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TIP 1 VE TIP 3 VON WILLEBRAND HASTALARINDA VON WILLEBRAND
FAKTOR GENININ ANALIiZi

OZET

Diizenli kan akis1 yasam i¢in esastir ve bunun saglanmasi insan viicudu i¢in
biiylik Onem tasir. Hemostaz, pihti olusumunu destekleyen ve antikoagulanlarin
etkisini sinirlayan faktorler arasindaki dengedir. Bu denge ile, yaralanma sonrasinda
asirt kan kaybinin Onlenmesi, damarlarda fazla piht1 olusumu da engellenir. Von
Willebrand Faktor (VWF) bu dengeyi saglayan bir¢cok protein arasindadir. VWF
eksikligi, diinyada en sik goriilen kalitsal kanamali hastalik olan Von Willebrand
Hastaligina (VWH) yol acar, fakat eksik penetrans ve hafif Von Willebrand
Hastaliginin klinik belirtilerindeki asir1 degiskenlik kesin taniy1 zorlastirmaktadir.

VWH’nin, VWF molekiiliindeki bozuklugun tipine gore degisen klinik ve
laboratuar 6zelliklerine sahip olan ve genetik gecisi birbirinden farklilik gosteren ¢cok
sayida tipi vardir. Von Willebrand faktoriin (VWF) niceliksel eksikligi Tip 1 ve Tip
3 VWH, niteliksel eksikligi Tip 2 VWH olarak siniflandirilmigtir. Bu calismanin
amac1 Tirkiye’de de yiiksek siklikla gorilen VWH icin molekiiler analiz
yontemlerinin olusturulmasi ve Tiirk Tip 1 ve Tip 3 VWH’larinda genetik tani

yapilmasidir.
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SUMMARY

Continuous blood flow is essential for life and its maintenance is an important
task for the body. Hemostasis is the balance between the factor which promote blood
clot formation and factors that restricts the action of anticoagulants. This balance
prevents, abnormal blood loss after trauma and excessive clot formation in the
vessels. Von Willebrand Factor (VWF) is one the proteins that keeps this balance
and deficiency of VWF results in the most common inherited bleeding disorder.
However, reduced penetrance and dramatic changes observed in the clinical
symptoms of mild Von Willebrand Disease (VWD) makes it diffucult to diagnose.
Different mutations cause different types of VWD which show different clinical and
molecular characteristics and different inheritance. Quantitative deficiency of VWF
classified as Type 1 and Type 3 VWD, qualitative deficieny is Type 2 VWD.

The aim of this study is to optimise molecular method for gene analysis of
VWEF that couses VWD in Turkish population and to conduct genetical diagnosis of
Turkish Type 1 and Type 3 VWD patients.
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1. GIRIS

Ekstraselliiler sivinin bir parcasi olan kan, plazma adi verilen sivi ortam igerisinde kan
hiicrelerinin siispansiyon halinde dagildigi, damar sistemini dolduran ve bu sistem ic¢inde kalbin
pompa giicii sayesinde dolasabilen bir dokudur. Kanin en 6nemli gorevleri; tagima, diizenleme
ve savunmadir. Kan hacminin % 44-46 sin1 hiicresel boliim olusturur ve buna kanin hematokrit
degeri denilmektedir.

Kan hiicreleri eritrositler, 16kositler ve trombositlerdir. Eritrositlerin en 6nemli gorevi
dokulara Oksijen tasimaktir. Oksijeni iclerinde bulundurduklart hemoglobin molekiiliine
baglayarak tasirlar. Lokositler organizmanin savunma sistemini olustururlar. Organizmay1
viriislere, bakterilere, mantarlara, kanser hiicrelerine ve yabanci dokulara karsi savunurlar.

Trombositler kanamanin durdurulmasinda ve kanin pihtilasmasinda gorev alan hiicre grubudur.
1.1.Hemostaz

Damar biitiinliigiinii bozan bir zedelenmeden sonra organizmanin kan akimim
stirdirebilme yetenegi yasamsal énemdedir. Kanin bu durumda pihtilagabilmesi ve daha sonrada
pihtinin ortadan kaldirilarak tekrar kan akiminin siirdiiriilmesi ve zedelenmis dokunun tamiri
stirecine hemostaz adi verilir. Hemostazin siirdiiriilmiis oldugu bir organizmada piht1 olusumu
ile ptht1 erimesi arasinda bir denge durumu mevcuttur.

Kanin pihtilasmasi memelilerin yiiksek basingli dolasim sisteminde kan damarlarinin
hasar gérmesinin ardindan onarimin dogru yapilmasina yardimci olan bir savunma sistemidir.
Burada 6nemli olan damar ici pihtilasmay1 6nlerken, kanama olmasini da engellemek i¢in ¢ok
sayida karmasik ve birbirleriyle karsilikli iligkili sistemler arasinda bir dengenin siirdiiriilme

zorunlulugudur ( Furie ve Furie, 1988).



Damar kesiginin olusmasi durumunda hemostaz 4 asamada saglanir;

1. Hasarin distalindeki damarlarin konstriksiyonudur.

2. Hasar  bolgesinde gecici bir  trombosit tikacinin olusmasidir.

3. Trombosit tikacim1 ve kirmizi hiicreleri yakalayarak daha stabil olan trombiis

meydana getiren piht1 ve fibrin aginin olusumudur.

4. Pihtinin plazmin tarafindan parsiyel veya komple ¢oziilmesidir.

Trombositler damar duvar1 hasarmin meydana geldigi yerde kollajene baglanirlar ve
trombin, ADP, tromboksan A2(TxA2) veya epinefrin araciligiyla aktif hale getirilirler.
Aktiflesmis trombositlerden iki tip graniil salinir. o graniiller ve dense grantiiller.

o graniiller; trombospodin, fibrinojen, VWF, Faktor V ve hemostazla ilgili diger
proteinleri icerir. Dense graniiller ise kalsiyum iyonlari ve ADP den zengindir.

Glikoprotein IIb-IIla kompleksinin baz1 plazma proteinleri i¢in reseptor olarak eksprese
olmasi trombosit tikaci ve fibrin pihtisinin olugmasi i¢in dnemli olabilir. Aktiflestikten sonra
morfolojik ve biyokimyasal olarak degisime ugramalarinin ardindan trombositler, fibrinojen
varliginda trombosit tikaci olusturmak iizere agrege olurlar.

VWF trombosit tikacinin olusumunda gorev alan en ©Onemli molekiillerdendir.
Trombosit tikacinin olusumu sirasinda trombositler endotel altinda aciga ¢ikan kolajene VWF
aracihigl ile yapisirlar. Trombosit tikacinin olugsmasi sirasinda VWF trombosit membraninda
glikoproterin Ib-Ix ve kollajen matrikse baglanarak damar kesiginin olustugu bolgede trombosit
agregasyonun olusmasi saglanir.

Hemostaz siirecinde olusan defektler kanama egilimini arttiran hastalik tablosu ile
seyrederler. hemostaz sirasinda VWF’iin eksikligi ya da fonksiyonunu yerine getirememesi
trombosit adezyonunu bozar ve Faktor VIII’de sekonder bir eksiklige neden olarak kanama

bozukluguna yol acar. (Westrick ve Ginsburg, 2009)



1.2. VWF’ nin Yapisi ve islevleri

VWF plazmada bulunan multimerik yapida hemostazin saglanmasi i¢in gerekli bir
glikoproteindir. VWF’nin hemostazda iki dnemli gérevi vardir:

o Zedelenen damar duvarinda trombositlerin adezyonu ve agregasyonuna

aracilik etmek

. Kan pihtilagsma sisteminde kofaktor olan FVIIT'i tagimak

VWF kayma gerilimi yiiksek kapiller damarlarin duvarina trombositlerin adezyonu ve
bunu izleyen agregasyonu icin gereklidir. Bu nedenle VWF nin eksikliginde tipik olarak
kapiller damarlardan zengin olan mukozal yiizey ve deri kanamalar goriilir. VWF’ nin bu
hemostatik islevi 6zgiin multimerik yapisi ile iliskilidir. Molekiil agirligi en yiiksek olan
multimerler hemostatik yonden en etkin olanlardir. Yiiksek molekiil agirlikli multimerlerin
kayb1 veya normal multimerik yapinin bozulmasi hemostatik fonksiyonun da azalmasina ve
ya kaybina yol acar.

Molekiil iizerindeki cesitli baglanma yerleri sayesinde trombosit ve endotel alti doku
arasinda koprii islevi goriir (Sekil 1.1). Yara yerinde bulunan VWF, hizla gecip gitmekte olan
trombositleri once Gplb araciligr ile endotele baglar ve hemen aktive olan trombositlerin
membraninda aciga ¢ikan GplIb/Illa ya da baglanarak hem endotel alt1 doku ile daha giiclii
bir baglanti olusturur hem de trombosit agregasyonuna neden olarak yara yerinde trombosit
tikaci olusmasim saglar.

VWF ayn1 zamanda kan pihtilasma sisteminde onemli bir kofaktor olan FVIII: C icin
tasiyict protein gorevi yaparak onu dolasimda zamansiz yikimlara karst korur ve hemostaz
olusurken VWF iizerindeki baglanma yerine tutunan FVIII in yara yerinde hazir

bulundurulmasi fibrin olusumu icin kolaylik saglar (Keeney ve Cumming 2001).



1.3 VWF’nin Biyosentezi

Viicutta biiyiik oranda endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen VWF megakaryositler
tarafindan da tretilir. VWF sentezinde ilk basamak primer mRNA translasyonu ile 2813
aminoasit iceren pre-pro-VWF olugmasidir. Pre-pro-vWF 22 aa’lik sinyal peptid, 741 aa’lik
propetid ve 2050 aa’lik matur subunit icerir. Molekiiliin primer yapisi birbirini birka¢ kez
tekrarlayan Sekil 1.2°de gosterildigi gibi organize olan A, B, C ve D bolgelerden olusur. Her
bolgenin farkli baglanma fonksiyonlar1 vardir: D* bolgesi FVIII'i, kollajeni ve heparini, Al
bolgesi platelet membranindaki GPIb reseptoriinii, kollajeni ve heparini, A3 kollajeni, C1 ise

plateletin agregasyon reseptorii olan Gpllb/Illa’y1 baglar (Sadler 2009).

Sinyal propeptid matilr v
paptidi P—— - -

DA o2 | o [oa | am [az [ a2 e Wes o Il R

Fwin Gplb kollajen GplibAlla

heparin kollajen
heparin

Sekill.1. Von Willebrand Faktoriiniin peptid yapisi ve reseptor baglanma bolgeleri
(Haberichter SL, 2009)

8.7 kb mRNA

I [*1] D2 D D3 IA1|A2|A3 ID4|B|c1|c2-
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Sekill.2. Pre-Pro VWF (Haberichter SL, 2009)

Pre-Pro-VWF’den sinyal peptidin ayrilmasi ile endoplazmik retikulumdaki pro-VWF
posttranslasyonel modifikasyonlara girer. Pro-VWF’nin C terminali sisteince zengindir.
Sinyal peptidinin ayrilmasiyla pro-VWF’nin N terminali glikolize olurken C terminali
(C1099) ise baska bir pro-VWF’nin C terminalindeki (C1142) sistein rezidiilleri arasinda
disiilfid baglarim1 kullanarak birbirlerine baglanirlar. Bu asamadan sonra dimerize olmus pro-
VWF molekulleri golgi aygitina gecer. VWF multimerleri daha sonra golgi cisimcigine geger
ve dimerler burada disiilfid baglar1 ile multimerleri olusturur. Golgi cisimciginde multimer

olusumu mature VWF molekiiliiniin N terminalindeki disulfid baglari ile gerceklesir.



Yapilan calismalar pro-peptid dizisinin multimer olusumunda etkili oldugunu
gostermistir (Haberichter SL, 2009) (Sekil 1.3).

VWF multimerlerinin Golgiden disar1 salgilanmasindan hemen o©nce her peptid
monomerinin baslangicindaki 760 aa’lik propeptid kismu intraselliiler proteazlar tarafindan
kesilir. Golgiden salgilanan VWF multimerleri ya diizenli olarak hiicre digina verilir veya
trombositlerin alfa graniillerinde ve endotel hiicresinin Weibel- Palade cisimciklerinde
(WPB) depolanir.

Yapilan c¢alismalarda WPB’den salgilanan VWF’nin yiiksek molekiiler agirlikli
multimerler oldugunu gostermistir. Saglikli bireylerde VWF plazma diizeyi 0,3-1,57
IU/ml’dir (Kim ve dig. 2010).

VWF megakaryositte ve endotel hiicresinde benzer sekilde sentez edilir. Endotelden
ve megakaryositten sentezlenen VWF arasindaki farklar Tablol.1’de verilmistir. Endotelde
sentezlenen VWF multimerleri endotel alti dokuya ve kana gecer ayrica endotel hiicresinde
gereksinim halinde salgilanmak iizere depolanir. Megakaryositte sentezlenen VWF ise
plateletlerin alfa graniillerinde depolanir. VWF dolagimda molekiil agirliklar1 10.000kD’a
kadar ¢ikabilen farkl bityiikliikte multimerler seklinde bulunur (Millar ve Brown, 2006).
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Sekil 1.3- VWF’nin Biyosentezi Sirasinda Multimer Olusumu
(Millar ve Brown, 2006)



Plazmaya sekrete edilen VWF multimerleri bir metalloproteaz olan ADAMTS- 13
tarafindan A2 bolgesinden (Tyr842 - Met843) kesilerek daha kiiciik multimerlere yikilir
(Sekil 1.4). VWF’nin trombosit kofaktor aktivitesi multimer biiyiikliigli ile korelasyon
gosterir ( Pruss ve dig. 2008).
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Sekill.4. VWF ve ADAMTS 13 ( Pruss ve dig. 2008)

Tablol.1. Endotelden ve Megakaryositten Sentezlenen VWF Arasindaki Farklar

(McGrath ve dig. 2010).

OZELLIK ENDOTEL MEGAKARYOSIT

Esas Salgilama Evet Hayir

Depolama WPB o GRANULLERT

Multimer dagilimi Yiiksek molekiiller agirlikli | Yiiksek  molekiiler —agirlikli
olanlar ~ WPBde, iigiinciil | olanlar o graniillerinden

boyutlular normal plazmada

Salgi yapimi uyarici madde Trombin, ADP, Epinefrin, | Trombin, ADP, kollojen,
histamin tromboksan A2

ABO antijen ekspresyonu + -

Sialik Asit ++ +

Galaktoz Ekspresyonu ++ +

Kollojen Baglama Yetenegi ++ ++

Gplb Baglama Yetenegi ++ +

Gpllb/Illa Baglama Yetenegi | ++ +++

Heparin Baglama Yetenegi ++ +++




1.4-VWF’nin Kan Diizeyini Etkileyen Faktorler

VWF’nin plazma diizeyi, genetik ve cevresel faktorlere bagli olarak degisir. Gebelik,
Ostrojen, progesteron, glukokortikoid tedavileri, adrenalin veya adrenalin salinimini artiran
stres ve agir egzersiz, hipertiroidi, inflamatuar hastaliklar, vaskiilitler, diabet, karaciger ve
bobrek hastaliklart VWF diizeyini artirirken, hipotiroidi ve valproik asit tedavisi VWF
diizeyini azaltir (Mannucci ve dig. 1977). Kan grubu O olan bireylerin VWF diizeyi diger
gruplardan yaklasik %25 daha diisiik diizeydedir (Hill ve dig. 1987).

1.5-VWF Geni

VWF geni 12. kromozomda olup yaklasik 180 kb biiyiikliigiindedir ve 52 ekzon
icermektedir. mRNA transkripti ise yaklasik 8,5 kb kadardir. 12. kromozomun kisa kolunda
lokalize olan VWF geninin 22. kromozomda 22q11-13 bolgesinde lokalize olmus VWF
dizisinin ekzon 23 ve 34 arasinda %97 homoloji gosteren bir de pseudogeni vardir (Budde ve
Schneppenheim, 2001; Laffan ve dig, 2004).

Ekzon uzunluklart olduk¢a degisik olup en kiiciik ekzonu ekzon 50’dir ve 40 bg
kadardir (Sekil 1.5). Genin en uzun ekzonu ise ekzon 28 olup 1347 bedir ve oldukca
polimorfiktir. Diger ekzonlarin ortalama boyu 146 bedir. 51 introna sahip olan VWF geninin en
biiyiik intronu 19,9 kb biiyiikliigiindeki intron 6’dir. En kiiciik intron ise intron 29’dur.
Intronlarin ortalamasina bakildiginda yaklasik olarak 3 - 3,5 kb oldugu goriilmiistiir (Mancuso,

1989).

VWF mRNA

0 1 2 3 - 5 6 a7 8 ‘)l kb

1 23456 TH9 10-13 1415 16-18 19-2122-24 2527 2% 20-31 32 - 35 36 37 38 - 41 42 - 45 da - 49 50-52

Exon Number

Sekill.5- VWF Geninin Ekzon Biiyiikliikleri (ISTH-SSC VWF Online Database; 2007)

VWF geni yiiksek derecede polimorfiktir (Sekil 1.6). VWF veri tabaninda 217 tane
polimorfizm listelenmistir. Bu polimorfizmlerin %34’ti VWF’geninin duplike oldugu
pseudogen bolgesinde (ekzon 23-34) tespit edilmistir. Gen ve pseudogen arasindaki

rekombinasyon sonucu bu bolgede yiiksek derecede polimorfizm goriilmiistiir.



Ornegin Tip 1 hastalarinda sikga goriilen c. 2771 G>A polimorfizm igin yapilan bir
caligmada 148 hasta ve 115 normal bireyle calisma yapilmis ve sonucta bu polimorfizm i¢in
tek bagsina bir anlam ifade etmedigi goriilmiis. Bunun yam sira ¢.2771 G>A degisimi ikinci
bir mutasyonla birlikte goriildiigiinde VWF ve FVIII kandaki seviyelerinin belirgin oranda

diismesine sebep oldugu goriilmiistiir (Hickson ve dig. 2010).
1.6-Von Willebrand Hastalig

Von Willebrand Hastalign (VWH), VWF’nin Plazma diizeyinin diismesi veya VWF
fonksiyon kayb ile gelisen ve diinyada en sik rastlanan kalitsal kanamali bozukluktur. Hastalik
ilk kez 1926’da Finlandiya’daki Foglo adasinda yasayan bir ailede ortaya c¢ikmasiyla
patofizyolojisi arastirilmaya baslanmistir. Eric Von Willebrand ailede ciddi herediter kanamalar
olmasindan dolay1 hastalia basta pseudohemofili demistir. Boyle demesinin sebebi de
Hemofili A, X kromozomuna bagl olarak gecis gosteren hastalik oldugundan, bu hastalikta
hasta bireyin cinsiyeti erkektir. Ancak bu aileyi incelediginde hastaligin bayanlarda da
oldugunu gormiis ve genetik gecisin otozomal dominant Ozellikte oldugu goriilmiistiir

(Ginsburg ve Bowie, 1992).
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VWH, tipik olarak hafif veya orta siddette deri-mukoza kanamalariyla karakterizedir.
Sik goriilen semptomlar, deride kolay ekimoz olugsmasi, burun kanamasi, dis eti kanamasi,
menoraji, post-partum kanamalar, ylizeyel kesilerden sonra uzun siiren kanamalaridir (Sadler
2000). Kanamanin siddeti VWF’nin diizeyine ve fonksiyon bozuklugu olup olmadigina gore
farklilik gosterir. VWF’nin diizeyi ¢ok diisiik olan veya fonksiyonlarinda ciddi bozukluk olan
hastalarda kanama semptomlar1 daha ciddi olup erken ¢ocukluk caginda baslarken, hafif tipler
ancak mukozal yiizeylerdeki travmatik girisimlerde (tonsillektomi, dis ¢ekimi, kiiretaj) veya
menarsta kendini belli ederler. VWF diizeyinin < %1, FVIII diizeyinin <%35 oldugu agir (Tip
3) VWH da ise ciddi mukozal kanamalara ek olarak hemofilide oldugu gibi eklem ve kas ici
kanamalar1 da goriiliir. Bazi1 hastalarda gastrointestinal sistemde gelisen anjiodisplaji nedeni
ile yasami tehdit eden ve faktor tedavisi ile durdurulamayan GIS kanamalar1 goriilebilir.
VWH nin cocukluk cagindaki en 6nemli ve ¢ogunlukla tek semptomu burun kanamasidir.
Yas ilerledik¢e, VWF diizeyindeki artmanin da etkisiyle burun kanamalarinin siddeti azalir
veya tamamen kaybolur (Italian Working Group 1977).

Otozomal bir hastalik olmasina ragmen VWH’nin, VWF molekiiliindeki bozuklugun
tipine gore degisen klinik ve laboratuar 6zelliklerine sahip olan ve genetik gecisi birbirinden
farklilik gosteren farkl tipleri vardir (Sekil 1.7). Sadler bu farkli tipleri VWF’nin nitelik ve
niceliksel degisikliklerine gore 3 ana gurupta toplamistir (Sadler 1994).

[ VWH’nin ]
SINIFLANDIRILMASI

)

[ TiP 24 ) TiP 2B ) TP 2N | [T )

Tablo 1.2. VWH siniflandirilmasi

VWPF’nin plazmada eksik olmasi Tip 3 VWH, VWF’nin plazma diizeyinde diisiis
olmas1 Tip 1 VWH ve VWF fonksiyon eksikligi ise Tip 2VWH olarak tanimlanmistir. Tip 2
VWH kendi arasinda Tip 2A, Tip 2B, Tip 2M ve Tip 2N olarak dort alt gruba ayrilir.



Bu tiplendirmenin disinda kalan; hipotiroidi, otoimmiin hastaliklar, solid tiimoérler,
lenfoproliferatif ve myeloproliferatif hastaliklar, konjenital kalp hastaliklar1 ve enfeksiyonlar
gibi bircok hastalik seyrinde veya Oncesinde gelisebildigi gibi altta yatan bir hastalik
olmaksizin da ortaya c¢ikabilen bir de Edinsel VWH (Edinsel Von Willebrand Sendromu-—
EvWS) vardir. EvVWS’nin tipi, klinik seyri ve kanama semptomlarinin siddeti altta yatan
hastalia gore farklilik gosterir. Hipotiroidideki EvWS, sentez azalmasma bagli olup
DDAVP’ye iyi yanit verir ve hipotiroidi tedavisi ile diizelir. Wilms tiimoriindeki EVWS nin
nedeni ise VWF nin tiimor hiicresindeki hiyaluronik asite baglanmasidir, antikor yoktur, tip 1
ve tip 3 VWH belirtileri verir. Otoimmiin hastaliklara ikincil EvWS’de, VWF aktivitesini
inhibe eden antikor vardir; tip 1, tip 2 veya tip 3 seklinde olabilir.

Bu farkli tiplerinin ayirt edilmesi genetik danisma ve farkli tedavi gereksinimleri

yonlerinden 6nemlidir.

1.6.1. Laboratuar Bulgulan

VWH’nin klinik tanisinda kullanilan laboratuar testleri, kanama zamani ol¢iilmesi,
VWF:Ag diizeyinin belirlenmesi, VWF:RCOF, FVIII:C ve VWF:RIPA belirlenmesidir ve
multimer yapisinin analizidir (Federici and Canciani; 2009)

Kanama zamam: Bu test,duyarliliginin ve 6zgiilliigiiniin az olmasi nedeni ile biiyiik
Olctide terk edilmistir. Bunun yerine PFA-100 (Platelet Function Analyser-100) testi tercih
edilmektedir.. PFA-100, kanama zamanina gére VWH icin daha duyarli olmakla birlikte,
platelet fonksiyon bozukluklarinda da uzadigindan 6zgiilliigii diistiktiir.

VWEF diizeyi: VWF’ye karsi1 antikor kullanilarak ELISA ve turbidometrik yontemlerle
olciiliir. Otomatik koagulasyon analizorlerinde kullanilan turbidometrik yontemler, romatoid
faktorlere bagli olarak yanlis sonug verebilir.

RcoF: Bu test VWF’nin plateletlerin Gplb reseptoriine baglanma kapasitesini olger.
VWF’nin platelete baglanmasim saglayan bir antibiyotik olan ristosetin normal plateletlere
eklendiginde aglutinasyon ortaya c¢ikar. RcoF testinde yikanmis ve fikse edilmis normal
plateletler iizerine 1.2 mg/ml yogunlukta ristosetin ve hasta plazma diliisyonlar1 eklenir,
olusan aglutinasyon lam iizerinde ¢iplak gozle veya aggregometrede Olgiiliir.

VWEF aktivitesi, VWF’nin kollajene baglanma fonksiyonunu gosteren ELISA ydntemi
ile de ol¢iilebilmektedir (collagen binding activity — CBA). CBA testi, RcoF’e gore daha iyi

standardize edilmistir.
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FVIII aktivitesi: VWF diizeyi ¢ok diisitk veya FVIII baglama fonksiyonu bozuk
degilse FVIII diizeyinde 6nemli azalma olmaz.

RIPA: Bu test VWF’nin Gplb’ye baglanmasimin artmis oldugu Tip 2B VWH tanist
icin gereklidir. Standart platelet agregasyon testinde kullamilan 1.2 mg/ml yogunluklu
ristosetinle agregasyon testi yapildiktan sonra ristosetin yogunlugu her seferinde 0.2 mg/ml
azaltilarak normalde agregasyon olusturmayan diisiik yogunlukta agregasyon olup olmadigi
aranir. Normal bireyler 0.6 mg/ml ristosetiinle agregasyon gostermezken Tip 2B VWH’li
hastalarda bu doz ile agregasyon goriiliir.

Multimer Analizi: Bu test SDS agar jel elektoforezi ile biiyiik VWF multimerlerinin
bulunup bulunmadigini ve multimer bantlarinda yapisal anormalliklerin olup olmadigini
arastirmak i¢in yapilir.

VWH’nin klasik laboratuar bulgular sunlardir:

(1) Kanama zamaninda uzama,

(2) VWF diizeyinde (VWF:Ag) azalma,

(3) VWF ristosetin kofaktor aktivitesinde (RcoF) azalma,
(4) FVIII koagiilan aktivitesinde (FVIII) azalma,

(5)Ristosetin ile platelet agregasyonunda (RIPA) azalma veya artma

1.6.2. VWH’nin Goriilme Sikhg:

VWH en sik goriilen kalitsal kanamali bir hastaliktir. Toplum taramasi ile elde edilen
insidans rakamlar1 %1 dolayindadir. Bu sekilde saptanilan olgularin ancak %10‘unda kanama
semptomu bulunmaktadir. Buna karsilik, kanama semptomu ile saglik kuruluslarina bagvuran
hastalarin sikligr 35-100/ milyon arasinda olup bazi Iskandinav iilkelerinde 200/ milyona
kadar ¢ikar. Hastaligin agir kanama egilimi ile karakterize tipinin siklig1 1-5: milyon olarak

hesaplanmaktadir.
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1.6.3. Hastalhigin Tipleri

Tip 1 VWH: Tiim olgularin % 75-80’ini olusturan tip 1 VWH otozomal dominant
kalitimla gecer. mutasyonlarin c¢ogunlugu nokta mutasyonudur (Sekil 1.7). Yapisal bir
bozuklugu olmayan (multimerik yapisi normal) VWF nin plazma diizeyi ortalama % 50’nin
altina inmistir. Rcof ve FVIII diizeylerinde de VWF ile orantili azalma vardir. Bu tipe neden
olan genetik defektler tam olarak aydinlatilamamis olmakla beraber, bilinen mutasyonlarin
bazist VWF’nin endotel hiicresi icinde retansiyonuna neden olmakta, bazisi multimer
olusumunu engellemekte veya molekiiliin dolasimdaki yar1 omriinii kisaltmaktadir. Ornegin
yapilan bir calismada R1205H ve C1130F mutasyonlar1 VWF’ nin yar1 omriinii kisalttig
goriilmiis. Hamile bayanlarda yapilan bu calismada kisa siireli desmopressin kullanimiyla
kisa zamanda FVIII ve VWF diizeylerinde hafif artig saptanmistir (Castaman ve dig. 2010).
Tipl VWH’larinda bulunan mutasyonlar genin promotor bolgesinde ve tiim gene yayilmis
mutasyonlardir. Bunlarin disinda Tiirk populasyonunda goriillen ve tipl VWH ile
iliskilendirilebilen 3 tane nonsense 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 (Abuzenadah ve dig. 1999). Tablo 1.2°de Tip 1
VWH’da en sik goriilen mutasyon tipleri verilmistir.

Tip 1 VWH’larinda en sik mutasyonlardan olan C1149R( G3389>T) ve C1130F
(3445 T>C) mutasyonlart benzer fenotip Ozellikleri gosteren dominanat negatif etkili
antimorfik mutasyonlardir. C1130F mutasyonu VWF’nin D3 domainini etkilerken C1149R
mutasyonu VWF nin multimer olusumu sirasinda gorev yapan sisteinler arasindaki disiilfid
baglarim etkilerler. Aym zamanda resesif Tip3 VWH’lanylada iliskilendirilmistir
(Eikenboom ve dig. 1998).
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Sekil 1.7 - Tip 1 Hastalarinda Goériilen En Sik mutasyonlar
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Tip2A : Tip 2 olgularin %15-20’sini olusturur ve dominant kalitimla gecer.
Mutasyonlar yanlis aminoasit sifreleme (missense) tipinde olup ¢ogu molekiiliin proteazla
kirilma yerinin bulundugu A2 bdolgesinin yer alir. En ¢ok goriilen mutasyonlar R1597W ve
[1628T dir. Bunlara ek olarak A1l bolgesinde yer alip Gplb’nin baglanmasina engel olan ve
Tip 2B sinifina girmesi gereken C1272G, R1308H, C1458Y 3 farkli mutasyon bulunmustur.
Tip 2A mutasyonlari grup 1 ve grup 2 diye ikiye ayrilir. Grup 1 mutasyonlar1 normal VWF
multimerlerinin hasar gormesi sonucu yiiksek molekiil agirlikli multimerlerin birikmesi
sonucu olusur. Grup 2 mutasyonlan ise plazmadaki yiiksek molekiiler agirlikli VWF’ nin
azalmasi sonucu ortaya c¢ikar. Grup 2 mutasyonlarina 6rnek olarak ekzon 28’de bulunan
L1503Q verilebilinir (Kashiwagi ve dig. 2008).

ADAMTSI13 enziminin kesme yerinde aminoasit degisikliklerine neden olan
mutasyonlar enzime asir1 duyarlilik yaratir veya molekiiliin hiicre i¢inde taginmasini engeller.
Laboratuvar bulgularinda tipik olarak biiyiik 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 ilac1 vermeden 6nce yanit
olup olmadig belirlenmis olmalidir.

Tip 2B: Tim Olgularin %5 ini olusturan bu tipte genetik mutasyonlar VWF
molekiiliiniin GPIb ye baglanma yerinde (A1l bolgesi) Oyle bir yapisal degisime yol acar ki
VWF dolagimdaki trombositlere herhangi bir uyar1 olmadan kendiliginden baglanir ve in vivo
trombosit agregatlart olusur. Platelet biiyiikk multimer kompeksleri fagosite edilip dolasimdan
uzaklastirildig1 i¢in trombsitopeni ve biiyilkk multimerlerde azalma goriiliir. Kanamanin
nedeni biiyiik multimerlerin kayb1 ve trombositopenidir. TIP VWH’de ekzon 28 nin anterior
bolgesinde bir¢ok nokta mutasyonlart tanimlanmistir. Von Willebrand veri bankasinda tip 2B
icin kabul edilmis 54 mutasyon bulunmaktadir. Bu mutasyonlardan R1306W, R1308C,
V1316M, VE R1314Q Al bolgesinde degisime neden olmalarma ragmen Tip2A fenotipi
gostermektedirler. (Meyer ve dig. 1997).

Tip 2M: Cok ender goriilen bu tipte, biiyiik multimerler normal olmasina ragmen
VWPF’niin platelete veya endotel alti dokuya baglanmasi azalmistir. Multimer analizinde
bantlarda migrasyon anomalisi veya cok biiyiik multimerlerde artis (Vicenza tipi) gosteren alt
tipleri de tamimlanmistir (Sztukowska ve dig. 2008). VWF molekiiliiniin A1 bolgesinin C
terminali tarafinda missense mutasyonlar, nadir olarak gen delesyonu bildirilmistir. Klinik ve

laboratuar olarak tip 2A’ya benzer, ancak multimer analizi ile ondan ayirt edilebilir
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Tip 2N: VWF’nin FVIIL:C e baglamasinda azalma ile karakterize bu tip otozomal
resesif gecer. Bu olgularda VWF nin FVIIL:C baglanma bolgesi olan D’ - D3 bolgesinde
yanlis anlamli mutasyonlar saptanir. VWF ve Rcof diizeyleri ile multimer dagilimi normal,
FVIII diizeyi ise homozigotlarda hafif veya orta hemofilideki gibi diisiiktiir (%10-20 aras1) .
FVIII:VWF oran1 <0.7’dir. VWF’nin GPIb’ye baglanmasinda bozukluk olmadigindan,
mukozal kanamalar yerine hemofilideki gibi yalmz eklem kas i¢i kanamalar1 goriiliir. Aile
icinde hem kiz hem erkek ¢ocuklarda hemofili tablosu bulunmasi ile dikkat ¢eker. Kesin tani
icin, hastanin VWF nin FVIII baglamasinda azalma olugunun gosterilmesi gerekir.

Tip 3 (agir) VWH: Otozomal resesif gecis gosteren bu tipin homozigotlarinda VWF
diizeyi Olciilemeyecek kadar diisiik (<1 U/dl), FVII :C diizeyi % -10’u arasinda, kanama
zamanit >20’dir. Klinik olarak siddetli mukozal kanamalar yaninda hemofiliye benzer kas
iskelet kanamalar1i da goriiliir. 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
taramas1 ile yapilabilir. Tip 3 VWH olgularinin c¢ok azinda total veya parsiyel gen
delesyonlart gosterilmistir.

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 icin homozigot veya birlesik heterozigot olabilirler
(Lillicrap 2009). VWF veri tabaninda 52 ekzondan 34 ekzona dagilim gostermis 126 tanimh
mutasyon vardir. Tip 3 hastalarinda goriilen mutasyonlarin ¢ogunlugu nokta mutasyonudur
(Sekil 1.8).

Bunun disin da tip 3 hastalarinda biiyiik gen delesyonlan 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 (Sekil 1.9).
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Sekil 1.8. Tip 3 Hastalarinda Gériilen En Sik Mutasyonlar
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Tip 3 hastalarinda meydana gelen mutasyonlar ve delesyonlar incelendiginde genelde
mutasyonlarin birlesik heterozigot oldugu goriilmiistiir.

VWH tanisi icin en az VWF, Rcof ve FVIII testlerinin ii¢iiniin birlikte yapilmasi
gerekir, kesin tani icin bu testlere ek olarak kanama zamami veya PFA-100 ile RIPA
testlerinin de eklenmesi gerekir. Multimer analizi ve FVIII baglama testleri ancak
koagulasyonda uzmanlagmis laboratuarlarda yapilmaktadir (Sekil 1.10). Hastaligin farklh

tiplerinin ayirt ettirici klinik ve laboratuar 6zellikleri Tablo 1.3’de gosterilmistir.

Domain:§ D1 D2 D D3 Al Az A3 D4 B1-B3 C1 cz2 CK
Exon: 2 3-10 1117 18-20 20-28 28 28 28-32 33-3435-39 40-42 4244 4548 49.52
2A — — _
2B _—

2M —_

2N —

1

3

Sekil 1.9 Hastalik Tiplerinde Ortaya Cikan Mutasyonlarin Gendeki Dagilimi
(Goodeve A.C. ve Paulo J. 2009)
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Sekil 1.11. Tam testlerinin secimi (Giirsel T; 2009)
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Tablo 1.3. VWH Tiplerinin Laboratuar Ozellikleri

Tip |Genetik |[Sikhk |FVIII % |VWF Rcof RiPA Multimerik
gecis (%) yapi

Tipl Otozomal | 60-70 Azalmig Azalmig Azalmis Azalmig/ Normal
dominant Normal

Tip3 Otozomal |5-25 3-5U Olgiilebilir Olciilebilir Cevap yok | Goriilmez
resesif diizeyin diizeyin

altinda altinda

Tip2A | Cogunlukla | 10-15 Azalmig/ Azalmig/ Cok azalmis | Cok azalmis |Biiyiik
Otozomal Normal Normal multimerler
dominant

Tip2B |Otozomal |2 Azalmig/ Cogunlukla | Azalmig/ Cok azalmis |En biiyiik
dominant Normal azalmis Normal multimer eksik

Tip2M |Otozomal |2 Degisken Degisken Azalmis Degisken Normal
dominant azalma azalma azalma

Tip2N |Otozomal |2 Azalmis Normal Normal Normal Normal
resesif

Psodo- |Otozamal |Ender Azalmig/ Azalmig/ Azalmig/ Artmig En biiyiik

VWH | dominant Normal Normal Normal multimer eksik

17



2. AMAC

VWH diinyada en sik goriilen kalitsal kanamali bir hastaliktir. Hastalik klinik olarak
heterojen bir hastaliktir ve hastaligin molekiiler patogenezinin bilinmesi hastaligin dogru tani ve
tedavisi icin bilyilk 6nem tagimaktadir. Hastaligin tamist VWF:Ag VWF:Rcof oram ve FVIII:C
testi ve multimer analizi ile yapilabilmektedir. Ote yandan laboratuar testleri ile klinik tam
miimkiin olabilse de testlerde diisiik tekrarlanabilirlik olmasi, eksik penetrans olmasi, VWF
diizeyinin ¢evresel ve genetik nedenlerle degisebiliyor olmasi ve o merkezde multimer analizi
yapilamiyorsa hastaligin klinik tamisin1 zorlagtirmaktadir. Hasta da mutasyonun bilinmesi
hastaya dogru tan1 konulmasinda ve dogru tedavinin uygulanmasinda yardimec1 olacaktir.

Tiirkiye’de de yiiksek siklikla (0.7 %) goriilmesine ragmen Tiirk hastalarinda VWH nin
molekiiler analizi bugiine kadar yurt disindaki merkezlerde yapilmistir. Gen cok biiyiik
oldugundan tiimiinii mutasyon yoniinden taramak giic ve zahmetli bir istir. Genin yapisinin
karmagsik olmasi, eksik penetrans olmasi hastaligin klinik tanisini zorlagtirmaktadir.

Ote yandan VWF geninde VWF hastalifina sebep olan mutasyonlarin belirlenmesi
kesin lokalizasyonlarinin  ve identifikasyonlariin  yapilabilinmesi VWEF  proteinin
fonksiyonlarinin anlasilmasim kolaylastiracaktir.

VWF gen analizinin yapilmasi hastaligin tiplendirilmesi ve tiplendirilen hastalarin
tedavi edilmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu ¢calismanin amaci Tiirkiye'de VWF gen
analizi i¢in molekiiler yontemlerinin olusturulmasi ve Tiirk Tip 1 ve Tip 3 VWH hastalarinda

VWEF genetik tam yapilmasidir.
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3. MATERYAL

Bu calismada toplam 8 Tip 1 ve 8 Tip 3 VWH hastasindan elde edilen kandan izole
edilen DNA ornekleri ile calisitlmistir. Hastalardan kan ornekleri Ege Universitesi
Hastanesinden saglanmistir. Hastalar da VWF gen analizi i¢in gerekli etik kurul onay1 Ege

Universitesi Etik Kurul Kurulundan alinmustir.

3.1. Cihazlar

Bu caligmada kullanilan cihazlar Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Caligmada Kullanilan Cihazlar

Otoklav: Dik tip otoklav (BES, TURKIYE)
Hassas Terazi, XB 220 A (Presica, Isvicre)
Tartilar:
Terazi, KB 400-2 (KERN, ALMANYA)
o Mikrosantrifiij, MiniSpin ~ Plus  (Eppendorf,
Santrifiijler:
ALMANYA)
Derin Dondurucular: -20 °C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)
Dokiimantasyon Sistemleri: Bio-RAD Universal Hood II (Bio-RAD, ITALYA)
Flowgen (INGILTERE)

Yatay Elektroforez Sistemleri: .
Sub-Cell GT (Bio-RAD, ITALYA)

Vortex Heidolph REAX (ALMANYA)
PZR Cihaz Thermo Scientific Hypoid PX2 Thermal Cycler
Dizi Analizi Cihaz1 Applied Biosystem 3130 XL
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3.2. Kimyasallar

Bu calismada kullanilan tiim kat1 ve sivi kimyasallar molekiiler biyoloji kalitesindedir

ve aksi belirtilmedigi siirece marka olarak Sigma (ABD) veya Merck (ALMANYA) tercih

edilmistir.

Kan orneklerinden DNA izolasyonu amaci ile PureLINK Genomic DNA Kit’i

(Invitrogen, ABD) kullanict manuelinde belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PZR) ve agaroz jel elektroforezi icin kullamilan kimyasallar Tablo 3.2°de

gosterilmistir. VWF genin PZR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizileri Tablo 3.3’de

verilmistir. Dizi analizi 6ncesinde PZR iirtinleri High Pure PCR Product Purification Kit

(Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak saflastirilmistir. DNA dizi analizi i¢in Big Dye

Terminator v.3 (Applied Biosystems, ABD) kullanilmistir.

Tablo 3.2. PZR ve Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilan kimyasallar.

Go Taq (Promega, ABD)

5X MgCly’siz PZR Tamponu

PZR 25mM MgCl, soliisyonu
dATP, dCTP, dGTP ve dTTP,100mM, (Fermentas, LITVANA)
Dimethylsulphoxide (DMSO) (Sigma, ABD)
0,5 X TBE tamponunda hazirlanmis % 1 veya % 2’lik Agaroz Jel
Agaroz jel
Etidyum Bromiir (EtBr)
elektroforezi

GeneRuler 100 b¢ DNA markorii(Fermentas, LITVANYA)
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Tablo 3.3. VWF Geni Primer Listesi

Ekzon Primer Dizisi 5’ -3’

1F AAGACCAGGGATCAAGTGTG
IR ATCAGTCAGTCCTGCATCTTC
2F CCTGGGACTGCTGTCTGTG
2R CAGTTCTGTGCCACCTTTATG
3F TTCTATCAGAGGCAGTCTAAT
3R CCTTTCCACTCAGACACTGT
4F TGGGGCGTTTTCTGCTGAG
4R AGGCATAGGGCATGGAGAC
SF TCTCCCGATTGCTGATCTA

SR TCAGCTTTGAGGAGCTCTA
6F GTTCTGGGACAGGCATAAC
6R GAAATGGCCCTGCGTAAGT
7F ACTCAGGGAGACACTAACGGA
7R AAAACCGCAACTGCCAAGA
8F TGGCATGGCTGGTGAGATGAT
8R GTGCTGGCAAGGTCTCTGA
9F ACACCACAGAACAAGTTCT
9R ACCAGTAGCCTCCAACTCA
10F GAGCTCTAAATCCATTTGCATA
10R AACTTCTCGCTGCCTTGAGT
11F TAGACTGGTTTGGGAAAGGA
11R GAGCTAACTGAAGTCTGGA
12F TTGAGGCCTTTCTCTGATTAA
12R TGCTAAGGGATGGGCTGTG
13F GCTACCATCCTTTTGAGACAC
13R CACCACACAAAGCCATTCTAC
14R CCATCTCATTAGCTAAACAAC
14F GAGCACTGCCTCCGGAAC

15F CTATTAGCAGCACTGGGCT
I5R GTGCTGAACGAACACTAGGT
16 F TTGGGGGTCACAGCTACAA

16 R CCGTTTTCCTCCCCAGCTC
17F CATTGGTAACGTTAGCAAGCT
17R ATTCCACACGTGAGGAATCT
18 F GGTCCATTATCTCCTTCACT
18R CCTGCCTACAAGAAAACT

19F AGGGCTTTAGATCAGTCACTGTGGCCCT
19R TGGCCGCGTGCACCCTCACTCCACC
20F CTGTGTTCCTTCATTGCCTC
20R ACTCCAGTAGAAACCAGACC
21F GTACTCAAAGGCCTGTGATGA
21 R CATTCACACGAGCTCTAAATG
22 F GGAGGGAGGATCTGGCTGTC
22 R GGGAGCAGAAAACACTCCAA
23F TTCCCCTTTCCCCTGAGCCG
24R ACTCTGTGTCCATACCACCA
25F AGAGTCTAGGCCCTATTGTC
25R ATGCAGTCCCTACTAACACT
26 F GGTGACGCCCATAGTCCCC

26 R TTCAATACAACATTCCCCCAC
27F AGAGATGCTCCTTGAGTGAT
27R TACCCAAAACCTAGTCTCTA
28-1F GTGTCCACAGGTTCTTC

28-1R CGTTGCACGATTTCTACTGC
28-2F GGACATCTCGGAACCGCC
28-2R ATTGCCAGCCAGGTGAAGTA




Tablo 3.3. (devam)

Ekzon Primer Dizisi 5’ -3’

28-3F CGTCAGAGCTGCGGCGCA
28-3R TGTGATCCCGGTGGGCATTG
28-4F CCTGAAGAAGAAGAAGGTCATT
28-4R GACATGGCACAAGTCACTGT
28-5F TCTGTGACCTTGCCCCTGAA
28-5R TGGATGTGGCGTTCGTCCTGGAAG
28-6F GGACAAAATTGGTGAAGCCGAC
28-6R CCGGAAATCCTGCCTCTGATGA
28-7F CTGGTCTACATGGTCACCG
28-7R ACCTGGTATGCTGGCACCT
29F TAGGCCTGGTGGCCATTGT
29R CAGCAGGTGACGAAGAGGCT
30F GAGGCTCTTTTTGTGGCTCT
30R GCTGGATGCAGAAGCTGCA
31F ATCCAAAAGTAACCCCAGC
32R CAGCTCATTAATATCTGTTGA
32F CCCATGAACAGAAACTTAAAG
33R GTTGGCATCATAATTATTAATAACT
34F CGCTGCCCTGGCTGGAGAA
35F CAGAGCCCCAGTTTCCTAA
35R CTGAGCCCGGAACAACATGAA
36 F GTCAAGCTCTGTAAAGTCA

36 R ATTGGCTCCGTTCTCATCA

37F GGCTCTTGGATGCTTATAT
37R GCACAGAGAGGCTGAGCAA

38 F TGCCCAGCCTAAAGTTCTGT
38R CTGGTGAACATATCTCCC

39F GAATTCTGGGCTTCGTACCT
39R CTAGTAGGAGTTCTGTACGGT
40 F GAATTCTGGGCTTCGTACC
40R CTTACCCACCTCCTTTCAC

41 F CAGTAGAAGTCTGCATGAATA
41 R GGATGGGCAGAAATAAAGATT
42 F GCACCCTATAGCATAGCTGA
42 R CTTAGTACATAGTAGGCTCAC
43 F TGCATATGGGCGGAGACCA
43R GGCGACAGAGCGAGTCTC

44 F GAAAATGCCCAGACCAGTGAT
44 R ATGAAACCAAGGTCAACGCTG
45 F AGACGAGCCCCACTCATC

45R AAAGGTGGTGCCCGGTCC

46 F GGAAAGGGCCGACCGATAC

46 R GGCCAGGAAGTGAGTGTGA

47 F GGAAGGCAGTGGGCCATAGGA
47R TCCCACACGCGTCCAGTC

48 F GAATTCTAGGTGAAACTACTG
48 R GGAAGCAAGATGGTGATATGT
49 F ACACTTTCTTCTTGTTTCATG
49 R CTCATGGTTTGAAGTGGCTTT
50F TGCAAAGAGCCCCTGGACTTG
51F GACCTATTTCCAGCCCAGT
51R CTGATCTCACCCAGAAGCA
52AF TTGGAGGGGGTCAGGGAGAA
52 AR CTGCCCACCGTTGCCATCTC
52BF ACCATGAGGTTCTCAATGCC
52BR AGTATCTCACACTGACACTGA
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4. YONTEM

4.1. Periferik Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Bu calismada hasta kan 6rneklerinden DNA izole etmek i¢cin DNA PureLink Genomic
DNA Kits kullanmilmistir. Kitin ¢alismasi kaotropik tuz varliginda DNA’nin proteinlerden
ayrilarak silika bazli membrana baglanarak izole edilmesi prensibine dayanir. DNA’nin
izolasyonu kitin kullanma protokoliine uygun olarak asagida belirtilen kosullarda
gerceklestirilmistir: 200 pl kan 20 pl Proteinaz K ile 2 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra 200 pl PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer eklenip vortekslenir. Daha sonra
proteinleri parcalamak icin 10 dakika 55 °C’de inkiibe edilir. Elde edilen karisima 200 pl %
100 etanol eklenir ve 5 saniye vortekslenir. Daha sonra, karisim kit tarafindan saglanan Spin
Kolonlarmna alinir ve 10.000 x g’de oda 1s1sinda 1 dakika santrifiijlenir. Spin kolonlar yeni bir
tipe alinarak 500 pl yikama tamponu 1 eklenir ve 10.000 x g’de oda 1sisinda 1 dakika
santrifiijlenir. Kolonlara 500 pl yikama tamponu 2 eklenerek oda 1sisinda 3 dakika maksimum
hizda santrifiijlenir. Spin kolonlar 1.5 ml’lik yeni mikrosantrifiij tiiplerine alinir ve 100 pl
eliisyon tamponu eklenir ve 1 dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 1 dakika oda

1s1sinda maksimum hizda santrifiijlenir. Elde edilen saf DNAlar -20 °C’de saklanmustir.

4.2. DNA’nin Nitel Ve Nicel Analizi

Hasta kanindan izole edilen genomik DNA 0.5X TEB tampon ¢ozeltisi icinde %1
konsantrasyonunda Agaroz jel analizi ile incelenmistir. DNA’nin 260 nm ultra viyole 15181
altinda goriilebilmesi i¢in etidyum bromid (ETBr) kullanilmustir. EtBr, son konsantrasyona 0,5
mg/ml olacak sekilde ve degradasyonunu oOnlemek amaci ile jel soliisyonu 50°C’ye
sogutulduktan sonra konulmustur. Soliisyon jel kabina dokiiliir, taraklar yerlestirilir ve jelin

polimerize olmasi i¢in beklenir.
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Coziinmiis DNA’nin tam konsantrasyonu ve saflifi spektrofotometrik analiz ile
saptanmustir. DNA 6rnegi damitilmus su ile seyreltilip ve optik yogunlugu 260 nm (Asep) ve 280
nm’de (Ajsp) okunmustur. DNA konsantrasyonunun hesaplanmasinda 50ug ¢ift zincirli
DNA’nin 260 nm’deki absorbansinin 1.0 birim kabul edilerek asagidaki formiil
kullanmilmistir.Konsantrasyon (pg/ml)= seyreltme faktorii x Azep x 50pg/ml DNA’nin saflig
Aseo/ Asgo oranina bakilarak tahmin edilebilir. 1.8 (+/- 0.1) oranina sahip ornekler saf olarak
diistiniilebilir. 1.8’den biiyiik degerler RNA kontaminasyonunu, diisiik degerler ise protein

kontaminasyonunu isaret eder.

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

52 ekzondan olusan VWF geni 60 PZR reaksiyonunda ekzon/ intron baglant1 bolgeleri
ve ekzon bolgeleri halinde ¢oglatilmistir. Her bolgenin PZR islemi i¢in VWF gen spesifik
primerler kullamlmistir (Tablo 3.1). Her bolgenin PZR kosullarimi tespit edebilmek icin
primer ve Mg titrasyonu yapilmistir. Bazi bolgelerin PZR cogaltilmasi icin DMSO

kullanilmistir. Farkli primer baglanma derecesi belirlenmesi i¢in Gradient PZR yapilmistir.

4.4. PZR Uriinii Saflastirilimasi

VWF PZR amplikonlarinin DNA dizi analizi i¢in direk DNA dizi analizi yontemi
kullanilmistir. DNA dizi analizi oncesi elde edilen amplikonlar High Pure PCR Product
Purification Kiti kullanmilarak saflagtinlmistir. PZR purifikasyonu PZR sonrasinda ortamda
kalan primer, dNTP’ler ve taq enzimi artiklarinin giderilmesi i¢in yapilmistir. 25ul PZR
tiriiniine 125 ul baglanma solusyonu (binding buffer) eklenir ve cok kisa vorteks yapilir.
Karisim High Pure filtreli tiiplere aktarilir ve en hizli devirde 30-60 saniye santrifiij edilir.
Supernatant1 atarak filtre tizerine 125 ul yikama solusyonu (wash buffer) eklenir, en hizl
devirde 30-60 saniye santrifiij edilir. Supernatanti atarak tekrar 100 ul yikama solusyonu
eklenir, en hizl1 devirde 30-60 saniye santrifiij edilir. Supernatanti atarak filtreyi temiz bir 1,5
ml’lik tiipe gecirilir ve filtre iizerine25-50 ul ¢oziindiiriicii solusyon (elution buffer) konarak
birka¢ dakika oda sicakliginda bekletilir. Daha sonra en hizli devirde 30-60 saniye santrifiij
edilir. Purifiye edilmis PZR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitilerek PZR {iriinlerinin

biitiinliigii kontrol edildikten sonra DNA dizi analizi reaksiyonu yapilmstir.
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Tablo 4.1.

Ekzonlara Gore PZR Kosullari

PRIMER

EKZONLAR | Mg 2smM) | DMSO@%1) | (1ouvy | SICAKLIK
1 3ul 0 lul 56,9°C
2 3ul 0 Tul 59,5°C
3 3ul 0 075u  |3569°C
4 2ul 0 075u1  |356.9°C
5 3ul 0 Tul 56,9°C
6 3ul 0 1ul 56,9°C
7 3ul 0 Tul 56,9°C
8 3ul 2,5u | 1ul 60,9°C
9 3ul 2, 5ul 1ul 56,9°C
1 3ul 0 Tul 56,9°C
13 2, 5ul 2, 5ul 1ul 55,8°C
14 3ul 2,50 |1ul 56,9°C
15 3ul 2ul Tul 62°C
16 2 ,5ul 2ul lul 62°C
17 2,5ul 2ul Tul 62°C
18 2,5ul 2ul Tul 62°C
19 3ul 2ul lu 64,1°C
20 3ul 0 Tul 58°C
21 3ul 0 Jul 58,2°C
2 3ul 0 Jul 58,2°C
2% 3ul 0 Jul 58,2°C
25 2,5ul 2ul lul 58,2°C
26 2,5ul 2ul Jul 58,2°C
27 2 5ul 2ul Jul 60’C
28_1 2,5ul 0 1ul s8’C
282 2,5ul 0 Tul 58°C
28 3 2,5ul 0 Jul 58°C
284 2,5ul 0 1ul s8’C
285 2,5ul 0 Jul 58°C
28_6 2,5ul 0 1ul s8’C
28_7 2,5ul 0 1ul s8°C
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Tablo 4.1. (devam)

PRIMER

EKZONLAR | vig osmv) | DMSO@1) | 1oy | SICAKLIK
29 2,5ul 0 1ul s8°C
30 3ul 0 Tul 56,9°C
31 3ul 0 1ul 56,9°C
32 3ul 0 1ul 62,4°C
33 3ul 0 Tul 62,4°C
34 3ul 0 1ul 56,9°C
35 3ul 0 Tul 56,9°C
36 2ul 0 Tl 56,9°C
37A 2ul 0 1ul 56,9°C
37B 2ul 0 Tul 56,9°C
38 3ul 0 1ul 62,4°C
39 3ul 0 lul 62,4°C
40 3ul 0 Tul 62,4°C
41 3ul 0 lul 62,4°C
£ 3ul 0 Tul 62,4°C
8 3ul 0 Tul 62,4°C
44 3ul 0 1ul 62,4°C
45 3ul 0 Tul 62,4°C
46 3ul 0 lul 59.5°C
47 3ul 0 Tul 58,2°C
48 3ul 0 Tul 56,9°C
49 3ul 0 Jul 58,2°C
50 3ul 0 Tul 58,2°C
51 3ul 0 Jul 58,2°C
52A 3ul 0 lulu 62,4°C
52B 3ul 0 Tul 62,4°C
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Tablo 4.2. VWF PZR i¢in Thermel Cycler Programi

VWF gen analizi icin PZR Programm
Denaturasyon 94 OC ; 4 dakika
Amplifikasyon 94 °C; 30 saniye
A.T*. ;30 saniye 30 Dongii
720C; 45 saniye
Uzama 72OC; 5 dakika

*A.T: Annealing Temperature: Primerin Baglanma Sicakligi

4.5.DNA Dizi Analizi

DNA ornegindeki niikleotidlerin tam dizisinin belirlendigi bir yontemdir. Bu amag i¢in
giiniimiizde uygulanan yontem dideoxy metodudur. DNA, dort ¢esit deoksiniikleotid trifosfatla
sentezlenir. Her bir niikleotid 3’ -OH ucundan bir sonraki niikleotide baglanir. Dideoksi
metoduyla sentetik oligoniikleotid sentezinde 3’ -OH molekiilii kritik rol oynar. Sentez sirasinda
zincire bir dideoksiniikleotid eklenmesi zincir uzamasini sonlandirir. Ciinkii 3. karbon
atomundaki 3’ -OH molekiiliiniin oksijen atomu bulundurmamasi zincirin uzamasina izin
vermez. Bu nedenle metod ayn1 zamanda zincir sonlandirma (chain termination method ) olarak
da adlandirilir.

Prosediir PZR’nin isleyisine benzer DNA tek zincir haline getirilir. Reaksiyona
girecek olan karisimda bol miktarda dort ¢esit normal niikleotid; dATP, dGTP, dCTP, dTTP
bulunur. Karisimda ayni zamanda diziyi rastgele sonlandirmak icin farkli renkte flouresan
kimyasallarla isaretlenmis dideoxynukleotidler vardir; ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP.
DNA Polymerase I ise sentezde zincirin uzamasi asamasinda gereklidir. Zincir uzamasi
esnasinda normal niikleotidler sirayla eklenir; fakat DNA polimeraz normal deoxyniikleotid
yerine dideoxy niikleotid ekledigi zaman zincirin uzamasi sonlanir. Bu eklenme rastgele
oldugu icin degisik uzunluklarda milyonlarca fragment olusur. Bu fragmentler ayn1 zamanda
sonlandiklar1 noktada kendilerine 6zgii flouresan boya da tasimaktadirlar. PZR ile benzer
yonleri olmasina ragmen farkli islemlerdir. PZRde iki primer kullanilirken dizileme PZR’1inda
bir tane kullanilir (forvard ya da reverse primeri). Dideoksiniikleotid trifosfat

(ddNTP)kullanilir
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Tablo 4.3 -Dizi Analizi PZR Protokolii

2ul Big Dye Terminator v.3.1

2 ul Big Dye Buffer

4 ul 0,8 mM primer (forvard yada reverse)
2ul Purifiye edilmis PZR iirtinii

10 ul Distile su

20 ul Toplam Hacim

Tablo 4.4 - VWF Gen Analizi i¢in Dizi Analizi PZR Program

94 °C ; 4 dakika
94 °C; 30 saniye
58°C ;30 saniye 40 Dongii
72°C; 45 saniye
72°C; 5 dakika

4.6.Dizi Analizi Purifikasyonu

Dizi analizi PZR programi bittigi gibi iiriinleri dizileme cihazina yiiklemeden Once
ikinci bir purifikasyon gerekmektedir. Dizi PZR purifikasyonu icin Qiagen kitinin Dyex kiti
kullanildi. I¢inde solusyonu hazir olan tiipler 3.000 rpm de 3 dakika santrifiij edildikten sonra
alttaki supernatan atilir ve olusan kolonlar filtreyle beraber yeni bir 1,5 ml’lik tiipe aktarilir.
PZR firiinleri pipet yardimiyla kolonlarin iistiine aktarildiktan sonra tekrar 3.000 rpm de 3
dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonunda dibe ¢oken purifiye PZR iiriinii bekletilmeden cihaza

yiiklenmelidir.
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5. SONUCLAR

5.1 DNA izolasyon Sonuclari

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hemotoloji Boliimiinden elde edilen 8 tane VWH Tip 1
ve 8 tane Tip 3 hastalarinin periferik 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 genomic DNA’nin %1’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi

5.2. PZR Sonuglari

52 ekzonu olan VWF geni 60 farkli bolge halinde boliim 4.3’de anlatildigi gibi
calisilarak PZR ile ¢ogaltilmistir (Sekil 5.2-5.6). Bu bolgeler arasinda ekzon 10, 12 ve 23.
bolgelerin PZR’lart elde edilememis olup dolayisiyla bu bolgelerin dizi analizi
yapilamamigstir. Bu {i¢ ekzon icin optimizasyon c¢alismalart halen devam etmektedir. Elde

edilen PZR fiiriin boylar1 Tablo 5.1°deki gibidir.
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Tablo 5.1. PZR Kosullar1 ve Ekzonlarin Boylar

EKZONLAR | Mg CON.(25mM) | DMSO(%10) | PRIMER (10uM) | SICAKLIK | B¢
1 3ul 0 1ul 56.9°C |38
2 3ul 0 lul 505°C | g4
3 3ul 0 0.75ul 569°C  |[332
4 2ul 0 0.75ul 56,90C 277
5 3ul 0 lul 56.9°C |35
6 3ul 0 1ul 56.9°C | o409
7 3ul 0 lul 56.9°C |33
8 3ul 2,5 1ul 60.9°C 236
9 3ul 2,5 lul 56.9°C  |a79
11 3ul 0 lul 56.9°C  |47g
13 2, 5ul 2,5 1ul 558°C |20
14 3ul 2,5 lul 56.9°C  |302
15 3ul 2 Tul 62’C 365
16 2 5ul 2 Tul 62’C 355
17 2,5ul 2 Tul 62’C 308
18 2,5ul 2 1ul 62°C 306
19 3ul 2 lul 64.1°C | ogs
20 3ul 0 lul 58°C 212
21 3ul 0 Tul 582°C | 230
2 3ul 0 lul 582°C |57
24 3ul 0 lul 582°C 186
25 2,5u 2 lul 582°C |34
26 2,5lu 2 lul 582°C g4
27 2 ,5lu 2 lul 60°C 260
28_1 2,5ul 0 lul 58°C 194
282 2,5ul 0 lul 58°C 67
283 2,5ul 0 lul 58°C 240
28 4 2,5ul 0 lul 58°C 718
28_5 2,5ul 0 lul 58°C 75
28_6 2,5ul 0 lul 58°C 327
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EKZONLAR | Mg CON.(25mM) | DMSO(%10) | PRIMER (10uM) | SICAKLIK | B¢
28 7 2,5ul 0 lul 58°C %1
29 2,5ul 0 lul 58°C 270
30 3ul 0 lul 56.9°C |78
31 3ul 0 1ul 56.9°C | aag
32 3ul 0 lul 624°C 300
33 3ul 0 lul 624°C  |300
34 3ul 0 1ul 56.9°C  |295
35 3ul 0 1ul 56.9°C | 364
36 2ul 0 lul 56,9°C 311
37A 2ul 0 lul 56.9°C 310
37B 2ul 0 lul 56.9°C | 240
38 3ul 0 lul 62,4°C 220
39 3ul 0 1ul 624°C 309
40 3ul 0 1ul 624°C | 260
41 3ul 0 lul 62,4°C 215
42 3ul 0 1ul 624°C a0
43 3ul 0 1ul 624°C |53
44 3ul 0 1ul 624°C |73
45 3ul 0 1ul 624°C | 965
46 3ul 0 1ul 505°C 316
47 3ul 0 lul 582°C |50
48 3ul 0 lul 56.9°C |91
49 3ul 0 1ul 582°C |90
50 3ul 0 lul 582°C |65
51 3ul 0 lul 58,2°C 194
52A 3ul 0 1ul 624°C  |sa0
52B 3ul 0 1ul 624°C |
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Sekil 5.2- 3 farkl hastada Ekzon 28.1 (194 bg), 28.2 (267 bg), 28,3 (240 bg) i¢in PZR son
rast1 jel goriintiisii. BS:Molekiiler Biiyiiklitk Standarti

Sekil 5.4- Ekzon 47 icin PZR sonrasi jel goriintiisii
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5.3.PZR Sonrasi Purifikasyon

PZR sonrasinda iiriinlerin saflastirilma islemi Roche firmasinin High Pure PZR Product
Purification Kiti kullanilarak boliim 7.4’de anlatildig: gibi yapilmistir. Purifiye edilen lirlinler

daha sonra %1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitillerek kontrol edilmistir.

Sekil 5.5 - PZR purifikasyonu sonrasi ekzon 16 (355 b¢) PZR iirlinlerinin goriiniimii

Sekil 5.6 - PZR purifikasyonu sonrasi ekzon 1 (382 b¢) PZR iiriinlerinin goriiniimii
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5.4. Dizi Analizi PZR

VWF geni ekzonlarimin bir kismi ileri (forward) primer ile, bir kismi geri (reverse)

primer ile ve diger bir kismi da hem ileri (forvard) hem de geri (reverse) primer ile ekzon,

ekzon-intron baglanti bolgeleri dahil olmak tizere DNA dizi analizi yapilmistir. Yapilan dizi

analizi PZRinin kosullart boliim 4.5’ de anlatildig gibidir.

Bu tez kapsaminda Tip 1 VWH tanis1 konulan 8 hasta ve tip 3 VWH tanis1 konulan 8

hasta ile calisilmistir. Bu hastalarda goriilen mutasyon ve polimorfizmlerin listesi Tablo-5.2 ve

5.3’de verilmistir.

Tablo 5.2- VWH Tip 3 Hastalarinda Goriilen Mutasyon ve Polimorfizmler

DNA NO Incelenmeyen ekzonlar MUTASYON POLIMORFIZM
p.D1472H,p.V1485L,
29,30,31,332,33,34,35,36,37, p. V15001,
Ekzon28; R1659X
049 38,39,40,41,42,43,44,45 46,4 p.L1501(CTG>CTA),
(Tanimli Tip3 Mutasyonu)
7,48,49,50,51,52 p.L1503(CTG>CCG),
p.S1506L
12,16,18,23,25,2742,43,44,4 p.T391,p.S394, p.D1472H,

025 Ekzon 20; c.delC2641

5,46,50 p.V1485L
p.D1472H,p.V1485L,
p.V15001,

044 8,9,10,12,15,18,23,26,29,46 | Ekzon 14; p.G525R (YENI) P.L1501(CTG>CTA),
p.L1503(CTG>CCG),
p.S1506L

8,10,12,14,15,16,18,20,23,25

037 ,27,29,33,35,38,40,41,42,434 p.L1381, p.D1472H

4,45,47,51,52
10,12,15,18,20,23,25,27,29,3
036 0,31,32,33,34,35,36,37,38,39 p.L1381, p.D1472H
,40,43,44,49
4,5,8,10,11,12,14,15,1618,20 p.D1472H,p.V1485L,p.V150
018 ,23,25,27,29,30,31,32,33,34, 0Lp.L1501(CTG>CTA),
35,36,37,38,39,40,41,42,43,4 p.L1503(CTG>CCG),p.S150
4,45,46,47,48,49,50,51,52 6L
p.L1381,p.D1472H,V1485L,
12,16,18,23,25,27,36,42,43,4
016 V1500L,L1501(CTG>CTA),
445,46
L1503(CTG>CCG),S1506L
.T391,p.S394,p.D1472H,

069 12,18,23 P P P

p.V1485L,p.T1547
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Tablo 5.3- VWH Tip 1 Hastalarinda Goriilen Mutasyon ve Polimorfizmler

DNA
NUMARASI

Incelenmeyen

ekzonlar

MUTASYON

POLIMORFiZM

056

12,14,18,19,23,25,42

p.T391,p.8394,p.D1472H,p.V1485L
p.V1500Lp.L1501(CTG>CTA),
p.L1503(CTG>CCG),p.S1506L

013

9,12,14,16,18,19,23,25
,27,42,43,44,

delAG 3385-3386

(Tip 3 mutasyonu)

T391,S394,D1472H,V1485L,V150
0LL1501(CTG>CTA),
L1503(CTG>CCG),S1506L,T1547,
1945+25C/T

039

8,10,12,15,18,23,25,
29, 36,37,40,41

p.R1308C

(Tip2B mutasyonu)

p.T391,p.S394,p.Y516,p.D1472H,
p.T15472,p.V1500Lp.L1501
(CTG>CTA),
p.L1503(CTG>CCG),p.S1506L
int17+43T/T

008

12,18,23

p.DI472H,p.T15472,p.V 15001,
p.L1501,p.L1503(CTG>CCG),
p.S1506L, int17+43T/T

009

p.L1603P(YENI)

p.L1381

002

12,18,23,40

p.T391,p.S394,p.D1472H,p.V1485L
p.V1500Lp.L1501(CTG>CTA),
p.L1503(CTG>CCG),p.S1506L

001

12,18,23

1946-4C>T
(Tanimht

Mutasyonu)

Tip3

p.T391,p.S394,p.D1472H,p.V1485L
p.V1500Lp.L1501(CTG>CTA),
p.L1503(CTG>CCG),p.S1506L
p.C1926Y, p.E1938Q,

n.8253+32 T/A

011

12,18,23,25

p.D1472H,p.T15472G/C,p.V1485L,
del CTT 1n.1946-17 -1946-19;
n.1945+47 A/G; p.T391,p.S394,
n.998-27 C/T htz int8
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Sekil5.7- 049 numarali hastanin R1659X (CGA>TGA) homozigot mutasyon goriintiisii
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Sekil 5.8- 044 numarali hastada yeni bulunan G525R (GGG>GGA) homozigot aday mutasyonu
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Sekil 5.9 — Tip 2B mutasyonu olan ve 039 numarali hastada bulunan R1308C mutasyonu

VLV

Sekil 5.10- Tip 2A mutasyonu olan ve 008 numarali hastada goriilen H484R (CAT>CGT)
heterozigot mutasyonu
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Sekil 5.11- 009 Numarali hastada yeni bulunan ve ekzon 28’deki L.1603P (CTG>CCG)
heterozigot mutasyonu
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6. TARTISMA

Von Willebdand Hastali§i, Von Willebrand Faktoriiniin eksikligi veya fonksiyon
bozukluklarina bagli, otozomal gecisli bir kalitsal kanama diyatezidir. VWF, plateletlerin
endotel alt1 dokuya adezyonununu ve trombus olusturmasini saglayan, ayrica Faktor VIII i¢in
tasiyict gorevi yapan bir proteindir. VWH da yara yerinde trombus olusamadigindan, deride
ve mukozal yiizeylerde minor travmalarla kanamalar olur. VWH’ nin, VWF molekiiliindeki
bozuklugun tipine gore degisen klinik ve laboratuar 6zelliklerine sahip olan ve genetik gecisi
birbirinden farklilik gosteren cok sayida tipi vardir, bu farkl: tiplerinin ayirt edilmesi genetik
danigma ve farkli tedavi gereksinimleri yonlerinden 6nemlidir.

Bu calisma ile VWF geninin ekzon, ekzon-intron baglant1 bolgelerinin DNA dizi analizi
icin gerekli molekiiler analiz yontemleri baglatilmis ve Tiirk hastalarinda VWF gen analizi
yapimistir. Bu tez kapsaminda 8 tane Tipl VWH ve 8 tane Tip 3 VWH hastas1 icin VWF gen
analizi yapilmistir. VWF geninde ekzon 10, 12, ve 23 disinda tiim bolgelerin PZR cogaltilmasi
ve DNA dizi analizi yapilmistir. Bu bolgelerin PZR optimizasyonu i¢in denemeler devam
etmektedir.

Yapilan analizler sonucunda bazi hastalarda fenotipik genotipik uyum gozlenirken bazi
hastalarda ise klinikle uyusmayan tipte mutasyonlar elde edilmistir.

Kan grubu 0 Rh+ olan Tip 1VWH tanisi konulan 013 numarali hastada daha 6nce bir
Tiirk Tip3 hastasinda tespit edilen c.del AG3385-3386 goriilmiistiir. Hasta c.del AG3385-3386
delesyonu i¢in heterozigottur ve hastanin VWF:Ag diizeyi %7’dir. Hastanin VWF:Ag
diizeyindeki bu ciddi derecede azalmaya bagli olarak FVIII:C degeri de diigmiistiir (%27),
VWEF:Rcof degeri ise %8.5 dir. Tip 3 VWH mutasyonu i¢in heterozigot olan bu hastada
gozlenen klinik tablo i¢in hasta Tip 3 ve Tip 1 mutasyonu icin birlesik heterozigot olabilir.
Fakat hastanin analiz edilen ekzonlarinda bilinen polimorfizmler disinda herhangi bir mutajenik
degisiklige rastlanmamistir. Hastanin diger ekzonlarinin analiz edilmesi icin ¢aligmalar devam

etmektedir.
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001 numarali hastada VWF mutasyon veritabaninda daha once Tip 3 mutasyonu olarak
gosterilmis c.4975C>T (p.1659R>X) stop mutasyonu tespit edilmistir. Hastanin VWF plazma
degeri ciddi derecede diigmiistiir. (VWF:Ag %0) ve bu diisiis ile orantili olarak FVIII diizeyi de
ciddi olarak diigmiistiir (FVII:C 0.6%). Stop mutasyonu icin homozigot olan hastanin genotipi
fenotipi ile uyumludur.

Tip 1 VWH tanms1 ile gonderilen 039 numarali hastada ise VWF mutasyon veri
tabaninda Tip 2B mutasyonu olarak belirtilmis, proteinin Al bolgesinde p.R1308C
mutasyonunu heterozigot olarak tespit edilmistir. Otozomal dominant kalittim 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 hastalarda VWF:RCof degerinde azalma vardir. p.R1308C
mutasyonu tespit edilen hastanin VWF:RCof degerinde de ciddi derecede azalma olmustur
(VWF:Ag %22.5, FVII:C %30, ve VWF:RCof %6).

Tip 1 VWH tanist konulmus olan 009 numarali hastanin VWF geni incelendiginde
ekzon 28 bolgesinde bir C>T degisimi goriildii. Kodon olarak incelendiginde 1603. kodonda
Losin aminoasitinin kodlanmas1 gerekirken degisimin sonucu olarak prolin aminoasitinin
kodlandig1 goriildii (p.L1603P). Hastanin FVIII degeri %17 olan hastanin VWF:RCof degeri
%7 iken VWF:Ag degeri ise %27°dir. Bu bilgiler de gdzoniine alindiginda bu doniisiimiin
amino asit tiirlinde degisiklie neden olmasindan dolay1 aday mutasyon olabilecegi
diisiiniilmektedir.

Incelenen Tip 1 VWH goriilen polimorfizmler incelendiginde intron 15°deki del CTT
1946-17 -1946-19, intron 51°deki n.8253+32 T>A ve intron 17’deki n.2281+44 C>T
degisimlerinin Tiirk populasyonunda goriilen polimorfizmler oldugu tesbit edildi. Bunlarin
disinda ekzon 28 bolgesinde aminoasit degisimine sebep olan n.3825 CTA>CTT (C1926Y) ve
n.3842 CTG>CCG (E1938D) doniistimleri tesbit edilmistir. Tip 1 hastalarmin gen analizinde
p-1926 C>Y ve p.1938E>D mutasyonlart ilk defa Tiirk populasyonunda bu caligma ile
gosterilmistir.

Inceledigimiz Tip 3 VWH’larinda ise 2 tanesinde tanimli Tip 3 mutasyonu tesbit edildi.
049 numarali hasta, p. R1659X mutasyonunu homozigot olarak tasimakta olup FVIII degeri
%1, VWF:Ag degeri %3, VWF:Rcof degeri ise %2’dir. Bu durum hastanin genotipiyle
fenotipinin uyumlu oldugunu gosterir. Ayni sekilde 025 numarali hastada da ekzon 20
bolgesinde bir baz delesyonu olmustur. Bu delesyon Tip 3 hastalar1 i¢in daha once kabul
gormils olup hastanin FVIII, VWF:Ag ve VWF:Rcof degerleride disiiktiir. (FVIII %1;
VWF:Ag %3;VWF:Rcof:%?2)
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044 numarali hastanin kromotogramlar1 incelendiginde ekzon 14 bolgesinde daha dnce
tanimlanmamis ve hastaliga neden olabilecegi diisiiniilen bir degisim tesbit edilmistir. Uzun
stiredir tedavi goren hastanin FVIII diizeyi %1’den %2.9’a, VWF:Rcof degeri %6’dan &12,5’a
cikmistir. Ancak VWF:Ag degerinde higbir artis olmazken aksine azalmistir (%2’den %0’ a).

Kodon olarak incelendiginde 525. kodonda Glisin aminoasitinin Arjinin aminoasitinin
kodlandig1 goriildii (p.G525R). Bu doniisiimiin de Tip 1 hastasinda goriilen L.1603P mutasyonu
gibi aminoasit tiiriinde degisiklige neden olmasindan dolay1 aday mutasyon olabilecegi
diisiiniilmektedir.

Tip 3 VWH goriilen polimorfizmler incelendiginde ise V1485L ve L1381 (CTG>CTA)
degisimlerinin Tiirk populasyonunda goriilen polimorfizmler oldugu goriildii.

Herhangi bir mutasyon bulunamayan 5 hasta icin biyokimyasal degerleri incelendiginde
bu hastalarda biiyiik gen delesyonlarinin olabilecegi ancak dizi analizi yontemiyle bu durumun
saptanamadig diisiiniildii. Boyle bir olasilik g6z 6niine alindiginda bu hastalarin southern blot
yontemiyle incelenmesi gerekmektedir.

Tip 1 VWH da mutasyon nadir olarak gosterilebilmektedir. Kiigiik delesyonlar, frame
shift ve anlamsiz kodon mutasyonlar bildirilmistir. Dominant gecisli klasik tip 1 VWH’nin,
VWI molekiiliiniin hiicre icinde taginmasi veya salgilanmasina engel olan missense mutasyona
bagl oldugu gosterilmistir.

Tip 3 VWH olgularinin ¢ok azinda total veya parsiyel gen delesyonlan goriilmiistiir.
Bunun disinda VWF mRNA ekspresyonuna engel olan veya protein sentezini erken sonlandiran
baz eklenmeleri ve frame shift mutasyonlar1 tanimlanmustir. Bu farkli tiplerinin ayirt edilmesi
genetik danmisma ve farkli tedavi gereksinimleri yonlerinden onemlidir. Bu tez calismasinin
amaci diinya da en sik goriilen kalitsal kanamali hastaliklardan biri olan VWH' nin Tiirkiye'de
molekiiler analizleri yontemlerinin olusturulmast ve hastalarda genetik analizlerin
yapilabilmesidir. Sonug¢ olarak VWH’nin molekiiler genetik analizi i¢in sistem Tiirkiye’de ilk
defa olusturulmus, alti hastaya genetik tami konulabilmis ve iki hastada da iki yeni aday

mutasyon tespit edilmistir.
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