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 های بتاگلوبین در مبتلایان تالاسمی بتا در استان قزوین بررسی جهش
  

  )M.Sc(، سیما خردمندکیا )Ph.D(، فرهاد ذاکر )Ph.D(، عیسی نورمحمدی )Ph.D (*معصومه تفضلی
  دانشگاه علوم پزشکی ایران، مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی ایران

  

  چکیده 
تـری   های ژن گلوبین بتا از شیوع بیش        های ارثی خونی بوده و جهش       ترین ناهنجاری   ی از مهم  تالاسم: هدف سابقه و 

این پژوهش  . ها از نظر تشخیص و درمان در مناطق گوناگون با ارزش است             شناخت این جهش  . در جهان برخوردار است   
  .جام شدهای بتاگلوبین در مبتلایان تالاسمی بتا در استان قزوین ان جهت بررسی شیوع جهش

آوری و پـس از اسـتخراج         بیمار از بیمارستان قدس قزوین نمونه خـون جمـع          30در این مطالعه از     : ها  مواد و روش  
DNA     آزمایش   ،به روش سدیم کلراید اشباعی ARMS     با استفاده از PCR        13ی  ی با پرایمرهای معـین جهـت شناسـا 

  . جهش انجام شد
 Fr8-9و   %)IVSII-1) 50(%    ،IVSI-110) 15در این بیماران به ترتیـب       ترین جهش در ژن بتا گلوبین        بیش: ها  یافته

  .ها هم ناشناخته باقی ماندند شناسایی شد و درصد کمی از آن %)5(
های مورد  ها در جمعیت کوچک بیماران در منطقه قزوین نشان داد که فراوانی جهش           گری جهش  غربال: گیری نتیجه

شـود    پیشنهاد می . اوت بوده که احتمالاً عوامل نژادی و جغرافیایی دخیل هستند         بررسی با منطقه حوزه خاورمیانه متف     
  .های ناشناخته در این ناحیه مورد بررسی قرار گیرد که با سایر پرایمرها، جهش

  
  مراز  بتا تالاسمی، جهش، واکنش زنجیری پلی: ی کلیدیها واژه

 
  مقدمه

های ارثی و یکی از علل  ترین بیماری تالاسمی یکی از مهم   
های ارثی با وراثت اتـوزوم بـوده و بتـا تالاسـمی از                خونی کم

های متعددی با تغییرات کـم در         جهش. باشد  انواع شایع آن می   
 که سازنده زنجیـره بتـا اسـت باعـث بـروز             DNAای از     طهنق

 کاهش سنتز در تولید زنجیره بتا موجـب         .]6[ گردد  بیماری می 
هـای آلفـا و بتـا شـده کـه رسـوب           عدم تعادل نسبت زنجیـره    

ها باعث تغییـرات پاتوفیزیولوژیـک در        های اضافی آن    زنجیره
 که این   دهد   مطالعات انجام گرفته نشان می     .]13[ شود  بیمار می 

ناقل دارد و در    % 10بیماری در بعضی از مناطق کشور ایران تا         
  .]14[تری برخوردار است  شمال و جنوب کشور از شیوع بیش

 اسـت؛ گسترش این بیماری در نقاط مختلف دنیا متفـاوت          

در و  تـر     چه در حوزه مدیترانه و خاورمیانه و هند شـایع          چنان
. ]12[ تری دارنـد  کمنواحی آسیای دور و اروپای شرقی شیوع       

هـای    هـا در جمعیـت     هـا و اهمیـت آن       با توجه به انواع جهش    
هـای ایـن بیمـاری در ایـران حـائز              پراکندگی جهش  ،مختلف

ضمن موفقیت در تـشخیص قبـل از تولـد در           در  . اهمیت است 
هـای شـایع ایـن بیمـاری بـا        صورت اطلاعات کافی از جهش    

جلـوگیری از   . پـذیر اسـت    تر امکان  تر و سرعت بیش    هزینه کم 
هـای    بیماری تالاسمی بتا نیازمند بررسی همـه جانبـه جهـش          

خصوص با احتمال    بههای مختلف     مختلف مولکولی در جمعیت   
در ایران در این زمینـه مطالعـات مختلفـی          . باشد  شیوع بالا می  

صورت گرفته است اما در استان قزوین چنـین بررسـی انجـام      
 از این رو یک جمعیت      .باشد  ه هدف این مقاله می     است ک  نشده

      E-mail: cmrc.iums@yahoo.com ،021-88054355 :نمابر، 021-88054365 :تلفن.   نویسنده مسئول*
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نسبتاً کوچک با توجه به امکانات موجـود از بیمـاران اسـتان             
  .قزوین مورد بررسی قرار گرفت

  
  ها مواد و روش

برای انجام این پـژوهش از بیمـاران بیمارسـتان کودکـان            
 30از  . هماهنگی انجـام گرفـت    ) بخش تالاسمی (قدس قزوین   

لیتـر خـون در      میلـی 10گیری وریدی انجام شد که       بیمار خون 
EDTA   ها در شرایط مناسب به مرکـز تحقیقـات            تهیه و نمونه

. سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی ایران منتقـل گردیـد         

بیماران مورد نظر همگی مبـتلا بـه تالاسـمی مـاژور بودنـد و               
  .ها قبل از تعویض خون صورت گرفت گیری از آن خون

 بـه   د داشـتن  IVSII-I نمونـه خـون کـه جهـش          15تعداد  
ها به عنوان     آن DNAاز   آزمایشگاه ژنتیک رفرانس تحویل و    

فرد سالم بـه عنـوان شـاهد         9چنین از    هم کنترل استفاده شد و   
 از روش استاندارد سدیم     DNAبرای استخراج    .استفاده گردید 

 بدین .]7[ استفاده گردید (Saturated NaCl)کلراید اشباعی 
 (Lysis) لیز شده    ،افرهای قرمز خون توسط ب     ترتیب که گلبول  

  . دار جدا شد  از سلول هستهDNAسپس  و
  های تالاسمی ترتیب توالی بازهای آلی پرایمرهای مورد استفاده در تسخیر موتاسیون. 1جدول

 (3→5 الی بازهای آلیوترتیب ت ) نوع پرایمر
Codon 8N 
Codon 8M 
Codon 30N 
Codon 30M 
IVSI-1N 
IVSI-1M 
IVSI-5N 
IVSI-5M 
IVSI-6N 
IVSI-6M 
IVSI-110N 
IVSI-110M 
IVSI-25 N 
IVSI-25 M 
Fr:36/37N 
Fr :36/37M 
Codon39N 
Codon39M 
Codon44N 
Codon44M 
IVSII-1N 
IVSII-1M 
IVSII-745N 
IVSII-745M 
Fr8,9N 
Fr8,9M 
CommonC (internal control) 
CommonD (internal control) 

ACA CCA TGG TGC ACC TGA CTC CTG AGC AGA 
ACA CCA TGG TGA ACC TGA CTC CTG AGC ACG 
TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTG ATA CCT ACC 
TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTG ATA CCT ACG 
TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAC 
TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAT 
CTC CTT AAA CCT GTC TTG TAA CCT TGT TAC 
CTC CTT AAA CCT GTC TTG TAA CCT TGT TAG 
TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATA 
TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATG 
ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACC 
ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACT 
TGT AAC CTT GAT ACC AAC CTG CCC A 
TGCCCA GTT  TCT ATT GGT CTC CTT AAA CCT GTC 
GGT AAG GAC TCA AAG AAC CTC TGG GTC CAA 
GGT AAG GAC TCA AAG AAC CTC TGG GTC CAG 
CAG ATC CCC AAA GGA CTC AAA GAA CCT GTG 
CAG ATC CCC AAA GGA CTC AAA GAA CCT GTA 
AGC ATC AGG AGT GGA CAG ATC CCC AAT GG 
CAG CAT CAG GAG TGG ACA GAT CCC CAA TGA 
AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAC 
AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAT  
GGT TTC ATA TTG CTA ATA GCA GCT ACA ATC GAG C 
GGT TTC ATA TTG CTA ATA GCA GCT ACA ATC GAG G 
CCT TGC CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAC ACT  
CCT TGC CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAC ACC 
ACC TCA CCC TGT GGA GCC AC 
CCC CTT CCT ATG ACA TGA ACT TAA 

 .، موتانت استM، نرمال و Nمنظور از 

مـول، تـریس      میلی 32/0سوکروز  (بافر لیز    نمونه خون با  
 x-100 -تریتـون  مول و  میلی 5منیزیوم   کلرور مول،  میلی 10

بـه   مدت یک دقیقـه سـانتریفوژ شـد و         مخلوط و ) یک درصد 
 20مـدت    مـول اضـافه و      میلی 50 سود   ، حاصله بروی رسو 

 ثانیـه   30سپس مدت    قرار داده شد و   ماری جوش    بن دقیقه در 
 ـ DNAی حـاوی    یمحلول رو  سانتریفوژ شد و   . دسـت آمـد    ه ب

 انجـام   ARMS-PCRتعیین جهش ژن بتاگلوبین بتا با روش        
 جهـشی کـه     13 ابتدا شرایط مطلوب آزمایش برای       .]10[شد  

ها از شرکت زیست پژوه خریـداری شـده بـود،            پرایمرهای آن 
 شـامل اختـصاصی بـودن       PCRبهینه کردن شرایط    . انجام شد 

 .باشد باند، اختصاصی کار کردن پرایمرهای موتانت و نرمال می     
 اسـتفاده  (Eppendorf, Germany)از دستگاه ترموسـیکلر  

www.SID.ir
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هـای  بیمـاران        نمونـه   PCRپس از بهینه کردن شـرایط       . شد
هـای شـایع      راه کنترل موتانت و کنترل نرمال بـرای جهـش          هم

  . ایران بررسی شدند
 را بررسـی    های فوق   یمرهای مورد استفاده، جهش   پراانواع  

   ºc94طور خلاصه در سیکل اول دما تـا            هب). 1جدول  (کردند  
هـای موجـود      متناسـب بـا جهـش      رسد و  برای یک دقیقه می   

 ºc66کاهش حرارت تـا      پرایمرها در هر لوله وجود دارد که با       
یافتـه صـورت     به ناحیـه جهـش    دقیقه اتصال پرایمرها  1مدت  
 دقیقـه بـالا     5/1 برای   ºc72سپس حرارت مجدداً تا     . گیرد می
 رشـته   ،بـافر موجـود     و dNTPsپرایمرها درحضور    رود و  می

های بعدی تعداد زیـادی      سیکل در. سازند  را می  DNAمکمل  
  . آید دست می ه مورد نظر بDNAمحصول 

هـا در دسـتگاه      پس از پایان فرآیند تکثیری انجام سـیکل       
حاوی % 2دست آمده روی ژل آگار       هت ب  محصولا ،ترموسیکلر

 (GNA-100, Pharmacia)اتیـدیوم برومایـد، الکتروفـورز    
 صــورت وجــود داشــتن هــا در شــده کــه بانــد درخــشان آن

ــتگاه  ـــط دســــــــ                     Transiluminator توســـــــــــ
(UV-20, Pharmacia)10[   مشاهده شد[.  

  
  نتایج

بـرادری   طه خواهر و   نمونه غیرخویشاوند که راب    30از بین   
جـدول   دست آمده در   هج ب نتای . انجام شد  PCR-RT ،نداشتند

مـوارد  % 80دهـد کـه       نتایج نـشان مـی     . اشاره گردیده است   2
هـا را شناسـایی نمودنـد و          کار برده شده جهـش     هپرایمرهای ب 

هـایی هـستند کـه شـیوع          ناشی از جهش  % 20مانده یعنی    باقی
 ناشـناخته بـاقی     ،مطالعه ه در هایی هستند ک   الل د و نتری دار  کم

این مطالعه بررسی نـشده     ها در  که پرایمرهای آن   این اند یا  مانده
  .است

 بیمار 30یافته و ناشناخته در  های جهش  الل.2جدول 
 غیرخویشاوند تالاسمیک

  درصد  تعداد  

  های بررسی شده الل
  های جهش یافته الل
  های ناشناخته الل

60  
48  
12  

100  
80  
20  

% 50 که   ،دهد  های بیماران نشان می     ر تمامی نمونه  بررسی د 
    دارای جهـــش% 15 و IVSII-1بیمـــاران دارای جهـــش  

IVSI-110 دارای جهش   % 5  وFr8-9  بعـضی از   . باشـند   مـی
ها    مورد از جهش6. تری برخوردار هستند   ها از وفور کم     جهش

 ،IVSI-1شـامل   طور کامل در بیمـاران یافـت نگردیـد کـه           هب
Fr36-37، IVSI-25 ،C44 ،C39 ،IVSII-745   بـــــــود

  .)3جدول (
  های شناسایی شده در بیماران تالاسمیک درصد انواع جهش. 3جدول 

انواع 
  ها جهش

درصد نسبت به   تعداد
  ها کل الل

های  درصد نسبت به الل
  یافته جهش

درصد نسبت به   تعداد  ها انواع جهش
  ها کل الل

های  درصد نسبت به الل
  یافته جهش

IVSII-1  30  50  5/62  IVSI-1 0  0  0  
IVSI-5 1  66/1  08/2  Fr36-37 0  0  0  

C30 2  3/3  16/4  IVSI-25 0  0  0  
IVSI-6 2  3/3  16/4  C44 0  0  0  

IVSI-110 9  15  75/18  C39 0  0  0  
Fr8-9 3  5  25/6  IVSII-745 0  0  0  

C8 1  66/1  08/2          
  

های تالاسمی بتا    تحقیقات نشان داده است که شیوع جهش        گیری  و نتیجهبحث
در حــوزه ]. 13،4،8.[در نقــاط مختلــف دنیــا متفــاوت اســت

 Non senseو % 32 با فراوانـی  IVSI-110مدیترانه جهش 

www.SID.ir
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CD39    هـای    و در هندوهای آسـیایی جهـش      % 26 با فراوانی
IVSI-5  ،Fr8/9   و IVSI-I     22هـای      به ترتیب با فراوانـی% ،

تـر   بـیش % 55 با فراوانی -29و در آفریقا جهش   % 13و  % 19
  .]11،8[شود  از انواع دیگر در بیماران دیده می

 IVSII-1  ،IVSI-110های    این مطالعه فراوانی جهش    در
و % 15،  %50تالاسمی در استان قزوین به ترتیب         بتا Fr8/9و  
که با مناطق دیگر از جملـه مدیترانـه تفـاوت           دست آمد     به% 5

یجاد آن دخیل   دارد که احتمالاً عوامل نژادی و جغرافیایی در ا        
 .]5[ دهـد    تظاهرات بیماری را تحـت تـأثیر قـرار مـی           واست  

دست آمده حاضر با بعضی از نتایج داخل         هکه نتایج ب   جالب این 
ای در اصفهان      از جمله در مطالعه    ؛کشور تطابق و اختلاف دارد    

  درIVSI-1 ورا داشــتهتــرین شــیوع  بــیش IVSII-1جهـش  
ین مطالعـه جهـش مـورد        ولی در ا   ،موارد کمی مشاهده گردید   

 در  IVSII-I لازم به ذکر است کـه جهـش          .]2[ دوم دیده نشد  
توجه به پرونده بیمـاران در        با .]1[شمال کشور نیز شایع است      

 مهـاجر از   استان قزوین که تعداد زیادی از بیماران غیربومی و        
 در. باشـد   قابل توجیه می   IVSII-1 وفور جهش    ،شمال هستند 

های متفاوتی از ایرانیان صورت گرفتـه        جمعیت گزارشی که در  
هـا در شـمال      تـرین جهـش    شایع  از IVSII-1است جهش در    

نکتـه  ]. 9[مطالعـه حاضـر انطبـاق دارد     کشور بوده است که با 
 در مردم جزایر کومورو که      IVSII-1 جهش   ،که قابل توجه این  

 نیز به وفور دیـده شـده اسـت         کنند  در اقیانوس هند زندگی می    
و  IVSI-5تـرین جهـش       بیش ،ای در هرمزگان    عهدر مطال . ]3[

کـه  ،   مشاهده نـشد   IVSI-110   بود و جهش   IVSII-1سپس  
  . ]14 [باشد برخلاف مطالعه حاضر می

های مولکـولی حاضـر        شیوع جهش  ،دست آمده  هبا نتایج ب  
گیـری از    تواند راهنمای مفیدی جهت پیش      در استان قزوین می   

تشخیص قبل از تولـد ایـن   ریزی در کنترل و  تالاسمی و برنامه 
  .بیماری باشد

شـود کـه      در خاتمه جهت مطالعات تکمیلی پیـشنهاد مـی        
هـای ناشـناخته مـورد        پرایمرهای دیگر تهیه و بر روی جهش      

چنـین ژن بتـاگلوبین در ایـن افـراد           بررسی قرار گیرند و هـم     
  .بررسی توالی ژنتیکی شود

 
   و قدردانیتشکر

انـشگاه علـوم پزشـکی      وسیله از کلیه همکـاران در د       بدین
چنـین از    قزوین، به ویـژه مـسئولین بیمارسـتان قـدس و هـم            

معاونت پژوهشی و مدیر امور پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی         
ایران کـه در تـأمین مـالی و اجـرای ایـن پـژوهش در مرکـز                  
تحقیقات سـلولی و مولکـولی مـا را یـاری نمودنـد تـشکر و                

 .گردد قدردانی می
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