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ONSOZ

. Tez konumun belirlenmesi, y6nlendirilmesi asamalarinda her tlirlii destei veren
Prof. Dr. Filiz Biiyiikkegeci’ye ve Hematoloji Bilimdali &gretim iiyesi olarak kendisi ile
uzun siire ¢alisma olanagi buldugum, bilgisi, tecriibesi ve hoggoriilii yaklagimlan ile keyifli
bir i ortam1 saglayan Prof. Dr. Murat Tombuloglu, Dog. Dr. Seckin Cagirgan ve Dog. Dr.
Serdar Bedii Omay’a, uzmanlik egitimim boyunca birlikte ¢aligtifim hematoloji kliniginin
tim uzmanlarina, asistanlarina, hemsgirelerine, sekreterlerine ve diger personeline bana

gosterdikleri dostca yakinlik nedeni ile sevgilerimi sunuyorum.

Bunun yaninda Hemofili A hasta destegi veren ve sonuglarin degerlendirilmesi ve
yonlendirilmesi agamalarinda her tiirlii destegi Prof. Dr. Kaan Kavakli’ya ve Faktor VIII
geni 1. intronunda inversiyon tipi mutasyonu olan kontrol DNA’s1 saglayan “Schattauer
GmbH - Verlag fiir Medizin und Naturwissenschaften-Almanya” ekibinden Dr. Cemal Uen (Un)’e

tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak ¢alismalanim sirasinda anlayis ve sevgi gdsteren aileme tesekkiirlerimi

sunuyorum.
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GIRIS VE AMAC

Hemofili A klinik bulgularn tasiyicilarda nadiren gézlendigi cinsiyete bagh gegcis
gosteren kanama bozuklugudur. X kromozumu {izerinde Xq28 bolgesinde yer alir ve 186 kb
uzunlugunda, 26 ekzondan olusan en biiyiik genlerden biridir (1,2,3). Hemofiliye neden olan
gendeki mutasyonlarin ¢ok olmast genin dogrudan analizini engellemektedir (4). Dogum
Oncesi tam isteyen aileler, direkt tan1 alamadiklar i¢in zorlanmakta, hatta ¢ocuk erkek ise
hamileliginin sonlanmasini isteyebilmektedir. Inversiyon tipi mutasyonlarin belirlenmesinde
long PCR kullaniimakta olup bunun diginda multiplex PCR, PCR-RFLP, DGGE, CMC,
DNA analizi mutasyon taramasi ve allel gegislerinin belirlenmesi de kullanilmaktadir (4-7).
Hemofili hastalarinin tedavisi pahali olup hemofilili gocuga sahip aileler hem maddi hem de
manevi yonden biiyiik zorluklar yasamaktadirlar. Birka¢ hastada bu mutasyonun direkt veya
indirekt yolla belirlenmesi sonucu, verilecek dogum &ncesi tam yardimiyla milyarlarca lira

harcanmayacak ve de 6zellikle aile manevi yonden daha az zarar gorecektir.

Bu tez ¢aliymasinda; Hemofili A’ya neden olan Faktoér VIII genine ait ve de Tiirk
hastalarinda 6nceden ¢alisilmanmus olan genin L. Intron’undaki inversiyon tipi mutasyonun
bulunup-bulunmadig: analiz edilmistir (1,8,9). Bu bélgenin ¢alisilmast ile hemofilili Tiirk

hastalarina ait mutasyon paneli genislemis ve literatiire katkida bulunulmustur.



A.) GENEL BILGILER

Kann pihtilagma sisteminde rol alan Fakt6r VIII ve IX ' un kalitsal olarak eksikligi,
yoklugu veya islevinin bozuk olmasi sonucu ortaya ¢ikan, genetik gecis gosteren kronik
komplike bir hastaliktir. Bu giinkli anlamda Hemofili 1920 yilinda tamimlanmig ve 1937 'de
patogenezi belirlenmigtir. Hemofili siklify; tilkeler arasinda tipleri degisiklik g&stermekle
beraber 10.000 erkek dogumda 1'dir. Cografi ve etnik bir farklilik bilinmemektedir (4,8).

Hemofili, eksik olan faktériin cinsine ve miktarina bagl olarak isimlendirilir. Faktor
VIII eksikligi Hemofili A, Faktor IX eksikligi ise Hemofili B olarak adlandirilir. Hemofili A
koagulasyonun en sik goriilen herediter hastalifi olup 5 kez daha fazla goriiltir. FVIII
plazmada vWF’e bagli olarak dolasir. FVIII’in pihtilagmada asil fonksiyonu olan pargasi
FVIIL:C’dir. Hemofili A hastalarinda FVII:C ve onun fonksiyonel ve immunolojik
Ozellikleri eksik veya bozuktur. Hastalarin bir kisminda faktor diizeyi belirgin azalmus,
bazilarinda ise normal konsantrasyonlarda olmasina karsin nonfonksiyonel molekiil sentezi
vardir. Her iki durumda da klinik tablo aynidir. Kanama sikhigi ve siddeti faktor VI, IX
diizeyi ile dogru orantilidir. Bir ailede etkilenen bireylerin eksiklik ve kanama dereceleri de
benzer olma egilimindedir. Plazmadaki normal faktor diizeyleri % 50-150 iinite arasinda
degisir. Faktor diizeyi %50'nin altinda oldugu hastalarda agir travmalar kanamalara neden
olur. Faktor diizeyinin normalin %40°1n altinda olmasina (0.05-0.4 IU/mL) hafif tip hemofili
denir. Genellikle sessiz seyreder ve erigkinlerde agir travmalar ve cerrahi girisim sonrasinda
kanamalar goriiliir. Faktér diizeyi normalin %1-5 arasinda ise (0.01-0.05 [U/mL) orta tip
hemofili, normalin %!1'in altinda ise (<0.01 IU/mL) agir .hemoﬁli denir (8,10).

Dogﬁmda ylksek konsantrasyonda doku faktorii varliginda ekstrensek koagulasyon
sisteminin fonksiyonu hemostazi sagladifindan umblikal korddan kanama nadirdir. Agir

hemofilili hastalar spontan ve kiigiik travmalar ile sik eklem, kas ve deri kanamalarn
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gosterirken, orta hemofilili olgularda genellikle kiigiik travmalar ile kanama goriiliir. Hafif

hemofili olgular ise ciddi travma veya cerrahi girisim sonrasi kanama egilimindedir (8).
A.1) Kanama tipleri:

Hemartroz: Sik olarak diz, ayak bilegi, kalga, dirsek gibi biiyiik eklemlerde goriiliir ve aym
cklemlerde tekrarlama egilimindedir. Akut hemartrozda etkilenen eklemde siddetli agn,
sisme, hareket kisitliligi ve 1s1 artimi vardir. Tekrarlayan hemartrozlar eklemde kalici
deformite ve ankiloza neden olabilirr Komsu kaslarda kullamlmama atrofisi

gelisebilmektedir.
Yumugak doku hematomlari: Kas ve yumusak dokularda goriiliir.

- Anatomik alanlara kanama: Ozellikle farinks ve boyun bolgesinde kanamalar hava yolunda

obstriiksiyona neden olabilecegi i¢in nemlidir.

GIS ve barsak duvar igine kanamalari: Parsiyel intestinal obstriiksiyonlara neden olabilir.
Hematliri: Agrisiz ve piht1 olusumuna bagl iiretral kolik ile birlikte olabilir ve tikanmalara

neden olabilir.

SSS kanamalari: Subdural hematomlar ve diger kanamalar sik goriilmemesine karsin

mortalitenin 6nemli bir nedenidir.

Cerrahi sonrasi kanama: Dis ¢ekimini de kapsayan kiiglik ve bilyiik cerrahi girimlerde ciddi

kan kaybi olabilir. Ulkemizde stinnetten sonra olan kanama &nemlidir. Agir ve orta
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hemofilili hastalarda gocuk hareketlenmeye, yiirlimeye baglayinca hafif hemofili hastalarda
ise genellikle adolesan yaslarda kanamalar ortaya ¢ikar (10).

Hemofili A en yaygin koagiilasyon defektlerinden biridir. Tiim toplumlarda yaklasik
5000 erkek ¢ocuktan birinde goriilmekte olup X'e bagh gecis gosteren bir hastaliktir.
Hastaliga ait kusurlu gen, X kromozomunun uzun kolunda bulunur. Gen 1980'li yillarda
belirlenmis ve gegen siirede hastalif1 tasiyan anneler ve hasta erkek gocuklarin kromozom
analizleri sonucu hastalifa ait genetik mutasyonlarin ayirimi yapilmigtir. Hastalik hemen
tiimiiyle erkeklerde goriilir. Iki X kromozomundan birindeki Faktsr VIII (FVIII)' in bozuk
oldugu kadinlar asemptomatik tastyicilardir (Sekil 1). Hastalik X kromozomu fizerinde Xq28
bolgesinde bulunan faktér VIII genlerinde meydana gelen son derece heterojen
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Hemen hemen her ailede kendine 6zgii mutasyon
bulunmakta olup hastalarin % 30 kadarinin ise aile &ykiisii yoktur. Bu gibi olgularda
fenotipik analizle de birlestirilse polimorfizmlere dayali tam1 yontemleri sonug vermez
(4,8,11). Hastalifin kesin bir tedavisi yoktur ve hastaliin etkisi, saflastirilmus FVIII
replasmani ile gecici olarak ortadan kaldirilmakta ve ayni zamanda topluma 6nemli bir yiik
getirmektedir. Hemofili tastyicilan faktdr VIII koagiilan aktivitelerinin olgiilmesi ile

saptanamamaktadir (10,12) .

Hemofili A h Frkd: & Normal Kadn  Thoavaa Anne & Normal Erkek
KxE T LxE g
Ny RgX e J\ ~ @ Xofy XX ,\f‘ ‘J\®
K| E K| E
‘\ g %X ‘\‘ XN Lg%
" vy |0 | Naomal o | Neomal | Nermal
K E K E
A | N X g Xp¥
' Zyraa | Noomal Tasmaca | Hernofik
» Kz ¢oculdarmm tiimii sy * Kr ¢oculiarmm %650°si Tagryaca
» Frhek goculdarmm Hiimii normal » Erkekgoculdarm %$50°i Hemwfili A

Sekil 1: X’e bagli resesif gecis gosteren Hemofili A’nin aile agaci gosterimi.



A.2) Hemofili A Tasiyicilarmin Belirlenmesi

A.) Oncelikle ayrintili bir aile agac: ¢izilerek ailedeki hemofilili bireyler ile olas: ve kesin ya
da zorunlu tastyicilar belirlenir. Bundan sonraki incelemelerin hangi bireylerde
yogunlagmas: gerektigi bdylece saptanmis olur (13). Aile agacina gore zorunlu ve olasi

tasiyicilar sunlardir:

Zorunlu taswyicilar:
1. Bir hemofilili babanin tiim kizlari
2. Ayr dogumlarda birden fazla hemofilili gocuk doguran kadinlar
3. Bir hemofilili oglu olup anne tarafinda iyi kanitlanmig hemofilili bir bagka birey
olan kadinlar

4. Bir hemofililinin anneannesi olup, anne tarafinda hemofili §ykiisii olanlar.

Olasi tagwyicilar:
1. Tastyict olan bir kadinin yukaridaki dl¢iitlere uymayan kadin akrabast
2. Anne tarafinda hemofili 6ykiisii olan ancak bir hemofilili oglu olmayan kadinlar
3. Aile 6ykiisti olmadan bir hemofilili oglu olanlar:
a) Hemofilik gen kadina annesinden ge¢mistir; ancak ya yakin erkek akrabalarin
(erkek kardes, day1 gibi) olmamas: ya da olan erkek akrabalarin tesadiifen
hemofilik olmamasi nedeniyle bu gen belirlenmemistir.
b) Kadinda yeni bir mutasyon olmustur.
(1) Mutant gen kadinin tiim hiicrelerindeki X kromozomlarindan birindedir;
bunlar gercek tagiyicilardir.

(i) Yalnizea tek bir germ hiicresinde (ovumda) mutant gen vardir, somatik



hiicrelerde mutasyon yoktur; bunlar tasiyici degillerdir.

B.) Fenotipik inceleme: Tagiyict oldugundan kuskulanilan bireylerde Faktor VIII:C/Faktor
VIII:Ag ya da Faktor VIII:C/von Willebrand faktor:Ag oranina bakilir. Bu oran 0.6'nin
altinda ise bireyin tastyici olma olasilif: giiglidiir. Ancak iyonizasyon nedeniyle bu oramin

asad1 ya da yukar1 degisebilecegi unutulmamalidir (8,12).

C.) DNA inceleme yontemleri:

Hastaliga ait mutasyon biliniyorsa, 6rnekte ilgili mutasyonun olup olmadif
molekiiler genetik yontemlerle analiz edilerek belirlenir. Mutasyon bilinmiyorsa indirekt tan
yontemlerinden yararlanilir. Bunlara; PCR yardimiyla gergeklestirilen DNA polimorfizmleri,

RFLP, VNTR, SSCP DGGE v.b. yontemler 6rnek olarak verilebilir (4,6,9,14-19).
Hemofili A'ya yol agan mutasyonlar ¢ok gesitli olup su gruplar altinda toplanabilir:

1. Nokta mutasyonlari
a. Yanlis anlamli (Missense)
b. Cerceve kaymasi
c. Stop kodon
d. "Splice" mutasyonlar
2. Delesyonlar
3. Insersiyonlar

4. Inversiyonlar

EidegETI
e ot S



Mutasyonlarin bilinmesi ise sadece tagiyicilarin kesin olarak tamimlanmasini degil
ayni zamanda hastaliin sebebinin agiklanmasim da saglamakta ve proteinlerin islev/yapi
iliskilerinin anlagilmasi agisindan ¢ok biiyiik Snem tasimaktadir (20-22). Ayrica tedavi géren
hemofili hastalarinda inhibitér olusumunun temelinin agiklanmasinda yol gostermektedir.
Giderek gelisen teknik olanaklarla daha ¢ok mutasyon belirlenmekte ve hastalarin molekiiler
patolojisi ortaya ¢ikmaktadir. FVIII geninin klonlanmasi ayn1 zamanda hemofili tedavisinde
kullanilmak tizere rekombinant faktor tiretilmesi ve gen tedavisine de olanak saglamaktadir

(12,23-26).

A.3) Faktor VIII Gen Yapisi ve Mutasyonlar:

Insan genomundaki bilinen en biiyiik genlerden biri olan FVIII geni 186 kilobaz (kb)
uzunlugunda olup 96 kb uzunlugundaki cDNA’s1 ise 2351 aminoasitlik FVIII proteinini
kodlamaktadir (7,11). FVIII geninde 26 ekzon ve 25 intron bulunmakta olup bu biiyiik genin
mRNA's1 da 9 kb uzunlugunda ve 7052 niikleotidden olusan bir diziye sahiptir. Promotor
elementlerinin, ekzon / intron kirpilma yerlerinin dizisi bilinmekte ama Intron dizilerinin
cogu bilinmemektedir. 5° ucundaki transkripsiyon baglama bolgesi —170°de bulunmakta ve
3’ bolgesinde poly (A) sinyalini i¢eren yaklagik 2kb uzunlugunda transkripsiyon yapilmayan
dizisi vardir (Sekil 2) (7,11,27-29). Olusan protein bir heterodimerdir. A1 ve A2 agir zinciri
olusturur, B domain ise degisen uzunluga sahiptir. Hafif zincir A3, C1, C2 domainlerinden

olusur. A3 faktdr VIII'in stabilitesi i¢in dnemlidir (14).
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Sekil 2: Faktor VIII Geninin kodladig: aktif protein yapisi

Onceleri yapilan aragtirmalarda hafif ve orta agirliktaki hemofilili hastalarin
%90'inda mutasyon belirlenirken, agir hemofilililerin ancak %50'sinde hastaliga yol agan
mutasyon belirlenebiliyordu (2). Daha sonra agir hemofilili hastalarin %40'inda FVIII
geninin kismi bir inversiyonunun bulundugu gériildii. Memelilerde ender rastlanan ve intron
icinde bulunan genlerden iki tanesine FVIII intron 22 bolgesinde rastlanmaktadir. FVIIIa ve
FVIIIb olarak adlandirilan bu genlerin FVIII’in 300-500 kb yukar1 ucunda iki kopyam
oldugu saptanmustir (28,30). FVIIIa, FVIII ile ters yonde sentezlenmekte ve islevi tam olarak
bilinmeyen ancak birgok hiicre tipinde anlatimi olan bir proteini kodlamaktadir. 9.5kb
uzunlugunda olan bu gen bolgesi “intron 22 homologous region 1” (int22h-1) ve gen
disindaki kopyalar1 ise int22h-2 ve int22h-3 olarak tamimlanmustir (23). 2093 hastanin
890'inda (%43) inversiyon mutasyonu saptanmis olup, inversiyonlarin %83'i tip 1, %16'si
tip 2, %1 tip 3 olarak bulunmustur. Inversiyon mutasyonunun bulunmas: hemofili A'nin
molekiiler incelemelerinde son derece 6nemli olup tiim hastalarin %25', agir hastalarin
%40-50'sindeki defektir (2,4,23,27). Faktér VIII geninde hemofili A hastahigi goriilen
ailelerde tasiyic1 tespiti dogum Oncesi taru igin ¢ok faydali olan birgok gen igi polimorfik
bolge yada restriksiyon enzimi kesim dimorfizimi (RFLP) saptanmustir. Ilk olarak intron 18
Bcel 1 ve sonra intron 25 de Bgl 1 dimorfizmleri g6sterilmistir (15,16,19). Bgl 1 RFLP’nin
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alel sikhigmn toplular arasinda biiytk farklihik géstermesi RFLP markirlarin farkli
toplumlarda tastyici tespiti veya dogum Oncesi tamida kullamminin farkli olabilecegini
gostermesi bakimindan dnemli bir 6rnektir. Saptanan diger polimorfizmlerden intron 19 da
Hind III, 5° ucunda Taq I ekzon 26’da Msp I polimorfizmleri Bel 1 ile “linkage
disequilibrium” gésterdigi i¢in tanida kullarumi sinarhdir (17,18).

Southern blot yéntemi ile saptanan bu polimorfik bélgeler giiniimiizde PCR y6ntemi
ile aligtlmaktadir. Yakin zamana kadar sadece Southern blot yontemi ile galigilan Intron 22-
Xbal polimorfik bélgesinin de PCR ile ¢alisilan bélgeler arasindadir (16,18). Ancak faktor
VIII genine yakin, alel sayis1 ¢ok fazla olan diger polimorfik bélgeler de, drnegin St14
(DXS52) taru igin kullanilmaktadir (19). Ancak bu bolgeler ile FVII geni arasinda
rekombinasyon saptanmasi ve kesin tam ySntemlerinin giderek yaygimn kullanimi gen dist
markirlerin tamda kullamimim kisitlamaktadir. Son yillarda intron 13 ve 22 de bulunan iki
kisa dizi tekran (microsatellite repeats) hem gen iginde hem de gok alelli olduklan icin
baglant1 analizinde kullanilmaktadir (3,5,31). Bugline kadar hemofili A hastaligina yol agan
ve biiyiikliikleri 2 ile >210 kb arasinda degigen 78 bilyik delesyon saptanmistir. Bunlarin {ig
tanesi hari¢ hepsinde agir hemofili fenotipi goriilmiistiir. Fakt6r VIII geninde 300°den fazla
farkli nokta mutasyonu saptanmugtir (Sekil 3) (2,4,30-33).

Biiyiik delesyonlar (100 niikleotidden fazla) hemofili A'li hastalarin %5 kadarinda
goriilmektedir. Delesyonlar genellikle agir hemofiliye yol a¢maktadirlar. Hemofili Al
hastalarin  %10-20'sinde inhibitér gelismektedir. Inhibitér gelisen hastalarin biytik bir
¢ogunlugundaki molekiiler olayin nonsense mutasyon, delesyon ya da inversiyon oldugu
goriilmiistiir (1,8,20,23,29).

Faktér VIII geninin klonlanmasindan sonra 2500'den fazla hemofili A hastasinin
DNA's1 molekiiler defekt yoniinden incelenmis ve bir veri tabami olusturulmustur. S&z

konusu veri tabar siirekli olarak giincellenmektedir (HAMSTeRS
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http://europium.mrc.rpms.ac.uk). CpG diniikloitidlerinde meydana gelen nokta

mutasyonlar1 hemofili B de oldugu gibi “hot-spot™ lar1 olusturmaktadir. Mutasyonlarin %25'i
CpG diniikleotidlerini ilgilendirmektedir. Bu molekiiler defektler X kromozomu inversiyonu
disindakilerdir (2,34). Biitlin gen bolgesi taranmasina ragmen mutasyonu belirlenemeyen
hemofili A hastalari1 vardir (1). Hastalara ait DNA’larda genin %2’sinde herhangi bir
mutasyon bulunmamustir (1). FVIII geninin regiilasyonu ve promotor bélgesi iyi
bilinmemektedir. Hemofili A mutasyonlarinin orijinlerine bakildifinda erkek:disi tireme
hiicrelerinde mutasyon orami 15:1 oldugu saptanmistir. Bu durum erkek {ireme
hiicrelerindeki tek X kromozomunun kendi iizerinde kivrilarak FVIII geninin ekzon 22-1

y6niinde okunmasina sebep olan inversiyon ile agiklanmaktadir (8).

A.4) Faktor VIII Genin Tiirk Toplumunda Belirlenen Mutasyonlar

FVIII genlerinin Tirk toplumundaki alel frekanslari saptanmig ve DNA baglant:
analizi; Hind III, Intron 13 (CA)n, intron 22 (CA)n ve St14 VNTR incelemeleri ile hemofili
A ailelerinin %92’sinde tagiyici tespiti ve dogum oncesi tammn miimkiin oldugu
bildirilmistir (3,6). Bunlara paralel olarak yiiriitiilen hemofili ailelerinde hastaliga sebep olan
mutasyonu bulma galigmalart sonucunda ise 38 hemofili A hastasinda FVII-intron 22
inversiyonu bulunmustur. Intron 22 inversiyonu agir hemofili hastalarinin %41’inde
bulunmakta ve diger toplumlarda saptanan yiizdeler ile benzerlik gdstermektedir (6).

Tiirkiye'de saptanan mutasyonlarin tiplerine gore dagilimi Tablo.1’de gdsterilmistir.
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Tablo.1: Tiirk Hastalarinda Saptanan Hemofili A Mutasyonlarinin Tiplere Gore Dagilimi

Mutasyon Cesidi Mutasyon Sayisi

1. Nokta Mutasyonlar 17
Yanls anlamli 13
Transisyon 9
Transversiyon 4

A. Stop kodon 3

Transisyon 1

Transversiyon 2

B. Kirpilma Noktast 1

11 Inversiyon 38
A. Distal 30

B. Proksimal 8
Toplam 55

Inversiyon mutasyonu tagimayan hemofili A hastalarinda 31’inde gesitli nokta
mutasyonlar1 saptanmistir. Ayrica iki biliyiik delesyon ve 8 bazlik bir insersiyon da saptanan
mutasyonlar arasindadir. Tiirk toplumunun mutasyon profili de énemli fark saptamamigtir.
Sadece Tirk toplumunda faktér VIII geninde biiytk delesyonlarin daha az olabilecegi
diigtiniilmiistiir (6). Bu projede arastirilan FVIII geni 1. intronunun inversiyon tipi mutasyon

dnceden Tiirk populasyonunda galigilmamugtir.

A.5) Faktor VIII Gen Mutasyonlarmin Saptanmasinda Kullamilan Yontemler;

Mutasyon saptama yontemleri teknik olarak giderek gelismekte ve hemofili
hastalarinin hemen hemen g¢ogunda mutasyonlarin belirlenmesine olanak saglamaktadur.
Hemofilinin molekiiler incelemesinde kullarulan baslica teknikler sunlardir:

e Southern blot ile baglant: analizi

Allel spesifik oligoniikleotid hibridizasyon

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR-Denattire gradient jel elektroforezi (DGGE)

PCR-Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP)
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e PCR + kimyasal kirtlma uygunsuzlugu
e PCR-Degisken yineleme dizileri (VNTR)

e Klonlama ve DNA dizi analizi vb (6,35-40).

Inversiyon tipi mutasyonlarn belirlenmesinde long PCR (inversiyon mutasyonu)
kullanilmakta olup bunun diginda multiplex PCR (Intron 13 ve Intron 22 [CA]n), PCR-RFLP
(Intron 19°daki dimorfizm) belirlenmesi de kullanilmaktadir (5,32,33). Ozellikle son yillarda
tarif edilen FVIII intron inversiyonu 1-22 de artik PCR ile saptanabilmekte ve dolayis: ile
kesin dogum Oncesi taniya olanak saglamaktadir (1,32).

PCR’a dayal1 yontemlerin gelistirilmesi, nokta mutasyonlarinin daha etkin ve hizli bir
sekilde saptanmasim saglamistir. Birgok gende mutasyonlarin belirlenmesi PCR ve dizi
analizi ile yapilmaktadir. Dizi analizi ile mutasyon saptamak en etkin ydntemdir. Clinkii
DNA dizisinin belirlenmesi mutasyonun olusumunu agiklayan biitiin bilgiyi ortaya
¢ikarmaktadir. Ancak hemofililerde mutasyonlarin heterojen olmasi genin biitiin Snemli
bolgelerinin taranmasim gerektirmektedir (4). Faktor VIII geni biiyiik oldugu igin her
hastada dizi analizi yapmak zaman alici ve ¢ok zahmetlidir. Biiyiik genlerde ¢alismay:
hizlandirmak amaciyla genin kodlayici kisimlarim bolgelere ayirarak bu bolgelerde herhangi
bir degisikligin meydana gelip gelmedigini gbsteren yontemler gelistirilmistir (38,39).

Faktor VIII genlerinin klonlanmasi ve genis ¢apli analizleri sonucu bu genlerde bir
¢ok polimorfizm ve mutasyonun saptanmasi miimkiin olmustur (1,2,8). Polimorfizmler
mutasyon tastyan genin kalitimim takip etmek icin kullamilmaktadir. Baglanti analizi olarak
bilinen bu yontem mutasyonun saptanmadifi durumlarda kullamilmaktadir. Hastaliga yol
acan mutasyon saptanmis ise tastyicilar (mozaikler hari¢) kesin olarak belirlenebilmekte ve
‘kesin dogum Oncesi tami verilebilmektedir (8). DNA diizeyinde yapilan incelemelerde,
hemofili hastalifi goriilen ailelerde tagiyicilarin kesin olarak belirlenmesi ve bunun

sonucunda dogum oOncesi tam olanafmin sunulmasi, iilkeye ve ailelere biiyiik maddi ve
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manevi yilk getiren hastalifin 6nlenmesi agisindan son derece onemlidir (1,3). DNA
polimorfizmlerinin incelenmesinde bir diger dikkat edilmesi gereken nokta polimorfizmlerin
irklara gore degisiklik gostermesidir. Bu nedenle aym polimorfizmin farkli irklardaki
heterozigotluk oram ve dolayisiyla tamdaki degeri farkli olabilmektedir. Ozellikle Kuzey
Amerikali ve Avrupali toplumlarla Japon ve Cinli toplumlar arasinda 6nemli farklar
saptanmaktadir. Kullanilan prob sayisi ne kadar ¢ok olursa dogru bir sekilde tagiyici tanisi

koyma olanag o kadar fazladir (8,17,18).

A.6) Hemofili A’da Gen Tedavisi

Gen nakli birgok hastalikta oldugu gibi X kromozomundaki genetik defektin
belirlenebildigi hemofili olgularinda da hayli ilgi cekmektedir. Basarilabildigi takdirde gen
naklinin kiiratif bir y6ntem oldugu bilinmektedir. Bugiin biiyitkk molekiilli FVIII, FIX
genleri fibroblast kiiltiirlerinde iiretilebilmektedir. Bu molekiiller retroviriislerle hiicreye
sokularak viral genomun hiicre DNA'sina baglanmasim saglar (41). Daha sonra viriis ya
direkt olarak hiicrede gogalir, vektor viris DNA'ya baglanip kendini iiretir ya da her iki
islem birlikte olabilir. Béylece anormal kisim tamamlanarak hiicrenin normal faktor iiretmesi
beklenir. Avantajlar1 arasinda; genis konak hiicre orani, devaml ge¢ transdiiksiyon olanag:
ve giivenli olmasi sayilirken, doku 6zgiilliigiiniin kaybolmasi, sadece béliinen hiicrelerde
transdiiksiyon (insersiyonun kontrolii yapilmasi) yapmas: ve diisiik titre de olmasi da
dezavantajlan olarak goriilmektedir. Bugiin gen tedavisinde amag, birka¢ ayda bir gen
nakledilerek plazmada %5-10 {inite civarinda fakt.ér diizeyi saglayarak, spontan kanamalar
Onlemek ve hayat kalitesini yiikseltmektir. Bu yéntem bir anlamda endojen yolla transfiizyon

yapmadan profilaksi yapmakla esdegerdir. Gen tedavisi viral gegigler agisindan emin
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goziikkse de viral replikasyonlar yoluyla etkili olmasi nedeniyle potansiyel olarak riskler

tasimaktadir (41,42).

Diinyadaki hemofiliklerin % 80'e yakiminin ¢ok az tedavi edilebildigi hatta tedavi
edilemedigi bilinmektedir. Gegmiste ve gilintimiizde kan {iriinlerinin viral hastaliklar
nakletmesi, gen nakli i¢in ¢aligmalan hizlandirmistir. Oysa gelecek igin gen nakli dzellikle
kan iirlinii teknolojisine sahip olmayan ve bu triinleri pahalilig1 nedeniyle almakta zorlanan
gelismekte olan iilkeler i¢in iyi bir yaklasim olabilir. Ciinkii bu tedavi kismen veya tamamen
kiir elde etmeye yoneliktir. Ancak hasta erkeklerin, kiz kardeglerinde bozuk genin taginmaya
devam ettigi ve bunlar i¢in prenetal taninin gerektigi unutulmamalidir. Bugiin gen nakli rutin
olarak kullamilmamaktadir. Bu konudaki ¢alismalar1 Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Diinya
Hemofili Federasyonu (WFH) genis 6l¢iide desteklemektedir. Gen naklinin basartlmasi hem

gelismis hem de gelismekte olan {ilkelerde hemofiliklere biiyiik yarar saglayacaktir (8,43).

Hemofililerin kesin tedavisi gen tedavisi ile miimkiin olabilecektir. Simdiye dek gen
tedavisinde farkli yontemler uygulanmigtir. Bularin arasinda degisik hayvan modellerinde
viral vektdrler (rAAV rekombinint Adeno associated Virus veya Retroviral vektorler)
kullanilarak hiicrelerin transfekte edilmesi; mikrokapsiiller i¢inde rekombinant hiicrelerin
kullanmilmasi; ve RNA / DNA oligoniikleotidlerin “site-directed mutagenesis” i¢in kan
dolasimina verilmesi gibi yontemler sayilabilir (42,43). Viral vektorler kullamlarak
hiicrelerin transfekte edilmesinde kargilagilan zorluk vektdriin Faktér VIII ¢cDNA’sinn
vektdre sigmamasidir. Bunun i¢in daha gok Faktsr IX ¢cDNA’s1 veya B bolgesi ¢ikarnlmis
Faktor VIII ¢cDNA’st kullanilmugtir. Viral vektérlerin kullammu ile Faktor IX diizeyinin
normal seviyede sentezlenmesi sigan, fare ve kdpeklerde miimkiin olmustur. Eger Faktor IX
veya Faktoér VIII anlatiminin sﬁreklilig.i saglanir ve immunolojik cevap azaltilabilirse gen

tedavisinin insanlarda da klinik uygulamaya girmesi miimkiin olacaktir (8,41).
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B.) HASTALAR VE YONTEM
B.1.) HASTALAR

Hemofili A tamisi konan 44 erkek hasta ve saglikli 30 erkek bireyin periferik kan
lenfositlerinden DNA elde edilmistir (Izolasyon 37 hasta ve 30 saglikli bireyin EDTA’h, 7
hastanin sitratli tiipe alinan kan 6rneklerinde yapilmistir).
B.1.1.) Calismada kullanilan kimyasal malzeme ve enzimler:

a) DNA izolasyonu

Niiklei Lizis tamponu 10mM Tris 1.21 gr

400 mM NaCI 234 gr

2 mM NaEDTA 0.74 gr

*pH: 8.2°ye ayarlandiktan sonra otoklavda steril edilir ve +4°C’de saklanir.

%10 SDS soliisyonu SDS 10 gr
deO 90 ml

*pH: 7.2°ye ayarlanir, Whatman filtreden stiziildiikten sonra oda 1si1sinda saklanir.

Proteinaz K
10 mg/ml olacak gekilde sulandirilir. Sulandirim firmaya gore degistirilebilir. Burada

100 gr Sigma F-0390 kullanilmis ve deionize steril su ile sulandirim yapilmastir.

Amonyum Asetat

74 gr amonyum asetat 20 ml steril deiyonize su iginde ¢dziildiikten sonra 100 ml’ye

tamamlanir (9M). Whatman kagid ile siiziildiikten sonra kullanilir.

TE Buffer 10 mM Tris HCI pH:7.4
1 mM Na,EDTA pH:8

* Otoklavda sterilizasyon.

TG YUKSEKOGRETIM KURULL
BOKURARTASYOR 0L




b) DNA amplifikasyonu

DNA Taq polimeraz ve tampon (MBI- Fermentase)

100 mM Tris HCL (pH: 8.8-25°de)
500 mM KCL
%0.8 Nonidet P40

dNTP karisimi (MBI- Fermentase)

Intron 1 primer dizisi (9,44)

I-
II-

9F
9¢R

III- Int1h-2F

20 mM dATP
20 mM d GTP
20 mM dCTP
20 mM dTTP

5’ gTT gTT ggg AAT ggT TAC gg 3’
5" CTA gCT TgA gCT CCC TgT gg 3°
5" ggC Agg gAT CTT gTT ggT AAA 3’

Intth-2R  [ntlh-2F S 9 9cR
|
A Int1h2 Eksonl Intlh-1 Ekson2
[nversiyona ugrayan bslim
. 9F .
Int1h-2R FVIII Intlh-2F ?cR
B =lntn-2 Eksonl Intlh-1 E""’“I

Tablo.2 : Intron 1 bélgesinin amplifikasyonda kullanilan primerlerin yerlesimi

A: PCR igin 9F, 9cR ve Int1h-2F primerleri; normal bir intronu gostemektedir.

B: Mutasyonlu bir geni; 9cR primerinin yeri mutasyonda da sabit kalmakta ancak 9F ve IntI1h-2F degisimli

olarak reaksiyona girmekte ve bu durumda normal intronda amplifikat yaklasik 500 bp déha biiyiik olmaktadir.
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SMN geni ekzon 7 —intron 6 primer dizis i(45)

I- 5° AgA CTATCAACT TAATITCTgATCA 3’
1I- 5 CTTTCCTTCTTT TTG gATTTIT gITT 3

CA-13 primer dizisi (Thermo hybaid)(5)

Intron 13 F 5’ TgC ATC ACT gTA CAT ATg TAT CTT 3°
Intron 13 F 5’ CAA AAT TAC ATA TgA ATA AgC 3’

Primerler stok olarak 100 pmol / ul olacak sekilde sulandiriimig ve 25 ul’lik amplifikasyonda 2 pmol /

pl kullantlmigtir.

¢) Agaroz Jel Elektroforezi

Tris-asetat tampon (pH : 8):

Tris baz
EDTA
Asetik asit

Yiikleme Tamponu

Gliserol
1XTAE tampon
Orange G

Agaroz (Sigma A-5093)

Ethidium bromiir(Merck)

40 mM
1 mM
1.1 ml

55 ml
45 ml
0.1 gr

10 mg / ml olacak sekilde deionize su ile sulandirilarak

kullamld:.
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DNA marker

1)< X 174 / Hae III; 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194,

118, 72 bp (Fermentas)

2.)50 bp DNA Ladder; 1000, 950, 900, 850, 800, 750, 700, 650, 600,

550, 500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 50 bp (Fermentas

SM0618)

3.)Mass Ruler; 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 2500, 2000, 1500, 1031,
900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp (Fermentas SM0408)

d) Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Tris borat tampon (20 X TBE, pH : 8.3)

Tris baz 1.8 mM
Borik asit 1.8 mM
EDTA 50 mM

Amonyum persiilfat (% 25)

Amonyum persiilfat 25 mg

‘ Distile su 1 ml
Jel hazirlanmasi
Akrilamid-bisakrilamid

(19:1) % 40 17 ml
SXTBE 5 ml

Ure 28.5 gr
Amonyum persiilfat 180 pl
Temed 35 pl
Distile su ~25ml
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Yiikleme tamponu

Deiyonize formamid %95

Ksilen siyanal % 0.3

Brom fenol mavisi % 0.3

Na,EDTA %0.37
e) Giimiis Boyama

Soliisyon 1

% 10 etanol
% 0.5 glasial asetik asit

Soliisyon 2
% 0.1 AgNO;
Soliisyon 3
% 0.1 NaOH
% 1 formaldehit
Soliisyon 4
% 0.75 Na; COs

*Soliisyon 2 diginda hepsi taze hazirlanir.

B.2.)YONTEMLER:

a) DNA Izolasyonu

Klinik olarak Hemofili A tanis1 konan hastalar ve saglikli kontrollerden EDTA’l1
tlipte alinan periferik kan l6kositlerinden tuzla ¢oktiirme yontemine gére (300 ul kandan)

DNA izolasyonlar1 yapildi. Sitrath tiiplere alinan kan orneklerinden DNA izolasyonu igin
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tuzla ¢oktiirme yontemi modifiye edilerek kullanildi. Sitratli tiipte paketlenen kan hiicreleri
lizerine 1ml serum fizyolojik konarak 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. A¢ilmayan hiicrelere
500 ul dH,O konarak tekrar 1 gece 37°C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra tuzla

¢oktiirme yontemi ile DNA’lar izole edildi (46).

b) Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); DNA lizerinde incelenmesi istenen bdlgenin
yapay olarak hazirlanmig oligoniikleotit primerler kullanilarak ¢ogaltilmasidir. Bu yontemle:
denatiirasyon ile ¢ift zincirin birbirinden aynlmasi, oligoniikleotitlerin denatlire edilerek
ayrilmis olan DNA zincirlerine baglanmasi (annealing) ve hedef bolgeye karsilik gelen
zincirin DNA polimeraz enzimi tarafindan sentezlenmesi (extension) seklinde 3 temel agsama
yer almaktadir. Bu agamalar bir dongii olarak kabul edilir ve ortalama 25-35 dongii uygulanir
(47). Caligmada kullanilan amplifikasyonlardaki primer konsantrasyonu 2 pmol., Taq
polimeraz 1,5 U / 25 ul’dir (DNA thermal cycler - Appligene Crocodile IIT). Intron 1
bélgesinin amplifikasyonu i¢in primer baglanma derecesi 55°C ve 35 dongii ile olusan PCR
trlinleri %1 ve %2 agarozda analiz edilirken, SMIN geni i¢in primer baglanmas: 58°C’de ve
PCR kontrolii %2.5 agaroz ile, intron 13 bolgesinin PCR Kontrolii %3 elektroforezde

degerlendirilmistir (Tablo 3 ) (47).

TABLO 3: INTRON 13 CA BOLGESININ AMPLIFIKASYON KOSULLARI

PCR baglanma sicakligi 55°C

MgCL, 1,5 mM

PCR dbngii sayis! 30

Akrilamid konsantrasyonu %12

Jel 6zelligi . Denatiire

Jel boyutu - 26,5x18
Elektroforez kosullari 250 V 4,5 saat

* Denatiirasyonda iire kullaniimigtir,
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¢) Diniikleotit tekrarlarimin analizi

Dintikleotit tekrar bolgesinin amplifikasyon tirlinleri 5 dakika 100°C’ de denatiire
edilip %12’1ik poliakrilamid jele yiiklenmis ve elektroforezi yapilmistir.
Diniikleotit tekrarlarin analizinde elektroforezden sonra giimiis nitrat boyama ydntemi
kullamlmistir. Boyanan jeller alttan beyaz isik verilerek 25 ASA’lik siyah beyaz filme

alinmis ve karta basilmigtir (45,47,48).
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C.) BULGULAR

-Aralarinda akrabalik olmayan 44 Hemofili hastasinda (agir form 30, orta form 11,
hafif form 3); Faktér VIII geninde yer alan intron 1 bolgesindeki inversiyon tipi
mutasyonunun bulunup-bulunmadig: arastirilmistir. Kirkddrt hastanin 9’unda (%20.4)
inhibitdr, 35 (%79.5) hastada da artropati saptanmustir. Tiim hastalarin 19’unda (%43.1) aile
Oykiisti belirlenememistir. Hastalarin klinik 6zellikleri Tablo 4’te verilmistir. Bu analize ait
fotograflar Sekil 4 ve 5’de gosterilmistir. EDTA ve sitrath tiipe alinan periferik kandan izole
edilen DNA’lar arasinda PCR reaksiyonlari agisindan bir farklilik gézlenmemistir. Hemofili
A hastalarinin iki tanesinde amplifikasyon gézlenmez (en az 3 kez tekrarlanarak kontrol

edilmis) iken kontrol DNA’larinin tiimiinde amplifikasyon olmustur (Sekil 6).

Sekil 4: Faktor VIII geninin 1. intronundaki inversiyon tipi mutasyonun analizi

1 QX174 / Hae Il Marker
2 2 inversiyon tipi mutasyonu bulunan Hemofili A hastasina ait PCR ilriind

3-11 = 1-3,21,5-9 nolu Hemofili A hastalarina ait PCR iiriinleri
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Tablo 4: Hastalarin Klinik Ozellikleri

No AS Yas HemoFiLi FoRMU* %F VIII  INHIBITOR ~ ARTROPATI AiLE OykUS()

1 GH 47 Hafif 7 0 1 1
2 HO 28 Agir 1 0 1 0
3 MK 30 Orta 2.1 1 1 0
4 Yi 24 Agir 1 0 1 1
5 HT 48 Agir 0 0 1 1
6 US 21 Agir 1.5 0 1 0
7 _RC 44 Agrr 0 0 1 1
8 Ou 18 Orta 3 0 0 0
9 FA 24 Agir 0 0 1 1
10 HH 54 Agir 0 0 1 1
11 DE 42 Agir 1.4 0 1 0
12 iB 31 Agir 1.5 0 1 1
13 TV 24 Agir 1 1 1 1
14 NT 36 Agir 1 0 1 1
15 CG 21 ABir 1 1 1 ]
16 iG 29 ABIr 1 1 1 1
17 EK 28 ABir 0 I 1 0
18 00 28 Agir 1 0 1 0
19 cmMT* 23 Apir 1 0 1 1
20 EB* 33 Orta 4 0 1 1
21 IK 35 Agir 1 0 1 0
2 ZA 44 Hafif 10.7 0 0 0
23 SHE 51 Orta 2.5 0 1 1
24 MO 35 Agir 0 1 1 1
25 GA 26 Hafif 25 0 0 0
26 SK 39 Orta 2.1 0 1 0
27 HO 51 Orta 4 0 0 0
28 AS 24 Air 1.5 0 1 0
29 iG 33 Agir 1.2 0 1 0
30 AO 14 Agir 1 0 1 0
31 NS 45 Agir 1 0 1 1
32 AD 58 Orta 4 0 0 0
3 BBY 7 Agir 1 0 1 1
34 OC 16 Agir 1.5 0 | 1
35 RC 17 Orta 4.5 0 0 1
36 RA 38 Agir 1 0 1 0
37 vy 22 Agir 1.5 0 1 1
38 OB 26 Orta 4.4 1 1 0
39 VA 39 Agir 1.5 I 1 1
40 VT 14 Agir 1.5 0 1 1
41 TB 5 ABIr 1 0 0 0
42 KG 12 Orta 5 0 0 |
43 MG 21 Orta 4 0 0 1
4 MK 3 Agir 1 1 1 1

* Faktor VIII; Agir Hemofili A<2, Orta Hemofili A %2-5, Hafif Hemofili A >3

# Intron 1 bolgesinin de dahil oldugu bir delesyon indirekt saptanmugtir.

& Intron 13 bolgesinin de dahil oldugu bir delesyon indirekt saptanmigtir,

q Intron 22 inversiyonu belirlenmistir.

§ Hem intron 1 hem de intron 13 bolgesinin bulundugu biiyiik bir delesyon indirekt saptanmigtir.
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Sekil 5: Faktor VIII geninin 1. intronundaki inversiyon tipi mutasyonun analizi

1

2
3,4,6-8,11,12
9

5,10

50 bp DNA Marker

= Inversiyon tipi mutasyonu bulunan erkek Hemofili A hastasimna ait PCR {iriinii
210,12,13,39,35,45,36 nolu Hemofili A hastalarina ait PCR iiriinleri

= Negatif Kontrol (PCR’da kontaminasyon olmadigina dair kontrol)

9 DNA izole edilmesine ramen amplifikasyon gtzlenmeyen 42 ve
19 nolu Hemofili A hastalarina ait PCR (riinleri

Sekil 6: Kontrol grubuna ait erkek bireylerin DNA &rneklerinde Faktor VIII geni intron 1

bolgesindeki inversiyon tipi mutasyon analizi.

2,4-11

12

QX174 / Hae Il Marker
= Kontrol erkek bireylerin DNA’larina ait PCR iriinleri
< Inversiyon tipi mutasyonu bulunan erkek Hemofili A hastasina ait PCR iiriinil

< Negatif Kontrol (PCR’da kontaminasyon olmadigina dair kontrol)
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Caligilan Hemofili A hastalarinin Faktor VIII geni intron 13 bolgesinde yer alan CA
tekrar bolgesinin amplifikasyonu, 44 hasta Orneginin 41’inde yaptlmis 3 tanesinde
yapilamamigtir. Faktor VIII geni intron 1 bolgesinde amplifikasyonu gerceklesmeyen 1
hastaya ait DNA 6rnegi bu bslgede amplifiye olmustur. Yirmi ve 33 nolu hastalarin intron 1
bélgesinde amplifikasyonu gézlenmesine karsin bu bolgede en az 3 kez tekrarlanmasina
ragmen gozlenmemistir (Sekil 7). 33 nolu Hemofili A hastasinin faktsr VIII geninde intron
22 inversiyonu gdzlenmistir ve 13 nulu intronunda amplifiye edilemeyisi agikliga
kavusturulmustur. 44 nolu hastada ise hem 1. intron hem de 13. intron bd&lgesinde
amplifikasyon gerceklesmemistir. Otuz erkek DNA’simin amplifikasyonu yapildig: kontrol

grubunun tiimiinde amplifikasyon olmustur (Sekil 8).

Sekil 7: Hemofili A hastalarinda Faktor VIII geni 13. Intronundaki CA tekrarin analizi*

1,2,4-12 =»Kontrol Hemofili DNA’st ve 1,2, 19, 42, 3-9 nolu hastalara ait PCR f{iriinleri
3 = H33 nolu hastaya ait PCR irlinii**

* Giimiis boyama ile yapilarak elde edilen %12 denatiire poliakrilamid jel

**[gili bolge internal kontrollerle birlikte 3 kez amplifiye edilmis fakat bir amlifikasyon iirinii

alinamamgtir.
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Sekil 8: Kontrol grubunda Faktor VIII geni 13. Intronundaki CA tekrarin analizi*

1,6 =QX174, Hae 111 marker
2-5,7-12 = Kontrol grubuna ait PCR iiriinleri
* Giimily boyama ile yapilarak elde edilen %12 denatiire poliakrilamid jel

Hem Fakt6r VIII geni 1. intronu hemde 13.intron bélgesinde PCR amplifikasyonu 3 kez
tekrarlanmasina kargin gerceklestirilemeyen 44 nolu Hemofili A hastasina ait DNA ve diger
19,20, 33 hasta DNA’lar1 5. kromozomda yer alan ve her hiicrede bulunan Survival Motor

Noéron Geni (SMN) 7 ekzonuna ait primerler kullanilarak amplifiye edilmistir. Her 4 hasta

DNA'’sinda amplifikasyonu oldugu gésterilmigtir (Sekil 9).

Sekil 9: SMN geni ekzon 7 analizi

I =50 bp marker
2-5 44, 21, 33, 42 nolu Hemofili A hasta DNA’larina ait PCR
riinleri
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D.) TARTISMA

Insan DNA’sinda bulunan genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu olusan
kalitsal degisimler, her hiicrede sabit olarak bulunan DNA molekiiliiniin molekiiler biyolojik
teknikler yardimiyla analizi sonucunda incelenebilmektedir. Hemofili A’ya neden olan
Faktor VIII geni X kromozomunun 28. lokusun da bulunur. Yirmi alt1 ekzondan olusan bu
gende 280 civarinda delesyon tipi mutasyon saptanmugtir. Mutasyonlarin hemen hemen
kisiye 6zel oldugu gosterilmistir (4).

Kanama siklig: ve siddeti faktor VIII, IX diizeyi ile dogru orantilidir. Bir ailede
etkilenen bireylerin eksiklik ve kanama dereceleri de benzer olma egilimindedir. Plazmadaki
normal faktdr diizeyleri % 50-150 {inite arasinda degigir. Faktor diizeyi %50'nin altinda
oldugu hastalarda agir travmalar kanamalara neden olur. Faktor diizeyinin normalin %40’1n
altinda olmasina (0.05-0.4 IU/mL) Hafif tip hemofili denir. Genellikle sessiz seyreder ve
eriskinlerde agir travmalar ve cerrahi girisim sonrasinda kanamalar goriiliir. Faktor diizeyi
normalin %1-5 arasinda ise (0.01-0.05 IU/mL) Orta tip hemofili, normalin %1'in altinda ise

(<0.01 TU/mL) Ag1r hemofili denir (8,10).

Calismamizda; 44 Hemofili A hastasindan alinan periferik kandan tuzla ¢6ktiirme
yontemine gére DNA izole edilmistir. EDTA’l1 tiipe alinan kamindan 37 hastanin kanindan
ve sitrath tiipe alman 7 hastamin kamindan DNA izolasyonw basariyla yapilmistir. Kan
sayimi igin alinan sitratls tiiplerinde yer alan kan hiicrelerinin tuzda ¢oktiirme yontemi ile
yapilan modifikasyon sonucunda DNA analizlerinde kullamilabilecegi gozlenmistir.
Antikoagiilan olarak kullanilan EDTA yada sitratli tiipe alinan kandan izole edilen

DNA'’larm arasinda bir farkliligin bulunmadigi ¢ikan PCR sonuglarindan da griilmiistiir.
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Faktor VIII geni l.intronunda yer alan inversiyon tipi mutasyonun analizi Italyan
toplumundaki Hemofili A hastaliinin agir formunu bulunduran 21 hastada yapilan tarama
sonucunda 1 hastada saptanmugtir (49). Ingiliz toplumundaki Hemofili A’mmn agir formunu
bulunduran 209 hastada yapilan mutasyon taramasi sonucunda 10 tanesinin bu mutasyonu
bulundurdugu tespit belirlenmigtir (44). Alman toplumundaki 1350 Hemofili A hastasinda
yapilan mutasyon taramasi sonucunda 5 hastada bu mutasyon saptanmigtir (9).
Caligmamizda ise 44 Hemofili A hastasinin (30 hasta afir Hemofili A olmak tizere) bu
bdlgede inversiyon tipi bir mutasyon tagimadig fakat 2 tanesinin Intron 1 bdlgesini de igine
alacak sekilde Faktor VIII gen bolgesinde delesyonu bulunabilecegi belirlenmistir. Hasta
DNA’sinin izole edildigi hem spektrofotometrik olarak &lgiilerek hem de 5. kromozomun 13.
lokusunda yer alan ve transkipsiyonda anahtar rolii olan Survival Motor Néron (SMN)
genine ait bdlgenin amplikasyonu ile tespit edilmistir. Ayrica ¢alisilan 44 Hemofili A
hastasina ait DNA’lar 13. introndaki CA-tekrar dizi bolgesi analiz edilerek incelendiginde,
Intron 13°de amplifikasyonu olmayan 1 6rnegin intron 13°de amplifiye oldugu belirlenmistir
(Sekil 7). Bu hastanin intron 1’in de i¢inde oldugu bir delesyona sahip olacag: diistiniilmiis
ve literatiir taranmigtir. Hugichi ve arkadaglarnin Ekzon 1 ve 5 arasinda, 35 kb’lik bir
mutasyonu bildirdikleri, Millar ve arkadaslarinin da ekzon 1 ve 6 arasinda bir delesyon tipi
mutasyonun varlig1 bildirmiglerdir (50,51). Hastamizin bu mutasyonlara yada yeni
saptanacak bir mutasyonu bulundurup-bulundurmadigimin analizi i¢in caligmalara

‘baslanmistir (Sekil 9).

Hem Fakt6r VIII geni intron 1 hem de intron 13 bdlgesinde amplifiye olmayan ama
SMN geni 7.ekzonu bdlgesinde ise amplifiye olan 44 nolu Hemofili A hastasinin; hem intron
1 hem de intronl3’i igeren bir delesyonu oldugu diisiiniilmiistiir (Sekil 9). Literatiire

bakildiginda; Lillicrap ve arkadaglarinin ekzon 1-22 arasinda 127 kb’lik bir delesyonu,
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Casarino ve arkadaglarimin ekzon 1-26 arasinda 178 kb’lik bir delesyonu bildirdikleri

goriilmiistiir (51,52). Biz de 44 nolu hastanin delesyon boyutunu aragtirmay1 planladik ve

hasta muhtemelen bu delesyondan birini ya da daha tanimlanmamis bir delesyon tipi

mutasyon bulundurmaktadir.

Hem Faktdr VIII geni intron 1 hem de SMN ekzon 7 amplifikasyonu olan ama F8

genini 13. intronunda amplifikasyon gézlenmeyen 2 hasta i¢in literatiir g6zden gecirildiginde

an az 6 farkli delesyon tipi mutasyonun bulundugu tespit edilmistir (Sekil 9)

(16,51,52,53,54). Hastalardan bir tanesinin (Hasta No 33) Intron 22 inversiyonunun

bulundugu belirlenmis ve diger hasta ile ilgili ¢caligmalar devam etmektedir.

Bu ¢aligma ile sonug olarak;

1.

EDTA’l1 tiipe alinan periferal kandan degil sitrathi tiibe alinan kan 6rneklerinden de
DNA'’larin saglikli bir sekilde izolasyonu gergeklestirilmis ve rutin ¢aligmalarda

kullanilmaya baglanmigtir.

Aralarinda akrabalik olmayan 44 Tiirk hemofili A hastasinda (30 agir form, 11 orta
form ve 3 hafif form olmak iizere) Fakt6r -VIII geninin 1. intronunda inversiyon tipi

mutasyonun bulunmad:ig: gésterilmistir.

44 hemofili hastasinin 4 tanesinde ise Fakttr VIII geninde biiyiik delesyonlarin
bulunabilecegi gosterilmis ve indirekt belirledigimiz bu bélgeden 33 nolu hastada
Intron 22 inversiyonunun belirlenmesiyle sonuglarimizi dogrulamugtir. Bir tanesi hem
1. hem de 13. intronu igeren bir delesyon, bir tanesi 1. intronu igeren delesyon ve 2
tanesinin de intron 13 bélgesini igeren bir delesyonu bulundugu indirekt olarak

gosterilmis ve diger 35 DNA 6rneginde daha ayrintih arastirmalara baglanmustir.
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E.) TURKCE OZET

Hemofili A, X kromozomuna bagli resesif gegis gosteren ve koagiilasyon faktdrii VIII’in
aktivite eksikligi sonucu olusan bir kanama bozuklugudur. Xq28 bdlgesinde yer alan
Faktor VIII geninde yaklagik olarak 280 farkli mutasyonun bulundugu bildirilmistir. Bu
caligmada, aralarinda akrabalik olmayan 44 Tiirk Hemofili A hastasinda (agir form 30,
orta form 11, hafif form 3); Faktér VIII geninde yer alan Intron 1 bolgesindeki
inversiyon tipi mutasyonunun bulunup-bulunmadifi arastirilmugtir. Kirkdort hastanin
9’unda (%20.4) inhibitdr saptanirken, 25 (%56.8) hastada aile Sykiisii belirlenmistir.
EDTA’L tiipe alinan 37 hasta ile sitratl tiipe alinan 7 hastaya ait periferik kandan tuzla
¢Otiirme yontemiyle DNA izole edilmistir. Faktér VIII geninin 1. intronundaki
mutasyonunu belirleyecek sekilde diizenlenmis primerler (9F, 9¢R, Int1h-2F, Int1h-2R)
ile ilgili bslge PCR yardimiyla hem hastalarda hem de hemofili olmayan 30 erkek
DNA’sinda (kontrol grubu) ¢ogaltilmig (55°C annealing, 35 dongii) ve %2 agaroz jel
elektroforezinde yliriitiilerek degerlendirilmigtir. Hemofili A hastalara ve kontrol
grubuna ait DNA’lar kullanilarak Faktor VIII geni 13. intronundaki mikrosatellit
bolgesine (Int13F ve Int13R) ve 5. kromozomda yer alan Survival Motor Néron (SMN)
genine (SMN7F ve SMN7R) ait primerler kullanularak amplifiye (igsel kontrol olarak)
edilmislerdir. Sonug olarak; a) Her zaman laboratuarda kullanilan EDTA’l1 kandan DNA
izolasyonu ile birlikte sitratli tiipe alinan kandan da DNA izole edilip kullanilabilecegi
(modifiye ettigimiz tuzla ¢oktiirme ydntemi ile) gésterilmis ve rutin olarak kullanilmaya
baglanmigtir. b) Aralarinda akrabalik olmayan 44 Hemofili A hastasina ait DNA
orneklerinde Faktér VIII geninin 1. Intronunda bir mutasyonun olmadig1 belirlenmistir.
¢)Faktor VIII geninin 1. Intronunda inversiyon tipi mutasyon saptanmamasina karsin 1
hastada bu bolgenin de i¢inde yer aldifi en az 2 farkli mutasyonun bulunabilecegi
indirekt yolla belirlenmistir. Iki hastada Intron 13 bolgesinde amplifikasyon
g6zlenmezken, bir hastada hem Intron 1 hem de Intron 13 bdlgesinde amplifikasyon
gbzlenmemis ve Orneklerin tiimiinde igsel kontrol olarak kullamlan SMN geni 7.
ekzonunda amplifikasyon gergeklesmistir. Faktor VIII geni Intron 1 bdlgesinde ve SMN
geni Ekzon 7 bolgesinde amplifikasyon olan ama Faktdr VIII geni Intron 13 bélgesinde
amplifikasyon gézlenmeyen 2 hasta DNA’sindan bir tanesinde Intron 22 inversiyonu var

iken digerinde indirekt olarak bu bélgede bir mutasyonun olabilecegi belirlenmistir.
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F.) INGILIiZCE OZET
Recurrent inversion breaking intron 1 of the factor VIII gene in Turkish hemophilia A

patients.

Hemophilia A (HA) is an X-linked bleeding disorder caused by a deficiency in the activity
of coagulation factor VIII (FVIII) gene. Approximately 280 different mutations (deletion
type) has been identified in the factor VIII gene, which maps to Xq28 locus.

In this study we have undertaken to identify the inversion involving intron 1 of the FVIII
gene in the 44 unrelated Turkish patients (severe 30, moderate 11, mild 3). In 9 patients
(%20.4) inhibitor positivity and family-history in 25 (%56) patients were determinated.
DNAs are isolated from EDTA-anticogulated (37 patients) and citrate peripheral blood
samples (7 patients) using salting-out procedure. In order to detection of intron 1 of the
FVIII gene, designed primers (9F, 9¢cR, Int 1h-2F, Int 1h-2R) used to amplify both
hemophilia A patients and the 30 non-hemophilia A male and final amplification products
were analysed on a %2 agarose gel electrophoresis. Hemophilia patients and control group
DNA amplified (as a kontrol) by specific primers designed for microsatellite region the
intron 13 of the factor VIII gene and Survival Motor Neuron (SMN) gene, which are located
in chromosome 5q.

In conclusion addition to DNA extraction from the blood with EDTA, indicated that DNA
extraction could be done from blood with citrate (with modify salt-out procedure) and this
method can be use routine. In 44 unrelated hemophilia patients, no mutation was
determinated at intron 1 of factor VIII gene. Three patients have determinated by indirect

mutation and the one of those patients has intron 22 inversion.
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