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OZET

Akut intermitan Porfiriyali Hastalarda Hidroksimetilbilan Sentaz
Gen Mutasyon Analizi

Porfirin  bozukluklari(porfiriyalar), “hem”  biyosentez yolundaki
enzimlerin kalitsal eksikliklerinden(primer) veya edinsel inhibisyonundan
(sekonder) kaynaklanan bir hastalik grubudur. Akut intermitan Porfiriya(AiP),
hidroksimetilbilan sentaz(HMBS) gen mutasyonlarinin yol agtigi, otozomal
dominant kalitim godsteren, dinyada en sik gorulen akut hepatik porfiriya
tipidir. Nadir rastlanan bir hastalik olsa da, atak sirasinda kimi zaman oélumcul
olabilmektedir. Bu hastaliktaki anahtar nokta, atak gelismemesi i¢in dnlem
almaktir. Bu calismada ulkemizde, bugline degin klinik ve biyokimyasal
olarak tani konmus, ulasabildigimiz tim AIP hastalarinda HMBS gen
mutasyon analizini yaparak tanilarinin kesinlestiriimesi amaclanmistir. Ayrica
bu hastalarin ulasilabilen birinci dereceden akrabalarinda mutasyon taramasi
yapilarak presemptomatik AIP tasiyici bireylerin saptanmasi ve etkilenen
bireylere yasami tehdit edebilen akut ataklara kargi presipitan faktorlerden
uzak kalmalari konusunda danismanlik verilmesi hedeflenmistir.

13'i AIP hastasi ve semptomu olmayan 15 akraba olmak (izere
toplamda 28 birey ¢alismaya dahil edildi.

13 AIP hastasinin HMBS gen mutasyon analizi sonucu daha énceden
rapor edilmis 4 adet mutasyonla(c.89T>G, ¢.517C>T, ¢.1028T>C, c.913-
2A>G) karsilasildi. Hasta akrabalarindan 15 bireyin taranmasi sonucu 4
aileden 5 latent AiP tasiyicisi saptanmistir.

Bu calisma, (lkemizdeki AIP hastalarinin mutasyon tiplerinin
belirlenmesine yonelik ilk calismadir. Bu ¢calismadan elde edilen deneyimler,
Gulhane Porfirin  Laboratuvar’nda biyokimyasal tani testleri yaninda

molekuler tani testleri hizmetinin verilmesi agisindan altyapi olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler : Akut intermitan Porfiriya, Hidroksimetilbilan
sentaz, DNA mutasyon analizi, Porfirin, Porfobilinojen

Yazar adi: Hv.Tbp.Bnb.Metin UYANIK
Danisman:Prof.Ecz.Alb.ismail KURT



ABSTRACT

Hydroxymethylbilane Synthase Gene Mutation Analysis in Acute

Intermittent Porphyria Patients

Porphyrin disorders(porphyrias), are group of diseases, each caused
by inherited deficiencies(primary) or acquired inhibition(secondary) of
enzymes in the heme biosynthesis process. Acute intermittent porphyria
(AIP) is an autosomal dominant inherited disease caused by a decreased
activity of hydroxymethylbilane synthase (HMBS), which is a result of
mutation in HMBS gene. It is the most common type of acute hepatic
porphyria in the world. Although it's a rare disease, if the attack goes
untreated or unrecognized, it may be fatal. The key point for AIP is to avoid
precipitating factors to prevent attacks. We aimed to identify HMBS gene
mutations in all clinically and biochemically diagnosed AIP patients which we
could detect to date in this study and scan their first-degree relatives to
provide an early diagnosis of presymptomatic AIP carriers.

A total of 28 individual, 13 diagnosed with AIP and 15 symptom-
free relatives were included in the current study.

Molecular analyses of the HMBS gene in 13 AIP patients revealed 4
previously reported mutations (c.89T>G, ¢.517C>T, ¢.1028T>C, ¢.913-2A>G).
Molecular genetic examination of 15 relatives of AIP patients from 4 families
revealed 5 latent carriers of the disease.

This is the first study to determine the types of mutations of AIP
patients in Turkey. Besides the biochemical diagnostic tests, this will be
starting point for the molecular diagnostic tests in Gulhane Porphyrin
Laboratory.

Keywords : Acute Intermittent Porphyria, Hydroxymethylbilane

synthase, DNA mutation analysis, Porphyrin, Porphobilinogen

Author : Metin UYANIK, MD
Counselor : Ismail Kurt, Professor of Biochemistry
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1. GIRIS VE AMAG

bRl

Porfirin  bozukluklari(porfiriyalar), “hem biyosentez  yolundaki
enzimlerin kalitsal eksikliklerinden (primer) veya edinsel inhibisyonundan
(sekonder) kaynaklanan bir hastalik grubudur. “Hem” biyosentez yolundaki
enzimlerden birinin aktivitesindeki azalma o6zgun porfirinlerin ve/veya 6n
maddelerinin asiri Uretilmesi, dokularda birikmesi ve atilimi ile karakterizedir.

Akut Intermitan Porfiriya(AIP), hidroksimetilbilan sentaz(HMBS) gen
mutasyonlarinin yol actigi, dinyada en sik gorulen akut hepatik porfiriya
tipidir. Nadir rastlanan bir hastalik olsa da, atak sirasinda kimi zaman élumcdul
olabilmektedir. Hastalarin mutasyonu tasiyan asemptomatik akrabalarinin da
atak gecirmeden taninmasi, bunlara klinik ve genetik danigsmanlik verilmesi
onem arz etmektedir. Bu hastaliktaki anahtar nokta, atak gelismemesi icin
onlem almaktir. Zira bu hastalarda atagi tetikleyen faktorlerden kacginilarak
(guvenli olarak tanimlanan ilaglarin kullanmasi, uygun seviyelerde oral
karbohidrat alinmasi, guvenilir olmadigi kanitlanan ilaglar, aglik, stres, sigara
ve alkolden uzak durulmasi gibi onlemlerle) akut atak Onlenebilir. Enzim
Olcumlerinin belirsiz sonuclar verdigi tasiyici bireylerin saptanmasi ve
hastalarin ailelerinde tarama yapilmasi i¢in en glvenilir yontem, spesifik
HMBS gen mutasyonunun tanimlanmasidir. Her ne kadar mutasyon varligi o
bireyde %100 akut atagin gelisecegini isaret etmese de, c¢alismamiz
sayesinde asemptomatik olup da mutasyon tasiyan risk altindaki aile tyeleri
tespit edilebilecektir.

Bu calismada ulkemizde ilk kez, bugiune degin klinik ve biyokimyasal
olarak tani konmus, ulasabildigimiz tim AIP hastalarinda HMBS gen
mutasyon analizini yaparak tanilarinin kesinlestirimesi amaclanmigtir. Ayrica
bu hastalarin ulagilabilen birinci dereceden akrabalarinda mutasyon taramasi
yapilarak presemptomatik AiP tasiyicilarinin  saptanmasi ve etkilenen
bireylere akut ataklara kargi presipitan faktdrlerden uzak kalmalari konusunda
danigsmanlik verilmesi hedeflenmigtir. Ayrica bu c¢alisma, Gulhane Porfirin
laboratuvarinda biyokimyasal tani testleri yaninda molekuler tani hizmeti

verilmesi ¢aligsmalari igin bir baslangi¢ olusturacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Porfirinlerin Yapisi ve Ozellikleri

Porfirinler, birbirlerine metenil (=CH-) képruleri ile bagh 4 pirol (tetra
pirol) halkasindan olusan siklik yapilardir. Porfirin ifadesi yunanca mor

anlamina gelen porphyra kokinden gelmektedir.

i S | | Porfirin
HC_  ~CH [ N j (CyoH14Ny)
H
Pirol Halkasi
1 2
H H
C=——C
& I | o
HC—Cs _C=CH
T i I a3
BHC —C_ C=CH
“ IV NH HN 1l
/ \
7HC —C C=CH
I N |4
HC —C® T~C=CH
y | B
C:C
H H
1] S
Fisher Formulasyonu IUPAC Formulasyonu

Sekil 1 Porfirin yapisi

Porfirin halka sistemi iki ayri formUlasyonla gdsteriimektedir. Fisher
formulasyonu adi verilen formulasyonda; pirol halkalari romen rakamlari
(LILILIV) veya harflerle (A,B,C,D) gosterilirken, pirol halkalarini birbirine
baglayan metenil koprulerindeki karbon atomlari ise a,8,A,d seklinde
gosteriimektedir. Bu formilasyondaki temel vyapi porfindir. [UPAC
(Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi) formulasyonunda ise temel

yapi porfirindir ve 1’den 24’e kadar numaralandiriimigtir (Sekil 1).



Porfirin halka sistemindeki pirol halkalarina gesitli yan zincirlerin
eklenmesiyle farkli porfirin halka sistemleri olusur. Porfirin halka sisteminde

bulunabilen yan zincirler veya takilar sunlardir:

A=Asetat (-CH,-COOH)

P =Propiyonat (-CH,-CH; -COOH)
H= Hidrojen (-H)

M= Metil (-CHy)

E= Etil (-CH2-CHy)

V=Vinil (-CH =CHy)

Bu yan zincirler, pirol halkalarinin kdselerinde yer alirlar ve yan
zincirlerin dizilis sirasina gore 4 farklh porfirin izomeri olusur ki, dogada en
cok tip | ve tip lll izomerleri bulunur. Porfirinlerdeki yan gruplarin dizilimi
simetrik oldugu takdirde Tip |; asimetrik oldugu takdirde Tip Ill izomerleri
olugur. Tip lll izomerler metabolizmanin dogal urinu iken, tip | izomerler
enzim eksikliklerinde olusurlar ve genelde fonksiyonlari yoktur. Porfirinler,
porfirin halka sistemini olusturan pirol halkalarina bagh yan gruplarin tirine
gore isimlendirilir ve siniflandirilirlar. Bu siniflandirmaya gore 3 ana porfirin

tara ve tasidiklari yan gruplar;

Uroporfirin (URO) . 4 propiyonat + 4 asetat
Koproporfirin (KOPRO) : 4 propiyonat
Protoporfirin (PROTO) : 2 propiyonat

Porfirinlerin tetrapirol halkasindaki ¢ok sayida konjuge cift bagdan
dolay! kristal formlari ve derisik ¢ozeltileri koyu kirmizi ve mor renklidir.
Porfirinlerin karakteristik absorpsiyon spektrumu vardir ve %5’lik hidroklorik
asitteki bir porfirin ¢ozeltisi 400 nm civarinda keskin absorpsiyon bandi verir.
Bu, porfirin halkasina has bir 6zelliktir ve taginan yan zincire bakilmaksizin
batan porfirinler igin karakteristiktir. Bu banda, bulucusunun adindan dolayi

Soret bandi adi verilir.

Porfirinler ayni zamanda floresans veren molekullerdir. Kuvvetli

mineral asit veya organik c¢oézlculler iginde ¢dzUlup ultraviyole isikla



aydinlatildiginda kuvvetli kirmizi  floresans verirler. Porfirinlerde pirol
halkalarini  birbirine baglayan ¢ift baglar, bu bilegiklerin karakteristik

floresansindan sorumludur ve bu gift baglar porfirinojenlerde bulunmaz.
2.2 Porfirinlerin Biyolojik Fonksiyonlari

Porfirin halkasinin ortasinda 4 azot atomunun bulunmasi, metal
iyonlarinin buraya baglanmasini saglar. Fe, Mg, Co, Zn, Ni, Cu gibi metal
iyonlarinin  baglanmasiyla metalloporfirinler olarak tanimlanan porfirin
bilesikleri olugsur. “Hem” Fe iceren metalloporfirindir ve birgok proteine bagli

prostetik grup olarak gérev yapar (Tablo 1).

Tablo 1 “Hem?” igceren proteinler ve islevleri

Protein Islevi

Hemoglobin Kanda oksijen taginmasi
Miyoglobin Kasta oksijen depolanmasi
Sitokrom ¢ Elektron tagsima zincirine katilim
Sitokrom P450 Ksenobiyotiklerin hidroksillenmesi
Katalaz Hidrojen peroksit yikimi

Triptofan pirolaz Triptofanin oksidasyonu

2.3. Porfirin ve Hem Biyosentezi

“Hem” biyosentezinde glisin ve suksinil Ko-A’dan “hem” olusumuna
kadar 8 enzimatik basamak yer alir[1]. ilk basamak ve son li¢ basamak hiicre
mitokondrisinde, kalan dordl ise sitozolde gergeklesir ve butiin enzimatik
basamaklar tek yonludur (Sekil 2). Bu basamaklarda yer alan sekiz enzim 9
gen tarafindan kodlanir. Yolagin ilk enzimi olan 5-Aminolevulinik asit (ALA)
sentaz, non-spesifik (non-eritroid) ve eritroid-spesifik izoenzimleri kodlayan
ve sirasiyla aminolevulinik asit sentaz 1(ALAS1) ve 2(ALAS2) olarak
adlandirilan 2 farkh gen bdlgesine sahiptir. Iki, (¢ ve ddrdinci
enzimlerde(ALA  dehidrataz(ALAD), hidroksimetilbilan  sentaz(HMBS),



uroporfirinojen sentaz(UROS)) de benzer formlar olmasina ragmen, bu
bolgeler ayni genler Uzerindedir, yani ¢ift promotor bolgeye sahiptirler(Tablo
2). Bu, karaciger ve eritrositlerde farkli “hem” ihtiyacina gére sentez hizinin

regulasyonunu saglar.

Enzimleri kodlayan 9 genin hepsi klonlanmisg, yapilari belirlenmis ve
porfiriyaya yol acgan birgok mutasyon tanimlanmistir[2].Ayrica, hastaligin

hayvan modelleri de Uretilmistir.

Sekil 2'de goruldugu gibi “hem” biyosentez yolunun ara metabolitleri
olan 5-Aminolevulinik asit(ALA) ve porfobilinojen (PBG) ve c¢ogunlukla
indirgenmis formda olan diger porfirinler (porfirinojenler), porfirin 6n
maddeleri (prekursorleri) olarak da tanimlanirlar. Fizyolojik kosullarda
dizenleyici siki kontrol mekanizmalari sayesinde bu molekuller 6nemli

oranlarda birikmezler.

“Hem” biyosentezinde temel 6n madde, glisin amino asididir. Sentez
icin kullanilan ikinci baslangic ham maddesi ise, mitokondrideki sitrik asit
dongusunde olusan suksinil-KoA’dir. Bu tepkime piridoksal fosfata ihtiyag
duyar. Suksinil-KoA ile glisin arasindaki kondansasyon tepkimesinin Grund,
ALA vermek uzere hizla dekarboksile edileno-amino-f-ketoadipik asittir. Bu

tepkime, hiz kisitlayici ve ilk enzim olan ALA sentaz tarafindan katalizlenir.



Tablo 2 insan “hem” biyosentez yolagi enzim ve genleri
(Tablo Balwani ve Desnick’in derlemesinden modifiye edilmistir .)

Gen
Gen Kromozomal CDNA, Boyut Protein, Subselliiler Bilinen
Ekzonlar*
Enzim sembolii yerlesim baz cifti , kb amino asit yerlesimt mutasyonlart
ALA sentaz
Non-spesifik ALAS1 3p21.1 2199 17 11 640 M 0
Eritroid-spesifik ALAS2 Xp11.2 1937 22 11 587 M 62
ALA dehidrataz
Non-spesifik ALAD 9q32 1149 15.9 12 (1A + 2-12) 330 S 12
Eritroid-spesifik ALAD 9932 1154 15.9 12 (1B + 2-12) 330 S 0
HMB Sentaz
Non-spesifik HMBS 11023.3 1086 11 15 (1 + 3-15) 361 S 374
Eritroid-spesifik HMBS 11023.3 1035 11 15 (2-15) 344 S 2
Uroporfirinojen
sentaz
Non-spesifik UROS 10026.2 1296 34 10 (1 + 2B-10) 265 S 35
Eritroid-spesifik UROS 10026.2 1216 34 10 (2A + 2B-10) 265 S 4
Uroporfirinojen UROD 1p34.1 1104 3 10 367 S 109
dekarboksilaz
KoproporflranJen CPOX 3g12.1 1062 14 7 354 M 64
oksidaz
Protoporfirinojen PPOX 1923.3 1431 5.5 13 477 M 166
Oksidaz
Ferrogelataz FECH 18g21.31 1269 45 11 423 M 138

ALAS2: Ekzon 1-11'de X-bagimh sideroblastik anemiye yol acan 60 adet fonksiyon kaybi mutasyonu ve X-LDPP yol agan 2 fonksiyon kazanim mutasyonu
tanimlanmistir.

*Ekzon sayilari (ayri olarak non-spesifikve eritroid spesifik izoformlar parantez iginde belirtilmistir)

1M mitokondriyi; S ise sitoplazmayi isaret eder.

tinsan Gen Mutasyon Veritabani'nda (Human Gene Mutation Database (www.hgmd.org)) 1 Mayis 2012 itibari ile bilinen mutasyon sayisi.
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ikincisi (ALAS?2) ise eritroid-spesifik izoformudur ve eritroid hiicrelerde

eksprese edilir. Eritroid izoform olan ALAS2nin “hem” tarafindan
regulasyonu yoktur. Eritroid “hem” biyosentezi vucuttaki demir durumuna
gore duzenlenir. Demir varligi, eritroid-spesifik ALAS2 mRNA translasyonunu
dizenleyerek eritroid “hem” biyosentezini reglle eder. Bdylece ALAS2,
demirin ferroselataz katalizérligunde protoporfirin icine baglanmasina
yardimci olur[4]. ALAS2 mRNA translasyonu, ALAS2 mRNAnin &
bdlgesindeki “demir cevap elementine” demir duzenleyici proteinlerin
baglanmasi ile duzenlenir. Baglanma gergeklestiginde translasyon inhibe olur
ve baglanma aktivitesi demir tarafindan reguile edilir. Kisaca demir
eksikliginde translasyon down-regule, demir fazlaliginda ise up-regule olur.
Hemoglobin sentezi i¢in ¢ok fazla “hem” ihtiyaci nedeniyle, eritroid-spesifik
ALAS2 geni (hepatik veya non-spesifik enzime oranla) 30 kat daha fazla
eksprese edilir. Eritroid farklilasma sirasinda yolaktaki diger enzim aktiviteleri
artabilir. Eritroid ALAS2'deki fonksiyon kaybina yol agcan mutasyonlar X-
bagimh sideroblastik anemiye[5], ALAS2’nin son ekzonunda fonksiyon artiran
mutasyonlar ise X-bagimli eritropoetik protoporfiriya’'ya (X-LDPP) neden

olur[g]. “Hem” biyosentez yolunun regiilasyonu Sekil 3'de 6zetlenmistir.



PGCq_q Ferroselataz

Glisin

Siksinil KoA

l 1 Triptopfan pirolaz, katalaz, glutatyon,
Sitokrom P450 Mitokondriyal peroksidaz, NO sentaz, guanilat siklaz,

5 : siklooksijenaz, prostaglandin
(%65) (induklenebilir) respiratuar sitokromlar - endoperoksid sentaz

Proeritroblast Eritroblast Retikilositler

Sekil 3 Karaciger ve kemik iliginde “hem” biyosentezinin regllasyonu

(Sekil Puy ve arkadaglarinin derlemesinden modifiye edilmigtir[1]. PGC1-a:peroksizom proliferattr-aktive reseptor-y koaktivatér 1a. ALA: 5-aminoleviilinik asit. ALAS1:ALA sentaz 1.
ALAD:ALA dehidrataz. PBGD:porfobilinojen deaminaz. UROS:Uroporfirinojen sentaz. UROD:Uroporfirinojen dekarboksilaz. CPOX:koproporfirinojen oksidaz. PPOX:protoporfirinojen
oksidaz. NO:nitrik oksit. HO:hem oksijenaz. CO:karbon monoksit. Fe2":ferréz demir. Tf:transferrin. rTf:transferrin reseptér. mMRNA:messenger RNA.
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Mitokondride olusan ALA, sitozole gecgerek diger bir ALA molekulu ile
ALA dehidrataz (ALAD) enzimi tarafindan kondanse edilir. iki molekiil su
cikigl ile birlikte PBG olusur. PBG monopirol yapidadir. ALA-dehidrataz 8
O0zdes subunite sahip, ¢inko ve sulfidril gruplari iceren bir enzimdir ve kurgun

tarafindan inhibisyona duyarhdir.

Porfirin olusumu 4 molekil PBG’nin kondensasyonu ile meydana gelir.
Olusan molekiil cizgisel bir tetrapirol olan hidroksimetilbilandir. Bu tepkime
diger adlari Uroporfirinojen | sentaz, PBG deaminaz olan hidroksimetilbilan
sentaz (HMBS) enzimi tarafindan katalizlenir. Hidroksimetilbilanin buyuk bir
kismi, udroporfirinojen |l kosentazin katalizledigi bir enzimatik vyolla
droporfirinojen Ill’'e gevrilirken az bir kismi, Groporfirinojen | vermek Uzere
kendiliginden halka olusturur. Uoporfirinojen | daha sonra kismi
dekarboksilasyona ugrayarak koproporfirinojen I'e donlsur ve idrar veya

hepatobiliyer yolla atilir.

Normal kosullarda, olusan uroporfirinojenin tamami tip Il izomerdir.
Fakat bazi porfiriyalarda porfirinojenlerin tip | izomerleri asiri miktarda Uretilir.
Bu bilesikler, butin porfirinojenler gibi renksizdirler ve renkli porfirinlere
kolayca otookside olurlar. Uoporfirinojen I, asetat gruplarinin timund, metil
yan zincirlerine donustlren dekarboksilasyon sonucu, koproporfirinojen lll’'e
cevrilir. Bu tepkime, uroporfirinojen I'i de koproporfirinojen I'e gevirebilen

uroporfirinojen dekarboksilaz tarafindan katalizlenir.

Koproporfirinojen 1l daha sonra mitokondriye gecerek burada
koproporfirinojen oksidaz ile protoporfirinojen Il (protoporfirinojen-1X)‘e
dontstr. Bu tepkime ile Kkoproporfirinojenin birinci ve ikinci pirol
halkalarindaki propiyonat CO, kaybederek vinil yan grubuna doénasur.
Protoporfirinojen-1X ise mitokondri icinde bulunan protoporfirinojen oksidaz
enzimi ile 6H" iyonunu kaybederek protoporfirin-IX (PPIX)a cevrilir.“Hem”
sentezinde son basamak ise Fe*?nin bir diger mitokondriyal enzim olan
ferroselataz enzimi tarafindan katalizlenen bir tepkime ile, protoporfirin yapisi

icine sokulmasidir. Ortamda yeterince Fe™® bulunmazsa yerine baska bir +2
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degerlikli metal olan Zn** girebilmekte ve Zn-protoporfirin  (ZPP)

olusmaktadir.

“Hem” biyosentezi mitokondri icermeyen olgun alyuvarlar diginda tim
memeli hiicrelerinde gérilmektedir. insandaki gunliik biyosentezin yaklagik
%80’i, kemik iliginde eritroid oncul hucrelerinde; kalaninin bayuk kismi ise

hepatositlerde, cogunlukla sitokrom p450 enzim sentezi igin gerceklesir.
2.4. Porfirin Bozukluklar

Porfiriyalar olarak bilinen porfirin bozukluklar, hem biyosentez
yolundaki spesifik enzimlerin bozuklugu sonucu bazi ara Urunlerin kan ve

dokularda asiri birikimine yol agan, dogumsal bir grup hastaliktir[7].

ilk defa 1889 yilinda Hollandali Dr.Stokvis tarafindan akut porfiriya
tanimlamasi yapilmigtir. 1930 senesinde Alman kimyager Hans Fischer
“hem”, klorofil, safra pigmentleri ve bunlarin tlredigi pirol kimyasi Uzerine
yapti§i calismalar nedeniyle Nobel Kimya Qi almistir. Bunlarn kani
kirmizi, ¢imeni yesil yapan sifre olarak tanimlamistir. 1937 yilinda, isvegli
Waldenstrom belirli bir tip porfiriya Gzerine, esas olarak akut intermitan
porfiriya (AIP) Uzerine bulgularini yayinlamistir. 1960’larda bilinen tim
porfiriya tipleri tanimlanmis ve c¢evresel faktorlerin hastaligr etkiledigi

gOsterilmigtir[8].

Dinya Uzerinde en sik rastlanan porfiriya olan ve genellikle sporadik
g6zlenen Porfiriya Kutanea Tarda(PCT) disindaki tum porfirin bozukluklari
otozomal dominant, otozomal resesif, veya X'e bagll Mendeliyan kaltim
paterni gOsterirler. Porfiriyalarda 6zellikle c¢evresel, fizyolojik ve genetik
faktorler normalde siki bir sekilde kontrol altinda tutulan hem biyosentezini
degistirmek icin etkilesim icine girerek hastalia neden olabilmektedirler.

Cogu hekim tarafindan porfiriyalar kafa karigtirici, kompleks ve tani

koymasi zor bulundugundan, dahiliye, hematoloji, dermatoloji, gastroentroloji
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endokrin/metabolizma, pediatri, genetik ve biyokimya gibi uzmanlik dallari

siklikla tani ve tedavi surecine katilirlar.

Porfiriyalar ile ilgili caligmalar oldukga eskiye dayanir. Ingiltere krali
Il.George’un porfiriya variegata hastasi oldugu, bu yuzden satoda ara ara

inzivaya cekildigi bilinmektedir.

Porfirin bozukluklarinin tlkemizdeki 6nemi 1955'den itibaren artmigtir.
Bu tarihlerde “Turk porfiriyasi” olarak anilan epidemik sekonder porfiriya
kutanea tarda vakalari ortaya ¢ikmistir. Bu vakalar Diyarbakir ve ¢evresinde
“Tilitia tirici” isimli zararli bir mantarin bugdaylara zarar vermesinin dnlenmesi
amaciyla, heksaklorobenzen ile ilaglanmasi sonrasi, bu bugdaylarla yapilan
ekmeklerin tuketilmesi sonucu ortaya cikmistir. Bu bugdaylarla Gretilen
ekmekleri tiketen ¢ocuklarda ylzde kararma ve killanma ile kendini gosteren
PCT semptomlari ortaya cikmistir. Bu c¢ocuklarin idrarlari UV 1sik altinda
incelendiginde kirmizi ve parlak gorulmustar. Yaklasik 3000 c¢ocuk bu
durumdan etkilenmis ve bu c¢ocuklarin %10'u kaybedilmistir. Yapilan
arastirmalar heksoklorobenzen ile porfiriya arasinda iligki oldugunu

gOstermistir[9].

Hepatik porfiriyalar ALA ve PBG gibi porfirin prekirsorlerinin asiri
uretimi ve primer olarak karacigerde birikimiyle karakterizeyken, eritropoetik
bozukluklarda bu anormallik kemik iligi eritroid hicrelerinde olur. Her ne
kadar bazi porfiriyalarin klinik olarak ortisen Ozellikleri olsa da porfirin
bozukluklari temelde porfirin ve prekursorlerinin asir uUretildigi ve birikim
yaptigi yere gbre hepatik ve eritropoetik porfiriyalar olarak
siniflandirilirlar[10]. Ornek vermek gerekirse Akut Hepatik Porfiriya’lardan
Herediter Koproporfiriya(HCP) ve Variegate Porfiriya’da(VP) cilt lezyonlar
gorulebilir[11](Sekil 4).

Basitlestirmek istersek porfiriyalar, 4 adet Akut hepatik Porfiriya (AP,
HCP, VP, ADP), 1 adet hepatik kutan6z Porfiriya(PCT) ve 3 adet eritropoetik
kutan6z Porfiriya’dan( EPP,CEP, X-LDPP) olusur(Tablo 3). Ayrica, primer ve
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sekonder olarak da iki gruba ayrilabilir. Primer olanlar kalitsal, sekonder

olanlar ise edinseldir.

100+

60—

Hastalar (%)

40—

20

[ Akut ataklartkronik néropati
3 Her ikisi beraber (akut ataklar
ve builléz fotodermatit)

3 Eroziv fotodermatit

3 Akut agrili fotosensitivite

AIP/ADP '

Al

"PCT(+HEP)  CEP

Klinik 6zellikler

EPP

X-LDPP

Sekil 4 Porfiriyalarin genel klinik 6zellikleri

(Sekil Puy ve arkadaglarinin derlemesinden modifiye edilmistir[1].)

X-LDPP: Eritropoetik protoporfiriya’nin X'e bagl dominant formu.
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Defektif Enzim

Tablo 3 Porfiriyalar: Major klinik ve laboratuvar karakteristikleri

(Tablo, Balwani ve Desnick’in derlemesinden modifiye edilmistir[3].)

R, L Lo Primer Enzim Artmig porfirin dnciilleri ve/veya porfirinler
Porfiriya tiiri (Sln(?nlm, Hiicre .|g| OMIM Semptomlar  aktivitesi,
(Kisaltmasi) yoldaki sirasi) Yerlesim  Numarasi Kalitim (NVveyaKF) normalin  Eritrositler idrar Gaita Plazma piki(nm)
%'si
Akut hepatik
porfiriyalar
. . . . ALA

ALA-Dehidrataz eksik ALA-dehidrataz _ Zn(ginko)- P . .
porfiriya (ADP) (PBG sentaz; 2) S 125270 OR NV 5 protoporfirin koprOﬁlorflrln

; . . HMB sentaz
Akut Intermitan Porfirya o5 e aminaz; S 176000 oD NV ~50 _ Al 2EG, _ 618-620
(AIP) 3) Uroporfirin

. - L ALA, PBG -
Herediter Koproporfiriya Koproporfirinojen _ . P Koproporfirin 1l )
(HCP) oksidaz (6) M 121300 oD NV ve KF 50 koprOﬁlorflrln izomer I1I/1>2.0 618-620
Variegate Porfiriya (vp) " rotoporfirinojen M 176200 oD NV ve KF ~50 _ koALr/g' Eﬁiﬁh- PTREETITTYE 624-627

9 y Oksidaz (7) P ﬁl Koproporfirin-IIl,
Hepatik kutan6z
porfiriyalar
Porfiriva Kutanea Tarda Uroporfirinojen Sporadik Uroporfirin,
(PCT)y Dekarboksilaz S 176100 veya %25 KF <20 — 7-karboksilat Izokoproporfirin 618-620

5) oD porfirin
Eritropoetik
kutané6z porfiriyalar
o . . . o Uroporfirin I, .
Konjenital Eritropoetik Uroporfirinojen- ) .. Uroporfirin-I, - )
Porfiriya(CEP) sentaz (4) S 263700 OR KF 1-5 kopro;l)orflrln koproporfirin-I Koproporfirin | 615-618
Primer
Eritropoetik _ olarak -
Protoporfiriya (EPP) Ferroselataz (8) M 177000 ORft KF 20-30 serbest — Protoporfirin 626-634
protoporfirin
E;g;gggff?rli(ya‘nm X'e X'e bagimh SISV
- . ALA-sentaz 2 (1) M 300752 X KF >100F ¢inko — Protoporfirin 626-634

bagli dominant formu gecis

(X-LDPP)

protoporfirin

OD:otozomal dominant; OR:otozomal resesif; NV: nérovisseral; KF: kutandz fotosensitivite; ve —: uygulanabilir degil.
TWild-tip allelin intron 3 bolgesindeki polimorfizm enzim aktivitesi ve hastaligin klinik ifadesini etkiler.

FALAS-2 ekzon 11'deki fonksiyon kazanim mutasyonlari artmis aktiviteyle sonuglanir.

§OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (hastalik ve genetigi hakkinda ek bilgi igin) (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM).
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2.4.1. Akut Hepatik Porfiriyalar

2.4.1.1. Genel Bilgiler

Akut hepatik porfiriyalar non-spesifik nérolojik semptomlar beraberinde
hayati tehdit eden akut ataklarla karakterize “hem” biyosentezinin iyi
tanimlanmis genetik bozukluklaridir. Bu grup AIP, HCP ve VP’nin dahil
oldugu 3 otozomal dominant porfiriyayr ve otozomal resesif olan ADP’yi
(ALA-dehidrataz eksik porfiriya) kapsar. Bunlardan AiP en sik gériilen, ADP
ise en nadir goérilen akut hepatik porfiriyadir. Gunimizde 10'dan az
bildirilmis ADP vakasi vardir. Toplam prevalanslari yaklasik olarak %0.005
kadardir[7]. Genellikle erigkin yasta ve bayanlarda daha sik rastlanirlar. Her
ne kadar spesifik enzim ve gen defektleri ortaya konmus olsa da, semptom
ve bulgularn sik gorulen diger hastaliklari taklit edebildiginden, tani ve
tedavileri zorlu bir suregtir. Akut porfirik ataklarda tani ve tedavi gecikmesi

olumcul olabilir veya uzun sureli ya da kalici norolojik hasara neden olabilir.
2.4.1.2. Akut Ataklarin Patogenezi

Genellikle sik goriilen 3 akut porfiriyada(AiP, HCP, VP) enzim
aktivitesi normalin %50’si kadardir ve kalan enzim aktivitesi de genellikle
“hem” homeostazi igin yeterlidir. ALA dehidrataz aktivitesi yolagin diger
enzimlerine nazaran daha fazla oldugundan, bu enzimin ¢ok ciddi
eksiklikleriinormalin  %5’i ve daha azi) ancak klinik bulgulara yol
acabilmektedir. Etkilenmis bireylerdeki enzimatik defektler, presipitan
faktorlerin indukleyici etkilerine karsi yolagin ilk enzimi olan ALAST’i yatkin
hale getirmektedir. Bu presipitan faktorler arasinda hastalik, bir¢ok ilag
(barbituratlar, antikonvulzanlar, rifampin ve progestinler vb.), endojen steroid
hormonlar (6zellikle progesteron), aclik, diyet (dusuk karbohidrath beslenme),
sigara ve stres gibi hepatik “hem?” ihtiyacini arttiran nedenler yer almaktadir.
Hepatik ALAS(ALAS1) hiz kisitlayici enzim oldu@u igin, yolagin ara urunleri
enzim eksikliginin sinirlayici oldugu noktaya kadar artar ve karacigerde birikir.
Akut semptomlari olan tum hastalarda ve bazi asemptomatik hastalarda idrar
PBG ve ALA duzeyleri artar.
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Norolojik hasar mekanizmasi ise daha az anlasilabilmigtir. Atak
patogenezi senelerce yogun bir sekilde tartisiimistir[12]. Bu konuda yuksek
ALA ve/veya PBG'nin norotoksik olabilecedi, ya da sinir sisteminde “hem”
eksikligi ya da bu sebeplerin kombinasyonlari irdelenmistir. Son zamanlarda
akut atak etyolojisine yeni yaklasim, kronik ataklari olan ve karaciger
transplantasyonu sonrasi bu ataklari sonlanan AIP ve VP hastalari sayesinde
olusmustur[13]. Semptomlarin sinir dokusundaki “hem” eksikliginden ziyade
artan porfirin prekiirsorleri nedeniyle olusmasi muhtemeldir. Heterozigot AiP
hastasina yapilan karaciger nakli sonrasinda ALA ve PBG seviyeleri normale
donmesi ve norolojik ataklarin ortadan kalkmasi, noérolojik semptomlara
hepatik porfirin  preklrsorlerinin - asint  Gretiminin - yol acgtigi  teorisini
desteklemistir[14]. Benzer olarak alkolik siroz nedeniyle VP hastasina yapilan
karaciger transplantasyonu sonrasinda biyokimyasal bulgularda iyilesme
gOzlenmigtir[15]. Bu sinirli vaka tecrubeleri karacigerdeki asiri dretimin
hastalik patogenezindeki rolinu gdsterse de, porfiriya hastalarinda karaciger
naklinin rutin bir sekilde kullanimi her zaman kuratif degildir. Ciddi ADP’sI
olan c¢ocuk hastaya vyapilan karaciger transplantasyonu, klinik ve
biyokimyasal olarak fayda saglamamistir[16]. Ayrica, yapilan nakiller

sonrasinda artmis hepatik arter tromboz orani (%40) gozlenmistir[17].

Akut hepatik porfiriya i¢cin gen mutasyonu tasiyicilarinin yaklasik
olarak %80’i asemptomatik olarak kalmaktadir. Digerleri, dGmarleri boyunca
bir veya birkackez akut atak gegcirirler. idrar, serum ve gaita ALA, PBG ve
diger porfirin seviyeleri ¢ogu asemptomatik tasiyicida normaldir. Diger
yandan, enzim aktivitesi %5’e esit veya daha az olan ADP hastalarinin gogu

da asemptomatik kalmaktadir[18].

Kronik semptomlar dnceki norolojik hasarlari isaret ederler. Homozigot
AIP[19], VP[20] ve HCP[21] gibi nadir durumlarda ciddi nérolojik olaylar
cocukluk doneminde baslar. Agik¢asi akut atak indiksiyonu, ALA ve PBG
agiri Uretimiyle sonuglanan ve ALAS1 stimulasyonuna neden ilaglar, diyet ve
steroid hormonlar gibi gcevresel veya hormonal faktorler ile ilgilidir.
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2.4.1.3. Klinik Bulgular

Bu bozukluklarin major klinik bulgulari, genellikle puberte sonrasi
gérulen, hayati tehdit eden ciddi akut norolojik ataklardir. Daha ¢ok geng
erigkin bayanlarda gorulmekle beraber, puberte oncesi nadirdir[22]. Hastalar
ataklar arasinda iyidirler. En sik rastlanan semptom olan abdominal agri,
genellikle surekli ve tam olarak lokalize edilemeyen, kimi zaman kramp tarzi
olabilen bir agridir. Konstipasyon, abdominal distansiyon, azalmis barsak
sesleri siklikla gorulen bulgulardir. Artmis barsak sesi ve diyareye daha az
rastlanir. inflamasyon olmadigindan abdominal hassasiyet, ates ve I6kositoz
genellikle belirgin degildir. Bulanti, kusma, ¢arpinti, tasikardi, hipertansiyon,
mental  semptomlar(halUsinasyonlar, akut psikiyatrik = semptomlar),
nobetler(bazen hiponatremiye bagli) ekstremite, boyun veya gogus agrisi,
bas adrisi, kas zayifligi, duyu kaybi, tremor, terleme, diziri ve mesane
distansiyonu ve insomnia(genellikle erken bulgudur) gibi diger belirti ve
bulgular da gorulebilmektedir. Hiponatremi, hipotalamik tutulum veya
uygunsuz antidiiretik hormon sekresyon sendromu ya da gastrointestinal/
renal sodyum kaybi sonucunda gelisebilir[23]. Tasikardi ve sistemik arteriyel
hipertansiyon artmis katekolamin dretimi ile iligkili olabilir. Muhtemelen
kardiyak aritimi sonucu olusan ani oOlum, akut atak sirasinda ortaya
cikabilir[24].

Oncelikle motor tutulum yapan periferik ndropati, genellikle karin agrisi
ve siddetli akut atak ortaminda gozlenir. Ekstremitelerde ve bagka bir yerde
agri; duyusal sinir tutulumu gosterir. Parezi genellikle simetriktir ve Ust
ekstremite proksimalinde baslar, ancak fokal olabilir ve kranial sinirleri
igerebilir. Ozellikle geg tani konuldugunda kas zayiflii, solunum kaslarina ve
bulber felce ve 6lume kadar ilerleyebilir. Geligmis paralizi uygun tedavi ile

geri donusumladar ancak aylar suren rehabilitasyon gerekebilir.

Kronik arteryel hipertansiyon, renal yetmezlik[25], kronik karaciger
hasari ve hepatoseluler karsinom[26] uzun donem komplikasyonlari

arasindadir. Kronik néropatik agri sebebiyle depresyon ve intihar egiliminde
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risk artisi olabilirf[27].Tablo 4'de AiP’daki en sik bildirilen klinik &zellikler

listelenmistir.

Tablo 4 Akut Porfiriyalarin sik gorulen belirti ve bulgulari

(Tablo Anderson ve arkadaslarinin derlemesinden modifiye edilmistir[18].)

Belirti ve bulgular Tahmini Yorum
insidansi, %

Gastrointestinal

Karin Agrisi 85-95 Genellikle araliksiz  (remittan  olmayan),
saatlerce veya daha uzun silrebilen, tam
lokalize edilemeyen ama kramp tarzinda
olabilen bir agridir. Norolojik kokenli olup,
nadiren periton irritasyon bulgulari, ates veya
I6kositoz eslik edebilir.

Kusma 43-88 Bulanti ve kusma siklikla karin agrisina eslik
eder.

Konstipasyon 48-84 Mesane parezisi eslik edebilir.

Diyare 5-12

Nérolojik

Ekstremite, sirt, 50-70 Adri, gégus veya sirtta bagslar ve karina dogru

g6gus ve boyun agrisi yayilabilir. Ekstremite agrisi duyusal sinir

veya bas agrisi tutulumunu isaret eder. @ularin %10-40'Inda
objektif duyu kaybi rapor edilmistir.

Parezi 42-68 Gdetli atak sirasinda erken veya geg¢
donemde ortaya cikabilir. Kas gugsizligu
daha c¢ok proksimalden baslar ve (st
ekstremitelerde daha siktir.

Respiratuar paralizi 9-20 Aresinde periferik motor néropati ve parezi
mevcuttur.

Mental semptomlar 40-58 Kiglk davranis degisikliklerinden ajitasyon,
konflizyon, hallUsinasyonlar ve depresyona
kadar degisebilir.

Konvdlsiyonlar 10-20 Hiponatremi nedeniyle olusan porfiriyanin
santral norolojik belirtisidir.

Kardiovaskiiler

Tagikardi 28, 64-85 Semptomatikse kalp hizini kontrol altinda
tutabilmek igin tedavi gerektirebilir.

Sistemik arteryel 36-55 Akut ataklar sirasinda tedavi gerektirebilir ve

hipertansiyon

bazen kronik hale gelebilir.
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VP ve HCP’da glnese maruziyet sonucu PCT benzeri kronik bulloz cilt
lezyonlari gorulebilir. Fotosensitif cilt lezyonlari ndropatik bulgular olmadan

da gorulebilir.
2.4.1.4. Atag Tetikleyen Faktorler

Akut porfiriyalarda Tablo 5’deki birgok ilaci da igeren ¢ogu tetikleyici
faktor (Ozellikle sitokrom p450 enzimleri basta olmak Uzere) artmis hepatik
“hem?” ihtiyaci dogurur ve ALA sentazi induklerler. Eldeki bilgilerin yetersiz
olmasi sebebiyle birgok ilag, zararli veya glvenli olarak ayirima tabi
tutulamaz. Uz sureli aglik ve siki diyet(veya asiri kalori kisittamasi) ataklari
sik tetiklen faktorlerdir. Endojen hormonlardan 6zellikle progesteron
onemlidir. Bayanlarda menstruel siklusun luteal fazinda sik atak olusumunu
kismen aciklayabilir[28]. Gebelik siklikla iyi tolere edilir, ancak bazi
bayanlarda ataklar artmaktadir. Hepatik sitokrom p450 enzimini ve muhtemel
“hem” sentezini artiran sigara i¢imi, sik ataklarla alakaldir[29]. Cerrahi veya
enfeksiyonlarla induklenen metabolik ve fizyolojik stresin de muhtemelen
tetikleyici roll olabilir. Ataklar sadece bir degil, bazilari heniz tanimlanmamis

birkag tetikleyici faktériin additif etkisi nedeniyle olusabilir.

Akut porfiriya hastalari asemptomatik donemde olsalar dahi, elektif
ameliyatlar oncesinde dikkatli bir perioperatif bakim gerektiriler. Cunkd,
anestezi sirasinda verilecek ilaglardan, komplikasyon olarak gelisebilecek

enfeksiyonlara kadar dikkatli bir planlamaya ihtiya¢ duyarlar[30].
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Tablo 5 Akut porfiriyalarda kullanimi givenli ve guvenli

kabul edilmeyen ilaglardan bazilar
(Tablo Anderson ve arkadaslarinin derlemesinden modifiye edilmistir [18].)

Kullanimi glivenli olmayan ilaglar Kullanimi giivenli ilaglar
Alkol Asetaminofen
Barbituratlart Aspirin
Karbamazepinet Atropin
Karisoprodolt Bromidler
Klonazepam (ylksek dozlari) Simetidin
Danazolt Eritropoetin§
Diklofenak ve muhtemel diger NSAID'lert Gabapentin
Ergo alkaloidleri Glukokortikoidler
Ostrojenlertt insulin
Etiklorvinolf Narkotik analjezikler
Glutetimidt Penisilin ve tlrevleri
Griseofulvint Fenotiyazinler
Mefenitoin Ranitidint§
Meprobamat (ayrica mebutamat ve tibutamat)t Streptomisin
Metipirlon
Metoklopramidt
Fenitoint
Primidont
Progesteron ve sentetik progestinlert
Pirazinamidt
Pirazolonlar (aminopirin ve antipirin)
Rifampint

Siksinimidler (etosuksimid ve metsiksimid)
Silfonamid antibiyotiklert
Valproik asidt

llaglar ve giivenlik durumlari hakkinda daha detayl liste literatiirlerde[7] ve Web sayfalarinda
mevcuttur: (www.porphyriafoundation.com ve www.porphyria-europe.com gibi).

NSAID'ler = nonsteroid anti-inflamatuar ilaglar.

1 ABD siniflamasinda bu ilaglar icin porfiriya agisindan kontraendikasyon, uyari, dikkatli
kullanim, veya yan etki ibareleri yer almaktadir. Glvenli olmayan ilaglarda, bu tarz bir ikaz ifadesinin
bulunmamasi glivenle kullanilabilecekleri anlamina gelmez.

I Codunlukla 6strojen-progestin kombinasyonlari ile elde edilen deneyimler sonucu PCT
alevlenmesine yol agmalari sebebiyle dstrojenler zararli olarak kabul edilmistir. Akut porfiriya ataklarini
tetiklediklerine dair kanitlar zayif olmasina ragmen dikkatle kullaniimalidirlar. Diisiik doz &strojen (6rn.
transdermal), siklik ataklari olan kadinlarda gonadotropin saliverici hormon analoglarinin yan etkileri
onlemek icin givenli bir sekilde kullaniimistir.

§ ABD etiketleme sisteminde ilaglarda porfiriya igin dikkatli kullanim siniflamasinda

listelenmesine ragmen, diger kaynaklar tarafindan glvenli olarak kabul edilmektedirler.
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2.4.1.5. Ne Zaman Akut Porfirik Ataktan Suphelenmeliyiz?

Ozellikle karin agrisi gibi énde gelen semptomu olan herhangi bir
hastada ilk klinik degerlendirme baska bir nedeni desteklemiyorsa(bkz. Tablo
4) “akut porfiriya 6n tanisi” gz énunde bulundurulmaldir. Genellikle pratikte
yapilan, diger karin agrisi etiyolojileri i¢cin goruntileme galigmalarini da igeren
pahali, zaman alicli ve verimsiz aragtirmalar ve hatta gereksiz cerrahi
girisimlerden sonra akut porfiriya 6n tanisi didsundlmesidir. Hastanin
hastaneye yattigi saat iginde basit, hizli bir laboratuvar testi ile idrar PBG

Olculerek taninin konmasi veya dislanmasi ana hedef olmalidir.

Her ne kadar tek bir karakteristik semptom taniya yol gosterse de,
karin agrisi olan bir hastada ek bulgular (6rnegin, koyu veya kirmizimsi idrar,
yeni baslangi¢li hipertansiyon, hiponatremi, proksimal kas gugsuzlugu,
menstrual siklusun luteal fazi ile iligkili agri; son gunlerde atagi tetikleyen
ilaglarin kullanimi; ya da dasuk kalorili, disik karbonhidrath diyetler) akut
porfiriya suphesini artirabilir. Tek basina hi¢ bir belirti ve bulgu, tani
koydurucu degildir, ve hatta hastalarin %5-10’unda en sik gorulen bulgular
olan karin agrisi ve tasikardi olmayabilir. Etkilenen ailelerdeki mutasyon
tastyicilarinin  ¢gogu asemptomatik oldugu igin, sadece aile hikayesinin
alinarak akut porfiriya tanisinin dislanmasi, klinisyeni yaniltabilir. Ancak karin
agrisi veya akut porfiriyayl destekleyen diger bulgular beraberinde aile

hikayesi pozitif olan hastalar hemen test edilmelidir.

Porfiriya hastalarinin yanlis tani almasi ¢ok yaygin oldugu icin, negatif
aile hikayesi klinisyeni bu supheden uzaklastirmamalidir. Tani igin temel olan
laboratuvar sonuglari tekrar gézden gegiriimelidir. Eger onceki sonuglari
mevcut degil ise,“hemin” uygulamasi Oncesinde supheli hasta tekrar test
edilmelidir. Akut porfiriya tanisi konulan hastalara, tibbi uyari bilekligi
takmalari, tibbi uyari kartlari tagsimalari ve miracat edilen saglik kurulugsunun
personelini bilgilendirmek igin dnceki laboratuvar sonug, rapor ve kayitlarini

beraberlerinde tutmalar 6nerilir.
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Akut porfiriya hastasi oldugu kanitlanan hastanin tekrarlayan ataklar
zaman iginde siklikla birbirine benzer ve ¢ogunlukla klinik olarak tani konur.
Tekrarlayan ataklarda artik biyokimyasal teyit gerekli degildir. Semptomlarin
diger nedenlerinin (6rnedin, pankreatit ve apandisit gibi) dislanmasinin

ardindan tedavi hemen baglanmalidir.
2.4.1.6. Akut Atak Tanisi

Gecikmis tedavi norolojik hasar ve hatta 6lumle sonlanabildigi igin akut
porfirik atak tanisinin hizli ve dogru konmasi bayuk énem tagimaktadir. Akut
porfiriya tiplerinin hizla dislanmasi, ayni zamanda alternatif tani konulmasi

asamasindaki gecikmeyi Onler.
2.4.1.6.1. Biyokimyasal Baslangi¢ Testleri

Belirtiler sirasinda veya akut atak esnasinda akut porfiriya tanisi igin
idrar PBG 6lgiim testi biyokimyasal olarak ilk yapilacak olan testtir. AiP, HCP
ve VP akut ataklari sirasinda porfirin prektrsort olan PBG hemen her zaman
idrarda artmistir(>1.5 umol/mmol kreatinin). Bu bulgu sadece bu hastaliklara
has olup, diger hic¢bir tibbi durumda karsilagiimaz. Ancak baslangic¢ testi
olarak yapilan bu testte idrar PBG seviyeleri “hemin” alan hastalarda(“hemin”,
ALA ve PBG seviyelerini hizlica dusurar), nadir ADP hastalarinda(ALA
seviyesi yuksektir, ancak PBG seviyeleri artmamigtir) ve bazi VP ve HCP
hastalarinda(AiP’ya goére VP ve HCP’da ALA ve PBG artiglari kalici degildir.)
yuksek bulunamayabilir.

Renksiz pirol olan PBG icin Tablo 6’da 6zetlenmis olan ¢ogu test
Ehrlich reaktifiyle(p-dimethylaminobenzaldehyde) menekse renkli pigment
olusumuna dayanir[31]. PBG, Ehrlich aldehiti ile reaksiyona giren 6zellikle
urobilinojen basta olmak Uzere idrardaki diger maddelerden ayriimaldir.
Mauzerall-Granick metodu[32] ve iligkili benzer yontemler, ALA ve PBG
seviyelerinin guvenilir ve kantitatif olgimu i¢in kullanihr. Trace PBG Kiti
(Thermo Scientific Trace/DMA, Arlington, Texas) yuksek idrar PBG duzeyini
tespit etmek igin hizli bir tani ydntemidir. >25 ymol/L’den ylksek (>6mg/L)
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PBG seviyelerini tespit edebilen ve ylksek seviyelerin semi-kantitatif tahmini
icin renk skalasi olan bir kittir. Semi-kantitatif PBG olgimu yapan bu kit
baslangi¢ testi olarak yeterli sensitivite ve spesifiteye sahip olup acil analiz

icin uygun bir secenektir[33].

Tablo 6 Artmis idrar PBG saptanmasinda kullanilan kalitatif metodlar

(Tablo Anderson ve arkadaslarinin derlemesinden modifiye edilmistir[18].)

Metod Ozellik Test Prensibi Avantajlari Dezavantajlari

(Kaynak)

Watson— Kalitatif Organik solvent Hizli; reaktifler Sensitivite eksikligi;

Schwartz [34] ekstraksiyonuyla diger  hazir referans standardi yok;
maddelerden PBG- Birkag ekstraksiyon
Ehrlich reaktif basamagina
pigmentinin gereksinim duyar;
seperasyonu yanlis-pozitif sonuglar

sikt; ALA seviyesini
Olgmez.

Hoesch [35] Kalitatif ~ Ters Ehrlich reaksiyonu  Hizli; reaktifler Sensitivite eksikligi;
olarak da hazir referans standardi yok;
adlandinlabilir.i yanhs-pozitif sonuglar

sikt; ALA seviyesini
olgcmez.

Mauzerall—- Kantitatif Anyon ve katyon Rutin olarak Arada bir yapilirsa

Granick [32] degistirici resinler, yapllirsa hizli; (rutin uygulama
interfere eden spesifik; ALA ve olmadan) biraz
maddelerden PBG ve PBG seviyelerinin  komplekstir.

ALA'yi sirasiyla ayirir. her ikisini de

Ehrlich reaktif Olger; tek

kullanimindan once, kullanimlik

ALA pirol olusturmak kolonlari mevcut.

Uzere reaksiyona

sokulur.
Trace PBG Semi- Mauzerall-Granick Hizli;; spesifik; ALA seviyesini 6lgmez.
Kitt [33] Kantitatif metodundaki gibi ticari kiti mevcut

anyon degistirici resin
kullanilir.

ALA = 5-aminoleviilinik asit; PBG = porfobilinojen.
T Yanhs-pozitif sonuglar 6zellikle tecrube eksikliginden kaynaklanir.
T Thermo Trace/DMA, Arlington, Texas.

Akut atak sirasinda idrar PBG yaklasik 30-100 kat artar. idrar ALA
atiminin Ust sinir 3.8 umol/mmol kreatinin, PBG ekskresyon Ust siniri ise 1.5

umol/mmol kreatinin kadardir.

Atak sirasinda porfirin preklrsorlerinin idrarla atimi ¢ok yuksektir. Bu
nedenle, degisik laboratuvarlara ait referans araliklarinin farkli olmasi, akut
atak tanisini koymada c¢ok az etkilidir. 24 saatlik idrar toplanmasi ise akut

atak tanisi icin gerekli degildir ve taniyr geciktirmektedir. 24 saatlik idrar
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sonugclarindan farkl olarak, spot idrar sonuglari mmol kreatinin basinaumol
PBG olarak ifade edilir. “Hemin” tedavisi sonrasindaki Klinik iyilesmeyle
beraber test sonuglarinda dramatik bir dlisis gozlenir. Uzamis latent donem
ve “hemin” tedavisi sonrasi haricinde, atagi izleyen iyilesme doneminde ALA
ve PBG duzeyleri genellikle ylksek kalir. HCP ve VP hastalarinda ALA ve
PBG seviyeleri AiP’ya gére daha az artmigtir ve atak sonrasi dénemde daha
hizli diaser. ADP hastalarinda PBG seviyelerinde &6nemli bir artis
olmadigindan bu hastaligin tanisinda, idrar ALA ve porfirin seviyelerinin

ikisinin de olgumu gerekir.

Geciken tani hayati tehdit edebileceginden, ozellikle blUyuk saghk
tesisleri hizh PBG tayini yapan bir yontemi her zaman kullanima hazir
bulundurmalidirlar. Ayni spot idrar 6rnegi 1siktan korunarak ve katki maddesi
eklenmeden buzdolabinda veya dondurarak saklanmalidir. Saklanan bu
ornek, semikantitatif PBG sonucunu dogrulamaya, kantitatif ALA ve PBG
duzeylerini belirlemeye, ALA ve PBG seviyeleri goktan normale dénmus olan
VP ve HCP hastalarinin tespiti i¢in yapilan total porfirin dlgimine ve ¢ok
nadir olan ADP’li hastalardaki yuksek ALA duzeylerinin dlgimune olanak
saglar. Renal disfonksiyonu olan hastalar icin ALA ve PBG odl¢gumleri

serumda yapilabilir.

Sayet PBG seviyeleri yuksek ise, Sekil 5’de gdsterilen ikinci seviye
testlerle porfirin metabolizmasindaki bozukluk kesin olarak tespit edilir[36].
Tedavi agisindan bakildiginda atak doneminde ikinci basamak test
sonuglarinin gikmasi beklenmez, tedavi geciktiriimez. Sadece ALA duzeyinde
bir artis varsa, ADP ve ALA-dehidrataz aktivitesinde azalmaya neden olan

diger nedenleri (6rn, herediter tirozinemi tip I) tedavi dncesi ayirt edilmelidir.
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Akut porfiriya klinik

suphesi
Hizli PBG Testi
(Semi-kantitatif, spot idrar)
v ' )
PBG seviyesi N J [ idrar PBG seviyesi J

¥ ¥

Akut porfiriya (AIP, HCP veya
AIP, HCP ve VP disl
i islend: ] L VP) dogrulandi
1

v ¢ }

ALA ve PBG Ol¢iimii ALA ve PBG ve Porfirinlerin él¢imii Spesifik
L (ayni 6rnek) (ayni 6rnek) Tedavi
| Plazma ve gaita porfirinleri

v Eritrosit PBG deaminaz
S Yorum icin Tablo 3’e bakiniz
Her ikisi de N [ ALA seviyesi 1, } ( £ I )

PBG seviyesi N
v I

Al ALAD eksikliginin Total gaita | Total gaita [ Total gaita “
tanisi diglandi g orfirinleri N orfirinleri P orfirinleri 1
nedenlerini belirle P , P ’ p ,

Plazma piki: Gaita Gaita
| 620nm, koproporfirin Protoporfirin
& 0 PBG Deaminaz N, Plazma M, Plazma

Tani: ADP | Kirshn aktivitesil, piki:620nm piki:624nm

& Zehirlenmesi, ,l, ‘L
/ N Herediter " s \ [
Spesifik tedaviye tirozinemi Tip 1 Tani: AIP Tani: HCP Tani: VP
bagla veya diger & &
& bozukluklar e G ChoY \ BEOX
dogrulandi
mutasyonuna mutasyonuna mutasyonuna
Al bak bak bak
mutasyonuna
bak

Sekil 5 Akut Porfiriya disundlen hasta igin 6nerilen tani algoritmasi

(Tablo, Foran ve arkadaslari ile Anderson ve arkadaslarinin derlemelerinden

modifiye edilmistir [8, 18].) N:normal, 1:artmis, |:azalmis sonuglari ifade etmektedir.
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2.4.1.6.2. Akut Porfiriya Tipinin Biyokimyasal Dogrulanmasi

“‘Hemin” tedavisi baslamadan 6nce alinan orneklerde eritrosit PBG
deaminaz aktivite 6élgimi, idrar, plazma ve gaita porfirin seviyelerini de
iceren ikinci basamak testleriyle AIP, VP ve HCP (dzellikle klinik olarak aktif
olduklarinda) kolayca ayirt edilebilirler(Sekil 5). Bu testlerle yolaktaki iki enzim
eksikliginin ayni anda bulundugu nadir dual-porfiriya bozukluklari da

saptanabilir.

idrar ve gaita total porfirin dlzeylerindeki artiglar ve ylksek
performansli  sivi  kromatografisi veya ince tabaka kromatografisi ile
seperasyon sonrasl herbir porfirindeki goreceli artiglar, tani i¢in bluylk énem
tasimaktadir. Bu nedenle, spot idrar ve gaita 6rnekleri ikinci basamak test igin
uygundur.Total plazma porfirin seviyelerinin en iyi 0Olgim yontemi
asidifikasyon ve solvent ekstraksiyonu ile ya da nétral pH’daki dilie

plazmada florometrik olarak élgimuaduar[37].

idrar porfirin analizi tek basina bu ayirim icin yeterli degildir. VP’'da
total gaita porfirin konsantrasyonu artmisken, protoporfirin konsantrasyonlari
(protoporfirin 1X) koproporfirinden daha yiiksektir. AiP’da ise genellikle bu
degerler normaldir. HCP’da ise total gaita porfirin konsantrasyonu yine
artmistir, ancak artan ana komponent koproporfirindir ve izomerlll/l orani
2’den buyuktur[38].

Remisyon sirasinda idrar, gaita ve plazma porfirin konsantrasyonlari,
her U¢ akut porfiriya’da da genellikle normaldir[39]. Remisyon veya
presemptomatik donemdeki VP hastalan igcin en sensitif metod plazma
floresan emisyon spektroskopisidir (Eger hasta 15 yasindan buyuk ise %60
sensitif ve %100 spesifiktir). HCP igin gaita koproporfirin izomer Ill/l oraninin
2’nin Ustiinde olmasi eriskinlerde sensitifken, c¢ocuklardan bu oranin

sensitivitesi gosterilememistir[40].

VP’nin 624-628nm’de pik verdigi géz 6ninde bulunduruldugunda[37],

plazma floresan emisyon spektroskopisi tiplendirmede yapilacak ilk
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testlerdendir[41]. Ancak her iki tip icinde 620nm’de emisyon piki
g6zlendiginden, bu test AIP ve HCP ayiriminda kullanilamaz[42)].

Duyarlilik, 6zgulluk, ya da her ikisinin eksikligi nedeniyle sadece ikinci
basamak testlerine dayanarak akut hastaya baglangi¢ tanisi konulmamalidir.
Cunki birgok non-porfirik kosul idrar porfirin seviyelerini arttirilabilir. Ornegin
normalde idrarin baskin porfirini olan koproporfirin, kismen safra yoluyla da
atilir. Hafif siddette karaciger disfonksiyonlarinda bile safra koproporfirin
ekskresyonu azalip, idrar atihmi artabilir. Bu nedenle, artan idrar

koproporfirini her zaman “hem” sentezinde bozuklugun gostergesi degildir.

Normal PBG dlzeyiyle beraber, ALA dizeyindeki énemli artis ALA-
dehidrataz eksik porfiriya’yi (ADP) gostermektedir. Bununla beraber bu
eksikligin diger nedenlerini ekarte edebilmek icin ileri degerlendirme
yapilmalidir. Bahsedilen diger nedenler arasinda, akut porfiriya benzeri
semptomlari olan herediter tirozinemi tip 1 ve kursun zehirlenmesi yer alir.
Herediter tirozinemi tip 1 ve kursun zehirlenmesinde de ADP gibi, idrar
koproporfirin 1l ve eritrosit ginko protoporfirin (ZPP) duzeyleri de artabilir.
ADP ve AiPde gérilen artmis porfirin seviyeleri, karaciger disindaki
dokularda asirnt ALA metabolizmasindan kaynaklanabilir. Klinisyenler hem

enzimatik hem de molekuler yontemler kullanarak ADP’y teyit etmelidirler.
2.4.1.6.3. Enzim Aktivite ve DNA Testleri

Aslinda porfiriya tanisi genellikle basittir ve sadece biyokimyasal
inceleme gerektirir. Belirtileri olan hastanin uygun orneklerindeki uygun analit
Olculur. Gergekte, semptomlarin non-spesifik olmasi dolayisiyla “hem”
prekursor konsantrasyonlarinin arttigi  gosterilmedigi surece porfiriya,
ataklarin nedeni olarak kabul edilemez. Genetik test, nadiren porfiriya tanisi
icin gereklidir ve hatta bazen bir mutasyonun bulunamadigi veya
siniflandirimamig varyantlar tanimlandiginda kafa karigtirici ve yaniltici dahi

olabilir.
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Ancak akut porfiriya tlrini dogrulamak ve risk altindaki asemptomatik
akrabalari belirlemek icin PBGD enzim aktivite 6lgimi ve DNA mutasyon
analizi testi gereklidir.

DNA analizi yapilamadigi veya bireyin mutasyonu tespit edilemedigi
durumlarda, eritrosit PBG deaminaz aktivite olgumu yararlidir. Enzim
aktivitesinde, %50'den fazla bir disme olmasi ve artmis PBG
konsantrasyonlari AiP tanisi lehinedir. Bu test, AiP saptanan hastanin aile
bireylerinin taramasinda kullanighdir. Bununla beraber, normal olarak
sonuglanan eritrosit PBG deaminaz aktivite testi, AIP’y1 dislamaz. Cunkd,
PBG deaminaz geninin bazi mutasyonlari eritrositler haricindeki karaciger ve
diger organlarda enzimin eksikligine yol agabilmektedir[43]. Enzim aktivitesi
ile kesin tani konulamamasinin sebepleri vardir: 1) Eritrosit PBG deaminaz
aktivitesinin normal araligi 3 kat yuUkseklie kadar degisebilmektedir ve
dusuk-normal ve yuksek-tasiyici degerleriyle Ust Uste binebilir (overlapping).
2) Enzim aktivitesi genc eritrositlerde, yash olanlara nazaran ¢ok daha
yuksektir ve bu nedenle eritropoezin uyarildigi durumlarda enzim aktivitesi
artabilmektedir. 3) Kan 6rneklerinin hatali test edilmesi, yanlis depolanmasi,

ve uygunsuz transportu enzim aktivitesini azaltabilir.

HCP ve VP’da enzim eksikligini gosteren testler, teknik olarak zordur
ve lenfosit veya fibroblast kulturleri gibi mitokondrisi olan hucre

ekstraktlarinda gercgeklestiriimelidir.

Akut ataklardan korunabilmek igin latent hastaligi olanlarda aile
taramasi zorunludur. DNA analizi, mutasyonun tespit edilmesinde gold
standart yontemdir[44]. Biyokimyasal olarak akut porfiriya tipi tanimlandiktan
sonra AIP (HMBS)[45], HCP (CPOX)[46]., VP (PPOX)[47]., ve ADP (ALAD)
icin gen mutasyon analizi gergeklestiriimelidir. Tasiyici bireylerde DNA analizi
icin, kesin olarak etkilenmis bir aile bireyindeki (biyokimyasal olarak tani
konmus indeks vakadaki) mutasyonun o&ncelikle tespiti gereklidir. Tum
porfiriyalarin genleri tanimlanmig ve birgok mutasyon yayinlanmigtir. Duzenli
olarak  guncellenen = mutasyon listesi insan Gen Mutasyon

Veritaban’'nda(HGMD: http://www.hgmd.org/) yer almaktadir.
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DNA calismalari, ataklari olan hastalarin tanisinin kesinlestiriimesine
ve risk altindaki asemptomatik aile Uyelerinin hizh ve dogru sekilde test
edilmesine olanak saglar. Cogu mutasyon aileye 6zgu olmakla beraber
Glney Afrika’daki VP[48], kuzey isveg'deki AiP[49] gibi tek bir hastadan
nesiller boyunca aktarilan belirli mutasyonlar gibi istisnalar olabilir.
GlnlUmuize kadar AIP igin 390, HCP icin 64, VP icin 174 tane mutasyon
tanimlanmistir. Oldukga nadir olan ADP igin sadece 12 ALAD mutasyonu
bildirilmistir[50] (The Human Gene Mutation Database, online erisim: http:/
www.hgmd.org , erisim tarihi: 01.06.2014).

Hasta bireydeki nedensel mutasyon tanimlandiktan sonra risk altindaki
asemptomatik akrabalarin belirlenmesi ve bu kigilere akut atagi
tetikleyebilecek ilaglar, aclik, hormonlar ve diger presipitan faktorler hakkinda
danismanlik veriimesi 6nemlidir[51].Tercihen akut bir atak gelisiminden 6nce
genetik durum hakkinda edinilen bilgi, aile Uyelerinin yagam tarzi konusunda
bilingli kararlar verebilmesine ve bazi ilaglarin potansiyel risklerini bilmesine
olanak saglar.Ancak latent porfiriya, sagligi veya hayat sigortasini sinirlayan
bir saglik riski olarak yorumlanmamalidir. Akut hepatik porfiriyalar icin mutant
gen tasiyan fetise enzimatik ve molekller calismalar ile prenatal tani
konabilir, ancak ¢ogu tasiyicinin asemptomatik olmasi nedeniyle bu durum
¢ok nadirdir.

Akut hepatik porfiriyalarin cogu otozomal dominant kalitimla seyrettigi
(Otozomal dominant kalitim igin Bkz. Sekil 6) ve puberte dncesi biyokimyasal
testlerin ¢cogunun normal sonuglandigli dusunuldigunde aile taramasinin

gerekliligi daha net anlagilacaktir.
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Sekil 6 Otozomal dominant kalitim

Buglne kadar akut hepatik porfiriyalarda higbir genotip/fenotip
korelasyonu bulunanmamistir. Ancak istisnalar da mevcuttur: Homozigot
dominant AiP[19], VP[52], HCP ve ciddi etkilenmis mutasyon-spesifik varyant
form olan harderoporfiiya hastasi g¢ocuklarda bu  korelasyon
saptanmistir[11]. Buna ek olarak, kronik atadi olan veya sik atak geciren
hastalarda modifiye edici veya predispozan genleri tanimlamak igin
ekzomik/genomik sekans cabalari ya da genom capinda iligki ¢alismalari

henlz yeterli degildir.
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2.4.1.7. Akut Ataklarin Tedavisi

Akut hepatik porfiriya tiplerinden akut ataklarin tedavisi igin Gzerinde
fikir birligi saglanmis rehberler mevcuttur[18]. Kisaca akut atak sirasinda,
genellikle abdominal agr icin narkotik analjezikler gereklidir ve bulanti,
kusma, anksiyete icin fenotiyazinler etkilidir. Uykusuzluk ve huzursuzliuk
kloralhidrat veya bazi dusik doz kisa etkili benzodiazepinlerle tedavi edilir.
Nobetleri tedavi etmek zordur, ¢unkli hemen hemen tum antiepileptik ilaglar
ataklari tetikleyebilirler. Gabapentin ve muhtemelen vigabatrin, glvenli bir
sekilde verilebilir, benzodiazepinler ise rolatif olarak guvenlidirler. Nobetlerle
iligkili hiponatremi ve hipomagnezeminin dikkatle duzeltiimesi onemlidir.
Tasikardi ve sistemik arteriyel hipertansiyon (-adrenerjik bloke edici ajanlar
kullanilarak tedavi edilebilir. Ancak bu durum, hipovolemik hastalarda tehlikeli
olabilir. Cunkl, bu hastalarda katekolamin salgilanmasi 6nemli bir
kompensatuvar mekanizma olabilir. Genellikle %10’luk intravendz glukoz (en
az 300 g/gun) ile yapilan karbohidrat ylklemesi, parezi ve hiponatremi gibi
bulgulari barindirmayan hafif ataklarda etkili olabilir. Karbohidrat aliminin
akut ataklari duzelttigi gercegdi yapilan son calismalarla desteklenmistir.
Yapilan bir galismada, hiz kisitlayici olan hepatik ALAS?’in, peroksizom
proliferator-aktive  reseptor-koaktivator 1a(PCG-1a) ile dizenlendigi
saptanmigtir ve bu sayede, beslenme durumu ve akut ataklar arasinda

onemli bir baglanti tespit edilmigtir[53].

intravendz ~ “hemin” ise  porfirin  prekirsérlerinin - atihminin
azaltilmasinda iv. glukoza gore daha etkilidir[54]. Bu tedavi ilk olarak 1971°de
tanimlanmig[55] ve sonrasinda 1983 yilinda FDA onayi almistir. intravendz
“‘hemin” altta yatan patofizyolojiye yénelik tedavi saglar. Hepatik ALA sentaz
aktivitesini azaltarak, ALA ve PBG asin uretimini baskilar. Oral alinan
‘hemin”, intestinal absorbsiyon sirasinda “hem oksijenaz” tarafindan
katabolize edileceginden oral olarak kullanilamaz. Birgok klinik c¢alisma
“‘hemin”e biyokimyasal ve klinik olarak olumlu bir cevap verildigini
goOstermistir[56]. Hafif ataklar i¢in 1-2 gunlik karbohidrat yuklemesine cevap

alinmadiginda “hemin” tedavisi Onerilir. Orta ve siddetli ataklarda, ilk tercih
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olarak “hemin” tedavisine baslanilabilir. Tedavi geciktiginde yanit daha yavas
oldugundan c¢ogu akut atak icin tedaviye erkenden baslanmasi
onerilmektedir[57]. Genel olarak intravendz “hemin”in erken uygulanmasi
daha iyi sonuglar dogurmustur[58]. Ancak her ne kadar Urln etiketinde
intravendz glukozun ilk olarak denenmesi gerektigi yazsa da, “hemin” tercih
edilen tedavi segenegdidir[59]. Standart tedavi rejimi “hem arginat” (Orphan
Europe), “hem” albimini (insan alblmini ile sulandiriimigs hematin) veya
liyofilize hematin formundaki “‘hem”’in(Panhematin, Lundbeck
Pharmaceuticals) 4 gin boyunca gunde bir kez 3-4 mg/kg dozunda yapilan

intravendz infuzyonudur.

Allojenik karaciger nakli, kronik veya sik akut atak geciren ve tedaviye
yanit vermeyen AIP ve VP hastalarinda gergeklestirilmistir[13].
Transplantasyon sonrasi dnceden yuksek olan idrar ALA ve PBG seviyeleri
24 saat icinde normale donmastir. Alicilar transplantasyon sonrasinda
yillarca atak gecirmemiglerdir. Ancak karaciger nakli yuksek riskli bir islemdir
ve sadece ciddi ataklari olan hastalarda son g¢are olarak dusunulmelidir[17].
Enzim replasman tedavisi konusunda daha onceleri cok merkezli galismalar
yapilmis, ancak basarisizlikla sonuglanmasi Uzerine denemelere son
verilmigtir. Son dbénemlerde, karacigere hedeflenmis gen tedavisi, insan
AiIP’sinin fare modelindeki ilagla indiklenmis biyokimyasal ataklardan

korunmada basarili bulunmustur[60].
2.4.1.8. Takip ve Korunma Onerileri

Gelecekteki ataklarin dnlenmesi, tetikleyici faktorlerin belirlenmesi ve
hasta egitimini gerektirir. Alkol, sigara ve atag tetikleyebilecek ilaglardan
uzak durmak ve uygun beslenme onemlidir. Medikal uyari bileklikleri ve
cuzdan i¢i bilgi kartlari, midahale eden tibbi personelin bilgilenmesini
saglayacak, bu sayede guvenli olmayan ilaglari kullanilma riskini azaltacaktir.
Muhtemelen tanimlanamayan modifiye edici genler veya cevresel/endojen
tetikleyici  faktorler nedeniyle, tetikleyici oldugu bilinen faktorlerin

uzaklastirimasina ragmen bazi hastalar sik atak gecirmektedirler. Bu
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hastalar diyetisyen tarafindan degerlendiriimeli ve uygun, dengeli diyet

Onerilerine uymalidirlar.

Akut porfiriya atagl nedeniyle rapor edilmis 6lum oranlari 1970 senesi
oncesinde %10-52 civarindadir[61]. 1971 yilinda tanimlanan hemin tedavisi,
tani, tedavi ve koruma prosedurlerinin gelismesi, risk altindaki gen
tasiyicilarin  belirlenmesi, barbitirat ve sulfonamid gibi atadi presipite
edebilecek antibiyotiklerin kullaniminin azalmasi nedeniyle 1970 yilindan bu
yana prognozda iyilesmeler saglanmigtir. 1996’da Amerika’da yapilan bir
calismada ve 1971°’den sonra tani almis 86 hastadan 12’sinin (%14) akut
atak nedeniyle hastaneye yatirildiktan sonra oldugu tespit edilmigtir. Bu
hastalardan 11’i atak ileri evreye ilerledikten sonra (10'u mekanik
ventilasyona alindiktan sonra) “hemin” tedavisi almistir[27]. Ayni ¢alismada,
akut atak geciren hastalardaki mortalite oraninin genel populasyona gore 3
kat fazla oldugu ve gecikmig tani ve tedavinin hala 6nemli bir sorun oldugu
tespit edilmigtir.

2.4.1.9. Akut intermitant Porfiriya, HMBS Geni ve Molekiiler Analiz
Teknikleri

Akut intermitan porfiriya (Online Mendelian Inheritance in
Man,OMIM#176000), hidroksimetilbilan sentaz genindeki mutasyonlar
sonucu HMBS enzim (EC 2.5.1.61 , OMIM#609806) aktivitesinde kismi bir
defektle seyreden, nadir rastlanilan, az hatirlanan ve 6lumcul olabilen bir
hastaliktir.[62]. “Hem” metabolizmasinin dogumsal bozuklugu olan bu
hastalik, Ozellikle ALA ve PBG gibi nérotoksik ara urtn birikimi ile

karakterizedir[1].

AiP, birgok lilkede akut porfiriyalarin en sik gorilen tipidir. Tim
diinyada gérilmekle birlikte iskandinav Ulkeleri, ingiltere ve irlanda'da daha
sik rastlanir. Genel prevalansi 100.000'de 1-10 arasinda degismektedir[63].
Avrupa genelinde ise 75000 AiP hastasi oldugu tahmin edilmektedir[1].
Otozomal dominant olarak geger, fakat klinik penetrasyonu degiskendir.
Cogunlukla latent seyreder[64]. Ulkemizde prevalans ile ilgili bir ¢calismaya

rastlanmamisgtir.
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Akut ataklar hastahigin en korkulan belirtisi olup o6lumcul olabilir.
Merkezi, periferik ve otonom sinir sistemi hasarinin bir sonucu olarak
olusmaktadir. En sik gorulen belirti ve semptomlar sirasiyla karin agrisi
(%80), kabizlik (%50), bulantt ve kusma (%50), tasikardi (%40),
hipertansiyon (%31), idrar renginde degisim (%25), ates (%16), ndbetler (10-
16%), solunum felcidir (9-14%)][8].

Semptomlarinin stipheli olmasi ve diger hastaliklarin semptomlariyla
ortusmesi sebebiyle klinisyenler tarafindan siklikla gbéz ardi edilebilir ve
dolayisiyla yanlis teshis konulabilir[65]. Hatta bazi arastirmacilar AIP igin
klguk taklitci[66] veya simulator[67] lakabini uygun gérmuslerdir . Ancak akut
ataklar yasami tehdit eden Ozellikte olabilir, bu yuzden dogru tani ve tedavi

¢cok 6nemlidir[62].
Semptomatik hastalarda AIP tanisi, ALA ve PBG gibi porfirin

oncullerinin idrardaki yuksekligi ve enzim aktivitesi ile kolaylikla tespit
edilebilir[68]. 2002’de yayinlanan 196 vakalik bir calismada, asemptomatik ve
remisyondaki semptomatik AIP hastalarinin %88'i idrar PBG 6lglimii
kullanilarak saptanabilmistir. Ayrica, saglikli akrabalarda da porfirinler ve
bunlarin &nculerinin idrar ve gaita atihmi seviyeleri genellikle yuksek
saptanmistir[69]. PBG ve ALA'nin konsantrasyonlari ile klinik semptomlarin
siddeti korele degildir. Asemptomatik hastalarda ALA ve PBG’nin asiri
miktarda atilimi sdrekli goérilmez. ALA ve PBG’nin normal oldugu latent
doénemlerde eritrosit PBG deaminaz enzim analizi tani koydurucu olabilir[70].
Ancak normal ve hasta degerleri arasindaki anlamli 6rtisme nedeniyle, bu
enzimatik test de her zaman sonug¢ vermeyebilir[71]. Gaita ve idrar porfirinleri
genelde akut ataklar harici normal degerlerde olabilir. Diger taraftan, AiP
hastaliginin  non-eritroid formuna  (non-eritroid varyant AIiP) sahip
asemptomatik kigiler konvansiyonel biyokimyasal yoOntemlerle tespit
edilemeyebilirler. Zira bu Kisilerin idrar ALA ve PBG atilimlari ve eritrosit

PBGD aktiviteleri normal sinirlar igerisinde olabilir[72].

ilag, alkol ve aclik gibi presipite edici faktdrlerden kaginilarak AIP

tasiyicilarinda akut atak onlenebilir. Bu hastalar i¢cin semptomatik dénem
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oncesi tani konulmasi zorunludur[73]. Bu hastaliktaki anahtar nokta onlem
almaktir. Guvenli olarak tanimlanan ilaglarin kullaniimasi, oral karbonhidrat
aliminin uygun seviyelerde yapilmasi, stres, sigara, alkol, deneysel ve klinik
calismalarla guvenilir olmadigi kanitlanan ilaclar ve acliktan uzak durulmasi
ancak AIP riski altindaki asemptomatik akrabalarin da atak gecirmeden
taninmasi ve genetik danismanlik verilmesi sayesinde gerceklesebilir[62].
Bununla birlikte, AiP taramasi icin en glvenilir ydntem spesifik HMBS gen
mutasyonunun tanimlanmasidir. DNA analizi, enzim olgumlerinin belirsiz
sonuglar verdigi tagiyici bireyler igin, essiz ve guvenilir bir yontem olarak
g6zukmektedir[74]. Her ne kadar akut porfiriya atagi 6nceden tahmin
edilemese de, molekuler tanidaki ilerlemelerle mutasyonu tasiyan diger
asemptomatik aile tyeleri tespit edebilebilir[75]. Ayrica AiP gen tasiyicilarinin
saptanarak 50 yas Uzerindekilere hepatoselliler karsinoma agisindan yillik

karaciger taramasi yapilmasi dnerilmektedir.

Hastaliktan sorumlu gen olan HMBS geni, “hem” biyosentez yoluna ait
ayni isimdeki Uguncl enzimi kodlamaktadir. Enzim degisik kaynaklarda
porfobilinojen deaminaz (PBGD), pre-uroporfirinojen sentaz, Groporfirinojen 1
sentaz ve uroporfirinojen | sentetaz gibi farkh isimlerle de anilmaktadir. 10
kb’'lik HMBS geni, kromozom 11924.1- q24.2’de (bazi kaynaklarda 11923.3-
g23.3 gecmektedir) lokalizedir[76] ve boyutlari 39 ile 438 bp arasinda degisen
15 ekzon icermektedir[77]. iki promotérden kaynaklanan iki primer transkriptin
“alternatif splicing”i ile iki farkli mMRNA Uretilir[78]. Eritroid promotor, intron 1’in
3 kb akis asagi(downstream: 3' uca dogru) yonunde lokalizedir ve sadece
eritroid hicrelerde aktiftir. Non-spesifik promotér ise 5' ug bdlgesinde, ekzon
1’'in akis yukarisinda(upstream: 5' uca dogru) lokalizedir ve tim dokularda
aktiftir. Akis yukari(upstream) promotor, ekzon 1 ve ekzon 3-15 ile “transkript”
sentezini yonlendirirken, akis asagi(downstream) promotdr ekzon 2-15 ile
“transkript” Uretir.(Bkz. Sekil 7) iki mRNA PBGD'in sirasiyla 42-
kDa(kilodalton)luk (361 aminoasit)non-spesifik, 40-kDa(kilodalton)'luk (344
aminoasit) eritroid spesifik izoformlarini kodlar. Bu izoformlar sadece

aminoasit diziliminin -NH; terminalinde farklihk gosterir[79].
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Sekil 7 HMBS geni

(Sekil, Whatley ve Badminton’in derlemesinden modifiye edilmistir[80].)

Farkli dokularca non-spesifik (eritrosit hari¢ gogu dokuda bulunur, non-eritroid veya
housekeeping olarak da adlandirilir) ve eritroid enzim izoformlarini olusturmak igin iki farkh
promotor tarafindan trankripsiyon yonlendiriimektedir.

ATG: Translasyon baslangi¢ kodonu(metionini kodlar)TAA: Translasyon sonlanma
kodonu

Dik kolonlar ekzonlari, yatay kolonlar ise intronlari ifade etmektedir.

Klasik form ve ‘non-eritroid variant' olmak lzere AIP hastaliginin iki
ana alt tipi mevcuttur[81]. Hastalarin %97’sini iceren klasik AiP’da hem non-
spesifik hem de eritroid PBGD defektiftir. Molekller kusurlar ekzon 3’ten
ekzon 15’e kadar HMBS geninin ortak bodlgelerini icerir. Vakalarin %3’Gnu
olusturan hastaligin non-eritroid varyantinda ise nonspesifik PBGD izoformu
icin spesifik olan ekzon 1 icerisinde veya ekzon 1’in kodlayici bdlgesi
yakininda mutasyonlar mevcuttur. Su ana kadar ekzon 2 veya eritroid
promotér'da herhangi bir mutasyona rastlanmamistir. AIP’nin her iki formu da
klinik olarak birbirinden farksizdir. Her ikisi de epizodik karin agrisi,
gastrointestinal disfonksiyon ve néropsikiyatrik rahatsizlik triadi ile
karakterizedir. Klasik AiP’nin molekiiler epidemiyolojisi hakkinda (01 Haziran
2014 tarihi itibariyle) ginimuze kadar yaklagik 390 farkli mutasyon rapor
edilmistir (Human Gene Mutation Database (HGMD)
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=HMBS)

Saptanan ¢ogu mutasyon nokta mutasyonu olup[51], birka¢ delesyon
vakasi[82] mevcuttur. Mutasyonlar tUm dokulardaki enzim aktivitesini
dusurmektedir. Hastaligin non-eritroid varyantinda ise HMBS mutasyonlari
non-spesifik izoformun amino terminalini degistirir. Bu hastalarda istisna

olarak eritroid hucrelerdeki enzim aktivitesi dusmez[83].
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Porfiriya hastalarindaki gogu mutasyon protein kodlayan ekzonlarda
saptandigindan, mutasyon analizlerinin hedef aldigi bolge bu ekzonlardir. 5’
ucgtaki promoter bolge ve genis delesyonlarin saptandigi bolgeler analiz

dahilinde kalirken, intron bolgeleri genellikle analiz harici tutulurlar.

HMBS geni molekiler analizinde, 6nce ilgilenilen gen bdlgeleri PCR

yontemiyle genomik DNA’dan amplifiye (kopyalanarak ¢ogaltiima) edilir.

Sadece mutant bolgelerin taranmasi veya direkt genin tumunun sekans
analizi yapilarak mutasyon analizi yapilabilir. Bazen, tarama metodlari, genin
sekans analizinden dénce farkli olan bdlgelerinin tespiti icin kullanilabilir.
HMBS geni igcin denature edici HPLC (denaturing HPLC)[84], yuUksek
rezolusyon erime (high resolution melting analysis)[63], tek iplikli
konformasyon polimorfizm (SSCP) analizi, heterodupleks analiz veya
denatlre edici gradiyent jel elektroforez (denaturing gradient gel
electrophoresis - DGGE)[44] gibi mutasyon tarama metodlari gecmiste
kullaniimistir. Maliyet artisi ve sekans analizinin hizlanmasi nedeniyle
ginimuzde tarama metodlarinin kullanimi azalmistir[80]. Tum bdlgelerin

direkt sekans analizinin yapilmasi su anda tercih edilen segenektir.

Hastada patojenik mutasyon saptandiginda ailenin taranmasi
kolaylagsmaktadir. Bunun igin en sik kullanilan yontem, mutasyonu tagiyan

gen bolgesinin dizi analizinin yapiimasidir.

Bu ¢alismada ulkemizde ilk kez, buglne kadar klinik ve biyokimyasal
olarak tani konmus, ulasabildigimiz tim AIP hastalarinda HMBS gen
mutasyon analizini yaparak tanilarinin kesinlestiriimesi amaglanmigtir.
Ayrica, bu hastalarin ulasilabilen birinci dereceden akrabalarinda gen
mutasyon analizi yapilarak presemptomatik AIP tasiyici bireylerin
saptanmasi ve etkilenen bireylere yasami tehdit edebilen akut ataklara kargi
presipitan faktérlerden uzak kalmalari konusunda danismanlik verilmesi
hedeflenmigtir. Ayrica bu c¢alisma, Gulhane Porfirin laboratuvarinda
biyokimyasal tani testleri yaninda molekuler tani testleri hizmeti veriimesi

calismalari igin bir baslangi¢ olusturacaktir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Phosphate Buffered Saline tablets (PBS)

Konsantre Hidroklorik asit(HCL)
Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan (Merck 8387.2500)

Citric acid monohydrate (Merck 1.00244.1000)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, ABD)

Trichloracetic acid (Serva 36910)

Uroporphyrin  Fluorescence Standard UFS-1-1 (Frontier Scientific
CAS-N0:27860-55-5,,ABD)

10X TBE(Tris-Borat-EDTA) Tamponu (Thermo Scientific)

Agaroz (, Sigma-Aldrich A9539-100gr, ABD)

Etidyum Bromid Solusyonu (Sigma-Aldrich, E1510-10mL, ABD,)
Qiagen PCR kiti (Qiagen)

6X DNA Loading Dye 1mL, (Thermo Scientific)

POP-7 Performance Optimiser Polymer 7mL, (Applied Biosystems)
Genetic Analyser 10X Running Buffer with EDTA,25mL(Applied

Biosystems)
3.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Porphobilinogen (PBG) test kiti (Thermo Scientific, ABD)

ALA/PBG ift kolon spektrofotometrik test kiti (Bio-Rad)

Benmari (Nuve, Turkiye)

Distile su cihazi (Direct Q, Millipore, Fransa)

Derin  dondurucu -80 (UF401, Elektrolux Medical Refrigetor,
Luksemburg ve Medical Freezer, Sanyo)

Derin Dondurucu —20 °C (Beko, Turkiye)

Buzdolabi (Argelik, Turkiye)

pH Metre (Mettler Toledo MP220,isvicre)

Etlv (Heraeus)
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Mikrosantriftj 1 (Sigma Aldrich; Nuve NF 048, Turkiye ve Eppendorf
5403, Almanya)

Santrifuj NF1215 (Nuve, Turkiye)

Sogutmal Santrifij (Eppendorf Centrifuge S-403)

Terazi (Ohaus Adventurer ProAU264, ABD; Mark 420 EIB, ltalya, ve
Precisa, Isvigre)

Vortex (Thermolyne Maximix ve NM 110, Tarkiye)

Eppendorf tipleri (1.5 ml)

Muhtelif otomatik pipet (Eppendorf Research Almanya)

Mixer (Coulter, A.B.D.)

Ultrasonik karistirici (Bandelin Sonorex, Almanya)

ABX Pentra XL 80 (Horiba Medical, Fransa)

Yuksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) (Thermo Scientific
Ultimate3000, ABD)

Spektrofotometre (GBC Cintra 303)

Floresan Spektroflorimetre LS55 (Perkin Elmer, ingiltere)

Otomatik Analizor (Olympus AU 2700, Olympus Optical Co.Ltd,
Japonya)

Laminar akim kabini (Sistem Teknik, Turkiye)

Kern 440-43 laboratuar terazisi, (KERN, Almanya)

Polipropilen 0.2mL PCR tlpU (Corning Life Sciences, ABD)

Primer (Applied Biosystems, ABD)

Invitrogen Iprep® izolasyon sistemi (iPrep™ Purification Instrument,
Invitrogen Corporation)

NanoDrop® spektrofotometre (NanoDrop products, Delaware,ABD)
Geneamp®9700 PCR cihazi (Applied Biosystems®, Foster City, CA)
Bosch HMG762B Mikrodalga firin (BOSCH,Almanya)

Elektroforez tanki (Clever Scientific Ltd, ingiltere)

ExoSAP-IT® For PCR Product Cleanup (Affymetrix, ABD)
Sephadex® G 50 Fine(Sigma-Aldrich)

MicroAmp Optical 96-well reaction plate, (Applied Biosystems®, ABD)
Plate septa 96-well, (Applied Biosystems®, ABD)
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ABI Prism BigDye™ Terminator v3.1 Sekans Kkiti, (Applied
Biosystems®, ABD)
3500xI Genetik analizorii (Applied Biosystems®, ABD)

3.3. Hastalarin Segimi ve Ornek Toplanmasi

Calisma baslangicinda Kecidéren Egitim Arastirma Hastanesi
Bastabipligi Klinik Arastirma Etik Kurulu'ndan 09.01.2013 tarih ve
B.10.4.iSM.4.06.68.49/ numarali etik kurul raporu alindi.

Gulhane Askeri Tip Akademisi Tibbi Biyokimya Anabilimdali Porfirin
Laboratuvar’na 2007 yilindan bu yana bagvuran ve AIP tanisi alan 13
hastanin kayitlari kullanilarak AIP hastalarina ve hastalarin birinci dereceden

15 yakinina ulasildi. Toplamda 28 birey ¢alismaya dahil edildi.

Hastalardan bir numarali hastaya daha onceden laboratuvarimizca
biyokimyasal AIP tanisi konmus, yurtdisinda genetik testleri tamamlanmistir.
Kontrol hastasi olarak calismamiza dahil ettigimiz hastanin mutasyonu,
yazarlari arasinda hocam ve tez danismanim Prof.Ecz.Alb.ismail KURT un
da bulundugu yayin ile yeni mutasyonlar listesinde yerini almigtir[85]. Bu
hastanin dort akrabasi da iki kizi ve iki yegeni (sonradan merkezimizde
biyokimyasal tani alarak kizlarindan biri ve yegenlerinden biri sirasiyla 2 ve 3

numarall hastalarimiz olmuslardir) galismaya dahil edildi.

Tam bireylerin yazili onamlari alindiktan sonra Ornekleri toplandi.

Hastalarin anamnezleri, medikal ge¢gmisleri ve klinik verileri kaydedildi.

Gullhane Porfirin Laboratuvar’'na bizzat bagvuran tim hastalardan
GATA Tibbi Biyokimya Kan Alim Unitesinde antekibital bolgeden 2mL’lik
EDTA’lI 4 tip vendz tam kan 6rnedi ve 10 mL taze spot idrar toplandi. DNA
izolasyonu vyapilacak kan &rnekleri bekletimeden Gazi Universitesi Tip
Fakiltesi Cocuk Metabolizma Laboratuvari Molekiiler Analiz Unitesi'ne
transfer edildi. Diger ornekler calisilacak teste gore, on hazirhd yapilarak

Gulhane Gulhane Porfirin Laboratuvari’nda bekletiimeden test edildi.
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Farkli sehirlerdeki hastalardan alinan ornekler soguk zincir altinda
(+4°C’de kopuk kutular igerisinde), kargo ile 24 saat icerisinde laboratuvara
ulasmasi saglandi. Ornek alimindan calisma yapilana degin, numunelerin
aliminyum folyoya sarilarak direk gin isigindan korunmasi ve soguk zincir
kurallarina uyulmasina titizlik gosterildi. Uygunsuz numuneler g¢alisma disi
birakildi ve yeni Ornek istendi. Ankara digindan gelen ornekler igin de

laboratuvarimizda alinan orneklere uygulanan prosedur uygulandi.

Sonuglarin standardizasyonu igin tim 6rneklere baslangi¢ testlerinden
itibaren tum testler tekrar uygulandi. Gullhane Porfirin Laboratuvari, 2011
Aralik ayindan bu yana EPNET (European Porphyria Network) tyesi olup,
1996 yilindan bu yana RCPA (The Royal Collage of Pathologists of
Australia) porfirin dig kalite kontrol programina dahildir. Tum c¢aligmalarimiz
sirasinda hasta ornekleriyle beraber negatif ve pozitif kontrol érnekleri, ilave

kontrol amagli dis kalite kontrol programlarindan gelen érnekleri de galistik.
3.4. Kullanilan Biyokimyasal Testler
3.4.1. idrar ALA/PBG Tayini

Akut porfiriya tanisi icin ilk yapilacak olan biyokimyasal test olan idrar
PBG tarama testi olarak, GATA Porfirin Laboratuvarinda kullandigimiz
kalitatif metot Hoesch testi [35] ve semi-kantitatif Porfobilinojen (PBG) test
kiti[33] kullanild1.

Kantitatif ALA/PBG tayini igin, ticari ALA/PBG ¢ift kolon
spektrofotometrik test kiti (Bio-Rad Laboratories) (Sekil 8) kullanildi. idrar
ALA i¢in normalin Ust sinirt 3.8 pmol/mmol kreatinin, idrar PBG igin normalin
ast siniri ise 1.5 pmol/mmol kreatinin kadardir. Bu metodla kisaca, PBG
anyon degistirici kolon, 5-ALA katyon degistirici kolon kullanilarak ayrigtirildi
(Ure ve pigmentler yikanarak digari atildi). Sonugta, olusan rengin yogunlugu

553nm’de fotometrik olarak dlguldu.
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Ny,

Sekil 8 ALA/PBG cift kolon spektrofotometrik test kiti
3.4.2. idrar Total Porfirin(iTP) Analizi

idrar total porfirin analizinde, idrar porfirinlerinin 400nm civarinda
kuvvetli absorpsiyon (soret bandi) vermelerinden yararlanildi. Once asit
ilavesi ile bagh metaller porfirinlerden ayrildi. Bu sekilde asit ilave edilmis
idrar porfirinleri spektrofotometrik olarak taranarak pik yuksekligi elde edildi
ve uygun molar absorbtivitesi kullanilarak, total porfirin konsantrasyonu
hesaplandi[86]. Idrar total porfirin icin normalin Ust sinir 35 nmol/mmol

kreatinin’dir.

3.4.3. Plazma Emisyon Tarama ve Plazma Total Porfirin(PTP)

Analizi

Hasta plazmasi ayrildiktan sonra 1:10 oraninda fosfat buffered
salin(PBS) tampon ile dilie edilir. Taramali spektrometrede 550-770nm
arasinda okuma yapildi ve hangi nm’de pik verdigi godzlendi. Normal
bireylerde pik bulunmamasina ragmen AiP hastalarinda 618-620nm arasinda

pik tespit edilmesi beklenir.

Plazma total porfirin seviyesi, laboratuvarimizda kullanilan etil asetat
ekstraksiyon sonrasi florimetrik dlgimle saptandi[86]. Plazma total porfirin

seviyeleri, normal bireylerde <10 nmol/L’dir.
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3.4.4. Tam Kan Total Porfirin Analizi

Protoporfirin ve hem iceren bilesikler, tam kandan, etil asetat-asetik
asit karigsimi ile ekstrakte edildi. Daha sonra HCI ile porfirinler tekrar ekstrakte
edilerek tamkan total porfirin florimetrik olarak 6lguldi[87]. Sonuglar pmol/L
RBC olarak verildi. Tamkan total porfirin i¢cin normal deger: < 1.4 pmol/L
RBCdir.

3.4.5. Porfirin Fraksiyonasyon Testleri

idrar porfirin fraksiyonlarininin analizi, C18 Revers faz kolon ve
floresan dedektor takili yiksek basingl sivi kromatografisi (HPLC, Thermo
Scientific ~ Ultimate3000, ABD) ile  gergeklestirildi. (Sekil  9)
Asetonitrilamonyum asetat ve asetonitril/metanol’den olusan mobil faz
kullanilarak, asidifiye edilmis 6rnekler, kromatografik fraksiyonlarina ayrilip

degerlendirmeleri yapildi[88].

Sekil 9 Ylksek Basingli Sivi Kromatografisi

(HPLC, Thermo Scientific Ultimate 3000, ABD)
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3.4.6. Eritrosit HMBS Enzim Aktivite Analizi

Eritrosit HMBS enzim aktivite analizi Erlandsen E.J. ve arkadaslarinin
yayinladigi metoda gore uygulandi[89]. Referans aralhg 2.5-5 UI/L

eritrosit'dir.
3.4.7. idrar Kreatinin Seviyelerinin Olgiimii

Idrar kreatinin seviyeleri Olympus AU 2700 (Olympus Optical Co.Ltd,

Japonya) cihazinda kinetik Jaffe metodu ile dlguldu.
3.5. Molekiiler Testler (HMBS Gen Mutasyon Analizi)
3.5.1. DNA Ekstraksiyonu

Hasta 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Metabolizma Laboratuvari Molekiiler Analiz Unitesi’nde DNA
izolasyon odasinda Invitrogen Iprep® izolasyon sistemi (iPrep™ Purification
Instrument, Invitrogen Corporation) kullanilarak robotik DNA izolasyonu
gerceklestirildi (Sekil 10). izolasyon sonrasi DNA'nin kalite ve kantitesi
NanoDrop® 1000 spektrofotometre (NanoDrop products, Delaware,ABD) ile
belirlendi (Sekil 10). DNA o6rnekleri DNAse ve RNAse icermeyen Eppendorf
tuplerde analiz anina kadar ayni unitede bulunan ve rutin kalibrasyonu

bulunan -200°C’deki derin dondurucuda muhafaza edildi.
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Sekil 10 Invitrogen Iprep® izolasyon sistemi ve NanoDrop® 1000
spektrofotometre

3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR) ve DNA Dizi analizi

HMBS geninin 14 ekzonundan kodlayan 13 ekzonu ve ekzon-intron
komsuluklari, genomik DNA 6rneklerinden polimeraz zincir reaksiyonu ve bu
calisma igin 6zel olarak duzenlenen oligonukleotid primerler (Tablo 7)
kullanilarak ¢ogaltildi. PCR icin, 100 ng DNA, her primerden 0.4 mM, 0.75
mM MgCI2, 0.2 mM dNTP ve 1 U Taqg polymeraz ile 5 yL PCR buffer igeren
toplam 50 pL reaksiyon karisimi kullanildi. PCR ayarlari her ekzon igin,
baslangi¢ denaturasyonu:95°C’de 2 dakika, 35 amplifikasyon siklusu boyunca
95°C’de 30 sn, 60°C’de 30 sn, 72°C’de 1 dk, ardindan da 72°C’de 7 dakika
seklinde ayarlandi. Polimeraz zincir reaksiyonunun tamamlanmasini izleyen
safhada, primer varligi ve boyutlarinin kontrolu igin Uranler %1’lik agar ile

hazirlanmis jele yuklenerek elektroforezde analiz edildi.
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Tablo 7 HMBS geni ekzon ve ekzon-intron komsuluklarinin

amplifikasyonu ve dizi analizi i¢in kullanilan ve bu ¢alisma igin 6zel olarak

dizenlenen primer ciftleri

F3 agggaccagccttggagtat

R3 gagtcccccaatttgtgatg

F4 tcccttcaggatctgectaa

R4 ggcaaagccagaaatgttgt
F5-6 tgtccccatcatgaatcgta
R5-6 gcatactagggtcccagcaa

F7 cctaggctccaccactgaag

R7 cccaaagggaaaggcaaa
F8-9 tggtggcagaaaactcaaga
R8-9 tgcatggaaagacagacagg
F10 agactcaggcagagggaacc
R10 ggggatgactgtaaggcaga
F11 aggcctacccaggctttcta

R11 gcagatgcagaaggttgtga
F12 cattggttggggaaagatca
R12 ttcaacaagaatgagttagcactg
F13-14 ggtctgggcccacagttg
R13-14 gaggtgggatttggtgagaa
F15 gcatataatctcttgttctcaccaaa
R15 agtgagaatggggcactgag

Polimeraz zincir reaksiyonu urunleri BigDye™ Terminator kit (Applied

Biosystems, Foster City, CA) kullanilarak dizi analizine tabi tutuldu. Big Dye

Terminator kit 2 L, Big Dye buffer 2 yL, PCR Urtnu 3.5 uL, primerlerden her

biri 1 pL, ddH,O 1.5 uL olacak sekilde totalde 10uL volim ayarlandi.

Dongusel dizi ayarlari her ekzon igin, baglangi¢c denatirasyonu:96°C’de 1

dakika, 25 amplifikasyon siklusu boyunca 96°C’de 10 sn, 50°C’'de 5 sn,
60°C'de 4 dk seklinde gergeklestirildi. Analizlerde Geneamp®9700 PCR
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cihazi ile 3500 XL genetik analizérii (Applied Biosystems®, Foster City, CA)
kullanildi(Sekil 11). Analizlerde NG_008093.1 referans dizi olarak kullanildi.

Sekil 11 Geneamp®9700 PCR cihazi ve Applied Biosystems®
3500xI genetik analizoru
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Porfirin Test Sonuglari

AIP tanisi icin érnekleri alinan 7 aileden toplam 28 bireye biyokimyasal
porfirin testleri ve DNA mutasyon analizi uygulandi. Hastalarimizin arasinda
yabanci uyruklu hasta mevcut degildi. Biyokimyasal test sonuglari 1 numaral
hastanin kizi ve yegeninin (hasta no:2 ve 3), 4 numaral hastanin babasi(hasta
no:5) ve 8 numarali hastanin kizinin da (hasta no:9) AIP hastas! olduguna
isaret etti. Bu bireyler 2, 3, 5 ve 9 numarall hasta olarak numaralandiriimistir.
Sonugta, 7 aileden 13 bireye biyokimyasal olarak AiP tanisi koyduk ve hastalari
birden 13'e kadar numaralandirdik. Yaglari 14 ile 56 arasinda degisen 13
hastanin (yas ortalamasi:32, ortancasi:25) %69’u bayandi (Tablo 8).

idrar PBG taramasi 5, 7, 8, 9 ve 13 numarali hastalarda negatif, kalan
diger hastalarda ise pozitif olarak bulundu. (Tablo 8). Sekil 13‘de Trace PBG

kitine ait drnek sonucumuz yer almaktadir.

Sekil 12 Trace PBG kitine ait 6rnek sonuglar.

(Solda idrar PBG sonucu negatif olan bireye ait idrar 6rnegi, ortada saglikli bireye
ait idrar érnegi, sagda ise pozitif sonucu olan 3 numarali AIP hastamiza ait idrar rnegi yer
almaktadir.)
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idrar PBG seviyeleri 1.9 ile 55.8 pmol/mmol kreatinin arasinda
degismekteydi. (idrar PBG normalin Gstsiniri: 1.5 umol/mmol kreatinin)
Hastalarin ortalama idrar PBG konsantrasyonu 24.78 pmol/mmol kreatinin,
ortanca 18.8 pmol/mmol kreatinin olarak bulundu. Asemptomatik donemde
ornek veren 7 ve 8 numarall hastalar hari¢ tutulursa diger timhastalarimizda
idrar PBG seviyelerinin 4 ile 37 kat arasi arttigini tespit ettik. 7 ve 8 numarali
hastalarimizda idrar PBG seviyelerini 1.9 pmol/mmol kreatinin olarak saptadik
(Tablo 8).

1 ve 13 numaral hastalar hari¢ tutuldugunda, kalan hastalarin idrar
ALA seviyeleri 2 ile 61 pmol/mmol kreatinin arasinda degdismekteydi.
Yiikseklik tespit edilen hastalarda 1.9 ile 16 kat arasi artis saptadik. idrar ALA
normalin Gst siniri: 3.8 pymol/mmol kreatinin olup; hastalarin ortalama idrar
ALA konsantrasyonu: 21.42 pmol/mmol kreatinin, ortanca ise 17.8 pmol/

mmol kreatinin olarak bulundu (Tablo 8).

13 hastanin 6'sinda idrar total porfirin seviyesi, normalin Ust siniri olan

35 nmol/mmol kreatininin seviyesini gegmedi.

Eritrosit PBG deaminaz enzim aktivitesinin saglikh bireylerdeki referans
araligi 2.5-5 UI/L RBC olup, hasta degerleri 1.2 ile 2.1 UI/L RBC arasinda
degismekteydi. Hastalarimizda ortalama eritrosit PBG deaminaz enzim
aktivitesi 1.72 UI/L RBC, ortancasi ise 1.82 UI/L RBC olarak saptandi. Saglikh
bireylerdeki mediana goére (saglikli bayanlarda median 3.61 UI/L RBC,
erkeklerde ise 3.85 UI/L RBC’dir) hastalarin eritrosit PBG deaminaz enzim

aktiviteleri ise %33-55 arasinda saptandi (Tablo 8).

1, 5, 9 ve 13 numarali hastalarda plazma floresan emisyon tarama piki
saptanmadi. Kalan hastalarin (12 numarali hasta haricinde) vyarisinda
621nm'de plasma floresan emisyon tarama piki saptandi. (Tablo 8). 10 ve 1
numaral hastalara ait plasma floresan emisyon tarama sonugclari sirasiyla
Sekil 13 ve Sekil 14'de drnek olarak verilmistir.

Biyokimyasal olarak tani konan 13 hastaya ait porfiriya test sonugclari

tablo 8'de verilmigtir.
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Tablo 8 Biyokimyasal olarak tanisi konmus 13 hastaya ait porfiriya test sonuglari

] ) Eritrosit Mediana Plazma Tam Kan
; Idrar ALA Idrar Total PBG .. . Plazma Total
hasta | . . PB(.; Tarama drar PBG (<3.8umol/ Porfirin Deaminaz | 9°'¢ SNZIM Total rorgsans Porfirin
cinsiyet | yas +:pozitif, (<1.5umol/mM S aktivite . emisyon
no. -:negatif kreatinin) mM_ (<35n|\_/|/_mM aktivitesi yuzdesi Porfirin tarama piki (FEP)
kreatinin) kreatinin) (2.5-5 UI/lL (%) (<10nM/L) (nm) (<1.4uM/L

Rbc) Rbc)
1 k 56 + 18.8 2 11 1.6 46 12 pik yok 1.7
2 k 24 + 23.8 19.3 108 1.4 37 68 621 2.1
3 k 25 + 52.4 26.2 157 1.9 52 198 621 2.6

4 k 14 + 44.6 50.1 174 1.2 33 44 622 2

5 e 35 - 6.2 7.2 6 1.9 50 m.d. pik yok m.d.
6 k 24 + 11.8 9.1 188 1.9 51 55 624 2.6

7 e 25 - 1.9 18 29 1.8 49 77 621 m.d.

8 k 56 - 1.9 17.8 1 1.9 51 15 624 m.d.

9 k 30 - 54.4 5.2 28 1.4 36 10 pik yok m.d.

10 k 23 + 15 61.0 89 1,7 46 132 620 1

11 k 31 + 55.8 47.2 334 1.9 52 76 621 0.9
12 e 52 + 28 12 44 21 55 7 m.d. 0.9
13 e 25 - 7.5 3.3 6 1.7 50 6 pik yok 0.5
ortalama 32 24.78 21.42 90 1.72 47 58.23 622 1.6
ortanca 25 18.80 17.8 44 1.82 50 49.30 621 1.7

md: mevcut degil, Rbc: Eritrosit

Ayni aileden olan hastalar:
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Sekil 13 10 numaral
hastaya ait plazma
floresan emisyon tarama
sonucu

(620nm’de pik)

Sekil 14 1 numarali
hastaya ait plazma
floresan emisyon tarama
sonucu

(pik yok)
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Hastalarin g¢ogunda taniyr destekleyecek sekilde idrar porfirin
fraksiyonasyon sonugclari elde ettik. Hastalarin idrar Groporfirin 1 ve 3
izomerlerinde artis saptadik. Normal bireylerde ortalama idrar HPLC

fraksiyonasyon degerleri asagida belirtilen oranlardadir:

Uroporfirin-I: %15
Uroporfirin-IIl: %6
Heptaporfirin: %5
Hekzaporfirin: %1
Pentaporfirin: %3
Koproporfirin-I: %16
Koproporfirin-111 %54

Sekil 16'da 3 numaral hastaya ait idrar porfirin fraksiyonasyon
sonucu, Sekil 17’de ise saglklh kontrol 6&rnegine ait idrar porfirin

fraksiyonasyon sonucu yer almaktadir.

Hastalardan 6Ozellikle 1 numarali hasta ve yakinlarinin durumu dikkat
cekiciydi: Hastanin asemptomatik kizlarindan biri, biyokimyasal olarak
laboratuvarimizda AIP tanisi aldi. Ancak yine asemptomatik olan diger kizinin
dusuk PBG deaminaz enzim aktivitesi (PBG deaminaz enzim aktivitesi:1.78
UlI/L RBC, %47,46) haricinde kalan biyokimyasal porfiriya testleri normal
olarak saptandi. Ayrica 1 numarali hastanin iki yegeninden birisi (hasta no:3)
de, biyokimyasal porfirin sonuglari géz 6nine alindiginda hasta olarak tespit
edildi. Bu nedenlerden o6turi bu aileye HMBS gen mutasyon analizinin
yapilmasi ve saptanancak olan HMBS gen mutasyonunun asemptomatik

bireylerde taranmasi zorunluluktu.
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4.2. HMBS Gen Mutasyon Analiz Sonuglari

7 farkh aileden biyokimyasal ve klinik olarak AiP tanisi almis 13
hastaya HMBS gen mutasyon analiz yapildi. 13 AIP hastasinda daha énce
rapor edilmis 4 farkh heterozigot HMBS gen mutasyonu tespit edildi.
Saptanan mutasyonlar Tablo 9da verilmigtir. Bunlardan Gg¢lU missense
mutasyon, birtanesi de splicing mutasyondu.

Tablo 9 AIP hastalarina ait HMBS gen mutasyon analiz sonuglari

Hasta Amino asit Niikleotid Mutasyon
no degisimi degisimi tipi veya etki
1 0.L30R c.89T>G missens Ulbrichova et al. (Hum Genet

Kaynak

mutasyon 2008; 124:315) [85]

missens Ulbrichova et al. (Hum Genet
2 LR ¢8IT>C 1 tasyon 2008; 124:315) [85]

missens Ulbrichova et al. (Hum Genet
: P.L0R  c8IT>G ) iasyon 2008; 124:315) [85]

Missens Méndez et al. (Cell Mol Biol
4 p.R173W  ¢c.517C>T mutasyon (Noisy-le-grand) 2009;

1;55(2):55-63) [90]
missens Méndez et al. (Cell Mol
5 p.R173W  ¢c.517C>T mutasyon Biol (Noisy-le-grand) 2009;
1;55(2):55-63) [90]
missens Méndez et al. (Cell Mol
6 p.R173W  ¢c.517C>T mutasyon Biol (Noisy-le-grand) 2009;
1;55(2):55-63) [90]
missens Méndez et al. (Cell Mol
7 p.R173W  ¢c.517C>T mutasyon Biol (Noisy-le-grand) 2009;
1;55(2):55-63) [90]
Méndez et al. (Cell Mol

8 p.R173W  ¢.517C>T rmjf::”;n Biol (Noisy-le-grand) 2009;
y 1:55(2):55-63) [90]
missens Méndez et al. (Cell Mol
9 p.R173W  ¢c.517C>T mutasvon Biol (Noisy-le-grand) 2009;
y 1:55(2):55-63) [90]
missens Floderus et al. (Clin Genet
10 p.L343P  ¢.1028T>C mutasyon 2002: 62, 288)[91]
o i splicing Floderus et al. (Clin Genet
i ' CO13-2A>G 1 tasyon 2002; 62, 288) [91]
splicing Floderus et al. (Clin Genet
? -
12 : C913-2A>G 1 itasyon 2002; 62, 288) [91]
o splicing Floderus et al. (Clin Genet
13 ' c.913-2A>G 1 tasyon 2002: 62, 288) [91]

?:Mutasyonun fonksiyonel etkileri net degildir.
Aminoasit degisimlerinde kisaltmalar: L:Ldsin, R:Arjinin, W:Triptofan, P:Prolin
Nukleotid degisimlerinde kisaltmalar: A:adenin, G:guanin, C:sitozin, T:timin
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1 numarali anne ve 2 numarall kizinda rastlanan ¢.89T>G mutasyonu,
biyokimyasal olarak sadece PBGD enzim aktivite disukligu gosteren diger
kizinda da saptandi. Boylelikle anne, iki kizi ve bir yegeninde de ayni
mutasyon tespit edildi. Bu mutasyonda heterozigot olarak ekzon 4’GUn 89.
pozisyonuna timin yerine adenin gelmistir. Olusan missens mutasyon, 30'ncu
pozisyondaki 18sin yerine arjinin degisimi ve ilk (ic AIP hastamizda klinik ve

biyokimyasal belirtilerle sonuglanmistir.

Ayrica 13 AIP hastasinda saptanan 4 farkh HMBS gen mutasyonu,
hastalarin ulagilabilen birinci dereceden 15 akrabasinda da tarandi. Sonug
olarak, 15 asemptomatik akrabadan 5'inde presemptomatik AIP tasiyicihg
(latent AiP) tespit edildi, ancak kalan 10’'unda ise herhangi bir mutasyon tespit
edilemedi. 1,2,3 numarali hastalar (sirasiyla anne, kizi ve yegeni) ve 4,5
numarali hastalari (sirasiyla kizi ve babasi) igeren ilk iki aileye ait pedigri

tablosu Sekil 17’ de yer almaktadir.

I

ITO
OnOOHD e

11 . ! T@

11 A) ‘ ‘ |£
Etkilenmemis erkek

Etkilenmis erkek

Etkilenmemis bayan
Etkilenmis bayan

Evlilik

|Z| Mutasyon (+),klinik ve biyokimyasal negatif birey
(presemptomatik AiP tastyicisi)
@

EOOID

Olim
@ Hakkinda herhangi bir veri mevcut degil

N O

Sekil 17 1,2,3 numarall hastalar(sirasiyla anne, kizi ve yegeni) ve 4,5
numarall hastalari(sirasiyla kizi ve babasi) igeren ilk iki aileye ait pedigri
tablosu

Genetik analizérden elde edilen normal sonuglara ait bir 6rnek Sekil
18’de gosterilmigtir. Sekil 19'da ise 1 numarali hastanin mutasyonunu

gosteren elektroferogram ornek olarak verilmistir.
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Sekil 18 Sekans analizorinden elde edilen piklere ait bir 6rnek
(sitozin(C):mavi, timin(T):kirmizi, adenin(A):yesil, guanin(G):siyah).

56



[u} 180 zZ00 zz0 z40 z60 280 300 32 240 360 380 400
G i A a T € T C & & € t GCE|E&E | & E % %
15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 3
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
234 252 z70 288 306 324 34z 360 3% 396 414 432 45(
. I I I N - [ I 1| = "I | I I I
A A A C c T €A & C & C c| ¢ 6 6 € T T
19 21 23 25 27 29 31 33 35 37
L 1 L 1 L 1 1 L 1 1
§A x|"I I';
o
v \
\
- ‘.“‘ ~ -

Sekil 19 5 numarali hastanin elektroferogrami: ¢.517C>T (p. R173W)

(sitozin(C):mavi, timin(T):kirmizi, adenin(A):yesil, guanin(G):siyah).
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5. TARTISMA

Akut porfiriyalar (AIP,HC, VP) hem biyosentezinin nadir rastlanan
genetik bozukluklaridir. Ancak bu bozukluklarda cesitli faktorlerle (aclik,
stres, hormonal degisimler, bazi ilaglarin alinmasi vb) tetiklenen, dogru tani
almaz ve yanlig tedavi uygulanirsa yasami tehdit edebilen akut norolojik

ataklar gorulebilmektedir.

Akut atak geciren semptomatik hastalarda, vucut sivilarinda asiri
artmig hem 6n maddeleri (PBG, ALA ve diger porfirin tlrevleri) gosterilerek,
atagin akut porfiriyalardan kaynaklandigi gosterilebilirse de, genetik
danismanlik verilebilmesi agisindan akut ataga sebep olan porfiriya
tipinin(AIP, HC, VP) belirlenmesi gerekir. Bu ayrim, semptomatik hastalarin
cogunda karekteristik porfirin birikim ve atim paternlerinin gosterildigi
biyokimyasal analizlerle yapilabilirse de, atak gecgirmeyen (asemptomatik)
veya mutant gen tasiyan Kisilerin belirlenerek akut ataklardan korunmasi igin
bu kKigilerde akut porfiriyaya neden olan gen (HMBS gen, PPOX gen ve

CPOX gen ) mutasyonlarin DNA mutasyon analizi ile gdsterilmesi sarttir.

Bu calismada, Ulkemizde daha dnce laboratuvar ve klinik olarak akut
porfiriya yada akut intermitan porfiriya tanisi almig hastalarin hem AIP tanisini
molekuller analiz yaparak kesinlestirmeyi, hem de ulasilabilen birinci derece
akrabalarinda HMBS gen mutasyon tasiyiciligini arastirmayi amagcladik. Bu
amagla ulagilabilen hastalarin 6ncelikle biyolojik materyallerinde (idrar, gaita,
kan, plazma) porfirin analizleri yapildi. Ayrica gelistirilen metotla Glkemizde ilk
kez bu hastalarda eritrosit PBG deaminaz aktivitesi ol¢ildi ve daha sonra

kesin tani icin HMBS gen mutasyon analizleri yapildi.

Calismanin ilk fazinda toplanan tim &rneklere (n:28) biyokimyasal
porfiriya testleri uygulandi. 7 aileden 13 hastanin dizi analizinin yapiimasinin
ardindan 4 farkh mutasyon saptandi ve 13 AIP hastasinin tanisi
kesinlestirilmis oldu. Saptanan HMBS gen mutasyonlari 15 asemptomatik
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birinci dereceden akrabada tarandi ve bunlardan 5’inde mutasyon analizi
sayesinde ilk kez mutasyon taslyicisi(presemptomatik AIP tasiyicisi) tanisi
konulmus oldu. Kalan 10 akrabada ise herhangi bir mutasyona rastlanmadi.

Toplamda 28 6rnegdin 18’inde HMBS gen mutasyonu tespit edildi.

Hastalarin tanilar dizi analizi ile dogrulanmig oldu. Buldugumuz 4
farkl mutasyondan 3 tanesi (c.89T>G (p.L30R), ¢.517C>T (p.R173W) ve
c.1028T>C (p.L343P)) heterozigot missense mutasyon olarak tespit edildi.
Fonksiyonel etkisi tam olarak bilinmeyen bir adet heterozigot splicing
mutasyon (c.913-2A>G) saptandi. Caligilan orneklerde yeni mutasyon tespit
edilemedi. Tum mutasyonlar heterozigot mutasyondu, homozigot mutasyona
rastlanmadi. Bu bulgu, heterozigot hastalarin eritrosit PBG deaminaz
aktivitelerinin normalin %50 civarinda bulunmasi ile uyumludur. Kaynaklarda
isaret edildigi gibi mutasyonlar ailelere 6zgu idi. Her ailede farkli mutasyon
olmasi ve simdiye degin HMBS geninde 390 farkli mutasyon saptanmis
olmasi, AiP‘dan siphelenilen vakalarda sadece belli DNA mutasyonlarina
yonelik tarama ile hizli tan1 konulmasina imkan tanimamaktadir. Bu nedenle,
AiP'dan slphelenilen hastalarda HMBS dizi analizi yapilmasi etkin yaklasim

olarak ortaya ¢ikmaktadir.

HMBS gen mutasyonlarinin ¢ogu aileye 6zgu olmakla beraber, kuzey
isvec’deki AIP[49] gibi tek bir hastadan nesiller boyunca aktarilan ve sik
rastlanilan mutasyonlar olabilir. Bizim ¢alismamizda da ornekleri toplanan 7
farkli ailenin 4’'Unde ayni mutasyon (c.517C>T (p. R173W)) saptanmistir.
Calisma populasyonun 7 aileden olusmasi nedeniyle gelecekte yapilacak
calismalarla, bu mutasyonun Turk toplumunda sik goruldugu tezi

pekistirilebilir.

Ulkemizde ulasabildigimiz yayinlanan (¢ akut intermitan porfiriya vakasi
vardir[92-94], fakat bu calismalarda PBGD enzim aktivite dlgimi ve HMBS

gen mutasyon analizi mevcut degildir.

Otozomal dominant olarak gecmesine ragmen, AIP’nin  klinik

penetrasyonu degiskendir. Cogunlukla latent seyreder. Bir kiside HMBS gen

59



mutasyonu ¢ikmasi, o kisinin AlP hastasi olduguna isaret etmemektedir. Zira
akut ataklar, mutasyon tasiyicilarin ancak %5-15’'inde gelismektedir.
Mutasyonu tasiyan 5 AIP tasiyicisinin, akut atagi presipite eden faktér ve
durumlardan kaginmalari, onlarin atak gegirmelerini buyuk Olgtude

Onleyecektir.

Ayrica HMBS gen mutasyonu tagiyan kigilerde bu mutasyonun
goOsteriimesi genetik danismanlik ve prenatal tani agisindan 6nem arz

etmektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

Bu calismada, bugiine kadar klinik ve biyokimyasal olarak AIP tanisi
almig, ulasabildigimiz tum hastalarin porfirin analizleri tekrar yapiimis, ayrica
ulkemizde ilk kez eritrosit PBG deaminaz enzim analizi ve HMBS gen

mutasyon analizi yapilarak AiP tanilari kesinlestiriimistir.

Ayrica hastalarin ulasilabilen birinci dereceden akrabalarinda HMBS

gen mutasyonu aranarak presemptomatik AiP tasiyici olan bireyler saptandi.

Nadir rastlanan, fakat tani almadigi acil durumlarda hasta yasamini
tehdit edebilecek akut atak geciren AiP hastalari ve ailelerindeki tasiyici
bireylerin saptanmasina olanak saglayan HMBS gen mutasyon analizinin
ileride Tibbi Biyokimya laboratuvarlarina kazandiriimasi, ulkemizin European
Porphyria Network'e(EPNET) kabul edilmis tek laboratuvari olan Gulhane
Porfirin laboratuvarinda porfiriya biyokimyasal tani testleri yaninda molekuler
tani testleri yapilmasini saglayarak uluslararasi standartta eksiksiz spesifik
porfiriya laboratuvar hizmetinin verilmesini saglayacaktir.
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