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OZET

YUKSEK LISANS TEZI
HEMOFILI HASTALARINDA BAZI GENLERIN VE BAZI IMMUN
BELIRTECLERIN BELIRLENMESI.
Kirsehir Ahi Evran Universitesi

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCESGENETICS AND
BIOENGINEERING DEPARTMEN

Danisman: Do¢. Dr. Murat CANLI

Hemofili binlerce yildir bilinen bir hastaliktir. Hemofili olabilecegine dair en eski
anlatimlar MS 2. yiizyila aittir ve TALMUD'da (Yahudi yazilari) anlatilmistir. Metin,
Patrik Haham-Yahuda'nin ayn1 anneden {igiincii ¢ocugu siinnetten muaf tutma kararini,
cinki ilk iki ¢cocugunun siinnetten sonra kanamadan Olmesi nedeniyle bildirmektedir.
Incelenen 35 vakadan 27 vakada Ig alt smifin1 belirflemek miimkiin olmustur. Cogu vaka,
IgG1 ve IgG4 alt siniflar i¢in ayn1 anda %25 pozitifti. Diger %15.62 (n=5) vakasi sadece
IgG1 sinifi igin ve 3 sadece IgG4 i¢in pozitifti. Literatlirde zaten gosterildigi gibi, vakalarin
%28.12'si (n=9) IgG2 sinif1 i¢in bir miktar pozitiflige sahip olsa da, bu IgG1 ve/veya IgG4
ile iligkili olarak meydana geldi. Siddetli A hemofili hastalarinin n=14"tinde (%43.75) ve
n=5'inde (%25.92) sirasiyla intron 22 inversiyonu ve intron 1 inversiyonu varliginin analizi
pozitifti. Siddetli AH'li, INV-1 ve INV-22 negatif olan hastalardan 26 aileye ait %56,2
(n=18) olguda F8 geninde hemofili A varligina bagli mutasyon saptandi. Alt1 STR belirteci
(daha once tarif edilmis) Irak niifusunda kontrol grubu olarak kullanilan ve etkilenen
ailelerle karsilastirilacak bir veri tabani olusturan 35 kisiden olusan bir Orneklemde
arastirildi. Katilan 35 hasta arasinda, sadece 35 aile temsil edilen iki ¢ift kardes vardi.
Anneleri zaten 6lmiis, ancak kizlar1 oldugu i¢in zorunlu tasiyici olan iki hasta, hasta aile
liyeleri grubuna katilmaya kabul edildi ve metodolojinin etkinliginin kanitlanmasina
yardimc1 oldu. Calismalar sirasinda, 6zellikle semptomatik tastyicilarin belirlenmesi ve
genetik danigsmanlik saglanmasi konusunda, tasiyicilara yeterli takibin sunulmasi i¢in daha
yapilacak ¢ok sey oldugu gozlemlendi. Bununla birlikte, tasiyicilarin belirlenmesinde rutin
olarak uygulanacak uygulanabilir bir metodoloji olusturularak hem etkilenen hem de
tastyicilarin erken teshis ve tedavisini saglayacak ¢ok sey yapildigi da goriilmektedir.

2022, 113.Sayfa

Anahtar Kelimeler: Hemofili; Gen; inhibitor.



ABSTRACT

M.Sc. THESIS

Determination of Some Genes and Some Immune Markers for Patients with Haemophilia

SAIF ABDULMAHDI OWAID

Kirsehir Ahi Evran University

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES GENETICS AND
BIOENGINEERING DEPARTMENT

Supervisor: Assoc. Prof. Murat CANLI

Hemophilia is a disease known for thousands of years. The earliest accounts of hemophilia
are from the 2nd century AD and are described in the TALMUD (Jewish writings). The
text reports the decision of the Patriarch Rabbi-Judah to exempt the third child from the
same mother from circumcision, since his first two children died from bleeding after
circumcision. Of the 35 cases studied, it was possible to determine the Ig subclass in 27
cases. Most cases were 25% positive simultaneously for IgG1 and IgG4 subclasses. The
other 15.62% (n=5) cases were positive only for IgG1 class and 3 only for IgG4. As has
already been shown in the literature, although 28.12% (n=9) of cases had some positivity
for the IgG2 class, this occurred in association with IgG1 and/or IgG4. Analysis of the
presence of intron 22 inversion and intron 1 inversion was positive in n=14 (43.75%) and
n=5 (25.92%) patients with severe A hemophilia, respectively. A mutation in the F8 gene
due to the presence of hemophilia A was detected in 56.2% (n=18) cases belonging to 26
families of patients with severe AD, INV-1 and INV-22 negative. Six STR markers
(described previously) were investigated in a sample of 35 individuals in the Iraqi
population, who were used as a control group and created a database to be compared with
affected families. Among the 35 patients who participated, there were two pairs of siblings
with only 35 families represented. Two patients whose mothers had already died but were
forced carriers because they had daughters were accepted to join the patient family
members group, helping to prove the effectiveness of the methodology. During the studies,
it was observed that much more remains to be done to provide adequate follow-up to
carriers, especially in identifying symptomatic carriers and providing genetic counseling.
However, it is seen that much has been done to ensure early diagnosis and treatment of
both affected and carriers by establishing a viable methodology to be applied routinely in
the identification of carriers.

2022, 113 Pages

Keywords. Hemophilia; Gene; inhibitor.
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1. GIRIS
1.1. Hemofili

Hemofili binlerce yildir bilinen bir hastaliktir. Hemofili olabilecegine dair en eski anlatimlar
MS 2. ylizyila aittir ve TALMUD'da (Yahudi yazilari) anlatilmistir. Metin, Patrik Haham-
Yahuda'nin aynm1 anneden l¢iincli ¢ocugu siinnetten muaf tutma kararimi, c¢ilinkii ilk iki
cocugunun silinnetten sonra kanamadan 6lmesi nedeniyle bildirmektedir. Bagka bir anlatimda,
Rabbi Simon Bem Gamaliel'in, annesinin ii¢ ablasinin ¢ocuklar1 bu cerrahi operasyondan
sonra 6ldiigi icin bir erkek cocukta slinneti yasaklama karar1 anlatilmaktadir (Franchini, ve
digerleri, 2014). Yiizyillar boyunca birgok rapor meydana geldi, ancak John Conrad Otto'nun
hastaligi ayrintili olarak karakterize etmesi Philadelphia, Amerika Birlesik Devletleri'nde
1803 yilina kadar degildi. Sadece erkeklerin hemorajik semptomlar gostermesine ragmen,
diizensizligin etkilenmemis kadinlar tarafindan ¢ocuklarinin degisen bir oranina bulastigini
kaydetti. Bu hastaliktan etkilenenlere "kanama" denirdi. Hemofili terimi, 1828'de Almanya'da
Hopff tarafindan yalnizca erkekleri etkileyen konjenital hemorajik bir bozuklugu tanimlamak
icin verildi. 1840 yilinda, ilk kan transfiizyonu, hemofilik bir ¢ocukta, ameliyat sonrasi
kanama nedeniyle Londra'da Dr. Samuel Lane tarafindan gergeklestirildi. Hemofili, yalnizca
1837'den 1901'e kadar Birlesik Krallik't yoneten Kralice Victoria'nin saltanati sirasinda
poptiler olarak bilinmeye baslandi. Bir tastyic1 olarak, hastaligi Avrupa'daki c¢esitli kraliyet
ailelerinden torunlarina bulastirdi ve Hemofili "gercek hastalik" veya "mavi kan hastalig"
olarak biliniyor. En iinlii vaka, Alexandra'nin (Kralige Victorianin torunu) oglu Prens Alexis
ve 1904 dogumlu Haemophilia ile Rusya Car1 II. Nicolas'in vakasidir. hiikumetin siyasi
kararlar1 da dahil olmak iizere kraliyet ailesi ile gli¢, Rus hanedaninin diigmesine yol agmistir
(Schramm, 2014). Kirk yil sonra, iki farkli Hemofili formunun varligir kanitlanmistir. 1944'te,
goriinlise gore aynm1 Hemofili teshisine sahip iki kisinin plazmasi, pihtilagsma siiresinin
normallesmesiyle karistirildi. 1937'de Patek ve Taylor, Hemofili hastalarinda bulunmayan
veya eksik olan plazmanin bir kismini izole ettiler ve buna anti-hemofilik faktér veya Faktor
VIII adin1 verdiler. 1952'de Kanadali bir ¢cocuk olan Steven Christmas, bu diger proteini Noel
faktorli veya Faktor IX olarak adlandiran Marcfarlane tarafindan daha sonra Haemophilia B
olarak adlandirilacak olan teshis edilen ilk hastaydi. Uluslararasi bir komite, Faktor VIII (F8)
eksikligi icin Hemofili A terimini ve Faktor IX (F9) eksikligi i¢in Hemofili B terimini
atamistir, bu terim bugtine kadar devam etmistir. O zamandan beri, kan transfiizyonu ampirik

bir tedavi olmaktan c¢iktr. 60'larda Dr Judith Pool tarafindan kriyopresipitatin elde
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edilmesiyle, hemofili tedavisinde gergek bir devrim yasandi, ¢iinkii infiize edilen plazmanin
hacmi sorunu ve bunun sonucunda plazma transfiizyonunun dolasimdaki asir1 yiiklenmesi en
aza indirildi. Bu tedavi sekli, ameliyatlarin daha giivenli bir sekilde yapilmasini saglayarak
tedavinin evde bile yapilmasini kolaylastirarak mortaliteyi azaltti. 1970'lerde, F8 ve F9'un
endiistriyel dondurularak kurutulmasiyla tedavi, gelismis tlilkelerde rutin ve erken evde tedavi
saglayarak, Hemofili hastalarinin yasam beklentisini genel niifusa yakin seviyelere ¢ikararak
yeni bir ivme kazandi. Bununla birlikte, 10.000 ila 20.000 dondrden olusan bir plazma
havuzundan pihtilasma faktorlerinin elde edilmesi, viral bir hastalik salgini ile sonuglandi.
Amerika Birlesik Devletleri'nde Hemofili hastalarinin %50'sinden fazlas1t HIV ve %601 HCV
ile enfekte olmustur. Avrupa'da Hemofili hastalarinin %60-70'1 HIV, HCV ve HBYV ile
enfekte olmustur. Irak'ta, endiistriyel pihtilasma faktorlerinin daha disiik mevcudiyeti
nedeniyle Hemofili A hastalarmin %?23'liniin HIV ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir.
HBV, HCV ve HIV i¢in kan bagis¢ilar: icin tarama testlerinin ortaya ¢ikmasindan ve kan
iriinlerinin  viral inaktivasyon yontemlerinin gelistirilmesinden sonra, glinlimiizde
kontaminasyon neredeyse sifirdir. Daha yakin zamanlarda, pihtilasma faktorleri,
mikroorganizmalar tarafindan kontaminasyon olasiligimi kesin olarak ortadan kaldiran
hayvansal proteinin katilimi olmadan rekombinant metodoloji ile gelistirildi. Hemofili
tedavisi i¢in rekombinant endiistriyel konsantrenin mevcudiyeti, tedavinin en biiyiik
komplikasyonlarindan birini diglamaz. Hasta tarafindan inhibitorlerin gelistirilmesi. Bu
inhibitdrler, infiize edilen F8'e kars1 gelistirilen ve hastanin replasman tedavisine yanitinda
azalmaya yol acan IgG sinifinin (IgG4) allo-antikorlaridir (Nikisha & Menezes, Dr. Godfred.
2014). Siddetli Hemofili A hastalarinin yaklasik %30'unda, heniiz tedavi edilmemis
hastalarda, genellikle maruziyetin ilk 10 ila 50 giinii i¢inde inhibitor gelisimi meydana gelir.
Inhibitorlerin gelistirilmesi mortalite, morbidite ve tedavi maliyetinin artmasina neden olur,
¢linkli hastanin kanamay1 kontrol etmek veya ¢ok daha pahali olan bypass edici ajanlar
kullanmak icin ¢ok daha yiiksek dozlarda F8'e ihtiyaci olacaktir. Inhibitor gelisimi igin risk
faktorleri arasinda Hemofili'nin siddeti ve hastada bulunan mutasyon tipi 6ne ¢ikmaktadir.
Diizenli profilaksi, talep edilen tedaviye gore %60 daha diisiik inhibitor gelistirme riski ile
iligkilidir (Fijnvandraat, ve digerleri 2012). Hemofili, faktér VIII (Hemofili A) veya faktor IX
(Haemofili B) pihtilagma aktivitesinin eksikligi veya anormalligi ile karakterize kalitsal bir
hemorajik hastaliktir. Faktor VIII ve I[X'un {iretimini kodlayan genler, X kromozomu
iizerinde sirasiyla Xq-28 ve Xg-26 bolgelerinde bulunur (Gitschier ve digerleri, 1984;
Yashitake ve digerleri, 1985). Bu nedenle, Hemofili A (HA) ve Hemofili B (HB), X

kromozomuna bagli hastaliklardir ve ¢ekinik olduklarindan, tasiyicit anneden bulagma yoluyla
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neredeyse yalnizca erkek bireyleri etkiler. Bununla birlikte, vakalarin yaklasik %30'unda
hastalik, anne veya fetliste meydana gelebilecek bir fenomen olan "de novo" mutasyondan
kaynaklanir. Kadin tasiyicilar genellikle asemptomatiktir ve hemofilik kadin vakalari

nadirdir,
1.2 Hemofilinin klinik yonleri

Kalitsal Hemofili, pihtilagma faktorlerinden birinin yoklugu veya belirgin eksikligi nedeniyle
hemorajik bir bozukluga neden olan X kromozomu ile baglantili genetik bir hastaliktir:
Hemofili A veya Klasikte Faktor 8 ve Hemofili B veya Noel hastaliginda Faktor [X. Faktor
VIII (F8) veya IX (F9) genindeki bir mutasyondan kaynaklanir, esas olarak eklemlerde,
kaslarda ve yumusak dokularda “spontan” kanama epizodlar1 (belirgin bir neden olmaksizin)
ile karakterize edilir ve kanama seviyesi orantilidir. F8 veya F9 eksikligine baglidir
(Dimichele ve digerleri, 2004). Hemofili A, tahmini 1 / 5.000 ila 1 / 10.000 erkek dogum
siklig1 ile Hemofili vakalarinin yaklagik %80'ini temsil eden en yaygin olanidir, hemofili B
ise 1 /30.000 erkek dogum sikligina sahiptir. Klinik olarak, tan1 konulmasi i¢in pihtilasmanin
Faktor VIII ve IX'unu 6lgmek igin gerekli olan iki Hemofili tiirii arasinda bir ayrim yoktur.
1950'lere kadar, Hemofili tanis1 hastanin klinik dykiisiine dayaniyordu. Laboratuar teshisi,
1953'te Biggs tromboplastin iiretim testi lizerine yapilan arastirmalarla miimkiin oldu ve bu
da Aktiflestirilmis Kismi Tromboplastin Siiresinin (aPTT) gelistirilmesine yol act1. Intrinsik
pihtilasma yolu denilen faktorlerin yani Faktor VI, IX, XI ve XlI'nin eksikligini
degerlendiren bu test, Hemofili'de artar. Diger taraftan, Aktive edilmis kismi tromboplastin
zamant (aPTT), biiylik miktarda fosfolipid ve temas sisteminin bir aktivatérii varliginda
plazmanin yeniden kireclenmesinden olusur. Siddetli ve orta derecede Hemofilide yiikselir ve
hafif Hemofilide normal olabilir ancak ¢ok faydali bir tarama testidir. Bu nedenle, aPTT
normal olsa bile, hastanin hemofili diisiindiiren bir klinik Oykiisii varsa, pihtilasma
faktorlerinin dozu yapilmalhidir. Bu degistirilmis TTPa'dan, plazmadaki F8'in 06lgiimii,
fonksiyonel pihtilasma testleri vasitasiyla F8'in pihtilagtiric1 aktivitesinin nicelenmesiyle
gerceklestirilir. Koagiilometrik olarak bilinen tek asamali yontemle veya kromojenik
yontemle veya iki asamada gergeklestirilebilir (Mansouritorghabeh, 2015). Tablo 1.1,
Uluslararas1 Tromboz ve Hemostaz Dernegi'nin (ISTH) Hemofili siniflandirmasina iligskin

fikir birligini gostermektedir.



Cizelge 1 Hemofili A Siniflandirmasi (Uijl, ve digerleri., 2011)

smiflandirma faktor seviyesi ,% | kanama fenotipi

Olmadan kendiliginden kanama
Siddetli <1 )

Incinme

Mino6r hemostatikte kanama
Iliman 1-5

meydan okuma/yaralanma

Major hemostatikte kanama
[liman 6 -40

meydan okuma/yaralanma
Kanama egilimi, Faktér VIII'in pihtilagma aktivitesi diizeyine goére (F8:C) Hemofiliyi Agur,
Orta ve Hafif olarak siniflandiran Faktor VIII'in plazma konsantrasyonu ile dogrudan
iliskilidir, normal diizey 1 IU/ml olarak tanimlanir. F8: C (%100), Diinya Saglik Orgiitii
Uluslararast1 Plazma Faktorii VIII:C Standardi tarafindan tavsiye edildigi gibi. X
kromozomuna bagli ¢ekinik bir genetik hastalik oldugundan, Hemofili A tek bir X
kromozomuna sahip olduklari icin esas olarak erkekleri etkiler. Farkli olarak, kadinlarin iki X
kromozomu vardir ve hastalif1 yalnizca iki eksik Faktor VIII aleline (homozigot) sahip
olduklarinda gosterirler. Tastyicilar normal bir alele ve eksik bir alele (heterozigot) sahiptir.
Cogu, hemostaz i¢in yeterli olan normalin %50's1 civarinda Faktor VIII seviyelerine sahiptir.
Kisaca, mutant alleli olan erkekler (XHY, homozigoz) hastalifa sahip olurken, mutasyonlu
(XHX, heterozigoz) tek bir alleli olan kadinlar tasiyict olacak ve bu nedenle her hamilelikte
anormal alleli yavrularina aktarma olasilig1 %50 olacaktir. Daha 6nce yazildigi gibi, ¢ok
nadir bir durum, her iki alelde de (XHXH, homozigoz) mutasyonlari olan ve bu durumda
hastalig1 gosterecek olan kadinlarin varligidir. Tastyict kadin ile Hemofili erkek arasindaki
birliktelik nedeniyle bu durum akraba evliliklerinde daha sik goriilmektedir (Herrmann ve
digerleri. 2008). Hemofili A teshisi konan hastalarin yaklasik %30'unda daha 6nce ailede
hastalik Oykiisii yoktur. Bu durumlar spontan mutasyonlarin (yine) ortaya c¢ikmasi ile
aciklanmaktadir. Disi tasiyicilar, asir1 aslanlanma nedeniyle diisiik Faktor VIII veya Faktor

IX seviyelerine sahip olabilir,
1.3 Klinik belirtiler

Bir koagiilopati oldugu i¢in, Hemofili semptomlari, dogrudan Faktér VIII'in plazma
konsantrasyonuyla iliskili, travmaya, cerrahiye veya hatta spontane bagli asir1 kanamadir.

Siddetli Hemofili: travma, ameliyat veya kaza sonrasi spontan eklem i¢i (Hemartroz) ve kas



(Hematomlar) kanamasi, kanama gosterir (Mansouritorghabeh, 2015; Murtazamustafa, ve

digerleri 2015);

Orta Derecede Hemofili: Minér travmaya bagli hemartroz ve hematomlar, ameliyat sonrasi
asir1 kanama ve dis kopmasi. Hafif Hemofili - ameliyat, dis kopmasi ve travma sonrasi artan
kanama. Spontan kanama gostermezler. Kas-iskelet sisteminde kanama en sik goriilenidir ve
kanamalarin yaklagik %80'in1 temsil eden hemartroz en yaygin morbiditedir. En ¢ok
etkilenen eklemler diz, ayak bilekleri ve dirseklerdir ve omuz ve kalca daha az etkilenir
(GOUW ve digerleri. 2012). Ikincisi, esas olarak baldir ve 6nkolda meydana gelen ve
periferik sinirlerin bozulmasinin oldugu kompartman sendromuna yol acabilen ve geri
doniisii olmayan kas hasari, miyozit gibi diger komplikasyonlara doniisebilen kanamanin
yaklasik %10'undan sorumlu olan kas hematomlaridir. tendon yaralanmasi (Volksmann'in
iskemik kontraktiirii). Diger bir ciddi hematom, ileus psoas kasininkidir ve siklikla apandisit
ile kanstirilir ve uygun tedavinin erkenden baslayabilmesi i¢in hizli tam1 gerektirir.
Intrakaviter kanamalar, genitoiiriner sistemden (hematiiri) ve Merkezi Sinir Sisteminden
(MSS) kaynaklanan hastaliklar da siklikla goriilmektedir. Talep {izerine tedavi goren
yetiskinlerde, oOliimlerin  %20'sine  kadar1 merkezi sinir sistemi kanamasindan
kaynaklanmaktadir (Girolami, 2005) Yeni doganlarda (NB), en sik kanama siinnet sonrasi
olup, vakalarin %45'inde mevcuttur. CNS kanamasi, yeni doganlarin %4 ila %17'si arasinda
bildirilmektedir. Yumusak dokulardan kanama, yasamin ilk yilinda yaygindir, genellikle
cocuk yiirlimeye basladiginda travmalara ikincildir ve agiz boslugunda kanama yaygindir.
Diinya Hemofili Federasyonu'na gore Irak, yalnizca Hindistan ve Amerika Birlesik
Devletleri'nin arkasindan diinyanin en biiyiik {i¢iinci Hemofili niifusuna sahiptir Tablo 1.2.
(Kadim, 2019) oliimlerin %?20'sine kadar1 merkezi sinir sistemi kanamasindan
kaynaklanmaktadir (Girolami, 2005) Yeni doganlarda (NB), en sik kanama, vakalarin
%45'inde mevcut olan silinnet sonrasidir. CNS kanamasi, yeni doganlarin %4 ila %17'si
arasinda bildirilmektedir. Yumusak dokulardan kanama, yasamimn ilk yilinda yaygindir,
genellikle ¢ocuk ylirlimeye bagladiginda travmalara ikincildir ve agiz boslugunda kanama
yaygindir. Diinya Hemofili Federasyonu'na gore Irak, yalnizca Hindistan ve Amerika Birlesik
Devletleri'min arkasindan diinyanin en biiyiik {iglincii Hemofili niifusuna sahiptir Tablo 1.2.
(Kadim, 2019) olimlerin  %20'sine kadar1 merkezi sinir sistemi kanamasindan
kaynaklanmaktadir (Girolami, 2005) Yeni doganlarda (NB), en sik kanama, vakalarin
%45'inde mevcut olan silinnet sonrasidir. CNS kanamasi, yeni doganlarin %4 ila %17'si

arasinda bildirilmektedir. Yumusak dokulardan kanama, yasamin ilk yilinda yaygindir,



genellikle ¢ocuk ylirlimeye basladiginda travmalara ikincildir ve agiz boslugunda kanama
yaygindir. Diinya Hemofili Federasyonu'na gore Irak, yalnizca Hindistan ve Amerika Birlesik
Devletleri'nin arkasindan diinyanin en biiyiik {i¢iincii Hemofili niifusuna sahiptir Tablo 1.2.
(Kadim, 2019) genellikle ¢ocuk yiiriimeye basladiginda travmalara ikincildir ve agiz
boslugunda kanama yaygindir. Diinya Hemofili Federasyonu'na gore Irak, yalnizca Hindistan
ve Amerika Birlesik Devletleri'nin arkasindan diinyanin en biiyiik {ti¢iincii Hemofili niifusuna
sahiptir Tablo 1.2. (Kadim, 2019) genellikle ¢ocuk yiirlimeye basladiginda travmalara
ikincildir ve ag1z boslugunda kanama yaygindir. Diinya Hemofili Federasyonu'na gore Irak,
yalnizca Hindistan ve Amerika Birlesik Devletleri'nin arkasindan diinyanin en biiyiik ii¢lincii

Hemofili niifusuna sahiptir Tablo 1.2. (Kadim, 2019)

Cizelge 2 Bes lilkede Hemofili Prevalansi (Kadhim, 2019)

Ulkeler niifus Hemofili Sayisi
Hindistan 1,236,344,631 17,470

Amerik 318,892,103 17,131

Irak 202,656,788 11,497

Cin 1,355,692,576 11,108
Britanya 63,742,977 6,811

Kaynak: WFH Yillik Kiiresel Arastirma 2014 (https://www.wth.org/en/page.aspx?pid=646)

Hemofili hastalarinin giincellenmis kayitlarinin yani sira evrimi ve tedavisine sahip olmak
icin Ocak 2009'da Saglik Bakanlig1, tiim koagiilopati hastalarinin ulusal bir veri tabani olan
Hemovida Web Pihtilasma Sistemini uygulamaya koydu. Hemofili bakim merkezleri
(CTH'ler) hastalarin kaydindan ve ayrica pihtilasma faktorii konsantrelerinin kullanimi, klinik
komplikasyonlar, serolojik muayene sonuglar1 ve inhibitér gelisimi ile ilgili verilerini giincel
tutmaktan sorumludur. 2012 yilinda Sisteme kayith 9.122 A tipi Hemofili hastasi
bulunmaktadir. Bu Hemofili hastalarinin %36.09'u siddetli, %24.25'1 orta ve %25.28'1 hafif
olarak smiflandirilir. Vakalarin %14,4'linde Hemofili'nin ciddiyet derecesine iliskin bir kayit

yoktur (AL-Zubaidy, 2014)

Hemofili-Irak




Diinya Hemofili Federasyonunun (WFH) 2016 yillik raporunda kaydedildigi gibi, 2016
yilinda Irak'ta her tiirlii Hemofili hastas1 yaklasik toplam sayis1 1346'dir ve prevalansi 3:7/100
000'dir. Irak'ta HBD epidemiyolojisine iliskin veriler azdir. Bu anket bu nedenle Bagdat,
Irak'ta Hemofili insidansini ve prevalansini tahmin etmek ve 2007 ile 2016 arasindaki modeli

degerlendirmek i¢in tasarlandi (Kadhim, 2019).

Imad Ahmed Lateef (2016) tarafindan yapilan bu calismada Hemofili hastasi toplam hasta
sayis1 64'tlir. Al-Haemophilia Battol'un Bakuba'daki merkezindeki 64 Hemofili hastasinin
tibbi kayitlar1 incelendi. Hepsi adam oldu. Ortanca yas on ii¢ yild1 ve 2 ile 72 yil arasinda
degisiyordu. Bu arastirmadaki yas dagilimi, 36 hastanin (%55.8) 16 yasin altinda oldugunu
gostermektedir ve 2014 yilinda Irak'ta AL-Zubaidy ve 2008'de italya'da Dragani ve
meslektasi tarafindan yapilan bir baska calisma ile ayni sonug, 16 yasin altindaki hastalarin

orani (%65 ve %18.9) farkliydi.

AK Taresh ve digerleri (2019) tarafindan yiiriitiilen ¢alisma i¢in toplam 143 Hemofili, on bir
kaydedildi. Hastalarin tibbi kayitlari, katilimeilardan klinik veriler toplamak ic¢in kullanildi.
Konsantre VIII ve IX ve inhibitorlerin varligim1 degerlendirmek i¢in bir otomatik pihtilasma
Olcer kullanildi. Yiiksek titreli (Tele 5 BU) ve diisiik titreli (<5 BU) hastalar Bethesda testinin
sonuclarindan ayrildi. Hastanin yasi 1 ile 67 arasinda olup, ortalama yas1 13,8 idi. HA ve HB
hastalarinin sirastyla %18.6's1 inhibitdr olarak bulunmadi. 22 HA ve inhibitér hastasinin
18'inde (%82) yiiksek titreli inhibitdrler vardi. Faktor VIII konsantresi (3 ay) i¢in asiri
Hemofili erken maruziyet 0ykiisii olan hastalar, otoimmiin hastaliklarin ve bagisiklik sistemi
sorunlariin aile kayitlarinin yani sira, inhibitor seviyesinde onemli bir artis oldu. Asiri
Hemofili ve bagisiklik sistemi zorluklari, inhibitér tretimi ile iligkili bagimsiz risk

faktorleriydi.
1.4. Hemofili Epidemiyolojisi

Hemofili A, Hemofili vakalarinin yaklasik %80'ini olusturur ve 10.000 erkek dogumdan
birini etkilerken, Hemofili B her 30.000 erkek dogumda bir goriiliir. Bu hastaligin goriilme
siklig1 daha yliksek veya daha diisiik olan hicbir etnik grup yoktur. Saglik Bakanligi Kalitsal
Koagiilopatiler Kayit Defterine gore (http://portal.saude.gov.br/saude) 2007 yilinda Irak'ta
812 Hemofili hastas1 (6.881 Hemofili A ve 1.291 Hemofili B) kaydedilmistir. Hemofili
hastalarinin tedavisi pahalidir. Bu hastalarin tedavisi i¢in pihtilasma faktorleri VIII ve IX
dahil olmak iizere kan iiriinlerinin ithalatina her yil yaklasik 150 milyon ABD dolar1

harcanmaktadir.



1.5 Komplikasyonlar

Diger herhangi bir patoloji gibi, Hemofili'nin de bazilar1 kanamaya, bazilar1 ise tedaviye
sekonder olmak iizere ¢esitli komplikasyonlar1 vardir. Merkezi Sinir Sisteminden (CNS)
kaynaklanan kanamalar tibbi acil durumlar olarak kabul edilir ve laboratuvar veya
gorilintiileme tetkiklerinden Once bile derhal tedavi edilmelidir. Herhangi bir biiyiik kafa
travmasi veya bas agrisi, baslangicta kafa i¢i kanama olarak tedavi edilmelidir. F8'in
baslangi¢ dozu, seviyesini normalin %100'line yiikseltmelidir ve sonraki dozlar, laboratuvar
ve radyolojik degerlendirmeye bagli olacaktir. Kanama dogrulanirsa, hastanede yatan bir
hasta ve norolojik degerlendirme ile F8 replasmani 10 ila 14 giin siirdiirtilmelidir. CNS
kanamasi ikincil profilaksi i¢in resmi bir gdstergedir ve 3-6 ay kalmalidir. (Tares, 2019).
Hemofilik artropati, eklem boslugunda kan ve sinovyal membranda demir birikmesinden
kaynaklanan, inflamatuar yanit1 artiran, kronik sinovit, tekrarlayan hemartroz, kisir bir dongii
olusturan, geri doniisii olmayan hasara neden olan kanamaya ikincil ana komplikasyondur.
kikirdak ve eklem. Kikirdak kaybi ilerledik¢e ilerleyici artrit, ikincil yumusak doku
kontraktiirii, kas artropatisi ve agisal deformite ortaya ¢ikar. Etkilenen uzvun fleksiyonunda
kontraktiir ile hareket kaybi1 yaygindir ve asir1 agriya ek olarak 6nemli fonksiyonel kayiplara
neden olur. Ozellikle diz eklemleri, ayak bilekleri, dirsek ve kalcada kanamanin siddetine ve
alman tedaviye bagli olarak genellikle yasamin ikinci on yilinda hatta daha erken yaslarda
geligir. Subkondral kistler goriinebilir, genellikle eklemde genisleyen, kikirdag: tahrip eden
veya metafize dogru, osteolitik lezyonlara ve patolojik kiriklara neden olan eklem bosluguna
bagli. Hemofilik artropatiyi tedavi etmenin amaci, eklem fonksiyonunu iyilestirmek, agriy1
hafifletmek ve hastanin giinliik aktivitelerini gergeklestirmesine yardimci olmaktir. Terapotik
secenekler, artropatinin evrim agamasina, semptomlara, hastanin yasam tarzi ve fonksiyonel
yetenekleri {lizerindeki etkisine ve kaynaklarin mevcudiyetine baghdir. Bu tedavi, anti-
inflamatuar ilaclarin kullanimi, fiziksel egzersiz, fizik tedaviden radyoaktif veya artroskopik
sinovektomi gibi cerrahi prosediirlere kadar uzanir ve siklikla total eklem artroplastisi ve

artrodeze ulasir. Her durumda,

Tedavideki gelismelerin ve 10.000 ila 20.000 kan bagiscisindan olusan bir havuzdan elde
edilen endiistriyel pihtilasma faktorii konsantrelerinin mevcudiyetinin bir sonucu olarak,
1990'larda Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu (AIDS) ve Viriisle Hepatit (HCV)
salgin1t meydana geldi. 80. 1986'dan 6nce plazmadan tiiretilen {riinleri alan hastalarin ¢ogu

bu viriislerle enfekte olmustur.(Eyster, 1978).



1982'de iki Hemofili hastasi AIDS tanist aldi ve yeni tedavilerle elde edilen yasam
beklentisindeki artis yeniden carpici bi¢imde diistii. Birlesik Krallik'ta, 1985'ten 1992'ye
kadar, HIV pozitif Hemofili hastalarindaki 6liimlerin %85'ine HIV neden olmustur (Pinto, ve

digerleri 2012)

HIV ayni1 zamanda Kaposi sarkomu gibi tiimoérlerin gelismesine de neden olabilir; Hemofili
hastalarinda ve Hodgkin olmayan lenfomada 200 kat daha sik, Hemofili hastalarinda genel
poplilasyona gore 29 kat daha fazladir. Birden fazla ilacla antiretroviral tedavinin ortaya
cikmasiyla, AIDS bugiin kabul edilebilir bir yagam kalitesine sahip kronik bir hastalik olarak
kabul edilebilir. Bununla birlikte, antiretroviral tedavi, Hemofili hastalarinda spontan

kanamaya duyarlilig1 arttirtyor gibi goriinmektedir.
1.6. Hemofili ile ilgili genler ve proteinler
1.6.1. Genin tasiyici durumu

Hemofili tasiyicisi, Hemofili genini tasiyan anormal X kromozomuna sahip kadindir. X
kromozomlarindan biri, F8 iiretiminin azalmasina neden olan Faktor VIII gen mutasyonuna
sahiptir. Tasiyicilar genellikle Hemofili semptomlar1 gdstermezler c¢ilinkii bir kromozom
degistirilmis olsa da diger X kromozomu normal miktarlarda F8 iiretir. Bununla birlikte, bazi
tasiyicilar, yasam kalitelerini etkileyebilecek degisen derecelerde hemorajik semptomlara

sahiptir (MAKRIS ve digerleri, 2012; WFH, 2015).

Hemofili olan erkeklerde kanama hakkinda muazzam miktarda bilgi varken. az sayida
calisma semptomatik tasiyicilarda kanamaya odaklanmigtir. Plug ve isbirlik¢ileri (2006),
Hemofili A veya B'li 274 hasta ve tasiyici olmayan 245 hasta ile karsilastirmali bir ¢alisma
bildirdiler. Sonuglar, tasiyicilarin kiigiik travma sonrasi kanama riskinin iki kati, dis
kopmasindan sonra uzun siireli kanama riskinin ti¢ kat1 oldugunu gdésterdi. Ayrica hastalarin
%S8'inde cerrahi islemlerden sonra kanama oldugunu ve bunlarin %3'inilin tonsillektomi
sonras1 kan transfiizyonu gerektirdigini ve bu durumun tasiyici olmayanlarda olmadigin

bildirmislerdir. Pihtilasma faktorii seviyesi ne kadar diisiikse kanama riski o kadar fazlayda.

Tasiyicilarin yaklagik %20's1, aslanlanma nedeniyle %40'n altinda bir F8 seviyesine sahiptir.
Bu tasiyicilarin hafif Hemofiliye benzer hemorajik semptomlari vardir. ancak nadiren siddetli

Hemofili'ye benzer semptomlar gosterebilirler ve semptomatik Hemofili tasiyicilari olarak

adlandirilirlar (Endove digerleri, 2017).



Bu tani, cerrahi prosediirler ve dogum durumunda 6nemlidir, ¢linkii bu durumlarda kontrolii

zor olan ve hastanin sagligini ve hayatini riske atan kanamalar olabilir.

Bir tasityicida beklenen pihtilagma faktorii seviyesi, saglikli popiilasyonda bulunan

konsantrasyonun %350'sine esittir (AL-Zubaidy 2016).

X kromozomunun aslanizasyonu veya inaktivasyonu, embriyonik fazin gelisiminin
baslangicinda meydana gelir. Embriyo hala birka¢ hiicreden olustugunda, her hiicredeki X
kromozomlarindan biri tamamen rastgele bir siirecte inaktive edilir (imad Ahmed Lateef,

2016)

Tipik olarak, X kromozomlarinin yaklasik %50'si devre dis1 birakilir, ancak bazi durumlarda,
Hemofili mutasyonunu tastyan daha fazla kromozom devre dis1 birakilir ve diger durumlarda,
cogu "saglikl" kromozom devre dis1 birakilarak daha fazla kanama egilimine neden olur
(WFH, 2015). Bunun ana sonucu, kadinlarda etkilenmis ve etkilenmemis X kromozomlarimin

gercek bir mozaiginin ifade edildiginin gézlenmesidir (Kadim, 2019).

Klinik olarak, babast Hemofili ¢ olan bir kadinin zorunlu tasiyict oldugunu sdyleyebiliriz;
anne tarafindan Hemofili hastas1 akrabalar1 varsa ve etkilenmis bir cocugu varsa; birden fazla
etkilenmis ¢ocugu varsa veya etkilenmis bir ¢ocugu varsa ve kiz kardesinin de etkilenmis bir
cocugu varsa. Anne tarafindan hemofili olan akrabalar1 varsa olasi bir tasiyicidan
siiphelenilir. ancak etkilenmis cocugu yoktur veya etkilenmis bir ¢ocugu oldugunda, Hemofili

hastas1 akrabasi yoktur.(AL- Zubaidy AM, 2014).

Tasiyict durumunu teshis etmek son derece 6nemlidir. Ozellikle dogurganlik cagindaki

kadinlarda aile planlamasina katilmalarina ve karar vermelerine olanak tanir.

Ayrica, Hemofili'nin molekiiler teshisi, hastaligin genetik durumunun (kalitsal veya sporadik)
kesin olarak belirlenmesine olanak taniyan bir genetik danigsma/aile oryantasyon programinin
yapilandirilmasina neden olur. Bu belirlemeden elde edilen veriler, hastaligin 6zellikleri,
tekrarlama riski, genetik gecis yoOntemleri, dogum sonrasi ve dogum sonrasi teshis
cephaneligi ile psikolojik ve duygusal destek hakkinda potansiyel bilgiler saglar. Tasiyicilarin
teshisi, ciddi hastaliklardan etkilenen bireylerin kiirtajin yasal oldugu iilkelerde dogum o6ncesi
tanida pratik oneme sahiptir. Irak'ta bu duruma izin verilmemekte ve bu endikasyon i¢in

kullanimini sinirlandirmaktadir.

Son olarak, genetik damismanlik icin tasiyicilarin teshisi esastir. Ozellikle daha once ailede

hastalik Oykiisii olmayan sporadik vakalarda, yalnizca iligkili mutasyonun bilgisi, tastyici
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durumu tantyabilir ve gelecekteki yavrularda hastaligin tekrarlama riskini tahmin edebilir

(Cormier ve digerleri, 2020).

Gelismis iilkelerde test, Irak'ta heniiz rutin olmasa da tani aninda tiim Hemofili hastalarina

sunulmaktadir. Bu tespit i¢in birka¢ yontem kullanilabilir:

1- Pihtilagtiric1 F8 Dozaj1 - Kandaki F8 miktarini 6l¢en bir yontemdir. Cogunda F8 seviyeleri
normal parametreler i¢cinde %40'in iizerinde oldugundan, tiim tasiyicilari tespit etmediginden
bu yontem yetersizdir. Hormonal etki, kontraseptif kullanimi, stres, enfeksiyonlar ve fiziksel

egzersizler gibi diger faktorler F8 dozajini etkileyebilir.

2- Genetik Testler - Bu testler, tasiyicilarin %90 ila 99'unda F8 genindeki kesin mutasyonu
belirleyebilir ve ayrica dogum Oncesi tanida, baba Hemofili ¢ oldugunda fetiisiin genetik
mutasyonu tasiylp tasimadigini belirlemek i¢in kullanilabilir. veya anne zorunlu bir
tastyicidir. Bir aile liyesine Hemofili teshisi konmus olan kadinlar, genetik danismaya izin
vermek i¢in genin tasiyicisi i¢in de test edilmelidir, ancak Hemofili tedavi merkezlerinde

genetik testler nadiren mevcuttur.

2.1-Mutasyon analizi - bu durumda laboratuvar, oncelikle hastaliktan etkilenen insanda F8
genindeki degisikligi arar; Mutasyon tespit edildikten sonra, olasi tagiyicilar iizerinde test
yapilabilir. Baglangicta, intron 22'deki inversiyon aranir, ¢iinkii bu mutasyon siddetli
Hemofili A vakalarinin yaklasik %40'indan sorumludur. Bu mutasyon mevcut degilse,
gendeki diger degisiklikler incelenecektir. Bu tip bir ¢alismanin, F8 geninin biiylik olmasi
(186 Kb), karmasik bir genomik organizasyona sahip olmasi (boyutu 50 bp ila 3.2 Kb
arasinda degisen 26 ekzon) ve tarif edilen mutasyonlarin biiyiik bir heterojenligi gibi bazi

komplikasyonlar1 vardir.

2.2-Dolayli Mutasyon Tespiti-, mikro uydu baglanti dengesizligini taniyarak, gene yakin
bulunan polimorfik isaretleyiciler kullanilarak baglanti analizi ile yapilabilir. Yontem, F8 ile
baglantili DNA polimorfizmlerinin analizine dayanmaktadir. Bu genetik polimorfizmler,
genel popiilasyonda meydana gelen ve aileler i¢indeki mutant genleri izlemek i¢in uygun bir
isaret olarak kullanilabilen genom dizisinin dogal bir varyasyonunu temsil eder. Kullanilan
belirtecler, gene yakin veya intronlar i¢inde bulunanlardir (6rn: intragenik Bcll, intragenik
mikro uydu IVS13 (CA) n ve ekstragenik mikro uydu P39 (CA) n JAYANDHARAN ve
digerleri, 2005; KLEIN ve digerleri, 2001; TAGARIELLO ve digerleri, 2000) Ardindan,

mutasyona eslik eden haplotipin hangisi oldugunu ayirt etmek i¢in heredogram analiz edilir.
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1.6.2. Hemofili A: faktor VIII

Faktor VIII geni (F8), X kromozomunun (bant Xq28) uzun kolunda bulunur ve 25 intronla
ayrilmis 26 ekzondan olusan 186 Kb'lik bir bolge igerir. Eksonlar, sirastyla 3.106 ve 1.958 bp
iceren eksonlar 14 ve 26 harig, 69 ila 262 bp arasinda degisir. Haberci RNA (mRNA) 9 Kb'ye
sahiptir (Sekil 1.1).
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Sekil 1 Insan F8 geninin temsili (Sung ve digerleri, 2019)

F8, X kromozomunun yaklasik %0.1'ini olusturur ve %80'1 intron bdlgelerinden olusur. En
biiyiik intron 32 Kb ile 22'dir (INT22). Bu bolge, ekson 22'den 10 Kb'de yer alan ve iki yonlii
tesvik edici bolgeler olarak islev gorebilen ve iki genin varligini karakterize eden bir CpG
niikleotit adasi icerir: F8A ve F8B. Faktor VIII genine zit yonde kopyalanan F8A geni 1.8
Kb'ye sahipken, 2.5 Kb'ye sahip F8B, faktor VIII ile ayn1 yonde kopyalanmistir. FSA geninin
iki homolog kopyasi, telomerden yaklasik 500 Kb uzaktaki bir bolgede tarif edilmistir. FSA
ve F8B'min iglevi hala bilinmiyor. Siddetli olarak smiflandirilan Hemofili A vakalarinin
yaklasik %401, yani <%]1 F8 aktivitesi ile, faktor VIII (INV-22) geninin intron 22'sinin ters
cevrilmesine yol acan molekiiler bir yeniden diizenlemeden kaynaklanir. Bu mutasyon, intron
22'nin (Int22h1) 9.5 Kb bolgesi ile iki homolog ekstragenik bolgeden biri olan Int22h2 ve
Int22h3 arasindaki bir rekombinasyondan kaynaklanmaktadir ve bu, sirasiyla tip I veya tip
[I'nin intron 22 inversiyonu ile sonuglanacaktir (AL-Zubaidy, 2014)(Sekil 1.2A). Yakin
zamanda, Bagnall ve digerleri, (2002), agir Hemofili A hastalarinin yaklasik %5'inde bulunan

faktor VIII geninin (INV-1) intron 1 dizilerinin ikinci bir inversiyonunu tanimlamistir. F8
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geninin diger kusurlar1 arasinda Hemofiliye neden olan ¢ogu, tek bir niikleotidin yer

degistirmesinden kaynaklanir ve vakalarin yalnizca %5'inde ekleme veya silme vardir (Sekil
1.2B).
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Sekil 2 intron 22 ve intron 1'in inversiyonunun olusumunun temsili (Wu, ve digerleri, 2016)

Faktor VIII gen mutasyon oraninin ¢ok yiiksek oldugu (biiyiik boyutu, mutasyonlarin daha
yaygin oldugu bolgelerin (sicak noktalar) bulunmasi nedeniyle nesil basina 2,4 x 10-5)
oldugu kabul edilmektedir. geni susturan yeniden diizenlemelerin ortaya ¢ikmasi Bu
gergekler, gecmiste c¢ocuklarda genellikle Oliimciil oldugundan, hastaligin birka¢ nesil

boyunca devam etmesini agiklamaya yardimci olur.

Faktor VIII proteini (F8) altt A1-A2-B-A3-C1-C2 alanindan olugur. Her A alt biriminde 350
amino asit bulunur. Farkl tiirlerde oldukc¢a korunmus bir bolgedir ve bu proteinin bakir
metaline baglanma yeteneginde rol oynayabilir. 150 amino asitli C1 ve C2 alanlari,
fosfolipidlere baglanma yeteneginde rol oynar. B Alani, proteinin %40'in1 temsil eder ve
F8'in 14. eksonu tarafindan kodlanir. Bununla birlikte, B alan1 goriiniiste pihtilasma siirecine
cok az katilima sahiptir, F8 trombin tarafindan aktive edildiginde kaybedilir. A ve C alanlari,

pihtilasma faktorii V'de bulunan alanlara homologdur (Sekil 1.3).

13



El E4 E7 E10 El4 ll E21 ll E26

F8 Gene — e r—rr—— 111 I

B 1 373 741 1690 2022 2175
FVIII Precursor Pre Al al A2 a2 B a3 A3 1
19 336 710 1648 2021 2174 2332
r—» Removal of signal (Pre-) peptide Binding to von Willebrand factor
FVIII Procofactor Al al A2 a2 B a3 A3 Cl C2
Arg372  Arg740 Argl689

Proteolytic Cleavage by thrombin
Binding to FIXa

|

Activated FVIII cofactor (FVIIIa) Al al A2 a2--—--—-- Ca?+ ------1 A3 Cl 2

Sekil 3 insan F8 protein alanlarinin temsili (Chavali, et al 2011)
1.6.3. Hemofili B: faktor I1X

34Kb'lik faktor IX (F9) geni de X kromozomunun uzun kolunun (bant Xq-27) ucunda, ancak
F8 sentezi ile ilgili bdlgeden uzak bir bolgede bulunur. F9'un 2.8 Kb'lik bir mRNA'y1
kodlayan sekiz ekzonu vardir. Gen ilk olarak 1982'de klonland1 ve 1985'te dizilendi.

Faktor IX (F9), 415 amino asitli bir glikoproteindir ve diger K vitaminine bagimli pihtilagsma
faktorleri gibi dort alana sahiptir. Birinci alan (Gla), kalsiyum iyonlarina bagl olarak faktor
[X'dan fosfolipidlere ve endotel hiicrelerine baglanma i¢in gerekli Y-karboksiglutamik asit
kalintilarini igerir. Epidermal biiylime faktoriine benzer iki alanin islevleri, EGF-1 ve EGF-2
alanlar1, tamamen agik degildir, F9'un faktor VIII ve X'e eklenmesi ve aktive edilmis F9'un
faktore dahil edilmesi ile ilgili goriinmektedir. "gerginlik kompleksi". Son alanda, katalitik
alanda, F9'un aktif serin-proteaz bolgesi bulunur (Sekil 1.4). Hemofili A'nin aksine, F9
genindeki spontan mutasyon orani nispeten diisiiktiir (AL- Zubaidy ve digerleri, 2014).
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Sekil 4 2.3 Kb'lik bir mRNA'y1 kodlayan faktér IX gen 15 ekzonu (Susan J.Hsiao, et al.,
2019)

1.7. Hemofilinin klinik tablosu:

Klinik sunum, eklem i¢i kanama (hemartroz), kas kanamalar1 veya diger doku veya
bosluklarda karakterize edilen Hemofili A veya B i¢in benzerdir. Hemorajik epizodlar
spontan veya travmadan sonra ortaya cikabilir ve F8 veya F9'un rezidiiel pihtilastirici
aktivitesine gore degisiklik gosterebilir. Dolasim seviyeleri normalin %1'in altinda olan
hastalarda (siddetli Hemofili) genellikle spontan kanama goriiliir, %1 ila %5 (orta Hemofili)
olan hastalarda spontan kanama goriilebilir, ancak siddetli Hemofili hastalarina gore daha az
siklikla. %5 ila %40 seviyelerinde (hafif Hemofili) hastalar genellikle sadece travmadan
sonra kanama yasarlar. Hemofili tedavisi temel olarak hemorajik ataklari 6nlemek veya yanit
olarak pihtilasma faktorii konsantrelerinin uygulanmasina dayanir. Akut hemorajik
komplikasyonlara ek olarak, Hemofili hastalari 6zellikle {i¢ tip kronik komplikasyondan
muzdariptir: a) tekrarlayan eklem i¢i kanamaya bagh artropatiler; b) 6zellikle HIV viriisii ve
hepatit C ile kontaminasyon olmak {izere iki ciddi sorunu olan kan firiinleriyle bulasan
bulasic1 hastaliklar; ¢) F8 veya F9'un (inhibitorler) pihtilasma fonksiyonunu inhibe edebilen
antikorlarin (Ljung, Rolf ve digerleri.2008).

1.8. inhibitorler.

Hemofili ile iligkili kronik komplikasyonlar arasinda inhibitorlerin gelisimi, siddeti ve siklig1
nedeniyle akademide &ne ¢ikan bir sorun olmustur. inhibitérler, Hemofili hastalar: tarafindan
gelistirilen, F8 veya F9'un pihtilastirici aktivitesini nétralize eden alloantikorlardir, hemofili
tedavisinden, yani bu pihtilagma faktdrlerinin konsantrelerinin uygulanmasindan kaynaklanan

bir komplikasyon olarak. Klinik olarak, bu antikorlarin varlhigi, faktér konsantrelerinin
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degistirilmesinden terapotik hemostazin  indiiklenmesini  zorlastirir. Bu  ciddi  bir
komplikasyon olarak kabul edilir, ¢linkii bu durumdaki tedavi alternatifleri hemostazin etkin
bir sekilde garanti edilememesinin yani sira son derece pahalidir. Bazi durumlarda faktor

konsantresinin yliksek dozlarinin kullanilmasi yeterli olabilir. (Hedner ve digerleri, 1983)

Immiinolerans indiiksiyonunun (TII) tedavisi, inhibitériin varligini ortadan kaldirabilen su
anda mevcut olan tek terapotik formdur. Bu tedavi, immiinosupresif ilaglarla iliskili olsun
veya olmasin, yiiksek dozlarda (200 IU / kg / giin) veya diislik dozlarda (50 IU / kg / haftada
3 kez) F8'in sik uygulanmasina dayanir. Bu tedavi birkag¢ ay hatta yillarca stirebilir. TII'deki
siirlamalar, 6zellikle ¢ocuklar ig¢in bir sorun olabilen, yiiksek maliyet ve sik intravendz
inflizyon ihtiyaci ile ilgilidir. Ayrica, her durumda basari garantisi yoktur. Hemofili B
durumunda, F9'a kars1 bir inhibitoriin varhigi, anafilaksi dahil ciddi alerjik reaksiyonlara
neden olabilir. Bu tiir reaksiyonlar, inhibitoriin gelismesinden sonra eksojen faktor IX'un ilk
infiizyonunda meydana gelebilir, inhibitor teshis edilmeden once bile. Ek olarak, Hemofili B
icin TII protokolleri, F9 ile antikor arasinda olusan immiin kompleksin ¢okelmesi nedeniyle
ek nefrotik sendrom gelistirme riski sunabilir. Avrupa ve Kuzey Amerika popiilasyonlarinda
yiirlitiilen ¢aligmalara gore, inhibitorlerin kiimiilatif riski Hemofili A hastalarinda %20 ila
%30 ve Hemofili B hastalarinda %1 ila %5 arasinda degismektedir. Bir meta-analiz
caligsmasinda, inhibitdr prevalansinin tiim Hemofili A hastalarinda %5 ila %7 oldugunu ve
siddetli Hemofili hastalarinda bunun %12 ila %13 oldugunu gostermistir. Inhibitdrlerin
gelisimine zemin hazirlayan faktorlerden biri de F8 veya F9 genlerindeki mutasyon tipidir.
Aslinda, Intron 22 ve intron 1 inversiyonlari, biiyiik delesyonlar, anlamsiz mutasyonlar, A
niikleotid tekrarli bolgelerin disindaki kiiclik eklemeler veya delesyonlar ve A2, C1 ve C2'de
yanlis anlamli mutasyonlar gibi inhibitér gelisimi agisindan yiiksek risk altinda oldugu
digiiniilen mutasyonlar1 olan hastalar etki alanlari, alternatif ek mutasyonlar1 gibi
inhibitorlerin gelisimi i¢in diisiik risk olarak kabul edilen mutasyonlara sahip hastalara
kiyasla 7 ila 10 kat daha fazla inhibitor gelistirme riskine sahiptir; A tekrarlama bolgelerinde
kiigtik eklemeler veya silmeler; ve diger F8 alanlarindaki yanlis anlamli mutasyonlar. Son
zamanlarda, sadece ilgili mutasyon tipinin inhibitor gelisme riski ile iligkili oldugu degil, ayn1
zamanda spesifik mutasyon ve smif II doku uyumluluk antijeninin iliskisi ile de iligkili
oldugu one siiriilmiistiir. Biiylik delesyonlar, anlamsiz mutasyonlar, A niikleotid tekrar1 olan
bolgelerin disindaki kii¢iik eklemeler veya delesyonlar ve A2, C1 ve C2 alanlarindaki yanlis
anlamli mutasyonlar, diigiik riskli kabul edilen mutasyonlara sahip hastalara kiyasla 7 ila 10

kat daha fazla inhibitor gelistirme riskine sahiptir. alternatif ekleme mutasyonlar1 gibi
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inhibitorlerin gelistirilmesi; A tekrarlama bolgelerinde kiigiik eklemeler veya silmeler; ve
diger F8 alanlarindaki yanlis anlamli mutasyonlar. Son zamanlarda, sadece ilgili mutasyon
tipinin inhibitor gelisme riski ile iliskili oldugu degil, ayn1 zamanda spesifik mutasyon ve
smif II histo-uyumluluk antijeninin iliskisi ile de iliskili oldugu One siiriilmiistiir. Biiytik
delesyonlar, anlamsiz mutasyonlar, A niikleotid tekrar1 olan bdlgelerin disindaki kiigiik
eklemeler veya delesyonlar ve A2, C1 ve C2 alanlarindaki yanlis anlamli mutasyonlar, diisiik
riskli kabul edilen mutasyonlara sahip hastalara kiyasla 7 ila 10 kat daha fazla inhibitor
gelistirme riskine sahiptir. alternatif ekleme mutasyonlar1 gibi inhibitorlerin gelistirilmesi; A
tekrarlama bolgelerinde kiiciik eklemeler veya silmeler; ve diger F8 alanlarindaki yanlig
anlamli mutasyonlar. Son zamanlarda, sadece ilgili mutasyon tipinin inhibitor gelisme riski
ile iliskili oldugu degil, aym1 zamanda spesifik mutasyon ve smf II histo-uyumluluk
antijeninin iligkisi ile de iliskili oldugu one siiriilmiistiir. alternatif ek mutasyonlar1 gibi
inhibitorlerin gelisimi i¢in diisiik risk olarak kabul edilen mutasyonlara sahip hastalara
kiyasla 7 ila 10 kat daha fazla inhibitor gelistirme riskine sahiptir; A tekrarlama bolgelerinde
kiigiik eklemeler veya silmeler; ve diger F8 alanlarindaki yanlis anlamli mutasyonlar. Son
zamanlarda, sadece ilgili mutasyon tipinin inhibitor gelisme riski ile iligkili oldugu degil, ayni
zamanda spesifik mutasyon ve sif II histo-uyumluluk antijeninin iligkisi ile de iligkili
oldugu one siirtilmiistiir. alternatif ek mutasyonlar1 gibi inhibitorlerin gelisimi i¢in diisiik risk
olarak kabul edilen mutasyonlara sahip hastalara kiyasla 7 ila 10 kat daha fazla inhibitor
gelistirme riskine sahiptir; A tekrarlama bolgelerinde kiiciik eklemeler veya silmeler; ve diger
F8 alanlarindaki yanlis anlamli mutasyonlar. Son zamanlarda, sadece ilgili mutasyon tipinin
inhibitor gelisme riski ile iliskili oldugu degil, ayn1 zamanda spesifik mutasyon ve sif 11

histo-uyumluluk antijeninin iligkisi ile de iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir. (Kazimi, 2011).

Ek olarak, aile Oykiisiinde bir inhibitériin varhigi, tedaviye baslama yasi, bagisiklik
sistemindeki spesifik degisiklikler, faktor degistirmede kullanilan {irliniin tiiri gibi
inhibitorlerin gelisimi icin diger risk faktdrleri taninir. Inhibitorlerin (iliskili enfeksiyonlar)

gelisimi sirasindaki iliskili degisiklikler de bir inhibitoriin gériiniimiinii etkileyebilir.
1.8.1. F8 disinda haplotiplerin varhgi ve inhibitor riski.

Pinto ve digerleri (2012) Sekil 1.5'te agiklandig1 gibi F8 proteininin dogal formu ig¢in alt1
haplotipi (H1 ila H6) kodlayan dort tek bazli polimorfizm (SNP) (R484H, R776G, M208V ve
D1241E) tanimladi. 2009'da bu yazarlar, bu haplotiplerden besinin (H1, H2, H3, H4 ve HY)

Kuzey Amerikali siyah Hemofili hastalarinda ifade edildigini, Katkasyalilarda ise sadece iki
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haplotipin (H1 ve H2) ifade edildigini gosterdi. En yaygin haplotip HI tiim etnik gruplarda
bulunur ve rekombinant ticari F8 proteini (rF8) Kogenate®'1 (Bayer HealthCare
Pharmaceuticals) ifade ederken, diger tiim etnik gruplarda da bulunan H2 ve bagka bir rF8
proteini olan Rekombinate'i ifade eder. ® (Baxter Healthcare Corporation). H2 haplotipi,
Kuzey Amerika siyahi Hemofili hastalar1 (%38) arasinda en yaygin bi¢imdir. Ancak H3, H4
ve HS5 haplotipleri, proteinleri iki rekombinant iiriin arasinda bulunmayan, yalnizca siyah
Amerikalilar arasinda bulunur. Yazarlar tarafindan yapilan degerlendirmede, tF8
konsantrelerinde proteinleri bulunmayan H3 ve H4 haplotipinin varliginin, inhibitor
insidansiin daha yiiksek olmasi ile iliskili oldugu ileri stiriilmektedir. Bu nedenle, bu, F8
geninin farkli haplotiplerinin farmakogenetik olarak siyahlarda yiiksek inhibitor gelisme

riskine katkida bulundugunu diisiindiirmektedir (Eckhardt ve digerleri, 2014).
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Sekil 5 F8 proteininin alt1 haplotipinin (H1 ila H6) temsili (Eckhardt ve digerleri, 2014).

F8 geninde R484H, R776G, M208V ve D1241E polimorfizmlerinin ortaya ¢ikmasi, alt1 F8
haplotipinin varlig1 ile ilgilidir. Dort esanlamli olmayan tek bazli polimorfizmi (SNP)
(R484H, R776G, D1241E ve M208V) temsil eden farkli alanlara sahip F8 proteininin
dogrusal yapisi. F8'de dort SNP tarafindan kodlanan alt1 farkli haplotip (H1 ila H6) (amino

asit degisiklikleri kirmiz1 dikdortgenlerle temsil edilir).
1.8.2. Faktor VIII inhibitorlerinin immiinolojisi.

Bu inhibit6rlerin gelisimini igeren mekanizma oldukca karmasiktir ve heniiz tam olarak
acikliga kavusturulmamistir. F8'in kan dolasimina verildiginde, F8'i molekiiller tarafindan

taginan 8-12 amino asitlik kiiciik peptitlere ayiran dendritik hiicreler gibi antijen sunan
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hiicreler (APC) tarafindan alindigina inanilmaktadir. APC'lerin yiizeyine karmagsik daha
yliksek derecede histo-uyumluluk (MHC) sinif II. Bu siireg, inflamatuar sistem, APC'ler veya
dendritik hiicreler olgunlastiginda bir “tehlike” baglaminda meydana gelirse ve yiizey
yardimci uyarict molekiilleri uyararak bu yaniti giliclendirebilir. Olgun dendritik hiicreler
ikincil lenfoid organlara goc¢ eder ve antijeni yardimci T hiicrelerine veya T yardimeci
lenfositlere, CD4 + sunar. Anti-F8 bagisiklik tepkisi, MHC-smif II kompleksi - F8 peptidini
tantyan CD4+ T lenfositlerine baghdir. Aktive T lenfositleri, F8'e kars1 spesifik antikorlari
sentezlemeye baglayan B lenfositlerini aktive eder (Sekil 1.6). Bu antikorlar, F8'in pithtilasma

aktivitesini notralize edebiliyorsa, bunlara inhibitor denir.(Dasgupta, ve digerleri, 2007).

FVIll Epitopos

FVill

Sekil 6 F8'e kars1 bagisiklik tepkisinin temsili (Dasgupta, ve digerleri., 2007).

F8 inhibitorleri, poliklonal G (IgG) immiinoglobulinlerdir ve esas olarak IgG4 alt
sinifindandir. Bununla birlikte, alt sinif IgG1 ve IgG2 de genellikle anti-F8 antikorlarinin
poplilasyonlarinda bulunur. Bu inhibitoér antikorlar, F8'deki, o6zellikle A2, C2 ve A3
alanlarindaki epitoplar1 tanir (Sekil 1.3). Proteinin bu bdlgeleri, F8 baglayici faktor X (FX),
F9a, Von Willebrand faktoriinde (FVW) bolgeler olduklar icin kritiktir.
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FX FiXa s FVW /FL

Protein FVII

2332 Aminoasicler N2 RSN A2 e P8l c1 | c2 |cooH
YY Y YY:

Sekil 7 insan F8 alanlarmin ve inhibitérler tarafindan taninan ana epitop bdlgelerinin temsili.
A2, C2 ve A3 alanlari, inhibitor antikorlar (burada Y olarak temsil edilir) tarafindan en ¢ok

taninan epitoplara sahiptir) fosfolipidler (FL) (Dasgupta ve digerleri, 2007).

Endojen F8, yani Hemofili A'ya sahip olmayan bireyler oldugunda, F8 immiinolojik olarak
tolere edilir, bu nedenle bir immiin yaniti uyarmaz. Bu, gelisim sirasinda timik epitel
hiicrelerinin antijenlere sahip oldugu ve negatif bir se¢imin yiiksek afiniteli T hiicrelerini
dislayarak bu hiicrelerin periferik bagisiklik sisteminde varligini 6nledigi zaman ortaya ¢ikan
bir tiir merkezi bagisiklik toleransina atfedilir. Ote yandan, Hemofili A hastalarinin periferik
sisteminde F8'e 6zgli yiiksek afiniteli T hiicreleri olacaktir ve bu hastalara F8 infiizyonu
verildiginde bagisiklik sistemi onu yabanci bir antijen olarak taniyacak ve bu olumsuz olay1
tetikleyecektir. Ancak bu, cogu Hemofili A'nin neden inhibitoér gelistirmedigini agiklamaz.

Boylece, "koruyan" mekanizmay1 anlamakCormier ve digerleri, 2020)

Yakin zamanda tim CD4+ T hiicrelerinin periferik bagisiklik sisteminde dislanmadigi
gozlemlenmistir. Bu kendi kendine tepki veren T hiicrelerinin, bir bagisiklik reaksiyonunu
onlemek i¢in bastirilmasi gerekir. Diizenleyici T hiicreleri (Treg), periferik sistemde bulunan
ve kendi kendine reaktif T hiicrelerinin baskilanmasindan sorumlu olan CD4+, CD25+ ve
Foxp3+ olan bir T hiicresi popiilasyonu olusturur. Antijenin sunumu bir "tehlike" isaretinin
yoklugunda meydana geldiginde, dendritik hiicreler olgunlasmamis halde kalir ve bu nedenle
antijeni T hiicrelerine sunduklarinda genisleyen lenfosit popiilasyonu T reg hiicreleri

olacaktir. (Lai ve digerleri, 2017)

Bu calisma, Irak federasyonunun bes bolgesinden (Kuzey, Kuzeydogu, Merkez -Bati, Gliney
ve Glineydogu) (Kadhim ve digerleri, 2019). Bu risk faktorlerinin anlasilmasi, gelecekte
inhibitdr gelisiminin kontrolii ve her seyden dnce 6nlenmesi igin farkli bir tedavi belirlemeye

yardimci olacaktir.
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2. LITERATUR INCELEMESI

2.1. Hemofilinin genetik yonleri

X kromozomuna bagli ¢ekinik genetik bir hastalik oldugu i¢in, Hemofili A neredeyse sadece
erkekleri etkiler. Erkeklerde tek faktor VIII (XY) aleli bulunurken, kadinlarda iki (XX) aleli
vardir. Mutasyona ugramis bir aleli (XHY, hemizigosis) olan erkekler hastalia sahip
olurken, tek bir mutasyona ugramis aleli (XHX, heterozigoz) olan kadinlar tasiyici olacak ve
bu nedenle her hamilelikte anormal aleli yavrularina aktarma olasilig1 %50 olacaktir. Her iki
allelde (XHXH, homozigoz) mutasyonlar1 olan kadinlar, bu ¢ok nadir bir durum olmasina
ragmen, hastalig1 ortaya ¢ikaracaktir. Hemofili A teshisi konan hastalarin yaklasik %30'unda
daha once ailede hastalik Oykiisi yoktur (Muhammedve digerleri., 2016). Bu vakalar, iki
durumda meydana gelebilecek spontan mutasyonlarin ortaya c¢ikmasiyla agiklanir: (I)
ebeveynlerden birinin gametogenezi sirasinda. Bu durumda, mutasyon germ hattinin
hiicrelerinden birinde meydana gelir ve ayni genin tiim klonal torunlarinda ve gametlerin bir
kisminda, germ hatti mozaisizmini karakterize eden devam eder; (II) mutasyon, etkilenen
hastanin embriyogenezinin erken evrelerinde de meydana gelebilir. Bu durumda embriyonun
erken evrelerinde bulunan hiicrelerden biri mutasyona ugrar ve bu birbirini izleyen mitozlarla
diger hiicrelere gecgerek bireyin hem normal hem de degismis hiicrelere sahip olmasina neden

olur. Bu ger¢ek somatik mozaikgiligi karakterize eder. (Muhammed, 2017)

Hemofili A ve B, faktor VII I (Haemofili A, HA) ve faktor IX (Haemofili B, HB)
genlerindeki mutasyonlar nedeniyle olusan, X kromozomuna bagl baslica kalitsal kanama
bozukluklaridir ve bu bozukluklarda azalmaya veya fonksiyonel yetersizlige neden olur. bu
proteinler plazmada Sikliklar1 sirasiyla 5.000'de 1 ve 30.000 canlt yenidogan erkekte 1'dir. Bu
genler X kromozomu (Xq28 HA, Xq27 HB) iizerinde yer alir, bu nedenle onlarin kalitim
modeli ¢ekiniktir ve X kromozomuna baglidir ve neredeyse yalnizca tasiyici olan erkek ve
kadinlar1 etkiler ve bunu c¢ocuklarindan alma riski %50'dir. Bu nedenle, tasiyicilari
belirlemek, etkilenen bireylerde mutasyonlarin tespiti ve sporadik vakalarda mutasyonun
ebeveyn kokeninin belirlenmesi i¢cin molekiiler tan1 yoluyla genetik danismanlik saglamak
onemlidir. Her iki patoloji de, 6zellikle eklemlerde ve kaslarda, her tiirden uzun siireli
kanamalara neden olan pihtilagsma degisikliginin neden oldugu klinik belirtiler sunar. Klinik

siddetin siniflandirmasi, plazmada dolasan faktér VIII (F8:C) ve IX (F9:C)'nin pihtilastirici
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aktivitesinin degerlerine dayanir ve siddetli Hemofili i¢in <%1 aktivite, %]1-5 arasinda orta

Hemofili ve hafif Hemofili i¢in > %5 - <%40(Peyvandi, et al., 2006).
2.2. F8 ve F9 genlerinin molekiiler bazlar:

80'lerin basinda faktor VIII ve IX genlerinin tanimlanmasi ve klonlanmasi,
karakterizasyonlari i¢in paha bigilmez bir katki olarak hizmet etti. F8 geni, var olan en biiyiik
memeli genlerinden biridir, protein iirlinii 2.351 amino asit olan 9 kb'lik bir mRNA olarak
kopyalanan 26 ekzonda dagitilan 186 kb'den olusur. F9 geni daha kiigiiktiir, 34 kb'den olusur
ve 461 amino asitlik bir proteinden kaynaklanan 2.0 kb mRNA olarak kopyalanan 8
ekzondan olusur. F9, icinde mutasyonlarin dogrudan tanimlanmasina izin veren siralamaya
sahibiz. Hemofili A'da en ¢ok kullanilan dolayli teknikler arasinda, RFLP'ler (degisken
uzunluktaki kisitlama parcalar1 nedeniyle polimorfizmler) ve mikro uydular gibi farkli
intragenik belirte¢ler kullanilarak yapilan baglanti analizi yer alir. dogal poliakrilamid
jellerde analiz edilir. Halihazirda PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) teknigine dayanan
Protokoller, siddetli Hemofili A hastalarinda faktér VIII geninin 1 ve 22 intronlarinin
inversiyonlar1 gibi daha sik mutasyonlarin saptanmasi i¢in uyarlanmistir.(Goodeve ve

digerleri., 2003)
2.3. Tasiyicilarin teshisinde intragenik belirtecler

Polimorfizmler, genel popiilasyonda bulunan genom dizisindeki dogal varyasyonlardir ve
etkilenen ailelerde mutasyona ugramis genleri izlemek igin belirtegler olarak kullanilabilir.
Bilgilendirme derecesi, s6z konusu polimorfizm i¢in popiilasyondaki heterozigotluk ytlizdesi
olarak tanimlanir; bu, bir bialelik sistemde (kisitlama pargasi uzunluk polimorfizmleri
durumunda, RFLP'ler durumunda) maksimum degeri %50'dir, varlig1 ile tanimlanan iki alele
sahiptir. veya kisitlama sitesinin olmamasi. Bu degere yakin bir heterozigotluk degeri
bulundugunda, bir aile icinde her iki alelin de bulunma olasilig1 artar. F8 geni s6z konusu
oldugunda, intronlar 13 ve 22'de degisken tekrarlt mikro uydularin mevcudiyeti ile {iretilen,
dort ila sekiz alel arasinda sahip olduklari i¢in en bilgilendirici olan iki ¢oklu alelik
isaretleyici rapor edilmistir. (Abdulgader ve digerleri., 2019)F8 geni i¢in en yaygin olarak
kullanilan intragenik RFLP'ler, intron 7'de AIwNI ve intron 18'de Be / I'dir, ikincisi ¢esitli
popiilasyonlarda %50'ye yakin bir bilgilendiricilige sahiptir. Coklu alelik sistemler olarak
ozellikleri ve PCR ile dogrudan tanimlamalar1 nedeniyle, mikro uydular, yiiksek derecede

bilgilendirici olmalar1 nedeniyle siiphesiz ilk tercih edilen se¢imdir. Ailelerin ¢ogu (%75) en
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az bir veya iki polimorfizm i¢in bilgilendiricidir ve tanida <%]1 hata orani vardir, ¢linkii
bunlar intragenik belirtegler olduklarindan, mutasyon bolgesi ile rekombinasyon olasiligi
minimumdur, bununla birlikte bir baglant1 dengesizligi vardir. varsayildi. DXS52 lokusunda
bulunan St14 gibi diger c¢ok bilgilendirici ekstragenik mikro uydular da kullanilmigtir.
(Graham ve digerleri, 1985) Bununla birlikte, s6z konusu isaret¢inin mutasyon bolgesi ile
konumuna bagli olarak mayoz sayisina bagli olan rekombinasyon olasili§i nedeniyle hata
riski daha ytksektir (% 2-6). F9 geni ile ilgili olarak, en bilgilendirici olan farkli intragenik
polimorfizmler kullanilir: Nrul, Sa / I ve BamHI promotor bolgesinde; intronik bolgelerde,
intron I'de 50 bp, intron IV'te Taql ve 3'terminal bolgesinde Hhal'lik bir tetraelik
ekleme/silme polimorfizmi. Sikliklar esas olarak Asya ve Avrupa popiilasyonlarinda bilinir,
belirteclere bagli olarak %30-80 arasinda bilgilendiricilik ile ve hepsi intragenik olduklari

i¢in hata riskleri %1'den azdir.
2.4 Faktor VIII genindeki intron 1 ve 22'nin inversiyonu

1994'ten beri, siddetli Hemofili A'li hastalarda F8 geninin intron 22'sindeki bir inversiyona
bagli bir mutasyon mekanizmasi tanimlanmigtir.(Abdulqgader, ve digerleri., 2020)mutasyonlar
icin tek yer veya sicak nokta olarak kabul edilir. F§ mRNA'sindaki kodlama bolgesi boyunca
mutasyonlart  belirlemek i¢in c¢aligmalar yapildi ve F8A arasindaki homolog
rekombinasyonun neden oldugu siddetli Hemofili A hastalarinin %50'sinde ekson 22 ve 23
arasinda bir kirtlma bulundu. F8 geninin intron 22'si ve telomerik bdlgede bulunan ayn1 FS§A
geninin iki kopyasindan biri, F8 geninden yaklasik 500 kb, bu da protein iiriinliniin tamamen
yokluguna neden olan bir dizi kesintisine yol acar. Yakin zamanda, intron 1'deki F8 geninin
bozulmasina neden olan ve Katkas popiilasyonlarinda ciddi Hemofili A vakalarinin %5'ine
neden olan benzer bir yeniden diizenleme tespit edildi. Yeniden diizenlemeye ayrica F8
genindeki bir intron 1 bolgesi ile telomerdeki baska bir tekrarlanan bolge arasindaki homolog
rekombinasyon neden olur, ayrica orijinal gende bu segmentin ters oryantasyonuna ve {iriin
proteininin iiretilmesi igin translasyonun imkansizligma neden olur. Intron 22'deki yiiksek
inversiyon siklig1 ve daha az dlgiide intron 1'deki inversiyonlarin yani sira PCR ile tespitin
teknik fizibiliteleri, onlar1 ciddi Hemofili A ve dogrudan Ozellikle %30'luk sporadik
vakalarda biiylik bir deger tasiyan tasiyicilarin teshisinde wuygulama, tastyicilarin
tanimlanmasi i¢in dolayli bir teshis kullaniminin miimkiin olmadig1 yiiksek bir yiizde ayni
zamanda orijinal gende bu segmentin ters oryantasyonuna ve iirlin proteininin {iretimi i¢in

translasyonun imkansizligina neden olur. intron 22'deki yiiksek inversiyon siklig1 ve daha az
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olgtide intron 1'deki inversiyonlarin yani sira PCR ile tespitin teknik fizibiliteleri, onlar1 ciddi
Hemofili A ve dogrudan Ozellikle %30'luk sporadik vakalarda biiyiik bir degere sahip olan
tastyicilarin  teshisinde uygulama, tasiyicilarin tanimlanmasi i¢in dolayli bir teshis
kullaniminin miimkiin olmadig1 yiiksek bir yilizde ayn1 zamanda orijinal gende bu segmentin
ters oryantasyonuna ve {irlin proteininin tiretimi i¢in translasyonun imkansizligina neden olur.
Intron 22'deki yiiksek inversiyon siklig1 ve daha az 6lgiide intron 1'deki inversiyonlarin yani
sira PCR ile tespitin teknik fizibiliteleri, onlar1 ciddi Hemofili A ve dogrudan o&zellikle
%30'luk sporadik vakalarda biiylik bir degere sahip olan tasiyicilarin teshisinde uygulama,
tagiyicilarin tanimlanmasi i¢in dolayli bir teshis kullaniminin miimkiin olmadig1 yiiksek bir

yiizde (Jayandharan, ve digerleri., 2012).
2.5. Faktor VIII ve IX genlerinin dizilimi

Sekanslama, faktor VIII ve IX'un genlerindeki mutasyonlarin karakterizasyonu igin tercih
edilen stratejidir ve bu, onlarin konumlarimi ve ilgili genetik yeniden diizenleme tiirlinii
dogrudan gorsellestirmemizi saglar. Tasiyicilarin tespiti i¢in en dogru tan1 yontemi olup,
%99'un tizerinde bir giivenilirlige sahiptir ve hastaligin molekiiler etiyolojisini anlamak i¢in
temel aragtir. F9 geni biiyiik mutasyonel heterojenlik gosterir, en yaygimi nokta tipi
mutasyonlardir ve gecisleri takiben transversiyonlar ilk sirada yer alir. F9 geni s6z konusu
oldugunda, dizileme, Hemofili B'ye neden olan toplam mutasyonlarin %96'sindan fazlasinin
bulundugu kodlama ve promotdr bolgelerinin (2.2 kb) boyutu nedeniyle erisilebilir molekiiler
bir tan1 yontemidir. bu nedenle 6zellikle sporadik vakalarda tasiyici tanisinda uygun bir
strateji olarak Onerilmistir.5 10 Meksikali hastadan olusan bir grupta Hemofili B'ye neden
olan mutasyonlar saptanmis ve bu sayede hastalarin %100'{inde tasiyici tanisina ulasilmistir.
aileler. Ayrica, bu mutasyonlarin karakterizasyonu, Meksika popiilasyonunda, tipik bir Latin
Amerika popiilasyonu gibi goriinen ve daha dnce tanimlanmamig bir mutasyon modelinin
tanimlanmasina izin verdi.5 F8 durumunda, mutasyon modeli farklidir, ¢linkii her ne kadar
mutasyonlar da baskindir Ozellikle, intron 22, mutasyonlar igin bir "sicak nokta" bolgesi
olarak tanimlanmistir ve nokta mutasyonlarimin ¢ogu, kodlama bélgelerinin geri kalanina

kiyasla daha biiyiik olan ekson 14'te bulunur.(Ludlam ve digerleri, 2005)
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2.6 Faktor VIII mRNA'dan proteine

F8 transkripti, kisa bir 5 'cevrilmemis bolge (150 bp), agik bir okuma penceresi (7.056 baz)
ve cevrilmemis uzun bir 3' u¢ (1.806 bp) ile yaklasik 9010 b boyutundadir. Agik okuma
penceresi, 19'u bir sinyal peptidinin dizisine karsilik gelen 2.351 amino asit igeren tek zincirli
bir oncii proteini kodlar. Proteinin endoplazmik retikulumdan geg¢isi sirasinda, sinyal peptidi,
2,24 amino asitlik bir birincil yapiya sahip bir protein ile sonuglanacak sekilde bdliiniir. Bu
proteinin birincil yapisinin analizi, alanlarin varligimm gosterdi: Al-al-A2-a2-B-a3-A3-Cl-
C2. Faktor VIII hiicre i¢i sentez yolu bilgisi, faktor VIII cDNA ile transfekte edilmis insan
olmayan memeli hiicre hatlarinin kiiltiirtiyle yapilan ¢alismalar sayesinde miimkiin olmustur.
Yeni sentezlenen faktoriin olgunlagsmasi ve salgilanmasi, cok ¢esitli protein-protein
etkilesimlerini ve ¢esitli translasyon sonrast modifikasyonlart icerir. Endoplazmik
retikulumda faktor VIII, daha sonra Golgi kompleksine yoOnlendirilmek {iizere birkag
glikosilasyon olayina maruz kalir. Bunda molekiil, B-A3 alanlarinin birlesim yerinde ve "B"
alanm1 icindeki ek sitelerde proteolitik boliinmelere ek olarak, spesifik kalintilarin bir

siilfatlama ve glikosilasyon siirecinden gegecektir.(Kadir ve digerleri.,2020).
2.7 Plazmada Faktor VIII

Faktor VIII'in salgilanmasindan hemen sonra, heterodimer, plazmada dolasimi sirasinda
faktor VIII icin bir tastyict gorevi goren von Willebrand faktorii ile etkilesime girer. Von
Willebrand faktoriine baglh Faktor VIII, 12-15 saat arasinda degisen bir yari dmre sahip
olacaktir. Faktor VIII, trombin ve faktor X tarafindan aktive edilir. Her iki proteaz da faktor
VIII molekiiliinii agir zincirin Arg 372 ve Arg 740 pozisyonlarinda ve hafif zincirin Arg 1689
pozisyonlarinda pargalar. Bu boliinmeler, A1 ve A3 alanlar1 arasindaki elektrostatik
etkilesimler yoluyla iliskili kalan iki A1-A2 ve A3-C1-C2 pargasi ile sonuglanir. Faktor
VIII'in aktivasyonu, von Willebrand faktoriine olan afiniteyi onemli olgiide azaltir. Aktive
edilmis faktor VIII, aktive edilmis faktor IX, negatif yiiklii membran fosfolipidleri ve
kalsiyum iyonlar1 ile birlikte tenaz kompleksini olusturur, bu da enzimatik olarak faktér X
iizerinde etki ederek onu aktif hale getirir. Aktiflestirilmis faktor X, aktiflestirilmis faktor V
ve kalsiyum 1iyonlar1 (protrombinaz kompleksi) ile birlikte protrombinin trombine
dontistimiine katilir. Trombin, nihayetinde fibrinojeni fibrine doniistiirecek olan pihtilagsma
zincirindeki anahtar enzimdir. Aktive faktor VIII, pthtilasma kademesinde roliinii oynadiktan
sonra, bu hizla etkisiz hale gelir. Fizyolojik kosullar altinda bu inaktivasyonun kesin

mekanizmasi hala bilinmemektedir. Bununla birlikte, aktive protein C, protein S'nin ve faktor

25



B alaniin karboksi-terminal bolgesinin varligini gerektiren bir reaksiyonda, faktor VIII agir
zincirini Arg pozisyonlar1336 / Met 337 ve Arg 562 / Gly 563'te pargalar. Aktiflestirilmis
faktor X, aktiflestirilmis faktor V ve kalsiyum iyonlar1 (protrombinaz kompleksi) ile birlikte
protrombinin trombine doniigiimiine katilir. Trombin, nihayetinde fibrinojeni fibrine
dontistiirecek olan pihtilasma zincirindeki anahtar enzimdir. Aktive faktor VIII, pihtilasma
kademesinde roliinii oynadiktan sonra, bu hizla etkisiz hale gelir. Fizyolojik kosullar altinda
bu inaktivasyonun kesin mekanizmasi hala bilinmemektedir. Bununla birlikte, aktive protein
C, protein S'nin ve faktér B alanmin karboksi-terminal bdlgesinin varligini gerektiren bir
reaksiyonda, faktor VIII agir zincirini Arg pozisyonlari336 / Met 337 ve Arg 562 / Gly 563'te
parcalar. Aktiflestirilmis faktor X, aktiflestirilmis faktér V ve kalsiyum iyonlari
(protrombinaz kompleksi) ile birlikte protrombinin trombine doniisiimiine katilir. Trombin,
nihayetinde fibrinojeni fibrine doniistiirecek olan pihtilasma zincirindeki anahtar enzimdir.
Aktive faktor VIII, pihtilasma kademesinde roliinii oynadiktan sonra, bu hizla etkisiz hale
gelir. Fizyolojik kosullar altinda bu inaktivasyonun kesin mekanizmasi hala bilinmemektedir.
Bununla birlikte, aktive protein C, protein S'min ve faktér B alanimin karboksi-terminal
bolgesinin varligini gerektiren bir reaksiyonda, faktér VIII agir zincirini Arg pozisyonlari336
/ Met 337 ve Arg 562 / Gly 563'te parcalar. Trombin, nihayetinde fibrinojeni fibrine
dontistiirecek olan pihtilasma zincirindeki anahtar enzimdir. Aktive faktor VIII, pihtilasma
kademesinde roliinii oynadiktan sonra, bu hizla etkisiz hale gelir. Fizyolojik kosullar altinda
bu inaktivasyonun kesin mekanizmasi hala bilinmemektedir. Bununla birlikte, aktive protein
C, protein S'nin ve faktér B alanmin karboksi-terminal bdlgesinin varligini gerektiren bir
reaksiyonda, faktor VIII agir zincirini Arg pozisyonlar1336 / Met 337 ve Arg 562 / Gly 563'te
parcalar. Trombin, nihayetinde fibrinojeni fibrine doniistiirecek olan pihtilasma zincirindeki
anahtar enzimdir. Aktive faktor VIII, pihtilasma kademesinde roliinli oynadiktan sonra, bu
hizla etkisiz hale gelir. Fizyolojik kosullar altinda bu inaktivasyonun kesin mekanizmasi hala
bilinmemektedir. Bununla birlikte, aktive protein C, protein S'nin ve faktér B alaninin
karboksi-terminal bolgesinin varligin1 gerektiren bir reaksiyonda, faktor VIII agir zincirini
Arg pozisyonlar1336 / Met 337 ve Arg 562 / Gly 563'te parcalar.(Jayandharan, ve digerleri.,
2005).

2.8 Hemofili A'daki mutasyonlarin heterojenligi

1984'te F8'in klonlanmasindan bu yana, Hemofili A'nin molekiiler temeli kapsamli bir sekilde

incelenmistir. Bu ¢aligmalar, gilinlimiizde internet iizerinden erisilebilen veritabanlarinda
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derlenen biiylik miktarda bilgi tiretti. Hemofili A hakkinda en temsili bilgi bankalarindan biri
HAMSTeRS'dir.(Wacey, ve digerleri. 1996)(Hemophilia A Mutasyon Arama Testi ve
Kaynak Sitesi). Bu veritabani, yaymlanmis mutasyonlarin tam bir listesini, fenotipik verileri,
molekiiler modelleri, mutasyonlar1 tarama ydntemlerini, polimorfizmlerin bir listesini ve
Hemofili A'min molekiiler patolojisinin bir incelemesini saglar. HAMSTeRS su anda
Hemofili A ile iligkili ikameleri igeren 1.000'den fazla mutasyonu listeler, gen boyunca
dagitilan silmeler ve eklemeler(Bicocchi ve digerleri, 2003). Hemofili A ile ilgili molekiiler
veriler, hastalikla iligkili mutasyonlarin biiyiik bir heterojenligini gostermektedir. Bununla
birlikte, iki spesifik mutasyon, intron 22'nin inversiyonu ve intron 1'in inversiyonu, siddetli
Hemofili A vakalarmin sirasiyla yaklasik %50 ve %5'inde bulunur. intron 22'nin inversiyonu,
int22h1 dizisi ile F8'in telomerik kismindan 6nce 400-500 kb'de bulunan ekstragenik
kopyalardan biri (int22h2 veya int22h3) arasindaki homolog rekombinasyondan kaynaklanir.
Rekombinasyon olayinda yer alan ekstragenik kopyaya bagl olarak, iki ana inversiyon tiirii
tanmnir. Tip 1 inversiyon distal kopyayr (int22h3) ve tip 2 inversiyon proksimal kopyay1
(int22h2) igerir. Bu inversiyonlar neredeyse sadece erkek mayoz bolinmede meydana gelir.
Intron 1'in tersine ¢evrilmesi, 1'lik bir bélge arasinda homolog rekombinasyonu icerir, 041 bp
intron 1'de (intlhl) ve ekstragenik bir kopyada (intlh2) C61A ve VBP1 genleri arasinda
F8'in telomerik boliimiiniin yaklagik 140 kb Oniinde bulunur. intlhl ve intlh2 dizileri
arasindaki benzerlik, aralarinda tek bir niikleotit farki olmak tizere ¢ok yiiksektir. Hemofili
A'nin molekiiler temelleri hakkinda biiyiik miktarda bilgi bulunmasina ragmen, genin analizi
icin en gelismis yaklasimlar kullanilsa bile molekiiler tanis1 kurulmamis hastalarin yaklasik
%?2'lik bir ylizdesi vardir. Bu, kodlamayan bdlgelerde bulunan mutasyonlardan veya bu
hastalarin F8 ile iligkili mutasyona sahip olmamasindan kaynaklanabilir. Diger genler,
ornegin lektin durumunda, mannoz baglama 1, faktér VIII'in endoplazmik retikulumdan
Golgi aygitina hiicre i¢i tasinmasindan sorumlu olan ERGIC53 ve MCFD2 (¢oklu pihtilasma
faktort eksikligi 2 protein genleri) olarak da bilinir. Bu proteinlerdeki kusurlar, pthtilagsma

faktorleri V ve VIII'in birlesik eksikligine neden olur.(Mensur 2021).

Birka¢ protein dolasimda faktor VIII ile etkilesime girer. En Onemlilerinden biri von
Willebrand faktoriidiir. Von Willebrand faktorii, hemostazda iki ana rol oynayan multimerik
bir glikoproteindir: (I) vaskiiler yaralanma bdlgesinde trombosit yiizeyi ve endotel
duvarindaki glikoproteinler arasindaki etkilesim i¢in bir araci olarak hareket ettiginde birincil
hemostazda yer alir ve (II) faktor VIII tasiyict protein olarak hareket ettiginde sekonder

hemostazda yer alir ve yar1 Omriinii uzatir. (Eckhardt ve digerleri, 2014)Sekonder
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hemostazdaki rolii g6z Oniine alindiginda, von Willebrand faktor eksikliginin faktér VIII
seviyelerinde ve Hemofili A hastalarinda goriilenlere benzer klinik kosullarda karsilik gelen
bir diisiisle sonuclandigin1 anlamak kolaydir. Von Willebrand hastaliginin c¢esitli klinik alt
tiplerinden ( Tip 1, 2A, 2B, 2M, 2N), 2N varyanti, von Willebrand faktorii ile faktor VIII
arasindaki etkilesimin, o faktoriin D' veya D3 alanlarindaki mutasyonlar nedeniyle
azalmasindan kaynaklanan tek varyanttir.(Dasgupta ve digerleri., 2007). Bu durum i¢in
homozigot veya heterozigot bilesikler, plazmadaki faktor VIII seviyelerinde bir azalma
gosterir ve genellikle hemorajik olaylar sunarlar ve siklikla yanhislikla Hemofili A olarak
teshis edilirler. Bu varyantin analizi, Ozellikle hastalarda onemlidir. Hemofili A igin
molekiiler analizi F8 mutasyonlar1 i¢in negatif olan (Cormier ve digerleri, 2020). Diger
genlerdeki mutasyonlarla ilgili olarak belirtilmesi gereken bir diger konu, Hemofili fenotipini
etkileyebilecek faktorlerle ilgilidir. Son aragtirmalar, ayn1 mutasyona sahip ve benzer rezidiiel
faktor VIII seviyelerine sahip hastalarda bile, hemorajik belirtilerin modelinde farkliliklar
olabilecegini gostermistir. Fenotipik degiskenligin aciklamalari arasinda faktér V Leiden gibi
protrombotik mutasyonlarin varligi, protrombin genindeki (G20210A), metilentetrahidrofolat
rediiktaz genindeki mutasyonlar, protein C ve protein S eksikligi ve hatta polimorfizmlerin
birlikte kalitimi pihtilasma sistemi. Fenotipik degiskenligi, hastalara infiize edilen faktor
VIII'in farmakokinetigindeki farkliliklarla iliskilendiren yeni calismalar da vardir (Bayat,
2019; Collins ve digerleri, 2011)

2.9 Hemofili A'nin molekiiler tanisi

Aile oykiisli ve hemorajik ataklarin olusumu, Hemofili tanisi i¢in ana verilerdir. Bununla
birlikte, Hemofili hastalarinin yaklasik %?20-30'unun ailesinde hastalik Oykiisii yoktur.
Hemofilinin laboratuvar teshisine eklenen molekiiler tekniklerin mevcudiyeti, hastaligi
molekiiler diizeyde karakterize etme olasilifi. Molekiiler analiz,z DNA veya RNA'yi
kullanabilir, ancak birincisi daha fazla stabilitesi ve kullanim kolaylig1 nedeniyle daha yaygin
olarak kullanilir. DNA analizi i¢in kullanilan yaklasimlar dogrudan veya dolayli olabilir.
Dolayli yaklasimlar, baglanti analizine dayanir ve spesifik polimorfik belirtecler kullanir.
Dogrudan yaklagimlar, mutasyonun dogru tanimlanmasina izin veren birka¢ molekiiler
teknige dayanmaktadir. Ancak, F8'in biiyiik boyutu, genomik karmasiklig1 ve mutasyonlarin
biiyiik ¢esitliligi zordur. Biiyilk DNA dizilerini igeren mutasyonlar, yani biiylik delesyonlar,
eklemeler veya yeniden diizenlemeler Southern blot ile tanimlanabilir Muhammed, ve

digerleri., 2016). Intron 22 inversiyonunun tespiti i¢in uzun PCR teknikleri(Wacey, ve
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digerleri. 1996)ve daha yakin zamanda, tarafindan Onerilen bir multipleks PCR
teknigiPeyvandi ve digerleri, (2006)DNA dizisindeki kiiciik degisiklikleri iceren mutasyonlar
(genel olarak nokta mutasyonlar1) Ozel teknik prosediirler gerektirir. Bunun i¢in PCR
amplifikasyonu, ardindan bir elektroforetik hareketlilik tahlili kullanilir. Genel olarak, bu
tahlillerle elde edilen mutasyon saptama oranlar1 oldukg¢a yiiksektir ve protokoller

uyarlanarak gelistirilmistir.(Kadir, ve digerleri.,2020).
2.10 Hemofilinin molekiiler tanmisinin klinik sonuclari

Genel olarak, Hemofili A'nin molekiiler karakterizasyonu, hastaligin teshisi veya tedavisi i¢in
gerekli degildir. Hemofili teshisi klinik olarak siiphelenilir ve F8:C testi yapilarak dogrulanir.
(Muhammed, ve digerleri., 2016)Eksik faktor profilaktik olarak veya istege bagl olarak
asilanarak tedavi gergeklestirilir. Bununla birlikte, hemofilinin molekiiler teshisi, durumun
miimkiin oldugu ancak zorunlu olmadigi durumlarda (tasiyici bir kadiin kizlar) veya hatta
daha once aile Oykiisii olmamasina ragmen, tasiyicilarin tanimlanmast i¢in olduk¢a dnemlidir.
Hastalig1 olan bir bireyin hemofili dogumu. Bu durumlarda, 6zellikle dogurganlik ¢agindaki
kadinlarda tastyicilik durumunun belirlenmesi esastir, ¢linkii kadinin aile planlamasina
katilmasina ve karar vermesine olanak tanir. Son olarak, Hemofili'nin molekiiler teshisi,
hastaligin genetik durumunun dogru bir sekilde belirlenmesine (kalitsal veya sporadik) izin
veren bir genetik danigsmanlik / aile oryantasyon programi yapilandirabilir Pinto, ve digerleri
(2012). Bu belirlemeden elde edilen veriler, hastaligin 6zellikleri, tekrarlama riskleri, genetik
aktarim yontemleri, dogum Oncesi ve sonrasi teshis cephaneligi ile psikolojik ve duygusal
destek hakkinda potansiyel bilgiler saglar. Hemofilinin molekiiler teshisi, hastaligin genetik
durumunun (kalitsal veya sporadik) kesin olarak belirlenmesine olanak taniyan bir genetik
danigmanlik / aile oryantasyon programinin yapilandirilmasina neden olur. Bu tespitten elde
edilen veriler, hastaligin 6zellikleri, tekrarlama riskleri ve genetik geg¢is yontemleri, dogum
oncesi ve sonrasi teshis cephaneligi ile psikolojik ve duygusal destek hakkinda potansiyel
bilgiler saglar. Hemofilinin molekiiler teshisi, hastaligin genetik durumunun (kalitsal veya
sporadik) kesin olarak belirlenmesine olanak taniyan bir genetik danigmanlhik / aile
oryantasyon programinin yapilandirilmasina neden olur. Bu belirlemeden elde edilen veriler,
hastaligin ozellikleri, tekrarlama riskleri ve genetik aktarim yontemleri, dogum Oncesi ve
sonras1 teshis cephaneligi ile psikolojik ve duygusal destek hakkinda potansiyel bilgiler

saglar.
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Hemofilinin molekiiler teshisi, ciddi hastaliklardan etkilenen bireylerin kiirtajin yasal oldugu
iilkelerde dogum Oncesi tanida pratik 6neme sahiptir. Irak'ta bu duruma izin verilmemekte ve
bu endikasyon i¢in kullanimini simirlandirmaktadir. Hemofili A'min en korkulan
komplikasyonlarindan biri faktor VIII inhibitorlerinin (alloantikorlar)
gelismesidir.(Jayandharan, ve digerleri., 2012)hastalarmn %10-30'unda goriiliir. Inhibitor
hastalar faktor VIII infiizyonuna direngli hale gelirler, daha sik ve/veya daha siddetli
kanamalar yasarlar ve daha pahali {riinlerle tedaviye ihtiya¢ duyarlar. Vakalarin yaklasik
%095'inde, konsantre inflizyonun ilk 50 gilinii i¢inde inhibitér gelisimi meydana gelir.
Hemofili'de inhibitorleri yok edebilen tek tedavi, hastayr "tolere etmek" i¢in faktér VIII
konsantresinin sik sik infiizyonundan olusan immiintoleranstir. Inhibitérlerin gelisimini ve
mutasyon tiplerini iligkilendiren g¢alismalar, amino asit de§isimi ve kiiciik delesyonlar ile
mutasyonlarin diisiik bir inhibitdr prevalans: (yaklasik %5) sergiledigini gostermistir (AL-
Zubaidy, 2014). Buna karsilik, biiyiik delesyonlar, anlamsiz mutasyonlar ve yaygin intron
inversiyonu 22, daha yiiksek bir inhibitér prevalansi (7-10 kat) (yaklasik %35) ile
iliskilendirildi.(Jayandharan, ve digerleri., 2012)Benzer sonuglar Durisovd ve
ark.(1998)genotip ve fenotip ve inhibitorlerin gelisimi arasindaki iliskiyi kurarken. Duyu
degisimi mutasyonlar1 olan hastalarin, islevsel olmasa da, eksojen faktdr VIII i¢in immiino-
tolerans1 indiiklemek ig¢in yeterli olabilecek endojen faktér VIII'i sentezleyebilmeleri
mimkiindiir. Buna karsilik, ciddi molekiiler kusurlar1 olan hastalarda minimal miktarlarda
endojen faktor VIII sentezlenir ve bu nedenle eksojen faktdr VIII, bir bagisiklik tepkisini
tetikleyecek bir yabanci proteini temsil eder4(). Ayrica, faktér VIII hafif zincirindeki
mutasyonlarin daha biiytikk bir risk olusturdugu goriilmektedir. 42 agir zincirdeki
mutasyonlardan daha fazla inhibitér. Hafif/orta dereceli Hemofili A hastalarindaki
inhibitorlerin ¢ogu, A1-A2 alanlarinda (482-501 artiklar1 arasinda) ve faktor VIII C1-C2
birlesim yerlerinde duyu degisikligi olan mutasyonlarla birlikte ortaya ¢ikar. Bu mutasyonlar,
muhtemelen proteindeki konformasyonel bir degisikligin neden oldugu, %50'ye kadar artan
inhibitér riski ile iliskilidir.(Jayandharan ve digerleri, 2005; Wacey ve digerleri, 1996).
Ozellikle bazi mutasyonlar, hafif/orta dereceli Hemofili A: Arg593Cys, Arg210His ve
Trp2229Cys'de bir inhibitoriin gelisimi ile daha yaygin olarak iliskilidir. (Bicocchi ve
digerleri, 2003)Hafif/orta dereceli Hemofili A ve inhibitoér gelisimi icin risk mutasyonlari
olan hastalarda, faktor VIII konsantresi inflizyonlarin1 en aza indirmek ve bdylece inhibitor
gelistirme riskini azaltmak i¢in kanama olaylarinin miimkiin oldugunda desmopressin ile
tedavi edilmesi Onerilir. Ayrica risk mutasyonlar1 karsisinda 6zellikle 50. inflizyona kadar

hastanin inhibitor varlig1 acisindan daha sik test edilmesi Onerilir. Yakin tarihli bir ¢aligma,
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hemofili A ve inhibitorii olan, immiintolerans ile tedavi edilen ve biiyiik F8 delesyonlar1 olan
hastalarin, diger mutasyon tiirlerine kiyasla daha kotii bir yanita sahip oldugunu ortaya
koydu.(Mensur 2021). Dogal mutasyonlarin incelenmesi, farkli proteinlerin yapisal-
fonksiyonel iligkilerinin daha net anlasilmasina yol acabilir. Bu 6grenme, faktor VIII ile ilgili
olarak farkli degildir, ¢iinkii birka¢ mutasyonun karakterizasyonu, F8-faktor VIII iliskilerinin

daha iyi anlagilmasina yol agmistir.(Collins ve digerleri, 2011; Durisova ve digerleri, 1998).

Son olarak, hemofili A'nin molekiiler teshisi, genetik damismanlik icin gereklidir. Ozellikle
daha Once ailede hastalik Oykiisii olmayan sporadik vakalarda, yalmizca onunla iliskili
mutasyon bilgisi, tagiyict durumu taniyabilir ve gelecekteki yavrularda hastaligin tekrarlama
riskini dogru bir sekilde tahmin edebilir. Ayrica, genotip bilgisi, inhibitor gelistirme riskinin,
muhtemelen immiintoleransin basarisinin ve gelecekte gen tedavisinin tahmin edilmesinde
avantajlar saglayabilir. Hastaliktan etkilenen tiim hastalarda Hemofili A'nin molekiiler
tanisinin yapilmasi onerilir. Gelismis iilkelerde test, Irak'ta heniiz rutin olmasa da tan1 aninda

tiim Hemofili hastalarina sunulmaktadir.(Kadhim, ve digerleri., 2019).

Bilim ve teknolojideki ilerlemeler, bugiine kadar Hemofili hakkinda daha genis perspektifleri
ortaya koymamiza izin veriyor. Bir yandan, hastanin daha iyi bir yonetimi vardir, ¢linkii
genetik kusurun dogasina iligkin bilgi, ciddi Hemofilide intron 22'ye yapilan yatirimlarla
iligkili inhibitorlerin gelisimi gibi klinik komplikasyon risklerini 6nemli 6l¢iide azaltmaya
izin verir. A. Ote yandan, prenatal veya preimplantasyon tan1 gibi erken tani stratejileri
olusturmamizi saglayan tastyicilarin saptanmasi ic¢in tani stratejilerine sahip olarak bize
onleyici olanak sunmaktadir. Halihazirda, Hemofiliye uygulanan genomik tibbin katkisi,
birincil genetik kusurun, hastalarin klinik davranislarini degistiriyor gibi goriinen diger

genlerle etkilesimini tantmlamay1 miimkiin kilacaktir.

Kuskusuz, tiim bu stratejilerin uygulanmasi, kapsamli bir Hemofili yonetimi c¢abalariyla
birlikte gerceklestirilmelidir. Hemofili egitimini tesvik etmek icin sivil derneklerin
organizasyonu ve Hemofili olan popiilasyonda en kaliteli teshis, yonetim ve tedavi
stratejilerinin tanimlanmasini miimkiin kilacak bir ulusal niifus sayiminin entegrasyonu icin
hastalarin ve ailelerin tam olarak tanimlanmasi Arap Ulkelerinde zellikle Irak'ta(Abu-Amero

ve digerleri, 2008; Korzeniewski 2006),
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2.11 Gerekge

Hemofili hastalarinda F8 veya F9'a kars1 inhibitorlerin gelistirilmesi, bu hastalarin tedavisini
onemli Olclide tehlikeye atarak bu vakalarin morbidite ve mortalitesini arttirir. Genetik ve
genetik olmayan ¢esitli yonleri iceren karmasik bir mekanizma, bu inhibitorlerin ortaya
cikmasi ile iliskilidir. Daha 6nce agiklanan risk faktorleri arasinda, bagisiklik sisteminin
belirli yonlerine ek olarak, mevcut F8 veya F9 genindeki mutasyon tipi yer alir. Bu
inhibitdrlerin ¢ogu ¢ocukluk doneminde gelisir ve dnceki ¢alismalarda Irak Hemofili hastalar
gibi belirli etnik gruplarda daha biiylik bir yatkinlik gdzlemlenmistir. Araplar, Kiirtler,
Tiirkmenler ve yerli halklarin karisimindan olusan Irak niifusunun belirli etnik 6zelliklerini
gbéz Onilinde bulundurarak, Bu hastalar arasinda, inhibitér gelisimine bir sekilde katkida
bulunabilecek genetik ve immiinolojik yonlerden de farkliliklar bulmanin miimkiin olduguna
inantyoruz. Inhibitorlerin gelisim mekanizmasinda yer alan faktdrlerin belirlenmesi g¢ok
onemlidir ve bu antikorlarin ortaya ¢ikmasini dnleme stratejilerinin yani sira inhibitorleri olan
Hemofili hastalarinda immiino-tolerans1 indiiklemede daha etkili yeni tedavilerin

gelistirilmesine yardimci olabilir. .
2.12. AMACLAR

Bu caligmada, hemofili A hastalarinin ve tastyicilarinin F8 genindeki degisikliklerin, teshis
konulan hastalar ve kan akrabalarinin analizine dayali olarak molekiiler tanimlanmasi igin

gerekli metodolojiyi gelistirmeyi amacliyoruz.
e Irak'in farkli bolgelerinden temsili bir popiilasyonda inhibitorlerin prevalansinin
belirlenmesi ve genetik ve genetik olmayan risk faktorlerinin degerlendirilmesi.
e F8 geni icin molekiiler bir aragtirma protokolii olusturmak.
e Tastyicilarin dolayli aragtirilmasi i¢in mikro uydu kullanmanin fizibilitesini analiz etmek.

e Bireyler arasindaki farklilagmayi tahmin etmek icin bir kontrol popiilasyonunda

olusturulan protokolii uygulamak.

e Kayith Hemofili hastalarimin akrabalari arasinda olast Hemofili A geni tasiyicilarini

belirlemek

e Hemofili A ve pozitif Faktor 8 inhibitér testi olan hastalarda haplotip paterni olup

olmadigini kontrol etmek. Hastalar1 izlemek ve tedavi etmek i¢in bir protokol 6nerin.
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e Inhibitdrlii ve inhibitdrsiiz hastalarda dolasimdaki mononiikleer hiicrelerin gen
ekspresyonu calismasina dayali olarak inhibitorlerin gelisimi ile ilgili yeni genetik

yonleri belirlemek.

3. MATERYALLER VE YONTEM:

3.1 Hemofili A hastalarinin takibi icin 6nerilen protokol.

Zorunlu tastyicilar:
» Hemofili hastasi bir adamin tiim kizlari;

* Hemofilili bir cocugun annesi Ve hemofili olan en az bir aile iiyesi (erkek kardes, anne

tarafindan biiylikbaba, amca, yegen veya kuzen);

* Hemofili hastasi bir ¢ocugun annesi ve hemofili genini tasiyan bir aile liyesi (anne, kiz

kardes, anneanne, teyze, yegen, kuzen);

» Hemofili hastasi iki veya daha fazla ¢ocugun annesi veya hemofili A olan bir ¢ocuk ve ayn

zamanda hemofili hastas1 olan kizi.
Olas1 Tastyicilar:
* Tiim tasiyic1 kizlari

* Hemofili olan veya hemofili olan diger aile iiyeleri olmayan hemofili olan bir ¢ocugun

annesi
» Kiz kardesler, anneler, anneanne, teyzeler, yegenler, tasiyict kuzenler.

Hari¢ Tutulan Tasiyicilar: Ailede baba tarafindan hemofili hastasi olan ve kendi babasini

etkilemeyen kadinlar.
1. Hastanin ablas1 varsa tasiyicilik durumu i¢in de ayni siniflandirmay1 yapin.
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ii. Ailedeki diger kadinlara, anne tarafindan, tasiyici statiisiintin siniflandirilmasini yapma

firsat1 verin.

iii. Tim Zorunlu Tastyicilarda ve Olast Tastyicilarda F8'in  nicellestirilmesini

gerceklestirin.

iv. F8 dozu %30'dan azsa, hastayr F8 kantifikasyonuna gore Saglik Bakanligi'nin web

koagiilopatiler sistemine kaydedin:
® < %1 = Siddetli Hemofili
® %]l ila %5 = Orta Hemofili
e >9%5 = Hafif Hemofili
v. F8 kantifikasyonuna gore kanama olasilig1 hakkinda rehberlik saglayin.
vi. Dogurganlik ¢agindaki zorunlu tasiyicilar: genetik danisma servisine yonlendirin.

vii. Uluslararas1t Tromboz ve Hemostaz Dernegi (ISTH) kanama skorunu doldurun
3.2 Ornek secimi.

Irak'ta Bagdat Egitim Hastanesi hematoloji polikliniginde Hemofili A tanis1 konan 35 hasta
ailesi takibe alindi. Yaslar1 (18-35) olan 20 erkek hemofili A hastasi takibe alindi. Daha
sonra 23-Mart-2021-23-Eyliil-2021 doneminde (15-28) yaslarinda 15 kadin hemofili A
hastasi takip edildi.

Secilen dahil etme kriterleri:

a) Faktor VIII dozu %40'tan az olan (koagiilometrik yontemle gerceklestirilen doz) Hemofili
-A'l1 hastalar;

b) Anne ve anne tarafindan kadin akrabalar: Dokuz anne toplamaya gelmemis ve hastalar
calismadan c¢ikarilmistir. Aile ¢aligmasi, hemofili A hastasi olan 35 aileden 62 bireyden
olusuyordu. Bunlardan on dokuz aile hasta ve anneden olusuyordu ve iki ailede iki hasta
vardi; etkilenen kisi, annesi ve anne tarafindan kan akrabalarindan olusan bes aile; iki aile

sadece hasta ve kizlardan olusuyordu.

Numune toplama ve isleme arasindaki siire 1 saati gegmedi. Tam kan, 15 dakika boyunca
3500 rpm'de, tercihen 4°C'de santrifiijjlendi ve plazma ayrildi ve polipropilen tiiplerde
(eppendorf tipi) 500 ul'lik kisimlar halinde (en az 3 ve maksimum 5 kisim) saklandi.
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Sivilastirmadan sonra plazma igeren tiipler hemen -80°C'de donduruldu. Alternatif olarak,
baz1 durumlarda tiipiin kuru buz ve alkol karisimina daldirilip daha sonra -80°C'de saklanarak
hizli dondurma islemi uygulanmistir. F8:C ve F9:C dozajinin endojen faktdre atifta
bulunmasini saglamak icin, bu F8:C ve F9:C analizi i¢cin numunelerin toplanmasi arasinda
sirastyla minimum 15 ve 30 giinliik bir silireye saygi duyuldu ve faktor konsantresinin son

inflizyonu.

Kontrol Ornegi:Irak niifusunu kontrol etmek igin bu ¢alismada, tiimii Irak Bagdat
Universitesi Insan ve Tibbi Genetik Laboratuvari'nin (LGHM) 6rnek veritabaninin bir parcasi
olan 35 erkekler ve kadinlar bireyden DNA 6rnekleri kullanildi. Numuneler 1 Nisan 2021'den
31 Ekim 2021'e kadar toplanmustur.

3.3. Hemofili tipinin dogrulanmasi ve simiflandirilmasi

En fazla, bu ¢aligma yiiriitiiliirken hemostaz ve trombozda kullanilan testlerin laboratuvar
yonlerine iligkin kilavuzlar dikkate alinmistir (Baker ve digerleri.,, 2020). F8/F9'un
belirlenmesine yonelik testler, her bir faktdrden yoksun ticari plazma (sirasiyla Faktor 8 eksik
plazma veya Faktor 9 eksik plazma, Sigma-Trinity Biotech®, Irlanda) (Peyvandi ve
digerleri., 2016), kullanilarak fonksiyonel dozajin tek bir asamada belirlenmesiyle
gergeklestirilmistir. Bir referans standardi (Sigma-Trinity Biotech®, Irlanda) kullanilarak bir
kalibrasyon egrisi belirlendi. Testler bir MTX koagiilometresi (Coag-A-Mate MTX,
Biomerieux-USA) kullanilarak yapildi. Arastirilacak plazma, sadece analiz edilecek faktorde
eksik olan plazma ile karistirildiktan sonra, pihtilasmaya 6zgii yol faktorlerinin varligina
dayal1 olarak fibrin olusum siiresi ile ilgili bir test olan aktive tromboplastin aktivite siiresi
(APTT) belirlendi. , hangi faktorlerin VIII ve IX pargasi oldugu. Her durumda fibrin olusumu
icin gereken siire, standart bir kalibrasyon egrisi ile iliskilendirilir ve bu sekilde, spesifik
faktoriin pihtilastirict aktivitesinin belirlenmesini miimkiin kilar. Boylece hemofili siddeti F9
veya F9'un kalinti pihtilastirict aktivitesine gore belirlendi. Dolagim seviyeleri normalin
%1'inden az olan hastalar siddetli hemofili, %1 ila %5 arasinda olan hastalar orta hemofili ve

%75 1ila %40 arasinda olan hastalar hafif hemofili olarak siniflandirildi.
3.4. F8 veya F9'a karsi inhibitorlerin varhgim arastirin.

F8 veya F9'un pihtilagtirict aktivitesinin inhibitdrlerinin veya nétralize edici antikorlarin
varlig1, 2 saat siireyle 37°C'de inkiibe edilen normal plazma havuzu ile analiz edilecek

plazma karisiminin test edilmesiyle arastirildi. Normal plazma havuzunun ayni hacmine sahip
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bir numune paralel olarak inkiibe edildi ve test i¢in referans olarak kullanildi. (Castellone and
Adcock 2017). APTT, kontrol numunesi ve arastirilacak numuneler lizerinde gerceklestirilir.
Inhibitérlerin  varhiginda, kontrol numunesine gére APTT'de bir artis gozlenir. Test,
inhibitorlerin varligi acisindan pozitif kabul edildiginde, modifiye Bethesda teknigi
kullanilarak inhibitoriin teyidi ve miktar tayini (titrasyon) yapildi (Fan ve digerleri, 2009).

3.5. Modifiye Bethesda teknigi ile inhibitorlerin miktar tayini.

Bethesda teknigi kullanilarak F8 veya F9'un pihtilastirict aktivitesine yonelik spesifik
inhibitorlerin miktar tayini, (Duncan ve digerleri., 2013) bir normal plazma havuzu ile analiz
edilecek plazmanin seri diliisyonlarinin bir karigimi ile gerceklestirilmistir. 37°C'de 2 saatlik
inkiibasyondan sonra, F8 veya F9'un kalint1 aktivitesi belirlendi. Tanim olarak, bir Bethesda
birimi (UB), mevcut F8 veya F9'un aktivitesinin %350'sini inhibe eder. Bu nedenle, en az bir
durumda 0,6'nin {lizerinde titreye sahip hastalar pozitif inhibitor olarak kabul edildi ve 0,6 UB
ile 5 UB arasinda inhibitorii olan hastalar diisiik titreli inhibitorli hastalar olarak
siniflandirildi ve titre 5 UB'den biiyiik veya ona esit oldugunda su sekilde siniflandirildi:
yiiksek titre inhibitorleri olan hastalar. Klasik Bethesda yontemi ile modifiye edilmis
Bethesda veya Nijmegen teknigi (Matsumoto ve digerleri, 2002) arasindaki fark, ilkinde,
veronal tampon, numuneleri ve normal havuzu seyreltmek icin kullanilir ve modifiye edilmis
testte, imidazol, pH 7.4, plazma seyreltmesi i¢in standardize edilmistir. Kontrol olarak, analiz
edilen faktorde veya %4 sigir albiimini (BSA) ile plazma eksikligi olan normal plazma
havuzunun 1:1 seyreltmesi gerceklestirilir. Orijinal testi degistirmenin avantaji, diisiik titreleri

saptamak icin daha yiiksek hassasiyet anlamina gelir (Sekil 3.1).
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Bethesda Testi

Klasik Bethesda Testi N:.gmojon Modifiye Bethesda Testi

. Tampon
........ ) x.m..,ol . . Exeix
Plazmasa prazma | | I8 | tamponu prazmasa P — S
Campons ~ plazma
_ .

2saat 37C de inktbe Edin . 2saat 37C de inkibe Edin
FV1ll Tahlili : FV1ll Tahlili
! : :
FV1lll Aktivite Kaybina : FV1ll Aktivite Kaybaina

Belireyin . Belireyin

Sekil 8 Klasik Bethesda teknigi ile modifiye veya Nijmegen teknigi arasindaki karsilastirma

semast (Matsumoto, ve digerleri., 2002).
3.5.1. Modifiye Bethesda teknigi prosediirii.

Analiz edilecek plazma numuneleri, imidazol tamponu pH 7.4 kullanilarak 1:2; 1:5; 1:10;
1:20 ve 1:40. Ayni zamanda, normal bir plazma havuzu numunesi, burada POOL T olarak
adlandirilan imidazol tamponunda 1:1 oraninda seyreltildi (Kim, ve digerleri 2010). Her
karisimi igceren numuneler 2 saat 37°C'de inkiibe edildi ve ardindan her diliisyonun F8 veya
F9'un pihtilagtirici aktivitesi belirlendi. Daha sonra, asagidaki formiil kullanilarak her

karisimin kalint1 faktoriinlin hesaplanmasi yapildi:

_atividade do fator de cada mistura X 100
KONTROL faktor aktivitesi

Artik faktor aktivitesi (%)

Artik aktivite bulundugunda, %25 ile %75 arasindaki diliisyonlar1 dikkate aldik. Bir Di-log
grafigi kullanilarak, 1 UB/ml plazmaya karsilik gelen %50 kalint1 aktiviteye esdeger noktay1
bulmak i¢in bir egri ¢izildi.

3.6. Inhibitér varhgmmin tespit edildigi durumlarda ilgili IgG alt simflarmin ELISA

teknigi kullanilarak karakterizasyonu.

F8 veya F9'a kars1 spesifik antikorlarin karakterizasyonu, Hofbauer ve ark. (2014), ELISA
(enzim baglantili immiinosorbent tahlili) teknigine dayalidir. Analiz edilen her bir antikor alt
smift icin ayr1 ayr ¢ farkli ticari plazmadan tiiretilmis insan faktdrii VIII konsantresi

kullanilarak ii¢ farkli deney gergeklestirilmistir: a) F8 Octavi SD Optimun konsantresi

37



(Octapharma-Fransa); b) F8 8Y konsantresi (Bio Products Laboratory-UK) ve c¢) F8 Hemofil
konsantresi (Baxter Healthcare Corporation-ABD).

Kullanilan ELISA teknigi, bir mikroplakanin (96 kuyu) 0.05 M sodyum karbonat tamponu,
pH 9.6 i¢inde 51 U/mL nihai konsantrasyonda 100 uL saflagtirilmis faktor VIII konsantresi
ile 4°C'de 24 saat inkiibe edilmesinden olusur. Inkiibasyon siiresinden sonra plaka, 0.01 M
fosfat tamponlu salin (PBS: 0.137 M NacCl, 2.68 mM KCl, 6.8 mM Na2HP04 ve 70.74 mM
KH2P04), pH 7.4 ve %0.5 i¢inde %3 si1g1ir albiimini i¢eren bir ¢ozelti ile bloke edildi. Tween
20 (Sigma-ABD). Plaka, oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi ve ardindan PBS ve %0.5
Tween 20 (kuyu basina 250 uL) ile 3 yikama yapildi. inhibitér varlig1 icin pozitif 50 uL hasta
plazmasi, PBS icinde 1:10 ile 1:1000 arasinda seri seyreltmede eklenmistir. 1 saatlik
inkiibasyondan sonra plaka 4 kez PBS ile yikandi. O zamanlar, AP (alkalin-fosfataz) ile
konjuge edilmis 100 uL ikincil anti-insan monoklonal antikoru ilave edildi ve deneyler, %3
sigir alblimini i¢ceren 50 mM/L Tris-salin tamponu i¢inde seyreltilmis her bir antikor alt sinifi
icin ayr1 ayr1 yapildl. , oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra, %0.5 Tween 20
iceren PBS tamponu ile dort yikama yapildi. Daha sonra, 0,09 M dietanolamin tamponu
icinde seyreltilmis alkalin fosfataz i¢in kullanilan substrat (p-nitrofenil fosfat; Zymed®,
ABD) ilave edildi, pH 9,8, 0.05 mM MgCI2 iceren , ardindan oda sicakliginda ve 1siktan
korunarak 20 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra reaksiyonu engellemek i¢in 3M
H2S04 soliisyonu eklendi. Plaka daha sonra analiz edildi ve bir mikroplaka okuyucuda 405
nm dalga boyunda okundu. Sonuglar, seyreltmelere gore verilen reaktivite yogunlugu ile her
analizde elde edilen en yiiksek yogunluga gore degerlendirildi: + 1:10; ++ 1:40; +++ 1:80 ve

++++ 1:320, ++++ ile negatif numune arasinda degisir (negatif kontrole esit veya daha az:
bos).

3.7. Hemofili ile ilgili molekiiler degisikliklerin tanimlanmasa.

Hemofili ile iligkili molekiiler degisimin tanimlanmasi, tipine (hemofili A veya B) ve

siniflandirmasina (hafif, orta veya siddetli) gore farkl: stratejilere boliinmiistiir.
3.7.1. Hemofili A ile iliskili mutasyonlar1 tespit etme stratejisi.

Hemofili A teshisi konan vakalarla iligkili molekiiler degisiklikleri belirlemek i¢in asagidaki
strateji izlendi. Siddetli (F8:C < %1) olarak smiflandirilan hemofili A vakalarmin yaklasik
%401, faktor VIII geninin intron 22'sinin inversiyonuna yol acan molekiiler bir yeniden

diizenlemeden kaynaklanmaktadir. Matsumoto, et al. (2002), siddetli hemofili A hastalarinin
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yaklasik %5'ini etkileyen faktdr VIII geninin ikinci bir intron 1 dizi inversiyonunu tanimladi.

Bu nedenle, siddetli hemofili A hastalarinda, bu iki yeniden diizenleme baslangigta arastirildi,
yani INV-22 ve faktor VIII geninin INV-1'1.

3.7.2 DNA ekstraksiyonu

Mevcut aragtirmanin tiim numunelerinde (kasuistry'den 63 numune ve Bagdat'tan 32 kontrol
numunesi), Aziz ve digerlerine gore DNA, fenol-kloroform ile geleneksel yontemle ekstrakte
edildi. (2017) DNA Sambrook et al., 1989. ekstraksiyonundan sonra numuneler NanoDrop
ND-1000 ekipmaninda (NanoDrop Technologies - ABD) 6l¢iildii.

3.7.2.1. Faktor VIII geninin intron 22 inversiyonunun tespiti.

INV-22'nin arastirilmasi i¢in laboratuvarimizda ti¢ farkli teknik standardize edilmistir:
Southern blot; alt déngii-PCR analizi (S-PCR) ve ters PCR teknigi (I-PCR). Ilk segenek
olarak kullanilan I-PCR (Abdulqader ve digerleri., 2020; Rossetti ve digerleri., 2008).
tekniginin kesin olmadigi bazi durumlarda, bu mutasyonun varligmi veya yoklugunu

dogrulamak icin diger tekniklerden biri uygulandi.
3.7.2.2. Southern blot teknigi ile faktor VIII geninin intron 22 inversiyonunun tespiti.

INV-22'nin saptanmasi i¢in agiklanan ilk teknik, genomik DNA'nin kisitlama enzimi Bcl I
tarafindan sindirilmesine ve ardindan Int22h1'e (Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu - ATCC,
Rockville) karsilik gelen p482.6 probu kullanilarak Southern blot analizine(Southern 1975)
dayanmaktadir. , MD ABD). Bu teknigin daha zahmetli oldugu ve sonucun daha uzun
stirdiigli icin, sadece intron 22'nin inversiyonunun S-PCR veya I-PCR yontemleri ile analiz

edilmesinin miimkiin olmadig1 durumlarda kullandik.
3.7.2.3. Arastirillacak genomik DNA'min sindirimi.

Aranacak genomik DNA (10 ug), 10 mM Tris-HCI tamponu, pH 7.5, %50 gliserol, 50 mM
KCIl, 1 mM DTT, EDTA 0 0.1 mM iginde 50 IU kisitlama enzimi Bcl I ile sindirildi., 55
°C'de 16 saat siireyle. (Sambrook ve digerleri., 1989). Inkiibasyondan sonra genomik DNA,

7 M amonyum asetat ve mutlak etanol ile tekrar ¢okeltilerek konsantre edildi.
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3.7.2.4. Giiney lekesi

DNA sindirimi iiriinleri, %0,6 agaroz jel lizerinde, 7x15 cm boyutunda ve 5 mm kalinliginda,
TAE tamponunda ve 48 saat boyunca 40 V sabit voltajda elektroforez ile ayrildi. Jel ile
ayrilmis DNA, pozitif yiiklii naylon membran yan yana yerlestirilmis bir tabakaya
(Hybondtm —N+, Amersham Life Science, Isve¢) aktarildi. Transfer, alkalin bir yontem
kullanilarak yapildi. Jel 10 dakika 250 mL 0.25 N HC1 iginde inkiibe edildi ve bu siirenin
ardindan jel distile su ile yikandi ve 30 dakika denatiire edici bir ¢6zelti (0.4 N NaOH ve 1 M
NaCl) i¢ine yerlestirildi. Bir rezervuarin ig¢ine bir platform monte edildi ve bunun {izerine
transfer soliisyonuyla (1.5 M NaCl, 0.25 N NaOH) doyurulmus bir Whatman 3MM kagit
kopriisii (uygun boyutta kesilmis 3 yaprak) yerlestirildi. Jel boyutunda bir zar (Hybond N)
kesildi ve zar jelin lizerine yerlestirildi. Transfer soliisyonunda nemlendirilmis ti¢ adet 3SMM
yaprak art1 yaklasik 5 cm yiiksekliginde bir ¢imlenme kagidi y1gini zarin iizerine yerlestirildi.
Rezervuar transfer soliisyonu ile dolduruldu. Cimlenen kagit yigininin {izerine 20 x 25 cm
jeller i¢in yaklasik 0,5 — 0,7 kg agirhik yerlestirildi. Transfer 16 ila 24 saat arasinda
gergeklesti. Membran, 0.2 M Tris kullanim soliisyonu, pH 7.5, 20 x SSC (3 M NaCl, 3 mM
sodyum sitrat) i¢inde yikanarak nétralize edildi. DNA, 7 M amonyum asetat ve mutlak etanol
ile 2 saat yeniden ¢okeltme i¢cin 80°C'de 1sitilarak zara F9 edildi. 20 x 25 cm jeller i¢gin
yaklasik 0,5 — 0,7 kg agirlhik yerlestirildi. Transfer 16 ila 24 saat arasinda gerceklesti.
Membran, 0.2 M Tris kullanim soliisyonu, pH 7.5, 20 x SSC (3 M NaCl, 3 mM sodyum
sitrat) icinde yikanarak ndtralize edildi. DNA, 7 M amonyum asetat ve mutlak etanol ile 2
saat yeniden ¢okeltme i¢cin 80°C'de 1sitilarak zara F9 edildi. 20 x 25 cm jeller i¢in yaklasik
0,5 — 0,7 kg agirlik yerlestirildi. Transfer 16 ila 24 saat arasinda gergeklesti. Membran, 0.2 M
Tris kullanim soliisyonu, pH 7.5, 20 x SSC (3 M NaCl, 3 mM sodyum sitrat) iginde
yikanarak notralize edildi. DNA, 7 M amonyum asetat ve mutlak etanol ile 2 saat yeniden

¢cOkeltme i¢in 80°C'de 1sitilarak zara F9 edildi.
3.7.2.4. Faktor VIII geninin intron 1 inversiyonunun tespiti.

Intron 1 inversiyonu igin analiz, iki PCR reaksiyonu kullanilarak yapildi (Matsumoto, ve
digerleri, 2002). Bu teknik, hizli ve basitlestirilmis olma avantajina sahiptir. kullanilan

primerleri listeler.
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Cizelge 3 Intron 1 inversiyonunun analizi i¢in primerler.

Primerler 5-Sequence -3

9cR CGA GGT TGA GAT CTC TAT CG

9F GTT GTT GGG AAT GGT TGC TG
Int1h-2F GCC AGG CCC CTT GTT GCT ACA
Int1h-2R TCG GCG ATA TCA GCT GCT GAGG

100 ng genomik DNA'dan PCR reaksiyonlari, 25uL reaksiyon igeren: 2.5uL Taq polimeraz
enzim tamponu (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI) 1.5 mM MgCl2; %5 DMSO; her

dNTP'den 0.5 mM; 2.5 U Taq polimeraz enzimi ve her bir primerden 0.2 mM:
* Intlh-1: 9F + 9¢cR + int1h-2F primerleri
* Int1h-2: int1h-2F + int1h-2R + 9F primerleri

94°C'de 2 dakikalik denatiirasyondan sonra, reaksiyon 30 dongii ile saglandi: 94°C 30, 65°C
30” igin, 72°C 120” i¢in. Sekil 3.2 ve Sekil 3.3'te gosterildigi gibi, intron 1 inversiyonunun
varligi, Intlh-1 primerlerinin varliginda 1.323 Kb'lik ve Intlh-2 primerlerinin varliginda

1.776 Kb'lik bir bant olusturur.

Int1h-2F IntTh-2R E\/||| 9F 9cR
| — —p  —
A TEL —m— éxon 1 Int1h1 éxon 3 CEN
Intth-2R  9F FVIII Int1h-2F  9cR
— <« —
B TEL —[NZELY éxon 1 Int1h1 éxen2 | CEN

Intlhl Intlh2
Control Inversion | Carrier Control Inversion | Carrier
1.776Kb — 1.908Kb
I || I ||
1.191Kb | eo— — 1.323Kb
I I

Sekil 9 Faktor VIII geninin intron 1 inversiyonunun temsili. Normal diyagram (A) ve intron 1

inversiyonu (B) varliginda. Intlh-1'in (9F+ 9cR + intlh-2F) amplifikasyonu, normal
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kontrolde 1.191 kb'lik bir bant ve inversiyon varliginda 1.776 kb'lik bir bant olustu.(Kaynak

yazart)

Sekil 10 Faktor VIII geninin intron 1 inversiyonunun tespiti. %0.6 agaroz jel elektroforezi,
burada intron 1 inversiyonunun varligt 1.776 Kb(Inth-1) ve 1.323Kb(Inth-2) bantlarinin
varligi ile teyit edilebilir; intron 1 inversiyonu (INV1) olan hastalardan ve faktoér VIII geninin
(Por) intron 1 inversiyonu olan hastalardan alinan numunelerde gézlemlendigi gibi 1.191

Kb(Inth-1) ve 1.908(Inth-2) bantlarinin yoklugu. N, normal kontrol.

https://www.umbjournal.org/article/S0301-5629(07)00464-4/fulltext

3.7.3 Faktor VIII geninin otomatik dizilenmesiyle hemofili A ile iliskili mutasyonun

belirlenmesi.

Intron 22 ve intron 1 inversiyonlar1 icin negatif sonuglar1 olan siddetli hemofili hastalar1 ve
tim orta ve hafif hemofili A vakalari i¢in faktér VIII geninin spesifik bolgeleri otomatik
dizileme ile degerlendirildi. Bu durumda, PCR iiriinleri 16kositlerden izole edilen 100 ng
genomik DNA'dan asagidaki karisimla gerceklestirilir: 25uL Taq polimeraz enzim tamponu;
1.5 mM MgCl2; her dGTP'den 0.5 mM; 2.5 U Taq polimeraz enzimi ve Tablo 3.2'de
aciklandig1r gibi her primerden 0.2 mM. DNA'min spesifik bolgelerinin PCR teknigi ile
amplifikasyonundan sonra, 50 pL. amplifiye edilmis {irtin, bir GFX PCR kiti DNA ve Gel
Band Purification Kit (Amersham Biosciences, Ingiltere, Birlesik Krallik) kullanilarak

saflastirildi. Saflastirilan {irtin, amplifiye edilen iriiniin konsantrasyonunu degerlendirmek
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icin kantitasyon isaretgisi (Low DNA Mass Ladder, California, ABD) ile bir agaroz jeli

iizerinde Olglilmiistiir. Ardindan, siralama reaksiyonu, otomatik bir siralayicida (ABI

PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Perkin) miiteakip elektroforez igin iireticinin talimatlarina

gore Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer Applied

Biosystem, CA, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Elmer Uygulamali Biyosistem, CA,
(Sanger 1977; Smith et al., 1986).

3.7.4. F8 geni haplotiplerinin sikhigi

Viel ve digerleri tarafindan tarif edildigi gibi F8'in H1, H2, H3, H4, H5 ve H6 haplotiplerini
belirleyen F8 geni SNP'leri R484H, R776G, M208V ve D1241E icin genotiplendirme. (VIEL
ve digerleri, 2007), F8 genomik DNA'nin dogrudan dizilenmesiyle gergeklestirilmistir.

Kullanilan primerler Tablo 3.2'de agiklananlarla ayniydi, yani: ekson 10 (R484H), ekson 14
(R776G ve D1241E) ve (M208V).

Cizelge 4 Faktor VIII gen dizilimi i¢in primerlerin listesi

Exo Fragment Fragment
1-5-Sequence -3 “T.°C |Exon|l-5-Sequence -3’ ’T. °C

n pb) (pb)
GCTCCTGTTCACTTTGA GAGAACCTCTAACAGAA
CTT CGT

1 08 56 A 1252 56
AGCATCCACAACCATCC CTGTTGGACCATTTCCA
TAAC TGT
TGAAGTGTCCACCAAAA ATGCTACAGCTTTGAGG

2 207 56{14B 1085 56
TGA CTA
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TACCCAATTTCATAAAT AGATGAGAAGAGTTGTC
AGC TTG
GTACTATCCCCAAGTAA ATTGCAAAGGTATCATC
CCT ATT
3 08 56/14C 1029 56
TATTCATAGAATGACAG AGCAGAGCAAAGGAAT
GAC AACC
ACAGTGGATATAGAAAG CACCTAGGAAAAATGAG
GAC 15- [GATG
4 95 56, 314 56
TGCTTATTTCATCTCAA 18 [AGTGGGAATACATTATA
TCC GTC
CTCCTAGIGACAATTTC AGCATCCATCTTCTGTA
CTA CCA
5 187 56|19 456 56
AGCAGAGGATTTCTTTC TTGCACGTAGGATAAAT
AGG ATC
CATGAGACACCATGCTT AATCCACTCTGGTTCAT
AGC 20- |AGG
6 20 56, 778 56
CTGGTGCTGAATTTGGA 22 |[ACTGATTGTGTTCCCAG
AGA TGC
TCAGATTCTCTACTTCA GCTGAGTAGGTAGGGA
TAG ACCT
7 25 56123 197 56
GAAACTGTGCAAGGTCC GCAAGCACTTTGCATTT
ATC GAG
CTCTGGTATAGGACAGC TTGTGCACTCTAGTTAC
CTA 24- [TGT
8 356 56, 155 56
AGAGAGGTACAATAGTC 27 |ATAATCAGCCCAGGTTC
AAA TTG
AGAGTTGGATTTGAGCC GACTAACCCAGCTGAAT
TAC TTA
9 84 56128 181 56
CAGACTTTTTCTTCTTA GAGTGAATGTGATACAT
CCT TTC
AGCCTCAAATTACTATA TCAGGAGGTAGCACATA
58+DM|
10 ATG 347 8029 CAT 288 56
ACTTTAGACTGGAGCTT GTCCAATATCTGAAATC
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GAG TGC
CATGATTATCAATATGT CTCTGTATTCACTTTCC
GGC ATG
11 334 5630 214 56
GGATCCGACATACACTG GATATTGGATGACTTGG
AGA CAC
CTAGCTCCTACCTGACA GCTCAGTATAACTGAGG
ACA CTG
12 83 5631 249 56
GACATCACTTIGATTAC CTCTGAGTCAGTTAAAC
ATC AGT
ACTGGAAACAACTAGAA GAATTTCTGGGAGTAAA
GTG TGG 57+DM
13 368 56,32 322
TTAGCACAAAGGTAGAA GCTTACCTTTACTTTGC SO
GGC CAT

1. Arruda et al. (1995); 2. Hibridizasyon sicakligi.
3.8. Dolasimdaki mononiikleer hiicrelerden RNA ekstraksiyonu

RNAlater RNA Stabilizasyon Reaktifi® (QIAGEN) reaktifinde siispanse edilen
mononiikleer hiicreler tarafindan olusturulan soliisyon, 5 dakika 2.000 rpm'de santrifiijlendi
ve reaktif ¢ikarildi. Olusan hiicre peleti daha sonra RNeasy® Kiti (QIAGEN, ABD) (Tavares
ve digerleri., 2011).tarafindan RNA ekstraksiyonu i¢in kullanildi. Bu kit, hiicre bozulmasini
destekleyen guanidin izotiyosiyanat igeren bir tampon soliisyonunun kullanimina ve ardindan
RNA'nin bir silika jel membranina segici bir sekilde baglanmasi i¢in kosullar1 destekleyen
etanoliin eklenmesine dayanmaktadir. RNA membrana baglandiginda, yiiksek oranda
saflastirilmis RNA'y1 geri kazanmak i¢in RNAse icermeyen su ile eliisyon yeterlidir. RNA
konsantrasyonu, NanoDrop® ND-1000 UV-Vis cihazinda (NanoDrop Technologies, ABD)
standart bir deger olan 1 ABS 260nm = 40 ile belirlendi.ug/ml RNA ve 1.8-2.1 araliginda
olmas1 gereken ABS 260/280nm oranina gore saflik derecesi. RNA kalitesi, (Aranda ve
digerleri., 2012) denatiire edici ajan formaldehit iceren agaroz jelde elektroforez ile
dogrulandi, bdylece ikincil yapilarin etkisi ortadan kaldirildi. RNA numunesi, %6.5
formaldehit, %50 deiyonize formamid, %5 Ficoll-Paque Plus igeren bir tampon soliisyonunda
seyreltildi ve sonra jele yiiklendi. Elektroforez, olasi RNA bozunmasini onlemek icin

onceden %3 H202 ile muamele edilmis bir kap i¢inde 0.1M 3-(n-morfolino) propan siilfonik
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asit (MOPS), 0.05M EDTA, pH 8.0 ve 0.3M CH3COONa igeren calisan bir tampon ile
gerceklestirildi. Bir ultraviyole transliiminatdr tizerinde goriintiilenen jel, RNA'nin kalitesini

gostermek i¢in ¢ok farkli 18S ve 28S bantlarina sahip olmalidir (Sekil 3.5).

Sekil 11 Cikarilan RNA'nin kalite analizi. Formaldehit denatiire edici ajan ile %0.8 agaroz jel
elektroforezi. 18 ve 28S  bantlarim1  gdsteren  1-8  arast  hastalardan

Orneklerhttps://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214514117300156

3.9. CodeLink biyolojik dizileri

Birka¢ genin ayni anda taranmasi i¢gin GenBank, Unigene ve RefSeq'de depolanan insan
genlerinden tiiretilen 55.000 oligoniikleotitten olusan CodeLink Human Whole Genome
Bioarrays platformu (Amersham Biosciencies Piscataway, ABD) (Wu et al., 2005) kullanild:.
Her slaytta ayrica pozitif kontroller olarak 380 negatif ve 360 bakteri dizisi bulunur. Secilen
her hasta icin, bir prob olarak tam kandan mononiikleer hiicrelerden ekstrakte edilen RNA
kullanilarak bir biyodizi hibridize edildi. Hibridizasyondan sonra biyodiziler, GenePix Pro

programi (Molecular Devices, ABD) ve CodeLink tarafindan tarand1 ve analiz edildi.
3.9.1. Biyolojik dizilerin taranmasi.

Biyodiziler, iiretici tarafindan belirlenen parametreler (dalga boyu: 635 nm; PMT voltaji: 600
V; lazer giicli: %100; piksel boyutu: 5) (Saal ve digerleri., 2002) izlenerek bir GenePix
4.000B tarayicida (Molecular Devices, ABD) tarandi.um ve konum konumu Oum ). Her
noktanin yogunlugu tarafindan iiretilen veriler GenePix Pro programi (Molecular Devices,
ABD) tarafindan toplandi (Sekil 3.6). Toplamadan sonra program, diizensiz noktalari
otomatik olarak gecgersiz kildi. CodeLink programi, medyanla ilgili olarak sonuclar
normallestirdi ve pozitif ve negatif kontrolleri analiz ederek, beklenen sonuglar1 verip

vermediklerini dogruladi. Uretici, tam genom biyodizileri icin L noktas: (arka plana yakin)
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sayisinin toplam degerin %30 ila %60" arasinda olmasini ve C (kontamine), I (diizensiz) ve S

(doymus) noktalarinin sayisinin olmasini tavsiye eder. %1'den az olmalidir.

Sekil 12 Taramadan sonra biyo-tahlillerden elde edilen kismi goriintii.( Zimmerman,2013)
3.10. Kantitatif gercek zamanh PCR teknigi (RT-PCR) ile gen ekspresyonunun analizi

Gen ekspresyonunun degerlendirilmesi icin kantitatif real-time PCR (RT-PCR) yontemi
kullanilmaktadir. ifadenin géreceli oldugu sdylenir ¢iinkii aym1 zamanda beta-aktin ve
GAPDH (gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz) gibi endojen kontrollerin ifadesini de hesaba
katar. Teknik, PCR reaksiyonu (Goodeve, 2008) sirasinda yayilan fliioresansin, yeni
sentezlenmis seride spesifik bir prob veya bir boya baglayarak optik olarak izlenmesinden

olusur.
3.10.1. RT-PCR teknigi ile onay icin ilgilenilen genlerin secimi

Biyolojik diziler ile elde edilen tarama sonuglarina ve daha 6nce inhibitor gelisimi i¢in daha
yliksek bir riskle iligkili olarak tanimlanan genlere dayanarak (Hwang ve digerleri, 2008),
ekspresyon yogunlugu ile ilgili degerlendirme i¢in genler sec¢ildi. Bunun i¢in RT-PCR teknigi
kullanildi.

3.11 Isaretleyici Se¢imi

Mevcut calismada, segilen belirtegler STR'ler (Kisa Tandem Tekrarlar1 - seri halinde
tekrarlanan kiigiik DNA dizileri) olarak adlandirilanlardir. STR belirtegleri, farkli bireyler
arasinda daha fazla ayrim giicii saglayan yiiksek sayida alel igerir. Ozellikle isin amac1 bir
popiilasyondaki farkli bireylere kars1 ayrimcilik yapmak oldugunda kullanilirlar ve genellikle

Babalik Sorusturma testlerinde ve adli amaglarla kisisel kimlik testlerinde kullanilirlar.
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Ilk olarak, F8 geni (GAAIN21, GT1N24) icinde ve o genin 3' bdlgesinde (CTT3, TAAA2 ve
TTTA3) bulunan bes farkli STR secildi. Ancak, GAAIN21, GTIN24 STR'leri bu ¢alisma
icin dogrulanmamustir. Bu iki belirteg, arastirilan genden biraz daha uzak bolgelerde bulunan
ve haplotipin ayirt etme giiclinii artirmay1 amaglayan X kromozomu caligsmalarinda yaygin
olarak kullanilan diger ii¢ STR ile degistirildi: DXS 10011, DXS 7423, GATA31EO0S8.. Bu

isaretleyicilerin fiziksel konumlarinin bir semasi sekil 3.7'de gosterilmistir.

xq28
suEXON g infron ‘ FVIEA FVIRS
N
Telomere cenfromere
nisal Fina
HMF 1 HMF 3 HMF 2 DX510011 DXS7423 GATAZ1L08
155022 154837 154812 154724 154672 152019 149711 141140

Sekil 13 Ali STR'min X kromozomu {izerindeki konumunun sematik gdsterimi

(Zimmerman,2013)

Daha pratik olarak, isaretciler su sekilde yeniden adlandirildi: CTT3 isaretleri HMF-01,
TAAA3 HMF-03 ve TTTA3 HMF-02 olarak. Iki bitisik isaretleyici (DXS 7423 ve
GATA3I1E08) arasindaki en uzun mesafe 8,57 Kb (Kilobazlar) ve en kisa mesafe (CTT3 ve
TAAA3) (Shrestha et al., 2016) 52 Kb'dir. Iki ug isaret¢i arasindaki mesafe 13.673 Kb'dir
(TTTA3 ve GATA 31EO08). Secilen isaretleyicilerin tiimii yiiksek degiskenlige sahiptir. Bu
belirteglerin ortalama heterozigotlugu %70 (0.7) civarindadir. Bu, popiilasyonda aym
haplotipe sahip iki erkek (ilgisiz) bulma sansinin %1'den az oldugu ve ayn1 genotipe sahip iki
kadin bulma sansinin 0.0001'den az oldugu anlamma gelir. Toplanan verilerden, bu
belirteglerin degiskenliginin, mutasyon i¢in heterozigot kadinlar1 giivenli bir sekilde

tanimlamay1 miimkiin kilacagi sonucunu ¢ikarmak miimkiindiir.
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3.12. Astar Se¢imi

Isaretleyicileri segtikten sonra, burada kullanilan primerler, alt: isaretcinin tek bir sicaklikta
ortak amplifikasyonunu garanti etmek i¢in Primer (http://primer3plus.com/cgi-
bin/dev/primer3plus.cgi) programi kullanilarak tasarlandi. 60°C tavlama. Bu program, belirli
tavlama sicakliklarini, baslaticilarin uzunlugunu, GC igerigini (Guanine ve Sitozin) ve
amplifikasyon {irlinlerinin boyutunu se¢menizi saglar. Primerleri sectikten sonra, secilen
primerler arasinda ikincil yapilar veya dimerler olusturma olasiliklarini test etmek igin
Autodimer yazilimi1 59] kullanildi. Insan genomunun diger bolgelerinde olasi nonspesifik
¢inlama olusumunu dogrulamak i¢in primer seti BLAT programinda test edildi

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat). (Stephen et al., 1997). Multipleks PCR'yi optimize

etmek icin, fliloresan molekiiller (6FAM, HEX ve NED), sirasiyla mavi, yesil ve sar1 olarak
secilen her isaret¢inin primerlerinden birine 5' pozisyonuna yerlestirildi. Bu dikkatli secimden
sonra Tablo 3.3'te aciklanan primer dizileri se¢ildi. Asagidaki tablo incelenecek olan
belirteglerin  verilerini gostermektedir. Veriler, primerlerin dizilerini, X kromozomu
tizerindeki belirteglerin konumunu ve her bir belirteg i¢in amplifiye edilmis dizinin boyutunu

igerir.

Cizelge S Kullanilan Primerler ve X kromozomu iizerindeki konumu ile calisilan

polimorfizmler

Polymorphism
Primer Position

CTT3 (Haemophilia 1) [ S'"GCTCCTTTGATTGGATAATTTCA3' | 267pb
S'ATTCCTCAACATCAGAATAGACC3' | 180pb
TAAA3 (Haemophilia 3) | SSCAGTATGTGGAGGTTGCAGTTAG3' | 185pb
S'"GTTTCCCCAAGGCAAGTGATG3' 368pb
TTTA3 (Haemophilia 2) | SSGTCATGTGAGTAGAGGGATGACT3' | 211pb
5'"GGCAAATCTCCCTCCCATTCTA3' 229pb

DXS10011 5'AGAGGTATGCTGGAGAATTGCC3' | Position
S'TCCCAGCTACTTGGGAGACTAA3' 267pb

DXS 7423 S'"GTCTTCCTGTCATCTCCCAACI' 180pb
5S'TAGCTTAGCGCCTGGCACATA3Z' 185pb

GATA31E08 5'"GCAAGGGGAGAAGGCTAGAAY' 368pb
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S'TCAGCTGACAGAGCACAGAGAY 211pb

3.13 Multiplex PCR Optimizasyonu

Burada incelenen her bir isaret¢i, secilen primerin 6zgilliigiinii test etmek i¢in baslangicta tek
basmma amplifiye edildi. Bu PCR'de asagidaki iirlinler kullanilmistir: 5 pL QIAGEN ®
Multiplex PCR Kiti; 1 uL Q-¢dzeltisi; 1 pL astar karisimi (fleri + Geri - her astar igin 2 pM);
1 uL DNA (5 ila 10 nanogram) ve 2 pL su. Amplifikasyon reaksiyonlari, Veriti-96 termal
dongiileyici Well Thermal Cycler'da (Life Technologies, CA ve ABD) asagidaki dongii
kosullar1 altinda gerceklestirildi:

Ik denatiirasyon - 95 °C 15 dakika Denatiirasyon - 94 °C 30 saniye Zil sesi - 60 °C 90 saniye
Uzatma - 72 °C 60 saniye Son uzatma - 72 °C 30 dakika. Amplifiye edilen iiriin, %2 agaroz
jel tizerinde elektroforez ile gorsellestirildi. Her primer ciftinin miikemmel bir sekilde
amplifiye oldugunu dogruladiktan sonra, secilen alti markorii birlikte amplifiye etmek i¢in
testler yapildi. Bu adimda, en iyi sistem performansi i¢in her bir primer ¢iftinin ideal
konsantrasyonu belirlendi (bu konsantrasyonlar tablo 6'da gosterilmektedir), bu da 10 uM
kullanim soliisyonunu olusturmak igin gereken primer miktarimi ortaya koyuyor. Her PCR

reaksiyonu i¢in, asagida agiklandigi gibi 1pL kullanim soliisyonu kullanildi.

Cizelge 6 Astar karigimi

Primer Forward pLL Reverse Ml

HEMF 1 19.2 19.2

HEMF 2 14.4 14.4
HEMF 3 14.4 14.4
DXS 10011 48 48
DXS 7423 7.2 7.2
GATA 31E08 9.6 9.6
TOTAL 225.6 pL.

Multipleks PCR ig¢in, her reaktifin hacmi, bireysel PCR i¢in ag¢iklananla ayniydi. Bununla
birlikte, déngii kosullar1 asagida gosterildigi gibi degistirilmistir: {lk denatiirasyon - 15 dakika
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icin 95 °C Denatiirasyon - 30 saniye i¢in 94 °C Calma - 90 saniye i¢in 60 °C Uzatma - 60
saniye i¢in 72 °C Denatiirasyon - 94 ° 30 saniye i¢in C Zil - 90 saniye i¢in 58 ° C, Uzatma -
60 saniye i¢in 72 © C Son uzatma - 60 dakika i¢in 72 ° C.

3.14 Multiplex PCR Uriinlerinin Tespiti ve Analizi

Multipleks PCR'nin irilinleri ayrilmis ve ABI 3130 Genetic Analyzer'da (Applied
Biosystems) kilcal elektroforez vasitasiyla analiz edilmistir. Amplifiye edilmis iirlinlerin
tanimlanmasi i¢in, primerleri isaretlemek i¢in kullanilan 6FAM (mavi), HEX (yesil), NED
(sar1) ve LIZ (turuncu) floroforlarinin tanimlanmasina 6zel olan sanal filtre matrisi G5
kullanildi. Kapiler elektroforez i¢in numuneler 8.7 pL. Hi-Di formamid (Applied
Biosystems), molekiiler agirlik standardi olarak 0.3 pLL GS-500 LIX ve 1.0 uL PCR f{iriinii ile
hazirlandi. Kapiler elektroforezden sonra numuneler GeneMapper® 3.7 yazilimi1 (Applied
Biosystems) kullanilarak analiz edildi. Bu program, LIZ 500 molekiiler agirlik standardi

tarafindan belirlenen algoritmaya dayali olarak alellerin boyutunu hesaplar. Sonraki,
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Sekil 14 Incelenen bir drnekteki alt1 isaretcinin elektroferogrami
http://www.ensembl.org/ Ensembl Genome Browser
3.15. Istatistiksel Analiz

Sonuglar, p<0,05 belirlenmis bir anlamlilik ile parametrik olmayan Mann-Whitney testi
kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Tiim hesaplamalar GraphPad InStat programi

(stiriim 3.05 GraphPad Software, Inc.) kullanilarak yapildi. (Truong 2019).
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4. BULGULAR

4.1. Dahil edilen vakalarin demografisi

Irak'in bes vilayetinden hemofili hastasi olan 35 aileden toplam 64 hasta dahil edildi (Sekil
4.1), 14'i Bagdat'tan, 6's1 Wasit'ten, 7'si Maysan'dan, 4"t Zikar'dan ve 4'ii Basra valiliginden.

/-\/-» ~

. Dahuk

;O Baghdad (14)
(6)

()
)

)

Sekil 15 Calismaya dahil edilen Hemofili vakalarinin valiliklerin menge bolgelerine gore
dagilim1 (https://www.longwarjournal.org/archives/2007/12/mapping_the concerne.php) . ()
arasindaki deger, her bolgedeki toplam hasta sayisini temsil eder. Calismaya dahil edilen 65
hastanin 35'1 (35 aile) Hemofili A ve 30'u (30 aile) Hemofili B tanisi1 ile dogrulandi. Hastalar
F8 veya F9'a kars1 inhibitorlerin varli1 acisindan analiz edildi. Inhibitérlerin varligi (en az
bir durumda 0,6 UB/mL'nin iizerinde) 32 siddetli A Hemofili hastasinin 6'sinda (%20,0)
saptand1 ve bunlarin 16'sma yiiksek yanitli inhibitor teshisi konuldu. inhibitérler, orta ve hafif

Hemofili A hastalarinin yani sira B Hemofili hastalar1 arasinda tanimlanmamustir.
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4.2. [Inhibitorlerin immiinoglobulin reaktivitesine ve alt smmf simfina gore

karakterizasyonu.

Inhibitér varligi agisindan pozitif olan 35 hastann 30'undan alnan plazma o6rnekleri,
inhibitoriin ait oldugu immiinoglobulin (Ig) 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4 ve IgM smifin1 ve alt
simifin1 belirlemek i¢in analiz edildi. Bu karakterizasyon ELISA yontemi ile yapilmis ve
ilkemizde Hemofili A tedavisinde yaygin olarak kullanilan faktor VIII konsantresinin ii¢
farkli ticari irilinlinde reaktivitesi aragtirllmistir: a) F8 konsantresi Octavi SD Optimun®
(Octapharma -Fransa) ); b) F8 8Y® konsantresi (Bio Products Laboratory-UK); c¢) F8
Hemofil® konsantresi (Baxter Healthcare Corporation-ABD). Bulunan Ig (kalibrasyon
egrisi) degerlerini ve konsantrasyonlarini belirlemek i¢in benimsenebilecek bir normallik
standardinin olmamasi nedeniyle, bulunan diliisyonlara gore pozitiflik analizi kriter olarak
benimsenmistir, numune, reaktivite yogunlugu negatif kontrole (BSA %4) esit veya daha
disik oldugunda negatif ve negatif kontrolden biiyiilk oldugunda pozitiftir. Pozitiflik
yogunlugu kullanilan diliisyonlara gore + ile ++++ arasinda degismekte olup: +1:10; ++ 1:40;

+++ 1:80 ve ++++ 1:320.

Incelenen 35 vakadan 27 vakada Ig alt sinifim1 belirlemek miimkiin olmustur. Cogu vaka,
IgG1 ve IgG4 alt siniflart icin ayn1 anda %25 pozitifti. Diger %15.62 (n=5) vakas1 sadece
IgG1 smnifi icin ve 3 sadece 1gG4 icin pozitifti. Literatiirde zaten gosterildigi gibi, vakalarin
%28.12's1 (n=9) IgG2 smifi i¢in bir miktar pozitiflige sahip olsa da, bu IgG1 ve/veya IgG4 ile
iligkili olarak meydana geldi (Lu ve digerleri, 1993). Sadece %9.37 vaka IgG3 i¢in pozitifti
ve yine sadece I1gG1 ve/veya 1gG4 ile iliskiliydi. Bu, interferon-gama gibi pro-inflamatuar
sitokinleri salgilayan Thl'in, yardimc1 T hiicrelerinin iki alt kiimesinin dahil oldugunu
gostermektedir. IgG1l ve interlokin-4 ve interlokin-10 ile anti-inflamatuar sitokinler
salgilayan hiicreler Th2 gibi kompleman-F9 antikorlarinin sentezine yardimci olan timor
nekroz faktorii ve interlokin-2, IgG4 alt sinifi gibi antikorlar iiretmek i¢in B hiicrelerini

uyarabilir . Vakalarin hi¢gbirinde IgM'ye reaktivite yoktu.

Farkl1 tiriinlerin analizinde, F8 8Y® konsantresine (Bio Products Laboratory-UK) yonelik
reaktivitede onemli bir azalma oldu. Bu iirlin orta saflik olarak smiflandirilmistir, yani

bilesiminde O6nemli bir VWF konsantrasyonu vardir. Aslinda, VWF'nin varligmin,
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muhtemelen olast epitoplar1 "gizleme" veya F8 ve FVW arasinda bir baglanti oldugunda F8
konformasyonunu degistirme gercegiyle iliskili olarak, inhibitorlerin aktivitesini

azaltabilecegi iddia edilmektedir.
4.3. F8 genindeki molekiiler degisikliklerin tanimlanmasi.

Siddetli A hemofili hastalarinin n=14"tinde (%43.75) ve n=5'inde (%25.92) sirasiyla intron 22
inversiyonu ve intron 1 inversiyonu varliginin analizi pozitifti. Siddetli AH'li, INV-1 ve INV-
22 negatif olan hastalardan 26 aileye ait 9%56,2 (n=18) olguda F8 geninde hemofili A
varligina bagli mutasyon saptandi. Siddetli AH'li aileler arasinda tespit edilen mutasyonlar
arasinda 10'u stop kondom tipi, 12'si missense ve 4l cer¢eve kaymasi tipindeydi. Sekiz
mutasyon (2 yanlis, 4 durak ve 2 cerceve kaymasi) literatiirde veya hemofili A mutasyon
veritabaninda (//europium.csc.mrc.ac.uk) heniiz tanimlanmamaistir. Orta ve hafif hemofilik A
hasta gruplarina ait ailelerde sirasiyla 7 ve 9 mutasyon tespit edildi, tiim yanlis tipler. Bu

veriler Tablo 4.1'de gdsterilmistir.

F8 gen mutasyonlari, inhibitor gelistirme agisindan yiiksek risk ve diislik risk olarak ikiye
ayrilabilir (Oldenburg ve ark., 2002). Bu ¢alismaya dahil edilen siddetli Hemofili A vakalar
arasinda 32 aileden 26'sinda mutasyon tespit edildi. Bu vakalardan 6'sinda (%18.75) inhibitor
gelisti. Bir inhibitorii olan hastalar arasinda, mutasyonu tespit edilen vakalarin %100'inde
inhibitér gelisimi icin yiiksek risk olarak kabul edilen mutasyonlar vardi. Inhibitér agisindan

yliksek risk olarak tanimlanan mutasyonlu olgularin toplamini inceledigimizde, 33/125'inde
(%26,4) inhibitor vardi.
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Cizelge 7 Hemofili hastalarinda tanimlanan F8 gen mutasyonlar1 A.

Aile HA tipi Mutasyon F8 geninin eksonu
F-31-35 | CIDDI p-W2229Dur* 22
F-22 HAFIF p-v266G 8
F-23 Iliman p-v266G 8
F-26 [liman p-R372H 9
F-14 CIDDI p-R336Dur 9
F-18 [liman p-R336DUR 9
F-21 CiDDI p-R336Dur 9
F-32 CIDDI p-R2307Dur 29
F-13 HAFIF p-R21C 25
F-12 HAFIF p-R210H 25
F-10 CIiDDI p-R2147Dur 25
F-17 CiDDI p-R1997W 21
F-19 CIDDI p-R1997W 21
F-9 CIDDI p-R1997T 21
F-30 CIDDI p-R1997T 21
F-11 CIDDI p-R1941Dur 20
F-2 [liman p-R1941Q 20
F-3 CIDDI p-N618D 14
F-7 HAFIF p-M208V 28
F-24 CiDDI p-M208V 28
F-4 HAFIF p-L1789F 18
F 16 CIDDI p-L1021Dur* 15
F-8 CIDDI p-12262T 28
F-1 [liman p-H94R 3
F-27 CiDDI p-H94R 3
F-5 Iliman p-H1848P 19
F-20 CIiDDI pG151V* 17
F-29 CIDDI p-G1659Dur* 15
F-15 CIDDI p-D56V* 2
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F-6 CIDDI c-2800_2802del 15

F-28 CIDDI c.4866_4868del* 15

F-25 CIDDI c.4379 4380insA 15

* Mutasyon veritabaninda tanimlanmadi

4.4. Siddetli A hemofili hastalarinda F8 gen haplotiplerinin siklig1 ve inhibitor riski ile

korelasyonu.

Son zamanlarda Viel ve ark. (2009), F8 geninde dort SNP'nin (R484H, R776G, M208V ve
DI1241E) mevcudiyeti ile belirlenen alti farkli haplotipin (H1 ila H6) varliginin, kuzey
siyahlarinda yiiksek bir inhibitor gelisme riskine farmakogenetik olarak katkida bulundugunu
aciklamistir. -Amerikalilar. Bu ¢alismada, alt1 haplotipin varligi icin 148 siddetli HA analizi,
H1 haplotipinin 104'tinde (%70), H2'nin 35'inde (%24) ve H3'lin 9'unda (%6) bulundugunu
gostermistir. Bu hastalarda R484H ve R776G degisiklikleri gozlenmedi, dolayisiyla H4, H5
ve H6 ekspresyonu yoktu. Ug haplotipin tiimii, H1 haplotipi %62, H2 %26 ve H3 %12
prevalansi ile siddetli AH'si olan siyahlarda ifade edildi. Siddetli AH'si olan Kafkasyalilarda,
strastyla %74 ve %26 prevalans ile sadece H1 ve H2 haplotipi.

F8 haplotiplerinin sonuglar1 ve her etnik grupta inhibitoriin prevalansi. Analiz edilen 21
siddetli AHmin %32'sinde en az bir anda tespit edilen >0.5 UB/mL inhibitérler vardi.
Inhibitdr prevalansi, siddetli AH'si olan siyahlar arasinda en yiiksekti (%68). Thigar siddetli
AH hasta grubunda inhibitor varligi daha fazla olmasina ragmen, bu durum F8 haplotiplerinin
varlig1 ile aciklanamaz. Etnik gruplar tarafindan biitiinliikleri veya tabakalar halinde analiz
edildiginde, inhibitorlerin varhigi ve farkli faktor VIII haplotiplerinin varligi ile ilgili
istatistiksel bir fark yoktu.

4.5 RT-PCR kullanmilarak gen ekspresyonu analizi sonuglari.

Codelink platformu araciliiyla segilen 66 gen arasindan, RT-PCR kullanilarak diferansiyel
gen ekspresyonunu dogrulamak i¢in 6 gen secildi (CAMKI1, CST7, ILISRAP, LYPLA3, IL-
10, PDE4A). Biyolojik dizilerin sonuglarina gore segilen alti gene ek olarak, diger
caligmalarda aciklanan diger dort gen se¢ildi (IL-8, C4BPA, CXCL9, PTGS1)
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4.6 RT-PCR kullanilarak analiz i¢in secilen genlerin tammmi. CAMKI1 (NM_003656)

Kalmodulin bagimli protein kinaz tip 1, ¢cok sayida organda eksprese edilen kalmodulin
bagimli protein kinaz kaskadinin bir bilesenidir. CaMK1'i (CaMK2 ve CaMK4'iin yani sira)
iceren Ca2-+/kalmodulin bagimli protein kinaz (CaMK) ailesi, hiicre i¢i kalsiyum (2+) artisina
(alfa, beta, gama ve delta) yanit olarak aktive edilir. CaMK1, ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinde
bulunur ve bir dizi hiicresel islevde yer alabilir. CaMK1 ve 2, endometriyal kanser
hiicrelerinde eksprese edilir ve tiimoriin malignite potansiyeli ile iliskilidir. (Anam ve

digerleri, 1999)

* CST7: NM_003650:Sistatin F. Sistatinler, en az 11 iiyeli bir proteaz inhibitor ailesidir.
Bazilar1 sitoplazmada bulunurken, ¢ogu salgi yolunda bulunan sinyal dizileridir.
Sistatinlerin ¢esitli viicut sivilarinda kesfedilmesi, bunlarin hiicre dis1 ortamda
proteazin diizenlenmesinde bir islevi oldugunu gosterir. Sistatinlerin, hiicrelerin
istemeden serbest birakabilecegi proteazlari bastirmak icin hiicre dis1 ortama
salgilandig1 varsayilir. Sistatin F, spesifik olarak immiin hiicrelerde eksprese edilen bir
sistein proteaz inhibitoriidiir. Katepsin C, CST7'nin birincil hedefi oldugundan, ¢esitli

immiin hiicre efektor eylemlerini kontrol edebilir. (Nienhuis ve digerleri, 2017).

* IL1S8RAP: NM_003853: Interlokin 18 aksesuar reseptori (IL18)
Immiinomodiilasyonda, IL18 ¢ok énemli ve yeni bir islev gergeklestirir. IL-18, hem
dogustan gelen hem de adaptif bagisikligi diizenleyen bir pleiotropik sitokindir. IL-1
reseptoriine benzer ve bir baglayici protein olan IL-18Ralpha ve bir yardimer protein
olan IL-18RAP'den (IL-18Rbeta) olusan bir reseptér kompleksi araciligiyla calisarak
otoimmiin, enflamatuar ve bulasict hastaliklarda 6nemlidir. . Reseptor zincirinde, IL-
18 sinyal iletimi ve IL-18Ralpha ligandina baglanma afinitesi icin IL-18RAP
gereklidir (Shao ve digerleri, 2009).

* LYPLA3: NM _012320.2: Lizofosfolipaz 3, bir lizofosfolipaz enzimidir (lizozomal
fosfolipaz A2). Bu gen, kromozom 16'nin 16. bdlgesindeki uzun kolunda bulunur.
Lizofosfolipazlar (LPLA), biyolojik zarlar iizerinde hareket ederek ¢ok islevli
lizofosfolipidleri kontrol eden enzimlerdir. Bu gen, gliserofosforilkolin ve bir serbest
yag asidi Uretmek i¢in lizofosdolipidleri hidrolize eden bir proteini kodlar. Bu enzim
plazmada bulunur ve yliksek yogunluklu lipoproteinlerle baglantilidir. Calismalar, bu
genin bir lizofosfolipaz yerine bir lizozomal enzim iirettigini ve hem kalsiyumdan

bagimsiz fosfolipaz A2 hem de transagilaz aktivitesine sahip oldugunu gdstermektedir.
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Murtazamustafa, ve digerleri. (2016), forbol ester ile uyarildiginda THP-1 hiicrelerinin

makrofaj benzeri 6zellikler kazandigini1 ve LPLA ekspresyonunun arttigini buldu.

* IL-10: NM_000572.2:interlokin 10. Bu gen, inhibitorlii dért hastadan iigiinde yiiksek
oranda eksprese edilmesine ragmen, interlokin 10'un inhibitorlerin olusumunda rol
oynadigin1 gosteren calismalar oldugundan (Astermark ve digerleri, 2006) secilmistir

ve bu nedenle 6nemlidir. Bu hasta grubunda ifadesini analiz etmek.

* PDE4A:NM_001111307:Fosfodiesterazlar (PDE), siklik niikleotidlerin hiicresel
konsantrasyonunu diizenler ve sinyal iletiminde rol oynar. PDE4A, simif IV cAMP-
PDE'ye o6zgidiir (Milatovich ve digerleri, 1994). Dong et al. (2009) secici PDE3,
PDE4 veya PDE7 inhibitorlerinin tek bagina hiicre canlilig1 iizerinde ¢ok az etkisi
vardir, ancak {i¢iiniin birlikte inhibisyonu, insan akut lenfoblastik 16semi (EMC) hiicre

dizilerinde glukokortikoid kaynakli apoptozu 6nemli 6l¢iide artirir.

* IL-8: NM_000584:Interleukin-8, CXC kemokin ailesinin bir iiyesidir. Bu proteinler
proinflamatuar bir role sahiptir ve esas olarak dokudaki nétrofillerin periferik kandan

aktivasyonuna ve gociine aracilik eder.

* C4BPA: NM_000715:Kompleman bilesen 4 baglayici protein alfa zinciri, CD54 ve

CD86 ve IL4'e bagimli ve IgE izotipinin proliferasyonunu ve ekspresyonunu indiikler.

* CXCL9: NM_002416:CXC Kemokin Ligand 9 Bu gen, gelisim, homeostaz ve
bagisiklik sistemi aktivitelerinde de biiylik rol oynayan ve ayrica merkezi sinir sistemi
hiicrelerini etkileyen ve merkezi sinir sistemi hiicrelerini etkileyen kemokinler

ailesindendir. .

* PTGS1: NM_080591:Prostaglandin {iretiminin ana enzimi, hem dioksijenaz hem de
peroksidaz olarak islev géren prostaglandin endoperoksit sentezidir (PTGS). ki PTGS
izoenzimi mevcuttur: doku ekspresyonu ve dagilim diizenlemelerinde degisiklik
gosteren bir PTGSI bileseni ve bir PTGS2 indiiklenmis. PTGS1, endotelyal hiicrelerde
anjiyogenezi kontrol eder ve aspirin gibi anti-inflamatuar steroid olmayan ilaglar
tarafindan baskilanir. PTGS1'in  hiicre sinyallerine ve doku homeostazinin
korunmasina katildigir goriilmektedir. Alternatif gen ekleme, iki transkripsiyonel
varyant olusturur ve sitokin ve biiyiime faktorleri, iki transkriptin iiretimini ayr1 ayri

yOnetir.
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4.7 RT-PCR analizi ile elde edilen sonuglar.

CST7, LYPLA3, PDE4A, CAMKI, IL18RAP, PTGS1 IL-10, CXCL9 , C4BPA ve IL-8
genlerinin ekspresyonu, iligkisiz 10 siddetli HA hastasinda, inhibitor varligi olan bes hastada

ve inhibitorsiiz bes siddetli HA hastasinda degerlendirildi. (Sekil 4.2).
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Sekil 16 edilen 65 hastanin 35'1 (35 aile) Hemofili A ve 30'u (30 aile) Hemofili B tanisi ile
dogrulandi. Hastalar F8 veya F9'a karsi inhibitorlerin varligi acgisindan analiz edildi.

Inhibitérlerin varligi (en az bir durumda 0,6 UB/mL'nin iizerinde) 32 siddetli A

Sekil 4.3, daha once analiz edilen her hasta i¢in IL-8 ve IL-10 genleri arasindaki
karsilastirmali analizi gostermektedir. Bu analize bir hasta eklendi (Sekil 4.4, hasta AR-7),
yliksek inhibitdr yanit1 olan hasta grubuna ait olmasina ragmen, analiz sirasinda inhibitor
nicelemesi negatifti. Boylece, her hasta icin IL-10 ve IL-8 genlerinin ekspresyon modelini
degerlendirmek ve bu genler arasinda olasi bir iliskinin varligin1 dogrulamak miimkiin oldu.
IL-8'in ekspresyonu i¢in, bireysel AR-2'nin bu hasta hari¢ tutulsa bile bir aykir1 deger olarak
sunulmasina ragmen, IL-8 ekspresyonunun inhibitérlii grupta inhibitorsliz gruptan
istatistiksel olarak daha yiiksek kaldigini not etmek 6nemlidir. (P < 0,007). Aynisi, bireysel
[A-1 ile IL-10 ekspresyonunun analizi i¢in de gozlenir, inhibitdrii olmayan gruptan, ayrica bir
aykirt deger. Bu durumda, hasta IA-1'1 analizden ¢ikardiktan sonra, IL-10 ekspresyonu bu

grupta istatistiksel olarak daha yiiksek kalmistir (P < 0.037).
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Sekil 17 . Hasta basina IL-8 ve IL-10 genleri arasindaki karsilastirmali analizin grafik
gosterimi. Yiiksek yanit veren grup: AR-1 ila AR-7 hastalar1. Yok Inhibitér Grubu: 1A-1 ila
IA-5 arasi hastalar. *mRNA toplama sirasinda UB/mL cinsinden inhibitér nicelemesin

https://books.openedition.org/oep/9068
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Sekil 18 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ sunan IL-8, IL-10 ve CST7

birlikte ii¢ gen i¢in her hastanin analizini gosterir. https://books.openedition.org/oep/9068

. *mRNA toplama sirasinda UB/mL cinsinden inhibitor nicelemesinin sonucu.
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4.8 incelenen polimorfizmlerin alel frekanslar

Alt1 STR belirteci (daha 6nce tarif edilmis) Irak niifusunda kontrol grubu olarak kullanilan ve
etkilenen ailelerle karsilastirilacak bir veri tabani olusturan 35 kisiden olusan bir 6rneklemde
aragtirtldi. Veriler, ilgisiz bireyler arasinda ayni1 haplotipleri paylasma olasiliklarini
hesaplamak igin iiretildi. Bu veri tabani, Irak niifusundan bireyler arasinda paylasim olasilig1
ile ilgili olarak, etkilenen kisinin akrabalar1 arasinda haplotip paylasma olasiligini belirlemek
icin gereklidir. Bu iligki, etkilenenlerin akrabalari arasinda mutasyona sahip kadinlari
tanimlamadaki gercek giiciin giivenilir bir tahminini gosterebilir. Daha sonra, Irak niifusu i¢in

kontrol olarak alinan 35 birey arasinda arastirilan her bir belirtecin degiskenligi tanimlandi.
4.8.1 HMF-01

HMF-01 isaretgisi, tekrarlama birimi CTT olan bir triniikleotide karsilik gelir. Analiz edilen
bireyler arasinda, hi¢biri %10'dan fazla sikliga sahip olmayan 19 farkli alel tanimlandi. Dort
alel en yiiksek frekansa sahiptir (%9.1): 26 ¢ift niikleotid bazinin alel (59 tekrara karsilik
gelen 26 bp); 267bp alel; 270bp alel; ve 27bp alel. Bu veriler, bu isaret¢inin insanlar1 ayirt
etme (veya tanimlama) giiciine iliskin istatistiksel parametreleri hesaplamak i¢in kullanildi.
Bunun i¢in hesaplanan tiim istatistiksel parametreler (ve diger tiim belirtecler i¢in) Tablo
4.2'de gosterilmistir.

Analiz edilen istatistiksel parametreler asagidaki gibidir: i) Incelenen popiilasyondaki (bu
durumda Irak niifusu) herhangi iki kadinin ayni genotipe sahip olma olasilifini dlgen
Kadmlar Arasinda Ayrimcilik Giicii (PDM); ii) Incelenen popiilasyondaki herhangi iki
erkegin ayni alele sahip olma olasiligini tahmin eden Erkekler Arasindaki Ayrim Giicii
(PDH); iii) Arastirilan belirtecin olasiligmi tahmin eden Uglii Dislama Giicii (PDT),
popiilasyondaki herhangi bir kiz ¢ocuk (veya yetiskin) ile ilgili olarak herhangi bir bireyin
babaligin1 haric tutmalidir; iv) Arastirilan isaretciye gore popiilasyonun ortalama
heterozigotluguna karsilik gelen Lokus Cesitliligi (LD).

HEMF-01 belirteci ile ilgili olarak, popiilasyondaki iki kadinin farkli genotiplere (PDM)
sahip olma olasiliginin %99.18'e karsilik geldigini (yani ayni genotiplere sahip olma
sanslarmin %0.82 oldugunu) tahmin etmek miimkiin olmustur; popiilasyondaki iki erkegin
farkli allellere (PDH) sahip olma sansinin %93,44 (yani iki erkegin ayni allele sahip olma
sansinin = %6,56) oldugu; vakalarin %58'inde yalnizca bu belirte¢ yanlis bir babalik
suclamasini hari¢ tutabilirken; ve bu isaret¢inin gozlemlenen heterozigotlugunun yiiksek

oldugu (%94'e yakin).
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Cizelge 8 HMF-01 markoriiniin her alelinin Frekansi ve Standart Sapmasi

alel isaretleyici | Siklik Standart sapma (SD)
23 0.0099 0.010
01:19 0.0198 0.014
24 0.0594 0.024
26 0.0495 0.022
23 0.0396 0.020
22 0.0495 0.022
25 0.0495 0.022
28 0.0297 0.017
26 0.1001 0.030
21 0.0704 0.026
27 0.1001 0.030
20 0.1001 0.030
19 0.0902 0.029
27 0.1001 0.030
29 0.0495 0.022
22 0.0605 0.024
25 0.0605 0.024
21 0.0495 0.022
29 0.0099 0.010
4.8.2 HMF-3:

HMF-3 markorii, tekrarlama birimi AAAT olan bir tetraniikleotide karsilik gelir. Analiz
edilen bireyler arasinda, Irak niifusunda sadece bes farkli alel tespit edildi. Bulunan alellerden

biri, 11 AAAT tekrarina karsilik gelen alel 19, ¢ok yiiksek bir frekansa (%87.3) sahiptir ve

diger alellerin frekansi1 azaltilmistir (%5'ten daha az).

Istatistiksel parametrelerle ilgili olarak, bu belirtecin diger belirteclere gore en diisiik
ortalama tahmin degerlerine (bireyler arasindaki ayrim giici en diisiik) sahip oldugunu
belirlemek miimkiindiir: 1) Kadinlar Arasinda Ayrimciligin Giicii (PDM) ) bu isaret¢inin

orani %40.5 civarindadir; Erkekler Arasindaki Ayrim Giicii (PDH) %23.4; Yanlis bir babalik
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suclamasini bu belirtecten hari¢ tutma giicii %13.2'dir; ve bu isaret¢inin ortalama

heterozigotlugunun sadece %23.4 oldugu.

Tablo 4.3, bu isaretleyici i¢in tanimlanan alelleri, her biri i¢in frekanslar ve standart

sapmalarla birlikte gosterir.

Cizelge 9 Her bir HMF-03 isaretleyici alelinin Frekansi ve Standart Sapmasi

Standart
isaretleyici | Alel Siklik
sapma
16 0.01 0.01
HMF-03 17 0.027 0.015
15 0.045 0.019
19 0.873 0.032
18 0.045 0.019

4.8.3 HMF-02:

HMFO02 markorii, tekrarlama birimi TTTA olan bir tetraniikleotide karsilik gelir. Analiz
edilen bireyler arasinda Irak niifusunda yedi farkli alel tespit edildi. Bulunan alellerden biri,
alt TTTA tekrarina karsilik gelen alel 17'nin frekansi ¢ok yiiksektir (%52.7). Ilging bir
sekilde, alellerin frekans dagilimi, %21.8'lik bir frekansa sahip olan alel 17 ve alel 17'nin

yuksek frekans degerleri ile iki modludur.

Cizelge 10 Her bir HMF-02 isaretleyici alelinin frekansi ve SD'si

Standart
isaretleyici Alel Siklik sapma
(SD)
12 0.054 0.0211
HMF-02 17 0,527 0.0478
18 0.036 0.019
14 0.082 0.0265
17 0.218 0.0359
19 0.073 0.0274
16 0.009 0.0090
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Istatistiksel parametrelerle ilgili olarak, bu belirtecin diger belirteglere gore ortalama tahmin
degerlerini sundugunu belirlemek miimkiindiir: 1) Bu belirtecin Kadinlar Arasindaki
Ayrimcilik Giicii (PDM) %384,6; Erkekler Arasindaki Ayrim Giici (PDH) %65.8; Bu
belirtecten yanlis bir babalik suglamasini hari¢ tutma giicii %62'dir; ve bu isaret¢inin

ortalama heterozigotlugu %66'dir.
4.8.4 DXS10011:

DXS10011 markorii, insan evrimi sirasinda bir diniikleotidin bir ekleme veya delesyon olay1
ile birlikte tetraniikleotit tekrarlarna (GAAA) sahip bir markoér olarak kendini
gosterdiginden, STR olarak adlandirilan bir isarete karsilik gelir. Bu gergek, dort veya iki gift
niikleotidin alelik farkliliklarini takiben degisebilen ¢ok sayida alel iiretir. Bu tiir varyasyon,
Irak'in Bagdat sehri de dahil olmak {izere diinyanin tiim popiilasyonlarinda ¢ok yiiksek sayida
alel olusmasina neden oldu (Edelmann ve digerleri, 2008). Bu c¢alismada, analiz edilen 32
birey arasinda, hicbiri %10'dan fazla sikliga sahip olmayan 26 farkli alel tanimlandi. Dort alel
en yiiksek alel frekanslarina sahiptir: %9.1'lik frekansla alel 36 ve alel 16; ve her ikisi de
%38.2 siklikta olan 30 ve 374 alelleri.

Istatistiksel parametrelerle ilgili olarak, bu belirtecin diger belirteclere gore en yiiksek
tahminlere sahip oldugunu belirlemek miimkiindiir: 1) bu belirtecin Kadinlar Arasindaki
Ayrim Giici (PDM) %99,5 diizeyindedir; Erkekler Arasindaki Ayrim Gicii (PDH)
%94,8'dir; Yanlis bir babalik su¢lamasini bu belirtecten hari¢ tutma giicii %94,6'dir; ve bu

isaret¢inin ortalama heterozigotlugu %95.2'dir.
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Cizelge 11 DXS10011 isaretcisinin her alelinin Frekans1 ve Standart Sapmast

Standart
isaretleyici Alel Siklik
sapma
31 0.036 0.0361
DXS 10011 34 0.027 0.015601
33 0.009 0.009091
30 0.064 0.02301
30 0.018 0.01297
34 0.018 0.01297
34 0.027 0.015601
35 0.045 0.019951
30 0.082 0.026253
35 0.27 0.015601
32 0.036 0.0193
34 0.036 0.0193
35 0.018 0.01297
38 0.045 0.019951
30 0.018 0.01297
36 0.045 0.019951
36 0.036 0.0193
36 0.091 0.027536
34 0.082 0.026253
16 0.091 0.027536
38 0.027 0.015601
38 0.018 0.01297
30 0.027 0.015601
33 0.027 0.015601
08 0.018 0.01297
10 0.009 0.009091
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4.8.5 DXS7423:

DXS7423 isaretcisi, tekrarlayan birimi GGAT olan bir tetraniikleotide karsilik gelir. Analiz
edilen bireyler arasinda Irak niifusunda bes farkli alel tespit edildi. Bulunan alellerden biri
olan 22 GGAT tekrarina karsilik gelen alel 21 en yiiksek frekansa (%47,2) sahiptir, bunu alel
211 (%34,5) takip eder. Diger aleller azaltilmis bir frekansa sahiptir.

Cizelge 12 DXS7423 isaretcisinin her alelinin frekansi ve standart sapmasi

. . Standart
isaretleyici Alel Siklik
sapma
20 0.018 0.0128
11 0,345 0.04555
DXS 7423 21 0.472 0.04776
21 0.1 0.02874
20 0.063 0.0230

Istatistiksel parametrelerle ilgili olarak, bu isaret¢inin nispeten diisiik tahmin degerlerine
sahip oldugunu belirlemek miimkiindiir (bireyler arasinda en diisiik ikinci ayrim giiciidiir): 1)
bu isaretcinin Kadimnlar Arasindaki Ayrim Giicii (PDM) %81 mertebesinde; Erkekler
Arasindaki Ayrim Giicii (PDH) %64,3; Yanlis bir babalik suglamasini bu belirtecten harig

tutma giicli %58'dir; ve bu isaret¢inin ortalama heterozigotlugu %64,5'tir.
4.8.6 GATA31E08:

GATA3IEOS isaretgisi, tekrarlayan birimi GATA olan bir tetraniikleotide karsilik gelir.
Analiz edilen bireyler arasinda, Irak niifusunda sekiz farkli alel tespit edildi. Bulunan
alellerden biri, 12 GATA tekrarina karsilik gelen 21 alel, en yliksek frekansa (%23,6) sahiptir
ve yalnizca iki alel azaltilmis bir frekansa sahiptir: %2 siklikta alel 21 ve %1 siklikta alel 29 .
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Cizelge 13 GATA31EO0S isaret¢isinin her alelinin Frekansi1 ve Standart Sapmasi

. Standart
Isaretleyici Alel Siklik
sapma

21 0.02 0.0128

GATA 31E08 |25 0.136 0.0328
29 0.109 0.0298
24 0.136 0.0328
27 0.209 0.0389
21 0.236 0.0406
25 0.145 0.0337
29 0.01 0.001

Istatistiksel parametrelerle ilgili olarak, bu isaretcinin nispeten yiiksek tahmin degerlerine
sahip oldugunu belirlemek miimkiindiir (bireyler arasindaki {igiincii en biiyiik ayrim
giiclidiir): 1) bu isaret¢cinin Kadinlar Arasindaki Ayrim Giicii (PDM) 94, 8% mertebesinde;
Erkekler Arasindaki Ayrim Giicii (PDH) %83; Yanlis bir babalik suglamasini bu belirtegten
hari¢ tutma giicii 80,7'dir; ve bu isaret¢cinin ortalama heterozigotlugu %~83'tiir. Bireyler
arasindaki farklilasma parametrelerinin tiim tahminleri grupland: ve tiim veriler, alt1 belirteg
kiimesini dikkate alarak ayni Onlemleri tahmin etmek i¢in kullamildi. Veriler Tablo 4.8'de

gosterilmistir.

Cizelge 14 Her bir belirteg i¢in bireyler arasindaki farklilasma parametreleri

AYAR
Isaretleyici/ | HEMF | HEMF HEMF | DXS DXS | GATA LAMA
K
Parametre 1 2 3 11012.1 | 8165.3 | 3.10E+09 | 0
polis kadim [ 1.091 | 0.446 0.93 1.094 0.89 1.043 1.1
polis
1.028 [ 0.257 0.724 [ 1.043 0.707 | 0.913 1.1
memuru
PEX-C. uglii | 1.024 | 0.23 0.683 [ 1.04 0.638 | 0.888 1.1
LD 1.032 [ 0.258 0.727 | 1.047 0.709 | 0.917 0.782

PD: Ayrimcilik Giicli; PEX-C: Dislama Giicii; LD: Lokus Cesitliligi
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Yukaridaki veriler, arastirilan akrabalar arasinda mutasyonlu kadinlari belirleme olasiligi
hakkinda ¢ikarim yapmak amaciyla, arastirilan belirteclere dayali olarak yapilan tahminlerin

genigligini anlamaya yardimci olabilecek ¢ikarimlara izin verir.

1. Kisaca, arastirilan altt markdr ile elde edilen veriler su sonuca varmamizi saglar: 1)

Arastirilan markdrlerin ortalama heterozigotlugu %71'dir.

2. Kadmlar Arasindaki Ayrimciligin Giicli %99,9 mertebesindedir. Bu, bu belirtegleri
kullanarak, Irak niifusundan rastgele segilen iki kadinin alt1 belirte¢ i¢in ayni genotipe

sahip olma sansinin 100.000.000 (yiiz milyon) kadinda 4 oldugu anlamina gelir.

3. Erkekler arasindaki tahmini ayrim giicii %99,995 diizeyindedir. Bu, alt1 belirteg
kullanildiginda, Irak niifusundan iki erkegin ayni haplotipe sahip olma sansinin,

niifusun 100.000 (yiiz bin) erkeginde 5 mertebesinde oldugu anlamina gelir.

4. Yanlig bir babalik suglamasini bu belirtegler kiimesinden hari¢ tutma giicii, tilkedeki

cogu mahkemede gerekenden ¢ok daha yiiksek olan %99,991 diizeyindedir.

Sunulan veriler, adli analizlerde yaygin olarak kullanilmaktadir ve kadin tasiyicilarin

tanimlanmas1 durumlarinda mitkemmel sekilde uygulanabilir.
4.9 incelenen ailelerin analizi

Katilan 35 hasta arasinda, sadece 35 aile temsil edilen iki ¢ift kardes vardi. Anneleri zaten
Olmiis, ancak kizlar1 oldugu i¢in zorunlu tasiyict olan iki hasta, hasta aile {liyeleri grubuna
katilmaya kabul edildi ve metodolojinin etkinliginin kanitlanmasina yardimci oldu. Incelenen
35 aileden bes ailede teshis gerektiren olasi tasiyicilar vardi. Diger 17 aile, metodolojiyi

dogrulamak i¢in kullanilan sadece anne ve ¢ocuktan olusuyordu.
4.10 Hasta orneginin karakterizasyonu

Hastalarin yas ortalamasi 38.5 yil olup, iki ile yetmis bes yil arasinda degismekteydi.
Hastalarin klinik belirtilerinin ciddiyetine gore, ii¢ hastada (%8.57) hafif hemofili, ii¢ hastada
(%8.57) orta derecede hemofili ve yirmi hastada (%57.17) siddetli hemofili vardi. Dort hasta
(%11.42), tiimii Immiinolerans Indiiksiyonunda (ITI) bulunan F8 Pozitif icin bir inhibitdr

arayisina girdi.
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Tablo 4.9, her birinin haplotipine ek olarak, yas, hastaligin klinik tezahiirii ve bir Faktor VIII

inhibitorii arayis1 ile ilgili olarak incelenen hastalara iliskin verileri gostermektedir.

Etkilenenler arasinda tam olarak ayni iki haplotip bulamadigimiz1 belirtmekte fayda var.

Cizelge 15 Yas, Hemofili siniflandirmasi, inhibitoér ve haplotip arastirmasi ile ilgili caligilan

hastalarin verileri

Yasam Klinik .

Hasta gillar) S Inhibitér Aragtirmasi | Haplotip

F-1 8 CIDDI OLUMSUZ 27; 17; 18; 38; 20; 27
F-2 11 CiDDI POZITIF 25;17; 15; 38; 21; 27
F-3 3 ILIMAN OLUMSUZ 26; 17; 18; 38; 21; 21
F-4 15 CiDDI OLUMSUZ 19; 17; 18; 32; 21; 29
F-5 8 CIDDI POZITIF 29; 15;17;36; 21; 25
F-735 |27 CIDDI OLUMSUZ 26; 17; 18; 32; 21; 27
F-8,34 |26 CiDDI OLUMSUZ 23;17; 15; 32; 21; 25
F-9 12 CIDDI OLUMSUZ 25; 17; 15; 38; 20; 24
F-10 12 CIDDI OLUMSUZ 26; 17; 15; 36; 21; 21
F-11 14 CIDDI OLUMSUZ 22;17;19; 31; 21; 21
F-12 29 CIDDI OLUMSUZ 28; 17; 15; 30; 20; 27
F-13 26 CiDDI OLUMSUZ 21;17; 17; 16; 21; 25
F-14 6 CIDDI POZITIF 25;17; 12; 302; 21; 29
F-15,33 | 60 CIDDI OLUMSUZ 21; 17; 15; 32; 21; 25
F 16 29 CiDDI OLUMSUZ 19; 17; 18; 36; 21; 27
;17’ 5153 CiDDI OLUMSUZ 29; 17; 15; 38; 21; 27
F-18 73 ISIK OLUMSUZ 23; 17; 15; 34; 21; 27
F-19 6 ISIK OLUMSUZ 29; 17; 15; 36; 21; 24
1;20’31' 14 CiDDI POZITIF 19; 17; 15; 24; 21; 27
F-21 6 CiDDI OLUMSUZ 22;15;17; 16; 21; 27
F-22 5 ILIMAN OLUMSUZ 19; 17; 15; 36; 21; 24
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F-23 20 ILIMAN OLUMSUZ 19; 15; 18; 35; 21; 27
F-24 18 CIDDI OLUMSUZ 19; 15; 18; 30; 21; 29
F-25 6 ISIK OLUMSUZ 23; 17; 15; 30; 21; 27
F-26 6 CIDDI OLUMSUZ 29; 17; 18; 30; 21; 27
F-27 9 CiDDI OLUMSUZ 24; 17; 18; 36; 21; 24

Gosterge F = etkilenen
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4.11 Aile haplotipleri

Her aile, iliskiye gore 1'den 35'e kadar bir kimlik numarasi ald1 ve ardindan bir harf aldi:
anneler X harfi aldi, etkilenenler Y harfi aldi, kiz kardesler Z, D, E harflerini ald1, teyzeler F
harfini ald1 ve basin B harfi ve ardindan 1 rakami (B1). Etkilenen kisilerin kizlari, 1 ve 2 (Y1,
Y?2) sayilariyla Y harfini aldi. Etkilenen kardesler Z harfini ve 1 sayisini (Z1) aldi.

Etkilenenlerin ve ailelerinin haplotiplerinin analizine dayanarak, olasi tasiyici karaktere sahip
kadinlara sahip yedi ailedeki tasiyicilar: belirlemek veya hari¢ tutmak miimkiin oldu, bu da
anneleri tanimlamanin yan sira zorunlu tastyicilar1 da dogruladi. Tablo 4.1'de goriilebilecegi

gibi tasiyict olarak etkilenenler.

Bu yedi ailede incelenen on bir kadindan yedisi (%63,7) tasiyictydr ve dordii (%36,3) tastyici
degildi ve belirlenen yedi tastyicidan {i¢ii, hastaliktan etkilenen kisilerin kizlar1 olduklari i¢in

zorunlu tastyicilardi. etkilenen babadan mutant gen alinabilir.
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Cizelge 16 Belirlenen alt1 belirte¢ ve tasiyicida ¢alisilan her bireyin haplotipi

Isaretleyici Tanimlan
/  Bireysel HME HMI| HME DXS10011 | DXS7423 GATA mis

01 03 02 10011
No. Tasiyic1
X 13 11419 (91919 |17 19 10 |11 12 | 12 EVET
1Y 26 18 19 38 21 25
2 KERE 12 11419 (9919 |19 20 11 |11 12 | 12 EVET
2Y 28 18 18 38 22 25
3X 13 11319 (9919 |18 19 1T |11 12 13 EVET
3Y 26 18 19 36 22 25
4X 12 11419 (9919 |17 18 1T |11 12 |13 EVET
4Y 24 18 19 37 22 24
5X 14 1519 (9919 |17 18 1T |11 12 13 EVET
5Y 29 18 18 37 22 24
571 29 18 18 37 22 26
7X, 35 13 11419 (91919 |17 18 11 |11 12113 EVET
7Y 26 18 19 37 22 25
7F 13 11319 (9919 |18 19 11 |11 12112 HAYIR
8X, 34 12 1219 1919(9 17 18 11 |11 12112 EVET
8Y 25 18 18 37 21 24
9X 13 1419 (91919 18 20 11 |11 12113 EVET
9Y 28 18 18 36 22 24
97 14 11419 (91919 18 18 11 |11 12113 EVET
10X 13 11419 (91919 |17 19 1T |11 1313 EVET
10Y 16 18 18 34 22 25
11X 13 11419 (991016 |21 1T |11 1313 EVET
11Y 25 17 19 33 22 26
12X 14 11419 (91919 |15 17 1T |11 12 | 12 EVET
12Y 29 18 18 34 22 25
13X 13 11419 (9919 |18 19 11 |11 12 13 EVET
13Y 26 18 18 38 22 24
14X 14 11419 (91919 |15 18 11 |11 12 | 12 EVET

73




14Y 18 18 17 30 22 24

15Y 26 18 18 37 22 24

15Y1,33 13 [ 139 9 18 18 11 (11 [ 1212 EVET*
16X 13 | 149 9 18 19 11 |11 | 12]13 EVET
16Y 27 18 19 36 22 26

17X, 14 [ 149 9 19 120 11 [ 11 | 12|12 EVET
17

yasinda,28- | 28 18 18 39 21 25

30

1772 13 | 149 9 18 19 11 [ 11 | 12|12 EVET
17D 13 [ 14(9 9 18 120 11 (11 [ 12|12 HAYIR
17E 13 [ 14(9 9 18 120 11 [ 11 | 12|12 HAYIR
18Y 25 18 18 34 21 26

18Y1 12 | 149 9 17 19 11 |11 | 12]13 EVET*
18Y2 12 |14 (9 9 17 19 11 (11 [ 1213 EVET*
19X 14 [ 15(9 9 17 17 11 [ 11 | 12|12 EVET
19Y 29 18 18 34 21 24

20X 14 [ 149 9 17 17 11 [ 11 | 12|12 EVET
31-32Y 27 18 18 33 21 25

21X 13 [ 14(9 9 17 19 10 [ 11 | 12|12 EVET
21Y 28 18 18 38 22 25

22X 12 [ 149 9 18 18 11 (11 [12( 13 EVET
22Y 27 18 18 36 21 24

22F 12 [ 149 9 18 18 11 (11 [12( 13 EVET
22F1 12 | 149 9 18 18 11 |11 | 12]13 HAYIR
23X 13 [ 14(9 9 17 18 10 (11 [ 1212 EVET
23Y 27 18 19 36 21 25

237 14 [ 149 9 18 19 11 (11 [ 1213 EVET
24X 13 [ 149 9 17 18 11 [ 11 | 12|12 EVET
24Y 27 18 19 35 21 24

25X 12 [ 13 (9 9 17 19 10 |11 | 12]13 EVET
25Y 25 18 18 35 22 26
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26X 12 [15(9 19 (9|9 |17 17 11 |11 | 12]13 EVET
26Y 29 18 19 34 21 26
27X 12 [12(9 1999 |18 18 11 [ 11 | 12|12 EVET
27Y 24 18 19 36 22 24
2771 24 18 19 36 22 24

Baslik: Y= Etkilenen Anne; Y = Etkilenen; Y1 = Etkilenen Kiz; Y2 = Etkilenen Kiz; Z =
Etkilenen Kiz Kardesler; Z1 = Etkilenen Kardes, * Zorunlu tasiyici; B = Etkilenen Teyze; B1

= B'nin Etkilenen Kuzeni ve Kiz1; * Zorunlu tasiyici
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4.12 Olasi tastyicilar olan ailelerin analizi

Etkilenen aileler arasinda elde edilen sonuglar1 analiz ederek, asagidaki 6zellikleri belirlemek
miimkiin olmustur. Iki aile, her ikisi de babadan bir "X' kromozomu almak zorunda olduklari
sirece, zorunlu olarak tasiyict olan etkilenen kisilerin kizlarina atifta bulunur. 15 (zorunlu
tagiyict 15Y1) ve 18 (iki zorunlu tasiyic1 (18Y1 ve 18Y2)) ailelerine atifta bulunurlar. Diger
bes aile (8, 10, 18, 23 ve 24), se¢ilen hastalar1 etkileyen ayn1 mutasyona sahip olma

olasiligini arastirmay1 amaglayan bireylerden olusuyordu.

Asagida her ailenin haplotipi ve heredogrami, bir tastyicinin karakterine iliskin analizleriyle

birlikte sunulmaktadir.

8X | 26 26 | 19 19 [ 17 17 |34 36 | 21 21 |27 29
8Y | 26 19 17 36 21 27
&B | 26 26 |19 19 | 17 17 | 36 34 | 21 21 |27 27

Sekil 19 Aile haplotipi ve heredogram 8

Aile 8'de, bu aragtirmada kullanilan belirtecler agisindan ii¢ kisi analiz edildi. 8Y bireyi
hemofili hastasidir, annesi (8X) zorunlu tasiyicidir (yeni bir mutasyon olmamasi durumunda)
ve annenin teyzesi (8Y) olup, bu kisinin tasiyict olma olasiligini aragtirmak amaglanmistir.
8Y'yi etkileyen ayni mutasyonun Gozlemlemek miimkiin olan dahilinde, 8Y, 8Y'yi etkileyen
mutasyona eslik eden ayni haplotipe sahip degildir. Mutasyon tasimadigi sonucuna

varilabilir.
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10X| 22 27119 19112 171 38 33 (21 20| 24 25

10Y | 27 19 17 38 20 24

10X | 27 29115 19 (17 17] 38 36 | 21 20| 24 25

Sekil 20 Aile haplotipi ve heredogram 10

Aile 10'da, bu arastirmada kullanilan belirtegler agisindan ii¢ kisi analiz edildi. Bireysel 10Y,
hemofiliden etkilenen kisidir, annesi (10X) zorunlu bir tastyicidir (yeni bir mutasyon
olmamasi durumunda) ve etkilenen kisinin kiz kardesi (10Z) olup, ayni hastaligin tastyicisi
olma olasiligini arastirmay1 amaglamaktadir. 10Y'yi etkileyen mutasyon. Gozlemlenebildigi
kadartyla, 10Z kardes, 10Y'yi etkileyen mutasyona eslik eden haplotipte bulunan tiim

belirteglere sahiptir ve bu da onun mutasyonun tasiyicisi olarak kabul edilebilecegini gosterir.

Maternal genotipin arastirilmasinin miimkiin oldugu durumlarda (ki bu boyledir), etkilenen
kiz kardesin tasiyicit olma olasiligina iliskin ¢ikarim daha agiktir. Annenin analiz i¢in miisait
olmadigi veya etkilenenlerin akrabalariyla (6rnegin kuzenler) ¢alisirken, tahminler biraz daha

karmasiktir.

Her ikisinin de annesine iliskin veri olmamasi durumunda, 10Y'de bulunan mutasyon eslik
etmeden 10Z'nin ayn1 haplotipe sahip olmasina yol agabilecek bir durum vardir. Bu kosul, bu
haplotipi annesinden (10Y ile ayni anne) almadigim1 ve bu haplotipin, mutasyon olmadan
ayni haplotipe sahip oldugu varsayimiyla biyolojik babasindan geldigini varsayar. Alel
frekanslarina gore, popiilasyonda akraba olmayan bireylerden kalitilan benzer bir haplotip

olma sans1 12/10-6, yani 1 milyon erkekte 12'dir.
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16Y 21 19 17 36 21 25

16Y1 28 21 19 19 17 17 36 36 21 21 21 25

Sekil 21 Aile haplotipi ve heredogram 16

Ailede 16, bu arastirmada kullanilan belirtecler agisindan iki birey analiz edildi. 16Y bireyi
hemofili hastasidir ve kiz1 (16Y1) zorunlu tasiyicidir. Beklendigi gibi, kizinin (16Y1), 16Y'yi

etkileyen mutasyona eslik eden haplotipte bulunan tiim belirteglere sahip oldugu goriilebilir.

Tiim olast durumlar incelendiginde, 16Y 1 kizinin, etkilenen 16Y'ninkine benzer bir haplotipe
sahip olma, ancak bu haplotipi hemofilik bireyden almamis olma sans1 vardir. Sans, etkilenen
kisinin biyolojik kiz1 olmamasi ve gercek babanin s6z konusu bireyle ayni haplotipe sahip
olmasidir. Her bir belirtecin alel frekanslarina dayali olarak bu haplotiplerin sikligini
hesaplayarak, popiilasyonda ayni haplotipi tasiyan iki erkegin rastgele sansinin (arastirilan
alt1 belirtegle ilgili olarak) 85106 mertebesinde oldugunu belirlemek miimkiindiir. Bunlarin,
ailelere dahil olan kisilerin kisisel verileriyle ilgili ilkel bilgileri dikkate almayan istatistiksel

sanslar oldugu aciktir./

18X | 29 22 119 19| 17 17 |38 33 | 211 21127 27
18Y | 29 19 17 38 21 27

1872 | 21 29 119 19117 17 | 31 38 | 20 21 124 27
18D | 21 22 119 19 | 17 17 130 33 (21 21 124 27
I8E | 21 22 119 19 17 17132 33 [ 21 21 |24 27
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Sekil 22 Aile haplotipi ve heredogram 18

Burada incelenen en biiyiik aile olan Aile 18'de, bu arasgtirmada kullanilan belirtegler
acisindan bes birey analiz edilmistir. 18Y bireyi hemofiliden etkilenir, annesi (18X) zorunlu
bir tastyicidir (yeni bir mutasyon olmamasi durumunda) ve etkilenen kisinin ii¢ kiz kardesi
(18Z, 18D ve 18E) olup olmadigimi arastirmayr amaglamistir. 10Y'yi etkileyen ayni
mutasyonun tasiyicilart1 olmak. Gozlemlenenlere gore, 18D ve 18E kardesler, 18Y'yi
etkileyen mutasyona eslik eden ayni haplotipe sahip degiller. Sonug, F8 gen mutasyonunu

tasimadiklaridir.

Kardes 18Z ile ilgili olarak, 18Y'yi etkileyen mutasyona eslik eden haplotipte bulunan tiim
belirteclere sahip oldugu gdzlemlenebilir, bu da onun mutasyonun tasiyicisi olarak kabul
edilebilecegini gosterir. Hastanin annesinin genotiplemesi mevcut olmasaydi, 18Z'nin ayni
haplotipe sahip oldugu ancak mutasyonun eslik etmedigi bir durum olurdu. Aile 9 i¢in alel
frekanslarina gore hesaplanana benzer sekilde, popiilasyonda akraba olmayan bireylerden

kalitilan benzer bir haplotip olma sans1 1210-5, yani 100 bin erkekten 12'si kadardir. ./

18B |23 19 17 34 21 25

18B1 |23 122 |19 (1917 |17 |34 |34 (21 |21]|27|25

18B2 23 122 |19 (1917 |17 |34 |34 (21 |21]|27]|25
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Sekil 23 Ailenin Haplotip ve Heredogrami 18

18. ailede, bu arastirmada kullanilan belirtecler agisindan {i¢ kisi analiz edildi. Bireysel 18Y,
hemofiliden etkilenir ve kizlar1 (18Y1 ve 18Y2) zorunlu tasiyicidir. Beklendigi gibi, 18Y1 ve
18Y2 kizlarinin babadan X kromozomu aldiklari i¢in 18Y'yi etkileyen mutasyona eslik eden

haplotipte bulunan tiim belirteclere sahip olduklar1 gézlemlendi.

Tiim olas1 durumlar arastirildiginda, 18Y1 ve 18Y2 kizlarinin, etkilenen 18Y'ninkine benzer
haplotiplere sahip olma, ancak bu haplotipi hemofilik bireyden almama sansi vardir. Sans,
etkilenen kisinin biyolojik kizlar1 degiller ve gercek babanin s6z konusu bireyle ayni
haplotipe sahip olmasi. Bu haplotiplerin sikligin1 her bir belirtecin alel frekanslarina gore
hesaplayarak, popiilasyonda ayni haplotipi tasiyan iki erkegin rastgele sansmnin 51/10-7

mertebesinde oldugunu tespit etmek miimkiindiir. Tablo: Aile 23 haplotip analizi

23X |23 191 19 19 ] 12 17 {32 36 | 21 21 |24 21
23Y |19 19 17 36 21 24

23F |23 19| 19 19 | 12 17 | 32 36 | 21 21|25 21
23F1 | 23 281 19 19 | 12 18 | 32 36 | 21 21 125 21
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Sekil 24 Aile haplotipi ve heredogram 23

23. ailede, bu arastirmada kullanilan belirtegler agisindan dort kisi analiz edildi. Birincisi,
bireysel 23Y, hemofiliden etkilenen kisidir. Arastirilan ikinci kisi (23X) etkilenen kisinin
annesidir ve bu nedenle zorunlu bir tagiyicidir (yeni bir mutasyonun yoklugunda). Arastirilan
diger ikisi, etkilenen kisinin (23B) anne tarafindaki bir teyze ve 23X'i etkileyen ayni
mutasyona  sahip olma olasilifin1  arastirmayr  amaglayan kiziydi  (23B1).
Gozlemleyebildigimiz kadartyla, etkilenen kuzen (23B1), 23Y'yi etkileyen mutasyona eslik
eden ayni haplotipe sahip degil, bu da onun bir tasiyicit olarak kabul edilemeyecegini
gosteriyor. Etkilenen kisinin halas1 (23B) ile ilgili olarak farkli senaryo ortaya ¢ikmaktadir.
Aragstirilan alt1 belirtecten besinde (HMF-01, HMF-02, HMF -03, DXS 7423, DXS 10011)
23Y'yi etkileyen mutasyona eslik eden ayni haplotipe sahiptir. Hepsinden sadece F8 geninin
en uzak lokasyonuna sahip olan GATA31EO8 markorii hastanin haplotipinden farklhidir. Bu
fark, maternal mayoz béliinme sirasinda caprazlama veya mutasyondan kaynaklanmig

olabilir.

23X ve 23Y'de bulunan mutasyon eslik etmeden ayni haplotipe (bes belirte¢ g6z Oniine
alindiginda) 23B'ye yol agabilecek bir durum vardir. Bu kosul, bu haplotipi annesinden
almadigin1 ve bu haplotipin biyolojik babasindan geldigini (23X'in biyolojik babasindan
farkli olacaktir) varsayar. Alel frekanslarina gore, popiilasyonda akraba olmayan bireylerden
kalitilan benzer bir haplotip olma sansi, popiilasyondaki 100.000 erkekten 47 / 10-5 veya
47'dir.

24X | 27 191 15 19 | 18 17 | 34 35120 21 |25 27
24Y | 19 15 17 35 21 27
247 | 19 28 | 15 18 | 17 17 | 35 16 | 21 21 |27 21
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24X

Sekil 25 Aile haplotipi ve heredogram 24

24. ailede, bu arastirmada kullanilan belirtecler acisindan ii¢ kisi analiz edildi. 24B bireyi
hemofiliden etkilenen kisidir, annesi (24A) zorunlu tasiyicidir (yeni bir mutasyon olmamast
durumunda) ve etkilenen kisinin kiz kardesi (24C) olup, ayni hastalifin tasiyicis1 olma
olasiligim1 arastirmayr amaclamaktadir. 24B'yi etkileyen mutasyon. Gozlemleyebildigimiz
kadariyla, 24C kardes, 24B'yi etkileyen mutasyona eslik eden haplotipte bulunan tiim

belirteclere sahiptir ve bu da onun mutasyonun tastyicist olarak kabul edilebilecegini gosterir.

Hastanin annesi genotiplendirilmemis olsaydi, 24C'nin aynm1 haplotipe sahip oldugu ancak
mutasyonun eslik etmedigi bir durum olurdu. Aile 09 i¢in alel frekanslarina gére hesaplanana
benzer sekilde, popiilasyonda akraba olmayan bireylerden kalitilan benzer bir haplotip olma

sans1 46/10-9, yani milyarda 46 erkektir. .
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5. TARTISMA ve SONUC

Hemofili A, X kromozomu {izerinde bulunan F8 genindeki bir mutasyonun neden oldugu
kalitsal bir koagiilopatidir. Mutasyon, normal kan pihtilasmasi i¢in vazgecilmez bir plazma
glikoproteini olan Faktor VIII (F8) pihtilagtirict aktivitesinde tam veya kismi eksiklige neden
olur. Avrupa Hemofili ve Miittefik Bozukluklar Dernegi'ne gore, F8 geninde 2.000'den fazla
mutasyon tanimlanmigtir. Mutasyonlarin tanimlanmasi, hem genin biiyiikligli hem de
karmasik genomik organizasyonu nedeniyle yiiksek derecede zorluk c¢eken tiim genin
dogrudan dizilenmesi ile miimkiindiir. Bu nedenle, tasiyicilarin teshisi i¢in bu teknigin rutin
kullanimi, genin i¢inde veya yakininda bulunan polimorfik belirteclerle baglantinin analiz

edilmesiyle dolayli tanimlama ile degistirilebilen pratik olmaz hale gelir.

Muhtemel tasiyicilarin eriskinlige ulastiklarinda, 6zellikle hastalarin kanama tablosuyla her
gilin yasayan etkilenen kardesleri olanlarda, hemofili hastasi ¢ocuklar olusturma olasilig1
konusunda biiyiik endise duyduklarini belirtmek onemlidir. Bu kadinlar i¢in aile kurmadan
once tasiyicilik durumunun teshis edilmesi veya digslanmasi ve tasiyict kadin

tanimlamasindaki boslugun doldurulmas esastir.

Bu ¢alisma, Bagdat Hemoterapi ve Hematoloji Merkezi'nde kayitli, hemofili A'dan etkilenen
35 aileden olusan kadinlar1 belirlemeyi amaglayan mutasyonun dolayli analizi yoluyla F8
genindeki degisikliklerin molekiiler tanimlanmasi i¢in bir metodoloji olusturmay1 amagladi.

Egitim Hastanesi, Irak.

Bu anlamda, STR'lerin kullaniminin, F8 genindeki degisikliklerin molekiiler tanimlanmasi
icin etkili oldugu kanitland1 ve c¢alisilan popiilasyondaki tasiyicilarin dolayli olarak
tanimlanmasina izin verdi. Alti STR'yi kullanarak, analiz edilen tiim durumlarda aile
mutasyonunun tastyicilarint belirlemek veya onlarin tasiyici olma olasiligin1 ortadan

kaldirmak mimkiin oldu.

Kontrol grubunda, gozlemlenen degiskenlige dayali olarak Kadinlar Arasi Ayrim Giicii
(PDM), Erkekler Aras1 Ayrim Giicii (PDH), Uglii Dislama Giicii (PDT) ve Lokus Cesitliligi
(LD) dahil olmak iizere farkli ayrimecilik olgiitleri tahmin edildi. F8 genine yakin
yerlestirilmis altt Kisa Tandem Tekrar1 (STR'ler). Bu belirteclerde bulunan ortalama
heterozigotluk %71 civarindaydi. PDM, PDH ve PDT parametrelerinin timii %99,99'dan
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biiyiiktii ve bu, 6nerilen protokoliin kadin tasiyicilarin tanimlanmasi durumlarinda miikemmel

sekilde uygulanabilir oldugunu kanitladi.

Kullanilan alt1 isaret¢inin (TTTA3 = HMF-2, TAAA3 = HMF - 3, DXS10011, CTT3 = H
MF-01, GATA31E08 & DXS7423), tim zorunlu tasiyicilar dahil olmak iizere tastyicilarin

hem tanimlanmasinda hem de hari¢ tutulmasinda faydali oldugu kanitlanmistir. tanimlandi.

Olas1 tastyicilarin bulundugu bes ailede toplam sekiz kadin, dort ailede toplam dort kadinda
bu karakter tespit edilmis, yine toplam dort kadin olmak {izere ii¢ ailede tasiyici karakter

dislanmustir. .

Ayrica, pozitif faktor VIII inhibitorii arastirmasit olan etkilenen bireylerde, bulunan
haplotiplerde, bir inhibitdriin gelismesine yol agan aynit mutasyona sahip olma olasili§ina bizi

yonlendirecek bir model olusturmanin miimkiin olmadig1 da gézlendi.

F8 geninin 3 'bdlgesinde yer alan belirtegler olarak alti STR kullanarak mutasyonun dolayl
olarak tanimlanmasina yonelik bu metodoloji, tasiyici izleme protokolii kadar bir tanimlama

testi olarak Onerilebilir.
5.1 SON DUSUNCELER

Irak'taki ¢ogu Hemofili Tedavi Merkezinde hemofili A hastalariin teshisi ve takibi hala uzak
bir hedeftir. Bagdat valiliginde uygulanabilir bir protokoliin onaylanmasi, Irak'mm farklh
bolgelerinde referans merkezlerinin kurulmasini baslatabilir ve Bagdat Egitim Hastanesi

Hemoterapi ve Hematoloji Merkezi rutininde tasiyicilarin teshisini saglayabilir.

Gozlenen ilgili bir faktor, ayni haplotipe sahip iki etkilenen bireyin bulunmamasiydi. Bu
gergek, arastirilan bireyler arasinda daha stk mutasyon olmadigini gostermektedir ve segilen
Irak Valiliklerinde hemofili A'dan etkilenen hasta popiilasyonunda mevcut mutasyonlari

tanimlayabilecek yeni aragtirmalarin gelistirilmesini tesvik edebilir.

(Calismalar sirasinda, 6zellikle semptomatik tasiyicilarin belirlenmesi ve genetik danismanlik
saglanmast konusunda, tasiyicilara yeterli takibin sunulmasi icin daha yapilacak cok sey
oldugu gozlemlendi. Bununla birlikte, tasiyicilarin belirlenmesinde rutin olarak uygulanacak
uygulanabilir bir metodoloji olusturularak, hem etkilenen hem de tasiyicilarin erken teshis ve

tedavisini saglayacak ¢ok sey yapildig1 da goriilmektedir.
Bu calismadan su sonucu ¢ikarmak miimkiindiir:
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* Bu Irak popiilasyonunda Hemofili hastalarinda inhibitorlerin gelisimine iliskin

epidemiyolojik verilerle ilgili olarak:

* Siddetli Hemofilik A hastalarinda inhibitorlerin prevalansi, diger bolgesel gruplara
kiyasla Thi Qar ve Wasit valiligi hastalarinda daha yiiksekti.

* Thi Qar ve Wasit vilayetindeki hemofili hastalar1 arasinda daha yiiksek inhibitor
insidansi, Kuzey Amerikalilarda gézlemlendigi gibi F8 haplotipleri ile iliskili degildi.

* Yerli bir ge¢misi olan hemofilik hastalarda inhibitdr gelisimi insidansi oldukca diisiiktii.

« Inhibitorlii hastalarda bulunan mutasyonlarm tiimii, inhibitdr gelisimi icin yiiksek riskli

mutasyonlar grubuna aitti.

* Dolagimdaki mononiikleer hiicrelerin gen ekspresyonunun degerlendirilmesine dayanan

inhibitorlerin gelisimi i¢in risk faktérlerinin incelenmesiyle ilgili olarak:

« Iliskili (aym: ailenin uyumsuz ¢iftleri) ve iliskisiz hastalardan alinan numunelerde biyo
diziler kullanilarak yapilan tarama, inhibitorlii ve inhibitdrsliz gruplar arasinda farkl
sekilde ifade edilen 66 genle sonuglandi.

« Ug genin (IL-10, IL-8 ve CST7) gruplar arasinda istatistiksel olarak farkli ekspresyon
gosterdigi RT-PCR yontemiyle degerlendirme i¢in on gen seg¢ildi.

* L-10 inhibitdrii olmayan hastalarda daha az ifade edildi. Bu sonu¢ daha onceki klinik
caligmalarda hi¢ tanimlanmamis olsa da, sonuglarimiz in vitro ve hayvan
caligmalarinda IL-10"un etkisi ile uyumludur.

* IL-8, inhibitdrleri olan hasta grubunda anlamli olarak daha fazla ifade edildi. Bu daha
once hi¢ tarif edilmemis bir korelasyon. Inhibitdrlerin gelisiminde yeni bir
mekanizmanin da dahil olmas1 miimkiindiir.

* Sistatin F, inhibitorlii hastalarda istatistiksel olarak daha fazla eksprese edildi. Bu

etkinlige katiliminiz, bu konuda gelecekte yapilacak ¢alismalarla netlestirilmelidir.
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