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Colyak hastaligi 6n tanisi almis bireylerde HLA-DQ2
ve HLA-DQ8 genotip sikliklari
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prediagnosed as Celiac disease
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Ozet

Amag: Colyak hastaligi yaygin, ailesel, otoimmiin bir gastroin-
testinal hastaliktir. Bu durum, bugday, cavdar ve arpada bulunan
diyetteki protein glutene karsi hassasiyetten kaynaklanir. Colyak
hastaligi insan |6kosit antijenleriyle (HLA) glicli bir genetik ilis-
kiye sahiptir. Colyak hastaligi icin birincil duyarlilik genotipi HLA-
DQA1*05 ve DQB1*02'den olusan HLA-DQ2'dir, vakalarin geri
kalan kismi HLA-DQA1*03 ve DQB1*03:02'den olusan HLA-DQ8
ile iligkilidir. Bu calismanin amaci, Malatya ilinde ¢olyak 6n tanisi
almis cocuk hastalarda DQ2 ve DQ8 genotiplerinin sikhigini aras-
tirmaktir.

Gereg ve Yontem: 578 bireyden (338 kadin/240 erkek) DNA 6rnek-
leri HLA-DQAT1 ve DQB1 icin SSP-PCR yontemine gore genotiplen-
mistir.

Bulgular: 578 olgunun 304'Unde (%52.59) HLA-DQ2, 86'sinda
(%14.87) HLA-DQS8, 28'inde (%4.84) HLA-DQ2 /DQ8 tespit edilmistir
ve 160 hastanin ise (%27.68) DQ2 veya DQ8 genotiplerinden her-
hangi birine sahip olmadigi gortlmustir. En sik rastlanan alleller
DQA1*05 (%76.64) ve DQB1*02 (%61.41) olarak belirlenmistir.
Sonug: Sonug olarak; caismamizdaki DQ2/DQ8 genotiplerinin sik-
liklarinin, literatdr ile benzer oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Colyak hastaligr; HLA-DQ2; HLA-DQS8.

olyak hastaligi (CH); bugday, arpa, cavdar ve yulaf gibi

tahillardaki glutene karsi intoleransin oldugu bireylerde
gorulen, ince barsagin malabsorbsiyonu ve mukozal hasarina
gore karakterize edilen yaygin bir poligenik ve multifaktoryel
bozukluktur."? Gluten duyarli enteropati olarak da isimlen-
dirilen CH, insandaki en yaygin besin duyarli entropatidir ve
kronik otoimm{in gastrointestinal bir hastaliktir.2>! CH'nin ge-
nellikle cocukluk caginda basladigi varsayilmakla birlikte, son

Abstract

Introduction: Celiac disease is a common, familial, autoimmune gas-
trointestinal disease. It is caused by sensitivity to the dietary protein
gluten, which is present in wheat, rye, and barley. Celiac disease has
a strong genetic association with human leukocyte antigens (HLA).
The primary susceptibility allele for Celiac disease is HLA-DQ2 which is
composed of HLA-DQA1*05 and DQB1*02, rest of the cases is related
to HLA-DQS8 that is composed of HLA-DQA1*03 DQB1*03:02. The aim
of the present study was to investigate the prevalence of the DQ2 and
DQ8 genotypes in children with prediagnosed as celiac disease in city
of Malatya, Turkey.

Methods: DNA samples from 578 individuals (338 female, 240 male)
were genotyped for HLA DQA1 and DQB1 based on SSP-PCR method.
Results: Among the 578 cases, 304 (52.59%) had the genotype HLA-
DQ2 and 86 (14.87%) had HLA-DQ8, 28 (4.84%) had HLA-DQ2/DQS8,
and 160 (27.68%) did not have any of these genotypes. The most
common alleles in children genotyped for in Malatya were DQA1*05
(76.64%) and DQB1*02 (61.41%).

Discussion and Conclusion: In conclusion, the frequencies of the
DQ2/DQ8 genotypes in our study are similar to those reported in
Turkey, previously.
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zamanlarda yetiskinlerde de gelisebildigi 6ne surllmektedir.
61 CH klasik, atipik, sessiz ve latent gibi farkli klinik formlarda
bulunabilir.®! CH'nin prevalansi asemptomatik hastalarin cok
saylda olmasi nedeniyle tam olarak tahmin edilememektedir.
7} Genel poptlasyondaki CH prevalansi yaklasik 1:250 olarak
bildirimistir. Bati Glkelerinde ise CH'da semptomik vakalarin
asemptomatik vakalara orani 1:5-1:7 civarindadir.*” Hasta-
hgin gelismesi cevresel, genetik ve immiuinolojik faktorler ta-
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rafindan belirlenmektedir.'*67) Hastaligin molekdiler temeli
heniiz ¢cok agik olmamasina ragmen, molekiler mekanizma-
nin insan lokosit antijeni (Human Leucocyte Antigen; HLA)
molekdllerine gluten peptidlerin baglanmasini ve sonrasinda
T hicreler tarafindan spesifik olarak tanimayi iceren bir dizi
imm{inolojik reaksiyonun baslamasini icerdigi dustintilmekte-
dir.® Bu nedenle CH'nin genetik olarak yatkin olan bireylerde
ortaya c¢ikan, T hiicre aracili bir hastalik oldugu sonucuna va-
rilmaktadir.? Aile ve populasyon calismalari CH ve 6. kromo-
zom lzerinde yer alan HLA-DQ lokusundaki genler arasinda
cok gugli bir iliski oldugunu géstermistir.2*'® “The European
Genetic Cluster on Celiac Disease” de dogrulandigi gibi CH ¢o-
gunlukla HLA-DQ2 (HLA-DQA1*05, DQB1*02 allellerince kod-
lanan) pozitif bireylerde gelisirken, kalan hastalarin ¢cogu ise
HLA-DQ8 (DQA1*03, DQB1*0302) molekdllerini ifade etmek-
tedirler.2""'2 CH ile iliskili oldugu distintilen s6z konusu HLA
heterodimerlerinin alfa zinciri, HLA-DQA1 genleri tarafindan
kodlanirken, beta zinciri ise HLA-DQB1 genleri tarafindan kod-
lanmaktadir."™® DQ2 heterodimer varligi CH'na sahip kisilerin
%90'Inda gorulurken, genel populasyonda ise %30-40 oranin-
da gorilmektedir.'*"*THLA-DQ2 olmaksizin yalnizca HLA-DQ8
heterodimerlerine sahip bireylerin ise %3-8'inde CH goriilebil-
mektedir.'® HLA-DQ2 ve HLA-DQ8 negatif bireylerde ise CH
gelismesi son derece nadirdir.®''” Buna ek olarak, komplike
GH'na sahip hastalar arasinda HLA-DQ2 genotipi ile birlikte
HLA-DQB1*02 allelinin homozigotlugunun artmis bir frekansi
oldugunu belirten calismalar bulunmaktadir.'>'® Belirlenen
guclu iliski nedeniyle cogu merkezde HLA tipleme, CH icin
genetik bir test olarak rutin olarak kullanilmaktadir."! Ancak
HLA gruplarinin (DQ2 ve DQ8 genlerinin) frekansi/prevalansi
farkli populasyonlarda 6nemli dlctide farkli olmasi nedeniyle
bu genlerin tanidaki kullanimi da populasyonlar arasinda de-
gisiklik gosterebilir®®'® CH icin HLA testinin tani koymadaki
Onemi tam olarak belli olmamasi gercegine ragmen genellikle
kesin olarak belirlenmemis vakalarin tanimlanmasina yardim-
ai olabilecedi distiniilmektedir."!

Bu retrospektif calisma ile (Megiorni ve ark. tarafindan sunulan
HLA nomenklatiriine uygun olarak) HLA-DQ2/DQ8 tiplemesi
yapilan CH'dan elde edilen verilerin degerlendirilmesi amac-
lanmistir.

Gereg¢ ve Yontem

Bu calisma, 2014-2016 tarihleri arasinda, ¢olyak on tanisi ile
inéni Universitesi, Turgut Ozal Tip Merkezi, Genetik Hastalik-
lar Tani Merkezi'nde HLA tiplendirme testi yapilan (338 kiz/240
erkek) hastayr kapsamaktadir. Hastalarin yaslari 1-17 arasinda
degismektedir. Genomik DNA, 2 ml priferik kandan otoma-
tik DNA izolasyon cihazi ile izole edilmistir (Qiagen BioRobot
EZ1). Bu calismada, farkh alt tipleri ile birlikte HLA-DQA1 ve
HLA-DQB1 allelleri tiplendirilmistir. Bunun icin diziye 6zg pri-
mer-polimeraz zincir reaksiyonu (Sequence Specific Primers
-Polymerase Chain Reaction, SSP-PCR) yontemi kullaniimistir
(Olerup SSP AB, Sweden). islemler iireticinin belirledigi protole
gore yapilmis olup kisaca, her hasta icin 18 farkli primerin bu-

lundugu kuyucuklara 5 pl dH20, 3 ul mix, 0.08 ul Tag DNA poli-
meraz ve 2 ul DNA eklenmistir. PCR kosullari ise, 94°C'de 2 dk (1
dongu), 94°C'de 10 sn, 65°C'de 60 sn (10 dongi), 94°C'de 10 sn,
61°C'de 50 sn, 72°C'de 30 sn (20 dongu) seklinde ayarlanmistir.
PCR reaksiyonu sonunda elde edilen PCR Urinleri %2’lik aga-
roz jele ylklenmis ve 110 voltta 20 dk ytruttlmustdr. Bu siire
sonunda ise jeller UV isik altinda analiz edilmistir. Analiz so-
nuclart DQA1*05 ve DQB1*02 allellerine sahip bireylerin DQ2
genotipini tasidiklari ve DQA1*03 ile DQB1*03:02 allellerini
taslyan bireylerin ise DQ8 genotipine sahip oldugu seklinde
yorumlanmistir. DQA1*05, DQB1*02, DQA1*03, DQB1*03:02
allelleri disinda ayrica DQA1*02:01, DQB1*04, DQB1*06 allel-
lerinin tespiti de gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada allellerin
homozigotluk durumu arastirilamamistir. Genotip ve allel fre-
kanslari icin tanimlayici istatistiksel dl¢ttler kullanilmistir, sayi
ve yuzde olarak ifade edilmistir.

Bulgular

Calismamizin sonuclarina gore 578 hastanin DQ2 ve DQ8 allel
frekansi belirlenmistir (Tablo 1). 578 hastanin 304'U (%52.59)
yalniz HLA-DQ2 genotipine sahip iken 86'sinin (%14.87) yalniz
HLA-DQ8 genotipine sahip oldugu belirlenmistir. 28 (%4.84)
hastaise HLA-DQ2 ve DQ8'in birlikte varligi tespit edilirken, 160
(%27.68) hastanin ise bu genotiplerden herhangi birine sahip

Tablo 1. Colyak on tanisi alan hastalardaki genotip dagilimlari

n=578
Genotipler Sayi Yiizde
DQ2 304 52.59
DQs8 86 14.87
DQ2/DQ8 28 4.84
DQ2/DQ8 negatif 160 27.68

n: Hasta sayisi.

Tablo 2. Colyak 6n tanisi alan hastalardaki Allel dagilimlari

n=578
Allel Sayi Yiizde
HLA-DQA1
DQA1%*02:01 112 19.37
DQA1*03 151 26.12
DQA1*05 443 76.64
HLA-DQBT1
DQB1*02 355 61.41
DQB1*03:02 119 20.58
DQB1*04 36 6.22
DQB1*06 12 2.07

n: Hasta sayisi.
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olmadigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore hastalarin biytk
¢ogunlugunda olmasi beklenen ve hastaligin ortaya ¢ikma-
sinda 6nemli katkisinin oldugu belirtilen HLA-DQA1*05 alleli
ise %76.64 frekansinda tespit edilmistir. Sirasiyla tespit edilen
diger alleller ise 355 (%61.41) hastada DQB1*02, 151 (%26.12)
hasta DQA1*03, 119 (%20.58) hastada DQB1*03:02 olarak be-
lirlenmistir. Malatya ilindeki ¢olyak 6n tanisi alan cocuklarda
en yaygin olarak gortlen allel ise DQA1*05 ve DQB1*02 olarak
belirlenmistir. Colyak hastaligi ile iliskili olan diger alleller ise
DQA1*02 (%19.37), DQB1*06 (%2.07) ve DQB1*04 (%6.22) ola-
rak belirlenmistir (Tablo 2).

Tartisma

Colyak hastaliginda genotip belirlenmesi, hastaliga yatkinli-
gin ve hastaligin ilerleyisinin tahmininde yardimcidir." Col-
yak hastaliginda, DQ2 major yatkinhk faktoriiyken, DQS8 ise
DQ2'den bagimsiz olarak kiictk bir risk eklemektedir. Gluten
epitoplari, DQ2 ve DQ8 tarafindan secilerek ¢dlyak hastaligina
sahip hastalarin barsak T hiicreleri tarafindan taninmaktadir.
021 iteratur bilgileri 1siginda yapilan HLA-DQ2 ve DQS8 tiplen-
dirmesi sonucunda ulasilan sonuclara gére CH 6n tanisi alan
hastalarimizin %52.59'u DQ2 genotipine sahipken %14.87’si
DQ8 genotipine sahiptir. Bizim sonuclarimizdan farkh olarak
Kuloglu ve ark.nin Glkemizde yaptidi ¢dlyak hastaligina sahip
75 ¢ocugun HLA tiplemesi sonuclarina gore ise bu hastalarda
DQ2 prevalansi %84.7 olarak tespit edilirken, DQ8 ise %15.3
olarak belirlenmistir.®® Bu calismadaki DQ2 oranlari bizim
calismamizin sonuclarindan yulksek olarak bulunurken, DQ8
oranlari ise bizim ¢alisma sonuglarimiza yakin olarak bulun-
mustur. Turkiye'de yapilan bir baska calismada ise Tlysiz ve
ark. ¢olyak hastaligina sahip 55 ¢ocukta en yuksek preva-
lansa sahip allelleri DQ2 heterodimerini olusturan DQB1*02
(%64.5) ve DQAT*05 (%51) olarak tespit etmislerdir. Bu alleleri
ise sirasiyla DQ8 heterodimerini olusturan DQA1*03 (%16.4)
ve DQB1*03:02 (%17.3) takip etmistir."” Tuyslz ve ark.dan
farkh olarak bizim calisma sonuclarimiza goére en fazla gori-
len alleller arasinda ilk sirayr DQA1*05 (%76.64) almaktadir.
Buna ek olarak DQ8 goriilme siklidi, adi gecen calismanin
sonuclarindan daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Timer ve
ark.nin ¢alismalarinda, ¢olyak hastaligina sahip 33 ¢ocugun
HLA tiplemesi sonucuna gore DQ2 genotipinin orani bizim
calismamizin sonuglarina yakin olarak, %52 olarak tespit
edilmistir."® Ulkemiz disinda 2010 yilinda Walkowiak ve ark.
nin Polonya'da yaptigi bir calismanin sonuglarina gére genel
populasyonda HLA-DQ2 %28.5 olarak tespit edilirken, HLA-
DQ8 ise %10 olarak tespit edilmistir.™ Brezilya'da yapilan bir
calismada 73 vaka arasindan 50'si (%68.5) DQ2 genotipine sa-
hipken, 13 vakanin ise (%17.8) DQ8 genotipine sahip oldugu
rapor edilmistir. Hastalarin 5'i (%6.8) ise DQ2+DQ8 genotipi-
ne sahip iken 5 vaka bu genotiplerden hicbirini tasimazken,
DQB1*02 en sik allel olarak bulunmustur (%94).'% Célyak has-
taligina sahip 19 bedevi ailesinde yapilan HLA DQA1-DQB1
genotiplemesi sonucunda 4 hastada DQ8 genotipi gordlir-
ken, 9 hastada hem DQ2 hem DQ8 genotipi gorilmistir ve 4

hastada ise DQA1*05 olmaksizin DQB1*02'den bir kopya bu-
lunmaktadir.™ Cintado ve ark.nin 22 Kibali ¢olyak hastasinda
yaptigi calismada DQA1*0501 sikhdi %86.3 iken, DQB1*02
%90.2 ve her iki allelin birlikteligi (DQ2) ise %86.3 olarak tes-
pit edilmistir.2% Megiorni ve ark. tarafindan 437 Colyak hasta-
sinin %91'inin DQ2 ve/veya DQ8 heterodimerlerinden birini
tasidigr tespit edilmistir."" Bir baska calismanin sonuclarina
gore ise hastalarin %64'G DQ2 (a5B2) heterodimerini tasir-
ken, %13.5'i ise yalnizca DQ8 heterodimerini tasimaktadir.
Bununla birlikte hastalarin %95'inde DQB1*02 alleli oldugu
tespit edilmis ve bu allelin homozigot olarak bulunmasinin
bir artmis risk ilerlemesine neden olabilecegi vurgulanmistir.
051 Bu calismaya benzer sekilde sayisiz calismada DQB1*02
homozigotlugunun, genellikle hastaligin artmis riski ve daha
agresif formlariile iliskili olabilecegi dogrulanmistir.'3! Alarida
ve ark. ¢Olyak hastaligina sahip 31 Libyali cocugun DQ2 ve
DQ8 genotiplemesini yapmis ve ¢alismanin sonuglarina gore
DQ2, 32 homozigot genotipi %32 oraninda saptanirken, DQ2
heterozigot %52 oraninda tespit edilmistir. Yalnizca DQ8 ge-
notipi ise %3 oraninda olarak kaydedilmistir.”’ Bunlarin disin-
da Megiorni’'nin bir derlemesinde, ¢olyak otoimmunitesinin
ozellikle DQ2, DQ8 ve DQB1*02 allelerinin homozigotlugu
durumlarinda ortaya ¢iktiginin aile ¢alismalarinda gosteril-
digi vurgulanmistir.’® Bizim calismamizda ise HLA tipleme
metodumuz ve kitlerimiz homozigotluk analizi tespit etmeye
uygun olmadigindan ¢alismamizda rapor edilememistir.

Sonug

Cahsmamizdaki DQ2/DQ8 genotip ve allel dagihm oranlari
Ulkemizde yapilan calisma sonuclariyla daha fazla benzerlik
gostermektedir. Colyak hastaligi cevresel ve genetik etkiler
altinda ortaya cikabilen multifaktoriyel bir hastaliktir. Colyak
hastaligi; HLA genleri ve kronik inflamatuar hastalik arasindaki
iliskinin incelenmesi icin 6nci bir model olusturmaktadir. An-
cak bu iliskinin farkli toplum, irk ve etnik gruplara gore degi-
siklikler gosterebilecegi unutulmamalidir.

Cikar catigsmasi: Bildirilmemistir.
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