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HEMOFILI A

F VIII eksikligi ile karakterize,
X'e bagl kalitim
~5000-10.000:1 erkekte

Kas zedelenmesi, yaralarda uzun kanamalar ile
karakterize edilir.



Hemofilinin Tarihi

Ilk kez M.S. II. yy da Rabbi Simon de Gamaliol
tarafindan stinnette 3 erkek kardesin dlmesiyle
tanimlanmistir.

Medikal literatlirde ilk spesifik kanama bozuklugu 8. yy
da cerrah Khalif ibn Abbasi,

Hemofili terimi ilk Hopff tarafindan 1828 de kullanildi.

1979'da F VIII immunoaffinite purifikasyonu ile vWF'den
ayrildi.



Hemofilinin Tarihi

e 1982 yilinda Fass ve ark. monoklonal antikorlari
kullanarak F VIII'l izole ettiler.

e 1984 yilinda aminoasit dizilimi cikarildi.



HEMOFILI A

e F VIII, F X'nun aktivasyonunda bir kofaktor olarak islev
gorur. Reaksiyon fosfolipid ve F IXa tarafindan
katalizlenmektedir.

e F VIII aktivitesi;
— % 1< ise agir hemofili
— % 1-10 ise orta hemofili
— % 10-30 ise hafif hemofili



KLINIK OZELLIKLERI-1

e F VIII eksikliginde kanama sikligi ve siddeti F VIII
diizeyine baglidir.

e Eklem, topuk, diz, kalca ve dirsekler kanama bdlgeleridir
ve herhangi bir yaralanma kanamaya neden olur.



KLINIK OZELLIKLERI-2

e Tedavi edilmezse,;
— Intrakapsiler kanama siddetli agriya,
— Eklem yerlerinde sertlige,
— Inflamasyona neden olur.

e Kondrositlerde demirin birikimi sonucunda,;
— Dejeneratif artrit,
— Artikular seklin bozukluguna,
— Kemik ve kikirdak gelisimi zayiflamasina,
— Sonugcta ankiloz olur.
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e Her iki diz ve ellerde

fleksiyon deformitesi




KLINIK OZELLIKLERI-3

Uylukta, posterior abdominal duvarda ve baldirda
kanamalar,

Kas kanamalari,
Nadiren hematurl,

Nadiren MSS kanamalari,
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F VIII GENI

e XQ28
e 186 kb (X kr. —~ % 0.1)

e Normal F VIIT mRNA’sI ~ 9 kb



F VIII A GENI

8 kb

Hicrelerin cogunda transkripte edilir,

Hic ara dizilim icermemektedir,

F VIII genine zit yonde transkripte edilmekte,

% 99.5'i tekrar eden dizilerden olusmustur.



F VIII B GENI

2.5 kb,

F VIII genin 23 ila 26. eksonu kullanan 8 amino asit
kodlamakta,

F VIII geniyle ayni yonde transkripte olmakta,

Bu iki transkriptin islevi ve proteinlerin fonksiyonu tam
olarak bilinmemektedir
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F VIII PROTEININ

« SENTEZLENDIGI « SENTEZLENMEDIGI
YERLER; YERLER;
— Haplositler, — KI,
— dalak, — periferal,
— lenf nodlari — kan lenfositleri
— diger dokularin — endotelyal hiicreleri.

cogunda,



FVIII PROTEINI

F VIII geninin prekorstr proteini 2351 amino asit
rezidlsunden,

Ilk 19 amino asit sinyal peptidi,

Aktif bir protein sinyal peptidin yarilmasiyla olusur. Bu da
2332 amino asit icermektedir.

264.763 MA ya sahiptir.



F VIII PROTEINI

e Proteolizlere oldukca hassastir.
e F VIII'in yarilanma omru 12 saattir.

e Plazmada 100-200 ng/ml kadar bulunur.



A DOMAINLERI

« Ilk Gici Al (aminoasit rezidileri 1-329), A2 (380-711) ve
A3 (rezidileri 1649-2019) domainleridir.

e Bu domainlerin aminoasit dizilimleri % 30 oraninda
aynidir.

e Al domaini ekson 1-8'de kodlanmakta

— C310’da bir Cu baglamaktadir.



A DOMAINLERI

e A2 domaini ekson 9-13 ve 14. eksonun bir kisminda
kodlanmakta,

— Fonksiyonu hala bilinmemektedir.

— A2 subunitenin delesyonu aktivitenin kaybolmasina
neden olmaktadir.

e A3 domaini 14. eksonun bir kismi ile ekson 15-18'de
kodlanmaktadir.



B DOMAINI

e B domainin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir.

e Ekson 14'Un buyuk bir kisminda kodlanmaktadir.



C DOMAINI

e C1 domaini, 20-23. eksonlarda kodlanmakta ve 2020-
2172 amino asit rezidusu icermektedir.

e C2 domain, ekson 24-26'da kodlanmakta, 2173-2332
a.asit rezidusu icermektedir.
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F VIII

e Intrinsik yolda kritik bir 6neme sahiptir.
e F IXa tarafindan F X'nun aktivasyonu icin gereklidir.

e F IXa, F Vllla, fosfolipid ve Ca2* iyonlari varliginda F Xa
olusturmak icin F X'nun N" ucundan ~11 kDa kadar
yarmaktadir.



F VIII'IN PROTEOLITIK
AKTIVASYONU

» F VIII fosfolipid ylizey varliginda F Xa veya trombin (F IIa)
gidbli' proteazlar tarafindan proteolitik yariima ile aktive
edilir.






e F VIII'in prokoagulant aktiviteleri icin R372 veya R1689
bolunmesi dnemilidir.

e R1689 bolinmesinde F VIII, vVWF'den serbest
kalmaktadir ve F VIII plateletler ile fosfolipidlerin
etkilesimine izin vermektedir.



e Hemofili A hastalarinda R372 ve R1689 da missense
mutasyonlari tanimlanmistir.

— R372Cve R372H mutasyonlari birinci yarilma
bolgesinde,

— R1689C ve R1689H ikinci yarilma bolgesindeki
mutasyonlarda sirktlasyondaki F VIII protein duzeyi
normal ama aktivitesi dusuk (%1-7) bulunmustur.



B DOMAININ SIRRI

» Proteolitik aktivasyon esnasinda B domaini 740. ve 1648.
aminoasit rezidulerinden yarilmaktadir.

e Bir deneyde B domainin 797-1652 aminoasit rezuduleri
ve 759-1639 rezudulerinin delesyonu sonucunda normal
kofaktor aktivite gozlenmistir.



B DOMAININ SIRRI

e Ek olarak F VIII'de B domainsizlik trombin ile normal
aktivite olmaktadir ve vVWF ile normal etkilesmektedir.

e Yarilanma omru 13 saattir ki bu normal uzunluktaki
cDNA tarafindan kodlanan F VIII ile aynidir.

e Muhtemelen F VIII'in sekresyonu ve/veya intrasellller
prosesleri diizenledigi distunulmektedir.



FVIIT'IN INAKTIVASYONU-1

e F VIIIa'nin aktivitesi icin 50 kDa A1, 43 kDa A2 ve 73
kDa A3 subunitelerinin heterotrimer polipeptitleri
gerekmektedir.

e A1l subiinitesi Cu iyonuna bagl A3 subliinitesi ile veya
hafif zincirle birlesmistir.

A2 subinitesi, Al sublnitesine elektroforetik etkilesim ile
baglanmistir.



F VIII'IN INAKTIVASYONU-2

Trombin ile aktive olduktan F VIII'in heterodimer yapisi
F X ve fosfolipid tarafindan stabile edilir.

A2 sublnitesinin A3 hafif zincirine bag olusturur.

A2 subdinitesinin bu baglarinin kopmasiyla F VIII
inaktive olmaktadir.

Fizyololjik olarak F VIII'in inaktivasyonu her zaman
proteolitik olay gerektirmemesine ragmen, inaktivasyona
proteolitik yarilma arabulucu olabilir.



F VIII'IN INAKTIVASYONU-3

e Ayrica aktif protein C de F VIII'i yarmakta ve inaktive
etmektedir.

e FVIII de iki APC yarilma alani (R336/M337 ve
R562/G563) tanimlanmustir.



F VIII'IN vVWF MOLEKULLU ILE
ETKILESIMI

« VWF, plazmada F VIII'in normal stabilitesi icin gereklidir.
e Ektraselliler sivida F VIII'e baglanmaktadir.

» VWF eksikligi olan hastalarda vVWF'nin inflizyonu F VIII
dizeyini yukseltmektedir.



VW

e F VIII aktivitesinin regulasyonunda

— F VIIT'in hafif ve agir zincirlerinin birlesmesine 6n
ayak olmaktadir,

— APC tarafindan F VIII'in inaktivasyonundan korumak,

— Trombin ile F VIIT'in hafif zincirinin (A3 Domain)
yariimasini kolaylastirma ve diger trombin
yariimalarini engellemek,

— Aktive olmus plateletlere ve fosfolipidlere F VIII'in
baglanmasini engellemek



e F VIIT'in hafif zincirinin N" ucunuN VWF ile etkilestigi
gosterilmistir. Bu da 15 aspartik asit ve glutamik asit
iIceren ikinci asidik bolgedir.

e F VIII'in aktivasyonu esnasinda hafif zincir R1689
rezidisunden trombin ile yarilir ve vWF F VIII'den ayrilir.

e F VIII'deki hafif zincirin asidik bdlgesinin delesyonu
normal F VIII ile kiyaslandiginda normal spesifik
aktivitenin oldugu ama vVWF baglanamadigi tespit
edilmistir.



e Ek olarak ikinci asidik bdlgede Y1664 ve Y1680
sulfatlanmaktadir. Y1680F mutasyonu Y1680'nin
sulfatlanmamasina ve vWF, F VIII'e yuksek affinitede
baglanmadigi tespit edilmistir.

e Y1680'nin sulfatasyonu, F VIII'in vWF'e dogru
baglanmasi icin gereken posttranslasyonal modifikasyon
iIcin 6nemlidir.



F VIII GEN INVERSIYONU

Agir hemofili hastalarin % 40inin transriptleri ekson 22-
23 arasinda kesintiye ugradigi tespit edilmistir.

Duplikasyona ugramis gen A’'dan biri intron 22'ye
digerleri de ayni kromozonun 5’ ucuna lokalize olmustur.

Intron 22'deki gen A ile X kromozonun 5’ ucundaki bir
gen A arasinda inversiyon olusmakta,

Bu inversiyon ekson 1-22'yi ekson 23-26’dan 400 kb
uzagina ve ters yonde yerlestirmektedir.
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F VIII GEN INVERSIYONU

e Bu mutasyonlar X kromozomuna 6zgudur ve “flip tip”
mutasyonu olarak adlandirilmistir.

» Ekstragenik gen A kopyasina bagl olarak,
— Tip 1 distal gen A,
— Tip 2 proksimal gen A,

— Tip 3 ise nadiren 3 ekstragenik gen A kopyasina sahip
bireylerdeki inversiyonlar.



F VIII GEN DELESYONLARI

e Hastalarin ~ % 5'i buyuk delesyon tasimaktadir.

» Delesyonlar, genellikle hi¢c F VIII aktivitesi olmayan agir
hemifili A'ya neden olmaktadir.

— 156 b¢ (ekson 22)

— 294 b (ekson 23-24) delesyonlar hafif tip hemofili
A'ya neden olmaktadir.

e Ayrica buyuk delesyonlar inhibitor olusumuna neden
olmaktadir.



 CERCEVE KAYMASI MUTASYONLARI;

— BUtlin cerceve kaymasi mutasyonlari agir hemofili
A'ya neden oldugu kabul edilmesine ragmen, ekson
14'te 1 nt delesyonu orta siddetli hemofili A'ya (F VIII
aktivitesi % 2) neden olmaktadir.

 NONSENSE MUTASYONLARI;

— Hastalikta bilinen nokta mutasyonlarinin ~ % 20'sini
olusturmaktadir.

— Agir hemofili A hastalarin % 14'UnU olusturmaktadir



Factor VIll gene defects
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F VIII GENINDEKI NOKTA MUTASYONLARI

e Missense mutasyonlari;

— Cogu plazmada disik F VIII dizeyi Uretilimesine
neden olmakla birlikte bunlarin mekanizmasi tam

olarak bilinmemekte ve incelenmesi de ¢cok guctur.

— Ornegin Trombinin yarma alanindaki (R372 ve R
1689) mutasyon  trombin  tarafindan  FVIII
aktivasyonunun bloke oldugu bilinmektedir.



Missense Mutations in Factor Vil
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F VIII INHIBITORLERI-1

e Fenomen yabanci proteinlere tipik immun yanittir (Or,
1gG subinit 4).

e F VIII'e inhibitor gelisimi yaygin olarak meydana
gelmektedir. Bu sadece agir hemofili A hastalarin F VIII
ile tedavilerinden sonra olmamaktadir.



FVIII INHIBITORLERI-2

e F VIII inversiyonlarinin ~ % 20’si inhibitor
gelistirmektedir.

e Delesyonlar veya nonsense mutasyonu olan bireylerde
inhibitor gelisimi de gortulmustar.

» Ayrica hafif hemofili A hastalarinda missense
mutasyonlari sonucunda da inhibitor gelismesi
gorulmekle birlikte inhibitorlerin insidansi cok dusuktur.




TURKIYE'DEKI CALISMLAR

e Turkiye'nin cesitli polikliniklerinden toplanmis 141
hemofili A hastada;

— 41 hastada inversiyon saptanmis,
e 32’si distal inversiyon
e 9’u proksimal inversiyon

— Tum hastalarin % 29°u inversiyon mutasyonunu
tasidigi tespit edilmistir.



TURKIYE'DEKI CALISMALAR

Hemofili Tipi Hasta Sayisi
Agir 24
Orta 15
Hafif 16
Toplam 55




TURKIYE'DEKI CALISMALAR

e 20 nokta mutasyonu*
— 3 nonsense,
— 15 missense
— Bir yapisma yapisma bozuklugu,
— Bir T delesyonu (stop kodonu olusturmakta).

* Bir 8 bg insersiyon (ekson 4)*

e Bir buyuk delesyon (2.8 kb <, ekson 14)*
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HEMOFILI B

e F IX eksikligi (hemofili B veya Christmas hastalig)
fenotip olarak F VIII eksikligiyle bircok ortak 6zelligi

vardir.

e Kilinik olarak;
— Agir hemofili B (F IX dizeyi % 1 <)
— Orta hemofili B (F IX duzeyi % 1-5)
— Hafif hemofili B (F IX dizeyi % 6-30)

e Hastaligin major semptomlari eklemlerde ve yumusak
dokularda spontan kanamalardir. Diger bolgelerde

kanamalar daha azdrr.



KLINIK BULGULARI

Hemofili B'nin frekansi ~30.000:1dir.
Klinik olarak hemofili A‘'dan ayrilmaktadir.

Hematom

Hemartroz

Periferik sinir kanamalari

MSS ve intraspinal kanamalar
Hematdri



F IX GENI

X(26.3-g27.1
F IX geni 34 kb uzunlugundadir.
F IX geni 25-1935 nt arasinda degisen 8 ekson

Ozellikle protein C, FVII ve FX gibi vit K'ya bagh protein
grubuyla homoloji gostermektedir.



F IX PROTEINI

Intrinsik koaglilasyon faktdridr,
MRNA 3 kb,

F IX’un prekorsortu ~454 amino asit olarak KC de
sentezlenir.

Olgun F IX protein, proteolotik olarak 18 amino asitin
sinyal peptidinden yarilmasiyla olusmaktadir.



FIX'UN YAPISI

Propeptit bolgesi (-39 ie 01 reziduleri)

Gla domain (1-40 reziduleri)

Kisa aromatik bolge (41-46 rezidller)

2 EGF bolgesi (EGF1 47-84, EGF2 85-127 reziduleri)
Aktif peptid bodlgesi (146-180 reziduler)

Katalitik bolge (181-415 reziduleri)



FIXUN POSTTRANSLASYONAL
MODIFIKASYONLARI

Tirozin sulfasyonu (Try 155)
Serin fosforilasyonu (Ser 158)
O-glikolizasyonu (Thr 159, Thr 169, Thr 172)

N-glikolizasyon (Asn 157,Asn 167)



I II III I b . 4 vii VIII

E SIGNAL PEPTIDE III]PROPEPTIDE E GLA REGION I AROMATIC AMINO ACID STACK

E EGF DOMAINS E ACTIVATION PEPTIDE REGION [I CATALYTIC REGION
XIa
v?fm
1 132 145 146
Cys Arg-Ala

EGF-2 /

/ 269 221
289 181 180
Cys val—Ai

CATALYTIC Vila/TF
365 XIia

grll:lsr




F IX'UN YAPISI

e Bu iki bagin yarilmasiyla 35 amino asitten ibaret
aktif peptid,

—Cys 132 ve Cys 289 arasinda distlfit bagi
tasiyan hafif zincir (1-145 a.asit),

— AQIr zincir (181-415 a.asit).

e 380 a.asit tasiyan aktif F IX (F I1Xa) 45 kDa'drr.
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GLA DOMAINI

Oldukca negatif yukluddar,
Ca*2 baglamaktadir,

F IXa tarafindan F VIIIa'nin baglanmasi acisindan
onemlidir.

Gla domainin de olusacak mutasyonlar;
— 6-9. rezidller posfolipidlerle etkilesimi
— 9-13 reziduleri y karboksilasyonu,

— 11 ve 12. reziduler FVIla-TF komplexinin aktivasyonu
etkileyecektir.



AKTIF PEPTID

e Ca*?iyonlari varliginda F Xia ile veya F VIIIa-TF-Ca2*
varliginda bu doman yariimaktadir.

e Propeptid bolgsinde olusan mutasyonlar Ca iceren
konformasyonun destabilizasyonu sonucunda FIX
aktivitesinin digsmesine ———~ adir hemofili.



EGF DOMAINLERI

» Gla ve katalitik domainleri arasindaki EGF, Ca2* baglayici
modultu olarak islev gordir,

e 47-84 rezidlleri (EGF1) ve 85-127 rezidulerinden (EGF2)
olusmustur.

e EGF2 de mutasyon saptanmis ama EGF2'nin roll tam
olarak bilinmemektedir. F VIIIa ve F X varliginda
plateletlere yiiksek affinitede 6nemli oldugu
dusunulmektedir.



KATALITIK BOLGE

Enzimatik serin proteaz etkisi vardir.

Fosfolipid, F VIlla ve Ca*2 varliginda F X'nun aktivasyonu
Icin gereklidir.

Gerekli konformasyonel elementleri ya da iyonik yukleri
degistirerek islevsel FIX proteini degismektedir.



Delesyonlar Blyiik delesyonlar

% 1 % 5

Kucuk insersiyonlar

Kucuk delesyonlar

Nucleotide
subs titutionlari
(regulatory)
% 2

Nucleotid
substitutionlar

Biyuk insersyonlar
& duplikasyonlar

Compleks
rearrangements

Nikleotid
substitutionlar:
(missense / nonsense




TURKIYE'DE YAPILAN CALISMALAR

e 41 yeni nokta mutasyonu
e 2 bc insersiyon
e Bir buyuk delesyon tespit edilmistir.



Tesekkdrler...
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