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Derleme

HEMOFILi A HASTALIGININ MOLEKULER GENETIiK TEMELLERI

Cemal UN'

OZET

Hemofili A hastaligt 10.000 de 1 ortaya ¢ikan ve FVIII geni icerisindeki mutasyonlardan kaynaklanan bir
hastaliktir. Hemofili A hastalig1 kan icerisindeki FVIII diizeyine gore 3 degisik tipte siniflandirilmaktadir ve bu
hastalig1 gosterenlerin yarisindan cogu agir tip Hemofili A sinifina girmektedir. F'VIII geni ¢cok biiyiik bir gen olup
(~180 kb) yapisal olarakta kompleks bir yap1 géstermektedir (26 Ekzon). Bu gen X kromozomunun uzun kolu
tizerinde Xq28 pozisyonunda yer almaktadir. Hemofili A hastalar1 insan kanindan veya modifiye edilmis hiicre
kiiltiirlerinden elde edilen rekombinant FVIII in periyodik olarak damardan kana verilmesi ile tedavi
edilmektedir. Son yillarda hastaligin in vivo ve ex vivo gen terapisi yontemleriyle tedavisi alaninda 6nemli

geligmeler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hemofili A, FVIII, Mutasyon, Gen terapisi

Molecular genetic fundaments of Haemophilia A disease

SUMMARY

Haemophilia A, with a prevalence of 1 in 10.000 is caused by a deficiency of blood coagulation factor VIII
(FVII). Haemophilia A is categorized into severe, moderate, or mild forms, with over half of the patients
manifesting the severe disease. The factor VIII gene is extremely large (~ 180 kb) and structurally complex (26
exons). FVIII gene is located towards the end of the long arm at Xq28. Current treatment of haemophilia A is
directed toward replacing the missing clotting factor in response to bleeding crises with infusions of plasma-
derived or recombinant FVIII. Considerable progress has been made recently in the development of adenoviral-

mediated in vivo and ex vivo gene therapy of haemophilia A.

Key Words: Haemophilia A, FVIII, Mutation, Gene therapy

Hemofili A hastalig1 insanlarda goriilen en
yaygin kanama hastalig1 olup X kromozomuna
bagli olarak resesif kalitim yoluyla gegmekte ve
yasam boyu devam etmektedir.” FVIII geni
icerisindeki degisik mutasyonlardan
kaynaklanan hastalik biitlin diinyada ve degisik
rklarda 10.000 de 1 ortaya cikmaktadir.™
Hemofili A hastas1 olan bireyler kanin
pihtilagmasinda rol oynayan FVIII proteininin
kanda ya normal diizeyinin altinda olmasi ya da
tamamen yok olmasindan dolayr normal
bireylerde goriilenden daha uzun bir pihtilasma
stiresi gostermektedirler. Bu bireylerde asil sorun
dis kanamalardan ¢ok eklem yerlerinde, kaslarda
ve yumusak dokularda meydana gelen i¢
kanamalardir. Kan igerisindeki FVIII diizeyine
gore 3 degisik hemofili A tipi bulunmaktadir,
hafif'tip (< %25), orta tip (%1-5) ve agir tip(<%]1)
hemofiliA.

186 kb biiyiikliigiinde olan ve 26 degisik
ekzondan olusan FVIII geni X kromozomu
tizerinde (Xq28) bulunmaktadir. Bu 186 kb lik
genomik bolge toplam 2332 amino asiti
kodlamaktadir. Genom igerisindeki
lokalizasyonunun yapildig1 dsnemde’ taninan en
biiyiikk gen olan FVIII geni igerisinde bu giine
kadar 600 iin iizerinde mutasyon belirlenmistir

(http://europium.csc.mrc.ac.uk/ust/WWW/Web
Pages/main.dir/main.htm). Kan igerisinde FVIII
oranint diigiiren bu mutasyonlar tip itibariyle
bliytik degisim gostermektedir, hastalarin %40
mda intron 22 igerisindeki inversiyona rastlani
rken, % 30-35 inde niikleotid degisimlerinden
olusan noktasal mutasyonlara (point mutations)
rastlanmaktadir.”™ Hastalarin % 5-10 unda kii¢iik
delesyonlar ve insersiyonlar (deletions and
insertions) tanimlanirken %5 inde biiyiik
delesyonlar tamimlanmaktadir. FVIII geni ile
hemofili A hastaliginin baglantis1 agik¢a ortaya
koyulmus olsada hemofili A hastalarinin yaklasik
%?2 sinin FVIII geni igerisinde mutasyonlara
rastlanmamistir.” Bu durum hemofili A
hastalarinin en azindan % 2 sinde hastaliga yol
acan baska lokuslarin varligin1 giindeme
getirmektedir. Bu lokuslarin FVIII proteininin
Von willebrand faktoériine (VWF) baglanti
noktalarini kodlayan sekanslarda" yada ERGIC-
53 geni igerisinde'""” yer aldig1 degisik
arastirmalarda ortaya ¢cikmustir.

Hemofili A hastalig1 insan kanindan veya
modifiye edilmis hiicre kiiltiirlerinden elde edilen
rekombinant FVIII in periyodik olarak intra-
vendz yol ile kana verilmesi ile terapi
edilmektedir.” Ancak bu yontemi smirlayici bazi
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etkenler s6z konusudur. Enfeksiydz hastaliklarin
kan yoluyla hemofili hastalarina bulagmasi ve
bagisiklik sisteminin rekombinant FVIII e
gosterdigi reaksiyon bu sorunlarin baglicalaridir.
Agir tip hemofili A gdsteren hastalarin % 30 unda
bagisiklik sistemi rekombinant FVIII
preparatlarini noétralize etmekte ve bu da terapi
olanagmi yok etmektedir. Bu sorunu asmak ve
yasam boyu bir tedavi uygulayabilmek igin gen
terapisi glindeme gelmektedir. Hemofili A
hastaliginin gen terapisi yoluyla tedavisi alaninda
farelerde'" ve kopeklerde'®” yapilan ¢aligmalar
adenoviral yontemin basarili oldugunu gdstermis
ancak bu calismalarda FVIII diizeyinin artig
gostermesi ve bu yiiksek diizeyde kalmasi siirekli
olmamus, kisa stirmiistiir.

FVIII geninin yapisi

FVIII geni 26 ekzondan olusan 180 kb lik
biiytik bir gen olup X kromozomunun uzun kolu ii
zerinde Xq28 pozisyonunda yer almaktadir. 26
ekzon igerisinden ekzon 14 (3106bp) ve ekzon
26(1958bp) biiylik ekzonlar1 olusturmaktadir.
Ekzon 14 biitliin genin yaklasik % 40 m
olusturmaktadir. Diger ekzonlarin biiyiikligi 69
bp (ekzon 5) ile 313 bp (ekzon 1) arasinda
degismektedir. FVIII in ekzonlar1 arasinda yer
alan intronlarin biiytikliigi ise 200 bp (intron 17)
ile 32,4 kb (intron 22) arasinda degisim
gostermektedir. Intron 22, FVIII geni igerisindeki
en biiyiik intron olmasinin yam sira Ozel
yapisiylada onem tasimaktadir. Bu intron
icerisinde F8A ve F8B adi verilen ve FVIII
proteininin yapiminda rol almayan iki kii¢iik gen
lokalize olmustur. F8A geni 837 bp
biiylikliglinde olup FVIII genine ters ydnde
kodlarken F8B geni 651 bp biiyiikliigiinde olup
FVIII geniyle ayn yonde kodlamaktadir. Iki gen
arasinda bir CpG adasi1 (CpG island) bulunmakta
ve her iki gen icinde cift tarafli olarak promoter
gorevi yapmaktadir. FSA ve CpG adasi birlikte
yaklasik 9,5 kb biiyiikliigiinde olup int22h olarak
adlandirilmakta ve intron 22 icerisinde birden
¢ok homolog kopyeler halinde goriilmektedir
(int22h-1, int22h-2, int22h-3).

FVIII geni 6 degisik yapisal kisimdan
(domain) olusmaktadir. Bu yapisal farklilik
gosteren kisimlar Al, A2, B, A3, Cl1 ve C2
kisimlaridir. A1, A2 ve A3 kisimlar1 kendi
icerisinde C1 ve C2 kisimlar1 ise kendi igerisinde
homolog yap1 gdstermektedirler.
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Sekil 1: FVIII geninin genomik yapisi. FVIII geni 26 ekzon
ve 25 introndan olusmaktadir. F8A ve F8B genleri intron 22
icerisine lokalize olmus FVIII proteininin yapiminda rol
almayan iki intronik gendir.

FVIII geniicerisindeki mutasyonlar

FVIII geni icerisinde bu giine kadar analizi
yapilmis mutasyonlar ve polimorfizmler
(http://europium.csc.mrc.ac.uk/ust/ WWW/Web
Pages/main.dir/main.htm) sayfasinda
listelenmistir. Bu sayfada gerek yaymlanmis
gerekse yayinlanmamis biitiin gen degisimlerinin
kaydedildigi bir sayfa olup ayrica FVIII geniyle
ilgili diger bilgileride igermektedir ( primerler,
metodlar vb.).

Kan icerisinde FVIII oranini diisiiren
mutasyonlar tipleri bakimindan biiyiik degisim
gostermektedirler. Hastalarin % 40 inda intron 22
icerisindeki inversiyona rastlanirken, % 30-35
inde niikleotid degisimlerinden olusan noktasal
mutasyonlara (point mutations) rastlanmaktadir.
Hastalarin % 5-10 unda kiigiik delesyonlar ve
insersiyonlar (deletions and insertions)
tanimlanirken % 5 inde biiyiikk delesyonlar
tanimlanmaktadir.

Intron 22 inversiyonu intronik gen F8A ile
X kromozomunun telomer bdlgesi lizerinde
lokalize olmus bir gen arasindaki krossingover
sonucu meydana gelmekte ve FVIII geninin
ekzon 1 den ekzon 23 e kadar olan bolimiinii
ekzon 23 den sonraki kismindan parcalamakta ve
sonug¢ olarak agir tip hemofili hastaligina yol
agmaktadir.”” Intron 22 inversiyonu hemofili a
hastalarinin mutasyonlarinin arastirilmasinda ilk
olarak test edilebilecek derecede sik goriilen bir
mutasyondur. Bu inversiyon disinda intron 1
igerisinde hemofili hastalarinin yaklasik % 5 inde
rastlandigi belirtilen bagka bir inversiyon Bagnall
ve calisma arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir.”
Intron 1 igerisindeki bu inversiyon FVIII geninin
1. ekzonunu genden ayirmakta ve X
kromozomunun telomer bolgesindeki C6.1A
geninin yanibasina lokalize etmektedir.
Inversiyon intron 22 ve inversiyon intron 1



disinda FVIII geni igerisinde yaygin olarak
goriilen bagka inversiyona rastlanmamustir.

FVIII geni igerisinde meydana gelen
deletion, insertion ve STOP-kodonuna neden
olan noktasal mutasyonlar(nonsens mutations)
gerek amino asit kodlanmasi sirasindaki
degisimlerle gerekse kodlanmanin sona
erdirilmesiyle FVIII proteininin premature
kalmasina neden olmaktadirlar. Bu tiir
mutasyonlar yukarida agiklanan etkileri
dolayisiyla intron 22 inversiyonunda oldugu gibi
agir tip hemofili A hastaligina yol agmaktadirlar.
Noktasal mutasyonlar igerisinde ¢cogunlugu TC
ve AG mutasyonlar olugturmaktadir.

Bu mutasyonlar disinda FVIII geni
igerisinde ayrica kodlama yapmayan bolgeler
(Intronlar) igerisinde polimorfizmlerde analiz
edilmistir. Bu polimorfizmlerin cogu SNP (single
nucleotid polymorphism) olup RFLP (restriction
fragment length polymorphisms) kategorisine
girmektedirler. SNP lerin yani sira biri intron 13%
digeri intron 22” icerisinde olmak iizere FVIII
geni icerisinde 2 mikrosatellitin analizi
yapilmistir.

Mutasyon sayisi
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Sekil 2: Nokta mutasyonlarin FVIII geni ekzonlar
icerisindeki dagilimi.

Mutasyon analiz yontemleri

Ilk asama olarak polimeraz zincirleme
reaksiyounundan (PCR-Polymerase chain
reaction) yararlanarak FVIII geni igerisindeki
mutasyonlar1 arastiran, dizi analizi-
sequencing,”” DGGE (Denaturing gradient gel
elektroforez),”” CMC (chemical mismatch
cleavage)’’ ve SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism)™yi de iceren bir
¢ok metod uygulanmaktadir. Zaman agisindan
daha hizli ve laboratuar gerecleri bakimindan
daha ucuz olmasi1 bakimindan DGGE, SSCP ve
CMC metodlar1 dizi analizine oranla daha yogun
olarak kullanilmaktadir. Bu yoOntemlerin

Un

uygulanmasiyla mevcut mutasyonlarin ancak
%95-97 kadar1 tespit edilebilmektedir”. Bu
metodlar uygulandiktan sonra mutasyonlari
analiz edilemeyen Hemofili A hastalarmin FVIII
genlerine ait ekzonlarin sira dizilisi analizinin
yapilmast mutasyon analizleri bakimindan
yararli olacaktir.

FVIII geninin ¢ok biiyik bir yapi
gostermesinden dolayi mutasyon
aragtirmalarinin uzun bir ¢aligmay1 gerektirmesi,
Ozellikle prenatal analizlerde ve tasiyici
kontrollerinde gen igerisinde bulunan
polymorfizmlerden yararlanarak baglanti
analizinin (Linkage analysis) yapilmasini
alternatif bir metod olarak giindeme getirmistir.
Baglanti analizlerinin yapilmasinda o6zellikle
RFLP ler yogun olarak kullaniimaktadir™.

Hemofili A hastaliZinin gen terapisi
yontemiyle tedavisi olanaklari

Hemofili A hastalar1 giinlimiizde insan
kanindan veya modifiye edilmis hiicre
kiiltiirlerinden elde edilen rekombinant FVIII in
periodik olarak damardan kana verilmesi ile
tedavi edilmektedir.” Bu yontemi sinirlayici bazi
etkenlerin s6z konusu olmasi1 (enfeksiy6z
hastaliklarin kan yoluyla hemofili hastalarina
bulagmasi ve bagisiklik sisteminin rekombinant
FVII e gosterdigi reaksiyon gibi) bu sorunu
asmak ve yasam boyu bir tedavi uygulayabilmek
icin gen terapisini giindeme getirmektedir. Agir
tip hemofili A gosteren hastalarin % 30 unda
bagisiklik sistemi rekombinant FVIII
preparatlarini noétralize etmekte ve buda terapi
olanagini yok etmektedir. Bu hastalarda
bagisiklik sisteminin gosterdigi tepkiyi tedavi
edebilmek igin 1-2 yil siireyle c¢ok yiiksek
diizeylerde FVIII uygulanmast gerekmektedir.
Bu uygulama hem zaman alici hemde
milyonlarca Euro gerektiren ¢ok pahali bir
yontemdir.”" Bu faktdrlerin yanisira hemofili A
hastaliginin klinik yapismin ve FVIII in etki
mekanizmasinin ¢ok iyi arastirilmis olmasi,
FVIII in kan igerisindeki diizeyinin ¢ok az bir
miktar artirilmasiyla bile Hemofili A hastaliginin
fenotipinde belirgin bir iyilesme olmasi ve
genterapisinin tedavi masraflarin1 azaltacak bir
yontem olacagi beklentisi Hemofili A hastalig1
tizerinde gen terapisi ¢aligmalari yapilmasini
cazip hale getirmektedir. Hemofili hastaliginin
gen terapisi yoluyla tedavisi alaninda farelerde *"
ve kopeklerde'*"” yapilan calismalarda adenoviral
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yontemle basarili sonuglar elde edilmis ancak bu
calismalarda FVIII diizeyinin artis gostermesi ve
bu yiiksek diizeyde kalmasi kisa stirmiigtiir.

Hemofili A hastaligiyla ilgili yapilan
caligmalar temel olarak ex vivo gen terapisi ve in
vivo gen terapisi olmak {iizere iki metoda
dayanmaktadir. Ex vivo gen terapisi yonteminde
retroviriisler araciligiyla fare fibroblastlari
icerisine yerlestirilen (ex vivo protokol) FVIII
geni, daha sonra fibroblastlarla birlikte farelerin
viicuduna transfer edilmektedir. Bu ydntemle
Hemofili B dolayisiyla FIX iizerine yapilan
calismalar 1988 yilinda baslamis olmasina
ragmen Hemofili A ya uygulanmast FVIII
geninin biyiikliglinden dolayr daha sonralari
baglamistir. FVIII geninin 3 kb lik bir kisminin
(B-kismi1) bu ¢aligmalarda kullanilmasi fikrinin
ortaya atilmastyla bu calismalar hiz kazanmistir. ™
Ancak bu yontemle yapilan ¢aligmalar basarili
olsada kan icerisindeki FVIII diizeyini sadece
gecici ve kisa bir siire igin yiikseltmislerdir.
Uygulanmasinin kolay olmasi bakimindan
invivo gen terapisi yontemi daha siklikla
kullanilmaktadir. Bu metodda FVIII genini
iceren gen transfer vektorleri ya dogrudan
enjekte edilmekte yada secilen dokular igerisine
dogrudan yada intravendz olarak verilmektedir.
Bu yontemin FVIII diizeyinin yiikseltmesi
amaciyla ilk kullanihist 1995 yilinda™ olmustur.
Bu yontem kullanilarak FVIII diizeyi yaklasik 9
ay siireyle yiliksek diizeyde tutulabilmektedir.

Sonug¢

Hemofili A hastaligi yasamu tehtit etse de
olimciil bir hastalik olmayip tedavisi miimkiin
bir hastaliktir. Ancak tedavisinin hasta basina
yillik yaklagik 50.000 Euro civarinda olmasi
nedeniyle ¢ogu hastanin bu tedavi imkanlarindan
yararlanmast miimkiin olmamaktadir. Diinya
capinda Hemofili A hastalarimin ancak %20 si bu
hastaligin tedavi imkanlarindan
yararlanabilmektedir.” FVIII geninin ¢ok biiyiik
bir gen olmasi ve hastaliga neden olan
mutasyonlarin biiylik varyasyon gdstermesi
hastaligin molekiiler analizini zorlastirmaktadir.
Bu giin Hemofili A hastaliginin gen terapisi ile
tedavi edilmesi alaninda model hayvanlar
iizerinde onemli mesafeler katedilmis olsada,
insanlarda bu hastaligin tedavisi ig¢in
kullanilabilecek bir protokol bulunmamaktadir.
Adenovirtislerle yapilan ¢aligmalar Hemofili A
hastaliginin gelecekte gen trapisi ile tedavisi
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konusunda timit vermektedir. Bu alanda her yil
yeni mesafeler katedilmekte ve giderek bu giinki
tedavinin yerini alabilecek gen terapisi protokolii
ne dahada yaklasilmaktadir.
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