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 A هموفیل بیماران در انعقادی 8 فاکتور ژن 91 اینترون در  HindIII و مارکر 11 اینترون واژگونی بررسی :عنوان پايان نامه 

 کرمانشاه استان شدید

  دکتر رضا علی بخشی ،دکتر سید رضا کاظمی نژاد اساتيد راهنما:

 دکتر محمد رضا گلپایگانی:استاد مشاور

 ژنتیک :گرايش زیست شناسی :رشته ارشدکارشناسی  :درجه تحصيلي

 ژنتیک گروه : علوم :دانشكده شهید چمران اهواز : دانشگاه

 81:تعداد صفحه                                                                                      19/6/11:   تاريخ فارغ التحصيلي

  پلی مورفیسم ، 8ژن فاکتور ،جهش  ، 11اینترون  ، Aهموفیلی  : كليد واژه ها

مرد می باشد.تقریبا نیموی از بیمواران    0000در هر  9با شیوع تقریبی  Xبیماری انعقادی وابسته به  Aهموفیلی 

موی   8ژن فواکتور   11هستند که باعث اخوتل  در اینتورون    DNAهموفیلی شدید دارای واژگونی های بزرگ 

  Inverse Shifting- PCR و اخیورا   LD-PCRتوسط روش هوای سواترن بول  و     11واژگونی اینترون  شود.

به منظوور شناسوایی ج و      IS-PCRشناسایی می شود.هدف از انجام این مطالعه بررسی کارایی روش جدید 

در بیمواران   91در اینتورون    C/Tمورفیسوم  می باشد.همچنین در این مطالعه میزان همراهوی للوی    Inv22شایع

طو  قطعا  تكثیری  ، IS-PCRهموفیل شدید و افراد کنتر  بررسی شد.براساس نتایج به دست آمده از روش 

متفاو  با نتایج موجود در مقاله اصولی بوه دسوت آمود.ل  از تووالی یوابی قطعوه تكثیرشوده          ، مشاهده شده 

نوکلئوتیودی مشوابه اش در لوایین دسوت      8به تووالی   ،بجای اتصا  به جایگاه خود IUمشخص شد که لرایمر 

در افراد نرموا    Inv22توالی تكثیری متصل می شود.بنابراین اختلف این قطعه تكثیر شده مشكلی در شناسایی 

ایجاد نمی کند و میتوان در تشخیص ناقلین از آن ب ره جسوت.با توجوه بوه در دسوترس نبوودن تووالی قطعوه        

امكوان   ،و تووالی موورد انتظوار    ما  مقایسه بین توالی تكثیرشده با لرایمرهای موتانتواژگون شده وعدم امكان 

بررسی بیشتر ج ت تعیین اختلف سایز به دست آمده مقدور نشود. نتوایج بوه دسوت آموده از همراهوی للوی        

 بوین جمعیوت  بیموار وکنتور  وجوود       C/Tبرای للی مورفیسم  که هیچ گونه همراهی نشان داد C/Tمورفیسم 

 .ندارد
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 HindIII.....................................................................48مواد ومقادیر لازم برای آنزیم 94-1جدو  

 08..........................................................91مورفیسم اینترون فراوانی آللی وژنوتیپی للی 9-1جدو 

 01...........................بر اساس فرض استقل  Tو Cفراوانی های مورد انتظار برای آلل  1-1جدو  

 p-value...................60 و ²و مقادیر  91در اینترون   C/Tفراوانی آللی للی مورفیسم  4-1جدو  

 60...........................................(....................ORجدو   محاسبه آماره نسبت بخت ها) 0-1جدو  

 69.....................................درصد 10با فاصله اطمینان  ORو محاسبه  C/Tفراوانی آللی 6-1جدو 

 C/T..............................................................61رگرسیون لجستی  برای للی مورفیسم 7-1جدو   

 61......................................................................فراوانی آللی در جمعیت مورد مطالعه  8-1جدو  

 

 

 

 

 



  

 ف رست نمودارها و شكل ها 

 7...............................................................................مسیر داخلی و خارجی آبشارانعقادی9-9شكل

 Int-22h- 1...................................................................................94و کپی های  F8ژن 1-9شكل  

 Int-22h- 1....................................................................96نوترکیبی درون کروموزومی  1-9شكل 

 98.............................................................های هموفیلی  به روش مستقیم ج  بررسی 4-9شكل

 F8...................................................................................10للی مورفیسم های درون ژن  0-9شكل

 nanodrop spectrophotometer nd-1000......................10نمونه ای از لل  دستگاه  1-9شكل 

 PCR...................................40کردن محصولا   Runدستورالعمل مورد استفاده ج ت  1-1شكل 

 09....................درصد 9بر روی ژ  آگاروز  نتایج الكتروفورز نمونه های استخراج شده9-1تصویر

 BclI........................................................01الكتروفورز ژنوم هضم شده توسط آنزیم    1-1تصویر

 IS-PCR............................................................01به روش  pcrگرادیانت دمایی برای  1-1تصویر

 IS-PCR..........................01در روش  IS-PCRالكتروفورز محصولا  به دست آمده از4-1تصویر

 IS-PCR….....01طو  قطعا  تكثیر شده برای لرایمر های نرما  و موتانت در روش  0-1تصویر

 01..........................خاص سازی شده DNAبرای بررسی کیفیت  4Thalassemia PCR-1تصویر 

 01............................بدون انجام عملیا  برش و اتصا IS-PCR نمونه با روش  0PCR-1تصویر 

 04...........................91الكتروفورز محصولا  حاصل از تكثیر للی مورفیسم اینترون  6 -1ویر تص

 00.........ل  از هضم با آنزیم 91اینترون للی مورفیسم  PCRالكتروفورز محصولا    7-1تصویر 

 06........ل  از هضم با آنزیم  91اینترون للی مورفیسم PCRالكتروفورز محصولا    8-1تصویر

 06.......................................  استان کرمانشاه....فراوانی آللی در جمعیت بیمار و کنتر  1-1نمودار 

 61...................................................در  کل جمعیت مورد مطالعهT وCفراوانی آللی   9-1نمودار   
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 تاريخچه هموفيلي 1 -1

اولین منابع نوشته شده در مورد هموفیلی ، به دست نوشته های اقوام ی وودی در قورن دوم   

قانونی که بر اساس آن ، خاخام ی ودی ، رئی  خاندان ی ود ، فرزند سوم یو  زن را   ;برمی گردد

 1که دو لسر قبلی اش بر اثر شد  خونریزی بعداز ختنه جان باخته بودند، از ختنه معواف کورد )  

،9.) 

برمی گردد که  98اولین توصیفاتی که احتمالا به بیماری هموفیلی اشاره دارد به اواخر قرن  

در  Zoll  ;ی  با شرح حا  از در گذشت افراد فو  شده به توصیف این بیماری لرداخته اند افراد

همگی خانواده هوایی    9716در سا    Rave و  9890و  9711در سا    Consbruch،  9719سا  

را توصیف کرده اند که مردان خانواده بر اثر ناهنجاری خونریزی طولانی مود  لو  از جراحوت    

 (.1د )فو  کرده ان

 Jhon Conradتوسوط لزشو  آمریكوایی     9801الگوی ژنتی  و وراثت هموفیلی در سا  

Otto   توصیف شد.دو فرم بیماری هموفیلی A  وB    توسوط   9101در ساPavlosky    شناسوایی

 (.4هر دو بیماری وابسته به جن  هستند و در مردان رخ می دهد ) ;شد 

 انواع هموفيلي ونحوه توارث آن  1-2

 Aهموفيلي  1-2-1

Aهموفیلی 
9  (HA : OMIM306700)  انعقوادی رایوج تورین شوكل      8نقوص درفواکتور   یوا

    A  هموفیلی (0) .زن رخ می دهد 90000درهر  9مرد و  0000درهر 9ناهنجاری خونی است که 

( ایجواد موی    F8) 8است که توسط موتاسویون در ژن فواکتور   مغلوب  Xوابسته به بیماری خونی 

 (.6) شود

 

 Bهموفيلي 1-2-2

مغلوب است کوه در اثور نقوص در     Xبیماری وابسته به  ،1یا بیماری کریسم  Bهموفیلی 

 (.8تولد زنده در مردان است) 10000در  9(. شیوع آن 7( رخ می دهد )F9انعقادی )ژن  1فاکتور  

                                                 
1 hemophilia A 
2 Christmas disease 
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 Cهموفيلي  1-2-3

بیماری اتوزوم مغلوب است که  در اثر نقص یوا فقودان در فواکتور     1یا روزنتا  Cهموفیلی 

در  9  اسوت.حدود  BوA انعقادی رخ می دهد .میزان شیوع این بیماری بسیار کمتر از دو فرم  99

 (.1) تولد می باشد 100000 هر

 Aطبقه بندي شدت هموفيلي  1-3

اسوت    in vitroبر اساس عملكرد فاکتور انعقادی در محویط   Aطبقه بندی شد  هموفیلی 

از نووع شودید هسوتند     Aدرصد افراد هموفیل  70نشان داده شده است. تقریبا  9-9که در جدو  

(90.) 

 A (90)طبقه بندی شد  هموفیلی  9-9جدو  

 

 

 

 (F8) 8ژن فاکتور  1-4

تن ا ژن  F8(ژن 99کلون شد.) Coleaguesو  Gitschierتوسط  9184در سا   8ژن فاکتور 

کیلوو  986قراردارد و  X(Xq28 )در انت ای دور بازوی بلند کروموزم  و  است Aمرتبط با هموفیلی

 (.91ژنومی را در بر می گیرد ) DNAاز  باز

                                                 
3 Rosenthal syndrome 
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 ;جفت باز است  161جفت باز تا  61اگزون آن  14اگزون است که اندازه  16شامل  F8ژن 

 9101جفوت بواز و    1906تقریبا طویل هسوتند و بوه ترتیو     ( 16و 94اگزون باقیمانده )اگزون  1

هسوتند کوه از    9،  6،  91،  94،  11،  10بزرگترین توالی های اینترونی (.91) جفت بازطو  دارند

به خاطر سایز بوزرگ    11اینترون .است 11کیلو باز بزرگتر هستند و بزرگترین آن ها اینترون  94

 Xوالی های تكراری هست که هر کپی در جایی دیگر روی کرومووزوم  قابل توجه بوده و دارای ت

 (.94حضور دارد)

 8بيوسنتز و ترشح فاکتور   1-5

کوه یو  للوی لپتیود منفورد       کیلوباز است 1به اندازه  بالغ mRNA ی F8 محصو  اولیه ژن       

آمینو اسید او  آن لپتید نشانه آب دوست است ودر طی ترشوح   91 ;آمینو اسیدی می سازد 1109

، دو  Aتشوكیل شوده از سوه همولووگ دوموین       FVIII(لروتئین بالغ فاکتور 90حذف می گردد. )

 ازانت ای آمینی به انت ای A1-A2-B-A3-C1-C2که به ترتی   Bو ت  دومین  Cهمولوگ دومین 

 8آمینو اسید بزرگترین دومین لوروتئین فواکتور    108با  B دومین .(96کربوکسیل قرار گرفته اند. )

آمینو اسید اسوت و دوموین    110و 140،  116به ترتی    A3-A2-A1می باشد. اندازه دومین های 

 .(94) آمینو اسید دارد 901و 900به ترتی   C2و C1های 

ایفا می کننود، زیورا هور دوموین شوامل       FVIIIدومین های متفاو  نق  م می در عملكرد 

 8فواکتور   (.96قسمت های اتصالی خاص برای محصولا  متفاو  در مسیر آبشاری انعقاد است)

، به جریان خون ترشح می شود و آماده برای اتصوا  بوه   که در سلو  های کبدی ساخته می شود 

می تواند با لروتئین های متنوع  4ندعلوه بر فاکتور ون ویلبرا 8فاکتور ون ویلبراند می شود.فاکتور 

میانك  دهد.این میانكن  ها نق  م می در هموستازی موثر دارنود   FXمبین و ودیگری مانند تر

(97 ). 

 مسير آبشاري انعقاد 6 -1

مسیر آبشاری انعقاد شامل آنزیم ها و سوبستراهایی است که در ن ایت باعث ایجواد کولف   

Caها فیبرین می شود . در این واکن  
 ( به عنوان کو فاکتور عمل می کنند.PLوفسفو لیپید ) +2

                                                 
4 Von Willebrand factor  
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FVIIa  0/1با غلظت nm  (.( فاکتور بوافتی ) 98در للسما درجریان خون حضور داردTF  )

عمل موی   FVIIaگلیكو لروتئینی است که در اکثربافت ها بیان می شود وبه عنوان کو فاکتور برای 

به صور  غیر قابل دسترس از عوامل انعقادی در بافت هوا وجوود دارد و هنگوامی کوه       TF کند.

 متصول شوده   TFبوه   FVIIaبافت آسی  می بیند ، در معرض فاکتورهای انعقادی قرار می گیرد. 

عمول موی کننود. فواکتور      FXبه  FIX)فعا  شدن مسیرخارجی( وبه عنوان کمپلكسی برای تبدیل 

FIXa   کمپلك ،FIXa/  FVIIIa /PL  را تشكیل داده وFX  را بهFXa    تبدیل می کنود. همچنوین

را بورای تبودیل لروتورومبین ایجواد موی کنود در نتیجوه         FXa /FVa  /PLکمپلك   FXaفاکتور 

لروترومبین  به ترومبین تبدیل شده و باعث به اوج رسیدن تبدیل فیبرینوژن به فیبرین موی شوود.   

فعا  شوده )فعوا  شودن      FIXشده و در نتیجه  FXIaرم فعا  به ف FXIترومبین باعث فعا  شدن

 .(98.91فید بكی مسیر داخلی ( و منجر به تبدیل فیبرینوژن به فیبرین خواهد شد )

دارند، مسویر داخلوی کوامل بسوته شوده        FVIIIدر بیماران هموفیلی که م ار کننده بر علیه 

، rFVIIa ، درموان بوا   9116یابد. در سا   است . بنابراین لازم است که مسیر خارجی انعقاد شد 

 .(10در بیماران هموفیلی دارای م ار کننده انجام گرفت )
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 (10: مسیر داخلی و خارجی آبشار انعقادی) 9-9شكل

 

 تشخيص بيماري به وسيله تس  هاي آزمايشگاهي  7 -1

بررسوی  ارزیابی افراد مشكوک به ناهنجاری خونی شامل  شومارش لولک هوای خوونی و     

و زمان لروترومبین   (APTT) 6( ، زمان فعا  شدن نسبی ترومبوللستینPFA) 0عملكرد للکت ها
7(PT است.در افراد هموفیل )A   همه موارد بالا ، بجز آزمای ، APTT :نرما  است 

 ;باید نرما  باشد  PTطولانی تر است. مقادیر  APTTدربیماران هموفیل شدید و متوسط ، 

به اندازه کافی برای تشخیص   APTT.در بعضی از آزمایشگاه ها  مگر در سایر بیماری های کبدی

 (19)هموفیلی خفیف حساس نیست.

 

 

 

                                                 
Platelet Function Assay 0  

6
 Activated Partial Thromboplastin Time 

 
7 Protrombin time 


