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Streszczenie

Hemofilia A (HA) to jedna z najczesciej rozpoznawanych genetycznie uwarunkowanych skaz
krwotocznych. U jej podloza lezy wrodzony brak, niedobor lub dysfunkcja czynnika krzepniecia
VIII (FVIII), co prowadzi do istotnych zaburzen w ukladzie hemostazy. Nasilenie objawow skazy
krwotocznej determinuje stopien niedoboru FVIII w osoczu. Diagnoze hemofilii A stawia sig glow-
nie na podstawie wynikow badan krzepnigcia osocza, w tym pomiaru aktywnosci koagulacyjnej
FVIII. Wspolczesnie uwaza sie, ze diagnostyka HA powinna byc rozszerzona o badania genetyczne
umozliwiajgce poznanie multacji sprawczej. Okreslenie mutacyi odpowiedzialnej za HA jest wazne
z co nagmmniej dwoch powodow: 1) umozliwia wstepng ocene ryzyka wystgpienia inhibitora FVIII
oraz 2) umozliwia pewne rozpoznanie stanu nosicielstwa HA. W pracy przedstawiono algorytm
przeprowadzania badan genetycznych u pacjentow z HA, a takze scharakteryzowano najczescies
wykorzystywane techniki molekularne orvaz omowiono trudnosci zwigzane z interpretacjq uzyska-
nych wynikow.
Stowa kluczowe: hemofilia A, genetyka, mutacja sprawcza, inwersja w intronie 22
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Abstract

Hemophilia A (HA) is one of the most frequently recognized genetically determined bleeding disor-
ders. At its ground is a congenital lack, deficiency or dysfunction of coagulation factor VIII (FVIII),
which leads to significant disturbances of hemostatic system. The severity of bleeding diathesis is
determined by the degree of FVIII deficiency in plasma. The diagnosis of HA is mainly based on
the results of the coagulation plasma test, including measuring the FVIII coagulation activity.
Nowadays, it is believed that diagnosis of HA should be extended to genetic testing, to get to know
the causative mutation. Determination of the mutation responsible for HA is important for at least
two reasons: 1) enables a preliminary assessment of the risk of FVIII inhibitor development and
2) make possible the clear-cut diagnosis of HA carrier status. This paper presents an algorithm for
genetic testing in patients with HA. On top of that characterizes the molecular techniques used in
diagnostic process, and discusses the difficulties associated with the interpretation of the results.
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Rycina 1. Schemat struktury genu i syntetyzowanego biatka czynnika VIII; czarne strzatki wskazujg miejsca proteo-
litycznej aktywacji czynnika VIl z udziatem trombiny; aa — aminokwasy: A. Gen F8 (186 kpz, 26 eksonodw) i jego
zmapowanie na chromosomie X; B. Dojrzaty tancuch biatkowy czynnika VIl (2332aa)

Figure 1. Schematic structure of the factor VIll gene and synthesized protein; black arrows indicate the factor VI
activation site by thrombin; aa — amino acids: A. F8 gene (186 kb, 26 exons) and its mapping on the X chromosome;

B. The mature of factor VIl protein chain (2332aa)

Wprowadzenie

Hemofilia A (HA, hemophilia A) to druga po cho-
robie von Willebranda (VWD, von Willebrand disease)
najczesciej wykrywana na Swiecie wrodzona skaza
krwotoczna. Przecietna czesto$¢ wystepowania tej
choroby, niezaleznie od rasy czy grupy etnicznej,
to 1 na 5-10 tys. urodzonych mezczyzn. W Polsce,
na podstawie wynikow badania epidemiologicznego
przeprowadzonego w 2004 roku, czestoS¢ wyste-
powania hemofilii A i B oszacowano Iacznie na
1/5600 mezczyzn [1]. W Ogélnopolskim Rejestrze
Wrodzonych Skaz Krwotocznych prowadzonym
w Instytucie Hematologii 1 Transfuzjologii IHT)
w Warszawie obecnie znajduje sie ponad 2000 cho-
rych na HA.

U podioza HA lezy brak lub upo$ledzenie syn-
tezy osoczowego czynnika krzepniecia VIII (FVIII,
factor VIII). Choroba jest dziedziczona w sposob
recesywny sprzezony z plcia, co sprawia, ze skaza
krwotoczna objawia sie glownie u mezczyzn, za$
kobiety sa nosicielkami zmutowanego wariantu
genu kodujacego czynnik krzepniecia VIII (F8) (ryc.
1A). W literaturze opisano kilka niezwykle rzadkich
przypadkow kobiet z objawowa HA, co moze sie
zdarzy¢: w przypadku skrajnej lionizacji (nieprawid-
towej inaktywacji chromosomu X pochodzacego od
jednego z rodzicéw); w zespole Turnera (monoso-
mia chromosomu X); u corki urodzonej ze zwigzku
nosicielki HA i chorego na HA; w przypadku trans-
lokacji zrownowazonej z udziatem locus Xq28 [2, 3].

Nalezy dodaé, ze ryzyko urodzenia przez nosicielke
HA syna lub corki obarczonych genem hemofilii jest
takie samo 1 wynosi 50%.

Budowa 1 rola czynnika VIII
w hemostazie

Czynnik VIII, dawniej zwany czynnikiem
przeciwhemofilowym A lub globulina antyhemo-
filowa, jest glikoproteing osocza syntetyzowana
W watrobie, Sledzionie oraz wezlach chtonnych
[4]. Wérod osoczowych czynnikow krzepniecia
FVIII jest jednym z wiekszych biatek, albowiem
prekursor FVIII jest ztozony z 2351 aminokwasow
(aa) o tacznej masie czasteczkowej blisko 300 kDa.
Potranslacyjna modyfikacja czasteczki FVIII,
poprzedzona odszczepieniem 19-aa sekwencji
sygnalowej, prowadzi do powstania dojrzalej formy
zbudowanej z 2332 aa. W czasteczce FVIII mozna
wyodrebnié poszczegdlne domeny oznaczone
jako Al-al-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2 (ryc. 1B). Co
ciekawe, struktura bialkowa FVIII jest bardzo
zblizona do struktury innego waznego czynni-
ka krzepniecia — czynnika V (proakceleryny).
W osoczu FVIII krazy niekowalencyjnie potaczony
z czynnikiem von Willebranda (vWE, von Wille-
brand factor), co przede wszystkim zabezpiecza
go przed przedwczesng proteolityczng degradacja
przez aktywowane biatko C (APC, activated prote-
in C) oraz warunkuje jego stabilno$¢ w krwiobiegu.
Wiekszo$¢ znajdujacego sie w ukladzie krazenia
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FVIII wystepuje w postaci nieaktywnego proenzy-
mu — dwulancuchowego polipeptydu, ztozonego
z tancucha ciezkiego (domeny Al, A2, B) i tancu-
cha lekkiego (domeny A3, C1, C2) [5].

Do aktywacji FVIII do FVIIla w osoczu do-
chodzi w wyniku hydrolizy wigzan peptydowych
w pozycji Arg372, Arg740 1 Argl689, gtéwnie pod
wplywem trombiny, a takze z udzialem aktywnego
czynnika X (Xa). Rola FVIIIa w procesie krzep-
niecia krwi polega w szczegblnos$ci na aktywacji
czynnika krzepniecia IX do IXa w obecno§ci fosfo-
lipidow plytek krwi, co warunkuje wygenerowanie
w szlaku wewnatrzpochodnym niezbednej do
utworzenia skrzepu trombiny. Dlatego w sytuacji
niedoboru lub braku FVIII w osoczu obserwuje sie
nadmierng skionno§¢ do krwawien.

Badania osoczowe
w diagnostyce hemofilii A

Hemofilie A rozpoznaje sie zwykle na pod-
stawie wynikow osoczowych testéw hemostazy.
U pacjentow z HA w badaniach laboratoryjnych
obserwuje sie przediuzenie czasu czeSciowej trom-
boplastyny po aktywacji (APTT, activated partial
thromboplastin time) oraz zmniejszong aktywno§c
koagulacyjng czynnika VIII (FVIIL:C). Ponadto
prawidiowa aktywno$¢ 1 zawartoS¢ vWF pozwala
wykluczy¢ ciezka postaé vWD.

Fenotyp choroby determinuje stopien niedo-
boru czynnika krzepniecia VIII w osoczu. Na tej
podstawie wyroznia sie trzy jej postacie: ciezka
(FVIII:C < 1jm./dl), umiarkowang (FVIII:C 1-5 jm./
/dl) oraz tagodng (FVIII:C od > 5 do 40 jm./dl).
W przypadku nosicielek zmutowanego genu F8
u czeSci kobiet obserwuje sie w badaniach koagula-
cyjnych prawidtowa aktywno$¢ FVIII:C w osoczu,
natomiast u pozostatych uzyskuje sie wartosci
zmniejszone $rednio o potowe (co zwykle jednak
wystarcza do sprawnego funkcjonowania hemosta-
zy). Przyjmuje sie, ze w grupie pacjentek z obnizong
aktywnos$ciag FVIII:C w osoczu skaza krwotoczna
moze ujawnic sie w sytuacji, gdy aktywno$c¢ tego
czynnika krzepniecia wynosi mniej niz 25 jm./dl.

Obecnie uwaza sie, ze diagnostyka HA po-
winna obejmowac zar6wno badania koagulacyjne,
jak 1 genetyczne, umozliwiajace poznanie mutacji
sprawczej tej skazy krwotocznej [6, 7]. Identyfika-
cja mutacji odpowiedzialnej za HA pozwala wstep-
nie oszacowac ryzyko wystapienia inhibitora wobec
FVIII, utatwia przeprowadzenie molekularnej diag-
nostyki nosicielstwa u kobiet z rodzin dotknietych
HA oraz usprawnia diagnostyke prenatalna.

Podloze molekularne hemofilii A

Sekwencje DNA (NM_000132.3) oraz umiej-
scowienie genu czynnika VIII (gene 1ID: 2157)
w ludzkim genomie poznano w latach 80. ubiegtego
stulecia [5, 8, 9]. Dzi$ takze wiadomo, ze F8 jest
do$¢ duzym genem, zbudowanym ze 186 tysiecy
par zasad (kbp, kilo base pair), co stanowi okolo
0,1% DNA chromosomu X [10]. Gen F8 zmapo-
wano w dystalnym regionie dlugiego ramienia
chromosomu X, gdzie zajmuje locus q28 (ryc. 1A).
Reprezentowane przez 26 eksonéw DNA kodujace
informacje genetyczna stanowi okoto 4% calego
genu F8, za$ pozostate 96% zajmuja sekwencje
intronowe [11]. Wielko§¢ ekson6w F8 waha sie
w granicach od 69 do 262 bp, przy czym wyjatek
stanowia znacznie wieksze eksony 14 (3106 bp)
oraz 26 (1958 bp) [12]. W czasteczce FVIII ekson
14 koduje duza cze$¢ domeny B, natomiast znaczna
czeS¢ eksonu 26 stanowi region niepodlegajacy
translacji w procesie biosyntezy biatka (UTR, un-
translated region). Sekwencje intronowe F8 maja
wielko§¢ 14-32 kbp, a najwieksza z nich buduje
intron 22 [3]. Transkrypt genu F8 jest do§¢ duzy
1 zawiera okoto 9000 bp, z czego kodujace informa-
cje genetyczna DNA zajmuje 7053 bp.

Charakterystyczna cecha genu F8 jest obec-
no$¢ licznych sekwencji DNA bogatych w cy-
tozyne 1 guanine (tzw. wysp CpG) [13]. W in-
tronie 22 tworzg one 9,5 kbp region (int22h-1),
ktory wystepuje w dwoch dodatkowych kopiach
(int22h-2 oraz int22h-3) poza genem F8 (tj. w re-
jonie telomerowym oddalonym o ok. 300 bp oraz
400 bp). Sekwencja nukleotydowa wszystkich
trzech regioné6w homologicznych jest niemal
w 98% identyczna, przy czym kopie pozagenowe
(int22h-2 oraz int22h-3) sa transkrybowane w od-
wrotnym kierunku, w porownaniu z sekwencjg
wewnatrz genu (int22h-1). Dodatkowo region
mnt22h-1 zawiera obszar o wielkosci 3,5 kbp ob-
fitujacy w pary G-C, z czego odcinek o wielko$ci
jednej kbp skiada sie w 79% z tych zasad [14].
Uwarunkowania te odgrywajg istotng role w pa-
togenezie HA, zwlaszcza w powstawaniu mutacji
inwersyjnych w intronach 11 22.

Podobnie miedzy pierwszym i drugim ekso-
nem genu F8 znajduje sie region o wielkoSci jedne;j
kbp (int1h-1), ktéra ma swoja homologiczng kopie
pozagenowq (intl1h-2). Region ten znajduje sie bli-
zej telomera chromosomu X, jest oddalony o okoto
140 kbp od genu F8 i takze jest transkrybowany
w przeciwnym kierunku, w porownaniu z sekwen-
cja wewnatrz genu [15].
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Rycina 2. Mechanizm powstawania mutacji inwersyjnej w intronie 1 (INV1) genu F8 (opis w tekscie); INV1 — mutacja

inwersyjna w intronie 1

Figure 2. The mechanism of inversion mutation in the intron 1 (INV1) F8 gene (described in the text); INV1 — inversion

mutation in the intron 1

Mutacje sprawcze hemofilii A

Molekularne mechanizmy odpowiedzialne za
wystgpienie HA sa do§¢ dobrze poznane. Wiadomo,
ze wynikiem odpowiedzialnej za hemofilie mutacji
w genie F8 jest brak syntezy, jej ograniczenie badz
powstanie nieprawidiowego biatka FVIIL. Zwykle cho-
roba ma ciezszy przebieg kliniczny, jezeli przyczyna sa
mutacje, w ktorych efekcie dochodzi do utraty wiek-
szego fragmentu genu lub przedwczesnego wprowa-
dzenia do sekwencji kodonu ,,stop”, poniewaz zmiany
te prowadza do skrocenia tancucha biatkowego.

Podstawowym celem przeprowadzania badan
genetycznych w HA jest identyfikacja mutacji
sprawcze] w rodzinach dotknietych choroba, po-
znanie drogi dziedziczenia zmutowanego genu
w rodzinie oraz potwierdzenie lub wykluczenie
stanu nosicielstwa [16]. Ponadto poznanie mutacji
sprawczej u chorych na HA umozliwia wstepna
ocene ryzyka wystapienia inhibitora FVIII w odpo-
wiedzi na wstrzykiwany dozylnie koncentrat czyn-
nika VIII, co moze pomdc w wyborze optymalne;j,
zindywidualizowanej strategii leczenia.

Blisko polowe identyfikowanych mutacji
sprawczych w ciezkiej HA stanowia mutacje in-
wersyjne [17]. NajczesSciej, bo w 40-45% przypad-
kow, wykrywa sie inwersje w intronie 22 (INV22).
Znacznie rzadziej, w 1-5% przypadkow, wykrywa
sie inwersje w intronie 1 (INV1). Poza wymie-
nionymi mutacjami inwersyjnymi zachorowania
na HA mogg by¢ wywolane obecno$cia w genie
F8 mutacji punktowych. Wérod nich znajduja sie
zaroOwno substytucje pojedynczych nukleotydow,
jak i male (< 50 bp) delecje, duplikacje lub insercje.
Przyczyna HA s3 takze wieksze rearanzacje geno-
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we, w ktorych delecji lub insercji ulegaja wieksze
(> 50 bp) fragmenty genu. Ponadto, oprocz wykry-
wanej z duzg czestoScig INV22 oraz kilku rzadziej
powtarzajacych sie mutacji punktowych, wiekszo§¢
wykrywanych zmian w genie F8 powstaje sponta-
nicznie 1 ma unikatowy charakter.

Mechanizm powstawania mutacji inwersyjnej
w intronie 22 (INV22) genu F8 opisano w 1993 roku
[18, 19]. Inwersja ta jest nastepstwem homolo-
gicznej rekombinacji miedzy regionem znajduja-
cym sie wewnatrz intronu 22 genu F8 (int22h-1)
1jedna z dwoch identycznych pozagenowych kopii
(int22h-2 1ub int22h-3) (ryc. 2). Zas jej wynikiem
jest przerwanie cigglo$ci genu F8 wskutek duzej
inwersji (obrocenia sekwencji DNA) oraz translo-
kacji eksonow 23-26. W zaleznoSci od tego, ktora
z pozagenowych Kopii genu uczestniczy w crossing-
-over, wyrbznia sie inwersje: typu I — dystalng
(int22h-1/int22h-3, 83% przypadkow), typu II
— proksymalng (int22h-1/ int22h-2, 16% przypad-
kow) oraz typu III — mieszana (oprocz sekwencji
mt22h-2 1 nt22h-3 obecne sa dodatkowe kopie
pozagenowe, 1% przypadkow) [20].

Drugamutacjainwersyjna wystepuje wintronie 1
(INV1) genu F8 1 powstaje podczas homologicznej
rekombinacji miedzy znajdujacym sie wewnatrz
intronu 1 regionem in1h-1 oraz pozagenowa kopia
inlh-2 [15] (ryc. 3). Konsekwencja tej rearanzacji
jest przerwanie cigglo$ci genu, oddzielenie promo-
tora 1 eksonu 1 od pozostalych sekwencji F8.

Warto nadmienié, ze mutacje inwersyjne po-
wstajg praktycznie wylacznie podczas podziatu
mejotycznego w spermatogenezie, rzadko zas de
novo w zenskich komorkach rozrodczych [17, 20,
21]. Oznacza to, ze w 98% przypadkow HA pierw-
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Rycina 3. Mechanizm powstawania mutacji inwersyjnej w intronie 22 (INV22) genu F8 (opis w tekscie); A. Allel
prawidtowy (brak INV22); B. INV22 typu | (dystalna); C. INV22 typu Il (proksymalna); INV22 — mutacja inwersyjna

w intronie 22

Figure 3. The mechanism of the inversion mutation in the intron 22 (INV22) F8 gene (described in text); A. Normal
allele (no INV22); B. INV22 type | (distal); C. INV22 type Il (proximal); INV22 — inversion mutation in the intron 22

sza osoba obarczong zmutowanym genem hemo-
filii jest corka mezczyzny, w ktorego komorkach
rozrodczych doszto do mutacji [20]. Dzieje sie tak,
poniewaz u mezczyzn podczas podzialu mejotycz-
nego powstawaniu inwersji w rejonie telomerowym
sprzyja obecno$¢ pojedynczego chromosomu X, za$
obecno$¢ dwoch chromosoméw X u kobiet temu
przeciwdziata [17].

Pierwsze mutacje punktowe w genie F8 opi-
sano w 1985 roku [22]. Do tej pory w genie F8 zi-
dentyfikowano ponad 2000 r6znych mutacji spraw-
czych, ktore sa zebrane w internetowych bazach
mutacji, na przyklad w Bazie Mutacji Genetycznych
Czlowieka (HGMD, The Human Gene Mutation
Database; www.hgmd.org) oraz w Bazie Wariantow
Genetycznych FVIII (Factor VIII Variant Database;
http://www.factorviii-db.org/). Wéréd zamieszczo-
nych tam zmian dominuja mutacje zmiany sensu
1 mutacje nonsensowne (60%). Rzadziej opisywa-
nymi defektami sg mutacje splicingowe (7%), mate
delecje (16%), insercje lub duplikacje (6%) badz
wieksze rearanzacje genowe (11%), na przykiad
delecje wiekszych fragmentow genu. Bez wzgledu
na rodzaj mutacji sprawczej najwieksza ich liczbha
jest wykrywana w eksonie 14 genu F'8, co ttumaczy
duza liczbe budujacych go nukleotydow (3106 bp).
NajczeSciej podstawianym aminokwasem jest
arginina (Arg), poniewaz w czterech z szeSciu mo-
zliwych opisujacych ja kodonow wystepuja pary GC.

Heterogenno§é mutacji punktowych genu F8 w du-
zej mierze dowodzi ich pochodzenia de novo [17].
Wsrod tych zmian sg warianty genetyczne F8 ziden-
tyfikowane tylko u pojedynczych osob, jak rowniez
wykryte nawet w kilkudziesieciu przypadkach
(np. ¢.1834C>T [p.Arg612Cys]; c.6683G>A
[p.Arg2228GIn]) [13].

Nalezy dodaé, ze inna jest czestoS¢ wykry-
wania poszczeg6lnych typow mutacji sprawczych
zaleznie od postaci klinicznej choroby. Ciezkg HA
najczeSciej wywolujg mutacje inwersyjne, duze
delecje, mutacje z przesunieciem ramki odczytu
oraz mutacje nonsensowne. W umiarkowanej
1 lagodnej postaci HA najczeSciej spotyka sie
mutacje zmiany sensu, mutacje splicingowe lub
mutacje z przesunieciem ramki odczytu. Oprocz
tego fenomenem w nieciezkiej postaci HA jest to,
ze w okolo 1/3 przypadkow mutacje sprawcze sg
powodem rozbiezno§ci wynikow aktywnosci FVIII
mierzonej metoda koagulacyjng jednostopniowg
oraz metodg chromogenng [23-25].

Mutacje sprawcze hemofilii A
a ryzyko wystapienia inhibitora

Niektore mutacje w genie F8, wraz z innymi
czynnikami Srodowiskowymi, przyczyniaja sie do
wystapienia u okolo 30% chorych najgroZniej-
szego powiklania leczenia HA, tj. pojawienia sie
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w krwiobiegu przeciwcial neutralizujacych FVIII
(tzw. inhibitora FVIII). Inhibitor wielokrotnie cze$-
ciej pojawia sie u pacjentow z ciezka postacia tej
skazy niz u oséb z umiarkowana i fagodna postacig
choroby [26]. Udowodniono, ze czestoS¢ wyste-
powania przeciwcial anty-FVIII jest 7-10-krotnie
wieksza u pacjentow z obecnym ciezkim defektem
genu F8 (tj. duza delecja, mutacja nonsensowng czy
INV22) niz u chorych z tagodniejszym defektem
genu F8 (mutacja zmiany sensu, malg delecja czy
mutacja splicingowa [27]. Analiza zwiazku typu
wykrywanej mutacji z ryzykiem wystgpienia inhi-
bitora przeprowadzona przez Schwaaba i wsp. [28]
wykazala, ze u ponad 30% chorych z przeciwcialami
wobec FVIII wykrywano duze delecje, mutacje
nonsensowne lub mutacje inwersyjne. Najnizsze
ryzyko wystapienia inhibitora FVIII dotyczyto
chorych z mutacjami zmiany sensu lub matymi
delecjami (< 10%). Duze znaczenie w powstawa-
niu inhibitora ma réwniez miejsce w sekwencji
biatkowej czasteczki FVIII, w ktérym dochodzi do
mutacji. Te patogenne zmiany najcze$ciej identyfi-
kuje sie w sekwencjach DNA kodujacych domeny
A2, A3 oraz C1, C2 [26, 29]. W innym badaniu
wykazano, ze obecno$é mutacji w domenie A2 lub
C2 zwieksza 4-krotnie ryzyko wytworzenia inhibi-
tora w poroOwnaniu z mutacjami zlokalizowanymi
w innych regionach FVIII [30]. Ponadto ryzyko
wytworzenia przeciwcial anty-FVIII zalezy takze
od wlasciwosci fizykochemicznych podstawionego
w wyniku mutacji aminokwasu [26].

Strategia przeprowadzania
badan molekularnych

Strategie postepowania diagnostycznego wa-
runkuje to, czy w badanej rodzinie wystepuje lub
wystepowala w przeszio§ci HA, ewentualnie czy
poznano mutacje odpowiedzialng za jej wystapienie.
Wiasnie z tego powodu w badaniach genetycznych
HA niezwykle wazna role odgrywa dokladnie zebra-
ny wywiad rodzinny. Odmienne jest postepowanie,
gdy zachorowanie na hemofilie jest pierwszym
przypadkiem w rodzinie (de novo), od tego, gdy
choroba objawia sie po raz kolejny. W przypadku
rodziny o nieznanej mutacji diagnostyke rozpo-
czyna sie od poszukiwania mutacji inwersyjnych
(INV22 oraz INV1) [31]. Na wstepie poszukuje sie
obecno$ci inwersji w intronie 22, a je$li wynik tego
badania jest negatywny, to wtedy poszukuje sie in-
wersji w intronie 1. W przypadku niewykrycia mu-
tacji inwersyjnych w drugim etapie poszukuje sie
mutacji sprawczych, sekwencjonujac gen F8. Jezeli
1ta metoda nie udaje sie okresli¢ mutacji sprawczej,

to w kolejnym etapie poszukuje sie wiekszych re-
aranzacji (delecji lub duplikacji) [32]. Oczywistym
jest rowniez fakt, ze diagnostyka molekularna jest
znacznie ulatwiona w rodzinach, w ktorych juz
wczesniej zidentyfikowano mutacje sprawcza, gdyz
u tych pacjentow badanie genetyczne jest ukierun-
kowane na wykrycie tej wiasnie mutacji. Opisany
algorytm dotyczy diagnostyki molekularnej ciezkiej
hemofilii, natomiast w przypadku nieciezkiej posta-
ci HA diagnostyke zwykle od razu rozpoczyna sie
od sekwencjonowania genu F8.

Metody molekularne wykorzystywane
w diagnostyce hemofilii A

W analizie genetycznej HA | zlotym standar-
dem” w wykrywaniu mutacji inwersyjnych jest
hybrydyzacja metoda Southerna (Southern blot-
ting). Ta technikg mozna zar6wno identyfikowac
INV1 oraz INV22, 1acznie z okreSleniem jej typu,
jak 1 wykrywac delecje czy duplikacje w intronie 22,
a takze czeSciowo mozaikowo$¢ somatyczna. Jednak
powszechnie wiadomo, ze technika ta jest skom-
plikowana, pracochtonna oraz wymaga stosowania
niebezpiecznych dla zdrowia odczynnikéw, co nie
sprzyja codziennej praktyce laboratoryjnej [11, 18].

Obecnie do poszukiwania mutacji inwersyj-
nych w F8 najczeSciej wykorzystuje sie dwie
metody molekularne bedace modyfikacjami reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR, polymerase chain re-
action). Pierwsza z nich jest metoda long-PCR (LD-
-PCR, long distance PCR), opracowana przez Liu
1 wsp. [14], zas$ druga — modyfikacja odwrocone;j
PCR (IS-PCR, inverse shifting PCR), opracowana
przez Rosetti i wsp. [33].

Wprowadzenie w 1998 roku metody LD-PCR
do diagnostyki molekularnej HA bylo wydarzeniem
przelomowym, gdyz do tego momentu mutacje in-
wersyjne wykrywano wia$nie zlozong 1 pracochion-
na metoda Southerna. Stosowanie metod opartych
na PCR jest w tym przypadku trudne ze wzgledu na
zlozono$¢ genu F8 oraz wysoka zawarto§¢ par GC
w sekwencjach intronowych, co znacznie kompliku-
je amplifikacje. Metoda LD-PCR, dzieki zastosowa-
niu specyficznej mieszaniny polimeraz, pozwala na
powielenie diuzszych fragmentow DNA (5-40 kbp)
w krotkim czasie. W diagnostyce INV22 produktem
reakcji LD-PCR s3a fragmenty DNA o wielko$ci
12 kbp, 11 kbp oraz 10 kbp. Fragmenty DNA uzy-
skiwane u osoby zdrowej to 12 kbp oraz 10 kbp,
u chorego mezczyzny — 11 kbp oraz 10 kbp, za$
u nosicielki — 12 kbp, 11 kbp oraz 10 kbp. Na-
tomiast w diagnostyce INV1 produktami reakcji
sa fragmenty DNA wielko$ci 1,5 kbp oraz 1 kbp.
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U osoby zdrowej uzyskuje sie fragment wielkoSci
1,5 kbp, u chorego mezczyzny — 1 kbp, za$ u nosi-
cielki— 1,5 kbp oraz 1 kbp [15]. W kolejnych latach
pojawily sie liczne publikacje, w ktorych opisywano
modyfikacje metody LD-PCR oraz jej zastosowanie
w diagnostyce HA [34, 35]. Badania te pozwolily
pogtebié diagnostyke molekularna, umozliwiajac
miedzy innymi okre$lenie typu INV22 oraz wykry-
wanie wiekszych delecji czy duplikacji znajdujacych
sie w tym rejonie. Powodzenie reakcji LD-PCR jest
w duzej mierze uwarunkowane jako$cig otrzymane;j
probki DNA oraz specyficzno$cia zastosowanej
mieszaniny polimeraz. Jednak, w odr6znieniu od
hybrydyzacji metoda Southerna, nie wymaga tak
duzego stezenia badanego DNA, co jest istotne
zwlaszcza w przypadku diagnostyki prenatalnej [31].

Kolejnym ,,kamieniem milowym” w diagnosty-
ce molekularnej HA byto opracowanie 1 wdrozenie
metody IS-PCR [33]. W tym badaniu powielenie
okreslonych fragmentéw DNA w reakcji PCR po-
przedza etap trawienia DNA enzymem restrykcyj-
nym Bcll oraz ligacja powstalych fragmentow [36].
Zaleta metody jest to, ze produkt reakcji ligacji,
bedacy matryca do PCR, moze by¢ wykorzystany
w wykrywaniu zarowno INV22, jak i INV1. W ra-
mach diagnostyki wykonuje sie dwie r6zne reakcje
multipleksowego PCR (r6zniace sie zastosowanym
zestawem starterow), tj. 1) test diagnostyczny
(jako$ciowy) oraz 2) test uzupelniajacy (rézni-
cowanie typu INV22). W teScie diagnostycznym
INV22 produktami reakcji [S-PCR s3 fragmenty
o wielko$ci 487 bp, 385 bp oraz 333 bp. Przy czym
u osoby zdrowej uzyskuje sie fragmenty 487 bp,
u chorego mezczyzny — 333 bp (typ I) lub 385 bp
(typ II), za$ u nosicielki — 487 bp oraz 333 bp (typ I)
lub 385 bp (typ II). W teScie uzupeiniajagcym
INV22 produktami reakcji IS-PCR s3g fragmenty
o wielko$ci 405 bp, 457 bp oraz 559 bp. U osoby
zdrowej uzyskuje sie fragmenty 405 bp 1 457 bp,
u chorego mezczyzny — 457 bp i 559 bp (typ I)
lub 405 bp 1 559 bp (typ II), natomiast u nosicielki
(bez wzgledu na typ INV22) — 405 bp, 457 bp
oraz 559 bp [36]. W diagnostyce INV1 produktami
reakcji sg fragmenty wielko$ci 304 bp oraz 224 bp.
Wowczas przeprowadza sie jedna reakcje, w ktorej
otrzymuje sie u zdrowej osoby produkty wielko$ci
304 bp, u chorego mezczyzny — 224 bp, zas u nosi-
cielki — 304 bp 1 224 bp. Dwa lata po wprowadzeniu
tej metody do diagnostyki HA udoskonalono ja na
tyle, ze obecnie oprocz identyfikacji oraz okreslenia
typu INV22 umozliwia réwniez wykrycie wiek-
szych delecji (Del22) czy duplikacji (Dup22) w in-
tronie 22 [11, 36]. Pozwala to na bardziej precyzyjna
diagnostyke, zwtaszcza nosicielek HA, 1 wykrycie

wszystkich wiekszych mutacji w intronie 22. Po-
nadto IS-PCR umozliwia wykrycie mozaikowoSci
we krwi obwodowej na poziomie od 5% (dla INV22)
do 10% (dla INV1). Metoda IS-PCR jest troche
bardziej skomplikowana i czasochlonna w porow-
naniu z LD-PCR, jednak umozliwia rownoczesng
diagnostyke INV22 1 INV1 oraz nie wymaga bezpo-
Sredniej amplifikacji region6w bogatych w pary GC,
co czyni ja bardziej powtarzalng. Poza tym IS-PCR,
w przeciwienstwie do LD-PCR, nie wymaga wy-
sokiej jakoSci DNA; pozwala na przyklad na uzycie
czeSciowo zdegradowanej probki DNA.

Niegdy$, ze wzgledu na duza liczbe i he-
terogenno$¢ mutacji w F8, badania genetyczne
w kierunku nosicielstwa HA u kobiet czeSciej
wykonywano poSrednimi metodami, tj. za pomoca
tak zwanej analizy sprzezen (linkage analysis),
czyli Sledzenia dziedziczenia haplotypow sprze-
zonych z choroba [31]. Analizy sprzezen dokonuje
sie zwykle z wykorzystaniem reakcji tancuchowe;j
amplifikacji w polaczeniu z analizg polimorfizmu
diugosci fragmentow restrykcyjnych (PCR-RFLP,
PCR-restriction fragment length polymorphism).
Warunkiem uzyskania informatywnego wyniku
tej analizy jest dysponowanie probka DNA od
probanda. Obecnie w wiekszoS$ci laboratoriow
postep technologiczny oraz wieksza dostepno$§é
nowych technik molekularnych umozliwiaja sto-
sowanie bezpoSrednich metod diagnostycznych,
tj. roznych modyfikacji PCR oraz bezposredniego
sekwencjonowania DNA. Jednak w szczegolnych
przypadkach, w ktorych mimo zastosowania do-
stepnych narzedzi molekularnych nie udaje sie
wykry¢ mutacji sprawczej w rodzinie dotknietej
HA, mozna podjaé probe analizy dziedziczenia
poszczegoblnych kopii genu F8 u kobiet z rodziny
chorego. W populacji polskiej do badania stanu nosi-
cielstwa HA wytypowano analize pieciu wariantow
polimorficznych, zlokalizowanych w intronach 1,
13, 22, 18 oraz 24 [37].

W momencie wykluczenia mutacji inwersyj-
nych w F8 poszukuje sie mutacji punktowych.
W niektorych laboratoriach, z powodéw ekonomicz-
nych, do wykrywania tych zmian wykorzystuje sie
najpierw przesiewowe metody molekularne, takie
jak na przyklad analiza polimorfizmu konformacji
pojedynczych nici DNA (SSCP, single strand con-
formation polimorphism), analiza elektroforetyczna
rozrozniajaca konformacje DNA (CSGE, conforma-
tion sensitive gel electrophoresis) lub wysokosprawna
denaturujaca chromatografia cieczowa (DHPLC, de-
naturing high-performance liquid chromatography)
[31]. Procedura ta pozwala na wstepng lokalizacje
zmiany w genie F8, ktéra nastepnie jest identyfiko-
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wana metodg bezpo$redniego sekwencjonowania.
W wysokospecjalistycznych laboratoriach hemo-
stazy najczeSciej przeprowadza sie bezpoSrednie
sekwencjonowanie genu F8 (zwykle metoda wg
Sangera), uwzgledniajac regiony promotorowe oraz
kodujace (26 eksondéw) wraz z oskrzydlajacymi je
sekwencjami intronowymi. Metode bezpoSrednie-
go sekwencjonowania uznaje sie za ,zloty stan-
dard” w diagnostyce molekularnej hemofilii [31]. To
metoda do§¢ kosztowna 1 pracochlonna ze wzgledu
na duza liczbe 1 wielko$¢ analizowanych fragmen-
tow. Sekwencjonowanie DNA pozwala wprawdzie
na identyfikacje pojedynczych zmian nukleotydow,
malych insercji lub delecji, ale poza jej zasiegiem
pozostaje wykrycie duzych rearanzacji genowych
(np. delecji czy insercji fragmentu genu).

W celu identyfikacji wiekszych rearanzacji
w genie F8 bardzo czesto stosuje sie technike
multipleksowej amplifikacji sond zalezng od ligacji
(MLPA, multiplex ligation-dependent probe ampli-
fication) [32, 38, 39]. Metoda ta jest przeznaczona
do wykrywania zmiany liczby kopii DNA, tj. delecji
lub duplikacji fragmentu lub wielu eksonow. Metoda
MLPA umozliwia przeprowadzenie w jednym bada-
niu ilo$ciowej oceny kilkudziesieciu roznych sek-
wencji nukleotydowych DNA poddanych amplifikacji
z zestawem specyficznych sond hybrydyzujacych do
sekwencji eksonowych (np. zestaw SALSA MLPA
P178-B2 F8 produkowany przez MRC Holland).
Ograniczeniem techniki MLPA jest brak mozliwoSci
wykrycia delecji/duplikacji obecnych poza regiona-
mi reprezentowanymi przez zestaw sond. Ponadto
MLPA nie pozwala na identyfikacje mutacji inwer-
syjnych, mutacji punktowych, zréwnowazonych
translokacji oraz mozaikowo§ci niewielkiego stopnia.

Jedna z najnowocze$niejszych metod — CGH
do mikromacierzy (aCGH, array comparative geno-
mic hybridisation) — jest technika umozliwiajaca
analize calego genomu w jednym badaniu z bardzo
duza doktadnoS$cia (mozliwe jest wykrycie zmian
o wielko§ci nawet 12 kbp). Podobnie jak MLPA
umozliwia zidentyfikowanie niezréwnowazen geno-
mu (delecji/duplikacji). Ograniczeniem aCGH jest
brak mozliwoSci identyfikacji inwersji, mutacji punk-
towych, matych delecji, zrOwnowazonych trans-
lokacji oraz mozaikowos$ci niewielkiego stopnia.
Komercyjne zestawy sond dla gen6w kontrolujacych
hemostaze nie sa dostepne, dlatego trwajg prace
nad zaprojektowaniem specyficznego panelu [40].

W wysokospecjalistycznych laboratoriach
genetycznych coraz czeSciej] wykorzystuje sie
rowniez inng nowoczesng technike molekularng
— sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, next
generation sequencing), co rowniez dotyczy diag-

nostyki hemofilii [41]. Metoda ta umozliwia jed-
noczasows analize wielu genow, eksomu lub nawet
calego genomu czlowieka. Pozwala na wykrycie
mutacji punktowych oraz INV22 i INV1, a takze
zmian znajdujacych sie w odlegtych sekwencjach
intronowych. Wysoki koszt tego badania oraz nie-
odzowno§¢ profesjonalnej analizy bioinformatycz-
nej uzyskanych danych nie sprzyjaja wdrozeniu tej
techniki do praktyki laboratoryjne;j.
Raportowanie wynikéw badan genetycznych
w HA powinno by¢ zgodne z obowiagzujacymi za-
sadami nazewnictwa mutacji opracowanymi przez
HGVS (Human Genome Variation Society; Www.
hgvs.or/mutnomen/), przyjmujac za nukleotyd
+1 w cDNA pierwszy nukleotyd (adenine) w ko-
donie startowym (A w kodonie ATG), za$ za kodon
+1 w sekwencji bialkowej — metionine (ATG).
W zapisach mutacji wykrytych uprzednio nalezy
uwzgledni¢ obecne zasady, dodajac 19 reszt ami-
nokwasowych do pozycji zmutowanego kodonu.

Trudno$ci w interpretacji
wynikow badan genetycznych

Interpretacja uzyskanego wyniku badania ge-
netycznego jest jednoznaczna, jezeli u pacjenta
wykrywa sie mutacje inwersyjng w intronie 22 lub
w intronie 1 oraz w sytuacji zidentyfikowania opisa-
nej juz wczesniej i zarejestrowanej w bazie danych
zmiany. Trudno$ci z interpretacja uzyskanego wy-
niku pojawiaja sie w przypadku wykrycia wariantu
genu F8 dotychczas nieopisywanego. Dzieje sie tak
dlatego, ze mimo zastosowania réznych narzedzi
bioinformatycznych (in silico) i braku mozliwoSci
przeprowadzenia badan funkcjonalnych trudno od-
powiedzieC na pytanie, czy wariant ten jest odpowie-
dzialny za wystapienie choroby, czy tez jest wynikiem
naturalnej zmienno$ci genetycznej ludzkiego DNA.

Analizujac wynik nosicielstwa HA u kobiet
nalezy uwzgledni¢ fakt, ze na podstawie badan
genetycznych (DNA z limfocytéw krwi obwodo-
wej) nie mozna wykluczyé u nich zar6wno mo-
zaikowoS§ci somatycznej, jak i germinalnej [17,
31]. Mozaikowo$§¢ dotyczy zwlaszcza mutacji
pojawiajacych sie de novo w rodzinach dotknie-
tych hemofilia. Opisywano pojedyncze przypadki
mozaikowo$ci somatycznej, w ktorych mutacja
sprawcza u matki nosicielki jest obecna w czeSci
DNA komorek krwi obwodowej oraz w czeSci DNA
komorek skory (fibroblastow) [21]. Mozaikowo§¢é
germinalna (mozaikowo$¢ gonad) to zjawisko,
w ktorym mutacja w F8 jest obecna w DNA czeSci
lub wszystkich komoérek rozrodczych, natomiast
nieobecna — w DNA pozostatej czeSci komorek
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rozrodczych oraz w komoérkach somatycznych.
Mozaikowo$¢ w gonadach kobiety mozna potwier-
dzi¢ tylko posrednio, na przykiad w sytuacji, gdy
mimo negatywnego wyniku nosicielstwa hemofilii
w badaniu z komérek somatycznych matki chorego
chlopca kobieta rodzi drugiego chorego syna.
Podobnie jak wszystkie badania diagnostycz-
ne, takze badania genetyczne maja ograniczenia
wynikajace z czulo$ci stosowanych metod labora-
toryjnych. Zatem, mimo zastosowania dostepnych
technik molekularnych, u 5-10% mezczyzn z HA
nie udaje sie okresli¢ mutacji sprawczej w genie
F8. Przyczynami niewykrycia zmian w F8 sa
miedzy innymi nieprawidilowe rozpoznanie skazy
krwotocznej lub zmiany w DNA zlokalizowane da-
leko w intronach [16, 42]. Z powyzszych wzgledow
zaleca sie, by w pierwszym etapie zweryfikowac
rozpoznanie 1 wykluczy¢ niedobo6r FVIII powodo-
wany typem 2N VWD lub sprzezonym niedoborem
czynnikow V 1 VIII [16]. W kolejnych etapach
poszukuje sie zmian powodujgcych defektywne
skladanie transkryptu. Nalezy podkres$li¢, ze brak
identyfikacji mutacji nie jest rownoznaczny z wy-
kluczeniem uprzednio dokonanego rozpoznania
hemofilii, a najwieksze nadzieje ujawnienia ukry-
tych wariantéw genetycznych wigze sie w nowymi
technikami badawczymi, na przykiad NGS [43].

Badania prenatalne w hemofilii A

Diagnostyka prenatalna stanowi integralng
cze$C opieki nad nosicielkami HA i ich krewnymi.
Zasadno$¢ przeprowadzania inwazyjnych badan
prenatalnych u bedacych w ciazy nosicielek hemofi-
lii pozostaje przedmiotem licznych dyskusji. Cze$¢
specjalistow jest zdania, ze wynik tego badania
umozliwi optymalizacje samego aktu porodu oraz
sposob postepowania z noworodkiem w pierwszym
okresie zycia [6]. Inni uwazaja, ze hemofilia nie
jest na tyle ciezka choroba (w nielicznych krajach
jest wskazaniem do przerwania ciazy), by ponosié
zwigzane z badaniami inwazyjnymi ryzyko utraty
ciazy (0,5-2%) [44]. Inwazyjna diagnostyke pre-
natalna zwykle przeprowadza sie metoda biopsji
trofoblastu (11.-14. tydzien cigzy) lub amniopunkcji
(15.-18. tydzien ciazy) [44]. Z uzyskanego mate-
rialu izolowane jest DNA, ktore stuzy przeprowa-
dzeniu analizy genetycznej. Jezeli badania te nie
sa dostepne, to dodatkowa opcja jest wykonanie
kordocentezy (po 18. tygodniu cigzy) i pobranie
krwi pepowinowej, co pozwala okresli¢ aktywno§¢
FVIII we krwi dziecka. Oprécz tego w rodzinach
dotknietych hemofilig istnieje mozliwo$¢ prze-
prowadzenia pomocniczych nieinwazyjnych badan

genetycznych, umozliwiajacych okreSlenie pici
dziecka juz w I trymestrze ciazy (badanie wolnego
plodowego DNA w krazeniu matki [ffDNA, free
fetal DNA]) [45]. W przypadku dzieci mezczyzny
chorego na HA poznanie plci dziecka w sposob
posredni pozwala wykluczy¢ lub potwierdzi¢ odzie-
dziczenie zmutowanego genu F8 (zdrowy syn lub
corka nosicielka). Z kolei w przypadku badania krwi
nosicielek HA (u ktorych prawdopodobienstwo
urodzenia syna chorego na hemofilie wynosi 25%)
wykrycie plci zenskiej moze sie przyczyni¢ do
podjecia decyzji o zaniechaniu badan inwazyjnych.

Badania genetyczne w hemofilii w Polsce

W Polsce dostepno$é badan genetycznych
w diagnostyce HA jest ograniczona, co prawdo-
podobnie wynika z ich wysokich kosztow (brak
refundacji przez Narodowy Fundusz Zdrowia)
oraz trudno$ci technicznych. W naszym kraju
pionierskie badania naukowe w diagnostyce mole-
kularnej HA prowadzono do 2009 roku w Zakladzie
Biochemii IHT [37, 46-49]. W najblizszym czasie
jest planowane wdrozenie kompleksowych badan
genetycznych HA w Zaktadzie Hemostazy i Chorob
Metabolicznych THT.
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