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 .است نمیده ذكر را آن مرج  ديگران نتايج از استفاده درصیرت

 فريبا روح  مق م

 امضاء و تاريخ

زیسا    رشيته  ارشي   كارشناسي   مقطي   7831 ساا   ورودي دانشوی  فریبا روحی مقدماينوانب 

 مقاليه،  انتشيار  بيه  اق ام خید نامه پايان مطالب براساس چنانچه نماي  م  گیاه  (بیوشیمی)شناسی 

 به و ... و كتاب، مقاله، نشر به نسبت ايشان نظر با راهنما، استاد نمیدن مطل  ضمن نماي  ... و كتاب،

 .نماي  مبادرت راهنما استاد نام ذكر با و مشترك صیرت

 فريبا روح  مق م

 امضاء و تاريخ

 پاييان  ايين  میضیع تحقيق از ناش  آور  نی و آزمايشات مطالعات، نتايج از مترتب ماد  حقیق كليه

 . باش  م  نیر پيام دانشگاه به متعلق نامه
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  تقدیم به پدر و مادر عزیزم

خ ا  را بس  شاكرم كه از رو  كرم پ ر و مادر  ف اكار نصيب  ساخته تا در سيايه درخيت پير بيار     

وجیدشان بياساي  و از ريشه آنها شاخ و برگ گيرم و از سايه وجیدشيان در راه كسيب علي  ودانيش     

را  از رفتارشان محبيت و از صبرشيان ايسيتادگ     ،دو فرشته ا  كه از نگاهشان صلابت  .تلاش نماي 

كيه ايين    وال ين  كه بیدنشان تاج افتخار  است بر سرم و نامشان دليل  است بر بیدن  چرا  .آمیخت 

دو وجید پس از پروردگار مايه هست  ام بیده ان  دست  را گرفتن  و راه رفتن را در ايين واد  زني گ    

حال ايين   دن را معنا كردن آمیزگاران  كه براي  زن گ ؛ بیدن و انسان بی  .پر از فراز و نشيب آمیختن 

 ....برگ سبز  است تحفه درويش تق ي  آنان

تق ي  به همسرم كه سايه مهربانيش سايه سار زن گ  ام م  باش  و مشکلات مسيير را بيراي  تسيهيل    

صفايشان ماييه آراميش مين     ر از جان  كه وجیدشان شاد  بخش ودو فرزن  عزيز تتق ي  به  و نمید

 .است
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سپاس خ ا  را كه سخنیران در ستیدن او بمانني  و شيمارن گان شيمردن نعميت هيا  او ن انني  و       

كه تیفيق  به امي  آنو  سپاس خ ا  را كه هر چه دارم از اوست  .كیشن گان حق او را گزاردن نتیانن 

 .ياب  جز خ مت به خلق او نکیش 

بسيار سپاسگزارم چرا كه ب ون راهنمياي  هيا     گرام  جناب آقا  دكتر سي  احم  آل ياسين اداز است

خان  دكتر فائزه جهانشاد نهاييت تشيکر   و از سركار  نمید ايشان تامين اين پايان نامه بسيار مشکل م 

 .را دارم كه در فراه  نمیدن نمینه ها  خین با اينوانب همکار  نمیدن 

میفقيت اينوانب نتيوه زحمات ايشان كه دانشگاه پيام نیر نهايت تشکر را دارم چرا   محترم تياز استا

 .م  باش 

كه در مراحل انوام اين پايان ناميه   مرضيه شيراز  و از دوستان صميم  و مهربان  خان  ايلناز رشي  

 .با اينوانب نهايت همکار  را نمیدن  كمال تشکر را دارم

جهيت همکيار    رور  نیيي   و انستيتی نابيا در پايان از كليه كارمن ان پژوهشگاه مل  مهن س  ژنتيک 

 .ها  ايشان در پيشبرد اين پايان نامه سپاسگزارم
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 چكيده 

جنيني از خون مادر جهت تشخيص غير تهاجمي قبل از تولدد   DNAجداسازی 

  تعدادی کروموزومهای جنيني

جنين  در تشخيص قبل از تیل  غير تهاجم  آنیپلیئيي   هيا  كروميیزوم       DNAاستفاده از :هدف

وارد جرييان   جنيني   DNA از هشت هفتگ  سين بياردار    . خيرا میرد تیجه قرار گرفته استجنين ا

گردد و منب  خیب  برا  تشخيص قبل از تیل  ب ون نياز به آمنيی سنتز يا نمینيه گيير     خین مادر م 

جنيني    DNAه   اين طرح اسيتخراج  .  كه خطر  برا  مادر و جنين ن ارداز پرزها  جفت  است 

و   Yاز خین مادر و استفاده از آن در تشخيص سري  تعي اد كپي  كروميیزوم  از جمليه كروميیزوم      

.  بيیده اسيت   Taqman real time PCRبا اسيتفاده از ماركرهيا  كروميیزوم  و روش     21كرومیزوم 

تيرين ناهنويار  ژنتيکي      گيردد كيه راييج    ايوياد سين روم داون مي    با عث  21تريزوم  كرومیزوم 

 .  تیل  زن ه مشاه ه ميگردد 700/1مادرزاد  ميباش  و 

خان  باردار از هفته هشيت  بياردار  و    30در اين مطالعه نمینه ها  خین سياهرگ   :مواد و روش ها

آزاد جنيني    DNAاستخراج .  است هنمینه فرد سال  استفاده ش  10نمینه مبتلا به سن رم داون و  10

واقي  بير    DYS14و ماركر  SRYقسمت  از ژن  . از پلاسما  خین مادر  و افراد كنترل انوام گردي 

 S100Bو  D21S167جنين  در پلاسما  خین مادر و از ماركرهيا    DNAجهت تايي   Yكرومیزوم 

جنين   DNAدر نمینه ها   21جهت تشخيص سري  تع اد  كرومیزوم  21واق  بر رو  كرومیزوم 

بعنيیان اسيتان ارد در    12بررو  كرومیزوم  IGF-1از ژن .  و مقايسه با نمینه ها  كنترل انوام گرفت

 . هر واكنش استفاده ش 

برابر نسيبت   1.6و  1.3بترتيب برابر با  IGF-1در مقايسه با  S100Bو  D21S167ميزان ازدياد  :نتایج

.  جنيني  مشياه ه گرديي     DNAنمینيه   30به استان ارد در گروه سن رم داون نسبت به گروه سيال  و  

نتايج تشيخيص جنسييت جنيين در    .  نمینه تکثير ش  30میرد از  14در  DYS14و SRYتیال  ها  

 100كيه  مياهگ  بياردار  مقايسيه گرديي       4اين آزمايش با نتايج سینیگراف  تعيين جنسيت پيس از  

 .  درص  با ه  مطابقت داشتن 



 و 

 

روش  سري  و قابل اطمينان جهيت   Taqman Real-time PCRاين نتايج نشان دادن  كه روش  :بحث

هنگام سين رم داون   تیان  در تشخيص زود باردار  و همچنين م  8تشخيص جنسيت جنين از هفته 

د كه از ايين روش مي  تيیان    آم ه نشان دانتايج ب ست .  نيز در كنار روشها  ديگر به كار گرفته شید

 .روش ها  ديگر جهت تشخيص آنیپلیيي   ها  كرومیزوم  استفاده نمید به همراه

 ؛تشيخيص غيير تهياجم    ؛ SRYژن؛ 21تريزومي    جنين ؛ پلاسما  ميادر ؛  DNA :ديیكلمات كل

Real-time PCR 
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 32..............................................................................................................................................باردار 

 52.................یانمیجید در پلاسما  بيماران پيین  مغز استخ Yكرومیزوم  DNAدرص  : 8-1شکل

 26.................................................جنين  و مادر  در پلاسما  مادر DNAغلظت نسب  : 3-1شکل 

 SRY..................................28آزاد جنين  ط  باردار  با ان ازه گير  ژن   DNAغلظت : 10-1شکل 

 STR .................................................34ش ه در آناليز ماركر ها  انیاع پيک ها  مشاه ه: 11-1شکل

آناليز ماركر ها  بسيار پل  میرفيک در پلاسما  مادر باردار با جنين مبتلا به تريزوم  :12-1شکل

21......................................................................................................................................................34 

 F13................................................85ال   F8در نمینه ها  جنين   SRYژن  PCRنتايج :  1-3شکل

 F16..............................................53ال   F14در نمینه ها  جنين  SRYژن  PCRنتايج :  2-3شکل 

با ژن ها   13ال   7نمینه ها  جنين  شماره  time PCR-Real Multiplexنتايج :  3-3شکل

DYS14  1و-IGF.............................................................................................................................16 

 ماركربا  20ال   11شماره (F)نمینه ها  جنين  time PCR-Real Multiplexنتايج :  4-3شکل

S100B وIGF1  و نمینه ها  نرمال(N)  36...................................................................6ال   3شماره 

و نمینه ها  10ال  1نمینه ها  سن رم داون شماره time PCR-Real Multiplexنتايج :  5-3شکل



 ل 

 

 IGF1..................................................................56و S100B با ماركر ها  3ال   7شماره  (N)نرمال 

و  S100Bها   ماركر time PCR-Multiplex Realژل الکتروفیرز محصیلات  6-3شکل 

IGF1.................................................................................................................................................65 

 D21S167ها   ماركر time PCR-Multiplex Realژل الکتروفیرز محصیلات :  7-3شکل 

IGF1...............................................................................................................................................66و

و نمینه ها  نرمال  15  ال 1نمینه ها  جنين  شماره time PCR-Real Multiplexنتايج :  8-3شکل

 IGF1..............................................................................76و D21S167 ماركر ها با   3ال   1شماره 

و نمینه ها   7ال  1نمینه ها  سن رم داون شماره time PCR-Real Multiplexنتايج :  3-3شکل

 IGF1................................................................................63و D21S167 با ماركر ها  3ال   7نرمال 

 IGF1 ..........63 ژنبه  21نمیدار ميله ا  نشان دهن ه نسبت ژن ها  واق  بر كرومیزوم  01-3شکل 

 SRY ...........................................70نمینه ها  غير باردار با ژن  time PCR-Realنتايج  11-3شکل 
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 اختصارات

AFP: α-Fetoprotein 

AML: Acute myeloid leukaemia 

APC: Anaphase promoting complex 

βhCG: Beta-subunit of human chorionic gonadotropin 

cf DNA: cell-free DNA 

cf RNA: cell-free RNA 

cff DNA:cell-free fetal DNA 

cff RNA: cell-free fetal RNA 

cfm DNA: cell-free maternal DNA 

cfp DNA: cell-free plasma DNA 

CT: Cycle threshold 

CVS: Chorionic villus sampling 
DNA: Deoxyribonucleic acid 

DS: Down syndrome 

EDTA: Ethylene diamine tetra acetic acid 

FISH: Fluorescent in situ hybridisation 

GE: Genomic equivalent 

hCG: Human chorionic gonadotropin 

hPL: Human placental lactoge 

M I: Mneiosis I 

M II: Meiosis II 

mRNA: Messenger RNA 

ml: millilitre 

ND: Nondisjunction 

NT: Nuchal translucency 

PAPP-A: Pregnancy-associated plasma protein A 

PCR: polymerase chain reaction 

PLAC4: Placenta specific 4  

RFLP: Restriction fragment length polymorphism 

RNA: ribonucleic acid 

SC: Synaptonemal complex 

SNP: Single nucleotide polymorphism 

STR: Short tandem repeats 

TAE: Tris-acetate EDTA 

TUNEL: Terminal UdTP nuclear end labelling 

uE3: unconjugated estriol 

VNTR: Variable number of tandem repeat 

µm: Micrometer 
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 مقدمه

در حال حاضر، تشخيص پييش از تیلي  در چني  مياه اول بياردار  بيه منظيیر پيشيگير  از بيروز          

به هر حال، روش هيا   .  اختلالات ژنتيک  در بسيار  از آزمايشگاه ها  ژنتيک میرد تیجه م  باش 

  سلیل ها  جنين  برا  بررس  ها  ژنتيک  از جمله آمنيیسنتز و نمینه گيير  از پيرز    تهيهمعمیل 

ها  كیريین ، از روش ها  تهاجم  محسیب ش ه و خطر سقط و آسيب به جنيين وجيید خیاهي     

 (.2،1333؛ سيمپسین 1،2004ل )داشت

وجید سلیل ها  كامل جنين  در خین مادر  امروزه میرد پويرش واق  ش ه، اما مق ارشيان نياچيز   

سلیل جنيني    6تا  1.  و نيازمن  روش ها  غن  ساز  پيچي ه و روش ها  تشخيص  راهبرد  است

گرچيه بهبيید روش هيا  غني  سياز  و      .  در هر ميل  ليتر از خین يک زن باردار سال  وجيید دارد 

جنين از خین مادر میجب پيشرفت ها  زياد  در ايين رابطيه شي ه     DNAكل ها  ج اساز  پروتی

است، اما ناچيز بیدن سلیل ها  جنين  و ع م ماركر ها  اختصاص  جنين، ميان  از پيشيرفت هيا     

آزاد جنين  در سيرم و پلاسيما     DNAبا شناساي    (.4،2001؛كرابچ 3،1333هامادا)بع   ش ه است 

جنين در هفته ها  نخستين باردار  به حقيقت پيیست، ه بر اينکه رويا  تعيين جنسيت مادر ، علاو

همچنين، بررس  ها  تشخيص  پيش از تیل  اختلالات ژنتيک  در جنين به روش غيير تهياجم  نييز    

آزاد جنين  با پيشيرفت آبسيتن  افيزايش يافتيه      DNAاين (.  1333؛سيمپسین،5،1337لی) ميسر گشت

و پيس از   (b 1338ليی، ) (پلاسيما  ميادر    DNAدرص  از كل  2/6درص  تا  4/3ن از بطیر ميانگي)

 (.c1333لی،)پلاسما  خین مادر حو  م  شید اززايمان، به سرعت 

آزاد مادر  میجید در پلاسيما، ييک ميان      DNAآزاد جنين  در ميان انبیه  DNAبا تیجه به وجید 

از  DNAبزرگ در راه كسب اطلاعات از اين منب ، فق ان ماركرها  اختصاص  در تمايز اين دو نيیع  

پلاسيماي  ميادر،    DNAاز  Yكروميیزوم   DNAبا تیجه به تمايز واقع  تيیال   .  نظر منشاء م  باش 

جنين  انوام شي ه   DNAان ماركرها  اختصاص  بررس  ها  زياد  بر پايه   چنين تیال  هاي  بعنی

سرانوام اين پژوهش هيا  توقيقيات  ييک روش تعييين جنسييت بيا صيحت بيالا را فيراه           .  است

آزاد  DNAجنسيت جنين، ايين  علاوه بر تعيين (.  8،2001؛سکيزاوا7،2002؛هین ا6،2006دواليیا)ساخت

                                                             

1-Li        2-Simpson       3-Hamada      4-Krabchi      5-Lo     6- Davalieva      7-Honda         8-Sekizawa 
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منفي  نييز    RhDجنين در زنان بياردار   RhDغير تهاجم  وضعيت گروه خین  پلاسماي  برا  تعيين 

شخيص پييش از  تآزاد جنين  میجید در پلاسما  مادر  بمنظیر  DNAاخيرا بررس  .  مفي  م  باش 

تیل  غير تهاجم  بتاتالاسم  ماژور، سيستيک فيبروزيس، بيمار  هانتينگتین و بسييار  از اخيتلالات   

 (.b1338لی، ؛a1338لی، ؛c1333لی، ؛1،2000آميکیچ ) است ديگر جنين  در دست بررس 

آزاد جنيني  در پلاسيما  ميادر  گروهي  از      DNAهمچنين پس از م ت كیتياه  كيه از كشيف    

جنين  میجید در پلاسما   DNA پژوهشگران متیجه ش ن  كه در آسيب ها و ناهنوار  ها  جنين ،

جنين  نخستين بار در زنان بياردار    DNAاين تغييرات كم  .  مادر  متحمل تغييرات كم  م  گردد

جنين   DNAكه از مسمیميت باردار  رنج م  بردن ، مشاه ه ش  كه يک افزايش پنج برابر  سطیح 

جنين  در پلاسما  مادران در باردار  هيا  ناشي  از تريزومي      DNAهمچنين ميزان .  را نشان دادن 

جنين  میجید درپلاسما يا سرم ميادر در   DNA بنابر اين امکان استفاده ازغلظت.  افزايش م  ياب  21

در تحقيقي    2005در سيال    (.c1333لی،)آين ه ا  نزديک پيش بين  خطرات باردار  را نیي  م  ده 

كم ، میفق  Real-time PCRجنين  میجید در ماي  آمنيیتيک و استفاده از واكنش  DNAبا استخراج 

 (.2،2005يانگ)ش ن  21به تشخيص پيش از تیل  تريزوم  

آزاد جنيني  از خيین ميادر و     DNAتحقيق حاضرنيز، به ه   تیسعه روش  ب  خطر در ج اسياز   

بخصیص تشخيص تع اد  كرومیزوم ها  جنين  تعيين حساسيت اين تست در استفاده از آن جهت 

 .كه رايج ترين آنیپلیئي   است م  باش  21تريزوم  

                                                             

1-Amicucci       2-Young 
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ميوزمروری بر  1-1

 فاکتورهای آنوپلویيدی جنينیسک ر 1-1-1

:  آنیپلیيي   جنين باي  به چن ين پرسش مهي  پاسيخ داده شيید   جهت شناساي  ريسک فاكتیرها  

كپي   منشا وال   ( 2 يست؟ چم  شین ،  آنیپلیيي   جنين ج ا نش ن كه منور به مکانيس  ها  ( 1

تکرارآنیپلیيي   و اهمييت بيالين  آن چقي ر    ( 3  چيست؟ يا كمبید يک كرومیزوم زوماضاف  كرومی

م  باشن ؛ اكثر تريزوم  هيا  درص  تمام باردار  ها،آنیپلیيي   5ح اقل ؟  (2007،  1هاسیل )باش  م  

 (.  2001، هاسیل)و مینیزوم  ها  يک كرومیزوم خاص م  ميرن  و منور به سقط جنين م  گردن 

به هر حال بعض  آنیپلیيي   ها به ق ر  آسيب رسان نم  باشن  كيه سيبب از بيين رفيتن جنيين       

آنیپلیيي   ها چنين اين يک  از انیاع  21تريزوم  .  شین  و ممکن است تا پايان باردار  زن ه بمانن 

 1-2و حي ود    .(2007 ، هاسيیل  )سبب نقايص مادرزاد  هنگام تیلي  جنيين مي  گيردد    م  باش  و 

بيه  (.  2،1383هيیك وكيراس  ) كیدك متیل  ش ه ، مبتلا به سن رم داون م  باشن 1000كیدك  در هر 

 .م  باش  21همين دليل تیجه اصل  اين پايان نامه بر رو  تريزوم  كرومیزوم 

 خطای ميوزی در آنوپلویيدی جنين نقش 1-1-2

اضاف  در بعض  گاميت هيا و   خطا  ميیز  مسئیل آنیپلیيي   بیده و سبب كسب يک كرومیزوم 

سلیل ها  ديپلیيي   ميیز فراين  تقسي  سلیل  خاص  است كه از طريق آن، . ايواد تريزوم  م  شید

تفاوت ميیز با ميتیز در دوبيار تقسيي  سيلیل       .  زاين ه به سلیل ها  دختر  تقسي  م  شین  رده

، كرومیزوم ها  هیمیلیگ بيه دو سيلیل   Iط  ميیز  . است DNAواقعه   همانن  ساز  پس از يک 

 IIاين سلیل ها ب ون اينکه دوباره همانن  ساز  كنن ، وارد مرحله   ميیز  . دختر  تقسي  م  شین 

كروماتي  ها   خیاهر  بيه دو سيلیل دختير  تقسيي  شي ه، چهيار گاميت         IIط  ميیز   .م  شین 

نيمي  از ميیاد    Iدر مييیز  ) ايوياد مي  گيردد   منفرد هاپلیيي  در زنان يک گامت  هاپلیيي  در مردان و

رخ  IIفراين  مشابه  در ميیز   .درون يک ساختار سلیل  بنام جس  قطب  جم  م  شید ،كرومیزوم 

بيه چهيار    Iمييیز    (.2005، 3میرل  و كیهن) (داده و بازاء هر اووسيت دو جس  قطب  ايواد ميگردد

   .و تلیفاز متافاز، آنافاز پروفاز،: مرحله تقسي  م  گردد

                                                             

1-Hassold     2- Hook and cross     3- Morelli and cohen      
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سياختار پروتئيني  وييژه ا  بنيام      Iدر پروفياز    .رخ مي  دهني    Iاكثر روي ادها  ميیز طي  پروفياز  

ين كمپلکس از دو عنصر جانب  در طیل هر كروماتيي   ا.  تشکيل م  شید( SC)1 كمپلکس سيناپتینم

و آنهيا را  خیاهر  و يک عنصر مركز  تشکيل ش ه كه عنصر مركز  به دو عنصر جانب  ملحق ش ه 

كميپلکس سييناپتینم  میجبيات      .(2005میرل  وكیهن،)به دو كرومیزوم هیمیلیگ متصل م  نماي 

 Iتشکيل كياسما در پروفاز .  نیتركيب  وايواد كياسما را ميان كروماتي  ها  هیمیلیگ فراه  م  سازد

و همچنيين كششي    ازاين جهت دارا  اهميت ميباش  كه با نیتركيب  سبب افزايش تنیع ژنتيک  ش ه 

بيرا  ييک تقسيي  سيلیل  میفيق       Iرا ميان كرومیزوم ها  هیمیلیگ ايواد نمیده كيه در طي  مييیز   

 (ايين ييک فياكتیر مهي  در پيشيگير  از ايوياد گاميت هيا  آنیپلیييي  مي  باشي            (ضرور  اسيت 

 (.  2،1334كارپنتر)

 Iطي ميوز  کروموزوم ها جدا نشدن 1-1-9

 Iبه دليل خطا  ميیز  است كه اكثرا ط  ميیز  درص  تمام میارد 30در  ،21ج ا نش ن كرومیزوم 

4ج ا نش ن(.  3،2008اليیر)رخ م  ده 
(ND)       خطاي  در تقسي  سيلیل  بيیده كيه كروميیزوم هيا از

باردار  آغاز م  شید و پس از رون  جفيت   11-12ميیز در ح ود هفته    . يک يگر ج ا نم  شین 

 بي ين معنيا كيه     .سلیل  تا قبل از تخمک گوار  متیقف م  شیدش ن، سيناپس و نیتركيب ، تقسي  

  .(2008الييیر،  ) سال در مرحليه پروفياز مي  مانني     10-50كرومیزوم ها   هیمیلیگ تقريباً به م ت 

سبب پاي ار مان ن زوج كرومیزوم هيا   ( علاوه بر نقش آن درنیتركيب ) Iتشکيل كياسما ط  پروفاز 

اييين كرومييیزوم هييا را در دوك ميييیز  فييراه  ميي      هیمیلييیگ شيي ه وجهييت گييير  صييحيح  

 .(2008اليیر،)سازد

همتيا   ييا ع م تشکيل كياسما ميان كروميیزوم هيا  هیمیليیگ     Iيک  از دلايل ج ا نش ن در ميیز 

در كروميیزوم هيا    جهت ايواد كشش و اطمينان از جهت گير  صيحيح  ب ون تشکيل كياسما . است

دليل ديگر ج ا .  بطیر نادرست از ه  ج ا شین  Iممکن است كرومیزوم ها ط  آنافاز ، دوك ميیز 

تشکيل شید كه اصطلاحاً ج ا نشي ن كياسيماي     Iزمان  است كه كياسما در پروفاز  Iنش ن در ميیز 

نشي ه اسيت   مشخص ج ا نش ن كياسماي  در میرد نادرست ج ا ش ن  علت اصل   .نامي ه م  شید

رسي  كيه هي  خطيا  دوك مييیز  و هي  میقعييت كراسيينگ اور دارا  اهمييت           اما بيه نظير مي    

                                                             

1-Synaptonemal complex            2-Carpenter            3-Oliver                4-Nondisjunction 


