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Streszczenie

Hemofilia B jest uwarunkowanq genetycznie skazq krwotoczng, spowodowanqg brakiem lub
zmniejszeniem syntezy osoczowego czynnika krzepniecia IX (fIX). Powszechnie chorobe te vozpo-
znaje sig na podstawie wynikow badan krzepniecia osocza, przede wszystkim mierzgc aklywnosc
koagulacyjng fIX. Jednak badania molekularne genu czynnika IX powinny stanowic integralng
cz¢S¢ nowoczesnej diagnostyki hemofilii B, poniewaz identyfikacia mutacji sprawczej umozliwia
wstepng oceng ryzyka rozwoju alloprzeciwcial (inhibitora) wobec fIX oraz postawienie pewnej diag-
nozy stanu nosicielstwa hemofilii B. W niniejszym artykule przedstawiono strategie postepowania
w diagnostyce molekularnej hemofilii B wraz z omowieniem najczesciej stosowanych technik mo-
lekularnych.
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Abstract

Hemophilia B is genetically determined bleeding disorder caused by lack of or decrease plasma syn-
thesis of coagulation factor IX (fIX). Commonly this disease is recognized based on the plasma clot-
ting test vesults, in particular by measuring fIX coagulation activity. Molecular testing of factor IX
gene should represent an integral part of modern hemophilia B diagnostics, because identification
of the causative hemophilia B mutation gives the opportunity to preliminary assess the risk of fIX
alloantibodies (inhibitor) formation and a clear-cut diagnosis of hemophilia B carrier status. This
paper outlines the strategy for molecular diagnostics in hemophilia B including discussion of the
most widely used molecular techniques.
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Wprowadzenie

Hemofilia B (Hem B) jest wrodzong skaza
krwotoczna, spowodowang brakiem lub zmniejsze-
niem syntezy osoczowego czynnika krzepniecia IX
(fIX, factor IX). Po raz pierwszy niedobér fIX opi-
sano w 1952 roku u chtopca o nazwisku Christmas,

dlatego dawniej Hem B nazywano chorobg Christ-
masa (Christmas disease) [1]. Hemofilia B jest takze
okreSlana mianem ,,choroby krolewskiej”, gdyz
wystepowala w dynastiach panujacych na tronach
Anglii, Rosji, Niemczech oraz Hiszpanii. Wérod nich
najslynniejszym chorym na hemofilie byt carewicz
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cara Rosji Mikotaja II i potomek angielskiej krolo-
wej Wiktorii (najstynniejszej nosicielki hemofilii).

Przecietna czestos¢ wystepowania Hem B sza-
cuje sie na 1/30 000 meskich noworodkow, a zatem
okolo 6-krotnie rzadziej niz hemofilii A (Hem A).
W Polsce, na podstawie wynikéw badania epidemio-
logicznego przeprowadzonego w 2004 roku, czesto$¢
wystepowania Hem A 1 Hem B facznie oszacowano
na 1/5600 mezczyzn [2]. W Ogodlnopolskim Rejestrze
Wrodzonych Skaz Krwotocznych prowadzonym
w Instytucie Hematologii 1 Transfuzjologii (IHT)
w Warszawie obecnie (31.07.2015 r.) znajduje sie
blisko 400 chorych na Hem B, przy czym ciezka
postac choroby wystepuje u niemal 50% pacjentow.

Hemofilia B dziedziczy sie w sposob rece-
sywny sprzezony z plcia, co sprawia, ze objawy
skazy krwotocznej wystepujg glownie u mezczyzn,
za$ kobiety sa nosicielkami. W piS§miennictwie
niezwykle rzadko sa opisywane przypadki kobiet
z objawowa Hem B, ktéra moze by¢ wynikiem nie-
prawidlowej inaktywacji chromosomu plciowego X
(skrajnej lionizacji) badZz monosomii, translokacji
lub delecji duzego fragmentu chromosomu X (obej-
mujacej locus Xq27), a takze moze wystapié u corki
urodzonej ze zwiazku nosicielki Hem B i chorego
na Hem B [3-5]. Ryzyko urodzenia przez nosicielke
Hem B syna lub corki obarczonych genem hemofilii
jest podobne 1 wynosi 50% (p = 0,5).

Budowa i rola fIX w hemostazie

Czynnik IX jest jednolancuchowg glikoprote-
ing osocza, syntetyzowang w watrobie z udzialem
witaminy K. Biatko to wystepuje w krwiobiegu
w stezeniu 3-5 mg/l w postaci nieaktywnego
proenzymu — zymogenu proteazy serynowej [6].
Prekursor fIX jest zbudowany z 461 aminokwasow
(aa) o Iacznej masie czasteczkowej blisko 57 kDa.
Proces potranslacyjnej modyfikacji czasteczki fIX,
poprzedzonej odszczepieniem 28-aminokwasowe;]
(aa) sekwencji sygnalowej oraz 18 aa propeptydu,
prowadzi do powstania dojrzalej formy zbudowane;j
z 415 aa.

Do aktywacji zymogenu fIX w osoczu dochodzi
pod wplywem aktywnego fXI (fXIa) badZ kompleksu
czynnika tkankowego z aktywnym czynnikiem VII
w wyniku hydrolizy wigzan peptydowych w pozycji
Argl192 oraz Arg226 [6]. Aktywny fIX w krwiobiegu
wystepuje w postaci dwulancuchowego polipepty-
du, zlozonego z taficucha lekkiego (145 aa) i ciez-
kiego (235 aa). Podjednostke lekka (N’) buduja
domeny: jedna bogata w kwas gamma-karboksyglu-
taminowy (GLA, gamma-carboxyglutamic acid-rich
domain) oraz dwie zawierajace motywy sekwencji
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aminokwasowe] wystepujace w sekwencji nabton-
kowego czynnika wzrostu (EGF-1, -2, epidermal
growth factor-like domain 1, 2). Podjednostke ciezka
(C’) buduje domena zawierajaca seryne w centrum
aktywnym enzymu (SP, serine protease) [6]. Giow-
na rola fIX w procesie krzepniecia krwi polega na
wspoltworzeniu wewnatrzpochodnego komplek-
su tenazy [7]. Przyczyna nadmiernej skionnoSci
do krwawiefi u os6b z niedoborem lub brakiem
fIX jest niewystarczajaca generacja trombiny
wynikajaca z upo§ledzonej aktywacji czynnika
krzepniecia X do Xa.

Badania osoczowe
w diagnostyce Hem B

Hemofilie B zwykle rozpoznaje sie na podsta-
wie wynikOw osoczowych testow hemostazy. W ba-
daniach laboratoryjnych obserwuje sie wydluzenie
czasu czeSciowej tromboplastyny po aktywacji
(APTT, activated partial thromboplastin time) przy
prawidiowych wartoS§ciach czasu protrombinowe-
go (PT, prothrombin time) i czasu trombinowego
(TT, thrombin time) oraz zmniejszona aktyw-
nos$¢ koagulacyjng czynnika IX (fIX:C). Nasilenie
objawow skazy krwotocznej jest podyktowane
stopniem niedoboru fIX w osoczu. Wyrédznia sie
trzy postacie Hem B: ciezka (fIX:C < 1 jm./dl),
umiarkowana (fIX:C 1-5 jm./dl) oraz tagodna
(fIX:C > 5-40 jm./dl) [8].

U wiekszo$ci nosicielek Hem B w badaniach
koagulacyjnych obserwuje sie prawidlowa warto$¢
fIX:C. W takim przypadku badanie fIX:C w osoczu
jest testem niewystarczajacym, by wykluczy¢ nosi-
cielstwo Hem B. U pozostalych nosicielek Hem B
warto$¢ fIX:C jest zwykle zmniejszona o polowe,
co wystarcza do sprawnego funkcjonowania he-
mostazy. Skaza krwotoczna moze sie natomiast
ujawnié w grupie 10-15% nosicielek, u ktorych
wyjsciowa aktywno§¢ fIX:C w osoczu wynosi po-
nizej 30 jm./dl [9, 10]. Warto doda¢, ze u zdrowych
noworodkow aktywnos¢ fIX:C jest fizjologicznie
zmniejszona, a APTT moze by¢ wydtuzony. Tylko
wtedy, gdy aktywno§¢ fIX:C u noworodka wynosi
ponizej 1 j.m./dl, rozpoznanie ciezkiej Hem B jest
pewne. W pozostatych przypadkach ostateczng
decyzje o rozpoznaniu badz wykluczeniu Hem B
mozna podjac po kilku miesigcach, kiedy watroba
niemowlecia osiggnie dojrzalo§¢ w procesach syn-
tezy czynnikow krzepniecia [7].

W procesie rozpoznawania Hem B niekiedy
siega sie po badanie zawarto$ci (antygenu) fIX
(FIX:Ag, fIX antigen) [6]. Do oceny fIX:Ag najczeSciej
wykorzystuje sie metode immunoenzymatyczng
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(ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay).
Test ten jest przydatny zwiaszcza do roznicowania
defektu iloSciowego od jakoSciowego w niedoborze
fIX. Oblicza sie stosunek aktywnoS$ci do zawar-
toSci fIX w osoczu i przyjmuje, ze przy wartosci
fIX:C/fIX:Ag ponizej 0,7 przyczyna Hem B jest
defekt jakoSciowy czynnika IX, za$ przy wartoSci
fIX:C/IX:Ag wiekszej lub rownej 0,7 — defekt ilos-
ciowy. W wiekszo$ci przypadkow Hem B obserwuje
sie defekt jakoSciowy.

U niektorych pacjentow z rozpoznang w dzie-
cinstwie ciezka, umiarkowang lub tagodng Hem B
obserwuje sie wzrost aktywnoSci 1 zawartoSci fIX
W osoczu przez lata. Zjawisko to po raz pierwszy
opisano w 1970 roku, a ten szczeg6lny typ Hem B
nazwano hemofiliag B typu Leyden (Hem B Leyden)
[11]. Ta niezwykla kompensacja stezenia fIX w oso-
czu pacjenta z Hem B jest wynikiem wzrostu steze-
nia androgenow w okresie dojrzewania piciowego
mezczyzn, ktorego nastepstwem jest intensyfikacja
transkrypcji fIX 1 trwate zwiekszenie aktywnosci
1 zawartoSci fIX w osoczu. Wzrost fIX:C w Hem B
Leyden jest zr6znicowany u poszczegdlnych osob
1 niezalezny od typu mutacji sprawczej. Stezenie
fIX moze wzrosnac o kilka lub kilkana$cie jm./dl,
a nawet osiggnaé wartosci prawidiowe 1 wowczas
objawy skazy krwotocznej calkowicie ustepuja.

Podloze molekularne
1 mutacje sprawcze Hem B

Rozwdj molekularnych metod badawczych
w ostatnich latach spowodowal, ze obecnie uwaza
sie, ze diagnostyka Hem B powinna obejmowac za-
réwno badania koagulacyjne, jak i genetyczne [9, 10].
Podstawowym celem prowadzenia badan genetycz-
nych w Hem B jest identyfikacja mutacji sprawczej
w rodzinach dotknietych choroba, poznanie drogi
dziedziczenia zmutowanego genu w rodzinie oraz
potwierdzenie lub wykluczenie stanu nosicielstwa
[7]. Poza tym poznanie mutacji sprawczej u chorych
na Hem B umozliwia wstepng ocene ryzyka wysta-
pienia alloprzeciwcial (inhibitora) fIX w odpowiedzi
na wstrzykiwany dozylnie koncentrat czynnika IX,
co moze pomoc w wyborze optymalnej, zindywidu-
alizowanej strategii leczenia.

Ludzki gen czynnika IX (F9) sklonowano
w 1983 roku, za$ 2 lata p6zniej poznano pelng
jego sekwencje DNA (NM_000133.3) [12]. Gen
F9 (Gene ID: 2158) znajduje sie na diugim ramieniu
chromosomu X (locus q27.1-q27.2) w odlegloSci
okoto 15 mega par zasad (mpz) od genu czynnika
VIII (£8) [13]. Jest zbudowany z 33,5 tys. par za-
sad (kpz, kilo par zasad), za$ jego transkrypt ma

wielko$¢ okolo 2,8 kpz. DNA kodujace informacje
genetyczng reprezentuje osiem eksonow, z ktorych
najwiekszym jest ekson 8 (1,9 kpz).

Podobnie jak w Hem A, molekularne me-
chanizmy odpowiedzialne za wystapienie Hem B
sg do$¢ dobrze poznane. Konsekwencja mutacji
w F9 jest brak syntezy, jej ograniczenie badz po-
wstanie nieprawidlowego bialka. Zaleznie od tego
wyrodznia sie mutacje typu I (historycznie zwane
CRM-, cross reacting material negative) oraz typu Il
(CRM+, cross reacting material positive) [14].
Mutacje typu I wywotuja defekt iloSciowy fIX
spowodowany, na przykiad, nieprawidlowoSciami
w transkrypcji, sekrecji lub stabilno$ci biatka,
za$ mutacje typu II wywoluja defekt jakoSciowy
fIX (upoS$ledzenie funkcji przy prawidiowej lub
zmniejszonej zawartoSci) wywolany, na przykiad,
ograniczeniem aktywnoSci katalitycznej enzymu
[6, 14]. W odrdznieniu od innych skaz krwotocz-
nych, Hem B w wiekszo$ci przypadkow (ok. 60%)
jest wywolana mutacjami typu II, ktore najliczniej
wystepuja w domenie SP [10]. Ciezszy przebieg
Kkliniczny choroby wigze sie z wariantami F9, w kto-
rych dochodzi do utraty wiekszego fragmentu genu
lub przedwczesnego wprowadzenia do sekwencji
kodonu ,,stop” (tzw. null mutation), poniewaz
prowadzi to do skrocenia tancucha biatkowego fIX.

Pierwsza mutacje punktowa w genie F9
(c.7234+1G>T) zidentyfikowano w 1985 roku [15].
Do tej pory w genie F'9 wykryto ponad 1000 roz-
nych mutacji sprawczych, ktore sg zebrane w in-
ternetowych bazach mutacji, na przyktad w Bazie
Mutacji Genetycznych Cztowieka (HGMD, The
Human Gene Mutation Database; www.hgmd.org)
oraz w Bazie Wariantow Genetycznych (fIX, factor
IX Variant Database; http://www.factorix.org/).
W odréznieniu od Hem A, w ktorej mutacje inwer-
syjne w F8 identyfikuje sie u blisko 50% chorych,
w Hem B brakuje rownie czesto wykrywanych
mutacji. NajczeSciej (74% wszystkich mutacji) wy-
krywa sie podstawienia pojedynczych nukleotydow
— mutacje zmiany sensu (75%) 1 mutacje nonsen-
sowne (11%), rzadziej splicingowe (11%) i inne
(3%) [14]. Pozostale identyfikowane zmiany (26%
wszystkich mutacji) w F9 to mate (< 50 pz) dele-
cje (17%), duplikacje (1%) lub insercje (4%) oraz
wieksze (> 50 pz) rearanzacje genowe (4%). Bez
wzgledu na rodzaj mutacji sprawczej najwieksza ich
liczba (46%) jest identyfikowana w eksonie 8 genu
F9 (domena SP), co takze tlumaczy najwieksza
liczba budujacych go nukleotydow (1935 pz) [14].

W piSmiennictwie mozna znaleZ¢ doniesienia
o wykryciu u tego samego pacjenta z Hem B wiecej
niz jednej mutacji sprawczej w F9 [16, 17]. W wiek-
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szo$ci opisywano wspolistnienie dwoch roznych
defektow odpowiedzialnych za Hem B, ale istnieja
takze doniesienia o wspélistnieniu trzech lub czte-
rech, aczkolwiek wowczas nasuwaja sie watpli-
wosci co do ich patogennego wplywu na fIX [10].
W bazie Wariantow Genetycznych fIX, na ponad
3700 doniesien, blisko 50 (ok. 1%) dotyczy pa-
cjentéw z wielokrotnymi mutacjami w F9 [10].
W badaniu przeprowadzonym przez Ghosh 1 wsp.
[16] wsrod 103 pacjentéw z Hem B u 8 (8%)
z ciezkim przebiegiem skazy wykryto podwdjne
mutacje w F9. Ze wzgledu na mala skale opisywa-
nego zjawiska trudno oszacowaé jego znaczenie
patofizjologiczne i kliniczne.

W genie F9 identyfikowano zar6wno uni-
katowe zmiany, wystepujace u pojedynczych
chorych, jak i czesto powtarzajace sie mutacje
(np. c.1025C>T;p.Thr324Met) [10, 14]. Te czesto
powtarzajace sie zmiany polegajg przewaznie na
podstawieniu CG na TG lub CA w hipermutagen-
nych obszarach DNA bogatych w cytozyne i guani-
ne (tzw. wyspach CpG) [18]. Szacuje sie, ze mutacje
zalozycielskie (founder mutations) odpowiadajg za
wystapienie 20-30% przypadkow fagodnej Hem B,
a identyfikowano je miedzy innymi w Wielkiej
Brytanii (c.520+13A>G), Stanach Zjednoczonych
(c.1328T>C) i Irlandii (c.-35G>A) [6].

W 2009 roku, badajac szczatki czlonkoéw rodzi-
ny carskiej odnalezione w tak zwanym, ,,drugim
grobie” w Jekaterynburgu, wykazano, ze mutacja
odpowiedzialng za wystepowanie Hem B w kro-
lewskich rodzinach Europy byla substytucja A>G
zlokalizowana w intronie 3 genu F9 (c.278-3A>G),
powodujaca przesuniecie ramki odczytu mRNA
1 wygenerowanie kodonu ,,stop” [19]. Co ciekawe,
wyniki badan z lat 2007-2009 potwierdzily obec-
no$¢ w grobie szczatkdw calej rodziny carskiej,
w tym siostry carewicza — Anastazji, u ktorej
wykazano obecno$¢ takiej samej mutacji w F9, jak
u najstynniejszego chorego na Hem B.

W regionie promotora F9 do mutacji dochodzi
stosunkowo rzadko (ok. 2% wszystkich wykrytych
wariantow), jednak identyfikacja pewnych zmian
w tym regionie ma szczeg6lne znaczenie kliniczne,
gdyz odpowiada za wystgpienie wczesniej wspo-
mnianej Hem B typu Leyden. W 1988 roku po raz
pierwszy okreslono wariant F9 odpowiedzialny za
Hem B Leyden u holenderskich pacjentéw, a obec-
nie w Bazie Wariantow Genetycznych fIX znajduje
sie 13 réznych wariantow [20]. Zarejestrowane
mutacje dotycza specyficznych miejsc wigzacych
czynnik transkrypcyjny w regionie promotora
(5’UTR), zlokalizowanych w sekwencji DNA mie-
dzy -50 a -5 nukleotydem przed kodonem starto-
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wym (ATG). Mutacje powodujagce Hem B Leyden
wykrywano zar6wno w ciezkiej, umiarkowanej, jak
1 tagodnej postaci Hem A [14].

Poza wariantami patogennymi (mutacja-
mi) w F9 wykryto ponad 50 synonimicznych
(np. p.Glul193Glu, p.Gly246Gly, p.Val359Val)
1 niesynonimicznych (np. p.Arg3His, p.Ille7Phe,
p.Alal94Thr) wariantéw polimorficznych (SNP,
single nucleotide polymorphism) [14]. Warianty te
sg czesto wystepujacymi (>1%) w populacji sub-
stytucjami pojedynczych nukleotydow, ktore nie
przyczyniaja sie do wystapienia objawoéw choroby.

Przyczyna ponad 50% przypadkow zachorowan
na Hem B s3a mutacje pojawiajace sie w rodzinie de
novo 1 najczeSciej sg to mutacje germinalne [21].
Spontaniczne powstawanie tych mutacji wigze sie
glownie z podzialem mejotycznym spermatocy-
tow, za$ okolo 8-krotnie rzadziej dochodzi do nich
w czasie podziatu zenskich komorek rozrodczych
[6, 22]. Prawdopodobng przyczyne tego zjawi-
ska upatruje sie w obecno$ci pojedynczej kopii
chromosomu X i ,,ostabionym” w zwiazku z tym
mechanizmie naprawczym DNA badz znacznie
wiekszej liczebno§ci meskich komorek rozrodczych
uczestniczacych w zaptodnieniu zenskiej komorki
jajowej [6]. Oznacza to, ze pierwsza osobg w rodzi-
nie posiadajacg zmutowany gen Hem B jest corka
mezczyzny, w ktorego komorkach rozrodczych
doszlo do mutacji [22].

Mutacje sprawcze Hem B
a ryzyko wystapienia inhibitora

Pojawienie sie w krwiobiegu alloprzeciwciat
neutralizujacych fIX (tzw. inhibitora fIX) jest istot-
nym powiklaniem leczenia substytucyjnego Hem B.
Ich powstawaniu moga sprzyja¢ zarowno uwarunko-
wania genetyczne (typ mutacji sprawczej Hem B),
jak 1 czynniki Srodowiskowe. Inhibitor wobec niedo-
borowego czynnika krzepniecia wystepuje w Hem B
ponad 10-krotnie rzadziej (1-3% chorych) nizw Hem A
(ok. 30% chorych). Alloprzeciwciatla wobec fIX
wielokrotnie czeSciej pojawiaja sie w ciezkiej
Hem B niz w Hem B umiarkowanej i fagodne;.
Najwyzsze, bo okolo 50-procentowe, ryzyko wy-
stapienia inhibitora fIX obserwuje sie u chorych,
u ktorych Hem B jest spowodowana obecnoScia roz-
legtych delecji; znacznie nizsze ryzyko wystapienia
inhibitora dotyczy pacjentéw z Hem B spowodowang
mniejszymi delecjami badZ mutacjami nonsensow-
nymi [14, 23, 24].

Mutacje nonsensowne w sekwencji DNA
prowadza do powstawania kodonu ,,stop” 1 przed-
wczesnego zakonczenia syntezy polipeptydu, choé
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moga takze powodowaé niestabilno§¢ mRNA.
Pinotti i wsp. [25] uzyskali bardzo ciekawe wyniki
badan ekspresji F'9 in vitro kilku do§é czesto wy-
krywanych mutacji nonsensownych, mianowicie
p-Argl62X, p.Arg294X i p.Arg298X. W badaniach
tych wykazano synteze pelnolancuchowego fIX
w stezeniu ponizej 5%. Synteza fIX, mimo poja-
wienia sie kodonu ,,stop”, prawdopodobnie wynika
z niedoskonalo$ci procesu terminacji translacji
biatka i rybosomalnego odczytywania (ribosome
readthrough) kodonow mRNA, mimo obecno$ci ko-
donu nonsens. Wyniki dalszych badan dowiodly, ze
Hem B wywolana tymi mutacjami moze zwiekszac
ryzyko rozwoju inhibitora fIX [26].

Niskie ryzyko wystapienia inhibitora fIX wiaze
sie z obecno$cig mutacji zmiany sensu w F9; tylko
w 2 przypadkach mutacji zlokalizowanych w ek-
sonie 6 (c.709C>A;p.GIn237Lys oraz c.723G>C;
p.GIn241His) zaobserwowano pojawienie sie inhi-
bitora fIX [10, 14].

Ponadto uwaza sie, ze rodzaj mutacji sprawczej
Hem B moze odgrywac role w powstawaniu reakcji
anafilaktycznej, ktorg obserwuje sie niekiedy u cho-
rych na Hem B powiklana inhibitorem fIX [27].
Analiza genetyczna przeprowadzona wsrod 8 pa-
cjentow z Hem B i epizodem reakcji anafilaktyczne;j
przez Thorland i wsp. [24] wykazala, ze najwyzsze
ryzyko wystapienia tego powiklania obserwowano
u pacjentow z ,,ciezkimi” defektami genetycznymi
(zwlaszcza z duzymi delecjami genowymi) 1 tak
zwanymi mutacjami typu ,,zero” (null).

Metody molekularne
wykorzystywane w diagnostyce Hem B

Metoda z wyboru w poszukiwaniu mutacji
sprawczych w F9 jest bezpoSrednie sekwencjono-
wanie DNA [9]. NajczeSciej sekwencjonowanie F9,
obejmujace promotor i regiony kodujace (8 ekso-
néw) wraz z oskrzydlajacymi je sekwencjami intro-
nowymi, przeprowadza sie metodg Sangera [10].

W niektorych laboratoriach (w celu zmniejsze-
nia kosztow) do wykrywania mutacji punktowych
wykorzystuje sie przesiewowe metody moleku-
larne, jak na przyklad polimorfizm konformacji
pojedynczych nici DNA (SSCP, single strand con-
formation polimorphism), analize elektroforetyczng
rozrozniajacg konformacje DNA (CSGE, conforma-
tion sensitive gel electrophoresis) lub wysokosprawng
denaturujaca chromatografie cieczowg (DHPLC,
denaturing high-performance liquid chromatograp-
hy) [9]. Procedury te pomagaja wstepnie zlokalizo-
wac zmiane w F9, ktora nastepnie jest identyfiko-
wana metoda bezposSredniego sekwencjonowania.

Sekwencjonowanie DNA pozwala na wykrycie
pojedynczych zmian nukleotydéw, matych insercji
1delecji, lecz poza jej zasiegiem jest okreSlenie du-
zych rearanzacji genowych (np. delecji czy insercji
fragmentu genu) [6]. W celu identyfikacji wiek-
szych defektow w F9 najczeSciej wykorzystuje sie
technike multipleksowej amplifikacji sond, zaleznej
od ligacji MLPA, multiplex ligation-dependent
probe amplification), ktora jest przeznaczona do
wykrywania zmiany liczby kopii DNA, tj. delecji
lub duplikacji fragmentu lub wielu eksonow [10].
Amplifikacja sekwencji nukleotydowych DNA
z uzyciem zestawu specyficznych sond hybrydy-
zujacych do sekwencji eksonowych (np. SALSA
MLPA P207 F9; MRC-Holland) umozliwia w jed-
nym badaniu iloSciowa ocene kilkudziesieciu roz-
nych fragmentow F9.

Dawniej niedoskonato$ci stosowanych technik
oraz heterogenno$§¢ mutacji w F9 powodowaly, ze
do okreslania nosicielstwa Hem B wykorzystywano
posrednie metody diagnostyczne [10]. NajczeSciej
analizowano dziedziczenie haplotypow sprzezonych
z choroba (linkage analysis), wykorzystujac reakcje
tancuchowej amplifikacji w polgczeniu z analiza
polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych
(PCR-RFLP, restriction fragment length polymor-
phism) [6, 28]. Istotnym ograniczeniem tej metody,
a zarazem warunkiem uzyskania informatywnego
wyniku, jest jednoczesna analiza probki DNA pro-
banta. Dzi§ w wiekszo$ci laboratoriow korzysta
sie z bezpoSrednich metod molekularnych, jednak
w sytuacjach, w ktérych mimo zastosowania dostep-
nych narzedzi molekularnych nie udaje sie wykryé
mutacji sprawczej w rodzinie dotknietej Hem B,
ciagle znajduje zastosowanie analiza sprzezen [9].

W diagnostyce hemofilii (zar6wno B, jak 1 A)
coraz czeSciej siega sie rOwniez po inne, bardziej
nowoczesne techniki molekularne, tj. sekwencjo-
nowanie nowej generacji (NGS, next generation
sequencing) oraz poroéwnawcza hybrydyzacje ge-
nomowg do mikromacierzy (aCGH, array compa-
rative genomic hybridisation) [29, 30]. Ogromna
zaleta NGS jest mozliwo$¢ jednoczasowej analizy
wielu genéw, eksomu lub nawet catego genomu
cztowieka, za§ wadg — wysoki koszt. Technika
aCGH rowniez umozliwia analize calego genomu
w jednym badaniu z do$¢ duza doktadno$cia i, po-
dobnie jak MLPA, stuzy gidéwnie do wykrywania
niezrownowazenia genomu (delecji/duplikacji).

Raportowanie wynikow badan genetycznych
w Hem A i Hem B powinno by¢ zgodne z obowigzu-
jacymi zasadami nazewnictwa mutacji opracowany-
mi przez HGVS (Human Genome Variation Society;
www.hgvs.or/mutnomen/), przyjmujac za nukleo-
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tyd +1 w cDNA pierwszy nukleotyd w kodonie
startowym (A, czyli adenina w kodonie ATG), za$
za kodon +1 w sekwencji biatkowe] — metionine
[14, 31]. W zapisach mutacji wykrytych w F9 przed
wprowadzeniem obecnie obowigzujacych zasad
nalezy je uwzglednié, dodajac 46 reszt aminokwa-
sowych do pozycji zmutowanego kodonu [14].

Strategia przeprowadzania
badan molekularnych w Hem B

Postepowanie diagnostyczne zalezy przede
wszystkim od tego, czy w badanej rodzinie uprzed-
nio poznano mutacje odpowiedzialng za wystgpienie
choroby. Jezeli mutacja sprawcza zostata okreslo-
na, to sekwencjonowanie F9 jest ukierunkowane
na wykrycie wiasnie tego wariantu (amplifikacja
pojedynczego fragmentu genu). W przeciwnym
razie konieczne jest sekwencjonowanie calego
genu F9 (promotora i 8 eksonow), co oczywiscie
znacznie zwieksza koszt analizy. Jezeli metoda sek-
wencjonowania nie uda sie zidentyfikowaé mutacji
sprawczej, to w kolejnym etapie nalezy poszukiwac
w F9 wiekszych rearanzacji (np. technikag MLPA).
Opisany algorytm dotyczy zar6wno diagnostyki mo-
lekularnej ciezkiej Hem B, jak 1 postaci nieciezkich.

Warto podkreslié, ze w przypadku badania nosi-
cielstwa hemofilii u kobiet zaleca sie rozpoczynanie
diagnostyki molekularnej w rodzinie od okreSlenia
mutacji sprawczej u chorego mezczyzny i dopiero na
podstawie uzyskanego u niego wyniku poszukiwanie
obecnos$ci mutacji sprawczej u badanej kobiety.

Trudnosci w interpretacji wynikow
badan genetycznych

Interpretacja wyniku badania genetycznego
jest jednoznaczna, jezeli u pacjenta zidentyfiko-
wano wariant F'9 wczeSniej juz opisany i sklasyfi-
kowany jako mutacja sprawcza Hem B. TrudnoSci
pojawiaja sie w przypadku wykrycia wariantu
dotychczas nieznanego, gdyz wowczas trudno od-
powiedzieé jednoznacznie na pytanie, czy wariant
ten jest odpowiedzialny za wystapienie choroby,
czy tez jest wariantem polimorficznym. Pomocne
jest wtedy korzystanie z r6znych narzedzi bioin-
formatycznych (metod iz silico), ale w wiekszoSci
laboratoriow nie ma mozliwos$ci przeprowadzenia
badan funkcjonalnych zmienionego biatka.

Prowadzac badania genetyczne, w ktérych
analizowanym materialem jest DNA izolowane
z limfocytow krwi obwodowej, nie mozna wyklu-
czy¢ do§¢ rzadko wystepujacego zjawiska mozaiko-
wosci somatycznej lub germinalnej [9, 10, 27]. Fakt
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ten nalezy uwzglednic, interpretujac wyniki badan
w kierunku nosicielstwa hemofilii u kobiet oraz
w diagnostyce mezczyzn z tagodng 1 umiarkowang
postacig skazy (zwlaszcza w sytuacji sporadycznego
wystepowania Hem B w rodzinie). W pi§émienni-
ctwie scharakteryzowano pojedyncze przypadki
mozaikowo$ci somatyczne] w Hem B, w ktorych
mutacja sprawcza u matki nosicielki byta obecna
jedynie w czeSci DNA komorek krwi obwodowej
[32]. O istnieniu mozaikowo$ci w gonadach kobiety
mozna poSrednio domniemywac, jezeli mimo nega-
tywnego wyniku nosicielstwa hemofilii w badaniu
z komoérek somatycznych matki chorego chiopca
kobieta rodzi drugiego syna chorego na hemofilie.
Rowniez u mezczyzn z tagodna 1 umiarkowang
Hem B, ktorzy sa pierwszymi w rodzinie osobami
chorymi na hemofilie, mozliwe jest wystepowanie
mozaikowoSci. Co ciekawe, w takiej sytuacji nie
mozna wykluczyc¢, ze przekazanie genu hemofilii
wnukowl moze sie wigzac z nasileniem u niego
objawow skazy krwotocznej [33].

Badania prenatalne w Hem B

Diagnostyka prenatalna stanowi integralng
cze$¢ opieki nad nosicielkami Hem B. Polega ona na
uzyskaniu probki DNA ptodu albo za pomoca biopsji
trofoblastu w 11.-14. tygodniu cigzy, albo w amnio-
punkcji przeprowadzanej w 15.-18. tygodniu ciazy
[10, 34]. Inna opcja jest wykonanie kordocentezy
(po 18. tygodniu ciazy) i pobranie krwi pepowi-
nowej w celu zbadania aktywnoSci fIX. Zasadno§é
wykonywania inwazyjnych procedur u bedacych
W ciazy nosicielek hemofilii jest przedmiotem licz-
nych dyskusji ze wzgledu na inwazyjnoS¢ opisanych
technik 1 zwigzane z tym ryzyko uszkodzenia ptodu
oraz ryzyko wystapienia krwawienia u matki [7].
Dodatkowym ograniczeniem kordocentezy jest
fizjologicznie zmniejszona aktywno$¢ fIX u ptodu;
innymi sfowy, procedura ta nie gwarantuje uzyskania
informatywnego wyniku. Do badan prenatalnych
zalicza sie takze analize wolnego DNA pochodzenia
plodowego we krwi obwodowe] matki (ffDNA, free
fetal DNA), umozliwiajaca wczesne, bo juz okolo
10. tygodnia ciazy, zidentyfikowanie pici dziecka,
ktorej znajomos$¢ ulatwia podjecie dalszych decyzji
diagnostyczno-terapeutycznych [10, 35, 36].

Badania genetyczne Hem B w Polsce

Obecnie badania genetyczne w diagnostyce
Hem B s3g w Polsce trudno dostepne, co wynika
przede wszystkim z braku refundacji kompleksowe;j
diagnostyki hemofilii przez Narodowy Fundusz
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Zdrowia. W 1999 roku Wulff 1 wsp. [37] opubliko-
wali wyniki jedynych badan molekularnych Hem B
w Polsce. Mutacje sprawcze zidentyfikowano
u 47 sposrod 53 (89%) wiaczonych do badania
mezczyzn z ciezka, umiarkowang i lagodng Hem B.
NajczeSciej wykrywanymi mutacjami byly substy-
tucje pojedynczych nukleotydow, z ktorych 12 nie
byto uprzednio znanych. W Zaktadzie Hemostazy
1 Chor6ob Metabolicznych IHT jest wdrazana proce-
dura kompleksowej analizy molekularnej Hem B.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

270

PiSmiennictwo

. Biggs R., Douglas A., Macfarlane R. i wsp. Christmas disease:

a condition previously mistaken for haemophilia. Br. Med. J. 1952;
2:1378-1382.

. Lascari A.D., Hoak ]J.C., Taylor J.C. Christmas disease in a girl.

Am. J. Dis. Child. 1969; 117: 585-588.

. Windyga]., Lopaciuk S., Stefanska E. i wsp. Hemofilia i pokrewne

skazy krwotoczne w Polsce. Pol. Arch. Med. Wewn. 2004; 112:
1197-1202.

. Spinelli A., Schmid W.,, Straub PW. Christmas disease (haemophil-

ia B) in a girl with deletion of the short arm of one X-chromosome
(functional Turner syndrome). Br. J. Haematol. 1976; 34: 129-135.

. Krepischi-Santos A.C., Carneiro J.D. i wsp. Deletion of the factor

IX gene as a result of translocation t(X;1) in a girl affected by
haemophilia B. Br. J. Haematol. 2011; 13: 616-620.

. Gomez K., Chowdary P. Hemophilia B: molecular basis. W: Chris-

tine A., Lee C.A., Berntorp E.E., Hoots K.W. (red.). Textbook of he-
mophilia. Wydanie III. Willey-Blackwell, Chichester 2014: 97-102.

. Windyga J. Hemofilie A i B. W: Dmoszynska A. (red.). Wielka

Interna. Hematologia. Wyd. Medical Tribune Polska, Warszawa
2011: 608-630.

. White G.C., Rosendaal ER., Aledort L. Definitions in hemophilia.

Thromb. Haemost. 2001; 85: 560.

. Mitchell M., Keeney S., Goodeve A. The molecular analysis of

haemophilia B: a guideline from the UK haemophilia centre doc-
tors’ organization haemophilia genetics laboratory network. Hae-
mophilia 2005; 11: 398-404.

Goodeve A.C. Hemophilia B: molecular pathogenesis and muta-
tion analysis. J. Thromb. Haemost. 2015; 13: 1184-1195.
Veltkamp ].J., Meilof J., Remmelts H.G. 1 wsp. Another genetic
variant of haemophilia B: haemophilia B Leyden. Scand. J. Hae-
matol. 1970; 7: 82-90.

Yoshitake S., Schach B.G., Foster D.C. i wsp. Nucleotide se-
quence of the gene for human factor IX (antihemophilic factor B).
Biochemistry 1985; 24: 3736-3750.

Jenkins PV, Keenan C., Keeney S. i wsp. Clinical utility gene card
for: haemophilia B. Eur. J. Hum. Genet. 2012; 20.

Rallapalli PM., Kemball-Cook G., Tuddenham E.G. i wsp. An
interactive mutation database for human coagulation factor IX
provides novel insights into the phenotypes and genetics of hemo-
philia B. J. Thromb. Haemost. 2013; 11: 1329-1340.

Rees D.J., Rizza C.R., Brownlee G.G. Haemophilia B caused by
a point mutation in a donor splice junction of the human factor IX
gene. Nature 1985; 316: 643-645.

Ghosh K., Shetty S., Quadros L., Kulkarni B. Double mutations
causing haemophilia B: a double whammy! Br. J. Haematol. 2009;
145: 433-435.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Shetty S., Bhave M., Ghosh K. Challenges of multiple mutations
in individual patients with haemophilia. Eur. J. Haematol. 2011;
86: 185-190.

Li T, Miller C.H., Driggers J. i wsp. Mutation analysis of a cohort of
US patients with hemophilia B. Am. J. Hematol. 2014; 89: 375-379.
Rogaev E.L, Grigorenko A.P, Faskhutdinova G. 1 wsp. Genotype analy-
sis identifies the cause of the “royal disease”. Science 2009; 326: 817.
Reitsma PH., Bertina R.M., Ploos van Amstel J.K. i wsp. The
putative factor IX gene promoter in hemophilia B Leyden. Blood
1988; 72: 1074-1076.

Kasper C.K., Lin ]J.C. Prevalence of sporadic and familial haemo-
philia. Haemophilia 2007; 13: 90-92.

Kasper C.K., Buzin C.H. Mosaics and haemophilia. Haemophilia
2009; 15: 1181-1186.

Radic C.P, Rossetti L.C., Abelleyro M.M. i wsp. Assessment of
the F9 genotype-specific FIX inhibitor risks and characterisa-
tion of 10 novel severe F9 defects in the first molecular series
of Argentinian patients with haemophilia B. Thromb. Haemost.
2013; 109: 24-33.

Thorland E.C., Drost J.B., Lusher J.M. i wsp. Anaphylactic res-
ponse to factor IX replacement therapy in haemophilia B patients:
complete gene deletions confer the highest risk. Haemophilia
1999; 5: 101-105.

Pinotti M., Caruso P, Canella A. i wsp. Ribosome readthrough ac-
counts for secreted full-length factor IX in hemophilia B patients
with nonsense mutations. Hum. Mutat. 2012; 33: 1373-1376.
Branchinni A., Ferarrese M., Baroni M. i wsp. Suppression of
‘leaky’ nonsense mutations by ribosome readthrough accounts
for residual factor IX levels in haemophilia B patients. J. Thromb.
Haemost. 2015; 13: 209.

Chitlur M.B., Lusher J.M. Factor IX inhibitors in hemophilia B.
W: Christine A., Lee C.A., Berntorp E.E., Hoots K.W. (red.). Text-
book of hemophilia. Wydanie III. Willey-Blackwell, Chichester
2014: 103-106.

Jayandharan G.R., Srivastava A., Srivastava A. Role of molecu-
lar genetics in hemophilia: from diagnosis to therapy. Semin.
Thromb. Hemost. 2012; 38: 64-78.

Goodeve A.C., Pavlova A., Oldenburg J. Genomics of bleeding
disorders. Haemophilia 2014; 20: 50-53.

Josephson N.C., Martin B., Nakaya S. i wsp. A next generation
sequencing approach for genotyping patients with hemophilia.
J. Thromb. Haemost. 2013; 11: 260-261.

Odnoczko E., Windyga J. Badania genetyczne w diagnostyce he-
mofilii A. Hematologia 2014; 5: 193-202.

Kim H.J., Lee K.O., Yoo K.Y. i wsp. Maternal low-level somatic
mosaicism of Cys155Tyr of F9 in severe hemophilia B. Blood
Coagul. Fibrinolysis 2014 Nov 14 [zlozone do druku].

Cutler J.A., Mitchell M.J., Smith M.P, Savidge G.F. Germline
mosaicism resulting in the transmission of severe hemophilia B
from a grandfather with a mild deficiency. Am. J. Med. Genet. A.
2004; 129A: 13-15.

Kadir R.A., Lee C.A. Obstetrics and gynecology: hemophilia.
W: Christine A. Lee C.A, Berntorp E.E., Hoots K.W. (red). Textbook of
hemophilia. Wydanie III. Willey-Blackwell, Chichester 2014: 269-277.
Chi C., Hyett J.A., Finning K.M., Lee C.A., Kadir R.A. Non-inva-
sive first trimester determination of fetal gender: a new approach
for prenatal diagnosis of haemophilia. BJOG 2006; 113: 239-242.
Peyvandi E, Garagiola L., Mortarino M. Prenatal diagnosis and preim-
plantation genetic diagnosis: novel technologies and state of the art of
PGD in different regions of the world. Haemophilia 2011; 17: 14-17.
Wulff K., Bykowska K., Lopaciuk S., Herrmann EH. Molecular
analysis of hemophilia B in Poland: 12 novel mutations of the fac-
tor IX gene. Acta Biochim. Pol. 1999; 46: 721-726.

https://journals.viamedica.pl/hematologia



