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بين مادر و جنين و استفاده از اين تفاوت در شناسايي  RASSF1Aو  AIREدو ژن  اين مطالعه به بررسي تفاوت در متيلاسيون

DNA  که دارای جنين تک قلو  خانم باردار 03مي پردازد. از  12آزاد جنيني در پلاسمای مادر در تشخيص پيش از تولد تريزومي

تريزومي  گرديد. جهت تشخيصسي کاريوتايپ، تهيه مايع آمنيوتيک برای بررنمونه  از آن ها نمونه خون گرفته شد. همچنين بودند،

فلورسنت کمّي  PCRاز آنزيم های حساس به متيلاسيون و سپس  AIREو  RASSF1Aتفاوت در متيلاسيون دو ژن از  12

 سلول های خوني مادر هايپومتيله اما در DNAدر  AIREو  RASSF1Aاين متد مويد اين نکته مي باشد که دو ژن استفاده گرديد. 

DNA  .نسبت آللي دو ژن  محاسبه براساس 12تشخيص تريزومي آزاد جنيني استخراج شده از پلاسما، هايپرمتيله مي باشد

RASSF1A  وAIRE مي گيردصورت  در جنين هايپرمتيله هستند و با آنزيم های حساس به متيلاسيون برش نمي خورند، که. 

نمونه به طور  8نمونه بررسي شده،  03از بين  ه های آمنيوسنتز آزموده شد.صحت اين نتايج با نتايج حاصل از کاريوتايپ نمون

تشخيص داده شدند  12نمونه در ابتدا به اشتباه تريزومي  4تي سالم تشخيص داده شدند. نمونه به درس 28و  12قطعي تريزومي 

استخراج يافته از  DNAدر  AIRE/RASSF1A نسبت آللي  که با بررسي بيشتر و تکرار تست سالم بودن آن ها به اثبات رسيد.

 28نمونه سالم تنها  11مي باشد. از آن جايي که از بين  2311تا  3300بين  12پلاسمای مادر دارای جنين مبتلا به تريزومي 

نمونه ای که با تست کاريوتايپ  8 همه% مي باشد. همچنين 82382، حساسيت اين تست رد به درستي سالم تشخيص داده شدمو

درصد مي باشد. در  233تشخيص داده شدند، بنابراين اختصاصيت اين تست  12بودند، توسط اين تست نيز تريزومي  12يزومي تر

، به که از نظر متيلاسيون بين مادر و جنين متفاوت مي باشند AIREو  RASSF1Aنهايت نتيجه گيری شد که نواحي همچون 

      ، قابل کاربرد هستند. 12يش از تولد همانند تريزومي در تشخيص های پ جنين عنوان مارکرهای اختصاصي

استخراج يافته از پلاسمای مادر، صحت پروتوکل  DNAو مشاهده آلل های ويژه پدری در  STR-Typingهمچنين با انجام 

فته از خون های استخراج ياDNAهای استخراج يافته از پلاسمای مادر و   DNAگروه نمونه که هرکدام شامل  5استخراج در 

     محيطي بودند، به اثبات رسيد 

  ، ناهنجاری کروموزومي، متيلاسيون تمايزیآزاد جنيني DNA تشخيص پيش از تولد غير تهاجمي، کليد واژه:

 

 

 



Abstract 

 

   

This study examined the methylation difference in AIRE and RASSF1A between maternal and 

fetal DNA, and the implication of this difference in the identification of free fetal DNA in 

maternal plasma and in prenatal diagnosis of trisomy 21. Maternal plasma and amniotic fluid 

samples were collected from 30 singleton pregnancies from all of them. Methylation-sensitive 

restriction enzymes in digestion of differential maternal-fetal methylation followed by 

fluorescent quantitative PCR (MSRE + PCR) were employed to detect trisomy 21.. This method 

confirmed that AIRE and RASSF1A were hypomethylated in maternal blood cells but 

hypermethylated in cell free fetal DNA that extracted from plasma. Diagnosis of trisomy 21 was 

established according to the ratio of fetal-specific AIRE to RASSF1A that are hypermethylated 

in maternal plasma and are not digested with methylation sensitive restriction enzymes. All of 

the results were approved with karyotype results. Moreover, the differential methylation for each 

locus could be seen during the whole pregnant period. Based on the data from 22 euploidy 

pregnancies, the 95% reference interval of the fetal AIRE/RASSF1A ratio in maternal plasma 

was 0.33–1.77, which was taken as the reference value for determining the numbers of fetal 

chromosome 21 in 30 pregnancies. Because 18 from 22 euploidy pregnancies were detected 

euploid correctly the sensitivity rate in was 81.81% (18/22). All of the eight trisomy 21 

pregnancies were diagnosed with this method correctly so the specificity of this method was 

100%. It was concluded that hypermethylated AIRE and RASSF1A may serve as fetal-specific 

markers for the identification of fetal DNA in maternal plasma and may be used for noninvasive 

prenatal diagnosis of trisomy 21. 

Also with performing STR-Typing and checking paternal alleles in maternal plasma and 

comparison with maternal alleles in 16 loci, the protocol of cell free fetal DNA extraction from 

plasma were confirmed. 

Key words: Cell Free Fetal DNA; Aneuploidy; Differential Methylation, Noninvasive prenatal 

diagnosis 
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 ..…………..……………………2175برای جنين تريزومي  Real-Time PCR: تست 5-3شکل 

 Real time PCR.……………………………………78ه مثبت کاذب در تست : نتيج6-3شکل 
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  :ناهنجاری های مادرزادی 

که برای توصيف اختلالات  اصطلاحات مشابهي هستند 3و ناهنجاری های مادرزادی 2مادرزادی ، بد شکلي های1نواقص زمان تولد

زمان تولد استفاده مي شوند. دانشي که اين اختلالات را بررسي مي کند، ، رفتاری ، عملکردی و متابوليک در ساختاری 

 .()ديسمورفولوژی ناميده مي شود

درصد نوزادان زنده به دنيا آمده و نقايص زمان تولد از علل اصلي مرگ ومير شيرخواران  ناهنجاری های ساختاری اصلي در تقريبا 

يص به نژاد يا گروه خاصي وابستگي ندارند و ميزان مرگ ومير ناشي از اين ست. اين نقاآن هادرصد  92و مسئول مرگ حدود 

 02-04آمريکای لاتين ، سفيد پوستان و بوميان آمريکا يکسان مي باشد. علت پوستان آمريکايي ، نقايص برای آسيايي ها ، سياه

درصد،  92و ژن های جهش يافته حدود  درصد نقايص زمان تولد نامشخص است. عوامل ژنتيکي مانند ناهنجاری های کروموزومي

درصد در بروز  -2/4 درصد و دوقلو بودن 94-92عوامل ژنتيکي و محيطي)چند عاملي(،  ، ترکيبدرصد -0عوامل محيطي حدود 

 .(9)اين نقايص دخيل مي باشند

انواع ناهنجاری های مادرزادی: 

)گوش های  هند. اين ناهنجاری های ساختاری مانند ميکروشيادرصد نوزادان رخ مي د 2در حدود  4ناهنجاری های جزيي

همراه  عمدهی سلامتي فرد مضر نيستند ولي گاهي با نقايص کاف های پلکي کوچک به خودی خود برا، لکه های رنگي و شکوچک(

دارند و در آنهايي که هم  عمدهدرصد يک ناهنجاری  ، به احتمال جزييمي باشند. برای مثال، نوزادان مبتلا به يک ناهنجاری 

 94دارند، به احتمال  جزييدرصد مي رسد. و آنهايي که سه يا چندين ناهنجاری  4هستند اين احتمال به  عمدهدارای دو ناهنجاری 

 .()مي باشند رسرنخ نقايص زمينه ای شديدت جزييهم مي باشند.بنابراين ناهنجاری های  عمدهدرصد دچار ناهنجاری های 
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 Birth defects 

2
 Congenital malformation 

3
 congenital anomaly 

4 Minor Anomalies 



بين هفته های سوم تا هشتم مي باشد. دوره جنيني از انتهای هفته هشتم آغاز مي شود است و ما حساس ترين مرحله دوره روياني

و تا زمان زايمان طول مي کشد. طي اين مدت خطر نقايص ساختاری اصلي کاهش مي يابد ولي ممکن است سيستم ها هنوز تحت 

هنگام تولد قبل از هفته هشتم رخ مي دهند، شروع روش های پيشگيری از نقايص تاثير قرار گيرند. با توجه به اين که اکثر نقايص 

پيش از تولد فرزند خود تا هفته هشتم به  معاينههنگام تولد قبل از حاملگي ضروری مي باشند. متاسفانه اکثر خانم ها برای اولين 

 .()ی پيشگيری از اکثر نقايص هنگام تولد استاحياتي برپزشک مراجعه نمي نمايند. از لحاظ زماني، اين هفته بعد از فاصله زماني 

 95ناهنجاری های کروموزومي: 

ناهنجاری های کروموزومي معمولا به ناهنجاری هايي اطلاق مي شوند که اثراتشان از اولين مراحل حيات تا بلوغ و حتي پس از آن 

ز ناهنجاری تعدادی باشد و هم ساختاری. که معمولا به شرايط عدم تعادل کروموزومي هم مي تواند ناشي ا شکار است.آنيز بخوبي 

کروموزومي گفته مي شود. که معني لغوی آنيوپلوئيدی در زبان يوناني ،  6نيوپلوئيدیآناهنجاری های تعدادی کروموزوم ها، 

وم ها مضرب صحيحي از نيوپلويدی به حالتي گفته مي شود که تعداد کروموزبنابراين آ مي باشد. 7مجموعه يا دسته غيرصحيح

مجموعه هاپلوئيد ها نباشد. آنيوپلوئيدی هم مي تواند در گامت ها و سلول های اوليه روياني )انيوپلوئيدی ساختاری( و هم مي تواند 

نيوپلوئيدی اکتسابي( اتفاق بيافتد. همچنين انيوپلوئيدی هم در کروموزوم های اتوزومي سلول های تمايز يافته سوماتيکي )آدر 

(99- و هم در کروموزوم های جنسي )((X-Y قابل رخ دادن مي باشد() . 

 شناخته غيره و ترنر ،فلتر کلاين، داون های سندرم مثل کروموزومي های ناهنجاری کروموزومي آناليز های تکنيک پيدايش با

 و مرگ در بزرگي سهم هم رفته روی اما رندناد اکثرا که دارد وجود اطلاعاتي بانکهای در کروموزومي ناهنجاری 940444 حداقل. شدند

 .دارد بر در را بزرگسالي و کودکي دوران بدخيمي و خودبخودی های سقط از بزرگي سهم کروموزومي های ناهنجاری. دارند مير

 صنقاي يجادا مهم علل از،  ها کروموزوم ساختار يا تعداد در ناهنجاری ايجاد با،  کروموزومي های ناهنجاری کننده ايجاد عوامل

 منجر خودبخودی سقط به ها حاملگي از درصد 24 که شود مي زده تخمين. روند مي شمار به خودبخودی های سقط و مادرزادی

 . دارند شديد کروموزومي های ناهنجاری، شده سقط های جنين اين از درصد 24 که شوند مي

                                                             
5 Chromosome Abnormalities 
6 Aneuoploidy 
7
 Not a good set 



 کروموزومي ناهنجاريهای اين ترين شايع. هستند همراه شديد ميکروموزو نقايص با،  ها حاملگي کل از درصد 92 حدود،  بنابراين

 در کروموزومي های ناهنجاری،  تولد هنگام نقايص مادرزادی نقايص مورد در. هستند 1 تريوزومي و پلوئيدی تری،  ترنر سندرم

 .(9)دارند دخالت،  آنها درصد 2 ايجاد در ژني جهشهای و درصد 7 ايجاد

 اتفاق  9ميتوز تقسيمات طي به ميزان بسيار کمتری، و 8ميوز تقسيمات طي اکثر موارد در ها وموزومکر عددی های ناهنجاری

 هر نتيجه در و شوند مي جدا هم از اول ميوز در معمولا 10مشابه کروموزوم جفت يک های کروموزوم،  طبيعي ميوز در. افتند مي

 يک به متعلق کروموزوم دو هر و افتد نمي اتفاق اين گاهي اما. دکن مي دريافت را جفت هر های کروموزوم از يکي دختری سلول

،  کروموزومي عدم تفکيک نتيجه در ميوزی مي گويند. 11به اين اتفاق، عدم تفکيک شوند مي واحد سلول يک وارد، کروموزوم جفت

 .کند مي دريافت کروموزوم 99 تنها ديگر سلول و کروموزوم 90 سلول يک ،کروموزوم 9 جای به

 07 با سلولي، شود ترکيب کروموزوم 99 يا کروموزوم 90 حاوی ديگری گامت با کروموزوم 9 با گامتي،  لقاح هنگام اگر سپس

 دوم يا اول ميوز طي در تواند مي،  ها کروموزوم عدم تفکيک. گرديد خواهد ايجاد( مونوزومي) کروموزوم 02 يا( تريوزومي) کروموزوم

،  ها خانم در. شود مي ديده جنسي کروموزوم های در هم و اتوزوم کروموزوم های در چنين همهم و دبيفت اتفاق زايشي های سلول

،  سال 2 از بالاتر در بويژه سن افزايش با،  گامت ها در کروموزوم ها نشدن جدا جمله از کروموزومي ناهنجاری های بروز ميزان

 .()يابد مي افزايش

 





                                                             
8
 Meiosis 

9
 Mitosis 

10
 Homologous Chromosomes 

11
 Non disjunction 



9 12سندرم داون 

 رح اصول اوليه سندرم داون:تعريف و ش 

 بخش يا تمام حضور دليل به که است ژنتيکي بيماری يک، شد مي ناميده نيز مونگوليسم گذشته در که 9 داون يا تريزومي سندرم

کرومورزومي در انسان ها مي  سندروم داون شايع ترين ناهنجاری .(آيد) مي وجود به ۱۲ کروموزم جفت در اضافي کروموزم يک از

( تخمين مي زند که سالانه تقريبا يک کودک مبتلا به اين سندرم به ازای CDCP) 13. مرکز کنترل و پيشگيری از بيماری هاشدبا

12 کودک سالم، (متولد مي شود.) 

 

.ايي استسه ت 9. تمامي کروموزوم های ديگر ديزومي هستند، درحاليکه تنها کروموزوم 9: کاريوتايپ فرد مبتلا به تريزومي شکل
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 Centers for Disease Control and Prevention 



 تاريخچه: 

 سال در را سندرم اين بار اولين برای که (0است) شده گرفته 14داون نولانگد جان نام به انگليسي پزشک يک نام از سندرم اين نام

 16سمداشتند، اين بيماری را مونگولي 15شبيه به نژاد مغولي نمود. وی از آن جايي که کودکان مبتلا حالات چهره ای توصيف ۲۶۱۱

ديگر از اين نام  بصورت قراردادی به علت احترام به حقوق اين نژاد، ليميد. استفاده از اين نام تا اوايل دهه هفتاد ادامه پيدا کرد ونا

 Jean-Étienne  Dominique . حالات باليني اين بيماری پيش تر توسط نمي گردداستفاده در کتب و مراجع علمي 

Esquirol  در سال22 سط و همچنين توÉdouard Séguin  در سال200 (4)توصيف شده بود . 

 در ميزان اين که است شده گزارش زنده نوزادان تولد از مورد ۲۶۶۶ در يک تا ۱۶۶ در ۲ بين ما سندرم اين بروز ميزان متوسط

 ۵۳ زير مادران از داون ندرمس به مبتلايان سوم دو حدود در وجود اين با. يابد مي افزايش مادر سن افزايش با و تر کم جوان مادران

 .(9)شوند مي متولد سال

 

. با افزايش سن مادر احتمال تولد کودک مبتلا به سندرم داون افزايش : ارتباط سن مادر و شانس تولد کودک مبتلا به سندرم داون-  نمودار

 .()مي يابد
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 John Langsdon Down 
15

 Mongolian race 
16 Mongoloid 



 علايم:

 علايم جمله از. باشد مي ها ارگان عملکرد يا ساختار در خفيف يا و عمده های ناهنجاری جمله از مختلف علايم دارای بيماری اين 

 تاخير در و محدوديت نيز و يادگيری مشکلات شديد هوش و وجود شود مي مشاهده بيماران همه در تقريباً که زودرس و عمده

ست که معيار معلوليت ذهني در مي باشد. لازم به ذکر ا 24حدود   اين افراد IQ(. ميانگين  ضريب هوش يا باشد) مي نمو و رشد

(، %04-02)قلبي ناهنجاری ،زده بيرون زبان، کانتيک اپي چين های ،به پائين است. همچنين هايپوتوني 74انسان ها، ضريب هوشي 

عد (، مستAPPاميلوئيد ) ساز ناباروری )مخصوصا در مردان(  اشاره کرد. همچنين اين افراد به علت افزايش دوزاژ ژن پيش و لوسمي

هم ديده مي   عمومي جمعيت از %-9 در مي باشند که 17دست کف منفرد % اين بيماران دارای خط24مي باشند.  نيز آلزايمر

از ديگر علايم اين بيماری است. اکثر اين  19چشم در رنگ سفيد ريز های ، لکه 18پا دوم و اول انگشتان بين زياد شود.  فاصله

 % مبتلايان وجود دارد، فوت مي کنند. 02-04مي مانند و به علت مشکلات قلبي که در بيماران تنها تا اويل کودکي زنده 

 

9: علائم مربوط به فرد مبتلا به تريزومي -9شکل
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 Simian Crease 
18

 Sandal gap 
19 Brush field spots 



 تشخيص و غربالگری         

تمامي زنان  ، غربالگری سندرم داون را به (NICE)21و انستيتيو ملي سلامت و درمان (ACOG) 20مرکز زنان و بارداری آمريکا

هر يک از متدهای غربالگری برای سندرم داون سطوح مختلفي از دقت و  .,(9)(باردار صرف نظر از سن شان توصيه مي کنند)

و کاهش نرخ مثبت کاذب معمولا بصورت ترکيبي به کار مي روند. هر يک  تست ها برای افزايش نرخ تشخيص تهاجم را دارند. اين

 ه توضيح داده خواهند شد.اين تست ها در ادام از

 غربالگری سندرم داون -جدول

 شرح
نرخ مثبت 

 کاذب
 غربالگری )هفته بارداری(  نرخ تشخيصي

استفاده از اولتراسوند برای بررسي 

شفافيت گردني و تست سرم. تائيد 

کرده است که تست سه ماهه اول از 

متدهای غربالگری سه ماهه دوم 

 دقت بالاتری دارد.

2 22 4/2

 تست ترکيبي

)افزايش شفافيت 

 beta-hCGگردني/ 

 (PAPP-Aآزاد/ 

بررسي آلفافيتوپروتئين، استريول 

و  beta-hCGغيرکونژوگه، 

inhibin –alpha 

2 294-2 غربالگری چهارگانه 

 ترکيب تمام نتايج 2 2294-2 بررسي نتايج تست های قبلي
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 American Congress of Obstetricians and Gynecologists 
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 National Institute for Health and Care Excellence 


