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 استان اصفهان  Bانعقادي در بيماران هموفيلي  IXهاي ژن فاكتور  شناسايي جهش

 و تعيين توالي SSCPبا استفاده از روش 
  

 ، 8، دكتر سيروس زينلي4، ليلا كوكبي3، شهرام سميعي9پور ، دكتر مرتضي كريمي1آبادي دولت عصمت كمالي
 7، دكتر حميدرضا هورفر6نفيسه نفيسي

 
 

 هچكيد
 و هدف سابقه 

 IXكه در اثر كاهش مقدار و يا نقص عملكررد فراكتور    استيك بيماري وابسته به جنس مغلوب  Bهموفيلي 
جهرش در نرواحي   . اگروون اسرت   5كيلو باز، داراي  34انعقادي به طول  IXژن فاكتور . دهد انعقادي رخ مي

 . گردد مي Bهموفيلي انعقادي و بيماري  IXانعقادي سبب نقص در پروتئين  IXمختلف ژن فاكتور 
اسرتان افرفهان و   در  Bانعقادي بيماران مبتلا به همروفيلي   IXتعيين جهش در ژن فاكتورهدف از اين مطالعه 

 .اين بيماران بود يافتن ارتباط بين ژنوتيپ و فنوتيپ
 ها مواد وروش

 94ژنوميرك   DNA. ندها به روش غير تصادفي آسان انتخاب شد نمونه. مطالعه انجام شده از نوع توفيفي بود
اففهان، طبق روش استاندارد استخراج ( اميد)مراجعه كننده به بيمارستان سيدالشهدا Bبيمار مبتلا به هموفيلي 

ها و نواحي مهر    اكريل آميد در شرايط غير تقليب كننده براي كليه اگوون بر روي ژل پلي  SSCPو  PCR. شد
، حركت آن روي ژل در مقايسه با كنتررل نرمرال   SSCPايي كه در ه نمونه. بيماران انجام گرفت IXژن فاكتور 

افوارهراي   هاي به دسرت آمرده برا نررم     توالي. متفاوت بود، انتخاب و به روش خت  زنجيره تعيين توالي شدند
 .  يت و كروماس تجويه شدنددبايوا
 ها يافته
% 9/4و  deletionها از نروع   جهش nonsense ،7/16%ها از نوع  جهش% missense ،3/5ها از نوع  جهش% 8/07
هاي به دست آمده ناهمگن  جهش. مرفيس  مالمو در يك بيمار مشاهده شد پلي. بودند insertionها از نوع  هشج

 Bرخ داده بود كه با نتايج موجود در بانك اطلاعاتي بيماران هموفيلي  5ها در اگوون  بوده و حدود نيمي از آن
به دست آمد ( C31088G ،C30857G، A17690C ،C6460G)جهش جديد 4قيق در طي اين تح .مطابقت داشت

 .كه تاكنون گوارش نشده بود
 نتيجه گيری
هاي اين بيماران  توان در تشكيل يك بانك اطلاعاتي كشوري و نيو مشاوره ژنتيك در خانواده ها مي از اين يافته
 . استفاده كرد

 جهش،  B ،SSCPهموفيلي  :ات كليديكلم
 

 72/11/48   :دريافت تاريخ 
 48/  74/6  :تاريخ پذيرش 

 
   مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايرانكارشناس ارشد هماتولوژي ـ  -1
 16168: ـ كدپستي 66خيابان پاستور ـ پلاك هاي بيولوژيك ـ استاديار انستيتو پاستور ايران ـ  فرآورده PhD: مؤلف مسؤول -7
 كز تحقيقات سازمان انتقال خون كارشناس ارشد بيوشيمي ـ مر -6
 كارشناس ارشد سلولي و مولكولي ـ انستيتو پاستور ايران -8
8- PhD ژنتيك انساني ـ استاديار انستيتو پاستور ايران 
 كارشناس سلولي و مولكولي ـ انستيتو پاستور ايران -6
 پزشك عمومي ـ بيمارستان سيدالشهدا اصفهان -2
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  مقدمه 
ك بيماري خـونريزي دهنـده وابسـته بـه     ي ،Bهموفيلي     

باشد  تولد مذكر مي 78222در هر  1جنس مغلوب با شيوع 
 IXكه با كاهش خفيف، ملايم و يا شـديد فااليـت فـاكتور    

 68اناقـادي بـه لـول     IXژن فـاكتور  . اناقادي همراه است
اگــزون بــوده و بــر روي بــازوي بلنــد  4كيلــو بــاز، داراي 

(. 1-8)قـرار گرفتـه اسـت    72Xq. 1در ناحيه  Xكروموزوم 
پپتيــد تــك  اناقــادي، پلــي IXمحصــول نهــايي ژن فــاكتور 

ــره ــا    88اي  زنجي ــوني ب ــو دالت ــه و   818كيل ــيد آمين  6اس
،  Signal peptide  ،pre peptid)باشـد  مـي ( domain)منطقه
GLA  ،EGF1,2 – like domain  ،Active peptide  ،

Catalytic domain).  ــدام از ــر ك ــه  6ه ــيد منطق داراي اس
هـاي   كه در واكنش استاي  هاي مهم و محافظت شده آمينه

اناقادي، اتصـال   VIIگاماكربوكسيلاسيون، اتصال به فاكتور 
ها و فااليت كاتاليتيك نقش  پلاكت ،اناقادي VIIIبه فاكتور 

اين پروتئين به همـراه  (. 1-2)باشند مختص خود را دارا مي
نقـش مهمـي در اناقـاد    ساير فاكتورها در آبشـار اناقـادي،   

 (. 1-6)خون دارد
 ايـن ژن  (coding)هر گونه جهش در نواحي رمز گردان    

، (insertion)ورود يـك نوكلئوتيـد   ،(deletion)حذف شامل
 ،(missense)جهـش دگرمانـي   ،(nonsense)ماني جهش بي

منجر به نقص درعملكرد و يا كاهش ميزان پروتئين فـاكتور  
IX  بيماري از لريق (. 1-8)گردد ي ميبيماربروز اناقادي و

 62تـا   72(. 1، 6)شـود  زنان ناقل به فرزندان پسر منتقل مي
 de)موارد گزارش شده، به صـورت جهـش جديـد   درصد 

novo)     بوده و هيچ سابقه قبلـي در خـانواده وجـود نـدارد .
شيوع بيماري در تمام نقاط دنيا يكسان بوده و به نـوع نـداد   

هـاي پيـاپي در مفاصـل مـچ      زيري ـ خـون . باشد وابسته نمي
هاي غير قابل رويـت   ، هماتوملگندست، زانو، شانه، آرنج، 
همـاووري،   ،شـود  اي ايجـاد مـي   كه گاهي بدون هيچ ضربه

اي از  هـاي داخـل جمجمـه    خونريزي از مخاط و خونريزي
ترين مشكلاتي است كه بيماران با آن روبرو بـوده و از   مهم

ت فو  بايـد بـه عـوار     علاوه بر مشكلا. برند آن رنج مي
تشـكيل  )هـاي نگهدارنـده در ايـن بيمـاران     ناشي از درمـان 

منتقلـه از  عفـوني  هـاي   هاي مهار كننده و بيمـاري  بادي آنتي
هاي منتقله به بيمـاران   ترين بيماري از مهم. اشاره كرد( خون

توان به هپاتيـت   دارنده است، مي هاي نگه كه ناشي از درمان
B هپاتيــت ،C  وHIV از ديگــر  (. 1، 6-4)نمــود اره اشـ ـ

 ،مواردي كه بايد در اين گروه از بيمـاران مـد نظـر داشـت    
هاي بيمارسـتاني بـه    هاي بالاي درماني و اشغال تخت هزينه

هــاي درمــاني مــدون در منــزل  دليــل عــدم داشــتن برنامــه
 ،Bهاي ژنتيكـي نظيـر همـوفيلي     در مورد بيماري(. 6)است

شد و اولـين گـام بـراي    با گيري پيشگيري مي بهترين موضع
شناسايي جهـش در افـراد مبـتلا در     ،به اين موضوع رسيدن

هم اكنـون در  . هاست خانواده و شناسايي ناقلين در خانواده
وجـود دارنـد كـه     Bو  Aبيمار هموفيلي  6861 ،كل كشور
 و ميليارد تومان فقط صـرف وارد كـردن داروهـا    88سالانه 

ز اللاعـات بـه دسـت    ا. شـود  ها مي فاكتورهاي اناقادي آن
توان براي تايين ناقلين و تشـخيص   آمده در اين تحقيق مي

 . (12، 11)استفاده كرد Bپيش از تولد موارد هموفيلي 
 IXهاي ژن فاكتور  شناسايي جهش ،هدف از اين تحقيق    

اسـتان اصـفهان    Bبيمار مبتلا بـه همـوفيلي    78اناقادي در 
 . بوده است

 
  هاروش مواد و 

در ايـن مطالاـه   . بـود توصيفي لاه انجام شده از نوع مطا    
باد از هماهنگ كردن با كانون همـوفيلي اسـتان اصـفهان و    

، بيماران به بيمارسـتان  Bفراخوان بيماران مبتلا به هموفيلي 
سيدالشهداي اصفهان مراجاه كـرده و از آنـان مصـاحبه بـه     

هاي اللاعاتي مربوله تكميل شـد و پـس از    فرم. عمل آمد
با توجه به ايـن كـه افـراد خويشـاوند      رفتن رضايت نامه،گ

غير  Bبيمار هموفيلي  78 باشند، هاي مشابه مي داراي جهش
وارد اين  گيري غير تصادفي آسان به روش نمونه خويشاوند

خون سـياهرگي از بيمـاران بـه     ليتر  ميلي 12. مطالاه شدند
قـاد  هاي حاوي مـاده ضـد انا   لور جداگانه گرفته و در لوله

EDTA در تمامي بيماراني كه وارد اين مطالاـه  . ريخته شد
تـر از حـد لبياـي و     اناقادي پايين IXسطح فاكتور  ،شدند

ها لبياي بـوده و تحـت درمـان بـا      آن VIIIفااليت فاكتور 
 . اند اناقادي نيز بوده IXفاكتور 

 
 : DNAاستخراج 

    DNA  خـون وريـدي بيمـاران پـس از ليز و شستشوي 
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 انعقادي بيماران هموفيلي IXبر روي ژن فاكتور  SSCPبه كار رفته براي  آغازگرهايمشخصات : 1جدول 
 

 ناحيه آغازگر *نوكلئوتيد سكانس bpسايو  نگيلنيآ

C8/86  764 gaagtaaatacagctcagcttg  
attctatgctctgcatctga 

-79 to -57 
196-176 

FIX11 
FIX12 

 Promoter 
& Exon I 

C88 784 cttttttgctaaaactaaag  
attctatgctctgcatctga 

6285-6304 
6533-6514 

FIX21 
FIX22 

        Exon II 

C84 781 taaaagataggaaatcaatacc 
ttagagggttggactgatct 

6510-6532 
6753-6733 

FIX31 
FIX32 

        Exon III 

C67 788 atcccaatgagtatctacaggg 
gtttcaacttgtttcagaggg 

10311-10332 
10565-10545 

FIX41 
FIX42 

        Exon IV 

C82 787 ccatgtactttttagaaatgc 
gctgaagtttcagatacaga 

17607-17627 
17849-17830 

FIX51 
FIX52 

        Exon V 

C86 726 gccaatgagaaatatcagg 
ccagttttgacacaccatc 

20317-20335 
20596-20578 

FIX61 
FIX62 

        Exon VI 

C62 787 gcctattcctgtaaccagcacac 
gagctagtggtgctgcagat 

29954-29976 
30196-30177 

FIX71 
FIX72 

        Exon VII 

C62 776 ttaggtcagtggtcccaagtag 
taagggttcgtccagttccaga 

30735-30756 
30958-30937 

FIX81 
FIX82 

   Exon VIII 

C61 768 ctcaccacaactacaatgcag 
tcggtcaacaagtggaactctaagg 

30885-30905 
31120-31096 

FIX83 
FIX84 

 

C61 722 cttcctcaaatttggatctggc 
tcccccactatctccttg 

31015-31036 
31222-31205 

FIX85 
FIX86 

 

C66 762 gctggcttccatgaaggagg 
agtgattagttagtgagaggccctg 

31172-31191 
31439-31417 

FIX87 
FIX88 

 

 
 (.18)باشد مي( .Yoshitake et al)و همكاران يوشيتاكا گذاري گذاري بازها بر اساس شماره شماره *
 

ــ  نمكــي اشــباع هــاي قرمــز لبــق روش اســتاندارد ولـگلب
(Salting out) باــد از تايــين (. 17، 16)اســتخراج گرديــد

غلظت و ارزيـابي خلـوب بـه روش اسـپكتروفتومتري در     
 . نگهداري شدگراد  درجه سانتي -72دماي 

 
 :  IXتكثير ژن فاكتور 

اناقادي هـر بيمـار شـامل     IXمنالق مختلف ژن فاكتور     
هاي شماره يك تا هشت و نواحي سر حـد   پروموتر، اگزون

ــزون ــرون اگ ــا و اينت ــره  ه ــنش زنجي ــيله واك ــه وس ــا ب اي  ه
هاي لراحي شده براي هـر ناحيـه   آغازگربا ( PCR)مراز پلي

-18)ور جداگانـه تكثيـر شـد   پس از بهينـه سـازي، بـه ل ـ   
 822مواد وارد شده در اين واكـنش شـامل   . (1جدول ()17

ــانوگرم از  ــار،   DNAن ــر بيم ــومي ه ــول از  12ژن ــو م پيك
، (جنـوبي   پرايم ـ كـره  )هاي بالا دست و پايين دستآغازگر
ميكرو مولار  722با غلظت ( وش ـ آلمان رُ) dNTPمخلوط 
MgCl2   ــت ــا غلظ ــافر   7ب ــولار، ب ــي م ــزيم  x12ميل و آن

SmarTaq DNA polymerase(ســيناژن ) ــا غلظــت  8/2ب
برنامه بهينـه شـده   . ميكروليتر بود 78واحد در حجم نهايي 

 : شكل زير بودبه  PCRبراي 

 82درجه  88-66ثانيه،  88درجه  68دقيقه،  8درجه  68    
 27، (بهينه شـده بـراي نـواحي مختلـف     لينگيآن دماي)ثانيه

پـس از تكثيـر هـر    . يكل انجام شدس 62ثانيه كه  68درجه 
 42با ولتـاژ  % 7بر روي ژل آگارز  PCRمحصولات  ،ناحيه

آميـزي بـا    دقيقه الكتروفورز شد و باد از رنـگ  88به مدت 
( UV)اتيــديوم برومايــد تحــت تــابش نــور مــاورا  بــنفش 

 . مشاهده شدند
 

Single Strand Conformation Polymorphism(SSCP) : 
مينـان از مناسـب بـودن محصـولات     پس از حصـول ال     

PCR ،   آزمايش غربـالگريSSCP     بـر روي كليـه قطاـات
تكثير يافته بيماران به لور جداگانه همراه بـا كنتـرل نرمـال    

ــت  ــام گرف ــام  (. 16)انج ــراي انج ــر   SSCPب ــه روش غي ب
ــور ــولات  8 ،اديواكتيـ ــر از محصـ ــا  PCRميكروليتـ  17بـ

، %68يـد  مكه شـامل فورما  SSCPميكروليتر بافر مخصوب 
ميلي  EDTA 12 و درصد 28/2برموفنل بلو و زايلن سيانل 

هـا،   كردن نمونـه  واسرشتهبه منظور . مولار بود مخلوط شد
 8بـه مـدت   گـراد   درجـه سـانتي   68مخلوط فو  در دماي 

. دقيقه انكوبـه شـده و سـرياابر بـر روي يـخ منتقـل گرديـد       
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توســط ســرنگ هــاميلتون بــه  شــده واسرشــتههــاي  نمونــه
پلي اكريل  واسرشتههاي تابيه شده بر روي ژل غير  واهك
/1آميد 

ساعت  12منتقل شده و به مدت % 12، 1/76يا  8/62
گراد الكتروفـورز   درجه سانتي 8ولت در دماي  822با ولتاژ 

 1/2ژل به روش نيترات نقره  ،باد از اتمام الكتروفورز. شد
 . آميزي شد درصد به ترتيب زير رنگ

فـيكس شـده و   % 82و اتانل % 8اسيد استيك  ابتدا ژل با    
باـد از  . آميـزي گرديـد   پس از شستشو با نيترات نقره رنگ

شستشو با آب مقطـر بـه منظـور ديـدن بانـدها از محلـول       
NaOH 8/1 % اســتفاده شــد و در پايــان بــا % 62و فرمــالين

 . استفاده از اسيد استيك واكنش متوقف گرديد
 

 :تايين توالي و آناليز
 band)هـا تفـاوت حركتـي    آن SSCPهايي كه در  ونهنم    

shift ) پـس از   ،نسبت به كنترل نرمال ديده شده بـودPCR 
با  PCRميكروليتر و تخليص محصول  722مجدد در حجم 
 (آلمان - كياژن)كياژن از ژل DNA تخليص استفاده از كيت

در تـوالي يـابي از   . به روش ختم زنجيره تايين توالي شدند
 . استفاده شد SSCP(فوروارد)بالادستهاي آغازگر
و  بايواديـت  افزارهـاي  هاي به دست آمـده بـا نـرم    توالي    

اناقـادي بـه    IXشده و سپس با ژن فاكتور  كروماس تجزيه
تطبيــق داده شــده و  Fasta3 و Blast افزارهــاي وســيله نــرم

تغيير باز مربوله، حذف و يا ورود نوكلئوتيـد بـه سـكانس    
هاي به دست آمـده   جهش. (12، 14)داصلي ژن به دست آم

مقايسـه و   Bبيماران با بانـك اللاعـاتي جهـش همـوفيلي     
 . موارد گزارش نشده مشخص شدند

     
 يافته ها

انجام  Bبيمار مبتلا به هموفيلي  78تحقيق فو  بر روي     
 11هاي بيمـاران،   نامه  در اين مطالاه با توجه به شجره. شد

مـورد فـرم فاميليـال     16 و ريمورد فـرم اسـپوراديك بيمـا   
مورد هيچ مـدركي دال بـر نـوع     7در . بيماري را دارا بودند

 . اسپوراديك و فاميليال در دسترس نبود
 

 : PCRنتايج 
 كليه نواحي  ،بيمار وارد مطالاه شده 78بيمار از  76در     

براي يك بيمار عليرغم . اناقادي تكثير گرديد IXژن فاكتور
تكثيـر شـد و    6تـا   1هـاي   فقط اگـزون هاي مختلف  كنترل
 (.1شكل )تكثير نشدند 4و  2هاي  اگزون

 
 
 
 
 
 

سرایو   5ف رردیر . bp 242ه طرول  ربر  0وون راگ PCR: 1شکل 
 .ای که حرفف در ایرن اگروون دارد    نمونه 6ردیف ، kb 1 مارکر

 کنترل منفی 0ردیف 
 

 : SSCPنتايج 
بيمـار،   7در  1مربوط به پروموتر و اگزون  SSCPنتايج     

 7در  8بيمـار، اگـزون    1در  8بيمار، اگـزون   6در  7اگزون 
بيمـار الگـوي    17در  4بيمار و اگزون  7در  6بيمار، اگزون 

شـكل  )حركتي متفاوتي را نسبت به كنترل نرمال نشان دادند
تغيير حركتي در هيچ كـدام از  بيمار،  SSCP 7در (. الف -7

نيامد كـه بـراي   به دست  IXنواحي مورد بررسي ژن فاكتور
. به دست آوردن جهش بايستي كل ژن تايـين تـوالي شـود   

بـا  هـا   در بـه دسـت آوردن جهـش    SSCPحساسيت روش 
مواردي كه در الگـوي  )استفاده از فرمول نسبت موارد مثبت

( ها نسبت به كنترل نرمال تغييري مشاهده گرديد حركتي آن
، 122در  به كـل جمايـت هموفيـل مـورد بررسـي ضـرب      

 .محاسبه شد% 61حدود 
  
 
 
 
 
 
 

 های قابل و باند شیفت 2اگزون  SSCP: الف -2شکل 
 باشد کنترل نرمال می 7ردیف . 4و  3و  2های  فییت در ردؤر

 
 : DNAنتايج تايين توالي 

 ن توالي به همراه شدت بيماري،ـل از تاييـج حاصـنتاي    

1     2     3     4     5     6      7  

 Bp787
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 استان اففهان Bنعقادي بيماران هموفيلي ا IX هاي به دست آمده در ژن فاكتور جهش: 9جدول شماره 
 

  شدت بيماري CpG جهش + تغيير اسيد آمينه منطقه درگير نوع جهش
 -Promoter - A 13G N Mild 1 
 -Promoter - A 13G N Mild 7 

Missense Propeptide R-4 W C 6364 T Y Severe 6 

Nonsense 
Signal peptide 

Propeptide R 29 X A 192 G 

C 6425 T Y Severe 8 

Missense Propeptide R 29 G C 6460 G Y Mild 8* 

Deletion EGF1  Del A 10371 N Severe 6 
Missense EGF2 N 92 T A 17690 C N Severe 2* 

Malmo polymorphism  
Nonsense EGF2 A 148 T 

R 116 X 
G 20422 A 

C 17761 T Y Severe 4 

Deletion Active peptide - Del A 20293 N Mild 6 
Deletion Active peptide Frame shift Del A 20365 N Mild 12 
Missense Catalytic domain Q 246 E C 30857 G N Mild 11* 

Missense Catalytic domain R 248 X C 30863 T Y Severe 17 
Missense Catalytic domain R 248 Q G 30864 A Y Severe 16 
Missense Catalytic domain R 248 Q G 30864 A N Mild 18 
Missense Catalytic domain Y 259 C A 30897 G N Mod 18 
Nonsense Catalytic domain R 333 X C 31118 T Y Severe 16 
Missense Catalytic domain R 333 Q G 31119 A Y Severe 12 
Missense Catalytic domain R 333 Q G 31119 A Y Severe 14 
Missense Catalytic domain R 333 Q G 31119 A Y Severe 16 
Missense Catalytic domain L 323 V C 31088 G N Mild 72* 

Insertion Catalytic domain Frame shift Ins T 31140 N Mod 71 
Deletion Catalytic domain - Del g & h? Y Severe 77 

 
  CpG : منالق پرخطر براي جهش 
 . باشد كه در بانك اللاعاتي هموفيلي تاكنون گزارش نشده است هايي كه با ستاره مشخص شده است جهش جديد مي  شماره *
 . باشد مي15Yoshitade et al. 1985 گذاري بازها بر اساس  شماره+ 

Mild  : ،شدت بيماري خفيفSevere  : ،بيماري شديدMod  :توسط شدت بيماري مA. Y: Yes, N: No  : ،باز آدنينG  :   ،بـاز گـوانينC  :  ،سـيتوزينT  :
 .Del: deletion ،Ins: insertion. تيمين

R  : ،آرژنيـنW  : ،تريپتوفـانG, Stop Codon: X  : ،گلايسيـنN  : ،آسپارژيــنT  : ،تريپتوفـانA  : ،آلانينQ  : ،گلوتامينE  :  ،گلوتاميـكY  :  ،ترئـونين
C  :تئينسيس ،V  :والين 

Missense  :موتاسيوني كه سبب تغيير اسيد آمينه شده است .Nonsense :موتاسيوني كه سبب ايجاد كدون خاتمه گرديده است . 
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نوع جهـش، جايگـاه جهـش، تغييـر اسـيد آمينـه و منطقـه        
 .خلاصه شده است 7پروتئيني درگير در جدول 

دست آمده هاي بـه  جهـت حصـول المينـان از جهـش    
ها جديد بودند مجددابر تايين تـوالي   هايي كه جهش آن نمونه
 (.ب -7شكل )شدند

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 سیتوزین به تیمین نمونه بیمار که تغییر باز : ب -2شکل 
 .شد -4تغيير اسيد آمينه آرژنين به تریپتوفان در موقعيت   سبب

 
هـاي بـه    بيشـتر جهـش   ،شود همان گونه كه مشاهده مي    

در يكـي از بيمـاران   . باشد مي  missenseآمده از نوع دست 
علاوه بر جهش ايجاد كننده بيماري، تغييـر بـاز گـوانين در    

سـبب تغييـر اسـيد    ( G 20422 A)به آدنـين  72877جايگاه 
اين تغييـر  . به ترئونين شده بود 184آمينه آلانين در جايگاه 
يـن  ا. باشـد  مالمو مشهور مي مورفيسم جهش نبوده و به پلي

اولين بار در كشور سوئد شناسايي شده و تنها  مورفيسم پلي
 IXمرفيسمي است كه در نواحي رمز گـردان ژن فـاكتور   پلي

هـاي بـه دسـت     مورد از جهش 8(. 6)افتد مياتفا  اناقادي 
ها  اين جهش. ندتاكنون گزارش نشده بود بودندآمده جديد 
 C6460G ،A17690C ،C30857G ،C31088G: عبارتند از

 
 بحث
هـاي   هموفيلي جزو بيماري ،يهاي ژنتيك بيمارياز ميان     

با توجه بـه  . باشد شايع و با هزينه بهداشتي ـ درماني بالا مي 
اين كه عوار  بيماري زياد بوده و فالابر درمان قطاي براي 

هاي موجـود نگهدارنـده بـوده و ژن     درمان)آن وجود ندارد
زمـايي بـاليني قـرار    درماني براي آن در فـاز يـك و دو كارآ  

اهميت پيشگيري از بيماري خود را به وضـو  نشـان   ( دارد
گيـري در   بهتـرين موضـع   ،جهـت پيشـگيري  . (16)دهد مي

تايين ناقلين، تشـخيص قبـل از    ،هاي ژنتيكي مقابل بيماري
بـا  . باشـد  تولد و جلوگيري از به دنيا آمدن فـرد مبـتلا مـي   

ه بـه جـنس   توجه به اين كه هموفيلي يـك بيمـاري وابسـت   
مغلوب است و بيماري از لريق زنـان ناقـل بـه پسـران بـه      

رسد بنابراين بـراي پيشـگيري از بيمـاري بايسـتي      ارث مي
براي شناسايي زنـان ناقـل دو راه   . زنان ناقل شناسايي شوند

 :وجود دارد
ــر اســتفاده از   اســتفاده از روش -1 ــر مســتقيم نظي هــاي غي

 RFLP(Restriction Fragmentرفيـك  وم ماركرهـاي پلـي  

Length Polymorphism) ،SNP(Single Nucleotide 

Polymorphism ) وVNTR(Variable Number of 

Tandem Repeats) (76-72 .) 
روش مســتقيم مثــل تايــين تــوالي باــد از يــك روش   -7

 (.78)غربالگري يا بدون آن
رفيـك گويـايي   وم پلـي  يدر بسياري از مواقـع ماركرهـا      

باشـد كـه در    اري به صورت تك موردي مينداشته و يا بيم
در روش . اين صورت تايين جهش خـانواده الزامـي اسـت   

يا كل ژن تايـين تـوالي شـده و يـا بـا اسـتفاده از        ،مستقيم
هاي غربالگري حدود جهش در ژن را شناسايي كرده  روش

بـا توجـه   (. 6)شود و سپس تنها همان ناحيه تايين توالي مي
در كـل ژن   IXد در ژن فـاكتور هاي موجـو  به اين كه جهش

پراكنده بوده و جهش شاياي كه تاداد زيادي از بيمـاران را  
اناقـادي   IXپوشش دهد وجود ندارد، لـذا كـل ژن فـاكتور   

 روشيـك   SSCP. بيماران بايد مـورد بررسـي قـرار گيـرد    
ارزان، در دسترس و با قدرت مانور بـالا   غربالگري مناسب،

روش لـذا از ايـن   . اي ندارد تهبوده و نياز به امكانات پيشرف
اناقادي بيمـاران   IXهاي ژن فاكتور جهت غربالگري جهش

 روشاسـاس ايـن   . وارد شده در اين تحقيق استفاده گرديد
اي  هاي تك رشـته  زنجيره( Conformation)بر شكل فضايي

DNA بسـته بـه تـوالي     ،ايـن سـاختار ثانويـه    .استوار است
مساله سبب تفـاوت حركـت   نوكلئوتيدها، تغيير يافته و اين 

در الكتروفورز قطاـات در شـرايط غيـر تقليـب كننـده ژل      
و يــا هــر روش  SSCPپــس از انجــام (. 17-18)گــردد مــي

اي  مامولابر تايين تـوالي روي همـان قطاـه    ،غربالگري ديگر
هـاي كنتـرل نرمـال نشـان      كه تغيير حركت نسبت به نمونه

 . شود دهد انجام مي مي
هـاي   تكرار پذيري آزمـايش براي بررسي در اين مطالاه     

SSCP،  ونانچه تفاوت حركتي در نمونه يك بيمار مشاهده
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شد از آن نمونه در دفاـات باـدي آزمـايش بـه عنـوان       مي
و در تمامي مـوارد تغييـرات    گرديد كنترل مثبت استفاده مي
مامولابر تايين  ،SSCPپس از انجام . حركتي تكرار پذير بود

انجام شد، مگر  آغازگرهانظر با يكي از  توالي قطاات مورد
هاي جديد كه تايين توالي به جهـت تاييـد دو    در موتاسيون

با توجه به اين كه قبل از انجام توالي يابي . بار انجام گرفت
DNA، مامولابر يـك   ،يك روش غربالگري انجام شده است

 . بار توالي يابي كافي است
اناقادي بيماران مبـتلا بـه    IXهاي فاكتور  با يافتن جهش    

هـاي بيمـاران بـا     ، شناسايي نـاقلين در خـانواده  Bهموفيلي 
عـلاوه بـر آن   . پـذير اسـت   سرعت و دقت بيشـتري امكـان  

مـدل مولكـولي بسـيار مناسـبي بـراي       Bبيماري همـوفيلي  
هـا بـا شـدت بيمـاري و سـاختار       بررسي ارتباط بين جهش

سـيدهاي آمينـه   پروتئيني و نيز مدل مناسبي بـراي بررسـي ا  
ــاه ــم در جايگ ــ مه ــاي حس ــه  اه ــروتئين مربول ــراي پ س ب

 (.78)باشد مي
نوع جهش به دست آمده در هر بيمار با شـدت بيمـاري       

كـه  ( Genotype-Phynotype Correlation)او مقايسـه شـد  
مطابق با موارد گـزارش شـده در بانـك اللاعـاتي بيمـاران      

 . (78)هموفيلي بود
هـاي   قبلـي كـه روي اسـيد آمينـه    مطالاات مدل سـازي      

اهميت ايـن   ،اناقادي انجام شده IXمختلف پروتئين فاكتور
نظر به اين كه باضي از . ها را مشخص كرده است اسيدآمينه
 missense ،هاي جديد به دست آمده در اين مطالاـه  جهش
با توجه به نوع تغييرات و محل تغيير در سـاختار   ،باشند مي

 ـ IXپروتئين فاكتور ه توجيـه وضـايت پرداختـه و سـاي     ، ب
بنـابراين بـا ديـدگاه    . گردد شدت بيماري ارزيابي گـردد  مي

هاي جديد در  فو  ساي گرديده كه عواقب احتمالي جهش
اناقادي و رابطه شـدت بيمـاري و    IXسطح پروتئين فاكتور

 . بيني گردد نوع جهش پيش
 كه منجر بـه  هرخ داد C 6460 Gتغيير باز  ،در يك بيمار    

 گرديده 76تغيير اسيد آمينه آرژنين به گلايسين در موقايت 
آرژنين در ايـن ناحيـه جـزو    (. جهش جديد()R29G)است
گانـه بحـران    6هاي شديدابر محافظـت شـده نـواحي     آرژنين
گامـا  اسيدهاي آمينه واقع در اين منطقه پـس از  (. 76)است

بـه   IXaنقـش حيـاتي در اتصـال فـاكتور      ،كربوكسيلاسيون

دارند، لذا جهش در اين ناحيه منجر بـه ايجـاد فـرم    كلسيم 
در بانـك اللاعـاتي   . گـردد  مـي  Bشديد بيماري همـوفيلي  

كه به ايجاد كـدون خـتم    Tبه  Cتغيير  ،Bبيماران هموفيلي 
بـه دسـت     گزارش شده است اما تغيير اسيد آمينه ،گردد مي

 . آمده در اين مطالاه قبلابر گزارش نشده است
سبب تغييـر اسـيد آمينـه     A17690Cر تغيير در يك بيما    

 8اگـزون   67در جايگـاه  ( Thr)به ترئونين( Asn)آسپارژين
سبب نقص در  67تغيير در جايگاه (. جهش جديد)شده بود

Glu. گـردد  مـي  Xاناقادي به فاكتور  IXاتصال فاكتور 
و  78

Arg
اناقادي سبب برقراري ارتباط بـين دو   IXدر فاكتور  94

 IXكـه ايـن ارتبـاط در واكـنش فـاكتور       شـده  EGFمنطقه 
ضـروري  بسـيار   VIIIaاناقادي بـا زنجيـره سـبك فـاكتور     

در  Argتغيير در اسيد آمينه بسيار نزديك به (. 72-76)است
ايـن جهـش   . تاثير نيست بر روي اين تداخل بي 68جايگاه 

 .فرم شديد بيماري شده بود سبب ايجاد
تغييـر   ،C 31088 Gدر يك بيمار به دليل جهش در بـاز      

اي از همـان   تبديل اسيد آمينه به اسـيد آمينـه  )محافظه كارانه
 L 323)به والـين  676اسيد آمينه لوسين در محل ( خانواده

V ) رخ داد كه سبب ايجاد فرم خفيف بيماري در اين بيمار
 (.جهش جديد)شده بود

موجـب تغييـر اسـيد     G 31119 Aبيمار تغيير بـاز   6در     
(. R 333 Q)شـد  666ين به گلوتامين در موقايت آمينه آرژن

. جهش اين بيماران سبب تغيير اساسي در اسيد آمينه گرديد
در لي اين تغيير با كاهش بار اسيد آمينه، تـداخل مسـتقيم   

از بين رفته و تمايل فـاكتور   VIIIaاين اسيد آمينه با فاكتور 
IXa  به فاكتورVIIIa سبب هموفيلي شـديد   و كاهش يافت
در بانك اللاعاتي بيماران مبتلا به (. 72)ر اين بيماران شدد

هاي گزارش شده در اين ناحيه بـا   تمام جهش ،Bهموفيلي 
هاي بـه دسـت آمـده در     يافتهبا  بود وبيماري شديد همراه 

 . اين تحقيق مطابقت دارد
هـاي متاـدد همـراه بـا      در يك بيمـار عليـرغم آزمـايش       

بنـابراين  . تكثير نشـد  4و  2ي ها اگزون ،هاي مختلف كنترل
فر  بر اين گذاشته شد كه اين بيمار داراي حذف در اين 

هـاي بيشـتر، نظيـر     باشد كـه نيازمنـد بررسـي    دو اگزون مي
در ايـن بيمـار   (. 71)است(Southrn blot)گذاري ساترن لكه

بسيار بيشتر از حد عادي بود كـه نشـان    IXمصرف فاكتور 
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در . باشـد  ه در خون بيمار ميدهنده احتمال وجود مهاركنند
احتمال وجـود مهاركننـده    ،IXموارد حذف ژني در فاكتور 

 . است% 12بالاتر در حدود 
دهد و رجـوع بـه    هاي فو  نشان مي همان گونه كه يافته    

كنـد، ونانچـه    بانك اللاعاتي بيماران نيـز آن را تاييـد مـي   
بـه  جهش در يكي از منالق نه گانه بحران رخ دهد و منجر 

اي از خانواده  آمينه به اسيد آمينه  تغيير اسيد)تغييرات اساسي
تغيير اسـيد  )يا محافظه كارانه( ديگر با خصوصيات متفاوت

اي از همـان خـانواده بـا خصوصـيات      آمينه به اسـيد آمينـه  
اسيد آمينه شود و يا اين كه جهش در سـاير منـالق   ( مشابه

ناحيـه گـردد،   ژن منجر به تغييرات اساسي اسـيد آمينـه آن   
منـالق بحـران   (. 6)شـود  بيماري حاصله از نوع شـديد مـي  

بوده و جهش در اين  GCباشد كه غني از  منالقي از ژن مي
 (. 62-67)منالق به سن مادري بستگي دارد

هـاي   دهد كه جهـش  نشان مي 7رجوع به جدول شماره     
اناقـادي   IXدر ژن فـاكتور   Bعامل ايجاد بيماري هموفيلي 

اين مساله نتايج تحقيقات  است واران ايراني پراكنده در بيم
ا را كــاملابر تاييــد  ـر كشورهـــران و سايـــي در ايـــقبلــ
از لرف ديگر همان گونـه كـه در مـوارد    . (66، 68)كند مي

هـاي سـاختاري    فو  توضيح داده شد، با توجه به پيچيدگي
ــاكتور  ــروتئين ف ــواحي فضــايي  IXپ ــتن ن ــادي و داش  اناق

اناقـادي رخ   IXهـايي كـه در ژن فـاكتور     مختلف، جهـش 
دهند، سبب تغييرات اسيدهاي آمينه خاصي شده و سبب  مي

شوند، كه فنوتيـ  حاصـله رابطـه     تنوع فنوتيپي مختلف مي
با رجوع به اللاعـات  . نزديكي با نوع و جايگاه جهش دارد

رابطـه فنوتيـ  و    ،ثبت شـده در بانـك اللاعـاتي بيمـاران    
 . گردد ر اين تحقيق تاييد ميژنوتي  به دست آمده د

 
 گيري نتيجه
هـاي عامـل ايجـاد     توان گفت كه جهش به لور كلي مي    

اناقـادي در بيمـاران    IXدر ژن فاكتور  Bبيماري هموفيلي 
هـاي   و سبب ايجاد بيمـاري بـا شـدت    استايراني پراكنده 
تفاوت شـدت بيمـاري بسـتگي بـه نـوع      . شوند مختلف مي

اناقـادي   IXختار پروتئيني فاكتورجهش و جايگاه آن در سا
 . دارد
 

 تشكر و قدرداني
اين لر  با حمايت شبكه پزشكي مولكـولي كشـور در       

. بخش بيوتكنولوژي انستيتو پاستور ايران انجام شـده اسـت  
نويســندگان ايــن مقالــه از همكــاران گــروه ژنتيــك بخــش 
بيوتكنولوژي انستيتو پاستور ايران و كانون هموفيلي اسـتان  

 . صفهان نهايت سپاس و امتنان را دارندا
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Abstract 
Background and Objectives 

Hemophilia B is an inherited recessive X-linked bleeding disorder caused by deficiency or 

defect of procoagulant factor IX (FIX). The factor IX gene spans 35kb of DNA and comprises 

of 8 exons. Mutations in the factor IX gene may result in deficient or defective coagulation 

factor IX causing the bleeding tendency known as hemophilia B. The aim of this study was to 

identify the causative mutations and genotype-phenotype correlation for mutations in some 

known patients with hemophilia B in Isfahan province.   

 

Materials and Methods 

After informed consent was obtained, genomic DNAs of 24 hemophilia B patients referred to 

Omid hospital were extracted according to standard protocols. PCR amplification and single 

strand conformation polymorphism (SSCP) on nondenaturing polyacrylamid gel were 

performed separately on each sample for eight exons and exon-intron boundaries and 

promoter. The results of SSCP were compared to normal control and sequencing was 

performed for those with different migration patterns.   

 

Results 

The sequencing results showed 70.8% missense mutation, 16.7% deletion, 8.3% nonsense 

mutation, and 4.2% insertion. Many of the mutations had occurred in exon 8; it came out to be 

similar to haemophilia B mutation database. Malmo polymorphism (Ala 148 Thr) was found in 

one family. Four novel mutations not previously reported in the database were also found.  

 

Conclusions 

This study confirms the marked heterogeneity of factor IX mutations in the population. The 

results could be used to develop a national database and offer genetic counselling to families.  
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