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تشخيص ژنتيكي پيش كاشتي 
 اهميت ، كاربردها و چشم انداز

دكتر محمدرضا نوري دلويي1 ، علي رشيدي نژاد2

سال شانزدهم  ، پاييز و زمستان 1386 ، صفحه 70 تا 89

1 .  استاد گروه ژنتيك پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران
2 .  دانشجوي دوره دكتري ژنتيك پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران

بر اساس تصويب اداره كل آموزش مداوم جامعه پزشكي وزارت بهداشت درمان و آموزش پزشكي به پاسخ دهندگان پرسشهاي مطرح 

شده زير در اين مقاله (2) امتياز باز آموزي به پزشكان عمومي و متخصصين ژنتيك و متخصصين مولكولي تعلق مي گيرد .

مقدمه
 Preimplantation Genetic) تشخيص ژنتيكي پيش كاشتي
Diagnosis = PGD) يك روش تشخيص باليني است كه در 

ژنتيكي خطرناك  بيماريهاي  انتقال  كاهش  منظور  به  آغاز 
خطر  پر  بارداري هاي  داراي  كه  باروري  زوجهاي  براي 
براي  جايگزين  يك روش  عنوان  به  بودند  ژنتيكي  نظر  از 
ابداع   (Prenatal Diagnosis = PND) تولد  از  پيش  تشخيص 
شد. در اين روش، چندين رويان بالقوه جهت يك شرايط 
ژنتيكي ويژه تحت آزمايش قرار مي گيرند و تنها رويانهاي 
شوند  مي  داده  انتقال  مادر  رحم  به  و  انتخاب  غيرمبتلا 

(شكل 1) (1).

يك  بلاستومر  هر  از  كاشتي.  پيش  ژنتيكي  تشخيص  شكل1- 

سلول برداشته مي شود و بر روي آن آزمونهاي ژنتيكي انجام 

مي گيرد و حداكثر سه رويان غير مبتلا با انگيزه پايه گذاري يك 

بارداري به بيمار انتقال داده مي شود.

براي   PGD روش  آميز  موفقيت  باليني  كاربرد  نخستين 
توسط  در سال 1989  انسان  ژنتيكي  بيماري  از  جلوگيري 
هندي سايد و همكاران وي در انگلستان انجام شد. آنها از 
و  تقويت  براي   (Polymerase Chain Reaction) PCR روش 
تكثير يك توالي تكراري اختصاصي روي كروموزوم Y به 
ژنتيكي    اختلالات  تعيين جنسيت رويانهاي در خطر  منظور 
ALD (Adrenoleukodystrophy) و عقب ماندگي ذهني وابسته 
به X استفاده كردند. به دنبال اين موفقيت، در سال 1990 
 Polar)  يك اختلال مغلوب اتوزومي توسط بيوپسي جسم قطبي
body biossy = PBB) از يك تخمك بارور شده تشخيص داده شد 

و در سال 1992 اولين تولد زنده به دنبال PGD براي فيبروز 
كيستيك (Cystic Fibrosis = CF) گزارش گرديد (2،1).

PGD كاربردهاي
PGD براي سه گروه از اختلالات ژنتيكي به كار مي رود:

اختلالات  اين  ژني:  تك  اختلالات  نخست-  گروه 
 X به  وابسته  مغلوب  اتوزومي،  مغلوب  يا  غالب  مي توانند 
اين اختلالات در دو دسته جاي  باشند.  يا متيوكندريايي  و 
دارند. دسته اول، اختلالاتي هستند كه در آنها جهش ويژه اي 
كه با بيماري مرتبط است از پيش شناخته شده است و با 
استفاده از PCR تك سلولي آن جهش را مي توان تشخيص 
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داد. و دسته دوم اختلالاتي هستند كه به دليل همجواري يك 
نشانگر ژنتيكي مناسب با ژن بيماري مي توان از تجزيه و 
تحليل پيوستگي (Linkage analysis) براي تشخيص رويانهاي 

غير مبتلا  استفاده كرد (1).
 گروه دوم- اختلالات وابسته به X : مانند ديستروفي 
 (Duchenne Muscular Dystrophy = DMD) ماهيچه اي دوشن
 PCR مي باشند كه به دليل ناهمگوني ژنتيكي زياد آزمايش
براي  نباشد.  موجود  آنها  براي  اختصاصي  سلولي  تك 
جنسيت  انتخاب  از  مي توان  اختلالاتي  چنين  از  جلوگيري 
در PGD بهره جست. در خلال آزمايش انتخاب جنسيت در 
و  آزمون مي شوند  تعيين جنسيت  منظور  به  PGD، سلولها 

بسته به اختلال ژنتيكي، يكي از دو جنس كه غير مبتلا است 
در  بارداري  ادامه  منظور  به  مؤنث)  موارد جنس  اكثر  (در 

رحم مادر كاشته مي شود (1).
 براساس آخرين اخبار منتشره از:

 European Society for Human Reproduction and Embryology

فن  ز  ا ده  استفا با  جنسيت  تعيين  موارد   ٪  85  ،(ESHRE)S

 Fluorescent In) جا در  فلئورسنت  سازي   رگه  دو 
Situ   Hybridization) ،                 و بقيه موارد با استفاده 

از PCR انجام پذيرفته است و بيشترين تعداد مراجعين اين 
گروه مربوط به ديستروفي ماهيچه اي دوشن، هموفيليA و 
نشانگانX  1 شكننده (Fragile X Syndrom)،بوده است (3).

 گروه سوم- اختلالات كروموزومي: اين اختلالات توسط 
از مراكز  FISH تشخيص داده مي شوند. در بسياري  روش 
PGD بازآرايي هاي كروموزومي مانند جابجايي هاي متعادل، 

و   (Robertsonian translocation) جابجايي هاي روبرستوني 
وارونگي ها   (Inversions)بخش قابل توجهي از حجم كاري 

را تشكيل مي دهند (4).
ظاهر�  حامل  نفر  يك  نفر   500 هر  از  تقريبي  طور  به 
اين  از  بسياري  است.  طرفه  دو  جابجايي  يك  واجد  سالم 
و  بوده  انحصاري  وي  خانواده  يا  فرد  آن  براي  بازآيي ها 
روبرستوني  جابجايي  مي شوند.  ديده  خانواده  آن  در  تنها 

(ادغام سانترومري دو كروموزوم آكروسنتريك) فراواني 
مي شود.  ايجاد  افراد  هزارم  يك  در  تنها  و  دارد  كمتري 
ظاهري  نظر  از  متعادل  خانوادگي  جابجايي هاي  حاملين 
تقريبا هميشه طبيعي هستند. اين جابجايي ها معمولا زماني 
نابارور  خانواده  عضو  يك  كه  مي شوند  داده  تشخيص 
است و يا داراي از دست رفتن مكرر بارداري بوده و يا 
داراي فرزندي با ظاهر غيرطبيعي مي باشد كه از گامتهاي 
نامتعادل ايجاد شده است (در گامتهاي نامتعادل، به دليل 
دست  از  ژنتيكي  ماده  از  مقداري  كروموزومي،  جابجايي 

رفته و يا افزوده شده است) (4 و 1).

PGD ضرورت انجام
به دلايل  را تجربه كرده اند   PGD تاكنون  زوجهايي كه 

زير مبادرت به انجام آن نموده اند:
الف) اجتناب از PND و ختم بارداري

بارداري  يا  و  فرزند  يك  زيادي  خانواده هاي  تاكنون 
خود را به دليل ابتلا به بيماريهاي ژنتيكي از دست داده اند. 
برخي از اين خانواده به منظور جلوگيري از چنين رخدادي 
و  مي كنند  استفاده   PND از  خود  بعدي  هاي  بارداري  در 
درصورت مبتلا بودن جنين به ختم بارداري در سه ماهه 
اول يا دوم مبادرت مي ورزند. اين درحالي است كه ساير 
رواني  يا  اجتماعي  مذهبي،  اعتقادات  دليل  به  خانواده ها 
ديگر،  فرزند  نداشتن  (مانند  ديگري  باروري  تصميمات 
به  اقدام  يا  و  اسپرم  يا  تخمك  اهداء  خوانده،  فرزند  قبول 
اتخاذ  را  تأييدي)  ژنتيكي  آزمايش  انجام  بدون  بارداري 
مي كنند. در سالهاي اخير با ظهور PGD يك گزينه باروري 
ديگر نيز براي زوجين فراهم شده است. PGD يك فن بسيار 
تخصصي است كه زوجين را قادر مي سازد يك بارداري 
خود  به  مربوط  شناختي  زيست  نظر  از  كه  مبتلا،  غير 
 PGD آنها مي باشد، داشته باشند. از سوي ديگر چون در
تشخيص رويانها در 3-2 روز اول پس از بارورسازي و 
پيش از كاشته شدن آنها در رحم صورت مي گيرد، زوجين 

 ١ syndrome  

FISH

دكتر محمدرضا نوري دلويي و همكاران

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

66
 -

 6
7 

ره
ما

ش
 -

 1
38

6 
ن 

تا
س

زم
و 

ز 
يي

پا

72

داراي رتبه علمي ، پژوهشي

شي
وه
پژ
ي ، 

علم
مه 
لنا
ص
ف

لحظه  از همان  كه  اطمينان حاصل مي كنند  لحاظ رواني  به 
اول يك بارداري غيرمبتلا دارند و به ختم بارداري در سه 
ماهه اول يا دوم بارداري نياز نخواهند داشت. در يك مطالعه 
كه توسط Pergament و همكاران در سال 1991 انجام شد 
86 ٪ از زنان مزيت اصلي PGD را اجتناب از ختم بارداري 

بيان كردند (6،5).

ب) ناباروري به علل ژنتيكي
ناهنجاري  يا  و  ژني  تك  نقص  دليل  به  زوجها  برخي 
كروموزومي كه حمل مي كنند مشكلات ناباروي دارند. براي 
نمونه برخي مردان كه فقدان دو طرفه مجراي دفران دارند 
ممكن است حامل جهش هاي CF باشند. نيز امكان دارد كه يك 
مرد با اوليگوسپرمي حامل يك جابجايي كروموزومي باشد. 
چنين زوجهايي براي آنكه مشكل باروري اوليه خود را مورد 
توجه قرار دهند ممكن است به فن آوري بارورسازي كمكي    
(Assisted Reproductive Technology = ART) نياز پيدا كنند. 
باتوجه به اينكه PGD نيز از ART استفاده مي كند و علاوه بر 
آن تنها يك مرحله اضافي بيوپسي روياني دارد منطقي به 
نظر مي رسد كه اين زوجها به منظور داشتن بيشترين احتمال 

بارداري غير مبتلا از PGD استفاده كنند (5).

(PGD-AS) ج) غربالگري آنوپلوئيدي
بارورسازي  موفقيت  افزايش  منظور  به   PGD-AS

آزمايشگاهي (Invitro Fertilization = IVF) صورت مي گيرد. 
ميزان بروز ناهنجاريهاي كروموزومي در سقطهاي خود به 
خودي حدود 70-50 ٪ است كه 95 ٪ از آنها را ناهنجاريهاي 
تعدادي  ناهنجاريهاي  ترين  شايع  مي دهند.  تشكيل  تعدادي 
تشخيص داده شده در سقطهاي زود هنگام، تري زومي هاي 
تري  كه  هستند  پلوئيدي ها  پلي  و   X منوزومي  اتوزومي، 
زومي كروموزومهاي 16، 21 و 22 شايع ترين تري زومي 

هاي اتوزومي در اين گروه مي باشند (7).
با  نابارور  زوجهاي  كه  داده اند  نشان  پژوهش ها 

مقادير   ،IVF مكرر  شكست هاي  و  مادر  يافته  افزايش  سن 
منظور  به  دارند.  كروموزومي  ناهنجاري هاي  از  بيشتري 
با  زوجهاي  در  و  گروه  اين  در  بارداري  پيامدهاي  بهبود 
بارورسازي كمكي  PGD در روشهاي  از  سقط هاي مكرر، 
استفاده شده است. غربالگري آنوپلوئيدي و انتقال متعاقب 
رويانهاي يوپلوئيد به زنان نابارور بالاي 37 سال كه تحت 
درمان بارورسازي كمكي قرار گرفته اند ميزان كاشته شدن 
افزايش داده و ميزان  و بارداري را به ميزان قابل توجهي 
داده  ميزان چشمگيري كاهش  به  را   PGD از  سقطهاي پس 

است (7).
تعداد  و  فن  نسبي  سادگي  دليل  به   PGD-AS امروزه 
زياد گروههاي بيمار به رايج ترين كاربرد PGD تبديل شده 
PGD-AS,  ESHRE ز ا منتشره  يج  نتا اساس  بر  است. 
بوده   2001 سال  در   PGD ليت هاي  فعا  ٪39 مسئول 
اين ميزان براي اختلالات تك ژني23٪ و  است درحالي كه 
براي بازآرايي هاي كروموزومي 21 ٪ بوده است (9 ،8 ،3).

د) تعيينHLA (HLA Typing )براي پيوند مغز 
استخوان به خواهر – برادر بيمار

 زماني كه يك خانواده يك فرزند بيمار نيازمند به پيوند 
اعضا (مانند پيوند مغز استخوان) دارد، به اين خانواده توصيه 
مي شود كه براي نجات جان اين فرزند، از PGD به منظور 
استفاده  قبلي  فرزند  با  HLA سازگار  با  رويان  يك  انتخاب 
كنند، زيرا در صورت تولد يك فرزند سالم با اين روش، از 
سلولهاي بنيادي بندناف ذخيره شده و به طور بالقوه مغز 
استخوان او مي توان به عنوان يك منبع براي درمان خواهر 
- برادر بزرگتر او استفاده كرد. به كودكاني كه بدين منظور 
برادران   - خواهران  مي شوند  متولد   PGD از  استفاده  با  و 

نجات دهنده (Saviour Sibling) مي گويند (4).

 PGD چرخه درماني
PGD از فناوريهاي بارورسازي كمكي استاندارد استفاده 

تشخيص ژنتيكي پيش كاشتي 
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دكتر محمدرضا نوري دلويي و همكاران

مي كند. اين روند شامل تحريك تخمداني كنترل شده، برداشت 
در  رويان  كشت  و  بارورسازي   (oocyte retrieval) تخمك 
و  ژنتيكي  آزمونهاي  انجام  روياني،  بيوپسي  آزمايشگاه، 

انتقال رويان مي باشد (10،4).
                      

الف) تحريك تخمداني و برداشت تخمك
 ICSI/IVF        اولين مرحله براي انجام

(Intracytoplasmic sperm injection) تحريك و برداشت تخمك 
مي باشد. تحريك و برداشت تخمك يك فن آوري پيشرفته 
به  كه  است  كمكي  بارورسازي  درمانگاههاي  در  موجود 
آزمايشهاي  براي  لازم  رويانهاي  يا  تخمكها  تأمين  منظور 
ژنتيكي در روش PGD استفاده مي شود. در خلال اين روند 
اين  و  با گونادوترپين هاي خارجي تحريك شده  تخمدان ها 
امر موجب توليد فوليكول هاي فراوان مي شود كه مراحل اين 
كار به وسيله اولتراسونوگرافي لگني كنترل مي شود. زماني 
كه تعداد و اندازه فوليكول هاي در حال رشد، مناسب به نظر 
رسيد، بلوغ تخمكها به صورت هورموني تحريك مي شود. 
پس از 48-34 ساعت تخمك ها به وسيله آسپره كردن مايع 
فوليكولي هدايت شده با اولتراسونوگرافي مهبلي جمع آوري 

مي شوند (1).
موفقيت PGD با تعداد تخمك هاي برداشت شده ارتباط دارد. 
در طي پژوهشي كه توسط Vandervorst و همكاران صورت 
گرفت، نشان داده شد زماني كه تعداد تخمك هاي برداشت 
شده بيش از 9 تخمك باشد، تعداد رويانهاي مناسب براي 

انتقال به ميزان چشمگيري بيشتر خواهد بود (5).

ب) بارورسازي و كشت رويان در آزمايشگاه    
براي  شدند  جمع آوري  اووسيت ها  اينكه  محض  به 

انكوباسيون به محيط كشت منتقل مي شوند.
محيط  با  و  مي شود  جمع آوري  هم  مني  مايع  نمونه 
كشت رقيق شده و پس از جدا كردن اسپرم هاي متحرك و 

شستشو، در يك محيط ديگر قرار داده مي شوند. 

 PGD در  شده  گرفته  بكار  تشخيصي  آزمايش  نوع 
روش بارورسازي را تعيين مي نمايد، به طوري كه براي 
 FISH از  كه  مواردي  در  و  كروموزومي  اختلالات   PGD

براي تشخيص استفاده مي شود از فناوري IVF به منظور 
بارورسازي استفاده مي كنند (شكل 2) اما زماني كه هدف

(IVF)  شكل2- لقاح مصنوعي در آزمايشگاه
از  جلوگيري  براي  است  ژني  تك  اختلالات  تشخيص   
درون  تزريق  از  پدري   DNA با   PCR واكنش هاي  آلودگي 

اين  دليل  مي شود.  استفاده   (ICSI) اسپرم  سيتوپلاسمي 
در   IVF از  پس  كه  است  مازادي  اسپرم هاي  حضور  امر 
Zona pellucida به دام افتاده اند و ممكن است به آلودگي 

احتمال  نتيجه  در  و  پدري  ي   DNA با   PCR واكنش هاي 
تشخيص اشتباه منجر شوند.

ICSI براي بيماران با كيفيت كاهش يافته اسپرم (تعداد 

كم، حركت ضعيف يا اسپرم با ظاهر غيرطبيعي) و يا در 
جايي كه IVF (به طور نمونه به دليل موفقيت ضعيف قبلي 
در بارورسازي) با احتمال موفقيت كم انجام مي شود نيز 

مورد نياز است.
ICSI اسپرم هاي منفرد به صورت مستقيم به  در خلال 

درون تخمك هاي بالغ تزريق مي شوند (شكل 3) (5 ، 1).
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(ICSI) شكل3- تزريق اسپرم به درون سيتوپلاسم تخمك

يك روز پس از برداشت تخمكها و به منظور حضور دو 
پيش هسته (Pronucei) كه نشاندهنده بارورسازي طبيعي 
تخمكهايي  و  مي گيرند  قرار  بررسي  مورد  رويانها  است، 
كه لقاح موفقي داشته اند از تخمكهاي غير طبيعي يا از بين 
رفته جدا شده و براي رشد بيشتر به گرمخانه بازگردانده 
در  برسند  سلولي   8 مرحله  به  كه  زماني  تا  و  مي شوند 
همانجا باقي مي مانند. پس از اين مرحله در يكي از مراحل 
مختلف رشد و نمو يك نمونه بيوپسي جهت انجام آزمونهاي 

ژنتيكي تهيه مي شود (5 ، 1).
شكل 4 مراحل مختلف تكامل روياني از تخمك لقاح يافته تا 

مراحل نهايي بلاستوسيست را نشان مي دهند (4).

تخمك  از  رويان  تكوين  و  نمو  مختلف  مراحل  شكل4- 
بارور شده تا بلاستوسيست در حال شكافت. الف) تخمك 
ب)  (روز0)،  مشاهده  قابل  هسته  پيش  دو  با  شده  بارور 
مرحله دو سلولي (روز1)، ج) مرحله چهار سلولي (روز2)، 

شانزده  مرحله  ه)  روز3)،  (اوايل  سلولي  هشت  مرحله  د) 
سلولي   (اواخر روز3)، و) مرحله مورولا (روز4)، ز) مرحله 
بلاستوسيست (روز5)، توده سلولي داخلي با پيكان نمايش 

داده شده است. ح) بلاستوسيست در حال شكافته شدن.

ج) بيوپسي و انتقال رويان
بيوپسي روياني فرآيندي دو مرحله اي است كه مستلزم 
سوراخ كردن يا برداشتن بخشي از قشر شفاف محاصره 
يا چند  (يا رويان) و متعاقب آن برداشت يك  كننده تخمك 

سلول مي باشد.
و  بالغ  تخمك  بين  تكاملي  مراحل  از  هريك  در  عمل  اين 
بلاستوسيست قابل انجام است اما سه مرحله پيشنهاد شده 
است كه هر مرحله داراي محاسن و معايبي مي باشد (جدول 

.(11) (1

تشخيص ژنتيكي پيش كاشتي 
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1-بيوپسي جسم قطبي
(Polar Body Biopsy = PBB) 

مكمل  ژنتيكي  نظر  از  اول  قطبي  اينكه جسم  به  باتوجه 
اووسيت اوليه (و تخمك مشتق از آن) است، بيوپسي جسم 
وضعيت  بررسي  براي  مستقيم  غير  روش  يك  اول  قطبي 
جسم  بيوپسي  روش  كه  مزيتي  مي شود.  محسوب  تخمك 
نمونه گيري  روياني  مواد خارج  از  كه  است  آن  دارد  قطبي 
مي شود بنابراين با احتمال كمتري بر رشد متعاقب رويان 
اثر زيان بخش بر جاي مي گذارد. اين روش از نظر اخلاقي 
از پژوهشگران ترجيح داده مي شود. در  نيز توسط برخي 

هر صورت از آنجايي كه اين 
مادري  ژنوتيپ  درباره  اطلاعاتي  مي تواند  تنها  روش 
تعيين  و  پدر  از  ايجاد شده  اختلالات  كند، در موارد  فراهم 
تقسيم  پيش  كه  جايي  در  علاوه  به  ندارد.  كاربرد  جنسيت 
كروماتيدها يا نوتركيبي تشخيص داده نشده ميان نشانگرها 
رخ دهد ممكن است همواره يك تشخيص مطمئن امكان پذير 
نباشد. تاكنون از PBB براي PGD ناهنجاري هاي كروموزومي، 
جابجايي، نقصهاي تك ژني و غربالگري آنوپلوئيدي استفاده 

شده است (5 ،1).
شكل 5 بيوپسي جسم قطبي دوم را نشان مي دهد (1).

از  شكل5- بيوپسي جسم قطبي دوم. حدود 20-14 ساعت پس 

لقاح طبيعي، لايه zona pellucida سلول تخم با استفاده از يك ريز 

سوزن  شكافته مي شود و سپس يك لوله موئينه مكنده به زير 

لايه zona pellucida وارد شده و اجسام قطبي اول و دوم به 

وسيله مكش ظريف برداشته مي شوند.

2- بيوپسي مرحله تسهيم 
(Cleavage stage biopsy)  

رايج ترين روش بيوپسي، نمونه برداري از رويانهاي در 
مرحله 10 تا 15 سلولي است (4،12). بلاستومرها در اين 
نظر  به  و  دارند   (Totipotency) تواني  بس  ويژگي  مرحله 
مي رسد كه انجام بيوپسي در متابوليسم و حيات آنها بي 

تأثير است (11).
از  عاري  محيط  يك  به  رويانها  ابتدا  بيوپسي  انجام  براي 
كلسيم منتقل مي گردند و سپس توسط مكش ايجاد شده 
با يك پي پت نگهدارنده ثابت مي شوند. Zona pellucida با 
استفاده از ليزر، محلول اسيد تايرود يا به صورت مكانيكي 
شكسته شده و يك يا دو سلول با استفاده از پي پت بيوپسي 

به آرامي برداشته مي شود (شكل 6) (5 ،4).

شكل6- بيوپسي بلاستومر يك رويان انساني در مرحله تسهيم. 

الف) رويان هشت سلولي (روز3)، ب) روياني كه بر روي پي پت 

نگهدارنده قرار گرفته (چپ) و غشاء آن توسط پي پت بيوپسي 

بلاستومر  برداشت  ج)  (راست)،  است  شدن  شكافته  حال  در 

بوسيله مكش، د) بلاستومر بيوپسي شده با هسته منفرد قابل 

مشاهده (با پيكان نمايش داده شده است).

دكتر محمدرضا نوري دلويي و همكاران
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3- بيوپسي مرحله بلاستوسيست
از  مي توان  كه  است  اي  مرحله  آخرين  بلاستوسيست 
در  ابتدا  روش  اين  انجام  براي  كرد.  تهيه  بيوپسي  رويان 
Zona pellucida شكستگي ايجاد مي شود كه اين شكستگي 

موجب بيرون زدگي تروفواكتودرم از بلاستوسيت شده و 
پذير  امكان  را  تروفواكتودرم  از سلول هاي  برداري  نمونه 

مي سازد.
آزمونهاي  انجام  براي  كه  است  آن  روش  اين  مزاياي  از 
همچنين  هستند.  دسترس  در  بيشتري  سلولهاي  ژنتيكي 
نمونه گيري از تروفواكتودرم هيچ آسيبي به توده سلولي 
وارد  جنين،  نتيجه  در  و   (Inner Cell Mass = ICM) داخل 

نمي كند (4،12).
جمله  آن  از  كه  مي باشد  نيز  معايبي  داراي  روش  اين 
سختي كشت رويانها تا مرحله بلاستوسيت در آزمايشگاه 
است به طوري كه تنها حدود 36 ٪ رويانها تا اين مرحله رشد 
مي يابند. از معايب ديگر اين روش آن است كه چون رويانها 
بايد پيش از روز پنجم يا ششم به رحم منتقل شوند، زمان 
به  مي باشد.  اندك  بسيار  ژنتيكي  آزمونهاي  براي  موجود 
دليل چنين مشكلاتي، بيوپسي مرحله بلاستوسيت تاكنون 

تنها توسط يك مركز انجام شده است (6).

 انتقال رويان
در پي انجام بررسي هاي ژنتيكي، رويانهاي غير مبتلا 
با  مي شوند.  منتقل  رحم  به  بارداري  ششم  روز  از  پيش 
با  مرتبط  جنيني  مير  و  مرگ  ميزان  مشاهدات  به  عنايت 
بارداري و نيز بر اساس خط مشي مرجع رويان شناسي 
 Human Fertility and Embryolgy) انسان   بارورسازي  و 
Authority = HFEA) ارجح آن است كه حداكثر دو رويان به 

رحم منتقل شود (5 ، 4).

PGD روش هاي متفاوت تشخيصي به كار رفته در
به ميزان زيادي بر روي دو روش   PGD آزمايش هاي 

شناسي دورگه سازي در محل فلئورسنت(FISH) و واكنش 
زنجيره اي پليمراز (PCR) متمركز شده اند (11).

FISH (الف
FISH رايج ترين روشي است كه تاكنون براي بررسي مجموعه 

اين  كروموزومي بلاستومرها استفاده شده است (13). در 
فن از سلول هاي به دست آمده لام تهيه و از شناساگرهاي 
فلئورسنت به منظور شناسايي يك كروموزوم و يا بخشي 
از آن استفاده مي شود. نوع و تعداد شناساگرهايي كه براي 
آزمايش  انجام  دليل  برحسب  مي روند  كار  به   FISH انجام 

متفاوت مي باشند.
از FISH به منظور تشخيص جابجايي هاي كروموزومي 

و تعيين جنسيت در PGD نيز استفاده مي شود:
1- كاربرد FISH در تشخيص جابجايي كروموزومي

هاي  جابجايي  تشخيص  براي  كه  اي  اوليه  روشهاي  در 
كروموزومي انجام مي شد، شناساگرهاي ويژه هر بازآرايي 
به گونه اي كه در بر گيرنده محل شكست و يا نواحي اطراف 
باشد ساخته شده و بر هسته اينترفازي سلولهاي بيوپسي 

شده رويان اثر داده مي شدند.
از مزاياي اين روش آن بود كه رويانهاي داراي مجموعه 
متعادل  جابجايي  حامل  رويانهاي  از  طبيعي  كروموزومي 
قابل تشخيص بودند، با اين وجود استفاده از اين روش به 
دليل زمان موردنياز براي ساخت شناساگرهاي اختصاصي 

براي هر جابجايي محدود شده است (1).
روش تشخيصي ديگري كه براي بازآرايي هاي كروموز
ومي به كار مي رود بر پايه استفاده از شناساگرهاي اختصاصي 
 whole chromosome painting) رنگ كننده تمام كروموزوم
بدست  سلولي  مواد  از  روش  اين  در  كه  مي باشد   (probe

آنجايي  از  مي شود.  استفاده  قطبي  جسم  بيوپسي  از  آمده 
كه جسم قطبي اول كروموزوم هاي متافازي بسيار فشرده 
دارد از اين شناساگرها براي نمايش موقعيت نسبي نواحي 
از آنجا كه  البته،  دخيل در جابجايي مي توان استفاده كرد. 
اينترفاز  اكثر بلاستومرهاي مرحله تسهيم در مرحله  چون 

تشخيص ژنتيكي پيش كاشتي 
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به سر مي برند. اين روش را براي تشخيص جابجايي هاي 
بر  علاوه  برد.  كار  به  نمي توان  بلاستومرها  كروموزومي 
اين، عيب بزرگ ديگر اين روش آن است كه     نمي توان 
از آن براي تشخيص جابجايي كروموزومي با منشاء پدري 

استفاده نمود. (1)
آزمايش  براي  تر  عمومي  راهكار  يك   1998 سال  در 
اين  در  شد.  ايجاد  تسهيم  مرحله  شده  بيوپسي  سلول هاي 
روش كه از شناساگرهاي ويژه نواحي زير تلومري قطعات 
ويژه  كه  شناساگر  دو  مي شود،  استفاده  شده  جابجايي 
بازوهاي كروموزومهاي شركت كننده در جابجايي هستند 
و با رنگهاي متفاوتي برچسب شده اند همراه با يك شناساگر 

سانترومري به كار مي روند.
جابجايي  حامل  رويانهاي  توان  نمي  آزمون  اين  با 
كروموزومي متعادل را از رويانهاي سالم  تشخيص داد، اما 
تشخيص رويانهاي حامل جابجايي غير متعادل از رويانهاي 
حامل        جابجايي متعادل و يا رويانهاي سالم امكان پذير 
است. استفاده از اين روش نياز به ساخت شناساگرهاي هر 

بازآرايي را برطرف كرده است (4 ، 1).
2- كاربرد FISH براي تعيين جنسيت تك سلولي

FISH رايج ترين و مطمئن ترين روش براي تعيين جنسيت تك 

سلولي مي باشد و در بسياري از مراكز PGD دنيا به عنوان 
در   .(14) است  پذيرفته شده  تعيين جنسيت  انتخابي  روش 
اين روش از شناساگرهاي اختصاصي نواحي سانترومري 
كروموزومهاي Y و X به منظور تعيين جنسيت، و معمولا از 
شناساگر ويژه سانترومر يكي از اتوزومها به عنوان كنترل 

داخلي استفاده مي شود.
تحقيقات نشان داده اند كه اين روش براي تعيين جنسيت 
تك سلولي بسيار كارا مي باشد زيرا علاوه بر احتمال آلودگي 
كمتر توان نشان دادن تعداد نسخه هاي هر كروموزوم مورد 
آزمايش و در نتيجه جلوگيري از انتقال رويانهاي با اختلالات 
كروموزومي شايع مانند منوزومي يا تري زومي X را دارد 

.(11،4)

اگرچه FISH يك فن قوي براي PGD مي باشد اما معايبي 
به  نياز  و  است  گير  فن وقت  يك  اينكه  از جمله  دارد  نيز 
تجهيزات گران قيمت دارد و علاوه بر اينكه براي اختلالات 
 DNA تك ژني نمي تواند به كار رود قادر به انگشت نگاري

و در نتيجه تعيين خطر آلودگي نيست (14).
PCR (ب

 PCR يك واكنش شيميايي ساده مي باشد كه موجب سنتز 
اسيدنوكلئوتيك  هدف  توالي  يك  از  نامحدود  كميت هاي 
مي شود. اين واكنش بر اساس عملكرد DNA پليمراز مقاوم 
به حرارت در حضور مخلوط dNTP ,KCL, MgCl2 و بافر 

Tris-HCL مي باشد.

يك چرخه PCR شامل سه مرحله مي باشد. واسرشته 
انتهاي هر چرخه محصول  اتصال و گسترش. در  شدن، 
 n از  بعد  بنابراين  مي شود.  برابر  دو  نظري  نظر  از   PCR

چرخه PCR توالي هدف مي تواند به اندازه n2 برابر تكثير 
شود.

چرخه   20 از  بعد  هدف  توالي  آل  ايده  وضعيت  در 
برابر  ميليارد  يك  چرخه   30 از  بعد  و  برابر  ميليون  يك 

مي شود.
 DNA از آنجا كه تشخيص وجود يك جهش ويژه در
به دست آمده از تك سلول به طور مستقيم ممكن نيست، 
ايجاد شده اند  تاكنون  PGD كه  آزمايشهاي تك ژني  تمام 
منظور  به  نمونه  روشها  اين  در  بوده اند.   PCR مبناي  بر 
سپس  و  مي شود.  ليز  آن  هسته اي  ي   DNA آزادسازي 
اختصاصي در  پرايمرهاي  از  استفاده  با  ناحيه موردنظر 
قطعه هاي  آن  پي  در  مي گردد.  تكثير   PCR چرخه   35-60
تكثير شده باتوجه به نيازهاي آزمايش مي توانند بررسي 

شوند (1).

كاربرد PCR براي تعيين جنسيت تك سلولي
چنانچه پيش تر توضيح داده شد اولين كاربرد عملي 
PGD با استفاده از PCR انجام شد. در آن زمان براي تعيين 

دكتر محمدرضا نوري دلويي و همكاران
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جنسيت از توالي هاي تكراري اختصاصي روي كروموزوم 
Y استفاده شد. به طوري كه وجود محصول PCR نشان 
دهنده يك رويان مذكر و عدم وجود محصول نشان دهنده 

رويان مؤنث بود(1).
اگرچه اين روش تعيين جنسيت در ابتدا با موفقيت هايي 
همراه بود اما گزارش يك تشخيص اشتباه كه احتمالا به 
اين ناحيه بود سبب ايجاد اصلاحاتي  دليل شكست تكثير 
امروزه  اصلاحات  اين  نتيجه  در  گرديد.  روش  اين  در 
پرايمرهاي  مجموعه  از   PCR با  جنسيت  تعيين  منظور  به 
استفاده مي شود كه هم توالي هاي روي كروموزوم X و هم 
توالي هاي روي كروموزوم Y را به صورت همزمان تكثير 
مي كنند. اين توالي هاي مشترك روي كروموزوم هاي Y و 
X از نظر محل اتصال پرايمرها شبيه به هم بوده اما از نظر 
اندازه و يا وجود چند شكلي هاي جزئي با يكديگر متفاوتند. 
مانند  توالي هاي مشترك، ژن هاي تك نسخه  اين  از جمله 
مانند  تكراري  توالي هاي  و   AMELX/AMELY/, ZFY/ZFX

DYZ١ و DXZ١ هستند (11،15).

كاربرد PCR براي اختلالات تك ژني
 PCR به ميزان زيادي استفاده از FISH اگرچه استفاده از
داده است،  قرار  را تحت شعاع خود  تعيين جنسيت  براي 
 DNA تشخيص اختلالات تك ژني كماكان وابسته به تقويت

توسط PCR است.
   PGD،2006درسال ESHRE پنجمين گزارش   بر اساس 
براي 53 بيماري تك ژني به كار برده شده است. جدول 2 

برخي بيماريهاي تك ژني كه براي آنها PGD راه اندازي شده 
است را نشان مي دهد (16-19 ،3)

مشكلات مربوط به PCR تك سلولي
به  مستعد  سلول  تك  سطح  در   PCR بوسيله  تكثير 
آللي  رفتن  دست  از  تكثير،  موفقيت  عدم  مانند  مشكلاتي 
ي   DNA با  آلودگي  و   (Allele Dropout = ADO)
مشكلات  اين  كاستن  براي  امروزه   .(4) مي باشد  خارجي 
جلوگيري  براي  نمونه  براي  است  شده  انديشيده  تمهيداتي 
Carry-) هاي قبلي PCR از آلودگي با محصولات حاصل از
يا  و  هوا  در  DNA هاي موجود  يا  و   (over contamination

PCR تك سلولي  در  آلودگي  كه مهمترين خطر  كار  سطوح 
هستند، واكنش هاي PCR تك سلولي بايد در يك اتاق استريل 
كه براي اين منظور طراحي شده (فضاي پيش از PCR) و از 
PCR بررسي  نظر فيزيكي از فضايي كه در آن محصولات 
مي شوند (فضاي پس از PCR) مجزا است، راه اندازي شوند. 
ديگر  سلول هاي  با  آلودگي  از  جلوگيري  منظور  به  بعلاوه 
يا سلول هاي  موجود در محيط مانند اسپرم هاي اضافي و 
براي تشخيص هاي   ICSI از روش  استفاده   Zona pellucida

PGD با استفاده از PCR ضروري است (11).

مشكل ديگر ويژه PCR تك سلولي، از دست رفتن آللي است. 
آلل  دو  از  يكي  تنها  آن  موجب  به  كه  است  پديده اي   ADO

موجود به شكل موفقيت آميز تكثير مي شود. ADO كماكان 
به عنوان بزرگترين مانع براي PGD صحيح و مؤثر اختلالات 
تك ژني باقي مانده است و شدت عواقب آن به ميزان زيادي 

تشخيص ژنتيكي پيش كاشتي 
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به شيوه وراثت اختلال در حال آزمايش شدن بستگي دارد.
براي شرايط مغلوب اتوزومي زماني كه هر دو آلل به ارث 
رسيده از هر دو همسر جهش مشابهي را حمل مي كنند، در 
غياب آلودگي، ADO نبايد به انتقال يك رويان مبتلا منجر شود. 
يابد تعداد رويانهاي  افزايش   ADO به هرحال هرچه ميزان 
در دسترس براي انتقال و در نتيجه احتمال بارداري كاهش 
مي يابد. برخلاف اين مورد، براي هتروزيگوت هاي مركب و 
يا وضعيت غالب اتوزومي پيامد ADO مي تواند فاجعه آميز 
باشد، زيرا مي تواند به تشخيص اشتباه و در پي آن انتقال 

رويان بيمار منجر گردد.
عامل اصلي ADO هنوز بطور كامل مشخص نشده است. 
فرضيه هاي اوليه پيشنهاد كرده اند كه شرايط PCR نامطلوب 
يا ليز سلولي ناكافي مي توانند مسئول باشند و در حمايت از 

اين فرضيه شواهد عملي نيز وجود دارد.
به   0C90 از  جداسازي  دماي  افزايش  مطالعه  يك  در 
0C96 در خلال PCR با كاهش چهار برابري ADO در فيبروز 
كيستيك و كاهش 11 برابري در جايگاه (Locus) بتا گلوبين 
بافر  يا  قليايي  بافر  از  استفاده  همچنين  است.  بوده  مرتبط 
ليزي كه حاوي پروتئاز و شوينده باشد مفيد به نظر مي رسد. 
 ADO سلول هايي كه در حال تخريب شدن هستند نيز ميزان
افزايش يافته را نشان مي دهند كه اين مشاهده بيانگر آن است 
كه در برخي موارد تخريب زنجيره DNA ممكن است مسئول 

باشد (16).
اصلاحاتي كه براي كاهش ADO مي توان انجام داد متعدد 
 ،(RT-PCR (Reverse transcriptase - PCR است كه استفاده از
انجام  از  پيش  كننده  محدود  برشگر  آنزيم  بوسيله  هضم 
واجد  كه   Taq/Pwo polymerase مخلوط  از  استفاده   ،PCR

فعاليت غلط گيري (Proofreading) است، و استفاده از بيش 
از 2 سلول در بيوپسي از آن جمله اند. همچنين استفاده از 
PCR فلئورسنت، رنگ آميزي فلئورسنت بوسيلهSYBR  سبز، 

تشخيص دو آلل طبيعي و استفاده از شناساگرهاي متصل 
از جمله روشهايي هستند كه مي توان از آنها جهت تشخيص 

ADO استفاده كرد (4).

 PCR در زير به توضيح مواردي از روشهاي مبتني بر
و فوائد آنها مي پردازيم.

(Neted PCR) آشيانه اي PCR (الف
PCR تك سلولي براي به دست آوردن محصولات  در 
قابل تشخيص از توالي هاي منحصر به فرد با استفاده از يك 
سيستم تشخيصي بر مبناي اتيديوم برمايد، به حدود 60-
50 چرخه PCR نياز است. به دليل اينكه آنزيم Taq پليمراز 
از 40 چرخه اشتباهاتي را به درون محصول  تقريبا پس 
PCR وارد مي كند، پس از چنين تعداد چرخه بالايي كه براي 

اختصاصي  غير  محصولات  است،  نياز  سلولي  تك   PCR

ايجاد مي شوند. اين مشكل موجب ايجاد روش PCR آشيانه 
اي شد. در اين روش به منظور ارتقاء ويژگي و حساسيت 
PCR تك سلولي از دو جفت پرايمر و دو مرحله PCR پشت 

سر هم استفاده مي شود. مرحله اول PCR محصولاتي توليد 
مي كند كه در برگيرنده محل جهش هستند اما ميزان آنها 
 PCR به اندازه اي كه قابل رويت باشند نيست. محصولات
از واكنش اول به يك لوله جديد منتقل شده و با استفاده از 
يك سري جديد پرايمر به منظور رسيدن به يك ميزان قابل 

تشخيص تكثير مي شوند.
به  نسبت  دوم  مرحله  در  شده  استفاده  پرايمرهاي 
در  كماكان  اما  هستند  تر  دروني  اول  مرحله  پرايمرهاي 
بر  علاوه  حل  راه  اين  مي باشند.  جهش  محل  گيرنده  بر 
اينكه اختصاصيت محصول PCR را افزايش مي دهد، خطر 
آلودگي با (محصولات PCR قبلي) را نيز كاهش مي دهد. از 
معايب اين روش باقي ماندن خطر آلودگي در هر دو مرحله 

اول و دوم PCR است (11).

PCR فلئورسنت

از  آن  در  كه  است   PCR روش  نوعي  فلئورسنت   PCR

مولكول  يك  با  آنها   5َ انتهاي  نوكلئوتيد  كه  پرايمرهايي 
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فلئورسنت نشاندار شده استفاده مي شود.
هايي  آزمايشگاه  براي  دليل  به چندين  فلئورسنت   PCR

كه PCR تك سلولي انجام مي دهند به سرعت روش انتخابي 
 PCR فلئورسنت در مقايسه با PCR .انجام آزمايش مي شود
آشيانه اي، تركيبي از افزايش حساسيت و دقت در اندازه 
از  استفاده  است.  كار  انجام  زمان  كاهش  و  قطعات  گيري 
سيستم ليزري براي انجام خودكار بررسي قطعات موجب 
كه  يكسان  اندازه  با  اما  مختلف   PCR محصولات  كه  شده 
با رنگهاي فلئورسنت متفاوتي برچسب شده اند به صورت 
همزمان قابل تشخيص باشند. به علاوه افزايش 1000 برابري 
اتيديوم  با  به روش آشكارسازي مرسوم  نسبت  حساسيت 
برمايد موجب شده كه PCR فلئورسنت در يك مرحله انجام 
پذير باشد و به طور بالقوه از آلودگي ناشي از چند بار باز 
شدن درب لوله ها جلوگيري به عمل آورد.PCR فلئورسنت با 

بسياري از فن هاي متداول بررسي جهش مانند : 

        
دارد.  سازگاري  نيز  محدودگر  آنزيم  وسيله  به  هضم  و 
تنها عيب مشخص PCR فلئورسنت گران بودن تجهيزات و 
قيمت  از  بيشتر  بسيار  مي تواند  كه  است  آن  دستگاههاي 

محل كار FISH باشد (16،11).

(Multiplex PCR) چندگانه PCR

در فن PCR چندگانه دو يا تعداد بيشتري جفت پرايمر 
كه براي تكثير هدف هاي متفاوت طراحي شده اند، به طور 
اين  در  مي شود.  استفاده  واكنش  مخلوط  يك  در  همزمان 
روش مشروط بر اينكه هيچ ميانكنشي بين پرايمرهاي غير 
مرتبط و يا محصولات PCR وجود نداشته باشد، جايگاههاي 
مختلف مي توانند به صورت همزمان در يك واكنش منفرد 
تقويت شوند.هر PCR چندگانه تنها به بهينه سازي مجموعه 
پرايمرهاي دخيل نياز دارد و تاكنون حداكثر تعداد توالي هايي 
كه بصورت همزمان از يك تك سلول تقويت شده اند (چه 

بصورت تشخيص با روش اتيديوم برمايد مرسوم و چه با 
روش PCR فلئورسنت) تا 7 جايگاه بوده است(11).

ADO بوسيله  PCR چندگانه ممكن است براي تشخيص 

چند  يك  و  بيماري  كننده  ايجاد  جهش  يك  همزمان  تكثير 
كه  اين  وجود  با  رود.  بكار  هم  دهنده  اطلاع  مرتبط  شكلي 
استفاده از اين روش يك تدبير مفيد به ويژه براي تشخيص 
اختلالات غالب است، براي چندين اختلال مغلوب اتوزومي 
 Medium chain acyl coA و كمبود β تالاسمي ،CF از جمله
آلل  اين روش  در  است.  گزارش شده  نيز   dehydrogenase

جهش يافته تقريبا هميشه تشخيص داده مي شود زيرا احتمال 
اينكه ADO هم بر محل جهش و هم چند شكلي متصل با آن 

اثر بگذارد بسيار كم است (11).
ترجيحي  تكثير  و  آللي  رفتن  دست  از  مشكل  متأسفانه 
يك آلل در اين روش و حتي در روش PCR فلئورسنت نيز 

وجود دارد.                

تكثير كل ژنوم
(Whole Genome Amplification = WGA) 

يكي از پيشرفت هاي مهيج بررسي تك سلولي تكامل روشهاي 
طراحي شده به منظور تكثير تمامي ژنوم تك سلول است. 
بسته به روش ويژه WGA به كار رفته، يك DNAي الگوي 
آغازي pg 7 ، تا 1000 برابر مي تواند تقويت شود، رخدادي 
كه به نحو معني داري بر مشكلات تك سلول غلبه مي كند.

تطابق  عدم  مانند  فني  مشكلات  با   WGA از  استفاده  با 
 PCR محصولات  تشخيصي  مشكلات  و  پرايمري  دستجات 
مختلف كه به ندرت در ارتباط با PCR چندتايي وجود دارد، 
 DNA يك منبعي از نمونه WGA مواجه نمي شويم. به علاوه
را كه بار ديگر مي تواند بررسي شود فراهم مي كند اين امر 
به ما اجازه مي دهد كه تشخيص را با استفاده از همان روش 
را  ديگري  ژن هاي  يا  و  سازيم  قطعي  ديگر  روشهاي  يا  و 

بررسي كنيم (11).
PGD روش                            در  استفاده شده   WGA ترين روش  رايج 

SSCP(Single stranded conformational polymorphism)  

ARMS ( Amplification refractory mutationsystem)                                             
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از  كه  است      PEP  (Primer Extension Preamplification)
هاي  توالي  با  بازي   15 كلئوتيدي  اوليگونو  پرايمرهاي 
تصادفي براي آغاز سنتز DNA ي كل ژنوم استفاده مي كند.
گزارشات برآورد كرده اند كه با استفاده از اين روش 
96-70 ٪ از ژنوم 1000-30 بار تكثير مي شود. PEP تاكنون 
براي بررسي تك سلولي بيماريهاي Tay-sachs، CF، هموفيلي
A ، DMD و نيز تعيين جنسيت به كار رفته است. PEP همچنين 

 Familial Adenomatus غالب  سرطاني  نشانگان   PGD براي 
FAP (Polyposis Coli) نيز به كار برده شده است. مدت زمان 

لازم براي انجام PEP، به انتقال رويان در روز چهارم پس از 
نياز دارد. يك روش اصلاح شده نيز گزارش  بارورسازي 
شده است كه زمان مورد نياز را از بيش از 14 ساعت به پنج 

و نيم ساعت كاهش داده است(11).       
تك  آزمايشات  براي  چندان  كه   WGA ديگر  روش  يك 

  DOP-PCR          سلولي به كار برده نشده است
 DOP-PCR .است (Degenerate oligonucleotide primed PCR)
به همان نسبت PEP اما به مقادير بسيار قابل توجه تر ژنوم 
 DOP-PCR تأثير  تحت  كه  تك سلول  يك  مي كند.  تقويت  را 
قرار مي گيرد مي تواند DNA ي كافي براي بيش از 100 تكثير 

PCR متوالي را فراهم نمايد(11).

به علاوه DNAي كافي براي روشهاي تجربي ديگر مانند 
توليد  CGH (Comparative Genomic Hybridization)نيز 
 DNA توالي هاي  تكثير   WGA فنون  مهم  ضعف  يك  شود. 
تكراري مانند STR ها است كه زماني كه بر روي محصولات 
WGA انجام گيرد مستعد به خطا است. در برخي مطالعات 

در  تقويت شده  قطعات  از٪50  بيش  كه  است  گزارش شده 
اندازه واقعي خود نبوده اند كه احتمالا به دليل دماهاي پايين 
WGA بوده است كه اجازه مي دهد زنجيره  موردنياز براي 
DNA در خلال توليد محصول لغزش داشته باشد. امروزه 

چنين خطاهايي استفاده از WGA به منظور تشخيص باليني 
پايه  بر  تشخيص  يا  نوكلئوتيدي  سه  گسترش  اختلالات 
بررسي پيوستگي با STR ها را غير محتمل ساخته است، اما 

به دليل توان زياد اين روش براي اينكه با PCR چندتايي يا 
PCR ساده تكرار شده، CGH و ريزآرايه تركيب شود، بي 

 WGA به روش  آينده بر مشكلات جاري مربوط  شك در 
غلبه خواهد شد (11).

روشهاي مربوط به تشخيص جهش
قابل  ميزان  يك  به  سلول  تك  يك  از   DNA كه  زماني 
كه  جهش  تشخيصي  فنون  بيشتر  شد،  تكثير  تشخيص 
امروزه در آزمايشگاههاي تشخيصي در دسترس مي باشند 
براي بررسي آن مي توانند استفاده شوند. از جمله روشهاي 

تشخيصي مورد استفاده در PGD مي توان به
 Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)(DGGE,  
بررسي   ،(Sesquencing) توالي  تعيين  SSCP, ARMS، روش 

نقطه اي  لكه گذاري  (Linkage Analysis) و روش  پيوستگي 
معكوس (Reverse Dot blot) اشاره نمود (20-23 ،9).

PGD: ميزان موفقيت
ميزان موفقيت PGD براساس نوع روشهاي بكار برده 
شده، زمينه ژنتيكي و دليل مراجعه متقاضيان و دلايل ديگر، 
 ،ESHRE متفاوت است. براساس آخرين اخباره منتشره از
جمع آوري  تخمك   13 حدود  تخمك  بازيافت  بار  هر  در 
 ٪ ميان 86  اين  از  و  بيوپسي  آنها  شده كه در حدود٪99 
انتقال  شده اند.  داده  تشخيص  آميزي  موفقيت  به صورت 
رويان در80٪ چرخه هاي بازيافت تخمك صورت پذيرفته 
و از ميان آنها21-16٪ موارد به ، بارداري هاي باليني منجر 
شده اند. يك نكته قابل توجه آن است كه اين احتمال نسبتا 
كم PGD بايد پيش از آغاز چرخه درماني با جزئيات كامل 
براي زوجين توضيح داده شود. به علاوه برخي زوجين به 
دليل پاسخ تخمداني ضعيف، شكست بارورسازي، بيوپسي 
ناموفق، مبتلا بودن تمامي رويانها و يا نتايج غيرقابل تفسير 
ممكن است هيچ رويان مناسبي براي انتقال نداشته باشند. 
پس توجه به اين نكته ضروري است كه هيچ تضميني براي 
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موفقيت PGD وجود ندارد (5،6 ).

PGD: معايب
فن آوري تجزيه و تحليل تك سلولي، پيچيده و درخور 
 ،PGD به  مربوط  معضلات  مهمترين  از  يكي  است.  توجه 
تشخيص اشتباه رويانها مي باشد. براساس گزارش منتشره 
به  اشتباه  تشخيص   4 تاكنون  سال2005،  ESHREدر  از  
دنبال استفاده از FISH (به ترتيب براي تعيين جنسيت، تري 
جابجايي  يك  براي  و   PGS از  پس   X منوزومي  زومي21، 
(به ترتيب   PCR دو طرفه) و 9 تشخيص اشتباه به وسيله 
 ،DMD پيگمنتوزا و  تعيين جنسيت، رتينيت  براي  دو مورد 
يك مورد براي تالاسمي بتا و ديستروفي ميوتونيك، چهار 
  Amyloid Polyneuropathy)و يك مورد براي CF مورد براي
)گزارش شده است. بنابراين احتمال تشخيص اشتباه براي 
 ٪3/55 مجموع  در  و   ٪8/41  ،PCR براي  و   ٪1/54  ،FISH

مي باشد.
محتمل   PGD در  اشتباه  تشخيص  براي  دليل  چندين 
است كه مهمترين آنها محدوديت هاي فني و خطر آلودگي 
و  بدشكلي ها   ،PGD معايب  از  ديگر  يكي  سلولي مي باشند. 
چندتايي  بارداري هاي  مي باشند.  چندتايي  بارداري هاي 
پايين  تولدي  وزن  نيز  و  نارسايي  بالاي  مقادير  موجب 
مي شود. از ديگر مشكلات مربوط به PGD احتمال موفقيت 
  OHSS نشانگان   و  آن  بالاي  هزينه  روش،  پايين  نسبتا 

Ovarian hyperstimalation syndrom)) مي باشد (5،9).

PGD مسائل اخلاقي مربوط به 
اختلاف  اما  است  سريع  رشد  با  آوري  فن  يك   PGD

نظرهايي درمورد سودمندي و كاربردهاي آن وجود دارد(24).
آزمايش هاي  انجام  از  پس  رويان  يك  انتخاب  توانايي 
ژنتيكي موجب برانگيختن اتهاماتي شده است از جمله اتهام 
انتخاب فرزند به عنوان يك كالا كه به سادگي طراحي شده 
اما  كند.  برآورده  را  والدين  آرزوهاي  و  نيازها  تا  است 

تنها  به خاطر  بيشتر زوجين  اين واقعيت كه  از  ديدگاه  اين 
آرزويشان براي داشتن يك بارداري زنده و يك فرزند سالم 

تحت PGD قرار مي گيرند چشم پوشي مي كند(1).
در  تنها  واقعي  اخلاقي  مشكلات  كه  است  اين  حقيقت 
براي  مي آيد.  به وجود  غيرمعمول  موارد  از  كوچكي  گروه 
اتوزومي  غالب  بيماري  به  آنها  كه هردوي  يك زوج  نمونه 
آكوندروپلازي مبتلا هستند ممكن است كه PGD را نه تنها 
براي جلوگيري از رويانهاي مبتلاي هموزيگوت (كه معمولا 
در رحم كشنده مي باشد) درخواست كنند، بلكه تمايل دارند 
را  هتروزيگوت  رويانهاي  تنها  سالم  رويانهاي  جاي  به  كه 
با  تا  نمايند  انتخاب  مي شوند)  مبتلا  آكوندروپلازي  به  (كه 
به  توجه  با  باشد.  داشته  بيشتري  تناسب  آنها  زندگي  نوع 
اهميت شايان سلامت و سعادت فرزند اين عمل هميشه هم 
آسان نيست زيرا علي رغم مشكلات فراواني كه با بيماري 
آكوندروپلازي مرتبط است، آيا يك فرزند غير مبتلا در يك 
يك  در  بيمار  فرزند  يك  از  بيشتر  آكوندروپلازي  خانواده 
در كري  اخلاقي مشابه  مي برد. معضل  رنج  چنين محيطي 
ارثي روي مي دهد در حالتي كه يك فرزند ناشنوا ممكن است 

بر يك فرزند سالم ترجيح داده شود (1).
توانايي تعيين جنسيت رويان با استفاده از PGD زمينه 
ديگري است كه اختلاف نظرات و مشاجرات اساسي را بر 
مسئله PGD دامن زده است. زماني كه در يك خانواده يك 
فرزند يا بيشتر از يك جنس وجود داشته باشد، ممكن است 
تمايل بيشتري براي داشتن فرزندي از جنس ديگر بوجود 
گي د ا نو خا ل  د تعا ن  ا عنو به  كه  مسئله  ين  آيد.ا
 (Family Balancing) شناخته مي شود توسط برخي در ايالات 
متحده با همدردي نگريسته شده است، اما كماكان به صورت 
مشاجره آميز باقي مانده است و برخي بيان مي كنند كه اين 
كاربرد يك استفاده صحيح از PGD نيست. نگراني هاي ويژه 
از اين موضوع زماني بوجود مي آيد كه در يك جمعيت به 
به  مي گيرد،  صورت  انتخاب  جنس  يك  براي  آشكار  طور 
طور نمونه در جايي كه به دلايل اقتصادي و فرهنگي فرزند 
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پسر بر فرزند دختر ترجيح داده مي شود. PGD براي انتخاب 
رويان مذكر در برخي كشورهاي آسيايي و خاورميانه به 
سقط  و  تولد  از  پيش  تشخيص  براي  جايگزين  يك  عنوان 
به   .(25) است  شده  تجربه  آن  جنسيت  دليل  به  تنها  جنين 
هرحال افراد بسياري احساس مي كنند اين موضوع كه براي 
چنين هدفي يك زن را تحت تأثير روشهاي تهاجمي و بالقوه 
آسيب رسان PGD قرار دهيم چندان اخلاقي نمي باشد زيرا 
 (Sperm Sorting) روشهاي با خطر كمتر مانند تفكيك اسپرم
ممكن است بدين منظور قابل قبول باشد. بنابر گزارشهاي 
رسيده از ESHRE انتخاب جنسيت اجتماعي مسئول 9 ٪ تمام 

فعاليت هاي گزارش شده به اين سازمان مي باشد (1،8).
از ديگر مواردي كه بحث و اختلاف نظر درباره آن وجود 
دارد، كاربرد PGD در شرايط ژنتيكي است كه يك زوج ممكن 
است درخواست كنند كه رويانهاي حامل جايگزين نشوند تا 
در  نمونه  براي  كنند.  كن  ريشه  خانواديشان  از  را  بيماري 
يك زوج كه فرد مذكر مبتلا به بيماري هموفيلي است و به 
منظور جلوگيري از تولد يك نوزاد دختر حامل، درخواست 
انتخاب و انتقال تنها رويانهاي مذكر را دارند، از جمله اين 
موارد مي باشند. در اين موارد، خطر هيچ بيماري ژنتيكي در 
نسل بعد نيست بلكه اين خطر تنها براي نوه آنها وجود دارد. 
انحراف  عنوان  به  را  اين موضوع  است  ممكن  افراد  برخي 
از هدف PGD (جلوگيري از تولد يك بچه مبتلا) و به عنوان 
 (Positive eugenetics) مثبت  يوژنتيك  سمت  به  حركت  يك 
بنگرند. نتايج يك بررسي تلفني از بالغين در ايالات متحده 
براي   PGD از  استفاده  با  افراد  بيشتر  كه  است  داده  نشان 
ابتلا به سرطان  HLA و استعداد  بيماريهاي ژنتيكي، تطابق 
جنسيت  تعيين  براي   PGD انجام  با  اما  اند،  بوده  موافق 
 (Desirable Characteristics) «اجتماعي و «صفات مورد علاقه

مخالف بوده اند (1).
 PGD از  استفاده  با  رويان  جنسيت  تعيين  انگلستان  در 
براي دلايل غير پزشكي به وسيله HFEA ممنوع شده است. 
افراد مذكر  انتخاب جنسيت  نيز دولت  اخيرا در هندوستان 

به  تنها  آلمان  در  و  است  كرده  ممنوع  را   PGD توسط 
روشهايي اجازه داده مي شوند كه براي رويان به صورت 
مستقيم مفيد باشند. PGD در برخي كشورهاي ديگر از 
جمله ايتاليا، سوئيس، آرژانتين و استراليا ممنوع است و 
به تازگي در فرانسه به سه مركز اجازه انجام PGD داده 

شده است (4).
در حال حاضر PGD در ايران توسط چند مركز انجام 
مي شود اما متأسفانه، ظاهر� هيچ مرجع علمي و سازمان 
نظارتي براي كنترل و هماهنگي اين مراكز وجود ندارد.

نتيجه گيري
زوجهايي  براي  جايگزين  باروري  انتخاب  يك   PGD

كه  هستند  سالم  فرزندي  داشتن  آرزوي  در  كه  است 
آنها  خانواده  در  موجود  كننده  تهديد  ژنتيكي  اختلال 
را   PGD كه  زوجهايي  بيشتر  آنكه  باوجود  ندارد.  را 
به  اما  ندارند  باروري  مشكلات  مي كنند  درخواست 
انجام  براي  موردنياز  رويانهاي  نمودن  فراهم  منظور 
نياز  بارورسازي كمكي  فناوري  به  آزمايشهاي ژنتيكي 
اوليه  روشهاي  بيشتر  هدف  اين  به  نيل  براي  است. 
استفاده  تسهيم  مرحله  بلاستومرهاي  بيوپسي  از   PGD

مي كردند اما امروزه بيوپسي اجسام قطبي اول و دوم به 
يك جايگزين معمولي براي اين روش تبديل شده است، 
هرچند كه از بيوپسي بلاستوسيست هم در برخي مراكز 
استفاده مي شود. بيشتر آزمونهاي ژنتيكي به كار رفته 
در PGD بر روي دو روش شناسي PCR و FISH متمركز 
و  كروموزومي  بررسي هاي  براي   FISH از  كه  شده اند 
تعيين جنسيت و از PCR براي بررسي ژنها در اختلالات 
 PGD .تك ژني و نيز براي تعيين جنسيت استفاده مي شود
يك روش پيچيده و گران است و تنها براي تعداد كمي 
اين  با  اما  به كار مي رود،  اختلالات ژنتيكي موجود  از 
وجود كاربردهاي اين روش در برخي زمينه هاي ژنتيكي 
غربالگري  امروزه  كه  طوري  به  است  گسترش  به  رو 

دكتر محمدرضا نوري دلويي و همكاران

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

66
 -

 6
7 

ره
ما

ش
 -

 1
38

6 
ن 

تا
س

زم
و 

ز 
يي

پا

84

داراي رتبه علمي ، پژوهشي

شي
وه
پژ
ي ، 

علم
مه 
لنا
ص
ف

آنيوپلوئيدي (PGS) رايج ترين كاربرد PGD مي باشد. در 
سالهاي اخير برخي كاربردهاي PGD در زمينه هايي مانند 
ايجاد  موجب  اجتماعي  جنسيت  تعيين  و   HLA نوع  تعيين 
اختلاف نظر و نگرانيهايي در جوامع شده است به طوري 
كه در برخي كشورها تمام فعاليت هاي PGD به طور شديد 
به  جديد  ژنتيكي  آزمون  هر  انجام  براي  و  شده  كنترل 
در  و  است  نياز  مربوطه  قانوني  مراجع  از  رسمي  اجازه 
غيرقانوني   PGD فعاليتهاي  تمامي  ديگر  برخي كشورهاي 
مي باشند. اعتقاد ما بر اين است كه نياز به وجود يك چنين 
مراجعي در ايران احساس مي شود چرا كه علاوه بر اينكه 
نظارت عالمانه، روزآمد و همه جانبه فعاليتهاي PGD امري 
ضروري است چنين مباحثات و مشاجرات اخلاقي علمي، 
مستدل و جذابي PGD را به صورت مداوم و فعال در منظر 

جامعه قرار مي دهد.
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1-فن PGD نياز به كدام يك از موارد زير را برطرف كرده است؟
ب) سقط  جنين هاي مبتلا  الف) ژن درماني    

 Art (Assisted Reproduction Technology)(د ج) تشخيص هاي مولكولي   

2-نخستين كاربرد باليني PGD براي كداميك از اختلالات زير صورت گرفت ؟
 Phenyl ketonurea (ب    Cystic Fibrosis  (الف

 Thalassemia (د               Adreno Leuko dystrophy (ج

3-براي كدام يك از اختلالات زير از PGD مي توان استفاده نمود ؟
Diabetes (ب     Gaucher Disease(الف

 Hepatitis  B  (د                         Rubella  (ج
       

4-براي انجام تشخيصهاي مولكولي در PGD  كداميك از روشهاي باروري زير استفاده مي شود؟
IVF (ب              IUI (الف

    Sperm Sorting  (د     ICSI (ج

5-رايج ترين روش تعيين جنسيت در PGD كدام است؟
Fluorescent PCR (ب                FISH(الف

RDB (د ج) استفاده از STR كروموزومهاي X و    

6-نخستين كاربرد باليني موفق PGD در انسان براي جلوگيري از چه نوع اختلالي بوده است ؟
ب) مغلوب اتوزومي   الف) آنيوپلوئيدي    
ج)  غالب اتوزومي     د) وابسته به جنس 

7-كدام يك از موارد زير درباره كاربردهاي PGD صحيح است؟
الف) جهت جلوگيري از تولد نوزاد مبتلا به اختلالات چند عاملي به كار مي رود . 

ب) تنها در مورد  اختلالات كروموزومي مي تواند به كار گرفته شود .
ج) تنها در مورد اختلالات كروموزومي و بيماريهاي تك ژني كه جهش هاي آنها مشخص است،

 مي تواند به كار رود .
د) مي تواند جهت افزايش ميزان باروري در خانمهاي باسقط هاي مكرر به كار رود . 

  سؤالات مقاله بازآموزي
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8-رايج ترين كاربرد امروزه PGD كدام است؟
   PGD- AS  (الف

 HLA جهت تعيين PGD ب) استفاده از
ج) استفاده از PGD جهت كاهش فراواني بيماريهاي تك ژني 

د) تعيين جنسيت 

9-در PGD ، انتقال رويان حداكثر تا چندمين روز پس از لقاح صورت مي گيرد؟
د) هشتمين  ج) ششمين   ب) چهارمين     الف) سومين   

10- رايج ترين مرحله انجام بيوپسي جهت استفاده در PGD كدام است؟
ب) بيوپسي جسم قطبي دوم  الف) بيوپسي جسم قطبي اول      

د) بيوپسي بلاستومر         ج) بيوپسي بلاستوسيست   

11-رايج ترين فن استفاده شده جاري در PGD كدام است ؟
CGH (د   Microarray (ج    PCR (ب   FISH (الف  

12- كدام يك از روشهاي زير جهت تشخيص اختلالات كروموزومي در PGD استفاده مي شود؟
 FISH (د              Microarray (ج           RDB (ب الف)PCR  آشيانه اي               

13- از كداميك از روشهاي زير جهت تشخيص اختلالات تك ژني در PGD استفاده مي شود؟
 PGD-AS (د         CGH (ج          FISH (ب              Fluorescent PCR (الف  

14- بزرگترين مانع جهت انجام PGD صحيح و موثر اختلالات تك ژني كدام است؟
ب) عدم موفقيت تكثير  الف) آلودگي با DNA خارجي       
د) از دست رفتن اللي  ج) هزينه بالا         

 15- پيامد ADO در كدام يك از موارد زير مي تواند به انتقال رويانهاي مبتلا منجر گردد؟
الف) در اختلالات مغلوب اتوزومي زماني كه هر دو آلل به ارث رسيده جهش مشابهي را حمل مي كنند. 

ب) اختلالات غالب اتوزومي 
ج) اختلالات كروموزومي 

X د) اختلالات مغلوب وابسته به
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     16- ميزان موفقت PGD چند در صداست؟
د) 46-51 ج) 36-41   ب) 16-21   الف) 6-11    

      17- كدام يك از گزينه هاي زير صحيح است؟
الف) بيشترين تعداد مراجعين PGD براي اختلالات وابسته به X، مربوط به سندروم Rett مي باشد.  

ب) حاملين جابه جايي هاي خانوادگي متعادل از نظر ظاهري غير طبيعي مي باشند.  
ج) حاملين جابه جايي هاي خانوادگي متعادل مشكلات باروري ندارند.  

د) در ميانگين از هر 500 نفر يك نفر حامل يك جابه جايي متعادل مي باشد.  

       18- كداميك از گزينه هاي زير صحيح است؟
الف) با استفاده از بيوپسي اسپرم اختلالات به ارث رسيده از پدر قابل تشخيص مي باشند.  

ب) با استفاده از بيوپسي جسم قطبي اختلالات به ارث رسيده از پدر قابل تشخيص مي باشد.  
ج) رايج ترين روش انجام بيوپسي در PGD، بيوپسي بلاستومرها مي باشد.  

د) در بيوپسي بلاستوسيست از ICM نمونه برداري مي شود.   

       19- كدام يك از موارد زير صحيح است؟
الف) در PGD حداكثر چهار رويان غير مبتلا در رحم كاشته مي شود.   

ب) از جمله مشكلات PGD، سندروم OHSS مي باشد.  
ج) با استفاده از بيوپسي بلاستومر تنها اختلالات به ارث رسيده از مادر قابل تشخيص است.  

د) از جمله مزاياي PGD، ميزان موفقيت بالاي آن مي باشد.  

      20- انجام PGD در كدام يك از كشور هاي زير ممنوع مي باشد. 
د) استراليا  ج) هندوستان    ب) انگلستان     الف) ايران     
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