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OZET Amag: Hemofili B (HB), yaklasik 30.000 canh erkek dogumda bir gérii-
len, X e bagh kalitsal kanama bozuklugudur. Klinik bulgular, koagiilasyon faktorii
9’un aktivite diizeyine gore degiskenlik gosterir. Bugiine kadar koagiilasyon fak-
torti 9’u kodlayan F9 geninde 1.200’den fazla varyant tanimlanmustir. Varyantla-
rin yaklasik %70’ini nokta mutasyonlar olusturur. Bu ¢alismada, Tiirkiye’deki
HB hastalarinda F9 gen varyant dagiliminin belirlenmesi ve yeni varyantlar ta-
nimlayarak genotip-fenotip iliskisine katkida bulunulmasi amaglanmustir. Gereg
ve Yontemler: Tirkiye’deki sekiz farkli merkezde HB tanisi ile takip edilen ve
Ege Universitesi Tip Fakiiltesinde Kasim 2018-Ocak 2020 tarihleri arasinda mo-
lekiiler analizi yapilmis 55 hasta ¢alismaya alinmistir. Olgularin klinik ve labora-
tuvar bulgular hastane kayitlarindan elde edilmistir. F9 geni dizi analizi, yeni nesil
dizi analizi platformu (MiSeq™ Illimuna) kullanilarak yapilmistir. Saptanan yeni
varyantlarm patojeniteleri ACMG 2015 kriterlerine gore smiflandirilmistir. Sap-
tanan varyantlar ile fenotip iliskisi degerlendirilmistir. Bulgular: Calismaya alinan
55 erkek hastanin 33 (%60)’tinde agir, 15 (%27,3)’inde orta ve 7 (%12,7)’sinde
hafif HB fenotipi vardi. F9 dizi analizi sonucunda 54 (%98,2) olguda 46 farkl var-
yant saptandi. Bu varyantlarm 30 (%63,8) u yanlis anlamli, 9 (%19,1)’u anlamsiz,
3 (%6,4)’li gergeve kaymasi ve 4 (%8,5)’ii kirpilma noktas1 mutasyonuydu. Be-
lirlenen varyantlarin 10 tanesi daha 6nce literatiirde tanimlanmamisti. Sonug: Bu
¢aligmada, Tiirkiye’deki HB hastalarinda, molekiiler analizin tan1 bagarisi ve F9 ge-
ninde varyant dagilimi literatiire benzer sekilde bulunmustur. Calismanin sonug-
lari, HB’nin genotipik olarak heterojen bir hastalik oldugunu desteklemektedir.
On yeni varyant ilk kez bu galisma ile tanimlanmig ve hastaligin genotip-fenotip
iliskisine katkida bulunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Yeni nesil dizi analizi; hemofili B; mutasyon;
genotip-fenotip iliskisi

ABSTRACT Objective: Hemophilia B (HB) is an X-linked hereditary bleeding dis-
order seen in approximately one in 30,000 live male births. Clinical findings vary
according to the activity level of the coagulation factor 9. More than 1,200 mutations
have been identified in the F9 gene to date. Point mutations make up approximately
70% of the mutations. In this study, we aimed to determine the F9 gene mutation
spectrum in HB patients in Turkey and to contribute to the genotype-phenotype re-
lationships identifying novel mutations. Material and Methods: Fifty five patients
who were followed with a diagnosis of HB in 8 different centers and molecularly an-
alyzed in Ege University Faculty of Medicine in November 2018 and January 2020
enrolled to the study. Clinical and laboratory findings of patients were obtained from
hospital records. F9 gene sequence analysis was performed using a next generation
sequencing platform (MiSeq™ Illimuna) Pathogenicity of novel variants were clas-
sified according to ACMG 2015. The correlation between mutation distribution and
phenotype was evaluated. Results: Among 55 HB patients enrolled in the study, se-
vere HB phenotype were determined in 33 (60%), moderate in 15 (27.3%) and mild
in 7 (12.7%). Molecular analysis was revealed 46 different variants in 54 patients
(98.2%) of these variants, 30 were missense (63.8%), nine nonsense (19.1%), three
frameshift (6.4%), and four splice site (8.5%) mutations. Ten of 46 variants identi-
fied has not previously been reported. In one patient no mutation was dertected by se-
quencing. Conclusion: In this study, the molecular diagnostic success rate and F9
gene mutation spectrum in Turkish HB patients was in accordance with the literature.
The results of the study support that HB is a genotypically heterogeneous disease. Ten
novel mutations were identified for the first time with this study and contributed to
the genotype-phenotype relationship sof the disease.

Keywords: Next generation sequence analysis; hemophilia B; mutation;
genotype-phenotype relation
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Kalitsal kanama bozukluklari, toplu olarak, tim
diinyada 7,5 milyondan fazla insan1 etkilemektedir.
Von Willebrand hastaligi (VWH) en sik karsilagilan
kalitsal kanama bozuklugudur. Bununla beraber he-
mofililer agir kanama bozukluklar1 arasinda en sik
karsilasilanidir. Koagiilasyon faktor (F) VIII eksik-
ligi sonucu olusan klinik tablo hemofili A (HA), FIX
eksikligi sonucu olusan ise hemofili B (HB) olarak
isimlendirilir. Her iki hemofili tipi de X e bagli kali-
tim gostermektedir. Klinik fenotip direkt olarak koa-
giilasyon faktor diizeyi ile iligkilidir ve bunun en
onemli belirleyicisi olgudaki varyant tipidir.'~

HB’den, X kromozomu {izerinde bulunan F'9 ge-
nindeki varyantlar sorumludur. Bugiine kadar F'9 var-
yant veri tabaninda (FIX gene variant database by
EAHAD), 3.700°’den fazla bireyde belirlenmis
1.000’in tzerinde farkli varyant bildirilmistir.">¢
HB’den sorumlu varyantlarin dagilimi incelendi-
ginde, nokta varyantlarinin en sik (%73) oldugu, bun-
larin da biiyiik kismin1 yanlis anlamli mutasyonlarin
olugturdugu goriilmektedir.®

Son zamanlarda gerceklesen molekiiler genetik
alanindaki hizli geligmeler ile birlikte, genetik hasta-
liklarin tanisi ve altta yatan nedenlerin belirlenmesi ko-
laylagmistir. HB klinik ve laboratuvar bulgular
esliginde kolaylikla tan1 konulabilen bir hastalik olma-
sina ragmen tan1 aninda altta yatan molekiiler meka-
nizmanin belirlenmesi, inhibitdr ve anafilaksi gelisim
riskinin Ongoriilebilmesi agisindan 6nemlidir. Ayrica
molekiiler tani, tagiyicilarin belirlenerek uygun genetik
danigma verilebilmesini, preimplantasyon ve prenatal
genetik tan1 yapilabilmesini saglamaktadir.”

Tiirkiye’den HB olgularinda F'9 geni varyant da-
g1limim belirleyen bugiine kadar yapilmis iki aras-
tirma bulunmaktadir. Onay ve ark. tarafindan yapilan
calismada, 34 HB olgusunda bir biiyiik delesyon ve
25’1 yanlis anlamli, 8’1 anlamsiz olmak tizere 33
nokta mutasyonu tespit edilmistir.® Cilingir ve ark. da
2005 yilinda, 13 HB hastasinda F'9 gen varyantlarini
Sanger dizi analizi yontemi ile arastirmis ve 2’si yeni
olmak tizere 11 farkl varyant saptamiglardir.” Son za-
manlarda, iilkemizde bu konuda yapilmis baska genis
kapsamli ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismada, tilkemizde hemofili molekiiler ge-
netik tanisinda deneyimli bir merkez olan Ege Uni-
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versitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Genetik Hastaliklar
Bilim Dali Laboratuvari’nda 2018-2020 yillar1 ara-
sinda F'9 gen molekiiler analizi gergeklestirilmis farkli
ailelerden 55 HB olgusuna ait sonuglar sunulmustur.
Calismada, genis bir HB tanili hasta grubunda, F9
geni varyant spektrumunun ve genotip-fenotip iliski-
sinin genisletilmesi amaglanmistir.

I GEREC VE YONTEMLER

Tiirkiye’deki 8 farkli merkezde, ¢ocuk veya eriskin
hematoloji klinikleri tarafindan takip edilen, FIX:C
diizeyleri ile FIX eksikligi gosterilmis ve HB tanisi
almis 55 olgu calismaya dahil edildi. Olgularin de-
mografik verileri, klinik bulgulari ve laboratuvar test
sonuglart hastane kayitlarindan elde edildi. Hastali-
g1n fenotipi; FIX aktivitesi <%]1 ise “agir”, %1-5 ara-
ise “orta” >%5 1ise “hafif” olarak

sinda ve

siiflandirildi.

Olgularm F9 geni molekiiler analizleri, Ege Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Genetik Hastaliklar1
Bilim Dalinda Kasim 2018-Ocak 2020 tarihleri ara-
sinda yapildi. Olgulara ait genomik DNA, 2 cc ED-
TA’l periferik kandan QIAamp DNA Blood Mini
Kit (Qiagen Ltd, Crawley, Birlesik Krallik) kullani-
larak izole edildi. F'9 geninin tiim ekzonik bolgele-
rini, ekzon-intron birleskelerini ve promoter bolgesini
amplifiye ederek DNA analizini gerceklestirmek
iizere “Hemophilia B NGS Sequencing Kit” (Multi-
gen Saglik Hizmetleri Ltd., izmir, Tiirkiye) kulla-
nildi. MiSeq™ Illimuna (Illumina Co., San Diego,
ABD) platformu kullanilarak olusturulan amplikon-
larin dizi analizi gerceklestirildi.

Analiz sonucunda tespit edilen varyantlarin
patojenitesi “American College of Medical Gene-
tics and Genomics (ACMGQG)” tarafindan yayimla-
nan 2015 tarihli rehbere gore siniflandirildi.
Belirlenen varyantlar NCBI dbSNP build141
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), 1000 Genomes
Project (http://www.1000genomes.org/), Exome
Aggregation Consortium (ExAC) http://exac.broa-
dinstitute.org/) ve NHLBI Exome Sequencing Pro-
ject (ESP)
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/) veri tabanla-
rinda degerlendirildi ve toplum siklig1 %1°den az
olanlar secildi. Varyantlar daha sonra F9 geni var-

Exome Variant Server
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$EKiL 1: Yeni nesil dizi analizi sonucunda saptanan bazi varyantlara ait “Integrative Genomics Viewer (IGV)” gériintileri: a) c.[521-1G>A], b) ¢.[89-2_89-1insT],

¢) ¢.[155T>C].

yant veri tabani1 (http://www.factorix.org/) igerisinde
aranarak, daha 6nce HB’de bildirilip bildirilmedigi
kontrol edildi. Daha 6nce bildirilmemis yeni (novel)
varyantlarin protein yapisi lizerindeki etkisi, ¢esitli
Ongordiiriicii “in silico” analiz programlari ile deger-
lendirildi (MutationTaster, Polyphen-2, SIFT vb.).
PhyloP ve GERP algoritmalar1 kullanilarak, evrim-

sel korunmusluk analiz edildi.'®-'*

Bu arastirma, Helsinki Bildirgesi Prensipleri’ne
uygun olarak gergeklestirilmistir. Caligma i¢in Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onay verilmistir (19-8.1T/48). Tiim olgular, bilgilen-
dirilmis onam alinarak aragtirmaya dahil edilmistir.

I BULGULAR

Birbiriyle akraba olmayan ailelerden toplam 55 HB
olgusu ¢aligmaya dahil edildi. Olgularin tiimii erkekti.
Yag ortalamas1 17,40 (£15,01) yil olarak bulundu.
FIX:C diizeylerine gore, klinik fenotip, olgularin 33
(%60)’tinde “agir”, 15 (%27,3)’inde “orta”, 7
(%12,7)’sinde ise “hafif” HB olarak smiflandirildi.
Inhibitor gelisim Oykiisii acisindan yapilan sorgula-
mada sadece agir HB’li 1 (%1,8) olguda inhibitdr ge-
lisimi bildirildi.

F9 gen dizi analizi sonucunda 54 (%98,2) ol-
guda 46 farkli varyant saptandi. Saptanan bazi var-
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yantlara ait “Integrative Genomics Viewer (IGV)”
goriintiileri Sekil 1’de goriilmektedir. Bu varyantla-
rin 30 (%65,2)’u yanlis anlamli, 9 (%19,6)’u an-
lamsiz, 4 (%38,7)’1 kirpilma noktast ve 3 (%6,5)’i
gerceve kaymasi mutasyonuydu (Sekil 2). Bir ol-
guda dizi analizi ile varyant saptanamadi, ancak bu
olguda F'9 geninin, 2, 3 ve 4. ekzonlarina ait okuma
IGV programinda goriintiilenemedi. Bu durum, po-
limeraz zincir reaksiyonu (PZR)nda F'9 geninin 2, 3
ve 4. ekzonlarmin amplifikasyon basarisizlig1 ola-
rak degerlendirildi. Daha sonra tekrarlanan PZR
analizlerinde bu bolge yine ¢ogaltilamadi. Varyant-
larin gen icerisinde dagilimi degerlendirildiginde,
1371 ekzon 8 (%28,3)’de, 11’1 ekzon 2 (%23,9)’de,
9’u ekzon 5 (9%19,6)’te, 4’1 ekzon 6 (%8,7)’da, 2’si

Varyant Dagilimi

m Yanlig anlamli
® Anlamsiz
® Kirpilma noktasi

m Cergeve kaymasi

$EKiL 2: Elli dort hastada saptanan 46 farkli varyantin varyant tipine gére da-
§ilimini gdsteren grafik. En sik olarak (%65,2) yanlis anlamli varyantlar sap-
tanmistir.
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$EKiL 3: Calisma grubunda saptanan 10 yeni varyantin F9 gen icindeki dagilimi ve iliskili olduklar klinik tablo.

ekzon 4 (%4,3)’te, 2’si ekzon 7 (%4,3)’de ve 1’1
ekzon 3 (%2,2)’te yerlesmisti. Kirpilma bdlgesi de-
Sisikligine sebep olan 4 (%8,7) varyant intronik yer-
lesimliydi. Belirlenen varyantlarin 10 (%21,7)’u,
daha once veri tabanlarinda bildirilmemis yeni var-
yantlardi (Sekil 3). Caligma grubunda saptanan ta-
niml1 ve yeni varyantlarin molekiiler 6zellikleri ve
varyantlar ile iligkili fenotip sirasiyla Tablo 1 ve
Tablo 2’de goriilmektedir. Bunlarin 6’s1 “null” var-
yant olup “patojenik” ve 4’ii de “yanlis anlaml1”
varyant olup “olas1 patojenik” olarak siniflandiril-
mistir.

Tiim olgular genotip-fenotip iliskisi a¢isindan
degerlendirildiginde, yanlis anlamli varyant saptanan
33 olgunun 20 (%60,6)’si agir fenotip gdsterirken, 6
(%18,2)’s1 orta, 7 (%21,2)’si hafif fenotipteydi.
“Null” varyant saptanan 21 olgunun 13 (%61,9)’i
agir, 8 (%38,1)’1 ise orta fenotipteydi (Sekil 4).

I TARTISMA

Bu ¢alismada F'9 geni yeni nesil dizi analizi yontemi
ile analiz edilmis 55 HB hastasinin varyant dagilimi
sunulmustur. Molekiiler analiz sonucunda hastalarin
%98,2’sinde (54 hasta) etiyoloji belirlenmis ve en sik
olarak yanlis anlamli varyantlar (%60) saptanmistir.
Son 20 yilda birgok farkli toplumda, HB olgularinda
F9 geninde varyant dagilimini bildiren ¢ok sayida
arastirma gergeklestirilmistir.'>!'” Rydz ve ark. 2013
yilinda Kanada referans genotiplendirme laboratuva-
rin sonuglarini sunmuglardir.'® Veri tabaninda kayith
267 HB hastasinin %94 {inde molekiiler etiyoloji be-
lirlenmistir ve hastalarin %65’inden yanlis anlaml
varyantlarin sorumlu oldugunu gostermislerdir. Mar-
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tensson ve ark. F'9 dizi analizi ve MLPA (miiltipleks
ligasyon bagimli prob amplifikasyonu) yontemleri ile
113 Isve¢’li HB ailesinin %61 inde yanlis anlamli
olmak tizere tamaminda varyant saptamislardir.'®
Khan ve ark. ise 36 aileden 52 HB olgusunu F9 dizi
analizi ile degerlendirmis ve 21 aileden 34 olguda 17
farkl1 varyant bildirmislerdir.'> Bu konuda tilkemizde
yapilan ¢aligmalar incelendiginde, Onay ve ark. 34
HB olgusunun tamaminda ve Cilingir ve ark. da 13
HB olgusunun %84,6’sinda (11 hasta) varyant sapta-
muslardir.®® Bizim ¢alismamizda da varyant saptanma
orani ve dagilimi literatiire benzer sekilde bulunmus-
tur.

Hemofili B hem fenotip hem de genotip olarak
heterojen bir hastaliktir. “Null” varyantlar genellikle
agir fenotip ile iliskili iken yanlig anlamli varyantlar
her ii¢ fenotipe de yol agabilirler.'” Martensson ve
ark. calismasinda, “null” varyant tagiyan 41 olgunun
%82,9’unda ve yanlis anlaml1 varyant tasiyan 69 ol-
gunun %17,4’tinde agir fenotip bildirilmistir.'® Lu ve
ark. 294 HB ailesinde yaptiklar1 ¢aligmada yanlig an-
lamli varyant tagiyan 164 olgunun %38’inde agir,
%350’sinde orta ve %12’sinde hafif fenotip bildirmis-
lerdir.*® Ayni ¢alismada “null” varyant tasiyan 122
olgunun %44,3’linde agir fenotip goézlenmistir. Bir
baska caligmada ise “null” varyant tagiyan 39 olgu-
nun agir, yanlis anlamli varyant tasiyan 67 olgunun
ise %49,3’linilin orta ve 47,8 ’inin de agir HB fenotipi
gosterdigi bildirilmistir. Literatiire benzer sekilde
bizim ¢aligmamizda “null” varyant tagiyan olgularin
cogunlugunda (%61,9) agir HB fenotipi ve yanlis an-
lamli varyant tagiyan olgularda da her iic HB feno-
tipi gozlenmistir, Ancak yanlis anlamli varyant
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TABLO 1: Calisma grubunda saptanan tanimli varyantlarin molekuler 6zellikleri ve iliskili olduklari hastalik fenotipleri.

Niikleotid degisimi Amino asit degisimi
c.[128G>T] p.(Arg43Leu
c.[128G>A] p.(Arg43Gin)
¢.[138G>C] p.(Arg46Ser)
c.[155T>C] p.(Leu52Ser)
c.[163T>A] p.(Phe55lle)
c.[188A>G] p.(Glu63Gly)
¢.[190T>C] p.(Cys64Arg)
¢.[205T>C] p.(CysB69Arg)
¢.[223C>T] p.(Arg75Ter)
¢.[277G>C] p.(Asp93His)
¢.[304T>C] p.(Cys102Arg)
.[316G>A] p.(Gly106Ser)
c.[421T>C] p.(Cys141Arg)
c.[422G>A] p.(Cys141Tyr)
¢.[423C>A] p.(Cys141Ter)
€.[434G>A] p.(Cys145Tyr)
C.[484C>T] p.(Arg162Ter)
¢.[520G>A] p.(Val174Met)
c.[571C>T] p.(Arg191Cys)
c.[572G>A] p.(Arg191His)
c.[677G>A] p.(Arg226Gin)
€.[720G>A] p.(Trp240Ter)
c[724-2A>G]

¢.[760G>T] p.(Gly254Cys)
c.[835G>A] p.(Ala279Thr)
¢.[880C>T] p.(Arg294Ter)
¢.[892C>T] p.(Arg298Ter)
¢.[936C>Q] p.(Tyr312Ter)
¢.[1025C>T] p.(Thr342Met)
c.[1045G>T] p.(Gly349Ter)
¢.[1088G>T] p.(Gly363Val)
¢.[1135C>T] p.(Arg379Ter)
c.[1136G>A] p.(Arg379Gin)
¢.[1169T>C] p.(1le390Thr)
¢[1297G>A] p.(Glu433Lys)
¢.[1304G>A] p.(Cys435Tyr)

Mutasyon tipi Pozisyon Klinik fenotip*
Yanlis anlamli Ekzon 2 Agir
Yanlis anlamli Ekzon 2 Agdir
Yanlig anlamli Ekzon 2 Agir
Yanlis anlamli Ekzon 2 Hafif
Yanlis anlamli Ekzon 2 Hafif
Yanlig anlamli Ekzon 2 Hafif
Yanlis anlamli Ekzon 2 Agir
Yanlis anlamli Ekzon 2 Orta
Anlamsiz Ekzon 2 Agir
Yanlis anlamli Ekzon 3 Agir
Yanlis anlamli Ekzon 4 Agir
Yanlig anlamli Ekzon 4 Hafif
Yanlig anlaml Ekzon 5 Agir
Yanlig anlamli Ekzon 5 Agir(2)
Anlamsiz Ekzon 5 Agir
Yanlis anlamli Ekzon 5 Orta
Anlamsiz Ekzon 5 Orta/Agir
Yanlig anlamli Ekzon 5 Agir(2)
Yanlig anlaml Ekzon 6 Agir
Yanlig anlamli Ekzon 6 Hafif
Yanlig anlamli Ekzon 6 Agir
Anlamsiz Ekzon 6 Orta
Kirpiima bélgesi Intron6 Agir
Yanlis anlamli Ekzon 7 Agir
Yanlis anlamli Ekzon 7 Hafif
Anlamsiz Ekzon 8 Agir
Anlamsiz Ekzon 8 AQgir(3)/Orta(2)
Anlamsiz Ekzon 8 Orta
Yanlis anlamli Ekzon 8 Orta
Anlamsiz Ekzon 8 Orta
Yanlig anlaml Ekzon 8 Agir
Anlamsiz Ekzon 8 Agir
Yanlig anlamli Ekzon 8 Agir
Yanlis anlamli Ekzon 8 Hafif
Yanlis anlamli Ekzon 8 Orta
Yanlis anlamli Ekzon 8 Agir

*Parantez () icindeki veriler, varyantin belirtilen Klinik fenotipte kag hastada bulundugunu géstermektedir.

tagtyan olgularda agir HB siklig1 literatiire gore yiik-
sek bulunmustur. Bu durum ¢aligmamizdaki hasta sa-
yisinin diger ¢aligmalara gore daha diisiik olmasi ile
aciklanabilir.

Bu ¢aligma ile 55 HB olgusunda 46 farkli var-
yant belirlenmistir. Hemofili B olgularinda F9 ge-
ninde saptanan varyantlarin bityiik kismi, aktif faktor
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IX’un fonksiyonel serin proteaz bolgesini kodlayan,
boyut olarak da en biiyiik, ekzon 8 igerisinde tespit
edilmektedir.’ Bizim ¢alismamizda da, ekzon 8’de
belirlenen varyantlar, en sik olarak, varyantlarin
%28,3’linii olusturmaktaydi.

On bir olguda saptanan on varyant daha dnce
veri tabanlarida kayitli olmayip ilk kez bizim ¢alis-
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TABLO 2: Calisma grubunda saptanan yeni mutasyonlarin molekuler ézellikleri ve iligkili olduklar hastalik fenotipleri.
DANN Hastalik

Mutasyon (DNA)  Mutasyon (Protein)  Mutasyon tipi Lokasyon  Patojenite skoru Mutation Taster ~ SIFT GERP fenotipi
¢.[89-2_89-1insT] Kirpiima bélgesi Intron 1 Patojenik - Hastalik yapici 519 Orta
c.[118delA] p.(lle40PhefsTer2) Gerceve kaymasi  Ekzon 2 Patojenik Hastalik yapici 5,19 Agir
¢.[203dupA] p.(Cys69ValfsTer2) Cerceve kaymasi  Ekzon 2 Patojenik - Hastalik yapici 519 Agir
¢.[397_398ins p.(Thr133llefsTer5) Cergeve kaymasi  Ekzon 5 Patojenik Hastalik yapici 4,94 Agir
TATGTAA]
.[463T>C] p.(Cys155Arg) Yanlis anlamli Ekzon 5 Olasl patojenik ~ 0,9969 Hastalik yapici Hastallk yapici 4,94 Agir
C.[498C>A] p.(Asn166Lys) Yanlis anlamli Ekzon 5 Olasi patojenik ~ 0,9923 Hastalik yapici Hastalik yapici 5,0799 Orta/Agir
c.[521-1G>A] Kirpilma bélgesi Intron5 Patojenik 0,9951 Hastalik yapici 513 Orta
.[839-1G>T] Kirpilma bélgesi Intron7 Patojenik 0,9899 Hastalik yapici 5,42 Agir
¢.[952C>T] p.(Leu318Phe) Yanlis anlamli Ekzon 8 Olasi patojenik ~ 0,9989 Hastalik yapici Hastalik yapici 5,6599 Orta
c.[1238G>T] p.(Gly413Val) Yanlis anlamli Ekzon 8 Olasi patojenik ~ 0,9979 Hastalik yapici Hastalik yapici 5,6599 Agir

DANN: deleterious annotation of genetic variants using neural networks (Yapay sinir aglari kullanarak genetik varyantlarin hastalik yapici etkisinin éngdrilmesi)

SIFT: The scale-invariant feature transform (Olgekle degismeyen 6zellik doniistimii)
GERP: Genomic Evolutionary Rate Profiling (Genomik Evrimsel Korunmusluk Profili).

mamizda tanimlanmigtir. Bu varyantlar ACMG kri-
terlerine gore patojenik veya olas1 patojenik olarak
simiflandirilmalar sebebiyle hastalik ile iligkili ola-
rak disiiniilmiislerdir. “Null” varyant saptanan 6 ol-
gunun dordii agir ve ikisi orta HB fenotipi, yanlis
anlamli varyant saptanan bes hastanin ise li¢ii agir
ikisi orta HB fenotipi gostermektedir. Yeni varyant-
lardan bir tanesi, ¢.498C>A, iki ailede birden saptan-
mistir. Iki ailenin ayni yeni varyanti tasimasi
sebebiyle, hem analiz her iki olgu i¢in de tekrarlan-
mis ve ayni bulgu konfirme edilmis hem de ayrintili
aile degerlendirmesi ile akrabalik agisindan incelen-
mistir. Her iki aile arasinda akrabalik olmadig: diisii-
niilmektedir. Ancak bunu dogrulamak amaciyla ileri
bir molekiiler analiz gergeklestirilmemistir.

Calismamizda belirlenen tanimli varyantlardan
dort tanesi birden fazla ailede tespit edilmistir. iki ol-

guda saptanan ¢.422G>A (p.Cys141Tyr ) varyanti,
daha 6nce F'9 gen varyant veri tabaninda yedi kez bil-
dirilmis olup olgularin altis1 agir ve biri orta fenotip
gostermektedir. Bizim ¢alismamizdaki her iki olguda
agir HB klinik ve laboratuvar bulgulart mevcuttu.
Biri agir biri orta HB klinigi gdsteren iki olguda be-
lirlenen ¢.484C>T (p.Argl62Ter ) varyantinin, veri
tabaninda 22 defa rapor edildigi ve bu olgularin orta
veya agir fenotipte oldugu goriilmektedir. F'9 gen var-
yant veri tabaninda 2 kez agir fenotip ile iligkili ola-
rak rapor edilmis olan ¢.520G>A (p.Vall74Met)
varyanti ise ¢alismamizda agir fenotipte iki olguda
saptanmistir. Caligmamizda bes olguda tanimlanan
¢.892C>T (p.Arg298Ter) varyant1 veri tabaninda 63
kez bildirilmis olup, bu olgularin biiyiik kism1 agir
fenotiptedir. Bizim olgularimizin iicii agur, ikisi orta
fenotip gostermektedir. F'9 geninde yer alan ayni1 var-

Yanlig anlamli varyant tasiyan
olgularda fenotip dagilimi

AZIr
mOrta
m Hafif

“Null‘'varyant tasiyan olgularda fenotip
dagilimi

mAgIr
HOrta

b

SEKIL 4: Calisma grubunda saptanan a) Yanlis anlamli ve b) “Null” varyantlarin iliskili olduklari fenotipik dagilimi gésteren grafikler. Yanlis anlamli varyantlarin

her 3 fenotipik tabloya da yol actigi gorilmustur.
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yantlarin farkl klinik tablolara yol agabilecegi bilin-
mektedir."® Bu durum klinik fenotipin ortaya ¢ikma-
sinda varyant tipinden baska faktdrlerin de (¢evresel,
epigenetik veya modifiye edici genler) etkili olabile-
cegini diisiindiirmektedir.

Hemofili B’de inhibitor gelisimi nadir olarak go-
riilse de (<%5) morbidite ve mortaliteyi etkileyen
onemli bir komplikasyondur. Rydz ve ark. 246 HB
hastasinin dordiinde (%2) inhibitor gelisimi bildir-
mislerdir.'® Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde 55
HB olgusundan sadece birinde inhibitor saptanmig-
tir. Agir HB fenotipi gosteren bu olguda 9 geninde
c.118delA varyant: tespit edilmistir. Bu varyant bir
cergeve kaymasi varyanti olup, daha once literatiirde
bildirilmemistir.

0 SONUC

Bu caligmada Tiirkiye’de sekiz farkli hematoloji ki-
nigi tarafindan takip edilen ve tek merkezde mole-
kiiler analizleri yapilmis olan 55 HB hastasinin
klinik ve genetik sonuglar1 sunulmustur. Bu ¢alisma
iilkemizdeki Hemofili B hastalarinda F'9 geni var-
yant dagiliminin belirlenmesi ag¢isindan 6nem tasi-
maktadir. Sonug olarak, molekiiler dizi analizin tan1
basarist ve F'9 geninde varyant dagilimi literatiire
benzer sekilde bulunmustur. Calismanin sonuglari
Hemofili B’nin genotipik olarak heterojen bir hasta-

lik oldugunu desteklemektedir. On yeni varyant ta-
nimlanmast ile genotip-fenotip iliskisine katkida bu-
lunulmustur.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan tibbi alet,
gereg ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karart olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamgtir.

Cikar Catismast

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin,
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-

ligi veya iiyeleri ile iligkisi, danigsmanlik, bilirkisilik, herhangi bir

firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlar: yoktur.
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