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OTIZM ILE ILISKILi HLA ALELLERININ PCR-SSP YONTEMI

ILE ARASTIRILMASI *

Behiye ALYANAK*, Fatma OGUZ**, A. Sarper DILER**, Tilay AYNA*#,

Nahit MOTAVALLI*, Mahmut CARIN®#*

OZET

Bu ¢aligmanin amaci Otistik Bozukluk ile HLA iligkisini DNA diizeyinde belirlemektir. Sero-
lojik yontemle saptanan HLA-DR4, -DR 14, -B57 antijenlerinin PCR-SSP yéntemiyle altgrup-
lan1 aragtirildi. Otizm ile DRB1#1407 aleli iligkili bulundu. Ayrica klinik parametrelerden sa-
dece kendine zarar verici davranigla ilgisi oldugu 6nceki ¢aligmada saptanan (p=0.0006) HLA-
DR14'tin DRB1*¥1407 alelinin otistik olgularda kontrollere gére daha anlamli bulunmasi
(p=0.02) kendini tanima, kendine yonelik yikict davraniglar ve otoimmiin siireglerle iligkili
olabilecegini diiglindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Otizm, HLA alelleri

SUMMARY

Investigation of autism related hla alleles with pcr-ssp technique. The aim of the study was to
investigate the relation of autism with HLA in DNA level. HLA-DR4, DR14 and B57 serolo-
gically detected antigens were analysed with PCR-SSP technique. DRB1*1407 allele was fo-
und to be related with autism. As HLA DR14 was found to be related to significancee of
DRB1*1407 allel with respect to controls (p=0.02) led us drive the suggestion that this may

have relations with self-destructive behavior and autoimmune processes.
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GIRIS

Otistik bozuklugun etiyopatogenezinde im-
miin yetersizlikle ve/veya otoimmiin meka-
nizmalarla iligkili bir immiin sistem disregii-
lasyonunun rolii oldugu bilinmekte ©; bu du-
rum kismen, 6. Kromozomun kisa kolu iize-
rindeki HLA-B'den HLLA-DR'ye uzanan bol-
gedeki genler ile iligkili goriilmektedir, HLA-
B44-SC30-DR4 haplotipinde siklik ve HLA-
DRB1'in iiglincii hipervariable (¢cok degigken)
bolgesi ile otizmi belirleyici gen/genler iligki-
si One siirtilmiistiir. Otistiklerde C4B geni
aleli yoklugu, genis (extended) haplotip B44-
SC30-DR4 daha sik goriildiigii @ ve HLA-
DRB1* 0401/0404 genotipinin %46 otistik
olguda bulunmasi ® dikkat ¢ekici olmustur,

Bu calismada, 3-15 yasglar1 arasinda DSM-
IV'e gore otistik bozukluk tanis1 alan, HLA
smif I ve sinif II antijenlerine bakilmig 92 ol-

gudan 24'tinde yiiksek siklikta ve klinik
ozelliklerle iligkili olan DR4 ve B57 (17) an-
tijenlerinin PCR-SSP yo6ntemi ile genotiple-
mesi yapilmast ve hangi alel alt tiplerinin
otizm ile iligkili oldugunun aragtirilmasi
amaclandi.

Ayrica klinik parametrelerden sadece kendi-
ne zarar verici davranigla ilgisi oldugu 6nce-
ki ¢aligmada saptanan (p=0.0006) () HLA-
DR14'tin kendini tanima, kendine yonelik
yikict davraniglar ve otoimmiin siireglerle
iligkili olabilecegini diiglinerek otistik olgu-
larda DR14 alt gruplar1 saglikli kontrollerle
kargilagtirilarak aragtirilda.

Boylece etnik ve cografi farklara gore degi-
siklikler gosterdigi bilinen (P HLA doku tip-
lerinden bir 6nceki ¢calismada 6zellikli sapta-
digimiz antijenlerin kodlandigi gen bolgele-
rini aragtirmayi istedik.
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" MATERYAL ve METOD
1. Olgular

Bu aragtirmada incelenen olgular yaygin ge-
lisimsel bozukluklar ve gocukluk ¢ag1 psiko-
tik bozukluklarinin takip ve tedavisinin yii-
riitiildtigii, Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Psi-
kiyatrisi Anabilim Dali Otistik-Psikotik Bo-
zukluklar Poliklinigi'nde ve Egitim Gru-
bu'nda izlenen hastalar arasindan se¢ilmigdi.
Aragtirmanin amact ve uygulanan iglemler
anababalara anlatilarak ¢aligmaya katilmak
isteyenlerin onaylart alindi. Caligmaya ali-
nan 92 otistik olgudan DR4,DR14, B17 anti-
jenleri bulunan toplam 24 olgu ile ¢aligild1.
Olgularin 8'inde B17(57), 16'sinda DR4,
6'sinda DR14, birinde B17(57) ve DR14, iki
olguda ise DR4 ve DR14 birlikte ¢aligildi.
DR4 ve DR14 allelerini tagtyan saghkli 20
kisi kontrol olarak alindi. DRB1*14 (n=7)
ve DRB1#04 (n=13) alellerinin alt tiplemesi
yapild1.

2. Gerecler

C) HLA tayini: Aragtirmaya alman olgularin
HLA tayinleri Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dalit DNA laboratuvarin-
da gergeklestirildi.

Kandan DNA izolasyonu:

450 ul EDTA'l1 kan 6rnegi 2 ml'lik ependorf
tiiplerine aktarildr. 450 pl %12'lik DTAB ¢6-
zeltisi eklendikten sonra hafifce karigtirtla-
rak 68°C'deki su banyosunda 5' bekletildi.
900 pl kloroform eklendi ve karigtirildiktan
sonra 10.000 rpm'de santrifiij edildi. Super-
natant CTAB soliisyonu igeren 1.5 ml'lik
ependorf tiip i¢ine aktaridi ve hafifge karis-
tirtlarak 10.000 rpm'de 2' santrifiij edildi.
Pelet tizerine 300 pl 1.2 M NaCl eklenip ka-
ristirildiktan sonra 750 pl %99.5'luk etanol
eklendi ve hafifge calkalanarak DNA iplikle-
rinin goriiniir hale gelmesi saglandiktan son-
ra 13.000 rpm'de santrifiij edildi. Pelet tizeri-
ne 1000 pl %70'lik etanol eklenerek 13.000
rpm'de santrifiij edildikten sonra siipernatant
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atild1. Peleti igeren tiipiin i¢ kisminda kalan
alkol damlaciklari steril bir ekiivyon yardimi
ile pelete degmeden alind1, Pelete 50 pl
kadar dH,O eklenerek 30 sn. kadar karigtiri-
lip tamamen ¢dziinmesi saglandi 4 izole
edilen DNA orneklerin safligi ve konsant-
rasyonu spektrofotometrede 260/280 dalga
boylarinda okunarak saptandi. DNA rnek-
leri -20°C'de saklandu.

Diziye ozgii primerler (SSP) ile PCR
amplifikasyonu

Diziye ozgii primer seti:

Caligmamizda DRB1*04 ve DRB1*14 alel-
lerini belirleyebilmek amaciyla DYNAL fir-
masindan saglanan diziye 6zgii primer setle-
ri kullanildi. Her set igindeki her bir primer
soliisyon hem alel ve grup spesifik primer
hemde internal kontrol primer ¢iftlerini iger-
mektedir.

1- B17 gen bolgesinin kodladig: antijenle-
rinden birisi olan B57 antijeni ile iligkili
olan bu gen bolgesinin aragtirilmast amacty-
la B17 igin hazirlanmug primer seti kullanil-
maktadir. 5', 3' primerlerini igeren set ile
B#*5701 ve B*5704 tanimlamasi i¢in 8 ayr1
PCR reaksiyonu yapilir. PCR {irlinlerinin
uzunluklar1 85-240 bp arasinda olup, inter-
nal pozitif kontrol primeri ile human growth
hormon geninin 1070bp'lik segmenti ampli-
fiye olur.

2- DRB1*04 primer seti ile DRB1#1401'den
DRB1#1430 kadar olan alelleri tanimlaya-
bilmek igin 16 ayri PCR reaksiyonu yapilir.
PCR iiriinlerinin uzunluklart 100-260 bp
olup, internal pozitif kontrol primeri ile hu-
man growth hormon geninin 429 bp'lik seg-
menti amplifiye olur

3- DRB1%14 primer seti ile DRB1401'den
DRB1*1430 kadar olan alelleri tanimlaya-
bilmek igin 16 ayri PCR reaksiyonu yapilir.
PCR iiriinlerinin uzunluklar1 100-260 bp
olup, internal pozitif kontrol primeri ile hu-
man growth hormon geninin 429 bp'lik seg-
menti amplifiye olur.
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Thermocycler'dan alinan PCR iiriinleri
%2'lik agaroz gelde (110 V, 15 dk.) yiiriitiil-
diikten sonra UV altinda incelendi ve fotog-
raf ile goriintiilendi (©),

Istatistik Degerlendirme: Istatistiksel anlam-
Lilik x? testi ve gerektiginde Fisher'in
"exact" testi kullanilarak yapildi. P<0.05 an-
laml1 deger olarak kabul edildi.

BULGULAR

Onceki galismada 92 olgudan olusan calig-
ma grubu ile 195 saglikli bireyden olugan
kontrol grubu kargilagtirilmistir. Istatiksel
anlamlt bulunanlar HLA-DR4 (P=0.04),
DR14 (p=0.01), HLA-B57 (p=0.02) oldu.
Bu antijenlerde rolatif riske de bakild: ve
yiiksek oldugu ve klinik 6zelliklerle iligkili
goriildiigii i¢in bu antijenlerle baglantilt olan
gen bolgeleri PCR-SSP yontemi ile arastiril-
d1 (Tablo 1).

HLA-B44, calisma grubunda %17.4, kontrol
grubunda %17.5 oranindaydi (p=1). Otistik
olgularla normaller arasinda bir fark bulun-
madi.

Calisma grubunda 2 olguda HLA B44 ve
DR4 birlikte bulunurken (%?2); kontrol gru-
bunda 16 olguda (%8) bulundu.

92 olguda HLA-DR grubu antijenlerin varh-
g1 ile klinikte 6zellikli parametrelerin; hami-
lelikte kanama, hareketlilik, kendine zarar

verici davranis, otitis media arasindaki ilis-
kiler anlamli bulundu (Tablo 2).

Bu ¢alismada ilgili antijenleri tasiyan olgu-
larda PCR-SSP yontemi ile DRB1%*04,
B*17, DRB1*14 alellerine bakildi. Olgula-
r1n 6'inde B17, 13'sinda DR4, 7'sinda DR14
ve DR14, iki olguda ise DR4 ve DR14 bir-
likte B57 antijeni tasiyan otistik olgulara
DNA diizeyinde alt tipleme yapildiginda bu
olgulardan iki tanesinde B*5801, dort tane-
sinde B*5701 aleli saptandi (Tablo 3),

Saglikli kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
DRB1*04 allelerinde istatistiksel olarak an-
lamlilik goriilmedi.

DRB1#1401 alleli ile otizm arasinda negatif
bir iligki saptanirken (p=0.02, OR=0.02,
%95 giiven aralig1i=0.001-0.5); DRB1*1407
aleli ile pozitif bir iligki bulundu (p=0.02,
OR=3.3, %95 giiven araligi=1.3-8.3).

TARTISMA

Calismaya alinan 92 otistik olgudan DR4,
DR14, B17 antijenleri bulunan 47 sinin ¢a-
lismaya alinmas1 planlanmugti ancak polikli-
nik takibini stirdiiren 24 olgu ile bu ¢aligma
tamamlandi. Olgularimizda en sik saptanan
alel DR4 idi. 16 Olguda DRB1*04 alelleri-
nin alt gruplarimi inceledigimizde
DRB1#*0402 ve 0403 alellerinin yiiksek sik-
Iikta oldugunu saptadik.

Tablo 1. Olgularin HLA tiplerinin normallerle karsilagtiriimasi

Otistik Grup Normal Kontroller SD X2 p Relatif
Risk
(%) n=92 (%) n=195

HLA-B44 17.4 16 17.5 34 1 0 1

HLA- B57 14.1 13 2 4 - Fisher 0.0001* 4,547

HLA-DR4 19.5 18 32.8 64 1 475 0.02 0.49

HLA-DR6 21.7 20 8.7 17 1 8.31 0.002% 2.90

HLA-DR14 9.7 9 2.5 5 - Fisher 0.01 4,12
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Tablo 2. Ozellikli bulunan HLA antijenlerinin klinik bulgularla iligkisi

KLINIK OZELLIiK n HLA n % P X2

Hamilelikte kanama 9 B44 4) 44 4 0.036 Fisher

DR6 @) 44.4 0.025 Fisher

Hareketlilik (aktivite/pasivite) 74 DR4 (11 14.8 Fisher
0.028

Kendine zarar verici dav. 41 DR6 (16) 39.0 Fisher
0.056

Otitis media geéme 39 DR4 (12) 30.7 0.055 Fisher

A3 14 35.8 0.004 Fisher

Warren ve arkadaglari otistik cocuklarla yap-
tiklar1 benzeri bir ¢galismada, DRB1 alelleri-
ni PCR-RFLP yontemi ile arastirmig ve bu
aleller ile otizm arasinda kuvvetli bir iligki
ortaya koymugtur (10), Bu grup i¢inde 6zel-
likle DRB1*0401 ve 0404 alellerinin yliksek
siklikta oldugunu gostermislerdir. Bu arasti-
ricinin bagka bir ¢alismasinda MHC genle-
rinden birisi olan II.sinif HLA gen lokusun-
dan DRB1 alelleri ile IIT. Sinif HLA gen lo-
kusundan C4B kompleman geni otistik olgu-
larda aragtirmig, C4B null alel ile DRB1 ale-
lerinin belirgin olarak arttigini saptamiglar-
dar (D,

Bagka bir ¢aligmada 22 otistik olguda B44-
SC30-DR4 haplotip sikligimin yiiksek oldu-
gu goriilmiistir @, HLA-B44-SC30-DR4
haplotipinde siklik ve HLA-DRB1'in iigiincii
hipervariable (¢ok degisken) bolgesi ile otiz-
mi belirleyici gen/genler iligkisi 6ne siiriil-
miistiir ®), Biz olgularimizda bu haplotipe
igaret edebilecek HLLA-B44 ve DR4 birlikte-
ligini kontrol grubuna gore daha az siklikta
saptadik. Biri agir hiperaktif olan 2 olguda
B44 ve DR4 birlikteligi bulduk. Ancak biz
kompleman bakmadigimiz icin bu olgularda
belirtilen haplotipin olup olmadigini bilemi-
yoruz,

Otistik olgu populasyonunda en yiiksek rola-
tif risk (7 gosteren HLA-B57 antijeninin
IgA eksikligi ile iligkili oldugu bildirilmistir.
IgA eksikliginde sik goriilen B57-SC61-
DR7 extended haplotipine 40 otistik olgu-

Tablo 3. Olgularin HLA alelleri

Hasta - HLA alelleri

No

1 DRB1*0407

2 B #5801

3 B #5801

4 DRB1#0404

5 B #5701

6 DRB1*0403

7 DR*1407

8 DR*1425

9 DRB1#04052

10 DRB1#04052

11 DRB1#0402, DRB1*1407
12 DRB1#0402

13 DRB1#%1407

14 DRB1*0403, DRB1*1407
15 B #5701

16 DRB1*0403

17 B#*5701

18 B#*5701

19 DRB1*0402

20 DRB1*1407

21 DRB1*0402

22 DRB1*0403

23 DRB1#0402

24 DRB1*1401

nun 3'iinde rastlanmgtir. Bu olgularda serum
IgA diizeyi oldukga diigiik bulunmugtur .

Bir 6nceki ¢calismamizda serolojik yontemle
HLA-B57 antijeni tagiyan 6 olguda B17 pri-
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merleri kullanarak PCR-SSP yontemiyle alt
grup incelemesini yaptigimizda, olgularin
4'iinde B*5701, ikisinde ise 5801 alelerini
bulduk; bu gekilde 2 olguda serolojik olarak
hatal tipleme saptadik.

Serolojik yontemle HLA-DR14'iin rolatif
riskini yiiksek bulmustuk. Yapilan bir ¢alig-
mada HLA-DR14'in in vitro self ve nonself
peptidlerinin ayrimin1 belirsizlestirerek anti-
jenik stimiilasyonu kuvvetlendirdigi saptan-
migtir ), Klinik parametrelerden sadece
kendine zarar verici davramigla ilgisi oldugu-
nu gordiiglimiiz (p=0.0006) HLA-DR14'iin
kendini algilama, kendini tamima ve otoim-
miin siireclerle iligkili olabilecegi diisiiniile-
rek DRB1%*14 alelinin alt gruplar1 arastirilda.

Bu calismada DR14 antijeni tagiyan 7 olgu
PCR-SSP yontemi ile arastirildi ve
DRB1%1407 alelinin yiiksek siklikta oldugu
(%71.42) goriildi DRB1*14 ve DRB1*04
alel alt tipleri kontrol grubu ile kargilagtiril-
diginda, DRB1*1407 aleli istatistiksel ola-
rak anlamhidir. Otistik olgularda bu alel alt
tipi %72 oraninda bulunurken kontrol gru-
bunda hi¢ saptanmadi.

Biz ¢alismanizda otizm ile DRB1 genleri-
nin diger genlere gore daha iligkili oldugunu
gordiik. Ozellikle DRB1#1407 alelinin
otizmle ilgili olabilecegini diisiindiik. Olgu
saymmuzin azlifi bu bulgunun degerini kisit-
lamakta, genis serilerde DRB1*1407 alel alt
tipinin aragtirilmasiin geregini ortaya koy-
maktadir,

Ozellikle DRB1*#04 alelleri bu ¢alisma gru-
bu icinde diger alellere gore daha yiiksek
siklikta bulunmus ancak diger ¢alismacilarin
gosterdigi alel alt gruplart degil de
DRB1*0402 ve DRB1*0403 belki bizim po-
pulasyonumuzun bir 6zelligi olarak yiiksek
siklikta saptanmisgtir,
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