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TIP 2 VON WILLEBRAND HASTALARINDA VON WILLEBRAND FAKTOR
GENININ ANALIZI

OZET

Hemostaz, normal sartlar altinda damar i¢inde kanin pihtisiz bir sekilde siv1 olarak
akigint saglarken, vaskiiler bir hasar oldugunda ise ¢ok hizli bir sekilde travma yerinde
hemostatik bir tika¢ olusturabilen mekanizmadir. Bu iyi kurgulanmig hemostaz siirecinin
uygun bir sekilde fonksiyon gostermesi yasamsal Onem tasir. Trombositlerin kolajene
baglanmasinda kofaktdr gorevi goren koagulasyon kaskadinda onemli bir protein olan Von
Willebrand Faktoriin (VWF) eksikligi diinyada en sik goriilen kalitsal kanamali hastaliktir.
Von Willebrand hastaligt (VWH) klinik olarak trombosit sayist normalken, kanama
zamaninda uzama, menoraji ve spontan mukozal kanamalar ile karakterizedir. VWH nin
klinik 6zelliklerine, genetik gecisine ve VWF’iin kalitatif ve kantitatif degisikligine gore iic
farkl1 alt tipi bulunmaktadir. VWF molekiiliinde kantitatif degisim gozlemlendiginde Tip 1 ve
Tip 3 olarak smiflandirilirken, digerlerinden farkli olarak miktar degil fonksiyon bozuklugu
saptandiginda ise Tip 2 VWH olarak tanimlanir.

Bu calismanin amaci Tip 2 Von Willebrand hastalarinda VWF geninin fonksiyonel
bolgesiolan ekzon 28 i¢in molekiiler analiz sistemini olusturmak ve Tirk Tip 2 Von
Willebrand hastalarinda genetik taninin yapilabilmesidir. Bu amagla 20 Tip 2 Von Willebrand
hastasindan alinan Orneklerle yapilan dizi analizi sonucunda c.4453G/C, c¢.4500G/A,
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€.4503C/T, ¢.4508T/C, c.4517C/T olmak iizere bes adet polimorfizm ve daha 6nceden Tip 2B
mutasyonu olarak tanimlanmis ¢.3922C>T mutasyonu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: VWF, VWH, Hemostaz, VWF geni, kanama, polimorfizm
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SUMMARY

Hemostasis is the mechanism which ensures clot-free flow of blood through veins
under normal conditions, while rapidly inducing a homeostatic plug at the site of vascular
damage. Propitious modulation of this well regulated process is vital. Von Willebrand Factor
(VWEF), a cofactor for binding of platelets to collagen, has a very important role in
coagulation cascade and VWEF deficiency or dysfunction is the most common hereditery
hemorrhagic disease in the world. Von Willebrand disease (VWD) is characterized clinically
by spontaneous bleeding from mucous membranes, menorrhagia, and a prolonged bleeding
time in the presence of a normal platelet count. VWD is categorised in three subtypes based
on clinical features, quantitative and qualitative changes on VWF and hereditery
transmission. Quantitative changes in VWF protein are categorised as Type | or Type Il
VWD, whereas dysfunction of VW protein unlike other types is categorised as Type II.

The aim of this study is to establish a system for molecular analysis of exon 28, the
exon coding for the functional domain of VW protein, in order to diagnose Type Il VWD
patients in Turkish population. To achieve this, 28. exon of VW gene has been amplified
and sequenced from DNA samples of twenty Type Il VWD patients which resulted in
detection of five polymorphisms (c.4453G/C, ¢.4500G/A, ¢.4503C/T, ¢.4508T/C, ¢.4517C/T)
and a mutation (c.3922C>T) that has been previously defined as Type 2B mutation.

Keywords: VWF, VWD, Hemostasis, VWF gene, bleeding, polymorfizm



1. GIRIS

Kan; damar sistemi iginde dolasan, tasima diizenleme ve savunma gibi Onemli
gorevleri olan, akici plazma ve hiicrelerinden meydana gelen kirmizi hayati bir sividir. Kan
hiicreleri kanin %45°lik bir kisimi1 olusturur. Bunlar; eritrositler, 16kositler ve trombositlerdir.
Eritrositler oksijen tasinmasinda, 16kositler savunmada ve trombositler ise kan pihtilagsmasi ve
kanin durdurulmasinda gorevli hiicre gruplaridir.

Hiicrelerin ve dokularin sagligi, sadece oksijen ulagsmasi ve atiklarin atilmasiyla
iliskili degil, ayn1 zamanda hemostaza da baghdir. Gelismis tlkelerde hastaliklarin ve
oliimlerin en biiyiik sebebi bu normal sivi durumunun bozulmasidir. Hemostaz damar duvar
bakimimin yani sira; damar igi basing ve ozmolarite gibi bazi fizyolojik durumlari kapsar

(Kumar, Cotran ve Robbins, 2003; 84).
1.1. Hemostaz

Damar igindeki herhangi bir hasardan sonra olusan; pihtilasma, kanin damar digina
¢ikmasinin durdurulmasi, hasar géren dokunun tamirati ve Sonrasinda olusan pihtinin
¢oziilmesini kapsayan dongiiye hemostaz ad1 verilir.

Damar i¢indeki hasarin tamirat1 dort ana asamadan olusur.

1. Hasarin oldugu bélgede damar daralmasi

2. Gegici trombosit tikact olugumu

3. Trombosit tikacinin fibrin ag1 ve piht1 olusumuyla giiclenmesi
4

Pihtinin plazminojen tarafindan ¢6ziilmesi (Westrick ve Ginsburg, 2009).

Damar i¢inde hasar sonrasi genel olarak ndrojenik refleks mekanizmasi ve endotelin
gibi vazokonstriktor faktorlerin salgilanmasinin artmasi ile kisa siireli bir damar daralmasi
(vazokonstriksiyon) olusur. Bu daralma gegici bir etki oldugundan, eger koagulasyon sistemi
aktive olmaz ise kanama devam edecektir.

Endotelyel hasari, ayn1 zamanda trombositlerin tutunmasi ve aktive olmasini saglayan

subendotelyel ekstraseliiler matriksin (ECM) ortaya ¢ikmasina saglar. Trombositler VWF
1



yardimiyla ECM’e baglanirlar ve ADP ve tromboksan A2 (TXAZ2) araciliyla aktive olurlar
(Kumar, Cotran ve Robbins, 2003; 84-85). Aktiflesmis trombositlerden iki tip graniil salinir;
a-graniiller ve dense graniiller.

a-graniiller; trombospodin, fibrinojen, VWF, faktér V ve hemostazla ilgili diger
proteinleri igerir. Dense graniiller ise kalsiyum iyonlari ve ADP’den zengindir. Glikoprotein
I1b-IITa kompleksinin bazi plazma proteinleri igin reseptor olarak eksprese olmasi trombosit
tikaci ve fibrin pihtisinin olusmasi i¢in 6nemli olabilir. Aktiflestikten sonra morfolojik ve
biyokimyasal olarak degisime ugramalarinin ardindan trombositler, fibrinojen varliginda
trombosit tikaci olugturmak iizere ¢okelirler (Westrick ve Ginsburg, 2009). Boylece birincil
hemostatik tika¢ olusmus olur.

Bolgesel koagulasyon sisteminin aktive olmasit ile (doku faktoérlerinin ve
trombositlerin aktive olmasi ile) fibrin polimerizasyonu ikincil tikag olusturur.

Doku plazminojen aktivator’iin (T-Pa) ve trombomodiilin’nin serbest kalmasi gibi
kars1 diizenleyici mekanizmalar, yaralanma bolgesinde hemostatik islemi smirlar (Kumar,
Cotran ve Robbins, 2003; 84).

Hemostaz siirecindeki basamaklarda olusan problemler kanama egilimini arttiran

hastalik tablosu olusturur (Westrick ve Ginsburg, 2009).

1.2. VWF’nin Yapis1 ve Islevi

VWF zedelenen damar duvarinda trombositlerin tutunmasina ve ¢okelmesine aracilik
etmek ve FVIII’1 tasiyarak kan pihtilagsma sistemine sokmak gibi iki 6nemli rolii olan biiyiik
bir multimerik proteindir (Ruggeri ve Ware, 1993). VWF, trombosit tikacinin olusumunda
gorev alan en dnemli molekiillerdendir. Trombosit tikacinin olusumu sirasinda trombositler
endotel altinda aciga ¢ikan kolajene VWF aracilii ile tutunurlar. Trombosit tikacinin
olusmasi sirasinda VWF trombosit membranindaki glikoprotein Ib-1x’e ve kolajen matrikse
baglanarak damar hasarinin olustugu bolgede trombosit ¢okelmesini saglar (Westrick ve
Ginsburg, 2009). VWF molekiiliiniin primer yapist kendini birkag kez tekrarlayan A, B, C ve
D bolgelerinden olusur (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. VWF yapisi1 ve baglanma bolgeleri.

(Kaynak:www.practical-haemostasis.com)

Uzerindeki gesitli baglanma bolgeleri ile trombosit ve endotel alt1 doku arasinda koprii
olarak yer alir. Hasarli bolgede bulunan VWF gegen trombositleri Glukoprotein I b (Gplb)
araciligryla endotele baglar ve aktive olan trombositlerin hiicre membranlarinda olusan
Gplib/llla’ya da baglanarak endotel alti doku ile baglanti olusturur (Sekil 1.2). Ayrica
trombosit ¢okelmesini baglatarak hasarli bolgede trombosit tikacinin olugmasini saglar, VWF
FVIII tagiyan bir protein olarak FVIII’in aktivitesini stabilize eder (Westrick ve Ginsburg,
2009) .

VWF molekiiliinlin multimerik yapis1 homostatik fonksiyon i¢in ¢ok Onemlidir.

Molekiil agirligr yiiksek multimerler en etkin olanlardir (Keeney ve Cumming 2001).

Gplb

Trombosit

Gpllb-Illa
Kopleksi

Fibrinojen

Endotelyum

ADP uyarilmasiyla
yapisal degisiklikler

Subendotelyum

Sekil 1.2. VWF’iin hemostazdaki gorevi
(Kaynak:Kumar, Cotran ve Robbins, 2003; 84)



1.3. VWF Geni

VWEF geni 12. Kromozom kisa kolunda bulunup yaklasik 178 kb uzunlugunda ve 52

ekzondan olusan bir gendir (Mancuso ve ark. 1989) (Sekil 1.3). VWEF dizisinin ekzon 23 ve

34’1 arasindaki diziyle %97 homoloji gosteren bir de psddogeni bulunmaktadir. Bu

psddogen 22. kromozomun 22q11-13 bolgesinde yer almaktadir (Ruggeri ve Ware, 1993).

VWF geni

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 kb
I I I I I I I

T T T T l I I

1-3 45 6 7-10 11-16 17-2122-27 28-34 35-40 41-44 45-48 49-52

Sekil 1.3. VWF geni.
(Kaynak:ISTH-SSC VWF Online Database; 2007)

Cok polimorfik olan VWF geninde polimorfik dizilerin 6nemli bir kisminin psédogen
bolgesine denk gelen ekzon 23-34 arasinda oldugu goriilmistiir. Bu durumun sebebinin ise
aradaki rekombinasyondan kaynakli oldugu diisiintilmistiir (Hickson ve dig. 2010).

1.4. VWF’nin Biyosentezi

VWEF diiz bir polipeptid olarak endotel hiicrelerinde ve megakaryositlerde sentezlenir.
Ilk asama mRNA translasyonu ve pre-pro-VWF (2813 a.a.) olusmasidir. Bunun 22 amino

asidi sinyal peptidi, 741 amino asidi propeptid ve 2050 amino asidi ise olgun VWF
monomeridir (Haberichter ve dig. 2005) (Sekil 1.4 ve 1.5).

VWF mRNA

1 23456 789 10-13 1415 16-18 19-2122-24 25

20-31 32 - 35 36 37 38 - 41 42 - 45 46 - 49 S0-852

Ekzon numarasi

Sekil 1.4. VWF mRNAs;.
(Kaynak: ISTH-SSC VWF Online Database; 2007)
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Sekil 1.5. pre-pro-VWF yapisi.
(Kaynak:Haberichter SL, 2009)

Endoplazmik retikulumdaki pro-VWEF, sinyal peptidin Pre-Pro-VWEF’den ayrilmasi ile
translasyon sonrasi modifikasyonlara ugrar. Pro-VWF’nin C terminali sisteince zengindir.
Sinyal peptidinin ayrilmasiyla pro-VWF’nin N-terminali glikolize olurken, C terminali
(C1099) ise bagka bir pro-VWF’nin C-terminalindeki (C1142) sistein rezidiileri arasinda
disiilfid baglariyla birbirlerine baglanarak dimerize olur. Dimerize olmus pro-VWF
molekiilleri golgi cisimciginde disiilfid baglar ile multimerleri olusturur. Bu multimer
olusumu olgun VWF molekiiliniin N terminalindeki disulfid baglari ile gergeklesir
(Haberichter, 2009).

Golgiden disar1 salinim gergeklesmeden 6nce multimerdeki her monomerin pro-vWF
kismi kesilir. Buradan ¢ikan VWF’ler ya diizenli olarak hiicre digina verilir ya da Weibel-
Palade body adi verilen endotelyel hiicresi igerisindeki ©6zel depolama alanlarinda
depolanirlar. Bunun yani sira a-graniillerde de depolanirlar. Epinefrin, trombin, fibrin gibi
endojen maddeler VWF’nin depolardan salgilanmasina ve VWF’nin kan diizeyinin
yiikselmesini saglar (Ginsburg ve Bowie, 1992).

Plazmaya salinan VWF multimerleri ADAMTS13 diye adlandirilan bir metaloproteaz
tarafindan kesilir. ADAMTS13 proteaz1 VWF’nin Tyr842 - Met843°den yani A2 bolgesinden
keserek multimerleri yikar (Sadler, 2008) (Sekil 1.6).



176kDa
140 kDa  Met843 \/
Tvr842

ADAMTS13 metaloproteazin kesim bilgesi

Sekil 1.6. VWF’iin ADAMTS13 ile kesilmesi

1.5. VWF’nin Kandaki Diizeyini Etkileyen Faktorler

VWF’nin kandaki diizeyi genel olarak genetik ve ¢evresel faktorlere bagli olarak
degisir. Kan grubu 0 olan bireylerde, diger kan gruplu bireylere oranla VWF diizeyi %25
daha dusiiktir (Hill ve dig, 1987). Ayrica Ostrojen, progesteron gebelik, glukokortikoid
tedaviler, adrenalin veya adrelin salimini arttiran stres ve agir egzersiz, hipertroidi,
inflamatuar hastaliklar, diabet, karaciger ve bobrek hastaliklart VWF diizeyini arttirir.

Hipotroidi ve valproik asit tedavisi VWF diizeyini azaltir (Mannuci ve dig, 1977).

1.6. Von Willebrand hastahg (VWH)

Von Willebrand hastaligt VWF nin eksikligi veya fonksiyonel bozukluklarina bagl,
otozomal gegisli kalitsal bir kanama hastaligidir. (Ruggeri ve Zimmerman, 1987) . VWH’da
yara yerinde tromboz olusamadigindan, deride ve mukozal yiizeylerde kanamalar olur.

Von Willebarand hastaligi Erik von Willebrand tarafindan 1926°da Finlandiya’daki
Aland Takim Adasi’ndaki bir ailenin gesitli liyelerinde bulunmustur. 7 yasinda bir kizin 11
kardesinin 9’unda Onemli kanama semptomlar1 bulunmus ve kardeslerin 4 tanesi 2-4
yaglarinda hemorajiden Olmiistiir. Bahsedilen kiz ise 13 yasinda 4. menstrual periodda
Olmistiir. Ailedeki ciddi kanamalar olmasi sebebiyle once psodohemofili olarak

adlandirilmigtir. Pseudo denmesinin sebebi ise Hemofili A’da X’e baghh bir kaliim
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oldugundan dolay: hastalarin cinsiyeti erkek olmasina ragmen bu hastaligin goriildiigii aile
incelendiginde kadinda da hastalik goriilmiis olmasidir. Ayrica bu hastaliginin otozomal

gecisli oldugu goézlemlenmistir (Ginsburg ve Bowie 1992).

Tablo 1.1. VWF’iiniin ve VWH nin tanimlanmasindaki agamalar

1920 Minot ve Lee tarafindan tanimlamasi.

1928 4 farkli Amerikan grup tarafindan benzer hastaliklar rapor edilmesi

1953 VWH ile FVIII’in prokoagulan aktivitesinin azaldig: iliskisi tanimlanmasi
1970 FVIII, VWF mutasyonlari

1984 FVIIT’in klonlanmasi

1985 VWEF’iin klonlanmasi

1985 Nokta mutasyonlarin belirlenmesi

VWH, tipik olarak hafif veya orta siddetli deri-mukoza kanamalariyla karakterizedir.
Sik goriilen semptomlar, deride kolay ekimoz olusmasi, burun kanamasi, dis eti kanamasi,
menoraji, post-partum kanamalar, yiizeyel kesilerden sonra uzun siiren kanamalaridir (Sadler
ve dig, 2000).

Kanamalarin siddeti VWF diizeyine yada fonksiyonunun ne kadar degistiine gore
farklilik gosterebilir. Ciddi olgularda kanama erken yaslarda ortaya c¢ikarken hafif seyirli
olgularda kanama ancak tramvatik girisimlerde kendini belli eder. VWH daha ciddi oldugu
durumlarda ise ciddi mukozal kanamalara ek olarak eklem ve kas i¢i kanamalar da olabilir
(Sadler ve dig, 2000). Kadinlara bakildiginda ise en biiyiik sorun asir1 uterus kanamalari ve
asirt menstruel kanamalardir.

VWH, VWF molekiiliindeki bozuklugun tipine gore degisen klinik ve laboratuar
ozelliklerine sahip olan ve genetik gecisi birbirinden farklilik gosteren tipleri vardir. Ug¢ ana
grupta toplanmistir (Sadler ve dig. 2000) (Tablo 1.2).

Von Willebrand Faktor Alt Kurulu VWH’nin siiflandirilmasi i¢in 1994°de Oneride
bulunmustur. Bu smiflandirmanin laboratuvar testleri esas alinip klinik 6zellikleriyle de
iliskilendirilmesiyle daha basit olacagi diisiiniilmiistiir. Smiflandirmanin amact VWH nin
klinik tanisin1 ve tedavisini daha kolaylastirmaktir (Sadler ve dig. 2006).

Bu smiflandirmanin disinda kalan bazi hastaliklarin seyrinde veya oncesinde hi¢ bir
hastalik olmaksizin ortaya ¢ikabilen Edinsel VWH (Edinsel Von Willebrand Sendromu-—
EvWS) vardir. EvWS’nin tipi, klinik seyri ve kanama semptomlarinin siddeti altta yatan

hastaliga gore farklilik gosterir.



Tablo 1.2. VWH’nin Tipleri.

Normal VWE’iin kismi eksikligi

Tip 2A Gplb’ye baglanma azalmis, biiylik multimerler eksik

Tip 2B Gplb’ye baglanma artmis, biiylik multimerler eksik

Tip 2M Gplb’ye baglanma azalmig, multimerik yap1 normal

Tip 2N FVIII baglama azalmis, multimerik yap1 normal

Normal vWF’nin tam eksikligi

1.6.1. VWH’nin Goériilme Sikhg:

VWH en sik goriilen kalitsal kanamali bir hastaliktir. Saptanilan olgularin ancak
%10‘unda kanama semptomu bulunmaktadir. Fakat kanama semptomu ile saglk
kuruluglarina bagvuran hastalarin sikligi 35-100 milyon arasinda olup bazi Iskandinav

ilkelerinde 200 milyona kadar ¢ikar.

1.6.2. VWH’min Laboratuvar Bulgular

VWH’nin tanisinda laboratuvar bulgular1 6zellikle 5 sonuca dayanmaktadir.

1. Kanama zamaninda uzama

2. VWF diizeyinde azalma

3. VWEF ristosetin kofaktor aktivitesinde (RCOF) azalma

4. FVIII aktivitesinde azalma

5. Ristosetin ile trombosit ¢cokelmesinde azalma veya artma (Federici ve
Canciani, 2009).

Kanama zamani; Parmak ucunun kiiciik bir kesikle kan akisinin saglanip kanmn
durma siiresinin saptanmasina dayali bir sistemdir. Normal degeri 3-7 dakikadir. Duyarligi
diisiik olan bu test yerine giinimiizde PFA-100(platelet function Analyser-100) testi

kullanilmaktadir. Bu sistem antikoagule edilmis kan arteriollere benzer sartlarda ADP veya
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epinefrin ile kolajen kapli kapillerden dar bir agikliga dogru ilerletilir. Ag¢iklik trombosit
cokelmesi sonucunda kapandiginda sistem zamani bildirir Bu sistem duyarli olmasi
bakimindan {istiin olsa da, 6zgillik bakimindan disiik O6zelliktedir. PFA-100 Normal
degerleri, Kolajen-ADP 71-118sn, Kolajen-epinefrin 85-165sn’dir.

VWF Diizeyi; VWF antikorunun ELISA yoéntemiyle &lciimiine dayanan bir
yontemdir. VWF diizeyi normal degerleri, 0 kan grubu tasiyan bireylerde 40-125 IU/dL, diger
kan grublarini tagiyan bireylerde 60-180 IU/dL’dir.

Rcof; VWEF’iin trombositlere baglanmasini saglayan ristosetin kofaktorii varliginda

VWEF’lerin trombositlere baglanmasi 6lgiiliir. Rcof normal degeri, 50-150 1U/dL’dir.

FVII11 aktivitesi; VWE’iin Faktor VIII’i proteolitik pargalanmadan koruma fonksiyonu
degerlendirilmektedir. FVIII aktivitesi normal degeri 50-150 1U/dL’dir.

RIPA (Ristosetin uyaranl trombosit ¢okelmesi); Farkl konsantrasyonlarda ristosetin
ile trombosit ¢okelmesindeki degisiklige bakilmaktadir. VWH Tip 2B tanist i¢in 6nemlidir.
RIPA normal degeri, <0.7’dir.

Multimer Analizi: Bu testle agaroz jel elektoforezi ile yiritilen VWF
multimerlerinin boylarina gore ayrilmasi saglanir. Ve bu ayrilma sonucunda biiyiik multimer

varligini ve yapisi kontrol edilir.

Tablo 1.3. VWH’nin tiplerine gore multimer analizi sonuglari.

VWH Tipi Multimer Analizi

VWH Tip 1 Normal multimer fakat sayica az

VWH Tip 2A Biiyiik ve orta agirlikta multimer yok

VWH Tip 2B Biiyiik multimer yok

VWH Tip 2M Normal multimer dagilimi var fakat
fonksiyon bozuklugu var

VWH Tip 2N Normal multimer ve normal fonksiyon

VWH Tip 3 Multimerler yok




1.6.3. VWH’mn Tipleri

1.6.3.1. Tip 1 VWH

En yaygin olan VWH tipidir. Otozomal dominant kalittima sahip olan bu tipte
VWF’nin multimerik yapisinda bir bozukluk olmamasina ragmen plazma diizeyi diisiiktiir.
Tip 1 VWH’nin molekiiler tanis1 tam olarak aydinlatilamamistir (Cumming ve dig., 2006).

Rcof ve FVIII diizeylerinde de VWF ile orantili azalma vardir. Bu tipe neden olan
genetik degisiklikler tam olarak aydinlatilamamis olmakla beraber, bilinen mutasyonlarin
bazilari VWF’nin endotel hiicresi i¢inde birikimine, bazilar1 multimer olusumunun

engellenmesine ya da molekiiliin yar1 mriiniin kisalmasina sebep olmaktadir.

Tablo 1.4. Tip 1 hastalarinda en sik gériinen mutasyonlar.

Ekzon Numarasi Niikleotid Degisimi Amino Asit Degisimi
3389G>T C1130F
3445T>C C1149R

Ekzon 26 3467C>T T1156M
3467C>T T1156M
3686T>G V1229G
3692A>C N1231T
3797C>T P1266L
3835G>A V12791
4339G>C E1447Q
4449delG 1523X

Ekzon 28 4751A>G Y1584C
5023C>T, 5024T>A L1675X

Ekzon 32 5471C>A P1824H

Ekzon 37 6536C>T S2179F

Ekzon 52 8327C>T P2776L

(Kaynak:ISTH-SSC VWF Online Database).
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Tipl VWH’larinda bulunan mutasyonlar genin promotdr bolgesinde ve tiim gene
yayilmis mutasyonlardir. Bunlarin disinda Tiirk populasyonunda goriilen ve Tipl VWH ile
iliskilendirilebilen ii¢ tane anlamsiz mutasyon saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 3’teki
S49R, ekzon 8’deki R324Q ve ekzon 7°deki R273W dir. Ozellikle R273W mutasyonu 2
ailede homozigot mutant olarak goriilmiistiir (Keeney ve Cumming, 2001). Tablo 1.4°’de Tip
1 VWH’da en sik goriilen mutasyon tipleri verilmistir

Klinik olarak hafif veya orta siddette kanamalarla kendini gdsterir. Hastalarin ¢cogunda

DDAVP’ ye tam yanit vardir .

1.6.3.2. Tip 2 VWH

1.6.3.2.1.Tip2A

Tip 2, olgularin %15-20’sini olusturur ve dominant kalitimla geger. Tip 2A VWH’nda
mutasyonlar yanlis anlamli mutasyon tipinde olup, ¢ogu molekiiliin proteazla kesilme yerinin
bulundugu A2 boélgesinde yer alir. En ¢ok goriilen mutasyonlar R1597W ve 11628T dir.
Bunlara ek olarak Al bdolgesinde yer alip Gplb’nin baglanmasina engel olan ve Tip 2B
sinifinda bulunan C1272G, R1308H, C1458Y 3 farkli mutasyonda Tip 2A hastalarinda
bulunmustur. Tip 2A mutasyonlar1 Grup 1 ve Grup 2 olmak iizere ikiye ayrilir. Grup 1
mutasyonlart normal VWF multimerlerinin hasar gérmesi sonucu yiiksek molekiil agirlikli
multimerlerin birikmesi sonucu olusur. Grup 2 mutasyonlar1 ise plazmadaki yiiksek
molekiiler agirlikli VWF’nin azalmasi sonucu ortaya ¢ikar. Grup 2 mutasyonlarina 6rnek
olarak ekzon 28’de bulunan L1503Q verilebilir (Kashiwagi ve dig. 2008). ADAMTS13
enziminin kesme yerinde aminoasit degisikliklerine neden olan mutasyonlar enzime asir1
duyarlhlik yaratir veya molekiiliin hiicre i¢inde taginmasini engeller. Laboratuvar bulgularinda
tipik olarak biiylik molekiil agirlikli multimerlerde kayip ve buna bagli GPIb’ye baglanma
fonksiyonunda azalma goriiliir.

Klinik olarak orta veya agir siddette kanamalarla kendini gosterir ve cogu DDAVP’ye
yanit verir, ancak bazi hastalar DDAVP ye yanit vermediginden bu ilaci vermeden 6nce yanit

olup olmadig1 belirlenmis olmalidir.
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Tablo 1.5. Tip 2A hastalarinda en sik goriinen mutasyonlar.

Ekzon Numarasi Niikleotid Degisimi Amino Asit Degisimi
Ekzon 14 1648G>A G550R
Ekzon 15 1869C>G C623W
3814T>C C1272R
3815G>C C1272S
3815G>T C1272F
3827T>C L1276P
3835G>T V1279F
3923G>A R1308H
3940G>T V1314F
4120C>T R1374C
4121G>A R1374H
4373G>A C1458Y
4508T>A L1503Q
4508T>G L1503R
4514G>A G1505E
4517C>T S1506L
Ekzon 28 4541T>G F1514C
4552 A>G K1518E
4628C>T S1543F
4667A>G Q1556R
4685T>C L1562P
4789C>T R1597W
4790G>A R1597Q
4810G>T V1604F
4825G>A G1609R
4880C>A P1627H
4885G>A G1629R
4889T>A V1630E
4994T>A V1665E
5014G>A G1672R
Ekzon 52 8311T>A C2771S
8312G>A C2771Y

(Kaynak:ISTH-SSC VWF Online Database).

1.6.3.2.2. Tip 2B

Tip 2B VWH’1 tim olgularin %5’ini olusturur. Genellikle mutasyonlar VWF
molekiiliiniin GPIb’ye baglanma yeri olan Al bélgesinde gozlemlenmistir. Bu mutasyonlar
VWF’iin dolasimdaki trombositlere herhangi bir uyar1 olmadan kendiliginden baglanmasina
sebep olan bir yapisal degisiklik olusturur. Bu degisiklik sonucunda in vivo trombosit
¢okeltileri gozlemlenir. Bu ¢okeltilerin fagosite edilip dolasimdan uzaklastirilmasi sonucunda

ise trombsitopeni ve bilylik multimerlerde azalma gozlemlenir. Bu tip hastalarda kanamanin
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nedeni biiyiik multimerlerin kayb1 ve trombositopenidir. ilk olarak bildirilen 1985°de kritik
derecede trombositopenisi olan ve spontan trombosit ¢okelmesi bulunan bir ailede VWH Tip
2B tespit edilmistir. Bu ailede baba iki oglu ve farkli esinden olma bir kiz1 Tip 2B olarak
belirlenmistir (Saba ve dig., 1985). Tip 2B VWH’de ekzon 28’nin bas bolgesinde bir¢ok
nokta mutasyonu tanimlanmigtir. Von Willebrand veri bankasinda Tip 2B igin kabul edilmis
54 mutasyon bulunmaktadir ve bunlar sadece ekzon 28 bolgesinde bulunmaktadir. Bu
mutasyonlardan R1306W, R1308C, V1316M, ve R1314Q Al bolgesinde degisime neden
olmalarina ragmen Tip2A fenotipi gostermektedirler (Meyer ve dig., 1997). Tip 2B’de sik

goriilen ekzon 28 mutasyonlar tablo m1.6’da belirtilmistir.

Tablo 1.6. Tip 2B hastalarinda en sik goriinen mutasyonlar.

Niikleotid Degisimi Amino Asit Degisimi
3802C>G H1268D

3916C>T R1306W

3922C>T R1308C

3941T>A V1314D

3946G>A V1316M

4021C>T R1341W

4022G>A R1341Q

4378C>G L1460V

(Kaynak:ISTH-SSC VWEF Online Database).

1.6.3.2.3. Tip 2M

Biiyiik multimerler normal olmasma karsin VWF’nin trombosite veya endotel alti
dokuya baglanmasi azalmistir. Multimer analizinde bantlarda migrasyon anomalisi veya ¢ok
biiyiik multimerlerde artis (Vicenza tipi) gosteren alt tipleri de tanimlanmistir (Sztukowska ve
dig., 2008). VWF molekiiliiniin A1 bolgesinin C terminali tarafinda missense mutasyonlar,
nadir olarak da gen delesyonu bildirilmistir. Klinik ve laboratuar olarak tip 2A’ya benzer,
ancak multimer analizi ile ondan ayirt edilebilir. Tip 2M i¢in ek sik goriilen mutasyonla Tablo

1.7°de verilmistir.
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Tablo 1.7. Tip 2M hastalarinda en sik goriinen mutasyonlar.

Ekzon Numarasi Niikleotid Degisimi Amino Asit Degisimi
Ekzon 17 2220G>A M740I
Ekzon 27 3614G>A R1205H

3845T>G L1282R
3854C>T S1285F
3887T>C L1296P
3905A>G D1302G
3943C>T R1315C
3970G>A (G1324S
Ekzon 28 3971G>C G1324A
4075G>A E1359K
4085A>C K1362T
4105T>A F1369I
4263C>G N1421K
4273A>T 11425F
4399C>T P1467S
4645G>A E1549K
Ekzon 52 8341C>T P2781S

(Kaynak:ISTH-SSC VWF Online Database).

1.6.3.2.4. Tip 2N

Aile i¢inde hem kiz, hem de erkek ¢ocuklarda hemofili tablosu bulunmasi ile dikkat

ceker. VWF’nin FVIII:C’ye baglamasinda azalma ile karakterize olan Tip 2N VWH

otozomal resesif olarak gecer. Bu hastalarda VWF antikor degerleri ve fonksiyonel testleri

normalken FVII aktivite degeri diistiktiir(Ruggeri ve Zimmerman, 1987). Tip 2N Von

Willebrand hastalarinda VWF’nin FVIIIL:C baglanma bolgesi olan D’ - D3 bolgesinde yanlis

anlamli mutasyonlar saptanir. Mutasyonlar genel olarak ekzon 17 ve 27 arasinda

yogunlagmistir. Tip 2N Von Willebrand hastalarinda en sik goriilen mutasyonlar Tablo 1.8’de

verilmistir.
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Tablo 1.8. Tip 2N hastalarinda en sik goriinen mutasyonlar.

Ekzon Numarasi Niikleotid Degisimi Amino Asit Degisimi
Ekzon 17 2278C>T R760C
Ekzon 18 2287A>G R763G

2344C>T R782W
2354G>A G785E
2359G>A E787K
2362T>C C788R
2363G>A C788Y
2365A>C T789P
2372C>T T791M
2384A>G Y795C
2435C>T P812L
Ekzon 19 2446C>T R816W
2447G>A R816Q
2451T>A H817Q
Ekzon 20 2561G>A R854Q
2573G>T C858F
2635G>A D879N
Ekzon 21 2771G>A R924Q
Ekzon 24 3159G>T Q1053H
Ekzon 25 3232G>A E1078K
Ekzon 26 3460C>T Q1154X
Ekzon 27 3673T>G C1225G

(Kaynak:ISTH-SSC VWF Online Database).

1.6.3.3. Tip 3 (agir) VWH

Otozomal resesif gecis gosteren bu tipin  homozigotlarinda VWF diizeyi
Olciilemeyecek kadar diisiik (<1 U/dl), FVIII :C diizeyi %5-10 arasinda, kanama zamani
>20’dir. Klinik olarak siddetli mukozal kanamalar yaninda hemofiliye benzer kas iskelet
kanamalar1 da goriiliir (Peake ve Goodeve, 2010). Heterozigotlarda VWF diizeyi normal veya
normalin alt sinirinda olup genellikle asemptomatiktirler, ender olarak hafif siddette kanama
semptomu gosterirler. Semptomlu tip 3 VWH tasiyicilarinin tip 1 VWH’den ayirdedilmeleri
ancak aile taramasi ile yapilabilir. Tip 3 VWH olgularinin ¢ok azinda total veya parsiyel gen
delesyonlar1 gdsterilmistir.

Bunun disinda VWF mRNA ekspresyonuna engel olan veya protein sentezini erken
sonlandiran baz eklenmeleri, yapisma yeri ve kalip kaymasi mutasyonlar1 tanimlanmistir.

Nadiren yanlis anlamli mutasyonlar i¢in homozigot veya birlesik heterozigot olabilirler
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(Lillicrap, 2009). VWF veri tabaninda 52 ekzondan 34 ekzona dagilim gostermis 126 tanimli

mutasyon vardir. Tip 3 hastalarinda goriilen mutasyonlarin ¢ogunlugu nokta mutasyonudur
Ayrica Tip 3 hastalarinda biiyiik gen delesyonlar1 goriilmiistiir. Goriilen en sik

delesyonlar ise; ekzonl-3, ekzon 6-16, ekzon 17-18, ekzon 22-43, ekzon 23-52, ekzon 33-38

arasinda olanlar olup ekzon 42 delesyonu da tek ekzon delesyonudur.
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2. AMAC

Diinyada en sik goriilen kanamali hastalik olan VWH, Kklinik olarak heterojen bir
hastaliktir. Bu heterojenite ise hastaligin tanis1 ve tedavisi i¢in hastalifin molekiiler
olusumunu bilmeyi ¢ok 6nemli kilar. Ayrica hastaligin tanisi i¢in eger multimer analizi
yapilamiyor ise klinik taninin konulmasi zorlasmaktadir. Bunun sebebi ise kullanilan testlerin
sonug Ozgilliginiin disiik olmast ve VWF’lin genetik faktorlerin yani sira gevresel
faktorlerin etkisiyle de degisebiliyor olmasidir. Hastada VWF geninde bulunan mutasyonun
tanimlanmasi ise tan1 ve tedaviyi kolaylastiracaktir.

VWEF gen analizi, hastaligmm hem tamisi ve tiplendirilmesi, hem de Tiirk
poplilasyonundaki yaygin polimorfizmlerin ve mutasyonlarin belirlenmesi agisindan
onemlidir. Fakat Tirkiye’deki hastalarin mutasyon analizi genel olarak yurt disindaki
merkezlerde yapilmaktadir.

52 ekzon igeren VWF geninin en fonksiyonel bdlgesi olan ekzon 28, VWF’iin
kolajene ve trombositlerin Gplb bdlgesine baglandigi bolge olan Al  bolgesini,
ADAMTS13’1in kesim bdlgesi olan A2 bdlgesini ve yine kolajene baglanma bolgesi olan A3
bolgesinin bir kismini igermektedir. Bu sebepten dolayr ekzon 28’de olusan mutasyonlar
ozellikle de VWF’iin fonksiyonelliginin azalmasina neden olmaktadir. Bu fonksiyonel azalma
ise Tip 2 VWH’nin sebebidir.

Bu c¢alismada Tip 2 Von Willebrand hastalarinda VWF geninin fonksiyonel bolgesi
olan ekzon 28 bdlgesinin molekiiler analizi i¢in yontem olusturmak, ayrica Tiirk Tip 2 Von

Willebrand hastalarinda genetik tan1 yapilabilmesi amaglanmastir.
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3. MATERYAL

Bu calismada 20 tip 2 VWH hastasindan elde edilen kandan izole edilen DNA
ornekleri ile calisilmistir. Hastalardan kan ornekleri Ege Universitesi Hastanesinden
saglanmistir. Hastalar da VWF gen analizi icin gerekli etik kurul onay1 Ege Universitesi Etik

Kurul Kurulundan alinmistir. Hastalarin klinik bilgileri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Hastalarin klinik bilgileri.

Hasta Yas Kan VWF:Ag, | VWF:RCo | FVIII Kanama semptomlari
Numarasi grubu 1U/dL 1U/dL 1U/dL
Ag1z i¢i kanamalar, Burun
001 12 0 17 8 36 kanamalari, Morarma
Kesiklerde kanama,Agiz ici
002 8 A 24 25 315 kanamalar, Burun kanamalari
005 24 B 49 45 58 Ag1z i¢i kanamalar, Burun
kanamalari
007 13 B 83 315 151 Dis operasyonundan sonra kanama
008 Kesiklerde kanama,Agiz ici
9 0 17 4 43 kanamalar, Burun kanamalar1
Kesiklerde kanama, Burun
009 33 0 27 7 17 kanamalar1 , Morarma, menoraji
010 9 A 110 28 110 Burun kanamalari
Kesiklerde kanama, Burun
011 12 0 34 12 95 kanamalar1 , Morarma
Kesiklerde kanama
012 18 0 105 23 98 Burun kanamalari
Kesiklerde kanama
013 7 0 8 4 27.5 Burun kanamalar1 , Morarma
Burun kanamalari
019 19 0 52 20 55.5 Morarma, Menoraji
Burun kanamasi
024 10 0 76 38 81.5 Morarma
Ag1z i¢i kanamalar, Burun
033 11 0 37 38 67 kanamalar1
Operasyon sonrasi kanama
Kesiklerde kanama, Burun
038 19 0 64 12 112 kanamalari , Morarma, menoraji
Kesiklerde kanama, Burun
039 24 0 26 6 22 kanamalar1 , Morarma, menoraji
051 12 0 68 23 87 Burun kanamalar1 , Morarma
Burun kanamalar1 , Morarma,
056 13 B 26 12 32 menoraji
058 17 0 48 47 68 Kesiklerde kanama
Agiz i¢i kanamalar
065 8 0 48 43 57 Agiz i¢i kanamalar




3.1. Cihazlar
Bu ¢alismada kullanilan cihazlar Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihazlar.

Buzdolabi Beko 8742 , Arcelik 3061 Plus (TURKIYE)

Derin Dondurucular -20 °C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)

Dizi Analizi Cihazi Applied Biosystem 3130 XL

Dokiimantasyon Bio-RAD Universal Hood 1I (Bio-RAD,

Sistemleri ITALYA)

Giic kaynagi PowerPac Basic (BIO-RAD, ITALYA)

Is1 blogu DB 2D (Techne, INGILTERE)

Manyetik karistirici MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)

Otoklav Dik tip otoklav (BES, TURKIYE)

PZR Cihaz1 Thermo Scientific Hypoid PX2 Thermal Cycler

Santrifiiler Mikrosantrifiij, =~ MiniSpin Plus (Eppendorf,
ALMANYA)

Spektrofotometre Schimadzu UV 1601 (JAPONYA)

Su Aritma Sistemi Millipore Milli Q Synthesis A10 (FRANSA)

Tartilar Hassas Terazi, XB 220 A (Presica, Isvigre)
Terazi, KB 400-2 (KERN, ALMANYA)

Vorteks Heidolph REAX (ALMANYA)

Yatay  Elektroforez | Flowgen (INGILTERE)

Sistemleri Sub-Cell GT (Bio-RAD, ITALYA)

3.2. Kimyasallar
Bu ¢alismada kullanilan tiim sivi ve kati1 kimyasallar molekiiler biyoloji kalitesinde

olup, aksi belirtilmedigi takdirde marka olarak Merck(ALMANYA) ve ya Sigma (ABD)

kullanilmistir.
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3.2.1 Tamponlar, Soliisyonlar ve Enzimler

3.2.1.1. DNA izolasyonu

Kan orneklerinden DNA izolasyonu amaciyla PureLINK Genomic DNA Kit’i

(Invitrogen, ABD) kullanilmistr.

3.2.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Tamponlar1 ve DNA Polimeraz

Enzimleri

Polimeraz zincir reaksiyonu igin Tablo 3.3’de verilen kimyasallar kullanilmigtir.

Tablo 3.3. PZR i¢in kullanilan kimyasallar.

Go Tag 5X MgCl,’siz PZR Tamponu
MgCl2’siiz Tampon (Promega, ABD)

Fermentas 10X MgCl2’siiz Tampon
(Fermentas, LITVANYA)

Go Taq 25mM MgCl; soliisyonu (Promega,
MgCl: ABD)

Fermentas 25 mM MgCI; soliisyonu
(Fermentas, LITVANYA)

Deoksiriboniikleotidler (ANTP) dATP, dCTP, dGTP ve dTTP,100mM,
(Fermentas, LITVANA)

Dimetilsulfoksit (DMSO) Dimethylsulphoxide (DMSO) (Sigma, ABD)

Taq DNA Polimeraz Go Tag (Promega, ABD)

Rekombinant Tag DNA Polimeraz
(Fermentas, LITVANYA)
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3.2.1.3. Elektroforez Tamponlari ve Jel Sistemleri

Tablo 3.4. Elektroforez ve jel sistemi Tamponlari,

10X TBE (Tris-Borik asit-
EDTA)

890 mM Tris-Base,
890 mM Borik Asit,
20 mM Na,EDTA.2H,0, (pH 8.3)

10X Bromofenol Mavisi (BPB)

2.5 mg/ml BPB

Etidyum Bromid (EtBr)

10 mg/mi

% 1 veya 2’lik Agaroz Jel

0.5 X TBE Tamponunda %1 veya %2 (w/v)

agaroz

DNA markori

GeneRuler 100 b¢ DNA markoérii (Fermentas,
LITVANYA)

3.2.1.4 Oligoniikleotid Primerler

PZR i¢in kullanilan primerlerin dizileri Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5. PZR Primer dizileri.

Ekzon Primer Dizisi 5° -3’

28-1F GTGTCCACAGGTTCTTC

28-1R CGTTGCACGATTTCTACTGC
28-2F GGACATCTCGGAACCGCC

28-2R ATTGCCAGCCAGGTGAAGTA
28-3F CGTCAGAGCTGCGGCGCA

28-3R TGTGATCCCGGTGGGCATTG
28-4F CCTGAAGAAGAAGAAGGTCATT
28-4R GACATGGCACAAGTCACTGT
28-5F TCTGTGACCTTGCCCCTGAA
28-5R TGGATGTGGCGTTCGTCCTGGAAG
28-6F GGACAAAATTGGTGAAGCCGAC
28-6R CCGGAAATCCTGCCTCTGATGA
28-7TF CTGGTCTACATGGTCACCG
28-7R ACCTGGTATGCTGGCACCT
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3.2.1.5. Dizi Analizi PZR Saflastirilmasi ve Dizi Analizi

Dizi analizi 6ncesinde PZR tirtinleri High Pure PCR Product Purification Kit (Roche
Diagnostics, Almanya) kullanilarak saflagtirilmistir.
DNA dizi analizi i¢in Big Dye Terminator v.3 (Applied Biosystems, ABD)

kullanilmistir.
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4. YONTEM

4.1. Periferik Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Bu calismada hasta kan 6rneklerinden DNA elde etmek i¢in DNA PureLink Genomic
DNA Kits kullanilmistir. Bu tip DNA izolasyon kitlerinin ¢aligma prensibi niikleik asitlerin
sodyum iyodiir (Nal), guanidin tiyosiyenat (CHS5N3-HSCN), guanidin hidrokloriir
(CH5N3-HCI) gibi kaotropik tuzlarin varliginda silika bazli membrana baglanmasidir.
Degisik tipteki niikleik asitler soliisyonun iyonik giiciine ve pH’smna gore silica bazl
membrana az veya ¢ok baglanirlar. Bir kaotropik tuzun varliginda (guanidinHCI) Proteinaz K
ile kisa bir inkiibasyon hiicrelerin liziz olmasini saglar ve Proteinaz K tiim niikleazlari
inaktive ederek protein kontaminasyonunu minimize hale getirir. Rnaz A ise tiim RNAlari
degrade ederek RNA kontaminasyonunu minimize hale getirir. Yikama soliisyonlari ve
santrifiij islemleri ile de kontaminantlardan arindirilir. Niikleik asidi membrandan kurtarmak

icin her zaman diisiik konsantrasyonlu tuz tamponu veya su kullanilir.

Bu kitin prosediirti;

e 200 pl kan bir Eppendorf tiipe alinir ve lizerine 20 pl Proteinaz ve 20 ul Rnase
A eklenir. Vortekslenir, ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

e 200 pl Parcalama/Baglama soliisyonu eklenir. Vortekslenir, ve daha sonra
proteinleri parcalamak i¢in 10 dakika 55 %C’de inkiibe edilir.

e Karisgima 200 pl % 100-96 etanol eklenir. 5 saniye vortekslenir.

e Kit igerisinden c¢ikan spin kolonlara alinan karisim 10.000 x g’de oda
sicakliginda 1 dakika santrifiij edilir.

e Spin Kolonlar yeni alt tiipe alinarak 500 pl yikama solusyonu 1 (Wash Buffer
1) eklenerek oda sicakliginda 10.000 x g’de 1 dakika santrifiij edilir.

e Spin kolon yeni bir alt tlipe alinarak 500 pl yikama solusyonu 2 (Wash Buffer

2) eklenerek oda sicakliginda maksimum hizda 3 dakika santrifiijlenir.

23



e Spin kolonu steril 1.5 ml’lik yeni bir Eppendorfe alinarak 50 pl eliisyon
soliisyonu eklenerek 1dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra oda
sicakliginda maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilir.

e Spin kolon {izerinden alindiktan sonra genomik DNA elde edilmis olur.

e Elde edilen genomik DNAlar -20 °C’de saklanur.

4.2. DNA’nin Nitel Ve Nicel Analizi

Izole edilen genomik DNA biitiinliigiiniin kontrolii i¢in 0.5X TEB tampon ¢ozeltisi
icinde %1 konsantrasyonunda agaroz jel analizi yapilmistir. UV 1siginmn  altinda
gozlemlenebilmesi i¢in Etidyum bromiir (EtBr) kullanilmistir. Tek ve siki bir bant
gozlemlenmesi DNA Orneginin biitiinliigiini korudugu olarak yorumlanabilir. Cikarilan
DNA’nin miktar1 ve kalitesi, bu Ozellikleri bilinen bir DNA standard: ile karsilastirilarak
tahmin edilebilir.

DNA’nin tam konsantrasyonu ve safligi spektrofotometrik analiz ile Saptanabilir.
DNA o6rnegi damitilmis su ile seyreltilir ve optik yogunlugu 260 nm (A260) ve 280 nm’de
(A280) okunur. 50 pg cift zincirli DNA’nin 260 nm’deki absorbansinin 1.0 birim kabul
edilerek 6rnek DNA’nin konsantrasyonu asagidaki formiille hesaplanabilir. DNA’nin saflig1
A260/A280 oranina bakilarak tahmin edilebilir. 1.8 (£ 0.1) oranina sahip 6rnekler saf olarak
diistintilebilir. 1.8’den biiylik degerler RNA kontaminasyonunu, diisiikk degerler ise protein

kontaminasyonunu isaret eder.

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, bir DNA parcasinin kopyalarinin primerler tarafindan
yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesine dayanan in vitro bir yontemdir. PZR’1n
temel bilesenleri; kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz enzimi, ileri ve geri
primerler, dNTP karisimi, tampon ve Mg+2’d1'ir. Taq polimeraz aktivitesi icin Mg+zserbest
iyonlarina ihtiya¢ duyulur. Reaksiyon tamponu enzim aktivitesi i¢in gerekli iyonlari igerecek
sekilde hazirlanir ve dNTP’ler de DNA sentezi i¢in gerekli niikleotidleri saglar. Ayrica G-C
bakimindan zengin olan bolgeler iginse %10’luk DMSO kullanilmaktadir.

PZR isleminde ii¢ asama vardir. PZR isleminde baslangigcta genomik DNA’nin ¢ift

zincir yapisimn tek zincir hale déniismesi i¢in (denatiire olmasi igin) 90-100° C gibi yiiksek
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sicakliklara kadar 1sitilir. Tek zincir hale gelen DNAya primerler kendilerine 6zgii baglanma
sicakliginda bekletilir. Primerler baglandiktan sonra 1stya dayaniklt olan Taq polimeraz
enzimi, uzama asamasinda ise 5°-3’ yoniinde olmak iizere, ortamdaki niikleotidleri
kullanarak, primerlerin 3’ hidroksil ucuna niikleotidleri yerlestirir ve boylece hedef DNA
parcasinin bir kopyasi elde edilir.

Toplam dongii sayis1 genellikle 25-35 arasindadir.

VWEF geninde 52 ekzon bulunmaktadir. Bu ¢alismada ekzon 28 bolgesi 7 primer seti
ile ¢ogaltilmistir. (Tablo 3.5de belirtilmistir.). Her primer setinin PZR kosullar1 belirlemek
icin Mg, primer ve baglanma sicaklig: titrasyonu yapilmistir. Bu ¢aligmadaki PZR kosullar
Tablo 4.1°de, PZR programi ise Tablo 4.2°de belirtilmistir.

Tablo 4.1. PZR Kosullari.

EKZON MgCl, PRIMER EKZON
BOLUMLERI | (25mM) (10pM) SICAKLIK | BOYU (bg)
28_1 2,5Mm 10pM 58°C 194
28 2 2,5mM 10pM 58°C 267
28_3 2,5mM 10pM 58°C 240
28_4 2,5mM 10pM 58°C 218
28 5 2,5mM 10pM 58°C 275
28_6 2,5mM 10pM 58°C 327
28_7 2,5mM 10pM 58°C 261
Tablo 4.2. PZR Programi.
94 °C 4 dakika
94 °C 30 saniye
58°C 30 saniye 30 dongii
72°C 45 saniye
72°C 5 dakika
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4.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi DNA fragmanlarini tespit etmek ve ayirmak i¢in yapilan bir metottur.
DNA fragmanlar1 uygun bir tamponun ig¢ine bir jele yiiklenmis olarak negatif elektrottan
(katot) pozitif elektrota (anot) yiiriitiilerek ayrilir. DNA’nin yapisinda negatif yiikli fosfat
gruplariin bulunmasindan dolayr DNA molekiilleri anoda dogru yiiriir. DNA bantlari

etidyum bromiir ile goriiniir hale gelir.

Agaroz, bir kirmizi alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilen dogrusal bir

polisakkarittir. Agaroz sicak suda ¢Oziiniir ve sogutuldugu zaman polimerde karsilikli
hidrojen baglarimin olusumu ile geri doniistimlii bir jel yapist olusur. Agaroz jel elektroforezi
DNA fragmanlarint molekiiler agirliklarina gore ayirir. Agaroz konsantrasyonu degistirilerek
jelin por ¢apir ayarlanabilir. Yiiksek konsantrasyonlar kisa fragmanlari ayirmak i¢in daha
uygundur.

Agaroz jel 0.5X TBE tamponu iginde ¢oziilir ve kaynatilarak hazirlanir. EtBr,
degredasyonu engellemek igin jel soliisyonu 50°C’ye sogutulduktan sonra koyulur. Soliisyon
jel kabmna dokiiliir, taraklar yerlestirilir ve jelin polimerize olmasi icin beklenir.
Polimerizasyondan sonra jel iginde 0.5X TBE tamponu bulunan yatay jel elektroforez
aparatina konur, taraklar jele zarar vermeden nazikc¢e ¢ikarilir bu sekilde kuyucuklar
olusturulmus olur. Ornekler BPB yiikleme boyasi ile son konsantrasyon 1X olacak sekilde
karistirtlir jeldeki kuyucuklara yiiklenir. Elektrik akimi verilmesi ile birlikte DNA anoda
dogru hareket etmeye baslar. Agaroz jeller genellikle 100-150 Voltta (V) 10-45 dakika
yiiriitiliir. Elektroforez tamamlandiginda DNA bantlar1 UV 15181 altinda goriinebilecek hale

gelir.

4.5. PZR Uriinii Saflastiriimasi

DNA dizi analizi 6ncesi elde edilen amplikonlar High Pure PCR Product Purification
Kiti kullanilarak saflagtirilmistir. PZR purifikasyonu primer, dNTP’ler ve Taq enzimi
artiklarinin giderilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. Yontemin prosediirii Sekil 4.1°de
verilmistir.

Saflastirma sonunda %?2lik agaroz jelde yliriitiilerek piirifiye PZR iirilinii kontrol edilir.

Bir sonraki asama dizi analizi asamasidir.
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25l PZR iiriinii K 125 pl Binding soliisyonu

v

EKarigim iyice karghrdiktan
sonra highpure filireli tiipe
K | ahmip maksimum hizda 1dk
santrifidj

Alf tiip dedazmm * K 500l yikama solisyonu

13000 x g'de 1 dk
X sanfrifit

At tiip dedngnm + K 200pl yikama sollsyonu

13000 x g'de 1 dk
K santrifiij

Alt tipdi atip yerne 1. 5ml
ependord tiip Kovulur + K

2530 pl eluzyon solitsyom

13000 x g'de 1 dk
sanfrifij

v

Piirifiye PZR iiriinii

Sekil 4.1. PZR iirtiniiniin saflagtirma prosediiri.

4.6. Dizi analizi

Dizi analizi i¢in Sanger Dizi analizi yontemi kullanilmistir. Bu yontem Dideoksi ya da

zincir sonlanmasi reaksiyonlari olarak da bilinir.

Bu yontem igin:

Tek iplik¢ik kalip DNA’ya
dNTP’lere

ddNTP’lere

DNA polimeraz’a

Serbest OH grubu iceren primere ihtiyag vardir.

ddNTPIler riboz sekerinin ikinci karbon atomunda bulunan deoksiye ek olarak {igiincii

karbon atomunda da deoksi bulunur. Bu durum fosfodiester baginin olusumu engeller, yeni

niikleotitler yapiya katilmaz. Sonugta DNA sentezi durdurulmus olur.
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Dizi analizinin prosediirii PZR’nin isleyisine benzer DNA tek zincir haline getirilir.
Reaksiyona girecek olan karigimda bol miktarda dort ¢esit normal niikleotid; dATP, dGTP,
dCTP, dTTP bulunur. Karisimda ayn1 zamanda diziyi rastgele sonlandirmak i¢in farkli renkte
flouresan kimyasallarla isaretlenmis dideoksiniikleotidler de bulunmaktadir; ddATP, ddGTP,
ddCTP, ddTTP. DNA Polimeraz I ise sentezde zincirin uzamasi asamasinda gereklidir. Zincir
uzamasi esnasinda normal niikleotidler sirayla eklenir; fakat DNA polimeraz normal
deoksiniikleotid yerine dideoksi niikleotid ekledigi zaman zincirin uzamasi sonlanir. Bu
eklenme rastgele oldugu igin degisik uzunluklarda milyonlarca fragment olusur. Bu
fragmentler ayn1 zamanda sonlandiklart noktada kendilerine &zgii floresan boya da
tasimaktadirlar. PZR ile benzer yonleri olmasina ragmen farkli islemlerdir. PZR’de iki primer
kullanilirken, dizileme PZR’inda bir tane kullanilir (ileri ya da geri primeri). Dizi analizi

prosediirii Tablo 4.3’te, dizi analizi programi ise Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.3. Dizi analizi PZR Protokoli.

Big Dye Terminator v.3.1

Big Dye Buffer

0,8 mM primer (ileri yada geri)

Purifiye edilmis PZR iiriinii

Distile su

Toplam Hacim

Tablo 4.4. VWF gen analizi i¢in Dizi Analizi PZR Programi.

94 °C 4 dakika

30 saniye

30 saniye 40 Dongii

45 saniye

72°C 5 dakika
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4.7. Dizi Analizi Saflastirimasi

Dizi analizi PZR’sinden sonra tekrar bir saflastirma gerektirmektedir. Bunun ig¢in
Qiagen Dyex kiti kullanilmistir. Kit i¢inden ¢ikan hazir soliisyonlu spin klonlar 3000 rpm’de
3 dakika santrifiijden sonra alt tiipler atilarak kolonlar 1,5 ml’lik ependorf tiipe alinarak
kolonlara PZR firtinleri aktarilir ve 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir. 1.5 ml’lik tiipte

biriken {iriin bekletilmeden dizi analizi cihazina yiiklenir.
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5. SONUCLAR

5.1. DNA izolasyon Sonuglar

Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Hematoloji Boliimiinden elde edilen 20 tane Tip 2 von
Willebrand hastalarinin kanlarindan oncelikle PureLink Genomic DNA Kiti kullanilarak
DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA’lardan 2 pl alinarak % 1’lik agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edilmistir (Sekil 5.1 ).

Sekil 5.1. Elde edilen genomik DNA’nin %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmesi

5.2. PZR Sonuclari

52 ekzonu olan VWF geninin ekzon 28’i genis bir bolge oldugu i¢in 7 primer setiyle

cogaltilmistir. PZR kosullar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

BS01 07 08K K 01 070809K 01 01 01K 01 ‘

Sekil 5.2. Elde edilen PZR f{iriinlerinin %2’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi
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5.3. PZR Sonrasi Purifikasyon

PZR sonrasinda tiriinlerin saflagtirilma islemi High Pure PZR Product Purification Kiti
kullanilarak Boliim 4.5’de anlatildigr gibi yapilmistir. Saflagtirilan {irtinler daha sonra %2’lik

agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. (Sekil 5.3)

Sekil 5.3. Saflastirilmis PZR {irtinlerinin %2’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi

5.4. Dizi Analizi Sonugclar:

VWEF geninin ekzon 28’i hem geri, hem de ileri primerler ile dizilenmistir. Yapilan
dizi analizi PZR’sinin kosullar1 Bolim 4.6’da anlatildig1 gibidir.
Bu tez kapsaminda Tip 2 VWH tanis1 konulan 20 hasta ile ¢alisilmistir. Bu hastalarda

goriilen mutasyon ve polimorfizmlerin listesi Tablo 5.1°de verilmistir.

| “ AL L)Y

Sekil 5.4. 39 numaral1 hastanin heterozigot 3922C>T mutasyonu
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Tablo 5.1. Hastalarda goriilen polimorfizm ve mutasyon sonuglart.

Hasta numarasi

Ekzon 28 sekans varyasyonlari

Heterozigot/H

Ekzon 28

omozigot Mutasyonlar

€.4453G/C, ¢.4500G/A, ¢.4503C/T,

001 €.4508T/C, ¢.4517C/T Heterozigot -
€.4453G/C, ¢.4500G/A, ¢.4503C/T,

002 €.4508T/C, ¢.4517C/T Heterozigot -
c.4453G/C, c.4500G/A, ¢.4503C/T,

005 €.4508T/C, ¢.4517CIT Heterozigot -

007 - - -
€.4453G/C, ¢.4500G/A, ¢.4503C/T, | Heterozigot -

008 c.4508T/C, c.4517CIT

009 - - -

010 €.4453G/C Heterozigot -

011 €.4453G/C, ¢.4500G/A Heterozigot -
€.4453G/C, c.4500G/A, €.4503C/T,

012 ¢.4508T/C, c.4517C/T Heterozigot -
€.4453G/C, c.4500G/A, ¢.4503C/T,

013 ¢.4508T/C, c.4517C/T Heterozigot -
€.4453G/C, c.4500G/A, €.4503C/T,

019 €.4508T/C, ¢.4517C/T Heterozigot -
c.4453G/C, €.4500G/A, ¢.4503C/T,

024 €.4508T/C, ¢.4517C/T Heterozigot -
€.4453G/C, €.4500G/A, ¢.4503C/T,

033 €.4508T/C, ¢.4517CIT Heterozigot -
€.4453G/C, c.4500G/A, €.4503C/T,

038 €.4508T/C, c.4517C/T Heterozigot -
€.4453G/C, c.4500G/A, €.4503C/T, €.3922C>T

039 €.4508T/C, ¢.4517C/T Heterozigot Het
€.4453G/C, c.4500G/A, ¢.4503C/T,

051 €.4508T/C, ¢.4517CIT Heterozigot -
€.4453G/C, €.4500G/A, ¢.4503C/T,

056 €.4508T/C, ¢.4517CIT Heterozigot -
¢.4453G/C, €.4500G/A, ¢.4503C/T,

058 €.4508T/C, ¢.4517CIT Heterozigot -
¢.4453G/C, €.4500G/A, ¢.4503C/T,

063 c.4508T/C, c.4517C/T Heterozigot -
.4453G/C, c.4500G/A, ¢.4503C/T,

065 c.4508T/C, c.4517CIT Heterozigot -

32



6. TARTISMA

Von Willebrand Hastaligt VWF’nin eksikligi veya fonksiyonel bozukluklarina bagli,
otozomal gegisli kalitsal bir kanama hastaligidir (Ruggeri ve Zimmerman, 1987). VWF,
zedelenen damar duvarinda trombositlerin tutunmasima ve c¢okelmesine aracilik etmek ve
FVIIl’i tasiyarak kan pihtilasma sistemine sokmak gibi iki 6nemli rolii olan biiyiik bir
multimerik proteindir. VWH’nda ise bu gorev aksadigi i¢in zedelenen bolgede trombositlerde
tutunma ve ¢okelme olmamasi sebebiyle minor kanamalar ve tramvalar olusur. VWH nin,
VWF molekiiliindeki bozuklugun tipine gore degisen klinik ve laboratuar 6zelliklere sahiptir.
Bu tiplerin genetik ge¢isi birbirinden farkli 6zellik gosterebilir.

Bu calismada Tiirk Tip 2 Von willebrand hastalarinda, VWF geninin fonksiyonel
bolgeleri olan A1, A2 ve A3 bolgelerinin bulundugu ekzon 28 bolgesinin DNA dizi analizi
yontemiyle analizi yapilmistir. Bu ¢alisma igerisinde 20 Tip 2 Von Willebrand hastas: ile
calisiimastir.

Yapilan dizi analizleri sonucunda; 5 polimorfizm (c.4463G/C, c.4500G/A, ¢.4503C/T,
€.4508T/C, ¢.4517C/T ) ile beraber bir mutasyon ¢.3922C>T ( rs61749387) bulunmustur.

039 numarali hastada veri tabaninda Tip 2B mutasyonu olarak belirtilmis, proteinin
Al bolgesinde bulunan (c.3922C>T) p.R1308C (rs61749387) mutasyonu heterozigot olarak
tespit edilmistir. Bu mutasyon degisiklige miisait bir kodonda bulunmaktadir. Bu kodonda
ayrica p.R1308L mutasyonu bildirilmistir ki bu mutasyon da kolajene baglanma aktivitesini
degistirerek yine Tip 2B VWH’na sebep oldugu belirtilmistir (Baronciaoni ve dig. 2005).
Bunun sebebi, mutasyonun VWF’iin Al boélgesindeki disiilfat halka yapinin bulundugu
kisimda olmasidir. Bu yap1 Gplb, kolajen ve heparine baglanmayla ilgili bir bolgedir.

Otozomal dominant kalittm gosteren Tip 2B VWH, mutant VWF multimerlerinin
spontan olarak trombositlere baglanmasi ve trombositlerle birlikte fagosite edilmesidir.
Fagositoz sonucu Tip 2B hastalarinda yiiksek molekiil agirlikli multimerlerde azalma goriiliir
ve VWF:RCof degerinde azalma vardir. p.R1308C mutasyonu tespit edilen hastanin
VWF:RCof degerinde de ciddi derecede azalma bulunmaktadir. (VWF:Ag %22.5, FVIII:C
%30 ve VWF:RCof %6).
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Bulunan polimorfizmlere bakildiginda ise ¢.4453G/C (p.V1485L) (rs61750095) ,
€.4508 T/C (L1503P) (rs61750097), c.4517C/T (p.S1506L) (rs61750100) NCBI, SNP veri
tabaninda Dbelirtilmisken diger iki polimorfizm ¢.4500G/A (p.V15001) ve c¢.4503C/T
(p.L1501) sadece Sheffield Universitesinin ISTH-SSC VWF Online veri tabaninda
belirtilmistir. Bu polimorfizmlerin hastalarda genel olarak birlikte goriilmesi Tiirk
popiilasyonunda sik bulunan polimorfizm grubu olabilecegi ve psddogen ile rekombinasyon
sonucu olusan bir bolgede olabilecegi diisiiniilmiistiir. Psédogen ekzon 23-34 arasindaki
dizinin %97 homologu oldugu ve bu ara bdlgede daha ¢ok mutasyonlar olmasinin sebebinin
de bu iki gen arasindaki rekombinasyona baglanmasindan yola ¢ikilarak bu polimorfizmlerin
bir haplotip olabilecegi diisiiniilmektedir.

VWEF geninin ekzon 28 bolgesi icin molekiiler genetik analizi i¢in yontem
olusturulmus ve bu boélgede 5 polimorfizm ve bir hastada mutasyon belirlenerek alt
tiplendirilmesi yapilmistir. Hasta aile agaclar1 ile c¢alisilarak bu birlikte aktarilan
polimorfizmlerin sebebi belirlenebilir. Ve ayrica bu polimorfizmlerin bir arada bulunmasinin
VWH olusumunda bir etkisi olup olmadigi normal popiilasyonlarla karsilastirilarak
bulunabilir. Sonug¢ olarak olusturulan bu yontemle taranan hasta sayisinin ytikseltilmesi ile

Tiirk popiilasyonunda belirlenen mutasyon ve polimorfizmlerin artacagi diisiiniilmektedir.
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