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مقدمه
بيماری های قلبی-عروقی )CVD(1 به گروهی از نارسايی های چندگانه 
اطلاق می شود که در آنها قلب، سرخرگ ها و سياهرگ ها عملکرد طبيعی 

خود را از دست می دهند. از ميان اين دسته از بيماری ها ترومبوز وريدی 
)VTE(2 سومين عارضه قلبی-عروقی شايع در دنياست که ساليانه 1 در 
1000 نفر را درگير می سازد )1(. آبشار انعقادی مکانيسم اصلی محافظی 
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مقاله پژوهشي

1. Cardiovascular disease
2. Venous thromboembolism

چکیده
در این بررسی 208 فرد بدون علائم بالینی بیماریهای قلبی-عروقی و سابقه ترومبوز وریدی از نقاط مختلف ایران با نژادهای متفاوت مورد مطالعه 
قرار گرفتند. جهت ارزیابی توزیع پلی مرفیسم پروترومبین G20210A، عامل ژنتیکی ایجاد بیماری های قلبی عروقی )CVD(، در جمعیت ایران از 
روش هیبریداسیون معکوس برای تشخیص سریع و دقیق استفاده شد. اساس تست بروش Multiplex PCR و هیبریداسیون برروی نوار تست 
 )0/005( G20210A است که این نوار شامل خطوط موازی حاوی پروب های الیگونوکلئوتیدی خاص آللی است. فرکانس آللی جهش پروترومبین
در این بررسی کمتر از ارقام منتشر شده پیشین در جمعیت تهران )1/5( بود. در این مطالعه نحوه توزیع آلل موتانت PT G20210A در نژادهای 
مختلف جمعیت ایران بررسی شده و نتایج آن با مطالعات صو رت گرفته مورد مقایسه قرار گرفته است. پژوهش اخیر جامع ترین مطالعه ای است که 

تاکنون بر روی پلی مرفیسم ژنی ترومبوفیلی در ایران انجام شده است.

واژه هاي کلیدي: ترومبوز وریدی؛ پلی مرفیسم ژنی؛ پروترومبین؛ فراوانی ژنی؛ ایران. 
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بررسی ژنتیکی پلی مرفیسم پروترومبین G20210A به عنوان عامل ژنتیکی ایجاد 
بیماری های قلبی-عروقی در جمعیت ایران
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پروتئين های پلاسما باعث محدوديت در از دست رفتن خون می شود )2(. 
عدم تنظيم فعاليت اين آبشار می تواند منجر به تشکيل ترومبوز وريدی و 
سرخرگی گردد که زندگی فرد را به خطر می اندازد. ترومبوز وريدی می تواند 
حاصل اختلالات ژنتيکی باشد يا بر اثر تغييرات ايجاد شده در مکانيسم لخته 
شدن خون يا در اثر تعامل بين اين دو ايجاد گردد )3(. اين عارضه يکی از 
علل عمده مرگ و مير در کشورهای توسعه يافته عامل اصلی بيماری و 
مرگ و مير در دوران بارداری و کودکی و در بدخيمی هاست )4(. پروترومبين 
)F2; 11p11-q12( دومين جهش مهم پس از FV Leiden است که 
توارث آن منجر به افزايش خطر ابتلا به ترومبوز وريدی می گردد و شيوع 8 
تا 10 درصدی در ميان قفقازی های مبتلا به بيماری ترومبوز دارد )5(. اين 
جهش باعث جانشينی نوکلئوتيد G به جای A در ناحيه 20210 از انتهای 
3 ژن فاکتور II می شود. اين منطقه در ناحيه ای از ژن قرار گرفته است که  `

ترجمه نمی شود و بر روی کروموزوم 11 در نزديکی سانترومر قرار دارد )6(. 
جانشينی تک بازی G20210A خطر بروز ترومبوز وريدی را از طريق 
بالا بردن سطح پروترومبين )PT( در خون افزايش می دهد )5، 7 و 8(. 
افزايش 2/8 برابری در خطر بروز ترومبوز وريدی در ناقلان هتروزيگوت و 

هموزيگوت اين پلی مرفيسم گزارش شده است )5(. 
 PT G20210A معمول ترين تکنيکی که برای تشخيص پلی مرفيسم های
مورد استفاده قرار می گيرد، روش RFLP 3 است که با تأثيرگذاری آنزيم 
محدود HindIII بر روی محصولات PCR تکثير يافته قطعات خاص 
حاصل می گردد )5(. پلی مرفيسم ها را نيز می توان از طريق تکثير خاص آللی4  
 postamplification 9 و 10( شناسايی کرد، يا بوسيله تکنيک های(
آنها  در  و  می باشند  آللی  خاص  اليگونوکلئوتيدی  پروب  اساس  بر  که 
پروب های نشاندار شده با بيوتين مورد استفاده قرار می گيرد )11(. اخيرا« 
به کمک روش هايی مثل FRET 5 و LightCycler PCR با رسم 
منحنی های پروب ها تعيين ژنوتيپ Factor II G20210A نيز انجام 

می گردد )12-14(. 
به  ايران  بيماری های قلبی-عروقی در  بين فاکتورهای محيطی و  ارتباط 
خوبی مورد بررسی قرار گرفته است، اما نقش مارکرهای ژنتيکی به عنوان 
عامل مهم در بروز اينگونه بيماری ها هنوز در ايران ناشناخته باقی مانده است. 
 Prothrombin G20210A مطالعات اندکی در زمينه شيوع جهش
در جمعيت ايران انجام شده است که نتايج آن نيز متناقض بوده است. هدف 
از اين بررسی تعيين فرکانس پلی مرفيسم ياد شده در جمعيت ايران می باشد 
که بتواند عوامل ژنتيکی تاثيرگذار بر ايجاد بيماری های قلبی-عروقی را در 
ايران مشخص نموده و نيز اطلاعات اپيدميولوژيکی را برای مطالعات آتی 

فراهم نمايد.  

مواد و روش ها 
در پژوهش اخير 208 نفر سالم و بدون علائم بيماری های قلبی-عروقی و 
سابقه ترومبوز وريدی شامل 103 مرد و 105 زن در محدوده سنی بين 18 تا 
55 سال از افراد مراجعه کننده به مرکز تحقيقات ژنتيک دانشگاه بهزيستی و 
توانبخشی تهران مورد بررسی قرار گرفتند. افراد به گونه ای انتخاب شدند که 
کليه نژادهای مختلف ايرانی را در برگيرد و در ضمن کليه مناطق جغرافيايی 
کشور را پوشش دهد. در مورد کليه افرادی که در مطالعه شرکت کردند در 
ابتدا مشاوره ژنتيک توسط مشاور با تجربه يا متخصص ژنتيک بالينی انجام 
شد و افراد رضايت خود را با پر کردن فرم رضايتنامه جهت انجام مراحل 
مختلف طبق دستورالعمل اخلاقی دانشگاه اعلام کردند. نخست نمونه های 
خون محيطی مخلوط با سديم EDTA از افراد تهيه شد. با استفاده از روش 

فنل-کلروفرم و جداسازی بوسيله اتانل DNA ژنومی استخراج شد. 
از  انجام شد که در آن  ناقلان به روش هيبريداسيون معکوس  شناسايی 
استفاده   CVD StripAssay )ViennaLab, Austria( کيت 
شد که بتازگی جهت تشخيص جهش های شايع در جمعيت های مختلف 
طراحی شده است. در اين روش می توان چند جهش ژنی را بطور همزمان 
بررسی نمود، توالی های مختلف ژنی توسط Multiplex PCR تکثير 
 PCR پيدا می کنند و با يک فرآيند تکثير به بيوتين متصل می شوند. واکنش
شامل 0/1 ميلی گرم DNA ژنومی است که به 15 ميلی ليتر مخلوط 
تکثير يافته PCR که قبلًا آماده سازی شده اضافه می گردد. اين مخلوط 
 dNTPs ،شامل پرايمرهايی که توالی های مورد نظر را توالی يابی می کنند
و يک واحد آنزيم Taq پليمراز می باشد. شرايط تکثير عبارت بود از: مرحله 
denaturation اوليه در دمای 94o C به مدت 2 دقيقه، و به دنبال آن 
35 چرخه تکثير )15 ثانيه denaturation در دمای 94o C، 30 ثانيه 
 )72o C در دمای extension 58 و 30 ثانيهo C در دمای annealing
و extension نهايی آن 3 دقيقه در دمای  72o C. سپس محصولات 
تکثير يافته دناتوره شدند و بصورت جداگانه به نوار آزمايش هيبريد شدند. اين 
نوار حاوی پروب های اليگونوکلئوتيدی خاص آللی )نوع وحشی6 و موتانت( 
بوده که در خطوط موازی برروی نوار تثبيت شده اند. توالی های متصل شده 
به بيوتين به کمک روش استرپتوآويدين-آلکالين فسفاتاز7 و سويستراهای 
دقيق  تست  بوسيله  هاردی-واينبرگ  تعادل  شدند.  داده  تشخيص  رنگی 

موجود در برنامه Arlequin مورد ارزيابی قرار گرفت )15(. 

3. Restriction Length Fragment Polymorphism
4. Allele-specific amplification 
5. Fluorescence Resonance Energy Transfer
6. Wild type  
7. Streptoavidine-alkalinephosphatase
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یافته ها
دويست و هشت نفر از نقاط مختلف ايران با نژادهای مختلف مورد بررسی قرار 
گرفتند. ژنوتيپ و فرکانس آللی پلی مرفيسم در نقاط مختلف ايران و نژادهای 
مختلف در جدول 1 و 2 ذکر شده است. جدول 3 بيانگر شيوع پلی مرفيسم 
در جمعيت های مختلف طبق آمارهای گزارش شده از محققان مختلف در 
 PTمقايسه با ايران است. شايع ترين آلل ديده شده در بررسی اخير متعلق به
20210G   با فرکانس 0/99 بوده است. هاپلوتيپ 20210A FII بسيار 

نادر و با فرکانس آللی 0/005 يافت شد. هيچيک از افراد مورد بررسی از نظر 
پلی مرفيسم PT G20210A هموزيگوت نبودند. از ميان نژادهای مختلف 
 A فارس، لر، کرد، گيلک، بلوچ، آذری و عرب مورد بررسی آلل جهش يافته
تنها در نژاد فارس با فرکانس 0/013 ديده شد )جدول 2(. بطورکلی شيوع 
آلل موتانت Aَ در مرکز و شمال غرب کشور با فرکانسی تقريبا« مشابه،  به 
ترتيب 0/016 و 0/014 تعيين شد )جدول 1(.  جمعيت مورد بررسی از تعادل 

هاردی-واينبرگ برخوردار بود. 

مريم رستمی، واله هادوی، آريانا كريمی نژاد و همكاران

19681969

8. Genetic drift  9. Natural selection 

جدول 1: ژنوتيپ ها )%( و فرکانس آللی پلی مرفيسم FII 20210G/A در نقاط مختلف ايران

جدول 2: ژنوتيپ ها )%( و فرکانس آللی پلی مرفيسم FII 20210G/A در نژادهای مختلف جمعيت ايران

جدول 3: فرکانس آللی پلی مرفيسم PT G20210A در جمعيت های مختلف در مقايسه با ايران
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بحث و نتیجه گیری 
بيماری های قلبی-عروقی سريع و ناگهانی بروز کرده و يکی از عمده ترين 
مشکلات بهداشتی کشورهای در حال توسعه مثل ايران است. اين دسته از 
بيماری ها با شيوع 39 درصدی نخستين علت مرگ و مير در ايران محسوب 
می گردند )16(. تنها در آمريکا ساليانه بيش از 300/000 نفر بطور ناگهانی به 
علل عوارض قلبی می ميرند. با اينکه شيوه های درمانی بيماری های قلبی-

عروقی توسعه و بهبود يافته است اما شيوع آن همچنان از روند صعودی 
برخوردار است )16(. 

پروترومبين G20210A، فاکتور 5 لايدن، و MTHFR C677T با 
فراوانی 3، 5 و 10 درصدی ناقلان هتروزيگوت، سه پلی مرفيسمی هستند که 
بيشترين عامل ايجاد ترومبوفيلی در جمعيت قفقازی ها شناخته شده اند. اين 
سه پلی مرفيسم از زمان اشتقاق گونه ای جمعيت قفقازی از آسيايی ها يعنی در 
حدود 20/000 تا 34/000 سال پيش شکل گرفته اند. شيوع جهش FV در 
جمعيت های عادی 2 تا 14 درصد گزارش شده است و بر اساس تفاوت های 
نژادی و منطقه جغرافيايی که حاصل رانش ژنی8، مهاجرت جمعيت ها يا 

انتخاب طبيعی9 است متفاوت می باشد )17(.
تشخيص جهش ژن Prothrombin G20210A برای اولين بار به 
سال 1996 بر می گردد، هنگامی که توالی يابی ژن های پروترومبين برای 
اعضای مبتلای 28 خانواده با سابقه ترومبوفيلی انجــام شد )5(. جهش 
PT G20210A در جمعيت های اروپايی شايع و در جنوب آسيا بسيار 
نادر، مرکز و جنوب شرق آسيا تقريبا« فاقد اين نوع جهش می باشند )7 و 
8(. نتايج حاصل از مطالعات انجام شده در اروپا و ترکيه در جدول 3 مقايسه 
شده است. ايتاليايی ها و يونانی ها نيز بالاترين فرکانس های اين جهش را 

دارند )20-18(. در مقايسۀ جمعيت های اروپايی با يکديگر برای ايرلند، هلند، 
انگليس، استراليا و کروواسی فرکانس 1 تا 1/9% گزارش شده است )5، 21، 
22 و 25-23(. در مقابل پلی مرفيسم PT G20210A در سياهپوستان 
آمريکا )26( نادر است و بطور کلی جمعيت برزيل، ژاپن و کره فاقد اين 

جهش هستند )27-29(. 
بر اساس اطلاعات موجود شيوع پلی مرفيسم PT G20210A در جمعيت 
ايران بين 0/5 تا 1/5% است که از مقادير گزارش شده از شرق آسيا )%0/5<( 
و هندوستان )0/5%(، کشورهای عربی نظير لبنان )0/7%(، تونس )%1/2(، 
بحرين )0/5 تا 1%( و عربستان سعودی )0/0 تا 0/2%( بالاتر است )30-32(. 
در ميان همسايگان ايران شيوع PT G20210A در آذربايجان و ترکيه با 
جمعيت های اروپايی يکسان است )33 و 34(. گزارشات موجود از کردهای 
ايران بيانگر شيوع 0/8 درصدی اين پلی مرفيسم در غرب ايران است که در 
مقايسه با کردهای کشور آذربايجان )2/5%( از مقادير کمتری برخوردار است 
)35(. آذری های آذربايجان دارای شيوع 1/2 درصدی بوده )35( در حالی که 
در اين بررسی هيچ جهشی برای آذری ها و نيز کردهای ايران يافت نشد. 
طبق گزارشات موجود يهوديان ايران با فرکانس آللی 0/01 از شيوع کمتری 

نسبت به يهودی های عراق )0/02( برخوردار هستند )36(.   
طبق اطلاعات گزارش شده در اين بررسی و اطلاعات موجود از کشورهای 
بنظر  پاکستان و کشورهای عربی  آذربايجان،  ترکيه،  ايران مثل  همسايه 
می رسد که کاهش فرکانسی از غرب به شرق وجود داشته باشد. در نهايت، 
ايجاد ترومبوز وريدی می تواند اساسی  بررسی پلی مرفيسم های دخيل در 

برای تحقيقات آتی در جمعيت ما باشد.

G20210A بررسی ژنتيكی پلی مرفيسم پروترومبين
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