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OZET

Karacigerde goriilen 6nemli hastaliklardan biri olan siroz, cesitli dis ve i¢
etiyolojik faktorler nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Karaciger sirozu anatomi, etiyoloji,
aktivite, prognoz ve evresine gore smiflandirilmaktadir. Cok iyi tanimlanmig
etiyolojik faktorlerin dislandigi siroz, kriptojenik (idiyopatik, sebebi bilinmeyen)
siroz olarak adlandirilmakta ve siroz hastalarnin % 5-10’nunu olusturmaktadir.
Karacigerdeki demir birikimi, en sik goriilen risk faktorlerindendir. Demir
metabolizmasinda ige karisan birgok genetik faktor vardir. Bunlardan birisi, HFE
(hemokromatozise neden olan gen) genidir. HFE gen mutasyonlari, karaciger demir
birikimine ve dolayisiyla fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir.

Projemizin amaci, idiyopatik siroz tanisi almis olan 16 hastada HFE
genindeki C282Y, H63D ve S65C mutasyonlar1 ile hastalik arasinda iligski olup
olmadigint PCR-RFLP yontemi ile arastirmaktir. Periferik kandan DNA
izolasyonunu takiben, her {i¢ mutasyonun yer aldigi DNA bdlgeleri PCR yontemi ile
amplifiye edildi. PCR iiriinleri, mutasyon bolgelerine 6zgii restriksiyon enzimleriyle
kesildi. Kesilen fragmentlerin elektroforezde yiiriitilmesiyle ortaya ¢ikan bant
durumuna gore genotipler belirlendi.

Onalt1 kriptojenik siroz hastasinin birisinde H63D mutasyonu heterozigot,
birisinde ise homozigot oldugu gozlenirken, 141 saglikli kontrol bireyin 30’unda
H63D mutasyonu heterozigot, 2’sinde ise homozigot olarak saptandi. C282Y ve
S65C mutasyonlari ise hem hasta hem kontrol grubunda goriilmedi. Hasta ve kontrol
bireylerinin genotipleri ve biyokimyasal demir parametreleri (serum demir
konsantrasyonu, ferritin, toplam demir baglama kapasitesi ve transferin doygunlugu)
karsilastirildiginda, ferritin, serum demir konsantrasyonu ve transferin doygunlugu
H63D mutasyonu agisindan homozigot mutant olan bireylerde, heterozigot ve normal
genotipli olanlara goére daha yiiksek oldugu bulundu. HFE gen mutasyonlariin
(C282Y, H63D ve S65C) idiyopatik sirozlu hastalarda siroz olusumuna neden olan
etiyolojik etmenlerden birisi olup olmadig tartigildi.

Anahtar Kkelimeler: Idiyopatik siroz, HFE geni, PCR, RFLP.

v



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 cirrhosis 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 iron 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 cirrhosis 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 cirrhosis.

Key words: Idiopathic cirrhosis, HFE gene, PCR, RFLP.
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GIRIS VE AMAC

Karaciger, viicutta 6nemli fonksiyonlar1 olan bir organ olup bir¢ok etiyolojik
faktor nedeniyle, farkli hastalik olusumlart belirlenmistir. Bu hastaliklardan birisi de
sirozdur. Siroz olusumu ile ilgili yapilmis olan arastirmalarda, hastaligin
etiyolojisinde viral hepatit (hepatit B, hepatit C), uzun siireli ila¢ kullanimi, fazla
miktarda alkol tiiketimi gibi bir¢ok faktoriin etkili oldugu belirtilmektedir. Buna
karsin etiyolojik etkeni belirlenememis siroz hastalarinin sayist ise her gecen giin
artmaktadir. Idiyopatik siroz olarak tanimlanan 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 yapilmis olan ¢aligmalarla gosterilmistir. Viicutta demir birikimine neden
olabilen HFE gen mutasyonlari, HFE proteininin demir metabolizmasindaki gorevini
yerine getirmesini engellemekte ve sonugta duodenumdan fazla miktarda demir
emilimi ger¢eklestirilmektedir. Viicuda alinan fazla demir basta karaciger olmak
tizere, pankreas, hipofiz bezi, eklem bolgeleri, kalpte birikmekte ve bu organlarin
fonksiyonlarin1 olumsuz sekilde etkilemektedir. Ozellikle, karacigerdeki demir
konsantrasyonu belli miktarin iizerine ¢iktiginda hepatositleri zarara ugratmakta ve
siroz gelisimine neden olabilmektedir.

Idiyopatik siroz hastalarinin genetik etiyolojisiyle ilgili bir¢cok calisma
bildirilmistir. Ancak yapilan literatliir taramasinda idiyopatik siroz ile demir
birikimine neden olan HFE geniyle ilgili Tirkiye’de yapilmis ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu c¢alismada, idiyopatik siroz hastalarinda HFE gen
mutasyonlarinin (C282Y, H63D ve S65C) etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Arastirma, 16 idiyopatik siroz hastas1 ve 141 saglikli kontrol birey lizerinde
gergeklestirildi. HFE gen mutasyonlarinin arastirilmasi ile idiyopatik sirozun genetik
etiyolojisinden birisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Elde edilen sonuglarin
idiyopatik siroz aragtirmalarina 6nemli katki saglayacagini diisiiniiyoruz.



GENEL BIiLGILER

2.1. Karacigerin Anatomik Yapisi ve Fonksiyonu

Karaciger viicudumuzdaki en biiyiik organ olup 1200-1500 gram agirliginda,
bobrek, duodenum, kolon ve mide ile komsuluk yapmakta ve karin boslugunun sag
ist kisminda, diyaframin altinda yer almaktadir (1, 36). Karaciger, tanimlama
kolaylig1 agisindan anatomik siiflamaya gore falsiform ligamenti tarafindan sag ve
sol lob olarak iki boliime ayrilmistir (1, 37).

Karaciger, Glisson kapsiilii olarak bilinen sert bir fibréz kapsiille sarilmis ve
sik1 bag dokusundan yapilmistir. Bol kollajen lif ve az oranda elastik lif iceren bu
kapsiil ayn1 zamanda lobiilleri de olusturmaktadir. Lobiil (lobguk), sayilar1 bir
milyonu bulan, ortalama c¢aplar1 0.7-2 mm olan karacigerin kiigiikk morfolojik
fonksiyonel birimlerdir. Glisson kapsiiliiniin {izerinde yer alan ve organi en distan
saran ser0z bir zar bulunmaktadir. Visseral periton adi verilen bu zar tek katli yassi
bir epitel tlirii olan mezotelyum ve ince bir bag dokusundan olusmaktadir. Her
lobiiliin merkezinde yer alan merkezi ven ise hepatik venlere agilmaktadir.
Karacigere kan akimi % 30 oraninda hepatik arterlerden, % 70 oraninda ise portal
ven araciligiyla gergeklestirilmektedir (1, 36, 37).

Karaciger de pek c¢ok organ gibi histolojik olarak parankima ve stroma
boliimlerinden olusmaktadir. Parankima, organin kendine 0zgii fonksiyonlarini
yerine getiren hiicre ve yapilarin olusturdugu organ i¢indeki kiigiik organizasyonlarin
tiimiinden olugmaktadir. Parankima yapisina, diger yapilara desteklik saglayan ve
cogu kez organin cat1 ve iskeletlerini olusturan bag dokusundan meydana gelen
yapilar ve bu yapilar i¢inde organin igerisine girip dagilan damar ve sinirlerin
olusturdugu destek yapilarin tiimii ise stromayr meydana getirmektedir. Karaciger
parankim hiicreleri olan hepatositler, 20-35 um ¢apli, alt1 veya daha fazla yiizeyi olan
biiyiik poligonal hiicrelerdir. Hepatositler, karaciger hiicre populasyonunun % 80’ini
meydana getirirler. Her bir hepatositin yiizey komsuluklari; komsu hepatosite sikica
temas eden yiiz, safra kanalikiiliine bakan yliz ve siniizoidlere bakan ylizlerden
olugmaktadir. Hepatositlerin siniizoidlere bakan yliziindeki hiicre membraninda ¢ok
sayida mikrovillus bulunmaktadir (1, 37).

Karacigerin viicudun hemen biitiin sistemleriyle iligkisi olup, son derece
karmagik ve dnemli fonksiyonlar1 vardir (1). Fonksiyonlar1 arasinda, viicudun ihtiyag
duydugu besin maddelerini (gesitli proteinler, glukoz, vitaminler ve yaglar)
metabolize etmek, safra tretimi (safra, yaglarin ve yagda eriyen vitaminlerin
emilimi), lenf iiretimi, plazma proteinlerinin sentezi, keton bilesiklerinin yapimi;
alkol, amonyak, nikotin, ¢esitli tipteki ilaglar ve sindirim sonucu ortaya ¢ikan zararl
toksinleri zararsiz hale ¢evirimi (detoksifikasyon), gastrointestinal sistemden
kaynaklanan bakterilerin filtre edilmesi, lire yapimi, baz1 hormonlarin inaktivasyonu,
dalakla birlikte yasli eritrositlerin dolagimdan alinmasi ve demir igeriklerinin kemik
iligine yonlendirilmesi yer almaktadir (1, 14, 37).



2.2. Karaciger Hastaliklar:

Bugiine kadar ¢ok sayida karaciger hastaligi 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 hastalifi yer almaktadir. Onemli
karaciger hastaliklarindan birisi olan alfa-1 antitripsin eksikligi, hepatit ve siroz
olusumuna neden olabilen genetik bir hastalik olup, cocuklarda yaygin olarak
gorilmektedir. Otoimmiin hepatit ise viicudun karaciger hiicrelerine karsi antikor
olusturmasina bagli olarak ortaya ¢ikan immiinolojik bir hastaliktir (53, 54).

Karaciger hastaliklarina yol acan etkenler arasinda viral enfeksiyonlar, ilaglar,
toksinler, safra yollar1 lezyonlari, metabolizma bozukluklari, hipoksi ve tiimorler yer
almaktadir. Diinya 6l¢eginde diislintildiigiinde, karacigerin en dnemli hastalig viral
enfeksiyonlardir. Bazi viriisler akut veya kronik hepatite yol acabilmektedirler.
Kronik hepatit, siroza doniisebilen bir karaciger hastaligidir. Virlislerin neden
olabilecegi tablolar arasinda 6liimciil bir kanser olan hepatoselliiler karsinoma da yer
almaktadir. Ilaglarin metabolizmasinda ve genel olarak detoksifikasyonunda énemli
rolii olan karaciger, toksik zedelenmeler i¢in Ozellikle risk altindadir. Ayrica, safra
yolundaki daralmalar ve tikanmalar, karacigerde bakteriyel enfeksiyonlara neden
olabilecegi gibi, safra akiminin uzun siire engellendigi durumlarda da siroz meydana
gelebilmektedir. Iskemik, otoimmiin veya enfeksiydz siiregler safra yollarmin
yikimina neden olabilmektedir. Agir beslenme bozukluklar1 ve dogumsal enzim
eksiklikleri gibi metabolik bozukluklar karaciger hiicrelerinin normal isleyisini
olumsuz yonde etkileyebilmektedirler. Bu gibi durumlarda, hepatositlerde anormal
birikimler ortaya ¢ikabilmekte, bunlarin dogumsal olanlar1 depo hastaliklar olarak
bilinmektedir. Karacigerin primer tiimorleri, B ve C tipi hepatit viris
enfeksiyonlarinin yaygin oldugu iilkelerde sik goriilmektedir. Karaciger ayrica,
hemen her karsinomanin metastaz yapabildigi bir organdir; bu nedenle, metastatik
karaciger tiimorleri primer tiimorlerden daha sik goriilmektedir (53, 73, 74).

2.3. Karaciger Sirozu

Karacigerde goriilen 6nemli hastaliklardan birisi olan siroz, hepatoselliiler
nekrozu takiben diffiiz fibrozis ve rejenerasyon nodiillerinin olusmasi ile karakterize
kronik bir karaciger hastaligidir. Sadece nodiiler rejenerasyon ya da sadece fibrozisin
olmasi siroz tanisi i¢in yeterli degildir, mutlaka iki patolojik siirecin birlikte olmasi
gerekmektedir (3, 13, 36, 37).

Karaciger sirozu, cesitli nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikmasina ragmen,
hiicre temelinde olusum siirecinde hep ayni mekanizma rol oynamaktadir. Siroz
olusum siirecinde hiicre Oliimii, halka bi¢ciminde bag doku artis1 ve yumrular
biciminde doku yinelenmesi goriilmektedir. En Onemli belirtileri ise portal ven
sisteminde kan basinci ylikselmesi ve ilerleyen karaciger yetmezligidir (3, 13, 36,
37). Karaciger sirozunun prognozu, hastaligin nedenine, evresine ve tedavi
olanaklarina bagl olarak farklilik gostermektedir (2, 3).

Siroz subklinik bir hastalik oldugu i¢in genellikle ileri evrelere ulasmadan
belirti ve bulgular1 ¢ok fazla degildir. Bu hastalarda goriilen belirti ve bulgular



dogrudan sirozdan kaynaklanabilecegi gibi hastaligin bir sonucu olan hepatoselliiler
yetmezlik ve portal hipertansiyondan da kaynaklanabilmekte ve etiyolojisi ne olursa
olsun bu belirti ve bulgular tiim siroz hastalarinda benzerlik gostermektedir (3).

Istahsizlik, uykuya meyil, ates, pigmentasyonda artma, jinekomasti, beyaz
tirnak, parmaklarda ¢omaklagma, parotis bezinde biiylime, testikiiler atrofi, 6dem,
dalakta biiyiime, ¢cabuk yorulma, bulanti, sindirim bozukluklari, bagirsak islevlerinde
diizensizlikler (kabizlik), yagli besinleri sindirememe, asir1 gaz, kilo kaybi, idrar
renginde koyulagsma, libidoda azalma, tekrarlayan mukozal ve gastrointestinal
kanamalar ve hepatoselliiler yetmezlige bagli olarak mental fonksiyonlarda bozukluk
gibi belirtiler 6zgiil olmayan siroz belirtilerindendir (3, 13). Hastaligin ileri evresi
dekompanze siroz olarak tanimlanmakta ve bu dénemde viicut sirozu diizenleyici
etki gosteremedigi icin klinik belirtiler agirlasmaktadir. Istahsizlik tam bir istah
kaybmma doniismekte, hastada siirekli kilo kaybi ve genellikle dokularda su
tutulamamaktadir. Karinda asit, bu hastalarda goriilen ve birgok fizyolojik problemin
ortaya ¢ikmasina neden olan 6nemli bir semptomdur (3, 13). Asit gelisimiyle birlikte
kanda albumin diizeyi diiser, aldosteron salgisi artar ve Ozellikle toplardamar
sisteminde kan basinci yiikselir. Baz1 durumlarda hastada sarilik gelisebilir, deride
sarilik gelismemesine ragmen gozlerde her zaman sar1 bir golge olusmaktadir.
Ozellikle yanaklar ve burun kirmiz1 renk almustir. Biitiin bu belirtiler i¢ salgr sistemi
bozukluklarina, yani karaciger islevlerinin bozulmasiyla ortaya g¢ikan hormonal
dengesizlige baghdir (13, 14).

Sirozun klinik belirtileri arasinda yer alan portal hipertansiyon i¢ kanamalara
yol acabilmektedir. Portal ven, bagirsaklardan ve dalaktan gelen biitiin kani
karacigere gegiren ana damardir. Diger bir belirti olan dalak biiyiimesi, genellikle
portal vendeki yliksek tansiyona bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Biiyliyen dalak
kemik iliginin etkinligini azaltmakta; alyuvar, akyuvar ve trombosit iiretimini
engelleyebilmektedir. Sirozlularda sik goriilen kanama, trombosit sayisinin azalmasi
disinda karaciger tarafindan iiretilen protrombin, fibrinojen, faktor V, faktér VII,
faktor X molekiillerinin yeterli sentezlenememeside rol oynamaktadir. Bdylece
hastada kansizlik ve viicut direncinde genel bir zayiflama ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica
hastada davranis degisikligi ve agizda hastaliga 6zgli (amonyak gibi) bir koku
olusmakta ve sonunda hasta komaya girmektedir (13).

Siroz durumunda karacigerin histolojik yapis1 bozulmakta, diffiiz bir kollajen
artis1 meydana gelmektedir. Bu artis nedeniyle siniizoidler kapillere donilismiis ve
hepatosit membrani ile kan arasindaki metabolik aligveris sistemi bozulmustur (3,
15). Sirozun ilerlemesi durumunda protein miktarinda 6zellikle albumin diizeyinde
ve c¢izgili kas protein sentezinde azalma, amino asit profilinde bozulma meydana
gelebilmektedir. Bu olusumlarin mekanizmasinda hormon molekiillerine kars1 direng
gelisimi, sitokin, IGF-1 ve leptin gibi kimyasal molekiillerin rol oynadiklari
diisiiniilmektedir (42).

Karaciger sirozunun tanisinin konulmasi, el ile muayene, c¢esitli teknik ve
tetkiklerin uygulanmasi ile gergeklestirilir. Karaciger ele geliyorsa sertlesmistir, ama
yapist her zaman tekdiize degildir. Yiizeyi piitiirlii oldugundan diizensiz, kenarlar1 ise
net ve keskindir (13). Laboratuvar bulgular1 da siroz tanisinda 6nemli bir yer



tutmaktadir. Ancak laboratuvar degerlerinin normal olmasi sirozun kesinlikle
olmadigin1  gdstermemektedir. Ornegin en sik kullanilan karaciger fonksiyon
testlerinden AST’nin hastalarin % 90’ninda, ALT nin ise sadece % 65’inde normalin
tizerinde oldugu goriilmiistiir. Laboratuvar bulgularindan plazma albumin miktarinda
azalma ve protrombin zamanindaki uzama siroz tanisinin konulmasinda en 6nemli
faktorlerdendir. Bilirubindeki artis ise akut hepatitteki durumdan farkli olarak
hastaligin ileri evrede oldugunun ve kotii prognozunun bir gostergesidir. Diger
laboratuvar bulgular1 ise anemi, I6kopeni, trombositopeni, koagiilasyon bozuklugu,
idrardaki iirobilinojen oraninda yiikselme ve serum gamaglobulinde artmadir (3, 13,
36). Siroz tanisinda, goriintiileme yontemleride kullanilmaktadir. Siroz oldugu
diisiiniilen hastalarda ilk uygulanilacak tetkiklerin basinda ultrasonografi (USG)
gelmektedir. Bu tetkikle karacigerin biiylikliigii, sekli, safra tasi (sirozlu hastalarda
sik goriilmekte), portal hipertansiyonun varlig1 ve hepatoselliiler karsinom durumu
incelenebilmektedir. Ayrica endoskopi, peritonoskopi yontemlerinden de
yararlanilabilmektedir. Siroz tanisinin kesinlestirilmesinde karaciger biyopsisinin
kesinlikle yapilmasi gerekmektedir. Karacigerden alinan biyopsi hastaligin derecesi,
aktivitesi ve etiyolojisi hakkinda bilgi vermekte ve biyopside fibrozisin yanisira
rejenerasyon nodiillerinin goriilmesiyle tani kesin olarak konulabilmektedir. Ayrica
aliman biyopsi Orneginde siroz siirecinden sorumlu olan hepatoselliiler nekroz da
gozlenebilmektedir (3, 15).

Karaciger sirozu anatomi, etiyoloji, aktivite, prognoz ve evresine gore
siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirma hem tedavi yonteminin se¢iminde hem de
prognozun belirlenmesinde biiyiik dnem tasimaktadir. Karaciger sirozu anatomik
siniflandirma ile makronodiiler, mikronodiiler ve karisik tip olmak iizere ii¢ gruba
ayrilmaktadir. Makronodiiler siroz, degisik ¢apta nodiil ve septalarla karakterize
olup, bazen nodiillerin ¢ap1 5 cm olabilmektedir. Post nekrotik sirozlar makronodiiler
siroz grubuna girmektedir. Mikronodiiler siroz, 1 cm’den kiigiik, esit captaki
nodiillerin arasinda yer alan ince septumlar ile karakterizedir. Alkolizmin yanisira
yashilik, kansizlik ve beslenme bozukluklari da mikronodiiler tipin olugsmasina neden
olabilmektedir. Zamanla hastaligin ilerlemesi ve rejenerasyonun baslamasiyla
mikronodiiler siroz daha ¢ok makronodiiler bazende karisik tipe dontisebilmektedir.
Sirotik karacigerin biiylik kismi ise makro ve mikronodiiler tipin 6zelliklerinin
birlikte gézlendigi karisik tip siroz grubuna girmektedir (36).

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

Etiyolojik siiflandirma ise sirozun olusum siirecinde etkili olan faktore bagl
olarak, enfeksiyoz (hepatit B ve hepatit C), alkol kaynakli, metabolik ve genetik
(hemokromatozis, Wilson’s hastaligi, alfa-1 antitripsin eksikligi, tip 4 glikojen depo
hastaligi, galaktozemi), kolestatik (primer ve sekonder biliyer siroz), immiinolojik
(lupoid hepatit, primer biliyer siroz), kimyasal ajanlar (ilaglar, toksinler), bazi
operasyonlar, Hindistan ¢ocukluk cagi sirozu ve idiyopatik (sebebi belli olmayan)
olarak gerceklestirilmektedir (36, 37).



2.3.1. Karaciger Sirozunda Rol Oynayan Etiyolojik Faktorler

Karaciger sirozunun etiyolojisinde bir¢ok faktor rol oynamaktadir. Genetik
yatkinlik disinda en 6nemli nedenleri arasinda, viral hepatit (hepatit B, hepatit C,
hepatit (B+D)), alkol, metabolik etkenler (hemokromatozis, Wilson’s hastalig, alfa-1
antitripsin eksikligi, tip 4 glikojen depo hastaligi, trozinemi, galaktozemi), ilaglar,
toksinler (metatraksat, metildopa, izoniazid, amiodaron, A vitamini ve karbon
tetrakloriir), diger faktorler (immiinolojik, sarkoidoz, jejunoileal bypass, kalitsal
hemorajik telenjiyektazi, biliyer siroz, sklerozan kolanjit, kardiyovaskiiler
hastaliklar) yer almaktadir (3).

Siroz etkenlerinden birisi olan alkol, bat1 iilkelerinde ve USA’de siroz
nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Kuzey Amerika’da siroz nedeniyle
meydana gelen Sliimlerin % 44’1, Kanada da % 80’1 alkol kaynakhdir (14, 55).
Alkol, siroz disinda karaciger yaglanmasi ve alkolik hepatitede neden olabilmektedir.
Alkolik karaciger hastaliginin gelismesinde alinan alkol miktar1 ve siiresi (etanol igin
5 yil siiresince 160 gr/giin alkol alinimi alkolik siroz ve hepatit gelisimi igin
yeterlidir), cinsiyet (kadinlarda alkolik siroz ve hepatit erkeklere gore daha hizl
gelismekte), genetik faktorler (karacigerde alkol metabolizmasinda gorev alan enzim
sistemleri genetik faktorlere bagl olarak farklilik gosterebilmekte) ve beslenme rol
oynamaktadir (3, 24). Alkole bagli olarak gelisen sirozda karaciger 6nce biiylir, fakat
hastaligin son evresinde ise kii¢iilmektedir (13). Duodenumdan emilen alkol, kan
dolasgimi ile karacigere gelmekte ve burada metabolize edilmesi sonucunda toksik
kimyasallara doniismektedir. Bu toksinlerden birisi olan asetaldehit fazla miktarda
sitokin iiretimine, bu sitokinler de inflamasyona ve doku hasarina yol agmaktadirlar.
Zarar gormiis olan karaciger, yag asitlerini yikima ugratamamakta ve yag iiretimine
neden olan maddeleri de metabolize edemedigi i¢in karacigerde yaglanma meydana
gelmektedir. Alkol kaynakli olmayan yaglh karaciger hastalii (steatohepatit), alkol
kaynakl1 karaciger hastaligina benzerlik gostermekte, hepatit ve Ozelliklede yagh
karaciger olusumu nedeniyle siroz gelisimi indiiklenmektedir. Genellikle fazla alkol
tikketimi olmayan bireylerde goriiliir. Siddetli obezite ve tip 2 diyabet, alkol kaynakl
olmayan karaciger hastalig1 i¢in risk altinda olan hastalik gruplaridir. Tip 2 diyabetli
hastalarin % 50’sinde ve obez hastalarin, obezitenin siddetine bagli olarak, %
75’inde siroz gelisebilmektedir. Siroz gelisimine neden olan ikinci etken hepatit B
veya hepatit C kaynakli kronik hepatitdir. Genel olarak kronik hepatit C hastalarinin
% 10-15’inde, hepatit B hastalarinin ise % 5-10’nunda siroz gelisebilmektedir.
Viriisler ya da diger etkenler inflamasyona sebep olarak karacigere zarar vermekte
bdylece siroz olusumunu indiiklemektedirler (16, 73).

Diger bir etiyolojik faktdr olan otoimmiinite karacigerde, otoimmiin hepatit
ve primer biliyer siroza neden olmaktadir. Bazi otoimmiin bozukluklarda oldugu
gibi, genetik defektleri olan immiin sistem kendi hiicre ve organlarina kars1 reaksiyon
gostermektedir. Safra kanallarinin immiin reaksiyona maruz kalmasi sonucunda
olusan primer biliyer siroz ise kadinlarda (genellikle 50 yas) % 95 oraninda
gortilmektedir (14, 73).

Karaciger sirozunun etkenleri arasinda kistik fibrozis, alfa-1 antitripsin
eksikligi, galaktozemi, glikojen depo hastaligi, Wilson’s ve kalitsal hemokromatozis
gibi kalitsal hastaliklarda yer almaktadir. Kalitsal hemokromatozis demirin



karacigerde yiiksek konsantrasyonda birikmesine ve hepatosit hasarina, fibrozise,
hepatik siroza neden olabilmektedir. Nadir goriilen diger faktorler ise sistozomiazis,
duodenuma uygulanan bazi operasyonlar, uzun siireli bazi kimyasallara (arsenik,
metatraksat) maruz kalinmasi ve bazi ilaglarin (toksik dozda vitamin A alinmasi)
uzun siireli kullanilmasidir (35).

2.3.2. Kalitsal Hemokromatozis ve Siroz Arasindaki iliski

HFE gen mutasyonlarina bagl olarak ortaya ¢ikan ve duodenum tarafindan
fazla miktarda demir emilimi ile karakterize olan kalitsal hemokromatozis hastaligi,
beyaz wrkta stk goriilmektedir (6). Farkli populasyonlarda farkli 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 hastalarinda, duodenum tarafindan emilen fazla
miktardaki demir basta karaciger olmak iizere bir¢ok organda birikmektedir.
Karacigerde biriken fazla demir, serbest radikallerdeki artis ve demirin neden oldugu
diger metabolik bozukluklar nedeniyle hepatositler zarar goérmekte ve bu durum
karaciger sirozunun gelisimine neden olabilmektedir. Arezzini ve arkadaslar
tarafindan fareler iizerinde gerceklestirilmis olan arastirmada karacigerde biriken
demirin siroz olusumunu hizlandirdigi gosterilmistir (28).

2.3.3. Idiyopatik Siroz

Idiyopatik siroz, siroz olusumuna neden oldugu bilinen etiyolojik faktdrlerin
arastirilmasi sonucu etkenin belirlenemedigi sirozdur. Siroz hastalarinin yaklasik %
5-30’u idiyopatik siroz tanisi almaktadir (16, 49). Son yillarda idiyopatik sirozla
ilgili olarak bir¢ok ¢alisma gergeklestirilmistir. Yapilmis olan arastirmalar sonucunda
karacigerde demir birikimi (10), obezite ve tip 2 diyabet en yaygin goriilen risk
faktorleri olarak tanimlanmaktadir (16, 45, 51). Ayrica, seker hastaligi, hiperlipidemi
ve obezite gibi hastaliklar nedeniyle ortaya ¢ikan alkol kaynakli olmayan yaglh
karaciger olusumu, idiyopatik sirozlu hastalarda goriilen risk faktorlerindendir (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 c¢alismalari
gergeklestirilmistir. Karaciger sirozunun patogenezinde genetik heterojenite vardir.
Ormnegin, keratin 8 (KRT-8) ve keratin 18 (KRT-18) genlerinde meydana gelen
mutasyonlarin hastalik {izerinde etkili oldugu belirlenmistir (17, 58).

Ayrica, karacigerin fonksiyonlarinda onemli gorevleri olan bazi genlerin
sirozun olusum ve gelisim siirecinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Metionin ve
adenin metabolizmasinda gorev alan metiltioadenozin fosforilaz geninin (MTAP),
hepatokarsinoma ve karaciger sirozu hiicre hatlarinda yapilmis olan ¢aligmalarda
ekspresyon diizeyinin azaldig belirlenmistir (44).

Karaciger sirozuyla ilgili olarak ¢ok sayida genetik polimorfizm caligmalari
da gergeklestirilmistir. DNA tamir geni olan XRCC1’in Arg399GlIn polimorfizmi, 97
siroz hastast ve 97 kontrol bireyi ilizerinde calisilmis ve anlamlhi bir iligki



kurulmustur. Fazla alkol tiiketimi olan polimorfik bireylerde, bu polimorfizmin
serbest radikallerin etki diizeyini arttirdig1 ve bdylece siroz gelisimine neden oldugu
belirtilmektedir (39).

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

2.4. HFE Geni, Protein Yapisi ve Fonksiyonlari

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

Ex1 Exz Ex3 Exd Ex5 ExE
. ml .
{1
i i) 276 276 29 89 41
3329 211 1695 1a0 955

Sekil 2.1. HFE geninin genel yapisi.

HFE geni, karaciger hiicreleri tarafindan eksprese edilmedigi igin
hepatositlerdeki demir transportunda primer gorev almamaktadir. HFE genindeki
mutasyonlar direkt olarak karacigerdeki demir diizenlemesini etkilemezken,
plazmadaki transferine bagli ve transferine bagli olmayan demir miktarini arttirmakta
ve sonugta karaciger hiicrelerindeki depo demir diizeyi yiikseltmektedir (11).
Karaciger disinda kalp, pankreas, bazi endokrin bezlerde, eklem bolgelerinde ve
deride de demir birikimi meydana gelebilmektedir (4, 5, 43).

HFE proteini yap1 olarak biiyiik bir hiicre disi, transmembran ve kisa bir
stoplazmik domainden olusmaktadir (5, 69). Hiicre disi domaini al, a2 ve a3
unitelerinden olugmakta, ikinci ve ti¢lincii {initelerde disiilfit baglar1 yer almaktadir.
Bu protein, demir emiliminde gorev 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 [P2-mikroglobulin molekiili ile etkilesime girerek, diferrik
transferinden transferin reseptdrii 1 aracili demir alinimini regiile etmektedir (6).
Proteindeki yapisal bozukluklar, duodenal kript hiicreleri tarafindan demir alinimini
azaltmakta ve bu durumda daha fazla demir emilimi i¢in villuslardaki DMT-1
tastyici proteininin ekspresyon diizeyi arttirilmaktadir (2, 8, 69, 70, 71).
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Sekil 2.2. HFE proteini genel yapisi.

HFE proteini, hiicre i¢i demir metabolizmasindaki diizenleyici gorevini diger
molekiillerle etkilesime girerek gerceklestirmektedir. Duodenal kript hiicresinin
bazolateral yiizeyinde yer alan HFE proteini B2-mikroglobulin ve transferin
reseptorii 1 (TfR-1) ile iliski igindedir. Transferin molekiiliine bagli olan demir,
transferin reseptorii 1 tarafindan kript hiicresi i¢ine alinmaktadir. Kript hiicresi
icindeki demir miktarinin azalmasi durumunda bu hiicreler villus enterosit
hiicrelerine farklilasmaktadir. Bagirsak liimeninden Fe™ iyonlarmin almmasindan
sorumlu olan DMT-1 ve hiicre i¢ine alinmis olan demirin bazolateral yiizeyden
plazmaya verilmesinde gorev alan ferroportin-1 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri
kript hiicre i¢i demir diizeyinin diismesi durumunda arttirilmaktadir. Villus enterosit
hiicreleri tarafindan alman Fe™, plazma membraninda yer alan hephestin molekiilii
tarafindan Fe™’e doniistiiriilmektedir. Ferrik formda plazmaya verilen demir iyonu
transferin molekiili tarafindan alinip karacigere ve diger organlara tasinmaktadir.
Karaciger hiicrelerinde TfR-1 ve transferin reseptorii 2 (TfR-2) reseptorleri
tarafindan hiicre icine aliman demir hepatosit hiicrelerinde ferritin olarak
depolanmakta ve viicudun ihtiya¢ duymasi durumunda kan dolasimina verilmektedir
(Sekil 2.3.) (2, 70, 71).
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Sekil 2.3. HFE proteininin hiicredeki fonksiyonu.

2.5. HFE Gen Mutasyonlari

HFE geninde kalitsal hemokromatozis hastaliginin ortaya ¢ikmasinda etkin
rol oynadigi bilinen iki yanlis anlamli (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 yilinda, serin
amino asitinin sistein amino asidine doniistiigli S65C mutasyonu da belirlenmistir.
Bu mutasyonun hastaligin olusumunda hafif diizeyde etkili oldugu belirtilmektedir
(8). Feder ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis olan ilk c¢alismada, tipik
hemokromatozis fenotipinde olan 178 hastanin 148’nin (% 83) C282Y mutasyonu
acisindan homozigot mutant oldugu, hastalarin % 4’niin ise bilesik heterozigot
(C282Y/H63D) oldugu belirlenmistir (5, 8).

C282Y mutasyonu, HFE genin 845. niikleotidi olan guanin (G) bazinin
adenin (A) bazina transisyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu nokta mutasyonu
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sonucunda 282. pozisyondaki sistein aminoasitinin yerine tirozin aminoasiti
geemektedir (5, 6, 9-12, 21, 32). HFE proteininde korunmus olan sistein
aminoasitinin degismesi proteinin ekstraselliiller domainindeki disiilfit kopriisiiniin
bozulmasina ve sonugta HFE proteini ile P2-mikroglobulin arasindaki iliskinin
olumsuz yonde etkilenmesine neden olmaktadir. Bu mutasyon sonucunda, transferin
reseptorii 1’in diferrik transferine olan afinitesinin azalmasi ya da TfR-1’in geri
doniistimiindeki yavaslama nedeniyle fazla demir emiliminin meydana geldigi
tahmin edilmektedir (5, 6, 12, 21). C282Y mutasyonu agisindan mutant bireylerde
enterosit membraninda +2 degerlikli demirin hiicre i¢ine alinmasinda gorevli DMT-1
ve ferroportin 1 ekspresyon diizeyinde artis oldugu HFE geni knock-out fare
modellerinde gosterilmistir. Bu iki molekiiliin {iretimindeki artis intestinal sistem
tarafindan fazla demir absorpsiyonuna neden olmaktadir (5).

C282Y mutasyonu acisindan homozigot mutant olan hastalarda demir
birikimi nedeniyle siddetli klinik belirtiler goriilmektedir (9). Avrupa
populasyonunda C282Y mutasyonu agisindan homozigot mutant olanlarin orani % 3-
6 arasinda degismektedir. US’de homozigot mutant C282Y prevalanst %1.2-4.9
arasinda olmasina ragmen, Asya ve Afrika’da bu mutasyon belirlenmemistir (19).
Heterozigot C282Y mutasyon frekans1 % 24.8 ile irlanda populasyonunda en yiiksek
oranda goriilmektedir. Hindistan, Orta Dogu ve Avusturalya populasyonlarinda ise
C282Y mutasyonu icin homozigot mutant hasta belirlenememis olup,
heterozigotlarin orani ise % 0-5 arasinda oldugu tespit edilmistir (32). Lucotte ve
arkadaglar1 tarafindan gerceklestirilen arastirmada 20 Avrupa populasyonuna ait
arastirma degerlendirilmis ve C282Y mutasyonu alel frekansinin en fazla % 6.88’lik
oranla Fransa ve Ingiltere’deki Kelt populasyonunda oldugu gézlenmistir. Bu bilgiler
HFE gen mutasyonlarinin Kelt orjinli olabilecegini desteklemektedir (32).

C282Y mutasyonu disinda, bazi hemokromatozis hastalarinda H63D
mutasyonu da goriilmektedir. H63D mutasyonu, HFE genindeki 187. niikleotid olan
C’nin G’ye transversiyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu transversiyon tipi
nokta mutasyonu sonucunda histidin aminoasitinin yerine aspartik asit gegcmektedir
(5,9, 18, 19, 32). H63D mutasyonu, HFE proteininin 2-mikroglobuline baglamasini
etkilememekte, fakat hiicre transfeksiyon analizi c¢aligmalarinda transferin
reseptorlinlin  diferrik transferine olan afinitesini azalttigi belirlenmistir. H63D
mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan bireylerde hafif diizeyde demir birikiminin
meydana geldigi ortaya konulmustur (5, 6, 21). Avrupa populasyonlarinda C282Y ve
H63D mutasyonlarinin birlikte bulundugu bilesik heterozigot (C282Y/H63D) ve
homozigot H63D mutasyonlar1 yaklasik % 2, heterozigot H63D ise % 15-22
oraninda oldugu bildirilmektedir (32).

HFE genindeki C282Y, H63D mutasyonlari, karaciger fibrozisi ve sirozu i¢in
bagimsiz risk faktorleridir (22, 23). Mutasyonlarin bu etkileri karacigerde demir
miktarini arttirmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, C282Y mutasyonu bakimindan
homozigot olan hastalarda siroz olusumunun yani sira bilirubin, ferritin, ALT ve
AST diizeylerinde de artis olabilmektedir (22).

S65C mutasyonu, HFE geninin 2. ekzonunda, 193. niikleotidi olan A’nin
T’ye doniisiimii sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Bu transversiyon tipindeki nokta
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mutasyonu sonucunda 65. pozisyondaki serin aminoasitinin yerine sistein aminoasiti
geemektedir (5, 6, 9). Bu mutasyon, transferin reseptOriiniin transferine olan
afinitesini azaltmakta H63D ve C282Y mutasyonlari kadar etkili olmadig1 halde HFE
geninin ekspresyonu iizerinde etkili olabilecegi bildirilmektedir (6). S65C’nin genel
populasyondaki alel frekansi yaklasik % 1.5°dur (9). H63D ve C282Y mutasyonlari
belirlenememis kalitsal hemokromatozis hastalarinin % 7.8’nin S65C degisimine
sahip oldugu belirlenmistir (21, 39).

Hemokromatozis hastalarmin bazilarinda goriilen bilesik  heterozigot
genotipinin penetranst % 0.5-1.5 olarak saptanmistir (9). C282Y/H63D ve
C282Y/S65C genotiplerinin klinik tablo tizerindeki etkileri oldukg¢a azdir. Bilesik
heterozigotlar kalitsal hemokromatozis hastalarinin % 4-7’sinde goriilmekte (15, 21)
ve hastaliga 6zgli klinik belirtilerin sadece % 11°nin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir (8).

2.6. HFE Geni ile Tlgili Cahsmalar

HFE gen mutasyonlarinin sikligin1 belirlemek icin Tiirkiye’de yapilmis olan
calisma sayist olduk¢a sinirlt (32, 40, 41) olmasina ragmen diger iilkelerde bu
konuyla ilgili ¢ok sayida arastirma gergeklestirilmistir. Farkli populasyonlarda
gerceklestirilmis olan aragtirmalarda HFE gen mutasyonlar1 (C282Y, H63D, S65C ve
diger nadir goriilen mutasyonlar) i¢in farkli frekanslar belirlenmistir. Papazoglou ve
arkadaslar1 2003 yilinda 264 eriskin Yunan populasyonunda yaptiklart HFE gen
mutasyonu taramasinda higbir bireyde C282Y mutasyonu belirleyememislerdir.
PCR-RFLP yontemi kullanilmig olan arastirmada, bireylerin % 16.2’sinde
heterozigot H63D ve % 0.75’inde ise homozigot H63D genotipi bulunmustur (75).

Cimburova ve arkadaglar1 Cek Cumbhuriyetinde yaptiklari ¢alismada, 257
yenidoganm1 C282Y ve H63D mutasyonlar1 agisindan degerlendirmislerdir. C282Y
mutasyonu i¢in 254 bireyde homozigot mutant birey goriilmezken, 20 bireyin (%
7.87) ise heterozigot genotipte oldugu belirlenmistir. H63D mutasyonu 257 bireyde
analiz edilmis ve 2 bireyin (% 0.78) homozigot mutant, 69 bireyin (% 26.84) ise
heterozigot tasiyici oldugu goriilmiistiir (77).

Pietrapertosa ve arkadaslari, Italya’nin Apulian bolgesinde yaptiklar
arastirmada 500 saglikli bireyi degerlendirmislerdir. Calismada C282Y, H63D ve
S65C mutasyonlariin disinda V53M, H63H, Q127H, E168Q, E168stop, W169stop,
V59M, Q238P degisimleri de analiz edilmistir. C282Y mutasyonu acisindan
homozigot mutant bireyin olmadig1 belirlenirken, bireylerin % 3’niin ise bu
mutasyon i¢in heterozigot tasiyici oldugu ortaya konulmustur. H63D mutasyonu i¢in
homozigot mutantlarin oran1 % 1, heterozigot tasiyicilarin yiizdesi ise % 26 olarak
belirlenmistir. Sadece bes birey S65C mutasyonu agisindan tastyict olarak
belirlenirken, diger HFE gen mutasyonlar1 hicbir saglikli bireyde gozlenmemistir.
Heterozigot H63D genotipindeki bireylerin transferin doygunluk degerinin normal
genotipli bireylere gore, daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica, Italya’da genel
populasyonda yapilmis olan diger calismalarda HFE gen mutasyonlar alel
frekanslar1 (C282Y) % 0.5, (H63D) % 12.6 ve (S65C) % 1.1 olarak bildirilmistir
(76).
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Altes ve arkadaslari, Ispanya’nin Catalonia bolgesinde rastgele segilmis 1146
yenidogan iizerinde yaptiklari arastirmada C282Y, H63D ve S65C mutasyonlarinin
alel sikliklarim1 LightCycler yontemi ile belirlemislerdir. 1043 yenidogandaki alel
frekanslar1 (C282Y) % 0.03, (H63D) % 0.2, (S65C) % 0.01 olarak hesaplanmigtir
(79).

Milman ve arkadaslari, Danimarka’da Danes etnik grubunda yaptiklar
aragtirmada 2501 bireyi C282Y ve H63D mutasyonlarint PCR temelli bir teknikle
degerledirmislerdir. ~ Analizler sonucunda genotip frekanslarmi %  0.36
(C282Y/C282Y), % 10.6 (C282Y/N), % 1.6 (H63D/H63D), % 23.4 (H63D/N), %
1.4 (C282/H63D) olarak, alel frekanslarini ise % 5.7 (C282Y), % 13.3 (H63D)
seklinde belirlemislerdir (80).

Choi ve arkadaglari, rastgele secilmis 240 Koreli bireyde C282Y ve H63D
mutasyon sikliklarint PCR-RFLP yontemi ile analiz etmislerdir. Arastirmada, C282Y
mutasyonu higbir bireyde belirlenmezken, 18 bireyin (% 7.5) H63D mutasyonu
acisindan heterozigot oldugunu ortaya koymuslardir. H63D mutasyonu i¢in alel
frekansi ise % 3.8 olarak hesaplanmistir (81).

Moczulski ve arkadaslari, Polonya’da Slavic populasyonda C282Y ve H63D
mutasyon sikligimi 871 bireyde, PCR temelli yontem ile degerlendirmislerdir.
Analizler sonucunda bireylerin % 6.0’1 C282Y/N ve sadece bir bireyin ise bu
mutasyon i¢in homozigot oldugunu ortaya koymuslardir. C282Y mutasyonu alel
frekans1 % 3.1, H63D mutasyonun alel frekansi ise % 1.5 olarak tespit edilmistir.
Onii¢ bireyin (% 1.5) bu iki mutasyon i¢in bilesik heterozigot genotipinde oldugu
gbzlenmistir (83).

Sassi ve arkadaslari, 570 Tunus populasyonunda HFE gen mutasyonlarinin
(C282Y, H63D) sikligini PCR-RFLP yontemi ile aragtirmiglardir. Mutasyonlarin alel
frekanslar1 % 15.17 (H63D) ve % 0.09 (C282Y) olarak hesaplanmistir (88).

Tiirkiye’de, PubMed’te yaymlanmis, HFE gen mutasyonlar1 populasyon
taramasiyla ilgili ilk c¢alisma, 2003 yilinda Barut ve arkadaglar1 tarafindan
gergeklestirilmistir. Arastirmada, 4633 saglikli eriskinin (yas ortalamasi 35 = 8 olan
ve 3827 erkek, 806 kadin) transferin doygunlugu (TS) 6l¢iilmiistiir. Ilk 6l¢iim sonucu
TS > % 50 olanlarda bir gece aclik doneminden sonra tekrar Olgiim
gergeklestirilmistir. Serum ferritin degerlerinin 6l¢timii 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 degerlendirme ile demir
miktarinin belirlenmesi gercgeklestirilmistir. TS degeri % 50’nin {izerinde olan 26
bireyde HFE gen mutasyon analizi ve ferritin diizeyleri Ol¢lilmiistiir. Mutasyon
analizleri sonucunda, H63D mutasyonu i¢in 11 hastanin tasiyici (10 erkek, 1 kadin),
1 erkek hastanin ise homozigot mutant oldugu belirlenirken, higbir bireyde C282Y
mutasyonu gézlenmemistir (32).

Bozkaya ve arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda yapilmis olan diger bir
arastirmada Tirkiye’de hemokromatozis taramasi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada,
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3060 kan veren bireyin degerlendirilmesi sonucunda sadece 5 bireyin (% 8) demir
baglama kapasitesinin aclik doneminde < 28 uM oldugu tesbit edilmis ve bu
kisilerde HFE gen mutasyon taramasi yapilmustir. iki bireyin H63D mutasyonunu
heterozigot olarak tagidigi belirlenmistir (40).

Simsek ve arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda gergeklestirilmis olan diger
arastirmada, 2677 saglikli kan verici birey transferin doygunlugu agisindan
degerlendirilmistir. Transferin doygunlugu > % 45 olan 86 kan veren birey calisma
grubu olarak belirlenmis ve transferin doygunlugu < % 45 olan 57 kontrol bireyi
HFE gen mutasyonlari, ferritin ve ALT acisindan incelenmistir. H63D mutasyonu
calisma grubunda % 27.32, kontrol grubunda ise % 21.05 olarak belirlenmistir (41).

HFE gen mutasyonlar1 (C282Y, H63D ve S65C) ile kalitsal hemokromatozis
hastalig1 arasindaki iliskiyi ortaya koymak i¢in ¢aligmalar gerceklestirilmistir. 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 belirlenememistir. Hem hasta hem kontrol grubunda
heterozigot H63D mutasyon oraninin yiiksek oldugu gézlenmistir (78). Hellerbrand
ve arkadaslari, Giiney Almanya’da 36 kalitsal hemokromatozis (aralarinda akrabalik
olmayan) ve 126 kontrol bireyinde C282Y ve H63D mutasyonlarint SSCP temelli
kapiller elektroforez (SSCP-CE), RFLP ve PCR-ELISA ile degerlendirmislerdir.
Ayrica, hastalarla akrabaligi olan 76 bireyde aile taramasi gerceklestirmislerdir.
Calisma sonucunda, 26 kalitsal hemokromatozis hastasinin (% 72) C282 mutasyonu
acisindan homozigot mutant oldugu, 3 hastanin bilesik heterozigot, 1 hastanin ise
H63D mutasyonu acgisindan homozigot mutant oldugunu gdézlemislerdir. Aile
taramasinda ise 6 bireyin C282Y mutasyonu agisindan homozigot mutant oldugunu
belirlemislerdir. SSCP-CE, RFLP ve PCR-ELISA yontemleri ile elde edilen
sonuclarin ayni oldugu da ortaya konulmustur (82). Leone ve arkadaslari, Ekvator’da
yaptiklar1 ¢calismada 100 saglikli bireyde ve 12 hemokromatozis hastasinda HFE gen
mutasyonlarimi  (C282Y, H63D ve S65C) PCR-RFLP yontemi ile
degerlendirmislerdir. Analizler sonucunda, Ekvator populasyonunda alel frekanslari
% 0.0 (C282Y), % 0.035 (H63D), % 0.04 (S65C) olarak belirlenmistir.
Hemokromatozis hastalarinda ise alel frekanslart % 0.0 (C282Y), % 0.167 (H63D)
ve % 0.042 (S65C) seklinde hesaplanmistir. H63D mutasyonu agisindan hasta ve
kontrol bireyleri arasinda anlamli bir fark oldugu ortaya konulmustur (87).

Kalitsal hemokromatozis hastaligi ile HFE gen mutasyonlar1 arasindaki
iligkiyi belirlemek i¢in Tiirkiye’de de arastirmalar gergeklestirilmistir. Simsek ve
arkadaslari, bes kalitsal hemokromatozis hastasinda yaptiklari calismada C282Y ve
H63D mutasyonlarint ve HFE genindeki diger degisimleri sekans yontemi ile
degerlendirmislerdir. Analizler sonucunda, hastalarin hepsinin sadece H63D
mutasyonu agisindan heterozigot tasiyict oldugu gozlenmistir (84).

HFE gen mutasyonlarinin, talasemi hastalig1 tizerindeki etkisini belirlemek
icin yapilmis olan arastirmalarin sayist her gecen giin artmaktadir. Karimi ve
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arkadaslar1 43 yenidogan (HbBart’s tanmisi almis), 203 saglikli eriskin ve kan
transflizyonu almakta olan 154 beta-talasemi major hastasinda HFE gen
mutasyonlarmi (C282Y, H63D ve S65C) arastirmislardir. Sekans yontemi ile
gerceklestirilmis analizler sonucunda, C282Y ve S65C mutasyonu goézlenmezken,
H63D mutasyonu alel frekanslar1 yenidoganlarda % 0.10, saglikli eriskinlerde %
0.082, beta-talasemi majorlerde % 0.080 olarak tespit edilmistir (85). Jazayeri ve
arkadaslar1, Iranl beta-talasemi minor hastalarinda HFE gen mutasyonlarin1 (C282Y
ve H63D) PCR-RFLP yontemi ile taramiglardir. Calisma 93 hasta (56 kadin) ve 104
kontrol bireyin (54 kadin) {izerinde gergeklestirilmistir. 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 olduklar1 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 frekanslari ise hastalarda % 1.61, kontrollerde ise %
0.0 olarak belirlenmistir. HFE gen mutasyonlar1 agisindan, Beta-talasemi mindr
hastalar1 ve kontrol bireyleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (86).

Rovetta ve arkadaslari, HFE gen mutasyonlari ile romatoid artrit arasindaki
iliskiyi belirlemek i¢in 118 hasta (28’1 erkek) {izerinde ¢alisma gerceklestirmiglerdir.
Analizler sonucunda 53/118 (% 45) hastanin HFE gen mutasyonu i¢in tasiyict oldugu
belirlenmistir. HFE gen mutasyonu ile romatoid hastaliklar arasinda iligki olabilecegi
sonucuna ulasilmigtir (90). Cauza ve arkadaslari, HFE gen mutasyonlar1 (C282Y ve
H63D) ile artropati arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in 203 hasta iizerinde ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Kesilmis PCR iiriinlerini poliakrilamid jel elektroforezinde
yiiriiterek genotipleri belirlemislerdir. Analizler sonucunda alel frekanslar1 C282Y
icin % 4.5, H63D mutasyonu i¢in % 12.8 olarak gbézlenmistir. Bes hastanin H63D
mutasyonu i¢in, bir hastanin ise C282Y mutasyonu i¢in homozigot mutant oldugu
gorilmiis ve HFE gen mutasyonlarinin arastirilmasi artrit gelisiminde etkili faktoriin
belirlenmesinde 6nemli oldugunu ortaya koymuslardir (93).

HFE gen mutasyonlar ile karaciger sirozu arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in
bircok arastirma gergeklestirilmistir. Erhardt ve arkadaslar tarafindan 2003 yilinda
yapilmis olan ¢alismada 401 kronik hepatit C enfeksiyonu olan hasta ve 295 saglikli
kontrol bireyi degerlendirilmis ve arastirmada heterozigot H63D ve C282Y
mutasyonlarinin karaciger fibrozisi ve sirozu i¢in bagimsiz risk faktorleri oldugunu
belirlemislerdir (22). Lal ve arkadaslari, 2000 yilinda C282Y mutasyonu ile hepatit C
ile enfekte olmus olan ve idiyopatik sirozlu hastalarda demir birikimi tizerindeki
etkisini arastirmiglardir. Yirmialti hepatit C kaynakli siroz hastasinda {i¢, 22
idiyopatik siroz hastasinda ise bir heterozigot C282Y mutasyonu belirlenmistir.
Hastalarin karaciger dokusunun histolojik incelenmesi sonucunda hepatit C ile
enfekte olmus olan hastalarda C282Y mutasyonunun mindr diizeyde demir
birikimine neden oldugu sonucuna ulasilmistir (10).

HFE gen mutasyonlar1 ile hepatoselliiler karsinoma arasindaki iliskiyi
belirlemek i¢in yapilmis olan g¢aligmalardan birisi 2005 yilinda Fracanzani ve
arkadaslar tarafindan gercgeklestirilmistir. Caligma 303 siroz hastasi olan ve daha
sonraki yillarda hepatoselliiler karsinoma gelismis bireylerde gerceklestirilmistir.
Hastalarin hepatit B, C viral enfeksiyon durumlari, HFE gen mutasyonlar1 agisindan
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genotipleri ve alkol kullanimlar1 analiz edilmistir. Hepatoselliiler karsinoma hastasi
olan 303 bireyinin 12’sinin (% 4.0) C282Y mutasyonu, 93’iiniin (% 30.7) H63D
mutasyonu agisindan tasiyici olduklar1 belirlenmistir. Analizler sonucundan C282Y
mutasyonu olan erkek hastalarin hepatit B viral enfeksiyonu i¢in normal genotipli
hastalara gore 3.8 kat, H63D mutasyonu olan kadin hastalarin ise hepatit C
enfeksiyonu goriilme orant normal genotipli hastalara gore 6 kat daha yiiksek oldugu
gozlenmistir (92). Yine Boige ve arkadaslari, C282Y ve H63D mutasyonlarinin siroz
hastalarinda hepatoselliiler karsinoma olusumu {izerindeki etkilerini arastirmislardir.
Calisma, 133 hepatoselliiler karsinomali siroz hastas1 ve 100 hepatoselliiler
karsinoma gelismemis siroz hastasi tlizerinde gerceklestirilmistir. Analizler
sonucunda mutasyonlarin hepatoselliiler karsinoma gelisimi lizerinde etkili olmadig:
sonucuna ulasilmistir (15).

HFE geniyle diger kanser tipleri arasinda iliski olup olmadigini belirlemek
icin de calismalar gergeklestirilmistir. Serum demir konsantrasyonundaki
yiikselmeye bagli olarak DNA’da oksidatif hasar meydana gelebilmektedir. Dorak
ve arkadaslari, HFE gen mutasyonlari ile ¢ocukluk cagi akut lenfoblastik 16kemia
(ALL) arasindaki iliskiyi gostermek i¢in yaptiklari arastirmada, C282Y mutasyonu
ile ALL arasinda cinsiyete bagli bir iliski oldugunu iki Ingiliz populasyonunda
ortaya koymuslardir. Fakat, eriskin ALL ve Hodgkin hastaliginda benzer iliski
belirlenmemistir. ALL ile HFE gen mutasyonu arasindaki iligskinin lenfoid hiicrelerde
demir miktarindaki yiikselmeden kaynaklandigr diistiniilmektedir (89). Veneri ve
arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmis olan c¢alismada 82 eriskin akut 16semi
hastasinda (AML (48 hasta), ALL (34 hasta) kalitsal hemokromatozis gen
mutasyonlart (HFE genindeki C282Y, V53M, V59M, H63D, S65C, Q127H, E168Q,
E168X, W169X ve Q283P, TFR-2 genindeki Y250X) arastirilmistir. Yirmiyedi
hastanin 6’sinda heterozigot C282Y, 6’sinda homozigot H63D, 13’iinde heterozigot
H63D, 2’sinde heterozigot S65C mutasyonu belirlenmistir. Kalitsal hemokromatozis
gen mutasyonu belirlenmis hastalar ile gen mutasyonu olmayan hastalar arasinda
demir miktari ile ilgili bir korelasyon gozlenmemistir (91).

Tanimlanabilen etiyolojik faktorlerle ortaya ¢ikan karaciger sirozu ile ilgili
cok yonlii caligmalar yapilmis olmasina ragmen, idiyopatik sirozla ilgili aragtirma
sayis1t olduk¢a azdir. Bugiine kadar yapilan literatiir taramasinda diinyada ¢ok az,
tilkemizde ise HFE gen mutasyonlari ile idiyopatik siroz hastalig1 arasindaki iliskiyi
gosteren genetik calismaya rastlanilmamistir. Bu yiizden bu caligmada, idiyopatik
sirozlu hastalarda genetik bir faktoér olarak HFE gen mutasyonlarinin etkili olup
olmadigini arastirilmasi amaglanmistir.
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GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplan

Hasta grubu, siroz olusumuna neden oldugu bilinen etiyolojik faktorlerin
dislandig1 idiyopatik siroz hastalarindan olusturulmustur. idiyopatik sirozlu hastalar,
Akdeniz Universitesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Gastroenteroloji Bilim Dali
tarafindan gonderilmistir. Tan1 konulan hastalar, siroz etiyolojisinde rol oynayan
uzun stireli alkol ve ilag kullanimi, viral enfeksiyonlar gibi faktorler arastirildiktan
sonra idiyopatik smifina dahil edilmislerdir. Ayrica, her hastanin ailesel hastalik
durumu ile ilgili bilgi alinmis ve DNA onam formu imzalatilmistir.

Kontrol grubu, kendisinde ve ailesinde demir birikimi ile ilgili herhangi bir
hastalik olmayan, rastgele sec¢ilmis 141 saglikli bireyden olusturulmustur. Her birey
ailesel hastaliklar agisindan degerlendirilmis ve DNA onam formu imzalatilmistir.
Ayrica, idiyopatik siroz hastalarimin  ve kontrol bireylerinin serum demir
konsantrasyonu, ferritin, toplam demir baglama kapasitesi Akdeniz Universitesi,
Merkez Laboratuvarinda olgiilmiistiir.

3.2. Kullanilan Yontemler
Calismada, periferik kandan DNA izolasyonu, PCR, RFLP, agaroz jel
elektroforez yontemleri ve goriintiileme sistemi kullanilmistir.

3.2.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Hasta ve kontrol grubu bireylerinden, K;zEDTA’11 steril tiiplere (Venoject®)
10 ml periferal kan alindi. Miller ve arkadaglar tarafindan gelistirilen standart DNA
izolasyon yontemi (29) degistirilerek, kullanilan g¢ozeltiler ve islem basamaklar
asagida verildigi gibi uygulandi.

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

Yukarida verilen derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan lizis
tamponu otoklavda steril edildi ve + 4 °C’de saklandi.

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

Yukarida verilen derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan WBL
tamponu otoklavda steril edildi ve oda 1s1sinda saklandi.
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9.5 M Amonyum Asetat
36.613 gram amonyum asetat (CH;COOHNH,4, Merck) 50 ml distile suda
¢oOziildii. Otoklavda steril edildi ve oda 1sisinda saklandi.

% 10 SDS Cozeltisi
Bir (1) gram SDS 10 ml distile suda ¢oziildii. Filtre ile steril edildi ve oda
1s1sinda saklandi.

Proteinaz K (20 mg/ml)
100 mg proteinaz K, 5 ml steril suda ¢éziildii ve —20 °C’de saklandi.

%70’lik Etanol
70 ml etanol, 30 ml distile su ile karistirild ve + 4 °C’de sakland.

3.2.1.2. islemler

On ml K3sEDTA’I kan alt {ist edilerek homojenize edildikten sonra steril 50
ml’lik steril disposible santrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 30 ml lizis tamponu eklendi
ve vortekste iyice karistirldi. Buzda 15-20 dakika bekletildi. +4 °C’de 1500 rpm’de
10 dakika santrifuj (Sigma) edildi. Dokelti atildi. Cokelti elle vurularak iyice
homojenize edildikten sonra iizerine 20 ml lizis tamponu eklendi. Tekrar +4 °C’de
1500 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi. Dokelti atildi ve ¢okelti homojenize edildi.
Cokeltiye 9.45 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 iizerine 3.7 ml, 9.5 M
amonyum asetat c¢ozeltisi eklendi. Beyazimsi bir renk olusuncaya kadar elle
vurularak iyice karistirildi. Oda 1sisinda 30 dakika 5000 rpm’de santrifuj edildi. Siv1
dokelti faz1 steril yeni bir disposible santrifiij tiipii tiipiinde toplandi. Toplanan sivi
fazin lizerine saf etanol (% 99) eklendi, alt iist edilerek DNA’nin toplanmasi
saglandi. Gozle ayirt edilebilir bir sekilde ¢okelti olugturan DNA’lar 500 pl % 70°lik
etanol bulunduran 1.5 ml’lik ependorf tiiplere aktarildi. Oda 1sisinda 13 000 rpm’de
10 dakika santrifuj edildi ve iist faz atildi. Cokelti 37 C’lik etiivde agz1 acik olarak
kurutuldu. Kurutulan DNA steril suda ¢6ziildii. DNA 6rneklerinin spektrofotometrik
yontemle 260 ve 280 nm’lik dalga boylarinda optik dansite dl¢iimleri gerceklestirildi.
DNA saflik oranlar1 (OD;6p/OD2g9) ve DNA konsantrasyonlart ODyp x 50 x SF
(Sulandirma Faktorii) formiilii ile belirlendi. Elde edilen DNA ornekleri uzun siire
saklanacaksa —20 OC’de, kisa siirede kullanilacaksa +4 °C’de saklandi.

3.2.2. PCR Yontemi
PCR reaksiyonu, Genius (Techne, UK) markali thermal cyclerda
gergeklestirildi.

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

95 °C 1 dakika (denaturasyon)

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

72°C 10 dakika (son uzama) 1 dongti
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PCR icerigi Miktar

dNTP karisimi (100 mM) 0.8 ul
10x PCR reaksiyon tamponu 5.0 ul
Ileri primer (20 pmol/pl) 0.8 ul
Geri primer (20 pmol/ul) 0.8 ul
MgCl, (25 mM) 4.0 ul
Taq polimeraz (5 U/ul) 0.2 ul
dH,O 36.4 ul
Genomik DNA (250 ng/ul) 2.0 ul
Toplam 50.0 pl

Calismamizda C282Y, H63D, S65C mutasyonlari i¢in Roche marka primerler
kullanilmistir. S65C ve H63D mutasyonlari i¢in ayni primer ¢iftleri kullanildi.

C282Y mutasyonu i¢in kullamlan primerler:
Ileri primer: 5°-Tgg CAA ggg TAA ACA gAT CC-3’
Geri primer: 5’-CTC Agg CAC TCC TCT CAA CC-3°

H63D ve S65C mutasyonlari i¢in kullamlan primerler:
eri primer: 5°-ACA Tgg TTA Agg CCT gTT gC-3’
Geri primer: 5°-gCC ACA TCT ggC TTg AAA TT-3

3.2.3. RFLP Yontemi
Yukarida belirtilen PCR programi ile cogaltilmig olan PCR f{irlinlerinin

restriksiyon enzim kesimleri asagidaki sekilde gerceklestirildi.

C282Y mutasyonu icin restriksiyon enzim kesim icerigi:

10x tampon (L) 2.5 ul

Rsa I (10 U/ul) 0.2 ul

PCR {iriinii 7.0 ul

dH,O 15.3 ul

Toplam 25.0 ul

H63D mutasyonu icin restriksiyon enzim kesim icerigi:
2x tampon (H) 12.5 ul

Mbo I (Nde II) (5 U/ul) 0.4 ul

PCR iiriinii 7.0 ul

dH,O S5.1ul
Toplam 25.0 ul

S65C mutasyonu i¢in restriksiyon enzim kesim icerigi:
10x tampon (H) 2.5 ul

HinfI (10 U/pl) 0.2 ul

PCR {iriinii 7.0 ul

dH,O 15.3 ul
Toplam 25.0 ul
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Restriksiyon enzim kesimi i¢in gerekli maddeler 0.2 veya 0.5 ml’lik
ependorfa konulduktan sonra 37 °C su banyosunda 16 saat bekletildi. Restriksiyon
enzim kesimi gerceklesmis olan kesim {irtinleri % 3’liikk agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek her bir mutasyon i¢in 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 ¢6ziildi.

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

3) Elektroforez kiivetine tarak yerlestirildi ve iizerine sizinti olmayacak
sekilde agaroz jel dokiildii, oda 1sisinda polimerize olmasi icin bekletildi.

4) Tarak dikkatlice uzaklastirlldi ve agaroz jel, elektroforez tankina
yerlestirildi.

%3’liikk agaroz jel, icerisinde IXTBE bulunan elektroforez tankina
yerlestirildi. PCR {iriinii, restriksiyon enzim kesim iriini ve 50 bg’lik marker
(Roche) yiikleme tamponu kullanilarak kuyucuklara mikropipet yardimiyla yiiklendi.
Elektroforez tankina bagl gilic kaynagi (Biolab) ile 80 voltta 30 dakika Ornekler
yiriitiildii. Siire sonunda Ornekler UV 151k veren transilluminatdr yardimiyla
incelendi. Transilluminatére (Herolab) bagli olan monitorlii sistem kullanilarak
fotograflar alindu.
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BULGULAR

Calisma, Akdeniz Universitesi, I¢ Hastaliklar1  Anabilim  Dals,
Gastroenteroloji Bilim Dalindan gonderilen idiyopatik siroz tanis1 almig 16 hasta ve
rastgele se¢ilmis 141 saglikli kontrol bireyinde gergeklestirildi. Hasta ve kontrol
grubu bireylerinden DNA izolasyonu yapildi, idiyopatik siroz hastalarinin 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 verileri.

Hasta No 0D260 0D280 OD260/ Konsgllt\lrlzsyonu
OD280 (ng/ul)
1. 0.054 0.029 1.86 540
2. 0.083 0.044 1.88 830
3. 0.035 0.019 1.84 350
4. 0.042 0.026 1.62 420
5. 0.083 0.056 1.48 830
6. 0.060 0.037 1.62 600
7. 0.016 0.080 2.0 160
8. 0.194 0.104 1.86 1940
9. 0.037 0.019 1.95 370
10. 0.014 0.070 2.0 140
11. 0.162 0.085 1.90 1620
12. 0.056 0.028 2.00 560
13. 0.159 0.080 1.98 1590
14. 0.053 0.027 1.96 530
15. 0.086 0.050 1.72 860
16. 0.039 0.026 1.50 390
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388 bg
248 be

140 bg

Sekil 4.1. % 3’lik agaroz jelde C282Y mutasyonu i¢in PCR iiriinii ve Rsa I restriksiyon
enzim kesim profili. M: 50 b¢’lik marker, P: PCR iir{inii, N/N: Normal genotip.

M P N/N *NM NM MM *M/M

Sekil 4.2. % 3’lik agaroz jelde H63D mutasyonu i¢in PCR iiriinii ve Mbo I (Nde II)
restriksiyon enzim kesim profili. M: 50 b¢’lik marker, P: PCR {irlinii, N/N:
Normal genotip, *N/M: Heterozigot tasiyict idiyopatik siroz hastasi, N/M:

heterozigot kontrol bireyi, M/M: Homozigot mutant kontrol bireyi, *M/M:
homozigot mutant idiyopatik siroz hastast.
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200 be
146 be

54 be

Sekil 4.3. % 3’liik agaroz jelde S65C mutasyonu i¢in PCR firiinii ve Hinf I restriksiyon
enzim kesim profili. M: 50 b¢’lik marker, P: PCR iiriinii, N/N: Normal genotip.

Hastalarin idiyopatik siroz tanisinin kondugu zamanki yaslar1 ve C282Y,
H63D, S65C mutasyonlar1 Cizelge 4.2°de verilmektedir. Analiz sonucunda 16
idiyopatik siroz hastasinda bir heterozigot (hasta no: 9) ve bir homozigot H63D
mutasyonu (hasta no: 16) gozlenirken, C282Y ve S65C mutasyonlart hi¢bir hastada
bulunmamaistir (Cizelge 4.2).

Saglikli kontrol grubunu olusturan 141 bireyin 30’unda H63D mutasyonu
heterozigot, iki bireyde ise ayni mutasyon homozigot olarak belirlenmistir. Hi¢bir
kontrol bireyinde, hasta grubunda oldugu gibi, C282Y ve S65C mutasyonlari
gozlenmemistir (Cizelge 4.3). H63D mutasyonu alel frekansi kontrol bireylerinde %
12.06, hasta grubunda ise % 9.38 olarak hesaplanmistir. Heterozigot genotipli hasta
ve kontrol bireylerinin frekanslar1 sirasiyla % 6.25, % 21.28 olarak bulunurken,
homozigot mutant hastalarin frekans1 % 6.25, kontrol bireylerin ise % 1.42 oldugu
belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Idiyopatik siroz hastalarinin tam yaslar1 ve HFE gen mutasyon sonuglari.

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 tasiyici, M/M: Homozigot mutant.

Cizelge 4.3: Kontrol grubunda HFE gen mutasyonlarinin dagilimi.
g{)‘;tasy” H63D S65C C282Y
Genotip N/N NM | MMM | N/N | N/M M/M | N/N | NM | M/M
Birey sayisi 109 30 2 141 0 0 141 0 0
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Idiyopatik siroz hastalar1 ve kontrol bireyleri yas araliklari, cinsiyet dagilimi
ve ortalama biyokimyasal demir parametreleri agisindan karsilastirilmistir. Kan
demir parametrelerinden transferin doygunlugu ve ferritin diizeylerinin hasta
grubunda daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Serum demir konsantrasyonu ve
toplam demir baglama kapasitesi ise kontrol bireylerinde daha yiiksek oranda oldugu
belirlenmistir. Idiyopatik siroz hastalarmin yas araligi 19-72 arasinda, kontrol
bireylerinin ise 17-51 arasinda degismektedir. Cinsiyet dagilimina bakildiginda
idiyopatik siroz hastalarinin % 50°si kadin, % 50’si erkek; kontrol bireylerinin ise %
65.75’1 kadin, % 34.25°1 erkek cinsiyette oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Hasta ve kontrol gruplarmin yas, cinsiyet ve ortalama biyokimyasal demir
parametrelerinin karsilastirilmasi.

Parametreler Idiyopatik siroz hastalari Kontrol grubu
Yas aralig (y1l) 19-72 17-51

Cinsiyet 8K,8E 92K, 49E
Ferritin 89.49 ng/ml 37.10 ng/ml
Serum demir 84.67 pg/dl 94.75 pg/dl
konsantrasyonu O HE 1o HE
Toplam demir baglama

Kapasitesi 266.87 pg/dl 343.75 pg/dl
Transferin doygunlugu % 40.82 % 27.56

Idiyopatik siroz hastalarmnin ferritin, transferin doygunlugu, toplam demir
baglama kapasitesi ve serum demir konsantrasyon degerleri Cizelge 4.5°te
verilmistir. Idiyopatik siroz hastalarinin biyokimyasal demir diizeyleri heterojenite
gostermektedir. Ferritin degeri saglikli bir kadinda 13 ile 150 ng/ml, saglikli bir
erkek bireyde ise 30 ile 400 ng/ml arasindadir. Idiyopatik siroz hastalarinin ferritin
degerlerine bakildiginda kadin bireylerden sadece hasta no 2’de (260.20 ng/ml)
yiiksek, hasta no 7, 9, 10 ve 13’te ise diislik diizeyde oldugu tespit edilmistir. Erkek
bireylerde, normal degerin iizerinde hasta goriilmemis 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 arasindadir. Serum demir konsantrasyonu, kadin
hastalardan hasta no 7, 9, 10, 13’te diisiik diizeyde, hasta no 2 ve 11°de ise yliksek
miktarda oldugu gozlenmistir. Erkek hastalardan, hasta no 3 ve 16’da normal
diizeyin lizerinde, hasta no 4, 8 ve 14’de ise altinda oldugu goriilmiistiir (Cizelge
4.5).
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Saglikli kadin ve erkek bireylerde, 228 ile 428 ng/dl arasinda olmasi beklenen
toplam demir baglama kapasitesi, serum demir konsatrasyonu ve ferritin diizeyi
diisiik olan hasta no 7 ve 13’te normal miktarin {izerinde 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 gozlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Idiyopatik siroz hastalarimin cinsiyet dagilimi ve demir parametreleri.

Hosta No/ | Ferrtn |, (02l [bagiama bapasices. | ToWfErn
(ng/dl) (ng/dl)
1. (E) 60.90 92.00 205.00 44.88
2. (K) 260.20 195.00 184.00 105.98
3. (B 303.30 172.00 194.00 88.66
4. (E) 143.00 43.00 226.00 19.03
5. (B 27.08 60.00 313.00 19.17
6. (K) 25.80 84.00 189.00 44.45
7. K 6.43 29.00 433.00 07.70
8. (B 133.70 37.00 180.00 20.56
9. (K) 4.76 31.00 312.00 09.94
10. (K) 5.70 30.00 351.00 08.55
11. (K) 61.94 168.00 200.00 84.00
12%. (E) ; ] ] )
13. (K) 6.79 21.00 436.00 04.82
14. (E) 37.00 28.00 333.00 8.41
15. (K) 106.10 110.00 271.00 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.
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Serum demir konsantrasyonunun toplam demir baglama kapasitesine oraninin
100 ile ¢arpilmasi sonucunda bulunan transferin doygunluk degeri, viicuttaki demir
diizeyi ile ilgili bilgi veren onemli biyokimyasal parametrelerden birisidir. Normal
transferin doygunluk degeri % 25-45 olarak kabul edilmektedir. Hasta grubunun
transferin doygunluk degeri % 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 iizerinde belirlenmistir. Transferin doygunluk degeri < % 25 olan 4 kadin
(hasta no: 7, 9, 10, 13) ve 4 erkek hasta (hasta no: 4, 5, 8, 14) gézlenmistir (Cizelge
4.5).

Heterozigot H63D mutasyonu tasiyan idiyopatik siroz hastasinin (hasta no: 9)
ferritin (4.76 ng/ml), serum demir konsantrasyonu (31.00 pg/dl) ve transferin
doygunluk degerleri (% 09.94) normal diizeyin altinda, toplam demir baglama
kapasitesi (312.00 ug/dl) ise normal sinirlar arasinda oldugu bulunmustur. Ayni
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 doygunluk degerinin ise % 96.60 oldugu goriilmiistiir. Hastanin
transferin doygunluk degeri ve serum demir konsantrasyonu normal sinirlarin
tizerinde bulunurken; ferritin de8eri normal aralikta, toplam demir baglama
kapasitesi ise diisiik diizeydedir (Cizelge 4.5).

Sagliklt 141 kontrol grubu bireyinin, H63D mutasyon genotipine gore
biyokimyasal demir diizeylerinin ortalamalar1 hesaplanmistir. Normal genotipli olan
bireylerde ortalama ferritin (27.24 ng/ml), serum demir konsantrasyonu (84.20
pg/dl), toplam demir baglama kapasitesi (342.4 pg/dl) ve transferin doygunluk
diizeylerinin (% 24.59) normal degerlerde oldugu gozlenmistir. H63D mutasyonu
acisindan heterozigot tastyict 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 ng/dl) ise normal degerlerde
oldugu belirlenmistir. H63D mutasyon analizinde homozigot mutant oldugu
gbzlenmis olan iki kontrol bireyinin ortalama serum demir konsantrasyonu (190
pg/dl) ve transferin doygunluk degerleri (% 55.95) normal diizeyin iizerinde
bulunmustur. Fakat, toplam demir baglama kapasitesi (269 ug/dl) ve ferritin
miktarlarinin (150.50 ng/ml) ise normal degerde olduklar1 goriilmiistiir. 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 agisindan 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 yiiksek oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.7.).
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Cizelge 4.6. H63D mutasyon genotipine gore kontrol grubu bireylerinin ortalama demir

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

Ferritin (ng /ml) 27.24 15.73 150.50
Serum demir konsantrasyonu 84.20 73 50 190.00
(ng/dl)
Toplam demir baglama
Kapasitesi (ug/dl) 342.4 384.50 269.00
Transferin doygunlugu (%) 24.59 19.12 55.95

Cizelge 4.7. H63D mutasyonu ag¢isindan idiyopatik siroz hastalar1 ve kontrol bireylerinin
biyokimyasal demir parametrelerinin karsilastiriimasi.

Idiyopatik Siroz Hastalarimn Kontrol Bireylerinin
Kan Demir Genotipleri genotipleri
Parametreleri 63D/
N/N N/H63D | H63D/H63D N/N N/H63D H63D

(n=14) (n=1) (n=1) (n=109) (n=30) (n=2)
Ferritin (ng/ml) 94.08 4.76 159.60 27.24 15.73 150.50
Serum demir
konsantrasyonu 84.64 31.00 170.00 84.20 73.50 190.00
(ng/dl)
Toplam demir
baglama 264.64 | 312.00 176.00 342.40 384.50 | 269.00
kapasitesi (ug/dl)
Transferin 3198 | 9.94 96.60 24.59 19.12 | 55.95
doygunlugu (%)

N/N: Normal genotip, N/H63D: Heterozigot tastyici, H63D/H63D: Homozigot mutant.

Demir metabolizmasinda epidomiyolojik faktorler de rol oynamaktadir.
Epidomiyolojik faktorlerden olan yas ve cinsiyet viicutta demir birikimi {izerinde
etkili olabilmektedirler. Caligmada yer alan idiyopatik siroz hastalar1 ve rastgele
sec¢ilmis olan kontrol bireylerinin cinsiyete bagli olarak biyokimyasal demir degerleri
ve H63D mutasyon dagilimi Cizelge 4.8’de verilmistir. Hasta ve kontrol grubunda
bulunan kadin bireylerin serum demir konsantrasyonu, transferin doygunlugu ve
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ferritin degerlerinin erkek bireylere gore daha diisiik diizeyde oldugu goriilmektedir.
Fakat, toplam demir baglama kapasitesinin kadinlarda daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. H63D mutasyon dagilimi ise erkek ve kadin hastalarda esit oranda
goriiliirken, kontrol grubunda ise kadin bireylerin fazlaligi 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 dagilimu.

Hasta Grubu Kontrol Grubu

Parametreler Erkek Kadin Erkek Kadin

(n=8) (n=8) (n=49) (n=92)
Ferritin (ng/ml) 123.51 59.72 5832 36.95

ir konsant

Serum demir konsantrasyonu 86.00 83.50 149.50 90.00
(ng/d)
Toplam demir baglama 232.43 291.63 321.50 343.72
kapasitesi (ng/dl)
Transferin doygunlugu (%) 37.00 28.63 46.50 26.18
N/N 7 7 38 71
N/H63D 0 | 11 19
H63D/H63D 1 0 0 2
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TARTISMA VE SONUCLAR

Idiyopatik sirozlu 16 hasta ve saglikli 141 kontrol bireyinde gergeklestirilen
calismada, HFE gen mutasyonlar1 (C282Y, H63D ve S65C) nin analiz sonucu hasta
grubunda bir ve kontrol grubunda 30 heterozigot H63D mutasyonu belirlenirken, bir
hasta ve iki kontrol bireyinde homozigot H63D mutasyonu oldugu goézlenmistir.
C282Y ve S65C mutasyonlari ise higbir hasta ve kontrol bireyde belirlenmemistir.

HFE gen mutasyonlar ile idiyopatik siroz arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in
yapilmis calisma sayisi oldukga sinirlidir (10, 16, 39). Yapilan literatiir taramalarinda
bu konuyla ilgili olarak Tiirkiye’de gerceklestirilmis bir aragtirmaya rastlanmamistir.
Siroz hastalarinin % 5-30’nu olusturan idiyopatik sirozlu hasta sayis1 her gegen giin
artmaktadir. Hastaligin etiyolojisini belirlemek i¢in farkli genetik faktorler
arastirtlmistir. Genetik faktorlerden birisi oldugu diistinillen HFE gen mutasyonlari
ile ilgili yapmis oldugumuz arastirmada hasta sayist az olmasina ragmen H63D
mutasyonu alel frekansinin % 9.38 oldugu bulunmustur. Bu mutasyon acisindan
homozigot mutant olan bir hasta ve iki saglikli kontrol bireyin biyokimyasal demir
parametreleri (ferritin, serum demir konsantrasyonu ve transferin doygunluk degeri),
heterozigot ve normal genotipteki bireylere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.7).

Viicuttaki demir miktar1 ile ilgili bilgi veren 6nemli parametrelerden birisi
olan transferin doygunluk degerinin H63D mutasyonu agisindan homozigot mutant
olan idiyopatik siroz hastasinda % 96.60 ve iki kontrol bireyinde ise, saglikli bir
bireyde % 25-45 arasinda olmasit beklenirken, ortalama % 55.95 olarak
bulunmustur. Kan demir parametreleri diyete, demir metabolizmasinda gérev alan
cesitli genlerin (DMT-1, ferroportin 1, hephestin, transferin, transferin reseptor 1,
hepsidin, transferin reseptor 2) ekspresyon diizeylerine, kan yapim ve yikim hizina,
kan kaybina, makrofajlarin aktivitesine ve enfeksiyon gibi faktorlere bagli olmasina
ragmen, H63D mutasyonu ile viicuttaki demir diizeyinin yiikselmesi arasindaki
iliskiden dolay1 gerek idiyopatik sirozlu hastalarda, gerekse normal populasyonda
H63D ve diger HFE gen mutasyonlarinin taranma zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir.
Bu mutasyon, HFE proteini ile transferin reseptor 1 arasindaki etkilesimi azaltmakta
ve demir emilim diizeyinin ylikselmesine neden olmaktadir (5, 11, 12, 39).
Caligmada, H63D mutasyonu i¢in homozigot mutant bulunan bireylerin demir
degerlerindeki ylikselmenin bu mutasyondan kaynaklandig diistiniilmektedir. Hasta
ve kontrol grubu bireylerin H63D mutasyon genotipleri ile demir parametreleri
karsilastirildiginda homozigot mutant olan bireylerin ferritin, serum demir
konsantrasyonu ve transferin doygunluk diizeyleri heterozigot veya normal genotipli
olan bireylerden yiiksek bulunmasmma ragmen, HFE gen mutasyonlar1 agisindan
normal genotipli bazi hastalarin demir degerlerinin farkli oldugu goriilmektedir.
Hasta no 2, 3 ve 11’in serum demir konsantrasyonlarinin 145 pg/dl’nin, transferin
doygunluk diizeylerinin ise > % 45’in iizerinde oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5).
Bu hastalarin demir miktarinin diger hastalardan yiliksek olmasinin nedeni demir
emilimi ve depolanmasinda gorevli proteinlerin iiretimine, aktivitesine ve diger
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cevresel faktorlere bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Demir diizeylerinin
yiikselmesinde HFE genindeki C282Y, H63D ve S65C mutasyonlarin disindaki diger
degisimler de etkili olabilmektedir. Bu ii¢ hastadan sadece hasta no 2’nin ferritin
diizeyinin 150 ng/ml’nin istiinde (260.20 ng/ml) olmas1 diger hastalarda (hasta no: 3
ve 11) cevresel faktorlerin etkin rol oynamis olabilecegini diisiindiirmektedir. Ferritin
molekiilii karaciger hiicreleri tarafindan eksprese edilmekte ve demirin c¢esitli
hiicrelerde depolanmasinda gorev almaktadir. Bu molekiiliin serum konsantrasyonu
enfeksiyon ve beslenme gibi etkenlere bagli olarak hizli bir degisim
gostermemektedir. Hasta no 7, 9, 10, 13’lin ferritin ve transferin doygunluk
degerlerinin sirastyla 37 pg/dl ve < % 25’den diisiik oldugu goézlenmistir. Bes
hastanin 4’tinlin kadin olmasi, bu disliste kadinlara 06zgii olan fizyolojik
mekanizmalar, beslenme, sekonder hastaliklar ve farkli genetik degisimlerin etkili
oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica, siroz komplikasyonlarindan olan 6zofagus ve
gastrointestinal bolgelerdeki kanama miktarlarindaki farkliliklarin da hastalarin
demir diizeylerinde heterojeniteye neden olabilecegi diistiniilmelidir.

H63D mutasyonu ig¢in heterozigot tasiyict olan hasta ve kontrol bireylerin
toplam demir baglama kapasitesi disindaki demir parametrelerinin normal genotipli
bireylerden diisiik oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.7). H63D varyantinin bulunmast,
baska sebeplerden dolay1 demir miktar1 diisiik olan hasta ve kontrol bireyleri i¢in bir
avantaj olarak goriilmektedir. Bu degisimin demir eksikligine bagli olarak gelisen
anemi riskini azaltabilecegi diistiniilmektedir.

Onalt1 idiyopatik siroz hastasinda, HFE gen mutasyonlarindan C282Y ve
S65C mutasyonlar1 gdzlenmemistir. Siroz hastalarinda C282Y mutasyonu ile ilgili
yapilmis olan ¢aligmalarda C282Y mutasyonu agisindan homozigot mutant olanlarda
biyokimyasal demir diizeylerinin ve karaciger biyopsisi yapilan hastalarda ise
karaciger dokusundaki demir miktarinin normal genotipli kontrol bireylerine gore
daha yiliksek oldugu belirlenmistir (25, 63, 65). Lal ve arkadaslar1 26 hepatit C
kaynakli siroz ve 22 idiyopatik siroz hastasinda C282Y mutasyon taramasi
gerceklestirmiglerdir. Hepatit C kaynakli siroz hastalarinda ¢, idiyopatik sirozlu
hastalarda ise bir heterozigot C282Y mutasyonu belirlemislerdir. Yaptiklar1 analizler
sonucunda C282Y mutasyonunun hepatit C kaynakli siroz hastalarindaki demir
birikiminde mindr diizeyde etkili oldugunu ortaya koymuslardir. Idiyopatik siroz
hastalarinda ise C282Y mutasyonu ic¢in anlamli bir sonuca ulagilamamistir (10).
S65C mutasyonu, demir emilimi ve birikimi iizerinde mindr diizeyde etkilidir. Bu
mutasyon, C282Y ve H63D mutasyonu belirlenmemis kalitsal hemokromatozis
hastalarinin yaklasik % 7’sinde gozlenmistir (39). S65C varyanti ile idiyopatik siroz
arasindaki 1iligkiyi belirlemek icin gerceklestirilmis herhangi bir arastirmaya
rastlanilmamistir. Calismamizda demir diizeyi yiiksek olan hasta ve kontrol
bireylerinde C282Y ve S65C mutasyonlarinin belirlenmemesi, bu iki mutasyonun
bizim populasyonumuzda nadir goriilen mutasyonlar olabilecegini gostermektedir.

Demir metabolizmasinda genetik faktorlerin - disinda epidomiyolojik
etkenlerde rol oynamaktadir. Viicuttaki demir birikimi {izerinde etkili olan
epidomiyolojik faktorler arasinda yas ve cinsiyette yer almaktadir. Yas ile demir
birikimi arasinda dogru orantili bir korelasyon oldugu bildirilmektedir. Calismada
yer alan idiyopatik siroz hastalarmin yas araliklar1 19 ile 72 arasinda degisirken,
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kontrol bireylerinin yas araliklar1 ise 17 ile 51 arasinda degismektedir (Cizelge 4.4).
H63D mutasyonu agisindan homozigot mutant olan hastanin (hasta no: 16) klinik
tanis1 53 yasinda, ayni mutasyon agisindan heterozigot tasiyici olan hastanin (hasta
no: 9) ise 66 yasinda konmustur (Cizelge 4.1). Heterozigot tasiyicit olan kontrol
bireylerinin yas ortalamasi 26, homozigot mutant olan bireylerin ise 30 oldugu
goriilmiistiir. Kontrol grubu bireylerinin yas ortalamasiin hasta grubundan diisiik
olmasi, yasa bagli olarak demir alinim ve birikiminin artabilecegini gostermektedir.
Bu mutasyonun saglikli bireylerde bulunup bulunmadiginin arastirilmasi genetik
danigsma verilmesi agisindan énemli oldugu diisiincesindeyiz. Bu artisa bagli olarak
karaciger dokusunda fazla demir depolanmasi1 doku hasarina ve sonugta cesitli tipteki
karaciger hastaliklarinin gelisimine neden olabilecektir. Heterozigot tasiyici olan
hasta bireyin demir parametrelerinden ferritin, serum demir konsantrasyonu ve
transferin doygunluk degerlerinin normal degerden diisiik olmasinin beslenme, siroz
hastalarinin  komplikasyonlarindan olan varis kanamalart ve demir emilim
mekanizmasinda gorevli diger genlerin ekspresyon diizeylerindeki degisimlere baglh
ortaya ¢ikmis olabilicegi diisiiniilmektedir. Homozigot mutant olan idiyopatik siroz
hastasinin (hasta no: 16) serum demir konsantrasyonu ve transferin doygunluk
degerlerinin normal oranlarin {istlinde olmasina ragmen siroz komplikasyonlari
nedeniyle gergeklesmis olan kan kayiplarinin demir degerlerinin yiikselmesini
engellemis olabilecegi disliniilmektedir. Ayrica, diger ¢evresel ve genetik
faktorlerinde etkisinin olabilecegi unutulmamalidir.

Viicutta demir birikimi iizerinde etkili oldugu bilinen faktdrlerden birisi de
cinsiyettir. Kadinlar, menstrual siklusa ve hamilelige bagli olarak belli periyotlarda
kan kaybedebilmekte ve kan kaybina bagli olarak, demir atilimi ger¢eklesmektedir.
Erkek bireylerde ise boyle bir fizyolojik mekanizma bulunmadigr i¢in demir atilimi
sadece intestinal sistem ve terleme yoluyla gerceklesmektedir. Bu durumda viicudun
ihtiyacindan fazla emilen demir basta karaciger olmak iizere bir¢ok organda
birikmektedir. Arastirmamizdaki cinsiyet dagilimina baktigimizda hasta bireylerin %
50’sinin kadin, % 50’sinin ise erkek oldugu goriilmektedir. Kontrol bireylerinin %
65.25°1 kadin, % 34.75’1 ise erkektir. H63D mutasyonu agisindan homozigot mutant
olan kontrol bireylerinin 20 ve 39 yaglarinda kadin olmalari, menstrual siklusa bagh
olarak demir kaybinin olabilecegini gostermektedir. Fizyolojik mekanizmaya baglh
olarak demir atilimimin, H63D mutasyonu penetransint azaltabilecegi
diistiniilmektedir. H63D/H63D genotipli erkek idiyopatik siroz hastasinin ferritin ve
transferin doygunluk oranlarinin, homozigot mutant kontrol bireylerinkinden yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bu durum H63D’nin yasa bagl etkisiyle aciklanabilir. Ayrica,
H63D mutasyonu agisindan tasiyict olan kadin hastanin ve kadin kontrol bireylerinin
biyokimyasal demir parametrelerinin diisiik bulunmasinin cinsiyet kaynakl
olabilecegini diistindliirmektedir (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.8).

Bu calisma, HFE gen mutasyonlarinin idiyopatik siroz etiyolosindeki etkisini
belirlemesi yaninda, sagliklt 141 kontrol bireyde HFE gen mutasyonlarimin sikligi
konusunda da bilgi verici olmustur. C282Y ve S65C mutasyonlar1 higbir saglikl
bireyde belirlenemezken, 30 bireyde heterozigot, iki bireyde ise homozigot H63D
mutasyonu gozlenmistir. H63D mutasyonu alel siklig1 ¢alismamizda % 12.06 olarak
hesaplanmistir. Ulkemizde, Barut ve arkadaslarmim 4633 (3827 erkek ve 806 kadn)
saglikli eriskinde yaptiklar1 ¢alismada, transferin doygunluk Slgiimleri = % 50 olan
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26 bireyde C282Y ve H63D HFE gen mutasyonlarini arastirmislardir. 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 goézlenmistir (32). Bozkaya ve
arkadaslari, demir baglama kapasitesi < 28 UM olan 3060 goniillii kan veren bireyin
5’inde C282Y ve H63D HFE gen mutasyon analizi gerceklestirmisler, bes bireyin
ikisinde, heterozigot H63D mutasyonu bulmuslardir. Ayrica, bir gecelik aglik
doneminden sonra demir baglama kapasitesi normal bulunan 65 bireyin 7’sinde (%
11.6) heterozigot H63D mutasyonu gozlemislerdir (40). Simsek ve arkadaslar1 2677
goniillii kan veren, transferin doygunluk degeri = % 45 olan 265 birey ile transferin
doygunlugu < % 45 olan 57 kontrol bireyde C282Y ve H63D HFE gen
mutasyonlarii, ferritin ve ALT diizeylerini arastirmiglardir. Analizler sonucunda
C282Y mutasyonu higbir bireyde goriilmezken, H63D mutasyonu alel frekanslar
calisma grubunda % 27.32, kontrol grubunda ise % 21.05 olarak bulunmustur (41).
Bozkaya, Simsek, Barut ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilmis {i¢ arastirmada
HFE gen mutasyon analizi yapilan bireyler biyokimyasal demir parametrelerine gore
secilmiglerdir. Bu nedenle bu c¢alismalar HFE gen mutasyonlarinin saglikli
populasyondaki  sikligini  yansitmamaktadir. Buna karsilik  ¢alismamizda,
populasyonu temsil eden rastgele seg¢ilmis saglikli bireyler HFE geninin ii¢
mutasyonu (C282Y, S65C, H63D) i¢in taranmistir. Bu nedenle, bizim verilerimizin
HFE geninin bu ii¢ mutasyon i¢in gergek veriler oldugu diisiincesindeyiz. Bozkaya
ve arkadaslari, heterozigot tasiyict sikligini % 11.6, Simsek ve arkadaslar1 ise H63D
alel frekansin1 % 21.05 olarak hesaplamiglardir. Arastirmamizda ise saglikli kontrol
bireylerinde H63D mutasyonu i¢in heterozigotlarin sikligi % 21.28 bulunurken, alel
frekans1 ise % 12.06 olarak belirlenmistir. Bizim ve {i¢ arastirmanin oranlari
karsilastirildiginda, toplumumuzda C282Y ve S65C’nin goriilmedigi veya nadir
goriilebilecegi, H63D mutasyon sikliginin ise yiiksek oldugu goriilmektedir.

Ulkemize cografik olarak yakin ve uzak olan topluluklarda da C282Y, H63D
ve S65C mutayonlarinin sikligiyla ilgili calismalar gerceklestirilmistir. Ornegin,
Yunanistan populasyonunda 264 saglikli bireylerde gergeklestirilmis HFE gen
mutasyonu taramalarinda C282Y mutasyonu belirlenememistir (75). Yapmis
oldugumuz 141 saglikli kontrol bireyinde ve Tiirkiye’de yapilmis diger
aragtirmalarda da C282Y mutasyonu goézlenmemistir. Fakat, Cek Cumhuriyeti,
Tunus ve Italya’nin Apulian bdlgesindeki populasyon taramalarmda homozigot
C282Y mutasyonu goriilmezken, bu mutasyonun heterozigot genotip sikligi Cek
Cumbhuriyeti’nde % 7.87 ve Apulian bolgesinde % 3 olarak bulunmustur. Tunus
populasyonunda ise C282Y mutasyonu alel frekansi % 0.09 olarak hesaplanmistir
(76-78). Ayrica, Danimarka Danes ve Polonya Slavic populasyonlarinda C282Y
mutasyonu i¢in homozigot mutant sikliginin sirastyla % 0.36 ve % 0.12 oldugu
gozlenmistir.  C282Y heterozigot tasiyicilarin frekansi ise Danimarka Danes
populasyonunda % 10.6, Polonya Slavic populasyonunda % 6.0 olarak belirlenmistir
(80, 83). Bu durum bize C282Y mutasyon sikligmin tiim populasyonlarda diisiik
oldugunu gostermektedir.

S65C mutasyonu icin saglikli bireylerde gergeklestirilmis olan populasyon

taramalarinda alel frekanslari, Italya’nmin Apulian bolgesinde % 1.1, Ispanya’nin
Catalonia bolgesinde % 0.01 ve Ekvatorda % 0.04 olarak belirlenmistir. Bir¢ok
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calismada degerlendirmeye alinmamis olan S65C mutasyonu, 141 saglikli kontrol
bireyinde yapmis oldugumuz arasgtirmada gozlenmemistir (76, 79, 87). Bu bize,
S65C sikliginin ¢ok diisiik oldugunu, bizim populasyonumuzda da bulunmadigini
veya seyrek goriildiigiinii ortaya koymaktadir.

HFE gen mutasyonlarindan birisi olan H63D mutasyonu i¢in gerceklestirilmis
olan populasyon taramalarinda Yunan populasyonunda heterozigot tasiyici bireylerin
sikligt % 16.2, homozigot mutant bireylerin ise % 0.75 bulunurken, Cek
Cumbhuriyetinde ise homozigot mutant % 0.78 ve tasiyict % 26.84 olarak
belirlenmistir. italya’nin Apulian bdlgesinde, Danimarka’nin Danes etnik grubunda
H63D mutasyonu i¢in homozigot mutantlarin sikliklar1 sirasiyla % 1 ve % 1.6,
heterozigot tasiyicilarin ise % 26 ve % 23.4 olarak belirlenmistir (75, 76 77, 80).
Arastirmamizda ise heterozigot H63D mutasyon siklig1 % 21.28, homozigot mutant
olanlarin siklig1 % 1.42 olarak hesaplanmistir. Alel frekansi ise % 12.06 olarak tespit
edilmistir. Danimarka ve Tunus populasyon sonug¢larinin Tiirkiye’de belirlenmis olan
degerlere yakin oldugu goriilmektedir. H63D mutasyonu alel frekansi ispanya’nin
Catalonia bolgesinde % 0.2, Kore’de % 3.8, Polonya’nin Slavic bdlgesinde % 1.5,
Tunus’ta % 15.17 ve Ekvator populasyonlarinda % 0.05 olarak belirlenmistir (79, 81,
83, 88). Saglikli populasyonlarda gerceklestirilmis olan taramalarda H63D
mutasyonu genotip ve alel sikliklarinin heterojenite gosterdikleri belirlenmistir.
H63D mutasyon oranin birgok populasyonda yiiksek olmasi ve heterozigot
tastyicilarda biyokimyasal demir degerlerinin diisiik bulunmasi bu degisimin
penetransinin  diisilk oldugunu gostermektedir. Ayrica, bazi arastirmacilar HFE
genindeki bu mutasyonlarin normal saglikli bireylerde de bulunmasindan dolay1 birer
mutasyon degil polimorfizm olduklar1 seklinde goriisler ileri siirmektedirler. Bu
yizden HFE gen mutasyonlarinin etkisinin olup olmadiginin net olarak
aciklanabilmesi icin diger genetik ve ¢evresel faktdrlerden arindirilmis in vivo deney
modellerinin gelistirilmesi gerekmektedir (94-97).

Calismamizda idiyopatik siroz hastalarinda ve saglikli kontrol bireylerinde
HFE gen mutasyonlarinin analizinde PCR-RFLP teknigi kullanilmistir. Populasyon
taramast ve HFE gen mutasyonlar1 (C282Y, H63D, S65C) ile ¢esitli tipteki
hastaliklar arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in gerceklestirilmis ¢ok sayida ¢alismada
da bu yontemden yararlanilmastir (15, 22, 40, 41, 72, 75, 78, 81, 86-88, 93). HFE gen
mutasyonlarini tespit etmek icin PCR-RFLP yontemi disinda baska tekniklerde
bulunmaktadir. Ornegin, Geiger ve arkadaslar1 gen mutasyonlarin1 LightCycler (66),
Giuseppina ve arkadaslari ise PCR-RFLP tekniginin disinda nadir goriilen HFE gen
mutasyonlarmin analizinde reverse-hybridization teknigini kullanmiglardir (68).
Ayrica, Hellerbrand ve arkadaslart SSCP-CE ve PCR-ELISA yontemlerini
kullanarak PCR-RFLP sonuglarini degerlendirmisler ve bu yontemin giivenilir, kisa
zamanda sonu¢ alinabilen ve ucuz bir teknik oldugunu ortaya koymuslardir (82).
PCR reaksiyonunu takiben sekans yontemi kullanilan ¢alismalar da bulunmaktadir
(84, 85). Sekans ile HFE gen mutasyonlarindan C282Y, H63D ve S65C’nin disinda
diger degisimler de belirlenebilmektedir. Calismamizda kullandigimiz PCR-RFLP
teknigi laboratuvarimizda uzun zamandan beri uygulanan giivenilir bir teknik olup,
igcerik ve uygulama bakimindan yukaridaki ¢alismalara da uygunluk gostermektedir.
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Siroz gelisiminde, demir metabolizmas1 disinda, ¢esitli metabolik
reaksiyonlarda gorev alan genetik faktorlerin de etkili olabilecegi diisiiniilmiis ve bu
genlerdeki degisimlerin etkisini belirlemek i¢in, idiyopatik siroz hastalarinda
arastirmalar gergeklestirilmistir. Shahrokh ve arkadaslari, GST ailesi iiyesi olan
GSTP1 (Ile105Val) ve GSTM1 polimorfizmlerinin bilinmeyen bir mekanizmayla
siroz etiyolojisinde rol oynayabilecigini belirtmektedirler. Arastirmacilar, 45
idiyopatik siroz ve 56 saglikli kontrol bireyi iizerinde gergeklestirdikleri ¢alismada
tripleks PCR yontemi kullanmis ve bu iki polimorfizmin etkisini istatiksel olarak
anlamli bulmuglardir (48). Keratin 8 ve keratin 18 genlerinde meydana gelen
mutasyonlarla ilgili yapilmis aragtirmalarda da anlamli sonuglar elde edilmistir (58).
Idiyopatik sirozlu hastalarda gesitli genlerdeki mutasyonlarin ve polimorfizmlerin
aragtirtlmasi ile hastaligin olusumu ve gelisiminde rol oynayan faktorler daha
ayrintili olarak ortaya konulacaktir. Ayrica alkol kaynakli ve alkol kaynakli olmayan
karaciger yaglanmasi, tip 2 diyabet, obezite gibi hastaliklarinda siroz gelisiminde
etkili olduklarinin belirlenmesi, diger bazi1 hastaliklarin da arastirilmasiyla yararh
sonuglar elde edilebilecegi diistiniilmektedir.

Ulkemizde ilk defa onalti idiyopatik siroz hastasinda gergeklestirilen bu
arastirmada, HFE gen mutasyonlarindan birisi olan H63D mutasyonunun idiyopatik
siroz tanist almis ve demir degerleri yiiksek olan hastalarda arastirilmasi gerektigi
diisiincesindeyiz. Fakat, HFE gen mutasyonlarmin (C282Y, H63D, S65C) daha fazla
sayida idiyopatik siroz hastasinda degerlendirilmesi bu mutasyonlarin etkinligi ile
ilgili daha net bilgi verebilir. Ayrica, HFE genindeki diger degisimlerin ve demir
metabolizmasinda gorev alan 6nemli genlerin de karacigerde demir birikiminde rol
oynayabilecegi unutulmamalidir.

Sonug olarak, calismamizda ornek sayisi az olmasina ragmen, ornek sayisi
arttirilarak 1idiyopatik sirozlu hastalarda demir metabolizmasi bozuklugunda ise
karisan genetik faktorlerden birisi olan HFE gen mutasyonlariin taranmasi
gerekmektedir. Idiyopatik sirozun etiyojisini belirlemek igin hastalardaki diger
biyolojik markerlarla ilgili genetik arastirmalarin yapilmasi ve idiyopatik sirozlu
hastlarin karaciger Orneklerinden cok yonlii genetik calismalar gerceklestirilmesi
hastaligin temelindeki genetik faktorleri aydinlatacag: diislincesindeyiz.

Ulkemizde ilk defa fazla sayida bireyde yapilan bu ¢alisma ile populasyonda
H63D mutasyon sikliginin bilinmesinin yasa ve cinsiyete bagli olarak degisen demir
degerlerinin etkisini ifade etmek bakimindan énemli oldugu kanisindayiz. Idiyopatik
sirozlu hastalarda HFE geni C282Y, S65C, H63D mutasyonlarindan bagka mutasyon
veya mutasyonlarin etkili olup olmadiginin belirlenmesi i¢cin DNA dizi analizi
yapilmas1 gerektigi diisiincesindeyiz.
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