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دهنذه در  آگاهی : یک مارکراصفهاندر جمعیت rs438601  تنوع ژنتیکی مارکربررسی 

 B هموفیلیهای مولکولی  تشخیص
 

 1*صادق ٍلياى برٍجٌي ،2اهيي كريوي ،3پريسا دری

 

 ، ایطاىانفْبى، انفْبى، زاًكگبُ غًتيك اضقس كبضقٌبؾي -2،1

 ، انفْبى، ایطاىانفْبىزاًكگبُ  ،غًتيك گطٍُ اؾتبز -2

 

 10/7/1393 تبضید پصیطـ:       30/10/1392 تبضید زضیبفت:

  چكيدُ

اًؼقبزی  IXخٌؽ ًبقي اظ خْف زض غى فبكتَض  ثِ هغلَة ٍاثؿتِ زٌّسُ ثيوبضی غًتيکي ذًَطیعییك  Bّوَفيلي : هقدهِ

ثطای تكريم  آل ایسُضٍـ  .قًَس هي یاًؼقبز IX ثبػث ًبكبضآهسی یب ػولکطز ًبزضؾت فبكتَض IXّب زض غى فبكتَض  اؾت. خْف

 ،قٌبؾبیي قسُ زض غى هعثَض ّبی خْفثب تَخِ ثِ تؼساز ثبلای اؾت. اهب  يغً ّبی خْفهؿتقين  آًبليع ایي ثيوبضیهَلکَلي 

گيط ٍ ثؿيبض ٍقت خْف ، آًبليع هؿتقينّبخْفٍ عجيؼت ًبّوگي  غى ثعضگ اًساظُ آى، قبیغ ّبی خْفهكرم ًجَزى عيف 

زض ًبحيِ غًي  قکليچٌسهبضكطّبی ثب اؾتفبزُ اظ آًبليع پيَؾتگي ضٍـ ّب ثب غيطهؿتقين خْف ثطضؾي ثٌبثطایي ّعیٌِ اؾت.پط

 ثبقس.هي Bگعیٌِ هٌبؾجي زض تكريم پيف اظ تَلس ٍ تكريم ًبقليي ّوَفيلي  IXفبكتَض 

 Tetra-primerضٍـثب  IXغى فبكتَض  3 زض ایٌتطٍى rs438601 ًَكلئَتيسیقکلي تككط چٌسهبضزض ایي هغبلؼِ : بررسي رٍش

ARMS-PCR   تؼييي غًَتيپ انفْبى زض خوؼيت غيطذَیكبًٍس كٌتطل ظى  142زض  عطاحي قسُ اًپطایوطّبی اذتهبني خسیسثب

χزضنس ّتطٍظیگَؾيتي ٍ اظ آظهَى  ٍ تؼييي فطاٍاًي آللي ثطای  GENEPOPافعاض اظ ًطمؾپؽ  قس.
-ثطای ثطضؾي تؼبزل ّبضزی 2

 ٍیٌجطگ اؾتفبزُ قس.

% 52/53 ّتطٍظیگَؾيتي هكبّسُ قسُ% هحبؾجِ قس. 17/28ٍ  %83/71ثِ تطتيت   C  ٍG ّبی آللثطای  يآلل فطاٍاًي: يجاًت

 .اؾت زض تؼبزل rs438601  ثطای هبضكط انفْبىزّس كِ خوؼيت  ًكبى هي یٌجطگٍ-بقس. ثطضؾي تؼبزل ّبضزیث هي

تَاًس ثِ ػٌَاى هبضكط تكريهي هٌبؾت ثطای هيثِ ػلت ّتطٍظیگَؾيتي ثبلا  rs438601ًتبیح ًكبى زازًس كِ هبضكط  :گيریًتيجِ

 قَز.هؼطفي خوؼيت ایطاًي ای اظ ًوًَِزض  B ّوَفيلي ًبقلييٍ قٌبؾبیي آًبليع پيَؾتگي 

 

 انفْبىخوؼيت ، IX ،rs438601، غى فبكتَض  Bّوَفيلي كليدی: ّای ٍاشُ

  
  

                                                      
*
 svallian@sci.ui.sc.ir، پؿت الکتطًٍيکي: 0313-7932456 تلفي:)ًَیؿٌسُ هؿئَل(؛   
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 1525                      ٍ ّوكاراى دری پريسا

 3131 دٍرُ بيست ٍ دٍم، شوارُ پٌجن، آذر ٍ دی     هجلِ داًشگاُ علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسد

 هقدهِ

هغلَة ٍاثؿتِ ثِ  یك ثيوبضی ذًَطیعی زٌّسُ  Bّوَفيلي

X  اؾت كِ تَؾظ كوجَز یب ًبٌّدبضی فبكتَضIX  اًؼقبزی ایدبز

زض غى فبكتَض خْف ایي ثيوبضی ثِ عَض ػوسُ زض اثط  .قَز هي

IX  ّعاض پؿط  30تب  25زض  1قيَع آى  .(2،1)قَز هيایدبز

یك  IXغى فبكتَض  .(2،3س)ثبق ظًسُ هي  هتَلس قسُ

كٌس كِ ثِ عَض  هيضهع آهيٌَاؾيسی ضا  415گليکَپطٍتئيي 

زض پلاؾوب ٍخَز زاضز ٍ یك خع ضطٍضی اظ آثكبض  عجيؼي

ثبقس. ایي پطٍتئيي یك ؾطیي پطٍتئبظ ٍاثؿتِ ثِ  اًؼقبزی هي

  .(4)اؾت kٍیتبهيي 

زض  IXظای هرتلفي زض غى فبكتَض  ثيوبضی ّبی خْف

ٍؾيغ اظ  زاهٌِّبی هرتلف قٌبؾبیي قسُ اؾت. ایي  خوؼيت

ًبّوگٌي هَلکَلي ٍؾيغ زض ثيوبضاى   ًكبى زٌّسُ ،ّب خْف

زاى ثيوبض اظ ظًبى ًبقل هتَلس گطچِ هط .(1)ثبقس  هي  Bّوَفيلي

ّبی  خْف  % اظ هَاضز ثِ ػٌَاى ًتيد50ِ اهب ثيف اظ، قًَس هي

كِ ظای هرتلف  ثيوبضی خْف 1000 ثيف اظ .ثبقٌس هيخسیس 

زض اًؿبى گعاضـ قسُ  قًَس هي  Bّوَفيليثيوبضی هٌدط ثِ 

ّبی حصف  Bثيوبضاى ّوَفيلياظ % 3ثِ ػلاٍُ، حسٍز  .اؾت

 .(3)اًؼقبزی زاضًس IXثعضگ زض غى فبكتَض 

ثيوبضی تكريم ًبقليي ظى ٍ تكريم پيف اظ تَلس 

ؾتفبزُ اظ ّب ثب اتَاًس زض ؾغح ٍؾيؼي اظ ذبًَازُهي Bّوَفيلي 

 ( Causative mutations)ظاثيوبضیّبی خْفتكريم هؿتقين 

تَؾظ آًبليع پيَؾتگي  ٍ یب ضٍـ غيط هؿتقين IXفبكتَض زض غى 

 IX فبكتَضثعضگ ٍ پيچيسگي غى  . ثِ زليل اًساظُ(5)اًدبم قَز

، ضٍـ هؿتقين ّبخْف (Heterogenous)ٍ عجيؼت ًبّوگي

 ثطضؾيثٌبثطایي، . (6،7ت)ظهبى ثط ٍ گطاى قيوت اؾ

تطیي ضاُ ثطای تكريم  هٌبؾت  IXفبكتَض غى ّبی  هَضفيؿن پلي

 ضؾس. ثِ ًظط هي Bپيف اظ تَلس ٍ تكريم ًبقليي ّوَفيلي 

پصیط  غى ثِ آؾبًي اهکبىخْف قٌبؾبیي كِ  زض هَاضزی ذهَنبً

 ثب اؾتفبزُ اظ آًبليع پيَؾتگي، .(6)ًبقٌبذتِ ثبقسخْف جَزُ یب ً

ذبل  ًبهِ زض یك قدطُزاضای خْف( كطٍهَظٍم غًي )خْف 

. لاظم اؾت هبضكط هَضز قَزیك هبضكط پيَؾتِ زًجبل هي تَؾظ

زٌّسُ،  ّبی آگبّيطثْتطیي هبضك ثبقس.زٌّسُ آگبّياؾتفبزُ 

ثبلایي اظ  زضخٍِ  هبضكطّبی ثب هيعاى ّتطٍظیگَؾيتي ثبلا

ثطضؾي كِ اؾت تَخِ  قبثل .(8)ّؿتٌس گًَبگًَي غًتيکي

كِ ثيوبضی قَز  هيّبیي  ذبًَازُهحسٍز ثِ  DNAؿن هَضفي پلي

 .(6)ٍ اظ ًَع خْف غًي خسیس ًيؿت اؾتاضثي ذبًَازُ زض آى 

ثؿيبض  خبیي كِ ّيچ تَالي IX  غى فبكتَض ثطضؾيزض 

تب  10 ٍخَز ًساضز،زاذل یب ًعزیك غًي  (Hypervariable)هتغيط

ّب ٌَّظ احتيبج ثِ هغبلؼبت تكريهي ثب ذبًَازُ % اظ15

پيَؾتِ یب تكريم هَتبؾيَى هؿتقين هبضكطّبی ذبضج غًي 

 .(7)زٌّسُ زاضًستطؾي ثِ ًتبیح آگبّيثطای زؾ

قکلي هبضكطّبی چٌس قَز كِترويي ظزُ هي

  (SNP: Single Nucleotide Polymorphism) ًَكلئَتيسی تك

زٌّس ٍ  هيغًَم ضخ  خفت ثبظ  1000ّطثِ عَض هتَؾظ یك زض 

. زٌّسزض غًَم اًؿبى ضا تكکيل هي DNAتَالي  بتتٌَػ% اظ 90

، SNPs(Mutational stability)خْكي پبیساضیٍ  تؼساز ظیبز

غًتيك خوؼيت هغبلؼبت هفيسی ثطای  DNAْب ضا هبضكطّبی آً

ّبی ّبی هؿتؼس ثيوبضی ثطای ثيوبضییبثي غىٍ ثطای ًقكِ

غًتيکي  ٌٌسُكتؼيييػَاهل  ِ. هغبلؼپيچيسُ ؾبذتِ اؾت

اضظاى ٍ ثب  ،ؾطیغ ،ؾبىآّبی ضٍـ تَؾظ ّبی پيچيسُثيوبضی

غى . (9)اًس، آؾبى قسSNPُػولکطز ثبلا ثطای تؼييي غًَتيپ 

 اؾت كِ ثيكتط SNP قبهل چٌسیي ًيع اًؿبى IX  فبكتَض

 قکلي حبنل اظ ّضن آًعیويقغؼبت چٌس آًْب ثِ ظیطگطٍُ

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphisms 

ّبی قَی زض ثب پيكطفت تکٌيك .(10)تؼلق زاضًس

تَاًٌس ثطای هي SNPs  ، پيكٌْبز قسُ اؾت كِ SNPsتكريم

ضایح ّبی ثيوبضیي پيَؾتگي ًبهتؼبزل توبم غًَم یبثًقكِ

 . اؾتفبزُ قًَس

فطاٍاًي آللي ٍ زضخِ ّتطٍظیگَؾيتي هبضكطّبی چٌسقکلي 

ثِ هٌظَض  ایيثٌبثطّبی هرتلف هتفبٍت اؾت.  هؼوَلاً زض خوؼيت

 خْت SNPهكرم ًوَزى هٌبؾت ثَزى یك هبضكط 

اثتسا زض یك خوؼيت، لاظم اؾت غًَم  (Screening)غطثبلگطی

تي ٍ تٌَع آللي ثِ عَض ؾيٍضؼيت آى هبضكط اظ لحبػ ّتطٍظیگَ

 .(11)ٍیػُ ثطضؾي قَز
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1526 بررسی تنوع ژنتیکی مارکر  rs438601در جمعیت اصفهان ...  

 3131 دٍرُ بيست ٍ دٍم، شوارُ پٌجن، آذر ٍ دی     علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسدهجلِ داًشگاُ 

قٌبؾبیي قسُ  ّبی خْفثب تَخِ ثِ تؼساز ثبلای ثِ ّط حبل 

قبیغ آى،  ّبی خْفٍ هكرم ًجَزى عيف  IXفبكتَض زض غى 

گعیٌِ  IXغًي فبكتَض  زض ًبحيِ چٌس قکليّبی هبضكط ثطضؾي

هٌبؾجي زض تكريم پيف اظ تَلس ٍ تكريم ًبقليي ثيوبضی 

قٌبؾبیي  ضاثغِثبقس. زض ایي زض خوؼيت ایطاًي هي Bّوَفيلي 

هبضكطّبیي ثب هيعاى ّتطٍظیگَؾيتي ٍ تٌَع غًتيکي ثبلا زض 

ثب تَخِ ثِ ایي كِ تبكٌَى  ثبقس. خوؼيت ایطاًي ضطٍضی هي

 زٌّسُ هطتجظ ثب غىآگبّيهبضكطّبی ای هجٌي ثط ثطضؾي هغبلؼِ

ثٌبثطایي  زض خوؼيت انفْبى اًدبم ًكسُ اؾت، IXفبكتَض 

 ّبی ایي غىهبضكطیکي اظ ّبی  ثطضؾي ٍیػگيثِ هغبلؼِ حبضط 

 ، ALFREDّب )زض پبیگبُ زازُ .پطزاظزهي انفْبى زض خوؼيت

SNPper  ٍNCBI )ِغًي فبكتَض  هبضكطّبی هرتلفي زض ًبحيIX 

هؼطفي قسُ اؾت كِ پؽ اظ ثطضؾي ثيَاًفَضهبتيکي ایي 

 ثب تَالي  rs438601كط چٌس قکلي تك ًَكلئَتيسی هبضكطّب، هبض

C/G  ُغى فبكتَض  3 ٍاقغ زض ایٌتطٍى قوبضIX  ِخْت هغبلؼ

زٌّسگي هبضكط زض خوؼيت انفْبى ثيكتط ذهَنيبت ٍ آگبّي

 . (12-14اًتربة گطزیس)

ٍ ّوکبضاى فطاٍاًي  Ghandilای زض ایطاى تَؾظ زض هغبلؼِ

 PCR/RFLPآللي ٍ زضنس ّتطٍظیگَؾيتي هبضكط هعثَض ثب ضٍـ 

ظى ًبقل ایطاًي )ثب  100زض  XmnIثب اؾتفبزُ اظ ّضن آًعیوي ثب 

. ثِ ػلاٍُ (2)هحبؾجِ قس (Bحساقل یك فطظًس ثيوبض ّوَفيلي 

ثب  rs438601یك هغبلؼِ زض خوؼيت ٌّسی ثط ضٍی هبضكط زض 

فطاٍاًي آلل  ،ٍ ّوکبضاى Chowdhuryتَؾظ  PCR/RFLPضٍـ 

زض افطاز ثيوبض ٍ  rs438601هغلَة ٍ ّتطٍظیگَؾيتي 

 ALFRED. زض پبیگبُ زازُ (7)قبى ًكبى زازُ قس ذبًَازُ

،  rs438601ٍ ّتطٍظیگَؾيتي هَضز اًتظبض C ٍG فطاٍاًي آلل 

ثطای خوؼيت آفطیقبیي، خوؼيت اضٍپبیي، خوؼيت ٌّسی، 

. (12)خوؼيت ثطظیلي ٍ خوؼيت هبلعیبیي گعاضـ قسُ اؾت

ٍ زضنس  C ٍG فطاٍاًي آلل SNPPER ّوچٌيي زض پبیگبُ زازُ 

، زض خوؼيتي اظ ًيدطیِ، خوؼيتي اظ  rs438601ّتطٍظیگَؾيتي

)زض  (Utah)اٍتبٍا ؾبكٌيي ایبلت ي ٍ زضخوؼيتي اظ چي ،غاپي

آهطیکبی قوبلي( ثب تجبضی اظ قوبل ٍ غطة اضٍپب گعاضـ قسُ 

  (.13اؾت)

ّبی پيف اظ تَلس  تَاًس زض تكريم ًتبیح ایي هغبلؼِ هي

ٍ ّوچٌيي تقَیت اعلاػبت ؾبذتبضی غًتيکي  Bّوَفيلي

 ّبی اؾتفبزُ قسًُوًَِ .خوؼيت ایطاًي هَضز اؾتفبزُ قطاضگيطز

 ثبقس. زض ایي هغبلؼِ هطثَط ثِ خوؼيت انفْبى هي

 رٍش بررسي

كِ زض هغبلؼبت ثطضؾي ػسم تؼبزل پيَؾتگي  آًدبیياظ 

زض ، (15فطز غيطذَیكبًٍس ضطٍضی اؾت) 100ای ثِ اًساظُ ًوًَِ

ؾبلن  ظى غيطذَیكبًٍس 142گيطی ذَى اظ ًوًَِ ،حبضط هغبلؼِ

 ،اًدبم قسزض خوؼيت انفْبى  Bاظ ًظط ثيوبضی ّوَفيلي 

اظ خوؼيت  ّب كلاً زفي اًدبم قس. ًوًَِگيطی ثِ عَض تهب ًوًَِ

 ای اظ خوؼيت ایطاى  اًس ٍ ثِ ػٌَاى ًوًَِ انفْبى گطفتِ قسُ

بهِ ً پؽ اظ كؿت ضضبیتثِ ایي نَضت كِ  .ًسسق زض ًظط گطفتِ 

تبم فطز زض لَلِ حبٍی ليتط ذَى هيلي 10، اظ توبم افطاز كتجي

ٍ پؽ اظ آٍضی خوغ M5/0ثب غلظت  EDTAليتط اظ یك هيلي

زضخِ  -20ثجت اعلاػبت افطاز ثط ضٍی آى تب ظهبى آظهبیف زض 

غًَهي اظ ذَى، اظ  DNAًگْساضی قس. زض اؾترطاج گطاز  ؾبًتي

 DNAثطای ثطضؾي ذلَل  ضٍـ ضؾَة ًوك اؾتفبزُ قس.

% اؾتفبزُ قس ٍ ثط اؾبؼ 1گبضظ آغًَهي ثِ ضٍـ كيفي اظ غل 

ّب هقساض ًوًَِ هَضز اؾتفبزُ خْت اًدبم ٍاكٌف  قست ثبًس

PCR .اضظیبثي كوي  هَضز ترويي قطاض گطفت DNA غًَهي ثب

زض عَل هَج  DNAاؾتفبزُ اظ هيعاى خصة ًَض هحلَل حبٍی 

 ًبًَهتط ثب اؾتفبزُ اظ زؾتگبُ اؾپکتطٍفتَهتط ثِ زؾت آهس. 260

ّبی ثيَاًفَضهبتيکي )پبیگبُ ثب اؾتفبزُ اظ اثعاض زض ایي هغبلؼِ

ّبی ٍاقغ زض هبضكط( ALFRED  ، SNPper ٍNCBIّبی زازُ

ثطضؾي قسًس ٍ اظ ثيي هبضكطّبی هَخَز،  IXغًي فبكتَض  ًبحيِ

 زض ایٌتطٍى  rs438601كط چٌس قکلي تك ًَكلئَتيسیهبض

ثيكتط  خْت هغبلؼِ C/G ثب تَالي   IX غى فبكتَض 3 قوبضُ

 .(12-14) اًتربة گطزیس

-Tetra-primer ARMSضٍـ  ثب غًَهي، DNAّبی ًوًَِ 

PCR(Tetra-primer Amplification Refractory 

Mutation System-Polymerase Chain Reaction) 

یك   Tetra-primer ARMS-PCRتکٌيك .قسًستؼييي غًَتيپ 

ضٍـ ؾطیغ، آؾبى ٍ اضظاى قيوت ثطای تؼييي غًَتيپ 
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 1527                      ٍ ّوكاراى دری پريسا

 3131 دٍرُ بيست ٍ دٍم، شوارُ پٌجن، آذر ٍ دی     هجلِ داًشگاُ علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسد

زٍ  ایي تکٌيك اظزض ثبقس. تك ًَكلئَتيسی هي ّبیچٌسقکلي

یك  زض SNPزٍ آلل هرتلف یك خفت پطایوط ثطای تکثيط 

. زٍ پطایوط ذبضخي زض قَزاؾتفبزُ هي هٌفطز PCRٍاكٌف 

اًس ثِ قطاض گطفتِچٌس قکل ی هتفبٍت اظ ًَكلئَتيس ّبفبنلِ

 ًوبیٌس.هرتلف ضا ایدبز هي َضی كِ زٍ آلل گًَبگَى ثب اًساظُع

ضا ثط اؾبؼ اذتلاف  SNPتَاى زٍ آلل هرتلف ثٌبثطایي هي

كِ زاضًس ثِ كوك الکتطٍفَضظ ثط ضٍی غل قٌبؾبیي  ایاًساظُ

چْبض  NCBI ٍ Primer1 ّبیپبیگبُثب اؾتفبزُ اظ . (16،9)ًوَز

عطاحي قس ٍ ؾپؽ ثب  rs438601 پطایوط ثطای تکثيط هبضكط

نحت ایي پطایوطّب هَضز  56/7ًؿرِ  Oligoافعاض اؾتفبزُ اظ ًطم

 :FI)پيكطٍ زاذليچْبض پطایوط  تَالي .(17،9)ثطضؾي قطاضگطفت

Forward Innerprimer)  آللC ،پيطٍ ذبضخي  

(RO: Reverse outerprimer) آلل C ،پيكطٍ ذبضخي  

(FO: Forward Outerprimer) آللG ، پيطٍزاذلي  

(RI: Reverse Innerprimer)  آللG  ًكبى زازُ  1زض خسٍل

دبم ٍاكٌف ظًديطُ .قسُ اؾت زٍ پطایوط ( PCRای پليوطاظ ) ثب اً

كٌٌس،  هحهَلي خْت كٌتطل هثجت ایدبز هي FO  ٍROذبضخي 

آلل  RI  ٍFOٍ پطایوطّبی  Cآلل  FI  ٍROّوچٌيي پطایوطّبی 

G آللاًساظُ هحهَل ثطای كٌٌس.  ضا تکثيط هيC :186 ،آللG : 283 

 .ثبقس هي 420: زٍ پطایوط ذبضخي ٍ
 

 Tetra-primer ARMS-PCR: تَالي پطایوطّبی عطاحي قسُ خْت اؾتفبزُ زض ضٍـ 1خسٍل 

Tm (°C)  پطایوط تَالي ًَكلئَتيسی (′3 < ′5) پطایوطعَل 

1/60 25 AGTCCTCCTCATTATCATGGCCGAC FI  زاذلي پيكطٍ آلل(C) 

4/61 23 AGAAACAGCCAGATAAAGCCTCC RO ٍذبضخي پيط(  آللC) 

5/60 20 CAGTCCAACCCTCTAACCCA FO ٍذبضخي پيكط(  آللG) 

1/62 26 GGGAAGGACAATCATGGAAGGGCATC RI ٍزاذلي پيط(  آللG) 

Forward inner primer; FI: RO: Reverse outer primer; FO: Forward outer primer; RI: Reverse inner primer, 

 

PCR ًَِّبی  ثط ضٍی ًوDNA  ُغًَهي ثب اؾتفبزُ اظ زؾتگب

اًدبم قس.  2عجق خسٍل  آلوبى(- Eppendorf) تطهَؾبیکلط

 FI (Pm10 ،)µl2/1 پطایوط اظ µl1 قبهل: PCRقطایظ ٍاكٌف 

 اظ FO  (Pm10 ،)µl3/0پطایوط اظ RI  (Pm10 ،)µl3/0پطایوط اظ

 Taq DNA Polymeraseاظ  RO  (Pm10 ،)µl5/0پطایوط

U/μl)5) ،μl5/1  اظmM) dNTP mix10) ،μl5/3  اظ 

PCR Buffer X)10) ،µl1  اظMgCl2 (mM50 ٍ )µl1  اظ

Chromosome DNA  كِ ثبddH2O  ثِ حدنµl25  ُضؾبًيس

زضنس ثِ هست  2 كليِ هحهَلات ٍاكٌف ثط ضٍی غل آگبضظ س.ق

 ٍلت ضاًسُ قس ٍ غل ثِ زؾت آهسُ ثب 82ؾبػت ثب ٍلتبغ  1

 .جطزاضی قسػکؿ زؾتگبُ غل زاكيَهٌتيكي

  

 rs438601: ثطًبهِ ثْيٌِ قسُ ًْبیي زؾتگبُ تطهَؾبیکلط ثطای تکثيط هبضكط 2خسٍل 

 هدت زهاى (C°) دها  هرحلِ

1- Primery Denaturation  94 5 ِزقيق 
2- Denaturation 94 30 ِثبًي 
3- Annealing 64 50 ِثبًي 
4- Extension 72 50 ِثبًي 

 ؾيکل( 30) 4تب  2تکطاض هطحلِ قوبضُ  -5

6- Final Extension 72 10 ِزقيق 
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1528 بررسی تنوع ژنتیکی مارکر  rs438601در جمعیت اصفهان ...  

 3131 دٍرُ بيست ٍ دٍم، شوارُ پٌجن، آذر ٍ دی     علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسدهجلِ داًشگاُ 

ثِ زؾت آهسُ اظ تؼييي غًَتيپ افطاز قبهل  ّبی زازُ

لي، زضخِ ّتطٍظیگَؾيتي ٍ فطاٍاًي غًَتيپي آلترويي فطاٍاًي 

ّبی ّوَظیگَت ٍ هَضز اًتظبض فٌَتيپهكبّسُ قسُ ٍ 

تدعیِ ٍ  GENEPOPپبیگبُ  افعاض ًطم ثب اؾتفبزُ اظ ّتطٍظیگَت

-HWE: Hardyیٌجطگ )ٍ-تؼبزل ّبضزی .(18)قس تحليل

Weinberg Equilibrium) آظهَى ثب اؾتفبزُ اظ Chi square 

(χ
ثطضؾي  انفْبىزض خوؼيت  rs438601ثطای خبیگبُ هبضكط (  2

كٌس كِ زض خوؼيتي ثب  یٌجطگ ثيبى هيٍ تؼبزل ّبضزی. قس

-گيطی تهبزفي ثسٍى اًتربة، خْف، یب هْبخطت فطاٍاًيخفت

ّبی غًَتيپي اظ ًؿلي ثِ ًؿل زیگط ثبثت ّبی آللي ٍ فطاٍاًي

ّبی آللي ٍ لاٍُ یك اضتجبط ؾبزُ ثيي فطاٍاًيّؿتٌس ٍ ثِ ػ

 . (20،19)غًَتيپي ٍخَز زاضز ّبیفطاٍاًي

 ًتايج

ثطای  Tetra-primer ARMS-PCRثب ضٍـ  DNAّبی  ًوًَِ

  .(1)قکل  تؼييي غًَتيپ قسًس rs438601 هبضكط

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
تيپ هبضكط1قکل   . ای اظ خوؼيت ایطاى )خوؼيت انفْبى(ًوًَِزض  Tetra-primer ARMS-PCRثب ضٍـ rs438601 : تؼييي غًَ

ٍ زٍ  G :283bp، آللC :186bpثطای آلل PCRهحهَل  یك فطز اؾت. اًساظُ PCRًوًَِ زٌّسُ %. تفکيك قسًس. ّط ؾتَى ًكبى2ثط ضٍی غل آگبضظ  PCRهحهَلات 

 . ضاؾت قکل قبثل هكبّسُ اؾت زض ؾوتثبقس كِ  هي  420bpپطایوط ذبضخي ثِ ػٌَاى كٌتطل:

 

غيطذَیكبًٍس زض ظى كٌتطل  142ّبی  آللپؽ اظ تؼييي 

، غًَتيپ افطاز هَضز هغبلؼِ ثِ نَضت فبیل انفْبىخوؼيت 

زازُ قس. ًتبیح حبنل  GENEPOPٍضٍزی ثِ پبیگبُ ایٌتطًتي 

 قبهل ؾِ قؿوت ثَز: 

ٍ هَضز اًتظبض زض ّط غًَتيپ كِ تؼساز افطاز هكبّسُ قسُ  -1

عَض كِ هكبّسُ ّوبىًكبى زازُ قسُ اؾت.  3 زض خسٍل

 C/Gًفط غًَتيپ  C/C ،76ًفط غًَتيپ  64 ،فطز 142قَز اظ  هي

 زاقتٌس. G/Gًفط غًَتيپ  2 ٍ
 

 ایطاى )خوؼيت انفْبى( ای اظ خوؼيتزض ًوًَِ  rs438601هبضكطثطضؾي غًَتيپ  :3خسٍل 

 شًَتيپ شًَتيپ ّای هشاّدُ شدُ شًَتيپ ّای هَرد اًتظار

1661/73 64 C ٍ C 

6678/57 76 G ٍ C 

1661/11 2 G  ٍ  G 
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 1529                      ٍ ّوكاراى دری پريسا

 3131 دٍرُ بيست ٍ دٍم، شوارُ پٌجن، آذر ٍ دی     هجلِ داًشگاُ علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسد

، ثِ عَضی كِ فطاٍاًي rs438601فطاٍاًي آللي هبضكط -2

ٍ  %83/71 ثِ تطتيت C ٍ Gّبی هكبّسُ قسُ ثطای آلل

 % ثَز.17/28

ّتطٍظیگَؾيتي ٍ ّوَظیگَؾيتي هكبّسُ قسُ ٍ هَضز  -3

ًكبى زازُ قسُ اؾت. چٌبًچِ هكبّسُ  4اًتظبض زض خسٍل 

قَز ّتطٍظیگَؾيتي هكبّسُ قسُ زض خوؼيت انفْبى  هي

ثبقس. زض حبلي كِ ّتطٍظیگَؾيتي هَضز اًتظبض ثطای  % هي52/53

 % هحبؾجِ قس. ثِ زًجبل آى61/40خوؼيت انفْبى 

% 47/46ّوَظیگَؾيتي هكبّسُ قسُ ثطای خوؼيت انفْبى 

ثبقس. زض نَضتي كِ ّوَظیگَؾيتي هَضز اًتظبض خوؼيت  هي

 % ثَز.38/59انفْبى 

 

 )خوؼيت انفْبى(ای اظ خوؼيت ایطاى زض ًوًَِ rs438601 ٍ زضنس ّتطٍظیگَؾيتي ٍ ّوَظیگَؾيتي هبضكطفطاٍاًي آللي : 4 خسٍل

 (درصدّوَزيگَسيتي ) (درصدّترٍزيگَسيتي ) فراٍاًي آلل

 هَرد اًتظار هشاّدُ شدُ هَرد اًتظار هشاّدُ شدُ

C 

G 
7183/0  
2817/0 

 
521/53 

 
611/40 

 
478/46 

 
388/59 

 

ثطای خبیگبُ  ٍیٌجطگ-ّبضزیزض ایي هغبلؼِ تؼبزل  ّوچٌيي

χآظهَى زض خوؼيت ایطاى تَؾظ rs438601  هبضكط
 .ثطضؾي قس 2

ّوَظیگَت ٍ  ترويي فطاٍاًي غًَتيپ ّبیثسیي هٌظَض پؽ اظ 

، GENEPOPّتطٍظیگَت هبضكط ثب اؾتفبزُ اظ ؾبیت ایٌتطًتي 

χهقساض 
χ  هحبؾجِ گطزیس ٍ ثب هقساض  2

حبنل اظ خسٍل احتوبل 2

χهقساض  هقبیؿِ گطزیس. >05/0p ٍ 1زضخِ آظازی ثب 
هحبؾجِ  2

χاظ هقساض  rs438601 قسُ ثطای هبضكط
حبنل اظ خسٍل احتوبل  2

زّس  . ًتبیح ًكبى هيكَچکتط ثَز >05/0pٍ  1ثب زضخِ آظازی 

-زض تؼبزل ّبضزی انفْبىزض خوؼيت  rs438601هبضكط كِ 

 ٍیٌجطگ قطاض زاضز.

 بحث

 rs438601 ذهَنيبت هبضكطثطضؾي ایي هغبلؼِ ثِ هٌظَض 

 اًدبم يایطاً ای اظ خوؼيتًوًَِخوؼيت انفْبى ثِ ػٌَاى زض 

هبضكطّبی هَضز اؾتفبزُ  هٌبؾتكِ ذَز ثِ اًتربة  قسُ اؾت

ثِ ضٍـ   IXّبی غى فبكتَض زض تكريم هَلکَلي خْف

ًتبیح حبنل اظ حبضط  زض هغبلؼِ. ًوبیس هؿتقين كوك هيغيط

 (غبلت)آلل  Cآلل  ًكبى زٌّسُ rs438601هبضكط تؼييي غًَتيپ 

% 17/28ثب فطاٍاًي (هغلَة)آلل  G% ٍ آلل 83/71ثب فطاٍاًي

 فطاٍاًي آلل ALFRED اؾبؼ اعلاػبت پبیگبُ زازُ  ثط .ثبقٌس هي

C  ٍGثطای 12% ٍ 88 ثِ تطتيت ، ثطای خوؼيت آفطیقبیي ،%

 ،%6% ٍ 94، ثطای خوؼيت ٌّسی %22 % 78ٍ خوؼيت اضٍپبیي

% 100ٍ ثطای خوؼيت هبلعیبیي % 3% 97ٍثطظیلي  طای خوؼيتث

اؾبؼ اعلاػبت پبیگبُ  ّوچٌيي ثط .(12)گعاضـ قسُ اؾت% 0ٍ 

% 95، زض خوؼيتي اظ ًيدطیِ C ٍG فطاٍاًي آلل  SNPPER زازُ

% ٍ 100ًيع زض خوؼيتي اظ چيي  %، زض خوؼيتي اظ غاپي 5ٍٍ 

)زض آهطیکبی قوبلي( ثب  (Utah)اٍتبٍا ؾبكٌيي ایبلت زض ٍ 0%

 (.13% گعاضـ قسُ اؾت)21ٍ% 79تجبضی اظ قوبل ٍ غطة اضٍپب 

زؾت آهسُ اظ ایي هغبلؼِ ثب اعلاػبت هَخَز زض ِ هقبیؿِ ًتبیح ث

فطاٍاًي  زّس كِ ًكبى هي ALFRED  ٍ  SNPPERپبیگبُ زازُ

زض  ،ؾتا ّبوؼيتكوتط اظ ؾبیط خ انفْبىزض خوؼيت  Cآلل 

 ؾت.ا ّبثيكتط اظ ؾبیط خوؼيتG حبلي كِ فطاٍاًي آلل 

 ٍ ّوکبضاى Ghandilای زض ایطاى تَؾظ زض هغبلؼِّوچٌيي 

ثب اؾتفبزُ اظ  PCR/RFLPض ثب ضٍـ َهبضكط هعث فطاٍاًي آللي

حساقل یك ثب )ایطاًي ًبقل ظى  100زض  XmnIّضن آًعیوي ثب 

 هغلَة آلل فطاٍاًيهحبؾجِ قس ٍ  (B فطظًس ثيوبض ّوَفيلي

(MAF: Minor Allele Frequency( )G) ،21% گعاضـ قس ُ

ثط ضٍی  خوؼيت ٌّسییك هغبلؼِ زض زض ُ ٍثِ ػلا .(2)اؾت

ٍ  Chowdhuryتَؾظ  PCR/RFLPثب ضٍـ  rs438601هبضكط 

ٍ  زض افطاز ثيوبض% 18 ،(G) هغلَة ّوکبضاى فطاٍاًي آلل

  .(7) ُ قسًكبى زاز قبىذبًَازُ
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1530 بررسی تنوع ژنتیکی مارکر  rs438601در جمعیت اصفهان ...  

 3131 دٍرُ بيست ٍ دٍم، شوارُ پٌجن، آذر ٍ دی     علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسدهجلِ داًشگاُ 

 rs438601زضنس ّتطٍظیگَؾيتي هكبّسُ قسُ ثطای هبضكط 

% اؾت كِ ثيكتط اظ زضنس 52/53 انفْبىزض خوؼيت 

اؾبؼ   ثط ثبقس.%( هي61/40ّتطٍظیگَؾيتي هَضز اًتظبض )

 زضهَضز اًتظبض ّتطٍظیگَؾيتي   ALFRED اعلاػبت پبیگبُ زازُ

خوؼيت  %، زض34%، زض خوؼيت اضٍپبیي 21 خوؼيت آفطیقبیي

% 0ٍ زض خوؼيت هبلعیبیي  %6زض خوؼيت ثطظیلي ، %11 ٌّسی

 اؾبؼ اعلاػبت پبیگبُ زازُ ثط  ّوچٌيي .(12)ثبقس هي

SNPPER  ِزض 2زضنس ّتطٍظیگَؾيتي زض خوؼيتي اظ ًيدطی ،%

ؾبكٌيي  زض ٍ %0ًيع زض خوؼيتي اظ چيي  تي اظ غاپي ٍخوؼي

 يثطضؾ (.13)ثبقس % هي9اٍتبٍا ثب تجبضی اظ قوبل ٍ غطة اضٍپب 

ٍ ّوکبضاى  Ghandilتَؾظ  یطاىزض ا یگَؾيتيّتطٍظ

 .(2)زاز ًكبى هعثَض هبضكط ثطای ضا% 38 ّتطٍظیگَؾيتي

Chowdhury  ّتطٍظیگَؾيتيزض خوؼيت ٌّسی ٍ ّوکبضاى 

rs438601 ثِ زؾت % 23 قبى زض افطاز ثيوبض ٍ ذبًَازُ ضا

حبضط،  هغبلؼِزؾت آهسُ زض ِ ثاؾبؼ ًتبیح  ثط (.7)آٍضزًس

 انفْبىزض خوؼيت rs438601  هبضكطزضنس ّتطٍظیگَؾيتي 

 اؾت. ّب  زض زیگط خوؼيتثيكتط اظ هقبزیط گعاضـ قسُ 

ّب، ٍخَز  ّبی آللي ٍ غًَتيپي زازُ پؽ اظ ترويي فطاٍاًي

χظهَى آثب اؾتفبزُ اظ ٍیٌجطگ -تؼبزل ّبضزی
هَضز ثطضؾي قطاض  2

χثب هقبیؿِ هقساض  گطفت.
 rs438601 هحبؾجِ قسُ ثطای هبضكط 2

χثب هقساض 
ٍ  1حبنل اظ خسٍل احتوبل ثب زضخِ آظازی  2

05/0p< زض  انفْبىهبضكط زض خوؼيت  هكرم قس كِ ایي

زّس كِ ٍیٌجطگ قطاض زاضز. ایي هَضَع ًكبى هي-تؼبزل ّبضزی

ٍیٌجطگ -تؼبزل ّبضزی ثِ احتوبل ظیبز ػَاهل ثط ّن ظًٌسُ

ّبی غيطتهبزفي زض  ّوبًٌس خْف، اًتربة، ضاًف غًي ٍ اظزٍاج

اثط قبثل تَخْي  rs438601ایي خوؼيت ثطای خبیگبُ هبضكط 

 ًساقتٌس. 

، ثب تَخِ ثِ ًتبیح حبنل اظ ایي هغبلؼِ، هبضكط زض هدوَع

rs438601 ِغًي فبكتَض ٍاقغ زض ًبحيIX   ِزليل فطاٍاًي آللي ٍ ث

تَاًس ثِ ػٌَاى هبضكط تكريهي هيثبلا زضخِ ّتطٍظیگَؾيتي 

 ظا زضثيوبضیّبی زض آًبليع پيَؾتگي ٍ قٌبؾبیي خْفهٌبؾت 

تَاًس ّوچٌيي ایي هبضكط هي هؼطفي قَز. B ّوَفيليثيوبضی 

زض ایدبز ثبًك اعلاػبتي هبضكطّبی ایطاًي خْت هغبلؼبت 

 خوؼيت قٌبؾي هَلکَلي هَضز اؾتفبزُ قطاض گيطز.

 سپاسگساری

ثسیٌَؾيلِ اظ هؼبًٍت پػٍّكي زاًكگبُ انفْبى خْت تأهيي 

گطزز.  تكکط ٍ قسضزاًي هيبلت پػٍّبًِ ایي پػٍّف زض قثَزخِ 

كبضقٌبؾي اضقس ًبهِ   قبثل شكط اؾت كِ ایي هقبلِ هٌتح اظ پبیبى

 .ثبقس هيغًتيك هَلکَلي ذبًن پطیؿب زضی 
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Abstract 

Introduction: Hemophilia B is an X-linked recessive genetic disease caused by mutations in the 

coagulation Factor IX gene. Mutations in the Factor IX gene result in dysfunction or deficiency of 

coagulation factor of IX. Direct mutation analysis involves the ideal method for molecular diagnosis of the 

disease. However, due to the high number of identified mutations in the gen, the lack of a common mutation 

spectrum, the large size of the gene, and the heterogeneous nature of its mutations, direct mutation analysis is 

regarded expensive and time-consuming. Alternatively, indirect investigation of the mutations by use of 

linkage analysis applying polymorphic markers present in the factor IX gene region could be considered as 

an appropriate approach for prenatal diagnosis and carrier detection of haemophilia B.  

Methods: In the present study the single nucleotide polymorphic marker rs438601 in the intron 3 of factor 

IX gene was genotyped by Tetra-primer ARMS-PCR method with newly desingd specific primers on 142 

unrelated control females in the Isfahan (a city in Iran) population. Then the allele frequency and degree of 

heterozygosity were estimated utilizing GENEPOP program. Moreover, χ
2 

test was applied in order to 

investigate the Hardy-Weinberg equilibrium.  
Results: Allele frequency was reported as 71.83% and 28.17%, respectively for C and G alleles. Observed 

heterozygosity was 53.52% and Analysis of deviations from Hardy-Weinberg equilibrium demonstrated that 

the Isfahanian population were in equilibrium for rs438601 marker. 
Conclusion: The study findings demonstrated that rs438601 marker due to high heterozygosity could be 

suggested as an appropriate diagnostic marker in linkage analysis and carrier detection of hemophilia B in 

regard with a sample of  Iranian population. 
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