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OZET

Hemofili B hastalifimin nedeni, kamn temel fonksiyonlar: arasinda bulunan koagiilasyon
mekanizmasinda etkin olan faktdr IX’un ‘konjenital eksikligi veya disfonksiyonel olmasidir.
Faktor IX’u kodlayan gen, X kromozomunun q27.1 bandinda lokalize olup, 34 kilobaz (kb)
uzunlugunda ve 8 ekzon ile 7 introndan olugmaktadir. Hem genotipik hem de fenotipik olarak
olduk¢a heterojen bir yapida olan hemofili B hastahifinin siddeti, gendeki mutasyonun
lokalizasyonu ve yapisiyla yakindan ilgilidir.

Bu c¢ahgmadaki temel amag, yiiksek heterojenite gdsteren faktdr IX geninde, hizh,
efektif ve kesin sonug veren otomatik kapiller jel elektroforezi ile DNA baz dizileme yontemini
kullanarak, kesin molekiiler taniya gidilmesi, yontemin avantajlarmm belirlenmesi ve Tiirk
popiilasyonundaki mutasyon profilinin ortaya ¢ikartiimasidir.

Yapilan galismada, klinik olarak tamst konmus 13 hemofili B hastasinda, otomatik
kapiller jel elektroforezi yontemi ile DNA dizi analizi yapilarak mutasyonlar taranmig ve 2’si
yeni olmak tizere 11 farkh mutasyon tanimlanmugtir. Tespit edilen mutasyonlar en ¢ok ( %33 )
8. ekzon bolgesinde gozlenmistir. Ayrica, faktér IX geninin CpG’den zengin bdlgelerinde
mutasyonlarin daha ¢ok ( %36 ) oldugu goriilmiis ve missens mutasyonlarm fakt6r IX geninde
hastahBa en fazla ( %46 ) neden olan mutasyon tipi oldugu literatiirle de uyum gdsteren bir
sekilde ortaya konmugtur.

Sonug olarak, kapiller DNA dizi analizi yonteminin, faktdr IX geni mutasyonlarmin
tammlanmasinda hizh ve etkili bir yaklasm oldugunu ve bu ¢aliymanin sonuglarmmn, Tiirk
popiilasyonunun faktor IX geni mutasyon profilinin belirlenmesi ile ilgili bagka ¢aligmalara da
15ik tutacagin diiglinmekteyiz.

Anahtar kelimeler : Hemofili B, otomatik kapiller jel elektroforezi, DNA baz
dizilemesi, mutasyon, heterojenite, molekiiler tam, faktor IX, koagiilasyon



SUMMARY

~ Hemophilia B is an X linked coagulopathy due to deficiency of clotting factor IX. The
gene for factor IX is situated on the long arm of the X chromosome at band Xq27.1, and spans
34kb. It consist of eight exons and seven introns. The clinical and molecular basis of
hemophilia B is heterogeneous and the clinical severty is related to the levels of factor IX
activity.

The main purpose of this study was to perform molecular diagnosis of hemophilia B
disease by DNA sequence analyses of the promoter, poly A and coding regions of the factor IX
gene. Evaluation of the usage of technique in the diagnosis of factor IX gene mutations will
light up further studies that aim to obtain mutation profile of the factor IX gene spesific to
Turkish population.

By this aim, blood samples from thirteen clinically diagnosed hemophilia B patients
were analysed by the automatic capiller gel electrophoresis tecnique. At least one mutation
were identified in the patients, expect one case with mild hemophilia B of 11 identified
molecular abnormalities, two were new mutations according to “Hemophilia B mutation bank”
data of the recognised mutations, 33% were localised at the exon 8 of the factor IX gene. The
frequency of mutations was higher in the CpG rich regions of the gene and missens mutations
was regarded as the most common type of mutations causing severe hemophilia B and this
conclusion was in accordance with the literature.

In conclusion, we suggested that capiller DNA sequencing is a fast and efficient
approach to identify mutations in the factor IX gene and the results of this study will light up
further studies in obtaining the factor IX gene mutation profile of the Turkish population.

Key words : Hemophilia B, automatic capiller gel electrophoresis, DNA sequence
analyses, mutation, heterogeneity, molecular diagnosis, factor IX, coagulation
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1. GIRIS

Kanm pihtilagmasi (koagiilasyon), memelilerin yiiksek basingh dolagim sisteminde
" kan damarlarinin hasar gormesinin ardindan onarimin dogru yapilmasmna yardimci olan bir
savunma sistemidir (25). Pihtilagma mekanizmasmin in vivo etkisi normalde, saglam
damarlarda piht1 olusumunu 6nleyen ve kanin sivi halde tutulmasm saglayan smirlayici
tepkimelerle dengelenir. Burada Onemli olan damar i¢i pihtilasmay: Onlerken, kanama
olmasini da engellemek i¢in ¢ok sayida, karmagik ve birbirleriyle karsilikh iligkili sistemler
arasinda bir dengenin siirdiiriilme zorunlulugudur (26).

Kan pihtilagmasinda fibrin piht1 olusumu iki yolla miimkiindiir. Bunlar intrinsik ve
ekstrinsik yollardir. Pihtilagma mekanizmasmin bu iki yolunda da, inaktif formdan aktif
“enzim haline donligen ve siirekli birbirini etkinlestirerek calisan birgok pihtilagma faktdri
gorev alir (52).

Pihtilagma mekanizmas: ile ilgili hastaliklardan biri olan hemofili B, intrinsik yolda
islev goren ve K vitaminine bagiml bir plazma proteini olan faktdr IX’un eksikligi veya
disfonksiyonel olmasi sebebiyle meydana gelmekle birlikte, faktér IX’un pihtilagma
mekanizmasindaki etkilesimlerini geciktirir veya 6nler (77).

Hemofili B, X kromozomuna bagli resesif gecis gosteren bir kalitsal hastaliktir (7, 50).
Bu hastalik, 1/25.000 — 1/30.000 erkekte goriilmekle birlikte, ¢ok nadir durumlarda
kadinlarda da gériiliir (23, 27, 75).

Insan koagiilasyon faktdrlerinden birisi olan faktor IX’u kodlayan gen, sigir faktor IX
" aminoasit sekansi kullanilarak ilk kez 1982 yilinda klonlanmugtir (15). 1984 yilinda ise X
kromozomonun uzun kolunun distal bolimiine lokalize edilmistir (12). Genin komple
dizilemesi 1985 yilinda tamimlanmastir (79).

Faktor IX geni, 34 kb uzunlukta olup 8 ekzon ve 7 intron igeren bir gendir. Bu gen X
kromozomonun uzun kolundaki Xq27.1 bandinda yer almaktadir (29, 30, 48). Biitiin genin
uzunlugu 34 kb olmakla birlikte mRNA’nm uzunlugu sadece 1.4 kb’dir. Intronlar genin
yaklagik % 95°ini olusturmaktadir.



Hem genotipik hem de fenotipik olarak oldukg¢a heterojen bir yapida olan hemofili B,
faktor IX genindeki mutasyonlar sebebiyle meydana gelmekte olup, hastalifin siddeti gendeki
mutasyonun lokalizasyonu ve yapisiyla yakindan ilgilidir (51). Faktér IX geninin, 1985
yilinda dizilenmesinin ardindan, 1990 yilinda bir veri bankas: olusturulup, diinyadaki bir gok
hemofili merkezinden toplanmig hemofili B olgu serilerinin analizi ile, 1713 hemofili B
hastasinda mutasyonlar bildirilmis ve 652 molekiiler olay tammlanmigtir (17). Faktér IX
proteininin kompleks bir siiregten gegmesi ve ¢ok sayida fonksiyonel alanlara sahip olmasi,

hemofili B hastahginda gézlenen molekiiler defektlerin heterojenitesini agiklamaktadir (69).

Hemofili B hastahma neden olan molekiiler defektlerin 1/3’ti de novo
mutasyonlardir. Biiylik delesyonlar, mikro delesyonlar, insersiyonlar, missens ve nonsens
nokta mutasyonlar1 tanimlanmigtir. Hastalifin % 85°ine neden olan mutasyonlar tek baz
degisimlerinden kaynaklamrken, biiyiik ve kompleks gen yeniden diizenlenmeleri nadir olarak
- goriilmektedir (44).

Hemofili B hastahiginda, faktér IX geninde bulunan mutasyonlar {izerinde yapilan
¢ahigmalar faktor IX gen iiriiniiniin yapisi ve fonksiyonu ile regiilasyonu arasindaki iligkileri
gostermesi bakimmdan dnem arz etmektedir. Ayrica bu mutasyonlarin karakterizasyonu,
dogru tagtyici tanist yapilmasi ve prenatal tam testlerinin gelistirilmesi i¢in dogrudan klinik
uygulamaya sahiptir (77).

Faktor IX geni gibi heterojenite gosteren gen yapilarinda en etkili ySntemin direkt
DNA baz dizileme y6ntemi oldugu genel olarak kabul edilmektedir. Ancak yine de giiniimiize
kadar bir gok molekiiler analiz y6ntemi uygulanmus olup, farkli popiilasyonlara 6zgii haplotip
analizleri yapilip hot-spot bolgeler tanimlanmaya g¢aligilmigtir. Yapilan bu g¢aligmalarm
hastahn tanisinda kesin olarak giivenilir olamamasi sebebiyle, referans yontem olarak kabul
edilen DNA baz dizileme ydntemine ihtiyag¢ duyulmaktadir. Etkili olmasina ragmen, uzun ve
zahmetli bir ¢calisma gerektiren DNA baz dizileme y6ntemi, giiniimiizde otomatik kapiller jel
elektroforezi sayesinde ¢ok daha kolay, hizli ve efektif bir hale gelmis, bu konudaki
' stratejilerin degigmesine neden olmugtur (17).



Faktor IX genindeki mutasyonlarm PCR reaksiyonunun ardindan direkt DNA baz
dizilenmesi yolu ile yapilabilmesi, informatif segregasyon “marker”larmin kullamlmas: ile
probandin akrabalarinin taranmasi ve hastahigm aile hikayesinin gikarilmasi zorunlulugunu
ortadan kaldirmustir.

Tiirk popiilasyonundaki faktor IX geninin molekiiler analizinin detayli bir sekilde
yapilabilmesi, mutasyon dagiliminin ve varsa yeni mutasyonlarin belirlenébilmesi, genin
promoteri, poly A ucu ve tiim ekzonlarmin dizilenerek kesin molekiiler tamya ulagilabilmesi
amagclarm gergeklestirmek {izere planlanmis olan bu arastirma, 13 hemofili B hastasinda
otomatik Kkapiller jel elektroforezi yontemi ile DNA baz dizilemesi yapilarak ortaya
konmugtur.



2. GENEL BiLGILER

Kan, kan damarlarinin olugturdugu kapali bir sistemde dolasan, sivi plazmada yayilmig
bulunan solid elementler ile eritrosit ve l6kositlerden olusan bir dokudur. Kan ve 6zellikle de
plazma, saglhifin devamhilif i¢in kosul olan 6nemli fonksiyonlar: yerine getirirler.

Koagiilasyon, kamn temel fonksiyonlar1 arasinda yer almakta olup homeostazisin
saglanmasinda oOnemlidir. Koagiilasyon ve fibrinoliz ile ilgili olaylarm temellerinin

anlagilmasi, tibbi agidan ciddi olan pek ¢ok diizensizligin kontroliinde kolaylik salamaktadir.
2.1. Hemostaz ve Koagiilasyon Mekanizmasi

Vaskiiler biitiinliigiin bozulmasinin ardindan, kanin durmasma hemostaz denilir. Bu
* yolla hasarli damar bolgesi kapatilir ve daha fazla kan kaybi engellenir. ilk goriilen olay
damarin biiziilmesi ve trombositlerin kollajene baglanmas: ile tetiklenen, trombositlerden
yapilmig gegici bir hemostatik tikag olugmasidir. Bu olay1 gegici tikagin kesin tika¢ haline

doniismesi izler (26).

Kanin pihtilagmasi (koagiilasyon), memelilerin yliksek basingh dolagim sisteminde
kan damarlarinin hasar gérmesinin ardindan onarmmin dogru yapilmasina yardimci olan bir
savunma sistemidir (25). Pihtilagma mekanizmasimn in vivo etkisi normalde, saglam
damarlarda piht1 olusumunu Snleyen ve kanmn sivi halde tutulmasim saglayan smirlayic:
tepkimelerle dengelenir. Burada Onemli olan damar ig¢i pihtilagsmayi Onlerken, kanama
olmasini da engellemek igin ¢ok sayida, karmagik ve birbirleriyle kargilikli iligkili sistemler
arasinda bir dengenin siirdiiriilme zorunlulugudur (26).

Hemostazda 4 faz vardir:

1- 1k faz hasarn distalindeki damarlarin konstriksiyonudur.

EUBVLA
4 Mmm



2- Ikinci faz hasar bdlgesinde gegici bir trombosit tikacinin olusmasidir. Trombositler
damar duvar1 hasarinin meydana geldigi yerde kollajene baglamirlar ve trombin,
ADP, tromboksan A, (TxA;) veya epinefrin aracilig1 ile aktif hale getirilirler
(Sekil 2.1.). Aktiflenmis trombositlerden iki tip graniil salinir:

A. a graniiller trombospondin, fibrinojen, vWF, fakt6r V ve hemostaz ile ilgili

diger proteinleri igerir

B. Dense graniiller ise kalsiyum iyonlari ve ADP den zengindir. Glikoprotein
IIb- IIla kompleksinin bazi plazma proteinleri (6rn; fibrojen) igin reseptér
olarak cksprese olmasi trombosit tikaci ve fibrin pihtismin olugmasi igin
onemli olabilir (25). Aktiflestikten sonra morfolojik ve biyokimyasal olarak
degisime ugramalarinin ardindan trombositler, fibrinojen varlifinda trombosit

tikaci olusturmak iizere agrege olurlar.

3- Uslincii faz trombosit tikaci1 ve/veya kirmuzi hiicreleri yakalayarak daha stabil
olan ve trombiis meydana getiren piht1 veya fibrin agmmn olusumudur.

4- Dérdiincii faz pihtinin plazmin tarafindan parsiyel veya komple ¢6ziilmesidir (52).

Gegici tikag iginde trombositlerin yaptig1 gevsek kiimeler fibrin ile birbirlerine
baglanir ve kalic1 piht1 haline gevrilir. Fibrin olugmasindan sorumlu pihtilasma mekanizmasi,
etkin olmayan enzimlerin etkinlestirildigi ve etkinlestirilmis enzimlerin daha sonra diger
etkinsiz enzimleri etkinlestirdigi, selale (cascade) seklinde bir grup tepkimeyi igerir. Sistemin
¢ok karmagsik olmasi ge¢miste, adlandirmada degisikliklere neden olmugsa da, pihtilagma
faktorlerinin gogu i¢in bir numaralama sisteminin kabul edilmesiyle durum sadelestirilmigtir
(Tablo 2.1.).
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Sekil 2.1. Trombosit aktivasyonu.

Pihtilagma faktdrleri genellikle 4 tipte siniflandiriliriar :
1.Koagiilasyon olay1 esnasinda aktive olan serine bagimli proteazlarn zimojenleri,

2 Kofaktorler,
3.Fibrinojen,

4 Fibrin pihtisin stabilize eden bir transglutaminaz (Tablo 2.2.).



Tablo 2.1. Pihtilagma faktorleri

Faktér |Isimler
I Fibrinojen
1 Protrombin Bu faktérler i¢in aligilagelmis isimleri kullamlr
p Trombosit fosfolipidi Bunlara genelde koagiilasyon faktorleri olarak deginilmez
IV |Ca®
\Y Proakselerin, labil faktor, akselarator, (Ac-) globulin
VII | Prokonvertin, serum protombin konversiyon akselerator (SPCA),
kotromboplastin
VIII | Antihemofilik fakt6r A, antihemofilik globulin (AHG)
IX | Antihemofilik faktor B, Christmas faktor, plazma tromboplastin komponent
X Stuart-Prower faktor
XI Plazma tromboplastin antesedant (PTA)
XII  |Hegeman faktor
XIII | Fibrin atabilize edici faktor (FSF), fibrinoligaz

Kan pihtilagmasi, ¢6ziiniir plazma proteini olan fibrinojenin trombin tarafindan
¢oziinmez fibrin haline doniigmesiyle baglar (Sekil 2.2.). Bu olay her fibrinojen molekiiliinden
iki ¢ift polipeptid salinmasim igerir. Geri kalan fibrin monomeri daha sonra fibrin olugturmak
lizere diger monomer molekiillerle polimerize olur. Fibrin baslangi¢ta i¢ ice gegmis seritlerin
yaptig1 gevsek bir ag halindedir. Bu ag kovalan ¢apraz kopriilerin olugmasi ile yogun ve siki
bir agregat haline ¢evrilir. Bu son tepkime fibrini kararli hale getiren faktér XIII tarafindan

kataliz edilip Ca®* gerektirir.




Tablo 2.2. Pihtilagma faktdrlerinin siniflandiriimas:

1. Zimojenler ve serin proteazlar

Faktor XII | Damar duvari hasarinin oldu@u bolgede ortaya ¢ikmig kollojene baglanir;
yiiksek MA kininojen ve kalikrein ile aktiflenir

Fakto6r XI Fakt6r Xlla tarafindan aktiflenir.

FaktorIX  |Ca®* varhginda faktor Xla tarafindan aktiflenir.

Faktor VIL | Ca® varligmndan trombin tarafindan aktiflenir

Fakt6rX  |Tenaz kompleksi tarafindan aktiflenmis trombositlerin yiizeyinde
aktiflenir veya doku faktorii ve Ca®* nin varhiginda faktor VIIa tarafindan
aktiflenir.

Faktor 1T Protrombinaz kompleksi tarafindan aktiflesmis trombositlerin yiizeyinde
aktiflenir. (Ca™, faktdr Va ve Xa) [Faktor II, VII, IX ve X, Gla tastyan
zimojenlerdir.]

2. Kofaktorler

Faktor VIII | Trombin tarafindan aktiflenir; faktér VIIIa, faktor X’in fakt6r IXa
tarafindan aktivasyonunda kofaktordiir.

Faktér V Trombin tarafindan aktiflenir; faktér Va, protrombin faktér Xa tarafindan
aktivasyonunda kofaktordiir.

3. Fibrinojen
Faktor I Fibrin pihtis1 olusturmak i¢in trombin tarafindan parcalanir.
4. Tiyol bagimh trans glutaminaz
Faktor XIII |Ca %* varhgnda trombin tarafindan aktiflenir; kovalent gapraz baglar ile

fibrin pihtisin stabilize eder.
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Sekil 2.2. Koagiilasyon mekanizmasinin intrinsik ve ekstrinsik yollari

Trombin, etkin faktér X un etkisi ile dolagimdaki 6nciilii olan protrombinden iiretilen
" bir serin proteazdir. Trombinin ayrica trombosit, endotel hiicreleri ve 16kositleri en azindan

bir tane G proteinine kenetlenerek etkinlestirmeyi igeren ek iglevleri vardir.

2.1.1. Fibrin Olusumunda Intrinsik ve Ekstrinsik Yollar

Kan pihtilagsmasinda fibrin piht1 olusumu iki yolla miimkiindiir. Bunlar intrinsik ve
ekstrinsik yollardir. Faktor IX her iki yol araciligiyla aktif hale gelir. Ancak aktivasyon

mekanizmalar: farklidir.

Intrinsik yol XII, XI, IX, VIII ve X’uncu faktdrlerin yamsira, prekallikrein, yiiksek
molekiil agirlikli kininojen, Ca** ve trombosit fosfolipidlerini kapsayp, faktr Xa’nin iiretimi

ile sonuglanir.



Pihtilasma faktorleri, bir veya iki peptid bagmm smurh proteolizi yoluyla inaktif
formdan aktif enzim haline doniistirler ve geleneksel olarak aktiflesmis faktSrler “a” takisi

eklenerek ifade edilirler.

Intrinsik yol; prekallikrein, yiiksek molekiil agirhkli kininojen, faktér XII ve faktor
XI’in negatif yiiklii aktifleyici bir ylizeye maruz birakildiklar: “kontakt faz” ile baslar (Sekil
2.2.). In vitro olarak bu etkinleme; kanin cam ve kollajen lifler gibi elektronegatif yiikli,
- 1smabilen ylizeylerle kargilagtirilmasi ile gergeklesebilmektedir. In vivo olarak muhtemelen
bu konumu kan damarmin temas yﬁzeyindeki kollajen saglamaktadwr. Kontakt faz
komponentleri aktifleyici yiizeyde toplaninca faktdr XII kallikrein ile proteoliz sonucu faktér
Xla’ya aktiflenir. Faktor Xlla, daha fazla kallikrein tiretmek igin prekallikrein’e hiicum
ederek karsihkl bir aktivasyon gelistirir. Faktor Xlla daha sonra faktér XI'i, faktor Xla’ya
aktifler, aym zamanda yiiksek molekiil agirlikh kininojenden bradikinini (kuvvetli
vazodilatator) agiga ¢ikarir (52).

Faktor Xla, Ca?* varhginda faktdr IX’u serin proteaza, yani fakt6r [Xa’ya aktifler. Bu
da sonra 2 zincirli serin proteaz olan faktdr Xa’y: tiretmek i¢in faktér X’daki Arg-Ile bagim
pargalar. Bu son reaksiyon, aktif trombositlerin yiizeyinde yer alan Ca?* ve faktor VIIIa’nin
yamsira, faktor IXa ve faktér X’dan meydana gelen tenaz kompleksi olarak isimlendirilen

- bilesiklerin biraraya gelmelerini gerektirir. Tenaz kompleksinin bir arada toplanmasi igin,
normalde istirahat halindeki aktiflesmemis trombositlerde plazma membraninin internal
tarafinda yer alan fosfotidil serin ve fosfotidil inozitolii yani asidik fosfolipidleri ortaya
cikarmak i¢cin trombositler 8ncelikle aktiflesmek mecburiyetindedirler.

Bir glikoprotein olan faktér VIII bir proteaz prekiirsdrii degildir ancak trombosit
ylizeyinde yer alan faktdr IXa ve X igin bir reseptor olarak hizmet veren bir kofaktordiir.
Faktor VIII, faktor VIIIa’y1 olusturmak {izere bir miktar trombin tarafindan aktiflenir. Faktor
VIlIa trombin ile olan daha ileri par¢alanmalar sonucu inaktive olur (5, 52).

Plazmada bulunan fakt6r VIII, fonksiyonel, biyokimyasal, immiinolojik ve genetik
kontrol bakimimndan farkliik gosteren iki komponentten meydana gelmistir. Faktér VIII
kompleksinin komponetlerinden biri, faktor VIII:C ad1 verilen bir antihemofilik faktSrdiir.
Digeri, faktor VIII R olarak gosterilen ve von Willebrand faktor (VWF) de denilen bir
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molekiildiir. Dolagimda, biiyiik bir protein olan faktdr VIII R’ye faktér VIII:C molekiilii non-

kovalent baglarla baglanmis durumdadr.

Ekstrinsik yol; doku faktorii (doku tromboplastini), faktor VII, X ve Ca**u kapsayip
fakt6r Xa’nin tiretimi ile sonuglamr. Doku hasarinin meydana gelmesinin ardindan plasenta,
akciger ve beyinde bol bulunan doku faktorii salinir. Ekstrinsik yolda etkili olan faktoér VII bir
zimojendir, fakat nispeten yliksek bir endojen aktiviteye sahiptir. Bu aktivite trombin veya
fakt6r Xa tarafindan bir serin proteaz olan fakt6r VIla’ya doniigiim sonucu artar. Salinan doku
faktorii ise, faktér X’un faktor VIla tarafindan katalizlenen aktivasyonuna bir kofaktor olarak
etki eder.

Faktor VIa, faktor X’da intrinsik yolun tenaz kompleksi tarafindan pargalanan aym
Arg-Ile bagini parcalar. Fakt6r X’un aktivasyonu intrinsik ve ekstrinsik yollar arasinda
Onemli bir baglant: saglar (52).

2.1.2. Kan Pihtilagmasinda Ortak Sonlanma Yolu

Faktér Xa olugumundan itibaren pihtilagma mekanizmasi ortak bir yol izler (Sekil
.2.2.). Faktér Xa, protrombini (faktor II) trombin (faktor I1a)’e aktifler. Bu da sonra fibrinojeni
fibrin’e doniistiiriir. Fakat faktor X’da oldugu gibi, protrombinin aktivasyonu da aktiflenmis
trombositlerin ylizeyinde meydana gelir. Bu olay, trombosit anyonik fosfolipidleri, Ca®,
faktér Va, faktér Xa ve protrombinden olusan protrombinaz kompleksinin bir arada
toplanmasin1  gerektirir (52). Protrombin karaciferde sentezlenen tek =zincirli bir
glikoproteindir. Faktor V ise, faktér VIII ve seruloplazmin ile homolog bir protein olup
karacigerin yanisira dalak ve bobreklerde de sentezlenir. Trombin artiklar: tarafindan faktor
Va’ya aktiflenince trombosit membramindaki 6zgiin reseptorlerine baglamp faktor Xa ve
protrombin ile bir kompleks olugturur. Bunun ardindan, trombinin daha ileri etkisi sonucu
inaktive edilir, béylece protrombinin trombine aktivasyonunu kisitlayan bir yol saglanmis

olur.
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2.1.3. Fibrinojenin Fibrine Doniigiimii

Fibrinojen ( faktdr I), solubl bir plazma glikoproteinidir. Molekiil yapisindan
kaynaklanan agir1 negatif yiikler, plazmadaki fibrinojenin ¢6ziiniirliigtine katkida bulunurlar
ve ayn1 zamanda fibrinojen molekiillerinin elektrostatik olarak birbirlerini uzaklagtirmalarma

neden olarak agregasyonu engellemeye yardimei olurlar.

Trombin, litik etkiyle fibrinojenin ve fibrinopeptidlerin A o ve B zincirlerinin a. ve B
kisimlar1 arasinda yer alan 4 adet Arg-Gli bagim hidrolize ederek fibrin monomerlerini
olusturur. Fibrin monomerleri daha sonra yan yana gelerek ¢oziinmeyen fibrin pihtisini

olustururlar. Ancak meydana gelen piht1, gevsek bir pihtidir.

Trombin fibrinojeni fibrin’e doniistirmenin yamsira faktér XIII’d de faktor Xllla’ya
doniistiirir. Faktor XIIla, Ca* varhigmda fibrin molekiillerinin kovalan bigimde gapraz
. baglanmalarim1 saglayarak, proteolize kars1 direnci artmis daha stabil bir fibrin pihtismin
olugmasim saglar (52).

Pihtilagma sistemi normal olarak fibrin pihtilarmm devamh meydana getirildikleri ve
¢Oziindikleri dinamik bir denge durumundadir. Fibrin ve fibrinojeni yikmaktan baglica
sorumlu olan plazmin, inaktif zimojeni olan plazminojen formunda dolagima katilir.

Intrinsik yol, in vitro kan pihtilagmasinda dnemli olmakla birlikte fizyolojik olarak
Onemi tartisilir vaziyettedir. Ciinkii faktér XII, prekallikrein ve yiiksek molekiil agirlikli
kininojen eksikligi olan hastalarda kanama problemleri gériilmemektedir. Bu nedenle intrinsik
yol normal kan koagiilasyonunda, aslinda daha az 6nemlidir. Faktor XI’in rolii ise, faktor XI
eksikligi olan hastalarda degisken kanama egilimlerinin olmas: sebebiyle oldukga belirsizdir
(25).
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2.2. Hemofili B

2.2.1. Hemofili Hastah@’nin Tarihgesi

Hemofili hastaligi’min tarihgesi M.0.2000 yillarmna kadar dayanmakla birlikte
19.ylizyilda hastaliin cinsiyete bagh bir kalitim gosterdigi bildirilmigtir (55).

1939 yilinda hastaligin antihemofilik faktér (AHF) olarak adlandirilan bir maddenin
eksikliginden kaynaklandig1 diigtintilmiigtiir.

Ancak 1952°de bir hemofili hastasinin plazmasinda AHF ‘den farkh olarak “Plazma
Thromboplastin Component” (PTC) denilen bir maddenin eksik oldugu gézlenmis olup, daha
sonra bu faktdre “Faktér IX ismi verilmistir. PTC komponentinin tamimlanmasinin ardindan
PTC eksikligi olan bir aile bildirilmis ve ailenin soyadina dayanarak hastalifa “Christmas”
hastaligi ad1 verilmistir. Yine bu tarihlerde hemofilinin Hemofili A ve Hemofili B olmak
lizere iki tipinin oldugu kabul edilmigtir (1, 65).

1980°1i yillarin basindan itibaren geligen molekiiler teknolojiyle birlikte insan ve sigir

faktéor IX’u kodlayan cDNA’min karakterizasyonu ve izolasyonu bir ¢ok aragtirmaci

tarafindan gergeklestirilmistir. Bu gelismelerin hemen ardindan Davie ve Anson, faktdr IX

geninin izole edildigini bildirmis ve parsiyel karakterizasyonunu yapmistir. Chace, Boyd ve

Comerino ise, geni X kromozomunun uzun kolunun distal bdlgesine (Xq26-27.3) lokalize
etmigtir. Genin tlimiiniin dizilenmesi ise 1985 yilinda tamamlanmgtir (48, 79).

2.2.2. Hemofili B Hastahg’nin Klinik Ozellikleri ve Tams:

Hemofili A (Faktér VIII eksiklii) ve hemofili B (Faktor IX eksikligi), X
kromozomuna bagh resesif gegis gosteren kalitsal hastaliklardir (7, 36, 50, 61). Hemofilinin
goriilme sikhig1 (A ve B birlikte) milyonda 80-110 arasinda degisir. Buna gore iilkemizde
5000-7000 arasinda hemofili hastasinin olmasi beklenmektedir. Hemofili B ise 1/25.000 —
1/30.000 erkekte goriilmekle birlikte, ancak ¢ok nadir durumlarda kadinlarda goriiliir (23,
27,75).
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Hastaligin kadinlarda gériilmesine sebep olan bu nadir durumlar sunlardir;

Sl o

Turner Sendromu (45, XO) gibi kromozomal bir bozuklugun hastada bulunmasi,
Tagtyic1 anne ve hasta babanin kiz gocugunda hastaliin ortaya ¢ikmasi,
Uniparental dizomi,

Ekstrem lyonizasyon.

Babas: siddetli hemofili B hastasi olan bir kadinda faktér IX aktivitesinin % 1 oldugu
belirlenmi, ancak DNA analizi ile mutasyon saptanamamustir. Metilasyon paternlerinin

analiz edilmesiyle, bu hastada hemofili B’nin ekspresyonunun sebebinin non- random X
inaktivasyonu oldugu anlasilmgtir (76).

Hemofili A ve B’nin klinik belirtileri benzer olup, kanama semptomlarmin siddeti
faktor eksikliginin derecesine gore hafiften agira kadar degisir ( 17, 73);

Tablo 2.3. Hemofili’nin klinik olarak siniflandirmasi

Agir Hemofili Orta hemofili Hafif hemofili
Faktor diizeyi < % 1 %1-5 >%S5
Spontan kanamalar tipiktir ~ Hafif travmayla kanama Ciddi travma, cerrahi
olasidir girigim ve invaziv girigimler
sonrasi kanama olur.
 Haftada 1-2 kez Ayda 1-2 kez kanama Kanama problemi nadirdir
Eklem i¢i kanama tipiktir =~ Eklem i¢i kanama olabilir  Eklem kanamasi nadirdir

Faktor IX koagiilan aktivitesi ortalama % 100 olup, % 50 ile % 150 sinrrlar1 arasinda
degisebilmektedir. Orta- siddetli hemofili B hastalarinda koagiilan aktivitede 20 kat veya daha
fazla azalma oldugu gézlenmekle birlikte, hafif hemofili B hastalarinda 4 ile 19 kat arasinda

bir azalma mevcuttur ( 42).
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Kanamalarin siddetini, viicudun yapisal 6zellikleri ve fiziki kondiisyon 6nemli oranda
etkiler. Hastalik erken gocukluk ¢aginda oral kanamalarla kendini belli eder, daha sonra diz,
ayak bilegi ve dirsek eklemleri bagta olmak {izere eklem bogluklarinda tekrarlayan kanamalar
olur. Uygun tedavi almayan hastalarda tekrarlayan kanamalarla sinovit denen kronik
enflamasyona, kikirdak ve kemik yikilimina, deformitelere ve fonksiyon kaybina neden olur.
Eklem kanamalarindan bagka kas iginde, gastrointestinal, iiriner, sinir sistemleri ile solid
organlarda da kanamalar goriilebilir. Travmalarda ve cerrahi girisimlerden saatler veya giinler
sonra ortaya ¢ikan gecikmis kanamalar hemofili i¢in tipiktir; bunlari kontrol etmek son derece
glctiir ( 20, 34).

Hemofili B tamisinda kullanilan Laboratuar Testleri 1. ve 2. basamak tarama testleri
seklinde iki gurupta toplanabilir:

1. Basamak tarama testleri : Kanama semptomlari ile bagvuran her hastada agagidaki
tarama testleri yapilmalidir;

- Trombosit sayis1 ve morfolojisi

- Kanama Zamam (KZ)

- Protrombin Zamam (PZ) ve Parsiyel Tromboplastin Zamam (PTZ)

- Fibrinojen diizeyi

- Trombin zaman

- Kan grubu

- Diizeltme deneyi

- vWEF antijeni ve aktivitesi

2. Basamak testleri : Ik basamaktaki test sonuglarina gére hemofili tipi ve vWh
tanus! i¢in agagidaki testlerden biri veya daha fazlas1 uygulanir;

- Faktor VIII koagiilan aktivitesi (FVIII : C)

- Faktor IX koagiilan aktivitesi (FIX :C)

- Ristosetin ile trombosit agregasyonu (RITA)

- Ristosetin duyarhlik testi

- Multimer analizi

- Epitop spesifik ELISA
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- DNA analizleri (34)

Hemofili hastahifina, kanama zaman normal oldugu halde faktér VIII:C veya fakt6r
IX:C diizeyinde azalmanin (<%35) gosterilmesi ile tam koymak kolaydir. Yenidogan
bebeklerde hemofili A, agir hemofili B ve agir viWh tanis1 kolaylikla konabilir, ancak orta ve
agir hemofili B tansi i¢in 6. aydan sonrasim beklemek gerekir (73).

Uzun yillardan bu yana hemofili tasiyicilar1 belirlenebilmekte olup tasiyici tesbiti tig
temel teste dayanmaktadir;

a) Pedigri analizi
b) Annede FVIIL: C/ FIX: C/vWf: Ag oram
c) DNA analizi

X- kromozomal resesif gegis gosteren hemofili B hastalifinda hemofilik babanin kizi
zorunh tagtyicidir ve prenatal tam diginda tagiyicilik testi gerekmez. Kigtik kiz ¢ocuklarinin
erken yasta tagityiciliklarimn belirlenmesinin gerekliligi ve bunun etik yonii ise tartigmalidir
(73).

1970’lerin baginda hemofilinin prenatal tamsinda, fetal cinsiyet tayini amaciyla 15-16.
gebelik haftalarinda amniosentez uygulamalar1 baglamugtir. 1970’lerin sonlarinda da 18-20.
* gebelik haftalarinda prenatal tam igin fetal kan &rneklemelerine gidilmistir. 1980’lerin
ortalarindan bu yana ise ilk trimesterde, genellikle 10-11. gebelik haftalarinda koryonik villus
Orneklemesi ve gen analizleri yapilmaktadir (33, 62).

DNA analizleri ile hasta ve tagiyicilarin belirlenmesinin yanisira prenatal tam
yapilmas: miimkiindiir. Gelisen ve yayginlagan molekiiler analizler, faktér IX genindeki
yiiksek heterojen yap1 gosteren mutasyonlarin direkt dizileme ile tanimlanmasmi miimkiin
hale getirmistir (31). Prenatal tani i¢in DNA 6rnekleri 11. gebelik haftasindan sonra koryonik
villus biyopsisi, 15. gebelik haftasindan sonra ise amniyosentez ile elde edilen hiicrelerden
saglanir. Prenatal tam isleminden &nce annenin faktdr diizeyi 6l¢iiliip, %40°’tan az ise faktor
replasmam yapildiktan sonra girisim yapilmalidir (73).
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Ondokuzuncu gebelik haftasindan itibaren kordon kanindan faktor Slgiilerek ve fetal
cinsiyet tayini yapilarak da genetik danisma vermek miimkiindiir. Bu dénemde fetusta faktor
VIII:C %40, faktor IX ise %10 diizeyindedir (73). Bununla birlikte, pihtilagma tahlilleri ve
antijen diizeyi Ol¢limleri sadece simnirhi sayida olguda giivenilir pozitif sonuglar vermektedir
(29). Ultrasonografi ile 15. gebelik haftasinda cinsiyet tayini yapilarak dogacak bebegin
hastaliy: tasima olasihfi aileye agiklandiktan sonra gebelifin devam edip etmemesi
yoniindeki karar aileye birakilabilir (73).

Genetik damgmanlan ilgilendiren bir soru, tagiyic1 olmayan ebeveynler igin Snemli bir
tekrarlama riskinin olup olmadigi ve bu gekilde meydana gelen mutasyonlarn siklikla
gonadal mozaisizme yol agip agmadifidir. Hemofili B hastahifi’'nda gonadal ve somatik
mozaisizmler zaman zaman bildirilmis olmakla birlikte, bu gézlemlerin ¢ogunun anektodal
oldugu ve popiilasyon riskleriyle iliski kurulmasmin zor oldugu dile getirilmigtir. Ayrica
teknik farklhiliklar ile arastirmacilara ait hatalarin mozaisizm gériiniimiine yol agabilecegi ve
yanlis raporlara sebep olabilecegi diigiintilerek bu konuda genis popiilasyon verilerinin almip
degerlendirilmesi gerektigi one siirlilmiigtiir. Tastyic1 olmayan ovarian mozaik bir annenin
ikinci gocuguna mutasyon gegirme sansin ancak <% 0.062 oldugu belirtilmigtir. Bu oran,
mutasyonlarinin ¢ogunu biiyiik delesyonlarin olugturduu Duchenne miiskiiler distrofi’de
bulunan %20 oranma kiyasla oldukga digiiktiir. Cinsiyete spesifik mutasyon oranlan
konusunda yapilan g¢aligmalarin bazisinda, erkeklerde mutasyon orammin daha yiiksek
¢ikmasi, CpG adaciklarindaki transizyonlarm ve transversiyonlarin erkek gonadlarinda daha
fazla olmasina baglanirken bagka bir ¢aliymada bunu dogrulayacak veriler elde edilememigtir
(32, 41). Sonug olarak, gonadal mozaisizm g¢aligmalarindan toplanan veriler, bu fenomenin
hemofili B hastalifi’’nda genetik damigma verirken biliyik bir sorun yaratmadiin
diglindiirmektedir (32).

2.3. Faktor IX Geni
2.3.1. Faktor IX Geninin Yapisi
Fakt6r IX, K vitaminine bagimh bir plazma proteini olup kan koagiilasyonun orta

asamalarinda islev goriir. Bu fakt6r, bir serin proteazin zimojeni olarak kanda dolasan tek
zincirli bir glikoproteindir (79).
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56.000 molekiil agirliinda olan bu plazma proteini kanin pihtilagmasina orta diizeyde
katki saglar (16). Faktor IX, Ca*’un varliginda faktor Xla tarafindan serin proteaza yani
fakt6r IXa’ya aktiflenmektedir. Bu da sonra 2-zincirli serin proteaz yani faktér Xa’y: liretmek
icin faktor X’daki Arg-I1’e bagim pargalar, Faktér Xa, intrinsik ve ekstrinsik yollarin aym
noktaya yaklastiklar1 ve kan koagiilasyonun ortak sonlanma yoluna y6neldikleri konumda
bulunur (52).

Faktor IX, 12 &-karboksiglutamik asit rezidiisii ile proteinin amino terminal
bdlgesinde yer alan - hidroksiaspartik asidin bir rezidiistinii igerir (79).

Insan koagiilasyon faktorlerinden birisi olan faktor IX’u kodlayan gen, sigir faktor IX
amino asit sekans1 kullanilarak ilk kez 1982 yilinda klonlanmugtir (15). 1984 yilinda ise X
kromozomonun uzun kolunun distal boliimiine lokalize edilmistir (12). Genin komple

dizilemesi 1985 yilinda tammlanmugtir (79).

Faktor IX geni, 34 kb uzunlukta olup 8 ekzon ve 7 intron igeren bir gendir. Bu gen X
kromozomonun uzun kolunda Xq27.1 bandinda yer almaktadr (29, 30, 48). Biitiin genin
uzunlugu 34 kb olmakla birlikte mRNA’nmn uzunlugu sadece 1.4 kb’dir. Intronlar genin
yaklasik % 95°ini olusturur.

Ekzon uzunluklar1 25 bp ile 1935 bp arasinda degismektedir. Promoter bdlgesi ¢ok iyi
bilinmemekle birlikte, transkripsiyon faktérlerinden karaciger niikleer faktér 1(NF1-L) ve
CCAAT/enhancer-baglanma proteinleri(C/EBP) nin sirasiyla 99 dan — 76 ve +1 den +18°¢
kadar olan niikleotidlere baglandiklar1 bilinmektedir.

Faktor IX geninde bulunan 8 ekzon, faktér IX’un 6 major alammi kodlamaktadir (16,
27,28, 29, 48, 79) (Sekil 2.3.). Ekzon 1, sinyal peptidini kodlar. Ekzon 2, faktér [X’un Gla
alanim ve propeptidi kodlar. Ekzon 3, Gla proteinlerinin heterodimerizasyonunu kolaylastiran
kisa bir hidrofobik alani kodlar (35). Ekzon 4 ve 5 tarafindan iki epidermal bilylime faktorii
'(EGF)’ne benzer alan kodlanir. Bunlardan ilki tip (B), Ca?* baglanma alanma yiiksek
afiniteye sahip olup § - hidroksilasyon yoluyla post-translasyonel olarak modifiye olan Asp
64’1 igerir (68). 35 residii peptid i¢eren ekzon 6, aktif peptidi ve onu kusatan dizinleri kodlar.

18



" Bu alandaki amino asitlerin % 23°@ jeneriktir, % 37’si ise faktor IX ozelligindedir (24). Bu
sayllar aktif peptidin K vitaminine bagh serin proteazlar ve 8 memeli tiiriintin faktor IX
genleri arasinda en az korunan alan oldugunu goéstermektedir (14). Ekzon 7 ve 8, katalitik
alani birlikte kodlar. Burada katalitik alam1 bes ekzonun kodladifi1 protrombinin tersine iki
ekzon kullamlmaktadir (40, 54). Bu zitlik, faktér IX geninin, protrombinin bir prekiirsdriinden
atasal olarak tiiredigini diisiindiirmektedir (22). Bu katalitik alan % 69 jenerik olup, % 34
faktor IX’a spesifik amino asit rezidiilerini igerir. Katalitik alanin amino asit rezidtleri Ca®,

fosfolipid ve fakt6r VIIla varhginda faktér X un aktivasyonu igin gereklidir (29).

1 23 4 5 6 78
1 Bt B 11 1 Faktor IX Geni

tid
\ — propepti

I — ] COOH
WV Intraselliiler Proses
[ ] pro Fakt6r IX
WV Intraselliiler Proses
Gla EGF  |EGF | AP katalitik Faktsr IX
Faktor Xla V¥ Trombin Aktivasyonu
Faktor VIIa/TF }
| le \ | ] Faktor [Xa

Sekil 2.3. Faktor IX geninin yapisi

Faktér IX geni birka¢ repetetif sekans igcermektedir. Bes Alu tekrarmmin dordii
intronlarin iginde, birisi 3’ flanking sekansdadir. Ayrica 5'flanking bdlgede ve intron 4’de
-birer Line-1 elementi bulunmaktadir (79). Intron 1°de ve genin 3’ UTR distal ucunda
tamimlanmug cryptic RY (i) tekrarlar1 (piirin-pirimidin tandem. tekrarlayan diniikleotidler) da
vardir (64).
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2.3.2. Faktor IX Geninin Regiilasyonu

Faktor IX geninin regiilasyonu, diger genlerle benzer &zellikler gosterip, 5 UTR
proksimal ucundaki intron dizileri ile 3’ UTR distal ucunda bulunan elemanlar tarafindan
saglanir (38).

Anson ve ark. — 27 pozisyonunda TGTA sekans: ile baglayan bir TATA kutusu
oldugunu ileri stirmiiglerdir (3).

Yoshitake ve ark., bagka iki olasi TATA kutusunu daha tanimlamiglardir. Bunlardan
birisi —265 pozisyonunda olan GATGAA dizisi, digeri ise —411 pozisyonunda olan TATAAA
dizisidir (79). Hemen sonrasinda Salier ve ark. faktér IX geninin 5’ regiilasyon bdlgesini

_tanimlamuglardir (63). Transkripsiyon baglama bolgesi 6nce Yoshitake tarafindan —150.
pozisyona oturtulmus, fakat Yoshitake ve Anson tarafindan daha sonra yapilan ¢aligmalarda —
187. pozisyona TCAAT dizisiyle oturan bir TATA kutusu yamsira —238. pozisyona
AGCCACT dizisiyle oturan bir CAAT kutusu bildirilmigtir (3, 79). Ayrica —800 ve — 750.
pozisyonlar1 arasinda yer alan promoter benzeri bolgeler tespit edilmis olup — 1600 ve —1900.
pozisyonlar1 arasinda muhtemel CCTCTCCTA dizisiyle -1680°de oldugu diistiniilen bir
silencer tanimlanmugtir.

Faktor IX Leyden, ¢ocuklukta ciddi kanama bozuklugu ile karakterize bir hemofili B
tirtidiir. Faktor IX faaliyeti ve androjen -seviyeleri % 1’in altindadir (11). Ergenligin
baglamasi veya androjen tedavisi ile faktor IX seviyeleri normalin % 30-60’ma yiikselir ve
hemofili fenotipi yok olur. Faktdr IX Leyden fenotipli hastalarda, pedigrisi bilinen 6rneklerde
gerceklestirilen faktor IX gen analizlerinde —40°dan +20’ye kadar olan alanda 11 nokta
mutasyon kiimesi gosterilmistir. Mutasyonlarin kiimelenmesi 5’ regiilator bolgede cesitli
transkripsiyon faktérlerinin nitelendirilmesine yol agmustir (45, 57). Bu bolge asagidaki
proteinler i¢in baglanma alanlar1 igermektedir;

(1) CCAAT/enhancer — baglanma proteini (C/EBP) +4 ve +19 aras1 (19)

(2) Hepatik niikleer faktor-4 (HNF-4) —19 ve —27 aras (18, 60)

(3) Tanimlanamamus proteinler ~16’dan —3’¢, -15°den +3’¢ ve +15’den +36’ya kadar
(47, 53)
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Faktér IX gen ekspresyonunun pozitif 'regﬁlasyonu konusunda birgok arastirmaci
tarafindan degisik mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Bu mekanizmalardan birisi, steroid
hormon aktivitesinin regiilasyonda rolii oldugunu ve Androjene Cevap Elementi (ARE) ile
androjen reseptoriiniin dogrudan etkilesimde bulundugunu diistindtirmektedir (18). Bir bagka
calismada androjen reseptOriinin ARE’ye baglandifi ve promotere baglanan diger
proteinlerle etkilegsimde oldugu gosterilmistir (10).

Steroid hormon aktivitesinin roliinii destekleyen ancak androjen reseptorii ile ARE’nin
dogrudan etkilesim gostermedigini ileri siiren bir bagka grup ise, henliz belirlenememis bir
proteinin sorumlu oldugunu diistinmektedir (47).

Bir baska mekanizmada ise, C/EBP’nin faktor IX gen regiilasyonundaki nemi kadar,
hemofili B Leyden hastalarmin fenotipik olarak iyilesmelerinde, D-alanina baglanan protein
(DBP)Y’in C/EBP ile sinerjistik etkilesiminin de 6nemli oldugu vurgulanmaktadir. C/EBP’nin
fetal gelisim boyunca eksprese oldugu ve konsantrasyonunun sabit kaldig: bilinmektedir,
ancak DBP puberte oncesi gok diigiik seviyelerde eksprese olmaya baglayip yetigkin ¢agda
maksimum seviyeye ulagmaktadwr. Sonugta, bu mekanizma, C/EBP ile birlikte sinerjik
etkilesime giren DBP’nin gelisimsel ekpresyonunun, faktor IX yasam siiresinin artmasimna
etkili oldugu kadar puberte sonras: iyilesmede DBP’nin potansiyel bir role sahip oldugunu da
gostermektedir (57, 58).

Crossley ve Brownlee, C/EBP i¢in bir baglanma bdlgesi tammlamakla birlikte, yine de
karaciger niikleer faktér 1 (NF1-L) i¢in de bir baglanma bdlgesi oldugunu gostermislerdir
(19).

Faktor IX’un gen organizasyonu hemen hemen faktér X, VII ve protein C’nin
organizasyonlariyla aymidir. Transkripsiyondan sonra 2.8 kb’lik bir mRNA olugmaktadir. Bu
mRNA, 1.4 kb’lik bir 5’ untranslated bolge ve uzun bir 3' untranslated boige igerir. Bu durum,
kodlanmayan uzun bir mRNA kuyruguna neden olur (3, 79).

Kan koagiilasyon sistemi ile ilgili in vitro deneylerde fareler iyi bir memeli modeli
olusturdugu icin, insan faktér IX geninin yagla birlikte regiilasyonunun molekiiler
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" mekanizmasmnin aragtirilmasinda da transgenik fareler kullanilmugtir (46). Faktor IX seviyesi
gestasyonun {i¢iincli trimesterine kadar yetigkin diizeyinin % 3-5’i, dogumda % 43’ii,
cocukluk ¢ag1 boyunca % 75’1 kadardir. Bu seviyeler yetiskinlik doneminde % 100 artarak
yasam boyunca her yil % 1 oraninda artmaya devam eder (2). Faktor IX’un bu yagsla artis1
dogrudan faktér IX mRNA seviyesi ile ilgili olup, faktér IX geninin promoterinin st
regiilasyonu ile iligkilidir. Transgenik fareler kullamlarak yapilan analizlerde AES5’ ve AE3’
ad1 verilen iki 6nemli yag regiilat6r elementi bulunmugtur. Bu elementlerin her ikisi de faktor
IX geninin yagla regiilasyonu i¢in énemlidir (46).

AES', 5' upstream bolgede bulunmakla birlikte pozisyonundan bagimsiz olarak
fonksiyonlardan ve genin yag-stabil ekspresyonundan sorumludur. AE3’, 3' untranslated
bodlgenin ortalarinda yer alip, karaciferde insan faktor IX mRNA’simnin yagla iliskili olarak
yiikselmesinden sorumludur. Faktér IX’un sirkiilasyondan temizlenmesi yastan etkilenmez.
Insan faktér IX seviyesinin yagla diizenlenmesi, oncelikle gen transkripsiyonunun
stabilizasyonundan ve tahminen mRNA stabilizasyonunun artmasi sebebiyle meydana gelen

- mRNA seviyesindeki yasa bagli artistan etkilenir (46).

Faktor IX gen regiilasyonunun agiklanmasi ve hemofili B Leyden hastalarinin
fenotipik olarak iyilesmelerinin temel mekanizmalar1 hakkinda giiniimiize kadar birgok
¢alisma yapilmis olmakla birlikte, halen agikhiga kavusturulmasi gereken bazi noktalar

aragtirmacilar i¢in merak konusu olmaktadir.
2.3.3. Faktor IX Geninin Polimorfizmi
Molekiiler olarak ¢ok biiyiik bir heterojenite gosteren Faktor IX geninde, tagiyicilarm
“belirlenmesi amaciyla gen igerisinde ve yakininda (flanking sekans) bir ¢ok polimorfizm

tanimlanmigtir ( Tablo 2.4.) (56).

Informatif oldugu takdirde, bu polimorfizmlerde %99°dan fazla olasilikla dogru teshis
koymay: saglamistir. Yapilan bazt ¢aligmalarda ise, sadece Mse I RFLP, 3’'Hha I RFLP ve
Dde I polimorfizmieri kullamilarak % 80 informatif sonuglara ulagilabilmistir (78).
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" Tablo 2.4. Faktor IX genindeki polimorfizmler

Lokasyon Restriksiyon Enzimi
5 ﬂanking bolge Mse I
5' flanking bolge Bam HI
Intron 1 Ddel
Intron 3 Xmn |
Intron 4 Msp I
Intron 4 Taq I
Kodon 148 Mnl I
3’ flanking bolge Hhal
Intron 1 Hinf1/Dde 1
3’ UTR ucu CRY (i)

RFLP ile elde edilen bu sonuglarin gogu, maalesef sadece beyaz populasyon igin
gegerlidir. Clinkii galismalar ¢ogunlukla beyaz irkta yapilmigtir. Asil sorun, etnik gruba bagh
olarak her bir polimorfizm frekansmnin degismesidir. Ornegin, ekstragenik Bam HI
polimorfizmi, beyaz wktaki heterozigot sikhigi bakimindan Amerikan zencilerinden 10 kat
daha fazla yaygindir. Benzer sekilde, Msp I polimorfizmi de beyaz toplumlarda zencilere
nazaran iki kat siklikla goziikmektedir. Asya toplumlar ise, Hha I i¢in olduk¢a polimorfiktir
(71).

Tammlanmis olan biitlin bu polimorfizmlerin yam sira, faktér IX geninde iki farkh
polimorfik bdlge daha bulunmugtur. Bunlardan birisi, birinci intronda lokalize edilmis olup
Hinf I/Dde I polimorfizmi olarak gdsterilmistir (9). Digeri ise faktér IX geninin 3'UTR
ucunda gosterilmis ve “Cryptic RY (i) [CRY(i)]” olarak adlandirilmstir (27).

Bu polimofizmlerin Tiirk popiilasyonunda analizininin yapilmasiyla, toplumun Hha I
ve Hinf I / Dde I igin yiiksek oranda polimorfik, ancak Mnl I, Taq I ve Xmn I i¢in daha az
oranda polimorfik oldugu bulunmustur. Ayrica Avrupa popiilasyonlarinin heterozigosite
paternine ¢ok benzer bir patern de gézlenmistir (21).
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2.3.4. Faktor IX Genindeki Mutasyon Tipleri

Hemofili B hastalifinin fenotipi faktdr IX’un eksikligi veya disfonksiyonel olmasi
sebebiyle meydana gelmektedir. Bu olay faktér IX’un pihtilasma mekanizmasindaki
etkilesimlerini geciktirir veya onler (77).

Hemofili B hastalig, faktér IX genindeki mutasyonlar sebebiyle meydana gelmekte
olup, hastalifin giddeti gendeki mutasyonun lokalizasyonu ve yapisiyla yakindan ilgilidir
(51). Hemofili B hastahgr’min molekiiler temeli heterojenite géstermektedir. Faktor IX
geninin, 1985 yilinda dizilenmesinin ardindan, 1713 hemofili B hastasinda mutasyonlar
bildirilmis ve 652 molekiiler olay tamimlanmugtir (17). Faktér IX proteininin komplex bir
stirecten ge¢mesi ve multipl fonksiyonel alanlara sahip olmasi, hemofili B hastaliginda
g6zlenen molekiiler defektlerin heterojenitesini agiklamaktadir (69). 1990 yilinda bir veri
tabam olusturulup, diinyadaki bir ¢ok hemofili merkezinden toplanmis hemofili B olgu
serilerinin analizi ile, giiniimiize kadar bir ¢ok mutasyon bildirilmistir (17). Internette
olusturulan hemofili B veri tabaninda (http:/www.umds.ac.uk/molgen) 1713 hemofili B

hastasinin fenotipine ait ayrintilar ve ilgili mutasyonlar siralanmigtir (4, 39).

Hemofili B hastabhgma neden olan molekiiler defektlerin 1/3’i de novo
mutasyonlardir. Biiyiik delesyonlar, mikro delesyonlar, insersiyonlar, missens ve nonsens
nokta mutasyonlarmimn hepsi tanimlanmistir. Hastaligin % 85’ine neden olan mutasyonlar tek

baz degisimlerinden kaynaklanirken, biiyiik ve kompleks gen yeniden diizenlenmeleri nadirdir
(44).

Faktor IX genindeki biiylik delesyonlar antijen-negatif hemofili B’ye neden olur
(Sekil.2.4.). Bu delesyonlar faktor IX mutasyonlarmm % 6’sin1 olugturmakla birlikte
iclerinden bazilar1 ardigik piirin - pirimidin segmentlerinin biiyiik hair-loop yapisi
olusturmasindan kaynaklanir. Biiyiik delesyonlar komplet ve parsiyel gen delesyonlarim
icermektedir. Ancak giiniimiize kadar hi¢bir komsu gen sendromu tanimlanmamugtir (49).
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I, Ekzonlar, |VIII

Fakt6r IX Seattle-2
Fakt6r IX London-12 I
Faktor IX London-11 |
Fakt6r IX London-10
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Faktor IX London-1 ———
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Faktor IX Jersey-1
Fakt6r IX Boston-1
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Faktor IX Manchester-1
Faktor IX Manchester-2
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Sekil 2.4. Hemofili B’ye neden olan faktér IX gen delesyonlarina drnekler

Faktor IX genindeki kiigiik delesyonlar da hemofili B’ye neden olur. Simdiye kadar
bildirilen mikrodelesyonlarm biiyiik gogunlugu kisiye 6zgiin benzersiz yapilar olugturmakla
birlikte, en az iki mikrodelesyon i¢in hotspot denilebilecek bolgeler lokalize edilmistir (42).

Birgok sebepten dolayr hemofili B hastaliinda dikkatler missens mutasyonlar
lizerinde toplanmugtir. Orta ve siddetli hastalik formlarnin % 59°u, hafif formlarn ise % 97’si
missens mutasyonlar sebebiyle meydana gelmektedir (42, 67). Bu mutasyonlar evrimsel
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' olarak korunmus amino asitlerde olugur. Faktor IX’a spesifik amino asitlere nazaran, kahtsal
olarak korunan amino asit rezidiileri, missens mutasyonlara 6 kat daha yatkindir (8). Missens
mutasyonlar, faktor IX geninin proteinin fonksiyonu, stabilitesi ve sekresyonu igin 6nemli
olan yapisal dzelliklerin kodlandid: bélgelerde amino asit yer degisimlerine sebep olmaktadir.
Bu mutasyonlarin ¢ogunun ( %71) faktor IX’un aktivitesinde yaklagik 20 kat azalmaya yol
actig1 gosterilmistir (42).

Kodlanan bolgelerdeki dier mutasyonlar nonsens ve frameshift mutasyonlardir.
Nonsens degigikliklerin yamsira kiigiik delesyonlar ve insersiyonlar faktor IX’un defektif
translasyonu ile sonuglanip stabil olmayan bir protein yapilmasina neden olur. Hemofili B’de
insersiyonlar sebebiyle olan defektler nadir olmakla birlikte, kaynaBi bilinmeyen bir
materyalin eklenmesi sebebiyle olabilecegi diisiinlilmektedir (13). Hafif hemofili B hastah
olan bir olguda, genin 3’ bdlgesinde bulunan parsiyel duplikasyonun ise esit olmayan
crossover neticesinde meydana geldigi bildirilmigtir (75).

Tek baz degisimleri transizyonlar ve transversiyonlar olmak fizere iki tiptir. Faktor IX
genindeki tek baz degisimlerinin biiyiikk g¢ofunlufu transizyonlardwr. Faktor IX
mutasyonlarinin heterojen yapisina ragmen mutasyonlarin siklikla meydana geldigi birkag yer
bulunmaktadir. Faktér IX geninin kodlanan bélgelerindeki CpG diniikleotidlerinin nokta
mutasyonlar i¢in gercek hotspot alanlar oldugu gosterilmistir. Faktor IX geninde, yirmisi
kodlanan bolgede ve birisi promoter bolgede olmak iizere 21 CpG adacig1 vardir.

CpG diniikleotidlerindeki transizyonlar faktor IX gen mutasyonlarinin % 36’sm1
olusturmaktadir (59). Yapilan bir ¢aligmada mutasyon hizi bakimindan erkek/kadin oraninin
yiiksek bulunmasi, erkek gonadlarinda CpG transizyon ve transversiyonlarinin fazla olmasina
baglanmis olup bunun metillenmis sitozinlerin instabilitesinden kaynaklandid: ileri
stirlilmiigtiir. Erkek germ hiicrelerinde yliksek metilasyon gézlenmesi, kadin germ
hiicrelerinde ise CpG diniikleotidlerinde metilasyonun ¢ok az, hatta hi¢ olmamasi bu verilerle
uyumlu bulunmugtur (32, 59).

CpG diniikleotidlerindeki transizyonlarin, 5-metil sitozinin spontan deaminasyonu ile

bir timine doniismesi sebebiyle oldugu, boylece deaminasyonun yerine bagh olarak, CpG
diniikleotidinin ya TpG ya da CpA diniikleotidine déniigtiigii dﬁsﬁnﬁhnektédir. CpG hotspot

26



| adaciklarinda transversiyonlar da meydana gelmektedir. CpG hotspot adaciklan,
transizyonlarin 24 kat, transversiyonlarin da 8 kat yiiksek oranda g6ziiktiigii bolgelerdir (59).

2.4. Mutasyon Analizlerinde Kullanilan Yontemler

Hemofili B hastaliinda, faktor IX geninde bulunan mutasyonlar {izerinde yapilan
galigmalar faktdr IX gen Uriiniinlin yapisi ve fonksiyonu ile regiilasyonu arasindaki iligkileri
gostermesi bakimindan 6nem arz etmektedir. Ayrica bu mutasyonlarin karakterizasyonu,
dogru tasiyici tamsi yapilmasi ve prenatal tam testlerinin geligtirilmesi i¢in dogrudan klinik
uygulamaya sahiptir (77).

Tam1 amagh yapilan ilk molekiiler ¢aligmalarda yiizlerce hemofili B ailesinde
Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm [Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP)]’lerinin kullamlmasinm gerekli oldufu sonucuna varilmustir. Polimeraz zincir
reaksiyonu [Polymerase Chain Reaction (PCR)] ve PCR’1 temel alan teknolojilerin
gelistirilmesinin ardindan hastaliga sebep olan mutasyonlar belirlenmigtir. Bu sayede birgok
laboratuarda hastaligin direkt tamsi1 olanakli hale gelmistir. Ancak pozisyonu bilinen
mutasyonlarda yapilabilen direkt gen analiz yontemleri, yiikksek heterojenite gosteren faktor
IX gibi gen yapilarinda etkisiz kalmig ve gelisen molekiiler tani teknolojileri ile mutasyon
tarama analizleri (DGGE, SSCP gibi) yapilmigtir. Uygulama alami bulmasina ragmen, tam
amag¢h mutasyon tarama ¢aligmalarinin tlimiiniin fazla zaman harcanmasmnin yanisira yetersiz
duyarliliga sahip oldufu goriilmiistiir. Ayrica bu metodlar sonunda mutasyon tespiti i¢in
referans metod olarak kabul edilen DNA baz dizi analizini (sequencing) gerektirmektedir (4,
17, 37, 51, 69).

2.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DNA ve RNA analizi igin kullanilan tiim teknikler degerlendirildiginde, 1985°te Salki
ve arkadaglan tarafindan gelistirilen ve kavramsal olarak basit bir prosediir olan polimeraz
zincir reaksiyonu en fazla potansiyele sahip ve DNA analizlerinde yeni bir ¢ag1 baglatan tek
yontemdir. Polimeraz zincir rekasiyonunda birka¢ saat igerisinde tek bir DNA ya da RNA

.molekiilii birkag milyon katna amplifiye edilebilmektedir. Bu yetene§i nedeniyle sag
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‘ kokiinden, agiz ¢alkantisindaki birkag hiicreden, kurumus bir kan damlasindan elde edilen tek
bir hiicreden izole edilen DNA materyalinden gerekli tiim analizlerin gergeklegtirilmesi
miimkiin olmaktadir (43, 72).

Polimeraz zincir reaksiyonu incelenmek istenen DNA fragmentinin laboratuarda tiip
icerisinde 5’ ve 3’ uglarma 6zgii bu bolgelerdeki baz dizilerine komplementer bir ¢ift primer
kullanularak, bu iki primer ile sinirlandirilan DNA pargasinin enzimatik olarak bir milyon kez
¢ogaltilmasidir. Bu yontemin uygulamaya konmasi ile genis kullamm alam bulmasindaki ana
neden, tek bir hiicreden izole edilen DNA’nin amplifikasyonu sonrasi farkli analizlerde
kullamlmasini olanakl: kilmasidir. Polimeraz zincir reaksiyonunda DNA amplifikasyonu;

a. Denatlirasyon (denaturation)

b. Baglanma (annealing)

c. Uzama (extension) basamaklarindan olusan bir déngiiniin 25-30 kez tekrarlanmasi
ile gergeklesir.

Ilk basamakta DNA’mn ¢ift dah yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilir. Ikinci asamada
sicaklik digtiriilerek primerlerin DNA {izerinde kendilerine komplementer olan niikleotid
dizileri ile hibridizasyonu saglanir. Son asamada ise ortamda bulunan DNA polimeraz enzimi
ve deoksiniikleotidler aracilig: ile primerler arasinda kalan DNA zincirlerinin sentezlenmesi
gergeklesir ( Sekil 2.5.).

Polimeraz zincir reaksiyonu bir olgudaki spesifik gen sekanslarim klonlamadan genin
ve/veya baz dizilerinin bilinmesi durumunda Southern Blot teknigine gerek duymadan ilgili
mutasyonlar1 analiz etme imkam saglar. Spesifik sekanslarin amplifikasyonunun yanisira,
direkt mutasyon analizlerinde rutin olarak kullamlmakta olup delesyonlarm, nokta
mutasyonlarinin tamimlanmasi 6rnek olarak verilebilir. DNA veya RNA’dan genomik yada
cDNA kiitliphanesinin olugturulmasi, genomik DNA veya mRNA’dan genlerin ve gen
ailelerinin klonlanmasi1 da PCR’m kullanim alanlarina verilebilecek 6rnekler arasindadir (6,
43, 72).
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Sekil 2.5. Polimeraz zincir reaksiyonunun ana basamaklari.

Not : Bu sekil http://allserv.rug.ac.be/~avierstr/principles/per.html den modifiye
edilerek almmugtir

Ozet olarak PCR, DNA ve RNA Orneklerinin analizi ig¢in hem arastirma
laboratuarlarinda hem de klinik molekiiler tam laboratuarlarinda kullanilan standart bir metod

haline gelmistir. PCR, diger niikleik asit analiz metodlarina nazaran daha hizli, ucuz, duyarh
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olmakla birlikte daha az hasta materyali gerektiren bir metoddur. Genis uygulama alani
buldugu ifade edilen bu yontemin her gegen giin kullamim alam genislemekte olup, bu
alanlarda uygulanan PCR gesitlerinin sayisi da her gegen glin artmaktadir. PCR ¢esitleri
arasinda nested PCR, RT- PCR, Multipleks PCR, DOP-PCR gibi Srnekler verilebilir (6, 43,
72).

2.4.2. Direkt Analiz Yontemleri

Kalitsal hastaliklarm tamsinda molekiiler defekt biliniyorsa direkt, molekiiler defektin
bilinmedigi durumlarda ise indirekt yontemlerden yararlamilir. Ancak ikinci yontemde
tagtyicilarn belirlenmesi ve prenatal tani igin informatif aileye ve pedigri analizine ihtiyag
duyulmaktadir (31, 66, 70).

Mutasyonlarin direkt olarak tanimlanmasi igin, hastalik ya da 6zellikten sorumlu genin
klonlanmug ve niikleotid dizisinin belirlenmis olmasi gerekir. Direkt analiz yontemi; incelenen
hastalik agisindan, hasta, tasiyict ve saglam fenotiplerinin  belirlenmesi ile tasiyict
taramalarma imkan verdigi igin hem dogum 6ncesi tani, hem de populasyon taramalarinda

bagariyla kullanilmaktadir (66).

Gen teknolojisinde mutasyonlarin ggsterilmesi; DNA’daki delesyon veya nokta
mutasyonlarmnin taranmasi seklinde olabilecegi gibi Allele spesifik oligoniikleotid (ASO)

problar veya mutasyona 6zgiil RFLP’ler kullanilarak da gergeklestirilebilir.
2.4.2.1. Delesyon Analizleri

DNA’daki kiiiik delesyonlar PCR, biiyiik delesyonlar Southern blot yontemi ve daha
bilyiik mutasyonlar (0.5 — 10 Mb) Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) gibi yontemlerle
incelenebilir. Delesyon tiirii mutasyon varliginda amplifikasyon primerleri DNA’ya
baglanamadig1 igin gogalma (amplifikasyon) gergeklesemez. Bu durumda pozitif kontrol

esliginde agaroz jel elektroforezi yapilarak mutasyon gosterilebilir (66).

30




2.4.2.2. Nokta Mutasyonu Analizleri

Kalitsal hastaliklara neden olmalari agisindan nokta mutasyonlarina delesyonlara gore
daha sik oranda rastlanir. Nokta mutasyonlarinin hem heterojen hem de ¢ok kiigiik degisimler
olmalar1 nedeniyle tammlanmalar1 ¢ok daha zordur. Faktor IX geni gibi yiiksek heterojenite

g0Osteren gen yapilarinda da ayn1 durumdan bahsedilebilir.
2.4.2.3. Allele Spesifik Oligoniikleotid (ASO) Problarla Mutasyon Analizi

Spesifik bir mutasyon, herhangi bir restriksiyon enziminin kesim bolgesine rast
gelmiyorsa mutasyona ugrayan ve PCR ile ¢ogaltilan bu bélgenin, ASO problar: ve dot- blot
yontemi uygulanarak analizi yapilabilir. Bu analiz yontemi ile mutasyon igeren alleller
belirlenerek ve hibridizasyonun olup olmadigina bakilarak homozigot ve heterozigot mutant

bireyler ile normal bireyler belirlenir (66).

2.4.2.4. Allele Ozgii Amplifikasyon Yontemi ile Mutasyon Analizi
( Amplification Refractory Mutation Systems-ARMS)

Allele Spesifik Oligoniikleotid probla hibridizasyon yontemine alternatif bir mutasyon
tanimlama yontemidir. ARMS yontemi dot blot yontemine gore daha kisa siirede sonug
alinmasi ve radyoizotop kullamlmamasi gibi nedenlerle avantajlidir. Ancak bilinen yaygin
mutasyonlardan yola ¢ikilarak sonu¢ alinabildiginden, bilinmeyen mutasyonlarin

tammlanmasinda bagvurulan bir yontem degildir (66).

2.4.3. Mutasyon Tarama Cahsmalar

DNA’da yeni olusan nokta mutasyonlarmmn gosterilmesi i¢in mutasyon tarama analiz
yontemleri gelistirilmistir. Bir gok mutasyon tarama analizi olmasina ragmen, 6zellikle faktor

IX geninde daha ¢ok Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) ve Single Strand
Conformation Polymorphism (SSCP) ¢aligmalar: yapilmstir (59, 66).
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2.4.3.1. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (D.G.G.E) Yontemi

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis metodu ile mutasyon analizinin temeli
DNA’nin denaturasyonuna yani sarmallarin birbirinden ayrilmasi esasina dayanir. Yontemin
dayandig1 en 6nemli ilkelerden biri dubleksin bir ucunun erimeye bagladig1 andan itibaren
elektroforetik mobilitenin Snemli oranda azalmaya baglamasi durumudur. Diisiik erime
noktasindaki bir nokta mutasyonu dublekslerin agilmasini etkilemektedir. Dolayisiyla bu
diziler denatiire edici ajan oram basamakli bir sekilde artan jelde, elektroforetik olarak ayirt

edilmektedir.

Bu yontemin zorlugu jel konsantrasyonunun ayirtedilmesi ile yakindan ilgilidir. Bu
amagla baz dizisine bagl olarak erime haritas1 ¢ikartabilen bilgisayar simiilasyonlarindan

yararlanilmaktadir (66).

[lgili mutasyon bakimindan heterojen bir yapiya sahip olan toplumlarda molekiiler
patolojilerin aydinlatilmasinda siklikla kullanilan PCR’a dayali bir yéntem olan DGGE,
radyoizotop kullanmaksizin sonu¢ aldigindan avantajli bir konumda goriilmiis ve rutin

analizlerde kullanilmugtir (4, 66).
2.4.3.2. Single Strand Conformation Polymorphism (S.S.C.P) Yontemi

Mutasyon analizi igin oldugu kadar polimorfizmlerin saptanmasinda da kullanilan bir
yontem olan SSCP analizi, jel iizerindeki molekiiliin elektroforetik hareketine bagli olarak
islemektedir. Bu yontemde denatiire olmayan ortamlarda tek sarmal DNA’min katlanip
molekiil i¢indeki etkilesimlerle aldig1 konuma gore degerlendirilme yapilmaktadir (66).

Single Strand Conforniation Polymorphism analizinde mutasyon belirleme yiizdesi ve
sartlarin tahmin edilmesi miimkiin olmamaktadir. Mutasyon belirleme orani ortam sartlarina

ve analiz edilen DNA fragmentinin uzunluguna gore degisir.

Bu yontemin duyarhiligi yani mutasyonlart tarama &zellifi %35-100 arasinda

degismektedir. Bu yoéntemde duyarlilik iizerine en dnemli etkenlerden biri incelenen DNA

32



' fragmentinin uzunlugudur. DNA fragmentinin uzunlugu artarsa teknigin duyarlihiginda diigme

olur.

SSCP y6ntemi, mutasyon tarama yontemleri igerisinde en ok kullanlan yontemlerden
biri olmasma ragmen analiz ettigi DNA fragmentinin biiyiikliigiinin smirh olmasi, jel
sonuglarinin yorumlanma giigliigii ve 1s1 iyon derisimi gibi faktorlerin optimize edilmesindeki

giiclitkler yontemin dezavantajlarindandir (66).
2.4.4. DNA Baz Dizi Calismalan (Sequencing Reaction)
2.4.4.1. Manual DNA Baz Dizileme Yéntemleri

Genetik hastaliklarmn biiyiik bir kismi nokta mutasyonlarindan kaynaklanmakla birlikte
daha az bir kismu kiigiik delesyonlar sebebiyle meydana gelmektedir. Bu durumda tesadiifen
bir mutasyon restriksiyon endoniikleazlar igin tamma bélgesinde bir degisim meydana
getirmedikge DNA  haritalamasinin  tek bagma belirleyici olmast miimkiin degildir.
Dolayisiyla bdyle durumlarda DNA baz dizileme reaksiyonu gereksinimi ortaya ¢ikmaktadir.

Dizi analizi yontemleri ilk kez 1970’lerin ortalarinda Sanger, Maxam ve Gilbert
tarafindan tarif edildikten sonra giiniimiize kadar biiyik bir hizla gelisim gostermistir.
Giiniimiizde DNA baz dizi analizi, molekiiler genetik ¢alismalarinda mutasyonu tanimlamak
ve tiplendirmek amaciyla galigilan 6nemli bir analitik tan yontemi olup, referans yontem

olarak kabul edilmistir ( 66, 74).

2.4.4.1.1. Maxam-Gilbert Yontemi

Bu yontem, DNA’da yer alan niikleotidlerin bazi kimyasal maddeler ile tepkimeye
girmesi ve niikleotid dizisinin tepkime olan noktalarda kirilmasi esasina dayanr. Bu
yontemde bagslangig noktasi, tanimlanan DNA bolgesidir. Niikleotid dizisi belirlenecek DNA

segmenti dnce 5’ ucunda * P ile radyoaktif olarak igaretlenir.

Her iki ucunda isaret bulunan ¢ift sarmalli DNA’mn niikleotid dizisi saptanamaz. Bu

nedenle, ya iki sarmal birbirinden ayrilir ya da sz konusu DNA uygun bir restriksiyon enzimi
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ile kesilerek sadece bir ucunda isaret kalmasi saglanir. Daha sonraki islem, bir ucu isaretli
milyarlarca DNA molekiiliiniin dort deney tiipiine ayrilmas: ve herbirinde G,AT veya C
niikleotidlerini kirmak igin gerekli kimyasal tepkimenin yapilmasidir. Bu tepkimeler, gittikge
kisalan seriler olusturup, poliakrilamid jel elektroforezi yapilarak birbirinden ayrilirlar ve

otoradyografi yntemi ile gozle goriiniir hale getirilebilirler (66).
2.4.4.1.2. Sanger Yontemi

Bu yontem, yalnizea tek sarmalli M" fajinda klonlanan DNA fragmentlerinin dizi
analizinde kullamlmaktadir. Yontem dideoksi zincir terminasyonu esasina dayanmaktadir.
Dért farkli dNTP molekiiliinden biri ya da daha fazlas: radyoaktif olarak isaretlidir ve islem
dort ayr reaksiyon tiipiinde diigiik konsantrasyondaki 4 dNTP’den biri ile sonlanir, Bu
nedenle her deney tiipiinde radyoaktif olarak sentezlenmis cesitli DNA fragmentleri vardir.
Bu fragmentlerin 5’ uglar1 ortak, 3' uglar1 ise baza gore farkhlik gosterir. Belirli bir
inkiibasyon siiresinden sonra her bir karigim denatiire edilip elektroforetik islemlere tabii

tutulur ve radyoaktif bantlar radyografi ile gériintiilenir.

Sanger yonteminde, DNA sentezi igin DNA polimeraz I yerine Klenow enzimi
kullanilmaktadir. Bu enzim aslinda DNA polimeraz I’in bir pargasidir. Ancak 5'— 3’
ckzontikleaz aktivitesini tasimamakta ve ayrica sentez olabilmesi igin bir primere ihtiyag
bulunmaktadir. Bu primer kimyasal olarak sentezlenmis bir oligoniikleotiddir. Béylece,
sentezlenen fragmentin 5' ucunda herhangi bir yikim olmadan bu uc sabit kalmakta ve
sentezlenen fragmentin uzunlugu igin referans, yani baslangi¢ noktasi ézelligini korumaktadir
(66).

2.4.4.2. Otomatik DNA Baz Dizileme Yéntemi
Bu ¢aligmada da kullamlan otomatik kapiller jel elektroforez dizileme yontemi manual
yontemlere gore daha ucuz, az is zamani isteyen ve daha uzun DNA baz dizisi okuma imkani

veren bir yontemdir. PCR sonrasi floresan isaretleme esasina dayanan bu ydntem, dort ayri

bazin farkli renklerde olduk¢a demonstratif bir gdsterim avantajina da sahiptir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. GENTAM’da yapilan faktor IX geni 5. ekzonun baz dizileme ¢aligmasi

Ozellikle heterojenite gosteren gen yapilarindaki molekiiler analiz zorluklari, gelisen
teknoloji ile birlikte DNA baz dizilemesinde yeni ve farkli bir yontemin dogmasina sebep
olmustur. Yontem, dizilenmek istenen gen bolgesinin PCR sonrasi floresan igaretleme yoluyla
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. kapiller bir jelden gegilerek otomatik olarak okunmast esasina dayanir ve ii¢ ana basamaktan

olusur. Bunlar;

1. PCR
2. Dongii dizileme reaksiyonu

3. Otomatik kapiller jel elektroforezidir.

Bu basamaklarin kolay ve basit bir prosediir igermesi ve bu sayede sagladigi hizl
mutasyon tespiti imkani, yontemin mutasyon tarama testi olarak kullamlabilmesi imkanmn1 da
vermektedir. Az miktarda kandan elde edilen DNA ile baslayan prosediiriin tiimii, PCR
amplifikasyonunu ve direkt dizileme yapilmasini igerir. Mutasyon belirlenmesini takiben
tastyicl tespiti ve prenatal tam yapilmasi, sadece mutasyonu tasidigi bilinen ekzonun

amplifikasyonunu ve dizilemesini gerektirir.

Faktor IX geninde otomatik kapiller jel elektroforezi yontemiyle DNA dizi analizinin
yapildig1 bu ¢aliymada giidiilenen temel amag, Ulkemizde sayismm yaklagik 1000 oldugu
tahmin edilen hemofili B hastalarin da, fakt6r IX geninin molekiiler analizlerinin tam ve kesin

bir sekilde yapilabilmesi ve mutasyon dagiliminin eksiksiz olarak belirlenebilmesidir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gereg
3.1.1. Aragtirma Grubu Bireyleri

Otomatik kapiller DNA baz dizilenmesi teknigi ile Hemofili B hastalarinda
mutasyon analizini igeren bu c¢aligma Kasim 2000- Kasim 2001 tarihleri arasinda
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibb1 Genetik Bilim Dali Molekiiler Genetik Tani
Laboratuarinda, Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dalmin, Ege
Universitesi ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dallar ile birlikte

belirledigi 13 Hemofili B hastasindan alman periferik kan drneklerinde gergeklestirilmistir.
3.1.2. Kullanmilan Geregler

Buz makinesi (Philips)

Elektroforez igin gii¢ kaynag1

Hassas terazi (Ainsworth AA-250)

Pastor pipeti

Manyetik karigtirict (1siticilr)

Minijel elektroforez aleti (Pharmacia LKB GNA 100)
Mikrosantrifiij (eppendorf)

PCR aleti (thermal cycler)(perkin Elmer)

PH metre (NEL electronic)

Pipet takimu (Gilson)

Sogutmali santrifuj (Megafuje Heracus)
Spektrofotometre (Pharmacia LKB Ultraspec II)
Su banyosu (Niive BM 402)

UV transiliiminatdr

Vorteks (Janke & Kunkel I KA)

Meziir

37



Beher

Bidistile su cihazi (Barnstead F. II Glasstill)
Deep-freeze (Heraus Votsch)

Mikrodalga firin (Argelik)

UV gozlugii (Oberon)

Shaker

Buzdolabi (Argelik)

Falkon tiipii (Orange Scientific)

Ependorf tiipii (Micronic)

Printer (Hewlett Packard Deskjet 1600 CM)
Jel dokiimantasyon sistemi (UVP)
Otomatik dizileme cihazi (310 ABI genetic analyzer)(ABI PRIZM)
Kesintisiz gii¢ kaynagi (EMKA)

Lamin-air flow

Spin column tiipii (QTAGEN)

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Agaroz (Sigma A-9539)

Amonyum asetat (Merck A-886415)
Amonyum klorid (Meck A-577342)
Asetik asit (Merck K-24788756)
Borik asit (Merck K-11041960)
Bromfenolblue

dNTP seti

EDTA (dihidrat) (Applichem A-2937)
Etanol (95%) (Tekel)

Etidyum bromid (Sigma E-1510)
Proteinaz K (Bochringer Mannheim)
HCI (Merck 22328814)

Mineral yag (Sigma M-5904)
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Potasyum bikarbonat (Sigma P-9144)
Sodyum dodesil siilfat (loril siilfat) (Sigma L-5750)
Sodyum hidroksit (Merck C-549562)
Sodyum klorid (Sigma S-9625)

Trisma base (Sigma T-6066)

Fenol (Merck ZA-2449300)

Kloroform (Merck K-26895731)
Parafilm (American National)

[zoamil alkol (Sigma I-1885)
Izopropanol (Codex Carlo Erba 309505)
Sodyum sitrat (Sigma)

PCR purifikasyon kit (QIAGEN 28106)
10xPCR buffer (dizileme cihazi igi)

Big dye terminator kit (PE Applied Biosystems)
TSR (Perkin Elmer 401674)

Pop 6 (PE Applied Biosystems 402837)
Kapiller (PE Applied Biosystems Green)
Marker 5

PB buffer (QIAGEN)

PE buffer (QIAGEN)

EB buffer (QIAGEN)

3.2. Yontemler

3.2.1. Fenol/Kloroform Kullanilarak DNA izolasyonu

*Olgulardan 5-10 cc taze kan, Na-EDTA ile 1/10 oraninda karistirilarak alinmustir.
Eger kan taze ise almur alnmaz (Na-EDTA ile Kkaristiilmadan) falkon tiipiine

bosaltilmistir. Uzerine 35-50 cc retikiilosit soliisyonu eklenerek, 15 dakika, 5000 rpm de,
+2/+4°C de santirifiij edilmistir. Eger, kan bekletilmis ise falkon tiipiine aktarildiktan sonra
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karigim (kan +Na-EDTA + retikulosit sol.) vorteks ile fazla uzun olmamak sartiyla

karigtirilmugtir.

*Kan taze ise 3 kez, bekletilmis ise aym sartlar uygulanarak 4 kez retikulosit
soliisyonu ile yikanmugtir. Iyi bir yikamanmin gergeklestigi, stipernatantin berrak hale
gelmesi ile anlagilmgtir,

*Her santrifiij sonunda siipernatant atihip tizerine retikiilosit soliisyonu eklenip tiip
alt-list edilerek karigtirilmugtir. Dipteki hiicre peleti her yeni koydugumuz retikulosit
solusyonu ile iyice kargstirilmis, dipteki hiicre peletinin tiipli alt-iist ederek yerinden
ayrilamadi1 durumlarda ise vorteks cihazi kullamlmistir. Kan yukardaki islemlerden

gegirildikten sonra hiicre disindaki kan komponentlerinden temizlenmistir.

*Eritrosit ve diger tiim hiicrelerin sitoplazmalarini pargalayip, niikleusunu elde
etmek igin lizisi saglayan soliisyondan 35-50 cc ye kadar falkon tiipiine eklenmistir. Hiicre
metabolizmasini en aza indirip ortaya gikan enzimlerin etkisini minimize etmek amaciyla

falkon tiipti 3 saat kirik buz igerisinde bekletilmistir.

*Daha sonra, 15 dakika, 5000 rpm de, +2/+4°C de santrifiij edilmistir. Siipernatant
atildiktan sonra 1 M STE solusyonundan 25 ml ye kadar konulup, 15 dakika, 5000 rpm de,

+2/+4°C de santrifiij edilmistir. Stipernatant atilmig ve pelet iizerine;

*4,5 ml IM STE
250 pl % 20°lik SDS,
50ul Proteinaz K

ilave edilmistir. Bu karisim 37.5 °C de yaklasik olarak 16 saat etiivde birakilmugtr.
% 20 lik SDS hiicrelerin yiizey membran gerilimini azaltip, proteinlerin ¢oziiniirliigiinii
arttirmaktadur. Proteinaz K hiicre ¢ekirdegini pargalayarak DNA nin etrafindaki proteinleri

soluble hale getirmektedir. Cekirdek igerisinde bulunan biitiin proteinleri pargalayarak ve
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sudaki ¢oziiniirliikklerini arttwrarak DNA’y1 ag¢iga ¢ikarmaktadir. Bu nedenle proteinaz K

tiipiin dibine enjekte edilmelidir.

*Etiivden alinan tiip igerisinde yaklagik 5 cc lik bir materyal bulunmaktadir. Bunun
tizerine 5 cc fenol (1/1 oraninda) ilave edilip, elde karigtirilmug, daha sonra 15 dakika, 5000
rpm de +2/+4°C°de santrifiij edilmistir. Bu adimdan sonra daima siipernatant ¢aligilmustir.
Ctinkii DNA slipernatantta, diger sekilli elementler ise tiipiin dibinde toplanmigtir. Fenoliin
proteinlere kargi afinitesi ¢ok yiiksek oldugundan, proteinlerle birleserek ¢okmekte ve

bdylece DNA’nin saflagmasini saglamaktadir.

*Santriflijden alinan tiip igerisinde iki faz gozlenmistir. Fazlar arasinda bulutvari bir
kisim olusmustur. Bir pastdr pipeti yardimiyla ozellikle bulutvari kisimdan ¢ekmemeye

ozen gosterilerek berrak siipernatanttan 4-5cc alinip ayri bir falkon tlipiine aktarilmusgtir.,

*1/24 liikk izoamil alkolkloroformdan 1/1 oraninda, yani 4-5cc ilave edilmigtir.
Elimizdeki tiip hafifge sallanarak karigtirilmig, 15 dakika, 5000 rpm de, +2/+4°C’de
santriflij edilmistir. Izoamil alkol DNA’nin kristalize yapi kazanmasina, kloroform ise

proteinlerle birleserek ¢okmelerine neden olmaktadir.

*Diger taraftan
500 pl 3M Na asetat (PH 5.2) + 50 ml saf etanol (1/100) oraninda hazirlanarak
kiiglik bir behere konulmustur.

*Santriflij ettigimiz falkon tiipiiniin tist kismundan 3-4 pastér pipeti kadar gekip
ufak beherin igine bosaltildiginda DNA saf etanol/Na-asetat karigimma gore daha yogun
olarak goriilmiistiir. Pastor pipeti ile daha yogun goziiken kisim ¢ekilerek ependorf tiipiine

aktarilmugtir.

*Ependorf tiipi, 2 dakika, 12000 rpm de santriflij edilmistir.
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*Santrifiijden ¢ikartilan tiipiin igerisindeki DNA, beyaz bir nokta olarak
goriilmiistiir. Supernatant, DNA avug i¢i tarafina gelecek sekilde tutularak dékiilmiigtiir.

*%75 etanolden 1 ml konulup santrifiij edilmis, bdylece ortamdaki Na-asetat
ortamdan uzaklastirilmugtir. Stipernatant yine DNA avug igerisine gelecek sekilde
dokiilmiistiir.

*Ependorf tiipiiniin agz1 agik birakilarak DNA kurutulmustur. Kurumug DNA 200
ul-500pl steril distile su ile ¢oziilerek DNA hazir hale getirilmistir. Bu DNA +2/+4°C°de

saklanmugtir.

*QOrtalama olarak, 10 ml kandan 200 pg DNA elde edilmigtir.

3.2.2. izole Edilen DNA Miktarinm Olgiimii

*Elde edilen DNA nin miktar1 Optik Dansite (OD) degeri 6lgiilerek hesaplamir.
Optik Dansite, 1 ml sivida belli dalga boyundaki (DNA i¢in 260 nm) 15182 1 cm yol aldiran
madde miktarma 1 OD denir. Cift iplikgik DNA i¢in 50 pg, tek sarmal igin 40 pg dir.

*DNA’ya spektrofotometrede bakabilmek igin 990 pl distile su+10 pl DNA olmak
iizere soliisyon 1 ml’ye tamamlanmustir. Okunan OD degerine gore hesaplama asagida

verildigi gibi yapilmustir.

50 ng DNA 10D
X Okunan OD degeri

X = Okunan OD degeri x 50pg DNA
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3.2.3. izole Edilen DNA Orneklerinin PCR ile Amplifikasyonu

Hemofili B hastalarindan elde edilmis DNA &rneklerinin PCR ile amplifikasyonu
i¢in 50 pl lik karigim hazirlanmustir.

ddH,0 18.8 ul
10xPCR buffer Sul
dNTP mix 5l
primer 1 10 pl
primer 2 10 pl
Taq pol 0.2 pl
DNA 1ul
50 pl

3.2.3.1. Faktér IX Geni igin Kullamilan Amplifikasyon Sartlan
94°C de 7 dakika (taq gold igin) ——p  Denatiirasyon

95 °C de 1 dakika denatiirasyon

Primer’e gore degisken 1 dakika baglanma 35 dongii yapilmugtir.

72°C de 1 dakika uzama

En sonunda 72°C de 10 dakika tutularak iiriiniin arttirilmasi saglanmugtir.

YORSEROCRSTIS EUSVE
3 ¥ OUTIANTASYON MIRKELE .



3.2.3.2. Faktor IX Geni i¢in Kullanilan Primer Dizileri

Tablo 3.1. Faktor IX geninin analizinde kullanilan primer dizileri

Primer posizyonu  Biiyukliigu (bp)” ‘Baglanma isilar °C

FIX2.1F
FIX 2.1 R |Promoter + ekzon 1 407 60
FIX22F
FIX22R Ekzon2 +3 506 64
FIX23F
FIX2.3R Ekzon 4 245 64
FIX2.4F
FIX24R Ekzon 5 272 62
FIX 2.5F
FIX 2.5R Ekzon 6 458 37
FIX 2.6F
FIX 2.6R Ekzon 7 393 56
FIX 2.7F
FIX 2.7R Ekzon 8 394 51
FIX 2.8F
FIX 2.8R Ekzon 9 391 59
FIX 2.9F
FIX 2.9R Poly A 521 59

FIX2.1F 5-CCCATT CTC TTC ACT TGT CC-3’
FIX2.1R 5'-CCT AGC TAA CAA AGA ACC AGT -3’

FIX22F 5'-AGA GAT GTA AAATTT TCATGA TGT T -3’
FIX22R 5'- GCA GAG AAA AAACCCACATAAT-3

FIX23F 5'-CTG CAG GGG AGG ACC GGG CAT TCT A-3'
FIX23R 5'-GAATTC AACTTG TTT CAG AGG GAA -3’
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FIX24TF
FIX2.4R

FIX2.5F
FIX2.5R

FIX2.6 F
FIX2.6 R

FIX2.7F
FIX2.7R

FIX2.8 F
FIX2.8R

FIX 29
BIEX 2.9

3.2.4. Amplifikasyonun Agaroz Jel Elektroferezinde Degerlendirilmesi

*PCR sonrasi olusan {iriinlerin incelenmesi igin % 3’lik agaroz jeli hazirlanmistir
ve Ornekler agaroz jel elektroforezi ydntemine tabi tutulmustur. Bu asamada % 3 lik
agaroz jel igin tartilan agaroz, mikrodalga firin yardimiyla yiiksek 1sida 1xXTAE solusyonu
icinde ¢oziindiirtilmiistiir. Cozelti yaklagik 60 °C ye kadar sogutulduktan sonra iizerine

5'- CAT GAG TCA GTA GTT CCA TGT ACT TT -3’
5'- TGT AGG TTT GTT AAA ATG CTG AAG TT -3’

5'-TTT AAA TAC TGA TGG GCC TG -3
5'-GTT AGT GCT GAA ACT TGC CT -3’

5'- AAG CTC ACA TTT CCA GAA AC -3’
5'-TGG GTT CTG AAA TTA TGA -3'

5'- TAA GAA TGA GAT CTT TAA CA -3’
5'- CTA AGG TAC TGA AGA ACT AA -3’

5'- GAA GAG TCT TCC ACA AAG GG -3’
5'- AAG ATG GGA AAG TGA TTA GTT A -3’

5'- AAG AGA ACC GTT CGT TTG CA -3’
5'- AGA ACT AAA GGA ACT AGC AAG -3’

konsantrasyonu 0.5 pl\ml olacak sekilde etidyum bromiir eklenip karistirilmistir.

*Elektroforeze baglamadan 6nce tank, taraklar ve jel yatag1 temizlenip, tankin beng

tizerindeki dengesi ayarlanmus, tarak ve jel kiiveti tanka yerlestirilip, hazirlanan jel kiivete

dokiilmiigtiir. Jel donduktan sonra tank 1xTAE gozeltisi ile doldurulmustur.

*18 pl PCR firtindi alinip, iizerine 2 pl 10x lik yiikleme tamponundan konarak
karigtirilmig ve jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir [Her jelin bir kuyusuna marker (Marker

V) yiiklenmistir].
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*Yiikleme islemi bittikten sonra elektrodlar yerlestirilerek 80-100 voltta yliriitiilen
PCR iiriinii, elektroforez tamamlandiktan sonra jel dokiimantasyon  sistemiyle

goriintiilenmis ve fotograflanmistir.
3.2.5. PCR Uriinii Piirifikasyonu

*Hazir kit (QIAGEN) kullanilarak yapilmis olan bu protokol, PCR iiriiniinii
primerler, niikleotidler ve tuzdan uzaklastirabilmek iizere olusturulmus bir protokoldiir.
Hazrr kitin iginde ti¢ farkh tampon soliisyonu bulunmaktadir (PB, PE ve EB). Protokol
agagidaki sekilde uygulanmugtir;

*Elde edilen 1 voliim PCR fiiriinii, 5 voliim PB buffer ile karistirilmigtir.

*Bu karigim spin column tiiplerinin igine konulmustur. Spin column tiipleri ise 2 ml
hacimli toplama tiiplerine (collection tiibe) yerlestirilmis ve 30-60 saniye, 14.000 rpm’de

santrifiij edilmistir.

*Santrifiij sonras1 toplama tiipleri bosaltilmus ve spin column tiipleri tekrar i¢lerine
yerlestirilmistir. I¢lerine PE buffer konan spin column tiipleri tekrar 30-60 saniye 14.000

rpm’de santrifiij edilmis ve toplama tiipleri santrifiij sonrasi bogaltilmistrr.

*Bu islemden sonra 1 dakika ilave santrifiij daha yapilmis ve spin column tiipleri
1,5 mP’lik eppendorf tiiplerinin iglerine yerlestirilmistir. Sonrasinda 50 pl EB (elution
buffer) soliisyonu, dikkatlice spin column tiiplerinin tam ortasina gelecek sekilde
bosaltilmistir. 1 dakika oda 1sisinda inkiibe edilen tiipler, 1 dakika daha 14.000 rpm’de

santrifiij edilmistir.

*1,5 ml’lik ependorf tiiplerine piirifikasyon sonrasi biriken piirifiye PCR {iriinii

dongii dizileme reaksiyonu i¢in hazir hale gelmistir.
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3.2.6. Dingii Dizileme [ Cycle Sequencing (CS)] Reaksiyonu

Hazir kit (cycle sequencing ready reaction kit) ile yapilan bu reaksiyon piirifiye
PCR iiriiniiniin dallarindan birinin floresan boyayla isaretli forward ya da reverse primer

kullanilarak, otomatik kapiller jel elektroforezi cihazinda goriintiilenebilmesi esasmna

dayanur.
Hazr kit 8ul
Piirifiye PCR f{irlinii 30-90 ng
Primer 3.2 pmol
ddH,0 Degisken
Toplam Voliim 20 ul

olacak sekilde hazirlanan reaksiyon;

96°C 10 Saniye

50°C 5 Saniye 25 dongt
60°C 4 Dakika

sartlarinda amplifiye edilmigtir.

* Amplifiye olan dongii dizileme CS {irlinli, hemen buz {izerine alinip etanol
pirifikasyonu iglemine tabi tutulmustur.

3.2.7. Etanol Piirifikasyonu
*0.2 ul’lik ttiplerde olan iiriin, 1,5 pul’lik ependorf tiiplerine aktarilmis ve her tiipe;

16 pl ddH,O
64 ul % 95°1ik etanol konulmustur.
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Sonug olarak son etanol konsantrasyonu %6023 olur.

*Tiipler kapatilip vortekslendikten sonra 15 dakika oda isisinda birakilmig ve
santrifiij edilmigtir. Santrifiij sonras1 silipernatant hemen bogsaltilarak, 100 pl % 70°lik
etanol ilave edilmigtir.

*Tiipler, 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant ortamdan
uzaklastirlmis ve kalan etanolii ugurmak igin 37°C’lik etiivde kapaklar: agik birakilarak
inkiibe edilmislerdir.

*Etanolden tamamuyla uzaklasip presipite olmus CS driini, otomatik kapiller
elektroforez cihazina yiiklemek lizere, 12-25 ul TSR (Template suppression reagent) ile

ependorf tiipiiniin cidarlarma tamamen sivanarak muamele edilmigtir.

*Vorteks ve spin edilen iriin, 0.5ml’lik dizileme tiiplerine aktarldiktan sonra
95°C’de 2 dakika denatiire edilmig ve hemen buz iizerine almp tekrar vortekslendikten
sonra mikro santrifiijde spin edilmistir.

*Tekrar buz {izerine alinan iiriin ABI 310 otomatik kapiller elektroforez analizriine
(ABI PRIZM 310 Genetic Analyzer) konularak dizileme iglemine baglanmigtir.

*Elektroforez Sartlars;

Modiil(modiile file) Pop 6 Rapid (Iml) E
Enjeksiyon zamani(Injection time) 30 saniye

Kosu zamam (run time) 36 dakika

Lazer giicli 9.9mV

Jel 1s1s1 (Gel temp) 50°C
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Yukaridaki sartlarda kapiller elektroforezde yapilan DNA baz dizilemesi sonrasi
elde edilen sonuglar http://www.ncbi.nlm.nih.gov. web veri tabaninda degerlendirilmis ve
analiz edilen gen bolgesi tammlanmms normal gen dizisi ile kiyaslanarak mutasyon
analizleri yapilmustr.

3.2.8. Kullanilan Cozeltiler

3.2.8.1. Ana Cozeltileri Hazirlamak i¢in Gerekli Olan Cozeltiler

0.5 M EDTA (pH 8.0) Cozeltisi

*Disodium ethylendiamine tetra acetate 2 HO : 186.1 g tartilarak beher igine
konmus, ddH,O ile 800 ml ye tamamlanmustr. Manyetik karistirict yardimi ile
¢Oziindiriilmiistiir ve pH’1 NaOH ile 8.0’e ayarlanmustir. 120 °C de, 15 dk otoklavda
sterilize edilmistir.

1 M Tris Cozeltisi

*Tris base: 121.1 g tartilp meziir igerisine konmustur. Uzerine, 42 ml HCI
(hidroklorik asit) ilave edilerek, ddH,O ile 1 It ye tamamlanmistir. Manyetik karigtiric
yardim ile ¢oziindiirlilmiigtiir.

1 M NaOH Cozeltisi

*NaOH : 40 g tartilip meziir igerisinde ddH,O ile 1 It ye tamamlanmuigtur.

50 x TAE Cozeltisi

*Tris base 1242 ¢
* Glacial acetic acid :57.1 ml
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EDTA (0.5M) : 100 ml

* Meziir i¢ine aktarilip, ddH,O ile 1 It ye tamamlanmusgtir.
* 120 °C de, 15 dk otoklavda sterilize edilerek, oda 1s1sinda saklanmugtir.

3.2.8.2. FencV/Kloroform Yintemiyle DNA izolasyonunda Kullamlan

Cozeltiler

5 x Retikiilosit Tuz Cozeltisi

Sodyum Klortir : 686 mM =40.089 g/t
Potasyum Kloriir : 25 mM = 1.864 g/lt
Magnezyum Kloriir : 35 mM = 7.1155 g/t
*Karisim ddH,O0 ile 11t’ye tamamlamr

Coziicii Cozelti (Lizat Hazirlama Cozeltisi)

Amonyum Kloriir : 155.0mM  =80.29 g/l
Potasyum Bikarbonat : 10.0 mM = 1.001 g/it
Disodyum EDTA : 0.1lmM = 0.03722 g/lt
*Karigim ddH,O ile 11t’ye tamamlanir

Ya da;

Amonyum Klortir : 131.0mM  =7.00719 g/t
Amonyum Bikarbonat 0.9mM =0.0711g/lt

* Kanigim ddH,0 ile 11t’ye tamamlamr
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STE Cozeltisi

Sodyum Kloriir : 1000mM =6g/lt
Tris HC1 : 100mM  =1.2114 g/it (ph 8.0)
EDTA (Disodyum tuzu) : 1.0mM =0.3722 g/lt

* Karigim ddH,0 ile 11t’ye tamamlanir
Doymus Fenol Hazirlanmas:

DNA 6ziitlemesinde kullanilan doymus fenolu hazirlayabilmek igin:

%250 g kristal fenol 50 ml saf suda ¢6ziindiiriilmiistiir.

#Uzerine 500 ml 1 M Tris. HCL (pH 8.0) eklenip, karistirilmastur.

* Fazlar ayrildiktan sonra su fazi alinmig ve bu islem 2-3 kez tekrarlanmgtir,
*Su fazmin pH s1 8.0 oluncaya kadar bu islem siirdiiriilmiistiir.

*Su fazi alinarak koyu renkli sisede saklanmugtir.

%10 SDS Cozeltisi

*SDS : 10 g tartilmagtir. Dikkatlice beher igine alinip SDS tozlarimi kaldirmamaya
dikkat ederek fizerine ddH20 ile 100 ml ye tamamlanmustir. 56 °C de bekletilerek
¢oziindiiriilmiigtiir. [Ya da iyice solusyona ge¢mesi igin uzun bir siire (1-2 saat) manyetik
karigtiricida gevrilmistir.] 0.22 mikron’luk filtreden gegirilerek sterilize edilmistir ve pH
7.2 ye ayarlanarak, oda isisinda saklanmlst;r.

Proteinaz K Cozeltisi

*1 mg\ml olacak gekilde hazirlanmugtir.
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3.2.8.3. Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri

Agaroz jel (%3)

* 2.1 g agaroz tartithp, bir beher iginde 1XTAE solusyonu ile 70 ml ye tamamlanms
ve mikrodalga firinda, %30°luk giicte 5 dakika kaynatilmugtir.

Etidyum Bromiir

*Stok 10 mg\ml olacak sekilde steril ddH,O ile 10 ml hazirlanmgtir.

Agaroz Jel Yiikleme Tamponu

*% 0.25 bromfenol blue
*% 30 gliserol olacak sekilde steril ddH,0 ile 10 ml hazirlanmigtir.

TAE (Stok-50 x) Soliisyonu

*(.04 M Tris-asetat
* 0,001 M EDTA olacak gekilde steril ddH,O ile 1 | hazirlanmigtir.
* 120 °C de, 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.
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4. BULGULAR

Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibb1 Genetik Bilim Dali, Molekiiler Genetik
Tani Laboratuarmda, Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dalinm,
Ege Universitesi ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dallan1 ile
birlikte belirledigi 13 hemofili B hastasindan alinan periferik kan 6reklerinde
gerceklestirilen bu ¢aligmada, hemofili B hastalifindan sorumiu olan mutasyonlar, fakt6r
IX geninin 8 ekzonu, promoter ve poly A ucu da dahil olmak lizere DNA baz dizi analizi

ile belirlenmigtir.

Bu calijmanin temel amaci, yiiksek heterojenite gosteren faktér IX geninde
otomatik kapiller jel elektroforezi ile DNA baz dizileme y6ntemini kullanarak kesin
molekiiler tantya gidebilmektir. Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibb1 Genetik Bilim
Dali, Molekiiler Genetik Tam Laboratuarinda yapilan bu c¢alismada, kapiller jel
elektroforezi yonteminin degisik sartlarda ve baz dizilerinde optimizasyonu yapilarak,
hemofili B hastalarinda molekiiler tam amaciyla rutin kullanima girilebilecek diizeyde

ekip ve ekipman seviyesine ulagilmigtir.
4.1. PCR Amplifikasyonu Sonras1 Delesyon Tanimlamasi

Etidyum bromid boyamay: takiben konvansiyonel bir jelde PCR reaksiyonunun
analiz edilmesiyle total ve parsiyel delesyonlar kolay ve ¢abuk bir gekilde tespit edilir. Bu
caliyjmada da uygulanmis olan bu ydntemle faktér IX geni ekzon i¢i delesyonlar
tanimlanmistir. HB7 (Resim 4.1.), HB5 (Resim 4.2.) ve HB4 (Resim 4.3.) protokol no’lu
hastalarin delesyonlar: promoter + 1. ekzon ve 8. ekzon bélgelerinde bulunmustur, FIX2.1.
primerleri, faktor IX genindeki promoter ve 1. ekzonu dizileyebilecek sekilde pozisyon —
124 ile +282 arasinda galismakta ve 60°C baglanma 1sisina sahip bulunmaktadir. PCR
reaksiyonu sonrasi promoter ve 1. ekzon amplifikasyonu alinamayan HB4 ve HB7
hastalariyla 8. ekzon amplifikasyonu alinamayan HB5 hastasindaki PCR amplifikasyonlar:,
diigiik baglanma 1silarinda tekrarlanmis (50-55°C) ve primer eglesme bélgelerinde bulunan
amplifikasyonu engelleyebilecek olasi1 bir mutasyon riskinin ortadan kaldiriimasi

amaclanmugtir.
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PROMOTER

+ 1. EKZON
Resim 4.1. HB7 hastasinin FIX 2.1°deki
delesyon tayini
8. EKZON
Resim 4.2. HBS hastasmin FIX 2.7°deki
delesyon tayini
PROMOTER
+1. EKZON

Resim 4.3. HB4 hastasinin FIX 2.1°deki
delesyon tayini
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4.2. PCR Amplifikasyonlari ve PCR Piirifikasyonundaki Problemler

Otomatik kapiller jel elektroforezi (ABI sequencer) DNA baz dizilenmesinde
biiyiik bir hiz ve zaman avantaji getirmekle beraber, ¢alisilan gen bolgesine gore yapilmasi
gereken optimizasyonlar, yontemin ¢ok hassas olmasindan dolay1 belli zorluklar: da i¢inde
barmndirmaktadir.

PCR amplifikasyonlarinin agaroz jelde, jel dokiimantasyon sistemi yardimiyla
goriintillenmesi ve yeterli seviyede gii¢lii bantlarin alinmasi DNA baz dizilenmesindeki
gerekli sartlardandir. Bu calismada da tiim ekzon amplifikasyonlarinda aym prosediir
uygulanmig ve alman bantlar yeterli bulunduktan sonra PCR piirifikasyonu islemine

baslanmistir (Resim 4.4., 4.5.).

HB10 HB1!l

— Dizilemesi yapilamamugtir

Resim 4.4. Ekzon 5’in agaroz jel goriintiisii

PCR piirifikasyonu, elde edilen PCR iiriiniiniin dizileme dongii reaksiyonuna
girebilmesi igin gerekli olan bir temizleme islemidir. Ancak islem sirasinda PCR iriinii
kaybt da meydana gelebilmekte olup dongii dizileme reaksiyonunda sorunlar

olusturabilmektedir (Resim 4.6.).
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<:_—| Dizilemesi yapilabilmigtir

Resim 4.5. Faktor IX geni poly A ucu jel
gOriintiisii

<:| Piirifiye edilmemis PCR iiriinii
jel gortntiisii

<:: Piirifiye edilmig PCR firiinii jel
goruntisi

Resim 4.6. Poly A ucunun piirifikasyonu sonrasi ortaya
¢ikan DNA kayb1
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Bu caliymada yapilan pirifikasyonda, olusgan PCR iiriinii kaybim en aza
indirebilmek i¢in kullamlan PCR piirifikasyonu kitinde iiretici firmanmn (QIAGEN)
onerdigi santrifiij siireleri (30-60sn) minimumda tutulmustur. Ayrica protokoldeki son
asama olan EB buffer’dan, DNA konsantrasyonunu arttirabilmek amaciyla, 50 pl yerine 30
ul konularak sonuca ulagilmigtir.

4.3. Dongii Dizileme Reaksiyonu Stratejileri

Otomatik kapiller jel elektroforezinin yiiklenmesinden &nce yapilan bu reaksiyonun
protokolii ve laboratuar uygulamasi kullanici igin kolay olmakla birlikte ¢aligmamn

optimizasyonunun yapilmasi belli manipiilasyonlar1 gerektirmektedir.

Déngii dizileme reaksiyonunda kullamilan “Big Dye Terminator” kit, protokolde
Onerilen 8 pl yerine 4ul’ye diisiiriilmiis ve dizileme yapilabilmisti. DNA baz
dizilemesinde en yiiksek maliyeti olusturan “Big Dye Terminator” Kkitin yar1 yariya
kullanim1 dizileme maliyetini biiyilik miktarlarda diiglirmiistiir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Dongii dizileme reaksiyonunda kullanilan
reaksiyon sartlari

Ko i PR

PCR iiriinii 30-90 ng

Primer 3.2 pmol

Reaksiyon sirasinda kullamlan primer ve PCR iiriiniine gore farkli sartlarda
dizileme dongli reaksiyonu olusturulmasi, DNA baz dizilemesini yapabilmek i¢in
gereklidir. Dizayn edilen primerin baglanma 1sis1 dizileme dongii reaksiyonunda kullanilan
(50°C) baglanma 1sismin altinda olmamalidir. Caligmada GC’den zengin gen bolgelerinde
reaksiyon yapiliyorsa denatiirasyon 1sis1 95 °C’den 98 °C’ye ¢ikarilmalidir.

DNA baz dizileme diyagraminda zayif sinyaller almiyor ya da karmasik DNA
bantlar1 olusuyorsa, dizileme dongii reaksiyonunda kullanilan PCR {iriinii 30-90 ng’dan
fazla kullamlmalidir. Bu ¢ahiymada da kargilagilan aym1 sorun, 150-200 ng PCR iiriinii
kullamlarak ¢6ztimlenmistir (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.2. CS reaksiyonunda karsllasllan sorunlar ve uygulanan qozumler

Dlleeme Probiémi ‘;Muhte’mel neden f"’"“U\ oulfman c07umlel

| Dlzﬂee yapﬂamamam PCR {iriinli PCR | reak51yonu vé baglanma
isilann  modifiye edilmis PCR
Uriinii miktar1 CS reaksiyonunda

arttirilmigtir

Primer Kullanilan primer miktari

' arttrilmustir

Kimyasal Farkh  stoktan ve yeniden
hazirlanarak kullanlmigtir

PCR reaksiyon sartlar | Is1 yiikselmesi 1°C/sn’ye
getirilmistir

PCR (iriiniiniin piirifik. | Santj. zaman1 minimize edilmigtir
sonrasinda kaybolmasi | EB buffer miktar diigtiriilmiigtiir

Diisiik sinyal seviyesi|CS.Reak.’nunda PCR iiriinii arttrilmugtir
veya yeterli DNA olmamasi
karmasik DNA bantlari Enjeksiyon zamam #(30-45 sn)

CG’den zengin gen|Denatiirasyon 1sis1 4 (98°C)
bolgesi

Eski kimyasalyada | Yeni kimyasal kullanimi1
manipulasyon hatasi1 | Reaksiyon tekrar

4.4. DNA Baz Dizilenmesi
Otomatik kapiller jel elektroforez yontemi ile agaroz jelde amplifikasyonu

yapilarak herhangi bir parsiyel delesyon tanimlanamamis 9 hastann, promoter ve 5’ poly A
ucu da dahil olmak iizere 8§ ekzonu dizilenmistir (Tablo 4.3., 4.4.).

58



Faktor IX geninin biitiin fonksiyonel boliimlerinin dizilenmesi sonucunda,
FIX:C>%50 olan HB12 protokol numarali hafif hemofili B hastas1 diginda biitlin
hastalarda faktor IX geni mutasyonu tespit edilebilmigtir.

Tablo 4.3. Faktor IX geninde dizilenen DNA baz bolgeleri

Po.-124 / +282
FIX2.2 Pozis.6258 / 6771
FIX2.3 Pozis.10328 / 10563
FIX2.4 Pozis.17592 / 17866
FIX2.5 Pozis. 20238 / 20698
FIX2.6 Pozis. 29898 / 30293
FIX2.7 Pozis. 30709/ 31101
FIX2.8 Pozis. 31053 / 31449
FIX2.9 Pozis. 32410/ 32920

Tablo 4.4. Hemofili B hastalarinda faktor IX geninde dizilemesi yapilabilen (+)

bolgeler

)

HB1 + _ + + + + + +
HB2 + _ + + + + + +
HB3 + + + + + T+ + +
HB6 + + + + + + + +
HBS8 + + + + + + + +
HB9 + + + + + + + +
HB10 |+ _ + + + + + +
HB11 |+ + + + + + +
HB12 |+ + + + + + + +
HB13 |+ _ + + + + + +
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Otomatik kapiller jel elektroforezi ile yapilan DNA baz dizilemesi islemi, dogru ve
tam yapilmig bir matriks ve modil ile birlikte kullanilarak sonuca ulagilmugtir. Tiim
kalibrasyon ayarlamalarinin her dizileme isleminde tekrarlanmasi1 gerekmektedir. Cihazi
yiiklerken enjektore g¢ekilen polimerde higbir sekilde hava kabarcigi bulunmamasi,
kapillere girebilecek hava kabarciklarmin dizilemede alinacak sonucu etkilemesinden
dolay1 kritik bir 6neme sahiptir. GENTAM molekiiler tam laboratuarnda faktor IX geni

mutasyonu tarama caligmalarinda da benzer problemlerle kargilasiloug ve Onemi
g6rilmiistiir.

4.5. DNA Baz Dizilenmesi Sonrasi Alinan Sonuclarin Degerlendirilmesi

Analiz edilen faktor IX geni dizileme sonuglar1 bilgisayar ortaminda goriintiilenmis
ve her niikleotid farkli renkte olmak iizere printer ¢iktilari almmistir (Sekil 4.1.-4.4.)
Ayrica analiz edilen diziler diskete kopyalanarak internet ortamina tagmms ve tiim
sonuglarin DNA veri tabaninda karsilagtirilmas: yapilmigtir. Bu taramalar sonucunda faktor
IX geni promoteri, sekiz ekzonu ve poly A bélgelerinde 9 farkh mutasyon belirlenmistir
(Tablo 4.5.).

HB6 17719 A>T Sekil 4.8.
HB8 31118 CT Sekil 4.9.
HB9 6392 T>C Sekil 4.10.
HB10 30133 T>C Sekil 4.11.
HBI11 31119 G>A Sekil 4.12.
HB13 30150 G>A Sekil 4.13.
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Sekil 4.2. HB1 hastasinin faktor IX geni 5. ekzonunun dizisi
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Sekil 4.4. HB6 hastasinin faktor IX geni 7. ekzonunun dizisi




Belirlenen mutasyonlarm faktér IX genindeki etkileri ve hastaliga neden olan

amino asit degisimleri bulunup mutasyonlarin tiplendirilmesi yapimugstir (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. Hemofili B hastalarindaki klinik ve molekiiler bulgular
DNANo ' FIX: C
(§0)

Niikleotid Degisimi Mutasyon Amino asit

Tiiru Degisimi

31335 T>A Missens Val 405 Asp
HB2 22 30842 Gins Insersiyon Thr 241 Asp
(yeni) (frameshift)
HB3 <il.5 20551 C>T Nonsens Gln 191 Stop
HB4 347 Prom+1.ekzon Del.
HBS5 - 7.ekzon Delesyonu
HB6 17719 A>T Missens Ser 102 Cys
HB7 Prom+1.ekzon Del.
HBS 3 31118C>T Nonsens Arg 333 Stop
HB9 6392 T>C Missens Leu 6 ser
HB10 10.5 30133 T>C Missens Val 227 Ala
(yeni)
HB11 31119G>A Missens Arg 333 Gln
HB12 > % 50
HB13 30150 G>A Missens Ala 233 Thr
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Hemofili B hastaligina neden olan faktor IX geni mutasyonlarinin, 13 hemofili B
hastasinda belirlenmesi sonucunda, HB12 protokol numarali hafif hemofili B hastas:

digindaki biitiin olgularda faktdr IX geni mutasyonlari tespit edilmistir.

Akraba olan hasta HB4 ve HB7’de pozisyon —124 ile + 282 arasinda, promoter ve 1

ekzonu igeren bir bolgede delesyon bulunmustur.

Hasta HB5’te 7.ekzon bolgesinde bir delesyon tanimlanmustir.

Hasta HB1’de 8.ckzon bolgesinin 31335°nci pozisyonunda T>A DNA baz
transversiyonu bulunmustur. Bu transversiyon normal Val 405 amino asit rezidiisiiniin bir
Asp ile yer degistirmesine neden olmugtur. Amino asit zincirindeki degisime neden olan
T>A transizyonu, protein molekiiliinde yapisal degisikliklere neden olan missens

mutasyonlara bir 6rnektir (Sekil 4.5.).

Hasta HB2’de yine 8.ekzon bolgesinin 30842’nci pozisyonunda G insersiyonu
bulunmugtur. Normal 241 Thr rezidiisii, meydana gelen G insersiyonu sonucunda Asp’a
dontigmiistiir (Sekil 4.6.).

Hasta HB3’de 6.ekzonun 20551°nci niikleotidinde C>A transversiyonu tespit
edilmigtir. Gln 191 amino asit rezidiisii meydana gelen bu mutasyon sonucunda stop
kodonunu olusturan nonsens mutasyonlara bir 6rnektir. Agir hemofili hastasi olan HB3’{in

FIX: C <% 1,5 ve FIX : Ag % 5°tir (Sekil 4.7.).

Hasta HB6’da, 5.ekzonun 17719’uncu pozisyonunda A>T transversiyonu
bulunmustur. Ser 102 amino asit rezidiisii, meydana gelen missens mutasyon sonucu

Cys’ye doniigmiis ve amino asit zincirini degistirmistir (Sekil 4.8.).
Hasta HB8’de, 8.ckzonun 31118’nci pozisyonunda C>T transizyonu tespit

edilmistir. Bu transizyon Arg 333 rezidiisiinii stop (TGA) kodonuna geviren nonsens
mutasyonlara bir 6rnektir. Hastanin FIX: C % 3’tiir (Sekil 4.9.).
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Hasta HB9’da 2.ekzonun 6392’nci pozisyonunda T>C transizyonu bulunmustur.
Leu 6 amino asit reziidiisii, meydana gelen missens mutasyonu sonucunda Ser’e

doniigmiistiir (Sekil 4.10).

Hasta HB10’da 7.ekzonda, 30133’ncii pozisyonda olugan T>C transizyonu tespit
edilmistir (Sekil 4.11.). Mutasyon sonucunda Val 227 rezidiisii Ala’ya dontismiistiir.

Hasta HB11’de, 8.ekzonunu 31119’uncu posizyonunda G>A transizyonu
bulunmustur. Arg 333 rezidiisi olusan missens mutasyonu sonucunda Gln’ye

doniigmiistiir. HB11, agir hemofili B hastasi olup FIX: C (% 1,5)’dur ($ekil 4.12.).

Hasta HB13’te, 7.ekzonun 30150’nci pozisyonunda G>A transizyonu tespit

edilmigtir. Ala 233 rezidiisii meydana gelen missens mutasyonu sonucunda Thr’ye
dontigmiistiir. HB13, agir hemofili B hastasi olup, FIX: C <% 5°tir (Sekil 4.13.).

Sekil 4.5. Hasta HB1’de bulunan 31335. pozisyonundaki T >A Missens mutasyonu
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Sekil 4.6. Hasta HB2’de bulunan 30842. pozisyonundaki G ins mutasyonu

Sekil 4.7. Hasta HB3’de bulunan 20551. pozisyonundaki C >T Nonsens mutasyonu
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Sekil 4.8. Hasta HB6’de bulunan 17719. pozisyonundaki A >T Missens mutasyonu

Sekil 4.9. Hasta HB8’de bulunan 30118. pozisyonundaki C >T Nonsens mutasyonu
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Sekil 4.10. Hasta HB9’de bulunan 6392. pozisyonundaki T >C Missens mutasyonu
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o

Sekil 4.11. Hasta HB10’da bulunan 30133. pozisyonundaki T >C Missens mutasyonu
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Sekil 4.13. Hasta HB13”de bulunan 30150. pozisyonundaki G>A Missens mutasyonu
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5. TARTISMA

13 hemofili B hastasindan alman periferik kan 6rnekleri ile gergeklestirilen bu
¢ahiymada, hemofili B hastalifindan sorumlu olan faktér IX geninin sekiz ekzonu,
promoteri ve poly A ucu, otomatik kapiller jel elektroforezi yontemi ile DNA baz
dizilemesi yapilarak belirlenmigtir. Faktor IX geninin biitlin fonksiyonel boliimlerinin
dizilenmesi sonucunda, FIX:C>% 50 olan HB12 protokol numaral hafif seyreden hemofili
B ile klinige bagvuran hasta digindaki biitlin hastalarda faktr IX genine iliskin degisik
tirde mutasyonlar bulunmus ve meydana getirdikleri amino asit degigiklikleri tespit
edilmigtir.

Diinya ¢apinda tiim hemofili merkezlerinde toplanmig Hemofili B olgu serilerinin
analizleriyle faktér IX geninde bir ¢ok biiylikk delesyon, mikrodelesyon, insersiyon,
missens ve nonsens nokta mutasyonlari tanimlanmugtir (44, 77). Bu mutasyon belirleme
caligmalary, faktér IX gen iirlinlinlin yapis1 ve fonksiyonu ile regiilasyonu arasindaki
iligkileri gosterdigi gibi tammlanan mutasyonlarin karakterizasyonu, dogru tasiyici tamsi
yapilmasi ve prenatal tam testlerinin gelistirilmesi i¢in 6nem arzetmektedir. Faktor IX
mutasyonlarinin epidemiyolojik analizleri, insan germ hiicre serilerindeki mutasyon
hizlarinin hesaplanmasi ve endojen mutasyon mekanizmalarmin ortaya ¢ikariimasi gibi
genis uygulama alanlar1 bulmaktadir (77).

5.1. Mutasyon Belirleme Yéntemlerinin Degerlendirilmesi ve Karsilagtirilmasi

Uzun yillar intragenik ve ekstragenik polimorfizmler kullanilarak yapilan RFLP
analizleri, hasta ve tasiyic1 tespitinde etkili ve dogru olmakla birlikte baz1 smirlamalara
sahip olmugtur. Bu sinirlamalar sunlardir;

1. Hasta bireyler analiz edilen polimorfizmler i¢in her zaman informatif degildir.

2. Pedigri analizlerinin tam ve detayl yapilmasi gerekliligine ragmen, her zaman
miimkiin olamamaktadir.

3. Farkh etnik gruplardan olan ailelerin analizleri i¢in ¢ok genis bir polimorfik

marker paneli gereklidir.
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4. Ekstragenik polimorfizmlerle yapilan ¢ahigmalarda rekombinasyon ve non-
paternite sebebiyle hatalar olabilmektedir (37, 59).

RFLP yo6ntemlerinde ortaya ¢ikan bu smirlamalar aragtirmacilar1 mutasyon tarama
testlerini kullanmaya zorlamistir. Bir ¢ok mutasyon tarama analiz yontemi bulunmaktadr.
Bunlardan en ¢ok kullanilanlars;

1. SSCP
2. DGGE
3. HD
4. CMC’dir.
Farkhi aragtirmacilar tarafindan yapilan birgok g¢ahgmada, faktor IX genindeki
mutasyonlarin belirlenmesi amaciyla degigik tarama yontemleri kullamlmis ve bu

yontemlerin birbirlerine kars: sahip oldugu avantaj ve dezavantajlar gosterilmistir (37, 59,
69, 76).

Bu ydntemler igerisinde en sik kullanilan ve tercih edilen SSCP analizi, baz yer
degisimlerini tespit etmek i¢in kullanilan bir teknik olup ASO analizine kiyasla daha etkili,
DGGE yontemine gére ise de daha ucuzdur. Ancak SSCP analizlerinde mutasyon
belirleme yiizdesinin ve sartlarin tahmin edilmesi miimkiin olamamaktadir. Analiz ettigi
DNA fragmentinin biiyiikliigiintin sinirli olmasi, jel sonuglarinin yorumlanma gii¢ligii ve
isi-iyon  derisimi gibi faktorlerin optimize edilmesindeki glicliikler ySntemin
dezavantajlarim olusturmaktadir. Ayrica SSCP yontemi ile belirlenen mutasyonlarmn direkt
DNA baz dizilenmesinin yapilmasi kesin molekiiler tan i¢in yine de zorunludur (17, 23,

59, 66).

SSCP ydnteminde bahsedilen kullanim zorluklar1 diginda difer mutasyon tarama
analiz yontemlerinin de benzer uygulama zorluklar1 bulunmaktadir.

Biitiin tarama yontemleri fazla zaman harcanmasinin yanisira, yetersiz duyarlhiiga
sahiptir. Ayrica bazilar1 zararli kimyasal ajanlar ve/veya radyoaktivite kullanimim
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gerektirmekte olup laboratuar sartlarinda spesifik diizenlemeler yapilmalidir. Bu
y6ntemlerin hepsi sonunda, mutasyon tespiti i¢in referans metod olarak verilen DNA baz
dizi analizini, belirlenen mutasyonun kesin lokalizasyonunun ve meydana getirdigi
molekiiler degisimin dogru bir sekilde tanimlanmasi igin zorunlu kilmaktadir. Ancak
manual dizi analizinin pahali olmasi, zaman kayb: yaratmasi ve yogun laboratuar iglemleri
gerektirmesi nedeniyle faktdor IX geninde mutasyon tespiti amaciyla yapilan tarama
caligmalarinda kullamimamugtir.

Heterojenite gosteren tiim gen yapilarinin molekiiler analizlerinde yasanan bu
zorluklar, aym1 nedenlerden Otiirli faktér IX geninde de bulunmakta ve daha etkili
mutasyon tespiti veya tarama stratejilerini gerekli kilmaktadir.

5.1.1. Otomatik Kapiller Jel Elektroforezi Yontemi ile Dizi Analizi ve Avantajlan

Heterojenite gosteren gen yapilarindaki analiz zorluklari, gelisen teknoloji ile
birlikte DNA baz dizilemesinde yeni ve farkli bir yéntemin dogmasina sebep olmustur. Bu
caligmada da faktor IX geninde uygulanan bu yontem, dizilenmek istenen gen bdlgesinin
PCR sonrasi floresan isaretleme yoluyla kapiller bir jelden gegilerek otomatik olarak
okunmasi esasina dayanir. Yontem ii¢ ana basamaktan olusur. Bunlar;

1. PCR
2. CS reaksiyonu
3. Otomatik kapiller jel elektroforezidir.

Bu basamaklarin kolay ve basit bir prosediir icermesi ve bu sayede sagladigi hizh
mutasyon tespiti imkani, yéntemin uygulamadaki en biiyiik avantajidir. Az miktarda
kandan elde edilen (300 pnl-10 ml) DNA ile baslayan prosediiriin tiimii, PCR
amplifikasyonunu (3 giin) ve direkt dizileme yapilmasm igerir. Mutasyon belirlenmesini
takiben tasiyici tespiti ve prenatal tami yapilmasi, sadece mutasyonu tasidifi bilinen

ekzonun amplifikasyonunu ve dizilemesini (1 giin) gerektirir.
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Costa ve ark. (2000) tarafindan kapiller yontem ile DNA dizi analizi, Hemofili B
tagiyict kadmnlarin tamsinda da basariyla uygulanmig, familyal olgulardaki linkage
analizlerinin belirsizlikleri ve sporadik olgulardaki etkisizliinin {stesinden gelinmigtir.
Ayrica, PCR amplifikasyonu sonras1 meydana gelen delesyonlarin kolayca tamimlanmasi
ve floresan igaretleme prosediiriiniin yliksek sensivitesi de, yontemin difer avantajlari
olarak belirtilmigtir (17).

5.1.2. Otomatik Kapiller Jel Elektroforezi Yontemi Dezavantajlan

Otomatik kapiller jel elektroforezi islemi yukarida belirtilen 6nemli avantajlarina
ragmen, yontemin uygulamasindan ya da stratejisinden kaynaklanan belli dezavantajlar1 da

icinde barindirmaktadir. Yapilan ¢alisma sonrasinda gériilen bu dezavantajlar sunlardir;

1. Hizl, giivenilir ve laboratuar iglemleri manual dizilemeye kiyasla g¢ok daha az
zaman harcatan kapiller yontem, tiim bunlara ragmen optimizasyon sirasinda

hassas bir prosediir icermesinden dolay problemler yagatabilmektedir.

2. Otomatik kapiller yontem, bilgisayar eslifinde 6zel bir program (sofiware)
yardimiyla yapilmakta olup uygulayicilarin gerek molekiiler genetik laboratuar
manipiilasyonlarina gerekse bilgisayar ve program kullaniminda tecriibeli

olmalarina gereksinim duymaktadr.

3. Yontemin, faktor VIII geni gibi daha bilylk gen yapilarmda denenmesi
durumunda, harcanan laboratuar zamammnin artmasindan dolay: etkinliginin
azalacag1 kaginlmaz bir gergektir. Bu gibi durumlarda kapiller yontem, SSCP
gibi mutasyon tarama analizleriyle desteklenerek, ortak bir strateji izlenmesini

gerektirmektedir.

Ulkemizde sayisiun yaklasik 1000 dolaylarinda oldugu tahmin edilen hemofili B
hastalarinda, faktor IX geninin molekiiler analizlerinin detayl: bir sekilde yapilabilmesi ve
mutasyon dagihmmin eksiksiz olarak belirlenebilmesi, Tirk toplumundaki mutasyon
profilinin tam olarak ¢ikartilmasi agisindan bilyiik $nem tagimaktadir.
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5.2. Hemofili B Hastalarinda Tanimlanmis Mutasyonlarm Degerlendirilmesi

Hemofili B hastalifina neden olan faktdr IX geni mutasyonlarinin, 13 hemofili B
hastasinda belirlenmesi sonucunda, HB12 protokol numarali hafif hemofili B hastasi
disindaki biitlin olgularda faktor IX geni mutasyonlari tespit edilmis ve meydana
getirdikleri amino asit degisiklikleri bulunmugtur.

Faktor IX geninde hemofili B hastalifina sebep olan mutasyonlarin belirlenmesi,
kesin lokalizasyonlar1 ve identifikasyonlarmin yapilabilmesi, faktér IX protein
fonksiyonlarmnin anlagilmasim kolaylastiracaktr.,

Akraba olan hasta HB4 ve HB7’de pozisyon —124 ile + 282 arasinda, promoter ve
1. ekzonu igeren bir bolgede delesyon tamimlanmugtir. Bulunan delesyonlarin smirlar: tam
olarak bilinmemekle birlikte, bu bolgeye transkripsiyon faktorleri [NFI-L ve
CCAAT/enhancer-baglanma proteinleri (C/EBP)] baglanamayacagindan, faktér IX geni
transkripsiyonunun bozularak, hemofili B fenotipinin olustugu diigiiniilmiistiir. Ayrica HB4
ile HB7’nin akraba olmalari, aym gen bdlgesinde delesyon tagimalar1 agisindan anlamh
bulunmustur.

Hasta HB5’te 7.ekzon bolgesinde bir delesyon tanimlanmustir. Ekzon 7 ve 8, faktor
IX genindeki katalitik alanlar1 birlikte kodlayan gen bélgelerindendir. Dolayisiyla ekzon
7’de olusan delesyonun faktdr IX protein yapisinda degisiklikler meydana getirip hemofili
B hastah@ma sebep oldugu diistiniilmektedir. Faktdr IX genindeki biiyilkk delesyonlarin
hemofili B’ye neden olduklari, Ludwing ve ark. (1989) tarafindan da bildirilmis olup
HB4, HB7 ve HBS’ e ait degerlendirmemizi destekler niteliktedir. Bu aragtirmacilar, faktor
IX mutasyonlarimin %6’smm delesyonlardan olugtugunu ve biiyiik delesyonlarin tam ve
parsiyel gen delesyonlarindan meydana geldigini belirtmektedir (49).

Hasta HB8’de 8. ekzonun 31118’inci pozisyonunda C>T transizyonu, hasta

HB11’de 8. ekzonun 31119’uncu pozisyonunda G>A transizyonu, hasta HB3’te ise 6.
ekzonun 20551. pozisyonunda C>T transizyonu tespit edilmistir. Bu degisimlerin C ve G
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niikleotidlerinde olmasmin yaninda CpG adaciklarinda meydana gelmesi, Poon ve ark.
(1993)’nin  faktor IX genindeki mutasyonlarn %36’smin CpG dintikleotidlerindeki
mutasyonlar oldugunu bildirmesiyle iligkilendirilmistir. Ayrica aym aragtirmacilar, faktor
IX geni CpG adaciklarm hot spot alanlar olarak gostermis olup, bu bolgelerde
transizyonlarin 24 Kkat, transversiyonlarin da 8 kat yliksek oranda goziktiijiint ifade
etmislerdir. Bu konuda Bottema ve ark. (1991) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise erkek
gonadlarinda CpG transizyon ve transversiyonlarinin fazla olmasi metillenmis sitozinlerin
instabilitesine baglanmustir. Tartary ve ark (1993) tarafindan yapilan baska bir
caligmada, CpG diniikleotidlerindeki transizyonlarin 5-metil sitozinin spontan
deaminasyonu sebebiyle timine doniigmiis oldugu, bdylece deaminasyonun yerine bagh
olarak, CpG diniikleotidinin ya TpG yada CpA diniikleotidine doniistiigti bildirilmigtir.
HBS, HB3 ve HBI1l hastalarmda buldufumuz mutasyonlarm CpG adaciklarindaki
lokalizasyonlar1 ve sirasiyla C>T, C>T, G>A transizyonlariyla agir hemofili B fenotipine
neden olmalari, diger aragtirmacilarin bulgulariyla da kiyaslanarak anlamli bulunmustur.

Hasta HB2’de 8. ekzon bdlgesinin 30842’nci pozisyonunda G insersiyonu
bulunmustur. Bu insersiyon sonucunda Thr 241 rezidiisii Asp’a donlismiis ve kodon
cergevelerinin kaymasiyla(frameshift) tiim amino asit zincirini degistirdigi goriilmiigtiir.
Chen ve ark. (1988)’larina gére faktor IX geninde insersiyonlar sebebiyle olan defektlerin
¢ok nadir olmakla birlikte, kaynagi tam olarak bilinmeyen bir materyalin eklenmesi
sebebiyle olabilecegi soylenmistir. Bu tespit hemofili B veri tabaniyla da uyumlu olup,
HB2 hastasinda saptanan 30842 G insersiyonunun taranmasi sonucunda bulunan defektin
nadir goziiken bir mutasyon tiirii oldugu anlagilmis ve hemofili B hastahZina neden olan
bu pozisyondaki ilk tanimlanms insersiyon oldugu goriilmiistiir.

HB10 hastasnda yapilan molekiiler analiz sonucunda bulunan 30133 T>C
transizyonu yine hemofili B veri tabaninda taranmig olup bu pozisyonda ilk kez tespit
edilen bir missens mutasyonu oldugu ortaya kommustur. Meydana gelen degisim

sonucunda Val 227 rezidiisli Ala’ya doniismiistiir.

Cahsmamizda, HB12 hastasinda herhangi bir molekiiler defekt tammlanamamagtir.
Costa ve ark. (2000)’1na gére kapiller DNA dizi analizi yontemi gilivenirligi %100’e yakin
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bulunmakla birlikte HB12 hastasinin hafif hemofili B fenotipine sahip olmas: ve faktor IX
koagiilan aktivitesinin ( FIX:C) %50°den yiiksek bulunmas: ilgi ¢ekici olup yanlig klinik
tam olasilif1 gézden kagiriimamalidir. Tiim bunlarin yaninda Yoshitake ve ark. (1985) ile
Anson ve ark. (1992), faktor IX geninde —800 ve —750 pozisyonlar: arasinda muhtemel
promoter benzeri bdlgeler tammlamislardir. Aragtirmacilarin faktér IX geni regiilasyon
mekanizmasimi heniiz tartigilr bulmalari, HB12 hastasinda bu muhtemel promoter
bblgelerinin dizilenmemesinden dolay1, dikkat edilmesi gereken bir noktadur.

Yapilan ¢aligmada, faktor IX geninde missens mutasyonu en ¢ok gériilen molekiiler
defekt olup %46 ( 13 hastamin 5’inde ) sikhkla goriilmektedir. Bu durum, Ketterling ve
ark. (1993) ile Sommer ve ark. (1992)’'nin hemofili B hastaliginda orta ve siddetli
formlarmn %59’unu, hafif formlarin ise %97’sini missens mutasyonlarmn olugturdugunu
bildiren ¢aligmasiyla uyumlu bulunmugtur. Ketterling ve ark. (1993), missens
mutasyonlarin evrimsel olarak korunmus amino asitlerde olustugunu belirtmis, faktor IX’a
spesifik amino asitlere nazaran, kalitsal olarak korunan amino asit rezidiilerinin, missens

mutasyonlara 6 kat daha yatkin oldugunu bildirmistir.

13 hemofili B hastasinda, faktor IX geni mutasyonlarinin DNA dizi analizi ile
belirlenmesi sonucunda HB1, HB2, HB8 ve HB11 hastalarinda 8. ekzon bolgesinde dort
farkli mutasyon tanimlanmigtir. Caligmada, en sik (%33) molekiiler defektin géziktiigii
bolge olan faktor IX geninin 8. ckzonu ile ilgili bu durumun, Tiirkiye’de hemofili B
hastalarindaki olas1 hot-spot alanlarin kesin bir bigimde belirlenebilmesi i¢in ¢aligilan olgu
sayisinn arttirilma gerekliliginin olmasina ragmen, ilgi gekici oldugu diistintilmiigtiir.
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6. SONUC

Pihtilagma mekanizmas1 ile ilgili hastaliklardan biri olan Hemofili B, X
kromozomal resesif gegis gosteren kalitsal bir hastalik olup, insan koagiilasyon
faktorlerinden biri olan, 8 ekzon ve 7 introndan olusan faktér IX genindeki delesyon,

insersiyon, missens ve nonsens nokta mutasyonlarmdan kaynaklanur.

Yapilan bu ¢ahgma, Hemofili B hastaligmm {ilkemize 6zgli mutasyon profilinin
ortaya konulmasi ve hastalifin prenatal ve postnatal tanilarinda referans merkez olarak
hizmet sunulmasi amaciyla baslatilmis uzun soluklu bir ¢ahsmadir. Bu g¢aligmann ilk
boliimiinde hemofili B tamsi almig 13 hasta 6rneginde, faktor IX geninin promoter bdlgesi,
poly A ucu ve 8 ekzonunun DNA baz dizi analizi ger¢eklestirilmis, kullanilan ydntemin
Hemofili B tanisindaki giivenilirli3i ve duyarlilig: ile olgularda saptanan faktor IX geni
mutasyonlari literatiir verileri ile karsilagtirilmustir. Caligma sonucunda ulasilan bulgular ve
yorumlari asagida maddeler halinde ifade edilmistir;

1. Caligmamizda kullamlan otomatik kapiller jel elektroforezi ile DNA baz dizi
analizi yontemi, faktér IX geninin analizinde gilivenilirlifi ve duyarhilig:
literatiir ile de desteklenmis bir tekniktir. Yontemin manual dizilemeye goére
kolay ve basit bir prosediir icermesi ve bu sayede sagladifi hmzh mutasyon
tespiti imkam, DNA baz dizilenmesinin faktér IX gibi yliksek degerde
polimorfik gen yapilarinda mutasyon tarama amag¢h kullammim miimkiin
kilmis olup mutasyonun belirlenmesini takiben tagtyici tespiti ve prenatal tam
yapilma siirelerini kisaltacafi (4 giin) gOriilmiigtiir. Ayrica tiim tarama
yontemlerinin son noktasi olan bu yontemde, dizilenecek gen bélgesinin PCR
ile amplifikasyonu sonrasinda, varolan delesyonun saptanma kolaylifi bu

¢alismada da ortaya konmustur.

2. Toplam 12 olguda faktér IX geni mutasyonu saptanmugtir. Mutasyon
saptanmayan HB12 protokol numarali hafif hemofili hastasinda (Faktor IX
koagiilasyon aktivitesi > % 50) yanlis klinik tam olasilifh ile birlikte Fakt6r IX
geni —800 ve -750 pozisyonlar1 arasinda tammlanan ve bu c¢alhigmada
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dizilemesi yapilmayan olasi promoter bélgelerine spesifik bir mutasyon
ihtimali de diisliniilmesi gereken bir nokta olarak degerlendirilmistir.

Cabgmamizda faktér IX geni missens mutasyon sikligi %46 olup en ¢ok
g6riilen mutasyon tipidir.

Calismamizda mutasyonlarin en ¢ok lokalize (%33) oldugu bolge ekzon 8
olarak belirlenmisgtir.

Iki olguda (HB4 ve HB7) —124 ile +282’nci pozisyonlar arasinda, promoter ve
1. ekzonu iceren delesyon saptanmustir. Normal kosullarda bu bolgeye
baglanmasi gereken transkripsiyon faktorlerinin ( NF1-L ve CCAAT/enhancer
baglanma proteinleri) baglanamamasma bagh olarak faktér IX geni
transkripsiyonunun bozulabilecegi ve hemofili B fenotipine neden olabilecegi
diistiniilmiigtiir.

Bir olguda (HB5) 7. ekzonda delesyon saptanmustir. Ekzon 7, faktor IX geni
katalitik alanlari kodlayan gen bolgelerindendir. Bu olguda saptanan ekzon 7
mutasyonunun, faktér IX protein yapisinda degisime yol acabilecegi
diigtintilmistiir.

HBS8 ve HB11 olgularinda, ekzon 8’de transizyon tipi mutasyonlar saptanmis
olup bunlar sirasiyla 31118. pozisyonda C>T, 31119. pozisyonda G>A dur.
CpG diniikleotid mutasyonlari, faktér IX geni mutasyonlarmin %36’sin1
olugturmaktadir ve CpG’den zengin b(’ilgelerdeki mutasyonlarin yogunlagmasi,
bu bélgelerin hot-spot alanlar olarak degerlendirilebilecegini diiglindlirmiistiir.

Ekzon 6’min 20551. pozisyonunda gerceklesen C>T transizyonu, bir olguda

(HB3) gozlenmis olup CpG diniikleotid mutasyonu olarak Onemi
degerlendirilmistir.
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9. Faktor IX geni CpG diniikleotid bdlgelerinde transizyon tipi mutasyonlar:
saptanan ii¢ olgunun agir hemofili B hastas1 olmasi dikkat ¢ekicidir.

10. HB2’de 8. ekzonun 30842. pozisyonunda insersiyon tipi mutasyon
saptanmigtir, Thr 241 rezidiisi G bazi insersiyonu ile Asp amino asitine
déniismiis, ¢ergeve kaymasi mutasyonu nedeniyle amino asit dizi degisikligi
meydana gelmigtir. Insersiyon tipi bozukluklar, faktér IX geninde nadir olarak
ortaya ¢ikan mutasyon tipidir. Olgumuzda bu pozisyonda saptanan mutasyon,

hemofili B veri tabanina gére tamimlanmg ilk mutasyondur.

11. HB10 hastasinda 30133. pozisyonda tespit edilen T>C transizyonu, yapilan
internet taramalar1 ve hemofili B veri tabanina gére bu pozisyonda ortaya
konan ilk mutasyondur. Val 227 rezidiisii meydana gelen degisim sonucunda
Ala’ya doniigmiigtiir.

Otomatik kapiller jel elektroforezi sistemi araciligiyla belirlenen g¢aligma
bulgularinin, hastaliin kesin molekiiler tamisinda literatiir verileri ile birlikte
degerlendirilmesi sonucu, heterojenite gsteren hemofili B hastahinda yapilan DNA baz
dizi analizinin, faktor IX geni mutasyonlarmnin kesin ve dogru bir gekilde tamimlanarak
hasta bireylerin belirlenmesinde biiyiik avantajlar sagladig: saptanmustir.

Yapilan bu c¢alisma ile elde edilen veriler sonucunda, {ilkemizdeki hemofili B
mutasyon profilinin tam olarak ¢ikartilmasinin, hasta bireylerin, akrabalarinin ve riskli
gebeliklerin molekiiler analizlerinin yapilmasiyla, aile ve iilke ekonomisine biiylik yarar
saglanacag diislincesindeyiz.
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