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emofili kan pihtilagsmasinda rol alan pro-

teinlerden Faktoér VIII (FVIII) ve Faktor IX

(FIX)’dan birinin eksikligi veya bozuklugu
ile ortaya c¢ikan X kromozomuna bagl resesif gecis
gosteren tek gene baghh kalitsal bir hastaliktir.
Spontan veya cesitli etkenler sonucu meydana
gelen kanamalarin sikligi hastaligin klinik sidde-
tini (fenotipini) agir, orta veya hafif hemofili olarak
belirler. Hemofilinin iki tipi vardir. Hemofili A,
yaklasik her 5000 erkek dogumda rastlanan fak-
tor VIII (FVIII) eksikligi veya bozuklugu, hemofili B
ise yaklasik her 10,000 erkek dogumda rastlanan
faktor IX (FIX) eksikligi veya bozuklugudur. Her iki
faktérti kodlayan genlerin X kromozomu Uzerine
haritalanmasi ve DNA dizisinin ¢ikarilmasi 1984/
85 yillarina rastlar. Ozellikle FVIIl'in biiytik ve kar-
masik genlerden biri olmasina ragmen haritalan-
mas1 ve ekzon dizilerinin bilinmesi sayesinde bu
genler molektler patolojisi siklikla calisilan ve DNA
analizine dayali tan1 yéntemlerinin ilk uygulandigi
genler arasindadir. Hemofilinin disilerde géralmesi
X-inaktivasyonuna veya nadiren iki defektif allelin
kalitilmasina baghdir. Hastalifin genotipi FVIII
ve FIX genlerinde meydana gelen mutasyonlarin
saptanmasi ile belirlenir. Hastaligin olusumu 1/3
oraninda sporadik olarak gorultir. Bu durumda
mutasyon annenin gametlerinden birinde olus-
mustur. Ailede bir tek hasta birey vardir ve anne
tasiyict degildir. Ailesel gecisli hemofilide ise has-
talik ailede birden ¢ok bireyde gértiltir ve hastanin
annesi tasiyict durumdadir (1).

Hastalarin yaklasik % 15-25’inde FVIII aktivi-
tesini diistiren antikorlar olusur. Bu oran hemo-
fili B'de %4-5’dir. Nadiren CRMred veya CRM+
hastalarda goraltur (low responders). Genellikle
CRM- hastalarda buytk delesyon veya anlamsiz
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mutasyon tasityanlarda goérultr (high responders).
Ancak, inhibitérlerin olusumu sadece mutasyon
tipine degil ayni zamanda MHC antijenlerinde de
baglidir. FVIII'in A2, A3 ve C2 bolgesindeki epi-
toplar antikor olusumunda 6énemlidir. Inhibitor
olusumu replasman tedavisinde oldugu kadar
gen tedavisi protokolleri icinde 6nemli bir sorun
olusturur (2).

1984’den beri yaklasik 2500 hemofili A hastasin-
da hemofilinin molekuler temeli gen yapis1 diizeyin-
de incelenmistir ve mutasyonlar stirekli giincelle-
nen bir veritabaninda tutulmaktadir (http://euro-
pium.mrc.rpms.ac.uk). Hemofili A veritabaninda
821 hasta girisi vardir. Bunlardan 43 tanesi Turk
hastalarinda saptanan mutasyonlardir. Hemofili B
veritabaninda (http://www. umds.ac.uk/molgen/
haemBdatabase.htm) ise 2511 hasta girisinden 44
tanesi Turk hastalarina aittir.

Amac

Hemofilide genetik calismalarin amaclarini has-
taliga yol acan mutasyonlar: belirleyerek genotip/
fenotip iliskisini kurmak; hasta ailelerine genetik
danisma sunmak icin uygun DNA baglant: analizi
yontemlerini belirlemek; hemofili mutasyonlari-
nin profili ¢cikarmak icin veritabani olusturmak;
mutasyon profilinin farkli toplumlarda karsilastir-
mali analizini yapmak; mutasyon mekanizmalarini
incelemek ve FVIII/FIX genlerini model sistemler
olarak kullanarak bazi temel genetik kavram-
lar1 aciklamak olarak siralayabiliriz. Turkiye’de
hemofili genetigi calismalar1 1988/89 yillarinda
Bogazici Universitesi Molektiler Biyoloji ve Genetik
Bolumu ile Hacettepe ve Cerrahpasa Tip Faktlte-
leri Hematoloji Kliniklerinin ortaklasa c¢alismasz ile
baslatilmistir.
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Hemofili genetigi calismalar: icin DNA 6rnekleri
10ml EDTA’l1 ttplere alinan kan o6rneklerinden
elde edilmektedir. Kan oOrneklerinin tercihen bir
gln icinde (sicak havada buz icinde) DNA cika-
rilacak merkeze ulastirilmas: gerekmektedir. Kan
ornekleri DNA cikarilmadan saklanacaksa 40C
de 1 hafta, -20°C de ise aylarca saklanabilir. DNA
ornekleri ise yillarca saklanabilir.

FVIII/FIX Gen Yapilar: ve Mutasyon
Belirleme Yontemleri

FVIII geni X kromozomunun uzun kolu Uze-
rinde telomere 1Mb uzaklikta Xq28 bolgesindedir.
186 kb DNA tlizerinde 26 ezondan olusur,mRNA’s1
9 Kb’dir. En buytk intron, 32.4 kb uzunlugunda
olan intron 22dir. Bu intronda gorevi bilinmeyen
1.8 kb transkript yapan F8A geni bulunur. F8B
geni ayni promotordan ters ydénde ve FVIII ezon
23-26%y1 da icine alarak sentezlenir. F8Anin iki
kopyas1 telomer ucuna dogru 400 kb uzaklikta-
dir. F8A homologlar: arasindaki intrakromozomal
rekombinasyon agir hemofiliye yol acar. FIX geni
ise 34 Kb uzunlugundadir ve 8 eksondan olusur.
mRNA’s1 ise 2Kb’dir.

Her iki gende nokta mutasyonlar1 ya DGGE,
SSCP gibi hizli gen trama yéntemleri ile veya dog-
rudan PCR ve DNA dizi analizi ile belirlenebilmek-
tedir. Buytuk genomik degisiklikler ise Southern
blot veya 6zel PCR yontemleri ile saptanabilmek-
tedir.

Tuarkiye’de, hemofili hastaligina yol acan
mutasyonlar klinik bulgularin (6r.faktér diizeyleri,
inhibitor olusumu ) 1s181inda belirli bir strateji izle-
nerek yaklasik 2-3 ay icinde saptanabilmektedir.

Hemofili A’nin molekiiler patolojisi

Genomik degisiklikler

Agir hastalarin %40’inda FVIII intron-22 inver-
siyon mutasyonu, %2-5’inde ise intron-1 inversi-
yon mutasyonu gorulir. Inversiyonlar neredeyse
tamamen erkek gametlerde meydana geldigi icin
hasta annelerinin hepsi tasiyict durumdadir. inhi-
bitér olusumu 6nemli 6l¢ctide yuksektir.

Delesyon ve insersiyonlar

En az 92 btuiytuk delesyon rapor edilmistir. Bun-
lardan hig¢ biri birbirinin tekrar: degildir, dolayisiy-
la FVIII geninin herhangi bir bélgesinin delesyon
ve insersiyonlara hassas olmadigi gértilmektedir.
Uc orta siddette hemofilisi olan hastada ekzon
22 veya ezon 23-24 delesyonu goérulmustir. Bu
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hastalarin fenotipi delesyona ugrayan ezonlarin
etrafinda kirpilmanin normal (in-frame) olmasi
ve kismi islevi olan FVIII salgilanmasi ile acgiklan-
maktadir. FVIII delesyonu olan hastalarin yaklasik
%38’inde inhibitor olusumuna rastlanmaktadir.
En az 64 farkli kticiik delesyon rapor edilmistir.
Bunlarin cogu kodon kaymasina sebep oldugu icin
translasyonun erken sonlanmasina neden olmak-
tadir 7/49’unda inhibitor olusumuna rastlanmis-
tir. Delesyon “hot spot” 9A tekrari olan bdlgede
(kodon 1191-1194) goértlmektedir.

28 agir hemofili hastasinda 1-13 bp’lik inser-
siyonlara rastlanmistir. Bu hastalarda bir tanesi
disinda inhibitor olusumuna rastlanmamistir. ki
ailede LINE-1 elementinin insersiyonunun agir
hemofiliye yol actigl saptanmistir.

Nokta Mutasyonlart

Hemofili mutasyon veritabaninda 821 hastada
en az 553 nukleotid degisimi rapor edilmektedir.
Bunlardan 44 tanesi kirpilma bélgesi, 75 anlamsiz
ve 434 yanlis anlamli mutasyonlardir. Anlamsiz
mutasyon tasiyan hastalarin ikisi hari¢ (ezon skip-
ping) hepsinde agir fenotip gértilmektedir. Yakla;ik
%45’inde inhibitér olusumu vardir. Kirpilma bolge-
sinde mutasyon tasiyan hastalarin hi¢ birinde inhi-
bitér olusumuna rastlanmazken, bu oran yanlis
anlamli mutasyon tasiyan hastalarda %2 dir.

Yanhs anlamli mutasyon tasiyan hastalarin
yaklasik yarisinda hafif ve orta siddette hemofili
gorultr cinkt buytk olasilikla bu hastalarda
FVIII proteini normal miktarda bulunur ancak
degisik islevsel bozukluklari icerir. Bazi durumlar-
da CRM+ veya CRMred hemofili fenotipinin yapi-
islev iliskisi bilinmektedir. Ornegin Arg 372/1689
His/Cys degisimleri trombin aktivasyonu oOnler
ve hafif-agir hemofiliye yol acabilir. Tyr 1680 Phe
fenotipinde dtistik FVIII miktar: tirozin stlfatlan-
masi1 olmadigindan vWF baglanmas1 bozulmasi ve
FVIII stabilitesinin dtismesi ile aciklanir.

Nokta mutasyonlarinin %451, 69 CpG dintkle-
otidinin oldugu yerde olusan C>T transisyonlari-
dir. Baska bircok gende oldugu gibi FVIII geninde
de CG dinukleotidleri mutasyon “hot spot”larini
olusturur. Ayni mutasyon birbirinden bagimsiz
olarak farkli hastalarda tekrarlanabilir.

Hemofili A mutasyonlarinin orijinleri mutasyon
tipine bagh olarak degismektedir. Nokta mutasyon-
lar erkek gametlerde 5-10 kat fazla gértilmesine rag-
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men delesyonlar disi gametlerde 5 kat fazla gortlur.
Ortalama erkek/disi mutasyon orani 3.6 dir.

Tuark hastalarinda hemofili A mutasyon profili
veritabani ile karsilastirildiginda nokta mutasyon-
larinin daha yuksek, btiytik delesyonlarin ise daha
dtistk oldugu gortilmektedir.

Hemofili A'nin molektler patolojisi calisilma-
dan 6nce kalitsal FVIII eksikliginin otozomal ceki-
nik kalitim goésteren agir von Willebrand hastaligi,
von Willebrand Tip 2N (Normandy) veya kombine
FV ve FVIII eksikliginden ayird edilmis olmasi
onemlidir.

Hemofili B’nin Molekiiler Patolojisi

Nokta mutasyonlari, delesyon ve insersiyonlar
baslica mutasyon tipleridir. Mutasyonlara poly(A)
eklenme bolgesi disinda genin blitin yapisal ele-
mentlerinde rastlanmaktadir. Ancak, Ca baglama ve
katalitik bolgede daha sik, prepeptid ve aktivasyon
peptidinde daha az géralir. Hastalarin yaklasik %50
sinde FIX antijeni bulunmaz (CRM-). CRM- hemofili
Bye yol acan mutasyonlar arasinda buytik deles-
yonlar, kodon kaymalar1 ve anlamsiz mutasyonlar
bulunmaktadir. CpG dintikleotidleri mutasyon “hot
spot’laridir. Muyasyonlar genellikle aileye 6zgtidtr
ancak bir kisminda “founder effect” géralur.

Hemofili B veritabaninda 2511 hasta girisi ara-
sinda 896 farkli mutasyon gortilmektedir. Bunla-
rin %71’i nokta mutasyonlari, %20’si btiytik deles-
yonlar ve %9’u kticik delesyon/insersiyonlardir.
Turk hastalarinda nokta mutasyonlart %91,
buytk delesyonlar %4.5, kiclik delesyonlar ise
%4.5 oraninda goértlmektedir.

Dogum Oncesi Tani ve Tasiyicilarin
Belirlenmesi

Tasiyict belirlemesi ve dogum oOncesi tani
amacl hemofili A genetik analizi, genellikle, FVIII
geninde veya yakininda bulunan DNA dizi poli-
morfizmlerinin kullanilmasina dayanmaktadir.
Son yillarda ise ailelerin erken bilin¢lendirilmesine
ve molektiler genetik yontemlerindeki gelismelere
bagli olarak hemofili tasiyicilarinin belirlenmesi
ve dogum o6ncesi tani1 dogrudan hastaliga yol acan
mutasyonun saptanmasina dayandirilmaktadir.
Hastaliga yol acan mutasyonun saptanabildigi
durumda tasiyici ve dogum o6ncesi tani kesinlik
kazanir. Inversiyon mutasyonlarinin analizi agir
hemofilide %40 kesin tani olanagi saglamaktadir.
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Mutasyon bilinmiyorsa FVIII geninin intronik
bolgelerinde bulunan 11, ezonlarda bulunan 14
dizi polimorfizmi tani icin kullanilabilir. Bir mar-
kortin kullanilabilmesi icin aile agacinda hetero-
zigot bir hasta annesinin bulunmasi sarttir. Irklar
arasinda polimorfik allel frekanslarinda fark ola-
bildiginden buitlin aileler i¢cin optimal olan markoér
yoktur. Bazi markoérlerin kullanimi ise “linkage
disequlibrium” ile kisitlanmaktadir. Eger genici
markoérler informatif degilse gendist RFLP ler de
kullanilabilir. FVIII geni icin siklikla kullanilan
St14 (DXS52) lokusunda kadinlarin hemen hemen
informatiftir. Gendisi markoérlerin  kullaniminda
polimorfik markér ile gendeki mutasyon arasinda
rekombinasyon olasilig1 (yaklasik %5) gendis1 mar-
kor kullanimini énemli 6l¢ctide kisitlar.

Sonug olarak DNA baglanti analizi kullanilarak
test edilen kadinlarin %95’ine tani verilebilmekte-
dir. DNA eldesi icin fetal 6rnekler 10-14 haftada
koryonik villus biyopsisi veya 10-20 haftalar ara-
sinda amniyosentez ile yapilmaktadir.

Hastanin tek oldugu ailelerde DNA polimorfizm-
leri ile tasiyicilarin saptanmasi ¢ok kesin degildir.
Bu durumda DNA baglant: analizi ile annenin tasi-
yict olmadigr (exclusion analysis) sOylenebilir ama
tasiyici oldugu veya erkek bir fettistin hasta olacag:
soylenemez. FVIII mutasyonlar: erkek gametogenez
de 3.6 kati daha siklikla goruldtga icin, hemofili
A annelerinin %85 tasiyicidir. Boyle bir belirsizlik
oldugu icin bu ailelere genetik danismanlik veri-
lirken plasma FVIII dtizeyine bakilir. Genellikle
heterozigot tastyicilarin FVIII duizeyleri homozigot
normal bireyler ve hemofilik bireylerin FVIII dlizey-
leri arasinda bir degerdir. Ancak, FVIII aktivitesi
bircok etkene baglh olarak degiskendir. Ornegin, X-
inaktivasyonu, bazi fizyolojik sartlarda gecici veya
uzun sureli ytikselmeler. Genetik analizler, normal
erkeklerde bile FVIII duizeyinin farkli olmasina yol
acan normal FVIII alellerinin veya gene yakin baska
bolgelerin oldugunu distindtirmektedir. FVIII diize-
yini etkileyen gene bagh olmayan 6rnegin ABO kan
grubu bolgesi gibi boélgeler de vardir.

Hemofili B’de tasiyicilarin belirlenmesi ve
dogum 6ncesi tan1 hemofili A’ya benzerlik gosterir.
Polimorfik markerlar arasindaki kuvvetli bag, bazi
markorlerin kullanimini kisitlar. Bu markérlerin
kullanimi etnik gruplar arasinda da énemli farklar
olusturur. FIX mutasyonlar1 hemen hemen her
hastada saptanabilmektedir. Dogum 6ncesi tanida
da bu yéntem uygulanabilir ve bdylece kesin tani
saglanmis olur.
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Hemofilide Gen Tedavisi

Gen transfer yontemlerindeki gelismeler, genin
kendi kontrol kaseti ile transferinin giderek 6nem
kazandigini gostermektedir. Yeni molektuler yakla-
simlar ile RNA molektllerinin kullanimi ile farede
FVIII geninin mutasyon tasiyan bolgesi tamir edi-
lebilmektedir (spliceosome mediated RNA trans-
splicing, SmaRT) (3).

Sonuc

Hemofili molektiler genetigi alaninda yapi-
lan calismalar hemofili B’lerin hemen hepsinde,
hemofili A’llarin da buytk cogunlugunda sirasiyla
FIX ve FVIII genlerinde mutasyonlarin saptanabil-
digini géstermistir. Bir hemofili hastasinin mutas-
yonun bilinmesi i) ailesindeki tasiyicilarin kesin
olarak belirlenebilmesi ve kesin dogum 6ncesi tani
yapilabilmesi ic¢in ii) inhibitér olusumu hakkinda
bilgi verebildigi i¢in tedavi stratejisinin saptanma-
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s1 acisindan iii) ilerde gelistirilecek gen tedavisi
yontemlerin uygulanabilmesi icin buytk o6nem
tasimaktadir.

Turk hastalarinda mutasyon profillerinin
hemofili A ve hemofili B veritabanlarina gére bazi
farkliliklar tasimasinin ne derece 6nemli oldugu
ve populasyonlarin genotipik farkliligindan mi
kaynaklandigi daha cok sayida hastada molektuler
patolojinin calisilmasi ile mtimktndur.
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