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Abstract 

Background: Hemophilia A is an X-linked bleeding disorder caused by heterogenous 
mutations in factor VIII gene that encodes coagulation factor VIII (F8) protein. Due to the high 
heterogeneity of mutations, large size (186 kb) and structural complexity of the F8 gene, direct 
mutation analysis is costly and time consuming. Alternatively, linkage analysis using informative 
polymorphic markers such as single nucleotide polymorphism (SNP) markers has been introduced as a 
rapid and cost effective method for hemophilia A carrier detection in families with an affected 
individual. Several SNP markers associated with the F8 gene region have been studied. 

Materials and Methods: In this exprimental study, the characteristics of A/T SNP (rs4898352) 
as an informative marker located in intron 18 of F8 gene region was investigated in Isfahanin 
population. rs4898352 marker was genotyped using tetra primer ARMS PCR method followed by 
agarose gel electrophoresis in 140 unrelated control healthy females in mentioned population. New 
primers were designed for rs4898352 marker using the oligo 7 software. The allele frequency, degree 
of heterozygosity and Hardy-Weinberg equilibrium were estimated by use of Genepop program. The 
polymorphism information content (PIC) value was estimated using the Powermarker software.  

Results:  The results showed that the allele frequency of rs4898352 polymorphism for A and 
T alleles was 0.482 and 0.518, respectively. The observed heterozigosity rate was 60%. Analysis of 
Hardy-Weinberg Equilibrium demonstrated that the Isfahan population was in equilibrium (p>0.05) 
for rs4898352 marker. Moreover, analysis of PIC value revealed that this marker could be considered 
as a highly informative marker in the mentioned population. 

Conclusion: Together, the data suggested that rs4898352 could be introduced as an 
informative marker for molecular diagnosis of hemophilia A in Isfahan Population 
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 گویا رکمار یک عنوان به F8 ژنی ناحیه در rs4898352 مارکر ژنتیکی تنوع بررسی
  اصفهان جمعیت در A هموفیلی بیماري مطالعه در

  
  *2بروجنی ولیان صادق ،1کریمی امین ،1سروش زهرا

  
   ایران اصفهان، اصفهان، دانشگاه شناسی، زیست گروه لکولی،وم ژنتیک ارشد کارشناس -1
   ایران اصفهان، اصفهان، دانشگاه شناسی، زیست گروه پزشکی، تیکژن يدکترا استاد، -2
  

  18/6/94: تاریخ پذیرش 14/2/94: تاریخ دریافت
 

  چکیده
 گوناگون هاي جهش علت به که است مغلوب جنس به وابسته دهنده ریزي خون اختلال یک A هموفیلی :هدف و زمینه

  بزرگیها، جهش هتروژنی بالاي درجه به توجه با .دهد می رخ کند، می دک را 8 فاکتور انعقادي پروتئین که 8 فاکتور ژن در
 با پیوستگی آنالیز بنابراین .است بر زمان و پرهزینه ها جهش مستقیم آنالیز، 8 فاکتور ژن ساختار پیچیدگی و )kb186( اندازه

 روشی عنوان به ،)SNP( وکلئوتیدين تک  پلی مورفیسممارکرهاي مانند دهنده اطلاع مورفیسم پلی مارکرهاي از استفاده
 شکلی چند مارکرهاي .است شده معرفی بیمار هاي خانواده در A هموفیلی حاملین تشخیص براي صرفه به مقرون و سریع
  .است شده گزارش F8 ژنی ناحیه در متعددي نوکلئوتیدي تک

 A/T SNP (rs4898352)  مارکر دهندگـی اطلاع چنین هم و خصوصیـات تجربی، مطالعه این در :ها روش و مواد
 با rs4898352 مارکر ژنوتیپ تعیین .گرفت قرار مطالعه مـورد اصفهان جمعیت در F8 ژنی ناحیه 18 اینترون در واقع

 سـالم زن 140 در آگارز ژل با الکتروفورز آن دنبال به و tetra primer ARMS PCR تکنیک از استفاده
 rs4898352 مارکر براي 7با استفاده از نرم افزار الیگو  جدید آغازگرهاي .شد مانجا مزبور جمعیـت در غیرخویشـاوند

 و GenePop افزار نرم از وینبرگ- هاردي تعادل و هتروزیگوسیتی درجه آللی، فراوانی میزان تعیین براي .شدند طراحی
 .شد استفاده Powermarker افزار نرم از (PIC) پلی مورفیسم اطلاعاتی ظرفیت فاکتور مقدار تخمین براي

 /518 و 482/0 ترتیب به T و A آلل براي rs4898352 مورفیسم پلی آللی فراوانی دادندکه نشان نتایج :ها یافته
 rs4898352 مارکر براي اصفهان جمعیت که شد مشخص و بود  درصد60 شده مشاهده هتروزیگوسیتی میزان .باشد می
 آن شدید دهندگی اطلاع از حاکی مزبور مارکر PIC مقدار بررسی ،علاوه هب .)<05/0p(باشد می وینبرگ- هاردي تعادل در
 .باشد می اصفهان جمعیت در

 در دهنده آگاهی مارکر یک عنوان به توان می را rs4898352 مارکر که دادند نشان ها داده به طور کلی، :گیري نتیجه
  .کرد معرفی اصفهان جمعیت در A هموفیلی بیماري مولکولی بررسی

  نوکلئوتیدي تک مورفیسم پلی اصفهان، جمعیت ،A هموفیلی ژنتیکی، پیوستگی ،8 فاکتور :کلیدي اژگانو
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  مقدمه
 به مربوط اختلال ینتر شایع A هموفیلی

 .است مغلوب جنس به وابسته وراثت با انعقادي فاکتورهاي
 نژادي تفاوت بدون مرد 10000تا  5000 هر در 1 آن شیوع

 نقص یا کمبود بیماري این علت .باشد می دنیا سراسر در
 A هموفیلی بیماري شدت .است 8 فاکتور پروتئین ساختاري

 سه به این بیماري رددابستگی  8 فاکتور کمبود میزان به
 بین( متوسط ،) درصد1 از کمتر 8فاکتور سطح( شدید گروه

 بندي تقسیم )درصد 40تا  5( خفیف و )درصد 5تا  1
 بیماران  درصد31 و 26 ،43 ترتیب به ها گروه این .دوش می

 cDNA و ژنومی توالی .دهند می شکل را A هموفیلی با
 1984 سال در ربا اولین براي VIII فاکتور ژن به مربوط
 بزرگی ژن ي به واسطه 8 فاکتور .شد یابی توالی و  یابیکلون

است  اگزون 26 شامل که Kb186 یتقریب اندازه با
 بلند بازوي انتهاي در  این ژنکه شود می رمزگذاري
 ).28Xq( است گرفته قرار منفی رشته روي X کروموزوم

 پروتئین یک که است Kb 9 حدود 8 فاکتور mRNAطول
 900 تقریباً مولکولی وزن با اسیدآمینه 2332 با لغبا

  .)2، 1(کند می رمز را کیلودالتون
 )1 :شامل A هموفیلی بیماري عامل هاي جهش

 )2 ،8 فاکتور ژن توالی در تغییر یا و ساختاري هاي جهش
 با 8 فاکتور پروتئین کنش میان با رابطه در هایی جهش

 هاي جهش )3 و یسلول خارج یا و سلولی داخل فاکتورهاي
 سریع تجزیه یا بیان کمبود یا نبود با رابطه در اي ناشناخته

mRNA 2000 از بیش تاکنون .باشند می 8 فاکتور پروتئین 
 که است شده شناسایی A هموفیلی با مرتبط ژنی جهش نوع

 50 تا 40 که طوري به است، وارونگی ها جهش ترین عمده
 واژگونی جهش از ناشی شدید A هموفیلی هب افراد درصد

 افراد درصد 10 تا 5 درتقریباً  .مبتلا هستند 22 اینترون در
 در وارونگی از ناشی جهش شدید، هموفیلیبه  مبتلا

 و اگزونی هاي حذف مانند ها جهش سایر .است 1اینترون
 شده گزارش A هموفیلی براي نیز اي نقطه هاي جهش

  .)4، 3(است

 شدید A وفیلیهمبه  مبتلا افراد تشخیصی، نظر از
 در .شوند می گري غربال 22 اینترون وارونگی براي ابتدا

 مورد 1 اینترون وارونگی نظر از بیمار بودن، منفی صورت
 بیماران از نیمی حدود ،مرحله این در .گیرد می قرار بررسی

 بیماران سپس .شوند می شناسایی شدید A هموفیلیبه  مبتلا
 مولکولی بررسی به نیاز 1 وناینتر و 22 اینترون وارونگی فاقد

 جهش مستقیم تشخیص صورت به تواند می که دارند بیشتري
 بودن متنوع دلیل به .صورت گیرد پیوستگی آنالیز یا

 این از .باشد می گیر وقت و پرهزینه مستقیم آنالیز ،ها جهش
 از استفاده با پیوستگی آنالیز روش با ها جهش انتقال ،رو

به طور ویژه مورد بررسی  DNA مورفیسم پلی مارکرهاي
  .)5(گیرد  قرار می

 در (SNP) نوکلئوتیدي تک هاي مورفیسم پلی
 که DNA توالی در منفرد باز یک در جهش عنوان به واقع

 تعریف باشد درصد 1 از بیشتر جمعیت در آن فراوانی
 ژنوم، در ها آن زیاد پراکندگی به توجه با  کهشوند می

 ها بیماري نحاملا تشخیص و پیوستگی آنالیز براي امروزه
  .)6(باشند می توجه مورد بسیار

 هاي ژن مارکرهاي مجموع، در و مطالعه این در
 استفاده نانز جمعیت از عمدتاً بیماري، با مرتبط X به وابسته

 دو به مربوط اطلاعات زن هر ژنوتیپ تعیین با ، زیراشود می
 یک در که معناست نابد این .آید می دست به X کروموزوم

 به نسبت اطلاعات برابر دو مونث فرد هر از جمعیتی مطالعه
 یک مردان بررسی در چنین هم .آید می دست به مذکرها
 ارث به ها آن با مشابه کروموزوم که این احتمال خانواده
 و باشد شده گزارش X کروموزوم یک بار دو و باشد رسیده

فقط زنان به  واقع در .دارد وجود شود آنالیز آن اطلاعات
 مراجعان براي تشخیص ناقلان بیماري هموفیلی نعنوا

   ).هتروزیگوسیتی(شوند محسوب می
 F8 ژن 18 اینترون ابتداي در rs4898352 مارکر

 مارکر این .باشد می T و A آلل دو داراي و است گرفته قرار
bclI/intron 18 جایگاه داراي زیرا ،شود می نامیده نیز 

 خصوصیات .باشد می bclI محدودکننده آنزیم براي برش
 بررسی مختلف هاي جمعیت در مارکر این ژنتیکی و جمعیتی
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 مارکر ها جمعیت اکثر در که دادند نشان نتایج .است شده
 شناسایی در دهنده اطلاع مارکري عنوان به دتوان می مزبور

 مورد مستقیم غیر روش به A هموفیلی عامل هاي جهش
 مارکر مناسب دهندگی آگاهی علت به .)7(گیرد قرار استفاده

rs4898352، تشخیصی هاي آزمایشگاه در مارکر این 
 در A هموفیلی بیماري نحاملا تشخیص منظور به ژنتیک

 .گیرد می قرار استفاده مورد ورهاکش سایر و ایران شهرهاي
 میزان و آللی فراوانی مثل جمعیت ژنتیک فاکتورهاي

 ارزیابی در مستقیم طور به ها لوکوس در هتروزیگوسیتی
 که این به توجه با .دارند اهمیت دهندگی آگاهی مناسب
 نوع به بسته مورفیسم پلی مارکر هر جمعیتی هاي ویژگی
 تمام در مفید مارکر این باید است، متفاوت جمعیت
 خصوص در اطلاعاتی .گیرد قرار بررسی مورد ها جمعیت

 .نیست دسترس در اصفهان جمعیت در مزبور مارکر
 مارکر براي افراد ژنوتیپ ،مطالعه این در
rs4898352 روش با اختصاصی پرایمرهاي از استفاده با 

تقویت تتراپرایمر مستقیم جهش نسوز واکنش زنجیره اي پلی 
 این جمعیتی مشخصات و تعیین (T-ARMS-PCR)مراز

معین  اصفهان جمعیت در کنترل زنان جمعیت در مارکر
  .گردید

  
 ها روش و مواد

 عدم  مربوط بهمطالعات در که این به توجه با
 غیر فرد 100 حداقل اندازه به اي نمونه پیوستگی تعادل

در این مطالعه تجربی،  ،)8(است ضروري خویشاوند
 نظر از سالم غیرخویشاوند زن 140 از ونخ گیري نمونه

 اصفهان پزشکی ژنتیک مرکز کمک با A هموفیلی بیماري
 اسفند تا مهر زمانی بازه در زنان، از جمعیت این .شد انجام

 .شد انتخاب اصفهان استان جمعیت از تصادفی طور به 1392
 تمام از کتبی نامه رضایت  اخذاز پس که ترتیب این به

 یک حاوي لوله در از افراد تام خون لیتر میلی10افراد،
 ثبت از پس و  شدریختهمول  5/0 غلظت با EDTA لیتر میلی

 -20  دمايدر آزمایش زمان تا آن روي بر ها آن اطلاعات
 به خون هاي نمونه DNA .شدند نگهداري گراد درجه سانتی

 بررسی براي .گردید استخراج کلروفرم-فنل استاندارد روش
  درصد1 آگارز ژل از کیفی روش به میژنو DNA خلوص
 باندها شدت براساسمقدار نمونه مورد استفاده  و شد استفاده
 قرار تخمین مورد پلیمراز اي زنجیره واکنش انجام جهت

 از استفاده با ژنومی DNA کمی ارزیابی چنین هم .گرفت
 260 موج طول در DNA حاوي محلول نور جذب میزان

 صورت (Eppendroff AG) تراسکپتروفتوم با نانومتر
   .گرفت

 Tetra Primer ARMSسیستم پرایمرهاي طراحی
PCR  

 براي T-ARMS PCR روش از مطالعه این در
 شد استفاده rs4898352 مارکر براي افراد ژنوتیپ تعیین

 پلی مورفیسم قطعه طولی روش به نسبت روش این که
 تر سریع و تر آسان تر، هزینه کم بسیار (RFLP) محدود

 و داخلی پرایمر دو و خارجی پرایمر دو به روش این .است
 تک پلی مورفیسم ژنوتیپ تعیین براي آلل اختصاصی

 اتصال بودن اختصاصی افزایش براي .دارد نیاز نوکلئوتیدي
 باز سومین ،T-ARMS PCR روش در داخلی پرایمرهاي

 امر این که باشد می اشتباه باز جفت یک داراي 3' سمت از
 3' انتهاي باز آخرین که داخلی پرایمرهاي شود می باعث

 نوکلئوتیدي تک پلی مورفیسم از خاص آلل یک براي ها آن
 مربوطه آلل فاقد فرد ژنوم ه کصورتی در ، است شده طراحی

 صورت اتصال اضافی اشتباه باز جفت این وجود با باشد،
  .)9(نشود مشاهده کاذب مثبت باند و نگیرد

 نرم از استفاده با اختصاصی يپرایمرها تترا طراحی
 اي گونه به پرایمرها طراحی .گرفت صورت 7 الیگو افزار

 باز 70 حداقل SNPآلل 2 هر باند طول که گرفت صورت
 قابل آگارز ژل در راحتی به تا باشد داشته تفاوت با یکدیگر

 PCR واکنش یک در پرایمر چهار هر چون .باشند تشخیص
 اختلاف کمترین با ها آن(Tm) ذوب دماي دنشو می استفاده

 پرایمرهاي توالی .گردد می طراحی )درجه 2 حداکثر(
 خارجی و داخلی پرایمرهاي و پیش رو خارجی و داخلی

 واکنش انجام با .باشد  می1جدول  صورت به پس رو
 2 و هتروزیگوت فرد براي باند نوع 3 ،مراز پلی اي زنجیره

 تایید براي .دشو می حاصل هموزیگوت فرد براي باند نوع
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 اولین در ،نظر مورد مارکر براي سیستم این عملکرد صحت
 ARMS روش از استفاده با هتروزیگوت زن نمونه چند قدم

PCR دو نمونه هر براي که صورت این به .ندشد شناسایی 
 از یکی تنها ویال هر در سپس .شد گرفته نظر در ویال

 تا شد یختهر خارجی پرایمرهاي از یکی و داخلی پرایمرهاي

 .شود تکثیر ویال هر در نظر مورد مارکر هاي آلل از یکی تنها
 هاي نمونه از یکی توالی تعیین روش از استفاده با سپس

 فرد اختصاصی هاي آلل باندهاي صحت هتروزیگوت،
  .شد تایید هتروزیگوت

  
  مورفیک پلی قطعه تکثیر در استفاده مورد پرایمرهاي .1 جدول

:IFداخلی، پیش رو پرایمر :IR داخلی، پس رو پرایمر :OF خارجی، پیش رو پرایمر . :ORخارجی پس رو پرایمر  
 قطعه اندازه  آلل  مورفیسم پلی

   شده تکثیر
  )باز جفت (

  )باز جفت( آغازگر توالی

OF: 5'- GGA TGA CTA CTG GTG CCC TAT GG -3' A 248  
IR: 5' -GGC ACT GGG AAC ACA ATC AGT AAT -3' 

T 137 IF: 5'- GAG CAT GGA GCT TGT CTG CTT CGT -3' 

  
  

rs4898352 

 'bp338  OR: 5-'GGC ACT GTA CAA TCT CTA TCC AGG-3 :کنترل قطعه اندازه

  
 نظر مورد ناحیه تکثیـر جهـت استفاده مورد مواد

DNA دمایی شرایط. شـد خریـداري سـیناژن شرکت از 
 ترموسایکلر دستگاه قاز طری ژنومی DNA تکثیر براي بهینه

 تحت دقیقه 5: بدین صورت بود )پندورف، آلمان(شرکت 
 35 رشته، واسرشت منظور به گراد  سانتیدرجه 94 دماي

 30 ،گراد  درجه سانتی94 در دماي ثانیه 30 مدت به چرخه
 ،گراد جهت اتصال پرایمرها سانتی درجه 63 دماي در ثانیه
 دقیقه 10 نهایت در ود گرا سانتی درجه 72 دماي در ثانیه 50
  رشته نهایی گسترش منظور به گراد سانتی درجه 72 دماي در

 مارکر برايT-ARMS PCR  واکنش شرایط
rs4898352 موارد ذیل شامل فراوان هاي سازي بهینه از بعد 

 ازمیکرولیتر  1 خارجی، پرایمر دو ازمیکرولیتر  5/0 :بود
 پرایمر ازتر میکرولی pm10(، 5/1( داخلی پس رو پرایمر

 Taqمیکرولیتر از پلی مراز  pm10(، 25/0( داخلی پس رو

DNA ) 5 میکرولیتر از مخلوط  1 ،)بر میکرولیتر واحد
dNTP ) 10میکرولیتر از بافر  5/2 ،) میلی مولPCR 

)X10(، 25/1  میکرولیتر ازMgCl2 )502 و)  میلی مول 
 به ونیزهدی مقطر آب با که ) نانوگرمDNA )80 زمیکرو لیتر ا

 بر شده تکثیر محصولات .شد رسانیدهمیکرولیتر  25 حجم
 ولت 80 ولتاژ به دقیقه 45 مدت به  درصد2 آگارز ژل روي

 رنگ برماید  اتیدیوم با آمده دست به ژل .شدند رسانده

 دستگاه از استفاده با مربوطه باندهاي و گردید آمیزي
Geneflash شدند بررسی فرابنفش نور زیر.  

  
  آماري هاي تحلیل

 یک در ژنتیکی تنوع گیري اندازه معیار ترین شایع
 هاي گونه در افراد .است هتروزیگوسیتی مقدار جمعیت،
 هتروزیگوت یا هموزیگوت لوکوس یک در دیپلویید

 ژنتیکی تنوع وجود دهنده نشان هتروزیگوسیتی وجود .هستند
 میزان فاکتور از طریق مارکر یک دهندگی اطلاع .است

 .شود می گیري اندازه (PIC) شکلی چند اطلاعاتی ظرفیت
 تعیین براي محاسباتی فاکتور یک PIC فاکتور
 پیوستگی آنالیز در استفاده منظور به مارکرها دهندگی اطلاع

 تعادل داراي مارکرهاي جایگاه براي فاکتور این .باشد می
 و تعداد به که شود می تعریف جمعیت در وینبرگ-هاردي
 جمعیت در شده مشاهده هتروزیگوسیتی و اه آلل فراوانی
 دلیل به مختلف هاي جمعیت در بنابراین ،است وابسته

 میزان حداکثر .باشد می متغیر متفاوت ژنتیکی ساختارهاي
PIC 11، 10(باشد می 375/0 دوآللی مارکرهاي یا ژن براي(. 

 PIC مقـدار ،SNPs آللـی دو ماهیـت گرفتن نظـر در بـا
 کمتر هـا ریزماهواره بـا مقایسـه در مارکرهـا عنـو ایـن بـراي
 25/0 کـه دهـند می نشـان ها بررسـی حـال ایـن بـا امـا .اسـت
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PIC> بـراي مناسـب شـاخص یـک عنـوان بـه توانـد می 
 گرفته نظر در نوکلئوتیـدي تـک مارکر یـک بودن گویـا
 اب جمعیتی در که کند می بیان وینبرگ -هاردي تعادل .شـود

 مهاجرت، یا جهش انتخاب، بدون تصادفی آمیزش
 نسل به نسلی از ژنوتیپی هاي فراوانی و آللی هاي فراوانی

 از تر کوچک p مقدار که صورتی در .هستند ثابت دیگر
 تعادل یعنی ،شود می رد صفر فرضیه ،آید دست به 05/0

 .)12(ندارد وجود نظر مورد لوکوس در وینبرگ-هاردي

 با مطالعه مورد افراد ژنوتیپ تیپ،ژنو تعیین از پس
 فایل صورت به Microsatellite toolsاستفاده از برنامه 

 اینترنتی پایگاه Powermarkerنرم افزار  در ورودي
GenePop tools دست به نتایج .گرفت قرار بررسی مورد 

 آللی، فراوانی تخمین شامل افراد ژنوتیپ تعیین از آمده
 و شده مشاهده هتروزیگوسیتی درجه و ژنوتیپی فراوانی

-هاردي تعادل چنین هم و rs4898352 مارکر انتظار مورد
 با استفاده از نرم افزار PICو میزان فاکتور  وینبرگ

Powermarkerپایگاه 2/3ي   نسخه Genepop از لحاظ 
  .)13(آماري تحلیل شدند

  
  ها یافته

 ،rs4898352 مورفیسم پلی بررسی منظور به
 از پس اصفهان، جمعیت در غیرخویشاوند نز 140هاي نمونه

 1 آگارز ژل وسیله به شده استخراج DNA کیفیت ارزیابی
 انواع .گرفتند قرار  T-ARMS PCR واکنش تحت درصد

   .ندا شده داده نشان 1 شکل در شده مشاهده هاي ژنوتیپ

 روش از استفاده با rs4898352 مارکر هاي آلل تعیین .1 شکل
T-ARMS PCR 

M ، و ارکرم C بدون ( منفی کنترل DNA فرد هر براي .باشد می )ژنومی 
 محـصولات  در )bp338( کنتـرل  بانـد  .است شده گرفته نظر در ستون یک

PCR    و 248 اختـصاصی  بانـدهاي  .است شده مشاهده 3 و 2 ،1 ستوندر 
 .باشـند  می T و A هاي آلل دهنده نشان ترتیب به یک هر بازي جفت 137

 1 سـتون  .دهـد  مـی  نشان را ژنوتیپ نوع سه آگارز ژل روي بر باندها الگوي
 A/A هموزیگوت فرد به مربوط 2 ستون ، T/T هموزیگوت فرد به مربوط

  .باشد می A/T هتروزیگوت فرد یک به مربوط3 ستون و
  

 مارکر آللی فراوانی ها، داده آماري تحلیل نتایج
rs4898352 آلل براي را A، 482/0 آلل براي و T، 518/0 

 جمعیت در غالب آلل عنوان به T آلل ،نتیجه در .دادند نشان
 براي شده مشاهده هتروزیگوسیتی میزان .شد شناخته اصفهان

 دست به  درصد60 مزبور جمعیت در مطالعه مورد مارکر
 .باشد می بیشتر انتظار مورد هتروزیگوسیتی میزان از که آمد

 و انتظار مورد هموزیگوسیتی و هتروزیگوسیتی میزان نتایج
   .ارایه شده است 2 جدول در شده مشاهده

  
 هموزیگوسیتی و هتروزیگوسیتی میزان و آللی فراوانی .2 جدول

 جمعیت در rs4898352 مارکر براي انتظار مورد و شده مشاهده
  اصفهان

 فراوانی  آلل
  آللی

  هموزیگوسیتی میزان  هتروزیگوسیتی میزان

A  482/0  مورد 
  انتظار

 مشاهده
  شده

 مورد
  انتظار

 مشاهده
  شده

T 518/0  51/0  60/0  49/0  40/0  
  

 مورد زن 140 از که داد نشان آمده دست به نتایج
 ژنوتیپ نفر A/T، 26 هتروزیگوت ژنوتیپ نفر 84 ،مطالعه

 T/T هموزیگوت ژنوتیپ نفر 30 و A/A هموزیگوت
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 داد نشان  مربعکاي آزمون از آمده دست به نتایج .داشتند
 چنین هم .است 23/0 اصفهان جمعیت براي p مقدار که

 Genepop افزار نرم در فیشر دقیق آزمون براساس p مقدار
 سطح که این به توجه با .آمد دست به 065/0 برابر با

 گـر بیان نتایج شد، گرفته نظر در 5/0 از کمتر داري معنی
 در مارکـر ایـن براي وینبرگ-هـاردي تعادل وجـود

 وجـود بـه توجـه بـا نهایـت در .اسـت اصفهان جمعیـت
 مارکـر بـراي PIC مقـدار ،وینبرگ-هـاردي تعـادل

 آمـده دسـت بـه نتایـج .شـد بررسـی rs4898352 ژنتیکـی
 مارکـر بـراي PIC مقـدار کـه داد نشـان مطالعـه از

rs4898352 نشـان کـه باشـد می 37/0 اصفهان جمعیـت در 
 مارکـر یک عنـوان به دگیدهن اطلاع میزان بالاترین دهنـده

 .اسـت اصفهان جمعیـت در آللی دو نوکلئوتیـدي تـک
  

   بحث
 در نناقلا شناسایی و مولکولی تشخیص اصولا

 مستقیم بررسی صورت دو به A هموفیلی بیماران خانواده
 تنوع علت به .گیرد می صورت پیوستگی آنالیز و ژنی نقص
 فاکتور ژن ختارسا پیچیدگی و اندازهبزرگی  ها، جهش زیاد

 .است پرهزینه و بر زمان دشوار، مستقیم تشخیص آنالیز ،8
 با ،)پیوستگی آنالیز( غیرمستقیم روش از استفاده با بنابراین
 در یافته جهش آلل گویا، پلی مورفیسم مارکرهاي از استفاده
 فراوانی باید گویا مارکر .شود می دنبال بیمار فرد خانواده

 پیوستگی تعادل عدم و بالا وسیتیهتروزیگ درجه و آللی
(LD) جمعیت در شده استفاده مارکرهاي سایر با پایینی 

 بیماري نحاملا تشخیص و جهش ردیابی براي نظر مورد
 باید ژن اطراف شده انتخاب مارکرهاي چنین هم .باشد داشته

 چنین هم .باشند داشته 8 فاکتور ژن با خوبی پیوستگی
 حاملان غیرمستقیم شخیصت در که داده نشان مطالعات

 از یکی حداقل که مارکر دو بررسی A هموفیلی بیماري
 روش این در .است ضروري باشد ژنی داخل ها آن

 استفاده مورد گویاي مارکرهاي تعداد چه هر ،تشخیصی
 SNP .شود می حاصل بیشتري اطمینان باشد، بیشتر

 از پرکاربردترین مارکرهاي پلی مارکرها  VNTRو
 غیر روش در که است ذکر به لازم البته .باشند یم مورفیک

 ضروري خانواده در بیماري به مبتلا فرد یک وجود مستقیم
 باید بیمار فرد مادر،  A هموفیلی بیماري براي چنین هم .است

 جهش از ناشی بیماري که مواردي در .باشد هتروزیگوت
، 14(است فایده بی مستقیم غیر بررسی از استفاده است جدید

15(.   
 مارکرهاي شده شناخته از یکی ،مطالعه این در

 هموفیلی لکولیوم تشخیص براي دهنده اطلاع مورفیسم پلی
A  براي نخستین بار با استفاده از سیستمT-ARMS-PCR 
 روش این .گرفت قرار بررسی مورد اصفهان جمعیت در

 این محدودیت ترین مهم اما ،باشد می هزینه کم و سریع بسیار
 اي زنجیره واکنش در دخیل فاکتورهاي سازي بهینه روش

 مارکر کاربرد و اهمیت به توجه با .است مراز پلی
rs4898352 و هتروزیگوسیتی ضریب پیوستگی، آنالیز در 

 زن 140 جمعیت در مارکر این دهندگی آگاهی میزان
 .گرفت قرار بررسی مورد اصفهانی کنترل غیرخویشاوند

 که شد مشاهده  درصد60مارکر این هتروزیگوسیتی درصد
 براي آللی فراوانی .بود بیشتر )15(انتظار قابل مقدار به نسبت

 از پس .باشد می یکسان تقریباً مارکر این T و A آلل دو هر
-هاردي تعادل وجود افراد، ژنوتیپی و آللی فراوانی تعیین

 و فیشر دقیق آزمون براساس p محاسبه طریق از وینبرگ
 دست به نتایج .گرفت قرار بررسی مورد  مربعکاي آزمون

 در rs4898352 مارکر براي p مقدار که داد نشان آمده
 وجود گر بیان که است 05/0 از تر بزرگ ایران جمعیت

 شده یاد جمعیت در مارکر این براي ینبرگو-هاردي تعادل
 براي مارکر این ،rs4898352 مارکر اهمیت دلیل به .است
در جهان و  A هموفیلی نحاملا تشخیص و پیوستگی آنالیز

 در اي مطالعه در .شود می استفادهشهرهاي مختلف ایران 
 جمعیت در مارکر این T و A آلل براي آللی فراوانی ،تهران

 نتایج با که شد گزارش 52/0و 48/0 ترتیب به کنترل زن 86
 درجه چنین هم .است مشابه کاملا اصفهان جمعیت از حاصل

 از که شد مشاهده 48/0 مزبور مارکر براي هتروزیگوسیتی
 مطالعات در .)16(است کمتر )60/0(اصفهان در مشابه مقدار
 درصد ،مازندران و مشهد جنوبی، خراسان شهرهاي در دیگر

 گزارش درصد 41 و 36/36 ،5/28 ترتیب به یتیهتروزیگوس
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 کمتر اصفهان جمعیت در مشابه مقدار از همگی که شد
 میزان بلوچستان و سیستان در دیگر مطالعه در .)18، 17(بود

 مشابه میزان از که آمد دست به درصد 4/61 هتروزیگوسیتی
 چنین هم .)19(است بیشتر ایران شهرهاي سایر و اصفهان در

 جمعیت در rs4898352 مارکر براي وزیگوسیتیهتر درصد
 به توجه با .)20(شد محاسبه درصد 47 مقدار ایرانی، آذري

 میانگین ایران جمعیت از حاصل هاي داده کل
 ،8 فاکتور ژن در rs4898352 مارکر براي هتروزیگوسیتی

 دست به نتایج به طور کلی، .آمد دست به درصد 43/46
 اطلاع دهنده نشان ایران در شده انجام مطالعات از آمده

 نحاملا تشخیص براي rs4898352 مارکر مناسب دهندگی
  .باشد می مبتلا فرد داراي هاي خانواده در A هموفیلی بیماري

در پایگاه داده  آماري نتایج به توجه با
Ensemble در مارکر این هاي آلل آللی فراوانی در مورد 

 غالب آلل درصد 85 فراوانی با T آلل آفریقایی، جمعیت
 و آسیایی اروپایی، هاي جمعیت در اما .شود می محسوب

 63/0 و 82/0 ،78/0 فراوانی با ترتیب به A آلل ،آمریکایی
 آلل اندك اختلاف با T آلل نیز ایران در .باشد میآلل غالب 

 آللی فراوانی گذشته، مطالعات به توجه با .شد شناخته غالب
 تقریبا ایران در rs4898352 مارکر T و A آلل دو براي
 هتروزیگوسیتی میزان .باشد می هندوستان جمعیت با مشابه

 و الجزایر جمعیت با مشابه تقریبا نیز ایران در مارکر این
 کاملا اصفهان جمعیت در هتروزیگوسیتی مقدار و برزیل
   .)21-23(باشد می ایتالیا و مصر هاي جمعیت با مشابه

  
  نتیجه گیري
 وجود ،جمعیت ژنتیکبه  مربوط مطالعات در

 دست به اطلاعات صحت بر دلیل وینبرگ-هاردي تعادل
 وینبرگ-هاردي تعادل نیز مطالعه این در .باشد می آمده
 بررسی مورد اصفهان جمعیت در rs4898352 مارکر براي
 چنین هم و  مربعکاي آزمون از حاصل نتایج .گرفت قرار

 براي وینبرگ-هاردي تعادل  کهداد نشان فیشر دقیق آزمون
   .دارد وجود اصفهان جمعیت در مزبور مارکر

 تعییـن منظـور بـه مطالعـه ایـن ،مجمـوع در
 اینترون در واقع rs4898352 مارکـر ژنتیکی خصوصیـات

 و گرفـت انجـام اصفهـان جمعیـت در 8 فاکتور ژن 18
 درجـه بـا مطالعه مورد مارکـر کـه داد نشـان حاصـل نتایـج

 میزان و مناسب آللی فراوانی درصد، 60 سیتیهتروزیگو
 سایر مانند نیز اصفهان در تواند می بالا دهندگی اطلاع

 مـورد A هموفیلی بیماري نناقلا تشخیص در ایران شهرهاي
  .گیـرد قـرار اسـتفاده

  
  قدردانی و تشکر

و  ارشد کارشناسی نامه پایان از برگرفته مقاله این
است  اصفهان دانشگاه هشیپژو معاونت تحت حمایت مالی

 توسط کمیته اخلاق معاونت پژوهشی 790205که با شماره 
 بدین وسیله .دانشگاه اصفهان به تصویب رسیده است

 خون هاي نمونه آوري جمع در که افرادي تمام از نویسندگان
 را قدردانی و تشکر کمال رساندند یاري پژوهش این در
  .نمایند می
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