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ABSTRACT

Hereditary hemochromatosis (HH) is a common disorder of iron metabolism with autosomal recessive inheritance.
Most affected patients are homozygous for the missense mutation which results in the substition of tyrosine for
cysteine at amino acid 282(C282Y). A more common mutation is the substition of aspartat for histidine at amino acid
63 (H63D); this mutation may contribute to minor increases in iron levels but rarely iron overload in the absence of
C282Y. Diagnosis of HH is usually based on a combination o f various genetic or phenotypic criteria. We conducted
a study to describe the HH mutations in the patients with high transferrine saturation, and with clinical suspicion or
findings that attributed to HH. 19 of 97 patients (19,5%) have heterozygous H63D mutations and no other mutation
was detected. In our medical center all of the hemochromatosis cases are associated with secondary iron overload and
no patient with HH was detected. The results of other population based studies in our country supporting our data
however further population based studies are required to confirm this data in our region.

© 2021 Mardin Artuklu University. All rights reserved.

OZET

Herediter hemokromatoz (HH), otozomal resesif kalitilan sik bir demir metabolizma bozuklugudur. Etkilenen
bireylerin biiyiik kisminda 282. aminoasit pozisyonundaki tirozinin yerini sistein (C282Y) almustir. Bir diger sik
mutasyon da 63. pozisyondaki aspartin yerine histidinin geldigi H63D mutasyonudur. Bu ikinci mutasyonda demir
diizeylerinde daha hafif bir yiikselme gozlenir ve C282Y mutasyonunun eslik etmedigi olgularda nadiren demir
yiiklenmesi klinik bulgulari ortaya ¢ikmaktadir. HH tanisi genetik ve fenotipik 6zelliklerin birlikte degerlendirilmesi
ile yapilmaktadir. Biz bu ¢aligmada yiiksek transferrin satiirasyonu olup klinik olarak HH disiiniilen hastalarimizda
HH gen mutasyonlar1 sikliklart ve dagilimlarini degerlendirmeyi amagladik. Degerlendirdigimiz 97 hastamizin
19’unda heterozigot H63D mutasyonu saptanirken bagka diger hastalarimizda herhangi bir mutasyon saptamadik.
Merkezimize bagvuran tim hemokromatoz hastalar1 sekonder demir yiiklenmesi olgularinda olugsmaktayd: ve HH
olgusuna hig rastlamadik. Ulkemizde yapilan diger toplum taramasi ¢alismalar1 da bulgularimizi destekler nitelikte
olsa da bu mutasyonlarin siklig1 ve etkilerini degerlendirmek igin daha genis 6lgekli galigmalara ihtiyag vardir.

© 2021 Mardin Artuklu Universitesi. Tiim haklar1 saklidir.

goriilen deride koyulasma, diyabet ve sirozun birlikte goriildigii

Viicutta asir1 miktarlarda biriken demir; karaciger, pankreas,
testisler, diger endokrin organlar ve kalp basta olmak iizere ¢esitli
organ ve sistemlerde hasara yol acar. Hemokromatozis terimi,
biitiin demir birikim hastaliklarmi kapsamakta ancak hastalarin
biiytik kismini sekonder nedenler, yani kan transfiizyonlari,
inefektif eritropoez nedenleri ve IV demir replasmanlar
olusturmaktadir. Herhangi ikincil bir bozuklugu olmayan hasta
grubuna ise primer veya herediter hemokromatozis (HH) adi
verilmektedir (1, 2). Bu tabloyu ilk inceleyen klinisyenlerden

Fransiz Trousseau ve Troisier 19. Yiizyilin ikinci yarisinda nadir

bir hasta grubu tanimladilar. Bundan 30 yil kadar sonra Alman
patolog von Recklinghausen bu klinik tabloyu hdmochromatose
olarak adlandirmigtir. 1935 yilinda Joseph  Sheldon
hemokromatozun klinik bulgularimi tasiyan ve yaymlanmis 311
olgunun degerlendirmesinde bunun kalitsal bir hastalik
olabilecegini ifade etmistir. 1996 ya gelindiginde Feder ve
arkadaglart HH’den sorumlu oldugu tespit edilen hemokromatoz
geninin (HFE) iki major mutasyonu olan C282Y ve H63D’nin 6.
kromozomda tespiti HH’nin major formlarinin belirlenmesini

sagladi. Daha sonralar1 yapilan toplum caligmalarinda HH nin en
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yaygin formunun HFE’ nin C282Y mutasyonu oldugu ve Kuzey
Avrupa kokenlilerde yaklasik olarak 1/250 siklikta goriildiigii
saptanmigtir. Sonraki yillarda devam eden ¢alismalarda V53M,
V59M, H63H, QI127H, Q283P, P168X, E168Q, E168X ve
W169X gibi farkli HFE gen mutasyonlart saptanmustir (3-7).
HH tanmis1 genetik ve cesitli klinik bulgularin birlikteligi ile
konulmaktadir. Genetik olarak HFE genindeki mutasyonlar
taranirken klinik olarak da hastada karaciger sirozu,
hepatoselliiler karsinom (HCC), diyabetes mellitus (DM) ve diger
endokrinopatiler, artropati, kardiyomyopati varlig1 veya bunlar
ortaya ¢ikmadan laboratuvar olarak saptanan yiiksek transferrin
satiirasyonu (TS) ve ferritin diizeyleri ile tan1 konulmaya
calisilmaktadir. Genetik olarak C282Y homozigot mutasyonu
veya C282Y’ nin H63D ile compound heterozigotlugu
durumlarinda HH ortaya ¢ikmaktadir. Bir diger sik mutasyon olan
S65C mutasyonu genellikle benign tablolar olustururken diger
mutasyonlarla iligkili tanimlanmus bir klinik tablo mevcut degildir
(1, 6). Giinlimiizde HH i¢in en giivenilir tan1 yontemi olarak kesin
bir goriis birligi olmamasina ragmen TS ve serum ferritin diizeyi
kullanilmaktadir. Yeni olarak da HFE mutasyonlarmin
kesfedilmesiyle, tarama yapilarak HH’nin klinik semptomlar1
gelismeden once hastaligin saptanabilmesi miimkiin olmustur. 6.
kromozomda, HLA-A lokusunda bulunan bu gende siklikla
C282Y ve/veya H63D mutasyonu saptanmaktadir. Toplumda
HH’li hastalarda %69-100 arasinda C282Y homozigotlugu
saptanir. HFE geninin gorevi plazma membraninda bulunan
Transferrin reseptorii (Ttr) ile etkileserek, Tfr nin transferine olan
afinitesini  azaltmaktir. HFE mutant gen (C282Y) f-2
mikroglobulinle baglanamaz. HFE-B-2 mikroglobulin kompleksi
hiicre membraninda Tfr ile etkilesemez ve transferine olan ilgisini
azaltamaz, sonugta duodenumdan ve {ist ince barsaktan fazla
miktarda demir emilmesine neden olur. HH hastalarinda
dogumdan itibaren siirekli olarak bagirsaklardan uygunsuz olarak
asir1 miktarda demir emilimi olmaktadir (6, 7).
Hemokromatozisten siiphelenilen hastalarin tanisinda oncelikle
serum ferritin diizeyi ve aglik serum TS degerlendirilmelidir.
Serum ferritin diizeyi alkolik karaciger hastaligi, hepatit C
enfeksiyonu, nonalkolik steatohepatit gibi bazi durumlarda da
yiikselebildigi gibi, bir akut faz reaktani olarak enfeksiyonlarda
veya neoplastik hastaliklarda da yiikselebilmektedir. Ferritinin
HH tamist igin spesifik olmamasi, TS ile birlikte
degerlendirilmesini gerektirmektedir. TS asagidaki formiille
hesaplanabilir. TS = 100 x serum demir konsantrasyonu / total

demir baglama kapasitesi. TS nin %45-50’nin {istiinde olmasi

tanida degerlidir. Serum ferritin diizeyi ve TS nin birlikteliginin
HH tanisinda negatif prediktif degeri %97 dir (8-11).

Hastalarin erken tan1 almasi ve flebotomiye uygun zamanda
baslanilmastyla siroz, HCC, artrit, DM ve diger endokrin sisteme
ait komplikasyonlar Onlenebilir. Tedavideki amag¢ fazla olan
demiri viicuttan atmaktir. Bunun i¢in en sik flebotomi yontemi
kullanilir. Flebotomi siroz gelismeden Once uygulanmaya
baslanirsa HH’de mortalite ve morbiditeyi azaltir. Halsizlik,
yorgunluk, deri pigmentasyonu, DM’deki insiilin ihtiyac1 ve karin
agrisi gibi klinik semptomlar flebotomi ile diizelebilirken, artralji,
hipogonadizm, siroz gibi bulgularda iyilesme goriilmeyebilir.
HCC potansiyel hayati tehdit edici bir komplikasyondur ve
HH’de flebotomi yapilmasina ragmen bu hastalarda yaklasik %30
oraninda 6liime neden olabilmektedir. Flebotomi haftada bir veya
hastalar tolere edebilirse iki kez olacak sekilde uygulanabilir ve
orta derecede demir eksikligi olusturulmaya calisilir. Bir kez
yapilan flebotomi ile viicuttan yaklasik 500 ml kan ve 250 mg
demir uzaklastirilmig olur. Yani viicuttan 1 gr demir atilmasi i¢in
4 kez flebotomi yapilmas: gerekir. Her 1-2 gr demir
uzaklastirildiginda serum ferritin diizeyleri 2-3 ayda bir kontrol
edilmelidir. Her kan almada hematokrit degerinde 10 birimlik ya
da baslangicin %20’si kadar diisme olacak sekilde flebotomiye
devam edilmesi gerekir. Serum ferritin diizeyi ve TS her 3 ayda
bir kontrol edilmelidir. Flebotomi yaparken asil hedefimiz serum
ferritin diizeyini < 50 ng/ml nin , TS’nu ise %50’nin altinda
tutmaktir. DM gelismis ise makro ve mikrovaskiiler
komplikasyonlari engellemek igin hastalarin insiilinle tedavi
edilmeleri gerekir. Artrit, artralji gibi sikayetler i¢in analjezikler
kullanilabilir. Hastalarda hipogonadotropik hipogonadizm
gelismis ise hormon replasman tedavisi gerekli olabilir (7, 12,
13).

Biz bu ¢aligmada iilkemizdeki HFE gen mutasyonlarmin siklig:
ve cografi — farkli toplumsal gruplardaki dagilimi hakkindaki
verilerin yetersizliginden yola ¢ikarak, Giineydogu Anadolu
Bolgesinde klinik ve laboratuvar o&zellikleri agisindan HH
diisliniilen hastalarda HFE gen mutasyonlarini arastirmayi,
mutasyonlarin her biri igin siklik ve klinikopatolojik iliskilerini

degerlendirmeyi amagladik.

2. Hastalar ve Yontem

I¢ hastaliklar1 ve hematoloji polikliniklerimize gesitli nedenlerle
basvuran hastalarda artrit, karaciger enzim yiiksekligi, anemi ve
polisitemilerin gibi demir metabolizma hastalig1 diisiiniilen
hastalardan: TS = 100 x serum demir konsantrasyonu / total demir

baglama kapasitesi formiilii ile hesaplanan TS %38’in iizerinde
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olan hastalar takiplerde HFE gen mutasyon analizi ihtiyaci
acisindan degerlendirildi. Standart biyokimyasal yontemlerle
calisilan alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz
(AST), alkalin fosfotaz (ALP), gamma glutamiltransferaz (GGT),
total protein, albumin, ferritin (normal deger: kadin 11-306
ng/mL, erkek 23-336 ng/mL), serum demiri (normal deger: kadin
40-170 pg/dL, erkek 50-175 pg/dL), total demir baglama
kapasitesi (TDBK) (normal deger: 250-410 pgr/dL) degerleri
tarand1.

Yiiksek TS ve ferritin diizeyleri saptadigimiz ve klinik olarak HH
diistindiigtimiiz 97 hastada C282Y, Q283P, H 63D, and S65C,
V53M, V59M, Q127H, P160delC, E168Q, E168X, W 169X,
TFR2; E60X, MI172K, Y250X, AVAQ594-597del, FPNI;
NI144H, V162 del mutasyon analizleri yaparak sonuglari
degerlendirdik.

2.1. Restriction Fragment Length Polimorfizim (RFLP)
Analizi

Genomik DNS EDTA igerikli kanda lenfositlerden elde edildi.
HFE geni ekson 4’teki C282Y gen amplifikasyonu icin ile
mutasyon analizi i¢in HFE fov primer 5'-TCC AGT CTT CCT
GGC AA-3Y ve HFE (4) rev primer 5'-
TTCTAGCTCCTGGCTCTCA-3' kullanildi. Ekson 2’deki S65C
geni amplifikasyonu ve mutasyon analizi icin HFE primer fov 5'-
TGTGGAGCCTCAACATCCT-3* ve HFE rev 5'-
TGAAAAGCTCTGACAACCTCA-3' kullanildi. PCR
amplifikasyonunda total hacim 25 pl (100 ng genomik DNA, her
bir ANTP den 200 uM, her primerden 200 nM, 1.0 mM MgCl2,
10x PCR buffer soliisyonu ve 2.5 U Taq polymerase kullanildi.
Once 95°C de 5 dakika, sonrasinda 30 siklus halinde 95°C de 30
saniyelik, devaminda 56 °C de 30 saniye inkiibasyon, son olarak
da 72 °C de 10 dakika inbiibasyon ile PCR amplifikasyon islemi
uygulandi. Restriksiyon reaksiyonu i¢in 2.5 U Bcll (codon 63),
HinfI (codon 65) veya Rsa I (codon 282) ve tampon toplam 10 pl
olacak sekilde kullanildi. Ornekler 2 saat siire ile Bcll restriksiyon
icin 50°C de, Hinfl ve Rsal restriksiyonu i¢in 37°C de
birakildi.

Polimorfizim analiz sonuglar1 DNA sekans analizi ile konfirme

inkiibasyona Restriction =~ Fragment  Length
edildi (3100 ABIPrism Genetic Analyzer - Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA).

3. Bulgular
Hastalarda ortalama ferritin diizeyi 285 ng/mL (196-1936 ng/mL
araliginda) saptandi. 70 hastanin TS %38-45 aralifinda; kalan 27

hastanin ise %45-50 araliginda saptandi. Toplam 97 hastanin

19’unda (%19,5) heterozigot H63D mutasyonu saptanirken diger
mutasyonlardan hicbiri saptanmadi.

H63D mutasyonu saptanan 19 hastanin 14 tanesi (%20) TS %38-
45 arasi olan grupta yer alirken, 5 tanesi (%18,5) TS > 45 olan
grupta idi. Bu iki grup hasta agisindan hematokromatoz iligkili
herhangi bir yakinma agisindan fark olmadig1 gibi mutasyonun
dagilim sikilig1 agisindan da anlaml bir fark saptanmadi.
Hastalarimiz  i¢inde her iki grup arasinda laboratuvar
degerlerinden  karaciger fonksiyon testleri, bilirlibinler,
koagiilasyon testleri, albiimin ve hemogram parametreleri ile
artrit, kronik karaciger hastaligi, kalp yetersizligi veya
endokrinopati gibi klinik bulgular agisindan da anlamli bir
farklilik saptanmadi. Karaciger enzim yiiksekligi saptanan iki
hasta biyopsi ile degerlendirildi ve karacigerde demir yiiklenmesi
bulgular saptandi. Bu hastalardan biri H63D mutasyonuna sahip
iken digerinde mutasyon yoktu ve her ikisi de TS %45 in altinda
olan gruptaydi. Bu sonuglar iilkemizde yapilan diger toplum

taramasi ¢alismalari ile benzerlik gostermektedir.

4. Tartisma ve Sonu¢

Farkli {ilkeler ve farkli topluluklarda HFE gen mutasyon
analizleri ve allel frekanslarinin saptanmasi her {ilke i¢in demir
yiiklenmesi hastaliklariyla ne siklikta karsilasacagimizin
saptanmasi, tarama testleri yapilmasi ve gerekli tedavilerin
baslanabilmesi, elde edilecek sonuglarin  Ongdriilebilmesi
acisindan oldukg¢a 6nemlidir. Bu analizler ayn1 zamanda geg¢mis
yillardaki toplumsal gogler ve kdkenlere dair arastirmalara da yol
gosterici olabilir.

C282Y mutasyonu, Kuzey Avrupa kokenlilerde goriilen en
yaygin HFE gen mutasyonudur. Avrupa’da kuzeyden giineye
dogru goriilme siklifinda azalma goriilmektedir. Bu bulgu
genetik aktarimin diinyaya da Kuzey Avrupa’dan dagildigimi
diistindiirmektedir. Bu mutasyonun sikliginin arastirildign bir
meta-analizde 63 ayr1 Avrupa popiilasyonundan olusan 10,708
akraba olmayan kiside HH’nin Avrupa’daki major sebebinin bu
mutasyon oldugu vurgulanmakta ve sikliginin doguya ve kuzeye
gittikge azaldigi gosterilmektedir. H63D mutasyonu diinya
genelinde daha yaygin goriilen bir mutasyondur. Klinik etkisi
daha zayif olmakla birlikte homozigot veya C282Y ile compound
heterozigot mutasyonunun, HH riskini arttirdig bildirilmektedir
(7, 14). Tiirkiye’de HFE gen mutasyonu ¢aligsmalar1 ¢ok azdir.
Yapilan birka¢ ¢caligmada H63D mutasyonuna rastlanmis, fakat
C282Y bulunmanustir (15-19). Ulkemizde C282Y tastyan ilk aile
2007°de Yonal ve arkadaslar1 (18) tarafindan Istanbul’dan rapor
edilmigstir. 2014’te Aydinol ve arkadaslar1 (20) tarafindan
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Diyarbakir yoresinde aile i¢i evliliklerin ¢ok oldugu bir kdyde
yogun HFE gen mutasyonu tasiyan genis bir aile odag1 ortaya
cikarilmistir. Bu ailede hastaneye miiracaat eden bir C282Y
homozigot mutasyon saptanan hastanin akrabalarindan, 17 kiside
C282Y heterozigot mutasyonu, 4 vakada H63D heterozigot
mutasyonu, 2 vakada ise C282Y homozigot mutasyon
bulunmustur. Ulkemizden Simsek ve arkadaslar1 (15) tarafindan
yaymlanan ¢aligmada ise TS %45’in {izerinde olan 86 birey (hasta
grubu) taranmis, TS 45’in altinda olan 57 birey (kontrol grubu)
ile karsilastiilmigtir. Higbir hastada C282Y mutasyonu
saptanmazken; H63D mutasyonu ise hasta grubunda %27,
kontrol grubunda %21 olarak bulunmus ve arada istatistiksel fark
saptanmamis olmasi klinik tablo ile iligkili olmadig1r sonucunu
desteklemistir.

Biz de bu c¢alismamizda Giineydogu Anadolu Bolgesinde
merkezimize bagvuran hastalarda yaptigimiz bu ¢alismada
hemokromatoz bulgular1 saptanan, klinik ve laboratuvar olarak
uyumlu olabilecek olgularimizda mutasyon analizleri yaptik.
Yaptigimiz  degerlendirmede  hemokromatoz  bulgularinin
sekonder demir yiiklenmesine bagl ortaya ¢iktigin1 ve herediter
higbir hastamiz olmadigini goérdiik. Benzer cografyada kapali bir
aile yapisinda saptanmis olan C282Y mutasyonlarinin aile
disinda bagka hi¢ kimsede saptanmamis olmasi oldukea sasirtic
idi. Her ne kadar H63D heterozigot mutasyonlart caligma
grubumuzda sik olarak saptanmis olsa da bu mutasyon demir
yiiklenmesi hastaliklar ile siki bir iliski i¢inde degildir. Elde
ettigimiz sonug iilkemizden yaymlanmis diger calismalar ile
benzerlik gostermektedir. Hatta biz bu ¢alismada daha fazla hasta
tarayabilmis olmak amaci ile daha onceki ¢aligmalardan farkli
olarak sadece TS %45’in iizerinde olan hastalar1 degil, TS %38
iizerinde olan tiim bagvurularda mutasyon analizi yaparak riskli
mutasyon tastyan hasta bulabilecegimizi diisiindiik. Gen
polimorfiziminin etnik ve 1rksal farkliliklar: ve tilkemizde tarihsel
gecmiste farkli pek c¢ok etnik topluluklarn varligi da
diistiniildiigiinde gen havuzumuzun oldukga zengin oldugu ve bu
cesitlilik nedeni ile daha genis ve farkli yorelerde benzer
caligsmalarin yapilmasi gereklidir.

Sonug olarak biz bu ¢aligmamizda HFE gen mutasyonlarinin
calisma grubumuzda yaygin olmadif, Kuzey Avrupa’da
herediter hemokromatoz olgularinda siklikla saptanan C282Y
mutasyonunun hi¢ goriilmedigini, klinik yansimalar1 olmayan
H63D mutasyonunun goriilse de hemokromatoz ile iligkili
olmadigini, ¢alisma grubumuzdaki demir yiiklenmesi klinigi olan
hastalarin tiimiinde sekonder nedenlere bagli klinik bulgular

olustugunu saptadik. Buna ragmen iilkemiz kaynakli bazi

calismalarda C282Y mutasyonu gosterilmis olmasi nedeni ile
yiiksek TS sahip demir yiiklenmesi hastalarinda mutasyon analizi
yapmanin yine de gerekebilecegi ve saptanan mutasyonlar olursa

aile taramasi yapilmas1 onerilebilir.

Cikar Catismasi: Calismada herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi yoktur.

Finansal Destek: Bu makalede herhangi bir finansal destek

almmamaigtir.

Etik Kurul Onayr: Transferrin  satiirasyonu  yiiksek

hemokromatoz diisiiniilen hasta grubunda mevcut bilimsel
verileri 1s181nda genetik mutasyon arastirilmasi mutlak endikedir.
Bu dogrultuda sosyal giivenlik kurumu tarafindan da bedeli
Odenerek yapilmis bu tetkiklerin retrospektif degerlendirmesinin

kaleme alindig1 bu ¢alismada etik kurul onay1 gerekmemektedir.
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