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 مقاله پژوهشي 

 
 خراسان رضوي Bانعقادي در بيماران هموفيلي  IXآناليز مولكولي ژن فاكتور 

 
 ،2، سيروس زينلي5هاشم ، سيد عبداله بني4، مجيد شهابي3، زهرا بديعي6، ليلا كوكبي1نرگس خاتون كريمي

 9پور  ي، مرتضي كريم7كاظم پريور 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

علت کاهش ه دهنده وابسته به جنس مغلوب است كه ب خونريزي ليك اختلابيماري كريسمس،  يا Bهموفيلي 
 IXژن فاكتور هاي مختلف در  بيماري ناشي از جهش. شود انعقادي ايجاد مي IXيا نقص عملكرد فاكتور  مقدار
ها و ياافتن ارتبااب باين     جهت ارزيابي طيف جهش IXژن فاكتور آناليز مولكولي  ،هدف از اين تحقيق .است

 .خراسان رضوي بود Bوتيپ در بيماران هموفيلي ژنوتيپ و فن
 ها روش مواد و

 DNA. از خراسان رضوي بررسي شدند Bبيمار هموفيل  14در يك مطالعه تجربي، به روش غير تصادفي آسان 

و  هاا  باراي كلياه اگازون    PCR .از خون محيطي استخراج گرديد salting outوسيله روش ه ژنوميك بيماران ب
هايي که  نمونه. انجام شد SSCP آزمايش،  PCRبيماران انجام و بر روي محصولات  IXاكتور ژن فنواحي مهم 

آميد در مقايسه با كنترل نرمال متفاوت بود انتخاب و باه روش خاتم    روي ژل اكريل ها ، حرکت آن SSCPدر 
 . ندتعيين توالي شد ،زنجيره

 ها يافته
 ها در صد جهش 1/63، (Missense)معني از نوع بد ها شدرصد جه 6/28از لحاظ توزيع انواع مختلف جهش، 

 در موجاود  نتايج با کهبودند ( Insertion)جايگذاري از نوع ها درصد جهش 7/7 و (Nonsense)معني از نوع بي
 تااكنون  و ندبود جديد آمده دست به هاي جهش از مورد 6 .داشت مطابقت B يهموفيل بيماران ياطلاعات بانک

 .بودند نشده گزارش Bي هموفيلي در بانک اطلاعات
 نتيجه گيری 

از . كناد  را در جمعيت شمال شرق كشور تاييد مي IXژن فاكتور هاي  ناهمگوني قابل توجه جهش ،اين مطالعه
تاوان   هاي اين بيماران و تشخيص قبل از تولد مي نث در خانوادهؤدر رديابي ناقلين م ،دست آمدهه اطلاعات ب

 .استفاده كرد
 IXفاكتور  ،موتاسيون،   B ،SSCPهموفيلي  :يديات كلكلم

 
 
 
 

 88/  02/4  :تاريخ دريافت 
 20/22/88  :تاريخ پذيرش 

 
دانشـااه ززاد اسـيمي وا ـد    گروه پزشكي مولكولي مركز تحقيقات بيوتكنولوژي انستيتو پاستور ايران و  سلولي مولكولي  ـشناسي  زيستـ دانشجوي كارشناس ارشد 2

 ت تهرانعلوم و تحقيقا
 گروه پزشكي مولكولي مركز تحقيقات بيوتكنولوژي انستيتو پاستور ايرانسلولي مولكولي ـ شناسي  زيستـ كارشناس ارشد 0
 فوق تخصص هماتولوژي و انكولوژي اطفال ـ دانشيار دانشااه علوم پزشكي مشهد  -3
4- PhD اي زموزشي انتقال خون مشهد و پايااه منطقه ن ايرانزوري پزشكي ـ استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خو زيست فن 
 ـ متخصص كودكان ـ دانشيار دانشااه علوم پزشكي مشهد5
 و مركز تحقيقات ژنتيك انساني كوثرگروه پزشكي مولكولي مركز تحقيقات بيوتكنولوژي انستيتو پاستور ايران ژنتيك پزشكي ـ  PhDـ 6
 دانشااه ززاد اسيمي وا د علوم و تحقيقات تهران  ادياراستشناسي سلولي و تكويني ـ  زيست PhDـ 7
 ـ   66پـي    ـ  تهـران ـ خيابـان پاسـتور     ـگروه پزشكي مولكولي مركز تحقيقات بيوتكنولوژي انستيتو پاستور ايـران   زوري پزشكي ـ   زيست فن PhD: مؤلف مسؤولـ 8

 2326643552: كدپستي
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  مقدمه 
يـــك  ،B(326622  #: OMIM) بيمــاري همـــوفيلي      

 2بيماري خونريزي دهنده وابسته به جنس مغلوب با شيوع 
 كـه بـا كـاهف خفيـف،    باشد  مي ولد مذكرت 32222در هر 

. انعقادي همراه اسـت  IX فعاليت فاکتور و يا شديد متوسط 
اگزون بـوده و   8کيلو باز، داراي  34به طول  IXفاكتور  ژن

قـرار   Xq27.1در نا يـه  X ومـوزم  بر روي بـازوي بلنـد كر  
پپتيد  ، پلي IXژن فاكتور محصول نهايي . (2، 0)گرفته است
 6اسـيد زمينـه و    425كيلـو دالتـوني بـا     55اي  تك زنجيره

 : اين مناطق عبارتند از. باشد مي( domain)منطقه
(Signal peptide, pre peptide, GLA domain, EGF1, 2- 
like domain, Active peptide, catalytic domain) 

هــاي مهــ  و  زمينــه داراي اســيد ،منطقــه 6هـر كــدام از      
ــت ــده محافظ ــه  ش ــوده ك ــنف  اي ب ــ ، واك ــاي  در ترش ه

گاماكربوكسييســيون، واکــنف بــا ســطوي بيولوژيــ ،     
ــاي    ــه فاكتوره ــال ب ــا، اتص  XIو  VIII ,VII X,کوفاکتوره

نقف مختص خـود   ،فعاليت كاتاليتيك ها و انعقادي، پيكت
 اين پروتئين به همراه ساير فاكتورها(. 2-4)باشند را دارا مي

  (.2-3)انعقادي، نقف مهمي در انعقاد خون دارد زبشار در

 B، انـواع همـوفيلي   ((IX FIX:Cبر اساس فعاليت فاكتور    
( FIX:C% 2-%5)، متوسـط  (FIX:C% 5-%32)شامل خفيـف 

 (.0، 5، 6)باشند مي( > FIX:C% 2)و شديد 

ل بـه فرزنـدان پسـر منتقـل     بيماري از طريـق زنـان ناق ـ      
بـه وـورت    موارد گزارش شـده،  %02-%32 (.2، 0)شود مي

بـوده و هـيس سـابقه     (de novo= تشكيل از نو)جهف جديد
 نـادر  زنـان  در Bهمـوفيلي  . قبلي در خانواده وجـود نـدارد  

تـرين   هاي مختلفي است که عمومي  اول مکانيس  است و
ر دختـران  د Xها غيـر فعـال شـدن نامتقـارن کرومـوزم       زن

 ـ. هتروزياـوت اسـت   نـدرت ممكـن اسـت بيمـاري در     ه ب
و موزائيسـ  كرومـوزم    (45XO)دختران به دليل سندرم ترنر

X  (.7،8)باشد 
انـد و   بسيار پراكنده Bهاي عامل بيماري هموفيلي  جهف    

را  مسـلله اين . ل نژادي و منطقه اي ندارنديوابستاي به مسا
ارش شـده در بانـ    توان با مراجعه به جهف هـاي گـز   مي

بــا مراجعـه بــه   نيـز و  Bهـاي همــوفيلي   اطيعـاتي جهــف 
که در ايـن زمينـه منتشـر شـده، متوجـه       يمختلف هاي مقاله
  . (6)شد

  (Hot Spot)راين وجود جهف مشتر  كه محل داغـابـبن    
در افـرادي کـه از يـ  جـد مشـتر        ،براي جهف نيسـت 

 . نيستشايعي  للهباشند، مس نمي
ايـن ژن   (Coding)ه جهف در نوا ي رمزگـردان گون هر    

ــي  ــد معنــ ــف بــ ــامل جهــ ــف ( Missense)شــ ، جهــ
 ،(Insertion) ذف و ورود نوکلئوتيد و( Nonsense)معني بي

منجر به نقص در عملکرد و يا کاهف ميزان پروتئين فاکتور 
IX جهــف در (. 2، 0)گــردد انعقــادي و بــروز بيمــاري مــي

منجـر بـه تغييـر    ،  IX ژن فاكتورهاي  مناطق مختلف اگزون
گرديده و اين خود سـب   IX  اسيد زمينه در پروتئين فاکتور

انعقـادي و   IXتغيير عملكرد و يـا کـاهف ميـزان پـروتئين     
ها ممكـن اسـت در    جهف(. 2، 0)شود بيماري هموفيلي مي

نوا ي مختلف ژني اتفاق بيفتند كه بر  س  محـل و نـوع   
دروـد   63. تمتفـاوت اس ـ  IXميزان توليد فـاكتور   ،جهف
هـاي   ننده ژن و بيشتر در اگـزون كهاي كد ها در توالي جهف

در )ها در نا يـه تنظيمـي ژن   جهف. دهند رخ مي 8و  6،  0
ممكن است سب  عدم اتصـال فاكتورهـاي   ( نا يه پروموتر

بـه كـاهف توليـد     برداري به ژن شوند كه نهايتاً منجر نسخه
هـاي   فجه ـ ،معمولًا دو نوع جهف. گردند ميمحصول ژن 

 يـا شـوند و   مـي  اي کـه سـب  ايجـاد کـدون خاتمـه      نقطـه 
بـه هـ  ريخـتن چـارچوب خوانـدن       هايي كه باعث جهف
 ـ ها يا باززرايي شوند و  ذف ها مي کدون ه هاي بزرگ ژني ب

 CRM = Crossگـروه   (ژن دليل كاهف يا فقدان سط  زنتي

Reacting Material)، بـادي   زنتـي  باعث افزايف خطر ايجاد
هـاي جـايازيني در ايـن بيمـاري      ه بعـد از درمـان  مهارکنند

 (.2، 0)گردند مي
  بيماري بـر اسـاس شـدت همـوفيلي متفـاوت و      يعي    

 ـ ه ب خود يها شامل خونريزي معمولًا دنبـال  ه خودي و يـا ب
عـيوه بـر مشـكيت     (.6)ضربه در نقاط مختلف بدن است

دارنده در ايـن   هاي ناه عوارض ناشي از درمان فوق بايد به
هـاي   هـاي مهاركننـده و بيمـاري    بـادي  تشكيل زنتي)بيماران

ي منتقلـه  هـا  ترين بيماري مه از . اشاره كرد( منتقله از خون
تـوان   دارنده است، مي هاي ناه به بيماران كه ناشي از درمان

از ديار مواردي كه بايد  .(4)را ذكر نمود HIVو  Cهپاتيت 
هـاي بـالاي    نـه هزي ،در اين گروه از بيماران مد نظر داشـت 

     هاي بيمارستاني به دليل عدم داشـتن   درماني و اشغال تخت
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 با توجه به اين .(22)است هاي درماني مدون در منزل برنامه
كه اين بيماري تك ژني است و تاكنون درمان قطعي بـراي  

رسد بهترين روش براي  به نظر مي ،زن شناسايي نشده است
بـه ايـن    رسيدنگام براي كنترل زن پيشايري باشد و اولين 

در افـراد مبـتي در    نـوع و جاياـاه جهـف    شناسايي ،هدف
تشخيص قبـل از تولـد در   خانواده و شناسايي ناقلين جهت 

هـدف از ايـن    (.22-23)باشـد  مـي ناقلين  امل جنين پسر 
در  IXژن فــاكتور زنــاليز مولكــولي جهــف هــاي  ،تحقيــق

 .استان خراسان رضوي بود Bبيماران هموفيلي 
 

  هاروش مواد و 
از همــاهناي بــا كــانون  ، بعــديــك مطالعــه تجربــيدر     

 Bهموفيــل  بيمــار 24 ،همــوفيلي اســتان خراســان رضــوي
ــاوند ــد   غيرخويش ــرار گرفتن ــابي ق ــورد ارزي ــاران و . م بيم

ها مورد مشاوره قرار گرفتـه و درخصـو     هاي زن خانواده
پـس از تكميـل   . داده شـد ها  به زنتوضيحات لازم  ،تحقيق
ــرم ــاتي ف ــاي اطيع ــاميلي و   ،ه ــوارد ف جهــت شناســايي م

كسـ    بـا  IXاسپوراديك و بررسي سـط  فعاليـت فـاكتور    
و در محيطي گرفتـه   ليتر خون ميلي 5-22 رضايت از بيمار،

  .ريخته شد EDTAهاي  اوي ماده ضد انعقاد  لوله
معيار ورود بيماران به مطالعـه ايـن    ،ززمايشااهي از نظر    

، پيكتـي  شمارش، (BT)خونريزي زمان هاي فززمايبود كه 
چنين ميزان  ه . نرمال باشندVIII فعاليت فاكتور  و PTميزان
PTT ــاكتور   طــولاني ــت ف ــر  IXو دروــد فعالي  و% 32زي

، 25)باشـند  زين Bهموفيلي  هاي معمول تحت درمان بيماران
24) .DNA طبـق   ،هاي سفيد خون محيطـي بيمـاران   گلبول

از  بعـد  و اسـتخرا  گرديـد   ع نمکـي روش استاندارد اشـبا 
 ،تعيين غلظت و ارزيابي خلو  به روش اسـپکتروفتومتري 

 .(26)گراد ناهداري شد درجه سانتي -02در دماي 
هـر بيمـار شـامل پرومـوتر،      IXژن فـاكتور  مناطق مهـ       

ها و  هاي شماره ي  تا هشت و نوا ي سر د اگزون اگزون
بـراي  ( PCR)مراز اي پلي به وسيله واکنف زنجيره ،ها اينترون

. سازي به طـور جداگانـه تکريـر شـد     هر نا يه پس از بهينه
 ـ رهايـزغازگ ـتوالي   PCRهـاي   ار رفتـه در واکـنف  ـک ـه ـب
 (.27، 28)منتشر شده قبلي استخرا  گرديد هاي همطالع

نانوگرم از  522شامل  PCRده در واکنف ـواد وارد شـم    
DNA  ،بالادست و پايين  ايزغازگرهپيکومول از  22ژنومي 

 dNTPمخلــوط  ،(کــره جنــوبي ،Primme شــركت )دســت
  MgCl2ميکرو مـولار،  022غلظت  با( زلمان ،رُوش شركت)

 Taq DNAو زنـزي    X 22 مـولار، بـافر   ميلـي  0با غلظـت  

وا د در  ج  نهايي  5/2با غلظت ( سيناژن، ايران)مراز پلي
 65ه وورت ببرنامه بهينه شده در  PCR. ميکروليتر بود 05

ثانيـه،   45 گـراد  سـانتي  درجه 65دقيقه،  5 گراد سانتي درجه
ــاي اتصــال  ــدت  درجــه ســانتي 53-60دم ــه م  42گــراد ب

، (بهينه شده براي نوا ي مختلـف  زغازگردماي اتصال )ثانيه
سـيکل و در   30ثانيـه بـا    35گراد به مدت  درجه سانتي 70

انجـام  دقيقـه   5به مـدت  گراد  درجه سانتي 70 نهايت دماي
  PCRپس از تکرير هر نا يه، الکتروفـورز محصـولات  . شد

دقيقه انجـام   45به مدت  82با ولتاژ % 2بر روي ژل زگاروز 
تحـت تـابف    ،زميزي با اتيديوم برومايـد  شد و بعد از رنگ
 .مشاهده شد( UV)نور ماوراء بنفف 

مناس  بدون  PCRبعد از به دست زوردن ي  محصول     
 SSCP (Single صاوي، روش غربـالاري  هيس باند غير اخت

Strand Conformation Polymorphism)   روي كليه قطعـات
همراه بـا کنتـرل نرمـال انجـام      تكرير يافته به طور جداگانه

 SSCPاز  غربالاري هاي روشدر اين مطالعه از بين  .گرفت
 ـ ، عــدم ا تيـا  بــه ابــزار پي يــده  ،روشعلــت ســادگي ه ب

اندازي  و سهولت راه ها ين جهفتعي  ساسيت بالاي زن در
 بـه   وابسته روشاساس اين  .استفاده شد در مراکز تحقيقاتي

، 02)اسـت  DNAاي  هـاي تـك رشـته    ي زنجيرهيشكل فضا
 تغييـرات اسـيد نوكلئيـك،   اين ساختار ثانويه بسته بـه  (. 26

له سب  تفاوت  ركت در الكتروفورز لتغيير يافته و اين مس
بهتـرين   .گـردد  ژل مـي    كنندهغير تقلي قطعات در شرايط

تـوان بـا ايـن     کـه مـي   PCRاندازه گزارش شده محصولات 
انـدازه  . باشـد  مـي نوکلئوتيـد   022-322بررسي کرد،  روش
مناسـ  بـود و در    SSCPبـراي   IXژن فـاكتور  هاي  اگزون

 4به  ،زرگ بودن اندازه زنــت بـه علـز بـني 8مورد اگزون 
بـراي   زغـازگر جفـت   4تقسي  شـده و از   تر  ـکوچ قطعه

 .اگزون استفاده شد تكرير اين

ــزان غلظــت محصــول       ــه مي از  PCR  ، μl 6-3بســته ب
 كـه شـامل   SSCP بـافر مخصـو    μl 7 بـا  PCRمحصول 
 دروـد و  2/2 5، برموفنل بلو، زايلن سـيانل  %65فورماميد 

  22 ها به مدت نمونه. بود مخلوط شدEDTA  مولار ميلي 22
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 02 

 هاي استفاده شده در تعيين هاپلوتايپ بيمارانزگرآغا فهرست: 1جدول 
 

 آغازگر سكانس PCRمحصول  سايز قطعه هضم شده آنيلينگ

ºC 60 bp 82 & 252 bp 032 ACAGGCACCTGCCATCACTT 
AGATTTCAAGCTACCAACAT 

HhaI forward 
HhaI reverse 

ºC 63 bp 07  & 60 & 333 -
bp 07  & 60 & 226 & 024+ bp 400 AAGTGACAAGGATGGGCCTCAATC 

GAAACTTGCCTAAATACTTCTC 
MnlI forward 
MnlI reverse 

ºC 60 - 
bp 366 يا 

bp 326  
GGGACCACTGTCGTATAATGTGG 
CTGGAGGATAGATGTCTCTATCTG 

DdeI forward 
DdeI reverse 

ºC 3/47 bp 258 & 274 Bp 330 
GCTATCAACATAGGTGAAAGTCAAT
TAAG 
GTGCGTTTCTCAATCACAGTACCAGT
AAT 

TaqI forward 
TaqI reverse 

 
روي  گراد انکوبه و سريعاً درجه سانتي 65دقيقه در  رارت 
هـاي   هـا، در درون چاهـ    سپس نمونه. نديخ منتقل گرديد

الکتروفورز  .منتقل شد تعبيه شده بر روي ژل پلي اکرييميد
درجـه   4در دمـاي   422سـاعت بـا ولتـاژ     22-24به مدت 
 .انجام شد گراد سانتي

زميزي نيترات نقره جهـت ههـور بانـدها در ژل     از رنگ    
 ـ. اکرييميد اسـتفاده شـد   پلي طـور خيوـه ابتـدا ژل بـا     ه ب

فـيكس  %( 42و اتانـل  % 5اسـيد اسـتيك   )محلول فيكساتيو
شده و پس از شستشو با زب مقطر ديونيزه با نيتـرات نقـره   

بعد از شستشوي مجدد با زب مقطر بـه  . زميزي گرديد رنگ
و فرمالدئيـد   NaOH 5/2%ديـدن بانـدها از محلـول    منظور 

 ،استفاده شد و در پايـان بـا اسـتفاده از اسـيد اسـتيك     % 37
در اتمام كار به منظور  ـذف اسـيد    .واكنف متوقف گرديد

  .شستشوي ژل با زب مقطر انجام شد ،استيك اضافي
تفاوت  ركتي نسبت بـه  ها  زن SSCPدر هايي که  نمونه    

 52 مجـدد در  جـ     PCRپـس از  ،ده شـد ديكنترل نرمال 
بـا اسـتفاده از کيـت     PCRميکروليتر و تخلـيص محصـول   

به روش خت   ،(زلمان -شركت کياژن)از ژل DNAتخليص 
هـاي بـه دسـت زمـده بـا       تـوالي . زنجيره تعيين توالي شدند

به وسـيله   IXژن فاكتور زناليز شده و با ( Chromas)افزار نرم
. ات ا تمالي مشـخص شـد  تغيير مقايسه و بيست افزار نرم

هاي به دست زمده بيماران با بانـ  اطيعـاتي    سپس جهف
مقايســه و مــوارد گــزارش نشــده   Bموتاســيون همــوفيلي 

ــين  (.6)مشــخص شــدند ــ جهــت تعي  بيمــاران، هاپلوتاي
و  TaqI  ،Mn1I و خـار  ژنـي   لمرفي  داخ پلي ماركرهاي

HhaI ــا اســتفاده از روش ــ PCR-RFLP ب ورد در بيمــاران م
مرفيـك بـا    محل پلي ابتدا هر(. 02، 00)بررسي قرار گرفت 

تكرير شدند و سپس محصول  خا  زغازگرهاياستفاده از 
PCR دست زمده بـراي هـر محـل بـا اسـتفاده از زنـزي        ه ب

محدودالاثر مربوطه، تحت شرايط بافري و دمايي خا  بـا  
سـاعت در   26الـي   20توجه به نوع زنزي  برشي به مـدت  

هـا   نمونـه ، هضـ   پـس از (. 2 جدول)تور گذاشته شدانکوبا
كـه در   DdeIمـاركر  . الكتروفورز شـدند  %0 روي ژل زگارز

يـك مـاركر    ،قـرار دارد  IXژن فـاكتور  اينترون شماره يـك  
VNTR بـا   كهباشد  ميPCR    و بـردن محصـولات زن روي

 . زناليز شد ،ژن
 

 يافته ها
 Bهموفيلي  بيمار شناخته شده 24ق بر روي ـن تحقيـاي    
 هايي که در خانواده)د شهر مشهد انجام شدـويشاونـر خـغي

نمونه فقـط از يـ  بيمـار     ،بيف از ي  بيمار وجود داشت
مورد فرم  4هاي بيماران،  با توجه به شجره نامه(. رفته شدگ

در  .مورد فرم فاميليال بيماري را دارا بودند 8اسپورادي  و 
و فاميليـال در   گيـر  تـك  مورد هيس مـدركي دال بـر نـوع    0

 6 ، دربيمـار همـوفيلي شـديد    7 در عيوهه ب .دسترس نبود
در يـك مـورد شـدت همـوفيلي      بيمار هموفيلي متوسـط و 

 . نامشخص بود
 

 : PCR نتايج
ــوا ي      ــه ن ــاكتور کلي ــا  IXژن ف  زغازگرهــايانعقــادي ب

 .شدند بيمار مورد مطالعه، تکرير 24م اده در تمـي شـطرا 
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ژن در  8تکرير يکـي از نـوا ي اگـزون شـماره      اي از نمونه
 كليـه  ،در همـه بيمـاران  . (2شـكل  )شکل زورده شده اسـت 

اي يافـت نشـد    نوا ي تکرير شدند و در هيس بيماري نا يه
 ،بنـابراين در هـيس کـدام از بيمـاران    . که قابل تکريـر نباشـد  

 . ژني مشاهده نشد  ذف بزرگ
 
  31     31      33     31       9      8      7       6       5     4      1      1        3 
 
 
 
 
 
بيماار   11در  IXژن فااكتور    9اگازون   اي از قطعاه  PCR :1كل ش

و شاماره   DNAكنترل منفي بدون  16شماره .  Bمبتلا به همو فيلي 
 .باشد مي bp 111سايز ماركر  13
 

 : SSCPنتايج 
كـه   مشاهده شد SSCPمورد باند شيفت در نتايج  سيزده    

و يـك   6در اگـزون   ، يـك مـورد   8يازده مورد در اگـزون  
،  SSCPدر يـك بيمـار در    .(0شـكل  )بود UTR'3مورد در 

ژن تغيير  ركتـي در هـيس كـدام از نـوا ي مـورد بررسـي       
 ـ  ،دست نيامـد ه ب IXفاكتور  دسـت زوردن جهـف   ه بـراي ب

 .بايستي كل ژن تعيين توالي شود

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  7 در IXژن فااكتور    9يکاي از ناواحي اگازون      SSCP: 6شکل 
 1هاي قابل رويت در ردياف   و باند شيفت Bمبتلا به هموفيلي  بيمار

 کنتارل نرماال   Nكه در شكل با فلش مشخص شاده اسات و    6و 

 .باشد مي
 

 ها با  ه دست زوردن جهفـدر ب SSCPيت روش ـ ساس    

ه در الاـوي  مواردي ك)استفاده از فرمول نسبت موارد مربت
( ها نسبت به كنترل نرمال تغييري مشاهده گرديد  ركتي زن

، 222به كـل جمعيـت هموفيـل مـورد بررسـي ضـرب در       
 . محاسبه شد% 8/60 دود 

 
 : DNAنتايج تعيين توالي 

نتايج  اول از تعيين توالي بـه همـراه شـدت بيمـاري،         
 منطقـه  و نوع جهـف، جاياـاه جهـف، تغييـر اسـيد زمينـه      

گونه  همان. خيوه شده است 0درگير در جدول  ينيپروتئ
هاي به دست زمده از نـوع   بيشتر جهف ،شود که مشاهده مي

Missense 8 اگزون در ها زن از درود 78  دودو  باشد مي 
اطيعـاتي بيمـاران    بانـ   در موجـود  نتـايج  با که داده رخ

 بـه  نـوع جهـف   22 مجموع در .داشت مطابقت B يهموفيل
نـوع از   3 .بـود  داده رخ CpG منطقه در %40 زمد كه دست
مشـاهده  غيـر خويشـاوند   ها، هر يك در دو خانواده  جهف
و  ههاي به دست زمـده جديـد بـود    جهفمورد از  0. شدند

. بودندگزارش نشده  B يهموفيل يتاكنون در بان  اطيعات
 .بودنـد Ins T 31197-99  و T 31440 A   شاملها  اين جهف

 IXژن فاكتور در نوا ي مورد بررسي  جهشي ،يك بيمار در

 . دست نيامده ب 

 
 :هاپلوتاي نتايج تعيين 

 ي درـــد شکلـارکرهاي چنـا مـب هاپلوتاي ن ـج تعييـنتاي
نشـان   0 در جـدول  DdeIو   ,TaqI MnlI, HhaIهـاي   محل

محـل بـدين    4هـا در   فراواني ايـن جاياـاه  . داده شده است
درود براي  40مشهد  در کل بيماران وورت بوده است که

HhaI ،02 دروــد بــراي محــلMnlI   دروــد بــراي  02و
داراي جاياـاه بـرش بـراي زنـزي      )مربت بودنـد   TaqIمحل
براي ( +) bp 326باند درود بيماران  52چنين   ه  (.بودند
 24هشت نـوع هاپلوتايـ  مختلـف در     .داشتند DdeIمحل 

 ـ  .دست زمده بيمار مورد مطالعه ب دسـت  ه بر اساس نتـايج ب
 مالمو مرفيس  پليداراي  بيمار 22ي ، ازمده از تعيين هاپلوت

در بررسـي  (. 03()مطـابق بـا اكرريـت نـژاد زسـيايي     )بودنـد 
 ،دسـت زمـده  ه بيمار با توجه به نتايج ب ـ جمعيت هاپلوتاي 

 از دو جاياـاه  HhaIهـاي   هاي بـرش زنـزي    فراواني جايااه
MnlI   وTaqI بيشتر بود. 

N       

↓↓ 
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 00 

 استان خراسان رضوي Bبيماران هموفيلي  هاپلوتايپو نتايج تعيين  IXژن فاكتور به دست آمده در  ايه جهش: 6جدول 
 

آناليز 
تغيير اسيد  منطقه درگير ◊CpG نوع جهش هاپلوتيپ

 آمينه
 رديف شدت بيماري اگزون موتاسيون +

+-++ Missense Y Activation peptide R 180 Q G 20519 A 6 Severe 2 
---+ Missense N Catalytic domain Q 246 K  

C 30857 A 
8 Severe 0 

 ----Missense Y Catalytic domain R 248 Q G 30864 A 8 Moderate 3 
 ----Missense Y Catalytic domain R 248 Q G 30864 A 8 Moderate 4 
 ----Non sense Y Catalytic domain R 248 X C 30863 A 8 Severe 5 
 ----Non sense Y Catalytic domain R 248 X C 30863 T 8 Severe 6 
++++ Non sense Y Catalytic domain R 333 X C 31118 T 8 Severe 7 
---+ Missense N Catalytic domain D 359 G A 31197 G 8 - 8 
---+ Frame shift N Catalytic domain S 365 X InsT 31197-99* 8 Severe 6 
++ --Missense N Catalytic domain G 366 W G 31217T 8 Severe 22 
+ ---Missense N Catalytic domain W 407 R T 31340 A 8 Moderate 22 
+ ---Missense N Catalytic domain W 407 R T 31340 A 8 Moderate 20 
-+++ Missense N 3' UTR - T 31440 A* UTR 3' Moderate 23 
+--+ - - - - -  -Moderate 24 

CpG  :مناطق پرخطر براي جهف: 
 .باشد که در بان  اطيعاتي هموفيلي تاکنون گزارش نشده است د ميـون جديـوتاسيـه با ستاره مشخص شده است مـي کـهاي شماره *

 .باشد مي Yoshitake et al. 1985گذاري بازها بر اساس  شماره+ : 
R :  ،زرژنينQ :،گلوتامين K :ليزين، X  :Stop codon ، D :پارتيك اسيداس، S : ،سرينG : ،گليسينW :تريپتوفان. 
دهنده وجود محـل بـرش    نشان +عيمت . باشد مي HhaI, MnlI, TaqI, DdeIبيماران به ترتي  از چ  به راست در محل هاي  هاپلوتاي نتايج تعيين     

 .مشخص شده است+ با  319bpو باند  -با  369bpاند ب DdeIبراي محل . دهنده نبودن محل برش براي زنزي  است نشان –براي زنزي  و عيمت 
 

 بحث
درمـاني گزافـي را    بهداشـتي  هاي هزينهبيماري هموفيلي    

جامعـه و سيسـت  درمـاني     ،بـه فـرد   ،عيوه بر خود بيماري
 .كند تحميل مي

ارائه شـده اسـت ولـي هـر      يگرچه طرق درماني متعدد    
مريً در  .ارددنبال ده عوارض خاوي را ب كدام محدوديت و

خطـر بـروز اخـتيلات     ،با خلو  پـايين  IXفاكتور  تزريق
هـاي مشـتق از    استفاده از فـرزورده  .ترومبوتيك وجود دارد

از جملــه  ناشـناخته  يهـا  امكـان سـرايت عفونــت   ،پيسـما 
هـاي نوتركيـ     و تجويز پـروتئين  كند مي فراه  ها را پريون
هـاي   ديبـا  خطر توليد و گسـترش زنتـي   ، BENE FIX نظير

انعقادي خصوواً در افراد با  IXپروتئين مهار كننده بر عليه 
 (. 6)شود ميباعث  هموفيلي شديد را

 
محدوديت درمـان زن   با توجه به عوارض زياد بيماري و    

از خـونريزي و  پيشـايري  جهـت  )هاي ناهدارنـده  با درمان
که ژن  و با توجه به اين (خونريزي کاهف ياخرابي مفاول 

کـار ززمـايي بـاليني     IIو  Iدر فاز  Bبراي هموفيلي  درماني
. اسـت تـرين گزينـه    لذا پيشايري از بيماري مهـ   ،باشد يم

ــ   ــرين موض ــر    بهت ــاري و ديا ــن بيم ــل اي ــري در مقاب گي
تعيين ناقلين، تشخيص قبل از تولـد و   ،هاي ژنتيکي بيماري

 .باشد مي( پسر)جلوگيري از به دنيا زمدن فرد مبتي
 :سايي زنان ناقل دو راه وجود داردبراي شنا    

ــر اســتفاده از   اســتفاده از روش -2 ــر مســتقي  نظي هــاي غي
 (. 04، 05)مرفي  مارکرهاي پلي

   روش ــد از يـوالي بعـن تـل تعييـ  مرـروش مستقي -0
 .(06)غربالاري يا بدون زن
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مرفيـ    مارکرهـاي پلـي  بيمـاري   ،در بسياري از مواقـ      
باشـد کـه در    گويايي نداشته و يا به وورت ت  موردي مي

در روش . خانواده الزامي استدر اين وورت تعيين جهف 
يا کل ژن تعيـين تـوالي شـده و يـا بـا اسـتفاده از        ،مستقي 
ده و ش ـ دود جهف در ژن شناسايي  ،هاي غربالاري روش

 ـ با(. 0)شود سپس تنها همان نا يه تعيين توالي مي ه توجه ب
،  IXفاكتور تجربيات قبلي گروه بر روي تعيين موتاسيون ژن

 .استفاده شدSSCP  غربالاري روشاز   ابتدادر 
غربــالاري مناســ ، ارزان، در  روشيــك  SSCP روش    

لـذا در ايـن تحقيـق     باشد ميدسترس و با قدرت مانور بالا 
ويا هـر   SSCP روشپس از انجام .مورد استفاده قرار گرفت

لاري ديار، معمولًا تعيين توالي بـر روي همـان   روش غربا
اي که تغييـر  ركـت نسـبت بـه نمونـه نرمـال نشـان         قطعه
كـه قبـل از انجـام     با توجـه بـه ايـن    .شود دهد انجام مي مي

 ،يك روش غربـالاري انجـام شـده اسـت     DNAيابي  توالي
 .يابي كافي است يك بار توالي معمولًا

 رکتـي مشـابهي را    تغييـر الاـوي   SSCPبيماراني كـه در   
نسبت به نمونه نرمال نشان دادنـد، بعـد از بررسـي تعيـين     

که هر دو ي  نوع جهف را دارند  ها، مشخص شد توالي زن
جـد   ا تمـالاً  ،يكسـان  هاپلوتايـ  که با توجـه بـه داشـتن    

وورت، ممکن است در   تي در غير اين. اند مشتر  داشته
 وتايــ هاپلدو فــرد غيــر خويشــاوند، جهــف مشــابه ولــي 

عبارتي ه ب. باشد CpGهاي  متفاوت ناشي از جهف در محل
لزومـي نـدارد    ،واق  شود CpGهاي  محل اگر موتاسيون در

عـيوه   هاپلوتايـ  بنابراين بررسي . يکسان باشد هاپلوتاي 
تواند به يـافتن منشـاء    مي ،ها بر تشخيص ناقلين در خانواده

 .جهف ه  كمك كند

انعقادي بيماران مبـتي بـه    IXر هاي فاکتو با يافتن جهف    
هـاي بيمـاران بـا     ، شناسايي ناقلين در خـانواده  Bهموفيلي 

 ـ. پذير است سرعت و دقت بيشتري امکان  عـيوه همـان  ه ب
 IXتوليد مهارکننـده فـاکتور    ،كه در مقدمه اشاره شد طوري

بـا   .باشـد  مـي  درمـان  از ناشـي  عـوارض  انعقادي، يکـي از 
 خطـر  تـوان  يم ـ يانعقـاد  IX دانستن نوع جهف در فاکتور

هاي کـدون   در موارد جهف .ها را تخمين زد بروز مهارکننده
که پـروتئين   به علت اين ،خت  و يا تغيير چارچوب خواندن

در  ،شـود  انعقـادي بـه طـور نـاقص سـاخته مـي        IXفاکتور

هاي زن تحمـل   توپ سيست  ايمني بدن نسبت به بعضي اپي
مـاران بـا فاکتورهـاي    شـود و بـا درمـان ايـن بي     ايجاد نمـي 

هـا   ادي مهار کننده بر عليه زنب ا تمال تشکيل زنتي ،انعقادي
 .باشد ها مي بيشتر از ساير جهف

اين بيماري مدل مولكـولي بسـيار مناسـبي     ،عيوه بر زن    
 هـا بـا شـدت بيمـاري و     براي بررسي ارتبـاط بـين جهـف   

نيز مـدل بسـيار مناسـبي بـراي بررسـي       ساختار پروتئيني و
هـاي  سـاس در پـروتئين     يدهاي زمينه مهـ  در جاياـاه  اس

 ـ (. 06)باشد مربوطه مي دسـت زمـده در هـر    ه نوع جهـف ب
با شدت بيماري او مقايسه شد که در بيمـاران مـورد   ، بيمار

قـبيً در بانـ  اطيعـاتي    ها  دسته كه جهف زن زن)مطالعه 
مطابق با موارد  ، شدت بيماري(بود گزارش شده Bهموفيلي

ــاتي بيمــاران همــوفيلي  گــزارش شــد ــ  اطيع  Bه در بان
 (.6)بود
هاي جديد به دسـت زمـده    نظر به اين كه يكي از جهف    

باشد، با توجه به نوع تغييـرات   مي Missenseدر اين مطالعه 
، بـه توجيـه    IXو محل تغيير در سـاختار پـروتئين فـاكتور    

. د شدت بيماري ارزيابي گـردد شوضعيت پرداخته و سعي 
ها در سـط    عواق  ا تمالي جهف ،ن با ديدگاه فوقبنابراي

انعقادي و رابطه شـدت بيمـاري و نـوع     IXپروتئين فاكتور 
 . ديبيني گرد جهف پيف

يكي از بيماران داراي جهـف جديـد، بـا ورود يـك      در    
در موقعيـت زمينواسـيد    32267از باز  نوكلئوتيد تيمين بعد

دهد ولي با ايجـاد   ، تغييري در اين زمينواسيد روي نمي356
تغيير چارچوب، منجر به ايجاد كدون خاتمه در اسيد زمينـه  

كـه تـوالي    توجـه بـه ايـن    بـا )شـود  پـروتئين مـي   اين 365
باشـد بـا    مي GATTCAبه وورت   362و  356هاي  کدون

(. يابـد  تغيير ميGATTTCA ورود ي  تيمين  اين توالي به 
ــان زودرس در دو    در ــدون پاي ــاد ك ــار ايج ــن بيم ــين اي م

شـود و بيـان    كاتاليتيكي، سب  تشكيل ناقص پـروتئين مـي  
 . گردد شديد مي  Bپروتئين ناقص منجر به بيماري هموفيلي

 ،ژن روي داد UTR '3تنها موردي كه جهـف در نا يـه       
بود که ايـن جهـف تـاكنون گـزارش      T 31440 Aتغيير باز 

اي ا تمـال بـروز تغييـر در نـوا ي      چنين يافته. نشده است
دنبالـه   ،مريزاسـيون  ناساگر فاكتورهايي كه در واكنف پلـي ش

Poly A اين . نمايد مطري مي '3در انتهاي  را كنند دخالت مي
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 ،دهـد كـه از جملـه    مي mRNAدنباله خوا  مختلفي را به 
بــه سيتوپيســ ، تربيــت بعضــي از  mRNAتســهيل انتقــال 

mRNA  ها در فضاي سيتوپيس  و تسهيل ترجمه با تقويت
ديـده  . استتوسط ماشين ريبوزومي  mRNAته شدن شناخ

نظر  باعث كاهف بيان ژن مورد ،شده كه  ذف اين قسمت
 (. 07)شود مي
ژن فـاكتور  جهشي در نوا ي مورد بررسي  ،دريك بيمار    
IX اين ا تمال وجود داشـت كـه تغييـر در    . دست نيامده ب

ا ژن ي ـ 5'توانست در نوا ي پرومـوتر، انتهـاي    اين بيمار مي
نـد كـه   چ باشد، هر 3'در انتهاي  Aجايااه اضافه شدن پلي 

اي  نتيجـه  ،تعيـين تـوالي ايـن نـوا ي     ومتعاق  زن PCRبا 
شايد جهف عامل ايجاد بيماري در اين بيمـار  .  اول نشد
باشـد کـه نيـاز بـه طرا ـي       IXژن فـاكتور  هاي  در اينترون
ايـن ا تمـالات را   . استجديد و بررسي بيشتر  زغازگرهاي

و يا واژگـوني   ز بايد در نظر گرفت كه شايد دوپليكاسيونني
کـه   علـت بيمـاري باشـد    ،در ايـن بيمـار   IXژن فاكتور در 

 . هاي بيشتري مورد نياز است جهت تشخيص نهايي بررسي
 Bهاي عامل ايجاد بيماري همـوفيلي   به طور كلي جهف    
له نتـايج  لبسيار پراكنده بوده كـه ايـن مس ـ   IXژن فاكتور در 
حقيقات قبلي در ايـران و سـاير كشـورها را كـاميئً تائيـد      ت

هـاي   از طرف ديار با توجه به پي يـدگي . (22، 08)كند مي

انعقـادي و داشـتن نــوا ي    IXسـاختاري پـروتئين فــاكتور   
رخ  IXژن فــاكتور هــايي كــه در  فضــايي مختلــف، جهــف

دهند، سب  تغييرات اسيدهاي زمينه خاوي شده و سب   مي
شوند كه هر كـدام بايـد جداگانـه     ي مختلف ميتنوع فنوتيپ

 .مورد ارزيابي قرار گيرند

  
 گيري نتيجه
در  Bعامل بيمـاري همـوفيلي    IXژن فاكتور هاي  جهف    

متنــوع و  ،بيمـاران مـورد بررسـي اســتان خراسـان رضـوي     
از اطيعات به دست زمده در اين تحقيـق  . باشد پراکنده مي

شخيص پيف از تولـد مـوارد   توان براي تعيين ناقلين و ت مي
با دانستن نوع جهف در فـاکتور  استفاده کرد و  Bهموفيلي 

IX ها را تخمين زد و بروز مهارکننده خطرتوان  يم ي،انعقاد 
 .(22، 06)نمودبر اين اساس درمان مناس  تجويز 

     
 تشكر و قدرداني

اين طري با  مايت شبكه پزشكي مولكـولي كشـور در       
شـده   انجـام كولي انستيتو پاسـتور ايـران   بخف پزشكي مول

نويسـندگان ايـن مقالـه از همكـاران گـروه پزشـکي       . است
مولکولي انستيتو پاسـتور ايـران و كـانون همـوفيلي اسـتان      

 . خراسان رضوي نهايت سپاس و امتنان را دارند
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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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