteminde kullanılan primer çiftlerinden birisi 
HLA-B*27 alleline yani sekansa spesifik, diğer 
primer ise HLA-B allellerinin tamamına spesifiktir 
(generic primer). Çalışmamızda B*27’ye spesifik 
ikinci bir primer (HLA-B*27 antisense primer 2, 5’-
TCTCGGTAAGTCTGTGCCTT-3’) kullanılarak  
daha fazla sayıda HLA-B*27 allelinin tanımlanması 
sağlanmıştır. Bununla birlikte, kullandığımız 
primerlerin HLA-B*27 allelerininin tamamını 
tanımlamaları mümkün değildir. 

PCR-SSP yöntemi uygulayarak yapılan testlerden 
doğru sonuç elde edilmesi yöntemin spesifitesine 
bağlıdır. PCR-SSP’nin spesifitesi ise kullanılan PCR 
tamponu, primer dizisinin GC oranı, kullanılan 
primerler, polimeraz ve bu enzimin kofaktörü olan 
Mg2+ konsantrasyonu, genomik DNA 
konsantrasyonu ve annealing sıcaklığı gibi birçok 
faktörden etkilenmektedir45. Çalışmamızda bütün bu 
faktörler optimize edildi. PCR reaksiyonunda 
kullanılan genomik DNA konsantrasyonu uygulanan 
dilüsyonlarla 100 ng/µl’den 20ng/µl’ye kadar, 10 
ng/µl aralıklarla düşürülüp hazırlanan her bir 
konsantrasyon düzeyi için PCR reaksiyonu 
gerçekleştirildiğinde, optimum DNA 
konsantrasyonunun 20 ng/µl ila 50 ng/µl arasında 
olduğu belirlendi. PCR reaksiyonlarında kullanılan 
primer çiftlerinin düşük konsantrasyonda 
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kullanımının primer dimerizasyonunu önlediği 
bilinmektedir. Çalışmamızda başlangıçta, HLA-B*27 
primerlerinin her birinin konsantrasyonu 10 pmol, 
internal kontrol primer çiftlerinin konsantrasyonu 
ise 5 pmol olarak kullanılmış ve konsantrasyon 
kademeli olarak düşürülmüştür. Bu denemeler 
sonunda HLA-B*27 ve internal kontrol 
primerlerinin konsantrasyonu 2.5 pmol’e 
düşürüldüğünde dimerizasyon oluşumunun 
minimum düzeye indiği görülmüştür. PCR 
reaksiyonlarında en önemli etkenler Mg2+ 

konsantrasyonu ve annealing sıcaklığıdır. 
Çalışmamızda, Mg2+ konsantrasyonu ve annealing 
sıcaklık ve sürelerinin belirlenmesi için yapılan çeşitli 
denemeler sonunda, Mg2+ konsantrasyonu 2 mM, 
annealing sıcaklık ve süreleri ise Tablo 2 verildiği 
gibi uygulandığında spesifik ve oldukça belirgin 
bantlar elde edildi.  

Farklı HLA antijenlerinin tek bir antikor tarafından 
tanınması HLA antijenleri arasındaki çapraz 
reaksiyonlar olarak bilinmektedir. Çapraz 
reaksiyonlar, farklı HLA antijenlerinin aminoasit 
dizilerindeki ortak bölgelerden kaynaklanır. Bazı 
HLA antijenleri benzer epitoplara veya benzer 
aminoasit polimorfizmine sahip olabilmektedirler. 
HLA-B27 antijeni HLA-B7, B12, B13, B16, B17, 
B22, B37, B40, B41, B42, B47 ve B48 antijenleri ile 
ortak epitoplara sahip olduğu için, HLA-B27 antijeni 
ile reaksiyon veren antikorlar, bu HLA antijenleri ile 
de reaksiyon verebilmektedir46. Bu nedenle 
lenfositlerin yüzeyinde HLA-B27 ile çapraz 
reaksiyon veren bu antijenleri eksprese eden 
bireylerde HLA-B27 antijeni bulunmasa dahi CDC 
ya da FCM yöntemiyle yanlış pozitif sonuçlar elde 
edilebilmektedir. Çalışmamızda PCR-SSP ticari 
kitleri ile HLA-B*27’si pozitif olarak saptanan 119 
ve negatif olarak saptanan 446 olgunun tamamında, 
optimize ettiğimiz yöntemle de birebir uyumlu ve 
aynı zamanda HLA-B*27 alleli ile çapraz reaksiyon 
verdiği 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 
sonuçlarının negatif olarak belirlenmesi, 
geliştirdiğimiz kitin çapraz reaksiyonları ekarte 
ettiğini göstermektedir. Ayrıca, yaptığımız maliyet 
analizinde tarafımızdan optimize edilen laboratuvar 
yapımı PCR-SSP kitinin ticari kitlere göre en az 50 
kat daha ucuz olduğu görüldü. Sonuçlarımız, 
geliştirdiğimiz kitin güvenilir, ekonomik ve rutin 
kullanıma uygun olduğunu bundan dolayı da doku 
tipleme ve/veya genetik laboratuvarlarında AS ve 

diğer spondiloartropatilerin tanısında güvenle 
kullanılabileceğini göstermektedir. 
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