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 چكيده

و هدف  زمينه
و آسـياي جنـوب شـرقي شـيوع ترين بيماري تالاسمي يكي از شايع هاي تك ژني است كه در منطقه مديترانه، خاورميانه، شبه قاره هنـد

مي-هايي كه سبب بتا يكي از موتاسيون. زيادي دارد  مي-شود حذف در كلاستر ژن بتا تالاسمي ها معمـولاً سـنتز اين حذف. باشد گلوبين
و يا همگي زنجيره  ميεوγوδوβهاي يكي يا چند  گلـوبين- نوع حـذف ژنـي در ژن بتـا60تاكنون در حدود. دهد را تحت تأثير قرار

مي ها از تكنيك براي شناسايي حذف. گزارش شده است ك هاي متعددي استفاده و بعضي غيرمستقيم هستند شود با توجه.ه بعضي مستقيم
مي به مشكلاتي كه در تشخيص تمام حذف  هم ها و آن باشد هـاي ايرانـي، ها در جمعيت چنين عدم وجود اطلاعات كافي از ميزان فراواني

.نمايدمياهميت روشي كه بتواند در يك مرحله، كل كلاستر ژن بتا را از نظر وجود حذف ارزيابي كند دو چندان 

 روش بررسي
DNA دست آمد افراد ناقل با روش نمك اشباع به .MLPA با استفاده از دستگاه PCR ساخت شركت ABIمحصول. انجام شد

MLPA در دستگاهGenetic Analyser ABI 3130و نتيجه به  مورد ارزيابي قرار Gene Markerافزار دست آمده با نرم آناليز گرديد
. انجام شدReal-Time PCR به روش ABI 3700 با دستگاه MLPA نتايج تأييد. گرفت

ها يافته
و يا مشكوك به داشتن حذف در ژن بتا17وجود يا عدم وجود حذف بر روي و احتمالاً خوشه ژني بتا- ناقل واجد حذف  گلوبين،- گلوبين

و حذف آن انجام شد  Sicilianبيشتر اين ناقلين داراي حذفي در محدوده حذف.د مشخص گرديMLPAها با روش هاي ژني هر كدام از
و نيز حذف مي. را داشتند Leporeو Turkishو Asian-Indianهاي بوده تا البته تعدادي حذف هم تشخيص داده شد كه به نظر رسد

. ها داده نشده است به حال گزارشي از آن

 گيري نتيجه
مي-هاي خوشه ژني ژن بتا يي حذف روشي بسيار كارا براي شناساMLPAروش .باشد گلوبين
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 مقدمه
و به عنوان تالاسمي شايع ترين بيماري تك ژني در جهان بوده

بادريك گروه هتروژن از اختلالات ارثي  سنتز هموگلوبين كه
و يا كاهش سنتز يك يا چند زنجيره گلوبين همراه هستند ، فقدان

ديده كشور جهان60 در هاي تالاسمي سندرم.)1(شود تعريف مي
از شده كه بيشترين فراواني آن در منطقه مديترانه، قسمت هايي

و آسياي جنوب شرقي است و شرق آفريقا، شبه قاره هند به. شمال
در).2(گويند مجموع اين مناطق در كنار هم كمربند تالاسمي مي

بعضي از مناطق، مانند آمريكا، اروپاي شمالي، كه خارج از محدوده
آناين كمربند بوده جا رويتو تالاسمي به صورت پراكنده در

شود ريشه خانوادگي مبتلايان به تالاسمي به همين منطقه مي
 از جمعيت جهان%3حدود.)3(شود كمربند تالاسمي مربوط مي

ژن) ميليون نفر150( تخمين زده. تالاسمي هستند-هاي بتا حامل
س300000شود در حدود مي الانه متولد نوزاد مبتلا به تالاسمي
آن70تا60شود كه از اين تعداد در حدود مي ها هزار نفر از

در. باشند مبتلايان به تالاسمي بتاي ماژور مي اين افراد بيشتر
و خاورميانه ساكن هستند  از اين تعداد حدود).5،4(منطقه مديترانه

و عدم درمان 50  هزار نفر به علت جدي بودن علايم بيماري
م ايران نيز از جمله كشورهاي قرار گرفته).6(كننديمناسب فوت

در حال. شود بر روي كمربند تالاسمي در سطح جهان محسوب مي
. هزار بيمار مبتلا به تالاسمي در كشور وجود دارد25حاضر حدود 

ع200تاكنون بيش از -امل ايجادكننده بتاو نوع جهش به عنوان
هايي كه منجر به بتاونموتاسي.)1(تالاسمي شناسايي شده است

هايي هستند كه سبب كاهش شوند، شامل موتاسيون تالاسمي مي
(سنتز زنجيره بتا +β(و يا فقدان سنتز زنجيره بتا)+β(در. شوندمي

مي بعضي از موارد موتاسيون و بزرگي باشد ها شامل حذف كوچك
از-كه در كلاستر ژن بتا  گلوبين است، كه سنتز يكي يا چند تا

ميεوγوδوβهاي زنجيره به.دهند را تحت تأثير قرار با توجه
ترين راه پيشگيري از بيماري كه تشخيص پيش از تولد اصلي اين
در شناخت جهشگرددميمحسوب تالاسمي-بتا هاي موجود

و تعيين ميزان پراكندگي ميهاآن سطح ايران در. باشد بسيار مهم
فناين راه دسترسي در لازم جهت شناسايي اين جهشآوري به ها

و از و يا حاملين و مادر تر در جنين همه مهم بيماران  هايي كه پدر
از كمك شاياني در جهتدتوانمي هستند،ناقلها آن پيشگيري

 رويبر با مطالعاتي كه در دهه گذشته. نمايدتولد نوزادان مبتلا
ها جهش اكثرتالاسمي در كشور صورت گرفته است-بيماران بتا

به صورتها جهشدر اندكي از موارد اما،در ايران شناسايي شده
مي اند كه مربوط به حذف ناشناخته باقي مانده . باشند هاي ژني

 گلوبين- نوع حذف ژني در خوشه ژني بتا60تاكنون در حدود
 هاي مختلف با هـم گزارش شده اسـت كه فراواني آن در جمـعيت

و توجه به مشكل بودن تشخيص تمام حذفبا).7(فرق دارد ها
هـاي ها در جمعيـت نداشتن اطلاعات كافي از ميزان فراواني آن 

ايراني، اهميت روشي كه بتواند در يك مرحله، كـل خوشـه ژن 
بـا.نمايـد بتا را از نظر وجود حذف ارزيابي كنـد دو چنـدان مـي 

و شــبه بتــا،RFLPاستـــفاده از روش   در ســه منطقــه ژن بتــا
Hinf1β βAva2 ،βψ'3 تـوان بـه بـه طـور غيرمـستقيم مـي

به اين معنا كه اگـر در ايـن سـه. بررسي منطقه حذفي پرداخت 
وجود داشته باشد به اين معنـا اسـت، كـه /+)-(منطقه گويايي 

كـه در صـورتي. باشد احتمال حذف در اين مناطق خيلي كم مي 
در روش.درو در اين مناطق گويايي نباشد احتمال حذف بالا مي 

 به بررسـي چهـار حـذف، gap-PCRدوم با استفاده از تكنيك 
Turkish, Sicilian, Asian-Indian, Lepore ــه ، پرداخت

تـوان بـه وجـود ميMLPAدر روش سوم با تكنيك).8(شود مي
گـر گلوبين در محدوده كاوش-حذف در هر محلي از خوشه ژني بتا 

دهـد كـه نـشان مـي بررسي منـابع. پي برد MLPA) هاي پروب(
در. باشـد ها بـسيار خـوب مـي كارايي اين روش در تشخيص حذف 

تـوان نتـايج مي REAL-TIMEروش چهارم با استفاده از تكنيك
در ايـن. را مورد ارزيـابي قـرار داد MLPA دست آمده از روش به

تحقيق تلاش شده كه با چهار روش تشخيص حـذف، بـه بررسـي 
.ته شودهاي خوشه ژني بتا پرداخ حذف

 روش بررسي
ژن36در اين تحقيق از  نمونه اوليه كـه كانديـداي داشـتن حـذف

هـاي خـوني مـرتبط بـه داشـتن گلوبين بودند به علت اندكس-بتا
و HBF(حذف  ما17فقط) پايين MCVبالا  نمونه خون به دست
دسـت ها در طي چندين سال از سراسر ايـران بـه اين نمونه. رسيد

و از افر  كننده بـه آزمايـشگاه ژنتيـك پزشـكي دكتـر اد مراجعه آمده
و انستيتو پاستور ايران، به منظور تشخيص پـيش از تولـد بـا  زينلي

 EDTAهـاي حـاوي از خون DNA. كسب رضايت، اخذ شده بود 
هاي سفيد خـون محيطـي مورد نياز از گلبول DNA. استخراج شد

و شستشوي گلبول   قرمـز هـاي توسط روش نمك اشباع پس از ليز
گـراد در فريـزر درجـه سـانتي-20و در دمـاي)9(استخراج گرديد

 MRC-Holland از شـــركت MLPAكيــت. نگهــداري شـــد 
بــراي انجــام و  اســتفاده DNA ميكروگــرمMLPA 5خريـداري،

ها با كيت بعد از اضافه كـردن محتويـات مربـوط بـه نمونه. گرديد
 قـرار PCR ABI كيت طبق سفارش شـركت سـازنده در دسـتگاه 

 سـاعت، اتـصال15 دقيقـه، اتـصال5واسرشت بـه مـدت. گرفت
 CRPها براي انجـامو سپس نمونه دقيقه انجام گرفت15ليگازي

PCR 25حجم نهايي مـواد قـرار گرفتـه در دسـتگاه. استفاده شد
. ميكروليتر بود

اتصال يافته) هاي پروب(گرهاي براي افزايش كاوشPCRبرنامه
:دبه شرح زير بو



و در دسـتگاه PCRيك ميكروليتر از محـصول  Genetic برداشـته
Analyser و دستگاه به صـورت اتوماتيـك نمونـه را قرار گرفت هـا

و نتايج در صفحه كامپيوتر ظاهر مي  پـس. شـد الكترفورز مويين كرده
اطلاعـات بـه صـورت Gene Marker ها با برنامـه از خواندن نمونه

هـا بـراي در ضمن نمونـه. برنامه آناليز شدند با همين fsaهاي فايل
و هم   مورد ارزيابي قرار Coffalyserچنين برنامه دقت بيشتر با چشم

.گرفتند
هاي فرد مشكوك به داشتن حذف با فرد نرمال، با مقايسه پيك

شد وجود حذف . ها تشخيص داده

ها يافته
اـدي نمونـه افـراد ناقـل تالاسـمي مراج كننـده بـه عـه از ميان تعـداد زي

از آزمايشگاه و انستيتو پاسـتور فقـط 17هاي ژنتيك پزشكي دكتر زينلي
شد DNA مورد هاي افراد مـشكوك بـه داشـتن DNAكليه. دريافت

اـم  اـبي قـرار گرفتنـد PCR حذف بتا براي قابليت انج اـيج. مـورد ارزي نت
بررسـي قـرار شناسي اين افـراد قبـل از شـروع آزمايـشات مـورد خون

اـل وجـود حـذف,ها در مراجعات قبلي اين نمونه. گرفتند و يا احتم وجود
از يكي از اين روش. بررسي شده بود   اسـت كـه در RFLPها اسـتفاده
اـر مـي افراد واجد حذف اـيي وجـود هاي نسبتاً بـزرگ انتظ رود كـه گوي

(و-/-(نداشته باشد  اـ).1جدول شماره +/+) روش در پنج نمونه قبلاً ب
Gap-PCR 1جدول شماره( وجود حذف مشخص شده بود.(

به بررسي تمام حذف:1جدول شماره  REAL-TIME, MLPA, Gap-PCRها با استفاده از چهار روش، نتايج مربوط
RFLP،و يا عدم گويايي نمونه و در چهار ستون بعدي نتا آورده شده است كه در سه ستون اول از راست نتايج گويايي يج ها

.باشدمي, MLPA ستون آخر نتايجGap-PCRمربوط به چهار حذف نامبرد با روش 

MLPA Real-
TIME Lepore Sicilian Turkish Asian-

Indian 
Ava2 
β Hinf1β βψ'3 شماره

√ √ √ - - - +/+ -+/ -+/ 1

√ √ - - - - +/+ -/- -+/ 2

√ √ - - - √ +/+ +/+ -+/ 3

√ √ - - - - +/+ +/- -+/ 4

√ √ - - - - +/+ +/+ -+/ 5

√ √ - - - - +/+ -/- -+/ 6

√ √ - - √ - +/+ +/+ -/- 7

√ √ √ - - - +/+ -/- -/- 8

√ √ √ - - - +/+ +/+ -/- 9

√ √ - - - - +/+ +/+ -+/ 10 

√ √ - - √ - +/+ +/+ /+- 11 

√ √ - - √ - -/- +/+ -/- 12 

√ √ √ - - - +/+ -+/ +/+ 13 

√ √ - - - - +/+ +/+ +/+ 14 

√ √ - - - - +/+ +/+ -/- 15 

√ √ - - - - +/+ +/+ -/- 16 

√ √ - - - - +/+ +/+ -/- 17 



نتـايج. اسـتفاده گرديـد MLPAهـا تكنيـك براي كليه نمونـه
MLPA و چـشمي مـورد ارزيـابي قـرار به صورت نرم افـزاري

هركـدام Real-Timeو MLPAدر بررسي با تكنيك. گرفت

هاي مشكوك با يك نمونه سالم به صورت كنترل سالم از نمونه 
).1شكل شماره(شد آناليز مي

و پيك پيك:1شكل شماره به فرد نرمال مي هاي پايين مربوط باشد كه حذف را در منطقه ژن بتا هاي بالا مربوط به فردي
ن اين علامت مناطق پروب. دهد نشان مي ميهاي حذف شده را به شان دهد كه در فرد بالايي كه حذف دارد كاهش حذف

به خوبي مشهود است .صورت كاهش ارتفاع پيك

و 196و 202( آســتانه كــاهش آســتانه قطعــات1در شــكل شــماره
شـود كـه گـواه بـر وجـود به خوبي ديده مـي) گر ديگر چندين كاوش

و در صـورت MLPAتك تك نتايج. باشد حذف مي   بررسي گرديـد

 Real-Time روش MLPAبـراي تأييـد كـار. هام بارها تكرار شد اب
مورد استفاده قرار گرفت كه به بررسي سه منطقـه ژنـي در محـدوده

و ژن ).2شكل شماره(پرداخت گاماGهاي بتا، دلتا

 در اين شكل نشان دادهMLPAدست آمده ازهاي واجد حذف بهنتيجه بررسي يكي از نمونه:2شكل شماره
بت. شده است كه نمونه واجد حذف يك سيكل از نمونه نرمال ديرتر رشد را شروع كرده است ا يك سيكل ژن

مي از ژن مرجع ما عقب مي تر و وجود حذف تأييد ما. شود باشد .باشدمي CLCNژن مرجع



و مقـدار و محــدوده حـذف نـتايج مربوط بـه كـل بيــماران
HbF, HbA2 ن داده شــده نــشا3ها در شـكل شـمارهآن

 بـود كـه بـا روش Lepore نفر حذف در محدوده3در. است
Gap-PCR نفر در محدوده حذف3. نيز تشخيص داده شده بود 

Asian-Indian بودند ولي فقط يك نفر اين حذف را بـا روش 
Gap-PCR ژن4در. نشان داد  نفر حذف در محـدوده انتهـاي

 كيلو باز حذف شـده6بتا به سمت انتهاي خوشه بود كه حداقل
).3شكل شماره(داشت

به حذف:3شكل شماره مي تصوير مربوط ها نشان داده شده است دهد كه محدوده حذف هاي مورد بررسي را نشان
به چپ در مقابل آنHbA2و HbFچنين مقدار هم از نمونه. ها آورده شده استبه ترتيب از راست هايي كه حذف تا بعد

Ex3Bميخط. ها مشخص نيستآن٣'مه پيدا كرده است محدوده ادا  Ex.دهد هاي مشكي محدوده حذف شده را نشان
.دهد اگزون ژن مربوطه را نشان مي

 بحث
 گلوبين-رود كه افراد داراي حذف در محدوده ژن دلتا انتظار مي

از( طبيعي A2واجد در ضـمن انتظـار. نيـز باشـند)5/3كمتـر
٣'گامـا بـه سـمتGه واجد حذف در منطقهك رود، افرادي مي

در ايـن بـين چنـد نمونـه. طبيعي هم باشند HbFهستند واجد
در نتايج متفاوتي از حد انتظار را نشان مي  دهند مثلاً نمونـه دوم

. باشـد است كه قابل توجيه نمـي5/0 حدود HbF واجد4شكل 
شـود اگر خطاي آزمايشگاهي را در نظر نگيريم حـدس زده مـي

و نمونهك كم10و5و4ه در اين نمونه  به ترتيب از بالا مقدار
HbF به علت حذف منـاطقي كـه نقـش تنظيمـي در عملكـرد 

ــد را داشــتهHbFهــاي ژن ــودن مقــدار. ان ــالا ب  در خــصوص ب
HbA2 ــه ــاي در نمون ــاي14و13ه ــاد خط ــال زي ــه احتم  ب

آزمايشگاهي باعث شده است چنين اعدادي در نتيجـه آزمـايش
البتـه تجربـه چنـدين سـال. ون اين افراد نوشته شـده باشـدخ

مثلاً بارها ثابت شـده. كند فعاليت تشخيص اين ادعا را ثابت مي 
است كه آزمايشگاهي با تجربـه كـم بـه دليـل كـاهش شـديد 

MCV, MCHتالاسمي شديد مقدار- مانند الفا A2ا خيلـير

مي بيشتر از حد واقعي مي ف نويسند زيرا فكر رد مزبور ناقـل كنند
مي-بتا در. شد MLPAهر نمونه حداقل دو بار. باشد تالاسمي

توليـد Taq بعضي موارد متوجه شديم كه بـا اسـتفاده از آنـزيم
3گونه كه در شكل شـماره همان. گيريم داخل نتايج بهتري مي 

دهنـده هـاي متعـددي مـشاهده شـد كـه نـشان بينيد حذف مي
و لازم اسـت كـه مـي هـا در كـشور هتروژن بودن حذف  باشـد

هـاي احتمـالي ديگـر نيـز گونه مطالعات ادامه يابد تا حـذف اين
-با توجه به درصد كم حذف در محـدوده ژن بتـا. شناخته شود 

-هـاي ژن بتـا گلوبين تاكنون هيچ گزارشـي از بررسـي حـذف
تنهـا. در ايـران ديـده نـشده اسـت MLPAگلوبين با تكنيك

ر   بـا MLPAوش با ساخت يك كيت بررسي انجام شده با اين
و همكـارانش صـورت Hartveldدو رنگ فلورسـانس توسـط

و هم بتا گرفته، كه بررسي هم بر روي حذف  گلـوبين-هاي الفا
 حـذف جديـد9كه در اين تحقيـق توانـستند. انجام شده است

).7(گزارش كنند
در ) Gap-PCR, RFLP(هاي تشخيصي البته با ساير تكنيك

ها وجود دارد كه اين آزمايشات اتي از فراواني حذفايران گزارش



-نتيجه كار اين تحقيق را كه هتروژني براي حذف در ژن بتا
).10(كند گلوبين در جمعيت ايراني است تأييد مي

 گيري نتيجه
و Multiplexبا توجه به  بودن، ارزاني، قابليت تـكرارپذيري

يار اين تكنيك روش بسMLPAحساسيت بالاي روش
مي مناسبي براي تشخيص حذف .باشد هاي ژن بتا

و قدرداني  تشكر
و خانواده و همكاري كليه بيماران هاي در اين طرح از مساعدت

هم محترم آن و از ها جهت در اختيار گذاشتن نمونه چنين
و هم ياري تمامي همكاران آزمايشگاه ژنتيك پزشكي پشتيباني

و همكاران گروه بيو تكنولوژي انستيتو پاستور تشكر دكتر زينلي
.گرددو قدرداني مي
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