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هاي گلوبين به روش كروماتوگرافي تعويض يوني در تشخيص  جداسازي زنجيره
   ها هموگلوبينوپاتي
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   II لادن حسيني گوهريدكتر *
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  مقدمه
 هاي زنجيرهده ــكنن زهر نوع جهش در ژن سنت    

ن كه منجر به جابجايي يك يا چند اسيدآمينه در ــهموگلوبي
 .هاست  عامل ايجاد هموگلوبينوپاتي،شود زنجيره گلوبين مي

  هاي  ن به گروهـلوبي از لحاظ عملكرد هموگاـه هموگلوبينوپاتي
  :شوند مختلف تقسيم مي

  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

لائم گروهي از آنها داراي عملكرد طبيعي بوده و فاقد ع    ـ 
  .باليني هستند

و گروهي ) S مانند هموگلوبين( نمودهگروهي ايجاد پليمر    ـ 
ايجاد ، عامل )Cمانند هموگلوبين (با تشكيل كريستال

  )2 و1(.باشند  ميهموليتيكهاي وسيع  خوني كم
  
  
  
  
  

 چكيده
در مـواقعي كـه     . آينـد  هاي هموگلوبين بوجود مـي     ها در اثر نقص در ژن سنتز كننده زنجيره         هموگلوبينوپاتي: زمينه و هدف      

يـك   بـراي تفك   ،هاي آلفا يا بتا بصورتي باشد كه تغييـر بـار الكتريكـي هموگلـوبين محـسوس نباشـد                   موتاسيون در ژن زنجيره   
هاي زنجيره گلوبين بـه روش        تشخيص واريان  ، مطالعه هدف از انجام اين   . توان از كروماتوگرافي تعويض يوني بهره جست       مي

  .كروماتوگرافي تعويض يوني بود و از اين لحاظ نمونه براي تعيين توالي ژني مربوط به زنجيره خاص آماده شد
كـه داراي حـداقل يـك هموگلـوبين غيرطبيعـي بودنـد،               مورد 20،  ن مطالعه در اي . مطالعه از نوع توصيفي بود    :     روش بررسي 

، )CBC=Cell blood count(هاي خـوني لهـا آزمايـشات شـمارش كامـل سـلو      روي نمونـه  بـر . مورد بررسي قـرار گرفتنـد  
،  Sموگلـوبين يـد ه  ي، الكتروفورز بر روي استات سلولز و سيترات آگار و تست حلاليت بـراي تا              F و A2 گيري هموگلوبين  اندازه

بـراي تجزيـه و تحليـل آمـاري از          .  كروماتوگرافي تعويض يوني صورت گرفـت      ،ها انجام گرديد و در مرحله پاياني روي نمونه       
   .  استفاده گرديدversion 14(SPSS(افزار  نرم
 زمـره هـيچ يـك از         مورد داراي الگوي الكتروفورزي غيرطبيعي بودنـد كـه در          20 هر   ،طبق روشهاي الكتروفورزي  : ها  يافته    

 ،بعـد از انجـام كرومـاتوگرافي كربوكـسي متيـل سـلولز            . شـوند  بندي نمـي   طبقه G و   C  ،S  ،Dهاي غيرطبيعي    انواع هموگلوبين 
 بتـا دچـار      زنجيـر   مورد، هم در زنجيره آلفا و هم در        2  در زنجيره بتا و    ، مورد 3زنجيره آلفا،     در ، مورد 15مشخص گرديد كه    

  .اند اختلال بوده
بتـا اسـت و      هـاي جهـش يافتـه آلفـا و          بر طبق نتايج بدست آمده، روش مورد استفاده قادر به تفكيـك زنجيـره             : گيري  نتيجه    
در ضمن جهت پيشگيري از بـروز مـوارد         .  مؤثر باشد  DNAتواند در تشخيص قطعي عارضه بوسيله تعيين رديف بازهاي            مي

تـوانيم بـا      مـي  ،تواند موجب بروز علايم شديد باليني گردد        بعضي مواقع مي  ها كه در     جديد بتا تالاسمي توأم با هموگلوبينوپاتي     
   .ها، غربالگري نمائيم  افراد را از نظر هموگلوبينوپاتي،استفاده از اين روش

             
  هاي زنجيره گلوبين واريان – 3      كروماتوگرافي تعويض يوني– 2    هموگلوبينوپاتي – 1:    ها كليدواژه

                 

شـهين    بـي   اي از پايان نامه خانم فاطمه معيني عليشاه در مقطع كارشناسي ارشد به راهنمايي خانم دكتر لادن حسيني گوهري و مشاوره خـانم دكتـر بـي                            اين مقاله خلاصه  
 .شمسيان مي باشد

I ( علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايراندانشجوي كارشناسي ارشد بيوشيمي باليني، دانشكده پزشكي، دانشگاه.  
II (   استاد وPhD           بيوشيمي باليني، گروه بيوشيمي، مركز تحقيقات سلولي و مولكولي، دانشكده پيراپزشكي، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علـوم پزشـكي و 

  ).ؤولمؤلف مس*(خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايران
III (تهران، ايرانشهيد بهشتيهاي خون كودكان، بيمارستان مفيد، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني  تخصص بيماري استاديار و فوق ،.  
IV (ن، تهران، ايرانوها، پايگاه انتقال خ كارشناس علوم آزمايشگاهي، آزمايشگاه تحقيقات تالاسمي و هموگلوبينوپاتي.  
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هاي طبيعي و  تعيين كمي گونهتشخيص صحيح و     
. هميت زيادي دارد از نظر باليني ا،ها غيرطبيعي  هموگلوبين

اغلب در F  و A2هاي طبيعي نظر به اينكه ميزان هموگلوبين
، كند ميلا به تالاسمي و هموگلوبينوپاتي تغيير ـبيماران مبت

 جهت تشخيص اين تواند ميها  تعيين مقدار اين هموگلوبين
   )3(.بيماران مفيد واقع شود

 ،)Weatherall( ودرالمطالعات انجام گرفته توسط    
نشان داده ) Conconi(كانكني و) Bain(باين، )Honnig(نيگها

هاي  زنجيرهه موتاسيون در ژن ــي كــاست كه در مواقع
 الكتريكي صورتي انجام گيرد كه تغيير بارآلفا يا بتا، ب

هاي مختلف  نتوان واريان( دهموگلوبين محسوس نباش
  تفكيكهاي الكتروفورزيش به روژگي  هموگلوبين را با اين وي

كروماتوگرافي تعويض يوني بهره  توان از ، مي)نمود
ه روي كر اين به اين ترتيب محل اختلال، از نظ)4-7(.جست
گردد، سپس نمونه براي   مشخص مي،ره آلفا يا بتا باشدـزنجي

  )4(.شود اده ميـژن مربوط به زنجيره خاص آمتعيين توالي 

توان  ميتوان ژن معيوب را اصلاح كرد ولي  اگر چه نمي      
 و اين  نمود را غربالگريها هموگلوبينوپاتيناقلين سالم اين 

تولد كودكان مبتلا به موضوع از لحاظ پيشگيري از 
 )4 و3(. حائز اهميت است، با عوارض شديدهموگلوبينوپاتي

هاي زنجيره   جداسازي واريانمطالعههدف از انجام اين 
ين گلوبين به روش كروماتوگرافي تعويض يوني و تعي

  .زنجيره دچار اختلال بود
  

  روش بررسي
بيمار كه حداقل  112، در اين مطالعه كه از نوع تجربي بود    

 داراي يك هموگلوبين غيرطبيعي بودند، بدون توجه به سن و
  . جنس مورد بررسي قرار گرفتند

 CBC)Cell bloodها آزمايش  تدا بر روي تمامي نمونهاب

count(هموگلوبين سپس درصد .د انجام گردي A2به ، آنها 
يل روش كروماتوگرافي تعويض يوني با استفاده از ژل دي ات

و درصد هموگلوبين ) DE-52(52آمينو اتيل سلولز با شماره 
F ، گيري شد اندازهبه روش مقاومت نسبت به قليائي .

الكتروفورز بر روي استات سلولز و سيترات آگار و تست 
ا توجه به ب )8(. انجام گرديد،Sيد هموگلوبين أيتحلاليت براي 

 مورد 20سيترات آگار،  الگوي الكتروفورزي استات سلولز و
هاي   در زمره هيچ كدام از هموگلوبين، نمونه اوليه112از 

 20د، كه بر روي اين ـرفتنــرار نگــق Gو  S ،C ،D غيرطبيعي
  زــولــل سلـوكسي متيــربـ كيــرافـوگــاتــرومــورد، كــم
)( Carboxy methyl cellulose=CMC اين روش .انجام شد 

 ، با اين وجود؛نهايت معتبر است و قابليت تكرارپذيري دارد بي
 2در حدود (روش پرزحمتي است و زمان زيادي لازم دارد،

  )10و 9(.)وقت لازم است روز كامل براي آناليز
  : عبارتند ازمواد و وسايل لازم

  )Sigma-8002(آلفاسلولز    ـ 
 )Sigma S-550(سلولز ميكروكريستالين ـ    

 مخلوط اسيد و استن    ـ 
 اتر    ـ 
  )23CMC (23كربوكسي متيل سلولز     ـ 
 )Strong Buffer(بافر فسفات با قدرت يوني پائين    ـ 
 )Weak Buffer(بافر فسفات با قدرت يوني بالا    ـ 
  دستگاه فراكشن كولكتور    ـ 

 : ح زير است    مراحل آزمايش به شر
  ) هپارينه(تهيه نمونه خون تام     ـ 
 درجه 4 در حرارت 2500ها در دور  سانتريفوژ نمونه    ـ 
   و جداسازي پلاسماگراد سانتي

ها بوسيله فيلتراسيون از  پلاكت هاي سفيد و حذف گلبول    ـ 
سلولز  و) Sigma-8002(ستون حاوي مخلوط آلفاسلولز

  )Sigma S-550(ميكروكريستالين
هاي قرمز خارج شده از ستون در سه  شستشوي گلبول    ـ 

 محلول كربس رينگرفسفات  سرم فيزيولوژي ونوبت با
)KRP=Krebs Ringer phosphate (  

  استن و اتر،  اسيدهاي گلوبين به وسيله زنجيرهوب ـرس    ـ 
ها به روش كروماتوگرافي تعويض  يرهجداسازي زنج    ـ 

  يونيشيب قدرت  كاتيوني و
ستون كروماتوگرافي به  ،ها زنجيرهجهت جداسازي     

ليتر بافر  ميلي 30 گرم در 23CMC )2 از رزين ،1×30ابعاد
  مولار و8مول در اوره  ميلي 7 :فسفات ضعيف

گذاري  پس از نمونه. آماده شد  پر و،)تريتولوتي دي
جذب آن توسط  و) گرم در بافر ضعيف ي ميل20(زنجيره

 بصورت شيب قدرت يوني با) Elution(نالوشستون، عمل 
 200  وpH=6.35ليتر بافر با قدرت يوني پايين با   ميلي200
 ميلي مول pH=6.45)4/36ليتر بافر با قدرت يوني بالا با  ميلي

و با استفاده از )  مولارودي تيوتريتول8ات در اوره بافر فسف
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انجام دستگاه فراكشن كولكتور متصل به ركوردر 
  )8(.) ساعت17ن تقريبيزما(گرديد

 اين روش )= CV) coefficient variation يب تغييراتضر
 و از نظر حساسيت، حداقل مقداري از )8(باشد مي% 8/3برابر 

توان  كه جهت كروماتوگرافي تعويض يوني ميپودر زنجيره 
 ذكر است كه  لازم به.باشد گرم مي  ميلي5-10استفاده كرد، 

معروف است و  Clegg-Weatherall اين روش به نام روش
 Gold،هاي گلوبين  روش براي جداسازي زنجيرهاين

standardز ويژگي خاصي جهت  در نتيجه ا؛شود  محسوب مي
 بر روي يك  ضمناً)9(.ها برخوردار است جداسازي زنجيره

ترتيب خروج  بار آزمايش انجام گرديد و 10نمونه سالم 
  بار4همچنين . هم بود مشابه ،هاي آلفا و بتا از ستون زنجيره

 سيكل سل  يك بيمارSβ و Aβهاي  ترتيب خروج زنجيره
با افراد سالم و بيماران مقايسه گرديد و ) HbAS(هتروزيگوت

      .نتايج از نظر درستي مورد قبول بود
 Version 14( SPSS(تحليل آماري از نرم افزار براي تجزيه و
  .استفاده گرديد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ها يافته
براي بررسي بيماران مبتلا به هموگلوبينوپاتي و نيز يافتن     

 هاي غير طبيعي در آنها و نهايتاً هموگلوبين و يا هموگلوبين
 بيماران مشكوك و  بر رويدستيابي به تشخيص قطعي،

 آزمايش ،ها  به آزمايشگاه)متعاقب معاينه پزشك(ارسالي
CBC ران، ر روي اين بيمابولين بررسي ا. صورت گرفت

كه بود  ي خونيها كسبررسي اند هاي قرمز و شمارش گلبول
 .ودكار شمارنده سلولي انجام گرفتهاي خ توسط دستگاه

 گرم 96/12±79/1ر ـن توتال برابـميانگين هموگلوبي
 RBC )Red، %7/38±65/4، هماتوكريت برابر ليتر دسيدر

blood cell( 55/0 برابر±L/1012x12/5 ،MCV)Mean 

corpuscular volume(ليترو فمت42/76±47/8  برابر  ،MCH 
)Mean corpuscullar hemoglobin( 47/25±77/3 برابر 

 < 80MCV مورد داراي 9لازم به ذكر است كه . بودپيكوگرم 
   .)1جدول شماره ( بودند<27MCHو
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ر استات سلولز و نوع واريان زنجيره گلوبين و درصد باند غيرطبيعي دF و HbA2هاي خوني و درصد  اندكس -1جدول شماره 
  واريان زنجيره  (%)باند غيرطبيعي  (%)Hb)g/dl(  Hct(%)  RBC)l/1012(* MCV)fl(  MCH)pg(  HbA2(%)  HbF  رديف

1  3/12  4/37  7/4  6/79  2/26  5/0  -  9/20  α  
2  16  7/46  52/5  6/84  29  12* -  5/16  "  
3  6/15  7/45  36/5  9/84  29  8/2  -  3/24  "  
4  6/10  9/34  9/5  2/59  18  8/3* 8/1  4/80  "  
5  14  1/40  75/4  4/84  5/29  5/1  7/0  3/20  "  
6  6/14  8/42  2/5  3/82  1/28  2/2  -  6/21  "  
7  4/11  6/35  39/4  8/81  26  25/2  -  30  "  
8  4/13  8/38  5/4  2/86  8/29  5/2  -  9/44  "  
9  6/14  5/44  89/5  6/75  8/24  2  3/1  5/30  "  
10  4/13  4/37  96/4  4/75  27  7/2  1/1  9/44  "  
11  1/14  2/45  79/5  1/78  4/24  1/2  -  3/23  "  
12  4/11  8/35  32/5  3/67  4/21  6/1  9/0  5/19  "  
13  7/12  7/37  7/5  1/66  3/22  2  8/0  3/18  "  
14  4/10  9/34  55/5  9/62  7/18  5* 1/1  3/10  "  
15  4/13  8/38  5/4  2/86  8/29  3/2  -  28  α و β  
16  2/15  7/43  94/5  6/73  6/25  8/13* -  1/44  "  
17  3/12  8/30  47/4  1/80  5/27  10*  9/0  1/44  β  
18  6/12  9/36  39/4  2/84  8/28  2/3  7/0  3/24  "  
19  5/9  6/32  84/4  4/67  6/19  4* 1/1  4/11  "  
20  8/11  7/33  91/4  6/68  24  7* -  2/44    

   به روش كروماتوگرافي تعويض يوني A2گيري هموگلوبين  ممكن است در اندازهA2ها با هموگلوبيننزديك بودن جمع جبري بار اين هموگلوبين به علت*
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 الگوي ، مورد20 هر ،هاي الكتروفورزيروش طبق    
طبيعي داشتند كه در زمره هيچ يك از انواع الكتروفورزي غير

بندي  طبقه Gو  C ،S ،D يـهاي غيرطبيع نهموگلوبي
 داراي ها  همه نمونه، در الكتروفورز استات سلولز.شوند نمي

و در روي سيترات  G و S ،Dطبيعي در حدود منطقه باند غير
.  بودندC  وS داراي باند غيرطبيعي بين منطقه ،آگار

 در الگوي الكتروفورزي سيترات آگار 17 و16موردهاي 
 شكل(بودندC  و Sو يك باند بين  Sداراي يك باند در منطقه 

  . )2 شماره  و جدول1 شماره
     
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 كروماتوگرافي كربوكسي متيل سلولز انجام ،در مرحله پاياني
پپتيدي بر اساس بار  هاي پلي زنجيرهگرفت، در اين روش 

، سالمهاي   در نمونه كهشوند به اين ترتيب بت آنها جدا ميمث
زنجيره آلفا چون نسبت به زنجيره بتا داراي بار مثبت 

. گردد ا اين روش ديرتر از ستون خارج مي ب،تري است بيش
 ،چنانكه موتاسيوني در ژن زنجيره آلفا يا بتا رخ داده باشد

جيره ظاهر احتمال دارد دو پيك در محل منحني مربوط به زن
      )9 و4(.گردد

   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  الگوي الكتروفورزي اين موارد در سيترات و استات: بالا -1شكل شماره
  در سيترات و استات17 و 16 الگوي الكتروفورزي موراد:                                                                  پائين
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لگوي امحل باندهاي غيرطبيعي بيماران با توجه به  -2جدول شماره 
  الكتروفورزي

   اسيدي pHسيترات آگار   قليايي pHاستات سلولز   *بيماران
 C و Sبين   G ،D ،Sباند منطبق بر   11-1
  C و Sبين  Sتر از  كمي عقب  13-12
  C و Sبين  Sكمي جلوتر از   15-14
و يك  Sيك باند در ناحيه  Cو  Sباند در   17-16

  C و Sباند بين 
  C و Sبين  G ،D ،Sروي   20-18

  1بيماران با توجه به جدول شماره *
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

شود كه  ديده مي Aαو  Aβك ـت پيــك پشــك كوچـيك پي   
 است Aαو  Aβ هاي زنجيره مشابه داراي تركيب آمينواسيدي

 Aβ اما تفاوتش با زنجيره معروف هستند،Preα و  Preβو به 

از انجام كروماتوگرافي  بعد )9(.شناخته نشده است Aαو 
هاي  نمونه كه مشخص گرديد CMCتعويض يوني بر روي 

در هر دو زنجيره بتا و  16-17نمونه ، در زنجيره آلفا 1- 15
داراي موتاسيون  روي زنجيره بتا 18-20هاي  نمونه و آلفا
 درصد اختلال 1  شمارهنمودار .)2 شماره شكل(باشند مي

  .دهد ها را در اين بيماران نشان مي زنجيره
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  الگوي كروماتوگرافي اين بيماران-2شكل شماره
 اختلال در زنجيره آلفا) اختلال در زنجيره آلفا و بتا، د) هاي طبيعي، ج زنجيره) اختلال در زنجيره بتا، ب) الف

  :الف
  
  
  :ب
  
  :ج
  
  
 :د
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آلفا بتا آلفا و بتا
زنجيره دچار اختلال

درصد

  
  هاي اين بيماران درصد اختلال در زنجيره -1نمودار شماره 

  
  بحث

 شامل ها هموگلوبينوپاتي براي تشخيص  لازمتآزمايشا    
CBCگيري درصد  خوني، اندازههاي  سك، بررسي اند

 قليايي و pHالكتروفورز هموگلوبين در ، F و A2هموگلوبين 
 HPLC)High performance liquidاسيدي و يا استفاده از 

chromatography( و كروماتوگرافي تعويض يوني براي 
كارگيري انواع روشهاي بوبين و  گلهاي زنجيرهبررسي 

PCR)polymarase chain reaction( جهت تكثير ژن 
 DNA آلفا يا بتا و در نهايت تعيين توالي بازهاي هاي زنجيره

  )11و 3، 1(.باشد ميبراي تشخيص قطعي 
 داراي اختلال 1-15هاي شماره  ج نشان داد كه نمونهنتاي    

ديرتر از زنجيره  كهبدين سبب (باشند در زنجيره آلفا مي
 17 و16هاي شماره   نمونه.)طبيعي از ستون خارج گرديد

ا داراي اختلال در بتا نيز علاوه بر اختلال در زنجيره آلف
ش حلاليت ــبا توجه به نتايج حاصل از آزماي .بودند

ي و اسيدي، ــ قليايpH الكتروفورز در و Sهموگلوبين 
به S  گلوبينهموص گرديد كه اين بيماران داراي ــمشخ

 ديگري هستند كه روي سيترات آگار هموگلوبينهمراه 
حضور اين هموگلوبين در  .شود  ديده ميCنزديك منطقه 
به  A2گيري درصد هموگلوبين   در اندازهCنزديك منطقه 

ن ــبه علت هم بار بودن اي(گذارد مي روش ستوني تأثير
 در A2 مقدار هموگلوبين ،A2ن ــن با هموگلوبيــهموگلوبي
 پس از بررسي ).يابد ها بطور كاذب افزايش مي اين نمونه

 مشخص شد كه اين ،با روش فوق 18-20 هاي شماره نمونه
مطالعه در اين  .باشند يموارد داراي اختلال در زنجيره بتا م

 كه يك تعويض كننده 23از كربوكسي متيل سلولز 

ضعيف است بعنوان تكنيك ) Cation exchanger(كاتيوني
، 2با توجه به شكل شماره  .  استفاده شدها زنجيرهاسازي جد

  ديرتر از در مقايسه با نمونه فرد سالم،زنجيره دچار اختلال،
 شده است، اين امر نشاندهنده  ستون خارجزنجيره طبيعي از

 اسيدآمينه ،اين موضوع است كه در زنجيره دچار اختلال
وبين گرديده جايگزين شده، سبب افزايش بار مثبت زنجيره گل
  ستون خارجو به همين دليل ديرتر از حالت طبيعي از

در ) Conconi( اين نتايج با مطالعاتي كه كانكني.گردد مي
 ،)Asn  His β2)α 74 2"هاشارون"مورد هموگلوبين 

 116 2( اندونزيOورد هموگلوبين ــدر م) Weatherall(ودرال

Glu   Lys β2α(،باين  )Bain (ن در مورد هموگلوبيG 
 در مورد هموگلوبين "هانيگ" و) Asp    Asn  β2α 64 2("وايمانلو"
اين  .انجام دادند، مطابقت دارد) Trp    a  Arg β2  14 2("اوانستون"

ها، يك   نشان دادند كه در اين هموگلوبيندانـدانشمن
جايگزين ، اسيدآمينه در زنجيره گلوبين با اسيد امينه ديگري

بار مثبت زنجيره گلوبين شده زايش و اين جايگزيني سبب اف
ر از حالت طبيعي از ستون خارج است و به اين ترتيب ديرت

   )4-7(.گردد مي
 ،ده استي در ايران انجام گردمطالعهبا توجه به اينكه اين     

ره آلفا آنها دچار اختلال شده هايي كه زنجي از هموگلوبين
اشاره نمود ) Asp    His β2α  75 2(  ايرانQ هموگلوبينتوان به  مي
ره بتا در آنها دچار اختلال ه زنجيــهايي ك  هموگلوبينو

 )Burk( بوركهموگلوبين از نوع ، احتمالاً)خر مورد آ3(شده
)2β2 

107 Gly Argα(انسـ ديكنــوبيــوگلــهم  و)Deaconess( 
)2β2 

107 Gly  Argα( اند بوده.)4(   
 گلوبين هاي زنجيرهژن قبل از اينكه اقدام به آناليز مستقيم     

 گلوبين به روش كروماتوگرافي هاي زنجيرهنمائيم، بررسي 
توان حدس زد  هايي است كه مي تعويض يوني يكي از راه

 سأله، اين مجهش در سطح چه مولكولي اتفاق افتاده است
  )4(.گردد جويي در وقت و هزينه مي باعث صرفه

هاي  همچنين مشخص گرديده كه مواردي از واريان    
هموگلوبين كه اختلال در زنجيره بتا دارند، در صورت 
همراهي با بتا تالاسمي مينور، ايجاد علايم باليني شديد 

با توجه به اين موضوع، هدف ديگر از انجام . خواهند نمود
اين پروژه، غربالگري براي تشخيص يك بيماري ارثي است، 

ست در صورت كه  افراد يا والدين به آن مبتلا بوده و ممكن ا
علائم  در فرزندان ،ازدواج اين افراد و همراهي اين اختلالات
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 در نتيجه لازم است در هنگام ؛باليني شديدتر بروز نمايد
بارداري، تشخيص قبل از تولد صورت گيرد و در صورت 

   )4(.لزوم به حاملگي خاتمه داده شود
ين روش وقت گير است و دو روز كامل براي انجام آزمايش ا
 . پر شود ستون براي هر آزمايش بايد مجدداً.مان لازم داردز

ها، نظر به اينكه اين روش از دقت و  رغم اين محدوديت علي
وان روش مرجع صحت و ويژگي خوبي برخوردار است، بعن

  )9(.باشد ها مورد قبول مي جهت جداسازي زنجيره
  

  گيري نتيجه
 جداسازي با روش؛ ج پژوهش انجام شدهبا توجه به نتاي    

 ،كمك كروماتوگرافي تعويض كاتيونيه ب ن گلوبيهاي زنجيره
 DNAنوع زنجيره جهش يافته جهت تعيين رديف بازهاي 

 جوئي در وقت و  موجب صرفهألهن مساي گردد و مشخص مي
   .گردد هزينه مي

ي مربوط به زنجيره آلفا ها هموگلوبينوپاتيا توجه به شيوع ب
 ها هموگلوبينوپاتيو بتا، بعضي اوقات حضور توأم اين 

همراه با بتا تالاسمي، ) بخصوص مربوط به زنجيره بتا(
بنابراين براي .  موجب بروز علائم شديد باليني گرددتواند مي

تر طرح كشوري غربالگري ناقلين سالم ژن بتا  موفقيت بيش
 بايستي بررسي ،اجتالاسمي در داوطلبين ازدو

 تا ابتدا ، با اين متد نيز مد نظر قرار گيردها هموگلوبينوپاتي
مشخص گردد جهش بر روي كدام زنجيره است سپس بر 

 آگاهي لازم به داوطلبين ازدواج از نظر شدت بروز ،اساس آن
علائم در موارد حضور توأم بتاتالاسمي با اين نوع 

ارائه مشاوره هاي ( شود در فرزندان دادهها هموگلوبينوپاتي
  ).ها هموگلوبينوپاتيتخصصي به زوجين داراي اين 

  
  تقدير و تشكر

اين تحقيق با استفاده از حمايت مالي معاونت محترم     
 درماني  ـنشگاه علوم پزشكي وخدمات بهداشتيپژوهشي دا

مركز تحقيقات  ايران و امكانات موجود در دانشكده پزشكي و
ي و آزمايشگاه تالاسمي سازمان علوم سلولي و مولكول

 )321: شماره ثبت( در قالب طرح تحقيقاتيانتقال خون تهران
انجام گرديده است، كه بدين وسيله نويسندگان اين مقاله 

ن مراكز ابراز  ايؤولينتشكر خود را از مس مراتب تقدير و
  .دارند مي
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The Separation of Globin Chains by Ion Exchange Chromatography in 
order to Identify Hemoglobinopathies  
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                                                                                      IV 
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Abstract 
    Background & Aim: There are several point mutations in hemoglobin(Hb) genes which can cause hemoglobinopathy. 
Since the mutant Hbs do not have any obvious electrical charge, globin chain separation is helpful for the diagnosis of 
unknown Hbs. Therefore, the present study was carried out to detect alpha or beta chain variants by cation exchange 
chromatography.   
    Material and Method: In this descriptive study, 20 samples having abnormal Hb were selected. Complete blood cell 
count(CBC), HbA2 and HbF percentages were determined by routine methods, and cellulose acetate and citrate agar 
electrophoresis were performed on all the samples. For HbS confirmation, solubility test was performed and globin chains 
were separated by carboxymethyl cellulose(CMC) chromatography in the presence of 8 M urea. SPSS version 14 was used 
for statistical analysis. 
    Results: According to the obtained results, all of the samples had an abnormal  band on cellulose acetate and citrate 
agar electrophoresis. CMC chromatography revealed that three patients had abnormal beta chains, 15 had abnormal alpha 
chains, and 2 remaining samples had abnormal alpha and beta chains.  
    Conclusion: Mutant alpha and beta chains can be detected by CMC chromatography and globin chain separation is a 
helpful guideline for the selection of an appropriate gene for DNA sequencing. Moreover, this method is useful to screen the 
cases for hemoglobinopathies and beta thalassemia coexistance, which can sometimes lead to severe clinical 
manifestations.  
 
 
 
 
Key Words:     1) Hemoglobinopathy     2) Ion Exchange Chromatography     
 
                         3) Variants of Globin Chains             
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