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مقدمه

تعيين جنسيت گذشته ازاينكه ازنظر والدين داراي ارزش خاصي است، در بيماريهاي وابسته به جنس اهميت خاصي دارد. در توارث  وابسته به جنس، ژن  يا ژنهاي  بيماري زا به روي كروموزوم X و Y قرار دارد وبه علت اينكه صفات وابسته به كروموزوم Y خيلي نادر هستند، غالبا صفات وابسته به  كروموزوم X1 را مترادف يا وابسته به جنس به كار مي برند (1). همچنين شناسايي جنس جنين در قبل از لانه گزيني در بيماريهاي وابسته به X مغلوب كاربرد دارد. اين بيماريها فقط جنين نر را درگير كرده و  ژن اين بيماري  روي كروموزومX  وفقط از مادر به ارث مي رسد. تعيين جنسيت مرحله مهم در تستهاي دادگاهي (پزشكي قانوني) مي باشد؛ مخصوصا در شناسايي افراد سوخته و لاشه پوسيده  يا قسمتهايي از آن و همچنين براي تعيين جنسيت قاتل و يا اشخاص زخمي و خونهاي خشك و... كاربرد فراوان دارد (1، 2). تعيين جنسيت در بقاياي انسان در كارهاي باستان شناسي در جمعيتهاي گذشته كاربرد فراوان دارد، چون نقش مهمي در دوباره سازي  ساختار اجتماعي جوامع گذشته دارد (3، 4).

روشهاي مختلفي براي تعيين جنسيت وجود دارد كه عبارتند از : الف)تعيين جنسيت با استفاده از كاريوتيپ، كه در نرها به صورت XY و46 و در ماده ها XX و46 ميباشد. ب)تعيين جنسيت با استفاده از جسم Y(Y-body)، كه بعد از رنگ آميزي سلولهاي مرد با تركيبات كيناكرين و مطالعه آنها با نور فلورسانت، در داخل هسته سلول نقطه اي براق ديده مي شود كه قسمتهاي  درخشان معادل بازوهاي بلند كروموزوم Y مي باشد (1). ج) تعيين جنسيت با استفاده از جسم بار، كه يكي از كروموزومهاي X  غير فعال در خانمها مي باشد كه در كنار هسته قرار دارد و تعداد آن برابر با nx-1 مي باشد. بنابراين مرد طبيعي فاقد كروماتين جنسي مي باشد. 
د) روشهاي مولكولي تعيين جنسيت مثل روش  هيبريداسيون در جا2 كه در مقايسه  با روش واکنش زنجيره اي پليمر از 
(PCR)3 از حساسيت كمي بر خوردار است (5، 6).

روشي كه بيشتر براي تعيين جنسيت استفاده  مي شود واكنش زنجيره اي پليمراز يا PCR مي باشد كه DNA را 
بين سكانس دو پرايمر تكثير مي كند تا نمونه مورد نظر به 
يك سطحي برسد كه قابل مشاهده و انجام آناليز ژنتيكي مي باشد (2). براي تعيين جنسيت مي توانيم از سكانس يا سكانسهاي كه روي كروموزوم X و هم  Yويا منحصرا روي كروموزوم Y قرار دارد، استفاده كنيم. براي مثال مي توان از ژنهايي مثل استروئيد سولفاتاز، ژن آميلوژنين، لوكوسهاي ZFX و ZFY و... كه هم روي كروموزوم X و Y قرار دارد و يا از لوكوسهاي DYZ1،DYS14،SRY و... كه فقط روي كروموزوم Y قرار دارد استفاده كرد (15-7).

ژن آميلوژنين يكي از دو كلاس پروتئين تشكيل دهنده ماتريكس ميناي دندان را كد  مي كند. ميناي دندان خارجي ترين پوشش دندانها و سخت ترين بافت در بدن مهرداران مي باشد. در انسان ژن آميلوژنين بر خلاف موش كه فقط روي كروموزوم  Xقرار دارد، هم روي كروموزوم X (در ناحيه distal بازوي كوتاه كروموزوم X در ناحيه (P22.1 
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 P22.3 و هم روي كروموزوم Y(در ناحيه proximal بازوي كوتاه در ناحيه YP11) قرار دارد  (3، 11، 16، 17، 18).

 در اين مطالعه جنسيت با استفاده از ژن آميلوژن به روش Nested-PCR تعيين شد.

مواد و روشها  

ابتدا سيستم با استفاده از خون 8 فرد مذكر و 8 فرد مونث، بهينه (optimize) گشت. سكانس پرايمرها در جدول 1 آورده شده است. در مرحله بعد 74 نمونه از پرزهاي  كوريونيكCV))4 از مادراني  كه در هفته هاي 12-9 بارداري بودند جمع آوري شد و سپس در زير ميكروسكوپ استريو (لوپ)، از نمونه هاي مادري جدا شد. و چند تكه از CV (حدودmg  30-5) در يك ميكروتيوب گذاشته شد و به آن 300 ميكرو ليتر تريپسين 5/0% اضافه گرديد. بعد از ورتكس و سانتريفيوژ و جدا كردن تريپسين، به آن 100 ميكرو ليتر سود 50 ميلي مولار اضافه گرديد. بعد از ورتكس،
       

براي تكثير قطعه  DNA مورد نظر از روش تغيير يافته 
PCR  به نام Nested- PCR  كه داراي دو راند مي باشد استفاده گرديد. حجم كلي واكنش كه PCR  در آن انجام شد 25 ميكروليتر بود. اجزاء، مقادير و پارامترهابه صورت زير بود:

	(l 5/2
	 بافر PCR (X10)
	1)

	(l 75/0
	كلريد منيزيوم (mM 50)
	2)

	(l 5/0
	دزوكسي نوكلئوتيد تري فسفات (mM 10)
	3)

	(l 25/1
	فوروارد پرايمر (خارجي)
	4)

	(l 25/1
	رورس پرايمر (خارجي)
	5)

	(l 25/0
	‏Taq پليمراز
	6)

	(l 5/13
	آب دو باتر تقطير استريل
	7)

	(l 5
	DNA هدف
	8)


94 ºC       3 دقيقه         

94 ºC      
1 دقيقه
56 ºC        
40 ثانيه                        30 سيكل
72 ºC       
1 دقيقه 

72 ºC    
5 دقيقه
تيوبها به مدت 20 دقيقه در حمام آب جوش (100 درجه سانتي گراد)  قرار داده شد؛ سپس به آن تريس Hcl يك مولار با 5/7PH= اضافه و بعد از سانتريفيوژ، از مايع روئي به عنوان الگو1 استفاده شد (هر 5 ميكرو ليتر از مايع روئي حاوي حدودا" يك ميكروگرم DNA ژنوميك در يك ميلي ليتر مي باشد).


سپس از محصولات راند اول، به مقدار 5 ميكرو ليتر با رقت 2-10 به عنوان الگو در راند دوم، ولي با پرايمرهاي داخلي 
(inner)، استفاده گرديد. پارامترها به صورت زير بود:


94 ºC    
3 دقيقه
48 ºC        
40 ثانيه                     20 سيكل
72 ºC       
40 ثانيه
72 ºC    5 دقيقه         

سپس جذب نوري DNAاستخراج شده در مرحله قبل با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج 260 نا نومتر تعيين گرديد. با علم به اينكه OD = 1 معادل 50 ميكروگرم در ميلي ليتر DNA دو رشته اي مي باشد و با فرض اينكه DNA بدست آمده از يك سلول ديپلوئيد 10 پيكوگرم است، تعداد سلولها در سوپ بدست آمده از استخراج در مرحله قبل تعيين شد. با رقتهاي متوالي5 بهDNA  حاصل از يك سلول رسيديم و با افزايش تعداد سيكلها در PCR  (40 سيكل در راند دوم)، حساسيت تا تكثير يك سلول افزايش يافت. براي تائيد كار در مرحله بعد، از سه تخمك لقاح نيافته (سلولهاي هاپلوئيد) و همچنين يك تخمك لقاح يافته ولي تقسيم نشده (سلول ديپلوئيد) استفاده شد، كه در نتيجه اين سيستم قادر به توانايي تكثير يك سلول هاپلوئيد بود. در ادامه تحقيق، جنينهاي انساني كه در مراحل مختلف سلولي بودند (جنين 4-2 سلولي، جنين 8-4 سلولي و جنين 16-8 سلولي و...) جمع آوري شدند؛ سپس DNA آنها با يك بار فريز كردن در 20- درجه سانتيگراد و سپس جوشاندن در 100 درجه سانتيگراد به مدت 10 دقيقه، استخراج شد وتکثير قطعه DNA  مورد نظر با  روشي كه در قسمت قبل آمده صورت گرفت. 

در نهايت محصولات راند دوم روي ژل آگاروز 2% الکتروفورز شدند.بعد از انجام الكتروفورز  قطعه 484 جفت بازي ويژه كروموزوم Y و همچنين قطعه 672 جفت بازي ويژه كروموزم X در يك نمونه، نشان دهنده جنسيت مذكر و مشاهده فقط باند 672 جفت بازي ويژه كروموزوم X در يك نمونه نشان دهنده جنسيت مونث بود. اختلاف اندازه به دليل حذف 189 جفت بازي در اينترون شماره 3 از كروموزوم Y مي باشد (19).

يافته ها

براي تحليل يافته ها از آزمون Z فيشر استفاده شده، نتايج PCR 16 فرد داوطلب دهنده خون، با جنسيت آنها كاملا مطابقت داشت.  از تعداد 74 نمونه CV، 32 جنين مذكر و تعداد 42 جنين مونث بودند. در مرحله بعد فقط موفق به ارتباط با 40 خانواده از جنينها شديم كه نتايج PCR آنها با جنسيت نمونه ها بعد از تولد يكسان بود(P<0.001). شكل شماره 1 نشان دهنده جنسيت چند نمونه بعد از انجام الكتروفورز بر روي ژل آگاروز مي باشد.
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شكل شماره 1ـ جنسيت چند نمونه پس از انجام الکتروفورز برروي ژل آگار(2،3و10 مذکر و 4 تا 8 مونث)

همچنين بعد از افزايش حساسيت سيستم تا تكثير DNA حاصل از يك سلول، از تعداد 16 نمونه جنيني كه در مراحل مختلف سلولي بودند، جنسيت 13 جنين تعيين شد 
(25/18%) و همچنين براي تائيد توانايي تكثير يك سلول در اين سيستم، روي 3 تخمك لقاح نيافته (سلول n كروموزومي)، و همچنين يك تخمك بارور شده ولي تقسيم نشده (سلول 2n كروموزومي) كار شد كه از اين 4 نمونه، 3 نمونه تعيين جنسيت شدند (75 %).

بحث 

هدف اصلي تشخيص قبل از زايمان، تشخيصهاي ژنتيكي و همچنين ارائه اطلاعات به خانواده هاي در معرض خطر، يا مطلع ساختن آنها و انتخاب در طي بارداري يا در مرحله IVF مي باشد (20). در نتيجه، تعيين جنسيت جنين در قبل از زايمان و حتي قبل از لانه گزيني در IVF مرحله مهم و تعيين كننده اي است.

تكنيكهاي تهاجمي و غير تهاجمي مختلفي براي نمونه برداري از جنين وجود دارد (21،22).

اخيرا نشان داده شده كه DNA سلولهاي جنيني در سرم يا پلاسماي مادري وجود دارد و منبع مفيدي براي تشخيص هاي غير تهاجمي قبل از زايمان در برخي از ناهنجاريهاي ژنتيكي مي باشد. رديابي DNA جنيني در پلاسما يا سرم مادري ساده تر و قوي تر از رديابي سلولهاي مجتمع جنيني در خون مادر مي باشد چون احتياج به غني سازي از قبل ندارد (21، 23، 24، 25).

نمونه برداري از پرزهاي كوريونيك تكنيكي است كه به تازگي براي بدست آوردن موثر و ايمن بافت زنده تروفوبلاست براي تشخيص ژنتيكي در سه ماهه اول بارداري توسعه يافته است. نمونه برداري از پرزهاي كوريون بين هفته 12-9 حاملگي خيلي زودتر از هفته  15 در مورد آمينوسنتزيس مي باشد. در نتيجه امكان سقط درماني با كمترين آسيب به احساسات مادر و كمترين خطر فيزيكي براي مادر امكان پذير است 
(26، 27، 28).

امروزه روشهاي مولكولي براي تعيين جنسيت، جايگاه رفيع و بسيار مهمي دارد. تكنيك دورگه سازي در محل بر خلاف PCR از حساسيت كمي برخوردار است. واكنش زنجيره اي پلي مراز يا PCR يك قطعه DNA را بين دو سكانس پرايمر تكثير مي كند و معمولا اين روش طوري طراحي شده كه فقط اجازه انتخابي تكثير به يك سكانس هدف ويژه روي DNA را در داخل مجموعه اي از سكانسهاي ناجور DNA ميدهد (2، 14). Nested-PCR روش تغيير يافته  PCR مي باشد كه از دو جفت پرايمر در دو راند يا مرحله  استفاده مي كند كه جفت دوم در دل جفت اول جاي مي گيرد و از محصولات راند اول به عنوان الگو در راند دوم استفاده مي شود. اين روند اغلب موفق است، چون اگر فرآورده  صحيح در دور اول كمتر از مقداري با شد كه به وسيله اتيديوم برمايد و ژل قابل آشكارسازي باشد، در راند دوم مي توان محصول كافي براي آناليز بدست آورد. از مزاياي اين تكنيك مي توان به حساسيت بالاي آن اشاره نمود كه به دليل وجود دو راند از حساسيت بالاي برخوردار است. همچنين به دليل استفاده از پرايمرهاي داخلي در راند دوم، اين روش از ويژگي بسيار بالاي برخوردار است و مزيت  ديگر اين روش، رقيق شدن ممانعت كننده ها به دليل انتقال محصول راند اول به راند دوم است. براي تعيين جنسيت مي توانيم از سكانسها يا ژنهاي كه هم روي كروموزوم X و هم روي كروموزوم Y و يا اينكه منحصرا روي كروموزوم Y قرار دارند، استفاده كرد. معمولا از ژنهاي استروئيد سولفاتاز (29)، ژن آميلوژنين (1، 2، 3، 4، 16، 30، 31، 32)، لوكوسهاي همولوگ ZFX ، ZFY  (33، 34)  كه روي هم كروموزومهاي X و Y هستند و يا از لكوسهاي DYZ1 (1، 2)، تكرارهاي آلفويد كه در ناحيه سانترومريك كروموزوم Y قرار دارند (8)، ژن SRY (7، 10، 35)، و لوكوس DYZ14 (9) كه منحصرا روي كروموزوم Y قرار دارند، استفاده مي كنند.

ژن آميلوژنين هم روي كروموزومX  و هم روي كروموزوم Y  قرار داشته و شديدا حفاظت شده است. اين دو ژن همولوژي قابل ملاحظه اي با همديگر دارند (11) منتها اختلاف اصلي در حذف 189 جفت بازي در اينترون شماره 3 در ژني كه روي كروموزوم Y قرار دارد مي باشد (31). در نتيجه بعد از انجام PCR  با يك جفت پرايمر دو محصول با اندازه متفاوت داريم و بر خلاف ژنهاي ديگر احتياج به مراحل بعدي مثل برش با آنزيمهاي تحديدي نمي باشد. از مزاياي ديگر استفاده از اين ژن، اين مي باشد كه احتياج به ژن ديگري به  عنوان كنترل سيستم داخلي1 سيستم نمي باشد، چون اين سيستم واجد يك كنترل مثبت داخلي مي باشد. حضور باند اختصاصي X  نشان دهنده موفقيت روش و حضور باند اختصاصي Y  نشان دهنده جنسيت مذكر  مي باشد (1).

كاربرد ديگر تعيين جنسيت در بيماريهاي ژنتيكي قبل از لانه گزيني واكسيناسيون لقاح آزمايشگاهي (IVF)2 مي باشد. بدين صورت كه با تعيين جنسيت جنين در بيماريهاي ژنتيكي مغلوب وابسته به X فقط جنينهاي ماده به رحم مادر منتقل مي شوند تا از خاتمه بارداري متعاقب تشخيص با روشهاي رايج در مراحل بعد جلوگيري شود. براي زوجهاي در خطر مخصوصا آنهايي كه يك يا چند فرزند بيمار دارند، تشخيص قبل از لانه گزيني، يك روش با ارزش براي آنها مي باشد (36، 37). چندين مذهب از قبيل يهوديت و اسلام مخالف سقط در مراحل بعد از باروري هستند اما هيچ اعتراضي نسبت به تشخيص قبل از لانه گزيني ندارند؛ زيرا آنها معتقدند كه بارداري وقتي ايجاد مي شود كه مادر حركت جنين را احساس كند (36).

در تعيين جنسيت بلاستومرهاي بيوپسي شده در IVF، DNA هاي خارجي از اسپرم يا سلولهاي مجتمع مادري، منابع بالقوه آلودگي هستند و قبل از انجام استخراج DNA و PCR، بايد سلولهاي مادري جدا شده و همچنين جنين چندين بار شسته، و براي رفع آلودگي با اسپرم، تخمكها بايد به روش تزريق داخل سيتوپلاسمي اسپرم (ICSI)1 بارور شوند (14). براي استخراج DNA از بلاستومرهاي بيوپسي شده روشهاي مختلفي وجود دارد. استخراج DNA به طريقه KOH روش موثرتري مي باشد به دليل اينكه محلول قليائي باعث هيدروليزRNA مي شود و دي تيوترينيتول (DTT)2 باعث شكسته شدن باند هاي دي سولفيدي در پروتئينها مي شود كه در نتيجه پروتئينها از DNA جدا شده و DNA در دسترس آنزيم Taq  پليمراز قرار مي گيرد، همچنين مي توان DNA جنيني را با يك بار فريز كردن جنين در -20 ºC و تشكيل بلورهاي يخ كه باعث پاره شدن غشاء سلولها مي شود و جوشاندن در 100 درجه سانتي گراد  انجام داد، همچنين اين
 
3.
Sivagami AV, Rao AR, Varshney U. A simple and cost- effective method for preparing DNA from the hard tooth tissue, and its use in polymares chain reaction amplifiction of amelogenin gene segment for sex determination in an Indian poplution. Forinsic science international, 2000; 110: 107-115

4.
Faerman M, Filon D, Kahila G, Greenblatt, CL, Smith P, Oppenheim A. Sex identification of archaeological human remain based on amplification of the X and Y amelogenin alleles. Gene, 1995; 167: 327-332

 روش احتياج به ساخت محلولها و بافرهاي خاصي ندارد و سريع و كم هزينه مي باشد. در هنگام PCR براي جلوگيري از تكثير ترجيحي يا تكثير فقط يك الل، مي توان از بافر ليز كننده استفاده كرد و يا اينكه دماي اوليه جدا شدن دو رشته DNA را در سيكل اول و يا چند سيكل اول كه باعث كاهش ADO 3 مي شود، افزايش داد (30، 38).
تقدير و تشكر:


با تشكر از مديريت محترم و كليه پرسنل شركت سيناژن، بخصوص دپارتمان بيولوژي مولكولي،خانم مقدم كارشناس بخش بيوتكنولوژي انستيتو پاستور تهران، خانمها نگارش و آذرپور كارشناسان بخش IVF مركز پزشكي صارم، آقاي شيخي كارشناس جنين شناسي مركز درمان ناباروري و ناتواني جنسي كه در انجام اين تحقيق ما را ياري نمودند.
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چكيده


مقدمه: تعيين جنسيت گذشته از اينكه از نظر والدين داراي ارزش خاصي است، در بيماريهاي وابسته به جنس نيز از اهميت زيادي برخوردار است. هدف از اين مطالعه تعيين جنسيت جنين در موارد مشكوك به بيماريهاي مغلوب وابسته به X در سه ماهه اول بارداري به روش مولكولي بود.�
�
مواد و روشها: بعد از جمع آوري74 نمونه از پرزهاي كوريونيك (CV) و جدا كردن آنها از نمونه هاي مادري، DNA  آنها استخراج شد و پس از انجام واکنش زنجيره اي پليمر از (PCR)، جنسيت آنها تعيين شد. همچنين بعد از افزايش حساسيت، سيستم قادر به تعيين جنسيت يك سلول بيوپسي شده از جنين بود.آناليز آماري با استفاده از آزمون دقيق فيشر انجام گرفت.�
�
يافته ها: جنسيت  نمونه هاي CV بوسيله PCR تعيين شد. نتايج آن تعداد از نمونه هايي كه موفق به ارتباط با خانواده هاي آنها شديم، با جنسيت جنينهاي متولد شده يكسان بود(p<0.001). بعد از افزايش حساسيت سيستم، جنسيت 13 نمونه جنيني كه در مراحل مختلف سلولي بودند تعيين شد. همچنين جنسيت دو نمونه تخمك لقاح نيافته(سلول هاپلوئيد) و يك تخمك بارور شده؛ ولي تقسيم نشده(سلول ديپلوئيد)، تعيين شد.�
�
نتيجه گيري: تعيين جنسيت جنين قبل از تولد در سه ماهه اول بارداري، از تولد كودكان بيمار جلوگيري كرده و همچنين از ارتباط عاطفي مادر با جنين در موارد سقط مي كاهد. همچنين در موارد لقاح آزمايشگاهي(IVF) با شناسايي جنس جنين و انتقال جنين مونث به مادر در بيماريهاي مغلوب وابسته به جنس مي تواند كاربرد داشته باشد. كاربرد ديگر آن در كنترل جمعيت جوامع در مواردي است كه زوجها تمايل به داشتن جنس خاصي از كودك را دارند. سيستم مولكولي اپتيمايز شده فوق كه بر اساس ژن آميلوژنين طراحي گرديد، مي تواند جنسيت را در نمونه هاي خون، CV و در مرحله تک سلولي IVF با حساسيت و ويژگي بالا تعيين نمايد.�
�
واژه هاي كليدي: واکنش زنجيره اي پليمراز،ژن آميلوژنين،تعيين جنسيت،بيماريهاي وابسته به X.�
�












1- شركت سيناژن،گروه بيولوژي مولوکولي


2- استاديار ـ عضو هيئت علمي دانشگاه امام حسين، دانشكده علوم، گروه بيولوژي


3- استاديار ـ عضو هيئت علمي مركز ملي مهندسي ژنتيك و تكنولوژي زيستي، گروه ايمني شناسي


4- مربي ـ عضو هيئت علمي  دانشگاه علوم پزشكي لرستان،گروه ايمني شناسي
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جدول شماره 1ـ سكانس پرايمرهاي استفاده شده   در تعيين جنسيت به روش Nested-PCR با استفاده از ژن آميلوژنين


2پرايمر�
5'                                      �
خارجي�
3'�
�
3فوروارد�
�
CTG.ATG.GTT.GGC.TCA.AGC.CTG.TG�
�
�
4رورس�
�
TAA.AGA.GAT.TCA.TTA.ACT.TGA.CTG�
�
�
پرايمر�
5'                                      �
داخلي�
3'�
�
فوروارد�
�
TCC.TCC.TAA.ATA.TGC.C(T/C)G.TA�
�
�
رورس�
�
AGA.AAA.(C/T)CT.TGC.CTC.A(G/A)A.(T/A)T�
�
�






1�
2�
3�
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1. X – linked 	


2. In situ Hybridization


3. Polymerase Chain Reaction


4. Chorionic Villi


1. Template	4. Reverse


2. Primer	5. Serial Dilution


3. Forward


1. Internal contron	


2. In Vitro Fertilization


1. Intracytoplasmic Sperm Injection


2. Dithiothreitol	


3. Allele Dropout
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