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HEMOFILI A HASTALARINDA INTRON 1 VE FAKTOR V LE iDEN
MUTASYONLARININ SAPTANMASI

OZET

Amagc: Hemofili A hastalarinda intron-1 inversiyon mutasyoun saptanmasi ve
trombofiliye yatkinlik sglayan Faktor V Leiden (FVL/ G1691Aputasyonu sikgi ile
bu mutasyonun hastalarin klinik 6zelliklerine ethkis aratirilmasi amaclanngiir.

Hastalar ve Yontem:Bu ¢alsmada, inhibitér negatif ortalamagari 3 yil (2ay-14yg)
olan yedisi &Ir 16’sI orta ve dokuzu hafif olmak Uzere 32 hemndfii hastanin plazma
orneklerinde polimeraz zincir reaksiyonu ile intsbrh-1 ve intron 1 h-2 bélgeleri ve

“Real Time” polimeraz zincir reaksiyonu ile FVL (621A) mutasyonu c¢alildi.

Bulgular: Hemofili A’ 32 hastanin higbirinde intron-1 inv&@yon mutasyonu
saptanmadi. Hemofili A’li 32 hastanin dordinde fetiggot FVL mutasyonu saptandi.
Hicbir hastada homozigot FVL mutasyonu saptanmadir tip hemofili A olan yedi
hastadan kardeolan ikisinde, heterozigot FVL mutasyonu saptarebu hastalarin her
ikisinde de hedef eklem almasi nedeniyle radyonuklid sinovyektomi yapildi.fiHa
hemofili A fenotipine sahip dokuz hastanin ikisinde heterozigot FVL mutasyonu
saptandi. Bu hastalarin yillik kanama sayisi 1-a81ada d@smekte idi. Heterozigot
FVL mutasyonu saptanmayan hafif hemofili A hastailer FVL mutasyonu saptanan
iki olgu arasinda kanama sayisi ve ciddiyeti ademfark bulunamadi. FVL mutasyonu

tespit edilen ve edilmeyen hastalarin hicbirindeniboz gézlenmedi.

Sonug Intron-1 inversiyonu hastalarimizin higbirinde saptamstir. Bu nadir
mutasyonun hastalarimizda saptanmamasinin nedstai $ayimizin azi olabilir. Bu
calismada ikisi &ir ikisi hafif hemofili A olan toplam dort hastadeeterozigot FVL
mutasyonu saptandi. Ancak hasta sayisiningiadian dolayr FVL mutasyonu ile
kanama sayisi ve hemofilik artropati arasinda ahmldngki bulunamadi. Literatirde
belirtilen FVL'In kanama Uzerine olan koruyucu stki gosterebilmek icin daha fazla

veriye ihtiyac vardir.

Anahtar kelimeler: Hemofili A, FVIII gen yapisi,intron 1 inversiyon mutasyonu, FV

Leiden mutasyonu
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INTRON 1 AND FACTOR V LEIDEN MUTATION IN PATIENTS W ITH
HEMOPHILIA-A

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to identify the introniriversion mutation in the
Hemophilia-A patients and to investigate the fadtdreiden (FVL/G1691A) mutation,
and a possible relationship between this mutatiod #ne clinical features of the
patients.

Patients and method:In this study 32 (severe 7, moderate 16, mildh&nophilia-A
patients without inhibitor were enrolled. The patg ages varied from 2 months to 14
years (median age 3 years-old). Plasma samples stedeed by polymerase chain
reaction for intron 1 h-1 and intron 1 h-2; andl tgme polymerase chain reaction for
FVL (G1691A)

Results: We did not identify intron 1 mutation in any of ropatients. Heterozygote

FVL was found in 4 patients. However, no homozygets determined in any of the
patients. Out of 7 patients with severe hemoplilia patients, who were brothers, were
determine to have heterozygote FVL, and these tateqts both have radioisotope
synovectomy for target joint. There was not anyedénce in bleeding number and its
severity between patients with mild hemophilia A ovlwere not found to have

heterozygote FVL mutation and the FVL mutation tpagients who were determined.

We did not observe thrombosis in our patients witkvithout FVL mutation.

Conclusion: We did not determine intron 1 mutation. The abseoteetermining
intron 1 mutation can be result of the small nuntdfevur patient. We also determined
four heterozygote FVL mutations in (2 severe amdil2l type) hemophilia-A patients.
Because of the small number of the patients, neelaiion between FVL mutations and
bleeding number and hemophilic artropathy was deted-urther studies with large
numbers of patients are necessary for confirmiegotiotective effect of FVL mutations
in hemophilia patients, which has been postulatethé medical literature.

Key words: Hemophilia A, factor VIII gene structure, Intronidversion mutation,

Factor V Leiden mutation.
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1. GIRIS VE AMAC

Hemofili A, kanin pihtilama sisteminde yer alan faktor VIII'in kalitsal akreksiklgi,
yoklugu veya glevinin bozuk olmasi sonucu ortaya cikan, X'eglbaesesif geg
gosteren, kronik komplike bir hastaliktir (1). Has#t antik ca&lardan Dberi
bilinmektedir. Kraliyet mensuplarinda gorufgii icin“Krallarin hastalg’” olarak da
anilir. Hastalgin bilimsel ilk tanimi1 936-1013 yillar1 arasindasggan Endulasla bilgin
Ebu-l Kasim Zehravi tarafindan yapiknr. Gincel hemofili tanimi, 1920 yilinda
yapiims ve 1937 de patogenezi acgiklagtm Hemofili sikligi; 10.000 erkek dgumda
1 dir (2,3).

Her iki faktori kodlayan genlerin X kromozomu Uxneri haritalanmasi ve DNA
dizisinin cikariimasi 1984/85 yillarina rastlar. édikle FVIII' in buyik ve karmaik

genlerden biri olmasina gmen haritalanmasi ve ekzon dizilerinin bilinmesyesnde
bu genler molekuler patolojisi siklikla galan ve DNA analizine dayal tani

yontemlerinin ilk uygulands genler arasindadir (4).

Tanimlanmg en buytk gen olan, F VIII geni icerisinde intro@ hversiyonu bgta
olmak lzeresimdiye kadar 600’den fazla heterojen gen mutasybifdirilmistir (5).
Hastalarin % 40'inda intron 22 igerisindeki invgmia rastlanirken, % 30-35’inde
nikleotid dgisiminden olgan noktasal mutasyonlara rastlanmaktadir. Hasta%rb—
10’unda kucik delesyonlar ve insersiyonlar taninmkam, hastalarin az bir kisminda %
5 gorilen gen delesyonlarigia hemofili ve tedavi sonrasi yiuksek oranda inldibit
gelismesiyle sonuclanir (6). Bagnall ve arkglda (7) hastalarin yakkak % 5’inde

intron 22 inversiyonu ginda da inversiyon oldwnu bildirmglerdir. intron 1



icerisindeki bu inversiyon, Faktor VIII geninin gkzonunu genden ayirmakta ve X

kromozomunun telomer bélgesindeki C6.1A genininigariokalize etmektedir.

Bu genlerin yeni analizleri, ilgili proteinlerin pa ve klev benzerliklerinin analizine,
hemorajik ve tromboembolik bozukluk bulunan hastida fenotip ve genotip

korelasyonlarinin tanimlanmasina izin vegtini

Bu calsmada; Erciyes Universitesi Tip Fakultesi Pediatdi&matoloji bilim dalinda
takip ve tedavi edilen hemofili A’li hastalardakVFl geni intlh bélgesinde olabilecek
mutasyonun polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yompamaragtiriimasi ve glik eden
diger mutasyonlar acisindan 6zellikle trombofiliyekyahga yolagan Faktor V leiden
(FVL) mutasyonunun siklt ve hemofili A hastalarinin kligine etkisinin argtiriimasi

amaclanmytir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KANIN PIHTILA SMA MEKAN iZMASI

Klasik hemostatik mekanizma, vaskuler cevap, trositbtedezyonu, pihti formasyonu,
pihti stabilizasyonu, diizenleyici antikoagulankematindan hasarlanan boélgeye pihtinin
sinirlanmasi ve fibrinolizis vasitasiyla vaskulerkagin tekrar kurulmasi ve vaskuler

lyilesmeyi icerir §ekil-1) (9).

Bu surecte 100’den fazla plazma proteini gérev &liazma proteinlerinin @ buluny
siralarina gére Roma rakami ile faktor (F) olardlaadirilir. FXII, FXI, FX, FIX, FVII

ve FIl'yi kapsayan plazma glikoproteinleri, sindiri proteazlarn olan tripsin ve
kemotripsinle yapisal benzerlik gdsterirler. Heri,bbir ya da iki peptid banin
proteolizisinin sinirlanmasiyla inaktif formdan @&Korma cevrilir ve roma rakamindan
sonra 'a’ ile gosterilir (10,11). Pihtgana sistemindeki mekanizmalar, ilk kez 1964
yilinda Macfarlane ve Davie ile Rattnof tarafindartaya atilanselale hipotezi ile
aciklanmaya cajilmistir. Bu semada bazi serin proteazlarin birbiri ardi sira
aktivasyonlari sonucunda trombin g@wm ve fibrinojen fibrine dongidralir (12).
Koagulasyon proteinleri ile birlikte membran yuzmylve metal iyonlari da sistem

icinde 6nemli rol oynarlar (12,13).
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Sekil 1. Plazma serin proteazlari ve vaskuler endotelydbféerin rol oynadi

koagulasyon kaskadi ve sinirlayici fibrinolitikteis

Kanin pihtilamasi iki temel mekanizma ile gerceite ilki pihtilasmada yer alan tim
aktorlerin kanin kendi icinde yer afdiintrinsik yol, digeri de bir membran proteini
olan doku faktéruntn rol oynagliekstrinsik yoldur (14).

intrinsik yol; kanin kendi icinde Byan mekanizmalar sorumludur. Bu yoldaki F XII,
F XlI, F IX, FX ve F Il aktive olduktan sonra protiil enzim goérevi gorurken, F V ve
Faktor VIl sadece kofaktor gorevi gorur.

Ekstrinsik yol; damar duvari ve etrafindaki dokurhasarlanmasi sonucu ggicikan
doku faktoru, kollajen ve mediatorlerin rol oyngdkabul edilir. Eskiden bilinenin
aksine bu iki yol birbirinden @amsiz olarak fonksiyon gérmemektedir.

Koagulasyon olayi; Faktor XII' nin aktivasyonunaydair. Endotel zedelenmesi sonucu
inaktif haldeki faktor XII aktif faktor Xl a’ ya dnisur. Bundan sonra hizli zincirleme
reaksiyonlarla Faktor XI' in XI @ ya doginesiyle devam ederintrensek yolda
aktiflesmis faktor IX a’ nin daha sonra trombositleringkadigl fosfolipid ylzeyde
Faktor VI, PF3 ve kalsiyumun bigenesiyle meydana gelen tenaz ara kompleksi ile
Faktor X, X a’ ya dongturultr. Doku hasariyla aktive olan faktor VII &.Faktorin

IX & ya dongumind sglar. Faktor VII a, IX a ve Ca kompleksi yine fakt&' u

aktiflestirerek faktér X a’ ya dongitrirler. Bundan sonra ggdin reaksiyonlar zinciri

4



her iki yol icin de aynidir. Faktor X a, PF3 ve &gumun ortamda bulunmasina faktor
V' in de katilmasiyla meydana gelen protrombinampéeksi ile protrombin trombin’ e
doniglr. Trombin firinojenin fibrin monomerlerine doégiimind sglar. Bu kirilgan
fibrin monomerleri; Faktor XIII'Gn aktiflgmesiyle, monomerler arasi capraz
baglantinin sg@lanmasi ve daha dayanikli suda c¢Oziunmeyen fibriddmizmeyi
sgglamaktadir §ekil-2) (15).

E nsi )
doku hasar:

|

TF
Faktdr Vila

__Fakedr IXac—— Faktdr IX

Faktar YIa

Faktor Xa
Fakidr Va

|

Protrombin <oz Trombin

Fibrinojen .. Fibrin

Sekil 2. Pihtilggma yolunurnsematik anlatimi

Son yillarda, koagulasyonun FVila-DF kompleksibegladigl; ancak F I1X ve FVIII' in
hemostazin gganmasi icin kesin gerekli olgu yeni koagulasyorsemasi ortaya
citkariimstir. F VII a-DF, FX'un guclu bir aktivatoradir vebfin pihtisini olgturmak
icin intrinsik yolu tamamen devre siibirakabilir (9). Busemada, doku faktoér yolu
inhibitora (TFPI) geri besleme mekanizmasiyla imvivtamda FVII a-DF kompleksini
inhibe etmektedir§ekil-3) (16,17).



Sekil 3. DF/FVlla ile bglayan yeni koagulasyon kaskati

Hemofili ve hemofili benzeri hastaliklar hemostazexinde gerekli olan prokoagilan
bir proteinin kanda eksili veya fonksiyon bozukigu sonucu gejen kalitsal,
kanamaya yatkinlikla seyreden bir grup hastaliBu.hastaliklar arasinda hemofili, en
sik rastlanan gurubu cfwrur. Diger taraftan her iki yolu da etkileyen, pihjrisa
kaskadinin olmazsa olmazi olan FVIII'in yoklu veya bozuklgu ciddi kanama
diyatezi ile seyreder. Rerlerinden daha sik gorulmesi; belki cok kagrkamolekiler
yapinin dgisik fragmanlardaki, etkilenme oraninin yiksek olmasr o kadar da

pihtilagma sistemindeki her iki yolda da 6nemli rol oynansasy/labilir.
2.2. HEMOFILININ TANIMI

Bugiinkt anlamda Hemofili 1920 yilinda tanimlagwe 1937 yilinda patogenezi ancak
anlasiimistir. Faktor VI eksiklgi Hemofili A, Faktor IX eksiklgi Hemofili B
(Christmas hast.) olarak adlandirlir (18). Kanaartak klinigi olusturur. Hemofili
hastalarinin % 85’ i hemofili A ve % 15’i hemofti dir. Bununla ilgili tarihsel bilgiler

eski Musevi yazitlarina kadar dayanir (9,19).

Hemofili A, X’e bagli resesif gegi gosteren, F VIII eksikfiine ba&li yasam boyu
devam eden bir kanama bozuklaur. Ancak hastalik vakalarin % 20-25'inde de novo

yani ebeveynlerde olmadan ve ilk defa gide ortaya cikan mutasyonlar ile eluw.



Hemofili tim dunyada yaygindir ve glgik irklarda siklgl yaklagik 10.000 erkek
cocukta 1 dir. Tayict kadinlarin sikfii hasta erkeklerin iki katidir (9,20).

Hemofili A hastasi olan bireyler kanin pihghaasinda rol oynayan FVIII proteininin
kanda ya normal dizeyinin altinda olmasi ya da taema yok olmasindan dolayi
normal bireylerde gorilenden daha uzun bir pimk suresi gostermektedirler.
Hemofili A’da fenotipik olarak, parsiyel tromboplas zamani (PTT) gibi tarama
testleriyle tani konur. UzamPTT, FVIII ve FIX' u iceren cgtli fakttrlerin koagulan
aktivitesinde eksikfin bir isaretidir. PTT'nin anormal oldiu her durumda, spesifik
faktor testleri eksik faktoriin saptanmasi icin geder. Bu bireylerde asil sorun ¢
kanamalardan ¢cok eklem yerlerinde, kaslarda ve yakndokularda meydana gelen i¢
kanamalardir. Kan icerisindeki FVIII dizeyine goig deisik hemofili A tipi
bulunmaktadir (21,22).

2.3. KLiNiK BULGULAR

Cocuklarda spontan veyasgé etkenler sonucu meydana gelen kanamalaringsie
ihtiyac duyulan faktor desgene bal olarak hemofili &ir, orta veya hafif olarak
belirlenir. Klinik bulgularin siddeti plazmadaki Faktér VIII dizeyleriyle gaudan
ili skilidir (15).

A-Agir tip hemofili; hastaneye bauru siklgl en fazla olan guruptur. ¥amin erken
donemlerinde, tekrarlayici ve spontan kanamalaayartgcikar. Faktor VIII diuzeyi %
1'in altindadir. Mindr travmalar sonrasi deri altangeny kanamalar ve derin kas igi
hematomlari ge§ebilir. Enjeksiyon ve slinnet sonrasgira kanamalar goralebilir.
Hastalarin % 90’'nina 3-4 ylarinda tani konur.

onemli Olcide kanamalar goraltr. Bir iki syarasinda semptomlar ¢b@r. Cocukluk

doneminde tani konulur. Faktor diizeyi % 1-5 araauind

C-Hafif tip hemofili; gir travma ve cerrahi ggim sonrasi kanama olur. Peti ve
burun kanamalaringsgim vardir. Bu tip hemofili, ad6lesan ga kadar tani almayabilir.
Faktor duzeyi % 5-25 arasindadir, Tablo 1'de Onetigtir (18, 23, 24).



Tablo 1. Hemofili A hastalarinin klirdi ile FVIII dizeyleri arasindaki igki

Fenotipi | Faktor VIII duzeyi Semptomlar Tani yal
Sik spontan kanama; minor
travma, cerrahi, ya dagdi Yasamin ilk
Agir tip <%1 o
¢ekimi sonrasi anormal yilinda
kanama
Spontan kanama nadirdir;
. mindr travma, cerrahi, yadasd| Ortalama 2-3
Orta tip %1-5 o
cekimi sonrasi anormal yaslarinda
kanama
Spontan kanama yok; major | Siklikla
o travma, cerrahi, yadadi hayatin
Hafif tip >0%5-25 o )
¢ekimi sonrasi anormal ilerleyen
kanama donemlerinde

Faktor VIII icin hemostatik dizey 30-40 U/dl direwWidgzanda Faktor VIII dizeyleri,
dogum eyleminin ortaya cikargh akut faz cevabindan dolayi, suni olarak yiksglmi
olabilir. Bu durum o6zellikle normale yakin duzeyésktori olan hastalarda 6nemli
olabilir. FVIII plasentayl gecemeginden yenidgan doneminde sefal hematom,
enjeksiyon yerinde kanama ve gobek kordonundanrkangdrulebilir. Yeni dganin
hemorajik hastagn distnilen her hastada hemofili de akla gelmelidir. déimnin
ortalama tani y@ agir tip icin 9 ay, orta tip icin 22 aydiilk basvuru semptomu % 30
vakada siUnnet kanamasi, % 1-2 vakada ise ygamdodoneminde intrakranial
kanamadir (9, 15, 25).

Hemofilili st cocuklari genellikle emekleme ve éket kabiliyetini kazangs 11-
12’inci aylarda semptom verirler. Hemofilide en sgorilen kas-iskelet sistemi
tutulumu eklem icine kanamalardir. Hemofili hastadda tekrarlayan eklem igi

kanamalar daha belirgin olarak faktor duzeyi %latinda olan gir hemofilili
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hastalarda gozlenir. En sik tutulan eklemler sytasdiz, dirsek ve ayak biggdir (26,
27).

Hemofilik artropati gekimi multifaktoryel bir sirectir. Bu sirecin bgenleri synovia,
kikirdak, kemik, kan damarlari ve kandir. Genetiipyiin da etkisi olabilege
disinulmektedir. Yakin zamana kadar tekrarlayan katemma eklem hasari
olusturdusu distinulirken, son zamanlarda invitro ve invivo galalar, tekrarlayan
kanamalarin yani sira kisa sureli kanama sonrassiad&ondrosit metabolizmasinin
bozulmasi sonrasi kartilaj hasarinin gaildigini gostermgtir. Synovial hicrelerin
hipertrofi ve hiperplazisi sonucu synovia kalgitave villus olgturma eilimi gozlenir.
Bu hassas alanda, mikro travmalar sonrasi kanaroBlgur ve sirec tekrarlar. Eklem
kavitesinin kan ile tekrarlayan kalasmasi sinovitis ve kartilaj yikimi gibi iki ana
problemi olgturur. Ayni eklemde tekrarlayan kanamalar eklemskifijimde kalinlgma
ve dejenerasyon, sonucta eklem kontraktiriine yar. &unlarin sonucunda da keun
0lum sebebi intrakranial kanamalardir. Yengdo donemi dinda 6zellikle orta vegr
hemofilili ¢cocuklarda kafa travmasi sonrasi hay@idit eden kanama gorulebilir.
Trakea cevresine masif kanamalar, akut solunum eadtgme yol acabilir.
Gastrointestinal sistem kanamalari da hayat teda#bilir (15, 32, 33).

2.4. FAKTOR VIII PROTE INi

Kicuk ve buydk molekuler yapili iki farkli kisimdamusmaktadir. Buyik kisim VIlI-
VWF dolgimdaki faktort hidrolizden koruyarak daha uzun sdotssimda kalmasini
sglar. Hemofili A'da VIII-vWF goreceli olarak normataldigl halde, asil pihtilema
kaskadinda gorev alan, kuciuk kisim VIlI-c azgbmu Bunun dgal sonucu olarak,
pihtilasma kaskadinin B&angi¢ ortak yolundaki FX aktive olamamaktadir. Gga

travma ve kesiler de durdurulamayan kanamalaragwolaktadir §ekil-4) (34, 35).
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Sekil 4. Faktor VIII' in molekuler yapisi ve koagilasyonskadi
2.4.1. Faktor VIII proteininin yapisi, islevi, sekresyon ve aktivasyonu

Faktor VIII; 265 kD molekiler @rliga sahip gesni bir glikoproteindir. Enzimatik
aktivitesi yoktur. Fakat FIX tarafindan FX'un akdsyonunda kofaktdr olarak rol oynar.
FVIII, Ca™ ve yiizey fosfolipidleri varfiinda tepkimenin hizini 10.000 kat arttirir. En
gens ve en az kararlh koagulasyon faktort olup, plazanatlVF ile nonkovalent
kompleks halinde dofama katilir. VWF, FVIII'i erken proteolitik yikimda korur.
Yetiskinlerde yaklaik 12 saatlik yari 6émre sahiptir. FVIII senteziriemel bdlgesi
FVII;, 19

aminoasitlik bir sinyal peptidle, 2351 aminoasitliek bir zincir dncisu olarak

hepatositlerdir, ayrica vicutta ger bircok dokuda da sentezlenir.
sentezlenir ve disulfit @ formasyonu, karbonhidrat zincir yamasi, proteolitik
da ko- ve post-transtasy
modifikasyonlara grar. Aminoasit dizisi, U¢ tekrarli domain yapisisggiir; A.B ve C
sirasiyla Al-al-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2) gk zincir A1-A2-B domainlerden okurken,
hafif zincir A3-C1-C2 domainlerden ajur. Tablo-2'de 6zetlenrsiir.

kesilmeler ve dier modifikasyonlari iceren

Al (AA 1-329), A2 (380-711) ve A3 ( AA 1649-2019)lgeleri genin yaklgk
%30’unu kapsar. A2 ve A3 bdlgeleri arasinda yenala N glikolizasyon kisimlarini
iceren B bdlgesinin bilinen bir fonksiyonu yokt5(36).
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Tablo 2. Faktor VIII Domain yapisi ve Ozellikleri

Domain .
F VIl Domainleri Gorevi Onemi
Uzunlugu
FVIIl a’da A2
domaini, Al ve
A3 ile ara
Domain A; FV ve v ylzeyi boyunca
o Ca“a balanir ve
Seruloplazminin A N meydana gelen
o Yaklagik katalitik kofaktor
domainleriyle ortak L mutasyonlar,
) 350 a.a aktivitesi igin ] o
domain yapisina ) ) aktif proteinin
o esansiyeldir. S
sahiptir. stabilitesini
azaltarak
hemofiliye
neden olabilir.
Blyuk bir
kismi(>700
) _ N aminoasit)
Domain B; tek bir Proteolitik - _
748-1648 _ silinse bile
gen tarafindan aktivasyon
a.a . FVII
kodlanmstir. sirasinda kesilir. o
aktivitesinde
degisiklik
olmaz.
_ Clve C2, FX
. Izole C2'de '
Domain C; FV ve ) aktivasyonunu
S trombin, FXa ve
Diskoidin I ile %20- | Yaklasik o _ kolaylastirmak
_ WEF i¢in dnemli o
30 benzerlik 150 a.a icin FIX ve FX
. baglanma bolgeleri _
gosterir. zimojenlerine de

icerir.

baglanabilir.
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2.4.2. Sekresyon ve aktivasyon

FVIII sentezi icin temel bdlge kara@rdir. Sekresyonun Blangic evresi,
glikolizasyonun meydana gefiliendoplazmik retikulum (ER) limenindeki olgun 2332
aminoasitlik polipeptidin translokasyonunu icertR'mun icinde, FVIII ¢cok sayida
saperon proteinle etkiggmde bulunur. Bundan dolayi, FVIII proteinin énerali kismi
ER icinde tutularak, FVIII'in golgi aparatina stamasi sinirlandirihr.  FVIII
sekresyondan dnce ve sonra proteolitik surece ki#seecede duyarlidir ve deém
FVIIlin yalniz kiiguk bir fraksiyonu tek zincigeklindedir. Proteinin ggunlugu, a3-A3-
C1-C2 domainlerini kapsayan C-terminal hafif zin¢€80OkD) ve Al-al-A2-a2-Bv (Bv:
B domaininin dgisir 6lciist) domainlerini kapsayan N-termindirazincirin (90-200
kD) heterodimeri olarak doda. Bu iki zincir, ortada kalsiyum olacak bicimdem
kovalent olarak birlgr. Sekresyon Uzerinde sinyal peptid uzaktdir, tek zincir gir
ve hafif zinciri sekillendirmek icin arjinin ® 1648’den sonra kesiMe B domaini
uzaklgtinlir (34,35). Aktif FVII, hizh olarak kofaktoriglevini kaybeden, kararli
olamayan bir molekildur. Buna FVIII a heterodimeen digik ¢ozunurlukteki A2 alt

Unitesinin ayrilmasinin neden olabilgcdistinulmektedir §ekil-5), (35-37).

A Factor VI mENA (2010 nt)
— IS 0
5"-UTR Factor VIl coding sequence + stop coden 3"-UTR
(150 nt) (7054 nt) (1806 nt)
B
-192 1 336 719 1691 2025 2332
™ Z Al A2 ‘ B A3 ‘C]‘C2| C
Arginine 372 T Arginine 14689
Arginine /40
C
N ‘ Al H A2 I Ca?* I A3 | c1|cz ‘ C
Heavy chain Light chain

Sekil 5. Faktor VIl proteininin yapisi, sekresyonu ve itiasyonu
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(A) Faktor VIl m RNA’ si

(B) Yeni sentezlenen faktér VIII proteini pre haleyken +19 a.a ve matir haldeyken
total 2332 a.a’ i ve total 2351 a.a’i mevcut. Amjirrezidilerinin C uclari trombinin

proteolitik aktivitesini gosteregeyerlerdir.
(C) Aktive faktor VI

2.5. HEMOFILI GENETIGI

2.5.1. F VIl Geninin Yapisl

Yirmi alti ekzondan olgan 186 kb lik buyik bir gen olup, X kromozomunumimXolu
Uzerinde, telomere 1Mb uzaklikta, Xq28 pozisyonungar almaktadir ve X
kromozomunun yakkak % 0. 1'ini temsil eder. FVIII proteini ve koddgl proteinin
Ozellikleri (Tablo-3)’de verilmgtir. Yirmi alti ekzon icerisinden ekzon 14 (3106b®
ekzon 26 (1958bp) en buyik ekzonlaristlmmaktadir. Ekzon 14 bittin genin % 40’ini
olusturmaktadir. Dger ekzonlarin buyukiili 69bp (ekzon5) ile 313bp (ekzonl)
arasinda desmektedir. Ekzon ve intron buyukltkleri Tablo 4’'derimistir (20,38).

FVIII geninin ekzonlari arasinda yer alan intromabiyukl(gi ise 200bp (intron 17)
ile 32.4kb (intron 22) arasinda gigim gostermektedir.intron 22, FVIII geni
icerisindeki en biyuk intron olmasinin yani siralgapisiyla da 6nemganaktadir. Bu
intron icerisinde FVIIIA ve FVIIIB adi verilen ve\RIl proteinin yapimindan sorumlu
olmayan iki kiicik gen bulunmaktadir. FVIII A ger8Bbp buyuklginde olup FVIII
genine ters yonde kodlarken FVIII B geni 651 bpldi§igiinde olup FVIII geniyle ayni
yonde kodlamaktadiiki gen arasinda bir CpG adasi bulunmakta ve hegeki icinde
cift tarafli olarak promotor gorevi yapmaktadir. IHNA ve CpG adasi birlikte yakkak
9.5 kb buyuklginde olup int22h olarak adlandiriimakta ve intréni@nde birden ¢ok
homolog kopyalar halinde gorilmektedir (int22h+it2h-2, int22h-3) (39).

FVIII geni 6 deisik yapisal kisimdan (domain) glmaktadir. Bu yapisal farklilik
gosteren kisimlar AA,,B,A3,Ci ve G kisimlaridir. A, A, ve Ag kisimlart kendi
icerisinde G ve G kisimlar ise kendi icerisinde homolog yap! gdastektedir (40).
Insan Faktor VIl geninin yapisekil-6'da gosterilmitir.

13



Sekil 6. Faktor VIl geninin yapisi

SR RN R

Tablo 3. FVIII geni ve kod aldii proteinin 6zellikleri

. Plazma
_ cDNA | mRNA | Olgun/Onct | MW Yari
Protein | Kromozom | Ekzon ) Kons. 3}
(bp) (kb) Protein(ma) | (kD) Oomri
(mg/mL)
FVIII Xq28 26 7053 9.0 2332/2351 26% 0.1 8-1

Tablo 4. F VIII geninin ekzon ve intronlari baz uzunluklar

Ekzon Uzunluk (bp) Intron Uzunluk (kb)
1 313 1 22.9
2 122 2 2.6
3 123 3 3.9
4 213 4 54
5 69 5 2.4
6 117 6 14.2
7 222 7 2.6
8 262 8 0.3
9 172 9 4.8
10 94 10 3.8
11 215 11 2.8
12 151 12 6.3
13 210 13 16.0

14 3106 14 22.7
15 154 15 1.3
16 213 16 0.3
17 229 17 0.2
18 183 18 1.8
19 117 19 0.6
20 72 20 1.6
21 86 21 3.4
22 156 22 32.4
23 145 23 14
24 149 24 1.0
25 177 25 22.4
26 1958
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2.5.2. Hemcofilide genetik Tani

Hemofili A, X’e bagli resesif gegi gosterir ve genetik lokusu, X kromozomunun uzun
kolunun terminal bdélgesinde yer almaktadir. Her i#ktori kodlayan genlerin X
kromozomu Uzerine haritalanmasi ve DNA dizisinitkaglimasi 1984/85 yillarina
rastlar. Ozellikle FVIIin biyuk ve karmak genlerden biri olmasina gmen
haritalanmasi ve ekzon dizilerinin bilinmesi sapési bu genler molektler patolojisi
siklikla calgilan ve DNA analizine dayali tani yontemlerinin ilygulandgl genler

arasindadir (4).

Hasta bir erkek, normal genotipe sahip kadinlarede bu ailenin tim kiz ¢ocuklari,
babalarindan aldiklart X kromozumuylasitaci olacaklardir. Yine erkek cocuklar
anneden X kromozomu alacaklarindaglgd olacaklardir. Tayici bir kadin, sglikli
bir erkekle evlenecek olursa, bu ciftin kiz cocuktgenotipik olarak % 50 normal, % 50
olasilikla taiyici olacaktir. Erkek cocuklarin % 50 si hasta, 3® si ise sgikli
olacaktir. Sekil-7’de Hemofili icin olasiliklar 6zetlenrgtir. Taslyici bir anne ile
hemofilili bir babanin evlenmesi sonucu, ¢ocuklari#o 50’si hemofili, % 25'i tatyici

ve % 25’i normal olacaktir (41).

Hemofili A b Frkds & Normal Kadm  Taayia Anne & Normal Erkes
KxE iy KxE g
Xy WX e J\ - @ LESITE 4 “\r ‘J\G)
K| E K| E
~ M | WY R XXn L35
iy | 220 | Noomal g | Nexmal | Hermal
K E K E
M | N Xy Xp¥
) Buyraa| Nomal Trrmaca | Hemofil
* Kz coculdarmm tiimii tagryn * Kx ¢oculdarmm %50°si Tagzyica
» Erkel poculdarmm titmii normal » Erkekgocuklarm %550°i Hemwfili A

Sekil 7. X’e bagli resesif gegi gosteren Hemofili A kalitiminin goésterimi

Hemofilinin disilerde gorulmesi X inaktivasyonuna veya nadiren hammeden hem
babadan iki defektif X allelin kalitiimasina @alir. Hastalgin genotipi FVIII geninde
meydana gelen mutasyonlarin saptanmasi ile betirl@igularin % 20-25'i yeni
mutasyonlardir (de novo), yani ebeveynlerde olmayarilk defa kginin kendisinde
baslayan mutasyonlardir. Bu durumda mutasyon annerameglerinden birinde

olusmustur. Ailede bir tek hasta birey vardir ve anngyteri desildir. Ailesel gecsli
15



hemofilide ise hastalik ailede birden ¢ok bireydeldiir ve hastanin annesisiaci
durumdadir (42).

Hastalarin yaklgk % 15-25’ inde FVIII aktivitesini dgiiren antikorlar olgur. Ancak
inhibitorlerin olsumu sadece mutasyon tipinegdeayni zamanda MHC antijenlerine
de baghdir. FVIII in A2, A3 ve C2 bolgesindeki epitoplaantikor olgumunda
onemlidir. Inhibitor olumu replasman tedavisinde ofgu kadar gen tedavisi
protokolleri icin de 6nemli bir sorun altwrur (43,44). Bin dokuz yiuz seksen dort
yilindan bu yana yakjgk 2500 hemofili A hastasinda hemofilinin molekilemeli gen
yapisi dizeyinde incelengtir ve mutasyonlar surekli giincellenen bir veritainaa
tutulmaktadir (http://europium.mrc.rpms.ac.uk). Hdin A veritabaninda 821 hasta

girisi vardir. Bunlardan 44’4 Turk hastalarinda saptamamasyonlardir (4).

Hemofilide molekiler genetik tani 6zellikle spotadiakalarda, yani ailede tek hasta
birey varsa, ilgili gendeki mutasyonun saptanmashadoncelikli olmalidir. Hastga
sebep olan mutasyon tanimlagidda aile icinde olasi ¢gicilarin kesin olarak
belirlenmesi ve dgum dncesi tani kesin olmaktadir. Bunun icin dikédiimesi gereken
en oOnemli konu, olasi ¢gyicilarin tgiyicihk testini hamile olmadan yaptirgi
olmalandir. Clinkl mutasyon tarama testinin zang@siiadan hamilelik donemi iginde
yapilmasi uygun olmamaktadir. stacilarin belirlenmesi ve dum Oncesi tani amagl
hemofili genetik analizi ayrica, gen icinde veyakiyanda bulunan DNA dizi
polimorfizimlerinin kullaniimasina da dayandirillbi (8). Bir markirin tanida
kullanilabilmesi i¢in aile gacinda o markir icin heterozigot bir hasta annasini
bulunmasisarttir. Bu durumda anne informatiftir ve ghanti analizine dayali genetik
tani yapilabilir. Ailede tek hasta varsa DNA polirfimmleri ile tasiyicilarin saptanmasi
cok kesin dgildir. Bu durumda DNA bglanti analizi ile annenin $ayici olmadg
soylenebilir ama tayici oldusu veya erkek bir fetiisiin hasta olgicadylenemez. Bir
hemofili hastasinin mutasyonunun bilinmesi; i) siteleki tgiyicilarin belirlenebilmesi
ve dg@um oncesi tani yapilabilmesi icin, ii) ileride ibitor olusumu hakkinda bilgi
verebilecgi icin tedavi stratejisinin saptanmasi acisindéh,ileride gelistirilebilecek

gen tedavisi yontemlerinin uygulanabilmesi i¢in bkiyy)nem taimaktadir (4,36, 45).

Hastalga yol acan mutasyonun saptanatildiurumda tayict ve dgum o6ncesi tani
kesinlik kazanir.inversiyon mutasyonlarinin analizgia hemofilide % 40 kesin tani
olana sgzlamaktadir.
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Sonug olarak DNA bdanti analizi kullanilarak test edilen kadinlarin 9%5’ine tani
verilebilmektedir. DNA eldesi icin fetal 6rnekler04l4. haftada koryonik villus

biyopsisi veya 10-20. haftalar arasinda amniyogeiteeyapiimaktadir.
2.5.3. Hemofili A’ da Molekuler Patoloji ve Sorumlu Mutasyonlar

F VIII geni oldukca buylk heterojen bir gendir vek¢sayida mutasyon bildirilrtir.
Hemofili A’ya yol acan, kandaki faktor VIII dizeyi@in dismesiyle ilgili mutasyonlar
oldukca zengin c¢glili ge sahiptir. Hastalarin % 40’inda intron 22 icerikhki
inversiyona rastlanirken, % 30-35 inde nikleotiégigimlerinden olgan nokta
mutasyonlarina rastlanmaktadir. Hastalarin % 5+idAu kiguk delesyonlar ve
insersiyonlar tanimlanirken % 5’inde bluyuk deledgomanimlanmaktadir. Faktor VI
geni icerisinde meydana gelen delesyon, insersy@nstop kodonuna neden olan
nonsens mutasyonlar gerek aminoasit kodlanmassisdaki dgisimlerle gerekse
kodlanmanin sona erdiriimesiyle, FVIII proteininepratir kalmasina yol agmaktadir.
Bu mutasyonlar ginda, FVIII geni icerisinde kodlama yapmayan bd&gedintronlar)

icerisinde de polimorfizimler saptangtir (20,21).
2.5.3.1. Nokta Mutasyonlari

Hemofili mutasyon veritabaninda 821 hastada en %& /ikleotid dgisimi rapor
edilmektedir. Bunlardan 44’G kirpilma bolgesi, 7&imnlamsiz ve 434’lG yaglanlaml
mutasyonlardir. Nonsens mutasyosiyan hastalarin ikisi hari¢ hepsindgirafenotip
gorulmektedir. Yaklgk % 45’inde inhibitor olgumu vardir. Kirpilma bdlgesinde
mutasyon tgtyan hastalarin hi¢ birinde inhibitdr glumuna rastlanmazken, bu oran
yanls anlamh mutasyon $ayan hastalarda % 2 dir. Yaglanlamh mutasyon gayan
hastalarin yakkak yarisinda hafif ve ortgiddette hemofili goraltr. Bayuk olasilikla bu

hastalarda FVIII proteini normal miktardadir, anclkisik islevsel bozukluklari vardir.

Nokta mutasyonlarinin % 45’i, 69 CpG dinukleotidinoldusu yerde olgan C >T
transisyonlaridir. Bga bircok gende oldiu gibi FVIII geninde de CG dinukleotidleri
mutasyon “hot spot”larini ofgurur. Nokta mutasyonlar erkek gametlerde 5-10f&ata
gorulmesine ramen delesyonlar gii gametlerde 5 kat fazla goraltr. Ortalama erkek /
disi mutasyon orani 3. 6 dir. Turk hastalardaki heméfimutasyon profili, veritabani
ile kailastirildiginda nokta mutasyonlarinin daha yuksek, biytk gletdarin ise daha
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disik olduzu gorulmektedir (20,45). Hemofilili bir hastada HRMIproteinini ve

mutasyon bolgelerini gostergarit modelSekil-8'de gdsterilmgtir.

Sekil 8. Faktor VIII' in yapisini gosteren ribboggit) modeli

Koyu mor siferler pihtilgma faktoérinin ciddi mutasyon bdlgesini belirtir. efiRn
orjinal olarak Fred Hutchinson Kanser Anama Merkezinden yayinlangtir.)

2.5.3.1.1. C p G Dinukleotid Mutasyonlari

Bu CG dintkleotidleri, genel sicak nokta olarakiril ve mutasyonlar memeli
DNA’sinda 5’CG rezidusunun tek metilasyon boélgdsnasi nedeniyle meydana gelir.
Bu sitozinler, 5-metil sitozin tretmek igin bir nidransferaz tarafindan metillenir. 5-
metil sitozin non enzimatik bir tepkimede deaminédugunda timin Uretilir.

Kaydediimg CG TG ya da CG CA ggimi, FVIII geninde tanimlanan nokta

mutasyonlarinin % 38’inden sorumludur (46).
2.5.3.1.2. Missense Mutasyonlar

Missense mutasyonlar, Hemofili A’dan en fazla sdwrolan mutasyon tipidir. Bu

mutasyonlar, aminoasit ggimine yol acan nukleotid ggimleridir. Bu ntkleotid

degisimleri, B domainini kodlayan ve missense mutasyongaksun ekzon 14 ginda,

FVIII geninin bgindan sonuna yayilgtir. Missense mutasyonlarin @mda antijen
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seviyesi, FVIII aktivitesiyle orantili olarak ¢coKigliktlir. Hastaigin agirligi mutasyonun
tipine ve yerlgimine balidir (Sekil-9), (47,48).

R

) ( T2122

Moderate ~

Severe

Sekil 9. FVIII yapisina gore hemofili A’ nin Missense mugasa bdlgeleri.

(A) Hemofili A fenotipi; “hafif”, “orta” ve “agir” semptom belirtileri sirasiyla, % 6 ila
% 30, %1 ila % 5 ve % 1'den daha az plasma FVkiavae dizeyleriyle koreledir. (B)
C domainsi dier her iki parcasi C1, C2 ile birlikte ve A3 domam kagilik gelen
yuzeyler arasinda mutasyonlarin vargosterilmektedir.

2.5.3.1.3. Nonsense mutasyonlar

Kirk sekiz farkli kodondaki 115 nonsense mutasyan Hastaliktaki toplam nokta
mutasyonlarinin yakfak % 20’sinden sorumludur. Genellikle Arjinin ekienoktasina
etki etmektedir. Bu hastalarin tamamina yakinign @ hemofili A'ya sahip olduklari
rapor edilmgtir (49).

2.5.3.2. Geny Delesyonlar veinsersiyonlar

Geng delesyonlar, hemofili A’daki karakterize mutasyamh % 5-10'undan
sorumludur. Delesyonlar genellikle FVIII aktivitehi¢ olmayan gir hemofili A ile
sonuglanir. FVIII delesyonu olan hastalarin yaida® 38’inde inhibitor olgumuna
rastlanmaktadir (50). FVIII geninde, 200 bp’den ikiy105 geni delesyon
tanimlanmgtir. Bunlardan hi¢ biri birbirinin tekrar @édir, dolayisiyla FVIII geninin

herhangi bir bélgesinin delesyon ve insersiyontassas olmagh gorulmektedir (20).
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Sommer ve arkadgkrn FVIII geninin Alu’ca zengin dgasi oldgunu rapor etnsierdir.
Bu gune kadar yalniz 3 geninsersiyon mutasyonu rapor ediktn. Kazazian ve
arkadalari L-1 elementinin insersiyonunu, Sukarova veadglari bir Alu tekrarinin

insersiyonunu rapor etgherdir (51,52).
2.5.3.3. Kiiciik Delesyonlar vdnsersiyonlar

Kicuk delesyonlar ve insersiyonlar, 200 bp’ deasabuyukltklerle tanimlanirlar. &r
hemofili A fenotipine sahiptirler. Yakigk olarak 1-150 bp arasinda gigen 59
insersiyon ve 143 delesyon kaydedgtimi (51). Bunlardaki bir tek nukleotid,
predominant olarak eklengmia da silinmgtir. En az 64 farkh kiguk delesyon rapor
edilmistir. Bunlarin ¢c@u kodon kaymasina sebep aiduicin translasyonun erken
sonlanmasina neden olmaktadir. Bunlarda inhibitjélisimi 7 kat daha az gorular
(20,50).

2.5.3.4. Gen inversiyonlari

Bugine kadar FVIII genini etkileyen iki farklh i@tkromozomal inversiyon
tanimlanmgtir. intron dizilerinde ve faktor VIII geninin yukari lgglerinde bulunan
ters yonde dizi tekrarlari arasinda g@o kromozom ici rekombinasyonlar iki buyuk
inversiyon mutasyonundan sorumludur (53ptron 22 inversiyonu hemofili A
hastalarinin mutasyonlarinin gtralmasinda ilk olarak test edilebilecek derecedle
gorulen bir mutasyondur. Bunun kadar sik olmasanttanl inversiyon mutasyonu da
gorulmektedir (21). &ir hastalarin % 40’inda FVIII intron 22 inversiyamutasyonu, %
2-5’inde ise intron 1 inversiyon mutasyonu goriiliinversiyonlar neredeyse tamamen
erkek gametlerde meydana ggldicin hasta annelerinin hepsistgci durumdadir.

Inhibitor olusumu 6nemli 6lglide yiiksektir (20).
2.5.3.4.1Intron 22 Inversiyonu

Dunyadaki tim gir hemofili A’h olgularin % 45’inden bu mutasyowsimludur gekil-
10). intron 22 inversiyonu intronik gen FVIIIA ile X kroozomunun telomer bolgesi
Uzerinde lokalize olmw bir gen arasindaki krossingover (kromozomlarin ozay
bolinme esnasinda kdrkl parca dgisimi olayl) sonucu meydana gelmekte ve FVIII
geninin ekson 1 den ekson 23’e kadar olan béluneksion 23'den sonraki kismindan
parcalamakta ve sonuctgiatip hemofili hastalii olusmaktadir §ekil-11) (54,55).
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A 1 7 14 22 26

(~180 kb)
CG island
¢ F8B
B F8A 5' exon

Intron 22 #_F ,,,,,,,,,,,,,,,, Intron 22

L 1
Int22h-1
(9.5 kb)
C Factor VIll gene (Xq28)
26 23 22 0.3 Mb 0.1 Mb
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, = ~ >*<“ - >F Xt
- gter

To centromere Int22h-1 Int22h-2 Int22h-3
(intragenic) (proximal) (distal)

Sekil 10. insan Faktor VIII geninin genomik organizasyonu.

(A/B) Faktor VIII genindeki inton 22 bolgesinde lmlan CG adasinin, intragenik
F8A ve Eksonun 5’ ucundaki F8B geni. (lDjron22h-1 ve homologlarinin gen
icerisindeki yerleri

A Factor VIl gene
2& 22 1 b b
BN - ooMh  opeoimey
To centromere Int22h-1 Int22h-2 Int22h-3
[intragenic) U {proximal) (distal)
B 2& 23 22 1
Homaologous
To centromere I recombination
Kgter H ‘
C {];
26 23 1 22
- . T
To centromere Int22hk-3/1 Int22 h-2 Int22h-1/3
(distal) [proximal) lintragenic)

Sekil 11. FVIII geninde intron 22 deki inversiyongematik gorinuma.
(A) FVIII geninin normal konfiglirasyonu
(B) inversiyon ve homolog rekombinasyonun gergghiesi

(C)Ekzon 1'den 22'ye kadari telomere go yer deistirmis ve normal
oryantasyonunun tersine yeuhais ve ekson 1'den 26’ya kadar transkripsiyonu

mumkun olmadiindan ciddi hemofili A ile sonuglanir.
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2.5.3.4.2. Hemofili A’daintron 1 inversiyonu

Tanimlanmg en buylk gen olan, bu gen icerisinde intron 22isilyonu bsta olmak
Uzeresimdiye kadar 600 den fazla heterojen gen mutasyddurilmistir (5). Hastalarin
% 40’Inda intron 22 igerisindeki inversiyona rastlaen, % 30-35’inde nukleotid
degisiminden olgan noktasal mutasyonlara rastlanmaktadir. Hastabdri5—10'unda
kicuk delesyonlar ve insersiyonlar tanimlanirkeastalarin az bir kisminda % 5
gorulen gen delesyonlari,gia hemofili ve tedavi sonrasi yiksek oranda inldibit
gelismesiyle sonuclanir (6). Bagnall ve arkglda (7) hastalarin yakigk % 5’inde
intron 22 inversiyonu @inda da inversiyon oldiwnu bildirmglerdir (Sekil-12,13).
Intron 1 igerisindeki bu inversiyon, FVIIl geninin ékzonunu genden ayirmakta ve X

kromozomunun telomer bélgesindeki C6.1A genininigariokalize etmektedir (7).

123468 78810112

A ex-l:an 1 exon 2
intron 1
2 4 G 3 10 12
1 3 5 7 2] 11
—
“%a b 9¢  9d
2

1kb ladder

inversion

1 kb Iaider

18k
1kb
B00 by

control inversion

Sekil 12. Kontrol ve intron 1 inversiyon mutasyonlu hast@d&A 29) faktor VI
intron 1'in PCR amplifikasyonu.
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(A) Amplifikasyon stratejisi. Numaralandirilggizgilerle gosterildi. Her bir segment
PCR ile cgaltildi. Segment 9 iseskk eden dort reaksiyonu (9a dan 9d’ye kadar
gosterecekekilde gengletildi.

(B) PCR drunleri; Solda kontrol ve @ta hastalardan elde edilen PCR drunleri
kosturulmustur. Sgda hasta grubunda segment %dkilde goruldigl gibi Grin yoktur.

(C) Segment 9 soldaki kontrol ve gelaki hasta DNA’sinda PCR ile galtilmistir.
Burada a segmentinden c'ye kadarki 1.5 kb hk kig@ac,0k) hasta DNA’sinda
amplifiye olmamgtir. Bununla birlikte hastada, a + b ve b + ¢ (9ab 9bc)
segmentlerinden ojan 1-kb’t gan segmentler 9a’dan 9d’ye kadar olagedibdlumler

gibi amplifiye olmutur (7).

A
TEL
B
IC
ID- Wil
TEL ETSED]] Faxcnt  me%]  [eeon¥ cEN
= N > %

Sekil 13. Faktor VIII intron 1 diyagrami ve ileri strtlenversiyon modeli

(A) Cubuklar 9a ve 9c dizileri tarafindan yanlardgavrelenen, tekrarlayan bir 9b dizisi
kapsayan, eksonlar tarafindan yandan cevrilen @apyanin yénini gostermek icin
cizilen), faktor VIl intron 1'i gosterir. Ok bgari tekrarlayan dizilerin yerlerini gosterir.

Blyuk eri ok homolog rekombinasyon icin gerekli katlanmggsterir.

(B,C) Tekrarlayan iki 9b arasindaki homolog rekonasiyon inversiyonun orjinini
aciklamak icin ileri strtlmgitr. D) inversion rekombinasyondan meydana g&kkil
neden hasta DNA’'sinda 9ab ve 9bc segmentinin aiylibldigunu ama 9ac
segmentinin amplifiye olmaghni anlatmaktadir. CEN: Sentromeri gostermektedir;
TEL, telomerik (7)
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intron 1'in (intlh) 1,0 kb’lik bélgesinin bir kopyasyaklasik 140 kb ile FVIII genine
telomerik ve 5’ d@rultusunda uzanirSgkil-13). Bu ekstragenik bdlge, intlh-2 olarak
adlandirihir. intlh’in ekstragenik kopyalari ve FVIIl (intlh-1) amindaki homolog
rekombinasyon, @r hemofili A ile sonuglanir.ilk zamanlardaingiliz toplumunda
yapilan bir cahmada % 5 siklikta oldiw bildiriimisken, sonraki ¢cagmalarda bu
sikligin yaklaik % 2 oldgu gosterilmgtir. Farkh toplumlarda, vakalarin % 2’sinden

intron 1 inversiyon mutasyonlarinin sorumlu gidurablo-5’de gdsterilngtir (7,56)

Tablo 5. Populasyonlardaki intron-1 inversion sgkli

Populasyon/referans Hasta fntron-1 Sikligi (%)
Sayilari inversion
Ispanya 79 4 5.06
Italya | 20 1 5.0
Ingiltere | 209 10 4.78
Cek cumhuriyeti 162 7 4.32
Hindistan | 80 3 3.8
Almanya 1127 23 2.04
Ingiltere 11 595 11 1.85
Italya I 293 5 1.71
Hindistan I 241 3 1.24
Macaristan 104 0 0
Total 2910 67 2.30
(Factor VIII intron-1 inversion: frequency and ibkibr prevalence J. SCHRODER*, Q.
EL-MAARRI*, R. SCHWAAB*, C. R. MULLERY and J. OLDEBURG*t *Institute of
Experimental Haematology and Transfusion Medicitiniversity of Bonn, Bonn
Germany ; and Tinstitute of Human Genetics, Umitgrof Wirzburg, Wirzburg
Germany.)

Ulkemizde yapilan bir calmada da intron 1 inversiyon mutasyonunun saptaniqiasi
uygulanan polimeraz zincir reaksiyonu yontemi bengekilde, Tirk hastalarinda

gorulen sikiginda % 1-2 oldgu rapor edilmektedir (53).
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Sekil 14. FVIII int1h ile iligkili inversion igin PCR testi

(A) Normal (Ust) bir diyagram ve inversion (alttatkDNA PCR primerleri ve

reaksiyonlara ilave olarak gkili dizilerin oryantasyonu ve lokalizasyonunu gérst.

(B) int1h-1'in Amplifikasyonu icin 9cR, 9F, and int1h-PFimerleri Serit 1, 2 ve 3) ve
intlh-2'in Amplification icin intlh-2F, intlh-2R,re 9F primerleri §erit 4, 5 ve 6)

kullantlir. Kontrol ve inversiyon erkeklerdir; $ig1ci disilerdir (7).
2.6. FAKTOR V LEIDEN MUTASYONU VE HEMOSTAZDAK i YERI

Faktor V ( FV/ labil faktor), karagerde sentezlenen, yarilanma omri 12-36 saat olan,
tek zincirli bir glikoproteindir (57). Faktor V %08 plazmada bulunurken % 20'si
trombositlerde bulunur. Trombositlerin icinde budumnFV, alfa grantl’'de depolanir ve
trombosit aktivasyonu sirasinda salinir. Aktif fakiva (FVa), Faktor Xa, CA ve
fosfolipid beraberce protrombinaz kompleksinigluurlar. FvVa’nin gir zincirinde g
tane APC yikim boélgesi bulunur. Trombin glmu Protein C'yi aktive eder ve APC
FVa'yl enzimatik olarak pargalayarak pihgiaa strecini kontrol edefekil-14, (57,58).

Fizyolojik kosullarda prokoaguilan ve antikoagilan mekanizmalardbnge icerisinde
calsirlar. Bunun bozuldgu durumlarda kanama ya da tromboemboliye yol acan

patolojiler meydana gelir. FV eksigli ilk defa 1947 yilinda O'wren tarafindan
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bildiriimis ve parahemofili olarak adlandirilghr. Sonraki yillarda molekiler genetik
tekniklerdeki gekmelerle birlikte FV eksikiinin 6 farkl tipi bulunmuytur (57).

Protein C karagerde vitamin K'ya bgl bir glikoprotein olup, koagulasyon yolunda
trombomodulin adindaki reseptorle etkdeek, FV ve FVIII'in aktif formlarini inhibe
eder. Bin dokuz yuz doksan ug¢ yilinda Dahlback nadsglari tarafindan bazi plazma
molekdllerinin antikoagilan molekillere karbir direng gostergi bulunmuy ve bu
molekiller aktiflgmis protein-C (APC) olarak tanimlangtr (59). Bin dokuz ylz
doksan dort yilinda Bertina ve arkaldsu APC direncinden (APCR) sorumlu olan FV
gen bdlgesinde, ekson 10’da, bir nokta mutasyonmiams (G1691A, FVR506Q) ve
bu anormal form Faktor V leiden (FVL) olarak adlamdistir. APCR aktive olan
FV’in inaktivasyonunu geciktirerek sonuctaira koagulasyonun ortaya ¢ikmasina yol
acmaktadir (57).

FV'de olusan bu mutasyon APC tarafindan taninan major pntiteddesim bdlgesini
yok eder ve FV, APC'ye kar diren¢ geljtirmis olur (60). FVL normal FV'den 10 kat
daha yava inaktive olur ve dolgmda daha uzun sire kalir. Bunun sonucunda
protrombin F1+2 fragmanlarinda vegdr aktive koagulasyon markirlarinda sriee

koagulasyona yatkinlik ogur (61).

Bu desisiklik sonucu yuksek oranda tekrarlayan venoz, bdkiarteriyel trombozlarin
meydana geldi bilinmektedir. FV Leiden heterozigot bireylerdernboz riski 5-10 kat
homozigot bireylerde ise risk 50-100 kat artar. it edilmi protein C direnci
insidansi normal bireylerde % 3-5, tromboz oykufandastalarda % 50 civarindadir
(58, 62).
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Sekil 15. Aktive PC ve antikoagilan mekanizma

(APC), kofaktor glevi goren Protein S (PS) ile birlikte FVa VE F\dly1 parcalayarak
inaktive eder. APC’ye direng; FV genindeki bir nakinutasyonu (G1691A) sonucu
ortaya ¢ikan anormal FV molekilt (faktor V leidé&xBC tarafindan parcalanamaz (sari
kirmizi yildiz) bir dger deysle, mutant Faktor V, apc’nin inhibitor etkisine g
gosterir (APC’ye direncg).
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3. HASTALAR ve YONTEM

Bu calsma 04.03.2006 tarihinde TT-06-17 nolu kararla fediaiz etik kurul onayini
aldu.

Erciyes Universitesi Tip Fakultesi Cocuk g8& ve Hastaliklari Anabilim Dali
Hematoloji Bilim Dalinda hemofili A tanisiyla takigdilen tamami erkek olan 32 hasta
calsmaya alindi. Hastalardan alinan 2 ml kan 6rnekEBTA’l tlplerde, Erciyes

Universitesi Genetik Anabilim Dali laboratuvarinagtrildi.

Hemofili A hastalarinin tiplendiriimesi kanama sgklve mevcut faktor dizeylerine
gore belirlendi. Buna gore; faktor duzeyleri % 5izerinde olan hafif tip, faktor
diuzeyleri % 1-5 olanlar orta tip ve % 1'in altindinlar &ir tip olarak kabul edildi.

Buna gore hastalar yedisilg 16’si orta ve dokuzu hafif olmak Uzere siniélaridi.

Bu calsmadaki hastalarin inhibitor diizeyleri negatiftk tani yaina gore, ortanca ya

21 ay (min: 2ay; max: 168 ay) olarak bulundu.

Hastalarin plazma 6rneklerinde polimeraz zinciksggnu ile intron-1 h-1 ve intron 1
h-2 bdlgelerindeki inversiyon mutasyonu polimeranciz reaksiyonu yontemiyle
arastinldi. Yine ayni hastalarda “Real Time” polimeramcir reaksiyonu ile FVL
(G1691A) mutasyonu calidi.

3.1. DNAiIZOLASYONU

Hemofili A hastalarindan alinan 2 ml kan 6rneklden Magna Pure LC (Roche)
otomatik DNA izolasyon cihazinda DNA izolasyonlayapildi. Elde edilen DNA
orneklerinde molekuler yontemlerle FVIII geni int22intronlh ve FVL mutasyonlari

arggtinldi.
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3.2.INTRON 1h-1iINVERSIYON YONTEM i

Tablo 6. Birinci Reaksiyon icin PCR icefi (Intron 1h-1)

5 ul PCR Bufferul (mikrolitre)

3 ul MgCl

3ul dNTP

2.5ul Primer F (5GTTGTTGGGAATGGTTACGG)

2.5ul Primer R (5"CACCACATCCAAACTCATGC)

2.5ul DMSO (Dimetilsulfoksit)

0.5ul Taq DNA polimeraz (5Uul)

5 ul DNA 6rnegi

Toplam volum 5Qul'ye distile su ile tamamlandi.

PCR Yo6ntemi

94 C— 30 sn
55,5 C— 30 sn 35 siklus
72C—» 2dk

Elde edilen PCR urunleri %1’'lik agaroz jeldeskauldu.

3.3.INTRON 1h-2iNVERSIYON YONTEM i

Tablo 7.1kinci Reaksiyon icin PCR icadi (intron 1h-2)

5 ul PCR Buffer

3 ul MgCl

3l dNTP

2.5ul Intlh-2F(5' GGCAGGGATCTTGTTGGTAAA)

2.5ul int1h-2R(5’ TGGGTGATATAAGCTGCTGAGCTA)

2.5 DMSO

0.5ul Taq DNA polimeraz (5Uul)

5 ul DNA 06rnegi

Toplam volim 5Qul'ye distile su ile tamamlandi
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PCR YoOntemi

94 C—» 30 sn
55,5 C— 30 sn 35 siklus
72C—» 2dk

Elde edilen PCR urunleri %1’'lik agaroz jeldeskauldu.

intron 1h-1'de jelde gorilecek bantlar; Normal 1980tbase/pair) ve Mutant
(inversiyon varlginda); 1300bp olarak goruldi. Erkekler ya normalcektir ya da
mutant; kadinlarin ise ikisini birden gostererekyteci olduklari gorald.

Intron 1h-2’de jelde goriulecek bantlar; Normal 1300ke Mutant (inversiyon
varhiginda) 1900bp, kadin geyicilarda her iki PCR’da iki bantta alinir.sé&gidaki

Resim-1'de bu mutasyonlara ait olan bant dizilimggisterildi.

Resim 1.Faktor VIII geninin 1intronundaki inversiyon tipi mutasyonun analizi

Ust Dizi: Bir (1) numara boyut markiri (fermantag5 numara F8 intronlh-1 hasta
ornesi, 6 numara boyut markir (fermantas), 7-10 numaanfronlh-1 hasta orgelir.
Alt Dizi: 1 numara boyut markiri (fermantas), 2-Gnmara F8 intronlh-2 hasta 6pne6

numara boyut markiri (fermantas), 7-10 numara E®mih-2 hasta orrgedir.

3.4. FAKTOR V LEIDEN METOTU

Ayni hasta gurubunda “Real Time” polimeraz zinadaksiyonu ile FVL (G1691A)

mutasyonu c¢ajildi, Resim 2'de gosterildi.
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FVL calismasi, Real Time PCR cihazi (Roche, Germany) ilesitghl Roche marka,
referans No: 03 610 179 001 olan FVL kiti kullaml@1691A dgisimi Melting curve

yontemi kullanilarak tayin edildi.

Tablo 8. FVL mutasyonu igin PCR iceyi

Voluim/reaksiyon
FVL DIL, vial 4 11yl
FVL MD Mix, vial 1 2 ul
FVL R Mix, vial 2 2ul
Total volim 15ul

Hasta sayisina ve 1 tane negatif kontrol icin,aqauitak Gzere PCR mix hazirlandi. On
beser ul'lik kapillerler icerisine paylatirildi. Mixlerin Gzerine 5’erul DNA 6rnekleri
pipetaj yapilarak mix’in Uzerine eklendi. Daha sorirnekler Light Cycler igerisine
yerlestirildikten sonra program Bhtildi. Bundan sonraki stirecte Tablo 9'da betiiil
lizere sadece 65 + 2°8'de pik gosteren reaksiyon homozigot normal, héhf®de
hemde 57°C’de pik gosteren heterozigot, sadece °87de pik gosteren reaksiyon
homozigot mutant genotip olarak kabul edildi.

Tablo 9. Homozigot d@al (wild), heterozigot ve homozigot mutant tip faatin pik
tm dereceleri

Template DNA Number of melting .
- Tm of melting peaks
containing the... peaks
Homozigot normal 1 65C+25C
genotip
Heterozigot genotip 2 g? g f ;g g
Hom02|got_mutant 1 57C+25C
genotip
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Resim 2 Real Time polimeraz zincir reaksiyonu ile FVL &1ILA) mutasyonu
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4. BULGULAR

Aralarinda akrabalik @ bulunan dort (4) ve akrabalik @iabulunmayan yirmi sekiz
(28) hemofili A hastasi olmak Uzere toplam 32 hasBsmaya alindi. Daha 6nce
planlanan intron 22 inversiyon mutasyonunun tespaiknik sebeplerden dolayi
yapilamadi. Faktor VIII geninde yer alan intron dldesindeki mutasyonun bulunup
bulunmadg argtirildi. Hemofili A hastalarinin iki tanesinde anfjdasyon
gozlenmedi. Dier kontrol DNA’larin timinde amplifikasyon meydangeldi.
Calismaya katilan 32 Hemofili A hastasindan higbiriid&on 1 inversiyon mutasyonu
saptanmadi (Tablo 10).

Tablo 10. Hemofili A hastalarinin genel 6zellikleri \iatron 1 inversiyon mutasyonu

Intron 1
o inversiyon
Hemofili Tipi N Tani yasl
mutasyonu
Hafif 9 48ay yok
Orta 16 36ay yok
Agir 7 Tay yok
Toplam 32 Ortanca y&21 ay (2ay-168ay) yok
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Hemofili A’ 32 hastanin ddrdinde heterozigot F\Jhutasyonu saptandi (Tablo
11,12). Hicbir hastada homozigot FVL mutasyonu aampiadi. Z&ir tip hemofili A olan
yedi hastadan kargeolan ikisinde, heterozigot FVL mutasyonu saptandi bu
hastalarin her ikisinde de hedef eklemsotasi nedeniyle radyonuklid sinovyektomi
yapildi. Hafif hemofili A fenotipine sahip dokuz $tanin ikisinde de heterozigot FVL
mutasyonu saptandi. Bu hastalarin yillik kanamassdy-2 arasinda g@smekte idi.
Heterozigot FVL mutasyonu saptanmayan hafif hemaAfiastalari ile FVL mutasyonu
saptanan iki olgu arasinda kanama sayisi ve citigigesindan fark bulunamadi. FVL

mutasyonu tespit edilen ve edilmeyen hastalaribitingle tromboz gdzlenmedi.

Tablo 11.Hemofili A hastalarinin genel 6zellikleri ve FVLutasyonu

- FVL Mutasyon
Hemofili
o N Tani yas! Saptanan hasta

Tipi

Hafif 9 48ay 2

Orta 16 36ay -

Agir 7 Tay 2
Toplam 32 Ortanca y&21 ay (2ay-168ay 4

Tablo 12. FVL mutasyonu saptanan hastalar ve hemofilik petio

Hemofilik artropati FVL
Hemofili Mutasyon
o N:4
Tipi Saptanan hasta
Hafif 2 yok
Olgul.Her iki diz (Denver 20 ve 28)
Agir 2 ve her iki ayak bilgi, Olgu 2.Sol diz
(Denver skoru 17)
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5. TARTISMA

Hemofili sekonder hemostazda gorev alan, ygakutrombosit kiimesini sert fibrin
tikacl haline dongiiren, prokoagulan bir proteinin kanda ekgklveya bozuklgu
sonucu gefien kalitsal bir gurup kan veya kanama hagi@ir. Bu hastaliklar icinde en

sik goralen hemofili A hastaidir.

Hemofili A 10.000 erkekten yald&k 1-2 kiiyi etkileyen X'e ba&l resesif geg
gdsteren, en yaygin gorulen, bir kanama boziudur (30). Faktor VIII (FVIII) protein
aktivitesinin kismen ya da tamamen bozgkindan kaynaklanmaktadir. Klinik olarak
cok heterojendir; &ir tip (FVIII pihtilasma aktivitesi % 1 den az), orta tip (FVIII
pihtilasma aktivitesi % 1-5) veya hafif tip (FVIII % 5- 2%)abilir. Molekller genetik
testler ile hemofili A hastalarinin % 98’inde, FVIgeninde hastgita neden olan
mutasyonlar tespit edilebilir. Mutasyonlarin saptasi talyicilarin belirlenmesine ve

prenatal taniya olanak #@ar (38,63).

Dogum oOncesi tani ve gayicilarin tespiti genellikle FVIII geninin icindgada ug
kisimlarinda bulunan DNA dizi polimorfizimlerininukaniimasina dayanmaktadir. Son
yillarada geken molekller teknikler ve yontemler sayesinde hastayol acan

mutasyonun tespiti ggudan mumkuin olmaktadir.

Hemofili kanama bulgulariyla en sik hastaneleregvbaulan, tedavi maliyetinin
yuksekligi nedeniyle ciddi sorun yaratan ve toplumda sikiggr dgumsal bir
hastaliktir. Dunyanin her késinde, her irk ve millette rastlanilabilen henoii
tedavisi; kiiye, aileye ve Ulkeye yuksek maliyetler getirmektediim dinyada

yaklasik 400.000 hemofili hastasi ve yurdumuzda 4.00CGarenda hemofili hastasi
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olmasi gerekirken izlenen hasta sayisi bu rakammsiykadardir. Turkiyede her yil 100
yeni hemofili hastasi dnaktadir. Bunlarin % 80'i yeterince tedavi hizmetiden
faydalanamamakta, hayatlari komplikasyonlar ilemskte, hayat kalitesi azalmakta

veya kanamayla kaybedilmektedirler (64).

Hemofili A X’e bagli geck gostermektedir. Bu yluzden glam Oncesi ailelere, genetik
dansmanlik hizmetinin verilerek prenatal tani yontermier uygulanmasi 6nem
tasimaktadir. Yine bir dier nemli konu, Hemofili A’ 1 bir cocgu olan ailenin genetik
calismalan yapilarak, ilgili gendeki mutasyonlar tespgidlilerek, dg@acak cocgun
hemofili A hastasi olup olmagh prenatal tani yontemleriyle saptanabilmektedir.
Taslyicl tespiti ve dgum oncesi taninin yapilabilmesi i¢cin en azindargédlize 6zgu
mutasyonlarin, gelen molekiler yontemlerle tespiti @anarak, taiyici ve d@um

oncesi tani kesinggrilir (20).

Hastallk X kromozomunun Xq28 bdlgesinde ygHefaktor VIII genindeki oldukca
heterojen mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu mled& ki hastalga yol acan
mutasyonun tespiti oldukca zordur. Ayrica bu hagdayol acan mutasyonlarin yakila
% 30'u ailede tayici olmaksizin meydana gelen denovo mutasyonlakstalgin
halen kesin bir tedavisi olmamakla birlikte, glinirté genetik cagmalarda kat edilen

yol Umit vericidir (18, 38).

Hafif/orta hemofili A ve ciddi hemofili A’lilarin gklasik yarisindan FVIII genindeki
degisik mutasyonlar sorumludur. Nokta mutasyonlari (tekkleotid dgisimleri) en
yaygin gen bozukiudur ve yaklak hastalarin % 90'inda mevcuttur. Delesyonlar
ikinci en yaygin gen defektidir, hastalarin yagkka% 5-10’unda mevcuttur ve genellikle
ciddi hastalikla ilkilidir (64). insersiyonlar ve yeniden diizenlenmeler /inversiyonla
oldukca nadirdir ancak 6zellikle intron 22 invermiymutasyonlari bunun gindadir ve
tum hastalarin % 20’sinden sorumludur ve daima icidastalga yol acar (ciddi
hemofili A’li hastalarin % 40’indan sorumlu mutasy¢54,65).

Intron 22 inversiyonu intronik gen FVIIA ile X kromzomunun telomer bolgesi
Uzerinde lokalize olmwbir gen arasindaki krossingover sonucu meydamaeajee ve
FVIII geninin ekzon 1 den ekzon 23 e kadar olanubiini ekzon 23 den sonraki
kismindan parcalamakta ve sonug olargk &p hemofili hastaliina yol acmaktadir.
Intron 22 inversiyonu hemofili A hastalarinin mutasharinin argtiriimasinda ilk

olarak test edilebilecek derecede sik gorulen bitasyondur (21).
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Bin dokuz ylz doksan iki yilina kadar ciddi vakataryaklgik %50 sinde (Tdm
hemofili A hastalarinin %20’si) FVIII geninin Banti noktas! ya da kod diziliminde
mutasyonlar bulunamiyordu. Daha sonra Naylor vadagdari ile Lakich ve arkaddari
(54, 65) bir birinden bamsiz olarak FVIII geninin icinde 200-300 kb lik &i parcaya
ikiye ayiran bir inversiyonun,ga hastalarin yakkak %50 sinde hemofili A'nin sebebi
oldugunu acikladi. Bu inversiyon FVIII geninin intron 2@nde inth 22h-1 (homolog
intron 22 bodlge 1) olarak gosterilen, 9.5 kb ik bolge ve FVIII geninden zit ydonde
200-300 Kb lk bir bélgede lokalize olan, bu 9.5 Kbbdlgenin (inth22h-2 ve inth22h-
3) en az iki dger ekstragenik kopyasinin birisi arasinda intralopomal homolog bir
rekombinasyona sebep ofglubulundu. Proksimal inversiyon proksimal kopyaith{
22h-2) icerir ve distal inversiyon daha ¢ok distapyay! (inth 22h-3) icerir (40,65).

Tam hemofili A hastalarina gore inversiyon sikii bildiren dger calsmalar % 23'den
% 35’e kadar dasen oranlardaydi. Bu uyumsuzluk her bir populasyogdssilan
ornek buyukliguyle iligkili olabilir (66).

Meksikada yapilan bir ¢camada; Mantilla-Capacho ve arkatil (67) 31 &ir tip
hemofili A hastasindan 14’Unde inversiyon 22 mubasy% 45) bildirmgler. Diger
populasyonla karlastirildiginda dnemli bir farkligin olmadgi gosterilmitir.

Osman el-Maarri ve arkaglari (68) Turk hemofili A hastalarindaki intron 22
inversiyon siklgiyla iliskili yaptiklari bir calsmada 141 hemofili A hastasinin 41’inde
(% 29) ve @ir vakalarinda % 42’sinde intron 22 inversiyon nsytanu tespit etrgler.
Bu vakalarin 32’sinin (% 78) distal inversiyon patieve 9’'unun (% 22) proksimal
inversiyon paterni gostergni bildirmisglerdir.

Bu calsmada hemofili A hastalarinda en sik gorilen int@h mutasyonu teknik
nedenlerden dolayi callamams olup, ikinci siklikta gortlen ve ilk olarak 2002ipda

tanimlanan intron-1 inversiyon mutasyonu vari PCR yontemiyle taradik.

Hemofili A hastalgl ve Faktor VIII geni arasindaki pianti acikca ortaya konulmngu
olmasina ragmen hemofili A hastalarinin yaklk % 2’'sinde gen icerisinde

mutasyonlara rastlanmagtir (68).

Bagnall ve arkadgarn (7) hastalarin yakjgk %5’ inde intron 22 inversiyonu ginda da
inversiyon oldgunu bildirmglerdir. Intron 1 icerisindeki bu inversiyon, Fakt®ill
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geninin 1. ekzonunu genden ayirmakta ve X kromozamutelomer bolgesindeki

C6.1A geninin yanina lokalize etmektedir.

Ciddi hemofili A’'li hastalarda ikinci en yaygin magyon intron 1’de inversiyondur.
Sikhg1 %1. 8’ den - %5’e kadar gsmektedir.

Schroder J. ve arkaglarinin (70) yaptiklari bir ¢calmada; Faktor VIl geni 1.
Intronunda yer alan inversiyon tipi mutasyon andtiaiyan toplumundaki Hemofili A
hastalginin gir formunu bulunduran 21 hastada yapilan tarama@ormda 1 hastada
(% 5) saptanngtir (89). Ingiliz toplumundaki gir hemofili A tipindeki 209 hastada
yapilan mutasyon taramasi sonucunda 10 (% 4.78mrasbu mutasyona sahip offlu
saptanmytir (7). Alman toplumundaki 1127 hemofili A hastaga yapilan mutasyon
analizinde 23 (% 2.04) hasta da bu mutasyon sapganify0). Macaristanda yapilan
bir calsmada 104 hasta populasyonundan hi¢ birinde intranvérsiyon mutasyonu
saptanmamngtir. Hindistanda yapilan bir caimada 241 hastadan 3'Unde (% 1.24)
saptanmytir. Buna goére dier milletlerdeki intron—1 inversiyon mutasyonugdani; %

0- % 5.06 arasinda seyretmekte, ortalamagsi%bi 2.3 olarak bulunmyur.

Fidanci ve arkaddari (53), Turk hemofili A hastalari arasindimtron 1 inversiyon
mutasyonu ile ilgili yaptiklari ¢almada; 112 hastadan 2’'sinde intron 1 inversiyon
mutasyonu tespit edildi. Bu hastalar intron 22,taakutasyonlari ve inhibitor geimi
yoninden negatif sinirlarda idi. Polimeraz zineiaksiyonu yontemi ile, benzsekilde,
Tark hastalarinda gorilme siginin % 1-2 (%1.8) oldgu bildirildi.

Pehlivan ve arkadg#ari (71), aralarinda akrabalik olmayan 44 Turk ldémn A
hastasinda ar form 30, orta form 11, hafif form 3) Faktor Vigeninde yer alaintron
1 bdolgesindeki inversiyon tipi mutasyonunun buludwpunmadg aratiriimis, Faktor
VIII geninin 1intronunda bir mutasyonun olm&dbelirlenmitir. Ancak 1 hastada bu
bdlgeninde icinde yer algh en az 2 farkh mutasyonun bulunabilgcendirekt yolla

belirlenmitir.

Hasta populasyonumuzun tamami erkek olan, otuzhéstanin 2’sinde ybntem
calismadi ve amplifikasyon elde edilemedi. Bekilde 30 hastada intron 1 inversiyon
mutasyonu PCR yontemiyle caldi. Hi¢ birinde intron 1 inversiyon mutasyonu

saptanmadi. Bu nadir gorulen intron 1 inversiyortasyonunun bizim toplumumuzda
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diger belirtilen toplumlardaki gorulme yiuzdelerine ben oldgu, ancak hasta

sayimizin yeterli olmamasi goérilms@nsini azaltrgiolabilir.

Intravaskiler alanda prokoagiilan ve antikoagulantfekin denge halindedir. Bu
dengenin bozulmasi halinde hayati tehdit eden waerb&alici sekellere yol agan
kanamalar veya trombozlar gorilebilir (72).

Hemofi A hastalarinda 0zellikle ga tipte en yuksek oranda kanama Kligie
karsilasilir. Kanama sikiil hemofilide morbidite ve mortalitenin en dnemlibséidir.
Bu ylzden kanama sikinin ve maliyetlerin azaltilmasina yonelik yeni ded

yontemleri arawl halen devam etmektedir.

Dahlback ve arkagtr (59) 1993 yilinda bazi plazma molekillerinintikogulan
molekdllere kagi bir diren¢ gostergini bulmus ve bu molekulleri aktiflgmis protein-C
(APC) olarak tanimlamiardir. Bin dokuz yiz doksan dért yilinda ise FVnge
bblgesinde 506. aminoasit pozisyonundaki tek bikleild asitin yer dgistirmesi
(G—A) sonucu APC direncinden sorumlu olan bir noktatasyonu tanimlanmi
(G1691A, FVR506Q) ve bu mutasyon FVLeiden (FVL)rakaadlandiriimytir (73).

APC direnci, aktive olan FV’in inaktivasyonunu gedaierek prokoagilan aktivitenin
inhibisyonunu engelleyereksia koagulasyonunun ortaya ¢ikmasina neden olmaktad
(57). En yaygin trombofilik kalitimsal defekt olaRYLeiden mutasyonu APCR’nin %
90’nindan sorumludur (74). Yinésvigrede yapilan bir agarmada APCR olan 50
aileden 47’sinde ve hastalarin % 90'nindan faztésIRVL mutasyonu saptangtir.
FVL homozigot olanlarin heterozigotlara goére daltletli etkilendikleri gorulmgtir
(62).

FVL mutasyonu otozomal dominant olarakséiktan kgaga iletilir ve bu patalojinin
sikligi toplumlar arasinda bolgeden boélgeye ve etnik lgrapgore dgisiklik gosterir
(57, 75). FVL mutasyonunun sigll normal populasyonda ortalama % 4-6 olarak
bildiriimekle birlikle, sa&likli Tiark populasyonundaki yizdesi ise % 7.1-9arak
bildirilmi stir. Avrupanin dgisik populasyonlarinda yapilan gahalarda % 2-15 gibi
farkll sikhklar bildirilmistir.  Yunan populasyonunda stguci sikligi % 8 olarak
bildirilmi stir (76). Bu mutasyonun siih ingiltere ve ABD icin % 4-6, Flemenk
toplumu icin % 2-4,ispanya vdtalya da % 2 civarinddsveg toplumu icin de % 7
bulunmutur. Diger toplumlardaki sikfiin da yaklaik bu dizeylerde oldiu
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saniimaktadir. Mutasyon, genel olarak beyaz irldiaadyaygin olarak gorilirken Asya
ve Afrika toplumlarinda daha seyrek goérilmektedi/L mutasyonu Orta diuda

Araplarda ve Yahudilerde de gorulmektedir (75,77).

Lucotte ve Mercier FVL mutasyonunun kaygma argtirmiglar ve mutasyonun 21 bin-
34 bin yil 6nce Anadolu ve Kafkaslarda ortaya @ik, neolitik ¢&daki goclerle 10
bin yiIl 6nce Avrupa ve Hindistana yaygani bildirmislerdir (77). Ayrica mutasyonun
Kafkas halkinda ger toplumlardan daha sik gorufgibildirilmistir (75).

Homozigot FVL mutasyonu siigi 1/5000- 1/8000, heterozigot siklik ise %3-7 dir.
Olgularin %50’sinde aile 6ykusu pozitiftir (72).

Gurgey ve arkaddari (78) 146 yetkin trombozlu hastada FVL sikini % 30,8 olarak
tespit etmgtir. Bunlarin % 4,8'i homozigot, % 26’sI ise heteigot olarak bulunmgtur.
Turk populasyonunda FVL ve Faktor 2 G20210A mutasysikigr % 41,6 olarak
bildirilmistir (78). Ayni mutasyonlar trombozlu Turk cocuklza % 32 olarak
bulunmutur (79).

Trombotik olaylar egkinlere gore cocuklarda olduk¢ca az oranda goriheeik.
Heterozigot FVL mutasyonu tromboz riskini 5-10 kabmozigot FVL mutasyonu ise
50-100 kat artirmaktadir. Bu mutasyonun o6zelliklemiozigot olan tipinde yuksek
oranda tekrarlayan ventz ve/veya arteriyel tromdrogdzlenmektedir.

Zoller ve arkadglari normal ksgilerin % 8’inin, FVL icin heterozigot bireylerin %
20’sinin ve homozigotlarin % 40'inin 33 yadan 6nce ventz tromboz gecidi
bildirmislerdir (62).

Inbal, Wu ve Donmez’ in ¢aimalarinda miyokard infarktusu geciren hastalard4, F
mutasyonu kontrol gurubundan fazla bulunmgmy80, 81, 82). Ancak Rosendal ve
Segev elli yain altinda kalp krizi gecirenlerde FVL mutasyonunsrk oldigunu
bildirmislerdir (83, 84).

Bayra ve arkaddari serebrovaskiler trombozlu hastalarda da FVlitasyonunu sik
bulmular ve riski arttirdgini bildirmislerdir (85). Bu saptanan mutasyonlaggolukla
heterozigot durumdadir. Heterozigot mutasyonunriggletrombozdan cok tekrarlayan

venoz trombozlara neden ofglubildirilir.
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Hemofili hastalarinda goérilen FVL veya faktor 1l @A0A mutasyonu gibi trombofili
mutasyonlarinin yillik kanama sayisinda azalmayakiem hasari skorlarinda ghieye
neden oldgu bildiriimektedir (86-87). In vitro calsmalarda aktive protein C
inhibitérlerinin hemofili tedavisinde adjuvan ol&r&ullanilabilecgi 6nerilmektedir
(88).

Kurnik ve ark. (86) yaptiklari cok merkezli bir gahada, &ir hemofili A’ 107
cocukta % 7,4 oraninda FVL mutasyonu sapgrdir. FVL veya faktor [I G20210A
mutasyonu saptanan hastalarda yillik kanama saysklem hasarinda istatiksel olarak

anlaml bir azalma saptangtir.

Berber ve arkadgari (87) FVL mutasyonunun hemofili A fenotipini mibiye eden bir
etkisinin olup olmadiini argtirdiklar ¢calsmalarinda hasta sayisinin kisitli olmasindan

dolayi net bir sonuca ulamamglardir.

Bu calsmada hemofili A hastalarinda trombofiliye yatkinsBgslayan FVL (G1691A)
mutasyonu sikfii ve bu mutasyonun hastalarin klinik ozelliklerietkisi aratirildi.
Real time PCR yontemiyle, heterozigot FVLeiden (&l&) mutasyonu 32 hastadan
4’inde (% 12.5) tespit edildi. FVL mutasyonu tespitilen ve edilmeyen hastalarin
higcbirinde tromboz g6zlenmedi. Cahamizdaki hastalarin hi¢ birinde aile dykulerinde
trombofiliye yatkinlik yoktu.

Calismamizda air tip hemofili A olan yedi hastadan kagdelan ikisinde, heterozigot
FVL (G1691A) mutasyonu saptandi ve bu hastalarinikisinde de kanamanin sik
gorulmesi nedeniyle hedef eklemlerine radyonuklithogyektomi yapildi. Hafif

hemofili A fenotipine sahip dokuz hastadan ikisindie heterozigot FVL mutasyonu
saptandi. Bu hastalarin yillik kanama sayilar1 ardsinda désmekte idi. Heterozigot
FVL mutasyonu saptanmayan hafif hemofili A hastailer FVL mutasyonu saptanan

iki olgumuz arasinda kanama sayisi ve ciddiyesiadan fark bulunamadi.

Bu calsmada da Berber ve arkatEinin (87) cakmasina benzer olarak FVL
mutasyonu ile kanama sayisi ve hemofilik artropedsinda, hasta sayisinin gaidan
dolay! anlaml ilgki bulunamadi. Literatirde belirtilen FVL mutasyomm kanama

uzerine olan koruyucu etkisini gosterebilmek icahd fazla veriye ihtiyac vardir.
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6. SONUCLAR

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Hent@ioBilim Dali tarafindan
takip edilen, onamlari alinjB2 hemofili A hastasinda PCR yontemi ile Faktor
VIII geninin intronunda inversiyon tipi mutasyon galdi ve hastalarin

hicbirindeintron 1 inversiyon mutasyonu saptanmadi.

Calsmamizda dort hemofili A hastasinda heterozigot daklV Leiden

mutasyonu tespit edildi (% 12.5).

Faktor VIII geninin heterojenik yapisinin olmasi wgizlerce mutasyon
gorulebilmesi ve adetagye 6zel mutasyonlarin olmasi nedeni ile dahasgeyi

molekuler test tekg@ine ve yeni verilere ihtiya¢ olgu sonucuna varildi.
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EKLER

Ek Tablo 1. Hastalarin fenotipik 6zellikleri

Sira Tani Protokol Hemofilik
Hasta adi Memleketi Fenotipi F. dizeyi Geli Sikayeti
no yasl No )
artropati
Deride
) 141866 aPTT: F8<%1 morluklar ve
11 MS 4 Kigehir RNS yapildi.
9 74.9 inhibitér(-) durdurulama
yan kanama
Sg bacakta
| 159169| aPTT: 0.2 *
29 Y CK 6 ay Kayseri . 1276 morluk ve
’ Inhibitor(-) sislik
Sinnet
N A y 103176 | aPTT: 2.2 sonrasi Hemofilik
.S, ay arg kanama ;
Carpmaya
bagli
4y . 104065 4 morlugun
19 ST Nigde aPTT:62 devam
9ay 8 inhibitor(-) .
etmesi
| 121554 1.52 Burun
16 HB 6y 4ay| Nesehir aPTT:60.4
2 inhibitsr() | kanamasi
] Diseti
20 AA 2y Kayseri 706766 aPTT:44 14.98 yok
kanamasi
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Ek Tablo 2. Hastalarin fenotipik 6zellikleri (devam)

4.47

Ailede hemofili

) aPTT:59. A 6ykisu ve
* KD 6.5y | Gemerek/Sivas| 140219%
2 inhibitor(-) kanamanin
uzun sirmesi
18 MS 8y Kayseri 1492619 - - PMerkez
Vicutta sebat
eden ekimotik
_ aPTT: %1 lezyonlar ve
06 Y K 25y Kayseri 1217530 uzun siiren RNS yapildi.
60sn o
Inhibitor(-)
kanama
Yaklagik 7 ay
aPTT: ecmeyen
. . %1/% geemey Her iki ayak
27 | HMO | 12 ay Kayseri 1648672 2dak’dan vilcutta bilegine RNS
R ilegine
uzun | IPhIbItSI(:) | moriukiar ve 8
sefal hematom
Erkek
kardeinde
. . %1/ aine Sas dize RNS
13 | AF.O 2ay Kayseri 1221820 aPTT:65 hemofili "
A a .
Inhibitor(-) | imasi, beyin yaprd
kanamasi
FTR +, RNS
, _ aPTT: %5 | Sadizdesislik |y 5hinden
14 EL.B 2y Kayseri 1111370 5 o
107 sn inhibitér(-) degerlendiriliyo
r
. ) aPTT: %5 Tekrarlayan
12 FO 14y Nide 1334040
52.1 inhibitor(-) burun kanamas
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Ek Tablo 3. Hastalarin Fenotipik Ozellikleri (devami)

Vicutta
) %0 morluklar ve
10| PK 11 ay Kayseri| 1351891 aPTT:8b -
inhibitor(-) dayida Hemofili
A oykusu
%0.5
4 ED 18 ay Kayseri| 1191306 aPTT:83.8 Dis eti kanamas
Inhibitor(-)
Disme sonrasi
01| AS 6ay Kayseri| 1120094 aPTT:.67 %2.2 intrakranial
kanama
Aralikli dis eti
] %8 kanamasi ve
23| HS 13 ay Kayseri| 106452p aPTT:64 .
karde 6ykisu
11 ayhk iken
M C . %0.4 viicutta
31 6y Kirsehir | 1591912 aPTT:-
Y inhibitsr(-) morluklar ortaya
cikma
. _ %0.4 Asl yapilan
02| OFS | 18ay Kayseri 761993 aPTT>1dk
inhibitor(-) kolda hematom.
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Ek Tablo 4. Hastalarin fenotipik 6zellikleri (devam)

%5.5 Travma sonrasi
. aPTT: :
15 SB 2.5y| Kayseri 996135 durdurulamayan yok
60sn | inhibitor(-) .
7| agiz ici kanama
. aPTT: %2 Sg dizde
09| GY 7y Kigehir | 1348269 yok
66 | inhibitsr() | Mematom
Frenilum
. aPTT:6 %4.7 yirtilmasina
03| AC ly Kayseri| 1224439 yok
3 baglidurdurulam
ayan kanama
Travma sonrasl
. aPTT: %12 agiz ici kanama
08| OAC| 15y| Kayseri| 1191676 ) yok
49 | jnhibitor(-) | Ve 90bek
kanamasi
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Ek Tablo 5. Hemofili A hastalarinda F V leiden \iatron 1 inversiyon mutasyonu

sonuglari
KAYSERI HE_MOFIU A
HASTA LISTES
FVL F8 intronl .

YAS (G1691A) h1 F8 intron1-h2
1| AS 6ay GIG Normal Normal
2 | O.FS 18 ay G/G Normal Normal
3 | AC ly GIG Normal Normal
4 | ED 18 ay GIG Normal Normal
5| ASY 12 ay GIG Normal Normal
6 | YK 25y GIG Normal Normal
7 | O0.C 15y G/IG Normal Normal
8 | G.Y* 7y GIG calismadi Normal
9 | PK 11 ay G/IG Normal Normal
10| M.S 8y G/IG Normal Normal
11| F.O 14y G/G Normal Normal
12 | AF.O** 2ay G/A Normal Normal
13| EI.B 2y G/G Normal Normal
14| S.B 2.5y GIG Normal Normal
15| H.B 6y 4ay G/IG Normal Normal
16| EH.H 12ay GIG Normal Normal
17| M.S 4y GIG Normal Normal
18| S.T 4y 9ay G/IG Normal Normal
19| AA 2y GIG Normal Normal
20| O.T* 8ay G/A Normal Normal
21| DY 6.5y G/IG Normal Normal
22| H.S 13 ay GIG Normal Normal
23| G.G 3y G/IG Normal Normal
24| H.S 12ay GIG Normal Normal
25 | H.M.O** 12 ay G/A Normal Normal
26 | 1.T 5y G/G Normal Normal
27| Y.CK 6 ay GIG Normal Normal
28 | Y.E.B* 4y GIG calismadi Normal
29| M. CY 6y GIG Normal Normal
30| S.Y Sy GIG Normal Normal
31| M. S.Y 8ay GIG Normal Normal
32 | O.K** 12ay G/A Normal Normal

*Calismaya alinan iki hastada metot gaiadi. **Calsmaya katilan dort hastada Faktor

V leiden mutasyonu tespit edildi.
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Ek Tablo 6. PCR amplifikasyonunda kullanilan Primer dizileri

Primer

Dizi

Vectorette

224

CGAATCGTAACCGTTCGTACGAGAATCGCT

Faktor VIl intron 1 primerleri

1F GGGAGCTAAAGATATTTTAGAGAA
1R AAATAAATCCAATAGCCAACAAG

2F TTGTCATATGGCATGAGAGAGGGAT
2R CAATTCATTTGATAAAGCCAAC

3F GCAGCTGGTATCATCTGAATTG

3R ATGCACCATTGCTGGTAGAGG

4F AGGGCTGCACTCCTTAGTGA

4R GAACTTGAGGTGGGCAAAGATTTC
SF GAAATCTTTGCCCACCTCAA

5R GGTTTTCCCATGCTGTTCAC

6F AATCATGGTGGAAGGCAAAG

6R GGAACACTCATACTTTGGTAGTG

7F TTGGATTGTTTCCCCTTTTG

7R CCAACATGAAGAAACCCTGTCTAC
8F GCTCTTGATCCTGTTCCCTCTCTG
8R GATCTGAGGCGGACAGTTTC

oF GTTGTTGGGAATGGTTACGG

9R CACCACATCCAAACTCATGC

10F GAGGCAAGTTGTCTGGACCTATATAG
10R CCATCCTGGCTAACATGGTGAAACCC
11F TTTGTTTGTTCGTTTGCATCT

11R GCATTTGTCTTTTCATGACTGG

12F CATGCTACGACATAGATGAACC

12R TGGCAGCTGCACTTTTTAACTGC

56




Ek Tablo 7. PCR amplifikasyonunda kullanilan Primer dizildDievami)

Faktor VIl intron 1 segment 9 primerleri

9aF TTCCTAACAGGCCACAGACC

9aR CACCCGAGAAAGCACGTAGT
9bF GGAGTGAAATGCAGGGCTAC

9bR TCAGGTTGCAGACAAAGCAG
9cF GCGTTTTCCCTCAGTTACCA
9cR CTAGCTTGAGCTCCCTGTGG
9dF GAGGCAAGTTGTCTGGACCT
9dR ATGGCTTACAAAGGGCATGA

Intlh-2 primerleri

Intlh-2F GGCAGGGATCTTGTTGGTAAA

Intlh-2R TGGGTGATATAAGCTGCTGAGCTA

Intlh repeat primerleri

IntlhF GCCCTCAGCCAGTACAGAAAGTCA

IntlhR CCTTTGGGAGAATTCATTGCCAGCT

Faktor VIII-VBP1 chimeric mRNA primerleri

FVIIl 1A TGGGAGCTAAAGATATTTTAGAGAA
VBP1 PRIMEX1 ACTTATACTTCTGGTACTGTTCATCCAGC
FVIII 1C (nested) GAATTAACCTTTTGCTTCTCCAGTTGAAC

VBP1 3-M (nested) TGTTTCATGAAGGAATCTAC
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Ek Tablo 8. Kimyasal Maddeler ve enzimler

Amonyum Amonyum
_ NaCl EDTA-Na;
Klorar Bikarbonat
) Doymu fenol
SDS Proteinaz K . Kloroform
cOzeltisi
] Tagq DNA
Etanol Primerler dNTP’ ler _
Polimeraz
Hind 111 AlWNI Taql Xmnl
100 b¢ DNA Phi x174
Ladder DNA/Hinfl
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