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Abstrakt

Qéllimi i kétij studimi éshté identifikimi i t& sémuréve dhe bartésve me hemokromatozé né popullatén shqiptare,
népérmjet analizés sé gjenit HFE dhe pérdorimi i analizave biokimike t& mbingarkesés sé hekurit pér diagnostikimin e
hershém t& sémundjes.

Materialet dhe metodat:

Né studim u morén 140 individé: 50 individé té shéndetshém dhe 90(77 meshkuj dhe 13 femra) pacienté me sémundje
té heparit(cirrozé, steatozé) té hospitalizuar né klinikén e Gastrohepatologjisé né QSUT. Individét e shéndetshém u
analizuan pér gjenotipet e gjenit HFE. Pacientét jané analizuar pér parametrat e mbingarkesés sé hekurit, ferritin dhe
transferriné e saturuar duke pérdorur 5ml gjak venoz nga cdo pacient. 80 nga pacientét jané analizuar dhe pér analizén
molekulare té gjenit HFE duke pérdorur 5ml gjak té marré me tub K3 EDTA.

Metodat:

Analizat biokimike. Nga serumi i gjakut éshté analizuar hekuri duke pérdorur metodén kolorimetrike me chromazurol
B dhe analizatorin Minitecno. Ferritina éshté analizuar duke pérdorur VidasFerritin Kit, test automatik kuantitativ gé
pérdor metodén ELFA. Transferrina éshté analizuar me metodén imunoturbidimetrike, aparatin Cobas 6000. TS éshté
llogaritur me formulé. Analizat gjenetike jane analizuar me PCR-RFLP dhe Strip Assay. Ekstraktimi i ADN me
QIAGEN dhe INVITROGEN DNA kit.

Rezultatet: Né 50 individét e shéndetshém frekuenca e mutacioneve C282Y éshté 3% dhe frekuenca e H63D éshté
10%. Kéto vlera jané té krahasueshme me mesataren e Europés. N& grupin e pacientéve u gjetén 38(47,5%) me
mutacione dhe 42 pa mutacione . Nga kéto 18 jane C282Y heterozigoté (25,7%), 5 H63D heterozigoté (7,1%), 2 S65C
heterozigoté(2,2%) dhe 13(18,6%) pérbérje heterozigote. Té tre grupet e gjenotipeve me mutacion Kishin pérgéndrime
mesatare mé té larta t& Fe dhe TS né serum sesa 42 subjektet pa mutacione. Shumica e subjekteve kishin njé ngopje
fillestare te TS mé té madhe se 55%. Nuk u gjetén gjenotipé homozigoté C282Y/C282Y qé shkaktojné sémundjén. Kjo
ka lidhje me stilin e jetesés.

Fjalét kyc: HFE, hemokromatoza, ferritin, Fe, transferrin e saturuar, C282Y, H63D, S65C.
Abstract

The purpose of this study is to identify patients and carriers with hemochromatosis in the Albanian population,
through the analysis of the HFE gene and the use of biochemical analyzes of iron overload for the early diagnosis of the
disease.

Materials and methods:

The study included 140 individuals: 50 healthy individuals and 90 (77 males and 13 females) patients with liver disease
(cirrhosis, steatosis) hospitalized in the Gastrohepatology clinic at QSUT. Healthy individuals were analyzed for HFE
gene genotypes. Patients were analyzed for parameters of iron overload, ferritin and saturated transferrin using 5ml of
venous blood from each patient. 80 of the patients were also analyzed for the molecular analysis of the HFE gene using
5 ml blood with K3 EDTA.

Methods: Biochemical analyses. Iron was analyzed from the blood serum using the colorimetric method with
chromazurol B and the Minitecno analyzer. Ferritin was analyzed using the VidasFerritin kit, an automatic quantitative
test that uses the ELFA method. Transferrin was analyzed with the immunoturbidimetric method and the Cobas 6000
equipment. TS was calculated with the formula. Genetic analyzes were analyzed with PCR-RFLP and Strip Assay.
DNA extraction with QIAGEN and INVITROGEN DNA Kkit.

Results: In 50 healthy individuals the frequency of C282Y mutations is 3% and the frequency of H63D is 10%. These
values are comparable to the European average. In the group of patients, 38 (47.5%) with mutations and 42 without
mutations were found. Of these, 18 are C282Y heterozygous (25.7%), 5 H63D heterozygous (7.1%), 2 S65C
heterozygous(2,2)% and 13 (18.6%) heterozygous compounds. All three groups of single-mutation genotypes had
higher mean serum Fe and TS concentrations than the 42 subjects without mutations. Most subjects had an initial TR
saturation greater than 55%. No disease-causing C282Y/C282Y homozygous genotypes were found. This has to do
with lifestyle.

Keywords: HFE gene, Hemochromatosis, Ferritin, Iron, Transferrin saturation, C282Y, H63D, S65C
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Parathénie

Hemokromatoza (HK) éshté njé sémundje e trashéguar autozomale, recesive e
metabolizmit té hekurit. Ajo shkaktohet si rezultat i grumbullimit né njé masé té madhe té
hekurit né organizém, gé shkakton démtime tek disa organe té réndésishme si né mélci,
pankreas dhe né zemér.

Hemokromatoza shkaktohet nga njé ndryshim gjenetik qé provokon njé absorbim té
tepruar té hekurit nga intestini me pasojé grumbullimin e hekurit né organe dhe inde té
tjera, qé prek njé person né 300-350 individé né Evropé.l*!

Sémundja transmetohet gjenetikisht sipas rregullave té sémundjeve autozomale recesive,
pra individi tregon simptomat e sémundjes vetém nése ka njé ndryshim né té dyja kopjet
e gjenit.

Cdo popullaté ka njé frekuencé té caktuar t¢ mutacioneve C282Y dhe H63D si dhe té
mbartésve té kétyre mutacioneve. Prandaj &shté e réndésishme té njihen mutacionet dhe
frekuenca e tyre né popullatén shqgiptare né pérgjithési, si njé parametér i domosdoshém
pér ¢cdo program parandalimi té késaj sémundje gjenetike.

Zbulimi i gjenit HFE né vitin 1996 B mundésoi pérfshirjen e analizave molekulare né
strategjiné diagnostikuese té hemokromatozés hereditare. [

Megjithé mosshfagjen e hershme té shenjave té sémundjes, dhe pse tejngarkesa me
hekur éshté e lidhur edhe me c¢rregullime té tjera, pércaktimi i parametrave biokimik té
mbingarkesés sé hekurit mund té shérbejné si indikatoré t& zbulimit té hershém té
sémundjes. Analiza gjenetike e mutacioneve C282Y dhe H63D té gjenit HFE é&shté
pércaktuese né diagnostikimin e hemokromatozés.

Mutacioni i treté mé i rrallé i gjenit HFE é&shté S65C. Ky mutacion éshté né pérgjithési
beninj. Genotipi i tij mund té sjellé njé rritje té lehté té rrezikut té sémundjes, duke
kontribuar né njé fenotip té lehté té hemokromatozés.[?M1371[42]

Aktualisht analiza gjenetike pér HK nuk béhet né vendin toné, prandaj analiza e gjenit
HFE pér té pércaktuar mutacionet C282Y dhe H63D, dhe pérdorimi i analizave
biokimike té mbingarkesés sé hekurit éshté njé kérkesé e domosdoshme pér
diagnostikimin e hershém té hemokromatozés, pérpara se sémundja té shkaktojé déme té
pariparueshme né organizém.
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I. HYRJE
1.0 Patologjia e hemokromatozés

Hemokromatoza (HK) éshté njé sémundje gé shkaktohet si rezultat i grumbullimit né njé
masé té madhe té hekurit né organizém, gé shkakton démtime tek disa organe té
réndésishme si né mélgi, pankreas dhe né zemér.

Hemokromatoza éshté njé sémundje gé shogérohet me njé absorbim té tepruar té Fe né
zorré dhe me njé depozitim té sasive té médha té Fe né mélci dhe pankreas.

Healthy Iron Overload
Bare Bare
Right triangular area Right triangular area
ligament ligament
Left triangular Left triangular
diaphragmatic \ / Spement Diaphragmatic \ ./ ngement

surface surface

Iron

Left lobe deposits Left lobe

tight lobe Right lobe

Falciform ligament Falciform ligament

Gall bladder
Figura 1.1 Pamja e heparit normal dhe me démtime nga mbingarkesa e Fe

Gall bladder

Hemokromatoza e trashégueshme (HT) éshté crregullimi mé i zakonshém, ku pérgjegjés
éshté njé gjen i vetém né popullsiné e bardhé né pergjithési. 1 né 250 deri 300 persona té
popullsisé sé bardhé jané homozigoté pér mutacionin e gjenit té hemokromatozés, si dhe
aférsisht 1 né 10 persona éshté mbartés pér kété mutacion. (Merryweather-Clarke AT, et
al.1997)[2): Hanson EH, Imperatore G, Burke W, A Huge Review August 2001).%1
Deri tani, njé numér studimesh né popullaté kané treguar se gjenotipi homozigoté éshté
mé i zakonshmi i gjenit HFE, qé éshté i lidhur me HK dhe gé manifeston fenotipin me
mbingarkesé té Fe.(Le Gac, G., Ferec, C. Eur J Hum Genet 13,1172-1185, 2005);
(Papanikolaou G, et al. Nat Genet 2004); Jacolot S, et al. Blood 2004) B152. 531 Tre jané
genotipet mé frekuente té raportuara né Kaukazianét C282Y, H63D, S65C. Genotipi
C282Y homozigoté manifeston fenotipin me mbingarkesé té Fe dhe subjektet do té
shfagin parametra anormale té Fe, ndérsa vetém njé pjesé e pacientéve manifestojné
shenjat klinike.(Pietrangelo A. Blood Cells Mol Dis 2004; 32: 131-138. Cazzola M.
Haematologica 2003; 88: 721-724)54.15]
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1.1 Réndésia e hekurit né organizém

Fe éshté njé nutrient thelbésor i kérkuar nga geliza. Fe shérben si transportues pér O2 dhe
elektronet dhe si katalizues pér proceset e oksigjenimit, hidroksilimit apo procese té tjera
metabolike, pér shkak té ciklit té tij reversibél midis gjendjeve (Fe2+) dhe (Fe3+). Fe
jonik mund té marré pjesé né njé séré reaksionesh pér té prodhuar radikale té lira, té cilat
né kthim démtojné pjesét pérbérése té gelizés. (Pietrangelo A, Am J Physiol Gastrointenst
Liver Physiol 2002).[4

Pér pasojé nése grumbullohet shumé Fe, tejkalohet kapaciteti i organizmit pér njé
transport té sigurt dhe depozitim si dhe toksiciteti i Fe mund té démtojé organin e té
shkaktojé dhe vdekje.

Pérgéndrimi i Fe né organizém éshté normalisht 40-50 mg Fe/kg pér peshé té organizmit,
ku graté kané nivele té uléta té Fe ndérsa meshkujt kané nivele mé té larta.

Pjesa mé e madhe e Fe kérkohet pér aktivitetin metabolik, por rreth 5-6mg Fe/kg tek
femrat dhe 10-12mg Fe/kg tek meshkujt éshté njé depozitim né formé ferritine kryesisht
né hepatocitet dhe makrofagét e mélgisé, né palcén e kockave, né muskujt duke shérbyer
si rezervé né momentet e humbjes sé gjakut. Mbingarkesa e Fe shkaktohet nga kushte té
cilat ndryshojné kontrollin normal té pérmbajtjes sé Fe né sajé té rregullimit té pérthithjes
sé Fe nga intestini. | derivuar nga njé pérthithje e rritur e Fe dietik ose nga transfuzioni i
gelizave té kuge té gjakut grumbullimi progresiv i Fe mbingarkon kapacitetin e
organizmit pér njé depozitim té sigurt. (Siah SW, Trinder D, Olynyk JK. Clin Chim Acta
2005).5!

Pacientét mund té tregojné shfagje karakteristike té mbingarkesés sé Fe si né sémundjen e
mélcisé me zhvillimin e cirrozés, karcinomén hepatike, diabetin mellitus, (Ronald T.
Acton et al. 2006)" pamjaftueshméri gonadale, crregullime endokrine, rritje té
pigmentimit té Iékurés si dhe induktimi i Fe tek kardiomiopatia mund te jeté letal.
(Papanikolau G, Pantopoulos K. 2005).E!

Simptomat e sémundjes

Dhimbje e kyceve

Lodhje, mungesé energjie

Dhimbje e abdomenit

Sémundje né zemér

Démtime té gjendrés adrenale (Adams PC, Deugnier Y, Moirand R, Brissot P.
Hepatology 1997).I"]
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Tabela 1. 1 Simptomat e sémundjes sipas sistemeve té organeve

Neurologjike Ataksia
Depresion
Humbje té memories
Lodhje kronike
Debulesé
Gastrointestinale  Dhimbje abdominale
Cirrozé
Karcinoma hepatogelizore
Hepatomegali

Muskuloskeletale  Artralgjia

Artriti

Kondrokalcinoza
Dermatologjike Hiperpigmentim

Rénie te flokéve
Endokrine Diabet

Gjinekomastia

Hipogonadizém

Impotencé

Atrofi testikulare
Kardivaskulare Kardiomiopati

Infarkt

Insuficiencé renale

1.2 Baza molekulare e mbingarkesés se Fe

Njohurité né lidhje me kompleksitetin e metabolizmit té Fe éshté rritur dukshém né dy
dekadat e fundit dhe klasifikimi i sémundjes sé mbingarkesés sé Fe éshté béré meé i
detajuar.

Numri i molekulave gé luajné rol né homeostazén e Fe é&shté rritur dhe tashmé njihen
ndérveprimet komplekse midis enterociteve, molekulave rregullatore té Fe dhe masave té
Fe. Hepcidina njihet si gendra rregulluese gé vepron duke zvogéluar pérthithjen e Fe
duke u lidhur me ferroportinén dhe duke shkaktuar né kété ményré degradimin e saj.
Funksioni i ferroportinés éshté té eksportojé Fe pérmes membranés gelizore té
enterociteve dhe makrofagéve né hapésirén ndérgelizore, me géllim té reduktojé masén e
Fe. Rregullimi i hepcidinés kontrollohet ndjeshém né pérgjigje me proceset fiziologjike
dhe patologjike.
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Shprehja e hepcidinés reduktohet kur kérkesa e Fe rritet, né kushtet e pamjaftueshmérisé
sé Fe. Njé gjé e tillé prodhon njé rritje té Fe té absorbuar pérmes mukozés sé duodenit si
dhe njé lirim té madh té Fe nga makrofagét, duke shkaktuar njé eritropoezé té
vazhdueshme. Konsumimi i alkoolit gjithashtu zvogélon transkriptimin e hepcidinés dhe
ky efekt duket se shfaget pérmes induktimit té stresit oksidativ. Ndérkohé qé
inflamacioni shkakton njé rritje té transkriptimit té hepcidinés dhe redukton Fe, ndérsa
njé inflamacion i zgjatur mendohet se pérbén shkakun e sémundjes sé anemisé kronike.
Akumulimi i Fe né sémundjen e hemokromatozés pérbén njé humbje té kontrollit té njé
feedback-u negativ me njé déshtim té rregullimit té shprehjes sé hepcidinés krahas
shprehjes sé tepruar té Fe.

Gjeni HFE éshté shprehur né ményré dominante né gelizat e heparit , té cilat njihen si
vendi i prodhimit té hepcidinés. Késhtu psh né njé studim té realizuar me minj éshté
treguar se tek minjté me HFE té shkatéruar ka treguar se njé gjendje e tillé e gjenit HFE
nuk ndryshon homeostazén e Fe. Ndérsa minjté té cilét kishin mungesé té shprehjes
normale té¢ HFE zhvilluan fenotipin e hemokromatozés, duke demostruar se hepari luan
rolin e gendrés kontrolluese té Fe.

HFE ndérvepron me receptorét e transferrinés TfR1 dhe TfR2. Normalisht HFE konkuron
me transferrinén pér tu lidhur me TfR1 dhe njé ndérprerje gé mund té shkaktohet né
lidhjen HFE-TTR1 shkakton rritje té nivelit té hepcidinés dhe pakésim té Fe. Ndérveprimi
midis HFE dhe TfR2 ndryshon sepse né kété rast HFE nuk konkuron me transferrinén
dhe karakterizohet nga rritje e TfR2 né mélgi.

Kompleksi HFE-TfR2 ndérvepron me proteinén hemojuvenile dhe proteinén
morfogjenetike té kockés (BMP) duke u lidhur me receptorét e gelizave té mélgisé, duke
aktivizuar shprehjen e hepcidinés népérmjet rrugés SMAD.

Mutacionet né gjenet gé kodojné pér HFE, TfR2, hemojuvenil dhe hepcidinén lidhen me
uljen e aktivitetit té hepcidinés dhe me rritjen e pérthithjes sé Fe duke rezultuar me
sindromén e hemokromatozés. (Parkkila S, Niemela O, Britton R, Fleming R, Waheed A,
Bacon B. et al, 1997).[]

1.3 Tipet e Hemokromatozés

Hemokromatoza prezantohet né dy forma:

Hemokromatoza primare (e trashéguar)
Hemokromatoza sekondare (jo e trashéguar).
(Solis Herruso JA, Munos P. 2005).5!
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Hemokromatozat e trashégueshme, jané té ndara né varési té gjeneve té pérfshiré, dhe
gjeni HFE éshté i pérfshiré né hemokromatozén primare.

a) Hemokromatoza primare:
Gjeni HFE éshté gjeni gé kodon pér proteinén gé transporton Fe. Mutacionet e kétij
gjeni jané té pranishme né 25% té pacientéve me hemokromatozé.

b) Hemokromatoza juvenile e tipit 2A: pérgjegjés éshté gjeni HIV gé kodon pér
hemojuvenilen, e cila éshté njé proteiné modulatore e prodhimit té hormonit hepcidiné.

¢) Hemokromatoza juvenile e tipit 2B:

pérgjegjés éshté gjeni HAMP gé kodon pér proteinén e hepcidinés (hepcidina éshté njé
hormon hepatik gé vepron né nivelin e enterociteve té mélcisé dhe makrofagéve, té cilét
rregullojné clirimin e Fe né gjak. Njé rritje e Fe né gjak stimulon sekretimin e hepcidinés,
i cili inhibon transportin e hekurit nga enterociti né hepar apo né sistemin retikulo —
endotelial né gjak.(Verga Falzacappa MV, Muckenthaler MU. Gene 2005).1%

d) Hemokromatoza e tipit 3:

pérgjegjés éshté gjeni TfR2 gé kodon pér receptorin 2 té transferinés. TfR2 éshté njé
glikoproteiné transmembranore qé ka pjesén jashtéqgelizore, e cila bashkohet me
transferrinén, e cila nga ana e saj transporton Fe. Kjo éshté hyrja fillestare e Fe né geliza
e lokalizohet kryesisht né hepar ose né gelizat e duodenit.

e) Hemokromatoza e tipit 4:
pérgjegjés éshté gjeni SLC40A1 gé kodon pér ferroportinén, transportuese e hekurit.
(Hanson EH, Imperatore G, Burke W. Am J Epidemiol 2001).1!!

HAMP gene
= Hemojuvelin (50%)

HFE (25%)
TfR2 (25%)

Infections
Iron

Intestinal cells

Figura 1.2 Gjenet e pérfshira né tipete HT

Gjenet e pérfshiré né tipet e hemokromatozés sé trashéguar dhe ndérveprimet e tyre jané
té paragitura né figurén 1. 2.
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Né tabelén e méposhtme  jané paragitur pérmbledhtazi tipet e ndryshme té
hemokromatozés, ndér té cilat tipi 1, paraget formén klasike té& sémundjes, ku pérgjegjés
éshté gjeni HFE. (Hanson EH, Imperatore G, Burke W, Am J Epidemol, 2001)*2

Tabela 1. 2. Tipet e hemokromatozés

Tipi 1 Tipi 2A Tipi 2B Tipi 3 Tipi 4
. Mbingarkesa e
Emri HT klasike ~ HT juvenile  HT juvenile HT e lidhur Fe lidhur me
me TfR2 -
ferroportinén
Gjeni HFE HJV HAMP TfR2 SLC40A1
Ferroportina
Proteina e HFE Hemojuvelin  Hepcidiné _Receptorl 2 (proteiné
prodhuar I transferinés rregullatore e
Fe)
. . . autosomike autosomike  autosomike autosomike autosomike
Trashégimia . . . . .
recesive recesive recesive regesive dominante
ndérprerja e A L
lidhjes r_re_gu_lllrfu ! ndérhyrje e nderhyrje e .
- . lirimit té Fe mundshme né
transferiné- e panjohur; .y mundshme .
e ... NEqelizat ) . eksportin e Fe
. . Fe modifikimii . . né marrjen e
Funksioni e .. Intestinale nga zorret,
modifikimi i mundshém i 3 Fe nga .
. e dhe né . hepari dhe
mundshém i  hepcidinés . gelizat e .
. gelizat e ) gelizat e
rregullimit te Ut heparit lacentés
hepcidinés 9 P
Demtl_m| ! variabél i larté i larté variabél i ulét
organit

1.4 Tiparet klinike té hemokromatozés sé trashéguar (HT)

Personat me hemokromatozé té trashéguar absorbojné sasi té pakta mg Fe né dité pér
nevojat metabolike. Shenjat klinike shfagen mbas moshés 40 vjec, kur depozitimet e Fe
né organizém kané arritur sasiné 15 deri 40 gr, ndérsa normalisht sasia e Fe éshté rreth 4

ar.
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Lidhja midis sasive té Fe né organizém dhe tipareve klinike tregohen né figurén 1. 3.

40 -
Cirrhosis, organ failure

30 4 Tissue injury

Increased hepatic
iren concentration

Increased
104  serum iron
concentration

Total amount of body iron (g)
8

RN

vor et R

Figura 1. 3. Sasia e hekurit dhe lidhja me shenjat klinike

Shfagja e sémundjes mund té ndodh mé shpejt né disa persona se né disa té tjeré. Shenjat
klinike influencohen nga mosha, seksi, Fe dietik, alkooli, humbja e gjakut gjaté
menstruacioneve dhe gjaté shtatzanisé. Edhe pse femrat jané homozigoté pér mutacionin
e hemokromatozés aq shpesh sa dhe meshkujt, ato e shfagin sémundjen mé pak. Kuadri
klinik tek graté para menopauzés éshté 10 heré mé pak frekuent.(Rochete J et al.
1999).11% Faktoré té tillé si abuzimi me alkoolin dhe hepatiti C mund té pérshpejtojné
shfagjen e sémundjes.

Diagnoza e hemokromatozés bazohet né kombinimin e kritereve klinike, laboratorike dhe
patologjike duke pérfshiré njé rritje me tepri té transferrinés sé saturuar si dhe njé rritje té
pérgéndrimit té ferritinés né serum. Gjendja e tepruar e transferrinés(TS) té serumit
llogaritet si mé poshté:

100 X (péraéndrimi i Fe / kapacitetin total té lidhjes me Fe)

Gjendja e Fe né pacienté me hemokromatozé té trashéguar dhe né pacienté normalé
éshté paragitur né tabelén 1. 3.
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Tabela 1. 3. Gjendja e Fe né pacienté me HT dhe né pacienté normalé

Fe Hemokromatoza Gjendja normale
Pérgéndrimi i Fe 151-250 mg/dL (27 - 45 Meshkuj : 50-150 mg / dL (9 - 27
umol / L) umol / L)femrat: 35-145 mg / dL (6
-26 umol /L)
Kapaciteti total i 200 - 300 mcg / dL (36 - 250 to 400 mcg / dL (45 - 72 umol /
lidhjes sé Fe 54 umol / L) L)
Saturimi i 51% - 100% 14% - 50%
transferrinés
Pérqéndrimi i
serumit té ferritinés
Meshkuj 300 - 6,000 ng/ mL (300 20 to 300 ng / mL (20 - 300 mcg /
to 6,000 mecg / L) L)
Femra 200 - 6,000 ng/ mL (200 20 to 200 ng / mL (20 - 200 mcg /
to 6,000 mcg per L) L)
Pérqgéndrimi i Fe né 5,000 - 30,000 mcg /g (89 100 to 2,200 mecg/ g (5 - 27 umol /
hepar deri 550 umol / g) 9)

Edhe pse mbingarkesa e serumit té transferrinés mund té jeté si njé shenjé fillestare pér té
diagnostikuar hemokromatozén, rezultati éshté paraprak dhe pér mé tepér pérgéndrimi i
serumit té ferritinés dhe mbingarkesés sé transferrinés mund té rritet né 30 deri 50 % té
pacientéve gé vuajné nga hepatiti kronik viral dhe sémundja alkolike e mélcisé.

Pérgéndrimi i serumit té ferritinés pérbén njé matje té ndjeshme té mbingarkesés sé Fe,
por éshté gjithashtu dhe njé fazé akute qé péson njé rritje né disa infeksione té ndryshme
dhe né kushte inflamatore. Né kété ményré pérgéndrimi i serumit té ferritinés nuk mund
té pérdoret si njé test diagnostikues pér té detektuar hemokromatozén e trashégueshme.
(Norbert Gatteman, Heinrich Heine, Moorenstr Dusseldorf, 2009).1:4]

2.0 Hemokromatoza si sémundje gjenetike autozomike, recesive.

Sémundja e hemokromatozés éshté njé sémundje gjenetike, autosomike recesive, pra
individi tregon simptomat e sémundjes vetém nése ka njé mutacion né té dyja kopjet e
gjenit.

Personi, i cili ka vetém njé kopje té gjenit normal, dhe njé té ndryshuar éshté njé mbartés
i shéndetshém, pra nuk paraget ndonjé simptomé té sémundjes. Késhtu gé mund té keté
sémundjen ai qé ka dy alele difektoze té gjenit, té marré prej té dy prindérve, té dy
mbartés té ndryshém té aleleve té gjenit HFE.
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Té gjithé fémijét e njé pacienti té diagnostikuar jané mbartés té shéndetshém, n.q.se
prindi tjetér éshté normal, pra jo mbartés i ndonjé aleli difektoz.

Bazuar né frekuencén e mbartésve té shéndetshém, gé éshté mesatarisht rreth 10%,
probabiliteti qé té dy prindérit té jené mbartés éshté 1/10 x 1/10=1/100. Ndérsa
probabiliteti gé té lindé njé fémijé i prekur nga hemokromatoza, nga dy prindér mbartés
éshté 25% ose Y4 pér cdo lindje. (Merryweather-Clarke AT, Feder JN, Br J haematol,
1997).1%1 Né té gjitha familjet ku kané gené té pranishme raste me hemokromatozé,
pjesétarét e familjes (prindérit, véllezérit dne motrat e pacientit) duhet ti nénshtrohen
analizave pér té verifikuar parametrat e Fe, dhe analizave gjenetike pasi té jené
identifikuar mutacionet tek pacienti familjar.

2.1 Gjeni HFE

Chromosome 6 Pozicioni i kétij gjeni né kromozomin 6 éshté
— e —Bp25.3 paragitur né figurén 1.4, dhe ndodhet né krahun e

shkurtér, (p) té kromozomit 6, né pozicionin

géndror p21.3.

Simboli zyrtar i gjenit éshté HFE, ndérsa simboli

alternativ: HLA-H. Emri i produktit t& gjenit:

proteina e hemokromatozés sé trashégueshme.

Lokusi: 6p21.3

—Gpii2 Gjeni HFE lokalizohet né krahun e shkurtér té

— Ggl2 kromozomit 6 né pozicionin 21.3 né kariotipin e
njeriut. Gjeni HFE ka 7 rajone koduese (egzone),
té cilét jané té pérhapur né 10.000 cifte bazash té
ADN-sé gjenomike. Egzonet e translatuara né
proteinén HFE lidhen me segmentet e ADN-sé
jokoduese (intronet). Mbas transkriptimit intronet
bashkohen, ndérsa egzonet jané vendosur sé
bashku pér té formuar transkriptin e mARN-sé
me njé gjatési prej 2700 bp. mMARN-ja mé pas
translatohet né njé sekuencé prej 343
aminoacidesh té proteinés té hemokromatozés sé

— B2y trashégueshme.

|
4]
HE
e 111

A9
|
‘NN INEPmiIiml

Figura 1. 4. Pozicioni i gjenit HFE né kromozomin 6.

Sekuencat ¢ ‘mARN’ té marra nga databasi i bankés sé gjeneve NCBI jané
komplementare me sekuencat e CADN-sé té gjeneruar nga transkriptet e mMARN-sé té
ekstraktuar nga qelizat. Sekuencat e ADN-sé gjenomike té organizmave eukarioté
pérmbajné egzonet té shpérndaré me intronet. Gjaté transkriptimit intronet lidhen bashké
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dhe egzonet bashkohen pér té formuar ARN-né mesazhere (MARN). Nukleotidet
translatohen né sekuenca aminoacidesh té njé proteine té vecanté, mARN-ja gjithashtu
pérmban disa rajone té patranslatuara té sekuencés koduese. Sekuencat e intronit té liré té
CADN-sé té sintetizuara nga mARN-ja gjithashtu pérmbajné rajone té patranslatuara.

Tabela e kodit gjenetik standart pér té gjetur kodonin fillestar (ATG) dhe 9 kodonet e
tjeré né sekuencén e nukleotidit HFE, tregohet si mé poshté:

10 aminoacidet e para té proteinés sé hemokromatozés sé trashégueshme jané si mé
poshté:

Tabela 1.4 Kodi gjenetik standart

MGPRARPALL

1 ggggacacty gatcacctag tgtttcacaa gcaggtacct tctgctgtag gagagagaga

61 actaaagttc tgaaagacct gttgcttttc accaggaagt tttactgggc atctcctgag

121 cctaggcaat agctgtaggg tgacttctgg agecatcece gtttccecge cccccaaaag

181 aagcggagat ttaacgggga cgtgcggeca gagetgggga aatgggeccg cgagecagge

241 cggcgcttct cctectgaty cttttgcaga ccgeggtect gcaggggege ttgetgegt

2.2 Struktura e proteinés HFE

Proteina HFE pérmban domenet jashtéqelizore alfa-1 dhe alfa-2 té cilat géndrojné né
majé té proteinés sé imunoglobinés si dhe domeni alfa-3, i cili rrethon membranén e
gelizés dhe lidhet me proteinén beta-2-mikroglobuliné.

Mutacioni mé i zakonshém pérgjegjés pér hemokromatozén e trashégueshme éshté
C282Y. Mbetja e cisteinés éshté pjesé e urés disulfide dhe formon njé lak né domenin
alfa-3 té proteinés HFE.

Kur cisteina 282 ka humbur, ura disulfide nuk mund té formohet dhe domeni alfa-3 i
proteinés HFE nuk éshté mé i afté té formojé kompleks me beta-2-mikroglobulinén e cila
shérben si faktor stabilizues. Si rezultat proteina HFE me mutacion degradohet para se té
inkorporohet né membranén gelizore.

Qelizat béhen me mbingarkesé Fe kur nuk éshté gjeni HFE i cili né ményré negative bén
qé Fe té drejtohet né citoplazmén e qgelizés. Me kalimin e kohés mbingarkesa e Fe né kéto
geliza mund té démtojé indet dhe organet duke sjellé ndérlikime té tjera té shogéruara me
hemokromatozé.

XXi




Figura 1. 5. Strukturat e dy molekulave té proteinés HFE.

Zinxhirét me ngjyré blu dhe jeshile pérfagésojné proteinén HFE, ndérsa zinxhirét me
ngyré té verdhé pérfagésojné molekulat e beta-2 mikroglobulinés. Radikalet me ngjyré
vjollcé tregojné se ku lokalizohet cisteina né pozicionin 282 né ¢do zinxhir té proteinés
HFE. Njé mutacion né pozicionin 282 té cisteinés pérbén shkakun e shfagjes sé
hemokromatozés sé trashégueshme. (Bacon BR,Olynyk JK, Brunt EM, Briton RS, Wolff

RK, 2008).1%l

Né figurén 1. 6 tregohet modifikimi gé ndodh né nivelin nukleotidik, qé pércakton

shfagjen e mutacionit C282Y.

Wild Type HFE Sequence

Nucleotide AGA TAT ACG TGC CAG GTG GAG

Amino Acid Arg Tyr Thr Cys Gin Val
| |
279 282

HFE Sequence with C282Y Mutation

Nucleotide AGA TAT ACG TAC CAG GTG GAG

Amino Acid Arg Tyr Thr Tyr GIn Val
| |
279 282

Figura 1. 6. Paragitja skematike e shfagjes sé mutacionit C282Y
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Gjeni HFE i pérket familjes sé klasés sé paré HLA té molekulave té histokompatibilitetit.
Kodifikon pér njé proteiné me 343 aminoacide, té lokalizuar né membranén plazmatike té
disa gelizave, éshté e ndértuar nga 3 njési jashtégelizore (domenet al, a2, a3), nga njé
njési transmembranore dhe njé pjesé citoplazmatike.

Ajo bashkévepron me receptorét e transferinés né njé zoné midis njésive al dhe a2 dhe
népérmjet njé ure tioli midis 2 cisteinave me njésiné a3, e cila éshté kritike pér lidhjen e
mikroglobulinés B2 (B2MG) dhe pér vendosjen e saj né sipérfage té gelizés.

Kjo proteiné luan rol né metabolizmin e Fe. Eksperimentet kané treguar se né kulturat
gelizore né té cilat u fut plasmidi gé mbarte gjenin HFE dhe mundésonte prodhimin e
proteinés, u vézhgua kalimi i Fe né kéto geliza dhe mé pas kur gelizat me Fe dhe
pérmbajtje ferritine u pakésuan, numri i receptoréve té transferinés u rrit. Duket se HFE
shndérrohet né njé rregullator negativ pér funksionimin e TfR1 dhe bllokues pér pasazhin
e Fe né geliza. Eshté sugjeruar se HFE kompleton sé bashku me transferrinén (Tf) né
lidhjen e TfR1. Kur kemi mbishprehje té dy proteinave HFE dhe p2MG, ndodh gé tek
gelizat pérmbajtja e Fe dhe ferritinés té rritet, pra HFE shndérrohet né njé lehtésues pér
pasazhin e Fe né geliza. Mutacionet tek gjeni HFE gé pérfshihen né rajonin tek lidhja me
TfR1 béjné qé té bllokohet formimi i kompleksit Tf/TfR1/HFE. Jané sugjeruar dy
mekanizma me ané té té cilave HFE mund té rregullojé pérthithjen e Fe nga zorrét. | pari
lidhet me rolin gé i atribuohet gelizave té brendshme té duodenit si sensoré pér sasiné
totale t¢ Fe né organizém. HFE éshté gjetur né membranén bazale té kétyre gelizave
bashké me B2MG dhe TfRs. Tf (transferrina) e mbingopur me Fe bashkohet me
kompleksin HFE/B2MG/TT i cili mé pas do té pérfshihet brenda njé endosome. Tf liron
Fe né gelizat e brendshme té duodenit. Kéto geliza mé pas maturohen né enterocite duke
inhibuar sintezén e kétyre proteinave e duke favorizuar pasazhin e Fe dhe né kushte té
tilla pérthithja e Fe né zorré rritet. Gjithashtu éshté sugjeruar se sinteza e hepcidinés , njé
hormon me origjiné nga mélgia gé ngadaléson pérthithjen e Fe nga zorra, mund té
stimulohet nga HFE ose nga njé infeksion. TfR2 dhe HFE favorizojné pasazhin e Fe né
gelizat e mélcisé té cilat do té ishin pérgjegjése pér induktimin e hepcidinés. Dhe njé HFE
normale duhet té ngadalésojé pérthithjen e Fe nga intestini mbas induktimit té sintezés sé
hepcidinés.(Waheed A, Parkkila S, Zhou X, Tomatsu S, Tsuchihashi Z, Feder J,
Schatzman R, Briton R, Bacon B and Sly W. 1997).1"]

Roli i hepcidinés né homeostazén normale té Fe: me rritjen e Fe shkaktohet njé rritje né
prodhimin e hepcidinés. Hepcidina e rritur inhibon kalimin e Fe né plazém nga
makrofagét, né hepatocite dhe né duoden. Duke gené se Fe i plazmés vazhdon té
konsumohet nga sinteza e hemoglobinés, nivelet e Fe zvogélohen dhe sasia e ulét e
hepcidinés kompleton humbjen homeostatike.
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Gjeni HFE né personat e prekur nga hemokromatoza, ka mutacione gé ndryshojné
funksionin. Dy mutacionet kryesore gé jané identifikuar né kété gjen jané: C282Y dhe
H63D

Mutacioni C282Y jep si rezultat zévendésimin e cisteinés me tirozinén né kodonin 282 té
egzonit 4, dhe shkaktohet nga mutacioni i nukleotidit G né pozicionin 845 né A, pra (845
G>A).

Mutacioni H63D jep si rezultat z&vendésimin e histidinés me ac.aspartik né kodonin 63 té
egzonit 2 dhe shkaktohet nga mutacioni i nukleotidit C né pozicionin 187 né G, pra (187
C>G). (Feder, J N: Penny D M, Irrinki A, Lee V K, Lebron J A, Watson N, Tsuchihashi
Z, Sigal E, Bjorkman P J, Schatzman R C, 1998).[*¢]

Mutacioni i treté i zakonshém i gjenit HFE éshté S65C: 193-T zévendésim né ekzonin 2.
Ky mutacion éshté né pérgjithési beninj. Gjenotipi C282Y/S65C mund té sjellé njé rritje
té lehté té rrezikut té sémundjes, duke kontribuar né njé fenotip té lehté té
hemokromatozés. (Rochette et al, 1999 AM J Hum Genet. 64: 1056-1062. Oliveira et al.
(2009). US preventive Services Task Force 2006). [2°) [371.142]

2.3 Trashégimia gjenetike
Kombinimet e trashégimisé pér gjenin HFE (trashégimia autosomike recesive)

1- N.g.se té dy prindérit kané njérin mutacion C282Y pér gjenin HFE té
hemokromatozés, pér ¢do shtatzani egziston njé mundési 25% pér té trashéguar 2
kopje normale té gjenit dhe pasardhési éshté i shéndetshém, njé mundési prej 50%
pér té trashéguar njé kopje me mutacion dhe pasardhési éshté mbartés, dhe 25%
mundési pér té trashéguar dy kopje me mutacion dhe pasardhési éshté i sémuré.
(Figura 1. 7).

H = Mutated

Canmier (=5 homochismalosis
Father Maothar pone

M = Mosmal, hoalthy
HECOH HEON hemochromatosis

CIEIY caay

wOOM HEOn 1 | HR D wrilln
C2EIY C2ETY CIATY C2EIY

Figura 1. 7. Paragitja skematike e trashégimisé autozomike regesive té
hemokromatozés.
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N.g.se njéri prind éshté i sémuré, homozigoté me dy kopje té mutacionit pér
gjenin HFE, dhe prindi tjetér &shté normal atéheré ekziston mundésia prej 100%
gé cdo shtatzani mund té trashégojé njé kopje me mutacion dhe tjetér kopje
normale, qé do té thoté se té gjithé pasardhésit jané mbartés té detyrueshém.
N.g.se njéri prind éshté i sémuré, homozigoté me dy kopjet e mutacionit C282Y
pér gjenin HFE, dhe prindi tjetér éshté mbartés pér njérin mutacion C282Y, pér
cdo shtatzani ekziston mundésia 50% pér té trashéguar njé alel me mutacion dhe
njé alel normal dhe né kété rast kemi té béjmé me mbartés , dhe 50% mundési pér
té trashéguar dy alele me mutacion dhe ky person éshté i sémuré.

N.g.se njéri prind éshté i sémuré me dy kopjet e mutacionit C282Y pér gjenin
HFE dhe prindi tjetér éshté mbartés pér mutacionin H63D, pér c¢do shtatzani
ekziston mundésia 50% pér té trashéguar njé kopje me mutacion C282Y dhe njé
kopje normale dhe pasardhési eshté mbartés si dhe 50% mundési pér té trashéguar
2 kopje me mutacion (njé me mutacion C282Y dhe njé tjetér me H63D) dhe
pasardhési éshté i sémuré.

N.g.se njéri prind éshté i sémuré me dy kopje me mutacion (C282Y dhe H63D)
pér gjenin HFE, dhe prindi tjetér &shté normal, atéheré ekziston mundésia 100%
gé cdo shtatzani té trashégojé njé kopje me mutacion dhe njé kopje normale qé
tregon se té gjithé pasardhésit jané mbartés té detyrueshém; 50% e pasardhésve do
té jené mbartés té C282Y dhe 50% e pasardhésve do té jené mbartés té H63D.
N.g.se njéri prind éshté i sémuré me 2 kopje té mutacionit (njé C282Y dhe H63D)
pér gjenin HFE, dhe prindi tjetér éshté mbartés pér mutacionin C282Y pér c¢do
shtatzani éshté mundésia 50% pér té trashéguar njé kopje me mutacion (ose
C282Y ose H63D) dhe njé kopje normale , pasardhési éshté mbartés, si dhe 50%
mundési pér té trashéguar 2 kopje me mutacion ( ose dy kopje C282Y, ose njé
C282Y dhe njé H63D) dhe pasardhési éshté i sémuré.

N.g.se njéri prind éshté i sémuré me dy kopje té mutacionit (njé C282Y dhe njé
H63D) pér gjenin HFE, dhe prindi tjetér éshté mbartés pér mutacionin H63D pér
¢do shtatzani: éshté mundésia pér té trashéguar njé kopje me mutacion (ose
C282Y ose H63D), njé kopje normale dhe pasardhési éshté mbartés; 50%
mundési pér té trashéguar dy kopje me mutacion (ose dy kopje me H63D, ose
njé C282Y dhe nj¢ H63D) dhe pasardhési éshté i1 sémuré . (Merryweather-
Clarke AT, Cadet E, Bomford A, Capron D, Viprakasit V, Miller A, et al,
2003).129
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3.0 Analizat laboratorike biokimike pér té evidentuar hemokromatozén.

Tepria e transferrinés dhe testet e ferritinés té serumit

Testet e hemokromatozés nuk jané pjesé e kontrollit té pérgjithshém mjekésor. Né
ményré specifike kéto teste béhen me kérkesé nga laboratori i gjakut. Mjeku mund té
urdhérojé kryerjen e testeve té Fe té tilla si : Fe i serumit, ferritinén, transferrinén,
transferrinén e saturuar ose kapaciteti total i lidhjes sé Fe. Njé réndési t¢ madhe ka
pércaktimi i sasisé sé transferrinés dhe ferritinés. Matjet e transferrinés dhe ferritinés
tregojné se sa Fe ndodhet né organizém dhe, Fe qé éshté transportuar dhe depozituar.

Testet biokimike té gjakut

3.1 Ferritina e Serumit (SF)

Rezultati i transferrinés té serumit ndryshon né varési té gjinisé dhe moshés. Njé nivel
jonormal i larté i ferritinés t¢ serumit vihet menjéheré né dukje né testin e laboratorit si
njé rezultat jashté normés. Teste pasuese jané té nevojshme pér té paré né se vlerat
rritése té ferritinés vazhdojné me kalimin e kohés. Njé nivel i ferritinés mé i larté se
200ng/ml pér femrat dhe 300ng/ml pér meshkujt konsiderohet si jashté norme, por né
rastin e njé organi té démtuar niveli i ferritinés éshté 1000ng/ml.

3.2 Transferrina e saturuar (Saturimi, ngopja e transferrinés)(TS)

Njé rezultat normal éshté 25-40% tepri transferrine. Nése ka njé rritje mé té madhe se
45% kérkohet njé vézhgim mé i thellé .

Nése vlerat e ferritinés dhe transferrinés jané té larta atéheré testet e ekzaminimit té
gjakut duhet té pérsériten pér siguri. Testet diagnostike shtesé duhet té béhen pér té
konfirmuar pér praniné e hemokromatozés, teste si testi gjenetik pér gjenin HFE.

Nivelet e larta té ferritinés dhe transferrinés mund té dedektohen para se simptomat té
jené té dukshme. Rezultatet e vazhdueshme né nivele té larta té ferritinés dhe
transferrinés jané quajtur mbingarkesa biokimike té Fe dhe kjo konsiderohet si shenja e
paré e hemokromatozés.

Né shtesé me testet e tjera ekzaminuese biokimike té gjakut, jané dhe teste té tjera té cilat

rekomandohen si ndihmé pér té vlerésuar rrezikshmériné dhe té monitorojné démtimin e
organeve té vecanta.
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3.3 Testi i enzimave te heparit

Kryhet gjithmoné pér té analizuar démtimin e mélcisé. Matjet e enzimave té mélcisé
shérbejné pér té kthyer né normalitet me ané té eleminimit té Fe. N.g.se nuk ndodh kjo
duhet shpjeguar, psh cirroza mund té jeté e pranishme, ose pacienti mund té keté njé
sémundje tjetér té mélcisé.

3.4 Biopsia e heparit

Shérben pér té treguar shkallén e démtimit té mélgisé. Mund té kryhet, por nuk éshté e
nevojshme pér té pércaktuar diagnozén né pjesén mé té madhe té pacientéve me
hemokromatozé. (Dadone MM, Kushner JP, Edwards CQ, Bishop DT, Skolnick MH.
August 1982).[201

3.5 Imazhi radiologjik i heparit

Gjithashtu kérkohet imazhi radiologjik Q& jep njé pamje té strukturés sé heparit dhe
mund té vlejé pér gjetjen e cirrozés apo pér komplikacione té tjera. Né pjesén mé té
madhe pacientét me cirrozé, shpesh ekzaminohen pér kancerin primar té heparit
(hepatoma / HCC) njé ndérlikim gé ndodh né 25% té pacientéve me cirrozé té rezultuar
nga hemokromatoza. Shumé prej pacientéve duhen regjistruar né njé program pér
diagnostikimin e hepatomés gé konsiston né njé alfa-fetoproteiné (test gjaku) dhe né njé
proceduré radiologjike, kryesisht njé ultratingull ose njé skanim trifazik, ¢cdo 6-12 muaj.
(Harris EL, McLaren CE, Reboussin DM, Gordeuk VR, Barton JC, Acton RT, et al,
2007).[21]

4.0 Analizat gjenetike pér mutacionet C282Y dhe H63D té gjenit HFE.
4.1 Testi diagnostik gjenetik

Testi gjenetik i gjenit HFE konfirmon diagnozén e hemokromatozés. Merret njé mostér
gjaku pér testin gjenetik, me ané té sé cilés kontrollohet gjeni HFE pér mutacionet
C282Y dhe H63D, pér tipin e paré t& hemokromatozés.

Kombinimet positive té mundshme gé rezultojné nga testi gjenetik i HFE-sé jané:

C282Y [ C282Y — homozigoté pér gjenin HFE té tipit té paré té hemokromatozés. Pjesa
mé e madhe e individéve me hemokromatozé kané kété kombinim, me mbingarkesé Fe té
pranishme tek pothuajse té gjithé individét.

C282Y | H63D - heterozigoté té pérbéré pér gjenin HFE té tipit té paré té
hemokromatozés. Mbingarkesa sinjifikante e Fe ndodh né 15% té individéve. Ndérsa tek

85% e individéve té tjeré mbingarkesa e Fe éshté mé pak e ashpér.
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H63D / H63D — homozigoté pér gjenin HFE té tipit té paré t¢ hemokromatozés.
Mbingarkesa e Fe éshté e pazakonshme, me pak shanse pér démtim té organit, edhe pse
mund té luajné rol faktoré té tjeré gjenetiké apo mjedisoré.

Njé test gjenetik pozitiv i HFE do té pérfshijé dhe pjestaré té tjeré té familjes té cilét
duhen testuar. Té aférmit e shkallés sé paré (prindérit, véllezérit dhe fémijét) mund té
jené mbartés té gjenit HFE, ose mund té trashégojné té dyja kopjet jonormale té gjenit
HFE dhe té kené hemokromatozén. Bashkéshortét duhet té testohen nése kané fémijé té
vegjél né ményré qé té vlerésojné shkallén e rrezikut.

Nése testi gjenetik éshté negativ duke gené se mutacionet C282Y dhe H63D nuk jané
dedektuar né gjenin HFE, atéheré do té keté njé arsye tjetér gé shpjegon mbingarkesén e
Fe, njé sémundje tjetér ose njé formé tjetér e hemokromatozés e shkaktuar nga njé gjen
tjetér.(Whitlock EP et al, Intern Med 2006: Qassem A et al, 2005).12%

4.2 Analizat gjenetike pér mutacionet C282Y dhe H63D té gjenit HFE
Cdo mostér ADN-je testohet pér praniné e mutacionit t¢ hemokromatozés me njérén nga

metodat e méposhtme si:

1. Amplifikimi alel specifik. Kjo metodé zbatohet duke pérdorur Kitin Genespector
HFE. Pér PCR , 5ul ADN amplifikohen me 12.5 ul primer mix, 2.5 pl dNTP, 2.25ul
H20, 2.5ul bufer dhe 0.25 ul Tag-polimerazé pér 5 minuta né 94°C, 35 cikle pér 30
sekonda né 94°C, 30 sekonda né 58°C dhe 30 sekonda né 72°C té ndjekur nga
inkubimi pérfundimtar né 5 minuta né 72°C.

2. Hibridizimi i oligonukleotideve alel specifike. (Metoda Reverse Dot Blot). Dy
metodat e oligonukleotideve alel specifike jané:
Metoda 2A dhe metoda 2B. Té dyja kéto metoda kérkojné PCR dhe hibridizim té
produkteve té PCR né sondat e oligonukleotideve té lidhura né breza té ngushté.
Metoda 2A: Realizohet duke pérdorur kitin LBP-prototip. ADN-ja (5ul) shtohet né
45ul té kompleksit HFE PCR dhe amplifikohet né kéto kushte: 9 minuta né 95°C, 40
cikle pér 45 sekonda né 95°C, 45 sekonda né 60°C dhe 1 minuté né 72°C, té ndjekur
nga inkubimi i fundit té€ 4 minutave né 72°C. Progedura e hibridizimit té vetvetishém
revers realizohet né aparatin AUTO-LIPA dhe konsiston né hibridizimin, zhvillimin e
ngjyrés duke pérdorur protokolle dhe kimikate sipas inogjenetikés. Prania e formés
tip i egér dhe mutacioneve tregohet népérmijet sinjaleve me ngjyré té testit me breza.
Brezat do té pérmbajné oligonukleotide specifike pér mutacionet C282Y, H63D dhe
S65C, po ashtu si dhe pér tipin e egér dhe kontrollin e lidhur.
Metoda 2B: Pérdor kitin GmbH. PCR me 5ul ADN, 35ul primer (duke pérfshiré
dNTPs), 2.7ul H20, 2ul MgClI2, 5ul 10x bufer-PCR dhe 0.3ul Tag-polimerazé
konsiston me 15 minuta né 95°C, 10 cikle me 30 sekonda né 95°C, 40 sekonda né
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58°C, 40 sekonda né 70°C dhe 25 cikle né 25 sekonda né 95°C, 40 sekonda né 70°C
té ndjekur nga 8 minuta né 70°C. Hibridizimi, larja dhe dedektimi i ngjyrés
realizohen né aparatin Tecan profiblot. (Jeffrey GP, Chabkrabarti S, Hegele RA,
Adams PC, Bassett ML, Leggett BA, Halliday JW, Web S, Powell LW,J Hepatol,
1997)[23

PCR-RFLP. Polimorfizmi i fragmenteve té pérftuara tregon pér praniné apo pér
mungesén e sekuencave té njohura nga enzimat e restriksionit né njé rajon té caktuar
té ADN-sé gé duam té analizojmé.

PCR realizohet népérmjet amplifikimit enzimatik té sekuencave target t¢ ADN-sé té
kufizuar nga dy oligonukleotide specifike (primer). Njéri prej tyre i korrespondon
skajit 5" (primer sens) dhe i dyti skajit 3" (primer antisens). Mbas denatyrimit me
temperaturé té larté té té dy vargjeve té ADN-sé, primeret hibridizohen me vargjet
komplementare dhe fillon zgjatja e vargjeve té rinj né praniné e njé ADN-polimerazé
té géndrueshme ndaj temperaturés (TAQ polymerasg). Ky reaksion pérséritet 20-40
heré, sipas njé programi gé pércakton kohézgjatjen dhe temperaturén e c¢do hapi.
Temperatura dhe kushtet e ¢do hapi duhet té pércaktohen sipas sekuencés sé
fragmentit t¢ ADN-sé gé do amplifikohet (% GC) dhe ciftit té primereve té zgjedhur.
Ciklet e pérséritura té denatyrimit né temperaturé té larté, hibridizimit té primereve
dhe sintezés enzimatike t& ADN-sé rezultojné né njé amplifikim eksponencial.

Endonukleazat e restriksionit jané enzima me origjine bakteriale qé copétojné ADN-
né duke e ndaré até né sekuenca specifike. Endonukleazat e restriksionit pérdoren pér
té analizuar ADN-né duke e preré até né fragmente me madhési té parashikuar. Jo té
gjitha mutacionet ¢ojné né krijimin apo zhdukjen e njé siti restriksioni ¢cka pérbén dhe
kufizimet e késaj teknike. Prania ose mungesa e siteve té njohjes nga enzimat
pércaktohet nga profili i fragmenteve té pérfituar nga digjestioni gé paragitet né
elektroforezén né xhel agaroze ose poliakrilamidi. (Merryweather Clarke AT, Pointon
JJ, Shearman J D and Robson K J 1997).[24

Standartet europiane 2016 pér diagnostikimin molekular té hemokromatozés sé
trashégueshme (HT)

HT éshté njé grup sémundjesh gjenetike autozomale recesive té karakterizuar nga
akumulimi i hekurit né organet parenkimatoze, kryesisht mélci, i cili mund té rezultojé né
démtimin e strukturés dhe funksionit té organit. Vitet e fundit, hepcidina éshté
identifikuar si hormoni ky¢ gé kontrollon saturimin e transferrinés sé plazmés me hekur
(transferrin saturation). Mungesa e hepcidinés shkakton rritjen e saturimit té transferrinés,
i cili 8shté tipari i pérbashkét dhe parametri biokimik kryesor i té gjitha formave té HT.
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Mutacionet homozigoté ose heterozigoté té pérbéré pér gjenin e hepcidinés (HAMP) dhe
té gjeneve gé stimulojné prodhimin e hepcidinés, sic jané HFE, HJV dhe TRF2 jané té
shogéruara me hemokromatozé. Sémundja e Ferroportinés nuk Klasifikohet si
hemokromatozé. Ajo nuk shogérohet me nivel té larté té saturimit té transferrinés (TS)
ose me pérgéndrim té ulét té hepcidinés. Ferroportina éshté njé sémundje gjenetike
dominante e shkaktuar nga njé difekt gjenetik né gjenin SLC40AL, i cili né formén e tij
klasike, shogérohet me humbjen e funksionin té tij eksportues (nxjerrjen jashté té hekurit)
dhe pér rrijedhojé me mbingarkesé té hekurit né mélci dhe shpretké. Né raste té rralla,
mbingarkesa e hekurit mund té ndodhé né pacienté gé mbartin njé mutacion né gjenin
SLC40A1, i cili shton aftésiné pér té eksportuar hekurin. Né kété rast té ferroportinés jo
klasike, pacientét mund té paragesin njé fenotip hemokromatoze dhe klasifikohen si HT.
Penetranca e késaj sémundje éshté e ulét, duke prekur kryesisht meshkuj né moshén 40
deri 60 vjec. Megjithése individét mund té kené njé gjenotip homozigoté pér HT,
shprehja klinike éshté e ndryshme, 78-85% e individéve homozigoté pér mutacionin
C282Y nuk zhvillojné sémundjen. Kryesisht studimet jané pérgéndruar né HT té lidhur
me gjenin HFE.

5.0 Gjeografia e mutacioneve C282Y dhe H63D

5.1 Prevalenca e mutacioneve C282Y, H63D dhe S65C né Europé

Frekuencat e alelit C282Y né popullatén e pérgjithshme jané té shpérndara népérmjet njé
rritjeje nga Europa veriore né até jugore me njé pérhapje mé té madhe né popullatat gé
kané njé komponent mé tepér Kelt apo Viking. (Merryweather-Clarke AT, Pointon JP,
Jouanolle AM, Rochette J, Robson KJH. Gene Test 2000).12°! Eshté béré njé studim gé ka
krahasuar frekuencat e mutacioneve C282Y, H63D, S65C té vézhguar né popullatén
sllovene me frekuencat e vézhguara né disa popullata europiane. Prevalenca e mutacionit
C282Y né Republikén Sllovene ka lidhje me pérgéndrimin verior dhe até jugor si dhe me
pozicionin gjeografik té Sllovenisé. (Cukjati M, Vaupotic T, Rupreht R, Curin-Sebec
2007).1261 Duke krahasuar me vendet me origjiné sllave frekuenca e C282Y éshté mé e
larté por jo sinjifikante duke e krahasuar me frekuencén e mutacionit né Poloni (3.1%),
né Republikén Ceke (3.4%), me Kroaciné (3.3%) dhe frekuenca mé e ulét éshté né
Bosnjé dhe Hercegoviné (4.0%). (Cimburova M, Putova I, Pinteraova D, Horak J,
2005).121 Frekuenca e mutacionit C282Y ndryshon dhe né vendet e tjera me origjiné
sllave, si né Serbi dhe Mal i Zi gé éshté (1.6%). Gjithashtu vihet re dhe njé ndryshim i
madh né frekuencén e alelit C282Y edhe midis vendeve me origjiné sllave té cilét mund
té shfaqgin njé paragitje té vonshme té mutacionit né popullatat sllave. Né ndryshim me
kété frekuenca e C282Y né Slloveni éshté mé e larté sesa né rajonin Modena né Itali.
Ndérsa mutacioni H63D éshté mé shumé frekuent dhe mé i shpérndaré né ményré
uniforme midis vendeve europiane. Frekuenca mé e larté e mutacionit H63D éshté gjetur
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tek katalanet e Spanjés, (de Diego et al. 8; 263-267 2004).128 duke sugjeruar se ky
mutacion mund té keté origjinén nga popullatat e Europés Perendimore pérpara
ekspansionit indo-europian. (Rochette et al, 1999, Hum Genet. 64:1056-1062) [2°1,

Né Spanjé éshté treguar se rreth 85% e té sémuréve me hemokromatozé jané homozigoté
pér mutacionin C282Y té gjenit HFE, ndérsa mutacionet H63D dhe S65C mund té luajné
rol né sémundje. Eshté gjetur se frekuencat alelike t¢ mutacioneve C282Y, H63D, S65C
jané pérkatésisht 0,03%, 0,02%, 0,01%. Ndérsa frekuenca pér mutacionin C282Y tek té
porsalindurit homozigoté éshté 0,001%, pér heterozigotét C282Y/H63D dhe
C282Y/S65C jané 0,01% dhe 0,002%. (Altes A, Ruis A, Barcelo MJ, Puig T, Maya AJ,
Baiget M, 2004).3% Duke konsideruar frekuencén e alelit H63D (12.8%), Sllovenia ka
frekuencé mé té ulét krahasuar me Poloniné (16.2%), me Republiken Ceke (15.0%), me
B& Hercegovinén gé kané njé frekuencé mé té ulét té alelit H63D (11.3%) edhe pse
ndryshimi nuk éshté sinjifikant.

Frekuenca alelike e mutacionit S65C né popullatén sllovene éshté vlerésuar (1.8%) qé
éshté shumé e afért me frekuencén e Kroacisé (1.8%), dhe Serbia dhe Mali 1 Zi (1.6%).
Frekuenca alelike e S65C éshté e afért me popullatén franceze né Britani (1.95%) dhe mé
e larté krahasuar me rajonin Ossola né Italiné e Veriut.

Frekuencat pér mutacionet e gjenit HFE né vendet kryesore té Europés jané paragitur té
pérmbledhura né Tabelén 1. 5.

Tabela 1. 5. Frekuencat e mutacioneve té gjenit HFE né vendet kryesore té Europés

Popullsia Frekuenca e mutacionit Frekuenca e mutacionit
C282Y,% H63D %
Mbretéria e bashkuar 6.0 12.1
Irlanda 10 18.9
Islanda 6.7 10.6
Norvegjia 6.4 11.2
Finlanda 0 11.8
Danimarka 9.5 12.2
Hollanda 2.6 29.5
Gjermania 1.9 18.9
Italia 0.5 12.6
Gregia 1.4 11.9
Turgia 0 17.7
Spanja 3.2 26.3
Europa ne total 3.8 13.6
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Nuk rezultojné té dhéna pér punime té kryera brenda vendit deri tani, né institucionin
toné apo né institucione té tjera. Ndérkohé gé duke filluar nga viti 1996 [*] kur u
identifikua gjeni pérgjegjés pér HK, ka njé numér shumé té madh studimesh pér popullata
té ndryshme dhe pér mutacionet pérkatése, shpérndarjen e tyre. Njé numér i madh
punimesh kryhen aktualisht pér té gjetur lidhjet midis mbingarkesés sé hekurit dhe
hemokromatozés.(Fedel JN, et al.1996: Merryweather-Clarke AT, et al.1997)3[2]

Nuk jané studjuar akoma té gjitha popullatat humane dhe kéto studime vazhdojné né Azi,
King, (Lin A, et al. 70; 252-255, 2007)21, Amerikén e Jugut, por edhe né Europé. Mé
poshté po paragesim pérmbledhje nga disa artikuj té kohéve té fundit té kryera né
popullatat europiane.

Jané analizuar kromozomet europiane dhe jané vézhguar frekuencat e mutacioneve
C282Y dhe H63D pérkatésisht 3,8 % dhe 13,6 % . Mutacioni H63D ishte i pranishém tek
té gjitha popullatat europiane té pérfshira né kété studim, ndérsa me frekuenca mé té larta
se 6% ky mutacion shfaget né popullatat e Arabisé Saudite, Indisé dhe Meksikés me
frekuencat respektive 8.5%, 8.4% dhe 6.5%. Me frekuenca mé té uléta ky mutacion
shfaget tek afrikanét, aziatikét dhe nuk éshté gjetur tek kolumbianét, australianét
autoktongé, taivanezét dhe senegalezét. Né Tunizi frekuencat alelike pér mutacionet
C282Y dhe H63D té gjenit HFE jané pérkatésisht 0,09% dhe 15,17%. (Sassi R, Hmida S,
Kaabi H, Hajjej A, Abid A, Maamar M, Mojaat N, Benhamed L, 2004).53

Mutacioni C282Y éshté gjetur pothuajse tek té gjithé popullatat europiane si té
finlandezéve, qgipriotéve greké dhe turqg me pérjashtim té indianéve heterozigoté dhe
xhamajkanéve heterozigoté.

Frekuencat mé té larta alelike C282Y jané gjetur né Mbretériné e Bashkuar (6.4%), duke
pérfshiré 10% né kromozomet irlandeze, danezét (9.6%), norvegjezét (6.4%), dhe
bavarezét (5.6%). Pérgindja mé e larté e heterozigotéve té mutacionit C282Y éshté gjetur
tek popujt e Europés sé Veriut dhe frekuencat e homozigotéve jané 1/100 né Irlandé,
1/278 né pjesén tjetér t& Mbretérisé sé Bashkuar (2/368=1/184), 1/111 né Danimarke,
1/223 né Islandé dhe 1/244 né Norvegji. Njé vlerésim paraprak i frekuencés sé
hemokromatozés né Danimarké éshté 1/217-1/270 gé konsiderohet e ulét né krahasim me
frekuencén 1/111. Kjo mospérputhje ndodh pér shkak té numrit té vogél té danezéve té
pérfshiré né kété studim, ose mund té tregojé gé njé numér i madh i danezéve gé mund té
kené hemokromatozé jané té pa diagnostikuar. (Pedersen et al. 87; 735-740.2008) 34
Frekuenca 1/270 tregon njé frekuencé alelike rreth 6.1% qgé pérfshihet brenda kufijve té
besimit 95%. Kéto frekuenca alelike té vézhguara jané té krahasueshme me vlerésimet e
hershme té frekuencave né popullatat e Europés sé Veriut me 1/200-1/300, né pjesén mé
té madhe té australianéve kaukaziané, francezéve, suedezéve dhe amerikanéve verioré.
(Pedersen et al. 2008), 34, (Merryweather-Clarke AT, et al. Genet Test 2000).1%1 Ndérsa
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frekuenca té uléta jané vézhguar tek finlandezét, pér té cilét njihet se ka njé ndryshim
gjenetik nga pjesa tjetér e popullatave europiane veriore.

Eshté identifikuar né disa popullata té Europés sé Veriut prania e mutacionit C282Y i cili
pérbén njé marker té shkélqyer pér gjenin e hemokromatozés (Merryweather-Clarke AT,
et al. Genet Test 2000) %1, Rajoni i Ballkanit ka njé frekuencé rreth 2-3% pér mutacionin
C282Y, qé do té thoté njé frekuencé té individéve homozigoté pér C282Y rreth 1/1000-
1/1500. Té dhénat e popullatave té rajonit na sugjerojné gé té pérgéndrohemi tek
pacientét me shenja klinike pér hemokromatozén pér té gjetur té& sémuré me HT. Kjo
éshté strategjia gé po ndjekim né studimin toné né popullatén shqgiptare.
Gjithashtu studiuesit kané sugjeruar gé éshté e réndésishme té fillohet njé program
diagnostikimi gjenetik i ndjekur nga matjet e transferrinés dhe sasisé sé hekurit té
pranishém né hepar te homozigotét pér té konfirmuar llojin e sémundjes dhe mé pas té
implementohet njé flebotomi terapeutike e pérshtatshme.

Né pérfundim mund té themi se studimi qé po paragesim éshté njé kontribut pér njohjen e
késaj sémundje gjenetike né vendin toné si dhe pér té plotésuar kuadrin Europian té
pérhapjes dhe mutacioneve té késaj sémundje. (Moczulski DK, Grzeszczak W, Gawlik
B.) Ristic S.et al 88:99-104, (1998). Oliveira et al. (2009): 794-798. Lee SH, et al. (2009).

54: 879-886. Ferreira et al. (2008). 379-383. Neghina AM, 2009, pp. 173-176 [
[36]1,[37],[38].,[39],[40]
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Il. METODOLOGJIA

2.1 Qéllimi

1. Pércaktimi i frekuencés sé mutacioneve C282Y dhe H63D té gjenit HFE né njé
kampion pérfagésues individésh té popullatés shqiptare.

2. Aplikimi i njé metode molekulare efektive té analizés sé ADN-sé, e pérshtatshme pér
identifikimin e mutacioneve té gjenit HFE pér hemokromatozén, me saktési té larté dhe
me Kkosto té ulét.

3. Pércaktimi i mutacioneve té gjenit HFE né njé grup pacientésh té ndjekur nga klinika e
hepatologjisé, té cilét paragesin sémundje té heparit dhe mbingarkesé té hekurit.

4. Népérmjet pércaktimit né serum té hekurit, ferritinés dhe transferrinés sé saturuar
krahasuar me gjenotipin e tyre pér gjenin HFE u vlerésuan nivelet e kétyre parametrave si
indikator pér diagnostikimin e hershém biokimik t& hemokromatozés.

2.2 Objektivat

1. Pérdorimi 1 metodés sé analizés s&é ADN-sé pér gjenin HFE, e quajtur PCR — RFLP.
Amplifikimi specifik i ADN-s&, copétimi me dy enzima restriksioni dhe analiza e
fragmenteve té prodhuara me elektroforezé né xhel agarozi, pér pércaktimin e mbartésve
heterozigoté ose homozigoté pér dy mutacionet mé té pérhapura té gjenit HFE, C282Y
dhe H63D.

2. Pércaktimi i tre mutacioneve mé té pérhapura pérkatésisht C282Y, H63D dhe S65C té
gjenit HFE duke pérdorur metodén diagnostikuese Strip Assay.

3. Pércaktimi i mutacioneve C282Y dhe H63D té gjenit HFE, frekuencés sé tyre dhe e
mbartésve heterozigoté té kétyre mutacioneve né njé grup individésh té zgjedhur
rastésisht nga popullata e shéndetshme shqiptare.

4. Gjetja e bashkélidhjeve midis gjenotipit t¢ HFE dhe parametrave biokimik té analizuar
né grupin e pacientéve té hospitalizuar né Klinikén e Hepatologjisé.

5. Pércaktimi i markuesve biokimik té sakté t€ mbingarkesés sé hekurit si kriter pér té
eksploruar gjenin pérgjegjés té hemokromatozés.
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2.3 Materiali dhe Metodat

Materialet

Né studim jané pérfshiré 140 individé né njé periudhé kohore 2010 — 2018. Prej kétyre
individéve 50 individé jané té shéndetshém dhe 90 individé té sémuré me sémundje té
heparit. Punimi u realizua pér njé periudhé disa vjecare né Spitalin Universitar Obstetrik-
Gjinekologjik “Mbretéresha Geraldiné” me njé bashképunim té ngushté midis Laboratorit
Klinik-Biokimik dhe Qendrés sé Diagnostikés Molekulare dhe Kérkimeve Gjenetike.
Gjithashtu vazhdoi bashképunimi me Klinikén e Gastrohepatologjisé né QSUT” Néné
Tereza”.

Fillimisht u bé mbledhja e kampioneve té gjakut né 50 individé té zgjedhur rastésisht nga
popullata e shéndetshme, gé u paragitén né Qendrén e Dhurimit té gjakut t¢ SUOGJ
”Mbretéresha Geraldiné” pér t€ dhuruar gjak pér njerézit e aférm. Kéta individé kryen
testet e protokollit rutingé té kontrollit. Midis tyre kryen dhe analizén pér hepatitet me
teste diagnostikues. Individét gé& u morén né studim ishin me origjiné nga rajone té
ndryshme té vendit. Raporti meshkuj femra i kétij kampioni ishte 1/1.

Nga kéta persona éshté marré nga 5Sml gjak venoz me K-3EDTA, dhe éshté ruajtur né
ngrirje -20 °C deri né ekstraktimin e ADN-sé.

Mé pas vazhdoi studimi me mbledhjen e mostrave té gjakut té 90 pacientéve té
hospitalizuar né Klinikén e Gastrohepatologjisé me sémundje té heparit kryesisht cirrozé,
hepatit dhe steatozé. Nga kéta, 90 pacienté 77 meshkuj dhe 13 femra u vlerésuan pér tu
marré né studim. Mbledhja e kétyre mostrave u bé né periudha té ndryshme kohore, kjo
né varési té prezencés té pacientéve me sémundje t€ mélcisé té shtruar né kliniké. Nga
kéta pacienté u mor 5ml gjak venoz gé u nda né dy epruveta: 2 ml né tub me K3-EDTA
dhe 3ml né tub me ndarje serumi me gjel ose me granula 10x100 (test tubes with
separating granules or gel) pér matjen e parametrave biokimiké. Tubi me K3-EDTA éshté
ruajtur né ngrirje -20°C deri né ekstraktimin e ADN-sé. Tubi tjetér pasi éshté centrifuguar
éshté pérdorur pér matjen direkt té parametrave biokimiké té mbingarkesés sé hekurit,
ferritinés dhe transferrinés sé saturuar ose éshté ndaré serumi dhe éshté vendosur né
ngrirje -20°C pér matje t& mévonshme né njé kohé tjetér.
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Mé poshté jepet e pérmbledhur Strategjia dhe Struktura e Studimit
Tabela 2.1 Pamje skematike e strukturés sé studimit

140
Individé

20 Individé té
Hepatologjia

i i

10 Individé
Fe & FERR e

larté

oo

-50 individé té shéndetshém u analizuan pér mutacionet C282Y, H63D.

-Né 20 prej 90 pacientéve u analizuan Fe dhe FERR dhe nga kéta u pérzgjodhén 10
pacienté té cilét kishin vlera té larta t¢ Fe dhe FERR dhe u analizuan pér mutacionet
C282Y, H63D, S65C.

-Né 70 pacienté té tjeré u analizuan Fe, FERR dhe TS dhe pérkatésisht dhe analiza
molekulare pér C282Y, H63D, S65C
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2.4 Metodat pér pércaktimin e parametrave biokimiké

Metoda kolorimetrike

Pér matjen e hekurit u pérdor metoda kolorimetrike e pércaktimit té tij né serum. Fe++
vepron me kromazurol B né temperaturén e dhomés dhe formon njé kompleks té
ngjyrosur intensiteti i té cilit éshté proporcional me koncentrimin e hekurit né analizé
(serum). Metoda éshté end point dhe aparati pér matje éshté Minitecno fotometér
analizator.

Metoda imunoturbidimetrike.

Né kété metodé receptori solubél i transferrinés (STfR) éshté njé grimcé e zgjeruar qé
pérdor Kiti né analizimin turbidimetrik né aparatin Cobas 6000 pér matjen e transferrinés.
Né figurén 2. 1 paraqitet aparati Cobas 6000. Grimcat e lateksit mbulojné ose veshin
antikorpet anti-sTfR gé veprojné me antigjenin né serum duke formuar kompleksin Ag-
AKk. Né vijim ndodh aglutinacioni dhe precipitati i formuar matet fotometrikalisht.
Formula gé u pérdor pér matjen e transferrinés sé saturuar éshté:

ST=sideremi x 70
TRFx100

cobas’ 6000 cobas ¢ 501 cobas e 601

Fig. 2.1 Foto e aparatit Cobas 6000
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Metoda ELFA

Me kété metodé éshté analizuar ferritina duke pérdorur VidasFerritin kit gé éshté test
automatik kuantitativ gé pérdor ELFA tekniké (enzyme linked fluorescent assay). ELFA
éshté metodé imunologjike.

Principi i analizés éshté kombinimi i metodés sandui¢ me pércaktimim final fluoreshent.
Faza solide SPR (the solid phase receptacle) né stripin e Kitit e cila nga brenda éshté e
mbuluar me imunoglobulina monoklonale anti-ferritin shérben si faza e pipetimit né
aparat pér analizén. Reagentét e analizés jané gati pér tu pérdorur dhe parapérgatiten né
stripet reagent té mbyllur. Té gjitha hapat gé ndigen pér kryerjen e analizés jané
automatikisht té performuara nga instrumenti. Reaksioni i mesém éshté i cikluar brenda
dhe jashté kohés individuale t¢ SPR. Gjaté pércaktimit final substrakti (4- methyl -
umbelliferyl) éshté cikluar brenda dhe jashté SPR. Enzima e konjuguar katalizon
hidrolizén e kétij substrakti brenda produktit fluoreshent, fluoreshenca e té cilit matet né
450 nm. Intensiteti i fluoreshencés éshté proporcional me pérgéndrimin e antigjenit
prezent né serum(analizé). Né fund té testimit rezultatet kalkulohen automatikisht nga
aparati né relacion ose lidhje me kurbén e kalibrimit té ruajtur né memorje. Sistemi Vidas
pérdor teknologjiné ELFA duke kombinuar metodén Elisa me lexues fluoreshent. Aparati
gé u pérdor pér matje éshté miniVidas fig.2.2.

—— | -
MEIRVE WX
voant V\DAS \1

Fig. 2.2 Foto e aparatit MiniVidas
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Figura 2.3 Paragqitje skematike e metodés ELFA

Parametrat biokimik té analizuar. Testet e hekurit(Fe)

Hekuri (Fe) éshté njé komponent esencial i proteinés sé hemit dhe ka si funksion
transportin e oksigjenit. Pjesa mé e madhe e hekurit né organizém ndodhet né pérmbajtje
té hemoglobinés. Rritja e vlerave té hekurit éshté gjetur né aneminé hemolitike, aneminé
pernicioze, helmimet me plumb, hepatitin akut nekrotik dhe njé shkak mund té jeté dhe
hemokromatoza.

Transferrina (TRF) Transferrina éshté proteiné principale e plazmés pér transportin e
hekurit. Ajo quhet dhe siderofilin, proteiné transportuese e madhe qgé rregullon
absorbimin e hekurit. TRF sintetizohet né hepar dhe transporton hekurin né serum.
Molekula e TRF specifike lidh Fe3+ duke formuar TRF-Fe3+ gé shkon né plazém dhe
mbart Fe e depozituar né organizém. Pércaktimi né plazmé i niveleve té TRF éshté
pérdorur pér diagnozén diferenciale t&€ anemisé, pér monitorimin e trajtimit té saj dhe pér
té vlerésuar statusin nutricional té pacientit. Rritja e TRF mund té jeté njé nga parametrat
indikator pér hemokromatozén. Nivelet e larta té transferrinés jané té lidhura me aftesiné
e trupit té luftoj infeksionet.

Ferritina (FERR)

Ferritina éshté proteiné rezervé, lloji i hekurit i depozituar. Ajo éshté kombinimi i
apoferritinés dhe hekurit Fe3+, gé ruajné hekurin né formé té tretshme dhe jo toksike.
Niveli i ferritinés éshté proporcional me hekurin total rezervé né trupin e njeriut. Ferritina
éshté indeksi mé sensitiv i deficiensés nga hekuri. Ajo ka njé rol té réndésishém né
diagnostikimin né kohé té pacientéve gé kané defigiensé té hekurit.
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Né testet e Fe hyn dhe kapaciteti total lidhés i hekurit (TIBS) qé lidhet me serumin e
transferrinés, por lidhja nuk éshté lineare. Saturimi i transferrinés éshté indeksi mé i miré
i vlerésimit té hekurit, dhe matet me formulén si mé poshté:

Saturim i Transferinés = (Serum Hekuri x 100)

KTLH (TIBS)

Rezultatet e kombinuara té transferrinés, hekurit, dhe TIBS jané té nevojshme né
diagnostikimin e anemive té ndryshme, né pércaktimin e anemisé nga mungesa e hekurit,
né vlerésimin e talasemisé, anemisé sideroblastike dhe hemokromatozés.

Protokolli i ndjekur pér analizimin gjenetik

1. Metodat e analizés gjenetike

Ekstraktimi i ADN-sé sipas metodés Chelex-100 nga gjaku.

Pér ekstraktimin e ADN-sé pérdoren aparate té thjeshta si mikropipeta, mikrocentrifuga
eppendorf (figura 2.4), inkubatori pér epruveta ependorf 1,5 ml, block heater, pérzjerés.

. Gjaku i ngriré né - 20°C nxirret jashté né temperaturé ambjenti dhe lejohet té shkrihet.
. Pérgatiten epruvetat e Eppendorf 1,5 ml dhe i shénojmé.

. Hidhet nga 1ml SSC 1x né ¢do epruveté.

. Shtohen 400ml gjak.

. Vorteksohet (pérzihet) miré 20sek.

. Centrifugohet 3 min né shpejtési maksimale (13000rrot\min né temperaturé ambjenti).

o OB W N

7. Hidhet supernatanti (SN) duke 1éné pak né fund.

8. Lahet me 1ml SSC 1x (pérzihet derisa precipitati té shképutet nga fundi, centrifugohet
3 min né shpejtési maksimale, hidhet gjithé SN).

9. Lahet me 1ml H20O steril (pérzihet derisa precipitati té shképutet nga fundi dhe té tretet
sa mé miré, centrifugohet 3 min né shpejtési maksimale, hidhet i gjithé SN dhe lihet
vetém precipitati).

10. Shtohet 250 mikrolitér Chelex-100, 5%.

11. Pérzihet miré derisa precipitati té tretet.

12. Inkubohet né 56°C pér 30min.

13. Vlohet pér 8min.

14. Centrifugohet 3min né shpejtési maksimale.

15. Merret SN dhe vendoset né epruveta té reja Eppendorf 1,5ml.
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Figura. 2.4 Foto e mikrocentrifugés Eppendorf

2. Metoda e pérdorur pér dagnostikimin e sémundjes sé hemokromatozés éshté metoda
PCR-RFLP.(Vandesompele J, et al 22,169:95, 2002) 11,

Amplifikimi i gjenit HFE me PCR

Rajonet e gjenit gé pérmbajné mutacionet amplifikohen né termocikler PCR para se té
béhet analiza e RFLP. Pér té gjitha produktet e PCR primerat krijohen té tillé gé té
pérfshijné njé sit té njé enzime té brendshme restriksioni pér té kryer njé kontroll pér njé
copétim té ploté t¢ ADN-sé. Reaksionet e PCR realizohen né tre temperatura denatyrimi,
rinaturimi, sinteza, 95 Cx1min, 58 Cx1min, 72 Cx1min pér rreth 35 cikle amplifikimi.
Aparati i pérdorur pér PCR éshté paragitur né Fig.2.5
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Figura 2. 5 Foto e aparatit PCR, Termocikler ABI 9700

Kontrolli i produkteve té amplifikimit béhet népérmjet elektroforezés né xhel agarozi té
ADN-sé. Né fig. 2. 6 éshté paragitur njé fotografi e xhelit té agarozit 2%, pas
elektroforezés sé ADN-sé té amplifikuar.

Figura 2. 6 Kontrolli i amplifikimit né xhel agarozi 2% i produkteve té PCR .
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Primerat e pérdorur pér PCR
TTCC-3

Pér amplifikimin e zonés ku ndodhet mutacioni C282Y pérdoren primerat si mé
poshté:

C282YF:5- CAAGTG CCT CCT TIG GTG AAG GTG ACA CAT-3
C282YR:5'- CTC AGG CAC TCC TCT CAA CC-3

Pér amplifikimin e zonés ku ndodhet mutacioni H63D pérdoren primerat si mé
poshté:

H63DF:5-ACA TGG TTA AGG CCT GTG GC-3°

H63DR:5'-CTI GCT GTG GTT GTG ATT

Analiza RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Enzimat e restriksionit qé do té pérdoren pér té copétuar 2 fragmentet e ADN-sé sé
amplifikuar té gjenit HFE jané enzima Rsal (pér mutacionin C282Y) dhe enzima Mbol
(pér mutacionin H63D).

Enzima Rsal éshté njé enzimé blunt-end dhe ka si sekuenca njohése bazat GT AC dhe
pret midis bazave GT dhe AC.

Enzima Mbol éshté njé enzimé sticky-end, ka sekuencat njohése GATC dhe pret pérpara
bazave GATC.

Analiza e mutacionit C282Y népérmjet restriksionit

Mutacioni C282Y jep si rezultat zévendésimin e cisteinés me tirozinén, dhe shkaktohet
nga mutacioni i nukleotidit G né pozicionin 845 né A, pra (845 G>A).

Enzima Rsal ka si sekuenca njohése bazat GT [AC dhe pret midis bazave GT dhe AC.
Kur G éshté e zévendésuar me A, enzima nuk njeh sekuencén e saj njohése, e cila nuk
éshté mé GTAC, por ATAC, prandaj nuk e pret fragmentin e amplifikuar t¢ ADN-sé.

Pér mutacionin C282Y primerat japin njé produkt prej 343 bp, si pjesé té ekzonit 4.
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Pas copétimit me enzimén Rsal fragmentet qé kané mutacionin rezultojné me
produktet prej 203, 111 dhe 29 bp dhe ato pa mutacion jané 203 dhe 140 bp.

Kur enzima Rsal nuk e copéton fragmentin né tre pjesé, pra kemi vetém dy fragmente,
me madhési 203 dhe 140 bp, atéheré themi se kemi té béjmé me mutacionin 845G>A,
pra me mutacionin C282Y né gjendje homozigoté.

Nése kemi tre fragmente, me madhési 203, 111 dhe 29 bp, atéheré themi se kemi té
béjmé me formén normale wild type, me nukleotidin G né pozicionin 845, WT/WT.

Né rastin kur kemi praniné e katér fragmenteve, 203,140,111 dhe 29 kemi té béjmé me
individé heterozigoté pér alelin C282Y/WT.

Analiza e mutacionit H63D népérmijet restriksionit

Mutacioni H63D jep si rezultat zévendésimin e histidinés me ac.aspartik dhe shkaktohet
nga mutacioni i nukleotidit C né pozicionin 187 né G, pra (187 C>G).

Pér mutacionin H63D primerat japin njé produkt prej 294 bp, si pjesé e ekzonit 2.

Enzima Mbol ka sekuencat njohése GATC dhe pret pérpara bazave GATC. Mbas
copétimit me enzimén Mbol, fragmentet gé nuk kané mutacionin, japin produktet prej
237 dhe 57 bp, ndérsa fragmentet qé kané mutacionin, mbartin njé sekuence té re, GATC,
né vend té sekuencés wild type, CATC.

Sekuenca e re copétohet nga enzima Mbol dhe pérftohen tre fragmente restriksioni, me
madhési prej 138, 99 dhe 57 bp. Pra 237 bp copétohet né dy fragmente, 138 bp dhe 99
bp. Kéta individé jané homozigoté pér mutacionin H63D/H63D.

Né rastin kur kemi té pranishém né analizén elektroforetike katér fragmentet, 237,138, 99
dhe 57 kemi té béjmé me individé heterozigoté pér mutacionin H63D, pra kané njé alel
normal dhe njé té tipit H63D.

Kontrolli i produkteve té amplifikimit dhe copétimit me enzima restriksioni éshté béré
népérmjet elektroforezés né xhel agarosi t¢ ADN-sé sipas modelit t& paragitur né
literaturé (Merryweather Clarke AT, Pointon JJ, Shearman J D and Robson KJ,1997)124
si dhe té paraqitur skematikisht né Tabelén 2. 2
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Tabela 2. 2 Tabela e identifikimit té individéve mbartés té mutacioneve té gjenit

HFE

2.2.a Mutacioni H63D

Fragmentet e

Homozigotét

Homozigotét

Heterozigotét

copétuara normalé H63D/H63D
WT/WT WT/H63D
237 bp 237 bp
138 bp 138 bp
99 bp 99 bp
57 bp 57 bp
2.2.b Mutacioni C282Y
Fragmentet e Homozigotét Homozigotét Heterozigotét
copétuara normalé C282Y/C282Y
WT/WT WT/C282Y
203 bp 203 bp
140 bp 140 bp
111 bp 111 bp
29 bp 29 bp

3. Elektroforeza né xhel agarosi e produkteve té PCR dhe RFLP. Pérgatitja e xhelit
té agarozit 2% pér elektroforezén e ADN-sé.

Solucioni tampon gé pérdoret éshté TBE (Tris-Borat-EDTA, Trizma base-Acid Borik dhe
EDTA) sipas molariteteve t&¢ njohura nga literatura. Pér pérgatitjen e xhelit té agarozit
2% peshohen 2 gram agaroz dhe treten né 100 ml TBE. Ngrohen deri né shkrirjen e plote

té agarozit.

Pas ftohjes né temperaturé ambienti té
ngjyruesi, Bromur Etidiumi, 50 g/ml dhe derdhet né formén e parapérgatitur né vaskén e
elektroforezés. Kur xheli solidifikohet, ngrin, atéheré higen krehérat duke béré t& mundur
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formimin e xhepave pér ngarkimin e ADN-sé. Vaska e elektroforezés mbushet me
solucionin tampon TBE duke mbuluar térésisht xhelin.

Kampionet e ADN-sé qé do analizohen pérzjehen me njé ngarkues-ngjyrues (Gel
Loading Buffer) gé shérben pér ti futur ato né xhepat e xhelit dhe pér té ndjekur
zhvendosjen e bandave t€ ADN-sé né xhel drejt polit pozitiv.

Elektroforeza kryhet né voltazh 100 volt, té prodhuar nga njé ushqyes (power
supply), pérreth 30 minuta (varet nga fragmentet g¢ do analizohen).

Pajisja e elektroforezés éshté paragitur né figurén 2. 7. Pas pérfundimit té elektroforezés,
xheli merret me kujdes dhe vendoset né aparatin TRANSILUMINATOR me UV pér té
kontrolluar praniné dhe sasiné e ADN-sé. Nén veprimin e rrezeve UV bromuri i Etidiumit
i lidhur me ADN-né do té japé njé ngjyré vjollcé, prandaj bandat me ngjyré vjollce na
tregojné praniné e ADN-sé dhe mund té gjykojmé pér sasiné e saj né varési té intensitetit
té ngjyrés. Gjaté kontrollit t¢ ADN-sé me elektroforezé vendoset né njé nga xhepat e
xhelit edhe njé standart (marker) pér pércaktimin e dimensioneve té fragmenteve té
ADN-sé sé amplifikuar. Rezultatet e elektroforezés mund té dokumentohen népérmjet
fotografimit.

Figura 2. 7 Pajisja e elektroforezés né xhel agarozi.
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Protokolli me metodén Strip Assay

Kjo metodé jep mundésiné e identifikimit té disa mutacioneve té gjenit HFE né njé strip.
Ky protokoll gé pérdoret pér identifikimin e tre mutacioneve C282Y, H63D dhe S65C qé
shkaktojné HK bazohet né njé analizé hibridizimi né stripin e nitrocelulozés. Oligomerét
gé kané sekuencat wild tip dhe sekuencat e mutacioneve pér C282Y, H63D dhe S65C
jané atakuar né stripin nitrocelulozé. (Vienna Lab) . Pas amplifikimit té mostrave té
ADN-sé me pérzierjen e primerit té afruar nga kiti, ne pérdorém ADN-né e amplifikuar
pér hibridizimin e stripeve, né ményré gé té gjenim homologen me sekuencén e tipit wild
ose sekuencén e mutacionit pér tre mutacionet e njohura té hemokromatozés. Pérshkrimi
I protokollit té strip test éshté ofruar nga prodhuesi dhe ne e aplikuam saktésisht kété
protokoll. Aparati gé u pérdor pér identifikimin e mutacioneve me metodén Strip Assay
éshté Thermo-Shaker PST-60HL, gé paragitet né figurén e méposhtme:

Fig.2.8 Foto e aparatit Thermo — Shaker PST — 60HL 7

Procedura e analizimit
Izolimi i ADN-sé

Ekstraktimi i ADN-sé éshté kryer duke pérdorur dy metoda me kitin QIAGEN DNA
extraction dhe kitin INVITROGEN DNA extraction. Pérdorim gjak té freskét ose té
ngriré me EDTA ose me antikoagulant citrate duke ménjanuar pérdorimin e gjakut gé
pérmban hepariné.
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Nuk e ruajmé gjakun pér mé shumé se 3 dité né temperaturé dhome ose mé shumé se njé
javé né 2-8°C pérpara pérdorimit. Gjaku i ngriré pér mé shumé se 1 vit, ose gé ka kaluar
mé shumé se 3 cikle ngrirje-shkrirje nuk mund té pérdoret pér kété proceduré.

Fillimisht e 1émé gjakun né temperaturé dhome. Pérziejme miré tubat gé e pérmbajné me
kujdes disa heré. Pérsérisim disa heré derisa té sigurojmé sasiné e gjakut té nevojitur.
Vendosim Lysis Solution and GENXTRACT Resin né temperaturé dhome.

e Pipetojmé 1000 pl gjak né mikrotuba 1.5 ml me kapak.
e Shtojmé 1 ml Lysis Solution, mbyllim tubin dhe pérziejmé miré.
e E Iémé té géndrojé pér 5 minuta né temperaturé dhome.

e Centrifugim pér 5 minuta né 3000 rpm (péraférsisht 1.000 x g) né
mikrocentrifugé.

e Largojmé nga pjesa e sipérme 1 ml té supernatantit.
e Shtojmé 1 ml Lysis Solution, mbyllim tubin dhe pérziejmé disa heré.

e Centrifugim pér 5 minuta né 12.000 rpm (péraférsisht 12.000x g) né
mikrocentifugé.

e Largojmé supernatantin pérvec 50 pul pellet té buté.

e Pérziejmé térésisht shishen e GENXTRACTTM Resin.

e Shtojmé 200ul GENXTRACTTM Resin té pellet.

e Mbyllim tubin dhe vendosim né vortex pér 10 sekonda.

e Inkubim pér 20 minuta né 56°C. Vortex pér 10 sekonda.

e Inkubim pér 10 minuta né 98°C. Vortex pér 10 sekonda.

e Centrifugé pér 5 minuta né 12.000 rpm né mikrocentrifugé. Ftohja né akull.

Supernatanti pérmban ADN template té pérshtatshme pér tu pérdorur menjéheré né PCR.
Pér tu ruajtur mé tej, supernatanti duhet té transferohet né tuba té tjeré dhe té rivendoset
né frigorifer ( 2-8 °C, deri né njé javé apo té ngrihet né -20 °C)

Amplifikimi In Vitro (PCR)

Té gjithé reagentét e PCR dhe ADN template duhen mbajtur né frigorifer. Kryejmé té
gjithé hapat né akull deri né fillimin e programit té ciklit termal (0-4 °C).
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e Pérgatisim njé hollim (0.2 U/pl) t¢ Tag DNA polymerase né Taq Dilution
Buffer ( cap transparente)

e Pérgatisim njé tub pér secilén mostér gé do té amplifikohet. Vendosim né akull.
e Pér secilén mostér pérgatisim mix final té reaksionit PCR né akull :

15 ul Amplification Mix (cap i verdhé)

5 ul Tag DNA polymerase (1U) té holluar

5 ul DNA template

Nése pérdoret ADN template e cila nuk éshté pérgatitur sipas protokollit té Kkitit
rekomandohet njé pérgéndrim i ADN-sé mes 2-20 ng/ul (= 10-100 ng DNA pér reaksion).

e Mbyllim tubat me kapak. Vendosim termociklin né temperaturé 94°C.
e Vendosim tubat e reaksionit dhe ndjekim programin:

Pre-PCR: 94°C/2 min.

Thermocycling: 94°C/15 sec. - 58°C/30 sec. - 72°C/30 sec. (35 cycles)

Final extension: 72°C/3 min.

Ruajmé produktet e amplifikuara né akull né temperaturé 2-8°C pér pérdorim té
mévonshém.

Né disa raste kemi matur produktet e amplifikimit né xhel (psh. 3% xhel agarozg).
Gjatésia e fragmenteve: 118, 169, 183, 201, 247, 287, 310, 347 bp.

Hibridizimi (45°C; tundja né banjomari)
Pérshtatim nivelin e ujit né banjomari péraférsisht sa gjysma e lartésisé sé Typing Tray.

Ngrohim banjomariné né temperaturé 45 °C (x 0.5°C). Kontrollojmé temperaturén e ujit
me njé termometér té kalibruar.

Parangrohim bufferin e hibridizimit dhe solucionin larés né 45°C.

Vendosim né temperaturé dhome Teststrips, DNAT, Conjugate Solution, wash Solution
B dhe Color Developer. Pérgatisim Typing Tray.

Me ané té njé piskatore largojmé Teststript né secilén mostér ( duhet té largohen duke
patur té veshura dorashka me patjetér). Etiketojmé shiritat jashté vijave té shénjuesit me
laps.
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Pipetojmé 10 pul DNAT (cap blu) né pjesén mé té ulét gé do té pérdoret né
Typing Trays (njé ané pér secilén mostér).

Shtojmé 10 pl té produktit t¢ amplifikuar né vendet korresponduese t¢ DNAT.
Pérziejmé me ané té njé pipete ( Solucioni do té vazhdojé té jeté ngjyré blu).

E 1émé té géndrojé né temperaturé dnome pér 5 minuta.

Shtojmé 1 ml Hybridization Buffer ( e parangrohur né 45 °C) né secilin vend.
Trazojmé me kujdes, (Ngjyra blu do té zhduket).

Vendosim Teststrips té shénuara nga lart.
Inkubojmé pér 30 min. né 45°C né platformén gé tundet né banjomari.

Né fund té inkubimit largojmé solucionet e hibridizimit me ané té aspirimit me
vakum.

Larja (45°C; tundje né banjomari)

Shtojmé 1 ml Wash Solution A (parangrohur né 45°C). Shpélarje e shpejté (10
sec.). Largojmé léngjet me ané té aspirimit me vakum.

Shtojmé 1 ml Wash Solution A (45°C).

Inkubojmé né 15 min né 45°C né banjomari gé tundet. Largojmé léngjet me ané
té aspirimit me vakum.

Shtojmé 1 ml Wash Solution A (45°C).

Inkubojmé pér 15 min. né 45°C né banjomariné gé tundet. Largojmé léngjet me
ané té aspirimit me vakum.

Ndryshimet e ngjyrés ( temperaturé dhome)

Shtojmé 1 ml Conjugate Solution.

Inkubojmé pér 15 minuta né temperaturé dhome né njé tundés. Largojmé
Iéngjet pérmes aspirimit me vakum.

Shtojmé 1 ml Wash Solution B. Shpélajmé pér 10 sekonda. Largojmé léngjet
pérmes aspirimit me vakum.

Shtojmé 1 ml Wash Solution B.



e Inkubojmé pér 5 minuta né temperaturé dhome né njé tundés. Largojmé léngjet
pérmes aspirimit me vakum.

e Shtojmé 1 ml Wash Solution B.

e Inkubojmé pér 5 minuta né temperaturé dhome né njé tundés. Largojmé Iéngjet
pérmes aspirimit me vakum.

e Shtojmé 1 ml Color Developer.

e Inkubojmé né temperaturé dhome pér 15 minuta né errésiré né njé tundés. Do té
shfaget ngjyra lejla nése reaksioni éshté pozitiv.

e Lajmé teststrips disa heré me ujé té distiluar. Lejojmé striptet té thahen né
errésiré té mbuluar me letér.

Interpretimet e rezultateve

Gjenotipi i mostrave pércaktohet duke pérdorur letra té CollectorTM. Vendosim
Teststrips né vendet e caktuara duke i shénuar me ngjyré té kuge né pjesén e sipérme dhe
ngjyreé jeshile né pjesén e poshtme, i fiksojmé ato me adeziv.

Njé vleré pozitiv i vijés sé sipérme té kontrollit tregon funksionimin e sakté t& Conjugate
Solution dhe Color Developer. Kjo vijé duhet té jeté gjithmoné pozitive.

Pér secilin reaksion polimorfik, duhet t&€ merret njéri nga modelet e ngjyrosura.

Shénim: Intensiteti i ngjyrimit pozitiv mund té variojé. Kjo nuk tregon rezultat
dométhénés.

Wild type line mutant line genotype
NOR Positive negative normal
HET Positive positive heterozigoté
HOM Negative positive homozigoté mutant

Disa nga mutacionet té kryera me Haemochromatosis StripAssay A ® jané té lokalizuara
né brendési té nukleotideve né gjenet e tyre respektive. Né Teststrips kéto jané té
paragitura me ané té njé probe/sonde, késhtu gé 18 mutacione mbulohen vetém nga 13
sonda.




line Wild type probe mutation

19 HFE: codon 53 HFE: V53M

20 HFE: codon 59 HFE: V5OM

21 HFE: codon 63 to 65 HFE: H63D; H63H, S65C
22 HFE: codon 127 HFE: Q127H

23 HFE: codon 160 HFE: P160delC

24 HFE: codon 168 to 169 HFE: E168Q, E168X, E169X
25 HFE: codon 282 to 283 HFE: C282Y, Q283P

26 TFR2: codon 60 TFR2: E60X

27 TFR2: codon 172 TFR2: M172K

28 TFR2: codon 250 TFR2: Y250X

29 TFR2: codon 594 to 597 TFR2: AVAQ594-597del
30 FPN1: codon 144 FPN1: N144H

31 FPN1: codon 162 FPN1: V162del

Mostrat gé jané heterozigoté pér dy nga kéto mutacione (psh. H63D + S65C, C282Y +
Q283P) do té kené mungeseé té sinjalit té tyre.

Pér tu marré né konsideraté

e Procedura duhet kuptuar miré, laboratori duhet té keté pajisjet dhe teknikat e
duhura né ményré gé rezultatet té jené té besueshme. Pérdorimi i StripAssay pér
diagnozat humane in vitro kérkon staf t& mirétrajnuar.

e Mos pérdorimi i komponentéve té StripAssay pas datés sé skadimit.

e Shmangia e kontaminimit mikrobik apo dhe até té krygézuar té reagentéve apo
dhe mostrave duke pérdorur pipeta sterile.

e Vija e kontrollit né secilin Teststript lejon njé kontroll t& sistemit té dedektimit
kromogjen. Pér té monitoruar dhe vértetuar specifikén e hibridizimit dhe hapat e
larjes duhet té pérfshihet ADN e secilit gjenotip né eksperiment.




4. Metodat e pérdorura pér llogaritjen e frekuencés sé gjenotipeve dhe té aleleve
C282Y dhe H63D.

Llogaritja e frekuencave té aleleve né studim mbasi kemi gjetur gjenotipet e individéve
té analizuar éshté béré sipas formulave standarte t&¢ mirénjohura té gjenetikés sé
popullatave. Frekuenca pér njé alel éshté pércaktuar si raport midis numrit té aleleve té
njé tipi dhe numrit total té aleleve.

Pércaktimi i gjenotipeve dhe llogaritja e frekuencés sé aleleve

Gjenotipet u pércaktuan si mé sipér pér cdo individ té analizuar. U pércaktuan gjendja
homozigoté ose heterozigoté e individéve té ndryshém.

Mbi bazén e gjenotipeve té individéve u llogarit frekuenca e aleleve té pranishém sipas
formulave té njohura té gjenetikés sé popullatave.

Freq alelit = numri i gjenotipeve homozigoté x 2 + numri i gjenotipeve heterozigoté

numrin e individéve x2



METODAT E IDENTIFIKIMIT TE MUTACIONEVE

PCR-RFLP METHOD SEQUENCING METHOD
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Figura 2.9. Metodat e pérdorura pér identifikimin e mutacioneve té gjenit HFE

Bazuar né profilin elektroforetik pas copétimit me enzima restriksioni, té sqaruar me
hollési né metodat e pérdorura, pér secilin nga mutacionet ve¢ e veg, u pércaktuan
gjenotipet individuale.

Analiza e mutacionit C282Y

U amplifikuan ADN-té e 50 individéve sipas protokollit t¢ PCR té pérshkruar né
metodat e pérdorura né kété studim, me primerat specifike. Pér mutacionin C282Y
primerat japin njé produkt prej 343 bp, si pjesé té ekzonit 4. Té gjithé individét dhané njé
produkt amplifikimi prej rreth 343 bp, gé rezultoi i tillé pas analizés me elektroforezé.
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Pas purifikimit t& produktit t¢ PCR, 5 ug ADN ju nénshtruan copétimit me 10 unita té
enzimés Rsal, sipas protokollit té pércaktuar nga prodhuesit. Reaksioni u inkubua né
temperaturén 37°C, pér njé periudhé kohore prej rreth 12 oré (over night), né banjo mari
(bloch heater). Produktet e copétimit me Rsal ju nénshtruan elektroforezés né xhel pér
té pérftuar profilet e fragmenteve té restriksionit. Né bazé té tyre u pércaktuan
gjenotipet e individéve pér mutacionin C282Y.

Mutacioni C282Y jep si rezultat zévendésimin e cisteinés me tirozinén, dhe
shkaktohet nga mutacioni i nukleotidit G né pozicionin 845 né A, pra (845 G>A).
Enzima Rsal ka si sekuenca njohése bazat GT AC dhe pret midis bazave GT dhe AC.
Kur G éshté e zévendésuar me A, enzima nuk njeh sekuencén e saj njohése, e cila nuk
éshté mé GT AC, por ATAC, prandaj nuk e pret fragmentin e amplifikuar t¢ ADN-sé.

Kur enzima Rsal nuk e copéton fragmentin né tre pjesé, pra kemi vetém dy fragmente,
me madhési 203 dhe 140 bp, atéheré themi se kemi té b&mé me mutacionin 845
G>A(C282Y) né gjendje homozigote. Nuk u identifikua asnjé profil elektroforetik i tillé
me dy banda, prandaj themi se nuk kemi gjetur asnjé individ homozigoté C282Y /
C282Y, pra té sémuré me hemokromatozé.

Nése kemi tre fragmente me madhési 203, 111 dhe 29 bp, atéheré themi se kemi té béjmé
me formén normale wild type, me nukleotidin G né pozicionin 845, pra me individé
normal homozigoté. Nga 50 individét e analizuar u identifikuan 40 individé me njé profil
té tillé me tre banda, pra 40 individé normal WT/WT.

Né rastin kur kemi praniné e katér fragmenteve, 203, 140, 111 dhe 29 kemi té b&mé me
individé heterozigoté pér alelin C282Y dhe alelin normal WT. U identifikuan tre individé
me kété profil elektroforetik, C282Y/WT.

Analiza e mutacionit H63D

U amplifikuan ADN-t¢ e 50 individéve sipas protokollit t¢ PCR té pérshkruar né
metodat e pérdorura né kété studim, me primerat specifike. Pér mutacionin H63D
primerat japin njé produkt prej 294 bp, si pjesé té ekzonit 2. Té gjithé individét dhané njé
produkt amplifikimi prej rreth 294 bp, qé rezultoi i tillé pas analizés me
elektroforezé.

Pas purifikimit té produktit t¢ PCR, 5 ug ADN ju nénshtruan copétimit me 10 unita té
enzimés Mbol, sipas protokollit té pércaktuar nga prodhuesit. Reaksioni u inkubua né
temperaturén 37C, pér njé periudhé kohore prej rreth 12 oré (over night), né banjo mari



(bloch heater). Produktet e copétimit me Mbol ju nénshtruan elektroforezés né xhel pér
té pérftuar profilet e fragmenteve té restriksionit. Né bazé té tyre u pércaktuan
gjenotipet e individéve pér mutacionin H63D.

Mutacioni H63D jep si rezultat zévendésimin e histidinés me ac.aspartik dhe
shkaktohet nga mutacioni i nukleotidit C né pozicionin 187 né G, pra (187 C>G).
Enzima Mbol ka sekuencat njohése GATC dhe pret pérpara bazave GATC.

Pas copétimit me enzimén Mbol, fragmentet gé nuk kané mutacionin, japin produktet
prej 237 dhe 57 bp. U identifikuan 40 individé me kété profil elektroforetik me dy
banda, pra WT/WT.

Fragmentet g8 kané mutacionin, mbartin njé sekuence té re, GATC, né vend té
sekuencés wild type, CATC. Sekuenca e re copétohet nga enzima Mbol dhe pérftohen tre
fragmente restriksioni, me madhési prej 138, 99 dhe 57 bp. Pra 237 bp copétohet né dy
fragmente, 138 bp dhe 99 bp. Kéta individé jané homozigoté pér mutacionin H63D dhe
té tillé u identifikuan 1 individé H63D/H63D.

Né rastin kur kemi té pranishém né analizén elektroforetike katér fragmentet, 237,

138, 99 dhe 57 kemi té béjmé me individé heterozigoté pér mutacionin H63D, pra kané
njé alel normal WT dhe njé té tipit H63D. U identifikuan 5 individé me njé profil
elektroforetik té tillé, WT/H63D.

Nga ky studim ne pércaktuam mutacionet C282Y dhe H63D, dhe pérkatésisht frekuencén
e mbartésve heterozigoté té mutacionit té gjenit HFE né 50 individé té shéndetshém té
zgjedhur rastésisht né popullatén shqiptare. Duke u bazuar né gjenotipet dhe né formulén
e njohur gjenetike pér popullatat ne identifikuam frekuencén e aleleve C282Y dhe H63D.
Frekuenca e aleleve C282Y éshté 3% dhe frekuenca e aleleve H63D éshté 10%.
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2.5 Metodologjia e analizés statistikore

Analiza e té dhénave éshté kryer me ané té paketés statistikore SPSS 20.0. Pér té testuar
shpérndarjen e variablave té vazhduar éshté pérdorur testi Kolmogorov-Smirnov.

Eshté paragitur statistika deskriptive e variablave té vazhduar té cilét jané pérmbledhur si
mesatare * deviacion standard (SD).

Variablat kategorike jané paragitur si frekuencé absolute dhe pérgindje. Eshté pérdorur
testi hi-katror dhe Fisher’s exact test pér krahasimin e proporcioneve ndérmjet variablave

kategorike.

Sinjifikanca statistikore éshté pércaktuar pér p<0.05. Testet statistikore jané té dyanshme.
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111 REZULTATE

Tabela 3. 1 Karakteristikat demografike té pacientéve

Variablat N % P
Gjinia
Femra 13 14.4 <0.01
Meshkuj 77 85.6
Mosha, M (SD) 55.5 (+10.2) | 30-74
Grupmosha
<40 8 8.9 <0.01
40-60 51 56.7
>60 31 34.4
Diagnoza
Cirrhosis 58 64.4
Steatosis 32 35.6 <001

B Femra

B Meshkuj

Figura 3. 1 Shpérndarja e rasteve sipas gjinisé
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Né studim krahas grupit té individéve té shéndetshém morén pjesé 90 pacienté nga té
cilét 77 (85.6%) meshkuj dhe 13 (14.4%) femra, me moshé mesatare 55.5 (£10.2) vje¢ gé

varion nga 30-74 vjeg.
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Figura 3. 2 Histogrami i moshés sé pacientéve

Mosha nuk i nénshtrohet shpérndarjes normale (Kolomogorov-smirnov p<0.01)
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Figura 3. 3 Shpérndarja e rasteve sipas grupmoshés
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Mbizotérojné pacientét né grupmoshen 40-60 vje¢c me 56.7% té totalit, ndjekur nga
34.4% né grupmoshén >60 vjec, ndersa vetem 8.9% e tyre jané né grupmoshén<40 vjec
(p<0.01).

Tabela 3. 2 Vlerat mesatare té ferritinés, sideremisé dhe transferrinés sé saturuar

Variablat Mean SD Min Median Max

Ferritin 365.1 | 4442 |14.0 |159.0 1720.0

Sideremi 110.3 | 65.3 120 |95.0 375.0

Transf._e saturuara 38.9 30.6 6.70 35.0 192.0

1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400 ,,
200 R i

ok — —
Femra Meshkuj

Figura 3. 4 Krahasimi i vlerave mesatare té ferritinés sipas gjinisé

Vlerat mesatare té Ferritinés tek femrat jané 267.0 (x44.8) ndérsa tek meshkujt 381.7
(x44.4), pa ndryshim sinjifikant ndérmjet tyre (p=0.3).
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Figura 3. 5 Krahasimi i vlerave mesatare té sideremisé sipas gjinisé

Vlerat mesatare té sideremisé tek femrat jané 92.7 (+44.8) ndérsa tek meshkujt 113.3
(£66.8), pa ndryshim sinjifikant ndérmjet tyre (p=0.3).
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Figura 3. 6 Krahasimi i vlerave mesatare té transferrinés sé saturuar sipas gjinisé

Vlerat mesatare té transferrinés sé saturuar tek femrat jané 27.3 (+13.8) ndérsa tek
meshkujt 41.0 (£32.4), pa ndryshim sinjifikant ndérmjet tyre (p=0.1).
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Figura 3. 7 Korrelacioni i ferritinés me sidereminé

U gjet korrelacion sinjifikant i vlerave té ferritinés dhe sideremisé. Me rritjen e vlerave té
ferritinés rriten edhe vlerat e sideremisé (p<0.01).

Tabela 3. 3 Vlerat mesatare té ferritinés, sideremisé dhe transferrinés sé saturuar
sipas grupmoshés

Variablat | <40 40-60 >60 P

Ferritin 373.6 |4945 3382 |4353 |[3201 |3684 |09

Sideremi | 102.1 | 45.0 1142 |64.1 109.8 | 74.3 0.7

TS 35.7 13.5 40.5 30.4 37.0 36.1 0.8
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Figura 3. 8 Krahasimi i vlerave mesatare té ferritinés sipas grupmoshés

Nuk u gjet ndryshim sinjifikant i vlerave mesatare té ferritinés sipas grupmoshés (p=0.9).
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Figura 3. 9 Krahasimi i vlerave mesatare té sideremisé sipas grupmoshés

Nuk u gjet ndryshim sinjifikant i vlerave mesatare té sideremisé sipas grupmoshés
(p=0.7).
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Figura 3. 10 Krahasimi i vlerave mesatare té transferrinés sé saturuar sipas
grupmoshés

Nuk u gjet ndryshim sinjifikant i vlerave mesatare té transferrinés sé saturuar sipas
grupmoshés (p=0.7).

Fillimisht u analizuan 50 individé té shéndetshém dhe u gjetén gjenotipet pérkatése pér
alelet C282Y, H63D dhe pér alelin wild type té gjenit HFE. Rezultatet jané paraqitur
té pérmbledhura né tabelén e méposhtme:

Tabela 3. 4 Frekuenca e gjenotipeve tek personat e shéndetshém (n=50)

C282Y/ C282Y/ WT | C282Y/ H63D/H63D | WT/WT WT/H63D
C282Y H63D
- 3(6.0) 1(2.0) 1(2.0) 40 (80.0) |5 (10.0)
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Figura 3. 11 Frekuenca e gjenotipeve tek personat e shéndetshém

Nuk u identifikuan individé me gjenotip homozigoté C282Y/C282Y, u gjetén vetém 3
(6%) individé heterozigoté pér mutacionin C282Y, C282Y/WT, 1 (2%) individé
heterozigoté té pérbéré pér té dy mutacionet, C282Y/H63D, 1 (2%) individé
homozigoté pér mutacionin H63D/H63D dhe 5 (10%) individé heterozigoté pér
mutacionin H63D/WT. Té tjerét, 40 (80%) individé rezultuan normal, me gjenotip
WT/WT.

Mbi bazén e gjenotipeve pérkatése dhe formulave té njohura té gjenetikés sé
popullatave té pérshkruara tek metodat u pércaktua frekuenca e aleleve C282Y dhe
H63D né kampionin e marré né studim.

Pér alelin C282Y kemi 2 heterozigoté C282Y x 1 + 1 heterozigoté C282Y/H63D = 3
alele C282Y/50 x 2 = 100 alele, pra njé frekuencé prej 3%.

Pér alelin H63D kemi 1 homozigoté H63D/H63D x 2 + 5 heterozigoté WT/H63D x1 +

1 heterozigoté C282Y/H63D = 10 alele H63D/50 x 2 =100 alele, pra njé frekuencé prej
10%.

Pra frekuenca e alelit C282Y rezultoi 3%, ndérsa frekuenca e alelit H63D rezultoi 10%
né njé kampion prej 50 individésh té popullatés shqiptare té shéndetshme té marré né
studim.

Nuk u gjet asnjé individ i sémuré me hemokromatozé, pra njé individ me gjenotip
C282Y/C282Y. Me nje frekuencé té alelit C282Y prej 3% do té prisnim njé frekuencé té
gjenotipeve homozigoté prej 0,03 x 0,03 = 0,0009 ose 0,09%, pra afér 1/1000. Pra nése
do té analizonim 1000 individé mund té gjenim njé individ homozigoté pér mutacionin
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C282Y. Nga kampioni yné prej 50 individésh nuk mundém té gjejmé asnjé individ
homozigoté pér kété mutacion.

Frekuencat e dy aleleve, C282Y (3%) dhe H63D (10%) té gjenit HFE pérgjegjés pér
hemokromatozén jané njé rezultat i paré.

Me frekuencat e gjetura pér dy mutacionet del se frekuenca e mbartésve né popullaté
mund té jeté 5,3% (2pq, pra 2 x 0,03 3x 0,87 ) pér alelin C282Y dhe rreth 17,4% pér
mutacionin H63D (2x 0,10 x 0,87). Kéto frekuenca té mbartésve jané paraprake dhe
rrjedhin nga frekuencat e dy mutacioneve té gjetura, por gé¢ mund té ndryshojné me
rritjen e numrit té individéve té analizuar.

Eshté mé e véshtiré té gjenden alelet e hemokromatozés né gjendje homozigoté né njé
grup té kufizuar individésh normalé, prandaj ne do té vazhdojmé edhe me analizén e njé
grupi té pacientéve gé paragesin nivel té larté té hekurit né gjak.

Mé pas studimi vazhdoi me 20 pacientét e hospitalizuar né Klinikén e
Gastrohepatologjisé né QSUT. Ata u analizuan pér parametrat e mbingarkesés sé hekurit
dhe ferritinés. Nga kéta pacienté 4/20 pra 20% e tyre kané té rritur Ferr dhe Fe.
FERR>1200ng/ml dhe Fe nga 171-214mg/dl. 12/20 ose 60% nga pacientét gé u analizuan
kané té rritur ferritinén nga 151-1200 ng/ml. 6/20 ose 30% e pacientéve paragitén rritje té
hekurit 171-214mg/dl. Manifestimet Kklinike qé shfagén pacientét jané cirroza dhe
steatoza.

Ne jemi té interesuar té identifikojmé prezencén e mutacioneve té gjenit HFE dhe
korrelacionin me FERR dhe mbingarkesén me Fe tek pacientét me cirrozé dhe sémundje
té tjera té heparit.(Adams et al. 2007).57U identifikuan rreth 10 pacienté me rritje té
nivelit t¢ FERR (nga 151- 1200ng/ml). Ky do jeté dhe grupi i paré qé do analizohet pér
testin e gjenit HFE. Nga studimet e méparshme niveli i ferritinés né rastet e dyshuara pér
HK éshté pércaktuar né vlerat 151 pér femrat dhe 300 pér pacientét meshkuj. (Neghina et
al.2009).1%1 Ne vendosém té analizojmé té gjithé pacientét me vlerén e FERR mbi
151ng/ml. Nuk éshté identifikuar ndonjé diferencé né nivelin e ferritinés midis pacientéve
me cirrozé dhe steatozé.

Ne pérdorém protokollin e ri me strip test pér identifikimin e tre mutacioneve mé
frekuente gé shkaktojné hemokromatozén C282Y, H63D dhe S65C. Nga 20 pacientét u
selektuan 10 pacienté me nivel té larté té hekurit dhe ferritinés té shtruar né Shérbimin e
Gastrohepatologjisé gé vuajné nga sémundjet e meélgisé, sepse kéta mund té kené
probabilitet té jené té sémure me HT. (Pedersen et al. 2008|: de Diego et al, 2004: Lee
SH, et al 2009). 283428 Tg gjitha analizat e pacientéve paragitén tipin wild normal,
pérvec analizés té pacientit 8, gé shfagi genotipin heterozigoté pér mutacionin e rrallé
S65C.
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Figura 3. 12 Frekuenca e gjenotipeve tek 10 pacientét me mbingarkesé té Fe dhe
FERR

U aplikua me sukses protokolli i ri. U mor mé tepér informacion pér pacientin duke paré
kartelén klinike té tij. Pacienti éshté diagnostikuar me hepatit toksik medikamentoz.
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Figura 3. 13 Kartela klinike e pacientit
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Figura 3. 14 Stripi i hibridizuar dhe i koloruar i pacientit.

Né figurén e mésipérme 3. 14 tregohet né foto stripi i hibridizuar dhe i koloruar i
pacientit. Prezenca e bandés sé koloruar né pozicionin e mutacionit S65C dhe e bandés
me intensitet té ulur té tipit wild né pozicionin e kétij pacienti tregon gé éshté genotipi
heterozigoté.

Né vazhdim té studimit u analizuan 50 pacienté té tjeré gé vuajné nga sémundje té heparit
pér parametrat biokimik té hekurit (Fe), ferritinés (FERR) dhe té transferrinés sé saturuar
(TS). Rezultatet gé u morén jané 13 pacienté me TS>50% (51-92%). Vetém 6 pacienté
me TS>50% kané nivelin e FERR > 300ng/ml dhe Fe mé té ulét se 200mg/dl (158-182).
7 pacienté té tjeré kané nivelin e FERR<200ng/ml dhe Fe<183mg|dI.

Kéta parametra nuk tregojné pér pacientét me HK tipike por, mund té jené indikator
biokimik pér zbulimin e hershém té sémundjes. Procedimi me testin e gjenit HFE vendos
diagnozén e hemokromatozés hereditare. Fillimisht u procedua gjenetikisht me pacientét
me TS> 50% duke pérdorur strip test protokoll (Vienna lab). Dhe mé pas vazhdoi testimi
gjenetik dhe pér pacientét e tjeré. Nga testimi i gjenit HFE pér mutacionet C282Y, H63D
dhe S65C u gjetén : 17 pacienté C282Y/WT heterozigoté, 2 pacienté H63D/WT
heterozigoté bartés pér mutacionin e gjenit H63D dhe 13 heterozigoté té pérbéré
C282Y/H63D. Mutacioni i gjenit S65C nuk u konstatua né asnjé pacient. Kéta pacienté
gé jané bartés té mutacioneve kané parametra té ndryshém té TS, FERR dhe hekurit. U
vu re njé rritje e TS tek kéta pacienté.
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Fig. 3. 15 Mutacionet né grupin e 50 pacientéve

Né 20 pacienté té tjeré qé& u morén né studim né vazhdim, té hospitalizuar me
sémundje té mélcisé kryesisht cirrozé gé u analizuan pér nivelin e hekurit, ferritinés dhe
transferrinés sé saturuar né serum u analizuan njékohésisht dhe pér testin e gjenit HFE.
Né 10 pacientét e grupit té paré vetém njé pacient u gjet me mutacionin e rrallé S65C né
formé heterozigoté. Ne pérdorém protokollin strip test pér tre mutacionet mé frekuente
qé shkaktojné hemokromatozén (HK).

Né grupin e dyté té 10 pacientéve gé kishin mbingarkesé té paramerave biokimik té
hekurit u gjetén 3 (30%) pacienté bartés té mutacionit H63D, 1 (10%) pacient bartés i
mutacionit C282Y dhe 6 (60%) pacienté me tipin wild normal pér WT/WT. Si pérfundim
frekuenca e tre gjeneve té analizuara, né 20 pacientét éshté pérkatésisht: S65C alele 2,5%
H63D alele 7,5% dhe C282Y 2,5%. WT/WT wild tip né popullaté ka njé rritje té
mbingarkesés té parametrave té hekurit g¢ mund té jeté e lidhur me faktoré té tjeré
gjenetik, por jo e lidhur me mutacionin e gjenit HFE. (Pedersen et al, 2008: Ferreira et al,
2008: Neghina AM et al, 2009).[3411391.[40]

m Normal

m S65C heterozigoté

Figura 3. 16 Frekuenca e gjenotipeve tek 10 pacientét e grupit té paré
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Figura 3. 17 Frekuenca e gjenotipeve tek 10 pacientét e grupit té dyté me
mbingarkesé té hekurit, ferritinés dhe transferrinés sé saturuar

Nga kéta 10 pacienté 3 (30%) e tyre rezultuan me H63D/WT, 1 (10%) me C282Y/WT
dhe 6 (60%) normale me WT/WT.

HAL (Al

Figura 3. 18 Foto e 10 pacientéve té analizuar

Né figurén 3. 18 tregohen 10 pacienté té analizuar, 6 rezultuan té tipit wild , 3 rezultuan
bartés té mutacionit H63D dhe 1 pacient u gjet bartés i mutacionit C282Y.
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Ne konkluduam qé indeksi i rritur i hekurit hepatik mund té shérbejé si indikator pér
zbulimin e mutacioneve té gjenit HFE né krahasim me gjenet e tjera té hekurit té
studiuara. S65C éshté alel mé i rrallé né popullsiné europiane dhe jep njé formé té lehté té
hemokromatozés. (Rochette et al, 1999: US preventive Services Task Force 2006).[2%1142]

Si pérfundim né grupin e 50+20 pacientét e fundit pra 70 pacienté gé u morén né studim
té shtruar né Klinikén e Gastrohepatologjisé né Qendrén Spitalore Universitare “Néné
Tereza” té prekur nga sémundja e réndé e heparit (cirroza dhe steatoza) u analizuan pér
tre indekset e hekurit dhe identifikimin e mutacioneve te gjenit HFE. Nga kéta pacienté
37 paraqgitén mutacione té gjenit HFE. Mesatarja e indekseve té hekurit né serum pér
popullatén e studiuar éshté raportuar né tabelén 3. 5 e kombinuar me gjenotipet HFE té
gjetura nga analiza gjenetike duke pérdorur Strips Assay.

Tabela 3. 5 Gjenotipet HFE dhe indekset mesatare té hekurit né serum pér
popullatén e studiuar (N=70)

Genotipi Nr i Frekuenca | Pérgéndrimi | Transferrina | Pérgéndrimi
subjekte | (%) i hekurit né | e saturuar i ferritinés
ve (70) serum (%) né Serum

(umol/L) (ng/ml)

C282Y 0 0 0 0 0

homozigoté

C282Y 18 25.7% 18.2 33.8 94.6

heterozigoté

H63D 5 7.1% 18.7 33.7 97.2

heterozigoté

S65C heterozigoté | 1 1.4% 17.7 88.2 106.3

Perberje 13 18.6% 20.8 42.7 124.6

heterozygoté

Normal HFE (pa | 33 47.1% 16.4 31.2 87

mutacion)

Rezultatet shprehen si mesatare (SD) me pérjashtim té pérgéndrimeve té ferritinés né
serum té cilat shprehen si mesatare gjeometrike (95% intervale besimi), p <0.05.
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Figura 3. 19 Gjenotipet HFE pér popullatén e studiuar (n=70)

Meqgenése jemi té interesuar té identifikojmé prezencén e mutacionit té gjenit HFE dhe
korrelacionit me koncentrimin e hekurit né serum, pérgéndrimin e transferrinés sé
saturuar dhe koncentrimin e ferritinés né serum né pacientét e prekur, ne krahasuam
vlerat e kétyre markuesve me gjenotipet e gjetura.

Heterozigoziteti pér mutacionet C282Ydhe H63D &shté né frekuencat e gjeneve
pérkatésisht 25.7% dhe 7.1%.

Frekuenca e mutacionit mé té rrallé né gjendje heterozigote éshté 1.4% dhe frekuenca e
heterozigotéve té pérbéré éshté 18.6%.

Mutacionet e gjenit HFE jané té pranishme né 37 prej pacientéve me sémundje té heparit
(53%) dhe pérfshijné té gjithé gjenotipet dhe heterozigotét e pérbéré.

Ixxiii



Vlerat(umol/l)

C282Y het. HB3D het. Normal HFE Pérb. het.  SB85C het.

Figura 3. 20 Pérgéndrimi i hekurit né serum (umol/L)
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Figura 3. 21 Transferrina e saturuar (%) né serum
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Figura 3. 22 Pérgéndrimi i ferritinés né Serum (ng/ml)

Té tre grupet e gjenotipit me njé mutacion Kishin pérgéndrime mesatare mé té larta té
hekurit né serum dhe pérgéndrim mesatar mé té larté té transferrinés sé saturuar, sesa 33
subjektet pa mutacione. Ne nuk gjetém ndonjé mutacion homozigoté pér gjenotipet. Kur
krahasohen me heterozigotét e thjeshté C282Y, heterozigotét e pérbéré kishin ngopje té
konsiderueshme mesatare té hekurit dhe transferrinés né serum, por ndryshimi né

pérgéndrimet mesatare té ferritinés né serum nuk ishte i réndésishém.

Tabela 3. 6 Frekuenca e rritjes sé indekseve té hekurit tek heterozigotét

Gjenotipi Nr i subjekteve Transferrina e Rritja e pérgéndrimit té
(70) rritur T (>50.5%) | ferritinés né serum ¥

(M >428, F >302 ug/L)

C282Y 18 11.2 11

heterozigoté

H63D 5 22.3 10

heterozigoté

S65C 1 21 11

heterozigoté

Pérbérés 13 4.8 3

heterozigoté

Normal HFE | 33 20.6 16

(pa

mutacion)
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Rezultatet shprehen né (%). Pérgéndrimi mesatar i transferrinés sé saturuar pér grupin e
gjenotipeve normal ( pa mutacione té gjenit HFE) p<0,01.

25 4
22.3
21 20.6
20 4
15 A
% 11.2
10 A
4.8
5 -
0 T
C282Y H63D S65C Pérbérés Normal HFE (pa
heterozigoté heterozigoté heterozigoté Heterozigoté mutacion)

Figura 3. 23 Frekuenca e rritjes sé transferrinés tek heterozigotét

18.0
16.0
16.0
14.0 -+
12.0 + 11.0 11.0
10.0
10.0 -+
%

8.0 A
6.0 -
4.0 - 3.0
2.0 A
0.0 T T T T 1

C282Y H63D S65C Pérbérés Normal HFE (pa

heterozigoté  heterozigoté  heterozigoté Heterozigoté mutacion)

Figura 3. 24 Rritja e pérgéndrimit té ferritinés né serum

Ixxvi



Frekuenca e mutacioneve té gjenit HFE tek personat e shéndetshém (n=50) dhe té
sémuré (n=80)

Mutacionet e gjenit HFE u gjetén né 10 (20%) nga 50 individét e shéndetshém dhe né 38
(47.5%) nga 80 pacientét e sémuré, pa ndryshim sinjifikant ndérmjet tyre p=0.2
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IV DISKUTIM

Né kété studim ne kemi pércaktuar frekuencén e mutacioneve mé té réndésishme té gjenit
HFE dhe kemi analizuar lidhjen e tyre me markuesit e hekurit né serum né pacientét me
sémundje té heparit té shtruar né Klinikén e gastrohepatologjisé. Heterozigoziteti pér
mutacionet C282Y dhe H63D éshté né frekuencat e gjeneve pérkatésisht 25.7% dhe
7,1%, dhe 47% e popullatés sé studiuar nuk ka mutacion té gjenit HFE.

Ky studim synon té pércaktojé markuesit mé té sakté si kriter pér té eksploruar gjenin
pérgjegjés. Ne u fokusuam tek markuesit e hekurit né serum pér té eksploruar gjenin HFE
né popullattn me sémundje té heparit qé po trajtohen né departamentin e
gastrohepatologjisé. Shumica e subjekteve kishin njé nivel fillestar té transferrinés sé
saturuar mé té madhe se 55%. Mutacionet e gjenit HFE ishin té pranishme né 38 nga 80
pacientét (47,5%) dhe pérfshijné té gjithé gjenotipet dhe heterozigozitét e pérbéré.
Analiza e métejshme tregoi se mutacioni C282Y (meshkuj 300 pg/L, femra >160 ug/L),
né teté subjekte u shogérua me njé pérgéndrim té vazhdueshém té ngritur té ferritinés né
serum dhe kéta subjekte duhet t'i nénshtroheshin mé tej biopsisé sé mélgisé. Megjithaté,
ky parametér, biopsia e mélcisé nuk u krye pasi nuk ishte njé progeduré standarde né
shérbimin publik. Ky mund té jeté njé kufizim pér té interpretuar rezultatet, megjithaté
njé rritje e transferrinés sé saturuar né serum rezultoi njé test fillestar mé i miré pér té
zgjedhur pacientét pér analizén e gjenotipizimit sesa hekuri ose ferritina né serum.
Megjithése u bé cdo pérpjekje pér té marré mostrat mé té réndésishme té popullatés
klinike, popullata e studimit nuk ishte plotésisht pérfagésuese e popullatés sé synuar, pasi
nuk gjetém asnjé pacient me sémundje té trashégueshme té hemokromatozés (HK). Por
duke ditur se vetém 25% e homozigotéve pér C282Y shprehin sémundjen e HT, rezulton
se pacienté me shenja klinike mund té gjenim 1/4000 -1/6000 individé né popullatén
shqiptare. Hemokromatoza prek kryesisht kaukazianét me origjiné evropiane, (Baer
DM et al. Am J Med 1995: Smith BN et al. 1997: Powell LW et al.1994: Burt MJ et
al.1998)4eL47LI481149] dhe mund té jeté shfaqur né njé popullsi té lashté kelte me migrimin
e mévonshém gé shpjegon shpérndarjen gjeografike té késaj patologjie gjenetike. Né
popullatén shqiptare ky éshté studimi i paré i gjenit HFE. Megjithaté, ka prova té garta se
mutacionet HFE ndikojné né indekset e hekurit né serum dhe subjektet me njé ose mé
shumé mutacione kané pérgéndrime mesatare té hekurit né serum dhe pérgéndrim té
transferrings sé saturuar mé té rritur né krahasim me subjektet normale. (Smith BN et
al.Hepatology 1997). [*7l Heterozigotét C282Y dhe H63D kané pérgéndrim mé té larté té
transferrinés sé saturuar ose pérgéndrime mé té larta té ferritinés né serum. Kufiri i
sipérm i normales pércaktohet né individét pa ndonjé mutacion té gjenit HFE. Kjo éshté
e ngjashme me vézhgimet e méparshme té shprehjes sé pjesshme biokimike né njé pjesé
té heterozigotéve té konstatuara né studimet familjare.(Burt MJ et al.1998: Moodie SJ et
al.2002) [0 Mutacioni S65C jané vetém dy raste dhe niveli i larté i markuesve té
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hekurit lidhet me toksicitetin e mélgisé pavarésisht mutacionit heterozigot té gjenit. Ne
sugjerojmé qé pacientét me nivel té rritur té pérgéndrimit té transferrinés sé saturuar dhe
markues t€ mbingarkuar té hekurit jané njé tregues i miré pér shqyrtimin e mutacionit té
gjenit HFE dhe programet e diagnostikimit, ndoshta duhet té kufizojné gjenotipizimin tek
kéta individé.

Té dhénat gé kemi gjetur nga studimi né popullatén e shéndetshme, mund té krahasohen
me ato té pérftuara nga vendet e tjera europiane, pér té pasur nje ide se né ¢faré grupi
béjmé pjesé (Tabela 4. 1)

Tabela 4. 1. Frekuencat e mutacioneve té gjenit HFE né vendet kryesore té
Europés pérfshiré edhe studimi yné

Popullsia Frekuenca e Mutacionit Frekuenca e Mutacionit
C282Y, % H63D, %
Mbreteri e Bashkuar 6.0 12.1
Irlanda 10 18.9
Islanda 6.7 10.6
Norvegjia 6.4 11.2
Finlanda 0 11.8
Danimarka 9.5 12.2
Hollanda 2.6 29.5
Gjermania 1.9 18.9
Italia 0.5 12.6
Gregia 1.4 11.9
Turgia 0 17.7
Spanja 3.2 26.3
Shqiperia 3 10.0
Europa ne Total 3.8 13.6

Si¢ shikohet edhe nga Tabela 4.1, ku jané shtuar edhe te dhénat e studimit toné duket se
frekuencat e mutacioneve C282Y dhe H63D té gjenit HFE jané té krahasueshme me
mesataren e Europés.

Mendojmé se metoda e pérdorur nga ana joné ka funksionuar miré, sipas
protokolleve té botuara nga literatura, dhe paraget njé metodé relativisht té thjeshté dhe
efektive té analizés té dy mutacioneve té gjenit HFE, C282Y dhe H63D. Kjo metodé ka
nevojé pér njé numér té kufizuar pajisjesh laboratorike, jo shumé té kushtueshme, ka
njé kosto relativisht té ulét né reagentét gé pérdoren, dhe paraget saktési té mire né
identifikim.
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Rezultatet e pérftuara na kané dhéné njé informacion paraprak né lidhje me praniné e
mutacioneve té gjenit HFE, C282Y dhe H63D, né popullatén shqgiptare, me frekuenca

té krahasueshme me vendet fginje por edhe me disa ndryshime gé duhen marré né
konsideraté.

Strategjité pér té gjetur rastet me hemokromatozé hereditare

Pér shkak se shenjat klinike dhe simptomat jané té ndryshme, gjetja e rasteve me HK
varet shumé nga vézhgimi klinik dhe arsyeja pse jané kérkuar analizat biokimike. Analiza
e paré gé duhet kryer éshté pércaktimi i nivelit t&¢ TS. Eshté miré qé kjo analizé té
rikonfirmohet 2 heré né laboratoré té ndryshém.

Nuk ka njé vleré cut-off té pércaktuar garté nga té gjithé laboratorét. Né njé studim te
vitit 2010 éshté pérdorur njé cut-off pér TS nga 45 deri 60% dhe ka rezultuar se me kéto
vlera mundésia pér té gjetur njé pacient homozigoté pér mutacionin C282Y té HFE éshté
nga 4% deri 21%. (Paulo C.J. L, Santos, et al, 2012). [*3]

Pérve¢ TS, SF éshté njé tjetér analizé qé duhet kryer. Edhe pér SF nuk ka vlera cutoff té
pércaktuara e té pranuara nga té gjithé. Studime né popullata t¢ ndryshme kané
pércaktuar vlera cutoff nga 250 — 428 ug/l tek meshkujt dhe nga 130-302 ug/l tek femrat.
Vlerat e detektimit té individéve me HFE homozigoté jané nga 1.6 deri 17%.

Duhet theksuar se vlerat e SF mund té ndikohen nga faktorét e mjedisit lokal, si stili i
jetesés té njé popullate (vecanérisht konsumi i alkoolit, pesha dhe jeta sedentare)
(Evangelista AS et al, 2015)¢1 ose nga rajoni gjeografik. Idealja éshté gé vlerat e cutoff
té pércaktohen nga vlerat lokale pér kufijté e sipérm té referencave. (Graca Porto et al,
2016). [44]

Nése zgjidhet SF si njé tregues i HK, kjo vleré duhet té jeté e larté né mungesé té
rezervave té rritura té hekurit tek pacientét me sémundje kronike inflamatore (sémundje
té mélcisé té shkaktuar nga alkooli, hepatitet virale kronike dhe sémundjet e heparit té
shkaktuar jo nga alkooli). Studimet kané treguar se pacientét me hiperferritinemi kané
pak mundési té jené me HFE (homozigoté pér mutacionin C282Y) nése kané
transaminazat mbi normén. Duhet theksuar se mbingarkesa e hekurit dhe
hiperferritinemia pa njé rritje té TS nuk éshté njé kriter pér testin gjenetik te HFE.

Kur éshté gjetur njé pacient me HFE testimi gjenetik éshté i domosdoshém pér familjarét
asimptomatik té shkallés sé paré dhe véllezér e motra, pasi diagnostikimi i hershém éshté
njé strategji kost efektive.

Né Figurén 4. 1 éshté paragitur skematikisht strategjia diagnostikuese pér pacientét qé
dyshohen pér HT. Testimi gjenetik pér gjenin HFE pér dy mutacionet Kkryesore
(p.Cys282Tyr dhe p.His63Asp) duhen analizuar né té gjithé pacientét me njé rritje té
pashpjegueshme té TS dhe/ose té vlerave té ferritinés né serum (Figuré 4. 1). Né té gjitha
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rastet, diagnoza molekulare e HT té lidhur me gjenin HFE éshté e shogéruar me praniné
e C282Y né gjendje homozigoté ose heterozigoté té pérbéré. Megjithaté edhe gjenotipet
H63D homozigoté dhe H63D/S65C heterozigoté té pérbéré jané shogéruar me fenotipin e
HT. (Paulo C.J.L Santos et al, 2012: Graca Porto et al, 2016).[431144]

Né mungesé té gjenotipeve té mésipérme té lidhura me gjenin HFE, duhen marré né
konsideraté analiza e gjeneve té tipeve té tjera té HT. Kur kemi njé mbingarkesé té
hekurit né pacienté me moshé mé té vogel se 30 vje¢c dhe me kliniké kardiake ose
endokrine, rekomandohet analiza e gjenit JH (Figuré 4. 1).(Paulo C.J.L Santos et al,
2012: Graca Porto et al, 2016). 43144

Mutacionet né gjenet TFR2 dhe SLC40A1 jané té rralla krahasuar me mutacionet e gjenit
HFE por jané gjetur tek femijét, adoleshentét dhe té rriturit. Kéto gjene duhen analizuar
térésisht népérmjet sekuencimit, pasi té kemi rezultate negative pér gjenet e tjeré té lidhur
me HT.

Increased TS and/or SF * Increased TSand/or SF *
plus
<30 years old and cardiac or
endocrine manifestations

HFE p.Cys282Tyr and
p.His63Asp mutations

. N HIV p.Gly320Val

+
HHtype1l < | HFEsequencing

HJV sequencing

v r +
HH types 3 4 | TFR2and SLC40A1 -
and4 " | sequencing** ’ HAMP JHtype2A
sequencing
+
JHtype 2B

Figura 4. 1. Strategjia diagnostikuese

Depistimi gjenetik i popullatés nuk rekomandohet pasi penetranca éshté e ulét dhe kosto
shumé e larté. Edhe depistimi biokimik pér popullatén né lidhje me mbingarkesén e
hekurit nuk rekomandohet pasi nuk ka rezultuar efektive nga projektet e méparshme té
kryera né boté.
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V PERFUNDIME

1. Analizimi i parametrave biokimik té mbingarkesés sé hekurit, ferritinés dhe
transferrinés sé saturuar tregoi njé korelacion né lidhje me shfagjen e mutacioneve té
gjenit HFE. Kéta markues té mbingarkesés sé hekurit mund té shérbejné pér
diagnostikimin e hershém té hemokromatozés.

2. Parametri mé i ndjeshém dhe i besueshém éshté transferrina e saturuar gé shérben si
indikator i hemokromatozés pér té eksploruar gjenin HFE.

3. U aplikuan dy metoda molekulare pér analizén e ADN-sé té gjenit HFE.
Metoda PCR-RFLP, e cila paragitet efektive dhe me kosto té ulét, e pérshtatshme pér
kushtet tona laboratorike, pér pércaktimin e mutacioneve né grupin e individéve té
popullatés sé shéndetshme.

4. Pérdorimi me sukses dhe i njé metode tjetér, protokolli me Strip test pér pércaktimin e
mutacioneve C282Y, H63D dhe S65C té gjenit HFE né njé grup pacientésh me sémundje
té heparit.

5. Aplikimi i metodave molekulare gjenetike shérben pér diagnostikimin e sémundjes sé
hemokromatozés, pérpara se ajo té keté shkaktuar déme té pariparueshme né organet
jetike pér njeriun.

6. Pér heré té paré analizohet pérhapja e mutacioneve t¢ hemokromatozés, C282Y dhe
H63D, né njé grup individésh té popullatés shgiptare té shéndetshme, duke na dhéné
njé tregues fillestar té gjendjes sé kétij gjeni né popullatén shqiptare, C282Y (3%) dhe
H63D (10%).

7. Me frekuencat e gjetura pér dy mutacinet, frekuenca e bartésve né popullaté éshté
5,3% pér alelin C282Y dhe rreth 17,4% pér mutacionin H63D.

8. Pér heré té paré u analizua pérhapja e mutacioneve té gjenit HFE dhe frekuenca e tyre
né personat me risk, pacienté té hospitalizuar né Klinikén e Gastrohepatologjisé me
sémundje té heparit.

9. Shfagja e mutacionit mé té rrallé S65C né pacientét e analizuar gé shfagin sémundje té
heparit kryesisht cirrozé.

10. Né studimin toné u gjetén gjenotipe heterozigoté pér mutacionet C282Y, H63D dhe
S65C. Nuk u gjetén gjenotipe homozigoté qé shfagin sémundjen. Kjo éshté e lidhur me
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stilin e jeteses, (jeta sedentare, obeziteti, pérdorimi i alkoolit), hepatitet kronike, pozitén
gjeografike etj.

11. Né grupin e pacientéve u gjetén 38(47,5%) me mutacione té gjenit HFE, dhe 42 pa
mutacione (53,5%).

12. Heterozigoziteti pér mutacionet C282Ydhe H63D éshté né frekuencat e gjeneve
pérkatésisht 25.7% dhe 7.1%.

13. Frekuenca e mutacionit S65C né gjendje heterozigote éshté 2.2% dhe frekuenca e
heterozigotéve té pérbéré éshté 18.6%.

14. Mutacionet e gjenit HFE jané té pranishme né 38 prej pacientéve me sémundje té

heparit (47,5%) dhe pérfshin té gjithé gjenotipet dhe heterozigotét e pérbéré.

15. Nga studimi i kryer rezultoi se 53,5% e popullatés t¢ marré né shqyrtim nuk ka
mutacion té gjenit HFE.

16. Pér heré té paré u bé studimi dhe vlerésimi i hemokromatozés né popullatén
shqiptare.

17. Né pérfundim mund té themi se studimi gé paragitém éshté njé kontribut pér njohjen
e késaj sémundje gjenetike né vendin toné si dhe pér té plotésuar kuadrin Europian té
pérhapjes dhe mutacioneve té késaj sémundje gjenetike.
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VI REKOMANDIME

Té vazhdojé studimi né popullatén shgiptare me njé numér mé té madh té kampionit, pér
té thelluar e konfirmuar rezultatet e kétij punimi.

Duhet té vlerésohen edhe metoda alternative té analizés sé ADN-sé pér gjenin HFE.

Kéto jané metodat e sekuencimit té gjeneratés tjetér NGS apo Real Time PCR, té cilat
jané mé té kushtueshme por, gé jané me nivel mé té larté saktésie dhe japin rezultatin né
njé kohé mé té shkurtér, duke kontribuar né diagnostikén molekulare té hemokromatozés
si sémundje gjenetike.

Mjekét hepatologé mund té rekomandojné kryerjen e testit gjenetik té gjenit HFE, né
rastet e pacientéve me patologji té heparit, por me diagnoza té dyshuara ose té
papércaktuara garté(duke pérjashtuar shkaget e tjera), gé kané dhe rritje sinjifikante té
parametrave biokimik té hekurit.
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Abstrakt

Qéllimi i kétij studimi éshté identifikimi i t& sémuréve dhe bartésve me hemokromatozé né popullatén shqiptare,
népérmjet analizés sé gjenit HFE dhe pérdorimi i analizave biokimike té mbingarkesés sé hekurit pér diagnostikimin e
hershém t& sémundjes.

Materialet dhe metodat:

Né studim u morén 140 individé: 50 individé té shéndetshém dhe 90(77 meshkuj dhe 13 femra) pacienté me sémundje
té heparit(cirrozé, steatozé) té hospitalizuar né klinikén e Gastrohepatologjisé né QSUT. Individét e shéndetshém u
analizuan pér gjenotipet e gjenit HFE. Pacientét jané analizuar pér parametrat e mbingarkesés sé hekurit, ferritin dhe
transferriné e saturuar duke pérdorur 5ml gjak venoz nga cdo pacient. 80 nga pacientét jané analizuar dhe pér analizén
molekulare té gjenit HFE duke pérdorur 5ml gjak té marré me tub K3 EDTA.

Metodat:

Analizat biokimike. Nga serumi i gjakut éshté analizuar hekuri duke pérdorur metodén kolorimetrike me chromazurol
B dhe analizatorin Minitecno. Ferritina éshté analizuar duke pérdorur VidasFerritin Kit, test automatik kuantitativ gé
pérdor metodén ELFA. Transferrina éshté analizuar me metodén imunoturbidimetrike, aparatin Cobas 6000. TS éshté
llogaritur me formulé. Analizat gjenetike jane analizuar me PCR-RFLP dhe Strip Assay. Ekstraktimi i ADN me
QIAGEN dhe INVITROGEN DNA kit.

Rezultatet: Né 50 individét e shéndetshém frekuenca e mutacioneve C282Y &shté 3% dhe frekuenca e H63D éshté
10%. Kéto vlera jané té krahasueshme me mesataren e Europés. Né& grupin e pacientéve u gjetén 38(47,5%) me
mutacione dhe 42(53,5%)pa mutacione . Nga kéto 18 jane C282Y heterozigoté (25,7%), 5 H63D heterozigoté (7,1%),
2 S65C heterozigoté(2,2%) dhe 13(18,6%) pérbérje heterozigote. Té tre grupet e gjenotipeve me mutacion kishin
pérgéndrime mesatare mé té larta t& Fe dhe TS né serum sesa 42 subjektet pa mutacione. Shumica e subjekteve kishin
njé ngopje fillestare te TS mé t& madhe se 55%. Nuk u gjetén gjenotipé homozigoté C282Y/C282Y qé shkaktojné
sémundjén. Kjo ka lidhje me stilin e jetesés.

Fjalét kyc: HFE, hemokromatoza, ferritin, Fe, transferrin e saturuar, C282Y, H63D, S65C.
Abstract

The purpose of this study is to identify patients and carriers with hemochromatosis in the Albanian population,
through the analysis of the HFE gene and the use of biochemical analyzes of iron overload for the early diagnosis of the
disease.

Materials and methods:

The study included 140 individuals: 50 healthy individuals and 90 (77 males and 13 females) patients with liver disease
(cirrhosis, steatosis) hospitalized in the Gastrohepatology clinic at QSUT. Healthy individuals were analyzed for HFE
gene genotypes. Patients were analyzed for parameters of iron overload, ferritin and saturated transferrin using 5ml of
venous blood from each patient. 80 of the patients were also analyzed for the molecular analysis of the HFE gene using
5 ml blood with K3 EDTA.

Methods: Biochemical analyses. Iron was analyzed from the blood serum using the colorimetric method with
chromazurol B and the Minitecno analyzer. Ferritin was analyzed using the VidasFerritin kit, an automatic quantitative
test that uses the ELFA method. Transferrin was analyzed with the immunoturbidimetric method and the Cobas 6000
equipment. TS was calculated with the formula. Genetic analyzes were analyzed with PCR-RFLP and Strip Assay.
DNA extraction with QIAGEN and INVITROGEN DNA Kkit.

Results: In 50 healthy individuals the frequency of C282Y mutations is 3% and the frequency of H63D is 10%. These
values are comparable to the European average. In the group of patients, 38 (47.5%) with mutations and 42 without
mutations were found. Of these, 18 are C282Y heterozygous (25.7%), 5 H63D heterozygous (7.1%), 2 S65C
heterozygous(2,2)% and 13 (18.6%) heterozygous compounds. All three groups of single-mutation genotypes had
higher mean serum Fe and TS concentrations than the 42 subjects without mutations. Most subjects had an initial TR
saturation greater than 55%. No disease-causing C282Y/C282Y homozygous genotypes were found. This has to do
with lifestyle.

Keywords: HFE gene, Hemochromatosis, Ferritin, Iron, Transferrin saturation, C282Y, H63D, S65C



