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Wstep

Hemofilia A (HA) (OMIM #306700) jest wrodzong skaza
krwotoczng spowodowang catkowitym lub czeSciowym bra-
kiem badz zaburzeniem funkcji czynnika krzepniecia VIII
(factor VIII; FVIII). HA objawia sie nadmierng sktonnosciag do
krwawien, ktérych nasilenie w duzej mierze jest podyktowa-
ne stopniem niedoboru FVIII. Chorobe zwykle rozpoznaje sie
na podstawie wynikéw pomiaru aktywnosci koagulacyjnej
FVIII (FVIIL:C) w osoczu. W zaleznoéci od stopnia niedoboru
FVIII wyrdznia sie 3 postacie HA: a) ciezka, gdy FVIIL:C
wynosi mniej niz jedna jednostka miedzynarodowa (Interna-
tional Unit; IU)/d]l, b) umiarkowang, gdy FVIII:C mieSci sie
w przedziale 1-5 IU/dl oraz c) ltagodng, gdy FVIII:C wynosi
>5-50 1U/d1 [1].

Przecietna czesto$¢ wystepowania HA, niezaleznie od rasy
czy grupy etnicznej, to 1:5000 urodzonych mezczyzn lub
1:10 000 oséb ogdlnej populacji [2, 3]. W badaniu epidemiolo-
gicznym przeprowadzonym w 2004 roku w Polsce czestos¢
wystepowania hemofilii A i B oszacowano lgcznie na 1:5600
mezczyzn [4]. W Ogdélnopolskim Rejestrze Wrodzonych Skaz
Krwotocznych prowadzonym w Instytucie Hematologii i Tran-
sfuzjologii (IHiT) w Warszawie znajduje sie obecnie ponad
2200 mezczyzn z HA, z czego blisko 60% stanowig osoby
z ciezkg postacig choroby (dane z dn.15.05.2015).

Hemofilia A jest chorobg uwarunkowang genetycznie,
ktéra dziedziczy sie w sposéb recesywny sprzezony z plcia.
Oznacza to, ze objawy skazy krwotocznej wystepuja gléwnie
u hemizygotycznych mezczyzn, za$ kobiety bedace hetero-
zygotycznymi nosicielkami mutacji genowej w wiekszosci
przypadkéw nie wykazujg objawdéw choroby.

Gen kodujgcy FVIII (F8; Gene ID: 2157; NM_000132.3)
znajduje si¢ na dlugim ramieniu chromosomu X (Xq28),
gdzie zajmuje blisko 186 kilo par zasad (kilobase pair; kbp)
genomowego DNA [5, 6]. Reprezentowane przez 26 eksonéw
DNA kodujace informacje genetyczng stanowi okolo 4%
calego genu F8, za$§ pozostale 96% =zajmuja sekwencje
intronowe. Wielko$¢ eksonéw F8 waha sie w granicach od
69bp (ekson 5) do 3106bp (ekson 14) [7, 8]. Sekwencje
intronowe F8 maja réwnie zréznicowang wielko$é, az 6 z 25
ma wielko$¢ od 14 kbp do 32 kbp, przy czym najwiekszym
spoéréd nich jest intron 22 (IVS22) [3]. Charakterystyczng
cechg genu F8 jest obecno$¢ w jego strukturze licznych
powtarzajacych sie sekwencji DNA bogatych w cytozyne
i guanine (tzw. wysp CpG) [9]. Duze skupienia CpG obecne
sg w IVS22, gdzie tworzg 9,5 kbp region homologiczny
(int22h-1). Region ten wystepuje w 2 dodatkowych kopiach
(int22h-2 oraz int22h-3) poza genem F8 w obszarze telomero-
wym chromosomu X [10]. Sekwencja nukleotydowa wszyst-
kich trzech regionéw homologicznych jest niemal w 99%
identyczna, przy czym sekwencja regionéw int22h-1 oraz
int22h-2 jest transkrybowana w odwrotnym kierunku niz
sekwencja int22h-3. Dodatkowo region int22h-1 zawiera
obszar o wielkosci 3,5 kbp szczegdlnie obfitujacy w pary CG,
z czego odcinek o wielkosci jednej kbp sktada sie az w 79%
z tych zasad [11]. W tym rejonie stwierdzono réwniez
obecno$¢ dwéch wewnetrznych gendéw F8A i F8B, ktdérych
znaczenie biologiczne w hemostazie do dzi$§ nie zostalo
wyjadnione [3, 12]. Analogicznie, miedzy pierwszym

a drugim eksonem genu F8 (w odleglosci okoto 15 kbp od
eksonu 1) znajduje sie region o wielkosci 1041 bp (intlh-1),
ktéry ma swojg homologiczng kopie pozagenows (intlh-2).
Kopia ta, oddalona o okolo 140 kbp w kierunku telomeru
chromosomu X, jest takze transkrybowana w przeciwnym
kierunku niz sekwencja wewnatrz genu [13].

Opisane wyzej uwarunkowania odgrywaja istotng role
w patogenezie HA, gdyz sprzyjajg powstawaniu mutacji
inwersyjnych w intronie 22 (INV22) oraz w intronie 1 (INV1)
genu F8. Ponadto, w nielicznych przypadkach wynikiem
rekombinacji z zaangazowaniem regionu int22h-1 moze byé
réwniez powstanie innych wigkszych rearanzacji w intronie
22, tj. delecji (Del22) czy duplikacji (Dup22) [13, 14]. Mecha-
nizm powstawania mutacji INV22 oraz INV1 jest bardzo
zblizony. W obu przypadkach sg one nastepstwem nieallelicz-
nej rekombinacji homologicznej pomiedzy sekwencja DNA
znajdujgcg sie w intronie F8 (odpowiednio 22 lub 1)
a homologiczng kopia pozagenowsg (Ryc. 1). Powstala rearan-
zacja genu F8 prowadzi do nieodwracalnego przerwania jego
ciggtosci, co w rezultacie uniemozliwia powstanie funkcjonal-
nego biatka [15]. W przypadku INV22, rekombinacja homolo-
giczna zachodzi pomiedzy regionem znajdujagcym sie we-
wnatrz intronu 22 (int22h-1) i jedna z dwoéch identycznych
pozagenowych kopii (int22h-2 lub int22h-3) [16, 17]. Skutkiem
tej rearanzacji jest obrdocenie i zmiana biegunowosci sekwen-
cji DNA oraz translokacja eksonéw 23-26. W zaleznosci od
tego, ktéra z pozagenowych kopii genu uczestniczy w crossing-
over, wyrdznia sie inwersje: typu I - dystalng (int22h-1/int22h-3;
83% przypadkdw), typu II - proksymalng (int22h-1/int22h-2;
16% przypadkéw) oraz typu III - mieszang (dodatkowe kopie
pozagenowe; 1% przypadkdéw) [18, 19]. Podobnie INV1, powsta-
jaca podczas homologicznej rekombinacji miedzy znajdujg-
cym sie wewnatrz intronu 1 regionem intlh-1 oraz pozage-
nowg kopig intlh-2, prowadzi w konsekwencji do oddzielenia
promotora i eksonu 1 od pozostatych sekwencji F8 [13].
Sledzac geneze mutacji inwersyjnych, warto podkreslié, ze
powstajg one gtéwnie podczas podzialu mejotycznego komé-
rek rozrodczych meskich, rzadko zas de novo w komoérkach
rozrodczych zenskich [20, 21].

Wséréd mutacji odpowiedzialnych za wystgpienie ciezkiej
postaci HA zdecydowanie najczesciej wykrywane sg wiasnie
duze inwersje. W okolo 45-50% przypadkéw identyfikuje sie
INV22, a w okolo 1-5% przypadkéw - INV1 [13, 16, 20].
W pozostalych przypadkach ciezkiej HA heterogennosc
mutacji sprawczych (ponad 1200 réznych wariantéw F8)
sprawia, ze mogg one wystepowac wlasciwie we wszystkich
rejonach F8 [22]. Zrozumiale jest zatem, ze w praktyce
diagnostyke molekularng u pacjentéw z ciezkg postacig HA
rozpoczyna sie od poszukiwania w F8 mutacji inwersyjnych
(odpowiednio INV22, a w sytuacji wyniku negatywnego —
INV1).

Wspblczesnie uwaza sie, ze diagnostyka HA powinna by¢
uzupelniana o badania genetyczne, umozliwiajace poznanie
mutacji sprawczej. Znajomo$¢ defektu molekularnego F8
pozwala na wstepng ocene ryzyka wytworzenia przeciwciat
neutralizujgcych FVIII (tzw. inhibitora FVIII) oraz ulatwia
rozpoznanie stanu nosicielstwa. Mutacje sprawcze wraz
z czynnikami $rodowiskowymi przyczyniajg sie do wytwa-
rzania (incidence) inhibitora FVIII przez okoto 20-30% chorych
z ciezka HA [23, 24].
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Ryc. 1 - Schemat struktury genu F8 i jego otoczenia oraz mechanizm powstawania mutacji inwersyjnych; a) allel prawidlowy
(brak inwersji); b) inwersja w intronie 1 (INV1); c) inwersja w intronie 22 (INV22) typu I (dystalna); d) inwersja w intronie 22

(INV22) typu II (proksymalna)

Fig. 1 - Scheme of the F8 gene structure and its environment and the mechanism of inversion mutations; a) the normal allele (not
inverted); b) the inversion in intron 1 (INV1); c) the inversion in intron 22 (INV22) type I (distal); d) the inversion in intron 22 (INV22)

type II (proximal)

Celem obecnego badania jest okreslenie czestosci wyste-
powania mutacji inwersyjnych (INV22 i INV1) w populacji
chorych na ciezkg HA w Polsce oraz oszacowanie czestosSci
wykrywania inhibitora FVIII u pacjentéw z INV22 lub INV1.

Materiatl i metody

Do badania wlgczano kolejno zglaszajgcych sie, niespokrew-
nionych pacjentéw z cigezkg HA, ktérzy znajdowali sie
W Rejestrze Wrodzonych Skaz Krwotocznych IHiT. Po uzys-
kaniu pisemnej swiadomej zgody na udzial w badaniu od
kazdego pacjenta pobrano prébki obwodowej krwi zylnej.
Rozpoznanie ciezkiej HA ustalono na podstawie pomiaru
aktywnosci FVIII w osoczu metodg koagulacyjng jednostop-
niowg (warto$ci referencyjne 50-150 IU/dl), za$ ewentualng
obecno$¢ inhibitora wobec ludzkiego FVIII okreslano stosu-
jac test Bethesda (wartosci referencyjne <O0.5 jednostki
Bethesda [Bethesda Unit; BU]/ml).

Do badan molekulammych izolowano DNA genomowe
z leukocytéw krwi obwodowej standardowg metodg wysala-
nia [25]. Mutacji inwersyjnych INV22 i INV1 w F8 poszuki-
wano zmodyfikowang metoda odwréconego PCR (Inverse
Shifting PCR, IS-PCR), opracowang pierwotnie przez Rossetti
i wsp. [26] z pézniejszymi modyfikacjami [27-30]. Genomowe
DNA (2 ng) trawiono, stosujac 20 U enzymu restykcyjnego

Bcll (Promega) przez 4h w temperaturze 50°C. Uzyskane
fragmenty DNA oczyszczano standardowa metoda precypi-
tacji etanolem w obecnosci 3 M octanu sodu. Ligacje powsta-
tych lepkich koncéw prowadzono z uzyciem 5U T4 DNA
Ligase (Promega) przez 16 h w temperaturze 15°C. Otrzy-
mane produkty cyrkularyzacji oczyszczano jak poprzednio.
Dla kazdej prébki DNA pacjenta do badania obecnosci INV22
przeprowadzono dwie reakcje multipleksowego PCR (tzw.
test diagnostyczny i test uzupelniajgcy). Amplifikacje frag-
mentéw DNA prowadzono z uzyciem dwoéch zestawdw
starter6w specyficznych dla kopii wewnatrzgenowej (intrage-
nic; I) i kopii pozagenowych (extragenic; E), tj. odpowiednio
22-[ID+1U+2U+3U] oraz 22-[ED+1U+2U+3U] [27]. Jednoczesnie
produkty reakcji ligacji wykorzystywano do badania obecno-
§ci INV1, przy czym fragmenty DNA powielano z uzyciem
jednego zestawu specyficznych starteréw 1-[ID+1U+2U+3U]
[27]. PCR do wykrywania INV22 lub INV1 prowadzono
w objetosci 25 pl o sktadzie: 1 x bufor do PCR, 2,5 mM MgCl,,
2U Taq DNA polimerazy, 4 x 200 uM dNTP, 0,6 uM kazdego
startera oraz 6 pl DNA. Reakcje amplifikacji prowadzono
w termocyklerze I-Cycler (Bio-Rad) w nastepujacych warun-
kach: 94°C-2 min; [94°C-30 s, 56°C-1min, 72°C-1 min] x 30,
72°C - 5min. Rozdzial produktéw IS-PCR prowadzono
w odniesieniu do markera wielko$ci 100bp DNA Ladder
(Promega) w 2% zelu agarozowym zawierajgcym bromek
etydyny przy 90 V przez okoto 2 h.
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Wyniki

Badaniami objeto 56 mezczyzn z ciezkg HA w wieku 18-71
lat (Srednia 39 + 13, mediana 37). Obecno$¢ inhibitora wobec
FVIII stwierdzono u 8/56 (14%) badanych pacjentéw, a jego
maksymalne historyczne miano zawierato sie w przedziale
5-7800 BU/ml (Tab. I).

W teScie diagnostycznym INV22 u pacjentéw bez tej
mutacji uzyskano produkt PCR wielkosci 487 bp, u pacjentéw
z obecng mutacja typu I (dystalna) — 333bp, za$ typu II
(proksymalna) — 385bp. W tescie uzupelniajgcym INV22
u pacjentéw bez tej mutacji uzyskano produkt PCR wielkosci
405bp i 457 bp, a u pacjentéw z obecng mutacjg: typu I —
457 bp i 559bp lub typu II - 405bp i 559 bp. Lacznie INV22
zidentyfikowano u 29/56 (52%) niespokrewnionych pacjen-
téw. Obecnosé INV22 typu I stwierdzono u 25/29 (86%), za$
typu II — u 4/29 (14%). U 5/29 pacjentéw (17%) z INV22 typu
I wykryto obecno$¢ inhibitora FVIII, ktérego miano zawierato
sie w przedziale 5-144 BU/ml. U 23/56 mezczyzn z nieobecng
INV22 badano obecno$¢ INV1. U pacjentdw bez INV1 uzys-
kano produkt PCR wielkosci — 304bp, a u pacjentéw
z obecng INV1 (kontrola pozytywna) — 224 bp. Mutacji INV1
nie wykryto u zadnego pacjenta.

Omoéwienie

Zasadno$¢ wykonywania badan genetycznych umozliwiajg-
cych zidentyfikowanie mutacji sprawczej u pacjentéw
z ciezka HA jest wazna co najmniej z dwéch powoddéw: 1)
pozwala wstepnie ocenié ryzyko wytworzenia inhibitora
FVIII i 2) ulatwia ustalenie stanu nosicielstwa w rodzinach
dotknietych choroba. Poniewaz blisko polowa przypadkéw
ciezkiej HA jest spowodowana mutacjami inwersyjnymi

Tabela I - Prewalencja mutacji inwersyjnych (INV22
i INV1) oraz inhibitora FVIII w badanej populacji

Table I - Prevalence of the inversion mutations (INV22 and
INV1) and FVIII inhibitor in the studied population

Wskaznik Wyniki
Liczba badanych pacjentéw z ciezka 56

hemofilig A (FVIIL:C < 1 IU/dl)
Liczba pacjentéw z obecnym 8 (14%)

inhibitorem FVIII

Wiek (lata) 18-71 (Srednia 39 + 13,
mediana 37)
INV22 29/56 (52%)

Typ I (dystalna)

Typ II (proksymalna)
Obecny inhibitor FVIII 5/29 (17%)
Miano inhibitora FVIII 5-144 BU/ml
INV1 0

25/29 (86%)
4/29 (14%)

INV22 - inwersja w intronie 22 genu F8; INV1 - inwersja w intronie
1 genu F8; FVIII - czynnik krzepniecia VIII; IU - jednostka
miedzynarodowa
INV22 - inversion in intron 22 of the F8 gene; INV1 - inversion in
intron 1 of the F8 gene; FVIII - coagulation factor VII; IU -
International Unit

w F8, logiczne jest rozpoczynanie badan molekularnych od
poszukiwania obecnoéci tych defektéw.

Niegdys do wykrywania INV22 w F8 wykorzystywano
gtéwnie metode hybrydyzacji wedtug Southerna, ktéra zasto-
sowano takze w polskich badaniach prowadzonych przez
Sawecka 1 wsp. [31, 32]. Znana od 2005 roku i udoskonalona
trzy lata p6zniej metoda IS-PCR jest alternatywg dla skom-
plikowanej i pracochtonnej metody Southerna [26, 27]. Zaréw-
no metode Southerna, jak i IS-PCR charakteryzuje podobna
czulo$¢, gdyz obie umozliwiajg identyfikacje INV22 (lgcznie
z okresleniem jej typu) oraz wykrycie delecji czy duplikacji
obejmujacej IVS22. Ponadto wybér metody IS-PCR w obecnym
badaniu jest podyktowany szeregiem innych zalet; IS-PCR
umozliwia réwnoczesng diagnostyke INV22 i INV1 (wykorzy-
stuje ten sam produkt reakcji ligacji do PCR), nie wymaga
bezposredniej amplifikacji regionéw bogatych w pary GC
(przez co procedura jest bardziej powtarzalna) oraz nie
ogranicza sie do stosowania wysokiej jakosci DNA (mozliwos¢
stosowania probek nawet czesciowo zdegradowanych) [33].

Podloze genetyczne ciezkiej HA w Polsce byto przedmio-
tem nielicznych badan. Dotychczas przeprowadzone przez
Sawecks i wsp. badania molekularne objely tgcznie grupe
113 pacjentéw z ciezka postaciag choroby [31, 32, 34].
Wykazana w obecnym badaniu czesto$¢ wystepowania
INV22 (52%) jest bardzo zblizona do czestosci stwierdzonej
we wczedniejszym polskim badaniu (50,5%) [31]. Szeroko
zakrojone badania europejskie wykazaly, ze prewalencja
INV22 wynosi od 45% (na przyktad w Niemczech lub Anglii)
do nawet 52-54% (na przyktad na Wegrzech, we Wloszech,
w Hiszpanii i Portugalii) [13, 24, 35-38]. Najczesciej wykrywa-
nym typem INV22 w obecnym badaniu byl typ I (86%), duzo
rzadziej identyfikowano typ II (14%), co jest zbiezne
z wynikami uzyskanymi w uprzednio prowadzonym bada-
niu w polskiej (typ I — 82%; typ II -18%) i innych populacjach
(typ I - 84%; typ I - 16%) [18, 31].

Badania przeprowadzone w innych krajach Europy wyka-
zaly, ze czesto$¢ wystepowania INV1 u pacjentéw z ciezka
HA wynosi 1-5% [13, 39]. Poniewaz w obecnym badaniu
u zadnego pacjenta nie zidentyfikowano tego defektu,
a uprzednio czesto$¢ wystepowania INV1 w Polsce oszaco-
wano na 0,9% (1/113), w celu sformulowania wigzacych
wnioskéw niezbedne jest przeprowadzenie badan w wiekszej
populacji polskich chorych na ciezkg HA [34].

W obecnym badaniu u 8 sposréd 56 (14%) niespokrewnio-
nych chorych na ciezkg HA wykryto inhibitor FVIIL. W grupie
29 pacjentdéw z wykryta INV22 u 5 (17%) stwierdzono obecnosé
inhibitora FVIII. Ze wzgledu na stosunkowo matg liczebnie
grupe przebadanych pacjentéw trudno wyciagnaé jedno-
znaczne wnioski, ale trzeba przyja¢ za innymi autorami, ze
INV22 nalezy do mutacji wyraznie zwiekszajacych ryzyko
wystgpienia inhibitora FVIII w odpowiedzi na wstrzykiwany
dozylnie czynnik VIII. Szacuje sie, Zze czesto$¢ wystepowania
inhibitora FVIII jest 7-10-krotnie wyzsza u pacjentow
z obecnym ,ciezkim” defektem molekularnym F8 (tj. duza
delecjg, mutacjg nonsensowng, INV22) w poréwnaniu z pa-
cjentami z ,lagodnym” defektem (mutacja zmiany sensu,
maly delecjg, defektem sktadania transkryptu) [23, 40]. Meta-
analiza 30 badan przeprowadzonych w grupie 1029 pacjentéw
z HA powiklang inhibitorem wykazala, ze ryzyko wystapienia
inhibitora FVIII jest najwieksze w przypadku duzych delecji,
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mutacji nonsensownych i posrednie w przypadku INV22,
INV1 oraz mutacji splicingowych, za$é najmniejsze w przy-
padku malych delecji/insercji i mutacji zmiany sensu [41].
Jednak ryzyko powstania alloprzeciwcial wobec FVIII
u pacjentéw z HA powodowang INV22 lub INV1 jest duzo
mniejsze (okolo 20-30%) niz na przyktad w przypadku niekté-
rych duzych delecji obejmujgcych wiele eksonéw F8 (okoto
90%) [12, 24]. Poniewaz u wiekszosci pacjentéw z INV22
inhibitor nie wystepuje, aktualnie prowadzone sg badania,
ktérych celem jest poszukiwanie innych niz mutacja spraw-
cza w F8 czynnikéw ryzyka (zaréwno genetycznych, jak
i Srodowiskowych) powstawania inhibitora FVIII [42].

Dotychczas w naszym kraju dostepno$¢ badan genetycz-
nych w diagnostyce HA byla znacznie ograniczona. Pionier-
skie badania naukowe w diagnostyce molekularnej tej cho-
roby realizowane byly do 2009 roku w Zakladzie Biochemii
IHIT [31, 32, 34, 43]. Rezultatem aktualnie przeprowadzonego
badania jest wprowadzenie w naszym osrodku nowoczesnej
metody stuzacej do identyfikowania mutacji inwersyjnych
w F8. Kolejnym celem jest wdrozenie w Zaktadzie Hemostazy
i Choréb Metabolicznych IHiT innych metod molekularnych
w diagnostyce HA, obejmujacych sekwencjonowanie poszcze-
gélnych eksondéw genu F8, jak i badanie obecno$ci wiekszych
rearanzacji genowych. Wséréd najnowoczes$niejszych metod
szczegblnie obiecujgca jest sekwencjonowanie nowej genera-
cji (Next Generation Sequencing; NGS). I tak, na przyklad,
technike te zastosowano u polskiego chorego na ciezka HA,
dzieki czemu zidentyfikowano delecje genu F8 i genu BRCC3,
co zaowocowalo opisaniem nowego zespolu chorobowego:
hemofilii A i angiopatii moyamoya (SHAM syndrome) [44].

Wdrozenie rutynowego oznaczania mutacji inwersyjnych
(INV22 oraz INV1) w F8 oraz realizacja opisanych powyzej
zamierzen pozwoli na kompleksowg diagnostyke gene-
tyczng hemofilii A w naszym kraju.
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