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ايجاد  VIIIدر فاکتور انعقادی  صدليل نقمغلوب است که به Xيک بيماری وابسته به  Aهموفيلی 

و اخيراً  Long Distance-PCRبلات و  درنهای ساتوسط روش 22واژگونی اينترون . شودمی

 جديد بررسی روشهدف از انجام اين مطالعه، . استشدهشناسايی  Inverse Shifting-PCRتوسط 

IS-PCR منظور شناسايی جهش شايع بهInversion-22 مورفيسم بررسی ميزان همراهی پلی وC/T 

به اين . باشدها میبرای شناخت هاپلوتايپدر بيماران هموفيل شديد و افراد کنترل  11در اينترون 

نتايج  .انتخاب شدند فرد سالم برای اين آزمايش 84مرد هموفيل شديد غير خويشاوند و  84منظور 

دارای واژگونی در ( درصد 82/4)بيمار هموفيل شديد  84نفر از  11نشان داد که  IS-PCRآزمايش 

گونه نشان داد که هيچ C/Tمورفيسم نتايج به دست آمده از همراهی پلی .هستند 22اينترون 

 تواندمی نتايج اين کهاين. بين جمعيت بيمار و کنترل وجود ندارد C/Tمورفيسم همراهی برای پلی

 شده تکثير قطعه يابیتوالی تر وبيش بررسی به نياز يا نه، شود استفاده تشخيصی هایروش عنوانبه

روشی قدرتمند و کم  IS-PCR. جديد دارد هایآغازگر طراحی و يا PCR شرايط تنظيم موتانت،

های ين خوبی برای روشتواند جايگزدهد و میهزينه است که مدت زمان آزمايش را کاهش می

 . قبلی باشد
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 VIII نقص در فاکتور ياA (HA: OMIM 306700)هموفیلی 

 هر در يکانعقادی رايج ترين شکل ناهنجاری خونی است که 

 .Hedner et al) دزن رخ می ده 11111هر  در يکمرد و  5111

مغلوب است که   Xوابسته بهاين بیماری يک اختلال (. 2000

 شودايجاد می VIII (FVIII) فاکتورتوسط موتاسیون در ژن 

(Renault et al. 2007) . ژنFVIII،  تنها ژن مرتبط با هموفیلیA، 

قرار دارد و  X (Xq28) در انتهای دور بازوی بلند کروموزم

 (.Husain 2009) ژنومی را در بر می گیرد DNA از کیلو باز186

و برش با  PCRکه توسط  FVIIIمارکرهای رايج در ژن يکی از 

بود  (G/A) 19در اينترون  HindIIIد، مارکر آنزيم شناسايی ش

(Graham et al. 1990.)  کروموزومX شامل سه کپی از F8A 

و دوتای ديگر  (int-22h-1) 22ها در اينترون  است که يکی از آن

(int-22h-2  وint-22h-3 ) 500نزديک تلومر و با فاصله حدود kb 

 Freije ) .دقرار دارن FVIIIبالادست منطقه شروع رونويسی ژن 

and Schlessinger 1992.)  در ژن  22جهش واژگونی اينترون

FVIIIًاز طريق نوترکیبی درون کروموزومی بین توالی  ، معمولا

 و يکی از کپی های اين توالی (int-22h-1) 22واقع در اينترون 

(int-22h-2  يا int-22h-3 )دهدرخ می (Antonarakis et al. 

برای  IS-PCRاين مطالعه بررسی روش هدف از انجام (. 1995

بررسی همراهی  و 22شناسايی جهش شايع واژگونی اينترون 

در جمعیت نرمال و بیمار  19در اينترون  C/Tمورفیسم مارکر پلی

 .باشدهموفیل شديد می

مرد هموفیل شديد غیر خويشاوند و دارای  01گیری از نمونه

مد کرمانشاهی پرونده ثبت شده هموفیلی در بیمارستان مح

افراد مذکر  DNAنمونه ی  01شهرستان کرمانشاه انجام شد و از 

لیتر میلی 5-11 .شدغیر خويشاوند بومی به عنوان کنترل استفاده 

 EDTAاز خون محیطی بیمار گرفته و در داخل يک فالکون حاوی

صورت گرفت  کلروفرم-با روش فنل DNAاستخراج . ريخته شد 

(Miller et al. 1998) . از روش 22اينترون  تجزيه و تحلیلبرای 

ابتدا  .استفاده شد et al.  Rossetti(2011) ذکر شده در تحقیقات

DNA سپس صورت حلقوی در آورده شدژنومیک به ،IS-PCR 

 Fermentase) هضم آنزيمی توسط کیت. روی آن انجام گرفت

Canada )برای تهیه . انجام گرفتDNA  حلقویμg2-5/1  از

DNA ومی همراه با ژنμL21-16  آب دوبار تقطیر وμL2-5/1  از

BclI  در دمای°
C55 ساعت در بن ماری قرار گرفت 0-5مدت به .

-T4با آنزيم BclIهضم شده توسط آنزيم  DNAقطعات سپس 

DNA Ligase  به يکديگر نزديک شدند وDNA  حلقوی تشکیل

آب دو  μL51خطی،  DNAاز  ng51-11در اين مرحله از  .شد

 10X T4 DNAاز μL5و  T4 DNA ligaseواحد  پنجبار تقطیر، 

ligase buffer درصد  يکمحصول روی ژل آگارز . استفاده شد

-حاصل به DNAاز . شدالکتروفورز و نتايج قابل قبولی مشاهده 

 . استفاده شد PCRعنوان الگو برای انجام 

شده با استفاده از مواد اولیه طبق پروتکل ارائه  IS-PCRواکنش 

  IUو  IDهایآغازگربا   .Roozafzay et al(2013) توسط

در ، (1جدول )های موتانت آغازگر  3Uو 2U های نرمال،آغازگر

 applied biosystems (AB) دستگاه ترموسايکلر گراديانت مدل

يابی توالی IS-PCRهای تکثیر شده در توالی ،در ادامه. انجام شد

 C/Tمارکر  برای بررسی PCRمواد وارد شده در واکنش  .شدند

يک ژنومی،  DNA میکرولیتر 0تا  2شامل  19در اينترون 

 ،Metabionشرکت ) رفت و برگشتهای آغازگراز  میکرولیتر

 دو، (KBCشرکت ) dNTPمخلوط میکرولیتر 5/2، (1جدول 

 میکرولیتر 2/1و  10Xبافر  میکرولیتر MgCl2 ،5/2میکرولیتر 

آب  میکرولیتر 18تا  16، (ن، ايرانسیناژ)پلیمراز  Taq DNAآنزيم 

های تعیین ژنوتیپ. بود میکرولیتر 25طیر در حجم نهايی تقدوبار 

( RFLP)هضم شده مورد نظر به روش چند شکلی طولی قطعه 

های مورد نظر، محصول منظور تعیین ژنوتیپبه. صورت گرفت

PCR  در معرض اثر آنزيمHindIII در اين مرحله . قرار گرفت

سه ، Rبافر  دو میکرولیتر، HindIIIاز آنزيم  رولیتريک میک

از محصول  میکرولیتر 21آب دو بار تقطیر استريل و  میکرولیتر

PCR نتیجه حاصل پس از الکتروفورز روی ژل آگارز  .استفاده شد

بر اساس وجود يا عدم وجود توالی اختصاصی برش آنزيم، که 

د، برای تعیین شومنجر به الگوی متفاوت باندها روی ژل می

با استفاده از و  ژنوتیپ هر نمونه مورد استفاده قرار گرفت

برای هر ژنوتیپ  P-valueو  Odd Ratioرگرسیون لجستیک،

اينترون  تجزيه و تحلیل جهت IS-PCRواکنش در  .سنجیده شد

حلقوی  DNAپس از انجام مراحل برش ژنوم با آنزيم و تهیه ، 22

درصد  5/1تکثیر شده روی ژل  ، قطعاتPCRو در نهايت انجام 

 (.1شکل )بارگذاری شدند الکتروفورز 
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 22و  19های در بررسی اينترون IS-PCRنام و توالی پرايمرهای استفاده شده در واکنش  -1جدول 

 

 

 

 

 

 

 
نمونه است   پرايمر موتانت برای هر Mپرايمر نرمال و  N. درصد 5/1ی ژل آگاروز رو بر IS-PCRدر روش  PCRدست آمده از الکتروفورز محصولات به -1شکل 

 (.bp111 مارکر  2و چاهک  Kb1 مارکر  1چاهک شماره )

 

حدود ( ID ,IU)های نرمال آغازگرطول قطعات تکثیر شده با 

bp011  های موتانتآغازگرو طول قطعه تکثیر شده با (ID ,2U 

,3U)  حدود bp051 قطعه ی دارای  .شد مشاهده bp011  طول

که توالی تکثیر شده ی  دشمشاهده  وشد  همتراز NCBI در سايت

 bp011  هایآغازگربا توالی تکثیر شده برای ID و IU  مطابقت

نوکلئوتید بزرگتر از توالی  211حدود  bp011 داشت، اما قطعه 

پس از بررسی در اطراف توالی تکثیر . دست آمدمورد انتظار به

و اتصال قطعات  BclIده مشخص شد که برش ژنوم توسط ش

به درستی صورت گرفته  T4-DNA Ligaseبرش خورده با آنزيم 

دست آمده از لحاظ صحت تکثیر توالی و در نتیجه، محصولات به

اضافه برای اتصال  bp211 مورد نظر مشکلی نداشته و تنها دارای 

يد مورد مطالعه، میان بیماران هموفیل شد .باشدقطعه صحیح می

. را نشان دادند 22واژگونی اينترون ( درصد 02/1) بیمار  10

انجام  19در اينترون  C/Tمورفیسم برای بررسی پلی PCRواکنش 

های رفت و برگشت برای آغازگرمحصول تکثیر شده با . گرفت

 . طول داشت bp692 مورفیسم، اين پلی

ای تعیین ژنوتیپ بر HindIIIبا آنزيم  PCR پس از هضم محصول

هر نمونه و با توجه به توالی جايگاه شناسايی آنزيم ژنوتیپ هر 

دارای  bp 692با طول   PCRمحصول(. 2شکل ) شدنمونه تعیین 

دو جايگاه برش بود، جايگاه برش اول در ژنوم همه ی افراد 

 C/Tمورفیسم وجود داشت اما جايگاه برش دوم به صورت پلی

در همه  bp061 قطعه  ،PCRمحصول  با هضم (.AAGYTT) بود

برای افرادی که فقط همین جايگاه برش را . ها ديده شدنمونه

حاصل شد اما افرادی که  bp222 و  bp061 های داشتند قطعه

بودند، جايگاه برش دوم برای آنزيم را نیز  Cوتید ئدارای نوکل

برش  bp81 و  bp152 به دو قطعه  bp222 فراهم کرده و قطعه 

 .ردخو

و در جمعیت  T=11%و  C=29%در جمعیت کنترل فراوانی 

فراوانی مورد . شدمحاسبه  T=13%و  C=27%بیمار فراوانی 

انتظار تحت فرض استقلال با فراوانی مشاهده شده، تفاوت 

چندانی نداشت، بنابراين پذيرش فرض استقلال فرضی منطقی 

ID (F): 5′-ACATACGGTTTAGTCACAAGT-3′ 
IU (R): 5′-CCTTTCAACTCCATCTCCAT-3′ 

 آغازگرهای نرمال
 22اينترون 

2U (R): 5′-ACGTGTCTTTTGGAGAAGTC-3′ 
3U (R): 5′-CTCACATTGTGTTCTTGTAGTC-3′ 

  آغازگرهای موتانت

5′-GAGCATCTACATGCTGGGATG-3′  آغازگرForward 
 19اينترون 

5′-GTCCAGAAGCCATTCCCAG-3′  آغازگرReverse 
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سبه شد و اين برای تايید اين نتیجه مقدار آماره کای دو محا. است

 .درصد مورد آزمون قرار داد پنجفرض را در سطح 

 
پس از هضم  19مورفیسم اينترون پلی PCRالکتروفورز محصولات  -2شکل 

، مرد همی زيگوت 1چاهک  سه درصد؛بر روی ژل آگاروز  HindIIIبا آنزيم 

C (negative) مرد همی زيگوت 2؛ چاهک ،T (positive) 2،100؛ چاهک 

bp ladder . 

 

-pو مقدار  بوده (228/1)مشاهده شد که مقدار آماره کای دو کم 

value  بنابراين فرض استقلال دو (. 626/1)است  15/1بیشتر از

ها ORدر ادامه نسبت  .شوددرصد پذيرفته می پنجمتغیر در سطح 

منظور تايید نتايج بخش قبلی به( CI)ها و فاصله اطمینان برای آن

 190/1برابر  CI، و میزان 20/1برابر با  ORار محاسبه شد که مقد

-رگرسیون لجستیک با استفاده از نرم. به دست آمدند -021/1و 

-p) داری حاصل نشدندمحاسبه شد که نتايج معنی SPSSافزار 

value=0.633 ) بیمار هموفیل  01نفر از  10در مطالعه حاضر

 22ن دارای واژگونی اينترو( درصد 02/1)شديد مورد بررسی 

-مطالعات انجام شده قبلی می مطابقت بابودند که اين میزان در 

 .Chorba et al. 2001 Bagnall et al. 2005; Bagnall et al) باشد

 IS-PCRبا استفاده از  22میزان واژگونی اينترون  در مصر .(2005

نفر  12نفر از  هفتبیمار هموفیل بررسی شده که  21 روی

 .دبودن 22دارای واژگونی اينترون  (درصد 22)هموفیل شديد 

مطالعه حاضر نشان داد درصد بالاتری از افراد هموفیل شديد 

از جمعیت ايرانی نسبت به جمعیت ( درصد 02/1)مورد مطالعه 

 .Abou-Elew et al) هستند 22مصری دارای واژگونی اينترون 

بر LD-PCR و   IS–PCRروش 2111در ايران در سال (. 2011

 22د هموفیل شديد و برای شناسايی واژگونی اينترون فر 21روی 

د نبود  Inv22 دارای( درصد 62)نفر  21نفر از  10. انجام گرفت

باشد در بین ايرانیان می  Inv22که نشان دهنده شیوع بالای جهش

(Mousavi et al. 2011.) فرد هموفیلی شديد از  21چنین هم

با استفاده از  1و  22اصفهان برای شناسايی واژگونی اينترون 

نفر دارای  12مورد آزمايش قرار گرفتند که  IS-PCRروش 

نفر دارای واژگونی در  2و  22واژگونی نوع يک در اينترون 

درصد واژگونی  (.Roozafzay et al. 2013) اندبوده يکاينترون 

در بیماران هموفیل شديد از جمعیت کرمانشاه در  22اينترون 

تايید کننده  پنج درصد، با اختلاف (درصد 02/1)مطالعه حاضر 

 00/1)نتايج حاصل از بررسی بیماران هموفیل شديد در اصفهان 

باشد، ولی با توجه به بررسی انجام شده در کل کشور می( درصد

بین نتايج  درصد 21های مختلف، اختلافی به میزان و قومیت

یکی شود که می توان آن را به اختلاف های ژنتحاصل ديده می

با افزايش . م و نژادهای مختلف در سرتاسر ايران نسبت داداقوا

های بعدی تعداد بیماران هموفیل شديد مورد مطالعه در آزمايش

 .تر مطالعه کردتوان اين اختلاف را دقیقمی

های تعیین مستقیم نواقص های روشبا توجه به محدوديت

های ژنتیک مولکولی در بیماران هموفیل و امکانات آزمايشگاه

-به صرفه و عملی می  PCR-RFLPسطح کشور استفاده از روش

برای بررسی  HindIIIهای چند شکلی باشد و استفاده از مارکر

 شودهای هموفیل توصیه میاحتمال ناقل بودن در خانواده

(Hashemi et al. 2010.) ف اين مطالعه بررسی اهديکی از ا

در افراد بیمار هموفیلی و جامعه  C/T چندشکلیهمراهی بین 

توان برای تشکیل که از آن می بود PCR-RFLPسالم با روش 

مطالعات مشابه تا کنون در جايی . هاپلوتايپ جمعیتی استفاده کرد

ی که در ايران ادر مطالعه (.Kogan et al. 1987) دانثبت نشده

اين  هایهای به دست آمده متفاوت با يافتهفراوانی هانجام شد

در واقع فراوانی آللی ( T=0.52 و C=0.48) مطالعه بودند

درصد هتروزيگوسیتی مورد . بوده است Cتر از بیش T چندشکلی

که جمعیت ايران از به دلیل اين. است درصد 51انتظار حدود 

است، بنابراين های مختلف با زمینه ژنتیکی متنوع تشکیل شدهنژاد
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های ژنتیکی در ع به واريانتدست آوردن اطلاعات کافی راجبه

مناطق مختلف برای به حصول به تشخیص ناقلین هموفیلی و 

 Azimifar et) انجام اقدامات پیشگیرانه قبل از تولد ارزشمند است

al. 2006.) های ممکن برای اين مطالعه در راستای شناسايی روش

های قبل از تولد پايه شناسايی ناقلین هموفیلی و انجام تشخیص

های عنوان روشتوانند بهمی حاضر اين که نتايج. استذاری شدهگ

يابی تر برای توالید، نیاز به بررسی بیششونتشخیصی استفاده 

و يا طراحی  PCRقطعه تکثیر شده موتانت و تنظیم شرايط 

چنین با توجه به درصد هم. داردهای جديد آغازگر

 HindIIIاز مارکر توان انتظار در جمعیت می موردهتروزيگوسیتی 

های در مطالعات پیوستگی برای شناسايی افراد ناقل در خانواده

دارای سابقه هموفیلی بهره برد که شرط اولیه برای استفاده از اين 

-يابی آلل معیوب میمارکرها وجود مادر هتروزيگوت برای رد

 .باشد

 

 سپاسگزاری

اه شهید دانشگ معاونت محترم پژوهشی نويسندگان اين مقاله از

همکاران و چمران اهواز و دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه و ساير 

 را امتنان و سپاس نهايتعزيزان ياری دهنده در انجام اين پروژه، 

 .دارند

 

 
Abou-Elew H, Ahmed H, Raslan H, Abdelwahab M, 

Hammoud R, Mokhtar D, Arnaout H (2011) Genotyping 

of intron 22-related rearrangements of F8 by inverse-

shifting PCR in Egyptian hemophilia A patients. Annals of 

hematology 90:579-84. 

Antonarakis SE, Rossiter JP, Young M, Horst J, De 

Moerloose P, Sommer SS, Ketterling RP, Kazazian HJ, 

Negrier C, Vinciguerra C (1995) Factor VIII gene 

inversions in severe hemophilia A: results of an 

international consortium study. Blood 86:2206-12. 

Azimifar SB, Seyedna SY, Zeinali (2006) Allele 

frequencies of three factor VIII gene polymorphisms in 

Iranian populations and their application in hemophilia A 

carrier detection. American journal of hematology 81:335-

9. 

Bagnall RD, Ayres KL, Green PM, Giannelli F (2005) 

Gene conversion and evolution of Xq28 duplicons 

involved in recurring inversions causing severe hemophilia 

A. Genome research 15: 214-23. 

Bagnall RD, Giannelli F, Green PM (2006) Int22hrelated 

inversions causing hemophilia A: a novel insight into their 

origin and a new more discriminant PCR test for their 

detection. Journal of Thrombosis and Haemostasis 4: 591-

8. 

Chorba TL, Holman RC, Clarke MJ, Evatt BL (2001) 

Effects of HIV infection on age and cause of death for 

persons with hemophilia A in the United States. American 

journal of hematology 66: 229-40. 

Freije D, Schlessinger D (1992) A 1.6-Mb contig of yeast 

artificial chromosomes around the human factor VIII gene 

reveals three regions homologous to probes for the 

DXS115 locus and two for the DXYS64 locus. American 

journal of human genetics 51:66. 

Graham JB, Kunkel GR, Fowlkes DM, Lord ST (1990) 

The utility of a HindIII polymorphism of factor VIII 

examined by rapid DNA analysis. British journal of 

haematology 76:75-9. 

Hashemi SS, Hosseini KZ, Bagherian RM, Mohseni R, 

Siami E, ‘valizadeh F, Zakizadeh R (2010) Evaluation of 

hemophilia A families to detect carriers using gene linkage 

in Mazandaran province, Journal of Babol university of 

medical sciences 53:64-70. 

Hedner U, Ginsburg D, Lusher JM, High KA (2000) 

Congenital hemorrhagic disorders: new insights into the 

pathophysiology and treatment of hemophilia. ASH 

Education Program Book 2000:241-65. 

Husain N (2009) Carrier analysis for hemophilia A: ideal 

versus acceptable. Expert review of molecular diagnostics 

9:203-7. 

Jenkins PV, Collins PW, Goldman E, McCraw A, Riddell 

A, Lee CA, Pasi KJ (1994) Analysis of intron 22 

inversions of the factor VIII gene in severe hemophilia A: 

implications for genetic counseling. Blood 84:2197-201. 

Kogan SC, Doherty M, Gitschier J (1987) An improved 

method for prenatal diagnosis of genetic diseases by 

analysis of amplified DNA sequences. New England 

Journal of Medicine 317:985-90. 

Lakich D, Kazazian HH, Antonarakis SE, Gitschier J 

(1993) Inversions disrupting the factor VIII gene are a 

common cause of severe haemophilia A. Nature genetics 

5:236-41. 

Miller SA, Dykes DD, Polesky HF (1988) A simple salting 

out procedure for extracting DNA from human nucleated 

cells. Nucleic acids research 16:1215.  

Mousavi SH, Namin SA, Ala F (2011) Application of new 

molecular methods in detection of Intron 22 inversion 

mutation of factor VIII gene in patients with Hemophilia 

A. Clinical Biochemistry 44:S97. 

Renault NK, Dyack S, Dobson MJ, Costa T, Lam WL, 

Greer WL (2007) Heritable skewed X-chromosome 

inactivation leads to haemophilia A expression in 

heterozygous females. European Journal of Human 

Genetics 15:628-37. 

  منابع

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
96

.1
2.

1.
15

.5
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

25
-1

2-
02

 ]
 

                               5 / 6

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1396.12.1.15.5
http://mg.genetics.ir/article-1-1476-fa.html


 نژاد و همکارانسیدرضا کاظمی  ...در HindIIIو مارکر  22بررسی واژگونی اينترون 

 

 111  1316 بهار/ 1شماره / دوازدهمدوره / ژنتیک نوین

 

Roozafzay N, Kokabee L, Zeinali S, Karimipoor M (2013) 

Evaluation of intron 22 and intron 1 inversions of the 

factor 8 gene using an inverse shifting PCR method in 

severe haemophilia A patients. Science Asia 39:174-8. 

Rossetti LC, Radic CP, Abelleyro MM, Larripa IB, De 

Brasi CD (2011) Eighteen years of molecular genotyping 
the hemophilia inversion hotspot: from southern blot to 

inverse shifting-PCR. International journal of molecular 

sciences 12:7271-85. 

Rossetti LC, Radic CP, Larripa IB, De Brasi CD (2008) 

Developing a new generation of tests for genotyping 

hemophilia‐causative rearrangements involving int22h and 

int1h hotspots in the factor VIII gene. Journal of 

Thrombosis and Haemostasis 6:830-6. 

Van-de-Water NS, Ridgway D, Ockelford PA (1991) 

Restriction fragment length polymorphisms associated 

with the factor VIII and factor IX genes in Polynesians. 

Journal of medical genetics 28:171-6. 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
96

.1
2.

1.
15

.5
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

25
-1

2-
02

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               6 / 6

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1396.12.1.15.5
http://mg.genetics.ir/article-1-1476-fa.html
http://www.tcpdf.org

