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OZET

Amag: llerleyici ailevi intrahepatik kolestaz (PFIC), karacigerde safra
asitlerinin olugsumu ve transferinde rol oynayan safra proteinlerinin metabolik
bozukluklari ile karakterize nadir goriilen heterojen, otozomal resesif genetik
bir hastaliktir. Hepatoselliiler kaynakli kolestazla seyreden, hizla ilerleyen
ve herhangi bir yasta karaciger yetmezliginden dolayi 6lime neden olan
cocukluk cagn kolestatik hastaligi olup, 3 alt tipi bulunmaktadir. Son molekiiler
genetik calismalarda PFIC'nin (g tipine neden olabilecek genler saptanmigtir.
Molekiiler diizeyde taninin tiplendirme yoniinden ayiricilik saglamasi
hastanin tani ve tadavisi icin 6nemli olmaktadir. Bu calismadaki amag klinik
olarak ilerleyici ailevi intrahepatik kolestaz tanisi konmug 25 hastada bu
hastaligin en sik goriildiigi tip 1'in olusumuna neden olan ATP8B1 genindeki
mutasyonlari arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: Yirmi yedi ekzonlu bir gen olan ATP8B1 geninin en sik
mutasyonlarin goriildiigii 3 ekzon DNA dizi analizi ile arastinlmigtir.

Bulgular: Hastalarin taranan ekzonlarinda mutasyon saptanmamigtir.

Sonug: Yalnizca 3 ekzon taranmasi, PFIC tip 1'in genetik nedenini ortaya
koymakta zorluk olusturmasina ragmen, PFIC subtiplerinin ayirici tanisinin
klinik olarak daha ayrintili yapilmasi gerekliligini gostermektedir. Bu calisma,
bu olgularin genetik alt yapisini anlamakta ve ileri genetik incelemeler
icin baska bir bakis acisi saglamaktadir. The Journal of Pediatric Research
2014;1(3):138-41
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ABSTRACT

Aim: Progressive familial intrahepatic cholestasis (PFIC) is a group of rare
heterogeneous autosomal recessive disorders characterized by metabolic
defects in biliary proteins involved in the formation and transfer of bile acids
in the liver. The clinical presentation usually occurs first in childhood with
progressive cholestasis, characterized by causing rapidly progressive liver
disease. and causing death due to liver failure, there are 3 subtypes. Recent
molecular and genetic studies have allowed the identification of genes
responsible for three types of PFIC. Molecular genetic testing is essential and
conclusive for diagnosis. The aim of the study was to elucidate the role and
characteristics of ATP8B1 gene mutations in in 25 patients with progressive
intrahepatic cholestasis type 1.

Materials and Methods: The most common mutations seen in the three
exons were investigated by DNA sequencing within 27 coding exons.
Results: No mutations identified.

Conclusion: Mutation screening of just three exons of the gene revealed
difficulty in diagnosis and characterizing the genetic molecular basis of patient
with PFIC subtypes. This study was important to understand the genetic
background of these cases and further genetic studies needed to provide an
another perspective. The Journal of Pediatric Research 2014;1(3):138-41
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Giris

Ailevi hepatoselller kolestaz yapan cok sayida hastalik
olup en o&nemlilerinden biri glnimuizde progressif
familial intrahepatik kolestazdir (PFIC). Ik kez Clayton ve
ark. tarafindan bildirilmistir (1). Hastaligin goérilme siklig
1/50,000-100,000'dir. PFIC yenidogan déneminde baslayip
genellikle ilk dekadda siroza ilerleyen kronik kolestazla
giden bir hastalikti. Ortalama baslangi¢ yasi 3 ay olup bazi
hastalar sariligi daha ileri donemlerde gelistirebilirler (2,3).
Hastaligin patogenezinden safra kanalciklari diizeyinde safra
asidi transportunun bozuklugu sorumlu tutulmaktadir. PFIC
molekiiler diizeyde 3 gruba ayriimaktadir. Uc tip arasinda en
sik gbzlenen PFIC tip 1'dir (3).

Byler hastaligi olarak da adlandirlan PFIC tip 1'de
klinik buylime gelisme geriligi, sagirlik, diare, pankreatit ve
yagda eriyen vitaminlerin dizeyinde dUusuklik izlenirken
hastalar ergenlik donemine gelmeden karaciger yetmezligi
gelistirir ATP8B1 genindeki mutasyonlardan dolayi olusan
bir hastaliktir. ATP8B1 geni 18921-22'de lokalize olup P-tip
ATPaz proteini (FIC-1) kodlamakta ve fosfolipidlerin karaciger
membranina alinmasinda rol oynamaktadir (4). PFIC tip 2 ise
sadece karaciger hastaligi olarak kendini gosterir. Geni 2g24'e
lolkalize ABCB11'dir. PFIC 3 ise fosfolipid sekresyonuna
neden olmaktadir (5). Klinik bulgular digerlerine gore daha
gec ortaya cikmakta ve GGT degeri bu hastalarda yiksek
saptanmaktadir, 7g21’e lokalize ABCB4 geni MDR3 proteinini
kodlamaktadir (6).

Hastaligin kesin tanisi ve alt tiplendirmesi molekuiler
genetik incelemeler ile konulabilmektedir (3).

Bu calismadaki amacimiz histopatolojik ve klinik olarak
PFIC tip 1 tiplendirmesi yapilan hastalarda molekdler genetik
calisma ile kesin tani koymakti. Bu amagla PFIC tip 1
Ontanisiyla gdnderilen 25 hastada tip 1 igin en sik gdzlenen
mutasyonlari iceren 3 ekzonun DNA dizi analizi yapilmistir.
Bunun yani sira bu calismayla PFIC genetik incelemeleri igin
on calisma ve standardizasyonun yapilmasi planlanmistir.

Gerec ve Yontem

Bu calisma Ege Universitesi Tip Fakdiltesi Organ Nakli
Merkezi'nde klinik olarak PFIC tip 1 tanisi almis 30 yasayan
ya da kaybedilmis hastada ve 30 kontrol grubundan ATP8B1
geninde bulunan 27 ekzondan en sik mutasyonlarin gortldigu 3
ekzon secilip DNA dizi analizi ile mutasyon varligi arastiriimistir.
Bu ekzonlar 3., 7. ve 24. ekzonlardir. Ege Universitesi Etik
Kurul Basvurusu yapildiktan sonra bilgilendiriimis gonalli
formlari alinarak 30 hasta ve 30 kontrol Uzerinde yasayan
olgulardan 2cc EDTA'll kan alinarak, kaybedilmis olgulardan
da parafin karaciger biyopsi materyallerinden DNA izolasyonu
yapilarak 3., 7. ve 24. ekzonlar, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yontemi ile ¢ogaltildi. Olusturulan PCR Urnlerinin
saflastiriima isleminin ardindan dideoksi veya zincir sonlanma
metodu denilen yontemle dizi analizi yapilmak Uzere cycle
sequencing islemine tabi tutuldu. ABI Prism v3,1 Big-Dye
Terminator Kiti (Applied Biosystems, USA), 5X Buffer (Applied

Biosystems, USA), sekans primerleri (Tablo I) ve distile su ile
hazirlanan karisima, prifiye edilmis Grlnler eklenerek uygun
PCR programinda cycle sequencing yapildi. Daha sonra ABI
PRISM® 3130 Genetik Analizore yiklendi. Ornekler CLC
Genomics Workbench programinda, http://www.ensembl.
org/index.html sitesindeki ATP8B1 gen dizilimi referans
alinarak degerlendirildi.

Bulgular

1997 yili ile 2005 yillar arasinda Ege Universitesi Cocuk
Gastroenteroloji Hepatoloji ve Beslenme Bilim Dali'nda
yenidogan ddéneminde kolestaz yapan diger tim etiyolojik
nedenler ekarte edildikten sonra bulgulari PFIC ile uyumlu
olan 30 hastanin (14 E, 16 K), (6-125 ay arasi) dosya kayitlari
incelendi. Yasayan hastalardan 2cc EDTA'lI kan alinarak
kaybedilmis hastalarin parafin biyopsi materyallerinden
DNA elde edildi. Demografik ¢zellikleri, klinik ve laboratuvar
bulgulari degerlendirilerek, histopatolojik 6zelliklerine ve GGT
degeri ylksek olan hastalar PFIC tip 3, dlsUk olan hastalar
ise PFIC tip 1 veya tip 2 olarak siniflandirildi. Daha onceki
yapilan calismalarda histopatolojik olarak dev hlcreli hepatit
ve klinik olarak hizli ve fetal seyir gosteren olgular daha
cok tip 2 olarak degerlendirildi. Dort hasta GGT yUksekligi
nedeniyle PFIC tip 3 olarak siniflandirildi. Bunun disinda 1
hasta histopatolojik ve klinik olarak tip 2 olarak siniflandirildi.
Yirmi bes hasta klinik olarak degerlendirildiginde en sik
saptanan klinik bulgu sirasiyla sarilik (%100), siddetli kasint
(%92) ve gelisme geriligi (%52) idi. Hastalarin %40'inda
anne-baba arasinda akrabalik saptanmisti. Sekiz hastada da
yenidogan déneminde kardes 6lim hikayesi mevcuttu. Klinik
bulgular arasinda hepatosplenomegali ve biylime gelisme
geriligine ilaveten 23 hastada deride kasinti izleri mevcuttu.
Hicbir hastada malign transformasyon saptanmadi. On bir
hastaya karaciger nakli yapildi (6 ay-11 yas). Bir yillik takibi
biten hastalarin hepsinde kemik dansitesinde dizelme ve
normal blylUme hizi yakalandi. Dort hastadan iki tanesi
postoperatif komplikasyonlardan, bir tanesi postoperatif
dénemde gelisen lenfoproliferatif hastaliktan, bir tanesi
de sepsis ve ARDS nedeni ile kaybedildi. Hastalar GGT
ve histolojik bulgular i1siginda subgruplara ayrildi (Tablo ).
Hastalarin gelis sikayetleri, GGT degerleri, akrabalik varligi ve
aile 6yklsU arastirilarak yasayan olgularda periferik kandan
DNA izolasyonu karaciger nakli yapimis ve exitus olmus
hastalardan da parafin karaciger biyopsi dokusundan DNA
izolasyonu yapilarak ATP8B1P geninin 3., 7. ve 24. ekzonlar

Tablo I. Sekans primerleri

FIC1-2F TGCAGGCAGTATTCAACCAA
FIC1-2R CACGCAAAATAGACCGATCA
FIC1-7F TCCCTTGCCTGTAACTTAAAATG
FIC1-7R TTTAAATCAGGCCCATCGAG
FIC1-23F GGATGGTGAGCAAGAGCTTC
FIC1-23R TAAGGAGACACAGCCCCAAA
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dizi analizi ile cogaltiip veritabanlarindan karsilastirilarak
sonuglara ulasilmistir.

DNA dizi analizi yapilan hastalarin her 3 ekzonunda da
anlamli mutasyon saptanmamistir.

Tartisma

Byler hastaligi olarak da bilinen PFIC tip 1 otozomal
resesif gecis goOsteren genetik bir hastalktir. Hayatin
ilk iki ayr icinde baslayan sarilik, kasinti, kronik ishal ve
bldylme geriligi ile karakterizedir. Direngli ve uzun suUreli
ishal ataklari, malabsorpsiyon goértlebilir. Hastaligin cesitli
doénemlerinde pankreatit, isitme kaybi ve ter testi ylksekligi
bildiriimistir. Hastalik ilerleyici bir seyir gostermekte olup,
hastalarda hepatomegali gelisir ve genellikle siroz ve
karaciger yetmezligine gidis vardir. K vitamini eksikligine bagli

kanama diyatezi ve E vitamini eksikligine baglh néromuskdler
semptomlar gibi yagda eriyen vitamin eksikliklerine ait bulgular
hastaligin baslangicinda gdrUlebilir. Hastalarda tipik olarak
normal GGT dUzeyleri bulunur, ALT ve AST baslangicta normal
olabilecegi gibi hastaligin ilerledigi donemlerde 10 katina
kadar yUkselebilir (7). Calismasi yapilan 25 olgunun klinigini
degerlendirdigimizde literatlrle uyumlu bulgular saptandi.

PFIC, ATP8B1, ABCB11 ve ABCB4 genlerindeki
mutasyonlara gére Uge ayrimistin  Bu genlerdeki
mutasyonlarin siniflamasi genotip ve fenotip korelasyonuna
olanak vermektedir. Klinik olarak siniflandiriimasi netlesmemis
olgularda molekdler dizeydeki bulgular ile hastalarin erken
tanisi ve etkin tedavisi daha hizli bir sekilde planlanabilmektedir
(3).

Bu arastirmada hastalarda mutasyon saptanmamasinin
nedenleri arasinda klinik olarak PFIC tanisi almis hastalarinin

Tablo Il. Hastalarin klinik bulgular

Hasta | Cinsiyet | Yas (ay) Sarlik | Kasinti | Ishal Boy Kisaligi | GGT | Aile Oykisii Akrabalik | DNA Materyali | PFIC Tip
1 E 16 ay + + + ? 20 - + Kan 1
2 E 24 ay + + + + 15 - + Parafin Blok 1
3 K 36 ay + + - + 17 - + Kan 1
4 E 108 ay + + - + 21 + - Kan 1
5 K 22 ay + + ? ? 21 - + Kan 1
6 E 12 ay + + + + 27 + + Kan 1
7 E 34 ay + + + + 15 ? ? Parafin Blok 1
8 K 28 ay + + - ? 43 + + Parafin Blok 1
9 E 88 ay + + - + 53 + Parafin Blok 1
10 K 10 ay + + - + 50 - - Parafin Blok 1
n K 69 ay + + - + 75 - - Parafin Blok 2
12 E 42 ay + + - + 19 + + Parafin Blok 1
13 E 24 ay + + + 26 + + Parafin Blok 1
14 E 16 ay + + + + 30 - + Parafin Blok 1
15 K 125 ay + + 57 - - Parafin Blok 1
16 K 14 ay + + - ? 26 + + Parafin Blok

17 E 8 ay + + - + 6 - + Parafin Blok 1
18 K 6 ay + + + 14 + Parafin Blok 1
19 K 24 ay + - 24 - - Kan 1
20 K 24 ay + 10 - - Kan 1
21 K 9YAS + + 23 - - Kan 1
22 K 3YAS + + 46 - - Kan 1
23 K 24 ay + + 480 - - Kan 3
24 K 6 ay + + 18 - - Kan 1
25 E 96 ay + + 350 - - Kan 3
26 E 12 ay + + + + 59 - - Kan 1
21 K 4 ay + + 318 - - Kan 3
28 K 32 ay + + 268 - - Kan 3
29 E 18 ay + + 36 - - Kan 1
30 E 24 ay + + + + 31 + - Kan 1
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klinik tiplendirmelerinin histopatolojik bulgularla birlikte
degerlendirilmesi gerekliliginin yaninda, klinik taninin yeniden
gozden gegiriimesi gerekmektedir. Geriye donlk hastalarin
tekrar degerlendiriimesinde 4 hastada GGT degerlerinin
ylksek olmasi nedeniyle tip 1 tanisindan uzaklasildi ve tip 3
tanisl ile izleme alindi. Bir hastada ise histopatolojik ve klinik
bulgular dogrultusunda izleme tip 2 olarak devam edildi.
ATP8B1 geni blytk olup, 27 ekzon bulunur. Calismamizda
mutasyonlarin en sik gordldigl 3 ekzon incelenmistir.
TUm genin incelenmesi sonucu hastalarda mutasyonun
bulunabilecegi disinilmektedir.

PFIC tip 1 hastalarinda ATP8B1 geninde bircok mutasyon
saptanmisti. Familial intrahepatik kolestaz hastaliginda
belirgin klinik fakhligin nedeni bu degisik mutasyonlar
olabilir. Bazi irklarda spesifik olarak sik gorlilen missense
mutasyonlar 10. ekzonda olup (G308V ve D554N) tim
etkilenmis olgularda sorumlu tutulmustur. Kabaca ATP8B1
geninin bilinen mutasyonlarinin sadece %50’si buglne
kadar gdsterilmis olup, bu mutasyonlar aminoasit rezidulerini
etkilemektedir. Splice site mutasyonlari, nonsense
mutasyonlar ve kulcuk delesyonlar da gdsterilmistir.
Bircok hasta 2 farkl allel icin birlesik heterozigot olarak
degerlendiriimis olup bu durumda fenotip genotip
korelasyonu anlamli olmamaktadir (8). Bununla birlikte,
ATP8B1'e homolog, memeli proteinlerinde aminoasit
rezidulerinin  korunmasi gdz &énlinde bulundurularak,
missense bir mutasyonun ilimli bir fenotip ya da ilerleyici
bir fenotipe yol actigi gosterilmistir (9). Bu 6ngord ile
uyumlu olarak nokta mutasyonlari PFIC tip 1 hastalarinda
aminoasit rezidulerini etkilemektedir. PFIC hastalarindaki
lokus heterojenitesi daha 6nceki yayinlarda da gosterilmistir
(9). ATP8B1 ve ABCB11 ve birlesik heterozigot bircok
olgunun varhg distk GGT dlzeyli intrahepatik kolestazli
olgularin molekuler tanisi ve PFIC tip 1'in PFIC tip 2'den
ayrimini oldukga zorlastirmaktadir. Molekiler genetikteki
yeni gelismeler ve intrahepatik kolestazin molekiler
patogenezinin kesfiyle yakin gelecekte fenotip genotip
korelasyonunun aydinlatilacagi disdndlmektedir.

Sonug

Bu calisma PFIC ile ilgili molekiler genetik yontemlerin
etkin sekilde kullaniimasina ydnelik planlanmis olup, bundan
sonraki sUrecte diger ekzonlarinda dizi analizlerinin yapilmasi
planlanmistir. Bununla birlikte incelenmis olan 3 ekzonda
mutasyon saptanmamis olmasi; hastalarin klinik olarak
tiplendirilmesinde bundan sonra daha secici olunmasinin
yararli olacagini distndUirmektedir.

Cikar Catismasi: Yazarlar bu makale ile ilgili olarak herhangi
bir ¢ikar catismasi bildirmemistir.
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