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  :ণپاسࢂචارم از
 ଒ ن಻ــൕ৶ ــباحજॡ رضــاඵ෪ــید عণ ــرන඿ی د༚نــد آേ॒࣒مــای ارঘــتاد راণ࣒ࢤــواঘــودبــا رऒ ــیઞઌ بــا  د୓ی ارزॷــേند و ੣োــෘات ূ࡙

 ऑ ر وධ්ده وඟ໊ ای ૼن ھࢤوارୀ ه راه را૤ه وص૛঩وड़یاری از آീয࣎مീ঒ شانীون ا৘دॠ م را৤୓ .  
گاهعਚــــــی اධ඿ــــــر ر ඼່یــــــدون اعــــــلا و ੀय़نــــــدس دන඿ـــ ـــপنــــــاب آ༚ی  Aــــــণــــــب، د॥ناঃ ੁــــــࣜطख़ ࢤــــــودن৶ اھم඼بــــــا ່ــــــ ଒ وپــــــانऔ  و ୓

و ৩ھاশــــࢌ ণــــپاس و  مــــا را భ ا৅جــــام و پایــــان اଌــــن کــــار ূ਼࡛ࣣقــــاਦی ീযــــیار یــــاری ৶ࢤود৯ــــد ୓ی ऒــــون ड़ــــورد ষیــــاز و ৶ࢤــــوඵ෤झূ ଡــــزات
  .दدردا਩ی از اীشان را دارم

  .اশ࣊جاষࢋ را ୀای اଌن پایان ୀ ଓฬ ࠱ھده دا௭ ی زاده ज़ ଒شاوره اণتاد ज़شاورم آ༚ی دන඿ر य़ھدی
ــــــــــభ චمــــــــــان جــــــــــاग़ع ھࢤــــــــــوभیਚی اୌان از ॒م૤ــــــــــه خــــــــــاৣم හــــــــــඵرଌن رواষبــــــــــد، ໑ــــــــــ৤ජم  ජ໊໑ یــــــــــکංඓه ژழــــــــــࣰل آزمــــــــــاণــــــــــه پر૟ൎک

  . پایان ീয ଓฬیار کمکم ৶ࢤود৯د  ඵ෠োری ජ໑ భ ଒اउل ൏ख़ت࢕ف ඼່زاଡزادگان و  ر१ول



  چكيده

تهاجمي  هاي جديدي براي تشخيص غير امكان 1997جنيني در خون مادر در سال  DNAكشف 

ي مهمي از مطالعات را در تشخيص ژنتيكي قبل از تولد به خود اختصاص  قبل از تولد فراهم و زمينه

هاي  هاي در معرض ريسك بيماري يك كاربرد احتمالي آن تعيين جنسيت جنين براي زوج. داده است

ي اول بارداري  يص معمول جنسيت جنين در سه ماههتشخ .مانند بيماري هموفيلي است Xوابسته به 

. سقط جنين باشند% 1-2هاي تهاجمي است كه ممكن است داراي ريسك  ي شيوه هم اكنون بر پايه

با  Real-time PCRهدف از اين مطالعه بررسي حساسيت و ويژگي تعيين جنسيت جنين بوسيله آناليز 

آزاد جنيني اساسا به صورت  DNA. رداري بوده استي اول با در سه ماهه سايبرگرين،استفاده از 

آزاد  DNAقطعه قطعه بودن . كند در جريان خون مادري گردش مي bp500قطعاتي با طول كمتر از 

، از )%94-97(آزاد مادري  DNAي زيادي از  در زمينه )%3-6(جنيني و غلظت بسيار كم آن 

براي از بين بردن اين . ون مادري هستندجنيني در گردش خ DNAترين مشكلات آشكار كردن  اصلي

 Real-Time PCR  جنين در اين پژوهش، يك روش جديد ي جنسيت موانع و تشخيص حساس و ويژه

 23در . توسعه داده شد )Y )SRYي جنسيت روي كروموزوم  به صورت داپلكس براي ژن تعيين كننده

كه  )نمونه پلاسما 8نمونه سرم و  A )15 سرم و پلاسماي مادران باردار ناقل بيماري هموفيلي  نمونه

هاي سرم  جنسيت جنين تمام نمونهقرار گرفتند، DNA بر روي  Duplex Real-Time PCRمورد آناليز 

با  ،CVSمقايسه با نتايج حاصل از  در، ي پلاسما هاي تازه نمونهاز  در تعداد محدوديمادران باردار و 

 Real-time PCRكه از طريق اين روش ويژه  دادنشان اين مطالعه . گرديدآشكار % 100حساسيت 

هاي تازه سرم و پلاسماي مادران  در نمونهتعيين غير تهاجمي جنسيت جنين بدون استفاده از پروب، 

هاي تهاجمي تشخيص قبل تولد و ريسك سقط  از شيوه توانمي وامكان پذير است  به ويژه سرم ،باردار

، منتهي در يك شرايط كنترل شده و استريل بايد اين كار ي كردهاي ماده جلوگير جنين براي جنين

  .انجام شود

 Real-Time PCRآزاد جنيني،  DNA، تهاجمي قبل از تولد تشخيص غير: كلمات كليدي
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  مقدمه. 1-1
هاي انعقادي ژنتيكي و وابسته به جنس بوده كه با  ترين بيماري بيماري هموفيلي، يكي از شايع

بيماري هموفيلي به دو  1952از سال. شود شونده و اغلب تهديدكننده، مشخص مي خونريزي غيركنترل

يا  Bو هموفيلي  )8ناشي از اختلال در سنتز فاكتور (يا هموفيلي كلاسيك  Aيلياختلال مجزا، هموف

در هر  A، 1ميزان شيوع هموفيلي . ]1[ تفكيك شد )9ناشي از اختلال در سنتز فاكتور (بيماري كريسمس 

مرد  30000-50000در هر  1نسبتا نادر است و ميزان شيوع آن  Bهموفيلي  مرد است، 10000-5000

 8به علت وراثت وابسته به جنس و سرعت جهش زياد ژن فاكتور  Aكثرت وقوع هموفيلي . ]3و2[است 

هاي جنسي افراد مذكر، به  ها در سلول جالب است كه اين جهش. ]4[است  (5-10×4.2-5-10×2.5)انعقادي 

هش در هر يابند، هر چند بسته به نوع جهش، فراواني ج هاي افراد مونث توسعه مي برابر سلول 3.6ميزان 

درصد  1-3، به ميزان Cهموفيلي اما نوع ديگري از هموفيلي وجود دارد به نام   .]5[جنس متفاوت است 

است و به طور اتوزومي به ارث  XIشود كه مرتبط با نقص فاكتور  از كل بيماران هموفيلي را شامل مي

  . ]6[رسد  مي

هاي  ها دارد و نيز هزينه هاي آن لا و خانوادهبه دليل مشكلات فراواني كه اين بيماري براي افراد مبت

اي در سرتاسر جهان  هاي گسترده نمايد، تلاش گزافي كه اين بيماري بر سيستم درماني جامعه تحميل مي

هايي براي شناسايي افراد حامل بيماري و  ي بيماري و نيز ابداع روش هاي ايجاد كننده براي تعيين جهش

هاي فدراسيون  بر طبق بررسي. گيرد ه منظور كنترل بيماري صورت ميهمچنين تشخيص قبل از تولد ب
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ي مديترانه شرقي  جهاني هموفيلي، ايران به عنوان دومين كشور از لحاظ تعداد افراد هموفيلي در ناحيه

  . ]7،8[شناخته شده است 

. ري هستنددرصدي ابتلا به بيما 50، داراي شانس xفرزندان پسر زنان حامل يك بيماري وابسته به 

درصدي حامل بودن آن  50فرزندان دختر در اكثر شرايط، بيماري را آشكار نخواهند كرد اما داراي ريسك 

هاي پسر منتقل كنند در حالي  توانند بيماري را به زاده مردان هموفيل نمي. )a1-1 شكل( بيماري هستند

درموارد بسيار نادر، . )b1-1 كلش(هاي دختر حاملين ضروري آن بيماري خواهند بود  ي زاده كه همه

بنابراين اولين قدم در .  ]9[هاي يك مرد هموفيل و يك زن حامل، يك پسر هموفيل خواهد بود  زاده

هاي  تعيين جنسيت جنين است، اگر جنين ماده باشد بررسي ،شخيص قبل از تولد بيماري هموفيليت

  . ]10[مورد نياز است  DNAبعدي بيشتر مورد نياز نيست اما در مورد جنين نر، آناليزهاي 

 Yي كروموزوم  هاي ويژه با آشكار كردن توالي ،1997جنيني در خون مادر در سال آزاد  DNAكشف  

تهاجمي قبل از تولد فراهم  هاي جديدي براي تشخيص غير امكاندر پلاسماي زنان باردار حامل جنين نر 

هاي  هاي در معرض ريسك بيماري ن براي زوجيك كاربرد احتمالي آن تعيين جنسيت جني. آورده است

در اين پژوهش از مادران ناقل هموفيلي نمونه برداري شد و با استفاده از روش پيشرفته . است Xوابسته به 

 yي جنسيت روي كروموزوم  اي از ژن تعيين كننده و تكثير قطعه  Real-time PCRاز نوع PCRمولكولي 
1)SRY( هاي  از نمونهDNA ج شده از پلاسما و سرم مادران باردار، جنسيت جنين به طريق غير استخرا

هاي  ي مناسبي براي پايه گذاري تشخيص غير تهاجمي قبل از تولد بيماري تهاجمي تعيين گرديد و زمينه

  . ژنتيكي در ايران، فراهم آورد

                                                      
١.sex-determining gene on the Y 
chromosome 
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زنان ناقل هموفيلي كه در ريسك هاي تهاجمي در مورد  با توجه به اين كه هنوز هم در كشور ما، روش             

گام موثري را در به ، اميد است اين مطالعه شود استفاده مي قرار دارندبالايي از وجود جنين نر هموفيلي، 

  .هاي جديد برداشته باشد كارگيري اين روش

  

  
  هموفيلي وراثت. 1- 1شكل 

 

  تشخيص و طبقه بندي هموفيلي. 1-2
ي سطح فعاليت  شود و بر پايه تثبيت مي 9و  8عاليت فاكتور بر اساس ف Bو  Aتشخيص هموفيلي    

 0.01>شود كه افراد هموفيلي شديد داراي سطح فعاليت  بندي ميدر پلاسما طبقه )FVIII:C ،FIX(فاكتور 
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iu/dl1 )كمتر از يك درصد(0.05-0.01هموفيلي متوسط داراي سطح فعاليت  ؛ iu/dl )5 -1 ؛ و )درصد

  . ]11[هستند  )iu/dl )>5% - <40% 0.40> - 0.05<سطح فعاليت  هموفيلي ملايم  داراي

 

   Aكليدي در تشخيص هموفيلي  هاي بررسي. 1-2-1
 هاي  بهتر است در نمونه 8هاي فعاليت فاكتور  يك پروتئين ناپايدار است؛ بنابراين سنجش 8فاكتور  -

توصيه شده  C°20–ها در  در صورت عملي نبودن، يخ زدن سريع نمونه. ي پلاسما انجام شود تازه

. شود 8درصدي فعاليت فاكتور  10-20به هر حال اين ممكن است منجر به از دست رفتن  است؛

 . ي پلاسما باز بيني شود ي تازه بايد با يك نمونه 8بنابراين كاهش كم يا متوسط فعاليت فاكتور 

در  vWFنابراين سنجش است؛ ب 8يك پروتئين حامل براي فاكتور  )vWF(2 فاكتور فون ويلبراند -

 .دهد بايد انجام شود كاهش نشان مي 8مواقعي كه فعاليت فاكتور 

متصل  Ca+2هاي حاوي سيترات كه به  ، معمولا در لوله8ي خون براي سنجش فعاليت فاكتور  نمونه -

هاي با سطح زياد يا كم هماتوكريت  حجم ضدانعقاد بايد براي نمونه. شود شود جمع آوري مي مي

معمولا كودكان تازه به دنيا آمده، . فراهم شود 8شود تا تخمين درستي از فعاليت فاكتور  متعادل

ي خون بند ناف هستند كه ممكن است  در نمونه )حجم كم پلاسما(داراي سطح زياد هماتوكريت 

 ].12[باعث تخمين كم فعاليت فاكتور شود 

  ن ويلبرانداز بيماري فوA  هموفيلي تمايز. 1-2-1-1
از  Aمتفاوت وراثت اين دو بيماري، نياز حياتي به مشورت ژنتيكي براي تشخيص هموفيلي  الگوي

در پلاسما با كاهش  8روي فاكتور  vWFي  اثر تثبيت كننده. كند فون ويلبراند را آشكار مي بيماري

  شود آشكار مي vWFدر بيماران داراي نقص كامل  )نرمال% 3در حدود ( 8ي فاكتور  برجسته

                                                      
 ١. international unit per deciliter 
٢ .Von Willebrand Factor 


