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 قدمهم 

باشد كه در حالت فعال   انعقادي يك پرو آنزيم مي13فاكتور 
اين فاكتور در آخرين  )1(.خاصيت ترانس گلوتامينازي دارد

 فاقد كند و لخته فيبريننعقادي عمل ميقسمت از آبشار ا
وسيله عمل اين آنزيم به لختة فيبرين ه پيوندهاي كووالانسي ب

 با اين عمل فيبرين در مقابل پلاسمين مقاوم .شودل ميپايدار تبدي
به  B وA انعقادي از دو زير واحد 13 فاكتور )2(.گرددمي

اين دو زير واحد  . وجود آمده استبه) B2 A2( تتراد صورت
 بر Aزير واحد ژن  .شوندهاي جدا از يكديگر كد ميتوسط ژن

 Bير واحد  ژن زو اگزون 15 و داراي 6روي كروموزوم شماره 
 )3(.باشدمي  اگزون12 و داراي 1بر روي كروموزوم شماره 

 انعقادي اختلالي است نادر كه اولين بار 13كمبود ارثي فاكتور 
مبتلا بيمار  )1( .است توسط دوكرت گزارش شده 1960در سال 

  چكيده
 در فقدان اين آنزيم لخته .كندين را مستحكم مي انعقادي پيش آنزيمي است كه در سيستم انعقادي لخته فيبر13فاكتور  :زمينه و هدف

و دو زنجيره نقش ناقلي  با B دو زنجيره  شامل اين فاكتور . مولار از هم گسسته مي شود5فيبريني تشكيل شده در اسيداستيك يا اوره 
در هاي كمياب بوده و يماري جزء ب13كمبود فاكتور .  روي كروموزوم شش قرارگرفته استA ژن زير واحد باشد كهمي A كاتاليتيكي

ناقلين مناسب غربالگري روش  و A زير واحد  اين تحقيق با هدف شناسايي جهش در ژن.حدود يك در دو ميليون نفر جمعيت رخ مي دهد
  .انجام گرفت

    فـاكتور  مبـتلا بـه كمبـود     بيمار  10نامه انجمن هموفيلي ايران و رسم شجره نامه  تكميل فرم رضايتاين مطالعه پس از   : مواد و روش كار   
A-13      نمونه خون  ابتدا  . انجام شد  در بيمارستان علي اصغر زاهدان       1385 بدون در نظر گرفتن سن و جنس در سال             آنهاو خانواده در دسترس

 بـا پرايمرهـاي   Aهـاي ژن زنجيـره    و اتانـل اسـتخراج و اگـزون      Kينـاز   ئ پروت ،ها به كمـك  آب مقطـر       با روش هضم  لكوسيت     DNA تهيه و 
 بود براي تعيين توالي مستقيم انتخاب و تعيـين سـكانس            CSGEسپس هر محصولي كه داراي هترودوبلكس باروش       .گرديداختصاصي تكثير   

  .سي قرار گرفترمورد بربراي يافتن آنزيم   افزار ژن رانرهر جهش با استفاده از نرم. شد
 در ينـين  و در  نتيجـه تغييـر رمـز تريپتوفـان بـه آرژ     Tجاي ه بC وتاسيون مشترك جايگزيني   بيمار داراي مده در اين مطالعه تمام :يافته ها

  . به صورت هموزيگوت بودند4اگزون 
 تغيير در بـار الكتريكـي   بارسد بخش مركزي يا كاتاليتيك آنزيم قرار داشت و به نظر مي       در  العه  طاين م جهش يافت شده در      :نتيجه گيري 

  )    24  تا19، ص 1388، زمستان 4، شماره 11 دوره  مجله طبيب شرق، (.شودميرا موجب كاهش فعاليت آنزيم و تمايل آنزيم به سوبست
   زاهدان ،سيستم انعقادي، A-13 كمبود فاكتور ،13فاكتور : واژه ها كليد

 12/12/87 : مقاله تاريخ دريافت

 8/7/88: تاريخ پذيرش مقاله 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 88، زمستان 4، شماره 11طبيب شرق،  دوره 
   

 20

ه خونريزي از بند ناف، خونريزي خود ب  علائمي از قبيلدچار
 و باردارهاي كرر در خانماي، سقط م خودي درون جمجمه

اين اختلال تقريباً به ميزان  )4(.شودميها  زخمي بهبودتاخير در 
 نقش Aاز آنجا كه زير واحد . دهد جمعيت رخ مي2000000/1

رود كه بروز بيماري  انتظار ميدارد نقش حامل Bكاتاليتيك و 
 B بيشتر از ژن زير واحد Aبه علت جهش در ژن زير واحد 

هاي هاي انجام شده از نظر ژنتيكي جهشر بررسيد .باشد
صورت جايگزيني باز گزارش گرديده ه مختلفي عمدتاً ب

، وجود Aزنجيره ساختمان مطالعات كريستالوگرافي  )4(.است
، 2و1هاي بارل شامل دومن(در ساختمان آن را چهار دومن 

ا ه اين دومن)5 (.نشان داده است) مركز كاتاليتيكي وساندويچ بتا
هاي مشابه در وسيله پيوندهاي هيدروژني و نمكي با دومنه ب

 اسيدهاي شدهچنين مشخص  هم)6(.شوند مقابل باند ميAزنجيره 
وآسپارژين  373 ، هيستيدين)7در اگزون  (314ينمينه سيستئآ

ر تشكيل  ديكت ترياد كاتاليعنوان ه ب) 9هر دو در اگزون (396
  )6 (.كنندباند ايزوپپتيدي شركت مي

.  انعقادي براي فعال شدن نياز به تأثير ترومبين دارد13فاكتور 
 در حضور 38 و گليسين 37 ترومبين با برش پيوند بين آرژنين

 Aو موجب جدا شدن زنجيره نموده پليمر فيبرين، آنزيم را فعال 
 در پروتئين 1اگزون ه  به همين دليل است ك،گردد ميBاز 

كرد آنزيم باند پپتيدي بين گلوتامين  با عمل)6 (.كامل وجود ندارد
از زنجيره گاماي يك فيبرين و ليزين زنجيره گاماي فيبرين ديگر 

به يون كلسيم يك وابسته اين واكنش در  )7 (.شود ايجاد مي
اتصالات عرضي ايجاد شده  )8(.شودمولكول آمونياك آزاد مي

ند تواشود كه اين پيوندها ميمي در فيبرين موجب استحكام آن
تر از زنجيرة  بين زنجيرة آلفاي فيبرين نيز باشد هر چند كه آهسته

 بر روي بازوي كوتاه A-13ژن فاكتور  )8 (.دهدرخ ميگاما 
 كيلو باز 160 اگزون و بيش از P25- 6P24( ،15 (6كروموزم 

   )9(. اسيد آمينه دارد731طول داشته و پروتئين كد شده 
  كه  زنجيره شناخته شدههاي متعددي در ژن اينمرفيسمپلي
            در ارتباط با اختلالات ترمبوتيك Leu 34 Valها ترين آن مهم

ترين نيمه عمر را در بين  اين فاكتور طولاني )10(.باشدمي
 53/2 -33/3طبيعي بين انعقادي فاكتورهاي انعقادي فعاليت 

 برسد درصد1 چنانچه فعاليت فاكتور به كمتر از .دارد درصد
 بيماران با كمبود اين فاكتور تست )11(.كنندئم باليني بروز ميعلا

 اما آزمايش حل دارند) PT و PTTو TT (هاي انعقادي طبيعي 
آنها در  درصد 1استيك اسيد  مولار و يا 5شدن لخته در اوره 

ترين روش تعيين جهش تعيين هرچند دقيق )12(.تغير طبيعي اس
 Conformationalروش  باشد اماتوالي اسيد نوكلئيك مي

Sensitive Gel  Electrophoresis) CFGE ( روشي
خصوص جايگزيني ه  دقيق و ارزان براي تعيين جهش ب،حساس
 تا 2 اگزون يهاجهششناسايي با هدف  مطالعه  اين .باشدباز مي

  .  به كمبود اين فاكتور انجام شديانمبتلا در A-13 ژن فاكتور 15
   كاروشر 

  خونريزيسابقهبا  برروي بيماران 1385 سال در مطالعهاين 
هاي آزمونكه ميل به خونريزي   بندناف در هنگام تولد و

آزمون حل شدن لختة طبيعي و ) BT و PT ،PTT(انعقادي 
با تشخيص غيرطبيعي داشته و در بيمارستان علي اصغر زاهدان 

 ابتدا . انجام شدتشكيل پرونده داده بودند  A-13فاكتور كمبود 
 انجمن هموفيلي ايران تكميل و شجره نامه مربوط به نامهرضايت

 نسبت فاميلي هاخانواده ( شد رسمهر خانواده در پرونده بيماران
 ، به روش نمونه گيري در دسترسسپس .)با همديگر نداشتند

كه در بيماران ه خانواد نفر از 13 بيمار و 10 نمونه خون از
وري آ   جمعEDTAضد انعقاد  در  نفر بودند سهمجموع بيست و 

به كمك آب مقطر سرد،  ها  با روش هضم لكوسيتDNA. شد
جهت . هاي يوني و اتانل استخراج شد، دترجنتKپروتئيناز

 از روش اسپكتروفوتومتري DNAارزيابي كميت و كيفيت 
 از بانك ژن استخراج و 13توالي ژن فاكتور . استفاده شد

 انتخاب و سپس 13 ژن فاكتور آغازگرهاي هر اگزون از بايگاني
 ، دقيقه5 به مدت C°95حرارت ( PCRهر اگزون طبق برنامة 

C°95  دقيقه1به مدت ، C°60و دقيقه1  به مدت C°72  به مدت
.  تكثير داده شد) سيكل30 دقيقه در 5به مدت  C° 72 و دقيقه1
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 8اكريلاميد  بر روي ژل پليPCR محصولات ،پس از تكثير
 و زمان مناسب بر حسب اندازة قطعه 150درصد با ولتاژ 

آميزي توسط اتيديوم برومايد به وسيله  الكتروفورز و بعد از رنگ
 هر PCRپس از . ورد ارزيابي قرار گرفتم تابش ماورا بنفش

 در دماي PCRمحصولات ، CSGE اساس روش اگزون بر
C°98 در  دقيقه جهت دناتوره كردن و 5 به مدتC°65  به مدت

هايي كه  با اين اگزون. ندراي آنيلينگ قرار داده شد دقيقه ب30
ودوبلكس دادند با احتمال وجود  هترDNA تشكيل ،روش
و شده تاسيون با استفاده از دستگاه آلف اكسپرس تعيين توالي مو

 جهش ص شدنخمشپس از . جهش اين بيماران شناسائي شد
 ژن رانر زاراف دست آمده با استفاده از نرمه هاي بهمولوژي توالي

 و موتاسيون ايجاد شده شناسايي  دادهقتبا توالي  طبيعي مطاب
مچنين آنزيم اختصاصي براي جهش يافت شده جهت تاييد ه.شد

هاي با جهشها  داده.پيدا شد RFLPو سهولت استفاده به روش 
 .مقايسه و ثبت بانك ژن شدپايگاه بين المللي موجود در 

  يافته ها 
 بيمار ثبت نام شده در بيمارستان علي 44 بين تحقيق از در اين 

 خونريزي دهنده كه آزمايشات  سابقه علائماصغر زاهدان با 
 آزمون حل شدن لخته در و )PT,PTT,BT(انعقادي طبيعي

 بيمار به روش نمونه گيري در 10 اسيداستيك غير طبيعي داشتند
ميانگين . انتخاب شدنددر نظر گرفتن سن و جنس دسترس بدون 

  نفر مذكر4مونث و  هاآناز نفر  8.  سال بود11يماران بسني 
 CSGE هر اگزون و بررسي به روش PCRاز انجام بعد . بودند

 مشخص شد كه تمامي ده  ،و تعيين توالي به تفكيك )1شكل (
 توالي  تغييربه شكل 4 بيمار داراي جهش مشترك در اگزون

TGG كد كنندة تريپتوفان به CGG بودند كد كننده آرژنين .
برادران بيماران   والد و دو نفر از خواهران و9هر ) 2شكل (

صورت هتروزيگوت و دو نفر نيز بدون ه جهش بهمين داراي 
پس از مقايسة توالي طبيعي با نوع جهش يافته . موتاسيون بودند

قادر است كه  I ECOT14 وStyl-1مشخص شد كه آنزيم 

 برش 300سالم در نقطه در افراد را  بازي 355قطعة تكثير يافته 
 هيچ جايگاه برشي در ،داده و آن را به دو قسمت تبديل كند

DNAافراد ناقل  خانواده چون )3شكل (. بيماران  ندارد 
  بازي55 و DNA 355 ،300هتروزيگوت بودند داراي سه قطعه 

 .بودند

  
ژل در    از سمت راسـت    3تا  1هترودوبلكس در چاهك هاي شماره       - 1شكل  

CSGEژن فاكتور4زون  اگ A -13  
 

  
  A-13 ژن فاكتور4در سكانس اگزون T به جايCجايگزيني  -2شكل

  
  
  
  
  

 

       
  

بيمـاران كـه    DNA از سـمت چـپ مربـوط بـه           1,2,3چاهك هاي    -3شكل
 .گونه برشـي در آنهـا ايجـاد نـشده    هيچو  قرارگرفته Styl-1تحت اثر آنزيم   

كه تحت اثر آنزيم برش  نرمال بوده DNA به بعد مربوط به 3چاهك هاي 
چاهـك اول از سـمت چـپ مـاركر مـي            .خورده و دو باند ايجاد گرديده است      

 . باشد
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  بحث 
 بيمار داراي موتاسيون مشترك 10در اين مطالعه هر 

ز تريپتوفان به جاي مير ريتغ و در نتيجه T به جاي Cجايگزيني 
از آنجا كه .  به صورت هموزيگوت بودند4آرژينين در اگزون 

كد كنندة بخش ساندويچ  ،13 ژن فاكتور A زير واحد  4ون اگز
 در اتصالات و است تا و بخش ابتدائي دومن كاتاليتيكب

 تغيير در توالي ،دارد نقش Aهاي نمكي زنجيره هيدروژني و پل
 از Aاسيدهاي آمينه اين ناحيه موجب از هم گسستن دو زنجيره 

 . يكديگرمي شود

در ن دوماين در تاليتيك  ترياد كاوجود ،طبق گزارشات
اتصالات به يون كلسيم و سوبسترا بسيار وابسته به ميزان بار 

باشد و هرگونه تغيير در الكتريكي و دنبالة اسيدهاي آمينه مي
توالي اسيدهاي آمينه در عملكرد آنزيم تاثير گذاشته و فعاليت 

در توالي شود  احتمال داده مي)13(.دهدشدت كاهش ميه آن را ب
اي مينهآاسيد (187مينه تريپتوفان در موقعيت آيعي وجود اسيد طب

اتصالات آنزيم به سوبسترا و يون كلسيم   در)حلقوي و غير قطبي
ترين وضعيت را ايجاد  مطلوبAچنين پيوستگي دو زنجيره و هم
  كه نقص هموزيگوت دارنديحالي كه در  بيماران كند درمي

است با دنباله خطي  ه بازي ومينكه يك اسيد آجايگزيني آرژنين 
اي كه    به گونهيابد ميشدت كاهشه ميزان فعاليت آنزيم ب

  )14(.مي شودعلائم باليني در بيماران ايجاد 
قرار گرفته  موتوزاهاي  روموزوم بر روي كA-13ژن فاكتور 

شود نقص اي باعث مي هاي قومي و طايفه ازدواجكه   از آنجاو 
صورت هموزيگوت بروز ه هتروزيگوت والدين در فرزندان ب

از تواند مي مشاوره ژنتيكي قبل از ازدواج و قبل از تولد ،كند
 بيماران نياز به تأمين اين. كندپيشگيريبروز موارد جديد بيماري 

هاي  آگاهي خانواده.فاكتور از طريق پلاسماي اهدايي دارند
ئم آن و پيگيري درمان با استفاده از  از بيماري و علايانمبتلا

طور ماهيانه ه پلاسماي تهيه شده از اهدا كنندگان و تزريق آن ب
هر چند امروزه . كند از بروز عوارض بيماري جلوگيري مي

 تغليظ شده پاستوريزه تحت عنوان فيبروگامين عرضه 13فاكتور 
در مبتلايان شده است اما به دليل نداشتن آمار صحيح از ميزان 

  .هنوز در دسترس مبتلايان قرار نگرفته استكشور 
و امكان ناقل بودن افرادكثيري در اين مبتلايان با توجه به تعدد
 ودر مشاوره قبل از ازدواج به آن توجه شود منطقه لازم است 

به شيوه ساده  باشندكه داراي فرزند مبتلا مي ييها خانواده
RFLPتوجه به با . دونسايي ش تا افراد ناقل شنا غربالگري شوند

شود در اين استان افراد مبتلا كه احتمال داده ميتعداد واقعي 
باشد لزوم تهيه ) 2000000/1(بيش از ميزان بروز گزارش شده 

از آنجا كه در اين . باشدفاكتور تغليظ شده اجتناب ناپذير مي
اهل تسنن هم مار اهل تشيع و يهاي ب مطالعه هم از خانواده

 و  ازدواج بين آنها نبود اي ازكه هيچ سابقه ري انجام شدگي نمونه
به نظر   مشترك استهر دو مشخص گرديد كه جهش در بين 

باشد  مذهبي تاثيري برنوع جهش نداشته  و جدايي قوميرسد مي
 مطالعات بيشتري از نظر فيلوژني لازم است تا اشتراكات بيشتر اما
   . هاي مختلف اين منطقه مشخص گردد قوم

  سپاسگزاري
هايي كه در اين تحقيق مشاركت نموده و  از تمامي خانواده

همچنين عزيزان شاغل در  درمانگاه جامع كودكان هموفيل ايران 
به ويژه مديريت و همكاران آزمايشگاه ژنتيك كه بي حمايت 

  .اري و تشكر را داريمزآنها اين بررسي ممكن نبود نهايت سپاسگ
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Molecular Basis of Inherited Factor XIII- A Deficiency among 
Patients from Sistan - Baluchestan  

 
Tamaddon Gholam Hossein, MSc*; Kazemi Ahmad, PhD**; Rastgarlari Ghasem, PhD*** 

Ala Fereidoon, PhD****; Hejazi Shabnam **** 
 
 
 

Background: Factor ХШ, the last zymogene in the clotting cascade, converts the loose fibrin 

polymer into a firm polymer. In the absence of factor ХШ the abnormal fibrin is soluble in acetic 

acid, as well as 5M urea. Factor ХШ is composed of 2 catalytic A subunit bounds and 2 B subunits 

as carriers (A2B2). The gene of A chain is located on chromosome 6. Factor ХШ deficiency is rare; 

with a prevalence of only 1 in 2 million in the general population. The overwhelming majority of 

cases are due to mutations in subunit A. The aim of this study was to detect the mutations of subunit 

A. 

Materials & Methods: In this study we investigated the molecular basis of inherited factor ХШ 

deficiency among 10 unrelated patients from Sistan and Balouchestan province in 2006. Mutations 

were detected by amplifying each exon. Those exons exhibiting the presence of heteroduplex by 

conformation sensitive gel electrophoresis (CSGE) were selected for direct sequencing. Sequencing 

of mutations was carried out by restriction fragment length polymorphism (RFLP). 

Results: All patients had homologous subsitiation of TGG to CGG in exon 4 which led to change 

of arginine to tryptophan. 

Conclusion: The mutation found in this study was in the core domain of enzyme. It seems that the 

changs in electric charge and affinity of enzyme to substrate‚as a result decreases the level of factor 

XIII-A activity. 
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