
  ب
 

 



  ت
 

 

 

 

 دانشگاه اصفهان

  دانشکده علوم

 شناسیگروه زیست

 

  ژنتیک -شناسیزیست کارشناسی ارشد رشته پایان نامه

 

  انعقادي IXناحیه ژنی فاکتور  5′بررسی مارکرهاي ژنی پایانه 

  

  :استاد راهنما

  دکتر صادق ولیان بروجنی

  

:پژوهشگر  

يپریسا در  

 

1392ماه مهر 

 



  أ
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

آوردهاي مطالعات، کلیه حقوق مادي و معنوي مترتب بر دست

هاي ناشی از پژوهش موضوع این پایان ابتکارات و نوآوري

دانشجو موظف به  .رساله متعلق به دانشگاه اصفهان است/نامه

راي ارائه و یا برعایت آئین نامه و منشور اخلاق در پژوهش 

  .باشدرساله خود می/چاپ مطالب مستخرج از پایان نامه

 



  ب
 



  ت
 

:�قد� و ����  

ی را �ل و جلا� � آ�ر �درت او � ���ه روز رو�ن، �بان ا�ت و ا�وار ح��ت  �پاس و �تا�ش �� �دا

� ما �ناسا�د و ��ی ع�م را � ما ��ود و ���ی و ����ی آ��یدگاری � �و���ن را . او � دل �ب �ر، ��شان

ن، �نده ���ف �و�ش را � ���ق ع�م و ����� �یاز   ماید،�طا ���ود � �دا

  ،از ��ق ��ما�شان ��راب �ی��ند � � � ���ه و�ودم را از ���ه سار��م  از خا�واده

��ه صدر، با ��ن خ�ق و ��و��ی، از � �م�ی � ا�ن � � �ل  د��ر و�یان�ناب آ�ی از ا�تاد ار��ندم 

  ،�� � �ن ��غ ���ود�د

  �ل ���� و �دردا�ی را دارم

  

 

  



  ث
 

 �قد�م � 

  .دا�م�ی شد��م را �د�ون ��� و ��و�� �قد��ر�ن واژه � � ��ت �� د�م، ما� ���با�م � ز�

  .�در، ���با�ی ���ق، �دبار و حا�ی

 .سا� ���با��ش سا� سار ز�د��م �ی با�د و ��ف ا��ی � ز�د�ی �ن ا�ت ���رم � �شا�

�����ی و ���وا� �ی ز�د��م
  .�ا�ا�م ���ا�ن 

    



  ج
 

 چکیده

 IXدر ژن فاکتور جهش مغلوب وابسته به جنس ناشی از  یک بیماري ژنتیکی خونریزي دهنده Bهموفیلی 

. شوندمی يانعقاد IX نادرست فاکتورباعث ناکارآمدي یا عملکرد  IX فاکتوردر ژن ها  جهش. انعقادي است

اما با توجه به تعداد بالاي . است هاي ژنیبیماري آنالیز مستقیم جهشآل براي تشخیص مولکولی این روش ایده

و IX اندازه بزرگ ژن فاکتور هاي شایع آن، جهشهاي شناسایی شده در ژن مزبور، مشخص نبودن طیف جهش

 .گیر و پر هزینه استبسیار وقت Bبراي هر خانواده با هموفیلی  جهش ها، آنالیز مستقیمجهشطبیعت ناهمگن 

ژنی  هاي چند شکلی در ناحیهمارکربا استفاده از آنالیز پیوستگی روش ها با بنابراین بررسی غیرمستقیم جهش

در این . باشدمی Bقلین بیماري هموفیلی مناسبی در تشخیص پیش از تولد و تشخیص نا گزینه IXفاکتور 

 .باشدخصوص شناسایی مارکرهایی با میزان هتروزیگوسیتی و تنوع ژنتیکی بالا در جمعیت ایرانی ضروري می

بررسی شدند و از  IXژنی فاکتور  هاي واقع در ناحیهمارکر ،هاي بیوانفورماتیکیدر این مطالعه با استفاده از ابزار

واقع در اینترون  C/G با توالی  rs438601 (SNP) کر چند شکلی تک نوکلئوتیدي، دو ماربین مارکرهاي موجود

 هامارکراین بیشتر  منظور مطالعه این ژن به UTR′5 واقع در T/Cبا توالی  rs378815و  IXژن فاکتور  3 شماره

با   Tetra-primer ARMS-PCRروشبا  IXژن فاکتور  در مارکراین دو  .انتخاب گردیدنددر جمعیت ایرانی 

پسر و  -نفري مادر 2 خانواده 22زن کنترل غیرخویشاوند و  142پرایمرهاي اختصاصی جدیداً طراحی شده در 

هتروزیگوسیتی براي افراد  للی و درجهفراوانی آ .نددر جمعیت ایرانی تعیین ژنوتیپ شد دختر - پدر

واینبرگ در این   براي بررسی تعادل هاردي χ2آزمون و از  تخمین زده شد GENEPOP غیرخویشاوند با برنامه

ها به و در خانواده PowerMarker نرم افزارفراوانی هاپلوتیپی در افراد غیرخویشاوند توسط  .افراد استفاده شد

 PowerMarker با برنامهنیز عدم تعادل پیوستگی در افراد غیرخویشاوند  محاسبه. صورت دستی محاسبه گردید

 .انجام گردید

مارکر   Cو Tهاي و براي آلل %17/28و % 83/71به ترتیب  rs438601 مارکر G و Cهاي فراوانی آللی براي آلل

rs378815  میزان هتروزیگوسیتی بدست آمده براي هر مارکر به . محاسبه شد% 90/41و % 10/58به ترتیب

نشان  χ2با استفاده از آزمون ) HWE(وینبرگ - بررسی تعادل هاردي. باشدمی %39/82و  %52/53ترتیب 

ترکیب این دو مارکر منجر به شناسایی سه . است در تعادل مارکر این دو دهد که جمعیت ایرانی براي می

آنالیز غیرخویشاوندي و  درIX در ناحیه ژنی فاکتور  %)5فراوانی بالاي (G-T و C-C، C-Tهاپلوتیپ گویاي 

بیانگر وجود عدم  rs378815-rs438601بدست آمده براي جفت مارکر   Pارزش و D′مقادیر  .خویشاوندي شد

و  rs378815وجود عدم تعادل پیوستگی بین مارکر خارج ژنی  .است ),D P value<0.05′0<( تعادل پیوستگی

  .باشدمی rs378815و جایگاه   IXفاکتور پیوستگی بین ژن نشان دهنده rs438601مارکر داخل ژنی 

در  rs378815 و rs438601مارکر دو دهد که هتروزیگوسیتی بالا در نشان می این مطالعهاز  حاصلنتایج 

را به مارکرهایی با کارایی  دو مارکراین  ،IXفاکتور ژن به rs378815  پیوستگی مارکر همچنین وجمعیت ایرانی 

به دلیل  G-Tو C-C، C-T هاپلوتیپسه همچنین . تبدیل کرده است Bهموفیلی بالا در تشخیص غیرمستقیم 

به عنوان ابزارهاي مناسب توانند هاي گویا در جمعیت ایران معرفی شدند که میفراوانی بالا به عنوان هاپلوتیپ

 .استفاده شوندجمعیت  این در B هموفیلی در شناسایی افراد ناقل و تشخیص پیش از تولد

 جمعیت ایرانی، IX، rs438601 ،rs378815ژن فاکتور  ، Bهموفیلی :واژگان کلیدي

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs378815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs438601


  ح
 

  فهرست مطالب

  صفحه                                                                                                        عنوان                    

 منابع بر مروري و مقدمه: اول فصل

 B ................................................................................................ 1 هموفیلی 1-1

 IX ................................................................................ 2 فاکتور ژنومی ساختار 1-2

 3 .......................................................................................... خون انعقاد آبشار 1-3

 4 ................................................................ خون انعقاد ریمس يهاکننده میتنظ 1- 1-3

 IX ................................................................................... 5     فاکتور پروتئین 4 -1

 IX .......................................................................................... 6 فاکتور نقش  1-5

 IX ................................................... 8   فاکتور ژن يهاسمیمورفیپل و هاجهش انواع  1-6

 B .......................................................... 10  هموفیلی صیتشخ یمولکول يهاروش 7 -1

 13 ......................................................................................... تیجمع کیژنت 1-8

 13 .......................................................................................... تیپهاپلو آنالیز 1-9

 15 ......................................................................... پیهاپلوت زیآنال يکاربردها 1- 1-9

 15 ................................................... پیهاپلوت نییتع در استفاده مورد اصطلاحات 2- 1-9

 15 ......................................................................... پیهاپلوت نییتع يهاروش 3- 1-9

 16 ................................................................................. پیوستگی تعادل عدم 1-10

 17 ................................................................ پیوستگی تعادل عدم کاربردهاي 1- 1-10

 17 ........ ایدن مختلف يهاتیجمع در ژن يهاپیهاپلوت يرو بر شده انجام مطالعات نهیشیپ 1-11

 18 ............................. هاآن از استفاده تیاهم و قیتحق نیا در استفاده مورد يمارکرها 1-12

 20 .................................................................................... مطالعه این اهداف 1-14

 هاروش و مواد: دوم فصل

 21 ................................................................................ کیوانفورماتیب مطالعات 2-1

 IX ..................................... 21 فاکتور یژن گاهیجا در موجود SNP يمارکرها یبررس 1- 2-1

 مورد گاهیجا به مارکرها يمرهایپرا یاختصاص اتصال یبررس و یاختصاص يمرهایپرا یطراح 2- 2-1

 22 .............................................................................................................. نظر



  خ
 

 صفحه                                                                                                                        عنوان

 24 ............................................................................. استفاده مورد هايدستگاه 2-2

 24 .............................................................................. افراد از گیرينمونه روش 2-3

 DNA ......................................................................................... 24 استخراج 2-4

 24 ..................................................................... خون از DNA استخراج روش 1- 2-4

 26 .................................................... خون از DNA استخراج يبرا ازین مورد مواد 2- 2-4

 26 ....................................... (EDTA) اسید استیک تترا آمینو دي اتیلن تهیه روش 3- 2-4

 Tris-HCl ................................................................... 27 محلول ساخت روش 4- 2-4

 27 ........................................................ (TE) کیاست تترا نیآم يد لنیات سیتر 5- 2-4

 27 .............................................. شده استخراج ژنومی DNA غلظت و خلوص بررسی 2-5

 27 ............................................................... شده استخراج DNA یفیک یابیارز 1- 2-5

 28 ................................................................ شده استخراج DNA یکم یابیارز 2- 2-5

 28 ....................... شده استخراج ژنومی DNA از نظر مورد يهالوکوس تکثیر و جداسازي 2-6

 PCR ................................................................... 32 واکنش انجام روش و اصول  2-7

 PCR ........................................................... 32 واکنش ازین مورد لیوسا و مواد  1- 2-7

 PCR .......................................................................... 33 واکنش انجام روش 2- 2-7

 34 ................................................................................................. آگارز ژل 2-8

 34 ........................................ آگارز ژل با یافق الکتروفورز براي نیاز مورد  لیوسا و مواد 2-9

 TBE ............................................................................................ 34 بافر  1- 2-9

 10mg/mL( ....................................................................... 35( برماید اتیدیوم 2- 2-9

 35 ......................................................................................... بافر لودینگ  3- 2-9

 35 .......................................................... هاآن از استفاده لزوم و DNA يمارکرها 2-10

 36 ............................................................................................ يآمار زیآنال 2-11

 Microsatellite tools ........ 36 برنامه از استفاده با GENEPOP برنامه ورودي فایل تهیه 1- 2-11

 GENEPOP .......................................... 37 گاهیپا از استفاده با یآلل یفراوان محاسبه 2-12

 χ2 ........................................... 37 آزمون از استفاده با نبرگیو- يهارد تعادل بررسی 2-13



  د
 

 صفحه                                                                                                                        عنوان

 PowerMarker ........................................................ 38 افزارنرم يورود لیفا هیته 2-14

 PowerMarker .............................. 39 برنامه از استفاده با پیهاپلوت یفراوان نیتخم 1- 2-14

 39 ........................................................... مشخص فاز با هاپلوتیپ فراوانی تخمین 2-15

 40 ........................................................... سمیمورفیپل دو نیب LD مقدار نیتخم 2-16

  مشاهدات و نتایج: سوم فصل

 42 .......................................................................... هیاول کیوانفورماتیب مطالعات 3-1

 IX .............................. 42 فاکتور یژن هیناح در موجود يمارکرها يهایژگیو مشاهده 1- 3-1

 افزارنرم و  Primer1وNCBI  يهاداده گاهیپا از استفاده با یاختصاص يمرهایپرا یطراح 2- 3-1

Oligo .......................................................................................................... 44 

 و BLAST يافزارهانرم توسط یبررس مورد يمارکرها يمرهایپرا یاختصاص اتصال دییتا 3- 3-1

Reverse e-PCR ............................................................................................. 48 

 DNA ...................................................... 51 استخراج به مربوط یکم و یفیک جینتا 3-2

 rs438601 ....................................................... 51 مارکر ریتکث يبرا مناسب طیشرا 3-3

 PCR ..................................... 52 طیشرا کردن میتنظ يبرا گوتیهتروز نمونه افتنی 1- 3-3

 rs438601 ............ 52 مارکر يبرا PCR واکنش انجام جهت مرهایپرا اتصال يدما میتنظ 2- 3-3

 مارکر يبرا PCR واکنش انجام جهت )MgCl2( میزیمن دیکلر مناسب غلظت نییتع 3- 3-3

rs438601 ..................................................................................................... 53 

 rs378815 ....................................................... 54 مارکر ریتکث يبرا مناسب طیشرا 3-4

 PCR ................................ 54 طیشرا کردن میتنظ يبرا گوتیهتروز نمونه افتنی ١-۴-٣

 rs378815 ............ 55 مارکر يبرا PCR واکنش انجام جهت مرهایپرا اتصال يدما میتنظ 2- 3-4

 مارکر يبرا PCR واکنش انجام جهت) MgCl2( میزیمن دیکلر مناسب غلظت نییتع 3- 3-4

rs378815 ..................................................................................................... 55 

آلل نییتع و% 2 آگارز ژل يرو بر  rs378815و rs438601 مارکر دو PCR محصولات مشاهده 3-5

 56 .............................................................................................مارکر دو نیا يها

 59 .............................................................................................. يآمار زیآنال 3-6

 rs438601 .............................. 59 مارکر هتروزیگوسیتی درصد و آللی فراوانی تخمین 1- 3-6



  ذ
 

 صفحه                                                                                                                        عنوان

 rs378815 .............................. 60 مارکر هتروزیگوسیتی درصد و آللی فراوانی تخمین 2- 3-6

 χ2 ............................................. 61 آزمون از استفاده با نبرگیو-يهارد تعادل بررسی 3-7

 PowerMarker ....... 61 افزارنرم از استفاده با شاوندیرخویغ زنان در پیهاپلوت یفراوان نیتخم 3-8

 X ............................... 62 کروموزوم 44 در شده شناخته فاز با پیهاپلوت یفراوان نیتخم 3-9

 PowerMarker ...................... 63 افزارنرم از استفاده با P ارزش و  χ2 و D′ مقدار نیتخم 3-10

 گیرينتیجه و بحث: چهارم فصل

 65 ............................................................................. کیوانفورماتیب يهایبررس 4-1

 66 ........................................................ یتیگوسیهتروز درجه و یآلل یفراوان یبررس 4-2

 rs438601 ............................... 66 مارکر یتیگوسیهتروز درجه و یآلل یفراوان یبررس 1- 4-2

 69 .......... رانیا تیجمع در rs378815 مارکر یتیگوسیهتروز درجه و یآلل یفراوان یبررس 2- 4-2

 χ2 ............................................. 71 آزمون از استفاده با نبرگیو-يهارد تعادل بررسی 4-3

 71 ........................................................ رانیا تیجمع در ایگو يهاپیهاپلوت یبررس 4-4

 LD( ............................................................. 72( نامتعادل یوستگیپ مقدار یبررس 4-5

 73 ...................................................................................... یینها يریگجهینت 4-6

 73 ..................................................................... ندهیآ مطالعات يبرا یتشنهادایپ 4-7

 74 ......................................................................................................... هاوستیپ

 74 ...................................................................................................... 1 وستیپ

 78 ...................................................................................................... 2 وستیپ

 79 .......................................................................................................3 وستیپ

 81 ...................................................................................................... 4 وستیپ

 83 ...................................................................................................... 5 وستیپ

 87 .......................................................................................................6 وستیپ

 88 ................................................................................................... ماخذ و منابع

  

   



  ر
 

  هافهرست شکل

  صفحه                                                                                  عنوان                                           

 IX ............................ 2 فاکتور ژن تیموقع و X کروموزوم بلند يبازو یکیژنت نقشه 1-1 شکل

 شده سنتز تازه نیپروتئ) ج ،IX فاکتور mRNA) ب ، IXفاکتور ژن) الف  کیشمات شکل 2- 1 شکل

 7 ................................................................................ فعال IX فاکتور) د، IX فاکتور

 7 .................................. يانعقاد آبشار یذات ریغ و یذات يرهایمس کیشمات ریتصو 3-1 شکل

 9 ............................... آن به وستهیپ RFLPs و IX فاکتور ژن کیستماتیس اگرامید 4-1 شکل

 IX .................................... 13 فاکتور ژن در شده شناخته يهاسمیمورفیپل یبرخ 5-1 شکل

 14 ........................................ پیوستگی آنالیز مطالعات در هاپلوتیپ آنالیز اهمیت 6- 1 شکل

 19 ................... ژن داخل و مجاورت در  rs438601و rs378815 يمارکرها تیموقع 7-1 شکل

 rs378815  ........................... 19 و rs438601 يمارکرها یکروموزوم تیموقع ينما 8-1 شکل

 Tetra-primer ARMS PCR ........................................................ 22 کیتکن 1- 2 شکل

 مارکر اطراف توالی يرو بر مرهایپرا از کی هر يدینوکلئوت یتوال و یژنوم تیموقع 2- 2 شکل

rs438601 ..................................................................................................... 30 

 مارکر اطراف توالی يرو بر مرهایپرا از کی هر يدینوکلئوت یتوال و یژنوم تیموقع 3- 2 شکل

rs378815 ..................................................................................................... 31 

 GENEPOP ......... 37  افزارنرم با محاسبه يبراExcel  افزارنرم در هاداده نوشتن نحوه 4- 2 شکل

 PowerMarker  ............................ 39افزارنرم با محاسبه يبرا هاداده نوشتن نحوه  5- 2 شکل

 dbSNP .................................. 43یاطلاعات گاهیپا در rs438601 مارکر يهایژگیو 1-3 شکل

 dbSNP ................................. 43 یاطلاعات گاهیپا در rs378815 مارکر يهایژگیو 2-3 شکل

 Primer 1 ............ 45 افزارنرم از استفاده با rs438601 مارکر يبرا مریپرا هیاول یطراح 3-3 شکل

 Primer 1 ............ 46 افزارنرم از استفاده با rs378815 مارکر يبرا مریپرا هیاول یطراح 4-3 شکل

 rs438601. .. 47 مارکر يبرا شده یطراح يمرهایپرا صحت یبررس يبرا Oligo افزارنرم 5-3 شکل

 rs378815 .... 47مارکر يبرا شده یطراح يمرهایپرا صحت یبررس يبرا Oligo افزارنرم 6-3 شکل

 rs438601 ...................................................... 49 مارکر يبرا BLAST جهینت 7-3 شکل

 rs378815 ...................................................... 50 مارکر يبرا BLAST  جهینت 8-3 شکل

 51 .................... %1 آگارز ژل يرو بر انسان خون از یژنوم تام DNA استخراج جینتا 9-3 شکل

 



  ز
 

 صفحه                                                                                                                        عنوان

 يبرا شده یطراح يمرهایپرا به مربوط جداگانه صورت به PCR محصولات شینما 10-3 شکل

 rs438601 .............................................................................................. 52 مارکر

 53 .......................... %1 آگارز ژل يرو بر rs438601 مارکر ییدما انیگراد یبررس 11-3 شکل

 بر rs438601 مارکر يبرا PCR واکنش انجام جهت MgCl2 مناسب غلظت یبررس 12- 3 شکل

 54 ............................................................................................. %1 آگارز ژل يرو

 يبرا شده یطراح يمرهایپرا به مربوط جداگانه صورت به PCR محصولات شینما 13-3 شکل

 rs438601 .............................................................................................. 55 مارکر

 بر rs378815 مارکر يبرا PCR واکنش انجام جهت MgCl2 مناسب غلظت یبررس 14- 3 شکل

 56 ............................................................................................. %1 آگارز ژل يرو

 برTetra-primer ARMS PCR  روش از استفاده با rs438601مارکر يهاآلل نییتع 15- 3 شکل

 58 ............................................................................................. %2 آگارز ژل روي

 بر Tetra-primer ARMS PCR روش از استفاده با rs378815 مارکر يهاآلل نییتع 16- 3 شکل

 58 .............................................................................................. %2آگارز ژل روي

  اساس بر جهان مختلف يهاتیجمع در rs438601 مارکر يبرا G آلل یفراوان سهیمقا 1-4 شکل

 SNPPER ............................................................. 68 و  ALFREDداده گاهیپا اطلاعات

  اساس بر جهان مختلف يهاتیجمع در rs438601 مارکر یتیگوسیهتروز درجه سهیمقا  2- 4 شکل

 SNPPER ............................................................. 68 و ALFRED داده گاهیپا اطلاعات

 بر جهان مختلف يهاتیجمع در rs378815 مارکر يبرا C و T آلل یفراوان سهیمقا 3-4 شکل

 SNPPER ................................................... 70 و  ALFRED داده گاهیپا اطلاعات  اساس

  اساس بر جهان مختلف يهاتیجمع در rs378815 مارکر یتیگوسیهتروز درجه سهیمقا  4- 4 شکل

 SNPPER ............................................................ 70 و  ALFRED داده گاهیپا اطلاعات

 72 ............... .خانواده سطح در و تیجمع سطح در ایگو يهاپیهاپلوت یفراوان یبررس 5-4 شکل

  



  س
 

  هافهرست جدول

  صفحه                                                                                                       عنوان                    

  3 .......................................... انسان IX فاکتور ژن يهانترونیا و هااگزون اندازه 1-1 جدول

 IX ......................  9هاي ژن فاکتور ها و اینترونها در اگزونتعداد و درصد موتاسیون 2-1 جدول

تیجمع در هاآن یآلل یفراوان و IX فاکتور ژن داخل در شده ییشناساRFLP  نیچند 3-1 جدول

 10 ................................................................................................... مختلف يها

 مختلف يهاتیجمع در IX فاکتور ژن يهاپیهاپلوت يرو بر شده انجام مطالعات یبرخ 4- 1 جدول

 18 ..............................................................................................................ایدن

 24 ..................................................................... استفاده مورد هايدستگاه 1-2 جدول

 26 .................................. )خون قرمز يهاگلبول کننده زیل بافر( A بافر باتیترک 2-2 جدول

 26 ................................. )خون دیسف يهاگلبول کننده زیل بافر( B بافر باتیترک 3-2 جدول

 TE ........................................................................... 27 محلول ترکیبات 4-2 جدول

 rs438601 .. 29 مارکر تکثیر برايطراحی شده Reverse  و Forward  پرایمرهاي توالی 5-2 جدول

 rs378815 ... 29 مارکر تکثیر برايطراحی شده  Reverse و Forward پرایمرهاي توالی 6-2 جدول

 32 ........................ .میکرولیتر 50 حجم بهPCR  یک براي نیاز مورد مقادیر و مواد 7-2 جدول

 نهیبه از پس( تریکرولیم 25 یینها حجم با PCR انجام يبرا ازین مورد مقدار و مواد 8-2 جدول

 rs378815 .......................................... 33 مارکر و rs438601 مارکر يبرا) متعدد يهايساز

 rs378815 .... 34 و rs438601 مارکر يبرا کلریترموسا دستگاه یینها شده نهیبه برنامه 9-2 جدول

 IX ............................ 59 فاکتور لوکوس در rs438601 مارکر يبرا هاپیژنوت انواع 1-3 جدول

 نترنتییگاه ایبا استفاده از پا IX فاکتور در لوکوس rs438601 للی مارکرآفراوانی  2-3جدول 

GENEPOP ................................................................................................... 59 

 rs438601 مارکر انتظار مورد و شده مشاهده هموزیگوسیتی و هتروزیگوسیتی درصد 3-3 جدول

 IX ........................................................................................ 60 فاکتور لوکوس در

 IX ............................ 60 فاکتور لوکوس در rs378815 مارکر يبرا هاپیژنوت انواع 4-3 جدول

 IX  ....................................... 60فاکتور لوکوس در rs378815مارکر آللی فراوانی 5-3 جدول

 rs378815 مارکر انتظار مورد و شده مشاهده هموزیگوسیتی و هتروزیگوسیتی درصد 6- 3 جدول

 IX ........................................................................................ 61 فاکتور لوکوس در
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 فصل اول

 مقدمه و مروري بر منابع

    Bهموفیلی 1- 1

با این ساس نام اولین کودکی که ا بر تشخیص داده شد و 1952در سال  Aتر هموفیلی از نوع رایج B هموفیلی

 هموفیلی .)Franchini and Mannucci 2012( گذاري شدنام ١کریسمس بیماري به عنوان بیماري توصیف شد

B )MIM#306900 (یزي دهنده مغلوب وابسته به ریک بیماري خونX  است که توسط کمبود یا ناهنجاري

 .Ghandil, Farhud et al( دهدرخ می IXشود و با موتاسیون هایی در ژن فاکتور انعقادي ایجاد می IXفاکتور 

2003, Mahajan, Chavali et al. 2004, Yan and Wu 2009(. جا که این بیماري وراثت وابسته به از آنX 

-Salazar( مانندبیشتر زنان ناقل، سالم می ، در مقابلدهدمردان را تحت تاثیر قرار می ، اغلبمغلوب دارد

Sánchez, Jiménez-Cruz et al. 2004(.  ها این کهاند با بیماري هموفیلی شناخته شدهتعداد اندکی از زنان

غیر تصادفی  شدن ناقص یا از طریق غیر فعال IXفاکتور  یاVIII  وجود دو ژن فاکتور به علتممکن است 

در ناقلین شناخته هموفیلی  یک توضیح اولیه براي وجود علائم دلیل دوم اغلب به عنوان. باشند Xکروموزوم 

غلظت پلاسمایی و  Xکروموزوم  شدن فعال دهد که بین غیرها نشان میشود، هرچند دادهشده پیشنهاد می

 30تا  25در  یک  Bهموفیلی  .)Bowen 2002( همبستگی وجود ندارد B و Aدر ناقلین هموفیلی  VIII فاکتور

 .Chan, Yam et al. 2000, Ghandil, Farhud et al( دهدزنده را تحت تاثیر قرار می هزار پسر متولد شده

2003, Yan and Wu 2009(.  

تمایز  +Bو  -Bبه صورت  Bتواند بین دو نوع اصلی بیماران هموفیلی می IXآزمایشات ایمونولژیک براي فاکتور 

 IX فاکتور پروتئینداراي  +Bو بیماران  باشندمی قابل تشخیص IX فاکتور فاقد پروتئین -Bبیماران . قائل شود

 بینی شده، عود کننده وهاي غیر پیشخونریزي. )Grunebaum, Cazenave et al. 1984( باشندمی طبیعی غیر

خونریزي عود کننده در مفاصل بزرگ . شوندیا مفاصل بزرگ ظاهر می هاي نرم ور بافتد خود به خودي اساساً

 .شودماري شدید میدر اکثر بیماران با بی ٢معمولا منجر به بیماري مفصل فلج کننده

                                                           
1 Christmas disease 
2 Crippling arthropathies 
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در  ١شدید Bهموفیلی . دارد خون انعقادي در گردش IXبستگی به سطح فاکتور  Bشدت کلینیکی هموفیلی 

 IXاز فعالیت فاکتور % 1-5، ٢متوسطB  در هموفیلی . دهدانعقادي رخ می IXاز فعالیت فاکتور % 1 کمتر از

رسد افراد با انعقادي به نظر می IX از فاکتور% 5وجود حداقل . د، خونریزي خود به خودي نادر وجود دارانعقادي

این  .)Yan and Wu 2009( کندخود به خودي محافظت می نریزيدر مقابل خو را ٣خفیف Bهموفیلی 

نواقص مولکولی به وجود آمده با هر موتاسیون است که منجر  ٤کی بر اساس ناهمگنیگوناگونی در ظهور کلینی

چگونگی درمان و  .)Nawaz, Hussain et al. 2008( شودمی IXبه یک الگوي خاص از تغییرات فعالیت فاکتور 

  .آورده شده است 1اداره این بیماري در پیوست شماره 

 

 IX فاکتور ژنومی ساختار 2- 1

 یابی شدتوالی 1985سال و همکارانش در Yoshitaki انعقادي انسان به طور کامل توسط IX فاکتور  ژن

)Graham, Kunkel et al. 1991(.  از  کیلو جفت باز 34اینترون است که حدود  7اگزون و  8ژن شامل این

DNA  کروموزومی در بازوي بلند کروموزومX )Xq27 (را اشغال کرده است ) و به یک  )1- 1شکلmRNA 

 .Ghandil, Farhud et al. 2003, Zahedmehr, Delmaghani et al( شودرونویسی می جفت بازي 2803

قاب خواندن باز ، یک )باز 29(کوتاه  )UTR′5( ٥شوندهغیرترجمه 5َ ناحیه شامل یک  mRNA این  .)2004

)ORF6( ٧کدون ختم علاوه به) 3( ٨غیرترجمه شونده 3َ  ناحیه ، و یک)باز1383′UTR( )1390 باشدمی) باز. 

  .)Bowen 2002( )1-1جدول ( جفت باز طول دارد 1935بزرگترین اگزون این ژن فقط 

 

 مورگان، با فواصل ژنتیکی در واحد سانتیIXو موقعیت ژن فاکتور  Xکروموزوم  ژنتیکی بازوي بلند نقشه 1-1شکل 

)Ghandil, Farhud et al. 2003(. 

  : Xاختصارات به ترتیب از سمت سانترومر به سمت انتهاي بازوي بلند کروموزوم 

Cen: centromere; HPRT: Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase; DXS51: The name of polymorphic marker ; 
FIX: Factor IX ; Xqfra: Xq fragile X; FVIII: Factor VIII; DX13: The name of polymorphic marker; St14: The 
name of polymorphic marker; Xqter: Xq terminal; CM: Centimorgan     

 

                                                           
1 Severe 
2 Moderate 
3 Mild 
4 Heterogeneity 
5 5′untranslated region 
6 Open Reading Frame 
7 Stop codon 
8 3′untranslated region 
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  .)Bowen 2002( انسان IXهاي ژن فاکتور ها و اینتروناندازه اگزون 1-1جدول 

Exon Length(bp) Intron Length(bp) 

1 117 1 6206 

2 164 2 188 

3 25 3 3689 

4 114 4 7163 

5 129 5 2565 

6 203 6 9473 

7 115 7 668 

8 1935   

 

  خون   انعقاد آبشار 3- 1

 4و مسیر فاکتور بافتی) 3مسیر داخلی( 2فعال سازي تماسیمسیر  .شودبه سه مسیر تقسیم می 1انعقادي آبشار

)TF( )5مسیر خارجی( مسیر مشترك نهایی فاکتورX کنندفیبرین را فعال می ، ترومبین و )Hoffbrand and 

Moss 2011(.  

شود و در حضور یون کلسیم وارد سیستم عروقی می جدار عروق، فاکتور بافتی آسیب بهمسیر خارجی در اثر در 

دو زیموژن موجب فعال شدن  )TF:FVIIa( این دو فاکتورکند که در نهایت کمپلکس را فعال می VII فاکتور

اغلب به  TF-FVIIaتوسط کمپلکس  Xaبه شکل   Xفعال شدن فاکتور .شودمی Xو  IXپلاسما یعنی فاکتور 

کمپلکس   FVaآن و کوفاکتور  FXa.شودمهار می (TFPI) 6مسیر فاکتور بافتی سرعت توسط مهارکننده

ترومبین سپس ترکیبات دیگر  .کندتبدیل می 9را به ترومبین 8هند که پروترومبیندل مییشکترا  7پروترومبیناز

را نیز آزاد  FVIII و) کندرا فعال می FIXو متعاقبا  FXIکه (کند را فعال میFVII و FV جمله  آبشار انعقادي از

در مسیر انعقادي به عنوان ) FVIIIa(شده فعال VIIIفاکتور  .)Pallister and Watson 2010( کندو فعال می

کمپلکس ( شده از این دو پروتئین کمپلکس تشکیل. کندعمل می) FIXa(فعال شده  IXکوفاکتور براي فاکتور 

tenase( فاکتور ،X  را به فاکتورX بنابراین. کندفعال تبدیل می TF تواند به دو روش میFX به  -1: را فعال کند

 .)Villoutreix and Sperandio 2010() 3- 1شکل( FIXa:FVIIIaاز طریق کمپلکس  -2طور مستقیم 

                                                           
1 Coagulation cascade 
2 Contact activation pathway 
3 Intrinstic pathway 
4 Tissue factor pathway 
5 Extrinsic pathway 
6
 Tissue factor pathway inhibitor 

7
 Prothrombinase 

8
 Prothrombin 

9 Thrombin 

http://en.wikipedia.org/wiki/Tenase
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بافت کلاژن زیر این عروق  هاي اندوتلیال عروقی،و صدمه به سلولدر اثر صدمات بافتی  مسیر داخلی انعقاددر 

در واقع این  .شودنها میآگیرد که موجب فعالیت ها و فاکتورهاي انعقادي قرار میدر معرض دسترسی پلاکت

1گیري کمپلکس اولیه روي کلاژن توسط کینینوژن با وزن مولکولی بالامسیر با شکل
 (HMWK) ، پري-

، FXIIa  .شودتبدیل می FXIIa به   FXII و 3کالیکرئین کالیکرئین بهپري .شودشروع می  FXIIو 2کالیکرئین

FXI  را به FXIa فاکتور . کندتبدیل می XIaفاکتور IX کند که با کوفاکتورش را فعال میFVIIIa   کمپلکس

tenase دهند که را شکل میFX  را بهFXa ي تماسی در شروع سازفعالمسیر نقش کمتري که . کندتبدیل می

 کالیکرئین، بیماريپري و  FXII،HMWKهاي شدید توسط این حقیقت که بیماران با نقص تشکیل لخته دارد

رسد بیشتر در در عوض سیستم فعال سازي تماسی به نظر می. شودندارند مشخص می ايدهنده خونریزي

  . )3-1شکل( شرکت دارد 4التهاب

-و مسیر در یک مسیر مشترك قرار میهر د  Xaبه فاکتور  X پس از تبدیل فاکتورنهایی  مسیر مشتركدر 

اولین نقش ترومبین تبدیل فیبرینوژن . شودمیین به ترومبین باعث تبدیل پروترومب Xa در ادامه فاکتور .گیرند

 به علاوه فاکتور. کندرا فعال می) Cپروتئین ( هاکننده آنمهارو  Vو  VIII فاکتور ،ترومبین .باشدبه فیبرین می

XIII مرهاي فیبرین را که از مونومرهاي فعال دهد که پلیباندهاي کوولانسی را شکل می د کهکنرا نیز فعال می

  .)Pallister and Watson 2010( کندبه هم متصل می ،اندشده شکل گرفته

 

  مسیر انعقاد خون هايکنندهتنظیم 1- 3- 1

تواند ها میدر این مکانیسم کنند که ناهنجاريها و آبشار انعقادي را تنظیم میچند مکانیسم فعال شدن پلاکت

 .شود 5خون در عروق منجر به تمایل افزایش یافته به تشکیل لخته

  :عبارتند از هاي طبیعی انعقاد کنندهمهاربرخی 

یک آنزیم سرین پروتئاز وابسته به این پروتئین . است لوژیکترین ضد انعقاد فیزیوکه مهم Cپروتئین  -1

٦فعال Cاست که توسط ترومبین به پروتئین  Kویتامین  
(APC)  شودتبدیل می.  

ها یعنی ترومبین، است که سرین پروتئاز (serpin) ٨یک مهارکننده سرین پروتئاز ٧آنتی ترومبین -2

FIXa ،FXa ،FXIa و FXIIa کندرا تجزیه می.  

سازي کند و همچنین فعال، فعالیت فاکتور بافتی را محدود می(TFPI) مسیر فاکتور بافتی کنندهمهار -3

  .کندرا مهار می  FXو FVIIبیش از حد وابسته به فاکتور بافتی  

                                                           
1
 High-molecular-weight kininogen 

2
 Prekallikrein 

3
 Kallikrein 

4 Inflammation 
5 Thrombosis 
6 Activated protein C 
7
 Antithrombin 

8
 Serine protease inhibitor 
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) شودوتئین پلاسما که در کبد تولید میپر(پلاسمینوژن  ١پلاسمین توسط شکست پروتئولیتیکی -4

٢بافتی پلاسمینوژناین شکست توسط فعال کننده . شودایجاد می
(t-PA) دهد که توسط رخ می

فیبرین را به محصولات حاصل از  ٣با فعالیت پروتئازيپلاسمین . دشوترشح می اندوتلیوم سنتز و

 Hoffbrand and( کندگیري بیش از حد فیبرین جلوگیري میشکند که از شکلن میتجزیه فیبری

Moss 2011(. 

 

    IX     فاکتورن یپروتئ 4 -1

 IXفاکتور . کندانعقاد خون عمل می داخلیدر مسیر  است که شبیه تریپسین سرین پروتئازیک   IXفاکتور

EGF) فاکتور رشد اپیدرمی هايدامنه، 6دومینگلا،5پروپپتیدپريهاي عملکردي به نام 4دامنهبراي شش 
7
و 1-(

EGF-2 ،فاکتور. کندمی رمز 9کاتالیتیک دامنهو  8سازيفعال دامنهIX  415 به عنوان یک زیموژن تک زنجیره 

 μg/ml5در گردش است و در پلاسماي نرمال در غلظت تقریبا  کیلودالتن 55 آمینواسیدي با وزن مولکولی

  .)Mahajan, Chavali et al. 2004( وجود دارد

ساز، شامل یک توالی سیگنال آمینوترمینال و یک پروپپتید سنتز ها به عنوان پیشدر هپاتوسیت IXفاکتور  

 )یا توالی سیگنال(pre کند که توالی می رمز 10پروتئین-پرو-پريیک  )ORF(قاب خواندن باز  در واقع .شودمی

یک  proتوالی  .کندبراي ترشح آماده می آن را کند ورا به شبکه آندوپلاسمی هدایت می IXفاکتور  پروتئین

گلوتامیک اسید را  ریشه کربوکسیلازکند که فراهم میk اتصالی براي یک کربوکسیلاز وابسته به ویتامین  دامنه

-γ توسطIX فاکتور پروپپتید شامل عناصري است که براي شناسایی  .دهددومین قرار میدر مجاور گلا

-باقی .اندپلاسمی مرتبط است، مهمکه با سطح داخلی شبکه آندو Kوابسته به ویتامین  11گلوتامیل کربوکسیلاز

وارد گردش خون  پرو و پريهاي باشد که بعد از حذف توالیمی IXزیموژن فاکتور  ،پروتئین-پرو- پري مانده

  .)Bowen 2002, Mahajan, Chavali et al. 2004( شودمی

ها د و شکست در جدا شدن این توالیشونهاي مجزا قبل از ترشح جدا میکنشدر واتوالی سیگنال و پروپپتید 

12یک پروتئین غیر عملکرديتولید منجر به 
اساس ساختار یا عملکرد  هاي داخل زیموژن بردامنه. شودمی 

                                                           
1 Proteolytic cleavage 
2
 Tissue plasminogen activator 

3 Proteolytically 
4 Domain 
5 Prepropeptide 
6 Gla domain 
7 Epidermal growth factor 
8 Activation domain 
9 Catalytic domain 
10 Pre-pro-protein 
11 γ- glutamyl carboxylase 
12 Nonfunctional 


