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OZET

Amac: Colyak hasta i@ genetik yatkinlidi olan Kisilerde, gluten iceren bugday, arpa, cavdar ve yulafl
didalarin tiiketilmesi ile tetiklenen ve immiin mekanizma ile olusan otoimmun enteropatidir. Colyak
hastalidi yasam boyu suren tek gida alerjisidir. Gliintimiizde toplumda sik karsilasilan genetik hastalik-
lardan biridir. C6lyak hastaliginin insan 16kosit antijenleri (HLA) ile siki bir iliskisi vardir ve multigenik
bir hastaliktir.Olgular asemptomatik olabildigi gibi, tan1 gecikmesinde 6lum ile sonuclanabilen genis
bir Klinik aralikta karsimiza gelebilmektedir. COlyak hastahd@ tanm 6ncesi yiiksek morbidite ve morta-
liteye neden olurken, tam konulduktan sonra, hastallk olmaktan cikarak bir yasam bicimi haline
gelmektedir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, Tokat bolgesinde ishal, kusma,karin agnsi, gelisme geriligi, gibi
sikayetlerle hastanemize basvuran, 192 hastada HLA geni Uzerinde colyak hastalidi ile ilgili en sik
goérulen 3 mutasyon (DQA1*0501, DQB1*0201, DRB1 *04) tarandi. HLA geni tizerindeki mutasyonlarin
tespiti GenID® Coeliac Disease stripli mutasyon tarama kiti kullanilarak yapildi. Strip mutasyon analiz
yontemi Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) ve FMF gibi hastaliklarla iliskili genlerdeki pek cok mutas-
yonu tespit edebilen bir metotdur.

Bulgular: Hastalarin 100’1t DQA1*0501 mutasyonu, 54’ti DQB1*0201 mutasyonu, 53’lintin DRB1 *04
mutasyonu tasidid belirlendi. Her tic mutasyonu da tasiyan 6(%3.13) hasta tespit edildi. Hic mutasyon
tasimayan hasta sayisi ise 39(%20.34) olarak belirlendi.

Sonuc: Elde edilen sonuglar veriler 1siginda yorumlandi. Calismaya alinan 192 hastanin 153’tntin
(%79.69) en az bir mutasyon tasididi tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Colyak hastalidi, HLA geni, gluten enteropatisi
ABSTRACT

Objective: Coeliac disease is an autoimmune enteropathy constituted by the immun system and in
dgenetically susceptible patients it is triggered by the consumption of gluten containing wheat, barley

Bu calisma, III. Uluslararasi Molekiiler Tip Kongresi (istanbul 2009)'nde poster olarak sunulmustur.
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and rye made foods. Coeliac d isease is the only lifelong food allergy. Coeliac disease is a multygene
disease and has a close relationship with human leukocyte antigens (HLA). The cases can be
asymphomatic and clinically it can be in a wide range. Because of delay in diagnosis patients can die.
Coeliac disease can cause high morbidity and mortality before diagnosis but after diagnosis it is no
more a disease. It becomes a lifestyle.

Material and Methods: In this study in Tokat region in 192 patients who attended to our clinic with
dierrhae, abdominal pain, growth retardation the most commonly seen 3 mutations in HLA gene have
been screened. And the results were compared with classical data. Mutations analyses of HLA gene
were carried out with GenID which is a stripped coeliac disease mutation screening kit. Strip mutation
analyze is a method that can determine the large numerous mutations on genes associated with some
diseases such as Cardiovascular disease (CVD) and FMF

Results: In 100 of patients mutation DQA1*0501, in 54 of patients mutation DQB1*0201, in 53 of
patients mutation DRB1*04 has been detected. In 6 (3.13%) patients all three mutations have been

detected. The number of patients in whom no mutation has been detected was 39 (20.34%).

Conclusion:
been detected.

In 153 patients (79.69%) out of 192 included in this study at least one mutation has

Key Words: Coeliac disease, HLA gene, gluten enteropathy

GIRi$

Colyak hastalidi (Gluten Sensitif Enteropati);
arpa, budday, yulaf ve gavdar gibi hububat
uriinlerinde bulunan gluten’in gliadin fraksi-
yonuna Karsi olusan mukozal inflamatuar
hasar tarafindan tetiklenen malabsorbsiyon
ile karekterize multifaktoriyel inflamatuar
bir ince barsak hastali@idir (1,2). Hem gene-
tik hem de cevresel faktorlerin etkiledigi
Colyak hastaliginda ishal, kusma, karin agri-
s1, kilo kaybi, genel gli¢stizliuk, kas erimesi,
istah azalmasi, kotii kokulu, gri renkli ve
yadh diski, buytime ve gelisme geriligi, ane-
mi ve vitamin eksiklikleri siklikla gorulen
Klinik semptomlardir (2). Hastahdin ortaya
¢ikmasi; genetik yatkinlik, cevresel faktor-
lerle temas ve immiinolojik mekanizmalarin
rol aldid@i ince barsak mukoza zedelenme-
sinin varhdina baghdir (3,4). Hastaligin etyo-
lojisini
vakalarin ¢cogunda MHC (Major Histocompa-
tibility Complex) boélgesinin 6p21,3 kromo-
zomunda yerlesmis olan HLA (Human Leu-
kocyte Antigen) genlerinin varyantlari olan
HLADQA1* 0501 ve DQB1*0201 allellerini
tasiyanlarda CoOlyak hastalid@i riskinin artmis
oldugu go6zlenmistir (9). HLA tiplemesinin
hastaligin belirli klinik durumlarda belirlen-
mesi icin faydali bir test oldugu kabul edil-

incelemeye yoOnelik calismalarda,

mektedir. Colyak hastaligi, siif I HLA mole-
Kuliyle iligkili bulunmus ve daha sonra DR3,
DR5, DR7 (5) ve smif Il HLA kompleksindeki
DQ2/DQ8 alelleriyle iliskili oldugu tespit
edilmistir (6,7). Yapilan calismalar DQ2’yi
ve Ozellikle HLA-DQ2 (A1*0501,B1*0201)
heterodimerini kodlayan HLA-DQA1*0501 ve
DQB1*0201'nin kombinasyonunu Colyak
hastali@i’'nin sebebi olarak 6ne cikarmistir
(8). Daha az sayida hastada ise DQAI1*03-
DQB1*0302 heterodimeri ya da tek basina
DQA*05 veya DQB1*02 varhid@1 saptanmistir
(9). Genel olarak Colyak hastaligi'nda aday
dgen calismalarinda, HLA-DQ disinda genetik
yatkinlik lokusu Kkesin olarak belirleneme-
mistir (10).

Colyak hastaliginin gercek prevalansi, bu
hastaliga yatkinh@ olan toplumlarda once-
den tahmin edildiginden ¢ok daha ytiksek-
tir. Bunun sebebi, genis serolojik taramalar
yapillamadid@i surece bir¢ok vakaya tani ko-
nulamamasidir (11). Briani ve ark. (12) has-
talgin herhangi bir yasta goriilebilecegini,
diger otoimmiin hastaliklarla birlikte olabile-
cegini ve kadinlarda erkeklerden yaklasik 3
kat daha siklikla bulunabilecedini rapor et
migstir. Hastaligin dagihmi cografi farkhliklar
gostermektedir (13). Son zamanlarda yapilan
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bir buylk epidemiyolojik calismada; asemp-
tomatik Kisilerin 133, gastrointestinal semp-
tomlar olanlarin 56, ikinci-derece yakinla-
rinda hastalik olanlarin 39 ve yine birinci
derece yakinlarinda hastalik olanlarin 22°de
birinde Colyak hastaliginin goruldugii sap-
tanmustir (14). Bu hastalik bir zamanlar pedi-
yatrik populasyonun nadir gérilen bir hasta-
hid@1 olarak dusuniiliirken, giinumuzde Birle-
sik Devletler'de ve dunyanin diger bircok
bodlgesinde yaklasik her 100 kisiden birinde
hastaligin bulundugu ifade edilmektedir (12).

Monozigot ikizler arasinda %70-75 ve birinci
derece akrabalar arasinda %>5-22 uyum orani
gosterilmistir (15). Colyak hastaligi’'nin tah-
mini prevalansi genel populasyonda 1/133,

Semptomatik ¢ocuklarda 1/322, Semptoma-
tik yetiskinlerde 1/105, Colyak hastalidgi'na
sahip Kigsilerin birinci derece akrabalarinda
1/22, Colyak hastahdi'na sahip Kisilerin ikin-
ci derece akrabalarinda 1/39, Colyak hasta-
Iidi'na sahip Kisilerin ikinci derece akraba-
larinda 1/60, Afrikali-, Hispanik- ve Asyali Ame-

rikalllarda 1/236, Diinya genelinde 1/266
olarak belirtilmistir (16).

CoOlyak hastali@i, HLA-DQ2 ve/veya HLA-DQS8
genlerini tasiyan kisilerde gelisir, fakat glu-
tene maruz Kalan ve genetik olarak yatkin-
lig@1 olan Kisilerin tamaminda gelismez. Bilin-
meyen c¢evresel faktorler, stres (enfeksiyon,
ameliyat veya hamilelik) ve henuz belirle-
nememis genler de hastaligin gelisimi i¢in
onemlidir (13). Olgular asemptomatik olabil-
digi gibi, tan1 gecikmesinde 6liim ile sonug-
lanabilen genis bir Klinik aralikta karsimiza
gelebilmektedir (17). Colyak hastahd@ tani
oncesi yuksek morbidite ve mortaliteye neden
olurken, tani konulduktan sonra, hastalik
olmaktan cikarak bir yasam bi¢imi haline
gelmektedir. Gunumiizde istatistiklere gore
her tanm alan hastaya Karsin 5-7 tani alma-
yan Colyaklinin varhd@ unutulmamalidir (18).
Dolayisi ile hastalidin toplumda tespiti 6nem
arz etmektedir.

Biz bu ¢alismada Colyak hastalid@ bulgularini
gosteren hastalarda HLA geni tlizerindeki

Tokat Bélgesinde Cdlyak ve HLA Mutasyonlari

en sik gorilen 3 mutasyon (DQA1*0501,
DQB1*0201, DRB1 *04) bolgesini taradik ve
bu mutasyonlarin Tokat bolgesindeki dagi-
Iimlarinin tespit edilerek hastaliin bolgemiz-
deki mutasyonlarla iligkili olarak goriilme
sikligini ortaya ¢ikarmaya calistik.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma da Gaziosmanpasa Universitesi
Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Dahi-
liye ve Cocuk Sagli@ ve Hastaliklan Polikli-
nigine ishal, kusma, Karin agrisi, gelisme geri-
ligi, gibi sikayetlerle basvuran 192 hastada
HLA geni tlizerinde Colyak hastalidi ile ilgili
en sik gorulen 3 mutasyon (DQA1*0501,
DQB1*0201, DRBI1*04) tarandi. Hastalara
yapilacak islemin amaci ve yapilacak islem-
ler anlatilarak onam formlan ile yazili izin-
leri alindi. Hastalardan 4 mL vendz kan or-
nedi EDTA iceren tiiplere alindi. Bu amacla
alinan kan Orneklerinden DNA izolasyonu
yapildi. Daha sonra uygun primer kullanila-
rak Klasik PCR yontemi ile DNA’lar cogaltil-
di. HLA geni tizerindeki mutasyonlarin tes-
piti GenID® Coeliac Disease stripli mutas-
yon tarama Kiti kullanilarak yapildi. DNA izo-
lasyonu; Gen polimorfizmini tespit etmek
icin alinan kan Orneklerinden Roche marka
High Pure PCR Template Preparation Kit
Kullanilarak tam kandan DNA izolasyonu ya-
pildi. Elde edilen materyal DNA olarak calis-
mada kullanildi. Bu striple mutasyon tespiti
Kisaca asagidaki basamaklan icerir;

* PCR; Kandan izole edilen DNA Kkullanilarak
yurutilur. HLA-DQA1*0501, HLA- DQB1*0201
ve HLA-DRB1*04 genlerinin fragmentleri
biyotinle isaretlenmis 6zel primerlerle ¢ogal-
tilir.

* Hibridizasyon; Cogaltilmis gen parcalarinin
karakterizasyonu, nitroseluloz stripler tze-
rine sabitlenmis sekans-spesifik oligontik-
leotit problariyla (SSOP) hibridizasyon rek-
siyonunda gerceklesir (ters hibridizasyon).
Her nitroseluloz strip 7 adet gen probu
tasir. Birincisi; bilinen tim DQA1 alelleri
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icin, ikincisi; HLA- DQA1*0501 aleli icin,
ucunciisu; bilinen tim DQBI1 alelleri icin,
dordiincuisui; HLA- DQB1*0201 aleli igin,
besincisi; HLA- DRB1*04 aleli icgin, geri
kalan 2 gen probu ise kontrol alanlandir.
Hibridizasyon sirasinda denature edilmis
amplikon, stribe yapistirllimis gen prob-
larina baglanir. Oldukga spesifik yikama
islemi sirasinda, sekans problar ¢ogaltil-
mis DNA ile %100 uyumlu ise hibridlerin
hayatta kalmasimi saglar. Streptavidin-
alkalin fosfataz gen probuna ve biyotinle
isaretlenmis amplikona baglanir. Bu komp-
leks yap1 alkalin fosfatazdaki NBT/BCIP
renk reaksiyonu ile tanimlanir. Bu asama-
lardan sonra striplerde olusan renklenme-
ye goére DNA'nin baglandigi bdlgeye gore
hastada mutasyon varhd@ ya da yoklugu
tespit edilir.

BULGULAR

Calismaya alinan 192 hastanin 153’Unun
(%79.69) en az bir mutasyon tasididi tespit
edildi. Hastalarin 100’11 (%52.08) DQA1*0501
mutasyonu, 54’0 (%28.12) DQB1*0201
mutasyonu, 53’0 (%27.60) ise DRBI*04
mutasyonunu tasididi belirlendi. HLA-DQ
(a1*0501, b1*0201) heterodimeri tasiyan
hasta sayis1 36 (%18.75) olarak tespit edildi.
Her U¢ mutasyonu da tasiyan 6 (%3.13)
hasta tespit edildi. Hi¢ mutasyon tasimayan
Kisi sayisi ise 39 (%20.31) olarak belirlendi.
Tokat bodlgesi icinden calisilan hastalardan
77’sinin (%40.1) DQA1*0501, 40'1min (%20.83)
DQB1*0201 ve 40’unun (%20.83) DRBI1*04
mutasyonunu tasidigi belirlendi. Cocuk has-
talardan 49'u (%25.52) DQA1*0501, 26’u

Tablo 1. Tokat Bolgesindeki Colyak hastalarinin

dagihmu.

Toplam hasta sayisi 192 % 100.00
Mutasyon tasiyan toplam Kisi sayist 153 % 79.69
DQA1*0501 tasiyanlar 100 % 52.08
DQBI1*0201 tasiyanlar 54 9% 28.12
HLA-DQ heterodimeri tagiyanlar 36 % 18.75
DRB1 aleli tasiyanlar 53 % 27.60
Tek mutasyon tasiyanlar 105 % 54.69
3 mutasyon tasiyanlar 6 % 3.13
Hi¢ mutasyon tasimayan 39 % 20.31

(%13.54) DQB1*0201, 22'si (%11.45) DRB1*04
mutasyonunu gosterdi. Yetiskin hastalardan
51’0 (%26,56) DQA1*0501, 28U (%14.58)
DQB1*0201, 31’'u (%16.14) DRBI*04 mutas-
yonunu gosterdi.

TARTISMA

Colyak hastalidi genetik temele dayal hasta-
liklardan en sik goruilenlerden birisidir. COlyak
hastalidi, multigenik bir hastalik olup sinif II
HLA genetik yatkinlidin %40’in1 olusturur. Pri-
mer HLA birlesmesi DQ2(DQA1*05/DQB1*02)
ve DQ8(DQA1*0301/DQB1*0302) iledir. Anti-
jen olusturan hiicrelerin huicre yuzey pro-
teinleri, Colyak hastaligi’'na yatkinliga neden
olur. HLA proteinlerinin varhd hastahdin geli-
simi icin gereklidir ancak yeterli degildir. HLA
olmayan cesitli genler de Colyak hastaldi icin
dgenetik riske ilave katkida bulunurlar (12).
Colyak hastali@i bulunan Kisilerin yaklasik
%97’si kromozom 6p21'de smif I HLA,
Ozellikle HLA-DQ2 ve HLADQ-8 olarak adlan-
dinlan genetik bulguya sahiptir. Bunlarin
varliklann Colyak hastahd@i’'nin gelisimi icin
gereklidir. Bu alellerin yoklugu nerdeyse

Tablo 2. Tokat Bolgesindeki Colyak hastalarinin mutasyonlarnin dagilhmi.

Mutasyon Adi Toplam Say1 ve Oran Bolge Say1 - Oran Yas Say1 - Oran
DQA1*0501 100 (%52.08) Tokat 77 (%40.1) Cocuk 49 (%25.52)
Tokat Disi 33 (%17.18) Yetiskin 51 (%26.56)

DQB1*0201 54 (%28.12) Tokat 40 (%20.83) Cocuk 26 (%13.54)
Tokat Dis1 14 (%7.29) Yetiskin 28 (%14.58)

DRB1*04 53 (%27.60) Tokat 40 (%20.83) Cocuk 22 (%11.45)
Tokat Dis1 13 (%6.77) Yetiskin 31 (%16.14)
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tanidan tamamen uzaklastirir. HLA-DQ2 Colyak
hastalarinin %90’dan fazlasinda bulunur. Geri

kalanlarin cogunda da HLADQ8 bulunur (16).

Colyak hastaligi’'nda HLA tiplemesi, DQ2 ve
DQ8 icin yiiksek derecede sensitif, fakat zayif
spesifisiteye sahiptir ve bu yluzden pozitiflik
durumu daha az 6nem tasimaktadir. Her ne
kadar DQ2 alelleri nerdeyse tum Colyak
hastalan tarafindan eksprese edilirse de genel
populasyonun DQ2 haplotipi icin %30°'u ve
DQ8 icin de %?20’si pozitiftir. HLA tiplendir-
mesi CoOlyak hastalidi icin riski belirlemede
iyi bir yoldur fakat hastaligin klinik seyrinin
derecesini belirlemede yeterli degildir (10).
HLA-DQB1*0201 alleli yoniunden homozigot
olanlarda Klinik tani kondugunda hastada,
adir villoz atrofi, gencg yas, ciddi diyare, dusuk
kan hemoglobin degderinin goruldiigu ve
glutensiz diyetle vill6z atrofide diizelmenin
yavas oldugu rapor edilmistir (19). DQB1*02
homozigot hastalarin belirlenmesi, hastaligin
adir komplikasyonlarnin belirlenmesine yardim
eder (20).

Guntimitizde Colyak hastaliginin kesin tanisi
ince bagirsak biopsisi ile konmaktadir. Ancak
hastaligin Klinik seyri g6z dnune alindiginda
dglutensiz diyete dramatik bir cevap gdzlen-
mekte ve hastalardaki klinik tablo glutensiz
diyet uygulamasina gosterilen 6zen ile dogru
orantili bir sekilde diuizelmekte ve hastanin
sikayetleri kaybolmaktadir. Ayrica her tani
alan hastaya karsin 5-7 tani almayan CoOlyak-
Iinin varli@ (18) toplumda tespit edilmemis
Colyak hastasi olabilecegdini belirtmektedir.
Biopsi surecinin zahmetli olmasi ve bir risk
icermesi toplumdaki tespit edilememis Co6l-
yak hastasinin ortaya c¢ikarilmasi i¢in yeni
yontemlere ihtiyaci artirmaktadir. Hastaligin
Klinik seyrinin glutensiz diyet ile olumlu
yonde degismesi ayrica biopsinin zahmetli
ve hastaya sikinti veren bir islem olmasin-
dan dolay1 ¢calismamiza glutensiz diyet uygu-
lamasina olumlu cevap veren hastalan dabhil
ettik. Tokat bolgesinde HLA geni tlizerindeki
en sik gorilen 3 mutasyon ile Klinik olarak

Tokat Bélgesinde Cdlyak ve HLA Mutasyonlari

(ishal, kusma, karin adrsi, gelisme geriligi)
Colyak tanisi konulan hastalar da Ki iliski ilk
defa bu calismada gdsterildi. Bu calismaya
alinan 192 hastanin 153’linde (%79.69) en
az bir mutasyon goruldii. Tokat bolgesin-
deki veriler degerlendirildiginde mutasyon
oranlart DQA1*0501, DQB1*0201, DRB1*04
icin sirasiyla %52.08, %28.12, %27.60 olarak
tespit edildi. En fazla (%52.08) DQA1*0501
mutasyonu bulundu. Her u¢ mutasyonu da
taslyan 6 hasta tespit (%3.13) edildi. Colyak
hastalid@i sikli@i ABD’del/133, Finlandiya’da
1/99 iken lilkemizde 1/100-1/111 arasinda-
dir (21-24). Cocuk ve yetiskin hastalar ara-
sinda mutasyon goriilmesi benzer oranlar-
daydi. Yapilan calismalar DQ2’yi ve 6zellikle
HLA-DQ2(A1*0501,B1*0201) heterodimerini
kodlayan HLA-DQA1*0501 ve DQBI1*0201 nin
kombinasyonunu Colyak hastaligi'nin sebebi
olarak 6ne cikarmistir (8). Calismamizda da
heterodimer goriulme orani %18.75'dir. Tokat
bélgesinde; her uic mutasyonun goéruldugi
hastalarin orani (%3.13) hastali@in Turkiye’
deki sikliginin 2.3 kat1 oraninda tespit edilmesi
ayrica heterodimer goérilme orani (%18.75)
hastaligin bu boélgede ulke genelinden daha
sik Karsilasilabilecegini, ayrica toplumdaki
gizli Colyak hastalarini yansitabilecegini diisiin-
diurmektedir. Ayrica Turkiye’deki Colyak has-
tas1 prevalansinin daha ytiksek olabilecegini
ifade eden calismalar (25-27) sonuclarimizi
desteklemektedir.

Sonug olarak yaptigimiz bu c¢alisma ile bol-
demizde Colyak hastali@i goriilme oraninin
yuksek olabilecegi bu bulgularin daha ¢ok
saylda denegin katildigi saha calismasi ile
desteklenerek yorumlanmasinin daha faydali
olacadini diisiinmekteyiz.
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