
��

���������	 
�����)���
�( ������ ����� 

������ �	 
����� ������IX
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�����
� � ! "���� 
�7);!��B�� *$�<��� =���)� (>#- ?�@=A��&!# � �� B4- C!7D� $2E �� �><�-� �,2�� �F��G B73

�-,�� �!>��; ��H7�3 I�& ��IX �� ��0�- =���+&- �!	 .F�E .- �	�& =���)� �� K7>L� =�� �!>��;  MIX 
B4-.N)�O" P�- .- Q,�*��!H�!� A)��&R �!>��;  MIX F�E K)S ����.�- B�E P)T� U�T'"�- P>;�T� � ��

2; � V)"!&M �7);!��  -���)� �� V)"!B�!� =!W�  �4-�# .
! ��� #!� ��

 �4R �;��X" �)Y Z�� �� *���0" �+��[� ?� ��
1\);!�� ���)� B,&,	 �4��� =!W�  �4-�# .- .DNA 

�  -���)� ?)�!&M �Z�� �7)4�salting out,���% ]-�L>4- �[)O�  !# .- .PCR   �AT%- �T)7� =-�T� �T� �
5�� �^-!& ;  M �!>��IX _`!XO� =�� �� � a�0&-  -���)� PCR *F���.R SSCP,	 a�0&- .�&!�& �G ����

 ��SSCP  R BG�^ *��\���- @M =�� 5>T# Z�� �T� � C�L>&- �!� _��b>� @���& @�>2� �� �<���� �� ,)�R
��)0&.*,	 ��-!" P))+" ,&.
"���$ ��

*F�E K7>L� c-!&- d�.!" e�O� .-�/���E ,g�� F��,� c!& .- �2+�)Missense(*
/�/F�E ,g �� ��
�� c!& .- �2+�)Nonsense(��/�F�E ,g�� ��c!& .- =�-hi��E)Insertion ( ,&�!��G��j��>& �!TE!� ��

k&�� "�3(S-� -���)� 7);!���BB���[� B	-�.���!� .-F�E =�� ��B4� �,�R ,�,E �!�,&� !2��T" 
"�3(S- k&�� �� �7);!�� �BZ�-A% �,�&,&�!� .

%��& "'��� 
�+��[� P�-*F�E �E!" \��l �&!i���& =�� �!>��;  MIX �� ,)��" �!�� m�	 @��	 B)+�E �� -� ,T2� ..-
� _�3(S- ��,�R B4�*� P)7l�& ������ �� n��-!&�# �� o& �� ,�!" .- \'l I)L�" �  -���)� P�- =��  -!T"
��� ���b>4-.

����� (�� �:�7);!��B*SSCP  * !)4�"!�*�!>��;IX 

������ ����	:��/�/��
����� ����	:��/��/��

����� ������� �������  �!�" #$���  #%�&%�' #%�($ ) *���� ��+$�� �+,+!�� �-�%��&	�,. /�0,01	 2��' #%�&%�' #&�2� 3)�4 � 5�) #'6 $� ��"7 3�8� ���
�0,01	 ) 9�(:*��;	 /

����� �������  �!�" #$���  #%�&%�' #%�($*���� ��+$�� �+,+!�� �-�%��&	�,. /�0,01	 2��' #%�&%�' #&�2� 3)�4 
<=�;�' #&�2� 9�(: 3�8���� ��,����  >�?@� �-�%�&�� ) �-�%�	�AB CDE	 F�� 
�=PhDG� �!�" �H >�0+�� *�'"�$ /�0,01	 2��' �����+$�  #&�2� ��)7*���� *I0J�' 3�8��� )�;�' *�H >�0+�� #�"�'7 �� 
K�;�' #&�2� 9�(: 3�8���� ��,����  *����� CDE+'  
L PhD  #&�2� M,+�- *���� ��+$�� �+,+!�� �-�%��&	�,. /�0,01	 2��' #%�&%�' #&�2� 3)�4�N�� #��!�� M,+�- /�0,01	 2��' )
O PhD�!�"  #���&	 ) #%�($ #$���+$������ *��;	 /�0,01	 ) 9�(: �5�) #'6$� ��"7 3�8���� 
� >)P!' Q%P' :PhDG� �!�"  #&�2� ��)7 *�� �� ��+$�� �+,+!�� �-�%��&	�,. /�0,01	 2��' #%�&%�' #&�2� 3)�4 ��+ $�� *� .�,H  *�� ;	  R6 � LS 

#+!��� :�<�LS�<KK� 
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��+��� #%�&%�' 2,%��7IX #(,��AB )BT4�� #A��� *�	�H *���&AB )

��

���	� 
#(,��   AB ���  A,. B)<�LS�� #:OMIM(XM   �

 Y�,� �. Z�([' T�\ I. I+!.�) 3��B� �2����H ���A,.�
�B ��<���� 	���' �%� #'���. XQ ,?H ]B� � � . I � 
^$�+' ���� �� )��+_�� �,%�`� IX � $� 3��AB ���0`�� .

*- ��+���IX >�@ I.<������ X"�. �(,_ �) 3�� . *)24� 
�� � �(. �)"� . �)� �. 9"� ') X I ,5�� ��Xq27.1 ��� b 

�$� I+��4)�X�(.#��;� >�D1' ��+��� *-IX #(� X�,+c�
 3�,��" M	 ��KK� . #�� +%�� � (,� ��K) I �,'7 �, $� L

I0J�')domain (#'���. ."� ��	��d: e@��' G�� :
(Signal peptide, pre peptide, GLA domain, EGF1, 2- 
like domain, Active peptide, catalytic domain) 

"� 9��  � � BLI  0J�' X�,  $� ����� I  �,'7 ) f  ;' ��  B
�  g��1' 3�  � I  � 3��  . �� ]�  ��) Xh  ��	 �� ��  B

 Xi  �-�%�,. j�J  $ �  . ]�  _�) X*�,$6,!  ��.���'�4
 ��  B��+��� I  . >�D  	� X�  B��+_���_,VIII ,VII X)XI 

��6� X���0`�� ) �B M,+,%�	�� �,%�`�X�� H C+E' ]0� 
#' ���� �� ����.)�=�.(�B��+��� ���$ 3��AB I. G,k	)�� G�� 

�� ���.7 ���� *�H ��0`�� �� #A;' ]0� X���0`��)<=�.(
��+��� �,%�`� ��$� �.IX FIX:C)(#(,�� AB Y�� �� XB

Q ,?H l'��)<�%=K%FIX:C(^ $�+' X)K%=�%FIX:C (
 ���� ))�%FIX:C < (#'����.)LXKX�.(

 b�� *� �" e ��@ "� ���A,. l 0+�' �! � *�� �"�� I . l
#' ���)�X�.(<�%=��%X3� � ���24 ����' /�� n I .

���\ ];\)�� "� l,&�	 =de novo(I0.� $ p, B ) 3�� . 
���� � �� \) 3�����H �� #(db .#(,�� ABB�� *� �" ��� � 

) �$� f!,��q' ln�5 #'�A: I_ �$� #?(+E' ��B G�� 	
*7 9"� ')�_ *�� 0+'�� *� � >� `� � ,r �BX�*�� +H� �

� $� /� 8�")�+B . .I�� ��� A,. � $� G &A' /�� �
 ���	 9���$ l,%� I. *��+H�(45XO) 9"� ')�� f! ,s�"�' )

X���. )OX�.(
];\ #(,��AB ���A,. l'�: ��BB3������ ��,!. ) � ��

 �!' I. #8+!.�)������� �� I0J�' ) ���t� l.G�� I%u! ' �� 
#' 2 4 �� B ];\ I. I`\��' �. *��	 i ��. �� 3� � ���

 ]  ;\ #	� :6@� #(,��  AB �� BB)2 ,� I  . I `\��' �  . 
I%�0' ��B ?(+E' #I \�+' X3� � �� +�' I �,'" G �� �� I_
��)S(.

�. .� v�� l1' I� R�+�' ];\ ��\) G���)Hot Spot(
�! ,� ];\ ���.Xw�+� ' � \ i � "� I _ ���� �� �� 

#A� !' X����.I%u #`��� �!,� .
�B ��4 *��� 42'� #5��� �� ];\ I)Coding(*- G �� 

#    �`' �    . ]    ;\ l'�    �)Missense ( ]    ;\ X
#. #�`')Nonsense ()�,	�k(_�� �)�) ) x�5)Insertion(X

��+_�� G,k	)�� *�2,' ]B�_ �� ) ��q(A: �� C0� I. ���'
IX#  ' ���  A,. ")�  . ) ���  0`�� ���  4)�X�.(�� ]  ;\

 *)24� Q(+E' e@��' ��B ��+��� *- IX X� ,,[	 I . � ��'
��+_�� G,k	)�� �� I�,'7 �,$� IX yd $ ��H G�� ) 3����4

 G,k	)� � *�2 ,' ]B� _ � � ) ��&(A: �,,[	IX ) ��� 0`�� 
#' #(,��AB ���A,. ���)�X�.(];\ �� � $� G &A' �B

 Y� � ) l 1' y!5 �. I� ��+?,. F�?	� #�- Q(+E' #5���
];\X��+�� � �,%�	 *�2,' IX  $� /)� ?+' �.S<� n�� 
];\ #%��	 �� �B �� ��B�*)2 4� �� �+�,. ) *- 3��� �� B

�XL)�#' z� ��B� .];\ *- # A,g�	 I ,5�� �� �B)��
�	�')�� I,5�� (�� B��+��� >�D 	� 9�: yd$ �$� G&A'

IE!� ���' {�+��;� I� ���� *- I. �����. � ,%�	 ]B� � I .
 *- >�D1'#'����4 .];\ Y�� )� {|�A`'X ;\ ]�� B

 I J0� I A	�H *)� _ �� ��� yd $ I _ �� # ' ) ��� � � � 
];\ }:�. I� #��B *� ���H Z�~�� ~ G+ E�� f B I . 
*)�_ #' �B x�5 ) ���� #���7"�. �� �B  . #�- ��2. ��B I

#+�7 hJ$ *��0� �� ]B�� l,%� *-)3)� 4CRM = Cross 

Reacting Material(X����� �JH ]��2�� }:�. # +�7 ��� .
���_��;' *� '�� "� � `. 3��� A,. G �� �� #��28�� \ �� B

#' ����4)�X�.(
6:�) /)� ?+' #(,�� AB /� � �� $� � . ���A,. f
{|�A`' �2����H l'�� �B���H .I . � � ) ���H I>� d��

�$� *�. Q(+E' ��0� �� I.��)L.(/6&� ' � . 3)6 :
 I. ���. F�� *�'�� "� #��� ����: I8� ��B G �� �� 3�����

*���A,.)#+�7 l,&�	 ��� . ��� A,. ) 3� �����;' �� B �� B
 *�H "� I(0+�' (��� 3���� ."�f;' ���A,. G��	 � B I (0+�' �

*�'�� "� #��� I� *���A,. I.I8� ��B #' X�$� 3����� *�� 	
 �,	�cBC)HIV ��A� ��� ��)�(.���. I� �����' �8�� "� 

� ��� �g� �' *���A,. "� 3)�4 G�� ��X�2B I � �|� . �� B
 �E	 >�[�� ) #��'�� G+ ��� 9�: l,%� I. #��+$��A,. ��B 
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�)� 3OX3��A� �X��;.�S

��

I'���. >2�' �� *)�' #��'�� ��B �$� )��(.G�� I. I\�	 �. 
��� . #`Jb *�'�� *����	 ) �$� #�- M	 ���A,. G�� I�

�$� 3��� #��$��� *7X#' �g� I.���. �)� G��+;. �$�
 G,%)� ) ���. ��,8�,� *7 >�+�� ���. 9�4*�,$� G �� I . 

x�BX#��$��� ] ;\ 3� 8��\ ) Y� � �� 6+ d' ��� �� �� 
�;\ G,(b�� #��$��� ) 3�����H �� � %�	 "� l db C,E�	

 �!� G,�\ l'�5 G,(b�� # ' � ��.)�<=��.(G �� "� x� B
e  ,01	X��  B ]  ;\ #%�  &%�' 2,%�  �7 ��+��  � *-IX �� 

#(,��AB *���A,.B��. ���� *�$��H *�+$� .


 ��� �
���
��#  .��	 I  `%�J' M  ��  `. X*���  � �  . #8�B�  AB "�

��  �� *�  $��H *�+  $� #(,��  ABX����  A,. l  ,��ABB

��)��  ��H�,r �  �+��4 ���  b #.�  �"�� ���  ' .) *���  A,.
3�����H *7 ��B ��D H�� ) I +��4 ���b 3�)��' ���' �B
e,01	X9"| /�1,��	 *7 I. �B� � 3��� .l ,A&	 "� T �
9�  � #	�  :6@� ��  BX) #(,'�  � ����  ' #��  $��� �  ;\ 

��+�� � � ,%�`� hJ $ #$��. ) M�����c$�IX � . y! �
 X��A,. "� ����� ��=K#(,' *�H �+,% I +��4 #J,1' �� )

I%�% ��0`�� �� 3��' �)�5 ��BEDTA�� I+E�� .
�g� "� #B�8���'"7XG �� I `%�J' I. *���A,. �)�) ��,`'

 I� ��.��'"7]��B *�'" �2����H)BT(X���A� # +�6� X
*�2,'PT)��+��� �,%�`� VIII����. >�'�� .fB*�2,' G,�~
PTT#�|�  @ ��+��  � �  ,%�`� �  n�� )IX �  �" <�%)

*���A,. *�'�� �1	 >�A`' ��B #(,��ABB�,2�� ��. )�KX
��(.DNA >�d(4 *��� A,. # J,1' *�H �,?$ ��BXe d@ 

�d �� ������+$� �)� # qA� Y� ���4 ���E+ $�)� `. "�
��+'�+�)�+qc $� �)� I. ��(H #.��"�� ) �g(r G,,`	X

��'� ����=#+��$ I\�� �� ����;8� ���4)�L(.
f ;' e@��' ��+�� � *-IX X�	� ')�� l'� � �� A,. � B 

*)24� *)24� �5�$ #5��� ) ��B �	 i� 3��A� ��B ) �B
*)�+��� �BX3�,��" ]�_�) I(,$) I.#(� �� "��')PCR ( ��� .

 I�,;. "� T� I,5�� �B � � � ,�q	 I ��4��\ �� @ I. �"�$ .
#%��	  4"�r7 ��B�  .  I _ ]� _�) �� I +�� �� �� BPCR 
`%�J'I��B ����4 ���E+$� #(db 3�� ��+�')��X�O.(
' � ���) ��� ]�_�) �� 3�PCR l'�� K��"� 9�4���� 

DNA X#'��- ��"� >�'�q,� B�4"�r7��G,��� ) �$�|�. 

�  $�)���  � PrimmeX#.�  �\ 3�  _(X��  (E' dNTP 
)�����)��X*�A%7 (�.�g(r���X�|� ' )�q,' MgCl2

� g(r �.�# (,' ��� . X�|� ' X�� f�2 �7 )Taq DNA 

#(� "��')*���� X*-��,$ (�g(r �.K/�#��;� f�5 �� �5�) 
�K ��. �+,%)�q,' .PCR �� 3�� I�,;. I'���../��n ISK

I\�� #+��$ ���4 KXI0,b� SKI\�� #+�� $ ��� 4 �KXI ,��N 
>�D  	� ��  '�L�=K<#+��  $ I  \�� /�  ' I  . ���  4��

I,��N)>�D	� ��'��4"�r7 Q (+E' #5��� ���. 3�� I�,;. (X
O� #+��$ I\�� /�' I. ���4<K� . I ,��N <��� ) lq, $ 

��'� ���;� O�#+��$ I\�� ���4 /� ' I.KI 0,b� 9� ���
�� ./|�D 1' "�� �)�+q%� XI,5�� �B �,�q	 "� T�PCR  

")��47 >- �)� �.�%-�+%) �.��/�' I. �K9� ��� I0,b� 
��� "� �`. ) �� � ��')�. 9���,	� �. �2,'7X].� 	 � 1	 
]?�. ���)�' ���)UV (�� 3�B��'.

>�D1' i� *��)7 �$� I. "� �`.PCR *)�. y$��' 
+H� �,r ���. p,B ��8%� .�r �)� X#n�D SSCP (Single 

Strand Conformation Polymorphism) /� `Jb I,(� �)�
 I��4��\ ��@ I. I+��� �,�&	 9� ��� >� '�� >� +�_ � . 3��AB 

���4.G,. "� I`%�J' G�� �� �)� ��B ��8%�.�r "�SSCP 
 . I#4��  $ �  (:�)�X3�  ,�,� ��2  .� I  . �� ,+5� 9�  : X

�� *7 �|�. �,$�!5 ,`	 ];\ G, �B3�� �%�;$ )�"����
 #	�0,01	 2_��' �� �� 3��?+$�.G�� ��$� �)� I+!.�) I . 

��� l&��3�,��" #I+ �� M 	 �� B ��DNA � $� )��X
�S .( I . I+!. I����N ��+H�$ G�� XM ,k(��� �, $� /�� ,,[	 

!' G�� ) I+��� �,,[	u"���)�+&%� �� ���5 /)�?	 yd$ I%
^���� �� /�`Jb ,(0	 �,r 3���� y# ' >- ��� 4.G�� +;. 

/|�D1' 3�� ���24 3"����PCR # ' I _ G �� � . *�� 	
�)� X��_ #$��. <��=��� � ,	�k(_�� # ' � ��. .3"�� ��
*)24� ��B ��+�� � *-IX ��� . SSCP �� ) �� . y $��' 

*)24� ���'�,� . 2 (: I . �  *7 3"���� *��. ��2XI.�
I`Jb ~�_ i�	"� ) 3� � f,!0	�� ?\ �4"� r7 ��� . 

G�� �,�&	 �� 3��?+$� *)24�.
>�D  1' �  g(r *�2  ,' I  . I+!  .PCR  Xµl L=<"�

>�D1'PCR � . µl O��D E' ��� . SSCP  l'� � I � 
�,'�'���SK%l��, $ G(��" X�(. l���'�. XK�/�) � n�� 

��#(,' �|�' EDTA�� ��(E' ��. .I��A� /�' I. �B ��
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��+��� #%�&%�' 2,%��7IX #(,��AB )BT4�� #A��� *�	�H *���&AB )

��

@�,E
:B4��; �YR�%. -���)� V��"!7��� P))+" �� �,	 ���b>4- =�� 

q2)7)&R �,	 5:� �+[l A��4 @!XO�PCR $&�H4 �%.�YR 
ºC L�bp ��&�K� bp �<� ACAGGCACCTGCCATCACTT 

AGATTTCAAGCTACCAACAT 
HhaI forward 
HhaI reverse 

ºC L<bp �O&L� &<<<=
bp �O&L� &��S &���+bp ��� AAGTGACAAGGATGGGCCTCAATC 

GAAACTTGCCTAAATACTTCTC 
MnlI forward 
MnlI reverse 

ºC L�=bp <LS��
bp <�S 

GGGACCACTGTCGTATAATGTGG 
CTGGAGGATAGATGTCTCTATCTG 

DdeI forward 
DdeI reverse 

ºC </�Obp �K� &�O� Bp <<� 
GCTATCAACATAGGTGAAAGTCAAT
TAAG 
GTGCGTTTCTCAATCACAGTACCAGT
AAT 

TaqI forward 
TaqI reverse 

/���5 �� I0,b�SK#+��$ I\�� {�`��$ ) I.�q�� ���4 �)� 
����4 l0+�' ����.I��A� Tc$ i B�~ *)�� �� X� B �� B

 �,'6��_� #(� >- �)� �. 3�� I,d`	 �� l0+�'."���)�+q%�
 /�' I.��=��-� +%) � . �:� $ ��� �� '� �� �I \�� 

#+��$ ���4�� 9���� .
��� "� >- �� �B� ��. �� ;� � ;\ 3�0� /��+,� �2,'7

#(� � � 3��?+ $� �,'6��_� . .I� . >- �� +.� I n6H �� @
 �,	�!&,� >�(1')M,+ $� �, $�K%l ��	� )��(%T&, �

 3� 0� /�� +,� �. 32,���� �J0' Z7 �. ��+!� "� T� ) 3��
��� ����4 �2,'7 .I . �J0' Z7 �. ���' ���+!� "� �`.

 ��g�' >� (1' "� �B� ��. *� ��NaOH K/�%� ,s�%�'�� )
<O %M,+ $� �, $� "� 3��?+ $� � . *� ��� �� ) �� 3��?+$�X

����4 Qb�+' ]���).�, $� x� 5 ��g�' I. ��� 9�A	� ��
#���� M,+$�X�� 9���� �J0' Z7 �. >- ���+!� .

I��A� I_ #��B ��SSCP *7�BI . �d!� #+��5 /)�?	
 >�'�� >�+����� � 3�X"� T � PCR  f �5 �� �� �' K�

>�D 1' C, (E	 ) �+,%)�q,'PCR � ,_ "� 3��?+ $� � . 
C,(E	DNA >- "� )*-�,_ ����=*�A%7 (Xf+H �)� I.

���� #%��	 G,,`	 3�,��" .#%�� 	 � . 3� '7 � $� I . �� B
9�� ��2��)Chromas ( �. ) 3�� 2,%��7 ��+��� *-IX I(, $) I. 
9�� ��2�� �$6. ) I!��0' �,,[	 � � CE� ' #%�A+5� /� .

];\ Tc$ #	� :6@� i ��. �. *���A,. 3�'7 �$� I. ��B
 #(,��  AB *�,  $�	�'B3��  � ���2  4 ����  ' ) I!  ��0' 

���  � CE�  ')S.(G,  ,`	 �  ;\�  ��	�(��B X*���  A,. 
��B����' #(� H�� i,��'l# �- ��� H )TaqI XMn1I )

HhaI �)� "� 3��?+  $� �  . PCR-RFLP  ' *���  A,. �� ���
 ���4 ���b #$��.)��X��.(�B ��+.� #(� l1' � . M ,��'

 "� 3��?+$���B�4"�r7 ��H >�D1' Tc$ ) ���� �,�&	
PCR .If�2 �7 "� 3��?+ $� � . l 1' � B ��� . 3�'7 �$�

 � . ��H #��'� ) ����. ^���� �1	 XI@�.�' �N|��)�1'
 /� ' I. #��. f�2�7 Y�� I. I\�	��# %� �L�� �:� $ 

�.�q�� �� I+���4 ��	)>)�\ �.("� T � f� B XI ��A� � B
 "��47 >- �)� �%��� � "���)�+&%� .���� 'DdeI �� I � 

M � 3��A� *)�+��� ��+�� � *-IX ���� ��� b X���� ' M � 
VNTR #'���.I�� . PCR �)� *7 /|�D 1' *�� . )

*-X�� 2,%��7 .

�� ����� 
�� ,01	 G �)� �. e��3�� I+H��� ��A,. #(,��AB B

,r H � �)���� �� 9���� �;�' �;� �)3�����H �� I_ #��B 
���� ��\) ��A,. i� "� ],.X�� A,. i � "� ^ 0� I��A� 

4�� I+�� .(I'�� 3��� I. I\�	 �. X*���A,. ��B�9�� ���' 
) i�����c$������. ���� �� ���A,. >�,(,'�� 9�� ���' .��

�Y� � � . >�� #��� ' p,B ���' M 	 � ,4 �� >� ,(,'�� )
��d� ��+$�..I3)6: �� O��� � #(,�� AB �� A,. �� XL

) ^ $�+' #(,��AB ��A,. #(,�� AB /� � ��� ' M � ��
��. CE�'�� .

���+� PCR :
#5��  � I  ,(_ ��+��  � *-IX �  . ���  0`�� ��  B�4"�r7 

5��@ � # A	 �� 3��9���,�q	 XI`%�J' ���' ��A,. ���� .
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�)� 3OX3��A� �X��;.�S

��

I��A� "� �� 3��A � *)2 4� #5�� � "� # q� �,�q	��� *- 
� $� 3�� 3��)7 lq�)l& ��(.*��� A,. I AB ��XI ,(� 

I,5�� ���A,. p,B �� ) ���� �,�q	 #5��� �� � � ��� ��
 � ��d� � ,�q	 l.�b I_.*��� A,. "� 9�� _ p, B �� G���.� �.X

��2. x�5 ��� 3�B��' #�- .

�� ���������	
����

	\H
:PCR �T+[l .- =-  �AT%-�!>��T;  MIX �� 

��T�)� 
�7); !�� �� (>'�B.����	
� �,� �b2� @�>2� DNA ����T	 �


/ ����� A��4 bp 
rr��,	��.

���+�SSCP :
3�2,$ ���+� �� �?,� ���. ���' SSCP �� 3�B��' I �

 *)2 4� �� ���' 3�"������ ' M � X*)2 4� ��LM � )
�� ���'3'UTR ��.)l& ��(.�� �� A,. M � ��SSCP X

# $��. ��� ' #5�� � "� 9�� � p, B �� # +��5 �,,[	 *-
 ��+���IX .I� '�,� �$�X . ��� . I] ;\ *��)7 � $�

��� #%��	 G,,`	 *- l� #+!��..

\s	�:SSCP  �AT%- �^-!T& .- �Ts� �!>��T;  MIX �� �
���)� �7);!�� �� (>'�BBb)	 ,&�� �KT��� �� B��� \��l =��


��� BT4- �,T	 IL�� F7; �� \H	 �� �� N@�T��& @�T>2G 
�� ,	��.

$�!5 �)� �,SSCP. ��  ];\ *��)7 �$� I�. �B 

�d�' ����' �d!� >�'�� "� 3��?+$�)� �����' �� 8%� �� I
*7 #+��5 ����4 3�B��' ��,,[	 >�'�� >�+�� I. �d!� �B (

�� Z� � # $��. ��� ' l ,��AB � ,`A\ l � I.��� X
�)�5�/S�%�� Id$�1' .

#%��	 G,,`	 ���+�DNA :
X��� A,. /� � 3�� AB I . #%��	 G,,`	 "� ln�5 ���+�

 I �,'7 �, $� � ,,[	 X] ;\ 3� 8��\ X] ;\ Y�� )I 0J�' 
k	)��#�, >)�\ �� �,4�� ��$� 3�� In6H .*�AB I��4

 #' 3�B��' I_���X];\ �+�,. Y� � "� 3�'7 �$� I. ��B
Missense #'���. )�)�5 O��n�� "�*7�B��*)24� �

z� 3��� I_�.��� +� �� \�' ��i ��. *��� A,. #	� :6@�
(,��AB#B�0.�J' ����.��Y�A�' ��] ;\ Y� � I . 
�$� I� �'7 ��%��I0J�' CpG z�3��� �� ..<"� Y� � 
];\ 3�����H )� �� M� �B X�B ��)�� ��H � ,r 3�B�� '
���� .�"� ���' ];\ �� . � ��\ 3� '7 �$� I. ��B3)

	�:6@� i��. �� *����	#(,��AB #B3��� ���24 ����. .
];\ G�� �Bl'�� T 31440 A )Ins T 31197-99 � ���..

�� ��A,. M�X#�;\ #$��. ���' #5��� �� ��+��� *-IX 

.I�'�,� �$� .

G,,`	 ���+����	�(��B:
��+� ,,`	 � G���	�(��B . ' � �~ ��B�_�� (q� �    �� #

l1' �� BTaqI MnlI, HhaI,  )DdeI >)� \ �� �*�� � 
�$� 3�� 3��� .3� 8��\ G �� #��)��� �� � B�G�� . l 1' 

I_ �$� 3��. /��n *���A,. l_ �� �;�' �����. �n�� 
HhaI X��l  1' ���  . �  n��MnlI  )�����  . �  n�� 
l1'TaqI  � ���. �d�' )f�2 �7 ��� . �� . 3� 8��\ �����
����..(fBG,�~K�*���A,. �n�� ���.bp <�S)+(���.
 l1'DdeI��+��� .�� Q (+E' � ��	�(��B Y� � ��B��

. I`%�J' ���' ��A,. I�'7 �$�. . ��� +� ��$� �. I� $�
 	�(��B G,,`	 "� 3�'7�X������A,. ����� #(� f!,��' �A%�' 

� ���.)#��, $7 ��t � � ����� � . e.� J')(�<.(# $��. ��
���	�(��B �,`A\  . ���+� I. I\�	 �. ��A,. I3� '7 � $�X

3�8��\ #��)��� f�2 �7 �� . ��B �� BHhaI 3� 8��\ )� "� 
MnlI  )TaqI��. �+�,. .

N�������

↓↓
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��+��� #%�&%�' 2,%��7IX #(,��AB )BT4�� #A��� *�	�H *���&AB )

��

@�,E�:F�E �=��� �,�R B4� �� �!>��;  MIX P))+" j��>& �V��"!7��� �7);!��  -���)�B=!W�  �4-�#  �>4- 

A)��&R
V)"!7��� F�E c!& CpG◊�)%�� ��[2� ,)4- �))D"

�2)�R 
+ !)4�"!�  �A%- =���)� _,	 K��� 

+=++Missense YActivation peptide R 180 Q G 20519 A LSevere �
===+Missense NCatalytic domain Q 246 K C 30857 A 

�Severe �
==== Missense YCatalytic domain R 248 Q G 30864 A �Moderate <
==== Missense YCatalytic domain R 248 Q G 30864 A �Moderate �
==== Non sense YCatalytic domain R 248 X C 30863 A �Severe K
==== Non sense YCatalytic domain R 248 X C 30863 T �Severe L
++++ Non sense YCatalytic domain R 333 X C 31118 T �Severe O
===+Missense NCatalytic domain D 359 G A 31197 G �-�
===+Frame shift NCatalytic domain S 365 X InsT 31197-99* �Severe S
++==Missense NCatalytic domain G 366 W G 31217T �Severe �� 
+===Missense NCatalytic domain W 407 R T 31340 A �Moderate �� 
+===Missense NCatalytic domain W 407 R T 31340 A �Moderate �� 
=+++ Missense N3' UTR -T 31440 A* UTR 3' Moderate �< 
+==+-----=Moderate �� 

CpG◊:];\ ���. �JH�� e@��':
*3��A� ��B _ # ' �$� 3�� CE�' 3��+$ �. I ,$�	� ��\ *� #' ��$� 3��� ���24 *��_�	 #(,��AB #	�:6@� i��. �� I_ ���..

: +3��A� ��$� �. �B"�. ����4Yoshitake et al. 1985#' ���..
R:XG,�-�7Q:XG,'�	�(4 K:G�2,%XX:Stop codon XD:$��,$� M,	��cXS:XG��$G:XG,!,(4W:*���+c��	.

G,,`	 ���+� ���	�(��B ��B l1' �� �$�� I. �~ "� y,	�	 I. *���A,.HhaI, MnlI, TaqI, DdeI#' ���. .�'6:+*��� �� . l 1' ��\) 3��B�
 �'6: ) f�2�7 ���.–*��� �$� f�2�7 ���. ��. l1' *��d� 3��B� .l1' ���.DdeI.���369bp �. =���. )319bp �. +�$� 3�� CE�'.

��� 
#(,��AB ���A,.I��2B ��B #+ ���;. �� # ��24 #�� '�� 

���A,. ��H �. 3)6:X�� � I . X#�� '�� f+! ,$ ) I `'�\ 
#' l,A1	 ���.

��`+' #��'�� F�@ I~�4�� B # %) � $� 3� � Is��� 
) ���)�1' 9��� . �� #n�H ����: I� >�d�����.�� {6�'

e��2	 ��+���IX G,�� � ��(H �. X/|6+ H� ")� . � JH 
���� ��\) M,	�d')�	.3��)7� � "� 3��?+$� "� e+� ' �� B

 �A $6�X�  ��?: ���� $ *� &'� � B�I+H�� ��� I  (A\ "�
*���� �� �B fB��� #'��� G,k	)� � 2���	 )y ,��	�� �� B
�,g� BENE FIXX# +�7 ��+! 4 ) �,%�	 �JH � .���� B

 I,(: �. 3���� ��;' G,k	)��IX �. ����� �� {�n�DH ���0`�� 
�� ���� #(,��AB }:�.#'���)L.(

) ���A,. ���" ����: I. I\�	 �. *7 *� '�� ���)�1'
 *�'�� �. 3� ����;8� ��B)� ;\ ��,8� ,� ) �2���� H "�

 ln�?' #.��H��]B�_ �2����H (G�� I. I\�	 �. )*- I_
#��'�� #(,��AB ���. B"�� �� I)II #�,%� . #�� '"7 �� _ 

'#���.Xf ;' ���A,. "� ��,8�,� ��% I ��24 G�� 	 � $� .
�  ��' G��  +;. �  8�� ) ���  A,. G  �� l  .�0' �� ��  ,4

���A,. #q,+�- ��BX) � %�	 "� ldb C,E�	 XG,(b�� G,,`	 
6+d' ��� *�'7 �,�� I. "� ��,4�(\)�!� (#'���..

��� ���.���� ��\) 3�� )� lb�� *��" #��$:
�=�)� "� 3��?+  $� "� 3��?+  $� �  ,g� f,0+!  ' �  ,r ��  B

#(� ��B�_��' i,��')�KX��.(
�=,0+!' �)�  �' f ,,`	 l 	 G `. #%�� � "� �  �)� i

*7 *)�. �� ��8%�.�r)�L(.
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�)� 3OX3��A� �X��;.�S

��

� b��' "� ���,!. ��X��� A,. # (� �� B�_��' i ,��'
 #' ����' i	 /��n I. �� ) I+���� #����4 �� I _ � ��.

 ];\ G,,`	 /��n G�� �� �$� #'�2%� 3�����H .�)� ��
f,0+!'X"� 3��?+ $� � . � � ) 3� � #%�� 	 G, ,`	 *- l_ �� 
�)� ��8%�.�r ��BX#��$��� *- �� ];\ �)�5  �) 3�

 #' #%��	 G,,`	 I,5�� *�AB �;�	 Tc$ ���)�.(�. . I\�	 I
*- *�,$�	�' G,,`	 �)� �. 3)�4 #(db /�,.��	 ��+���IX X

����+.� "� �)���8%�.�r SSCP�� 3��?+$�.
�)� SSCP M  � �)� �� X*�"�� Xy  $��' ��8%�  .�r 

|�. ����' /��b �. ) ��+$�#'���. e ,01	 G �� �� �� % 
���4 ���b 3��?+$� ���'.9���� "� T��)� SSCP � B ��) 

�.�r �)� *� AB �)� � . #%��	 G,,`	 {|�A`' X�8�� ��8%
I`Jb *�� � >� '�� I ��A� I . �d! � � ��5 � ,,[	 I_ ��
#' #' 9���� �B� ���.G �� I . I \�	 �. 9� ��� "� l db I �

#%��	 #.��DNA � $� 3� � 9� ��� ��8%� .�r �)� M� X
{|�A`' #%��	 ��. M� �$� #��� #.��.

�� I � #����A,. SSCP �� 8%� � ,,[	 �� #;.�� ' # +_�5 
G, ,`	 # $��. "� � `. X� ���� *��� >�'�� I��A� I. �d!�

*7 #%��	 �� CE�' X�B ����� �� ];\ Y�� i� )� �B I_
G+ ��� I . I \�	 �. I_� ��	�(��B *�! &�X{|� A+5� � \ 

I+��� R�+�' ��� .G�� �,r �� #+5 �� �$� GqA' X/��n
 #  %) I.��  ' ]  ;\ X��)��  ��H �  ,r ��  � )�(��B�  ��	� 

l1' �� ];\ "� #��� /)�?+' ��BCpG ���. ..I#	��d:
�� *�,$�	�' �4� l1' ��BCpG��� �b�) X���� � # ')2% 

���	�(��B ���. *�!q� .#$��. G���.��. � ��	�(��B 3)6 :
 3�����H �� G,(b�� C,E�	 �. �BX#'��� �' G+�� � I. ����	

��� MA� fB ];\.
];\ G+��� �. �+_�� ��B �IX I . 6+ d' *���A,. ���0`�� 

#(,��ABB3����� H �� G,(b�� #��$��� X� . *��� A,. �� B
 *�q'� ��+�,. �b� ) �:�$ �$� ���� . .I*� AB 3)6 : 

���@ �� 3���� I'�0' �� I�X��+_� � 3� ��_��;' �,%�	 IX 
"� # q� X���0`�� ���� : # ��� "�*� '�� # ' � ��..� .

 ��+_�� �� ];\ Y�� G+!��� IX �� 0`�� � '#*�� 	 � JH 
3���_��;' ")�. �" G,AE	 �� �B.];\ ����' �� *)� _ ��B

 *����H Z�~��~ �,,[	 �� ) f+HXG�� �(: I.G,k	)� � I_
��+_��IX  # ' I+H� $ Cb� � �� @ I . ��� 0`�� �� �X��

#�� #�`. I. �d!� *�. #�A�� f+!,$ ��	 l A1	 *7 ��B
 # A� ����� ,. G �� *� '�� � . ) �� � �� B��+_�� � . *��� A

���0`��X#+�7 l,q�	 >�A+5� .*7 I,(: �. 3���_ ��;' ��� � B
];\ ���$ "� �+�,. #' �B ���..

*7 �. 3)6:X#d $��' ��,! . #%� &%�' >�' ���A,. G�� 
] ;\ G, . �� d	�� #$��. ���. ) ��� A,. /� � � . � B 

) #�,k	)�� ��+H�$ # $��. ��� . #d $��' ��,! . >� ' 2,�
$� 3� 8��\ �� f ;' I�,'7 ��B�, G,k	)� � �� ��! 5 �� B

 #' I@�.�' ���.)�L.( . ] ;\ Y�� I� B �� 3� '7 � $�
��A,. X��� ' *��� A,. �� I_ �� I!��0' )� ���A,. /�� �.

 I`%�J')*7*7 ];\ I� I+$� �B#	� :6@� i ��. �� {6d b
#(,��ABB3�� ���24 ��. (���A,. /�� X����' �. e.�J'

�  � ���2  4 #(,��  AB *���  A,. #	�  :6@� i  ��. �� 3B

��.)S.(
];\ "� #&� I� G�� I. �g� 3� '7 � $� I. ���\ ��B

 I`%�J' G�� ��Missense #'/�� ,,[	 Y�� I. I\�	 �. X���.
 ��+�� � G,k	)� � ��+H� $ �� �,,[	 l1' )IX I ,\�	 I . X

#`$ ) I+H���� �,`�)���� 4 #.��"�� ���A,. /�� �.
���.��. F�� 3�4��� �. GX];\ #%�A+5� yb��: hJ $ �� �B

 ��+��� G,k	)��IX Y� � ) ��� A,. /� � IJ.�� ) ���0`�� 
],� ];\ ��4 #�,.��.

�� M � �)�) � . X� ��\ ] ;\ ����� *���A,. "� #&�
�`. G,A,	 �,	�k(��� "�. "�<��SO �, $���,'7 � ,`b�' �� 

<KS#A� �)� �,$���,'7 G�� �� ��,,[	 X�� ��� �. #%) �B�
 I �,'7 �,$� �� IA	�H *)�� ����� I. ���' XZ�~��~ �,,[	

<LKG�� # ' G,k	)� � �� �)� . G �� I . I \�	 #%�� 	 I �
*)�_ ��B<KS )<L�/��n I. GATTCA #'� . � ��.

 I. #%��	 G�� G,A,	 i� �)�) GATTTCA#' �,,[	 � .�� .(
�� )� �� ���)" *�  ��� *)�  � ��  ��� ��  A,. G  �� G,  '

 # ' G,k	)� � Cb�� l,&�	 yd$ X#&,+,%�	�� *� ,. ) �� �
#(,��AB ���A,. I. ���' Cb�� G,k	)��B#' ���� ���4 .

I ,5�� �� ] ;\ I� ����' �;�	3' UTR��� �)� *- X
"�. �,,[	T 31440 A ���2 4 *���� 	 ] ;\ G �� I_ ��. 

�$� 3��� .I+��� G,�~ #5�� � �� � ,,[	 ")� . >� A+5� ��
�# (� ]���) �� I� #��B��+��� �4�$�� *�, $�2��'XI %�d�� 

Poly A#' �%�H� ��������;+�� �� 3'#' j�J' ���A� .G��
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��+��� #%�&%�' 2,%��7IX #(,��AB )BT4�� #A��� *�	�H *���&AB )

��

I. �� #?(+E' ���H I%�d��mRNA#' I (A\ "� I � � B�X
>�  0+�� l,;!  	mRNA "� #�  `. �  ,d�	 Xf  $6��+,$ I  . 
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Abstract 
Background and Objectives 
Hemophilia B, Christmas disease, is an X-linked recessive bleeding disorder caused by the 
functional deficiency of blood coagulation factor IX (FIX). The disease is caused by 
heterogeneous mutations in the factor IX gene (factor IX). FIX is a vitamin K-dependent 
glycoprotein that plays a key role in the coagulation cascade. The aim of this study was to 
make molecular analysis of factor IX gene and evaluate genotype-phenotype correlation in 14 
hemophilia B patients from Khorasan Razavi province. 
 
Materials and Methods 
Fourteen unrelated hemophilia B patients were included in the study. The patients had high 
PTT, normal PT, low factor IX activity (less than 30%), and normal FVIII activity. After 
obtaining informed consent, genomic DNA was extracted from the peripheral blood leukocytes 
by standard methods. Polymerase chain reaction (PCR) and single strand conformation 
polymorphism (SSCP) were performed to obtain a full scan of all functionally important 
regions of the FIX gene. DNA sequencing was done on samples with a definite band shift in 
SSCP. In addition, Haplotypes were constructed using four markers (DdeI, TaqI, MnlI and 
HhaI). 
 
Results 
The sequencing results showed 9 missenes mutations, 3 stop codons, and 1 insertion. Two of 
the mutations not having been reported in the database so far were novel. Malmo 
polymorphism (Ala148Thr) was found in two patients. 

Conclusions 
This study confirms the heterogeneity of factor IX gene mutations in northeast hemophilia B 
patients. The obtained data could be used both in tracking female carriers in families and in 
making decisions about prenatal diagnosis. 
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