AKADEMIK GASTROENTEROLOJI DERGISI, 2009; 8 (2): 69-73

0ZGUN ARASTIRMA

Kriptojenik ve HBV iliskili sirozda HFE gen mutasyonlari

HFE gene mutations in cryptogenic and HBV related cirrhosis
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Girig ve Amag: Karaciger herediter hemokromatoziste etkilenen organ-
larm basinda gelmektedir. Karaciger sirozunda 2 dnemli alt baglik olan
kriptojenik siroz ile Hepatit B Virus (HBV) iliskili sirozda HFE gen mu-
tasyonlart ile ilgili kisith bilgiye sahibiz. Bu hasta gruplarinda HFE gen
mutasyonlarini inceledik. Gereg ve Yontem: Caligmaya 58 sirozlu has-
ta alindi. Hastalar esit sayida 2 gruba ayrildi. 1.grubu kriptojenik siroz-
lar; 2. grubu HBV zemininde gelisen sirozlular olusturdu. Her iki grup-
ta HFE geninin 12 mutasyonuna bakildi: V53M, V59M, H63D, H63H,
S65C, QI127H, P160delC, E168Q, E168X, W169X, C282Y, Q282P.
Bulgular: 58 hastanin 18’i kadin, 40’1 erkekti. Ortalama yas 1. grupta
44.35+20.6; 2. grupta 49.39+12.17 idi. Iki grup arasinda istatistiksel an-
lamli fark yoktu (p=0.230). Kriptojenik sirozlularda toplam allelik H63D
mutasyon orant %24.13 (7/29) bulundu. Bir hastada (1/29; %3.44)
C282Y heterozigot mutasyonu saptandi. [kinci grupta toplam allelik mu-
tasyon oran %?20.68 (6/29) idi. Mutant hasta sayisi itibariyle iki grup ara-
sinda istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi (p=1.0). H63D ve C282Y
mutasyonlarmin total prevalansi sirastyla %22.4 (13/58) ve %1.72 (1/58)
olarak saptandi. H63D homozigotlugu %3.44 (2/58), heterozigotlugu
%18.96 (11/58) siklikta saptandi. Sonug: Kriptojenik ve HBV sirozlular-
da HFE gen mutasyonu oranlar1 benzer bulundu. C282Y mutasyonu bol-
gemizde ilk kez bu ¢aligma ile ortaya kondu.

Anahtar kelimeler: Hemokromatozis, HFE gen mutasyonlari, kriptoje-
nik siroz

GIRIS

Karacigerde artan demir yiikii daha siddetli fibro-
zis, artan hepatoseliiler kanser (HCC) riski ve an-
tiviral tedaviye rezistansla birliktedir. Karaciger
demir ytikiindeki artisla baglantili karaciger ha-
sarinin tipik 6rnegini herediter hemokromatozis
(HH) olusturmaktadir. Fakat alkol, steatohepatit
ve viral hepatit dahil diger karaciger hastalikla-
rinda meydana gelen daha az siddetteki karaci-
ger demir birikimi dahi karaciger hasarina katki
saglamaktadir.

HH Kuzey Avrupa’daki Kelt soyundakiler basta
olmak lzere beyazlan etkileyen otozomal resesif

Background/aims: The liver leads the list among the affected organs in
hereditary hemochromatosis. We have limited knowledge about HFE
gene mutations in cryptogenic cirrhosis and hepatitis B virus -related
cirrhosis, which are the two important sub-titles in liver cirrhosis. We
studied HFE gene mutations in these patient groups. Methods: Fifty-
eight patients with cirrhosis were included in the study. The patients we-
re divided into two equal groups. Group 1 consisted of patients with
cryptogenic cirrhosis and Group 2 of patients with cirrhosis appearing on
the base of hepatitis B virus . The following 12 mutations of the HFE ge-
ne were studied in both groups: V53M, V59M, H63D, H63H, S65C,
QI127H, P160delC, E168Q, E168X, W169X, C282Y, and Q282P. Re-
sults: Eighteen patients were female and 40 were male. The average age
in the first group was 44.35+20.6 and in the second group was
49.39+12.17; there was no statistically significant difference between the
groups (p=0.230). In the cryptogenic cirrhosis patients, the total rate of
allelic H63D mutation was found as 24.13% (7/29). C282Y heterozygo-
te mutation was determined in one patient (1/29; 3.44%). In the second
group, total allelic mutation rate was 20.68% (6/29). No statistically sig-
nificant difference was determined between the two groups with respect
to mutation rates (p=1.0). The total prevalences of H63D and C282Y mu-
tations were found as 22.4% (13/58) and 1.72% (1/58), respectively.
H63D homozygosity was found as 3.44% (2/58) and heterozygosity as
18.96% (11/58). Conclusions: The HFE gene mutation rates in crypto-
genic and hepatitis B virus cirrhosis were found to be similar. C282Y
mutation has been put forward in this study for the first time in our area.

Key words: Hemochromatosis, HFE gene mutations, cryptogenic cirr-
hosis

gecisli en sik hastaliktir. HH biriken asir1 demir
karaciger sirozu disinda, primer karaciger kanse-
ri, diyabetes mellitus, endokrinopati, artropati ve
kardiomyopatiye de yol acabilmektedir. Hastali-
gin erken donemde tespiti ve uygun flebotomi
komplikasyonlar1 6nleyebilmekte ve normal sag-
kalim saglayabilmektedir (1). Hastalarin biiytk
cogunlugunda 6. kromozomda bulunan HFE ge-
nindeki mutasyon sorumludur. HH ile en yakin
iliski C282Y homozigot mutasyonuyladir. Diger
sik goriilen ama iliskisi zayif olan mutasyon ise
H63D mutasyonudur. C282Y mutasyonunun sik-
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1191 Avrupa’nin Kuzey’inden Giliney’ine gecildikce
azaliyorken, H63D mutasyonunda cografik dagi-
lim homojendir.

Etyolojisi saptanamayan sirotik hastalar kriptoje-
nik olgular olarak kabul edilmektedir. Son tanisal
gelismelere ragmen sirozlu hastalarin %5-31’'inde
etyolojik ajan ortaya konamamaktadir (2-5). Bu
oranin azaltilmas: klinik yaklasimlan ve dolay:-
siyla hastalarin prognozunu olumlu yénde etkile-
yecektir. Etyolojiden bagimsiz olarak sirozda de-
mir metabolizmasinda olusan dnemli degisiklik-
ler; kriptojenik karaciger sirozlu hastalarda HH'in
standart tarama metotlar: olan serum demir, de-
mir baglama kapasitesi ve transferin saturasyo-
nunun yol gosterici roliinti azaltmaktadir. Bu du-
rumda genetik calismalar 6nem arzetmektedir.
Glineydogu Anadolu bolgesinde HFE mutasyonu
ile ilgili herhangi bir calisma bulunmamaktadir.
Kriptojenik sirozda HH'in roli ile ilgili tilkemizde
yapilmis herhangi bir calisma bulunmamaktadir.

Hepatit B Viriisii (HBV) zemininde gelisen karaci-
ger sirozu 6nemli bir saglik sorunudur. Karaciger-
deki demir miktarinin prognostik énemi, bu has-
ta grubundaki HFE mutasyon durumunu 6nemli
kilmaktadir.

Sayilan gerekgelerden otiirii hem kriptojenik hem
de hepatit B iliskili sirozda HFE gen mutasyonla-
rin1 inceledik. Bilgi aciginin yasandig: bu alanda
bolgemiz verilerini ortaya koymay: amacladik.

GEREC ve YONTEM

Nisan 2006 ile Ekim 2008 tarihleri arasinda Dicle
Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Biri-
mi'ne basvuran kriptojenik ve hepatit B sirozlu 58
eriskin hasta calismaya dahil edildi. Calismaya
alinan hastalardan onay formu alindi. Calisma
Helsinki Deklarasyonu prensipleri dogrultusunda
yuritildi.

Hastalar 2 gruba ayrldi. Kriptojenik sirozu olan
29 kisi 1. grubu; HBV'ye bagh sirozu olan 29 has-
ta ise 2. grubu olusturdu. Karaciger sirozunun ta-
nis1 klinik, laboratuvar ve goriintiileme bulgula-
rina dayanarak kondu. Etrafli degerlendirmeye
ragmen spesifik etyolojik ajan saptanamayanlar
kriptojenik siroz olarak kabul edildi. Kriptojenik
sirozlu vakalarda asagidaki kistaslarin hepsinin
uyumu arandi: 1) HBsAg, HBV DNA, Anti-HCV ve
HCV RNA negatifligi; 2) Alkol ve hepatotoksik
ila¢ oykiisiiniin olmamasy; 3) Anti-Niikleer Anti-
kor (ANA), Diiz kas antikoru (SMA), Anti-Mito-

kondrial Antikor (AMA) ve anti-Liver/Kidney
Mikrozom Antikor tip 1 (Anti-LKM1) negatifligi;
4) Primer sklerozan kolanjit ve Primer Biliyer Siro-
zun bulgularinin olmamasi; 5) Serum seruluplaz-
min, al-antitripsin, demir saturasyonu ve ferritin
diizeylerinin normal olmasi. Karaciger hastaligi-
nin siddetini belirlemede Child-Turcot-Pugh (CTP)
siniflamasi kullanildi.

Hepatit B markerleri enzim immunoassay (Roche
makro ELISA-kit); HBV DNA diizeyi Real time PCR
ile (COBAS Ampl-Prep/COBAS TagMan HBV
Test); HCV RNA diizeyi Real time PCR ile (COBAS
Ampl-Prep/COBAS TagMan HCV Test) ve Anti-
HCV enzyme-linked immunosorbent assay (ELI-
SA-Cobas Core II immunochemistry system, Roc-
he) kullanilarak incelendi. ANA, SMA, AMA ve
anti-LKM1 indirekt immunofloresans yodntemle
arastirildi. Rutin hematolojik, biyokimyasal, rad-
yolojik arastirmalar yapildi. Serum demir ve se-
rum demir baglama kapasitesi Architec C1 6000
Abbott cihaz1 kullanilarak saptandi ve transferrin
saturasyonu hesaplandi.

DNA izolasyonu

Genomik DNA {retici firmanin talimatlarina uy-
gun sekilde 20 mL heparinli kandan Puregene kit
(Gentra Systems, Inc., Mineapolis, MN) kullanila-
rak ekstrakte edildi.

Mutasyonlarin saptanmasi

EDTA'l1 -80 °C’de dondurulmus kan 6rnekleri de-
rin dondurucudan alinip oda 1sisina getirildi.
GEN-TRACT DNA izolasyon kiti ile DNA izolasyo-
nu yapildi. Izole edilen DNA 6rnekleri Ependorff
thermacyl’da amplifiye edildi.

PCR protokolii

94 °C’de 15 saniye; 58 °C’de 30 saniye ve 72 °C'de
30 saniye seklinde 35 kez tekrarlandi. Islem so-
nunda 72 °C'de 2 dakika tutuldu. Hibridizasyon
islemi OTO-LIPA cihazinda gerceklestirildi. Bu is-
lem ViennalLab GmbH Strip Assay kitiyle yapildi.
Naylon membrane emdirilmis allel spesifik oligo-
niikleotid problarn iceren stripler hibride edildik-
ten sonra Streptoavidin-alkolin fosfataz boyasi
kullanilarak bandlar goriintir hale getirildi ve 12
mutasyon iceren standart striple karsilastirildi.
Olgtimlerde HFE geninde 12 mutasyona bakildi:
V53M, V59M, H63D, H63H, S65C, Q127H,
P160delC, E168Q, E168X, W169X, C282Y, Q282P.
TfR2 geninde 4 mutasyona bakildi: E60X, M172K,
Y250X, AVA Q594-597 del. FPN geninde de 2 mu-
tasyona bakildi: N144H, V162 del.



Siroz ve HFE gen mutasyonlari

Tablo 1. HFE mutasyon analiz sonuglari

Etyoloji N Wild/ Wild/ H63D/ Wild/ H63D/ p*
Wild H63D H63D C282Y E168Q

Kriptojenik siroz 29 21/29(%72.4) 5/29(%17.24) 2/29(%6.89) 1/29(%3 44) 1.0

Hepatit B iligkili siroz 29 23/29(%79.31) 5/29(%17.24) 1/29(%3 44) 1.0

N:Say1 *x2 p degeri; Istatistiksel analizler HFE mutasyonunun varligi ve yokluguna gore 2 grup arasinda yapildi.

BULGULAR

Ellisekiz hastanin 18’i kadin, 40’1 erkekti. Ortala-
ma yas 1. grupta 44.35£20.6; 2. grupta 49.39+
12.17 idi. ki grup arasinda yas ve cinsiyet agisin-
dan istatistiksel anlaml fark yoktu (p=0.230). Bi-
rinci grupta ortalama CTP skoru 8.42+2.2; 2.
grupta ise 8.25+2.6 idi. Iki grup arasinda CTP sko-
ru acisindan fark yoktu (p=0.823).

HFE mutasyonunun strip test sonuclar1 Tablo 1'de
gosterilmistir. Birinci grupta H63D mutasyonu 5
hastada heterozigot; 2 hastada homozigot olarak
saptandi. Kriptojenik sirozlularda toplam allel sa-
yis1 itibariyle H63D mutasyon orani %24.13
(7/29) bulundu. Bir hastada (1/29; %3.44) C282Y
heterozigot mutasyonu saptandi. ikinci grupta 5
hastada H63D heterozigot mutasyonu; 1 hastada
H63D ve E168Q compound heterozigot mutasyo-
nu saptandi. Hepatit B grubunda toplam allel sa-
yis1 itibariyle H63D ve C282Y mutasyon orani
%20.68 (6/29) idi. Mutant hasta sayis: itibariyle
iki grup arasinda istatistiksel anlaml farkhlik
saptanmadi (p=1.0).

H63D ve C282Y mutasyonlarinin total prevalan-
s1 sirasiyla %22.4 (13/58) ve %1.72 (1/58) olarak
saptandi. H63D homozigotlugu %3.44 (2/58), he-
terozigotlugu %18.96 (11/58) siklikta saptandi.

Tablo 2’de hastalardaki HFE mutasyon varligi ve
yoklugu baz alinarak klinik ve fenotipik 6zellikle-
ri verilmistir. Ferritin ve transferin saturasyonu
acisindan HFE mutasyonu olanlar ile olmayanlar
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark sap-
tanmadi. Serum ferritin ve transferin saturasyonu-
nun ortalama degerleri mutasyonu olanlarda si-
rasiyla 307.29+524.53 ve 131.61+361.24 iken; mu-
tasyonu olmayanlarda sirasiyla 168,70+102,78 ve
68.52+104,98 idi (Ferritin icin p=0.394; Trasferin
saturasyonu icin p=0335). Mutasyon varlig: veya
yoklugu CTP’nin ortalama degerinde istatistiksek
anlaml degisiklik olusturmamaktadir (p=0.823).
HFE mutasyonunun varhig: ve yokluguna gore or-
talama CTP skoru sirasiyla 8.42+2.27 ve 8.25+£2.63
idi (p=0.823).

TARTISMA

Karaciger demir yiikiiniin artmas: karaciger ha-
sar ve fibrozisi ile yakin iliskilidir. Asir1 demir bi-
rikiminin tipik 6érnegini HH vakalarn olusturmak-
tadir. Tarama calismalarinda HH'nin yaygin bir
genetik hastalik oldugu ve Kuzey Avrupali beyaz-
larda sikliginin fenotipik ve genetik kriterlere go-
re yaklasik olarak 1/200-1/400 dolayinda seyret-
tigi bildirilmektedir (6). Asir1 demir birikiminin
sonucunda karaciger sirozu, HCC, diyabetes mel-
litus, diger endokrinopatiler, artropati, kardiyom-
yopati gibi komplikasyonlar ile dnemli morbidite
ve mortalite nedeni olmaktadir. Demir ytikiinden
kaynaklanan bu komplikasyonlar organ hasan
olusmadan 6nce flebotomi ile tedavi edilerek 6n-
lenebilmekte ve normal yasam stiresi saglanabil-
mektedir (7). C282Y ve H63D mutasyonlart HFE
iliskili HH'nin bilinen en 6nemli iki mutasyonu-
dur. Bu mutasyonlar kuzey Avrupa’da ve Kaf-
kas'larda yaygin goriilmektedirler. Homozigot
C282Y mutasyonu Kuzey Avrupali HH vakalari-
nin %90'ninda, Kuzey Amerikali vakalarin
%80'inden fazlasinda tespit edilmistir (8). Kafkas-
lar’da toplum taramalarinda C282Y heterozigot
mutasyonu yaklasik olarak %10, homozigot mu-
tasyonu ise binde 3-5 civarinda gorildiigi bildi-
rilmektedir (9). C282Y mutasyonunda fenotipik
penetrasyon orani c¢alismalar arasinda 6nemli
farklhiliklar arz etmektedir. Brissot ve arkadaslar
(9) C282Y homozigot bireylerin %50’sinin flebo-
tomi gerektiren fenotipik profile sahip olduklarini
rapor etmislerdir. Beutler ve arkadaslar1 (10) ise
homozigot C282Y mutasyonlularda asikar klinik

Tablo 2. HFE mutasyonuna gore hastalarin klinik ve fenotipik
ozellikleri

Mutasyon pozitif =~ Mutasyon negatif

Ortalama (xSD) Ortalama (xSD) p
Ferritin 307.29+524.53 168.70+102.78 0.394
TS 131.61£361.24 68.52+104.98 0.335
ALT 102.67+£207.71 116.29+364 .48 0.893
AST 122.40+181.30 112.18+224 .05 0.876
LDH 505.60+1117.94 324.47+213.64 0.350
Globulin 3.95+1.10 4.29+3.05 0.693
CTP Skoru 8.42+2.27 8.25+2.63 0.823
Sirozun siiresi 43.92+45.80 37.51+26.78 0.551
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hemokromatozis penetrasyonunu %1’den az sap-
tamislardir. McCune ve arkadaslarinin (11) yap-
t1ig1 calismada C282Y homozigot index vakanin
akrabalarn arastirilmis, C282Y homozigotlugun-
da demir birikim penetrasyonunun yiiksek ama
klinik penetrasyonun distik oldugu saptanmus.

C282Y homozigotlugu disindaki HFE gen mutas-
yonlarinin asikar hemokromatozisteki rolleri ha-
la net hatlarla ifade edilememektedir. Genis serili
bir ¢calismada H63D mutasyonunun trasferin sa-
turasyonunda anlamli artisa yol actigi, ancak de-
mir yiikiinde anlaml artis olusturmadig: rapor
edilmistir (12). C282Y/H63D compound heterozi-
gotlugunda demir parametrelerinde artis goril-
mekle birlikte, komorbid bir hastalik olmadigr sii-
rece ilerleyici hastaligin gelismedigi rapor edil-
mektedir (13).

Hemokromatozisteki asir1 demir birikiminin ya-
rattigr hepatotoksisite ¢cok iyi bilinmektedir. Fakat
daha az siddetteki demir birikimlerinin de hepatik
hasar veya hepatik fibrozise katki saglayabilecegi
yoniinde giderek artan verilere rastlanilmaktadir
(14). Artan demir birikiminin 6zellikle kronik vi-
ral hepatitlerde uygulanan tedaviye yaniti da
olumsuz etkiledigi rapor edilmektedir. Bayraktar
ve arkadaslarinin yaptigi calismada desferoksa-
minle karacigerden demirin uzaklastirilmasinin
interferon yanitini arttirdigi gosterilmistir (15).

Karaciger demir asin1 birikimi kronik karaciger
hastaliklarinda yaygin saptanan bir bulgudur.
Calisma grubumuzu olusturan kriptojenik siroz-
lularda HFE gen mutasyonu ile ilgili sinirli sayida
calisma mevcuttur. Lal ve arkadaslan yaptiklarn
calismada 22 kriptojenik sirozlu hastanin birinde
(%4.6) C282Y mutasyonu raporlamislardir. HCV
ile kiyaslamada demir birikiminin kriptojenik si-
rozlularda daha az oldugunu rapor etmislerdir
(16). Panigrahi ve arkadaslarinin yaptigr calis-
mada ise 31 kriptojenik sirozlu hastanin 7’sinde
(%22.5) H63D mutasyonu saptanmis; C282Y mu-
tasyonunu ise bulunmamistir (17). Calismamiz-
da kriptojenik sirozlularin %17.24 (5/29)'tiinde
heterozigot, %6.89 (2/29)'inda homozigot H63D
mutasyonu ve %3.44 (1/29) C282Y heterozigot
mutasyonu saptadik. Ulkemizde kriptojenik siroz-
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