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OZET

Karacigerde gérlilen énemli hastaliklardan biri olan siroz, gesitli dis ve ig
etiyolojik faktérler nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Karaciger sirozu anatomi, etiyoloji,
aktivite, prognoz ve evresine gére siniflandirimaktadir. Cok iyi tammlanmis
etiyolojik fakttilerin diglandig1 siroz, kriptojenik (idiyopatik, sebebi bilinmeyen)
sitoz olarak adlanduilmakta ve siroz hastalanimin % 5-10’nunu olusturmaktadir.
Karacigerdeki demir birikimi, en sik gdriilen risk faktdrlerindendir. Demir
metabolizmasinda ige kanigan bircok genetik faktér vardu Bunlardan birisi, HFE
(hemokromatozise neden olan gen) genidir. HFE gen mutasyonlan, karaciger demir
birikimine ve dolayisiyla fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir.

Projemizin amaci, idiyopatik siroz tamsi alms olan 16 hastada HFE
genindeki C282Y, H63D ve S65C mutasyonlar: ile hastalik arasinda iligki olup
olmadigimi PCR-RFLP yontemi ile aragtirmaktir Periferik kandan DNA
izolasyonunu takiben, her {i¢ mutasyonun yer aldiit DNA bélgeleri PCR yontemi ile
amplifiye edildi. PCR iirlinleri, mutasyon bolgelerine ¢zgii restriksiyon enzimlerivle
kesildi. Kesilen fragmentlerin elektioforezde vyiiriitiilmesiyle ortaya cikan bant
durumuna gdre genotipler belirlendi.

Onaltt kriptojenik siroz hastasinin birisinde H63D mutasyonu heterozigot,
birisinde 1se homozigot oldugu gozlenirken, 141 saghkli kontrol birevin 30’unda
H63D mutasyonu heterozigot, 2’sinde ise homozigot olarak saptandi C282Y ve

bireylerinin genotipleri ve biyokimyasal demir parametreleri (serum demir

konsantrasyonu, ferritin, toplam demir baglama kapasitesi ve transferin doygunlugu)
kargilagtinldiinda, ferritin, sertum demir konsantrasyonu ve transferin doygunlugu
H63D mutasyonu agismdan homozigot mutant olan bireylerde, heterozigot ve normal
genotipli olanlara gére daha yiiksek oldugu bulundu. HFE gen mutasyonlarmin
(C282Y, H63D ve S65C) idiyopatik sitozlu hastalarda siroz olusumuna neden olan
etiyolojik etmenlerden birisi olup olmadig: tartisilds

Anahtar kelimeler: [diyopatik siroz, HFE geni, PCR, RELP.
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ABSTRACT

Cirrhosis that is one of the important disease of the liver results from external
and internal etiologic factors Liver cirrhosis is classified according to anatomy,
etiology, activity, prognose and stage. Cirrhosis, excluded from the etiological
factors and defined very well, is called idiopathic citrhosis and constitutes 5-10 % of
cirrhosis patients. Iron overload is the most frequent risk factor in the liver: Several
genetic factors are involved in the iton metabolism One of them is the HFE gene,
and HFE gene (for hemochromatosis) mutations cause iron overload and so that
affect function of the liver negatively

The aim of our project, is to investigate the mutations (C282Y, H63D, S65C)
in the HFE gene in patients with idiopathic cirthosis using PCR-RFLP, and to
determine the possible relation between HFE gene mutations and the disease. HFE
gene mutations were investigated with PCR-RFLP technique. After DNA isolation
from peripheral blood, the DNA regions including every three mutations were
amplified with PCR technique PCR products were digested with spesific restriction
enzymes for mutation sites. Digested fragments were run on the electrophoresis, and
genotypes were determined according to band patterns

One of the 16 idiopathic cirrhosis patients is heterozygous and one of them is
also homozygous for H63D mutation In 141 healthy control group, 30 and 2 of them
were determined heterozygous and homozygous, respectively. C282Y and H63D
mutations were not found in both the patients and the control group. When genotypes
and biochemical iron parameters (serum iron concentration, ferritin, total iron
binding capacity and transferrin saturation) of the patients and the control individuals
were compared, the ferritin, serum iron concentration and transferrin saturation
values of these subjects who were homozygous for the H63D mutation were higher
than the heterozygous and normal genotypes for the this mutation. It was discussed
whether the HFE gene mutations (C282Y, H63D and S65C) are the etiologic factors
which cause the idiopathic citrhosis.

Key words: Idiopathic cirthosis, HFE gene, PCR, RFLP.
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: Iki degerlikli metal tasiyic1 protein
: Deoksiniikleotidtrifosfat
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: Enzim iliskili immiinosorbent analizi
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GIRIS VE AMAC

Karaciger, vicutta dnemli fonksiyoniar1 olan bir organ olup birgok etiyolojik
fakidr nedeniyle, farkli hastalik olusumlar belirlenmistir. Bu hastaliklardan birisi de
sirozdut. Siroz olusumu ile ilgili yapilmis olan aragtirmalarda, hastalifin etiyolojisinde
viral hepatit (hepatit B, hepatit C), uzun stireli ilag kullanimi, fazla miktarda alkol
titketimi gibi bir¢ok faktoriin etkili oldugu belirtilmektedir. Buna karsin etiyolojik etkeni
belitlenememis siroz hastalarinin sayisi ise her gegen giin artmaktadir. Idiyopatik siroz
olarak tammlanan siroz iizerinde ¢ok yonlii calismalar yapilmaktadir. Bu baglamda
cesitli metabolik bozukluklar sonucunda meydana gelen karacigerdeki demir birikiminin
siroz gelisimi {izerindeki etkisi in vitro ve in vivo olarak yapihmis olan ¢alismalarla
gosterilmigtir. Viicutta demir birikimine neden olabilen HFE gen mutasyonlan, HFE
pioteininin demir metabolizmasindaki gérevini yerine getirmesini engellemekte ve
sonucta duodenumdan fazla miktarda demir emilimi gergeklestirilmektedir. Vicuda
alinan fazla demir basta karaciger olmak lizere, pankreas, hipofiz bezi, eklem bolgeleri,
kalpte birikmekte ve bu organlarin fonksiyonlarimi olumsuz sekilde etkilemektedir.
Ozellikle, karacigerdeki demir konsantrasyonu belli miktarin {izerine c¢iktizinda
hepatositleti zarara ugratmakta ve siroz gelisimine neden olabilmektedir.

Idiyopatik siroz hastalarrnin - genetik  etiyolojisiyle ilgili birgok calisma
bildirilmigtir Ancak yapilan literatiit tartamasinda idiyopatik sitoz ile demir birikimine
neden olan HFE geniyle ilgili Tirkiye’de yapilmis caligmaya rastlanmamustir. Bu
calismada, idiyvopatik siroz hastalarinda HFE gen mutasyonlarimin (C282Y, H63D ve
S65C) etkisinin aragtirilmast amaglanmustir.

Arastirma, 16 idiyopatik siroz hastast ve 141 saghkli kontrol birey {izerinde
gerceklestirildi. HFE gen mutasyonlaninin aragtinilmasi ile idiyopatik sirozun genetik
ctiyolojisinden birisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Elde edilen sonuglarm idiyopatik
siroz aragtirmalarina 6nemli katki saglayacagini disiiniiyoruz.




GENEL BILGILER

2.1. Karacigerin Anatomik Yapisive Fonksiyonu

Karaciger viicudumuzdaki en buyiik organ olup 1200-1500 gram agihiginda,
bbrek, duodenum, kolon ve mide ile komsuluk yapmakta ve karm boslugunun sag list
ksminda, diyaframin altinda yer almaktadir (1, 36) Karaciger, tammlama kolaylig
acisindan anatomik siniflamaya gore falsiform ligament] tarafindan sag ve so! lob olarak
iki boliime ayrimistir (1, 37).

Karaciger, Glisson kapstilil olarak bilinen sert bir fibroz kapstille sarihnis ve stki
bag dokusundan yapimistir. Bol kollajen lif ve az oranda elastik lif iceren bu kapsiil
aymi zamanda lobiilleri de olusturmaktadir. Lobil (lobcuk), sayilarr bir milyonu bulan,
ortalama caplar1 0.7-2 mm olan karacigerin kiigiik morfolojik fonksiyonel birimlerdir.
Glisson kapsiiliinin tizerinde yer alan ve orgami en digtan satan seroz bit zar
bulunmaktadir. Visseral periton adi verilen bu zatr tek kath vyassi bir epitel tirfl olan
mezotelyum ve ince bir bag dokusundan olusmaktadir. Her lobiliin merkezinde yer alan
metkezi ven ise hepatik venlere acilmaktadir, Karacigere kan akimi % 30 oramnda
hepatik arterlerden, % 70 oranmda ise portal ven aracihiyla gerceklestitilmektedir (1,
36, 37).

Karaciger de pek cok organ gibi histolojik olatak parankima ve siroma
biliimlerinden olusmakiadir Parankima, organin kendine ozgii fonksiyonlarim yerine
getiren hiicre ve yapilarin olusturdugu organ icindeki kiigtik organizasyonlarin tiiminden
olugmaktadir. Parankima yapisina, diger yapilara desteklik saglayan ve g¢ogu kez
organmn gatl ve iskeletlerini olugturan bag dokusundan meydana gelen yapilar ve bu
yapilar iginde orgamn icerisine girip dagilan damar ve sinirlerin olusturdugu destek
yapilarin tiimii ise stromayl meydana getirmektedir Karaciger parankim hiicreleti olan
hepatositler, 20-35 um capli, ali veya daha fazla vyiizeyi olan bilylik poligonal
hiicrelerdir. Hepatositler, karaciger hiicre populasyonunun % 80’ini meydana getirirler.
Her bir hepatositin ylizey komsuluklar; komsu hepatosite sikica temas eden yiiz, safra
kanalikiiline bakan yliz ve siniizoidlere bakan yiizlerden olusmaktadir. Hepatositlerin
siniizoidlere bakan yiiziindeki hiicre membramnda cok sayida mikiovillus bulunmaktadir
(1,37).

Karacigerin viicudun hemen butln sistemleriyle iligkisi olup, son derece
karmagik ve onemli fonksiyonlar1 vardir (1). Fonksiyonlar arasinda, viicudun intivag
duydugu besin maddelerini (¢esitli proteinler, glukoz, vitaminler ve yaglar) metabolize
etmek, safia tiretimi (safia, yaglann ve yagda eriyen vitaminlerin emilimi), lenf tiretimi,
plazma proteinlerinin sentezi, keton bilesiklerinin yapimi; alkol, amonyak, nikotin,
cesitli tipteki ilaglar ve sindirim sonucu ortaya ¢ikan zaratl toksinleri zararsiz hale
gevirimi (detoksifikasyon), gastrointestinal sistemden kaynaklanan bakterilerin filtre
edilmesi, tire yapimz, bazi hormonlarn inaktivasyonu, dalakla birlikte yash erifrositlerin




dolagimdan alinmas: ve demir igeriklerinin kemik iligine yonlendirilmesi yer almaktad
(1, 14, 37)

2.2. Karaciger Hastahklar:

Bugtine kadar ¢ok sayida kataciger hastah g tanimlanmistir. Bunlar arasinda alfa-
1 antitripsin eksikligi, otoimmiin hepatit, biliyer atrezi, kronik hepatit, karaciger kanseri,
siroz, kistik karaciger hastaliklari, galaktozemi, karaciger yaglanmasi, Gilbert sendromu,
hemokromatozis, primer biliyer siroz, Rey’s sendromu, tip 1 glikojen depo hastaligi,
trozinemia, Wilson’s hastalif yer almaktadir Onemli karaciger hastaliklartndan birisi
olan alfa-1 antitripsin eksikligi, hepatit ve siroz olusumuna neden olabilen genetik bir
hastalik olup, ¢ocuklarda yaygin olarak gérilmektedir. Otoimmiin hepatit ise viicudun
karaciger hiicrelerine kargi antikor olusturmasina bagh olarak ortaya ¢ikan immiinolojik
bir hastaliktir (53, 54).

Karaciger hastaliklarina yol agan etkenler arasinda viral enfeksiyonlar, ilaglar,
toksinler, safia yollar1 lezyonlari, metabolizma bozukluklari, hipoksi ve tiimorler yer
almaktadir. Diinya Slgeginde disiiniildiigiinde, karacigerin en énemli hastalig1 viral
enfeksiyonlardir. Bazi viriisler akut veya kronik hepatite yol agabilmektedirler. Kronik
hepatit, siroza doniigebilen bir karaciger hastahgidir. Viriislerin neden olabilecegi
tablolar arasinda &ltimetil bir kanser olan hepatoselliiler karsinoma da yer almaktadir.
llaglarin metabolizmasinda ve genel olarak detoksifikasyonunda o6nemli rolii olan
karaciger, toksik zedelenmeler igin dzellikle risk altindadir. Ayrica, safia yolundaki
daralmalar ve tikanmalar, karacigerde bakteriyel enfeksiyonlara neden olabilecegi gibi,
safta akimmin uzun siire engellendigi durumlarda da siroz meydana gelebilmektedir.
iskemik, otoimmiin veya enfeksiy6z siiregler safra yollanimin  yikimma neden
olabilmektedir. Agm beslenme bozukluklan ve dogumsal enzim eksiklikleri gibi
metabolik bozukluklar karaciger hilcrelerinin normal isleyigini  olumsuz yénde
etkileyebilmektedirler. Bu gibi durumlarda, hepatositlerde anormal birikimler ortaya
¢ikabilmekte, bunlarin dogumsal olanlart depo hastaliklan olarak bilinmektedir,
Karacigerin primer ttimétleri, B ve C tipi hepatit viriis enfeksiyonlarmmn yaygm oldugu
ulkelerde sik goriilmektedit. Karaciger ayrica, hemen her karsinomann metastaz
yapabildigi bir organdir; bu nedenle, metastatik karaciger timérleri primer timéorlerden
daha sik goriilmektedir (53, 73, 74).

2.3. Karaciger Sirozu

Karacigerde gorillen onemli hastahklardan birisi olan sitoz, hepatoselliiler
nekrozu takiben diffiiz fibrozis ve rejenerasyon nodiillerinin olusmasi ile karakterize
kronik bir karaciger hastaligidir Sadece nodiiler rejenerasyon vya da sadece fibrozisin
olmasi siroz tanisi icin yeterli degildir, mutlaka iki patolojik siirecin birlikte olmast
gerekmektedir (3, 13, 36, 37).

Karaciger sirozu, ¢esitli nedenlere bagh olarak ortaya ¢ikmasina ragmen, hiicre
temelinde olusum siirecinde hep ayni mekanizma rol oynmamaktadir. Siroz olusum
stirecinde hiicre 6liimi, halka bigiminde bag doku artist ve yumrular bigiminde doku
yinelenmesi gorillmektedir. En dnemli belirtileri ise portal ven sisteminde kan basimeci




yitkseimesi ve iletleyen karaciger yetmezligidir (3, 13, 36, 37). Karaciger sirozuﬁun
prognozu, hastaliin nedenine, eviesine ve tedavi olanaklatina bagh olarak farklilik
gostermektedir (2, 3).

Siroz subklinik bir hastalik oldugu igin genellikle ileri evrelere ulasmadan belirti
ve bulgulan ¢ok fazla degildir. Bu hastalarda gorilen belirti ve bulgular dogrudan
sirozdan kaynaklanabilecegi gibi hastaligim bir sonucu olan hepatoselliller yetmezlik ve
portal hipertansiyondan da kaynaklanabilmekte ve etiyolojisi ne olursa olsun bu belirti
ve bulgular tiim sitoz hastalarinda benzerlik gostermektedir (3).

[stahsyzhik, uykuya meyil, ates, pigmentasyonda artma, jinekomasti, beyaz tunak,
parmaklarda ¢omaklagma, parotis bezinde bilylime, testikiller atrofi, 6dem, dalakta
bilyiime, cabuk yotulma, bulanti, sindirim bozukluklari, bagusak islevlerinde
diizensizlikler (kabizlik), yagh besinleri sindirememe, asm gaz, kilo kaybi, idrat
renginde koyulasma, libidoda azalma, tekiarlayan mukozal ve gastrointestinal kanamalar
ve hepatoselliller yetmezlige bagh olarak mental fonksiyonlarda bozukluk gibi belirtiler
ozgiil olmayan siroz belittilerindendir (3, 13) Hastaligin ileti evresi dekompanze siroz
olarak tammlanmakta ve bu dénemde viicut sirozu diizenleyici etki gdsteremedigi i¢in
klinik belirtiler agirlagmaktadit istahsizlik tam bir istah kaybina doéniismekte, hastada
siirekli kilo kaybi ve genellikle dokularda su tutulamamaktadir. Karinda asit, bu
hastalarda goriilen ve birgok fizyolojik problemin ortaya gikmasina neden olan dnemli
bir semptomdur (3, 13). Asit geligimiyle birlikte kanda albumin diizeyi diiger, aldosteron
salgist artar ve dzellikle toplardamar sisteminde kan basmnet yitkselir Bazi durumlarda
hastada sarilik gelisebilir, deride sarihk gelismemesine ragmen gbzlerde her zaman san
bir gblge olusmaktadix Ozellikle yanaklar ve burun kirmizi renk almistir. Biitiin bu
belirtiler i¢ salg1 sistemi bozukluklarina, vani karaciger islevlerinin bozulmasiyla ortaya
cikan hormonal dengesizlige baglidix (13, 14).

Sirozun klinik belirtileti arasinda yer alan portal hipertansiyon i¢ kanamalara yol
acabilmektedir. Portal ven, bagnsaklardan ve dalaktan gelen biitiin kam karacigere
geciren ana damardu DiZer bit belirti olan dalak bityiimesi, genellikle portal vendeki
yilksek tansiyona bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Biylyen dalak kemik iliginin
etkinligini azaltmakta; alyuvar, akyuvar ve trombosit iiretimini engelleyebilmektedir.
Sirozlularda sik gorillen kanama, trombosit sayisiun azalmas1 disinda karaciger
tarafindan iiretilen protrombin, fibrinojen, faktdr V, faktor VI, faktor X molekiillerinin
yeterli sentezlenememeside rol oynamaktadir. Boylece hastada kansizhik ve vicut
direncinde genel bir zayiflama ortaya cikmaktadir. Aytica hastada davramg degisikligi
ve agizda hastaliga 6zgl (amonyak gibi) bir koku olugmakta ve sonunda hasta komaya
girmektedir (13)

Siroz durumunda karacigerin histolojik yapisi bozulmakta, diffiiz bir kollajen
arhigl meydana gelmekiedir. Bu artig nedeniyle siniizoidler kapillere dontismis ve
hepatosit membraru ile kan arasindaki metabolik aligveris sistemi bozulmugtur (3, 15).
Qirozun ilerlemesi durumunda protein miktaninda ozellikle albumin diizeyinde ve ¢izgili
kas protein sentezinde azalma, amino asit profilinde bozulma meydana gelebilmektedir




Bu olusumlarin mekanizmasinda hormon molekiillerine karsi direng gelisimi, sitokin,
IGF-1 ve leptin gibi kimyasal molekiillerin rol oynadiklan diistintilmektedir (42).

Karaciger sirozunun tanisinin konulmasi, el ile muayene, cesitli teknik ve
tetkiklerin uygulanmasi ile gergeklestirilit. Karacier ele geliyorsa sertlesmistir, ama
yapisi her zaman tekdiize degildir. Yiizeyi putiirlii oldugundan diizensiz, kenarlari ise net
ve keskindir (13). Laboratuvar bulgulan da siroz tanisinda énemli bir yer tutmaktadir.
Ancak laboratuvar degerlerinin normal olmasi sirozun kesinlikle  olmadigini
gostermemektedir. Ornegin en sik kullanilan karaciger fonksiyon testlerinden AST ’nin
hastalarin % 90°ninda, AL1’nin ise sadece % 65’inde normalin iizerinde oldugu
gbriilmiistir. Laboratuvar bulgularindan plazma albumin miktarinda azalma ve
protrombin zamanindaki uzama siroz tanisimin konulmasinda en énemli faktérlerdendir
Bilirubindeki artis ise akut hepatitteki durumdan farkli olarak hastalifin ileri evrede
oldugunun ve kot prognozunun bir géstergesidir. Diger laboratuvar bulgular: ise anemi,
l6kopeni, trombositopeni, koagiilasyon bozuklugu, idrardaki {robilinojen oramnda
yitkselme ve serum gamaglobulinde artmadir (3, 13, 36). Siroz tamsinda, goriintlileme
yontemleride kullamlmaktadir. Siroz oldugu diistintilen hastalarda ilk uygulanilacak
tetkiklerin basinda ultrasonografi (USG) gelmektedir. Bu tetkikle karacigerin
bitylikliigii, sekli, safra tagi (sirozlu hastalarda sik gorilmekte), portal hipertansiyonun
varlifi ve hepatoselliiler karsinom durumu incelenebilmektedit. Ayrnica endoskopi,
peritonoskopi  yOntemlerinden de  yaratlamilabilmektedir. Sitoz  tanismin
kesinlestirilmesinde karaciger biyopsisinin kesinlikle yapilmas: gerekmektedir.
Karacigerden alinan biyopsi hastaligin derecesi, aktivitesi ve etiyolojisi hakkinda bilgi
vermekte ve biyopside fibrozisin yamsita rejenerasyon nodiillerinin goriilmesiyle tam
kesin olarak konulabilmektedir Ayrica alman bivopsi Orneginde siroz siirecinden
sorumlu olan hepatoselliiler nekroz da gézlenebilmektedir (3, 15).

Karaciger sirozu anatomi, etiyoloji, aktivite, prognoz ve evresine gore
simflandirniimaktadir. Bu simiflandirma hem tedavi ydnteminin seg¢iminde hem de
prognozun belitlenmesinde biliyllk Onem tasmimaktadir. Karaciger sirozu anatomik
sintflandirma ile makronodiiler, mikronodiiler ve karigik tip olmak Uzere {i¢ gruba
ayrilmaktadir Makronodiiler siroz, degisik ¢apta nodiil ve septalarla karakterize olup,
bazen nodiillerin ¢apt 5 cm olabilmektedir. Post nekrotik siroziar makronodiiler siroz
grubuna girmektedir. Mikronodiiler sitoz, 1 c¢cm’den kiiclik, esit captaki nodiillerin
arasinda yer alan ince septumlar ile karakterizedir. Alkolizmin yamisira yaglilik,
kansizlik ve beslenme bozukluklarr da mikronodiiler tipin olusmasina neden
olabilmektedir. Zamanla hastalifin ilerlemesi ve rejenerasyonun baslamasiyla
mikronodiiler siroz daha c¢ok makronodiiler bazende kanigik tipe doniisebilmektedir
Sirotik karacigerin biiytik kismi ise makro ve mikionodiiler tipin dzelliklerinin bitlikte
gozlendigi karisik tip sitoz grubuna girmektedir (36)

Klinik evresine gbre sitoz iki grupta toplanmaktadir. Bunlar kompanze veya
latent evredeki siroz ve dekompanze evredeki sirozdur. Dekompanzasyon kriterleri
arasinda asit, 6dem veya hepatik ensefalopatinin gériilmesi ver almaktadir (36).




Etiyolojik smiflandirma ise sirozun olusum siirecinde etkili olan faktdre bagh
olarak, enfeksiyoz (hepatit B ve hepatit C), alkol kaynakli, metabolik ve genetik
(hemokromatozis, Wilson’s hastaligi, aifa-1 antitripsin eksikligi, tip 4 glikojen depo
hastaligy, galaktozemi), kolestatik (primer ve sekonder biliyer siroz), immiinolojik
(lupoid hepatit, primer biliyer siroz), kimyasal ajanlar (ilaglar, toksinler), bazi
operasyonlar, Hindistan gocukluk ¢adi sirozu ve idiyopatik (sebebi belli olmayan) olarak
gerceklestirihmektedir (36, 37).

2.3.1. Karaciger Sirozunda Rel Oynayan Etiyolojik Faktorler

Karaciger sirozunun etiyolojisinde birgok faktér rol oynamaktadur. Genetik
yatkinlik disinda en énemli nedenleti arasinda, viral hepatit (hepatit B, hepatit C, hepatit
(B+D)), alkol, metabolik etkenler (hemokromatozis, Wilson’s hastaligi, alfa-1 antitripsin
eksikligi, tip 4 glikojen depo hastahig, trozinemi, galaktozemi), ilaclar, toksinlet
(metatraksat, metildopa, izoniazid, amiodaron, A vitamini ve karbon tetrakloriir), diger
faktorler (immiinolojik, sarkoidoz, jejunoileal bypass, kalitsal hemorajik telenjiyektazi,
biliyer siroz, skletozan kolanjit, kardiyovaskiiler hastaliklar) yer almaktadut (3).

Siroz etkenlerinden birisi olan alkol, bat1 {ilkelerinde ve USA’de siroz nedenleri
arasinda ilk sirada yer almaktadir. Kuzey Amerika’da siroz nedeniyle meydana gelen
Olimlerin % 44’1, Kanada da % 80’1 alkol kaynakhdmr (14, 55) Alkol, siroz disinda
karaciger yaglanmasi ve alkolik hepatitede neden olabilmektedir. Alkolik kaiaciger
hastaligimn gelismesinde alinan alkol miktar1 ve siiresi (etanol i¢in 5 yil stiresince 160
gr/giin alkol alinimi alkolik siroz ve hepatit gelisimi icin yeterlidir), cinsiyet (kadinlarda
alkolik sitoz ve hepatit erkeklere gore daha hizli gelismekte), genetik faktorler
{karacigerde alkol metabolizmasinda grev alan enzim sistemleri genetik faktdrlere bagh
olarak farklilik gosterebilmekte) ve beslenme rol oynamaktadir (3, 24) Alkole bagh
olarak gelisen sirozda karacifer Once biiylir, fakat hastalifin son evresinde ise
kiiciilmektedir (13). Duodenumdan emilen alkol, kan dolasumi ile karacigere gelmekte
ve burada metabolize edilmesi sonucunda toksik kimyasallara doéniismektedir. Bu
toksinlerden birisi olan asetaldehit fazla miktarda sitokin Gretimine, bu sitokinler de
inflamasyona ve doku hasarina yol agmaktadirlar. Zatar g&rmiis olan karaciZer, vag
asitlerini yikima ugratamamakta ve yag {iretimine neden olan maddeleii de metabolize
edemedigi igin karacierde yaglanma meydana gelmektedir. Alkol kaynakli olmayan
vagll karaciger hastalig1 (steatohepatit), alkol kaynakli karaciger hastalifina benzerlik
gostermekte, hepatit ve Ozelliklede yagh karaciZer olusumu nedeniyle siroz gelisimi
indiiklenmektedir. Genellikle fazla alkol tiiketimi olmavan bireyletde goriiliir Siddetli
obezite ve tip 2 diyabet, alkol kaynakli olmayan karaciger hastaligi icin risk altinda olan
hastalik gruplanidir. Tip 2 diyabetli hastalarin % 50°sinde ve obez hastalarin, obezitenin
siddetine bagl olatak, % 75’inde siroz geligebilmektedir. Siroz gelisimine neden olan
ikinci etken hepatit B veya hepatit C kaynakli kronik hepatitdit Genel olarak kronik
hepatit C hastalanimn % 10-15"inde, hepatit B hastalarmin ise % 5-10’nunda siroz
gelisebilmektedir. Viriisler ya da diger etkenler inflamasyona sebep olarak karacigere
zarar vermekte bdylece siroz olusumunu indiikiemektedirler (16, 73),
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Diger bir etiyolojik faktdr olan otoimmiinite karacigerde, otoimmiin hepatit ve
primer biliyer siroza neden olmaktadir. Baz1 otoimmiin bozukluklarda oldugu gibi,
genetik defektleri olan immiin sistem kendi hiicie ve organlarma karsi reaksiyon
gostermektedir. Safra kanallarinin immiin reaksiyona maruz kalmast sonucunda olusan
primer biliyer siroz ise kadinlarda (genellikle 50 yas) % 95 oraninda goriilmektedir (14,
73).

Karaciger sirozunun etkenleri arasinda kistik fibrozis, alfa-1 antitripsin eksikligi,
galaktozemi, glikojen depo hastaligi, Wilson’s ve kalitsal hemokromatozis gibi kalitsal
hastaliklarda vyer almaktadir. Kalitsal hemokromatozis demirin karacigerde vyiksek
konsantrasyonda birikmesine ve hepatosit hasarina, fibrozise, hepatik siroza neden
olabilmektedir. Nadir gérillen diger faktdrler ise sistozomiazis, duodenuma uygulanan
bazi operasyonlar, uzun siireli bazi kimyasallara (arsenik, metatraksat) maruz kalinmasi
ve bazi ilaglann (toksik dozda vitamin A alinmasi) uzun siireli kullaniimasidir (35)

2.3.2. Kahtsal Hemokromatozis ve Siroz Arasindaki iliski

HFE gen mutasyonlarina bagh olarak ortaya ¢ikan ve duodenum tarafindan fazla
miktarda demir emilimi ile karakterize olan kalitsal hemokromatozis hastalii, beyaz
ukta stk gorilmektedir (6). Farkli populasyonlarda farklh oranlarda goriilen kalitsal
hemokromatozisin prevalansi, Kuzey Avrupa’da 1/200-400, USA’de 1/250-300, Katkas
populasyonunda ise 1/200-500°dir (5, 6, 9, 11, 21, 20, 30).

Kalitsal hemokromatozis hastalatinda, duodenum tarafindan emilen fazla
miktardaki demir basta karacifer olmak {izere bircok organda birikmektedir.
Karacigerde biriken fazla demir, serbest radikallerdeki artis ve demirin neden oldugu
diger metabolik bozukluklar nedenivle hepatositler zarar gimekte ve bu durum
karaciger sirozunun gelisimine neden olabilmektedir. Arezzini ve arkadaslan tarafindan
fareler tizerinde gergeklestirilmis olan arastirmada karacigerde biriken demirin siroz
olusumunu hizlandirdig1 gosterilmistir (28).

2.3.3. idiyopatik Siroz

Idiyopatik siroz, siroz olusumuna neden oldugu bilinen etiyolojik faktérlerin
arastirilmasi sonucu etkenin belitlenemedigi sirozdur. Siroz hastalarmin yaklasik % 5-
30°u idiyopatik siroz tamsi almaktadir (16, 49). Son villarda idiyopatik sirozla ilgili
olarak birgok c¢alisma gerceklestirilmigtit. Yapilmis olan arastirmalar sonucunda
karacigerde demir birikimi (10), obezite ve tip 2 divabet en yaygin goriilen risk
faktorleri olarak tamimlanmaktadir (16, 45, 51). Aynica, seker hastalif, hiperlipidemi ve
obezite gibi hastaliklar nedeniyle ortaya ¢ikan alkol kaynakli olmayan yagh karaciger

olusumu, idiyopatik sirozlu hastalarda goriilen risk fakttrlerindendir (46, 49, 50, 56, 57).

2.3.4, Karaciger Sirozunda Genetik Faktorlerin Rolii

Karaciger sirozonun etiyolojisinde rol oynayan faktorlerden birisi olan genetik ile
ilgili olarak ¢ok sayida mutasyon ve polimorfizm calismalan gergeklestirilmistir,
Karaciger sirozunun patogenezinde genetik heterojenite vardir. Ornegin, keratin 8




(KRT-8) ve keratin 18 (KRT-18) genletinde meydana gelen mutasyonlarin hastalik
tizerinde etkili oldugu belirlenmistir (17, 58).

Ayrica, karacigerin fonksiyonlaninda énemli gdrevleri olan bazi genlerin sitozun
olusum ve gelisim stirecinde etkili olabilecegi diisliniiimektedir. Metionin ve adenin
metabolizmasinda  gérev  alan  metiltioadenozin  fosforilaz geninin (MTAP),
hepatokarsinoma ve karaciger sirozu hiicte hatlarinda yapilmis olan ¢alismalarda
ekspresyon diizeyinin azaldigi belirlenmisgtir (44).

Karaciger sirozuyla ilgili olarak cok sayida genetik polimorfizm ¢aligmalart da
gergeklestirilmistir. DNA tamir geni olan XRCC1’in Arg399Gln polimorfizmi, 97 siroz
hastas1 ve 97 kontrol bireyi {izerinde ¢alisilmis ve anlamh bir iliski kurulmustur. Fazla
alkol tiiketimi olan polimorfik bireylerde, bu polimorfizmin serbest radikallerin etki
diizeyini arttird1g1 ve boylece siroz gelisimine neden oldugu belirtilmektedir (39).

Ayrica, demir metabolizmasinda gdrev alan HFE geninde meydana gelen
mutasyonlarin da siroz olusumuna neden oldugu belirlenmistir. HEE proteininin
fonksiyonunu yerine getirememesi, karacigetde demir birikimine neden olmakta ve
demirin serbest radikal olusumunu indiiklemesine baglh olarak karaciger sirozu
gelismektedir (2, 22, 23, 59)

2.4. HFE Geni, Protein Yamsi ve Fonksiyonlar

HFE geni, ilk olarak Feder ve arkadaglan tarafindan 1996 yilinda klonianmis
olup 6 nolu kromozomun kisa kolunda (6p21.3), HLA lokusunun da bulundugu bslgede
yer almaktadir (10, 12, 18). Bu gen, 6 ekzon, 5 intron icermekte ve toplam 44356 baz
ciftinden olugsmaktadir (Sekil 2.1.).

Exi Ex2 EX3 EXS EXG
5 ] T s
76 254 276 278 28 g9 a3
3329 211 1093 160 289

Sekil 2.1. HFE geninin genel yapist

HFE geni, karaciger hiicreleri tarafindan eksprese edilmedigi igin
hepatositletdeki demir transportunda primer goérev almamaktadir HFE genindeki
mutasyonlar direkt olarak karacigerdeki demir diizenlemesini etkilemezken, plazmadaki
transferine bagh ve fransferine bagh olmayan demir miktarim arttirmakta ve sonucta
karaciger hiicrelerindeki depo demir diizeyi yikseltmektedir (11). Karaciger disinda
kalp, pankreas, baz1 endokrin bezlerde, eklem bélgelerinde ve deride de demir birikimi
meydana gelebilmektedir (4, 5, 43).

HFE proteini yapr olarak biiylik bir hiicre digi, transmembran ve kisa bit
stoplazmik domainden olusmaktadur (5, 69). Hiicre dist domaini al, 02 ve a3
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unitelerinden olugmakta, ikinci ve iigiincii {initelerde disiilfit baglar1 yer almaktadir. Bu
protein, demir emiliminde gérev yapan gastrointestinal sistemdeki hiicreler, makrofajlar
ve bazi hiicreler tarafindan eksprese edilmektedir (Sekil 2.2) (2, 12, 18, 69). HFE
proteini, 22 aminoasitlik sinyal peptid ile birlikte, toplam 343 aminoasitten olusmakta ve
B2-mikroglobulin molekiilii ile etkilesime girerek, diferrik transferinden transferin
reseptorli 1 aracihh demir almimimi regiile etmektedir (6) Proteindeki vyapisal
bozuklukiar, duodenal kript hiicreleri tarafindan demir alimmini azaltmakta ve bu
durumda daha fazla demir emilimi i¢in villuslardaki DMT-1 tagiyict proteininin
ekspresyon dilzeyi arttirilmaktadir (2, 8, 69, 70, 71).
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Sekil 2.2. HFE proteini genel yapist

HFE proteini, hiicre i¢i demir metabolizmasindaki diizenleyici gbrevini diger
molekiillerle etkilesime girerek gergeklegtirmektedir Duodenal kiipt  hiicresinin
bazolateral yiizeyinde yer alan HFE proteini B2-mikroglobulin ve transferin reseptorii 1
(TfR-1) ile iliski i¢indedir. I'ransferin molekiiliine bagli olan demir, transferin reseptorii
1 tarafindan kript hiicresi i¢ine alinmaktadir. Kript hiicresi igindeki demir miktarinin
azalmas1 durumunda bu hiicreler villus enterosit hiicrelerine farklilagsmaktadir Bagmsak
limeninden Fe'* iyonlarimin alinmasindan sorumlu olan DMT-1 ve hiicre i¢ine alinmis
olan demitin bazolateral yiizeyden plazmaya verilmesinde goérev alan ferroportin-1
proteinlerinin ekspresyon diizeyleti kript hiicre i¢i demir diizeyinin diismesi durumunda
arttirimaktadu. Villus enterosit hiicreleri tarafindan alinan Fe', plazma membraninda
yer alan hephestin molekiilii tarafindan Fe™’e dontstiirtilmektedir. Ferrik formda
plazmaya verilen demir iyonu transferin molekiilii tarafindan alinip karacigere ve diger
organiara tasinmaktadir. Karaciger hiicrelerinde TfR-1 ve transferin reseptdrii 2 (TfR-2)
reseptorlen tarafindan hiicre igine alinan demir hepatosit hiicrelerinde ferritin olarak

depolanmakta ve viicudun ihtivag duymasi durumunda kan dolagimina verilmektedir
(Sekil 2.3.) (2, 70, 71).
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Sekil 2.3. HFE proteininin hiicredeki fonksiyonu

2.5. HFE Gen Mutasyonlar

HFE geninde kalitsal hemokromatozis hastah@min ortaya ¢ikmasinda etkin
rol oynadigi bilinen iki yanlig anlamlr (missens) mutasyon bilinmektedir Bunlardan
birincisinde 282. pozisyondaki sistein aminoasiti yerine tirozin aminoasiti (C282Y),
ikinci mutasyon tipinde ise 63. pozisyondaki histidin yerine aspartat aminoasiti
(H63D) gegmektedir (8, 9). Yapilan aragtirmalar sonucunda, 1999 wvilinda, serin
amino asitinin sistein amino asidine donistiigii S65C mutasyonu da belirlenmistir.
Bu mutasyonun hastah@in olusumunda hafit diizeyde etkili oldugu belirtilmektedir
(8). Feder ve atkadaglari tarafindan vyapilmigs olan ilk calismada, tipik
hemokromatozis fenotipinde olan 178 hastanin 148’nin (% 83) C282Y mutasyonu
acisindan homozigot mutant oldugu, hastalanin % 4’niin ise bilesik heterozigot
(C282Y/H63D) oldugu belitlenmigtit (5, 8).

C282Y mutasyonu, HFE genin 845 niikleotidi olan guanin (G) bazinn
adenin (A) bazina transisyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu nokta mutasyonu
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sonucunda 282, pozisyondaki sistein aminoasitinin yerine firozin aminoasiti
gecmektedir (5, 6, 9-12, 21, 32). HEFE proteininde korunmus olan sistein
aminoasitinin defismesi proteinin ekstraselliiler domainindeki disiilfit koépriisiiniin
bozulmasina ve sonugta HFE proteini ile P2-mikroglobulin arasindaki iligkinin
olumsuz yonde etkilenmesine neden olmaktadir. Bu mutasyon sonucunda, transferin
reseptorii 1°in diferrik transferine olan afinitesinin azalmasi ya da TfR-1’in geri
déntstimiindeki yavaslama nedeniyle fazla demir emiliminin meydana geldigi
tahmin edilmektedir (5, 6, 12, 21). C282Y mutasyonu acisindan mutant bireylerde
enterosit membraninda +2 degerlikli demirin hiicre i¢ine alinmasinda gorevli DMI-1
ve fertoportin 1 ekspresyon dizeymmde artis oldugu HFE geni knock-out fare
modellerinde gosterilmistir. Bu iki molekiliin tretimindeki artis intestinal sistem
tarafindan fazla demir absorpsiyonuna neden olmaktadi (5).

C282Y mutasyonu agisindan homozigot mutant olan hastalarda demir
birikimi nedeniyle siddetli klinik belirtiler  g&riilmektedir  (9)  Avrupa
populasyonunda C282Y mutasyonu agisindan homozigot mutant olanlarin orani % 3-
6 arasinda degismektedir. US’de homozigot mutant C282Y prevalanst %l 2-4 9
arasinda olmasina ragmen, Asya ve Afrika’da bu mutasyon belitlenmemisgtir (19)
Heterozigot C282Y mutasyon firekanst % 24 8 ile Irlanda populasyonunda en yliksek
oranda goriilmektedir. Hindistan, Orta DoZu ve Avusturalya populasyonlarinda ise
C282Y mutasyonu ig¢in homozigot mutant hasta belirlenememis olup,
heterozigotlarin oram ise % 0-5 arasinda oldugu tespit edilmistir (32). Lucotte ve
arkadaglan tarafindan gergeklestirilen aragtumada 20 Avrupa populasyonuna ait
aragtirma degerlendirilmis ve C282Y mutasyonu alel frekansinin en fazla % 6.88°1ik
oranla Fransa ve Ingiltere’deki Kelt populasyonunda oldugu gézlenmistir. Bu bilgiler
HEE gen mutasyonlarmin Kelt orjinli olabilecegini desteklemektedir (32)

C282Y mutasyonu disinda, bazi hemokromatozis hastalaninda H63D
C'nin G’ye transversiyonu sonucunda ortaya ¢tkmaktadir. Bu transversiyon tipi
nokta mutasyonu sonucunda histidin aminoasitinin yerine aspartik asit gegmektedir
(5,9, 18, 19, 32) H63D mutasyonu, HFE proteininin p2-mikroglobuline baglamasin
etkilememekte, fakat hiicte fransfeksiyon analizi calismalaninda transferin
reseptoriiniin  diferrik transferine olan afinitesini azalttifn belirlenmigtit. H63D
mutasyonunu heterozigot olarak tasivan bireylerde hafif diizeyde demir birikiminin
meydana geldigi ortaya konulmustur (5, 6, 21). Avrupa populasyonlarinda C282Y ve
H63D mutasyonlanimin birlikte bulundugu bilesik heterozigot (C282Y/H63D) ve
homozigot H63D mutasyonlar1 yaklagik % 2, heterozigot H63D ise % 15-22
oraninda oldugu bildirilmektedir (32)

HFE genindeki C282Y, H63D mutasyonlar, karaciger fibiozisi ve sitozu igin
bagimsiz risk faktorleridir (22, 23). Mutasyonlann bu etkileri karacigerde demir
miktarmnt arttirmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, C282Y mutasyonu bakimindan
homozigot olan hastalarda siroz olusumunun yam sua bilirubin, ferritin, ALT ve
AST diizeylerinde de artig olabilmektedir (22).

S65C mutasyonu, HFE geninin 2. ekzonunda, 193. niikleotidi olan A’nin
I’ye doniisimii sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Bu transversiyon tipindeki nokta
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mutasyonu sonucunda 65. pozisyondaki serin aminoasitinin yerine sistein aminoasiti
gegmektedir (5, 6, 9). Bu mutasyon, transferin reseptoriniin transferine olan
afinitesini azaltmakta H63D ve C282Y mutasyonlar1 kadar etkili olmadig: halde HFE
geninin ekspresyonu lizerinde etkili olabilecegi bildirilmektedir (6) S65C’nin genel
populasyondaki alel frekanst yaklagik % 1 5°dur (9). H63D ve C282Y mutasyonlait
belirlenementis kalitsal hemokromatozis hastalanmn % 7.8'nin S65C degisimine
sahip oldugu belitlenmistir (21, 39)

Hemoktomatozis hastalarimn  bazilannda goriilen  bilesik  heterozigot
genotipinin penetranst % 0.5-1.5 olarak saptanmistit (9). C282Y/H63D ve
C282Y/S65C genotiplerinin klinik tablo iizerindeki etkileri oldukea azdir. Bilegik
heterozigotlar kalitsal hemokromatozis hastalarmnin % 4-7’sinde goriimekte (15, 21)
ve hastaliga 6zgit klinik belirtilerin sadece % 11°nin ortaya ¢itkmasima neden
olabilmektedir (8).

2.6. HFE Geni ile Ilgili Cahsmalar

HFE gen mutasyonlarmin sikligim belirlemek i¢in Tiirkive’de yapilmis olan
calisma sayist olduk¢a sinuli (32, 40, 41) olmasina ragmen diger ilkelerde bu
konuyla ilgili ¢ok sayida arastuma gergeklestirilmistir. Farkli populasyonlarda
gerceklestirilmis olan arastirmalarda HEE gen mutasyonlari (C282Y, H63D, S65C ve
diger nadir géiillen mutasyonlar) i¢in farkh frekanslar belitlenmistit Papazoglou ve
atkadaslar1 2003 yihinda 264 erigkin Yunan populasyonunda yaptiklan HFE gen
mutasyonu taramasimda higbir bireyde C282Y mutasyonu belirleyememislerdir
PCR-RFLP yontemi kullanilimig olan arastirmada, bireylerin % 16.2’sinde
heterozigot H63D ve % 0 75’inde ise homozigot H63D genotipi bulunmustur (75).

Cimburova ve arkadaslari Cek Cumhuriyetinde yaptiklan cahigmada, 257
yenidogam C282Y ve H63D mutasyonlan acisindan degerlendirmiglerdir. C282Y
mutasyonu igin 254 bireyde homozigot mutant birey gorilmezken, 20 bireyin (%
7.87) ise heterozigot genotipte oldugu belirlenmigtir. H63D mutasyonu 257 bireyde
analiz edilmis ve 2 biteyin (% 0 78) homozigot mutant, 69 biteyin (% 26.84) ise
heterozigot tastyic1 oldugu goriilmiistiix (77).

Pietrapertosa ve atkadaslar, ftalya’min Apulian bolgesinde yaptiklan
arastiimada 500 saghkl biteyi degerlendirmislerdir. Calismada C282Y, H63D ve
S65C mutasyonlaimin disinda V53M, H63H, Q127H, E168Q, E163stop, W169stop,
VS9M, Q238P degisimleri de analiz edilmigtir. C282Y mutasyonu agisindan
homozigot mutant biteyin olmadig: belirlenirken, bireyletin % 3’niin ise bu
mutasyon i¢in heterozigot tagtyic1 oldugu ortaya konulmustur. H63D mutasyonu igin
homozigot mutantlarin oram % 1, heterozigot tagtyicilarin viizdesi ise % 26 olarak
belitlenmistir. Sadece bes birey S65C mutasyonu agisindan tastyicr olarak
belirlenirken, diger HFE gen mutasyonlan higbir saglikli bireyde gozlenmemistir. ,
Heterozigot H63D genotipindeki bireylerin transferin doygunluk deferinin normal
genotipli bireylere gore, daha yliksek oldugu belirlenmistit. Ayrica, Italya’da genel
populasyonda yapilmig olan diger calismalarda HEFE gen mutasyonlann alel
frekanslan (C282Y) % 0.5, (H63D) % 12.6 ve (S65C) % 11 olarak bildirilmistir
(76).




Altes ve arkadaslari, Ispanya’mn Catalonia bolgesinde rastgele segilmis 1146
yenidogan tizerinde yaptiklari arastirmada C282Y, H63D ve S65C mutasyonlarinin
alel sikliklarini LightCycler yontemi ile belitlemislerdir. 1043 yenidogandaki alel
frekanslar1 (C282Y) % 0.03, (H63D) % 0.2, (S65C) % 0.01 olarak hesaplanmistit
(79). |

Milman ve arkadaslari, Danimaika’da Danes etnik grubunda yaptiklan
arastirmada 2501 bireyi C282Y ve H63D mutasyonlanni PCR temelli bir teknikle
degerleditmiglerdir.  Analizler sonucunda genotip frekanslarii % 036
(C282Y/C282Y), % 10.6 (C282Y/N), % 1.6 (H63D/H63D), % 23.4 (H63D/N), %
1.4 (C282/H63D) olarak, alel frekanslanmi ise % 5.7 (C282Y), % 13.3 (H63D)
seklinde belirlemislerdir (80).

Choi ve arkadaglari, rastgele seg¢ilmis 240 Koreli bireyde C282Y ve H63D
mutasyon sikliklarinit PCR-RFLP véntemi ile analiz etmiglerdir. Aragtirmada, C282Y
mutasyonu higbir bireyde belirlenmezken, 18 bireyin (% 7.5) H63D mutasyonu
acisindan heterozigot oldugunu ortaya koymuglardir. H63D mutasyonu igin alel
frekanst ise % 3.8 olarak hesaplanmistir (81).

Moczulski ve arkadaglari, Polonya’da Slavic populasyonda C282Y ve H63D
mutasyon sikligim 871 bireyde, PCR temelli yontem ile degetlendirmislerdir.
Analizler sonucunda birevlerin % 6.0°1 C282Y/N ve sadece bir bireyin ise bu
mutasyon i¢in homozigot oldugunu ortaya koymuglardir. C282Y mutasyonu alel
frekans1 % 3.1, H63D mutasyonun alel frekans: ise % 1.5 olarak tespit edilmistit
Onti¢ bireyin (% 1.5) bu iki mutasyon icin bilesik heterozigot genotipinde oldugu
gozlenmistir (83)

Sassi ve arkadaslari, 570 Tunus populasyonunda HFE gen mutasyonlarinin
(C282Y, H63D) sikligim PCR-RFLP yéntemi ile arastumiglardi. Mutasyonlarin alel
frekanslar1 % 15.17 (H63D) ve % 0.09 (C282Y) olarak hesaplanmugstir (88).

Tiirkiye’de, PubMed’te yaywnlanmig, HFE gen mutasyonlart populasyon
taramasiyla 1ilgili itk c¢aligma, 2003 yilinda Barut ve arkadaglan tarafindan
gergeklestirilmistir. Arastirmada, 4633 saglikl erigkinin (vas ortalamasi 35 &+ 8 olan
ve 3827 erkek, 806 kadm) transferin doygunlugu (IS) élciilmiistiir. [k 6l¢iim sonucu
TS = % 50 olanlarda bir gece aglik doéneminden sonra tekrar &lglim
gerceklestirilmigtis. Serum ferritin degerlerinin 6l¢limi ve C282Y, H63D mutasyon
analizleri transferin doygunluk degeri > % 50 olan bireylerde yapilmistir. HFE gen
mutasyonuna sahip olup olmadigina bakilmaksizin ferritin degeri 200 ng/ml’den
yiiksek olanlarda karacigerden biyopsi alinarak histolojik degerlenditme ile demir
miktarinm belirlenmesi gergeklestirilmigtir. TS degeri % 50°nin iizerinde olan 26
biteyde HFE gen mutasyon analizi ve ferritin diizeyleri Ol¢iilmiistiir Mutasyon
analizleri sonucunda, H63D mutasyonu i¢in 11 hastanin tasiyict (10 erkek, 1 kadin),
1 erkek hastanin ise homozigot mutant oldugu belitlenirkén, higbir bireyde C282Y
mutasyonu gézlenmemistir (32).

Bozkaya ve atkadaslari tarafindan 2004 yilinda yapilmis olan diger bir
arastirmada Tiirkiye’de hemokromatozis taramasi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada,




3060 kan veren bireyin degerlendirilmesi sonucunda sadece 5 bireyin (% &) demir
baglama kapasitesimin ac¢lik doneminde < 28 puM oldugu tesbit edilmis ve bu
kisilerde HFE gen mutasyon taramasi yaptlmustir Iki bireyin H63D mutasyonunu
heterozigot olarak tagidig1 belirlenmistir (40).

Simgek ve arkadaglan tarafindan 2004 vilinda gerceklestirilmis olan diger
aragtirmada, 2677 saghkli kan verici birey transferin doygunlugu agisindan
degetlendirilmistir Transfetin doygunlugu > % 45 olan 86 kan veren birey ¢alisma
grubu olarak belirlenmis ve transferin doygunlugu < % 45 olan 57 kontrol bireyi
HFE gen mutasyonlarn, ferritin ve ALT agisindan incelenmistir. H63D mutasyonu
caligma grubunda % 27 32, kontrol grubunda ise % 21.05 olarak belirlenmigtit (41).

HFE gen mutasyonlan (C282Y, H63D ve S65C) ile kalitsal hemokromatozis
hastalhig1 arasindaki iliskivi ortaya koymak i¢in ¢alismalar gerceklestitilmistiz. Diego
ve arkadaslari, biyokimyasal ve klinik 6zellikleri nedeniyle hemokromatozis tanisi
almis 83 hasta ve 150 kontrol bireyinde C282Y, H63D ve S65C mutasyonlarini
PCR-RFLP yontemi ile analiz etmislerdir. Hastalarin genotip sikliklari, % 7
(C282Y/C282Y), % 20 (H63D/H63D), % 10 (C282Y/H63D), % 1 (H63D/S65C), %
22 (H63D/N), % 2 (C282Y/N), % 2 (S65C/N) olarak bulunurken, % 36’sinda ise
herhangi bir mutasyon belirlenememigtir Hem hasta hem kontrol grubunda
heterozigot H63D mutasyon oraminin yiiksek oldugu gézlenmistir (78). Hellerbrand
ve arkadaglar, Giiney Almanya’da 36 kalitsal hemokromatozis (aralarinda akrabalik
olmayan) ve 126 kontrol bireyinde C282Y ve H63D mutasyonlarini SSCP temelli
kapiller elektroforez (SSCP-CE), RFLP ve PCR-ELISA ile degerlendirmiglerdir.
Ayrica, hastalarla akrabalifi olan 76 bireyde aile taramasi gerceklestirmisglerdir
Calisma sonucunda, 26 kalitsal hemokromatozis hastasimn (% 72) C282 mutasyonu
agisindan homozigot mutant oldugu, 3 hastamn bilesik heterozigot, 1 hastanm ise
H63D mutasyonu agisindan homozigot mutant oldugunu goézlemislerdir Aile
taramasinda ise 6 bireyin C282Y mutasyonu a¢isindan homozigot mutant oldugunu
belirlemislerdir SSCP-CE, RFLP ve PCR-ELISA vydntemleri ile elde edilen
sonuglarin ayni oldugu da ortaya konulmustur (82). Leone ve arkadaglari, Ekvator’da
vaptiklar ¢aligmada 100 saglikli bireyde ve 12 hemokromatozis hastasinda HFE gen
mutasyonlarim (C282Y, H63D ve S65C) PCR-RFLP  yintemi ile
degerlendirmiglerdir Analizler sonucunda, Ekvator populasyonunda alel frekanslart
% 00 (C282Y), % 0035 (H63D), % 0.04 (S65C) olarak belirlenmistir
Hemokromatozis hastalarinda ise alel frekansfar1 % 00 (C282Y), % 0167 (H63D)
ve % 0.042 (S65C) seklinde hesaplanmistir H63D mutasyonu agisindan hasta ve
kontrol bireyleri arasinda anlamli bir faik oldugu ortaya konulmustur (87)

Kalitsal hemokromatozis hastalifi ile HFE gen mutasyonlan arasindaki
iligkiyi belirlemek i¢in Tiirkiye'de de arastumalar gergeklestirilmistir Simsek ve
arkadaslan, bes kalitsal hemokromatozis hastasinda yaptiklan ¢aligmada C282Y ve
H63D mutasyonlarrm ve HFE genindeki diger degisimleri sekans yoéntemi ile
degerlendirmiglerdir. Analizler sonucunda, hastalaiin hepsinin sadece H63D
mutasyonu agisindan heterozigot tagiyict oldugu gézlenmigtir (84)

HFE gen mutasyonlarinin, talasemi hastaligi tizerindeki etkisini belirlemek
icin vyapilmis olan arastumalarin sayist her gegen giin artmaktadin. Karimi ve
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atkadaslarn 43 yenidogan (HbBart’s tamsi almig), 203 saglikh eriskin ve kan
fransfizyonu almakta olan 154 beta-talasemi major hastasinda HFE gen
mutasyonlarm (C282Y, H63D ve S65C) arastimislardir Sekans yontemi ile
gergeklestirilmis analizler sonucunda, C282Y ve S65C mutasyonu gozlenmezken,
H63D mutasyonu alel frekanslart yenidoganlarda % 0.10, saglikli eriskinlerde %
0.082, beta-talaseri majorlerde % 0.080 olarak tespit edilmistir (85) Jazayeri ve
arkadaslar, Iranli beta-talasemi minor hastalarinda HFE gen mutasyonlarimi (C282Y
ve H63D) PCR-RI'LP yontemi ile taramuglardir. Calisma 93 hasta (56 kadin) ve 104
kontrol bireyin (54 kadin) iizerinde gergeklestirilmistiz. Onsekiz hasta (% 19.4), 12
kontrol bireyin (% 11.5) H63D mutasyonu icin heterozigot; 3 hasta (% 3.2), 3
kontrol (% 2.9) bireyin ise homozigot mutant genotipte olduklar: tespit edilmistir.
Hasta grubunda birisi bilesik heterozigot genotipinde olmak iizere 3 C282Y
mutasyonu bulunmustur. H63D alel frekansi hasta grubunda % 12.9, kontrollerde ise
% 8.65; C282Y mutasyonu alel frekanslar ise hastalarda % 1.61, kontrollerde ise %
0.0 olarak belirlenmistir. HFE gen mutasyonlant agisindan, Beta-talasemi mindr
hastalar1 ve kontrol bireyleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (86).

Rovetta ve arkadaglai, HFE gen mutasyonlan ile romatoid artrit arasindaki
iliskiyi belirlemek i¢in 118 hasta (281 erkek) tizerinde ¢alisma gergeklestirmislerdir.,
Analizler sonucunda 53/118 (% 45) hastanin HFE gen mutasyonu i¢in tasiyic1 oldugu
belirlenmigtir. HFE gen mutasyonu ile romatoid hastaliklar arasinda iligki olabilecegi
sonucuna ulagilmistir (90). Cauza ve arkadaglari, HFE gen mutasyonlan (C282Y ve
H63D) ile artropati arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in 203 hasta iizerinde caligma
gerceklestirmislerdir. Kesilmig PCR {iriinlerini poliakrilamid jel elektroforezinde
ylirliterek genotipleri belitlemislerdir. Analizler sonucunda alel frekanslart C282Y
igin % 4.5, H63D mutasyonu icin % 12.8 olarak gozlenmistir. Bes hastanin H63D
mutasyonu i¢in, bir hastanin ise C282Y mutasyonu igin homozigot mutant oldugu

belirlenmesinde énemli oldugunu ortaya koymuslardir (93).

HFE gen mutasyonlan ile karaciger sirozu arasindaki iligkiyi belirlemek igin
birgok arastirma gerceklestirilmistir. Ethardt ve arkadaglan tarafindan 2003 yilinda
vapilmis olan calismada 401 kronik hepatit C enfeksiyonu olan hasta ve 295 saglikli
kontrol bireyi degetlendirilmis ve aragtumada heterozigot H63D ve (C282Y
mutasyonlarinin karaciger fibrozisi ve sitozu i¢in bagimsiz risk faktoileri oldugunu
belirlemislerdir (22). Lal ve atkadaglar1, 2000 yilinda C282Y mutasyonu ile hepatit C
ile enfekte olmus olan ve idiyopatik sirozlu hastalarda demir birikimi tizerindeki
etkisini arastumuglardir, Yirmialti hepatit C  kaynakh siroz hastasinda g, 22
idiyopatik siroz hastasinda ise bir heterozigot C282Y mutasyonu belirlenmistir
Hastalanin karaciger dokusunun histolojik incelenmesi sonucunda hepatit C ile
enfekte olmus olan hastalarda C282Y mutasyonunun mindr diizeyde demir
birikimine neden oldugu sonucuna ulagilmistr (10)

HFE gen mutasyonlar1 ile hepatoselliller karsinoma aiasindaki iliskiyi
belitlemek i¢in yapilmig olan ¢alismalardan birisi 2005 yilinda Fracanzani ve
arkadaglan tarafindan gergeklestirilmistit. Calisma 303 siroz hastast olan ve daha
sonraki yillarda hepatoselliller karsinoma gelismis bireylerde gergeklestirilmistir
Hastalarin hepatit B, C viral enfeksiyon durumlari, HFE gen mutasyonlan agismdan
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genotipleti ve alkol kullanimlan analiz edilmistir. Hepatoselliller karsinoma hastasi
olan 303 bireyinin 12’sinin (% 4.0) C282Y mutasyonu, 93 linin (% 30.7) H63D
mutasyonu agisindan tasiyici olduklan belirlenmistit. Analizler sonucundan C282Y
mutasyonu olan erkek hastalarin hepatit B viral enfeksiyonu igin normal genotipli
hastalara gére 3.8 kat, H63D mutasyonu olan kadin hastalarn ise hepatit C
enfeksivonu goriilme orani normal genotipli hastalara gbre 6 kat daha ytiksek oldugu
gbzlenmistir (92). Yine Boige ve arkadaglari, C282Y ve H63D mutasyonlarimin siroz
hastalarinda hepatoselliiler karsinoma olusumu tizerindeki etkilerini aragtirmuglardir.
Calisma, 133 hepatoselliiler karsinomali siroz hastasi ve 100 hepatoselliiler
karsinoma gelismemis sitoz Thastas: Uzerinde gergeklestirilmistir. Analizler
sonucunda mutasyonlarin hepatoselliiler karsinoma geligimi {izerinde etkili olmadig:
sonucuna ulagimustir (15).

HFE geniyle diger kanser tipleri arasinda iliski olup olmadigim belirlemek
icin de calismalar gergeklestirilmistir  Serum  demir  konsantrasyonundaki
yiikselmeye bagh olarak DNA’da oksidatif hasar meydana gelebilmektedir. Dorak
ve arkadaglan, HFE gen mutasyonlar: ile ¢ocukluk c¢agi akut lenfoblastik 16kemia
(ALL) arasindaki iliskiyi gOstermek i¢in yaptiklarn arastirmada, C282Y mutasyonu
ile ALL arasinda cinsiyete bagl bir iliski oldugunu iki Ingiliz populasyonunda
ortaya koymuslardir. Fakat, eriskin ALL ve Hodgkin hastalifinda benzer iliski
belirlenmemistir. ALL ile HFE gen mutasyonu arasindaki iliskinin lenfoid hiicrelerde
demir miktarindaki yiikselmeden kaynaklandifn duisiintilmektedir (89) Veneri ve
arkadaslan tarafindan gergeklestirilmis olan c¢aligmada 82 erigkin akut 18semi
hastasinda (AMIL (48 hasta), ALL (34 hasta) kalitsal hemokromatozis gen
mutasyonlan (HFE genindeki C282Y, V53M, V39M, H63D, S65C, Q127H, E1680Q,
E168X, W169X ve Q283P, TFR-2 genindeki Y250X) arastmilmistir. Yirmiyedi
hastanin 6’sinda heterozigot C282Y, 6’sinda homozigot H63D, 13’linde heterozigot
H63D, 2’sinde heterozigot S65C mutasyonu belirlenmistir. Kalitsal hemokromatozis
gen mutasyonu belirlenmis hastalar ile gen mutasyonu olmayan hastalar arasinda
demir miktar1 ile ilgili bir korelasyon gézlenmemistir (91).

Tanumlanabilen etiyolojik faktdrlerle ortaya ¢ikan karacifer sirozu ile ilgili
¢ok yonlii ¢aligmalar yapilmis olmasina ragmen, idiyopatik sirozla ilgili arastirma
sayis1 oldukca azdm. Bugline kadar yapilan literatiir taramasinda diinyada cok az,
ilkemizde ise HFE gen mutasyonlar: ile idiyopatik siroz hastalifi arasindaki iliskiyi
gosteren genetik ¢alismaya rastlamlmamistiz. Bu ylizden bu gahsmada, idiyopatik
sitozlu hastalarda genetik bir faktdr olarak HFE gen mutasyonlanimin etkili olup
olmadigin aragtinilmas1 amaglanmistir.




GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplari

Hasta grubu, sitoz olusumuna neden oldugu bilinen etiyolojik faktdtlerin
dislandi31 idiyopatik siroz hastalarmdan olusturulmustuz. Idiyopatik sirozilu hastalar,
Akdeniz Universitesi, [¢ Hastaliklart Anabilim Dali, Gastroenteroloji Bilim Dali
tarafindan gonderilmistir. Tam: konulan hastalar, siroz etiyolojisinde rol oynayan
uzun siireli alkol ve ilag kullammu, viral enfeksiyonlar gibi faktorler arastinldiktan
sonra idiyopatik simfina dahil edilmiglerdir. Ayrica, her hastanin ailesel hastalik
durumu ile ilgili bilgi alinmig ve DNA onam formu imzalatikmustir.

Kontrol grubu, kendisinde ve ailesinde demir birikimi ile ilgili herhangi bir
hastalik olmayan, rastgele segilmis 141 sagliklt bireyden olusturulmustur. Her birey
ailesel hastaliklar agisindan degerlendirilmis ve DNA onam formu imzalatilmigti
Ayrica, idiyopatik siroz hastalannin ve kontrol bireylerinin serum  demir
konsantiasyonu, fertitin, toplam demir baglama kapasitesi Akdeniz Universitesi,
Merkez Laboratuvarnnda l¢iilmiistir.

3.2. Kullanilan Yéntemler
Calismada, periferik kandan DNA izolasyonu, PCR, RFLP, agaroz jel
elektroforez yéntemleri ve gbriintiileme sistemi kullaniimistir.

3.2.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Hasta ve kontrol grubu bireylerinden, KsEDTA’ls steril tiiplere (Venoject®)
10 m! periferal kan alindr. Miller ve arkadaglan tarafindan gelistirilen standart DNA
izolasyon yontemi (29) degistirilerek, kullamlan ¢ézeltiler ve iglem basamaklarn
asagida verildigi gibi uyguland1.

3.2.1.1. Kullamilan Cbzeltiler:
Lizis Tamponu
155 mM NH4CI (Sigma)
10 mM KHCO; (Sigma)
1 mM EDTA (Sigma), pH 7.4-8.0

Yukarida verilen derisimleri saglavacak sekilde distile su ile hazitlanan lizis
tamponu otoklavda steril edildi ve + 4 °C’de sakland1

WBL (White Blood Lysis) Tamponu
0.1 M Na(Cl
0.025 M EDTA, pH 7.4-8.0

Yukarida verilen derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazitlanan WBL
tamponu otoklavda steril edildi ve oda 1s1s1nda saklandi




9.5 M Amonyum Asetat
36.613 gram amonyum asetat (CH;COOHNH,4, Merck) 50 mi distile suda
¢ozildii. Otoklavda steril edildi ve oda 1s1sinda sakland:

% 10 SDS Cozeltisi
Bir (1) gram SDS 10 ml distile suda ¢oziildii. Filtre ile steril edildi ve oda
1sisinda saklandi.

Proteinaz K (20 mg/ml)
100 mg proteinaz K, 5 ml steril suda ¢éziildii ve —20 Cde sakland.

%70’lik Etanol
70 mi etanol, 30 ml distile su ile karistildi ve + 4 0C’de sakland:,

3.2.1.2. islemler

On ml K3sEDTA’lI kan alt iist edilerek homojenize edildikten sonra steril 50
ml’lik steril disposible santrifiij tiipiine aktanld: Uzerine 30 ml lizis tamponu eklendi
ve vortekste iyice karigtuildi. Buzda 15-20 dakika bekletildi. +4 “C’de 1500 rpm’de
10 dakika santrifuj (Sigma) edildi. Doékelti atildi. Cokelti elle vurularak iyice
homojenize edildikten sonra tizerine 20 ml lizis tamponu eklendi. Tekiar +4 °C de
1500 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi Dokelti atild: ve ¢okelti homojenize edildi.
Cokeltiye 945 ml WBL tamponu, 500 pl % 10’luk SDS, 50 pl proteinaz K (20
mg/ml) eklendi 37 °C’lik etiivde 16 saat bekletildi. Ertesi giin tizerine 3.7 ml, 9.5 M
amonyum asetat ¢ozeltisi eklendi Beyazimsi bir renk olusuncaya kadar elle
vurularak ivice karistirildi Oda 1sisinda 30 dakika 5000 rpm’de santrifuj edildi Sivi
dokelti fazi steril yeni bir disposible santrifiij tiipii tiptinde toplandi. Toplanan sivi
fazin tizerine saf etanol (% 99) cklendi, alt {ist edilerek DNA’nin toplanmasi
sagland1 Gozle ayirt edilebilir bir sekilde ¢okelti olusturan DNA’lar 500 pl % 70°lik
etanol bulunduran 1.5 ml’lik ependorf tiiplere aktarildi. Oda 1sisimda 13 000 rpm’de
10 dakika santrifuj edildi ve Ust faz atildi. Cokelti 37 0Clik etiivde agz1 agik olarak
kurutuldu. Kurutulan DNA steril suda ¢oziildii. DNA 6rneklerinin spektrofotometrik
yontemle 260 ve 280 nm’lik dalga boylarmda optik dansite él¢timleri gergeklestirildi.
DNA saflik oranlar1 (ODy60/ODag0) ve DNA konsantrasyonlart ODyg x 50 x SE
(Sulandirma Faktorii) formiilii 1le belitlendi. Elde edilen DNA &tnekleti uzun stire
saklanacaksa —20 °C’de, kisa siirede kullamlacaksa +4 °C’de sakland:

3.2.2. PCR Yontemi
PCR reaksivonu, Genius (lechne, UK) markah thermal cycletrda
gerceklestirildi.

PCR programlari:
95 °C 10 dakika (baslangi¢ denaturasyonu) 1 déngii

95 °C 1 dakika (denaturasyon)

55°%C 1 dakika (birlesme) } 35 dongi
72 °%C 1 dakika (uzama)

72°C 10 dakika (son uzama) I dongl
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PCR icerigi Miktar

ANTP karigum (100 mM) 08 pl
10x PCR reaksiyon tamponu 50wl
[leri primer (20 pmol/ul) 08 pul
Geti primer (20 pmol/ul) 08ul
MgCls (25 mM) 40 pl
Taq polimeraz (5 U/ul) 0.2 ul
dH,O 36.4 pul
Genomik DNA (250 ng/ul) 20wl
Toplam 50.0 pl

Calismamizda C282Y, H63D, S65C mutasyonlari i¢in Roche marka primet ler
kullantlmistir. $65C ve H63D mutasyonlar: igin aym primer ¢iftleri kullanilds.

C282Y mutasyonu icin kullamlan primerler:
ileri primer: 5°-Tgg CAA ggg TAA ACA gAT CC-3’
Geri primer: 5’-CTC Agg CAC TCCTCT CAA CC-3°

H63D ve S65C mutasyonlari icin kullamlan primerler:
Tleri primer: 5°-ACA Tgg TTA Agg CCT gTT gC-3’
Geri primer: 5°-gCC ACA TCT ggC TTg AAATI-3

3.2.3. RFLP Yéntemi
Yukarida belirtilen PCR programi ile ¢ogaltilmis olan PCR trtnlerinin
restriksivon enzim kesimleri agagidaki sekilde gergeklestirildi

C282Y mutasyonu icin restriksiyon enzim kesim icerigi:

10x tampon (L) 2.5 ul

Rsa i (10 U/ul) 02 pl

PCR {iriinii 7.0 ul

dH,O 153 ul

Toplam 250 pl

H63D mutasyonu igin restriksiyon enzim kesim icerigi:

2x tampon (H) 12.5 ul

Mbo I (Nde II) (5 U/pl) 04 pul

PCR firiini 7.0 pl

dH,0 5.1 ul

Toplam 25.0 pt

$65C mutasyonu icin restriksiyon enzim kesim icerigi:
10x tampon (H) 2.5pul .
f Hinf [ (10 U/ul) 0.2 ul
PCR iirtinu 7.0 ul

dH,O 153l

Toplam 250 ul
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Restriksiyon enzim kesimi igin gerekli maddeler 0.2 veya 05 ml’lik
ependorfa konulduktan sonra 37 OC su banyosunda 16 saat bekletildi Restriksiyon
enzim kesimi gerceklesmis olan kesim iiriinleri % 3’1k agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek her bir mutasyon icin genotip belirlendi

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme Sistemi

%3’liik agaroz jelin hazirlanmasi:

1) 1.5 gram agaroz tartilarak 50 ml 1X TBE’de ¢dzuldi

2) 50-55 °C’ye sogutulduktan sonta, 0.5 pg/ml etidyum bromiir ilave edildi

3) Elektroforez kiivetine tarak yerlestirildi ve iizerine sizmti olmayacak
sekilde agaroz jel dokiildi, oda 1sisinda polimerize olmast igin bekletildi

4) Tarak dikkatlice uzaklastmldi ve agaroz jel, clektroforez {ankina
yerlestirildi.

%3’likk agaroz jel, igerisinde 1XIBE bulunan elektroforez tankmna
yerlestirildi. PCR {riinii, restriksiyon enzim kesim {iriinii ve 50 b¢’lik marker
(Roche) yviikleme tamponu kullamilarak kuyucuklara mikropipet yardimyla yiiklendi.
Elektroforez tankina bagh giic kaynagi (Biolab) ile 80 voltta 30 dakika ornekler
yiiriitiildii.  Siire sonunda omeklet UV 11k veren transilluminatdr yardimiyla
incelendi. Transilluminatore (Herolab) baglh olan monitorlii sistem kullamilarak
fotograflar alind.
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Gastroenteroloji Bilim Dalindan gonderilen idiyopatik siroz tanis almig 16 hasta ve
rastgele segilmis 141 saglikli kontrol bireyinde gerceklestirildi. Hasta ve kontrol
grubu bireylerinden DNA izolasyonu yapilds, idiyopatik siroz hastalarimin DNA
verileri Cizelge 4.1 °de goriilmektedir. HFE gen mutasyonlari, PCR-RFLP teknigiyle
analiz edildi (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3).

Cizelge 4.1. Idiyopatik siroz hastalarinin DNA veriler

Hasta No 0OD260 OD280 (())]]))2220/ Konsziisyonu
’ (ag/)

1. 0.054 0.029 1.86 540

2. 0.083 0 044 1.88 830

3. 0035 0019 1.84 350

4, 0 042 0026 1.62 420

5. 0083 0056 148 830

6. 0.060 0.037 162 600

7. 0.016 0.080 2.0 160

8. 0.194 0.104 186 1940

9, 0.037 0.019 195 370

10. 0014 0.070 20 140

11. 0162 0 085 1.90 1620

12, 0.056 0028 2.00 560

13. 0159 0 080 1.98 1590
14. 0.053 0027 1.96 530

15. 0.086 0 050 1.72 860

16. 0.039 0026 1.50 390
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Sekil 4.3. % 3’lik agaroz jelde S65C mutasyonu i¢in PCR iirtinii ve Hinf I restriksiyon
enzim kesim profili. M: 50 b¢’lik marker, P: PCR iiriint, N/N: Normal genotip.

Hastalann idiyopatik siroz tamsimin kondugu zamanki yaslann ve C282Y,
H63D, S65C mutasyonlann Cizelge 4.2°de verilmektedir Analiz sonucunda 16
idivopatik siroz hastasinda bir heterozigot (hasta no: 9) ve bit homozigot H63D
mutasyonu (hasta no: 16) gozlenirken, C282Y ve S65C mutasyonlar: higbir hastada
bulunmamistir (Cizelge 4.2)

Saglikl kontrol grubunu olugturan 141 bireyin 30’unda H63D mutasyonu
heterozigot, iki bireyde ise ayni mutasyon homozigot olarak belitlenmistir. Higbir
kontrol bireyinde, hasta grubunda oldugu gibi, C282Y ve S65C mutasyonlar
gbzlenmemistir (Cizelge 4.3). H63D mutasyonu alel frekans: kontrol bireylerinde %
12.06, hasta grubunda ise % 9.38 olarak hesaplanmistir. Heterozigot genotipli hasta
ve kontrol bireylerinin frekanslan sirasiyla % 625, % 21.28 olarak bulunutken,
homozigot mutant hastalarin frckansi % 6 25, kontrol bireylerin ise % 1.42 oldugu
belirlenmistir.




Cizelge 4.2, [diyopatik siroz hastalarimn tam yaglart ve HFE gen mutasyon sonuclar

Hasta No Tam Yasi C282Y H63D S65C
1. 57 N/N N/N N/N

2. 72 N/N N/N N/N

3. 60 N/N N/N N/N

4., 19 N/N N/N N/N

5. 47 N/N N/N N/N

6. 69 N/N N/N N/N

7. 49 N/N N/N N/N

8. 72 N/N N/N N/N

9. 66 N/N N/M N/N
10. 24 N/N N/N N/N
11. 58 N/N N/N N/N
12. 61 N/N N/N N/N
13, 29 N/N N/N N/N
14, 37 N/N N/N N/N
15. 24 N/N N/N N/N
16. 53 N/N M/M N/N
N/N: Normal genotip, N/M: Heterozigot tagiyici, M/M: Homozigot mutant.
Cizelge 4.3: Kontrol grubunda HFE gen mutasyonlarnnin dagilimi

Mutasyon H63D $65C C282Y .
tipi

Genotip N/N NM | M/M | N/N | NM M/l;/I N/N | NM | M/M
Birey sayist 109 30 2 141 0 0 141 0 0
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Idiyopatik siroz hastalar1 ve kontrol bireyleri yag araliklan, cinsiyet dagilim
ve ortalama biyokimyasal demir parametieleri agisindan karsilastirilmigtir. Kan
demir parametrelerinden transferin  doygunlugu ve ferritin diizeylerinin  hasta
grubunda daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Serum demir konsantrasyonu ve
toplam demir baglama kapasitesi ise kontrol bireylerinde daha yiiksek oranda oldugu
belirlenmigstir. Idiyopatik siroz hastalariun yas aralifn 19-72 arasinda, kontrol
bireyletinin ise 17-51 arasinda degismektedir. Cinsiyet dagilmmna bakildiginda
idiyopatik siroz hastalarinm % 50°si kadmn, % 50°si erkek; kontrol bireylerinin ise %
65.75’1 kadmn, % 34.25°1 erkek cinsiyette oldugu gétiilmektedir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Hasta ve kontrol gruplarmmin yas, cinsiyet ve ortalama biyokimyasal demir
g grup y y Yy
parametrelerinin karsilastirilmasi

Parametreler Idiyopatik siroz hastalari Kontrol grubu
Yas aralig (yil) 19-72 17-51

Cinsiyet 8K,8E 92K,49E
Ferritin 89.49 ng/ml 3710 ng/ml
Serum demir 84 67 pg/dl 9475 pg/di
konsantrasyonu ST OB
Toplam demir baglama

kapasitesi 266 87 pg/dl 343,75 pg/dl
Transferin doygunlugu % 40.82 % 27.56

Idiyopatik sitoz hastalarinin ferritin, transferin doygunlugu, toplam demir
baglama kapasitesi ve serum demir Kkonsantrasyon degetleri Cizelge 4.5°te
verilmigtir Idiyopatik sitoz hastalarimn biyokimyasal demir diizeyleri heterojenite
gostermektedir. Ferritin deferi sagliklh bir kadinda 13 ile 150 ng/ml, saglikli bir
erkek bireyde ise 30 ile 400 ng/ml arasindadir. Idiyopatik siroz hastalannmn ferritin
deZerlerine bakildiginda kadmn bireylerden sadece hasta no 2’de (260.20 ng/ml)
yiiksek, hasta no 7, 9, 10 ve 13’te ise diisiik diizeyde oldugu tespit edilmigtir. Frkek
bireylerde, normal degerin izerinde hasta gorillmemis olup, sadece hasta no 5'te
normal degerden diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5)

Serum demir konsantrasyonu normal degeri; kadinlarda 37-145 pg/dl,
erkeklerde ise 59-158 pg/dl arasindadu. Serum demir konsantrasyonu, kadin
hastalardan hasta no 7, 9, 10, 13’te diisiik diizeyde, hasta no 2 ve 11°de ise yiiksek
mikiarda oldugu gozlenmistit. Erkek hastalardan, hasta no 3 ve 16’da normal
diizeyin tizerinde, hasta no 4, 8 ve 14’de ise altinda oldugu goriilmiistir (Cizelge
45)

Sagliklt kadin ve erkek bireylerde, 228 ile 428 pg/dl arasinda olmas: beklenen
toplam demir baglama kapasitesi, serum demir konsatrasyonu ve fertitin diizeyi
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diisiik olan hasta no 7 ve 13’te notmal miktarin iizerinde bulunmustur. Ug idiyopatik
sirozlu kadin hastada (hasta no: 2, 6, 11) ve bes erkek hastada (hasta no: 1, 3, 4, 8,
16) ise 228 pg/dl’nin altinda oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. [diyopatik siroz hastalarmm cinsiyet dagilim1 ve demir parametreleri,

Fasta N/ \Feritn |\ yonn | oagims apascst |00
(ug/ay (ug/dy -

1. (E) 60 90 92 00 205.00 44 88

2, K 260.20 195.00 184.00 10598

3. (E) 303 30 172,00 194 00 88.66

4. (B) 143 00 4300 226 00 19.03

5. (E) 27.08 60.00 31300 19.17

6. (K) 25 80 84 00 189 00 44 45

7. (K) 6.43 29,00 43300 07.70

8. (E) 13370 3700 180 00 20.56

9. (K) 476 31.00 31200 09.94

10. (K) 570 30 00 351 00 08.55

11. (K) 61.94 168.00 200 00 84.00

12*, (E) - ] i ]

13. (K) 679 21.60 436 00 04.82

14. (B) 37.00 28 00 33300 841

15. (K) 106.10 110.00 27100 40.59

16. (E) 159.60 170.00 176 00 96 60 )

12* nolu hastanin kan demir parametreleri elde edilemediginden ortalama degerler 15 hasta
tizerinden hesaplanmistir.

Serum demir konsantrasyonunun toplam demir baglama kapasitesine oraninin
100 ile carpilmas: sonucunda bulunan transferin doygunluk degeri, viicuttaki demir
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diizeyi ile ilgili bilgi veren dnemli biyokimyasal parametrelerden birisidir. Normal
transferin doygunluk degeri % 25-45 olarak kabul edilmektedir. Hasta grubunun
transferin doygunluk dederi % 4 82 ile % 105.98 arasinda degismektedir. Transferin
doygunlugu iki kadin (hasta no: 2, 11) ve iki erkek hastada (hasta no: 3, 16) normal
diizeyin lizerinde belirlenmistit Transferin doygunluk degeri < % 25 olan 4 kadin
(hasta no: 7, 9, 10, 13) ve 4 erkek hasta (hasta no: 4, 5, 8, 14) gozlenmistir (Cizelge
45)

Heterozigot H63D mutasyonu tastyan idiyopatik siroz hastasinin (hasta no: 9)
ferritin (4.76 ng/ml), serum demir konsantrasyonu (31.00 ug/dl} ve transferin
doygunluk degetleri (% 09.94) noimal diizeyin altinda, toplam demir baglama
kapasitest (312.00 pg/dl) ise normal simirlar arasinda oldugu bulunmustur. Aym
mutasyon agisindan homozigot mutant oldugu belirlenmis idiyopatik siroz hastasinin
(hasta no: 16) biyokimyasal demir parametrelerinden ferritinin 159.60 ng/ml, serum
demir konsantrasyonunun 170.00 pg/dl, toplam demir baglama kapasitesinin 176 00
pg/dl ve transferin doyguniuk degerinin ise % 96 60 oldugu gériilmiistiir. Hastanin
transferin doygunluk degeri ve serum demir konsantrasyonu normal sinitlarin
tzerinde bulunurken; ferritin degeri normal aralikta, toplam demir baglama
kapasitesi ise diisiik diizeydedir (Cizelge 4.5)

Saglikli 141 kontrol grubu bireyinin, H63D mutasyon genotipine gire
biyokimyasal demir diizeylerinin ortalamalan hesaplanmistir. Normal genotipli olan
bireylerde ortalama ferritin (27 24 ng/ml), serum demir konsantrasyonu (84.20
rg/dl), toplam demir baglama kapasitesi (342.4 pg/dl) ve transferin doygunluk
diizeylerinin (% 24.59) normal degetlerde oldugu gézlenmistir. H63D mutasyonu
acisindan heterozigot tagiyicr olan bireylerde ortalama ferritin (15.73 ng/ml) ve
transferin doygunluk diizeyleri (% 19.12) diisiik, toplam demir baglama kapasitesi
(384 50 pg/dl) ve serum demir konsantrasyonun (73.50 pg/dl) ise normal degerlerde
oldugu belirlenmistir H63D mutasyon analizinde homozigot mutant oldugu
gdzlenmis olan iki kontrol bireyinin ortalama serum demir konsantrasyonu (190
png/dl) ve transferin doygunluk degerleri (% 55.95) normal diizeyin {izerinde
bulunmustur. Fakat, toplam demir baglama kapasitesi (269 pg/dl) ve ferritin
miktarlarinin (150.50 ng/ml) ise normal degerde olduklar gérilmistiir. Homozigot
mutant genotipdeki iki kontrol bireyin toplam demir baglama kapasitesi digindaki
diger biyokimyasal demir parametrelerinin normal ve heterozigot genotipindeki
bireylere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6).

HFE gen mutasyonlar ile biyokimyasal demir diizeyleri karsilastirildiginda
H63D mutasyonu agtsindan homozigot mutant olan bir hasta ve iki kontrol bireyinde
ferritin, serum demir konsantrasyonu ve transferin doygunlugunun normal ve
heterozigot genotipli hasta ve kontrol bireylerine gore daha vyiksek oldugu
belirlenmigtir (Cizelge 4 7).
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Cizelge 4.6. H63D mutasyon genotipine gére kontrol grubu bireylerinin ortalama demir

parametreleri.
Genotipler
Kan demir parametreleri
N/N N/H63D H63D/H63D
(n=109) {(n=30) (n=2)

Ferritin (ng /mi) 2724 1573 150.50
Serum demir konsantrasyonu 8420 73 50 190.00
(ng/dl)
Toplam demis baglama
kapasitesi (ug/dl) 342 4 384 50 269.00
Iransferin doygunlugu (%) 24.59 19.12 5595

Cizelge 4.7. H63D mutasyonu agisindan idiyopatik siroz hastalan ve kontrol bireylerinin
biyokimyasal demir parametrelerinin karsilagtiriimasi

idiyopatik Siroz Hastalarinin Kontrol Bireylerinin

Kan Demir Genotipleri genotipleri
Parametreleri TR,

N/N N/H63D | H63D/H63D N/N N/H63D - GBD

(n=14) (n=1) (n=1) {(n=109) {n=30) (n=2)

Ferritin {ng/ml) 94 08 476 159 60 2724 15.73 150.50
Serum demir
konsantrasyonu 84.64 31.00 170 00 84.20 73.50 190 00
(png/dl)
Toplam demir
baglama 264 64 312.00 176.00 342 40 384.50 269 00
kapasitesi (ug/dl)
[ransferin 3198 | 994 9 60 2459 | 1912 | s595
doygunlugu (%)

N/N: Normal genotip, N/H63D: Heterozigot tasiyic, H63D/H63D: Homozigot mutant

Demir metabolizmasida epidomiyolojik faktérler de 1ol oynamaktadir
Epidomiyolojik faktdrlerden olan yas ve cinsiyet viicutta demir birikimi tizerinde
etkili olabilmekteditler. Cahismada yer alan idiyopatik siroz hastalari ve rastgele
segilmis olan kentrol biteylerinin cinsiyete bagli olarak biyokimyasal demir degerleri
ve H63D mutasyon dagilmi Cizelge 4.8’de verilmistir Hasta ve kontrol grubunda
bulunan kadin bireylerin serum demir konsantrasyonu, transferin doygunlugu ve
ferritin degerlerinin erkek bireylere gére daha disiik diizeyde oldugu goriilmektedir,
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Fakat, toplam demir baglama kapasitesinin kadinlarda daha yiiksek oldugu
belirlenmigtir. H63D mutasyon dagilimi ise erkek ve kadin hastalarda esit oranda
goriliirken, kontrol grubunda ise kadin bireylerin fazlaligr nedeniyle bu mutasyonun
bu cinsiyette daha sik oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.8. Hasta ve kontrol grubunda cinsiyete bagli biyokimyasal demir parametrelerinin
ve H63D mutasyonu agisindan genotiplerin dagihimi.

Hasta Grubu

Kontrol Grubu

Parametreler Erkek Kadm Erkek Kadin
(n=%8) (n=8) (n=49) (n=92)
Fertitin {ng/ml) 123.51 59.72 58 32 36 95
Serum demir konsantrasyonu 26.00 2350 149 50 90 00
(pg/dl)
Toplam demir baglama 23243 291 63 321 50 343 72
kapasitesi (pg/dl)
Transferin doygunlugu (%) 3700 28 63 46 50 26.18
N/N 7 7 38 71
N/H63D 0 1 11 19
H63D/H63D 1 0 0 2
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TARTISMA VE SONUCLAR

Idiyopatik sirozlu 16 hasta ve saghkli 141 kontrol bireyinde gergeklestirilen
¢aligmada, HFE gen mutasyonlan (C282Y, H63D ve S65C) min analiz sonucu hasta
grubunda bir ve kontrol grubunda 30 heterozigot H63D mutasyonu belirlenirken, bir
hasta ve iki kontrol bireyinde homozigot H63D mutasyonu oldugu gdzlenmistiz.
C282Y ve 865C mutasyonlar1 ise hicbir hasta ve kontrol bireyde belirlenmemistir.

HEFE gen mutasyonlan ile idiyopatik siroz arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in
yapilmis ¢alisma sayist oldukca sinithidir (10, 16, 39). Yapilan literatiic taramalarinda
bu konuyla ilgili olarak Tiirkiye’de gerceklestirilmis bir arastimaya rastlanmamistiz.
Sitoz hastalatinin % 5-30’nu olusturan idiyopatik sirozlu hasta sayis1 her gecen giin
artmaktadir.  Hastaligin etiyolojisini belitlemek igin farklt genetik faktorler
aragtinlmistir. Genetik faktotlerden birisi oldugu diigiiniilen HFE gen mutasyonlan
ile ilgili yapms oldugumuz aragtimada hasta sayisi az olmasina ragmen H63D
mutasyonu alel frekansimin % 9.38 oldugu bulunmustur. Bu mutasyon acisindan
homozigot mutant olan bir hasta ve iki saglikls kontrol bireyin biyokimyasal demir
parametreleri (fertitin, serum demir konsantrasyonu ve transferin doygunluk degeri),
heterozigot ve normal genotipteki bireylere gére daha yiiksek oldugu belirlenmistit
(Cizelge 4.7).

Viicuttaki demir miktan ile ilgili bilgi veren énemli parametrelerden birisi
olan transferin doygunluk degetinin H63D mutasyonu acisindan homozigot mutant
olan idiyopatik siroz hastasinda % 96.60 ve iki kontrol bireyinde ise, sagliklt bir
bireyde % 25-45 arasinda olmasi beklenirken, ortalama % 5595 olarak
bulunmustur. Kan demir parametreleri diyete, demir metabolizmasinda gorev alan
cesitli genlerin (DMI-1, ferroportin 1, hephestin, transferin, transferin reseptor 1,
hepsidin, transferin reseptér 2) ekspresyon diizeylerine, kan yapim ve yikim hizina,
kan kaybina, makrofajlarin aktivitesine ve enfeksiyon gibi faktstlere bagh olmasina
ragmen, H63D mutasyonu ile vicuttaki demir diizeyinin vyitkselmesi arasindaki
iliskiden dolay: gerek idiyopatik sirozlu hastalarda, gerekse normal populasyonda
H63D ve diger HFE gen mutasyonlarimin taranma zorunlulugu ortaya cikmaktadir.
Bu mutasyon, HFE proteini ile transferin reseptér 1 arasmdaki etkilesimi azaltmakta
ve demir emilim diizeyinin ylkselmesine neden olmaktadwr (5, 11, 12, 39).
Calismada, H63D mutasyonu igin homozigot mutant bulunan bireylerin demi
degerlerindeki ylikselmenin bu mutasyondan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Hasta
ve kontrol grubu bireylerin H63D mutasyon genotipleri ile demir parametreleri
kargilastinldiginda  homozigot mutant olan bireylerin ferritin, serum demir
konsantrasyonu ve transferin doygunluk diizeyleri heterozigot veya normal genotipli
olan bireylerden yiiksek bulunmasina ragmen, HFE gen mutasyonlart acisindan
normal genotipli baz1 hastalarn demir degerlerinin farklt oldugu gériilmektedir
Hasta no 2, 3 ve 11’in serum demir konsantrasyonlarinin 145 pg/di’nin, transferin
doygunluk diizeylerinin ise > % 45’in tizerinde oldugu gértilmektedir (Cizelge 4.5).
Bu hastalarn demir miktanmn diger hastalardan yitksek olmasimn nedeni demit
emilimi ve depolanmasinda gorevli proteinlerin Uretimine, aktivitesine ve diger




¢evresel faktorlere baglh olabilecegi diisiiniilmektedir. Demir diizeylerinin
yikselmesinde HFE genindeki C282Y, H63D ve S65C mutasyonlarin digindaki diger
degisimler de etkili olabilmektedir. Bu {i¢ hastadan sadece hasta no 2’nin ferritin
diizeyinin 150 ng/ml’nin iistinde (260.20 ng/ml) olmasi diger hastalarda (hasta no: 3
ve 11} cevresel faktdrlerin etkin rol oynamig olabilecegini diisiindiirmektedir. Ferritin
molekiili karaciger hiicreleri tarafindan eksprese edilmekte ve demirin cesitli
hiicrelerde depolanmasinda gérev almaktadin. Bu molekiiliin sertum konsantrasyonu
enfeksiyon ve beslenme gibi etkenlete bagli olarak hizh bir degisim
gostermemektedir. Hasta no 7, 9, 10, 13’lin ferritin ve transferin doygunluk
degerlerinin swasiyla 37 pg/dl ve < % 25°den diigikk oldugu gézlenmistit. Bes
hastanin  4’tiniin  kadmn olmasi, bu dististe kadinlara 6zgli olan fizyolojik
mekanizmalar, beslenme, sekonder hastaliklar ve farkhi genetik degisimlerin etkili
oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica, sitoz komplikasyonlarindan olan 6zofagus ve
gastrointestinal bolgelerdeki kanama miktarlarindaki farklihklarim da hastalarn
demir diizeylerinde heterojeniteye neden olabilecegi diistiniilmelidir.

H63D mutasyonu igin heterozigot tagiyici olan hasta ve kontrol bireyletin
toplam demir baglama kapasitesi disindaki demir parametrelerinin normal genotipli
bireylerden diisiik oldugu gériilmektedir (Cizelge 4.7). H63D varyantimn bulunmasi,
bagka sebeplerden dolay: demir miktar1 diisiik olan hasta ve kontrol bireyleri igin bir
avantaj olatak goriilmektedir. Bu degisimin demir eksikligine bagli olarak gelisen
anemi riskini azaltabilecegi diisiiniilmektedir.

Onalt: idiyopatik siroz hastasinda, HFE gen mutasyonlarindan C282Y ve
565C mutasyonlart gézlenmemigtir. Siroz hastalaninda C282Y mutasyonu ile ilgili
yapilmis olan ¢alismalarda C282Y mutasyonu agisindan homozigot mutant olanlarda
bivokimyasal demir diizeyletinin ve karacifer biyopsisi yapilan hastalarda ise
karaciger dokusundaki demir miktarimin normal genotipli kontrol bireyletine gére
daha yiiksek oldugu belitlenmistir (25, 63, 65). Lal ve arkadaslan 26 hepatit C
kaynaklt sitoz ve 22 idiyopatik siroz hastasinda C282Y mutasyon t{aramast
gergeklestirmislerdir. Hepatit C kaynakl: siroz hastalaninda (g, idiyopatik sirozlu
hastalarda ise bir heterozigot C282Y mutasyonu belirlemislerdir. Yaptiklar analizler
sonucunda C282Y mutasyonunun hepatit C kaynakh siroz hastalarindaki demir
birikiminde min&r diizeyde etkili oldugunu ortaya koymuslardir. Idiyopatik siroz
hastalaninda 1se C282Y mutasyonu i¢in anlamli bir sonuca ulasilamamstir (10).
S65C mutasyonu, demir emilimi ve birikimi {izerinde minér diizeyde etkilidir. Bu
mutasyon, C282Y ve H63D mutasyonu belitlenmemis kahtsal hemokiomatozis
hastalarinin yaklasik % 7°sinde gézlenmistir (39). S65C varyanti ile idiyopatik siroz
arasindaki iligkiyi belirlemek icin gergeklestirilmis herhangi bir arastimaya
rastlamlmamigtisy Calismanizda demir diizeyi viiksek olan hasta ve kontrol
bireyletinde C282Y ve S65C mutasyonlarimin belirlenmemesi, bu iki mutasyonun
bizim populasyonumuzda nadir gériilen mutasyonlar olabilecegini gdstermektedir

Demir metabolizmasinda genetik faktorlerin  éisinda  epidomiyolojik
etkenlerde 1ol oynamaktadir. Viicuttaki demir birikimi tizerinde etkili olan
epidomiyolojik faktorler arasinda yas ve cinsiyette yer almaktadir. Yas ile demir
biikimi arasinda dogru orantihi bir korelasyon oldugu bildirilmektedir Calismada
ver alan idiyopatik siroz hastalarimn yag araliklann 19 ile 72 arasinda degisirken,
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kontrol bireyletinin yag araliklari ise 17 ile 51 arasinda degismektedir (Cizelge 44) e ﬁ  =

H63D mutasyonu agisindan homozigot mutant olan hastarun (hasta no: 16) klinik
tanist 53 yasinda, ayn mutasyon agisindan heterozigot tasiyict olan hastamn (hasta
no: 9) ise 66 yasinda konmustur (Cizelge 4 1). Heterozigot tasiyict olan kontrol
bireylerinin yas ortalamasi 26, homozigot mutant olan bireyletin ise 30 oldugu
goriilmiistiit. Kontrol grubu bireylerinin yas ortalamasiun hasta grubundan disiik
olmasi, yasa bagh olarak demir alinim ve birikiminin artabilecegini gostermektedir.
Bu mutasyonun saghikli bireylerde bulunup bulunmadiginin aragtirilmas: genetik
danisma verilmesi agisindan énemli oldugu diigiincesindeyiz. Bu artiga bagli olarak
karaciger dokusunda fazla demir depolanmasi doku hasarina ve sonugta cesitli tipteki
karaciger hastaliklarinin gelisimine neden olabilecektir. Heterozigot tastyici olan
hasta bireyin demir parametrelerinden ferritin, serum demir konsantrasyonu ve
transferin doygunluk degerlerinin normal degerden diisiik olmasinin beslenme, siroz
hastalanmin  komplikasyonlarindan olan varis kanamalari ve demir emilim
mekanizmasinda gorevli difer genlerin ekspresyon diizeylerindeki degisimlere bagh
ortaya ¢ikmis olabilicegi diisiintilmektedir. Homozigot mutant olan idiyopatik sitoz
hastasinin (hasta no: 16) serum demir konsantrasyonu ve transferin doygunluk
degerlerinin normal oranlann istiinde olmasmna ragmen siroz komplikasyonlar
nedenivle gergeklesmis olan kan kayiplanmin demir degerlerinin viikselmesini
engellemis olabilecegi diistiniilmektedir  Aynica, difer c¢evresel ve genetik
faktérlerinde etkisinin olabilecegi unutulmamalidar.

Vilcutta demir birikimi iizerinde etkili oldugu bilinen faktérierden birisi de
cinsiyettir. Kadinlar, menstrual siklusa ve hamilelige bagh olarak belli periyotiarda
kan kaybedebilmekte ve kan kaybina bagli olarak, demir atilimi gercekiesmektedir.
Erkek bireylerde ise boyle bir fizyolojik mekanizma bulunmadidi icin demir atilimi
sadece intestinal sistem ve terleme yoluyla gergeklesmektedir. Bu durumda viicudun
ihtiyacindan fazla emilen demir basta karaciger olmak iizere birgok organda
birtkmektedit Arastirmamizdaki cinsiyet dagilimina baktigimizda hasta bireylerin %
50’sinin kadin, % 50’sinin ise erkek oldugu goritlmektedir. Kontrol bireylerinin %
65251 kadin, % 34.75°1 ise erkektit H63D mutasyonu agisindan homozigot mutant
olan kontrol bireylerinin 20 ve 39 vaglarinda kadin olmalar1, menstrual siklusa bagl:
olarak demir kaybinin olabilecegini gostermektedir. Fizyolojik mekanizmaya bagl
olarak demir atthmmm, H63D mutasyonu penetransint  azaltabilecegi
distintilmektedir. H63D/H63D genotipli erkek idiyopatik siroz hastasimn ferritin ve
transferin doygunluk oranlarmnin, homozigot mutant kontrol bireylerinkinden yiiksek
oldugu gériilmektedir Bu durum H63D’nin yasa bagl etkisiyle agiklanabilir. Aynca,
H63D mutasyonu agisindan tagiyici olan kadin hastanin ve kadin kontrol bireylerinin
bivokimyasal demir parametrelerinin diigiik bulunmasinin cinsiyet kaynakl

Bu ¢alisma, HFE gen mutasyonlarinin idiyopatik siroz etiyolosindeki etkisini
belirlemesi yaninda, saglikli 141 kontrol bireyde HFE gen mutasyonlannmm sikhif
konusunda da bilgi verici olmugtur. C282Y ve S65C mutasyonlar: higbir saglikls
birevde belitlenemezken, 30 bireyde heterozigot, iki bireyde ise homozigot H63D
mutasyonu gozlenmistit. H63D mutasyonu alel sikligi calismamizda % 12.06 olarak
hesaplanmistiz. Ulkemizde, Barut ve artkadaslarmin 4633 (3827 etkek ve 806 kadin)
saglikl eriskinde yaptiklar: ¢alismada, transferin doygunluk Slgiimleri > % 50 olan




26 bireyde C282Y ve H63D HFE gen mutasyonlanm arastirmiglardir. Onbir bireyin
H63D mutasyonu agisindan heterozigot, bir bireyin ise homozigot mutant oldugunu
ortaya koymuslardir. Heterozigot bireylerden birisinin serum ferritin diizeyi 645
ng/ml ve karaciger dokusunda demir birikimi oldugu gozlenmisti (32). Bozkaya ve
arkadaslan, demir baglama kapasitesi < 28 uM olan 3060 goniillii kan veren bireyin
5’inde C282Y ve H63D HFE gen mutasyon analizi gergeklestirmisler, bes bireyin
ikisinde, heterozigot H63D mutasyonu bulmuslardr  Ayrica, bir gecelik achk
déneminden sonra demir baglama kapasitesi normal bulunan 65 bireyin 7’sinde (%
11.6) heterozigot H63D mutasyonu gozlemislerdir (40). Simsek ve arkadaslan 2677
goniillii kan veren, transferin doygunluk degeti > % 45 olan 265 birey ile transferin
doygunlugu < % 45 olan 57 kontrol biteyde C282Y ve H63D HFE gen
mutasyonlarini, ferritin ve ALT diizeylerini arastumuslardir. Analizler sonucunda
C282Y mutasyonu higbir bireyde goriilmezken, H63D mutasyonu alel frekanslan
calisma grubunda % 27.32, kontrol grubunda ise % 21.05 olarak bulunmustur (41).
Bozkaya, Simsek, Barut ve arkadaglan tarafindan gergeklestirilmis ii¢ arastirmada
HEFE gen mutasyon analizi yapilan bireyler biyokimyasal demir parametrelerine gére
secilmiglerdir. Bu nedenle bu caligmalar HFE gen mutasyonlannin  sagliklt
populasyondaki  sikligimi  yansitmamaktadi. Buna karsibk  calismamizda,
populasyonu temsil eden rastgele secilmis saghkli bitreyler HFE geninin iic
mutasyonu (C282Y S65C, H63D) ig:in tatanm1$t11 Bu nedenle, bizim Verﬂerimizin
ve arkadaslari, heteIOZIgot tastyicr sikhifim % 11.6, Simgek ve arkada;;larl ise H63D
alel frekansinm % 21 05 olarak hesaplamiglardi. Aragtirmammzda ise saghkli kontrol
bireylerinde H63D mutasyonu i¢in heterozigotlarin stk % 21 28 bulunurken, alel
fiekans1 ise % 12.06 olarak belirlenmistir. Bizim ve ii¢ arastirmamin oranlari
kargilastinldifinda, toplumumuzda C282Y ve S65C’nin gériilmedigi veya nadir
goriilebilecegi, H63D mutasyon sikliginin ise yiiksek oldugu goriilmektedir.

Ulkemize cografik olarak yakin ve uzak olan topluluklarda da C282Y, H63D
ve S65C mutayonlarmin sikhgiyla ilgili ¢alismalar gerceklestirilmistir. Ornegin,
Yunanistan populasyonunda 264 saglikli bireylerde gergeklestitilmis HFE gen
mutasyonu taramalarinda C282Y mutasyonu belitlenememistir (75). Yapmis
oldugumuz 141 saglikh kontrol bireyinde ve Tiirkiye’de vapilmms diger
aragtumalatda da C282Y mutasyonu gozlenmemistir Fakat, Cek Cumhuriyeti,
Tunus ve Italya'min Apulian bélgesindeki populasyon taramalarinda homozigot
C282Y mutasyonu goriilmezken, bu mutasyonun heterozigot genotip siklign Cek
Cumhuriyeti'nde % 7.87 ve Apulian bolgesinde % 3 olarak bulunmustur. Tunus
populasyonunda ise C282Y mutasyonu alel frekanst % 0.09 olarak hesaplanmistir
(76-78). Aynca, Danimarka Danes ve Polonya Slavic populasyonlarinda C282Y
mutasyonu i¢in homozigot mutant sikligimin  swrastyla % 036 ve % 012 oldugu
gozlenmigtir  C282Y heterozigot tagiyicilanin fiekans: ise Danimarka Danes
populasyonunda % 10.6, Polonya Slavic populasyonunda % 6 0 olarak belirlenmistir
(80, 83). Bu durum bize C282Y mutasyon sikliginin tiim populasyonlarda diisiik
oldugunu gostermektedir.

565C mutasyonu i¢in saglikli bireylerde gergeklestitilmis olan populasyon
taramalarinda alel frekanslari, Italya’nin Apulian bolgesinde % 1.1, Ispanya’nin
Catalonia bolgesinde % 0.01 ve Ekvatorda % 0.04 olarak belirlenmistiz. Birgok




caliymada degerlendirmeye alinmamig olan S65C mutasyonu, 141 saglikli kontrol
bireyinde yapmis oldufumuz arastumada gézlenmemistir (76, 79, 87). Bu bize,
S65C sikhigimin ¢ok dustik oldugunu, bizim populasyonumuzda da bulunmadigin
veya seyrek gortildiigiini ortaya koymaktadir

HFE gen mutasyonlarmdan birisi olan H63D mutasyonu igin gergeklestirilmis
olan populasyon taramalarinda Yunan populasyonunda heterozigot tasiyic: bireylerin
siklign % 162, homozigot mutant bireylerin ise % 0.75 bulunutken, Cek
Cumhuriyetinde ise homozigot mutant % 0.78 ve tasiyict % 2684 olarak
belirlenmistir. [talya’mn Apulian bélgesinde, Danimarka’ni Danes etnik grubunda
H63D mutasyonu i¢in homozigot mutantlanin sikhiklar sirasiyla % 1 ve % 1.6,
heterozigot tasiyicilann ise % 26 ve % 23.4 olarak belirlenmistir (75, 76 77, 80).
Aragtrmamizda ise heterozigot H63D mutasyon stkligi % 21.28, homozigot mutant
olanlann siklig1 % 142 olarak hesaplanmigtir. Alel fiekansi ise % 12.06 olarak tespit
edilmistir Danimatka ve Tunus populasyon sonuglarnin Tiirkive’de belirlenmis olan
degerlere yakin oldugu goriilmektedir. H63D mutasyonu alel frekans: Ispanya’nmn
Catalonia bélgesinde % 0.2, Kore’de % 3 8, Polonya’nin Slavic bolgesinde % 1.5,
Tunus’ta % 15.17 ve Ekvator populasyonlarinda % 0.05 olatak belirlenmistir (79, 81,
83, 88). Saglikh populasyonlarda gergeklestirilmis olan tatamalarda H63D
mutasyonu genotip ve alel sikliklarmin heterojenite gosterdikleri belitlenmistir.
H63D mutasyon oranin birgok populasyonda yilksek olmast ve heterozigot
tagtyicilarda biyokimyasal demir degerlerinin diisilk bulunmasi bu degisimin
penetransimn  diigitk oldufunu gostermektedit Ayiica, bazi arastrmacilar HEFE
genindeki bu mutasyonlarin noimal saglikli bireylerde de bulunmasindan dolay: birer
mutasyon degil polimorfizm olduklan seklinde goriisler ileri stirmektedirler. Bu
yizden HFE gen mutasyonlarnim etkisinin olup olmadifinin net olarak
agiklanabilmesi igin diger genetik ve cevresel faktdrlerden anndinlmis in vivo deney
modellerinin gelistirilmesi gerekmektedir (94-97).

Calismamizda idiyopatik sitoz hastalarninda ve saglikli kontrol bireylerinde
HFE gen mutasyonlarinin analizinde PCR-RFLP teknigi kullaniimistir. Populasyon
taramast ve  HFE gen mutasyonlar: (C282Y, H63D, S65C) ile ¢esitli tipteki
hastaliklar arasindaki iliskiyi belitlemek i¢in gergeklestirilmis ¢ok sayida ¢alismada
da bu yontemden yararlanilmistir (15, 22, 40, 41, 72, 75, 78, 81, 86-88, 93). HFE gen
mutasyonlarini tespit etmek igcin PCR-RFLP yontemi disinda baska tekniklerde
bulunmaktadir. Ornegin, Geiger ve arkadaslar gen mutasyonlanni LightCycler (66),
Giuseppina ve arkadaslan ise PCR-RFLP tekniginin diginda nadir goriilen HFE gen
mutasyonlarimn  analizinde reverse-hybridization teknigini kullanmislardir (68).
Aynca, Hellerbrand ve arkadaglann SSCP-CE ve PCR-ELISA yontemlerini
kullanarak PCR-RFLP sonuglarim degerlendirmisler ve bu yéntemin giivenilir, kisa
zamanda sonug alnabilen ve ucuz bir teknik oldufunu ortaya koymuslardir (82).
PCR reaksiyonunu takiben sekans yontemi kullanilan ¢alismalar da bulunmaktadir
(84, 85). Sekans ile HFE gen mutasyonlarindan C282Y, H63D ve S65C’mn disinda
diger degisimler de belirlenebilmektedir Calismamizda kullandigimmz PCR-RFLP
teknigi laboratuvanmizda uzun zamandan beti uygulanan giivenilir bir teknik olup,
icerik ve uygulama bakimindan yukaridaki caligmalara da uygunluk gdstermektedir
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Siroz  gelisiminde, demir metabolizmast disinda, ¢esitli  metabolik
reaksiyonlarda gdrev alan genetik faktdrlerin de etkili olabilecegi diigiiniitmiis ve bu
genlerdeki degigimlerin etkisim belirlemek i¢in, idiyopatik siroz hastalarinda
arastirmalar gergeklestirilmistir. Shahrokh ve arkadaslari, GST ailesi iivesi olan
GSTP1 (Ilet05Valy ve GSIM1 polimorfizmlerinin bilinmeyen bir mekanizmayla
sitoz etiyolojisinde rol oynayabilecigini belirtmekteditler. Arastirmacilar, 45
idiyopatik sitoz ve 56 saglikli kontrol bireyi lizerinde gergeklestirdikleri ¢alismada
tripleks PCR yontemi kullanmig ve bu iki polimorfizmin etkisini istatiksel olarak
anlamli bulmuslardi (48) Keratin 8 ve keratin 18 genlerinde meydana gelen
mutasyonlarla ilgili yapilmis arastumalarda da anlamli sonuglar elde edilmistir (58).
Idiyopatik sitozlu hastalarda cesitli genlerdeki mutasyonlarn ve polimorfizmlerin
aragtimlmas1 ile hastalifin olusumu ve gelisiminde 1ol oynayan faktéiler daha
ayrintili olarak ortaya konulacaktir. Aynca alkol kaynakh ve alkol kaynakli olmayan
karaciger yaglanmasi, tip 2 diyabet, obezite gibi hastaliklarinda siroz gelisiminde
etkili olduklarinin belitlenmesi, diger bazi hastaliklarin da arastiriimasiyla yararh
sonuglar elde edilebilecegi diistiniilmektedit. '

Ulkemizde ilk defa onalti idiyopatik siroz hastasinda gerceklestirilen bu
arastirmada, HFE gen mutasyonlarindan bitisi olan H63D mutasyonunun idiyopatik
siroz tamist almis ve demir degerleri yiiksek olan hastalarda aragtinlmas: gerektigi
disiincesindeyiz. Fakat, HFE gen mutasyonlarinin (C282Y, H63D, S65C) daha fazla
sayida idiyopatik siroz hastasinda degerlendirilmesi bu mutasyonlaiin etkinligi ile
ilgili daha net bilgi verebilir. Ayrica, HEE genindeki diger degisimlerin ve demir
metabolizmasinda gdrev alan Snemli genlerin de karacigerde demir birikiminde rol
oynayabilecegi unutulmamalidir

Sonug olarak, ¢alismamzda 6rnek sayisi az olmasina ragmen, drnek sayisi
arttirilarak idiyopatik sirozlu hastalarda demir metabolizmasi bozuklugunda ise
kansan genetik faktdrlerden birisi olan HFE gen mutasyonlartmn taranmas:
gerekmektedir. Idiyopatik sitozun etiyojisini belirlemek icin hastalardaki diger
biyolojik markerlarla ilgili genetik arastimalarin yapilmasi ve idiyopatik siroziu
hastlarin karacifer Srneklerinden ¢ok yonli genetik ¢alismalar gergeklestirilmesi
hastalifin temelindeki genetik faktorleri aydinlatacady disiincesindeyiz.

Ulkemizde ilk defa fazla sayida bireyde yapilan bu calisma ile populasyonda
H63D mutasyon sikhigin bilinmesinin yaga ve cinsiyete bagl olarak degisen demir
degetletinin etkisini ifade etmek bakimindan dnemli oldugu kamisindayiz. Idivopatik
sirozlu hastalarda HFE geni C282Y, S65C, H63D mutasyonlarindan baska mutasyon
veya mutasyonlarnin etkili olup olmadifimin belirlenmesi i¢cin DNA dizi analizi
vapilmas: gerektigi diistincesindeyiz
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