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Гемофилия В – это моногенное Х-сцепленное рецессивное заболевание, связанное с нарушением
свертываемости крови, вызванное мутациями в гене фактора свертывания IX (F9). Описана необычная
форма данного заболевания “гемофилия В Лейден”, обусловленная мутациями в промоторной области
гена F9, при которой происходит значительное, (до нормальных значений), увеличение фактора IX в
плазме после полового созревания больного. Мутации в промоторе группируются в дискретных участ-
ках связывания транскрипционных факторов и по-разному изменяют экспрессию гена F9 в процессе
развития. Данное заболевание иллюстрирует, как однонуклеотидные патогенные варианты в цис-
регуляторных регионах могут оказывать радикальное воздействие на экспрессию генов. В статье
представлены современные данные о структуре промотора гена F9 и результаты обследования трех
пациентов с гемофилией В Лейден, проходивших генетическое тестирование в лаборатории ДНК-
диагностики ФГБНУ “МГНЦ им. академика Н.П. Бочкова”.
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Гемофилия В (MIM 306900) – это Х-сцеплен-
ное рецессивное заболевание, при котором про-
исходит нарушение свертываемости крови. Его
частота составляет 1 : 30000 мужчин [1]. Различают
легкую степень гемофилии В – уровень фактора IX
в плазме составляет 5–40%, среднюю степень тя-
жести – 1–5% и тяжелую – менее 1% (https://
www.ehc.eu/ru/). Заболевание обусловлено мута-
циями гена F9, которые влияют на экспрессию
или функцию фактора свертывания крови IX
(фактор Кристмаса). Фактор IX – это витамин
К-зависимая сериновая протеаза, которая совмест-
но с кофактором – фактором VIII участвует во
внутреннем пути коагуляции, активируя фактор
X. Ген F9 (MIM 300746) локализован на длинном
плече хромосомы Х в локусе Xq27. Белок синтези-
руется в печени [2], после чего подвергается мно-
жественным посттрансляционным модификациям
[3, 4]. Известно, что в норме у плода до 20-й нед.
гестации количество мРНК и белка фактора IX
составляет <10% от уровня взрослого человека [5]. В
постнатальный период уровень FIX составляет 50%,
а в раннем детстве – 75% от показателей у взрослых
[6]. Следующее значительное повышение содер-
жания фактора IX в плазме наблюдается у чело-
века после полового созревания, когда у обоих

полов зафиксировано увеличение экспрессии на
25% [6, 7].

В настоящее время нумерация нуклеотидов ге-
на F9, согласно рекомендациям HGVS (https://
varnomen.hgvs.org/), начинается со стартового ко-
дона трансляции, однако ранее нумерация велась от
основного стартового сайта транскрипции (major
transcription start site, TSS), который находится на
29 нуклеотидов ранее стартового кодона ATG.
Соответственно данные 29 нуклеотидов теперь
включены в промоторную некодирующую область,
что необходимо учитывать при изучении ранней
литературы, посвященной гену F9.

В 1970 г. в городе Лейден (Нидерланды) была
описана необычная форма гемофилии В [8]. Этот
подтип заболевания, получивший название “ге-
мофилия В Лейден”, имеет некоторую особенность
клинического течения. У больных мальчиков в воз-
расте до 15 лет отмечается значительное сниже-
ние уровня фактора IX:C в плазме (≤1–10%), а по-
сле пубертатного периода уровень данного фак-
тора восстанавливается со скоростью около 5% в
год практически до нормальных значений (мак-
симально до 40–80%) [9–11]. Клиническое тече-
ние заболевания в детстве может быть как мяг-
ким, умеренным, так и тяжелым, приводящим к
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частым кровотечениям, гемартрозам, и может
требовать заместительной терапии. На сегодняш-
ний день зарегистрировано более 100 случаев ге-
мофилии В Лейден [12].

При секвенировании кодирующей последова-
тельности гена F9, сайтов сплайсинга и регулятор-
ных областей у больных из семей с Лейден-подоб-
ными симптомами гемофилии В были выявлены
точковые мутации в области промотора данного

гена [9, 13–21]. В базах “The Human Gene Mutation
Database”, “Factor IX Gene Variant Database” и
“CHBMP” всего зарегистрировано 30 патоген-
ных вариантов промотора гена F9. Данные вари-
анты сгруппированы в три кластера: один в об-
ласти с.–55–48 пн, второй – с.–38–34 пн и тре-
тий – с.–24–17 пн выше стартового кодона
трансляции (рис. 1). Эти участки были признаны
потенциальными регуляторными элементами.
Известно, что помимо основных факторов тран-
скрипции, которые непосредственно связывают
РНК-полимеразу с промотором рядом со стартовой
точкой транскрипции, существуют транскрипцион-
ные факторы, которые называются активаторами.
Они узнают определенные короткие консенсус-
ные нуклеотидные последовательности промотора
(элементы ответа) или энхансера и повышают эф-
фективность связывания основного аппарата тран-
скрипции с промотором, т.е. определяют частоту
событий инициации транскрипции, поддерживая
ее на адекватном уровне. Было выдвинуто пред-
положение, что каждый кластер мутаций разрушает
сайт связывания белка-активатора транскрипции
и тем самым нарушает экспрессию гена F9, по
крайней мере до наступления половой зрелости.
Таким образом, результаты генетического тести-
рования пациентов с гемофилией В Лейден по-
служили важным материалом для изучения тран-
скрипции в печени человека. Влияние выявленных
у данных пациентов нуклеотидных замен в промо-
торе гена F9 на его экспрессию изучалось с помо-
щью функционального анализа in vitro на клеточных
линиях HeLa и HepG2 и in vivo на трансгенных мы-
шах [10, 22–25].

Мутации в промоторе генов интересны тем, что
демонстрируют, как изменения последовательно-
сти нуклеотидов в данной области могут приводить
к глубоким нарушениям экспрессии генов в разные
периоды развития организма. В частности, в случае
гена F9 экспрессия начинается только после поло-
вого созревания (рис. 2).

Рис. 1. Патогенные варианты в промоторе гена F9, описанные в базах “The Human Gene Mutation Database”, “Factor IX
Gene Variant Database”, “CHBMP”. Курсивом выделена неописанная нуклеотидная замена, выявленная в данном ис-
следовании.
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Рис. 2. Экспрессия гена F9 в норме, у больных гемо-
филией В Лейден и гемофилией В Бранденбург [26].
У здоровых людей (линия 1) уровень экспрессии гена
F9 постепенно растет в течение жизни. У больных ге-
мофилией В Лейден (линия 2) этот рост начинается
только после полового созревания согласно одной из
гипотез в связи с повышением активности экспрес-
сии гена при связывании с сайтом тестостерон-зави-
симого фактора андрогеновых рецепторов (AR). У
больных гемофилией В Бранденбург (линия 3) такого
роста не наблюдается и после полового созревания,
так как данный сайт связывания поврежден. Пунк-
тирные линии представляют собой экстраполяции
из-за отсутствия доступных клинических данных.

150

100

50

0 10 20 30 40 50 60 70

Ур
ов

ен
ь 

ф
ак

то
ра

 F
9,

 % 1

2

3

Возраст, годы

AR



ГЕНЕТИКА  том 57  № 10  2021

ГЕМОФИЛИЯ В ЛЕЙДЕН 1123

Поиск транскрипционных факторов, которые
связываются с тремя функциональными цис-ре-
гуляторными элементами в промоторе гена F9,
начался в конце 1980-х гг., когда были идентифи-
цированы первые транскрипционные факторы
млекопитающих. Ген F9 экспрессируется пре-
имущественно в гепатоцитах. Печень – большой
и относительно однородный орган, поэтому она
была подходящей моделью для ранних исследова-
ний по выделению и очистке транскрипционных
факторов. Несколько исследовательских групп
успешно идентифицировали и клонировали кДНК
специфичных для печени ДНК-связывающих
белков [27, 28]. Были определены консенсусные
последовательности для этих факторов транскрип-
ции и соответственно были идентифицированы не-
которые кандидатные ДНК-связывающие белки,
регулирующие экспрессию фактора IX.

Первым открытым белком-активатором гена
F9 был CCAAT/энхансер-связывающий белок α
(C/EBPα), относящийся к транскрипционным
факторам из группы “лейциновых молний”.
Данный фактор связывается с сайтом TTGNNCAA,
последовательность которого похожа на –24–17
регион промотора гена F9 (рис. 1). После связы-
вания с ДНК данный белок может индуцировать
транскрипцию через свой активационный домен,
взаимодействуя с компонентами основного ап-
парата транскрипции. Более поздние исследова-
ния на мышах, нокаутированных по C/EBPα,
подтвердили, что данный фактор функциональ-
но необходим для нормального уровня экспрес-
сии гена [29].

Далее был открыт ядерный фактор гепатоцитов
4α (HNF4α). Ген HNF4A клонирован в начале
1990-х гг. [28]. Было показано, что очищенный
белок связывается с областью с.–56–48 промотора
гена F9 [22, 30], а известные мутации из данного
региона нарушают это связывание и ингибируют
трансактивацию посредством HNF4α. В настоя-
щее время данный ядерный рецептор широко из-
вестен как главный регулятор дифференцировки
печени, так как влияет на экспрессию большого
количества специфичных для гепатоцитов генов.

Примерно в то же время исследователи начали
изучать причину увеличения экспрессии гена F9 у
больных с гемофилией В Лейден после полового
созревания. Систематизированный анализ паци-
ентов с гемофилией В позволил выявить еще
один подтип заболевания, получивший название
“гемофилия В Бранденбург” [30]. Пациенты име-
ли очень низкий уровень фактора IX, и геморра-
гические симптомы наблюдались на протяжении
всей жизни. У данных пациентов были выявлены
мутации в положении с.–55 (рис. 1) [12, 30–34],
при которых, в отличие от других мутаций в про-

моторе F9, не происходит восстановления экс-
прессии гена в период полового созревания (рис. 2).
Было отмечено, что данный регион промотора
напоминает элемент андрогенного ответа (androgen
response element, ARЕ), т.е. сайт связывания для
транскрипционного фактора андрогенового рецеп-
тора (AR). Белок AR является транскрипционным
фактором из семейства рецепторов стероидных
гормонов. Он взаимодействует с последовательно-
стями ДНК, соответствующими консенсусу ARЕ, и
активирует транскрипцию в присутствии тестосте-
рона. Было показано, что AR может связываться с
областью вокруг позиции с.–55 и что мутации при
гемофилии B Бранденбург нарушают данное свя-
зывание [30]. При этом пациенты с патогенными
вариантами промотора гена F9 в позициях с.–48–50,
с.–38–34 и с.–24–17 действительно имели увели-
чение экспрессии фактора после полового созре-
вания, так как ARЕ оставался интактным. Следует
отметить, что сайты связывания факторов HNF4α и
AR частично перекрываются (на протяжении ше-
сти нуклеотидов) (рис. 1). Таким образом, при ге-
мофилии В Бранденбург повреждаются оба сайта
связывания – для HNF4α и для AR, обусловливая
такую форму гемофилии В, при которой не на-
блюдается улучшения клинической картины при
воздействии тестостерона [33]. Отсутствие в базах
данных описанных мутаций в позициях с.–57–65,
вероятно, свидетельствует о несущественном
влиянии на уровень экспрессии гена F9 нуклео-
тидных замен в сайте связывания только андроге-
нового рецептора.

Гипотеза о влиянии половых гормонов на экс-
прессию гена F9 была проверена на мышах [24].
Было выявлено, что у самцов линии Tfm, имеющих
укороченный белок AR, не способный связываться
с тестостероном, не происходит увеличения экс-
прессии фактора IX после полового созревания. В
дальнейшем у человека важность сайта ARE в
промоторе гена F9 также подтвердилась. Было
выявлено, что введение тестостерона подростку в
пре-пубертатном возрасте с гемофилией В Лейден
привело к увеличению уровня FIX:C [35]. Кроме
того, в литературе описан случай, когда мужчина
с гемофилией B Лейден использовал анаболиче-
ские стероиды для увеличения мышечной массы,
что побочно вызвало еще и повышение уровня
FIX:C в плазме [36]. Однако после прекращения
использования стероидов количество фактора IX
у него снизилось. Данные наблюдения дают весо-
мые аргументы в пользу причастности андроге-
нов к регуляции экспрессии гена F9.

В позициях c.–53 и с.–52, в которых также пе-
рекрываются сайты связывания AR и HNF4α, за-
регистрированы еще три миссенс-мутации (рис. 1).
К сожалению, у данных пациентов не было про-
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ведено лонгитюдного наблюдения, поэтому не-
возможно сделать вывод о влиянии данных нук-
леотидных вариантов на клиническое течение за-
болевания после полового созревания больного
[12, 37]. Вместе с тем описан пациент с делецией
c.–52del, которому диагноз гемофилия В был по-
ставлен в возрасте трех лет, и уровень фактора FIX:C
в его плазме был <1% [38]. После пубертатного
периода качество жизни больного значительно
улучшилось, FIX:C варьировал от 4 до 11%. Как ни
странно, у его племянника с такой же мутацией,
также страдающего гемофилией В (FIX:C < 1%),
повышение уровня фактора IX не произошло [39].
Исходя их данного семейного случая, можно
предположить, что дополнительные факторы –
генетические, эпигенетические, факторы внешней
среды – также могут влиять на симптомы и кли-
ническую тяжесть гемофилии B Лейден.

Несколько позже был предложен другой меха-
низм регуляции экспрессии фактора IX, обуслов-
ленный возрастом. Он был убедительно проде-
монстрирован в экспериментах Kurachi et al. на
трансгенных мышах [25]. Согласно данной гипоте-
зе, в регуляции задействован элемент возрастной
стабильности (ASE, age-related stability element),
расположенный в 5'-некодирующей области на
расстоянии 831 нуклеотида (802 нуклеотидов со-
гласно исторической номенклатуре) от промотора
гена F9. В экспериментах было показано специ-
фическое связывание ядерного белка ETS1 с данной
областью. ETS1 является транскрипционным
фактором, ранее известным своими протоонко-
генными свойствами [40]. В исследованиях Kurachi
et al. [25] была показана новая роль ETS1 в физио-
логической регуляции возрастной экспрессии
генов. Связывание данного транскрипционного
фактора с возрастным элементом стабильности
обусловлено действием гормона роста (соматро-
пином). Данное явление было продемонстрирова-
но на мышах, которым хирургическим путем был
резецирован гипофиз. Это позволило проанали-
зировать прямое действие экзогенно вводимых
гормонов и исключило возможность нисходящих
эффектов, опосредованных другими гормональ-
ными путями. Было показано, что при введении
дигидротестостерона или эстрадиола уровень FIX
восстанавливался только на 10% от показателей
до гипофизэктомии, однако при введении гормо-
на роста этот уровень восстанавливался на 80%.
Причем содержание фактора в плазме возрастало
как у самцов, так и у самок. Таким образом, была
установлена важная роль гормона роста в регуля-
ции возраст-зависимой экспрессии гена F9 неза-
висимо от пола. Результаты данных эксперимен-
тов на модельных животных в дальнейшем нашли
свое подтверждение у женщин – носительниц

мутаций гемофилии В Лейден. Например, была
описана семья, в которой у двух девочек с неравной
инактивацией хромосомы Х, имеющих мутацию
c.–22T>C в гетерозиготном состоянии, в возрасте
6 и 11 лет уровень фактора IX составлял 11 и 17%
соответственно [41]. При этом у первой пациент-
ки этот уровень увеличился к 16 годам до 21%, а у
второй пациентки к 14 годам – до 35%. Нормали-
зация уровня FIX:C наблюдалась и у двух носи-
тельниц мутации c.–35G>A из Ирландии [42].
Также было выявлено, что при серийном измере-
нии количества фактора IX в группе детей с мута-
цией c.–35G>A в течение первых трех лет жизни
наблюдается постепенное увеличение его содер-
жания в плазме от значений, соответствующих
тяжелой/среднетяжелой форме, до значений при
мягкой форме гемофилии В [43]. Причем данное
увеличение в столь раннем возрасте не может быть
обусловлено андрогенами, а, вероятно, связано с
постепенным повышением содержания гормона
роста от низких значений в раннем детстве до
максимальных пиковых значений в период поло-
вого созревания [44]. Несмотря на столь убеди-
тельные свидетельства в пользу данной гипотезы,
на сегодняшний день ни одной мутации из обла-
сти c.–831 не описано. Кроме того, гипотеза не
объясняет отсутствия улучшения состояния у
больных с гемофилией В Бранденбург.

Белок-активатор для третьего локуса, в кото-
ром располагается кластер мутаций (с.–38–34),
искали в течение 20 лет. Мотивация для поиска
этого белка была особенно сильной, потому что
на долю этого кластера приходится около поло-
вины всех случаев гемофилии В Лейден [12, 31].
Кроме того, разные нуклеотидные замены на
этом участке приводят к различной степени тяже-
сти течения заболевания [10, 12, 14, 16]. Понима-
ние данного механизма регуляции представляло
большой интерес. Указанная область содержит
динуклеотид CpG, который, как известно, явля-
ется горячей мутационной точкой как в гене F9,
так и в других локусах [45]. Загадка данного регу-
ляторного участка промотора была решена одно-
временно двумя исследовательскими группами,
которые совместно опубликовали свои результаты
[46]. Данные метода ChIP-Seq для транскрипци-
онного фактора ONECUT1 (также известного как
ядерный фактор гепатоцитов 6, HNF6) позволи-
ли предположить его в качестве кандидатного
белка для связывания с элементом с.–38–34 в
промоторе F9 [47]. Исследования показали, что
ONECUT1 специфически связывается с областью
с.–38–34 промотора F9 в гепатоцитах человека [46]
(рис. 1). Он также занимает проксимальный про-
мотор гена F9 в гепатоцитах мышей [48], а нокаути-
рованные по ONECUT1 эмбрионы мышей имеют
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пониженный уровень FIX [46]. Родственный фак-
тор ONECUT2 тоже связывается с сайтом с.–34–38
in vitro, а исследования на эмбрионах мышей с
двойным нокаутом Onecut1/Onecut2 подтвердили,
что при отсутствии обоих белков ген F9 не транс-
крибируется [46].

В базе HGMD описан еще один патогенный
вариант в позиции c.–5A>G у пациента с мягкой
формой гемофилии В Лейден. Данный вариант не
попадает ни в один из известных кластеров для
транскрипционных факторов [49]. Кроме того, в
базе Genome Aggregation Database (gnomAD, https://
gnomad.broadinstitute.org) у одной женщины в про-
моторе гена F9 в гетерозиготном состоянии встре-
тилась нуклеотидная замена c.–4G>T (частота алле-
ля 0.0005%), у другой женщины – c.–3G>T (частота
аллеля 0.0005%). Вероятно, они также являются
патогенными и могут нарушать транскрипцию
или процессинг РНК, тем не менее данных, под-
тверждающих их патогенность, на настоящий мо-
мент нет.

Существует предположение, что в природе могут
встречаться нуклеотидные варианты в промотор-
ной области гена F9, которые не имеют клиниче-
ских проявлений [46]. Однако в выборке gnomAD, в
которую включены результаты секвенирования
125748 экзомов и 15708 геномов людей без тяже-
лых патологий, в 5'-UTR области изучаемого гена
не представлено ни одного частого полиморфизма,
кроме упомянутых редких вариантов c.–3G>T и
c.–4G>T. В базе dbSNP в промоторе F9 зареги-
стрированы еще несколько вариантов с крайне низ-
кой частотой альтернативного аллеля: c.–7A>T
(rs1569481540), c.–13G>C (rs372382059), c.–15C>G
(rs375594466), c.–19C>T (rs761036720), c.–39A>C
(rs371045754), c.–41C>A (rs750827465), c.–44C>G
(913707665), но для них не установлено клиническо-
го значения и не представлены данные о клиниче-
ском статусе людей, у которых они были выявлены.
В выборке, включающей данные секвенирования
1223 экзомов пациентов, не страдающих коагуло-
патиями, обследованных в МГНЦ им. академика
Н.П. Бочкова, в промоторе гена F9 ни одной нук-

леотидной замены не обнаружено. Из этого мож-
но предположить, что изучаемая область гена F9
все же более консервативна, чем предполагалось.
Это также подтверждается филогенетической
консервативностью данной последовательности
у разных видов млекопитающих (рис. 3).

В некоторых исследованиях было предсказано
наличие еще одного сайта для связывания тран-
скрипционных факторов в локусе с.–231–248, с
которым в частности взаимодействует альбумин
D-сайт-связывающий белок (DBP) и GA-связы-
вающий белок (GABPα/β), которые также могут
влиять на регуляцию экспрессии фактора IX после
полового созревания [50, 51], хотя на сегодняшний
день ни одной мутации из этой области не описано.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В данной работе проведено генетическое те-
стирование трех пациентов, имевших/имеющих в
детстве диагноз “гемофилия В, тяжелая форма”.
От пациентов или их законных представителей
было получено информированное согласие на
проведение исследования.

Выделение ДНК из цельной крови, забранной
в пробирку с антикоагулянтом ЭДТА, проводили с
помощью набора реактивов Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, США) согласно прото-
колу производителя.

Секвенирование по Сенгеру ПЦР-продуктов,
полученных с праймеров, комплементарных по-
следовательности гена F9, фланкирующих экзоны
1–8 и промоторную область, проводили на при-
боре для капиллярного электрофореза 3130 ABI
genetic analyzer (Applied Biosystems, США). Частоту
выявленных вариантов гена F9 определяли по базам
данных dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/proj-
ects/SNP/) и Genome Aggregation Database (http://
gnomad.broadinstitute.org/), патогенность – по их
описанию в базах “The Human Gene Mutation Da-
tabase” (https://my.qiagendigitalinsights.com/bbp/)
и “Factor IX Gene Variant Database” (http://

Рис. 3. Промоторная область гена F9 у млекопитающих (https://genome.ucsc.edu). Пики отображают консервативность
данных последовательностей, которые являются кандидатными сайтами связывания транскрипционных факторов.
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www.factorix.org/), “CHBMP” (https://www.cdc.gov/
ncbddd/hemophilia/champs.html).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При обследовании пациентов с гемофилией В,

проходивших генетическое тестирование гена F9
в ФГБНУ “Медико-генетический научный центр
им. академика Н.П. Бочкова”, у троих были обна-
ружены мутации в промоторной области гена.

Пациент ГВ_382.1 2002 г. рождения. На мо-
мент обследования пациенту 14 лет. Наблюдается
у гематолога с 5 лет c диагнозом “гемофилия В”
(болезнь Кристмаса). При осмотре: нормальное
телосложение, умственное и физическое разви-
тие соответствует возрасту, выявлены коленные
гемартрозы. Из семейного анамнеза известно,
что в детстве у дедушки по материнской линии
наблюдались частые кровотечения, однако об-
следования он не проходил. К сожалению, более
подробный анамнез собрать не удалось из-за про-
живания больного в труднодоступной местности.
При проведении генетического тестирования в
гене F9 выявлена описанная ранее Reitsma et al.
мутация c.–17А>G в гемизиготном состоянии [9].
Родословная больного из семьи 382 схожа с родо-
словной американской семьи. У представленного
в статье [9] пробанда в детстве уровень фактора IX
в плазме был <1%, наблюдались частые кровоте-
чения, но после 14 лет кровотечения стали более
редкими, уровень FIX:C постепенно увеличивался
и к 18 годам достиг 24%, оставшись в дальнейшем
на постоянном уровне. Известно также о дяде боль-
ного по материнской линии с такими же клини-
ческими проявлениями, которому впервые об-
следование было проведено в 39 лет и FIX:C у него
составил 42%. У матери больного, которая явля-
лась носительницей данной мутации, FIX:C был
79%. Интересно, что у мужчин из одной семьи,
описанной в статье [9], после полового созревания
уровень фактора IX вырос в разной степени – у
пробанда остался диагноз “мягкая форма гемофи-
лии В”, а у дяди пробанда уровень фактора достиг
нормальных значений. На сегодняшний день из-
вестно, что данная мутация находится в сайте
связывания транскрипционного фактора C/EBPα.
Исходя из этого, а также из данных о семейном
анамнезе больного 382.1, можно предположить,
что в ближайшее время состояние данного паци-
ента улучшится.

Пациент ГВ_266.1 1985 г. рождения. На мо-
мент обследования пациенту 29 лет. Обследование
проводилось с целью дальнейшего уточнения ста-
туса сестры пробанда на предмет носительства ге-
мофилии В. Из анамнеза известно, что пациент с
5 лет наблюдался в НМИЦ гематологии г. Москвы

с клиническим диагнозом “тяжелая коагулопа-
тия, гемофилия В”. У больного в детстве наблю-
дались кровотечения из слизистых, геморрагии на
коже, гематомы мягких тканей, гемартрозы круп-
ных суставов. Больной получал гемостатическую
терапию концентратом фактора IX, несколько раз
проходил лечение в стационаре. В 16 лет пациенту
поменяли диагноз на “гемофилия В, легкая фор-
ма”, FIX:C в плазме составлял 13%, в 18 лет – 26%.
Далее больной перестал наблюдаться у гематолога в
связи с исчезновением клинических проявлений
заболевания. При проведении секвенирования гена
F9 у данного пациента был обнаружен ранее не
описанный вариант с.–48G>T. В 1995 г. Ketterling
в данной позиции описал вариант с.–48G>С у
12-летнего мальчика с гемофилией В средней тя-
жести (FIX:C 3%) [37]. Также известны патоген-
ные варианты в соседних нуклеотидах (c.–49T>A,
c.–49T>C, c.–50T>G, c.–50T>C) у больных со
схожим фенотипом [13, 21, 52, 53]. У всех больных
произошло значительное смягчение клинических
симптомов гемофилии В после полового созрева-
ния, как и у пробанда 266.1. Известно, что в пози-
циях с.–56–48 находится сайт связывания для
транскрипционного фактора HNF4α, при этом
только в позициях с.–50–48 он не перекрывается
с сайтом для андрогенового рецептора, что обес-
печивает увеличение концентрации фактора IX
после полового созревания. Вариант с.–48G>T
также выявлен у сестры пробанда в гетерозигот-
ном состоянии.

Пациент ГВ_401.1 2014 г. рождения. На момент
обследования пациенту 4 года, наблюдается у ге-
матолога с клиническим диагнозом “гемофилия В,
тяжелая форма”. Из анамнеза известно, что в 2016
г. он проходил стационарное лечение по причине
образовавшейся гематомы в области лба после
травмы и повторявшихся кровотечений из раны по-
сле проведенного вскрытия гематомы. Также были
отмечены множественные небольшие подкожные
кровоизлияния по всему телу и умеренное увеличе-
ние селезенки, суставы были не изменены. Выявле-
ны отклонения в коагулограмме: АЧТВ – 102.2 с,
фактор IX – 0.9%. На сегодняшний день ребенок
получает заместительную терапию плазматиче-
ским концентратом фактора IX. При генетиче-
ском тестировании у пациента был обнаружен ра-
нее описанный патогенный вариант в промоторе
гена F9 – c.–52C>T в гемизиготном состоянии.
Мать пробанда является гетерозиготной носитель-
ницей данного патогенного варианта. Согласно
описанным в литературе случаям при наличии у
больных мутации в этой области, выздоровления
после полового созревания не происходит в связи
с тем, что данная нуклеотидная замена попадает
на сайты связывания как фактора HNF4α, так и
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тестостерон-зависимого фактора AR. Однако да-
ет надежду разное течение заболевания у двух
больных из одной семьи с мутацией c.–52del, при
которой у одного из больных наступило улучше-
ние состояния [38].

Гемофилия В Лейден является примером гене-
тического заболевания, обусловленного мутация-
ми в промоторной области гена F9, при котором в
большинстве случаев происходит выздоровление
или облегчение состояния пациента после полового
созревания. Степень ингибирования транскрипции
и соответственно тяжесть течения гемофилии В за-
висят от мутации, в той или иной мере нарушающей
связывание белка-активатора с промотором. При
этом следует подчеркнуть, что на фенотип также
могут влиять дополнительные факторы (генети-
ческие, эпигенетические и др.), поэтому тяжесть
течения заболевания не может быть достоверно
предсказана только по выявленной мутации.

Были предложены две гипотезы, объясняющие
улучшение состояния больных в период полового
созревания. Обе они нашли подтверждение в ряде
проведенных экспериментов. Возможно, что оба
механизма – регуляция экспрессии гена F9 поло-
выми гормонами и гормоном роста – являются со-
ставными частями еще более сложного биологиче-
ского процесса. Поэтому причины выздоровления
при гемофилии В Лейден являются предметом
дальнейших исследований.

В настоящее время известно около 1600 факторов
транскрипции человека [54, 55]. Основополагаю-
щим для этого было клонирование практически
всех ДНК-связывающих белков и появление
ChIP-Seq метода. Современные методы позволя-
ют определять функциональное значение для все
большего количества SNPs и мутаций в регуля-
торных областях генов. Несомненно существуют
многочисленные сложности, которые затрудняют
этот процесс. Например, исследования ChIP-Seq
показали, что транскрипционные факторы обычно
связываются с тысячами сайтов по всему геному, и
многие такие события связывания считаются функ-
ционально несущественными [56]. Кроме того,
эухроматические цис-регуляторные области ча-
сто совместно заняты множеством транскрипцион-
ных факторов [56]. Таким образом, отличить
функционально значимые белки от тех, которые
связываются просто вследствие доступности хро-
матина, может оказаться затруднительным. Кро-
ме того, стандартные анализы ChIP-Seq обычно
определяют относительно широкую область, кото-
рая может содержать несколько предполагаемых
сайтов связывания для данного фактора тран-
скрипции. В таких случаях более точно сайты свя-
зывания могут быть идентифицированы только
путем последующего функционального анализа

или с помощью методов высокого разрешения, та-
ких как ChIP-exo [57]. Наконец, хотя число уста-
новленных факторов транскрипции человека уве-
личивается, определить их функцию в каждой
ткани и влияние на регуляцию генов in vivo остает-
ся сложной задачей. Тем не менее значительный
технический прогресс позволяет надеяться, что по-
степенно будет достигнуто понимание всех про-
цессов генной регуляции.

Работа выполнена в рамках Государственного
задания Минобрнауки России.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

От пациентов или их законных представителей
было получено информированное согласие на
проведение исследования и публикацию резуль-
татов на условии анонимности.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Haemophilia B Leyden: Literature and Own Data
T. S. Beskorovainayaa, *, V. V. Zabnenkovaa, R. A. Zinchenkoa, O. A. Shchaginaa, and A. V. Polyakova

aResearch Centre for Medical Genetics, Moscow, 115522 Russia
*e-mail: t-kovalevskaya@yandex.ru

Haemophilia B is a monogenic X-linked recessive disorder associated with blood clotting reduction caused
by mutations in the clotting factor IX gene (F9). An unusual form of this disorder, “haemophilia B Leyden”,
caused by mutations in the promoter region of the F9 gene, is described. There is a significant, within norm,
factor IX increase in plasma after the patient’s puberty with this form of haemophilia B. Mutations in the pro-
moter are grouped in discrete regions of transcription factor binding sites. They alter the F9 gene expression
in different ways during the development. This disorder illustrates how single-nucleotide pathogenic variants
in cis-regulatory regions can cause a dramatic impact on gene expression. In this article, we presentthe cur-
rent data on the F9 gene promoter structure and the examination results of three patients with haemophilia B
Leyden who underwent genetic testing in the DNA-diagnostics laboratory of the Research Centre for Medi-
cal Genetics.

Keywords: haemophilia B, gene F9, promoter, mutation.
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